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Abstract

The work presented here describes the developnfeah aon source based on atmospheric
pressure chemical ionization (APCI) that allows tleect mass spectrometric analysis of solid
and liquid samples. The ion source makes use oirextdinlet probe (DIP)-system which
automatically introduces the samples into the souegion using a temperature-programmed
push rod. The programmed heating of the push radkléo a time-shifted vaporization of sample
components as a result of their different vaposguees.

The DIP-APCI ion source was coupled to a high-nasmh Q-TOF-MS (Agilent Technologies)
and an lon Trap-MS (Bruker Daltonik) using two difént source chambers manufactured at the
machine shop of the University of Wuppertal. Gasvll inside the ion source as well as the
position of the probe tip in the ion source werdéirozed for both the DIP-APCI-Q-TOF-MS
and the DIP-APCI-lon Trap-MS coupling. In positiianization mode all substances analyzed
were detected as protonated molecul@s £ H]™). lonization in negative ionization mode was
made possible by supplying sufficient oxygen toitresource. In negative ionization mode the
formation of [M — H]™- and [M + 0,] -ions was observed. Using both couplings a linear
concentration response was obtained with caffengest analyte. This shows the possibility to
perform quantitative analyses using the DIP-AP@isource.

Employing the Q-TOF-MS the reproducibility of DIPPEI-MS analyses was shown by the
repeated analysis of an extract fr&adix Angelicae sinensis. The possibility to separate sample
components by the programmed heating of the pudhmas demonstrated by the analysis of
hexanoic acid methyl ester and dodecanoic acid yhester. The two fatty acid methyl esters
were separated almost completely as a result ofdifeering vapor pressures.

The DIP-APCI-Q-TOF-MS coupling was applied to thealifative analysis of plants used in
Chinese Herbal Medicine (CHM). The Chind2adix Angelicae sinensis and the KoreaRadix
Angelicae gigas could be differentiated by direct analysis of goevdered plants and augmented
detection of coumarins iRadix Angelicae gigas. Processed in Xiao Yao pills, a preparation of
several plants used in CHM, the application of EheopeanRadix Angelicae archangelica

instead of the ChinesRadix Angelicae sinensis could also be shown via the detection of



coumarins. This demonstrates possible applicatadnBIP-APCI-MS analyses in authenticity
tests and in the quality control of plants and prapons used in CHM.

The possibility of performing quantitative analysesng the DIP-APCI ion source was shown
by the determination of coumarin in cinnamon emipigythe DIP-APCI-Q-TOF-MS coupling.
The DIP-APCI-MS determination of coumarin in cinr@mfollowing extraction was validated
and showed satisfying linearity, recovery and rdpoibility, both using deuterated coumarin as
internal standard and without the use of an intestendard. When deuterated coumarin was
used as internal standard, the coumarin conten&gsndimed in different cinnamon samples by
DIP-APCI-MS were in good agreement with the resolitained by a complementary LC-MS
analysis. When no internal standard was used fogmarin contents were overestimated in the
LC-MS analysis and underestimated in the DIP-AP@-khalysis. This shows that the use of
deuterated coumarin as internal standard is adeigalpbtain accurate data with both methods.
The determination of coumarin in woodruff-flavorbé@verages showed that, using ambient
ionization mass spectrometry, special attentiontbase paid to possible spectral interferences.
By means of LC-MS, coumarin could not be detectethe woodruff-flavored liquor analyzed.
Due to the influence of the high temperature appitethe woodruff-flavored liquor during DIP-
APCI-MS analysis an isobaric artefact was formelade Temperature-programmed vaporization
in combination with the use of deuterated coumasninternal standard helped in recognizing
this spectral interference.

Using the DIP-APCI-lon Trap-MS coupling a non-dastive analysis of phthalates and other
plasticizers in plastic articles was performed. identification of plasticizers was accomplished
by MS/MS- and M&experiments and comparative analysis of plastiGiz@ndards. In this way
plasticizers could be identified in toys, plastitides intended to come into contact with food
and other plastic articles of daily use.

The DIP-APCI-lon Trap-MS coupling was also applitedthe analysis of active ingredients in
analgesics and antibiotics. The active ingredieftanalgesics (acetylsalicylic acid, diclofenac,
ibuprofen, paracetamol and naproxen) and antilsot{clarithromycin, rifampicin and
ethambutol) could all be detected in the tabletd amtments analyzed. The identities of the

active ingredients were confirmed by MS/MS-expenise



In addition to the development of the DIP-APCI swurce a second focus of the work presented
here was the analysis of phloem sap. By meanyleicsbmy phloem sap was gained from maize
and rapeseed plants. The direct analysis of phisgusing DIP-APCI-Q-TOF-MS enabled the
detection of twelve components of maize phloem sag twenty components of rapeseed
phloem sap and the deduction of possible moledaanulae from the accuratevz-values
detected. By means of DIP-APCI-lon Trap-MS, MS/M@&riments were performed to
elucidate the structures of the components detdotgzhloem sap. Due to the low molecular
weight of substances detected in phloem sap asasdibw signal intensities and nonspecific
fragmentation it was only possible to identify thmino acids valine and leucine, which are

known to be contained in phloem sap, by comparanadysis of their respective standards.






1 Einleitung und theoretische Grundlagen

Die Massenspektrometrie ist heutzutage ein unvatzicer Bestandteil der instrumentellen
Analytik mit breit gefacherten Einsatzgebieten. n8t§ steigende Anforderungen an die
gualitative und quantitative Analyse immer komplexe Proben stellen die moderne
instrumentelle Analytik vor neue Herausforderund@ie. Anforderungen umfassender Analysen
komplexer Proben koénnen nur durch chromatograpbischder elektrophoretische
Trenntechniken mit anschlieRender massenspektrisctegr Detektion erfiillt werden. Dennoch
ist in der Massenspektrometrie in den letzten Jaleia Trend hin zur direkten Analyse von
Proben ohne Probenvorbereitung und vorhergehenderomelographische  oder
elektrophoretische Trennung zu beobachten, welehgr der Einflihrung derDesorption

electrospray ionization (DESI) undDirect analysis in real time (DART) als erste ambiente

lonisationsmethoden begann.

1.1 Ambiente Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse mit lonenerzggigunter Umgebungsbedingungen
(ambiente Massenspektrometrie) ist ein BereichMigssenspektrometrie, welcher sich seit der
Einflhrung derDesorption eectrospray ionization (DESI) und Direct analysis in real time
(DART) [1,2] in den Jahren 2004 und 2005 schnetivezkelt hat [3-6]. Insgesamt wurde seit
2004 Uber die Entwicklung von etwa 30 ambienteretmuellen berichtet [4,7,8] und viele
verschiedene Akronyme fiir zum Teil sehr eng verwaricgecchniken haben diese Entwicklung
gepragt [3-6,9].

Unter ambienter Massenspektrometrie wird allgeméia direkte massenspektrometrische
Analyse von Proben ohne oder mit nur wenig vorheegder Probenvorbereitung und ohne
vorhergehende Trennung verstanden. Die Desorptiwh lanisation von Probenbestandteilen
erfolgt direkt von der Probenoberflache unter odferymgebungsbedingungen [3,6,9,10]. In
einigen Fallen wird der Begriff der ambienten Masgektrometrie auch etwas enger gefasst. So
beschreibWESTON die Beibehaltung des natirlichen Zustands derdPabd Kriterium fir die



Einleitung und theoretische Grundlagen

Einstufung als ambiente lonisationsmethode HARRIS et al. beschreibt vier Charakteristika
zur Unterscheidung von ambienten lonisationsmethodend Ionisationsmethoden bei
Atmospharendruck [11]: Bei ambienten lonisationdrmoden sollte die lonisation unter
minimaler Probenvorbereitung erfolgen und in Abwésst eines Gehéauses stattfinden, sodass
die Analyse von Proben jeglicher Gestalt und Gréffedglicht wird. Ambiente lonenquellen
sollten an die meisten differenziell gepumpten Maspektrometer gekoppelt werden kénnen
und die lonen sollten nach einer weichen lonisatiogthode erzeugt werden.

Die Vielzahl an entwickelten ambienten lonenquellegnn nach verschiedenen Kriterien
klassifiziert werden. Eine Einteilung nach dem zungieliegenden lonisationsmechanismus fihrt
zur Unterscheidung von mit der Elektrosprayion@mati(ESI) verwandten Techniken und
Techniken, die auf chemischer lonisation bei Atnimdspndruck Atmospheric pressure
chemical ionization, APCI) beruhen. Den ESI-verwandten Techniken sinter anderem die
Desorption electrospray ionization (DESI), Extractive electrospray ionization (EESI) und
Techniken, die ESI mit Laserdesorption kombiniefElectrospray laser desorption ionization,
ELDI; Laser ablation electrospray ionization, LAESI), zuzurechnen. APCI-verwandte
Techniken umfassen koronaentladungsbasierte Methede Atmospheric solids analysis probe
(ASAP) und Desorption atmospheric pressure chemical ionization (DAPCI), sowie
plasmabasierte Methoden wierect analysisin real time (DART), Dielectric barrier discharge
ionization (DBDI) und Plasma-assisted desorption ionization (PADI) [3,4,6,12]. Neben der
Einteilung nach dem zugrundeliegenden lonisatios@eismus ist auch eine Unterteilung nach
der Art der Desorption moglich. Hierbei konnen thessche Desorption, Laserdesorption und
Desorption durch Aufprall eines Sprays oder einases unterschieden werden [5]. Ferner sind
kombinierte Klassifizierungen nach Art der Desaptiund lonisation mdglich [8,9,11,13].
Neben diesen Klassifizierungen kann zwischen anterionisationsmethoden, bei denen
Desorption und lonisation als konzertierter Prozgdaufen, und solchen, bei denen Desorption
und lonisation getrennte Prozesse darstellen, softerden werden [8,12]. Eine Einteilung von
ambienten lonenquellen nach dem zugrundeliegermi@nationsmechanismus ist in Abbildung

1 gezeigt.
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Abbildung 1:  Einteilung ambienter lonenquellen  nachldem  zugrundeliegenden
lonisationsmechanismus, modifiziert aus [3]. APTBtmospheric pressure
thermal desorption ionization, DAPPI: Desorption atmospheric pressure
photoionization, HAPGDI: Helium atmospheric pressure glow discharge
ionization, IE: lon evaporation, ND-EESI: Neutral desorption extractive
electrospray ionization, PI: Photo ionization.

Die gemessen an der Anzahl erschienener Publilati@m weitesten verbreiteten ambienten
lonisationsmethoden [4,11] werden im Folgenden,em@it nach dem zugrundeliegenden

lonisationsmechanismus, nédher beschrieben.

1.1.1 ESI-verwandte ambiente lonisationsmethoden

In der Gruppe der Atmospharendruck-lonisationsnaghoist die Elektrosprayionisation das
bekannteste Verfahren. Bei der ESI handelt esisitieine sanfte Methode zur Uberfiihrung von
lonen aus der flissigen Phase in die GasphaseBh#ijickelt wurde die Elektrosprayionisation
durch die Arbeitsgruppe unbDOLE. Durch Elektrosprihen einer verdiunnten Lésung aus
Polystyren-Molekilen in eine Stickstoff-gefillte Mampfungskammer erzeugten sie lonen,
welche sie mit Hilfe eines Faraday-Kafigs detek#ier Sie postulierten, dass die im Elektrospray
gebildeten geladenen Trépfchen durch Verdampfung ldisungsmittels und Erhdhung der
Ladungsdichte elektrisch instabil werden und inndes Tropfchen zerfallen. Auf diese Weise
wirde ein Zustand erreicht, in dem jedes Tropfaim@nnoch ein Makromolekil enthalt, und die
Verdampfung des restlichen LOsungsmittels wirde etektrisch geladenen, gasférmigen
Makromolekdlen fuhren [15]FENN et al. nutzten ESI erstmals zur massenspektrasnbén

Analyse, zunachst von kleineren Molekiilen [16]. Dierfugbarkeit eines neueren Quadrupol-



Einleitung und theoretische Grundlagen

Massenanalysators, welcher Massen bis 1500 Daltfidsan konnte, ermdglichte die Analyse
groBerer Molekile wie Peptide [17]. Die Arbeitsggap um FENN setzte die
Elektrosprayionisation auch erstmals zur Kopplumg Blissigchromatographie (LC) mit der
Massenspektrometrie (MS) ein [17]. Sie zeigtensdas sowohl mdglich ist, kleine, hitzelabile
Molekule, wie Vitamine, als auch grof3e Molekilegwolymere und Proteine, mittels ESI-MS
zu analysieren [18,19]. Bei der ESI-MS Analytikttkaum Fragmentierung selbst grof3er und
labiler Molekile auf. Die Bildung mehrfachgeladeh@nen aus groRen Molekilen erdffnet die
Mdoglichkeit, diese Molekile mit Massenanalysatoremnt begrenztem Massenbereich zu
analysieren [18].

Der Mechanismus der Bildung gasformiger Analytiorzers dem in elektrolythaltiger Losung
befindlichen Analyten mittels ESI kann in drei Belfritte unterteilt werden [14,20-22]. Der
erste Schritt besteht in der Erzeugung eines éektigeladenen Sprays. An der Spriuhkapillare,
welche 1-3 cm von der Gegenelektrode entferntwst] eine Spannung von 2-3 kV angelegt.
Die Gegenelektrode wird von einer Platte, welche étintrittsoffnung ins Massenspektrometer
besitzt, gebildet [22]. Das angelegte elektriscledd Foewirkt eine partielle Trennung der
positiven und negativen Elektrolytionen in der LidguIm Positiv-Modus wandern positive
lonen zur Kapillarspitze und negative lonen zur Kagpvand, im Negativ-Modus bewegen sich
negative lonen zur Kapillarspitze und positive lorer Kapillarwand. Durch die gegenseitige
Abstol3ung der lonen an der Kapillarspitze und deidghung durch die Gegenelektrode kommt
es zur Ausbildung eines sogenannten Taylor-Kongs. das angelegte elektrische Feld
ausreichend stark, so Uberwinden die elektrostaiscKrafte die Oberflachenspannung der
Loésung und ein Flissigkeitsstrahl beginnt aus deaylof-Konus zu emittieren. Der
Flussigkeitsstrahl tragt einen Uberschuss an pesitionen im Positiv-Modus bzw. an negativen
lonen im Negativ-Modus, deren gegenseitige Abstgliemen Zerfall in kleine, geladene
Tropfchen, welche auseinanderdriften, bewirkt. &ssgnt fuhrt der Elektrospray-Prozess zu
einem feinen Spray geladener Tropfchen, die sidRichtung der Gegenelektrode bewegen. Die
Elektrospray-lonenquelle liefert im Positiv-Modusn ekontinuierliches Spray aus positiv
geladenen Tropfchen. Um das Ladungsgleichgewicht eroalten, muss daher an der
Sprihkapillare eine Oxidation von Anionen und am @egenelektrode eine Reduktion der

Kationen des Sprays erfolgen. Im Negativ-Moduslgtfan der Spruhkapillare eine Reduktion



Einleitung und theoretische Grundlagen

von Kationen und an der Gegenelektrode eine Oxidatler Anionen des Sprays. Die

Elektrospray-lonenquelle stellt somit einen Spéaibkiner elektrolytischen Flusszelle dar, bei

dem der Ladungstransport Uber das elektrisch ge¢aSeray erfolgt [14,20-22]. Der Prozess der
Erzeugung des elektrisch geladenen Sprays ist mldung 2 schematisch dargestelit.
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Elekiragionisation im Positiv-Modus,
modifiziert aus [20].

Der zweite Schritt der Erzeugung gasformiger Anahgn liegt in der Reduktion der
Tropfchengrof3e. Durch Verdampfung des Losungsmigehrumpfen die gebildeten Tropfchen
bei gleichbleibender Ladung, die Ladungsdichte nirsomit zu. Bei Erreichen des Rayleigh-
Limits Ubersteigt die elektrostatische AbstoRung @berflachenspannung und das Tropfchen
zerfallt in kleinere Trépfchen (Coulomb-Spaltundie Coulomb-Spaltung erfolgt tber die
Bildung eines Konus und die Freisetzung eines Btrah Tropfchen aus diesem Konus. Dieser
Prozess wird alsDroplet jet fission bezeichnet. Durch L&sungsmittelverdampfung und
mehrfache Coulomb-Spaltung wird die Tropfchengrk®skadenartig reduziert [14,20-22].

Der letzte Schritt des Mechanismus der Elektrogpragation besteht in der Freisetzung
desolvatisierter lonen in die Gasphase. Hierfur dear zwei verschiedene Mechanismen

postuliert. Nach denCharged residue model (CRM) fliihren mehrfache Coulomb-Spaltungen
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letztendlich zu Tropfchen, die nur noch ein Analgtekil enthalten. Bei Verdampfung der
letzten Losungsmittelmolekile wird die auf dem Toben verbliebene Ladung auf das
Analytmolekdl Gbertragen. Da®n evaporation model (IEM) hingegen postuliert die direkte
Emission von lonen aus hinreichend kleinen (Radius0 nm), geladenen Tropfchen. Nach
derzeitigem Kenntnisstand ist davon auszugehers sl@sr gro3e Molekile nach dem CRM
ionisiert werden und das IEM fur kleinere lonenriffit{14,20-22].

ESl-verwandte ambiente lonisationsmethoden komtgnieerschiedene Arten der Desorption,
beispielsweise Desorption durch Aufprall eines $prader auch Laserdesorption, mit der
lonisation durch ein Elektrospray. Aufgrund des-{B8s$ierten lonisationsprozesses werden ESI-
ahnliche Massenspektren erhalten [8,12].

1.1.1.1 Desorption electrospray ionization (DESI)

Im Jahr 2004 wurde di®esorption electrospray ionization (DESI) als erste der ambienten
lonisationsmethoden vorgestellt [1]. Bei der DESIirdwein pneumatisch unterstutztes
Elektrospray aus geladenen Tropfchen und Losungdioiten auf die zu analysierende
Oberflache gerichtet. Hierbei kann die Oberflaclkst die zu untersuchende Probe darstellen
oder aber die Probe wird zur Analyse auf einer gresten Oberflache deponiert. Durch den
Aufprall geladener Tropfchen kommt es zur Bilduragf@rmiger lonen aus auf der Oberflache
befindlichem Material. Die gebildeten lonen werdaassenspektrometrisch analysiert [1]. Der

schematische Aufbau eines DESI Experiments istabildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3:  Schematischer Aufbau eines DESI Experits, modifiziert aus [1].

Im Fall von typischerweise mittels ESI untersuchfgralyten sind die mittels DESI erhaltenen
Massenspektren den ESI-Massenspektren sehr ahnBeh. beiden Techniken treten
mehrfachgeladene lonen und Addukte mit Alkalimetallauf [1,23]. Als hauptsachlicher
Mechanismus der DESI wird eniroplet pick-up postuliert. Eine anfangliche Befeuchtung der
Probenoberflache durch das Spray l6st den AnalyBmim Auftreffen weiterer Tropfchen
kommt es zum Verspritzen mit Emission sekundarekriMiopfchen, welche den geldsten
Analyten enthalten [24]. AnschlieBend erfolgt dienikation des Analyten Uber den
Mechanismus der Elektrosprayionisation, nach dénarged residue oder lon evaporation
model [25]. Belege fur dendroplet pick-up Mechanismus lieferten Untersuchungen zur
Geschwindigkeit und zum Durchmesser der Tropfchétel® Phase Doppler Partikelanalyse
(PDPA) [25] und Simulationen des Spray Transporid des Aufpralls der Tropfchen auf der
Probenoberflache [26]. Zudem wurde gezeigt, dassmditels ESI und DESI erzeugten lonen
ahnliche interne Ladungsverteilungen aufweisen, weagleichbare Prozesse bei der Bildung
gasformiger lonen aus geladenen Trépfchen nahaifeysomit die Theorie deksoplet pick-up
unterstitzt [27].

Die Effizienz der DESI wird von einer Vielzahl araf@metern beeinflusst. Von besonderer
Bedeutung sind geometrische Parameter. Hierzu gehder Einfallswinkel des Sprays, der
Winkel zwischen Probenoberflache und lonentransfatlare des MSo undp in Abbildung 3),
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sowie die Abstande der Sprihkapillare und der Ibaesferkapillare von der Probenoberflache
[23]. Typischerweise liegt der Einfallswinkel depr&s im Bereich von 30-70°, der Winkel
zwischen Probenoberfliche und lonentransferkapillaei 10-30° und die Abstande der
Sprihkapillare und der lonentransferkapillare venrobenoberflache betragen jeweils 1-5 mm
[14]. Zur Eliminierung des Einflusses geometrisciiearameter wurde eine DESI-Quelle
entwickelt, bei der sich Sprihkapillare und lonansferkapillare in fester geometrischer
Anordnung (parallel zueinander und im 90°-Winkel Buobenoberflache) befinden. Auf diese
Weise sollte die DESI leichter anwendbar und radrusterden [28]. Spray-Parameter, wie die
Flussrate des Gases und Spray-Losungsmittels, shevengelegte Spannung, besitzen ebenfalls
Einfluss auf die Effizienz der DESI, da sie die ¥dung der Tropfchengrol3e, die Ladung der
Tropfchen und ihre Geschwindigkeit bestimmen [28lich sind ein Losungsmittelfluss von 3-
5 pL/min, ein Spruhgasdruck von 8-12 bar und emgebegte Spannung im Bereich von 2-6 kV
[14]. Ein Bestandteil dedroplet pick-up Mechanismus der DESI ist das Losen des Analyten im
Losungsmittelfilm, der sich auf der Probenoberfé&cusbildet. Aus diesem Grund wird die
Effizienz der DESI mit steigender Loslichkeit desatyten im Spray-Losungsmittel verbessert
[29]. Zur Analyse polarer Analyten werden meist Wé&afViethanol-Gemische eingesetzt [24],
fur hydrophobe Analyten wurde auch die Moéglichkedr Verwendung wasserfreier Spray-
Losungsmittel gezeigt [30]. Auch die Oberflachef der sich der Analyt befindet, beeinflusst
die Effizienz der DESI. Sie sollte aus einem igelielen Material bestehen, um die
Neutralisation der aufprallenden Tropfchen auf @drerflache zu vermeiden [1,23]. Zudem
sollten die verwendeten Oberflachen nicht zu gdeih, damit auf der Oberflache deponierte
Proben nicht physikalisch durch die Kraft des Spragtfernt werden [31], und die Adsorption
des Analyten auf der Oberflache sollte weder zuvach (instabiles Signal) noch zu stark
(schlechte Desorption) sein [32]. TypischerweiseXESI-MS Analyse verwendete Oberflachen
sind Glas, Polytetrafluorethylen (PTFE) und Polymy&hethacrylat (PMMA) [23,31,32].

Zur Erh6hung der Empfindlichkeit und Selektivitét inen bestimmten Analyten kénnen dem
Spray-Ldsungsmittel Reagenzien zugesetzt werdeeseDVorgehensweise wird alsactive
DES bezeichnet [24]. Die einfachste Moglichkeit besiahZusatz von Kationen oder Anionen
zur Adduktbildung. So wurden AlkalimetallkationeB3] sowie Chlorid und Trifluoracetat [34]

zur Detektion verschiedener Sprengstoffe einges€&tes Weiteren wurde Dodecylamin zur
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Bildung eines Komplexes mit dem Anti-Malaria WirBt Artesunat verwendet [35]. Die
Derivatisierung von Cholesterin mit Betainaldehydten Bildung eines Hemiacetalsalzes
ermoglichte die Detektion dieses unpolaren Analyhéitels DESI-MS [36].

Anwendung findet die DESI-MS unter anderem im Bsgreder Forensik und o6ffentlichen
Sicherheit, bei umweltanalytischen Fragestellungeah in der Lebensmittelanalytik, in den Life
Sciences sowie der pharmazeutischen Analytik. Bisehe Anwendungen und Anwendungen
im Bereich der offentlichen Sicherheit umfassen Bietektion von Spuren verschiedener
Sprengstoffe auf unterschiedlichen Oberflachen i@Papglastik, Metall, Baumwolle, Seide,
Leder) [37-39] sowie auf der Haut [40] und das 8oneg von organischen Rickstanden des
Abfeuerns von Schusswaffen [41]. Des Weiteren waideDESI-MS zur Analyse verschiedener
Drogen (Amphetamine, Kokain, Heroin, Ecstasy) [2%48], zu deren Nachweis in Urin [44]
und zur Bestimmung von Flunitrazepam in alkoholkstlGetranken [45] eingesetzt. In der
pharmazeutischen Analytik wurde die DESI-MS zur n&dlen Wirkstoffanalyse in
pharmazeutischen Proben (Tabletten, Salben, FKestgeg) [43,46,47], zur Quantifizierung des
B-Blockers Propranolol [48] und zum Nachweis vonrblaterol und anderen Medikamenten in
Urin [49,50] genutzt. Im Bereich der Umwelt- unddemsmittelanalytik sowie der Life Sciences
fand die DESI-MS Anwendung zur Analyse von Spreoffish und Agrochemikalien in Wasser
[51], zum Nachweis des Fungizids Strobilurin undierer Agrochemikalien in Lebensmitteln
[52,53], sowie zur Analyse von Kohlenhydraten uner&den [54], von Triglyceriden in
Lebensmitteln [55] und zur Detektion von Alkaloidenpflanzlichem Gewebe [56]. Davon ab
wurde die DESI-MS auch fiur Profilierungs-AnalysemnvAnthocyanen in Wein [57] und von
intakten Bakterien [58] eingesetzt und im Bereien Werkstoffkunde zur Identifizierung von
Polymer-Additiven verwendet [59]. Ein weiterer Eatmbereich der DESI liegt in der
bildgebenden Massenspektrometrie. Hier wurde dieSIEMS zur Lokalisierung von
Medikamenten in tierischem Gewebe [60] und zur d@&imaufgelésten Untersuchung der
Lipidverteilung in biologischem Gewebe [61-63] em3gtzt. Die Kombination von bildgebender
Massenspektrometrie mittels DESI und multivariatatenauswertung ermoéglichte die
Unterscheidung von Krebsgewebe und gesundem Gej@wélés]. In Anlehnung an den Einsatz
in der bildgebenden Massenspektrometrie kann dieSIDRuch zur Kopplung der

Dunnschichtchromatographie mit der Massenspektnoenatrwendet werden [66,67].
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1.1.1.2 Desorption sonic spray ionization (DeSSI) und Easgmbient sonic spray ionization
(EASI)

Die Desorption sonic spray ionization (DeSSl) [68] ist eine ambiente lonisationsmethode,
welche der DESI vom Aufbau her sehr ahnlich ist.Unterschied zur DESI wird bei der DeSSI
keine Spannung an die Spruhkapillare angelegt un@rédhter Sprihgasdruck von ca. 30 bar,
sowie ein Losungsmittelfluss von 20 pL/min  verwendd68]. Der sich mit
Schallgeschwindigkeit koaxial zum Lésungsmittelstrbewegende Spriihgasfluss bewirkt eine
Bildung geladener Tropfchen nach dem Prinzip dehalgpray-lonisation spnic spray
ionization, SSI). Es entstehen kleine Tropfchen mit einetistischen Ungleichverteilung von
Ladung (gleichzeitig positiv und negativ geladenépfchen). Der dichte Strom der geladenen
Tropfchen wird auf die zu untersuchende Probentimdr® gerichtet und bewirkt dort die
Desorption des Analyten von der Oberflache undetessnisation und Transfer in die Gasphase
[68-71]. Kurze Zeit nach ihrer EinflUhrung wurde dieSSI in Easy ambient sonic spray
ionization (EASI) umbenannt [69]. Anwendungsbeispiele der Ble®zw. EASI-MS umfassen
die Analyse pharmazeutischer Wirkstoffe direkt vder Tablettenoberflache [68], das
Monitoring der Alterung von Medikamenten [72] sowi€ingerprint-Analysen und
Authentizitatsprifungen von Parfums [73] und Kraften [74]. Die DeSSI-/EASI-MS wurde
auch zur Charakterisierung der Tenside in Weiclespi]70] und des Profils der Triglyceride
und freien Fettsauren in pflanzlichen Olen [71] ®oweur Authentizitatspriifung von
Geldscheinen [75] und Autopapieren [76] eingesdiré Moglichkeit der Kombination der
DeSSI-/EASI-MS mit der Dunnschichtchromatographiarde am Beispiel stickstoffhaltiger
Verbindungen, pharmazeutischer Wirkstoffe und piaher Ole gezeigt [69]. Da bei der
DeSSI/EASI keine Spannung an die Spruhkapillareskagg wird, ist auch ein Einsatz in der
vivo Analyse denkbar [68].

1.1.1.3 Extractive electrospray ionization (EESI)

Die im Jahr 2006 vorgestelltéxtractive electrospray ionization (EESI) [77] ermdglicht die
direkte Analyse flussiger, matrixhaltiger Probemne diese, wie beispielsweise zur DESI-
Analyse notig, auf eine Oberflache aufbringen zwsseiar. Die EESI verwendet zwei separate

Spriuhkopfe. Ein Sprihkopf zerstdubt die Probelésung der zweite Sprihkopf wird zur

10
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Erzeugung geladener LOsungsmitteltropfchen nach ddektrospray-Prinzip genutzt. Die
Probentropfchen und die geladenen Losungsmittdétth@ém werden miteinander vermischt. Bei
Kollisionen der Tropfchen werden Analyten aus deobEntropfchen durch Flissig-Flussig-
Extraktion in die geladenen L&ésungsmitteltropfctextrahiert, wo sie nach dem ESI-Prinzip

ionisiert werden [77]. Der schematische AufbaulEesI-Quelle ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4:  Schematische Darstellung der EESI, ifioert aus [77].

Die EESI zeigt starke Uberschneidungen mit Based-droplet electrospray ionization (FD-
ESI), welche zur direkten Analyse von Peptiden Bnoteinen in stark salzhaltiger oder puffer-
und tensid-haltiger Losung entwickelt wurde [78,7Bje Probelésungen wurden hier durch
Ultraschall vernebelt [78] bzw. pneumatisch vergprij79] und mit elektrogesprihten
Losungsmitteltropfchen in Kontakt gebracht.

Die EESI und die FD-ESI zeigen eine gegenuber d&r deutlich erhdhte Salztoleranz. Als
Erklarung hierflr wurde die schlechte Ldslichkednvbeispielsweise NaCl in den organischen

Losungsmitteltropfchen (Methanol) [78] und die Hfipese, dass Salze durch verstarkte

11
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Solvatisierung bevorzugt im Inneren der Probentiigh stabilisiert sind und somit nicht in die
Losungsmitteltropfchen extrahiert werden [77], pbsett.

Eine Abwandlung der EESI besteht in der Verwendwiges neutralen Gasstroms zur
Beprobung von Oberflachen und der Vereinigung die€asstroms mit elektrogesprihten
Losungsmitteltropfchen. Diese Technik wurde d&leutral desorption EES (ND-EESI)
bezeichnet und zun vivo Analyse von Substanzen auf menschlicher Haut s&ige[30].
Anwendungsbeispiele der EESI-MS umfassen die dirddialyse von Atrazin in komplexer
Matrix (Urin, Milch) [77], sowie die Quantifizierugh von Melamin in Milch [81] und von
Kreatinin in Urin [82]. Ferner wurde die EESI-MSrZDetektion nativer Proteine in biologischen
Matrices [83] sowie von Diethylphthalat in ParfiBd] eingesetzt und fand Anwendung in der
in vivo Fingerprint-Analyse von nichtfliichtigen Verbind@mgin menschlichem Atem [85]. Die
ND-EESI-MS wurde beispielsweise zur Bestimmung Redgegrades und der Qualitat von Obst
[86] sowie zur Detektion von Spuren von Hormoned Gulfonamiden in viskosen Kosmetika
[87] eingesetzt. Mittels ND-EESI-MS lassen sich lauspuren von Sprengstoffen auf der
menschlichen Haut detektieren und verdorbene Naisraittel durch Nachweis typischer

Zersetzungsprodukte identifizieren [80].

1.1.1.4 Paper spray ionization (PSI)

Die in der Arbeitsgruppe ur@OOKS entwickeltePaper spray ionization (PSI) [88] generiert
Analytionen durch Anlegen einer hohen Spannungimmeesieck aus Papier, welches mit einer
geringen Losungsmittelmenge angefeuchtet wurdébePrcbnnen vor der Befeuchtung auf das
Papier gegeben, oder dem Losungsmittel zugesetzteweDer Analyttransport erfolgt durch
Kapillarkrafte im porésen Papier und durch die dege hohe Spannung wird ein Spray aus
geladenen Tropfchen an der Spitze des Papierdeeggekugt [88,89]. Das Prinzip der PSl ist in
Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung der Papexysignization, modifiziert aus [88,89].

Es wurde gezeigt, dass ein Spray nur an scharféreSpdes Papiers generiert wird und dass
kleinwinklige Papierspitzen die Erzeugung des Sprhgginstigen, da hier die elektrische
Feldstarke am héchsten ist [90]. Mittels PSI-MSrkame grol3e Bandbreite an Substanzen, von
kleinen organischen Molekillen bis zu Proteinen,lysnat werden. Hierbei werden ESI-
ahnliche Massenspektren erhalten [89]. Die PSI-M&rde& eingesetzt zur Analyse von
Medikamenten in Vollblut [88], zur Detektion illeiga Drogen in Urin [89] und zur Analyse von
Kontaminanten in Lebensmitteln, beispielsweise @enbuterol in Schweinefleisch [91]. Auch
die Beprobung von Oberflachen nach dem Prinzip Wischtests wurde am Beispiel der
Detektion von Heroin auf einer Arbeitsflache undhvisgrochemikalien auf Fruchtoberflachen
gezeigt [89]. Besonderes Potenzial besitzt dieNSlim Bereich der klinischen Anwendungen,
insbesondere des Neugeborenen-Screenings, durchldjéchkeit der direkten Analyse von
Dried blood spots (DBS) [88].

1.1.1.5 Electrospray-assisted laser desorption ionizatiorHLDI), Matrix-assisted laser
desorption electrospray ionization (MALDESI) und Laser ablation electrospray
ionization (LAESI)

Bei derElectrospray-assisted laser desorption ionization (ELDI) [92], der Matrix-assisted laser
desorption electrospray ionization (MALDESI) [93] und der Laser ablation electrospray
ionization (LAESI) [94] werden Desorption und lonisation d&robenbestandteile entkoppelt.
Im ersten Schritt wird ein Laser auf die Probenfiehne gerichtet, um lonen zu produzieren
und Neutralteilchen und gréRere Partikel zu desoebi. Die Freisetzung von Neutralteilchen

und Partikeln dominiert diesen Prozess. Der zw8itkritt besteht in der Nachionisation der
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desorbierten Neutralteilchen durch ein Elektrosprapbei ESI-dhnliche Massenspektren
erhalten werden [3,13].

Die ELDI nutzt einen UV-Laser (gepulster Stickstbffser der Wellenlange 337 nm), welcher in
einem Winkel von 45° auf die Probenoberflache deeicwird. Um ein effizientes Vermischen
der desorbierten Analyten mit dem elektrogespruttéaungsmittel zu erreichen, wird ein
geringer Abstand (3 mm) der Elektrospray-Kapillarten der Probenoberflache gewahlt.
Zusatzlich sollten die desorbierten Analyten zu emin frihen Zeitpunkt der
Elektrosprayionisation, also wenn die geladenerpftiien noch relativ grol3 sind, in das Spray
eingebracht werden [92]. Der schematische Aufbau EleDI-Quelle ist in Abbildung 6
dargestellt.

/ UV-Laserstrahl

I~

MS-Einlass
Elektrospray-
Kapillare Analyt %

\ ’;"“ // =
d2 ® . N N /// =
d I/

3 /,/ o
\ Za
g
Probentriger 4
aus Edelstahl d,

Abbildung 6:  Schematische Darstellung der ELDI, ifiniért aus [92].

Mittels ELDI-MS wurden ESI-&hnliche Massenspektuem Cytochrom C, deponiert auf einer
metallischen Oberflache, sowie des Rauschmittels thdpialon direkt von der
Tablettenoberflache erhalten [92]. AnwendungenEleDl-MS umfassen die direkte Detektion
von Proteinen aus biologischem Material [95] un@ dharakterisierung der chemischen
Hauptkomponenten auf verschiedenen Oberflacherspieésweise der Farben auf einem
Gemalde und der Wirkstoffe in Tabletten [96]. Degitdten wurde die ELDI-MS auch zum
Monitoring von chemischen Reaktionen [97] und zuddebenden massenspektrometrischen

Analyse von getrockneten Pilzen [98] eingesetzt.
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Die MALDESI unterscheidet sich insofern von der BLBIs dass hier eine organische Saure
(2,5-Dihydroxybenzoesaure oder Sinapinsdure) alstriMaeingesetzt wird, um die
Laserdesorption zu verbessern. Die Analyse vonidRapund Proteinen mittels MALDESI-MS
zeigte d&hnliche Ladungszustande, wie sie bei dafy&e mittels nanoESI-MS erhalten wurden,
und belegt somit die Nachionisation laserdesomierNeutralteiichen nach dem ESI-
Mechanismus [93]. Die MALDESI-MS fand Anwendung direkten Charakterisierung intakter
Polypeptide [99].

Im Unterschied zur ELDI und zur MALDESI verwendee d.AESI zur Desorption einen IR-
Laser (Er:-YAG Laser der Wellenlange 2940 nm), wetdm 90°-Winkel auf die Probe gerichtet
wird. Diese Vorgehensweise eignet sich zur Analygs Proben mit ausreichendem
Wassergehalt, da in diesem Wellenlangenbereich @ifalfonen angeregt werden. Im
Vergleich zur ELDI fuhrt die LAESI zu einer starker Materialabtragung von der Oberflache
und tieferem Eindringen des Laserlichtes in diebBroAls weiteren Unterschied zur ELDI
resultiert bei der LAESI bei gréRerem Abstand (00s8n) der Elektrospray-Kapillare von der
Probenoberflache eine erhthte Sensitivitdt, was eaé¢ lonisation durch Wechselwirkung
groRerer Partikel mit elektrogesprihtem Lésunggiiiinweist [94]. Mittels LAESI-MS wurden
kleine Molekile, wie das Antihistaminikum Fexofemgdund Proteine bis 66 kDa direkt in
biologischen Proben (Urin, Vollblut, Serum) anatysi[94]. Anwendung findet die LAESI
insbesondere in der bildgebenden Massenspektr@anétispielsweise zur Untersuchung der
Verteilung kleiner Metabolite und Lipide in Rattemh [100]. Durch Kombination von
Mikrodissektion und LAESI-MS unter Verwendung eingchtleitfaser konnte eine Analyse der

Metabolite in unterschiedlichen Zellkompartimengégreicht werden [101].

1.1.2 APCI-verwandte ambiente lonisationsmethoden

Neben der Elektrosprayionisation stellt die chemgsclonisation bei Atmosph&rendruck
(Atmospheric pressure chemical ionization, APCI) ein weit verbreitetes Verfahren der
Atmosphéarendruck-lonisation dar. Die APCI generiéhalytionen durch lon-Molekiil-
Reaktionen in der Gasphase [14]. Bereits 1973 wuctteHORNING radioaktives™Ni, ein p-
Strahler, eingesetzt, um einen im hei3en Sticksit@iin aus einer Losung verdampften Analyten

bei Atmosphéarendruck zu ionisieren. Die v8iNi emittierten Elektronen setzen eine Sequenz
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von Reaktionen, beginnend mit der lonisation voekStoff (Primarionisation), in Gang. Bei
Vorhandensein von Spuren von Wasser fuhrt die Reagequenz (Gleichung 1-6) letztendlich

zur Bildung geladener Wassercluster [102]:

N, +e” > Ny* +2e” 1)

N;* +2N, » N;t + N, (2)

N,* + H,0 -» H,0t + 2N, 3)

H,0* + H,0 - H;0" + OH (4)

H;0* + H,0 + N, » H*(H,0), + N, (5)
H*(Hy0)p_1 + H0 + Ny > H"(H;0),, + N, (6)

In Abwesenheit eines organischen Losungsmittels B#mktandgases kann die lonisation des
Analyten (M) durch Ladungstransfer ausgehend wBjt (Gleichung 7) oder durch
Protonentransfer ausgehend von geladenen Wasgernl{&leichung 8) erfolgen [103]. Diese
Gasphasenreaktionen laufen in Abhéangigkeit dessleningsenergie und der Gasphasenbasizitat
des Analyten ab.
N;"+M - M* + 2N, 7)

H*(H,0), + M - MH* + nH,0 (8)
In Gegenwart eines organischen Ldsungsmittels wach Primarionisation von Stickstoff die
Bildung von Reaktandionen durch das Losungsmittedtydiert [104]. Bei Verwendung von
Benzol wirde beispielsweise zunachst Benzol duadtubhgstransfer ionisiert (Gleichung 9) und
anschliel3end konnte dann die lonisation des Analgierch Ladungs- oder Protonentransfer
erfolgen (Gleichung 10 und 11) [102,103]:

N;¥ + CeHg — CoHgt + 2N, 9)
CeH;t + M — M + C4H, (10)
CoHet + M > MH* + C¢H; (11)

Nach neueren Untersuchungen BENTER et al. erfolgt die Bildung vofM + H]*-lonen in
der Dopant-assisted Atmospheric pressure photoionization (DA-APPI) nicht durch direkte
Reaktion von durch Photoionisation gebildeten Déipaen mit dem Analyten, sondern Gber die
Bildung protonengebundener Wasser-/Lésungsmitistietu [105]. Ahnliches sollte fir die
Bildung von [M + H]*-lonen mittels APCI in Gegenwart organischer Losmigtel, wie

beispielsweise Benzol, gelten.
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Analog zur konventionellen chemischen lonisatioh) (@ Vakuum kénnen auch bei der APCI
geringe Mengen eines Gases, wie beispielsweisait@olmder Ammoniak, in die lonenquelle
eingebracht werden, um dort Reaktandionen zu bi[déd]. Durch Wahl des Reaktandgases
kann der lonisationsprozess zu einem gewissen &atiolliert werden [106]. Bei der APCI
kommt es durch den erhdéhten Druck im Vergleich knmventionellen Cl zu einer vermehrten
Anzahl an StoR3en. Dies erhdoht zum einen die Effzider chemischen Reaktion des Analyten
mit Reaktandionen durch verminderte Diffusion uédgere Aufenthaltszeiten in der Quelle und
reduziert zum anderen durch StoR3kihlung das Austmalkragmentierungen [107].

Zur Bildung negativer Analytionen in einer APCI-Qee wurden mehrere
lonisationsmechanismen postuliert [102,108]. Didd@ig des RadikalanionsM(™) des
Analyten kann durch Elektroneneinfang (Gleichuny[1B2] oder in Gegenwart von Sauerstoff
Uber Elektroneneinfang durch Sauerstoff und dieitalud des gebildete®,” an den Analyten
(Gleichung 13 und 14) erfolgen [108]:

M+e -> M~ (12)
0, +e” =0, (13)
M+ 05 - [MO,]~ > M~ +0, (14)

Haufig erfolgt eine Bildung voiM — H]~-lonen des Analyten durch Protonenabstraktion [108]
Die Protonenabstraktion kann beispielsweise ddrghoder durch Chlorid, das in Gegenwart
entsprechender Lésungsmittel durch dissoziativerktEineneinfang entsteht, erfolgen [108].
Des Weiteren kdnnen negative Analytionen durchodissiven Elektroneneinfang [102,108]
oder durch Adduktbildung mit einem Anion, beispid$sse mit aus Dichlormethan
entstandenem Chlorid [108], gebildet werden.

Anstelle der Verwendung von radioaktivéfiNi kénnen die zur Priméarionisation notwendigen
Elektronen auch durch Gleichspannungs-Koronaemigderzeugt werden. Es wurde gezeigt,
dass beide lonenquellen zur Bildung identischer kReaionen fihren und &hnliche
Nachweisgrenzen erreicht werden. Der Einsatz deoaentladung ermdglicht einen gréf3eren
dynamischen Bereich der lonenquelle [103,104].

In der Arbeitsgruppe urhlORNING wurde die APCI erstmals zur LC-MS Kopplung eingese
[103]. Bei heutzutage verwendeten APCI-lonenquellér das Eluat der LC pneumatisch in

einen Verdampfer zerstaubt, wo es zur VerdampfuasgAkrosols kommt. Die Primarionisation
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erfolgt durch Koronaentladung an der Spitze eiménein Nadel (Korona-Nadel). Die an der
Korona-Nadel angelegte Spannung liegt UblicherweiséBereich von 3-5 kV und es werden
Stromstéarken im Mikroampere-Bereich (3-5 pHA) eine{d 07].

APCI-verwandte ambiente lonisationsmethoden verwendneist eine Kombination aus
thermischer Desorption und Momentum-Desorption ldeinen (heilRen) Gasstrom, verbunden
mit der Gasphasenionisation nach dem APCI-Pririzgpwerden APCI-ahnliche Massenspektren
erhalten [3,4]. Die Erzeugung der zur lonisation Alealyten notwendigen Reaktandionen kann
durch Koronaentladung oder innerhalb eines durekte$che Entladung generierten Plasmas
erfolgen [3,12].

Hinsichtlich der zugéanglichen Analyten sind ESI- dunAPCl-verwandte ambiente
lonisationsmethoden komplementér. ESI-basierte amtdilonisationsmethoden werden, wie die
ESI, zur lonisation polarer Analyten, auch mit hoh&lolekulargewicht, eingesetzt. Durch
Bildung mehrfachgeladener lonen und Adduktbildungnien komplexe Massenspektren
resultieren. APCI-verwandte ambiente lonisationsima@¢n eignen sich, wie die APCI, zur
Analyse nieder- bis mittelpolarer Analyten, jedodhnerhalb eines eingeschrankten
Massenbereichs. Die erhaltenen Massenspektren @imd Allgemeinen einfacher zu
interpretieren, da sie durch einfachgeladene Mdiekén des Analyten dominiert werden
[3,4,11].

1.1.2.1 Direct analysis in real time (DART)

Kurze Zeit nach der Einfuhrung der DESI wurde irhrJ2005 dieDirect analysisin real time

(DART)-lonenquelle vorgestellt [2]. Die DART-lonenelle lasst sich in eine eingeschlossene
lonisationszone (Primarionisation und Bildung aegéer, neutraler Spezies) und eine
Reaktionszone in offener Umgebung unterteilen [1DB{ler lonisationszone wird ein Gasstrom,
meist Helium oder Stickstoff, durch ein segmengigiiRohr geleitet. Eine elektrische Entladung
zwischen einer Nadelelektrode und einer perfomer8cheibenelektrode erzeugt im ersten
Segment ein Plasma aus lonen, Elektronen und agtgar&tomen. Im zweiten Segment werden
lonen durch eine zweite perforierte Scheibenelelgrentfernt. Um eine thermische Desorption
der Analyten von der Probenoberflache zu ermogtichkérd der Gasstrom im dritten Segment

geheizt. Eine Gitterelektrode am Ausgang des setienem Rohres dient der Entfernung
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entgegengesetzt geladener lonen, um Signalverldsteh lon-lon-Rekombinationen zu
verhindern. Der in die Reaktionszone austretendssi@am enthélt lediglich angeregte, neutrale
Spezies und kann auf flissige oder feste Probechgetr werden, sowie mit gasformigen Proben
in Wechselwirkung treten [2,109,110]. Der schenchisAufbau der DART-lonenquelle ist in
Abbildung 7 dargestellt.

Gasheizung

\ isolierende Kappe
1 \ l

Gaseinlass——> i\ —> Gasauslass
\
/. 4 & \
/ \ / \
/ v Gitterelektrode
Nadelelektrode Scheibenelektroden

Abbildung 7:  Schematischer Aufbau der DART-lonengyenodifiziert aus [110].

Ublicherweise wird an der Nadelelektrode ein Paéénton 1-5kV angelegt und die erste
Scheibenelektrode geerdet. An der zweiten Schelbldnede und der Gitterelektrode wird im
Positiv-Modus ein positives und im Negativ-Modus eiegatives Potential angelegt [14]. Der
Gasfluss aus der DART-lonenquelle kann entwedektauf den MS-Einlass gerichtet und die
Probe zwischen dem Gasauslass der DART-lonenquelte dem MS-Einlass positioniert
werden oder die DART-lonenquelle wird auf eine Rmiberflache gerichtet, sodass die
Analytionen, &hnlich zur DESI, in Richtung des MiBHEsses reflektiert werden [2].

Basierend auf den grundlegenden Prinzipien desédin konnte DART nacBROSS auch als
»thermal desorption Penning ionization-induced atmospheric pressure chemical ionization*
bezeichnet werden [109]. Die meisten AnwendungerDddRT-lonenquelle verwenden Helium
zur Erzeugung eines Plasmas in der lonisationszZiondie Reaktionszone treten langlebige,
angeregte (metastabile) Heliumatome im 23S-Zustamsl welche eine interne Energie von
19,8 eV besitzen und gasformige atmospharischeaBétgile (Stickstoff, Sauerstoff, Wasser)
sowie Analytmolekille gem&fR Penning-Mechanismus sieren kénnen [2,109,111]. Die
gebildeten metastabilen Atome kdnnen ihre EnergieZosammensttRen mit anderen Atomen

auf diese Ubertragen [112]. Liegt die lonisierumgsgie des Analyten unter der internen Energie
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der angeregten Heliumatome kann theoretisch eirektdi Penning-lonisation des Analyten
(Gleichung 15) stattfinden [111]:
He*+ M > He+ M™* + e~ (15)
Aufgrund des groRen Uberschusses an Stickstoff afrer wahrscheinlich hauptsachlich die
Penning-lonisation von Stickstoff sowie auch atnmd@sschem Wasser (Gleichung 16 und 17)
[109,111] zur Bildung von auch in der Reaktionssgguder APCI (siehe Gleichung 1-6)
auftretenden Reaktandionen filhren und so die Ibarsales Analyten Uber Ladungs- oder
Protonentransfer ermdéglichen:
He*+ N, » He + N,* + e~ (16)
He* +nH,0 -» H*(H,0),_, + OH™ + He (17)
Eine Penning-lonisation anderer atmosphéarischetaBdgeile, beispielsweise von Sauerstoff,
und anschlieBender Ladungstransfer (Gleichung 1IB19) kann ebenfalls zur lonisation des
Analyten fuhren [109,111]:
He*+0, > He+ 0, +e” (18)
0, +M->M™*+0, (29)
Je nach lonisierungsenergie und Protonenaffinigst Analyten sowie lonisationsbedingungen
(beispielsweise Ausmald atmospharischer Feucht)ghk&hn im Positiv-Modus somit das
Radikalkation ' *) oder der protonierte AnalytM + H]*) entstehen.
Hinsichtlich des lonisationsmechanismus im NegMtodus wurde postuliert, dass bei der
Reaktion von metastabilen Heliumatomen mit atmogptiden Bestandteilen oder Oberflachen
gebildete thermische Elektronen einem Elektrondaem beispielsweise durch Sauerstoff,
unterliegen und somit Reaktandionen generiert werf#109]. Die gebildeterD; -lonen
reagieren mit dem Analyten wie unter 1.1.2 besblre durch Protonenabstraktion oder
Addition/Ladungstransfer. Weitere lonisationsmeasiaen im Negativ-Modus beinhalten den
direkten Elektroneneinfang durch den Analyten, alisgtiven Elektroneneinfang und
Adduktbildung mit Anionen. Es wurde postuliert, saBART und Atmospheric pressure
photoionization (APPI) [113] sowie auch APCI [108] im Negativ-Ma&luidentische
lonisationsmechanismen aufweisen.
Durch Einbringen eines Dotiermittelsiopant) in die Reaktionszone der DART-lonenquelle

konnen Addukte gebildet und so die Empfindlichkkst Detektion bestimmter Analyten erhéht
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werden. Ammoniak kann im Positiv-Modus zur Bildumgn Ammoniumaddukten eingesetzt
werden. Im Negativ-Modus kénnen Chlorid- und Twflacetataddukte durch Einbringen von
Dichlormethan bzw. Trifluoressigsaure generiertdeer[2,109,111].

Ahnlich wie die DESI findet auch die DART unter @nem Anwendung im Bereich der
Forensik und offentlichen Sicherheit, in der Lebmitelanalytik, sowie in den Life Sciences
und der pharmazeutischen Analytik. In den Bereiathend6ffentlichen Sicherheit und Forensik
wurde die DART-MS zur Detektion chemischer Kampifetd114] sowie zur Detektion von
Sprengstoffen in latenten Fingerabdricken [115]gesetzt. Auf Kleidung befindliche
Ruckstande von Substanzen, die in von Banken velgten Diebstahlsicherungen eingesetzt
werden, sowie Capsaicin als Rickstand von Pfeffayspkonnten mittels DART-MS
nachgewiesen werden [116]. Des Weiteren wurde dERDMS zum Nachweis von
Medikamentenfalschungen [117], zur Detektion vorm@e-Hydroxybuttersaure in Getranken
[118] und zur Identifizierung von Tinten zur Authiitatsprifung von Dokumenten [119]
eingesetzt. Anwendungen der DART-MS im Bereich Hebensmittelanalytik umfassen das
Screening von Fruchtoberflachen auf Pestizide rzgprobung der Oberflachen durch Tupfer
[120,121] und direkt von der Fruchtoberflache [12f2¢ Analyse von Mykotoxinen in Getreide
[123] und Fingerprint-Analysen zur Unterscheidurog Vi omaten und Paprika aus biologischem
und konventionellem Anbau [124]. Die DART-MS wurdal3erdem zur Quantifizierung von
Koffein in verschiedenen Kaffeeproben [125], zus@B®amung von 5-Hydroxymethylfurfural in
Honig [126] und zur Analyse von Isoflavonen in SdE27] eingesetzt. Additive, wie
Weichmacher, UV-Stabilisatoren und Photoinitiatorekonnten mittels DART-MS in
Lebensmittelverpackungen und Spielzeug nachgewiesegrden [128-131]. Weitere
Anwendungen der DART-MS in den Life Sciences undpde&armazeutischen Analytik liegen in
der Quantifizierung von Medikamenten in biologischdatrices [132,133], der Analyse von
Blutproben zum Neugeborenen-Screening auf Phemylkeie [134], der Analyse intakter
Bakterienzellen zur Differenzierung Uber das Fet@uster [135] und der Analyse von aus
Pflanzen freigesetzten flichtigen Verbindungen [13Bie Analyse von chinesischen
Heilpflanzen sowie Zubereitungen derselben mitBART-MS, zum Teil in Kombination mit
multivariater Datenauswertung, ermaoglicht eine @Qétskontrolle dieser Produkte [137-141],

sowie einen Nachweis des Zusatzes synthetischeksWife [142]. Ferner wurde die DART
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auch zur Kopplung der Dunnschichtchromatographie dar Massenspektrometrie eingesetzt
[67,143].

1.1.2.2 Atmospheric solids analysis probe (ASAP)

Die im Jahr 2005 vorgestelltAtmospheric solids analysis probe (ASAP) [144] stellt eine

Atmospharendruck-Variante deracuum solids probe-Methoden dar, bei denen der Analyt mit
Hilfe einer Schubstange ins Vakuum eingebrachtmittels ElektronenstoRRionisation (El) oder
Cl ionisiert wird. Bei der ASAP wird die feste oddliissige Probe mit Hilfe einer

Schmelzpunktkapillare in die lonenquelle transpotti Flichtige und semifliichtige

Probenbestandteile werden durch den heien Gasstwueneinem ESI- oder APCI-Zerstauber
verdampft. Die lonisation der verdampften Probetdetteile erfolgt anschlieRend durch
Koronaentladung unter tblichen APCI-Bedingungen4]l4Der schematische Aufbau der
ASAP-lonenquelle ist in Abbildung 8 gezeigt. Veaien mit einer kommerziellen APCI-Quelle
besteht die einzige Modifikation in einer Offnurdyrch die die Schmelzpunktkapillare in die

lonenquelle eingefiihrt werden kann [144].
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Abbildung 8: Schematische Darstellung einer ASARelrquelle (modifizierte LC-MS
lonenquelle), modifiziert aus [144].

Aufgrund der lonisation durch Koronaentladung uniidtichen (I6sungsmittelfreien) APCI-
Bedingungen koénnen mittels ASAP-MS Substanzen aisaty werden, die einer APCI-
lonisation zugénglich sind [144]. Am Beispiel demalyse von Steroiden wurde gezeigt, dass im
Positiv-Modus das AusmaR der Bildung des protomierAnalyten (M + H]*) und des
Radikalkations ¥'*) durch den Feuchtigkeitsgehalt in der lonenguedleinflusst werden kann.
Ein erhéhter Feuchtigkeitsgehalt in der lonenquigidert die Bildung geladener Wassercluster
und somit die lonisation des Analyten durch Protdraamsfer, wogegen in trockener Umgebung
eine lonisation des Analyten durch Ladungstranstar ionisiertem Stickstoff beglnstigt ist
[145].

Im Bereich der 6ffentlichen Sicherheit und Forensikrde die ASAP-MS zum Screening von
Urin auf Metaboliten von Organophosphor-Kampfstofffl46] eingesetzt. Mittels ASAP-

MS/MS konnten isobare Amino-Sulfonamide unterschie@verden, was einen Nachweis von
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Medikamentenfalschungen ermoglicht [147]. Die ASKB-wurde des Weiteren zur schnellen
Wirkstoffanalyse von Medikamenten [148] und zum Naeis von Medikamentenspuren auf
Geldscheinen [144] eingesetzt. Im Bereich der Lsbettelanalytik fand die ASAP-MS
Anwendung zum Nachweis von Strobilurin-FungizidenGetreide [149], zur Detektion von
Carotinoiden in Spinat [144] und zur Identifiziegukinstlichen Vanillearomas in Lebensmitteln
[150]. Die Analyse von Pilzzellen zur Untersuchudgr Hemmung der Ergosterol-Sythese
[151], von Nucleosiden [152] sowie von Gallenfliggsit und Urin [153] zeigen Einsatzgebiete
der ASAP-MS im Bereich der Life Sciences. Anwendemgler ASAP-MS im Bereich der
Werkstoffkunde umfassen die Identifizierung vonyRwmren und Polymerzusatzen [154,155]
und die Charakterisierung von Polysorbat-Formuhigan [156]. Ferner wurde die ASAP-MS
zur Analyse sekundaren organischen Aerosols [16@uon Ablagerungen in Olpipelines [158],
zum Reaktionsmonitoring in der organischen SyntliEs®] und zur Messung des Dampfdrucks
und der Sublimationswarme von Dicarbonsauren [&G@jesetzt. Die ASAP-lonenquelle wurde
auch mit der lonenmobilitats-Massenspektrometrieogpelt und zur Analyse von Erdol [161],
der Charakterisierung von Polypropylen [162] und ldentifizierung von Verunreinigungen in
pharmazeutischen Produkten [163] verwendet. Abwarg#in der ASAP-lonenquelle umfassen
die Kombination der Probeneinbringung mit Hilfe exinSchmelzpunktkapillare mit der
Desorption und lonisation nach dem DESI-Prinzip4]l6nd mit der Laserspray-lonisation
[165].

1.1.2.3 Desorption atmospheric pressure chemical ionizatio(DAPCI)

Die Desorption atmospheric pressure chemical ionization (DAPCI) wurde als erstes von
CoOOKs et al. im Zusammenhang mit der Aufklarung des Mactmus der DESI-Analyse von
Sprengstoffen beschrieben [37]. In der DAPCI-loneslig wurde die Spruhkapillare der DESI-
lonenquelle durch eine Edelstahlnadel, an die 8pa&inung im Bereich von 3-6 kV angelegt
wurde, ersetzt. Verschiedene Lésungsmitteldampfelerudem Spruhgasfluss als Reaktanden
zugesetzt und durch Koronaentladung an der Edétsiddl ionisiert [37]. Die in der DAPCI-
lonenquelle ablaufenden lonisationsmechanismen ldhmenen anderer APCI-basierter
lonenquellen [5]. Hinsichtlich der Desorption wundgerschiedene Mechanismen postuliert.

Wird der Spruhgasfluss geheizt [166,167], kann@@sorption thermisch erfolgen. Auch eine
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Desorption durch den Aufprall des Spriihgases igilictd [5]. Zur Erklarung der Desorption in
einem spruhgasfreien Aufbau der DAPCI-lonenquellé8] wurde eine Ladungsansammlung
auf der Probenoberflache, welche die Desorptionlgnan erleichtert, postuliert [5].

Die DAPCI-MS wurde unter Einsatz eines Methanol/8éasGemisches sowie lI6sungsmittelfrei
zur Analyse pharmazeutischer Tabletten und Salbegesetzt und mit der DESI-MS und der
DART-MS verglichen. Die DAPCI fuhrte hierbei zu em effizienteren lonisierung eines
schwach polaren Corticosteroids als die DESI. Diervtendung eines Methanol/Wasser-
Gemisches als Reaktand verbesserte die lonisatiaesez [166]. Die DAPCI-MS wurde im
Negativ-Modus zur selektiven Detektion nitroarorselier Sprengstoffe unter Verwendung von
Acetonitril bzw. Luft als Reaktanden eingesetztpeiodieselben Addukte erhalten wurden, wie
bei konventioneller APCI [169]. Peroxid-basierter&mstoffe konnten mittels DAPCI-MS im
Positiv-Modus durch Zusatz von Ammoniumacetat zupriBgas als Ammoniumaddukte
detektiert werden [38]. Durch Dotierung des Sprigfigases mit Naphthalin als
Ladungstransfer-Reaktand konnten Analyten, weldebtdurch Protonentransfer ionisierbar
sind, wie beispielsweise der polyzyklische aronchies Kohlenwasserstoff Chrysen, als
Radikalkationen detektiert werden [170]. Ein spigigund I6sungsmittelfreier Aufbau der
DAPCI-lonenquelle nutzte Umgebungsluft mit 60 %ateler Luftfeuchtigkeit als Reaktand.
Dieser Aufbau wurde unter anderem zur Analyse ptdveniger pharmazeutischer
Zubereitungen, zum Nachweis von Sudanfarbstoffeiamatensol3e, zur Identifizierung von
Markersubstanzen fir die Verderbnis von Fisch uad Qetektion von Metaboliten auf der
menschlichen Haut eingesetzt [168].

Weitere Anwendungen der DAPCI-MS umfassen beispaite die Detektion der Wirkstoffe
pharmazeutischer Salben auf menschlicher Haut sowsa Ibuprofen-Metaboliten in
menschlichem Urin [166], die Differenzierung verngdener Teesorten durch Fingerprint-
Analyse [171], die Authentifizierung von Ginseng&ukten [172] und die Detektion von
Melamin in Milchprodukten [167]. Die DAPCI-lonendiee wurde auch zur bildgebenden
massenspektrometrischen Analyse von Dokumenten dardn Authentifizierung eingesetzt
[173].
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1.1.2.4 Desorption atmospheric pressure photoionization (DRPI)

Die im Jahr 2007 vonHAAPALA et al. vorgestellteDesorption atmospheric pressure
photoionization (DAPPI) [174] stellt die ambiente Variante détmospheric pressure
photoionization (APPI) dar. Die APPI wurde erstmals im Jahr 20@® £C-MS Kopplung
eingesetzt [175]. Die Photoionisation erfolgt ber APPI durch eine Krypton-Entladungslampe,
welche UV-Photonen von 10 eV emittiert. Das Eluat 4C wird vor dem Einleiten in die
Photoionisationsregion, tUblicherweise durch pneisda¢ Zerstaubung in einen ebenfalls in der
APCI verwendeten Verdampfer, vollstandig verdamEine direkte Photoionisation des
Analyten (Gleichung 20) ist méglich, wenn dessenidierungsenergie unterhalb von 10 eV
liegt:

M+hy > M > Mt +e” (20)
Dies ist jedoch statistisch unwahrscheinlich, dae dUV-Photonen eher von den
Losungsmittelmolekiilen oder dem Sprilhgas absorbiertlen. Ubliche in der LC verwendete
Losungsmittel besitzen lonisierungsenergien obbrkiah 10 eV (Wasser: 12,6 eV; Acetonitril:
12,2 eV; Methanol: 10,8 eV [14]) und werden nichirah direkte Photoionisation ionisiert.
Daher wird dem LC-Eluat ein photoionisierbares Bwtiittel, beispielsweise Toluol oder
Aceton, zugesetzt, welches Reaktandionen bildet ded Analyten durch Ladungs- oder
Protonentransfer ionisiert [14,175]. Es wurde plostiy dass mittels APPI dhnliche Substanzen
ionisiert werden konnen, wie mittels APCI und dabksliche lon-Molekul-Reaktionen fur die
lonisation des Analyten verantwortlich sind, unaidi§ vom unterschiedlichen Bildungsweg
der Reaktandionen [175]. Neuere Untersuchungen B@&NTER et al. hinsichtlich des
lonisationsmechanismus der APPI und Aenospheric pressure laser ionization (APLI) unter
Einsatz von Dotiermitteln bestatigen die Bildunges Radikalkations des Dotiermittels in der
Primé&rionisation. Anschlielend erfolgt nacBENTER et al. jedoch kein direkter
Protonentransfer vom Dotiermittel auf den Analyt8tattdessen erfolgt eine Clusterbildung von
Dotiermittelionen mit Wasser oder LC-Lésungsmitteird komplexe Reaktionen flihren nahezu
unverziglich zur Entstehung protonengebundener &Ydk8sungsmittelcluster. Diese
protonengebundenen Cluster fiihren letztendlichBiigiung von[M + H]*-lonen des Analyten
[105].
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Bei der DAPPI wird ein in einem Mikrochip-Zerstauberzeugter heil3er Strahl aus
Losungsmitteldampf und Spriihgas auf die Probenidoke gerichtet und bewirkt dort die
thermische Desorption des Analyten. Eine ebenfalld die Probenoberflache gerichtete
Krypton-Entladungslampe 16st die Photoionisation ider Gasphase oberhalb der
Probenoberflache aus [174]. Der Aufbau der DAPREMmuelle ist in Abbildung 9 gezeigt.

.
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Abbildung 9:  Schematische Darstellung der DAPPlelwuelle, modifiziert aus [174].

Verglichen mit der DESI-MS zeigt die DAPPI-MS einerbesserte Sensitivitat fir weniger
polare Analyten [174]. Es wurde gezeigt, dass died&r mittels DAPPI gebildeten lonen, wie
bei der APPI auch, vom Analyten und dem Losungsinitzw. Dotiermittel abhangig ist [176].
Im Positiv-Modus werden unpolare Analyten mit ggdan Protonenaffinitdt durch
Ladungstransfer von aus dem Dotiermittel gebildd®adlikalkationen ionisiert, was durch die
Verwendung von Toluol oder Anisol als Dotiermitggfordert wird. Polare Analyten mit hoher
Protonenaffinitst werden Dbeispielsweise von aus téwe und Hexan erzeugten
protonenliefernden Reaktandionen durch Protonesfieanonisiert [176]. Hier sei nocheinmal
auf die Untersuchungen v@ENTER et al. verwiesen, nach denen die Bildung V&+ H]* -
lonen nicht durch direkte Reaktion von Dotiermitiebn mit dem Analyten, sondern Uber die
Bildung protonengebundener Wasser-/Loésungsmittsietuerfolgt [105]. Im Negativ-Modus
beeinflusst die Wahl des Dotiermittels ledigliche dbignalintensitat, nicht aber die Art der
gebildeten lonen. Radikalanionen kdnnen durch Ebekineinfang durch den Analyten oder
durch Ladungstransfer von gebildetért auf den Analyten entstehefi;” kann ebenfalls zur

Protonenabstraktion und der Bildung d¢s8f — H] -lons fuhren. Der vorherrschende
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lonisationsmechanismus ist abhangig von der Elektmaffinitdt und Gasphasenaciditat des
Analyten, saure Analyten bilden bevorzydf — H] -lonen. Die Signalintensitat ist abhangig
von der vorhandenen Menge an Elektronen, welchdexign von der lonisierungsenergie des
Dotiermittels abhangt [176].

Die DAPPI-MS wurde zur direkten Analyse pharmazalter Wirkstoffe von der
Tablettenoberflache [174] und zur Analyse versobimed konfiszierter Drogen [42,177]
eingesetzt. Im Bereich der Lebensmittel- und Umaveltytik wurden Lipide in
Lebensmittelproben [178] mittels DAPPI-MS analysiesowie Pestizide auf der
Fruchtoberflache und polyzyklische aromatische Koilasserstoffe in einer gespikten

Bodenprobe nachgewiesen [179].

1.1.2.5 Weitere APCIl-verwandte ambiente lonisationsmethoden

Die Plasma-assisted desorption ionization (PADI) [180], die Dielectric barrier discharge
ionization (DBDI) [181] sowie die_ow-temperature plasma (LTP) [182] undFlowing-afterglow
atmospheric pressure glow discharge (FA-APGD) [107,183] lonenquellen stellen weitere
ambiente lonisationsmethoden dar, die auf elekteis&ntladung basieren.

Bei der PADI wird ein kaltes Plasma direkt auf Bi@benoberflache gerichtet und bewirkt dort
die Desorption und Ilonisation der Analyten. Die RA@henquelle verwendet einen
Edelstahldraht, welcher auf der einen Seite nad&tih angespitzt ist, als Elektrode. Der
Edelstahldraht befindet sich koaxial in einem Kekaohr, welches wiederum koaxial in einem
Quartzrohr sitzt. Das Keramik- und das Quartzradsitzen unabhangige Gasanschlisse, durch
sie kbnnen ein oder mehrere Gase (meist Heliun®itgelwerden. An den Edelstahldraht wird
eine Wechselspannung im Radiofrequenzbereich agigaled somit ein kaltes Plasma durch
atmospharische Glimmentladung erzeugt. Im Unteeschdur DART, ASAP und DAPCI,
welche Koronaentladungen verwenden, ist die bePddDl eingesetzte Glimmentladung durch
geringere Spannungen und hoéhere Strome charag&teriZiudem heizt das bei der PADI
generierte kalte Plasma die Probenoberflache aighf180]. Die PADI-MS wurde zur Analyse
pharmazeutischer Wirkstoffe in Tabletten und Salpg&0], zur Fingerprint-Analyse von
Polymeren [184] sowie zur Detektion von Nikotin atmbak und Thiosulfaten aus Knoblauch

[180] eingesetzt.
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Die DBDI-lonenquelle basiert auf der Erzeugung eif@lasmas durch stille elektrische
Entladung dielectric barrier discharge, DBD) durch Anlegen einer Wechselspannung zwischen
zwei Elektroden, die durch ein Dielektrikum getresind. Eine hohle Stahlnadel, durch die
Helium oder ein anderes Gas geleitet wird, diestEitladungselektrode und eine Kupferplatte
als Gegenelektrode. Zwischen die beiden Elektrodehdie Oberflache der Kupferplatte, wird
eine Glasplatte eingebracht, die gleichzeitig alsldktrikum und als Probenteller dient. Durch
Anlegen einer Wechselspannung zwischen den Elektredrd ein kaltes Plasma zwischen der
Nadelelektrode und der Glasoberflache erzeugt. deuf Glasoberflache befindliche Analyten
werden desorbiert und ionisiert [181]. Mittels DBMIS wurden verschiedene Aminoséuren
analysiert [181] und Sprengstoffe auf unterschet@in Oberflachen (u.a. Papier, Stoff, Glas)
detektiert [185].

Die LTP-lonenquelle basiert ebenfalls auf der Egeeg eines Plasmas durch stille elektrische
Entladung, unterscheidet sich jedoch im Aufbau den DBDI-lonenquelle. Die in Form einer
Sonde aufgebaute lonenquelle besteht aus einerd@tas in der sich koaxial eine geerdete
Edelstahlelektrode befindet. An der AulR3enseiteGlasréhre ist Kupferband als Gegenelektrode
angebracht und die Glasréhre dient als Dielektrikuburch die Glasrohre wird ein
Entladungsgas (Helium, Argon, Stickstoff oder alcift) geleitet. Durch Anlegen einer hohen
Wechselspannung an der Aullenelektrode wird einnRlagrzeugt, welches durch die
Kombination aus Gasfluss und elektrischem Feldnliéth einer Fackel - aus der LTP-Sonde
heraustritt und auf die Probenoberflache gericistetden kann. Im Unterschied zur DBDI-
lonenquelle muss die Probe bei der LTP-lonenqudbéer nicht zwischen den beiden
Elektroden platziert werden. Die LTP-lonenquell@akaurin vivo Analyse eingesetzt werden,
da die Temperatur der Probenoberflache in Kontakdem Plasma lediglich ca. 30 °C betréagt
und die Gefahr eines Elektroschocks an der Prolmflabhe aufgrund des Aufbaus der
lonenquelle nicht besteht [182]. Anwendungen dePIMS umfassen die Detektion von
Sprengstoffen auf Oberflachen [182,186], die Analgharmazeutischer Wirkstoffe in Tabletten
[182] und die Detektion von Kokain direkt von einemenschlichen Finger [182]. Des Weiteren
wurde die LTP-MS zum Screening von AgrochemikalierLebensmitteln [187], zur direkten
Analyse von Olivendl [188] und zur direkten Diffemerung von Bakterien aufgrund des

Musters der Fettsaureethylester [189] eingesetzt.
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Die von ANDRADE et al. vorgestellte FA-APGD-lonenquelle [107,188]rde in der Literatur
auch alsFlowing atmospheric pressure afterglow (FAPA) [11], Helium atmospheric pressure
glow discharge ionization (HAPGDI) [3] oderAtmospheric pressure glow discharge desorption
ionization (APGDDI) [5] bezeichnet. Die FA-APGD-lonenquelledbeht aus einer Wolfram-
Nadelelektrode und einem Messingblech als Gegetmeték die sich in einer mit Helium
geflllten Entladungskammer befinden. Durch Anlegerer Gleichspannung zwischen Nadel-
und Gegenelektrode wird eine Glimmentladung erzedgtium wird tber einen Einlass in die
Entladungskammer geleitet und angeregte Spezieangmh durch eine Offnung im
Messingblech in die offene Atmosphare, wo sie Reakbnen erzeugen und die Desorption und
lonisation der Analyten bedingen [107,183]. Die ARGD-MS wurde zur Analyse
pharmazeutischer Wirkstoffe in Tabletten [183], owur Fingerprint-Analyse verschiedener
Polymere [190] und zum Nachweis von Phthalaten ®bdnsmittelverpackungen [190]

eingesetzt.

1.1.3 Potentiale und Limitierungen der ambienten Massensgktrometrie

Ambiente lonisationsmethoden ermdglichen die deektassenspektrometrische Analyse von
Proben in ihrem natirlichen Zustand, ohne vorhesgda Probenvorbereitung und Trennung.
Der wichtigste Vorteil der ambienten Massenspekéti@ liegt somit in der Vereinfachung und
Beschleunigung des Arbeitsablaufs der massenspegtrischen Analyse mit der Mdglichkeit
zur Hochdurchsatzanalytik [3,4,8,10,12,13]. Des t&fen behalten die Proben im Verlauf der
Analyse im Allgemeinen ihren Originalzustand bdi [9

Anwendungsgebiete, in denen die Vorzige der amdmeMassenspektrometrie zum Tragen
kommen, liegen insbesondere im Bereich der Ofigdmtih Sicherheit, Forensik,
pharmazeutischen Analytik, Lebensmittelanalytik uQdalitatskontrolle [8,13,191]. Daneben
liegen vielversprechende Einsatzgebiete der andmeihdnisationsmethoden im Bereich der
bildgebenden Massenspektrometrie [8,60-65,98] wndhdsivo Analyse [9,80,85,166,182].
Parallel zum Trend der Entwicklung ambienter lonsesmethoden ist ein Trend zur
Miniaturisierung von Massenspektrometern zu bedfemch Die Miniaturisierung von

Massenspektrometern besitzt das Potential idesitu Analyse, beispielsweise den situ
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Detektion chemischer Kampfstoffe. Die Kombinatioit ambienten lonisationsmethoden kann
diein situ Analyse von Proben in ihrem natirlichen Zustamdéegylichen [10,191].

Die massenspektrometrische Analyse von Proben wbrieergehende Probenvorbereitung und
Trennung bedingt nicht nur den gré3ten Vorteil derbienten Massenspektrometrie, sondern
bringt zugleich einige Limitierungen mit sich.

Das Fehlen einer chromatographischen Trennung desbeRbestandteile vor der
massenspektrometrischen Analyse bewirkt einen $edn Selektivitat und kann zu Problemen
bei der spezifischen Detektion eines Probenbestdasdiihren. Zur Unterscheidung von in einer
Probe enthaltenen Verbindungen gleicher Nominaleass der Einsatz hochauflosender
Massenspektrometer erforderlich, Isomere lassdn sienn tberhaupt, lediglich tber MS/MS-
oder MS-Analytik voneinander unterscheiden [4,110,192,193]

Ein weiteres Problem, welches durch das Fehlerr eim@matographischen Trennung verstarkt
wird, sind Matrixeffekte. Als Matrixeffekt wird een Unterdrickung (Suppression) oder
Verstarkung des Analytsignals durch den EinflussMatrix bezeichnet [194,195]. In der LC-
MS Analytik stellen meist in Form einer lonensumsion auftretende Matrixeffekte eines der
grofdten Probleme dieser Technik dar. lonensuppessifekte treten bei der lonisation mittels
ESI starker ausgepragt auf, als bei der lonisatdtels APCI [194-197], was zum Teil durch
die zeitliche Trennung von Verdampfung und longaiim Fall der APCI begrindet wird [198].
Der Mechanismus der lonensuppression ist nichst#oidig verstanden. Im Fall der ESI wurde
eine Konkurrenz des Analyten mit Matrixbestandteilen vorhandene Ladung [194,197] sowie
Veranderungen der Tropfcheneigenschaften durchvdasandensein von Matrixbestandteilen
[196,197] postuliert. Im Fall der APCI sollte kein&onkurrenz von Analyt und
Matrixbestandteilen um den Ubergang in die Gasphmestehen. Postulierte Erklarung fur
beobachtete lonensuppressionseffekte ist die Koekmardes Analyten mit Matrixbestandteilen
um die lonisation in der Gasphase durch unterstbied Elektronenaffinititen bzw.
Protonenaffinitdten von Analyt und Matrix [195,198]atrixeffekte kdnnen in der ambienten
Massenspektrometrie verstarkt auftreten, wobei sbwliee Desorption, als auch die lonisation
des Analyten durch die Matrix beeinflusst werdenrkfl93,198]. Matrixeffekte stellen eine der
wichtigsten Beeintrachtigungen der ambienten Magsektrometrie dar [9,110,125,133] und

bewirken insbesondere Limitierungen bei der quatnign Analyse [10,109].
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Der Einsatz der ambienten Massenspektrometrie firgdantitativen Analyse wird auch durch
relativ starke Schwankungen der Signalintensitateischen wiederholten Messungen bzw. eine
oftmals relativ schlechte Reproduzierbarkeit ersatiw10,110]. Im Fall der DESI kénnen
relative Standardabweichungen (%RSD) von wenigezd?it erreicht werden, meist liegt die
relative Standardabweichung jedoch im Bereich vOr#a2[10]. Wahrend einer DART-MS
Analyse eines Ethylacetat-Extraktes mit  Pestizikdstinden  wurden  relative
Standardabweichungen von ca. 60 % beobachtetB&2)ielen ambienten lonisationsmethoden
ist die reproduzierbare Positionierung der Probedém lonenquelle von gréf3ter Bedeutung
[9,193,199]. Zur Kompensation der SchwankungerSignalintensitaten zwischen wiederholten
Messungen konnen interne Standards eingesetzt wgtd8]. Diese Vorgehensweise wurde in
fast allen publizierten Anwendungen der ambientess$¢nspektrometrie in der quantitativen
Analyse gewahlt [36,52,60,123,125,133]. Die Verweargl stabilisotopenmarkierter Analyt-
Analoge als interner Standard ermdglicht auch diempensation von Matrixeffekten
[6,110,125,133]. Problematisch ist jedoch der BEmgines internen Standards bei der Analyse
fester Proben bzw. der Analyse von Oberflachenl i@,

Aufgrund der beschriebenen Potentiale und Limitigen der ambienten Massenspektrometrie
erscheint, beispielsweise im Bereich der Lebenstaitalytik, ein Einsatz der ambienten
Massenspektrometrie zum vorausgehenden Screeninight naber ein Ersatz der
Chromatographie-Massenspektrometrie-Kopplung dudahh ambiente Massenspektrometrie,
sinnvoll [187].

1.2 Das Phloem von Pflanzen

Pflanzen nehmen Kohlenstoff und Stickstoff in ammigcher Form auf und erzeugen daraus in
photosynthetisch aktiven Blattern organische MolekDie erzeugten Metabolite dienen zum
einen der Erndhrung der verschiedenen Pflanzener@e missen vom Ort ihrer Produktion zu
den Orten des Verbrauchs transportiert werden. ZAmderen werden einigen erzeugten
Metaboliten Funktionen bei der Regulation des 8tethsels und der Entwicklung der Pflanze,
sowie der pflanzlichen Abwehr zugeschrieben. Augse Funktionen machen einen Transport
der entsprechenden Metabolite erforderlich. Ein tNedsport kann direkt von Zelle zu Zelle

erfolgen, fir den Ferntransport existiert ein spis Leitungssystem [200-204].
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1.2.1 Transportwege in Pflanzen

Der in Pflanzen Uber kurze Distanzen erfolgendengpart von Zelle zu Zelle kann Uber zwei
verschiedene Mechanismen stattfinden. Pflanzemzediad untereinander durch zahlreiche
Plasmodesmen verbunden. Durch die Plasmodesmeainist Diffusion kleiner lonen und
Metabolite von Zelle zu Zelle mdglich (symplastisch Transport). Eine alternative
Transportmoglichkeit  besteht im  apoplastischen 3Jpart. Hierbei werden die
Transportmolekile von einer Zelle in den extrazaten Raum (Apoplast) abgegeben und von
einer anderen Zelle in den Symplasten aufgenommefiir spezifische Transportproteine zum
Transport durch die Plasmamembran erforderlich adl].

Das Ferntransportsystem von Pflanzen besteht alsnmXynd Phloem, die gemeinsam mit
Parenchymzellen in Leitblindeln zusammengefasst Bm&ylem werden hauptséachlich Wasser
und geldste mineralische N&hrstoffe von den Wurzelrden Blattern transportiert [200,205].
Das Phloem dient dem Transport von Metaboliten, ptsiichlich Kohlenhydrate und
Stickstoffverbindungen in Form von Aminosauren, \ae@n Orten der Produktiorsource) zu
den Orten des Verbrauchsnk) [200,201,205]. Orte des Verbrauchs sind hetepbtnwachsende
Organe, beispielsweise Knospen und Wurzeln, sowigg Blatter, die fir ihr Wachstum noch
mehr Assimilate verbrauchen, als sie durch Photbsge produzieren. Reifen junge Blatter zu
Orten der Produktion heran, ist es erforderlichssdsich die Transportrichtung des Phloems
andert [200].

1.2.2 Aufbau des Phloems und Phloembeladung

Das Phloem von Angiospermen (Bedecktsamer) beatehSiebrohren und Geleitzellen, welche
eine  funktionelle  Einheit  (Siebrohren-Geleitzellkéomplex) bilden und  von

Phloemparenchymzellen umgeben sind. Die Siebrosireh die eigentlichen Transportbahnen
fur den Phloemsaft, sie bestehen aus verlangertdien/ die Siebrohrenglieder, welche tber
Siebplatten (erweiterte Plasmodesmen) miteinanddysunden sind. Die Siebrohrenglieder sind
lebende Zellen, die im Verlauf der Differenzieruihgen Zellkern und weitere Zellorganellen
verloren haben. Jedes Siebrohrenglied ist durclsniRidesmen mit einer oder mehreren

Geleitzellen eng verbunden. Die Geleitzellen sindseatiell fir die Funktion der
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Siebrohrenglieder, sie versorgen die Siebrohredetienit Energie und synthetisierten Proteinen
und sind an der Beladung des Phloems beteiligt, ZIE)205].

Die Beladung des Phloems mit Metaboliten kann @lesi verschiedene Wege erfolgen. Bei der
symplastischen Beladung werden die in Mesophy#rellproduzierten Metabolite Uber

Plasmodesmen durch die Geleitzellen bis in dierShekn transportiert. Die Durchléassigkeit der
Plasmodesmen ist fur Molekile bis zu 1kDa belegin Transport gegen einen

Konzentrationsgradienten tber die Plasmodesmeinsgadoch nicht moglich, da der Transport
Uber Plasmodesmen passiv erfolgt. Die apoplastiBttieembeladung beinhaltet eine Abgabe
der Metabolite in den extrazellularen Raum undAliénahme in die Geleitzellen durch aktiven

Transport mit Hilfe von Transportproteinen. Ein &®el fir ein Transportprotein ist der

Saccharose-HCotransporter SUT1, welcher einen Transport voocBarose unter Proton-

Symport und Adenosintriphosphat (ATP)-Verbrauch d@ghcht [200,203,205]. Die meisten

Holzpflanzen besitzen eine hohe Plasmodesmendichtden Siebréohren-Geleitzellen-Komplex
und die Phloembeladung erfolgt rein symplastiscielévkrautige Pflanzen hingegen besitzen
wenige oder keine Plasmodesmen um den Siebrohrifaien-Komplex und beladen das

Phloem apoplastisch. Daneben treten Mischtypenbeidlen Arten der Phloembeladung auf
[200].

1.2.3 Inhaltsstoffe von Phloemsaft

Phloemsaft weist einen leicht alkalischen pH-WerBereich von 7,2-8,5 auf [202,206]. Kalium
ist das mengenmafig Uberwiegende Kation, danebenmka Natrium, Magnesium und
Calcium im Phloemsaft vor. Unter den Anionen istd@id vorherrschend, zudem sind Phosphat
und Sulfat im Phloemsaft nachweisbar [202,207,208].

Die hauptséachlich im Phloem transportierten Metidostammen aus der Gruppe der
Kohlenhydrate. Bei Pflanzen mit rein apoplastisch@®hloembeladung erfolgt der
Kohlenstofftransport fast ausschlief3lich in Forns d#saccharids Saccharose, je nach Pflanze
liegen im Phloemsaft Konzentrationen im Bereich #60-1800 mM vor [201-204,207-217]. Im
Fall von Pflanzen mit symplastischer Phloembeladeriglgt ein Kohlenstofftransport auch in
Form von Oligosacchariden der Raffinose-Familiesdaecharid Raffinose bzw. Tetrasaccharid

Stachyose), wobei die Konzentrationen z.T. die Bawsekonzentration im entsprechenden

34



Einleitung und theoretische Grundlagen

Phloemsaft Ubersteigen [204,207,209,212]. Einig&anRénarten (z.B. Wegerich, Pfirsich,
Sellerie, Apfel) transportieren im Phloem auch Eayole Sorbitol und Mannitol, hier kdnnen
Konzentrationen im Bereich von 200-850 mM vorliegej204,207,211]. Hexosen
(Monosaccharide), wie Glucose und Fructose, sindPimoemsatft nicht oder nur in Spuren
nachweisbar, weshalb ihre Anwesenheit auch alskdmoli fir die Verunreinigung von
Phloemsaft mit anderen Pflanzenséften herangezeigd202,208,211,213,216].

Stickstoff wird im Phloem hauptsachlich in Form vdhminosduren transportiert. Die
Konzentrationen der Summe der transportierten As#incen sind bei den einzelnen
Pflanzenarten sehr unterschiedlich und liegen imeBR von 50-650 mM. Mengenmaliiig
vorherrschende Aminosauren sind meist Glutaminta@tat, Asparagin, Aspartat, Alanin und
Serin [201,202,207,209,210,213-218]. Neben prog@nen Aminosauren werden im Phloem
auch spezielle Aminosduren und andere Stickstdifudungen, beispielsweise Amide,
transportiert [207]. Im Phloemsaft von Weizen nashigsenes S-Methylmethionin ist nicht nur
fur den Stickstofftransport, sondern, neben Glutathauch fir den Schwefeltransport von
Bedeutung [219]. Im Stangelexsudat von Kirbis wurdme Reihe ungewdhnlicher
Aminoséauren, Aminozucker und Amine nachgewieseB]22

Weitere kleine Metabolite, die im Phloemsaft nastigeen wurden, umfassen organische
Sauren, wie Apfelsaure [208], sowie energiereickebindungen, hauptsachlich ATP [217], im
Phloemsaft aus Mais, Lipide, insbesondere frei¢s&eten [206], im Phloemsaft aus Raps und
verschiedene Sekundarmetaboliten. Zu den nachgewdas Sekundarmetaboliten z&ahlen
Glucosinolate in Arabidopsis [221] sowie PhytohomadAuxine, Gibbereline, Cytokinine und
Abscisinsdure) in Rizinus [222]. Dem Transport Witytohormonen wird eine Signalfunktionen
zwischensource undsink zugeschrieben [222].

Neben kleinen Metaboliten wird im Phloem auch eReihe von Makromolekilen, unter
anderem Proteine und RNA, transportiert. EinigeMakromolekile dienen der Instandhaltung
der Siebrohren, fur andere werden Signalfunktioned eine Beteiligung an regulatorischen
Prozessen oder der pflanzlichen Abwehr postul@28{228]. Ein Beispiel fur ein im Phloem
transportiertes Protein, dem Signalfunktion zugeeblen wird, ist das FT-Protein, das
vermutlich als Bluhsignal in Arabidopsis fungie22Pp]. Die Proteinkonzentration im Phloemsatft

liegt im Bereich von 0,2-2 mg/mL [230].
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Mais (Zea mays) und Raps Hrassica napus) sind zwei bedeutende Kulturpflanzen. Fur
Phloemsaft aus Mais sind in der Literatur Sacclekmszentrationen im Bereich von 800 mM
bis 1400 mM unter unterschiedlichen Wachstumsbeotiggn angegeben [208,216,217].
Hinsichtlich der Konzentration der Summe der Améwggn sind Angaben im Bereich von
25 mM bis 375 mM unter unterschiedlichen Wachstwdsigungen zu finden [208,216,217]. In
einer Konzentration von 4,4 mM bis 53 mM wurde 8falim Phloemsaft aus Mais
nachgewiesen [208]. Nach Literaturangaben enthH@thdthsaft aus zwei verschiedenen Raps-
Genotypen 978+296 mM bzw. 1384+137 mM Saccharose2@4+85 mM bzw. 365102 mM
Aminoséauren [210]. FiUr Raps, der bei unterschiédlicStickstoffversorgung angezogen wurde,
wurden Aminoséurekonzentrationen von 381+81 mM b#9+146 mM im Phloemsatft
bestimmt [218]. Im Stangelexsudat von Raps wurdgndg, insbesondere freie Fettsauren,
nachgewiesen [206].

1.2.4 Gewinnung von Phloemsaft

Die Siebrohren des Phloems stehen unter hohem OitcBO atm [231]) und haben nur einen
geringen Anteil (ca. 0,1 % [232]) am Frischgewiehtes Blattes, weshalb die Gewinnung von
reinem Phloemsaft kompliziert ist [203].

Einige Pflanzen, beispielsweise Kirbisgewachsedymi@eren Exsudat bei Einschneiden bzw.
Einstechen ihrer Stangel [203]. Bei den meisterar2énspezies stoppt die Produktion von
Exsudat jedoch sehr schnell durch Ablagerung voliok& und P-Protein auf den Siebplatten,
welche den Fluss des Phloemsafts blockieren [Z08].Foérderung der Produktion von Exsudat
konnen abgeschnittene Blatter oder Stangel in ED®dung gestellt werden. EDTA
komplexiert Calcium und vermindert die Ablageruran\Kallose auf den Siebplatten [233]. Die
Einschnitt-Methoden fiihren zu einer Unterbrechueg dormalen Phloemtransports und zu
einer starken Verringerung des Drucks in den Slelerdi was die Zusammensetzung des
Phloemsafts beeinflusst. Zuséatzlich wird kein reifloemsaft, sondern ein Gemisch aus
Phloemsaft mit Zellsaften der beim Einschnitt viztken Zellen gewonnen [203,207]. In
Stangelexsudat aus Kurbis wurde entsprechend egewdhnlich geringer Zuckergehalt mit
einem hohen Anteil an Monosacchariden bestimmt J[284ch in unter Einsatz von EDTA
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gewonnenem Exsudat aus Salat wurde eine erhOohtezektmation an Monosacchariden
nachgewiesen [213].

Eine weitere Mdglichkeit der Gewinnung von Phloefnsatzt Blattlause (Aphiden). Blattlause
ernahren sich von Phloemsaft und sind in der Lage Stechrissel selektiv in die Siebréhren
des Phloems zu inserieren. Beim Durchtrennen dech8issel verbleibt der untere Teil des
Stechrissels in der Siebrohre und fungiert als IKkapj aus der der Phloemsaft aufgrund des
hohen Drucks, unter dem die Siebrohren stehenrithug02,231]. Die Gewinnung von
Phloemsaft mit Hilfe von Blattlausen wurde erstmalea KENNEDY und MITTLER eingesetzt,
die die Stechriissel grof3er Blattlausspezies miteRdisgen durchtrennten [235BARLOW
und MCCULLY setzten in Weiterentwicklung dieser Methode erignmsinen Laser zum
Durchtrennen der Stechrissel ein (Laser-Aphideriiiigd [236]. Nach dem derzeitigen Stand
der verfugbaren Methoden lasst sich dem Ziel dexi@aing von reinem Phloemsaft mit der
Laser-Aphiden-Technik am nachsten kommen [202)Jefanormale Phloemtransport durch das
Inserieren des Stechrissel (Durchmesser der Smatze,05 pum [231]) nicht unterbrochen wird
und bei dieser Methode der geringste Eingriff ia Bhysiologie der Pflanze erfolgt. Dennoch
sezernieren Blattlause Substanzen in die PflanAd][2Blattlausbefall kann somit den
Stoffwechsel der Pflanze und die ZusammensetzusgPiidoemsafts beeinflussen [202,203].
Zur Minimierung dieses Effekts sollten die Blat$&uwor dem Durchtrennen der Stechrissel nur

eine begrenzte Zeit mit der Versuchspflanze in Ekinkommen [237].
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2 Problemstellung und Zielsetzung

In den letzten Jahren ist in der Massenspektroenetri Trend hin zur Entwicklung ambienter
lonisationsmethoden zu beobachten, welche die téirelassenspektrometrische Analyse von
Proben in ihrem natdrlichen Zustand, ohne vorhesgdd Probenvorbereitung und
chromatographische  oder  elektrophoretische  Trennungrmdglichen.  Ambiente
lonisationsmethoden vereinfachen und beschleunigesm Arbeitsablauf der massen-
spektrometrischen Analyse. Durch das Fehlen denrnimeg der Probenbestandteile vor der
massenspektrometrischen Analyse kommt es jedoainam Verlust an Selektivitat und einer
moglichen Verstarkung von Matrixeffekten. Zudembsi vielen ambienten lonenquellen eine
relativ schlechte Reproduzierbarkeit zu beobachteas zum Teil auf Probleme bei der
reproduzierbaren Positionierung der Probe in deenguelle zurtickzufiihren ist.

In der vorliegenden Arbeit soll eine auf chemisclarisation bei Atmospharendruck (APCI)
basierende lonenquelle zur direkten massenspektrigofen Analyse fester und flUssiger
Proben entwickelt werden, die eine Vortrennung ve&mobenbestandteilen und eine
reproduzierbare Positionierung der Probe ermdgligig Bestandteil der lonenquelle wird ein
Direkteinlass-System D(rect inlet probe, DIP) der Firma SIM GmbH (Oberhausen, D)
verwendet, welches ublicherweise zur direkten nresgsektrometrischen Analyse fester und
flissiger Proben unter Verwendung eines Massengpe&ters mit EI oder CI lonisation (GC-
MS System) eingesetzt wird.

Die entwickelte lonenquelle soll an ein hochauffites Atmospharendruck-Q-TOF-
Massenspektrometer und an ein Atmosphéarendruckfi@ap-Massenspektrometer gekoppelt
werden und auf diese Weise die Vorteile beider Easgektrometertypen mit der Moglichkeit
zur direkten Analyse kombinieren. Fir beide Koppglem soll zunachst eine Optimierung der
lonenquelle durchgefuhrt werden. AnschlieRend sdiesatzmaoglichkeiten der lonenquelle in
der gualitativen Analyse aufgezeigt und die Modteih eines Einsatzes in der quantitativen
Analyse untersucht werden. Bereiche, in denen dieiekelte lonenquelle eingesetzt werden

soll, umfassen lebensmittelanalytische Fragestgundie Wirkstoffanalyse von Arzneimitteln,
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die Qualitatskontrolle chinesischer Heilpflanzen dunauch Fragestellungen der
Materialwissenschaften.

Ein weiterer Teil der vorliegenden Arbeit soll dienalyse von Phloemsaft beinhalten.
Phloemsaft aus den Kulturpflanzen Mais und Rapkmil Hilfe der Laser-Aphiden-Technik

gewonnen und unter Einsatz massenspektrometrigetadyseverfahren untersucht werden. Auf

diese Weise sollen mdglichst viele unbekannte M#iiebim Phloemsatft identifiziert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Ambiente lonisationsmethoden ermdglichen die deektassenspektrometrische Analyse von
Proben in ihrem natdrlichen Zustand, ohne vorhesgdd Probenvorbereitung und
chromatographische oder elektrophoretische Trenn8ogit erfolgt eine Vereinfachung und
Beschleunigung des Arbeitsablaufs der massenspegtrischen Analyse. Nachteilig ist der
Verlust an Selektivitat und die mdgliche Verstarguon Matrixeffekten durch das Fehlen der
Trennung der Probenbestandteile vor der lonisatiospwie relativ  schlechte
Reproduzierbarkeiten, zum Teil durch Probleme ke mproduzierbaren Positionierung der
Probe in der lonenquelle.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine lonenquelle zlirekten massenspektrometrischen
Analyse fester und flissiger Proben entwickelt, die teilweise Vortrennung von
Probenbestandteilen vor der lonisation und eingodkjzierbare Positionierung der Probe
ermdglicht. Die auf chemischer lonisation bei Atplo&rendruck (APCI) basierende lonenquelle
verwendet ein Direkteinlass-SystenDirfect inlet probe, DIP) der Firma SIM GmbH
(Oberhausen, D) zum Einbringen fester oder flisdRyeben in die lonenquelle. Die DIP nutzt
eine temperaturprogrammierbare Schubstange, weltlee Proben automatisiert in die
lonenquelle einbringt und so reproduzierbar posigid. Durch programmiertes Aufheizen der
Schubstange in der lonenquelle kommt es zur Verflamgpfliichtiger und semifliichtiger
Probenbestandteile und zu einer Trennung der Pbaiséandteile nach ihren Dampfdricken. Die
entwickelte lonenquelle wird im Folgenden als DIP&-lonenquelle bezeichnet.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich im Wesentliohia drei Teile. Der erste Teil beschreibt die
Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an ein hochawdlides Q-TOF-Massenspektrometer, die
Optimierung der lonenquelle, sowie die UntersuchdegReproduzierbarkeit und der Trennung
der Probenbestandteile nach ihren DampfdrickensaEzmoglichkeiten in der qualitativen
Analyse werden aufgezeigt und die Moglichkeit dess&zes in der quantitativen Analyse
untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die DIP-APCl-lorrelle an ein lon Trap-
Massenspektrometer gekoppelt und auch hier eineni@pting durchgefiihrt. Der Einsatz der
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DIP-APCI-lon Trap-MS zum Nachweis von WeichmachémnGegenstanden des taglichen
Gebrauchs und zur Wirkstoffanalyse von Arzneimitislirde untersucht.

Der dritte Teil der Arbeit beschreibt die Gewinnungn Phloemsaft aus den Kulturpflanzen
Mais und Raps mit Hilfe der Laser-Aphiden-Technilduessen Analyse unter Einsatz der DIP-
APCI-Q-TOF-MS und der DIP-APCI-lon Trap-MS.

3.1 Entwicklung und Funktionsweise der DIP-APCI-lonenqtelle

Das Direkteinlass-System (DIP) der Firma SIM Gmbidrde unter Verwendung von zwei
verschiedenen, in der Werkstatt der Bergischen @isitat Wuppertal angefertigten,
Quellkdrpern an ein hochauflosendes Q-TOF-Massémispeeter (Agilent Technologies 6538
UHD Accurate-Mass Q-TOF) und ein lon Trap-Massekspeneter (Bruker amaZon speed)
gekoppelt. Beide lonenquellen nutzen den Verdampfedt die Korona-Nadel kommerziell
erhaltlicher APCI-lonenquellen der jeweiligen Masggektrometer.

Die DIP wird tblicherweise zur direkten massensmeRetrischen Analyse fester und flussiger
Proben unter Verwendung eines Massenspektrometdr€Eimoder Cl lonisation (GC-MS
System) eingesetzt. Hierbei wird die Probe mit éliller temperaturprogrammierbaren
Schubstange direkt in das Hochvakuum der lonenguweltdampft. An der Schubstangenspitze
kann eine Probenaufnahme fir feste oder fir flésBigpben angebracht werden. Feste Proben
werden in Aluminiumtiegel Uberfuhrt, welche in ddeobenaufnahme an der Schubstangenspitze
eingebracht werden. In der Probenaufnahme fir if@s$roben ist ein Probentiegel fest
eingearbeitet. Abbildung 10 zeigt den schematischeifbau der Schubstange sowie die

Probenaufnahmen fir feste und flissige Proben i;mBrdbentiegel aus Aluminium.
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a)

Tip with Air OUT

Enpe ¢ « Air IN

Vessel >
Heater Assy

| l | I | .
Abbildung 10: Aufbau der Schubstange des DirekdsisiSystems (DIP) der Firma
SIM GmbH (a) und Probenaufnahmen (b-d) fur festel dlissige Proben;

(b) Probenaufnahme fir flissige Proben mit eingatatem Probentiegel,
(c) Probenaufnahme fir feste Proben; (d) Probegitiéig feste Proben.

Zur Verdampfung flichtiger und semifliichtiger Probestandteile und deren Trennung nach
ihren Dampfdriicken kann die Schubstange mit Hesmraon 0,1 bis 2,0 °/s (in Schritten von
0,1 °/s) von 30 °C bis auf 400 °C aufgeheizt werdznei Temperaturrampen mit Haltezeiten der
Endtemperatur kbnnen programmiert werden. Nach dgang des Temperaturprogramms wird
die Schubstangenspitze mit Pressluft oder Stickstoé in Abbildung 10a dargestellt, gekihilt,
um schnellere Analysenzyklen zu erméglichen.

Die lonisation verdampfter Probenbestandteile gtfwl der DIP-APCI-lonenquelle, wie bei der
ASAP-lonenquelle auch, durch Koronaentladung uitdéichen APCI-Bedingungen. Abbildung
11 zeigt eine schematische Darstellung der Verdangpfund lonisation in der DIP-APCI-
lonenquelle.

43



Ergebnisse und Diskussion

Verdampfer
/ MS-Einlass
_
- e
robentiegel /
N, mit Probe
H,O0 : M [M+H]*
MM B O VIS
‘ H,0 ) [1\/‘/I+H]+ MR M+H
) ST
/,, HZOM e M H2O [ ]
Schubstange
Korona- [
Nadel HV

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Verdamgfund lonisation in der DIP-APCI-
lonenquelle im Positiv-Modus.

Im Unterschied zur ASAP-lonenquelle erfolgt die d@mpfung fllichtiger und semifllchtiger
Probenbestandteile bei der DIP-APCI-lonenquelldtindurch den heil3en Gasstrom aus einem
ESI- oder APCI-Zerstauber, sondern durch direktethédizen der im Probentiegel befindlichen
Probe durch die temperaturprogrammierbare SchuipstanDie Verwendung eines
Temperaturgradienten ermoglicht die Trennung vonob@mbestandteilen nach ihren
Dampfdricken. Eine Trennung von Probenbestandtedemde auch bei verschiedenen
Anwendungen anderer ambienter lonenquellen andgestEntsprechend wurde der APCI-
Verdampfer in einigen Anwendungen der ASAP-lonetiguedahrend der Analyse der Probe
aufgeheizt und so ein Temperaturgradient des @assterzeugt [145,161,163]. Bei DART-MS
Analysen wurden unterschiedliche Heliumtemperaturbai der Analyse organischer
Verbindungen in Eukalyptus [136] bzw. ein Gradidat Heliumtemperatur von 100-350 °C bei
der Analyse von Pestiziden [120] eingesetzt.

Verdampfte Probenbestandteile werden in der DIPJABGenquelle durch einen
Stickstoffstrom als Hilfsgas, der um die Schubstaggleitet wird, in Richtung der Korona-
Nadel und des MS-Einlasses transportiert (siehdlddng 11). Die lonisation erfolgt nach den
unter 1.1.2 beschriebenen lonisationsmechanismenA&€l: Im Positiv-Modus fuhrt die

lonisation von Stickstoff durch KoronaentladungGegenwart von Spuren von Wasserdampf
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letztendlich zur Bildung geladener Wasserclusteer [Analyt wird anschlielend, wie in

Abbildung 11 gezeigt, durch Protonentransfer iamtsi

3.2 Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an ein hochauflégndes Q-TOF-
Massenspektrometer

Die Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an ein hodii#endes Q-TOF-Massenspektrometer
(Agilent Technologies 6538 UHD Accurate-Mass Q-TCGé)mbiniert die Moglichkeit der
direkten Analyse fester und flussiger Proben mitMéglichkeit zur Bestimmung akkuratevz-
Verhéltnisse und der Absicherung der Identifizigrwon Probenbestandteilen durch Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS). Das Q-TOF-MS von Adgilerreicht im Hochauflosungs-
Modus eine Auflosung von mindestens 20.000my&i322 und mindestens 40.000 bz 1522.
Die spezifizierte Massengenauigkeit liegt bei 1 p@or Gewahrleistung der Massengenauigkeit
fuhrt das MS automatisch eine interne Kalibrierudey m/z-Achse durch. Hierflr wird von
einem automatischen Liefersystem kontinuierlichgeninger Fluss einer Referenzldsung in die
lonenquelle eingebracht. Die Referenzlbésung enth@lei Substanzen, die mit ihrem/z-
Verhaltnissen von 121.050878 + H]* fir Purin (GH4Ny4)) und 922.009798[¥ + H|™* flr
Hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazin€isOsNsPsF.4)) einen grolRen Bereich
derm/z-Achse abdecken.

Zur Konstruktion der DIP-APCI-lonenquelle fur dasTQF-MS wurde in der Werkstatt der
Bergischen Universitat Wuppertal ein auf dieses pdSsender Quellkorper angefertigt. Uber
einen Flansch wurde die DIP an den Quellkorper ppé&th. Die DIP-APCI-lonenquelle nutzt
den Verdampfer und die Korona-Nadel einer kommérerbaltlichen APCI-lonenquelle des Q-
TOF-MS. Abbildung 12 zeigt den Aufbau des fur da$@QF-MS angefertigten Quellkdrpers mit
dem Verdampfer und der Korona-Nadel. Im Vergleichh kommerziell erhaltlichen APCI-
lonenquelle wurde die Korona-Nadel um 90 ° versetat an der urspriinglichen Position der
Korona-Nadel die Kopplung der DIP erfolgt. Die Rmsi der Spitze der Korona-Nadel wurde
nicht verandert. Der Flansch zur Kopplung der DiRdan Quellkorper besitzt zwei Offnungen.
Die groRere Offnung dient dem Einfilhren der Scharmg in den Quellkérper und uber die
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kleinere Offnung wird das Hilfsgas (Stickstoff) wiie Schubstange in die lonenquelle geleitet
(vgl. Abbildung 11).

Verdampfer

Korona-Nadel

Quellkoérper

Offnung fiir
Flansch fiir DIP

Flansch fiir DIP

Abbildung 12: Aufbau des Quellkdrpers der DIP-AR@tenquelle fir das Q-TOF-MS.

Abbildung 13 zeigt ein Foto der Kopplung der DIP@&Ronenquelle an das Q-TOF-MS. Die
Schubstange befindet sich hier in der Ruhepositinder Schubstangenspitze auf3erhalb des
Quellkorpers. Die Vakuumschleuse entstammt denriimgfichen Einsatz der DIP gekoppelt an
Massenspektrometer mit EI oder CI lonisation, figr ilopplung mit der bei Atmospharendruck
ablaufenden APCI ist sie nicht erforderlich, verdert aber das Eindringen von Laborluft in die
lonenquelle.
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Abbildung 13: DIP-APCI-lonenquelle gekoppelt an dagilent Technologies 6538 UHD
Accurate-Mass Q-TOF-Massenspektrometer.

Der Ablauf einer DIP-APCI-MS Analyse ist in Abbildg 14 dargestellt. In den Bildern a und b
befindet sich die Schubstange in der vertikalenepagition. Bild a zeigt das Einbringen eines
Probentiegels in die Probenaufnahme fur feste Proioel Bild b die Injektion einer flissigen
Probe in den Probentiegel. Auf Bild ¢ klappt dieh@astange in eine horizontale Position
herunter und bewegt sich nach Offnen der Vakuunassie in den Quellkorper der lonenquelle
hinein. In Bild d befindet sich die Schubstangetzgpauf einer definierten Position innerhalb der
lonenquelle. Nach Erreichen der festgelegten Rwositnnerhalb der lonenquelle startet das
Temperaturprogramm der Schubstange automatisch.
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Abbildung 14: Ablauf einer DIP-APCI-MS Analyse; (aynd (b) Schubstange in der
Ladeposition; (c) Schubstange klappt in eine hotiaie Position herunter und
bewegt sich in die lonenquelle hinein; (d) Schubgeabefindet sich in der
lonenquelle.

Alle in Kapitel 3.2 beschriebenen Analysen wurdeih iHilfe des Agilent Technologies 6538
UHD Accurate-Mass Q-TOF-Massenspektrometers in Kogpmit der DIP-APCI-lonenquelle
oder in LC-MS Kopplung unter Verwendung einer Agtl&echnologies Infinity 1290 UHPLC
und einer kommerziell erhaltlichen ESI-lonenquelléurchgefuhrt. Die optimierten
Gerateparameter zur DIP-APCI-MS Analyse und died@&parameter zur LC-MS Analyse sind
in Kapitel 5.5 beschrieben. Im Verlauf der Optiruieg der DIP-APCI-lonenquelle wurden z.T.
abweichende Gerateparameter verwendet. Die witbtigabweichungen sind in Kapitel 3.2
angegeben. Die Herstellung von verwendeten Stalidamgen und die eingesetzte
Probenvorbereitung ist in Kapitel 5.4 beschrieben.

Teile der in den Kapiteln 3.2.1 (Optimierung unda@ikterisierung der DIP-APCI-lonenquelle)
und 3.2.2.1 (Analyse von chinesischen Heilpflanzeegchriebenen Ergebnisse wurden bereits
publiziert (Krieger S, von Trotha A, Leung KS, SatarOJ (2013) Development, optimization,
and use of an APCI source with temperature-comtlolaporization of solid and liquid samples.
Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (4):13¥381).
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3.2.1 Optimierung und Charakterisierung der DIP-APCI-lone nquelle

Zur Optimierung und Charakterisierung der DIP-AR@ienquelle wurden verschiedene
Standardsubstanzen und eine komplexe Probe eimge3eaibelle 1 zeigt die eingesetzten
Standardsubstanzen mit Strukturformeln und gibtzdielonisation verwendete Polaritat an. Als
komplexe Probe wurde ein Dichlormethanextrakt Radix Angelicae sinensis (chinesische

Angelikawurzel), welche in der chinesischen Hedp#fenmedizin eingesetzt wird, verwendet.
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Tabelle 1: Standardsubstanzen zur Optimierung uhdrdkterisierung der DIP-APCI-
lonenquelle.
Standard Polaritat theoretischegvz
Coffein (C8H10N402)
\ 1 positiv Mz 195.0877

P N
% "\
O
Hexanséuremethylester 4€;40,)
0 [M + H]t:

"
PPN PO miz131.1067

Dodecansauremethylester; §8,60,)

i ositiv M+ H]™
O)J\/\/\/\/\/\ P m/z 215.2006
|

Polyethylenglycol (PEG 200)

o negativ
H/ ‘F/\OtH

N-nonyl3-D-maltosid (GiH4¢O11) [M — H]:

m/z 467.2498
negativ

HO
@%
HO
HO o HO
o 0 M+ 0,]:
HO -~ O\/\/\/\/\ n/z 500.2474

Alkylpolyglucosid (Glucopon 600)

HO

H o negativ

0
on T T(CHa)CHy

Erste Tests der Funktionsfahigkeit der DIP-APCldioquelle wurden im Positiv-Modus unter
Verwendung von Dodecansauremethylester als Reitesubslurchgefiihrt. Hierzu wurde 1 pL
Dodecansauremethylester in die Probenaufnahme Ifissije Proben injiziert und die

Schubstange lediglich auf 80 °C aufgeheizt, sodassh die unvollstandige Verdampfung des

Dodecanséuremethylesters mehrere Analysen ohneuterrigjektion durchgefihrt werden
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konnten. Abbildung 15 zeigt das resultierende Massektrum bei unterschiedlichérying
gas-Flussraten und unterschiedlichen Hilfsgag){Nussraten um die Schubstange.

3) 2x10"
232.2305
7
[
>
o
L, 7
= 1x10" 186.1493
= 215.2005
C -
g
c
O . I‘ “‘.”‘ ‘\ \LI ‘H \I | ‘I . I . |
0 100 200 300 400 500
m/z
b)
2x107 1 215.2057
o
S 429.3958
(@)
KSR
—  1x10"
:E
'®
C
9
i=
0 T T ' h — T T T T 1
0 100 200 300 400 500
m/z

Abbildung 15: Massenspektrum (am Signalmaximum) Alealyse von Dodecansduremethyl-
ester; (aPrying gas. 0,6 L/min, Hilfsgas (N): 50 L/h; (b)Drying gas.
5,0 L/min, Hilfsgas (M): 200 L/h.

Bei geringerDrying gas-Flussraten und einem geringen Stickstoff-FlussdienSchubstange ist
das [M + H]*-lon des Dodecansauremethylesters/z( 215) in vergleichsweise geringer
Intensitéat zu erkennen (vgl. Abbildung 15a). Mithiéer Intensitét tritt/z 232 auf, wobei es
sich hochstwahrscheinlich um das Ammoniumadduk¥ £ NH,]*) des Dodecansaure-
methylesters handelt. Es ist wichtig zu beachtassdvz 232 undm/z 186 in Abbildung 15a
Detektorsattigung erreichen, wodurch die spezffigidvlassengenauigkeit des MS nicht mehr
gegeben ist. Nach dem Herausfahren der Schubstarsggder lonenquelle und dem Rickgang
der Signalintensitat zeigte/z232 ein akkurateswz-Verhaltnis von 232,2272, was dem
theoretischen m'z des [M + NH,]*-lons des Dodecansauremethylestenrs/'z32,2271)
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entspricht. Die Bildung des Ammoniumadduktes desddeansauremethylesters lasst sich
hdchstwahrscheinlich auf das Ansaugen von ammoalitger Laborluft durch das Vakuum des
MS aufgrund des Anbietens von zu wenig (sauberemigksoff in der lonenquelle
zurlUckfuhren. Die Bildung von Ammoniumaddukten iegénwart von Ammoniak wurde auch
bei den APCI-verwandten ambienten lonisationsmethddART [2,109,111] und DAPCI [38]
beobachtet. Das Ansaugen von Laborluft konnte alashAuftreten vomv/z 186 und weiteren
Signalen im Untergrund des Massenspektrums erkl@erch Erhdhen deBrying gas-Flusses
und des Stickstoff-Flusses um die Schubstange wider lonenquelle ausreichend (sauberer)
Stickstoff angeboten, um ein Ansaugen von Labodufch das Vakuum des MS zu verhindern.
Unter diesen Bedingungen wird ein Massenspektruhalen, welches dagM + H]*-lon
(m/z 215) und dag§2M + H]*-lon (m/z429) des Dodecansauremethylesters in hoher Indénsi
zeigt (vgl. Abbildung 15b). Auch hier ist es widgptzu beachten, dase/z 215 undnv/z 429
Detektorsattigung erreichen und die spezifiziertesbengenauigkeit des MS nicht gegeben ist.
Ein weiterer Vorteil des erhdhteBrying gas-Flusses ergibt sich aus dem beschleunigten
Signalabfall nach dem Herausfahren der Schubstamgeer lonenquelle.

Der erste Schritt der Optimierung der DIP-APCI-Ingeelle bestand in der Untersuchung des
Einflusses des Hilfsgas gNFlusses um die Schubstange und @eying gas-Flusses. Das
Drying gas umspult die Einlasskapillare des MS und stromt dditisgas entgegen. Zur
Optimierung der Gasflisse wurde zu jeder Analys@lLleiner Coffein-Losung der
Konzentration 100 mg/L in Dichlormethan in einendar Probenaufnahme fir feste Proben
befindlichen Probentiegel injiziert. Die Temperatles Verdampfers war auf 40 °C und der
Nebulizer-Druck auf 1 psig eingestellt. Nach Verdampfung désungsmittels aul3erhalb der
lonenquelle wurde die Schubstange in die lonengushgebracht und mit einer Heizrate von
2 °/s auf 8C°C aufgeheizt und diese Temperatur 1 min gehaltea. IBnisation erfolgte im
Positiv-Modus. Der Hilfsgas-Fluss wurde zwischerusd 200 L/h und dddrying gas-Fluss im
Bereich von 0,6-10 L/min variiert.

Es zeigte sich, dass die Intensitat des detekti¢tte+ H]*-Signals von Coffeinrfyz 195) mit
steigendem Drying gas-Fluss abnahm. Dies entspricht der Erwartung, dadampfte
Probenbestandteile durch einen erhétideying gas-Fluss vom MS-Einlass wegbewegt werden.

Ein Drying gas-Fluss unter 4,0 L/min fihrte zu starken Intensgdhwankungen des Coffein-
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Signals, insbesondere in Kombination mit einemrggan Hilfsgas-Fluss von nur 50 L/h, und zu
einer Erhohung der Intensitat der Hintergrundsign&in Drying gas-Fluss tber 8,0 L/min
erzeugte ebenfalls starke Intensitatsschwankungenfithrte zur Bildung des Radikalkations
M*. Bei dem als Optimum gewahlt@rying gas-Fluss von 6,0 L/min fiihrte ein Hilfsgas-Fluss
von 100 L/h zur héchsten Intensitat dés+ H]*-Signals von Coffein.

Zur Gewahrleistung der Massengenauigkeit fuhrt @aBOF-MS, wie bereits beschrieben, eine
automatische, interne Kalibrierung damn/z-Achse durch. Das Einbringen der hierfur
erforderlichen Referenzlosung in die lonenquell¢ hiife des automatischen Liefersystems
kann bei der DIP-APCI-lonenquelle auf zwei Wegerolgen. Eine Moglichkeit ist das
Einbringen Uber den Sprayétdpulizer) und Verdampfer der DIP-APCI-lonenquelle, analag z
Ublichen Einbringung des LC-Eluates in eine APGldoquelle. Die zweite Mdglichkeit besteht
im Einbringen der Referenzlésung in Form von klaifieopfen, die auf di€ndplate, neben das
Soray shield des MS, gegeben werden. Die Verdampfung der RefEgung erfolgt in diesem
Fall durch die hohe Temperatur der durch Baging gas aufgeheizterEndplate. In der LC-
APCI Kopplung des Q-TOF-MS wird die Referenzldsiifdjcherweise Uber diendplate in die
lonenquelle eingebracht.

Zur Untersuchung des Einflusses der Referenzlosadgder Art des Einbringens derselben auf
die lonisation in der DIP-APCI-lonenquelle wurdeaf&enzldsungen mit Konzentrationen von
10 uM Purin und 2 pMHexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazin bAwiM Purin und
0,2 uM Hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazin, ¢ in Acetonitril/Wasser (95/5;
viv) und Methanol hergestellt. Die unterschiedlithReferenzlésungen wurden Uber den
Verdampfer Yaporizer temperature: 325 °C; Nebulizer pressure: 20 psig) oder Uber die
Endplate (Vaporizer temperature: 40 °C; Nebulizer pressure: 1 psig) in die lonenquelle
eingebracht und ihr Einfluss auf die Detektion flés+ H]*-Signals von Coffein untersucht. Je
1 puL einer Coffein-Losung der Konzentration 1000QImgn Dichlormethan wurde in die
Probentiegel injiziert und die Schubstange nachd&eipfung des Losungsmittels aul3erhalb der
lonenquelle mit einer Heizrate von 2 °/s auf °80 aufgeheizt und diese Temperatur 1 min
gehalten.

Es zeigte sich, dass bei Einbringen methanolis&teferenziésungen hdhere Intensitaten des

[M + H]*-Signals von Coffein erreicht werden. Zusétzlicmhi® eine Intensitatssteigerung
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beobachtet werden, wenn der Verdampfer beheizt evfuporizer temperature: 325 °C;
Nebulizer pressure: 20 psig), was sich auf die Verbesserung der \fepdang des Coffeins
zurlUckfuhren lasst. Die Intensitat der Referenziofe/z 121,0509 undnwz 922,0098) wurde
nicht wesentlich von der Art des Einbringens in ldieenquelle beeinflusst und war ausreichend
bei Verwendung der Referenzlésung mit einer Konzadion von 1uM Purin und 0,2 uM
Hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazin ietlinol.

Um die Moglichkeit eines Einsatzes der DIP-APCldoqguelle zur quantitativen Analyse zu
tberprifen, wurde die KonzentrationsabhéngigkeitRigtektion von Coffein untersucht. Erste
Analysen mit Coffein-Lésungen im Konzentrationshareron 0,01-10 g/L lieRen bei Aufheizen
der Schubstange bis auf lediglich 80 °C, insbesenden Kombination mit einer
Verdampfertemperatur von nur 40 °C, keinen lineatasammenhang zwischen der Intensitat
des[M + H]*-Signals von Coffein und der Konzentration erkenrigei hohen Konzentrationen
war eine Verminderung des Anstiegs des Coffein-&gmmit steigender Konzentration zu
beobachten. Dass das Coffein-Signal auch bei holk@nzentrationen nicht zur
Detektorsattigung fuhrte, lasst darauf schlieBeassdder verminderte Anstieg des Coffein-
Signals bei hohen Konzentrationen auf eine unvoildige Verdampfung zurtckzufiihren ist.
Durch Aufheizen der Schubstange bis auf 300 °C tomme vollstandige Verdampfung des
Coffeins erreicht werden. Dies flihrte zu einer bighetn Verbesserung der Sensitivitat und zum
Erreichen eines linearen Zusammenhangs zwischenntansitat des detektiertd + H]*-
Signals von Coffein und der Konzentration. Durcthdfrung der Verdampfertemperatur auf
325 °C konnte eine weitere Verbesserung der Litéagireicht werden. Abbildung 16 zeigt die
lineare Abhéngigkeit der Intensitat déé + H]*-Signals von Coffein von der Konzentration im
Bereich von 0,5-25 mg Coffein/L. Je 1 uL der Coffebsungen in Dichlormethan wurden je
dreimal in die Probentiegel injiziert und die Schiamge nach Verdampfung des Losungsmittels
aulRerhalb der lonenquelle mit einer Heizrate votis2auf 300°C aufgeheizt und diese
Temperatur 1 min gehalten. Der Verdampfer wurdeegeh(Vaporizer temperature: 325 °C;
Nebulizer pressure: 20 psig) und die methanolische Referenzlésung dee Verdampfer in die
lonenquelle eingebracht. Zur Auswertung wurde zuraredasExtracted ion chronogram (EIC)
von Coffein generiert und im Bereich des Anstieges dCoffein-Signals mit dem

Temperaturprogramm der Schubstange integriert l{El&tes Coffein-Signals). Zum anderen

54



Ergebnisse und Diskussion

wurde im Bereich des Anstiegs des Coffein-Signalé dem Temperaturprogramm der
Schubstange ein gemitteltes Massenspektrum genendrdie Signalhohe des Coffein-Signals
(mittlere Intensitat des Coffein-Signals) zur Austuag verwendet. Wie in Abbildung 16 zu
erkennen ist, fiuhren beide Vorgehensweisen zu eietdlaren Ergebnissen. Die relativen
Standardabweichungen der Dreifachanalysen der |eerzeCoffein-Losungen lagen bei
Auswertung uber die Flache des Coffein-Signals imreih von 3,1-29,2 % (0,5 mg/L:
29,2 %RSD; 1,0 mg/L: 8,6 %RSD; 5mg/L: 13,2 %RSD) mMg/L: 3,1 %RSD; 15 mg/L:

4,0 %RSD; 25 mg/L: 3,3 %RSD) und waren bei beidesrg¢hensweisen zur Auswertung
vergleichbar.

a)
& y = 1235840 x - 32126
‘s o 3x10" R2 = 0.9984
£
o 5 h
O o 7
o O, 2x10"
- 2
[} g 7
S 5 a0
® N
LL
0 . , . ,
0 10 20
b) Konzentration Coffein [mg/L]
— -
g2 107 y=3331x-315
S 3 g0 R2 = 0.9984
g O, ]
2z 6x10"
8 c l
£ D 4x10*4
o @ ‘
o .S 2x10*
=2 ]
€ O 0 . , . ,
®)
0 10 20

Konzentration Coffein [mg/L]

Abbildung 16: Abhangigkeit der Intensitat dg#/ + H]*-Signals von Coffein von der
Konzentration (n=3); (@) Auswertung Uber die Fladies Coffein-Signals;
(b) Auswertung Uber die mittlere Intensitat desf€iafSignals.

Zur Demonstration der Reproduzierbarkeit der Armlggner komplexen Probe wurde ein

Dichlormethanextrakt auRadix Angelicae sinensis (chinesische Angelikawurzel) eingesetzt.
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1 pL des Extraktes wurde in Flnffachanalyse inRti@bentiegel injiziert und die Schubstange
mit einer Heizrate von 1 °/s auf 400 aufgeheizt und diese Temperatur 5 min gehaltéa. D
lonisation erfolgte im Positiv-Modus, der Verdampfeurde geheizt\(aporizer temperature:
325 °C; Nebulizer pressure: 20 psig) und die methanolische Referenzlésungr Uthen
Verdampfer in die lonenquelle eingebracht. Abbilgld7 zeigt dielotal ion chronograms (TIC)
der funf aufeinanderfolgenden Analysen des Dich&ihanextraktes au&adix Angelicae
sinensis. Das reproduzierbare Profil der TICs belegt die pri@duzierbarkeit des
Temperaturprogramms der Schubstange. Fir jede #ealyurde ein Uber die gesamte
Analysendauer gemitteltes Massenspektrum geneiéet. Signalhbhen allenyz-Signale mit
einer Intensitat >10.000 counts in den resultieeentMassenspektren (dies entspricht den 17
m/z-Signalen mit der hdchsten Intensitat) zeigtentirdaStandardabweichunget8,1 %. Die
relativen Standardabweichungen der Signalhthereideelnennm/z-Signale sind in Tabelle 25

im Anhang aufgelistet.
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Abbildung 17: TICs von funf aufeinanderfolgendenalysen eines Dichlormethanextraktes
ausRadix Angelicae sinensis.

Zur reproduzierbaren Positionierung der Probe imaiérder lonenquelle wird die Schubstange
automatisch bis zu einer festgelegten Position Sehubstangenspitze in die lonenquelle
eingebracht. Als weiterer Schritt der Optimierurey @IP-APCI-lonenquelle wurde daher der
Einfluss der Position der Schubstangenspitze iratlerther lonenquelle bzw. ihres Abstands von

der Korona-Nadel auf die Detektion von Coffein usteht. Die Position der
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Schubstangenspitze wurde zwischen einer Positinkreseht unterhalb der Korona-Nadel und
einer Position, in der die Schubstangenspitze vom dieser Position und vom MS-Einlass
wegbewegt wurde, variiert. Fir jede Schubstangetiposvurde je 1 pL einer Coffein-Losung
der Konzentration 10 mg/L in Dichlormethan dreimal die Probentiegel injiziert und die
Schubstange mit 2 °/s auf 300 °C aufgeheizt undsedi@emperatur 1 min gehalten. Der
Verdampfer wurde geheizVéporizer temperature: 325 °C;Nebulizer pressure: 20 psig) und die
methanolische Referenzldsung tUber den Verdampfieifonenquelle eingebracht.

Wird die Schubstangenspitze von einer Position reshik unterhalb der Korona-Nadel in
Richtung der Offnung zur Einfuhrung der Schubstaimgelie lonenquelle (von der Korona-
Nadel und vom MS-Einlass weg) bewegt, so wird, wieAbbildung 18 zu erkennen, eine
Position maximaler Empfindlichkeit der Coffein-Dktien durchlaufen. Die Abnahme der
Signalintensitat mit steigendem Abstand der Sclamnggnspitze von der Korona-Nadel wird ab
einem Abstand von 7 mm von einer Position senkrentdérhalb der Korona-Nadel geringer. An
diesem Punkt erreicht die Schubstangenspitze deallidinder, durch den die Schubstange in
die lonenquelle eingebracht wird (vgl. Abbildung) 1ihd alle Substanzen, die innerhalb dieses
Zylinders verdampft werden, werden vom HilfsgassBluin Richtung der Korona-Nadel

transportiert.
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Abbildung 18: Einfluss der Position der Schubstaisgéze in der lonenquelle auf die
Detektion von Coffein; Auswertung tber die Flaciien dem EIC von Coffein
(n=3).
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Die Mdglichkeit der Trennung von Probenbestandteiliach ihren Dampfdriicken durch
programmiertes Aufheizen der Schubstange der DIBiAénenquelle wurde mit Hilfe von
zwei Fettsduremethylestern untersucht. Eine Treginuon Probenbestandteilen vor der
lonisation ist vorteilhaft zur Erhéhung der Seleiéit der Analyse und ermdglicht die Reduktion
von Matrixeffekten, da nicht alle Probenbestandtegileichzeitig gasformig in der lonenquelle
vorliegen. Hexansduremethylester (Siedepunkt: €1 ‘und Dodecanséuremethylester
(Siedepunkt: 262 °C) weisen eine Siedepunktsdiffeneon 111 °C auf. Zur Untersuchung der
Trennung der Fettsduremethylester wurde eine Misghumit je 100 mg/L
Hexansauremethylester und Dodecanséduremethylesteichlormethan mittels DIP-APCI-MS
analysiert. Die Schubstange wurde mit 1 °/s auf ®@ufgeheizt und diese Temperatur 1 min
gehalten. Der Verdampfer wurde geheizayforizer temperature: 325 °C;Nebulizer pressure:

20 psig) und die methanolische Referenzlosung idesr Verdampfer in die lonenquelle
eingebracht. Abbildung 19 zeigt die EICs von Hedamsmethylester und
Dodecansauremethylester. Hexansauremethylestenvardodecansauremethylester verdampft
und ionisiert und die beiden Fettsauremethylestgrand ihrer unterschiedlichen Dampfdriicke

nahezu vollstandig voneinander getrennt.
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Abbildung 19: EICs von Hexansauremethylestafz(131,1067 + 20 ppm) und Dodecansaure-
methylesterifyz 215,2006 + 20 ppm) analysiert als Mischung.

Die vorgestellten Untersuchungen der Funktion d#?-BPCl-lonenquelle im Positiv-Modus

zeigen, dass unter Verwendung eines ausreicherntstsff-Flusses als Hilfsgas bzWwrying
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gas-Flusses ausschlieRlich désf + H]*-lon der verwendeten Analyten generiert wird. Der
Hilfsgas- und deDrying gas-Fluss sowie die Position der Schubstangenspitaerinonenquelle
und das Einbringen der Referenzlésung zur intefdi@ssenkorrektur wurden optimiert. Es
wurde gezeigt, dass die Verdampfung und lonisation der DIP-APCI-lonenquelle
reproduzierbar erfolgt und dass bei vollstandigarddmpfung des Analyten ein linearer
Zusammenhang zwischen der Analytkonzentration werdSignalintensitat besteht. Zusatzlich
wurde die Moglichkeit der Trennung von Probenbedtizsiten nach ihren Dampfdriicken durch
das Temperaturprogramm der Schubstange gezeigt.

Alle bisher vorgestellten Untersuchungen zur Fumigfahigkeit sowie Optimierungen der DIP-
APCI-lonenquelle wurden bei lonisation im Positieus durchgefiihrt. Erste Tests der
Funktionsfahigkeit der DIP-APCI-lonenquelle im N&gavodus unter Verwendung eines
Polyethylenglycol-Gemisches und eines Alkylpolyglsic-Gemisches zeigten eine sehr
schlechte lonisationseffizienz bei Verwendung vtiokStoff als Hilfsgas. Die Verwendung von
synthetischer Luft als Hilfsgas verbesserte diesktionseffizienz deutlich. Dies l&sst sich durch
den Mechanismus der APCI-lonisation im Negativ-Med@vgl. 1.1.2) erklaren: Die
Verwendung von synthetischer Luft als Hilfsgas gtirBauerstoff in die lonenquelle ein.
Sauerstoff unterliegt einem Elektroneneinfang uad debildete0; -lon kann den Analyten
durch Protonenabstraktion (Bildung deg¢ — H]~), durch Ladungstransfer (Bildung d&g™)
oder durch Adduktbildung (Bildung dé& + 0,] ™) ionisieren [108].

Abbildung 20 zeigt das Uber die gesamte Analysesid@emittelte Massenspektrum einer
Analyse eines Alkylpolyglucosid-Gemisches (Gluco®@) im Negativ-Modus. Glucopon 600
wurde als Reinsubstanz in den Probentiegel eingbbtand die Schubstange mit einer Heizrate
von 1 °/s auf 400 °C aufgeheizt und diese Temperatmin gehalten. Als Hilfsgas wurde
synthetische Luft um die Schubstange in die loneligweleitet. Der Verdampfer wurde geheizt
(Vaporizer temperature: 325 °C; Nebulizer pressure: 20 psig) und die methanolische
Referenzldsung tber den Verdampfer in die lonereeahgebracht.

Im Massenspektrum sind dj#f — H]~-lonen der Alkylpolyglucoside mit einer Glucose-E#it
und einem @-Rest (GgHz60s), mMit einer Glucose-Einheit und einems®Rest (GoH400s) und
mit zwei Glucose-Einheiten und einemy®Rest (G4H46011) zu erkennen. Zusatzlich tretewiz-

Signale auf, die defiM — H] -lonen gegenuber eine/z-Differenz von +33 zeigen und von
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denen angenommen wird, dass es sich um die jeeeili@/ + 0,] " -lonen handelt. Im
Massenspektrum sind weitere, nicht identifiziemé-Signale zu erkennen, von denen einige
maoglicherweise auf Fragmentierungen von Alkylpolyagisiden durch die hohe Temperatur der
Schubstange zurtickzufiihren sind. Beim Heizen déwi&tange auf lediglich 150 °C zur
Vermeidung der Fragmentierung der Alkylpolyglucesidzaren dagM — H] -lon und das
[M + 0,]-lon des Alkylpolyglucosids mit einer Glucose-Eiithaund einem G>-Rest
(Ci1sH3606) In nur sehr geringer Intensitat zu erkennen, wasauf schlieBen lasst, dass die

Alkylpolyglucoside bei dieser Temperatur kaum vengét werden.
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Abbildung 20: Massenspektrum (gemittelt Uber disagete Analysendauer) der Analyse von
Glucopon 600 (Alkylpolyglucosid-Gemisch) im Negakiodus.

Zur Untersuchung der negativen lonisation einesigeerkomplexen Gemisches, welches bei
niedrigeren Temperaturen verdampfbar ist, wurdeRalyethylenglycol (PEG 200) eingesetzt.
PEG 200 wurde als Reinsubstanz in den Probenteiggébracht und die Schubstange mit einer
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Heizrate von 1 °/s auf 150 °C aufgeheizt und di€ésmperatur 5 min gehalten. Die weiteren
Bedingungen entsprechen den zur Analyse von Glut600 verwendeten Bedingungen.

Im resultierenden Massenspektrum (Abbildung 21} siwei Verteilungen zu erkennen. Eine
Verteilung ergibt sich aus defiM — H] -lonen der Polyethylenglycole und die zweite
Verteilung ist dieser gegenuiber um #8& verschoben, sodass auch hier angenommen wird,
dass es sich um die entsprechenffért- 0,]-lonen handelt. Die Verteilung déM — H] -
lonen der Polyethylenglycole liegt mit ihrer maxieraIntensitat im Bereich vonv/z 200-300

im erwartetenm/z-Bereich fur PEG 200.
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Abbildung 21: Massenspektrum (gemittelt Uber disagete Analysendauer) der Analyse von
PEG 200 (Polyethylenglycol-Gemisch) im Negativ-Msdu

Um die Bildung von[M + 0,] ~-lonen im Negativ-Modus zu bestatigen und eine Agssiiber
Fragmentierungen von Alkylpolyglucosiden bei hohéFemperatur zu treffen, wurde mit N-
nonyl-$-D-maltosid eine Einzelsubstanz analysiert. N-nggyi-maltosid wurde als reiner

Feststoff in den Probentiegel eingebracht und dieuBstange mit einer Heizrate von 2 °/s auf
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400 °C aufgeheizt und diese Temperatur 1 min gehaRie weiteren Bedingungen entsprechen
denen der Analyse von Glucopon 600.

Abbildung 22 zeigt das Massenspektrum der Analyse M-nonyl$-D-maltosid bei einer
Temperatur der Schubstangenspitze von ca. 300 tBilgAing 22a) und nach Erreichen einer
Temperatur von 400 °C (Abbildung 22b). Bei einemperatur von 300 °C ist ein Signal mit
Mz 467,2514 zu erkennen, welches auf die Bildung [dés- H] -lons des N-nonyp-D-
maltosids (theoretischa®/z 467,2498) zuriickzufiihren ist. Zusatzlich tritt Smgnal auf, das
dem [M — H]™-lon gegeniber einevz-Differenz von +33 zeigt und mitvz 500,2487 dem
[M + 0,]-lon des N-nonyB-D-maltosids (theoretischesvz 500,2474) zugeordnet werden
kann. Die im Vergleich zum Positiv-Modus verschlecte Massengenauigkeit des Q-TOF-MS
l&sst sich auf Probleme bei der lonisation der Retesubstanzen zurlckfiihren. Bei Erreichen
einer Temperatur der Schubstangenspitze von 40@ré@&n zwei weitere Signale im
Massenspektrum auf (vgl. Abbildung 22b), welche def Abspaltung einer Glucose-Einheit
vom N-nonyl$-D-maltosid und der Bildung der entsprechendléh— H]™- und [M + 0,] -
lonen beruhen.
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Abbildung 22: Massenspektrum der Analyse von N-mdh-maltosid im Negativ-Modus;
(a) bei einer Temperatur der Schubstangenspitzecaor800 °C; (b) bei einer
Temperatur der Schubstangenspitze von 400 °C.

Zur Absicherung der Identitat dg¥ + 0,] ~-lonen wurden MS/MS-Experimente durchgefihrt.
Die Kollisions-induzierte DissoziatiorC6llision induced dissociation, CID) vonm/z 500 zeigte
m/z 467 als Hauptfragment umd’z 338 fragmentierte zavz 305. Dies bestatigt, dass es sich bei
m/z500 bzw.m/z338 um Addukte vonm/z467 bzw.nV/z305 handelt. Die entsprechenden
MS/MS-Spektren sind in Abbildung 114 im Anhang idén. Die Bildung voriM + 0,] -
lonen steht im Einklang mit Literaturangaben [10&d wurde auch bei der Analyse
langerkettiger Alkane sowie von Alkoholen, Fettgiurund Estern mittels DART-MS im
Negativ-Modus beobachtet [238].

Die beschriebenen Untersuchungen zeigen, dass émsvevidung von synthetischer Luft als

Hilfsgas, und damit einhergehendem Einbringen vauneSstoff in die lonenquelle, ein Einsatz
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der DIP-APCI-lonenquelle im Negativ-Modus moglisi. ilm Negativ-Modus wird eine Bildung
von[M — H]™- und[M + 0,]~-lonen beobachtet.

3.2.2 Einsatz der DIP-APCI-Q-TOF-MS in der qualitativen Analyse

Die DIP-APCI-lonenquelle ermdglicht die direkte rsesspektrometrische Analyse fester und
flissiger Proben ohne Probenvorbereitung und ohrentatographische oder elektrophoretische
Vortrennung. Dies fiihrt zu einer Beschleunigung weteinfachung des Arbeitsablaufs der
massenspektrometrischen Analyse und erdffnet derARCI-MS potentielle Einsatzgebiete in

der qualitativen Analyse (screening) beispielsweige chinesischen Heilpflanzen, Gewilrzen

oder auch in der Materialwissenschatft.

3.2.2.1 Analyse von chinesischen Heilpflanzen

Seit mehr als 2000 Jahren hat sich in China einkkiiele, die traditionelle chinesische Medizin
(TCM), entwickelt, die in den letzten Jahren authvestlichen Landern an Bedeutung gewinnt.
Die chinesische Heilpflanzenmedizi@hinese herbal medicine, CHM) stellt einen Bestandtell
der traditionellen chinesischen Medizin dar. In d&dM erfolgt meist eine Kombination
verschiedener Pflanzen zu einer Formulierung [18#8, beispielsweise als Aufguss oder in
neuerer Zeit in Form von Pillen eingenommen wirdfgkund der Herstellung von in der CHM
eingesetzten Formulierungen aus verschiedenenzeflamie an sich als Naturprodukte bereits
komplexe Proben darstellen, ist die Qualitatskdietralieser Formulierungen schwierig.
Zusatzlich kann bei der Herstellung der Formuligem aus Naturprodukten eine hohe
Variabilitat zwischen verschiedenen Chargen voeireg[139]. Um die Sicherheit und
therapeutische Effektivitdit der hergestellten Fdrenungen zu gewahrleisten, ist eine
Authentifizierung der verwendeten Pflanzen erfdider[141]. In einigen Fallen muss eine
spezielle Verarbeitung bestimmter Pflanzen erfolgen die Effektivitat zu gewaéhrleisten und
toxische Effekte zu reduzieren [138]. Auch dieseravigeitungsschritte sollten kontrolliert
werden.

Die APCI-verwandten ambienten lonisationsmethod&RD und DAPCI wurden bereits zur
Analyse von in der CHM verwendeten Pflanzen undawdsrhergestellten Formulierungen

eingesetzt. Die DAPCI-MS wurde zur Authentifiziegurvon Ginseng-Produkten durch
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Fingerprint-Analysen [172] und die DART-MS zur Agsé von Geniposid in einer in der CHM
verwendeten Zubereitung [137] genutzt. Die Komboratder DART-MS mit multivariater
Datenauswertung ermoglichte die Klassifizierung photogisch &ahnlicher Pflanzen aus der
Familie der Umbdliferae [141] und die Identifizierung analytischer Markezur
Qualitatskontrolle einer in der CHM eingesetzterb&@eitung [140]. Des Weiteren wurde die
DART-MS in Kombination mit multivariater Datenausiteng zum Monitoring der Chargen-
Variabilitdt [139] und zur Kontrolle der Verarbeity [138] von in der CHM eingesetzten
Zubereitungen genutzt.

Das vorliegende Kapitel dieser Arbeit beschreil® dualitative Analyse von in der CHM
eingesetzten Pflanzen und daraus hergestellteenPithittels DIP-APCI-Q-TOF-MS. Die
analysierten Proben der chinesischen Angelikawur@gadix Angelicae sinensis), der
koreanischen AngelikawurzeRédix Angelicae gigas) und zwei analysierte Pillen (Xiao Yao
Pille und Jiawei Xiao Yao Pille) stammten aus Chidéeitere analysierte Xiao Yao Pillen
wurden von einer Apotheke in Wuppertal bezogen. &is China stammenden Proben wurden
sowohl als Feststoffe, als auch in Form ihrer Diamlethanextrakte analysiert, die Pillen aus der
Apotheke in Wuppertal lediglich als Feststoffe. B#en Analysen wurde die Schubstange der
DIP-APCI-lonenquelle mit einer Heizrate von 1 °(g 400 °C aufgeheizt und diese Temperatur
5 min gehalten. Die lonisation erfolgte im Positidus.

Die chinesische AngelikawurzelRédix Angelicae sinensis) gehdrt zur GattungAngelica
innerhalb der Familie derApiaceae oder Umbelliferae. Sie ist in der chinesischen
Heilpflanzenmedizin weit verbreitet und wird bemlgiveise bei unregelmalliger Menstruation,
aber auch zur Behandlung von Asthma oder Rheungesatzt [239]. Aufgrund von Knappheit
wird die chinesische Angelikawurzel gelegentlichratuandere Spezies der Gattudpelica,
beispielsweise durch die koreanische Angelikawui@®adix Angelicae gigas) ersetzt. Die
verschiedenen Spezies der Gattwagelica weisen jedoch Unterschiede in ihrer chemischen
Zusammensetzung auf [239].

Zur Uberpriifung der Vergleichbarkeit von zwei Pflan derselben Spezies wurden zwei
verschiedene Proben der chinesischen Angelikawunzélorm der gemahlenen Wurzel (als
Feststoff) und in Form der daraus hergestelltemBraethanextrakte analysiert.

Abbildung 23 zeigt die direkte Analyse der zwemngdlenerRadix Angelicae sinensis-Proben.
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Abbildung 23: Direkte Analyse von zwei gemahlenBadix Angelicae sinensis; (a) TIC;
(b) Massenspektrum (gemittelt tGber die gesamte ysealdauer) vorRadix
Angelicae sinensis 1; (c) Massenspektrum (gemittelt Gber die gesamte
Analysendauer) voRadix Angelicae sinensis 2.

Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, unterscheidsith die Profile der TICs

(Verdampfungsprofile) der analysiertBadix Angelicae sinensis-Proben nur geringfligig. Die in
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den Massenspektren zu erkennenden Unterschied@éréieken sich auf Unterschiede in der
Intensitatsverteilung der detektiertemz-Signale, es werden bei beiden Proben diesetiven
Signale detektiert. Nach der direkten Analyse denaghlenen Proben kdnnen die beiRadix
Angelicae sinensis somit als vergleichbar angesehen werden. Unterdehi im
Verdampfungsprofil und in der Intensitatsverteildagsen sich zum Teil héchstwahrscheinlich
auf unterschiedliche in die Probentiegel eingeltemcRrobenmengen und die geringen
eingebrachten Probenmengen in Kombination mit eimatirlicherweise vorliegenden
Probeninhomogenitat erklaren.

Abbildung 24 zeigt die Analyse der Dichlormethamakte der beideRadix Angelicae sinensis-
Proben. Bei Analyse der Dichlormethanextrakte istdeutlicherer Unterschied zwischen den
Verdampfungsprofilen der beiden Proben zu erkenraaix Angelicae sinensis 1 weist
insgesamt einen geringeren Gehalt an mit Dichldnareextrahierbaren und mittels DIP-APCI-
MS analysierbaren Substanzen auf, was an der geeindntensitat des TIC zu erkennen ist (es
wurden gleiche Probenmengen zur Extraktion eing8selm Massenspektrum voRadix
Angelicae sinensis 1 ist ein Signal mitnw/z 337,274 zu erkennen, welches im Massenspektrum
von Radix Angelicae sinensis 2 nicht auftritt. Hauptsachlich aufvz 337,274 ist auch der
deutliche Anstieg des TIC bei einer Analysenzeih #7,5 min im Fall vorRadix Angelicae
sinensis 1 zurtickzufuihren. Abgesehen vom Signal mit 337,274 sind die Massenspektren der
beiden Radix Angelicae sinensis-Proben bis auf Unterschiede in der Intensitatsuerig
vergleichbar. In den Massenspektren der direktealyse der gemahleneRadix Angelicae
sinensis-Proben sind Signale mit/z 127,041 und weitere Signale im'z-Bereich bis 150 zu
erkennen, die bei Analyse der Dichlormethanextraktht auftreten. Be/z 127,041 handelt es
sich hdchstwahrscheinlich um Isomaltolsk{gOs, theoretischesn/z 127,0390), welches durch
die Karamellisierung von Zuckern bei hohen Tempeest der Schubstange entsteht. Zucker
werden bei Herstellung der Dichlormethanextraktinextrahiert, weshaliwz 127 und weitere

Signale imm/z-Bereich bis 150 bei Analyse der Dichlormethandd&anicht auftreten.
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Abbildung 24: Analyse der Dichlormethanextrakte awei Radix Angelicae sinensis; (a) TIC;
(b) Massenspektrum (gemittelt tber die gesamte ysealdauer) vorRadix
Angelicae sinensis 1; (c) Massenspektrum (gemittelt Uber die gesamte
Analysendauer) voRadix Angelicae sinensis 2.

Neben der Analyse der chinesischen Angelikawuragide auch eine Probe der koreanischen

Angelikawurzel direkt in Form der gemahlenen Wumzetl in Form eines daraus hergestellten
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Dichlormethanextraktes analysiert, um zu untersoclad Unterschiede in der chemischen
Zusammensetzung der beiden Spezies Algelica mittels DIP-APCI-MS detektiert werden
konnen. In der Arbeitsgruppe von Prof. Schmitz Hgefihrte GCxGC-MS Analysen der
chinesischen und der koreanischen Angelikawurzeigtae dass die koreanische
Angelikawurzel bestimmte Cumarine enthalt, wogegender chinesischen Angelikawurzel
keine Cumarine nachgewiesen wurden. Die Struktorétm der in der Kkoreanischen
Angelikawurzel nachgewiesenen Cumarine sind in Boioig 25 dargestellt. Es sollte Uberpruft
werden, ob diese Cumarine bei direkter Analyse gkmahlenen Angelikawurzeln und bei
Analyse der daraus hergestellten Dichlormethankberaittels DIP-APCI-MS durch Detektion

der entsprechenden akkuratefz-Signale nachweisbar sind.
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Abbildung 25: InRadix Angelicae gigas mittels GCxGC-MS nachgewiesene Cumarine.
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Abbildung 26 zeigt die direkte Analyse der gemabteRadix Angelicae sinensis und Radix

Angelicae gigas.
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Abbildung 26: Direkte Analyse der gemahleriRadix Angelicae sinensis und Radix Angelicae
gigas; (a) TIC; (b) Massenspektren (gemittelt Gber désamte Analysendauer)
von Radix Angelicae sinensis 1 und 2; (c) Massenspektrum (gemittelt Gber die

gesamte Analysendauer) vBadix Angelicae gigas.
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Die direkte Analyse der gemahlenBadix Angelicae sinensis und Radix Angelicae gigas zeigt
deutliche Unterschiede zwischen den in den verdehien Spezies dékngelica detektierten
m/z-Signalen und ermdglicht somit eine Unterscheiddeg beiden Spezieswz 191,108, als
Signal mit der hochsten IntensitatRadix Angelicae sinensis, ist in Radix Angelicae gigas nur

in sehr geringer Intensitat nachweisbaz 229,086,m/z 247,098 m/z 329,145 undwz 657,273
sind hingegen nur bé&adix Angelicae gigas in hdherer Intensitat zu erkennen. Die genannten,
nur in Radix Angelicae gigas in hoherer Intensitét detektiertemz-Signale, lassen sich, wie im
Folgenden n&her beschrieben, auf die mittels GCKMSC-nachgewiesenen Cumarine
zurtickfuhren. m/z 657,273 entspricht hierbei derf2M + H]*-lon von n/z 329,145 als
[M + H]*-lon. Die direkte Analyse der gemahlenadix Angelicae gigas mittels DIP-APCI-
MS ermdglicht den Nachweis aller mittels GCxGC-M8tatktierten Cumarine anhand der
Detektion der entsprechenden akkuraténSignale. Auch irRadix Angelicae sinensis konnten
Cumarine nachgewiesen werden. Eine Unterscheidengsdmeren Cumarine (z.B. Angelicin
und Psoralen) ist anhand der akkurat@mSignale nicht mdglich. Zusatzlich zur Auswertung
der Massenspektren wurde fir alle theoretisaménVerhaltnisse der Cumarine ekixtracted
ion chronogram (EIC) generiert, um zu Uberprifen, ob ein dem Temurprogramm der
Schubstange entsprechender Anstieg der Signalitiehsi Analyse vorRadix Angelicae gigas
bzw. Radix Angelicae sinensis zu erkennen ist. Abbildung 27 zeigt beispielhaé& BICs fir

Angelicin und/oder Psoralen Redix Angelicae gigas undRadix Angelicae sinensis.
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X | Radix Angelicae sinensis 2
— Radix Angelicae gigas
2 8.0x10%
= X10
5 -
8 6.0x10°
2 4.0x10°
%)
5 -
+— 4
= 2.0x10
0.0 , : | Oy T o

0 5 10
Analysenzeit [min]

Abbildung 27: EIC von Angelicin und/oder Psoralenwz187,0390 + 20 ppm) bei direkter
Analyse der gemahlenétadix Angelicae gigas undRadix Angelicae sinensis.
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Im EIC von Angelicin und/oder Psoralen der direkferalyse deRadix Angelicae gigas ist ein
deutlicher Anstieg der Signalintensitat mit dem Ppenmaturprogramm der Schubstange zu
erkennen, was beRadix Angelicae sinensis nicht der Fall ist. Entsprechende Anstiege der
Signalintensitat mit dem Temperaturprogramm deruBstange waren bei allen detektierten
Cumarinen zu erkennen.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick uiber dieRadix Angelicae gigas und Radix Angelicae sinensis
detektierten Cumarine. Gezeigt sind die Summenformées oder bei Isomeren der
entsprechenden Cumarine mit Angabe des theoretisofeVerhaltnisses defV + H]*-lons
und die Abweichungen der iRadix Angelicae gigas und Radix Angelicae sinensis detektierten
m/z-Signale von den theoretischemz-Verhéltnissen der Cumarine. Dra/z-Verhaltnisse der
detektierten Signale wurden aus dem (Uber die gesakmalysendauer gemittelten
Massenspektrum entnommen. In Fallen, in denen deekttertenmyz-Signal Detektorsattigung
erreichte, wurde dasvz-Verhéltnis vor Erreichen der Detektorsattigung egeben. Um einen
Uberblick uber die Intensitatsverteilung der eineel Cumarine zu haben, wurde fRadix
Angelicae gigas zusatzlich der prozentuale Anteil der einzelnenm@iine an der Summe der
Cumarine, als prozentualer Anteil der Hohe d#sSignals des jeweiligen Cumarins an der
Summe der Hohe allewz-Signale der Cumarine, angegeben. Es zeigt sids ti@ngenmaliig
Decursin und/oder Decursinol Angelate vorherrsgétolgt von Marmesin und Seselin und/oder
Xanthyletin. Decursin oder Decursinol Angelate weurdbereits mittels DART-MS als
analytischer Marker flAngelica gigas identifiziert [141]. FUrRadix Angelicae sinensis ist in
Tabelle 2 der prozentuale Anteil der Hohe dez-Signale der detektierten Cumarine im
Vergleich zur Hohe des entsprechendsfz-Signals beiRadix Angelicae gigas angegeben.
Lediglich Cumarine, welche ifRadix Angelicae gigas in geringerer Menge enthalten sind,
erreichen hier Werte > 5 %. Diese Werte konneratgiAnhaltspunkte dienen, da unter anderem
aufgrund unterschiedlicher in die Probentiegel elmgchter Probenmengen und
unterschiedlicher lonisierungsausbeuten keine gafimen Aussagen getroffen werden kénnen.
Insgesamt zeigen diese Werte jedoch, dass dieadix Angelicae sinensis im Vergleich zu
Radix Angelicae gigas detektierten Cumaringehalte gering sind, was iH¥achweis bei der

GCxGC-MS Analyse von Extrakten verhinderte.
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Tabelle 2: Bei direkter DIP-APCI-MS Analyse der gértenenRadix Angelicae gigas und
Radix Angelicae sinensis detektierte Cumarine.

Radix Angelicae  Radix Angelicae  Radix Angelicae

Cumarin uwnd‘;[he[oretisclilfs % det % von % von
zdes[M + H
ppnf Cumaring ppnf R. A.C ppnt R A.C
gigas gigas
Angelicin/ C11H6O3
Psoralen mz187.0390 1 1.9 n.d. - n.d. -
Xanthotoxin/ C12Hg04
Bergapten m/z 217.0495 0.5 2.5 0.9 10.0 0.5 8.4
C14H1003
Oroselone Mz 227 0703 0.9 0.8 1.8 11.9 0.9 24.1
Seselin/ C14H1203
Xanthyletin mz229.0859 1 15.9 609 08 28
C14H1403
Osthenol Mz 231 1016 1.3 2.7 0.4 51 0.4 18.6
Ci5H1603
Osthol Mz 245 1172 0.0 0.3 n. d. - n. d. -
H C14H14C)4
Marmesin Mz 247 0965 0.4* 25.0 0.8 04 04 1.5
Decursin/
: C19H200s % i
Decursinol /73291384 0.3 50.9 n. d. 0.3 0.2
Angelate

n. d.: nicht detektiert;

@ ppm: Abweichung des detektierteviz vom theoretischem/z des Cumarins;

b Anteil der Hohe desVzSignals des Cumarins an der Summe der Hohe ralleSignale der
Cumarine;

¢ Hohe desn/z-Signals des Cumarins im Vergleich zur Hohe despeathendenvz-Signals bei
Radix Angelicae gigas;

* Signal erreicht Detektorsattigung; Abweichung desektiertemvz vom theoretischenvz des
Cumarins vor Erreichen der Sattigung.

Abbildung 28 zeigt die Analyse der Dichlormethamakte audRadix Angelicae gigas undRadix
Angelicae sinensis. Auch hier sind deutliche Unterschiede zwischen theden verschiedenen
Spezies deAngelica detektiertennVz-Signalen zu erkennen und die beiden Spezies kbnnen

voneinander unterschieden werdevz 191,11 undnz 381,207 sind ifRadix Angelicae sinensis
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in héherer Intensitat nachweisbar, wogegeén329,139 undn/z 397,383 nur irRadix Angelicae

gigas zu erkennen sind.
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Abbildung 28: Analyse der Dichlormethanextrakte &alix Angelicae sinensis und Radix

74

Angelicae gigas;, (a) TIC; (b) Massenspektren (gemittelt Uber diesagnte
Analysendauer) vorRadix Angelicae sinensis 1 und 2; (c) Massenspektrum
(gemittelt Uber die gesamte Analysendauer)Radix Angelicae gigas.
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Verglichen mit der direkten Analyse der gemahleergelikawurzeln sind die erreichten
Signalintensitaten bei Analyse der Dichlormetharakte geringer, was sich auf die geringere in
die Probentiegel eingebrachte Probenmenge im FallDdchlormethanextrakte zurtickfihren
lasst.

Im Dichlormethanextrakt auRadix Angelicae gigas konnten bis auf Oroselone alle mittels
GCxGC-MS detektierten Cumarine anhand der Detektien entsprechenden akkurateve-
Signale nachgewiesen werden. Tabelle 3 gibt eirgerlilick tiber die im Dichlormethanextrakt
ausRadix Angelicae gigas detektierten Cumarine und deren Intensitatsvergil Die ermittelte
Intensitatsverteilung der Cumarine weicht von deir direkter Analyse der gemahlenBadix
Angelicae gigas ermittelten Intensitatsverteilung ab. Die Intefisivon Decursin und/oder
Decursinol Angelate Uberwiegt bei Analyse des [RQiomethanextraktes noch starker.
Abweichungen in den ermittelten Intensitatsverteglen konnten sich durch unterschiedliche
Loslichkeiten der Cumarine in Dichlormethan ergelidvenfalls denkbar wére, dass ein Teil der
Cumarine inRadix Angelicae gigas an Matrixbestandteile gebunden vorliegt und beelder
Analyse der gemahlenen Proben durch die hohe Tatupeder Schubstange freigesetzt wird
oder aber, dass Substanzen mfiz-Verhaltnissen, die den theoretischafz-Verhaltnissen der
Cumarine entsprechen, durch die hohe TemperaturSdeubstange aus Matrixbestandteilen
gebildet werden.

Im Dichlormethanextrakt auRadix Angelicae sinensis konnten keine Cumarine nachgewiesen
werden. Dass im Dichlormethanextrakt aB®dix Angelicae sinensis keine Cumarine
nachgewiesen wurden und Oroselone im Dichlormettteaid ausRadix Angelicae gigas nicht
detektiert wurde, ist mit der im Fall der Dichlorti@nextrakte geringeren in die Probentiegel

eingebrachten Probenmenge zu begrinden.
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Tabelle 3: Bei DIP-APCI-MS Analyse des Dichlormetbatraktes ausRadix Angelicae
gigas detektierte Cumarine.

Summenformel und Radix Angelicae gigas
Cumarin theoretischesvz des

[M + H]* ppnf % der Cumarire
Angelicin/ Psoralen nv?llg?‘i%égo 1.6 1.8
Xanthotoxin/ Bergapten n1/§122|1_|78.c())295 0.9 5.4
Oroselone nvglé";;?g;% n. d. -
Seselin/ Xanthyletin nvczzlégglgz_géw 0.4 2.6
Osthenol LI 0.4 1.0
Osthol nvcz:lﬂzl;(l)in 0.8 2.3
Marmesin nvglé":;‘fgg% 0.8 25
ngﬂz:% Angelate m/cz:légszfcl)gm 0.9 84.3

n. d.: nicht detektiert;

@ ppm: Abweichung des detektiertaviz vom theoretischem/z des Cumarins;

® Anteil der Hohe desvz-Signals des Cumarins an der Summe der Hohe ralleBignale der
Cumarine.

Auch bei den Analysen der Dichlormethanextraktedeutir alle theoretischan/'z-Verhaltnisse
der Cumarine eiextracted ion chronogram (EIC) generiert. Abbildung 29 zeigt beispielhat d
EICs fur Angelicin und/oder PsoralenRadix Angelicae gigas und Radix Angelicae sinensis. In
Radix Angelicae gigas ist hier ein deutlicher Anstieg der Signalinteésitmit dem
Temperaturprogramm der Schubstange zu erkennemlidfezn mit der direkten Analyse der
gemahlenenRadix Angelicae gigas erfolgt der Anstieg der Signalintensitat bei ggerer
Temperatur der Schubstange. Dies lasst sich watirdicin darauf zurtickfihren, dass Angelicin

und/oder Psoralen bei Analyse der gemahldRemix Angelicae gigas zunéchst aus der festen
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Matrix freigesetzt werden muss. Bei allen detele¢ier Cumarinen war ein dem

Temperaturprogramm der Schubstange entsprechemdéed der Signalintensitat zu erkennen.

Radix Angelicae sinensis 1
Radix Angelicae sinensis 2

7 1.0x10° — Radix Angelicae gigas

<

S

(@)

L,

—

S 5.0x10°
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Abbildung 29: EIC von Angelicin und/oder Psoralenz187,0390 + 20 ppm) bei Analyse der
Dichlormethanextrakte alkadix Angelicae gigas undRadix Angelicae sinensis.

Neben der Analyse der chinesischen und koreanisgingelikawurzel wurden mit Xiao Yao
Pillen auch in der CHM eingesetzte Formulierungas @erschiedenen Pflanzen mittels DIP-
APCI-MS analysiert. Xiao Yao Pillen enthalten di@nesische Angelikawurzel sowie weitere
Pflanzen und einen Pilz. Die Jiawei Xiao Yao Pédighalt neben den Bestandteilen der Xiao
Yao Pille Ingwer.

Aus China stammende Xiao Yao Pillen und Jiawei XYao Pillen wurden direkt in Form der
gemdrserten Pillen und in Form der daraus herdestdDichlormethanextrakte analysiert, um
zu untersuchen, ob Unterschiede in der Zusammemsgtier beiden Pillen nachweisbar sind.
Abbildung 30 zeigt die direkte Analyse der gemdeseiXiao Yao und Jiawei Xiao Yao Pillen.
Zwischen den Verdampfungsprofilen der Pillen siralurk Unterschiede zu erkennen. Das
Massenspektrum der Jiawei Xiao Yao Pille zeigt 8ignal mit m/z 167,071, welches im
Massenspektrum der Xiao Yao Pille nicht auftritiefsm/z-Signal kdnnte als analytischer
Marker fir in der Jiawei Xiao Yao Pille enthaltenergwer dienen. Um dies zu bestatigen,
waren jedoch weitere Analysen, beispielsweise dialyse von reinem Ingwer und die Analyse
weiterer Xiao Yao und Jiawei Xiao Yao Pillen, nétipgesehen vomyz 167,071 sind die bei

Analyse der Xiao Yao und der Jiawei Xiao Yao Pdihaltenen Massenspektren vergleichbar.
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m/z 127,040 und weitere Signale miz-Bereich bis 150 kénnen auch hier hochstwahrsdiginl

auf Karamellisierungsprodukte von Zuckern zurtickbefwerden.

a)
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Abbildung 30: Direkte Analyse der gemdérserten X¥ao Pille und Jiawei Xiao Yao Pille;
(a) TIC; (b) Massenspektrum (gemittelt Uber dieagete Analysendauer) der
Xiao Yao Pille; (c) Massenspektrum (gemittelt Gber gesamte Analysendauer)

der Jiawei
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Abbildung 31 zeigt die Analyse der Dichlormethamakte aus der Xiao Yao Pille und der
Jiawei Xiao Yao Pille. Bei Analyse der Dichlormatleatrakte ist ein deutlicherer Unterschied
zwischen den Verdampfungsprofilen der beiden Pillem erkennen, der sich jedoch
hauptséchlich in der erreichten Signalintensit&darschlagt, welche im Fall der Jiawei Xiao
Yao Pille deutlich hoher ist. Das Massenspektrum diawei Xiao Yao Pille zeigt, wie bei
direkter Analyse der gemorserten Pillen auch, damab mit m/z 167,071, welches im
Massenspektrum der Xiao Yao Pille nicht auftritarOber hinaus ist im Massenspektrum der
Jiawei Xiao Yao Pille, aber nicht im Massenspektdan Xiao Yao Pillem/z 281,247 in hoherer
Intensitat zu erkennen. Umgekehrt trittz 282,279 nur im Massenspektrum der Xiao Yao Pille
in hoherer Intensitat auf und es sind weitere Watgede in der Intensitatsverteilung chaz-
Signale zu erkennen. Verglichen mit der direkteralf®e der gemdrserten Xiao Yao und Jiawei
Xiao Yao Pillen sind bei Analyse der Dichlormethamakte, wie zu erwarten, keinevz-

Signale, die sich auf Karamellisierungsprodukte ¥ankern zurtickfihren lassen, zu erkennen.
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Abbildung 31: Analyse der Dichlormethanextrakte das Xiao Yao Pille und der Jiawei Xiao

Yao Pille; (a)TIC;

(b) Massenspektum (gemittelt efib die gesamte

Analysendauer) der Xiao Yao Pille; (c) Massenspahtr(gemittelt Uber die
gesamte Analysendauer) der Jiawei Xiao Yao Pille.

Zur Bestétigung, dass es sich bei dem in der Jixvea Yao Pille aus China detektierten Signal

mit m/z 167,071 um einen analytischen Marker fir Ingwerdsdt, wurden in einer Apotheke in
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Wuppertal Xiao Yao Pillen, die sich lediglich inrdé&n- oder Abwesenheit von Ingwer

unterscheiden, bezogen. Abbildung 32 zeigt diektkreAnalyse der gemdrserten Xiao Yao

Pillen mit und ohne Ingwer.
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Abbildung 32: Direkte Analyse der gemdrserten XYam Pillen mit und ohne Ingwer aus einer
Apotheke in Wuppertal; (a) TIC; (b) Massenspektrygemittelt tber die
gesamte Analysendauer) der Xiao Yao Pille ohne érg\éc) Massenspektrum
(gemittelt Uber die gesamte Analysendauer) der Xiao Pille mit Ingwer.
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Weder in den Verdampfungsprofilen der Xiao Yaodvrillmit und ohne Ingwer, noch in den
entsprechenden Massenspektren, sind Unterschiedehem den beiden Pillen zu erkennen. In
den Massenspektren treten hauptsachiiSignale, die auf der Karamellisierung von Zuckern
bei den hohen Temperaturen der Schubstange beraluénDamit unterscheiden sich die
Massenspektren der Xiao Yao Pillen aus der ApothekéNuppertal deutlich von den
Massenspektren der Xiao Yao Pillen aus China. Ao¢h191, welches bei Analyse der
Angelikawurzeln und der Xiao Yao Pillen aus Chinaftrat, ist hier nicht zu erkennen.
m/z167,071 ist in der Xiao Yao Pille mit Ingwer augrdWuppertaler Apotheke nicht
nachweisbar, was darauf schlieen lasst, aagsdl67,071 keinen analytischen Marker flr
Ingwer darstellt. Das Vorhandensein vorz 167,071 in der Jiawei Xiao Yao Pille aus China,
aber nicht in der Xiao Yao Pille aus China, mus$ @uwen anderen Unterschied in der
Zusammensetzung der Pillen zurlckzufiihren sein.

Zur Uberpriifung, ob der Zusatz einer anderen SpedéEAngelica als Angelica sinensis zu
einer Xiao Yao Pille mittels DIP-APCI-MS nachweishst, wurden Xiao Yao Pillen mRadix
Angelicae sinensis bzw. Radix Angelicae archangelica (européische Angelikawurzel) in der
Apotheke in Wuppertal bezogen. Abbildung 33 zeigtdirekte Analyse der gemoérserten Xiao
Yao Pillen. Zwischen den Verdampfungsprofilen deadXYao Pillen mitRadix Angelicae
sinensis und mitRadix Angelicae archangelica ist kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Im
Massenspektrum der Xiao Yao Pille niRadix Angelicae archangelica sind m/z-Signale zu
erkennen, die im Massenspektrum der Xiao Yao Rilieé Radix Angelicae sinensis nicht
auftreten.m/z 217,159 undnwz 245,118 treten hier in hoherer Intensitat auf. @ag@aanntemvz-
Signale lassen sich, wie im Folgenden naher bedwmi auf bereits mittels GCxGC-MS in

Radix Angelicae archangelica nachgewiesene Cumarine zurtckfuhren.
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Abbildung 33: Direkte Analyse der gemdrserten X¥am Pillen mitRadix Angelicae sinensis
bzw. Radix Angelicae archangelica aus einer Apotheke in Wuppertal; (a) TIC;
(b) Massenspektrum (gemittelt Uber die gesamte y&ealdauer) der Xiao Yao
Pille mit Radix Angelicae sinensis; (c) Massenspektrum (gemittelt Gber die
gesamte Analysendauer) der Xiao Yao Pille Raitlix Angelicae archangelica.
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Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uber die in der X¥ao Pille mitRadix Angelicae archangelica
bzw. mit Radix Angelicae sinensis anhand der detektierten akkuratem/z-Signale

nachgewiesenen Cumarine.

Tabelle 4: Bei direkter DIP-APCI-MS Analyse der gaserten Xiao Yao Pillen mRadix
Angelicae archangelica bzw. Radix Angelicae sinensis aus einer Apotheke in
Wuppertal detektierte Cumarine.

Xiao Yao Pille mit Xiao Yao Pille mit
_ Summenformel R. A. archangelica R A. sinensis
Cumarin und theoretisches % d ” o A
ppnf Cumarin8 ppnf archangelica®
Angelicin/ C11H603
Psoralen m/z 187.0390 0.0 11.2 0.0 4.3
Xanthotoxin/ C12HgO4
Bergapten m/z 217.0495 0.9 11.0 0.5 12.0
C14H1003 *
Oroselone Mz 2270703 0.9 26.9 0.4 54
Seselin/ C14H1203
Xanthyletin iz 229.0859 0.4 4.9 0.4 74.0
C14Hl4o3
Osthenol Mz 231 1016 04 8.0 0.0 55.2
Ci5H1603 *
Osthol Wz 245 1172 0.8 34.1 0.4 7.8
. C14H1404
Marmesin Mz 247 0965 0.0 3.2 0.4 112.0
Decursin/
- C19H2005
Decursinol /7 329.1384 0.0 0.7 0.3 66.4
Angelate

@ppm: Abweichung des detektierteviz vom theoretischem/z des Cumarins;

b Anteil der Hohe desVzSignals des Cumarins an der Summe der Hohe ralleSignale der
Cumarine;

¢ Hohe desn/z-Signals des Cumarins im Vergleich zur Hohe despeathendenvz-Signals bei
der Xiao Yao Pille miRadix Angelicae archangelica;

* Signal erreicht Detektorsattigung; Abweichung desektiertemvz vom theoretischenvz des
Cumarins vor Erreichen der Sattigung.
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Alle zuvor in Radix Angelicae gigas nachgewiesenen Cumarine konnten auch in der Xem Y
Pille mit Radix Angelicae archangelica detektiert werden, allerdings unterscheiden sigh d
Intensitatsverteilungen der Cumarine deutlich. br &iao Yao Pille mitRadix Angelicae
archangelica sind Osthol und Oroselone die mengenmélRig vortteerslen Cumarine. Die
unterschiedlichen Intensitatsverteilungen der Cumeain Radix Angelicae gigas und Radix
Angelicae archangelica ermoéglichen eine Unterscheidung dieser beiden iSpaterAngelica.
Auch in der Xiao Yao Pille miRadix Angelicae sinensis konnten Cumarine nachgewiesen
werden. Der prozentuale Anteil der Hohe derz-Signale der in der Xiao Yao Pille nfRadix
Angelicae sinensis detektierten Cumarine im Vergleich zur Hoéhe ddspmechendenvz-Signals
bei der Xiao Yao Pille miRadix Angelicae archangelica erreicht nur bei Cumarinen, welche in
der Xiao Yao Pille miRadix Angelicae archangelica in geringerer Menge enthalten sind, Werte
> 8 %. Insgesamt ist der Cumaringehalte in der Xfao Pille mit Radix Angelicae sinensis
somit deutlich geringer.

Die EICs der theoretischen/z-Verhaltnisse der Cumarine zeigten fur alle deégtdén Cumarine
einen dem Temperaturprogramm der Schubstange eatsprden Anstieg der Signalintensitat.
Beispielhaft zeigt Abbildung 34 die EICs fir Angafi und/oder Psoralen in den Xiao Yao

Pillen mit Radix Angelicae archangelica bzw. mitRadix Angelicae sinensis.

5
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Abbildung 34: EIC von Angelicin und/oder Psoralanz187,0390 + 20 ppm) bei direkter
Analyse der gemdrserten Xiao Yao Pillen madix Angelicae archangelica
bzw. Radix Angelicae sinensis aus einer Apotheke in Wuppertal.
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Die Ergebnisse der Analysen v&adix Angelicae sinensis und Radix Angelicae gigas mittels
DIP-APCI-MS zeigen, dass sowohl bei direkter Analger gemahlenen Pflanzen, als auch bei
Analyse der entsprechenden Dichlormethanextrakie ©nterscheidung der beiden Spezies der
Angelica moglich ist. Die zuvor mittels GCxGC-MS iRadix Angelicae gigas identifizierten
Cumarine konnten mittels DIP-APCI-MS nachgewiesenden. Auch in der Xiao Yao Pille, als
Beispiel fur eine in der CHM eingesetzte Formulieyuaus mehreren Pflanzen, konnte der
Einsatz vonRadix Angelicae archangelia anstelle vonRadix Angelicae sinensis anhand der
enthaltenen Cumarine bei direkter Analyse der gearten Xiao Yao Pillen mittels DIP-APCI-
MS nachgewiesen werden. Dies zeigt die Moglichkeies Einsatzes der DIP-APCI-MS zur
Authentifizierung von in der CHM verwendeten Pflanzund zur Qualitatskontrolle von

Formulierungen der CHM ohne Einsatz jeglicher Pnobebereitung.

3.2.2.2 Authentizitatskontrolle von Safran

Safran, die getrockneten Stigmata der Bliten @ocus sativus L., ist eines der teuersten
Gewilrze weltweit und wird Lebensmitteln aufgruntches Geschmacks und Aromas sowie zum
Farben zugesetzt [240-243]. Das charakteristisaloenA von Safran wird maf3geblich durch die
Schlisselaromastoffe Safranal und Isophoron bedtiolameben tragen weitere Substanzen zum
Aroma von Safran bei [241,242,244]. Safranal ehtsim Safran wahrend der Trocknung und
Lagerung durch Hydrolyse des bitter schmeckendguodsids Picrocrocin [242]. Abbildung 35

zeigt die Strukturen von Safranal und Isophoron.

Safranal Isophoron

Abbildung 35: Strukturformeln von Safranal und Isomn.

Die Qualitat von Safran wird nach 1ISO 3632 (2008%tbmmt, wonach Safran aufgrund von
physikalischen und chemischen Parametern in dre@dGaien eingeteilt wird. Hier spielt unter
anderem die UV-Absorption bei 330 nm, zu der Safraritragt, eine Rolle [243,244].
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Aufgrund des hohen Preises von Safran kommt es edachungen des Gewirzes. Die
haufigste Verfalschung besteht im Zusatz von odesatZz durch orangefarben-bliihende
Pflanzen, wie der Farberdistel (Saflor) [240].

Zur Untersuchung, ob in verschiedenen Safran-Prdleemlirekter Analyse mittels DIP-APCI-
MS Qualitatsunterschiede zu erkennen sind, wurdemverschiedene Safran-Proben gemoérsert
und mittels DIP-APCI-MS bei lonisation im Positivedus analysiert. Die Schubstange wurde
hierbei mit einer Heizrate von 1 °/s auf 400 °Cgalieizt und diese Temperatur 1 min gehalten.
Abbildung 36 zeigt die resultierenden Massenspekirgemittelt (ber die gesamte
Analysendauer, der Analyse der vier Safran-Probemlen Massenspektren von Safran 3 und
Safran 4 sind die akkuraten/z-Signale von Safranal (theoretische&z-Verhdltnis degM +
H]*-lons: m/z151.1117) und Isophoron (theoretischeéz-Verhaltnis des[M + H]*-lons:
m/z 139.1117) in hoher Intensitat zu erkennen. Safranaicht bei der Analyse von Safran 3
und Safran 4 Detektorséattigung, weshalb die spézife Massengenauigkeit des Q-TOF-MS
hier nicht gegeben ist und eine erhohte Abweichuleg detektiertemyz-Signals vom
theoretischennvz-Verhaltnis von Safranal beobachtet wird. Bei darakse von Safran 4
erreicht auch Isophoron Detektorsattigung, was abddr die erhdhte Abweichung des
detektierten m/z-Signals vom theoretischenvz-Verhéltnis von Isophoron erklart. In den
Massenspektren von Safran 1 und Safran 2 sind kkeratenm/z-Signale von Safranal und
Isophoron nur in vergleichsweise geringer Intensité erkennen und treten gegeniber den in
Abbildung 36 zu erkennendam/z-Signalennvz 139,0753 bzwn/z 151,0753, von denen sie
aufgrund der hohen Auflosung des Q-TOF-MS differeraverden, in den Hintergrund.
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Abbildung 36: Massenspektren (gemittelt Uber diesagete Analysendauer) der direkten
Analyse verschiedener Safran-Proben.
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Tabelle 5 gibt einen Uberblick Uber die Abweichuder detektiertenm/z-Signale von den
theoretischenm/z-Verhéltnissen von Safranal und Isophoron und Ubier Intensitat der
detektierten Signale. Die generierten EICs d#z-Verhdltnisse von Safranal und Isophoron
zeigten in den Analysen aller Safran-Proben eirem @emperaturprogramm der Schubstange

entsprechenden Signalanstieg.

Tabelle 5: Detektion von Safranal und Isophoron dieekter Analyse der verschiedenen
Safran-Proben.
Summen- Safran 1 Safran 2 Safran 3 Safran 4
Aroma- formel und
stoff theoretisches Int Int Int Int
m/z des L A A Y I L
[M + H]+ . . . .
Isophoron CoF10 1.4 29551 0.7 37820 0.0 230308 0.0+ 600820
m/z139.1117 ' ' '
Safranal SO g7 58785 07 41861 0.0* 612257 0.0¢ 709525
m/z151.1117 ' ' '

@ppm: Abweichung des detektierteviz vom theoretischemv/z des Aromastoffs;

PInt. [c]: Intensitat im tiber die gesamte Analysamel gemittelten Massenspektrum [counts];

* Signal erreicht Detektorsattigung; Abweichung desektiertemvz vom theoretischenvz des
Aromastoffs vor Erreichen der Sattigung.

Die Tatsache, dass Safranal und Isophoron als S#ihromastoffe von Safran in Safran 1 und
2 nur in sehr geringer Intensitat nachweisbar déekt darauf schlie3en, dass bei Safran 1 und 2
eine Verfalschung oder zumindest Safran niederali@tvorliegt. Die Analyse einer gré3eren
Anzahl authentischer Safran-Proben kénnte zeigewgicher Intensitat Safranal und Isophoron
bei authentischem Safran mindestens detektiert emerDaraufhin konnte die direkte Analyse
von Safran mittels DIP-APCI-MS und die Detektion nvé&afranal und Isophoron eine

Authentizitatskontrolle von Safran ermdglichen.

3.2.2.3 Nachweis eines UV-Absorbers

Als Beispiel fur den Einsatz der DIP-APCI-MS in ddaterialwissenschaft sollte untersucht
werden, ob ein in einer Folie enthaltener UV-Absorbirekt aus dieser Folie hachweisbar ist.

Bei der untersuchten Folie handelt es sich umhlemtoplastisches Polyurethan (TPU), welches
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ein Benzotriazol (2-(2H-Benzotriazol-2-yl)-4,6-Hsethyl-1-phenylethyl)phenol; Handels-
name Tinuvin 900) als UV-Absorber zur Erhdhung deéchtstabilitat der Folie enthalt.
Abbildung 37 zeigt die Strukturformel von Tinuvio®

Abbildung 37: Strukturformel von 2-(2H-Benzotriazdlyl)-4,6-bis(1-methyl-1-phenylethyl)-
phenol (Tinuvin 900).

Ein kleines Stick der Folie wurde in einen Prolesgel und dieser in die Probenaufnahme fir
feste Proben eingebracht. Die Schubstange wurdeemmér Heizrate von 2 °/s auf 400 °C
aufgeheizt. Die lonisation erfolgte im Positiv-Ma&dAbbildung 38 zeigt das resultierende, tber
die gesamte Analysendauer gemittelte Massenspektrariviassenspektrum ist eim/z-Signal,
welches dem theoretischemiz-Verhaltnis de§M + H]*-lons von Tinuvin 900r(Vz 448,2383)
zugeordnet werden kann, zu erkennen. Das Sigretkte Detektorsattigung. Vor Erreichen der
Sattigung wurde eimvVz-Verhaltnis von 448,2388 detektiert. Dies entsgrieiner Abweichung
von 1,1 ppm vom theoretischen'z-Verhaltnis von Tinuvin 900. DasvzSignal von Tinuvin
900 zeigte einen dem Temperaturprogramm der Schufpst entsprechenden Anstieg der
Signalintensitéat.
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Abbildung 38: Massenspektrum (gemittelt Uber diesagate Analysendauer) der direkten
Analyse einer Folie aus TPU.

Der Nachweis von Tinuvin 900 direkt aus einer Fdigs TPU zeigt die Moglichkeit des
Einsatzes der DIP-APCI-MS bei Fragestellungen deateMalwissenschaften. Als UV-
Stabilisatoren eingesetzte Benzotriazole (Tinuvig6 3und Tinuvin 328) und andere
Polymeradditive konnten auch mittels DESI-MS diralss dem Polymer detektiert werden [59].
DART-MS konnte zum Nachweis von Additiven, untedarem des Benzotriazols Tinuvin 234,

in Lebensmittelverpackungen eingesetzt werden [128]

3.2.3 Quantifizierung von Cumarin in Zimt und Waldmeister -Getréanken mittels DIP-
APCI-Q-TOF-MS und LC-Q-TOF-MS

Im vorliegenden Kapitel dieser Arbeit soll die Midtkeit untersucht werden, quantitative
Analysen mittels DIP-APCI-MS durchzufihren. Diedl sam Beispiel der Bestimmung des
Cumaringehalts in Zimt und in Getranken mit Waldsterigeschmack erfolgen.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse evulzkereits publiziert (Krieger S, Hayen H,
Schmitz OJ (2013) Quantification of coumarin inm@mon and woodruff-beverages using DIP-
APCI-MS and LC-MS, Analytical and Bioanalytical Ghistry 405 (25):8337-8345).

Cumarin ist ein nattrlich vorkommender sekundaré8anRenstoff mit einem angenehmen
Aroma, welcher in einer Reihe von Pflanzen, belspieise in der Tonkabohne, in Waldmeister

und insbesondere in Cassia-Zimt, vorkommt [245,2A6F dem europaischen Markt sind zwei
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Sorten Zimt, Ceylon-Zimt und Cassia-Zimt, erhaktlid246,247], welche sich in ihren
Cumaringehalten deutlich unterscheiden. Nach LUlieamgaben weist Ceylon-Zimt
Cumaringehalte von unterhalb der Nachweisgrenzd #fismg/kg auf, wogegen in Cassia-Zimt
Cumaringehalte zwischen 700 und 12230 mg/kg vaehe€@48]. In einer neueren Untersuchung
wurden in gemahlenem Ceylon-Zimt Cumaringehalte wvorterhalb der Nachweisgrenze
(Nachweisgrenze: 30 mg/kg) bis 297 mg/kg bestinimtgemahlenem Cassia-Zimt lagen die
ermittelten Cumaringehalte im Bereich von 1740-78ifkg [246]. Nach den Ergebnissen von
Tierversuchen wird Cumarin als hepatotoxisch undz&eogen eingestuft [245,247]. Im Jahr
2004 kam die Europdaische Behorde fur Lebensmittedsheit European Food Safety Authority,
EFSA) zu dem Schluss, dass der kanzerogene EféekCumarin auf einer nicht-genotoxischen
Wirkungsweise beruht. Daraufhin wurde eine toléaee tagliche Aufnahmed{erable daily
intake, TDI) von 0,1 mg Cumarin/kg Korpergewicht, basreteauf dem bei Untersuchungen zur
Hepatotoxizitdt von Cumarin bei Hunden ermittelidmobserved adver se effect level (NOAEL),
festgelegt [249]. Der TDI von 0,1 mg Cumarin/kg Kérgewicht wurde im Jahr 2008 noch
einmal von der EFSA [250] und auch basierend ammiddhen Daten zur Hepatotoxizitat bei
Patienten, die mit Cumarin als Arzneimittel behdndeirden [251], bestétigt. Im Jahr 2011
zeigte das Bundesinstitut fir Risikobewertung (Bffgss die Bioverfligbarkeit von Cumarin aus
Zimtpulver nur wenig geringer ist, als die Bioveaghiarkeit von isoliertem Cumarin [252]. Daher
kann der fur isoliertes Cumarin abgeleitete TDI haufiir Cumarin aus zimthaltigen
Lebensmitteln angewendet werden [253]. Seit JaB04d gelten in der Européischen Union
neue Grenzwerte fir den Cumaringehalt bestimmtathaltiger Lebensmittel, beispielsweise
50 mg/kg in Zimtsternen, welche in Verordnung (B®) 1334/2008 festgelegt wurden [253].
Fir den Cumaringehalt von Zimt als Gewlrz wurdenn&eGrenzwerte festgelegt. Zur
Bestimmung des Cumaringehalts von Zimt und andetebensmitteln wurden in der
Vergangenheit verschiedene Methoden etabliert. Asitesten verbreitet ist die Analyse mittels
LC mit UV-Detektion [245,246,254,255] und mittel€iMS [245,256].

In der Literatur beschriebene Anwendungen der ambdie Massenspektrometrie umfassen
hauptsachlich qualitative Nachweise einzelner Amslyund Fingerprint-Analysen. Es sind
jedoch auch einige Beispiele fir quantitative Bwestungen mittels ambienter

Massenspektrometrie beschrieben. Die ASAP-MS wumde quantitativen Bestimmung von
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Azoxystrubin-Rickstanden in Getreide [149] eingasatd die DART-MS fand Anwendung zur
guantitativen Analyse von Strobilurin-Fungiziden @etreide [52], chemischen Kampfstoffen
[114], Coffein in Kaffeeproben [125], Diazepam ituB[133], Geniposid in einer in der CHM
eingesetzten Formulierung [137] und MycotoxinerGetreide [123]. Beispiele fur quantitative
Anwendungen der DESI-MS beinhalten die Bestimmuag Clozapin in tierischem Gewebe
[60], Flunitrazepam in alkoholischen Getranken [45iphenhydramin in menschlichem Urin
sowie Cholesterin in Serum [36]. Wie bereits in Kelpl.1.3 erlautert, wird in fast allen in der
Literatur beschriebenen quantitativen Anwendungen amnbienten Massenspektrometrie ein
interner Standard verwendet, um die relativ stari@amwankungen der Signalintensitaten
zwischen wiederholten Messungen zu kompensiere/»238,123,125,133]. Die Verwendung
stabilisotopenmarkierter Analytanaloga ermoglichus&zlich die Kompensation von
Matrixeffekten [110,125,133].

Die Mdglichkeit, quantitative Analysen mittels DARCI-MS durchzufiihren, soll am Beispiel
der Bestimmung von Cumarin in Zimt und Waldmeisgatranken, sowohl unter Verwendung
von di-Cumarin als interner Standard, als auch ohne Mfaiweg eines internen Standards

untersucht werden. Abbildung 39 zeigt die Strukitrfeln von Cumarin und,€Cumarin.

D
O (0] D (0] (@]
Cumarin D

CoHsO,

d,-Cumarin
M + H]': m/z147,0441 4
[ ] CoH,D,0,

[M + H]*: mz151,0692

Abbildung 39: Strukturformeln von Cumarin ung@umarin.

Zum Zweck der quantitativen Bestimmung von Cumavirden zehn Zimtproben (5 Proben
Ceylon-Zimt, 2 Proben Cassia-Zimt und 3 Proben ohmgabe der botanischen Herkunft), zwei
Getranke mit Waldmeistergeschmack und ein KauguminiZimtgeschmack im Einzelhandel
erworben. Die Zimtproben wurden sowohl nach Extasktals auch direkt mittels DIP-APCI-
MS analysiert. Bei der Herstellung der Zimtextrakterde vor der ExtraktioneCumarin als

interner Standard zugesetzt. Die Auswertung emolghter Beriicksichtigung des internen
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Standards und auch ohne Berilicksichtigung des gmner8tandards. Die Getranke mit
Waldmeistergeschmack wurden zur DIP-APCI-MS Analysé d,-Cumarin als interner
Standard versetzt und verdiinnt. Auch hier erfotigeAuswertung unter Berlcksichtigung des
internen Standards und ohne Berticksichtigung desnien Standards. Die mittels DIP-APCI-
MS ermittelten Cumaringehalte sollen mit Ergebmssgner erganzenden LC-MS Analyse
verglichen werden. Zu diesem Zweck wurde eine LC-M&thode basierend auf
Umkehrphasen-HPLC und ESI-Q-TOF-MS entwickelt uneé dimtextrakte und verdinnten
Getranke mit Waldmeistergeschmack unter Verwendisrgentwickelten Methode analysiert.
Abbildung 40 zeigt beispielhaft ein Chromatogramen HC-MS Analyse einer Kalibrierldsung
und eines Extraktes aus Ceylon-Zimt.
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Abbildung 40: Chromatogramm der LC-MS Analyse eilafibrierldsung und eines Extraktes
aus Ceylon-Zimt; schwarz: TIC; rot: EIC von Cumargrin: EIC von ¢
Cumarin; (a) Kalibrierlosung; (b) Extrakt aus Cewaimt.
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Bei dem in Abbildung 40a gezeigten Chromatogrammdil es sich um die Analyse einer
Kalibrierlosung mit 5,0 mg/L Cumarin und 0,9 mg/l,-@umarin. Die absoluten Peakhdhen
betrugen 1,1x10counts im Fall von Cumarin, 2,5X16ounts im Fall von gCumarin und der
TIC erreichte im Bereich von 7-8 min 1,0-1,1%bdunts. Bei dem in Abbildung 40b gezeigten
Chromatogramm der Analyse eines Ceylon-Zimtextsakté 0,9 mg/L g-Cumarin betrugen die
absoluten Peakhohen 9,0%1®unts im Fall von Cumarin und 2,5%dbunts im Fall von d
Cumarin. Der TIC erreichte im Bereich von 7-8 mi-8,1x10 counts. Es wurde eine gute
Abtrennung von Cumarin und-€umarin von der Zimtmatrix erreicht.

In Abbildung 41 ist beispielhaft das Chronogrammr delP-APCI-MS Analyse der
Kalibrierlésung und des Extraktes aus Ceylon-Zieteaigt, deren LC-MS Analyse in Abbildung
40 dargestellt waren.
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Abbildung 41: Chronogramm der DIP-APCI-MS Analysmee Kalibrierlésung und eines
Extraktes aus Ceylon-Zimt; schwarz: TIC; rot: EI@\Cumarin; grin: EIC von
ds-Cumarin; (a) Kalibrierlosung; (b) Extrakt aus GaylZimt.
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Die maximalen Hohen den/z-Signale betrugen bei der analysierten Kalibrientigs(Abbildung
41a) 5,1x1Bcounts im Fall von Cumarin, 9,2x416ounts im Fall von gCumarin und der TIC
erreichte 1,3x10counts. Bei der Analyse des Ceylon-Zimtextrak#&sbfldung 41b) erreichten
die m/'z-Signale Héhen von maximal 7,0<1€bunts im Fall von Cumarin und 1,8¥kunts im
Fall von d-Cumarin. Der TIC erreichte 3,1x16ounts.

Im DIP-APCI-MS Chronogramm des Ceylon-Zimtextrak{@®bildung 41b) ist ein zweiter
Anstieg der Signalintensitat dewz-Spuren (EICs) von Cumarin und-@umarin zu erkennen,
welcher im DIP-APCI-MS Chronogramm der Kalibrietidg (Abbildung 41a) nicht auftritt.
Cumarin und gtfCumarin zeigen identisches VerdampfungsverhaDées lasst vermuten, dass
der zweite Anstieg der Signalintensitat aeiz-Spuren von Cumarin und,Cumarin auf die
Gegenwart von Matrixbestandteilen zurickzufuhrenviglche die Verdampfung von Cumarin
und d-Cumarin teilweise verzogern. Um diesen Effekt asditigen, wurde ein Zimtextrakt
nach Carrez geklart. Die Carrez-Klarung wird dazarwendet, Proteine und andere
hochmolekulare Substanzen beispielsweise aus Letiggiextrakten zu entfernen [245,257].
Leider konnte die Verzdgerung der Verdampfung vamm@rin und g¢-Cumarin durch die
Carrez-Klarung nicht beseitigt werden. Aufgrund daterschiedlichen Verdampfungsverhaltens
von Cumarin bzw. gCumarin bei der DIP-APCI-MS Analyse der Kalibristingen und der
Zimtextrakte wurden folgende Vorgehensweisen zuswrtung der DIP-APCI-MS Analysen
gewahlt: Fir jede Analyse wurden die erhaltenen ddaspektren uber die gesamte
Analysendauer gemittelt und die Hohen d¥éz-Signale von Cumarin undi«Cumarin (genannt
.mittlere Intensitat”) im resultierenden, gemitelt Massenspektrum zur Auswertung
herangezogen. Zusatzlich wurden dig-Spuren von Cumarin und,-€Cumarin mit =5 ppm
extrahiert (Generierung der EICs) und Uber die m¢saAnalysendauer integriert (genannt
~Flache").

Die LC-MS Analysen wurden mittels Generierung d&2€von Cumarin undzgCumarin durch

Extraktion demyz-Spuren mit £ 5 ppm und anschlie3ender IntegratemPeaks ausgewertet.
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3.2.3.1 Validierung der Cumarin-Bestimmung in Zimt mittels DIP-APCI-MS und LC-MS
nach Extraktion

Sowohl die DIP-APCI-MS Methode als auch die LC-M&thbde wurden zur Bestimmung von
Cumarin in Zimtpulver nach Extraktion validiert. éfizu wurden Linearitat, Wiederfindung,
Wiederholbarkeit, Nachweisgrenze und Bestimmungsagrermittelt.

Die Linearitat wurde durch wiederholte Analyse (MS: n =6; DIP-APCI-MS: n =4) von
Kalibrierlésungen mit 0,1-10 mg Cumarin/L (0,1, ,015 5 und 10 mg/L) und jeweils 0,9 mg/L
ds-Cumarin bestimmt. Zur Bestimmung der Wiederfindumgrde die Ceylon-Zimtprobe mit
dem niedrigsten Cumaringehalt mit vier verschiedeKenzentrationen (100, 500, 1000 und
5000 mg/kg) an Cumarin versetzt, da kein CumaseiefrZimt als Leer-Matrix verfligbar war.
Die gespikten Zimtproben wurden extrahiert und esttLC-MS (n = 3) und DIP-APCI-MS
(n =5) analysiert. Die ermittelten Cumaringehaltr Wiederfindungsproben wurden um den
Cumaringehalt des verwendeten Ceylon-Zimts komig@ie Wiederholbarkeit (innerhalb eines
Tages und an zwei verschiedenen Tagen) wurde dmellyse der Wiederfindungsproben an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen ermittelt. Die Nagibgrenzenl{mit of detection, LOD) und
Bestimmungsgrenzeriifnit of quantification, LOQ) wurden nach der Kalibriergeradenmethode
der DIN 32645 ¢ = B = 0,05; k = 3) berechnet. Hierzu wurde ein Extrakt der Ceylon-
Zimtprobe mit dem niedrigsten Cumaringehalt hemglsimit 1-920 pg g¢¢Cumarin/L (1, 5, 9,
46, 92, 460 und 920 pg/L) zur LC-MS Analyse bzwaZ® pg d-Cumarin/L (5, 9, 46, 92, 460
und 920 pg/L) zur DIP-APCI-MS Analyse versetzt uhd resultierenden Losungen wiederholt
analysiert (LC-MS: n = 3; DIP-APCI-MS: n = 3). Didachweis- und Bestimmungsgrenzen
wurden fur d-Cumarin bestimmt und auf Cumarin Ubertragen, da Keimarin-freier Zimt als
Leer-Matrix verfigbar war.

Tabelle 6 zeigt die Validierungsergebnisse fur d@&MS Methode und die DIP-APCI-MS
Methode zur Bestimmung von Cumarin in Zimtpulvecm&xtraktion.
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Tabelle 6: Validierungsergebnisse fir die LC-MS Mete und die DIP-APCI-MS
Methode zur Bestimmung von Cumarin in Zimtpulvec&xtraktion.
LC-MS DIP-APCI-MS
_ mittlere Intensitat Flache
interner . kein kei kei
Standard értlter(? erd interner intgzer interner intgrlger
andar
Standard Standard Standard Standard
Linearitat R2
(0,1-10 mg/L§ 0.9991 0.9995 0.9980 0.9998 0.9999 0.9978
Wiederfindung [%]
97-108 97-113 84-99 95-104 85-97 94 - 104
(100-5000 mg/kg)
Wiederfindung [%]
108 113 84 95 85 94
(100 mg/kgh
Wiederfindung [%]
107 109 99 104 97 104
(500 mg/kgh
Wiederfindung [%]
97 97 94 102 90 98
(1000 mg/kd))
Wiederfindung [%]
98 104 93 96 90 95
(5000 mg/kgd)
Wiederholbarkeit RSD
[%] innerhalb 1 Tag 07-3.7 04-25 09-39 22-126 15-11389-138
WiederholbarkeitRSD 5 37 g7.138 18-31 29-99 2.1-88.3-10.4
[%] an 2 Tagen
LOD [mg/kg] 1.1 - - - 7.2 -
LOQ [mg/kg] 3.8 - - - 25.3 -
&LC-MS: n = 6; DIP-APCI-MS: n = 4;
L C-MS: n = 3; DIP-APCI-MS: n = 5.

Die Validierungsergebnisse zeigen eine zufrieddlestde Linearitdt sowohl der LC-MS, als
DIP-APCI-MS Analyse

Beriicksichtigung des internen Standards bei dereri2aiswertung. Auch die ermittelten

auch der im untersuchten Konmzgionsbereich, selbst ohne
Wiederfindungen liegen bei beiden Methoden in eirsxeptablen Bereich und es kann keine
Abhangigkeit der ermittelten Wiederfindungen vomgesetzten Cumaringehalt festgestellt

werden. Interessanterweise werden bei der DIP-AREIAnalyse niedrigere Wiederfindungen
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erzielt, wenn der interne Standard bei der Datemartang bericksichtigt wird. Eine mdgliche
Erklarung hierfir kdnnte sein, dass da&-Signal von g-Cumarin in den Uber die gesamte
Analysendauer gemittelten Massenspektren der Aealgsm Ceylon-Zimtextrakten eine leicht
erhohte Abweichung vom theoretischarz-Verhaltnis von gcCumarin zeigte. Dies konnte auf
eine Uberschatzung voni-@umarin durch den Einfluss eines massenspektrésoletmicht
vollstandig aufgelosten Matrixbestandteils mit @nsehr dhnlichemvz-Verhaltnis hindeuten.
Wie zu erwarten, ist die Wiederholbarkeit sowohl d€-MS als auch der DIP-APCI-MS
Analyse innerhalb eines Tages, und wenn der int@Stendard bei der Datenauswertung
bertcksichtigt wird, hdher. Hinsichtlich der Wiellelbarkeit der DIP-APCI-MS Analyse fuhrt
die Datenauswertung Uber die mittlere Intensitabesseren Ergebnissen, als die Auswertung
Uber die Flache. Dies lasst sich durch die mandetiegration erklaren, die im Verlauf der
Datenauswertung uUber die Flache durchgefiihrt viié. Nachweis- und Bestimmungsgrenze
der DIP-APCI-MS Analyse konnte nur mittels Datenvaeitung tber die Flache und nicht tber
die mittlere Intensitat ermittelt werden, da da&-Signal von g-Cumarin bei sehr geringen
Konzentrationen im udber die gesamte Analysendaummittelten Massenspektrum nicht
aufgeldst war. Die ermittelte Nachweis- und Bestuimgsgrenze der DIP-APCI-MS Analyse ist
etwa siebenmal hoher, als die ermittelte Nachweisd Bestimmungsgrenze der LC-MS
Analyse. Dies ist darauf zurtickzufuihren, dass beP-APCI-MS Analyse breite Signale tber
mehrere Minuten, anstelle der bei der LC-MS Analyserliegenden scharfen
chromatographischen Peaks, erhalten werden. Awchealahlte Methode der Datenauswertung
der DIP-APCI-MS Analyse fihrt zu einer Erh6éhung éachweis- und Bestimmungsgrenze.
Zudem erfolgte die lonisation bei der LC-MS Analysger Verwendung von ESI, was ebenfalls

einen Einfluss auf die ermittelte Nachweis- undtBesungsgrenze haben kann.

3.2.3.2 Quantifizierung von Cumarin in Zimtproben mittels D IP-APCI-MS und LC-MS

nach Extraktion

Um die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung @amarin mittels LC-MS und DIP-APCI-
MS, sowie die beiden Vorgehensweisen zur Datenatismge der DIP-APCI-MS Analyse zu
vergleichen, wurden zehn Zimtproben (5 Proben Qediont, 2 Proben Cassia-Zimt und 3

Proben ohne Angabe der botanischen Herkunft) eetitalnd analysiert (n = 3). Die Ergebnisse
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der LC-MS und DIP-APCI-MS Analysen unter Verwendumgn d-Cumarin als interner

Standard sind in Abbildung 42 graphisch dargesteiitd in Tabelle 26 im Anhang
zusammengefasst.
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Abbildung 42: Cumaringehalt in Zimtpulver bestimmtittels LC-MS und DIP-APCI-MS
(n = 3) unter Verwendung von-€umarin als interner Standard; blau: LC-MS;
rot: DIP-APCI-MS Datenauswertung tber die mittlénéensitat; grin: DIP-
APCI-MS Datenauswertung uber die Flache.

Unter Verwendung von,Cumarin als interner Standard werden mittels LCwi8 DIP-APCI-
MS sehr vergleichbare Cumaringehalte der einzel@émtproben bestimmt. Bei hohen
Cumaringehalten werden mittels DIP-APCI-MS etwasngere Gehalte ermittelt, als mittels
LC-MS und die bei Datenauswertung Uber die mittlatensitat ermittelten Gehalte liegen naher
an den mittels LC-MS ermittelten Gehalten. Wie zuwvaeten, sind die ermittelten
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Cumaringehalte der Ceylon-Zimtproben deutlich rigelr, als die der Cassia-Zimtproben. Die
Cumaringehalte der untersuchten Ceylon- und C&sigproben liegen im nach
Literaturangaben zu erwartenden Bereich. Aufgrures cermittelten Cumaringehalts der
untersuchten Zimtproben ohne Angabe der botaniskleekunft ist davon auszugehen, dass es
sich bei diesen Proben um Cassia-Zimt handelt.

Die Ergebnisse der LC-MS und DIP-APCI-MS Analysém® Verwendung eines internen

Standards sind in Abbildung 43 graphisch dargéstefid in Tabelle 27 im Anhang
zusammengefasst.
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Abbildung 43: Cumaringehalt in Zimtpulver bestimmtittels LC-MS und DIP-APCI-MS
(n=3) ohne Verwendung eines internen Standarids): b.C-MS; rot:. DIP-

APCI-MS Datenauswertung uber die mittlere Intetsigatin: DIP-APCI-MS
Datenauswertung Uber die Flache.
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Wird kein interner Standard zur Datenauswertungveadet, so werden hohe Cumaringehalte
bei der Bestimmung mittels LC-MS Uberschétzt uniddee Bestimmung mittels DIP-APCI-MS
unterschatzt. Dies zeigt, dass der Einsatz vg&uimarin als interner Standard bei beiden
Methoden sinnvoll ist, um verlassliche Ergebnisseerhalten. Bei geringen Cumaringehalten
(Ceylon-Zimtproben) werden mittels DIP-APCI-MS untéerwendung von @dCumarin als
interner Standard etwas geringere Cumaringehalstinb@mt, als ohne Verwendung eines
internen Standards zur Datenauswertung. Dies kpnmie bereits beschrieben, in einer
Uberschatzung von se€Cumarin durch den Einfluss eines massenspektrisoletr nicht

vollstandig aufgeldsten Matrixbestandteils bei @ayZimtproben begrindet sein.

3.2.3.3 Semiquantitative Bestimmung von Cumarin direkt ausZimtpulver mittels DIP-
APCI-MS

Zusatzlich zur Analyse in Form von Extrakten wurdan 0,1 mg der Zimtpulver-Proben direkt
in die Probentiegel eingewogen und mittels DIP-ARME analysiert. Abbildung 44 zeigt
beispielhaft die Chronogramme der Analyse einer I@e¥imtprobe und einer Cassia-
Zimtprobe. Im Fall der Ceylon-Zimtprobe (Abbildurgda) erreichte dasn/z-Signal von
Cumarin eine maximale Héhe von 9,4%t@unts und der TIC erreichte 6,7XI®unts. Die
maximale Hohe desvz-Signals von Cumarin betrug bei der Analyse ders{aagimtprobe
(Abbildung 44b) 1,3x10counts und der TIC erreichte 5,8¥1@unts.
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Abbildung 44: Chronogramm der direkten DIP-APCI-M®8alyse von Zimtpulver; schwarz:
TIC; rot: EIC von Cumarin; (a) Ceylon-Zimt; (b) Géa-Zimt.

In Abbildung 44 ist zu erkennen, dass, verglichahdar Analyse von Zimtextrakten, hohere
Temperaturen nétig sind, um das enthaltene Cumaus der Zimtmatrix freizusetzen. Die
Cumaringehalte der Zimtproben wurden aus der direktIP-APCI-MS Analyse der Zimtpulver
und den zuvor analysierten Kalibrierlosungen egttittDie resultierenden Cumaringehalte der
Zimtproben sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Bsichtig zu beachten, dass da&-Signal
von Cumarin bei der direkten DIP-APCI-MS Analyser déassia-Zimtproben und der

Zimtproben ohne Angabe der botanischen HerkunfeRetsattigung erreichte.
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Tabelle 7: Cumaringehalte der Zimtproben bestimmitteta direkter DIP-APCI-MS
Analyse (n = 3) der Zimtpulver.
DIP-APCI-MS
Zimtprobe Cumaringehalt [mg/kg]
mittlere Intensitat Flache

Ceylon-Zimt 1 88 + 27 92 +28
Ceylon-Zimt 2 130 +13 135+13
Ceylon-Zimt 3 146+ 8 152 +8
Ceylon-Zimt 4 409 = 95 427 + 95
Ceylon-Zimt 5 151 +25 158 + 26
Cassia-Zimt 1 2399 + 603 2512 + 591
Cassia-Zimt 2 2479 £ 176 2628 + 186

Zimt 1 2507 £ 74 2672 £ 79

Zimt 2 1674 + 233 1771 £ 249

Zimt 3 1331 +112 1400 + 103

Der Vergleich der mittels direkter DIP-APCI-MS Agaé der Zimtpulver ermittelten
Cumaringehalte mit den Ergebnissen der AnalyserZitatextrakte zeigt eine Uberschatzung
geringer Cumaringehalte und eine Unterschatzungm@limaringehalte bei der direkten DIP-
APCI-MS Analyse. Die Unterschatzung hoher Cumatiadie konnte dadurch zu erklaren sein,
dass dasvz-Signal von Cumarin bei Analyse dieser Proben DOetskittigung erreichte.

Der Einsatz eines internen Standards ist bei dekidin Analyse der Zimtpulver nicht mdglich.
Aus diesem Grund konnen durch direkte Analyse déntpulver keine verlasslichen
guantitativen Aussagen getroffen werden. Ein we#teProblem der Gewinnung verlasslicher
guantitativer Daten aus der direkten Analyse dertulver liegt in der sehr geringen Menge der
Probe, die in die Probentiegel eingebracht werdamnkin Verbindung mit der natirlichen
Probeninhomogenitat. Auch wenn durch direkte Aralger Zimtpulver keine quantitativen
Aussagen Uber den Cumaringehalt getroffen werdemné@ ist die Gewinnung
semiquantitativer  Informationen  mdglich. Ein  senaigtitatives  Screening  von

Lebensmittelproben kénnte eingesetzt werden, uniAdeahl der Proben, welche extrahiert und
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guantitativ.  analysiert werden muissen, zu reduzieremd so zu Zeit- und

Lésungsmitteleinsparungen fihren.

3.2.3.4 Bestimmung von Cumarin in Waldmeister-Getranken undKaugummi mit
Zimtgeschmack mittels DIP-APCI-MS und LC-MS

Ein Likor sowie ein Erfrischungsgetrank mit Waldstergeschmack wurden nach Zusatz von
ds-Cumarin als interner Standard und Verdinnung Hitt€-MS und DIP-APCI-MS analysiert.
Ein Kaugummi mit Zimtgeschmack wurde nach Zusatz @gCumarin extrahiert und ebenfalls
unter Verwendung beider Methoden analysiert.

Mittels LC-MS konnte im untersuchten Likdr mit Wateistergeschmack kein Cumarin
nachgewiesen werden. Im untersuchten Erfrischutigsde mit Waldmeistergeschmack und
dem Extrakt des Kaugummis mit Zimtgeschmack wurden&in detektiert, jedoch nicht
guantifiziert, da die Signale unterhalb der Bestumgsgrenze lagen. Werden die DIP-APCI-MS
Analysen der Getranke mit Waldmeistergeschmack desl Extrakts des Kaugummis mit
Zimtgeschmack analog zu den Analysen der Zimtet@rakisgewertet, so wirden signifikante
Cumaringehalte in diesen Proben ermittelt. Abbilgidd zeigt beispielhaft ein Chronogramm
der DIP-APCI-MS Analyse und ein Chromatogramm dé&-MS Analyse des Likdrs mit

Waldmeistergeschmack.
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Abbildung 45: (a) Chronogramm der DIP-APCI-MS Arsdydes Likors mit Waldmeister-
geschmack; (b) Chromatogramm der LC-MS Analyse dekors mit
Waldmeistergeschmack; rot: EIC von Cumarin; grufC Ezon di-Cumarin;
Likér mit Waldmeistergeschmack im Verhéltnis 1:9 rdiennt mit
Methanol/Wasser (80/20; v/v), Zusatz von 0,9 mgACdmarin.

Im Chronogramm der DIP-APCI-MS Analyse des Likorsit nWaldmeistergeschmack
(Abbildung 45a) ist zu erkennen, dass dw@zSpur von Cumarin einen verzbgerten
Intensitatsanstieg, verglichen mit dafz-Spur von ¢-Cumarin, zeigt. Analoges Verhalten wurde
bei der DIP-APCI-MS Analyse des Erfrischungsgetsankit Waldmeistergeschmack und des
Extrakts des Kaugummis mit Zimtgeschmack beobacbietTatsache, dass sich diez-Spuren
von Cumarin und gCumarin unterschiedlich verhalten, lasst daradnlieBen, dass sich der
verspatete Intensitdtsanstieg derz-Spur von Cumarin nicht auf eine Verzégerung der
Verdampfung von Cumarin durch Matrixbestandteilerizlafiihren lasst. Der verspatete
Intensitatsanstieg dewzSpur von Cumarin konnte durch die Verdampfung reisebaren, in

der Probe enthaltenen Verbindung zustande kommemwauggesetzt eine solche isobare
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Verbindung wird unter den bei der LC-MS Analysewendeten Bedingungen von der HPLC-
Saule eluiert und ist mittels ESI ionisierbar, wolldiese Verbindung auch im LC-MS
Chromatogramm zu erkennen sein, was jedoch nichtFdi ist (vgl. Abbildung 45b). Eine
weitere mdgliche Erklarung fur den verspatetennsitétsanstieg dervz-Spur von Cumarin in
den DIP-APCI-MS Analysen der Getrdnke mit Waldmesigéschmack und des Extrakts des
Kaugummis mit Zimtgeschmack ware die Bildung vomfaun oder eines isobaren Artefakts
aus Matrixbestandteilen durch die wahrend der DHCAMS Analyse auf die Probe
einwirkende hohe Temperatur.

Ceylon- und Cassia-Zimt enthalten Cumarin hauptgicin freier Form, wogegen Cumarin in
anderen Pflanzen, beispielsweise in Waldmeistegraen Teilen in Form eines glucosylierten
Vorlaufers vorliegt und nach Zerstérung der Zeligtar durch Enzymeinwirkung freigesetzt
wird [256,258]. Ein in einigen Pflanzen vorkommendkicosylierter Vorlaufer von Cumarin ist
2-Hydroxyzimtsaures-D-glucopyranosid, welches biosynthetisch aus Pladéamyin gebildet
wird [258,259].

Um zu untersuchen, ob der biosynthetische Vorlauter Cumarin auch der Vorlaufer des
wahrend der DIP-APCI-MS Analyse gebildeten Artefakein kénnte, wurden die/z-Spuren
von 2-Hydroxyzimtsaur@-D-glucopyranosid und des moglichen Fragmentierprayuktes 2-
Hydroxyzimtsédure aus den LC-MS ChromatogrammenderdDIP-APCI-MS Chronogrammen
extrahiert (Generierung der EICs). 2-Hydroxyzimtsdi+D-glucopyranosid wurde mittels LC-
MS (Elektrosprayionisation im Positiv- und Negalilodus) weder in den Getranken mit
Waldmeistergeschmack, noch im Extrakt des KaugunmmiisZimtgeschmack detektiert. In der
LC-MS Analyse des Likdrs mit Waldmeistergeschmaait ein Peak geringer Intensitat auf,
welcher 2-Hydroxyzimtsdure zuzuordnen sein konnten Erfrischungsgetrank mit
Waldmeistergeschmack und dem Extrakt des Kaugummits Zimtgeschmack wurde 2-
Hydroxyzimtsdure mittels LC-MS nicht detektiert.tMis DIP-APCI-MS wurde sowohl in den
Getranken mit Waldmeistergeschmack, als auch imakixtles Kaugummis mit Zimtgeschmack,
ein m/z-Signal Wz 165,0546) detektiert, bei dem es sich um 2-Hydzonisdure handeln
konnte. Das Signal mitvz 165,0546 zeigte einen zum Signal des Artefaktsdamm/z von
Cumarin (Wz 147,0441) identischen Anstieg der Signalintensitéitdem Temperaturprogramm
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der Schubstange. Dies legt nahe, dass es siawb&#7,0441 um ein Fragmentierungsprodukt
vonm/z 165,0546 handeln kdnnte.

Da 2-Hydroxyzimtsaure nicht verfigbar war, wurdattsiessen 4-Hydroxyzimtsaure mittels
DIP-APCI-MS und DIP-APCI-MS/MS analysiert. Abbildgn46 zeigt die DIP-APCI-MS
Analysen von 4-Hydroxyzimtsdure, dem Likor mit Waleistergeschmack und dem Likor mit

Waldmeistergeschmack versetzt mit 4-Hydroxyzimtsaur
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Abbildung 46: DIP-APCI-MS Analyse von 4-Hydroxyzisdiure und dem Likor mit
Waldmeistergeschmack; schwarz: EIC vamz 165,0546 (z.B. 4-Hydroxy-
zimtsaure); rot: EIC vomyz 147,0441 (z.B. Cumarin); (a) 4-Hydroxyzimtsaure;
(b) Likdr mit Waldmeistergeschmack; (c) Likdr mit dldmeistergeschmack
versetzt mit 4-Hydroxyzimtsaure.

Wie in Abbildung 46a zu erkennen, unterliegt 4-Hydizimtsaure ifyz 165,0546) wahrend der
DIP-APCI-MS Analyse einer Fragmentierung in der doguelle zu m/z147,0441,

hochstwahrscheinlich durch die Abspaltung von WasBe resultierenden Intensitdten von
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m/z 165,0546 unan/z 147,0441 sind nahezu identisch. In der DIP-APCI-Mtalyse des Likors
mit Waldmeistergeschmack (Abbildung 46b) zeigen 165,0546 unan/z 147,0441, wie bereits
beschrieben, identische Anstiege der Signalinténsihit dem Temperaturprogramm. Der
Vergleich von Abbildung 46a und b zeigt, dass 4-#8ygzimtsdure bei geringerer Temperatur
der Schubstange verdampft wird, ai& 165,0546 aus dem Likér mit Waldmeistergeschmack.
Die Fragmentierung vomv/z 165,0546 zum/z 147,0441 in der lonenquelle erreicht bei der
Analyse von 4-Hydroxyzimtsaure und dem Likdr mit [dfaeistergeschmack unterschiedliche
Ausmalle. Die DIP-APCI-MS Analyse des Likdrs mit Wakistergeschmack versetzt mit 4-
Hydroxyzimtséaure (Abbildung 46c¢) bestatigt, dasdytiroxyzimtsdure nicht der Vorlaufer des
Artefaktes mitm/z 147,0441 im Likdr mit Waldmeistergeschmack seinrkada zwei separate
Verdampfungsmaxima von 4-Hydroxyzimtsaure umaz 165,0546 aus dem Likor mit
Waldmeistergeschmack resultieren. Verglichen mitAlealyse von reiner 4-Hydroxyzimtsaure
wird die Verdampfung durch die Matrix des Likdrst Mialdmeistergeschmack verzogert.

Im MS/MS-Experiment fragmentieren sowohl 4-Hydroxytsaure, als auchvz 165,0546 aus
dem Likdr mit Waldmeistergeschmack mz 147 undm/z 119. Abbildung 47 zeigt die MS/MS-
Spektren von 4-Hydroxyzimtsdure (Abbildung 47a) undz165 aus dem Likdr mit
Waldmeistergeschmack (Abbildung 47b), analysiertttals DIP-APCI-MS/MS. Das
Vorhandensein zuséatzlichewz-Signale im MS/MS-Spektrum vom/z 165 aus dem Likor mit
Waldmeistergeschmack lasst sich wahrscheinlichiddie Wahl eines Isolationsfensters von

4 mV/z zur Isolation de®recursor-lons und vorhandene Matrixbestandteile erklaren.
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Abbildung 47: DIP-APCI-MS/MS Analyse von 4-Hydroxgzsaure und dem Likér mit
Waldmeistergeschmack; (a) MS/IMS-Spektrum wvarz 165 der 4-Hydroxy-
zimtsaure; (b) MS/MS-Spektrum vonm/z165 aus dem Likdr mit
Waldmeistergeschmack.

Das &hnliche Fragmentierungsverhalten von 4-Hydriomggdure undn/z 165,0546 aus dem
Likdr mit Waldmeistergeschmack, in Verbindung nmetr chéheren Temperatur, die nétig ist, um
m/z 165,0546 aus dem Likdr mit Waldmeistergeschmaeiztisetzen, deutet darauf hin, dass es
sich bei dem in dem Likér mit Waldmeistergeschmasthaltenen Vorlaufer vomvz 147,0441
um eine Substanz mit hoherem Molekulargewicht hiindee Hydroxyzimtsaure enthalt und
durch die hohe Temperatur der Schubstangenizd 65,0546 zun/z 147,0441 fragmentiert. Die
Analyse des Erfrischungsgetrdnks mit Waldmeistelyesack (mit und ohne Zusatz von 4-
Hydroxyzimtsaure) mittels DIP-APCI-MS und -MS/MSiiie zu analogen Schlussfolgerungen.
In der ambienten Massenspektrometrie muss maoglispektralen Interferenzen durch isobare

Substanzen [110], die in der Probe enthalten sdier,obesonders bei Einsatz thermischer
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Desorption, wéahrend der Analyse gebildet werden nkdn besondere Aufmerksamkeit
geschenkt werden. Diese Limitierung der ambientasddnspektrometrie wurde auch wahrend
der Quantifizierung von 5-Hydroxymethylfurfural (H!in Honig mittels DART-MS deutlich
[126]. Bedingt durch den Abbau von Kohlenhydratenidonigmatrix zu HMF durch die bei der
DART ublicherweise eingesetzten hohen Temperatunamr, eine Quantifizierung von HMF
unmoglich. Die Analyse der Getranke mit Waldmemschmack und des Extraktes des
Kaugummis mit Zimtgeschmack mittels DIP-APCI-MS ubh@-MS zeigen, dass auch bei
Verwendung eines hochauflosenden Q-TOF MS spektra&ferenzen nicht ausgeschlossen
werden konnen. Durch das Fehlen der Retentionsigitidentifizierungsmerkmal, kann das
Vorhandensein oder die Bildung isobarer Substanaeder ambienten Massenspektrometrie
leicht zu falschen Identifizierungen und Quantéizingsergebnissen fiihren. Die
temperaturprogrammierte Verdampfung, der die Prolé&hrend der DIP-APCI-MS Analyse
unterliegen, fuhrt, wie bereits gezeigt, zu einewigsen Auftrennung der Probenbestandteile
nach ihren Dampfdricken. Insbesondere in Kombinatiomit dem Einsatz
stabilisotopenmarkierter Analytanaloga als inte®t@ndards hilft die temperaturprogrammierte
Verdampfung dabei, spektrale Interferenzen zu eréerund reduziert somit das Risiko, falsche
Quantifizierungsergebnisse durch das Vorhandensgen die Bildung isobarer Substanzen zu

erhalten.

3.3 Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an ein lon Trap-
Massenspektrometer

Die Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an ein lorapsMassenspektrometer (Bruker AmaZon
speed) ermoglicht die Durchfihrung von WMBxperimenten, beispielsweise zur
Strukturaufklarung, in Kombination mit der direkt&malyse fester und flissiger Proben. Zur
Konstruktion der DIP-APCI-lonenquelle fir das lorap-MS wurde der Quellkérper einer zuvor
in der Arbeitsgruppe entwickelten Mehrzweck-lonesitps Multipurpose ion source, MPIS)

[260] verwendet. Bei dem Quellkérper handelt eb sim eine rechteckige Aluminium-Kammer
mit sechs Anschlussoffnungen. Der zur Kopplung B8P an den Quellkdrper verwendete
Flansch entspricht dem bereits bei der DIP-APCEefauelle fur das Q-TOF-MS verwendeten
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Flansch. Auch die DIP-APCI-lonenquelle fir das rap-MS nutzt den Verdampfer und die
Korona-Nadel einer kommerziell erhaltlichen APCihndmquelle dieses Massenspektrometers.
Abbildung 48 zeigt den Aufbau der DIP-APCI-lonenidgéiir das lon Trap-MS.

Abbildung 48: DIP-APCI-lonenquelle gekoppelt an Bsu amaZon speed lon Trap-MS;
(a) Schubstange in  Ruheposition; (b) Schubstange lwadeposition;
(c) Quellkorper mit Schubstange; (d) Position depbenspitze relativ zur
Korona-Nadel; (1) Anschluss der lonenquelle anM&s (2) Anschluss flr die
DIP; (3) Anschluss der Korona-Nadel; (4) verschhoes Anschluss;
(5) Verdampfer; (6) Schubstange; (7) Probensp{&eKorona-Nadel.

Anschluss 1 in Abbildung 48 entspricht dem Anschldsr Bruker Apollo lonenquellen. Dies
ermoglicht die Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle @erschiedene Massenspektrometer von
Bruker. Uber Anschluss 2 wurde die DIP an den Qoegtler gekoppelt. Anschluss 3 tragt die
Korona-Nadel und Anschluss 5 den Verdampfer eife€RQuelle von Bruker. Anschluss 4 ist
verschlossen und kann in Zukunft beispielsweiseuggénwerden, um eine VUV-Lampe
anzubringen und APPI durchzufiihren.
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Die in Kapitel 3.3 beschriebenen Analysen wurdeteuverwendung des Bruker Daltonik
amaZon speed lon Trap-Massenspektrometers in Kogphit der DIP-APCI-lonenquelle

durchgefihrt. Die optimierten Geréteeinstellungen RIP-APCI-MS Analyse sind in Kapitel

5.6 beschrieben. Im Verlauf der Optimierung der -BRCI-lonenquelle verwendete

abweichende Gerateeinstellungen sind in Kapitel.13.8ngegeben. Die Herstellung von
verwendeten Standardldsungen und die eingesetzterorbereitung sind in Kapitel 5.4

beschrieben.

Teile der in den Kapiteln 3.3.1 (Optimierung der PEAPCI-lonenquelle) und 3.3.2

(Zerstorungsfreie Analyse von Weichmachern in Ge@gemen des taglichen Gebrauchs)
beschriebenen Ergebnisse wurden bereits publifkerieger S, Schmitz OJ (2014) Non-

destructive plasticizer screening using a diredetirprobe-atmospheric pressure chemical
ionization source and ion trap mass spectrometapidRCommunications in Mass Spectrometry
28:1862-1870).

3.3.1 Optimierung der DIP-APCI-lonenquelle

Die Optimierung der DIP-APCI-lonenquelle gekoppalt das lon Trap-MS wurde unter
Verwendung von Coffein bei lonisation im Positiv-tides durchgefihrt. Der erste Schritt der
Optimierung bestand in der Untersuchung des Eisdéisisles Hilfsgas @¢Flusses, deBrying
gas-Flusses und der Position der Probenspitze inateeriquelle auf die Detektion von Coffein.
Der Hilfsgas-Fluss wurde zwischen 0 und 250 L/h dedDrying gas-Fluss im Bereich von 0,0-
12 L/min variiert. Die Position der Probenspitzerdeizwischen einem Abstand von ca. 10 mm
und einem Abstand von ca. 40 mm von der Korona-Ngewahlt. Bei einem Abstand von ca.
40 mm von der Korona-Nadel befand sich die Proh&respetwa 1 cm innerhalb des
Metallzylinders, durch den die Schubstange in dreehquelle eingebracht wird (vgl. Abbildung
11). Die Optimierung der Gasflisse und der PosiienProbenspitze in der lonenquelle erfolgte
sowohl ,manuell” durch Variation eines Parametess Konstanthalten der anderen Parameter,
als auch unter Verwendung der statistischen Vesplahung Design of Experiments, DoE). Zu
jeder Analyse wurde 1 pL einer Coffein-Lésung denkentration 100 mg/L in Dichlormethan
in einen in der Probenaufnahme fur feste Probenndiethen Probentiegel oder in die

Probenaufnahme fur flissige Proben injiziert.
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Zur manuellen Optimierung der Gasflisse und deitiBosder Probenspitze in der lonenquelle
wurde der Hilfsgas-Fluss auf drei Stufen (0, 10d @00 L/h), deDrying gas-Fluss auf vier
Stufen (0, 4, 8 und 12 L/min) und die Position Beobenspitze auf vier Stufen (10, 20, 30 und
40 mm Abstand von der Korona-Nadel) variiert. Diebulizer-Druck war auf O psi eingestellt
und die maximale Akkumulationszeit betrug 200 m&bidung 49 zeigt den Einfluss der
Gasflusse und der Position der Probenspitze aufntgmsitat des detektierten Coffein-Signals

(Signalhthe im Uber die gesamte Analysendauer tgtait Massenspektrum).
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Abbildung 49: Einfluss des Hilfsgas- und dBsying gas-Flusses sowie der Position der
Probenspitze auf die Detektion von Coffein; (a)f@mspitze 40 mm von der
Korona-Nadel; (b) Probenspitze 30 mm von der Koiadel; (c) Probenspitze
20 mm von der Korona-Nadel; (d) Probenspitze 10vomder Korona-Nadel.

In Abbildung 49 ist zu erkennen, dass denying gas-Fluss den grol3ten Einfluss auf die
Intensitat des detektierten Coffein-Signals auftvdise htchsten Signalintensitaten werden bei
ausgeschalteter@rying gas erzielt und eine Erhdhung d&sying gas-Flusses fuhrt, wie zu
erwarten und bereits im Fall der DIP-APCI-lonentpiegekoppelt an das Q-TOF-MS
beobachtet, zu einer Abnahme der Signalintensidierhalb einedrying gas-Flusses von

4 L/min tritt nur noch eine geringfigige Abnahmea @&gnalintensitat mit steigendebBrying
gas-Fluss auf. Hinsichtlich des Einflusses des Hiltsgéusses und der Position der Probenspitze
in der lonenquelle auf die Intensitdt des deteldrerCoffein-Signals ist aus der manuellen
Optimierung kein eindeutiger Trend zu erkennen.sDli&sst sich moglicherweise dadurch
erklaren, dass mit allen Parameterkombinationemglied eine Einfachanalyse durchgefuhrt
wurde und mdgliche Schwankungen der Intensitat @efein-Signals zwischen einzelnen
Analysen den Einfluss des Hilfsgas-Flusses undPdsition der Probenspitze in der lonenquelle
Uberdecken konnen.

Aufgrund der groRen Anzahl der durchzufiihrendenlys®n ist die manuelle Optimierung der
Gasflusse und der Position der Probenspitze in Ideenquelle relativ umstandlich. Zur
Vereinfachung der Optimierung wurde ein statis&sctVersuchsplan entwickelt, welcher

aufzeigen soll, welche Parameter einen signifikaisfluss auf die Intensitat des detektierten
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Coffein-Signals aufweisen und wie sich die Paramgégenseitig beeinflussen. Da der Einfluss
von lediglich drei Parametern, Hilfsgas-FluBsying gas-Fluss und Position der Probenspitze in
der lonenquelle, untersucht werden sollte, wurde feil factorial design (vollstéandiger
zweistufiger Versuchsplan) gewahlt. Hierbei werdika Minimal- und Maximaleinstellungen
aller Parameter in allen Kombinationen analysigttsatzlich wird eincenter point analysiert,
bei dem alle Parameter mittlere Einstellungen aisave Zur Erhdhung der Verlasslichkeit der
Analysen der einzelnen Parameterkombinationen um@dussagen Uber die Reproduzierbarkeit
treffen zu kdnnen, wurden alle Analysen in Dreifacdlyse durchgefiihrt. Desenter point
wurde funffach analysiert. Um systematische Fehleszugleichen, wurden die Analysen des
Versuchsplans in zufalliger Reihenfolge bearbeld#¢. Auswertung des Versuchsplans erfolgte
durch VarianzanalyseAQalysis of variance, ANOVA), was eine Aussage dariiber ermoglicht,
welche Parameter einen hohen Einfluss auf die $ittitrdes detektierten Coffein-Signals haben.
Zur Optimierung der Gasflisse und der Position Rlebenspitze in der lonenquelle mit Hilfe
der statistischen Versuchsplanung war #bulizer-Druck auf 30 psi eingestellt und die
maximale Akkumulationszeit betrug 100 ms.

Die Varianzanalyse des bearbeiteten Versuchspkigtez dass alle drei untersuchten Parameter
einen signifikanten Einfluss auf die Intensitat diegektierten Coffein-Signals besitzen, wobei
der Einfluss desDrying gas-Flusses am grof3ten ist. Zusatzlich treten siggifik
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen ParamatdrrAbbildung 50 stellt den Einfluss des
Dyring gas-Flusses, des Hilfsgas-Flusses und der PositiorPd@senspitze in der lonenquelle
auf die Intensitat des detektierten Coffein-SigngdSignalhéhe im Uber die gesamte

Analysendauer gemittelten Massenspektrum) in Foner &esponse surface graphisch dar.
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Abbildung 50: Einfluss der Gasflisse und der Pasitler Probenspitze in der lonenquelle auf
die Detektion von Coffein; (a) Hilfsgas-Fluss unBrying gas-Fluss
(Probenspitze 10 mm entfernt von Korona-Nadel);Ab$tand der Probenspitze
von der Korona-Nadel und Hilfsgas-Fluss (0 L/mDrying gas-Fluss);
(c) Abstand der Probenspitze von der Korona-Nadel Drying gas-Fluss
(250 L/h Hilfsgas-Fluss).
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Wie in Abbildung 50 zu erkennen ist, wird die hdehdntensitat des Coffein-Signals bei
ausgeschaltetenDrying gas, einem Hilfsgas-Fluss von 250 L/h und einem Abdtater
Probenspitze von der Korona-Nadel von 10 mm ertekdimsichtlich der Reproduzierbarkeit der
Intensitat des Coffein-Signals (Signalhohe im (e gesamte Analysendauer gemittelten
Massenspektrum) wurden bei ausgeschaltddeying gas zufriedenstellende Werte im Bereich
von 2,3-8,3 % RSD (n = 3) erreicht. Bei ein@®rying gas-Fluss von 6,0 L/mindenter point)
bzw. 12,0 L/min wurde nur in Kombination mit eindilfsgas-Fluss von 250 L/h und einem
Abstand von 10 mm der Probenspitze von der KoroadeN eine zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit (6,3 % RSD) erzielt. Bei anddfembinationen war die Reproduzierbarkeit
mit 20,3-43,7 % RSD nicht zufriedenstellend. DigpReluzierbarkeiten der einzelnen Analysen
sind in Tabelle 28 im Anhang zusammengefasst.

Durch das Ausschalten dd3rying gas wird eine Kontamination des Massenspektrometers
riskiert, da beispielsweise partikulare Verunreimgen nicht vom Einlass des
Massenspektrometers wegtransportiert werden. Aasedi Grund wurde der Einfluss eines
geringenDrying gas-Flusses auf die Detektion von Coffein (100 mg/LDithlormethan) bei
einem Hilfsgas-Fluss von 250 L/h und einem Abstded Probenspitze von 10 mm von der
Korona-Nadel untersucht. Verglichen mit ausgesekath Drying gas fuhrt ein Drying gas-
Fluss von 1,3L/min (1,3 L/min ist der minimal®rying gas-Fluss, welchen das
Massenspektrometer regeln kann) zu einer Reduldemintensitdt des Coffein-Signals um
einen Faktor von 1,4 und eiDrying gas-Fluss von 2,0 L/min reduziert die Intensitat des
Coffein-Signals um einen Faktor von 4,5 (vgl. Té&d&9 im Anhang). Um eine Kontamination
des Massenspektrometers zu verhindern, wurde egueIkBon der Signalintensitdt um einen
Faktor von 1,4 akzeptiert und im Folgenden®iging gas-Fluss von 1,3 L/min verwendet.

Im Unterschied zur DIP-APCI-lonenquelle gekoppeltdas Q-TOF-MS gelangt bei der DIP-
APCI-lonenquelle gekoppelt an das lon Trap-MS iigdieveise kein Lésungsmittel in die
lonenquelle, da im Fall des lon Trap-MS keine Rafetdsung zur internen Kalibrierung der
m/z-Achse eingebracht wird. Zum Test, ob durch Loésomtislinfusion eine Erhdéhung der
Empfindlichkeit der Detektion erzielt werden kammrden Methanol, Methanol/Wasser (50/50;
v/v) und Wasser (jeweils 10 pL/min) Gber den Vergéanin die lonenquelle eingebracht und

der Einfluss auf die Detektion von Coffein (100 ingh Dichlormethan) unter optimierten
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Bedingungen der Gasflisse und der Position derelPggitze in der lonenquelle untersucht.
Eine Erh6hung der Empfindlichkeit der Detektion Iispielsweise durch die Infusion von
Wasser und die Bereitstellung einer groReren Mewgesserdampf zur Bildung geladener
Wassercluster denkbar. Neben der Loésungsmitteloriusurde der Einfluss der Temperatur des
Verdampfers (ohne Losungsmittelinfusion) untersucht

Wie bereits im Fall der Kopplung der DIP-APCI-loggrelle beobachtet, fihrt das Beheizen des
Verdampfers zu einer Erhdéhung der Intensitat degekterten Coffein-Signals. Durch
Losungsmittelinfusion konnte keine weitere Steiggruder Intensitat des Coffein-Signals
erreicht werden (vgl. Abbildung 115 im Anhang).

Um auch die Moglichkeit eines Einsatzes der DIP-AR@enquelle gekoppelt an das lon Trap-
MS zur quantitativen Analyse zu demonstrieren, wudile Konzentrationsabhéngigkeit der
Detektion von Coffein unter optimierten Bedingungemersucht. Abbildung 51 zeigt die lineare
Abhangigkeit der Intensitat des Coffein-Signalgy(@ilhohe im tber die gesamte Analysendauer
gemittelten Massenspektrum) von der KonzentratorBereich von 1,0-100 mg Coffein/L. Je
1 pL der Coffein-Losungen in Methanol wurden jeimhead in die Probentiegel injiziert. Die
relativen Standardabweichungen der Dreifachanalgserinzelnen Coffein-Losungen lagen im
Bereich von 1,1-5,9 %.

7_
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5.0x10°
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Abbildung 51: Abhangigkeit der Intensitat des Coff8ignals von der Konzentration (n=3).
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Verglichen mit der Kopplung der DIP-APCI-lonengeelan das Q-TOF-MS liegt bei der
Kopplung der DIP-APCI-lonenquelle an das lon Traf-Min gro3erer linearer Bereich der

Coffein-Detektion vor.

3.3.2 Zerstorungsfreie Analyse von Weichmachern in Gegeténden des taglichen

Gebrauchs

Zur Verbesserung ihrer Flexibilitat, Verarbeitbatkend Elastizitat werden Kunststoffen bei der
Herstellung Weichmacher zugesetzt. Die wichtigskamststoffe, bei denen Weichmacher
eingesetzt werden, sind Polyvinylchlorid (PVC), yratylidenchlorid, Polyvinylbutyral,
Polyvinylacetat und Polyacrylat. Weichmacher in Kistoffen sind nicht kovalent an das
Polymer gebunden und somit aus der Polymermatrittakterbar [261]. Unter den als
Weichmacher eingesetzten Substanzen sind Diester attho-Phthalsdure (Phthalate)
vorherrschend. Daneben werden Ester von Dicarbomsdz.B. Diester der Adipinsdure und
Sebacinsaure) und epoxidierte Pflanzendle (SojadlLeindl) eingesetzt [261].

Aufgrund von gesundheitsschadlichen Effekten deh&tate [262] ist ihre Verwendung in der
Européischen Union reglementiert. Nach Verordnua@)(Nr. 1907/2006 [263] durfen Di(2-
ethylhexyl)phthalat (DEHP), Dibutylphthalat (DBPhdi Benzylbutylphthalat (BBP) nicht in
Konzentrationen von mehr als 0,1 Gewichtsprozerg deichmacherhaltigen Materials in
Spielzeug und Babyartikeln verwendet werden. Emp@vélente Regelung betrifft den Einsatz
von Diisononylphthalat (DINP), Diisodecylphthal@®IDP) und Di-n-octylphthalat (DNOP) in
Spielzeug und Babyartikeln, die von Kindern in ddond genommen werden kdnnen. Die
Verwendung von Weichmachern und anderen Zusatestdféi Materialien und Gegenstanden
aus Kunststoff, die dazu bestimmt sind, mit Lebdttein in Beriihrung zu kommen, ist in
Verordnung (EU) Nr. 10/2011 [264] geregelt. Von d&mhalaten dirfen DEHP und DBP nur
als Weichmacher in Mehrwegmaterialen und -gegedsténdie mit fettfreien Lebensmitteln in
Berihrung kommen, eingesetzt werden. BBP, DINP DtidP durfen als Weichmacher in
Mehrwegmaterialien und -gegenstinden, sowie alschi®cher in Einwegmaterialien und
-gegenstanden, die mit fettfreien LebensmittelB@ntihrung kommen, aul3er Sauglingsanfangs-
nahrung und Folgenahrung sowie Getreidebeikost amdere Beikost fur Sauglinge und
Kleinkinder, verwendet werden. Andere Weichmachkds, Acetyltributylcitrat (ATBC), Di(2-
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ethylhexyl)adipat (DEHA), Dibutylsebacat (DBS) ubh@-Cyclohexandicarbonsaurediisononyl-
ester (DINCH), durfen generell eingesetzt werden.

Die Bestimmung von Weichmachern in Kunststofferolgtf Gblicherweise nach Extraktion
mittels ~ Gaschromatographie (GC) mit Flammenionsetiletektion (FID) oder
massenspektrometrischer Detektion [262,265-267}. Beastimmung von Weichmachern in
Medizinprodukten wurde auch eine direkte Thermoge#sm mit anschlielender GC-MS
Analyse eingesetzt [268]. In der Literatur sindsebiedene Ansatze zur Probenvorbereitung flr
die GC-FID oder GC-MS Bestimmung von Weichmacherranderen Matrices beschrieben.
Phthalate wurden mittels Flissig-Flissig-Extraktemws Speichelsimulanz [269] bzw. mittels
FestphasenextraktionSdlid-phase extraction, SPE) aus Milch [270] extrahiertolid-phase
microextraction [271] und stir bar sorptive extraction [272] wurden zur Extraktion von
Phthalaten aus menschlichem Serum bzw. aus in itmisiseuteln aus PVC enthaltenen
Flissigkeiten eingesetzt. Neben der GC fanden alieh LC-MS und die MALDI-MS
Anwendung zur Bestimmung von Phthalaten. Die LCIMIS/wurde zur Bestimmung von
DEHP-Metaboliten in Urin [273] und die MALDI-TOF-M&ur Identifizierung verschiedener
Weichmacher in PVC [274] verwendet.

Verschiedene Methoden der ambienten Massenspektiemeurden ebenfalls bereits zur
Bestimmung von Weichmachern, hauptséchlich von datibn, eingesetzt. Phthalate wurden
mittels DART-MS qualitativ in Spielzeug aus PVC 113in verschiedenen PVC-Proben [275]
und in Lebensmitteln und Nahrungsergdnzungsmifd6] analysiert. Des Weiteren wurde die
DART-MS zur Identifizierung von Zusatzen, unter areim von Phthalaten und anderen
Weichmachern, in PVC-Deckeldichtungen von Schraigegh [130] und in Lebensmittel-
verpackungen [128] eingesetzt. DEHP wurde ferner ialerner Standard zur Bestimmung
akkuratermyz-Verhaltnisse wéahrend der Analyse des Stabilisaigyafos 168 in Polyethylen
mittels DART-MS verwendet [277]. Abgesehen von @BRT-MS wurde Diethylphthalat
mittels EESI-MS in Parfum detektiert [84], DEHP ubB@P wurden mittels FA-APGD-MS in
PVC-basierten Lebensmittelverpackungen nachgewigk@®], DEHP wurde bei der Analyse
brasilianischer Fahrzeugpapiere mittels EASI-MS] [u6d DEHP sowie DEHA wahrend der

Analyse verschiedener Kontaminanten in Lebensmittéttels PSI-MS [91] detektiert.
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3.3.2.1 Untersuchung der Fragmentierung von Weichmacher-Stadards mittels DIP-
APCI-MS"

Um eine Identifizierung von Phthalaten und andaMichmachern in Kunststoffgegenstanden
des taglichen Gebrauchs zu ermdglichen, wurden chshdStandardlésungen der Phthalate
DEHP, DBP, BBP, DINP und DNOP sowie der WeichmaddEHA, ATBC und DBS mittels
DIP-APCI-MS und DIP-APCI-M8 analysiert und das Fragmentierungsverhalten der
Weichmacher bei CID untersucht. Bei der DIP-APCI-®isalyse aller Weichmacher wurde das
protonierte Molekiil [M + H]*) des jeweiligen Weichmachers detektiert. Zur Usuehung des
Fragmentierungsverhaltens wurden MS/MS-Experimdat¢M + H]*-lonen der Weichmacher
sowie MS-Experimente der Fragmente mit der héchsten In&ndurchgefiihrt. Abbildung 52
zeigt beispielhaft das Chronogramm der DIP-APCI-MBalyse von DEHP sowie das

entsprechende Massenspektrum.
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Abbildung 52: DIP-APCI-MS Analyse von DEHP; (a) Ghogramme; schwarz: EIC von
m/z391,3 (DEHP); rot: EIC vonm/z149,0 (Fragment von DEHP);
(b) Massenspektrum gemittelt Gber die gesamte Aealyauer.

Wie in Abbildung 52 zu erkennen ist, kommt es wabrder DIP-APCI-MS Analyse von DEHP
zur Fragmentierung dd#/ + H]*-lons in der Quelle und zur Bildung voniz 149.m/z 391 und
m/z 149 zeigen einen identischen Verlauf des Intetssitéstiegs mit dem Temperaturprogramm.
Die uUbrigen analysierten Weichmacher unterliegerhresdd der DIP-APCI-MS Analyse
ebenfalls, in unterschiedlichen Ausmalien, einegrRemtierung in der Quelle. Dies ist in
Tabelle 8 zu erkennen, welche die bei der DIP-ARISI-Analyse der Weichmacher detektierten

m/z-Signale und ihre relativen Intensitaten angibt.
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Tabelle 8: Waéhrend der DIP-APCI-MS Analyse der Weacher detektiertevz-Signale
und ihre relativen Intensitaten im uber die gesafAmalysendauer gemittelten
Massenspektrum.

Weichmacher m/zdes[M + H]* Detektiertemv/z-Signale (relative Intensitaten in Klammern)

DEHP 391.3 391.2 (100), 149.0 (7)
DBP 279.2 279.0 (100), 205.0 (25), 148.9 (37)

BBP 313.1 313.1 (100), 205.0 (18), 149.0 (19), 414

DINP 419.3 419.3 (100), 149.0 (6), 433.3 (41)

DNOP 391.3 391.2 (100), 149.0 (9)

DEHA 371.3 371.2 (100), 259.1 (4)

ATBC 403.2 403.2 (4), 343.1 (100), 269.0 (18), P1@), 156.9 (3)
DBS 315.2 315.2 (100), 259.1 (7)

Abbildung 53 zeigt beispielhaft die MassenspekttenDIP-APCI-MS Analyse von DEHP. Im
MS/MS-Experiment fragmentiert dagM + H]*-lon von DEHP {vz391) durch CID zu
Verbindungen mit demvz-Verhaltnissen 279, 261, 167, 149 und 113 (vgl. idbing 53a). Im
MS>-Experiment fragmentiert das gebildete Fragment miit279 wiederum zuwz 167 und
m/z 149 (vgl. Abbildung 53b) und das gebildete Fragnmait m/z 167 fragmentiert zuv/z 149
(vgl. Abbildung 53c). Mz149 wird bei der gewdahlten Reaktionsamplitude tiakeiter
fragmentiert (vgl. Abbildung 53d).
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Abbildung 53: Massenspektren der DIP-APCI-M8nalyse von DEHP; (a) MS/MS von
m/'z391; (b) M$ von m/'z391 — mMz279; (c) MS von m/z391 — m/z 167;
(d) MS® vonm/z 391— m/z 149.

Tabelle 9 stellt die wéahrend der DIP-APCI-MS/MS ubtP-APCI-MS? Analyse der Phthalate
detektierten Fragmente und ihre relativen Intetesitdélar. Die entsprechenden Massenspektren
der DIP-APCI-MS Analyse der Phthalate, abgesehen von DEHP, sindbbildung 116 bis
Abbildung 119 im Anhang zu finden.
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Tabelle 9:

Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-ARGS® Analyse der Phthalate
detektiertawvz-Signale der Fragmente und ihre relativen Intetesita

Weichmacher rlir’]rlzc?fr}:,ors Detektiertemy/z-Signale (relative Intensitaten in Klammern)
DEHP 391.3 113.1 (7), 148.9 (100), 167.0 (26), 246), 279.0 (41)
391.3— 279.0 148.9 (73), 166.9 (100)
391.3— 167.0 148.9 (100)
391.3— 149.0 148.9 (100)
DBP 279.2 148.9 (50), 204.9 (100)
279.2— 205.0 148.9 (100)
279.2— 149.0 148.9 (100)
BBP 313.1 91.0 (20), 149.0 (100), 205.0 (99), 238)9
313.1—- 205.0 148.9(100)
313.1—> 149.0  148.9 (100)
DINP 419.3 127.1 (67), 149.0 (47), 167.0 (6), 27&@0), 293.1 (58)
419.3—293.1  85.1 (4), 127.0 (11), 149.0 (100), 166.9,(245.0 (5)
419.3— 275.0 85.1(32), 127.0 (100), 149.0 (30)
419.3— 149.0 149.0 (100)
419.3— 127.1  57.1(15), 71.1 (85), 85.1 (100)
DNOP 391.3 149.0 (100), 261.0 (35)
391.3— 261.0  149.0 (100)
391.3— 149.0  149.0 (100)

Die in den MS/MS-Experimenten der Phthalate detelen Fragmente stimmen mit dem in der

Literatur beschriebenen Fragmentierungsmuster tiénaRte Uberein [131,269,274,278]. Die
Produkte der bei der DIP-APCI-MS Analyse beobaehmtdtragmentierungen déM + H]*-
lonen in der Quelle (vgl. Tabelle 8) treten auch Alagmente der CID auf. Abbildung 54 zeigt

mogliche Fragmentierungswege von DEHP und den ébrignalysierten Phthalaten. Die

gezeigten Fragmentierungswege erklaren die in d&iM@-Experimenterund, bis auf die

Fragmentierung des HEragments von DINPn§/z 127), welche hier nicht betrachtet wird, auch

die in den M&Experimenten detektierten Fragmente. Die vorgesghien Fragmentierungs-

wege laufen bei der Fragmentierung der Phthalatenterschiedlichem Ausmal ab und nicht
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alle mdglichen Fragmente werden tatsachlich benalhthalaten gebildet (vgl. Tabelle 9). Zu
beachten isomeren Phthalate DEHP DINDP ein unterschiedliches

Fragmentierungsverhalten zeigen und somit anhamér iMS/MS- und M$&Spektren

ist, dass die

unterschieden werden kénnen.

— o -
° DEHP:m/z 391; R=R,=CH,CH(CH,CH;)CH,CH,CH,CH,
T DBP:m/z 279; R=R,=CH,(CH,),CH,
+H | BBP:mz313; R=CH,CHs; R,=CH,(CH,),CH,
RN DINP: mz419; R=R,=is0-C,H,o
2 DNOP:m/z 391; R=R,=CH,(CH,).CH,
(0]
-[R-H]
-ROH
— o — 5
DEHP:mz 279 . o .
o/R1 DBP:m/z223 DEH.P.m/z 261 DEH.P.ITVZ 113
+H BBP:m/z223 /257 —R DBP:m/z 205 DBP: m/z57
DNOP:m/z 279 DINP: m/z 275 DINP: mz127
o 0 DNOP:m/z261 DNOP:m/z113
- [R-H]l - [R-H]l
Q 0
OH
+H _> O +H
OH -H,0
o) m'z 167 o) m/z 149

Abbildung 54: Madgliche Fragmentierungswege der Rlatie.

Wahrend der DIP-APCI-MS Analyse von DINP tritt édignal mitm/z 433 auf (vgl. Tabelle 8
und Abbildung 118 im Anhang), dessen Herkunft zstacnklar ist. Eine mogliche Erklarung
fur das Auftreten dieses Signals kdnnte eine Veinigung des DINP-Standards mit einem
Phthalat sein, welches an einer Seitenkette eigétzliche CH-Gruppe tragt. Die MS/MS-
Analyse vonm/z 433 unterstlitzt diese Erklarung. Zusatzlich zu Beagmenten, welche durch
CID von DINP entstehenn{z 127, m/z 149, m/z 167, m/z 275 und m/z 293), fragmentiert
Mz 433 zum/z 141, mz 289 undmy/z 307 (vgl. Abbildung 120 im Anhang). Diese zusatzli
gebildeten Fragmente lassen sich durch ein Phthalainer zusatzlichen GHGruppe an einer

Seitenkette erklaren. Zur Absicherung dieser Edklgrflir das Auftreten vomvz 433 wurde der
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DINP-Standard auch mittels hochauflésender ESI-M&8ysiert. Hierbei wurde DINP in Form
des[M + H]"-lons und de$M + Na]*-lons detektiert. Zusatzlich traten Signale aufedenz-
Verhaltnisse deriM + H]*-lon und den{M + Na]*-lon eines Phthalates mit einer zusatzlichen
CHx-Gruppe an einer Seitenkette entsprechen (vgl.ldbbg 121 im Anhang).

Die wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-APCI-MS? Ayse von DEHA, ATBC und DBS
detektierten Fragmente und ihre relativen Intetesit&ind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die
entsprechenden Massenspektren der DIP-APCl-M8alyse dieser Weichmacher sind in
Abbildung 122 bis Abbildung 124 im Anhang zu finden
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Tabelle 10:

Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-ARES$® Analyse von DEHA,
ATBC und DBS detektiertawWz-Signale der Fragmente und ihre relativen

Intensitaten.

Weichmacher

m/z des
Precursors

Detektiertemyz-Signale (relative Intensitaten in Klammern)

DEHA

ATBC

DBS

371.3

371.3— 259.1
371.3— 241.0
371.3— 147.0
371.3— 129.0
371.3— 111.0
403.2

403.2— 361.1
403.2— 329.1

403.2— 273.0
403.2— 217.0
403.2— 213.0
315.2

315.2— 259.0
315.2— 203.1
315.2— 185.1

111.0 (39), 129.0 (100), 147.0 (66),.24B4)
259.1 (90), 355.0 (3)

111.0 (20), 129.0 (89), 147.0 (100), 2430) (
111.0 (31), 129.0 (100), 147.0 (6)

129.0 (100)

101.0 (14), 111.0 (100)

83.0 (100)

157.0 (12), 213.0 (16), 217.0 (20), P739), 329.1 (100),
361.1 (19)

129.0 (9), 185.0 (59), 259.0 (100)

129.0 (21), 138.9 (18), 156.9 (73), 185.0 (22),.2133),
216.9 (100), 259.1 (12), 269.0 (16), 273.0 (84)

129.0 (18), 156.9 (35), 185.0 (20), 213%),(216.9 (100)
129.0 (100), 138.9 (22), 156.9 (98)

139.0 (16), 156.9 (100)

185.1 (37), 203.1 (38), 259.1 (100)

185.1 (12), 203.1 (10), 259.1 (100)

185.1 (100), 203.1 (83)

121.1 (60), 139.1 (100), 149.0 (26)

Die im MS/MS-Experiment von DEHA detektierten Fragme wurden bereits in der Literatur
beschrieben [274]. Abbildung 55 zeigt mégliche Fnagtierungswege von DEHA, die die im

MS/MS-Experiment und zum Teil auch die im f4Sxperiment detektierten Fragmente erklaren.
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Abbildung 55: Mdbgliche Fragmentierungswege von DEHA

Im MS/MS-Experiment von ATBC entstehen Fragmente,sich durch Fragmentierungswege
ahnlich der Fragmentierungswege der Phthalate umkdd BDEHA erklaren lassen. Diese
moglichen Fragmentierungswege sind in Abbildunggg&eigt. Sie erklaren die im MS/MS-
Experiment und teilweise auch die im f4Sxperiment detektierten Fragmente. Alle im MS/MS-
Experiment von ATBC detektierten Fragmente sindyemeweiteren, hier nicht detektierten
Fragmenten von ATBC, in der Literatur beschrieb265], die Fragmentierungswege wurden
jedoch nicht erlautert.
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Abbildung 56: Mobgliche Fragmentierungswege von ATBC

DBS, ein Diester der Sebacinsaure, ist struktwgehir dhnlich zu DEHA, einem Diester der
Adipinsaure. Aus diesem Grund ist ein ahnlichesgfentierungsverhalten dieser beiden
Weichmacher zu erwarten. Die im MS/MS-Experimem @BS detektierten Fragmente lassen
sich durch Fragmentierungswege analog zu den Fraiggnengswegen von DEHA erklaren.
Diese mdglichen Fragmentierungswege von DBS enkldre im MS/MS-Experiment und zum

Teil die im MS-Experiment gebildeten Fragmente und sind in Ahbilgi57 dargestellt.
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Abbildung 57: Mégliche Fragmentierungswege von DBS.

Wie bereits im Fall der Phthalate beobachtet, trelie wéhrend der DIP-APCI-MS Analyse von
DEHA und DBS in der Quelle gebildeten Fragmentehaurc den entsprechenden MS/MS-
Experimenten auf. In der DIP-APCI-MS Analyse voiiBC hingegen treten Signale mit den
m/z-Verhaltnissen 343 und 269 auf (vgl. Tabelle 8 énbildung 123 im Anhang), welche im
MS/MS-Experiment von ATBC nicht entstehen. Im MSH#Speriment fragmentiertyz 343 zu
m/z 269, m/z213 und m/z217 (vgl. Abbildung 125a im Anhang). Ausvz 269 werden
Fragmente mit demv/z-Verhéltnissen 213 und 157 gebildet (vgl. Abbildui#phb im Anhang).
Diese Fragmente treten auch im MS/MS-Experiment[deg H]*-lons von ATBC auf, was
zeigt, dasswz 343 undnm/z 269 mit ATBC zusammenhangen. Zur Klarung der lit&#nton
m/z 343 undm/z 269 wurde der ATBC-Standard mittels hochaufloserte®l-MS analysiert.
Hier konntennvz 343 undm/z 269 nicht nachgewiesen werden, es wurden lediglah[M +
H]*-lon und das[M + Na]*-lon von ATBC sowie einige Fragmente, die auch de&i DIP-
APCI-MS" Analyse von ATBC gebildet wurden, detektiert (vBbbildung 126 im Anhang).
Eine mogliche Erklarung fur die Detektion van'z 343 undm/z 269 in der DIP-APCI-MS
Analyse von ATBC ware, dass eine thermische Degiadaon ATBC in der lonenquelle zu

anderen Fragmenten fihrt, als die FragmentierunchddID.
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3.3.2.2 Zerstorungsfreier Nachweis von Weichmachern in Gegestédnden des taglichen

Gebrauchs

Zur Untersuchung, ob es mdglich ist, durch dirdkte-APCI-MS und DIP-APCI-MS Analyse
von Kunststoffen in den Kunststoffen enthaltene dNeiacher zu detektieren und zu
identifizieren, wurden Spielzeuge, Materialien, digzu bestimmt sind mit Lebensmitteln in
Bertuhrung zu kommen und andere Bedarfsgegenstaradgseert. Die Probentiegel wurden zur
Analyse der Kunststoffe lediglich Gber die Obeffiés der verschiedenen Proben gerieben und
das anhaftende Material analysiert. Somit handelsieh bei der DIP-APCI-MS Analyse der
Kunststoffe um eine zerstérungsfreie Analyse. Baials zerstdorungsfrei bezeichneten DART-
MS Analyse von Phthalaten in Spielzeugen aus P\BZ][@ibt es Limitierungen hinsichtlich der
Zerstorungsfreiheit. Wurde eine Helium-Temperatan 200 °C verwendet, so konnten keine
Schaden an den Spielzeugproben beobachtet werdien.V&wendung hoéherer Helium-
Temperaturen, welche die Empfindlichkeit der Deatektder Phthalate erhdhen, fihrte zur
teilweisen Zersetzung der Spielzeugproben. EindeweeiLimitierung besteht in der GroRe der
Proben, die in die DART-lonenquelle eingebrachtdeerkdnnen [131].

Alle Kunststoffproben wurden zunachst mittels DIP-MS analysiert. Bei Detektion eines
m/z-Signals, bei welchem es sich um das protoniertéekid (M + H]*) eines Weichmachers
handeln kdnnte, wurden zur Bestatigung der Idenit&/MS-Experimente diesas/z-Signals
und MS-Experimente der Fragmente mit der hochsten Int&ndurchgefiithrt. Im Folgenden
wird nur auf die Analyse der Kunststoffproben em@egen, in denen Weichmacher
nachgewiesen wurden.

Die Massenspektren der DIP-APCI-MS Analyse der kstoffproben, bei denem/z-Signale
detektiert wurden, die sich auf das VorhandensemWeichmachern zurickfuhren lassen, sind
in Abbildung 58 dargestellt.
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Abbildung 58: Massenspektren (gemittelt Gber digagate Analysendauer) der DIP-APCI-MS
Analyse der Kunststoffproben; (a) Laborhandschu\auayl; (b) Verpackungs-
folie fur Kase; (c) Deckeldichtung eines Schraubgtamit Pesto; (d) Badeente;
(e) Pflanzenbinder.

Auf der Verpackung der analysierten Laborhandschauee Vinyl war angegeben, dass diese
DINP enthalten. Im Massenspektrum der DIP-APCI-M8alikse des Laborhandschuhs aus
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Vinyl (Abbildung 58a) ist ein Signal mitVz 419 zu erkennen, welches auf das+ H]*-lon
von DINP zurtckzufiihren sein konnte. Tabelle 11gtzadie in den MS/MS- und MS3-
Experimenten diesesVz-Signals detektierten Fragmente und ihre relatilrgensitaten. Die

entsprechenden Massenspektren sind in AbbildungriZ¥hhang zu finden.

Tabelle 11: Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-ARM$® Analyse des
Laborhandschuhs aus Vinyl detektien#z-Signale der Fragmente und ihre
relativen Intensitaten.

'z des Detektiertey/z-Signale (relative Intensitaten in Klammern)  Weictuiner
Precursors

419.3 127.0 (58), 148.9 (71), 167.0 (5), 274.9 {1203.1 (53)

419.3— 293.1  127.0 (10), 148.9 (100), 166.9 (20), 275)0 ( DINP

419.3— 275.0  85.1 (35), 127.0 (100), 148.9 (80)

Die MS/MS- und MS3-Experimente van'z 419 bestatigen die Detektion von DINP bei direkter
DIP-APCI-MS' Analyse des Laborhandschuhs aus Vinyl. Die durkfh ¥n m/z 419 aus dem
Laborhandschuh aus Vinyl gebildeten Fragmente séimmit den durch CID des DINP-
Standards gebildeten Fragmenten Uberein, wenngl&aiht unterschiedliche Intensitats-
verhaltnisse vorliegen.

In der DIP-APCI-MS Analyse der Verpackungsfolie Kise (Abbildung 58b) treten Signale mit
m/z371 und m/z403 auf. Diese konnten auf die Weichmacher DEHAw.bATBC
zurlckzufuhren sein. Tabelle 12 zeigt die in denWMS und MS3-Experimenten vam/z 371
und mM/z403 detektierten Fragmente und ihre relativen nsitdten. Die entsprechenden
Massenspektren sind in Abbildung 128 bzw. Abbilda2§ im Anhang dargstellt.
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Tabelle 12: Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-AR@$® Analyse der
Verpackungsfolie fur Kase detektierte/z-Signale der Fragmente und ihre
relativen Intensitaten.

m/z des . : . e .

P Detektiertemyz-Signale (relative Intensitaten in Klammern)  Weictainer

recursors

371.3 111.0 (38), 129.0 (100), 147.0 (59), 241.0 (330.2586),

' 355.0 (49)

371.3—259.1 111.0(19), 129.0 (93), 147.0 (100), 2434 (

371.3— 241.0 111.0(28),129.0 (100) DEHA

371.3— 147.0 129.0 (100)

371.3—129.0 101.0(14), 111.0 (100)

371.3— 111.0 83.0(100)

403.2 157.0 (10), 213.0 (17), 217.0 (21), 273.0 (42),.32200),

' 361.2 (19)

403.2— 361.1  129.0 (7), 185.0 (56), 259.1 (100)

129.0 (13), 139.0 (18), 157.0 (64), 185.0 (19),.2X31),

403.2—329.1 517 0(100), 259.1 (12), 269.1 (19), 273.0 (81) ATBC

403.2— 273.0  129.0 (15), 157.0 (33), 185.0 (18), 21310,(217.0 (100)

403.2— 217.0  129.0 (91), 139.0 (23), 157.0 (100)

403.2— 213.0  139.0 (17), 157.0 (100)

Die MS/MS- und MS3-Experimente vom/z371 bzw. m/z403 bestatigen, dass die

Verpackungsfolie fur Kase die Weichmacher DEHA WIEBC enthalt. Die durch CID von
m/z 371 bzw.m/z 403 aus der Verpackungsfolie gebildeten Fragmstitemen mit den durch
CID des DEHA- bzw. ATBC-Standards gebildeten Fragiae tberein und die gebildeten
Fragmente treten in sehr &hnlichen Intensitats\aibgen auf.

Im MS/MS-Experiment vomyz 371 aus der Verpackungsfolie fur Kase (vgl. Tab&R) tritt ein
Signal mitm/z 355 auf, dessen relative Intensitéat sehr starkdemim MS/MS-Experiment des
DEHA-Standards (vgl. Tabelle 10) detektierten retat Intensitat des entsprechenden Signals
abweicht. Dies lasst sich darauf zurtckfuhren, dag$855 kein Fragment von DEHA, sondern
eines Hintergrundsignals nmivz 371,0, darstellt. Dass es sich b#t 355 nicht um ein Fragment
von DEHA handeln kann, wurde im MS3-Experiment d#&as/z-Signals gezeigt. Hier trat bei
Analyse der Kase kein Anstier

Verpackungsfolie fur Signalintensitat mit dem
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Temperaturprogramm der Schubstange auf. Wie bdbeitsler Bestimmung von Cumarin in
Getranken mit Waldmeistergeschmack (Kapitel 3.2,3Wft die temperaturprogrammierte
Verdampfung der Proben bei der DIP-APCI-MS Analgseh hier, Fehlinterpretationen der
Analysendaten zu vermeiden.

Wahrend der DIP-APCI-MS Analyse der Deckeldichtuemes Schraubglases mit Pesto
(Abbildung 58c) wurden Signale mitvVz315 und m/z403 detektiert, welche von den
Weichmachern DBS und ATBC stammen konnten. TalEldasst die in den MS/MS- und
MS3-Experimenten vonmy/z 315 und m/z403 detektierten Fragmente und ihre relativen
Intensitdten zusammen. Die entsprechenden Masdérapesind in Abbildung 130 bzw.
Abbildung 131 im Anhang dargestellt.

Tabelle 13: Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-AR@$® Analyse der
Deckeldichtung eines Schraubglases mit Pesto detiekim/z-Signale der
Fragmente und ihre relativen Intensitaten.

m'z des Detektiertemyz-Signale (relative Intensitaten in Klammern)  Weictainer
Precursors
315.2 185.0 (40), 203.0 (34), 259.1 (100)

315.2— 259.1  185.1 (13), 203.0 (9), 259.1 (100)
315.2— 203.0  185.0 (100), 203.0 (68)
315.2— 185.0  121.1 (62), 139.1 (100), 149.0 (29)

156.9 (10), 213.0 (17), 217.0 (20), 273.0 (38),.32200),
361.1 (18)

403.2— 361.1  129.0 (6), 185.0 (50), 259.0 (100)

129.0 (14), 138.9 (20), 156.9 (71), 185.0 (25),.2131),
216.9 (100), 259.1 (13), 269.0 (18), 273.0 (85) ATBC

403.2— 273.0  129.0 (14), 157.0 (33), 185.0 (17), 213%),(217.0 (100)
403.2— 217.0  129.0 (91), 138.9 (22), 156.9 (100)
403.2—213.0  138.9 (17), 156.9 (100)

DBS

403.3

403.2— 329.1

Die durch CID vonm/z 315 bzw.m/z 403 aus der Deckeldichtung des SchraubglasesestbP
gebildeten Fragmente stimmen mit den durch CIDRBS- bzw. ATBC-Standards gebildeten

Fragmenten Uberein. Die Intensitatsverhaltnissegdéildeten Fragmente sind bei Analyse der
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Deckeldichtung und bei Analyse der DBS- bzw. ATB@slards sehr ahnlich. Die MS/MS-
und MS3-Experimente vorz 315 undm/z 403 aus der Deckeldichtung des Schraubglases mit
Pesto bestdtigen somit, dass dies&-Signale von den Weichmachern DBS und ATBC
stammen. Neben dem/z-Signalen von DBS und ATBC sind im Massenspektruen BIP-
APCI-MS Analyse der Deckeldichtung des Schraubglasie Pesto (Abbildung 58c¢) Signale mit
m/z 282 undm/z 338 zu erkennen. Diese lassen sich hdchstwahrddheiauf Oleamid und
Erucamid zurlckfihren, welche in Deckeldichtungén $chraubgléaser haufig als Gleitmittel
eingesetzt werden [266,267].

In den untersuchten, fir den Kontakt mir Lebengimnttvorgesehenen Kunststoffmaterialien
(Verpackungsfolie fur Kase und Deckeldichtung eiSshraubglases mit Pesto) wurden die
Weichmacher DEHA, ATBC und DBS nachgewiesen. Naehnoxtnung (EU) Nr. 10/2011 ist
der Zusatz dieser Weichmacher zu Einwegmaterialiehche mit fetthaltigen Lebensmitteln in
Bertuhrung kommen, zul&ssig.

Die DIP-APCI-MS Analyse einer Badeente (Abbildurgdp zeigte ein Signal hoher Intensitéat
mit m/z425. Diesesn/z-Signal kdnnte auf den Weichmacher DINCH zurlckbhuodia sein.
Tabelle 14 zeigt die in den MS/MS- und MS3-Experites vonn/z 425 detektierten Fragmente
und ihre relativen Intensitaten. Die entsprechendassenspektren sind in Abbildung 132 im

Anhang zu finden.

Tabelle 14: Wiahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-ARGS® Analyse der Badeente
detektiertawvz-Signale der Fragmente und ihre relativen Intetesita

mz des Detektiertemy/z-Signale (relative Intensitaten in Klammern)  Weictuiner
Precursors
425.3 127.0 (17), 155.0 (45), 281.1 (100), 299)1 (5

425.3—281.1  85.1 (14), 109.0 (8), 127.0 (44), 155.0 [100
425.3— 155.0  81.1 (14), 109.0 (100), 127.0 (60)
4253—127.0 71.1(52), 85.1 (61), 109.0 (100)

DINCH

Die Analyse eines DINCH-Standards zur Bestétigueg dientitat vonm/z425 war nicht
moglich, da kein DINCH-Standard verfugbar war. Bdien in den MS/MS- und MS3-

Experimenten vomvz 425 aus der Badeente detektierten Fragmenten hasdgich jedoch um
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in der Literatur beschriebene Fragmenten von DIN@EbB]. Zudem &ahnelt die Struktur von
DINCH sehr der Struktur der Phthalate, sodass @micgnhes Fragmentierungsverhalten zu
erwarten ist. Abbildung 59 zeigt mégliche, analagden Fragmentierungswegen der Phthalate
ablaufende, Fragmentierungswege von DINCH, weldbeérd MS/MS- und zum Teil auch die
im MS3-Experiment vorm/z 425 aus der Badeente gebildeten Fragmente erkl&emit ist
davon auszugehen, dass die untersuchte BadeenWalenhmacher DINCH enthalt. Der Zusatz

von DINCH zu Spielzeugen ist in der Europaischemobmicht reglementiert.

0
CoH
o oH19
+H
0
\CQH19
5 Mz 425
- C9H18
- C4H,(OH
Q (o]
CoH CoH1y
o " ] mz 127
+ +O—CgH
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Abbildung 59: Mdbgliche Fragmentierungswege von DENC

In der DIP-APCI-MS Analyse eines Pflanzenbinderblgi#dung 58e) tritt ein Signal mit/z 391

auf, das auf die isomeren Phthalate DEHP oder DR@Eckzuflhren sein kdnnte. Die in den
MS/MS- und MS3-Experimenten diesegz-Signals detektierten Fragmente und ihre relativen
Intensitaten sind in Tabelle 15 zusammengefasd. ddisprechenden Massenspektren sind in
Abbildung 133 im Anhang dargestellt.
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Tabelle 15: Wahrend der DIP-APCI-MS/MS und DIP-AR@$® Analyse des
Pflanzenbinders detektiertevz-Signale der Fragmente und ihre relativen
Intensitaten.

rFr)w/z des Detektiertemy/z-Signale (relative Intensitaten in Klammern)  Weictuiner
recursors
391.3 113.0 (7), 148.9 (100), 167.0 (27), 260.9289.0 (39)

391.3— 279.0  149.0 (75), 166.9 (100)
391.3— 167.0  148.9 (100)
391.3— 149.0  148.9 (100)

DEHP

Die MS/MS- und MS3-Experimente vam/z 391 aus dem Pflanzenbinder zeigen, dass dieses
m/z-Signal auf DEHP zuriickzufiihren ist. Die durch Gién nvVz 391 aus dem Pflanzenbinder
gebildeten Fragmente stimmen mit den durch CIDDRIEEIP-Standards gebildeten Fragmenten
Uberein und die gebildeten Fragmente treten in &bhlichen Intensitatsverhaltnissen auf. Bei
den analysierten Pflanzenbindern handelte es sioch grine Kunststofffrosche. Nach
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 ist der Einsatz voEHP als Weichmacher in Spielzeug
verboten. Um eine Verwechslung der PflanzenbindérSpielzeug zu verhindern, trugen diese
den Hinweis ,ACHTUNG! Dieses Produkt ist kein Sgmlig - Nur zur Dekoration!”.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Untersuchurgggen, dass die DIP-APCI-lonenquelle
einen schnellen und zerstérungsfreien Nachweis worKunststoffmaterialien enthaltenen
Weichmachern ermoglicht. Die Kopplung der DIP-ARGtenquelle an ein lon Trap-
Massenspektrometer erlaubt ebenfalls die Diffeemng der isomeren Phthalate DEHP und
DNOP, was ohne Vortrennung aussschlie3lich anhasd Ftagmentierungsmusters erfolgen

kann.

3.3.3 Analyse von Capsaicinoiden in Chili-Produkten

Das vorliegende Kapitel sowie die folgenden zwepika (Kapitel 3.3.4 und 3.3.5) dieser Arbeit
beinhalten Ergebnisse aus der Bachelorarbeit ,Batamd Limitierungen der DIP-APCI-MS*
von REIN [279].

Chilis sind Pflanzen der Gattun@apsicum innerhalb der Familie defolanaceae, welche

aufgrund ihrer Schéarfe sowie ihres Aromas und Geschs eine groRe Bedeutung als
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Lebensmittelzutat haben [280]. Verantwortlich fiie &charfe von Chilis sind Capsaicinoide,
unter denen Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Noudtibgapsaicin vorherrschen [280-282].
Tabelle 16 zeigt die Strukturformeln der in Chibriierrschenden Capsaicinoide und gibt die
m/z-Verhaltnisse defM + H]*-lonen an. Die gezeigten Capsaicinoide sollten elsitDIP-
APCI-lon Trap-MS direkt in verschiedenen Chilis u@thili-haltigen Zubereitungen nachge-
wiesen und ihre Identitat Gber MS/MS-Experimentstékggt werden.

Tabelle 16: Capsaicinoide in Chili.

Capsaicinoid theoretischegvz
Capsaicin (GgH27NO3)

Ho [M + H]*:
\O H\H/\/\/\)\ m/z 306,2
o

Dihydrocapsaicin (¢H29NOs3)

"o [M + H]*:
~o H\H/\/\/\)\ m/z 308,2
(0]

Nordihydrocapsaicin (GH27NO3)

"o [M + H]*:
- HM m/z 294,2
0]

Zur Untersuchung des Fragmentierungsverhaltengeisgigten Capsaicinoide wurde zunachst
eine Standardmischung der Capsaicinoide (65 % @aps&80 % Dihydrocapsaicin und 5 %
Nordihydrocapsaicin) mittels DIP-APCI-lon Trap-M&di-MS/MS analysiert. Der prozentuale
Anteil der einzelnen Capsaicinoide an der CapsaidiStandardmischung entspricht einer
typischerweise in Chili vorkommenden Capsaicinogg@umensetzung.

Abbildung 60 zeigt das Massenspektrum (gemittedrithe gesamte Analysendauer) der DIP-
APCI-MS Analyse der Standardmischung der Capsam&@u erkennen ist hier die Detektion
der [M + H]"-lonen von Capsaicinn{z 306), Dihydrocapsaicinn§z 308) und Nordihydro-
capsaicin ifVz 294). Des Weiteren treten Signale mit defz-Verhaltnissen 137 und 172 auf,
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wobei sichnm/z 137, wie im Folgenden néher erlautert, auf eingfrent der Capsaicinoide
zuruckfihren lasst.

7 _
_ 300 306.2
12
S 308.2
S  2.0x10" /
T .
‘n
S  1.0x10" 2042
"E .
= 13‘7'0 172.1 N
0.0 T A ll T . l e U
100 200 300

m/z

Abbildung 60: Massenspektrum (gemittelt tGiber disagate Analysendauer) der DIP-APCI-MS
Analyse der Standardmischung der Capsaicinoide.

In Abbildung 61 ist das Massenspektrum der DIP-AMS/MS Analyse von Capsaicin aus der
Standardmischung der Capsaicinoide dargestellMBAiMS-Experiment fragmentiert Capsaicin
(m/z306) durch CID zu Fragmenten mit dawiz-Verhaltnissen 137, 153, 170 und 182. Die
detektierten Fragmente des Capsaicins sind alteirLiteratur beschrieben. Sie wurden bereits
bei Analysen mittels ESI-MS/MS [282] sowie APCI-M&3 [281] nachgewiesen. Abbildung 62
zeigt mogliche Fragmentierungswege des Capsaioiash([281,282]), die die Entstehung der
detektierten Fragmente erklaren. Bei dem Fragmeénti@m nm/z-Verhaltnis 137 handelt es sich
um das charakteristische Fragment aller Capsadgnovelches bereits durch Fragmentierung in
der lonenquelle wéhrend der DIP-APCI-MS Analyseststit.
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Abbildung 61: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Bmsa von Capsaicin (MS/MS von
m/z 306) aus der Standardmischung der Capsaicinoide.
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Abbildung 62: Vorgeschlagene Fragmentierungswegen v@apsaicin, modifiziert aus
[281,282].

Wie in Abbildung 63 zu erkennen, bildet Dihydrocaipsh im MS/MS-Experiment lediglich

zwei Fragmente. Es entsteht das fur Capsaicingigisdhe Fragment mit demvz-Verhéaltnis
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137, sowie ein Fragment mit eineniz-Verhaltnis von 184. Mdgliche Fragmentierungswetie,
zur Entstehung dieser Fragmente flhren, entspratdefrragmentierungswegen des Capsaicins
und sind in Abbildung 64 dargestellt.
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Abbildung 63: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS BAmsa von Dihydrocapsaicin
(MS/MS vonm/z 308) aus der Standardmischung der Capsaicinoide.
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Abbildung 64: Vorgeschlagene FragmentierungswegeDibydrocapsaicin.

Analog zur Fragmentierung des DihydrocapsaicinslebilNordihydrocapsaicin im MS/MS-
Experiment zwei Fragmente mit demiz-Verhaltnissen 137 und 170. Abbildung 65 zeigt das
Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Analyse des Nomiocapsaicins aus der
Standardmischung der Capsaicinoide und Abbildungte8t mogliche Fragmentierungswege
des Nordihydrocapsaicins dar. Zusatzlich zu demgfiemten des Nordihydrocapsaicins ist im
Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Analyse des Nomiocapsaicins ein Signal mit einem
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m/z-Verhéltnis von 306 zu erkennen (vgl. Abbildung.6Bj)es kdnnte auf eine Rekombination

von Fragmenten des Nordihydrocapsaicins zurlickzafiikein.
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Abbildung 65: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS HAmsa von Nordihydrocapsaicin
(MS/MS vonm/z 294) aus der Standardmischung der Capsaicinoide.
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Abbildung 66: Vorgeschlagene FragmentierungswegeNardihydrocapsaicin.

Zur Untersuchung der Moglichkeit des Nachweises@psaicinoide in realen Proben wurde
gemahlener Cayennepfeffer, Sambal Oelek sowie Egtraus einer roten und einer griinen
Jalapefio mittels DIP-APCI-MS und -MS/MS analysistittels DIP-APCI-MS konnten in allen
analysierten Probemv/z-Signale, die sich auf CapsaicimVg 306) und Dihydrocapsaicin
(m/z 308) zuriuckfuhren lassen, detektiert werden. Die-BPCI-MS Analyse der Extrakte der
roten und grinen Jalapefio zeigten zuséatzlich egnabimit einemnvz-Verhaltnis von 294,

welches von Nordihydrocapsaicin stammen koénnte. MMSExperimente der genannten’z-
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Signale bestatigen, dass diese auf die jeweiliggps@icinoide zurtickzufiihren sind. Tabelle 17
zeigt die in den MS/MS-Experimenten detektiem@nSignale der Fragmente und ihre relativen

Intensitaten.

Tabelle 17: Wéahrend der DIP-APCI-MS/MS Analyse dd&tandardmischung der
Capsaicinoide sowie der realen Proben detektmfreSignale der Fragmente
und ihre relativen Intensitaten.

m/zdes Detektiertem/z-Signale (relative

Probe Capsaicinoid Precursors Intensitaten in Klammern)
Capsaicinoid- Capsaicin 306.2 137.0 (100), 153.1 (8), 170.1 (46),
Standard 182.1 (26)
Dihydrocapsaicin 308.2 137.0 (100), 184.1 (18)
Nordihydrocapsaicin 294.2 137.0 (100), 170.1 (BBKR.2 (15)
Cayennepfeffer Capsaicin 306.2 137.0 (100), 158.,11(70.1 (47),
182.1 (27), 306.2 (80)
Dihydrocapsaicin 308.2 137.0 (100), 184.1 (18)
Sambal Oelek  Capsaicin 306.2 137.0 (100), 153,1170.1 (43),
182.1 (26)
Dihydrocapsaicin 308.2 137.0 (100), 184.1 (18)
Jalapefio rot Capsaicin 306.2 137.0 (100), 153,1170.1 (44),
182.1 (26)
Dihydrocapsaicin 308.2 137.0 (100), 184.1 (20)
Nordihydrocapsaicin 294.2 137.0 (100), 170.1 (B@KR.2 (17)
Jalapefio grin  Capsaicin 306.2 137.0 (100), 153,17®.1 (45),
182.1 (26)
Dihydrocapsaicin 308.2 137.0 (100), 184.1 (19)

Nordihydrocapsaicin 294.2 137.0 (100), 170.1 (BBK.2 (11)

Die bei der Analyse der Proben detektierten Fragenand ihre relativen Intensitaten stimmen
sehr gut mit den bei der Analyse der Standardmisghder Capsaicinoide detektierten
Fragmenten und ihren relativen Intensitaten tUbet€inziger auffalliger Unterschied ist, dass
Capsaicin bei Analyse des Cayennepfeffers unvaoliiggfragmentiert. Die Massenspektren der
DIP-APCI-MS und -MS/MS Analyse der auf Capsaicimoidntersuchten Proben sind in
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Abbildung 134 bis Abbildung 137 im Anhang dargdst@&ei Betrachtung der Massenspektren
der DIP-APCI-MS Analysen féllt auf, dass im Fallrdeten Jalapefio deutlich héhere
Signalintensitaten der Capsaicinoide erreicht woyrdds im Fall der grinen Jalapefio. Dies
konnte darauf hinweisen, dass die rote Jalapefenemdheren Scharfegrad aufweist, als die
grune Jalapefio.

3.3.4 Wirkstoffanalyse von Schmerzmitteln

Die Wirkstoffanalyse pharmazeutischer Proben steift wichtiges Anwendungsgebiet der
ambienten Massenspektrometrie dar, da diese elmelde Analyse von Tabletten oder Salben
ohne Probenvorbereitung und somit beispielsweibaddle Authentizitatsprifungen erlaubt. In
der Literatur sind Beispiele fir den Einsatz voheru allen ambienten lonisationsmethoden zur
Wirkstoffanalyse pharmazeutischer Proben beschmidb¥SI [43,46,47], EASI [68], DART
[117], ASAP [148], DAPPI [174], PADI [180], LTP [18, FA-APGD [183]).

Um die Mdglichkeiten der direkten Wirkstoffanalypharmazeutischer Proben mittels DIP-
APCI-MS zu Uberprifen, wurden Schmerzmittel in Bétiein- und Salbenform sowie Antibiotika
in Tablettenform analysiert. Bei Detektion vawz-Signalen, welche sich aliM + H]*-lonen
der Wirkstoffe zuriickfihren lassen konnten, wurieldentitat diesemyz-Signale mit Hilfe von
MS/MS-Experimenten bestatigt.

Bei den analysierten Schmerzmitteln handelt es sich die gangigsten frei verkduflichen
Produkte, welche die Wirkstoffe Acetylsalicylsa@fespirin Tablette und Aspirin-Effect Pulver),
Diclofenac (Voltaren Dolo Tablette und Voltaren 8whzgel), Ibuprofen (IobuHEXAL Tablette
und Ibutop Schmerzcreme), Paracetamol (Tablette) Naproxen (Dolormin fur Frauen,
Tablette) enthalten. Mittels DIP-APCI-MS konnte bder Analyse aller untersuchten
Schmerzmittel eim/z-Signal, welches sich auf d@& + H]*-lon des Wirkstoffs zuriickfiihren
lasst, detektiert werden. Im Folgenden werden dgelnisse der DIP-APCI-MS Analyse der
einzelnen Schmerzmittel beschrieben und die Fragerangen der Wirkstoffe im MS/MS-
Experiment dargestellt.

Abbildung 67 und Abbildung 68 zeigen die Massengeekder DIP-APCI-M8 Analyse einer
Aspirin Tablette und des Aspirin-Effect Pulvers ahem Wirkstoff Acetylsalicylsaure.
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Abbildung 67: Massenspektren der DIP-APCI-M&halyse einer Aspirin Tablette (Wirkstoff:
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Abbildung 68: Massenspektren der DIP-APCI-M®\nalyse von Aspirin-Effect Pulver
(Wirkstoff:  Acetylsalicylsadure); (a) MS (gemitteltiber die gesamte
Analysendauer); (b) MS/MS van/z 181.

Im Uber die gesamte Analysendauer gemittelten Masgpsktrum der DIP-APCI-MS Analyse
sowohl der Aspirin Tablette, als auch des Aspirife& Pulvers, ist dagvz-Signal des|M +
H]*-lons der Acetylsalicylsauran(z 181) lediglich in sehr geringer Intensitat zu emken. Im
MS/MS-Experiment fragmentiemnyz 181 zu Fragmenten mit denz-Verhéltnissen 121, 139
und 163 (vgl. Abbildung 67b und Abbildung 68b). Eeev/z-Signale wurden bereits in der DIP-
APCI-MS Analyse der Aspirin Tablette und des Aspitffect Pulvers detektiert, was darauf
hinweist, dass Acetylsalicylsaure bereits in demelmuelle fragmentiert. Die im MS/MS-
Experiment vonm/z181 detektierten Fragmente wurden auch wahrend DEESI-MS/MS
Analyse von Acetylsalicylsaure nachgewiesen [28B8lILLIAMS et al. schlagen die in
Abbildung 69 dargestellten FragmentierungswegeAaetylsalicylsaure vor, um die Entstehung

der detektierten Fragmente zu erklaren. Hinsidhtii¢z 121 postulieren sie, dass die Bildung
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des ortho-Hydroxybenzoylkations aufgrund der Deélisierung der positiven Ladung
energetisch bevorzugt ist [283]. Im RiExperiment fragmentiertn/z 121 zu m/iz93 (vgl.
Abbildung 67c), was sich durch die Abspaltung vorasdér erklaren lasst und bei beiden

vorgeschlagenen Fragmenten mit dafmVerhaltnis von 121 mdglich sein sollte.

+

o OY |O|

O -CH,.CO OH
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"0 m'z121
o OH Mz 163 z
O\]/O +H
m'z181 OH
- CH,CO OH,
m'z139 mz121

Abbildung 69: Vorgeschlagene FragmentierungswegeAaetylsalicylsdure [283].

Abbildung 70 und Abbildung 71 zeigen die Massengeekder DIP-APCI-M8 Analyse einer
Voltaren Dolo Tablette und des Voltaren Schmerzdgets|[M + H]*-lon des in diesen beiden
Schmerzmitteln enthaltenen Wirkstoffs Diclofenadsveinm/z-Verhaltnis von 296 auf.

In der DIP-APCI-MS Analyse der Voltaren Dolo Talieist das Signal dg#/ + H]*-lons von
Diclofenac (Wz296) nur mit sehr geringer Intensitat zu erkenfsyl. Abbildung 70a). Mit
hoherer Intensitat detektiert wird ein Signal mitezn m/z-Verhaltnis von 278, welches das fur
ein Molekdl mit zwei CIl-Atomen typische Isotopenrtersaufweist.m/z 278 entsteht, wie im
Folgenden naher erlautert, auch im MS/MS-Experimant nVz296 und lasst sich auf das
Produkt einer Wasserabspaltung von Diclofenac #ighcen. Zusatzlich wird in der DIP-
APCI-MS Analyse der Voltaren Dolo Tablette ein Sigmit einemnvz-Verhaltnis von 557
detektiert. Dieses lasst sich auf ein Dimer desldiBoacs nach Abspaltung von Wasser
zuriickfilhren, wobei eines der Diclofenac-Molekiile ¥Cl-Isotop enthélt. Das typische CI-

Isotopenmuster ist auch hier zu erkennen.
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Abbildung 70: Massenspektren der DIP-APCI-M8nalyse einer Voltaren Dolo Tablette
(Wirkstoff: Diclofenac); (a) MS (gemittelt Uber digesamte Analysendauer);
(b) MS/MS vonm/z 296.

Im Unterschied zur DIP-APCI-MS Analyse der Voltaignlo Tablette ist im Massenspektrum
der DIP-APCI-MS Analyse des Voltaren Schmerzgels &ignal des[M + H]*-lons von
Diclofenac Wz 296) als Signal hochster Intensitat zu erkenngh Abbildung 71a). Zusatzlich
wird mit m/z278 das Produkt einer Wasserabspaltung aus Dicofeletektiert. Der Grund,
warum Diclofenac im Fall des Voltaren Schmerzgels mu einem geringen Anteil einer
Wasserabspaltung in der lonenquelle unterliegtumgdar. Zusatzlich zu den auf den Wirkstoff
Diclofenac zuriickzufihrendemyz-Signalen sind im Massenspektrum der DIP-APCI-MS
Analyse des Voltaren Schmerzgels eine Reihe weitaizSignale zu erkennen. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass das Voltaren Schmerzgel merkchied zur Voltaren Dolo Tablette

neben dem Wirkstoff eine Reihe an Hilfsstoffen éfith
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Abbildung 71: Massenspektren der DIP-APCI-M®\nalyse des Voltaren Schmerzgels
(Wirkstoff: Diclofenac); (a) MS (gemittelt Uber digesamte Analysendauer);

(b) MS

/MS vonm/z 296.

Im MS/MS-Experiment bildetr/z 296 aus der Voltaren Dolo Tablette (Abbildung 70b)l dem

Voltaren Schmerzgel

(Abbildung 71b) Fragmente net dvz-Verhaltnissen 278 und 250.

Hierbei handelt es sich um in der Literatur besdtene Fragmente des Diclofenacs, die nach

GALMIER et al. durch Abspaltungen von Wasser und CO dmeat§284]. Die entsprechenden

Fragmentierungswege des Diclofenacs sind in Abhidr? dargestellt.

O
@i\g
NH

Cl Cl

Abbildung 72: Vorge
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schlagene FragmentierungswegeDiolofenac [284].
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In Abbildung 73 und Abbildung 74 sind die Massersn der DIP-APCI-MS Analyse einer
IbuHEXAL Tablette und der lbutop Schmerzcreme dstegjtt. Das[M + H]*-lon des in diesen
Schmerzmitteln enthaltenen Wirkstoffs Ibuprofenitzeégin m/z-Verhéaltnis von 207.

Im Massenspektrum der DIP-APCI-MS Analyse der IbAE Tablette (Abbildung 73a) sind
nebenm/z 207 Signale mit dem/z-Verhaltnissen 413 und 161 zu erkennen.B&i413 handelt
es sich hochstwahrscheinlich um d&¥ + H]*-lon des Ibuprofensm/z 161 wird auch im
MS/MS-Experiment ausvz 207 gebildet und ist somit auf Fragmentierunges Idaprofens in

der lonenquelle zurtickzufihren.
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Abbildung 73: Massenspektren der DIP-APCI-M®nalyse einer IbuHEXAL Tablette
(Wirkstoff: lbuprofen); (a) MS (gemittelt Uber digesamte Analysendauer);
(b) MS/MS vonm/z 207.

In der DIP-APCI-MS Analyse der lIbutop Schmerzcremeeden nebem/z 207 undn/z 161 eine
Reihe weiteremv/z-Signale detektiert. Dies lasst sich, wie im Fadkdvoltaren Schmerzgels,

durch das Vorhandensein von verschiedenen Hilfestarklaren.
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Abbildung 74: Massenspektren der DIP-APCI-M3\nalyse der Ibutop Schmerzcreme
(Wirkstoff: lbuprofen); (a) MS (gemittelt Uber digesamte Analysendauer);
(b) MS/MS vonm/z 207.

Im MS/MS-Experiment fragmentientyz 207 aus der IbuHEXAL Tablette (Abbildung 73 b) und
der lbutop Schmerzcreme (Abbildung 74b) zu einemgfrent mit einermvz-Verhaltnis von
161. Dies konnte sich, wie in Abbildung 75 gezetlytrch die Abspaltung von Wasser und CO

erklaren lassen.
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Abbildung 75: Vorgeschlagener Fragmentierungswegllaaprofen.
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Abbildung 76 zeigt die Massenspektren der DIP-ARGS Analyse einer Paracetamol Tablette.
Mittels DIP-APCI-MS wurde dasn/z-Signal des[M + H]*-lons des Wirkstoffs Paracetamol
(m/z 152) sowie ein Signal mit einem/z-Verhaltnis von 303 detektiert (vgl. Abbildung 76a)

welches sich auf dd@M + H]*-lon des Paracetamols zurtickfiihren lasst.
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Abbildung 76: Massenspektren der DIP-APCI-M@nalyse einer Paracetamol Tablette
(Wirkstoff: Paracetamol); (a) MS (gemittelt Gbee diesamte Analysendauer);
(b) MS/MS vonm/z 152.

Im MS/MS-Experiment fragmentientyz 152 aus der Paracetamol Tabletterafz 110. Dies
konnte sich durch den in Abbildung 77 dargstellfenagmentierungsweg des Paracetamols

erklaren lassen.
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Abbildung 77: Vorgeschlagener FragmentierungswegRaracetamol.

In Abbildung 78 sind die Massenspektren der DIP-ARIS" Analyse einer Dolormin fir
Frauen Tablette dargestellt. Dolormin fur Frauerth&ih den Wirkstoff Naproxen, dessen
[M + H]*-lon weist einm/z-Verhaltnis von 231 auf. Im Massenspektrum der BRCI-MS
Analyse ist die Detektion von Signalen mit defz-Verhaltnissen 231 sowie 185 zu erkennen
(vgl. Abbildung 78a). Beim/z 185 handelt es sich um das ebenfalls im MS/MS-Expnt von
m/z 231 gebildete Fragment (vgl. Abbildung 78b), weklbereits durch Fragmentierung in der
lonenquelle entsteht.

Die Enstehung des im MS/MS-Experiment gebildeteagfrents mit einemv/z-Verhaltnis von
185 lasst sich, wie in Abbildung 79 vorgeschlagdurch Abspaltung von Wasser und CO vom

Naproxen erklaren.
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Abbildung 78: Massenspektren der DIP-APCI-M®nalyse einer Dolormin fiir Frauen
Tablette (Wirkstoff: Naproxen); (a) MS (gemitteltbér die gesamte
Analysendauer); (b) MS/MS vanwz 231.
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Abbildung 79: Vorgeschlagener FragmentierungswegNaproxen.

Die gezeigten Ergebnisse der DIP-APCI-M&nalyse der Schmerzmittel zeigen, dass eine
direkte Detektion der Wirkstoffe der Tabletten uBdlben ohne jegliche Probenvorbereitung
mittels DIP-APCI-MS moglich ist. Eine Absicherungrddentitat der detektiertam/z-Signale
der Wirkstoffe kann mit Hilfe von MS/MS-Experimenteerfolgen. Bei allen analysierten

Schmerzmitteln trat bereits in der lonenquelle éiregmentierung der enthaltenen Wirkstoffe in
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unterschiedlichen Ausmafl3en auf. Auch diese Fragerang in der lonenquelle kann als

Identifizierungsmerkmal der Wirkstoffe herangezogesrden.

3.3.5 Wirkstoffanalyse von Antibiotika

Zur Untersuchung der Moglichkeiten der direkten R&tioffanalyse pharmazeutischer Proben
mittels DIP-APCI-MS wurden neben der Analyse vormr8erzmitteln Antibiotika analog zur
Analyse der Schmerzmittel analysiert. Bei den wwsuehten Antibiotika handelt es sich um die
Produkte Clarithromycin (Wirkstoff: Clarithromycin)Eremfat (Wirkstoff: Rifampicin) und
EMB-Fatol (Wirkstoff: Ethambutol).

Mittels DIP-APCI-MS konnte bei der Analyse allertersuchten Antibiotika eimv/z-Signal,
welches sich auf dak + H]"-lon des Wirkstoffs zurlickfihren lasst, detektiegrden. Die
DIP-APCI-MS Analyse der einzelnen Antibiotika witidh Folgenden beschrieben und die
Fragmentierungen der Wirkstoffe im MS/MS-Experimeriéutert.

Abbildung 80 zeigt die Massenspektren der DIP-ARMS: Analyse einer Clarithromycin
Tablette. Im Massenspektrum der DIP-APCI-MS Analyse m/z 748 als Signal hochster
Intensitat zu erkennen (vgl. Abbildung 80a). B#k 748 handelt es sich um dg + H]*-lon
des Wirkstoffs Clarithromycin. Im MS/MS-Experimenfragmentiert m/z 748 aus der
Clarithromycin Tablette zu Verbindungen mit devz-Verhaltnissen 716, 590 und 558 (vgl.
Abbildung 80Db).
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Abbildung 80: Massenspektren der DIP-APCI-MB8nalyse einer Clarithromycin Tablette
(Wirkstoff: ~ Clarithromycin); (a) MS (gemittelt Uberdie gesamte
Analysendauer); (b) MS/MS vanwz 748.

Mogliche Fragmentierungswege von Clarithromycim/z(748), die zur Entstehung der im
MS/MS-Experiment detektierten Fragmente fuhrend sm Abbildung 81 dargestelltvz 590
kann durch Abspaltung des Aminozucker-Restsrdas48 hervorgehen. Die Abspaltungen von
Methanol vonm/z 748 bzw.m/z590 fuhren zu Verbindungen mit demz-Verhaltnissen 716
bzw. 558. Die Abspaltung von Methanol kann, wiéAlbbildung 81 gezeigt, am Hauptring des

Clarithromycins erfolgen, oder aber die Methylegnappe des Zucker-Rests wird abgespalten.

161



Ergebnisse und Diskussion

e

Abbildung 81:

In Abbildung 82 sind die Massenspektren der DIP-AMS" Analyse der Eremfat Tablette mit
dem Wirkstoff Rifampicin gezeigt. D48/ + H]*-lon von Rifampicin besitzt eim/z-Verhaltnis
von 823 und ist im Massenspektrum der DIP-APCI-M&lse als Signal héchster Intensitat zu
erkennen (vgl. Abbildung 82a). Zuséatzlich wird &@ignal mit einenmm/z-Verhéaltnis von 791
detektiert, bei dem es sich um das ebenfalls im MM&SExperiment vonm/z 823 gebildete
Fragmentierungsprodukt handelt (vgl. Abbildung 82D)e Fragmentierung vomy/z 823 zu
m/z 791 lasst sich, wie in Abbildung 83 gezeigt, durBbspaltung von Methanol vom

Rifampicin erklaren.

162

+H

mz748

+H

mz716

B C8H16N O2
_—

Vorgeschlagene FragmentierungswegeGlarithromycin.




Ergebnisse und Diskussion

a)
— 823.4
é 100 —
7
‘m
c
g
c 50
]
=
E 791.4
3 |
e O_WWMJMHHJ gl e i La . —
T T 1
500 1000
b) m/z
791.3
— 100
S,
T
‘m
c
2 50 -
£
[¢)]
=
©
)
x 0 T T 1 ! T ! I
200 400 600 800
m/z

Abbildung 82: Massenspektren der DIP-APCI-M&halyse einer Eremfat Tablette (Wirkstoff:
Rifampicin); (a) MS (gemittelt Uber die gesamte Amsandauer); (b) MS/MS
vonm/z 823.
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Abbildung 83: Vorgeschlagener FragmentierungswegRibampicin.
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Abbildung 84 zeigt die Massenspektren der DIP-ARS! Analyse einer EMB-Fatol Tablette.

Das[M + H]*-lon des in der EMB-Fatol Tablette enthaltenen \&fiokis Ethambutol weist ein

m/z-Verhéltnis von 205 aufm/z205 wurde in der DIP-APCI-MS Analyse der EMB-Fatol
Tablette in hoher Intensitat detektiert (vgl. Alolihg 84a).
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Abbildung 84: Massenspektren der DIP-APCI-M®\nalyse einer EMB-Fatol Tablette
(Wirkstoff: Ethambutol); (a) MS (gemittelt Uber dgesamte Analysendauer);
(b) MS/MS vonm/z 205.

Im MS/MS-Experiment fragmentiertyz 205 aus der EMB-Fatol Tablette zu einem Fragment
mit einemm/z-Verhaltnis von 116 (vgl. Abbildung 84b). Die Emtisting dieses Fragments lasst

sich durch den in Abbildung 85 vorgeschlagenen faegierungsweg von Ethambutol erklaren.
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Abbildung 85: Vorgeschlagener FragmentierungswegBthambutol.

Die gezeigten Ergebnisse der DIP-APCI‘M$halyse der Antibiotika demonstrieren, dass nicht
nur eine direkte Detektion pharmazeutischer Wirftsteelativ geringen Molekulargewichts, wie
beispielsweise der analysierten Schmerzmittel etsitbIP-APCI-MS mdglich ist, sondern, dass
auch pharmazeutische Wirkstoffe hoheren Molekulaiggs, wie die Antibiotika
Clarithromycin und Rifampicin mittels DIP-APCI-MS etektiert werden konnen. Eine
Absicherung der Identitat der detektieneve-Signale der Antibiotika konnte erneut mit Hilfe
von MS/MS-Experimenten erfolgen.

3.4 Analyse des Phloemsafts von Nutzpflanzen

Das vorliegende Kapitel dieser Arbeit beschéftigh amit der Analyse des Phloemsafts von
Nutzpflanzen, mit dem Ziel, méglichst viele Inhattsffe des Phloemsafts aufzuklaren. Zu
diesem Zweck wurde, wie in Kapitel 5.1 beschriel®nloemsaft aus den Nutzpflanzen Mais
(Zea mays) und Raps Brassica napus) mit Hilfe der Laser-Aphiden-Technik gewonnen. Die
Mengen an reinem Phloemsaft, die mit der Laser-dgmiTechnik aus einem Stechrissel
gewonnen werden kdnnen, sind mit etwa 0,1-1 pL gehing. Daher missen zur Analyse des
Phloemsafts ausreichend sensitive und selektivddein eingesetzt werden.

Zur Gewinnung von Phloemsaft aus Mais und Rapsesaerforderlich die Stechrissel vieler
Blattlause zu durchtrennen, bevor ein Stechridsetja exsudierende Kapillare fungierte. Im
Fall von Mais wurden Exsudationsraten von ca. 50410h erreicht und bis zu ca. 2 uL

Phloemsaft aus einem Stechriissel gewonnen. Diedgtsnsraten und die maximal aus einem

Stechrissel gewonnene Menge an Phloemsaft lag€allnmon Raps niedriger.
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3.4.1 Analyse von Phloemsaft aus Mais mittels GCxGC-MS uhLC-MS

Erste Analysen von Phloemsaft erfolgten mittels GCxMS und LC-MS. Da Mais fur die
Phloemsaftgewinnung mit Hilfe der Laser-Aphiden{ii@k am besten geeignet ist, wurde
Phloemsaft aus Mais fur die ersten Analysen verwertlr Analyse des Phloemsafts aus Mais
mittels GCxGC-MS und LC-MS war es erforderlich, dgawonnenen Phloemsaft, wie in
Kapitel 5.1 beschrieben, im Verhaltnis 1:100 zudé@nen, um handhabbare Probenmengen zu
erhalten.

Um eventuell im Phloemsaft aus Mais enthaltene lampoVerbindungen zu identifizieren,
wurde ein Aliquot des verdinnten Phloemsafts mithlzirmethan extrahiert und mittels
GCxGC-MS analysiert. Hierbei konnten jedoch keing @en Phloemsaft zurlickzufihrenden
Signale detektiert werden. Daraufhin wurde zur Asal unpolarer Verbindungen eine
Anreicherung mittelsolid-phase microextraction (SPME) mit anschlieRender GC-MS Analyse
durchgefihrt. Auch hier wurden keine auf den Phieegitreurtickzufiihrenden Signale detektiert.
Zur Ermdglichung der Analyse polarerer Verbindungemitels GCxGC-MS wurde der
verdinnte Phloemsaft aus Mais silyliert. Durch GCxMS Analyse des silylierten Phloemsafts
konnten Saccharose, sowie Spuren von Glucose undtoSe nachgewiesen werden. Die
Identifikation erfolgte hier durch Analyse silylter Standardsubstanzen.

Zur LC-ESI-MS Analyse von Phloemsaft aus Mais wudike Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography (HILIC) eingesetzt, da sie gut zur chromatogragies Trennung
wasserldslicher, polarer Substanzen, wie sie inodthsaft zu erwarten sind, geeignet ist. Dies
machte es jedoch erforderlich, den verdinnten Rda& im Verhaltnis 1:10 mit dem
verwendeten Eluenten (95 % Acetonitril) zu verdimnela die Injektion rein wassriger
Losungen in der HILIC die Retention der Analyterhinelert. Mittels LC-ESI-MS konnten im
Phloemsaft aus Mais lediglich Saccharose und Glutsdare nachgewiesen werden. Die
Identifikation erfolgte auch hier durch Analyse sgrechender Standardsubstanzen. Weitere
Peaks unbekannter Substanzen wurden nicht detektier

Mittels GCxGC-MS und LC-MS konnten keine Substanzaie nicht schon literaturbekannt
sind, im Phloemsaft aus Mais nachgewiesen werdeathNLiteraturangaben ist aber vom
Vorhandensein vieler weiterer Substanzen, unteer@ml von Signalstoffen, im Phloemsaft

auszugehen. Dass keine weiteren Substanzen detektilen, lasst sich héchstwahrscheinlich
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durch die zur Analyse des Phloemsafts mittels GGMEC und LC-MS erforderliche
Verdinnung um den Faktor 100-1000 erklaren. Dahdites im Folgenden auf eine
chromatographische Vortrennung verzichtet und Phgadt aus Mais und Raps unverdinnt
mittels DIP-APCI-MS analysiert werden.

3.4.2 Analyse von Phloemsaft mittels DIP-APCI-MS

Zur Analyse von Phloemsaft aus Mais und Raps mitt#P-APCI-MS wurde der gewonnene
Phloemsaft direkt aus den zur Gewinnung verwend&témokapillaren in die Probentiegel
injiziert. Zunachst erfolgte eine Analyse von Phhsaft aus Mais und Raps mittels DIP-APCI-
Q-TOF-MS. Anhand der akkuratem/z-Verhaltnisse von detektierten Bestandteilen des
Phloemsafts sollten deren Summenformeln ermitteliden. Durch MS/MS-Experimente unter

Verwendung der DIP-APCI-lon Trap-MS sollte ansdiéad eine Strukturaufklarung erfolgen.

3.4.2.1 Analyse mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS

In einer ersten Analyse von Phloemsaft aus MaigetitDIP-APCI-Q-TOF-MS wurde die
Schubstange mit einer Heizrate von 1 °/s auf 40@d0€eheizt. Hierbei zeigte sich, dass ab
einer Temperatur von ca. 150 °C, wie es aufgrumdZdsammensetzung von Phloemsaft zu
erwarten ist, Karamellisierungsreaktionen ablaufetie eine Identifizierung von in
naturbelassenem Phloemsaft enthaltenen Verbindungdmrezu unmdglich machen. Um
Karamellisierungsreaktionen zu vermeiden, wurdeStirubstange in den weiteren DIP-APCI-
Q-TOF-MS Analysen zunachst mit 0,2 °/s auf 150 @geheizt, diese Temperatur 5 min
gehalten, und die Schubstange anschlieend mis haf 400 °C aufgeheizt und diese
Temperatur wiederum 5 min gehalten, um auch schwdligchtige Verbindungen zu
verdampfen. Die Analysen wurden bis zu einer Tesmiper von 150°C und im
Temperaturbereich von 150-400 °C separat ausgew@®ie DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen
von Phloemsaft aus Mais wurden sowohl bei lonisatim Positiv-Modus, als auch bei
lonisation im Negativ-Modus, durchgefiuihrt. Da shakrbei zeigte, dass der Positiv-Modus zur
Analyse des Phloemsafts besser geeignet ist, wuddeDIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen von
Phloemsaft aus Raps sowie die DIP-APCI-lon TrapAMfalysen ausschlie3lich bei lonisation
im Positiv-Modus durchgefihrt.
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In Abbildung 86 ist die DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysew Phloemsaft aus Mais bei lonisation
im Positiv-Modus im Temperaturbereich bis 150 °Gpielhaft dargestellt. Abbildung 86a zeigt

die TICs der Analyse von Phloemsaft aus Mais undedésprechenden Blindmessung. Der TIC

der Analyse des Phloemsafts zeigt einen Anstiegrdensitat mit dem Temperaturprogramm,

welcher durch die Verdampfung und lonisation vorstBedteilen des Phloemsafts zustande

kommt.
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Abbildung 86: DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse von Phloaftsaus Mais bei lonisation im

Positiv-Modus im Temperaturbereich bis 150 °C; ®hloemsaft aus Mais;
schwarz: Blindmessung; (a) TIC; (b) Massenspektreggemittelt im
Temperaturbereich< 150 °C) der Blindmessung und der Analyse des
Phloemsafts aus Mais (Massenspektrum der Blindmessubtrahiert).

Zur Auswertung der DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen dégddemsafts aus Mais und Raps und

der Identifizierung vomvz-Signalen, welche sich auf Bestandteile des Phlaéimgurtickfihren

lassen, wurden die Massenspektren der Analyse llesrRsafts und der Blindmessung tber die

Dauer der Analyse im jeweiligen Temperaturberei€bnfperatur< 150 °C bzw. Temperatur
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150-400 °C) gemittelt und das resultierende Magskisum der Blindmessung von dem der
Analyse des Phloemsafts subtrahiert. Auf diese &Veeten solchevz-Signale hervor, die nur
im Massenspektrum der Analyse des Phloemsafts,cliedocht im Massenspektrum der
Blindmessung auftreten. Abbildung 86b zeigt beibpit die resultierenden Massenspektren
einer Analyse von Phloemsaft aus Mais bei lonigaii Positiv-Modus im Temperaturbereich
bis 150 °C und imm/z-Bereich von 50-200. Hier sind eine Reihe woiz-Signalen zu erkennen
(z.B. m/z 132,1018 undnwz 166,0496), die nur im Massenspektrum des Phlogsesatk Mais,
nicht aber im Massenspektrum der Blindmessung etefitr Substanzen mit hoheremz-
Verhéltnissen (héheren Molekulargewichten) als 2@@den im Temperaturbereich bis 150 °C
nicht detektiert.

Um zu bestatigen, dass die nur in den AnalysenRidsemsafts auftretenden'z-Signale auf
Bestandteile des Phloemsafts zuriickzufiihren singtdew die mz-Spuren dieser Signale
extrahiert (Generierung der EICs). Abbildung 87grdieispielhaft die EICs von/z 166,0496
aus der Analyse von Phloemsaft aus Mais und depethenden Blindmessung bei lonisation
im Positiv-Modus im Temperaturbereich bis 150 °C.u Zerkennen ist ein dem
Temperaturprogramm der Schubstange entsprecheartdesitatsanstieg im Fall der Analyse des
Phloemsafts aus Mais, nicht jedoch im Fall der metshenden Blindmessung. Dies bestatigt,
dass es sich bei der Substanz mit 166,0496 um einen Bestandteil des Phloemsaftdviais

handeln muss.
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Abbildung 87: EIC vonnV/z166,0496 + 20 ppm in der DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen
Phloemsaft aus Mais bei lonisation im Positiv-ModusTemperaturbereich bis
150 °C; rot: Phloemsaft aus Mais; schwarz: Blindsnes.
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Die Intensitdten der im Temperaturbereich bis 1G0detektiertenm/z-Signale, die auf
Bestandteile des Phloemsafts zurtickzufiihren sind,zam Teil sehr gering. Aus diesem Grund
wurde die DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse des Phloemsafis Mais sowohl im Positiv-, als
auch im Negativ-Modus, als Dreifachanalyse durdhigef Die DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse
des Phloemsafts aus Raps wurde im Positiv-ModusVasfachanalyse durchgefiihrt. Als
bestatigte Bestandteile von Phloemsaft wurden soMbarbindungen angesehen, derefz-
Signale in allen Wiederholungsanalysen des Phloksnsais Mais bzw. aus Raps nur im
Massenspektrum des Phloemsafts und nicht im Magskmmam der Blindmessung auftraten,
deren m/z-Signale im gemittelten Massenspektrum Signalintéten (Signalhéhen) von
mindestens 50 counts aufwiesen und demémrSpur einen dem Temperaturprogramm der
Schubstange entsprechenden Anstieg der Signalititensigte.

Im Temperaturbereich von 150-400 °C traten bei BéP-APCI-Q-TOF-MS Analyse von
Phloemsaft aus Mais und Raps bedingt durch digér&te Verdampfung von Bestandteilen des
Phloemsafts deutlich hohere Signalintensitaten aild, im Temperaturbereich bis 150 °C.
Abbildung 88 zeigt beispielhaft die TICs der Anayson Phloemsaft aus Mais und der
entsprechenden Blindmessung im Temperaturbereish400 °C bei lonisation im Positiv-
Modus.
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Abbildung 88: TIC der DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse v&hloemsaft aus Mais bei lonisation
im Positiv-Modus im Temperaturbereich bis 400 °@; Phloemsaft aus Mais;
schwarz: Blindmessung.
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Hinsichtlich dem/z-Signale, welche im Uber die Analysendauer im Tawatpebereich von 150-
400 °C gemittelten Massenspektrum die hochsten aBigansititen (Signalintensitaten
> 10.000 counts) aufweisen, ist anzunehmen, dassicessowohl im Fall der Analyse von
Phloemsaft aus Mais im Positiv- und Negativ-Modats auch im Fall der Analyse von
Phloemsaft aus Raps, ausschlieRlich um Fragmengerwnd Karamellisierungsprodukte von
Zuckern handelt. Tabelle 30 im Anhang zeigt belbgi¢ die bei der Analyse von Phloemsaft
aus Mais detektiertem/z-Signale (Signalintensitaten > 10.000 counts inr idlie Analysendauer
im Temperaturbereich von 150-400 °C gemittelten ddaspektrum) sowie mogliche
Summenformeln und die Abweichungen devz-Verhaltnisse der[M + H]*-lonen von
Substanzen mit diesen Summenformeln von den dettkiin/z-Signalen. Nach den aufgrund
der detektierten akkuratan/z-Verhaltnisse abgeleiteten mdglichen Summenforrhaimdelt es
sich bei den im Temperaturbereich von 150-400 °@ldierten Substanzen fast ausschliel3lich
um Verbindungen, die lediglich aus Kohlenstoff, B&stoff und Sauerstoff bestehen und
maximal zwolf Kohlenstoffatome enthalten. Sowohi ter Analyse von Phloemsaft aus Mais,
als auch bei der Analyse von Phloemsaft aus Rapsdem im Positiv-Modus mit hdchster
Intensitat Signale mit dem/z-Verhaltnissen 109,03, 127,04 und 145,05 detekiioeitdenen es
sich um Verbindungen mit den Summenformelt£0,, CHsO3 und GHsO4 handeln kdnnte.
Die ermittelten moglichen Summenformeln deuten wlaia, dass die im Temperaturbereich
von 150-400 °C detektierten Verbindungen durch megierungs- und Karamellisierungs-
reaktionen aus im Phloemsaft enthaltener Sacchazots#anden sind. Bestétigt wird diese
Annahme durch die Analyse einer Phloemsaft-Stamdischung, welche neben Saccharose die
Aminoséauren Alanin, Glutaminsaure, Asparagin, Sevalin und Leucin sowie die organischen
Sauren Apfelsdure und Citronensdure enthielt (mmagen Zusammensetzung siehe Kapitel
5.4.7). Hier wurden im Temperaturbereich von 150-40 m/z-Signale (im Positiv-Modus unter
anderemm/z 109,03,m/z 127,04 undwz 145,05) detektiert, die grof3tenteils mit den beakse
des Phloemsafts aus Mais und Raps im Temperaticheven 150-400 °C detektiertem/z-
Signalen Gbereinstimmen.

Wie soeben erlautert, entstehen bei der DIP-APQIEP-MS Analyse von Phloemsaft aus Mais
und Raps im Temperaturbereich von 150-400 °C Aktefadurch Fragmentierungs- und
Karamellisierungsreaktionen von Saccharose. Esiégbt moglich in diesem Temperaturbereich
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detektierte Verbindungen, die mdglicherweise nativ Phloemsaft vorkommen, von bei der
Analyse gebildeten Artefakten zu unterscheiden.ebat es nicht moglich aus den DIP-APCI-
Q-TOF-MS Analysen im Temperaturbereich von 150-Z00Ruckschlisse auf nativ in
Phloemsaft enthaltene Verbindungen zu ziehen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der DIP-APCIEFMS Analysen von Phloemsaft aus
Mais und Raps sowie einer Phloemsaft-Standardmigchon Temperaturbereich bis 150 °C

beschrieben.

Phloemsaft aus Mais

Mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS konnten im Phloemsaft aM&ais im Temperaturbereich bis
150 °C im Positiv-Modus zwdlf Bestandteile nachgesein werden. Tabelle 18 zeigt die
detektiertemvz-Verhéaltnisse der nachgewiesenen Bestandteile esmagliche Summenformeln
und die Abweichungen demn/z-Verhéltnisse defM + H]|*-lonen von Substanzen mit diesen
Summenformeln von den detektiertevz-Signalen. Fir jeden der nachgewiesenen Bestamdtell
des Phloemsafts bzw. jedes detektierte-Signal konnte nur eine Summenformel abgeleitet
werden, deremvz-Abweichung der Massengenauigkeit des verwendetassbhspektrometers
gerecht wird. Daher ist davon auszugehen, dassndighloemsaft nachgewiesenen Bestandteile

die angegebenen Summenformeln aufweisen.
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Tabelle 18: Im Phloemsaft aus Mais mittels DIP-ARETOF-MS im Positiv-Modus
nachgewiesene Bestandteile.

detektiertesn’z Sum%ge!ir(l:fr(])?mel (M -T/ I?I]d+e-lsons Ab\fé)epi(r:nqung
109.0761 GHsN2 109.0760 -0.7
118.0863 GH11INO, 118.0863 -04
123.0553 GHsN2O 123.0553 -0.1
127.0390 GHsO3 127.0390 -0.2
128.0706 GH9NO, 128.0706 0.1
132.1018 GH13NO, 132.1019 0.8
140.0705 GHoNO, 140.0706 0.8
144.1018 GH13NO, 144.1019 0.7
145.0494 GHgO4 145.0495 0.9
154.0860 GH11INO, 154.0863 1.7
166.0497 GH/NO3 166.0499 1.0
196.0603 GH9NO4 196.0604 0.7

Es ist zu vermuten, dass es sich bei den Verbirelumgit dennvz-Verhaltnissen 118,0863
(CsH11NO) und 132,1018 (H13NO,) um die Aminosauren Valin und Leucin handelt, welc
bekanntermal3en im Phloemsaft vorkommen. Bei dembiWéung mit demm/z-Verhéltnis
123,0553 (GHsN.O) konnte es sich moglicherweise um Nicotinamid dedm Die
Verbindungen mit den m/zVerhaltnissen 127,0390 und 145,0494 sind auf erste
Fragmentierungen von Zuckern durch beginnende Kealisnerungsreaktionen zurtickzufihren.
Grund fir diese Annahme ist, dass digge-Signale im Temperaturbereich von 150-400 °C in
sehr hoher Intensitat auftreten und in diesem Teatpdoereich, wie bereits beschrieben, in
hoher Intensitat ausschlie3lich Fragmente von Zurckketektiert wurden. Zudem treten diese
beidennmy/z-Signale auch bei Analyse der Phloemsaft-Standaahning auf. Bei der Verbindung
mit demm/z-Verhaltnis 127,0390 koénnte es sich um Maltol odemaltol handeln, welche bei
der Karamellisierung von Zuckern entstehen.

Im Negativ-Modus konnten im Phloemsaft aus Maistetdt DIP-APCI-Q-TOF-MS lediglich

zwei Bestandteile nachgewiesen werden. Tabelleei§ die detektiertemyz-Verhaltnisse der
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nachgewiesenen Bestandteile, sowie mogliche Sunomaefn und die entsprechendemiz-

Abweichungen.

Tabelle 19: Im Phloemsaft aus Mais mittels DIP-ARETOF-MS im Negativ-Modus
nachgewiesene Bestandteile.

. mogliche m/z des Abweichung
detektiertesn’z Summenformel [M — H] -lons [ppm]
116.0718 GH11INO, 116.0717 -0.8
130.0875 GH13NO; 130.0874 -1.1

Beide im Negativ-Modus im Phloemsaft aus Mais naghgsenen Bestandteile wurden auch im
Positiv-Modus detektiert. Es handelt sich, wie fiereeschrieben, héchstwahrscheinlich um die
Aminoséauren Valin und Leucin.

Die Ergebnisse der DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen vdiioBmsaft aus Mais zeigen, dass im
Positiv-Modus mehr Bestandteile des Phloemsaftsiem werden kdnnen. Aus diesem Grund
wurden die DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen des Phloenssafis Raps sowie die DIP-APCI-lon
Trap-MS Analysen des Phloemsafts aus Mais und Raysschlielich im Positiv-Modus
durchgefihrt.

Phloemsaft aus Raps

Mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS konnten im Phloemsaft aBaps im Temperaturbereich bis
150 °C zwanzig Bestandteile nachgewiesen werdemalelle 20 sind die detektierten/z-
Verhéltnisse der nachgewiesenen Bestandteile, sowdgliche Summenformeln und die

entsprechendem/z-Abweichungen zusammengestellt.
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Tabelle 20: Im Phloemsaft aus Raps mittels DIP-ARCTOF-MS im Positiv-Modus
nachgewiesene Bestandteile.
detektiertesn’z Surr:%ge!ir(l:fr(l)?mel (M -T/ 13?+Gifons Ab\ﬁ)i(r;qung
72.0811 GHgN 72.0808 -4.6
86.0966 GH1IN 86.0964 -2.1
108.0476 GHgNOS 108.0478 15
109.0760 GHgN, 109.0760 0.2
112.1121 GH1aN 112.1121 -0.2
116.0706 GHoNO, 116.0706 0.1
118.0863 GH1INO, 118.0863 -0.4
120.0808 GH9N 120.0808 -0.2
123.0553 GHsN20 123.0553 -0.1
128.0705 GH9NO, 128.0706 0.8
132.1018 GH13NO; 132.1019 0.8
137.1072 GH12N2 137.1073 0.9
144.0476 GHgNOS 144.0478 11
144.1017 GH13NO; 144.1019 14
146.0810 GH11INOs 146.0812 1.2
158.1174 GH15NO; 158.1176 1.0
160.0788 @H13NOS 160.0791 1.6
166.0861 GH11NO, 166.0863 0.9
183.1127 GH14N20, 183.1128 0.6
186.1488 GoH1oNO2 186.1489 0.3

Der Vergleich der mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS im Phlosaft aus Mais und im Phloemsaft aus
Raps detektierten Verbindungen zeigt eine Reihe Bestandteilen, die im Phloemsaft aus
beiden Pflanzen nachweisbar sind. Bei den Verbigdnmit demm/z-Verhéltnissen 118,0863
(CsH11NO,) und 132,1018 (6H13NOy) ist auch beim Phloemsaft aus Raps davon auszngehe
dass es sich um die Aminosauren Valin und Leuchdék. Des Weiteren kdnnte es sich bei den
Verbindungen mit demvz-Verhaltnissen 116,0706 §89NO,) und 166,0861 (6H::NO2) um

die Aminosauren Prolin und Phenylalanin handelnchAim Phloemsaft aus Raps wurde eine
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Verbindung mit demnvz-Verhaltnis 123,0553 ((EsN>O) nachgewiesen, bei der es sich
maoglicherweise um Nicotinamid handeln konnt#z-Signale, die auf Fragmente von Zuckern
durch beginnende Karamellisierungsreaktionen zumiftiren sind, wurden im Phloemsaft aus
Raps im Temperaturbereich bis 150 °C nicht detakttein auffalliger Unterschied zwischen
Phloemsaft aus Mais und Phloemsaft aus Raps bestetier Detektion schwefelhaltiger
Verbindungen im Phloemsaft aus Raps, nicht jedaciPhloemsaft aus Mais. Eine Erklarung
hierfir ware, dass Raps als Pflanze der FamilieBiessicaceae Glucosinolate enthalt, mit

denen die detektierten schwefelhaltigen Verbindarmyessammenhéangen konnten.

Analyse einer Phloemsaft-Standardmischung

Nach Literaturangaben sind im Phloemsaft aus Mags Raps hautpsachlich das Kohlenhydrat
Saccharose und daneben Aminosauren enthalten Kagitel 1.2.3). Von diesen bekannten
Bestandteilen des Phloemsafts wurden im PhloenasaftMais mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS
lediglich die Aminosauren Valin und Leucin nachgesdn, welche nicht zu den im Phloemsaft
mengenmaliig vorherrschenden Aminoséuren zahlenzWmberprifen, ob andere bekannte
Bestandteile des Phloemsafts aus Mais unter demeweleten Analysebedingungen tatséchlich
nicht nachweisbar sind, wurde eine Phloemsaft-Stamlischung hergestellt und mittels DIP-
APCI-Q-TOF-MS im Positiv- und Negativ-Modus analayr Analyse des Phloemsafts
analysiert. Die Phloemsaft-Standardmischung enthm#lSaccharose, den Aminosauren Alanin,
Glutaminsaure, Asparagin, Serin, Valin und Leusiowie den organischen Sauren Apfelsaure
und Citronensaure bekannte Bestandteile des Phédtsmsus Mais in den Literaturangaben
entsprechender Konzentration in wassriger Losunge Denaue Zusammensetzung der
Phloemsaft-Standardmischung ist in Kapitel 5.4 Jegieben.

Von den Bestandteilen der Phloemsaft-Standardmiggtkonnten im Temperaturbereich bis
150 °C sowohl im Positiv-, als auch im Negativ-Medulediglich Valin und Leucin
nachgewiesen werden. Abbildung 89 zeigt die extrédmm/z-Spuren der beiden Aminosauren
bei Analyse der Phloemsaft-Standardmischung und etgsprechenden Blindmessung im
Positiv-Modus. Zu erkennen ist ein Anstieg der Slortensitat demyz-Spuren der Aminosauren

bereits im Temperaturbereich bis 150 °C (Analysigr=d5 min) bei Analyse der Phloemsaft-
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Standardmischung, nicht aber bei der entsprecheBliedmessung. Im Negativ-Modus ist ein
analoges Verhalten zu erkennen.

&
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Abbildung 89: DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse der PhloafisStandardmischung bei
lonisation im Positiv-Modus; rot: Phloemsaft-Starthtaischung; schwarz:
Blindmessung; (a) EIC vonm/z118,0863 + 20 ppm (Valin); (b) EIC von
m/z 132,1019 £ 20 ppm (Leucin).

m/z-Signale der Ubrigen Bestandteile der Phloemsaftd&trdmischung waren im
Temperaturbereich bis 150 °C sowohl im Positiv-s auch im Negativ-Modus, im
Massenspektrum nicht zu erkennen und die extramevtz-Spuren dieser Verbindungen zeigten
auch keinen Anstieg der Signalintensitat in diesesmperaturbereich. Im Temperaturbereich
von 150-400 °C konnten im Positiv-Modus alle Bedteite der Phloemsaft-Standardmischung,
abgesehen von Serin und Apfelsdure, nachgewiesetiemelm Negativ-Modus wurden alle
Bestandteile der Phloemsaft-Standardmischung, abgasvon Serin und Citronensaure, im

Temperaturbereich von 150-400 °C detektiert. Diesgebnisse lassen darauf schliel3en, dass,
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abgesehen von Serin, alle Bestandteile der Phlde@sadardmischung mittels APCI im
Positiv- oder Negativ-Modus ionisierbar sind, adass lediglich Valin und Leucin bereits im
Temperaturbereich bis 150 °C verdampft werden.

Die Tatsache, dass unter den Bestandteilen dere®Bkft-Standardmischung lediglich Valin
und Leucin im Temperaturbereich bis 150 °C detektrgerden konnten, steht im Einklang
damit, dass im Phloemsaft aus Mais und Raps im €emyrbereich bis 150 °C lediglich diese

bekannten Bestandteile nachgewiesen wurden.

3.4.2.2 Analyse mittels DIP-APCI-lon Trap-MS

Mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS konnten im Phloemsaft aMgis und im Phloemsaft aus Raps
einige Bestandteile detektiert und anhand der altkor m/z-Verhdltnisse mdgliche
Summenformeln abgeleitet werden. Die Identifizigrwer nachgewiesenen Bestandteile sollte
durch MS/MS-Experimente mittels DIP-APCI-lon TragsMerfolgen. Aufgrund der Ergebnisse
der Analysen des Phloemsafts mittels DIP-APCI-Q-IM% wurde die Schubstange in den DIP-
APCI-lon Trap-MS Analysen mit einer Heizrate vor2 &s auf 150 °C aufgeheizt und diese
Temperatur 5 min gehalten. Ein zweiter Heizschaiif 400 °C erfolgte nicht. Die Analysen
mittels DIP-APCI-lon Trap-MS wurden ausschlie3lichPositiv-Modus durchgefihrt.

Analyse der Phloemsaft-Standardmischung

Um zu Uberprifen, ob unter Verwendung des lon Magsenspekirometers MS/MS-
Experimente imnVz-Bereich der nachgewiesenen Bestandteile des Pk&demerfolgreich
durchgefihrt werden kénnen, wurde die Phloemsaiftxiirdmischung mittels DIP-APCI-lon
Trap-MS analysiert und MS/MS-Experimente von Valid Leucin durchgefihrt. Abbildung 90
zeigt die Massenspektren der DIP-APCI-lon Trap-MS/Mnalyse von Valin und Leucin aus

der Phloemsaft-Standardmischung.
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Abbildung 90: Massenspektren der DIP-APCI-MS/MS Kma von Valin und Leucin aus der
Phloemsaft-Standardmischung; (a) MS/MS vz 118 (Valin); (b) MS/IMS
vonm/z 132 (Leucin).

Wie in Abbildung 90 zu erkennen, fragmentieren sow®alin, als auch Leucin, zu
Verbindungen, die 46Vz-Einheiten weniger aufweisen, als die entsprecheRdecursor-lonen.
Dies konnte sich, wie in Abbildung 91 gezeigt, duie Abspaltung von Wasser und CO
erklaren lassen. Die DIP-APCI-lon Trap-MS/MS Anayson Valin und Leucin aus der
Phloemsaft-Standardmischung zeigt, dass eine Diolvig von MS/MS-Experimenten im/z-
Bereich der nachgewiesenen Bestandteile des Phddismsdglich ist.

179



Ergebnisse und Diskussion

a)
+
o}
)\/u\ +H -CO )\d.H - )\CH
_
OH
-H0 I |
NH, m/z118 NH, NH;  miz72
b)

+

o + -
M ; -co G o
+ _—
OH
-H,0 NH, NH
NH mz 132 y 2 m/z 86
2

Abbildung 91: Vorgeschlagene Fragmentierungswege(apValin und (b) Leucin.

Analyse von Nicotinamid

Mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS wurde im Phloemsaft augidlund im Phloemsaft aus Raps eine
Verbindung mit demm/z-Verhaltnis 123,0553 (§E1sN.O) detektiert, bei der es sich um
Nicotinamid handeln kdnnte. Um dies zu bestatigemde eine wassrige Nicotinamid-Losung
mittels DIP-APCI-lon Trap-MS/MS analysiert. Abbildg 92 zeigt die resultierenden
Massenspektren der MS/MS-Experimente von Nicotidarointer Verwendung eindReaction
amplitude von 100 % konnte keine Fragmentierung fést+ H]*-lons von Nicotinamid erreicht
werden (vgl. Abbildung 92a). Die Erhéhung der FragirerungsenergieRéaction amplitude:
120 %) fuhrte zur Fragmentierung vowz 123 zu Verbindungen mit denwz-Verhaltnissen 80,
96 sowie 106 (vgl. Abbildung 92b). Mégliche Fragrierungswege von Nicotinamid, welche
die Entstehung der genannten Fragmente erklarshjrsiAbbildung 93 dargestellt.
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Abbildung 92: Massenspektren der DIP-APCI-MS/MS Kea von Nicotinamid Yz 123);
(a) Reaction amplitude: 100 %; (b)Reaction amplitude: 120 %.
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Abbildung 93: Mdbgliche Fragmentierungswege von MNicamid.
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Phloemsaft aus Mais

Mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS im Positiv-Modus konnteim Phloemsaft aus Mais zwolf
Bestandteile nachgewiesen und mogliche Summenfarerahittelt werden. Auch mittels DIP-
APClI-lon Trap-MS konntenm/z-Signale aller im Phloemsaft aus Mais nachgewiasene
Bestandteile detektiert werden und die entspredenaVz-Spuren zeigten einen dem
Temperaturprogramm der Schubstange entsprechendestied der Signalintensitat. Zur
Identifizierung der nachgewiesenen Bestandteile Pbioemsaft aus Mais wurden MS/MS-
Experimente der entsprechendg¥ + H]*-lonen durchgefihrt. Aufgrund der zum Teil sehr
geringen Signalintensitaten konnten nicht fir aldehgewiesenen Bestandteile aussagekréaftige
Massenspektren der gebildeten Fragmente erhaltedewe Daher konnten hinsichtlich der
Identitdt der Verbindungen mit den postulierten $enformeln @HgN, (m/z 109,0761),
C7HgNO, (m/z 140,0705) und gH11NO, (m/z 154,0860) keine weiteren Erkenntnisse gewonnen
werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der MNSAMperimente der Ubrigen
nachgewiesenen Bestandteile des Phloemsafts asseMiiutert.

Das MS/MS-Experiment vonvz 118 (Abbildung 94) bestatigt, dass es sich beM&bindung

mit der postulierten Summenformelsk;;NO, (m/z118,0863) um die bekanntermalien im
Phloemsaft enthaltene Aminosaure Valin handelt. WidVlS/MS-Experiment von Valin in der
Phloemsaft-Standardmischung beobachtet, fragmentierl18 durch Verlust von Wasser und
CO zum/z 72.

— CSHllNOZ 721
2 1.0x10' m/z 118
>
(@]
©,
7
0 5.0x10° - -CO
9 -
[3) H,0
C
oo++r—"br 7 A p—
40 60 80 100 120 140

m/z

Abbildung 94: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Ama von n/z118 aus dem
Phloemsatft aus Mais.
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Abbildung 95 zeigt die resultierenden Massenspekier MS/MS-Experimente der Verbindung
mit der postulierten SummenformebHzN,O (MVz 123,0553), bei der vermutet wurde, dass es
sich um Nicotinamid handeln kdnnte. Unter Verwergl@merReaction amplitude von 100 %
konnte keine Fragmentierung vamz 123 erreicht werden (vgl. Abbildung 95a). Die Hrhig

der Fragmentierungsenergidke@ction amplitude: 120 %) fuhrte zur Fragmentierung von
m/z 123, jedoch nicht zur Detektion eines aussageggiftFragmentspektrums (vgl. Abbildung
95b). Es konnte somit nicht bestatigt werden, desssich bei der Verbindung mit der
postulierten SummenformekBsN,O um Nicotinamid handelt.

a)
— 6.0x10° -
[2) C.H.N.O 123.0
c 6 6 2
g m/z 123
O, 4.0x10° 1
T
Q N
g 2.0x10
c
0.0 1— , ; , ; T R PO . , } ,
40 60 80 100 120 140
m/z
b)
3 _
T 1.5x10 130.0
C
3
O, 1.0x10°
T
= 2
8 5.0x10° 79.1 81.1
= \ 951
0.0 . I . I . 1Iyl . nﬂ I T I* IAA I
40 60 80 100 120 140
m/z

Abbildung 95: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Ama von n/z123 aus dem
Phloemsaft aus Mais; (&eaction amplitude: 100 %; (b)Reaction amplitude:
120 %.

Nach den Ergebnissen der DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysérd die Verbindung mit der
postulierten SummenformelsBsO3 (M/z 127,0390) als Artefakt aus Saccharose gebildet. Es

konnte sich mdglicherweise um Maltol oder Isomaltbhndeln. Die resultierenden
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Massenspektren der MS/MS-Experimente wm 127 sind in Abbildung 96 dargestellt. Unter
Verwendung eineReaction amplitude von 100 % wurde eine unvollstdndige Fragmentierung
von m/z 127 beobachtet (vgl. Abbildung 96a). Durch Erhdhuwter Fragmentierungsenergie
(Reaction amplitude: 120 %) wurde eine nahezu vollstandige Fragmemigivonm/z 127 zu
m/z 99 undnvz 69 erreicht (vgl. Abbildung 96b). Die Entstehungsgér Fragmente kdnnte sich
durch Abspaltungen von CO bzw,H;O, erklaren lassen. Dies wirde aufgrund der Strukture
von Maltol und Isomaltol vermuten lassen, dassiels Bei Verbindung mit der postulierten
Summenformel gHsO3 eher um Isomaltol handelt.
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Abbildung 96: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Ama von n/z127 aus dem
Phloemsaft aus Mais; (&eaction amplitude: 100 %; (b)Reaction amplitude:
120 %.

Abbildung 97 zeigt das Massenspektrum des MS/MSeErents der Verbindung mit der
postulierten Summenformel §BsNO, (Mm/z 128,0706).m/z 128 fragmentiert hauptsachlich zu
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Verbindungen mit demyz-Verhaltnissen 111 und 100, was sich durch die Albgpg von NH
bzw. von CO erklaren lassen konnte.
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Abbildung 97: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Amsa von n/z128 aus dem
Phloemsaft aus Mais.

Analog zur Bestatigung des Nachweises von Valin Rhloemsaft aus Mais, bestatigt das
MS/MS-Experiment vonm/z 132 (Abbildung 98), dass es sich bei der Verbigduamt der
postulierten SummenformelgB:3NO, (M/z132,1018) um die ebenfalls bekanntermal3en im
Phloemsaft enthaltene Aminosaure Leucin handele Wi MS/MS-Experiment von Leucin in
der Phloemsaft-Standardmischung beobachtet, fratggnem/z 132 durch Verlust von Wasser
und CO zumn'z 86.
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Abbildung 98: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Ama von m/z132 aus dem
Phloemsaft aus Mais.
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Abbildung 99 zeigt das Massenspektrum des MS/MSeEwpents der Verbindung mit der
postulierten Summenformel;B13NO, (M/z 144,1018) und Abbildung 100 das Massenspektrum
des MS/MS-Experiments der Verbindung mit der pastidn Summenformel ¢ElgO,
(m/z 145,0494), welche nach den Ergebnissen der DIPHARTOF-MS Analysen als Artefakt
aus Saccharose gebildet windz 145 fragmentiert im MS/MS-Experiment zu Verbindangnit
denm/zVerhaltnissen 127 und 99 (vgl. Abbildung 100), v&sh durch aufeinanderfolgende
Abspaltungen von Wasser und CO erklaren lassent&domer Vergleich der in den MS/MS-
Experimenten vormyz 144 undm/z 145 gebildeten Fragmente zeigt, dags 127 undm/z 99
auch im MS/MS-Experiment vonvz 144 auftreten (vgl. Abbildung 99). Dies lasst vatem,
dass unter Verwendung des gewahlten IsolationgfenstesPrecursor-lons von 0,81z kein
reines Massenspektrum der Fragmente nmtnl44 (besitzt eine geringere Signalintensitat als
m/z 145) generiert werden konnte. Somit kdnnen keirgtanen Aussagen hinsichtlich der
Identitdt der Verbindung mit der postulierten Sumfoemel GHi3NO, (nm/z 144,1018)

getroffen werden.
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Abbildung 99: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS Ama von m/z144 aus dem
Phloemsaft aus Mais.
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Abbildung 100: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z145 aus dem
Phloemsaft aus Mais.

Abbildung 101 zeigt das Massenspektrum des MS/MgeBEments der Verbindung mit der
postulierten SummenformelgB;NO; (m/z 166,0497). Das Auftreten lediglich eines Fragments
das 46m/z-Einheiten weniger aufweist, als das entsprecHemadursor-lon, konnte sich durch
die Abspaltung von Wasser und CO erklaren lassend uerinnert an das
Fragmentierungsverhalten der Aminosauren Valin uJrelicin. Ein nahezu identisches
Massenspektrum der Fragmente wurde im MS/MS-Exmarimder Verbindung mit der
postulierten SummenformekB:;NO, (Mm/z 166,0861) im Phloemsaft aus Raps, bei der vermutet
wird, dass es sich um die Aminosaure Phenylala@indélt, erhalten (vgl. Abbildung 111).
Moglicherweise zeigt die Verbindung mit der postuken Summenformel E;NO;
(m/z166,0497) ein zur Verbindung mit der postulierteBummenformel ¢H;;NO;
(m/z 166,0861) analoges Fragmentierungsverhalten. Buegtere Moglichkeit wéare eine
veranderte Zusammensetzung des Phloemsafts aus zZMiaisZeitpunkt der Gewinnung der
Proben fur die DIP-APCI-lon Trap-MS Analyse. So Rt anstelle der Verbindung mit der
postulierten Summenformel g8;NOz; (M/z 166,0497) die Verbindung mit der postulierten
Summenformel gH11NO, (m/z166,0861) vorgelegen haben und mittels DIP-APCINS

analysiert worden sein.
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Abbildung 101: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z166 aus dem
Phloemsaft aus Mais.

In Abbildung 102 ist das Massenspektrum des MS/MBeEments der Verbindung mit der
postulierten Summenformel ¢8sNO, (nV/z 196,0603) dargestellt. Unter Verwendung der
gewahlten Fragmentierungsenergie konnte keine iahsrele Fragmentierung vom/z 196

erzielt werden. Eine Wiederholung des MS/MS-Experita unter Verwendung einer erhéhten

Fragmentierungsenergie war nicht moglich, da kéitoémsaft aus Mais mehr zur Verfligung

stand.
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Abbildung 102: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aise von m/z196 aus dem
Phloemsaft aus Mais.

Die mittels DIP-APCI-lon Trap-MS durchgefuhrten Ni&-Experimente von Bestandteilen des

Phloemsafts aus Mais konnten den Nachweis der Asdumen Valin und Leucin bestatigen.
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Dass es sich bei der Verbindung mit der postulieBammenformel gHsN,O (m/z 123,0553)
um Nicotinamid handelt, konnte nicht bestétigt veerdHinsichtlich der Identitat der Gbrigen
mittels DIP-APCI-Q-TOF-MS nachgewiesenen Bestatelteon Phloemsaft aus Mais konnten
mit Hilfe der durchgefiihrten MS/MS-Experimente leiBrkenntnisse gewonnen werden. Dies
lasst sich unter anderem durch die beobachtetegnfemgierungen durch unspezifische

Abspaltungen, beispielsweise von Wasser und CQjihdgn.

Phloemsaft aus Raps

Im Phloemsaft aus Raps konnten mittels DIP-APCIQFIMS im Positiv-Modus zwanzig
Bestandteile nachgewiesen und mdgliche Summenfarmehittelt werdennvz-Signale aller
dieser nachgewiesenen Bestandteile konnten audelsnDIP-APCI-lon Trap-MS detektiert
werden und die entsprechendemzSpuren zeigten einen dem Temperaturprogramm der
Schubstange entsprechenden Anstieg der Signalititeridm die nachgewiesenen Bestandteile
zu identifizieren, wurden auch im Fall von Phloefhsaus Raps MS/MS-Experimente
durchgefihrt. Wie bereits bei den MS/MS-Experimanten Bestandteilen des Phloemsafts aus
Mais, war es auch beim Phloemsaft aus Raps nicglichétr alle nachgewiesenen Bestandteile
aussagekraftige Massenspektren der gebildeten lerg#gmau erhalten, da die Signalintensitaten
zum Teil sehr gering waren. Hinsichtlich der Idg&ittider Verbindungen mit den postulierten
Summenformeln ¢HoN (m/z72,0811), GHi;iIN (m/z86,0966), GHINOS (1/z108,0476),
CeHgNo  (M/z109,0760), GHaN  (M'z112,1121), @HNO, (m/z116,0706), GHoN
(m/z120,0808) sowie £HioN, (M/z137,1072) konnten aus diesem Grund keine weiteren
Erkenntnisse gewonnen werden. Im Folgenden werae&rgebnisse der MS/MS-Experimente
der tbrigen nachgewiesenen Bestandteile des Phddisnasis Raps beschrieben.

Analog zum Phloemsaft aus Mais bestéatigt das MSEMeriment vonnvVz 118 (Abbildung
103) auch im Fall des Phloemsafts aus Raps, dasshebei der Verbindung mit der postulierten
Summenformel €H13NO, (MVz118,0863) um die Aminosaure Valin handelt. Wie MB/MS-
Experiment von Valin in der Phloemsaft-Standardimigsy beobachtet, fragmentiertz 118
durch Verlust von Wasser und COmz 72.
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Abbildung 103: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z118 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

Die MS/MS-Experimente der Verbindung mit der padstién Summenformel ¢ElgN.O
(m/z123,0553) fuhren im Fall des Phloemsafts aus Ra#gsbildung 104) zu denselben
Erkenntnissen, wie im Fall des Phloemsafts aus Mdister Verwendung eineReaction
amplitude von 100 % konnte erneut keine Fragmentierung minl23 erreicht werden (vgl.
Abbildung 104a). Die Erhéhung der Fragmentierungegie Reaction amplitude: 120 %) fihrte
zur Fragmentierung vom/z 123, es konnten jedoch keine Fragmente detektierden (vgl.
Abbildung 104b). Auch im Fall des Phloemsafts aapfkkonnte daher nicht bestatigt werden,
dass es sich bei der Verbindung mit der postuheBemmenformel gHsN>O um Nicotinamid
handelt.
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Abbildung 104: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aise von m/z123 aus dem
Phloemsaft aus Raps; (@action amplitude: 100 %; (b)Reaction amplitude:
120 %.

In Abbildung 105 ist das Massenspektrum des MS/MBeEments der Verbindung mit der
postulierten SummenformelsBsNO, (m/z 128,0705) aus dem Phloemsaft aus Raps dargestellt.
m/z 128 aus dem Phloemsaft aus Raps fragmentiertmzié28 aus dem Phloemsaft aus Mais
auch, hauptsachlich zu Verbindungen mit dérnVerhaltnissen 111 und 100, was sich durch die
Abspaltung von NB bzw. von CO erklaren lassen konnte. Somit schestsich bei der
Verbindung mit der postulierten SummenformgHENO, im Phloemsaft aus Mais und Raps um
dieselbe Substanz zu handeln.
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Abbildung 105: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z128 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

Abbildung 106 zeigt das Massenspektrum des MS/M@eHEments vonm/z132 aus dem
Phloemsaft aus Raps. Dieses bestétigt, dass eshsictier Verbindung mit der postulierten
Summenformel gH13NO, (Mm/z 132,1018), analog zum Phloemsaft aus Mais, auckathdes
Phloemsafts aus Raps um die Aminosaure Leucin ftantfee im MS/MS-Experiment von
Leucin in der Phloemsaft-Standardmischung beobgdndgmentierin/z 132 durch Verlust von
Wasser und CO zwv/'z 86.
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Abbildung 106: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aise von m/z132 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

In den DIP-APCI-Q-TOF-MS Analysen konnten im Phleaft aus Raps zwei Verbindungen

mit einem nominalemvz-Verhéaltnis von 144 nachgewiesen werden. Mittel$-BPCI-lon
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Trap-MS ist es nicht mdglich, getrennte MS/MS-Expente dieser beiden Verbindungen mit
den postulierten SummenformelnsHgNOS (Wz 144,0476) und @€H:3NO, (m/z 144,1017)
durchzufuhren. Abbildung 107 zeigt das Massenspekties MS/MS-Experiments van'z 144
aus dem Phloemsaft aus Raps. Dieses stimmt naledigtimdig mit dem Massenspektrum des
MS/MS-Experiments vonvz 144 aus dem Phloemsaft aus Mais (vgl. Abbildungi®@@rein, fur
das postuliert wurde, dass aufgrund des Vorhandenseon n/z145 kein reines
Massenspektrum der Fragmente vofz 144 generiert werden konnte. Mittels DIP-APCI-Q-
TOF-MS wurden bei Analyse des Phloemsafts aus Ragemperaturbereich bis 150 °C keine
m/z-Signale, die auf Fragmente von Zuckern durch begide Karamellisierungsreaktionen
zurtckzufuhren sind (beispielsweis#z 127,04 undwz 145,05), detektiert. Mittels DIP-APCI-
lon Trap-MS wurdenm/z 127,0 undmn/z 145,0 hingegen auch bei Analyse des Phloemsadts au
Raps detektiert. Somit ist davon auszugehen, dads ian Fall des Phloemsafts aus Raps kein

reines Massenspektrum der Fragmentem@l44 generiert werden konnte.
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Abbildung 107: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aise von m/z144 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

In Abbildung 108 ist das Massenspektrum des MS/MBeEments der Verbindung mit der
postulierten SummenformelgB::NO3s (M/z 146,0810) dargestellt. Die detektierten Fragmente
konnten sich durch Abspaltungen von )\ M/asser und C&erklaren lassen.
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Abbildung 108: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z146 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

Abbildung 109 zeigt das Massenspektrum des MS/MgeBEments der Verbindung mit der
postulierten SummenformelgB:sNO, (m/z 158,1174).m/z 158 fragmentiert zu Verbindungen
mit denm/z-Verhaltnissen 140, 130 und 112, was sich durctpalbengen von Wasser, CO bzw.
Wasser und CO erklaren lassen konnte.
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Abbildung 109: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z158 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

Abbildung 110 zeigt das Massenspektrum des MS/M@eBEments der Verbindung mit der
postulierten Summenformel ;8:3NOS (Wz160,0788). Die Entstehung der detektierten
Fragmente mit demv/z-Verhaltnissen 143 und 115 kdnnte durch Abspaltangan NH; bzw.
von NHs; und CO erkléart werden.
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Abbildung 110: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z160 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

Im Phloemsaft aus Raps wurde mittels DIP-APCI-Q-T@& eine Verbindung mit der

postulierten Summenformel¢B:1NO, (M/z 166,0861) nachgewiesen, bei der es sich um die

Aminosaure Phenylalanin handeln kénnte. In Abbigluhll ist das Massenspektrum des

MS/MS-Experiments dieser Verbindung dargstetitz 166 fragmentiert nahezu ausschlief3lich

zu m/z 120, was sich durch die Abspaltung von Wasser @@derklaren lassen koénnte. Dieses

Fragmentierungsverhalten entspricht dem der Amumesa Valin und Leucin, was darauf

hindeutet, dass es sich bei der Verbindung mit mestulierten Summenformel ¢B1:NO,

tatsachlich um die Aminosaure Phenylalanin handelt.
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Abbildung 112 zeigt das Massenspektrum des MS/MgeBEments der Verbindung mit der
postulierten SummenformelsB:14N,0, (M/z 183,1127).m/z 183 bildet im MS/MS-Experiment
lediglich ein Fragment mit einemvz-Verhéltnis von 165. Diese Fragmentierung lassh sic

wahrscheinlich durch die Abspaltung von Wasseraeek.
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Abbildung 112: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aAse von n/z183 aus dem
Phloemsaft aus Raps.

In Abbildung 113 ist das Massenspektrum des MS/MBeEments der Verbindung mit der
postulierten Summenformel 16H:0NO, (m/z 186,1488) gezeigt. Die aus/z 186 gebildeten
Fragmente mit demvz-Verhaltnissen 168 und 140 konnten durch Abspaiangon Wasser

bzw. von Wasser und CO erklart werden.
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Abbildung 113: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MS aise von m/z186 aus dem
Phloemsaft aus Raps.
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Wie bereits im Fall des Phloemsafts aus Mais kanmtie mittels DIP-APCI-lon Trap-MS
durchgefihrten MS/MS-Experimente auch im Fall del@&msafts aus Raps den Nachweis der
Aminosauren Valin und Leucin bestatigen. Zusatzligierte das MS/MS-Experiment der
Verbindung mit der postulierten SummenformeHGNO, (mM/z 166,0861) einen weiteren
Hinweis darauf, dass es sich bei dieser Verbindungdie Aminosaure Phenylalanin handelt.
Dass es sich bei der Verbindung mit der postulie&ammenformel gHN.O (mM/z 123,0553)
um Nicotinamid handelt, konnte auch im Fall vond@hhsaft aus Raps nicht bestétigt werden.
Die durchgefihrten MS/MS-Experimente der (Ubrigen ttetd DIP-APCI-Q-TOF-MS
nachgewiesenen Bestandteile von Phloemsaft aus IR#gden keine ausreichenden Hinweise
auf die Ildentitat dieser Verbindungen. Dies lassh,swie auch im Fall des Phloemsafts aus
Mais, unter anderem dadurch begrinden, dass leldiglinspezifische Abspaltungen,

beispielsweise von Wasser und CO, beobachtet wurden

3.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine auf chemisdbaisation bei Atmospharendruck (APCI)
basierende lonenquelle (DIP-APCI) zur direkten raaspektrometrischen Analyse fester und
flussiger Proben entwickelt. Einsatzmdglichkeitem BIP-APCI-MS sowohl in der qualitativen,
als auch in der quantitativen Analyse, konnten iggtzeerden.

Zur Erweiterung der Einsatzmoglichkeiten soll zuligneine VUV-Lampe an den Quellkérper
der lonenquelle gekoppelt und auf diese Weise DFFRIAMS Analysen ermdglicht werden. Die
Entwicklung einer DIP-APPI lonenquelle sollte eieenpfindliche massenspektrometrische
Analyse erméglichen, da im Gegensatz zur LC-APPIHEKIngsmittelfrei gearbeitet werden
kann und somit keine Absorption von VUV-Photonenctildas Losungsmittel erfolgt.

Eine weitere geplante Modifizierung der lonenquélésteht im Ersatz des APCI-Verdampfers
durch einen ESI-Sprayer. Dies ermdglicht die Korabon der temperaturprogrammierten
Verdampfung durch die Schubstange mit einer Nadaitton nach dem Prinzip der EESI. Auf
diese Weise konnte das Spektrum der analysierlfubstanzen auf polare Analyten, die einer
lonisation mittels APCI weniger zuganglich sindsgedehnt werden.

Hinsichtlich der Analyse von Phloemsaft aus Maisl lRaps erscheint es sinnvoll, weiteren

Phloemsaft zu gewinnen und mittels LC-MS unter \dung eines p-HPLC Systems zu
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analysieren. Die im Phloemsaft zu erwartenden polaBestandteile sollten einer
flissigchromatographischen Analyse und der Detektnittels ESI-MS zuganglich sein. Ein p-
HPLC-System ermdglicht Injektionen aus einem Reasemon lediglich 5 pL, womit nur eine
geringflgige Verdinnung des Phloemsafts vor derlyseanttig wéare. Dadurch sollte eine

Erh6hung der Nachweisempfindlichkeit erreicht werde
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4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine auf chemisdbaisation bei Atmosphéarendruck (APCI)
basierende lonenquelle zur direkten massenspekirisoieen Analyse fester und flussiger
Proben entwickelt. Die lonenquelle verwendet eimekteinlass-SystemDfrect inlet probe,
DIP), welches die Proben mit Hilfe einer tempenatogrammierbaren Schubstange
automatisiert in die lonenquelle einbringt und oejuzierbar positioniert. Durch programmiertes
Aufheizen der Schubstange in der Ilonenquelle werdkichtige und semifliichtige
Probenbestandteile getrennt nach ihren Dampfdriickdie Gasphase tberfuhrt.

Die entwickelte DIP-APCI-lonenquelle wurde untemWendung von zwei verschiedenen, in der
Werkstatt der Bergischen Universitat Wuppertal &egigten, Quellkdrpern an ein
hochauflosendes Q-TOF-Massenspektrometer (Agilesthiiologies) und an ein lon Trap-
Massenspektrometer (Bruker Daltonik) gekoppelt. bé¢ide Kopplungen wurden die Gasfliisse
in der lonenquelle sowie die Einfahrposition deh®istange in die lonenquelle optimiert. Bei
lonisation im Positiv-Modus wurden alle untersuchténalyten in protonierter Form
(IM + H]*) detektiert. Eine lonisation im Negativ-Modus werdurch das Einbringen einer
ausreichenden Menge an Sauerstoff in die lonergeethoglicht. Im Negativ-Modus wurde die
Bildung von[M — H]™- und [M + 0,]-lonen der untersuchten Analyten beobachtet. Inh Fal
beider Kopplungen konnte eine lineare Abhangiglddt Signalintensitat des Testanalyten
Coffein von der Konzentration beobachtet werderesDieigt die Mdglichkeit eines Einsatzes
der DIP-APCI-lonenquelle in der quantitativen Arssy

Unter Verwendung des Q-TOF-Massenspektrometerst&odie Reproduzierbarkeit der DIP-
APCI-MS Analyse am Beispiel der Analyse eines Hatga aus der chinesischen
Angelikawurzel Radix Angelicae sinensis) demonstriert werden. Die Mdglichkeit der Trennung
von Probenbestandteilen nach ihren Dampfdrickerchdyprogrammiertes Aufheizen der
Schubstange wurde durch die nahezu vollstandigentirlg von Hexansauremethylester und
Dodecansauremethylester gezeigt.

Die DIP-APCI-Q-TOF-MS Kopplung wurde zur qualitaiv Analyse von in der chinesischen

Heilpflanzenmedizin (CHM) verwendeten Pflanzen esgjzt. Eine Unterscheidung der
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chinesischen AngelikawurzeRédix Angelicae sinensis) und der koreanischen Angelikawurzel
(Radix Angelicae gigas) konnte durch direkte Analyse der gemahlenen P8arund Nachweis
der in Radix Angelicae gigas vermehrt enthaltenen Cumarine, anhand der Detelderen
akkuraterm/z-Verhéltnisse, erzielt werden. Auch verarbeitetXimo Yao Pillen, einer in der
CHM verwendeten Zubereitung verschiedener Pflanzkonnte die Verwendung der
europaischen AngelikawurzeR4dix Angelicae archangelica) anstelle derRadix Angelicae
sinensis Uber die Detektion von Cumarinen nachgewiesen ever@ies zeigt die Moglichkeit
eines Einsatzes der DIP-APCI-MS zu Authentizitdifgngen und Qualitatskontrollen von in
der CHM verwendeten Pflanzen und Zubereitungen.

Die Mdglichkeit eines Einsatzes der DIP-APCI-loneele zur quantitativen Analyse konnte am
Beispiel der Bestimmung des Cumaringehalts von Zinter Verwendung der DIP-APCI-Q-
TOF-MS Kopplung demonstriert werden. Die Validieguther DIP-APCI-MS Bestimmung von
Cumarin in Zimt nach Extraktion zeigte zufriedefistede Linearitat, Wiederfindung und
Reproduzierbarkeit, sowohl unter Verwendung vontelgertem Cumarin als interner Standard,
als auch ohne den Einsatz eines internen Standbhd®r Verwendung von deuteriertem
Cumarin als interner Standard wurden mittels DIFEARIS und mittels LC-MS vergleichbare
Cumaringehalte verschiedener Zimtproben ermit@ine Verwendung eines internen Standards
wurden hohe Cumaringehalte in der LC-MS Analysersdigitzt und in der DIP-APCI-MS
Analyse unterschatzt. Dies zeigt, dass der Einsatz deuteriertem Cumarin als interner
Standard bei beiden Methoden sinnvoll ist, um wstléhe Ergebnisse zu erhalten. Die
Bestimmung von Cumarin in Getranken mit Waldmeg#echmack zeigte, dass spektralen
Interferenzen in der ambienten Massenspektromdtegondere Aufmerksamkeit geschenkt
werden muss. Mittels LC-MS konnte in einem Likért Mialdmeistergeschmack kein Cumarin
nachgewiesen werden. Wéahrend der DIP-APCI-MS Amalygirde durch den Einfluss der
eingesetzten hohen Temperatur ein zu Cumarin iesbaArtefakt gebildet. Die
temperaturprogrammierte Verdampfung in Kombinatioit dem Einsatz von deuteriertem
Cumarin als interner Standard hat zum Erkenneredieserferenz gefihrt.

Unter Verwendung der DIP-APCI-lon Trap-MS Kopplungrde eine zerstorungsfreie Analyse
von Kunststoffgegenstanden auf das VorhandenseirPimhalaten und anderen Weichmachern
durchgefiihrt. Die Identifizierung von Weichmachenfolgte mit Hilfe von MS/MS- und M%
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Experimenten und der vergleichenden Analyse vomdatasubstanzen. Auf diese Weise
konnten Weichmacher in Spielzeug, Kunststoffen gbensmittelkontakt und anderen
Bedarfsgegenstanden aus Kunststoff nachgewiesetemer

Die DIP-APCI-lon Trap-MS wurde auch zur Wirkstoftdpse von Schmerzmitteln und
Antibiotika eingesetzt. Die Wirkstoffe aller untachten Schmerzmittel (Acetylsalicylséure,
Diclofenac, Ibuprofen, Paracetamol und Naproxem) Antibiotika (Clarithromycin, Rifampicin
und Ethambutol) konnten direkt aus den untersucftabletten oder Salben nachgewiesen
werden. Eine Absicherung der Identitat erfolgteriM&/MS-Experimente.

Neben der Entwicklung der DIP-APCI-lonenquelle la&in weiterer Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit auf der Analyse von Phloemskfit Hilfe der Laser-Aphiden-Technik
konnte Phloemsaft aus den Kulturpflanzen Mais urapsRgewonnen werden. Die direkte
Analyse des Phloemsafts mittels DIP-APCI-Q-TOF-M8@&glichte den Nachweis von zwolf
Bestandteilen des Phloemsafts aus Mais bzw. vomzgaestandteilen des Phloemsafts aus
Raps und die Ableitung moglicher Summenformeln aes detektierten akkuratenvz-
Verhaltnissen. Mittels DIP-APCI-lon Trap-MS erfadgtein Versuch der Strukturaufklarung
durch MS/MS-Experimente. Aufgrund des geringen Molargewichts der im Phloemsaft
nachgewiesenen Bestandteile, sowie geringer Sigeakitdten und unspezifischer
Fragmentierungen, konnte jedoch lediglich eine fifielrerung der bekanntermalen im
Phloemsaft enthaltenen Aminosauren Valin und Lelider die vergleichende Analyse von

Standardsubstanzen erfolgen.
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5.1 Gewinnung von Phloemsaft aus Mais und Raps

Die Gewinnung von Phloemsaft aus Mafeg mays) und RapsHBrassica napus) erfolgte unter
Verwendung der Laser-Aphiden-Technik (vgl. Kapite?.4). Die Versuchspflanzen Mais und
Raps wurden kontinuierlich im Gewachshaus untemdgtalbedingungen angezogen. Zur
Gewinnung von Phloemsaft aus Mais wurden Blattl&leseArt Rhopal osiphum padi eingesetzt,
welche im Brutschrank auf Mais, sowie auf zu diesemeck angezogener Gerstdofdeum),
nachgezichtet wurden. Die Gewinnung von Phloemaa$f Raps erfolgte mit Hilfe von
Blattlausen der Arvlyzus persicae, welche auf Raps nachgeziichtet wurden.

Zur Gewinnung von Phloemsaft wurden ca. zehn Blasi in einem kleinen Kéfig an die
Versuchspflanze (frei von Blattlausbefall) gehefiéaich einer Wartezeit von ca. zwei Stunden,
um den BlattlAusen Zeit zu geben, ihre Stechrissalas Phloem der Versuchspflanze zu
inserieren, wurden die Stechriissel mit einem Lasdils der mit Hilfe eines Mikroskops geleitet
wird, durchtrennt. Nach der Durchtrennung verblalbt untere Teil des Stechrissels in den
Siebrohren und der Rest der Blattlaus wurde mieraifPinsel entfernt. Im Fall des Austretens
von Phloemsaft aus dem verbleibenden Teil des &isséls wurde nach ca. drei Minuten eine
Mikrokapillare (0,5 pL) mit Hilfe von Mikromaniputaren tber den durchtrennten Stechriussel
platziert und der austretende Phloemsaft aufgefange

Der in den Mikrokapillaren gesammelte Phloemsaftrdeuzur GCxGC-MS und zur LC-MS
Analyse in 100 pL Wasser gegeben und bis zur Ardbgs -80 °C tiefgefroren. Hierbei wurden
mehrere Phloemsaftproben gepoolt, sodass Konzemiatvon ca. 1000 nL Phloemsaft/100 pL
Wasser in den tiefgefrorenen Proben vorlagen. 2&-APCI-MS Analyse wurde gewonnener

Phloemsaft unverdinnt in den Mikrokapillaren bél <& tiefgefroren.
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5.2 Kalibrierung des Q-TOF-Massenspektrometers

Zur Gewahrleistung der spezifizierten Auflosung umdassengenauigkeit des Agilent
Technologies 6538 UHD Accurate-Mass Q-TOF-Massetispmeters wurde das
Massenspektrometer in regelmaRigen Abstanden iatibund getunt. Hierzu wurde die ESI-
lonenquelle an das Massenspektrometer gekoppelt em# kommerziell erhaltliche
Kalibrierlosung (ESI-L Low Concentration Tuning Mixmit Hilfe des automatischen
Liefersystems, welches auch zum standigen Einbmninder Referenzlésung zur internen
Massenkorrektur verwendet wird, uber den ESI-Sprayedie lonenquelle eingebracht und
ionisiert. Bei der Kalibrierldsung handelt es sigin einen 10-Komponenten-Mix, der deve-
Bereich zwischen 110 und 2800 abdeckt. Die Kalibrader Massenachse und das Tuning
erfolgten Uber die Autotune-Funktion der MassHunorkstation Software (verschiedene
Softwareversionen, Agilent Technologies, Santa &l1a&SA). Es wurde Uberprift, ob die
Spezifikationen hinsichtlich der Auflésung erreiet¢rden (mindestens 10.000 loe'z 322 und
mindestens 20.000 beivz 1522 im Modus fur einen erweiterten dynamischemeisd bzw.
mindestens 20.000 bevz 322 und mindestens 40.000 b@z 1522 im Hochauflosungs-Modus)
und ob die spezifizierte Massenabweichung von <t pfir alle Komponenten der

Kalibrierlosung gegeben ist.

5.3 Kalibrierung des lon Trap-Massenspektrometers

Das lon Trap-Massenspektrometer wurde vor Beginn Adeiten mit der DIP-APCI-
lonenquelle, sowie im Fall der Beobachtung erhotbweichungen der detektiertemv/z-
Signale von den theoretischenw'z-Verhaltnissen der Analyten, kalibriert. Zur Kaldnung
wurde die ESI-lonenquelle an das Massenspektromejekoppelt. Die verwendete
Kalibrierlosung wurde durch Verdiunnung einer konmuredk erhaltlichen Kalibrierlosung (ESI
Tuning Mix) mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch rgestellt und mit Hilfe einer
Spritzenpumpe uber den ESI-Sprayer in die lonetgjushgebracht und ionisiert. Bei der
Kalibrierlosung handelt es sich um einen 7-Kompo@aeMix, der demvz-Bereich zwischen
110 und 2800 abdeckt. Die Kalibration der Massesachrfolgte unter Verwendung der

manuellen Kalibrierfunktion der Software Compassr¢echiedene Softwareversionen, Bruker
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Daltonik, Bremen, D). Hierbei wurde ein manuelldogleich der detektiertenvz-Signale der

Bestandteile der Kalibrierldsung mit deren theatenm/z-Verhéltnissen durchgefuhrt.

5.4 Herstellung von Standardldsungen und Probenvorberéiing

Flussige Proben und Standardlésungen wurden zwAPIPI-MS Analyse mit Hilfe einer GC-
Spritze in Probentiegel, welche zuvor in die Pre@h#nahme fir feste Proben eingebracht
wurden, oder alternativ in die Probenaufnahme filiissige Proben injiziert. Die
Probenaufnahme fur fliissige Proben konnte nurilmdistandsfreier Verdampfung der injizierten
Probe eingesetzt werden. Bei ruckstandshinterldese®roben wurden die Probentiegel fur
feste Proben, welche fir den einmaligen Gebrauchesehen sind, verwendet. Ublicherweise
wurde ein Volumen von 1 pL eingesetzt.

Zur direkten DIP-APCI-MS Analyse fester Proben wandpulverformige Proben (z.B.
gemahlendradix Angelicae sinensis, Zimtpulver) mit Hilfe eines Spatels in die Probegel fur
feste Proben eingebracht. In der chinesischen fipenmedizin eingesetzte Pillen wurden vor
der Analyse gemorsert. Bei einigen Proben (Analy@® Weichmachern in Gegenstanden des
taglichen Gebrauchs; Wirkstoffanalyse von Arznetehit) wurden die Probentiegel lediglich

tber die Probenoberflache gerieben bzw. die Prdimflache mit den Probentiegeln berihrt.

5.4.1 Standardlésungen zur Optimierung der DIP-APCI-lonemuelle

Zur Optimierung und Charakterisierung der DIP-AR@ienquelle gekoppelt an das Q-TOF-MS
wurden Stammldsungen (1000 mg/L) von Coffein, Hegamemethylester und Dodecanséure-
methylester in Dichlormethan hergestellt. Coffetar8lardlosungen im Konzentrationsbereich
von 0,5-100 mg/L wurden durch entsprechende Verdfignder Coffein-Stammlosung mit
Dichlormethan erhalten. Eine Standardlésung mit dfeduremethylester und Dodecanséure-
methylester (je 100 mg/L) wurde in Dichlormethamesetzt. N-nonyp-D-maltosid sowie das
Polyethylenglycol- und das Alkylpolyglucosid-Gentiswurden als Reinsubstanzen eingesetzt.
Zur Optimierung der DIP-APCI-lonenquelle gekoppatt das lon Trap-MS wurden Coffein-
Standardldsungen mit einer Konzentration von 10Lm@ Dichlormethan sowie im
Konzentrationsbereich von 1,0-100 mg/L in Methameigestellt.
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5.4.2 Extraktion von chinesischen Heilpflanzen

Chinesische Heilpflanzen und daraus hergestelliéenPiwurden mit Dichlormethan im
Ultraschallbad extrahiert. Hierzu wurden 0,25 g getrockneten, pulverformigen Pflanzen oder
gemdrserten Pillen eingewogen, mit 2,5mL Dichldirae versetzt und 40 min im
Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurden didrakte durch einen 0,2 um PTFE

SpritzenvorsatZzfilter filtriert.

5.4.3 Quantifizierung von Cumarin in Zimt und Waldmeister -Getréanken mittels DIP-
APCI-Q-TOF-MS und LC-Q-TOF-MS

Zur Untersuchung der Mdoglichkeiten der Quantifiaiey von Cumarin mittels DIP-APCI-MS

wurden zehn Zimtproben (5 Proben Ceylon-Zimt, ZoBroCassia-Zimt und 3 Proben Zimt ohne
Angabe der botanischen Herkunft), zwei Getranke Waldmeistergeschmack und ein
Kaugummi mit Zimtgeschmack im Einzelhandel erworben

Stammlésungen von Cumarin (1000 mg/L) ungCdmarin als interner Standard (460 mg/L)
wurden in Methanol angesetzt. Durch Verdinnung Methanol/Wasser (80/20; v/v) wurden
aus den Stammldsungen Kalibrierlosungen mit 0,1ai® Cumarin/L (0,1, 0,5, 1, 5 und

10 mg/L) und jeweils 0,9 mg«Cumarin/L hergestellt.

5.4.3.1 Methodenvalidierung

Sowohl die DIP-APCI-MS Methode, als auch die LC-Mt&thode, wurden zur Bestimmung
von Cumarin in Zimtpulver validiert. Hierzu wurderlLinearitat, Wiederfindung,
Wiederholbarkeit, Nachweisgrenze und Bestimmungsggreermittelt. Da kein Cumarin-freier
Zimt als Leer-Matrix verfugbar war, wurde die Zimtpe mit dem niedrigsten Cumaringehalt
zur Bestimmung der Wiederfindung mit vier verscleieen Konzentrationen (100, 500, 1000
und 5000 mg/kg) an Cumarin versetzt. Die Wiederauddbit (innerhalb eines Tages und an zwei
verschiedenen Tagen) wurde durch wiederholte Aeadlgs zur Bestimmung der Wiederfindung
hergestellten Proben ermittelt. Die Nachweis- unestBhmungsgrenzen wurden nach der
Kalibriergeradenmethode der DIN 3264% € 8 = 0,05; k =3) aus der Analyse eines
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Extraktes der Zimtprobe mit dem niedrigsten Cungeiralt, versetzt mit 1-920 pgs-d
Cumarin/L (1, 5, 9, 46, 92, 460 und 920 pg/L), baret.

5.4.3.2 Probenvorbereitung zur DIP-APCI-MS und LC-MS Bestimmung von Cumarin in

Zimt nach Extraktion

Die Extraktion der Zimtproben zur QuantifizierungnvCumarin mittels DIP-APCI-MS und LC-
MS erfolgte nach Methode L.00.00-134 der Amtlictgammlung von Untersuchungsverfahren
nach 864 LFGB (Lebensmittel-, Bedarfsgegenstanael lbuttermittelgesetzbuch). 0,5 g der
Zimtproben wurden genau eingewogen und nach Zugatzdi-Cumarin als interner Standard
mit ca. 40 mL Methanol/Wasser (80/20; v/v) fur 30nnbei Raumtemperatur geruhrt. Die
Extrakte wurden mit Methanol/Wasser (80/20; v/v) B mL aufgefullt und durch einen 0,2 pm
PTFE Spritzenvorsatzfilter filtriert. 100 pL der teakte aus den Cassia-Zimtproben und den
Zimtproben ohne Angabe der botanischen Herkunft demr zur Analyse mit 900 pL
Methanol/Wasser (80/20; v/v) verdunnt.

Zum Vergleich mit unbehandelten Extrakten wurde &imtextrakt nach Carrez geklart
[245,257]. Hierzu wurden dem Zimtextrakt vor demfiilien auf 50 mL jeweils 2 mL Carrez I-
Losung (K[Fe(CNX]*3H,0, 36 g/L) und Carrez ll-Lésung (Zn$3JH,0, 72 g/L) zugesetzt.

Der klare Uberstand wurde durch einen 0,2 pm PT##EZ8nvorsatZfilter filtriert.

5.4.3.3 Semiquantitative Bestimmung von Cumarin direkt ausZimtpulver mittels DIP-
APCI-MS

Zur semiquantitativen Bestimmung von Cumarin dirais Zimtpulver wurden ca. 0,1 mg des

Zimtpulvers genau in die Probentiegel eingewogahmaittels DIP-APCI-MS analysiert.

5.4.3.4 Probenvorbereitung zur DIP-APCI-MS und LC-MS Bestimmung von Cumarin in

Waldmeister-Getranken und Kaugummi mit Zimtgeschmad

Das Kaugummi mit Zimtgeschmack wurde zur Analysétetis DIP-APCI-MS und LC-MS
zunéachst in flissigem Stickstoff gemoérsert und hlesBend analog zu den Zimtproben

extrahiert. Die Getranke mit Waldmeistergeschmackden nach Zusatz von,-@€umarin als
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interner Standard lediglich im Verhdaltnis 1:1 ode® mit Methanol/Wasser (80/20; v/v)
verdinnt und durch einen 0,2 um PTFE Spritzenvriftat filtriert.

4-Hydroxyzimtsaure wurde zu 460 mg/L in MethanolB&&r (80/20; v/v) geldst. Zur Analyse
der Getranke mit Waldmeistergeschmack versetz#+hiydroxyzimtsdure wurden je 0,5 puL des
im Verhdltnis 1:1 verdinnten Getranks mit Waldnesiggschmack und der 4-Hydroxy-

zimtsdure-L6sung in die Probentiegel injiziert.

5.4.4 Analyse von Weichmachern in Gegenstanden des tadien Gebrauchs

Zur Untersuchung des Fragmentierungsverhaltend\echmacher wurden Standardlésungen
der einzelnen Weichmacher in Konzentrationen vom#ifl- im Fall von DEHP, DBP und BBP
bzw. 100 mg/L im Fall von DNOP, DINP, ATBC, DEHA dnDBS in Dichlormethan
hergestellt. Zur Analyse der Kunststoffgegenstam@s taglichen Gebrauchs wurden die
Probentiegel fiur feste Proben lediglich Uber dienstatoffoberfliche gerieben und das
anhaftende Material mittels DIP-APCI-MS und DIP-ARES" analysiert.

5.4.5 Analyse von Capsaicinoiden

Zur Untersuchung des Fragmentierungsverhalten€dpsaicinoide wurde eine Standardldésung
eines Capsaicinoidgemisches (,natirliches Capsaét% Capsaicin, 30 % Dihydrocapsaicin,
5 % Nordihydrocapsaicin) in einer Konzentration og/L in Acetonitril hergestellt.

Gemahlener Cayenne-Pfeffer und Sambal Oelek wudieskt in die Probentiegel fur feste
Proben gegeben. Grine und rote Jalapefios wurden Stah befreit, kleingeschnitten und
anschliel3end in der Kryomuhle vermahlen. Aliquotz dermahlenen Jalapefios wurden mit
derselben Menge Acetonitril versetzt und je 1 puk dehaltenen Extrakts in die Probentiegel fur

feste Proben injiziert.

5.4.6 Wirkstoffanalyse von Schmerzmitteln und Antibiotika

Um die Mdglichkeiten der direkten Wirkstoffanalypharmazeutischer Proben mittels DIP-
APCI-MS zu Uberprufen, wurden Schmerzmittel in TB#ieih- und Salbenform, sowie

Antibiotika in Tablettenform, analysiert. Zur Anakyvon Tabletten wurden diese mit Hilfe eines
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Messers zerteilt und die Innenseite der Tablettéeh emem Probentiegel fur feste Proben
berthrt. Das anhaftende Material wurde mittels BFRCI-MS analysiert. Diese Vorgehensweise
wurde gewahlt, um den wirkstoffhaltigen Teil der bleten und nicht mdglicherweise
vorhandene Uberziige zu beproben. Aufgrund erkeenbRrobeninhomogenitat wurde das
untersuchte Aspirin-Effect Pulver vor der Analysargrsert und das homogenisierte Pulver mit
einem Probentiegel fiir feste Proben durch Berihhepyobt. Zur Analyse von Salben wurden
geringe Mengen der Salben in die Probentiegel d&tef Proben eingebracht und mittels DIP-
APCI-MS analysiert.

Die analysierten (frei verkauflichen) Schmerzmittelrden in einer ortlichen Apotheke

erworben, die untersuchten Antibiotika wurden vorem Arzt zur Verfliigung gestellt.

5.4.7 Analyse von Phloemsaft

Zur Analyse mittels DIP-APCI-MS wurde der Phloemisafs Mais und Raps direkt aus den zur
Gewinnung verwendeten Mikrokapillaren in die Praiegel fir feste Proben eingebracht. Die
Proben wurden gepoolt, sodass im Fall von Maisjéde Analyse 400-480 nL Phloemsaft
eingesetzt wurden. Im Fall von Raps wurden zur ys®lunter Verwendung des Q-TOF-MS
250-270 nL Phloemsaft eingesetzt, zur Analyse uwtEmvendung des lon Trap-MS wurden
430-500 nL Phloemsaft verwendet.

Eine wassrige Phloemsaft-Standardmischung  wurde h natiteraturangaben  zur
Zusammensetzung von Phloemsaft aus Mais herge3tabielle 21 zeigt die Zusammensetzung
dieser Standardmischung. Zur DIP-APCI-MS Analyserdea 500 nL der Phloemsaft-

Standardmischung in die Probentiegel fur feste &robjiziert.

209



Experimenteller Teil

Tabelle 21: Zusammensetzung der wassrigen Phloe®safdardmischung.
Substanzklasse Substanz Summenformel Konfge/rlit]ration
Kohlenhydrate Saccharose 12820011 340

Alanin GH/NO, 7
Glutaminséaure GHoNO, 6
L Asparagin GHgN2O5 3
Aminosauren _
Serin GH7NO;3 1
Valin CsH1iNO, 0.5
Leucin GH13NO; 0.5
Organische Apfelsaure GHeOs 0.7
Sauren Citronensaure Es0; 1

Zusatzlich zur Phloemsaft-Standardmischung wurdee evassrige Nicotinamid-Losung der

Konzentration 1,5 g/L zur Analyse mittels DIP-APIGhR Trap-MS hergestellt.

5.5 Gerateeinstellungen zur DIP-APCI-Q-TOF-MS und LC-Q-TOF-MS

Analyse

Die Steuerung des Agilent Technologies 6538 UHD ukate-Mass Q-TOF-MS und die
Auswertung der Massenspektren erfolgten unter Viedweg der MassHunter Workstation
Software (verschiedene Softwareversionen, Agilesthhologies, Santa Clara, USA). Die DIP
wurde manuell mit Hilfe eines Controllers (SIM Gmbl®berhausen, D) gesteuert. Der
Hilfsgasfluss um die Schubstange wurde unter Vedweg eines Schwebekorper-
Durchflussmessers (Krohne, Duisburg, D) geregedt.LEE-MS Analysen wurde die verwendete
Agilent Technologies Infinity 1290 UHPLC durch d&oftware ChemStation (Version B.04,
Agilent Technologies, Waldbronn, D) kontrolliert.

5.5.1 DIP-APCI-Q-TOF-MS Analyse

Im Verlauf der Optimierung und Charakterisierungr delP-APCI-lonenquelle wurden

unterschiedliche Gerateeinstellungen des Q-TOF-&fesgrektrometers und der DIP verwendet.
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Unter optimierten Bedingungen wurde das Q-TOF-MSHothauflosungs-Modus (Auflésung
von mindestens 20.000 be¥z 322 bzw. 40.000 beivz 1522) und im Standard-Massenbereich
(bis 3200nVz) betrieben. Im Positiv-Modus wurde Stickstoff (10@) als Hilfsgas um die
Schubstange in die lonenquelle geleitet und einoKastrom von 4 pA angelegt. Im Negativ-
Modus wurde synthetische Luft (100 L/h) als Hilfsgeerwendet und ein Koronastrom von
20 pA angelegt. Massenspektren wurdennie-Bereich von 50-3200 oder 50-1000 mit einer
Aufnahmerate von 1 Spektrum/s aufgenommen. Dieirgernen Korrektur demyz-Achse und
der Gewaébhrleistung der Massengenauigkeit verwerfgeterenzlésung mit einer Konzentration
von 1 uM Purin und 0,2 uM Hexakis(1H,1H,3H-tetraflopropoxy)phosphazin in Methanol
wurde uber den geheizten Verdampfer in die loneltejeengebracht. Die weiteren optimierten
Einstellungen des Q-TOF-MS zur DIP-APCI-MS Analgssd in Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22: Optimierte Einstellungen des Q-TOF-M&R2IP-APCI-MS Analyse.

Drying gasflow rate 6,0 L/min

Drying gastemperature | 300 °C

Vaporizer temperature 325 °C

Nebulizer pressure 20 psig
Capillary voltage 3500 V
Fragmentor voltage 150V
Skiimmer voltage 65V
Octupole rf 750 V

Unter optimierten Bedingungen wurde die SchubstangeAnalyse bis auf einen Abstand von
4 mm der Schubstangenspitze von einer Positiorktdinaterhalb der Korona-Nadel in die
lonenquelle eingebracht.

Zur Analyse der Standards und der komplexen PrabeVerlauf der Optimierung und
Charakterisierung der DIP-APCI-lonenquelle und zn deschriebenen Einsatzen der DIP-
APCI-Q-TOF-MS in der gualitativen Analyse wurdenterschiedliche Temperaturprogramme

der DIP eingesetzt. Diese sind in den Kapiteln13uad 3.2.2 angegeben.
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Zur Quantifizierung von Cumarin in Zimt und Waldmster-Getranken (Kapitel 3.2.3) wurde
jeweils 1 uL der Standard- und Probeldsungen ltaw0,1 mg Zimtpulver in Probentiegel fur
feste Proben eingebracht und die Schubstange meit Eieizrate von 2 °/s auf 400 °C aufgeheizt
und diese Temperatur 1 min gehalten. Die lonisatidolgte im Positiv-Modus. Massenspektren
wurden imnvz-Bereich von 50-1000 aufgenommen.

Die zur Analyse des Phloemsafts aus Mais und Rapgendeten Probentiegel fir feste Proben
wurden vor den Analysen 5 min bei 400 °C ausgehewar Analyse der jeweiligen
Phloemsaftprobe erfolgte unter Verwendung des zumalyse der Probe eingesetzten,
ausgeheizten Probentiegels eine Blindmessung udésr zur Analyse des Phloemsafts
verwendeten Bedingungen. Die Schubstange wurdézalyse des Phloemsafts aus Mais und
Raps mit einer Heizrate von 0,2 °/s auf 150 °C eléigt, diese Temperatur 5 min gehalten und
die Schubstange anschlieRend mit einer Heizrate vdis auf 400 °C aufgeheizt und diese
Temperatur wiederum 5 min gehalten. Die lonisagdolgte im Fall von Phloemsaft aus Mais
im Positiv- und Negativ-Modus, im Fall von Phloeftsais Raps wurden lediglich Analysen im
Positiv-Modus  durchgefiihrt. Massenspektren wurdem m/z-Bereich von 50-3200
aufgenommen.

MS/MS-Experimente wurden durch CID unter Verwendung Stickstoff als Kollisionsgas bei
einer Kollisionsenergie von 10 eV durchgefiihrt. DBsecursor-lon wurde mit einem

Isolationsfenster von #vz isoliert.

5.5.2 LC-Q-TOF-MS Analyse

Zur LC-Q-TOF-MS Analyse wurde eine Agilent Techrgiles Infinity 1290 UHPLC Uber eine
Elektrospray-lonenquelle an das Q-TOF-MS gekoppéie flissigchromatographische
Trennung erfolgte unter Verwendung einer KineteX dm C18 (100x2,1 mm) HPLC-Saule
(Phenomenex, Aschaffenburg, D), welche auf 40 Y@ptxiert wurde. Als Eluent wurde ein
Gradient aus Wasser und Methanol, jeweils mit 0,1W¥) Ameisensaure, in folgendem
Gradientenprogramm verwendet: 0-5 min, 20-55 % iedhy 5-6 min, 55-90 % Methanol; 6-
7 min, 90 % Methanol; 7-8 min, 90-20 % Methanoli@min, 20 % Methanol. Die Flussrate
betrug 0,3 mL/min und das Injektionsvolumen 1 pbs-TOF-MS wurde im Hochaufldsungs-
Modus (Auflésung von mindestens 20.000 @z 322 bzw. 40.000 bei/z 1522) und im
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Standard-Massenbereich (bis 3200Vz) betrieben. Die lonisation erfolgte mittels
Elektrosprayionisation im Positiv-Modus. Massenspakwurden inmm/z-Bereich von 50-1000
mit einer Aufnahmerate von 3 Spektren/s aufgenomriéa zur internen Korrektur der/z-
Achse und der Gewahrleistung der Massengenauigkeitendete Referenzldsung mit einer
Konzentration von 10 uM Purin und 2 pM Hexakis(1H3H-tetrafluoropropoxy)phosphazin in
Acetonitril/Wasser (95/5; v/v) wurde Uber einen #ese ElektrosprayNebulizer in die
lonenquelle eingebracht. Tabelle 23 zeigt die weité&instellungen des Q-TOF-MS zur LC-MS
Analyse.

Tabelle 23: Einstellungen des Q-TOF-MS zur LC-MSaAmse.

Drying gasflow rate 9,0 L/min
Drying gastemperature | 325 °C
Capillary voltage 3500 V
Nebulizer pressure 30 psig
Fragmentor voltage 150V
Simmer voltage 65V
Octupole rf 750 V

5.6 Gerateeinstellungen zur DIP-APCI-lon Trap-MS Analyse

Die Steuerung des Bruker Daltonik amaZon speed Tap-MS und die Auswertung der
Massenspektren erfolgten unter Verwendung des Sofpaketes Compass (verschiedene
Softwareversionen, Bruker Daltonik, Bremen, D). #P wurde manuell mit Hilfe eines
Controllers (SIM GmbH, Oberhausen, D) gesteuertr Béfsgasfluss um die Schubstange
wurde unter Verwendung eines Schwebekdrper-Durssifhessers (Krohne, Duisburg, D)
geregelt.

Wahrend der Optimierung der DIP-APCI-lonenquellerden z.T. von den hier angegebenen
Gerateeinstellungen abweichende Einstellungenate$rap-MS und der DIP verwendet.

Unter optimierten Bedingungen wurde das lon Trap-M$ Enhanced Resolution-Modus

betrieben. Die lonisation in der DIP-APCI-lonendeetérfolgte im Positiv-Modus, es wurde
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Stickstoff (250 L/h) als Hilfsgas um die Schubstnig die lonenquelle geleitet und ein
Koronastrom von 4000 nA angelegt. Ein optimalermn&far von lonen von der lonenquelle bis
zur lon Trap wurde durch Verwendung der Funkti@mart parameter setting (SPS) des
Massenspektrometers erreicht. Diese Funktion optimautomatisch den lonentransfer im
Bereich des gewahltanvz-Wertes. Zur Analyse von Standardsubstanzen bngseiielanalyten
wurde dasm/z-Verhadltnis des jeweiligen Standards bzw. Zielateadygewahlt. Bei mehreren
Zielanalyten wurde ein mittleraw/z-Verhéltnis als Kompromiss verwendet. Die Beladdieg
lon Trap wurde Uber die Funktidon charge control (ICC) des Massenspektrometers gesteuert
und ein Zielwert von 200.000 sowie eine maximal&kuykulationszeit von 100 ms verwendet.
Massenspektren wurden im/z-Bereich von 50-1000 aufgenommen und 10 Mikroscams
Generierung eines Massenspektrums gemittelt. Dieevea optimierten Einstellungen des lon
Trap-MS zur DIP-APCI-MS Analyse sind in Tabelle 2¢dsammengefasst.

Tabelle 24: Optimierte Einstellungen des lon Traf-&ur DIP-APCI-MS Analyse.

Drying gasflow rate 1,3 L/min
Drying gastemperature | 250 °C
Capillary voltage 4500 V
End plate offset 500 V

Vaporizer temperature 300 °C

Nebulizer pressure 30 psi

Unter optimierten Bedingungen wurde die SchubstangeAnalyse bis auf einen Abstand von

10 mm der Schubstangenspitze von der Korona-Nad#gilonenquelle eingebracht.

Bei den Analysen zur Optimierung der DIP-APCI-logeelle, der Analyse von Weichmachern

in Gegenstéanden des taglichen Gebrauchs sowie dalysen der Capsaicinoide, Schmerzmittel
und Antibiotika wurde die Schubstange mit einerzriie von 2 °/s auf 400 °C aufgeheizt und
diese Temperatur 1 min gehalten.

Analog zur Analyse von Phloemsaft mittels DIP-ARTGIFOF-MS wurden die verwendeten

Probentiegel auch im Fall der Analysen des Phlo&maas Mais und Raps mit Hilfe der DIP-

APCI-lon Trap-MS (wie unter 5.5.1 beschrieben) gen Analysen 5 min bei 400 °C ausgeheizt
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und Blindmessungen durchgefuhrt. Die Schubstangelevaur Analyse der Phloemsaftproben
mit einer Heizrate von 0,2 °/s auf 150 °C aufgeheizd diese Temperatur 5 min gehalten.
Massenspektren wurden miz-Bereich von 25-1000 aufgenommen.

MS/MS und MS-Experimente wurden durch CID mit einem Isolatiemster desPrecursor-

lons von 0,8z und einer Reaktionsamplitude von 100 % durchgeéfihr

5.7 Gerate und Materialien

5.7.1 Gewinnung von Phloemsaft

Nd:Glas-Laser, Modell: U-Point 100; Laserkopf: Sithblainz, D; Betriebsgerat: Beck Neu-
Isenburg, D

Mikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen, D

Mikrokapillaren 0,5 pL, Hirschmann Laborgeréte, &tadt, D

5.7.2 Massenspektrometrie und HPLC

* Q-TOF-MS-System
6538 UHD Accurate-Mass Q-TOF, Agilent Technologi®anta Clara, USA
lonenquelle ESI Drying gas. Stickstoff (Generator)
Nebulizer gas: Stickstoff (Generator)
DIP-APCI  Drying gas: Stickstoff (Generator)
Nebulizer gas: Stickstoff (Generator)
Hilfsgas: Stickstoff 5.0, synthetische Luft
Controller: MSD Direct Inlet Probe, SIM, OberhausBn
Kontrolle Hilfsgasfluss: Schwebekdrper-Durchflussser,
Krohne, Duisburg, D

StolRgas Stickstoff 5.0

Kompressor SF2FF, Atlas Copco, Stockholm, S
Stickstoff-Generator NGM, cmc Instruments, EsohbD
PC-System Int@Xeon® W3520; 2,66 GHz; 8,0 GB RAM
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Software

lon Trap-MS-System

MassHunter Workstation Software, Versiod4Bund B.05,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

amaZon speed, Bruker Daltonik, Bremen, D

lonenquelle

StolRgas
PC-System
Software

ESI

DIP-APCI

Orbitrap-MS-System

Drying gas: Stickstoff poil-off von fl. N,)
Nebulizer gas: Stickstoff poil-off von fl. Ny)
Drying gas: Stickstoff poil-off von fl. N,)
Nebulizer gas: Stickstoff poil-off von fl. Ny)
Hilfsgas: Stickstofflfoil-off von fl. Ny)
Controller: MSD Direct Inlet Probe, SIM, OberhausBn
Kontrolle Hilfsgasfluss: Schwebekdrper-Durchflussser,
Krohne, Duisburg, D
Helium 5.0
Int€lXeor® W3520; 2,67 GHz; 3,7 GB RAM
ESI Compass for amaZon, Version 1.3 ufdBruker

Daltonik, Bremen, D

Exactive, Thermo Fisher Scientific, Bremen, D

lonenquelle
PC-System
Software

HPLC-System
1290 Infinity UHPLC, Agilent Technologies, WaldbirgrD

PC-System
Software

lon Max API Source

Int&Core™ 2 Duo E8400; 2,99 GHz; 3,2 GB RAM
Xcalibur, Version 2.1, Thermo Fisher Stfen Bremen,
D

Int&1Xeon® W3520; 2,66 GHz; 8,0 GB RAM
ChemStation Version B.04, Agilent Techgas,
Waldbronn, D
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5.7.3 Probenvorbereitung und Materialien

Analysenwaage BP221S (220 g max; d = 0,1 mg), Bastdso6ttingen, D
Analysenwaage CP324S (320 g max; d = 0,1 mg), @astdsottingen, D
Analysenwaage M2P (2 g max), Sartorius, Goéttin@gen,

Ultraschallbad USR 30 H, Merck Eurolab, Bruchsal, D
Wasseraufbereitungssystem GenPure, TKA, Niedetelber
Wasseraufbereitungssystem arium pro VF, Sartotadira biotech, Goéttingen, D
Kryomiihle 6850 Freezer/Mill, Spex SamplePrep, Metin; USA

DIP Probentiegel fur Feststoffe, SIM, Oberhausen, D

GC-Spritze Gastight 10 pL, Hamilton, Bonaduz, CH

Spritze Gastight 500 pL, Hamilton, Bonaduz, CH

Transferpett® und Transferpette®Sverschiedene Volumina, Brand, Wertheim, D

Pipettenspitzen fiir Transferpétteerschiedene GroRen und Hersteller

5.7.4 Weitere PC-Systeme und Software

» PC-Systeme (nur Angabe der CPU und RAM)
Intel® Coréd™ i3; 3,2 GHz, 4,0 GB RAM
Intel® Coré™ i5-2430: 2,40 GHz, 4,0 GB RAM

» Software
Windows XP Professional, Microsoft
Windows 7 Professional, Microsoft
Windows 7 Enterprise, Microsoft
Office Professional 2007, Microsoft
Office Professional Plus 2010, Microsoft
The Unscramblét, Version 10.1, CAMO Software AS., Oslo, N
Origin Pro, Version 9.0.0, Origin Lab Corporation
Reference Manager, Version 10, Thomson Reuters
EndNote, Version 6.0.1, Thomson Reuters
ChemDraw Pro, Version 13.0.0.3015, CambridgeSoft
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5.8 Chemikalien

5.8.1 Standardsubstanzen

ESI-L Low Concentration Tuning Mix G1969-85000, kegit Technologies, Santa Clara, USA
ESI Tuning Mix G2421 A, Agilent Technologies, Sattara, USA

API-TOF Reference Mass Solution Kit G1969-85001 rifRuHexakis(1H,1H,3H-tetrafluoro-
propoxy)phosphazin), Agilent Technologies, San&&IUSA

Acetyltributylcitrat (ATBC),> 98 %, SAFC global, Hamburg, D

L-Alanin, > 98 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Alkylpolyglucosid (Glucopon 600), technisches Prkilehem. Cognis, Dusseldorf, D
Apfelsaure> 98 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

L-Asparagin> 98 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Benzylbutylphthalat (BBP), 98 %, Sigma Aldrich, i8teeim, D

Capsaicin (naturliches Capsaicin: 65 % Capsaicih%3Dihydrocapsaicin, 5 % Nordihydro-
capsaicin), Sigma Aldrich, Steinheim, D

Citronenséure, 99-100 %, AppliChem, Darmstadt, D

Coffein, ReagentPI(fs Sigma Aldrich, Steinheim, D

Coffein, purum, Fluka, Steinheim, D

Cumarin,> 99 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

ds-Cumarin, 98,8 atom%D, Dr. Ehrenstorfer, Augsbilrg,

Dibutylphthalat (DBP), 99 %, Sigma Aldrich, SteimeD

Dibutylsebacat (DBS)k 97,0 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Di(2-ethylhexyl)adipat (DEHA)> 99,0 %, Fluka, Steinheim, D

Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHPY 99,5 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Diisononylphthalat (DINP), Estergehait 99 %, Mischung aus £someren, technical grade,
Sigma Aldrich, Steinheim, D

Di-n-octylphthalat (DNOP);> 98,0 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D
Dodecansauremethylester99,5 %, Fluka, Steinheim, D

L-Glutaminsaurez 99 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Hexansauremethylester, zur Synthese, Merck, Dadtdda
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4-Hydroxyzimtsaure, 97,5 %, Carl Roth, Karlsruhe, D

Kaliumferrocyanid (K[Fe(CN)]*3H20), analytical grade, Fluka, Steinheim, D
L-Leucin,> 98 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Nicotinsdureamid, fur biochemische Zwecke, Mercarmstadt, D
N-Nonyl-3-D-maltosid, AppliChem, Darmstadt, D

Polyethylenglycol (PEG 200), technisches Produi&ne. Cognis, Dusseldorf, D
D(+)-Saccharose, geeignet fur die Biochemie, A@oganics, Geel, B
L-Serin,> 99 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

L-Valin, > 98 %, Sigma Aldrich, Steinheim, D

Zinksulfat (ZnSQ*7H,0), analytical grade, VWR, Leuven, B

5.8.2 Lo6sungsmittel

Acetonitril, fir HPLC, LC-MS grade, VWR, Leuven, B
Acetonitril, LC-MS ChromaSolv, Sigma Aldrich, Stagim, D
Ameisensaure, analytical grade, ~98 %, Fluka, 8&m, D
Dichlormethan, fur HPLC, VWR, Leuven, B
Dichlormethan, fur HPLC, Acros Organics, Geel, B
Methanol, fir HPLC, LC-MS grade, VWR, Leuven, B

5.9 Proben

5.9.1 Chinesische Heilpflanzen

Gemahlene Proben dBadix Angelicae sinensis und Radix Angelicae gigas wurden von Kelvin
Sze-Yin Leung (Hong Kong Baptist University, CN) rzwerfiugung gestellt. Die
Ausgangsmaterialien wurden zunéchst von einem Baraauthentifiziert.

Xiao Yao Pillen und Jiawei Xiao Yao Pillen unbeksrnZusammensetzung wurden in China
erworben. Xiao Yao Pillen bekannter Zusammensetfoniigund ohne Ingwer), sowie Xiao Yao
Pillen, welcheRadix Angelicae archangelica anstelle vornRadix Angelicae sinensis enthielten,

wurden von einer Apotheke in Wuppertal hergestellt.
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5.9.2 Safran

Bei den untersuchten, als Safran erworbenen Prbbadelte es sich um zwei verschiedene
Proben aus Agypten, eine Probe aus einem chinesisstipermarkt sowie eine Probe der Firma

Fuchs.

5.9.3 Folie mit UV-Absorber

Die untersuchte Folie aus einem thermoplastischefyuRethan (TPU), welche 2-(2H-
Benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(1-methyl-1-phenylethytgnol (Handelsname Tinuvin 900) als UV-
Absorber enthielt, wurde von SIM (Oberhausen, DO)\zerfligung gestellt.

5.9.4 Zimt und Getranke mit Waldmeistergeschmack

Die im Folgenden aufgefihrten untersuchten Zimtprob und Getranke mit
Waldmeistergeschmack wurden im Einzelhandel erworbe

Ceylon-Zimt, lose, aus einer Wuppertaler Gewurzhargl

Ceylon-Zimt, Bio, der Firma Sonnentor

Ceylon-Zimt, Bio, der Firma Brecht

Ceylon-Zimt, der Firma Pikantum

Ceylon-Zimt, Bio, der Firma Pikantum

Cassia-Zimt, der Firma Pikantum

Cassia-Zimt, Bio, der Firma Pikantum

Zimt, keine Angabe der botanischen Herkunft, dem&i Timbu

Zimt, keine Angabe der botanischen Herkunft, demgiHartkorn

Zimt, keine Angabe der botanischen Herkunft, dem&iOstmann

Waldgeist (Likor mit Farbstoff) der Firma Boente

Dreh + Trink Waldmeister (Waldmeister-Erfrischungsgnk) der Firma sportfit Fruchtsaft
Big Red (Kaugummi mit Zimtgeschmack) der Firma Wayg

5.9.5 Kunststoffgegenstande zur Analyse auf Weichmacher

Laborhandschuhe aus Vinyl der Firma Meditrade
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Verpackungsfolie fur Kase, erworben im Einzelhandel
Deckeldichtung eines Schraubglases mit Pesto, eesadm Einzelhandel
Badeente, erworben im Einzelhandel

Pflanzenbinder, erworben im Einzelhandel

5.9.6 Proben zur Analyse auf Capsaicinoide

Die im Folgenden aufgefuhrten, untersuchten Protenen im Einzelhandel erworben.
Cayennepfeffer der Firma Hartkorn

Sambal Oelek der Firma Improba

Jalapefo rot@apsicum annuum)

Jalapefio grinGapsicum annuum)

5.9.7 Schmerzmittel und Antibiotika

Aspirin, Bayer Vital, Leverkusen, D

Aspirin Effect, Bayer Vital, Leverkusen, D

Voltaren Dolo, Novartis Consumer Health, Miinchen, D
Voltaren Schmerzgel, Novartis Consumer Health, Nhénc D
IbuHEXAL, Hexal, Holzkirchen, D

Ibutop Schmerzcreme, mibe, Brehna, D

Paracetamol, Ratiopharm, Ulm, D

Dolormin fur Frauen, McNeil, Neuss, D

Clarithromycin, Ratiopharm, Ulm, D

Eremfat, Riemser, Greifswald, D

EMB-Fatol, Riemser, Greifswald, D
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Tabelle 25: Reproduzierbarkeit der DIP-APCI-MS Arsal eines Extraktes auRadix
Angelicae sinensis; Intensitat (Signalh6he) und relative Standardadiwang
(n=5) demVz-Signale >10.000 counts.

) . : . 5
mizSignal mittlere Intensitat relative Standardabweichung [%0]

[counts] (n=5)
173.096 25302 4.6
189.091 50939 5.3
191.108 446669 1.8
191.134 37102 4.4
191.147 16121 6.0
191.169 18393 7.4
191.188 13722 8.1
192.110 88171 4.8
207.102 26285 3.6
263.237 27353 2.7
279.232 23017 4.9
281.248 79844 3.2
282.251 16506 3.6
295.263 11373 6.6
381.206 61628 7.0
382.210 16119 7.2
397.383 16734 3.7
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Abbildung 114: MS/MS-Spektren defM + 0,]"-lonen von (@) N-nonyp-D-maltosid Wz
500) und (b) eines durch Abspaltung einer Glucasédit von N-nonyl-D-
maltosid entstandenen Fragmemiéz(338).
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Tabelle 26: Cumaringehalt in Zimtpulver bestimmttteds LC-MS und DIP-APCI-MS
(n = 3) unter Verwendung von-€umarin als interner Standard.
LC-MS DIP-APCI-MS
Zimtprobe Cumaringehalt Cumaringehalt [mg/kg]
[mg/kg] mittlere Intensitat Flache
Ceylon-Zimt 1 27.3+x24 43.3+3.9 41.1+4.6
Ceylon-Zimt 2 56.9 £3.2 71.1+£2.0 67.1+1.6
Ceylon-Zimt 3 229+1.8 40.0+2.0 344+£3.2
Ceylon-Zimt 4 326.4+£6.7 3126 £6.5 303.1 £15.0
Ceylon-Zimt 5 21.7+£2.7 46.2 +7.7 40.9 £ 9.6
Cassia-Zimt 1 3732.3+87.9 3539.8 +62.4 3430.7 +£112.8
Cassia-Zimt 2 3400.2 £ 80.3 3281.4 £39.5 3179.5+34.5
Zimt 1 3082.3 +119.7 2887.3 £ 26.7 2784.5+178.3
Zimt 2 2383.1 £ 27.5 2300.8 124 2255.7 £80.3
Zimt 3 1547.6 £+ 37.2 1502.4 + 69.1 1444.7 + 48.2
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Tabelle 27: Cumaringehalt in Zimtpulver bestimmttteds LC-MS und DIP-APCI-MS
(n = 3) ohne Verwendung eines internen Standards.
LC-MS DIP-APCI-MS
Zimtprobe Cumaringehalt Cumaringehalt [mg/kg]
[mg/kg] mittlere Intensitat Flache
Ceylon-Zimt 1 23.7+3.9 51.5+9.5 62.5+9.7
Ceylon-Zimt 2 56.6 £ 3.7 81.6 +£0.7 94.7+ 1.8
Ceylon-Zimt 3 17.7+1.3 39.3+1.7 49.6+ 4.6
Ceylon-Zimt 4 346.3+£6.9 345.9+18.1 372.2+29.5
Ceylon-Zimt 5 16.1+£2.6 45.3+94 57.5+9.2
Cassia-Zimt 1 4131.4£65.9 2738.2+1454 2901.1+ 104.0
Cassia-Zimt 2 3827.8 £19.9 2600.4 £ 215.1 2745.9+ 304.1
Zimt 1 3407.2+97.5 2240.7 £179.8 2396.6 + 299.0
Zimt 2 2704.0 £ 31.9 1621.5+121.4 1845.4+ 108.3
Zimt 3 1692.0 + 46.4 1049.6 + 63.3 1235.0+ 27.2
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Tabelle 28: Reproduzierbarkeit der DIP-APCI-MS Arsal von Coffein in Abhangigkeit

vom Drying gas-Fluss, vom Hilfsgas-Fluss und vom Abstand der &ngpitze
von der Korona-Nadel.

} . Abstand der Mittelwert der mittleren relative

Dryl':?gsgas' H'lflsu%‘;s' Probenspitze von  Intensitét des Coffein- Standardabweichung
[L/min] [L/h] der Korona-Nadel Signals [counts] [%]

[mm] (n=23) (n=13)

0 40 3028355 3.0

0 10 15060321 3.9

250 40 12865358 2.3

12 0 40 367642 43.7

0 250 10 18687495 8.3

12 0 10 286566 38.2

12 250 40 339273 20.3

12 250 10 376676 6.3

6 125 25 479715* 27.7*

* center point; n = 5.
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Tabelle 29: Einfluss eines gering@rying gas-Flusses auf die Intensitdt des detektierten
Coffein-Signals.

Mittelwert der

mittleren Intensitat relative Faktor der Reduktion
Drylng/ga_ls-FIuss des Coffein-Signals Standargjliawelchung der I.ntensnat.
[L/min] [counts] _0 (val. m!t 0,0 L/min
(n=3) (n=23) Drying gas)
0.0 21215213 12.4 -
1.3 14822962 4.9 1.4
2.0 4699016 17.2 4.5
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1.5x10" -

1.0x10" -

5.0x10°

mittlere Intensitat des
Coffein-Signals [counts]

OO — T T

20 °C; kein Lsgm.
300 °C; kein Lsgm.
300 °C; Methanol
300 °C; Wasser

Temperatur des Verdampfers
und Loésungsmittelinfusion

300 °C; Methanol/Wasser (50/50; v/v)
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Abbildung 116: Massenspektren der DIP-APCI‘M$alyse von DBP; (a) MS; (b) MS/MS von
m/'z 279; (c) MS vonmvz 279— m/z 205; (d) MS vonm/z 279— m/z 149.
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Abbildung 117: Massenspektren der DIP-APCI-M@alyse von BBP; (a) MS; (b) MS/MS von
m/z 313; (c) MS vonm/z 313— m/z 205; (d) MS vonm/z 313— m/z 149.
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Abbildung 118: Massenspektren der DIP-APCIl-M&nalyse von DINP; (a) MS; (b) MS/MS
vonm'z 419; (c) MS vonnz 419— mVz 293; (d) MS vonm/z 419 — m/z 275;
(e) MS vonm/z 419— mVz 149; (f) MS vonm/z 419— m/z 127.

232



Anhang

a)

— 391.2

é 100

T

‘©

c

g

i< 50 —

)

= i

) 149.0 l

) N Ul

o 0 T 1
500 1000
m/z

c)

— 149.0

§ 100

T

‘n

C

g

I 50 —

o

=

©

[}

o 0 T T T ]

100 200 300 400

m/z

(=}
~—

Relative Intensitat [%6]

o
~—

Relative Intensitat [%6]

149.0
100 -
507 261.0
O | | | |
100 200 300 400
m/z
149.0
100 -
50 —
0 | | ' | ' |
100 200 300 400
m/z

Abbildung 119: Massenspektren der DIP-APCI-M&halyse von DNOP; (a) MS; (b) MS/MS
vonm/z 391; (c) MS vonm/z 391— m/z 261; (d) MS vonnvz 391— nvz 149.
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Abbildung 120: Massenspektrum der DIP-APCI-MS/MSalAise vonm/z 433 aus dem DINP-
Standard.
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Abbildung 121: ESI-MS Analyse des DINP-StandardsS(MDrbitrap-MS-System (Exactive,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, D); Infusion vemuL/min DINP (1 g/L) in
MeOH/H,O (90/10; v/v) + 0,1% HCOOH; ESI(+)-Modus; Spraytage: 4 kV).
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Abbildung 122: Massenspektren der DIP-APCI-M&halyse von DEHA; (a) MS; (b) MS/MS
vonm/z 371; (c) MS von m/z 371— m/z 259; (d) MS vonm/z 371 — m/z 241;
(e) MS’ vonm/z 371 — m/z 147; (f) MS von m/z 371 — m/z129; (g) MS von

m'z371— m/z111.
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Abbildung 123: Massenspektren der DIP-APCI-M&halyse von ATBC; (a) MS; (b) MS/MS
von m/'z 403; (c) MS von m/z 403— m/z 361; (d) MS vonm/z 403— m/z 329;
(e) MS’ von m/z 403 — m/z 273; (f) MS von m/z 403 — m/z 217; (g) MS von

m/z403— m/z 213.
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Abbildung 124: Massenspektren der DIP-APCI-M@alyse von DBS; (a) MS; (b) MS/MS von
m/'z 315; (c) MS von m/z315 — m/'z259; (d) MS von m/'z315 — m/z 203;
(e) MS’ vonm/z 315— m/z 185.
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Abbildung 125: Massenspektren der DIP-APCI-MS/MS aAme

(b) Mz 269 aus dem ATBC-Standard.
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Abbildung 126: ESI-MS Analyse des ATBC-StandardsS(MDrbitrap-MS-System (Exactive,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, D); Infusion VepL/min ATBC (1 g/L) in
MeOH/H,O (90/10; v/v) + 0,1% HCOOH; ESI(+)-Modus; Spraytage: 4 kV).
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Abbildung 127: Massenspektren der DIP-APCI-M$halyse vonm/z 419 aus dem Laborhand-
schuh aus Vinyl; (a) MS/MS vom/z419; (b) MS von m/iz419 — m/z 293;
(c) MS® vonm/z 419— m/z 275.
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Abbildung 128: Massenspektren
Verpackungsfolie fiir Kase; (a) MS/MS vaon'z371; (b) MS von m/z 371 —
m/z259; (c) MS von m'z371 — m/z241; (d) MS von m/z371 — m/z 147;
(e) MS’ vonm/z 371— m/z 129; (f) MS vonmVz 371— m/z 111.
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Abbildung 129: Massenspektren
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DIP-APCI‘MSAnalyse von myz403 aus
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der

Verpackungsfolie fiir Kase; (a) MS/MS van'z 403; (b) MS von nvz 403 —
m/'z361; (c) MS von m/'z403 — m/z329; (d) MS von m/z403 — m/z 273;

(e) MS’ vonm/z 403— m/z 217; (f) MS vonm/z 403 — m/z 213.
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Abbildung 130: Massenspektren der DIP-APCI-MSAnalyse von m/z315 aus der
Deckeldichtung eines Schraubglases mit Pesto; @M$ von m/z 315;
(b) MS® von m/z 315 — m/z 259; (c) MS vonm/z 315— m/z 203; (d) MS von
m/z 315— m/z 185.
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Abbildung 131: Massenspektren der DIP-APCI-MSAnalyse von m/z403 aus der
Deckeldichtung eines Schraubglases mit Pesto; @MW8 von m/z403;
(b) MS® von m/z 403 — m/z361; (c) MS von m/z 403 — m/z 329; (d) MS von
m/'z 403 — m/z 273; (e) MS von m/z 403 — m/z 217; (f) MS von m/z 403 —
m/z 213.
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Abbildung 132: Massenspektren der DIP-APCI‘M&nalyse vonm/z 425 aus der Badeente;
(a) MS/MS vonm/z 425; (b) MS von m/z 425 — m/z 281; (c) MS vonm/z 425
— m/z 155; (d) MS vonm/z 425 — m/z 127.
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DIP-APCI'M3Analyse von m/z391 aus dem

Pflanzenbinder; (a) MS/MS vom/z 391; (b) MS von m/z391 — m/z 279;
(c) MS® vonm/z 391— m/z 167; (d) MS vonm/z 391— m/z 149.
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Abbildung 134: Massenspektren der DIP-APCI-MS uRtEAMS Analyse von Cayennepfeffer;
(&) MS (gemittelt Uber die gesamte Analysendau@)MS/MS vonm/z 306;
(c) MS/MS vonm/z 308.
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Abbildung 135: Massenspektren der DIP-APCI-MS uMBAMS Analyse von Sambal Oelek;
(&) MS (gemittelt Uber die gesamte Analysendau@)MS/MS vonm/z 306;
(c) MS/MS vonm/z 308.
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Abbildung 136: Massenspektren der DIP-APCI-MS uMEAMS Analyse der roten Jalapefio;
(&) MS (gemittelt Uber die gesamte Analysendau@)MS/MS vonm/z 306;
(c) MS/MS vonm/z 308; (d) MS/MS vom/z 294.
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Abbildung 137: Massenspektren der DIP-APCI-MS uRMBAMS Analyse der griinen Jalapefio;
(&) MS (gemittelt Uber die gesamte Analysendau@)MS/MS vonm/z 306;
(c) MS/MS vonm/z 308; (d) MS/MS vom/z 294.
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Tabelle 30: Im Phloemsaft aus Mais mittels DIP-ARETOF-MS im Positiv-Modus im
Temperaturbereich von 150-400 °C detektiente Signale.

detektiertesn’z Sumgge!ir]ﬁ‘r(;?mel (M -T/ :I]d“Le-ISons Ab\fé)epi(r:nqung
69.0338 GH40 69.0335 -4.5
81.0338 GH40 81.0335 -3.9
99.0442 GHs0: 99.0441 -1.5
109.0291 @H.40; 109.0284 -6.4
110.0319 g*3CIH40, 110.0318 -1.3
111.0442 GHeO: 111.0441 -1.3
113.0598 @HgO; 113.0597 -0.8
115.0391 @HOs 115.0390 -1.1
117.0548 @HgOs3 117.0546 -1.6
123.0441 GHeO: 123.0441 -0.4
125.0597 GHgO, 125.0597 0.1
127.0404 @HeOs 127.0390 -11.3
128.0425 g*C]Hc0s 128.0423 -1.4
129.0551 @HgOs 129.0546 -3.8
137.0596 @HgO; 137.0597 0.8
139.0389 GHeOs 139.0390 0.5
139.0753 GH100, 139.0754 0.4
141.0546 GHgO;3 141.0546 0.2
143.0340 GHeOs 143.0339 -0.8
143.0701 GH1003 143.0703 1.2
145.0498 @HgO4 145.0495 -1.8
149.0596 GHgO; 149.0597 0.7
151.0753 GH1002 151.0754 0.4
153.0546 @HgOs3 153.0546 0.1
155.0702 @H1003 155.0703 0.5
157.0495 GHgO4 157.0495 0.2
159.0651 GH1004 159.0652 0.5
163.0600 @H100s 163.0601 0.6
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197.0808
201.0758
205.0707
205.0857
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209.0809
221.0809
225.0758

GHsOs
GH1003
GHgO4
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GoHsOs
GoH1003
GHgO4
GoH1203
QH1004
GH1204
@H1003
@H1203
GoH1004
GoH1204
GH120s5
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@H1203
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@GH1204
@H1204
@H1205

165.0546
167.0703
169.0495
171.0652
177.0546
179.0703
181.0495
181.0859
183.0652
185.0808
191.0703
193.0859
195.0652
197.0808
201.0757
205.0707
205.0859
207.0652
209.0808
221.0808
225.0757

0.1
0.4
0.2
0.5
0.1
0.4
0.2
0.1
-0.1
0.2
-0.2
0.1
-0.1
0.2
-0.3
-0.2
11
-0.6
-0.3
-0.3
-0.2
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