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Abstract

Atmospheric-Pressure Laser lonization (APLI) wasgeligped at the University of Wuppertal
as a sensitive atmospheric-pressure ionisationodéfr the analysis of non-polar aromatic
hydrocarbons. The coupling of liquid chromatograph@) with APLI was first realised with

a Q-TOF Ultima (Waters) instrument in the form &@4APLI-(TOF)MS. Because of its great
separating power, gas chromatography presentstaresting alternative to LC. A plan was
therefore drafted for coupling a gas chromatognajth the atmospheric-pressure ion source
of the Q-TOF Ultima for APLI. To this end, an apprate electrically heated transfer line
was constructed. The front end of this transfee licould be mounted instead of a
volatilisation stage on the otherwise unmodifiedn@spheric-pressure ion source. The
parameters necessary to operate the source, stilsb amounts of gas within the source and
settings on the mass spectrometer, were optimileel.efficiency of this new coupling was
demonstrated by the analysis of a number of stasd&AHs and hetero-PAHS).

On the basis of this successful coupling, APLI w0 coupled with another atmospheric-
pressure mass spectrometer (micrOTOF, Bruker DakhnFor this, a new ion source was
developed for the mass spectrometer, to replacstdmard one. The central component of
the new source, which can be used for LC as wdlbba&C versions of APLI-(TOF)MS, is a
cube-shaped source body with several aperturesotaadditional components, such as the
volatilisation stage of liquid chromatography oe thewly developed transfer line, could be
mounted onto the body. After important parameteasl been optimised, a number of
standards as well as real samples were analysedboih the LC-APLI-(TOF)MS and GC-
APLI-(TOF)MS systems, in order to show the potdraiathis coupling. Thus, in addition to
several aromatic oligomers used in the manufaafirerganic light-emitting diodes, which
are difficult to analyse by other methods, transitimetal complexes used as triplet emitters
were successfully analysed by LC-APLI-(TOF)MS. Amgoexamples of the application of
GC-APLI-(TOF)MS, several PAH and hetero-PAH staddawvere analysed, and the pyrene
metabolite 1-hydroxypyrene was detected in urire.dhrysene, a detection limit of 0.5 ng/L
was achieved with an injection volume of 2 pL.

In order to use the advantages of such a flexibiglking, in which the costly high-resolution
mass spectrometer serves as detector for varicomaliographic applications in conjunction
with the three important atmospheric-pressure atioa methods (ESI, APCI, APPI), these
methods were integrated into the design. In additam improved version of the GC-transfer
line was developed. This new design of a Multi-lbsg API-Source (MPIS) has been made



commercially available by the company Bruker Daltenas a flexible ion source for an
atmospheric-pressure mass spectrometer.

Switching between various ionisation methods is veorent, requiring only that the
alternative components be exchanged at the aperafréhe source body. For example, to
switch from GC-APLI-(TOF)MS to GC-APCI-(TOF)MS, onk quartz window is replaced
by the APCI needle assembly. Switching between b@ GC is possible in the same way:
here only the transfer line has to be replaced bimal flange. In this design, the ionisation
methods can be applied either individually or inmbdnation as true multimode ionisation
(e.g. APLI and APCI simultaneously). The efficien@f the individual modes was
demonstrated with several standards. With this cguonisation techniques such as ESI,
APCI, APPI and APLI are available for both LC an@.G-or LC, the additional multimode
ionisation techniques APLI+ESI and APLI+APCI canused.

APLI is a selective method for ionising non-polasraatic compounds. On the one hand, this
represents a limitation to the general applicabitif the method, but on the other hand it
makes it possible to ionise this class of compowedisctively in a complex matrix. Therefore
ionisation labels and corresponding strategiesléoivatisation were developed for LC-APLI-
(TOF)MS and GC-APLI-(TOF)MS. These ionisation labate aromatic compounds that can
be detected with high sensitivity. They have arhangroup for covalent coupling with non-
aromatic analytes. The derivative can then be tilesensitively by APLI. A study of
REMPI spectra of several derivatives under atmasplpressure showed that they do not
differ significantly from those of the labels theshees, which indicates that the electronic
proportion of the aromatic system of the derivatisenot significantly influenced by the
analyte. The practical application of the APLI igation labels was showen for LC-APLI-
(TOF)MS and GC-APLI-(TOF)MS by study of a numbersaimples such as Btij72 and
PEG 1000 and by the determination of the fatty aoistent of vegetable oils and a technical
fatty alcohol mixture.
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Einleitung

1 Einleitung

Seit ihrer Einfuhrung durch J. J. Thomson zur Bestung der Masse des Elektrons hat die
Bedeutung der Massenspektrometrie (MS) als Anaiys¢imode stetig zugenommen. So ist
die Anwendung eines Massenspektrometers heute iglen vanalytischen Anwendungen
nicht mehr wegzudenkel!. Der Anwendungsbereich umspannt auf der einene St
Analyse von Atomen? und kleinen Molekilen® ~ ® und auf der anderen Seite die
Untersuchung von Makromolekilen mit einem Molekgéavicht von einigen hundert
Kilodalton® 7,

Aus diesem breiten Anwendungsbereich der Massetrgpedtrie wird deutlich, dass die
Bestimmung des Verhéaltnisses aus Masse zu Ladung) (m vielen Bereichen der
Forschung, wie beispielsweise im Life Science Réreeine zentrale Rolle einnimrit .
Diese Rolle ist jedoch nur dann méglich, wenn desentlichen Bestandteile und Funktionen
eines Massenspektrometers, wie die Art der Proligabe (fest, flissig, kontinuierlich,
diskontinuierlich, in L6ésung, im Vakuum, bei Atmdsjyendruck), die lonisationsmethode,
die Art der Massenanalyse, die Detektion und digedaufnahme, im Hinblick auf die

konkrete Anforderung untereinander abgestimmt werde

1.1 LC-MS

Die in den 1970er Jahren beginnende Entwicklungka@plung von Flissigchromatographie
(LC) und Massenspektrometrie zur LC-MS stellt eamgscheidende Weiterentwicklung in

der Anwendung der Massenspektrometrie dar. EinehedKopplung ermdglicht die direkte

Auftrennung einer komplexen Mischung, bei der dessenspektrometrische Analyse online
erfolgen kann. Ein aufwendiges Sammeln einzelnaktfemen ist nicht notwendi¢® !

Die besondere Herausforderung einer solchen Kogphesteht darin, dass zwei eigentlich
nur schwer miteinander kombinierbare Systeme, mdmdie fllissigchromatographische
Trennstufe mit einem Fluss von etwa 1 mL/min und d& Hochvakuum arbeitende

Massenspektrometer miteinander verbunden werdeseniglierbei muss das Vakuum im
Analysator aufrecht erhalten werden und der Andigtionenquelle erreichétt: 2!

Zur Realisierung dieser Kopplung gab es verschigt@deAnsatze. Bei den frihen Ansétzen
wurde das LOsungsmittel zunachst im Vakuum verdampdl die lonisation der Analyten

anschlieRend mit klassischen Vakuumionisationsnoethowie der ElektronenstoRRionisa-

1



Einleitung

tion ™ oder der chemischen lonisati8f! durchgefiihrf*® *’. In einem Beispiel der heute
nicht mehr verbreiteten Konzepte gelangte das Eleathromatographischen Trennstufe mit
einem Fluss im Bereich von einigen nL/min bis pldf ! tiber eine dinne Kapillare
direkt in die lonenquelle des MassenspektrometérsY. Alternativ wurde das Eluat mit
einem Fluss im Bereich einiger pL/min unter Verwemgl eines Vakuum-Nebulizef$' oder

in Form eines Jets durch ein Diaphragma in den \Mathereich des Massenspektrometers
verspriiht. Zur lonisation konnte hier sogar dasubgsmittel als Cl-Gas genutzt werdéh

24 Ein weiteres, heute ebenfalls nicht mehr verwtesleC-MS-Interface war das Moving-
Belt-System. Das Eluat aus der flissigchromatogsapbn Trennstufe wurde zunachst auf
einem langsam laufenden Endlosband so lange geetckis nur noch der reine Analyt
vorlag. Dann wurde der Analyt in der lonenquellerthisch desorbiert und anschliel3end
ionisiert . Ein ebenfalls unter Aufkonzentrierung arbeiten@gstem war das Stopped-
Flow-LC-MS-System. Hier wurde das Eluat der LC im é&eservoir geleitet und der
Eluentenfluss mit einem Ventil gestoppt, sobaldsdsgekomplett gefillt war. Dann wurde das
Lésungsmittel entfernt und der in der Fraktion aittne Analyt auf einem Adsorber an der
Spitze des Reservoirs festgehalten und nach votiggér Verdampfung des Losungsmittels
in die lonenquelle desorbiéff’. Beim Continuous-Flow-Fast-Atom-Bombardment (cfB)A
wurde dem Eluat eine schwerfliichtige Substanz wie&sin im Prozentbereich als Matrix
zugesetzt und der Analyt durch Verdampfen des Lgsmittels im Vakuum auf dem FAB-
Target in die Matrix eingebettet und dort durch @ess mit hochenergetischen Atomen oder
lonen ionisiert?" %!

Ein gemeinsamer Nachteil der bisher vorgestellt€aMS-Kopplungen war die auftretende
Limitation des Flusses, der auf einige pL/min begtewerden musste. Hier konnte eine
deutliche Verbesserung durch das Thermospray (Ti®Bjface erreicht werden, mit dem
Fliisse wassriger Eluenten von bis zu 2 mL/min dineldie lonenquelle méglich waren. Bei
reduziertem Druck wurde in einer Kammer mit eineehegzten Nebulizer ein Jet aus
verdampftem Losungsmittel und kleinen Tropfchereegt. Hier erfolgte auch die lonisation
der Analyten mit oder ohne zusatzlich eingesclatet-ilament. Die gebildeten lonen
wurden  schlieBlich  durch einen Skimmer in das Ha&umsystem des

Massenspektrometers eingelas$en®™.
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1.2 LC-API-MS

Das Konzept der Atmospharendruck-lonenquellen (ARRdet heute bei modernen
Massenspektrometern haufig Verwendlityy Diese lonenquellen bestehen im Wesentlichen
aus funf Teilen: i) einer FlissigkeitsaufgabeeinlfeiB. einem Nebulizer oder einer ESI-
Nadel), ii) der eigentlichen lonisationszone (zdge Region um die Corona bei der APCI),
iii) dem Einlass fur die lonen ins VakuumsystenB(zin Skimmer oder eine Glaskapillare
mit metallbedampften Enden), iv) dem Interface zWwen Atmospharendruckregion und dem
Vakuumbereich des Massenspektrometers und v) denaptik®. Bei diesem Konzept ist
eine grof3e Vielfalt mdglich, auf die an dieser I8taber nicht eingegangen werden kann.

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen LC-MS-Rgstefindet die lonisation in API-
Quellen bei einem Druck von einer Atmosphare stétteilhaft ist, dass der bereits in der
Atmospharendruckregion ionisierte Analyt besondgss angereichert werden kann. Somit
kann der gro3te Teil des verdampften Eluenten deocht¥hkuumbereich des
Massenspektrometers nicht erreich&n®! Der Aufbau einer solchen Atmosphéarendruck-
lonenquelle ist in Abbildung 1 am Beispiel des ®ITOFs der Firma Bruker Daltonics

gezeigt.

Sample Nebulizer

inlet Nebulizer gas N,
(pressure controlled)

Drying gas N, (flow and
temperature controlled)

Skimmer 1 Skimmer 2
¥ ¥

Heater Vacuum || Vacuum
stage | stage Il

1/

Vacuum
stage Il

Triple stage turbo pump Pulser region Detector

Exhaust

Spray Desolvation Transfer optics TOF analyser
chamber assembly

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des micrOTOF vorBruker Daltonics

Auch diese Quelle enthédlt die bereits erwahntenf filBauteile einer modernen

Atmospharendruckquelle. In der Spraykammer (Abbwityl der Analyt zusammen mit dem
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Losungsmittel Uber eine entsprechende Verdampfubggr Versprihstufe, die senkrecht
zum Eingang des Vakuumsystems steht (Glaskapiltaite metallbedampftem Ende und
0,5 mm Innendurchmesser), verspruht und in die Kesp Uberfuhrt. Aufgrund dieser
Anordnung konnen hier Fliilsse im Bereich von 1 mb/merwendet werde®”. Ein
Verschmutzen des Einlasses durch schwerflichtigengtmenten, wie es bei friheren
Konzepten auftreten konnte, bei denen der Sprayeglaicher Hohe oder leicht aul3erhalb
der Achse zum MS-Einlass positioniert Ww&r %", wird verhindert®?. Unterstiitzend wirkt
hierbei ein geheizter Stickstoffstrom, der die Bsskapillare umstrémt und zusatzlich die
Verdampfung unterstitzt® *°! Die durch verschiedene lonisationstechniken dekgh
lonen werden dann zusammen mit dem als Badgas i(Gder lonenquelle) verwendeten
Stickstoff und dem verdampften Losungsmittel in 88-Einlass geleitet. Dies gelingt durch
den Flussgradienten und im Fall des ionisiertenlyiea zusatzlich durch elektrische Felder.
lonen und Gase passieren die Glaskapillare (MSégigp durch viskosen Flus¥ *®! Die
Einlasskapillare endet in der ersten differentrellBumpstufe, die den ersten Teil des
mehrstufigen Vakuumsystems bildet und einen Druok gtwa 4 mbar aufweist. Aufrecht
erhalten wird dieses Vakuum durch eine mehrstuflggbomolekularpumpe mit einer
vorgeschalteten Drehschieberpumpe. Die ExpansienGheses in den Vakuumbereich der
ersten differentiellen Pumpstufe fuhrt aufgrund ddrabatischen Expansion des Gases zu
einer starken Abkuhlung und Ausbildung eines s auf den ersten Skimmer gerichtet ist.
Die Ausbildung des Jets fihrt dazu, dass Molekiiteemer hoheren Masse einen geringeren
Impuls senkrecht zur Achse, bestehend aus SkimmeérKapillarende aufweisen. Damit
erreichen bevorzugt schwerere Teilchen die zwefterdnzielle Pumpstufe, da der Skimmer
so dimensioniert ist, dass nur der zentrale Teidl diets diesen passieren kann. Das Badgas
sowie die als Eluenten verwendeten Losungsmittédemein der Regel eine geringere Masse
als der Analyt auf und werden daher beim Transgis#riminiert ®3. Wird zwischen dem
Ende der Transferkapillare und dem ersten Skimnmer &usreichend hohe Potentialdifferenz
angelegt, konnen die gebildeten Analytionen wditsschleunigt werden. Durch die in diesem
Druckbereich noch recht haufigen StoRe kann derlyfioaen genltigend Energie zugefihrt
werden, um eine stoRinduzierte Fragmentierung i¢omi induced dissociation, CID)

w2 - 41 Auf diese Weise konnen hier weitere Strukturinfationen, die tber die

auszulose
bloRe Masse des Analyten hinausgehen, gewonnerem/&#d Der Transport der lonen durch
die zweite und dritte Vakuumstufe erfolgt unter Wendung von RF-only Hexapolen.
Hierdurch ist auf der einen Seite der verlustfiBiansport von lonen Uber lange Distanzen

und auf der anderen Seite eine Fokussierung desnstmahls maoglich. Dartber hinaus
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konnen die Hexapole als Filter eingesetzt werdem,lonen ab einer gewlnschten Masse
durchzulassei* *Y. Der auf die dritte differentielle Pumpstufe falgie Massenanalysator,
der kein Teil der Atmospharendruck-lonenquelle mety trennt die lonen nach ihrem

Verhéltnis aus Masse zu Ladung (m/z).

1.3 Orthogonal Acceleration Time of Flight Mass Spectroneter
(oa-TOF-MS)

Die Bestimmung des Verhaltnisses aus Masse zu lgaduheinem TOF-MS wird Uber die
Flugzeit eines in eine feldfreie Flugstrecke hinegschleunigten Analyten erreicht. In einem
oa-TOF-MS wird der aufgrund der kontinuierlichenikation (z.B. ESI oder APCI) gebildete
kontinuierliche lonenstrahl nach der letzten Sude lonenoptik orthogonal zur Flugrichtung
der lonen beschleunigf®. Dieser Beschleunigungspuls, der durch das Anlegiees
elektrischen Feldes erreicht wird, stellt gleichigei den Startzeitpunkt der
massenspektrometrischen Flugzeitanalyse dar. DdeochBeschleunigungspuls werden alle
sich zum Zeitpunkt des Beschleunigungspulses irpdsh-Einheit des Massenspektrometers
befindlichen lonen auf die gleiche kinetische Eremgebracht. In Abhangigkeit der Masse

ergibt sich die in Gleichung 1 gezeigte Flugzeit.

t: Zeit
oom q2 d: Flugstrecke
T 7 2eV m: Masse des lons

z : Ladungszahl
e : Elementarladung
V : Beschleunigungspotential

Gleichung 1: Flugzeit bei der Time of Flight Masseanalyse

Die orthogonale Beschleunigung ist notwendig, dadigt in der Atmosphéarendruckregion

kontinuierlich gebildeten lonen den Detektor nicte gleichzeitig erreichen und die

Aufnahme eines Massenspektrums, welche diskontimahie verlauft (maximale

Spektrenaufnahmerate ca. 30000 Hz), méglich wind jédem Beschleunigungspuls wird ein

vollstdndiges Massenspektrum aufgenommen. Durchodiegonale Beschleunigung kann

auch eine hohere Massenauflésung erreicht werden,did gebildeten lonen in der
5
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orthogonalen Beschleunigungsrichtung eine gerind@ikergenz aufweisen. Zur weiteren
Fokussierung des lonenpaketes wird héufig, wie aumhvorliegenden System, ein
elektrostatisches Reflektron eingesetzt. In di¢seshen die lonen in Abhangigkeit der leicht
unterschiedlichen kinetischen Energie verschiedehein. Dies bewirkt eine zusatzliche
Fokussierung, bevor die lonen das Reflektron widgddichtung des Detektors verlassén
45,48l der im Fall des vorliegenden Systems von Brukaltddics aus micro channel plates
(MCPs) besteht.

1.4 lonisationsmethoden bei Atmosphéarendruck

Wie bereits dargestellt, ist es fur die AP-Massekpmetrie notwendig, dass die lonen
bereits in der Atmospharendruckregion der Quellbildet werden. Zur lonisation der
Analyten werden dabei in Abhangigkeit der Eigen$ieima der Analyten verschiedene
lonisationsmethoden verwend¥f’. Die Elektrospray-lonisation (ESI) ist zur lonisat
polarer Analyten und aufgrund des Auftretens vonhiechladungen insbesondere bei
groBen Biomolekilen wie Proteinen geeighét “°. Die Atmospheric Pressure Chemical
lonization (APCI) findet eher Verwendung bei denigation von mittelpolaren Substan-
zen. Als lonisationsmethode zur Analyse von mittelpefabis unpolaren Analyten kann
sowohl die APPI (Atmospheric Pressure Photoiorosatalso auch die dopant assisted-APPI
(DA-APPI) verwendet werden (Abb. # - 52 Die Atmospheric Pressure Laser lonisation
(APLI) zeigt eine herausragende Empfindlichkeit bder Analyse unpolarer aromatischer
Verbindunger®?.

Neben den drei wichtigsten Atmospharendruck-lomsatmethoden existiert eine Vielzahl
weiterer lonisationsmethoden bei Atmospharendruiekdie Sonic-Spray-lonisatiof”, die
Laser-Spray-lonisatiot®® oder die Surface-activated no-discharge atmospheméssure
chemical ionizatiofr®.

Auch existieren Quellenkonzepte, bei denen zwesktionsmethoden wie ESI+APE]" %8
ESI+APPI % 8% App|+APCI®% und ESI+APLI®Y parallel oder in schnellem Wechsel
verwendet werden, um eine moglichst grof3e lonisatiasbeute fir eine Vielzahl von
Analyten mit unterschiedlicher Polaritat zu erhalte

Der prinzipielle Aufbau der verwendeten lonenquellsowie die zugrunde liegenden

Mechanismen der lonisation werden im Folgendenesaedt.
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100000 —
10000 —

1000—

100 APCI

molare Masse

unpolar Polaritstt —— polar

Abbildung 2: Anwendungsbereiche verschiedener AP-liisationsmethoderf®?

1.5 Elektrospray lonisation (ESI)

ESl ist die Atmospharendruck-lonisationsmethode sittherlich die gréf3te Verbreitung unter
den AP-lonisationsmethoden gefunden hat. Sie haRgetaich zum Erfolg der AP-
Massenspektrometrie und deren rascher Entwickleigetragert®.

ESI wurde von Fenn et af” ¥ aufbauend auf den Arbeiten von Dole et%i° entwickelt
und fur die lonisation einer Vielzahl von Verbindigm etabliert. Die eigentliche ESI-
Massenspektrometrie kann in drei wesentliche Sehuitterteilt werden: i) das Vernebeln der
flissigen Phase (des Eluates) in elektrisch geladedpfchen, ii) die Freisetzung der lonen
aus den elektrisch geladenen Tropfchen und iii) deansport der lonen aus dem
Atmosphéarendruckbereich der lonenquelle in den Yakuereich des Massenanalysators und
der hier erfolgenden Massenanal{fse

Ziel der ESI ist es, nicht flichtige Analyten un&edert in die Gasphase zu Uberfihren und
dabei gleichzeitig zu ionisieren.

Die Funktionsweise einer ESI-Quelle wurde berertsKiapitel 1.2 bei der allgemeinen
Darstellung der Funktionsweise einer AP-Quelle @itisflich lonentransport durch die
differentiellen Pumpstufen beschrieben. Daher wird-olgenden nur eine kurze Darstellung
der bei der eigentlichen Elektrospray-lonisatiochigen Prozesse gegeben. In Abbildung 3
ist der schematische Aufbau einer ESI-Quelle gézeig

In der urspriinglichen von Fenn et &' entwickelten ESI-Quelle wird die fliissige Probe
durch eine Metallkapillare mit einem Innendurchneesson 100 um in die Quelle geleitet.

Unter Verwendung dieses reinen Elektrosprays komihgssraten bis zu etwa 10 —20 pL/min
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1. ESI-Kapillare mit Eluat

2. Taylor Cone und Ladungstrennung an der Flissigkeitsfront
3. geladenes Tropfchen

4. Mikrotropfchen

5. Freie lonen in der Gasphase

6. MS-Einlass

7. Lésungsmittel und neutralisierte lonen

8. Hochspannungsnetzteil _@:

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer ESI-Quelle

erreicht werde® ~31 Um groRere Flussraten in Verbindung mit der E8ten zu kénnen,
wurde die pneumatisch assistierte ESI eingefuhebdd wird die Metallkapillare, durch
welche die Flussigkeit in die lonenquelle versprad, zusatzlich von einem Gasstrom
(meist Stickstoff) mit einer hohen Gasflussgesclaigkeit umschlossen. Somit wird die
Tropfchenbildung am Ende der Kapillare unterstif2ies ermdglicht die Verwendung
groRerer Flussraten des Eluates bis zu 1 mLfhitr’

Die an die Metallkapillare (2 - 5 kV) angelegte Hepannung fuhrt zu mehreren Effekten.
Zum einen wird ein starkes elektrisches Feld umkKdigillare herum aufgebaut. In diesem
Feld werden die positiven lonen (wenn an die Kapellein positives Potential angelegt wird)
am vorderen Ende der Kapillare an den Rand desigkisitsfront gedriickt. Die austretende
Flissigkeit bildet einen Taylor Cone, von desserdeEsich kleine elektrisch geladene
Tropfchen 16sen und in das umgebende Badgas uteert?é ®®! Durch die Hochspannung
wird eine Ladungstrennung zwischen dem Tropfchas,ith vorliegenden Fall eine positive
Ladung tragt, und der in der Kapillare verbleibené#iissigkeit erreicht. Eine immer starker
werdende negative Aufladung der Flussigkeitssénleder Metallkapillare wird dadurch
verhindert, dass es an der Kontaktflache zwischiisskkeit und Metallkapillare zu
elektrochemischen Prozessen kommt. Bei diesen $semetritt entweder eine Oxidation
(positives Potential an der Metallkapillare) odereeReduktion (negatives Potential an der
Metallkapillare) von geldsten Molekilen oder longin. Die Gegenelektrode bildet der auf
niedrigerem Potential liegende (geerdete) MS-Eslaaw. eine speziell hierflr in der Quelle

positionierte Elektrode. Eine ESI-Quelle kann afde elektrochemische Zelle aufgefasst
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n®® - Damit die ESI-Quelle in der beschriebenen Welseskektrochemische Zelle

werde
funktioniert und bei hohen Spannungen, insbesondeitegativmodus, an der Kapillarspitze
keine Entladung oder die Freisetzung von Elektranétritt, kbnnen dem Badgas Substanzen
mit einer hohen Elektronenaffinitat zugesetzt wardgeispiele hierfir sind Sauerstoff oder
Schwefelhexafluorid, die verwendet werden, um awehfreigesetzte thermische Elektronen
abzufangeff® 2

Fur die schlussendliche Bildung von Gasphaseniopgistieren zwei mechanistische
Erklarungsansatze. Zum einen das ,charge residudeMovon Dole et al!®¥, das vom
Vorhandensein bereits in Losung vorgebildeter lomersgeht. Das in der lonenquelle
gebildete Tropfchen (ID: 1 um) wird durch Verdumgjues Losungsmittels immer Kleiner,
bis es aufgrund der immer groRer werdenden Laductgsdzerfallt und aus diesem Vorlaufer
neue, kleinere Tropfchen gebildet werden, die geis wieder zerfallen, bis schliel3lich
Mikrotropfchen (ID: 10 nm) dbrig bleiben. Diese lealten nur noch ein einziges geladenes
Molekul mit Solvathille, das schlielich durch Vendtung der Solvathille als freies lon in
die Gasphase entlassen wit

Das zweite Modell ist das ,ion evaporation Modeltin Iribarne und Thomsof®. Auch in
diesem Modell wird die Bildung von MikrotropfchensagrofReren Vorlaufern angenommen.
Allerdings besteht hier die Annahme, dass es miagdic dass einzelne lonen die Oberflache
des geladenen Tropfchens direkt verlassen unckiGdsphase tibergehen kanHén

Im Gegensatz zu den anderen AP-lonisationsmethadedie Elektrospray-lonisation eine

"4l Ab einer

konzentrations- und nicht stoffmengenabhéangige shkiionsmethode
Konzentration von etwa 10 pM ist eine Sattigung &egnals erreicht und es kommt zu
keinem linearen Anstieg des Signdls "®. Dies ist dadurch zu erklaren, dass ab dieser
Konzentration die Oberflache eines Tropfchens meiadenen Molekilen gesattigt ist und
weitere geladene Molekiile die Oberflache nicht mefgehindert erreichen konnéi !
Sind nicht nur ein, sondern verschiedene Analytem iTropfchen, kdnnen
Diskriminierungseffekte auftreten, wenn eine Spezsich bevorzugt an der Oberflache
aufhalt (z.B. oberflachenaktiv ist) und die andeddvatisiert im Inneren des Tropfchens
vorliegt["® 7,

Die Bildung eines lons aus dem zuvor neutralen ¥ealin der Elektrospray-lonisation kann
auf verschiedene Weise erfolgen: i) besitzen Aealygeeignete strukturelle Eigenschaften
wie saure oder basische Gruppen, kénnen sie bémedsr Losung durch Aufnahme oder
Abgabe eines Protons als vorgebildetes lon vonfiegmische Verbindungen wie Salze (z.B.

guartdre Ammoniumverbindungen) liegen nach Dissimrieebenfalls als vorgebildete lonen
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vor % ii) eine besondere Form der bereits in Losungebildeten lonen stellen die durch
elektrochemische Vorgédnge (Oxidation oder Reduktion der ESI-Kapillare gebildeten
lonen dar. Diese Form der lonisation kann bei \fetbngen mit einem geringen
lonisationspotential wie polycyclischen aromatistihlenwasserstoffen (PAKS) auftreten
811 jii) besitzt das zu untersuchende Molekill keireignete Struktur, um in Lésung als
bereits vorgebildetes lon vorzuliegen, kann esAdduktbildung an den ansonsten neutralen
Analyten kommen, indem etwa NH Na', CI, Acetat oder Trifluoracetat sich an den
Analyten anlagern. Die Bildung dieser Addukte kadurch geeignete Zusétze zum Eluat
beguinstigt werdeff* 8% iv) eine weitere Moglichkeit stellt die chemisclumisation an der

Tropfchenoberflache oder in der Gasphase dar. WeRi®tonen auf ein Molekil mit

ausreichender Gasphasenbasizitat Ubertragen, kelmmdgrchaus ein neues Gleichgewicht
einstellen. Wenn Flissigphasen- und Gasphasentdasiicht Ubereinstimmen, kann das
Vorhandensein von Verbindungen mit einer sehr hoh@asphasenbasizitdt zur

Diskriminierung einzelner Analyten mit einer gerimgn Gasphasenbasizitat fih{&né* &!

1.6 Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI)

Eine Alternative zur lonisation von mittelpolareregindungen stellt die APCI d&F. Im
Gegensatz zur ESI, die sich insbesondere auch iéifdodisation von grof3en Molekulen
eignet, ist die APCI eher fur die lonisation kleirMolekile bis zu einigen tausend Dalton
geeignet.

Die APCI wurde von Horing et al. in den 1970er &ahrentwickelt ®" % Diese
lonisationsmethode wurde sowohl fiir die Flus$iy-°? als auch fir die Gaschromatogra-
phie ®¥ verwendet. Anders als bei der klassischen chemisclonisation, die im
Niederdruckbereich eines Massenspektirometers isthtf erfolgt die APCI im
Atmospharendruckbereich der Quelf8. Dies bedingt eine deutlich hohere Anzahl an
StéRen, wodurch eine um bis zu drei GroRenordnurig#rere Empfindlichkeit erreicht
werden kann. Die groB3ere Anzahl an StéRen bedalet auch, dass in der APCI das
thermodynamisch bevorzugte Reaktionsprodukt gebilael, wahrend in der klassischen CI
eher das kinetisch kontrollierte Produkt entst&ht

Die weite kommerzielle Verbreitung der APCI erf@giber erst zusammen mit der ESI, da
erst zu dieser Zeit Massenspektrometer mit einemo&phérendruck-lonenquelle zur
Verfugung standen. Die APCI wird heute nahezu dsdtlich in Verbindung mit der

Flussigchromatographie angewafidk
10
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Analog zur klassischen ClI, die bei etwa 1 mbar kigeéiihrt wird™, handelt es sich bei der
APCI um eine chemische lonisation, bei der Ubeisal@edene lonen-Molekulreaktionen
schlielich die lonisation des Analytmolekiils ezh¢iwird. Initiiert werden diese Reaktionen
durch Elektronen®® & %l Anders als in der CI, in der ein geheiztes Filani€lektronen
freisetzt, das aber in der APCI aufgrund der kavess Bedingungen nicht zu verwenden ist,
kénnen in der APCI verschiedene Quellen fir Eletgro eingesetzt werden. So wurde
anfanglich eine Ni*-Folie ¥, aus der durcp™-Zerfall energiereiche Elektronen austreten und
spater die heute noch eingesetzte Corona-N&déf! als Elektronenquelle verwendet. An
diese sehr spitze Nadel wird ein hohes elektriséh@®ntial und damit ein Feldgradient
angelegt, so dass es zur Ausbildung einer Corolaaemy kommt, die kontinuierlich
Elektronen freisetzt. Diese freigesetzten Elektromeluzieren lonen-Molekulreaktionen, die
schlie3lich zur lonisation der Analyten fuhren (Reamen 1 - 5).

N, +e - N +2e (1)
N2 +N, - N/ (2)
N, +H,0 - H,0% +2N, (3)

H,0% +H,0 - H,0" + HO" (4)

H,0" +nH,0 - H,0" [{H,0). (5)
Ausgehend von dem einmal ionisierten Stickstoff kumes zu einer Reihe weiterer
Reaktionen, an denen auch Wasser als Reaktionep&tinimmt. Die schliel3lich gebildeten
HsO".(H,0),-Cluster sind fiir die Ubertragung von Protonen aifien Analyten mit
ausreichender Gasphasenbasizitat verantwortlichdass [M+H]-lonen im Positivmodus
detektiert werdef® *2 - %! Wasser kann in der Atmospharendruckquelle alkfiReespartner
dienen, da es in Spuren immer vorhanden ist. Quddlad der als Badgas verwendete
Stickstoff °! oder Losungsmittel der RP-LC. Neben der Protonertidgung durch
HsO".(H20):-Cluster kénnen noch (iber andere Kanile positiadgpaie lonen gebildet
werden. So lassen sich Verbindungen mit einem mirsned geringen lonisationspotential,
wie etwa PAKs, auch mit der APCI durch direkten wagsaustausch in Radikalkationen
tiberfiihren®®” %8 Eine dritte M6glichkeit zur lonisation neutraletolekiile ist die Bildung
von Addukten mit anderen Kationen wie NHoder NO. Dabei konnen Gase wie
Ammoniak, Isobutan und Stickstoffmonoxid in die émguelle gegeben werden, die den in
den Gleichungen 1 -5 gezeigten Reaktionsablauinthegsen. So fuhrt die Zugabe von
Ammoniak dazu, dass nur noch Verbindungen, die d&idkere Gasphasenbasizitat als
Ammoniak aufweisen, das [M+H]on bilden. Hierdurch entsteht eine gewisse Salitkt.
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NO wird als Reaktandgas verwendet, um die Laduregsi@tyung und damit die Bildung von
Radikalkationen zu bevorzugéfi. Aber nicht nur ein Reaktandgas kann in die Ketis
lonen-Molekulreaktionen integriert werden. Es blestauch die Mdglichkeit, dass das
verwendete Losungsmittel in die Reaktionskette reiifig Ein Beispiel hierfir ist Benzol. Das
Phenylradikalkation kann sowohl als Ladungsubeetrdgls auch als Protonenubertrager
wirken 8789

Mittels APCI ist es ebenfalls mdglich, Uber versci@ne lonen-Molekllreaktionen Anionen
zu bilden. Wie schon bei der Kationenbildung werderth bei der Anionenbildung die
lonen-Molekulreaktionen durch freigesetzte Eleké&mon initiiert. Hierbei findet die
Freisetzung der Elektronen an der Spitze der agditheem Potential liegenden Corona-Nadel
statt. Diese thermischen Elektronen kdnnen in deell®@ mit Spuren von vorhandenem
Sauerstoff oder mit Wasser reagieren und Supemnddi (Q7) °? oder Hydroxidionen
(OH) % pilden. Beide Spezies stellen Gasphasenbasendiamei hinreichend aciden
Molekiilen ein Proton abstrahier€f ° Der Akzeptor fiir die thermischen Elektronen muss
jedoch nicht zwangslaufig Sauerstoff oder Wassker, sendern kann auch der Analyt selbst
sein. Die Aufnahme eines Elektrons (Electron capt@PCl) fihrt dann zur Bildung eines
Radikalanions. Dieses Anion kann nachfolgend irm®ianionischen und einen radikalischen
Teil (dissociative electron capture APCI) zerfallé&ufgrund der hohen Elektronenaffinitat
der Pentafluorbenzylgruppe werden Elektronen niiehd:ffizienz eingefangen, so dass diese
Gruppe haufig zur Derivatisierung verwendet Wittt %2 Eine weitere Moglichkeit zur
Ausbildung eines Anions ist die Adduktbildung riitem Anion wie etwa Chlorif®® %4

Bei der APCI handelt es sich um eine lonisationbiog#, bei der die lonisation durch lonen-
Molekulreaktionen in der Gasphase stattfindet. Hiermuss der Analyt nach
flissigchromatographischer Trennung in die Gaspliasefiihrt und vom Eluenten getrennt
werden. Zu diesem Zweck werden elektrisch behetgteayer verwendet, die aus einer
pneumatisch assistierten Versprihstufe bestehen, dar das Eluat in eine coaxial
angeordnete geheizte Verdampfungszone vernebett ¥6ir’”. Hier findet die eigentliche
Desolvatation bei erhéhter Temperatur statt. Dreslationsausbeute wird deutlich verbessert,
wenn die Desolvatation weitgehend vollstandig veti&®. In Abbildung 4 ist der Aufbau

einer APCI-Quelle schematisch gezeigt.
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1. Nebulizer Gas (Stickstoff)
2. Kapillare mit Eluat
3. Elektrisch beheizter Verdampfer

4. APCI-Nadel
5. Verdampfte Losungsmittel und Analyten (Reaktionszone der APCI)
6. MS-Einlass
5.
3.
1 \ N N*,
A 2\
L N [A+H]* N,  [A+H]*

N, [L+H]* " [L+H]* 6.
2. 2

L: Lésungsmittel
N,: Stickstoff
A: Analyt

Abbildung 4: Schematischer Aufbau einer APCI-Quelle

1.7 Atmospheric Pressure Photo lonization (APPI)

Eine dritte, immer mehr an Bedeutung gewinnendeo&gharendruck-lonisationsmethode ist
die APPI, die zur lonisation von mittel bis unp@arVerbindungen im Jahr 2000 unabhangig
von Robb et &% und Syage et &" in die LC-MS eingefiihrt wurde.
Zur lonisation wird bei der APPI eine Edelgasenitagslampe benutzt, die Photonen im
Vakuum-Ultraviolett (VUV)-Bereich (z.B. Krypton 128nm (10,0 eV), 116,5 nm (10,6 eV))
emittiert ®* 5 VvUV-Strahlung findet schon lange in der LC und G Form des
Photoionisationsdetektors Verwendung und wird flortlie direkte lonisation eingesetf -
199 Die mit 10 eV recht hohe Energie der verwenddthntonen filhrt bei vielen Analyten
zur direkten lonisation (direkte APPI) (Reaktion B&)as lonisationspotential der gangigen
RP-LC-Ldsungsmittel wie Wasser, Acetonitril und Ketol liegt oberhalb von 10,6 &%/
M+hy - M +e (6)
Bei der APPI wird jedoch fur viele Substanzen, emindere wenn diese eine hohe
Gasphasenbasizitat aufweisen, nicht das Radikatkatibeobachtet, sondern das
Quasimolekilion [M+H]. Ein Mechanismus fir das vermehrte Auftreten désH]"-lons
wurde von Syage et al. postuliét®. Dieser beruht auf Untersuchungen bei vermindertem
Druck sowie thermodynamischen Uberlegungen. DasHNM-ton wird gebildet, indem das
primar entstehende Radikalkation ein Proton aus gestischen Lésungsmittel abstrahiert
(Reaktion 7J*7
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M*+S . [M+H] +[s-H]" (7
In der Regel ist die direkte Photoionenausbeute gaeng™*. Das ist damit zu erklaren,
dass neben dem Analyten noch weitere Substanzeta(eftes Losungsmittel aus der LC-
Trennung wie HO, Methanol oder Acetonitril) in der AP-lonenquelierhanden sind, die die
VUV-Strahlung der Lampe absorbieren. Die Eindriefgtider VUV-Strahlung ist so stark
begrenzt. Bereits nach wenigen Millimetern ist dierahezu vollstdndig absorbiert
worden!*Z.
Um die lonisationsausbeute und damit die Empfimdigit der APPI dennoch zu steigern,
besteht die Mdéglichkeit, zusatzlich zum Eluat eilmpanten im Prozentbereich (v/v) in die
lonenguelle zu geben und damit eine deutlich effeké Form der lonisation zu erreichiéh
113. 114 Hierzu werden Verbindungen wie ToluBf!, Anisol *** oder Aceton™® ! in
groRem Uberschuss zum Analyten verwendet. Bei diggeder lonisation handelt es sich
nicht mehr um die direkte Einphotonenionisation dealyten, sondern um eine chemische
lonisation, die durch die VUV-Photonen der Edelgdiselungslampe unter Einbeziehung des
Dopants und des Losungsmittels ablauft. In einestear Schritt wird der im Uberschuss
vorliegende Dopant durch direkte Einphotoneniorosaionisiert (Reaktion 9). Der ionisierte
Dopant kann nun direkt mit einem Analytmolekil unt&dungsaustausch (Reaktion 11)
reagieren, wenn das lonisationspotential des Dgpdas lonisationspotential des Analyten
Ubersteigt. In Reaktion 10 wird ein Proton vom saiten Dopant auf den Analyten
Ubertragen. Weiterhin kann dieser unter AbgabeseRmtons einen geladenen Cluster aus
Lésungsmittelmolekilen bilden, welcher schlieRl@mh Proton auf den Analyten Ubertragt
(Reaktion 12 und 13)** 1161171

S+hv - S* +¢e” (8)

D+hv - DY +e” 9)

D*+M - [M+H] +[D-H]" (10)

D*+M - D+M* (1)

D* +nS - S,H* +[D-H]" (12)

SH"+M - MH™s,) + Sir-m) (13)
Neben den bereits dargestellten Wegen zur BildimgseQuasimolekuilions existiert in einer
APPI-Quelle scheinbar die Méglichkeit, dass in Abgigkeit von der Quellengeometrie und

den angelegten Feldern auch ganz ohne Einwirkumg WAJV-Strahlung (ausgeschaltete

Lampe) ein Quasimolekiilion durch Thermosprayioisagebildet werden karif.
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Neben Radikalkationen und Quasimolekullionen, diecldudirekte Photoionisation oder
chemische lonisation (dopant- oder |6sungsmittehttelt) entstehen, werden in der APPI
durch verschiedene Prozesse auch Anionen geBifdetDie Photoionisation und andere
Prozesse in der Quelle (z.B. Freisetzung von Phekttenen aus Metalloberflachen) flihren
zu thermischen Elektronen, die lonen-Molekiilreaitio auslésen konnef®. Der
einfachste Fall ist der direkte Elektroneneinfamgctd den Analyten selbst (electron capture
APPI) (Reaktion 14§18 - 2% Djeser Elektroneneinfang verlauft auch unter Fregtierung
des Molekils. Bei chlorierten Losungsmitteln kanhld@id freigesetzt werden, das sich
seinerseits an den Analyten anlagert und damit reegativ geladenes Addukt bildet
(Reaktionen 17 und 187, Erfolgt der Elektroneneinfang nicht durch den Kten oder das
Lésungsmittel, sondern durch den in der Quelle andenen Sauerstoff unter Bildung des
gasphasenbasischen Superoxidradikalanions, kanauesDeprotonierung des Analyten
kommen (Reaktionen 15 und 1B} ?? Besteht eine ausreichende Elektronenaffinitat
anderer Spezies kann das Superoxidradikalanioniekidierden (Reaktion 19¥?Y. Des

weiteren ist der Austausch von Halogeniden durare&off moglich (Reaktion 262 12

M+e - MF (14)
O,+e - O (15)
M +0F - [M-H] +HO, (16)
S+e- - [S=-X]+ X~ (17)
M+X™ o [M+X] (18)

M+0F » [M-X]"+X%+0, (19)

M+0F - [M-X+0] +OX” (20)
Fur die praktische Anwendung der APPI stehen moamemivei kommerzielle Quellentypen
zur Verfugung, die sich durch ihre Geometrie umteeiden!*'Y. Eines der Systeme wurde
von Syage et & und das andere von Bruins ef°3l.entwickelt. In beiden Systemen wird
das Eluat mit einem pneumatisch assistierten uekiredch beheizbaren Verdampfer analog
zur APCI in die Gasphase uberfuhrt. Wahrend bei d&ystem von Syage et al. eine
90 °-Anordnung gewahlt wurde und die APPI-Lampektiauf den MS-Einlass gerichtet ist,
bildet das Interface von Bruins et al. eine Linig dem MS-Einlass und enthalt eine spezielle
fur die DA-APPI ausgelegte Reaktionsrohre aus Quaravelche die APPI-Lampe direkt
hineinstrahlt (Abb. 5).
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B
1.
2.
4, 7.
3. 5
——»38
6 6.
9.
1. VUV-Lampe
2. Quellenkdrper
1. Verdampfungsstufe der LC-APPI 3. Sprayshield
(Sprayen) 4. Fenster fiir das VUV-Licht
2. Gasfluss (mit Analyt) aus dem Sprayer 5. Quarzrohr
(schematisch) )
3. Massenspektrometer 6. Anschluss des Nebulizers an Stickstoff, Eluat und Dopant
4. Sprayshield 7. MS-Einlass
5. Kapillare des Massenspektrometers 8. Flussrichtung des Verdampften Eluates
6. VUV-Lampe 9. Reaktionszone
7. VUV-Strahlung der Lampe (schematisch)

Abbildung 5: Schematischer Aufbau zweier APPI-Quekn, (A) Syage™Y, (B) Bruins %

1.8 Atmospheric Pressure Laser lonization (APLI)

Eine zweite, auf der Photoionisation beruhendesktionsmethode bei Atmospharendruck ist
die Atmospheric Pressure Laser lonization (APLig ®urde 2005 als Ergédnzung zu den
bisher beschriebenen AP-lonisationsmethoden fursdle empfindliche Analyse unpolarer
aromatischer Verbindungen eingefiffitt

Da es sich bei der APLI um eine Photoionisationbod# handelt, muss die zur lonisation
notwendige Energie von etwa 10 eV, die ausreichsindim das lonisationspotential vieler
unpolarer Analyten zur tiberschreiten, dem MolekifForm von Licht zugefiihrt werdét?*
1251 \m Gegensatz zur direkten APPI, bei der die pmisiation eines Molekiils notwendige
Energie diesem mit nur einem Photon zugefiihrt (#idphotonenionisatiort}?, werden bei
der APLI mehrere Photonen mit einer entsprechendringgren Energie
(Multiphotonenionisation) zur lonisation verwendBlies geschieht in Form eines REPMI
(Resonance enhanced multi photon ionization)-Pee=e's®. Die REMPI-Technik, die
ansonsten im Vakuum zur empfindlichen und selektivédonisation sowie zu
spektroskopischen Zwecken nach Expansion und Abkghtler Probe in einem J&* 126 -
128 hzw. zur lonisation in der ersten differentiellRompstufé®?® 3% eingesetzt wird, findet

hier in einer Atmospharendruck-lonenquelle Anwergifti.
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Die lonisation verlauft dabei unter Absorption nexer Photonen, wobei das Molekil
zunachst in einen realen (REMPI) oder virtuellergeaegten Zustand (Multi Photonen
lonisation) Uberfuhrt wird, aus dem durch Absormpt&ines weiteren Photons die lonisation
erfolgt. Beim REMPI-Prozess kdénnen in beiden Absonsschritten Photonen derselben
Wellenlange ((n+n) REMPI) oder auch verschiedenegll&dlangen ((n+m) REMPI) zur
lonisation verwendet werdef?* 26 127 131 Ein z\eifarbenexperiment ist aufgrund der
notwendigen Synchronisation von zwei Lasern expeniell anspruchsvoller. Die Indices n
und m bezeichnen die Anzahl der absorbierten PkatoDamit REMPI erfolgreich fur die
lonisation eingesetzt werden kann, ist eine auseeid hohe Laserstrahlungsdichte im
Bereich von 10— 10" W/cn? erforderlich, die jedoch keine Multiphotoneniorisa tber
virtuelle Zusténde zulasst. Es kdnnen bis zu 1018t in Laserfokus befindlichen Molekile
ionisiert werder* 126 134 Um eine ausreichend hohe PhotonenflussdichtediirREMPI-
Prozess zu erzeugen, wird in der APLI ein luftgdtdih gepulster ,Table-Top* KrF*
Excimer-Laser mit einer Pulsbreite von 5 -8 ns @mkr maximalen Repetitionsrate von
200 Hz verwendet. Die Emissionswellenlange desrg&ciLasers betragt 248 nm (5 eV), so
dass flr die lonisation eines Analyten die Absarptron zwei Photonen notwendig ist ((1+1)
REMPI) (Reaktionen 21 und 22) (vgl. Abb.'8).

M+hy - M’ (21)
M +hv - M* +e (22)
\ LSS
lonisationsgrenze
A =248 nm
Q
qg,’ Angeregter
G Zustand
A =248 nm
Grundzustand
1+1 REMPI

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines 1+1 RERI-Prozesses
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Unter den Bedingungen der APLI ergibt sich eineel@litat fir aromatische Verbindungen.
Diese Substanzklasse weist im nahen UV-Bereich Wdbsorptionsquerschnitte und hohe
Lebensdauern des ersten angeregten Zustande&*adf® Insbesondere polycyclische
aromatische Kohlenwasserstoffe besitzen im Beréidhs 7 eV eine hohe Zustandsdichte.
Durch die experimentellen Bedingungen liegen thecmiangeregte Molekiile vor, so dass die
Zustande unaufgeldst vorliegen und damit eine Hohergangswahrscheinlichkeit bei der
Verwendung eines Excimer-Lasers gegeben ist. Anteeder Quelle befindliche Molekile
(Stickstoff als Badgas, Spuren von Sauerstoff, \Wastosungsmittel wie Acetonitril,
Methanol, Hexan), sind bei der verwendeten Wellegdétransparent. Damit ist eine direkte
Wechselwirkung zwischen Laserlicht und Analyt mélg)i die aufgrund des REMPI-
Mechanismus zur selektiven lonisation filhft* 3% Die APLI ist eine echte
Photoionisationsmethode unter AP-LC-MS Bedingungeufgrund der geringen Menge an
zugefuhrter Uberschussenergie und der Moglichkeéised durch StéRe an das Badgas
abzugeben, ist die APLI eine sanfte lonisationsoaef* ** Als Quelle kann fir die APLI
eine normale AP-lonenquelle verwendet werden. N#mérfiihren des Eluats in die Gasphase
mit Hilfe einer geheizten, pneumatisch unterstiitxterdampfungsstufe werden die Analyten
mittels Laserlicht ionisiert. Zur Einkopplung desderlichts in die lonenquelle werden
Quarzfenster verwendgg!.

1.8.1 Laser

In der APLI wird ein gepulster Laser verwendet, W-Strahlung mit der notwendigen
Energie (248 nm, 5 eV) und der fir REMPI notwendidgmergiedichte zur Verfligung zu
stellen. Bei dem verwendeten Lasersystem handeficklsum einen kompakten Edelgas-
halogenid Excimer-Lasét”. Wie bei jedem Laser muss auch beim KrF* Excimasdr eine
Besetzungsinversion erreicht werden, damit das iedium Lasen angeregt werden kann.
Im Gegensatz zu den Drei- und Vierniveausystemanpdi Festkorperlasern und anderen
Gaslasern verwendet werdeff’, ist ein KrF* Excimer-Laser ein Zweiniveausystebieses
besteht aus dem gebundenen angeregten ZustandrBe&xcimers und einem repulsiven
Grundstand, was zur Besetzungsinversion im Exciraser fuhrt'** 34 Um das Excimer
aus Kr und F zu erzeugen, wird in der Lasercauityunter ca. 6 bar stehendes Gemisch
bestehend aus Neon als Puffergas in groRem Ubessbwie Krypton und Fluor verwendet.

Die Erzeugung des KrF* in angeregten Zustand erfodgh Praionisation durch eine gepulste
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elektrische Hochspannungsentladung im Gasgemisd sen folgenden Reaktionen 23 und
241135

Kr*+F~ +Ne - KrF" +Ne (23)

Kr'+F, - KrF" +F" (24)
Dieses System kann erfolgreich eingesetzt werdesnnwdas Gasgemisch ausreichend
gekuhlt wird. Im verwendeten Lasersystem wird diesch eine Umwalzung im Reservoir
und der Warmeabgabe an die luftgekihlte Wandurgjobitr Durch spontane Emission und
die dadurch induzierte Emission im Lasermedium kdéres schlie3lich zu Abgabe eines
Laserpulses mit einer Wellenlange von 248 nm, dectdein Fenster nach nur einem Umlauf

aus der Cavity ausgekoppelt witc?.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Atmospheric Pressure Laser lonization (APLi)eime an der Bergischen Universitat neu
entwickelte lonisationsmethode zur Kopplung dersBigchromatographie (LC) mit der
Massenspektrometrie. Sie kann zur empfindlichen wgetektiven lonisation unpolarer
aromatischer Kohlenwasserstoffe eingesetzt werdednist in Form der LC-APLI-(TOF)MS-
Kopplung bisher an einem kommerziellen Massenspeidter (Q-TOF Ultima, Waters)
verfligbar.

Die Gaschromatographie (GC) stellt aufgrund derenéh Trennleistung eine interessante
Alternative zur LC dar. Daher soll zunachst die glopmg der GC mit der APLI-(TOF)MS
zur GC-APLI-(TOF)MS am Q-TOF Ultima realisiert werd Hierzu ist die Konstruktion
einer geeigneten Transferline zur Verbindung dessc@@amatographen mit der
Atmospharendruckionenquelle des Massenspektrometingierlich. Gleichzeitig sollen die
zum Betrieb der Kopplung notwendigen Einstellungan Massenspektrometer optimiert
werden. Damit die APLI auch an einem anderen kormmkgn Massenspektrometer
(micrOTOF, Bruker Daltonics) eingesetzt werden kaswll fur dieses ein Quellenkonzept
einschliel3lich einer neuen Transferline entwickedtden. Dieses Konzept sieht vor, sowohl
die LC als auch die GC unter Verwendung eines @okdirpers mit dem
Massenspektrometer zu koppeln.

Die Vorteile einer solchen flexiblen Kopplung, bder das teure Massenspektometer als
Detektor flir verschiedene chromatographische Anwegen dient, sollen auch in
Verbindung mit anderen lonisationsmethoden genuertien kdnnen. Daher wird in einem
weiteren Schritt versucht, die drei wichtigsten Aspharendruckionisationsmethoden (ESI,
APCI, APPI) ebenfalls in das Konzept zu integrier&ieser Schritt schliel3t auch die
Entwicklung einer neuen Transferline ein. Auf diéseise soll eine Multi-Purpose API-
Source (MPIS) fur die LC- und GC-API-MS entwickelerden. Dabei soll die ursprtingliche
Flexibilitst des Ansatzes zum einfachen und scknelWechsel zwischen einzelnen
lonisationsmethoden sowie zwischen LC und GC exhditeiben. Die Leistungsfahigkeit der
entwickelten Kopplungen soll anhand der Analyse &iandards und Realproben gezeigt
werden.

Im letzten Teil der Arbeit sollen fur die APLI ggeiete lonisationslabel zur Anwendung in
der LC und GC entwickelt und die gebildeten Deevatittels Atmospharendruck-REMPI-
Spektren spektroskopisch charakterisiert werdenes®i Label sollen die lonisation
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nichtaromatischer Verbindungen mittels APLI erm@gén. Die Anwendbarkeit des
Konzeptes soll anhand praktischer Beispiele gexgsgtien.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Um das Potential einer lonisationsmethode in desdaspektrometrie moglichst umfassend
nutzen zum koénnen, st die Kopplung des Massenspakters mit einer
chromatographischen Trennstufe vorteilhaft. Aufsdi&Veise gelangen auch bei komplexen
Proben die Analyten nacheinander in die lonenqudks Massenspektrometers. Dies
verringert die Gefahr von unerwinschten Diskriminigseffekten (z.B. lonensuppression
(138 in API-Quellen) und erleichtert die Auswertung dehaltenen Massenspektren. Zur
lonisation der Analyten werden hierbei speziell@eloquellen in Verbindung mit einer
lonisationsmethode verwendet.

Im Folgenden werden fir verschiedene im Rahmen ediesrbeit entwickelte AP-
lonenquellen sowohl das Konzept und der Aufbaujeeeiligen Quelle sowie die Kopplung
mit einer chromatographischen Trennstufe (LC ode€),Gals auch unterschiedliche
Anwendungen der jeweiligen Quelle bei der Analysgsghiedener Proben und hier als
spezielles Beispiel die Entwicklung und Anwendug Yonisationslabeln fur die APLI-MS
vorgestellt. Die Entwicklung der AP-Quellen und pfdungen wird ausgehend von der
APLI-MS und der anschliel3enden Integration weitéBrlonisationsmethoden (ESI, APCI,
APPI) in dasselbe AP-Quellenkonzept gezeigt.

3.1 GC-APLI-(TOF)MS: Q-TOF Ultima (Waters)

Die APLI als Methode zur lonisation von unpolareroraatischen Kohlenwasserstoffen
wurde an der Bergischen Universitat Wuppertal eckelt und sowohl mit der HPLE? als
auch der CEC am Q-TOF Ultima mit einer AP-lonentgugekoppelf®™). Hierbei konnte eine
auBergewohnlich hohe Empfindlichkeit im Vergleicit den anderen API-Methoden gezeigt
werden, mit der aromatische Kohlenwasserstoffe bessndere PAKSs, ionisiert und
nachgewiesen werden konnéf. Die fir diese Kopplungen verwendeten lonenquellen
basierten im Wesentlichen auf der Standard-APCW. bder nano-ESI-Quelle des Q-TOF
Ultima. Als Modifikation wurde in beiden Fallen diédglichkeit geschaffen, den Laserstrahl
eines Excimer-Lasers in die lonenquelle einzukappdi °Y. Ansonsten wurde z.B. fiir die
HPLC-Kopplung einfach die APCI-Verdampfungsstufe @@ TOF Ultima verwendet und die
APCI-Nadel aus der Quelle entfef.
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Die hohe Empfindlichkeit, mit der PAKs unter Verwdeimg der APLI nachgewiesen werden
konnen in Verbindung mit der hoheren chromatogsgiten Trennleistung der GC im
Vergleich zur HPLC und den geringeren BetriebskogteB. Losungsmittel), machen die
Realisierung dieser Kopplung zu einer interessarfieganzung der bisherigen APLI-
Anwendungen.

Wahrend die lonisation bei Standard-GC-MS-Systentg®, mit einer Cl- oder El-lonen-
guelle ausgestattet sind, bei stark vermindertenclostattfindet, muss die GC-APLI-MS bei
Atmospharendruck durchgefiihrt werden, so dass daigterung einer solchen Kopplung an
einem AP-Massenspektrometer durchgefihrt wurdeebDalurde das bereits fur die HPLC
und CEC verwendete Q-TOF Ultima fur die Kopplungheei GC mit der APLI-
Massenspektrometrie verwendet. Anders als bei drd4Kopplung, wo das flussige Eluat
aus der HPLC-Saule einfach bei Raumtemperatur demtén geeigneten Schlauch in die
APCI-Verdampfungsstufe Uberfiihrt werden kann, mheisder GC-Kopplung eine geheizte
Transferline verwendet werden, um die Analyten@ars GC-Ofen heraus in die lonenquelle
zu Uberfuhren. Eine geheizte Transferline ist natlig, damit schwerfliichtige Analyten
nicht auf dem Weg zwischen GC-Ofen und lonenquelleeder in der Kapillare

auskondensieren.

3.1.1 Entwicklung der Transferline

Bei der Entwicklung einer Transferline sollten meler Aspekte berticksichtigt werden: i) ein
einfacher Wechsel zwischen LC- und GC-API soll nabgkein, daher muss die Transferline
mit der bereits vorhandenen API-Quelle des Q-TORM# kompatibel sein; ii) eine
ausreichend hohe Temperatur (regelbar) muss igelamten Transferline erreicht werden
kénnen, um selbst hochsiedende PAKs (z.B. Bajpgfen) analysieren zu kénnen; iii) der
im Vergleich zu HPLC-Anwendungen geringe GasfluBsigergas: 1 -2 mL) aus der GC-
Kapillare muss den Einlass des Massenspektrometezihen, ohne zu sehr verdinnt bzw.
verwirbelt zu werden, damit eine ausreichende Emaithkeit erreicht werden kann und die
Peakform eine Integration des Signals zulasst.

In Zusammenarbeit mit der Firma Quma Elektronik &adytik GmbH, Wuppertal wurde ein
Konzept fur Konstruktion und Bau dieser ersten $farine fir die GC-APLI-(TOF)MS-
Kopplung am Q-TOF Ultima entwickelt und realisieine kurze Beschreibung des
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Konzeptes unter Berticksichtigung der oben dardesteAnforderungen wird im Folgenden
gegeben.

Wesentliche Anforderungen an die Transferline warevie oben dargestellt, die
Kompatibilitdt mit der API-Quelle des Q-TOF Ultimsowie die Mdoglichkeit zu einem
schnellen Wechsel zwischen LC- und GC-Methodergass diese Aspekte bei der Planung
und Realisierung der Transferline im Mittelpunkirsden.

Die Heizung der Transferline sollte elektrisch unterwendung eines Widerstandsdrahtes
erfolgen, wobei zur Messung der Temperatur ein B0 -lemperaturfihler eingesetzt wurde.
Die Temperatur sollte von der verwendeten GC (DARBDO MPC) unter Nutzung des freien
Aus- und Eingangs zur Temperaturregelung externerat® gesteuert werden. Fir den
inneren Aufbau der Transferline wurde die Verwerglwiner vom GC-Ofen bis in die
lonenquelle durchgehenden Metallkapillare (ID: By®) vorgesehen. Dies ist notwendig, um
die GC-Kapillare direkt aus dem GC-Ofen durch drmanBferline in die lonenquelle des
Massenspektrometers fuhren zu konnen. Geheizt wesdéite diese Metallkapillare mit
einem U-férmig vom hinteren zum vorderen Ende demgferline verlaufenden Heizdraht.
Um eine moglichst homogene Temperaturverteilungerinalb der Transferline zu erzielen,
wurde der Widerstandsdraht nicht in direkten Kontakt der Metallkapillare gebracht,
sondern Uber Quarzsand, der wiederum durch einegelbemden Glasseidemantel gehalten
wurde. Zur thermischen Isolation nach aufen wurde dransferline mit einer
Warmedammung umgeben. In Abbildung 7 ist schentatier Aufbau der Transferline

anhand eines Querschnittes gezeigt.

1. AuRere Thermoisolierung

2. Quarzsand im Glasseidemantel

3. PT-100 Thermofiihler

4, Widerstandsdraht im Glasseidemantel (U-formig durch die Transferline verlegt)
5. Metallkapillare (Verbindung zwischen lonenquelle und GC-Ofen

6. GC -Kapillare

Abbildung 7: Schematischer Aufbau der GC-Transferlne fur das Q-TOF Ultima
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Fur den Wechsel zwischen den lonisationsmethodémiSAPCI an der API-Quelle des Q-
TOF Ultima muss jeweils nur die ,Versprihstufe” fiie Flussigkeit, also die ESI-Kapillare
mitsamt der Halterung bzw. die APCI-Verdampfung&stum Folgenden als ,Probe*
bezeichnet, ausgetauscht werden. Damit auch fuG@leKopplung ein einfacher Wechsel
zwischen LC-Kopplung und der GC-APLI moglich wurdeurde der vordere Teil der
Transferline in seiner aul3eren Form der ESI-Pramhempfunden und der hintere Tell (ca.
35 cm), wie oben beschrieben, flexibel gestaltet,dass die Transferline anstelle der
jeweiligen LC-Probe an der API-Quelle montiert uhd GC auf einem Beistelltisch vor dem
Massenspektrometer aufgestellt werden konnte. DdastMassenspektrometer fir die GC-
APLI-Messungen im APCI-Modus betrieben werden kenmturden an der Halterung der
Probe, also dem Teil der Transferline, der in dehquelle hineinragt, Kontaktstifte
angebracht. Diese Kontaktstifte verbanden die meittantaktflachen an der API-Quelle Gber
einen 1 K Widerstand. Auf diese Weise wurde das Vorhanderdsi APCI-Probe simuliert.
Ein solches Vorgehen war fur LC-APLI-Messungen hicbtwendig, da hier die originale
APCI-Probe als Verdampfungsstufe verwendet wundeAlbildung 8 ist der experimentelle
Aufbau der GC-APLI-(TOF)MS auf einem Foto und inbdung 9 zur besseren Ubersicht
die Probe der GC-Transferline sowie deren Positioder API-Quelle des Q-TOF Ultima
schematisch dargestellt.

\ APLI-Quelle

Transferline

Abbildung 8: Experimenteller Aufbau der GC-APLI-(TO F)MS am Q-TOF Ultima
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1. Flexibler Teil der Transferline
2. Probe

3. Kontaktflache der Probe

4. Austrittsblende fiir ,Desolvation Gas"
5. Ende der GC-Kapillare

6. Repellerelektrode

7. Laserstrahl des Excimer-Lasers

8. Gasfluss aus der GC-Kapillare ins Massenspektrometer (schematisch)
9. Einlass des Massenspektrometers (Cone)

10. ,lon block" des Massenspektrometers

11. Massenspekirometer

Abbildung 9: Schematischer Aufbau der GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung am Q-TOF Ultima

Fur die Kopplung eines Gaschromatographen mit derfO® Ultima ist es von
entscheidender Bedeutung, dass das Eluat der G@ taisachlich den Einlass des
Massenspektrometers (vgl. Abb. 9 Punkt 9) erreickemn. Hierzu muss das Eluat einen
Bogen von 90 ° durchlaufen. Damit der Gasstromen API-Quelle einen moéglichst kurzen
Weg zuricklegt, wurde die Position der Tiefenvelstg an der Quelle so gewahlt, dass die
Probe fur alle Experimente maximal in den Quellepkd hineinreichte. Das
Massenspektrometer selbst weist am Cone eine Ptenyoa etwa 180 L/h auf, wahrend der
Gasstrom aus der GC-Kapillare im Gegensatz hiemnu etwa 1 -2 mbL/min (maximal
120 mL/h) betragt. Sowohl fir ESI als auch fur AR&rden durch die Probe weitaus
grolRere Gasvolumina in die Quelle eingebracht,nddeiden Fallen ein groRer Gasstrom
notwendig ist, um das flussige Eluat in der jewgeiti Probe in die Gasphase zu uberfihren.
Im Fall der GC stehen diese grol3en Gasflussraterd@uProbe jedoch nicht zur Verfigung,
so dass das fehlende Gasvolumen, das nicht ausGadefiuss aus der GC-Kapillare bereit
gestellt werden kann, anderweitig in die Quellegebracht werden muss. Dies ist notwendig,

damit kein Gas aus dem Gasuberlauf der API-Queatié damit aus der Umgebungsluft
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beziehungsweise aus dem Abluftsystem des Labossnddem Uberlauf verbunden ist,
angesaugt werden kann und somit VerunreinigungeheirQuelle gelangen kdnnten, welche
die Analyse durch Bildung eines hohen Untergrurglésen konnten. In der API-Quelle des
Q-TOF Ultima stehen neben dem eigentlichen ,DesmuaGas” als Gasstrom, der direkt die
Verdampfung der Flussigphase in der Probe unteestisoll, noch das ,Dry Gas", das
coaxial um das Ende der Probe aus einer heizbdesd® der Quelle zugefuhrt wird (vgl.
Abb. 9 Punkt 4), sowie das ,Cone Gas", welches demalytstrom aus Richtung des
Einlasses des Massenspektrometers (vgl. Abb. 9tPQratgegenstromt, zur Verfigung.

Um den Gasstrom aus der GC-Kapillare tatsédchlichden Einlass des MS strobmen zu
lassen, konnte an dieser Stelle nur die in derl@wekhandene Gasflussdynamik ausgenutzt
und versucht werden, diese mit den beiden anderasfliGsen nicht unginstig zu
beeinflussen, so dass der in Abbildung 9 schenmat&dzzierte Gasfluss aus der GC-
Kapillare mdglich wurde (vgl. Abb. 9 Punkt 8).

Weitere Parameter, die das erhaltene Signal baes#gh kbnnen und daher optimiert werden
mussten, sind die exakte Position des LasersttaglsAbb. 9 Punkt 7) vor dem MS-Einlass
und die am Repeller (vgl. Abb. 9 Punkt 6) angel&pgannung. Da bei der Analyse von PAKs
generell Radikalkationen gebildet werden, ist gi@rale Position des Laserstrahls direkt vor
dem Einlass des Massenspektrometél¥!. Die am Repeller anliegende positive
Gleichspannung erzeugt ein elektrisches Feld, dgagebildeten Kationen in Richtung des
Cone beschleunigt. Dies ist wichtig, da der Conksseauf einem positiven Potential
(ca. 50 V) liegt, das automatisch vom Massenspsidter dort angelegt wird und nicht
abgeschaltet werden kann.

In der Quelle lagen mit dem ,Desolvation Gas", dgbone Gas“ und der Spannung am
Repeller drei Parameter vor, mit denen die Gasiiysamik bzw. die lonenflugbahn
beeinflusst werden konnte.

Ein erster Funktionstest der oben beschriebenensiedine zeigte, dass die erwiinschte
Endtemperatur von 320 °C mit der verwendeten Heizspng von 12V nicht erreicht
werden konnte und die Heizleistung von 2,1 W/cmhhiausreichend war. Daher wurde
zunachst die Heizleistung von 2,1 W/cm auf 4,3 Whangehoben, indem die verwendete
Heizspannung mit Hilfe eines anderen Trafos aufVlérhoht wurde. Durch diese erste
Veranderung des urspringlichen Konzeptes konntgalginschte Temperatur von 320 °C in
der Transferline erreicht werden. Die erhdhte Hestling der Transferline flhrte zu einer
deutlich hoheren Warmeabgabe der Transferline etJdigebung, wodurch die API-Quelle,

insbesondere die Durchfiihrung der Probe auf ca’@3frwarmt wurde.
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Die generelle Funktionsweise der Transferline wurderch die GC-Analyse einer
Anthracenlésung getestet.

Nachdem fir das Anthracen tatsachlich ein Sigrialean werden konnte, wurden die oben
beschriebenen Parameter, also die beiden Gasflirssedie Repellerspannung optimiert.
Hierzu wurde wiederholt die Anthracenl6sung infiziend unter den jeweils veranderten
Parametern analysiert. Fur die Repellerspannungtkomit dieser Methode ein optimaler
Wert von 200 V ermittelt werden. Bezlglich der Giasse zeigte sich, dass jeder Versuch,
das ,Cone Gas" zu verwenden, zu einer drastischerringerung bzw. dem vdlligen
Verschwinden der Signalintensitat des Anthraceradgyfihrte. Es wird daher vermutet, dass
die dem Analytstrom entgegen gerichtete Stromurgy,@®ne Gases” den Analytgasstrom
daran hindert, den Einlassbereich des Massenspadieos Uberhaupt zu erreichen. Daher
konnte nur das ,Desolvation Gas" verwendet werden,den zusatzlichen Gasbedarf in der
API-Quelle bereit zu stellen und fur einen mdglicbptimalen Gasfluss in der API-Quelle
hin zum Einlass des Massenspektrometers zu soEjanoptimaler Wert konnte hier bei

einem Fluss von 290 L/h erreicht werden.

3.1.2 Untersuchung einer Mischung von PAKs und heterocy@chen PAKs

Nachdem die Quellenparameter, also die GasflissgemQuelle und die Spannung am
Repeller, méglichst optimal eingestellt waren, waaihe Mischung bestehend aus PAKs und
heterocyclischen PAKs (Tab. 1) mittels der GC-APLOF)MS untersucht. Das erhaltene
Chromatogramm dieser Analyse ist in Abbildung 1@gdatellt. Es wurde fur alle Analyten
das Radikalkation M detektiert.

Wie im erhaltenen Chromatogramm zu erkennen, wundeder oben beschriebenen GC-
APLI-(TOF)MS-Kopplung ein Gaschromatogramm an eineaiP-Massenspektrometer
erhalten, das eigentlich fir den Einsatz in derssitjchromatographie entwickelt wurde.
Hierzu konnte die Standard-API-Quelle des Q-TORn#t verwendet werden, indem eine
Transferline eingesetzt wurde, die dem vorderehdezi ESI-Probe nachempfunden war.
Ausgehend von dieser erfolgreichen GC-APLI-(TOF)Ksalyse wurde die Nachweisgrenze
fur die untersuchten Verbindungen (Phenanthren, ethlanthracen, 2-Ethylanthracen,
Pyren) als niedriger als 100 ng/L bestimmt (3s-Kaptznach Kaiser und Specker®).
Abbildung 11 zeigt die GC-APLI-(TOF)MS-Analyse deesVerbindungen im Bereich der

Nachweisgrenze.
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Nr. | Name m/z | Konzentration [pg/L]

1 | Dibenzofuran 168 | 1000 (Abb. 10)

2 | Phenanthren 178| 100 (Abb. 10) bzw. 0,1 (Abb. 11)
3 | Carbazol 167 | 1000 (Abb. 10)

4 | 2-Methylanthracen 192| 100 (Abb. 10) bzw. 0,1 (Abb)

5 | 2-Ethylanthracen 206/ 100 (Abb. 10) bzw. 0,1 (Atb).

6 |Pyren 202 | 100 (Abb. 10) bzw. 0,1 (Abb. 11)
7 | 5,11-Dihydro-6H-benzocarbazal 219 1000 (Abb. 10)

8 | 11H-Benzocarbazol 217/ Verunreinigung

9 | Benzof]pyren 252 | 100 (Abb. 10)

Tabelle 1: Komponenten der PAK-Mischung

Die ermittelten Nachweisgrenzen fur die aromatiackerbindungen zeigen das sehr hohe
Potential der GC-APLI-(TOF)MS zur Untersuchung \RAKs. Selbst mit diesem einfachen,
noch nicht in allen Einzelheiten optimierten Aufbkonnte eine Empfindlichkeit erreicht
werden, welche die mit einem Standard-GC-Systeraiatibare Empfindlichkeit deutlich
ubertrifft.
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Abbildung 10: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse einer Mischung von PAKs und Hetero-PAKs

(experimentelle Parameter Kap.5.4.1.1)
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Abbildung 11: Untersuchung einer PAK-Mischung im Beeich der Nachweisgrenze (experimentelle

Parameter s. Kap. 5.4.1.1

3.1.3 Mdoglichkeiten der Verbesserung der Transferline

Die oben vorgestellte Kopplung eines Gaschromapdgma mit einem AP-
Massenspektrometer stellt eine erste, moglichdaee Losung dar, die vielversprechende
Ansatze fur die Entwicklung weiterer GC-API-MS-Kdppgen im Rahmen dieser Arbeit
(vgl. Kap. 3.2 und 3.3) enthalt.

Nachdem die generelle Machbarkeit einer solchenpKom am Q-TOF Ultima gezeigt
werden konnte, wurden Mdglichkeiten der Verbessgmorgeschlagen.

Problematisch bei der vorgestellten Kopplung igt Niotwendigkeit, den Gasstrom aus der
GC-Kapillare tber eine relativ weite Strecke (2em8) nur aufgrund der Gasflussdynamik in
Richtung des MS-Einlasses zu bringen. Ein Versdem Winkel von 90 ° zu vermeiden,
indem die Probe der Transferline an der StelleRigsellers in die Quelle eingebracht wurde
und diesen ersetzte, fiihrte zu einer deutlichersdhdechterung der Signalintensitat. Der auf
positivem Potential liegende MS-Einlass konnte kieae mogliche Ursache sein, so dass das
vordere metallische Ende der Transferline als Repelerwendet wurde. Auch diese
Veranderung fuhrte nicht zu einer deutlichen Vesbasng der Signalintensitat.
Moglicherweise wirkt sich die Gasflussdynamik irr @elle unginstig auf den Gasfluss aus

der GC-Kapillare aus.
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Daher konnte die Verwendung eines ,Sheath Gasesthes coaxial um das Ende der GC-
Kapillare aus der Spitze der Probe austritt, zemistabileren Gasfluss in Richtung des MS-
Einlasses fuhren.

Auch die Heizung der Transferline mittels Heizdrahtl Warmeleitung tber den Quarzsand
ist nicht ideal. In Verbindung mit dem verwendeih100 (Durchmesser: 5 mm) kann dies
zu einer nicht korrekten Temperaturbestimmung inggsamten Transferline fihren, da sich
das PT-100 im flexiblen Teil der Transferline befabie Warmeabstrahlungseigenschaften
der Probe selbst unterscheiden sich aber von deméimteren Teil der Transferline, so dass

die Verwendung von zwei geregelten Heizkreisen bessere Losung darstellen sollte.

3.2 LC- und GC-APLI-(TOF)MS: micrOTOF (Bruker Daltonics )

Aufgrund der am Q-TOF Ultima erfolgreich durchgetén LC- ®* ®Y und GC-APLI-

(TOF)MS-Messungen wurde von der Firma Bruker Dattoim Rahmen einer Kooperation
zwischen den Arbeitskreisen der Analytischen- uhgskalischen Chemie der Bergischen
Universitat Wuppertal ein micrOTOF Massenspektranéibb. 12) zur Verfligung gestellt,
um auch fur dieses Massenspektrometer eine APLII€me konstruieren und zu verwenden.
Eine Beschreibung der Quelle sowie Beispiele fiiederfolgreiche Anwendung finden sich

in den folgenden Abschnitten.

Abbildung 12: micrOTOF mit neu entwickelter LC-APLI -Quelle
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3.2.1 LC-APLI: Aufbau der Quelle

Das micrOTOF wird, wie alle Massenspektrometer [eiema Bruker Daltonics, mit einer
APOLLO lonenquelle (Abb. 13) ausgeliefert. Dies@dnquelle ist standardmaiig fir die
Verwendung im ESI-Modus ausgelegt. Des weiteremdsééne APCI-Quelle zur Verfligung.

ST o3

/A

Abbildung 13: Geodffnete Standard-ESI-Quelle am mic©OTOF

Analog zu den Experimenten am Q-TOF Ultima sollie APLI auch am micrOTOF
basierend auf der APCI-Quelle aufgebaut werden.uDsallte auch hier wieder eine
Verdampfungsstufe (Sprayer) verwendet werden, wrEdaat der Flissigchromatographie in
die Gasphase zu uberfihren. Der Laser sollte var Belass (parallel zum MS) in die
lonenquelle eingekoppelt werden. Da eine Einkoppldas Laserstrahls mit der Geometrie
des APOLLO-Quellenkérpers nicht moglich war, da f@len Einbau eines Fensters keine
ausreichend grolR3e Flache zur Verfigung stand, weirdeeuer Quellenkérper basierend auf
der APOLLO-Quelle konstruiert.

Fir den Aufbau des Quellenkdrpers wurde die APOIQGelle insofern als Vorbild
verwendet, als dass im Wesentlichen die PositionA®RCI-Verdampfungsstufe relativ zum
Einlass des Massenspektrometers beibehalten wislewurde jedoch die Moéglichkeit
geschaffen, die Position des Sprayers mittels Milgt@rschraube senkrecht zum
Massenspektrometer um etwa 0,7 cm zu verschielem®jne moglichst optimale Position fir
ein bestmogliches Analytsignal einstellen zu kénrigm eine aufwendige Neukonstruktion
des Sprayers zu vermeiden, wurde die Verdampfumgsston der mitgelieferten APCI-

Quelle demontiert und auf dem neuen QuellenkérpeAPLI-Quelle als Verdampfungsstufe
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angebracht. Auf diese Weise stand eine vollstandiBel-Quelle mit Verdampfungsstufe
und Fenstern fur den Ein- und Austritt des Lasehd$rzur Verfigung (Abb. 14).

Abbildung 14: Neu entwickelte LC-APLI-Quelle am miaOTOF

Die generelle Funktionsfahigkeit der neuen APLI-{@uevurde zunachst mit einer Losung
Anthracen (0,1 uM in ACN) Uberpruft. Dazu wurdesdid_6sung per Direktinfusion mittels
Spritzenpumpe in die APLI-Quelle injiziert und distassenspektrometer im APCI-Modus,
aber ohne APCI-Nadel, betrieben. Weitere Verandgroram Massenspektrometer waren bis
auf den Austausch der Verschlussklammer fur diell®ugegen einen verschraubbaren
Verschluss fir die neue Quelle zur Durchfihrung ¥dPLI-Messungen nicht notwendig.
Nach dem Austausch der Standardquelle gegen diel-@Bélle konnte das fur den
generellen Funktionstest injizierte Anthracen adsliRalkation (M* bei m/z = 178) detektiert
werden. Damit konnte die Funktionsfahigkeit derereAPLI-Quelle am micrOTOF gezeigt

werden.

3.2.1.1 Optimierung wichtiger Parameter fir den Betrieb der LC-APLI-Quelle

Nachdem die Funktion der APLI-Quelle anhand eineithfacenlésung gezeigt werden
konnte, sollten nun wichtige Parameter in der neQerlle und am Massenspektrometer
identifiziert und anschlieRend optimiert werdenn Eiel war es, eine mdglichst optimale
Empfindlichkeit sowie eine weitgehende Standardisig vieler Parameter fur APLI-
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Messungen zu erreichen. Fir diese Optimierung wuzdeé&chst die folgenden Parameter als

wichtig angesehen:

i) die Position des Laserstrahls vor dem Eintless Massenspektrometers (Sprayshield) (vgl.
Abb. 15),

i) die Position des Sprayers (Abstand SprayerSpuayshield in der Horizontalen) (vgl.
Abb. 15),

iii) Einstellungen am Massenspektrometer bezilgliehlonenquelle und des lonentransports
in Hochdruck- und Vakuumbereich des Massekispmeters,

Iv) Repetitionsrate des Excimer-Lasers,

v) Eluentenfluss der Flissigchromatographie.

7/

1. Verdampfungsstufe der LC-APLI (Sprayer)

2. Horizontaler Abstand zwischen Sprayer und Sprayshield
3. Sprayshield

4. Massenspektrometer

5. Kapillare des Massenspektrometers

6. Vom Laserstrahl ausgeleuchtetes Volumen

7. Verschiebung des Laserstrahls senkrecht und waagerecht
8. Gasfluss (mit Analyt) aus dem Sprayer (schematisch)

9. Quellenkérper der APLI-Quelle

10. Quarzfenster der APL-Quelle

Abbildung 15: Schematischer Aufbau der LC-APLI-Quele

Eine Optimierung der Parameter wurde zunachst zwaBkgerweise unter Verwendung
einer Anthracenldsung durchgefihrt, indem dieséetsiSpritzenpumpe per Direktinfusion in
die lonenquelle injiziert wurde. Die Direktinfusiodes Analyten in die lonenquelle
ermoglicht die Optimierung der Parameter in einarfaghen Art und Weise, da ein
konstantes Analytsignal erhalten wird, das durchradderungen einzelner Parameter

beeinflusst werden kann. Die Auswirkungen eineraResterveranderung konnen direkt
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erkannt und bewertet werden. Da sich das OptimuneseiParameters in Abh&ngigkeit
weiterer Parameter mdglicherweise verschiebt, wurdee Parameter zunachst einzeln
nacheinander optimiert und dann anschlielend bewgitimierte Parameter in zufalliger
Reihenfolge erneut optimiert und die Lage des Otirs Uberprift. Des Weiteren wurden die
Parameter in Abh&ngigkeit verschiedener Analyteicdtih als [M+H]-Bildner, Anthracen
und Benzafpyren als Bildner von Radikalkationen mit unteigchichen Massen) bestimmt,
um allgemeine und analytspezifische Parameter mrscheiden.

Als erster Parameter wurde die optimale Positios Haserstrahls vor dem Sprayshield
ermittelt. Diese Position war fur die drei untefsi@n Analyten gleich und ist schematisch in
Abbildung 15 dargestellt. Wie dort gezeigt, befindech die optimale Position des Laser-
strahls nicht auf der Symmetrieachse des Sprag&sehlso zentral vor der kreisformigen
Offnung des Sprayshieldes, sondern ist aus der Syrimachse nach oben in Richtung des
Sprayers verschoben. Dieses Optimum deutet moghehse darauf hin, dass die Gas-
flussdynamik in der Quelle neben dem Potential an Einlasskapillare (-1000 V) eine
entscheidende Rolle beim Transport der gebildedeerd im Atmosphéarenbereich der Quelle
vor dem MS-Einlass spielen kann. Diese Vermutungd vdurch das von Lorenz et al.
bestimmte dynamische Akzeptanzvolunﬁ]éﬂ an dieser Quelle unterstttzt. Auch hier wurde
eine asymmetrische Verteilung des Maximums derdakeeptanz ermittelt.

Um nach notwendigen Reinigungsarbeiten oder dem h¥éé&cder API-Quellen von
beispielsweise ESI auf APLI nicht jedes Mal eineati6ésung fur die Justage des Lasers auf
die optimale Position verwenden zu mussen, wurdeFansch mit einer fluoreszierenden
Keramik hergestellt, der anstelle des Blindflansclier das Austrittsfenster montiert wird.
Anhand des abgebildeten Laserstrahls auf der K&r&amnn die einmal optimierte Position

des Laserstrahls schnell und einfach reproduziertden (Abb. 16).

Abbildung 16: Verwendung der Justageplatte zur Jusage des Laserstrahls, A nicht optimale Position,

B optimale Position deskerstrahls wird durch die fluoreszierende Keramikangezeigt
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Der nachste optimierte Parameter war die Posites Sbrayers (Abstand des Sprayers zum
Sprayshield in der Horizontalen). Hier konnte nuinee leichte Abhéangigkeit der
Signalintensitat festgestellt werden, wenn der @gran die am weitesten in Richtung des MS
einstellbare Position gebracht wurde.

Ein weitaus komplexeres Bild zeigte die Optimierungr am Massenspektrometer
einstellbaren Parameter fir die lonenquelle und khirentransmission. Eine genaue
Beschreibung der einzelnen Parameter kann der Dekiation der micrOTOF control
Software von Bruker Daltonics enthommen werden. W&t fir die reinen
Quellenparameter, also die in Abbildung 17 blaurgekten Werte, welche in optimierter
Form angegeben sind, ein weitgehend analytunabpésmgverhalten aufweisen, sind die
Parameter, welche die lonentransmission auf deruMalseite des Massenspektrometers
beeinflussen, stark von der jeweiligen Masse ddersuchten Analyten abhangig. Hierbei
sind insbesondere die drei rot geschriebenen Pé&sarffbb. 17) von besonderer Bedeutung
und mussen gegebenenfalls fir das jeweilige m/hdleris eines Analyten neu optimiert
werden. Die in Abbildung 17 dargestellten Paramesteflen einen optimierten Wert fur

Anthracen dar.
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Abbildung 17: Ausschnitt aus der mircOTOF control Sftware, Ubersicht tiber wichtige MS-Parameter

Generell konnte eine sehr starke Abhangigkeit aepfihdlichkeit von den jeweils gewahlten

Parametern festgestellt werden, die Uber mehreé®&hordnungen reichen kann. Fur die
Analyse einer Probe mit einer méglichst hohen Engbithkeit ist daher die Optimierung der

MS-Parameter bzw. deren optimale Einstellung echtiges Kriterium.

Im Gegensatz zu den anderen AP-lonisationsmeth(elh APCI, APPI) handelt es sich bei

der APLI um eine diskontinuierliche lonisationsnuwdh. Es konnen nur lonen gebildet
werden, wahrend ein Lichtpuls des Excimer-Laseus{ieite: ca. 8 ns) leuchtet. Ansonsten
ist die Bildung von lonen nicht méglich. Daher wairdie Abhangigkeit der Signalintensitét

bei der Analyse einer Anthracenlésung von der Ripetrate des Lasers bestimmt. Hierzu
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wurde diese schrittweise von 10 Hz auf 300 Hz erhid die Signalintensitat als Funktion
der Repetitionsrate ermittelt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Bestimmung der optimalen Repetitionsate des Lasers

Wie in Abbildung 18 gezeigt, besteht zwischen dep@®itionsrate und der Signalintensitat
ein nahezu linearer Zusammenhang. Erst bei etwa R50weicht der Zugewinn an
Signalintensitat von einem linearen Verhalten ath wird schwécher. Bei der Auswahl einer
geeigneten Repetitionsrate des Lasers und derrfeuige sollten zwei Aspekte berticksichtigt
werden. Da die Gesamtlebensdauer des Lasers ({asgfllElektroden, Cavity) eine
Funktion der Schussanzahl ist und sowohl das férAdillung verwendete Gasgemisch als
auch eine Uberarbeitung der Cavity mit einem hakestenaufwand verbunden sind, ist an
dieser Stelle ein Kompromiss zwischen geringfugigempfindlichkeitsgewinnen und einer
maoglichst hohen Standzeit des Lasersystems ertafaleAls guter Kompromiss hat sich hier
bei Verwendung des Excimer-Lasers ATL EX 300 Slkiema ATL eine Repetitionsrate im
Bereich von 150 — 250 Hz bei einer Pulsenergievom) erwiesen. Mit diesen Einstellungen
ist ein Dauerbetrieb des Lasers uber 10 — 12 Sturrdieeiner Gasfillung maoglich.

Die letzte optimierte Grél3e war der FlussigkeissluHier sollte tberprft werden, ob es wie
bei der APPIP® 2 epenfalls eine deutliche Abhangigkeit der Sigralisitit vom
verwendeten Fluss gibt. Hierzu wurde die Flussduiech den Sprayer im Bereich von
100 pL/min bis auf 500 pL/min erh6ht und die Sigmahsitat als Funktion des Flusses
untersucht (Abb. 19).
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Abbildung 19: Bestimmung der Signalintensitat in Athangigkeit vom Fliissigkeitsfluss (von der

Stoffmenge)

Wie in Abbildung 19 gezeigt, besteht ein weitgehéndarer Zusammenhang zwischen der
Signalintensitat und der Flussrate. Wird die Flateserhoht, erhoht sich die Stoffmenge des
Analyten in der Quelle in der gleichen Weise. Die-RPLI-(TOF)MS verhalt sich also wie
ein stoffmengenabhangiger Detektor. Dieses Verhdléenn dadurch erklart werden, dass das
Laserlicht nicht mit der Matrix, also Loésungsmitiaind Gasen in der Quelle wechselwirkt.
Es findet tatsachlich eine direkte lonisation dewliten statt, ohne dass es zur Absorption
von Photonen im Losungsmittel wie etwa bei der VBWahlung einer APPI-Lampe und
einer anschlieBRenden chemischen lonisation deryferal'*? oder aber lonensuppression
aufgrund von CoulombabstoBung kommen wirde. DiesgenS&chaft der APLI in
Kombination mit dem Sprayer, der fur groRe Flussrahusgelegt ist, erlaubt die direkte
Kopplung mit einer flissigchromatographischen Tetafe, ohne dass die Flussmenge einen

kritischen Parameter darstellen wirde.

3.2.2 Analyse der EU Priority 15+1 PAKs mittels LC-APLI-(TOF)MS

Aufgrund des kanzerogenen Potentials polycyclis@mtematischer Kohlenwasserstoffe wie
Benzop]pyren**° - *¥ist eine sensitive Detektion dieser Substanzklasseendig. Um das
Potential der neu entwickelten LC-APLI-(TOF)MS Qaetu demonstrieren, wurden die von
der Europaischen Union als Priority 15+1 PAKs kisrten Substanzen untersudfit’!
(vgl. Tab. 2).
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Nr. | Name m/z | Konzentration [g/L]
10 | Benzog]fluoren 216 3,6
11 | Cyclopentaf,dpyren 226 4,4
12 | Benzof]anthracen 228 6,4
13 | Chrysen 228 54
14 | 5-Methylchrysen 242 7,4
15 | Benzob]fluoranthen 252 5,2
16 | Benzojf]fluoranthen 252 9,1
17 | BenzoK]fluoranthen 252 3.9
18 | Benzo@]pyren 252 9,8
19 | Benzo,h,iperylen 276 54
20 | Indenol,2,3-cdpyren 276 3,8
21 | Dibenzog,hpyren 278 5,3
22 | Dibenzog,dpyren 302 7,0
23 | Dibenzog,hpyren 302 6,9
24 | Dibenzog,i]pyren 302 8,6
25 | Dibenzog,l]pyren 302 5,7

Tabelle 2: EU 15+1 Priority PAKs

In Abbildung 20 ist das erhaltene Chromatogramm H&LC-APLI-(TOF)MS-Analyse
dieser PAK-Mischung abgebildet.
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Abbildung 20: LC-APLI-(TOF)MS-Analyse der EU Priori ty 15+1 PAKs (experimentelle Parameter s.
Kap. 5.4.3.1)
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Die Analyse wurde unter Verwendung der Segmentfankder micrOTOF control Software
durchgefuhrt. Hierdurch bestand fur jedes Segmemst WKl6glichkeit, wéahrend der
chromatographischen Analyse bestimmte MS-Paramategerwenden, die dann im nachsten
Segment wieder auf andere Analyten (m/z-Verhalissngepasst wurden, so dass die
Analytabhangigkeit der lonentransmissionsparamatesgeglichen werden konnte. Somit
konnten zu jedem Zeitpunkt des chromatographisdteerfes fur die jeweiligen Analyten
maoglichst optimale MS-Parameter, nach vorherigeti@iprung, gewahlt werden. Die
Verwendung der Segmente wurde notwendig, um Ubar adehanden Bereich an m/z-
Verhéltnissen eine moglichst optimale Empfindliahkas erhalten. Da in dieser Mischung
jeweils mehrere isomere PAKs derselben Masse d¢ethalaren und zur Analyse nicht jeder
einzelne PAK als Standardverbindung zur Verfuguagd war eine Zuordnung aller Signale
nicht moglich. Daher werden Signale mit gleichers&nicht unterschieden.

In der untersuchten Konzentration konnten 15 derVeéébindungen mit Ausnahme von
Cyclopentagd|pyren detektiert werden. Die Ausnahmestellung etidgerbindung bezuglich
der erreichbaren Nachweisgrenze (20 pg/L nach Kaisd Speckel®) im Vergleich zu
den erreichten Nachweisgrenzen fir Beafajthracen (32 ng/L) und Chrysen (27 ng/L)
(Abb. 21) kann vermutlich mit der veranderten elehkischen Struktur dieser Verbindung
gegeniiber den reinen PAR®! erklart werden.
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Abbildung 21: Bestimmung der Nachweisgrenze fur Bezo[alanthracen und Chrysen mittels LC-

APLI-(TOF)MS (experimentelle Parameter sKap. 5.4.3.1)

Da es sich nicht um einen Aromaten mit planareukdar wie bei den 15 anderen
Verbindungen **®! handelt, verlauft hier die lonisation mittels REMBei 248 nm
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maoglicherweise nicht so effektiv. Die hier erremmtNachweisgrenzen zeigen im Vergleich
mit Literaturwerten™* wo eben diese 15+1 PAKs mittels HPLC-LIF untersushrden,
eine etwa um den Faktor 50 geringere Nachweisgrédieses Beispiel zeigt die erfolgreiche
chromatographische Trennung einer Standardmischand/erbindung mit der grofR3en
Empfindlichkeit, welche mit der APLI-(TOF)MS unt&erwendung der oben dargestellten
APLI-Quelle fur das mircOTOF erreicht werden kann.

3.2.3 GC-APLI-(TOF)MS: micrOTOF (Bruker Daltonics)

Nachdem die neu hergestellte Quelle fir das micrPDTéfolgreich fur die LC-APLI-
(TOF)MS eingesetzt wurde, sollte nun auch eine G4AKopplung unter Verwendung
dieses Quellenkérpers aufgebaut werden, um eineglichét schnellen und einfachen
Wechsel zwischen LC- und GC-Methoden zu ermdglicBabei sollten die Erfahrungen, die
bei der GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung am Q-TOF Ultimag(v Kap. 3.1 und 3.2) gemacht
wurden, bertcksichtigt werden und mdgliche Verbessgen im Konzept der Transferline
fur die GC-APLI-(TOF)MS Anwendung finden.

3.2.3.1 GC-APLI: Aufbau der Transferline

Wie schon beim Aufbau der Transferline fir das QFTie@schrieben (s. Kap 3.1.1), ist auch
hier die wesentliche Funktion der Transferline, iéondensieren der Analyten nach erfolgter
GC-Trennung in der Kapillare zwischen GC-Ofen uodehquelle zu verhindern. Aufgrund
der Erfahrungen mit der Transferline, welche fig @GiC-APLI-Kopplung am Q-TOF Ultima
verwendet wurde, wurde das Konzept des Aufbaus fmizdt. Eine kurze Beschreibung des
Konzeptes fur die GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung am midrOF wird im Folgenden
gegeben. Auch bei dieser Transferline wurde diebMelung zwischen GC-Ofen und
lonenquelle mit einer Metallkapillare hergestetlyrch welche die GC-Kapillare bis in die
eigentliche lonenquelle geschoben werden kann. kge@satz zum vorherigen Konzept
sollte die Warmetbertragung auf die auf 110 cméveérte Metallkapillare jedoch nicht
mehr indirekt mittels Warmetransportmedium (Sandiplgen, sondern direkt auf die
Kapillare. Des weiteren wurde die Moglichkeit demterschiedlichen Warmeabstrahlung
zwischen Probe und flexiblem Teil der Transferlbericksichtigt, indem die Heizung der

Kapillare in zwei separat geregelte Heizzonen defljevurde, um maoglicherweise grol3e
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Temperaturinhomogenitdten in der Transferline zumesden. Damit ein direkter
Warmedbertrag auf die Metallkapillare mdglich wurdellte diese mit Widerstandsdraht
direkt geheizt und eine Temperatur von mindesté&its°8 erreicht werden kénnen. Hierzu
wurde geeigneter Widerstandsdraht in engen Windurigedie jeweilige Heizzone um die
Kapillare selbst gewickelt und ein Thermoelemenp Kyin diese Wicklung aufgenommen.
Damit es aufgrund der metallischen Kapillare ung nieht isolierten Heizdrahtes zu keinem
Kurzschluss kam, wurde die Metallkapillare mittelses Glasseideschlauches, welcher unter
der Wicklung des Heizdrahtes lber die Kapillareogen wurde, isoliert. Nach auf3en hin
wurde die Heizwicklung ebenfalls mit Glasseidebatektrisch isoliert, damit der geheizte
innere Teil der Transferline in die metallische Uantelung der Transferline bzw. die Probe
eingebaut werden konnte. Eine weitere Beschreila@mg”robe wird weiter unten in diesem
Kapitel gegeben.

Die Steuerung der Transferlineheizung sollte niokhr tber die GC selbst erfolgen, sondern
uber eine eigens hierfur konstruierte externe 3tege um eine grol3ere Flexibilitat bei der
Verwendung eines Gaschromatographen zu erreich@ndiE hier dargestellten Versuche
wurde erneut der bereits zuvor verwendete DANI 1GH0C Gaschromatograph eingesetzt.
Die Steuerung (Abb. 22) wurde auf der Basis vonizwikroprozessor-gesteuerten PID-
Reglern zur Temperaturkontrolle aufgebaut, wobeil@ststrom Uber jeweils ein Halbleiter-
Relais geschaltet wurde.

Abbildung 22: Foto der Transferlinesteuerung

Damit die Heizleistung der beiden Heizzonen getegedrden konnte, wurde fir die
Spannungsversorgung der Heizung ein regelbarer kRingafo verwendet. Eine
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Ausgangsspannung von 30 V bei einer Heizleistung ¥d/N/cm fur die vordere und von
2,1 W/cm fir die hintere Heizzone konnten hier gegignet ermittelt werden, um auf der
einen Seite ein zigiges Aufheizen der Transferdineermdglichen (2 - 3 min) und auf der
anderen Seite nicht soviel Energie mit jedem Hdgpur Verfligung zu stellen, dass die
Heizdrahte innerhalb des Pulses iberhitzt waremséi Uberhitzen wiirde sowohl zur
Zerstorung der Glasseideisolierung (temperaturhdigabis 480 °C*™) als auch zur
Zerstorung der Heizdrahte selbst fuhren.

Die Steuerung fur die Temperaturkontrolle solltehhinur in der Lage sein, die Temperatur in
der GC-Transferline auf einen definierten Wert @&tant) zu regeln, sondern auch die
Verwendung der Transferline als zweiten GC-Ofeng var in der comprehensiven
zweidimensionalen Gaschromatographie verwendet, witd ermoglichen**®. Dies stellt
aufgrund der Lange der Transferline von ca. 1 ne éteressante Mdglichkeit dar. Daftr
wurden die Uber das ,peripheral user interface” wEmwendeten DANI GC ausgegebenen
LStart-“ und ,Stopsignale”, also Signale, die deegbBin beziehungsweise das Ende eines GC-
Laufes signalisieren, verwendet und die Kommunikati zwischen GC und
Temperaturregelung hergestellt und ggf. der Begind das Ende einer Temperaturrampe
(Steigerung der Temperatur in °/min) signalisiémt.der vorliegenden Arbeit wurde diese
Moglichkeit der Verwendung der Transferline als #ereGC-Ofen nicht genutzt, obwohl die
Maoglichkeit hierzu auf Seiten der Steuerung gegelvan Es wurden alle Analysen unter
Verwendung dieser Transferline mit konstanter Tieniaetemperatur durchgefiihrt. Das
.peripheral user interface* wurde ebenfalls benuteh ,Start-“ und ,Stopsignale* an das
verwendete Massenspektrometer Uber dessen Scatliettstier ,Start in“ und ,Stop in“, zu
senden, um eine Synchronisation zwischen Beginn Emde eines GC-Laufes und dem
Beginn bzw. Ende der Datenaufzeichnung zu erreicli8ne genaue Beschreibung der
Schnittstellen kann den jeweiligen Bedienungsamejen**® *** entnommen werden.

Die Probe, also der Teil der Transferline, der i@ APLI-Quelle hineinreicht, wurde im
Gegensatz zur Transferline fur das Q-TOF Ultimazugatzlichen Austrittsoffnungen fir ein
Sheath Gas versehen, dessen Flussrate mittels Miaesflow Controlers im Bereich von
0 — 2 L/min geregelt werden konnte. Die Austrittisdhgen wurden hier coaxial um die aus

der Transferline austretende GC-Kapillare angedrthigb. 23).
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Austrittsoffnungenfor . —»." ¥
das Sheath Gas <

Abbildung 23: Transferline der GC-APLI-(TOF)MS-Kopp lung in Frontansicht

Die zusatzliche Mdglichkeit zur Verwendung einee&h Gases in Verbindung mit der in
Abbildung 23 gezeigten Anordnung der Austrittséffgan sollte die Mdglichkeit geben, den
aus der GC-Kapillare austretenden Gasstrom zu uerhiihd diesen so in der lonenquelle zu
stabilisieren und somit die Strecke zwischen demeEter Transferline und dem Einlass ins
Massenspektrometer zu Uberwinden, ohne dass esafierg Verlusten beziehungsweise
Verwirbelungen in der lonenquelle kommen wirde. Y&wendung des Sheath Gases sollte
dariiber hinaus die Mdoglichkeit bieten, die Gasfiiysamik in der Quelle aktiv beeinflussen
zu kénnen. Damit sollte das passive Anstrémen desHinlasses tiberwunden werden.

Um eine moglichst optimale Anstromung des MS-Eisdgsmit dem Gasstrom aus der GC-
Kapillare und dem Sheath Gas zu erreichen, saltediese GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung
das Ende der Transferline in einer Line mit dema$ghield angeordnet werden. Damit
musste der Gasstrom nicht wie beim Q-TOF Ultima9f umgelenkt werden. Vorteilhaft
bei dieser direkten Anordnung der Transferline dem Sprayshield ist weiterhin, dass
sowohl fur das Sprayshield als auch fur die eigeml MS-Kapillare, die den Einlass ins
Vakuumsystem bildet, die Moglichkeit besteht, insfl@ionenmodus ein negatives Potential
anzulegen und damit die gebildeten positiven lomerRichtung des MS-Einlasses zu
beschleunigen.

Zur Realisierung einer solchen Anordnung der Traise unter Verwendung des APLI-
Quellenkdrpers wurde dessen Flexibilitat genutedem nur der grof3e Flansch, welcher die
Quelle bei der Verwendung fur die LC-APLI mit eindfanster abschliel3t (Abb. 14), gegen
einen Flansch mit einer geeigneten Durchfuhrungli@rProbe der Transferline ausgetauscht

wurde. Auf diese Weise konnte die Transferlineas &onzept der Quelle integriert werden.
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In den Abbildungen 24 und 25 wird der Aufbau der-GELI-(TOF)MS-Kopplung am
mircOTOF schematisch und auf einem Foto gezeigt.

1. LC-Verdampfungsstufe
i 2. Horizontaler Abstand zwischen Sprayer und Sprayshield

3. Sprayshield

4. Massenspektrometer

5. Kapillare des Massenspektrometers

6. Vom Laserstrahl ausgeleuchtetes Volumen

7. SheathGas (Fluss schematisch)

8. Eluataus der G&Kapillare (schematisch)

9. Zusétzlicher Gasfluss aus dem Sprayer (schematisch)
10. Metallkapillare mit Heizwendel und Glasseideisolierung

11. Flansch mit Durchfiihrung fir Giansferline

13.

14.

12. Abstand deSransferlineendesumSprayshield
13. N-Zuleitung fir daSheathGas
14. Zuleitungen fiir die Heizwendel und Thermoelemente

Abbildung 24: Schematischer Aufbau der GC-APLI-(TORPMS-Kopplung am mircOTOF

Abbildung 25: Foto des experimentellen Aufbaus de6GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung am micrOTOF
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Das mircOTOF weist an der MS-Einlass-Kapillare eiRamprate von etwa 120 L/h
Gasvolumen auf, wie durch Messung mit einem kaien Gasflussmessgerat ermittelt
werden konnte. Dieses Gasvolumen kann nicht nuohdden Gasstrom aus der GC-Kapillare
und das Sheath Gas bereitgestellt werden, so dasswveitere Quelle fur die Differenz an
Gasvolumen im Konzept der Kopplung vorgesehen werdasste, um ein Ansaugen von
Gas aus dem ,Gasuberlauf* der APLI-Quelle zu vetbin. Um weiteren apparativen
Aufwand und madgliche Kosten zu vermeiden, sollte Sprayer, der bei der LC-Kopplung
fur das Versprihen des Eluates verwendet wird (Abb.Punkt 1), fir das zusatzlich
bendtigte Gasvolumen genutzt werden. Die Steuedieges Gasvolumens kann uber das
Massenspektrometer unter dem Punkt ,Nebulizer*.(¥db. 27) erfolgen. Ein Wert von
3 bar entspricht hier etwa einem Fluss von 110 B#i. der Verwendung des Sprayers als
zusatzliche Gasquelle muss jedoch beachtet werdass der Gasfluss senkrecht zum
Gasfluss aus der GC-Kapillare steht (Abb. 24 Puhkind 9). Da dieser viel groRRer ist,
besteht die Mdglichkeit, den Gastransport zwiscB€éhiKapillare und MS-Einlass zu stéren.
Denkbar ist in diesem Zusammenhang, dass der Gasstus der GC-Kapillare verwirbelt
oder vom MS-Einlass weggedrickt wird. Das ,Dry Gaalso der aus der kreisformigen
Offnung des Sprayshieldes austretende Gasstromalwarusitzliche Gasquelle in der GC-
APLI-(TOF)-MS-Kopplung nicht verwendbar, da diegenau auf das Ende der Transferline
und damit auf das Ende der GC-Kapillare gerichs#t Aufgrund dieses austretenden
Gasstroms war ein Transport der Analyten Uber d&abz zum MS-Einlass nicht mehr

effektiv moglich.

3.2.3.2 Optimierung wichtiger Parameter fur den Betrieb der GC-APLI-Quelle

Fur einen ersten erfolgreichen Funktionstest der erstellten GC-APLI-(TOF)MS und fur
die im Folgenden dargestellten Optimierungen wurgi@eut eine Anthracenlésung
verwendet. Damit die Analysenzeiten (Wartezeiteis) Zum Auftreten eines Signals im
Bereich weniger Sekunden gehalten werden konntardenfur die Optimierungen zunachst
eine sehr kurze GC-Kapillare (ca. 1,5 m) verwendasst nachdem eine weitgehende
Optimierung der Parameter erfolgt war, wurde eir@ikarsdule mit einer Lange von 30 m
fur chromatographische Trennungen eingesetzt. KiVdranderung eines Parameters war
mindestens eine erneute Injektion (1 bzw. 2 pLorerlich, um die Auswirkung anhand des
Signals zu erkennen und zu bewerten. Alle Injeldiowurden manuell durchgefuhrt, da far

den verwendeten Gaschromatographen kein AutosampleVerfigung stand. Das oben
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dargestellte Konzept fir die GC-APLI beinhaltetecigrof3ere Anzahl an Parametern, die
optimiert werden mussten, um das Potential der GCiAam micrOTOF moglichst
umfassend bezuglich der Empfindlichkeit nutzen daren. Ein kurzer Uberblick tber die
optimierten Parameter wird im Folgenden gegeben:
1) Bestimmung des optimalen Abstandes zwischpay$hield und Ende der Transferline
(vgl. Abb. 24 Punkt 12),

i) moglicher Uberstand des GC-Kapillarendes idierTransferline hinaus,
iii) Abstand des Sprayers (vgl. Abb. 24 Punkt dinzSprayshield in der Horizontalen
(vgl. Abb. 24 Punkt 2),

Iv) Flussrate des Sheath Gases,

v) Position des Lasers,

vi) Repetitionsrate des Lasers,
vii) Einstellungen am Massenspektrometer beztuglemhlonenquelle und des lonentransports

im Hochdruck- und Vakuumbereich des Massekispmeters.

Anhand der Anzahl von mindestens sieben Parametienflr eine erste Optimierung
ausgewahlt wurden, ist erkennbar, dass die GC-APOF)MS-Kopplung sehr viele
Freiheitsgrade aufweist, welche die optimale Perforce dieser Kopplung beeinflussen.
Daher stellen die Ergebnisse der Optimierung eareten Ansatz dar, der in erster Linie dazu
dienen sollte, eine funktionstiichtige GC-Koppluregdit zu stellen und das Potential dieser
Kopplung abschatzen zu kénnen. Weitere Untersuarazgir Optimierung der Parameter
sowie weitere Verbesserungen finden sich in Ka@it@l1.1.
Als erster Parameter wurde der Abstand zwischeaySpreld und dem Ende der Transferline
optimiert. Bei dieser Optimierung spielten mehrAspekte eine Rolle. Zunéchst sollte das
Ende der Transferline so nahe wie mdglich an denBitass herangebracht werden. Die
Uberlegung war dabei, das Ende der GC-Kapillarekdliin die Ansaugzone der MS-
Kapillare zu bringen, um somit einen mdglichst awggten Gradienten in Richtung des
Massenspektrometers und einen storungsfreien Toandes Gases aus der GC-Kapillare
zum MS-Eingang zu erhalten. Auf der anderen Seitssmaber ein ausreichend grof3er
Abstand verbleiben, damit der Laserstrahl vor dgmagshield eingekoppelt werden kann,
ohne dass es aufgrund des Abstandes zu einer Welumg des Gasstromes kommen witrde.
Hierdurch wirden sowohl eine Peakverbreiterung alsch eine Verringerung der
Signalintensitat auftreten. Bezlglich des Abstandewischen Sprayshield und

Transferlineende wurde ein Wert von ca. 0,7 cnoptsnal ermittelt.
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Die nachsten beiden optimierten Parameter waremeéilicher Uberstand der GC-Kapillare
Uber das eigentliche Ende der Transferline hinaus die Flussrate des Sheath Gases. Die
Funktion des Sheath Gases ist insofern kritiséhdase den Gasstrom aus der GC-Kapillare
umhdllen und damit eine annahernd laminare Stréomumndrichtung des MS-Einlasses
erzeugen soll. Ist dieser Fluss zu klein, bleibtstabilisierende Wirkung mdglicherweise aus,
ist er zu grol3, so besteht die Moglichkeit, dass \@8prayshield zuriickstromendes Gas zu
turbulentem Verhalten vor dem MS-Einlass fuhrtMearbindung mit einem Uberstand der
GC-Kapillare von 1 -2 mm konnte bei einem Shea#isflass von 250 mL/min die grol3te
Empfindlichkeit erreicht werden. Fir den Laser vaurfdir diese Kopplung eine Position
symmetrisch vor der kreisformigen Offnung des Maspektrometers als optimal angesehen
(vgl. Abb. 24 Punkt 6). Das Ende der GC-Kapillast genau auf das Zentrum des
Sprayshieldes gerichtet. Der Analyt kommt bei dieSeordnung nicht aus dem senkrecht
zum Sprayshield angeordneten Gasstrom des Spras@rslass keine Verschiebung der
optimalen Laserposition aus der Symmetrieebenenmarten ist. Damit der Laserstrahl des
verwendeten OPTEX pro Excimer-Lasers zwischen Tealise, GC-Kapillare und
Sprayshield in die Quelle eingekoppelt werden kepnturde dieser mittels einer Quarzlinse
(Nominalbrennweite 15 cm) von 1 érauf 0,25 crhfokussiert (Abb. 26).

Abbildung 26: Einkopplung des Laserstrahls in die @-APLI-Quelle

Fur die optimale Repetitionsrate des Lasers wumienEinstellungen aus der LC-APLI-
(TOF)MS-Kopplung aufgrund der bereits dargestelliserlegungen iibernommen. Die am
Massenspektrometer vorgenommenen Einstellungenekdauach fur die GC-APLI-(TOF)MS

in eher allgemeine (Quellenparameter, blau) undgranfi des m/z-Verhaltnisses
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analytspezifische Parameter (lonentransmissiol,einogeteilt werden. Diese Parameter sind
in Abbildung 27 in der Form dargestellt, wie sie diie Bestimmung der Nachweisgrenze von
Chrysen (vgl. Kap. 3.2.4.1) mit dieser GC-APLI-(T®FS-Kopplung verwendet wurden.
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Abbildung 27: Ausschnitt aus der mircOTOF control Sftware, Parametertibersicht

Mit dem oben beschriebenen Aufbau und Parametdite soin das Potential der GC-APLI-

(TOF)MS-Kopplung am Beispiel verschiedener Analygereigt werden.

3.2.4 Untersuchung einer Mischung von PAKs und heterocy@chen PAKs

Nachdem, wie oben beschrieben, wesentliche Pararfiateden Betrieb der GC-APLI-
(TOF)MS-Quelle optimiert worden waren, sollte nuezeigt werden, dass mit der
aufgebauten Kopplung eine Substanzmischung chrgrebisch zu trennen und
anschlie3end zu detektieren ist. Es sollte alsgeéreerelle Funktionsfahigkeit der Kopplung
fur eine Analyse gezeigt werden. Zu diesem Zweckdeerneut die Mischung aus PAKs
und heterocyclischen PAKs analysiert, die schordbai GC-APLI-(TOF)MS-Messungen am
Q-TOF Ultima verwendet wurde (vgl. Kap. 3.1.2)eallings um den Faktor 10 verdunnt, so
dass fur die PAKs eine Konzentration von 10 pg/d tir die heterocyclischen PAKs eine
Konzentration von 100 pg/L vorlag. Das bei dieseakse erhaltene Chromatogramm ist in
Abbildung 28 dargestellt und zeigt die gute Seletdt und Sensitivitat der fiur das
micrOTOF aufgebauten GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung. Esnhkten alle Testsubstanzen
nachgewiesen und mit einer nahezu gau3formigenféreakietektiert werden. Anhand dieser
Analyse konnte zum einen die Funktionsfahigkeit @esnsferline und zum anderen der
effektive Transport des Analyten aus der GC-Kapgllan den MS-Einlass unter Beweis
gestellt werden. Die Transferline weist offenbainkekalten Stellen auf, an denen schwerer

flichtige Analyten wie etwa Benzapyren auskondensieren und damit der Analyse nicht
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mehr zuganglich wéren. Beide Heizzonen machten églich, die Transferline auf die

notwendige Temperatur von 320 °C zu erwarmen.
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Abbildung 28: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse einer Mischung aus PAKs und hetero-PAKs

(experimentelle Parameter s. Kap. 5.4.1.2)

3.2.4.1 Bestimmung von Nachweisgrenze und Linearitat

Mit der APLI steht eine Methode zur Verfigung, ndier PAKs besonders empfindlich
nachgewiesen werden kénnen. Um nun auch die anOM®& neu aufgebaute GC-APLI-
(TOF)MS-Kopplung bezlglich Nachweisgrenze zu chiarédkieren, wurde eine
Verdinnungsreihe einer Chrysenlésung hergestellt diase inklusive Blindproben mittels
GC-APLI-(TOF)MS analysiert. Auf diese Weise konmtach dem 3s-Konzept von Kaiser
und Speckel*¥ fiir Chrysen eine Nachweisgrenze von 5 ng/L beirritgiektionsvolumen
von 1 pL ermittelt werden. In Abbildung 29 ist d&hromatogramm der Analyse der
Chrysenlésung mit einem Gehalt von 5 ng/L dargks#dk fur die Quantifizierung wichtige
Gro3e wurde die Linearitdt der Methode ebenfallsaad dieser Chrysenlosung im Bereich
von 50 ng/L bis 2,5 pg/mit 7 Kalibrierpunkten bestimmt. Der Korrelationgffizient der
Kalibriergeraden ergab sich zd R0,997.
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Abbildung 29: Bestimmung der Nachweisgrenze fur Chysen, flexible Transferline

(experimentelle Parameter Kap. 5.4.1.2)

3.2.5 Untersuchung von PAKs und ihrer Derivate in komplexer Matrix

Der Nachweis und die Bestimmung polycyclischer atsecher Kohlenwasserstoffe als
Kontaminanten in unterschiedlichen Matrices steditif der Grundlage gesetzlicher
Bestimmungen aus Grinden der Produktqualitat odemassenschaftlichem Interesse eine
analytische Herausforderung dar. So ist oftmale aenfwendige und damit kostenintensive
Probenvorbereitung notwendig, um auf der eineneSsibrende Matrixkomponenten zu
entfernen und auf der anderen Seite die nur inepuorhandenen PAKs anzureichern, so
dass diese schlieRlich zur Analyse in hinreicher{ienzentration vorliegen. Jeder dieser
Probenvorbereitungsschritte muss dabei in der Riégealie spezielle Matrix entwickelt und
validiert werden. Auch besteht bei jedem zusatelctschritt die Moglichkeit, dass eine
Kontamination der Probe durch die verwendeten L¢snomittel oder durch sonstige
Materialien, wie SPE-Kartuschen, erfolgt. Diese onination muss dann in aufwendigen
Messungen, sofern sie systematisch ist, ermittett anschlieBend das Analysenergebnis
korrigiert werden. Fir eine einfache und schnellerddfiihrung solcher Analysen ist es
notwendig, die zu untersuchenden Proben mit einégliohst geringen Anzahl an
Probenvorbereitungsschritten analysieren zu kénnen.

Der lonisationsmechanismus der APLI Uber den 1+1IMREProzess und die damit
verbundene Selektivitat fir die lonisation arondtey Verbindungen eroffnet bei der
Probenvorbereitung die Moglichkeit, die Matrix nar einem geringeren Ausmalfd oder im
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Idealfall gar nicht zu entfernen, da diese nichtiseert wird und somit die Analyse nicht
storen kann. Uber die Selektivitat hinaus kdnnerbWelungen aus der Klasse der PAKs mit
einer besonderen Empfindlichkeit nachgewiesen werde dass madglicherweise die flr

andere Analysenmethoden notwendigen Anreicheruhg#scnicht mehr notwendig sind.

3.2.5.1 Untersuchung des PAK-Gehaltes in Tocopherol A (Vitanin E)

Ein Beispiel fir die Anwendbarkeit der GC-APLI-(TFS zur Untersuchung von PAKSs in
einer komplexen Matrix unter Verzicht einzelner @&th der Probenvorbereitung war
Tocopherol A. Dieses Tocopherol A wird von der Fzognis GmbH aus natirlichen
Rohstoffen gewonnen, namlich durch Destillation WRitanzendlen. Da das Produkt bei der
Destillation erhitzt werden muss, besteht die Midteit der Bildung von polycyclischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen, die eine unerghiiasVerunreinigung darstellen. Die
Uberwachung des Gehaltes ist fiir die Aufrechtennaltund Dokumentation der Produkt-
qualitdt notwendig. Die Untersuchung wird in ein@xternen Labor (Eurofins Analytik
GmbH), das hierflr zertifiziert ist, fur ein brestS&pektrum an PAKs mit Benajpyren und
Dibenzop,Hpyren als Leitsubstanzet?™! durchgefiihrt. Hierbei liegen die Konzentrationen
der Uberwachten PAKs im niedrigen pg/kg-Bereiche(@wert Benzd@]pyren: 2 pg/kg). Zur
Analyse der PAKs sind zwei Probenvorbereitungstiehrinamlich die Gelpermeations-
chromatographie (GPC) und die Coffeinextraktion HEmtfernung der Matrixbestandteile
notwendig. Selbst nach diesen Schritten liegt neicte recht komplexe Matrix mit einer
groBen Anzahl an verschiedenen Verbindungen iPdee voi*>. Damit eine zuverlassige
Quantifizierung mittels GC-(EI)MS nach Large-Volwimgektion (50 pL), die notwendig ist,
um die erforderliche Empfindlichkeit zu erreichéunychgefihrt werden kann, wird die Probe
vor der Probenvorbereitung mit deuterierten Staaglaersetzt.

Es sollte nun beispielhaft an Proben mit einemngenn PAK-Gehalt untersucht werden, ob
es moglich ist, diese Proben ebenfalls mittels GZAATOF)MS unter Verwendung eines
geringeren Injektionsvolumens (2 pL) zu analysiered auf Schritte der Probenvorbereitung
bei der GC-APLI-(TOF)MS-Analyse zu verzichten. Ziesem Zweck wurden eine vom
zertifizierten Analysenlabor bereits analysierteli®;, die sowohl Benza]pyren (0,7 pg/kg)
als auch Benze]pyren (2,3 pg/kg) enthalten sollte, sowie die preshenden Blindproben
und Proben zur Responsefaktorbestimmung, erneutelsitGC-APLI-(TOF)MS nach
verschiedenen Schritten der Probenvorbereitung ohemvendung eines Large-Volume-

Injektors analysiert. So wurden die nur verdinnt®bB, die Probe nach der GPC-
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Aufreinigung und schliel3lich die Probe nach der Istahdigen Probenvorbereitung
untersucht. Fur die nur 1:1 bis 1:10 mit Isooctandiinnte Probe (Tocopherol A ist eine
viskose Substanz) war der Nachweis von PAKs selash der Addition eines deuterierten
PAK-Standards in einer Konzentration von 100 pgihtmaglich. Vermutlich kam es hier
zu einer Diskriminierung des Analyten im Liner de€. Dagegen konnten nach dem ersten
bzw. zweiten Probenvorbereitungsschritt sowohl die interner Standard verwendeten
deuterierten PAKs als auch das Bemyjoyren und Benzafpyren nachgewiesen werden. In
den Abbildungen 30 und 31 sind die erhaltenen Chtogramme der GC-APLI-(TOF)MS-
Analyse dargestellt.
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Abbildung 30: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse von Tocopherd nach GPC-Aufreinigung
(experimentelle Parameter Kap. 5.4.1.3)
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Abbildung 31: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse von Tocopherd nach vollstandiger Aufreinigung
(experimentelle Parameter Kap. 5.4.1.3)
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Wie in den Abbildungen 30 und 31 zu erkennen isfyrite in beiden untersuchten Proben
sowohl Benzdd|pyren als auch das Bensjjpyren sowie der verwendete interne Standard
nachgewiesen werden, so dass auch eine Quantifigieslurchgefiihrt werden konnte. Die
Uber den internen Standard ermittelten Konzentmatiovon 0,25 pg/kg fir Benzajpyren
und 0,35 pg/kg fur Benzefpyren fur die vollstandig aufgearbeitete Probe Qi26 pg/kg fiir
Benzop]pyren und 0,55 pg/kg fur Benzajpyren fur die nur mittels GPC aufgereinigte Probe
ergaben eine deutliche Abweichung von den durchedésrne Labor ermittelten Werten,
insbesondere beim Benaljjyren. Daher wurden die Proben mit einer Begjpyfrenldsung
aufgestockt, um eine zweite Quantifizierung unalgigivom internen Standard vornehmen
zu kénnen. Bei der erneuten Analyse der aufgestacRroben wurde fir die vollstandig
aufgearbeitete Probe ein Gehalt von 0,5 pug/kg wmddife nur mittels GPC aufgereinigte
Probe ein Gehalt von 1,0 ug/kg bestimmt. Der Vechleer ermittelten Werte untereinander,
aber auch der Vergleich mit Werten des externerotsatveisen deutliche Unterschiede auf.
Moglicherweise hat die Differenz in der Konzenwatizwischen Analyt und internem
Standard und die daraus resultierende Differenden Signalintensitat zu den erhaltenen
Abweichungen gefiihrt, was auf ein durch Matrixefiekerursachtes nichtlineares Verhalten
hinweist. Aber auch der Vergleich der durch dasemwd Labor und der mittels
Standardaddition ermittelten Konzentrationen zeigterschiede im Benzefpyrengehalt, so
dass hier entweder mit Hilfe der GC-APLI-(TOF)M$ &u geringer Wert oder aber durch
das externe Labor (Einfachbestimmung) ein zu hdhert fir Benzog]pyren ermittelt
wurde.

Demnach ist es unter Verwendung der APLI moglicheiner komplexen Matrix wie dem
durch Destillation von Pflanzenél gewonnen TocopheA PAKs nachzuweisen. Im
Vergleich zum Standardverfahren ist der Aufwand der Probenvorbereitung deutlich
geringer. Das Injektionsvolumen lasst sich um daktdér 25 verringern. Fir eine eindeutige
quantitative Aussage waren weitere UntersuchungenRroben dieser Art notwendig, bei
denen beispielsweise Methyl- oder Monofluor-PAKs ah bekannter Konzentration
zugesetzte Analyten, die im Tocopherol normaleravgisht vorkommen, bestimmt werden.
Damit lieRe sich die Quantifizierung mit einem dwmidrten Standard verifizieren und

auftretende Interferenzen durch die Matrix erkennen
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3.2.5.2 Bestimmung von 1-Hydroxypyren in Urin

Die Vorteile der APLI-(TOF)MS, also das hohe Nacklsvermoégen fur PAKs in Verbindung
mit der erreichbaren Selektivitat und der im Veidie zur HPLC-LIF zusatzlich zur
Verfigung stehenden Masseninformation  sollten  ggnutwerden, um das
Anwendungspotential der APLI fir das Monitoring déumanen PAK-Exposition
aufzuzeigen. Ein Marker fur umweltbedingte PAK-Esiion *°* >4 sowie fiir die beim
Rauchen auftretende Belastung mit PAKs ist das drdkypyren™® *°! das im Urin als
Pyrenmetabolit unter Verwendung von verschiedenerhitiken (HPLC-LIF, GC-MS) nach
Anreicherung mittels SPE (reversed phase, normaseh SPME) und zuvor erfolgter
enzymatischer Hydrolyse des Glucoronids und ggfereiDerivatisierung nachgewiesen
werden kani'®’ ~ %2 Bei Rauchern kann 1-Hydroxypyren im VergleichNightrauchern in
erhohtem MaRe nachgewiesen werd&h4

Fur die GC-APLI-(TOF)MS sollten die Probenvorbanagsschritte so weit wie mdoglich
vereinfacht werden. Zu diesem Zeck wurde zun&cimsersucht, in welcher Form das
1-Hydroxypyren der Analyse am besten zugénglichHstrzu wurde sowohl eine Losung
von underivatisiertem 1-Hydroxypyren (6,6 pug/L) @AIB2) als auch eine Lésung derselben
Konzentration, bei der das 1-Hydroxypyren mitteMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid) im
Liner der GC in den Methylether bzw. mit einer Misag aus BSTFA (Bis-N,O-
trimethylsilyltrifluoracetamid) und MSTFA (N-Met-(trimethylsilyl)trifluoracetamid) bei

80 °C im Trockenschrank in den entsprechendenefilgl Gberfihrt wurde.
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Abbildung 32: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse zum Vergleich von 1-Hydroxypyren derivatisiert und
underivatisiert (experinrgelle Parameter s. Kap. 5.3.1 und 5.4.1.4)
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Der Vergleich der erhaltenen Chromatogramme zesgtligh, dass das 1-Hydroxypyren nur
detektiert werden kann, wenn die Hydroxylgruppawiisiert ist. Dieser deutliche Zuwachs
an Empfindlichkeit im Fall des derivatisierten 1dfigxypyrens lasst sich vermutlich auf eine
Folgereaktion des gebildeten Radikalkations in d@d?LI-Quelle zurlckfihren. Viele
Hydroxyarylverbindungen weisen im angeregten Zuktaime grof3e Aciditat auf, wodurch
das Proton der Hydroxylgruppe an einen Akzeptorgbhen werden karntt> ! |m Fall
des 1-Hydroxypyrenradikalkations kénnte der Realdpartner Wasser sein, welches sich in
Spuren immer in der Atmospharendruckquelle befinDetrch die Abgabe des Protons an
eine Matrixkomponente in der APLI-Quelle wirde dgbildete lon seine Ladung verlieren
und damit massenspektrometrisch nicht mehr erfessten konnen.

Daher wurde fur die Probenvorbereitung eine Desieung mit der bereits erfolgreich
eingesetzten BSTFA/MSTFA-Mischung vorgesehen. Algiger weiterer Schritt wurde eine
SPE-Saule zur Probenvorbereitung verwendet. MiteHiieser Saule sollte das 1-Hydroxy-
pyren in der Probe angereichert und Salze sowieVdasser aus der Urinprobe entfernt
werden. Um mit einer moglichst realen Probe arbete kénnen, wurde eine von Herrn
Gerhard Scherer, ABF GmbH Miuinchen, freundlicherevemur Verfiigung gestellte
Urinprobe, die zur Spaltung der enthaltenen Glutio® bereits enzymatisch vorbehandelt
war, verwendet. Diese wurde mit 1-Hydroxypren airfeeKonzentration von 500 ng/L
eingestellt, was der zu erwartenden Belastung édaeshers entspricht. Anschlie3end wurde
die Probe extrahiert und silyliert. In Abbildung 38 das erhaltene Chromatogramm der GC-
APLI-(TOF)MS-Analyse der verdiinnten Probe dargéstel

—— Massenspur m/z = 290 (1-Hydroxypyren silyliert)

3e+5 4 1-Hydroxypyren derivatisiert

counts
N
&

2,5e+6 1
— TIC

2,0e+6
5e+4 4
poall )
T T T

1,5e+6 0

-

T
0 200 400 600 800 1000 1200

counts

Retentionszeit [s]
1,0e+6
1-Hydroxypyren derivatisiert

/

0 200 400 600 800 1000 1200

5,0e+5

0,0

Retentionszeit [s]

Abbildung 33: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse einer Urinpro be (experimentelle Parameter s. Kap. 5.3.1.
und 5.4.1.5)
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Mit der durchgefiuihrten GC-APLI-(TOF)MS-Analyse kdendas 1-Hydroxypyren in der
zugesetzten Konzentration nachgewiesen werden. tDamnmide gezeigt, dass die APLI-
(TOF)MS eine Methode darstellt, mit der ein Markder PAK-Exposition nach
Derivatisierung in einer biologisch relevanten Kenization erfasst werden kann.

Im TIC-Chromatogramm der untersuchten Probe sitme&em Signal fir das derivatisierte
1-Hydroxypyren noch eine Vielzahl weiterer Signaleerkennen, deren Identitdt im Rahmen
dieser Arbeit nicht aufgeklart wurde. Es bestetib@h die Vermutung, dass es sich bei diesen
Substanzen nicht ausschlieRlich um unpolare arsofeiVerbindungen handelt, sondern hier
maoglicherweise andere Substanzen bzw. Substaneklassisiert wurden. Mdglicherweise
haben einzelne Verbindungen der untersuchten Rieb@/irkung eines Dopants und fuhren
unter Verlust der eigentlichen Selektivitdit der APHurch Ladungsaustausch oder
Protonentransfer zur lonisation weiterer Komponeker Probe.

Die sowohl an den Tocopherolproben als auch an Wdanprobe durchgeflhrten
Untersuchungen zeigen das hohe Potential der GA-ARDF)MS zur Untersuchung
aromatischer  Verbindungen in verschiedenen Matricemiter den Aspekten
Nachweisvermdgen und vereinfachte Probenvorbergpituder genaue Umfang dieses
Anwendungspotentials kann in weiteren, den Rahmesed Arbeit Ubersteigenden Studien
gezeigt werden. Hierbei sind neue Methoden der dmatirbereitung fiir verschiedenste

Fragestellungen zu entwickeln und validieren.

3.2.6 Weitere Einsatzmoglichkeiten: APLI-Quellen

Der Aufbau einer APLI-Kopplung am micrOTOF konmige oben beschrieben, sowohl fir
die Flussigchromatographie als auch die Gaschragregtbie durch die Konstruktion einer
geeigneten Quelle und einer Transferline realisienden. Daraus ergaben sich verschiedene
Anwendungsmaoglichkeiten in Form der LC- und der G@k:I-(TOF)MS. Uber die oben
gezeigten Anwendungsbeispiele hinaus besteht dieglibhieit, die APLI in
umweltanalytischen Fragestellungen wie etwa dertiBesung der PAK-Belastung in
Sedimenten oder aber im medizinischen Bereich leei BRestimmung von aromatischen
exogenen DNA-Addukten wie zum Beispiel dem Benjm|ren-Addukt einzusetzen.

Ein besonderes Merkmal dieser Kopplungen bestaim,d#ass sowohl fur die LC- als auch
fur die GC-APLI ein und derselbe Quellenkdrper vemaet werden kann. Fur den Wechsel
zwischen der Flissig- und der Gaschromatograph&smur ein Flansch am Quellenkorper

entfernt und gegen die Transferline ausgetauschdeme(oder umgekehrt). Ansonsten kann
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die Quelle ohne weitere Anderungen verwendet werdiase Flexibilitat zum direkten
Wechsel zwischen LC- und GC-Methoden stellt eiméaehe und kostengtinstige Alternative
zur Verwendung verschiedener kompletter lonenguébew. ganzer analytischer Systeme
(z.B. eines GC-MS-Systems) dar. Dartiber hinaug stakohl fur die LC als auch die GC ein
System zur Verfugung, mit dem eine MassengenauigkeiBereich von kleiner 2 ppm
erreicht werden kanf®”, was diese flexible Kopplung fir die LC und GC fiieitere
Anwendungsbereiche wie das Metabolit-Profiling odixs Multiple-Target-Screening zu
einer interessanten Option werden lasst. Das kioségsisive Massenspektrometer kann als
Detektor mit hoher Massengenauigkeit auf diese ¥isein sehr viel breiteres Spektrum an
Analyten genutzt werden. Das mit diesem System emsgektrometrisch analysierbare
Analytspektrum ist an dieser Stelle nicht mehr dem Chromatographiemethode (GC oder
LC) abhangig, sondern von der lonisationsmethodbsseWahrend mittels APLI das
Spektrum unpolarer aromatischer Verbindungen alugeaeerden kann, ist fur die lonisation
polarerer Verbindungen die Verwendung anderer &mmesmethoden wie der APCI oder
ESI notwendig. Um die Vorteile der bisher nur fil€-Qund LC-APLI genutzten lonenquelle
fur ein moglichst groRes Analytspektrum zugangiahmachen, sollte die vorhandene Quelle
zu einer ,Multi-Purpose API-Source” fur die GC ub@ erweitert werden. Zur Erweiterung
der Quelle sollte diese durch die Verwendung get@nAnbauteile so ausgestattet werden,
dass fur die Flussigchromatographie ESI, APCI, Attd fir die Gaschromatographie APCI,
APPI und APLI, sowie fur die Flussigchromatographfieltimode-lonisationstechniken, z.B.
ESI und APLI (ESAPLI) gleichzeitig zur Verfugungeken.

3.3 Aufbau einer Multi-Purpose API-Source (MPIS) fur die GC-
und LC-MS

Um das micrOTOF mit einer lonenquelle auszustatiensowohl fur die LC als auch die GC
verwendet werden und dabei die lonisation einegdordnalytspektrums ermdoglichen kann,
sollte der bereits fir die GC- und LC-APLI verwetel®uellenkorper benutzt werden und zu
einer Multi-Purpose API-Source fur die GC- und di@-MS erweitert werden. Bei dieser
Erweiterung sollte das oben vorgestellte flexiblenKept beibehalten werden, sowie der
einfache Wechsel zwischen den lonisationsmethoded wden Trenntechniken im

Vordergrund stehen.
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Hierzu sollten die Mdglichkeiten fur die APLI ungmeschréankt in dieser Quelle weiterhin
genutzt werden konnen und die Verwendung weiten@isationsmethoden moglichst auf eine
einfache Art und Weise in das bisherige Quellenkphintegriert werden.

Vor dem Hintergrund der durch die Firma Bruker Daits zu dem Zeitpunkt der Planung
vorgesehenen kommerziellen Einfihrung und zum dakpdes Verfassens der vorliegenden
Arbeit vorgenommenen Einfuhrung dieser Quelle alsTeil der Produktpalette von Bruker
Daltonics™®”! sollte zunachst die Transferline als der zentBastandteil der GC-API-Option
aus verschiedenen Gesichtspunkten heraus in egrblesserten Version neu konstruiert,
optimiert und erprobt werden (s. Kap. 3.3.1). Armieffend sollten die weiteren
lonisationsmethoden in die Quelle integriert werden

3.3.1 Aufbau der verbesserten Transferline

Zur Erweiterung der bereits fur die LC- und GC-APam micrOTOF verwendeten
lonenquelle zu einer Multi-Purpose API-Source sobiuch die Transferline fur die GC-
Kopplung neu konstruiert werden. Diese Neukonstonkerschien aus mehreren Griinden
notwendig (s. unten). Hierbei sollten die Erfahremgnit der bisher verwendeten flexiblen
Transferline mitberlcksichtigt werden und die Newtouktion unter den nachstehenden
Gesichtspunkten erfolgen:

I) vereinfachte Herstellung

i) robustere Bauform

iii) Moglichkeit zur Kleinserienproduktion

Wahrend die zuvor (vgl. Kap. 3.2.3.1) aufgebautel diir die GC-APLI erfolgreich
eingesetzte Transferline noch eher eine erfolgeelcdborversion mit vielen Optionen in der
Verwendung (2 Heizzonen, Mdglichkeit zur Verwendualg 2. GC-Ofen fir die GCxGC-
Kopplung) darstellte, sollte diese neue Transferlms Standardkomponente mit einer
erreichbaren Temperatur von 350 °C und einer Gé&age von 30 cm fur die neue
lonenquelle konstruiert werden, bei der die zuvéolgreich eingefiihrten Merkmale wie das
Sheath Gas fur die neue Transferline erhalten dhedoliten.

Um einen moglichst einfachen und robusten Aufbawemudglichen, sollte das Konzept in
der Form verandert werden, dass durch den geandeareren Aufbau der Transferline (s.
unten) der Widerstandsdraht als Heizmedium eben#allen konnte wie die Verwendung
von zwei Heizzonen (vgl. Kap 3.2.3.1). Als Folgegtir Veranderungen im Konzept sollte

ebenfalls auf einen flexiblen Teil an der Transferlverzichtet werden, um an dieser Stelle
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eine groliere Robustheit des Systems zu erzeugemhblmierdurch die Flexibilitat in der
Positionierung des Gaschromatographen vor dem Msgsktrometer eingeschrankt wird.
Die Beweglichkeit des hinteren Endes der Transferbeinhaltete zwei mégliche Probleme,
die durch die Verwendung eines komplett starrerbAu$ vermieden werden sollten. Da die
GC-Kapillare nur auf der Seite des GC-Ofens fixiegrden kann (s. Abb. 35), fuhren
unbeabsichtigte Bewegungen am beweglichen Teil dansferline moglicherweise zu einem
veranderten Krimmungsradius und damit zu einerneemden Position der GC-Kapillare in
der lonenquelle, was die Performance der Kopplwegativ beeinflussen kann. Des weiteren
kann das haufige Knicken der Transferline zum des8 der isolierenden Glasseide fuhren,
wodurch moglicherweise ein Kurzschluss entstehemntd) der zum Versagen der
Transferlineheizung filhren wirde. Daher wurde zthhbBung der Standfestigkeit und vor
dem Hintergrund von moéglichen haufigen Wechselnsetwen GC- und LC-Methoden auf
den beweglichen Teil der Transferline und die Vermhkeng von Glasseide als
Isolationsmaterial verzichtet. Fir die Kleinserisoguktion ware dieser Aufbau zu aufwendig
und ggf. nicht ausreichend reproduzierbar, so dass eine alternative Lésung zum
Erwarmen der Metallkapillare, die die lonenquelld dem GC-Ofen verbindet, verwendet
werden sollte. Fir diese alternative Losung wurdegesehen, die Metallkapillare selbst als
Heizung zu verwenden und diese in einem isoliener@@asrohr in der metallischen Hiille der
Transferline zu fuhren, um auf diese Weise eineemahhomogene Warmeabstrahlung zu
erreichen. Aufgrund des unterschiedlichen spehiisc Widerstandes des Edelstahls der
Kapillare und des Kupfers der Zuleitungen ist esgiti, durch Anlegen einer kleinen
Gleichspannung (ca. 5 V) hoher Stromstarke (ca— 2% A) die Metallkapillare selbst zu
erwarmen. Eine weitere Heizung, wie etwa durch plionen, konnte somit entfallen.

Zur Temperaturmessung und Regelung sollte ernent Tdiermoelement Typ K in
Verbindung mit dem schon bei der zuvor realisierflaxiblen Transferline erfolgreich
eingesetzten mikroprozessorgesteuerten PID-Reglwendet werden. Aufgrund der
geringen Warmekapazitat der Edelstahlkapillare AD,6 mm) war die Verwendung eines
Thermoelementes, das selbst eine geringe Warnéigjkeit aufwies, notwendig. Auch der
Verbindungspunkt zwischen Thermoelement und Kagillausste eine moglichst geringe
Warmekapazitat aufweisen, damit am Punkt der Teatpenessung keine Inhomogenitat in
der Temperaturverteilung erzeugt wurde (,kalte I8telund somit die Temperaturmessung
verfalscht wurde. Eine Verbindung mit zu grol3er Wvékapazitat an dieser Stelle wirde zu
einer gegenuber dem Messwert im restlichen Teil Tansferline erhéhten Temperatur

fuhren. Dies kbnnte zu verstarktem S&aulenbluteirebengsweise einer Zerstérung des Films
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auf der Kapillare fihren und damit die chromatobraghe Trennung sowie die Basislinie
negativ beeinflussen. Daher wurde ein Thermoelenneihteinem Durchmesser von nur
0,25 mm verwendet, das mittels Silberlot direktch@ geheizte Metallkapillare angelttet
wurde, um einen direkten, haltbaren metallischemmégéibergang auf das Thermoelement zu
erreichen. In den Abbildungen 34 und 35 ist dieen€tansferline schematisch und in Form

eines Fotos abgebildet.

1. Verdampfungsstufe der LC-APLI (Sprayer)

2. Horizontaler Abstand zwischen Sprayer Sprayshield

3. Sprayshield

4. Massenspektrometer

5. Kapillare des Massenspektrometers

6. Vom Laserstrahl ausgeleuchtetes Volumen

7. Sheath Gas (Fluss schematisch)

8. Eluat aus der GC-Kapillare (schematisch)

9. Zusatzlicher Gasfluss aus dem Sprayer (schematisch)

10. elektrisch beheizte Metallkapillare

11. Thermoelement

12. Glasrohr zur Isolation

13. Zuleitung fur die Metallkapillare, Verbindung Uber den
vorderen Aufnahmepunkt

14. N,-Zuleitung fur das Sheath Gas

15. Zuleitungen fur die Heizwendel und Thermoelemente

Abbildung 34: Schematische Darstellung der GC-Kopplng fir die MPIS
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Abbildung 35: GC-Transferline der MPIS

Wie bereits oben kurz dargestellt, wurde fur dienperaturregelung erneut ein PID-Regler
verwendet. Dieser wurde in eine eigens fur denddetter Transferline aufgebaute Steuerung
(Abb. 36) integriert.

Abbildung 36: Steuerung zur Temperaturregelung derGC-Transferline fur die MPIS

Diese Steuerung beinhaltet neben dem PID-Reglbstsebch ein Schaltnetzteil fdgang=
5V DC, Ruax = 150 W), mit dem die zum Heizen der Kapillare dtegie Gleichspannung
erzeugt wird, so dass eine mittlere Heizleistung ¥g6 W/cm zur Verfigung steht. Der
Lastausgang dieser Steuerung wird von zwei MOSFEaRSistoren als Teil einer eigens
hierfir aufgebauten elektronischen Schaltung gebild Neben der autonomen
Temperaturregelung mit Hilfe des eingebauten Teatpeeglers kann die Heizspannung

62



Ergebnisse und Diskussion

ebenfalls extern mittels TTL-Pulsen gesteuert werddes erscheint besonders interessant,
wenn fir die Temperaturregelung z.B. ein Computér geeigneter Hard- und Software
verwendet werden soll, um die Temperaturregelungdié Transferline in eine bereits
bestehende Softwareldésung, wie etwa die micrOTQRrcbSoftware zu integrieren. Im Fall
der Benutzung des TTL-Einganges wirde der PID-Redkaktiviert, um somit eine
unbeabsichtigte ,Doppelkontrolle” der Temperatur\arhindern. Die Temperaturregelung
kann entweder mittels Regler erfolgen oder abesraxnittels TTL-Pulsen.

In Abbildung 37 ist die neue GC-API-Kopplung unté&rwendung des zu diesem Zeitpunkt
fur die Kopplung zur Verfiigung stehenden Gaschrographen Agilent 7890A dargestellt.

Abbildung 37: Aufbau der GC-Option der MPIS

3.3.1.1 Optimierung verschiedener Parameter zum Betrieb deneuen

Transferline

Wie schon fur die zuvor realisierte flexible Losusallten auch fir diese Transferline einige
Parameter optimiert werden, um eine moglichst hdtitektivitat beim Transfer des
Gasstroms aus der GC-Kapillare heraus in den Enldss Massenspektrometers zu
ermoglichen. Die hierbei fur eine Optimierung aéstnders wichtig angesehenen Parameter
ergaben sich zum einen aus dem leicht verénderide Ber Transferline (Abb. 38) und zum
anderen aus den Erfahrungen bei der Parameterepting fir die flexible Transferline, so

dass im Wesentlichen die folgenden Parameter ogrtimvurden:
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Abbildung 38: Vergleich der in die lonenquelle hinenragenden Enden der flexiblen (A) und

starren (B) Transferline

i) der Abstand der Transferline zum Sprayshielder Horizontalen
i) die Flussrate des Sheath Gases
iii) Einstellungen am Massenspektrometer bezigliehlonenquelle und des lonentransports
im Hochdruck- und Vakuumbereich des Massertspeleters
Fur die notwendigen Optimierungen wurde die APId lnisationsmethode verwendet, da
mit dieser lonisationstechnik bereits ausreicheBdahrungswerte zur Verfligung standen
und insbesondere ein Vergleich mit den zuvor demeErgebnissen, etwa beziglich der
Nachweisgrenze, moglich war.
Um die Optimierung der oben genannten Parameteeminfachen, sollten hier nicht mehr
Einzelinjektionen in Verbindung mit einer moglichistirzen GC-Kapillare vorgenommen
werden. Wie schon bei der Optimierung fur die LCOpKlung sollte ein konstantes
Analytsignal verwendet werden. Dieser Ansatz bezteutlass ein konstanter Analytstrom in
die lonenquelle hinein erzeugt werden musste. Da geeignetes PAK-Priifgas verfligbar
war, wurde eine alternative Moglichkeit gesucht.dfesem Zweck wurde ein verschlie3barer
Metallzylinder (Abb. 39) eingesetzt. Dieser wurdét minem PAK (hier Benza]pyren)
befillt und im GC-Ofen positioniert (Abb. 39). Zund Ableitung des Tragergases erfolgten
mit einer GC-Kapillare, so dass das Tragergas dszdh|pyren Uberstromen und aufgrund
des Dampfdruckes, ggf. nach Erwarmen des GC-Ofeese ausreichende
Gasphasenkonzentration erreicht wurde. Das Balpoen wurde somit zusammen mit dem
Tragergas in Form eines konstanten Analytstrontsarionenquelle eingetragen.
Zunachst wurden auf Basis der schon bestehendahringen und unter Berlcksichtigung
aul3erer Gegebenheiten, wie etwa der Notwendighkeit L aserstrahl in die Quelle einkoppeln
zu konnen, der optimale Abstand zwischen Sprayshield dem Ende der Transferline

anhand des Analytsignals bestimmt. Hierbei konméMert von 7,5 mnals optimaler Wert
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1. GC-Kapillare

2. Verschraubung fiir die GC-Kapillare

3. Schrauben zum verschlieRen des Deckels
4. Metallzylinder

5. Glaszylinder

6. Benzo[a]pyren

7. Tragergasfluss in den mit Benzo[a]pyren gefillten Metallzylinder

8. Tragergasfluss aus mit Benzo[a]pyren gefiiliten Metallzylinder heraus,
angereichert mit Benzo[a]pyren

Abbildung 39: Schematische Darstellung des verwentin Metallzylinders zur Erzeugung eines

konstanten Analytflusses

ermittelt werden. Anschlie3end wurde eine moglighe$sende Parametereinstellung in der
micrOTOF control Software fir eine empfindliche 8kdton des Benza]pyrens
vorgenommen, wobei auf eine Darstellung der Paranvetrzichtet wird.

Fur die nun stark vereinfachte Bestimmung einedasten geeigneten Wertes der Flussrate
des Sheath Gases wurde diese beim optimierten Wbstan 7,5 mm des Transferlineendes
zum Sprayshield bestimmt. Hierzu wurde der Flustetsi Massflow Controler im Bereich
von 0 — 1000 mL/min in Schritten zu 100 mL/min drhdnd das erhaltene Analytsignal in
Abhangigkeit des Sheath Gasflusses aufgezeichiudt. (40).

1,6e+6

1,4e+6 T

1,2e+6

1,0e+6 {7 5

8,0e+5

counts

6,0e+5

4,0e+5

2,0e+5

0,0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Sheath Gasfluss [mL/min]

Abbildung 40: Bestimmung des optimalen Sheath Gasfsses
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Wie in Abbildung 40 zu erkennen, wurde bei eineusBlate des Sheath Gases von
500 mL/min ein maximales Analytsignal erhalten. $&ié-lussrate von 500 mL/min fir das

Sheath Gas wurde somit fur alle weiteren Analysérdiesem System als optimal angesehen.

3.3.1.2 Bestimmung des dynamischen lonenakzeptanzvolumensrdGC-APLI-

Kopplung

Um Uber die in Abbildung 40 gezeigte integrale tnfation der Gesamtintensitat des
Analytsignals hinaus Informationen zu erhalten, deurdas ortsaufgeléste dynamische
lonenakzeptanzvolumen (DIAV), also die Anzahl demn dDetektor in Abhéngigkeit des
lonisationsortes erreichenden lonen, nach der vareriz et al™*"! entwickelten Methode
bestimmt. In Abbildung 41 ist der Vergleich der DM& fir drei unterschiedliche Flussraten
des Sheath Gases (0 L/min, 0,5 L/min, 1,0 L/min)dresonsten unveranderten Parametern

gezeigt.

N, =0 L/min N, =0.5L/min N, =1.0L/min

100%
0%

Abbildung 41: Bestimmung des dynamischen lonenakzégnzvolumens der GC-APLI-Kopplung mit

Benza]pyren als Analyten

Es ist klar zu erkennen, dass die Flussrate destlsiBases einen deutlichen Einfluss auf das
DIAV hat. Nur im Fall einer Flussrate von 500 mL/mist eine optimale Umhdillung des
Gasstroms aus der GC-Kapillare mdglich. Der Gassteus der GC-Kapillare wird in
gewunschter Weise stabilisiert und in Richtung MES-Einlasses geleitet, so dass hier die

hdchste Empfindlichkeit erreicht werden kann.
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Durch die Bestimmung des DIAV konnte ein wichtidggnblick in die Funktionsweise des
Sheath Gases erlangt werden und die zuvor nurlpygtuUmhillung des Gasstroms aus der
GC-Kapillare durch das Sheath Gas bewiesen werlgindiese Weise stehen nun wichtige

Informationen zur Gasflussdynamik in der Quelle Zarfiigung.

3.3.2 Aufbau einer Multi-Purpose API-Source fur die GC- und LC-MS:

Integration der zusatzlichen API-Techniken

Nachdem fur den Aufbau der Multi-Purpose API-Sou{®@H°IS) nun eine geeignete GC-
Transferline zur Verfigung stand, sollten die Mdlgkeiten zur Verwendung der anderen
AP-lonisationsmethoden ESI, APCI, Dopant assisted){APLI APPI, DA-APPI sowie
Multimode-lonisationstechniken Uberprift und in #aszept der Quelle integriert werden.
Dieses wurde ausgehend vom bestehenden QuellenKgigheAbb. 14) aufgebaut und wird
im Folgenden dargestellt. Fur die jeweiligen lotimasmethoden werden die Analysen von
unterschiedlichen Substanzgemischen gezeigt.

Der in Abbildung 14 gezeigte Quellenkdrper bestem Wesentlichen aus einem
Aluminiumwirfel mit 5 Offnungen (A - E in Abb. 42)nd einem zylindrischen Innenraum
mit einem Durchmesser von 87 mm. Mit Ausnahme dénudgen A und C hangt die
Verwendung aller weiteren Offnungen von der gestelAufgabe ab. Entsprechende mittels
O-Ring abgedichtete Flansche kdnnen dort montiestden. Eine kurze Erlauterung der
Funktionen der Offnungen, wie sie bei der MPIS én dorliegenden Arbeit genutzt wurden,

wird im Folgenden gegeben:

Abbildung 42: Quellenkérper der MPIS, schematischéDarstellung
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Offnung A bildet die Verbindung zwischen dem Korpder lonenquelle und dem
entsprechenden Gegenstiick an der Quellenaufnalsridatsenspektrometers.

Offnung B ist die groRte Offnung der Quelle und euli¢gt einer unterschiedlichen
Verwendung. Wahrend diese bei der LC-APLI und dé&-HSI mittels Blindflansch, der
beispielsweise ein Glasfenster enthalt, verschiosged, ermdglicht diese Offnung bei der
LC-APCI die Aufnahme des Nadelhalters. In der GGEARGC-APPI und GC-APLI wird an
dieser Stelle die Transferline montiert (vgl. K8®.3.1).

Offnung C erlaubt tiber ein 40 mm Quarzfenster dieags des Laserstrahles, sowohl in der
LC- als auch in der GC-APLI.

Offnung D bildet im Fall der APLI den Auslass fiierd Laserstrahl. Das Quarzfenster ist
entweder mit einem Blindflansch oder einer Schablour Justage des Laserstrahls von aul3en
abgedeckt (vgl. Abb. 16). Im Fall der GC-APCI, @&&€-APPI und der LC-APPI werden das
Austrittsfenster und der Blindflansch ersetzt. Hiearden die APCI-Nadel mit Halter bzw.
eine Befestigung fur die APPI-Lampe montiert (A#8.und 45).

Offnung E dient zur Montage der jeweiligen Verdaomgfsstufe. Bei der ESI wird hier die
ESI-Nadel montiert, wahrend bei APCI, APPI und ARIli¢ beheizbare Verdampfungsstufe
eingebaut wird. Diese Verdampfungsstufe wird edenfgenutzt, um den fir die GC-APLI
und GC-APPI zusatzlichen Gasbedarf zur Verfigungtellen (vgl. Kap. 3.2.3.1). Daruiber
hinaus wird die Verdampfungsstufe bei der dopasisted-GC-APLI und GC-APPI (DA-
GC-APLI, DA-GC-APPI) fur die Dosierung eines geetgn Dopanten, z.B. Toluol, in die
Quelle verwendet. Auch die Zugabe von Kalibriersabzen flur eine interne
Massenkalibrierung wahrend der Analyse wéare moglich

Um bei der Verwendung des Klasse 4 Excimer-Lasé@rsdie APLI eine ausreichende
Lasersicherheit gewahrleisten zu koénnen, wurde dieser Quelle der Strahlengang
verschlossen. Dazu wurden zwei Aluminiumrohre nmemsm Durchmesser von 45 mm und
ein wirfelfdrmiger Halter, in dessen Zentrum einnvaul3en justierbarer dielektrischer
Spiegel eingebaut wurde (Abb. 37), verwendet.

Im Folgenden wird ausgehend vom Quellenkérper ggaitive Aufbau zum Einsatz der

jeweiligen lonisationsmethode kurz dargestellt.
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3.3.2.1 LC-APLI

Der Aufbau fur die LC-APLI-Option der MPIS untersitiet sich nicht vom bereits
dargestellten Aufbau der LC-APLI-Quelle fur das e¢e@f OF (vgl. Kap. 3.2.1), auf dem die
MPIS basiert.

3.3.2.2 GC-APLI

Der Aufbau fur die GC-APLI-Option der MPIS untersafet sich nicht vom bereits
dargestellten Aufbau der GC-APLI-Quelle fur das a®fOF (vgl. Kap. 3.2.3). Eine
Ausnahme bildet die fur die MPIS neu entwickeltariferline (vgl. Kap. 3.3.1).

3.3.2.3 LC-APCI

Um die LC-APCI-Kopplung mit dem vorliegenden Quekenzept zu realisieren, wurde der
Fensterflansch in Offnung B gegen einen Adaptestanausgetauscht, an welchem die
Originalhalterung der APCI-Nadel von Bruker Daltmmimontiert wurde (Abb. 43). Zur
Verdampfung des Eluates wurde die Verdampfungsstnf®ffnung E angebracht. Fir den
Wechsel zwischen LC-APLI und LC-APCI ist es nichbtwendig, den geschlossenen
Strahlengang zu demontieren.

APCI-Nadel

Adapterflansch

Abbildung 43: Adapterflansch mit APCI-Nadel fur die LC-APCI-Kopplung an der MPIS
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3.3.2.4 GC-APCI

Zum Aufbau der GC-APCI-Option wurde der Adapterfieim von Offnung B entfernt und
durch die schon fir die GC-APLI verwendete Trarsferersetzt. Das Austrittsfenster an
Offnung D wurde durch eine APCI-Nadel mit Halteruergetzt (Abb. 44). Diese APCI-Nadel
entspricht im Wesentlichen der, welche von Brukeidt@nics fur die LC-APCI verwendet
wird. Es wurde lediglich eine Verlangerung aus Budll eingefigt (Abb. 44), um die
Nadelspitze in die N&éhe des aus der Transferlitespaustretenden Sheath Gases zu

positionieren.

Verldngerung der .
APCl-Nadel..

APCI-Nadel

Abbildung 44: Adapterflansch mit APCI-Nadel fiir die GC-APCI-Kopplung (A) und Position der Nadel in
der MPIS (B)

Der Nadelhalter und damit die Nadel wurden bezamérdie Langsachse der Transferline in
einem Winkel von 13 ° montiert. Die Flussraten &seath Gases und des zusatzlichen
Gasflusses durch die Verdampfungsstufe wurden fér APCI von der APLI ohne

Anderungen tibernommen.

3.3.2.5 GC-APPI

Um die MPIS im GC-APPI-Modus betreiben zu kdonnemrde die GC-Transferline an
Offnung B des Quellenkérpers montiert und das Gaaster von Offnung D entfernt und an

dessen Stelle ein abgeschragter Halter fur die ARRiIpe sowie die Lampe selbst
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angebracht (Abb. 45). Damit das VUV-Licht zwischdam vorderen Ende der Transferline
und dem Sprayshield in die Quelle eingekoppelt eerklonnte, wurde die Lampe bezogen
auf die Langsachse der Transferline in einem Winkel 13 ° angebracht. Die Lampe wurde
so tief wie méglich in die Quelle hineingeschobBie bei der APLI optimierten Flussraten
des Sheath Gases und des zusatzlichen Gasflugsbsdi Verdampfungsstufe wurden ohne

weitere Anderung tibernommen.

Halterung fiir die
APPl-Lampe

Abbildung 45: APPI-Option der MPIS, Aufnahme fiir die APPI-Lampe (A) und an der Quelle montierte
APPI-Lampe mit Halterungg)

3.3.2.6 LC-APLI/APCI

FiUr diese Multimode-lonisation, bestehend aus A&@ APLI, wurde der Aufbau flr die
LC-APCI verwendet. Im Unterschied zur reinen APCirde zuséatzlich noch der Laser, wie
bei der LC-APLI, eingeschaltet, so dass beide Bdroasmethoden parallel verwendet werden

konnten.

3.3.2.7 LC-ESI

Um die MPIS im ESI-Modus betreiben zu konnen, wudigebisher fur die APCI- und APLI-
Experimente verwendete Verdampfungsstufe von OffnEnentfernt. Unter Verwendung
eines geeigneten schrdgen Adapters wurde die alggiESI-Nadel von Bruker Daltonics
montiert (Abb. 46). Eine Demontage des geschloss8t@hlengangs ist nicht notwendig.
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7
ESl-Nadel in der Quelle

Abbildung 46: ESI-Aufbau der MPIS in der Ansicht von oben (A) und in Seitenansicht (B)

3.3.2.8 LC-ESI/APLI

Fur diese Multimode-lonisation, bestehend aus BESIAPLI, wurde der Aufbau fir die LC-
ESI verwendet. Im Unterschied zur reinen ESI| wurdsatzlich der Laser, wie bei der LC-

APLI, eingeschaltet, so dass beide lonisationsnuethgarallel genutzt werden konnten.

3.3.3 Verwendung der MPIS zur Analyse verschiedener Analynischungen

Um das Potential der neuen MPIS darzustellen, wurdet den oben beschriebenen
lonisationstechniken verschiedene Analytmischungémlich eine PAK Mischung (Tab. 3),
zwei Pestizidmischungen (Tab. 4 und 5) sowie zweitare Mischungen (Tab. 6 und 7)
untersucht.

3.3.3.1 LC- APLI

Die LC-APLI-(TOF)MS-Analyse einer PAK-Mischung wwegdbereits in Kap. 3.2.2 bei der
Entwicklung der LC-APLI-Quelle fir das micrOTOF d@eispiel dargestellt und diskutiert.
Da diese beiden Quellen identisch sind, kann auteveeBeispiele verzichtet werden.
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3.3.3.2 GC-APLI

Um das Potential der neuen GC-APLI-(TOF)MS-Kopplung demonstrieren, wurde unter
Verwendung der bereits zuvor optimierten Parameétgh Kap. 3.3.1.1 und 3.3.1.2) eine
PAK-Mischung analysiert, die aus insgesamt 26 \felbhgen (Tab. 3) mit einer

Konzentration von 2 pg/L fir PAKs und 2,5 pug/L fieuterierte PAKs zusammengesetzt

war.

Nr. Name m/z Konzentration [ug/L]
26 Acenaphthalin 154 2,0 und 2.5 (26d)
27 Anthracen 178 2,0

28 2,8-Dimethyldibenzothiophen 212 2,0

29 Dibenzothiophen 184 2,0

30 2-Methyldibenzothiophen 198 2,0

31 Naphthalin 128 2,0 und 2,5 (31d)
32 1-Methylfluoranthen 216 2,0

33 1,2,8-Trimethylphenanthren 220 2,0

34 2,4-Dimethylphenanthren 206 2,0

35 Perylen 252 2,0

36 Benzoghi]perylen 276 2,0 und 2,5 (36d)
37 Benzoflanthracen 228 2,0

38 Triphenylen 228 2,0

39 2-Methylphenanthren 196 2,0

40 2,4,7-Trimethyldibenzothiophen 226 2,0

41 Benzof]pyren 252 2,0 und 2,5 (10d)
42 Fluoranthen 202 2,0 und 2,5 (42d)
43 Benzok]fluoranthen 252 2,0 und 2,5 (43d)
44 1-Methylchrysen 242 2,0

45 2-Methylnaphthalin 142 2,0

46 2,3,5-Trimethylnaphthalin 170 2,0

47 Chrysen 228 2,0

48 Phenanthren 178 2,0 und 2,5 (48d)
49 Fluoren 166 2,0

50 Benzof]phenanthren 228 2,0
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

Benzoj]fluoranthen
1,2,6-Trimethylphenanthre
Indenol,2,3-cdpyren
Benzop]fluoranthen
2,3-Benzanthracen
6-Ethylchrysen
1,6-Dimethylnaphthalin
Benzog]pyren
Dibenzof,hjanthracen
Pyren
1-Methylnaphthalin

d: deuterierter PAK

Tabelle 3: PAK-Mischung

252
n 220
276
252
228
256
156
252
278
202
142

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

In Abbildung 47 ist das TIC-Chromatogramm dieseraee dargestellt. Da nicht alle

Verbindungen als reiner Standard verfiigbar warehaufgrund des Vorhandenseins von

PAK-Isomeren eine eindeutige Zuordnung nicht ieralFallen maoglich.
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Abbildung 47: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse der PAK-Misch ung (experimentelle Parameter s.

Kap. 5.4.1.6)

Anhand des TIC ist erkennbar, dass selbst bei elaetlich erhéhten Ofentemperatur kein

Anstieg der Basislinie zu erkennen ist, der aufl&#luten zurickzufihren ware. Aufgrund
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der selektiven lonisation in der APLI kdnnen enggphiende von der Saule freigesetzte
Siloxane, die das Saulenbluten verursachen, nmhisiert werden. Es kommt somit zu
keinem Anstieg der Basislinie und damit auch nmimh Verlust an Empfindlichkeit.

Um die Leistungsfahigkeit der zuvor beschriebenkexililen und der neu entwickelten
Transferline zu vergleichen, wurden die Nachweisgea fur Anthracen d10 (5 ng/L, 1 pL
Injektionsvolumen) Benza]pyren (5 ng/L, 1 pL Injektionsvolumen) und Chrygérb ng/L,

2 uL Injektionsvolumen) bestimmt®® (Abb. 48). Die zuvor fir Chrysen erreichte
Nachweisgrenze von 5 ng/L bei einem Injektionsvaanvon 1 pL konnte nun um den
Faktor 5 verringert werden. Eine Erklarung hiersimd einerseits verbesserte Parameter in
der mircOTOF control Software fir den lonentranspaunf der Vakuumseite des MS,
andererseits  verbesserte  Quellenparameter (Abb., 4%wie ein optimiertes
Anstromungsverhalten des Gasstroms aus der GCi&apilauf den Einlass des

Massenspektrometers in Verbindung mit dem Sheasist@an.

45000 A
—— Blindprobe (Acetonitril)
—— Chrysen 500 pg/L
40000 -
35000
12
S 30000
]
o
25000
20000 -
15000 T T T T
750 800 850 900 950
Retentionszeit [s]

Abbildung 48: Bestimmung der Nachweisgrenze fiir Chysen (experimentelle Parameter s.

Kap. 5.4.1.7)
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Abbildung 49: Ausschnitt aus der mircOTOF control Sftware (Parameteriibersicht)
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3.3.3.3 DA-GC-APLI

Der erfolgreiche Einsatz eines Dopants in der GQ{ANnte anhand einer Lésung von
Nicotin gezeigt werden. Hierzu wurde zunachst Nic¢100 pg/L, 1 pL Injektionsvolumen)
ohne Dopant (Toluol) und anschlielend unter Zugeaime50 pL/min Toluol durch die heiRe
Verdampfungsstufe untersucht. Ohne Dopant wurdeNitotin sowohl ein Signal fur das
Radikalkation als auch das Quasimolekilion [M*Hiit nahezu gleicher Intensitét erhalten.
Die Zugabe des Dopants filhrte zu einem deutlichestigdg der Intensitat des [M+H]
Signals (etwa 10-fach) (Abb. 50). Die Ubertraguniges Protons auf den Analyten kann
direkt Gber den Dopant erfolgen. Eine andere Mbgkat besteht in der Ubertragung eines
Protons auf Matrixkomponenten, wie etwa Wassergjen Quelle. Es bilden sich reaktive
Cluster, die in der Lage sind, Protonen auf dasfiicals gasphasenbasisches Molekil zu

[115. 188 purch die Verwendung eines geeigneten Dopantsn kaier

Ubertragen
Anwendungsbereich der APLI deutlich erweitert ward8owohl unpolare Analyten als auch
polarere Analyten lassen sich auf diese Weise diatonentransfer in [M+Hjlonen

uberfuhren. Auch die direkte Ladungsubertragung @wpant auf den Analyten ist moglich,
sofern das lonisationspotential des Dopants Uber des Analyten liegt. Beispiele fur den
Einsatz von Charge-Transfer-Dopants waren die Viedweg von Chlor- oder Brombenzol

sowie weitere Benzol- und Toluolderivat®.

5e+5

— m/z = 162 Radikalkation des Nicotins ohne Dopantzugabe
m/z = 163 [M+H]" des Nicotins ohne Dopantzugabe
—— m/z = 163 [M+H]+ des Nicotins mit Dopantzugabe

4e+5 4

3e+5

counts

2e+5

le+5 ﬁ(

T T T T
0 100 200 300 400

Retentionszeit [s]

Abbildung 50: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse von Nicotin mit und ohne Toluol als Dopant (experimentelle
Parameter s. Kap. 5.4.1.8
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3.3.3.4 DA-LC-APLI

Die Verwendung eines Dopants ist auch in der LC-ARI6glich. Hier wird der Dopant
direkt zum Losungsmittel oder nach erfolgter chrtogeaphischer Trennung mit einem
T-Stiick dem Eluat der flissigchromatographischesniistufe zugesetzt. Auch hier fihrt der
Dopant zu einer direkten oder indirekten Ladungdiigung auf den Analyten. Ein Beispiel
fur die Anwendbarkeit in der DA-LC-APLI war die eftf§reiche lonisation von
Palmitinsauremethylester und, N-Diethyldodecansaureamid. Es handelt sich um zwei
Substanzen, die aufgrund des Fehlens einer arametisStruktur nicht direkt mit der APLI
ionisierbar sind und ohne die Zugabe eines Dopaintd ionisiert werden konnten. Erst die
Zugabe von Toluol (2 % v/v) zum Loésungsmittel fiéhrur erfolgreichen Detektion beider
Analyten in Form des Quasimolekulions.

3.3.3.5 LC-APCI

Um die Funktion der LC-APCI-Option der MPIS zu zsigwurde eine Mischung analysiert,
die aus funf verschiedenen Herbiziden (Tab. 4) emier Konzentration von je 50 pg/L
zusammengesetzt war.

Nr. Name m/z ((M+H]) | Konzentration [ug/L]
62 Desethylatrazin 188 50

63 Cyanazin 241 50

64 Simazin 202 50

65 Atrazin 216 50

66 Terbutylazin 230 50

Tabelle 4: Herbizidmischung fir die LC-APCI-(TOF)MS-Analyse

Diese  Mischung wurde mittels HPLC chromatographiscgetrennt (20 pL
Injektionsvolumen). Das erhaltene Chromatogramnmigtorm der einzelnen Massenspuren

der Quasimolekuilionen in Abbildung 51 gezeigt.
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Abbildung 51: LC-APCI-(TOF)MS-Analyse einer Herbizidmischung (experimentelle
Parameter s. Kap. 5.4.3.2)

3.3.3.6 GC-APCI

Die APCI wurde 1973 von Horning et &% beschrieben. Hierbei wurde girStrahler als
Elektronenquelle verwendet. 1975 wurde @Strahler ebenfalls von Hornig et al. durch eine
APCI-Nadel ersetZf®. In der Folge erschienen mehrere Arbeiten ibeWeivendung einer
GC-APCI-Kopplung. Im Wesentlichen wurden Nitrovertingen und Chloraromaten

{91 170 - 178 Trotz vielversprechender Ergebnisse hat sichedieschnik nicht zu

untersuch
einer Mainstream-Applikation entwickelt. Es standsnerzeit keine kommerziellen Gerate
zur Verfugung. Die Kopplung der APCI mit einem mou Massenspektrometer konnte
2005 von McEwan et al. gezeigt werd&h.

Der Aufbau der GC-APCI ist, wie in Kap. 3.3.2.4 tleseben, einfach zu realisieren. Von
entscheidender Bedeutung ist die genaue PositionSg#ze der APCI-Nadel, die zu

deutlichen Unterschieden in der erreichten Empithdteit fihrte. Daher wurde versucht, die
Position der APCI-Nadel in der lonenquelle unterwéndung von Distanzringen mit einer
Dicke von 1 mm, die unter dem Halter der APCI-Ngolesitioniert wurden, reproduzierbar
einzustellen. Dartber hinaus wurden die Parametdei micrOTOF control Software fur die

GC-APCI optimiert (Abb. 52).
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Abbildung 52: Ausschnitt aus der micrOTOF control Sftware, Parametertibersicht

Nachdem mit diesen Optimierungen fur Palmitinsawtdylester eine Nachweisgrenze von

1 pg/L erreicht werden konnte, wurden zwei Mischamgntersucht. Zum einen wurde eine

Standardmischung mit verschiedenen Pestiziden (Jplind zum anderen eine Mischung

von sieben verschiedenen Substanzen (Tab. 6),odieler ,Organization for the prohibition

of chemical weapons” (OPCW) als Testsubstanzenesatgagen werden, analysiert.

Nr. Name m/z ((M+H]) | Nachweis in der
Konzentratoin [40 pg/L]

67 Desethylatrazin 188 d.
68 Cyanazin 241 d.
69 Simazin 202 d.
70 Atrazin 216 d.
71 Terbutylazin 230 d.
72 Chloroxuron 291 n.d.
73 Chlorpropham 214 d.
74 Chlortoluron 213 n.d.
75 Crimidin 172 d.
76 Desethyl-desisopropylatrazin 146 d.
77 Desisopropylatrazin 174 d.
78 Diuron 233 d.
79 Fenuron 165 d.
80 Isoproturon 207 n.d.
81 Linuron 249 d.
82 Metamitron 203 d.
83 Metazachlor 278 d.
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84 Methabenzthiazuron 222 d.
85 Metobromuron 259

86 Metolachlor 284 d.
87 Metoxuron 229 n.d.
88 Metribuzin 215 d
89 Monolinuron 215 d
90 Prometryn 242 d.
91 Propazin 230 d.
92 Propham 180 d
93 Sebuthylazin 230 d
94 Terbutryn 242 d

d.: detektiert; n.d.: nicht detektiert

Tabelle 5: Pestizidmischung fir die GC-APCI-(TOF)MSAnalyse

In Abbildung 53 ist das erhaltene Chromatogramm Aerlyse der Pestizidmischung
(40 pg/L, 1 pL Injektionsvolumen) gezeigt.
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Abbildung 53: GC-APCI-(TOF)MS-Analyse einer Pestizdmischung (experimentelle Parameter s.
Kap. 5.4.1.9)

Von den 28 in der Mischung enthaltenen Pestizidemten 24 in Form des [M+Hjons
nachgewiesen werden. Nur in vereinzelten Falleneis Fragmentierung zu beobachten. So

trat beim Propazin der Verlust einer Isopropylgr pprf.

80



Ergebnisse und Diskussion

Das Chromatogramm der OPCW-Mischung (Tab. 6) (1lipjektionsvolumen) ist in
Abbildung 54 dargestellt.

Nr. Name m/z ((M+H]) | Konzentration [ug/L]
95 Trimethylphosphat 141 10

96 2,6-Dimethylphenol 123 10

97 2-Chloro-6-methylanilin 142 10

98 Tributylphosphat 267 10

99 Dibenzothiophen 185 10

100 Malathion 331 10

101 | Methylstearat 299 10

Tabelle 6: OPCW-Mischung
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Abbildung 54: GC-APCI-(TOF)MS-Analyse der OPCW-Mischung (experimentelle Parameter s.
Kap. 5.4.1.9)

Auch in diesem Fall konnten alle sieben Komponerden Mischung mit einer guten
Empfindlichkeit nachgewiesen werden.

Die Bildung des [M+H]-lons der untersuchten Analyten beruht auf einen vaiftstickstoff
(N,) ausgehenden Abfolge von Reaktionen, bei derefglhth HO" oder Cluster von kD"
mit Wassermolekdlen, die als Spuren in der Quetidhanden sind, gebildet werden. Im
letzten Schritt erfolgt die Ubertragung eineé-Ibins auf den Analyteff®. Aufgrund der

geringen Wasserkonzentration und der erh6hten Textysein der API-Quelle sollten die
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protonierten Wassercluster eher klein sein und deime recht hohe Aciditat aufweisemn”
%l Damit besteht die Mdoglichkeit, dass auch Analytenit einer geringeren
Gasphasenbasizitat wie etwa Fettsauremethylesier,ird der LC-APCI nur schlecht
ionisierbar sind*®® mit der GC-APCI-(TOF)MS empfindlich nachgewieseerden.

3.3.3.7 GC-APPI

Als zweite auf der Photoionisation basierende kimsismethode wurde die APPI in das
Konzept der MPIS integriert. Hierzu wurde der bisr@ben beschriebene experimentelle
Aufbau verwendet. Im Gegensatz zur APLI, mit der akomatische Verbindungen effizient
ionisiert werden konnen, sind mit der APPI aufgruder zur lonisation verwendeten
Photonen mit Energien von 10 eV und 10,6 eV, dieridlem lonisationspotential vieler
organischer Verbindungen liegen, auch nichtaromiaéis Substanzen analysierbar. Die
Kopplung der GC mit der APPI an ein modernes AP-9daspektrometer, das eigentlich fur
die Kopplung mit der LC entwickelt wurde, ist beseerfolgreich durchgefiihrt worden
[181-183] byrch die Integration der APPI stiinde eine weitenisationsmethode fiir die MPIS
zur Verfugung, womit das Spektrum an analysierbavembindungen erweitert werden
konnte. Um die Anwendbarkeit der GC-APPI-Kopplung Konzept der MPIS zu zeigen,
wurde eine Mischung verschiedener Substanzen (Mabntersucht. Das nach der Analyse

erhaltene Chromatogramm ist in Abbildung 55 gezeigt

Nr. Name m/z ([M+H]) Konzentration [umol/L]

102 Nicotin 163 0,1

103 | Tributylphosphat 267 0,1

104 | N,N’-Diethyldodecan- 256 0,1
saureamid

105 | Atropin 290 0,1

106 Hexazinon 253 0,01

Tabelle 7: Analytmischung fir die GC-APPI-(TOF)MS-Analyse
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Abbildung 55: GC-APPI-(TOF)MS-Analyse einer APPI-Analytmischung (experimentelle Parameter siehe
Kap. 5.4.1.7)

3.3.3.8 LC- ESI/APLI

Die Kombination der ESI und der APLI wurde 2005 \Droste et al'®Y! bei der Kopplung
der CEC mit der APLI unter Verwendung eines nantHBterfaces als ESI/APLI
beschrieben. Diese Methode ermdglicht zum einenAdialyse von polaren neben sehr
unpolaren Analyten und zum anderen die Analysenttseh labiler Verbindungen. Letztere
konnen mittels Elektrospray, im Vergleich zur gebesm Verdampfungsstufe, bei einer
deutlich geringeren Belastung fir den Analyten peiist werden. Diese Multimode-
lonisationstechnik kann einfach realisiert werdemjem der Laser in das ESI-Spray
eingekoppelt wird. Als ein Anwendungsbeispiel iat Abbildung 56 die Analyse einer
Mischung von Pyren und Nicotin (je 1 uM) gezeiggrdh wird effektiv mittels APLI, nicht
aber mit ESI ionisiert. Mit ausgeschaltetem Lasgwektrum oben) wurde nur das [M+H]
lon des Nicotins (m/z = 163) detektiert, wahrend ddageschaltetem Laser zusatzlich zum

Nicotin das Signal des Radikalkations von Pyrere(m202) detektiert werden konnte.
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Abbildung 56: Vergleich der ESI und der ESI/APLI am Beispiel von Nicotin und Pyren

3.3.3.9 LC-APCI/APLI

Die Standardmethode zur Analyse polarer Verbindanrige ESI. Mittelpolare bis unpolare
Analyten konnen mittels APCI oder DA-APPI ionisierterden. Die APLI zeigt eine

aulBergewohnlich hohe Empfindlichkeit bei der lottsa von unpolaren aromatischen
Verbindungen. Unter Verwendung der MPIS wurde aseli Stelle eine neue Multimode-
lonisationstechnik realisiert, mit der der Bereddr mittelpolaren Verbindungen (unpolaren
aromatischen und nichtaromatischen Verbindungegégadckt und somit die Bandbreite der
analysierbaren Verbindungen in Vergleich zur reiA&i| deutlich erweitert werden konnte.
Um das Potential dieser Multimodetechnik zu denrgersin, wurde eine Mischung von
Stearinsauremethylester (10 uM) und Beajmjren (1 uM) zunéchst nur mittels APCI
(Abb. 57, oberes Spektrum) und anschlieBend mi@mbination von APCI und APLI
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(Abb. 57, unteres Spektrum) untersucht. WahrenddeeiVerwendung der APCI nur das
[M+H]*-lon des Stearinsauremethylesters detektiert wurklennte bei gleichzeitig
eingeschaltetem Laser zusatzlich das Signal desik&kations von Benz@]pyren
beobachtet werden.

Da mit dieser Multimode-lonisationstechnik der Behe der aromatischen unpolaren
Verbindungen bis mittelpolaren Verbindungen effekéirfasst wird, weist diese Technik
maoglicherweise das hdchste Anwendungspotential a@lierdings sind hierzu weitere

Untersuchungen notwendig, die aber den Rahmenrdiebeit Ubersteigen.
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Abbildung 57: Vergleich der APCI und APCI/APLI am B eispiel von Palmitinsduremethylester und

Benza]pyren

85



Ergebnisse und Diskussion

3.3.4 Ausblick und weitere Einsatzmdglichkeiten der MPIS

Aufgrund der Vielseitigkeit des vorgestellten Koptes der MPIS ware es interessant, diese
Quelle auch an anderen Massenspektrometern dea Braker Daltonics, wie etwa einer lon
Trap oder einem FT-ICR-MS, einzusetzen. Damit lef3&ch die Moglichkeiten dieser
Massenspektrometertypen in Verbindung mit dem lilexi Konzept der neuen Quelle
nutzen. Das kostenintensive Massenspektrometerntd&d@ui diese Weise als Detektor flr ein
breites Spektrum von Analyten in Verbindung mit arathiedlichen Chromatographie-
systemen (LC und GC) und lonisationsmethoden veseenverden. Durch weitere
Kombination der lonisationsmethoden zu Multimodbkteken bestinde die Mdglichkeit, den
Anwendungsbereich Uber die bisher gezeigten Béespiaaus zu erweitern. So kénnte auch
die APPI mit anderen lonisationstechniken kombinigrd in Konzepte fur die LC und GC

integriert werden.

3.4 Charakterisierung von Bausteinen organischer Leuchdioden

(OLEDsS) und weiterer Polymere mittels APLI

Die stetige Entwicklung neuer Materialien auf dexsB von organischen Polymeren, wie sie
etwa in organischen Leuchtdioden oder Funktionspehgn eingesetzt werden, stellt
gleichzeitig immer neue Anforderungen an die amaiien Methoden, die zu ihrer
Charakterisierung verwendet werden. In den folgersleschnitten wird die APLI-(TOF)MS
als neue, vielversprechende Methode zur Charaldrensy von Mono- und Oligomeren an

einigen Beispielen vorgestellt.

3.4.1 Organische LEDs

Der Effekt der Elektrolumineszenz, also der Freiget) von Licht aus einem Material durch
das Anlegen eines duReren elektrischen Feldes veustteals 1936 von Destiau et & fiir
ein anorganisches Pulver, bestehend aus einer dhigclwon Zinksulfid und Phosphor,
beschrieben. Die Elektrolumineszenz entsteht hiedech das Anlegen des elektrischen
Feldes an einen Halbleiter. Durch dieses Feld weide Halbleitermaterial Locher und
Elektronen erzeugt, deren Rekombination zur Ausiniddangeregter Zustande im Halbleiter

fuhrt, die unter Aussendung eines Photons relaxikté@mnen. Die GroRe der Bandlicke in der
86



Ergebnisse und Diskussion

aktiven Schicht des Halbleiters, in der die Rekarabon stattfindet, ist fur die Wellenlange,
des emittierten Lichtes verantwortlich. In den &iilL960er Jahren wurden Leuchtdioden mit
einer Emissionswellenldnge im sichtbaren Bereichcldudie Kombination anorganischer
Materialien (Kombinationen von Elementen der Haogtgen 11l und IV) entwickelt®,

1963 wurde der Elektrolumineszenzeffekt schliellaach fiir ein organisches Molekl,
namlich Anthracen, beobacht€f®. Erst durch den Einsatz des hoch fluoreszierenden
Polymers Poly(p-phenylenvinylen), das durch thechiess Umwandlung eines Vorlaufers
erhalten wurde, konnte die OLED-Herstellung vermifit werden*®”.. Problematisch bei
einem einschichtigen Aufbau war jedoch die Tatsaclass das verwendete Polymer ein
intrinsischer p-Halbleiter ist und daher die Rekambonszone in der Nahe der Kathode
liegt, was zu einer geringen Effizienz und Lebengddthrt. Durch die Verwendung einer
Zweischichtanordnung konnte die Rekombinationsaoednnere der OLEDs verlagert und
somit die Lebensdauer und interne Effizienz erhigrden*®® (Abb. 58).

Kathode \
elektronentransportierende E
und elektronenemittierende e
Schicht P E

Lochleiter
Anode (Indiumzinnoxid)/ | VAR |

auf Glassubstrat / \

hv

Abbildung 58: Schematischer Zweischichtaufbau eineorganischen Leuchtdiode®®

Hierbei kbnnen als Elektronentransportschicht aestene Polymere unter anderem auch
fluorierte Oligomere mit einem konjugiertarSystem™®® verwendet werden. Aufgrund des
sehr unpolaren Charakters solcher Oligomere ist dessenspektrometrische Analyse
mitunter schwierig durchzufiihren, da die lonisationeiner API-Quelle mittels ESI oder
APCI problematisch sein kann. In Abbildung 59 sdrei im Arbeitskreis von Prof. Scherf
(Makromolekulare Chemie) an der Bergischen Univé@rsiWuppertal hergestellte
Verbindungen gezeigt, die in OLEDs als amorphe Matr der Elektronentransportschicht

eingesetzt werden sollten.
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Abbildung 59: Oligomere fir den Einsatz als Elektrsentransportschicht

Zur Charakterisierung der Verbindungen (Abb. 59kesmeben der NMR-Spektroskopie die
Massenspektrometrie eingesetzt werden. Aufgrundadamatischen konjugierternSystems

in allen drei Verbindungen sollte die Analyse nm#tder APLI-(TOF)MS erfolgen. Hierzu
wurden Lésungen mit einer Konzentration von 1 M mittels Spritzenpumpe direkt
injiziert. In Abbildung 60 ist exemplarisch das &tene Isotopenmuster des Radikalkations
der Verbindung 3 mit dem in der Data Analysis Safevvon Bruker simulierten Spektrum
fur die angenommene Summenformel gegentbergeSelliohl Uber die erhaltenen Massen
als auch Uber die Isotopenmuster der Verbindungemte die ldentitat sowie die Reinheit

der als Elektronentransportschicht vorgesehenego®iere bestatigt werden.
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Abbildung 60: Isotopenmuster des M der Verbindung 3, gemessen (oben) und simuliert fien)
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3.4.2 Triplettemitter

Eine weitere Erh6hung der Effizienz organischerdbédioden kann durch die Verwendung
von Triplettemittern erreicht werden. Bei der Relkomation von Elektronen und Léchern in
Mehrschichtsystemen kann die Energie in Form vaahBing oder Exitonen abgegeben
werden. Diese Exitonen haben entweder eine Sirtguaiger Triplett-Natuf**® und kénnen
ihrerseits zur Anregung phosphoreszierender Metalfexe verwendet werden. Im Fall von
Pt' und I"" weisen diese eine so hohe Spin-Bahn-Kopplung da§s Singulett- und
Triplettzustande bei Raumtemperatur mischen koénneas zu einer sehr effizienten
Phosphoreszenzquantenausbeute selbst bei Raumatund@nrt. Dadurch, dass sowohl die
Singulett- als auch Triplettzustdnde zur Anreguieg Mletallkomplexe verwendet werden
konnen ! - 1931 ist fir OLEDs zumindest theoretisch eine intefeanteneffizienz von
100 % moglich.

In Abbildung 61 sind vier im Arbeitskreis von Prdflolder (Funktionspolymere) an der
Bergischen Universitat Wuppertal hergestellte indkomplexe gezeigt, die in OLEDs als
Triplettemitter eingesetzt werden sollen. Wie Usreweiter oben fur die fluorierten
Oligomere diskutiert, sind auch fur diese Verbingem eine eindeutige Charakterisierung
sowie eine Bestimmung der Reinheit notwendig, da der Verwendung von
Iridiumkomplexen mit einer anderen als der gewitesth Zusammensetzung die
Phosphoreszenzeigenschaften sich deutlich @&ndemnekbund damit eine andere Farbe
ergeben. Als schonende und mdglichst fragmentietamge lonisationsmethode fir die
gezeigten Verbindungen wurde auch hierfir die ARirivendet. Aufgrund der aromatischen
Liganden der gezeigten Iridiumkomplexe sollte diaisation mittels REMPI unter APLI-
Bedingungen mdoglich sein. Zur APLI-(TOF)MS-Analysairde eine Losung (1 uM) des
jeweiligen Iridiumkomplexes per Direktinfusion imedAPLI-Quelle injiziert.
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Abbildung 61: Ubersicht iiber untersuchte Triplettemitter

In den Abbildungen 62 und 63 ist das mittels APLOEF)MS-Analyse erhaltene
Massenspektrum des Iridiumkomplexes 7s0fgslrBroNsO,) exemplarisch  dargestellt.
Wahrend die Massenspektren der Komplexe 4 - 6 insémdéichen nur das zu erwartende
Isotopenmuster der Radikalkationen zeigen, sind/imssenspektrum des Komplexes 7 noch
weitere Signale enthalten. Diese Signale entspreatient etwa Verunreinigungen im
Loésungsmittel, sondern kdnnen aufgrund der Massed@s Isotopenmusters eindeutig dem
Komplex 7, Synthesenebenprodukten bzw. Teilen digsenplexes zugeordnet werden. Eine

Zuordnung der Signale im Massenspektrum von hiden Abbildungen 61 und 62 gezeigt.
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Abbildung 62: Massenspektrum des iridiumbasierten Tiplettemitters 7
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Abbildung 63: Isotopenmuster des M des Triplettemitters 7 (gemessen: oben, simuliertinten)
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3.4.3 Bausteine moderner Polymere

Moderne Werkstoffe mit besonderen Eigenschafteniebas oftmals auf speziellen
Polymeren. Diese Polymere kdnnen z.B. Blockpolynseia. Die genaue Zusammensetzung
ist fir die spateren Eigenschaften und damit digvédmdungsmaoglichkeiten verantwortlich.
Daher ist, wie schon im Fall der OLEDs, eine gen@arakterisierung der verwendeten
Monomere/Oligomere notwendig. Die APLI-(TOF)MS auzir Charakterisierung solcher
Monomere und Oligomere zu verwenden, sollte am@aiserschiedener an der Bergischen
Universitdt Wuppertal im Arbeitskreis von Prof. $dh (Makromolekulare Chemie)
dargestellten Verbindungen gezeigt werden. Einerditiet der untersuchten Verbindungen
ist in Abbildung 64 wiedergegeben.

Abbildung 64: Bausteine moderner polymerer Materialen

Wahrend die Verbindungen 8-10 Zwischenprodukter fdie Synthese von
Spezialmembranen darstellen, ist das 2,7-Dibrorrd@&étylfluoren (11) ein Monomer fur
die Herstellung eines Polyfluorens, das in OLEDgesetzt werden kann. Das Oligothiophen

(12) kann als Bestandteil organischer Feldeffeksistoren (OFET) genutzt werden.
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Beispielhaft ist in Abbildung 65 das Massenspekten Verbindung 11 dem mit der Data
Analysis Software simulierten Massenspektrum gepergestellt.

Der Vergleich der tatsachlich gemessenen und semeh Spektren zeigte in allen flunf
untersuchten Fallen eine eindeutige Ubereinstimmutes Isotopenmusters. Beim
Oligothiophen (12) konnte anhand der Masse undls@®penmusters ein Nebenprodukt
nachgewiesen werden, bei dem eine Hexylkette diasserstoff ersetzt ist.
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Abbildung 65: Isotopenmuster des M der Verbindung 11 (gemessen: oben und simuliert:nien)

Die an verschiedenen Bausteinen moderner polymeéviaterialien durchgefiihrten
Untersuchungen haben gezeigt, dass diese Substarnipégreich mittels APLI-(TOF)MS
charakterisiert werden kénnen. Hierbei lieBen ditkbesondere sehr unpolare Analyten
ionisieren, die mit anderen Methoden nur schwereoRragmentierung zu erfassen sind.
Darlber hinaus war es maoglich, neben den Hauptgtedtun einigen Fallen Nebenprodukte

nachzuweisen und zu identifizieren, die moglichesedei einer spateren Verwendung der
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jeweiligen Monomere/Oligomere zu einer unerwingcthBeeintradchtigung z.B. einer OLED
gefuhrt hatten. Diese Ergebnisse zeigen, dass @kl &ine Erganzung zu den bisher
verwendeten Techniken (z.B. NMR, FI-MS, FD-MS) fiie Charakterisierung moderner
Werkstoffe auf Polymerbasis sein kann, wenn diesemandestens einer Stelle eine

aromatische Struktur aufweisen.

3.5 Laserionisation bei Atmosphéarendruck nach Desorptio

Der Bedarf an Oberflachen adsorbierte Analyten, etwea Betaubungsmittel, Explosivstoffe
usw. moglichst schnell und einfach analysierendnmnlen, hat zur Entwicklung verschiedener
neuer Analysentechniken geftihrt. Beispiele sind D@E®sorption electrospray ionization)
(1% DART (Direct analysis in real time}*® und ASAP (atmospheric solids analysis probe)
(197 Bej der DESI-Technik wird die zu untersuchendesi@ache in das Elektrospray einer
ESI-Quelle positioniert. Auf diese Weise werdenapel Verbindungen, die sich auf der
Oberflache befinden, desorbiert und ionist&f. Bei der Verwendung einer DART-Quelle
werden mittels Gasentladung elektronisch- und sopwigsangeregte Atome bzw. Molekile
(He, N\p), die in einem heifRen Gasstrom auf eine Oberfléicien, verwendet, um einerseits
zu desorbieren und andererseits zu ionisieren. Adwagen der DART-Technik liegen
beispielsweise in der schnellen und einfachen Dietekvon Schmerzmitteln in fester Matrix
(z.B. Acetaminophen in einer Tablette) oder Explssiffen auf Oberflachef®®. Bei der
ASAP-Technik wird eine feste bzw. flissige Probé @nem Glasrohrchen in eine APCI-
Quelle gebracht. Mit einem heiRen Gasstrom werdaalydmolekile von der Oberflache
desorbiert und anschlieRend mit der APCI ionistéft

Mit diesen drei Verfahren ist die Moglichkeit gegabpolare Verbindungen auf Oberflachen
oder in fester Matrix direkt und ohne aufwendigelfnvorbereitung massenspektrometrisch
zu untersuchen.

Um das Spektrum analysierbarer Substanzen zu emwggollte untersucht werden, ob die
APLI nach Desorption der an Oberflachen adsorbiersgomatischen Verbindungen
eingesetzt werden kann. Bei einem solchen Verfalipmsorption Atmospheric Pressure
Laser lonization, DALI) sollte ein moglichst einfeer experimenteller Aufbau fiur die
Desorption und Laserionisation verwendet werdere Dntersuchung von aromatischen
Substanzen an Oberflachen mittels APLI erfordet@azhst ein Konzept fur die drei

wesentlichen Prozesse:
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I) Desorption der Analyten

i) Transport der desorbierten Analyten vor denl&s des Massenspektrometers
iii) lonisation der Analyten mittels Excimer-LasgdrF oder ArF)
Fur die Desorption kamen im Wesentlichen zwei Kgteen Frage, namlich die thermische
Desorption unter Verwendung eines geheizten Gamsgdozw. die Desorption mit einem
zweiten Laser im Infrarotbereich (Nd-YAG, GOLaserdiode). Da an dieser Stelle ein
maoglichst einfacher Aufbau im Vordergrund stand direlVerwendung von zwei Lasern (bei
der Verwendung von zwei gepulsten Lasern ware rolbgliveise eine Synchronisation
notwendig gewesen) einen erheblich h6heren expatefien Aufwand bedeutet hatte, wurde
zunachst die Desorption mit einem geheizten Gasséls geeignet angesehen. Die generelle
Anwendbarkeit eines geheizten Gasstroms zur efiieie Desorption eines Analyten von der
Oberflache wurde bereits bei DART und auch bei A$&Peigt.
Um das Gas (Helium) fir die Desorption zu erhitagaorde dieses mit einer Flussrate von
3 L/min durch elektrisch beheizte TeflonschlaucReni Lange) der Fa. Horst (Lorsch)
geleitet und auf diese Weise auf eine Temperatar2@0 °C erwarmt. Damit ein moglichst
einfacher Transport der Analyten zum Einlass dasveredeten Massenspektrometers (Q-
TOF Ultima) erfolgen konnte, wurde dieses ohne éigentlichen Quellenkdrper betrieben.
Der Einlass des Massenspektrometers war nicht ebigeg und hatte direkten Kontakt zur
Laborluft. Der Austritt des Desorptionsgases wanssgerichtet, dass der MS-Einlass direkt
angestromt wurde (Abb. 66). Analog zur LC-APLI-Kdppg wurde der Laserstrahl auch flr
DALI direkt vor dem MS-Einlass positioniert. Fiinen ersten Funktionstest des dargestellten
Aufbaus wurde eine Glaskapillare verwendet, dieozun eine Pyrenlésung getaucht wurde
(2 uM). Nach Abdampfen des Lésungsmittels wurdekaipillare zur Analyse in den heil3en
Gasstrom gehalten und das desorbierte Pyren miitésier ionisiert. Das bei dieser Analyse
erhaltene Chromatogramm sowie das MassenspektndrirsiAbbildung 67 gezeigt. Danach
konnte das DALI-Konzept erfolgreich zum Nachweismnv@yren auf einer Glasoberflache
eingesetzt werden. Der Nachweis gelang nur, wermn Rizhrchen zur Desorption in den
heiBen Gasstrom gehalten wurde (vgl. Abb. 67, Mesgssktrum 0,3 min). Sowohl
Desorption als auch Transport des desorbierten ykeral zum Einlass des
Massenspektrometers sowie lonisation konnten nnit iseAbbildung 66 gezeigten einfachen
Aufbau realisiert werden, so dass eine schnelle wadfache Desorptions- und
lonisationstechnik zur Untersuchung von aromatiscnalyten auf Oberflachen zur

Verfligung steht.
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1. pyrenbelegte Glaskapillare
2. Austrittsdiise (Glas) firr geheiztes Desorptionsgas
3. geheiztes Desoprtionsgas (He, 200C)

4. Desorptionsgas mit desorbiertem Analyten

5. Laserstrahl des Excimerlasers

6. Einlass des Massenspektrometers (Cone)
7. ,lon Block" des Massenspektrometers

8. Massenspektrometer

Abbildung 66: Schematischer Aufbau der Desorption Amospheric Pressure Laser lonization (DALI)
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Abbildung 67: Chromatogramm (TIC) und Massenspektren der DALI-Analyse von Pyren auf einer
Glaskapillare
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Um eine daruber hinausgehende Anwendbarkeit derlRAlzeigen, wurde jeweils das Blatt
einer Ficus Benjamina (Birkenfeige) aus einem Rawmhmmer und einem
Nichtraucherzimmer mittels DALI untersucht. Als Mar fir den Zigarettenkonsum im
jeweiligen Raum wurde Nicotin ausgewahlt, das sicih dem Zigarettenrauch auch auf
Pflanzenoberflachen abscheidet. Analog zum vorkarigxperiment wurde nun jeweils ein
Blatt vor den austretenden heil3en Gasstrom geh&{éhrend im Fall des Blattes aus dem
Raucherzimmer ein sehr intensives Signal fiir Nicdtei m/z = 163 ([M+H]) detektiert
wurde, konnte beim Blatt aus dem Nichtraucherzimreinerlei Nicotin nachgewiesen
werden (Abb. 68).
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Abbildung 68: Massenspektren der DALI-Analyse eine8lattes einer Ficus Benjamina aus einem

Raucherzimmer (oben) ureinem Nichtraucherzimmer (unten)

Die Detektion des Nicotins und die damit erfolgheicDifferenzierung der Herkunft des
untersuchten Blattes zeigt das Anwendungspoterd@l der schnellen und einfachen

Untersuchung einer Oberflache auf eventuelle S¢bHbslastungen.
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Solche Schadstoffbelastungen kénnen auch in Bod#reten. Das Vorkommen von PAKs
in Béden stellt aufgrund der Kanzerogenitat von. Bnzof]pyren ein Gesundheitsrisiko
dar, so dass fir die Belastung mit diesen Substagesetzliche Hochstwerte bestehen.

Zur Identifikation und Quantifizierung von PAKs Bbden sind aufwendige Extraktions- und
Probenvorbereitungsverfahren mit anschlieendémumenteller Analytik notwendig. Daher
war es von Interesse, ob die DALI in Form einesngdtests Hinweise liefern kann. So ware
eine schnelle Entscheidung in Bezug auf eine wgstegnde Analyse einer Bodenprobe
maoglich. Dazu war es zunachst notwendig, eine gesggVorrichtung zu entwickeln, mit der
die Probe desorbiert werden konnte. Aufgrund derkéenigen Struktur von Boden wurde
der Versuchsaufbau in der Weise geadndert, dassPdibe in eine mit Glaswolle
verschlossene Pasteurpipette gefiillt und mit gedmiHelium (3 L/min) durchstrémt wurde
(Abb. 69). Wie schon im vorherigen Experiment wurdach hier der Einlass des
Massenspektrometers mit dem Desorptionsgas dirgleésaromt und der Laser vor dem MS-
Einlass positioniert. Ein Funktionstest wurde untéerwendung von Quarzsand als
kontaminationsfreie feinkdrnige Oberflache durcliget, die zuvor mit Benza]pyren d12
(20 ppm) beladen wurde (vgl. Kap. 5.3.9). Aufgruddr zu geringen Temperatur des
Desorptionsgases von 200 °C konnte keine vollsggn@esorption erreicht werden. Daher
wurde das Probenréhrchen zusatzlich mit einem H#f8hn auf eine Temperatur von 280 -

290 °C erwarmt, um die Desorption der Analyten etbessern (Abb. 70).

. Probenréhrchen aus Glas mit Austrittsdiise

. Glaswolle

. Zusatzliches geheiztes Desorprtionsgas (HeiRluftféhn, 290C)
. Thermoelement

1
2
3
4
5. Geheiztes Desorptionsgas (He, 200C)
6. Bodenprobe

7. Desorptionsgas mit desorbiertem Analyten
8. Laserstrahl des Excimerlasers

9. Einlass des Massenspektrometers (Cone)
10. ,lon Block" des Massenspektrometers

11. Massenspektrometer

Abbildung 69: Schematischer Aufbau der Desorption Amospheric Pressure Laser lonization (DALI) fir

die Untersuchung von Bodermben
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Nachdem unter Verwendung von Quarzsand, der méneiRAK beladen war, die generelle
Funktionsfahigkeit des DALI-Aufbaus gezeigt werdamnnte, sollte eine reale Bodenprobe
untersucht werden. Der Gehalt an Beahojren und weiteren PAKs mit m/z = 252, die in
der vorliegenden DALI-Untersuchung als Summe detgktvurden, war bereits von einem
unabhangigen Labor (Chemisches Laboratorium Dr.FRlling, Remscheid) bestimmt
worden. Der PAK-Gehalt wurde mit den folgenden \Werangegeben: Benbjfluoranthen
1,0 mg/kg, Benzd{fluoranthen 0,41 mg/kg, Benzajpyren 0,78 mg/kg.

Die bei der Untersuchung der Bodenprobe vorliegend8edingungen, also
Sauerstoffabschluss, das Vorhandensein organiséhaterials (Huminstoffe) und eine
erhohte Temperatur machten es notwendig, die Despgtemperatur sorgfaltig auszuwéhlen
und zu Uberwachen, damit diese einerseits hochggéivueine ausreichende Desorption,
andererseits nicht zu hoch, um unter den gegeld@edimgungen PAKs aus dem organischen
Material selbst'®® ~2% zy bilden, war. Damit sollte ein falsch positiegiebnis vermieden
werden. In Abbildung 71 ist die Untersuchung eiBexdenprobe bei 290 °C und 450 °C
dargestellt, die PAKs (m/z = 252) enthielt und zMargleich mit Benzadjpyren d12
(20 ppm) aufgestockt wurde.
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Abbildung 70: DALI-Analyse von Quarzsand, der mit Benzofg]pyren d12 (2 ppm) belegt wurde,

Massenspur m/z = 264 (unj)e Massenspektrum (oben)
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Abbildung 71: Untersuchung einer Bodenprobe mittelDALI bei 290 °C und 450 °C

Desorptionstemperatur

Bei einer Desorptionstemperatur von 290 °C wurdemézhst die in der Probe enthaltenen
PAKs (vgl. Abb. 71, 1 min) desorbiert, wobei die $##ansignale in Form von Peaks
aufgezeichnet wurden. Die Erhéhung der Desorptemngeratur auf 450 °C fuhrte zu einem
starken Anstieg der Massenspur m/z = 252. Ein lggetiger Anstieg der Massenspur m/z =
264 (Benzag]pyren d12) wurde nicht beobachtet. Die Erhéhung Desorptionstemperatur
auf 450 °C hat offensichtlich zur Bildung von PAKSs dem organischen Material der Probe
gefuhrt. Eine Desorptionstemperatur vom 290 °Gleshnach fur Untersuchungen dieser Art
geeignet. Diese Temperatur wurde mit einem Theremoeht Uberwacht, das neben dem
Probenréhrchen angebracht wurde (Abb. 69). Da neBAKs haufig auch Ole und
Teerprodukte eine Kontamination in Boden darsteliearde mit dem oben beschriebenen
Verfahren ebenfalls eine kreosotbelastete Bodemproiiersucht. Das bei dieser Analyse
erhaltene Massenspektrum ist in Abbildung 72 gezeig

Am Beispiel der Bodenproben konnte gezeigt werddass die DALI-Technik fur die
Untersuchung der Belastung von Boden mit PAKs undeeen Aromaten in Form eines
Schnelltests geeignet ist. Somit ware eine effiedsntersuchung grofRer Areale mdglich, da
der analytische Aufwand deutlich reduziert werdénrke.
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Abbildung 72: DALI-Analyse einer kreosotbelasteterBodenprobe

3.5.1 Ausblick

Diese ersten erfolgreichen Experimente zeigen adsnBal der DALI-Technik. Zukunftig
konnte bei der Untersuchung von Bodenproben bésspiese ein elektrisch geheizter Aufbau
verwendet werden, um die Desorption reproduzieubdrwenn notwendig sogar schrittweise
in Form eines Temperaturprogramms durchzufiihrea.M2rwendung eines solchen Aufbaus
wirde gleichzeitig die Mdglichkeit bieten, eine gasssene Quelle zu verwenden, mit der
der Anwender vor einer PAK-Exposition geschitzt deer konnte. Darlber hinaus
ermoglicht die Verwendung eines festen Quellenawigpdas Probenréhrchen reproduzierbar
vor dem MS-Einlass zu positionieren und den Lassnsin einer geschlossen Anordnung in
die Quelle zu fuhren, so dass auch an dieser Sietlentielle Gefahren fir den Anwender
minimiert werden kdnnen.

Die peakformigen Signale mit m/z = 252 und 264 &xajpyren d12) (vgl. Abb. 71 bei ca.
1 min), die auch bei der Untersuchung des mit Bgjpgren d12 beladenen Quarzsandes
erhalten wurden, lassen die Vermutung zu, dassrhiizeen Teil der Probe eine nahezu
vollstédndige Desorption der PAKs erreicht werdenrike. Damit sollte eine semiquantitative
Bestimmung der PAK-Belastung einer Bodenprobe mifeHeines internen Standards
maoglich sein.

Auch durch die bereits erwahnte Verwendung einesofptionslasers in Verbindung mit

einem Postionisationslaser im UV-Bereich kénntenAtiwendungsmaoglichkeiten der DALI-
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Technik deutlich erweitert werden. Mit einem fokiesen Desorptionslaser lie3en sich
definierte kleine Areale einer Oberflache desodmeund anschlieRend ionisieren. DALI
konnte so zu einer Technik erweitert werden, mit dm Imaging von kontaminierten

Oberflachen méglich ware.

3.6 lonisationslabel in der APLI-(TOF)MS

Die Verwendung von Derivatisierungsreagenzien in Alealytischen Chemie ist eine weit
verbreitete Technik, die in den verschiedenstend&beh Anwendung findet. So werden in der
Gaschromatographie etwa Silylether oder Methylegtdildet um die Polaritat der Analyten
zu verringern und damit die GC-Géangigkeit aber adiehStabilitéat des Analyten zu erhéhen
201 - 2051 Ein weiteres Konzept in der Gaschromatographte dis Verwendung von
fluorhaltigen Reagenzien in Verbindung mit einerekiloneneinfangdetektor oder der NICI
(Negative lon Chemical lonizatiodi®* ?°®! Die Verwendung solcher Substanzen dient in
erster Linie dazu, die Empfindlichkeit, mit der eiWerbindung nachgewiesen werden kann,
zu erh6éhen. Ein weiteres grol3es Einsatzgebiet veniva@tisierungsreagenzien ist die Laser-
induzierte Fluoreszen?". Hier wird ein bei einer bestimmten Wellenlangeofleszierendes
Molekul kovalent mit dem Analyten verbunden, detwarder eine zu geringe oder keine
native Fluoreszenz aufweist, so dass der deriedgsiAnalyt mit groRer Empfindlichkeit
nachgewiesen werden kali?f ~#'?! Durch die Wahl geeigneter Derivatisierungsbedirugun
kann dariber hinaus eine Selektivitat hinsichthestimmter funktioneller Gruppen erreicht
werden, indem beispielsweise die Parameter so dewélden, dass nur Amine derivatisiert
werden konneff®® 219 211 Ayf diese Weise wird eine empfindliche und selekDetektion
verschiedenster Analyten (z.B. Proteine, ArznemhitBetaubungsmittel) nach erfolgter
chromatographischer Trennung mogliély. Dieses Konzept sollte auf die APLI-(TOF)MS
Ubertragen werden, wobei hier der Fluorophor dweicte ionisierbare Gruppierung ersetzt
wird.

Mit der APLI-(TOF)MS steht eine Methode zur Verfingy mit der selektiv und sensitiv
aromatische Verbindungen analysiert und detektienrtden kdnnen. Um diese Vorteile der
APLI auf nichtaromatische Systeme zu erweitern,deuwtas Konzept eines lonisationslabels
realisiert. Ein solches Label ist eine Verbindung unter den Bedingungen der APLI
ionisiert werden kann. Sie besitzt ein aromatisclsgstem, das Uber eine geeignete
funktionelle Gruppe kovalent an den Analyten gelmmdwerden kann. Ein solcher

lonisationsmarker besteht aus drei wesentlichen g&ranten: i) dem lonophor, also dem
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Teil des Molekiils, welcher durch den 1+1 REMPI-Rsszionisiert werden soll, ii) einem
geeigneten Spacer, also einer Einheit, die aufedeen Seite den lonophor vom Analyten
trennt, damit keine unerwinschten Wechselwirkungaftreten kénnen und die auf der
anderen Seite eine sterische Hinderung bei der tReakwischen Analyt und lonophor
verhindert, indem ein hinreichend grofR3er Abstand&eleistet wird und iii) einer reaktiven
Ankergruppe, Uber welche mit einer Derivatisieruegktion die kovalente Verknupfung des
Analyten mit dem lonisationslabel hergestellt werdeann. Diese drei Elemente des
lonisationslabels kénnen fiir die jeweilige konkré&iewendung individuell gestaltet und
gegebenenfalls den Bedingungen angepasst werdetterZéul3eren Bedingungen zahlen die
Wellenlange des verwendeten StandardlasersysteBis248 nm KrF*, oder 266 nm vierte
Harmonische eines Nd-YAG Lasers), die zu derivatéside funktionelle Gruppe
(Carbonsaure, Amin, Alkohol etc.), die verwendetxilatisierungsreaktion und die Matrix,

in welcher die Derivatisierungsreaktion stattfincet.

3.6.1 Aufbau und Anwendung eines lonisationslabels

Zunachst sollte untersucht werden, ob das Konzegst Idnisationslabels, welches von
Fernandes-Whaley et al. bereits in Jet-REMPI-Systeraur Online-Untersuchung von
Aldehyden und Aminen unter Verwendung von Benzaldetind Phenylhydrazoﬁ13] und
von Srinivasan et al. bei der Untersuchung eineisAnthracen derivatisieren Nucleotids
mittels Laserdesorption und Postionisatidfl erfolgreich angewendet wurde, auf die APLI
Ubertragbar ist.

Dazu wurden die oben dargestellten Bestandteildadesationslabels, also lonophor, Spacer
und Ankergruppe ausgewahlt. Da die lonisation nmem KrF-Excimer-Laser durchgefuhrt
werden sollte, musste ein lonophor verwendet werdenbei dieser Wellenlange eine gute
lonisierbarkeit aufweist. Im Hinblick auf die grofmpfindlichkeit, mit der PAKs mittels
APLI-(TOF)MS nachgewiesen werden konnen, wurde afieebindung dieser Klasse als
lonophor, ndmlich Anthracen, ausgewahlt. Anthrastefit mit drei aromatischen Ringen ein
System dar, welches etwa um den Faktor 10 - 100fiedlipher nachweisbar ist als das
nachst kleinere System Naphthalin. Ein signifikamastieg der Empfindlichkeit ist bei
groReren aromatischen Systemen wie Pyren oder Bgpyeen nicht mehr zu beobachten.
Auch Parameter wie die Loslichkeit und die Mdglielikder chromatographischen Trennung
sprechen fur einen lonophor mit einem maoglichsinde Molekulargewicht. Fir den Spacer

wurde zunachst eine Kettenldnge von drei Glieddsnaasreichend angenommen. Dieser
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sollte keine reine Kohlenwasserstoffeinheit dalstelsondern eine Etherbindung aufweisen,
um die Moglichkeit zur Bildung von Wasserstofforéobindungen und eine gewisse
Polaritéat ins Molekll einzubringen. Auf diese Weisellte die Loéslichkeit in géngigen
Loésungsmitteln wie Acetonitril und Methanol, die der Flussigchromatographie haufig
eingesetzt werden, verbessert werden. Viele orgaaiMolekile von biologischer Relevanz,
aber auch industriell genutzte Verbindungen, weiseilhrer Struktur eine Hydroxyl- oder
Aminofunktion auf. Daher wurde bei der Entwickludegs ersten lonisationslabels ein Ansatz
gewahlt, mit dem diese beiden funktionellen Grupgerivatisiert werden kénnen. Da sowohl
die Hydroxyl- als auch die Aminogruppe als Nuclabphirken kdnnen, wurde fir das
lonisationslabel eine Carboxylgruppe als Ankergeippgusgewahlt. Diese kann nach
Aktivierung mit einem geeigneten Reagenz unter sehden Bedingungen, die auch mit
biologisch relevanten Molekllen kompatibel sindj\a&rt und in einen Ester bzw. ein Amid
uberfuhrt werden. Zur Derivatisierung kann Dicydaklcarbodiimid unter Verwendung
einer Hilfsbase, AN,N-Dimethylaminopyridin (4-DMAP) im Fall von Alkohote und
1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) im Fall von Aminen, rhezt werdert?*> % Daher wurde
zunachst eine geeignete Verbindung, (Anthracemyeifioxy)essigsaure (Kap. 5.2.1),
ausgehend von 9-Anthracenmethanol und Bromessmgsanr ausreichender Menge
dargestellt. In Abbildung 73 ist allgemein der Maclsmus der Derivatisierung von
Alkoholen und Aminen mit (Anthracen-9-ylmethoxy)gssiure abgebildet.

Dabei wird die (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaur@aast mit der jeweiligen Hilfsbase
kovalent verknlUpft und anschlie3end auf die fumeite Gruppe des Analyten (Alkohol bzw.
Amin) unter Freisetzung der katalytisch wirkendalisHase tbertragen.

Um das dargestellte Konzept zu verifizieren, wurdightaromatische Standardverbindungen,
also Verbindungen die mittels APLI nicht ionisierbaind, untersucht. Es wurden
Verbindungen mit unterschiedlicher Molekilgro3e gamyeahlt, die sowohl Hydroxyl- als
auch Aminofunktionalitaten aufwiesen. Nach der faisierung wurde die Probe verdinnt
und anschlieBend per Direktinfusion Uber eine 3@npumpe in die APLI-Quelle des
Massenspektrometers injiziert. In Abbildung 74 simie Massenspektren von vier
derivatisierten Verbindungen (Ethanol, CholesteniQodecylamin und Olsaure) dargestellt.
Unter den gewahlten Derivatisierungsbedingungerdevaerwartet, dass jeder Analyt selektiv
in das entsprechende Derivat Gberfuhrt wird. Dariogaus sollte, wie bei der lonisation der
reinen PAKs mittels APLI, das Radikalkation {Mmit m/z = M(Analyt) + M((Anthracen-9-
ylmethoxy)essigsaure ) — M{B) gebildet werden.
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Abbildung 73: Mechanismus der Derivatisierung von Akoholen und Aminen mit einem APLI-lonisa-

tionslabel ((Anthracen-gkmethoxy)essigsaurf unter Carbodiimidaktivierung 262171

Die in Abbildung 74 dargestellten Massenspektresidigen die Erwartung und zeigen, dass
das generelle Konzept der Verwendung von lonisskareln in der APLI-MS erfolgreich
eingesetzt werden kann. Demnach war die als geeigngenommene Kettenlange des
Spacers von drei Gliedern ausreichend, um auctsteiisch anspruchsvolles Molekil wie
Cholesterin zu derivatisieren. Die in den Massekispe neben dem erwarteten Massensignal
des Radikalkations auftretenden Signale im Bereahm/z = 200 stellen Verunreinigungen
in der lonenquelle etwa durch Anthracen (m/z = 1d&) Zu einem geringen Anteil ist auch
ein Fragment mit m/z = 191 zu beobachten.

Da mit dem beschriebenen Ionisationslabel nur Adk®hund Amine, aber keine
Carbonséuren erfasst werden konnen, wurde ein negitdonisationslabel, namlich
9-Anthracenmethanol eingesetzt. Auch mit diesemelL&hnn erneut die bereits dargestellte

Derivatisierungsreaktion unter Verwendung von Dicliexylcarbodiimid verwendet werden.
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Hierbei wird die S&urefunktion des Analyten aktivieund dieser dann auf das
9-Anthracenmethanol unter Bildung eines Esterstidmggen. Die geringere Lange des Spacers
stellte bei den untersuchten Standardverbindungenfkroblem dar. In Abbildung 74 ist das
Massenspektrum der Analyse von derivatisierter @esa mittels APLI-(TOF)MS
(Direktinfusion der verdinnten Reaktionslésung) eiglz Wie bereits bei den oben
beschriebenen Analyten wurde auch im Fall der Géséur das Radikalkation detektiert.
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Abbildung 74: APLI-(TOF)MS-Analyse von Ethanol (a), Cholesterin (b), Dodecylamin (c) nach
Derivatisierung mit (Antracen-9-ylmethoxy)essigsaure und Olsaure (d) nach

Derivatisierung mit 9-Aitracenmethanol
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3.6.2 Eigenschaften derivatisierter Verbindungen

Aufgrund der erfolgreichen Anwendung der lonisagiabel fir Standardverbindungen
ergeben sich Fragen bezlglich der Eigenschaften gadvildeten Derivate. Alle mit
Anthracen(-9-ylmethoxy)essigsaure derivatisierteridhdungen weisen in Form des
lonisationslabels eine strukturelle Gemeinsamkaif. dn den drei zuerst erwahnten
Beispielen unterscheiden sich die Derivate nurlddies Molekulargewicht des Analyten und
die Art der gebildeten Verknipfung (Ester oder Amibie Funktionalitat, an der das lon
mittels 1+1 REMPI-Prozess gebildet wird, ist infradles Anthracensystems gleich. So ergibt
sich die Frage, ob der kovalent verkniupfte Analyee Einfluss auf den REMPI-Prozess und
damit die lonenausbeute austibt, wie etwa bei deveddung eines Fluoreszenzlabels in der
CE-LIF-Analyse von Nucleotidef'® 2*¥ Beij letzterem ist die Fluoreszenzquantenausbeute
vom derivatisierten Analyten abhangig. Hierauslargich die Notwendigkeit der Einfihrung
von Korrekturfaktored®*® Sollte der REMPI-Prozess dagegen analytunabhareyigufen,
ware es mdoglich, Mischungen sehr &hnlicher AnalyieB. Polyethylenglycole), bei denen
eine gleiche Derivatisierungsausbeute angenommestewéxann, direkt zu untersuchen, ohne
dass das Muster der Verteilung beeinflusst wirdribear hinaus konnte bei bekannter
Derivatisierungsausbeute die Quantifizierung vdestdner Analyten direkt durchgefihrt
werden. Hierzu konnte ein interner Standard verwemngerden, der ebenfalls derivatisiert
wird. Um die Fragestellung des Analyteinflusses alén REMPI-Prozess zunachst
halbquantitativ zu bearbeiten, wurden die Derivaten Ethanol, Cholesterin und
n-Dodecylamin praparativ hergestellt (s. Kap. 5.23ese reinen Derivate ermdéglichen den
direkten Vergleich untereinander, ohne dass diersahiedliche Derivatisierungsausbeute
bertcksichtigt werden musste. Dazu wurden Lésungéeiner Konzentration von je 0,1 uM
des jeweiligen Derivates in Acetonitril hergestelind diese mittels APLI-(TOF)MS
(Direktinfusion mittels Spritzenpumpe) am micrOT@Ralysiert. Zu beachten ist bei der
Verwendung des micrOTOFs, dass die Einstellungen ldeentransmissionsparameter
(Hexapol RF, Pre puls storage und Transfer Time)efilen Massenbereich, insbesondere bei
Massen bis m/z 350, optimiert werden missen. Inildbbg 75 sind die EICs der jeweiligen

Massen der Derivate dargestellt.
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Abbildung 75: Vergleich der Signalintensitat bei de APLI-(TOF)MS-Analyse von Ethanol, Cholesterin

und n-Dodecylamin nach Beatisierung mit (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaure

Die Anzahl der detektierten lonen, bei ansonsteamtidchen Bedingungen (Laserleistung,
Repetitionsrate), ist fur die beiden Analyten ndhbrem Molekulargewicht (n-Dodecylamin
und Cholesterin) etwa gleich (ca. 6XX®unts), fir den leichteren Analyten Ethanol dageg
ist sie etwa doppelt groR (1,1¥1€bunts).

Die Anzahl der detektierten lonen liegt jedoch fille drei Derivate in der gleichen
GroRenordnung, obwohl die Art der Verknupfung (Esten. Amid) unterschiedlich ist. Der
etwa doppelt so hohe Wert fur das Ethanolderivank® mehrere Grinde haben: i) Es findet
eine Wechselwirkung zwischen Analyt und lonophoattst die maoglicherweise mit
zunehmender GroRRe des Analyten konstant wird,ié)\Wkerdampfung des Derivates in der
geheizten Verdampfungsstufe ist bei geringeren Mdieassen effektiver und daher gelangt
mehr Analyt in die lonenquelle, iii) die Optimieigen an den lonentransmissionsparametern
waren fur die Analyten mit der héheren Molekilmasseht ausreichend, es hatten noch
Optimierungen z.B. am Linsensystem der lonenopfildgen missen.

Die durchgefuihrten Untersuchungen an den reineiv@ten lie3en an dieser Stelle keinen
eindeutigen Schluss zu, ob eine Wechselwirkung aweis Analyt und lonophor auftritt, die
den REMPI-Prozess beeinflusst, oder ob der gew&péeer diese Wechselwirkung effektiv
verhindert. Die dargestellten Ergebnisse kbnnenainigen Faktoren abhangig sein, so dass
eine weitere Methode gewahlt wurde, um die Fragelaten, ob die lonisationsausbeute

unabhangig vom derivatisierten Analyten ist.
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3.6.2.1 REMPI-spektroskopische Eigenschaften derivatisierteVerbindungen

Da uber den einfachen Vergleich der Anzahl derkiieteen lonen bei Direktinfusion keine
eindeutige Aussage uber eine Wechselwirkung zwischeralyt und lonophor getroffen
werden konnte, sollten die spektroskopischen Eigeften der Derivate untersucht werden.
Anhand von spektroskopischen Daten besteht die ibtidgit, Aussagen Uber mdgliche
Wechselwirkungen zwischen Analyt und lonophor Zua#en, da diese Wechselwirkungen
elektronischer Natur sind und damit das elektrdres8ystem beeinflusst wird. Eine solche
Beeinflussung wirde durch eine Rot- oder Blauveedting einer Bande, oder aber das
Verschwinden bzw. Entstehen einer neuen Bande iMMRESpektrum deutlich werden.

Fur jedes Molekil, das im REMPI-Prozess ionisieitdywkann auch ein dazugehériges
REMPI-Spektrum aufgenommen werden. Die AufnahmeSje=ktrums erfolgt in der Regel
mit einem Lasersystem mit durchstimmbarer Wellegdgralso mit einem Farbstofflaser oder
mit einem optisch parametrischen Oszillator (OPR)y. Darstellung des REMPI-Spektrums
wird die Anzahl der detektierten lonen eines Aratytls Funktion der Wellenlange des
Laserlichtes aufgezeichnet. Im vorliegenden Fahriké durch den Vergleich der Spektren
von (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaure mit denen dienvatisierten Analyten (Ethanol,
Cholesterin, n-Dodecylamin) eine Wechselwirkung sohien Analyt und lonophor
nachgewiesen werden.

Die Aufnahme von REMPI-Spektiren erforderte den Awufbeines vollstandig neuen
Experimentes. Oftmals werden REMPI-Spektren in mingberschalljet-REMPI-System
gemessen, um die zu untersuchenden Analyten ablewmkiiDies dient dazu, Spektren mit
moglichst guter Auflosung einzelner Energiezustamae Ubergange zu erhalten. So kénnen
Aussagen Uuber die elektronische Struktur der umtéten Molekile bzw. eine selektive
lonisation ausgewahlter Molekule (z.B. verschiedddexine, chlorierte Biphenyle) in
analytischen Anwendungen erzielt werdgf 220223

Fur die Untersuchungen an den Derivatisierungsreage und Derivaten fur die APLI war
ein experimenteller Aufbau mit einem Jet-Systenhingeeignet, da dieses die Bedingungen
der APLI nicht widerspiegelt. In der APLI findetedlonisation bei Atmospharendruck statt.
Dementsprechend weisen die Moleklle eine Temperatint unter Raumtemperatur auf.
Diese Bedingungen filhren dazu, dass eine Verbwedevon Banden auftritt und einzelne

Molekiilzustande nicht mehr so stark aufgeldst egein®2.

109



Ergebnisse und Diskussion

Um unter mdglichst ahnlichen Bedingungen arbeitenké@nnen, wurde der APLI-Aufbau

(Excimer-Laser, micrOTOF mit APLI-lonenquelle undor@puter fur die Steuerung des
Massenspektrometers sowie die Datenaufnahme) raiedifi

Eine kurze Beschreibung mit den notwendigen Veramigen an Hard- bzw. Software des

micrOTOFs wird im Folgenden gegeben.

3.6.2.2 Modifikation des APLI-Systems zur Aufnahme von REMR-Spektren

Die APLI-lonenquelle des Massenspektrometers wuiite die Aufnahme der REMPI-
Spektren unverandert weiterverwendet. Vorteilhaéirdn war die Tatsache, dass so eine
kontinuierliche Analytzufuhr Uber die Standardvengéungsstufe leicht realisiert werden
konnte.

Wahrend als Lichtquelle fir die Photoionisation ARLI-Aufbau ein Excimer-Laser mit
fester Wellenlange (KrF* 248 nm) verwendet wurddorelerte die Aufnahme von REMPI-
Spektren die Verwendung eines Lasers mit veranderb&ellenlange. Zu diesem Zweck
wurde in einem ersten Schritt anstatt des Excinaseks ein OPO-System als Laser in das
Experiment eingekoppelt. Der verwendete OPO koruNeLicht im Bereich von 220 —
300 nm mit einer spektralen Auflosung von 0,04 nei B48 nm, einer maximalen
Repetitionsrate von 10 Hz, einer Pulsbreite vors 8owie einer Ausgangsleistung von 0,1 —
1,5 mJ erzeugen. Die Steuerung des OPOs erfolgteineim von Ménnikes et df> in der
Programmiersprache LabVIEW entwickelten Computegraom. Mit diesem Programm
konnte die gewinschte Wellenlange vorgegeben saldejeweils nachste zu messende
Wellenlange automatisch durch das Verfahren vost&lien im OPO eingestellt werden. Die
Einstellung der nachsten Wellenlange erfolgte ah® d-unktion der Zeit. So wurde die
Wellenlange z.B. alle 13 s um einen bestimmten V¥eBt 0,5 nm erhoht. Die maximale
Repetitionsrate des OPO-Systems ist im Vergleichdeu standardmafig in der APLI
verwendeten Repetitionsrate des Excimer-Lasers2@@h 300 Hz deutlich geringer. Unter
Verwendung der Standardeinstellungen des micrOTiOFdie Datenaufnahme bei der LC-
MS-Kopplung (Summation von 10000 push pull Pulsendiner Frequenz von 20 kHz zu
einem Massenspektrum entsprechend einer Spekienoat 2 Hz) bedeutet dies fur die
APLI, dass ein Einzelspektrum aus der Addition déhrend maximal 150 Laserschiissen
gebildeten lonen besteht. Hierbei wird mit jedensdrachuss ein zunachst 8 ns breites
lonenpaket erzeugt, das auf dem Weg zwischen Ilaedeq und orthogonaler

Beschleunigungsstufe eine Verbreiterung auf ca.ra8@rfahrf?*® 2>"! Diese Verbreiterung
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des lonenpaketes fuihrt bei den hohen Laserfreqnedazu, dass fir das oa-TOF ein
kontinuierlicher lonenstrom, also eine kontinuigk lonenquelle, vorgetauscht wifef: 227!

Bei der Verwendung des OPOs hingegen wirde ein npatkt aus maximal flnf
aufsummierten Laserschissen bestehen, so dasdidi&chuss zu Schuss Varianz (bis zu
20 %) in Verbindung mit der nicht mehr ausreichbotien Repetitionsrate zum Vortauschen
einer kontinuierlichen lonenquelle zu einer grof&andardabweichung des Messsignals bei
geringer Empfindlichkeit fihren wiirde. Um aber eméglichst geringe Standardabweichung
und eine ausreichende Signalintensitdt zu erhalteorde eine Anzahl von 100
aufsummierten Laserschissen als ausreichend amgesetr ein REMPI-Spektrum muss
allerdings nicht nur bei einer einzelnen Wellenguggmessen werden. Es ist vielmehr fur ein
Spektrum notwendig, bei verschiedenen Wellenlargemessen (hier mit einer Auflésung
von 0,1 bzw. 0,5 nm), die automatisch hintereinaatbgescannt werden.

Im bisherigen Aufbau erfolgte die Datenaufnahmer ihe micrOTOF control Software in
der Form, die fur die Aufnahme von Daten von Chrmgeammen ublich ist. Es wurden die
gezahlten counts gegen die jeweilige Zeit, beid#er Massenspektrum aufgenommen wurde,
aufgetragen. Diese Art der Auswertung wirde dazuefti, dass die Zuordnung zwischen
Wellenlange und gemessenem Massenspektrum auf dzsMesszeit erfolgt. Problematisch
bei dieser Art der Zuordnung ist, dass hierbeiZ##, in der die Kristalle im OPO verfahren
werden mussen, nicht bertcksichtigt wird. Diesetspainne, in der ein Kristall im OPO
verfahren wird, ist nicht in allen Fallen automaltisgleich lang. Hier bestiinde selbst bei
Berucksichtigung einer mittleren Verfahrzeit die glidhkeit, dass sich in dem gemessenen
und aufsummierten Spektrum Einzeldaten befindenbdi zwei verschiedenen Wellenlangen
gemessen wurden. Dies wirde zu einer VerfalschiergMessergebnisse fuhren. Um zu
gewahrleisten, dass fur einen Datenpunkt die Meggatsachlich nur bei einer einzigen
Wellenlange erfolgt, wurde ein Eingriff in das Tgeysystem des micrOTOFs vorgenommen.
Die interne Uhr des Massenspektrometers wurde eorodhogonalen Beschleunigungsstufe
getrennt, so dass das Massenspektrometer die Ortaligschleunigung nicht mehr
automatisch auslésen konnte und hier die Madoglidhkgeschaffen wurde, das
Massenspektrometer extern mittels TTL (Transist@nsistor-Logik)-Signalen zu triggern.
Als Quelle fur diese externen TTL-Signale wurde @ounter”, der auf das Aufwartszahlen
von 0 — 300000 eingestellt wurde, verwendet. Bdefe Zahlschritt wurde ein TTL-Puls an
das Massenspektrometer abgegeben und damit gemsu @ithogonalbeschleunigung
ausgelost. Als Zeitbasis fur den ,counter® wurdeeeUhr mit einer Frequenz von 30 kHz

gewéhlt, so dass im Massenspektrometer eine Anzabh 30000 Orthogonal-
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beschleunigungen innerhalb einer Sekunde bzw. 3DGldEr einen Zeitraum von zehn
Sekunden zu einem einzelnen Massenspektrum aufsmnmiurden. Diese Zeit der
Summation entspricht genau den zehn Sekunden,otieendig sind, um 100 Laserschiisse
des OPO aufzusummieren. Es bestand hier also diglidfikeit unter Verwendung des
Lcounters® Massenspektren Uber einen von ,aul3erfinideten Zeitraum aufzunehmen,
namlich wahrend der Zeit, in der der ,counter” 83000 aufwarts zahlt. Ansonsten erfolgen
keine Orthogonalbeschleunigungspulse.

Dieser Zeitrahmen wurde vom OPO, oder genauer \@nBgwegung der OPO-Kristalle,
vorgegeben. Wenn die OPO-Kristalle eine vorgegelosition und damit Wellenlange
erreicht hatten, wurde ein ,start* Signal an deaujter* gegeben, der mit dem Zahlvorgang
und damit mit der Aufnahme von Massenspektren bim Zéhlerstand von 300000 begann.
Ein ,reset” und erneutes ,start* Signal fur denyoter” erfolgte, nachdem die OPO-Kristalle
automatisch auf die nachste zu messende Wellenk&ingestellt waren.

Die nachste Wellenlange wurde nach jeweils 13 Sadmreingestellt, so dass hinreichend
Zeit zur Verfugung stand, die bendtigten 100 Laddisse aufzusummieren. Die langen
Zeitraume, in denen an das Massenspektrometer Reiggerpulse erfolgten (insbesondere
beim Verfahren der OPO-Kristalle) fuhrte dazu, ddes micrOTOF control Software eine
Fehlermeldung des Digitizers anzeigte. Dies fulzuen Abbruch der Messung, so dass an
dieser Stelle ein Eingriff in die Software selbdbkjen musste. In der Konfigurationsdatei
fur die Datenaufnahme wurde der maximale Setzwertdfe Wartezeit des Digitizers auf
999999 us erhdht und damit das Auftreten der Fetdielung verhindert.

Durch diese Veranderungen am mircOTOF wurde esmdglich, jeder Wellenlange ein
Massenspektrum mit einem genau definierten Anfamg) Ende zuzuordnen. Des Weiteren
wurde die Korrelation zwischen verwendeter Wellaggund Massenspektrum durch diesen
Aufbau stark erleichtert, da nun jeweils ein Maspektrum (als Datenpunkt) jeweils einer
Wellenlange zugeordnet ist und die aufwendige Zmang Uber die Zeit entfallen kann.

Die aus einem REMPI-Prozess resultierende lonematsbkann sehr stark von der
verwendeten Laserintensitat abhangig sein (imdesdl1+1 REMPI bis maximal quadratisch).
Da es mit dem verwendeten OPO nicht mdglich warerUlden untersuchten
Wellenlangenbereich eine konstante Laserleistungethalten, war es notwendig, die
Laserenergie wahrend der Messung aufzunehmen, gohlaf3end das erhaltene REMPI-
Spektrum mit der Laserleistung zu korrigieren. Zufnahme der Laserleistung wurde hinter
dem Austrittsfenster der APLI-lonenquelle der Megdkeines Laserleistungsmessgerates

positioniert, so dass diese wahrend der gesamtessuMg aufgezeichnet werden konnte.
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Uber einen Analogausgang des Messgerates konrgevelisdaten ausgelesen und ebenfalls
mit einem von Monnikes erstellten LabVIEW-Progranmit einer Auflosung von 1 Hz
gespeichert werden. Die Zuordnung der LaserleistiMigtelwert Uber 5 Messwerte) zur
jeweiligen Wellenlange und damit zum REMPI-Spektreniolgte Gber die Messzeit.

Die Datenauswertung, also die Umsetzung der von rdewrOTOF control Software
aufgezeichneten Daten, sowie die Korrektur diesate® mit der Laserleistung (s. Kap.
3.6.2.3) und die Ausgabe von xy - Daten fur diefigche Darstellung des Spektrums
erfolgten ebenfalls mit einem von Monnikes ergtellLabVIEW-Programm.

Durch die dargestellten Erweiterungen und Modifitkaén am bisherigen APLI-Aufbau war
es nun moglich, REMPI-Spektren bei Atmospharenduwdier APLI-&hnlichen Bedingungen
aufzunehmen.

In Abbildung 76 ist der experimentelle Aufbau sclag¢isth dargestellt.

Datenaufnahme (1Hz,Analogsignal)

Datenauswertung
micrOTOF “Si | | Computerzur Steuerung
. L trahl (10 H Jmove“ Signal
La;ir;zls::gtg APLL aserstrahl (10 Hz) OPO <+————— | + Datenaufnahme
9 Quelle] (LabVIEW)

triggern des MS

counts

takten nm
Counter | +—— 30 kHz Uhr

Abbildung 76: Schematischer Aufbau des AP-REMPI-Exprimentes

Abbildung 77 zeigt das bereits mit der Laserleigtlorrigierte REMPI-Spektrum von
Anthracen.
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Abbildung 77: AP-REMPI-Spektrum von Anthracen

3.6.2.3 Korrektur der REMPI-Spektren mit der Laserleistung

Der Zusammenhang zwischen der Laserleistung und la@®nausbeute eines REMPI-
Prozesses wurde von Zakheim et & in einem kinetischen Modell beschrieben. Der
Einfluss der Laserleistung kann bei einem 1+1 REMMEzess maximal quadratisch und
minimal gar nicht eingehen. Dies ist der Fall, wegine Sattigung bei einem Ubergang
auftritt.

Um den Einfluss der Laserleistung auf den REMPEPss experimentell zu bestimmen,
wurden die untersuchten Verbindungen bei einer &dElhge, aber verschiedener
Laserleistung analysiert. Die dabei erhaltenen Meg®g wurden dann in einem log/log-Plot
dargestellt. Aus der Steigung der erhaltenen Geradgbt sich ein Wert fur den Einfluss der
Laserleistung. Ein solcher log/log-Plot ist in Aloling 78 zu sehen. Es ist allerdings auch
madglich, dass bei dieser Darstellung kein lineZiesammenhang auftritt (vgl. Abb. 79). Eine
Erklarung dafir ist, dass im Bereich der verwenadteistungsdichte der Ubergang zur
Sattigung des ersten angeregten Zustandes erBdgden hier verwendeten Energiedichten
wird dies moglich, da die untersuchten aromatiscéatbindungen einen sehr hohen
Absorptionsquerschnitt fir UV-Licht besitzen. Emahes nichtlineares Verhalten wirde die
spatere Interpretation der Spektren deutlich erscbww Daher wurde im vorliegenden
Experiment zur Untersuchung der lonisationslabellimaren Bereich des Einflusses der

Laserleistung gearbeitet.
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Abbildung 78: log/log-Plot, linearer Fall

Dies konnte dadurch erreicht werden, dass deranmA#8iLI-Quelle eingekoppelte Laserstrahl
mit einer Linse stark aufgeweitet wurde, so dagsemu kleiner Teil (ca. 2,5 %) des Strahls

fur die lonisation zur Verfligung stand.
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Abbildung 79: log/log-Plot, nicht linearer Fall
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3.6.3 REMPI-Spektren derivatisierter Verbindungen

Der oben beschriebene experimentelle Aufbau wuetgvendet, um AP-REMPI-Spektren
der (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaure sowie der amdh, Cholesterin- und

n-Dodecylaminderivate aufzunehmen. In Abbildung €8d die mit der Laserleistung
korrigierten REMPI-Spektren dieser Verbindungergdatellt. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Spektren wurden die absoluten Intensitatersaprale normiert.

1,2 q

—— (Anthracen-9-ylmethoxy)-essigsaure
— Ethanol derivatisert

—— Dodecylamin derivatisiert

—— Cholesterin derivatisiert

1,0 1

0,8 1

0,6

relative Intensitat

0,4 |

0,2 4

0,0 A

T T T T T
230 240 250 260 270 280

Wellenldnge [nm]

Abbildung 80: AP-REMPI-Spektren des APLI-lonisationslabels und verschiedener Derivate

Der Vergleich der Spektren zeigt keinen deutlichémterschied, obwohl es sich um vier
unterschiedliche Molekile handelt, die nur in Fades lonophors und des Spacers gleich
sind. Die Ubereinstimmung der REMPI-Spektren belegtass scheinbar keine
Wechselwirkung zwischen Analyt und lonophor auftitie ausreichend grol3 ware, um den
REMPI-Prozess zu beeinflussen. Eine tatsachlicheanterung in der elektronischen
Struktur, wie der Vergleich der REMPI-Spektren vémthracen mit (Anthracen-9-
ylmethoxy)essigsaure zeigt, fuhrt zu einer Verdolng der Kante im REMPI-Spektrum
(Abb. 81).
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Abbildung 81: Vergleich der AP-REMPI-Spektren von Anthracen und (Anthracen-9-

ylmethoxy)essigsaure

Anhand der gemessenen REMPI-Spektren konnte gewmaglen, dass der derivatisierte
Analyt keinen starken Einfluss auf den lonophoridtisind es daher mdglich sein sollte, fur
verschiedene Analyten eine nahezu identische Emisgsausbeute zu erhalten.

3.6.4 APLI-(TOF)MS-Analyse von technischen Polyethylenglgolen und

Pflanzenélen nach Derivatisierung

Um die praktische Anwendbarkeit der hergestellteonisationslabel und der
Derivatisierungsreaktionen zu zeigen, wurden zwersehiedene Arten von Proben
untersucht. Zum einen wurden die Verteilungsmuisteirei technischen Polyethylenglycol-
Gemischen und zum anderen die in zwei verschied&ifkamzendlen vorliegenden freien
Fettsauren bestimmt.

Diese Proben wurden ausgewahlt, um zwei verscheedapekte bei der Anwendung von
lonisationslabeln zu zeigen: Zum einen die korrékiedergabe der Mengenverhaltnisse sehr
ahnlicher Substanzen in einer Probe und zum anddirenselektive Bestimmung von
Analyten in einer komplexen Matrix. Polyethylenghle werden durch die alkalische
Ringoffnungspolymerisation von Ethylenoxid herglsteo dass fur das gebildete Polymer
eine von den Reaktionsbedingungen abhéngige Mamtgium eine mittlere Anzahl an
Ethylenoxidwiederholeinheiten erhalten wirf*®. Zur Analyse wurden ein reines

Polyethylenglycol mit einem mittleren Molekulargewi von 1000 Da (PEG 1000),
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Polyethylenglycol mit einem mittleren Molekulargeii von 1000 Da und einem
Methylendkapping (MPEG 1000) sowie Bri72, ein nichtionisches Tensid bestehend aus
einem ethoxylierten Fettalkohol (1-Octadecanol) eniem mittleren Ethoxylierungsgrad von
n = 2 eingesetzt*”. Diese Gemische wurden nach Derivatisierung peekBinfusion
injiziert und mittels APLI-(TOF)MS (Abb. 82 - 84nalysiert. Brif’ 72 wurde zum Vergleich
zusatzlich mittels MALDI-(TOF)MS untersucht (Ablb)8

counts
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Abbildung 82: APLI-(TOF)MS-Analyse von PEG 1000 nab Derivatisierung (s. Kap. 5.3.5)
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Abbildung 83: APLI-(TOF)MS-Analyse von MPEG 1000 nach Derivatisierung (s. Kap. 5.3.5)
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Abbildung 84: APLI-(TOF)MS-Analyse von Brij ! 72 nach Derivatisierung (s. Kap. 5.3.5)

Wie in den Massenspektren (Abb. 82 und 83) gezeigtde sowohl fir das PEG 1000 als
auch das MPEG 1000 eine Verteilung gemessen, dierdarteten GauRverteilurg® - 2
weitgehend entspricht, wahrend fiir das ‘Biij2 sowohl mit APLI- als auch mit MALDI-
(TOF)MS (Abb. 84 und 85) eher eine Schulz-Flory{édung gemessen wurde, wie sie fir
kurzkettige Polymere zu erwarten St ~23¢)
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Abbildung 85: MALDI-(TOF)MS-Analyse von Brij U 72 mit 2,5-Dihydroxybenzoeséure als Matrix und

Silbertrifluoracetat al&ationisierungsreagenz (s. Kap. 5.4.4)
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Durch die Verwendung der APLI-lonisationslabel wes mdglich, die Verteilung dieser
Polymere zu analysieren und insofern korrekt wirdgeben, als dass die erwarteten
Verteilungsfunktionen erhalten wurden. Im Fall ¢35 1000 und des MPEG 1000 zeigt das
Massenspektrum jedoch nicht nur die erwartete Wenig der Polyethylenglycole, sondern
noch zwei weitere Verteilungen, deren Messwerte j@weils um 44 Da unterscheiden. Diese
Verteilungen basieren vermutlich nicht auf FragreanEs handelt sich hier wahrscheinlich
auch um Polyethylenglycole, die in den technisa@emischen vorliegen. Sie weisen jedoch
noch weitere Strukturelemente auf, die in der egenden Arbeit nicht ermittelt werden
konnten.

Bei der Bestimmung der freien Fettsauren in Pflatlen sollte gezeigt werden, dass es
maglich ist, durch die Verwendung von APLI-lonisatslabeln eine Selektivitat bezlglich
einzelner Komponenten in einer komplexen Matrix eweichen. Olivenél besteht im
Wesentlichen aus Triglyceriden, aber auch aus affzahl von Nebenkomponentéii'.
Sowohl die Triglyceride als auch die Fettsdurenneinmittels APLI nicht direkt ionisiert
werden. Werden die Fettsauren mit 9-Anthracenmelhaarestert, ist es moglich, diese als
Fettsaureester des Anthracenmethanols mittels APQF)MS nachzuweisen und auf diese
Weise eine Selektivitat zu erreichen. Die Quangfing der freien Fettsauren im Pflanzendl
sollte mit Heptadecansaure als internem Standardzusammen mit den freien Sauren in der
Pflanzendlmatrix derivatisiert wird, erfolgen.

Um die Annahme zu Uberprifen, dass bei sehr alemi@ubstanzen (z.B. Substanzen einer
homologen Reihe) aufgrund der gleichen lonisatiffizéenz der Derivate eine gleiche
Anzahl an counts im Massenspektrum detektiert windirde eine Fettsduremischung
derivatisiert und analysiert. Abweichend von den {&onnenblumen- und Olivendl
auftretenden Fettsaurdf’® wurde zunéchst eine aquimolare Mischung aus Fabitre,
Heptadecansaure und Stearinsdure untersucht. Dabelen im Massenspektrum fir
Palmitinsaure 155513, fur Heptadecansdure 150680flimOctadecansaure 153296 counts
detektiert (Mittelwert = 153343 + 2493, 1,6 % relat Standardabweichung). An diesem
Beispiel wird deutlich, dass die direkte Quantéizing aufgrund der gleichen Deri-
vatisierungsausbeuten und lonisationseffizienz Dierivate mdglich ist. Daher wurde eine
Probe von Sonnenblumen- und Olivendl jeweils miptddecansaure als internem Standard
(0,5 % (m/m) bei Sonnenblumendl und 0,1 % (m/m) Bdivendl) versetzt und mit
9-Anthracenmethanol unter Dicyclohexylcarbodiimidsiittiung sowie 4-DMAP als
Hilfsbase derivatisiert. Das durch Direktinfusioer derdiinnten Derivatisierungslésung nach

APLI-(TOF)MS-Analyse erhaltene MassenspektrumrisAbbildung 86 gezeigt.
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Abbildung 86: APLI-(TOF)MS-Analyse von Sonnenblumerdl nach Aufstockung mit 0,5 % (m/m)

Heptadecansaure und Deaitisierung mit 9-Anthracenmethanol (s. Kap. 5.3.6)

Wie im gezeigten Massenspektrum erkennbar, sindAMesentlichen nur die Signale zu
erkennen, die zu den im Sonnenblumendl vorhanddéreen Fettsduren (Palmitinsaure,
Linolsaure, Olsaure, Stearinsidure) sowie dem Stdndahoren. Uber den zugesetzten
internen Standard konnte der Gehalt an freien &att® im jeweiligen Ol bestimmt werden.
Um die mittels APLI-(TOF)MS ermittelten Werte zu ri¥eieren, wurde fur beide
Pflanzendle die Gesamtaciditat nach DIN EN 1SO 68bals Vergleichswert bestimmt (vgl.
Tabelle 8).

Fettsaure: Gehalt an freier Saure [%0]
Olivendl extra nativ Sonnenblumendl
APLI-(TOF)MS DIN EN ISO 660 APLI-(TOF)MS DIN EN ISO 660

Palmitinsaure 0,06 n.b. 0,14 n.b.
Linols&ure 0,02 n.b. 0,80 n.b.
Olsaure 0,12 n.b. 0,40 n.b.
Stearinsdure 0,01 n.b. 0,04 n.b.
Gesamtsaure- 0,21 0,23 1,37 1,47

konzentration

n.b.: nicht bestimmbar

Tabelle 8: Bestimmung des prozentualen Gehaltes direien Fettsduren in Pflanzendlen
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Anhand der auf unabhangigen Wegen durchgefihrteem@izierung konnte die selektive
Derivatisierung und lonisation bestimmter Bestaiglteiner Probe unter Verwendung der
APLI-lonisationslabel gezeigt werden. Eine Anwenglkmoglichkeit dieser Methode besteht
fur Fragestellungen, bei denen eine Unterschuss@oermge in einer chemisch
unterscheidbaren Matrix analysiert werden soll, eollass die Matrix zu unerwinschten
Storungen bei der lonisation (Matrixeffekte) oder Belastungen des Massenspektrometers
fuhrt. Sie ist auch dort von Vorteil, wo aufgrundrchemischen Ahnlichkeit der Analyten
eine nahezu identische Derivatisierungsausbeutauggesetzt werden kann und somit eine

direkte Quantifizierung ohne die Bestimmung vongesefaktoren erfolgen soll.

3.6.5 Aufbau und Anwendung von lonisationslabeln in der &-APLI-(TOF)MS

Die groRe Empfindlichkeit mit der polycyclische aratische Kohlenwasserstoffe mittels
GC-APLI-(TOF)MS nachgewiesen werden koénnen in Mfethihg mit der im Vergleich zur
HPLC hoheren Trennleistung macht die Verwendung<sionisationslabels fur die GC zu
einem interessanten Konzept.

Beim Design eines solchen lonisationslabels stediten den bereits fir die LC-APLI-
(TOF)MS dargestellten Aspekten noch die GC-Gangigked damit die Molekilmasse im
Vordergrund. Dementsprechend muss es ein Ziel sa&m mdglichst geringes
Molekulargewicht fur das Label selbst anzustrelmm,die analysierbaren Analyten nicht auf
Molekule mit kleinem Molekulargewicht zu beschranke

FUr den lonophor des lonisationslabels kommen smsitesondere Systeme in Frage, die nur
aus einem aromatischen Ring bestehen. Einkernigenadische Systeme besitzen im
Unterschied zu den PAKs eine geringere Zustandsisb dass die verwendete Wellenlange
des lonisationslasers einen gro3en Einfluss autatisationsausbeute haben kann. Fur die
Auswahl eines geeigneten Benzolderivates mit emiglichst hohen lonisationsausbeute bei
einer Festfrequenzlaserwellenlange wurden erneWIRESpektren aufgenommen. In den
Abbildungen 87 - 89 sind die mittels Medium Pressuaser lonization (MPLI) gemessenen
REMPI-Spektren von Toluol, p-Xylol und 4-Fluortolutargestellf?**,
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Abbildung 87: MPLI-REMPI-Spektrum von Toluol
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Abbildung 88: MPLI-REMPI-Spektrum von p-Xylol
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Abbildung 89: MPLI-REMPI-Spektrum von 4-Fluortoluol

123



Ergebnisse und Diskussion

In allen drei Spektren ist eine Bande im Bereich266 nm, also der vierten Harmonischen
eines Nd-YAG Lasers, zu erkennen. Im Fall des 4#ftluols befindet sich diese Bande
genau auf der Festfrequenzlaserwellenlange vomg66

Bei diesen drei und auch bei anderen Benzoldenvaieeine gute REMPI-lonenausbeute
eher im Wellenlangenbereich um 266 nm zu erwarterba 248 nm. Bei 248 nm ist die
REMPI-lonenausbeute bei einem PAK wie Anthraceregé@er 4-Fluortoluol etwa um einen
Faktor 500 erhoht.

Um ein lonisationslabel auf Basis des 4-Fluort@dualifzubauen, musste der lonophor in ein
vollstandiges Label eingebunden werden. Ausgegangale von der Vorstellung, dass
weder die Erweiterung des 4-Fluortoluols um einekfionelle Gruppe noch die spatere
kovalente Anbindung eines Analyten die spektroskdmpen Eigenschaften des lonophors
verandern wirde. Sollte dies der Fall sein und etivee Blauverschiebung im REMPI-
Spektrum auftreten, so bestiinde durchaus die Miglit einen anderen lonophor, zum
Beispiel auf Basis des p-Xylols, zu wahlen. Die Wnalung des 4-Fluortoluols in ein
vollstandiges lonisationslabel kann dabei je naeWwimschter Derivatisierungsreaktion und
Analyt erfolgen. Als einfaches Beispiel sollte zdnst eine Alkoholmischung derivatisiert
und analysiert werden. Hierzu wurde das 4-Fluodiolum eine Carboxylgruppe zur
4-Fluorphenylessigsaure  erweitert und mit der weiteoben beschriebenen
Derivatisierungsreaktion unter Dicyclohexylcarbadid-Aktivierung in die jeweiligen Ester
der Alkohole Uberfiihrt. Da ein Festfrequenzlasdreimer Wellenlange von 266 nm wahrend
der Messungen nicht zur Verflgung stand, wurder ath Folgenden beschriebenen
Messungen mit einem KrF* Excimer-Laser bei 248 nirchgefihrt. In Abbildung 90 ist das
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Abbildung 90: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse einer Fettalkoholmischung nach Derivatisierung mit
4-Fluorphenylessigséaurexperimentelle Parameter s. Kap. 5.4.1.7)
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Chromatogramm (Massenspuren) der GC-APLI-(TOF)M&dgse einer Mischung von

Fettalkoholen (Decanol, Undecanol, Dodecanol, T®eitanol, Hexadecanol und
Octadecanol), die mit 4-Fluorphenylessigsaure désgiert wurden, dargestellt.

Im gezeigten Chromatogramm ist deutlich zu erkenrgass die sechs derivatisierten
Alkohole mittels GC getrennt werden konnten. IhicNaeis erfolgte massenspektrometrisch
als Radikalkation. Damit konnte das Konzept, da®ite erfolgreich in der LC eingesetzt
wurde, nun unter Verwendung eines ,kleinen" lonmalabels auf die GC lbertragen

werden.

3.6.5.1 Untersuchung eines technischen Fettalkoholgemischester Verwendung von
lonisationslabeln mittels GC-APLI-(TOF)MS

Fettalkohole sind wichtige Ausgangsstoffe fur dieersiellung von tensidischen
Komponenten, die etwa in Wasch- und Pflegemittéhgesetzt werden. Ein Verfahren zur
Herstellung von Fettalkoholen basiert auf nachwewstiesn Rohstoffen. Hierbei werden
pflanzliche Fette zunadchst in die jeweiligen Feitte@nethylester tberfihrt und diese
anschlieRend mit Wasserstoff katalytisch zum Reaitedl reduziert?*®. Die Trennung des
Fettalkoholgemisches erfolgt durch Destillationn Eberwachtes Qualitatskriterium bei der
Produktion von Fettalkoholen ist der Gehalt anefrefFettsdure. Dieser Gehalt ist nach
erfolgter Reduktion ein Mafl fur die oxidative Beélasy der Fettalkohole wahrend der
Produktion und danach. Er wird oftmals als Summeapater nach DIN EN 1SO 666 in
Form der Saurezahl bestimiifY. Eine Einzelkomponentenanalytik, also die Detektio
einzelner Fettsauren, ist mit diesem Verfahren tnigtbglich. Problematisch bei der
Untersuchung eines solchen Fettalkoholgemischdslm&C-FID oder GC-MS ist, dass sich
eine Nebenkomponente im Subprozentbereich nur scamadysieren lasst. Der Fettalkohol
als Hauptkomponente kann zu einer Diskriminierueg Bettsauren beispielsweise bei der
Verdampfung im Injektor oder zur Sattigung des Rietes flihren. Fir die Integration in den
Produktionsprozess in Form einer ,at line* Anbindurkommt eine aufwendige
Probenvorbereitung (z.B. Extraktion, Anreicherugalyse) aus zeitlicher Sicht nicht in
Frage, so dass hier das Konzept der APLI-lonisalatrel Anwendung finden sollte. Durch
eine geeignete Derivatisierungsreaktion kann diersohiissige Séaure im Fettalkoholgemisch
mit einem lonisationslabel derivatisiert und darabektiv mit der APLI ionisiert werden.
Fettalkohole storen die Analyse nicht, da diesaelsitAPLI nicht direkt ionisierbar sind. Um

die generelle Anwendbarkeit dieses Konzeptes aok esolche Fragestellung hin zu
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Uberprifen, wurde das technische Fettalkoholgemjtcimol Spezial“ der Firma Cognis

beziglich der Alkohole und der enthaltenen Sautersuacht.

Informationen Uber das Fettalkoholgemisch kdnnebedalem in Tabelle 9 gezeigten

Datenblatt entnommen werden.

Spezifikation Methode Spezifikationsbereich
Saurezahl ISO 660 0-0,1
Verseifungszahl ISO 3657 0-0,5

OH-Zahl DGF C-V 17a 285 - 293
Wassergehalt ISO 760 0-0,1
Kettenlangenverteilung [%] Gaschromatographie

C10FA 0-2

C12FA 70-75

C1l4FA 24 - 30

C 16 FA 0-2

Tabelle 9: Datenblatt von Lorol Spezial

Zunachst wurden die in der Probe enthaltenen ketiale mit 4-Fluorphenylessigsaure
derivatisiert und anschliel3end mittels GC-APLI-(T/®IS analysiert. In Abbildung 91 ist das

erhaltene Chromatogramm abgebildet.
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Abbildung 91: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse von Lorol Spezial nach Derivatisierung mit

4-Fluorphenylessigsaurexperimentelle Parameter s. Kap. 5.3.8 und 5.4.1.7)
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Wie erwatrtet, sind die Signale der als Hauptkomptere vorliegenden Alkohole (Dodecanol
und Tetradecanol), aber auch die der NebenkompenebDecanol und Hexadecanol zu
erkennen. Demnach ist es mit dem verwendeten lionsdabel mdglich, die Fettalkohole in
diesem technischen Gemisch in die Ester der 4-phemylessisdure zu Uberfuhren. Die in
der Spezifikation (Tab. 9) angegebenen GehalteAtlehole werden weitestgehend richtig
wiedergegeben.

Neben den Alkoholen sollten auch die Fettsaurer-attalkoholgemisch analysiert werden.
Hierzu musste unter Berlcksichtigung der Alkohohmat eine  geeignete
Derivatisierungsreaktion ausgewahlt werden, beidierAlkohole den Reaktionsablauf nicht
storen und es nicht zur unerwinschten Bildung vaterd der Fettalkohole kam. Als
maogliche Derivatisierungsreaktion wurde zunédch& dmsetzung mit einem Diazoalkan
untersucht (Abb. 92).
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Abbildung 92: Darstellung eines Diazoalkanderivatesind anschlie3ende Derivatisierung

von Fettsaurdfi? 247
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Analog zum Diazomethan, mit dem Derivatisierungstieaen in Methanol durchgefiihrt
werden konnen, wobei das Methanol sogar katalytedhdie Veresterungsreaktion wirkt
2441 " sollte unter Stickstofffreisetzung der jeweilister der Fettsauren gebildet werden.
Ausgehend von 4-Fluorphenethylamin wurde zunéetistjn Abbildung 92 dargestellt, eine
geeignete Verbindung (N-{N-Nitroso[2-(4-Fluorphejgthylamino]-methyl}benzamid) fir
die Freisetzung des Diazoalkans hergestéfit***! Diese wurde mit KOH schlieBlich in das
Diazoalkan uberfuhrt.

Mit dem freigesetzten Diazoalkan (vgl. Abb. 92)wsbl dem 2-(4-Fluorphenyl)diazoethan
als auch dem 2-Phenyldiazoethan, wurden verscheed8tandardverbindungen wie
Palmitinsaure und Essigsdure umgesetzt. EntgegerEdeartung konnte fur keine der
untersuchten Standardverbindungen die erwartetesdides jeweiligen Derivates mittels
APLI-(TOF)MS nachgewiesen werden. An dieser Stelen zwei Erklarungen mdoglich:
1) Die Derivatisierungsreaktion verlauft nicht ierderwarteten Art und Weise und der Ester
wird gar nicht gebildet oder ii) die Derivatisiegsreaktion verlauft wie erwartet, aber das
gebildete Produkt konnte nicht mittels APLI-(TOF)M8umindest in der untersuchten
Konzentration (100 uM)) nachgewiesen werden. Une giler beiden Moglichkeiten zu
verifizieren, war die Untersuchung einer reinenn8&adverbindung (Ester) notwendig. Da
das 4-Fluorphenthylacetat nicht als Standard vedigwar, wurde stattdessen das
strukturverwandte Phenethylacetat verwendet. Obwattl beide Verbindungen vermutlich
in ihren spektroskopischen Eigenschaften unterdeheisollte dieser Unterschied erst bei
Verwendung eines Lasers mit einer Wellenlange v6& 2m ins Gewicht fallen. Bei der
Verwendung Excimer-Lasers (248 nm) sind in beiderdlleR keine optimalen
spektroskopischen Voraussetzungen gegeben (vgl. 3hI89).

In einer Messreihe wurde das Phenethylacetat schi@denen Konzentrationen bis maximal
100 pM mittels GC-APLI-(TOF)MS analysiert. Eine ddr hohe Konzentration war
notwendig, um Uberhaupt ein Signal zu erhaltencined dem Phenethylacetat zugeordnet
werden konnte. Entgegen der Erwartung wurde dasd¥mdacetat nicht als Radikalkation
nachgewiesen. Das beobachtete Signal bei m/z = eii§pricht dem [M-H}Fon des
Phenethylacetates. Als strukturverwandte Verbinduagle ebenfalls Benzylacetat mit einer
Konzentration von 100 puM mittels GC-APLI-(TOF)MS adysiert. Damit sollte eine
maoglicherweise ungiinstige Spacerlange beim Phelaetdtat ausgeschlossen werden, durch
die eine bevorzugte Fragmentierung zum Styrol hiimlgen kann. Bei der GC-APLI-
(TOF)MS-Analyse einer Mischung von Phenethylacetet Benzylacetat (je 100 uM) wurde

das Phenethylacetat wieder als [M-Htektiert, wahrend fiir das Benzylacetat ein [M+H]
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Signal erhalten wurde. Fur die geringe Empfindlmhkmit der beide Acetate nachgewiesen
wurden, scheinen Folgereaktionen des primar gdbiddeRadikalkations unter den
Bedingungen in der Atmospharendruckquelle verarttigbrzu sein. In der MPLI-MS konnte
fur beide Verbindungen das Radikalkation detekiextden. Toluol und 4-Fluortoluol, sowie
die mittels 4-Fluorphenylessigsaure dargestelltenviate waren in einer deutlich geringeren
Konzentration in der APLI-MS als Radikalkation naeisbar. Im Bezug auf die
Derivatisierung der im ,Lorol Spezial*  vorhandenen Fettsauren mit
2-(4-Fluorphenyl)diazoethan bedeutet dies, dasgeldinschten Produkte durchaus gebildet
wurden, diese aber nicht empfindlich genug mitt€l€-APLI-(TOF)MS nachgewiesen
werden konnten. Daher musste fir die Derivatisigruser Fettsauren ein anderes
Derivatisierungskonzept gefunden werden.

In diesem zweiten Konzept sollte der lonophor ebisfauf dem 4-Fluortoluol basieren.
Daher musste eine Derivatisierungsreaktion verwewdeden, die auch in der Alkoholmatrix
der Probe die Bildung eines Fettsdurederivatesgzul®a die Bildung eines Esters aufgrund
der oben beschriebenen Probleme nicht mehr in Fwage wurde die Bildung des Amids mit
4-Fluorphenethylamin ausgewahlt. Bei der Umsetzdeg Fettsduren wurde erneut auf die
Dicyclohexylcarbodiimid-Aktivierung  zurickgegriffen(Abb. 73). Unter geeigneten
Reaktionsbedingungen war es moglich, diese Reaktiemer Alkoholmatrix durchzuftihren.
Hierbei wurde die im Vergleich zum Alkohol gré3eédeicleophilie des Amins ausgenutzt,
durch die nur das Amin in der Lage ist mit dem rmediar gebildeten Fettsdure-1-
benzotriazoylester zum Amid zu reagieren, nicht aee Alkohol unter Bildung eines Esters.
In Abbildung 93 ist das mittels GC-APLI-(TOF)MS aitene Chromatogramm der Analyse
einer Mischung von Pentadecanséure, Hexadecansdditdeptadecansaure in Undecanol als
Alkoholmatrix nach erfolgter Derivatisierung mitFuorphenethylamin gezeigt.

Alle drei Fettsauren konnten unter den gewahltenlirBpingen in das jeweilige Amid
Uberfuhrt werden. Aufgrund der hohen Gasphasenbi#smurden die Amide jedoch nicht als
Radikalkationen, sondern als Quasimolekiilionen [(f+dittektiert.

Im Anschluss an die erfolgreiche Analyse der Fatesstandardmischung wurde das
technische Alkoholgemisch ,Lorol Spezial“ mit Pesidaansaure (0,1 % bzw. 0,01 % (m/m)
als interner Standard versetzt bzw. zusatzlich Bitdecansdure und Tetradecansaure
aufgestockt und in der beschriebenen Weise mitudsphenethylamin derivatisiert und
analysiert (Abb. 94).
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Abbildung 93: GC-APLI(TOF)MS-Analyse verschiedenerin Undecanol geldster Fettsauren nach Deriva-
tisierung mit 4-Fluorphesthylamin (experimentelle Parameter s. Kap. 5.3.8nd 5.4.1.7)
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Abbildung 94: Vergleich der GC-APLI-(TOF)MS-Analysen von Lorol Spezial nach Versetzen mit
Pentadecansaure 0,01% (m)/(1:5 verdiinnt) (oben) bzw. nach Versetzen mit
Pentadecansaure (0,1 %)duAufstocken mit Dodecanséure und Tetradecansaure
0,1 % (m/m) (1:50 verdimn(unten) und Derivatisierung mit 4-Fluorphenethylamin
(experimentelle Bedinguag s. Kap. 5.3.8 und 5.4.1.7)
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In beiden Fallen, mit und ohne Aufstocken, konmeten dem internen Standard sowohl
Dodecansaure als auch Tetradecansdure nachgewwesdan. Die erhaltenen Signale der
Fettsaurederivate lagen jedoch recht nahe an dehvidasgrenze, so dass mit diesem
lonisationslabel moglicherweise nicht alle in depld® vorhandenen Fettsauren detektiert
werden konnten.

Eine Mdoglichkeit, ein grof3eres Nachweisvermdgeremeichen, wéare die Anwendung der
DA-GC-APLI-(TOF)MS. Die Zugabe eines Dopants kamadgch durchaus problematisch
sein, da nicht nur die Derivate, sondern auch weeitéerbindungen, die eine ausreichend
hohe Gasphasenbasizitat aufweisen, ionisiert werki@men. Trotz dieses mdglichen
Selektivitatsverlustes wurde eine derivatisierteober unter DA-GC-APLI-(TOF)MS-
Bedingungen analysiert. Im Vergleich mit der zudwurchgefiihrten GC-APLI-(TOF)MS-
Analyse wurde jedoch kein deutlicher Zugewinn agn8iintensitat festgestellt.

Wie in der LC-APLI-(TOF)MS sollte auch in der GC-ARTOF)MS ein Anthracenderivat
als lonisationslabel eingesetzt werden, auch weam ltbhe Molekulargewicht des Labels
maoglicherweise zu Diskriminierungseffekten wahreled GC-Analyse fuhren kdnnte.
Ausgehend von den oben dargestellten Uberlegungendew9-Diazomethylanthracen als
neues Label ausgewahlt, um die Fettsduren in ,Lo8pezial® zu bestimmen.
9-Diazomethylanthracen wird in der HPLC als Fluaeswlabel fur die Analyse von
Fettsauren eingeset?f® - 28! so dass damit bereits die generelle Verwendhadieser
Verbindung zur Derivatisierung von Fettsduren do&ntiert war. Der gebildete Ester ist
identisch mit dem aus 9-Anthracenmethanol und eiRettsdure unter Carbodiimid-
Aktivierung erhaltenen Derivat. Um die GC-Gangiglkder gebildeten Ester zu untersuchen,
wurde zunéchst eine Standardmischung aus Dodecandéidecansaure, Tetradecansaure,
Pentadecansaure, Hexadecansaure, Heptadecansdutztadecansaure entsprechend einer
Saurekonzentration von 0,001 % (m/m) je Saure idddanol mit 9-Diazomethylanthracen
(0,2 mM gel6st in Methanol) derivatisiert. Abbildy®5 zeigt das Chromatogramm der GC-
APLI-(TOF)MS-Analyse. Die Endtemperatur des Tempea@ogramms von 340 °C und die
Transferlinetemperatur von ebenfalls 340 °C reictdes, alle gebildeten Fettsaurederivate
der Standardmischung zu erfassen.

Unter den flir die Standardmischung erfolgreich esedzten Derivatisierungs- und
Analysenbedingungen wurde nun eine mit Heptadecaag8,001 % (m/m)) versetzte Probe

des ,Lorol Spezial” derivatisiert und nach Verdiinganalysiert (Abb. 96).
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Abbildung 95: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse eines Fettsduegemisches nach Derivatisierung mit

9-Diazomethylanthracenxgerimentelle Bedingungen s. Kap. 5.4.1.10)
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Abbildung 96: GC-APLI-(TOF)MS-Analyse der freien Fettsauren in Lorol Spezial nach Versetzen mit

0,001 % Heptadecansaum/(m) als interner Standard und Derivatisierung mit

9-Diazomethylanthracenxgerimentelle Bedingungen s. Kap. 5.3.8 und 5.4.D)L

Bei Verwendung des Anthracenlabels waren aufgrued ltbheren Empfindlichkeit der

gebildeten Carbonsaurederivate neben Dodecansdone Tetradecansaure ebenfalls

Decanséaure, Hexadecansaure und OctadecansaureranSpezial nachweisbar. Mit Hilfe

des verwendeten internen Standards (0,001 % Hegatagi@ure) konnte eine Quantifizierung
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der einzelnen Carbonsauren erfolgen (n = 2) (Tab#0). Ein Vergleich mit der DIN-

Methode war bei dieser Probe aufgrund des sehnggi Gehaltes an freien Fettsduren nicht

maoglich.

Fettsaure Gehalt an freier Saure [%]
Dodecanséure 1,05 x1@ 2,3 x 10°
Tetradecanséure 2,23x4187,4x10°
Hexadecansaure 1,86 x18 2,2 x 10°
Octadecanséaure 2,78 x182,8x 10°
Gesamtgehalt an freier Fettsaure 1,73X4@,6 x 10°
Spezifizierter Bereich 0-3,6x10

Tabelle 10: Bestimmung des Gehaltes an freien Fedisren in Lorol Spezial

Durch die Verwendung des 9-Diazomethylanthracens @samdglich, Carbonsauren mit
ausreichender Empfindlichkeit im Bereich um 10 pgm/m) in einer technischen

Alkoholmischung als Marker fir oxidative Belastutgs Produktes wahrend der Produktion
zu bestimmen. Damit bietet die GC-APLI-(TOF)MS irefdindung mit einer geeigneten
Derivatisierungsreaktion die  Mdglichkeit einer Eatkomponentenanalytik  von

Verbindungen, die z.B. im Rahmen eines Qualitatstaongs von Interesse sind.

3.6.5.2 Ausblick fur die Weiterentwicklung von lonisationslabeln fur die GC-
APLI-MS

In den vorherigen Kapiteln wurden das Konzept, Eiwicklung und die Anwendung von

lonisationslabeln fir die APLI vorgestellt. Mit dedargestellten Aspekten sind die
Entwicklung und Anwendung von lonisationslabelnrafogch nicht endgultig abgeschlossen
und es verbleiben weitere Schritte, die gemachtdarekonnen.

Bei der Verwendung von GC-lonisationslabeln aufi8akes 4-Fluortoluols war bei allen

durchgefihrten Untersuchungen nur ein KrF* Excitaser mit einer Wellenlange von 248
nm verfugbar. Da der verwendete lonophor jedoch2B6éi nm eine optimale lonenausbeute
besitzt, fuhrt die Verwendung eines entsprechendesers sicherlich zu einer Erhéhung der
Empfindlichkeit. Die erhdhte Empfindlichkeit bei @nm kann aber nur dann erreicht

werden, wenn die spektroskopischen Eigenschaftea Derivates mit denen des
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4-Fluortoluols Ubereinstimmen und auch bei einemvae die Bande im REMPI-Spektrum
tatsachlich noch bei 266 nm liegt und keine BladerdRotverschiebung eingetreten ist.

Die bisher beschriebenen Entwicklungsmoglichketiemogen sich im Wesentlichen auf die
lonisation und den lonophor. Allerdings ist die Yée¢ntwicklung auch auf der Seite der
reaktiven Ankergruppe moglich. So kénnten weitesgitatisierungsreagenzien z.B. auf der
Basis von Silanen (z.B. Chlor [2-(4-fluorphenyljygidimethylsilan) dargestellt und
verwendet werden. Auch die Derivatisierung weitdterktioneller Gruppen wie etwa der
Carbonylgruppe in Aldehyden und Ketonen kénnte lolglie Bildung einer Schiff'schen Base
oder eines Hydrazons erreicht werden. Die Entwinlleiner Derivatisierungsstrategie fur
Analyten, die im wassrigen Medium vorliegen, wigv@tNukleotide nach erfolgtem DNA-
Verdau, bietet ein hohes Anwendungspotential ZiBdie Detektion von DNA-Addukten.

In diesem Zusammenhang kénnte z.B. auch ein ,Disieaungskit® auf der Basis von
Festphasenreagenzien entwickelt werden. Hierbeidevinlas jeweilige lonisationslabel
beispielsweise auf eine festphasengebundene HHsp&DMAP oder HOBT) ubertragen
und fir die eigentliche Derivatisierungsreaktiom noch das Polymer in die Probe gegeben
werden. Nach erfolgter Reaktion konnte das Desiatingsreagenz einfach abfiltriert und
die Probe analysiert werden, ohne dass das Chrgnagtmesystem mit
Derivatisierungsreagenzien belastete wiirde.

Durch diese und weitere Entwicklungen besteht di&glMhkeit, das Konzept der
lonisationslabel fur die APLI weiterzuentwickeln duie Anwendbarkeit tber die bisher

gezeigten Beispiele hinaus zu erweitern.
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4 Zusammenfassung

Die Atmospheric Pressure Laser lonization (APLI)res an der Bergischen Universitat
Wuppertal als empfindliche Atmosphéarendruck-lonsamethode zur Analyse unpolarer
aromatischer Kohlenwasserstoffe entwickelt. Die plapg der Flissigchromatographie (LC)
mit der APLI wurde zuerst am Q-TOF Ultima (Watens)Form der LC-APLI-(TOF)MS

realisiert. Die Gaschromatographie (GC) stellt auigd der hoheren Trennleistung eine
interessante Alternative zur LC dar. Daher wurdedzist ein Konzept zur Kopplung eines
Gaschromatographen mit der Atmospharendruck-lorgleques Q-TOF Ultima fir die

APLI erarbeitet. Dazu wurde eine geeignete eletttriseheizte flexible Transferline gebaut.
Das vordere Ende dieser Transferline konnte amsstelher Verdampfungsstufe in der
ansonsten unmodifizierten Atmosphéarendruck-lonelhgjueontiert werden. Die zum Betrieb
der Quelle notwendigen Parameter, wie die Gasflasgen innerhalb der Quelle und
Einstellungen am Massenspektrometer wurden optinidée Leistungsfahigkeit dieser neuen
Kopplung wurde am Beispiel der Analyse verschied&tandards (PAKs und hetero-PAKS)

demonstriert.

Ausgehend von der erfolgreichen Umsetzung diestereiKopplung wurde die APLI auch an
einem weiteren Atmospharendruck-MassenspektrométeacrOTOF, Bruker Daltonics)
verwirklicht. Dazu wurde eine neue lonenquelle das Massenspektrometer entwickelt,
welche die Standardionenquelle ersetzt. Zentrakstdhdteil dieses Quellenkonzeptes, das
sowohl fur die LC- als auch fur die GC-APLI-(TOF)M&rwendet werden kann, ist ein
wirfelférmiger Quellenkorper mit verschiedenen @figen. In diese kénnen verschiedene
Anbauteile, wie die Verdampfungsstufe fur die Hgssromatographie oder die fur diese
Kopplung neu entwickelte Transferline montiert weardUm das Potential dieser Kopplung
nach der Optimierung wichtiger Parameter zu zeigammden verschiedene Standards und
Realproben sowohl mit der LC- als auch der GC-APIDF)MS analysiert. So konnten
verschiedene bei der Herstellung von organischeuchidioden verwendete aromatische
Oligomere, die mit anderen Methoden nur schweryarebar sind, sowie als Triplettemitter
verwendete Ubergangsmetallkomplexe erfolgreich aeit LC-APLI-(TOF)MS untersucht
werden. Als Anwendungsbeispiele fiur die GC-APLI-@)®IS wurden unter anderem
mehrere PAK- und hetero-PAK-Standards analysiertUrin wurde der Pyrenmetabolit
1-Hydroxypyren nachgewiesen. Fur Chrysen konnte &lachweisgrenze von 0,5 ng/L bei

einem Injektionsvolumen von 2 pL erreicht werden.
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Um die Vorteile einer solchen flexiblen Kopplungeibder das teure hochauflésende
Massenspektrometer als Detektor fur verschiedenenahtographische Anwendungen dient,
auch in Verbindung mit den drei wichtigen Atmosmmiiruck-lonisationsmethoden (ESI,
APCI, APPI) nutzen zu kénnen, wurden diese in da®ll@nkonzept integriert. Darlber
hinaus wurde die GC-Transferline zu einer verbésse¥ersion weiterentwickelt. Dieses
neue Konzept einer Multi-Purpose API-Source (MP¥8)d mittlerweile von der Firma
Bruker Daltonics in Form eines kommerziellen Prddskals flexible lonenquelle flr
Atmospharendruck-Massenspektrometer vertrieben.

Zum einfachen Wechsel zwischen verschiedenen lommsanethoden muissen nur einzelne
Anbauteile an den Offnungen des Quellenkérpers migander ausgetauscht werden.
Beispielsweise muss fir einen Wechsel zwischen ®CHATOF)MS und GC-APCI-
(TOF)MS nur ein Quarzfenster gegen eine APCI-NawiéIHalterung ausgetauscht werden.
Auf die gleiche Weise ist ein Wechsel zwischen @@ GC moglich. Hier muss lediglich ein
Blindflansch gegen die Transferline ausgetauschtiere Die lonisationsmethoden kdnnen in
diesem Konzept einzeln oder aber in Kombinatiorealte Multimode-lonisation (z.B. APLI
und APCI gleichzeitig) angewendet werden. Die Lwjsfahigkeit der einzelnen Modi der
MPIS wurde am Beispiel verschiedener Standardsigie2dit dieser Quelle stehen sowohl
fur die LC als auch die GC lonisationstechniken W8I, APCIl, APPI und APLI zur
Verfugung. Fur die LC kdnnen dariiber hinaus Multi®donisationstechniken bestehend aus
APLI+ESI und APLI+APCI eingesetzt werden

Die APLI ist eine selektive Methode zur lonisatioron unpolaren aromatischen
Verbindungen. Dies stellt auf der einen Seite efieschrankung bei der allgemeinen
Anwendbarkeit dieser lonisationsmethode dar, ermldiglaber andererseits die selektive
lonisation dieser Substanzklasse in einer kompléMatrix. Daher wurden lonisationslabel
und entsprechende Derivatisierungskonzepte fuL@ieund GC-APLI-(TOF)MS entwickelt.
Diese lonisationslabel sind aromatische Verbindangdie mittels APLI empfindlich
nachgewiesen werden koénnen und eine Ankergruppetzées um eine kovalente
Verknupfung mit dem nichtaromatischen Analyten bstallen. Das gebildete Derivat kann
dann mit der APLI empfindlich nachgewiesen werd®me Untersuchung der REMPI-
Spektren verschiedener Derivate bei Atmospharekdnat gezeigt, dass sich diese nicht
signifikant von den Labeln unterscheiden, was aafdeirch den Analyten unbeeinflusstes
aromatisches System am lonisationslabel hindeDtetpraktische Anwendbarkeit der APLI-

lonisationslabel konnte durch Untersuchung verstgrier Proben wie Bfij72, PEG 1000
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und durch die Bestimmung des Gehaltes freier Rettsdin Pflanzendlen oder in einem
technischen Fettalkoholgemisch fir die LC- und GRLA(TOF)MS unter Beweis gestellt

werden.

137



Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 L6ésungen und Mischungen

Zur Herstellung von Lésungen wurden StammlosungeB. (mit einer Konzentration von
100 mg/L) durch Auflésen des Feststoffes im jeweii Losungsmittel hergestellt und die
schlussendliche Konzentration durch schrittweisesdiinnen der Stammldsungen eingestellt.
Bei Mischungen wurden die Stammlésungen zum Héesteler Mischung verwendet und
diese anschlie3end ebenfalls durch schrittweisediM@en auf die benétigtet Konzentration

eingestellt.

5.2 Darstellung verschiedener Verbindungen

5.2.1 (Anthrcen-9-ylmethoxy)essigsaure

Zu einer Suspension von O&lfreiem Natriumhydrid (4,53 mmol) in 75 mL wasserfreiem
Tetrahydrofuran (THF) werden langsam 5 g Anthracethanol (24 mmol) in 50 mL
wasserfreiem THF hinzugetropft. Danach wird dieésung bei Raumtemperatur gerihrt, bis
die Gasentwicklung beendet ist. Hiernach werdergZBtomessigsaure (15 mmol) in 50 mL
wasserfreiem THF zu dieser Lésung gegeben und dsamgte Mischung fir 1 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen der Reaktionsl@suwverden 10 mL Methanol langsam
zugetropft. Hiernach werden 500 mL Wasser zur THBs® gegeben, die wassrige Phase
abgetrennt und mit konzentrierter HCI-Losung angesa Hierauf wird die wassrige Phase 3
mal mit 100 mL Diethylether extrahiert und die veigte organische Phase Uber,N@,
getrocknet. Die getrocknete organische Phase werddunuziertem Druck entfernt und das
erhaltene Produkt (2,7 g, Ausbeute: 66,6 %) in hlakbum getrocknet.

'H-NMR (400 MHz CDC}): 8(ppm) = 4,35 (s, 2H), 5,75 (s, 2H), 7,2 - 8,6 (iH) 9
13C-NMR (100MHz CDGJ): é(ppm) = 65,5, 66,7, 123,8, 125,1, 126,8, 127,8,2,2831,2,
131,4,173,2

Masse (APLI-(TOF)MS): theoretisch: 266,0937, geraps266,0988

138



Experimenteller Teil

5.2.2 Reine Derivate von (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaar

1) Cholesterin: Es werden 50 mg (0,19 mmol) (Antkra9-ylmethoxy)essigsaure, 58 mg
(0,25 mmol) Cholesterin, 100 mg (0,49 mmol) Dicywaylcarbodiimid (DCC) und 5 mg

(0,04 mmol) 4-(Dimethylamino)pyridin in 2 mL Dichimethan gel6st und fur 2 h unter
Ruhren auf eine Temperatur von 35 °C erwarmt. Hielmnwird der gebildete Niederschlag
abfiltriert und 1 mL der L6sung weiterverwendet wg&llenchromatographsich (Kieselgel 60
0,063 — 0,200 mm TeilchengroRe) unter VerwendungereiMischung von Essigsaure-
ethylester und Cyclohexan 5:95 aufgearbeitet. Esd@mu 34,5 mg (72 %) des Cholesterin-

derivates als gelber Feststoff erhalten.

2) Dodecylamin: Es werden 0,5 g ploymergebundenésydroxybenzotriazol (Aktivitat:
1,0 mmol/g) in 20 mL Dichlormethan suspendiert. dieser Suspension werden 0,4 ¢
(1,5 mmol) (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaure undO dfy (2,5 mmol) Dicyclohexyl-
carbodiimid gegeben und die Mischung fur 2,5 hR@umtemperatur gerthrt. Anschliel3end
wird das mit (Anthracen-9-ylmethoxy)essigsaure tetee polymergebundene 1-Hydroxy-
benzotriazol abfiltriert und anschlieBend mit 2 3@ mL Dimethylformamid und 3 mal
30 mL Diethylether gewaschen. Danach werden Lésuittg8reste unter reduziertem Druck
entfernt.

Hiernach wurden 120 mg des mit (Anthracen-9-yimeyessigsaure beladenen polymerge-
bundenen 1-Hydroxybenzotriazols in 1 mL Dichlornagthsuspendiert und 13,9 mg
(0,075 mmol) n-Dodecylamin zu dieser Suspensiorelgeg und diese Mischung fur 3,5 h
einer Temperatur von 34 °C im Thermomixer inkubié&hschlielend wird das Polymer
abfiltriert, mit 1 mL Dichlormethan nachgewaschemdudie vereinigte organische Phase
saulenchromatographisch (Kieselgel 60 0,063 — On200Teilchengréf3e) unter Verwendung
einer Mischung von Essigsaureethylester und Cyglames0:50 aufgearbeitet. Es wurden

16,5 mg (50 %) des n-Dodecylaminderivates als gétbststoff erhalten.

3) Ethanol: Es werden 50 mg (0,19 mmol) (AnthraBeyimethoxy)essigsaure, 6,9 mg
(0,15 mmol) Ethanol, 100 mg (0,49 mmol) Dicyclohkegybodiimid (DCC) und 5 mg

(0,04 mmol) 4-(Dimethylamino)pyridin in 2 mL Dichdmethan geldst und fur 2 h unter
Ruhren auf eine Temperatur von 35 °C erwarmt. Hielmnwird der gebildete Niederschlag
abfiltriert und 1 mL der Losung weiterverwendet wg@ilenchromatographsich (Kieselgel 60

0,063 — 0,200 mm TeilchengroRe) unter VerwendumgreMischung von Essigsaureethyl-
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ester und Cyclohexan 20:80 aufgearbeitet. Es wu2&h mg (64,6 %) des Ethanolderivates
als gelber Feststoff erhalten.

5.2.3 N-{[2-(4-Fluorphenyl)-ethylamino]-methyl}benzamid-hydrochlorid

Zu einer LOsung von 13,9 g (0,1 mol) 4-Fluorphegketmin in 100 mL HCI-Losung
(1,0 mol/L) werden zunachst 10 g Formaldehydlos(8ig%ig) und anschlielend 12,1 g
(0,1 mol) Benzoesaureamid in 100 mL Ethanol gegebéese Mischung wird fir 30 min
unter Ruhren auf 35 °C erwarmt und danach das Igisuittel bei reduziertem Druck
entfernt. Der erhaltene blassgelbe Feststoff wirki@. 800 ml Ethanol umkristallisiert. Nach
Umkristallisation und Trocknung des farblosen Re$ftss werden 11,8 g (38,3 %) erhalten.

5.2.4 N-{N-Nitroso[2-(4-Fluorphenyl)-ethylamino]-methyl}b enzamid

Zu einer Suspension von 4,6 g (15 mmol) N-{N-Nitof&(4-Fluorphenyl)-ethylamino]-
methyl}benzamid in 350 mL Wasser werden bei 50 SZ50mL einer konzentrierten HCI
Loésung und anschlieend 1,25 g (18 mmol) Natriumtnib 4,5 mL Wasser langsam
zugetropft. Nach beendeter Zugabe der Natriumibisiing wird die Reaktionsmischung fur
weitere 30 min bei 50 °C gerthrt. Danach wird deaRionsmischung 3 mal mit je 100 mL
Chloroform extrahiert, die vereinigte organischasthtiber Natriumsulfat getrocknet und das
Loésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. INaimkristallisation aus wenig Ethanol
und Trocknung im Hochvakuum des blassgelben Féftstaerden 3,86 g (85,4 %) erhalten.

5.2.5 1-(2-Diazoethyl)-4-fluorbenzol

In 1,5 mL einer Losung von 100 mg (2,3 mmol) KOH Nethanol/Wasser (90/10 v/v)
werden 250 mg N-{N-Nitroso[2-(4-Fluorphenyl)-ethgiano]-methyl}benzamid suspendiert
und diese Suspension mit 3 mL Hexan UberschicAtetchlielend wird diese Mischung fur
30 min unter kraftigem Ruhren auf 40 °C erwarmte [Bintstehung des Diazoalkans wird
durch eine intensive Gelbfarbung der Reaktionslgsangezeigt.
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5.3 Derivatisierung von Standards und Realproben

5.3.1 Derivatisierung von 1-Hydroxypyren

1: Silylierung:
Es werden 10 mg 1-Hydroxypyren in 400 einer Mischung aus 5:1 (v/iv) MSTFA/BSTFA
geldst und fir 1 h bei 80 °C im Trockenschrank geta Anschliel3end wird die Mischung

schrittweise mit Toluol auf eine Konzentration @6 ug/L verdinnt.

2: Methylierung:
66 pL einer Losung von 1-Hydroxypryren (L@/L) in Acetonitril wird mit 33 uL einer
TMSH-L6sung (0,2 mmol/L in Methanol) gemischt undne weitere Schritte der

Probenvorbereitung direkt in die GC injiziert.

5.3.2 Probenvorbereitung einer Urinprobe

Es werden 5 mL der Urinprobe mit §Q einer 1-Hydroxypyrenldsung (5@/L) versetzt, um
eine 1-Hydroxypyrenkonzentration in der Probe vO0 Bg/L zu erhalten. Diese Probe wird
anschlieRend auf eine zuvor konditionierte (1 mal3€mL Acetonitril und 2 mal mit 3 mL
destilliertem Wasser waschen) SPE-Saule (ABS-Blakus, 3 mL) gegeben und danach mit
1 mL destilliertem Wasser nachgespilt. Die Elutider Analyten erfolgt mit 1,5 mL
Acetonitril. Dieses wird im Stickstoffstrom entférand der Rickstand mit einer 5:1 (v/v)
MSTFA/BSTFA-Mischung versetzt und fir 1 h bei 80 i@ Trockenschrank aufbewahrt.

Zur anschliel3enden Analyse wird die Probe 1:20Tmliol verdinnt.

5.3.3 Allgemeine Vorschrift zur Derivatisierung von Standardverbindungen
(Alkohole und Amine)

Es werden 25 mg (0,095 mmol) (Anthracen-9-ylmethegsigsaure, mit 0,075 mmol des
Standards, 50 mg (0,24 mmol) Dicyclohexylcarbodiimnd 5 mg (0,04 mmol) 4-(Dimethyl-

amino)pyridin im Fall von Alkoholen und 5 mg 1-Hgoybenzotriazol (0,037 mmol) fir

Amine in 1 mL Dichlormethan geldst und fir 2 h iméFmomixer bei 35 °C inkubiert.
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Zur anschlieRenden Analyse wird die LOsung ent$yed verdinnt.

5.3.4 Allgemeine Vorschrift zur Derivatisierung von Standardverbindungen

(Carbonsauren)

Es werden 19,5 mg (0,095 mmol) 9-Anthracenylmethdh075 mmol) des Standards, 50 mg
(0,24 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 5 mg0,04 mmol) 4-(Dimethyl-
amino)pyridin in 1 mL Dichlormethan gelost und f&th im Thermomixer bei 35 °C in-
kubiert.

Zur anschlielRenden Analyse wird die LOsung ent$yed verdinnt.

5.3.5 Derivatisierung von Brij® 72, PEG 1000 und MPEG 1000

Zu einer Loésung von 20 mg des Polyethoxylates imll Dichlormethan werden 25 mg
(Anthracen-9-yImethoxy)essigsaure und 5 mg (4-Dinyleimino)pyridin und diese bei 35 °C
fur 2,5 h im Thermomixer inkubiert. Hiernach werdénmg polymergebundenes Tris(2-ami-
noethyl)amin in die Losung gegeben und diese erfietB0 min im Thermomixer inkubiert,
um den Uberschuss an (Anthracen-9-yimethoxy)essigszu entfernen. Danach wird das
polymergebundene Tris(2-aminoethyl)amin abfiltriashd die Loésung fur die APLI-
(TOF)MS-Analyse verdunnt.

5.3.6 Derivatisierung einer Mischung aus Hexadecansauréjeptadecanséaure

und Octadecansaure

Zu einer Lésung, die Hexadecansaure, HeptadecanaadrOctadecansaure jeweils mit einer
Konzentration von 10 mmol/L enthalt, werden 8,3 frnédnthracenmethanol, 33 mg N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid und 2,5 mg (4-Dimethylam)pgridin gegeben und diese bei 35 °C
fur 2,5h im Thermomixer inkubiert. AnschlieRendrdvidie Mischung fir die APLI-
(TOF)MS-Analyse verdunnt.
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5.3.7 Derivatisierung von freien Carbonséauren in Pflanzenil

Zu einer L6ésung von 100 mg des Pflanzenéls mi%® bzw. 0,1 % Heptadecansaure (m/m)
als internem Standard in 1 mL Dichlormethan werB@rmg polymergebundenes N-benzyl-
N’-cyclohexylcarbodiimid, 2,5 mg (4-Dimethylamingymin und 5 mg 9-Anthracen-
methanol gegeben und diese Mischung bei 35 °C farh2im Thermomixer inkubiert.
AnschlieRend wird das N-benzyl-N"-cyclohexylcarhd abfiltriert und die Mischung fir
APLI-(TOF)MS-Analyse weiter verdinnt.

5.3.8 Derivatisierung der Alkohole und freien Carbonsauren in Lorol Spezial

1.Derivatisierung der Alkohole in Lorol Spezial mMiFluorphenylessigsaure

Zunachst werden 100 mg Lorol Spezial in 5,8 mL onethan gelost. 100 pL dieser
Loésung werden zu einer Losung von 3 mg 4-Fluorplessygsaure, 2 mg 4-(Dimethyl-
amino)pyridin und 50 mg polymergebundenes N-behytyclohexylcarbodiimid in 900 pL
Dichlormethan gegeben. Diese Mischung wird furl2[&ei 35 °C im Thermomixer inkubiert.

2: Derivatisierung mit 4-Fluorphenethylamin

100 mg des Lorol Spezial werden mit Pentadecansg0de% (m/m) als internem Standard
versetzt und in 1 mL Dichlormethan gelost. Zu diesésung werden 5,2 mg 4-Fluor-
phenethylamin, 16 mg N,N’-Dicyclohexylcarbodiimichdu 2 mg 1-Hydroxybenzotriazol

gegeben. Diese Losung wird bei 35 °C flur 2,5 h imerfnomixer inkubiert und anschlieRend
fur die GC-APLI-(TOF)MS-Analyse verdiunnt.

3: Derivatisierung mit 9-Diazomethylanthracen

100 mg des Lorol Spezial werden mit 0,001 % (m/raptddecansaure als internem Standard
versetzt und in 1 mL einer 9-Diazomethylanthracemii (0,1 mmol/L in Methanol) geldst
und fur 6 h unter Lichtausschluss aufbewahrt. AhsBbend wird die Losung fur die GC-
APLI-(TOF)MS-Analyse verdinnt.

Die Derivatisierung von Standardverbindungen etfolgnter Verwendung der oben

angegebenen Derivatisierungsvorschriften, indemndddanol als Ersatzmatrix fir das Lorol
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Spezial verwendet wird. Die jeweils enthaltenendaeiren werden in einer entsprechenden

Konzentration vor der Derivatisierung zugesetzt.

5.3.9 Beladen von Quarzsand mit PAKs

5mL einer PAK-LOsung (20 mg/L) in ACN werden zwgSQuarzsand gegeben und das
Losungsmittel nach kraftigem Ruhren im Stickstaéfst entfernt.

5.4 Durchfihrung verschiedener chromatographischer

Trennungen und Analysen

5.4.1 GC-API-MS

Fur die GC-API-Kopplung werden zwei Gaschromatobesp (Agilent 7890A und DANI
MPC 1000), ausgestattet mit einer HP-5ms bzw. fé&ktor VF 5-ms (30 m x 0,25 mm ID,
0,25 um Filmdicke), verwendet. Beide Systeme werderSplittless Modus des Injektors
betrieben und die Injektion (1 bzw. 2 pL) manuelrahgefuhrt. Als Tragergas werden
Helium und Stickstoff verwendet. Eine Ubersicht rileerschiedene Temperaturprogramme

ist im Folgenden gegeben:

5.4.1.1 Methode 1:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 330 °C

Tragergas: N 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 20 °/m duf 265 °C, 0 min halten, 25 °/min
bis auf 33D, 20 min halten

5.4.1.2 Methode 2:
Gaschromatograph: DANI MPC 1000
Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C
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Tragergas: N 1,90 bar (konstanter Druck)
Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 20 °/mim duf 265 °C, 0 min halten, 35 °/min
bis auf 32D, L0 min halten

5.4.1.3 Methode 3:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C

Tragergas: W 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 25 °/mséif 240 °C, 0 min halten, 4 °/min bis
auf 275 °C,2/in auf 320 °C, 6,25 min halten

5.4.1.4 Methode 4:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C

Tragergas: W 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 20 °/m@éaif 320 °C, 10 min halten

5.4.1.5 Methode 5:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C

Tragergas: N 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 15 °/mim duf 265 °C, 0 min halten, 25 °/min
bis auf 32D, L0 min halten

5.4.1.6 Methode 6:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000
Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C

Tragergas: W 1,90 bar (konstanter Druck)
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Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 25 °/mséauif 200 °C, 0 min halten, 2 °/min
bis auf 218, L0 °/min auf 320 °C, 10 min halten

5.4.1.7 Methode 7:

Gaschromatograph: Agilent 7890 A

Transferline: 330 °C

Injektortemperatur: 330 °C

Tragergas: He, 1,25 mL/min (konstanter Fluss)

Temperaturprogramm: 80 °C 1 min halten, 17,5 °/oiénauf 320 °C, 10 min halten

5.4.1.8 Methode 8:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 320 °C

Injektortemperatur: 320 °C

Tragergas: W 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 60 °C 1 min halten, 20 °/msauf 200 °C, 0 min halten

5.4.1.9 Methode 9:

Gaschromatograph: DANI MPC 1000

Transferline: 300 °C

Injektortemperatur: 300 °C

Tragergas: N 1,90 bar (konstanter Druck)

Temperaturprogramm: 100 °C 1 min halten, 15 °/nignaloif 300 °C, 10 min halten

5.4.1.10Methode 10:

Gaschromatograph: Agilent 7890 A

Transferline: 340 °C

Injektortemperatur: 330 °C

Tragergas: He, 1,25 mL/min (konstanter Fluss)

Temperaturprogramm: 80 °C 1 min halten, 17,5 °/bmnauf 340 °C, 10 min halten
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5.4.2 LC-API-MS

Die direkte Injektion geldster Proben fur die LCIAPOF)MS-Analyse erfolgt mit Hilfe
einer Spritzenpumpe (Plus 11, Harvard Apparatugjriem typischen Flussbereich von 100 -
500 uL/min.

5.4.3 LC-API-MS

Fur die LC-API-MS-Analysen wurde ein HPLC-System-G200A Pumpe, AS-2000A
Autosampler, D 6000A Computer Interface, Merck Elia mit einer Pinnacle Il PAH S&ule
(50x 4,6 mm, 4um Partikelgré3e) verwendet. Zur Analyse wurden cleiesiene Gradienten
eingesetzt und 20L der jeweiligen Probe injiziert. Eine kurze Ubetdi Uber die

verwendeten Methoden ist im Folgenden gezeigt.

5.4.3.1 Methode 1:

Zeit [min] Acetonitril [%] Wasser [%] Fluss [mL]
0 85 15 0,7
25 100 0 0,7
65 100 0 0,7
70 85 15 0,7
75 85 15 0,7

5.4.3.2 Methode 2:
Isokratisch: Acetonitril 67 %, Wasser 33 %, Fluss®L/min

5.4.4 MALDI-(TOF)MS

Fur die MALDI-(TOF)MS-Analysen wurde ein Massenspeleter (Shimadzu AXIMA
PerformancB”) mit Stickstofflaser (337 nm, 3 ns Pulsbreite)Rositivmodus mit Reflektron
und 20 kV Beschleunigungspotential verwendet. Daasdnspektrum wurde durch die
Akkumulation von 441 Profilen (2 Laserschiisse mafiR 5 Hz Repetitionsrate) erhalten.
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Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoeséure verwendetr Probenvorbereitung wurde das
Brij® 72 in Tetrahydrofuran (4 g/L) geldst und 2D dieser Lésung mit 2QL einer Lésung
der Matrix (10 g/L) gemischt. 05L dieser Probenmischung wurden auf ein MALDI-Target

gespottet, das zuvor mitid. einer Silbertrifluoracetatlésung (0,1 mol/L) veh&n wurde.

5.4.5 NMR

'H- und **C-NMR-Spektren werden mit einem Bruker ARX 400 NNRektrometer und
deuterierten LOsungsmittelen als interne Standaaddgenommen. Alle chemischen

Verschiebungen werden in ppm angegeben.

5.5 Wechsel der Gasfillung des Excimer-Lasers

Wenn das zum Betrieb des Excimer-Lasers verwendtemix“ keine ausreichende
Laserleistung mehr zulasst, wird die Lasercavity @mer neuen Gasfullung versehen. Dazu
wird eine in der Laserkontrollsoftware implemerntgerRoutine verwendet, mit der der

Gasaustausch automatisch durchgefiihrt werden kann.

5.6 Geréate und Materialien

5.6.1 Gerate

Analysenwaag® 2P, 2 g/max. Sartorius, Géttingen

APPI-Lampe Micromass, Eschborn
DurchflussmessdfM-360 Tylan, Minchen

Durchflussregled179A MKS Instruments, Wilmington, MA, USA
FeinwaagBP 221$220 g/max., d =0,1 mg Sartorius, Gottingen
Gaschromatographgilent 7890 A Agilent Technologies Inc., Shanghai, China
GaschromatograpDANI 1000 MPC Dani, Monza, Italien

GC-SauléactorFour VF-5ms30 m, .
~_Varian, Darmstadt
0,25 mm ID, 0,25 pum Filmdicke
GC-SauleHP-5ms 30 m, 0,25 mm ID,

o Agilent Technologies, Waldbronn
0,25 pum Filmdicke
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HPLC-Pumpd._-6200 A
HPLC-AutosampleAS-2000 A
PC-Schnittstell® 6000 A
HPLC-SaulePinnacle 1l PAH 50x4,6 mm,
4 um ParlthéRe
LaserSpitlight 600
KrF*-LaserATLEX-300-S1248 nm
KrF*-LaserOPTex excimer laser
MALDI Shimadzu AXIMA Performante
MassenspektrometenicrOTOF
Massenspektromet€TOF-Ultima
Mikroliter-Spritze, 10 pL
OPOVISIR 2 + SHG
SPE-Saulé&exus ABS-EluB8 mL
Spritzenpump®lus 11
Temperaturregle3JumolTRON
Thermoelement yip K
Thermomixercomfortincl. 0,5 und
2 mL Aufsatz

Transferpettef, 1-10 pL, 10-100 pL,

100-1000 pL
TrockenschranK 6, 1,22 kW

5.6.2 Chemikalien
11H-Benzopg]carbazol
1-Hydroxybenzotriazol
1-Hydroxypyren
2,5-Dihydroxybenzoeséaure
2,6-Dimethylphenol
2-Chloro-6-methylanilin

2-Ethylanthracen

Merck Hitachi, Tokyo, Japan

Restek, Bellefonte, PA, USA

Innolas, Krailing

ATL, Wermelskirchen

Lambda Physik, Goéttingen
Kratos Analytical PLC, Manchester, UK
Bruker Daltonik, Bremen

Micromass, Eschborn

Hamilton, Bonaduz, Schwei
GWU-Lasertechnik, Erftstadt-Friesheim
Varian, Darmstadt

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA
M.K. Juchheim, Fulda

Newport Electronics, Deckenpfronn

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Heraeus, Hanau

Dr. Rogers, Florida State University, USA

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
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2-Methylanthracen
4-(Dimethylamino)pyridin
4-Fluorphenethylamin
4-Fluorphenylessigsaure
4-Fluortoluol

5, 11-Dihydro-&1-benzop]carbazol
9-Anthracenmethanol
9-Diazomethylanthracen
9H-Carbazol

Acetonitril

Acetonitril

Acetonitril

Anthracen

Anthracen d10

Atrazin

Atropin

Benzop]pyren
BenzoR]pyren d12
Benzoeséaureamid
Benzylacetat

Brij® 72

Bromessigsaure
Cholesterin

Chrysen

Cyanazin

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck Schuchardt, Hohentomu
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Rogers, Florida State University, USA
Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Rogers, Florida State University, USA
Sigma Aldrich, Steinheim
Fisher Scientific, Loughborough, UK
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
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Cyclohexan
Cyclopentagd|pyren 100 ng/uL
Decanol
Desethylatrazin
Dibenzithiophen
Dibenzofuran
Dichlormethan
Diethylether
Dimethylformamid
Dodecansaure
Dodedanol
Essigsaure
Essigsaureethylester

Ethanol

Merck, Darmstadt
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Merck, Darmstadt
Riedel-de Eia, Seelze
Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Rogers, Florida State Univerdit§A
Fisher Scientific, Loughborough, UK
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Fisher Scientific, LoughbonolK

Roth, Karlsruhe

European Commission’s Joint Research

EU 15+1 priority PAH-mixture (s. Tab. 2) Centre, Institute for Reference Materials and

Formaldehyd 37 %-L6sung
Fallhorn Sonnenblumendl
Helium 5.0

Helium 5.0
Heptadecansaure
Hexadecanol
Hexadecansaure
Hexazinon

Kaliumhydroxid

Measurements, Geel, Belgien

Roth, Karlsruhe

Akzenta, Wuppertal
Air Liquide, Dusseldorf
Gase.de, Sulzbach

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

Roth, Karlsruhe
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Kieselgel 60

KrF-Premix

KrF-Premix

La Villa Olivendl

Malathion

Methanol
Methylpolyethylenglycol 1000
Methylstearat

N, N™-Dicyclohexylcarbodiimid

N, N-Diethyldodecanséaureamid

N,O- Bistrimethylsilyl-trifluoracetamid
(BSTFA)

Natriumhydrid, 97 % (Olfrei)
Natriumnitrit

Natriumsulfat

N-Benzyl-N"-cyclohexylcarbo-diimid,
polymergebunden

n-Dodecylamin
Nicotin

N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetat
(MSTFA)

Ocatadecanol
Octadecansaure

Olsaure

PAK-Mischung (s. Tab 3)
Palmitinsauremethylester

Pentadecanséaure

Merck, Darmstadt
Spectra Gases, Babenhausen
Messer Griesheim, Sulzbach
Aldi, Wuppertal
Sigma Aldrich, Steinheim
Fisher Scientific, Loughborough, UK
Cognis, Dusseldorf
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Macherey-Nagel, Duren

Sigma Aldrich, Steinlre
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Macherey-Nagel, Diiren

Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Environmental Agency, FuanJK
Fluka Chemie, Buchs, Sizhwe

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
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Pestizidmix 34 (s. Tab 5)
Phenanthren
Phenethylacetat
Phenethylamin
Polyethylenglycol 1000
Pyren

Salzsaure
Silbertrifluoracetat
Simazin

Stickstoff 5.0

Stickstoff 5.0
Terbutylazin
Tetradecanol
Tetradecanséaure
Tetrahydrofuran

Toluol
Tributylphosphat

Tridecansaure

Tridest

Trimethylphosphat

Trimethylsulfonium-Hydroxid (TMSH),

0,2 mol/L in Methanol

Dr. Ehrenstorfer, Auggpur
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Cognis, Dusseldorf

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg

Air Liquide, Dusseldorf
Gase.de, Sulzbach

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg
Merck, Darmstadt
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Reinstwasseranlage, Bergische Univeritat

Wuppertal
Sigma Aldrich, Steinheim

Macherey-Nagel, Diiren

Tris(2-aminoethyl)amin, polymergebunden Sigma AldyiSteinheim

Undecanol

Merck, Darmstadt

Alle Chemikalien wurden in der hdchsten verfugbarBeinheit und ohne weitere

Aufreinigung verwendet.
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