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Einfuhrung

Massenspektrometrie (MS) ist eine Methode der analytischen Chemie zur
Bestimmung der Menge und der Art der in einer Probe vorliegenden Chemikalien
durch Messung des Verhaltnisses von Masse zu Ladung und der Abundanz

von lonen in der Gasphase.

Ein Massenspektrum (Plural -spektren) ist eine Auftragung von lonensignalen

als Funktion des Verhéltnisses von Masse zu Ladung. Mithilfe der Masse

des Molekilions und seiner Fragmente wird aus den Spektren die
Elementarzusammensetzung oder die Isotopensignatur einer Verbindung ermittelt.
Diese Informationen werden verwendet, um die chemische Struktur von Molekdlen,
wie z. B. Pestiziden oder Peptiden, aufzuklaren.

Das Funktionsprinzip von Massenspektrometern ist die lonisation von chemischen
Verbindungen, durch die geladene Molekulle oder Molekilfragmente entstehen,
deren Verhaltnis von Masse zu Ladung bestimmt wird.

Quelle: Wikipedia
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Einfuhrung
Eine Nobelpreis-gekronte Technik

Im Jahr 2002 erhielten John Fenn und Koichi Tanaka den Nobelpreis fir
Chemie fir die Entwicklung zweier weicher lonisationstechniken:

» Elektrospray-Methode, Dr. Fenn

* Weiche Laserdesorption, Dr. Tanaka
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Konzerthalle Stockholm, Schweden Dezember 2002
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Einfuhrung

Grunduberlegungen

Elemente kbnnen anhand ihrer Masse Verbindungen, die aus mehreren
eindeutig identifiziert werden. Die Elementen bestehen, kbnnen anhand
Massenspektrometrie ist eine ihrer Masse unterschieden werden:

analytische Methode zur Bestimmung
der Masse von Molekllen oder Atomen.

CH,0H "
0 R N a3
i : H H H \H/ \)/
g 0 :] N i
oo HONS' M/ om 0 g
o s .~ —O0H
in 0
= H OH
1bi
Glucose C4H,,04 Penicillin C;gHgN,0,S
MG: 180,1559 g/mol MG: 334,39 g/mol

Quelle: Periodensystem, Poster SI-0186
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Einfuhrung

Massen bei der Massenspektrometrie

Die durchschnittliche Masse eines Molekils errechnet sich durch Summieren der
durchschnittlichen Atommasse der Elemente, aus denen es besteht.

Durchschnittliche Masse von Wasser (H,0): 1,00794 + 1,00794 + 15,9994 = 18,01528 Da

Die monoisotopische Masse ist die Summe der Massen der Atome in einem Molekdil,
wobei zur Berechnung fir die einzelnen Elemente die Ruhemasse des wichtigsten
(haufigsten) Isotops im ungebundenen Grundzustand statt der durchschnittlichen
Isotopenmasse verwendet wird. Die monoisotopische Masse wird Ublicherweise in
atomaren Masseneinheiten angegeben.

Die akkurate Masse (genauer gesagt die gemessene akkurate Masse) ist eine
experimentell bestimmte Masse, die die Bestimmung der Elementarzusammensetzung
ermoglicht. Bei Molektlen mit einer Masse unter 200 u ist eine Genauigkeit von 5 ppm
zur eindeutigen Bestimmung der Elementarzusammensetzung haufig ausreichend.

Quelle: Wikipedia
ACADEMIC
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Einfuhrung

Grundsatzliche Schritte

Typisches MS-Verfahren:
* Die Probe (Feststoff, Fllssigkeit, Gas) wird ionisiert.

« Die Probenmolekille kénnen bei der lonisation in
geladene Fragmente gespalten werden.

« Die lonen werden nach ihrem Verhaltnis von
Masse zu Ladung (m/z) aufgetrennt.

* Die lonen werden mit einem Gerat nachgewiesen, lonisation . W N
das geladene Teilchen detektieren kann (z. B. einem (positiv oder negativ) T y
Elektronenvervielfacher).

« Die Ergebnisse werden in Form von Spektren der Manipulation

relativen Abundanz als Funktion des m/z- entsprechend dem

+

+
Verhéltnisses angegeben LCUELT L EEE DT v ‘
9eg ' Ladung (oder von GroRe l

« Die Identifizierung erfolgt durch Abgleich der zu Ladung)
ermittelten Massen mit bekannten Massen oder
anhand eines charakteristischen
Fragmentierungsmusters. Detektion

Nur fiir Lehrzwecke i ; ACADEMIC
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So funktioniert es
lonisation

Bevor eine Massenanalyse der Probe durchgefiihrt werden kann, muss die Probe in
der lonenquelle ionisiert werden.

Zufuhrung gasférmiger Proben:
 ElektronenstofRionisation (EI)
* Chemische lonisation (ClI)

Zufihrung flussiger Proben:
 Elektrospray-lonisation (ESI)

Chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI)

Photoionisation bei Atmosphéarendruck (APPI)

Multimodale lonisation (MMI)

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI)

Induktiv gekoppeltes Plasma (ICP)

Nur fiir Lehrzwecke i g - ACADEMIC
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So funktioniert es
lonisation

Die zu verwendende lonenquelle richtet sich nach der Polaritat der Analyten.

100.000 - ESI Elektrospray-lonisation
= APPI Photoionisation
S bei Atmosphéarendruck
(%]
g APCl  Chemische lonisation
% bei Atmospharendruck
= GC/MS Gaschromatographie /

Massenspektrometrie
10
unpolar stark polar
Polaritat des Analyten

ACADEMIC
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So funktioniert es
lonisation — ElektronenstofRionisation (EI)

Die Elektronenstof3ionisation (EI) ist gut etabliert und die am haufigsten angewendete
lonisationsmethode bei der Gaschromatographie (GC).

Die Molekle, die den Gaschromatographen verlassen, werden mit einem Elektronenstrahl
(70 eV) beschossen, der ein Elektron aus dem Molekul herausschlagt, sodass ein geladenes
lon entsteht.

CH;OH + 1 Elektron -»  CH;OH™ + 2e Molekdilion
Bei der El entstehen in der Regel einzelne geladene Molekulionen und Fragmentionen (kleinere
Teile der Ursprungsmolekiile), die zur Strukturaufklarung herangezogen werden.

CH,OH* —> + H* oder CH;OH* — + OH°*

Die aufgetrennten lonen werden mithilfe eines Photomultipliers nachgewiesen.
Im erstellten Massenspektrum wird die Signalintensitat bei einem gegebenen m/z-Verhaltnis
aufgetragen.

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC
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So funktioniert es
lonisation — ElektronenstofRionisation (EI)

Die GC/MS-Schnittstelle arbeitet bei hohen Temperaturen.

I,

q .

Die EI-GC/MS-Schnittstelle. Quelle: Agilent Triple Quadrupol GC/MS der Serie 7000 Bedienungsanleitung (S. 46)

[ Inhalt
Nur fir Lehrzwecke
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So funktioniert es
lonisation — Chemische lonisation (Cl)

Die El ist ein Verfahren mit direktem Energietransfer, wobei die kinetische Energie eines Elektrons direkt auf
ein Analytmolekdl Gbertragen wird.

Die Cl ist ein indirektes Verfahren, bei dem ein chemisches Zwischenprodukt eine Rolle spielt. Dies trifft
insbesondere auf die positive chemische lonisation (PCI) zu. Bei der PCI wird die lonenquelle mit einem
Reagenzgas geflllt, das ionisiert wird. Dabei werden Reaktandionen erzeugt, die mit dem Analyten reagieren.

Die am haufigsten verwendeten Reagenzgase sind: Methan, Isobutan und Ammoniak.
Das verwendete Reagenzgas bestimmt das lonisations- und Fragmentierungsverhalten des Analyten.

Die wichtigsten Reaktionen von Methan sind die folgenden:

CH, + e —» CH,*, CH;*, CH," Das Reagenzgas wird durch in die lonenquelle eintretende Elektronen ionisiert.
CH, + CH,*—> CH;", CHy

CH,*+CH,—» C,H,*+H,

CH,*+CH,—> C,H;"+ H,*H*

CH;*+CH,—» C,Hs*+H,

C,H;*+CH,—» CzH;*+H,

Details in den Notizen
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So funktioniert es
lonisation — Uberlegungen zur Probe (LC/MS)

] Flichtigkeit nicht ] Etwas Flichtigkeit (] Etwas Flichtigkeit

erforderlich erforderlich erforderlich
Bevorzugte Methode Analyten mussen Analyten mussen

[ ] far thermisch [ ] temperaturbestandig [ ] temperaturbestandig
instabile Analyten sein sein

(] lonen bilden sich in (] lonen bilden sich in (] lonen bilden sich in

Losung der Gasphase der Gasphase

Bildung mehrfach Ausschliellich Ausschlieldlich
[ ] geladener lonen [ ] Bildung einfach [ ] Bildung einfach

moglich geladener lonen geladener lonen

Viele Verbindungen lassen sich mit allen drei lonenquellen gut ionisieren.
Mit APCI und APPI kbnnen Molekdle ionisiert werden, die flr eine lonisation
durch ESI zu wenig polar sind.

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC
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So

funktioniert es

lonisation — Uberlegungen zur Probe (LC/MS)

ESI

APCI

APPI

lonen in LOsung z. B.
Catecholamin, Schwefel-
konjugate, quaternare Amine

Verbindungen, die
[ | Heteroatome enthalten z. B.
Carbamate, Benzodiazepine

Verbindungen, die in LOsung
D mehrfach geladene lonen

bilden z. B. Proteine, Peptide,

Oligonukleotide

Nur fiir Lehrzwecke
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[ ] mittlerer Polaritat z. B. PAH,

[ ] Heteroatome enthalten z. B.

Verbindungen mit
mittelgroRer MG und

PCB, Fettsauren, Phthalate,
Alkohole

Verbindungen, die
Carbamate, Benzodiazepine
Verbindungen, die zu wenig

polar sind, um durch ESI
ionisiert zu werden

i’ Agilent Technologies

Verbindungen mit
mittelgroRem MG und

[ ] mittlerer bis geringer

Polaritat z. B. PAH, PCB,
Fettsauren, Phthalate, Alkohole

Verbindungen, die

[ ] Heteroatome enthalten z. B.

Carbamate, Benzodiazepine

Verbindungen, die zu wenig
polar sind, um durch ESI
ionisiert zu werden
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So funktioniert es
lonisation — Elektrospray-lonisation (ESI)

Elektrospray-lonisation (ESI) ist eine weiche
lonisationsmethode. HPLC-Einlass

Das LC-Losemittel wird bei Atmospharendruck und Kapillare
Vorliegen eines starken elektrostatischen Feldes
sowie eines aufgeheizten Trocknungsgases in eine
Zerstduberkammer gespruht (zerstaubt). Das

. . Zerstauber
elektrostatische Feld entsteht zwischen dem -
Zerstauber, der bei diesem Design geerdet ist, und Lésemittel- i
der Kapillare, an der eine hohe Spannung anliegt. spray Ao (T

®e

Geeignete Molekdle:

» Kleine Molekule (Glucose) und grol3e Biomolekiile
(Proteine, Oligonukleotide)

Mehrfache Ladungen sind ein Phanomen bei der ESI, . |
das die Analyse groRerer Molekiile erméglicht erwarmtes Trocknungsgas
(-> Dekonvolution).

Elektrospray-lonenquelle.
Quelle: LC/MS-Konzeptleitfaden (S. 22)

Nur fiir Lehrzwecke
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So funktioniert es
lonisation — ESI-Prozess

Von geladenen Tropfchen zu Analytionen

Der Zerstauber erzeugt Tropfchen mit einheitlicher
Grolie.

Die geladenen Tropfchen werden von der
dielektrischen Kapillare angezogen. Der aufgeheizte
Stickstoffstrom, der die Kapillare umgibt, bringt die
Tropfchen zum Schrumpfen. Dieser Prozess wird als Coulomb-Explosionen
Desolvatation bezeichnet.

E

Die Tropfchen schrumpfen weiter, bis die abstoRende
elektrostatische (Coulomb-)Kraft die Kohasionskraft
der Tropfchen Ubersteigt und zur Explosion der
Tropfchen fihrt.

Dieser Prozess wird wiederholt, bis die Analytionen Losemittelionen-Cluster °
aufgrund der starken elektrischen Felder auf der l
Oberflache der Mikrotropfchen letztlich in die

Gasphase desorbiert sind. Dieser Prozess wird als
lonenverdampfung bezeichnet.

Nur fiir Lehrzwecke i ; ACADEMIC
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So funktioniert es
lonisation — Chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI)

APCI ist ein chemisches lonisationsverfahren, bei :

. . . . HPLC-Einlass
dem die lonisation in der Gasphase erfolgt. Daher |
muss der Analyt zur lonisation in der Gasphase
vorliegen.

Zerstauber
N <«——(Sprayer)

Verdampfung
(Heizung)

Das LC-Ldsemittel passiert eine Zerstaubernadel,
die ein feines Spray erzeugt.

Die Tropfchen werden in einem geheizten
Keramikrohr (~ 400 bis 500 °C) vollstandig
verdampft.

Geeignete Molekile:
* Molekile < 1500 u

» Weniger polare und unpolare Verbindungen :
(die in der Regel durch Normalphasen- (apLlare
Chromatographie analysiert werden)

lonenquelle fir die chemische lonisation
bei Atmospharendruck.

Quelle: LC/MS-Konzeptleitfaden (S. 27)
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So funktioniert es
lonisation — APCI-Prozess

Hier ist der Verdampfungs- und
lonisationsprozess bei der APCI dargestellt.

Beachten Sie, dass der Analyt erst nach der
Verdampfung und nach der lonisation des
Reagenzgases ionisiert wird.

Das Reagenzgas Ubertragt dann eine Ladung
auf den Analyten.

In der Regel werden bei der APCI nur einfach
geladene lonen erzeugt, es ist jedoch
moglich, doppelt geladene lonen zu erhalten,
wenn die geladenen Positionen voneinander
getrennt gehalten werden (tiblicherweise
durch eine hydrophobe Region).

Details in den Notizen

Nur fiir Lehrzwecke
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So funktioniert es
lonisation — Photoionisation bei Atmospharendruck (APPI)

Bei der APPI-Methode passiert das LC-Losemittel :
HPLC-Einlass

eine Zerstaubernadel, die ein feines Spray erzeugt. |
Zerstauber

Die Tropfchen werden in einem geheizten <«— (Sprayer)
Keramikrohr vollstandig verdampft.

Zur lonisation der Probenmolekiile passiert

die Gas-Dampf-Mischung das Ultraviolettlicht einer
Kryptonlampe. Die Probenionen werden dann

in die Kapillare geleitet.

Die APPI kann auf viele Verbindungen angewendet
werden, die Ublicherweise durch die APCI analysiert
werden. Die APPI hat sich insbesondere fur die
Analyse von unpolaren, aromatischen Verbindungen
als wertvoll erwiesen.

UV-Lampe Kapillare

lonenquelle fir die Photoionisation
bei Atmosphéarendruck.

Quelle: LC/MS-Konzeptleitfaden (S. 29)
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http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G1960-90083_6100_Concepts.pdf

So funktioniert es
lonisation — APPI-Prozess

Hier ist der Verdampfungs- und lonisationsprozess
bei der Photoionisation dargestelit.

APPI und APCI sind ahnlich, wobei bei der APPI
anstelle der Corona-Nadel eine Lampe zur lonisation
eingesetzt wird. Bei der APPI wird haufig auch ein
zusatzliches Lésemittel oder ein Mobilphasen-Modifier,
,Dotand” (D) genannt, zur Erleichterung des
Photoionisationsprozesses verwendet.

Verdampfung

©

Direkte APPI: M+ho—>M" +e 0‘9 ©

M* +SH - [M+H] +s° 5 . Photon ionisiert

otand wird Analvten
photoionisiert und y

Dotand-APPI: D+ ho —> D'+ Lo fungiert als Reagenzgas

D" +M > [M+HJ +D

D*"+M —>M*"+D Analytionen

Details in den Notizen
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So funktioniert es
lonisation — Multimodale lonisation (MMI)

Die Multimode-Quelle ist eine lonenquelle,

die in drei verschiedenen Modi arbeiten kann: HPLC-Einlass
« APCI
« ESI <«—— Zerstiauber

 Simultane APCI/ESI

Sie umfasst zwei elektrisch getrennte, optimierte
Zonen — eine fur die ESI und eine fir die APCI.

Bei der simultanen APCI/ESI gelangen durch beide
lonisationsmodi erzeugte lonen in die Kapillare und |
werden durch das Massenspektrometer gleichzeitig == 70> Sprayzone
analysiert. T _Kapillare

APCI-Zone

Korona-
entladungs-

MMI ist nutzlich beim Screening unbekannter nadel

Strukturen oder wann immer eine Probe eine
Mischung von Verbindungen enthélt, von denen
einige auf ESI und andere auf APCI ansprechen.

_ Trock-
nungsgas

Multimodale lonenquelle.

Quelle: LC/MS-Konzeptleitfaden (S. 30)
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So funktioniert es

lonisation —Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI)

Die Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/
lonisation (MALDI) ist eine weiche
lonisationsmethode.

Die Probe wird mit der Matrix gemischt
und auf eine Metallplatte appliziert.

Die Probe wird mit einem gepulsten Laser
bestrahlt, der eine Ablation und Desorption
bewirkt.

Die Analytmolekile werden im heil3en Strom
der ablatierten Gase ionisiert.

Die lonen werden beschleunigt und in das
Massenspektrometer tberflhrt.

Geeignete Molekiile:

« Biomolekiile (DNA, Proteine, Zucker)
» Grol3e organische Moleklle (Polymere)

Nur fiir Lehrzwecke
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So funktioniert es
lonisation — Induktiv gekoppeltes

Ein Instrument mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP) arbeitet mit einer Plasmaquelle,
bei der die Energie von durch
elektromagnetische Induktion erzeugten
elektrischen Stromen geliefert wird, d. h. durch
zeitlich variierende Magnetfelder. Das Plasma hat
eine so hohe Energie, dass es Molekiile zu
ionisierten Elementen reduziert.

Es stehen unterschiedliche ICP-Geometrien
zur Verfigung, die mit Instrumenten, die
verschiedene Techniken nutzen, gekoppelt
werden kdnnen:

« ICP-AES  Atomemissionsspektroskopie

« |ICP-OES Optische Emissionspektroskopie
 ICP-MS Massenspektrometrie

- ICP-RIE Reaktives lonen-Atzen

Quelle: Wikipedia

Nur fiir Lehrzwecke
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Plasma (ICP)

M Detektion

HPLC Opt'ionale
organische MS

C
Optionale(r)
CE herkbmmiiche(r) ICP-MS
Detektor(en)
ﬂ Optionale(r)
herkdmmliche(r)
m Detektor(en)

Das Diagramm veranschaulicht den Zusammenhang
zwischen den verschiedenen Komponenten eines
gekoppelten ICP-MS-Systems.
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So funktioniert es
Massenanalysator

Nach der lonisation und dem lonentransport gelangen die Analyten in den
Massenanalysator.

Das Massenspektrometer misst die lonensignale und erstellt ein Massenspektrum,
das wertvolle Informationen Uber Molekilmasse, Struktur, Identitdt und Quantitat
einer Verbindung liefern kann.

Es gibt verschiedene Arten von Massenanalysatoren:
« Single Quadrupol (SQ)

» Triple Quadrupol (QQQ)

» Time-of-Flight (TOF)

* lonenfalle (IT)

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC
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So funktioniert es
Massenanalysator — Single Quadrupol (SQ)

In der lonenquelle erzeugte lonen
gelangen in den Massenanalysator. Externe lonenquelle
Der Quadrupol-Massenanalysator filtert
die lonen sequenziell, sodass jeweils nur
lonen mit einem bestimmten m/z-
Verhaltnis passieren kdnnen. Alle
anderen lonen gehen verloren.

m/z — Verhaltnis Masse zu Ladung: Detektor

™
. . Quadrupol-
Die Masse eines lons (Dalton oder u) Massenfilter

dividiert durch die Anzahl der Ladungen
des lons

Konzeptionelles Modell — Single Quadrupol

Erhaltene Informationen: nur MS

Nur fiir Lehrzwecke i ; ACADEMIC
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So funktioniert es
Massenanalysator — Single Quadrupol (SQ)

Single lon Monitoring (SIM) Scan-Modus

Der Massenanalysator scannt die
lonen sequenziell, sodass lonen mit
jedem m/z-Verhéltnis im

ausgewahlten Massenbereich zum
Detektor durchgelassen werden

Der Massenanalysator ist so
eingestellt, dass nur lonen mit
einem einzigen m/z-Verhaltnis zum
Detektor durchgelassen werden

Q..

Ein Zielion mit einem bestimmten m/z-
Verhaltnis wird tberwacht. SIM auf einem
Single-Quadrupol-Gerét bietet die hochste
Empfindlichkeit fur die Quantifizierung, ist
aber wenig spezifisch.

Nur fiir Lehrzwecke : AGADEMIC
5. April 2016 -4, Agilent Technologies & INSTITUTIONAL

Im Scan-MS-Modus werden die lonen im
Quadrupol-Massenanalysator sequenziell
gescannt, sodass jeweils nur lonen mit 1 m/z-
Verhéltnis zum Detektor gelangen konnen.
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So funktioniert es

Massenanalysator — Triple Quadrupol (QQQ)

In der lonenquelle erzeugte lonen gelangen in
den Massenanalysator.

Der Analyzer besteht aus drei Quadrupolen
(Q1 — Q3) und bietet daher mehrere
Betriebsmodi, die unterschiedliche
Informationen liefern.

Eine haufige Anordnung ist die folgende:

* Q1: verwendet als Filter flr jeweils ein
bestimmtes m/z-Verhaltnis (Vorlauferion)

* Q2: verwendet als Kollisionszelle zum
Fragmentieren der Vorlauferionen und zum
Erzeugen von Produktionen

* Q3: eingestellt auf ein spezifisches m/z-
Verhéltnis (SRM oder MRM) oder auf Scan-
Modus (Produktionen-Scan)

Erhaltene Informationen: MS und MS/MS

Nur fiir Lehrzwecke
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Kollisionszelle

Quadrupol-

Filter
Ausgangs-
verbindung Q1

o Detektor

Quadrupol-Filter
Produkt Q3 o

Konzeptionelles Modell — Triple Quadrupol
Die schematische Darstellung zeigt den SRM-Modus.
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So funktioniert es
Massenanalysator — Triple Quadrupol (QQQ)

Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus Full-Scan-MS/MS

Kollisionszelle mit
Stickstoff-Gas

Kollisionszelle mit
Stickstoff-Gas

Vorlauferionen mit einem einzigen m/z-Verhéltnis
gelangen zur Kollisionszelle. Durch Kollision mit
Stickstoff-Molekilen  werden Fragmentionen
erzeugt. Q3 ist auf ein einzelnes m/z-Verhaltnis
eines bestimmten Fragmentions eingestellt. Dies
ist eine sehr empfindliche Methode, die zur
Quantifizierung eingesetzt wird.

Der Unterschied zwischen dem Full-Scan-Modus
und dem SRM/MRM-Modus liegt in der Scan-
Funktion. Im Q3 werden die lonen sequenziell
gescannt, sodass jeweils nur lonen mit 1 m/z-
Verhéltnis zum Detektor gelangen kénnen. Es wird
ein  Produktionen-Spektrum  erstellt.  Dieser
Betriebsmodus ist weniger empfindlich als der
SRM/MRM-Modus.

Nur fiir Lehrzwecke ; AGADEMIC
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So funktioniert es
Massenanalysator — lonenfalle (IT)

In der lonenquelle erzeugte lonen gelangen
in den Massenanalysator. Alle lonen mit der
ausgewahlten Polaritat im ausgewahlten
Massenbereich kbnnen gleichzeitig in

der lonenfalle gespeichert werden.

Im lonenfallen-Massenanalysator kbnnen

die lonen bis zum Zeitpunkt der Detektion
manipuliert werden. So kbnnen verschiedene
Isolierungs- und Fragmentierungsschritte
durchgefuhrt werden.

Die lonenfalle besteht — statt aus vier
parallelen Stdben — aus einer Ringelektrode
plus zwei Endkappen, die eine ,Falle” bilden.

Konzeptionelles Modell — lonenfalle

Erhaltene Informationen: MS und MS/MS

Nur fiir Lehrzwecke i ; . . ACADEMIC
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So funktioniert es
Massenanalysator — lonenfalle (IT)

Schritt 1: Isolierung des Vorlauferions Schritt 2: Fragmentierung des Vorlauferions

lonenfallen-
Massenanalysator

Sobald die Injektion und Akkumulation der
lonen abgeschlossen ist, schliel3t sich das
lonen-Gate und es werden keine lonen mehr
in den Massenanalysator injiziert.
Wellenformen werden angewendet, um
Massen unter- und oberhalb der Masse des
Vorlauferions auszustol3en.

Resonanzanregung des Vorlauferions fuhrt zur
stolBinduzierten Dissoziation (CID), wodurch
Produktionen erzeugt werden (a). Die Full-
Scan-Produktionen werden in den Detektor
ausgestol3en (b).

Nur fiir Lehrzwecke : AGADEMIC
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So funktioniert es

Massenanalysator — Time-of-Flight (TOF)

In der lonenquelle erzeugte lonen gelangen in
den Massenanalysator.

Komponenten des Analyzers:

« Massenfilter (Q1), optional
 Flugrohr
» Kollisionszelle (Q-TOF)

Nachdem die lonen den Quadrupol oder die
Kollisionszelle passiert haben, erreichen sie
den lonen-Pulser. Mit einem
Hochspannungspuls werden die lonen
beschleunigt und gelangen in das Flugrohr.
Ein lonenspiegel am Ende des Rohres
reflektiert die lonen und sendet sie zum
Detektor, der ihre Ankunftszeit aufzeichnet.

Erhaltene Informationen:
TOF: nur MS
Q-TOF: MS und MS/MS

Nur fiir Lehrzwecke
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Quadrupol-Massenfilter (Q1)

Transferoptik

|| | | | |
0

Kollisionszelle

Turbo 1b Turbo 1a Turbo 2

Schematische Darstellung eines
Time-of-Flight-Massenspektrometers

lonenspiegel

Turbo 3

Quelle: Time-of-Flight-Massenspektrometrie

Die Abbildung zeigt ein Q-TOF
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http://www.chem.agilent.com/Library/technicaloverviews/Public/5990-9207EN.pdf

So funktioniert es
Massenanalysator — Time-of-Flight (TOF)

Jede Masse weist eine ganz bestimmte Flugzeit (t) auf, die festgelegt ist durch die
Energie (E), auf die ein lon beschleunigt wird, der Wegstrecke (d), die es zuriicklegen
muss, und das m/z-Verhaltnis.

2 :
E=1/2mv aufgeldst nach m sieht so aus: ERE NI
energie (F) Flugstrecke (d)

lonen-
m=2E /V2 und aufgelést nach v so: Pulser

lonen-
V =, /(ZE / m) Gleichung 1

Die Gleichung besagt, dass kleinere Massen bei einer vorgegebenen kinetischen
Energie E eine hdhere Geschwindigkeit haben als grél3ere Massen. lonen mit
kleineren Massen erreichen daher den Detektor friher.

Detektor

Die Geschwindigkeit (und damit die Masse) wird anhand der Zeit bestimmit,
die ein lon zum Erreichen des Detektors bendtigt.

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC
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So funktioniert es
Massenanalysator — Time-of-Flight (TOF)

Die zweite Gleichung beschreibt die bekannte Definition der Geschwindigkeit (v) als
Quotient aus Strecke (d) und Zeit (t): v=d/t

Die Kombination von Gleichung 1 und 2 ergibt: m=(2E/d*)t*

Bei vorgegebener Energie (E) und Strecke ist die Masse proportional zum Quadrat
der Flugzeit des lons. E und d werden konstant gehalten und zu Variable A
zusammengefasst, was eine vereinfachte Gleichung ergibt: m = A-t?

Um ganz genau zu sein, muss auch die Zeitverzdgerung fur das Anlegen der
Hochspannung beriicksichtigt werden: t =t -1,

Dies fuhrt zur Endgleichung: m = A(t_ —’[0)2

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC
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Ergebnisse
Beispiel 1

; < Massenspektrum von
] s . Sulfamethazin, analysiert
350.000 - [M+H] ; ! ;
0 NN mit einem Single-Quadrupol-
] _ |
300000 O=S\ i N, Massenanalysator
250.000 Molekularformel: C,H4N,O,S
] [M+H]*: 279,33
200000 N
150.000 -
100.000 - o
50.000 S ZM+Na”
] & T Massenspektrum von Sulfamethazin.
0 - l | L , Quelle: G1960-90083 (S. 17)
100 200 300 ml/z
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http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.5136.html?rid=ce620523-5958-41b0-96b5-0221f70acdde
http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G1960-90083_6100_Concepts.pdf

Ergebnisse
Beispiel 2

{ilLMs rum Resuls —— B -
(oot QEMC[EA0C - [EFE%%H M kt
x12;_ + Scan (7.291-7.341 min, 4 scans) nn_noA_a.;\:_é;ngHz_Ms_n,d Sublract (1) & aSS e n S p e ru m VO n
4 14418 H
o Cocaethylen, analysiert
- | mit einem Q-TOF-
28 u
261
: Massenanalysator
16
1.4
T Molekularformel: CygH,3NO,
0d] L k = 21170 [M+H]*: 318,387
3172 3174 3176 3178 318 3182 3184 3186 3188 313 3192 3194 3196 3198 320 3202 3204 3206 3208 321 321.2 3214
Counts vs. Mass-to-Charge (m/2)
|: S4iMS Formula Results: + Scan (7.291-7.341 min) Sub (1) x
m/z lon Formula Abundance
(=] , (M+H)+ C18H24N04
Best Formula (M) Score v Mass Cale Mass Difference [ppm) Mass Score DBE
@ ] C18H23N04 100|  317.16264) 317.162ﬂ| 022 93.97 8
+ O C1SH13NS 80.01 317.16264 317.16405 443 87.06 13|
® O] CTaH1N702] 5696  317.16264]  317.16002] -azs‘\ 61.86 El

Massenspektrum von Cocaethylen.
Quelle: A comparison of several LC/MS
techniques for use in toxicology (Vergleich
verschiedener LC/MS-Methoden fir die

Toxikologie) (Abb. 36, S. 37)
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http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.559082.html
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5990-3450EN.pdf

Ergebnisse
Single Quadrupol vs. Hochauflosungs-TOF

a Geringe Aufldsungsleistung

Die Analyse mit einem Single-(Triple-)Quadrupol-
System liefert Informationen zur nominellen Masse
(geringe Auflosungsleistung); Time-of-Flight-
Instrumente liefern Informationen zur akkuraten
Masse (hohe Aufldsungsleistung).

Zielsubstanzmasse

erenz

Abundanz

Um hdchstmdgliche Massengenauigkeit zu
gewahrleisten, ist bei der Time-of-Flight-Analyse

eine kontinuierliche Kalibrierung des TOF-Systems b Hohe Auflésungsleistung
erforderlich. Die Messungen weichen in der Regel
nur um einige Teile pro Million (ppm) voneinander ab. Zielsubstanzmasse

Bei ausreichender Massenauflosung

und Massengenauigkeit kann mit einem
TOF-Massenspektrometer die
Elementarzusammensetzung bestatigt werden.

Abundanz

Interferenz

= — R el

Masse

Auflésungsleistung eines Single-Quadrupol- (a) und
eines Time-of-Flight-Systems (b): 5989-2549EN (S. 14)

Nur fiir Lehrzwecke i g - ACADEMIC
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-2549EN.pdf

Ergebnisse
Single Quadrupol vs. TOF

Typisches Single-Quadrupol- Typisches TOF-Massenspektrum
Massenspektrum
- ® +TDF MS: Experiment 2, 0,932 bis 1,007 min ab Sulfa 284 a.wiff Agilent
; S o 156,016
N 100% Max. 4,8e* Counts
] A
350000 1 M+H"
] 0 | N
300000 - °=S\NHJ\N/ o
250000 -
200000 HaN
150000
] 307,0027
100000 - 285,0207
50000 ::_» S meng’ ) ’1‘]“9’0242 309,0000
0 ] I I I I I I I I I II. i |I I I I l .|l L L
100 200 300 m/z m/z (amu)
Massenspektrum von Sulfamethazin. Massenspektrum von Sulfachlorpyridazin mit Addukt- und
Quelle: G1960-90083 (S. 17) Fragmentionen. Quelle: 5989-2549EN (S. 25)
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-2549EN.pdf
http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G1960-90083_6100_Concepts.pdf

Ergebnisse
Mehrfach geladene lonen und Dekonvolution

Abhéangig vom analysierten Molektl und der lonisationstechnik kdnnen mehrere geladene
lonen erzeugt werden.
Kleine Molekile und APCI liefern einfach geladene lonen:

Das gemessene m/z-Verhaltnis entspricht der Molekilmasse nach Subtraktion (positives
lon) oder Addition (negatives lon) des Ladungstragers.

Bei groRen Molekilen (Peptiden, Proteinen), die mit ESI ionisiert werden, stehen mehrere
Stellen zur Verfligung, die Ladungen tragen konnen (fir Protonierung bzw. Deprotonierung),
sodass auch mehrfach geladene lonen entstehen konnen:

Auf diese Weise konnen auch grof3e Molekile (> 1 Mio. Da) wie Antikdrper (150 kDa) mittels
Massenspektrometrie analysiert werden, da die untersuchten lonen in einen leichter
messbaren m/z-Bereich verschoben werden.

Zur Ermittlung der tatsachlichen Moleklilmasse aus dem gemessenen m/z-Verhaltnis ist ein
mathematischer Algorithmus erforderlich. Dieses Verfahren wird als Dekonvolution
bezeichnet.

Nur fiir Lehrzwecke h ACADEMIC

5. April 2016 4.t Agilent Technologies & INSTITUTIONAL

RESEARCH

39



Ergebnisse

Mehrfach geladene lonen und Dekonvolution — Beispiel

,’I it
i ' 1177,68
r
Ji
fol el
1205,06 rf 2 )
x1 ‘ E
. 176 l. 1237 g, k
1126.52 126380 )
1102,58 1295,38 . S
' 132{; 53 1170 1.180 1.190
. K ’ Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z)
1057,61 136347
A | a0t
N 1016,17 R .
3, 996,67 ; ;1‘439,18
s 97787 ; | 148025
<< | ¥
r' N
! E
. 922,01 L
L

700 800 900 1.000 1.100 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 1.800 1.900
Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z)

Massenspektrum exprimierter Glutaminsynthetase.

Erwartete Masse von unmodifizierter Glutaminsynthetase:
51.772,7u

X106

g 51772,87

Abundanz
£

1 e

50.600 50.800 51.000 51200 51.400 51.600 51.800 52.000 52.200 52400 52.600 52.800
Masse (u)

Dekonvoliertes Massenspektrum von exprimierter
Glutaminsynthetase.

Quelle: Accurate-Mass LC/TOF-MS for Molecular Weight Confirmation of Intact Proteins (Accurate-Mass-LC/TOF-MS

zur Bestatigung der Molektilmasse von intakten Proteinen) (Abb. 1, S. 4)
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http://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7406EN.pdf

Abkurzungen

APCI Chemische lonisation bei Atmospharendruck LCIMS Flussigkeitschromatographie/
Massenspektrometrie

APPI Photoionisation bei Atmosphéarendruck M Molekiilion

G clismiselie ez MALDI Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation

CID StoRinduzierte Dissoziation MMI Multimodale lonisation

D Dotand (APPI) MRM Multiple Reaction Monitoring

Da Dalton MS Massenspektrometrie

El Elektronenstof3ionisation m/z Verhaltnis von Masse zu Ladung
ESI Elektrospray-lonisation QQQ Triple Quadrupol

GC Gaschromatographie SIM Single lon Monitoring

GC/MS Gaschromatographie/Massenspektrometrie SH L eserrielie e

ICP Induktiv gekoppeltes Plasma SQ Single Quadrupol

IT lonenfalle (Q)-TOF Time-of-Flight
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Weitere Informationen

Weitere Informationen zu Produkten von Agilent finden Sie unter www.agilent.com oder
www.agilent.com/chem/academia

Bei Fragen und Vorschlagen zu dieser Prasentation wenden Sie sich an
academia.team@agilent.com

Agilent 7000 Series Triple Quad GC/MS Operation Manual (Aqgilent Triple
Quadrupol GC/MS der Serie 7000 Bedienungsanleitung)

Handbuch G7000-90044

Aqgilent 6100 Series Quadrupole LC/MS system — Concepts Guide (Agilent
Quadrupol LC/MS-System der Serie 6100 — Konzeptleitfaden)

Leitfaden G1960-90083

Time-of-Flight Solutions in Pharmaceutical Development — the Power of Accurate
Applikationskompendium Mass (Time-of-Flight-Lésungen bei der pharmazeutischen Entwicklung — die 5989-2549EN
Leistungsfahigkeit der Bestimmung akkurater Massen)

Technische Ubersicht Time-of-Flight Mass Spectrometry (Time-of-Flight-Massenspektrometrie) 5990-9207EN
Accurate-Mass LC/TOF-MS for Molecular Weight Confirmation of Intact Proteins

Applikation (Accurate-Mass-LC/TOF-MS zur Bestatigung der Molekulmasse von intakten 5989-7406EN
Proteinen)

L A Comparison of Several LC/MS Techniques for Use in Toxicology (Vergleich

Applikation verschiedener LC/MS-Methoden fiir die Toxikologie) Sl il

Videos www.agilent.com/chem/teachingresources

Bilder www.agilent.com/chem/teachingresources
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