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Die Felddesorption (FD) erméglicht die massenspektrometrische Untersuchung grofier organi-
scher Molekiile ohne deren Verdampfung. Der gegenwiirtige Stand des theoretischen Verstind-
nisses der Ionisierung dieser Molekiile im adsorbierten Zustand an organischen Emittern wird
beschrieben. Die speziellen Probleme der Technik sowie aussichtsreiche apparative Entwick-
lungen fiir kiinftige analytische Aufgaben werden umrissen. Im Mittelpunkt des Fortschrittsbe-
richtes stehen analytische Untersuchungen von biochemischen Modellverbindungen sowie Ab-
bauprodukten von Umweltchemikalien und Arzneimitteln. Die Methode eignet sich besonders
fiir den Nachweis und die Identifizierung von Submikrogramm-Mengen polarer, underivatisierter
Substanzen in komplizierten Gemischen oder vorgereinigten Extrakten aus biologischem Ma-

terial.

1. Einleitung

Mitte 1969 war in dieser Zeitschrift ein Fortschrittsbericht
iiber qualitative und quantitative Analysen mit dem Feldioni-
sations-Massenspektrometer (FI-MS) erschienen(*], In diesem
Beitrag wurde bereits die damals gerade in die Massenspektro-
metrie eingefiihrte Felddesorptions(FD)-Technik organischer
Molekiile!?! erwdhnt. Inzwischen hat sich die FD-Technik
rasch entwickelt; dieser neue Zweig der Massenspektroskopie
wird vor allem zur Analyse thermisch empfindlicher und biolo-
gisch wichtiger Substanzen herangezogen. Das physikalisch-
chemische Prinzip, die analytischen Moglichkeiten, aber auch
die Probleme der FD-Methode sollen im folgenden in einer
ersten Zusammenfassung dargestellt werden.

2. Prinzip der FD-Massenspektrometrie

Der Begriff ,,Felddesorption* ist schon lange bekannt, insbe-
sondere durch die grundlegenden Arbeiten von Miiller® und
Gomer'®L In diesen Arbeiten wurden Atome oder kleine Mole-

[*] Prof. Dr. H. D. Beckey und Dr. H.-R. Schulten
Institut fiir Physikalische Chemie der Universitit
53 Bonn, WegelerstraBBe 12
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kiile wie H,, O, oder N, durch hohe elektrische Felder von
der Grofenordnung 1 x 108 bis 5x 108 V/cm von Metallspit-
zen im Feldionenmikroskop desorbiert.

Unter Felddesorptions-Massenspektrometrie versteht der
Massenspektroskopiker heute eine spezielle Technik der Auf-
tragung fester organischer Verbindungen auf eine ,,aktivierte”
Feldanode (Emitter), die anschlieBende Felddesorption der
Verbindungen im ionisierten Zustand und die massenspektro-
metrische Analyse dieser Tonen. Eine Feldanode wird als ,,akti-
viert” bezeichnet, wenn sie mit einer sehr groflen Zahl organi-
scher Mikronadeln bedeckt ist.

Die festen organischen Proben werden bei dieser Technik
nicht verdampft!®), sondern zuniichst (meistens bei Raumtem-
peratur) geldst oder suspendiert’?!!. Dann wird eine aktivierte
Feldanode (vorzugsweise ein 10-um-Wolframdraht mit dichter
Mikronadel-Bedeckung) in die moglichst konzentrierte L&-
sung eingetaucht (,emitter dipping technique™). Nach dem
Herausnehmen der Feldanode bleibt ein Teil der Losung in
den Zwischenrdumen der Mikronadeln oder an diesen haften.
Bei einer mittleren Nadellinge von 30 pm sind dies etwa 102
pl

Bei einer anderen Methode (,,syringe technique*)'®! wird ein
kleiner Tropfen der Losung aus einer Mikroliterspritze mit ei-
nem Mikromanipulator auf die Feldanode aufgebracht. Der
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Vorteil dieser Methode besteht darin, dafl definierte Volumina
der Losung quantitativ aufgetragen werden konnen (was z.B.
einen Empfindlichkeitstest ermdglicht), daB man mit kleineren
Mengen der Losung auskommt und daB diese genau in die
Mitte der Feldanode aufgetragen werden kann.

Nach dem Auftragen der Losung wird die auf das Ende
einer Schubstange gesteckte Feldanode durch eine Vakuum-
schleuse in die Ionenquelle eines Massenspektrometers einge-
fiihrt. Das Losungsmittel verdampft, und die zu untersuchende
Substanz scheidet sich als fester Belag auf und/oder zwischen
den Mikronadeln ab.

Abb. 1. a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Wolframdrahtes
von 10 pm Durchmesser, der mit Benzonitrildampf bei 1200°C aktiviert wurde.
Die Mikronadein sind etwa 20 um lang; b} Aufnahme von Mikronadeln
mit einem Transmissionselektronenmikroskop. Auf und zwischen den
Mikronadeln befindet sich ein diinner Niederschlag (geringere Schwirzung)
von D-Glucose, die aus 0.01 M wiBriger Losung abgeschieden wurde. Durch
einige Glucosefiden (nach Verdunstung des Wassers entstanden) werden
die Endender feinen Nadeln einander geniihert und dabei etwas durchgebogen.

Abb. 1a zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnah-
me eines aktivierten Wolframdrahtes ohne Probensubstanz.
Abb. 1b gibt eine transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahme von Mikronadeln wieder, auf und/oder zwischen
denen D-Glucose aus 0.01 M Losung niedergeschlagen wurde.
Obwohl nur etwa 10~ %g D-Glucose abgeschieden wurden,
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konnte ein gut auswertbares FD-Massenspektrum aufgenom-
men werden. Bei etwa 10™° M Adenosinldsung ist die untere
Grenze der Nachweisempfindlichkeit fiir die ,,emitter dipping
technique* erreicht; das heiflt, daB etwa 10~ ! g die minimale
Menge einer organischen Substanz ist, die im FD-MS bei Be-
nutzung eines modifizierten Varian-MAT-CH4-Massenspek-
trometers nachweisbar ist. Diese Grenze ist einerseits von der
Substanzart, dem Losungsmittel, dessen pH-Wert und der
morphologischen Struktur der Mikronadeln, andererseits von
der Transmission des Massenspektrometers (siche Abschnitt
8.1) sowie der Empfindlichkeit des Ionennachweissystems ab-
hingig. Sollen Substanzen nachgewiesen werden, die in kleine-
ren Konzentrationen als 1073 mol/l vorliegen, dann miissen
groBere Volumina der Losung auf die Feldanode gebracht wer-
den. Man kann z.B. die Feldanode leicht heizen, damit das Lo-
sungsmittel schneller verdampft. Wenn die Stromheizung nur
die Verdunstungskilte des Losungsmittels kompensiert, unter-
bleibt eine thermische Zersetzung der Probe!”. Da sich auf
diese Weise 10*-mal groBere Volumina als bei der ,dipping
technique™ auftragen lassen, konnen noch etwa 1078 m Lo-
sungen untersucht werden.

Die Empfindlichkeit der FD-Methode (ausgedriickt in Cou-
lomb Kollektorstrom pro pug verdampfter Substanz) ist nur
unwesentlich geringer als bei der ElektronenstoB-Ionisierung
(EI-Methode) in Verbindung mit dem System zur Direktver-
dampfung von festen organischen Substanzen. Die relativ gro-
Be Empfindlichkeit der FD-Methode beruht auf den konomi-
schen Prozessen der Ionisierung und Substanznachlieferung.
Offensichtlich wird ein hoher Anteil aller auf dem Emitter
adsorbierten Molekiile als Ionen desorbiert, und man darf
erwarten, daB ein hoher Anteil dieser Tonen in Richtung der
Gegenelektrode emittiert wird (infolge der Feldverteilung vor
den Mikronadeln). Messungen zur Winkelverteilung von feld-
desorbierten Ionen an aktivierten Emittern liegen noch nicht
vor. Bisher wurde nur die Winkelverteilung des Feldionenstro-
mes an einzelnen Metallspitzen gemessen!® °!,

Zur Aufnahme eines FD-Massenspektrums wird die Feld-
anode zunichst mit einem Mikromanipulator mechanisch ju-
stiert (von den Autoren modifizierte Massenspektrometer des
Typs Varian MAT CH4/CH5, AEl MS9 und CEC21 - 110B)
oder durch ein Schleusensystem an eine fest vorgegebene Posi-
tion in der Tonenquelle gebracht (Massenspektrometer des
Typs Varian MAT CHS, 711, 731). Danach wird der lonen-
strahl elektrisch fokussiert, indem man die Feldanode auf
Raumtemperatur beldft (so daB} keine feste Substanz feldde-
sorbiert) und Aceton in die Ionenquelle einliilt. Nach der
Optimierung des Feldionenstromes wird die Acetonzufuhr
unterbrochen. Die Feldanode wird auf ein positives Potential
von normalerweise 3-10kV gegen Erde und die wenige mm
entfernte Gegenelektrode auf ein negatives Potential von eini-
gen kV gebracht, so daB die Gesamtspannung zwischen Feld-
anode und Gegenelektrode gréBenordnungsgemall 10-12kV
betrigt. Der Ionenstrom fiir die Molekiilionen des Losungs-
mittels (z.B. Aceton, Ather, Benzol, Wasser) am MS-Detektor
klingt bei schwacher Aufheizung der Feldanode rasch ab.
Ein Restionenstrom des Losungsmittels stort die folgenden
Messungen nicht. Relativ leicht fliichtige organische Feststoffe
weisen im FD-Massenspektrum bereits bei Raumtemperatur
oder bei leicht erhdhter Temperatur der Feldanode eine fiir die
Probe charakteristische Verteilung der Massenlinien auf Bei
den meisten polaren organischen Feststoffen ist jedoch zur Er-
zeugung eines hinreichend intensiven FD-Massenspektrums

Angew. Chem. | 87. Jahrg. 1975 / Nr. 12



eine starkere Aufheizung der Feldanode notwendig (gréfen-
ordnungsmiBig 10-40mA Heizstrom bei aktivierten 10-um-
Wolframdrihten).

Es soll nunmehr qualitativ erldutert werden, warum die
organischen Proben durch die FD-Technik thermisch weniger
belastet werden als durch Feldionisierung (FI), Elektronen-
stoB-Tonisierung (EI) oder Chemische Ionisierung (CI). Bei
den drei zuletzt genannten Techniken miissen feste Proben
verdampft werden. Hierzu mu$ dig volle Sublimationsenergie
der Proben aufgebracht werden. Bei der FD-Technik wird
zur Uberfihrung der adsorbierten Molekiile in Tonen und
zur Desorption dieser Tonen von der Feldanode nur die bei
hinreichend hohen Feldern geringe Felddesorptionsenergie
Ques benétigt. Dies sei anhand von Abb. 2 fiir ein adsorbiertes
Atom gezeigt (fiir adsorbierte Molekiile sind die Verhéltnisse
wesentlich komplizierter). Abb. 2a zeigt die Potentialkurven
fiir die Wechselwirkung eines adsorbierten Atoms oder Atom-
ions mit einer reinen Metalloberfliche M. Dabei werde
angenommen, daB die Ionisierungsenergie I des Atoms A
wesentlich grofler als die Austrittsarbeit des Metalls ist. Zur
Uberfithrung des adsorbierten Atoms in das Ion A* muB
die Energie Eges= Ques +1—® aufgebracht werden (einige eV).
Bei Uberlagerung eines hohen elektrischen Feldes (~1 V/A)
ergeben sich ‘'die in Abb. 2b dargestellten Potentialkurven.
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Abb. 2. a) Potentialkurven fiir die Wechselwirkung eines Atoms (A) oder
Atomions (A*) mit einer festen Metalloberfliche (M), ohne duBeres elektri-
sches Feld (© = Austrittsarbeit des metallischen Emitters); b) Potentialkurven
unter der Einwirkung eines hohen elektrischen Feldes. Kleinere Polarisie-
rungsterme wurden vernachlissigt. eFx = Potential des duBeren Feldes, F.
Abszisse: x = Abstand des Atoms von der Metalloberfliche in A. Weitere Be-
zeichnungen siche Text.
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Abb. 3. a) Potentialkurven fiir dic Wechselwirkung eines Molekiils (B) oder
eines Molekiilions (B*) mit einer Oberfliche (O) aus festem organischem
Material, ohne duBeres elektrisches Feld (@' = Austrittsarbeit des organischen
Emitters); b) Potentialkurven unter der Einwirkung eines hohen elektrischen
Feldes. Fiir die Desorption eines bei x; adsorbierten Tons muf die Felddesorp-
tionsenergie Qy, fiir die Desorption eines bei x, adsorbierten neutralen Mole-
kiils die Energie Q aufgebracht werden (x.= Schnittpunkt der Potentialkur-
ven fiir den neutralen und ionischen Zustand des Molekiils). Eine Abstoung
der Potentialkurven aufgrund der ,noncrossing rule” wurde in Abb. 3b im
Gegensatz zu Abb. 2b nicht beriicksichtigt,
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Zur Bildung des Ions A* wird nur die wesentlich geringere
Energie Q). benotigt. Bei extrem hohen Feldstirken kann
das Atom sogar ohne Zufuhr thermischer Energie im ionisier-
ten Zustand desorbiert werden. Die Theorie der Felddesorp-
tion von Atomen an reinen Metalloberflichen wird u.a. von
Miiller und Tsong!'!'® behandelt.

Eine quantitative Theorie der Felddesorption groBer organi-
scher Molekiile an Mikronadeln aus organischen Polymeren
mit geordneten, graphitisierten Bereichen'!!! existiert bisher
noch nicht. Die beobachteten komplizierten Phidnomene sollen
anhand von Abb. 3a und 3b nur qualitativ begriindet werden.
Es sind u.a. folgende Effekte zu beriicksichtigen:

1. Nur ein Teil der organischen Molekiile ist an der Oberfld-
che der Feldanode chemisorbiert. Die leicht felddesorbieren-
den Molekiile sind durch van-der-Waals- und Dipol-Krifte
an die Oberfliche gebunden. Die Potentialmulde fiir neutrale
Molekiile (Abb. 3a) ist daher wesentlich flacher als diejenige
in Abb. 2a.

2. Die Potentialkurve fiir den ionischen Adsorptionszustand
im hohen elektrischen Feld wird um einen Betrag AV zu
tieferen Potentialen verschoben. Der groite Teil von AV diirfte
auf den Potentialabfall in den Mikronadeln zuriickzufithren
sein; ein weiterer Teil rithrt vom Eindringen des elektrischen
Feldes in die Mikronadein her.

3. Die Elektronenaustrittsarbeit kann bei organischen
Emittern infolge tiefliegender, lokalisierter Energieniveaus um
einige eV groBer als bei metallischen Emittern sein!!2L

Durch diese drei Effekte konnen sich die Potentialkurven
fiir den neutralen und den ionisierten Zustand des Molekiils
einmal oder mehrmals iiberschneiden (Abb. 3b).

3. Feldanoden fiir die FD-Massenspektrometrie

Die besten Ergebnisse bei der FD-Massenspektrometrie
wurden mit Mikronadeln von 2040 um Linge erzielt (vgl.
13))  Einerseits sind moglichst lange Mikronadeln fiir die
Aufnahme der Analysensubstanz giinstig, da eine groe Ober-
fliche fiir die Adsorption zur Verfiigung steht; andererseits
nimmt mit zunehmender Nadellinge die Feldstidrke in den
Emissionszentren und damit die Intensitit der produzierten
Tonenstréme ab. Die oben angegebene Nadelldinge ist der
giinstigste KompromiB.

Von der Bonner Arbeitsgruppe wurden mehrere Aktivie-
rungsmethoden zur Herstellung von Mikronadeln entwik-
keltt14],

Bei Raumtemperatur mit Benzonitril erzeugte Nadeln wer-
den hiufig durch chemisch aggressive Substanzen, insbesonde-
re bei hoher Temperatur, zerstort!'® Chemisch bestindiger
waren die bei hoher Temperatur aktivierten Feldanoden!!®!,
Schulten et al. entwickelten eine Hochtemperatur(HT)-Aktivie-
rungstechnik, die zu chemisch und thermisch duBerst resisten-
ten Mikronadeln fiihrt[*>!71[*], Derartige Mikronadeln ermég-
lichen u. a. die Eichung der Massenskala mit perhalogenierten
Verbindungen wie Perfluorkerosin oder Perfluortributylamin,
welche die bei Raumtemperatur erzeugten Nadeln zerstoren.

Es muB} betont werden, dal die FD-Massenspektrometrie
organischer Substanzen mit der Qualitdt der Ionenemitter
steht oder fallt.

[*] In[17] wird eine reproduzierbare HT-Aktivierung von Feldanodendréh-
ten beschrieben. Bei sorgfaltiger Beachtung aller angegebenen Parameter
ist vor der Aktivierung keine Oxidations-Reduktions-Prozedur [18] am Wolf-
ramdraht erforderlich.

427



4. Optimale Feldanodentemperatur fiir die Felddesorp-
tion

Sehr wichtig bei der FD-Massenspektrometrie ist das Auffin-
den der optimalen Feldanodentemperatur T* (in der Literatur
auch manchmal als ,,best anode temperature® iBAT) bezeich-
net). Diese stimmt wegen des Temperaturgradgenten zwischen
Anodendraht und Nadelspitzen nicht mit der Temperatur
des Trigerdrahtes iiberein. T* wird bei elektrischer Aufheizung
der Anode meist durch Angabe des Heizstromes charakteri-
siert.

Durch Aufheizen der Mikronadeln mit Wirmestrahlung
kénnen bei bestimmten Substanzen gréBere absolute und rela-
tive Molekiilionenstrome erreicht werden!'®!. Diese indirekte
Heizung der Feldanode hat auflerdem den Vorzug, dafl die
mittlere Temperatur an der Oberfliche des Emitters nach der
Eichung mit NTC-Widerstidnden bis auf etwa +2°C bestimmt
werden kann'?%. Bei der optimalen Temperatur T* der Feld-
anode ist die Intensitit der Molekiilionen maximal, die der
Fragmentionen minimal. Wenn eine thermisch-/feldinduzierte
Fragmentierung durchgefiihrt werden soll, arbeitet man ober-
halb von T*{23],

Die Ermittlung von T* soll zunéchst fiir den Fall diskutiert
werden, daB das FD-Spektrum mit elektrischer Registrierung,
ohne Anwendung der ,Multi-Scaling“-Technik (siche Ab-
schnitt 5) mit einem langsamen Massenscan aufgenommen
wird. Bei der Bestimmung des Molekulargewichtes einer Probe
ist die optimale Anodentemperatur das Ergebnis eines Kom-
promisses: Heizt man die Feldanode zu stark, so verdampft
die Probe zu rasch fiir die Aufnahme eines vollstindigen Mas-
senspektrums. Heizt man dagegen zu schwach, so ist die Feld-
desorption der Probe zu gering zur Erzeugung eines Ionen-
stromes, der sich hinreichend stark aus dem Untergrundrau-
schen des Ionendetektors heraushebt.

T* (ausgedriickt in mA Heizstrom) ist abhédngig vom Draht-
durchmesser, der effektiven Feldstirke, der Substanzart, dem
Losungsmittel, dessen pH-Wert, der Dicke der Substanz-
schicht auf der Feldanode, besonders der Lange und Struk-
tur der Mikronadeln. Falls die Substanz unlgslich ist, kann
man sie in einem leicht verdampfbaren Losungsmittel suspen-
diert auf den Emitter auftragen'?],

Man ermittelt T*, indem man zunéichst den Massenbereich
der beider Felddesorption fast immer dominierenden Molekiil-
ionengruppe am Massenspektrometer einstellt, diesen Bereich
mehrfach durchfiahrt und dabei die Temperatur der Feldanode
langsam erhoht. Hiufig erhédlt man nur in einem engen Tempe-
raturintervall ein intensives und relativ gut reproduzierbares
FD-Masseaspektrum. T* liegt bei manchen Substanzen bei
Raumtemperatur (z. B. Naphthalin, Phenanthren und Endrin,
also Substanzen mit relativ hohem Dampfdruck), bei anderen
bei mehreren 100°C, d. h. man muB dann die Feldanode mit
Strémen von 10-40 mA aufheizen.

5. Tonennachweis durch Photoplatten oder schnelle elek-
trische Registrierung

Die Nachteile der FD-Technik (kleine absolute Ionenstrom-
inteasititen, unbekannte Optimaltemperatur T* bet Proben
unbekannter Zusammensetzung; siche auch Abschnitt 7) kén-
nen durch integrierenden Ionennachweis mit Photoplatten
oder durch schnelle elektrische Registrierung unter Anwen-
dung der ,,Multi-Scaling*-Technik iiberwunden werden.
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Bei Verwendung von Photoplatten in einem doppelfokussie-
renden Massenspektrometer kann man die optimale Emitter-
temperatur in der Weise ermitteln, da man die Feldanode
soweit erhitzt, bis der lonenstrom an der Gegenelektrode
etwa Sx1078A betrigt (8kV Beschleunigungsspannung,
d=2 mm)!?*! Die Schwankungen und die generelle Abnahme
des Ionenstromes infolge des Substanzverbrauches sind wegen
der gleichzeitigen Registrierung aller Ionenarten auf der Pho-
toplatte ohne Bedeutung. Dies ist fiir die FD-Technik noch
wichtiger als fiir die ElektronenstoBmethode. Auflerdem
kann man mit der Photoplatte ein FD-Massenspektrum
weit oberhalb T* aufnehmen; auBler der Molekiilionen-
gruppe wejst es dann zahlreiche Fragmentionen auf'?*! und
gestattet Schliisse auf funktionelle Gruppen oder Verzwei-
gungsstellen eines unbekannten organischen Molekiils. Ein
wichtiges Anwendungsgebiet ist die Pyrolyse von Polymeren
(s. Abschnitt 8.2).

Anstelle des Nachweises mit Photoplatten kann eine schnelle
elektrische Registrierung der Tonen vorgenommen werden.
Bei der ,,Multi-Scaling“-Technik wird das Massenspektrum
so schnell durchgefahren, da sich die Intensitidten der Ionenar-
ten wihrend einer Scanperiode nicht merklich dndern. Da
nur wenige lonen/s auf dem lonendetektor auftreffen, muf
man Zihltechniken anwenden und kann =z B. einen
Vielkanalanalysator benutzen. ZweckmiBigerweise arbeitet
man mit einem ProzeBrechner, der den Massenscan durch
das Magnetfeld steuert, die Ionenarten speichert und die Tem-
peratur der Feldanode programmiert. Wir verwenden einen
ProzeBrechner, Typ PDP 8/E der Firma Digital Equipment!*],

6. Anwendung der Felddesorptions-Massenspektrome-
trie

Die Anwendung der Massenspektrometrie im biochemi-
schen Bereich hat sich in den letzten vier Jahren aullerordent-
lich rasch verbreitet. Schwerpunkte sind die analytischen In-
formationen neuer Techniken und Methoden in Umwelt-
forschung und Medizin. An die massenspektrometrischen Ana-
lysenmethoden werden besondere Anforderungen gestellt.

1. Die Nachweisempfindlichkeit der Messungen sollte min-
destens im Nanogrammbereich liegen.

2. Die Selektivitit der Methode sollte es gestatten, Substan-
zen auch in nur vorgereinigten Rohextrakten aus biologischem
Material eindeutig neben den unvermeidbaren Beimengungen
nachzuweisen.

3. Die Massenspektren sollten auller charakteristischen
Fragmentionen moglichst hohe Intensitdten der Molekiilionen
aufweisen, da in vielen Fillen die Feststellung des Molekular-
gewichtes und der Bruttoformel das Hauptziel der Untersu-
chung ist.

4, DieVerfahren zur qualitativen und quantitativen Analyse
miissen zuverldssig sein, auch wenn die Proben thermisch
nicht stabil sind.

6.1. Analyse von Pestiziden

Das Massenspektrometer hat sich beim qualitativen und
quantitativen Nachweis toxischer Substanzen in der Umwelt
bewihrt. Besonders vorteilhaft war die Kopplung an den
Gaschromatographen sowie die schnelle, elektronische Da-

[*] Die Programme fiir die Ausfiithrung dieser Operationen wurden von
H. U. Winkler, Bonn, ausgearbeitet.
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tenregistrierung und -verarbeitung (Spektrenbibliothek, Lern-
maschinen).

6.1.1. Chlorierte polycyclische Kohlenwasserstoffe

Abb. 4a zeigt das ElektronenstoBionisierungs(EI)-Massen-
spektrum des Insektizids, Akarizids und Rodentizids En-
drin!?%1 Das Molekiilion bei m/e=378 wird mit etwa 19
relativer Intensitéit registriert. Bei den von Damico et al.[?4
aufgenommenen FI-Massenspektren einer Reihe chlorierter
polycyclischer Kohlenwasserstoffe machten die Molekiilionen
dieser Verbindungen den iiberwiegenden Anteil der produzier-
ten Tonenstrome aus. Die Fliichtigkeit des Endrin reicht aus,
um bei 20°C ein Feldionisations-Massenspektrum aufzuneh-
men. AuBer der intensiven Molekiilionengruppe (Basis) wird
mit etwa 109 relativer Intensitit das Signal bei m/e = 342 beob-

achtet. Aus den entsprechenden Massenlinien fiir die metasta- -

bilen Jonen erhdlt man den Hinweis fiir die HCl-Abspaltung
aus dem Molekiil. In Abb. 4b ist das bei Raumtemperatur, elek-
trischem Nachweis und niedriger Aufldsung (modifiziertes Va-
rian-MAT-CH4-Massenspektrometer) registrierte Felddesorp-
tions-Massenspektrum dargestellt!25.. Es besteht ausschlief-
lich aus der Molekiilionengruppe, Fragmente sind nicht nach-
weisbar. Unter den angegebenen Bedingungen erhdlt man
auch fiir andere Pestizide des Dimethanonaphthalin-Typs wie
Dieldrin, Aldrin und Isodrin FD-Spektren, in denen nur -die
Molekiilionen erscheinen!?7),

Vonden Insektiziden des Dimethanoinden-Typs sind bisher
die FD-Massenspektren von Chlorden, Heptachlor, Endosul-
fan, Kelevan und Kepone publiziert worden!?” 3! Bei der
Gegeniiberstellung der EI- und FD-Spektren des Chlordens
ergibt sich unter den gleichen experimentellen Bedingungen
wie bei Abb. 4a und 4b ebenfalls das typische Bild des frag-
mentlosen Spektrums bei FD und der intensiven Fragmentie-
rung bei EI. Allerdings desorbiert Chlorden nicht mehr optimal
bei Raumtemperatur wie Endrin, sondern bei leicht erhhter
Emittertemperatur (8 mA Emitter-Heizstrom = 50°C). Auch
im EI-Spektrum des Chlordens zeigt sich die geringere Fliich-
tigkeit, denn oberhalb von m/e=66 treten nur noch zwei
Signale (m/e= 101 und m/e=237) mit mehr als 3 %, relativer
Intensitit aufl2%]
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b) FD-Massenspektrum von Endrin. 0mA Emitter-Heizstrom =30 'C. Beide
Spektren wurden elektrisch registriert.
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6.1.2. Chlorierte Diphenylmethane

Als Beispiel fiir das Verhalten von Pestizid-Stammsubstan-
zen unter den Bedingungen der Felddesorption seien die weit-
verbreiteten, extensiv angewendeten Insektizide des Chlordi-
phenylmethan-Typs erwédhnt. Die Stammsubstanz p,p-DDT
ergibt bei photographischem Nachweis und einem
Auflésungsvermégen von ca. 15000 (10 % Taldefinition) das
in Abb. 5 dargestellte FD-Spektrum®81 In der Absicht, ther-
misch-/feldinduzierte Fragmentierung zu erzeugen, wurde die-
ses FD-Spektrum bei erhdhter Emittertemperatur aufgenom-
men (5mA Emitter-Heizstrom). Nimmt man das FD-Massen-
spektrum von p,p’-DDT bei Raumtemperatur auf, so wird
sowohl bei elektrischem als auch photographischem Nachweis
praktisch nur die Molekiilionengruppe registriert. Im EI-Spek-
trum erscheint diese mit einer relativen Intensitit unter 5%,
ebenso wie die Signale bei m/e=317 und m/e=282 (M —Cl;
M —2C1)*?°1 Der Verlust von einem oder zwei Chloratomen
vom DDT-Molekiil wird bei FD deutlicher angezeigt, noch
stiarker ist jedoch der direkte Bindungsbruch zwischen C!
und C? bei m/e=235 ausgeprdgt (Basissignal im EI-Spek-
trum!2®), Da man auch ein relativ intensives Signal bei
m/e= 117 fir (CCl3)* beobachtet, wird ein typisches Kennzei-
chen vieler FD-Spektren deutlich, namlich die hiufige Spal-
tung des untersuchten Molekiils in zwei komplementire, gela-
dene Teilchen. Durch diese direkten Bindungsbriiche wird
die Interpretation des Spektrums wesentlich vereinfacht.
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Abb. 5. FD-Massenspektrum von p,p-DDT [28].

Interessant sind, besonders von den theoretischen Aspekten
ihrer Entstehung im hohen Feld her, die doppelt geladenen
Ionen, z.B. M?* bei m/e=176 und (M -—CCl,)** bei
m/e=117.5. Rillgen und Beckey'°~3?] haben gezeigt, dal}
bei der FI-Massenspektrometrie intermedidre Oberfldchenbin-
dungen der einfach geladenen Ionen ein entscheidendes Merk-
mal fiir die Bildung der doppelt geladenen Ionen sind. Die
entsprechenden FD-Prozesse werden durch die feste Adsorbat-
schicht kompliziert. Fiir die doppelt geladenen Ionen, die
durch Bindungsbruch und/oder Eliminierung von Neutralteil-
chen aus dem Ausgangsmolekiil entstanden sind, findet man
hiufig ein intensives Signal bei der um eine Massenzahl erhsh-
ten Masse. Genaue Massenbestimmungen an Sultamderiva-
ten23! ergaben, dal} eine Protonierung in der adsorbierten
Schicht fiir die Aufnahme der zweiten Ladung in Betracht

429



gezogen werden kann. Neueste FD-Messungen von Games
et al.®¥ 341 an Alkalimetallsalzen von Gallensduren (z. B. Na-
trinumglykocholat) ergaben doppelt geladene lonen der Zu-
sammensetzung (M +2Na)?*. Wenn es sich um die Feldde-
sorption organischer Molekiile handelt, spricht man daher
besser statt von Protonierung allgemein von der Ubertragung
eines Kations: , Kationisierung“! > 331 Aus analytischer Sicht
ist dieser ProzeB3 besonders wichtig, denn die Anlagerung z. B.
eines Alkalimetall-Kations an ein grofies organisches Molekiil
mit nucleophilen Funktionen erzeugt stabile ,.even-electron®-
Ionen. Dadurch erhoht sich die Moglichkeit zur Ionisierung
und zum Nachweis des intakten Molekiils!"’.

6.1.3, Organische Phosphorverbindungen

Besonders deutlich werden die Eigenschaften der FD-Me-
thode beim Vergleich der El-, CI-, FI- und FD-Spektren
einiger Pestizide wie Delnav, Phosphamidon und Temik. Fales
et al.!3%! konnten zeigen, daB in der Tat der entscheidende
Vorzug der Felddesorption in der vergleichsweise geringen
thermischen Belastung liegt. In Abb. 6 sind die EI-, CI-, FI-

und FD-Spektren von Delnav einander gegeniibergestellt!>c.

Man sieht auf den ersten Blick, dal im hohen Massenbereich
bei allen Ionisierungsmethoden ein Signal bei m/e=270 (271
bei CI) registriert wird [fiir den ProzeB (M —(EtO)PS,H)*].
Das Molekiilion wird nur im FD-Massenspektrum nachgewie-
sen, und zwar als Basissignal des Spektrums.

6.2. Analyse von Pestizid-Abbauprodukten

Warum ist die FD-Massenspektrometrie im besonderen
MabBe fiir die Untersuchung von Metaboliten geeignet?

1. ErfahrungsgemifB werden die Ausgangsverbindungen —
Pestizide wie auch Arzneimittel — im Stoffwechsel in stdrker
polare Substanzen umgewandelt (z. B. bei héheren Organismen
zur Erhohung der Wasserlgslichkeit). Dabei verringert sich
dje Flichtigkeit (Verdampfbarkeit des intakten Molekiils). Mit
zunehmender Metabolisierung werden die Stammsubstanzen
daher ungeeigneter fiir die direkte Untersuchung in der Kom-
bination Gaschromatographie und Massenspektrometrie. Ei-
ne Kopplung oder Kombination von Fliissigkeitschromato-

S
1007 CzHs0
T \ P—s El
804
! o c,He0”
Y c HSO\
S 601 / P—
g C,H:0
= e 65 53 125 5
% o) h“L J L 270
’ 153 197
SV TIOR8 T O N
T T
50 100 150 200 250 300 250 40 Tso
mle — e
100+ "
T a0 CI
£ 6o i
Z
£ o] m
; 103
« 204 d ‘ 27
, | R N W I 0 A N
50 100 150 200 250 300 350 00 460
m[e —_— -
100 270
T 80 Fl
#
S 60
@
§
= 40
& 20 98 2y
7
by T T - T |.f Jl !
50 100 150 200 250 300 350 200 60
mie ——— -
100 FD
I ao]
! 57
2 131 270
g 186
£ 40 153
= 30
¢ 20 L
. . . b
50 100 g 0 : ; c
150 200 250 300 50 400 460
mie
Abb. 6. El-, Cl-, FI- und FD-Massenspektrum von Delnav (Dioxathion) [36].
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graphie und FD-Massenspektrometrie bietet sich jedoch ge-
radezu an.

‘Abbauprodukte von Pestiziden, die Carboxygruppen tragen,
z. B. Hexachlor-5-norbornen-2,3-dicarbonsiure!?”! (aus Iso-
drin), Kelevansdure!®! (aus Kelevan), Photoaldrindicarbon-
siure!?® (aus Aldrin) und 2,2-Bis(p-chlorphenyl)essigsdure!?®!
(aus p,p’-DDT), sind vergleichend durch EI- und FD-Massen-
spektrometrie untersucht worden. Ebenso wurden Metaboli-
ten gemessen, die Hydroxygruppen enthalten, z.B. 2,2-Bis(p-
chlorphenyl)dthanol!?®), 1-Hydroxychlorden!®*®), Aldrin-4,5-
cis/trans-diol'?" und das in Abb. 7 gezeigte Isodrin-4,5-cis-diol.
Dieses FD-Spektrum verdeutlicht in besonderem MaBe die
geringe thermische Belastung bei Felddesorption. Trotz der
relativ hohen Intensitit des Ionenstromes, der fiir die erhaltene
Hochauflgsung von ca. 28 500 (10 % Taldefinition) notwendig
ist, wird der naheliegende thermische ProzeB der Wasserab-
spaltung nicht beobachtet. Dariiber hinaus ist es wichtig zu
zeigen, daB die Felddesorption bei photographischem Nach-
weis Werte fiir das Auflosungsvermogen liefert, die durchaus
in der GroBenordnung anderer Methoden liegen. Das verwen-
dete CEC21-110B-Massenspektrometer ergab fiir EI mit der
kommerziellen Ionenquelle ein Aufldsungsvermodgen von ca.
32000 und fiir FI mit einer speziellen Ionenquelle ca. 300007,
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Abb. 7. FD-Massenspektrum von Isodrin-4,5-cis-diol [27].

2. Da die Abbauprodukte vom lebenden Organismus
durchweg in sehr kleinen Mengen produziert werden, kommt
der Nachweisempfindlichkeit eine entscheidende Bedeutung
zu. Der Arbeitsbereich der FD-Massenspektrometrie liegt
zur Zeit bei 107107 ' g, Es muB jedoch nachdriicklich
betont werden, daB sich diese Angaben auf die Substanz-
mengen beziehen, die adsorbiert auf der Oberflidche des FD-
Emitters vorliegen. Zwar kommen andere massenspektro-
metrische Methoden ebenfalls mit den angegebenen Substanz-
mengen aus, bei der Felddesorption entfallt jedoch die Not-
wendigkeit der Derivatisierung. (Zur Nachweisempfindlich-
keit siche Abschnitt 2.)

3. Die Analysenproben, die bei Metabolismus-Untersu-
chungen anfallen, sind fast ausnahmslos Mischungen, zu deren
Analyse die Feldionisation bekanntlich besonders gut geeignet
ist!?37: 381 Auch die Felddesorption 4Bt sich zur qualitativen
Gemischanalyse heranziehen.

In der Praxis verwendete Pestizide bestehen oft aus mehreren
Wirkstoffen. Zum Beispiel wird das Akarizid Tetradifon (tech-
nisch, 13%) zusammen mit dem Insektizid Carbaryl (50 %)
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verwendet["]. In Abb. 8a ist das FD-Spektrum von Tetradifon
gezeigt. Die relativ fliichtige Substanz ergibt nur die Molekiil-
ionengruppe und ein Signal bei m/e=177 fiir M?*. Das FD-
Spektrum von Carbaryl (Abb. 8b) zeigt als Basissignal ebenfalls
das Molekiilion und einige struktursignifikante Fragmente
bei m/e=143, 101, 58 und 45!, Zum Vergleich sei erwiihnt,
daB das M*-Ton im EI-Spektrum mit weniger als 5%, im
FI-Spektrum (40°C Quellentemperatur) immerhin schon mit
50 % relativer Intensitit erscheint!24], Registriert man das FD-
Spektrum der oben beschriebenen Wirkstoff-Mischung inte-
grierend mit der Photoplatte zwischen 0 und 30mA Emitter-
Heizstrom wéhrend 12 min Belichtungszeit, so ergibt sich bei
einem Auflésungsvermdgen von etwa 10000 das in Abb. 8c
abgebildete Spektrum. Man erkennt sofort, daB es sich unge-
fahr additiv aus den FD-Spektren der Einzelverbindungen
zusammensetzt. Allerdings mufl man mit Reaktionen der Ein-
zelkomponenten miteinander und mit der Emitter-Oberfliche
rechnen, wie spitere Untersuchungen von Mischungen or-
ganischer'*!! und anorganischer!’'! Salze zeigten. Nach Ei-
chung der FD-Spektren mit abgestuften Konzentrationen von
Carbaryl und Tetradifon kann man die Zusammensetzung des
Gemisches abschitzen (hier 4:1)*!. Die qualitative Uber-
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Abb. 8. a) FD-Massenspektrum von Tetradifon [41]; b) FD-Massenspektrum
von Carbaryl [41]; ¢) FD-Massenspektrum einer Wirkstoffmischung mit
14 %, Tetradifon und 50 %, Carbaryl. Losungsmittel Aceton. Photographische
Registrierung, Belichtungszeit 10 min, optimaler Emitter-Heizstrom 14 mA

{41].

[*] Wir danken Herrn Dr. Schinkel von der Biologischen Bundesanstalt
in Braunschweig fiir diese Wirkstoff-Mischung.
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einstimmung der FD-Spektren mit der Zusammensetzung von
Gemischen bestitigten Rinehart et al.'*? an komplex zusam-
mengesetzten Antibiotica, Adlercreutz et al™*3! an Steroid-
Konjugaten, Games et al'3*] an Rohextrakien von Gallen-
sduren und kiirzlich Schulten und Schurath an komplex zu-
sammengesetzten Aerosolen!”?L

4. Pestizide und Arzneimittel werden hiufig als Konjugate
mit Aminosduren, Peptiden, Zuckern und Zuckerderivaten,
organischen und anorganischen Sduren usw. ausgeschieden.
Anhand von Modellverbindungen wurde gezeigt, da3 die FD-
Massenspektrometrie gerade fiir derartige analytische Proble-
me sehr geeignet ist. Zu diesem Punkt wurden die bisher
umfangreichsten Untersuchungen mit FD-Untersuchungen
bekannt{*#! (siche Abschnitt 6.3 bis 6.6).

6.3. Analyse von Zuckern und Zuckerderivaten

6.3.1. Oligosaccharide

Die erste FD-massenspektrometrisch gemessene Substanz
war das Monosaccharid D-Glucose!?; iiber das FD-Spektrum
des Disaccharids Cellobiose haben Krone und Beckey!*’! be-
richtet. In Abb. 9 ist das FD-Spektrum eines Triaminotrisac-
charids gezeigt!”). Obwohl diese Verbindung sieben freie Hy-
droxy- und drei freie Aminofunktionen enthilt, liefert das
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kationisierte (protonierte) Molekiil das Basissignal des Spek-
trums. Das Signal mit der zweithochsten relativen Intensitét
bei m/e=324 kann wiederum einem direkten Bindungsbruch
zugeordnet werden. Strukturverwandte Oligosaccharide mit
antibiotischer Wirkung wie Gentamycin und Tobramycin
ergaben ebenfalls hohe Molekiilintensitdten und Bindungsbrii-
che am glykosidischen Sauerstoff. Rinchart et al.1*#1 haben
die FD-Spektren einer Reihe von Antibiotica aufgenommen.
Neomycin, Streptolydigin und Novobiocin, die im EI- und
CI-Spektrum keine Molekiilionen ergaben, zeigten im FD-
Spektrum bei T* das Molekulargewicht als Basissignal. Dar-
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iiber hinaus liefert die Felddesorption qualitative Hinweise
auf die Zusammensetzung komplizierter Antibiotica, wie am
Beispiel von Streptovaricin, Filipin und Dermostatin gezeigt
wurde.

In Abb. 10aistdas 70-eV-EI- und in Abb. 10b das 18-eV-EI-
Spektrum von underivatisiertem Neomycin B dargestellt. Die
Spektren enden im héheren Massenbereich bei m/e=446/447.
Ein Ion dieser Masse erscheint erstaunlicherweise im FD-
Spektrum (Abb. 10¢) nicht, sondern nur relativ schwache Frag-
mente bei m/e=206, 307 und 455, wihrend das (M + H)*-Ion
(m/e=615) 75 %, des gesamten Ionenstromes ausmacht. Um
ein Massenspektrum dieser Verbindung mit EI und direktem
EinlaB} zu erhalten, war es notwendig, das Hexa-N-acetyl-hep-
takis(O-trimethylsilyl)derivat herzustellen*®!. Dies ist schwie-
rig, und auBerdem wird die derivatisierte Substanz durch die
Schutzgruppen weit iiber doppelt so schwer und gerit damit
in den Grenzbereich konventioneller Massenspektrometer.

6.3.2. Glykoside

Fiir alle spektroskopischen Methoden gilt eine anndhernd
umgekehrte Proportionalitdt von Signalintensitdt und Auflo-
sung. Wegen der relativ kleinen Ionenstrome bei der Feldde-
sorption werden bei hochauflssenden Messungen hohe Anfor-
derungen an die Transmission des Massenspektrometers und
die Qualitit der verwendeten Emitter gestellt (siche Abschnitt
3). Als Vorteile der Hochauflosung ergeben sich: Die genaue
Bestimmung des Molekulargewichtes und damit der Bruttofor-
mel sowie wichtige Hinweise bei der Interpretation der Frag-
mente. Die Hochauflésungsdaten einiger Arylglykoside und
von Glykosiden des Cumarin- und Flavon-Typs sind kiirzlich
veroffentlicht worden!#”] In Abb. 11 ist das hochaufgeloste
FD-Spektrum von Hesperidin gezeigt. Hier wird auBerdem
der Aspekt der Stabilisierung des Molekiilions durch Kationi-
sierung klar verdeutlicht. Zwar ist M ¥ bei m/e=610 erkenn-
bar, doch — fiir FD ungewohnlich — unter 209, relativer
Intensitdt. Dagegen erscheint die Anlagerung von Na* als
Basissignal. Die Natrium-Ionen stammen aus den unvermeid-
lichen Beimengungen der Naturstoffextrakte (z. B. nach Siu-
lenchromatographie), aber bei héheren Emitter-Heizstromen
auch aus Verunreinigungen des Emitters. Auf die Niitzlichkeit
dieser (M +Na)* und (M +K)*-Signale fiir die Unterschei-
dung von M- und (M + H)*-Ionen unbekannter Verbindun-
gen sei hingewiesen!*®]. Da die Hochaufldsung die Elementar-
zusammensetzung der Fragmente ergibt, kann m/e=302.079

100 1AsH)

Ho o 1471d) 0
a0 Ty

O—cH, olaortar o9
OH OH - OH
60
HO O 0 OMe
oH

147
d

20 15
T ‘C”g"”: J‘ I 1515
A o i 1
- - , v . -
£ S0 100 150 200 250 00 350
. Ly —
s w0
F
2 (M +¥Na)
) 611
60
w0
20 ~ M 3%k)
. 610
M T“
350 w0 450 560 550 600 650
mfe  —=

Abb. 11. FD-Massenspektrum von Hesperidin [47].
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als (A+H)™, m/e=147.066 als direkter Bindungsbruch am gly-
kosidischen Sauerstoff der endstiindigen Zuckereinheit inter-
pretiert werden. Das Aglykon erscheint auch als doppelt gela-
denes Ton bei m/e=151.040. Das EI-Spektrum des freien
Hesperidins ergibt ein Signal fiir das Aglykon (m/e = 302) mit
769, relativer Intensitit, das Basissignal liegt bei m/e=137.
Das Molekiilion bei m/e =610 ist nicht nachweisbar.

a- und B-verkniipfte Glykoside mit aromatischem Aglykon,
die als Testsubstanzen zum Enzymnachweis (Substrate fiir
Glucosidasen) benutzt werden, zeigten deutlich verschiedene
FD-Spektren. Der Vergleich mit den EI- und FI-Spektren
ergab, daBl die FD-Spektren am einfachsten sind und die
groBten Unterschiede fiir die Stereoisomeren aufweisen!*%l

6.3.3. Glucuronide

Steroidglucuronide sind fiir die Hormonexkretion #ufBerst
wichtig. Abb. 12 zeigt das hochaufgeloste FD-Spektrum des
Testosteronglucuronids. Die Arbeiten von Adlercreutz et al,[*3!
fithren iiber Untersuchungen an Modellsubstanzen hinaus und
stellen die Felddesorption in die Dienste der klinischen Chemie
und Medizin. So gelang es, aus dem Urin von Schwangeren
isoliertes Ostriol-16-glucuronid FD-massenspektroskopisch
mit hoher Molekiilionenintensitdt nachzuweisen. Dieser Nach-
weis wurde ohne Derivatisierung bei niedriger Auflosung
(m/Am = 500-600) durchgefiihrt und durch die FD-Messung
synthetischer Standardverbindungen gestiitzt.
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Abb. 12. FD-Massenspektrum von Testosteronglucuronid (Natriumsalz) {47].

6.3.4. Nucleoside und Nucleotide

Diese Verbindungen kommen einerseits als Konjugatbildner
in Betracht oder nehmen an metabolischen Prozessen teil
und sind daher underivatisiert fiir die FD-Analyse interessant.
Andererseits wird eine groBe Zahl modifizierter, biologisch
aktiver Nucleoside synthetisiert!*°!; die FD-Spektren diirf-
ten den Strukturbeweis erleichtern. Als Modellverbindun-
gen wurden die wichtigsten Nucleoside, die als Bestandteile
der RNA und DNA vorkommen, mit FI©*" und FD 22l gemes-
sen. Mit Ausnahme des Guanosins reichen die Molekiilionen-
intensititen im FI-Spektrum aus, um die underivatisierten
Verbindungen zu identifizieren. Die in *!! angegebene Tem-
peratur fiir das DirekteinlaB-System (250°C) fiihrt offenbar
zu thermischer Zersetzung des Guanosinmolekiils vor der
Uberfiihrung in die Gasphase (Fp=240°C (Zers.)). Das FD-
Spektrum!?2! von Guanosin wurde oberhalb von T* bei 18—
20 mA aufgenommen inder Absicht, die fiir die Struk tur wichti-
gen komplementédren Fragmente fiir den Zuckerteil (S) und
den Basenteil (B) des Molekiils zu erhalten; das Molekiilion
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erscheint dann mit ca. 20 % relativer Intensitét. In der gleichen
Arbeit wird auch der starke EinfluB des Losungsmittels bei
FD diskutiert.
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Abb. 13. FD-Massenspektrum von Adenosin [22].

In Abb. 13 ist das hochaufgeldste FD-Spektrum von Adeno-
sin dargestellt. Kennzeichnend sind die Signale fiir (B+H)™*
bei m/e=135.055 und fiir (S) bei m/e=133.050 neben den
Basissignalen fir M* und (M+H)* (Emitter-Heizstrom
20mA). Als erstes freies Nucleotid wurde 5-Adenosinmono-
phosphat mit der FD-Massenspektrometrie als intaktes Mole-
kiilion (M+H)* (73% rel. Int.) nachgewiesen!??! (Abb. 14).
Der Bindungsbruch zwischen dem Phosphorsiureteil und dem
Nucleosid (N) Adenosin wird mit 299, relativer Intensitét
bei m/e=267.097 registriert. Die iibrigen Fragmente ergeben
wie beim Nucleosid intensive Massenlinien fiir (S)* und
(B+H)*. Die relativ schwachen Signale bei m/e=60.021
(CHOH)3 und 61.029 ((CHOH),+H)"* liefern den Hinweis,
daB es sich um ein Ribosid handelt. Bei Emitter-Heizstromen
weit oberhalb T*, z.B. bis zu 50mA, wird bei m/e=98.985

1001 (N) 266

80

IO—Y—OI

20+

Rel. Intens.[%%]—

(CMOM)z

(CHOH)on

6.3.5. Vitamine

In Verbindung mit den Problemen beim Nachweis muta-
gener Verbindungen waren die 70-eV- und 12-eV-EI-Spek-
tren und das hochaufgeloste FD-Spektrum von Vitamin C
(Ascorbinsdure) aufgenommen worden!?®]. Die Intensitit des
M *-Jons im EI-Spektrum lag bei dieser Untersuchung unter
109, relativer Intensitdt. Das Basissignal im FD-Spektrum
wird durch die Molekiilionengruppe M* und (M +H)™* gebil-
det, wenn das Spektrum bei T* aufgenommen wird. In jlingster
Zeit ist liber die Charakterisierung mehrerer B-Vitamine be-
richtet worden®2.,

6.3.6. Natriumsalze von Desoxyfluor-D-glucose-6-phosphaten

Am Ende dieser Liste von Verbindungen mit zunehmender
Polaritit stehen die Alkalimetallsalze von Zuckerphosphaten.
Die hochaufgelosten FD-Spektren dieser Substanzen!®3 erge-
ben (M+H)* als Basissignal, zeigen aber auch Produkte,
die durch Austausch von Na* gegen H*, Wassereliminierung
und pyrolytische Prozesse entstanden sind. Da diese Salze
in einem engen Zeit- und Heizstrom-Intervall desorbieren,
konnten sie nur photographisch registriert werden. Teerartige
Riickstdnde, die sich auf dem FD-Emitter abscheiden (0-
50 mA Heizstrom, 10 min Belichtungszeit), setzen dessen Emis-
sionseigenschaften stark herab.

6.4. Analyse von Aminosiuren

Eine Reihe der biologisch wichtigen a-Aminosduren wurden
von Winkler und Beckey FD-massenspektroskopisch unter-
sucht?®#. Die FD-Spektren zeigen generell das Molekiilion

" oder Quasimolekiiioii ‘mit hoher relativer Intensitit. Dies

gilt auch fiir Arginin und Cystin, wihrend diese Ionen mit
EIL, CI und FI nicht nachweisbar sind. In Abb. 15 ist das
FD-Spektrum von Arginin dargestellt. Das (M + H)*-Ion er-
scheint mit 30 ¥, relativer Intensitiit, das Basissignal des Spek-

90 {(B+H)

701 Ma1)*
60 0=P{0-CH, 135 (B)

504

40

204 {N+ H)

5 U T T T —T T
40 60 80 100 120 140 160 180

T T
200 20

Abb. 14, FD-Massenspektrum von Adenosinmonophosphat [22].

protonierte Orthophosphorsdure nachgewiesen. Auch andere
freie Nucleotide wie 5-Thymidin-, 5'-Desoxycytidin- und 5'-
Desoxyguanosinmonophosphat ergeben dhnliche FD-Spek-
tren.
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trums bei m/e=158 wird durch den Ammoniakverlust aus
dem protonierten Molekiil gekennzeichnet [(M +H)-NH3] *.
AuBerdem bricht die Bindung zwischen dem Guanidinorest
und C?; dies fiihrt zu m/e =116 und m/e=117. Hiufig erhilt
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man bei den a-Aminosduren (z.B. Glu, Val, Pro, Ser und
Cys)ein Signal bei (M — 45), welches als [(M +H)—-COOH,]™*
gedeutet werden kann.

158
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Abb. 15. FD-Massenspektrum von Arginin [54].

6.5. Analyse von Peptiden

Am Beispiel des einfachsten Dipeptids, Glycyl-glycint*?},
wurde zuerst gezeigt, daB} underivatisierte Peptide mit Feldde-
sorption komplette Massenspektren ergeben, in denen die
Molekiilionen (bei 18-24 mA Emitter-Heizstrom) das Basissi-
gnal bilden. In einer folgenden FD-Arbeit gelang es Winkler
und Beckey!®5), partiell geschiitzte und freie Oligopeptide mit
drei bis neun Aminosiureeinheiten (z. B. auch Arginin und
Histidin) nicht nur mit hohen Molekiilionen-Intensititen, son-
dernauch mit Teilinformationen iiber die Sequenz zu registrie-
ren. Als Beispiel sei das FD-Spektrum von Ac-Gly-Arg-Arg-
Gly-OMe in Abb. 16 wiedergegeben. Obwohl das N-terminale
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w
-
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Abb. 16. FD-Massenspektrum von Ac-Gly-Arg-Arg-Gly-OMe [56].

Ende des Tetrapeptids acetyliert ist und die C-terminale Carb-
oxygruppe methyliert, ist die Basisintensitdt des (M +H)"-
Ions bei m/e =501 das herausragende Kennzeichen des Spek-
trums, denn das Peptid enthilt u. a. zwei ungeschiitzte Arg-Tei-
le, die die Fliichtigkeit stark herabsetzen. Der direkte Bin-
dungsbruch (mit Wasserstoffiibertragung) in der Mitte des
Molekiils fiihrt zu zwei sequenzspezifischen Fragmenten. Wie
schon in Abschnitt 6.1.2 erldutert, erhilt man aus dem Mole-
kiilion und den komplementiren Signalen bei m/e =256 und
m/e =244 relativ einfach interpretierbare Informationen iiber
die Struktur. Allerdings muB man einschréankend sagen, dal
in diesem Fall nur die zusitzlichen Daten aus den EI-Spektren
die Identitit der Aminosduren und ihre Verkniipfung erkennen
lassen. Wenn also die vollstindige Sequenz bestimmt werden
soll, diirfte eine Kombination von EI-, CI- und FD-Spektro-
skopie die grofSten Aussichten auf Erfolg haben. In jlingster
Zeit gelang allerdings nur mit FD eine so starke Fragmentie-
rung des Peptidgeriists, daB die komplette Sequenzierung eines
ungeschiitzten Tri- und Nonapeptids diskutiert werden konn-
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tet37] Der Versuch, erheblich oberhalb von T* durch h&here
Emitter-Heizstrome thermisch-/feldinduziert Fragmente zu er-
zeugen, fithrt dagegen iiberwiegend zu Pyrolyseprodukten und
nicht zu Sequenzfragmenten.

6.6. Analyse von Arzneimitteln und Arzneimittelmetaboliten

Die FD-Untersuchungen von Krebsmedikamenten bilden
seit 1971 einen Schwerpunkt in der Erprobung der FD-Metho-
de!8! Von Propan- und Butansultamen (Antitumor-Effekt
gegen Ehrlich-Ascites-Tumoren) wurden EI- und FD-Spektren
aufgenommen!23!, Die FD-Spektren wiesen fiinf allgemeine
Aspekte auf:

Hohe Intensitdt der Molekiilionen, Bildung der meisten
Fragmente in einem Schritt, Abspaltung von Neutralverbin-
dungen (H,0, NH;, HCOOH) aus dem protonierten Molekiil,
Bildung von Fragmenten durch direkte Bindungsbriiche und
Erzeugung doppelt geladener Ionen.

Uber Modellverbindungen wie z.B. medizinische Carb-
amate™®! hinaus in Richtung auf die Losung ,echter* ana-
lytischer Probleme mit der Felddesorption gehen die Ar-
beiten iiber Cyclophosphamid (/) (Endoxan) und dessen
Metaboliten!>”!. Einzelkomponenten kénnen demnach nicht
nur in Mischungen von Ausgangsverbindungen (wie in Ab-
schnitt 6.2), sondern auch in Mischungen von Ausgangs-
verbindungen und Metaboliten mit hochaufgelsten FD-
Spektren identifiziert werden. In Abb. 17 ist ein Ausschnitt
des FD-Spektrums einer Mischung von Cyclophosphamid
(1) und drei seiner wichtigsten Metaboliten (2), (3) und
(4) gezeigt. Obwohl diese Verbindungen in einem breiten
Polarititsbereich liegen — (4) wurde als Cyclohexylammo-
niumsalz stabilisiert - erscheirten die Molekiilionen aller Kom-
ponenten mit hoher relativer Intensitit. Auch in Extrakten
von Kaérperfliissigkeiten konnten (nach Diinnschichtchroma-
tographie) Abbauprodukte des Cyclophosphamids nachgewie-
sen werden. Allerdings ergaben sich ,elektronenstof3-dhn-
liche“; linienreiche FD-Spektren aufgrund der mitgeschleppten
Verunreinigungen. Ohne zusitzliche Informationen iiber die
gesuchte Verbindung ist die Interpretation dieser Spektren
sehr schwierig.
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Abb. 17. FD-Massenspektrum einer Mischung von Cyclophosphamid (/)
und drei seiner wichtigen Metaboliten (2), (3) und (4) [59].

Ein hdufig angewendetes immunsuppressives Medikament
ist Azathioprin (Imuran). Das EI-Spektrum der Verbindung
ist in Abb. 18a gezeigt!®®1. Die relative Intensitdt des Molekiil-
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Abb. 18. a) EI-Massenspektrum von Azathioprin (Imuran), 70eV Elektronen-

energic; b) FD-Massenspektrum von Aczathioprin, Emitter-Heizstrom
T*=25mA [60].

ions liegt unter 1%,. Das FD-Spektrum bei T* (22 mA) zeigt
ausschlieBlich das (M + 1)-Ion. Bei Heizstromen von >T*
ergibt sich das FD-Spektrum in Abb. 18b. Es wird deutlich,
daB die Signale im hoheren Massenbereich des EI- und FD-
Spektrums bei 25 mA iibereinstimmen (z.B. m/e=231, 152,
119). Offenbar wird hier der iiberwiegend thermische Zer-
fall des Azathioprin-Molekiils bei EI durch die thermisch-/
" feldinduzierte Fragmentierung bei FD simuliert. Man findet
bei Hochauflésungsmessungen mit EI und mit FD die gleiche
Elementzusammensetzung der lonen.

Wichtiger ist in diesem Zusammenhang ein Metabolit des
Azathioprins, und zwar ein Glutathionyl-Konjugat. Das EI-
Spektrum in Abb. 19a ist vorwiegend durch pyrolytischen
Zerfall des Molekiils gekennzeichnet. Bei T* (24mA) ergibt
das FD-Spektrum wiederum nur das (M +1)-Ion. Oberhalb
von T* liBt sich in einem sehr engen Heizstrom-Intervall
eine Fragmentierung induzieren (Abb. 19b).
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Abb. 19. a) EI-Massenspektrum von 1-Methyl-4-nitro-5-(S-glutathionyl)imid-
azol, 70eV Elektronenenergie [60]; b) FD-Massenspektrum dieser Verbin-
dung bei 27 mA Emitter-Heizstrom (> T*) [60].
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Um die Maglichkeiten der Felddesorption beim Nachweis
von Metaboliten zu erkunden, wurde eine Probe aus dem
Urin einer Ratte isoliert, der oral Azathioprin verabreicht
worden war. Nach Sdulenchromatographie und Reinigung
durch Papierchromatographie konnte ein Cysteinyl-Konjugat
im FD-Spektrum identifiziert werden!®°.

7. Vor- und Nachteile der FD-Methode im Vergleich
zu anderen lonisierungsmethoden

Die FD-Methode soll mit anderen Ionisierungsarten vergli-
chen werden, die ebenfalls als ,schonend® betrachtet werden,
wiec CI, FI und EI bei niedrigen Elektronenenergien. Die
FD-Methode ist zur qualitativen Analyse komplizierter
Substanzgemische sehr gut, z. Zt. zur quantitativen Analyse
von Mischungen jedoch noch nicht geeignet. Fiir jede Kompo-
nente der Mischung ist — wie in Abschnitt 4 dargelegt —
eine Temperatur T* der Feldanode optimal. Bei konstanter
Anodentemperatur sind daher die FD-Ionenstromsignale mit
Sicherheit nicht den Molenbriichen der Komponenten einer
Substanzmischung in Losung proportional. Auch bei Einfiih-
rung eines variablen Temperaturprogramms fiir die Feldanode
diirfte man in Zukunft kaum eine derartige Proportionalitét
herstellen konnen. Die Tonenintensitit einer Substanz hédngt
in zu komplizierter Weise von der Struktur und den chemi-
schen Eigenschaften der organischen Mikronadeln auf der
Emitteroberfliche ab, ferner von den Konzentrationen der
Mischungspartner, der Dicke der auf den Mikronadeln abgela-
gerten Probenschicht, vom L&sungsmittel und anderen Para-
metern (z. B. von der Verweilzeit der Probe auf der Feldanode
wihrend der Felddesorption).

Die Stirkeder FD-Methode liegt zweifellos auf dem Gebiete
der qualitativen Analyse thermisch empfindlicher Substanzen.
Es muB jedoch betont werden, daB das FD-Spektrum einer
Substanz beim heutigen Stand der Technik schlechter reprodu-
zierbar als ein CI- oder FI-Spektrum ist. Dieser Gesichtspunkt
ist aber im allgemeinen von geringer Bedeutung, weil die
FD-Methode in den Fillen angewendet wird, in denen Proben
aufgrund ihrer Schwerfliichtigkeit weder bei CI und FI noch
bei EI eindeutig identifizierbare Molekiilionen liefern. Unter
diesen Voraussetzungen ist die Kombination von FD mit
EI und/oder CI optimal. Ein groBer Vorzug der FD-Methode
besteht darin, daB derartige, oft nur in Pikogramm-Mengen
vorliegende Substanzen nicht zur Erh6hung der Fliichtigkeit
chemisch behandelt werden miissen. Ein Anwendungsschwer-
punktder FD-Methode liegt daher bei der Analyse sehr kleiner
Mengen stark polarer, underivatisierter Substanzen.

Ein Vorteil der ElektronenstoBmethode ist die Fiille struk-
turspezifischer Molekiilfragmente, die im Massenspektrum ge-
funden werden. In den etwa 30 Jahren seit der Ausarbeitung
der EI-Methode hat sich ein Erfahrungsmaterial groBten Aus-
maBes angesammelt, das sich in umfangreichen Spektrenkata-
logen und in zahlreichen empirischen Regeln fiir die Fragmen-
tierung niedergeschlagen hat.

Die von Munson und Field!®!l eingefiihrte Methode der
chemischen Ionisation wird erst seit etwa vier Jahren in einer
groBeren Zahl von Laboratorien angewendet, wihrend die
FD-Methode erst seit drei Jahren systematisch getestet und
fast ausschlieflich durch die Bonner Arbeitsgruppe weiterent-
wickelt wurde. Dennoch zeichnen sich bereits jetzt zahlreiche
spezifische Anwendungsmaoglichkeiten ab.
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8. Aushlick
8.1. FD-Quadrupol-Massenspektrometer

Ein Gebiet, das sich noch im Anfangsstadium der Entwick-
lung befindet, das aber auf speziellen Sektoren der FD-Massen-
spektrometrie an Bedeutung gewinnen konnte, ist die FD-Qua-
drupol-Massenspektrometrie. In Abschnitt 5 wurde auf die
Bedeutung eines schnellen Massenscans fiir den Fall der elek-
trischen Ionenregistrierung hingewiesen.

Das Quadrupol-Massenspektrometer (QMS) bietet sich fiir
die FD-Technik bei niedrigem Auflésungsvermdgen (< 500)
aus folgenden Griinden an'®?;

1. Die Geschwindigkeit des Massenscans kann gréBenord-
nungsmiBig 1000 Masseneinheiten pro Sekunde erreichen.

2. Die Intensitiit der lonenstrdme und das Auflésungsver-
mogen sind nahezu unabhingig von der Energie der in das
QMS cintretenden Ionen (die maximale Energie liegt bei EI
bei etwa 5-10eV).

3. Das Produkt aus Transmission (T) und Aufiosungsvér-
mégen (A) ist im unteren Massenbereich nahezu konstant!®*!
(die Transmission ist definiert als das Verhiltnis des an der
ersten Dynode des SEV-Ionendetektors gemessenen Stromes
zu dem von der Feldanode emittierten Totalionenstrom).
Das Verhiltnis T/A ist am QMS elektronisch einstellbar.
Man kann daher je nach Wunsch einen groBlen Massenbe-
reich bei groBler Transmission und niedrigem Auflosungsver-
mdgen einstellen und sich somit einen raschen Uberblick
iiber das FD-Massenspektrum verschaffen, oder das Auflo-
sungsvermogen erhohen, um z.B. die Molekiilionengruppe
genauer zu analysieren.

Die hohe Registriergeschwindigkeit des QMS ermdglicht
es, den Aufnahmevorgang des FD-Massenspektrums dem spe-
zifischen Desorptionsverhalten der zu analysierenden Sub-
stanz anzupassen. Dies ist wichtig fiir die Untersuchung der
grundlegenden Phidnomene des FD-Vorgangs sowie fiir die
analytische Anwendung der FD-Methode. Als Beispiel sei
der rasche Nachweis bestimmter Komponenten aus Substanz-
gemischen erwihnt, wie sie in der chemischen Synthese von
Verbindungen und bei Extraktionsmethoden in der Biochemie
anfallen!®4]

8.2. Pyrolyse-Massenspektrometrie

Einige der wichtigsten biologisch aktiven Verbindungen (Po-
lysaccharide, Polynucleotide und Polypeptide) sind Molekiile
mit sehr hohem Molekulargewicht (>20000). Der kontrollier-
te thermische Abbau und die Identifizierung der Bausteine
mit massenspektrometrischen Methoden ist in zweierlei Hin-
sicht aussichtsreich: 1. Die schnelle, exakt reproduzierbare
Analyse der Pyrolyseprodukte, z. B. mit einer Kombination
aus Curiepunkt-Pyrolysator, Quadrupol-MS und Datensy-
stem, fithrt zu , finger print“-Spektren!®®. Die sichere Identifi-
zierung bekannter Polymere ist mit diesem System (durch
Spektrenvergleich) moglich. 2. Der Nachweis moglichst groBer,
ionisierter Primdrbruchstiicke im Massenspektrum ergibt Hin-
weise auf die Zusammensetzung und den Bau von bekannten
und unbekannten Polymeren. Die Pyrolyse-Felddesorption
ist wegen des sehr kleinen Probenverbrauchs (=10~ %g), der
sehr dichten zeitlichen und rdumlichen Aufeinanderfolge von
Pyrolyse und Ionisation und der schonenden Ionisierung fiir
die Untersuchungen von Biopolymeren!?' 687 und technischen
Polymerisationsprodukten geeignet.
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Es muB} betont werden, daf die Pyrolyse-Felddesorption
erfolgversprechend nur dann eingesetzt werden kann, wenn
zwel grundsdtzliche Voraussetzungen erfiillt werden. Zum ei-
nen werden die hochsten Anspriiche an das Auflosungsver-
mogen des Massenspektrometers gestellt. Ohne ausgezeich-
nete Werte flir das Auflosungsvermogen (> 30000) J4Bt sich
die elementare Zusammensetzung der Signale mit steigender
Massenzahl zunehmend schwieriger zuordnen. Zum andern
ist die Auswertung der auBerordentlich komplizierten Spek-
tren der erhaltenen Vielkomponentengemische nur durch-
filhrbar, wenn eine elektronische Datenverarbeitung zur Ver-
fiigung steht.

8.3. Fliissigkeitschromatographie-Felddesorption

Man spricht von der Kopplung der Gaschromatographen
an das Massenspektrometer als der erfolgreichsten massen-
spektrometrischen Kombination. Diesem System sind aber
nur solche Verbindungen zuginglich, die von vornherein fliich-
tig genug sind oder die durch chemische Vorbehandlung, also
Derivatisierung, diese Fliichtigkeit erhielten. Angesichts der
raschen Fortschritte in der Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie und der Moglichkeiten der Felddesorption, die Ver-
dampfung der Analysenprobe zu umgehen, liegt die Kombina-
tion beider Methoden auf der Hand. Erste Versuche in dieser
Richtung wurden mit einer ,off-line“-Technik unternom-
meni®”}, Das Fluat des Fliissigkeitschromatographen wurde
gesammelt, auf dem Emitter konzentriert und mit FD gemes-
sen. Das FD-Massenspektrometer erfiillt in diesem Fall die
Funktion eines (zweiten) molekiilspezifischen Detektors!®®),
Es bleibt abzuwarten, ob die grofen Anstrengungen in Rich-
tung einer ,,on-line“-Technik *®zur L&sung der enormen tech-
nischen Probleme, speziell bei hochpolaren Substanzen, fiihren
und ob die analytischen Aussagen dieser direkten Kopplung
den hohen apparativen Aufwand rechtfertigen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Lan-
desamt fiir Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen und
dem Fonds der Chemischen Industrie fiir die grofiziigige finan-
zielle Unterstiltzung unserer Arbeiten.
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