
Ionisationstechniken
DOI: 10.1002/ange.200804106

Ein universeller Ionisationsmarker f�r die APLI-(TOF)MS-Analyse
von kleinen Molek�len und Polymeren**
Ralf Schiewek, Ren� M�nnikes, Volker Wulf, Siegmar G�b, Klaus Josef Brockmann,
Thorsten Benter und Oliver Johannes Schmitz*

Der steigende Bedarf an qualitativen und quantitativen Be-
stimmungen von immer komplexeren Proben ist eine große
Herausforderung an die moderne instrumentelle Analytik.
Zurzeit k�nnen f�r organische Proben diese Anforderungen
nur durch eine chromatographische oder elektrophoretische
Trennung mit anschließender massenspektrometrischer
(MS)-Detektion erf�llt werden. F�r Analysen, bei der die
Massenspektrometrie mit einer Trennung durch Gaschro-
matographie (GC), Fl�ssigchromatographie (LC) oder Ka-
pillarelektrophorese (CE) gekoppelt ist, muss die Ionisation
der getrennten Analytmolek�le so quantitativ wie m�glich
erfolgen. F�r Analyten mit unterschiedlichen molaren
Massen und Polarit�ten werden deshalb unterschiedliche Io-
nisationsmethoden eingesetzt.[1]

F�r polare Substanzen ist die Elektrospray-Ionisation
(ESI) der Goldstandard f�r kleine Molek�le und – aufgrund
von Mehrfachladungen – auch f�r große Biomolek�le.[2] Da-
gegen werden Analyte mit bis zu einigen tausend Dalton
(kDa) und mit einer mittleren Polarit�t bevorzugt mit che-
mischer Ionisation bei Atmosph�rendruck (APCI) ionisiert,[3]

w�hrend die Photoionisation bei Atmosph�rendruck (APPI)
oder die Dopant-assisted(DA)-APPI normalerweise f�r un-
polare Substanzen eingesetzt werden.[4] Die k�rzlich von uns
entwickelte Laserionisation bei Atmosph�rendruck (APLI)
zeigt dagegen eine herausragende Empfindlichkeit f�r mit-
telpolare bis unpolare aromatische Substanzen.[5] Diese Se-
lektivit�t f�r aromatische Verbindungen beruht auf dem Io-
nisationsmechanismus der APLI. So kann die Ionisation von
Matrixkomponenten durch die eingestellte Photonendichte
von ca. 1 MWcm�2, die nahe bei der ben�tigten Mindest-
photonendichte f�r eine resonante (1 + 1)-Multiphotonen-
anregung liegt, minimiert werden. Auch ist die lineare Ab-
sorption der meisten Matrixkomponenten zu vernachl�ssigen,
wenn Photonen mit einer Wellenl�nge von 248 nm zur An-
wendung kommen. Bereits kleine und leicht verf�gbare Ex-

cimer-Laser k�nnen dabei als leistungsstarke Lichtquellen
fungieren. Vorteilhaft ist auch, dass die spektroskopischen
Eigenschaften der aromatischen Kohlenwasserstoffe hin-
sichtlich einer effizienten resonanten Zwei-Photonen-Ioni-
sation sehr �hnlich sind: Sie haben einen großen Absorpti-
onsquerschnitt bei 248 nm, einen langlebigen �bergangszu-
stand und große vertikale Ionisations�berg�nge. Kaum eine
andere Substanzklasse zeigt solche Eigenschaften, weshalb
die APLI eine hohe Selektivit�t f�r Arene aufweist – aller-
dings ist diese Selektivit�t auch eine wesentliche Einschr�n-
kung f�r Anwendungen in der Analytik. Andererseits w�rden
MS-Analysen komplexer Proben von einer selektiven Ioni-
sation profitieren, da die Ionensuppression und der daraus
resultierende Fehler bei der quantitativen Bestimmung be-
tr�chtlich reduziert w�rden.[6] Dies ist zurzeit nur m�glich,
wenn entweder eine Basislinientrennung aller Matrixkom-
ponenten durch eine vorgeschaltete und orthogonale Tren-
nung mit kombinierten Techniken (GCxGC, LCxGC oder
LCxLC)[7] erzielt wird oder Stabilisotopen-markierte Stan-
dards (SIMS) eingesetzt werden.[8] Trennungen mit kombi-
nierten Techniken sind allerdings kostspielig, zeitaufw�ndig
und wartungsintensiv, w�hrend SIMS die Analysekosten
deutlich erh�hen und nur f�r eine limitierte Zahl von Ana-
lyten zur Verf�gung stehen.

Hier wird eine Derivatisierungsstrategie vorgestellt, mit
der die selektive Ionisation von polaren und unpolaren Ver-
bindungen in komplexer Matrix ohne Einsatz von kombi-
nierten Analysenmethoden oder SIMS m�glich ist. Bei dieser
Methode werden die Analyten ohne erw�hnenswerte Inter-
ferenz mit der Matrix mithilfe von Massenanalysatoren de-
tektiert. Derivatisierungen finden bei analytischen Verfahren
h�ufig Verwendung. Beispielsweise kommen Methylierungs-
oder Silylierungsreagentien bei der GC-Analyse von organi-
schen S�uren und Alkoholen zum Einsatz,[9] w�hrend bei der
LC und CE oftmals Fluoreszenzmarker verwendet werden,
um Analyten zu markieren, die dann selektiv und hochemp-
findlich in komplexer Matrix detektiert werden k�nnen.[10]

Werden aber unterschiedliche Analyten mit dem gleichen
Fluoreszenzmarker derivatisiert, ist f�r eine quantitative
Analyse eine Bestimmung von Korrekturfaktoren notwendig,
die den negativen Einfluss der Analyten auf die Fluores-
zenzeigenschaften des Markers (Fluoreszenzl�schung) be-
r�cksichtigen.[10]

Unseres Wissens werden – mit Ausnahme einiger An-
wendungen bei der resonanzverst�rkten Mehrphotonenioni-
sations(REMPI)-MS[11] – Derivatisierungen bei MS-Analysen
nur 1) zur Bildung von GC-g�ngigen Analyten oder 2) zur
Steigerung der Ionisationseffizienz eingesetzt.[9] Nachteilig
wirkt sich dabei aus, dass f�r eine quantitative Bestimmung
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entweder eine zeitintensive Kalibrierung oder die Zugabe
von SIMS notwendig ist. Hier stellen wir eine Alternative vor,
die dieses Problem umgeht. In Analogie zu Fluoreszenzmar-
kern k�nnen Ionisationsmarker eingesetzt werden (Anthra-
cen-9-ylmethoxyessigs�ure (1) oder Anthracen-9-ylmethanol
(2)), um Alkohole, Amine oder organische S�uren zu deri-
vatisieren (Schema 1) und mithilfe von APLI, wie oben be-
schrieben, zu ionisieren und einer massenspektrometrischen
Detektion zug�nglich zu machen. Ausgehend vom kommer-
ziell erh�ltlichen Alkohol 2 wurde die S�ure 1 durch die
Reaktion mit Bromessigs�ure synthetisiert.[12]

Bei der APLI handelt es sich um eine weiche Ionisati-
onsmethode, weshalb die Spektren in Abbildung 1 immer den
Peak des jeweiligen Radikalkations als Basispeak der Deri-
vatisierungsprodukte von 1 oder 2 mit Ethanol, Cholesterin,
Dodecylamin und �ls�ure zeigen. Bei den kleinen Neben-
signalen handelt es sich entweder um Verunreinigungen oder
um einige wenige Fragmente (z.B. m/z 191).

Um die spektroskopischen Eigenschaften einiger ausge-
w�hlter Substanzen absch�tzen zu k�nnen, wurden die At-
mosph�rendruck(AP)-REMPI-Spektren von Anthracen, 1
und den in Abbildung 1a–c gezeigten Derivaten aufgenom-
men (Abbildung 2). Als durchstimmbare Lichtquelle diente
ein ns-Nd:YAG-Laser-gepumpter und frequenzverdoppelter
optisch-parametrischer Oszillator mit einer spektralen Auf-
l�sung von 0.04 nm bei 248 nm. Die Verl�ufe der REMPI-
Spektren der derivatisierten Analytmolek�le unterscheiden
sich nur geringf�gig vom Spektrum des Ionisationsmarkers 1.
Der Vergleich des Spektrums von Anthracen mit dem von 1
oder mit denjenigen der derivatisierten Analytmolek�le
zeigt, dass das Vorhandensein eines C-Atoms am Ringsystem
das Spektrum ins Rote verschiebt, w�hrend weitere Substi-
tuenten hinter diesem ersten C-Atom keinen signifikanten
Einfluss auf die Absorptionseigenschaften mehr haben.
Deshalb sollte die Ionisationsausbeute von Analytmolek�len,
die mit dem gleichen Ionisationsmarker derivatisiert wurden,
nahezu identisch sein. Allerdings kann die Derivatisierungs-
ausbeute von verschiedenen Analyten unterschiedlich sein.
Aufgrund der �hnlichen Derivatisierungsausbeuten, die bei

homologen Verbindungen beobachtet werden, kann die
Probe aber anstelle von teuren SIMS mit einem oder meh-
reren Homologen des Analyten in bekannter Konzentration
versetzt werden, um eine quantitative Analyse zu gew�hr-
leisten. Diese �berlegungen wurden durch die Analyse von
Palmitins�ure, Heptadecans�ure und Stearins�ure verifiziert,
indem �quimolare Mengen dieser drei Fetts�uren mit 2 de-
rivatisiert und mit APLI-(TOF)MS analysiert wurden. Die
Signalintensit�ten der derivatisierten S�uren betrugen
155 513, 150 620 bzw. 153 296 Counts, woraus eine durch-
schnittliche Signalintensit�t von 153 343� 2493 Counts (re-
lative Standardabweichung 1.6%) resultierte. Die Derivati-
sierungsausbeute der Reaktion betrug dabei 67 %.

Abbildung 3 zeigt die Analyse von ethoxyliertem 1-Octa-
decanol (Brij 72) mit APLI und MALDI. F�r die APLI-
Messung wurde die Probe lediglich in Dichlormethan gel�st,
mit 1 derivatisiert und ohne weitere Vorbereitung mit einer
Spritzenpumpe in die Quelle injiziert. Das resultierende
Spektrum (Abbildung 3a) zeigt das f�r dieses homologe Po-
lymer – im Falle einer f�r alle Molek�le vergleichbaren De-
rivatisierungsausbeute – erwartete Signalmuster. Diese Ver-
teilung wurde durch ein MALDI-Experiment mit 2,5-Dihy-
droxybenzoes�ure als Matrix und Silbertrifluoracetat als
Kationisierungsreagens best�tigt (Abbildung 3b). Als ein
weiteres Beispiel f�r die Analyse einer realen Probe zeigt
Abbildung 4 die Analyse von freien Fetts�uren in Sonnen-
blumen�l. Die Ergebnisse wurden erhalten, nachdem ein
Aliquot des �ls in Dichlormethan aufgenommen, mit 2 ver-
estert und mithilfe von APLI-(TOF)MS analysiert wurde.
Dabei wurde Heptadecans�ure als interner Standard einge-
setzt, was eine quantitative Bestimmung der freien Fetts�uren
in der Probe erm�glichte. Tabelle 1 listet die Ergebnisse auf
und vergleicht diese mit der Gesamtkonzentration an S�ure,
die nach DIN EN ISO 660 bestimmt wurde.

Freie Fetts�uren treten oftmals als unerw�nschte Ne-
benprodukte bei der Synthese und Verarbeitung von Fettal-
koholen auf, und die S�urezahl dient routinem�ßig als Maß
f�r die Konzentration der freien Fetts�uren in der Probe.[13]

Allerdings wird f�r eine effiziente Prozessoptimierung h�ufig

Schema 1. Derivatisierung von S�uren, Aminen und Alkoholen mit dem APLI-Ionisationsmarker.
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die Kenntnis der Identit�t der freien Fetts�ure sowie der in-
dividuellen Konzentration gew�nscht. Leider k�nnen Fett-
s�uren in einer Fettalkohol-Matrix nicht mit 2 und nach dem
beschriebenen Syntheseweg derivatisiert werden, da die
Fettalkohole bei der Derivatisierungsreaktion mit dem Ioni-
sationsmarker konkurrieren. Deshalb wurde in diesem Fall 9-
Diazomethylanthracen (3), das auch als Fluoreszenzmarker
f�r Fetts�uren bekannt ist,[14] als Ionisationsmarker eingesetzt
(Schema 2). Mit den in der Literatur beschriebenen Reakti-
onsparametern ist eine Umsetzung mit den Fettalkoholen

Abbildung 1. APLI-(TOF)MS von a) Ethanol, b) Cholesterin, c) Dodecyl-
amin und d) �ls�ure nach Derivatisierung mit 1 oder 2 und Injektion
mit einer Spritzenpumpe.

Abbildung 2. Vergleich verschiedener AP-REMPI-Spektren.

Abbildung 3. Analyse von Brij 72 mit a) APLI und b) MALDI mit 2,5-
Dihydroxybenzoes�ure als Matrix und Silbertrifluoracetat als kationisie-
rendem Reagens. Die Signale im APLI-(TOF)MS wurden als Radikal-
kation detektiert, w�hrend im MALDI-(TOF)MS die Silberaddukte der
Analyten gebildet wurden.
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unm�glich.[14] Um den Gehalt an Fetts�uren in einer Fett-
alkohol-Matrix eines Industrieproduktes zu bestimmen,
wurde die Probe mit 9-Diazomethylanthracen derivatisiert
und zweimal mit einem Gaschromatographen, der mit dem
APLI-(TOF)MS gekoppelt wurde, analysiert. Das unter-
suchte Industrieprodukt wurde aus einem Kokosnuss�l ge-
wonnen. In pflanzlichen Produkten sind normalerweise nur
geradzahlige Kohlenwasserstoffe enthalten, weshalb anstelle
eines teuren SIMS eine Fetts�ure mit ungeradzahliger Ket-
tenl�nge – Heptadecans�ure – als interner Standard einge-
setzt werden konnte. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse (n = 2) im
Vergleich mit der Gesamtkonzentration an S�ure, die vom
Hersteller angegeben wurde. Wegen der geringen S�urekon-
zentration war keine Analyse nach DIN EN ISO 660 m�glich.

Durch die beschriebene Derivatisierungsstrategie konnte
die Bandbreite der analytischen Anwendungen der APLI-MS
enorm erweitert werden. So sind die zu ionisierenden Ana-
lyten nicht mehr durch ihre spektroskopischen Eigenschaften
und somit auf aromatische Kohlenwasserstoffe beschr�nkt,

sondern ben�tigen nur eine reaktive Ankergruppe und die
M�glichkeit der Bindung mit einem Ionisationsmarker. Dar-
�ber hinaus konnte gezeigt werden, dass Analytmolek�le, die
mit dem gleichen Marker derivatisiert wurden, nahezu iden-
tische spektroskopische Eigenschaften aufweisen wie der
Marker selbst. Dies f�hrt zu den beschriebenen Vorteilen bei
einer quantitativen Analyse von Substanzen in komplexer
Matrix. Zurzeit entwickeln wir weitere Synthesestrategien f�r
unterschiedliche Ionisationsmarker, um selektiv unter-
schiedliche Zielmolek�le derivatisieren und die GC-APLI-
MS zur Bearbeitung einer gr�ßeren Zahl von Fragestellungen
einsetzen zu k�nnen.
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Tabelle 1: Analyse von freien Fetts�uren in Sonnenblumen�l.

Fetts�ure Gehalt an freien Fetts�uren [%]

APLI-(TOF)MS DIN EN ISO 660
Palmitins�ure 0.14 n.b.[a]

Linols�ure 0.80 n.b.[a]

�ls�ure 0.40 n.b.[a]

Stearins�ure 0.04 n.b.[a]

gesamte S�urekonz. 1.38 1.47

[a] n.b.: nicht bestimmbar.

Schema 2. Derivatisierung von Fetts�uren mit 9-Diazomethylanthra-
cen.

Tabelle 2: GC-APLI-(TOF)MS von freien Fetts�uren in einem Industrie-
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Fetts�ure Gehalt an freien Fetts�uren [%]
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Octadecans�ure 2.78 � 10�4�2.8 � 10�5

gesamte S�urekonz. 1.73 � 10�3�4.6 � 10�5

angegebener Wert 0–3.6 � 10�2
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