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Abkürzungsverzeichnis 

 

(PyS)2 2,2’-Dipyridyldisulfid  

[M]
+
 Molekülkation 

[M+H]
+
 Molekülkation mit addiertem Proton 

[M-H]
+
 Molekülkation mit subtrahiertem Proton 

µ Präfix, Mirco (10
-6

) 

2’-dA-3’-MP 2’-Desoxyadenosin-3’-Monophosphat  

2’-dC-3’-MP 2’-Desoxycytidine-3’-monophosphat  

2’-dU-5’MP 2’-Desoxyuridine-5’-monophosphat  

AA Acrylsäure 

AM Anthracen-9-ylmethanol 

AMAA Anthracen-9-ylmethoxyessigsäure 

APA 3-(9-Anthryl)-propylamin 

APA*HCl 3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorid 

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

APLI Atmospheric Pressure Laser Ionization 

APol 3-(9-Anthryl)-propanol 

APPI Atmospheric Pressure Photo Ionization 

APS 3-(Anthracen-9-yl)propansäure 

APS-Cl 3-(Anthracen-9-yl)propansäurechlorid 

APS-NHS 3-(9-Anthryl)-propionsäure-2,5-dioxo-pyrrolidinylester 

AQC 6-Aminoquinolin-N-hydroxysuccimidylcarbamat 

bar bar (Druckeinheit) 



 VI 

BODIPY-FL-EDA  
4,4-Diflouro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-S-indacen-3-

propionylethylendiamin-hydrochlorid 

BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid  

CDI N,N’-Carbodiimidazol  

CI Chemische Ionisation 

CID Collusion Induced Dissociation 

CRM Charged Residue Mechanism 

Cy Cyclohexyl 

Da Dalton (atomare Masseneinheit) 

DA-APLI Dopant-Assisted-APLI 

DA-APPI Dopant-Assisted-APPI 

DAD Dioden Array Detector 

DAMA 9-Diazomethylanthracen 

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid  

DI Direktinjektion 

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin 

DMF Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DSC N,N'-Disuccimidylcarbonat 

EC Elektroneneinfang 

ECD Elektroneneinfangdetektor (engl. Electron Capture Detection) 

EDC*HCl 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 

EI Elektronenstoß-Ionisation 

EtOH Ethanol 
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GC Gaschromatographie 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

HPP Hydroxypropylpyridin 

hν Photon 

IEM Ion Evaporation Mechanism 

k Präfix, Kilo (10
3
) 

K Kelvin 

kHz Frequenteinheit, (1000 s
-1

) 

KOtBu Kaliumtertbutanolat 

L Liter 

LC Flüssigchromatography 

m Präfix, Milli (10
-3

) 

M mol/L 

m/z-Verhältnis Masse-zu-Ladungsverhältnis 

MAA Methacrylsäure 

MALDI Matrix-Assisted Laser-Desorption/Ionization 

MCP Microchannel Plate Detector 

MeCN Acetonitril 

MeOH Methanol 

MES 2-(N-morpholino)ethansulfonsäure 

mol Stoffmenge (6,022 ∙ 10
23

 Teilchen) 

MPIS Multipurpose Atmospheric-Pressure Ion Source 

MS Massenspektrometrie/Massenspektrometer 



 VIII 

n Präfix, Nano (10
-9

) 

NHS N-Hydroxysuccinimid  

NHS-C 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-3-(anthracen-9-yl)propylcarbamat 

Nm Nanometer 

NNK 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-Pyridyl)-1-butanon 

NP-C 4-Nitrophenyl-3-(anthracen-9-yl)propylcarbamat 

OTos Tosylation 

p Präfix, Pico (10
-12

) 

p Druck 

PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 

PFB Pentafluorobenzoylchlorid 

PHB Pyridylhydroxybutanol 

POB Pyridyloxobutanol 

PPh3 Triphenylphosphin  

Q Quadrupol 

REMPI Resonance-enhanced Multi Photon Ionization 

rf Radiofrequenz 

RP-HPLC Reversed Phase-HPLC 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RT Raumtemperatur 

Spd Spermidin 

Spn Spermin 

TFL Transferline 

TIC Total Ion Current 

ToF-MS Time-of-Flight-Massenspektrometer 



 

 IX 

TosCl Tosylchlorid 

TSA Toluol-4-sulfonsäure-3-(9-anthryl)-propylester 

UV Ultraviolett 

V Volt 

VUV Vakuum-UV 

λ Wellenlänge 

 

Im Laufe dieser Arbeit werden Derivatisierungsprodukte über die Abkürzung des Markers 

verbunden mit einem Bindestrich mit der Abkürzung des Analyten benannt. 
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1 Einleitung 

Das Bearbeiten immer komplexerer analytischer Fragestellungen stellt Forscher und 

Gerätehersteller vor immer neue Aufgaben. Die Entwicklung neuer analytischer Methoden 

oder die Verbesserung bereits etablierter Techniken ermöglicht Analytikern weltweit die 

Beantwortung zahlreicher Fragestellungen, welche vor einigen Jahren noch als unlösbar 

galten. 

Dabei werden in allen Bereichen der Analytischen Chemie Fortschritte gemacht. Die zwei 

großen Gebiete der Analytik, die Stofftrennung und die Detektion von Analyten, insbesondere 

in Form der Massenspektrometrie (MS), haben in den letzten Jahren ernorme Entwicklungen 

vorgenommen. Die Einführung zweidimensionaler chromatographischer Methoden hat z.B. 

die Komplexität einiger Proben in vollem Umfang erst erkennen lassen [1]. Moderne 

Massenspektrometrie erleichtert oder ermöglicht dabei die Aufklärung von Molekülstukturen 

in Proben unbekannter Zusammensetzung [2].  

Neben dem verwendeten Massenspektrometer spielt bei der massenspektrometrischen 

Analyse von Proben die Ionisationsmethode eine wichtige Rolle. Die eingesetzte 

Ionisationsart ist entscheidend, welche der Probenbestandteile der Analyse mittels MS 

überhaupt zugänglich werden [3]. Deshalb wird an immer mehr Ionisationsmethoden 

geforscht. Dabei spielen zwei Kriterien eine Rolle: Zum einen ist die Ionisationsausbeute und 

damit die Sensitivität der Ionisationsmethode wichtig, zum anderen ist die Frage der 

universellen Anwendbarkeit der Methode entscheidend [4]. 

Um hochempfindliche Ionisationsmethoden anwenden zu können, müssen die untersuchten 

Analyten oft ganz bestimmte Moleküleigenschaften aufweisen [5]. 

In dieser Arbeit werden neue Ionisationsmarker entwickelt und vorgestellt, welche nach der 

Derivatisierung der Analyten den Einsatz der ultrasensitiven Ionisationstechnik, 

Atmosphärendruck Laserionisation (APLI) erlauben. 
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2 Theorie 

In diesem Kapitel werden die wichtigsten theoretischen Grundlagen für diese Arbeit diskutiert 

bzw. erläutert. Zunächst wird auf die Massenspektrometrie als analytisches Werkzeug 

eingegangen und anschließend gängige Ionisationsmethoden vorgestellt. Die Diskussion der 

Vor- und Nachteile wird zeigen, dass die APLI eine sinnvolle Ergänzung zu den bereits 

etablierten Ionisationsmethoden darstellt. Darauf folgt eine kurze Einführung in die 

wichtigsten analytischen Trennmethoden (GC und HPLC) und deren Kopplung an die APLI. 

Anschließend wird das Prinzip der Derivatisierungsreaktionen in der Analytik erläutert und 

das Konzept der Derivatisierung mit Hilfe von Ionisationsmarkern auf die APLI übertragen. 

 

2.1 Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie hat sich zu dem wichtigsten Detektorsverfahren der modernen 

Analytik von organischen Molekülen entwickelt. Der Vorteil gegenüber anderen Detektoren 

ist die häufig deutlich bessere Sensitivität und insbesondere die Bereitstellung weiterer 

Molekülinformationen, welche zur Strukturaufklärung genutzt werden können. 

Bei der Massenspektrometrie werden Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis 

(m/z-Verhältnis) getrennt und detektiert. Durch den Einsatz präziser Massenspektrometer ist 

es möglich, über die exakt gemessene Masse, die Elementzusammensetzung von Molekülen 

zu bestimmen. Darüber hinaus bieten Fragmentspektren und der Einsatz moderner 

Datenbanken die Möglichkeit, Verbindungen zu identifizieren [6-15]. 

Die am häufigsten eingesetzten Massenspektrometer sind das Quadrupol (Q) und das 

Time-of-Flight-Massenspektrometer (ToF-MS). Mehrpolsysteme mit sechs oder acht Polen, 

welche für die Fokussierung von Ionen eingesetzt werden, sind Modifikationen des 

Quadrupols. Da nur Mehrpolsysteme und das ToF-MS in dem in dieser Arbeit verwendeten 

Gerät zum Einsatz kommen, wird auch nur darauf eingegangen. Neben diesen beiden 

Konzepten gibt es weitere Möglichkeiten zur Bestimmung von m/z-Verhältnissen von Ionen. 

Aber auch Kombinationen mehrerer dieser Baugruppen können vorteilhaft sein. Zum einen 

können mehrere Quadrupole oder andere Mehrpole hintereinander geschaltet werden, zum 

anderen können Mehrpole auch mit einem ToF-MS in einem Gerät verbaut werden, um die 

Vorteile der einzelnen Bauelemente zu vereinen.  
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2.1.1 Quadrupol-MS 

Das Quadrupol-MS wurde erstmals 1953 beschrieben [16] und ist aus zwei sich gegenüber 

liegenden Stabpaaren aufgebaut. Alternierend wird eine Gleichspannung unterschiedlicher 

Polarität angelegt, wobei die gleiche Spannung auf den sich gegenüberliegenden Stäben 

anliegt. Dieser Gleichspannung wird eine Wechselspannung mit einer Radiofrequenz (rf) 

überlagert. Die Massenselektion ist eine Funktion der angelegten Spannungen sowie der 

Radiofrequenz und resultiert in der Selektion ganz bestimmter m/z-Verhältnisse [6,17,18]. Bei 

dem Quadrupol-Massenanalysator werden nur Ionen mit einem bestimmten m/z-Verhältnissen 

auf einer stabilen Flugbahn gehalten. Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau eines 

Quadrupols. Quadrupole können als Massenfilter, Kollisionszellen und Ionenlinsen eingesetzt 

werden [10,19]. Die Vorteile des Quadrupols sind der niedrige Preis, die kompakte Bauweise, 

die Robustheit und die vergleichsweise einfache Instandhaltung. Ionen können bis zu einer 

Masse von ca. 4000 Da untersucht werden. 

In Abbildung 1 hat das blaue Kation eine stabile Flugbahn und wird durch den Quadrupol 

geführt. Das grüne Kation hat eine instabile Flugbahn, trifft einen der Stäbe, wird neutralisiert 

und von den Pumpen als Neutralteilchen abgesaugt. 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Quadrupols nach [17,18,20,21]. Der vierte Stab wurde bei 

der Darstellung aufgrund der Übersichtlichkeit transparent dargestellt.  

 

Der Einsatz von sechs bzw. acht Polen ist auch möglich. Diese Bauteile werden als Hexapol 

bzw. Octapol bezeichnet und werden ausschließlich als Ionenlinsen zur Fokussierung von 
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Ionenstrahlen eingesetzt. Ihre fokussierende Wirkung ist dem des Quadrupols überlegen, 

jedoch können diese nicht als Massenfilter verwendet werden [6].  

 

2.1.2 Time-of-Flight-Massenspektrometrie 

In der ToF-Massenspektrometrie wird die Flugzeit der Ionen mit unterschiedlichen 

m/z-Verhältnissen nach einem definierten Beschleunigungspuls gemessen. Dieses Prinzip zur 

Untersuchung von Ionenmassen wurde erstmals 1946 von Stephens vorgestellt [6,22,23]. Der 

Puls, der die Zeitmessung startet, überträgt die gleiche kinetische Energie auf jede 

Ionenladung. Da nach dem Puls alle Ionen mit gleicher Ladung die gleiche kinetische Energie 

aufweisen, unterscheiden sich unterschiedlich schwere Ionen in ihrer Geschwindigkeit und 

weisen eine von dem m/z-Verhältnis abhängige Driftzeit zum Detektor auf [11]. Dieser 

Massenanalysator eignet sich besonders gut zu Kopplung mit gepulsten Ionisationsquellen, 

welche auf definierten Startpunkten basieren, wie z.B. die Matrix-Assisted 

Laser-Desorption/Ionization (MALDI), bei der ein gepulster Laser zur Ionisation eingesetzt 

wird und dieser gleichzeitig als Startsignal für die Zeitmessung dient [6]. 

Ionisationsmethoden, die einen kontinuierlichen Ionenstrom liefern, sind nicht direkt für das 

ToF-MS geeignet. Hier muss der kontinuierliche Ionenstrom zunächst in einen gepulsten 

Ionenstrom umgewandelt werden. Dies geschieht mittels eines Pushers, welcher den 

ankommenden Ionenstrom senkrecht zur ursprünglichen Bewegungsrichtung der Ionen in das 

Flugrohr beschleunigt [20]. Alle in die Driftstrecke beschleunigten Ionen erreichen nach 

gegebener Zeit den Detektor. Somit ist die Analyse auch von Ionen mit sehr hohem 

Molekulargewicht möglich [11]. Das ToF-MS eignet sich zur simultanen Aufnahme des 

gesamten Massenbereichs. Die Datenaufnahmerate liegt üblicherweise bei 10 kHz [24]. 

Moderne Time-of-Flight Massenspektrometer erreichen Auflösungen von mehr als 10000 

[20], welche häufig erst durch den Einsatz eines Reflektrons erzielt werden können. Ein 

Reflektron besteht aus mehreren Ringscheiben, welche auf immer höheren elektrischen 

Potentialen liegen und so einen Ionenspiegel bilden. Die Ionen dringen in das Reflektron ein, 

werden durch das angelegte Potential abgebremst und in die entgegengesetzte Richtung 

beschleunigt. Das Umlenken der Ionen hat zwei Vorteile. Zum einen kann so die Flugstrecke 

der Ionen erheblich verlängert werden, weswegen eine höhere Auflösung möglich wird. Zum 

zweiten werden Ionen mit gleichem m/z-Verhältnis, aber leicht unterschiedlicher kinetischer 

Energie, die sich aus der Energieverteilung vor dem Beschleunigungspuls ergibt, am Detektor 

fokussiert. Die Ionen mit höherer kinetischer Energie dringen tiefer in das Reflektron ein und 

legen so eine geringfügig längere Strecke zurück, sodass ihre Flugzeit zum Detektor die 
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gleiche ist, wie die der Ionen mit etwas geringerer kinetischer Energie [20,25]. Eine 

schematische Darstellung des ToF-MS ist in Abbildung 2 gegeben.  

A B C

Pusher

Reflektron Reflektron Reflektron

Pusher Pusher

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau und Funktionsweise eines ToF-MS nach [20,25]. A: Einlass der Ionen 

in die Flugröhre. B: Beschleunigung der Ionen durch den Pusher. C: Richtungsänderung der Ionen im 

Reflektron und Auftreffen des leichteren Ions am MCP (MCP: Microchannel Plate). 

 

2.1.3 Das micrOTOF 

Das in dieser Arbeit eingesetzte Massenspektrometer ist ein micrOTOF von der Firma Bruker 

Daltonics. Der Aufbau des micrOTOFs ist in Abbildung 3 dargestellt. 

Die hier verwendete Multipurpose Atmospheric-Pressure Ion Source (MPIS) [26] wird später 

vorgestellt und ist daher nicht in Abbildung 3 gezeigt. Nach der Ionisation werden die Ionen 

über anliegende Spannungen auf dem Sprayshield und dem Anfang der Transferkapillare, 

bestehend aus Glas mit metallbeschichteten Enden, in das Massenspektrometer transportiert. 

Es besteht die Möglichkeit, der Ionenbewegung am Kapillareingang einen geheizten 

Stickstoffstrom entgegen zu richten. Dieses sogenannte Drying Gas ist insbesondere für das 

Trocknen des Eluats aus der Flüssigchromatographie, also das Entfernen von Lösungsmitteln, 

gedacht. 

 



2 Theorie 

 7 

N2-Heater

~4 mbar 0,5 mbar 0,5 x 10-3 mbar 0,5 x 10-6 mbar

MCP

Pusher

Transferkapillare Skimmer 1
Skimmer 2

Hexapol 1
Hexapol 2

Sprayshield

Ionenlinsen

 

Abbildung 3: Aufbau des micrOTOFs von Bruker Daltonics nach [27]. Der Weg der Ionen ist rot 

eingezeichnet. 

 

Nach dem Passieren der Transferkapillare befinden sich die Ionen in der ersten differentiellen 

Pumpstufe. Dort herrscht ein Druck von ca. 4 mbar. Das Ende der Transferkapillare ist auf ein 

Potential von ca. 200 V eingestellt und beschleunigt die Ionen in Richtung des ersten 

Skimmers. Wird eine ausreichend große Potentialdifferenz zwischen dem Kapillarausgang 

und dem ersten Skimmer angelegt, kommt es durch den noch ausreichend hohen Druck zu 

genügend Stößen mit den noch vorhandenen Gasteilchen, sodass es zu Fragmentierungen 

kommen kann. Dieser Fragmentierungsmechanismus wird als Collision Induced 

Dissociation (CID) bezeichnet und kann eingesetzt werden, um eine Strukturinformation der 

Analyten zu erhalten [28,29]. Die Druckdifferenz zwischen der ersten und der zweiten 

differentiellen Druckstufe saugt alle gasförmigen Teilchen in Richtung des kleineren Drucks. 

Nach dem ersten Skimmer herrscht ein Druck von ca. 0,5 mbar. Anschließend werden die 

Ionen von einem Hexapol fokussiert und in Richtung des zweiten Skimmers transferiert. 

Ungeladene Teilchen werden dabei nicht fokussiert und passieren den zweiten Skimmer nicht. 

Nach dem zweiten Skimmer werden die Ionen von einem weiteren Hexapol in Richtung des 

Flugrohrs im Massenspektrometer geleitet. Der Druck in der dritten differentiellen Pumpstufe 

beträgt ca. 0,5 x 10
-3

 mbar. Vor dem Eintritt der Ionen in die Flugröhre werden diese 

nochmals über Ionenlinsen fokussiert. Nach dem Eintritt in die Flugröhre und dem Passieren 

einer weiteren Ionenlinse befinden sich die Ionen im Pushersystem. Der Pusher beschleunigt 
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die Ionen gepulst und orthogonal zu ihrer bisherigen Flugrichtung in die Flugröhre hinein. 

Dieser Schritt ist wichtig, um aus dem kontinuierlichen Ionenstrom diskrete Ionenpakete zu 

erzeugen. Die Ionen werden in Richtung des Reflektrons mit einem definierten elektrischen 

Potential beschleunigt. Nach dem Eindringen in das Reflektron wird die Bewegungsrichtung 

der Ionen um fast 180° geändert. Anschließend treffen die Ionen auf den Detektor. In diesem 

Fall ist es ein MCP-Detektor (engl. Microchannel Plate Detector). Dieser besteht aus einer 

Glasplatte, in der sich Millionen kleiner Kanäle, beschichtet mit einem halbleitenden 

Material, befinden. Der Durchmesser eines solchen Kanals ist ca. 5-10 µm, während die 

Länge etwa 0,5-0,8 mm beträgt. Die Kanäle stehen unter Spannung und wirken beim 

Auftreffen von Ionen als Elektronenvervielfältiger. MCPs detektieren Ionen über einen hohen 

dynamischen Bereich und die Sättigungseffekte am Detektor sind vernachlässigbar klein. 

Darüber hinaus bieten diese Detektoren eine hohe Zeitauflösung und ermöglichen so die 

exakte Zeitmessung zwischen Startsignal des Pushers und dem Auftreffen der Ionen am 

Detektor [6,10,27].
 

 

2.2 Ionisationsmethoden  

Um Analyten massenspektrometrisch untersuchen zu können, müssen diese zunächst ionisiert 

werden. Die Ionisation der zu untersuchenden Moleküle ist häufig einer der 

sensitivitätsbestimmenden Schritte [30-32]. Zur Analyse von Molekülen, welche sich in der 

flüssigen Phase befinden, werden häufig die Elektrosprayionisation (ESI), die Atmospheric 

Pressure Chemical Ionization (APCI) und die Atmospheric Pressure Photo Ionization (APPI) 

eingesetzt [8]. ESI, APCI und APPI werden nach der Polarität der zu untersuchenden 

Substanzen ausgewählt und klassifiziert. ESI wird für polare und ionische Verbindungen 

eingesetzt. APCI und APPI finden Anwendung bei mittel- bis unpolaren Molekülen [8,32,33]. 

Die Grenzen der einzelnen Ionisationsmethoden sind dabei fließend und hängen von der 

Gesamtstruktur der Analyten ab. Abbildung 4 stellt den Einsatzbereich der genannten 

Ionisationsmethoden bezüglich der Polarität und Molekülmasse dar. 
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Abbildung 4: Einteilung von Atmosphärendruckionisationsmethoden nach Polarität und 

Molekulargewicht der Analyten nach [3]. 

 

Bei der Kopplung der Gaschromatographie mit der Massenspektrometrie kommen häufig die 

Elektronenstoß-Ionisation (EI; engl.: Electron Impact) sowie die chemische Ionisation (CI; 

engl.: Chemical Ionization) unter reduziertem Druck zum Einsatz. Dies ist aufgrund der 

geringen Massenflüsse in der Gaschromatographie möglich [34]. Für die Ionisation unter 

Atmosphärendruck wird nach gaschromatographischer Trennung meistens die APCI 

eingesetzt [35].  

Der Elektroneneinfang (EC; engl. Electron Capture), die Resonance-enhanced Multi Photon 

Ionization (REMPI) und die Atmospheric Pressure Laser Ionization (APLI) sind den zuvor 

genannten Ionisationstechniken im Hinblick auf die Sensitivität überlegen. Allerdings sind 

diese Ionisationsmethoden nicht universell einsetzbar. Die Analyten müssen ganz bestimmte 

Moleküleigenschaften aufweisen um durch die drei letztgenannten Ionisationsmethoden 

ionisiert zu werden. Mit der APLI lassen sich z.B. polyzyklische aromatische 

Kohlenwasserstoffe (PAKs) um zwei bis drei Größenordnungen empfindlicher nachweisen 

als mit den zuvor genannten universellen Ionisationsarten [4,26,36]. Im Folgenden werden 

sowohl die gängigsten als auch die empfindlichsten Ionisationsmethoden vorgestellt. In 

diesem Kapitel wird dargestellt, warum die APLI eine sinnvolle Ergänzung zu den bereits 
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etablierten und weit verbreiteten Ionisationsmethoden ist. Die Liste der hier diskutierten 

Ionisationsmethoden ist nicht vollständig. Es wird lediglich eine kleine Auswahl an 

Ionisationsmethoden, welche für diese Arbeit relevant erscheint, diskutiert. 

 

2.2.1 Elektrospray Ionisation 

Die Elektrospray-Ionisation (ESI) wurde 1984 von Yamashita und Fenn zur Erzeugung von 

Gasphasenionen eingeführt [10,25]. Bei dem ESI-Prozess werden mittel- bis sehr polare 

Verbindungen ionisiert. Die Analytionen entstehen in der kondensierten Phase und werden 

anschließend in die Gasphase überführt. Dazu werden polare Lösungsmittel, oft wässrige 

bzw. alkoholische Lösungen der Analyten, welche häufig auch Salze enthalten, durch eine 

Stahlkapillare gepumpt [32]. Zwischen dieser Kapillare und dem Einlass des 

Massenspektrometers wird eine Hochspannung (2-8 kV) angelegt. Wird die Kapillare als 

Anode geschaltet, so wird dort ein Teil der Anionen aus der Lösung neutralisiert. Der in der 

Lösung verbleibende Überschuss an Kationen sammelt sich am Rand der Lösung. Es entsteht 

der sogenannte Taylor-Kegel (engl. Taylor cone). Von diesem reißen große, positiv geladene 

Tropfen ab und werden in Richtung Kathode beschleunigt. Die Tropfen verlieren über 

Trocknungsprozesse Lösemittelmoleküle. Zur Unterstützung des Trocknungsprozesses 

werden häufig geheizte Gasströme eingesetzt [8,37]. Die Tropfen werden mit der Zeit kleiner, 

ihre Oberflächenladungsdichte steigt und es kommt zu Coulombexplosionen, bei welchen 

kleinere Tropfen entstehen. Diese werden ebenfalls getrocknet und zerfallen weiter bis die 

Tropfendurchmesser im Bereich von Nanometern liegen. Dann kommt es zu einer 

Anlagerung von Ladungsträgern und anschließend werden die Analytionen in die Gasphase 

überführt [3,10,25]. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 5 gegeben.  

Der Mechanismus zur Freisetzung der Analytionen aus den Tropfen in die Gasphase ist nicht 

vollständig verstanden. Es werden zwei Modelle angenommen. Der erste Mechanismus wird 

Charged Residue Mechanism (CRM) genannt. Dabei wird angenommen, dass die Coulomb 

Explosionen die Tröpfchen so lange verkleinern bis nur noch ein Analytmolekül mit seinen 

verbleibenden Ladungen pro Tropfen vorhanden ist. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 6 

oben dargestellt. Der zweite Mechanismus wird Ion Evaporation Mechanism (IEM) genannt. 

Dabei wird davon ausgegangen, dass ab einer bestimmten kritischen Oberflächenladung und 

Größe Analytionen aus den Tropfen emittiert werden. So wird die Oberflächenladung des 

verbleibenden Tropfens reduziert. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 6 unten dargestellt 

[37-39].  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des ESI Prozesses nach [6,25,37]. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Mechanismen des Übergangs der Ionen aus der 

kondensierten Phase in die Gasphase beim ESI-Prozess nach [37]. 

 

ESI kann sowohl im positiven als auch im negativen Modus betrieben werden. Abhängig von 

der Polarität der angelegten Spannung werden Kationen bzw. Anionen in die Gasphase 

freigesetzt. Darüber hinaus ist die ESI in der Lage, mehrfach geladene Ionen zu erzeugen, 

wodurch es möglich ist, Moleküle mit sehr hohen Massen zu untersuchen [25,32]. Weiter ist 

die ESI eine weiche Ionisationsmethode, bei der es nur wenig Zerfallsreaktionen der Ionen 
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gibt [4,6]. Die Abwesenheit hoher Temperaturen zum Verdampfen des Lösungsmittels schont 

die Analyten [11,40]. Die größten Nachteile sind die Ionensuppression und die 

Strukturabhängigkeit der Ionisationsausbeute. Schon kleine Unterschiede in der 

Molekülstruktur können die Ionisationsausbeute drastisch ändern [41]. Ebenfalls ist die 

Ionisationsausbeute abhängig von dem verwendeten Lösungsmittel und weiteren 

Lösungsmittelzusätzen oder Matrixbestandteilen [8,32,37,42]. Die Salzkonzentration und -art 

einer Lösung spielt hier eine entscheidende Rolle [17,42]. Bei Gradientenelution in der HPLC 

führt dieser Umstand abhängig von der Retentionszeit der Analyten, durch die sich 

verändernde Obeflächenspannung, zu unterschiedlichen Ionisationsbedingungen. Diese 

Problematik erfordert für die Quantifizierung von Analyten oft Stabilisotopen markierte 

Standards [7,32,43-45]. ESI -Ionisationsquellen unterliegen der Limitierung auf kleine Flüsse. 

Dieses ist erforderlich, um das Elektrospray zu generieren oder zu verbessern [46]. Deshalb 

ist es oft notwendig, einen Split vor der Ionisationsquelle zu installieren, um nicht den 

gesamten Fluss aus der HPLC der Ionisation zuzuführen. 

 

2.2.2 Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

Die am zweithäufigsten eingesetzte Ionisationsmethode ist die Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization (APCI) [47], diese wurde erstmals in den 1970ern eingeführt [32]. Die 

Ionisation findet in der Gasphase statt, wodurch es möglich ist, gasförmige, und nach einem 

Verdampfungsschritt, auch flüssige und feste Proben zu untersuchen [48,49]. Hierin liegt 

einer der Hauptunterschiede zur ESI, welche auf flüssige Proben beschränkt ist. Verglichen 

mit der ESI ist die APCI auch weniger anfällig für Salze und andere Bestandteile der Matrix 

[50]. APCI findet Anwendung zur Ionisation von eher unpolaren Molekülen, welche sich 

nicht in Lösung, sondern nur in der Gasphase ionisieren lassen [17]. Da die APCI in der 

Gasphase stattfindet, ist sie bei flüssigen Probeaufgaben, nicht wie die ESI, unabhängiger 

vom Lösemittel [32]. Der Nachteil ist, dass Proben, welche in Lösung vorliegen, vor der 

Ionisation beim Verdampfen thermisch belastet werden, wobei die Temperaturen teilweise 

weit über 400 °C liegen [10,11,17]. Darüber hinaus beschränkt die Notwendigkeit einer 

gasförmigen Probe die Analytgröße und –polarität.  

Der Mechanismus der APCI beruht auf der chemischen Reaktion von Primärionen mit den 

Analytmolekülen, wobei die Analyten häufig protoniert oder deprotoniert werden [47]. Die 

für die Ionisation der Analyten notwendigen Primärionen werden über eine Coronaentladung 

an einer Nadel, an welcher eine Hochspannung anliegt, generiert. An der Spitze der Nadel 

werden Elektronen emittiert, die aus den umliegenden Gasmolekülen Ionen erzeugen. Es 
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werden die in der Ionenquelle vorhandenen Gase, welche sich aus der Atmosphäre, den der 

Ionenquelle zugesetzten Gasen oder dem Lösemittel zusammensetzen, ionisiert. Über 

Molekülionenreaktionen werden anschließend die thermodynamisch stabilsten Produkte 

gebildet [3,17,47,51,52]. Die am häufigsten vorkommenden Gasphasenreaktionen sind der 

Protonentransfer sowie Adduktbildungsreaktionen [32]. Die APCI kann sowohl zur 

Erzeugung von Kationen als auch von Anionen eingesetzt werden. Der Aufbau einer 

APCI-Quelle ist in Abbildung 7 dargestellt.  

 

 

Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer APCI-Quelle nach [48,50]. Die Analytlösung wird versprüht 

und anschließend verdampft. Die Lösemittelmoleküle (S) werden an der Nadel ionisiert und bilden 

protonierte Cluster. Die Cluster protonieren die gasförmigen Analytmoleküle (M).  

 

Die folgenden Reaktionsgleichungen (1 - 7) erläutern den Ionisationsmechanismus der APCI 

im positiven Modus, der mit einer Protonierung der Analyten verbunden ist (nach [52]). 

Weitere Reaktionskaskaden und Ionisationsmechanismen sind möglich und generieren eine 

Vielzahl von möglichen sowie thermodynamisch stabilen Ionen. Auf diese soll nicht weiter 

eingegangen werden. Es soll hier nur gezeigt werden, dass es eine Vielzahl von Parametern 

gibt, die Einfluss auf das zu erwartende Ionisationsprodukt haben. Details zu anderen 

Ionisationsmechanismen in der APCI können in [34,50,52] nachgeschlagen werden. 
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Die Bildung der thermodynamisch stabilsten Produkte führt zur Ionensuppression von nicht 

stark sauren bzw. nicht stark basischen Analyten. Amine unterdrücken z.B. die Protonierung 

von weniger basischen Verbindungen [17]. Da die Analyten um die Ladungsträger 

konkurrieren und nur die reaktivsten Spezies ionisiert werden, können komplexe Proben nur 

schwer oder gar nicht auf alle Bestandteile hin untersucht werden [3]. Manchmal kommt es 

zur Reduktion von Doppelbindungen und damit zu einer detektierten Masse, die um zwei 

Dalton erhöht ist. Dieses erschwert die Auswertung von Massenspektren [50].  

Die Abwesenheit von mehrfach geladenen Ionen ist ein weiterer entscheidender Unterschied 

zur ESI. Bereits einfach geladene Ionen stoßen weitere Ionen gleicher Ladung ab, weswegen 

keine Mehrfachladungen generiert werden können [47]. Verglichen mit der ESI lässt die 

APCI deutlich höhere Probenflüsse zu. Es sind Flüsse von bis zu 2 mL/min möglich. Die 

zulässigen Flüsse in der ESI liegen um ein Vielfaches darunter. Dies bedeutet, dass bei 

Verwendung der APCI der Fluss aus der Chromatographie nicht gesplittet werden muss und 

so höhere Probenmengen in die Ionenquelle eingebracht werden können [10,53]. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die APCI am besten für kleine (100 – 2000 Da 

[8]) und relativ stabile Moleküle eingesetzt werden kann [32]. Die APCI ergänzt die ESI bei 

der Analyse flüssiger Proben, da hier andere Molekülcharakteristiken für die Ionisation 

ausschlaggebend sind. So spielt bei der APCI z.B. die Gasphasenacidität bzw. –basizität eine 

entscheidende Rolle. Bei der ESI ist es die Basizität bzw. Acidität in Lösung. 

 

2.2.3 Elektronenstoß-Ionisation 

Die Elektronenstoß-Ionisation (EI; engl. Electron Impact oder Electron Ionization) ist eine 

Ionisationsart, welche unter Hochvakuum, also bei ca. 10
-7

 bis 10
-5

 mbar, betrieben wird [54]. 

Diese stellt die am häufigsten eingesetzte Ionisationsart zur Kopplung mit der 
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Gaschromatographie dar [8]. Dabei wird die gasförmige Probe mit Elektronen mit einer 

Energie von meistens 70 eV beschossen [6,11,55]. Diese Elektronen werden in einer 

Glühkathode erzeugt und in einem elektrischen Feld beschleunigt, sodass diese orthogonal zur 

Bewegungsrichtung der Analytmoleküle auf diese treffen. Dabei werden Elektronen aus den 

beschossenen Molekülen geschlagen, wodurch diese anschließend positiv geladen sind [6]. 

Die hohe Stoßenergie führt zu einer starken Fragmentierung der gebildeten Ionen. In den 

meisten Fällen wird sogar kein Signal für das Molekülion detektiert, sondern nur für die 

Fragmentionen. Es werden kinetisch kontrollierte Fragmentmuster erzeugt, welche auch auf 

unterschiedlichen Geräten reproduzierbar sind [10]. Das Fragmentmuster kann zur 

Identifikation und Strukturaufklärung von Molekülen eingesetzt werden [13,15]. Diese 

Ionisationsmethode ist für organische Verbindungen universell einsetzbar [9]. Problematisch 

ist, dass sich die Signalintensität auf viele Fragmente verteilt, sodass die Empfindlichkeit 

dieser Methode sinkt [56,57]. Die Interpretation von Spektren unbekannter Verbindungen ist 

schwierig, da in vielen Fällen nur Teilmassen aber nicht die Molekülmasse gemessen werden 

können [57].  

Darüber hinaus ist die EI nur für kleine flüchtige Moleküle einsetzbar, da diese zur Ionisation 

im Vakuum in der Gasphase vorliegen müssen [6,25]. Die Probe kann der Ionenquelle auf 

unterschiedliche Weise zugeführt werden. Die Analyten können über einen 

Gaschromatographen, über das Abnehmen der Gasphase einer Verbindung mit ausreichendem 

Dampfdruck oder, bei festen Proben, über eine geheizte Schubstange in die Ionenquelle 

eingebracht werden [58]. Da die EI-Fragmentdatenbanken eine Identifizierung zahlreicher 

Verbindungen zulassen, ist die Kopplung der Flüssigchromatographie an die EI von Interesse 

und kann über das Particle-Beam Interface realisiert werden [59]. Eine Aufgabe flüssiger 

Proben wurde auch über eine Kopplung zur nanoHPLC realisiert [60-62]. Abbildung 8 zeigt 

den schematischen Aufbau einer EI-Quelle. 
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer EI-Quelle nach [63]. 

 

2.2.4 Chemische Ionisation 

Die Chemische Ionisation (CI) ist eine sanftere Ionisationsmethode als die EI und wird 

ebenfalls bei geringen Drücken durchgeführt. Mit der CI lassen sich häufig Molekülionen 

generieren und detektieren. Damit ist es möglich, die molare Masse fragiler Analyten zu 

bestimmen [54]. Der Druck in der Ionenquelle ist dabei deutlich höher als der in der 

EI-Quelle. Sonst sind beide Ionenquellen aber sehr ähnlich aufgebaut. In der CI-Quelle wird 

ein Reaktandgas zugegeben, welches den Druck auf etwa 0,1 – 2,5 mbar erhöht. Als 

Reaktandgas kommen häufig Methan oder Isobutan zum Einsatz [58,64,65]. Der primäre 

Ionisationsmechanismus ist dabei der gleiche wie bei der EI. Die Reaktandgase liegen aber in 

einem tausendfachen Überschuss vor und werden daher bevorzugt ionisiert. Anschließend 

finden Gasphasenreaktionen zwischen den gebildeten Reaktandgasionen und den Analyten 

statt, wobei die wahrscheinlichsten Reaktionen die Protonierung und der Ladungstransfer 

sind. Gleichungen 8 - 12 zeigen einige mögliche Reaktionen am Beispiel des Methans als 

Reaktandgas [66,67]. Auf mögliche ungeladene Radikale wird in den folgenden Gleichungen 

nicht eingegangen. 
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Die CI kann zur Erzeugung sowohl positiver als auch negativer Ionen eingesetzt werden. Der 

Zusatz von chloriertem Reaktandgas ermöglicht weitere Ionisationsmechanismen [68,69]. 

Wie diese kurze Zusammenfassung zeigt, ist der APCI-Mechanismus dem der CI sehr 

ähnlich. Der größte Unterschied besteht in der Anzahl der Stöße, die die Ionen nach ihrer 

Bildung erfahren. Dies gilt sowohl für die Primär- als auch für die Analytionen. Darüber 

hinaus ist die Zusammensetzung des Reaktandgases bei der APCI deutlich komplexer. In der 

CI ist die Gaszusammensetzung definiert. 

 

2.2.5 Elektroneneinfang–Ionisation 

Eine Variante der APCI bzw. der CI ist die Elektroneneinfang-Ionisation (EC; engl. Electron 

Capture). Diese Methode zeichnet sich durch ihre enorme Selektivität und Sensitivität 

gegenüber elektronenaffinen Verbindungen aus. Die Elektroneneinfang-Ionisation gehört zu 

den empfindlichsten analytischen Methoden überhaupt [5,70]. Die Ionisation erfolgt über den 

Einfang von energiearmen Elektronen, wobei die Analytionen anschließend negativ geladen 

sind. Entweder sind diese Ionen stabil und es handelt sich um den nicht-dissoziativen 

Mechanismus (Gleichung 13), oder die Ionen zerfallen nach dem dissoziativen Mechanismus 

(Gleichung 14) [5,71,72]. 

 

 M + e
-
 → M

-∙
          (13) 

 M + e
-
 → A

-
 + B

∙
         (14) 

  M: Analyt 

  A: Fragment 1 

  B: Fragment 2 

  e
-
: Energiearmes Elektron 

 

Der nicht-dissoziative Mechanismus ist üblicherweise empfindlicher [72]. Die benötigten 

Elektronen niedriger Energie werden, wie in der CI, nach Gleichung 8 generiert. Die aus der 

Glühkathode emittierten energiereichen Elektronen schlagen aus dem Reaktandgas 

thermische Elektronen mit sehr niedriger Energie heraus [67,72]. Das Reaktandgas ist auch 

für die Abkühlung, und den damit verbundenen Energieverlust der Elektronen und der Ionen 

durch Stöße zuständig [5,67]. Die EC-Ionisation funktioniert auch unter APCI-Bedingungen 

bei denen ebenfalls Elektronen niedriger Energie nach Gleichung 1 generiert werden können 

[70,73,74]. Vor dieser Entdeckung wurde die Flüssigchromatographie über ein 

Moving-Belt-Interface an die Niederdruckionenquelle gekoppelt, um die EC auch für die 
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flüssige Darreichungsform der Proben zugänglich zu machen [75,76]. Der 

Ionenquellenaufbau entspricht bei der Ionisation unter vermindertem Druck dem der CI [67] 

und unter Atmosphärendruck dem der APCI [74,77].  

Die Selektivität dieser Ionisationsmethode stellt einen entscheidenden Vorteil dar. Zwar ist 

diese nicht so universell einsetzbar wie die bereits vorgestellten Ionisationsmethoden, doch 

bringt dieses auch Vorteile mit sich. So zeigen z.B. halogenierte Verbindungen eine starke 

Elektronenaffinität, während nicht halogenierte Verbindungen nicht ionisiert werden und 

deshalb selten stören [5,78]. Moleküle, welche keine natürliche Elektronenaffinität zeigen, 

können derivatisiert werden, um diese für die Analyse mittels EC-MS zugänglich zu machen 

[79-86].  

Die EC ist eine sehr sensitive Ionisationsmethode, es wird sogar von Ionisationsausbeuten 

von nahezu 100% berichtet. Die sich daraus ergebenden detektierbaren Mengen Analyt liegen 

teilweise im zeptomolaren Bereich (10
-21

 mol) [5,87]. Aufgrund der Sensitivität eignet sich 

die EC-MS besonders gut für die Targetanalytik im Spurenbereich [82,84,88-91].  

Problematisch bei dieser Methode ist, dass nicht nur ausschließlich der EC 

Ionisationsmechanismus stattfindet. Die Ionisationskaskade beginnt nicht direkt am Analyten 

und es laufen neben der EC auch andere Ionisationsmechanismen ab. Bedingt durch den 

Aufbau der Ionenquelle und durch den Mechanismus zur Elektronenbildung können weitere 

Ionisationsreaktionen ablaufen [5,70]. Ionen werden auch durch den EI bzw. CI-

Mechanismus generiert und sorgen so für ein hohes Untergrundsignal. Weiter werden durch 

einige Verbindungsklassen die zur Ionisation benötigten Elektronen eingefangen, ohne, dass 

dieses zu einer effizienten Ionisation führt, sodass die Ionisationsausbeute nach dem 

EC-Mechanismus reduziert wird. Dieses führt zu kleineren Analytsignalen. Diese beiden 

Umstände erfordern eine Probenvorbereitung zur Entfernung möglichst vieler Bestandteile 

der Matrix [5,92]. Die Reproduzierbarkeit von Analysen auf verschiedenen Geräten leidet 

unter der unterschiedlichen Geometrie der Ionenquellen. Reaktionen mit der Wandoberfläche 

spielen eine große Rolle für die Fragmentierung und die Lebensdauer der erzeugten Ionen [5]. 

Kontaminationen der Ionenquelle stellen bei dieser empfindlichen Methode ebenfalls ein 

Problem dar [93]. 

 

2.2.6 Atmospheric Pressure Photo Ionization 

Die Atmospheric Pressure Photo Ionization (APPI) ist die dritte weit verbreitete 

Ionisationsmethode unter Atmosphärendruck. Diese wurde im Jahre 2000 entwickelt [10,94], 

um, anders als bei der APCI, Moleküle aus der Gasphase direkt ionisieren zu können [47]. 
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Darüber hinaus sollten der Massenspektrometrie sehr unpolare Moleküle zugänglich gemacht 

werden [32]. Die Ionisation erfolgt durch Photonen, welche die nötige Energie liefern. Häufig 

werden Kryptonlampen eingesetzt, um die benötigten Photonen im Vakuum-UV (VUV) zu 

liefern. Diese Lampen generieren Photonen mit der Wellenlänge 123,9 nm (10.03 eV) und 

116,5 nm (10.64 eV) [4,94]. Der Aufbau der Ionenquelle ähnelt sehr stark dem der APCI [94]. 

Die Analytlösung wird verdampft und anschließend in der Gasphase ionisiert. Hier wird die 

Coronanadel allerdings durch eine VUV-Lampe ersetzt [10]. Der Aufbau einer APPI-Quelle 

ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 9: Aufbau einer APPI-Quelle. 

 

Wie in der APCI kommt es bei der APPI bedingt durch Stöße im Atmosphärendruckbereich 

zur Ausbildung der thermodynamisch stabilsten Ionen. Der primäre Ionisationsmechanismus 

besteht hauptsächlich aus der Absorption des Photons und dem dadurch bedingten Verlust 

eines Elektrons [4]. Moleküle mit niedrigeren Ionisationspotentialen als die Energie der 

angebotenen Photonen lassen sich durch APPI ionisieren. Typischerweise sind es Aromaten 

oder Moleküle, welche Doppelbindungen aufweisen [33]. Gängige Lösemittel, wie Wasser, 

Acetonitril, Methanol, Chloroform sowie Dichlormethan und Gase, wie Sauerstoff und 

Stickstoff, welche in der Quelle anwesend sind, haben Ionisationsenergien, welche über 

10.64 eV liegen, und werden deshalb nicht von den Photonen ionisiert [94].  
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Dennoch eignen sich nicht alle dieser Lösemittel für den Einsatz in der APPI. Acetonitril z.B. 

hat bei den eingesetzten Wellenlängen einen hohen Absorptionsquerschnitt und verschlechtert 

deshalb die Ionisationsausbeute [95]. Dimere einiger Lösemittel, wie Methanol, lassen sich im 

Gegensatz zu ihren Monomeren dennoch ionisieren. Andere Lösemittel, wie Isopropan, 

Toluol, Tetrahydrofuran, Aceton und Hexan, lassen sich von den bei der APPI anwesenden 

Photonen direkt ionisieren [3,94,95]. Diese Auflistung zeigt, dass bei einer direkten Ionisation 

der Analyten nicht jedes Lösemittel einsetzbar ist. Der Überschuss der direkt ionisierbaren 

Lösemittel absorbiert zu viele Photonen. Die Eindringtiefe der Photonen beträgt in einer 

APPI-Quelle üblicherweise weniger als 5 mm [96]. Dieser Umstand wird in der Dopant 

Assisted APPI (DA-APPI) ausgenutzt, um Analytionen indirekt zu erzeugen. Dafür werden 

zunächst Lösemittelmoleküle ionisiert, welche anschließend mit den Analyten stoßen und 

dabei ihre Ladung transferieren [3,94]. Bei den dabei stattfindenden Ionisationsmechanismen 

spielen die Ionisationsenergien sowie die Protonenaffinitäten der Dopantmoleküle und der 

Analyten eine Rolle [94]. Aufgrund der ausgeprägten Molekülionen-Gasphasenchemie kann 

hier von photoinduzierter APCI gesprochen werden [3]. Mit der (DA-)APPI lassen sich 

sowohl Kationen als auch Anionen generieren [3].  

Die APPI weist manchmal eine höhere Sensitivität als die APCI oder ESI auf [10,70], 

meistens liegen die Nachweisgrenzen jedoch im gleichen Bereich. Es gibt aber auch 

Beispiele, in denen z.B. die ESI der APPI überlegen ist. Z.B. ist dies für eine Reihe 

ausgesuchter pharmazeutischer Produkte der Fall [97]. Dieses ist wieder mit der starken 

Abhängigkeit der Ionisationsausbeute von der Molekülstruktur und der Polarität der Analyten 

zu erklären. Die Ionensuppression ist bei der APPI geringer als bei den anderen 

Atmosphärendruckionisationsmethoden [98].  

Eine Vielzahl möglicher Ionisationsmechanismen und die unterschiedliche Reaktivität 

verschiedener Dopanten und Lösemittel erschweren das Auswerten der Massenspektren [98].  

Neueste Untersuchungen von Benter et al. zum Ionisationsmechanismus der (DA-)APPI 

haben gezeigt, dass die Ionisation in der (DA-)APPI über die Bildung von protonierten 

Wasserclustern abläuft. Insbesondere nach der Ionisation des Dopanten bilden sich 

Wassercluster um den geladenen Dopanten, welche anschließend über Clusterwachstum und 

Stöße den ursprünglich ionisierten Dopanten deprotoniert velieren. Zurück bleiben protonierte 

Wassercluster. Diese protonierten Wassercluster können alle Bestandteile der Gasphase über 

Ligandenaustauschreaktionen oder über Clusterwachstum aufnehmen. Anschließend werden 

die im Cluster befindlichen Analyten protoniert und der Cluster durch Stöße im 

Massenspektrometer zerstört. So bleiben lediglich die protonierten Analyten für die 
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massenspektrometrische Untersuchung zurück. Die folgenden Reaktionsgleichungen (15 - 20) 

zeigen die häufigsten Ionisationsreaktionen für die (DA-)APPI im positiven Ionisationsmodus 

(nach [99]).  

 

 M + hν → M
+∙

 + e
-
         (15) 

 D + hν → D
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 + e
-
         (16) 

 D
+∙

 + n H2O → [D+(H2O)n]
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        (17) 

 [D + (H2O)n]
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∙
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      (18) 

 [H+(H2O)n]
+
 + M → [H+(H2O)n+M]

+
        (19) 

 [H+(H2O)n+M]
+
 → [M+H]

+
 + n H2O      (20) 

  M: Analytmolekül 

  hν: Photon 

  D: Dopant (z.B. Toluol) 

 

2.2.7 Resonance-enhanced Multi Photon Ionization 

Die Resonance-enhanced Multi Photon Ionization (REMPI) ist eine sehr empfindliche und 

selektive Ionisationsmethode [100]. Die Ionisation wird, wie in der APPI, über die Absorption 

von Photonen realisiert. Allerdings sind hier mindestens zwei Photonen notwendig, um die 

erforderliche Ionisationsenergie aufzubringen [101]. Die Energie des ersten Photons muss für 

die Zeit bis zur Absorption des zweiten Photons zwischengespeichert werden, was als 

Resonanz bezeichnet wird [102]. 

In der REMPI wird die Ionisation im Vakuum oder bei stark reduziertem Druck durchgeführt. 

Dazu wird die gasförmige Probe ins Vakuum expandiert. Durch die Expansion werden die 

Analyten bis auf wenige Kelvin (3 – 50 K) [102-104] abgekühlt und liegen in hoch 

definierten, energiearmen Energiezuständen vor [103]. Die Absorption des ersten Photons 

erfolgt nur, wenn der Analyt einen diskreten vibronischen Zustand besitzt, in welchem die 

Energie dieses Photons gespeichert werden kann. Durch die definierten Energiezustände der 

Analyten im Grundzustand sind die möglichen absorbierbaren Wellenlängen vorgegeben 

[105]. Die Absorption des zweiten Photons ionisiert den Analyten, indem ein Elektron das 

Molekül verlässt. Dieser Prozess läuft ab, wenn die Summe der Energie aus erstem und 

zweitem Photon größer ist als das Ionisationspotential des Analyten [102]. Die Wellenlänge 

des ersten Photons stellt hierbei eine analytspezifische Größe dar und erlaubt sogar die 

Unterscheidung zwischen Isomeren [105].  



2 Theorie 

 22 

Darüber hinaus ist auch die Lebensdauer des angeregten Zustands entscheidend für eine 

effiziente Ionisation [106]. Die von UV-Lampen erzeugte Photonenzahl mit der benötigten 

Wellenlänge reicht für einen Zweiphotonenprozess nicht aus. Daher kommen ausschließlich 

Laser zum Einsatz. Fragmentierung und sogar das Atomisieren der Analyten ist bei extrem 

hohen Laserleistungen möglich [104,107].  

Die Abkühlung der Analyten ist ein entscheidender Faktor für die Selektivität. Je weniger die 

Analyten gekühlt werden, desto breiter werden ihre Absorptionsbanden und desto 

unspezifischer wird die Absorption des ersten Photons [106].  

Die REMPI ist nicht nur auf zwei Photonen beschränkt. Die eingesetzten Photonen müssen 

auch nicht die gleiche Wellenlänge besitzen [108]. Allerdings ist die sogenannte 

(1+1)REMPI, bei der zwei Photonen der gleichen Wellenlänge für die Ionisation eingesetzt 

werden, die wahrscheinlichste und apparativ einfachste Form, sodass im Rahmen dieser 

Arbeit nicht auf weitere Möglichkeiten der REMPI eingegangen werden soll [108].  

Abbildung 10 zeigt eine vergleichende, schematische Darstellung der Ionisations-

mechanismen der APPI und der REMPI.  
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Abbildung 10: REMPI-Ionisationsmechanismus nach [102,105,109]. M: Analyt; M
*
: elektronisch 

angeregter Analyt; hνx: Photon mit der Energie x.  

 

Die REMPI ist eine sehr sanfte Ionisationsmethode, mit der sogar fragile Systeme wie van-

der-Waals-Komplexe generiert bzw. untersucht werden können [101,108]. Die wichtigsten 
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Vertreter der mittels REMPI ionisierbaren Verbindungen stellen aromatische Verbindungen 

[108,110-112], kleine Gasmoleküle, wie CO, NO und NO2 [24,109,113] und polychlorierte 

Dibenzodioxine und Dibenzofurane dar [114,115].  

Die Limitierung der REMPI liegt in der Selektivität. Zum einen können nicht alle Analyten 

mit dieser Methode ionisiert werden, zum anderen müssen die zu untersuchenden Analyten 

charakterisiert und ihre Resonanzwellenlänge bekannt sein. Durch die Expansion ins Vakuum 

wird das den Analyten zur Verfügung stehende Volumen extrem vergrößert. Das vom Laser 

bestrahlte Volumen ist jedoch deutlich kleiner als das Volumen des Expansionsbereichs. 

Dadurch werden bei weitem nicht alle zu ionisierenden Moleküle vom Laserlicht erfasst. Je 

weiter von der Düse entfernt ionisiert wird, desto mehr Empfindlichkeit geht verloren [103]. 

Darüber hinaus werden große und teure durchstimmbare Laser benötigt, um die erforderlichen 

Wellenlängen mit ausreichender Photonendichte zu erzeugen. Versuche, bei denen die 

Analyten nicht zu sehr abgekühlt werden, sind auf gasförmige kleine Moleküle beschränkt 

[103].  

Es wurden REMPI-Label für die Derivatisierung von kleinen aliphatischen Aminen und 

Aldehyden vorgestellt, mit denen diese Verbindungen mittels REMPI der 

Massenspektrometrie zugänglich gemacht wurden. Diese Methode wurde aufgrund der 

Notwendigkeit der gasförmigen Probenzuführung nicht für größere Verbindungen 

durchgeführt [116]. In der Literatur lassen sich keine Beispiele für eine flüssige 

Probenzuführung finden. Feste Proben wurden nach Laserablation von einer Oberfläche 

mittels REMPI ionisiert und untersucht [117]. Diese Methode ermöglichte sogar die REMPI-

Analyse von Nukleotiden, welche mit Anthracen derivatisiert wurden [118]. Es gibt wenige 

Beispiele in der Literatur bei denen REMPI auch bei mittlerem oder Atmosphärendruck in 

einer Inertgasatmosphäre durchgeführt wird [57,119-121]. Eine routinemäßige Anwendung 

der REMPI bei höheren Drücken wurde bisher nicht etabliert. 

 

2.2.8 Atmospheric Pressure Laser Ionization 

Die Atmospheric Pressure Laser Ionization (APLI) ist eine an der Bergischen Universität 

Wuppertal entwickelte Ionisationsmethode [4]. Bei der APLI handelt es sich im Prinzip um 

den REMPI-Prozess bei Atmosphärendruck in einer Luft-/Stickstoffatmosphäre. Die 

Selektivität und Sensitivität der REMPI bleibt größtenteils erhalten. Bei Drücken um 1 bar 

sind die Analyten durch die fehlende Expansion ins Vakuum nicht gekühlt. Diese werden bei 

der Probenzuführung durch einen Gaschromatographen oder einen heißen Verdampfer sogar 

geheizt, die molekularen Schwingungen werden so nicht unterbunden. Dadurch ist ihre 
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Energie nicht genau definiert und unterliegt einer breiten Verteilung. Das Energieniveau des 

angeregten Zustands ist ebenfalls nicht definiert und erstreckt sich über einen breiten Bereich. 

Dadurch werden die Absorptionsbanden der Moleküle sehr breit und es werden keine 

energetisch hoch definierten Photonen mehr benötigt. Der Übergang von dem elektronischen 

Grundzustand in den angeregten Übergangszustand kann mit Photonen aus einem relativ 

breiten Wellenlängenbereich realisiert werden. Dadurch lassen sich UV-Laser, welche bei 248 

bzw. 266 nm Licht emittieren, sehr effizient zur Ionisation einsetzen [4,30,30,119]. Diese 

Ionisationsmethode ist immer noch sehr selektiv für aromatische Verbindungen, da nur diese 

den für die Ionisation benötigten angeregten Übergangszustand mit einer ausreichenden 

Lebensdauer aufweisen. Dieser ist mit der eingesetzten Photonenenergie (ca. 5 eV) erreichbar 

[4,122]. Allerdings ist die Unterscheidung von Isomeren nicht mehr möglich. Es unterscheidet 

sich lediglich die Ionisationsausbeute. Der Mechanismus ist in Abbildung 11 schematisch 

dargestellt.  
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des APLI-Ionisationsmechanismus. M: Analyt; M
*
: elektronisch 

angeregter Analyt; λx: Wellenlänge x; hνx: Photon mit der Energie x. 

 

Die Selektivität lässt die Analyse komplexer Proben, wie Erdölfraktionen, auf ihre 

aromatische Zusammensetzung ohne aufwendige Probenvorbereitung zu [123-125]. Anders 

als die REMPI lässt sich die APLI sehr leicht mit den gängigsten Trennmethoden koppeln. 
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Die Kopplungen zur Gaschromatographie, Flüssigchromatographie und Kapillarelektro-

chromatographie wurden bereits realisiert [26,33,126]. Verglichen mit der ESI, APCI und 

APPI lässt sich die APLI nicht nach der Polarität der Analyten einordnen. Hier ist einzig die 

Anwesenheit des Übergangszustandes notwendig. Die APLI ist eine sehr sanfte 

Ionisationsmethode, bei der Fragmentierungsreaktionen bedingt durch den Ionisationsprozess 

vernachlässigbar sind. Wird Laserlicht einer Wellenlänge von ca. 250 nm mit der richtigen 

Energiedichte eingesetzt, ist (1+1)REMPI der einzig mögliche Ionisationsmechanismus, 

sodass APLI extrem selektiv und sensitiv für aromatische Verbindungen ist. Anders als in der 

APPI absorbieren die meisten in der HPLC eingesetzten Lösemittel das Laserlicht nicht und 

haben damit keinen Einfluss auf den Ionisationsmechanismus [4,26,33,36]. 

Verglichen mit der APPI ist die APLI eine Methode, welche für geeignete Analyten ein 

korrektes Abbild der Probe liefert. Bei der APPI werden apolare Moleküle zwar universeller 

ionisiert, doch es kommt dabei auch zu Oxidationsreaktionen der generierten Ionen in der 

Gasphase, sodass die detektierten Molekülmassen kein Abbild der Probenbestandteile mehr 

darstellen müssen. In der APPI werden Oxidationen mit in der Ionenquelle vorhandenen 

Radikalen erklärt. Es werden durch die energiereichen Photonen Gase wie Sauerstoff angeregt 

und Wasser zu Radikalen gespalten. Diese Spezies nehmen an Gasphasenreaktionen teil und 

verfälschen das Massenspektrum der Probe [96,123]. Bei der APLI (mit emittierten 

Wellenlängen > 240 nm, [127]) wurden diese Oxidationsreaktionen bisher nicht beobachtet, 

es kommt zwar ebenfalls zu Gasphasenreaktionen, dies ist aber nur durch die zahlreichen 

Stöße nach der Ionisation bei Atmosphärendruck bedingt [128]. Bisher wurden nur 

Wasserstoffabstraktion bzw. -addition, abhängig vom Analyten und der Matrix, beobachtet 

[26,36,125].  

Der Aufbau der Ionenquelle entspricht dem der APCI bzw. der APPI. Es wird lediglich die 

Coronanadel bzw. die VUV-Lampe entfernt und dafür ein Quarzglasfenster für das Laserlicht 

eingefügt. Die Probe wird entweder über einen Gaschromatographen oder über einen 

geheizten Zerstäuber gasförmig in die Quelle eingebracht. Die Analyten werden in der 

Gasphase ionisiert und über elektrische Felder oder fluiddynamisch in das 

Massenspektrometer transportiert. 

Es hat sich gezeigt, dass die APLI weniger anfällig ist für die Parameter der Probenzuführung. 

Bei der ESI [47], APCI und der APPI hängt die Ionisationsausbeute vom Fluss und der 

Temperatur des Sprayers ab. Die APLI scheint darauf nicht zu reagieren [123]. Die APLI ist 

auch unabhängig von der Zusammensetzung der mobilen Phase. Ein Vorteil der APLI 

gegenüber anderen Ionisationsmethoden ist weiter, dass der Ort der Ionisation frei wählbar ist. 
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Durch das Ausrichten des Lasers kann die optimale Position für die Erzeugung der Ionen 

gewählt werden. Diese Optimierung ist bei den anderen Ionisationsarten nicht möglich [129]. 

Zudem lässt sich der Laserstrahl in eine ESI-Quelle einkoppeln, so lassen sich simultan zwei 

Ionisationsmechanismen gleichzeitig realisieren. Mit einer solchen Kombination lassen sich 

neben der ESI, die polare Analyten ionisiert, auch apolare aromatische Analyten, welche von 

der ESI nicht erfasst werden, mittels APLI in einem Analysenlauf untersuchen [33]. Eine 

Kombination aus APCI und APLI wurde ebenfalls demonstriert [26]. Der Vorteil der APLI 

gegenüber der EI und EC ist die Stabilität der gebildeten Ionen, diese zeigen bei der APLI 

keine durch die Ionisation induzierten Fragmentierungsreaktionen. Außerdem lässt sich ein 

Massenspektrometer, welches eine AP-Ionenquelle besitzt, leicht mit angeschlossener LC 

oder GC und der APLI koppeln. Spektrometer mit einer EI- bzw. CI-Quelle sind nicht ohne 

weiteres mit einer LC koppelbar. 

Die APLI ist allen hier vorgestellten Ionisationsmethoden in Bezug auf die Einfachheit des 

Ionisationsmechanismus überlegen. Es findet nur Ionisation über den REMPI-Prozess statt. 

Dieses macht das System berechenbar und die Massenspektren leicht interpretierbar. Darüber 

hinaus können sowohl gasförmige als auch flüssige Proben zugeführt werden. Im Vergleich 

zur EC ist die APLI etwas weniger sensitiv, allerdings ist die Kopplung mit der LC einfacher. 

Die APLI ist bis auf die REMPI und die EC allen hier vorgestellten Ionisationsmethoden im 

Hinblick auf die Sensititivität überlegen. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die APLI 

eine wertvolle Ergänzung zu den bereits etablierten Ionisationsmethoden darstellt [130]. 

Um den Einsatzbereich der APLI auch auf nicht-aromatische Analyten auszuweiten, wurden 

Ionisationsmarker vorgestellt, welche sich kovalent an die zu untersuchenden Analyten 

addieren lassen [122,131]. Weiterhin wurde die Dopant-Assisted-APLI (DA-APLI) mit 

Toluol als Dopant eingeführt. Dabei wird, wie in der DA-APPI, eine ionisierbare Verbindung 

in die Ionenquelle eingebracht. Über die Ionisation des Toluols durch den Laser und 

anschließenden Ionenmolekülreaktionen lassen sich auch nicht aromatische Verbindungen 

indirekt über die APLI ionisieren [4,26]. Dieses Phänomen der Gasphasenreaktionen hat sich 

jedoch auch als Problem bei komplexen Matrizes herausgestellt. Die ionisierten Analyten 

dienen dort als Dopanten und ionisieren nicht aromatische Verbindungen, was zu einem 

Intensitätsverlust der Analytsignale führen kann [132]. Generell kommt es in Ionenquellen, in 

denen die Ionen nach ihrer Bildung viele Stöße erfahren, zu Konkurrenzreaktionen um die 

generierten Ladungen. In AP-Quellen werden meistens die thermodynamisch stabilsten Ionen 

beobachtet. Dies liegt an der Möglichkeit der Ionen, mit anderen Gasphasenteilchen zu 

interagieren [50,133]. Die Ionensuppression und die Dopant-Assisted-Technik kann als 
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gleicher Effekt angesehen werden, im ersten Fall ist dieser unerwünscht, im zweiten ist er 

hingegen gewollt. Aus diesem Grund ist, bei einer direkten Ionisation durch die APLI, eine 

chromatographische Abtrennung der Analyten von anderen Probenbestandteilen häufig 

unerlässlich. 

 

2.3 Chromatographische Trennmethoden 

Die Stofftrennung spielt in der Analytik eine wichtige Rolle, wobei die Chromatographie 

dabei zu den wichtigsten Methoden zählt. Chromatographie wird eingesetzt, um Stoffe 

möglichst rein detektieren zu können. Bei selektiven Detektoren wie den 

Massenspektrometern, welche Stoffe über deren Massen unterscheiden können, wird die 

Chromatographie eingesetzt, um Interferenzen zwischen den Analyten, wie z.B. die 

Ionensuppression, zu beseitigen oder zu reduzieren. Es können auch Isobare bzw. Isomere 

getrennt und einzeln detektiert werden. Ebenso ist es wichtig, Verbindungen kleiner 

Konzentration von Verbindungen mit großer Konzentration zu trennen. Die großen Signale 

der stark konzentrierten Analyten würden die der schwach konzentrierten Analyten 

überdecken [14].  

Bei der Chromatographie handelt es sich um ein physikalisch-chemisches Trennverfahren. 

Die Trennung beruht auf der wiederholten Verteilung der Stoffe zwischen einer mobilen und 

einer stationären Phase. Befindet sich der Analyt in der mobilen Phase, wird dieser mit der 

Geschwindigkeit der mobilen Phase transportiert. Befindet sich der Analyt in oder auf der 

stationären Phase, wird dieser nicht bewegt. Die Verteilung zwischen den Phasen ist dabei 

abhängig von den Moleküleigenschaften des Analyten. So passieren Stoffe mit verschiedenen 

Eigenschaften eine gegebene stationäre Phase aufgrund unterschiedlich starken 

Wechselwirkungen unterschiedlich schnell. Die Retentionszeit eines Analyten ist bei einem 

gegebenen chromatographischen System eine molekülspezifische Größe. So können 

Moleküle teilweise auch ohne spezifischen Detektor über den Vergleich mit Standards 

identifiziert werden [63].  

Die High Performance Liquid Chromatography (HPLC) und die Gaschromatographie (GC) 

stellen die wichtigsten Vertreter der chromatographischen Trennmethoden dar [134]. Bei der 

HPLC ist die mobile Phase flüssig, während in der GC eine gasförmige mobile Phase 

verwendet wird. Dies resultiert in fundamental unterschiedlichen Trennmechanismen und 

Einsatzgebieten. In der HPLC ist die Adsorption, in der GC ist der Dampfdruck der 

Verbindung der entscheidende Faktor für die Retention. Die HPLC ist sowohl für kleine und 

große, als auch für polare und apolare Analyten geeignet. Die GC hingegen ist beschränkt auf 
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flüchtige und thermisch stabile Verbindungen [54,134]. Abbildung 12 zeigt einen Überblick 

der Einsatzgebiete der HPLC sowie der GC, gekoppelt mit einem MS als Detektor, und einige 

typische Analytklassen und deren Zuordnung zu den für sie möglichen chromatographischen 

Methoden. Die gezeigten Grenzen sind nicht klar definiert und können über chemische 

Derivatisierung erweitert werden. 
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Abbildung 12: Überblick der Einsatzgebiete der HPLC und der GC nach [15]. 

 

Über die Wahl der stationären und der mobilen Phase in der HPLC lässt sich das System an 

die Anforderungen der Probe sehr gut anpassen. Die Kombination mit der die meisten 

analytischen Trennungen durchgeführt werden können, besteht aus einer hydrophoben 

stationären und einer hydrophilen mobilen Phase. Diese Konfiguration wird 

Reversed Phase-HPLC (RP-HPLC) genannt [134]. Um apolare Analyten zu eluieren, wird die 

Zusammensetzung der mobilen Phase über die Zeit verändert. Die Polarität der mobilen Phase 

wird derjenigen der stationären Phase angepasst, sodass nach Möglichkeit alle Substanzen 

von der Säule eluiert werden [135]. Diese Methode wird Gradientenelution genannt. Es gibt 

auch die Möglichkeit, den pH-Wert über Puffer anzupassen oder mit der Zeit zu ändern, um 
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die Löslichkeit der Analyten in der mobilen Phase und damit ihre Elutionsgeschwindigkeit zu 

erhöhen [14,32].  

In der GC wird die Elutionskraft des als mobile Phase eingesetzten Gases über die 

Temperatur gesteuert. Es kommen heutzutage häufig hydrophob belegte Kapillarsäulen zum 

Einsatz, durch welche das Trägergas über einen Druckgradienten transportiert wird [136]. 

Eine Erhöhung der Temperatur hat eine Erhöhung des Dampfdruckes der Analyten zur Folge 

und erhöht dadurch deren Konzentration in der mobilen Phase und somit auch deren 

Geschwindigkeit auf der Trennstrecke [137].  

In der HPLC werden Flüsse bis zu mehreren mL/min für die mobile Phase verwendet [135]. 

In der GC sind es einige mL/min Gas [138]. Dieser Umstand stellt unterschiedliche 

Anforderungen an die Kopplung mit einem Massenspektrometer dar. Während die GC 

aufgrund der geringen Massenflüsse sehr leicht sowohl an AP-Quellen [26,34,49,126] als 

auch an Niederdruckquellen gekoppelt werden kann, ist die HPLC nur über einen größeren 

apparativen Aufwand in Verbindung mit Niederdruckquellen einsetzbar [59-62,75,76]. Somit 

eignen sich, bis auf die ESI, alle oben beschriebenen Ionisationsmethoden für die GC. Für die 

HPLC sind nur Kopplungen mit der ESI, der APCI, der APPI, der APLI und der EC, als 

Variation der APCI, leicht realisierbar. Die GC zeichnet sich durch die hohe Sensitivität, 

Reproduzierbarkeit und Trennleistung aus [54], während sich die HPLC durch einen weiten 

Anwendungsbereich über nahezu alle Analytklassen auszeichnet. Die Methodenentwicklung 

für die GC ist häufig einfacher, da der Freiheitsgrad der Zusammensetzung der mobilen Phase 

fehlt. Bei gegebener Trennsäule sind bei der HPLC viele Lösemittelkombinationen bei einem 

weiten pH-Bereich als mobile Phase denkbar, in der GC werden standardmäßig Helium, 

Wasserstoff oder Stickstoff als Trägergas eingesetzt. Somit muss in der GC lediglich das 

Temperaturprogramm ausgearbeitet werden. 

 

2.4 Multipurpose Ion Source, Transferline und Laser 

In diesem Kapitel wird auf die in dieser Arbeit verwendete Ionenquelle, die Multipurpose Ion 

Source (MPIS), eingegangen. Dabei soll der Aufbau der gesamten Messapparatur erläutert 

werden. Die MPIS wurde von Schiewek et al. im Jahre 2008 vorgestellt [26,131]. Diese 

besteht aus einem würfelförmigen Metallgehäuse, welches an fünf der sechs Seiten 

Öffnungen aufweist. Abbildung 13 zeigt das Design der Ionenquelle in der HPLC- bzw. der 

GC-Konfiguration.  

Eine der Öffnungen ist für den Anschluss an das Massenspektrometer gedacht. Oben ist die 

Aufnahme für den APCI-Heater, welcher für das Versprühen und Verdampfen der flüssigen 
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Phase eingesetzt wird. Auf der gegenüberliegenden Seite des Massenspektrometers befindet 

sich eine Öffnung für die Transferline der GC (GC-TFL). Orthogonal zu der Achse 

MS-GC-TFL sind zwei Öffnungen für den Laserstrahl vorhanden, welche jeweils mit einem 

Quarzglasfenster versehen sind. Beide Fenster können verschlossen werden, sodass der 

Laserstrahl von beiden Seiten eingekoppelt werden aber nicht auf der anderen Seite wieder 

austreten kann. Die Metallabdeckungen der Fenster enthalten jeweils eine Keramik, welche 

beim Auftreffen des Laserstrahls fluoresziert. Hierüber kann die Position des Lasers 

reproduzierbar eingestellt werden. Abweichend zu der von Schiewek et al. vorgestellten 

Quelle besaß die in dieser Arbeit verwendete Quelle eine temperaturgesteuerte Heizung. 

Diese wurde von Dennis Klink, Bergische Universität Wuppertal, als Weiterentwicklung der 

Quelle verbaut.  
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Abbildung 13: Aufbau der MPIS in der HPLC- bzw. der GC-Konfiguration. Abbildungen der Quelle sind 

von Ronald Giese, Bergische Universität Wuppertal, angefertigt worden. 

 

Es ist möglich den APCI-Sprayer durch eine ESI-Nadel zu ersetzen. Die Corona-Nadel kann 

gegenüber dem Quarzglasfenster anstatt der Metallplatte mit der eingebauten Keramik 

angebracht werden. So ist die MPIS schnell für die gängigsten 

Atmosphärendruckionisationsmethoden umrüstbar [26]. 
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Der in dieser Arbeit eingesetzte Laser ist ein KrF*-Excimer-Laser, der UV-Licht der 

Wellenlänge 248 nm emittiert. Der Laser kann eine maximale Pulsenergie von 18 mJ und eine 

maximale Repetitionsrate von 300 Hz liefern. Die Pulsdauer beträgt dabei 4-6 ns. Der 

Querschnitt des Lasers hat eine Fläche von 24 mm
2
 [139]. Der Laser hat die Maße 

54 cm x 47 cm x 37 cm [140].  

Ein Excimer-Laser ist ein Zweiniveausystem, bei dem durch die Bildung angeregter 

Edelgas-Halogenid-Komplexe die erforderliche Besetzungsinversion realisiert wird. Bei dem 

hier verwendeten Laser werden über eine Hochspannungsentladung KrF*-Komplexe erzeugt. 

Durch spontane Emission wird, wie bei Drei- oder Vierniveaulasern, die Emission induziert 

und die Komplexe zerfallen. Das emittierte UV-Licht kann über ein Fenster ausgekoppelt 

werden [141-143]. Anschließend wird das Licht über einen beweglichen Spiegel in die 

Ionenquelle gelenkt. Aus Arbeitsschutzgründen wurde der gesamte Weg des Laserlichts in ein 

Rohr aus Aluminium gekleidet. Ein schematischer Versuchsaufbau ist in Abbildung 14 

gezeigt. 
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Abbildung 14: Schematischer Versuchsaufbau für die HPLC-Konfiguration. Laserstrahl ist blau 

dargestellt. Die Ionen sind rot angedeutet. 

 

Flüssige Proben werden über den APCI-Sprayer verdampft und anschließend mit dem Laser 

bestrahlt. So lassen sich die Kopplung zur HPLC und eine Direktinjektion (DI) über eine 

Spritze mit einer Spritzenpumpe realisieren.  

Die GC wird über eine geheizte Transferline (TFL) angebunden. Die TFL stellt den Übergang 

für die GC-Säule aus dem GC-Ofen bis zur Strahlfläche des Lasers dar. Die Transferline lässt 
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sich auf max. 350 °C heizen. Der Ausgang der GC-Säule wird ca. 0,5 mm aus der TFL 

geschoben und ragt so direkt ins Laserlicht. Zusätzlich wird die Säule mit 0,5 L/min heißem 

Stickstoff, dem Sheathgas, aus zwölf Düsen umspült. Die Temperatur der TFL in den in 

dieser Arbeit durchgeführten GC-Messungen wurde auf 332 °C eingestellt. Die TFL ist ca. 

30 cm lang, dies bedeutet, dass die letzten 30 cm der GC-Säule isotherm bei 332 °C geheizt 

werden. Der Rest der Trennsäule durchläuft das Temperaturprogramm des 

Gaschromatographen. Da das Massenspektrometer ca. 130 L/h Gas ansaugt, wird über den 

APCI-Verdampfer die Gasbilanz ausgeglichen. Der Gaszufluss zu der offenen AP-Quelle 

sollte über dem Gasabfluss gehalten werden, um ein Überlaufen der Quelle zu gewährleisten 

und Kontaminationen durch die Raumluft zu vermeiden. In Abbildung 15 ist ein 

schematischer Aufbau der GC-Konfiguration gezeigt. 
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Abbildung 15: Schematischer Versuchsaufbau der GC-Konfiguration. Die gebildeten Ionen sind rot 

dargestellt. 

 

2.5 Derivatisierungsreaktionen in der Analytik 

Derivatisierungsreaktionen werden in der Analytik zahlreich eingesetzt, wobei der Analyt 

chemisch verändert wird, um ihn so einer Analyse besser zugänglich zu machen. Es gibt drei 

Derivatisierungsprinzipien: Die Vorsäulenderivatisierung, die On-Column-Derivatisierung 

und die Nachsäulenderivatisierung.  

Bei der Nachsäulenderivatisierung wird der Analyt nach der chromatographischen Trennung 

derivatisiert, um ihn ausschließlich einer bestimmten Detektionsart zugänglich zu machen. 
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Bei der On-Column-Derivatisierung in der GC wird der Analyt mit dem 

Derivatisierungsreagenz gleichzeitig in den Injektor gegeben, wo dann die Derivatisierung 

stattfindet [144]. Dieses dient der Dampfdruckerhöhung, verbessert die Trennung und die 

Detektion. Bei der Vorsäulenderivatisierung ist der Derivatisierungsschritt ein Teil der 

Probenvorbereitung. Hier wird der Analyt chemisch verändert, um verschiedene Ziele zu 

erreichen. So kann die Derivatisierung die Probenvorbereitung erleichtern, die 

chromatographische Trennung verbessern oder mit einer bestimmten Trenntechnik erst 

realisieren und/oder die Detektion verbessern oder ermöglichen [144-146]. Als letzter 

wichtiger Punkt sei noch erwähnt, dass die Vorsäulenderivatisierung ein selektiver Schritt 

sein kann, sodass nur die Analyten oder nur störende Matrixbestandteile derivatisiert werden. 

Dieses kann dazu führen, dass Matrixeffekte beseitigt werden oder nur bestimmte Analyten 

einer Detektionsart zugänglich werden [147]. Häufig wird mehr als nur ein Ziel mit 

Derivatisierungsreaktionen erreicht. So lässt sich z.B. manchmal neben verbesserter 

Sensitivität für eine Ionisationsmethode auch gleichzeitig eine bessere Trennung erreichen 

[148-150]. Im Folgenden werden einige wichtige Anwendungsgebiete für 

Derivatisierungsreaktionen aufgeführt und die Bedeutung des Konzepts der Derivatisierung 

herausgearbeitet. 

Wie in Kapitel 2.4 erwähnt, ist die GC nur für flüchtige Verbindungen einsetzbar. Viele 

Verbindungsklassen aus der Natur und dem Alltag wie z.B. Fettalkohole, Phenole, Fettsäuren, 

Zucker, Fettsäureamide, Lipide, Thiole, Aminosäuren, Steroide und Opiate sind für die 

Analyse mit der GC nicht geeignet, da diese häufig zu niedrige Dampfdrücke aufweisen oder 

nicht unzersetzt verdampfbar sind. Eine gängige Methode, um die Polarität solcher 

Verbindungen abzusenken und so den Dampfdruck zu erhöhen, besteht in der Silylierung der 

polaren Gruppen [151,152]. Acetylierung und Alkylierung dieser Verbindungsklassen sind 

ebenfalls Möglichkeiten, die Polarität herabzusetzen [153-155]. Tabelle 1 zeigt gängige 

Derivatisierungsreaktionen zum Absenken der Polarität von Analyten für die GC. 

Derivatisierungsreaktionen lassen sogar die Analyse von Ionen wie Nitrit (NO2
-
) mittels GC 

zu [156]. Durch Vorsäulenderivatisierungen kann das Einsatzgebiet der GC enorm erweitert 

werden.  
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Tabelle 1: Beispiele für Derivatisierungsreaktionen in der GC nach [151,153,154]. R: Alkylrest 

Funktionelle Gruppe Silylierung Acetylierung Alkylierung 

-OH -O-SiR3 -O-COR -O-R 

-COOH -COO-SiR3 -COOCOR -COOR 

-NH2 -NH-SiR3 -NH-COR -NHR; -NR2 

 

In der HPLC werden häufig UV- oder Fluoreszenz-Detektoren eingesetzt. Viele organische 

Moleküle wie z.B. Aminosäuren, Carbonsäuren und Zucker besitzen aber keine oder nur 

unzureichend chromophore Gruppen und können deshalb nicht oder nur sehr schlecht über 

UV- bzw. Fluoreszenzdetektion nachgewiesen werden [157]. Derivatisierungsreaktionen sind 

in der Lage, Chromophore an sehr viele verschiedene funktionelle Gruppen zu binden und so 

die Detektion über optische Methoden zu ermöglichen.  

Häufig wird bei Derivatisierungsreaktionen die Nukleophilie bzw. die Elektrophilie von 

funktionellen Gruppen am Analyten ausgenutzt. Die in dieser Arbeit untersuchten 

funktionellen Gruppen und deren Derivatisierungen werden in Kapitel 4 diskutiert. 

Derivatisierungsreagenzien können bereits aktiviert vorliegen und direkt mit dem Analyten 

reagieren [158-170] oder müssen erst über geeignete Kopplungsreagenzien an den Analyten 

kovalent gebunden werden [171-177]. Abbildung 16 zeigt die schematische Darstellung des 

Derivatisierungsprozesses bei dem z.B. ein Chromophor oder eine andere Moleküleigenschaft 

wie z.B. ein Ionisationslabel an den Analyten addiert wird.  
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Derivatisierungsprozesses nach [178]. Dieses Prinzip ist nicht 

auf Chromophore beschränkt. 
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Nach der Derivatisierung zeigen viele Analyten ein besseres chromatographisches Verhalten. 

Dies trifft für die oben bereits erwähnten Derivatisierungsreaktionen für die GC zu [155]. 

Viele Label haben diesen Effekt aber auch in der HPLC [148-150,179]. So lässt sich z.B. für 

die Fluoreszenzdetektion, je nach verwendetem achiralen Marker, die Trenneffizienz von 

Aminosäuren auf chiralen stationären Phasen in der HPLC verbessern [180].  

Um einen Sensitivitätsgewinn in der Massenspektrometrie zu erzielen, können leicht 

ionisierbare Gruppen an die Analyten addiert werden. Dadurch wird in den meisten Fällen die 

Ionisationsausbeute deutlich erhöht bzw. die Ionisation überhaupt erst ermöglicht. Es gibt z.B. 

REMPI-Marker, welche diese Ionisationsart für nicht aromatische Analyten erst zugänglich 

machen [116,118]. Für die EC als Spezialform der APCI und die EC unter reduziertem Druck 

gibt es eine ganze Reihe von Anwendungen, bei denen Derivatisierungsreaktionen die 

Ionisation erst möglich machen. In den hier zitierten Quellen werden polyfluorierte 

Ionisationslabel addiert, um den Ionisationsmechanismus über die EC zu ermöglichen 

[5,71,72,74,79-82,84-88,92,93,181-183]. Bei der ESI wird häufig über Derivatisierung eine 

Steigerung der Ionisationsausbeute erzielt oder ein Polaritätswechsel, vom negativen in den 

positiven Ionisationsmodus oder umgekehrt, ermöglicht. So können z.B. Interferenzen mit der 

Probenmatrix umgangen werden. Dazu werden polare oder ionische Label an die Analyten 

angebracht [184-189]. In der MALDI werden ebenfalls Derivatisierungsreagenzien eingesetzt, 

welche einerseits die Ionisation erleichtern, andererseits das Molekulargewicht der Analyten 

deutlich erhöhen und so bei der Analyse niedermolekularer Verbindungen Interferenzen mit 

der Matrix verhindern und Ionensuppression vermeiden [190-192]. Für die APPI gibt es 

ebenfalls Anwendungsbeispiele für Ionisationslabel. So haben sich z.B. Trimethoxyarene als 

gute APPI-Ionisationslabel erwiesen [193].  

Viele Label oder Derivatisierungsstrategien sind universell einsetzbar. So zeigt z.B. das 

6-Aminoquinolin-N-hydroxysuccimidylcarbamat (AQC) (1) sehr gute UV-Absorption, besitzt 

die Fähigkeit zur Fluoreszenz und ist leicht ionisierbar [148], was sowohl bei der Trennung 

mit der Kapillarelektrophorese [148] als auch bei der Massenspektrometrie mit der MALDI 

[190] und der ESI vorteilhaft ist. So kann eine Probe derivatisiert und anschließend mit 

mehreren Methoden besser als die native Form der Analyten untersucht werden.  

Ein weiteres wichtiges Beispiel für Derivatisierungsreaktionen ist die Trennung von 

Enantiomeren. Da zwei Enantiomere identische physikalische und chemische Eigenschaften 

haben, lassen sich diese nur über die unterschiedlichen Wechselwirkungen zu einem chiralen 

Selektor trennen. Werden Enantiomere jedoch mit einem enantiomerenreinen 

Derivatisierungsreagenz zur Reaktion gebracht, werden Diastereomere gebildet. 
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Diastereomere weisen unterschiedliche physikalische sowie chemische Eigenschaften auf und 

lassen sich deshalb über konventionelle chromatographische Methoden trennen [194].  

Einige Analyten sind sehr reaktiv und können das Trennsystem schnell verschleißen. So 

können Analyten z.B. die Trennsäulen beschädigen. Eine kontrollierte Reaktion mit 

Derivatisierungsreagenzien kann dieses verhindern und eine zuverlässige und verschleißarme 

Analyse zulassen. So ist das Adamsit, ein Kampfstoff, sehr aggressiv für GC-Säulen, lässt 

sich aber nach Derivatisierung problemlos analysieren [179].  

Derivatisierungsreaktionen können das Chromatogramm auch deutlich vereinfachen, indem 

Analyten, wie z.B. Zucker, die als verschiedene Isomere vorliegen, zu einem 

Derivatisierungsprodukt überführt werden und so nur ein Signal im Chromatogramm ergeben 

[195].  

Da Derivatisierungsreaktionen immer einen Mehraufwand durch zusätzliche Arbeitsschritte 

bedeuten, erhöhen diese den Preis und den Schwierigkeitsgrad der Analysen. Fehler bei der 

Derivatisierung können das Analysenergebnis stark verfälschen. Weitere Nachteile sollen im 

Folgenden kurz angesprochen werden.  

Die Nachsäulenderivatisierung führt über das Zusetzen des Reagenzes und der 

Durchmischung mit diesem zur Bandenverbreiterung und damit zur Verschlechterung der 

Trennung [63]. Bei Vorsäulenderivatisierungsreaktionen muss beachtet werden, dass 

unterschiedliche funktionelle Gruppen unter Umständen mehrere Derivatisierungsschritte 

erforderlich machen [196]. So wird bei Aminosäuren häufig zunächst die Säurefunktion 

verestert und die Aminfunktion anschließend acetyliert, um beide polaren funktionellen 

Gruppen in weniger polare zu überführen [197].  

Da Analyte trotz ähnlicher Struktur und gleicher funktioneller Gruppen unterschiedliche 

Reaktionsausbeuten zeigen, müssen die Reaktionsbedingungen häufig angepasst oder 

optimiert werden. Dieses führt zu einem erheblichen Mehraufwand bei der 

Methodenentwicklung [190,198]. Häufig können nicht alle theoretisch zur Verfügung 

stehenden Derivatisierungsreagenzien eingesetzt werden. Diese können z.B. ungeeignet für 

die Probenmatrix sein oder nicht geeignet für das zu Verfügung stehende Analysensystem. 

Dann muss erst das für das analytische Problem geeignete Label gesucht werden. Bei der 

Fülle zur Verfügung stehender Derivatisierungsreagenzien kann das ein zeit- und 

kostspieliges Unterfangen werden [158].  

Experimentelle Randbedingungen wie der Einsatz von Ultraschall, Mikrowellen oder Wärme 

können die Reaktionszeit verringern, bringen aber weitere Parameter mit, die optimiert 

werden müssen [199-202]. Einige Reaktionen sind abhängig vom Lösemittel. Die Wahl des 
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richtigen Mediums kann essentiell für die Reaktionsausbeute und damit den gesamten 

analytischen Prozess sein [203]. Sogar die Wahl der richtigen Reaktionsgefäße kann Einfluss 

auf die Derivatisierungsreaktion haben [204]. 

Wasser stellt als Nukleophil häufig ein Problem dar und muss entweder entfernt werden oder 

es wird ein deutlich größerer Überschuss an Derivatisierungsreagenz benötigt und die 

Probenmatrix dadurch zusätzlich belastet [82,195,205,206]. Reaktionsnebenprodukte oder 

überschüssiges Derivatisierungsreagenz können Probleme für die Analyse mit sich bringen. 

Diese müssen dann entfernt werden. Bei diesem Schritt besteht dann die Gefahr, auch Teile 

des derivatisierten Analyten zu verlieren oder andere Fehler zu begehen [206-209]. 

Einige Derivatisierungsreaktionen ergeben nicht nur ein Produkt. So führt die Derivatisierung 

von Carbonylgruppen mit Methoxyamin oder mit Hydroxylamin mit anschließender 

Methylierung zu E/Z-Isomeren [195,210].  

Die Fluoreszenz mancher Marker hängt von vielen Faktoren ab. So ist die 

Fluoreszenzausbeute auch von dem eingesetzten Lösemittel abhängig. So kann es passieren, 

dass bei Gradientenelution nicht alle Analyten gleich gute Nachweisgrenzen aufzeigen, 

obwohl die Derivatisierungsausbeuten ähnlich sind [207]. Darüber hinaus sind nicht alle 

Analyten in ihrer Fluoreszenzquantenausbeute gleich. Für eine Quantifizierung muss dann mit 

Korrekturfaktoren gearbeitet werden [211].  

Ähnliche Reaktivitäten von funktionellen Gruppen müssen berücksichtigt werden. So müssen 

z.B. primäre Amine derivatisiert werden bevor selektiv sekundäre Amine gelabelt werden 

können [212].  

Das Konzept der Derivatisierung lässt sich auch für die APLI anwenden. Schiewek et al. 

haben das Anthracen-9-ylmethoxyessigsäure (AMAA) (2), Anthracen-9-ylmethanol (AM) (3) 

und das 9-Diazomethylanthracen (DAMA) (4) als Derivatisierungsreagenzien für die APLI 

vorgestellt. Mit diesen Reagenzien war die Derivatisierung von Alkoholen, Aminen und 

Säuren möglich [122]. Abbildung 17 zeigt die Reaktionsgleichungen der APLI-Label mit den 

verschiedenen funktionellen Gruppen. 

Das AMAA (2) wurde aufgrund seiner leichten Synthese als Ionisationsmarker ausgewählt. 

Es ist über eine Substitutionsreaktion von Anthracen-9-ylmethanol (3) mit Bromessigsäure (8) 

nach Deprotonierung durch Natriumhydrid (9) zugänglich. Die Etherfunktion wurde von 

Schiewek als wichtiger Bestandteil der Molekülstuktur angesehen, welcher die Löslichkeit 

verbessern sollte [131]. 

Das AM (3) und das DAMA (4) sind käuflich zu erwerben und waren deshalb leicht 

zugänglich. 
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Schiewek hat in seiner Dissertation auch die Voraussetzungen für die Einsetzbarkeit eines 

Ionisationslabels für die APLI beschrieben. Der Marker braucht ein Ionophor, so wird der 

Molekülteil genannt, in dem die Ionisation stattfinden kann. Die zweite Bedingung für einen 

Marker ist eine reaktive Ankergruppe, an welcher der Analyt kovalent gebunden werden 

kann. Diese beiden Funktionen müssen über einen Spacer verbunden werden. Der Spacer 

erfüllt mehrere Aufgaben. Erstens soll der sterische Einfluss des Ionophors auf die 

Derivatisierungsreaktion über den Spacer verringert werden und zweitens soll die 

Ionisationsausbeute des Ionophors trotz unterschiedlich gebundener Analyten gleich sein. Der 

Spacer sorgt für eine immer gleiche chemische Umgebung des Ionophors, sodass sich die 

Energie des Grundzustands und die des angeregten Zustands nicht mit dem Analyten 

verändert [131]. 

Die Vorteile dieser Marker sind die selektive Ionisation nach Derivatisierung von speziellen 

funktionellen Gruppen, die analytunabhängige Ionisationsausbeute und die hohe Sensitivität 

der APLI, die so auf nicht aromatische Analyten ausgeweitet wurde. Die analytunabhängigen 

Ionisationsausbeuten haben den Vorteil, dass keine mit Stabilisotopen markierten Standards 

eingesetzt werden müssen, sobald Standards vorliegen, welche nicht in der Probe enthalten 

sind und die gleichen Derivatisierungsausbeuten wie die Analyten aufweisen. Dieses wurde 

am Beispiel von natürlich vorkommenden Fettsäuren mit einer geraden Anzahl an 

Kohlenstoffatomen demonstriert. Als interner Standard wurde eine Fettsäure mit ungerader 

Anzahl an C-Atomen eingesetzt [122]. 
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Abbildung 17: APLI Marker nach Schiewek et al. [122]. DCC: N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (5); DMAP: 

4-(Dimethylamino)pyridin (6); HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol (7); DCM: Dichlormethan; rot: Ionophor; 

blau: Spacer; grün: Ankergruppe. 
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3 Problemstellung und Zielsetzung 

Die Einführung der APLI und deren Kopplung an die GC und HPLC erweiterte das Feld der 

Ionisationsmethoden um eine ultrasensitive aber auch selektive Ionisationsart für 

polycyclische und aromatische Verbindungen. Eine so einfache und dabei sensitive 

Ionisationsmethode stand bis dahin nicht zu Verfügung. Wie keine andere Ionisationsmethode 

bietet die APLI einzigartige Möglichkeiten, wie z.B. die Wahl des Ionisationsortes in der 

Ionenquelle oder den einfachen und gemeinsamen Einsatz neben anderen 

Ionisationstechniken. 

Erste Versuche haben den Einsatz einiger weniger Ionisationsmarker demonstriert. Allerdings 

entsprachen nicht alle der gezeigten Marker den Anforderungen, welche ein APLI-Label laut 

Schiewek aufweisen muss, um eine analytunabhängige Ionisation zu ermöglichen [131]. 

GC-Versuche mit auf Anthracen basierenden APLI-Labeln wurden bislang nicht 

durchgeführt. 

Ziel dieser Arbeit war der Einsatz der bereits bekannten Label zur Derivatisierung von 

Analyten in komplexer Matrix.  

Zudem sollte der Pool der zur Verfügung stehenden APLI-Label erweitert und für die 

wichtigsten funktionellen Gruppen jeweils mehrere APLI-Label synthetisiert und deren 

Funktion nachgewiesen werden. Dabei sollten die neuen APLI-Label eine Spacerlänge mit 

mindestens drei Kohlenstoffatomen aufweisen, um eine Ionisation - unabhängig von dem 

eingesetzten Analyten - zu ermöglichen. 

Der Einsatz der neuen APLI-Label sollte neben der HPLC auch für die GC etabliert werden 

und die Nachweisgrenzen für derivatisierte Analyten sollten bei der GC-APLI im pM-Bereich 

liegen. 





4 Ergebnisse und Diskussion 

 43 

4 Ergebnisse und Diskussion 

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt. Als erstes wird die 

Notwendigkeit der Entwicklung neuer Label erörtert. Danach wird die Syntheseroute dieser 

neuen Label vorgestellt und anschließend werden Beispiele für Derivatisierungsreaktionen 

der wichtigsten funktionellen Gruppen gezeigt. Daraufhin wird auf negative Ergebnisse 

eingegangen und Derivatisierungsreaktionen vorgestellt, die nicht funktioniert haben. Zum 

Schluss wird der Einsatz eines kleinen und preiswerten Festkörperlasers erprobt und 

diskutiert. 

 

4.1 Fragmentierungsproblematik von APLI-Markern 

Dieser Abschnitt überschneidet sich in gewissem Maße mit dem Abschnitt 4.3. Hier wird auf 

Ergebnisse vorgegriffen, um auf eine Problematik aufmerksam zu machen, welche es zu lösen 

gab.  

Im ersten Teil dieser Dissertation sollten DNA-Addukte, welche sich vom Nicotin ableiten, 

untersucht werden (siehe auch Abschnitt 4.3). Das Pyridyloxobutanol (POB) (10) und das 

Pyridylhydroxybutanol (PHB) (11) sind primäre Alkohole. Nach saurer Hydrolyse der DNA 

und anschließender Extraktion mit Dichlormethan, wird das POB vor der Analyse 

üblicherweise mit Pentafluorobenzoylchlorid (PFB) (12) derivatisiert und anschließend 

mittels GC-EC-MS analysiert [82]. Abbildung 18 zeigt die Strukturen der Analyten, des 

Derivatisierungsreagenzes und des Derivatisierungsprodukts.  

Im Laufe dieser Arbeit werden Derivatisierungsprodukte über die Abkürzung des Markers 

verbunden mit einem Bindestrich mit der Abkürzung des Analyten abgekürzt. Dabei wird bei 

der Bezeichnung nicht berücksichtigt, dass sowohl der Marker als auch der Analyt 

Molekülteile (hier z.B. das H
+
 beim POB (10) und das Cl

-
 beim PFB (12)) verlieren können 

(vgl. Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Strukturen von POB (10), PHB (11), PFB (12) und dem Derivatisierungsprodukt 

PFB-POB (13). 

 

Das POB (10) und das PHB (11) sollten, nach jeweiliger Derivatisierung, mittels APLI 

untersucht, und damit die Leistungsfähigkeit der APLI demonstriert werden.  

Obwohl die ersten Ergebnisse von Schiewek et al. zu Derivatisierungsreaktionen für die APLI 

sehr vielversprechend waren, wurde in dieser Arbeit festgestellt, dass die Label von Schiewek 

zwei entscheidende Nachteile haben. Die aus PHB bzw. POB und AMAA gebildeten 

AMAA-PHB (14) und AMAA-POB (15) waren nicht bzw. nur sehr schlecht GC-gängig. 

Vermutlich kam es bedingt durch das kovalent gebundene Pyridin zur Zersetzung der 

derivatisierten DNA-Addukte im Injektor. Da das AMAA-Octanol ohne Probleme mittels 

GC-APLI-(ToF)MS analysiert werden konnte [213] und die Derivatisierungsprodukte des 

POB (10) und PHB (11) mittels LC-ESI-MS nachgewiesen werden konnten, wurde hier auf 

ein analytspezifisches Problem der GC-APLI-(ToF)MS bei der Analyse der beiden 

DNA-Addukte geschlossen. Das zweite Problem stellte die Instabilität der derivatisierten 

DNA-Addukte nach der Ionisation mittels APLI dar. Für weiterführende Untersuchungen 

wurde ein Modellanalyt, das Hydroxypropylpyridin (HPP) (16), genutzt. Das HPP (16) ähnelt 

strukturell dem POB (10) bzw. dem PHB (11), ist aber um ein Vielfaches preiswerter und 

einfacher zu beschaffen. Abbildung 19 zeigt die Strukturen des HPP (13), den eingesetzten 

Marker AMAA (2) und das Derivatisierungsprodukt AMAA-HPP (17). Das 

AMAA-HPP (17) war ebenfalls nicht GC-gängig. 
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Abbildung 19: Struktur des HPP (16) und des AMAA-HPP (17). 

 

Nachdem die GC-APLI für diese Substanzen nicht geeignet war, wurde die LC-APLI zur 

Analyse eingesetzt. Aber auch bei den LC-APLI-(ToF)MS Analysen des AMAA-HPP (17) 

konnte eine starke Fragmentierung, insbesondere im Spacer des AMAAs (2), beobachtet 

werden (Abbildung 20).  
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Abbildung 20: HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse von AMAA-HPP (17). A: Dargestellt sind der TIC, die 

extrahierten Analytmassen [M-H]
+
, M

+
, [M+H]

+
 und die Massenspuren der Fragmente; B: Dargestellt 

sind die extrahierten Analytmassen [M-H]
+
, M

+
, [M+H]

+
 und die Massenspuren aller Fragmente (bis auf 

die des 191er-Fragments (Fragment 2, Abbildung 21)); C: extrahierte Analytmassen [M-H]
+
, M

+
, [M+H]

+
; 

D: Massenspektrum des chromatographischen AMAA-HPP (17)-Peaks.  
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Die intensivsten Fragmentsignale wurden für die Massen 191 Da und 205 Da detektiert. 

Abbildung 21 zeigt die möglichen Strukturen der detektierten Fragmentmassen und die 

dazugehörenden Signalflächen. Es wird ersichtlich, dass nur ca. 2% des ionisierten Analyten 

als [M-H]
+
, M

+
 und [M+H]

+
 zum Detektor gelangen. Der Rest der ionisierten Moleküle 

fragmentiert. Weiter ist zu sehen, dass der Bindungsbruch bevorzugt auf einer der beiden 

Seiten des Ethersauerstoffs in β-Position zum Anthracen stattfindet.  
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Abbildung 21: Mögliche Fragmentstrukturen der detektierten Massen des AMAA-HPPs (17). Die 

Nominalmasse der Fragmente ist in eckigen Klammern angegeben. A: Peakfläche des detektierten 

Signals. Die roten Striche zeigen die Stellen der Bindungsbrüche. Die griechischen Buchstaben bezeichnen 

die Position im Molekül ausgehend von dem aromatischen Ionophor. 

 

Da die APLI eine Ionisationsmethode unter Atmosphärendruck ist, kommt es nach der 

Ionisation zu einer Reihe von Stößen zwischen dem Ion und den Gasmolekülen der 

Ionenquelle. Dabei brechen die vermutlich schwächsten Bindungen.  

Nach der Ionisation wird das Ionophor stark elektronenziehend. Der Sauerstoff in β-Position 

besitzt eine hohe Elektronegativität und reduziert die Elektronendichte in den Bindungen zu 

δ α 

β 

γ 
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seinen Nachbaratomen. So ist die Bindung zwischen der α- und β-Position elektronenarm und 

dadurch labil. Es überrascht deshalb nicht, dass diese Bindung leicht bricht (vgl. Abbildung 

22). Die gebildeten Produkte sind darüber hinaus in der Gasphase relativ stabil und 

begünstigen so den Bindungsbruch. Es entsteht das positiv geladene Fragment 2 (Abbildung 

21), welches die Ladung über Mesomerie stabilisieren kann. Kationen von aromatischen 

Verbindungen sind bekannt und in der Literatur beschrieben [214-216]. Das auf der anderen 

Seite gebildete Sauerstoffradikal ist ebenfalls stabil. In verschiedenen Publikationen sind 

Alkysauerstoffradikale beobachtet und untersucht worden [217,218]. Der Bindungsbruch 

zwischen β- und γ-Position ist ähnlich zu erklären. Der Sauerstoff in β-Position ist auch in 

diesem Szenario elektronenziehend und erniedrigt die Elektronendichte der Bindung zum 

Kohlenstoff in γ-Position. Die Esterfunktion in δ-Position ist eine elektronenziehende Gruppe 

und besitzt einen ausgeprägten –I-Effekt [219]. Dadurch wird auch die Elektronendichte des 

Kohlenstoffs in γ-Position beeinflusst und seine Elektronegativität erhöht. Dieses 

destabilisiert die Bindung zwischen β- und γ-Position, sodass diese leicht brechen kann. 

Damit die beobachtete Masse des Fragments mit den m/z-Verhältnis von 205 Da erklärt 

werden kann, muss es bei der Fragmentierung zu einer Wasserstoffeliminierung kommen. 

Abbildung 22 zeigt die möglichen Fragmentierungsmechanismen für diese zwei dominanten 

Bindungsbrüche. 

Die stoßinduzierte Eliminierung von Wasserstoffatomen aus aromatischen Verbindungen ist 

ebenfalls beschrieben worden [220]. Ob es sich um die in Abbildung 22 dargestellten 

Mechanismen handelt, kann hier nicht beantwortet werden. Es wurden keine weiteren 

Untersuchungen dazu durchgeführt. Die beobachteten Massen lassen die angenommenen 

Reaktionen aber plausibel erscheinen. Die vorgestellten zwei Fragmentierungsreaktionen sind 

für ca. 75% der beobachteten Bindungsbrüche im derivatisierten Analytmolekül 

verantwortlich. 
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Abbildung 22: Vorgeschlagene Mechanismen für die zwei wichtigsten Fragmentierungsreaktionen (vgl. 

Abbildung 21).  

 

Da der Sauerstoff in β-Position bei der Fragmentbildung offensichtlich eine wichtige Rolle 

spielt, wurde beschlossen diesen aus dem APLI-Label zu entfernt.  

Die nach der Eliminierung des Ethersauerstoffs verbleibende Spacerlänge von zwei 

CH2-Gruppen und der Ankergruppe sollte ausreichend sein, um die Ionisationsausbeute 

analytunabhängig zu belassen [131]. Die Struktur des neuen Markers 

3-(Anthracen-9-yl)propansäure (APS) (18) ist in Abbildung 23 dargestellt. 
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Abbildung 23: Struktur des neuen Markers APS (18). 

 

Dennis Klink und Valerie Derpmann, beide Bergische Universität Wuppertal, haben 

Untersuchungen zu den Fragmentierungsreaktionen der Marker APS (18) und AMAA (2) 

durchgeführt. Dabei wurden beide Marker nach DCC (5)-Aktivierung, DMAP (6) als 

Katalysator, mit Methanol (MeOH) umgesetzt. Sowohl das AMAA-MeOH (19) als auch das 

APS-MeOH (20) wurden thermisch verdampft und mittels APLI ionisiert. Beide Ionen 

konnten unter stoßfreien Bedingungen ohne Fragmentierung detektiert werden. Unter 

CID-Bedingungen zeigte das APS-MeOH (20) keine Fragmentierung, das 

AMAA-MeOH (19) fragmentierte sehr stark zu Fragment 2 (vgl. Abbildung 22). Diese 

Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Fragmentierung auf Stöße zurückgeführt werden 

kann. Die eigentliche Ionisation verläuft, wie in Kapitel 2.5 beschrieben, sanft und ohne 

Fragmentierungsreaktionen. 

 

4.2 Synthesen neuer APLI-Marker 

In diesem Kapitel wird auf die Synthese des neuen APLI-Markers APS (18) eingegangen. 

Zunächst werden mögliche Synthesevorschriften diskutiert und anschließend Unterschiede 

bzw. Besonderheiten der hier vorgestellten Synthesevorschrift im Vergleich zu der 

literaturbekannten Synthese genannt. Anschließend werden weitere Marker, welche sich von 

dem APS (18) ableiten, vorgestellt und ihre Synthese erläutert. Die genauen 

Synthesevorschriften sind in Kapitel 5.4 zu finden.  

 

4.2.1 3-(Anthracen-9-yl)propansäure (APS) 

In der Literatur sind zwei Syntheserouten für das APS (18) beschrieben. Die erste Synthese 

wird über eine Wittig-Reaktion zwischen 9-Anthraldehyd (21) und 

4-Carbomethoxybenzyltriphenylphosphoniumbromid (22) mit anschließender Hydrolyse des 

Esters und Reduktion der neu gebildeten Doppelbindung realisiert [221]. Der Wittigester (23) 

konnte in dieser Arbeit in einem E/Z-Verhältnis von ca. 95/5 hergestellt werden. Die 
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Hydrolyse des Wittigesters (23) ergab die Wittigsäure (24) in guter Ausbeute. Die Reduktion 

der Doppelbindung im Spacer der Wittigsäure (24) ergab schließlich das gewünschte Produkt 

APS (18). Abbildung 24 zeigt das Reaktionsschema für diese Syntheseroute. 
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Abbildung 24: Reaktionsschema für die Bildung von APS (18) mittels Wittig-Reaktion. EtOH: Ethanol 

 

Die Literatur enthält keine Angaben zu der Aufreinigung des Produkts. Diese stellte sich als 

sehr schwierig heraus. Bei der Reduktion der Wittigsäure (24) kam es zur Bildung 

unerwünschter Nebenprodukte. Das Anthracen wurde ebenfalls teilweise reduziert. Auf der 

anderen Seite war der Umsatz der Doppelbindung zur Einfachbindung nicht vollständig, 

sodass die Reaktionslösung viele Komponenten enthielt die nur sehr schwer mit einer 

präparativen säulenchromatographischen Trennung aufgearbeitet werden konnten. Versuche, 

die Reduktion vor der Hydrolyse durchzuführen, brachten leider keine Vereinfachung der 

Aufarbeitung. Diese Synthesestrategie stellte sich aufgrund der Aufarbeitung des 

Zielmoleküls als sehr umständlich heraus. Zudem war das Handhaben eines Autoklaven, der 

unter Wasserstoffdruck von mehreren bar stand, gefährlich, sodass eine andere Syntheseroute 

bevorzugt wurde. Der zweite Syntheseweg ging vom Anthron (26) aus [222]. Nach der 

Deprotonierung durch Kaliumtertbutanolat (KOtBu) (27) konnte das Anthron (26) an 

Acrylnitril (28) nukleophil addiert werden. Nach saurer Hydrolyse des Nitrils und der 
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Reduktion des Anthrons durch Zink zum Anthracen, konnte die Säure APS (18) synthetisiert 

werden. Der Syntheseweg ist in Abbildung 25 dargestellt. 

 

O

Anthron (26)

KOtBu (27)

OK O

N

O

OHO

Zn

O OH

APS (18)

N

(28)

H+

H2O

 

Abbildung 25: Syntheseroute für das APS (18) ausgehend vom Anthron (26) nach [222]. 

 

Diese Synthese konnte ohne Probleme nachgestellt werden. Der letzte Schritt der 

Aufarbeitung stellte eine Umkristallisation aus konzentrierter Essigsäure dar. Die so 

gewonnen Kristalle enthielten große Mengen eingelagerter Essigsäure. Diese wurde durch 

mehrfaches Mörsern, Waschen mit Aceton und Trocknen, bei erhöhter Temperatur im 

Vakuum, quantitativ entfernt. Das publizierte 
1
H-NMR-Spektrum von APS (18) enthält einen 

Fehler. Dort wird das Signal der Methylgruppe der Essigsäure dem aciden Proton der 

APS (18) zugeordnet. Dieses gilt es bei der Auswertung des NMR-Spektrums zu bedenken 

[223,224]. 

APS (18) hat als Ankergruppe eine Carbonsäure. Diese kann nach Aktivierung über 

Carbodiimid-Reagenzien wie DCC (5) oder 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 

(EDC*HCl) (29) als Elektrophil reagieren. Dadurch eignet sich das APS (18) als Label für 

Nukleophile wie Amine und Alkohole. Amine werden bei dieser Reaktionsführung aufgrund 

ihrer höheren Nukleophilie - im Vergleich zu Alkoholen - bevorzugt. Der 

Derivatisierungsmechanismus für das Labeln von Nukleophilen mit APS (18) ist in 

Abbildung 26 gezeigt. Die Reaktionsbedingungen dieser Derivatisierungsreaktion sind mild.  
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Abbildung 26: Mechanismus der Derivatisierung von Nukleophilen mit APS (18) nach Aktivierung mit 

Carbodiimid-Reagenzien nach [219]. Der Analyt ist rot dargestellt. 

 

Nach der Aktivierung des APS (18) durch Carbodiimid-Reagenzien kann es bei Analyten, 

welche schlechte Nukleophile sind, zu einer intermolekularen Umlagerung des aktivierten 

APS (APS-aktiviert, Abbildung 26) kommen. Danach ist das APS (18) als Marker inaktiv. 

Dieser Umlagerung kann in situ durch Umesterung und der Bildung von Aktivestern 

vorgebeugt werden. Dazu wird häufig DMAP (6) zur nukleophilen Katalyse (vgl. Abbildung 

32) oder HOBt (7) bzw. N-Hydroxysuccinimid (NHS) (30) zur Aktivesterbildung (Abbildung 

28) zugesetzt [219]. Die Derivatisierungsreaktion verträgt bei der Derivatisierung von 

Alkoholen wenige Prozent Wasser, da dieses vom Carbodiimid-Reagenz abgefangen werden 

kann. Dabei wird dann die Säure wiedergewonnen. Diese Reaktion ist in Abbildung 30 

dargestellt. Auf Grund der höheren Reaktivität von Aminen gegenüber Alkoholen oder 

Wasser, können Amine in wässrigen oder alkoholischen Lösungen derivatisiert werden. 

 

4.2.2 3-(Anthracen-9-yl)propansäurechlorid (APS-Cl) 

Aus der Säure APS (18) lässt sich durch Umsetzung mit Oxalylchlorid (31) das 

3-(Anthracen-9-yl)propansäurechlorid (APS-Cl) (32) herstellen [225,226]. Abbildung 27 

zeigt das Reaktionsschema dieser Umsetzung. 
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Abbildung 27: Synthese des APS-Cl (32). 

 

Das APS-Cl (32) reagiert in Derivatisierungsreaktionen als Elektrophil. Es muss, anders als 

APS (18), nicht mehr aktiviert werden. Es ist reaktiver als APS (18) und damit empfindlicher 

für Nebenreaktionen, wie z.B. mit Wasser. Die Selektivität zwischen Aminen und Alkoholen 

ist aufgrund der recht hohen Reaktivität geringer. Es kann sehr leicht mit Alkoholen oder 

anderen Nukleophilen kontrolliert abreagieren. Als Derivatisierungsprodukte werden 

identisch gelabelte Analyten wie mit dem APS (18) erhalten. 

 

4.2.3 3-(9-Anthryl)-propionsäure-2,5-dioxo-pyrrolidinylester (APS-NHS) 

Das 3-(9-Anthryl)-propionsäure-2,5-dioxo-pyrrolidinylester (APS-NHS) (33) wurde durch die 

Reaktion von APS (18), nach Aktivierung durch EDC*HCl (29) und der anschließenden 

Veresterung mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) (30), hergestellt [227]. Die Strukturen und die 

Reaktionsgleichung sind in Abbildung 28 dargestellt. Mechanistisch läuft diese Synthese wie 

die in Abbildung 26 gezeigte Derivatisierung ab. 
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Abbildung 28: Syntheseschema von APS-NHS (33). 

 

Das APS-NHS (33) ist ein Aktivester. Das NHS (30) ist dabei eine gute Abgangsgruppe. 

Deshalb eignet sich das APS-NHS (33) für die Derivatisierung von Aminen. Der Aktivester 

ist relativ stabil gegenüber Wasser, sodass Amine auch aus wässrigen Lösungen gut 
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derivatisiert werden können. Dieser Marker benötigt, bis auf eine pH-Kontrolle, keine 

weiteren Kopplungsreagenzien [227,228]. 

 

4.2.4 3-(9-Anthryl)-propanol (APol) 

3-(9-Anthryl)-propanol (APol) (34) wurde durch Reduktion von APS (18) mit 

Lithiumaluminiumhydrid (35) gewonnen [229]. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 29 

dargestellt. 
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APS (18) APol (34)

LiAlH4 (35)

 

Abbildung 29: Syntheseschema des APol (34). 

 

Das APol (34) ist durch seinen primären Alkohol ein Nukleophil. Nach der Aktivierung von 

Carbonsäuren, durch z.B. ein Carbodiimid-Reagenz, kann das APol (34) mit ihnen regieren. 

Der Mechanismus entspricht dabei dem in Abbildung 26 dargestellten Reaktionsverlauf, 

allerdings sind dann Analyt und Marker in ihrer Rollenverteilung vertauscht. Der Analyt wird 

aktiviert und der Marker ersetzt anschließend das Aktivierungsreagenz. Da Wasser in 

Konkurrenz zum Marker steht, verträgt diese Derivatisierungsreaktion nicht viel Wasser. 

Wenn Wasser mit einem aktivierten Analyten reagiert, wird wieder der Analyt zurück 

gewonnen. Deshalb erfordert diese Konkurrenzreaktion, bei höheren Wassermengen in der 

Matrix, sehr viel Kopplungsreagenz. Die Nebenreaktion mit Wasser ist in Abbildung 30 

dargestellt. 
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Abbildung 30: Reaktion einer durch DCC (5) aktivierten Säure mit Wasser. Das Wasser und die aus dem 

Wasser stammenden Atome sind grün dargestellt. Die OH-Gruppe, die aus dem Analyten entfernt und 

durch Wasser ersetzt wird, ist rot dargestellt. Cy: Cyclohexyl. 
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Da der Alkohol des APol (34) eine mittelstarke Nukleophilie aufweist, muss zu den 

Derivatisierungsreaktionen DMAP (6), oder eine andere Verbindung zur Bildung von 

Aktivestern, zugesetzt werden. Sonst findet die in Abschnitt 4.2.1 angesprochene Umlagerung 

statt. Der Analyt ist dann anschließend für die Derivatisierung, und damit die Analyse mittels 

APLI, nicht mehr zugänglich (vgl. Abbildung 31) [219].  
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Abbildung 31: Umlagerungsreaktion einer durch DCC (5) aktivierten Säure nach [219]. Cy: Cyclohexyl. 

 

Diese Umlagerung ist relativ langsam, sodass bei guten Nukleophilen die Zugabe von z.B. 

DMAP (6) optional ist. Bei einem relativ schwachen Nukleophil wie dem APol (34) ist sie 

aber von entscheidender Bedeutung. Der Mechanismus der Aktivierung durch DMAP (6) ist 

in Abbildung 32 gezeigt. 

 

Analyt-aktiviert

R O

O

N

HN

Cy

Cy

N

N

+ +
HN N

O

CyCy

R N

O

N

Analyt-DMAPDMAP (6)

 

Abbildung 32: Mechanismus der Aktivierung durch DMAP (6).  

 

Die Spezies Analyt-DMAP aus Abbildung 32 ist stark elektrophil und reagiert auch mit 

mittelstarken bzw. schwachen Nukleophilen rasch. So wird zum einen die unerwünschte 

Umlagerung aus Abbildung 31 verhindert, zum anderen die Derivatisierungsreaktion 

beschleunigt. 

 

4.2.5 3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorid 

Das 3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorid (APA*HCl) (36) wurde aus dem APS (18) über 

APS-Cl (32) durch Reaktion mit Ammoniak (37) und anschließender Reduktion mit 

LiAlH4 (35) hergestellt. Die Syntheseroute ist in Abbildung 33 dargestellt. Das freie 
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3-(9-Anthryl)-propylamin (APA) (38) konnte leider nicht hergestellt werden. Obwohl das 

APA (38) isolierbar war, konnte es weder getrocknet noch gelagert werden. Beim Trocknen 

verfärbte es sich von gelblich über bräunlich zu dunkelbraun. Es setzten vermutlich wärme- 

und lichtinduzierte Dimerisierungsreaktionen ein, welche mit normalen Lagermethoden nicht 

verhindert werden konnten. Dieses Phänomen von Anthracenderivaten, auch des APA (38), 

ist untersucht und literaturbekannt [230-232]. Über die Dimerisierung hinaus finden in 

Lösung auch Reaktionen mit CO2 statt [230]. Welche Reaktionen beim Zerfall hier eine Rolle 

spielten, wurde nicht untersucht. Das APA (38) wurde deshalb einfach mit Salzsäure (39) in 

das Säurechlorid APA*HCl (36) überführt, dieses zeigte sich, bei einer Lagerperiode von über 

einem Jahr im Kühlschrank unter Lichtausschluss, als stabil. Mittels 
1
H-NMR konnten 

keinerlei Zersetzungsreaktionen festgestellt werden. 
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Abbildung 33: Synthese des APA*HCl (36). 

 

Wie das APol (34) ist auch das APA*HCl (36) eine nukleophile Verbindung. Nach 

Deprotonierung zum Amin ist es ein deutlich besseres Nukleophil als das APol (34). Damit 

lassen sich Säuren nach Aktivierung mit Carbodiimid-Reagenzien derivatisieren. Im 

Vergleich zum APol (34) ist das APA*HCl (36) reaktiver. Die Zugabe von z.B. DMAP (6) 

zur nukleophilen Katalyse ist deshalb nicht mehr zwingend erforderlich. Darüber hinaus 

besitzt das APA*HCl (36) eine gute Wasserlöslichkeit (>3,3 g/L; bei Raumtemperatur). Aus 

diesem Grund lassen sich damit Säuren, nach Aktivierung mit dem ebenfalls wasserlöslichen 
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EDC*HCl (29), auch in wässrigen Proben derivatisieren [176]. Das primäre Amin des 

APA*HCl (36) ist nukleophiler als Wasser, sodass Derivatisierungsreaktionen im Wasser bei 

nicht zu hohem Überschuss an Kopplungsreagenz und Marker möglich sind. Der 

Mechanismus der Derivatisierungsreaktion ist in Abbildung 26 dargestellt. Durch das 

Addieren des großen unpolaren aromatischen Ionophors an den Analyten wird auch die 

Extraktion des derivatisierten Analyten aus dem Wasser erleichtert. Das Labeln von 

Carbonsäuren aus organischen Lösemitteln für die GC-Analyse ist bevorzugt mit dem APol 

(34), statt mit dem APA*HCl (36), durchzuführen. Zum einen wird keine Säure durch das 

APol (34) in die Probenlösung eingetragen, zum anderen generiert das APol (34) einen Ester 

ohne verbleibendes acides Proton. Das APA*HCl (36) generiert ein Amid welches für eine 

gaschromatographische Trennung prinzipiell geeignet ist, einem Ester aber im Vergleich 

unterliegt [153,154]. 

 

4.2.6 Toluol-4-sulfonsäure-3-(9-anthryl)-propylester (TSA) 

Toluol-4-sulfonsäure-3-(9-anthryl)-propylester (TSA) (41) wurde durch Reaktion von 

APol (34) mit Tosylchlorid (TosCl) (42) hergestellt. Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 

34 dargestellt. 
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Abbildung 34: Syntheseroute von TSA (41). 

 

Das Tosylat (OTos) (43) ist eine sehr gute Abgangsgruppe. Damit kann das TSA (41) analog 

zum DAMA (4) (vgl. Abbildung 17), bei dem der Stickstoff als Abgangsgruppe fungiert, 

reagieren. Das TSA (41) nimmt so an SN2-Reaktionen als Elektronenpaarakzeptor teil. 

Deprotonierte Carbonsäuren stellen Nukleophile dar und können deshalb als 

Elektronenpaardonatoren reagieren. Das OTos (43) verlässt dann das Molekül. Der 

Mechanismus dieser Derivatisierungsreaktion ist in Abbildung 35 dargestellt.  
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Abbildung 35: Mechanismus der Derivatisierung von Carbonsäuren mit TSA (41). 

 

Diese Derivatisierungsstrategie für Carbonsäuren generiert das gleiche 

Derivatisierungsprodukt wie die Derivatisierung von Säuren mit APol (34). Die 

Derivatisierungsbedingungen sind allerdings aggressiver. Zum einen wird eine Base für die 

Deprotonierung der Carbonsäure benötigt, zu anderen erfordert diese 

Derivatisierungsreaktion, aufgrund der schlechten Nukleophilie deprotonierter Carbonsäuren, 

hohe Temperaturen. 

 

4.3 Derivatisierung und Analyse von Alkoholen 

Alkohole lassen sich direkt mittels LC-MS analysieren. Dabei kommen häufig die ESI und 

die APCI als Ionisationsmethoden zum Einsatz. Die Quantifizierung mit beiden Methoden ist 

schwierig, da die Ionisationsausbeute direkt von der Molekülstruktur abhängig ist. Deshalb 

müssen für eine Quantifizierung interne Standards, am besten Stabilisotopen markierte 

Standards, verwendet werden [41,233].  

HPLC-Analysen mit einem UV-Detektor bedürfen häufig der Derivatisierung. Viele Alkohole 

besitzen keine natürliche UV-Absorption und es muss ein Chromophor eingeführt werden 

[161,233,234]. Derivatisierung von Alkoholen wird bei Analysen mit der HPLC auch 

eingesetzt, um die Probenaufbereitung zu erleichtern [233], um die Ionisationsausbeute und 

damit die Empfindlichkeit zu erhöhen [15], oder um labile Analyten zu stabilisieren [10]. 

Üblicherweise werden Alkohole mittels GC untersucht. Dabei lassen sich nur relativ kleine 

Alkoholmoleküle direkt mit der GC analysieren [235,236]. Um ihre Dampfdrücke zu erhöhen 

und sie damit für die GC zugänglich zu machen, werden größere Alkohole fast immer 

derivatisiert [10,11,210,237,238]. In manchen Fällen wird durch Derivatisierung das 

Fragmentieren nach der Ionisation unterbunden. Dadurch werden die Massenspektren 

vereinfacht und die Nachweisgrenzen verbessert [239]. Die häufigsten 
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Derivatisierungsreaktionen für Alkohole sind die Silylierung und die Acetylierung (vgl. 

Tabelle 1) [151,153,206]. Alkohole werden auch derivatisiert, um bestimmte 

Analysentechniken anwenden zu können (z. B. fluorierte EC-Tags [82,240]). Für die 

Derivatisierung von Alkoholen kommen in situ [122] oder ex situ [206] aktivierte 

Carbonsäuren zum Einsatz [153]. Weiter werden Alkylsilyle [151] und Alkyle mit jeweils 

guten Abgangsgruppen wie z.B. Bromid [154] eingesetzt. 

In diesem Kapitel werden die in Kapitel 4.2 vorgestellten Marker für die Derivatisierung von 

Alkoholen eingesetzt. 

 

4.3.1 Analyse des HPP 

Wie in Kapitel 4.1 bereits beschrieben, wurde das HPP (16) als Modellanalyt für das POB 

(10) und das PHB (11) verwendet. Diese drei Verbindungen ähneln sich strukturell sehr stark. 

Alle drei besitzen einen primären Alkohol und einen Pyridinring. Abbildung 36 zeigt die 

Strukturen dieser drei Verbindungen. 
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Abbildung 36: Strukturen des HPP (16), POB (10) und PHB (11). 

 

Die Analyse des POB (10) und des PHB (11) ist von besonderer Bedeutung für die 

Krebsforschung. Diese beiden Verbindungen leiten sich vom 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-

pyridyl)-1-butanon (NNK) (44) ab, einem Nikotinmetaboliten, der Hämoglobin- bzw. 

DNA-Addukten bilden kann [84,88]. POB (10) und PHB (11) werden nach Hydrolyse der 

DNA bzw. der Hämoglobinlösung freigesetzt. Die Kanzerogenität des NNK (44) löst bei 

Labortieren vorwiegend Lungenkrebs aus. Weitere Krebsarten werden aber auch beobachtet 

[241]. Es wurde nachgewiesen, dass sowohl Raucher als auch Nichtraucher NNK (44) im 

täglichen Leben ausgesetzt sind. Bei Nichtrauchern wurden Mengen an NNK (44) gefunden, 

welche sich zunächst nicht erklären lassen [242]. Obwohl Raucher etwa das fünfzigfache des 

Nikotin-Metaboliten NNK im Urin aufweisen, beträgt die freigesetzte Menge an POB (10) 

aus Hämoglobin nur ca. das Dreifache von dem der Nichtraucher [84,181]. Dieser Umstand 

wird über Myosmin in Lebensmitteln wie Reis und Mais erklärt. Myosmin könnte auch zu 

NNK (44) metabolisiert werden [213].  
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Abbildung 37 zeigt einen deutlich vereinfachten Metabolismus des NNK (44) und die 

Freisetzung des POB (10) und des PHB (11) nach saurer Hydrolyse der DNA.  
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Abbildung 37: Struktur des NNK (44) und vereinfachter Metabolismus zum POB (10) und PHB (11)  nach 

[241,242]. 

 

Da bei der Entnahme von Gewebe bei Patienten möglichst schonend verfahren werden muss, 

stehen nur kleine Mengen DNA für die Untersuchung auf DNA-Addukte zur Verfügung. 

Deshalb ist eine möglichst sensitive Analysenmethode notwendig, um kleinste Mengen dieser 

DNA-Addukte sicher nachweisen und quantifizieren zu können [84]. Die bisher angewandte 

und empfindlichste Methode für POB (10) ist das Labeln des Analyten mit 

Pentafluorobenzoylchlorid (12) und die anschließende Analyse mittels GC-EC-MS (vgl. 

Abbildung 18) [84]. Die dort berichtete Nachweisgrenze beträgt 4,6 fmol an POB (10). 

Für die Derivatisierung des HPP (16) wurde für die APLI die APS (18) nach Aktivierung mit 

DCC (5) und DMAP (6) verwendet. Abbildung 38 zeigt das Reaktionsschema dieser 

Derivatisierungsreaktion. 

 



4 Ergebnisse und Diskussion 

 61 

OO

N

OHO

HO

N

APS (18)

HPP (16)

APS-HPP (45) [369.17]

DCC (5)
DMAP (6)

 

Abbildung 38: Reaktionsschema von APS (18) mit HPP (16). 

 

Das APS-HPP (45) ließ sich mittels GC-APLI-(ToF)MS untersuchen. Dieses stellt bereits 

eine deutliche Verbesserung gegenüber dem AMAA-HPP (17) dar (vgl. Abschnitt 4.1). 

Abbildung 39 zeigt die Chromatogramme der extrahierten Massenspuren (EIC; engl. 

Extracted Ion Chromatogramm) des APS-HPP (45). 
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Abbildung 39: EIC einer GC-APLI-(ToF)MS-Analyse des APS-HPP (45). [M]
+ 

= 369 Da, [M-H]
+ 

= 368 Da 

und [M+H]
+
 = 370 Da.  

 

Das Massenspektrum zum Analytpeak aus Abbildung 39 ist in Abbildung 40 dargestellt. 
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Abbildung 40: Massenspektrum zu der APS-HPP (45) GC-APLI-(ToF)MS-Analyse. 

 

Eine Fragmentanalyse zeigt, dass auch das APS-HPP (45) fragmentiert. Abbildung 41 stellt 

die EICs der Fragmentmassen dar. 
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Abbildung 41: EICs der Fragmentmassen. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Darstellung 

der Massenspur 446 Da und 231 Da verzichtet.  
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In Abbildung 41 ist deutlich zu erkennen, dass das Fragment Methylanthracen mit der Masse 

191 Da nicht mehr gebildet wird. Das Fragment mit der größten Fläche ist nun das 

Vinylanthracen (vgl. Fragment 9 in Abbildung 42). Abbildung 42 zeigt mögliche Strukturen 

und die Peakflächen der Fragmente bzw. der Ionisationsprodukte des APS-HPP (45). 

 

OO

N

APS-HPP +[O]-[H] [384]
A = ~ 1500000

Fragment 9 [204]
A = ~ 5700000

OO

Fragment 10 [249]
A = ~ 400000

OO

Fragment 11 [263]
A = ~ 280000

[M-H]+ = 368 Da

A = ~ 260000

[M]+ = 369 Da

A = ~ 2300000

[M+H]+ = 370 Da

A = ~ 730000

APS-HPP (45)

[403]
A = ~ 4000000

[446]
A = ~ 1380000

 

Abbildung 42: Fragmentstrukturen des APS-HPP (45) und ihre Flächen der EIC-Chromatogramme aus 

Abbildung 39 und Abbildung 41. 

 

Es ist auch zu erkennen, dass Ionen mit größerer Masse als die des APS-HPP (45) detektiert 

werden. Das Ion mit der Masse 384 Da ist vermutlich ein Oxidationsprodukt des ionisierten 

und deprotonierten APS-HPP (45). Oxidationsreaktionen von Ionen in der Gasphase sind 

bekannt. Diese treten häufig in AP-Versuchen mit APPI als Ionisationsmethode auf [96]. 

Allerdings kann hier nicht der gleiche Mechanismus angenommen werden. In 

APPI-Experimenten werden Moleküle wie Wasser oder Sauerstoff durch die VUV-Strahlung 

direkt angeregt und können mit den Analyten reagieren. Die Photonen des hier eingesetzten 

Lasers haben aber nicht genug Energie für diesen Vorgang. Eventuell fungiert hier der Analyt 

und weitere aromatische Verunreinigungen der Ionenquelle als Dopanten und ermöglichen so 

die Oxidation. Die geringe Intensität des [M-H]
+
 des APS-HPP (45) und die Masse des 

α β 

γ 

δ 

ε 



4 Ergebnisse und Diskussion 

 64 

Oxidationsproduktes welches ein Wasserstoff verlieren muss, lassen vermuten, dass das 

APS-HPP (45) nach dem Verlust des Wasserstoffs bevorzugt oxidiert wird. Die Produkte mit 

den Massen 403 Da und 446 Da können nicht erklärt werden. Die Ionen mit den Massen 

231 Da und 191 Da stammen aus Verunreinigungen der Ionenquelle. Diese beiden Fragmente 

zeigen keine Signalerhöhung beim Auftreten des Analytpeaks. Deren Vorhandensein kann 

also nicht über den Analyten erklärt werden. Die in Abbildung 42 dargestellten Fragmente 

deuten auf eine erhöhte Fragmentierungswahrscheinlichkeit um die polare Esterfunktion hin. 

Diese Fragmentierung findet vermutlich nach ähnlichen Mechanismen wie die in Abbildung 

22 vorgeschlagenen Reaktionswege statt und ist stoßinduziert. 

Die erhaltenen Signalflächen der Fragmente und der Analytsignale zeigen, dass mit dem 

neuen Marker APS (18) eine deutlich bessere Stabilität als mit dem alten Marker AMAA (2) 

gegeben ist. Jetzt kommen ca. 25% des derivatisierten Analyten über die GC unfragmentiert 

am Detektor an, vorher waren es lediglich ca. 2% über die HPLC. Die Parameter der 

Ionenquelle wurden bei dem Vergleich der Fragmentierungsmuster von AMAA-HPP (17) und 

APS-HPP (45) bewusst gleich belassen (vgl. Kapitel 5.3). Der einzige Unterschied lag in dem 

Wechsel von der HPLC-APLI-Konfiguration zu der GC-APLI-Konfiguration. 

Im weiteren Verlauf der Arbeit mit dieser Derivatisierungsreaktion wurde beobachtet, dass 

der derivatisierte Testanalyt APS-HPP (45) in Lösung nicht stabil war. Er zersetzte sich im 

Laufe der Derivatisierungsreaktion bzw. während des Aufbewahrens in Lösung wieder. Was 

mit dem derivatisierten Analyten in Lösung passiert, wurde nicht untersucht. Abbildung 43 

zeigt drei Injektionen ein und derselben mit APS (18) derivatisierten HPP (16)-Lösung. 
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Abbildung 43: Mehrfachinjektion einer Lösung, welche APS-HPP (45) enthielt. 
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Es ist zu erkennen, dass die Konzentration mit der Zeit abnimmt. Zwischen der ersten und der 

dritten Injektion vergingen ca. vier Stunden. Aufgrund der Instabilität in Lösung wurden alle 

darauffolgenden Derivatisierungen des HPP (16) nach einer definierten Reaktionszeit 

eingeengt und erst kurz vor der Injektion wieder gelöst. 

Im Laufe dieser Arbeit wurden die Derivatisierungsbedingungen so angepasst, dass eine 

möglichst geringe Menge Analyt sicher nachweisbar ist. Dabei wurden sowohl die 

Konzentrationen der Reagenzien, die Menge an Analyt, die Reaktionszeit der Derivatisierung 

und die Derivatisierungstemperatur durch Variation optimiert. Der Einsatz von Ultraschall zur 

Verbesserung der Derivatisierungsausbeute wurde erprobt. Tabelle 2 gibt eine Übersicht über 

die variierten Parameter und deren Kombination untereinander.  

Die Reaktionsgefäße wurden den Anforderungen der Reaktionsführung ebenfalls angepasst, 

sodass die Derivatisierungsreaktionen letztendlich in GC-Inserts (ca. 100 µL Innenvolumen) 

durchgeführt wurden. Das optimale Volumen für diese Reaktion betrug 15 µL, eine 

Derivatisierungszeit von 1 h im Ultraschallbad hat sich als geeignet erwiesen. Die 

Konzentration dieser Derivatisierungslösung konnte leider nicht in den sub-nM-Bereich 

verschoben werden, dieses ist vermutlich durch den Abbau des derivatisierten Analyten zu 

begründen. Durch das niedrige Volumen konnten aber Analytmengen im femtomolaren 

Bereich (10
-15

 mol) erfolgreich derivatisiert und analysiert werden. 

 

Tabelle 2: Variierte Parameter für die Derivatisierung des HPP (16) 

Volumen / µL 1500 100 50 - 100 15 

c (Analyt) mM - µM µM-nM µM-nM nM 

n (Analytmenge) nmol - pmol pmol pmol fmol 

t 2-4h 2h >5h <2h 

T 35 - 45°C RT - 35°C RT - 45°C RT (im 

Ultraschallbad) 

Gefäße 

 

 

Eppendorf 

Reaktionsgefäß 

2 mL 

 

 

Eppendorf 

Reaktionsgefäß 

0,5 mL 

 

 

GC-Vial 

2 mL 

 

 

GC-Vial mit Insert 

~ 0,1 mL 
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Um die Abhängigkeit der Analyse von der derivatisierten Analytstoffmenge zu testen, wurde 

eine Derivatisierungsreihe mit verschiedenen Mengen Analyt angesetzt und vermessen.  

Abbildung 44 stellt die Ergebnisse graphisch dar. Die Darstellung belegt, dass ein linearer 

Zusammenhang zwischen eingesetzter HPP (16)-Menge und erhaltenem Signal besteht, 

sodass die APLI nach vorheriger Derivatisierung durchaus für quantitative Bestimmungen 

genutzt werden kann. 
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Abbildung 44: Analytmengenabhängige Derivatisierung des HPP (16). 

 

Abbildung 45 zeigt zwei der EIC-Signale aus Abbildung 44. Dargestellt sind die 

EIC-Chromatogramme für 100 fmol (10 µL einer 10 nM HPP (16)-Lösung) und 1 pmol 

(10 µL einer 100 nM HPP (16)-Lösung) HPP (16). Bei einem Massenfenster des EIC von 

[M+H]
+ 

± 0,5 Da ergibt sich für das HPP (10 nM) ein Signal-zu-Rausch-Verhältnis (S/N) von 

12. Die Nachweisgrenze (LOD; engl. Limit of Detection; S/N = 3), berechnet über das 

S/N-Verhältnis, entspricht damit 2,5 nM bzw. 25 Femtomol Gesamtmenge Analyt.  

Bei einer Verkleinerung des ausgewerteten Massenfensters des EICs auf [M+H]
+ 

± 0,05 Da 

lässt sich die Nachweisgrenze weiter erniedrigen. Durch die Reduzierung der ausgewerteten 

Massenbreite lässt sich das Rauschen reduzieren und so das S/N-Verhältnis auf 40 verbessern. 

Da das Massenspektrometer in dieser Arbeit allerdings nicht kalibriert war, wurde von dieser 

Möglichkeit kein Gebrauch gemacht. 
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Abbildung 45: Bestimmung der Nachweisgrenze für das HPP (16).  

 

4.3.2 Analyse des 6:2- und des 8:2-FTOHs  

Um die Möglichkeiten der neuen APLI-Marker zu demonstrieren, wurden 

Fluortelomeralkohole (FTOHs) als weitere Testanalyten für Alkohole ausgewählt. 

Fluortelomeralkohole sind teilfluorierte aliphatische Alkohole. Sie bestehen aus einer geraden 

Anzahl von fluorierten Kohlenstoffen und einer geraden Anzahl nicht fluorierter C-Atome. 

Das letzte nicht fluorierte Kohlenstoffatom trägt die OH-Gruppe. Sie werden über die Anzahl 

der fluorierten und nicht fluorierten Kohlenstoffe klassifiziert und benannt. Die erste Zahl in 

der Benennung ist die Anzahl der fluorierten, die zweite Zahl die Anzahl der nicht fluorierten 

Kohlenstoffe [243,244]. Abbildung 46 zeigt die Struktur der hier untersuchten FTOHs und 

erläutert die Benennung. 
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Abbildung 46: Struktur der hier untersuchten Fluortelomeralkohole 6:2- (46) und 8:2-FTOHs (47). 

 

FTOHs sind wichtige Verbindungen für die Materialwissenschaft. Sie werden in Polymeren, 

Farben, Papier, Teppichen, Löschmitteln und Beschichtungen eingesetzt. Sie sind leicht 
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flüchtig und deshalb in der Atmosphäre weit verbreitet. Darüber hinaus stellen sie die 

Ausgangsstoffe für die potentiell krebserregenden Perfluorcarbonsäuren dar [243,245,246]. 

Perfluorcarbonsäuren sind über den Einsatz in der Industrie weit verbreitet und lassen sich 

sogar im Blut der Allgemeinbevölkerung nachweisen [247,248]. FTOHs sind hitzestabil und 

verfügen über die Eigenschaft, die Oberflächenspannung zu reduzieren. Sie sind gute 

Schaumbildner [243]. Das 8:2-FTOH (47) ist das am weitesten verbreitete FTOH [247]. Diese 

fluorierten Alkohole werden durch z.B. Hydrolyse von imprägnierten Beschichtungen 

freigesetzt und so entweder durch den menschlichen Körper aufgenommen oder über ihre 

Flüchtigkeit in die Umwelt freigesetzt [248]. Die sensitivste bisher publizierte Methode für 

das 6:2- (46) bzw. das 8:2-FTOH (47) basiert auf einer GC-CI-MS Messung im positiven 

Modus. Die Bestimmungsgrenzen betragen 522 pM für das 6:2-FTOH (46) und 275 pM für 

das 8:2 FTOH (47). Dies ergibt Nachweisgrenzen von 174 pM für das 6:2-FTOH (46) bzw. 

91 pM für das 8:2-FTOH (47) [249]. 

Zwei der hier vorgestellten APLI-Marker können für die Kopplung mit Alkoholen eingesetzt 

werden. Das APS-Cl (32) reagiert direkt mit Alkoholen, das APS (18) lässt sich nach 

Aktivierung mit Carbodiimid-Reagenzien an Alkohole koppeln. Die Reaktion des 

APS-Cl (32) mit dem 8:2-FTOH (47) ist in Abbildung 47 dargestellt. 
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Abbildung 47: Reaktionsschema zur Derivatisierungsreaktion von 8:2-FTOH (47) mit APS-Cl (32).  

 

Die Analyse einer 1,6 µmolaren und mit APS-Cl (32) derivatisierten 8:2-FTOH (47)-Lösung 

ergab ein chromatographisches Signal mit einem S/N-Verhältnis von 67900. Die injizierte 
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Analytmenge betrug 1,6 nmol. Die dazugehörende GC-APLI-(ToF)MS-Analyse ist in 

Abbildung 48 gezeigt. Die sich daraus berechnete Nachweisgrenze entspricht ca. 70 pM bzw. 

ca. 70 Attomol Injektionsmenge für das 8:2-FTOH (47). 
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Abbildung 48: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse des 8:2-FTOH (47) nach Derivatisierung mit APS-Cl (32).  

 

Das Reaktionsschema des 6:2-FTOH (46) und des 8:2-FTOH (47) mit APS (18) ist in 

Abbildung 49 dargestellt. Das Derivatisierungsprodukt entspricht dem des mit APS-Cl (32) 

umgesetzten Analyten. 
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Abbildung 49: Reaktionsschema von FTOHs mit APS (18) unter DCC (5)-Aktivierung. 

 

Zwei Analysen von FTOHs nach Derivatisierung mit APS (18) sind in Abbildung 50 

dargestellt. Abbildung 50 a) weist für das 6:2-FTOH (46) bei einer Konzentration von 

107 pM und einer Injektionsmenge von 107 Attomol ein S/N-Verhältnis von 7,2 auf. Für das 
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8:2-FTOH (47) liegt das S/N-Verhältnis bei einer Konzentration von 95 pM und einer 

Injektionsmenge von 95 Attomol bei 6,1. Dies ergibt jeweils eine Nachweisgrenze von unter 

50 pM und eine detektierbare Analytmenge von ca. 50 Attomol auf der GC-Säule.  

 

 

Abbildung 50: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse des 6:2 FTOH (46) und des 8:2 FTOH (47) nach 

Derivatisierung mit APS (18). a) 6:2 FTOH (46) 107 pM; 8:2 FTOH (47) 95 pM. b) 6:2 FTOH (46) 

1,25 nM; 8:2 FTOH (47) 1,12 nM.  

 

4.4 Derivatisierung und Analyse von Carbonsäuren 

Carbonsäuren werden üblicherweise sowohl mit der HPLC als auch mit der GC analysiert. 

Ionen- und flüssigchromatographische Trennungen von Carbonsäuren können ohne 

Derivatisierung durchgeführt werden. Dabei kommen die UV- [250,251] und die 

Leitfähigkeitsdetektion [157,252] zum Einsatz. Die Massenspektrometrie ist ebenfalls sehr 

gut für ungelabelte Säuren einsetzbar [157,253]. Carbonsäuren können vor der Analyse 

mittels HPLC derivatisiert werden, um z.B. die Selektivität zu erhöhen [157,176]. Die 

Nachweisgrenzen werden durch geeignete Derivatisierungsreaktionen ebenfalls verbessert 

[177]. So werden z.B. Chromophore addiert welche eine bessere UV- [159,170] bzw. 

Fluoreszenzdetektion [150,160,163-165,174,175] zulassen.  

Carbonsäuren lassen sich auch ohne Derivatisierung mittels GC untersuchen. Da Säuren sehr 

polar sind, muss die GC aber angepasst werden. Lange Fettsäuren lassen sich z.B. auf 

speziellen stationären Phasen aus Polyethylenglycol trennen [254]. Kleinere Carbonsäuren 

können auch auf anderen stationären Phasen untersucht werden [157]. Am häufigsten werden 

Massenspektrometer und Flammenionisationsdetektoren für die Detektion eingesetzt.  
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Der Großteil der Analysen von Säuren mittels GC wird aber mit Derivatisierung durchgeführt 

[157,205,252,253,255,256]. Die Derivatisierung von Säuren zur Erniedrigung der Polarität ist 

weit verbreitet. Häufig werden Silylierungs- bzw. Methylierungsreaktionen angewendet (vgl. 

Tabelle 1) [151,154,206,257]. Daneben werden Säuren häufig in Gegenwart einer Base nach 

dem SN2-Mechanismus derivatisiert. Als Abgangsgruppe kommen dabei oft Bromid 

[165,170,173,175] und das in dieser Arbeit verwendete OTos (43) [150,160,163,164] zum 

Einsatz. Säuren werden auch nach Aktivierung mit DCC (5) [122], EDC*HCl (29) 

[171,174,176,177,207] und N,N’-Carbodiimidazol (51) (CDI) [154] derivatisiert. 

In diesem Abschnitt werden die aus Kapitel 4.2 vorgestellten Marker für die Derivatisierung 

von Carbonsäuren eingesetzt. 

 

4.4.1 Derivatisierung und Analyse einer Carbonsäuremischung 

Carbonsäuren spielen eine wichtige Rolle in der Natur. Hier findet man sie u.a. als 

Bestandteile von Pflanzen [150,163]. Sie stellen oft auch Biomarker in der Umwelt dar [257]. 

Carbonsäuren werden deshalb z.B. in Metabolismusstudien untersucht. Sie spielen darüber 

hinaus eine wichtige Rolle in der Medizin und der Lebensmittelindustrie [136]. Manche 

Säuren sind Botenstoffe oder übernehmen wichtige andere Funktionen im Körper [170,258]. 

In diesem Abschnitt wird eine Carbonsäurestandardlösung derivatisiert und so die Funktion 

der APLI-Label für Säuren demonstriert.  

Das TSA (41) kann als Elektrophil unter SN2-Bedingungen mit deprotonierten Carbonsäuren 

reagieren. Abbildung 35 zeigt den Mechanismus dieser Reaktion. Um die Funktionsweise der 

TSA (41) als Label für Carbonsäuren zu demonstrieren, wurde hier eine Standardlösung, 

welche 1 nM Methacrylsäure (MAA; engl. Methacrylic Acid) (52) und 1 nM Hexansäure (53) 

enthielt, derivatisiert und anschließend mittels GC-APLI-(ToF)MS analysiert. Abbildung 51 

stellt die beiden Säuren und die Derivatisierungsprodukte dieser Derivatisierungsreaktion dar. 
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Abbildung 51: Strukturen der Testanalyten MAA (52) und Hexansäure (53) und die Strukturen der mit 

TSA (41) derivatisierten Säuren. 

 

Abbildung 52 zeigt die Analyse dieser derivatisierten Standardlösung. Das 

chromatographische Signal der TSA-Hexansäure (55) ergibt bei einer eingesetzten 

Konzentration von 1 nM und einer injizierten Analytmenge von 1 fmol auf die GC-Säule ein 

S/N-Verhältnis von 367. Daraus lässt sich eine Nachweisgrenze von unter 50 pM bzw. 

50 amol Analytmenge auf der Säule berechnen. Das Signal der TSA-MAA (56) ergibt bei 

gleichen Einsatzmengen ein S/N-Verhältnis von 58. Die berechnete Nachweisgrenze beträgt 

demnach 320 pM bzw. 320 Attomol. Die Unterschiede der Nachweisgrenzen ergeben sich aus 

unterschiedlichen Derivatisierungsausbeuten für die MAA (52) bzw. die Hexansäure (53). Die 

Polaritäten der beiden Säuren unterscheiden sich. Dieses hat einen Einfluss auf die pKS-Werte 

und auf die Reaktivitäten der Analyten. Ein weiterer Grund für unterschiedliche Signalgrößen 

ist die Ionentransmission zum Massenanalysator des micrOTOF. Diese ist massenabhängig 

und transferiert Ionen abhängig von deren m/z-Verhältnis. 
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Abbildung 52: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse einer 1 nM Hexansäure- (53) und einer 1 nM Methacryl-

säure (52)-Lösung nach Derivatisierung mit TSA (41). 

 

In Abbildung 52 ist ein Anstieg des Rauschens beider Massenspuren vor und nach dem 

eigentlichen Analytsignal zu erkennen. Vermutlich ist dieses der Salzfracht der 

Derivatisierungslösung und der anwesenden Tosylationen (43) geschuldet. Der Anstieg der 

Basislinie vor bzw. nach dem Analytsignal deutet auf eine inhomogene Verdampfung hin. 

Unterschiedliche Injektortemperaturen und das Säubern des Injektorsystems brachten nur 

kleine Verbesserungen dieses Phänomens. Das Label TSA (41) ist damit nicht ohne weitere 

Probenaufbereitung für den Einsatz in der GC-APLI-ToF(MS) geeignet. 

Carbonsäuren lassen sich auch mit APol (34) derivatisieren. Der Mechanismus dieser 

Reaktion wurde bereits in  Abbildung 26 erläutert. Der Analyt muss vor der Derivatisierung 

aktiviert werden. Dazu eignen sich z.B. das DCC (5) oder das EDC*HCl (29). Um die 

Kopplung des APol (34) mit Carbonsäuren zu demonstrieren, wurde eine Propansäure (57) 

und Hexansäure (53) (je 1 nM in DCM) enthaltende Lösung derivatisiert und analysiert. 

Abbildung 53 zeigt die Strukturen dieser beiden Testanalyten und die jeweiligen 

Derivatisierungsprodukte.  

 

 



4 Ergebnisse und Diskussion 

 74 

O

O

HO

O

n

n

APol (34)
DCC (5)
DMAP (6)

n = 1 Propansäure (57)
n = 4 Hexansäure (53)

n = 1 APol-Propansäure (58)
n = 4 APol-Hexansäure (59)

 

 

Abbildung 53: Strukturen des Testanalyten Propansäure (57) und Hexansäure (53) und deren jeweiliges 

Derivatisierungsprodukt. 

 

Das chromatographische Signal der APol-Propansäure (58) ergab bei einer injizierten 

Analytmenge von 1 Femtomol ein S/N-Verhältnis von 100. Damit liegt die berechnete 

Nachweisgrenze bei unter 100 pM bzw. unter 100 Attomol Injektionsmenge. Für das Signal 

der APol-Hexansäure (59) wurde ein S/N-Verhältnis von 1000 bestimmt. Die 

Nachweisgrenzen ergeben sich daraus näherungsweise zu 10 pM bzw. 10 Attomol auf der 

Säule. Abbildung 54 zeigt das Chromatogramm, welches diesen Berechnungen zu Grunde 

liegt. 
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Abbildung 54: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse einer 1 nM Propansäure (57) und einer 1 nM 

Hexansäure (53)-Lösung nach Derivatisierung mit APol (34). 

 

Auch hier sind die Signalintensitäten trotz gleicher Konzentration der Analyten 

unterschiedlich. Der Grund dafür sind die unterschiedlichen Derivatisierungsausbeuten der 

beiden Säuren. 
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4.4.2 Derivatisierung und Analyse von Acrylsäure und Methacrylsäure 

Acrylsäure (AA; engl. Acrylic Acid) (60) und MAA (52) sind sehr wichtige Bausteine in der 

Polymerchemie [259]. Beides sind sehr polare kleine Carbonsäuren, welche keine große 

Toxizität aufweisen [260,261]. Die Analyse von AA (60) kann nach einer aufwendigen und 

mehrstufigen Extraktion aus wässriger Matrix mit anschließender Derivatisierung und 

GC-Analyse ausgestattet mit einem Electron Capture Detector (ECD) durchgeführt werden. 

Die Nachweisgrenze liegt dann bei 3 nM [262]. HPLC-Analysen mit anschließender 

elektrochemischer Detektion ergeben Nachweisgrenzen von 20 nM [263]. Für 

HPLC-Analysen von Acrylsäure (60) mit anschließender UV-Detektion wurden 

Nachweisgrenzen von 0,7 ng (entspricht ca. 8 Picomol) berichtet. Vermutlich ist dies die 

injizierte Menge. Die Publikation macht diesbezüglich leider keine genauen Angaben [264]. 

In dieser Arbeit wurden AA (60) und MAA (52) als Modellanalyten für wasserlösliche 

Säuren ausgewählt um die Derivatisierung von Säuren aus wässrigen Proben zu 

demonstrieren. 

Um die Derivatisierbarkeit von Säuren und deren anschließende Extraktion aus wässriger 

Lösung zu zeigen, wurde AA (60) und MAA (52) mit APA*HCl (36) derivatisiert und die 

Derivatisierungsprodukte mit Dichlormethan aus der wässrigen Phase extrahiert. Abbildung 

55 zeigt die Analyten und die mit Dichlormethan extrahierbaren Derivatisierungsprodukte. 
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Abbildung 55: Strukturen und Derivatisierungsprodukte von AA (45) und MAA (41). 

 

 

Abbildung 56 zeigt die Massenspektren von APA-AA (61) und APA-MAA (62) nach 

Derivatisierung im wässrigen Milieu, Extraktion mit Dichlormethan und Trennung mittels 

HPLC. Es ist zu erkennen, dass es zu keinerlei Fragmentbildung kommt. Die derivatisierten 

Analyten sind nach der Ionisation mittels APLI stabil. 
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Abbildung 56: Massenspektren von APA-AA (61) und APA-MAA (62) nach Trennung mittels HPLC. 

 

Diese Derivatisierungsreaktion wurde anschließend auf eine komplexe Matrix übertragen. 

Urin wurde mit einer AA (60) und MAA (52) enthaltenden wässrigen Lösung versetzt, sodass 

die Konzentration des AA (60) im Urin 165 µM und des MAA (52) 108 µM betrug. Die 

Derivatisierungsbedingungen wurden nicht auf die Matrix optimiert. Die hier dargestellten 

Ergebnisse stellen deshalb nicht das Optimum einer Derivatisierung von Säuren im Urin dar. 

Die Derivatisierung und Extraktion wurde dreimal durchgeführt. Abbildung 57 stellt die 

Chromatogramme der EICs für APA-AA (61) und APA-MAA (62) dar. 
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Abbildung 57: HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse einer mit AA (60) und MAA (52) aufgestockten Urinprobe. 

Die Probe wurde dreimal derivatisiert und aufgearbeitet. Dargestellt sind die EICs von APA-AA (61) und 

APA-MAA (62) der drei Ansätze.  
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Die für das APA-AA (61) erhaltene S/N-Verhältnis beträgt 44. Damit liegt die 

Nachweisgrenze für die hier dargestellte Derivatisierung bei 10 µM. Das APA-MAA (62) 

ergab ein S/N-Verhältnis von 82, die Nachweisgrenze für das MAA (52) liegt demnach bei 

4 µM. Die Standardabweichung für die Signalfläche des APA-AA (61) beträgt 2,6 %, die des 

APA-MAA (62) beträgt 4,9 %. 

 

4.5 Derivatisierung und Analyse von Aminen 

Amine werden sowohl mit der HPLC [147,148,207,265-271] als auch mit der GC 

[155,212,272,273] analysiert. Da die meisten Amine keine UV-Absorption zeigen oder keine 

natürliche Fluoreszenz aufweisen, werden sowohl Vor- als auch Nachsäulenderivatisierungs-

reaktionen eingesetzt [147,207,265,266,268,270,271,274]. Die Massenspektrometrie ist 

geeignet, um Amine ohne Derivatisierung nach einer Trennung auf der HPLC zu detektieren 

[147]. Trotzdem wird zur Verbesserung der chromatographischen Trennung [148,269] oder 

zur Erhöhung der Ionisationsausbeute eine Derivatisierung oftmals eingesetzt [148]. Darüber 

hinaus können Derivatisierungsreaktionen die Fragmentierungseigenschaften von Aminen 

ändern [148]. Auch GC-Analysen werden sowohl mit [147,155,212,272] als auch ohne 

[155,273] vorherige Derivatisierung durchgeführt. Die Derivatisierung von Aminen vor der 

Analyse mit der GC reduziert deren Polarität und erhöht den Dampfdruck. Darüber hinaus 

wird durch die Derivatisierung die Adsorption an die stationäre Phase reduziert und ein 

Tailing und Memoryeffekte verhindert [155,272,273]. Derivatisierungsreaktionen haben 

üblicherweise keinen Effekt auf die Detektion von Aminen nach der Trennung mittels GC. 

Amine werden für die GC häufig acetyliert oder alkyliert (vgl. Tabelle 1) [153,154,206]. Zur 

Derivatisierung von Aminen werden oft Säurechloride [166], Säureanhydride [155] oder 

Aktivester [118,209,275] eingesetzt. Es können aber auch Carbonsäuren mit einem 

Aktivierungsreagenz wie DCC (5) verwendet werden [122]. 

 

4.5.1 Analyse eines Propylaminstandards 

In diesem Abschnitt soll demonstriert werden, dass das APS (18) ein geeignetes 

Derivatisierungsreagenz für Amine darstellt. Hierfür wurde Propylamin (63) als Modellanalyt 

ausgewählt. Das Propylamin (63) wurde unter DCC (5)-Kopplung mit APS (18) derivatisiert. 

Abbildung 58 zeigt die Reaktionsgleichung dieser Derivatisierungsreaktion. 
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Abbildung 58: Reaktionsgleichung von Propylamin (63) mit APS (18). 

 

Die aus dieser Derivatisierungsreaktion resultierende GC-Analyse des APS-Propylamins (64) 

ist in Abbildung 59 dargestellt. Die Derivatisierung einer 250 nM Propylaminlösung und die 

in die GC injizierte Analytmenge von 250 Femtomol resultierte in ein chromatographisches 

Signal mit einem S/N-Verhältnis von 1280. Die sich daraus berechnete Nachweisgrenze 

beträgt ca. 600 pM bzw. 600 Attomol. 
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Abbildung 59: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse einer 250 nM Propylamin (63)-Lösung nach Derivatisierung 

mit APS (18).  

 

4.5.2 Analyse von Spermin und Spermidin 

Spermin (65) (Spn) und Spermidin (66) (Spd) sind zwei Polyamine. Polyamine sind wichtige 

Analyten für die Krebsforschung. Es wird angenommen, dass Polyamine eine wichtige Rolle 

für den Wachstum von Krebszellen spielen und deshalb im Urin bei Patienten mit Krebs in 

höheren Konzentrationen gefunden werden können [276,277]. Die bisher berichteten 

Nachweisgrenzen dieser beiden Analyten liegen im unteren nanomolaren Bereich. Nach der 

Derivatisierung mit Dansylchlorid und der Analyse mittels HPLC mit UV-Detektion wurden 
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Nachweisgrenzen von 1 nM Spd (66) und 1,6 nM Spn (65) berichtet [278]. Die 

Derivatisierung mit Benzoylchlorid und anschließender HPLC-(ToF)MS-Analyse erzielte 

Nachweisgrenzen von 1,4 nM (Spd (66)) bzw. 2 nM (Spn (65)) [279]. Eine Nachweisgrenze 

von 108 nM für das Spn (65) wurde nach Derivatisierung und Fluoreszenzdetektion erreicht 

[280]. Eine direkte Analyse ohne Derivatisierung mittels HPLC-MS/MS ergab 

Nachweisgrenzen von 10 nM für das Spd (66) bzw. 14,8 nM für das Spn (65). Über eine 

Derivatisierung mit 4-Chlor-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol und anschließender Trennung 

mittels Kapillarelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenz Detektion konnten 

Nachweisgrenzen von 8,9 nM für das Spn (65) und 8,8 nM für das Spd (66) erreicht werden 

[281]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Spermin (65) und Spermidin (66) in Standardlösungen und 

anschließend in einer Urinmatrix derivatisiert und daraufhin analysiert. Abbildung 60 stellt 

die Strukturen der beiden Polyamine Spn (65) und Spd (66) dar. 
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Abbildung 60: Strukturen von Spn (65) und Spd (66). 

 

Für die Derivatisierung von Aminen in wässrigen Proben kommen prinzipiell das APS-NHS 

(33) und das APS-Cl (32) als Label in Frage. Beide Label wurden in dieser Arbeit getestet. Da 

beide Analyten mehrere Amine als funktionelle Gruppen tragen, kann es bei beiden Analyten 

zu Mehrfachderivatisierung kommen. Tabelle 3 gibt einen Überblick der Massen möglicher 

Derivatisierungsprodukte. Die Tabelle gilt sowohl für die Derivatisierung mit APS-NHS (33), 

als auch für das Labeln mit APS-Cl (32), da beide Label gleiche Derivatisierungsprodukte 

ergeben. 

 

Tabelle 3: Massen möglicher Derivatisierungsprodukte des Spn (65) bzw. Spd (66). 

Derivatisierung Spermidin (66) [145,25] Spermin (65) [202,34] 

1-fach 377,25 Da 434,30 Da 

2-fach 609,33 Da 666,39 Da 

3-fach 841,42 Da 898,48 Da 

4-fach - 1130,57 Da 
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Die ersten Versuche, einen Spermidinstandard zu derivatisieren, verliefen unbefriedigend. 

Trotz hoher Spermidinkonzentrationen wurden nur sehr kleine Signale für das zweifach 

derivatisierte Spermidin erhalten. Abbildung 61 zeigt das TIC-Chromatogramm (engl. Total 

Ion Current) für einen Blindwert und den derivatisierten Spermidinstandard. Vor dem großen 

Peak, welcher dem Marker zuzuschreiben ist, befindet sich ein kleiner Peak mit einem 

m/z-Verhältnis von 610 (Spd [M+H]
+
). Einfach derivatisiertes Spd (66) konnte nicht 

detektiert werden. Abbildung 62 zeigt die Massenspektren der beiden TICs der Blindmessung 

und der Spermidinderivatisierung zur Retentionszeit des Peaks mit m/z 610. 
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Abbildung 61: HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse eines Spermidinstandards (66) derivatisiert mit 

APS-NHS (33). 
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Abbildung 62: Massenspektrum des kleinen zusätzlichen Peaks aus Abbildung 61 bei 10,8 min verglichen 

mit dem Massenspektrum des Blindlaufs zum gleichen Zeitpunkt.  
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Eine Analyse des Massenspektrums zeigt, dass das APS-NHS-Spd (67) stark fragmentiert. 

Die Fragmentation fand bevorzugt neben den elektronegativen Atomen im Molekül statt. 

Mögliche Strukturen der Fragmente sind in Abbildung 63 gegeben. 
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Abbildung 63: Mögliche Fragmentstrukturen zum APS-NHS-Spd (67)-Spektrum aus Abbildung 62. 

 

Offensichtlich kommt es bei dem Spd (66) trotz stabilem Marker zu starker Fragmentbildung 

im Analytteil. Um die stoßinduzierte Dissoziation der Ionen zu reduzieren, wurden die 

Quellen- und die MS-Parameter angepasst. Zudem wurden die Derivatisierungsbedingungen 

so variiert, dass für beide Analyten, Spd (66) und Spn (65), das zweifach derivatisierte 

Produkt bevorzugt wird. Optimiert wurden die eingesetzte APS-NHS (33)-Menge, die Menge 

des organischen Lösemittels (hier MeCN) und die Derivatisierungszeit. Abbildung 64 zeigt 

die EICs der jeweils zweifach derivatisierten und protonierten Polyamine Spd (66) und 

Spn (65). Eingesetzt wurde eine 7,6 µM Spn (65)-Lösung und eine 15,8 µM Spd (66)-Lösung. 
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Abbildung 64: HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse einer Standardlösung, welche Spd (66) und Spn (65) 

enthielt.  

 

Die in Abbildung 64 gezeigten chromatographischen Signale zeigen ein starkes Tailing. 

Dieses ist auf den Verschleiß der HPLC-Säule oder auf Metallgehalte in der stationären Phase 

zurückzuführen. Nach der Optimierung der Derivatisierungsbedingungen wurde die Säule 

durch eine andere ersetzt. Die gemessenen Signale wiesen für das APS-NHS-Spn (68) ein 

S/N-Verhältnis von 449 auf. Daraus konnte eine Nachweisgrenze von 50 nM berechnet 

werden. Für das APS-NHS-Spd (67) betrug das S/N-Verhältnis 1600, die Nachweisgrenze lag 

demnach bei 29 nM. Signale für die einfach derivatisierten Analyten waren vernachlässigbar 

klein. Abbildung 65 zeigt die Massenspektren der beiden Peaks aus Abbildung 64. 
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Abbildung 65: Massenspektren zu den chromatographischen Signalen aus Abbildung 64.  
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Wie Abbildung 65 zeigt, konnten massenspektrometrische Bedingungen gefunden werden, 

bei denen die derivatisierten Analyten nur sehr wenig fragmentieren. Das Hauptfragment bei 

beiden Analyten das Fragment 13 aus Abbildung 63. 

Um die Derivatisierung von Spd (66) und Spn (65) auch an einer realen Matrix zu 

demonstrieren, wurde Urin mit beiden Standards aufgestockt und analysiert. Der Urin enthielt 

nach dem Aufstocken eine Konzentration von 16,3 µM Spd (66) und 16,5 µM Spn (65). 

Abbildung 66 zeigt die Analyse des mit den Polyaminen aufgestockten Urins. 
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Abbildung 66: HPLC-APLI-(ToF)MS Analyse von mit Spd (66) und Spn (65) aufgestocktem und mit 

APS-NHS (33) derivatisierten Urin. a1) S/N = 30; a2) S/N = 260; b1) S/N = 100; b2) S/N = 440; 

c) S/N = 640; d) S/N = 100.  

 

In der Urinmatrix können neben den zweifach derivatisierten Analyten auch die einfach 

derivatisierten detektiert werden. Die S/N-Verhältnisse für die einzelnen Peaks sind in der 

Bildunterschrift gegeben. Für die Signale mit den größten S/N-Verhältnissen ergeben sich für 

das Spd (66) eine Nachweisgrenze von 77 nM und für das Spn (65) eine Nachweisgrenze von 

111 nM. Die Derivatisierung des Urins wurde dreimal durchgeführt, dabei wurden 

Standardabweichungen für alle Peaks von 0,75 bis 6 % gefunden. 

Die Proben wurden vor der Analyse mittels HPLC basisch mit Ethylacetat extrahiert. Dieses 

hatte mehrere Vorteile. Zum einen konnte die Probe so aufkonzentriert werden, zum anderen 

wurde ein Teil des Derivatisierungsreagenzes von den derivatisierten Analyten abgetrennt. 

Für die Derivatisierung von Spn (65) und Spd (66) in Urin wurde auch APS-Cl (32) als Label 

verwendet. Abbildung 67 zeigt die Ergebnisse der Derivatisierung der beiden Polyamine 
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vergleichend derivatisiert mit APS-NHS (33) und mit APS-Cl (32). Für die Darstellung 

wurden die Massenspuren der einfach bzw. zweifach derivatisierten Analyten addiert.  
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Abbildung 67: HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse von Spn (65) und Spd (66). Dargestellt sind vergleichend 

die Chromatogramme der Summe der einfach und zweifach derivatisierten Massenspuren der Polyamine.  

 

Es ist zu erkennen, dass die resultierenden Signale der Derivatisierung mit APS-Cl (32) 

deutlich kleiner ausfallen als bei der Derivatisierung mit APS-NHS (33). Dieses hat zum 

einen den Grund, dass etwas weniger APS-Cl (32) als APS-NHS (33) eingesetzt wurde, zum 

anderen ist das APS-Cl (32) reaktiver als der Aktivester APS-NHS (33) und hydrolysiert 

schneller, sodass das Säurechlorid eine kürzere Zeit für die Derivatisierung zu Verfügung 

steht. Mit diesem Versuch sollte die prinzipielle Einsetzbarkeit des APS-Cl (32) für die 

Derivatisierung von Aminen demonstriert werden. Die schnelle Hydrolyse dieses Markers 

muss bei der Reaktionsführung beachtet werden. Nichtsdestotrotz ist das APS-Cl (32), wie 

hier gezeigt, sogar für Derivatisierungen von Aminen in wässrigen Lösungen einsetzbar. 
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4.6 Weitere Ergebnisse 

In diesem Kapitel werden Versuche vorgestellt, welche nicht zu befriedigenden Ergebnissen 

führten. Dabei werden entweder gescheiterte Ideen oder Ideen mit viel Potential, welche aber 

in den ersten Versuchen keine positiven Ergebnisse lieferten, diskutiert. 

 

4.6.1 Derivatisierung von Nukleotiden 

Die Nukleotidanalyse spielt in der Krebsforschung eine wichtige Rolle. Nach der Spaltung 

der DNA in Nukleotide und deren Untersuchung, lassen sich wichtige Erkenntnisse zu DNA-

Addukten und Modifikationen der DNA-Basen gewinnen. Eine der dabei eingesetzten 

Verfahren ist die von Schmitz et al. eingeführte Methode der Derivatisierung der Nukleotide 

an der Phosphorsäurefunktion mit einem Fluoreszenzmarker und anschließender 

kapillarelektrophoretischer Trennung mit laserinduzierter Fluoreszenzdetektion [211,282-

284]. Dabei wurde BODIPY-FL-EDA (69) (4,4-Diflouro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-S-

indacen-3-propionylethylendiamin-hydrochlorid) nach vorheriger Aktivierung der 

Phosphorsäure der Nukleotide mit EDC*HCl (29) als Fluoreszenzlabel eingesetzt. Da das 

BODIPY-FL-EDA (69) als Ankergruppe ein primäres Amin, welches als Hydrochlorid 

vorliegt, besitzt, wurde angenommen, dass eine äquivalente Reaktion mit APA*HCl (36) 

möglich sei. Die Reaktion des BODIPY-FL-EDA (69) mit einem Nukleotide ist in Abbildung 

68 dargestellt. 

Bei den Versuchen APA*HCl (36) mit Nukleotiden zu koppeln, wurden hauptsächlich 

2’-Desoxycytidine-3’-monophosphat Natriumsalz (70) (2’-dC-3’-MP), 2’-Desoxyadenosin-

3’-Monophosphat Natriumsalz (71) (2’-dA-3’-MP) und 2’-Desoxyuridine-5’-monophosphat 

Natriumsalz (72) (2’-dU-5’MP) als Modellanalyten eingesetzt. Die ersten Versuche 

Nukleotide zu derivatisieren wurden sehr stark an die Derivatisierungsbedingungen mit 

BODIPY-FL-EDA (69) angelehnt [283]. Dabei wurde versucht jeweils 10 µg Aliquote der 

Nukleotid zu derivatisieren. 
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Abbildung 68: Reaktion des BODIPY-FL-EDA (50) mit einem Nukleotid unter EDC*HCl (29)-

Aktivierung nach [284]. 

 

Im weiteren Verlauf wurde der pH variiert und mit einem HEPES-Puffer (2-(4-(2-

Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) bzw. mit einem MES-Puffer (2-(N-

morpholino)ethansulfonsäure) im pH-Bereich von 3 bis 8 in 0,5er Schritten gearbeitet. Die 

Pufferkonzentration betrug dabei in den Derivatisierungslösungen ca. 50 mM. Zudem wurde 

die EDC*HCl (29)-Menge und die Reaktionszeit von 12 - 48 Stunden bei jeweils 30 °C 

variiert. Die Reaktionskontrolle wurde mittels Dünnschichtchromatographie, HPLC-DAD 

(DAD: Dioden Array Detector), HPLC-APLI-(ToF)MS und ESI-MS durchgeführt. Keine der 

durchgeführten Versuche brachte den gewünschten Erfolg. Auch Versuche, die 

Derivatisierungslösung nach Schiewek mittels Extraktion aufzuarbeiten [285], führte nicht 

zum Ziel. Obwohl die Bildung von Phosphorsäureamiden über die Aktivierung des Phosphors 

der Phosphorsäure mit EDC*HCl (29) bekannt und häufig durchgeführt wird [282,286-295], 

konnten in dieser Arbeit keine Derivatisierungsprodukte aus APA*HCl-Nukleotid 

nachgewiesen werden.  

Nach diesen unbefriedigenden Ergebnissen wurden weitere Verfahren zur Herstellung von 

Phosphorsäureamiden ausprobiert um das APA*HCl (36) an Nukleotide zu koppeln. Eine 

literaturbekannte Methode dazu ist die Aktivierung der Phosphorsäure mit DCC (5) [296-

305]. Da das DCC (5) nur sehr schlecht wasserlöslich ist, werden bei dieser Kopplung häufig 

Lösemittelsysteme bestehend aus Wasser und tert-Butanol eingesetzt, Es finden aber auch 

Dimethylformamid (DMF)- und Dimethylsulfoxid (DMSO)-Lösungen Anwendung. Häufig 

sind hohe Temperaturen für die Kopplungsreaktion notwendig. In dieser Arbeit wurde eine 
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Kopplung in tert-Butanol/Wasser bei 80 °C ausprobiert. HPLC-APLI-(ToF)MS-Experimente 

zeigten jedoch keinen Derivatisierungserfolg der eingesetzten Nukleotide. 

Weitere Kopplungsreagenzien für die Bildung von Phosphorsäureamiden sind das CDI (51) 

[306-309] und eine Kombination aus Triphenylphosphin (73) (PPh3) und 

2,2’-Dipyridyldisulfid (74) ((PyS)2) [310-312]. Das CDI (51) wurde zur Kopplung des 

APA*HCl (36) mit Phosphorsäuren ausprobiert. Für diese Reaktion wurden verschiedene 

Lösemittel (DMF und DMSO), die Zugabe von Tertbutylammoniumbromid (75), 

Triethylamin (76) und verschiedene Reaktionsbedingungen wie Ultraschall oder hohe 

Temperatur (60 °C) eingesetzt. Auch hier waren die Versuche nicht erfolgreich. Die 

Reagenzienkombination aus PPh3 (73) und (PyS)2 (74) wurden nicht getestet. 

Obwohl alle Versuche, Nukleotide für die APLI zugänglich zu machen, scheiterten, ist eine 

solche Derivatisierung sicherlich möglich und sollte weiter verfolgt werden. 

 

4.6.2 Derivatisierung von Aldehyden und Isocyanaten 

Isocyanate [168,169,268,313,314] und Aldehyde [315-318] reagieren unter guten Ausbeuten 

mit Aminen. Dabei bilden Isocyanate Harnstoffe und Aldehyde nach Wasserabspaltung 

Imine. Abbildung 69 zeigt die beiden Reaktionsschemata dieser beiden funktionellen 

Gruppen mit Aminen.  
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Abbildung 69: Reaktion von Isocyanaten und Aldehyden mit Aminen nach [168,315]. 

 

In dieser Arbeit wurden erste Versuche unternommen, um sowohl Amine als auch Aldehyde 

mit einem APLI-Marker zu derivatisieren. Phenylacetaldehyd (77) und 

3-Nitrobenzaldehyd (78) wurden als Modellanalyten für Aldehyde ausgewählt und mit 

APA*HCl (36) in Gegenwart von Triethylamin (76) zur Reaktion gebracht. Eine 

GC-APLI-(ToF)MS-Analyse der Umsetzungsversuche lieferte keine befriedigenden 

Ergebnisse. Es konnte zwar neue Signale im Vergleich zum Blindversuch detektiert werden, 

allerdings gelang keine eindeutige Zuordnung dieser Signale. 
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Cyclohexylisocyanat (79) und 1-Naphthylisocyanat (80) wurden als Testanalyten für 

Isocyanate ausgewählt. Eine APA (38)-Lösung wurde zur Derivatisierung eingesetzt. Die 

GC-APLI-(ToF)MS-Analyse dieser Versuche brachte kein eindeutiges Ergebnis. Es konnte 

im Vergleich zur Blindlösung ein Signal für das APA-1-Naphthylisocyanat (81) detektiert 

werden. Für das APA-Cyclohexylisocyanat (82) wurden zwei Signale detektiert. Die zwei 

Signale konnten nicht erklärt werden, da es bei der Derivatisierung von Isocyanaten zu einem 

eindeutigen Derivatisierungsprodukt kommt. Vermutlich war der Standard mit einem Isomer 

verunreinigt. Abbildung 70 stellt die GC-APLI-(ToF)MS-Analyse der beiden hier 

untersuchten Isocyanate dar. 
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Abbildung 70: GC-APLI-(ToF)MS-Analyse derivatisierter Isocyanate. Dargestellt sind jeweils die beiden 

intensivsten Massenspuren. 

 

Die ersten Derivatisierungsversuche von Aldehyden müssen aufgrund der ersten Ergebnisse 

als gescheitert angesehen werden. Isocyanate lieferten Massenspuren, welche den 

derivatisierten Analyten zugeordnet werden konnten. Die Derivatisierung beider funktioneller 

Gruppen mit APLI-Markern erscheint vorstellbar bzw. vielversprechend, sodass weitere 

Versuche erfolgreich verlaufen können. 

 

4.6.3 Carbamine als funktionelle Gruppe bei APLI-Markern 

Das AQC (1) ist ein Fluoreszenzlabel welches als funktionelle Gruppe ein Carbamin enthält. 

Dieses Label wird häufig in wässriger Lösung für die Derivatisierung von Aminen verwendet. 
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Für die Reaktion ist kein Kopplungsreagenz notwendig, die Reaktion verläuft sehr schnell 

und der Marker wird durch Wasser hydrolysiert, sodass ─ verglichen zu den 

Derivatisierungsprodukten ─ nur relativ kleine Moleküle als Nebenprodukte entstehen, 

welche sich sehr leicht chromatographisch abtrennen lassen. Abbildung 71 zeigt die 

Reaktionsgleichung und -geschwindigkeiten des AQC (1) in einer wässrigen Amin-Lösung 

[167]. 
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Abbildung 71: Struktur und Reaktionsmechanismus des AQC (1) nach [167] 

 

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Patrick Schlenger, Bergische Universität Wuppertal, 

wurde das AQC (1) als APLI-Label für Aminosäuren getestet. Dieses stellte sich als 

ungeeignet heraus. Zum einen lassen sich kleine Heteroaromaten wie das Aminoquinolin nur 

relativ schlecht mittels APLI ionisieren, zum zweiten ist der Spacer zwischen Label und 

Analyt nicht lang genug um die Ionisation analytunabhängig zu gestalten [131,319]. 

Aufbauend auf der Arbeit von Patrick Schlenger wurden zwei Ionisationslabel mit einer 

Carbaminfunktion als APLI-Marker hergestellt und getestet. Beide Label wurden ausgehend 

vom APA*HCl (36) hergestellt. Das 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-3-(anthracen-

9-yl)propylcarbamat (NHS-C) (84) besaß wie das AQC (1) das NHS (30) als Abgangsgruppe,  

beim 4-Nitrophenyl-3-(anthracen-9-yl)propylcarbamat (NP-C) (85) fungierte hingegen 
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4-Nitrophenol (86) als Abgangsgruppe [320]. Die Strukturen beider Marker sind in Abbildung 

72 dargestellt. 
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Abbildung 72: Strukturen des NHS-C (84) und des NP-C (85). 

 

Erste Versuche Aminosäuren zu derivatisieren, zeigten, dass die beiden hier synthetisierten 

Marker eine deutlich geringere Reaktivität aufwiesen als das AQC (1). Selbst nach 

Reaktionszeiten von 40 – 50 min und bei erhöhter Temperatur konnten noch sehr große 

Signale für die Marker in HPLC-APLI-(ToF)MS-Experimenten detektiert werden. 

Derivatisierte Aminosäuren waren hingegen nicht detektierbar. Es wurden zwar neue 

chromatigraphische Signale detektiert, diese konnten aber keiner der eingesetzten Aminosäure 

eindeutig zugeordnet werden. 

Dennis Klink, Bergische Universität Wuppertal, hat im Rahmen seiner Promotion das 

APS-NHS (33) für das Labeln von Aminosäuren eingesetzt. Erste Ergebnisse brachten 

Erfolge, sodass APS-NHS (33) bei zukünftigen Versuchen den Markern auf Carbaminbasis 

vorgezogen werden sollte. 

 

4.6.4 Einsatz eines DPSS-Lasers 

Wie bereits im theoretischen Teil beschrieben, ist die Ionisation der APLI verglichen mit der 

REMPI relativ unabhängig von der eingesetzten Wellenlänge. Es reicht ein Laser mit einer 

ausreichenden Leistung und Frequenz dessen Wellenlänge im Bereich von 250 nm liegt. 

Um den wartungsintensiven - regelmäßig mit einem Fluorgasgemisch zu füllenden und teuren 

Excimer-Laser - zu ersetzen, wurden Versuche mit einem anderen Laser vorgenommen. Zum 

Einsatz kam ein diodengepumpter Festkörperlaser (DPSS-Laser; engl. Diode Pumped Solid 

State) der Firma CryLas. Dieser lieferte Photonen der Wellenlänge 266 nm bei einer 

Pulsenergie von ca. 60 µJ und einer Frequenz von 100 Hz. Die Strahlfläche betrug dabei 
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2
, sie war damit um ein Vielfaches kleiner als die des Excimerlaser, dafür war die 

Energiedichte etwa um den Faktor zehn größer [30,321]. 

Durch die kleinere Strahlfläche wurde angenommen, dass der DPSS-Laser für den Einsatz in 

der HPLC-APLI nicht geeignet ist. Der Analyt wird dabei breit in die Ionenquelle versprüht 

und durch den kleinen Strahldurchmesser zu einem viel geringerem Teil vom Laserlicht 

erfasst. Es wurde angenommen, dass dadurch die Sensitivität im Vergleich zum Excimerlaser 

deutlich abnimmt und so der Vorteil der APLI verloren geht. 

Für die GC-APLI schien der Laser zunächst sehr gut geeignet. Da die Analyten nur wenige 

Millimeter vor dem Sprayschield von der GC-Säule eluieren, kann ein Großteil des Raumes 

zwischen GC-Säule und Eingang zum Massenspektrometer auch von dem DPSS-Laser 

abgedekt werden. Der Laserstrahl muss allerdings genauer auf den Ausgang der GC-Säule 

ausgerichtet werden. 

Das Ausrichten des DPSS-Lasers ist verglichen mit dem Excimer-Laser aufwendiger. Der 

Laserstrahl wurde nicht über einen justierbaren Spiegel in die Ionenquelle eingekoppelt, 

sondern direkt, sodass der gesamte Laserkopf für die Positionsänderung des Laserstrahls 

bewegt werden musste. Da der DPSS-Laser deutlich kleiner und aus mehreren Baugruppen 

aufgebaut ist, konnte dieser mit zwei Mikrometerschrauben, an denen der Lasekopf befestigt 

wurde, ausgerichtet werden. 

Die Versuche mit dem DPSS-Laser verliefen sehr unbefriedigend. Abbildung 73 zeigt den 

Vergleich derselben Derivatisierungslösung, vermessen mit dem Excimer-Laser und mit dem 

DPSS-Laser. Analysiert wurde ein mit APS (18) derivatisierter Standard der in dieser Arbeit 

untersuchten FTOHs. 

Die Retentionszeiten der beiden in Abbildung 73 dargestellten APS-8:2-FTOH (XI)-Signale 

unterscheiden sich leicht, da zwischen den beiden Messungen beim Justieren der GC-Säule 

ein Stück von dieser abgebrochen war.  

Die Analytsignale wurden mit dem DPSS-Laser häufig nicht detektiert. Selbst mehrfaches 

Ausrichten brachte keinen Erfolg. Die in Abbildung 73 gezeigte GC-(DPSS)APLI-(ToF)MS-

Analyse stellt eine der wenigen Messungen bei der überhaupt ein Signal für die Analyten 

detektiert wurde dar. 
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Abbildung 73: GC-APLI-(ToF)MS Analyse einer APS-6:2-FTOH (49) ([M]
+
 = 596,4 Da) und 

APS-8:2-FTOH (50) ([M]
+
 = 696,4 Da) haltigen Lösung. Verglichen wurde der DPSS-Laser mit dem 

Excimer-Laser.  

 

Das APS-8:2-FTOH (50) konnte mit dem DPSS-Laser detektiert werden, das Signal hatte ein 

S/N-Verhältnis von 62. Es wurde kein Signal für das APS-6:2-FTOH (49) detektiert. Die 

gleiche Lösung vermessen mit dem Excimer-Laser ergab für beide derivatisierten Analyten 

ein Signal. Die aufwendige Laserjustierung entfiel. Für das APS-6:2-FTOH (49) wurde ein 

Signal mit einem S/N-Verhältnis von 474 und für das Signal des APS-8:2-FTOH (50) ein 

S/N-Verhältnis von 364 gemessen. Das Rauschen des DPSS-Lasers war kleiner als das des 

Excimer-Lasers, sodass trotz des deutlich kleineren Signals, das S/N-Verhältnis des 

APS-8:2-FTOH (50) nur um den Faktor 6 reduziert war. 

Dennis Klink, Bergische Universität Wuppertal, hat das Phänomen der mit dem DPSS-Laser 

nur manchmal messbaren Peaks untersucht. Dabei konnte er feststellen, dass der 

GC-Säulenverbinder, mit dem die GC-Säule im GC-Ofen in der Transferline befestigt wurde, 

sich wärend des Aufheizens des GC-Ofens thermisch ausdehnte und so die GC-Säule aus dem 

Lichtstrahl des Lasers bewegte. 

Diese Messungen haben leider gezeigt, dass trotz des hinnehmbaren Sensitivitätsverlustes bei 

Messungen mit dem DPSS-Laser im Vergleich zum Excimer-Laser, der kleine, preiswerte 

und wartungsarme DPSS-Laser für GC-APLI-Analysen ungeeignet ist. Der Aufbau der 

GC-TFL und der lockere Sitz der GC-Kapillare verhindern den Einsatz. 

 

 



5 Experimenteller Teil 

 93 

5 Experimenteller Teil 

 

5.1 Chemikalien 

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Lösemittel 

 Wasseraufbereitung TKA GenPure (Thermo Electron 

LED GmbH, Niederelbert, 

Deutschland) 

 2-Propennitril 

 4-Dimethylaminopyridin  

 1-Hydroxy-2,5-pyrrolidinedione (NHS)  

 Oxalylchlorid  

 CDCl3  

 1H,1H,2H,2H-Perfluoro-1-decanol (8:2-FTOH) 

 1H,1H,2H,2H-Perfluoro-1-octanol (6:2-FTOH) 

Alfa Aesar GmbH & Co KG, 

Karlsruhe, Germany 

 Zinkpulver Riedel-de Haën, Seelze, 

Deutschland 

 3-(Ethyliminomethylenamino)-N,N-dimethyl-propan-

1-amin hydrochlorid (EDC*HCl)  

 4-Methylbenzensulfonylchlorid (Tosylchlorid)  

 Ammoniak (25% in H2O)  

 3-Pyridin-3-yl-propan-1-ol (HPP)  

 Propansäure 

 2-(N-morpholino)ethansulfonsäure (MES) 

 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES) 

Sigma-Aldrich, Seelze, 

Deutschland 
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 Natrium  

 Acetonitril  

 Methanol  

 Chloroform  

 Dichloromethan (DCM)  

 Hexan  

 Ethylacetat  

 Pyridin 

 Triethylamin 

VWR Prolabo, Darmstadt, 

Deutschland 

 Anthron 

 Kieselgel (LiChroprep® 15-25 µm)  

 LiAlH4  

 Kalium  

 Seesand für Chromatographie  

 Hexansäure  

 Methacrylsäure  

 Propylamin  

 Molsieb 0.3 nm  

 Molsieb 0.4 nm 

 CuSO4*5H2O  

 Toluol  

 MgSO4  

 DC-Platten (TLC silica gel 60 F254)  

 Bromessigsäure 

 Trichloressigsäure 

Merck, Darmstadt, Germany. 

 Dimethylformamid (DMF)  

 Tetrahydrofuran (trocken) (THF)  

 tert-Butanol  

 N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA)  

 Essigsäure 

 NaCl  

 NaOH  

 Kieselgel (0.06 – 0.2 mm)  

Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 
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 Salzsäure (~37% in H2O) 

 Aceton 

 Diethylether  

Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte, Deutschland 

 DMSO-d6 

 Na2SO4  

AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

 

Alle Lösemittel wurden in der Qualität “HPLC grade” oder besser gekauft und, wenn nicht 

explizit erwähnt, ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Lösemittel wurden nach gängigen 

Vorschriften der organischen Chemie entsprechend mit Molekularsieb, Natrium oder Kalium 

getrocknet. Chemikalien wurden in der Reinheit “synthetic grade” oder besser gekauft und 

ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.  

 

5.2 Geräte 

Tabelle 5: Verwendete Geräte 

(oaTOF)MS micrOTOF, Bruker Daltonics, Bremen, 

Deutschland 

Temperaturkontrollierte Ionenquelle (TC-MPIS)  

Temperaturkontrollierte GC-transfer line (CG-TFL) 

iGenTraX Haan, Deutschland 

Excimerlaser (KrF, 248 nm) ATLEX 300 SI, ATL, Wermelskirchen, 

Deutschland 

DPSS-Laser (266 nm) FQSS 266-50, CryLas, Berlin, Deutschland 

Gaschromatograph GC 7890 A Agilent Technologies Inc., 

Shanghai, China 

GC-Säule 1. ZB-5HT INFERNO, 

30m/0.25mm/0.25µm, 60-400 °C 

(430 °C), Phenomenex Aschaffenburg, 

Deutschland 

2. DB-EUPAH, 20m/0.18mm/0.14µm, 

40-320 °C (340 °C), Agilent J&W 

Columns, Waldbronn, Deutschland 

Thermomixer Comfort  eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

Speedvac Jouan RC 10.22., St. Nazaire, Frankreich 
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Ultraschallbad Sonorex Rk 31, Bandelin electronic GmbH 

& Co. KG, Berlin, Deutschland 

Q-TOF für die Bestimmung der exakten Massen Agilent Technologies 6538 UHD Accurate 

Mass Q-TOF, Waldbronn, Deutschland 

HPLC-Anlage (APLI) Merck Hitachi L-6200A Intelligent Pump; 

Tokyo, Japan 

HPLC-Anlage (DAD) Shimadzu Prominence 20 xr, Shimadzu 

Deutschland GmbH, Duisburg, 

Deutschland 

HPLC-Säulen 1. C18 Symmetry, 3.5 µm, 4.6 mm x 75 

mm; Waters, Milford, USA  

2. Chromolith® Performance RP-8 

endcapped 100-4,6; Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

NMR-Spektrometer  BRUKER AVANCE 400, Bruker BioSpin 

AG, Fällanden, Schweiz 
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5.3 Experimentelle Parameter 

In diesem Kapitel werden die experimentellen Parameter der einzelnen Messungen 

aufgeführt. Die Angaben beziehen sich auf die Abbildungen der dargestellten Ergebnisse. Die 

jeweiligen Einstellungen des Massenspektrometers wurden als Screenshot der DataAnalysis-

Software von Bruker entnommen und nicht weiter bearbeitet. 

 

5.3.1 Experimentelle Daten zu Abbildung 20 (AMAA-HPP (17)) 

Derivatisierungsvorschrift: 5 µL einer 10 µM HPP (16)-Lsg in Dichlormethan (DCM) 

wurden mit 3 µL DMAP (6) (100 mM in DCM), 20 µL AMAA (2) (20 mM in DCM), 50 µL 

DCM und 50 µL DCC (5) (100 mM in DCM) versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei 

35 °C und 1000 rpm auf einem Thermomixer unter Lichtausschluss gerührt. Daraufhin wurde 

die Lösung mit der Speedvac eingeengt, in 50 µL Acetonitril (MeCN) gelöst und mit 50 µL 

H2O versetzt, zentrifugiert und anschließend in die HPLC-APLI-ToF(MS) injiziert. 

HPLC: Injektionsschleife: 20 µL, Säule 1, mobile Phase: MeCN/H2O (70/30), 

Fluss: 1,2 mL/min 

Ionenquelle: 100°C 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS:

 

 

5.3.2 Experimentelle Daten zu Abbildung 39, Abbildung 40 und Abbildung 41 

(APS-HPP (45)) 

Derivatisierungsvorschrift: 50 µL einer 10 µM HPP (16)-Lsg in DCM wurden mit 3 µL 

DMAP (6) (100 mM in DCM), 20 µL APS (18) (13 mg/mL in Chloroform) und 15 µL 
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DCC (5) (160 mM in DCM) versetzt. Die Lösung wurde 1 h lang bei 45 °C und 1000 rpm im 

Thermomixer geschüttelt. Anschließend wurden 100 µL DCM zugegeben und die Lösung 

weitere 1,5 h im Thermomixer geschüttelt. Die Lösung wurde dann bei 45 °C eingeengt und 

bei -30 °C gelagert. Vor der Injektion in die GC-APLI-ToF(MS) wurde der Feststoff in 

1,5 mL DCM gelöst. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 2, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 320 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 100 °C; 0 min; 

30 °/min; 310 °C; 30 min 

Ionenquelle: RT; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: vgl. 5.3.1 

 

5.3.3 Experimentelle Daten zu Abbildung 43 (Zersetzung des APS-HPP (45)) 

Derivatisierungsvorschrift: 50 µL einer 10 µM HPP (16)-Lsg in DCM wurden mit 3 µL 

DMAP (6) (100 mM in DCM), 20 µL APS (18) (13 mg/mL in Chloroform) und 15 µL 

DCC (5) (100 mM in DCM) versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei 45 °C und 1000 rpm 

im Thermomixer geschüttelt. Anschließend wurde der Ansatz an der Speedvac eingeengt. Vor 

der Injektion in die GC-APLI-ToF(MS) wurde der Feststoff in 1,0 mL DCM gelöst. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 2, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 320 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 100 °C; 0 min; 

30 °/min; 310 °C; 17 min 

Ionenquelle: vgl. 5.3.2 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: vgl. 5.3.1 

 

5.3.4 Experimentelle Daten zu den Abbildung 44 und Abbildung 45 

(APS-HPP (45)) 

Derivatisierungsvorschrift: 10 µL einer 1 µM HPP (16)-Lösung, 50 µL einer 100 nM 

HPP (16)-Lösung, 10 µL einer 100 nM HPP (16)-Lösung, 50 µL einer 10 nM 

HPP (16)-Lösung und 10 µL einer 10 nM HPP (16)-Lösung wurden jeweils in ein 

Derivatisierungsgefäß überführt und eingedampft. Anschließend wurde jedes Vial mit 10 µL 

einer Derivatisierungslösung bestehend aus 6 g/L DMAP (6) und 14 g/L APS (18) in DCM 

versetzt. Daraufhin wurden in jedes Vial 5 µL einer 23 g/L DCC (5)-Lösung addiert. Die 

Reaktionslösungen wurden 1 h im Ultraschallbad derivatisiert und anschließend mit einem 
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Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. Unmittelbar vor der Injektion in die 

GC-APLI-ToF(MS) wurden die Ansätze in 30 µL DCM gelöst. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 320 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 100 °C; 0 min; 

30 °/min; 310 °C; 17 min 

Ionenquelle: RT; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: 

 

 

5.3.5 Experimentelle Daten zu Abbildung 48 (APS-Cl-8:2-FTOH (48)) 

Derivatisierungsvorschrift: 800 µL einer 8:2-FTOH (47)-Lösung (1,6 µM in DCM) wurden 

mit 50 µL Triethylamin (76) (100 µL in 5 mL trockenem Acetonitril) versetzt und 

anschließend wurden 20 µL einer APS-Cl (32)-Lösung (25 µg/mL in DCM) dazugegeben. 

Die Reaktionslösung wurde 1 h lang mit Ultraschall behandelt und anschließend mit 10 µL 

Ethanol versetzt. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 350 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 60 °C; 1 min; 

30 °/min; 370 °C; 6 min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 
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MS: 

 

 

5.3.6 Experimentelle Daten zu Abbildung 50 (APS-6:2-FTOH (49) und APS-8:2-

FTOH (50)) 

Derivatisierungsvorschrift: a) Zu 100 µL einer Lösung aus Dichlormethan, welche eine 

Konzentration von 107 pM 6:2-FTOH (46) und 95 pM 8:2-FTOH (47) enthielt, wurden 20 µL 

einer APS (18)-Lösung (4 mg/L in Dichlormethan) und 3 µL einer DMAP (6)-Lösung 

(100 mM in DCM) pippetiert. Die Lösung wurde fünf Mal für je 45 min mit Ultraschall 

behandelt. Zwischen den Ultraschallbehandlungen lagen jeweils 30 min Pause. b) Je 35 µL 

einer 1,3 µg/L 6:2-FTOH (46)-Lösung und einer 1,48 µg/L 8:2-FTOH (47)-Lösung (beide in 

DCM) wurden zusammenpippetiert und mit 30 µL DCM verdünnt. Zu dieser Lösung wurden 

3 µL einer 100 mM DMAP (6)-Lösung, 20 µL einer 4 mg/mL APS (18)-Lösung und 30 µL 

einer 100 mM DCC (5)-Lösung (alle in DCM) addiert. Die Lösung wurde fünf Mal für je 

45 min mit Ultraschall behandelt. Zwischen den Ultraschallbehandlungen lagen jeweils 

30 min Pause. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 375 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 60 °C; 1 min; 

30 °/min; 350 °C; 2 min; 30 °/min; 370 °C; 5 min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: vgl. 5.3.5 
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5.3.7 Experimentelle Daten zu Abbildung 52 (TSA-MAA (56) und 

TSA-Hexansäure (55)) 

Derivatisierungsvorschrift: Ca. 10 mg K2CO3 (54) wurden in einem Vial vorgelegt und mit 

500 µL einer MAA (52) und Hexansäure (53) enthaltenden Lösung (je 1 nM in DMF) 

versetzt. Zu dieser Suspension wurden 30 µL einer TSA (41)-Lösung (10 µg/mL in DCM) 

pipettiert. Die Suspension wurde 1 h lang bei 90 °C und 1000 rpm im Thermomixer zur 

Reaktion gebracht. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 350 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 80 °C; 1 min; 

30 °/min; 350 °C; 5 min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: 

 

 

5.3.8 Experimentelle Daten zu Abbildung 54 (APol-Propansäure (58) und 

APol-Hexansäure (59)) 

Derivatisierungsvorschrift: Zu 500 µL einer DCM-Lösung, welche jeweils 1 nM 

Propansäure (57) und Hexansäure (53) enthielt, wurden 40 µL einer APol (34)-Lösung 

(0,3 mg/mL in DCM) pipettiert. Zu dieser Lösung wurden anschließend 50 µL einer 

DCM-Lösung pipettiert, welche 20,6 mg/mL DCC (5) und 1,7 mg/mL DMAP (6) enthielt. 

Die Lösung wurde bei 40 °C und 1000 rpm für 20 min gerührt und anschließend zweimal mit 

je 1 h Ultraschall behandelt. 
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GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 320 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 80 °C; 1 min; 

30 °/min; 350 °C; 5 min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): vgl. 5.3.1 

MS: 

 

 

5.3.9 Experimentelle Daten zu Abbildung 56 (APA-AA (61) und APA-MAA (62)) 

Derivatisierungsvorschrift: 100 µL einer wässrigen AA- (60) und MAA (52)-Lösung 

(jeweils 10 µM) wurden mit 100 µL eines 50 mM HEPES-Puffers (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl)-ethansulfonsäure, pH 4,5) versetzt. Zu dieser Lösung wurden 30 µL 

APA*HCl (36) (30 mg/mL in H2O) und 25 µL EDC*HCl (29) (35 mg/100 µL in H2O) 

pipettiert. Diese Lösung wurde geschüttelt und 15 s lang bei 13400 rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde die Lösung 17 h bei 30 °C und 1100 rpm im Thermomixer zur Reaktion 

gebracht. Die Probenlösung wurde daraufhin mit 100 µL HCl (1 M) versetzt und mit 800 µL 

DCM extrahiert. 650 µL der organischen Phase wurden bei 55 °C im Thermomixer 

eingedampft und anschließend in 150 µL Methanol gelöst. Vor der Injektion in die HPLC 

wurde die Lösung mit 150 µL Wasser verdünnt. 

HPLC: Injektionsschleife: 20 µL, Säule 1, Gradient: Start MeOH/H2O (jeweils mit 0,02% 

Ameisensäure) (60/40) 2 min gehalten, MeOH-Anteil von 2 – 15 min auf 95 % erhöht und 

2 min gehalten; Fluss: 1,0 mL/min 

Ionenquelle: 110°C 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 
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MS:

 

 

5.3.10 Experimentelle Daten zu Abbildung 57 (APA-AA (61) und APA-MAA 

(62)) 

Derivatisierungsvorschrift: Dieser Ansatz wurde dreimal angesetzt. 500 µL Urin wurden 

mit 50 µL einer wässrigen AA- (60) (13,126 mg/100 mL) und MAA (52)-Lösung 

(10,296 mg/100 mL) versetzt. Zu dieser Lösung wurden 200 µL eines 50 mM HEPES-Puffers 

(pH 4,5) addiert. Anschließend wurde die Urinlösung mit 70 µL einer APA*HCl (36)-Lösung 

(0,872 mg/0,28 mL in H2O) und 150 µL einer EDC*HCl (29)-Lösung (310 mg/0,88 mL in 

H2O) versetzt. Die Ansätze wurden bei 30 °C und 1100 rpm 23 h im Thermomixer zur 

Reaktion gebracht. Die Reaktionslösungen wurden dann mit jeweils 400 µL 1 M HCl versetzt 

und mit 550 µL DCM extrahiert. 450 µL der organischen Phase wurden abgenommen und die 

wässrige Phase mit weiteren 400 µL DCM extrahiert. 350 µL der zweiten organischen Phase 

wurden abgenommen und mit der ersten vereinigt. Das Lösemittel wurde bei 50 °C am 

Thermomixer entfernt. Der Rückstand wurde vor der Injektion in die HPLC jeweils in 200 µL 

MeCN und 200 µL Wasser gelöst. 

HPLC: Injektionsschleife: 5 µL, Säule 2, Gradient: Start MeOH/H2O (jeweils mit 0,5% 

Ameisensäure) (20/80), 2 min gehalten, MeOH-Anteil von 2 – 14 min auf 95 % erhöht und 

2 min gehalten; Fluss: 1,5 mL/min 

Ionenquelle: 110°C 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 
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MS:

 

 

5.3.11 Experimentelle Daten zu Abbildung 59 (APS-Propylamin (64)) 

Derivatisierungsvorschrift: Zu 500 µL einer 250 nM Propylamin (63)-Lösung in DCM 

wurden 40 µL einer APS-Lösung (0,2 mg/mL in DCM) und 50 µL einer 

Dichlormethanlösung von DCC (5) (20,6 mg/mL) und DMAP (6) (1,7 mg/mL) pipettiert. 

Diese Lösung wurde bei Raumtemperatur jeweils 1 h dreimal mit Ultraschall behandelt. Vor 

der Injektion in die GC wurde die Reaktionslösung mit 20 µL einer BSTFA-Lösung (200 µL 

BSTFA, 400 µL Pyridin und 600 µL Acetonitril) versetzt. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 320 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 80 °C; 1 min; 

30 °/min; 350 °C; 5 min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 3,5 mJ bei 100 Hz 

MS: vgl. 5.3.7 

 

5.3.12 Experimentelle Daten zu Abbildung 61 (APS-NHS-Spd (67)) 

Derivatisierungsvorschrift: 500 µL einer wässrigen 31,6 µM Spd (66)-Lösung wurden mit 

300 µL MeCN, 15 µL einer 5,6%igen Trichloressigsäurelösung (in Wasser), 40 µL einer 

13,4%igen Kaliumcarbonatlösung und 40 µL einer APS-NHS (33)-Lösung (1,5 mg/mL in 

MeCN) versetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei 40 °C und 1100 rpm im Thermomixer zur 

Reaktion gebracht. Anschließend wurden 50 µL einer 1 M Natronlauge und 300 µL einer 

gesättigten Natriumchloridlösung zugegeben. Die Lösung wurde daraufhin mit 300 µL 

Ethylacetat extrahiert, die organische Phase abgenommen und bei 60 °C das Lösemittel 
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abgedampft. Vor der Injektion wurden die Proben in 100 µL MeCN gelöst und mit 100 µL 

Wasser versetzt. 

HPLC: Injektionsschleife: 5 µL, Säule 1, Gradient: Start MeOH/H2O (mit 1% Ameisensäure) 

(40/60), MeOH-Anteil von 0 – 15 min auf 90 % erhöht und 3 min gehalten; 

Fluss: 1,0 mL/min 

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS: 

 

 

5.3.13 Experimentelle Daten zu Abbildung 64 (APS-NHS-Spd (67) und APS-

NHS-Spn (68)) 

Derivatisierungsvorschrift: 500 µL einer wässrigen 15,8 µM Spd (66)- und 7,6 µM 

Spn (65)-Lösung wurden mit 300 µL MeCN, 15 µL einer 5,6%igen Trichloressigsäurelösung 

(in Wasser), 40 µL einer 13,4%igen Kaliumcarbonatlösung und 30 µL einer 

APS-NHS (33)-Lösung (1,5 mg/mL in MeCN) versetzt. Die Lösung wurde 1 h lang mit 

Ultraschall behandelt. Anschließend wurden 50 µL einer 1 M Natronlauge und 300 µL einer 

gesättigten Natriumchloridlösung zugegeben. Die Lösung wurde anschließend zweimal mit je 

300 µL Ethylacetat extrahiert, die organische Phase abgenommen und das Lösemittel wurde 

an der Speedvac entfernt. Vor der Injektion wurden die Proben in 100 µL MeCN gelöst und 

mit 200 µL Wasser versetzt. 

HPLC: Injektionsschleife: 5 µL, Säule 1, Gradient: Start MeOH/H2O (mit 1% Ameisensäure) 

(40/60), MeOH-Anteil von 0 – 10 min auf 90 % erhöht und 3 min gehalten; 

Fluss: 1,2 mL/min 

Ionenquelle: 110 °C; 
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Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS: 

 

 

5.3.14 Experimentelle Daten zu Abbildung 66 (APS-NHS-Spd (67) und 

APS-NHS-Spn (68)) 

Derivatisierungsvorschrift: 500 µL Urin wurden mit jeweils 25 µL einer Spd (66) 

(2,313 mg/mL; 363,3 µM) und einer Spn (65)-Lösung (3,132 mg/mL; 359,8 µM) versetzt. 

Die sich daraus ergebenden Konzentrationen waren 16,5 µM für das Spd (66) und 16,3 µM 

für das Spn (65). Zu dieser Lösung wurden 150 µL 2 M Perchlorsäure zugegeben. Die Lösung 

wurde geschüttelt und 15 min lang bei 13400 rpm zentrifugiert. 250 µL des Überstands 

wurden in ein neues Vial überführt und langsam mit 400 µL einer 0,5 M 

Natriumhydrogencarbonatlösung (pH = 10,2) versetzt. Anschließend wurde die Lösung mit 

150 µL Acetonitril und 150 µL APS-NHS (33) (4,8 mg/mL in MeCN) versetzt. Die Lösung 

wurde 1 h lang mit Ultraschall behandelt. Anschließend wurden weitere 100 µL der 

APS-NHS-Lösung dazu pipettiert und die Reaktionslösung weitere 30 min mit Ultraschall 

behandelt. Die Lösung wurde ohne weitere Vorbehandlung injiziert. 

HPLC: Injektionsschleife: 5 µL, Säule 2, Gradient: Start MeOH/H2O (mit 0,5% 

Ameisensäure) (20/80), 2 min gehalten, MeOH-Anteil von 2 – 14 min auf 95 % erhöht und 

2 min gehalten; Fluss: 1,5 mL/min; Die ersten 2,5 Minuten und die Zeit zwischen 11,25-11,8 

Minuten des chromatographischen Laufs wurde das Eluat über ein 6-Wegeventil entsorgt und 

nicht in die Ionenquelle gegeben. Zu Beginn der Trennung werden die Salze von der Säule 

gespült. Diese verunreinigen die Quelle und können den APCI-Heater verstopfen. Im zweiten, 

nicht in die Ionenquelle injizierten Segment, wird der Ionisationsmarker bzw. seine 

Abbauprodukte eluiert. Diese verunreinigen ebenfalls die Quelle und sättigen den Detektor. 
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Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS: vgl. 5.3.13 

 

5.3.15 Experimentelle Daten zu Abbildung 67  

Derivatisierungsvorschrift: 1,342 mg Spd (66) und 1,596 mg Spn (65) wurden in 100 mL 

Urin gelöst. Für zwei Ansätze wurden jeweils 500 µL dieser Lösung mit 150 µL 2 M 

Perchlorsäure versetzt und 15 min bei 13400 rpm zentrifugiert. 250 µL des Überstands 

wurden abgenommen und vorsichtig mit 400 µL 0,5 M Natriumhydrogencarbonatlösung 

(pH = 10,2) versetzt. Anschließend wurde ein Ansatz mit 220 µL APS-Cl (32) (1 mg/mL in 

MeCN) und ein Ansatz mit 250 µL APS-NHS (33) (1,5 mg/mL in MeCN) versetzt. Beide 

Lösungen wurden für 1 h mit Ultraschall behandelt und anschließend mit 50 µL 

konzentrierter Salzsäure versetzt. Vor der Injektion wurden die Ansätze jeweils mit 600 µL 

MeCN versetzt. 

HPLC: Injektionsschleife: 5 µL, Säule 2, Gradient: Start MeOH/H2O (mit 1% Ameisensäure) 

(40/60), MeOH-Anteil von 0 – 10 min auf 90 % erhöht und 3 min gehalten; 

Fluss: 2,5 mL/min; Die ersten 1,5 min Minuten des chromatographischen Laufs wurde das 

Eluat über ein 6-Wegeventil entsorgt und nicht in die Ionenquelle gegeben.  

Ionenquelle: 110 °C; 

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS: vgl. 5.3.13 

 

5.3.16 Experimentelle Daten zu Abbildung 70 (APA-Cyclohexylisocyanat (82) 

und APA-1-Naphthylisocyanat (81)) 

Derivatisierungsvorschrift: 50 µL einer Dichlormethanlösung welche 6,2 nM 

Cyclohexylisocyanat (79) und 2,8 nM 1-Naphthylisocyanat (80) enthielt, wurde mit 10 µL 

einer APA (38)-Lösung (ca. 0,5 mg/mL in DCM) versetzt und bei Raumtemperatur 1 h lang 

zur Reaktion gebracht. Als Derivatisierungslösung wurde die NMR-Lösung des APA (38) um 

den Faktor 20 verdünnt mit trockenem DCM eingesetzt. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 375 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 80 °C; 1min; 

30 °/min; 350 °C; 2 min; 30 °/min; 370 °C; 5 min 

Ionenquelle: RT °C; 

DPSS-Laser: 62 µJ bei 100Hz;  
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MS: 

 

 

5.3.17 Experimentelle Daten zu Abbildung 73 (Vergleich DPSS- und 

Excimer-Laser) 

Derivatisierungsvorschrift: Je 45 µL einer 5,29 µg/L 6:2-FTOH- (46) und einer 5,94 µg/L 

8:2-FTOH-Lösung (47) (beide in DCM) wurden zusammengegeben und mit 23 µL einer 4g/L 

APS-Lösung (18) (enthielt 3 µL 100 mM DMAP; in DCM) versetzt. Anschließend wurden 

30 µL einer 100 mM DCC-Lösung (5) in DCM zugegeben. Die Lösung wurde fünf Mal für 

jeweils 45 min Ultraschall mit leweils 30 min Pausen behandelt. Die Lösung wurde ohne 

weitere Vorbehandlung in die GC injiziert. 

GC: Injektionsvolumen: 1 µL, Säule 1, Trägergas: He, Fluss: 1,5 mL/min, 

Injektortemperatur: 375 °C, TFL-Temperatur: 322 °C, Temperaturprogramm: 60 °C; 1min; 

30 °/min; 350 °C; 2 min; 30 °/min; 370 °C; 5 min 

Ionenquelle: RT °C; 

DPSS-Laser: 62 µJ bei 100Hz;  

Excimerlaser (KrF, 248 nm): 5 mJ bei 100 Hz 

MS: vgl. 5.3.5 
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5.4 Synthesevorschriften 

 

5.4.1 Anthracen-9-ylmethoxyessigsäure AMAA (2) [131] 

HO

Br

OH

O

+
NaH (9)
THF

O

OH

O

AM (3) Bromessigsäure (8)
AMAA (2)  

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

Anthracen-9-ylmethanol (3) [208,26] 2,2 10,5 1 

Bromessigsäure (8) [138,95] 5,0 36 3,4 

NaH (9) [23,99] 2,5  104 9,9 

 

In einem 100 mL Kolben wurden 2,2 g Anthracen-9-ylmethanol (3) mit 2,5 g NaH (9) in 

30 mL trockenem THF suspendiert. Die Suspension verfärbte sich braun und wurde 

anschließend langsam mit 5,0 g Bromessigsäure (8) gelöst in 30 mL THF versetzt. Die 

Suspension färbte sich währenddessen gelb und wurde 2 Tage lang unter 

Schutzgasatmosphäre bis zum Siedepunkt unter Rückfluss erhitzt. Die Reaktionslösung wurde 

dann nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur (RT) in einen Scheidetrichter überführt und 

langsam mit 30 mL Methanol versetzt. Die Reaktionslösung wurde anschließend mit 625 mL 

Wasser und 200 mL Diethylether versetzt und extrahiert. Die Etherphase wurde verworfen, 

die wässrige Phase wurde mit Salzsäure (5 M) angesäuert, der entstehende Feststoff wurde 

abfiltriert, in Diethylether gelöst und daraufhin filtriert. Das organische Filtrat wurde mit 

300 mL 2 M Natronlauge versetzt und extrahiert. Die wässrige Phase wurde mit Diethylether 

gewaschen und anschließend angesäuert. Dann wurde das Produkt aus der wässrigen Phase 

zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit gesättigter 

Natriumchloridlösung und Na2SO4 getrocknet und das Lösemittel unter reduziertem Druck 

entfernt. Der so gewonnene gelbe Feststoff wurde im Hockvakuum getrocknet. So wurden 

1,57 g (5,9 mmol; 56 %) des Anthracen-9-ylmethoxyessigsäure (2) gewonnen.  

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,516 (s, 1H, Ar-H), 8,409 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 

8,042 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,615 – 7,470 (m, 4H, Ar-H), 5,693 (s, 2H), 4,272 (s, 2H). 
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5.4.2 3-(9-Anthryl)-propionsäure (18) [222,223]  

O

O OH

1. KOtBu (27)

2. Acrylnitril (28)

3. HCl (39)

4. Zn, NH4OH

APS (18)Anthron (26)  

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

Anthron (26) [194,23] 20,20 104 1 

K [39,10] 4,95 126 1,2 

Acrylnitril (28) [53,06; 0,81] 5,9 (7,3 mL)  111 1,1 

Zn [65,41] 60,00 92 0,9 

CuSO4 * 5 H2O [249,69]   kat. 

 

In einem 1L Dreihalskolben bestückt mit einem Magnetrührer, Rückflusskühler und 

Tropftrichter wurden 4,95 g Kalium in 200 mL trockenem tert-Butanol unter 

Stickstoffatmosphäre gelöst. 20,2 g Anthron (26) wurden hinzugegeben. Nach dem Lösen des 

Anthrons (26) wurden 7,3 mL Acrylnitril (28) gelöst in 40 mL trockenem tert-Butanol 

tropfenweise zu der Lösung gegeben. Die erst rote Lösung wurde zunächst dickflüssig, 

anschließend fiel ein Feststoff aus. Die Suspension wurde für 2 h unter Rückfluss bis zum 

Siedepunkt erhitzt. Anschließend wurden 11 mL konzentrierte Salzsäure gelöst in 225 mL 

Wasser tropfenweise zugegeben. Etwa 300 mL der Lösung wurden abdestilliert und 

anschließend wurden 100 mL Wasser zugegeben. Während der Destillation schied sich ein 

braunes Öl von der wässrigen Phase ab. Die wässerige Phase wurde abdekantiert, das braune 

Öl mit 100 mL konzentrierter Salzsäure versetzt und 2 h unter Rückfluss bis zum Sieden 

erhitzt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur entstand ein brauner Feststoff. 360 mL 

einer gesättigten wässrigen Ammoniaklösung, 250 mL Wasser, 60 g Zinkstaub und 3 mL 

einer 3 M Kupfersulfatlösung wurden zugegeben. Die Suspension wurde 5 h lang unter 

Reflux erhitzt. Die Farbe der flüssigen Phase änderte sich zu gelb. Das Reaktionsgemisch 

wurde filtriert und ein Mal mit Diethylether gewaschen. Anschließend wurde die wässrige 

Lösung mit konzentrierter Salzsäure angesäuert. Ein gelbes Öl, welches sich über Nacht 

verfestigte, schied sich ab. Der Feststoff wurde abfiltriert und in Eisessig umkristallisiert. Die 

blassen gelben Kristalle wurden mit Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 



5 Experimenteller Teil 

 111 

Anschließend wurden die Kristalle in einem Mörser zerkleinert und das entstandene gelbe 

Pulver wurde über mehrere Wochen bei 60 °C im Vakuum getrocknet. Das Trocknen wurde 

so lange fortgeführt, bis im 
1
H-NMR kein Signal für Essigsäure zu sehen war. So wurden 

16,75 g (67 mmol; 64%) der 3-(9-Anthryl)-propionsäure (APS) (18) als gelbes Pulver 

gewonnen. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,369 (s, 1H, Ar-H), 8,292 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 

8,035 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,610 – 7,440 (m, 4H, Ar-H), 4,060 – 3,980 (m, 2H), 2,920 – 

2,830 (m, 2H). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 178,705 (COOH), 131,986 (Ar), 131,650 (Ar), 129,512 

(Ar), 129,416 (Ar), 126,582 (Ar), 126,100 (Ar), 125,010 (Ar), 123,808 (Ar), 35,028, 23,097. 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 250,0988; gefunden: [M]

+
 = 250,0989 

(+0,4 ppm) 

 

5.4.3 3-(9-Anthryl)-propionsäurechlorid (32) [225,226]  

O OH

C2O2Cl2 (31)

DMF (cat.)

O Cl

APS (18) APS-Cl (32)  

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APS (18) [250,29] 0,212 0,85 1 

Oxalyl chloride (31) [126,93; 1,48] 0,12 (80 µL) 0,93 1,1 

 

Zu einer Suspension bestehend aus 212 mg der Säure APS (18) und 20 mL trockenem 

Dichlormethan wurden unter Stickstoffatmosphäre 5 µL Dimethylformamid zugegeben. 

Anschließend wurden 80 µL Oxalylchlorid (31) langsam zugegeben. Es setzte sofort 

Gasentwicklung ein und der Feststoff löste sich. Nach 2 h Rühren bei Raumtemperatur wurde 

das Lösemittel unter reduziertem Druck entfernt. Der gelbe Feststoff wurde in trockenem 

Toluol gelöst, filtriert und das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Der 
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gelbe Feststoff wurde im Vakuum getrocknet. So wurden 223 mg (0,83 mmol; 98%) des 

3-(9-Anthryl)-propionsäurechlorids (32) als gelber Feststoff gewonnen. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,408 (s, 1H, Ar-H), 8,200 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ar-H), 

8,035 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,650 – 7,435 (m, 4H, Ar-H), 4,075 – 4,015 (m, 2H), 3,300 – 

3,360 (m, 2H). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 173,239 (COCl), 131,558 (Ar), 130,036 (Ar), 129,509 

(Ar), 129,439 (Ar), 127,058 (Ar), 126,441 (Ar), 125,067 (Ar), 123,301 (Ar), 47,534, 23,234. 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 268,0649; gefunden: [M]

+
 = 268,0660 

(+4 ppm) 

 

5.4.4 3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorid (36) [226,230]  

O OH

1. C2O2Cl2 (31); DMF (kat.)

NH3Cl

APS (18) APA*HCl (36)

2. NH3

3. LiAlH4 (35)

4. HCl (39)

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APS (18) [250,29] 2,00 8,00 1 

Oxalyl chloride (31) [126,93; 1,48] 2,22 (1,5 mL) 17,5 2,2 

NH3 (25% in H2O) 50 mL   

3-(9-Anthryl)-propylamide [249,31] 1,00 4,00 1 

LiAlH4 (35) [37,95] 0,45 11,8 2,9 

 

Zu einer Suspension aus 2,00 g der Säure (18) in 50 mL trockenem Dichlormethan und 30 µL 

Dimethylformamid wurden 1,5 mL Oxalylchlorid (31) unter Inertgas langsam zugetropft. 

Nach einer Stunde Rühren bei Raumtemperatur war der Feststoff gelöst und die 

Gasentwicklung abgeschlossen. 50 mL Ammoniak (25% in Wasser) wurden mit 5 mL 3 M 

NaOH versetzt und mit 60 mL Chloroform extrahiert. Die Chloroformphase wurde über 

Na2SO4 getrocknet und langsam bei 0 °C zu der ersten gelben Reaktionslösung zugetropft. 

Die Reaktionslösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das 
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Lösungsmittel mit einem Rotationsverdampfer entfernt und der verbliebene Rückstand wurde 

mit 100 mL einer 10%igen NaOH-Lösung und 400 mL Wasser versetzt. Die Suspension 

wurde drei Mal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte organische Phase 

wurde über Na2SO4 getrocknet und säulenchromatographisch aufgereinigt ((Rf = 0,31; normal 

phase; Ethylacetat). Das voluminöse weiße Produkt wurde im Vakuum getrocknet. 1,15 g 

3-(9-anthryl)-propylamid (58%) konnten so als Zwischenprodukt hergestellt warden. 1,00 g 

des 3-(9-anthryl)-propylamids wurden anschließend in 70 mL trockenem Tetrahydrofuran 

suspendiert und langsam auf eine Suspension bestehend aus 0,45 g LiAlH4 (35) und 40 mL 

THF unter Schutzgasatmosphäre gegeben. Die Suspension wurde 3 h bei Raumtemperatur 

gerührt. Danach wurden 1,3 mL Wasser, 2,6 mL NaOH (10%) und 4 mL Wasser zugetropft. 

Ein weißer Feststoff fiel aus, wurde abfiltriert und verworfen. Die braune Lösung wurde am 

Rotationsverdampfer eingeengt. 100 mL Wasser wurden zu dem Rückstand gegeben und 

dreimal mit je 80 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit 

5 mL konzentrierter Salzsäure versetzt und am Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel 

befreit. Das Produkt wurde säulenchromatographisch aufgereinigt (Aceton; Aceton/Ethanol 

(1/1)) (Rf = 0,34; normal phase; Aceton/Ethanol (1/1)). Die Fraktionen mit dem Produkt 

wurden mit 2 mL konzentrierter Salzsäure versetzt und das Lösemittel unter reduziertem 

Druck entfernt. Der Feststoff wurde in ca. 50 mL Ethylacetat suspendiert und Methanol 

wurde unter Rückfluss zugegeben, bis sich der Feststoff komplett löste. Das Volumen der 

Lösung wurde unter reduziertem Druck auf ca. 35 mL reduziert und die Lösung wurde über 

Nacht bei -25°C gelagert. Der bräunlich gelbe Niederschlag wurde abfiltriert und mit kaltem 

Ethylacetat gewaschen. Der Feststoff wurde im Vakuum getrocknet. Dies ergab 306 mg des 

3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorids (36) als leicht braunes Pulver. Nach dem Entfernen 

des Lösemittels aus der Mutterlauge konnte der letzte Aufreinigungsschritt mit kleineren 

Volumina wiederholt und die Ausbeute so gesteigert werden. 

 

3-(9-Anthryl)-propylamid (Zwischenprodukt) 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,374 (s, 1H, Ar-H), 8,297 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 

8,017 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,560 – 7,450 (m, 4H, Ar-H), 3,740 – 3,660 (m, 2H), 5,293 

(br s, 2H, CONH2) 4,030 – 3,980 (m, 2H, Ar-CH2), 2,720 – 2,680 (m, 2H, CH2-CONH2). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 174,260 (CONH2), 132,765 (Ar), 131,626 (Ar), 129,535 

(Ar), 129,316 (Ar), 126,334 (Ar), 125,955 (Ar), 124,974 (Ar), 124,000 (Ar), 36,640, 23,362. 
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MS (ESI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M+H]
+
 = 250,1226; gefunden: [M+H]

+
 = 250,1225 

(-0,4 ppm) 

 

3-(9-Anthryl)-propylaminhydrochlorid (36) 

1
H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6: δ = 8,523 (s, 1H, Ar-H), 8,400 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-

H), 8,110 (d, 2H, J = 7,7 Hz, Ar-H), 8,030 (br s, 3H, -NH3) 7,610 – 7,500 (m, 4H, Ar-H), 

3,740 – 3,660 (m, 2H), 3,110 – 3,010 (m, 2H), 2,050 – 1,950 (m, 2H). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, DMSO-d6: δ = 133,496 (Ar), 131,142 (Ar), 129,106 (Ar), 129,059 

(Ar), 125,889 (Ar), 125,769 (Ar), 125,103 (Ar), 124,373 (Ar), 38,859 (H3N-CH2), 28,816 

(Ar-CH2), 24,244 (CH2-CH2-CH2). 

 

MS (ESI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M+H]
+
 = 236,1434; gefunden: [M+H]

+
 = 236,1437 

(+1,2 ppm) 

 

5.4.5 3-(9-Anthryl)-propionsäure-2,5-dioxo-pyrrolidinylester (33) [227]  

COOH

OO

N

O

O

APS (18) APS-NHS (33)

EDC*HCl (29)

NHS (30)

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APS (18) [250,29] 0,10 0,40 1 

NHS (30) [115,09] 0,09 0,78 1,9 

EDC*HCl (29) [191,70] 0,15 0,78 1,9 

 

0,1 g der Säure (18) wurden in 2 mL Acetonitril (trocken) gelöst. 0,09 g NHS (29) und 0,15 g 

EDC*HCl (29) wurden in 1 mL Acetonitril gelöst und zur ersten Lösung zugetropft. Die 

Lösung wurde 4 h lang unter einer Stickstoffatmosphäre auf 70 °C erhitzt. Anschließend 

wurde die Lösung über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. 50 mL Dichlormethan wurden 

zugegeben und die Lösung drei Mal mit Wasser (je ca. 30 mL) extrahiert. Die vereinigte 

organische Phase wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und 
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säulenchromatographisch aufgereinigt (Rf = 0,4; Ethylacetat/Hexan (1/1)). Die Fraktionen mit 

dem Produkt wurden eingeengt und im Vakuum getrocknet. Dies ergab 124 mg (0,35 mmol; 

89%) des 3-(9-Anthryl)-propionsäure-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-esters (27) als leicht 

gelblichen Feststoff. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,409 (s, 1H, Ar-H), 8,250 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 

8,035 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,590 – 7,460 (m, 4H, Ar-H), 4,110 – 4,490 (m, 2H), 3,100 – 

3,035 (m, 2H), 2,894 (br s, 4H, N-(CO-CH2)2). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 169,244 (N-(CO)2), 168,197 (COON), 131,740 (Ar), 

130,880 (Ar), 129,578 (Ar), 127,487 (Ar), 127,085 (Ar), 126,523 (Ar), 125,214 (Ar), 123,707 

(Ar), 31,981, 25,811 (N-(CO-CH2)2), 23,039 (CH2-CH2-COO). 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 347,1152; gefunden: [M]

+
 = 347,1159 

(+2 ppm) 

 

5.4.6 3-(9-Anthryl)-propanol (34) [229]  

O OH OH

APS (18) APol (34)

LiAlH4 (35)

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APS (18) [250,29] 1,00 4,0 1 

LiAlH4 (35) [37,95] 0,175 4,5 1,1 

 

Zu einer Lösung aus 1,00 g der Säure (18) in 25 mL THF (trocken) wurde eine Suspension 

bestehend aus 0,175 g LiAlH4 (35) in 5 mL THF (trocken) langsam bei 0 °C zugegeben. Der 

Suspension wurde erlaubt, sich auf Raumtemperatur zu erwärmen und sie wurde über Nacht 

gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 11,4 mL HCl (10% in H2O) kontrolliert abreagiert 

und anschließend wurden 5 mL Wasser zugegeben. Das Rohprodukt wurde dreimal mit je 

35 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit gesättigter 

NaCl-Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Das Lösungsmittel wurde am 
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Rotationsverdampfer entfernt und der Feststoff säulenchromatographisch gereinigt (Rf = 0,36; 

normal phase; Ethylacetat/Hexan (1/1)). Nach dem Trocknen im Vakuum wurden 0,894 g 

(3,78 mmol; 94%) des APol (34) gewonnen. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,352 (s, 1H, Ar-H), 8,315 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 

8,010 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,540 – 7,440 (m, 4H, Ar-H), 3,832 (t, 2H, J = 6,1 Hz, Ar-

CH2-CH2), 3,770 – 3,720 (m, 2H, HO-CH2-CH2), 2,135 – 2,070 (m, 2H, CH2-CH2-CH2), 

1,454 (br s, 1H, OH). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 134,454 (Ar), 131,801 (Ar), 129,826 (Ar), 129,394 (Ar), 

125,975 (Ar), 125,699 (Ar), 124,997 (Ar), 124,480 (Ar), 62,825 (HO-CH2), 34,153 (Ar-CH2), 

24,236 (CH2-CH2-CH2). 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 236,1196; gefunden: [M]

+
 = 236,1198 

(+1 ppm) 

 

5.4.7 Toluol-4-sulfonsäure-3-(9-anthryl)-propylester (41) [163,164]  

OH OTs

APol (34) TSA (41)

Tosylchlorid (42)

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APol (34) [236,12] 0,89 3,78 1 

Tosylchlorid (42) [190,64; 1,49] 2,16 (1,45 mL) 11,3 3 

Pyridin (87) [79,10; 0,98] 1,18 (1,2 mL) 14,9 3,9 

 

0,89 g des Alcohols (34) wurden in einem Gemisch aus 40 mL trockenem Diethylether und 

25 mL trockenem Dichlormethan gelöst. Bei 0°C wurden 1,2 mL trockenes Pyridin und eine 

Lösung bestehend aus 1,45 mL Tosylchlorid (42) in 20 mL Diethylether (trocken) 

tropfenweisen zugegeben. Die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. 20 mL 

Wasser wurden tropfenweise zugegeben und Reaktionsmischung wurde stark gerührt. Die 

organische Phase wurde im Scheidetrichter abgenommen und mit gesättigter NaCl-Lösung 
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gewaschen. Anschließend wurde die organische Phase mit Na2SO4 getrocknet und das 

Lösemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde 

säulenchromatographisch gereinigt (Rf = 0.15; normal phase; Ethylacetat/hexan (1/8)). 

643 mg (1,65 mmol; 43 %) Toluol-4-sulfonsäure-3-(9-anthryl)-propylesters (41) wurden so 

als gelbes Öl, welches bei 8 °C auskristallisierte, gewonnen. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,348 (s, 1H, Ant-H), 8,160 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ant-H), 

8,000 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,834 (d, 2H, J = 8,2, Tol-H), 7,520 – 7,430 (m, 4H, Ar-H), 

7,337 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Tol-H), 4,218 (t, 2H, J = 6,0 Hz, Ant-CH2-CH2), 3,690 – 3,640 (m, 

2H, TolSO3-CH2), 2,446 (s, 3H, CH3), 2,120 – 2,180 (m, 2H, CH2-CH2-CH2), 1,454 (br s, 1H, 

OH). 

 

13
C-NMR: 100 MHz, CDCl3: δ = 144,924 (Ar), 132,849 (Ar), 131,731 (Ar), 130,040 (Ar), 

129,719 (Ar), 129,443 (Ar), 128,073 (Ar), 126,288 (Ar), 126,001 (Ar), 125,826 (Ar), 125,053 

(Ar), 124,090 (Ar), 70,494, 30,403, 23,973, 21,797. 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 390,1284; gefunden: [M]

+
 = 390,1291 

(+1,8 ppm) 

 

5.4.8 4-Nitrophenyl-3-(anthracen-9-yl)propylcarbamat (85) 

NH3Cl

+

NO2

O

O

Cl

Pyridin (87)

APA*HCl (36)

4-Nitrophenylchlorformiat (88)

H
N O

O

NO2

NP-C (85)

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APA*HCl (36) [271,78] 0,22 0,81 1 

4-Nitrophenylchlorformiat (88) [201,56] 0,25 1,24 1,5 

Pyridin (87) [79,10; 0,98] 0,20 (0,2 mL) 2,58 3,2 
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220 mg des APA*HCl (36) wurden in 20 mL THF vorgelegt und mit 0,2 mL Pyridin (87) 

versetzt. Zu der Suspension wurden 250 mg 4-Nitrophenylchlorformiat (88), gelöst in ca. 

5 mL THF, gegeben. Die Reaktion setzt sofort ein, die Lösung wurde über Nacht bei RT 

gerührt. Es entstand eine gelbe Lösung mit braunem Niederschlag. Der Feststoff wurde 

abfiltriert und verworfen. Die Lösung wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockene 

eingeengt. Das bräunlich gelbe Öl wurde in trockenem Toluol umkristallisiert, der gelbe 

Feststoff abfiltriert und über Nacht im Hochvakuum getrocknet. So konnten 78 mg 

(0,2 mmol; 24 %) des NP-C (85) als oranger Feststoff hergestellt werden. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,376 (s, 1H, Ant-H), 8,300 – 8,200 (m, 4H, Phenyl-H), 

8,028 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,520 – 7,420 (m, 4H, Ant-H), 7,320 – 7,270 (m, 2H, Ant-

H), 3,723 (t, 2H, NH-CH2), 3,530 – 3,760 (m, 2H, Art-CH2), 2,200 – 2,100 (m, 2H, CH2-CH2-

CH2). 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M+H]
+
 = 401,1496; gefunden: [M+H]

+
 = 401,1508 

(+3,0 ppm) 

 

5.4.9 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 3-(anthracen-9-yl)propylcarbamat (84) 

N,N'-Disiccimidylcarbonat (DSC) (89)

NH3Cl

APA*HCl (36)

O O

O

O

O O

O

+

Pyridin (87)

H
N O

O

N

NHS-C (84)

O

O

 

 

Chemikalien [g] [mmol] eq. 

APA*HCl (36) [271,78] 0,21 0,77 1 

DSC (89) [256,17] 0,22 0,85 1,1 

Pyridin (87) [79,10; 0,98] 0,10 (0,1 mL) 1,28 1,7 

 

210 mg APA*HCl (36) wurden in 100 mL MeCN suspendiert und mit 0,1 mL Pyridin (87) 

versetzt. Diese Suspension wurde über 30 min zu einer Lösung bestehend aus 220 mg 
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DSC (89) und 40 mL MeCN gegeben. Die Suspension wurde über Nacht bei RT gerührt und 

es entstand eine sehr dünne rotbraune Suspension. Die Suspension wurde filtriert und der 

Feststoff verworfen. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampder vom Lösemittel befreit und 

das zurückgebliebene braune Öl in Chloroform gelöst. Die Lösung wurde mit Wasser, 1 M 

Natronlauge, Wasser, 4%iger Natriumhydrogencarbonatlösung und einer gesättigten 

Kochsalzlösung gewaschen. Die gelbe Lösung wurde anschließend mit Natriumsulfat 

getrochnet und das Lösemittel unter Vakuum entfernt. Das Produkt wurde über Nacht am 

Hochvakuum getrocknet. So konnten 213,5 mg (0,567 mmol; 73 %) des NHS-C (84) 

hergestellt werden. 

 

1
H-NMR: 400 MHz, CDCl3: δ = 8,358 (s, 1H, Ant-H), 8,221 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ant-H), 

8,009 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ant-H), 7,540 – 7,440 (m, 4H, Ant-H), 3,720 – 3,650 (t, 2H, NH-

CH2), 3,480 – 3,420 (m, 2H, Ar-CH2), 2,824 (s, 4H, (CO-CH2)2), 2,130 – 2,085 (m, 2H, CH2-

CH2-CH2). 

 

MS (APCI(+)-(TOF)MS) berechnet: [M]
+
 = 376,1418; gefunden: [M]

+
 = 376,1429 

(+2,9 ppm) 
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6 Ausblick und Zusammenfassung 

 

6.1 Ausblick 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse bilden eine gute Grundlage für weitere 

Derivatisierungsreaktionen für die APLI. Die synthetisierten Label erlauben die Analyse 

vieler verschiedener Stoffklassen, sodass die Analyse von Naturstoffen wie z.B. Aminosäuren 

und Aromastoffen, auch in komplexer Matrix, möglich erscheint. Die einzige Voraussetzung 

ist lediglich eine derivatisierbare funktionelle Gruppe im Zielanalyten. 

Die Derivatisierung von Nukleotiden muss weiter untersucht werden. Diese sollten mit dem 

hier vorgestellten Marker mit Aminfunktionalität derivatisierbar sein. Damit würde die APLI 

ein neues und wichtiges Werkzeug für die Untersuchungen der DNA, deren Kodierung und 

Zusammensetzung, darstellen. 

Die Derivatisierung von Isocyanaten und Aldehyden erscheint mit den hier vorgestellten 

APLI-Labeln vielversprechend bzw. denkbar und sollte weiter verfolgt werden.  

Um kleinere und preiswertere Festkörperlaser einsetzen zu können, muss über den Umbau der 

GC-Transferline nachgedacht werden. Diese ist, in der jetzigen Ausführung, für Laser mit 

kleiner Strahlfläche nicht einsetzbar. Zudem haben Ergebnisse von Dennis Klink, Bergische 

Universität Wuppertal, gezeigt, dass Phenanthren mit dem hier eingesetzten DPSS-Laser eine 

bessere Ionisationsausbeute aufweist und damit kleinere Nachweisgrenzen ermöglicht als das 

hier verwendete Anthracengrundgerüst der Label. Für weitere Versuche mit DPSS-Lasern 

sollte deshalb über die Synthese von Markern auf Phenanthrenbasis nachgedacht werden. 

In dieser Arbeit wurden einige wenige Versuche unternommen, um die derivatisierten 

Analyten von der Probenmatrix und den Derivatisierungsreagenzien abzutrennen. Hier steckt 

noch sehr viel Verbesserungspotential. Wenn die derivatisierten Analyte nicht von den 

APLI-Markern vor der chromatographischen Trennung angetrennt werden, wird bei jeder 

Injektion das chromatographische System, die Ionenquelle und das Massenspektrometer 

belastet und verunreinigt. Die mehrfache Injektion großer Markermengen auf z.B. eine GC-

Säule führt unweigerlich zu sehr großen Untergrundsignalen und einem erhöten Verschleiß 

der Trennkapillare und des Injektorsystems (Inlet) und erhöht den Wartungsaufwand der 

Ionenquelle durch zusätzlich notwendige Reinigungen. 

Der Einsatz der APLI ohne Abtrennung der Derivatisierungsreagenzien lässt auch keine 

Möglichkeit des Screenings von Proben unbekannter Zusammensetzung zu. Es ist aufgrund 

sehr hoher Untergrundsignale nahezu nicht möglich, neue Probenbestandteile mit kleinen 

Konzentrationen zu identifizieren. Zurzeit erscheint deshalb nur eine Targetanalytik sinnvoll. 
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Mit der Abtrennung von Nebenprodukten und Derivatisierungsreagenzien wird auch das 

Screening unbekannter Proben möglich. 

 

6.2 Zusammenfassung 

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit den Problemen der von Schiewek et al. 

vorgestellten APLI-Marker [122]. Diese Marker tragen alle ein Sauerstoff in unmittelbarer 

Nähe zum ionisierbaren Anthracen. Dieser Sauerstoff führte zu einer sehr hohen Dissoziation 

im Spacer derivatisierter Analyten und reduzierte so die Sensitivität der APLI erheblich. 

Darüber hinaus waren die von Schiewek et al. vorgestellten Label nicht mit allen Analyten 

GC-gängig. Die GC-APLI ist jedoch deutlich sensitiver als die HPLC-APLI. 

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde eine neue Grundstruktur für APLI-Marker 

entwickelt. Ausgehend von dieser Grundstruktur wurde eine Vielzahl verschiedener 

APLI-Derivatisierungsreagenzien synthetisiert. Die neuen Marker sind denen von Schiewek 

eingesetzten Label sehr ähnlich, tragen aber keinen Sauerstoff mehr im Spacer. Des Weiteren 

besteht der Spacer aller neu hergestellten Marker aus einer Kohlenstoffkette von mindestens 

drei C-Atomen, sodass der Einsatz von mit Stabilisotopen markierten Standards zur 

Quantifizierung nicht notwendig ist. 

Synthetisiert wurden Label mit einer Carbonsäure, einem Säurechlorid, einem Alkohol, einem 

Aktivester, einem Aminhydrochlorid und einem Tosylester als funktionelle Ankergruppe. Die 

Reaktivität der neu hergestellten Label wurde ausführlich diskutiert. 

Die neue Grundstruktur der Marker hat sich als deutlich stabiler erwiesen als die mit dem 

Sauerstoff im Spacer. Die neuen APLI-Label wurden für den Einsatz in der GC getestet und 

es wurden, für einige Analyten, Nachweisgrenzen im unteren pM-Bereich erzielt. 

Mit den synthetisierten Markern wurden zwei Derivatisierungsreaktionen für Alkohole, drei 

für Carbonsäuren und drei für Amine vorgestellt. Da wo es sinnvoll erschien, wurden auch die 

Fragmentmuster der im Folgenden beschriebenen derivatisierten Analyten diskutiert.  

Mit dem Label APS (18), welches eine Carbonsäure als reaktive Gruppe besitzt, wurden der 

Alkohol HPP (16) als Modellanalyt für DNA-Addukte derivatisiert. Die über eine 

GC-APLI-(ToF)MS-Analyse erreichten Nachweisgrenzen betrugen 2,5 nM bzw. 

25 Femtomol Gesamtmenge des HPP (18) injiziert in die GC. Aufgrund der Zersetzung des 

derivatisierten Analyten in Lösung waren die Nachweisgrenzen leider nicht weiter zu 

verbessern. Trotz dieser Zersetzung konnte gezeigt werden, dass diese Reaktion für den 

Einsatz quantitativer Bestimmungen eingesetzt werden kann. Alkohole, welche ein stabiles 

Derivatisierungsprodukt mit dem APS (18) ergaben, erlaubten Nachweisgrenzen von unter 50 
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pM bzw. 50 Attomol Injektionsmenge Analyt in die GC. Gezeigt wurde dieses am Beispiel 

der Fluortelomeralkohole 6:2- (46) und 8:2-FTOH (47). Das APS (18) kann auch für die 

Analyse von Aminen eingesetzt werden. Demonstriert wurde dieses am Beispiel des 

Modellanalyten Propylamin (63). Die sich aus dieser Analyse ergebende Nachweisgrenze lag 

bei ca. 600 pM. 

Mit dem Säurechlorid APS-Cl (32) wurde der Alkohol 8:2-FTOH (47) derivatisiert. Dies 

ergab eine Nachweisgrenze von ca. 70 pM bzw. 70 Attomol injizierter Gesamtmenge Analyt. 

Der Einsatz des APS-Cl (32) für Amine wurde anhand der Derivatisierung von Spermin (65) 

und Spermidin (66), beides Polyamine, in einer Urinmatrix demonstriert. Damit wurde 

gezeigt, dass der Marker zum einen für komplexe Matrices geeignet ist, zum anderen, dass 

dieser auch für wässrige Proben eingesetzt werden kann. Spermin (65) und Spermidin (66) 

wurden ebenfalls mit APS-NHS (33), einem Aktivester, in wässriger Matrix derivatisiert. 

Diese Derivatisierungsreaktion wurde daraufhin auf Urin übertragen. Die Nachweisgrenzen 

betrugen für eine HPLC-APLI-(ToF)MS-Analyse 111 nM bzw. 77 nM. Es wurde auch 

gezeigt, dass diese Derivatisierungsreaktion reproduzierbar ist. 

Die Carbonsäuren Propan- (57) und Hexansäure (53) wurden mit APol (34), einem Anthracen 

mit einem Alkohol als reaktive Gruppe, derivatisiert. Die über eine 

GC-APLI-(ToF)MS-Analyse ermittelten Nachweisgrenzen betrugen 100 pmol/L bzw. 

10 pmol/L. Mit dem TSA (41), einem Tosylester mit einem Anthracenrest, ließen sich die 

Hexan- (53) und die Methacrylsäure (52) derivatisieren. Die Nachweisgrenzen betrugen 

50 pM bzw. 320 pM. 

Mit dem wasserlöslichen Aminhydrochlorid APA*HCl (36) konnten die ebenfalls 

wasserlöslichen Säuren Acryl- (60) und Methacrylsäure (52) derivatisiert werden. Diese 

Derivatisierungsreaktion war in einer Urinmatrix reproduzierbar. 

Die neuen APLI-Label erweitern den Einsatz der APLI wirkungsvoll auf nicht aromatische 

Verbindungen und bieten pro funktionelle Gruppe mehrere Derivatisierungsstrategien bzw. 

Derivatisierungsmöglichkeiten. Die Einführung verschiedener Label für jede der oben 

genannten funktionellen Gruppen erlaubt es, die Derivatisierungsreaktion flexibler auf die 

Matrix und den Analyten anzupassen und macht so die APLI universeller einsetzbar.  

Die neuen APLI-Marker wurden auch für die Derivatisierung von Isocyanaten, Aldehyden 

und organischen Phosphorsäuren getestet. Diese Versuche waren allerdings nicht erfolgreich. 

Abschließend wurde der Einsatz eines DPSS-Lasers untersucht. Die erzielten Ergebnisse 

zeigen, dass zum einen die Ionisationsausbeuten geringer als mit dem Excimer-Laser sind, 

und zum anderen, dass die Analysen aufgrund der sich thermisch bewegenden GC-Kapillare 
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nicht reproduzierbar sind. Um dem DPSS-Laser einsetzen zu können, muss der Aufbau der 

GC-TFL inkl. Ionenquelle neu konzipiert werden. 
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