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Abstract 

In the work presented here, an analytical separation method in four dimensions 

(2D-LC, IMS and MS) was developed, which allows, in combination with a database 

containing CCS-values established here as well, non-target analysis of complex 

samples. For this purpose, methods for the measurement of CCS with IM-qTOF-MS 

were determined and their reproducibility was checked. More than 500 standard sub-

stance have been measured and CCS of their different adduct ions were calculated 

and merged in a database software. Furthermore, CCS-values of lipids, including 

different classes, have been determined. The possibility of IM-qTOF-MS to separate 

isobaric structures and to differentiate between them according to their CCS was ex-

amined. It was found that some constitutional isomers can be separated properly, but 

that for some others, especially in smaller molecules, differences in their structure are 

too slight to obtain enough difference in ion mobility drift times. Additionally, it was 

shown that isobaric separation in IMS depends on the kind of adduct ion. The second 

part of this work is concerned with HPLC-IM-qTOF-MS analysis of real samples. Ex-

amples of lemon juice show the separation of coeluting isobaric compounds in the IM 

dimension and how CCS values can help to identify peaks with the same exact mass. 

Therefore, more information are gained compared to a conventional HPLC-MS 

measurement. After the analysis of orange juice samples, a principal component 

analysis for evaluation of complex data sets and differentiation of two sample groups 

was carried out. The CCS database established before can be used for identification 

of compounds in complex samples, which is shown for a plant extract from Castanea 

sativa and two samples containing lipids. Based on these results, a two-dimensional 

HPLC method (LC+LC) suitable for coupling to the IM-qTOF-MS system was devel-

oped. Using a long modulation time of four minutes, it could be achieved that ana-

lytes are not or only one time modulated. This enables data visualization and evalua-

tion with currently available software. The four-dimensional separation method 

(LC+LC-IM-qTOF-MS) was shown to have good reproducibility regarding retention 

times and peak area ratios. A peak capacity of more than 8000 was obtained when 

an extract of Ginkgo biloba was analyzed. The analysis of a waste water sample re-

vealed the high separation power of the method and the applicability of the CCS da-

tabase for non-target analysis. Therein, due to the better separation, after 

LC+LC-IM-qTOF-MS analysis a significantly higher number of analytes was identified 

than in the same sample after a 1D-LC-IM-qTOF-MS measurement.  



 
 

Finally, a GC-APCI-IM-qTOF-MS coupling was realized. Exemplified through a Gink-

go biloba sample it was also demonstrated here, that IMS as an additional separation 

dimension can reveal additional information about a sample. 
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Abkürzungsverzeichnis 

1D-LC Eindimensionale Flüssigchromatographie 

2D-LC Zweidimensionale Flüssigchromatographie 

ACN Acetonitril 

APCI Atmospheric pressure chemical ionization  

(chemische Ionisation bei Atmospärendruck) 

CCS oder Ω Collision Cross Section (Stoßquerschnitt) 
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cm Centimeter 

CV Kompensationsspannung (compensation voltage) 
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DC Gleichspannung (direct current) 
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DMS Differential mobility spectrometry 

DTIMS Driftzeit Ionenmobilitätsspektrometrie 

E Elektrische Feldstärke 

e Elektrische Elementarladung 

E Enantiomere 

ESI Elektrospray-Ionisation 

FAIMS Asymmetrische Feld Ionenmobilitätsspektrometrie 

FWHM Peakbreite auf halber Höhe 

GC Gaschromatographie 

H Bodenhöhe 

HPLC Hochleistungsflüssigchromatographie 

IM-MS Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie 

IMS Ionenmobilitätsspektrometrie 

K Spezifische Mobilität 

K  Konstitutionsisomere 

k Retentionsfaktor 

K0 Reduzierte Mobilität 



 

 
 

ii 
 

kb Boltzmann-Konstante 

L Länge 

LC+LC Kontinuierliche multi-heartcutting zweidimensionale Flüssigchroma-

tographie 

LC-LC Heart-cutting 2D-LC 

LCxLC Komprehensive zweidimensionale Flüssigchromatographie 

LPC Lyso-Phosphatidylcholin 

LPC O/P LPC mit Alkylethersubstituent 

LPE Lyso-Phosphatidylethanolamin 

m/z Masse-zu-Ladungs Verhältnis 

mA Masse des Analyten 

MALDI Matrix assisted laser desorption ionisation  

(Matrixunterstütze Laser-Desorption/Ionisation) 

mB Masse des Driftgases 

MeOH Methanol 

min Minuten 

MP Mobile Phase 

MS Massenspektrometrie 

ms Millisekunden 

N Bodenzahl 

n Peakkapazität 

N0 Dichte des Driftgases bei Standardtemperatur 

OA Orthogonalitätsfaktor 

p Druck 

PA Diacylglycerophosphat 

PC Phosphatidylcholin 

PC O/P PC mit Alkylethersubstituent 

PE Phosphatidylethanolamin 

PE O/P PE mit Alkylethersubstituent 

PG Glycerophosphoglycerol 
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s Sekunden 
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tM Totzeit 

TOF Time-of-flight  (Flugzeit-Massenspektrometrie) 

tR Retentionszeit 

TWIMS Traveling wave Ionenmobilitätsspektrometrie 

V Spannung 

vD Driftgeschwindigkeit 

wb Peakbasisbreite 

z Ladungszustand 

α Trennfaktor 

β Proportionalitätskoeffizient für die CCS Messung  

γ Modifizierter Koeffizient für die reduzierte Masse 
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σ Standardabweichung 
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1 Einleitung 

Eine der Herausforderungen der analytischen Chemie ist es, möglichst viele Sub-

stanzen einer komplexen Probe wie Lebensmittel-, Umwelt- oder Humanproben mit 

möglichst einer Methode zu erfassen, zu identifizieren und zu quantifizieren. Dabei ist 

der Einsatz chromatographischer Methoden heute üblich, wobei je nach Fragestel-

lung die Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) oder die Gaschromatographie 

(GC) eingesetzt werden. Zur Erhöhung der Trennleistung werden immer häufiger 

auch zweidimensionale Trennverfahren verwendet (z. B. GCxGC und LCxLC). Bei 

der Identifizierung unbekannter Komponenten einer Probe ist die hochauflösende 

Massenspektrometrie (HRMS) ein wichtiges Werkzeug. Die Bestimmung exakter 

Massen ermöglicht es zumindest, eine oder mehrere mögliche Summenformeln einer 

Substanz festzustellen, wobei jede Summenformel wiederum mehrere Strukturen 

beinhalten kann. Zur Untersuchung der genaueren Struktur bieten sich 

MS/MS-Experimente an, in denen über das Fragmentmuster weitere Informationen 

über einen Analyten gewonnen werden können. Bei Analysen mittels GC-MS und 

Elektronenstoß-Ionisation (EI) ist ein direkter Vergleich mit umfangreichen Spektren-

datenbanken gebräuchlich. 

Die Einführung der Ionenmobilitässpektrometrie (IMS) als weitere Trenndimension 

neben Chromatographie und Massenspektrometrie ermöglicht es nicht nur, Substan-

zen zusätzlich zu ihrer Wechselwirkung mit einer stationären Phase und ihrer Masse 

nach ihrer Größe und Gestalt zu trennen, sondern gleichzeitig auch, ihren Stoßquer-

schnitt (engl. collision cross section, CCS) als zusätzlichen Parameter zur Charakte-

risierung und Identifizierung zu ermitteln. Seitdem kommerzielle IM-MS Systeme ver-

fügbar sind, ist die Zahl der Publikationen in diesem Bereich stark angestiegen. Eine 

große Aufgabe ist es nun, Datenbanken mit CCS-Werten aufzubauen und kontinuier-

lich zu erweitern, die in Kombination mit der exakten Masse eine zuverlässige Identi-

fizierung ermöglichen. Der Beginn des Aufbaus einer solchen Datenbank ist ein Teil 

dieser Arbeit. Des Weiteren ist es als Ziel zu nennen, die leistungsstärksten der mo-

dernen Methoden miteinander zu verknüpfen, um bestmögliche Erkenntnisse über 

die Zusammensetzung einer Probe zu gewinnen. Diese Arbeit beschreibt daher die 

Entwicklung einer Kopplung aus zweidimensionaler Flüssigchromatographie und Io-

nenmobilitäts-Massenspektrometrie, mit der komplexe Proben in vier Dimensionen 

getrennt und ihre Komponenten über Masse und Stoßquerschnitt identifiziert werden. 
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2 Theoretische Grundlagen 

2.1 Ionenmobilitätsspektrometrie 

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde die Ionisation von Luft durch radioaktive 

Strahlung [1,2] und die Mobilität von Ionen [3] untersucht. LANGEVIN beschrieb 

Wechelwirkungen zwischen Ionen und neutralen Molekülen [4] und veröffentlichte 

1905 ein kinetisches Modell zur Bewegung von Ionen in elektrischen Feldern [5]. 

Diese Grundlagen und weitere Entwicklungen der nächsten zwei Jahrzehnte fasste 

TYNDALL 1938 in der Monographie „Mobility of positive Ions in gases“ [6] zusammen. 

Das erste Ionenmobilitätsspektrum wurde 1929 von VAN DE GRAAFF aufgenom-

men [7]. Erste chemische Analysen aufgrund von Ionenmobilität wurden Mitte der 

1960er Jahre durchgeführt [8–10]. Häufige Anwendungen sind seitdem die Detektion 

von Spurenstoffen in der Atmosphäre [11–13] oder in Wasser [14], Explosivstoffen 

[15–17] und chemischen Kampfstoffen [18]. Erste Versuche zur Kopplung von Io-

nenmobilitätsspektrometrie (IMS) mit Massenspektrometrie (IM-MS) fanden in den 

1960er Jahren statt [19–21]. 

Die Ionenmobilitätsspektrometrie kann als eine elektrophoretische Trennung in der 

Gasphase betrachtet werden. Dabei werden in einem schwachen elektrischen Feld 

unter Anwesenheit eines inerten Driftgases Ionen aufgrund ihrer Mobilität, die durch 

Größe und Gestalt sowie Ladung der Ionen beeinflusst wird, getrennt. Die Ionen be-

wegen sich aufgrund ihrer Ladung z unter dem Einfluss des elektrischen Feldes. 

Durch Stöße mit den neutralen Driftgasmolekülen werden die Ionen dabei ausge-

bremst. Ionen mit einem großen Stoßquerschnitt (engl. collision cross section, CCS) 

stoßen öfter als kleinere Ionen und driften dadurch langsamer durch das elektrische 

Feld. Die resultierende Driftgeschwindigkeit der Ionen vD setzt sich zusammen aus 

der elektrischen Feldstärke E und der für jedes Ion spezifischen Mobilität K: �� = �� 

Gleichung 1 

Aus der bekannten Länge der Driftstrecke L und der Driftzeit td, die ein Ion benötigt, 

um diese Strecke zu passieren, kann die Driftgeschwindigkeit ermittelt werden. 
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�� = ��� 

Gleichung 2 

Einsetzen von Gleichung 2 in Gleichung 1 und Auflösen nach K ergibt für die Mobili-

tät eines Ions: 

� = ���� 

Gleichung 3 

Diese Mobilität hängt von der Art des Driftgases sowie der Moleküldichte des Driftga-

ses ab, die sich mit dem Druck und der Temperatur ändert. Um unter verschiedenen 

Bedingungen auf verschiedenen Spektrometern ermittelte Ionenmobilitäten verglei-

chen zu können wird die reduzierte Mobilität K0 durch Normalisierung auf Normal-

druck (p0 = 760 torr) und Normaltemperatur (T0 = 273,15 K) berechnet. [22,23]. 

�	 = ���� ∙ 273,2 K� ∙ �760 torr 

Gleichung 4 

Je nach instrumentellem Aufbau, Erzeugung des elektrischen Feldes und Druck kön-

nen verschiedene Arten der IMS unterschieden werden. Die wichtigsten Techniken 

der Ionenmobilitätsspektrometrie werden im Folgenden beschrieben. 

2.1.1 Driftzeit Ionenmobilitätsspektrometrie (DTIMS) 

Bei der Driftzeit Ionenmobilitätsspektrometrie (engl. drift-time ion mobility spectromet-

ry, auch drift-tube ion mobility spectrometry, DTIMS) wird in einer länglichen Driftröh-

re, die mit einem inerten Driftgas gefüllt ist, ein konstantes, schwaches elektrisches 

Feld angelegt. Nachdem dafür in ersten Experimenten noch parallele Plattenkonden-

satoren verwendet wurden [4,24,25], ist heute die in den 1930er Jahren [26,27] ent-

wickelte Form aus aneinander liegenden Ringelektroden üblich [28], deren schemati-

schen Aufbau Abbildung 1 zeigt. Die Röhre mit einer Länge zwischen 3,5 cm [29] 

und 290 cm [30] ist aus mehreren gestapelten Ringelektroden, meist aus Kupfer, die 

jeweils durch einen Isolator, z.B. einen Teflonring, getrennt sind, aufgebaut [31]. 

Durch einen linearen Spannungsgradienten von der ersten bis zur letzten Elektrode 

entsteht ein elektrisches Feld mit Stärken zwischen 2,5 und 100 V/cm [22,32].  
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Abbildung 1: Prinzip der DTIMS. An den Ringelektroden liegt ein linearer Spannungsgradient 
an. Die Analytionen werden in einer Trap gesammelt und durch das Gitter in Paketen in die 
Driftröhre entlassen. Die Trennung findet aufgrund von Ladung, Größe und Gestalt der Ionen 
durch Stöße mit den Driftgasmolekülen statt. 

Die anwendbare Feldstärke E ist dabei limitiert durch den Druck, da nach MASON und 

MCDANIEL bei einem zu hohen Quotienten aus E und der Gasdichte N bzw. dem 

Druck p die Mobilität des Ions nicht mehr unabhängig von E ist. Die Bedingungen für 

ein schwaches elektrisches Feld sind demnach nur gegeben wenn  

E/p ≪ 2 V∙cm-1∙torr-1 beträgt [33]. Die am häufigsten verwendeten Driftgase sind He-

lium [34,35], Stickstoff [36,37], Argon [38] und CO2 [39,40]. Dabei werden sowohl 

Atmosphärendruck [41,42] als auch reduzierte Drücke zwischen 1 und 15 mbar 

[31,43] eingesetzt. Von der Ionenquelle kommende Analytionen werden zunächst in 

einer Trap gesammelt (s. Abbildung 1). Dies kann durch Anlegen einer Spannung an 

ein Bradbury-Nielsen-Gitter [44] geschehen. Durch Absenken des Potentials an dem 

Gitter können die Ionen dieses passieren und werden so als Ionenpaket zu einer de-

finierten Startzeit in die Driftröhre entlassen, wo sie durch das elektrische Feld be-

schleunigt werden und sich gemäß ihrer Ladung in Richtung Detektor bewegen. Stö-

ße mit den neutralen Driftgasmolekülen verlangsamen die Ionen dabei, sodass ihre 

tatsächliche Driftgeschwindigkeit sowohl vom Stoßquerschnitt als auch von der La-

dung abhängt. Die Analytionen werden somit nach ihrem Größe-zu-Ladungs Verhält-

nis getrennt. Mehrfach geladene Ionen werden dabei stärker beschleunigt als einfach 

geladene und erreichen den Detektor nach kürzeren Driftzeiten. Bei Ionen gleicher 
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Ladung, aber unterschiedlicher räumlicher Struktur und Größe, erreichen die kleine-

ren den Detektor schneller, da sie weniger oft mit dem Driftgas stoßen. So wird auch 

eine Trennung isobarer Substanzen, die die gleiche Masse besitzen und daher in der 

Massenspektrometrie das gleiche Signal liefern, sich aber durch eine unterschiedli-

che Verknüpfung in ihrer Struktur unterscheiden, möglich [37,45]. Verschiedene Ar-

beitsgruppen wie die von CLEMMER [30,43,46], BOWERS [47,48], JARROLD [49,50] und 

HILL [51,52] forschen mit selbst gebauten Driftröhren. Das erste kommerzielle Drifttu-

be-Instrument wurde 1970 von COHEN et al. gebaut [53]. 2014 brachte Agilent Tech-

nologies ein IM-qTOF-MS Gerät mit DTIMS Technik heraus [54], das in dieser Arbeit 

verwendet wurde (Agilent 6560 Ion Mobility Q-TOF) . 

Um die Trennleistung der Ionenmobilitätsspektrometrie zu beschreiben und zu ver-

gleichen, wird die Auflösung R angegeben. Diese ist definiert als das Verhältnis aus 

der Driftzeit td eines einzelnen Peaks im Driftspektrum zu seiner Peakbreite auf hal-

ber Höhe (engl. full width at half maximum, FWHM) [8,55]. Die maximal erreichbare 

Auflösung ist durch die Diffusion der Ionen limitiert und wird hier als RD abgekürzt 

[56]: 

�� = ������ = � ���16!"�#$2 

Gleichung 5 

Dabei ist L die Länge der Driftstrecke, E die elektrische Feldstärke, q die Ladung des 

Ions, kb die Boltzmann-Konstante und T die Temperatur. Nach Gleichung 5 kann die 

Auflösung also vor allem durch eine längere Driftstrecke oder ein stärkeres elektri-

sches Feld sowie eine niedrigere Temperatur verbessert werden. Die Driftzeit Io-

nenmobiliätsspektrometrie bietet von den bekannten IMS Techniken die beste Auflö-

sung [57]. Mit der DTIMS wurden bei einer Driftstrecke von 79 cm Auflösungen bis 73 

publiziert [58]. Mit einer zyklischen Driftröhre, bei deren Design die Driftstrecke belie-

big lang sein kann, erreichten MERENBLOOM et al. Auflösungen von mehr als 300 [59]. 

Eine Erhöhung der Auflösung kann zudem durch erhöhten Druck in der Driftröhre 

erreicht werden, da unter diesen Bedingungen häufiger Stöße zwischen Ionen und 

neutralen Gasmolekülen stattfinden. Zudem erlaubt ein höherer Druck nach den 
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oben genannten Bedingungen für E/p auch das Anlegen einer höheren Driftspan-

nung, die bei reduziertem Druck limitiert ist [31,60–62]. 

Die Driftzeit Ionenmobilitätsspektrometrie ist vom Aufbau her die einfachste Form der 

IMS und zudem die einzige, die es erlaubt, den CCS-Wert eines Ions ohne weitere 

Kalibration direkt aus der Driftzeit zu berechnen. Hierauf wird im Detail in 2.1.5 ein-

gegangen. Als Nachteil der DTIMS ist eine verringerte Sensitivität zu nennen, die 

dadurch zustande kommt, dass ein Ionenpaket erst in die Driftröhre injiziert werden 

kann, wenn das vorherige den Detektor erreicht hat und so Zeit zwischen den einzel-

nen Ionenpaketen ungenutzt bleibt [63]. Eine Verbesserung kann hier durch Multiple-

xing erreicht werden, wobei in unregelmäßigen Abständen sich überlagernde Ionen-

pakete injiziert und die Daten anschließend über eine Hadamard- oder Fouriertrans-

formation aufbereitet werden [64–67]. 

2.1.2 Traveling wave Ionenmobilitätsspektrometrie (TWIMS) 

In der Traveling wave Ionenmobilitätsspektrometrie (TWIMS) wird, ähnlich wie in der 

DTIMS, eine Driftröhre aus gestapelten Ringelektroden verwendet. Anstelle eines 

konstanten elektrischen Feldes wird bei TWIMS jedoch eine hochfrequente Wechsel-

spannung (engl. radio frequency, RF) mit entgegengesetzten Phasen an benachbar-

ten Ringen angelegt, die von einer Gleichspannung (engl. direct current, DC) überla-

gert wird (s. Abbildung 2). Diese Gleichspannung bewegt sich mit 300 bis 1300 m/s 

[8] über die aufeinanderfolgenden Elektroden hinweg. Dabei ergeben sich Span-

nungspulse, sodass ein elektrisches Feld wie eine Welle über die einzelnen Rin-

gelektroden in Driftrichtung der Ionen wandert (engl. traveling wave). Ionen mit höhe-

rer Mobilität bewegen sich mit diesem Feld, sodass sie auf der Welle „surfen“, wäh-

rend solche mit geringerer Mobilität öfter dahinter zurückbleiben und somit mehr Zeit 

brauchen, um die gesamte Driftröhre zu passieren. Die Grundlagen für diese Technik 

sind in Untersuchungen zur Bewegung von geladenen Teilchen in oszillierenden Fel-

dern von GERLICH zu finden [68]. Ansätze zur genauen Erklärung der Theorie von 

TWIMS bieten Arbeiten von SHVARTSBURG und SMITH, die sich mit der Simulation der 

Ionendynamik beschäftigt [69] und die Auswirkung verschiedener Parameter auf die 

TWIMS Trennung untersucht haben [70]. Eine detaillierte Beschreibung des Aufbaus 

und der Funktionsweise von TWIMS liefern zudem GILES et al. [71].  



Theoretische Grundlagen 

 
 

7 
 

 

Abbildung 2: Prinzip der TWIMS. An benachbarten Ringelektroden liegt eine entgegengesetzte 
Wechselspannung (RF) an. Ein Gleichspannungspuls (DC) wandert mit der Zeit (Zeitpunkte t0, 
t1, t2) über die einzelnen Ringelektroden. Ionen mit geringer Mobilität bleiben dabei hinter die-
sen Spannungspulsen zurück, während Ionen mit höherer Mobilität sich mit dieser „Welle“ 
bewegen. 

2006 brachte Waters mit dem Synapt HDMS das erste kommerziell erhältliche Tra-

veling wave IMS Instrument, gekoppelt mit Flugzeit (engl. time-of-flight, TOF) Mas-

senspektrometrie, heraus [72]. Durch Weiterentwicklung der Technik konnte 2009 

beim Synapt G2 mit R~45 eine viermal höhere Auflösung erzielt werden als beim 

ersten Modell [73,74]. Die Auflösung wird bei TWIMS üblicherweise über die Collision 

Cross Section eines Driftpeaks angegeben [73]: 

�� = %&% 

Gleichung 6 

Insgesamt werden geringere Auflösungen erreicht als mit DTIMS Instrumenten 

[32,57]. Eine für TWIMS sehr hohe Auflösung von 100 bei einer Messung von Pepti-

den wurde von GILLIG et al. publiziert [75]. Ein weiterer Nachteil der TWIMS Techno-

logie ist, dass Collision Cross Section Werte nicht wie bei der DTIMS direkt berech-

net werden können, sondern hierfür immer eine Kalibration mit Standards bekannter 
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CCS notwendig ist. Die Kalibration wird in vielen Arbeiten mit bereits bekannten Pro-

teinen [76] oder Polyalanin durchgeführt [77–79]. Um das zu ermöglichen, wurden 

von mehreren Polyalaninmolekülen (Alan, n = 3-33) die CCS-Werte zunächst mit ei-

ner modifizierten Driftröhre in einem konstanten elektrischen Feld bestimmt [80]. Kri-

tisch ist dabei, dass der Kalibrant den zu analysierenden Substanzen strukturell rela-

tiv ähnlich sein sollte [81]. Dies erschwert eine non-target Analyse. Als Vorteil der 

Traveling wave Technik ist eine höhere Sensitivität im Vergleich zur DTIMS zu nen-

nen.  

2.1.3 Asymmetrische Feld Ionenmobilitätsspektrometrie (FAIMS) / Differential 

mobility spectrometry (DMS) 

Im Gegensatz zur bereits vorgestellten DTIMS wird bei der asymmetrischen Feld Io-

nenmobilitätsspektrometrie (engl. field asymmetric ion mobility spectrometry, FAIMS) 

oder auch DMS (engl. differential mobility spectrometry) ein starkes elektrisches Feld  

(~10000 V/cm) eingesetzt. Unter diesen Bedingungen gilt Gleichung 1 nicht mehr 

und die Ionenmobilität hängt direkt von der Feldstärke ab [82]. Der Aufbau besteht 

aus zwei planaren oder zylindrischen Elektroden, an die eine hochfrequente, un-

symmetrische Spannung (engl. dispersion voltage, DV) angelegt wird, so dass sich 

abwechselnd zwei unterschiedlich starke elektrische Felder in entgegengesetzte 

Richtungen ergeben (s. Abbildung 3). Senkrecht dazu bewegt sich ein Ionenstrahl 

kontinuierlich mit einem Trägergasstrom. Durch die wechselnden Felder oszillieren 

die Ionen zwischen den beiden Elektroden, bewegen sich dabei aber aufgrund der 

Feldabhängigkeit ihrer Mobilität in Richtung des stärkeren Feldes mit höherer Mobili-

tät als in die Gegenrichtung im schwächeren Feld. Dadurch gelangen sie verstärkt in 

die Richtung von einer der beiden Elektroden. Das Anlegen einer zusätzlichen Kom-

pensationsspannung (CV) an einer der Elektroden bewirkt, dass Ionen einer be-

stimmten Ionenmobilität mittig zwischen den Elektroden fokussiert werden und das 

Feld in Richtung des Gasstroms verlassen können. So kann, vergleichbar mit dem 

Prinzip eines Quadrupols in der Massenspektrometrie, durch Einstellen einer festen 

Kompensationsspannung nur ein spezifisches Ion durchgelassen oder durch kontinu-

ierliche Änderung der CV der gesamte Mobilitätsbereich der Ionen gescannt werden. 

Anstelle einer Driftzeit wird hier der für ein Ion spezifische Wert CV angegeben 

[57,83,84]. 
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Abbildung 3: Prinzip der FAIMS. An den beiden Elektroden liegt eine hochfrequente, unsym-
metrische Spannung (DV) an, so dass sich abwechselnd unterschiedlich starke elektrische 
Felder ausbilden. An der unteren Elektrode liegt zusätzlich eine Gleichspannung zur Kompen-
sation (CV) an. Die Ionen werden nach ihrer feldabhängigen Mobilität getrennt und gelangen 
nur bei einer bestimmten Spannung CV zwischen den Elektroden hindurch zum Detektor. 

Eine detaillierte Beschreibung der Grundlagen von FAIMS gibt SHVARTSBURG [85], 

der auch ein Modell zum Mechanismus der Trennung bei der FAIMS erstellt hat [86]. 

Dennoch sind die genauen Parameter, die die Mobilität eines Ions unter starken 

Feldbedingungen bestimmen und die vom m/z-Verhältnis und dem Stoßquerschnitt 

im schwachen Feld unabhängig zu sein scheinen, noch nicht völlig verstanden. 

PURVES et al. postulieren, dass hier eher die Fähigkeit eines Moleküls, seine Struktur 

zu ändern, eine Rolle spielt [87]. Der kontinuierliche Eintrag von Ionen in das FAIMS 

sorgt für eine deutlich höhere Sensitivität im Vergleich zu DTIMS und TWIMS. Zudem 

kann durch Filtern eines bestimmten Ions im FAIMS vor dem Übergang in ein Mas-

senspektrometer ein erhöhtes Signal-zu-Rausch Verhältnis erzielt werden [88]. Für 

die Analyse des gesamten Spektrums müssen jedoch alle Kompensationsspannun-

gen durchgescannt werden, was die mögliche Datenaufnahmerate limitiert. Die Auf-

lösung wird bei FAIMS analog zu Gleichung 5 bzw. Gleichung 6 als Quotient aus 

Kompensationsspannung und Peakbreite auf halber Höhe eines Signals angegeben: 
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�� = '(&'( 

Gleichung 7 

In einigen wenigen Arbeiten wie z.B. von SHVARTSBURG et al. wurde bei der Trennung 

von Peptiden eine sehr hohe Auflösung von 50-100 [89,90] und durch weitere Opti-

mierung des Systems sogar von 400-500 erreicht [91]. Generell werden mit FAIMS 

aber geringere Auflösungen um R~10 erreicht [92]. Eine Reihe von Anwendungen, 

unter anderem zur Trennung von Isobaren und Analyse von Explosivstoffen, phar-

mazeutischen Stoffen und Umweltkontaminanten, sind in [93] zusammengefasst. Für 

die non-target Analyse ist FAIMS nicht geeignet, da wie oben beschrieben der ge-

samte CV Bereich gescannt werden muss, um alle Ionen zu erfassen und zudem 

keine CCS gemessen werden können, die zur Identifizierung von unbekannten Ana-

lyten beitragen könnten. 

2.1.4 Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie (IM-MS) 

Eine einfache Detektion nach der Trennung ist in der Ionenmobilitätsspektrometrie 

mit Detektoren wie zum Beispiel Faraday-Cups oder Faraday-Platten möglich, die 

das Auftreffen von gasförmigen Ionen in ein elektrisches Signal umwandeln, welches 

Informationen über Zeit und Intensität enthält [94,95]. Die Kombination von IMS und 

Massenspektrometrie bietet neue Möglichkeiten, die Eigenschaften eines Analytions 

zu untersuchen, da so in zwei Dimensionen nach Größe-zu-Ladungs Verhältnis (Ω/z) 

im IMS und nach Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) im MS getrennt werden kann. 

Die erste Kopplung von DTIMS mit einem Magnetsektorfeld-MS wurde 1961 von 

McDaniel realisiert [96]. Eine wichtige Entwicklung für den Einsatz der IM-MS bei 

flüssigen Proben stellt zudem die Electrospray Ionisation (ESI) dar [97,98]. Seitdem 

gab es eine ständige Weiterentwicklung der einzelnen Komponenten sowie eine 

Vielzahl an Kopplungen der verschiedenen Ionenquellen, IMS Techniken und Mas-

senanalysatoren. Häufig eingesetzte Ionenquellen sind ESI [51,99–101] und MALDI, 

vor allem für IM-MS Analysen von Peptiden und Proteinen [102–104], aber auch 

DESI [105], DART [106] und Photoionisation [107] wurden beschrieben. Als Massen-

analysatoren wurden TOF-MS [38,41,54,72], Quadrupol-MS [108–111], Ion Trap-MS 

[112,113], Fourier-Transformation-MS [52,114] und Magnet-Sektorfeld-MS [96] mit 

der IMS gekoppelt. Vor allem seit der Einführung eines kommerziellen TWIMS-MS 
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der Firma Waters ist die Zahl der Publikationen im Bereich IM-MS stark angestiegen. 

Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten 

DTIMS-qTOF-MS-Systems der Firma Agilent. Die Analyten gelangen nach der Ioni-

sierung in einen Front Funnel, in dem sie fokussiert werden, und anschließend in ei-

nen Trap Funnel, an dessen Ende sich die Trap, bestehend aus Gittern am Eingang 

und am Ausgang, befindet. Von dort werden die Ionen in Paketen in die eigentliche 

Driftröhre mit 78 cm Länge entlassen, in der ein konstantes elektrisches Feld einge-

stellt ist (genaues Prinzip siehe 2.1.1). Nach der Trennung in der IMS findet im Rear 

Funnel eine erneute Fokussierung des Ionenstrahls statt, der von da aus in einen 

Quadrupol Massenfilter und weiter in eine Kollisionszelle gelangt, so dass auch ge-

zielt MS/MS Experimente durchgeführt werden können. Hinter der Kollisionszelle 

werden die Ionen von einem Pusher in die feldfreie Driftstrecke des TOF-Flugrohrs 

beschleunigt und gelangen nach weiterer Umlenkung durch einen Reflektor zum De-

tektor. Werden die Gitterspannungen der Trap niedrig gehalten und so keine Ionen 

gesammelt, kann das Gerät im einfachen qTOF-Betrieb genutzt werden. 

 

Abbildung 4: Aufbau eines IM-qTOF-MS Instruments (mit Genehmigung von Agilent Technolo-
gies [54]) 
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Da größere Moleküle generell auch schwerer sind als kleinere, sind die beiden 

Trenntechniken IMS und MS nicht völlig orthogonal. Dennoch können bestimmte 

Substanzklassen ─ bedingt durch ihrer Anordnung der funktionellen Gruppen, inter-

molekulare Wechselwirkung oder Abstoßung, freie Elektronenpaare sowie andere 

Protonierungstellen ─ eine größere räumliche Ausdehnung im Verhältnis zu ihrer 

Masse aufweisen als andere mit kompakterer Struktur. Bei einer Auftragung von Mo-

bilitäten oder CCS-Werten gegen die Masse bzw. das m/z-Verhältnis der Analyten 

ergeben sich deshalb so genannte Trendlinien (engl. trend lines), wie von Karasek 

[115] und Karpas [116] Ende der 1970er Jahre anhand von primären, sekundären 

und tertiären Alkylaminen gezeigt. Von Bedeutung ist dies vor allem für Analysen von 

biologischen Matrices, da so ein schnelles Zuordnen von Substanzen zu bestimmten 

Klassen wie Peptide, Lipide oder Nucleotide möglich ist und eine Art Fingerabdruck 

erstellt werden kann [117,118].  

Die Kopplung von IM-MS mit chromatographischen Methoden ermöglicht es, kom-

plexe Proben in drei Dimensionen nach Retentionszeit, Ω/z- und m/z-Verhältnis zu 

trennen und so mehr Informationen in nur einem Lauf zu erhalten. Durch die Vortren-

nung werden zudem mögliche Ionensuppressionseffekte in der Quelle minimiert. Im 

Vergleich zur heute gebräuchlichen HPLC-MS Analyse bietet die HPLC-IM-MS Kopp-

lung die Möglichkeit, coeluierende isobare Substanzen zu trennen. Der Vorteil einer 

solchen Trennung in drei Dimensionen wurde bereits in vielen Anwendungen für 

komplexe Proben wie Plasma [119,120], Urin [121], Arzneistoffe [122] oder Speichel 

[123] gezeigt. Da sich die einzelnen Separationsschritte in ihrer Analysenzeit um 

Größenordnungen unterscheiden, können die Daten ineinander verschachtelt wer-

den (engl. nested) [124,125]. So findet die Trennung in der HPLC innerhalb von Se-

kunden oder Minuten statt, während in der Ionenmobilitätsspektrometrie mehrere 

Trennzyklen in jeweils etwa 10 Millisekunden stattfinden, die wiederum eine Vielzahl 

an TOF-Transienten mit einer Dauer um 100 Mikrosekunden enthalten.   

2.1.5 Collision Cross Section (CCS) 

Wie bereits in 2.1 beschrieben hängt die Mobilität eines Ions in der IMS von dessen 

Stoßquerschnitt, nach der englischen Bezeichnung Collision Cross Section als CCS  

oder Ω abgekürzt, ab. Darunter wird die durchschnittliche Fläche bei dreidimensiona-

ler Rotation des Ions, die mit den Driftgasmolekülen interagiert, verstanden. Die CCS 
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einer Substanz in verschiedenen Driftgasen sind daher nicht direkt vergleichbar und 

bei der Angabe von CCS-Werten sollte immer das entsprechende Driftgas genannt 

werden (z.B. ΩN2 für CCS in Stickstoff). Bei der CCS handelt es sich um eine phy-

sikochemische Konstante, die für ein Molekülion spezifisch ist. Somit stellt sie einen 

weiteren Parameter dar, der zur Charakterisierung unbekannter Substanzen heran-

gezogen werden kann. Als Ergänzung zu einer mittels hochauflösendem MS ermittel-

ten exakten Masse kann die CCS einen Beitrag zur Identifizierung leisten bzw. die 

Sicherheit dabei erhöhen. Unter schwachen elektrischen Feldbedingungen, bei de-

nen Gleichung 1 gilt, ist Ω umgekehrt proportional zur Mobilität des Ions. Dieser Zu-

sammenhang wurde von MASON und MCDANIEL [33] über kinetische Theorien zur 

Ionenmobilität in Gasen hergeleitet und wird in der Mason-Schamp Gleichung aus-

gedrückt [126]: 

Ω = 3*+16,	 ∙ � 2-!"�. ∙ 1�	 

Gleichung 8 

Dabei ist z der Ladungszustand des Ions, e die elektrische Elementarladung, N0 die 

Dichte des Driftgases bei Standardbedingungen, kb die Boltzmann-Konstante, T die 

Temperatur, µ die reduzierte Masse und K0 die reduzierte Mobilität nach Gleichung 4. 

Die reduzierte Masse berechnet sich aus der Masse des Driftgasmoleküls mB und 

der Masse des Analytions mA zu: 

. = /0 ∙ /1/0 + /1 

Gleichung 9 

Einsetzen von Gleichung 4 und Gleichung 9 in Gleichung 8 ergibt: 

Ω = 3*+16,	 ∙ � 2-!"� ∙ � 1/0 + 1/1 ∙ ���� ∙ 760 torr� ∙ �273,2 K 

Gleichung 10 

Über diese Gleichung kann bei Messungen mit der in 2.1.1 beschriebenen DTIMS 

unter konstanten schwachen elektrischen Feldbedingungen E die CCS direkt aus der 

gemessenen Driftzeit td berechnet werden. Da bei der TWIMS das elektrische Feld E 
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nicht konstant ist und die Ionen durch dessen wellenförmige Bewegung nicht gleich-

mäßig driften, kann Gleichung 10 dabei nicht direkt angewendet werden. Es ist wie 

bereits in 2.1.2 erläutert eine Kalibration mit Standards bekannter CCS erforderlich, 

die den Analyten nach Möglichkeit relativ ähnlich sind. Mit FAIMS ist eine Bestim-

mung von CCS aufgrund der Abhängigkeit der Mobilität von der Feldstärke bisher 

nicht möglich. 

In der Literatur sind bereits CCS Daten für einige Substanzklassen in verschiedenen 

Driftgasen, meist Helium oder Stickstoff, verfügbar. So gibt es vor allem Werte für 

Peptide [79,127–131] und Proteine [81,132], aber auch für Lipide [78,131], Metaboli-

te [77], Kohlenhydrate [131,133] sowie für wenige pharmazeutische Substanzen 

[134] oder Pestizide [135]. 

2.2 Flüssigchromatographische Trenntechniken 

Chromatographische Trennmethoden umfassen im Allgemeinen Techniken, die Stof-

fe aufgrund unterschiedlicher physikalisch-chemischer Eigenschaften nach ihrer Ver-

teilung zwischen einer stationären und einer mobilen Phase trennen. Die erste flüs-

sigchromatographische Trennung durch Adsorption in einer Säule wurde 1906 von 

TSWETT durchgeführt, der Chlorophyllfarbstoffe in Petrolether über eine mit Calci-

umcarbonat gefüllte Säule auftrennte [136]. Unter Flüssigchromatographie werden 

die Methoden zusammengefasst, die als mobile Phase (MP) eine Flüssigkeit ver-

wenden. Die stationäre Phase (SP) kann dabei aus einer festen Phase (engl. liquid-

solid chromatography, LSC) oder einer Flüssigkeit (engl. liquid-liquid chromato-

graphy, LLC) bestehen. Die Analyten bewegen sich durch den Fluss der mobilen 

Phase an der stationären Phase vorbei. Substanzen, die dabei stärker mit der SP 

wechselwirken, werden stärker retardiert und eluieren somit später von der Säule als 

solche mit geringer Wechselwirkung. Je nach Trennmechanismus kann dabei zwi-

schen Adsorptions-, Verteilungs-, Ionenaustausch-, Größenausschluss- oder Affini-

tätschromatographie unterschieden werden [137].  

2.2.1 Eindimensionale HPLC  

Eine HPLC-Anlage besteht im Wesentlichen aus einer Pumpe für den Laufmittel-

transport, einer Injektionseinheit mit Sechswegeventil, der Chromatographiesäule 

und einem Detektor. Findet die Trennung an einer polaren stationären Phase, z.B. 
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Kieselgel, mit einem unpolaren Lösungsmittel wie Hexan als mobile Phase statt, 

spricht man von Normalphasen-Chromatographie (NP). In der heute zumeist einge-

setzten Umkehrphasen-Chromatographie (engl. reversed-phase, RP) wird dagegen 

eine unpolare stationäre Phase in Verbindung mit einer polaren mobilen Phase, 

meist wässrige Puffer mit Methanol oder Acetonitril, verwendet. Eine Vielzahl an 

kommerziell erhältlichen stationären Phasen mit chemisch modifizierten Oberflächen 

ermöglicht die Trennung verschiedenster Substanzgruppen aufgrund ihrer Polarität 

und funktionellen Gruppen. Eine Übersicht über häufig eingesetzte stationäre Pha-

sen gibt Tabelle 1. Moderne HPLC- und UHPLC-Systeme arbeiten bei kleinen Parti-

keldurchmessern zwischen 1,3 und 5 µm mit Drücken bis zu 1500 bar [138]. Ab 2007 

erfuhren zudem Säulen mit sogenannten Core-Shell Materialien eine starke Entwick-

lung, bei denen die Partikel einen festen Kern haben und Analyten nur in die äußere, 

poröse Schicht eindringen [139,140]. 

Tabelle 1: Häufig eingesetzte funktionelle Gruppen bei modifizierten stationären Phasen 

Phase Funktionelle Gruppe 

Silicagel ―Si―OH 

Trimethyl ―Si(CH)3 

Octadecyl (C18) ―(CH2)17―CH3 

Cyclohexyl 
 

 

Phenyl 
 

 

Diphenyl 

 

 

Amino ―NH2 

Cyano ―C≡N 



Theoretische Grundlagen 

 
 

16 
 

Die wichtigsten Kenngrößen der Chromatographie sollen im Folgenden kurz erläutert 

werden. Abbildung 5 a zeigt ein typisches Chromatogramm mit drei Peaks. Dabei ist 

tM die Totzeit, die eine nicht retardierte Substanz benötigt, um die Säule zu passie-

ren. Die anderen Substanzen verlassen die Säule nach der Retentionszeit tR. 

 

Abbildung 5: a) Chromatogramm mit Totzeit (tM), Retentionszeiten von zwei Substanzen (tR) 
sowie deren reduzierten Retentionszeiten (t’R). b) Idealer gaußförmiger Peak mit Standardab-
weichung (σ), Peakbassisbreite (wb) und Peakbreite auf halber Höhe (FWHM). 

Die Differenz aus der Retentionszeit einer Substanz und der Totzeit wird als reduzier-

te Retentionszeit t’R bezeichnet. Der Quotient aus t’R und tM ist der Retentionsfaktor k 

[141]:   

! = �4 5 �6�6 = �′4�6  

Gleichung 11 

Wie sehr sich zwei Substanzen in ihrer Retention auf einer bestimmten Phase unter-

scheiden gibt die Selektivität bzw. der Trennfaktor α an, der aus den Retentionszei-

ten zweier benachbarter Peaks berechnet wird: 

8 = �49 5 �6�4: 5 �6 = �′49�′4: = !9!: 

Gleichung 12 

Um die Güte der Trennung zweier Substanzen zu beschreiben, ist α alleine nicht 

ausreichend, da hier die Peakbreite nicht mit berücksichtigt wird. Als Maß dafür wird 

die Auflösung RS angegeben, in die die Retentionszeiten und die Peakbasisbreiten 
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(wb) bzw. Peakbreiten auf halber Höhe (FWHM) wie in Abbildung 5 b gezeigt einge-

hen: 

�; = 2 ∙ �49 5 �4:<"9 + <": = 1,18 ∙ �49 5 �4:����9 + ����: 

Gleichung 13 

Bei einer Auflösung von RS = 1,0 sind zwei Peaks gut als getrennt zu erkennen, je-

doch mit einer Überlappung von 2 % noch nicht quantitativ auswertbar. Eine Basisli-

nientrennung zweier Peaks ist bei einer Auflösung von 1,5 erreicht [138].  

In der Bodentheorie wird eine chromatographische Säule in mehrere theoretische 

Böden eingeteilt, auf denen sich jeweils ein Gleichgewicht der Analyten zwischen 

stationärer und mobiler Phase einstellt [142]. Über die Anzahl dieser Böden N bzw. 

die Bodenhöhe H, die über die Länge L der Säule zusammenhängen, wird die Effizi-

enz einer Chromatographiesäule beschrieben [141,143]:  

� = �, 

Gleichung 14 

N kann aus der Retentionszeit eines Peaks und dessen Breite (σ, wb bzw. FWHM) 

wie in Abbildung 5 b dargestellt berechnet werden [141]: 

, = >�4? @9 = 16 ∙ > �4<"@9 = 5,54 ∙ > �4����@9
 

Gleichung 15 

Durch Kombination von Gleichung 13 und Gleichung 15 lässt sich unter der Annah-

me, dass benachbarte Peaks annähernd die gleiche Breite aufweisen, eine Abhän-

gigkeit der Auflösung von der Bodenzahl sowie dem Retentions- und dem Trennfak-

tor herleiten [144]: 

�; = >8 5 18 @ ∙ > !1 + !@ ∙ √,4  

Gleichung 16 
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Während des chromatographischen Prozesses tragen verschiedene Faktoren zur 

Peakverbreiterung bei. Diese gehen in die van-Deemter-Gleichung ein, die einen 

quantitativen Zusammenhang zwischen der Bodenhöhe H und der Geschwindigkeit 

der mobilen Phase u beschreibt [145]: 

� = D + EF + ' ∙ F 

Gleichung 17 

Dabei ist A der Beitrag der Eddy-Diffusion, die durch unterschiedlich lange Wege der 

Moleküle in der mobilen Phase durch die Packung der stationären Phase entsteht. B 

steht für den Beitrag der Längsdiffusion, die aufgrund des Konzentrationsgradienten 

längs zur Fließrichtung in der Säule stattfindet. Der Massenaustauschterm C be-

schreibt die Bandenverbreiterung durch die Diffusion der Analyten von und zur stati-

onären Phase [146]. Abbildung 6 zeigt den Beitrag dieser drei Terme zur 

van-Deemter Kurve. Im Minimum der Kurve kann die optimale Fließgeschwindigkeit 

mit der kleinsten Trennstufenhöhe abgelesen werden. Der Verlauf der van-Deemter 

Kurve lässt sich unter anderem durch die Größe und Beschaffenheit der Partikel der 

SP beeinflussen. Die Verwendung der oben genannten Core-Shell Materialien führt 

beispielsweise zu einem geringeren Massenaustauschterm bei gleicher Partikelgrö-

ße, da die Analyten durch den festen Kern weniger tief in die Partikel eindringen.  

Zudem können die Säulen durch eine geringere Partikelgrößenverteilung gleichmä-

ßiger gepackt werden, sodass auch die Eddy-Diffusion abnimmt [147–149].  

 

Abbildung 6: Van-Deemter Kurve der Bodenhöhe H in Abhängigkeit von der Fließgeschwindig-
keit u (schwarz), zusammengesetzt aus den Termen der Eddy-Diffusion (A, rot), der Längsdif-
fusion (B/u, blau) und des Massenaustauschterms (C∙u, grün). Die geringste Bodenhöhe Hmin 
wird bei der optimalen Fließgeschwindigkeit uopt erreicht. 
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Die maximale Anzahl an Peaks, die in einem Chromatogramm in einer definierten 

Zeit getrennt werden kann, wird als Peakkapazität bezeichnet [150]. Ein Zusammen-

hang zwischen der Peakkapazität und der theoretischen Bodenzahl N wurde bereits 

von GIDDINGS festgestellt [151]. Für isokratische Trennungen kann die Peakkapazität 

niso für eine gewünschte Auflösung RS berechnet werden durch [152]: 

$GHI = √,4�; #$ >1 + !J1 + !K @ 

Gleichung 18 

Dabei ist kw der Retentionsfaktor der am stärksten und kα der am wenigsten retardier-

ten Substanz. Bei Gradientenelution gilt dagegen für die Peakkapazität ngrd unter der 

Annahme, dass die Peakbreiten über das ganze Chromatogramm annähernd gleich 

sind [152]: 

$LM� = �N√,�64�;(1 + !P) = �N4�;σ 

Gleichung 19 

Dabei ist tG die Laufzeit des Gradienten und kC der Retentionsfaktor zum Zeitpunkt 

der Elution. Nach DOLAN et al. kann die Peakkapazität ngrd bei Gradientenelution für 

eine gewünschte Auflösung RS = 1,0 anhand der Peakbasisbreite wb näherungswei-

se über 

$LM� = �N<" 

Gleichung 20 

berechnet werden [153]. Den Einfluss verschiedener Parameter wie Temperatur, 

Druck und Säulenlänge auf die erreichbare Peakkapazität untersuchten GRITTI et al. 

[154]. 

2.2.2 Zweidimensionale HPLC 

Das Potential der Chromatographie in zwei Dimensionen, in denen nach unterschied-

lichen Eigenschaften der Analyten getrennt wird, erkannten bereits CONSDEN et al., 

die 1944 eine zweidimensionale Papierchromatographie von einer Mischung mehre-

rer Aminosäuren durchführten [155]. Die Entwicklung zweidimensionaler chromato-
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graphischer Methoden liefert eine deutliche Erhöhung der Peakkapazität gegenüber 

eindimensionalen Trennungen und wird häufig für die Trennung komplexer Proben 

sowohl als 2D-GC [156–159] als auch in Form von 2D-LC eingesetzt [160–162].  

2.2.2.1 Online-SPE 

Die Festphasenextraktion (engl. solid phase extraction, SPE) mit Kartuschen, die mit 

einem festen Phasenmaterial zur Adsorption der Analyten aus einer flüssigen Probe 

gefüllt sind, gehört zu häufig eingesetzten Techniken der Probenvorbereitung. Wird 

eine solche Kartusche als Vorsäule direkt vor eine HPLC-Säule geschaltet, spricht 

man von online-SPE [163–165]. Dabei werden bestimmte Komponenten der Probe 

entsprechend ihrer Wechselwirkung mit dem SPE-Material darauf retardiert und an-

gereichert, während andere Matrixbestandteile nicht daran haften und ausgespült 

werden. Durch entsprechende Änderung der Laufmittelzusammensetzung werden 

die retardierten Analyten von der SPE-Säule eluiert und gelangen auf die eigentliche 

Trennsäule. Dadurch wird bei komplexen Proben eine Vortrennung erreicht, indem 

beispielsweise unpolare, organische Moleküle von einer polaren, salzhaltigen Matrix 

abgetrennt werden. Somit stellt die Online-SPE die einfachste Form der zweidimen-

sionalen Chromatographie dar. Zudem können Komponenten im Spurenbereich vor 

der Analyse aus größeren Volumina angereichert und so die Sensitivität erhöht wer-

den. [141,166] 

2.2.2.2 Heart-cutting 2D-LC (LC-LC) 

In der Heart-cutting 2D-LC (LC-LC) werden zwei Chromatographiesäulen mit unter-

schiedlichen Trenneigenschaften verwendet. Eine einzelne oder einige wenige (bis 

zu 10 [167]) ausgewählte Fraktionen werden nach der Elution von der ersten Säule 

gesammelt und in die zweite Säule injiziert. Dies kann offline oder durch die Schal-

tung eines Ventils online erfolgen [168,169]. Dabei wird ein Peak von der ersten Di-

mension, in dem sich möglicherweise mehrere coeluierende Substanzen überlagern, 

als Ganzes auf die zweite Dimension übertragen und kann dort aufgrund einer ande-

ren Selektivität der Phase weiter getrennt werden [170]. Abbildung 7 zeigt die resul-

tierenden Chromatogramme aus beiden Dimensionen einer solchen Trennung. Die 

Heart-cutting Technik ist geeignet, um gezielt Komponenten einer Probe genauer zu 

analysieren und wird daher unter anderem für den Nachweis von Verunreinigungen 

in Pharmazeutika eingesetzt [171,172].   
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Abbildung 7: Trennung mit der Heart-cutting LC in der ersten Dimension (links) und weitere 
Trennung der ausgeschnittenen Fraktion auf der zweiten Dimension (rechts) 

2.2.2.3 Komprehensive zweidimensionale HPLC  

Bei der komprehensiven zweidimensionalen HPLC (LCxLC) wird im Gegensatz zur 

LC-LC die gesamte Probe in beiden Dimensionen getrennt, indem das Eluat von der 

ersten Dimension in Fraktionen gesammelt und jede dieser Fraktionen in die zweite 

Dimension injiziert wird [173]. Dabei wird als Interface ein Schaltventil mit zwei Pro-

benschleifen eingesetzt. Am häufigsten sind bisher Lösungen mit 10-Port Ventilen 

[174]. Abbildung 8 zeigt schematisch das Prinzip eines in dieser Arbeit verwendeten 

Ventils (2-Pos/4-Port-Ventil). 

.  

Abbildung 8: 2-Pos/4-Port-Ventil für die LCxLC; links: Das Eluat der 1. Dimension wird in der 
1. Schleife gesammelt; rechts: Die in der 1. Schleife gesammelte Fraktion wird auf die 2. Säule 
injiziert und dort getrennt, während die nächste Fraktion von der 1. Dimension in der 2. Schlei-
fe gesammelt wird. 
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Das Sammeln von Fraktionen über eine festgelegte Zeit (Modulation) führt dazu, 

dass Anteile einer Komponente in mehreren Chromatogrammen der zweiten Dimen-

sion erscheinen. Für die zweidimensionale Darstellung in einem Contour-Plot werden 

die einzelnen Chromatogramme der zweiten Dimension nebeneinandergelegt und 

jede Komponente als ein Spot abgebildet (Abbildung 9). Neben dieser komplexeren 

Art der Darstellung gegenüber einem herkömmlichen 1D-Chromatogramm hat das 

Schneiden der Peaks den Nachteil, dass bei einer quantitativen Auswertung jeder 

Peak einzeln integriert werden muss und sich die Fehler dabei summieren [175,176]. 

Dennoch ist die Fraktionierung in der LCxLC durchaus erwünscht und erforderlich, 

wie im Folgenden erläutert werden soll. 

 

Abbildung 9: Darstellung der LCxLC Trennung in einem Contourplot 

Die Grundlage für die LCxLC bilden Arbeiten von ERNI und FREI, die 1978 eine onli-

ne-Kopplung von einer Gelpermeationchromatographie und einer Umkehrphasen-

chromatographie realisierten. Dabei wurden innerhalb von 10 Stunden 7 von der ers-

ten Dimension kommende 1,5 mL-Fraktionen gesammelt und nacheinander in der 

2. Dimension analysiert [177]. 

1990 veröffentlichten BUSHEY und JORGENSEN die erste komprehensive zweidimensi-

onale LC Trennung [178], bei der folgende drei Kriterien erfüllt sein müssen [179]: 
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1. Jeder Teil der Probe wird zwei unabhängigen (orthogonalen) Trennmecha-

nismen unterzogen. 

2. Gleiche Teile von allen Komponenten der Probe müssen beide Trennsäulen 

passieren und den Detektor erreichen. 

3. Die Trennung der ersten Dimension bleibt weitestgehend erhalten. 

Um das erste Kriterium der Orthogonalität zu erfüllen werden zwei Säulen mit unter-

schiedlichem stationärem Phasenmaterial verwendet oder die mobile Phase so vari-

iert, dass sich die Trennmechanismen in beiden Dimensionen deutlich unterscheiden 

[180]. Bezüglich der zweiten Bedingungen ist es möglich, das Eluat der ersten Di-

mension zu splitten, sofern von allen Fraktionen gleiche Anteile in der zweiten Di-

mension analysiert werden. Zur Erfüllung des dritten Kriteriums sollte der Verlust der 

Auflösung in der ersten Dimension, der durch Totvolumina im Ventil und Peakverbrei-

terung in der zweiten Dimension nicht vollständig vermeidbar ist, nicht mehr als 10 % 

betragen [181]. Entscheidend dafür ist die Anzahl der Fraktionen, die über die ge-

samte Breite (8σ) eines Peaks der ersten Dimension gesammelt werden. Nach 

MURPHY et al. sollte diese mindestens drei bis vier betragen, was einer Sammelzeit 

von höchstens 2σ entspricht [182]. Bei einer zu langen Sammelzeit (Modulationszeit) 

werden in der ersten Dimension bereits getrennte Peaks wieder zusammengeführt 

(engl. undersampling) und die zweidimensionale Auflösung wird schlechter (vgl. Ab-

bildung 10). Weiterführend zeigte SEELEY durch Computersimulationen, dass neben 

der Sammelzeit der Fraktionen auch die Phase φ der Fraktionierung und deren Ein-

fluss auf die Vollständigkeit der Fraktionierung berücksichtigt werden muss [183]. Die 

Phase bezeichnet dabei die Position des Peakmaximums relativ zum Zeitpunkt der 

Modulation. Werden die Fraktionen von der ersten Dimension nicht vollständig auf 

die zweite Dimension übertragen, weil das Eluatvolumen größer ist als das Volumen 

der Probenschleife, findet in jeder Modulation ein Analytverlust statt. Je nach Phase 

kann ein Peak bei einer Sammelzeit von 8σ (Peakbreite) vollständig in einer Fraktion 

enthalten oder ungleichmäßig auf zwei Fraktionen aufgeteilt sein. Der Analytverlust 

wäre dann für die einzelnen Fraktionen unterschiedlich. Erst bei einer Modulations-

zeit von höchstens 2σ, also mindestens vier Modulationen pro Peak, ist eine gleich-

mäßige Übertragung gegeben und die Phase hat keinen Einfluss mehr [183–185]. 

Eine weitere Verringerung der Modulationszeit hätte jedoch zur Folge, dass weniger 
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Zeit für die Trennung in der zweiten Dimension zur Verfügung steht und so weniger 

Trennleistung möglich ist. Die Ermittlung der optimalen Modulationszeit ist daher für 

die Entwicklung einer LCxLC-Methode von großer Bedeutung [186].  

 

Abbildung 10: Effekt des Undersamplings auf die 2D-LC Auflösung: Werden je Peak aus der 
ersten Dimension 4 Fraktionen gesammelt (Sammelzeit tS = 2σ), so bleibt die Auflösung der 
ersten Dimension erhalten und es sind drei Spots zu erkennen (oben links). Mit längerer Sam-
melzeit und dadurch weniger Fraktionen je Peak geht Auflösung verloren. Bei nur einer Frakti-
on je Peak (Sammelzeit tS = 8σ, entspricht der Peakbreite) werden die drei Komponenten nur 
noch durch einen Sport abgebildet. Modifiziert nach [184]. 

Ein großer Vorteil der mehrdimensionalen Chromatographie ist die deutliche Erhö-

hung der Peakkapazität [187]. Diese kann nach GIDDINGS in erster Näherung als das 

Produkt aus den Peakkapazitäten der einzelnen Dimensionen berechnet werden 

[188]. Für die Peakkapazität 2DLCn einer zweidimensionalen Trennung gilt also: $9�RP = $: ∙ $9  

Gleichung 21 

Dabei sind 1n und 2n die Peakkapazitäten in der ersten und der zweiten Dimension. 

Die tatsächlich erreichbare Anzahl an Peaks wird aber immer geringer sein als die 

nach Gleichung 21 berechnete. Zum einen wird die Trennfläche nie ganz ausgenutzt, 

wenn die beiden Trenndimensionen nicht völlig unabhängig voneinander sind [189]. 

Da dies in einem realen System kaum erreicht werden kann, muss eine Korrektur für 

die Orthogonalität eingeführt werden. Zum anderen geht durch das oben beschrie-
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bene Problem des Undersamplings immer ein Teil der Auflösung in der ersten Di-

mension verloren. Einen Ansatz zur Berücksichtigung der Orthogonalität lieferten LIU 

et al. über die Berechnung der effektiv genutzten Fläche Aeff einer zweidimensionalen 

Trennung durch geometrische Überlegungen [190]. GILAR et al. ermittelten einen Or-

thogonalitätsfaktor, indem sie die 2D Trennfläche in kleine Quadrate (engl. bins) ent-

sprechend der Anzahl an Datenpunkten unterteilten und den Anteil der tatsächlich 

mit Punkten belegten „bins“ an der gesamten Fläche bestimmten [191]. Allgemein 

kann also ein Orthogonalitätsfaktor O nach folgender Formel bestimmt werden, wo-

bei Aeff die tatsächlich genutzte und A die gesamte Fläche des zweidimensionalen 

Chromatogramms ist [192]: 

S = DTUUD  

Gleichung 22 

Die Berechnung von Aeff ist bei Parallelogrammen oder komplexeren geometrischen 

Flächen ─ wie von DÜCK et al. gezeigt wurde ─  auch über vektorielle Berechnungen 

möglich [193].  

HORIE et al. untersuchten die Limitierung der Peakkapazität durch die Modulations-

zeit und die damit verbundene Peakverbreiterung in der ersten Dimension [194]. Ba-

sierend auf [183] und [194] führten DAVIS et al. einen Faktor <β> zur Beschreibung 

dieser Peakverbreiterung ein [195]: 

< W >= < ?: >?: = �1 + 0,21 Y �;?: Z9
 

Gleichung 23 

1
σ ist die Standardabweichung eines Peaks in der ersten Dimension vor der Fraktio-

nierung, <1
σ> die entsprechende Standardabweichung nach Peakverbreiterung 

durch die Fraktionierung und tS ist die Sammelzeit. Für die Berechnung der effektiven 

Peakkapazität einer 2D-LC Trennung schlagen STOLL et al. folgende Gleichung vor, 

in der sowohl die Peakverbreiterung durch Undersampling als auch die Orthogonali-

tät berücksichtigt wird [196]: 
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$TUU = $: ∙ $9 ∙ S< W >  

Gleichung 24 

Die Kopplung von LCxLC mit Massenspektrometrie ermöglicht eine sehr hohe Trenn-

leistung in drei Dimensionen und ist damit für die Analyse komplexer Proben von 

großer Bedeutung [197–199]. 
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3 Problemstellung und Zielsetzung 

Die Entwicklung der modernen Analytik geht dahin, immer mehr Inhaltsstoffe einer 

komplexen Probe in möglichst einem Analysenlauf zu trennen, zu erfassen und zu 

identifizieren. Bisher sind ein- und zweidimensionale gas- oder flüssigchromatogra-

phische Trennverfahren, gekoppelt mit hochauflösender Massenspektrometrie, dazu 

ein wichtiges Werkzeug. Die Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie bietet die Mög-

lichkeit, einen weiteren Trennmechanismus einzuführen und CCS als zusätzlichen 

physikochemikalischen Parameter zu bestimmen. Durch die Realisierung von Kopp-

lungen wie LC-IM-MS können die Vorteile aller drei Trenndimensionen ausgenutzt 

werden. 

In dieser Arbeit sollen Eigenschaften und Anwendungsbereiche eines seit kurzem 

erhältlichen IM-qTOF-MS Systems untersucht und Methoden für die Analyse kom-

plexer Proben entwickelt werden. Dazu soll zunächst die Funktion der Ionenmobili-

täts-Massenspektrometrie näher betrachtet werden. Dabei soll die Reproduzierbar-

keit der Messungen untersucht und festgestellt werden, ob die Berechnung der CCS-

Werte aus den gemessenen Driftzeiten nach zwei unterschiedlichen Verfahren 

(Stepped-Field und Single-Field Methode) vergleichbare Ergebnisse liefern. Weiter-

hin sollen das Potential der IMS zur Trennung isobarer Substanzen und die Grenzen 

dabei untersucht werden. Anschließend sollen CCS-Werte in Stickstoff als Driftgas 

für möglichst viele Einzelsubstanzen verschiedener Stoffklassen aufgenommen und 

in einer CCS Datenbank gesammelt werden. Dabei sollen sowohl Einzelstandards 

als auch eine Mischung mit charakterisierten Lipiden eingesetzt werden. Die so ent-

wickelte Datenbank soll dann als Grundlage für die Analyse komplexer Realproben 

dienen. Zunächst soll durch die Kopplung eindimensionaler HPLC-Methoden mit 

IM-qTOF-MS das Potential einer solchen dreidimensionalen Trennung hinsichtlich 

der Unterscheidung von Isobaren, der softwaregesteuerten Featureanalyse und der 

Anwendbarkeit der zuvor entwickelten CCS Datenbank für die Identifizierung von 

Inhaltsstoffen gezeigt werden. Anschließend soll zur weiteren Verbesserung der 

Trennleistung eine zweidimensionale HPLC-Methode entwickelt werden, die für die 

Kopplung an das IM-qTOF-MS-System geeignet ist und so eine Analyse in vier Di-

mensionen erlaubt (LC+LC-IM-qTOF-MS). Nach der Charakterisierung dieser Me-

thode hinsichtlich Reproduzierbarkeit und Peakkapazität sollen Realproben damit 

analysiert und über die CCS Datenbank Komponenten darin identifiziert werden. Da-



Problemstellung und Zielsetzung 

 
 

28 
 

bei soll auch der Vorteil dieser vierdimensionalen Trennung gegenüber einer dreidi-

mensionalen HPLC-IM-qTOF-MS-Methode erörtert werden. Abschließend sollen ers-

te Versuche unternommen werden, die Gaschromatographie mit einer modifizierten 

GC-APCI-Ionenquelle an das IM-qTOF-MS zu koppeln und so eine weitere Möglich-

keit der Trennung komplexer Proben realisiert werden.  



Experimenteller Teil 

 
 

29 
 

4 Experimenteller Teil 

4.1 Geräte und Materialien 

4.1.1 Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie 

Agilent 6560 Ion Mobility Q-TOF Mass Spectrometer System, Agilent Technologies 

Inc., Santa Clara (USA), ausgestattet mit 

• Ionenquelle für HPLC-ESI: Dual Jet Stream electrospray ionization (AJS ESI), 

Agilent Technologies Inc., Santa Clara (USA) bzw. 

• Ionenquelle für GC-APCI: G3212 GC-APCI Source, Agilent Technologies Inc., 

Santa Clara (USA) 

4.1.2 Flüssigchromatographisches System 

Agilent 1290 Infinity 2D-LC,  Agilent Technologies Inc., Waldbronn (Deutschland), 

bestehend aus folgenden Komponenten: 

• Pumpe für erste und zweite Dimension sowie dritte Pumpe für dilute-and-split: 

1290 Infinity binäre Pumpe (G4220A) mit Jet Weaver V35 Mixer 

• 1290 Infinity Flexible cube Solvent Management Modul (G4227A) 

• Autosampler: 1290 Infinity HiP sampler (G4226A) 

• Säulenofen: 1290 Infinity Thermostatted Column compartment (G1316C) 

• 8-Port Ventil: 2D-LC-Quick Change Valve (2 Pos/4 Port duo valve, G4236A) 

• UV-Detektor: 1290 Infinity diode-array detector (G4212A) 

4.1.3 Gaschromatographie 

6890 N Gas Chromatograph, Leco, St. Joseph (USA), ausgestattet mit 

• Autosampler: 7683 Series Injector, Agilent Technologies Inc., Santa Clara 

(USA) 

• Transferline: 6500 Serien Transferline, Agilent Technologies Inc., Santa Clara 

(USA) und 

• Massendurchfluss-Zähler: GFCS-010848 Thermal Mass-Flow Controller, Aal-

borg Instruments & Controls, Inc, New York (USA) 
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4.1.4 Software 

• Open Lab CDS Chem Station, Rev. C.01.06 (61), Agilent Technologies Inc., 

Waldbronn (Deutschland) 

• Mass Hunter Workstation Software LC/MS Data Acquisition for 6560 IM-

QTOF, Version B.07.00, Agilent Technologies Inc., Santa Clara (USA) 

• Mass Hunter Workstation Qualitative Analysis, Version B.07.00, Agilent Tech-

nologies Inc., Santa Clara (USA) 

• Mass Hunter Workstation IM-MS Browser, Version B.07.01, Agilent Technolo-

gies Inc., Santa Clara (USA) 

• Mass Hunter Workstation IM-MS Datafile Reprocessing Utility, Version 

B.06.00 

• Mass Hunter Workstation Profinder, Version B.06.00, Agilent Technologies 

Inc., Santa Clara (USA) 

• Mass Profiler Professional, Version B.12.05, Agilent Technologies Inc., Santa 

Clara (USA) 

• Mass Hunter Workstation Mass Profiler, Version B.07.01, Agilent Technolo-

gies Inc., Santa Clara (USA)  

• GC Image, Version 2.4b-4.1, Zoex, Houston (USA) 

• Microsoft Office Excel 2010 

• ADC/Labs ChemSketch 2012 , Version 14.01 

• CCS Datenbank der AAC, Version 1.2.0.28, Uni Duisburg-Essen, Essen 

(Deutschland) 

4.1.5 Sonstige Geräte 

• Feinwaage: CP 324S, Sartorius 

• Reinstwasseranlage, Sartorius Stedim, Goettingen (Deutschland) 

• Zentrifuge 25 R, AllegraTM, Beckman Coulter GmbH, Krefeld (Deutschland) 

• Vortex-2-Genie, Scientific Industries Inc., New York (USA) 
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4.1.6 Verbrauchsmaterialien 

• HPLC/GC–Vials: Vial shorthead 1,5 mL, Glas, klar, VWR, Langenfeld 

(Deutschland) 

• Schraubkappen für Kurzgewindeflaschen, blau mit PTFE-Septum, WICOM, 

Heppenheim (Deutschland) 

• Glasvials N24, 20 mL, braun, Macherey-Nagel, Düren (Deutschland) 

• Schraubkappen weiß/PTFE, Macherey-Nagel, Düren (Deutschland) 

• Pipettenspitzen gelb, 1-200 µL und blau, 100-1000 µL, Ratiolab, Dreieich 

(Deutschland) 

• Pipettenspitzen klar, Finntip® 10 mL, Thermo, Vantaa (Finnland) 

• Cellstar® Tubes, 15 mL, PP, Greiner Bio-one, Frickenhausen (Deutschland)  

• Einmalspritzen 1 mL SOFT-JECT®, Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen 

(Deutschland) 

• Einmal-Kanüle, 0,90x40 mm, Braun, Melsungen (Deutschland) 

• Spritzenvorsatzfilter PTFE, 0,2 µm, 25 mm, WICOM, Heppenheim (Deutsch-

land) 

• Spritzenvorsatzfilter MULTOCLEAR 0,2 µm RC 13 mm, Chromatographie 

Service GmbH, Langerwehe (Deutschland) 

4.2 Chemikalien 

Eluenten 

• Methanol LC/MS grade, VWR, Leuven (Belgien) 

• Acetonitril HPLC grade, VWR, Leuven (Belgien) 

• Isopropanol LC/MS grade, HiPerSolv CHROMANORM, VWR, Leuven  

(Belgien) 

Standards für den Aufbau der CCS Datenbank wurden aus verschiedenen Quellen 

bezogen. Colchicin (Referenzsubstanz und interner Standard) war von SIGMA 

ALDRICH, Steinheim (Deutschland). Standards zur Untersuchung der Trennung von 

Isobaren mittels IMS sowie weitere Standards von abwasserrelevanten Substanzen 

wurden vom Institut für Energie- und Umwelttechnik e.V. (IUTA), Duisburg (Deutsch-

land) zur Verfügung gestellt. Weitere Standards oder Standardlösungen verschiede-

ner Substanzklassen kamen vom Landesamt für Natur-, Umwelt- und Verbraucher-
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schutz (LANUV) NRW, vom Arbeitskreis Prof. Scriba der Fakultät für Biologie und 

Pharmazie, Universität Jena und den Arbeitskreisen für Instrumentelle Analytische 

Chemie (IAC) sowie Prof. Meyer am Institut für Physikalische Chemie der Universität 

Duisburg-Essen. Der Arbeitskreis Prof. Hayen am Institut für Anorganische und Ana-

lytische Chemie der Universität Münster sowie das Chemische Veterinär- und Unter-

suchungsamt Münster stellten ebenfalls einige Standards zur Verfügung. Ein Kit mit 

204 Pestizidstandards war von RESTEK, Bad Homburg. 

Sonstige Chemikalien: 

• Ameisensäure 98-100 %, Merck, Darmstadt (Deutschland) 

• Ammoniumformiat, for mass spectrometry (99 %), SIGMA ALDRICH, Stein-

heim (Deutschland) 

• ESI-L low concentration Tuning Mix (G1969-85000), Agilent Technologies, 

Santa Clara (USA) 

4.3 Methoden 

4.3.1 Kalibration des IM-qTOF-MS  

Zum Tunen des Linsensystems und zur Massenkalibration des TOF-Systems wurde 

der Agilent Tuning Mix verwendet und die Autotune-Funktion der Steuersoftware ge-

nutzt. 

Die Bestimmung des Faktors für die Druckkorrektur (pressure calibration factor) für 

die Bestimmung von CCS nach der Stepped-Field Methode erfolgte über die Auf-

nahme des Tunemix bei acht verschiedenen Driftspannungen. Die Substanz mit 

m/z = 922 wurde als bekannte Referenzsubstanz (Ω = 243,0 Å2) herangezogen. 

Die Kalibration für CCS-Bestimmungen nach der Single-Field Methode erfolgte durch 

einmalige Messung des Tunemix bei exakt den gleichen Bedingungen (Ionenquelle 

und Driftspannung), die während der anschließenden Analyse der Realproben ein-

gestellt waren. 

4.3.2 Bestimmung von CCS für die Datenbank 

Die Bestimmung von CCS aus Einzelstandards erfolgte über die Stepped-Field Me-

thode aus Lösungen (c = 1 mg/L) in Wasser oder Wasser/Methanol (v/v 50/50). Die 
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Injektion ins IM-qTOF-MS-System erfolgte über die HPLC ohne Trennsäule mit den 

in Tabelle 2 aufgeführten Parametern. 

Tabelle 2: Methodenparameter zur CCS-Messung von Einzelstandards mit der Stepped-Field 
Methode 

HPLC  

Säule keine 

Laufmittel Wasser/MeOH (v/v 50/50) mit 0,1 % Ameisen-

säure 

Flussrate 200 µL/min 

Injektionsvolumen 1 oder 10 µL 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Positiv und negativ 

Gastemperatur 200 °C 

Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 20 psig 

Sheathgastemperatur 275 °C 

Sheathgasfluss 8 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  40000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1000–1700 V (in 100 V Schritten), je 1 min lang 

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 60 ms 

Massenbereich 40 – 1700 Da 

 

 

4.3.3 Messungen mittels 1D-LC-IM-qTOF-MS 

Die Methodenparameter für die Analyse verschiedener Realproben mit eindimensio-

naler HPLC-IM-qTOF-MS sind in Tabelle 3 bis Tabelle 6 aufgeführt. 
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Tabelle 3: Methodenparameter zur LC-IM-qTOF-MS Analyse von Fruchtsäften 

HPLC  

Säule Phenomenex Luna 3 µm C18, 150x4,6 mm 

Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisensäure,  

B: MeOH mit 0,1 % Ameisensäure 

Flussrate 300 µL/min 

Linearer Gradient Zeit [min] % B 

 0 5 

 3 5 

 40 95 

 45 95 

Equilibrierung der Säule 5 min 

Injektionsvolumen 1 µL 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Positiv  

Gastemperatur 200 °C 

Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 20 psig 

Sheathgastemperatur 275 °C 

Sheathgasfluss 12 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  30000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 40 ms 

Massenbereich 100 – 1700 Da 
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Tabelle 4: Methodenparameter zur LC-IM-qTOF-MS Analyse von Castanea sativa 

HPLC  

Säule Agilent ZORBAX Eclipse Plus 3,5 µm C18 Ra-

pid Resolution, 4,6x100 mm  

Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisensäure,  

B: MeOH mit 0,1 % Ameisensäure 

Flussrate 500 µL/min 

Linearer Gradient Zeit [min] % B 

 0 5 

 5 5 

 35 95 

 40 95 

Equilibrierung der Säule 10 min 

Injektionsvolumen 10 µL 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Negativ  

Gastemperatur 250 °C 

Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 30 psig 

Sheathgastemperatur 275 °C 

Sheathgasfluss 12 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  30000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 50 ms 

Massenbereich 50 – 1700 Da 
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Tabelle 5: Methodenparameter zur LC-IM-qTOF-MS Analyse von lipidhaltigen Proben 

HPLC  

Säule Phenomenex Kinetex 2,6 µm C18, 100 x 3 mm 

Laufmittel A: Acetonitril/Wasser (v/v 3/2), 0,1 % Ameisen-

säure, 10 mM Ammoniumformiat 

B: Isopropanol/Acetonitril (v/v 9/1), 0,1 % Amei-

sensäure, 10 mM Ammoniumformiat 

Flussrate 300 µL/min 

Linearer Gradient Zeit [min] % B 

 0 30 

 2 30 

 3 56,1 

 4 58,3 

 5,5 60,2 

 7 60,6 

 8,5 62,3 

 10 64 

 11,5 64,5 

 13 66,2 

 14,5 66,9 

 15 100 

 19 100 

 19,1 5 

 22 5 

 22,1 30 

 24 30 

Equilibrierung der Säule 5 min 

Injektionsvolumen 5 µL 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Positiv und Negativ 

Gastemperatur 200 °C 
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Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 20 psig 

Sheathgastemperatur 325 °C 

Sheathgasfluss 12 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  30000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 80 ms 

Massenbereich 100 – 1700 Da 

 

Tabelle 6: Methodenparameter zur LC-IM-qTOF-MS Analyse von Abwasser 

HPLC  

Säule Phenomenex Kinetex C18 2,6 µm, 100x3,0 mm 

Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisensäure,  

B: MeOH mit 0,1 % Ameisensäure 

Flussrate 500 µL/min 

Linearer Gradient Zeit [min] % B 

 0 5 

 3 5 

 23 90 

 28 90 

Equilibrierung der Säule 10 min 

Injektionsvolumen 20 µL 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Positiv  

Gastemperatur 200 °C 

Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 20 psig 
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Sheathgastemperatur 325 °C 

Sheathgasfluss 12 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  30000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 50 ms 

Massenbereich 50 – 1700 Da 

 

4.3.4 Messungen mittels LC+LC-qTOF und LC+LC-IM-qTOF-MS 

Tabelle 7 enthält die Methodenparameter zur Analyse von Realproben mit der 

LC+LC-IM-qTOF-MS. Bei qTOF-only Messungen wurden die Ionen vor der IMS-

Driftröhre nicht gesammelt; alle anderen Einstellungen wurden gleich gehalten. Die 

Gradienten der ersten und zweiten Dimension sind zusätzlich in Abbildung 11 gra-

phisch dargestellt. 

Tabelle 7: Methodenparameter zur LC+LC-IM-qTOF-MS-Analyse verschiedener Realproben 

HPLC  

Erste Dimension  

Säule Phenomenex Luna CN 3,0 µm, 150x2,0 mm 

Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisensäure,  

B: ACN 

Flussrate 100 µL/min 

Linearer Gradient Zeit [min] % B 

 0 5 

 50 5 

 100 80 

 119 80 

 120 5 
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Zweite Dimension  

Säule Phenomenex Kinetex C18 2,6 µm, 50x3,0 mm 

Laufmittel A: Wasser mit 0,1 % Ameisensäure,  

B: MeOH mit 0,1 % Ameisensäure 

Flussrate 500 µL/min 

Shift Gradient Zeit [min] % B 

 (1. Modulation) 

% B  

(letzte 

 Modulation) 

 0 10 50 

 2,5 60 90 

 3,16 60 90 

 3,17 11,1 51,1 

 4,0 11,1 51,1 

  

Equilibrierung der Säulen 10 min 

Injektionsvolumen 20 µL 

Dilute-and-Split  Verdünnung 1:4 mit Wasser + 0,1 % Ameisensäu-

re; Split im Verhältnis 1:20; reguliert über zusätzli-

che Pumpe 

  

IM-qTOF-MS  

ESI Modus Positiv  

Gastemperatur 200 °C 

Gasfluss 5 L/min 

Nebulizer 20 psig 

Sheathgastemperatur 325 °C 

Sheathgasfluss 12 L/min 

Nozzle Voltage 500 V 

VCap 5000 V 

Trap fill time  30000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  
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Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 50 ms 

Massenbereich 50 – 1700 Da 

 

 

Abbildung 11: a) Linearer Gradient der ersten Dimension (rot) und Shift Gradient der zweiten 
Dimension (blau) bei der LC+LC-Methode. b) Einzelner Gradient über 4 Minuten in der zweiten 
Dimension während der ersten Modulation im Detail. 

4.3.5 Messungen mittels GC-APCI-IM-qTOF-MS 

Die GC-APCI-Ionenquelle wurde durch einen zusätzlichen Stickstoffstrom (Make-up 

Gas), der die GC-Kapillare in der Transferline umgibt, modifiziert. Dazu wurde direkt 

vor der Transferline ein T-Stück angebracht und Stickstoff über einen Massendurch-

fluss-Zähler zugeführt (s. Abbildung 12). Die zur Analyse des Ginkgo biloba Extrakts 

verwendeten Methodenparameter sind in Tabelle 8 aufgeführt. 

 

Abbildung 12: Aufbau der modifizierten GC-APCI-Ionenquelle mit zusätzlichem Stickstoffstrom 

Tabelle 8: Methodenparameter zur GC-IM-qTOF-MS-Analyse von Ginkgo biloba  
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GC  

Säule Agilent Technologies HP-5-MS  

(30 m; 0,25 mm; 0,25 μm)  

Trägergas Helium 

Konstanter Fluss 1 L//min 

Temperaturprogramm Starttemperatur 50 °C – 0,2 min halten, 

Heizen mit 10 °/min bis auf 300 °C – 1 min  

halten 

Injektionsvolumen 0,2 µL 

Make-up Gas 0,2 L/min Stickstoff 

Transferline 280 °C 

  

APCI-IM-qTOF-MS  

APCI Modus Positiv  

Koronastrom 1 µA 

Gastemperatur 365 °C 

Gasfluss 5 L/min 

VCap 1000 V 

Trap fill time  20000 µs 

Trap release time  150 µs 

Driftspannung  1700  

Driftgas Stickstoff (3,95 torr) 

Max. Driftzeit 50 ms 

Massenbereich 50 – 1000 Da 

 

4.4 Probenvorbereitung 

In dieser Arbeit wurden verschiedene Realproben vorbereitet und gemessen. Im Fol-

genden werden die einzelnen Proben mit der jeweiligen Probenvorbereitung be-

schrieben. 
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4.4.1 Fruchtsaft 

Die Zitronensaft- und Orangensaftproben wurden direkt nach dem Öffnen zum Ab-

trennen des Fruchtfleischs zentrifugiert und der Überstand durch einen Spritzenvor-

satzfilter membranfiltriert. Vor der Analyse wurde im Verhältnis 1:10 mit Was-

ser/Methanol (v/v 95/5) verdünnt. 

4.4.2 Castanea sativa 

Frische Blätter der Pflanze Castanea sativa wurden in Moers (Deutschland) gesam-

melt. Für den wässrigen Extrakt wurden die Blätter in kleine Stücke zerschnitten und 

4,13 g davon in 200 mL Wasser bis zum Sieden erhitzt.  Nach dem Abkühlen wurde 

der Extrakt membranfiltriert und direkt vermessen. Zur Herstellung des methanoli-

schen Extrakts wurden die Blätter gefriergetrocknet und homogenisiert. 300 mg da-

von wurden mit 3 mL Methanol im Ultraschallbad 40 Minuten lang extrahiert. Nach 

Zentrifugation und Membranfiltration wurde der Extrakt bis zur Analyse bei -20 °C 

gelagert. Direkt vor der Analyse wurde der methanolische Extrakt 1:10 (v/v) mit Was-

ser verdünnt.  

4.4.3 OP9 Zellextrakt 

Der Lipidextrakt wurde vom Leibniz-Institut für analytische Wissenschaften in Dort-

mund zur Verfügung gestellt [200]. Der Extrakt wurde in Trichlorme-

than/Methanol/Wasser (v/v/v 60/30/4,5) bei -80 °C gelagert. Vor den Messungen 

wurden 100 μL des Extraktes in ein Vial überführt. Dort wurde im Stickstoffstrom das 

Lösungsmittel verdampft und die Probe anschließend in 1 mL einer Lösung von Isop-

ropanol/Acetonitril (v/v 9/1) mit 0,1 % Ameisensäure und 10 mM Ammoniumformiat 

aufgenommen. 

4.4.4 Olivenöl 

Von einem handelsüblichen Olivenöl wurde eine Lösung in Isopropanol/Acetonitril 

(v/v 9/1) mit 0,1 % Ameisensäure und 1  mM Ammoniumformiat mit einer Konzentra-

tion von 1 g/L angesetzt. Diese Lösung wurde durch einen PTFE Spritzenvorsatzfilter 

membranfiltriert. 

4.4.5 Eigelb 

Die Extraktion von Lipiden aus Eigelb erfolgte aus frischen Eiern aus dem Einzelhan-

del. Von drei Eiern wurde das Eigelb vom Eiklar getrennt und homogenisiert. 55 mg 
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Eigelb wurden mit 3 mL Methanol/Dichlormethan (v/v 2/1) versetzt und gut durch-

mischt. Nach 20 Minuten wurden 1 mL Dichlormethan (DCM) und 1,8 mL Wasser 

hinzugegeben und nach Durchmischen für 5 Minuten bei 4100 rpm zentrifugiert. Die 

untere Phase (DCM) wurde in ein Vial überführt und das Lösungmittel im Stickstoff-

strom abgedampft. Der Rückstand wurde in 1 mL Isopropanol/Acetonitril (v/v 9/1) mit 

0,1 % Ameisensäure und 10 mM Ammoniumformiat aufgenommen. 

4.4.6 Ginkgo biloba 

Frische Blätter von Ginkgo biloba wurden in Essen (Deutschland) gesammelt, bei 

60 °C getrocknet und fein gemahlen. 300 mg davon wurden mit 3 mL im Ultraschall-

bad 40 Minuten lang extrahiert. Nach Zentrifugation und Membranfiltration wurde der 

Extrakt bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Direkt vor der Analyse wurde der metha-

nolische Extrakt 1:10 (v/v) mit Wasser verdünnt. Der interne Standard Colchicin wur-

de mit einer endgültigen Konzentration von 100 µg/L zugegeben. 

Die Herstellung des Dichlormethanextrakts für die Messung mit GC-APCI-IM-qTOF-

MS erfolgte analog mit 300 mg getrockneten Blättern in 3 mL Dichlormethan im Ult-

raschallbad für 40 Minuten und anschließender Filtration. 

4.4.7 Kaffee 

Kaffee wurde mit einer handelüblichen Espressomaschine (Saeco, Deutschland) zu-

bereitet und nach dem Abkühlen membranfiltriert.  

4.4.8 Abwasser 

Die untersuchte Abwasserprobe wurde im Februar 2015 im Klärwerk Vierlinden, Du-

isburg (D), genommen, im Arbeitskreis für Instrumentelle Analytische Chemie, Uni-

versität Duisburg-Essen, vorbereitet und für die Analyse zur Verfügung gestellt. Da-

bei wurde eine Probenvorbereitung mittels Festphasenextraktion mit zwei Kartuschen 

(Oasis MAX und Oasis MCX) durchgeführt. Die Kartuschen wurden 2 mal mit 3 mL 

Methanol und 2 mal mit 3 mL Wasser konditioniert und hintereinander geschaltet. 1 L 

der Abwasserprobe wurde durch ein Glasfaserfilter (GF/F, 0,7 µm Porengröße, 47 

mm Durchmesser) filtriert. Die Extraktion erfolgte über eine Vakuumapparatur bei 

einem Durchfluss von ca. 15 mL/min. Anschließend wurden die Kartuschen 

30 Minuten unter Vakuum getrocknet. Die Oasis MAX Kartusche wurde mit 2 mL 

Wasser/Ammoniak (v/v 95/5) gewaschen und mit 6 mL Metha-
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nol/Ethylacetat/Ameisensäure (v/v 69/29/2) eluiert. Zum Waschen der Oasis MCX 

Kartusche wurden 2 mL Wasser/Ameisensäure (v/v 98/2) und zur Elution 6 mL Me-

thanol/Ethylacetat/Ammoniak (v/v 67,5/27,5/5) verwendet. Die Eluate beider Kartu-

schen wurden vereinigt, das Lösungsmittel unter Vakuum abgedampft und die Lö-

sung mit Wasser auf 1 mL aufgefüllt. 
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5 Ergebnisse und Diskussion 

5.1 Bestimmung von Collision Cross Sections und Aufbau einer 

Datenbank 

Es wurden Collision Cross Section (CCS) Daten für eine Vielzahl an Standardsub-

stanzen mittels Driftzeit Ionenmobilitätsspektrometrie (IM-qTOF-MS) aufgenommen. 

Das Vorgehen bei der Messung dieser Werte und die Zusammenstellung in einer 

Datenbank werden im Folgenden beschrieben. 

5.1.1 Bestimmung von CCS nach der Stepped-Field Methode und der 

Single-Field Methode  

Die Berechnung von CCS-Werten kann bei der hier eingesetzten Driftzeit Ionenmobi-

litätsspektrometrie nach Mason-Schamp nach Gleichung 10 direkt aus der Driftzeit 

erfolgen. Da die gemessene Zeit jedoch der Zeit entspricht, die die Ionen vom Ein-

gang der Driftröhre bis zum Auftreffen am Detektor benötigen und nicht der tatsächli-

chen Zeit zum Passieren der Driftröhre, muss eine zusätzliche Korrektur durchgeführt 

werden. Dies kann mittels der Gerätesoftware nach zwei Verfahren erfolgen: Entwe-

der durch die Bestimmung und anschließende Subtraktion der Zeit, in der ein Ion die 

Ionenoptik hinter der Driftröhre passiert (Stepped-Field Methode) oder durch eine 

Kalibration des Systems mit bekannten Standards, die auf der Beziehung nach Ma-

son-Schamp beruht (Single-Field Methode). Hierbei ist es nicht notwendig, dass die 

Standards eine ähnliche Struktur wie die der Analyten aufweisen. 

5.1.1.1 Bestimmung von CCS nach der Stepped-Field Methode 

Die Bestimmung von CCS Daten für den Aufbau einer Datenbank erfolgte aus Ein-

zelstandards oder Standardgemischen nach der sogenannten Stepped-Field Metho-

de. Dabei wird ein Analyt mehrfach (hier wenn nicht anders angegeben achtmal) in 

das IM-qTOF-MS System injiziert und dabei jeweils die Spannung am Eingang der 

Driftröhre V1 variiert, sodass sich unterschiedliche elektrische Feldstärken E ergeben.  

� = &(� = (: 5 (9�  

Gleichung 25 

Dabei ist ΔV die Differenz der Spannungen am Eingang (V1) und am Ausgang (V2) 

der Driftröhre und L die Länge der Driftröhre. Für jede Messung wird zunächst für ein 
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Ion mit bestimmtem m/z-Verhältnis die gesamte Driftzeit tges ermittelt. Diese setzt 

sich zusammen aus der tatsächlichen Driftzeit td, die das Ion benötigt, um die Drift-

röhre zu passieren, und der Zeit t0, in der das Ion durch die weitere Optik des Instru-

ments bis zum Detektor gelangt: �LTH = �� + �	 

Gleichung 26 

Aus Messungen bei mehreren (mindestens zwei) verschiedenen elektrischen Feld-

stärken kann t0 bestimmt werden, indem tges gegen 1/ΔV aufgetragen wird [131]. Bei 

unendlich großer Driftspannung geht 1/ΔV gegen Null und td wird unendlich klein, 

sodass der y-Achsenabschnitt der Geraden t0 entspricht (s. Beispiel in Abbildung 13). 

Nach Umstellen von Gleichung 26 wird für jede Messung die tatsächliche Driftzeit td 

als Differenz zwischen tges und t0 berechnet. Durch Einsetzen von td und E sowie der 

anderen, während der Messung konstanten Parameter wie Druck und Temperatur in 

die Mason-Schamp Gleichung (Gleichung 10) wird anschließend für jede Injektion 

einzeln die CCS berechnet. Dabei muss zusätzlich ein täglich über eine bekannte 

Referenzsubstanz ermittelter Faktor für die Druckkorrektur (pressure calibration fac-

tor) einbezogen werden, so lange technisch bedingt keine korrekte Druckmessung 

möglich ist [201].  

 

Abbildung 13: Plot von tges gegen 1/ΔV für ein Ion mit m/z = 922,0107; t0 ergibt sich aus dem 
y-Achsenabschnitt der Geraden 
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Der CCS-Wert (Ω) wird als Mittelwert mit Standardabweichung aus diesen Mehrfach-

bestimmungen angeben. Da in dieser Arbeit ausschließlich Stickstoff als Driftgas 

verwendet wurde, stellen der Einfachheit halber, wenn nicht anders angegeben, alle 

mit Ω abgekürzten Werte Collision Cross Sections in Stickstoff (ΩN2) dar.  

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit wurde als Standardsubstanz Colchicin 

(Strukturformel s. Abbildung 14) ausgewählt, dessen Collision Cross Section bereits 

in der Literatur bekannt ist [134]. Für die Messung bei acht verschiedenen Feldstär-

ken wurde in Abständen von einer Minute je 1 µL von einer Standardlösung mittels 

des Autosamplers der HPLC (jedoch ohne Chromatographiesäule) injiziert. Die 

Spannung am Eingang der Driftröhre (im Weiteren kurz als „Driftspannung“ bezeich-

net) wurde dabei innerhalb von 8 Minuten zwischen 1000 und 1700 V in Stufen von 

100 V (je eine Minute lange Zeitsegmente) variiert. Mit einer konstanten Spannung 

am Ausgang der Driftröhre von 250 V und einer Länge von 78 cm ergaben sich so 

nach Gleichung 25 elektrische Feldstärken zwischen 9,6 und 18,6 V/cm. Nach dem 

oben beschriebenen Verfahren wurde die CCS sowohl für das [M+H]+- als auch für 

das [M+Na]+-Addukt von Colchicin insgesamt zehnmal an verschiedenen Tagen ge-

messen. Die vollständige Tabelle mit den berechneten Werten befindet sich im An-

hang (Tabelle 21, S. 105). Als Mittelwert aus den zehn Messungen ergab sich 

Ω = 196,8 Å² für das [M+H]+-Addukt mit einer relativen Standardabweichung (RSD) 

von 0,14 % und für das Natriumaddukt Ω = 202,4 Å² (RSD = 0,14 %). Die geringen 

relativen Standardabweichungen zeigen eine gute Reproduzierbarkeit der CCS-

Bestimmung von Tag zu Tag an. Die Verteilung der gemessenen Werte für das 

[M+H]+-Addukt von Colchicin ist in Abbildung 15 dargestellt. Eingezeichnet ist zudem 

der Mittelwert in blau und die Grenzen von ± 0,5 % und ± 1,0 % um den Mittelwert als 

gelbe bzw. rote Linien. Der Hersteller gibt dazu an, dass CCS mit einer Genauigkeit 

von etwa 1 % bestimmt werden können [54]. Es ist zu erkennen, dass alle Werte in-

nerhalb des Bereiches von ± 0,5 % liegen. Damit kann festgestellt werden, dass das 

Verfahren eine gute Präzision aufweist und vergleichbar mit den Ergebnissen in [28] 

ist, die mit dem gleichen System erzielt wurden. Auf Grundlage dieser Daten wurde 

eine Kontrollkarte erstellt.  
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Abbildung 14: Strukturformel von Colchicin 

Colchicin wird an jedem weiteren Messtag als Referenzstandard zur Überprüfung 

des Systems mit bestimmt und in diese Kontrollkarte eingetragen. Bei der späteren 

Anwendung der Datenbank zur Identifizierung unbekannter Substanzen kann eine 

Abweichung von maximal ∆Ω = ± 1 % angenommen werden. 

 

Abbildung 15: CCS-Werte für das [M+H]+-Addukt von Colchicin aus zehn unabhängigen  
Messungen 

Da wie oben erwähnt für die Ermittlung von CCS nach der Stepped-Field Methode 

theoretisch Messungen bei zwei verschiedenen elektrischen Feldstärken ausreichen 

würden, soll im Folgenden die Anwendung von unterschiedlichen Kombinationen an 

Driftspannungen untersucht werden, um möglicherweise die Analysenzeit von 

8 Minuten, die bei der aktuellen Methode erforderlich ist, zu verkürzen. Dafür wurde 

wieder Colchicin als Standardsubstanz herangezogen und zunächst bei acht ver-

schiedenen Driftspannungen gemessen. Variiert wurde dabei die Spannung am Ein-
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gang der Driftröhre zwischen 1000 V und 1700 V in 100 V Schritten. Zur Auswertung 

wurden anschließend Kombinationen aus zwei oder drei Driftspannungen herange-

zogen. Die so berechneten CCS-Werte werden in Tabelle 9 mit dem bereits be-

stimmten Mittelwert aus 10 gesonderten Bestimmungen von Colchicin, die jeweils 

über acht Driftspannungen durchgeführt wurden (Ω = 196,8 Å²), und einem Literatur-

wert (Ω = 196,2 Å², [134]) verglichen. Aus Tabelle 9 geht hervor, dass die Abwei-

chungen größer sind, wenn die ausgewählten Driftspannungen relativ nah beieinan-

der und eher am Rand des gesamten Bereiches liegen. So betragen die Abweichun-

gen vom CCS-Wert der achtfachen Bestimmung immer mehr als -1 %, wenn Kombi-

nationen aus zwei oder drei Driftspannungen ausschließlich im hohen (1500 bis 

1700 V) Bereich verwendet werden oder mehr als +1 %  bei Kombinationen im nied-

rigen Bereich (1000 bis 1200 V). Liegen die Spannungen dagegen im mittleren Be-

reich (1200 bis1400 V), werden Abweichungen unter 1 % erreicht.  

Tabelle 9: Vergleich der CCS (Ω) von Colchicin berechnet nach der Stepped-Field Methode 
über verschiedene Kombinationen an Driftspannungen und Vergleich mit der Literatur 

Kombi-

nation 

Drift- 

spannung [V] 

Ω 

[Å2] 

SD 

[Å2] 

Δ (Ω aus 8 Drift- 

spannungen) 

[%] 

Δ (Ω Lit.) 

[%] 

1 1000,1100,1200 194,2 0,06 1,3 1,0 

2 1300,1400,1500 197,8 0,07 -0,5 -0,8 

3 1500,1600,1700 199,8 0,03 -1,5 -1,8 

4 1000,1400,1700 196,3 0,39 0,3 -0,1 

5 1000,1300,1700 196,4 0,37 0,2 -0,1 

6 1100,1400,1700 197,4 0,27 -0,3 -0,6 

7 1000,1100 193,5  1,7 1,4 

8 1200,1300 197,2  -0,2 -0,5 

9 1400,1500 199,4  -1,3 -1,6 

10 1600,1700 199,1  -1,2 -1,5 

11 1000,1700 196,5  0,2 -0,2 

12 1000,1200 194,3  1,3 1,0 

13 1500,1700 199,8  -1,5 -1,8 

14 1300,1400 196,6  0,1 -0,2 
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Die Gründe für diese Abweichungen liegen in der Störung der Driftspannung durch 

die elektrischen Felder des Trap Funnels und des Rear Funnels am Anfang bzw. am 

Ende der Driftröhre. Deshalb sollen in einer zukünftigen Firmwareversion diese Ein-

flüsse korrigiert werden [persönliche Mitteilung J. Fjeldsted, Agilent Technologies]. 

Die Ergebnisse mit den insgesamt geringsten Abweichungen werden erhalten, wenn 

Driftspannungen aus dem hohen und dem niedrigen Bereich kombiniert werden, so-

dass ein möglichst großer Bereich aufgespannt wird. Aufgrund dieser Beobachtun-

gen und um für den Aufbau der CCS Datenbank eine höhere Sicherheit zu erzielen, 

wurden für alle weiteren Messungen mit der Stepped-Field Methode trotz der etwas 

längeren Analysenzeit immer acht Driftspannungen zwischen 1000 und 1700 V ver-

wendet. Die CCS Bestimmung von bisher mehr als 500 Substanzen erfolgte aus Ein-

zelstandards oder Gemischen analog zu dem oben für Colchicin beschriebenen Ver-

fahren, wobei jeweils im positiven und im negativen ESI Modus alle beobachteten 

Addukte ausgewertet wurden. Einen Überblick über die Vergleichbarkeit der mit die-

sem System ermittelten CCS mit anderen bereits in der Literatur veröffentlichten Da-

ten gibt Tabelle 10. Alle Abweichungen sind geringer als 1 %. 

Tabelle 10: Ermittelte CCS-Werte für ausgewählte Substanzen und Vergleich mit Literaturwer-
ten 

Substanz Addukt Ω [Å2] s [Å²] Ω (Literatur) 

[Å²] 

Literatur Abweichung 

[%] 

Fructose Na+ 142,3 0,18 143,4 [202] - 0,8 

Sorbitol Na+ 143,0 0,16 142,7  [202] + 0,2 

Phenylalanin H+ 142,2 0,15 140,9  [202] + 0,9 

Colchicin H+ 196,3 0,27 196,2 [134] + 0,1 

Verapamil H+ 209,1 0,23 210,0 [134] + 0,4 

Omethoat H+ 136,6 0,17 136,8 [135] - 0,1 

Acephat Na+ 141,3 0,18 140,4 [135] + 0,6 

Palmitinsäure H+ 171,3 0,17 170 [78] + 0,8 

Stearinsäure H+ 179,2 0,34 178 [78] + 0,7 

 

Weiterhin wurden CCS-Werte für eine Vielzahl an Lipiden bestimmt. Diese lagen je-

doch nicht als Reinsubstanzen zur Analyse vor, sondern als ein Gemisch verschie-
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dener Lipidklassen aus einem Zelllysat von OP9 Stammzellen. Das Zelllysat wurde 

am Leibniz-Institut für Analytische Wissenschaften (ISAS – e.V.) in Dortmund aufge-

arbeitet und dort mittels hochauflösender Massenspektrometrie umfassend charakte-

risiert, sodass 287 in der Probe vorliegende Lipide bekannt waren. Dabei waren un-

terschiedliche Glycerolipide, Glycerophospholipide und Sphingolipide vertreten. Eine 

Übersicht über die Klassifizierung und die Strukturen dieser Lipide zeigt Tabelle 11. 

Es waren aber immer nur Angaben zur Zusammensetzung eines Lipids vorhanden 

(z.B. TAG 56:4 – Triglycerid mit 56 Kohlenstoffatomen und 4 Doppelbindungen), wo-

bei mehrere Isomere möglich sind. Die zuvor identifizierten Lipide konnten über ihre 

exakte Masse zugeordnet und so aus dieser Probe CCS für einzelne Ionen bestimmt 

werden. Da bei der Analyse eines so komplexen Gemisches nach der bisher für Ein-

zelstandards angewendeten Methode sowohl durch Ionensuppression als auch 

durch sich überlagernde Signale von Substanzen ähnlicher Massen Probleme auftre-

ten könnten, wurde dieses Gemisch vor der Analyse mittels IM-qTOF-MS über eine 

HPLC-Säule getrennt. Die Driftspannung wurde während der gesamten Laufzeit des 

Gradienten von 30 Minuten (inklusive Equilibrierungszeit) konstant gehalten und die 

Probe anschließend erneut unter sonst gleichen Bedingungen bei einer anderen 

Driftspannung injiziert. Es wurden acht Analysenläufe bei Driftspannungen zwischen 

1000 und 1700 V durchgeführt. Über extrahierte Ionenchromatogramme mit den m/z-

Verhältnissen der bekannten Lipide wurden jeweils die Peaks in allen acht Analysen 

gesucht und die entsprechenden Driftzeiten ermittelt. Die anschließende Berechnung  

Tabelle 11: Strukturen der untersuchten Lipidklassen 

Glycerolipide  

OHO

O

HO

O

R2

R1

 

 

Diglycerid (DG) 

O

O

HO

O

R2

R1

O

R3

O

 

 

Triglycerid (TAG) 
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der CCS erfolgte wie oben nach der Stepped-Field Methode. Dabei wurden zwar in 

einigen Fällen Isomere nach Retentionszeiten getrennt, die auch geringfügige Unter-

schiede in ihren Driftzeiten zeigten, jedoch war es aufgrund der bekannten Informati-

onen über die Probe nicht möglich, einzelne Isomere zuzuordnen. Zudem waren die 

Unterschiede in den CCS dabei so gering, dass eine Unterscheidung der Isomere 

nicht möglich wäre. Es wurde deshalb für jedes Lipid ein CCS-Wert aus einer mittle-

ren Driftzeit berechnet. In Abbildung 16 sind die im positiven ESI Modus erhaltenen 

CCS-Werte gegen das jeweilige m/z-Verhältnis aufgetragen. Dabei sind Trendlinien 

einzelner Lipidklassen unterscheidbar. So weisen Phosphatidylserine (PS), die zur 

Untergruppe der Glycerophospholipide zählen, bei gleicher Masse grundsätzlich eine 

kompaktere Struktur und geringere CCS-Werte auf als Sphingomyeline (SM) aus der 

Gruppe der Spingolipide. Dieser Trend wurde auch von MCLEAN beobachtet [203].  

 

Abbildung 16: Plot von CCS gegen m/z der bestimmten Lipide im positiven ESI Modus; 
CER: Ceramide, DG: Diglyceride, PA: Diacylglycerophosphate, PG: Glycerophosphoglycerol, 
PI: Phosphatidylinositol, PS: Phosphatidylserine, SM: Sphingomyeline, TAG: Triglyceride 
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Abbildung 17: Plot von CCS gegen m/z der bestimmten Lipide im positiven ESI Modus;  
Ausschnitt im Bereich der Triglyceride (TAG) 

Triglyceride (TAG) haben im Vergleich zu anderen Gruppen eine relativ große räum-

liche Ausdehnung im Verhältnis zu ihrer Masse. Innerhalb einzelner Lipidklassen las-

sen sich zudem einzelne Gruppen erkennen, in denen die Anzahl an Kohlenstoff-

atomen gleich ist und nur die Zahl der Doppelbindungen variiert. Besonders deutlich 

wird dies bei den Triglyceriden, wie der vergrößerte Ausschnitt in Abbildung 17 zeigt. 

Innerhalb der Gruppe mit 58 Kohlenstoffatomen nimmt die Masse mit steigender An-

zahl an Doppelbindungen von TAG 58:2 zu TAG 58:9 jeweils um 2 Da ab, da zwei 

Wasserstoffatome weniger im Molekül enthalten sind. Der veränderte Bindungswin-

kel, der durch die in der Natur hauptsächlich vorkommenden cis-Doppelbindungen 

entsteht, sorgt dafür, dass die räumliche Gestalt und damit der gemessene CCS-

Wert bei gleichbleibender Länge der C-Kette kleiner wird. Bei negativ geladenen Io-

nen der Lipide ergibt sich ein ähnliches Bild (s. Abbildung 37 im Anhang 106). Gene-

rell können die Lipide also aufgrund ihrer CCS-Werte in Trendlinien, die den ver-

schiedenen Lipidklassen entsprechen, eingeordnet werden, was einen wichtigen Bei-

trag zur Charakterisierung lipidhaltiger Proben leisten kann [204–206]. 

TAG 53:3

TAG  54:3

TAG 54:4
TAG 54:5

TAG 54:6
TAG 54:7

TAG 56:2
TAG 56:3TAG 56:4

TAG 56:5
TAG 56:6

TAG 56:7
TAG 56:8

TAG 58:2
TAG 58:3TAG 58:4TAG 58:5

TAG 58:7
TAG 58:8TAG 58:9

TAG 60:3
TAG 60:4

320

325

330

335

340

345

350

860 880 900 920 940 960 980 1000

Ω[Å²]

m/z 



Ergebnisse und Diskussion 

 
 

55 
 

5.1.1.2 Bestimmung von CCS nach der Single-Field Methode 

Da die Messung und Auswertung nach der Stepped-Field Methode durch die Einstel-

lung mehrerer Feldstärken relativ aufwendig ist und bei der Analyse von Realproben 

vor allem bei einer längeren chromatographischen Trennung sehr viel Zeit in An-

spruch nehmen würde, soll eine weitere Methode zur Berechnung von Collision 

Cross Sections direkt aus der Driftzeit bei einer einzigen elektrischen Feldstärke im-

plementiert werden (Single-Field Methode). Bei der Single-Field Methode erfolgt vor 

der eigentlichen Messung eine Kalibration mit einem bekannten Tunemix. Dieser Mix 

muss unter exakt gleichen Bedingungen (elektrische Feldstärke, Druck, Ionenquel-

lenparameter) injiziert werden wie die anschließend zu messende Probe. Aus den so 

erhaltenen Driftzeiten und den bekannten CCS und Massen der einzelnen im Tu-

nemix enthaltenen Substanzen ergibt sich eine Gerade mit folgender Gleichung, die 

gemäß [135] direkt aus der Mason-Schamp Gleichung hergeleitet werden kann:  �LTH = [W% + �\G] 

Gleichung 27 

Dabei ist tges die gemessene Driftzeit, β ist ein instrumentenabhängiger Proportionali-

tätskoeffizient, der vom Druck, dem elektrischen Feld und Einstellungen der Ionenop-

tik abhängt, γ ist ein modifizierter Koeffizient für die reduzierte Masse und tFix ist ein 

mobilitätsunabhängiger Beitrag zur Flugzeit außerhalb der Driftröhre [135], der sich 

nur aus dem y-Achsenabschnitt der Geraden, wie in Abbildung 18 gezeigt, als ein 

Wert nahe Null ergibt. γ kann für jedes Ion berechnet werden als:  

[ = 1* � /1/1 + /0 

Gleichung 28 

Die Parameter β und tFix werden anhand der Kalibration wie in Abbildung 18 zu er-

kennen aus der Steigung bzw. dem y-Achsenabschnitt bestimmt. Nach der Messung 

einer Probe unter gleichen Bedingungen kann durch Einsetzen von γ und der Drift-

zeit tges eines Analytions in Gleichung 27 und Auflösen nach Ω dessen CCS berech-

net werden. Da die Geradengleichung in direktem Zusammenhang zur Mason-
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Schamp-Gleichung steht, handelt es sich bei dieser Art der Kalibration, anders als 

bei Messungen mit TWIMS, um eine direkte Kalibration, die substanzunabhängig ist. 

 

Abbildung 18: Kalibrationsgerade für CCS Messungen nach der Single-Field Methode.  
β wird aus der Steigung und tFix aus dem y-Achsenabschnitt der Geraden bestimmt.  

5.1.1.3 Vergleichbarkeit von Stepped-Field und Single-Field Methode 

Zum Vergleich der beiden Methoden werden in einem Diagramm für eine Auswahl an 

Standards die ermittelten CCS nach der Stepped-Field und der Single-Field Methode 

gegenübergestellt (Abbildung 19). Die dargestellten Werte für die Stepped-Field Me-

thode wurden, wie in 5.1.1.1 beschrieben, bei acht verschiedenen Driftspannungen 

zwischen 1000 und 1700 V gemessen und hier mit der entsprechenden Standardab-

weichung aufgetragen. Die Single-Field Methode wurde für eine Messung bei einer 

Driftspannung von 1700 V, bei der laut Gerätehersteller die beste Auflösung erzielt 

wird, nach entsprechender Kalibration wie in 5.1.1.2 erläutert, durchgeführt. Abbil-

dung 19 zeigt deutlich, dass die nach beiden Methoden erzielten Werte sehr gut ver-

gleichbar sind. Die berechneten Abweichungen lagen bei maximal 0,4 % und liegen 

damit im Rahmen der nach  5.1.1.1 erreichbaren Präzision. 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde für weitere Messungen von Standards zum 

Aufbau der CCS Datenbank für eine höhere Sicherheit weiterhin die Stepped-Field 

Methode mit acht verschiedenen elektrischen Feldstärken eingesetzt, die bei Einzel-
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standards oder einfachen Standardgemischen ohne chromatographische Trennung 

in nur acht Minuten je Probe durchgeführt werden kann. Für die Analyse von Real-

proben mit HPLC- und LC+LC-IM-qTOF-MS mit längerer Laufzeit wurde dagegen, da 

eine Vergleichbarkeit wie oben gezeigt gegeben ist, die Single-Field Methode mit 

1700 V als Driftspannung angewendet. 

 

Abbildung 19: Vergleich von CCS ausgewählter Standards nach der Stepped-Field Methode (Mittelwert 
aus acht CCS-Werten mit Fehlerbalken) und der Single-Field Methode (Einfachbestimmung) 

5.1.2 Trennung von Isobaren 

5.1.2.1 Trennung kleiner isobarer Moleküle 

Ein entscheidender Vorteil der Kopplung von Ionenmobilitätsspektrometrie und Mas-

senspektrometrie (IM-MS) ist die Möglichkeit, isobare Substanzen mit gleicher Mas-

se, die sich jedoch in ihrer räumlichen Struktur unterscheiden, aufgrund ihres Größe-

zu-Ladungs Verhältnisses trennen zu können. Je nach Größe der Ionen und Art der 

Strukturunterschiede ist dies jedoch nicht in allen Fällen möglich. Chirale Moleküle 

können, wenn überhaupt, erst durch den Zusatz von chiralen Gasen wie 2-Butanol 

zum Driftgas getrennt werden [42]. Inwieweit die Trennung von Isobaren mit dem in 

dieser Arbeit verwendeten System möglich ist, soll im Folgenden an einigen Beispie-

len gezeigt werden. Dabei wurde ausschließlich Stickstoff als Driftgas eingesetzt, da 
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die bisherige Ventilausstattung des Gerätes keine zuverlässige Analyse mit anderen 

Driftgasen zulässt [135]. Insgesamt 13 Paare und ein Triplett von isobaren Substan-

zen wurden einzeln gemessen und die CCS-Werte nach der Stepped-Field Methode 

bestimmt. Aus der im Driftspektrum enthaltenen Driftzeit tD und der Peakbreite auf 

halber Höhe (FWHM) wurde außerdem für jedes Isobarenpaar die Auflösung R zwi-

schen zwei Peaks analog zur Chromatographie berechnet [207]: 

� = 1,18 (��,: 5 ��,9)����: + ����9 

Gleichung 29 

CAUSON et al. nehmen an, dass ab einer Auflösung zwischen zwei Driftpeaks von 

R = 0,6 die IM Trennung in der Driftröhre ausreichend ist, um einzelne Peakmaxima 

zu erkennen und so zwei isobare Substanzen zu unterscheiden. Dazu wäre nähe-

rungsweise eine Differenz der CCS von mindestens 1,5 bis 1,8 % erforderlich (Werte 

basierend auf experimentellen CCS Daten) [207]. In Tabelle 12 sind für die unter-

suchten isobaren Substanzen sowohl die Auflösung nach Gleichung 29 als auch die 

absoluten und relativen Unterschiede zwischen den CCS dieser Substanzen zu-

sammengefasst. Außerdem ist angegeben, ob es sich bei den Paaren mit gleicher 

Summenformel um Konstitutionsisomere (K), Diastereomere (D) oder Enantionmere 

(E) handelt. Einen Überblick über alle Summenformeln und Strukturformeln gibt Ta-

belle 22 im Anhang (S. 106). Die [M+H]+-Addukte der Substanzpaare Tramadol und 

Desvenlafaxin, Diethylstilbestrol und Equilin sowie Dihydrotestosteron und Etiochola-

non können mit einer Auflösung von 0,6 oder größer getrennt werden. Die Unter-

schiede in den Collision Cross Section Werten liegen dabei zwischen 1,8 und 7,0 % 

(3,0 und 12,2 Å²). Bei den Natriumaddukten wird eine Auflösung von mindestens 0,6 

bei den Paaren Diethylstilbestrol und Equilin sowie Glucose und Fructose erreicht, 

wobei Cyclophosphamid und Ifosfamid sowie Dihydrotestosteron und Etiocholanon 

mit R = 0,5 nur geringfügig darunter liegen. Diese vier Paare unterscheiden sich in 

ihren CCS um 1,7 bis 10,7 % (3,4 bis 20,5 Å²). Nach den Arbeiten von CAUSON et al. 

können also von den hier untersuchten Isobaren drei Paare anhand der CCS ihres 

[M+H]+-Addukts und vier über das [M+Na]+-Addukt in der IMS Dimension getrennt 

werden, wobei es sich immer um Konstitutionsisomere handelt. Die Trennung von 

Enantiomeren ist wie zu erwarten nur mit Stickstoff als Driftgas ohne Zusatz eines 
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chiralen Gases nicht möglich. Auch bei den hier untersuchten Diastereomerenpaaren 

kann keine ausreichende Trennung festgestellt werden, wobei die Natriumaddukte 

von Doxorubicin und Epirubicin mit einer Auflösung von R = 0,4 und einer CCS-

Differenz von 1,0 % noch den größten Unterschied zeigen. CAMPUZANO et al. konnten 

zeigen, dass die Diastereomere Betamethason (189,4 Å²) und Dexamethason 

(190,4 Å²) sich in ihren CCS-Werten um 0,5 % unterscheiden (gemessen als [M+H]+-

Addukte in N2, [134]), womit auch hier in einer Mischung von beiden Substanzen 

nicht zwei einzelne Peaks erkennbar wären. Eine gute Trennung von diastereomeren 

Zuckern erreichten DWIVEDI et al. unter anderem für das Paar Methyl-α-

Galactopyranosid und Methyl-β-Galactopyranosid (R = 1,03 für die Natriumaddukte 

in N2, [37]). Auch bei einigen der hier betrachteten Konstitutionsisomere wie zum 

Beispiel 4-Methyl-Benzotriazol und 5-Methyl-Benzotriazol, die sich nur durch die Po-

sition einer Methylgruppe unterscheiden, scheinen die Strukturunterschiede nicht 

ausreichend genug für eine Auftrennung im IMS zu sein. Auffällig ist, dass je nach 

Adduktion einzelner Substanzen deutlichere oder weniger deutliche Unterschiede in 

den CCS beobachtet werden. So liegt die Abweichung der CCS von Cyclophospha-

mid und Ifosfamid beim [M+H]+-Addukt bei 0,3 % und damit im Bereich der Messun-

genauigkeit des Systems nach Abschnitt 5.1.1.1. Die Natriumaddukte der beiden 

Substanzen unterscheiden sich dagegen in ihrer Collision Cross Section um 2,2 % 

und sind damit gut differenzierbar. Tramadol und Desvenlafaxin sind dagegen als 

[M+H]+-Ionen deutlich unterscheidbar, während für Tramadol kein [M+Na]+-Signal 

beobachtet werden konnte. Je nach Position im Molekül, an der sich ein Proton bzw. 

ein Natriumion anlagert kann es durch Abstoßung oder Faltung innerhalb des Mole-

küls zu einer anderen Ausdehnung der räumlichen Struktur kommen [208,209]. Das 

Triplett Dihydrotestosteron, Etiocholanon und Androsteron gliedert sich in zwei Grup-

pen: die Diastereomere Etiocholanon und Androsteron sind in ihrer Größe sehr ähn-

lich und weichen nur um 0,1 % (H-Addukt) bzw. 0,3 % (Na-Addukt) in ihrer CCS von-

einander ab. 
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Tabelle 12: Unterscheidbarkeit ausgewählter Isobarenpaare (K: Konstitutionsisomere, D: Diastereomere, E: Enantiomere) im IMS mit N2 als Driftgas; 
die Auflösung R zwischen zwei Driftpeaks wurde aus der Driftzeit tD und der Peakbreite auf halber Höhe FWHM berechnet; die CCS mit Standardab-
weichung s wurde für jede Substanz einzeln bestimmt und die absolute sowie die relative Differenz zwischen zwei Isobaren ermittelt 

Substanz  [M+H]+-Addukt [M+Na]+-Addukt 

  tD  

[ms] 

FWHM 

[ms] 

R Ω 

[Å²] 

s Δ Ω 

[%] 

tD  

[ms] 

FWHM 

[ms] 

R Ω 

[Å²] 

s Δ Ω 

[%] 

5-Methyl-Benzotriazol  
K 

15,24 0,38 
0,1 

125,9 0,14 
0,5 

  
 

  
 

4-Methyl-Benzotriazol 15,21 0,38 125,3 0,16   
 

  
 

Cyclophosphamid 
K 

18,84 0,39 
0,1 

147,3 0,17 
0,3 

19,91 0,48 
0,5 

155,2 0,20 
2,2 

Ifosfamid 18,90 0,38 147,7 0,17 20,33 0,45 158,7 0,20 

Tramadol 
K 

20,36 0,61 
1,0 

161,1 0,18 
3,5 

  
 

  
 

Desvenlafaxin 21,34 0,57 167,0 0,20 22,68 0,44 
 

176,8 0,20 
 

Diethylstilbestrol 
K 

21,33 0,41 
0,6 

167,2 0,18 
1,8 

21,89 0,42 
3,5 

171,2 0,16 
10,7 

Equilin 20,91 0,42 164,2 0,22 24,47 0,46 191,7 0,25 

Estron 
K 

21,11 0,42 
0,2 

165,5 0,23 
0,5 

24,60 0,47 
0,2 

192,6 0,25 
0,5 

Trenbolon  21,22 0,45 166,3 0,23 24,75 0,49 193,6 0,28 

Dehydroepiandrosteron 
K 

21,85 0,90 
0,4 

169,1 0,28 
2,3 

25,42 0,53 
0,2 

197,2 0,27 
0,2 

Testosteron 22,33 0,54 173,0 0,20 25,59 0,57 197,5 0,25 

Dihydrotestosteron 
K 

D 

23,48 0,86 
1,2 

0,1 

185,4 0,19 
7,0 

0,1 

25,91 0,56 
0,5 

0 

201,6 0,21 
1,7 

0,3 
Etiocholanon 22,20 0,39 173,2 0,27 25,45 0,50 198,2 0,29 

Androsteron 22,26 0,45 173,3 0,23 25,45 0,55 197,7 0,27 

              



Ergebnisse und Diskussion 

 
 

61 
 

Substanz  [M+H]+-Addukt [M+Na]+-Addukt 

  tD  

[ms] 

FWHM 

[ms] 

R Ω 

[Å²] 

s Δ Ω 

[%] 

tD  

[ms] 

FWHM 

[ms] 

R Ω 

[Å²] 

s Δ Ω 

[%] 

Lactose 
K 

  
 

  
 

22,78 0,54 
0,2 

175,3 0,23 
0,7 

Saccharose   
 

  
 

22,58 0,52 174,1 0,21 

Ofloxacin 
E 

25,32 0,63 
0 

195,1 0,26 
0,1 

25,88 0,73 0 199,3 0,24 
0,2 

Levofloxazin 25,31 0,56 195,0 0,25 25,89 0,73 
 

199,0 0,25 

Doxorubicin  
D 

  
 

  
 

30,93 0,66 
0,4 

234,6 0,30 
1,0 

Epirubicin 29,72 1,00 
 

225,7 0,22 
 

30,54 0,56 232,2 0,23 

Iomeprol 
K 

30,15 0,60 
0,4 

226,8 0,36 
0,9 

28,76 0,56 
0,1 

216,4 0,28 
1,0 

Iopamidol 29,79 0,57 224,7 0,31 28,91 0,93 218,5 0,26 

Corticosteron 
K 

24,31 0,54 
0,1 

187,8 0,24 
0,3 

27,58 0,63 
0,1 

212,3 0,28 
0,4 

Cortexolon 24,42 0,55 188,3 0,25 27,48 0,64 211,4 0,27 

Cortison 
K 

24,54 0,54 
0,4 

190,1 0,25 
2,0 

27,75 0,55 
0,2 

214,3 0,30 
1,1 

Prednisolon 24,17 0,50 186,3 0,25 27,54 0,59 211,9 0,29 

Fructose 
K 

  
 

  
 

17,64 0,38 
0,9 

142,2 0,17 
3,7 

Glucose   
 

  
 

18,29 0,46 147,7 0,17 
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Dihydrotestosteron, dessen Struktur durch vertauschte Stellung der Hydroxy- und der 

Ketogruppe eine andere Konstitution hat, weist dagegen mit einem Unterschied, be-

rechnet zu Etiocholanon, von 7,0 % beim [M+H]+-Addukt und 1,7 % beim Natri-

umaddukt einen deutlich größeren Stoßquerschnitt auf als die anderen beiden Sub-

stanzen. Die Monosaccharide Fructose und Glucose liegen als Furanose (5-Ring) 

bzw. Pyranose (6-Ring) vor (s. Strukturformeln in Abbildung 20 a). Die CCS der Nat-

riumaddukte können mit einer Differenz von 3,7 % gut voneinander getrennt werden, 

wie auch das Driftspektrum einer Mischung dieser beiden Substanzen in Abbildung 

20 a zeigt. Die Disaccharide Lactose und Saccharose enhalten je eine Pyranose 

(Glucose), die im Falle von Lactose mit einer weiteren Pyranose (Galactose) und bei 

Saccharose mit einer Furanose (Fructose) verknüpft ist. Dieser Unterschied scheint 

bei der Gesamtgröße des Moleküls weniger ins Gewicht zu fallen, sodass die Stoß-

querschnitte der Natriumaddukte sich hier nur um 0,7 % unterscheiden. In Abbildung 

20 b ist zu erkennen, dass bei einer Mischung von Lactose und Saccharose nur ein 

gemeinsamer Driftpeak im Driftspektrum erscheint.  

5.1.2.2 Trennung isobarer Peptide 

Des Weiteren sollte festgestellt werden, inwieweit Peptide, die aus gleichen Amino-

säuren zusammengesetzt sind, sich aber teilweise in ihrer Sequenz unterscheiden, 

mit der Ionenmobilitätsspektrometrie getrennt werden können. Dazu wurden im Leib-

niz-Institut für Analytische Wissenschaften (ISAS – e.V.) sechs Peptide, bestehend 

aus jeweils 17 gleichen Aminosäuren (M = 1500,85 Da), wobei nur die Reihenfolge 

von 5 Aminosäuren in der Mitte variiert, synthetisiert. Eine Mischung dieser Peptide 

wurde nach der Stepped-Field Methode ohne chromatographische Vortrennung ana-

lysiert. Abbildung 21 zeigt einen Ausschnitt des Massenspektrums, das Signale bei  
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Abbildung 20: Strukturformeln von Glucose und Fructose (a) bzw. Lactose und Saccharose (b) 
sowie das Driftspektum (rot), das Massenspektrum (blau) und ein 2D-Plot (m/z gegen Driftzeit) 
von einer Mischung der jeweiligen Substanzpaare bei E = 18,1 V/cm 

den m/z-Verhältnissen des [M+H]+- und des [M+Na]+-Addukts enthält. Im Driftspekt-

rum und im 2D-Plot von m/z gegen die Driftzeit ist zu erkennen, dass die [M+H]+-

Addukte der sechs Peptide insgesamt zwei deutlich abgegrenzte Peaks liefern. Die 

Peptide unterscheiden sich also in ihrer Faltung zumindest teilweise, sodass sie in 

zwei Gruppen eingeteilt werden können. Als Natriumaddukte scheinen die Peptide 

dagegen eine deutlich kompaktere und dadurch einheitlichere räumliche Struktur 

einzunehmen, da hier für alle sechs Peptide nur ein gemeinsamer Driftpeak zu er-

kennen ist, der zudem eine geringere Driftzeit aufweist als die Peaks der [M+H]+-

Addukte. Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in den CCS der Peptide wider, 

die nach der Stepped-Field Methode für jedes Peptid einzeln bestimmt wurden 

(Tabelle 13). Die [M+H]+-Addukte der Peptide 1 bis 3 haben CCS-Werte zwischen 
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Abbildung 21: Driftspektum (rot), Massenspektrum (blau) und ein 2D-Plot (m/z gegen Driftzeit) 
von einer Mischung aus sechs Peptiden mit gleicher Aminosäurezusammensetzung, aber teil-
weise anderer Reihenfolge der Verknüpfung bei E = 18,1 V/cm  

400,6 und 405,0 Å². Die Differenz zwischen zwei aufeinanderfolgenden CCS liegt 

dabei bei maximal 0,6 % (Peptid 2 und 3), womit sie nach [207] nicht eindeutig unter-

schieden werden können. Die Peptide 4 bis 6 haben als [M+H]+-Addukte CCS zwi-

schen 418,3 und 419,5 Å² mit einer maximalen Abweichung von bis zu 0,3 % zwi-

schen Peptid 4 und 5 und liegen somit noch näher aneinander. Das größte Peptid 

der kleineren Gruppe (Peptid 3) und das kleinste Peptid der größeren Gruppe (Peptid 

4) unterscheiden sich dagegen um 3,3 % und können damit im IMS gut voneinander 

getrennt werden. Die CCS der Natriumaddukte sind mit 368,3 bis 370,9 Å² dagegen 

deutlich kleiner und liegen außerdem bei allen Peptiden (bei Peptid 5 war eine Be-

stimmung aufgrund zu geringer Signalintensität nicht möglich) relativ nah beieinan-

der. Die Abweichung vom größten (Peptid 6) zum kleinsten Wert (Peptid 1) beträgt 

hier nur 0,7 %. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es mit dem in dieser Arbeit verwendeten 

IM-qTOF-MS System teilweise möglich ist, isobare Substanzen mit gleicher Sum-

menformel und gleicher Masse aufgrund ihres Größe-zu-Ladungs Verhältnisses in 

der Ionenmobilitätsspektrometrie zu trennen. Dazu müssen die Substanzen sich zu-

mindest in ihrer Konstitution unterscheiden, wobei auch dann nicht immer eine aus-

reichende Trennung mit einem CCS Unterschied von mindestens 1,5 % möglich ist. 
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Tabelle 13: CCS von sechs isobaren Peptiden mit gleicher Aminosäurezusammensetzung. Für 
die [M+H]+-Addukte ist jeweils der relative Unterschied zwischen zwei von der Größe her auf-
einanderfolgenden Peptiden angegeben. 

  [M+H]+-Addukt [M+Na]+-Addukt 

Peptid Nr. Peptidsequenz Ω  

[Å²] 

s 

[Å²] 

ΔΩ  

[%] 

Ω  

[A²]  

s 

[Å²] 

1 SVGGSAVASVLGLGTVK 400,6 0,8 
0,5 

0,6 

3,3 

0,3 

0,1 

368,3 0,8 

2 SVGGSAVSAVLGLGTVK 402,6 0,9 368,4 1,0 

3 SVGGSAASVLVGLGTVK 405,0 1,0 369,3 0,9 

4 SVGGSASVLVAGLGTVK 418,3 1,1 368,8 0,9 

5 SVGGSALVASVGLGTVK 419,5 1,3 n.b. n.b. 

6 SVGGSAVLVASGLGTVK 419,8 1,1 370,9 1,1 

 

Die räumliche Ausdehnung der Ionen ist zudem je nach gebildetem Addukt unter-

schiedlich, sodass die Trennung von Isobaren je nach betrachtetem Ion besser oder 

schlechter sein kann. Eine Verbesserung der Trennung könnte bei einigen Analyten 

durch Variation des Driftgases erreicht werden. Arbeiten von KURULUGAMA et al. [135] 

zeigen jedoch, dass der Einsatz von polarisierbaren Gasen wie CO2 oder N2O nicht 

unbedingt zu einer besseren Trennung von chemisch ähnlich Ionen führen, da eine 

starke Wechselwirkung zwischen Gasmolekülen und Analytionen die allein durch 

strukturelle Unterschiede erzielte Trennung eher wieder reduziert. Eine Trennung von 

Enantiomeren und Diastereomeren könnte durch den Einsatz von chiralen Gasen wie 

2-Butanol erreicht werden. Für die Verwendung eines anderen Driftgases als Stick-

stoff ist jedoch eine apparative Erweiterug (Gas-Kit) [201] erforderlich, die bei den 

hier durchgeführten Arbeiten nicht zur Verfügung stand.  

5.1.3 Erstellung und Anwendung einer Datenbank 

Im Verlauf dieser Arbeit wurden über 500 Substanzen unterschiedlicher Klassen wie 

in 5.1.1.1 beschrieben analysiert. Die ermittelten CCS-Werte sollten in einer Daten-

bank zusammengefasst werden, die später die Identifizierung von Komponenten in 

Realproben über deren exakte Masse und die CCS erlaubt. Der Aufbau und die 

Funktionen dieser Datenbank wurden in der vorliegenden Arbeit entwickelt und in 

einer von J. Hippler programmierten Software (CCS – Database by AAC) umgesetzt. 

Diese wird im Folgenden beschrieben. 
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Die Datenbank enthält für jede analysierte Substanz Informationen zu IUPAC-

Namen, Trivialnamen, Summenformel, CAS-Nummer, exakter Masse sowie die 

CCS-Werte aller möglichen Ionen inklusive Standardabweichung, die im positiven 

und im negativen ESI Modus bestimmt werden konnten. Dabei werden folgende 

Addukte in Betracht gezogen: [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]
+ und [M+2H]2+ im 

ESI-positiv Modus sowie [M]•+, [M-H]-, [M+Cl]- und [M+HCOO]- im ESI-negativ Mo-

dus. Das entsprechende m/z-Verhältnis der einzelnen Adduktionen wird aus der 

exakten Masse direkt in der Software berechnet und ebenfalls hinterlegt. Nach ein-

zelnen Einträgen kann in der Datenbank über das m/z-Verhältnis, die CAS-Nummer 

oder den Namen gesucht werden. Für die Suche nach einzelnen, unbekannten Sub-

stanzen kann die Software nach dem m/z-Verhältnis und der CCS eines beobachte-

ten Ions durchsucht werden. Als Ergebnis werden nur Einträge der Datenbank aus-

gegeben, bei denen sowohl m/z als auch CCS in einem wählbaren Toleranzbereich 

(± Δm/z [ppm] und ± ΔΩ [%]) mit den gesuchten Werten übereinstimmen. Um die 

Datenbank nach mehreren Komponenten gleichzeitig zu durchsuchen kann eine Lis-

te im *.csv-Format, die unter anderem Werte für m/z und CCS enthält, in die Soft-

ware importiert werden. Diese Liste kann zum Beispiel bei der Non-Target Analyse 

komplexer Proben durch Extrahieren sogenannter Features (4D-Feature extraction 

mit der Software IM-MS Browser B.07.01 von Agilent Technologies) erstellt werden. 

Die Datenbank wird für alle Einträge der Liste nach der Kombination aus m/z und 

CCS in einem definierten Toleranzbereich durchsucht. Die Ergebnisse dieser Suche 

werden in einer Tabelle, wie in Abbildung 22 gezeigt, als „identified features“ mit der 

jeweiligen Abweichung zum Datenbankeintrag angezeigt. Diese Tabelle kann zur 

weiteren Bearbeitung wieder als *.csv-Datei exportiert werden. 
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Abbildung 22: Ansicht der CCS - Datenbanksoftware mit importierter Feature Liste („feature 
identification list“; links) und Ergebnissen der Datenbanksuche („identified features“; rechts) 
bei einer Toleranz von Δm/z = ± 5 ppm und ΔΩ = ± 1 % 

5.2 Analyse von Realproben mit HPLC-(IM)-qTOF-MS 

Die Kopplung von eindimensionaler HPLC mit Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie 

ermöglicht eine Auftrennung komplexer Proben in drei Dimensionen. Im Folgenden 

soll das Potential einer solchen Trennung anhand verschiedener Realproben gezeigt 

werden. 

5.2.1 Analyse von Fruchtsäften mit HPLC-IM-qTOF-MS 

Fruchtsaft ist gemäß [210] das gärfähige, jedoch nicht gegorene, aus dem genießba-

ren Teil gesunder und reifer Früchte gewonnene Erzeugnis, das die für den Saft die-

ser Frucht charakteristische Farbe, das dafür charakteristische Aroma und den dafür 

charakteristischen Geschmack aufweist. Die durch mechanische Verfahren gewon-

nenen Säfte werden entweder als Direktsäfte frisch abgefüllt und in den Handel ge-

bracht oder am Herstellungsort für den Transport aufkonzentriert und anschließend 

mit Wasser rückverdünnt (Rekonstitution). Fruchsäfte aus Konzentrat müssen 

gleichartige Farbe und Aussehen sowie Geruch und Geschmack aufweisen wie di-

rekt gepresste Fruchtsäfte [211]. Hauptinhaltsstoffe von Fruchtsäften sind Zucker und 

organische Säuren sowie freie Aminosäuren, Carotinoide und Mineralien. Charakte-

ristisch für viele Fruchsäfte ist zudem das Vorkommen phenolischer Verbindungen 

wie Flavonoide, die meist glykosidisch gebunden vorliegen [212]. 
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5.2.1.1 HPLC-IM-qTOF-MS Analyse am Beispiel von Zitronensaft 

Am Beispiel einer Zitronensaftprobe sollen in diesem Abschnitt einige Merkmale der 

HPLC-IM-qTOF-MS Analyse beschrieben werden. Abbildung 23 a zeigt das einfache 

Totalionenchromatogramms (TIC) der Analyse von Zitronensaft mit HPLC-IM-qTOF. 

In Abbildung 23 b ist von dem gleichen Analysenlauf eine sogenannte Heatmap dar-

gestellt, in der die im IMS gemessene Driftzeit gegen die Retentionszeit der chroma-

tographischen Trennung aufgetragen ist.  

 

Abbildung 23: a) Totalionenchromatogramm (TIC, ESI pos.) einer HPLC-IM-qTOF-MS Analyse 
von Zitronensaft und b) entsprechende Heatmap aus Driftzeit tD gegen Retentionszeit tR; Me-
thodenparameter in Tabelle 3 

Es wird deutlich, dass die Driftzeit bereits auf den ersten Blick zusätzliche Informatio-

nen über die Beschaffenheit der Probe bietet. Neben der Trennung auf der 
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HPLC-Säule werden die Komponenten der Probe hier auch nach ihrem Stoßquer-

schnitt in der IMS-Driftröhre getrennt und verlassen diese mit Driftzeiten zwischen 

etwa 14 und 32 ms. Dabei ist zu erkennen, dass häufig mehrere Substanzen chro-

matographisch coeluieren, sodass sie im TIC in Abbildung 23 a in einem Peak über-

einander liegen, in der Driftzeitachse aber aufgetrennt werden und so in Abbildung 

23 b als einzelne Spots erscheinen. Des Weiteren zeigt das Chromatogramm durch 

den Gradienten einen deutlichen Anstieg der Basislinie, sodass kleinere Peaks im 

TIC nicht mehr deutlich zu erkennen sind. In der Heatmap sind Hintergrundsignale 

sowie auch gezielt eingesetzte Referenzsubstanzen, die während des gesamten 

Laufs ebenfalls gemessen werden, als durchgängige Streifen zu sehen. Die Analyten 

können aufgrund ihrer Driftzeit davon unterschieden werden und sind durch die 

zweidimensionale Darstellung als einzelne Spots davon abgesetzt dargestellt. Es 

sollte aber berücksichtigt werden, dass Signale mit verschiedenen Driftzeiten bei der 

gleichen Retentionszeit auch auf unterschiedliche Adduktionen bzw. durch Fragmen-

tierung in der Ionenquelle entstandene Bruchstücke von ein und derselben Substanz 

zurückgeführt werden können. Als dritte Dimension in dieser Methode bietet die 

Flugzeit-Massenspektrometrie Informationen über die exakte Masse der Komponen-

ten. So kann bei herkömmlichen HPLC-MS Kopplungen zu jeder Retentionszeit ein 

komplettes Massenspektrum extrahiert werden. Bei HPLC-IM-MS ergibt sich zu jeder 

Retentionszeit ein Driftspektrum und ein Massenspektrum, die als zweidimensionaler 

Plot dargestellt werden können wie bereits in 5.1.2.1 und 5.1.2.2  gezeigt. Die beiden 

folgenden Beispiele sollen den Vorteil von LC-IM-MS gegenüber LC-MS verdeutli-

chen. Abbildung 24 zeigt den Auszug von Driftspektrum und Massenspektrum der 

Zitronensaftprobe bei einer Retentionszeit von 29,9 bis 30,2 Minuten. Das Massen-

spektrum weist ein Signal mit m/z = 611,1987 und zwei dazugehörige Isotopenpeaks 

auf. Im Driftspektrum sind dagegen zwei getrennte Peaks zu sehen. Im 2D-Plot resul-

tieren daraus zwei Spots, die mit gleichem m/z-Verhältnis, aber unterschiedlicher 

Driftzeit erscheinen. Über die exakte Masse kann dieses Signal den [M+H]+-

Addukten der isobaren Substanzen Hesperidin und Neohesperidin zugeordnet wer-

den, die in Zitronensaft natürlicherweise vorkommen [213,214]. Beide Substanzen 

bestehen aus dem Flavonoid Hesperitin, das glykosidisch an ein Disaccharid gebun-

den vorliegt. Der einzige strukturelle Unterschied ist dabei die Position der Bindung 
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der beiden Monosaccharideinheiten, die im Fall von Hesperidin 1 6 verknüpft und 

bei Neohesperidin 1 2 verknüpft sind (s. Abbildung 24 b und c).  

 

Abbildung 24:a) Driftspektrum (rot), Massenspektrum (blau) und 2D-Plot (m/z gegen Driftzeit) 
extrahiert bei tR=29,9-30,2 min  b) Strukturformel von Hesperidin c) Strukturformel von Neo-
hesperidin 

Die CCS der beiden Komponenten unterscheiden sich dadurch genug, um eine 

Trennung im IMS zu erreichen. Allein mit hochauflösender Massenspektrometrie 

würde sich nur ein Signal für beide Analyten zusammen ergeben. Um die beiden 

Driftpeaks von Hesperidin und Neohesperidin genau zuzuordnen, könnte die Probe 

mit einzelnen Standards dotiert werden, die jedoch in dieser Arbeit nicht zur Verfü-

gung standen. Daher war auch in der CCS Datenbank bisher kein Wert für diese 

Komponenten vorhanden, worüber ebenfalls eine eindeutige Zuordnung möglich wä-
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re. Es wäre deshalb hilfreich, ein Verfahren zur sicheren Berechnung von CCS aus 

bekannten Strukturinformationen nutzen zu können, um wie im hier gezeigten Fall 

über berechnete CCS zwischen zwei möglichen Strukturen zu unterscheiden. Diese 

Berechnung ist bisher aber mit frei verfügbarer Software nicht trivial und ohne weitere 

Modifizierung nur für Helium als Driftgas möglich [134,215]. 

Als weiteres in Zitronensaft bekanntes Flavonoid soll hier auf Rutin [216,217] einge-

gangen werden. Das extrahierte Ionenchromatogramm (EIC) für das [M+H]+-Addukt 

von Rutin (m/z = 611,1607) ist in Abbildung 25 dargestellt. Dieses Chromatogramm 

enthält zwei Peaks mit dem m/z-Verhältnis von Rutin bei tR = 23,9 und 

tR = 30,7 Minuten. Um festzustellen, bei welchem der beiden Peaks es sich tatsäch-

lich um Rutin handelt, könnte ein Rutinstandard zu der Probe dotiert oder MS/MS-

Experimente durchgeführt werden. Bei strukturell sehr ähnlichen Substanzen reicht 

ein Fragmentspektrum aber gegebenenfalls nicht zur vollständigen Aufklärung aus 

und Standards sind nicht immer für sämtliche Substanzen verfügbar und häufig teu-

er. Die Information über die CCS, die aus der Messung mit IMS gewonnen werden 

kann, stellt daher bei Vorhandensein einer geeigneten Datenbank eine sinnvolle Al-

ternative dar.  

 

Abbildung 25: Extrahiertes Ionenchromatogramm des [M+H]+-Adduktions von Rutin 
(m/z = 611,1607) der HPLC-IM-qTOF-MS Analyse von Zitronensaft (Bedingungen wie in Abbil-
dung 23) 

Im dargestellten Fall wurde mittels der Software IM-MS Browser eine Feature-Suche 

für die Analyse des Zitronensaftes durchgeführt. Dabei werden die Messdaten durch 

einen geeigneten Algorithmus nach Peaks durchsucht, die jeweils durch ihre Re-

tentionszeit, Driftzeit, m/z-Verhältnis und Intensität charakterisiert sind. Die gefunde-

nen Einträge werden als Feature bezeichnet. Für jedes Feature wird zusätzlich aus 
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der Driftzeit die CCS nach der Single-Field Methode, wie in 5.1.1.2 erläutert, berech-

net. Ein Abgleich dieser Feature-Liste mit der in 5.1.3 genannten Datenbank führt zur 

Identifizierung von 11 Substanzen bei einer Toleranz von ∆m/z = ± 5 ppm und 

∆Ω = ± 1 % (s. Tabelle 14). Dabei wird der Peak bei 30,7 Minuten sowohl über das 

[M+H]+- als auch über das [M+Na]+-Addukt als Rutin erkannt. Bei dem Signal bei 

23,9 Minuten in Abbildung 25 kann es sich um eine isobare Substanz mit der glei-

chen Summenformel wie Rutin handeln, die in der entwickelten Datenbank bisher 

nicht enthalten ist. Des Weiteren wurden einige Aminosäuren, Ascorbinsäure (Vita-

min C) und die Zucker Fructose, Glucose und Saccharose gefunden, deren Vor-

kommen in Zitronen auch in der Literatur genannt wird (s. rechte Spalte in Tabelle 

14). Aconitsäure ist ein Zwischenprodukt im Citratzyklus bei der Isomerisierung von 

Citrat zu Isocitrat [218]. Da eine Unterscheidung von Saccharose und Lactose mit der 

vorliegenden Methode nicht möglich ist (s. 5.1.2.1), ergibt sich hier auch Lactose als 

Treffer, die als Zucker nur in Milchprodukten vorkommt und in Fruchtsaft nicht zu er-

warten ist. 

Tabelle 14: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der HPLC-IM-qTOF-MS Analyse von Zitro-
nensaft mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω entsprechen 
dem Datenbankwert 

tR 

[min] 

Exakte Masse 

[Da] 

∆m/z  

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

Substanz Lit 

4,53 174,1117 -0,6  H+ 137,2 0,7 L-(+)-Arginin [217,219] 

4,99 180,0634 0,5  Na+ 147,7 -0,9 D-(+)-Glucose [217,219] 

5,05 133,0375 0,0  H+ 131,6 0,9 L-(+)-Aspartat [217] 

5,44 180,0634 -1,0  Na+ 142,3 0,4 D-(-)-Fructose [217,219] 

6,08 342,1162 0,0  Na+ 173,9 0,2 Lactose  

6,08 342,1162 0,0  Na+ 174,1 0,3 Saccharose [217,219] 

7,98 176,0321 -2,5  Na+ 142,7 0,3 Ascorbinsäure [219] 

8,75 149,0510 0,0  H+ 133,5 0,3 L-(-)-Methionin [219] 

11,86 131,0946 0,8  H+ 134,4 0,7 L-(+)-Isoleucin [219] 

16,72 174,0164 -1,5  Na+ 145,8 0,6 Aconitsäure  

30,66 610,1534 1,0  H+ 234,4 0,7 Rutin [217] 

 610,1534 0,5  Na+ 249,4 0,9 Rutin [217] 

 



Ergebnisse und Diskussion 

 
 

73 
 

Das vorliegende Beispiel zeigt also neben einer erhöhten Trennleistung der 

HPLC-IM-MS auch die Möglichkeit der Trennung von isobaren Substanzen und den 

Beitrag der mit dieser Methode ermittelten CCS-Werte zur Identifizierung von Kom-

ponenten einer Probe.  

5.2.1.2 Anwendung der Hauptkomponentenanalyse  

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis, PCA) ist ein 

chemometrisches Verfahren, das immer häufiger zum Vergleich von Proben ver-

schiedener Gruppen, unter anderem in Metabolomics-Studien und lebensmittelche-

mischen Fragestellungen, in Verbindung mit LC-MS eingesetzt wird [220–222].  Das 

Ziel der PCA ist es generell, eine große Zahl an Variablen (Messgrößen) zu wenigen 

Hauptkomponenten (engl. principal components, PC) zusammenzufassen und so die 

Menge der Daten zu reduzieren. Durch eine Achsentransformation werden dabei 

Hauptkomponenten bestimmt, die ein neues Koordinatensystem darstellen. Für jedes 

Objekt werden dann in diesem Koordinatensystem neue Koordinaten als Scores be-

rechnet. Die Loadings geben für jede Hauptkomponentenachse an, wie groß der Bei-

trag der ursprünglichen Variablen dazu ist. Hohe Werte für die Loadings bedeuten 

einen großen Einfluss auf eine Hauptkomponente [223,224]. Bei non-target Analysen 

mit LC-MS können mittels geeigneter Software Feature gesucht werden, die bei einer 

bestimmten Retentionszeit mit einem bestimmten m/z-Verhältnis erscheinen und sich 

von Probe zu Probe in ihrer Intensität unterscheiden. Genauso können die Kompo-

nenten einer Probe nach der LC-IM-MS Analyse als Feature aufgelistet werden, die 

dann zusätzlich über die Driftzeit charakterisiert sind. Bei komplexen Proben können 

mehrere Hundert solcher Feature gefunden werden, sodass ein Vergleich zwischen 

zwei Gruppen von Proben nur schwer möglich ist. Jede Probe ist hierbei ein Objekt, 

das durch eine große Anzahl an Variablen, in diesem Fall die Intensitäten aller Fea-

ture, beschrieben wird. Durch die PCA werden die vielen Variablen reduziert auf ei-

nen Score in jeder der drei bis vier Hauptkomponenten. Anhand eines Plots dieser 

Scores können Gruppierungen der Proben leicht beobachtet werden. Wie stark die 

einzelnen Hauptkomponentenachsen durch jedes Feature beeinflusst werden, kann 

über die Loadings abgelesen werden. 

In dieser Arbeit wurden insgesamt neun verschiedene Orangensäfte, davon vier Di-

rektsäfte und fünf aus Konzentrat hergestellte Säfte, untersucht. Jede Probe wurde 
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dreimal mit HPLC-IM-MS analysiert. Die Heatmap der Analyse einer Direktsaftprobe 

ist exemplarisch im Anhang abgebildet (Abbildung 38, S. 112). Anschließend wurde 

für alle Proben eine Feature-Liste erstellt und eine PCA durchgeführt. Die Scores 

jeder Probe auf den ersten beiden Hauptkomponenten sind in Abbildung 26 darge-

stellt. Es ist zu erkennen, dass sich die Säfte aus Konzentrat (blau) auf der ersten 

Hauptkomponente deutlich von den Direktsäften (rot) unterscheiden.  

 

Abbildung 26: Scores-Plot der Hauptkomponentenanalyse von Orangensäften  

Dabei sind die Säfte aus Konzentrat mit negativen Scores auf der ersten Hauptkom-

ponente auch untereinander sehr ähnlich. In Richtung der zweiten Hauptkomponente 

zeigen einige der Proben leichte Unterschiede. Die vier untersuchten Direktsäfte ha-

ben auf der ersten Hauptkomponente positive Scores, wobei die Probe D1 in dem 

Plot noch deutlich weiter rechts liegt als die anderen drei. Zusätzlich findet hier eine 

deutliche Auftrennung auf der zweiten Hauptkomponente statt. Aufgrund des Herstel-

lungsprozesses ist es denkbar, dass die Orangensäfte, die aus Konzentrat gezielt 

rückverdünnt werden, eher von vergleichbarer Qualität sind und sich auch von Sorte 

zu Sorte weniger stark unterscheiden. Größere Unterschiede innerhalb der Gruppe 
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der Direktsäfte könnten damit erklärt werden, dass diese nach der Gewinnung aus 

frischen Früchten direkt abgefüllt und spezifische Inhaltsstoffe wie z.B. flüchtige Aro-

mastoffe weniger beeinflusst werden. Am deutlichsten ist nach der Hauptkomponen-

tenanalyse der Saft D1 von den anderen abgegrenzt. Dabei handelt es sich um einen 

Saft, der vor Ort unmittelbar vor der Analyse aus frischen Orangen ausgepresst wur-

de und somit keinerlei Behandlung oder Lagerung erfahren hat. Probe D2 war im 

Gegensatz zu D3 und D4 mit einem Kühlhinweis versehen, was auf eine schonende-

re Behandlung hinsichtlich der Haltbarmachung hindeutet. Bei Probe D4 handelt es 

sich um eine Mischung aus Orangensaft aus Konzentrat und Orangendirektsaft. Of-

fensichtlich ist der Anteil der für Direktsaft typischen Komponenten hoch genug, um 

diese Mischung nach der PCA der Gruppe der Direktsäfte zuzuordnen. Um festzu-

stellen, welche Komponenten die im Scores-Plot (Abbildung 26) erkennbaren 

Gruppenunterschiede ausmachen, kann der Loadings-Plot betrachtet werden 

(Abbildung 27). Hier stellt jeder Punkt ein Feature der oben genannten Liste dar. 

Nach der oben erklärten Beudeutung der Loadings beeinflussen Features, die rechts 

liegen, die erste Hauptkomponente in positive Richtung. Features links im Plot 

sorgen für negative Scores auf dieser Hauptachse. Je weiter der Loadings-Wert 

dabei von Null entfernt ist, desto stärker ist der Einfluss. In Abbildung 27 sind einige 

Feature mit extremen Loadings markiert.  

 

Abbildung 27: Loadings-Plot der Hauptkomponentenanalyse von Orangensäften 
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So sind die Komponenten mit den Nummern 1 bis 5 charakteristisch für die 

Orangensäfte aus Konzentrat. Die Features 6 bis 8 sind am stärksten in Saft D2 

vertreten. Die Proben D3 und D4 werden am meisten durch Nummer 9 bis 12 

charakterisiert. Bei Probe D1 haben die als Feature 13 bis 17 markierten 

Komponenten den größten Einfluss. Die so als am relevantesten für die 

Unterscheidung der Säfte befundenen Komponenten sind in Tabelle 15 aufgelistet. 

Jedes Feature ist dabei mit Retentionszeit (HPLC), Driftzeit und entsprechend 

berechneter CCS (IM) und m/z (TOF-MS) angegeben. Zusätzlich sind die Loadings 

auf den ersten beiden Hauptkomponenten entsprechend Abbildung 27 aufgeführt. 

Tabelle 15: Charakteristische Feature der Hauptkomponentenanalyse von Orangensäften 

Nr. in 

Abbil-

dung 27 

tR 

[min] 

m/z tD 

[ms] 

Ω 

 [Å²] 

Loading 

PC 1 

Loading 

PC 2 

1 19,04 303,1052 21,09 166,2 -4,6 1,4 

2 19,03 373,1086 25,05 195,5 -4,6 1,3 

3 25,61 272,1153 22,59 178,8 -4,6 1,2 

4 27,05 297,0582 22,36 176,2 -4,8 0,5 

5 23,65 343,1174 24,16 189,2 -4,8 0,3 

6 11,08 123,0553 19,09 159,7 2,3 3,2 

7 6,53 145,0498 22,42 184,5 2,8 3,0 

8 17,00 245,0097 21,56 171,6 3,0 2,9 

9 5,14 219,0267 29,25 233,5 0,4 -3,2 

10 34,80 499,2139 28,81 222,6 0,7 -3,5 

11 11,80 311,0370 27,21 213,7 1,1 -3,3 

12 20,06 380,1815 23,80 185,7 0,7 -4,1 

13 34,78 209,0989 17,63 141,9 4,1 0,5 

14 40,20 399,3077 26,10 203,1 3,9 0,4 

15 4,94 130,0497 15,28 127,6 4,1 0,3 

16 7,37 409,1124 23,50 183,0 3,9 -0,1 

17 6,07 198,0973 22,47 180,9 4,1 -0,1 
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Anhand dieser Daten wäre nun eine Identifizierung der für die verschiedenen Säfte 

charakteristischen Substanzen möglich. Allerdings führte die Suche über m/z und 

CCS in der Datenbank (analog zu Tabelle 14 für Zitronensaft) zu keinem Treffer. Es 

ist anzunehmen, dass es sich um speziellere Inhaltsstoffe handelt, die in der 

Datenbank bisher nicht enthalten sind. Über die exakten Massen ist es zumindest 

möglich, wahrscheinliche Summenformeln der hier interessanten Substanzen zu 

ermitteln. Allerdings ergeben sich dabei allein für das Feature Nr. 1 in Tabelle 15 

(m/z = 303,1052) vier verschiedene Summenformeln mit einer Abweichung < 2 ppm, 

wenn von einem [M+H]+-Addukt ausgegangen wird und als Elemente Kohlenstoff, 

Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel in Betracht gezogen werden. Einer 

dieser Summenformelvorschläge ist C17H18O3S (∆m/z = -0,86 ppm). Daraus lassen 

sich wiederum mehrere hundert mögliche Strukturen ableiten (z.B. Suche bei 

Chemspider), darunter verschiedene aromatische Verbindungen, Ester und Ketone. 

Eine umfangreiche CCS Datenbank würde hier die Suche nach sinnvollen 

Verbindungen deutlich beschleunigen und die Zahl der Möglichkeiten ließe sich 

zumindest stark eingrenzen. 

Insgesamt lässt sich feststellen, dass mittels geeigneter Software eine 

Hauptkomponentenanalyse aus den mit HPLC-IM-qTOF-MS generierten Daten 

durchgeführt werden kann, die die Unterscheidung von Proben verschiedener 

Gruppen und das Herausfiltern von für diesen Unterschied charakteristischen 

Substanzen ermöglicht. 

5.2.2 Analyse von Castanea sativa mit HPLC-IM-qTOF-MS 

Das Durchsuchen von Daten einer HPLC-IM-qTOF-MS Analyse zur Erstellung einer 

Feature-Liste, wie bereits in 5.2.1 vorgestellt, erfolgt über einen festgelegten Algo-

rithmus der Software. Die Wiederholbarkeit der Feature-Suche für den anschließen-

den Datenbankabgleich bei Wiederholmessungen einer Probe soll an folgendem 

Beispiel der Analyse von Castanea sativa (Esskastanie) untersucht werden.  

Extrakte von Blättern der Esskastanie sind als traditionelle Heilmittel in der Volksme-

dizin schon lange bekannt und werden gegen Bronchitis, Asthma und andere Atem-

wegsbeschwerden eingesetzt. Auch wenn das Bundesgesundheitsamt keinen Beleg 

für die Wirksamkeit sieht [225], ist eine gesundheitsfördernde Wirkung aufgrund der 
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bisher bekannten Inhaltsstoffe wie Ascorbinsäure und Flavonoide denkbar [226,227]. 

Neuere Arbeiten beschäftigen sich ausführlich mit der antioxidativen Aktivität von 

Kastanienblattextrakten und der Identifizierung möglicher phenolischer Inhaltsstoffe 

[228–230]. Es wurde ein wässriger Extrakt von frischen Blättern der Pflanze herge-

stellt und mit HPLC-IM-qTOF-MS im negativen ESI Modus dreifach analysiert (Heat-

map im Anhang Abbildung 39, S. 112). Durch Feature-Suche und anschließende Da-

tenbanksuche konnten vier verschiedene Substanzen identifiziert werden. Tabelle 16 

zeigt die Datenbankeinträge dieser Substanzen und das dazu gefundene Feature in 

jeder der drei Messungen. Die gleichen Datenbankeinträge konnten in allen drei 

Messungen gefunden werden. Dabei sind sowohl die Retentionszeiten als auch die 

Driftzeiten und damit verbunden auch die CCS-Werte sehr gut reproduzierbar.  

Tabelle 16: Ergebnisse der Feature-Suche der Messungen Nr. 1-3  von Castanea sativa; alle 
Substanzen wurden als [M-H]--Ionen beobachtet und bei der Datenbanksuche mit einer Tole-
ranz von ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 % gefunden 

 Datenbankeintrag Gefundenes Feature in der HPLC-IM-qTOF-MS Analyse 

Substanz m/z Ω  

[Å²] 

Nr. m/z ∆m/z 

[ppm] 

Ω  

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

tR 

[min] 

tD 

[ms] 

Theo- 

phyllin 

179,0574 134,3 1 179,0569 2,8 133,2 0,8 1,86 16,50 

  2 179,0572 1,1 133,0 1,0 1,86 16,48 

  3 179,0574 0,0 133,3 0,7 1,85 16,52 

Ascorbin- 

säure 

175,0248 130,1 1 175,0245 1,7 130,0 0,1 4,58 16,07 

  2 175,0245 1,7 130,1 0,0 4,57 16,08 

  3 175,0247 0,6 130,3 -0,2 4,46 16,11 

Catechin 289,0717 159,9 1 289,0724 -2,4 158,8 0,7 15,21 20,25 

   2 289,0720 -1,0 158,7 0,8 15,20 20,25 

   3 289,0723 -2,1 159,1 0,5 15,11 20,29 

Rutin 609,1461 236,1 1 609,1472 -1,8 234,4 0,7 22,48 30,73 

   2 609,1468 -1,1 234,4 0,7 22,47 30,73 

   3 609,1473 -2,0 234,8 0,6 22,45 30,78 

 

Die Abweichungen der gefundenen CCS vom Datenbankeintrag sind für eine Sub-

stanz von Messung zu Messung sehr ähnlich und liegen immer unter 1 %. Die 

Schwankung der m/z-Verhältnisse ist etwas größer. So weicht das m/z-Verhältnis 
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des als Theophyllin identifizierten Features in Messung 1 mit 2,8 ppm relativ stark 

vom exakt berechneten Wert aus der Datenbank ab, während der Wert der dritten 

Messung mit einer Abweichung von 0,0 ppm dem exakten m/z-Verhältnis entspricht. 

Generell werden bei Messungen im IM-Modus etwas größere Fehler der mittels 

TOF-MS erhaltenen Massen beobachtet als im reinen qTOF-Betrieb. Das ist damit zu 

erklären, dass die Ionen, bedingt durch die Funktionsweise des DTIMS, nicht konti-

nuierlich, sondern gesammelt in Paketen das TOF-Flugrohr und den Detektor errei-

chen. Dadurch kommt es schneller zu einer Detektorsättigung und einer Ungenauig-

keit der ermittelten m/z-Verhältnisse. Es empfiehlt sich daher, bei IM-qTOF-MS Mes-

sungen die exakte Masse bei geringeren Intensitäten in der Peakflanke zu bestim-

men. Bei der Feature-Suche wird dies von der Software nach Angaben des Herstel-

lers durchaus berücksichtigt. Dennoch können gewisse Schwankungen im Massen-

spektrum je nach gewählter Position im Peak auftreten. Die in der Feature-Liste an-

gegebenen Intensitäten (engl. abundance) liegen bei den drei Wiederholmessungen 

in der gleichen Größenordnung (ergänzende Tabelle 23 im Anhang S. 113). Die rela-

tive Standardabweichung liegt zwischen 3,4 % bei Ascorbinsäure und 14,3 % bei 

Theophyllin. Für eine quantitative Anwendung wäre die Verwendung eines internen 

Standards sinnvoll. 

5.2.3 Analyse von lipidhaltigen Realproben mit HPLC-IM-qTOF-MS 

In 5.1.1.1 wurde die Bestimmung der CCS von Lipiden aus einer komplexen Mi-

schung beschrieben. Um die Anwendbarkeit der CCS Datenbank auf lipidhaltige 

Proben zu untersuchen, wurden ein Olivenöl und ein Eigelbextrakt mit 

HPLC-IM-qTOF-MS analysiert. Im Olivenöl sind wegen der typischen Zusammenset-

zung von Speiseölen fast ausschließlich Triglyceride zu erwarten [231]. Eigelb (Eidot-

ter) besteht zu ca. 33 % aus Lipiden. Davon sind 66 % Triglyceride und 28 % ver-

schiedene Phospholipide. 6 % fallen auf Cholesterin und sonstige Lipide zurück 

[212]. Die wichtigsten Fraktionen der Phospholipide stellen Phosphatidylcholin (PC) 

mit 73 % und Phosphatidylethanolamin (PE) mit 15,5 % dar [232]. Daneben finden 

sich auch Sphingomyeline (SM), Lysophosphatidylcholine (LPC), Lysophos-

phatidylethanolamine (LPE) und Phosphatidylinositole (PI) [233]. 

Beispielhaft sind hier die Heatmap (Abbildung 28) und die Ergebnisse der Daten-

banksuche (Tabelle 17) für die Eigelbprobe im ESI-negativ Modus dargestellt. Darin 
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wurden drei Ceramide, zwei Lysophosphatidylethanolamine, fünf Phosphatidyletha-

nolamine und drei verschiedene Phosphatidylinosite detektiert. Nach der Analyse mit 

positiver Elektrospray-Ionisation (s. Abbildung 40 und Tabelle 24 im Anhang S. 114) 

sind fünf verschiedene Lysophosphatidylcholine, ein Lysophosphatidylethanolamin, 

sieben Diacylglycerophosphate, fünf Phosphatidylethanolamine, drei Phosphatidyli-

nosite und drei Sphingomyeline sowie elf verschiedene Triglyceride in dem unter-

suchten Eigelb vorhanden. Diese Vielfalt an Phospholipiden ist für Eigelb typisch. 

Auffällig ist, dass einige Lipide wie z.B. LPE 18:0 mehrfach bei verschiedenen Re-

tentionszeiten gefunden werden. Hier könnte eine chromatographische Trennung 

mehrerer Isomere stattgefunden haben, deren CCS aber sehr ähnlich sind. Wie in 

5.1.1.1 beschrieben ist in der Datenbank für jedes Lipid nur ein CCS-Wert vorhan-

den, auch wenn mehrere Isomere möglich sind. In Olivenöl konnten 23 verschiedene 

Triglyceride gefunden werden (s. Abbildung 41 und Tabelle 25 im Anhang S. 116). 

Andere Lipidklassen lieferte die Suche nicht, was den oben genannten Erwartungen 

 

Abbildung 28: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI neg.) eines Eigelbextraktes;  
Methodenparameter in Tabelle 5 

entspricht. Da Triglyceride mit der verwendeten Methode nur im positiven ESI-Modus 

detektiert werden können, liefert die Analyse von Olivenöl im Negativmodus entspre-

chend keine Treffer. Die Datenbanksuche über exakte Masse und CCS ist also auch 

für Lipide anwendbar und ermöglicht die Analyse der in einer Probe vorliegenden 

Lipidklassen. 
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Tabelle 17: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI neg.) von 
Lipiden aus Eigelb mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω 
entsprechen dem Datenbankwert 

Lipid Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

tR  

[min] 

Cer 34:1  537,5121 -1,7 [M-H]- 244,5 0,4 13,92 

Cer 42:1  649,6373 -1,7 [M-H]- 267,9 -0,4 16,99 

Cer 42:2  647,6216 -1,7 [M-H]- 269,5 0,7 16,88 

LPE 18:0  481,3168 -2,3 [M-H]- 217,7 -0,2 4,42 

LPE 18:0  481,3168 -1,5 [M-H]- 217,7 0,3 5,26 

LPE 18:0  481,3168 -3,1 [M-H]- 217,7 0,0 5,42 

LPE 18:0  481,3168 -2,9 [M-H]- 217,7 0,4 6,46 

LPE 18:1  479,3012 -0,2 [M-H]- 215,1 0,0 4,56 

LPE 18:1  479,3012 -1,3 [M-H]- 215,1 0,4 4,71 

PE (O/P) 34:1  703,5516 -1,3 [M-H]- 265,3 0,8 15,73 

PE (O/P) 34:3  699,5203 -1,4 [M-H]- 263,8 0,4 13,35 

PE 33:1  703,5152 -1,7 [M-H]- 262,6 0,5 12,72 

PE 34:1  717,5309 -1,0 [M-H]- 267,6 0,9 14,03 

PE 34:2  715,5152 -0,6 [M-H]- 265,0 0,3 12,03 

PI 34:2  834,5258 -1,7 [M-H]- 287,4 0,9 9,31 

PI 36:2  862,5571 -1,5 [M-H]- 294,2 0,7 11,11 

PI 36:2  862,5571 -0,9 [M-H]- 294,2 0,0 11,46 

PI 36:4  858,5258 -2,3 [M-H]- 291,0 0,8 9,00 

 

5.3 Aufbau einer kontinuierlichen multi-heartcutting Methode (LC+LC) 

zur Kopplung an ein IM-qTOF-MS 

In Abschnitt 5.2 wurde an verschiedenen Beispielen die Trennung komplexer Proben 

in drei Dimensionen (HPLC, IMS und qTOF-MS) gezeigt. Die Analyse mit kompre-

hensiver zweidimensionaler HPLC gekoppelt an hochauflösende 

Massenspektrometrie bietet ebenfalls die Möglichkeit, Komponenten einer komple-

xen Probe in drei verschiedenen Dimensionen zu trennen. Eine Weiterführung des-

sen ist die Kopplung von 2D-LC mit IM-qTOF-MS, die eine vierdimensionale Tren-
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nung ermöglicht, sodass weitere Informationen über die Probe gewonnen werden 

können. Die Entwicklung und Anwendbarkeit einer solchen vierdimensionalen Me-

thode soll im Folgenden gezeigt werden. 

5.3.1 Prinzip der LC+LC 

Die wichtigsten Methoden der zweidimensionalen Flüssigchromatographie wurden in 

2.2.2 im Detail erklärt. In der Heart-cutting LC werden nur ausgewählte Fraktionen 

der ersten Trenndimension auf die zweite Dimension übertragen, wobei in der Regel 

ein vollständiger Peak ausgeschnitten wird. In der LCxLC wird dagegen die gesamte 

Probe in beiden Dimensionen analysiert. Dabei wird jeder Peak der ersten Dimension 

in mindestens drei bis vier Fraktionen zerteilt, die nacheinander auf die zweite Di-

mension gelangen. Jede Komponente erscheint somit in mehreren Chromatogram-

men der zweiten Dimension, was zu einer höheren Komplexität der Daten führt. Eine 

Kopplung von LCxLC an ein IM-qTOF-MS wäre zwar apparativ und technisch mög-

lich, jedoch gibt es bisher keine geeignete Softwarelösung, um die daraus erhaltenen 

Daten in vier Dimensionen visuell darzustellen. Auch eine Feature-Suche wie für die 

1D-LC-IM-qTOF-MS gezeigt wäre hierbei problematisch, weil dabei mit kommerziell 

erhältlicher Software bisher keine Berücksichtigung von Retentionszeiten in zwei ver-

schiedenen chromatographischen Dimensionen möglich ist. Es sollte daher eine Me-

thode entwickelt werden, bei der alle Analyten einer Probe zwar in zwei verschiede-

nen (möglichst orthogonalen) flüssigchromatographischen Dimensionen getrennt 

werden, aber anders als bei der LCxLC nicht fraktioniert werden und daher nach der 

zweiten Dimension nur als ein Peak eluieren und zum Detektor gelangen. Der Ansatz 

für eine solche Methode geht zurück auf die 1978 durchgeführten Arbeiten von ERNI 

und FREI [177]. Darin war die Modulationszeit so lang (7 Fraktionen in 10 Stunden), 

dass Substanzen, die von der ersten Dimension eluierten, als Ganzes in einer Frakti-

on gesammelt und auf die zweite Dimension injiziert wurden. In Anlehnung daran 

wurde hier eine Modulationszeit von 4 Minuten gewählt, die im Vergleich zu LCxLC-

Methoden (meist 0,5 bis 1 Minute) relativ lang ist. Die Trennung in der ersten Dimen-

sion wird dadurch reduziert, sodass nicht mehr alle Kriterien nach [179] erfüllt sind 

und die Methode nicht als komprehensive 2D-LC bezeichnet werden kann. Da nun  ─ 

ähnlich wie in der Heart-cutting LC ─ ganze Peaks auf die zweite Dimension gelan-

gen und dies mit der kompletten Probe geschieht, kann die Methode auch als konti-
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nuierliche multi-heartcutting Methode beschrieben werden, die zwischen heart-cutting 

und komprehensiver 2D-LC einzuordnen ist. Als Abgrenzung zu LC-LC und LCxLC 

wurde in dieser Arbeit die Abkürzung LC+LC eingeführt [234]. Die Aufeinanderfolge 

der vier Trenndimensionen bei der Kopplung von LC+LC mit IM-qTOF-MS zeigt das 

Schema in Abbildung 29. Die Komponenten einer Probe werden dabei zunächst in 

der ersten Dimension chromatographisch getrennt und das Eluat in Fraktionen von je 

4 Minuten gesammelt. Dabei bleiben die Peaks – bis auf wenige Ausnahmen, die 

genau zwischen zwei Modulationen eluieren – vollständig in einer Fraktion. Die Frak-

tionen werden anschließend nacheinander auf der zweiten Dimension chromatogra-

phisch getrennt, wobei hierfür entsprechend der Modulationszeit 4 Minuten zur Ver-

fügung stehen. Das Eluat der zweiten Dimension mit Peaks von einigen Sekunden 

Breite gelangt nach Ionisation in die Driftröhre als dritte Dimension, wo die Analyten 

nach ihrem Größe-zu-Ladungsverhältnis mit Driftzeiten im Millisekundenbereich ge-

trennt werden. Hinter der Driftröhre gelangen die Ionen in das TOF-Flugrohr, in dem 

die Trennung nach Masse-zu-Ladungs-Verhältnissen im Zeitrahmen von Mikrose-

kunden stattfindet. 

 

Abbildung 29: Schema der Trennung in vier Dimensionen bei der LC+LC-IM-qTOF-MS 

5.3.2 Aufbau des Systems 

Um die LC+LC-Methode zu realisieren, wurde zunächst ein 2D-LC System mit zwei 

Pumpen für die erste und die zweite Dimension und einem 2-Pos/4-Port-Ventil mit 

zwei Probenschleifen verwendet. Die Modulationszeit wurde auf vier Minuten festge-

legt. Da in dieser langen Sammelzeit die Volumina der Fraktionen sehr groß werden, 
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sollte zumindest der Innendurchmesser der Säule in der ersten Dimension eher klein 

und der Fluss ebenfalls gering sein. Die Trennung der ersten Dimension geht aus 

oben genannten Gründen teilweise verloren, weshalb durch eine lange Säule zumin-

dest eine möglichst hohe Trennleistung erzielt werden soll. Für die erste Dimension 

wurde deshalb eine Säule mit 150 mm Länge und einem Innendurchmesser von 

2,0 mm (Luna CN 3,0 µm) sowie ein relativ langsamer Fluss (100 µL/min) gewählt. 

Das Sammeln der Fraktionen erfolgte aufgrund der langen Modulationszeit in großen 

Probenschleifen von 100 µL Volumen. In der zweiten Dimension stehen entspre-

chend der Modulation nur vier Minuten für die Trennung zur Verfügung, was die Ver-

wendung kürzerer Säulen erfordert. Da das gesamte Fraktionsvolumen von 100 µL 

auf einmal in die zweite Säule injiziert wird, empfiehlt sich ein größerer Innendurch-

messer, bei dem sich das Injektionsvolumen auf eine größere Fläche verteilt und 

somit am Anfang eine schmalere Substanzbande vorliegt [235]. Hier wurde eine Säu-

le mit 50 mm Länge und 3,0 mm Innendurchmesser eingesetzt (Kinetex C18 2,6 µm). 

Der Fluss in der zweiten Dimension wurde auf 500 µL/min festgesetzt, was dem op-

timalen Fluss für die verwendete ESI-Ionenquelle entspricht. Dieser Fluss ist lang-

samer als bei LCxLC-Methoden üblich (2 bis 4 mL/min [236]). So wurde aber ein zu-

sätzlicher Split nach der zweiten Dimension und damit ein Sensitivitätsverlust ver-

mieden, der ansonsten notwendig gewesen wäre, um den anwendbaren Flussbe-

reich der Ionenquelle nicht zu übersteigen. Es konnte in der Analysenzeit von vier 

Minuten dennoch eine ausreichende Trennung in der zweiten Dimension erreicht 

werden.  

Das Injektionsvolumen auf die zweite Säule ist wie bereits erwähnt mit 100 µL sehr 

hoch. Dies kann – bei Verwendung einer RP Phase – zu einer starken Peakverbreite-

rung in der zweiten Dimension führen, vor allem wenn der Anteil an organischem Lö-

sungsmittel im Eluenten der ersten Dimension hoch und damit die Elutionskraft sehr 

stark ist [237]. Um dies zu vermeiden, wurde das Eluat hinter der ersten Dimension 

zunächst mit Wasser verdünnt, sodass eine Fokussierung der Analyten am Anfang 

der zweiten Säule stattfinden konnte [238]. Dadurch können die Gradienten der ers-

ten und der zweiten Dimension unabhängig voneinander optimiert werden. Die Ver-

dünnung wurde durch kontinuierliches Zumischen von Wasser mit 0,1 % Ameisen-

säure über eine zusätzliche HPLC-Pumpe (Pumpenkopf B, s. Abbildung 30) reali-
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siert. In der Mischkammer dieser Pumpe wurden Eluat und Wasser vollständig 

durchmischt, bevor der gesamte Fluss durch Saugen des Pumpenkopfs A über ein 

T-Stück zusätzlich geteilt wurde (engl. dilute-and-split). Daraus resultierte ein Fluss 

von 20 µL/min, sodass die Probenschleifen innerhalb von 4 Minuten zu 80 % gefüllt 

wurden. Ein Verlust einzelner Komponenten durch Überfüllen konnte somit ausge-

schlossen werden. In der zweiten Dimension wurde mit einem Shift-Gradienten gear-

beitet. Dabei wurde während der ersten Modulation ein linearer Gradient von 10 bis 

60 % Methanol gefahren. In den nachfolgenden Modulationen startete der Gradient 

immer mit einem etwas höheren Anteil an organischem Lösungsmittel, so dass wäh-

rend der letzten Modulation ein Gradient von 50 bis 90 % Methanol lief. Damit erfah-

ren Substanzen, die spät von der ersten Säule eluieren, in der zweiten Dimension 

direkt eine stärkere Elutionskraft. Diese Technik hat sich in der LCxLC vor allem bei 

der Kombination von zwei Umkehrphasen bewährt, um die bestmögliche Ausnutzung 

der Trennfläche und eine hohe Peakkapazität zu erreichen [239]. Nach der Trennung 

in der zweiten Dimension gelangt der Fluss durch die Messzelle eines Diodenarray-

Detektors, wo zusätzliche Informationen über die UV-Absorption gewonnen werden 

können, in die Ionenquelle (hier ESI) zur weiteren Analyse mit IM-qTOF-MS. 

 

Abbildung 30: Aufbau des LC+LC-Systems. Das Eluat der ersten Dimension (100 µL/min) wird 
kontinuierlich mit Wasser (300 µL/min) verdünnt. Hinter der Mischkammer wird mit einem Fluss 
von 380 µL/min über ein T-Stück abgesaugt, sodass die Probenschleifen mit verdünntem Eluat 
(20 µL/min) gefüllt werden.  
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5.3.3 Analyse von Ginkgo biloba 

Die Entwicklung und Charakterisierung der LC+LC-Methode wurde mit einem me-

thanolischen Extrakt von Blättern der Pflanze Ginkgo biloba durchgeführt [234]. 

Ginkgo-Extrakte werden häufig zu medizinischen oder diätetischen Zwecken in Nah-

rungsergänzungsmitteln eingesetzt [240]. Dabei sind Wirkungen unter anderem ge-

gen Asthma, Herzkreislauferkrankungen [241] und Tinnitus [242] bekannt. Zu den 

wichtigsten Inhaltsstoffen zählen Flavonoide und die sogenannten Ginkgolide (Ter-

penlactone) [241,243] sowie Catechine [244]. 

Der Contourplot in Abbildung 31 zeigt die Trennung in den beiden flüssigchromato-

graphischen Dimensionen der LC+LC (hier von einer Messung im qTOF-only Modus, 

da nur für diese Datenfiles die Subtraktion eines Blindwertes möglich war). Jede Mo-

dulation ist darin als vertikaler Streifen von 4 Minuten Breite zu erkennen (erste Di-

mension). Die Trennung in der zweiten Dimension kann für jede Modulation entlang 

der y-Achse betrachtet werden. Es konnte eine Vielzahl an Komponenten getrennt 

werden, die über einen großen Teil der zur Verfügung stehenden Trennfläche verteilt 

sind. 

 

Abbildung 31: Contourplot der LC+LC-qTOF Analyse von Ginkgo biloba (TIC nach Blanksubs-
traktion). Die gestrichelten Linien markieren die Fläche Aeff für die Berechnung der Peakkapazi-
tät in 5.3.3.2 
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Die gleiche Probe wurde mit LC+LC im IM Modus analysiert. Da einzelne Analyten 

wie in 5.3.1 erläutert bei der LC+LC-Trennung nur in einer Fraktion enthalten sein 

sollten, kann hier eine Retentionszeit für beide LC-Trenndimensionen zusammen 

angegeben werden. Somit wird die Darstellung der Daten in einer Heatmap mit Drift-

zeit gegen Retentionszeit, wie bereits in Abschnitt 5.2 für 1D-LC-IM-qTOF-MS-Analy-

sen gezeigt, möglich (Abbildung 32 a). Ein Ausschnitt von 8-12 Minuten stellt die 

Trennung während einer Modulation dar (Abbildung 32 b). Darin wird der Beitrag der 

zweiten Dimension (horizontale Richtung) und der Ionenmobilitätsspektrometrie als 

dritte Dimension (vertikale Richtung) deutlich. Extrahieren von Driftspektrum und 

Massenspektrum in einem schmalen Retentionzeitabschnitt (9,63-9,76 Minuten) lie-

fert Abbildung 32 c, in der die weitere Auftrennung eines Peaks hinter der zweiten 

Dimension nach Driftzeit im IMS (dritte Dimension) und nach m/z-Verhältnis im TOF-

Massenspektrometer (vierte Dimension) zu erkennen ist. Ein herangezoomter Aus-

schnitt (Abbildung 32 d) zeigt einen Peak im Massenspektrum (m/z = 379,1001), der 

im Driftspektrum in zwei Signale (23,12 und 24,85 ms) aufgetrennt ist. Dies ist ein 

Beispiel für isobare Substanzen, die nach zwei chromatographischen Dimensionen 

immer noch coeluieren und aufgrund ihres gleichen m/z-Verhältnisses 

massenspektrometrisch nicht unterscheidbar sind, aber durch einen Unterschied in 

ihrer Struktur andere CCS aufweisen und daher mittels IMS getrennt werden können. 

5.3.3.1 Reproduzierbarkeit 

Um die Reproduzierbarkeit der entwickelten Methode zu untersuchen wurde der glei-

che Ginkgo biloba Extrakt ─ mit Colchicin als internem Standard versetzt ─ an drei 

verschiedenen Tagen je dreimal injiziert und mit LC+LC-IM-qTOF-MS analysiert. 

Nach dem Prinzip der LC+LC Methode kann hier für jede Substanz eine Retentions-

zeit angegeben werden, die sich als Summe aus der Retentionszeit der ersten Di-

mension (4 Minuten Modulationszeit multipliziert mit der Nummer der Fraktion) und 

der Retentionszeit in der zweiten Dimension ergibt. Der interne Standard Colchicin 

wurde in allen Wiederholmessungen bei einer durchschnittlichen Retentionszeit von 

69,97 Minuten mit einer relativen Standardabweichung von 0,01 % gefunden. Rutin, 

ein Flavonoid, das als eine der Hauptkinhaltsstoffe in Ginkgo biloba bekannt ist [241], 

wies eine durchschnittliche Retentionszeit von 22,50 Minuten und eine relative Stan-

dardabweichung von 0,03 % auf.  
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Abbildung 32: a) Heatmap der LC+LC-IM-qTOF-MSAnalyse (ESI pos.) eines Ginkgo biloba Ex-
trakts. b) Ausschnitt der Heatmap mit Trennung einer Fraktion (gesammelt zwischen 4 und 8 
Minuten) in der zweiten Dimension (Elution von der zweiten Säule zwischen 8 und 12 Minuten). 
c) Driftspektum (rot), Massenspektrum (blau) und 2D-Plot (m/z gegen Driftzeit) extrahiert bei 
tR=9,63 bis 9,76 min. d) Ein vergrößerter Ausschnitt zeigt die Trennung von zwei Peaks mit dem 
gleichen m/z-Verhältnis in der IM Dimension. Methodenparameter in Tabelle 7. 
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Zusätzlich wurde Rutin in einem methanolischen Extrakt von Kastanienblättern (Cas-

tanea sativa) mit einer Retentionszeit von 22,52 Minuten gefunden (s. Tabelle 28 im 

Anhang S. 120) was zeigt, dass die Retentionszeiten auch für andere Matrices gut 

reproduzierbar sind. Weiterhin wurden acht Peaks zwischen 9,45 und 

111,04 Minuten mit m/z-Verhältnissen zwischen 205,0972 und 763,2044 zufällig 

ausgewählt und ebenfalls die Retentionszeiten in allen Wiederholmessungen ausge-

wertet. Dabei ergaben sich relative Standardabweichungen zwischen 0,01 und 

0,07 %. Diese insgesamt sehr gute Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten kann 

damit erklärt werden, dass die Analyten durch die Verdünnung mit Wasser am An-

fang der zweiten Säule vor der Trennung nochmals fokussiert werden. 

In vier aufeinanderfolgenden Analysen wurden die Peakflächenverhältnisse zweier 

Substanzen betrachtet. Dabei wurden der interne Standard Colchicin 

(m/z = 400,1755) und ein Peak mit ähnlichem Retentionsverhalten (m/z = 763,1849) 

ausgewählt. Das Peakflächenverhältnis beider Substanzen hatte zwischen den vier 

Messungen eine relative Standardabweichung von 5,1 %. Über interne Standards 

könnte die LC+LC-Methode also auch durchaus zur Quantifizierung eingesetzt wer-

den. Dabei ergibt sich gegenüber LCxLC-Anwendungen der Vorteil, dass in der Re-

gel nur ein Peak pro Analyt integriert werden muss. 

5.3.3.2 Peakkapazität 

Die gesamte Peakkapazität dieser Methode setzt sich zusammen aus den Peakka-

pazitäten der beiden chromatographischen Dimensionen und der Ionenmobilitäts-

spektrometrie. In Analogie zu [188] ergibt sich die maximale Anzahl getrennter Peaks 

Pges als Produkt aus der Peakkapazität der 2D-LC Trennung, LC+LCn, und der Peak-

kapazität der IM-Dimension IMn: 

L̂TH = $RP_RP ∙ $`6  

Gleichung 30 

Unter optimalen, vollständig orthogonalen Bedingungen kann die Peakkapazität einer 

zweidimensionalen Trennung nach Gleichung 21 als Produkt der beiden Dimensio-

nen berechnet werden. Da bei der entwickelten LC+LC-Methode wegen der langen 

Modulationszeit von 4 Minuten die Auflösung der ersten Dimension verloren geht, 

wird hier für die Peakkapazität der ersten Dimension 1n die Anzahl der Fraktionen, 
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die während des gesamtes Laufes von tges = 120 Minuten in die zweite Dimension 

gelangen, eingesetzt: 

$: = �LTH4 /a$ 5 1 = 120 /a$4 /a$ 5 1 = 29 

Gleichung 31 

Die Peakkapazität der LC+LC-Trennung kann so für eine völlig orthogonale Tren-

nung nach Kombination von Gleichung 31 und Gleichung 21 berechnet werden: 

$RP_RP = >120 /a$4 /a$ 5 1@ ∙ $9  

Gleichung 32 

Da absolut orthogonale Bedingungen nicht vorliegen und nach [190] und [191] auch 

kaum erreicht werden können, muss Gleichung 32 um einen Orthogonalitätsfaktor OA 

gemäß Gleichung 22 ergänzt werden. OA ist dabei der Anteil der effektiven Fläche 

Aeff an der gesamten Fläche A wie im Contourplot in Abbildung 31 eingezeichnet. 

$RP_RP = S1 ∙ >120 /a$4 /a$ 5 1@ ∙ $9 = DTUUD ∙ >120 /a$4 /a$ 5 1@ ∙ $9  

Gleichung 33 

Aus Abbildung 31 ergibt sich mit Aeff = 174 und A = 480 ein Orthogonalitätsfaktor von 

OA = 0,36. Für die Peakkapazität in einer Dimension gilt Gleichung 20, die hier zur 

Berechnung der Peakkapzität in der zweiten und in der IM Dimension herangezogen 

wird. Dafür wurden jeweils drei Peaks vom Anfang, aus der Mitte und vom Ende ei-

nes 2D-Chromatogramms bzw. eines Driftspektrums ausgewählt und die Peakbasis-

breite wb als Mittelwert davon bestimmt. In der zweiten Dimension ergibt sich so mit 

einer Laufzeit von 4 Minuten und wb = 0,13 Minuten eine Peakkapazität von 2n = 31. 

In der IM Dimension wird hier nur die Zeit zwischen 14 und 36 ms berücksichtigt, in 

der in Abbildung 32 a tatsächlich Signale sichtbar sind. Somit resultiert bei t = 22 ms 

und wb = 0,83 ms eine maximale Anzahl von IMn = 27 getrennten Peaks in der IM 

Dimension. Einsetzen der ermittelten Werte in Gleichung 33 liefert als Peakkapazität 

der LC+LC-Trennung LC+LCn = 324. Als gesamte Peakkapazität der LC+LC-IM-MS 

Methode kann hier nach Gleichung 30 Pges = 8748 berechnet werden.  
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Bei dieser Berechnung handelt es sich immer noch um eine Näherung, da nicht ver-

hindert werden kann, dass einige Substanzen einmal moduliert werden und so zwei 

Peaks für eine Substanz erscheinen. In der IM Dimension können außerdem mehre-

re Peaks für einen Analyten auftreten, wenn dieser verschiedene Addukte bildet oder 

in der Ionenquelle teilweise fragmentiert. Dennoch wird die hohe Trennleistung der 

Methode deutlich. Auch wenn die Zahl der Fraktionen auf 29 limitiert ist und dadurch 

die Peakkapazität der LC+LC-Trennung mit 324 geringer ist als bei vergleichbaren 

LCxLC-Methoden, kann durch die Einführung der Ionenmobilitätsspektrometrie als 

dritte Trenndimension eine sehr hohe Trennleistung mit einer Peakkapazität von über 

8000 erzielt werden. 

5.3.3.3 Identifizierung von Inhaltsstoffen über die CCS Datenbank 

Nach der Analyse mit LC+LC-IM-qTOF-MS kann, genau wie bereits in 5.2 an ver-

schiedenen Beispielen für 1D-LC-IM-qTOF-MS Messungen gezeigt, eine Feature-

Suche durchgeführt werden, bei der zu jedem Feature die Collision Cross Section 

aus der Driftzeit über die Single-Field Methode berechnet wird. Tabelle 18 zeigt die 

Ergebnisse der Suche in der CCS Datenbank mit m/z (± 5 ppm) und Ω (± 1 %) für die 

gefundenen Feature nach einer LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse der Ginkgo biloba 

Probe. Darin konnten 7 Substanzen identifiziert werden. Bei einer davon handelt es 

sich um Colchicin, das der Probe als interner Standard zugegeben wurde. Die 

Flavonoide Quercetin, Kaempferol und Isorhamnetin sowie das glykosidisch gebun-

dene Rutin sind als typische Inhaltsstoffe in Ginkgo bekannt [240,241]. Rutin wurde 

hier sowohl über sein [M+H]+-Addukt als auch über das [M+Na]+-Addukt gefunden. In 

diesem Fall treten beide Addukte zweimal – wegen des Shift-Gradienten im Abstand 

von etwas weniger als 4 Minuten – auf. Demzufolge hat Rutin die erste Säule genau 

zwischen zwei Modulationen verlassen und war so in zwei Fraktionen enthalten. In 

diesem Fall müssten für eine quantitative Aussage beide Peaks integriert und die 

Flächen summiert werden. Gallocatechin, das ebenfalls neben anderen Catechinen 

in Ginkgoblättern zu finden ist [244], wurde hier im Abstand von 0,35 Minuten, also 

innerhalb einer Modulation, zweimal gefunden. Durch Injektion eines Gallocatechin-

standards konnte der erste der beiden Peaks bei 9,21 Minuten als Gallocatechin be-

stätigt werden. Wahrscheinlich handelt es sich bei dem anderen Peak, der mit 0,5 % 

auch stärker vom CCS Datenbankwert abweicht als der erste, um eine isobare Sub-
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stanz mit sehr ähnlicher Struktur und Größe, die in der Datenbank bisher nicht ent-

halten ist. Es kann also festgestellt werden, dass eine gute chromatographische 

Trennung bei IM-MS Analysen komplexer Proben nach wie vor sehr wichtig ist.  

Tabelle 18: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse von Ginkgo 

biloba mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω entsprechen 
dem Datenbankwert 

tR  

[min] 

Exakte 

Masse 

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

Summenformel Substanz 

9,21 306,0740 2,0 H+ 173,1 -0,1 C15H14O7 Gallocatechin 

9,47 204,0899 -0,5 H+ 151,9 0,9 C11H12N2O2 Tryptophan 

9,56 306,0740 0,7 H+ 173,1 -0,5 C15H14O7 Gallocatechin 

22,51 610,1534 -0,2 H+ 234,4 0,6 C27H30O16 Rutin 

22,51 610,1534 -0,3 Na+ 249,4 0,6 C27H30O16 Rutin 

26,45 610,1534 0,2 H+ 234,4 0,5 C27H30O16 Rutin 

26,45 610,1534 -0,9 Na+ 249,4 0,6 C27H30O16 Rutin 

26,47 302,0427 -1,0 H+ 168,1 0,0 C15H10O7 Quercetin 

69,97 399,1682 -1,2 H+ 197,8 0,9 C22H25NO6 Colchicin 

74,52 286,0477 -3,8 H+ 163,6 0,3 C15H10O6 Kaempferol 

74,57 316,0583 0,3 H+ 171,6 0,6 C16H12O7 Isorhamnetin 

 

Nach dem gleichen Prinzip wurden eine Kaffeeprobe sowie ein wässriger und ein 

methanolischer Extrakt von Castanea sativa Blättern analysiert. Die Ergebnisse dazu 

befinden sich im Anhang (Abbildung 42, Abbildung 43 und Abbildung 44 bzw. Tabelle 

26, Tabelle 27 und Tabelle 28, S. 118 ff). 

5.3.4 Non-target Analyse einer Abwasserprobe mit HPLC-IM-qTOF-MS und 

LC+LC-IM-qTOF-MS 

Die in dieser Arbeit aufgebaute CCS Datenbank bietet wie bereits gezeigt die Mög-

lichkeit non-target Analysen durchzuführen, in denen vorab keine Informationen zu 

den Inhaltsstoffen einer Probe bekannt sind. Dabei werden komplexe Proben mittels 

HPLC- oder LC+LC-IM-qTOF-MS getrennt und Inhaltsstoffe über deren exakte Mas-

se und CCS identifiziert. Limitierend ist dabei die Größe der Datenbank, die nach und 
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nach erweitert werden muss. Da bisher unter anderem eine große Zahl an abwasser-

relevanten Substanzen wie Pharmazeutika und Pestizide darin enthalten ist, soll im 

Folgenden zum Vergleich eine non-target Analyse von Abwasser mit eindimensiona-

ler HPLC-IM-qTOF-MS und mit zweidimensionaler LC+LC-IM-qTOF-MS gezeigt 

werden.  

Anthropogene Substanzen wie Pharmazeutika, Pestizide und kosmetische Produkte 

werden in die Umwelt freigesetzt und gelangen so in den Wasserkreislauf. Verschie-

dene Wasserproben haben komplexe Matrices und können tausende verschiedener 

Kontaminanten enthalten, die möglichst mit einer analytischen non-target Methode 

[245] in kurzer Zeit umfassend identifiziert werden sollen [246]. Am häufigsten wer-

den zurzeit LC-MS Systeme, oft mit hochauflösender Massenspektrometrie, für die 

Analyse dieser Kontaminanten und deren Metabolite [247–249] in Abwasser und na-

türlichen Gewässern [250,251] eingesetzt. 

Es stand eine im Klärwerk Vierlinden in Duisburg entnommene und mittels Festpha-

senextraktion aufbereitete Abwasserprobe zur Verfügung. Abbildung 33 zeigt die 

Heatmap einer Trennung dieser sichtlich komplexen Probe mit HPLC-IM-qTOF-MS. 

Eine Feature-Analyse mit anschließender Suche in der CCS Datenbank 

(m/z ± 5 ppm und Ω ± 1 %) ergab 22 verschiedene Komponenten, von denen 19 als 

[M+H]+-Addukte und 3 als [M+Na]+-Addukte gefunden wurden (s. Tabelle 19). Alle 

Substanzen konnten Gruppen von Pharmazeutika oder Pestiziden und bekannten 

Metaboliten davon zugeordnet werden. Als Beispiel für die Unterscheidung von Iso-

baren kann hier Tramadol genannt werden. Allein die exakte Masse (263,1885 Da) 

könnte sowohl Tramadol als auch der Substanz Desvenlafaxin, die die gleiche Sum-

menformel besitzt, zugeordnet werden. Da dieses Substanzpaar aber, wie in 5.1.2.1 

festgestellt, anhand ihrer CCS-Werte unterschieden werden kann, ergab die Daten-

banksuche hier eindeutig Tramadol. Dass hier drei Peaks als Tramadol erkannt wur-

den (6,82, 8,37 und 10,25 Minuten) könnte damit erklärt werden, dass die Probe 

noch weitere strukturell sehr ähnliche Substanzen enthält, die in der Datenbank bis-

her nicht bekannt sind. Für das Signal bei 18,56 Minuten ist eine Unterscheidung 

zwischen den beiden isobaren Substanzen Estron und Trenbolon (270,1620 Da) 

nicht möglich, da deren Stoßquerschnitte zu ähnlich sind (vgl. 5.1.2.1). Auch wenn 

die Abweichung der CCS von Trenbolon mit 0,0 % besser ist als von Estron (0,5 %), 
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kann hier keine sichere Aussage getroffen werden, da beide Treffer im bewährten 

Toleranzbereich von 1 % liegen. 

 

Abbildung 33: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) von Abwasser;  
Methodenparameter in Tabelle 6  

 

Tabelle 19: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC-IM-qTOF-MS Analyse von Abwasser 
mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω entsprechen dem 
Datenbankwert. Zusätzlich ist angegeben, zu welcher Gruppe von Kontaminanten die Substanz 
zählt. 

tR  

[min] 

Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

Substanz Gruppe 

2,81 164,0950 0,0 H+ 133,6 0,0 Fenuron Herbizid 

6,82 263,1885 0,8 H+ 161,1 0,4 Tramadol Analgetikum 

8,24 231,1008 -3,4 H+ 149,9 -0,2 4-Formyl- 

aminoantipyrin 

Metabolit  

8,37 263,1885 0,4 H+ 161,1 0,5 Tramadol Analgetikum  

8,67 290,1379 2,1 H+ 174,0 -0,3 Trimethoprim Analgetikum 

9,86 265,1579 3,0 H+ 159,7 -0,1 Mirtazapin Antidepressivum 

10,25 263,1885 -0,4 H+ 161,1 -0,2 Tramadol Analgetikum 

10,62 267,1834 -2,2 H+ 172,2 -0,1 Metoprolol Betablocker 

11,21 278,0837 1,8 H+ 163,5 0,2 Sulfadimidin Antibiotikum 

12,70 748,5085 -2,7 H+ 263,4 -0,5 Azithromycin Antibiotikum 

12,73 325,2253 3,1 H+ 187,8 -0,5 Bisoprolol Betablocker 

13,10 277,2042 -0,4 H+ 171,4 -0,1 Venlafaxin Antidepressivum 

13,86 424,1799 2,1 H+ 202,7 -0,3 Clindamycin Antibiotikum 
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tR  

[min] 

Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

Substanz Gruppe 

15,57 292,0979 0,7 H+ 173,2 0,3 Climbazole Antimykotikum 

15,66 236,0950 -0,4 Na+ 161,9 -0,2 Carbamazepin Analgetikum 

16,14 198,1732 1,0 H+ 148,9 0,1 Cycluron Herbizid 

16,31 241,1361 1,2 H+ 159,4 -0,3 Terbutryn Herbizid 

16,54 191,1310 -4,7 H+ 143,2 -0,5 DEET  

(Diethyltoluamid) 

Insektenschutzmittel 

17,87 836,5246 -1,0 Na+ 278,3 -0,7 Roxithromycin Antibiotikum 

18,12 440,1597 -2,3 H+ 196,3 -0,3 Candesartan Herz-Kreislauf-

Medikament 

18,56 270,1620 0,4 H+ 165,5 -0,5 Estron Östrogen 

 270,1620 0,4 H+ 166,3 0,0 Trenbolon Anabolikum 

20,26 295,0167 2,4 H+ 159,1 -0,2 Diclofenac Antiphlogistikum 

20,49 290,0822 0,7 H+ 175,2 0,3 Chloroxuron Herbizid 

 

Die gleiche Abwasserprobe wurde mit LC+LC-IM-qTOF-MS gemessen. Die Heatmap 

in Abbildung 34 a zeigt deutlich die Verteilung einer Vielzahl an Komponenten auf die 

Fraktionen der ersten Dimension, die in der zweiten Dimension eine weitere starke 

Auftrennung erfahren und im IMS noch weiter nach Driftzeiten getrennt werden 

(s. Ausschnitt in Abbildung 34 b). Über die Datenbanksuche konnten hier 53 Kompo-

nenten identifiziert werden (s. Tabelle 20), also mehr als doppelt so viele wie nach 

der eindimensionalen HPLC-IM-qTOF-MS Analyse. Zudem wurden hier mehr Sub-

stanzen sowohl über ihr [M+H]+-Ion als auch ihr Natriumaddukt gefunden. Es wur-

den, bis auf eine Ausnahme (Chloroxuron), alle Analyten aus Tabelle 19 gefunden. 

Außerdem taucht hier Tramadol nur noch einmal auf. Diese Abweichungen sind mög-

licherweise damit zu erklären, dass durch die Verdünnung (dilute-and-split) in der 

LC+LC-Methode Sensitivität verloren geht. Insgesamt kann aber eine deutlich größe-

re Anzahl an Peaks detektiert und zugeordnet werden, da die zweidimensionale  
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Abbildung 34: a) Heatmap der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) von Abwasser b) Aus-
schnitt der Heatmap mit Trennung einer Fraktion (gesammelt zwischen 16 und 20 Minuten) in 
der zweiten Dimension (Elution von der zweiten Säule zwischen 20 und 24 Minuten);  
Methodenparameter in Tabelle 7 

Trennung deutlich besser ist als die eindimensionale und dadurch weniger Ionen-

suppression entsteht. Zudem werden durch eine verbesserte Vortrennung auch aus-

sagekräftigere MS-Spektren erhalten, die die Feature-Analyse begünstigen. Aller-

dings kann auch hier bei dem Peak bei 79,24 Minuten nicht eindeutig zwischen 

Estron und Trenbolon unterschieden werden. Die beiden Isobare 

4-Methylbenzotriazol (4-MBTZ) und 5-MBTZ sind ebenfalls strukturell zu ähnlich 

(vgl. 5.1.2.1), sodass der Peak bei 30,25 Minuten nicht eindeutig zugeordnet werden 

kann. Das bereits oben diskutierte Isobarenpaar Tramadol und Desvenlafaxin wurde 

hier chromatographisch getrennt und beide Substanzen wurden über ihre CCS-Werte 

eindeutig erkannt (13,85 und 25,72 Minuten). Die Retentionszeit von Tramadol bei 

25,7 Minuten wurde zusätzlich durch die Injektion eines Standards bestätigt. Als wei-
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teres Substanzpaar sind hier Ifosfamid und Cyclophosphamid interessant. Diese wei-

sen in Form von [M+H]+-Addukten sehr ähnliche Stoßquerschnitte auf, können aber 

anhand der CCS-Werte ihrer [M+Na]+-Addukte unterschieden werden. Somit ist eine 

Identifizierung von Ifosfamid bei 22,32 Minuten und von Cyclophosphamid bei 

22,45 Minuten möglich. Es sollten daher grundsätzlich alle gebildeten Adduktionen 

betrachtet werden. 

Hier wurden bewusst zwei Methoden ausgewählt, die als gebräuchliche Standardme-

thoden die Anwendbarkeit der non-target Analyse mithilfe der CCS Datenbank zei-

gen sollten. Auch wenn aufgrund der unterschiedlichen Laufzeiten (30 Minuten 

HPLC-IM-qTOF-MS und 120 Minuten LC+LC-IM-qTOF-MS) ein direkter Vergleich 

nicht ganz einfach ist, kann über die Anzahl der detektierten Signale in Anlehnung an 

[252] eine Aussage über die Trennleistung beider Methoden getroffen werden. Durch 

die bessere Trennung in zwei LC Dimensionen, die zu weniger Ionensuppression 

und insgesamt saubereren MS-Spektren führt, konnten hier mit der LC+LC-Methode 

mehr Feature gefunden und identifiziert werden als mit der eindimensionalen HPLC. 

Dafür ist zwar mehr Analysenzeit erforderlich, es können aber in dieser Zeit auch 

mehr Informationen über die Probe gewonnen werden. 

Tabelle 20: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse von Ab-
wasser mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω entsprechen 
dem Datenbankwert. Zusätzlich ist angegeben zu welcher Gruppe von Kontaminanten die Sub-
stanz zählt. 

tR  

[min] 

Exakte  

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω 

[%] 

Substanz Gruppe 

9,01 272,1195 -1,1 H+ 167,5 0,4 Sotalol Blutdrucksenker 

11,53 279,1471 1,4 H+ 159,2 -0,3 Metalaxyl Fungizid 

11,53 279,1471 4,3 Na+ 173,6 0,2 Metolachlor- 

carbonsäure 

Metabolit 

13,85 263,1885 -1,0 Na+ 176,8 0,2 Desvenlafaxin Antidepressivum 

 263,1885 0,0 H+ 167,0 0,1 Desvenlafaxin  

17,33 249,0572 -4,4 Na+ 164,4 0,4 Sulfapyridin Antibiotikum 

17,47 290,1379 1,7 H+ 174,0 0,1 Trimethoprim Antibiotikum 

17,49 231,1008 -1,7 H+ 149,9 -0,1 4-Formyl- 

aminoantipyrin 

Metabolit 

18,44 236,1161 -2,3 Na+ 165,9 0,8 Carbetamid Herbizid 
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tR  

[min] 

Exakte  

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω 

[%] 

Substanz Gruppe 

18,58 424,1799 -0,9 Na+ 207,3 -0,5 Clindamycin Antibiotikum 

 424,1799 2,6 H+ 202,7 0,0 Clindamycin  

21,47 245,1164 -0,8 H+ 155,2 0,0 4-Acetamido- 

antipyrin 

Metabolit 

21,56 238,1106 -3,3 H+ 151,4 -0,1 10,11-Dihydro-

carbamazepin 

Metabolit 

21,76 331,1332 -1,2 H+ 177,1 0,5 Ciprofloxacin Antibiotikum 

21,98 278,0837 -0,4 H+ 163,5 0,4 Sulfadimidine Antibiotikum 

22,32 260,0248 2,5 Na+ 158,7 0,1 Ifosfamid Zytostatikum 

 260,0248 -1,5 H+ 147,3 -0,5 Cyclophosphamid Zytostatikum 

 260,0248 -1,5 H+ 147,7 -0,3 Ifosfamid  

22,45 260,0248 3,2 Na+ 155,2 0,0 Cyclophosphamid  

22,50 164,0950 -1,2 H+ 133,6 0,1 Fenuron Herbizid 

25,72 263,1885 0,8 H+ 161,1 0,1 Tramadol Analgetikum 

26,19 748,5085 -0,8 H+ 263,4 0,1 Azithromycin Antibiotikum 

26,21 325,2253 -1,4 Na+ 178,8 0,1 Bisoprolol Betablocker 

 325,2253 1,8 H+ 187,8 -0,2 Bisoprolol  

29,71 265,1579 1,9 H+ 159,7 0,0 Mirtazapin Antidepressivum 

 253,0521 -3,9 H+ 155,1 0,2 Sulfamethoxazol Antibiotikum 

29,72 188,0950 -1,9 Na+ 154,8 -0,1 Phenazon Analgetikum 

 188,0950 -2,6 H+ 138,8 0,1 Phenazon  

30,21 311,1092 2,2 H+ 172,1 0,9 Fenamidon Fungizid 

30,25 133,0640 2,2 H+ 125,1 -0,5 4-MBTZ Korrosionsschutz-

mittel 

 133,0640 2,2 H+ 125,6 -0,1 5-MBTZ Korrosionsschutz-

mittel 

37,60 252,0899 -0,8 H+ 161,3 -0,1 Carbamazpin- 

10,11-Epoxid 

Metabolit 

37,63 119,0483 2,5 H+ 122,1 0,2 BTA Korrosionsschutz-

mittel 

38,08 277,2042 1,8 H+ 171,4 0,3 Venlafaxin Antidepressivum 

46,74 250,1569 -2,2 Na+ 166,9 -0,7 Gemfibrozil Lipidsenker 

46,81 241,1361 2,9 H+ 159,4 -0,1 Terbutryn Herbizid 

54,28 295,0627 -2,7 H+ 170,8 -1,0 N4-Acetyl-

Sulfamethoxazol 

Metabolit 

58,58 198,1732 -1,5 H+ 148,9 0,2 Cycluron Herbizid 
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tR  

[min] 

Exakte  

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω 

[%] 

Substanz Gruppe 

58,65 191,1310 1,6 H+ 143,2 -0,3 DEET Insektenschutzmittel 

61,25 267,1834 2,2 H+ 172,2 0,5 Metoprolol Betablocker 

61,84 269,1416 -1,1 H+ 168,7 -0,4 Mepronil Fungizid 

66,23 292,0979 0,7 H+ 173,2 0,8 Climbazol Antimykotikum 

66,57 206,1419 0,0 Na+ 159,4 0,1 Isoproturon Herbizid 

66,59 733,4612 0,7 H+ 257,8 0,6 Erythromycin Antibiotikum 

70,53 747,4769 0,3 H+ 266,1 0,2 Clarithromycin Antibiotikum 

74,54 836,5246 -2,6 H+ 276,2 0,2 Roxithromycin Antibiotikum 

 836,5246 -1,4 Na+ 278,3 -0,1 Roxithromycin  

74,75 230,0943 1,6 Na+ 161,3 0,6 Naproxen Antiphlogistikum 

78,15 277,1830 -4,7 H+ 167,6 0,9 Amitriptylin Antidepressivum 

78,44 422,1622 2,6 H+ 200,8 0,8 Losartan Blutdrucksenker 

78,60 278,0861 -4,7 H+ 163,3 0,8 Triphenyl- 

phosphanoxid 

 

79,24 270,1620 -2,6 H+ 165,5 -0,5 Estron Östrogen 

 270,1620 -2,6 H+ 166,3 -0,1 Trenbolon  Anabolikum 

81,56 324,1638 -0,6 H+ 181,8 0,7 Citalopram  

82,54 440,1597 1,1 H+ 196,3 0,5 Candesartan Herz-Kreislauf-

Medikament 

82,58 403,1168 1,2 Na+ 196,9 0,2 Azoxystrobin Fungizid 

83,01 435,9387 0,7 Na+ 195,1 0,3 Fipronil Insektizid 

83,12 295,0167 2,0 H+ 159,1 0,6 Diclofenac Antiphlogistikum 

 295,0167 -2,5 Na+ 167,5 0,6 Diclofenac  

83,53 376,2000 0,3 H+ 187,6 -0,3 Enalapril Blutdrucksenker 

93,83 236,0950 0,0 Na+ 161,9 0,4 Carbamazepin Analgetikum 

 

5.4 Analyse von Ginkgo biloba mit GC-APCI-IM-qTOF-MS 

Die vorherigen Abschnitte befassen sich ausschließlich mit flüssigchromatographi-

schen Methoden, die bereits eine sehr gute Trennleistung bei der Analyse komplexer 

Proben bieten. Mit einer solchen Methode sind aber nicht alle Inhaltsstoffe zugäng-

lich. Um möglichst viele Informationen zu einer Probe zu erfassen, ist der Einsatz 

unterschiedlicher Methoden, z.B. Gaschromatographie (GC) und HPLC, weiterhin 

sinnvoll. Für die Analyse unpolarer, verdampfbarer Verbindungen werden häufig 

gaschromatographische Methoden eingesetzt. Vor allem bei komplexen Proben ist 
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die komprehensive zweidimensionale Gaschromatographie (GCxGC), gekoppelt mit 

Massenspektrometrie, mittlerweile ein etabliertes Verfahren [253–255]. Auch wenn 

bereits einige Anwendungen die Ionenmobilitätsspektrometrie als selektiven Detektor 

in der GC nutzten [256,257] bzw. den Vorteil vereinfachter IMS Spektren durch einen 

Gaschromatographen als Einlasssystem erkannten [11,258,259] und GC-IMS Sys-

teme bei der Analyse flüchtiger organischer Verbindungen durchaus schon verwen-

det wurden [260,261], gibt es bisher nur wenige Anwendungen, die eine zweidimen-

sionale Trennung mit GC-IMS und anschließender Massenspektrometrie als dritter 

Dimension zeigen [262,263]. 

In dieser Arbeit wurde die Gaschromatographie über eine chemische Ionisation bei 

Atmosphärendruck (APCI) mit der Ionenmobilitäts-Massenspektrometrie gekoppelt. 

Die kommerziell erhältliche GC-APCI-Quelle wurde zur Verbesserung der Signalqua-

lität und -intensität in unserer Arbeitsgruppe modifiziert (s. 4.1.3). Von der gleichen 

Ginkgo biloba Probe, deren Analyse mit LC+LC-IM-qTOF-MS in 5.3.3 ausführlich 

dargestellt ist, wurde ein Extrakt in Dichlormethan hergestellt, um unpolare Substan-

zen mit GC-APCI-IM-qTOF-MS zu erfassen. Die Heatmap dieser Analyse ist in Ab-

bildung 35 dargestellt. Es ist eine gute Auftrennung von vielen Komponenten in bei-

den Dimensionen (GC und IMS) zu erkennen.  

 

Abbildung 35: Heatmap der GC-IM-qTOF-MS Analyse (APCI pos.) eines Dichlormethan-Extrakts 
von Ginkgo biloba; Methodenparameter in Tabelle 8 

Auch hier zeigen einzelne Beispiele die Trennung von isobaren Substanzen mit glei-

cher Retentionszeit und gleichem m/z-Verhältnis nach ihrer Driftzeit (s. Abbildung 

36). Um die CCS-Werte der Analyten bei der GC-Kopplung berechnen zu können, 
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muss zunächst eine geeignete Kalibration, wie in 5.1.1.2 für die Single-Field Methode 

beschrieben, entwickelt werden. Die Komponenten des bei HPLC-ESI-Messungen 

verwendeten Tunemix konnten mit GC-APCI nicht detektiert werden. Daher muss in 

weiteren Arbeiten eine Mischung gut detektierbarer Substanzen mit ausreichend 

großen Unterschieden hinsichtlich Masse und Driftzeit erstellt werden, deren CCS 

zudem sicher bekannt sind. Nach einer Erweiterung der CCS Datenbank um mehr 

GC relevante Substanzen könnte dann die Feature-Analyse von GC-IM-qTOF-MS 

Analysen und die anschließende Datenbanksuche nach exakten Massen und CCS 

ein weiteres wichtiges Werkzeug bei der Charakterisierung komplexer Proben sein. 

Für eine noch bessere Trennleistung kann zudem die Analyse in vier Dimensionen 

analog zu 5.3 mit GC+GC-IM-qTOF-MS eingesetzt werden. Anwendbarkeit und Vor-

teile der GC+GC mit Flammenionisationsdetektion (FID) wurden in unserem Arbeits-

kreis bereits gezeigt [264]. 

 

Abbildung 36: Driftspektum (rot), Massenspektrum (blau) und 2D-Plot (m/z gegen Driftzeit) ex-
trahiert bei tR = 20,07 bis 20,12 min der GC-IM-qTOF-MS Analyse von Ginkgo biloba; zwei 
coeluierende Substanzen mit m/z = 220,0984 wurden in der IM Dimension getrennt. 
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5.5 Ausblick 

Die CCS Datenbank muss um viele Einträge verschiedener Substanzklassen erwei-

tert werden. Dazu ist die CCS-Bestimmung einer Vielzahl an weiteren Standards o-

der Mischungen bekannter Zusammensetzung erforderlich. Weiterhin sollten auch 

Werte für Analyten ergänzt werden, die besser mit der APCI ionisierbar sind. Für 

Messungen mit GC-APCI-IM-qTOF-MS sollten außerdem geeignete Substanzen ge-

funden werden, mit denen eine Kalibration für die CCS-Berechnung, analog zu der in 

dieser Arbeit verwendeten Single-Field Methode, durchgeführt werden kann. An-

schließend kann eine Erweiterung der Datenbank hinsichtlich GC relevanter Analyten 

erfolgen. Neben der CCS-Bestimmung von Standards wäre eine Möglichkeit zur Be-

rechnung von CCS wünschenswert. Da die Berechnung mit bisher erhältlicher Soft-

ware nicht trivial und zudem nicht für CCS-Werte in Stickstoff möglich ist, sollte hier 

eine Zusammenarbeit mit Informatikern stattfinden. Eine Optimierung der Trennung 

einiger isobarer Substanzen könnte durch die Variation des Driftgases, unter ande-

rem auch durch den Einsatz chiraler Gase, erreicht werden. Damit dies technisch 

möglich ist, ist der Einbau eines zusätzlichen Gaskits in das IM-qTOF-MS-System 

notwendig. Dieses würde zudem noch die Präzision und Reproduzierbarkeit der 

CCS-Werte erhöhen. 

Zur Unterscheidung von isomeren Lipiden wäre eine Ergänzung der bereits verfügba-

ren Methoden um MS/MS-Experimente hilfreich. Idealerweise sollten dabei in einem 

Analysenlauf CCS-Werte ermittelt und MS/MS Fragmentspektren aufgenommen 

werden, sodass über exakte Masse und CCS die Lipidzusammensetzung und –

klasse bestimmt sowie über die Fragmente die Fettsäurezusammensetzung festge-

stellt werden kann. Für die Trennung von Lipiden sollte ebenfalls eine zweidimensio-

nale chromatographische Methode entwickelt werden, die diese zum Beispiel in der 

ersten Dimension nach polaren Seitengruppen und in der zweiten Dimension nach 

Länge der Kohlenstoffketten trennt. Es sollte außerdem an einer Lösung gearbeitet 

werden, mehrfach modulierte Substanzen automatisch zu erkennen und zu einem 

Feature-Eintrag zusammenzufassen, sodass auch eine Analyse mit LCxLC-

IM-QTOF-MS möglich wird. Die Arbeiten mit der GC-APCI-IM-qTOF-MS sollten fort-

gesetzt und auch hier eine  vierdimensionale Methode als GC+GC-IM-qTOF-MS auf-

gebaut werden. 
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6 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde eine analytische Trennmethode in vier Dimensionen (2D-LC, 

IMS und MS) aufgebaut, die zusammen mit einer ebenfalls entwickelten Datenbank 

für CCS-Werte die non-target Analyse komplexer Proben ermöglicht. 

Dazu wurden Methoden zur Bestimmung von CCS mittels IM-qTOF-MS untersucht 

und auf ihre Reproduzierbarkeit hin überprüft. CCS-Werte unterschiedlicher Addukti-

onen von mehr als 500 Standardsubstanzen wurden anschließend gemessen und in 

eine Datenbanksoftware eingetragen. Zusätzlich wurden CCS-Werte von Lipiden un-

terschiedlicher Klassen aus einer komplexen Mischung ermittelt. Des Weiteren wurde 

anhand einiger Beispiele untersucht, inwieweit isobare Substanzen mittels 

IM-qTOF-MS getrennt und anhand ihrer CCS-Werte unterschieden werden können. 

Dabei wurde festgestellt, dass bei einigen Konstitutionsisomeren eine Trennung gut 

möglich ist, gerade bei kleineren Molekülen die Unterschiede in der räumlichen 

Struktur zum Teil aber nicht ausreichend sind, um eine genügend große Differenz der 

Driftzeiten im IMS zu erreichen. Es zeigte sich zudem, dass die Trennung von Isoba-

ren auch vom betrachteten Adduktion abhängig ist. Im zweiten Teil dieser Arbeit 

wurden Analysen verschiedener Realproben mit HPLC-IM-qTOF-MS durchgeführt. 

Dabei konnte am Beispiel von Zitronensaft gezeigt werden, dass coeluierende, isoba-

re Substanzen in der IM-Dimension eine Auftrennung erfahren und dass bei Peaks 

mit gleichen exakten Massen die CCS-Werte zu einer sichereren Identifizierung bei-

tragen. Somit können mehr Informationen gewonnen werden als mit herkömmlichen 

HPLC-MS Messungen. Anhand der Analyse von Orangensaftproben wurde die An-

wendung der Hauptkomponentenanalyse auf die komplexen Datensätze gezeigt, die 

die Unterscheidung von Proben zwei verschiedener Gruppen ermöglicht. Der Nutzen 

der zuvor erstellten CCS Datenbank für die Identifizierung von Komponenten einer 

Probe konnte anhand eines Pflanzenextrakts aus Castanea sativa und zwei lipidhal-

tigen Realproben demonstriert werden. Darauf aufbauend wurde in dieser Arbeit eine 

zweidimensionale HPLC-Methode entwickelt (LC+LC), die an das vorhandene 

IM-qTOF-MS-System gekoppelt werden kann. Dabei konnte über eine lange Modula-

tionszeit von vier Minuten erreicht werden, dass Analyten nicht oder höchstens ein-

mal moduliert werden und dadurch eine visuelle Darstellung und Datenauswertung 

mit aktuell verfügbarer Software möglich ist. Die entwickelte vierdimensionale Metho-

de (LC+LC-IM-qTOF-MS) wies eine gute Reproduzierbarkeit hinsichtlich Retentions-
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zeiten und Peakflächenverhältnissen auf und erreichte eine Peakkapazität von über 

8000. Anhand der Analyse einer Abwasserprobe konnte die hohe Trennleistung der 

Methode und die Anwendbarkeit der CCS Datenbank für die non-target-Analyse ge-

zeigt werden. Dabei konnten, aufgrund der verbesserten Trennung nach der Analyse 

mit LC+LC-IM-qTOF-MS, deutlich mehr Substanzen identifiziert werden als in der 

gleichen Probe nach einer HPLC-IM-qTOF-MS Messung. Abschließend wurde eine 

GC-APCI-IM-qTOF-MS Kopplung realisiert und am Beispiel eines Pflanzenextrakts 

von Ginkgo biloba demonstriert, dass auch hier die IMS als zusätzliche Trenndimen-

sion in einer Analyse mehr Informationen über eine Probe liefern kann. 
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7 Anhang 
Tabelle 21: CCS-Werte für das [M+H]+- und das [M+Na]+-Addukt von Colchicin aus zehn unab-
hängigen Messungen 

Messung [M+H]+ [M+Na]+ 

Ω [Å2] s [Å2] RSD vom 

Mittelwert 

[%] 

Ω [Å2] s [Å2] RSD vom 

Mittelwert 

[%] 

1 196,2 0,26 0,30 202,3 0,26 0,05 

2 196,9 0,25 0,06 202,4 0,25 0,01 

3 196,5 0,27 0,15 202,3 0,29 0,05 

4 196,8 0,25 0,01 202,6 0,23 0,09 

5 197,1 0,24 0,16 202,9 0,24 0,24 

6 196,7 0,29 0,05 201,8 0,32 0,30 

7 196,5 0,29 0,15 202,1 0,30 0,15 

8 196,7 0,26 0,05 202,2 0,27 0,10 

9 197,5 0,29 0,36 202,9 0,27 0,24 

10 197,0 0,25 0,11 202,6 0,28 0,09 

Mittelwert 196,8 0,27  202,4 0,28  
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Abbildung 37: Plot von CCS gegen m/z der bestimmten Lipide im negativen ESI Modus; 
CER: Ceramide, LPC: Lyso-Phosphatidylcholin, LPC O/P: LPC mit Alkylethersubstituent, LPE: 
Lyso-Phosphatidylethanolamin, PA: Diacylglycerophosphate, PC: Phosphatidylcholine, PC 
O/P: Plasmanylcholine, PE: Phosphatidylethanolamine, PE O/P: Plasmanylethanolamine, PG: 
Glycerophosphoglycerol, PI: Phosphatidylinositol, PS: Phosphatidylserine 

 

Tabelle 22: Summenformeln und Strukturformeln der in 5.1.2 untersuchten isobaren 
Substanzpaare 

Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

5-Methyl-

Benzotriazol  

133,0640 C7H7N3 

N

NH

NCH3

 

4-Methyl-

Benzotriazol 

133,0640 C7H7N3 

N
H

N

N

CH3
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Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

Cyclophosphamid 260,0248 C7H15Cl2N2O2P Cl Cl

P
O

O
N

NH

 

Ifosfamid 260,0248 C7H15Cl2N2O2P 

Cl

Cl

P
O

O

N

NH

 

Tramadol 263,1885 C16H25NO2 

OH

O

N
CH3CH3

CH3

 

Desvenlafaxin 263,1885 C16H25NO2 

CH3

N

CH3

OH

OH

 

Diethylstilbestrol 268,1463 C18H20O2 OH

CH3
CH3

OH  
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Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

Equilin 268,1463 C18H20O2 O

OH

CH3

HH

 

Estron 270,1620 C18H22O2 
CH3

H H

H

O

OH  

Trenbolon  270,1620 C18H22O2 OH

O

CH3

H

H

 

Dehydroepiandroste-

ron 

288,2089 C19H28O2 
CH3

H H

H

O

OH

CH3

 

Testosteron 288,2089 C19H28O2 

O

CH3

CH3
OH

H

HH

 

Dihydrotestosteron 290,2246 C19H30O2 

O

CH3

H

OHCH3

H

H
H
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Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

Etiocholanon 290,2246 C19H30O2 

H

OCH3

H

H

OH

CH3

 

Androsteron 290,2246 C19H30O2 O

CH3

CH3

OH
H

H

HH

 

Lactose 342,1162 C12H22O11 

OO

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH

OH

 

Sucrose 342,1162 C12H22O11 
OH

H

O

OH
O

H
O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

 

Ofloxacin 361,1438 C18H20FN3O4 
F

O

O O

OH

NN

N
CH3CH3  
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Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

Levofloxazin 361,1438 C18H20FN3O4 
F

O

O O

OH

NN

N
CH3CH3

 

Doxorubicin  543,1741 C27H29NO11 

O

CH3

O

O

OH

OH

O

OH

OH

O O CH3

OH

NH2  

Epirubicin 543,1741 C27H29NO11 

OOH

OH

O

O

OH

O

O

O

OH

OH

NH2

CH3

CH3

 

Iomeprol 776,8541 C17H22I3N3O8 

I

I

I

O

O

O
OH

OH

OH

OH

OH

N
NH

NH

CH3

 

Iopamidol 776,8541 C17H22I3N3O8 

CH3

OH

O

NH

I

ONH

OH

OH

I

O

NH

OH

OH
I
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Name Exakte  

Masse [Da] 

Summenformel Strukturformel 

Corticosteron 346,2144 C21H30O4 

CH3
H

OH

H

H

O

CH3 H

H O

OH

 

Cortexolon 346,2144 C21H30O4 
OH

O
OH

H

CH3

H

H

O

CH3

 

Cortison 360,1937 C21H28O5 

OH
O

O

O

OH

CH3

CH3

H

H

H

 

Prednisolon 360,1937 C21H28O5 

O

O

OHOH
CH3

H

H

H

OH

CH3

 

Fructose 180,0634 C6H12O6 O

OH

OHOH

OH

OH

 

Glucose 180,0634 C6H12O6 O

OH

OH OH

OH
OH
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Abbildung 38: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) einer Orangensaftprobe (Direktsaft); 
Methodenparameter inTabelle 3 

 

Abbildung 39: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI neg.) eines wässrigen Extrakts von 
Castanea sativa; Methodenparameter in Tabelle 4 
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Tabelle 23: Ergebnisse der Feature-Suche der Messungen Nr. 1-3 von Castanea sativa inklusive Häufigkeiten (ergänzend zu Tabelle 16); alle Substan-
zen wurden als [M-H]--Ionen beobachtet und bei der Datenbanksuche mit einer Toleranz von ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 % gefunden 

 Datenbankeintrag Gefundenes Feature in der HPLC-IM-qTOF-MS Analyse 

Substanz m/z Ω 

[Å²] 

Nr m/z ∆m/z 

[ppm] 

Ω 

[Å²] 

∆Ω 

[%] 

tR 

[min] 

tD 

[ms] 

Intensität 

Theophyllin 179,0574 134,3 1 179,0569 2,8 133,2 0,8 1,86 16,50 26532 

   2 179,0572 1,1 133,0 1,0 1,86 16,48 33573 

   3 179,0574 0,0 133,3 0,7 1,85 16,52 35048 

Ascorbinsäure 175,0248 130,1 1 175,0245 1,7 130,0 0,1 4,58 16,07 518029 

  2 175,0245 1,7 130,1 0,0 4,57 16,08 499404 

  3 175,0247 0,6 130,3 -0,2 4,46 16,11 483829 

Catechin 289,0717 159,9 1 289,0724 -2,4 158,8 0,7 15,21 20,25 1100401 

   2 289,0720 -1,0 158,7 0,8 15,20 20,25 1044406 

   3 289,0723 -2,1 159,1 0,5 15,11 20,29 1005205 

Rutin 609,1461 236,1 1 609,1472 -1,8 234,4 0,7 22,48 30,73 917845 

   2 609,1468 -1,1 234,4 0,7 22,47 30,73 862272 

   3 609,1473 -2,0 234,8 0,6 22,45 30,78 727490 
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Abbildung 40: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) eines Eigelbextraktes; 
Methodenparameter in Tabelle 5 

 

Tabelle 24: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) von 
Lipiden aus Eigelb mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω 
entsprechen dem Datenbankwert 

Lipid Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

tR  

[min] 

LPC (O/P) 15:0  467,3376 0,6 H+ 223,8 0,1 5,92 

LPC (O/P) 16:0  481,3532 1,9 H+ 228,7 -0,4 5,11 

LPC (O/P) 16:1  479,3376 -0,6 H+ 224,9 0,0 5,00 

LPC 14:0  467,3012 0,4 H+ 219,2 -0,5 3,22 

LPC 15:0  481,3168 0,6 H+ 222,7 -0,7 4,00 

LPC 15:0  481,3168 1,7 H+ 222,7 -0,3 5,25 

LPC 15:0  481,3168 -0,6 H+ 222,7 0,8 5,41 

LPE 18:0  481,3168 3,1 H+ 218,6 -0,8 6,04 

LPE 18:0  481,3168 1,5 H+ 218,6 -0,8 6,31 

LPE 18:0  481,3168 3,7 H+ 218,6 -0,2 6,65 

PA 34:2  672,4730 -1,7 NH4
+ 264,7 -0,3 11,69 

PA 35:2  686,4887 -0,6 NH4
+ 273,3 0,1 10,20 

PA 36:2  700,5043 -1,8 NH4
+ 271,4 -0,3 13,93 

PA 36:3  698,4887 -1,8 NH4
+ 267,6 -0,4 11,74 

PA 38:4  724,5043 -2,0 NH4
+ 271,5 -0,9 12,12 

PA 38:5  722,4887 -0,9 NH4
+ 273,2 0,8 10,43 

PA 38:5  722,4887 -1,9 NH4
+ 273,2 -0,7 11,59 

PA 38:6  720,4730 0,7 NH4
+ 269,4 0,1 9,16 
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Lipid Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

tR  

[min] 

PA 38:6  720,4730 -0,1 NH4
+ 269,4 -0,4 9,74 

PA 38:6  720,4730 -0,3 NH4
+ 269,4 -0,8 10,20 

PE (O/P) 34:1  703,5516 -2,1 H+ 271,6 -0,5 15,70 

PE (O/P) 34:2  701,5359 -2,3 H+ 273,4 -0,1 15,27 

PE (O/P) 34:2  701,5359 -2,3 H+ 273,4 -0,1 15,27 

PE (O/P) 34:3  699,5203 -1,4 H+ 270,4 0,5 13,32 

PE 34:2  715,5152 -1,8 H+ 267,7 -0,3 11,74 

PE 37:2  757,5622 -2,2 H+ 283,0 -0,4 12,45 

PI 36:4  858,5258 0,2 H+ 294,9 -0,5 8,99 

PI 38:4  886,5571 -1,7 H+ 300,5 -0,9 10,75 

PI 40:7  908,5415 0,9 H+ 301,3 -0,5 10,73 

SM 34:0  704,5832 -2,3 H+ 283,6 -0,6 12,95 

SM 34:1  702,5676 -2,4 H+ 281,6 -0,2 11,90 

SM 34:2  700,5519 -0,6 H+ 279,7 0,0 10,26 

TAG 50:4  826,7050 -0,8 NH4
+ 311,3 0,8 17,18 

TAG 51:3  842,7363 -1,6 NH4
+ 316,3 0,4 17,31 

TAG 53:3  870,7676 -0,1 NH4
+ 323,1 0,2 17,41 

TAG 54:5  880,7520 3,0 NH4
+ 323,1 0,4 17,28 

TAG 54:6  878,7363 2,6 NH4
+ 321,6 0,7 17,20 

TAG 56:2  914,8302 -3,4 NH4
+ 334,1 -0,2 17,69 

TAG 56:3  912,8146 -2,8 NH4
+ 332,9 0,1 17,59 

TAG 56:5  908,7833 -0,9 NH4
+ 330,2 0,1 17,42 

TAG 56:6  906,7676 1,1 NH4
+ 328,6 0,2 17,31 

TAG 56:7  904,7520 -0,1 NH4
+ 326,7 0,0 17,25 

TAG 58:2  942,8615 -1,9 NH4
+ 339,3 0,1 17,79 
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Abbildung 41: Heatmap der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) eines Olivenöls; 
Methodenparameter in Tabelle 5 

 

Tabelle 25: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos) von 
Lipiden aus Olivenöl mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω 
entsprechen dem Datenbankwert 

Lipid Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

tR  

[min] 

TAG 52:4 854,7363 -2,3 NH4
+ 318,2 0,7 17,29 

TAG 54:3 884,7833 -3,2 NH4
+ 326,4 0,5 17,47 

TAG 52:3 856,7520 -1,9 NH4
+ 319,7 0,4 17,38 

TAG 54:4 882,7676 -3,0 NH4
+ 324,6 0,6 17,38 

TAG 50:2 830,7363 -3,7 NH4
+ 315,2 0,2 17,40 

TAG 48:1 804,7207 -2,9 NH4
+ 310,9 0,2 17,39 

TAG 48:2 802,7050 -3,4 NH4
+ 309,8 0,5 17,31 

TAG 54:5 880,7520 -1,6 NH4
+ 323,1 0,8 17,28 

TAG 49:2 816,7207 -3,4 NH4
+ 312,3 0,2 17,35 

TAG 46:2 774,6737 -3,3 NH4
+ 302,8 0,3 17,21 

TAG 51:2 844,7520 -2,5 NH4
+ 318,8 -0,8 17,31 

TAG 47:2 788,6894 -3,3 NH4
+ 306,4 0,5 17,25 

TAG 49:2 816,7207 -2,3 NH4
+ 312,3 -0,7 17,21 

TAG 44:1 748,6581 -3,3 NH4
+ 300,2 0,9 17,20 

TAG 50:2 830,7363 -2,7 NH4
+ 315,2 -0,9 17,24 

TAG 50:3 828,7207 -2,8 NH4
+ 313,2 0,1 17,31 
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Lipid Exakte 

Masse  

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆ Ω 

[%] 

tR  

[min] 

TAG 48:3 800,6894 -3,4 NH4
+ 309,4 1,0 17,22 

TAG 56:2 914,8302 -4,0 NH4
+ 334,1 -0,4 17,52 

TAG 53:3 870,7676 -2,5 NH4
+ 323,1 -0,8 17,32 

TAG 58:2 942,8615 -4,6 NH4
+ 339,3 0,5 17,81 

TAG 51:3 842,7363 -3,5 NH4
+ 316,3 -0,9 17,22 

TAG 51:3 842,7363 -3,3 NH4
+ 316,3 0,0 17,36 

TAG 58:3 940,8459 -3,7 NH4
+ 338,3 -0,5 17,49 
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Abbildung 42: a) Contour plot nach Blanksubstraktion und b) Heatmap einer LC+LC-IM-qTOF-
MS Analyse (ESI pos) von Kaffee; Methodenparameter in Tabelle 7  

Tabelle 26: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse von Kaffee 
mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Masse und Ω entsprechen dem 
Datenbankwert. *Um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, könnte zusätzlich ein Abgleich 
der Retentionszeiten mit Standards erfolgen.  

tR  

[min] 

Exakte 

Masse 

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

Summen- 

formel 

Substanz 

8,73 123,0320 0,0 H+ 125,5 -0,2 C6H5NO2 Niacin 

9,31 180,0647 0,0 H+ 138,4 0,4 C7H8N4O2 Theophyllin 

21,72 188,0950 1,6 H+ 138,8 -0,6 C11H12N2O Phenazon* 

21,94 188,0950 -1,1 H+ 138,8 0,2 C11H12N2O Phenazon* 

25,49 238,1106 -2,5 H+ 151,4 -0,3 C15H14N2O 10,11-

Dihydrocarbamazepin* 

25,61 194,0804 0,0 H+ 140,9 0,1 C8H10N4O2 Koffein 

25,61 194,0804 4,1 Na+ 160,5 -0,6 C8H10N4O2 Koffein 

25,88 229,1094 -3,0 H+ 153,3 0,6 C9H16ClN5 Terbuthylazin* 

58,45 188,0950 0,0 H+ 138,8 -0,9 C11H12N2O Phenazon* 
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Abbildung 43: a) Contour plot nach Blanksubstraktion und b) Heatmap einer LC+LC-IM-qTOF-
MS Analyse (ESI pos.) eines wässrigen Extrakts von Castanea sativa Blättern; 
Methodenparameter in Tabelle 7  

 

Tabelle 27: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse des wässri-
gen Castanea sativa Extrakts mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angegebene exakte Mas-
se und Ω entsprechen dem Datenbankwert. Aufgrund des sehr ähnlichen m/z und CCS-Wertes 
kann hier bei dem Peak bei 8,48 Minuten nicht zwischen Glucose und Theophyllin unterschie-
den werden. Ein Vergleich mit Kaffee in Tabelle 26 zeigt Theophyllin bei einer Retentionszeit 
von 9,31 Minuten. Es wird daher davon ausgegangen, dass es sich hier um Glucose handelt. 

tR  

[min] 

Exakte 

Masse 

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

Summenformel Substanz 

8,48 180,0634 -3,0 Na+ 147,7 -0,7 C6H12O6 Glucose 

8,48 180,0647 3,4 Na+ 148,0 -0,5 C7H8N4O2 Theophyllin 

8,51 180,0634 0,5 Na+ 142,3 0,1 C6H12O6 Fructose 

8,82 131,0946 2,3 H+ 136,1 0,8 C6H13NO2 Leucin 

8,82 131,0946 2,3 H+ 134,4 -0,4 C6H13NO2 Isoleucin 

8,83 181,0739 3,8 H+ 146,8 0,4 C9H11NO3 Tyrosin 

13,56 290,0790 -4,5 Na+ 181,2 0,4 C15H14O6 Catechin 

13,56 290,0790 0,3 H+ 169,5 0,5 C15H14O6 Catechin 

 



Anhang 

 
 

120 
 

 

Abbildung 44: a) Contour plot nach Blanksubstraktion und b) Heatmap einer LC+LC-IM-qTOF-
MS Analyse eines methanolischen Extrakts von Castanea sativa Blättern; 
Methodenparameter in Tabelle 7 

 

Tabelle 28: Ergebnisse der Datenbanksuche nach der LC+LC-IM-qTOF-MS Analyse (ESI pos.) 
des methanolischen Castanea sativa Extrakts mit ∆m/z = ± 5 ppm und ∆Ω = ± 1 %; die angege-
bene exakte Masse und Ω entsprechen dem Datenbankwert. Aufgrund des sehr ähnlichen m/z 
und CCS-Wertes kann hier bei dem Peak bei 8,48 Minuten nicht zwischen Glucose und Theo-
phyllin unterschieden werden. Ein Vergleich mit Kaffee in Tabelle 26 zeigt Theophyllin bei einer 
Retentionszeit von 9,31 Minuten. Es wird daher davon ausgegangen, dass es sich hier um Glu-
cose handelt. 

tR  

[min] 

Exakte 

Masse 

[Da] 

∆m/z 

[ppm] 

Addukt Ω 

[Å²] 

∆Ω  

[%] 

Summenformel Substanz 

8,48 180,0634 -1,5 Na+ 147,7 0,1 C6H12O6 Glucose 

8,48 180,0647 4,9 Na+ 148,0 0,3 C7H8N4O2 Theophyllin 

8,52 180,0634 -0,5 Na+ 142,3 0,9 C6H12O6 Fructose 

13,56 290,0790 -3,5 Na+ 181,2 0,7 C15H14O6 Catechin 

13,56 290,0790 0,3 H+ 169,5 0,8 C15H14O6 Catechin 

22,52 610,1534 -2,6 H+ 234,4 0,9 C27H30O16 Rutin 

22,52 610,1534 -0,9 Na+ 249,4 0,9 C27H30O16 Rutin 

26,45 610,1534 -2,6 H+ 234,4 0,9 C27H30O16 Rutin 
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