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Was ist Chromatographie?
Trennung ahnlicher Molekiile aus komplexen Gemischen

« Die Analyte werden in einer mobilen Phase geldst und
darin durch eine stationare Phase transportiert.

« Die Phasen werden so gewahlt, dass sich die Analyte
unterschiedlich in ihnen verteilen.

* Durch die dadurch entstehenden Mobilitatsunterschiede
trennen sich die Probe-Komponenten in Banden auf.

stationare Phase:

— z.B. Kieselgel (polar) auf
Glasplatte oder Alufolie

mobile Phase: Glasplatte
— Laufmittel, z.B. Ethanol d P

Y chic
DC-Chromatogramm: -

— Deckel

— Auftragen (man./autom.) Kammer

— Entwickeln (,DC-Lauf") . ___ Startlinie

Gliederung

DC (Dunnschicht-Chromatographie)
HPLC (Flissig-Chromatographie)

GC (Gas-Chromatographie)
Massenspektrometrie und MS-Kopplungen

Trennprinzip

mobile Phase

&

Stoffgemisch
Komponenten
wechseln sténdig
zwischen mobiler
und stationarer
Phase
Gleichgewicht
(Verteilung,
Adsorption)
Trennung

Stationiire
Phase

Retentionsfaktor (R;—Wert)

» Substanzspezifisch
(bei gleichen chromat.

A R; =
Bedingungen)

Laufstrecke Losungsmittel

— Trocknen, Detektieren
(ggdf. Anfarben)

Polaritaten beachten!

- polare (hydrophile)
Analyten ,laufen* auf
Kieselgel nicht

HPLC-Saule

 Spezifikationen

g Probe-
> flecken

— FlieBmittel

Detektion +
Quantifizierung

— Photometrie
(,UV-/vis Detektor”)
— auch andere

il
Muster-Chromatographie
Tel., Fax, mail

(Lénge x ID) Detektoren
Peak

KorngréRe in um

Modifizierung des Kieselgels substanzspezifisch

Porengrofe (Angstrom)

= Herstellername des Kieselgels

— Kalibration
— Quantifizierung

Flussrichtung
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M.Tswett 1903

M. Tswett (Cvet;
Uger) schiug die
Methode vor und
prégte den Begriff
Chromatographie.
Seine Arbeiten
wurden viele Jahre
nicht beachtet.

« Chromatograptiie:
,mit Farbe schreiben”

« Tswett 1903: Auftrennung
von Chlorphyll

Trennprinzip

) * Planare Chromatographie:
- — Papierchromatographie

— Diinnschichtchromatographie
S + « Saulenchromatographie:

— gepackte Saulen

— Flissigchromatographie

( , IEC, GPC)
S — Gaschromatographie

D Hu =m : (GC, GLC, GSC)
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Kieselgel (SiO,) mit
unpolaren Gruppen
unpolar (hydrophob)
Trennung hydrophiler
Analyten moglich
Laufmittel polarer

(z.B. Acetonitril/Wasser)

kurze Saulen

= ca. 3 cm (statt 30 cm)
sehr kleine Partikel als Detektor

= ca. 1,5 um (statt 5 um) T * Eluat wird ,verkostet”
Vorteile: + Aroma-Analytik

— erheblich kiirzere * ,LC-Taste®

Analysendauer (Abb. Fa. Symrise)

— weniger Losungsmittel
Nachteile:

— schneller Detektor notw.

— nicht alle Trennungen maégl.|

— hdhere Drucke

+ menschl. Geschmack

Saulenchromatographie



Gaschromatographie: Vgl. HPLC

» HPLC: Mobile Phase flissig (Laufmittel)
—z.B. Methanol/Wasser, Acetonitril/\Wasser
GC: Mobile Phase gasformig (Tragergas)
— Stickstoff, Wasserstoff, Helium
— Vorteile GC:

« Trennleistung (v.a. kleine, unpolare Molekiile)
» Empfindlichkeit

— Nachteile GC:

 Verbindungen missen fliichtig oder leicht
verdampfbar sein (ggf. Derivatisierung)
« Apparativer Aufwand (Gasleitungen)

Split-/Splitless-Injektor

Injektion mit Spritze durch

Septum (etwa 1 pl)

HeilRes Rohr (Liner)

Verbindung zur Trennsdule Rcssnsly
Probe verdampft ;ﬂi
Splitventil auf oder zu Tragergas >=i= |
Tragergas nimmt Probe mit

auf die Saule

Trennsaule

=>Acetdehyd  =langsam=> Essigséure (==>Citratzyclus CO,, H,0)
H=> Formaldehyd =schnell=> Ameisenséure (metabolische Acidose)

Isopropanol =ADH: eton

The

rapie
Ethanol oder anderer ADH-
Inhibitor (z.B.

Cholesterinvorlaufer & Dfeke

Endogenes Cholesterol

Biosynthese (Leber)

Precurser

— Lanosterol, Cholestenol,
Lathosterol, 7-DHC, 8-DHC

— Desmosterol

Enzymdefekte

— hereditar

— schwere Erkrankungen

GC: Schematischer Aufbau

Flammenionisationsdetektor (FID)

+ GC-Detektor universell
fur org.Verbindungen

+ Pyrolyse in der Luft/
Wasserstoff-Flamme

— lonen + Elektronen

Spannung zwischen
Brennerende und
Sammelelektrode:

— Strom
— analoges Signal
— digitales Signal (PC)

The Flame lonisation Detector

Smith-Lemli-Opitz Syndrom (SLO-S)
Haufige Missbildungen

LS —
. Schédeldgfo ierung (Mikrozephalié)=
breite Naseawurzel 3
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Gliederung

Chromatographie, Geschichte, Prinzip
DC (Dunnschichtchromatographie)
HPLC (Flussigchromatographie)

GC (Gaschromatographie)

GC/MS (Gaschromatographie/Massenspektrometrie)
LC/MS (HPLC/Massenspektrometrie)

MS/MS (Tandem-Massenspekrometrie)

MALDI-MS (,Weiche lonisierung*, Proteomics)

Gaschromatograph

Autosampler

GC: Olfaktometrische Detektion (,Sniffer”)

Olfaktometrische Detektion

= Nutzung der menschlichen Nase als Detektor

Nachteile: fir die meisten
Substanzen sehr
unempfindlich, nicht
quantitativ, schlecht
reproduzierbar

Vorteil: selektiv fir
geruchsintensive
Verbindungen

=  Einsatzgebiete:

Parfim- und
Nahrungsmittelindustrie

Quelle: itpi/www.ak-hoffmann.chemie.uni-
mainz delpdiiscriptscript2.pdf .23 -

GC-Anwendung: Stoffwechseldiagnostik
Smith-Lemli-Opitz Syndrom
* SLO-Syndrom
— vererbbarer Defekt in der Cholesterolbiosynthese
— schwere Missbildungen
— Cholesterin stark erniedrigt

— 7-Dehydrocholesterin (7-DHC) und 8-DHC stark
erhoht (Marker)

Analytik
— Routine Cholesterin-Analytik ungeeignet
— GC zur Quant. von Cholesterin, 7-DHC, 8-DHC

— 24 Félle seit 1995 hier entdeckt, davon 2 pranatal
o7 =

GC/MS-Kopplung

+ GC
— Chromatographische Quelle der Animation: Trace GC. Thermo-Finnigan, 2002
Gemisch-Trennung -
. MS ot
— Detektor |
— lonisation durch - \ [ ‘
ElektronenstoR (El) -
— Massenspezifische 1
Trennung
— Massenspektrum
substanzspezifisch

Quarzglas-Kapillaren im GC-Ofen

+ GC-Saule aus Glas

« Polyimidbeschichtung
(Flexibilitat)

+ 10-100 m Lange

* 0,1-0,5 mm
Innendurchmesser

+ 0,1-1,2 um Beschichtung
stationare Phase

+ dreidimesional vernetzt

« verschiedene Polaritaten

GC-Anwendung: Toxikologie
Blutalkohol, Methanol-Vergiftung

15 Personen an
Methanolvergiftung gestorben
ps

10 20

Retentionszeit in min

der Plasma- fraktion cines SLO-Patienten. - 28 -

Warum GC (oder HPLC) + MS?

+ alle GC-Methoden (FID) auch GC/MS tauglich
— vielfaltige Anwendungsbereiche
— Medizin, Lebensmittel, Umwelt, Industrie, Gericht
héhere Empfindlichkeit
— mind. Faktor 100 im Vergleich zu GC (FID)
« NWG Dioxin: 1967 GC-FID 500 pg; 1992 GC/HRMS 0,005 pg
« z.B. Drogennachweis in Haaren (,Drogenkarriere” (iber Jahre)
qualitativ besseres Messergebnis
— mehr Informationen (Massenspektrum)
— héhere Sicherheit bei der Substanzidentifizierung
(z.B. Doping-Kontrolle)
— Analyse unbekannter Verbindungen
(Spektren-Bibliotheken)




GC/MS 50er Jahre

DIE 50ER JAHRE - KOMMERZIALISIERUNG

MINIATURISIERTE MASSENSPEKTROMETER AN
BORD VON SATELLITEN ZUR UNTERSUCHUNG
DER AUSSEREN ERDATMOSPHARE (SEIT 1961))

¢ saxy?
CEC Model 21-103 Sector Field Mass Spectrometer (1950)

GC/MS: schematischer Gerateaufbau Auswertung: ,Chromatogramm®

+ Totalionenstrom

— Entspricht GC-
Chromatogramm

 lonenerzeugung:
lonisierungskammer
* massenspezifische
Trennung der lonen:
MS-Analysator, Magnetfeld : ”Summe aller

Massenspektren®

» Datenaufnahme und
Auswertung:
PC, EDV

Quell der Animaton: T.G. Chasteen 1996 (ww.shsu.edu)

-37-

LC/MS
Klinik:
— Xanthome, Xanthelasmen

« HPLC (LC)
— Gelenkschmerzen, Arthritis

— friihe Arteriosklerose + KHK ~ Chromatographische
Serum: Trennung
— Cholesterin norm bis leicht 1 « MS
— Phytosterinet1t (pflanzl.Kost) % - 5
bes. Sitosterin, gapes(enn | H — Problem: Lésungsmittel
- ! il . .
,%?g%riggﬂ?t,%'r'ggﬁ’k“k:"de — lonisation: Elektrospray (ESI)
(falsch positives Ergebnis) ; — Massenspezifische Trennung
Nachweis: | f - &
- GC, GC/MS — ,Sanfte lonisierung
— Gen-Sequenzierung L it  Analyse groRer Molekiile und
genetischer Defekt: Proteine
— autosomal rezessiv
— Mutation ABC G5, ABC G8

Quelle wwwimededucsdedy _ g4

MS/MS: Prinzip GCMS/MS: Drogen in Haaren

« Nachweis von Drogen in Haaren
— GCIMS (SIM)
— Signal: Analyt (Konzentration)
— S/N durch ,clean up* besser
« hoéhere Empfindlichkeit
« qualitativ besseres Messergebnis
— Informationsgehalt 1000x héher
im Vergleich zu GC/MS
— hohere Sicherheit bei der
Substanzidentifizierung
(z.B. Doping-Kontrolle)
— Analyse unbekannter Verbindungen
(Spektren-Bibliotheken)

H ‘nuhl‘x}m‘;’l l‘ ‘ L ‘ LLL :1

d
Prinzip der Tandem-Massenspektrom:
(aus Inst. Analytische Chemie, K. Cammann, Spektrum 2001

GC/MS heute

GCMS-System ,QP2010Ultra‘; Abb.: Fa. Shimadzu, 2010

Auswertung: Massenspektren

Massenspektrum

M+ 9 Fr.agmenﬁerung § . Cholséure (MeTMS)
(El-lonisierung 70 eV) .
substanzspezifisch; 1

,Fingerabdruck*

bekannte Substanzen:

eindeutige Identifizierung

unbek. Substanzen:

— Strukturmerkmale

— Referenzspektren

— Spektrenbibliotheken

* PMW > 6000 Pharmatka,
Drogen, Gifte

+ NIST > 190000 Substanzen

LCMS:Elektrospray-lonisierung (ESI)

Protonen auf Tropfen-Oberfliache o +
+
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Isotopen-Verdiinnungs-Analyse (ID/MS)

Zugabe eines -
isotopenmarkierten Standards e
(gleiches Verhalten wie Analyt)

Extrem hohe

Richtigkeit/Prazision

Referenzmethode fir

Kreatinin, Cholesterin,

Testosteron, Glucose,

Harnsaure, Harnstoff,

Medikamente

Glucose lon Int

Grundprizip der MS

+ geladene Teilchen ( ) kénnen unter Vakuum
in einem von ihrer Flugbahn
werden

» Abhéngig von

— Geschwindigkeit
— Magnetfeldstarke

* > massenabhingige Selektion von lonen m/z

GC/MS: Dopingkontrolle

Isolierung GC/MS-Analyse

e o
Quelle: .Doping im Sport'; W. Schénzer; Insitut fir Biochermie, DSHS Kdin, 2000

Tandem-Massenspektrometrie

» Kopplung von Massenspektrometern (MS)
,mehrdimensionale Massenspektrometrie*
Tandem-Massenspektrometrie = MS/MS
MS1: massenspezifisches ,Clean up*®
— Substanzgemisch
— Matrix (Blut, Serum, Urin)

MS2: Detektion der Analyten

Kontrolle nach
Organtransplantationen

— Enges therapeutisches Fenster

— Zu niedrig: Organ-Absto3ung

— Zu hoch: Nebenwirkungen (z.B. quanti &

Nierenversagen)

hohe Empfindlichkeit
qualitativ bessere Messergebnisse
im Vergleich zu Immunoassays

— Bestimmung der ,Muttersubstanz"

— Metaboliten: keine Kreuzreaktivitat




MS/MS: Neugeborenen-Screening

Phenylketonurie (PK!

Ahornsirupkrankheit (Leu, lle, Val)
Homocystinurie

Glutarsaure Acidamie
Methylmalonséaure Acidémie
Propionséure Acidamie
Tyrosinamie

Nicht-ketotische Hyperglyzi ie
Argininbernsteinsaure-Krankheit
Hyperprolinamie
Hypermethioninamie

Neugeborenen-Screening: PKU

Prép. n und MS/MS-Analyse

« Blutspot auf Filterpapier (3 mm &)
Mikrotiterplatte

* Zugabe von Methanol plus

« Butylierung aller Aminisauren (AS)

« Injektion und lonisierung der Probe
keine Chromatographie !

* MS/MS-Analyse der AS-Produkte
(Neutralverlust-Analyse)

* Quantifizierung der AS durch
Standard

Kontrolle

,Proteomics & Genomics*

Spezies
Definition & Bestimmung

mass
| fingerprint

Historisches: MALDI-TOF-MS,
Munster & Nobelpreis

* Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometr)

* _entwickelt in den 1980‘s von Karas & und Tanaka ez al.

Protein and Polymer Analyses up to m/z 100 000
by Laser Ionization Time-of-flight Mass
Spectrometry

Anal. Chem. 1988. 60. 2301-2303
Laser Desorption Ionization of Proteins with Molecular Masses
Exceeding 10000 Daltons

Michael Karas*
Franz Billenkamp

Dr. Franz Hillenkamp (Prof.
Ve Hdch Pyilhnd By

P O et

e

e
T 0215 5100641
Fac e s 2520

MALDI-TOF MS

Matrix As: 2d Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry

iy
Detekti
ctktion O o deector

field-free
ung drift range

grid electrode
Beschleunigung

acceleration
Tonisierung
Desorption

matrix/analyte
crystals

template

automated spectrum acquisition ~60 sec

fonisation of intact proteins and
molecular weight measurement

(Abb. : Fa. Shimadzu)

» Spektrenbibliotheken

« Identifizierung des
Stammes und der
Spezies

« z.B. auch ,EHEC"
(enterohamorrhagische
Escherichia coli)

Mikobiologie: Identifizierung von Keimen

Superspekerum:
Staphylococcus

Typ 10

F005461-4:
Staphylococcus

Massenspecrum oer Kischen Probe (nteres Bid). Die gepenkeeten L
zigen bercinsimmends Massen im Fingerprine der Probe und dem Relerenz-

soccrum

ENDE

Herzlichen Dank fiirs Zuhéren!






