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Grundlagen:
LC-MS und LC-MS/MS

BBGes, Institut für Toxikologie 
Klinische Toxikologie und Giftnotruf Berlin

Dr. rer.nat. Thomas Grobosch
Berliner Betrieb für Zentrale Gesundheitliche Aufgaben (BBGes)

Institute of Toxicology
Clinical Toxicology and Poison Control Center Berlin

Oranienburger Str. 285
13437 Berlin

Germany 

Was bedeutet LC-MS ?

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Trennt Substanzen aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften

(polar, unpolar, Säure, Base, ...).

“-” der Übergang (Interface) der Übergang (Interface)

Ein Prozess, bei das Lösemittel entfernt und der Analyt geladen wird.

MS (Massenspektrometrie)

Ein Prozess bei dem Ionen generiert und 

aufgrund ihres Masse/Ladungs-Verhältnisses (m/z) detektiert werden.

Controller Ofen Software:

LCMSolution

LC-MS

Binäres 
Pumpensystem

Autosampler

Degasser UV-Detektor (nicht abgebildet)

Quelle: SHIMADZU

HPLC MS
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Controller Ofen Software:

LCMSolution

(HP)LC

Binäres 
Pumpensystem

Autosampler

Degasser UV-Detektor (nicht abgebildet)

Quelle: SHIMADZU

HPLC MS

Eluenten
(Wasser, MeOH, ACN, flüchtige Salze, Säuren) 

Flussrate (µl/min ... mL/min)

Säulenwahl (PFP, ..., C8, C18)

HPLC - Chromatographie - Parameter

Säu e a ( , , C8, C 8)

Partikelgröße des Säulenmaterials
(25 µm, 10 µm, 5 µm, 2,1 µm, 1,8 µm...
Drücke steigen überproportional bei kleinerer Partikelgröße)

Ofen-Temperatur
(höhere Temperatur, geringerer Druck, bis 60°C)

Controller Ofen Software:

LCMSolution

Massenanalysatoren (MS)

Binäres 
Pumpensystem

Autosampler

Degasser UV-Detektor (nicht abgebildet)

Quelle: SHIMADZU

HPLC MS
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Ionenquelle

Ionenquelle 

Analysator Detektor

Quelle: SHIMADZU

Ionenerzeugung

Ionentrennung Ionennachweis

Ionenquelle

Ionenquelle 

Analysator Detektor

Quelle: SHIMADZU / Apperla

Ionenerzeugung

Ionentrennung Ionennachweis

• Flüssigkeit  Gas
• Ionenbildung
• Übergang ins Vakuum 

Ionenquelle

Ionenquelle
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Ionenquelle
In der Ionenquelle wird der Analyt ionisiert 

ESI (Elektrospray-Ionization):  
Die Lösung des Analyten wird versprüht, ionisiert, die Tröpfchen
getrocknet, so dass Ionen des Analyten zurückbleiben. 
Eher für polare Analyte geeignet.

APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization):
Di Lö d A l t i d d I i ti d ft Di Lö itt l l kül dDie Lösung des Analyten wird  vor der Ionisation verdampft . Die Lösemittelmoleküle werden 
an einer spitzen Elektrode bei Atmosphärendruck ionisiert. Auch für weniger polare Analyten
geeignet. 

APPI (Atmospheric Pressure Photoionisation):
Der Eluent wird zunächst verdampft und anschließend durch Photonen ionisiert
-> unpolare Analyte.

MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization):
Hier ein von einem Feststoff der Analyt mit gepulstem Laserlicht abgedampft und ionisiert 
werden -> Proteomics.

Wahl der Ionenquelle

Molecular Weight
100,000

ESI

Molecular Weight

Non-Polar

1000

APCI

APPI

PolarityVery polar

1,000

100

Wahl der Ionenquelle

Molecular Weight
100,000

ESI

Molecular Weight

Non-Polar

1000

APCI

APPI

PolarityVery polar

1,000

100
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Ionisation erfolgt beim Passieren eines
elektrischen Potentials (3-5kV).
Es entsteht ein Aerosol mit kleinsten 
geladenen Tröpfchen.

Durch Verdampfung des Lösungsmittels 

Interface (Ionenquelle) - ESI

p g g
und Konzentration der Ladung auf den 
kleiner werdenden Tröpfchen kommt es 
zur Bildung gasförmiger Ionen.

Ionenbildung

Spitze des Taylorkegels
wird entlang des 

elektrischen Feldes 
ausgezogen, 

Verdampfung des 
Lösungsmittels 

führt zu 
Coulomb „Fissions“ 

Anreicherung 
von positiven Ionen 

im Meniskus 
dadurch Bildung

eines Kegels (Cone) 
und Entstehung 
von Tröpfchen

(Teilung), 
der Tropfen. 

Off-axis Spray Orthogonal Spray

Ionenquellen (Anordnung)
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Off-axis Ionspray Orthogonal Spray

Ionenquellendesign

• Turbo V Spray

• schnellere Verdampfung (750°C ) 

• Von hohen Flüssen bis 3 mL/min

Ionenquelle - Orthogonal Spray

Orthogonal (Applied Biosystems)

Wahl der Ionenquellen

Molecular Weight
100,000

ESI

Molecular Weight

Non-Polar

1000

APCI

APPI

PolarityVery polar

1,000

100
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Probe wird auf 
400°C – 500°C erhitzt 
Und versprüht. 

Interface (Ionenquelle) - APCI

Einflußgrößen auf die Ionisierung

ESI

Ionenspray Polarität (positiv / negativ)

Spannung der Kapilllare ( bis +/- 5500 V)

Gasdruck des Vernebelungssprays und des Heizgases

Heizgas-Temperatur

APCI
Polarität der Nadel (positiv / negativ)

Spannung der Nadel (V)

Gasdruck des Vernebelungssprays und des Heizgases

Heizgas-Temperatur

Adukktbildung

Welche Ionen entstehen bei ESI oder APCI ?

Positive Ionisation       [M+H]+, [M+Na]+ , [M+K]+,  [M+NH4]+

Ammonium-Addukte z.B. bei Sirolimus, Digoxin

Alkali-Addukte oft bei Carbonsäuren oder SulfonsäurenAlkali Addukte oft bei Carbonsäuren oder Sulfonsäuren

Negative Ionisation    [M-H]-, [M+Cl] -, [M+HCOO]-

Chlorid-Addukte: z.B. bei Zugabe von Dichlormethan
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Adukktbildung

Adduktbildung (komplex)

5 1617

18 14 ９

(M+H)+

MH +0
(M+NH4)+

MH +17
(M+Na)+

MH +22
(M+K)+

MH +38

(M+H+H2O)+

MH +18
(M+H+MeOH)+

MH +32
(M+H+CH3CN)+

MH +41

OH

O

O

N

O
O

O
CH3

CH3

O
CH3

O

CH3

OH

CH3

O

OH

CH3

O

CH3

O

CH3

CH3

CH3

Sirolimus =

makrozyklisches 

Immunsuppressivum

Beispiel Natrium-Addukte (LC-MS)

Sirolimus (SRL) Tacrolimus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 min

10e3

20e3

30e3

40e3

50e3

60e3

70e3

Int.

936.55(1.00)
906.35(1.00)
826.25(1.00)
814.25(1.00)

1 : Sirolimus         m/z 936,6 

2 : Des-Sirolimus m/z 906,4

3 : Tacrolimus m/z 826,3

4 : Ascomycin m/z 814,3

IS 2 = AscomycinIS 1 = Desmethoxy-SRL

(M+Na)+

MH +22

SIM = selected ion monitoring
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Wahl der Ionenquelle

Molecular Weight
100,000

ESI

Molecular Weight

Non-Polar

1000

APCI

APPI

PolarityVery polar

1,000

100

APPI – Atmospheric Pressure Photoionisation

(Xe, Kr, Ar)

APPI – Atmospheric Pressure Photoionisation
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APPI – Anwendungen

Fettsäureester

PAHs

Steroide

APPI – Prinzip (Direkt APPI)

Direct APPI

UV
(hν=10 or 10.6eV)

M+

+H

Protic solvent

M+H+

Analyte

APPI - Beispiel

XIC of +MRM (4 pairs): 289.3/ 97.2 amu from Sample 3 (SM4 100-10pg/ uL 10uL inj NP APCI) of SM4 Q1... Max. 2.0e4 cps.

1 50e4

2.00e4

2.50e4

3.00e4

3.50e4

4.00e4

4.50e4

5.00e4

5.50e4

6.00e4

6.50e4

7.00e4

7.50e4

8.00e4

8.50e4

9.00e4

9.50e4

1.00e5

Intensity, cps

APPI
Testosterone 

APCI

a
b
u
n
d
a
n
c
e

XIC of +MRM (4 pairs): 279.5/ 133.0 amu from Sample 1 (SM4 100-10pg/ uL 10uL inj NP PI) of SM4 Q1 M... Max. 2.0e4 cps.

1 2 3 4 5 6 7 8

Time, min

0.0

1000.0

2000.0

3000.0

4000.0

5000.0

6000.0

7000.0

8000.0

9000.0

1.0e4

1.1e4

1.2e4

1.3e4

1.4e4

1.5e4

1.6e4

1.7e4

1.8e4

1.9e4

2.0e4

Intensity, cps

APPI

APCI

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

Time, min

0.00

5000.00

1.00e4

1.50e4

Ethinyl Estradiol
time

e

a
b
u
n
d
a
n
c
e

time
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APPI – Prinzip (Dopant APPI) 

Molecular 
Weight100,000

Dopant APPI

UV

M+H+

S l t

Dopant

M+
+

e-

+H

M+

M+

Non-Polar

(hν=10 or 10.6eV)
Analyte
Solvent

Dopant (z.B.): Aceton, Anisol, Ethylacetat, Toluol, …

APPI – mit und ohne Dopant

APPI – mit und ohne Dopant

Vergleich zweier PAHs:

Mit Dopant (Toluol)

Ohne Dopant

Naphthalin

Benzo(a)pyrene

Naphthalin
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Vergleich Simazin: ESI – APCI - APPI

ESI APCI APPI

(Herbizid)

Weitere Ionenquellen (MALDI)

Proteomics

Gelverdau einzelner Spots

MALDI-MS
MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation
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MALDI-MS
MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation

Matrixsubstanzen für die MALDI-MS

Die Matrixsubstanz absorbiert die eingestrahlte Laserenergie und
schützt aufgrund des Überschusses (ca. 103 :1) die Analytmoleküle vor Zersetzung.

Die Matrixsubstanzen werden durch die Absorption der Laserenergie selbst elektronisch
angeregt und stellen die zur Desorption der Analytmoleküle notwendige Energie zur
Verfügung.

Die Matrix wirkt als Brönstedt Säure oder Base d.h. sie liefert Protonen oder abstrahiert
diese zur Ionisation des Analyten.

Die Matrixsubstanz unterbindet Wechselwirkungen zwischen Analyt und Probenträger.

Matrixsubstanzen sind z.B.:

Glycerin, Bernsteinsäure, …

Beispiel: MALDI

Proteinbestimmung mittels MALDI –MS (keine Fragmentierung)
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Analysator / Ionentrennung

Analysatoren – Prinzip - Ionentrennung

Analysator / Ionentrennung

Ionenquelle 

Analysator
Detektor

Quelle: SHIMADZU

Ionenerzeugung
Ionentrennung

Ionennachweis

Analysator / Ionentrennung

Ionenquelle 

Analysator
Detektor

Quelle: SHIMADZU

Ionenerzeugung
Ionentrennung

Ionennachweis

Hochvakuum
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From LC

Atmospheric pressure High vacuum

Mass analyzer

1st
1 Torr

3rd vacuum stage
<10-5 Torr

2nd
<10-3 Torr

Analysator - Vakuum

TMP1 TMP2RPdrain

detector

Pump systems

Shimadzu LCMS 2010EV

Hochvakuum

Analysatoren / Ionentrennung

Die erzeugten Ionen werden durch ein statisches, elektrisches Feld beschleunigt und
durchfliegen zentral vier parallel liegende Stabelektroden, deren Schnittpunkte mit
einer Ebene senkrecht zur Zylinderachse ein Quadrat bilden (Quadrupol).

Im Wechselfeld zwischen den
Quadrupol-Stäben findet eine
m/q (z)-Selektierung statt.
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Massenanalysatoren

Ion im elektrischen Feld

Ion im elektrischen Feld

+

+

+

––

Ion im elektrischen Feld

Spannungsabhängige Massenselektion

U = Konstante Spannung
V = Periodische Spannung

Ionenfilter 
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Überblick

Detektoren

Detektor

Ionenquelle 

Analysator Detektor

Quelle: SHIMADZU

Ionenerzeugung

Ionentrennung Ionennachweis

Detektoren

Channel Electron Multipliers (CEM) Microchannel Plate

Sekundärionen 
Vervielfacher (SEV)
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Überblick

Massenanalysatoren

Single-Quadrupol (MS) MS 100k€

Triple-Quadrupol (MS/MS) Ion-Trap, MS, MS/MS, MSn 200k€

Q-Trap (QTrap) MS/MS, MS3 250-350k€

TOF TOF high mass resolution and accuracy 
(HMRMS)

Überblick: Massenanalysatoren

(HMRMS)
Q-TOF MS/MS + HMRMS/MS
IT-TOF MS/MS + HMRMS/MS

TOF-TOF MS/MS + HMRMS/MS                                  500 k€

Orbitrap MS/MS, MSn HMRMS/MS
Gasphasenreaktionen 600 k€

FT-ICR (- 12 Tesla) (Ultra)high Mass Resolution                   >1000k€

Massenanalysatoren

Single Quadrupole (LC-MS)
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Massenanalysatoren (Single Quad / LC-MS)

DetektorAnalysator Detektor

Massenanalysatoren

Triple Quadrupole (LC-MS/MS)

Massenanalysatoren (Triple Quad / LC-MS/MS)

10- 5 torr760 torr 10- 3 torr

Q2

Stickstoff / Argon  
Kollisionsgas
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Massenanalysatoren (Triple Quad)

Ion Transport

Ion Filtering

Ion Production

Ion Detection

Ion Processing

Ion Filtering

Ion Filtering

Massenanalysatoren (Triple Quad)

Q0

Q1 Q2
(LINAC)

Q3 / Ion trap

Product Ion Scan Precursor Ion Scan

Q1            Q2              Q3 Q1              Q2              Q3

Massenanalysatoren (Triple Quad)

select Precursor Ion
scan Product Ion

Multiple Reaction
Monitoring (MRM)

select Precursor Ion
select Product Ion

scan Precursor Ion
select Product Ion

constant mass off-set
between Q1 and Q3

Neutral Loss Scan

Q1            Q2              Q3Q1            Q2              Q3
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Scan Modes (Triple Quad) 

Precursor Ion Scan
(Vorläufer Ionen Suche)

Q1                                        Q2                                           Q3

Bereich abfahren Zielfragment messenalles fragmentieren

Precursor Ion Scan

 +Q1: 0.301 to 0.568 min from Sample 1 (TuneSampleID) of Scan Extrakt 50-1000.wiff (Turbo Spray) Max. 7.2e6

4.5e6

5.0e6

5.5e6

6.0e6

6.5e6

7.0e6
7.2e6 426.0

414.3

428.3

Sample Name: TuneSampleID Acq. Date: Saturday, December 02, Acq. Time: 12:2

Precursor Ion Scan eines Extrakts 
(Veratrum album – weißer Germer)

m/z: 350 - 900

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
m/z, amu

5.0e5

1.0e6

1.5e6

2.0e6

2.5e6

3.0e6

3.5e6

4.0e6

In
te

ns
ity

, c
ps

752.6

710.6

794.5415.5 668.4
430.4

552.5
594.5

753.5 768.5 810.6636.4
458.4398.2

678.5510.5 726.4626.5 669.5
411.0383.1 460.3 553.4 684.5595.5445.2 610.5 637.4576.5472.4 694.5 816.7 858.6406.2 511.5 736.6658.5470.4 774.5378.4 536.2439.3 464.2 568.3 618.6400.2 522.6371.2 717.5654.5608.3 650.3 692.3 800.4 832.5759.6419.4 780.4560.3 748.5 851.6529.3 861.2 879

Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: N/A Page 1 of 

 +Q1: 0.301 to 0.568 min from Sample 1 (TuneSampleID) of Scan Extrakt 50-1000.wiff (Turbo Spray) Max. 7.2e6

4.5e6

5.0e6

5.5e6

6.0e6

6.5e6

7.0e6
7.2e6 426.0

414.3

428.3

Sample Name: TuneSampleID Acq. Date: Saturday, December 02, Acq. Time: 12:2

Precursor Ion Scan eines Extrakts 
(Veratrum album – weißer Germer)

m/z: 350 - 900

P t t i A

Precursor Ion Scan

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
m/z, amu

5.0e5

1.0e6

1.5e6

2.0e6

2.5e6

3.0e6

3.5e6

4.0e6

In
te

ns
ity

, c
ps

752.6

710.6

794.5415.5 668.4
430.4

552.5
594.5

753.5 768.5 810.6636.4
458.4398.2

678.5510.5 726.4626.5 669.5
411.0383.1 460.3 553.4 684.5595.5445.2 610.5 637.4576.5472.4 694.5 816.7 858.6406.2 511.5 736.6658.5470.4 774.5378.4 536.2439.3 464.2 568.3 618.6400.2 522.6371.2 717.5654.5608.3 650.3 692.3 800.4 832.5759.6419.4 780.4560.3 748.5 851.6529.3 861.2 879

Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: N/A Page 1 of 

Protoveratrin  A

794.5
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Scan Modes (Triple Quad) 

(Fragmentmuster erkennen)
Product Ion Scan

Q1                                       Q2                                   Q3

Ion selektieren Fragmentmusterfragmentieren

794.5 ????
????

 +MS2 (794.40) CE (129): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Protoveratrine A_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 5.2e6 cps.

3 2e6

3.4e6

3.6e6

3.8e6

4.0e6

4.2e6

4.4e6

4.6e6

4.8e6

5.0e6

5.2e6 658.4

776.4

*Installation 3200 QTrap AF012150606 Printing Time: 18:33:41

Printing Date: Thursday, March 01, 2007

Fragmentierung von 794.5 m/z

794.5 776.3

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
m/z, amu

2.0e5

4.0e5

6.0e5

8.0e5

1.0e6

1.2e6

1.4e6

1.6e6

1.8e6

2.0e6

2.2e6

2.4e6

2.6e6

2.8e6

3.0e6

3.2e6

162.3

676.2556.4436.4

164.3

438.3 558.4 660.4678.3 778.0

 +MS2 (794.40) CE (129): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Protoveratrine A_FinalPrdt_Pos.wiff (Turbo Spray) Max. 5.2e6 cps.

3 2e6

3.4e6

3.6e6

3.8e6

4.0e6

4.2e6

4.4e6

4.6e6

4.8e6

5.0e6

5.2e6 658.4

776.4

*Installation 3200 QTrap AF012150606 Printing Time: 18:33:41

Printing Date: Thursday, March 01, 2007

Fragmentierung von Protoveratrin A (Standard)

794.5 776.3

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
m/z, amu

2.0e5

4.0e5

6.0e5

8.0e5

1.0e6

1.2e6

1.4e6

1.6e6

1.8e6

2.0e6

2.2e6

2.4e6

2.6e6

2.8e6

3.0e6

3.2e6

162.3

676.2556.4436.4

164.3

438.3 558.4 660.4678.3 778.0

Identische Fragmentierung wie der Standard (Protoveratrin  A)
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Scan Modes (Triple Quad) 

Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Quantifizierung

Q1                                     Q2                                     Q3

776.4

Ion selektieren Spezifisches FragmentionFragmentieren

676.2

658.4

794.5

Protoveratrin A / Serum

Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A1"    Mass(es): "794.3/776.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    581.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.32   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:        Manual  
Retention Time:     5.31   min
Area:         2.94 e+004   counts
Height:         4. 33e+003  cps
Start Time:         5.16   min
End Time:           5.63   min

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
Time,  min

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

In
te

n
s

it
y

,
 c

p
s

Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  
Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
End Time:           4.93   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Time, min

0.0

5.0e4

1.0e5

1.5e5

2.0e5

2.5e5

3.0e5

3.5e5

4.0e5

4.5e5

5.0e5

I
n

te
n

s
it

y
, 

c
p

s

4.75

Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A2"    Mass(es): "794.3/676.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  

Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  4 75

Sample Name: Patient 0,5ml Acq. Date: 2007/03/09,.. Acq. Time: 02:00:04 PM,.

IS1. Fragment

794.5 776.4

p yp
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    463.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: A nalyst Classic  
Bunching Factor:    2     
Noise Threshold:    0.05   cps
Area Threshold:    0.27   cps
,Num. Smooths:       5     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.40   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       B ase To Base  
Retention Time:     5.32   min
Area:         2.90 e+003   counts
Height:         3. 72e+002  cps
Start Time:         5.15   min
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Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
End Time:           4.93   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A3"    Mass(es): "794.3/658.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    494.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: A nalyst Classic  
Bunching Factor:    2     
Noise Threshold:    1.20   cps
Area Threshold:    6.00   cps
,Num. Smooths:       5     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.42   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       B ase To Base  
Retention Time:     5.32   min
Area:         1.14 e+004   counts
Height:         1. 48e+003  cps
Start Time:         5.16   min
End Time:           5.57   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  
Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
End Time:           4.93   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: Untitled 2 Page 1 of 

2. Fragment

3. Fragment

IS

IS

794.5 676.2

794.5 658.4

Protoveratrin A / Serum

Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A1"    Mass(es): "794.3/776.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    581.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.32   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:        Manual  
Retention Time:     5.31   min
Area:         2.94 e+004   counts
Height:         4. 33e+003  cps
Start Time:         5.16   min
End Time:           5.63   min
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Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  
Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
End Time:           4.93   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A2"    Mass(es): "794.3/676.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  

Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  4 75

Sample Name: Patient 0,5ml Acq. Date: 2007/03/09,.. Acq. Time: 02:00:04 PM,.

IS1. Fragment

794.5 776.4

p yp
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    463.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: A nalyst Classic  
Bunching Factor:    2     
Noise Threshold:    0.05   cps
Area Threshold:    0.27   cps
,Num. Smooths:       5     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.40   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       B ase To Base  
Retention Time:     5.32   min
Area:         2.90 e+003   counts
Height:         3. 72e+002  cps
Start Time:         5.15   min
End Time:           5.56   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
End Time:           4.93   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Sample Name: "Pat ient 0,5ml"    Sample ID: ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff "
Peak Name: "Proto A3"    Mass(es): "794.3/658.3 amu"
Comment: ""    Annotation: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     U nknown  
Concentration:      N/A            
Calculated Conc:    494.    ng/mL  
Acq. Date:       0 3/11/2007  
Acq. Time:       0 2:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: A nalyst Classic  
Bunching Factor:    2     
Noise Threshold:    1.20   cps
Area Threshold:    6.00   cps
,Num. Smooths:       5     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        5.42   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       B ase To Base  
Retention Time:     5.32   min
Area:         1.14 e+004   counts
Height:         1. 48e+003  cps
Start Time:         5.16   min
End Time:           5.57   min 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
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Sample Name: "Patient  0,5ml"    Sample ID:  ""    File: "09-03-07-KG NEU.wiff"
Peak Name: "Fentanyl-D5(IS)"    Mass(es): "342.1/188.1 amu"
Comment: ""    Annotat ion: ""

Sample Index:      34     
Sample Type:     Unknown  
Concentration:      1.00    ng/mL  
Calculated Conc:    N/A            
Acq. Date:       03/11/200 7  
Acq. Time:       02:48:56 PM  
 
Modified:           Yes   
Proc. Algorithm: Analyst C lassic  
Bunching Factor:    1     
Noise Threshold:    1.25   cps
Area Threshold:    6.24   cps
,Num. Smooths:       3     
Sep. Width:         0.20  
Sep. Height:        0.01  
Exp. Peak Ratio:    5.00  
Exp. Adj. Ratio:    4.00  
Exp. Val. Ratio:    3.00  
RT Window:         30.0    sec
Expected RT:        4.75   min
Use Relative RT:    No    
 
Int. Type:       Exponenti al Skim  
Retention Time:     4.75   min
Area:         3.33e+006   counts
Height:         5.09e+005  cps
Start Time:         4.59   min
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Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: Untitled 2 Page 1 of 

2. Fragment

3. Fragment

IS

IS

794.5 676.2

794.5 658.4

Kalibrierung / Auswertung
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A_FINAL.rdb (Proto A1): "Linear" Regression ("No" weighting): y = 1.56e-005 x + -0.000259 (r = 0.9977)
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*Service API 3000 SN# D13070403 Printing Time: 16:45:42

Printing Date: Saturday, December 22, 2007

A_FINAL.rdb (Proto A2): "Linear" Regression ("No" weighting): y = 1.79e-006 x + 4.41e-005 (r = 0.9995)

*Service API 3000 SN# D13070403 Printing Time: 16:45:42

Printing Date: Saturday, December 22, 2007

*Service API 3000 SN# D13070403 Printing Time: 16:45:42

Printing Date: Saturday, December 22, 2007

Protoveratrin A / Serum

1. Fragment

2 F t

794.5 776.4

Kalibrierung  (pg/mL bzw. ng/L)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Analyte Conc. / IS Conc.

0.0000

5.0000e-4

1.0000e-3

1.5000e-3

2.0000e-3

2.5000e-3
2.8269e-3

A
na

ly
te

 A
re

a 
/ I

S
 A

re
a

A_FINAL.rdb (Proto A3): "Linear" Regression ("No" weighting): y = 6.94e-006 x + -9.07e-006 (r = 0.9995)
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2. Fragment

3. Fragment

794.5 676.2

794.5 658.4

Realer Fall

Massenanalysatoren

Unterschiede: LC-MS und LC-MS/MS
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H+

LC-MS (SIM)

209

2. MS-Filter

Stoßzelle
H+

Ketoprofen im Serum

m / z = 254.3 + H+ = 255

255

Ion selektieren Spezifisches BruchstückFragmentieren

255

SIM = selected ion monitoring
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H+ - HCOOH+
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LC-MS/MS (MRM) 
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Fenbufen

LC-MS – LC-MS/MS 

LC-MS

Ketoprofen

Ketoprofen

Quantifizierung LC-MS/MS 

LC-MS/MS

Quantifizierung LC-MS/MS 

LC-MS/MS
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Massenanalysatoren

Ionenfalle

Weitere Massenanalysatoren

Weitere Massenanalysatoren

Q1 = Ionenfalle
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Massenanalysatoren - Ionenfalle

Labetalol: MSn

[M+H]+

Nicht-selektiver β-Blocker und selektiver β2-Agonist.

Wird gegen Bluthochdruck eingesetzt.

MW: 328.41

Labetalol: MSn

[M+H]+

(311)
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Labetalol: MSn

Labetalol: MSn

Labetalol: MSn
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Fragmentierungseffizienz

Gallensäure   /

Linear Ion Trap (LIT) Technology

Massenanalysatoren – Lineare Ionenfalle

Q3 = Linear Ion Trap

= QTRAP

Massenanalysatoren – Lineare Ionenfalle
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Enhanced Produkt Ionen Scan (EPI)

80 x empfindlicher in EPI

Beispiele

Reserpin

Reserpin = Indolalkaloid einiger Hundsgiftgewächse 
der Gattung Rauwolfia 
(Mittel gegen Bluthochdruck)

Indische Schlangenwurzel
(Wahnsinnskraut )

(Java-Teufelspfeffer)

Beispiele

Reserpin

> 500 x empfindlicher in EPI
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Screening mittels QTRAP (EPI)

Screening mittels QTRAP

QTRAP

Q1 Q2 Trap
W.Weinmann
Freiburg

XIC of +MRM (97 pairs): 246.9/169.0 amu from Tomate03_MSCE_25_A.wiff, Smoothed, Smooth... Max. 1.9e4 cps.
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Literatur:

Screening mittels QTRAP

Massenanalysatoren

TOF
(Time-of-Flight / Flugzeit-Massenspektrometer)

Flugzeit-Massenspektrometer (TOF-MS) 

Im Flugzeit-Massenspektrometer wird ausgenutzt, dass die Ionen beim Eintritt
in den Analysator alle die gleiche Energie haben und leichte Ionen deshalb
schneller sind als schwere.

Daher erreichen leichte Ionen

Massenanalysatoren - TOF

Daher erreichen leichte Ionen
den Detektor eher als schwere Ionen.

In der Praxis haben sich Geräte mit Ionenspiegeln bewährt, bei denen die
Flugstrecke durch ein zusätzliches elektrisches Feld am Ende der
ursprünglichen Flugrichtung verdoppelt wird.

Zusätzlich erreicht man durch diese Technik eine weitere Fokussierung, die
die Varianz in der Geschwindigkeit der Ionen minimiert.
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Massenanalysatoren - TOF

TOF
Q1

Detector

Sample
Ions

Q2Q0

TOF10-2 Torr

7x10-7 Torr

Ion Mirror
(reflector)

760 Torr 10-5 Torr

TOF

Relative, Exakte und Nominelle Masse
Beispiel: C33H40N2O9 (Reserpin)

Relative Molekülmasse
Mittelwert der exakten Massen der natürlich auftreteneden Isotope
gewichtet nach ihrem prozentualen Anteil: z.B.: C= 12,0107, ... : 608,687 Da.

Exakte Molekülmasse

Atomgewicht (C) = 0.9889 x (12C: 12.0000) + 0.0111 x (13C:13.0033) =  12.01070

Exakte Masse eines Moleküls (entsprechend der Zusammensetzung) bezogen auf die Massen 
der häufigsten Isotope der im Molekül vorhandenen Elemente

d.h. isotopenrein (C= 12,00000, H = 1,00783, O = 15,99492 : 608,272 Da.

Die Nominelle Molekülmasse
Wird aus der gerundeten Masse der Nukleonen (Massenzahl) berechnet
(z.B.: C = 12, H = 1, O = 16): 608 Da. 

Welche Masse wird in praxi verwendet ?
Das hängt von der Auflösung der MS und der Masse des Moleküls ab –
Meistens wird für kleine Moleküle die Exakte Masse verwendet.

Massenberechnung

Berechnung der Molmasse von Reserpin, C33H40N2O9

Relative Masse:                               Exakte Masse:

C:  33 x 12.0107 = 396.363        C:  33 x 12.0000 =   396.000 

H:  40 x 1.00794 =   40.316         H:  40 x   1.0078 =     40.312 

N:  2 x 14.00670 =   28.013         N:  2 x 14.00310 =     28.006 

O:  9 x 15.99940 = 143.995         O:  9 x 15.99492 =   143.954

608.687     608.272

http://www.daniel-pfeilsticker.de/chemie/massen/index-isotope.html
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Beispiel

Reserpin (LC-MS/MS: Q1)

[M+H]

Exakte Masse

Die exakte Masse ist die Masse eines Moleküls, das nur aus den häufigsten
Isotopen zusammengesetzt ist.

Das resultierende Signal wird auch monoisotopischer Peak genannt.

Reserpin [M+H]+ C33H41N2O9

609.280657

1500

2000

2500

Simuliertes Spektrum von Reserpin

Reserpin (LC-MS/MS)

610.283932

611.286709

0

500

1000

609.0 609.5 610.0 610.5 611.0 611.5 612.0 612.5 m/z

612.289405

Auflösung

Die Fähigkeit eines MS-Gerätes zwischen zwei m/z Werten zu unterscheiden.

A = m/Δm (engl.: R = Resolution)

Δm ist hierbei die Massendifferenz zwischen 
zwei benachbarten Peaks, die aufgelöst sind

m ist die Masse des ersten Peaksm ist die Masse des ersten Peaks 
(oder die mittlere Masse zweier Peaks)

Beispiel: A = 5000

Relative Abweichung bzw. Fehler der Messung
ppm = 1•10E6 (gemessene Masse - exakte Masse) / exakte Masse
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m/z : 516,76671 = ??

Auflösung

Auflösung

Auflösung

Orbitrap 
(Fa. Thermo Fisher Scientific)
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High Resolution Mass Spectral Database

High Resolution Mass Spectral Database

High Resolution Mass Spectral Database
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Urinscreening mittels LC-MS TOF

4

6

5x10
Intens.

Total Ionenchromatogramm (TIC)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
0

2

TIC +All MS

Urine Probe Nr.: 994/2007

Anna Pelander, University of Helsinki

6465

67

62

46

39

68

65

4748

58

432

3

5x10
ntens.

Extrahiertes Ionenchromatogramm

36

51

54
59

1 21

66

3520

4

2

7

6

3
63

22

11 28

18

15

10
24

37

52

55
60

2512 2913 30

1617

4934

41
262714 31

9
693233

38

53

56
61

57
8

505
23

19

40

70

42 4544

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
0

1

EIC 300 09±0 005 +All MS Smoothed (1 78 1 GA) EIC 286 074±0 005 +All MS Smoothed (1 78 1 GA) EIC 287 058±0 005 +All MS Smoothed (1 78 1 GA)

Urine Probe Nr.: 994/2007

Anna Pelander, University of Helsinki
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Ergebnisse

Results report for sample 994/2007 - Anna Pelander, University of Helsinki

Massenanalysatoren

TOF (Orbitrap)

Orbitrap Funktionsprinzip

1. Ionen werden in der linearen Falle gespeichert
2.   werden axial ausgeworfen
3.   werden in der C-trap gespeichert
4. werden komprimiert und in die Orbitrap transferiert

Diese oszillierenden Ionen induzieren in den zwei
Schalen der Falle einen Strom, der mit Hilfe eines

Verstärkers aufgezeichnet werden kann

Ionen einer Masse erzeugen ein
sinusförmiges Signal
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Auflösung / Genauigkeit

Auflösung (A)

Ionensuppression / Matrix Effekte

Ionensuppression

Post-column Infusion
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Ionensuppression

Chromatogramme / Post Infusion Experimente / Plasma*

Einsatzgebiete der MS im TDM 

C (Analyt)
mg/L

Massenanalysator Beispiele

1 – 100 Single Quad (LC-MS) Antiepileptika- Gabapentin, Vigabatrin,  ..

Virustatika- Aciclovir, Ganciclovir

Antidiabetikum- Metformin

0,01 – 1 Single Quad (LC-MS)

Triple Quad (LC-MS-MS)

Neuroleptika- Clozapin, Perazin, ..

Antidepressiva- Amitriptylin, Doxepin,  …

Antibiotika- Rifampicin

< 0,01 – 0,1 Triple Quad (LC-MS-MS) Immunsupressiva
Sirolimus (SRL), TAC, EVE, Ciclosporin

Neuropletika- Fluphenazin

Einsatzgebiete der MS in der Toxikologie

Massenanalysator Beispiele
Single Quad (LC-MS) Antidiabetikum Metformin

Triple Quad (LC-MS-MS) Ampfetamine
Ampfetamin, Metamfentamin, MDMA, …

Antidiabetika 
Glibenclamid, Glipizid, …, Metformin

HTD- Analytik 
Fentanyl, Flunitrazepam, …

Halluzinogene- LSD

Opioide
Tilidin, …

Pflanzengifte 
Colchicin, Atropin, Scopolamin, Veratrum-Alkaloide (Pro A, B)

Vitamin-K Antagonisten (inkl. Rattengifte)
Cumatetralyl, Brodifacoum, …
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Vorteile der LC-MS und MS/MS in der Toxikologie

Vorteile Nachteile
Etablierte Analysemethode Anschaffungspreis  (> 100 000 Euro)

Wenig Probevolumen nötig Kompressor / Stickstoffgenerator

Keine Derivatisierung Lärm durch Generatoren / MS - Vakuumpumpe 

Für temperaturlabile Substanzen

Schnelle Methodenentwicklung

Multikomponentenanalyse

Schnelle Analysen (< 5 - 10 min) Ionensuppression

Empfindlich, selektiv Tageskalibration erforderlich

Strukturaufklärung möglich

Qualitatives Screening mittels LC-MS/MS
(Blut / Urin: Multitarget Screening > 300 Substanzen)

Quantitatives Screening

Qualitatives Screening mittels LC-TOF
(Blut in Arbeit / Urin)

Quantitatives Screening

Quellen

• Applied Biosystems

• Shimadzu

• ThermoFisher Scientific

• Varian

• Waters

• W. Weinmann (Freiburg)

• … Internet


