HelmholtzZentrum miinchen

Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt

Universitat (&
RO stoc k ’ / Traditio et Innovatio

JOINT MASS SPECTROMETRY CENTRE

Entwicklung und Optimierung einer
Methode zur Charakterisierung un-
bekannter Substanzen mittels Gas-
chromatographie - ultra-hochauflo-
sender Massenspektrometrie und
chemischer Ionisierung unter Atmo-

spharendruck

Kumulative Dissertation

Zur
Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Universitat Rostock

eingereicht von Theo Schwemer, geb. am 04.10.1983 in Rostock,

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002681



Rostock, 30.11.2019
Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von November 2012 bis Dezember 2016 am Institut
flr Chemie der Universitat Rostock am Lehrstuhl flr Analytische Chemie in der Arbeitsgruppe

von Prof. Dr. Ralf Zimmermann angefertigt.

Gutachter: Zweitgutachter

Prof. Dr. Ralf Zimmermann Prof. Dr. Andreas Rompp
Universitat Rostock Universitat Bayreuth
18059 Rostock 95326 Kulmbach

Datum der Einreichung:

31.10.2019

Datum der Verteidigung:

28.01.2020



III

"Wenn man das Unmogliche ausgeschlossen hat, muss das, was librig bleibt,
die Wahrheit sein, so unwahrscheinlich sie auch klingen mag."

The Adventure of the Beryl Coronet / Sherlock Holmes
ARTHUR CONAN DOYLE



IV

Erklarung
Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig angefertigt
und ohne fremde Hilfe verfasst habe. Dazu habe ich keine auler den von mir angegebenen
Hilfsmitteln und Quellen verwendet und die den benutzten Werken inhaltlich und wértlich

entnommenen Stellen habe ich als solche kenntlich gemacht.

Rostock, 30.11.2019

Theo Schwemer



Vv

Erklarung zur Abfassung der Manuskripte zur ku-

mulativen Dissertation
Folgende Manuskripte wurden von Theo Schwemer als Haupt- bzw. Co-Autor in wissen-
schaftlichen Fachzeitschriften (peer-reviewed) publiziert. Sie stellen die Grundlage fur die
vorliegende kumulative Dissertation dar. Der Anteil von Theo Schwemer an den Arbeiten ist

jeweils kurz dargestellt.

1. Theo Schwemer, Christopher P. Riiger, Martin Sklorz, and Ralf Zimmermann;
Gas Chromatography coupled to atmospheric pressure chemical ionization FT-ICR
mass spectrometry for improvement of data reliability; Analytical chemistry 87.24
(2015): 11957-11961. DOI: 10.1021/acs.analchem.5b02114

Theo Schwemer war firr den Aufbau des Messgerates und der Messmethode verantwortlich,

plante und flihrte die Messungen aus. Er fiihrte die Datenanalyse durch und schrieb das

Manuskript.

2. Theo Schwemer, Thorsten Réssler, Bjérn Ahrens, Marion Schéffer, Alexandra Hassel-
bach-Minor, Michael Piitz, Martin Sklorz, Thomas Gréger, Ralf Zimmermann, et al.
"Characterization of a heroin manufacturing process based on acidic extracts by com-
bining complementary information from two-dimensional gas chromatography and high
resolution mass spectrometry.” Forensic  Chemistry 4 (2017): 9-18. DOI:
10.1016/j.forc.2017.02.006

Theo Schwemer flihrte Messungen durch, Gibernahm einen Teil der Datenauswertung und

arbeitete am Manuskript und Erstellung der Graphiken.

3. Theo Schwemer, Uwe Kéfer, Christopher P. Riiger, Martin Sklorz, Ralf Zimmermann,
Application of gas chromatography coupled to ultra-high resolution mass spectrometry
for the analysis of bitumen aging

Theo Schwemer plante und flihrte die Messungen aus. Er war fir die Datenanalyse verant-

wortlich und schrieb das Manuskript.

4. Christopher P. Riger, Toni Miersch, Theo Schwemer, Martin Sklorz, and Ralf Zimmer-
mann, "Hyphenation of thermal analysis to ultrahigh-resolution mass spectrometry (Fou-

rier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry) using atmospheric pressure



VI

chemical ionization for studying composition and thermal degradation of complex mate-
rials." Analytical ~ chemistry 87.13  (2015):  6493-6499. DOI: 10.1021/acs.anal-
chem.5b00785

Theo Schwemer flihrte einen Teil der Messungen und die Datenauswertung durch.

5. Riger, Christopher P., Martin Sklorz, Theo Schwemer, Ralf Zimmermann, "Character-
isation of ship diesel primary particulate matter at the molecular level by means of ultra-
high-resolution mass spectrometry coupled to laser desorption ionisation—comparison
of feed fuel, filter extracts and direct particle measurements." Analytical and bioanalytical
chemistry 407.20 (2015): 5923-5937. DOI 10.1007/s00216-014-8408-1

Theo Schwemer flhrte einen Teil der Messungen und die Datenauswertung durch.

6. Oeder, Sebastian, et al. "Particulate matter from both heavy fuel oil and diesel fuel ship-
ping emissions show strong biological effects on human lung cells at realistic and com-
parable in vitro exposure conditions." PloS one 10.6 (2015): e0126536. DOI:
10.1371/journal.pone.0126536

Theo Schwemer fiihrte einen Teil der Messungen und die Datenauswertung durch.

7. Streibel, Thorsten, et al. "Aerosol emissions of a ship diesel engine operated with diesel
fuel or heavy fuel oil." Environmental Science and Pollution Research 24.12 (2017):
10976-10991. DOI 10.1007/511356-016-6724-z

Theo Schwemer fiihrte einen Teil der Messungen und die Datenauswertung durch.

8. Ruger, Christopher P., Theo Schwemer, Martin Sklorz, Peter B O’Connor, Mark P Bar-
row and Ralf Zimmermann, "Comprehensive chemical comparison of fuel composition
and aerosol particles emitted from a ship diesel engine by gas chromatography atmos-
pheric pressure chemical ionisation ulfra-high resolution mass spectrometry with im-
proved data processing routines." European Journal of Mass Spectrometry 23.1 (2017):
28-39.DOI: 10.1177/1469066717694286

Theo Schwemer fuhrte einen Teil der Messungen und die Datenauswertung durch.




VII

Danksagung

Besonders mdchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. R. Zimmermann daflr bedanken, dass ich in
dieser Arbeitsgruppe die Mdglichkeit bekommen habe, meine Dissertation anfertigen zu dur-
fen. Durch die freundliche und engagierte Betreuung, durch Dr. M. Sklorz und Dr. T. Streibel,

hat mir diese Arbeit viel Freude bereitet. Sie standen mir jederzeit mit Rat und Tat zur Seite.

Danken maochte ich der gesamten Arbeitsgruppe, die mir jederzeit bei Fragen hilfreich zur
Seite stand. Im Besonderen mochte ich Christopher Riger danken, der mich wahrend mei-

ner Promotion immer unterstitzt hat und bei Fragen und Problemen hilfreich zur Seite stand.

Auch meiner langjahrigen Kommilitonin Sabrina Radischat mdchte ich meinen Dank aus-

sprechen. Sie war mir immer eine verlassliche Praktikumspartnerin und Freundin.

Ich danke aulRerdem meinen Eltern und meiner gesamten Familie, die mich in allen Lebens-

lagen unterstitzen.

Nicht zuletzt gilt ein besonderer Dank meiner Frau Karoline und meinen Kindern. Sie geben
mir stetig Kraft, unterstlitzen mich und spornen mich an, stets mein Bestes zu geben. |hr

habt immer an mich geglaubt und ohne euch ware mein Leben um vieles armer.



VIII

Zusammenfassung

Die Charakterisierung von hochkomplexen Probengemischen aus mehreren tausenden
Substanzen stellt eine Herausforderung fir die analytische Chemie dar und bedarf leistungs-
fahiger Techniken. Die Massenspektrometrie, insbesondere die hochauflosende Massen-
spektrometrie, ist eine Methode, die schon in vielen Forschungsgebieten einen substanziel-
len Beitrag zur Beschreibung komplizierter Gemische auf molekularer Ebene geleistet hat.
Trotz einfacherer und schnellerer Probenaufgabe ohne weiteres Kopplungssystem, birgt die
Verwendung einer chromatographischen Trennung als Einlasssystem fir das Massenspek-
trometer einige Vorteile fur die Separierung und Identifizierung von unbekannten Substan-
zen. Zum einen ermdglicht die Gaschromatographie die Auftrennung isomerer Verbindun-
gen, zum anderen den Vergleich der Elutionszeiten und anderer Molekilinformationen mit
Datenbanken. Daher wurde zunéchst eine Kopplung aus ultra-hochauflésendem Massen-
spektrometer (Fourier Tranformation lonen Zyklotron Resonanz Massenspektrometer) und
Gaschromatograph entwickelt. Im Anschluss musste sowohl eine funktionierende Methode
entwickelt, getestet und evaluiert werden. Da existierende Programme bei der Datenaus-
wertung nur unzureichend oder gar nicht mit den kombinierten chromatographischen und
hoch aufgeldsten Massenspekiren zurechtkamen, wurde eine Methode entwickelt, die es
ermdglicht, verschiedene existierende Ansatze gewinnbringend zu kombinieren. Dabei fiel
auf, dass das Evaluieren der Daten ein entscheidender und zeitaufwendiger Faktor ist. Da-
her wurde im Rahmen der Verbesserung der Datenauswertung, eine automatisierte Me-
thode zur -evaluierung entwickelt. Zum Testen des Systems, einschlief3lich der entwickelten
Datenauswertung, wurden verschiedene komplexe Proben, z.B. Diesel, Schwerdl, Bitumen,
Verbrennungsaerosole und Drogenmischungen untersucht. Dadurch konnte gezeigt wer-
den, dass die Methode die ausgewahlten Proben auf molekularer Ebene adaquat beschrei-
ben und bei fragmentierungsarmer lonisierung gleichzeitig ein weites Spektrum an Substan-
zen ionisieren kann. Zusatzlich vermag die Kopplung isobare und isomere Verbindungen
aus komplexen Gemischen voneinander zu trennen und diese sogar teilweise zu identifizie-

ren, was die Charakterisierung der Proben verbessert.
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Summary

The analysis of complex samples with thousands of compounds is an analytical challenge
that needed powerful techniques. Mass spectrometry and especially high-resolution mass
spectrometry meets that requirements and contributed to the characterization of samples on
a molecular level on many research areas. Despite of a more simple and faster sample in-
jection, the hyphenation of a mass spectrometer to chromatographic techniques has some
advantages for the separation and identification of unknown substances, for instance the
separation of isomeric species or the match of elution times and other molecular information
with databases. Therefore, the hyphenation of an ultra-high resolution mass spectrometer
(Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer) and a conventional gas chro-
matograph as well as a feasible method for sample analysis were developed. After testing
and evaluating there still was a problem with the data analysis. Available software could not
handle the combined chromatographic and high resolution mass spectrometric information
or was not capable to fulfill all requirements. That is why, a new data analysis algorithm was
developed, which combined desired features. Thereby it was approved, that data evaluation
is one of the most important and time-consuming factors within the data analysis process.
First of all, data analysis by the development of an automatic evaluation of chromatographic
data was improved. For testing the approach complex samples from different fields, such as
fossil fuel, bitumen, aerosols and drug mixtures, are used. It revealed, that the applied tech-
nique provided low fragmentation and ionization of a wide range of substances, which ena-
bled the specification of the selected samples on a molecular level. In addition, the approach
provided the separation of isomeric species and their selected identification, so improved the

characterization of samples.
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Zielstellung 1
1. Zielstellung

Die Zielstellung bestand in der Entwicklung einer funktionierenden Kopplung zwischen dem
Fourier Transformation lonen Zyklotron Resonanz Massenspektrometer (FT-ICR-MS) und
einem konventionellen Gaschromatographen (GC) zur umfangreicheren Charakterisierung
fliichtiger bis mittel-fliichtiger Substanzen in komplexen Gemischen. Dazu musste nicht nur
die physische Kopplung beider Gerate hergestellt werden, sondern auch einer Datenauf-
nahme- und Datenauswertungs-Methode fiir die ultra-hochaufgelésten chromatographi-

schen Daten entwickelt und verbessert werden.



Einleitung 2

2. Einleitung und Motivation

Seit der Entwicklung der Gaschromatographie ist diese Trenntechnik stetig weiterentwickelt
worden und zahlt deswegen anhaltend zu einer der leistungsstarksten Trennmethoden Uber-
haupt. Dabei basiert sie auf der Verteilung von Analyten zwischen einer stationaren und
einer mobilen Gasphase. Durch das kontinuierliche Einstellen eines Verteilungsgleichge-
wichtes zwischen beiden, kommt es zur Auftrennung verschiedenster Analytgemische. Vo-
raussetzung dafir ist, dass die Substanzen sich bei den angewandten Temperaturen zumin-
dest teilweise stabil in die Gasphase Uberfiihren lassen. Die Auftrennung des Analytgemi-
sches ist aber von verschiedenen Faktoren abhangig. Zum Beispiel durch die Anzahl der
Analyten im Gemisch, deren Polaritat, deren chemische Struktur und Systemparametern wie
Saulenlange oder Temperatur (CASTELLO 1999). Dabei kann nicht immer gewahrleistet wer-
den, dass alle Substanzen des Gemisches voneinander getrennt werden kdnnen. Um mittels
Gaschromatographie eine Validierung der detektierbaren Substanzen durchzuflihren, muss
eine entsprechende Vergleichssubstanz vermessen und deren Retentionszeit bestimmt wer-
den. Das co-eluieren zweier oder mehrere Substanzen, flihrt dazu das diese Komponenten
nicht oder nur unzureichend aufgetrennt werden und so gleichzeitig aus der chromatogra-
phischen Saule gelangen. Dann konnen die betreffenden Stoffe haufig nicht mehr eindeutig
identifiziert werden. Um diesem Problem vorzubeugen, wird die Gaschromatographie mit
anderen Trenntechniken gekoppelt. McLafferty erkannte schon in den 1950er Jahren die
Vorteile der Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometrie (MCLAFFERTY
1956, 1959). Dadurch konnten zusatzlich zu den Retentions- auch Masseinformationen ei-
ner Substanz generiert werden. In Abhangigkeit von der lonisierung der Analyten konnen
nahezu alle Substanzen, oder selektiv einzelne Substanzklassen, angeregt und detektiert
werden. Dabei konnen die meisten konventionellen Massenspektrometer heutzutage die
Massen schon auf eine oder zwei Stellen nach dem Komma bestimmen. Sollen noch ge-
nauere Bestimmungen durchgefihrt werden, missen ultra-hochauflésenden Massenspekt-
rometer verwendet werden. Diese erlauben durch Genauigkeiten von unter 1ppm und sehr
hohen Massenaufldsungen. Sogar die Berechnung von Elementarzusammensetzungen fir
bestimmte Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z) wird hierdurch ermdglicht. Mittels Kopplung
von GC und ultra-hochaufldsenden MS kénnen somit unbekannte Substanzen und Stoffge-
mischen mit sehr groRer Substanzanzahl untersucht werden. In jedem Fall muss aber si-

chergestellt werden, dass die Analytsubstanzen nicht durch die Detektion fragmentiert wer-
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den, da ansonsten keine validen Aussagen uber die unbekannte Ausgangssubstanz getrof-

fen werden konnen, oder die Komplexitat der Probe unnétigerweise weiter zunehmen wirde.
Daher wird versucht mit ,weicher lonisierung” selektive Analyten anzuregen.

Um besser verstehen zu konnen, was ,weiche lonisierung“ bedeutet und wie die Chromato-
graphie mit der Massenspektrometrie verbunden werden kann, wird im Folgendem kurz auf

Grundlagen der Techniken eingegangen.

2.1 Grundlagen Gaschromatographie

Die Gaschromatographie gehort zur Gruppe der Verteilungs- bzw. Adsorptionschromatogra-
phien, wobei grundsatzlich die unterschiedliche Wechselwirkung der Einzelkomponenten ei-
nes zu trennenden Stoffgemisches mit einer mobilen Phase (hier ein Tragergas) und der
stationaren Phase ausgenutzt wird. Dabei gilt: je starker die Wechselwirkung einer Substanz
mit der stationaren Phase ist, desto langer verweilt sie auf der Trenns&ule. Allerdings dlirfen
die Wechselwirkungen nicht so stark sein, dass eine Substanz irreversibel an der Trennsaule
adsorbiert. Zu schwache Wechselwirkungen hingegen kdnnen sich bei der Auftrennung
mehrere Substanzen ebenso negativ auswirken. Daher missen sowohl die stationare als

auch die mobile Phase gut auf das relevante Trennproblem abgestimmt sein.

zu frennendes Gemisch

nicht aktiv polar

stationire mobile

Phase Phase
Abbildung 1 Chromatographisches Dreieck

Die Polaritat der stationaren Phase wird meist Uber Variationen der Endgruppen und der
Vernetzung der Polyorganosiloxan Schicht, im Inneren der Trennsaule, eingestellt. Der Auf-
bau der Trennsdulen hat sich dabei im Laufe der Jahrzehnte deutlich weiterentwickelt. Be-
gann man Anfang der 50er Jahre (JAMES AND MARTIN 1952), zu Beginn des Zeitalters der
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Gaschromatographie, noch mit gepackten Saulen mit Aktivkohle, wurden schon wenig spa-
ter sogenannte Kapillarsaulen entwickelt, die die Trennleistung um den Faktor 100 bis 1000
verbesserten. Auch diese wurden im Laufe der Zeit verbessert, sodass es mittlerweile viele
Varianten derer gibt. Die wichtigsten sind die ,Schichtkapillarsaule® (PLOT), die ,tragerbe-
schichteten® Kapillarsaulen (SCOT), die ,Dinnfilm* Kapillarsaulen (WCOT) und die FSOT-
Saulen, die sich nur durch eine aus Quarzglas mit Polyimid beschichtete S&ulenwandung
von den WCOT-S&ulen unterscheiden. Eine Ubersicht iiber die wichtigsten, herkdmmlichen
Séaulen und deren Zusammensetzung der Trennséaulenbeschichtung istim Anhang gegeben.
Im Gegensatz dazu ist die Polaritat der mobilen Phase, oder des Tragergases, nur bedingt
einstellbar. Es gibt zwar eine Vielzahl von Gasen, die verwendet werden kdnnten, aber auf
Grund der analytischen Anforderungen an Reinheit und Volumenstrom reduziert sich deren

Anzahl auf eine (iberschaubare Menge. Diese besitzen in der Regel eine geringe Polaritat.

Tabelle 1 haufig eingesetzte Tragergase in der Gaschromatographie

Tragergas Formelzeichen
Argon Ar
Argon + 5 % Methan  Ar+5 % CHs
Helium He
Kohlenstoffdioxid CO2
Stickstoff N
Wasserstoff H2

Die mdgliche Verwendung einzelner Gase richtet sich zudem nach dem zu verwendenden
Detektor. Die Vielfalt derer ist groR. Eine Ubersicht iiber die wesentlichen Alternativen wird
unter Kapitel 2.3 ,Analysatoren und Detektoren* aufgefiihrt. An dieser Stelle soll darauf hin-
gewiesen werden, dass nicht jeder Detektor mit jedem Tragergas kombiniert werden kann.
Durch Eingabe mittels Injektors wird die zuletzt gasformige Probe auf die Trennsaule aufge-
bracht. Die am haufigsten eingesetzten Injektoren lassen sich dabei in vier Varianten auftei-
len:
1. Split/Splitless-Injektoren
On-Column-Injektoren
Kaltaufgabe-Injektoren

L™

Direktaufgabesysteme mittels Ventilschaltung
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Bei der ersten Variante wird die Probe (ber eine Membran in einen konstant beheizten In-
jektor gebracht und dort verdampft. Dabei stromt zusatzlich Tragergas mit konstanter Fliel3-
geschwindigkeit in den Injektor und vermischt sich mit der Probe. Der Gasstrom aus beidem
wird anschlie3end entsprechend der Einstellungen aufgeteilt. Denn durch das Einstellen des
Gesamtflusses in den Injektor und die Regelung der Durchflussmenge tber den Splitaus-
gang kann festgelegt werden, welcher Volumenstrom auf die Trennsaule gelangt.

Beim On-Column-Injektor hingegen, wird die Probe direkt in die nicht beheizte Saule injiziert.
Dabei wird die Probe vollstandig auf die Trennsaule aufgebracht. Das Verfahren eignet sich
daher besonders flir sehr niedrig konzentrierte Analyten. Es muss aber darauf geachtet wer-
den, dass die Probe komplett verdampft wird, da ansonsten Rickstande auf der Saule ver-
bleiben, die nachfolgende Untersuchungen stéren konnen.

Das Kaltaufgabesystem wiederum ermdglicht es den Benutzern, im Injektor ein vom Gas-
chromatographen unabhangiges Temperaturprogramm zu realisieren. Im Unterschied zu
den vorherigen Injektor-Typen konnen durch den Einsatz eines Zusatzmoduls auch Fest-
stoffproben in den GC eingebracht werden. Ansonsten ahnelt das Kaltaufgabesystem in sei-
nen Funktionen dem Split/Splitless-Injektor.

Die letztgenannte Variante der Direktaufgabe findet eher selten Anwendung und erklart sich
dem Namen nach groRtenteils selbst. Dabei wird per automatischer Ventilschaltung eine
Probe entweder auf die Saule oder zu anderen Ausgangen geleitet.

Ist die Probe injiziert, werden auf der Trenns&ule ihre Bestandteile anhand ihrer Dampfdru-
cke und Polaritaten voneinander getrennt. Abhéngig von der Polaritat der stationéren Phase
und des Analyten kommt es wahrend des Transportes der Molekile durch die Trennsaule
zu mehrfacher Adsorption und Desorption. Je starker die Wechselwirkungen sind, desto
starker wird auch der Analyt an die stationare Phase gebunden. In diesem Fall benotigt der
Analyt mehr Zeit um die Trennsaule zu durchlaufen, was bedeutet, dass die Retentionszeit
zunimmt. Dabei stellen sich flir jede Substanz stetig neue Gleichgewichte fiir die Verteilung
zwischen mobiler und stationérer Phase ein. Diese Gleichgewichte kénnen mit dem RAOULT-
schen Gesetz beschrieben werden, wonach der Partialdruck (p;) einer Substanz in der mo-
bilen Phase sich aus dem Produkt von Stoffmengenanteil (i) der Komponente und dessen
Dampfdruck (p?) in der Reinform errechnet.

0
Pi = XiP; (2.1)
Formel 1 Raoult'sches Gesetz
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Die genaue Starke der Wechselwirkung hangt dabei von mehreren Faktoren, z.B. der Aus-
bildung von Wasserstoffbriickenbindungen, von Van-der-Waals-Bindungen oder Donor-Ak-

zeptor-Bindungen, ab.

Injektor Saule Detektor

f HETP \
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Abbildung 2 Chromatographisches Trennprinzip
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Die Anzahl der mdglichen Einstellungen chemischer Gleichgewichte I&sst sich auch als
Lange ausdriicken, die als theoretische Bodenhohe (HETP) oder Trennstufenhdhe bezeich-
net wird. Diese gibt Auskunft tiber die chromatographische Trennleistung einer Saule. Unter
der Annahme, dass die Temperatur und FlieRgeschwindigkeit konstant sind und die statio-
nare Phase nicht tberladen wird, I&sst sich die Trennstufenhohe (H) mit Hilfe der Van-Deem-

ter-Gleichung (vAN DEEMTER ET AL., 1956) ermitteln.
H=A+"+Cxu, (2.2)

Formel 2 Van-Deemter-Gleichung

Hierbei steht der Term ,A“flr die Eddy-Diffusion, die prinzipiell durch unterschiedliche FlieR-
strecken der Teilchen durch die Saule charakterisiert ist. Aufgrund ihres Aufbaus entfallt
dieser Term sinnvoller Weise fUr Kapillarsaulen Der zweite Term ,B / ux* beschreibt die lon-
gitudinale Diffusion, das bedeutet die Diffusion entlang der Achse der Flielrichtung .Die Be-
sonderheit hier ist, dass die lineare FlieRgeschwindigkeit (ux), zum ersten Mal mit eine Rolle
spielt. Sie bewirkt, dass der Term mit steigender FlieRgeschwindigkeit immer kleiner wird.
Entgegengesetzt verhalt es sich mit dem letzten Term C * uy. In der Variablen C wird die
Zeit, die fir die Einstellung eines chemischen Gleichgewichtes zwischen mobiler und stati-
onarer Phase ben6tigt wird, mitberiicksichtigt. Je hoher die angewandte FlieRgeschwindig-
keit ist, desto weniger Zeit bleibt der Substanz fir die Einstellung des Gleichgewichtes. Das
beinhaltet, dass die Einstellzeit fur das Gleichgewicht einer Substanz, bei hoherer FlieRge-

schwindigkeit mehr Zeit bzw. eine groRere Trennstufenhéhe bendtigt.
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A

grolerer

Kapillarinnen-
+ durchmesser
H = Bodenhohe Kleinerer
_\‘ Kapillarinnen-
durchmesser

C = Stoffaustausch

A = Eddy Diffusion

theor. Trennstufenh6he H [mm]

S N e mmm e aa ... .. B=Diffusion

FlieRgeschwindigkeit U [cm/s]
Abbildung 3 Van-Deemter-Graph zur Bestimmung der Trennstufenhéhe mit Darstellung des Einflusses

des Kapillarinnendurchmessers

Anhand der Summe der drei Terme kann eine resultierende Bodenhohe in Abhangigkeit von
der Fliehgeschwindigkeit berechnet werden (Vgl. Abbildung 3). Wie in Abbildung 3 darge-
stellt, weist der resultierende Graph ein Minimum aus, bei dem die Trennstufenhéhe folge-
richtig minimal ist. Das bedeutet, dass bei dieser FlieRgeschwindigkeit die beste Trennleis-
tung der Saule gegeben ist. Werden die Saulenparameter verandert, so hat das einen direk-
ten Einfluss auf die Lage des Minimums.

Wird die Gaschromatographie in Kombination mit einem Massenspektrometer als Detektor
verwendet, so fungiert der GC zudem als Einlasssystem. Diese klassische Kombination hat

sich als hervorragende Technik flr die Analyse komplexer Probenmatrizen ausgezeichnet.

2.2 Schnittstelle Gaschromatographie und Massenspekt-

rometrie — Ionenquelle

Um aber eine gaschromatographische Trennung mit einem Massenspektrometer zu kop-
peln, muss eine Schnittstelle, die lonisierungsquelle, verwendet werden. Wie in Kapitel 2.1
gezeigt, trennt die GC Substanzgemische bestenfalls in ihre Einzelkomponenten auf. Um
diese aber mit einem Massenspektrometer detektieren zu kénnen, mussen diese zuvor mog-
lichst vollstandig ionisiert werden. Genaueres dazu folgt in Kapitel 2.3, aber zusammenge-
fasst leitet, separiert und detektiert die MS die Analyten durch elektromagnetische Felder.
Die lonisierung erfolgt in der lonenquelle. Die Art und Weise derer ist vielfaltig. Grundsatzlich
konnen aber zwei Hauptarten unterschieden werden. Die sogenannte ,harte® lonisierung,
bei der auf die zu ionisierenden Molekule deutlich mehr Energie Ubertragen wird, als flr eine
lonisierung notwendig ist. Dabei konnen Molekule unabhangig von ihrer umgebenden Matrix



Einleitung 8

ionisiert werden. Durch den hohen Energieeintrag ist aber meist eine Fragmentierung zu
beobachten. Das kann, wie im Fall der ElektronenstoRionisierung (El), durchaus nutzlich
sein. Durch zahlreiche Untersuchungen wurden fur tausende Einzelsubstanzen charakteris-
tische Fragmentspektren generiert und in Datenbanken archiviert. Durch Vergleichen der
Datenbankeintragungen mit spezifischen Untersuchungsergebnissen ist es im Umkehr-
schluss moglich, Substanzen anhand ihres Fragmentierungsmusters zu identifizieren. Zu-
satzlich ermdglicht die Fragmentierung den Zugang zu strukturellen Informationen. Als wei-
tere ,harte” lonisierung ware z.B. die lonisierung Uber ein induktiv gekoppeltes Plasma zu
nennen. Da hierbei aber die Molekiile meist in ihre Elemente aufgebrochen werden, geht die
molekulare Information verloren, weshalb die Methode meist fiir anorganische Spuren- und
Elementaranalytik genutzt wird.

Die andere Art der lonisierung wird als ,weiche® lonisierung bezeichnet, da hierbei ver-
gleichsweise wenig Energie auf die Analytmolekile tbertragen wird. In den meisten Fallen
liegt diese nur geringfligig Uber der lonisierungsenergie oder sogar darunter. Dadurch sind
die ,weichen* lonisierungsarten in der Lage, Substanzen innerhalb von Gemischen selektiv
zu ionisieren und kleine Losungsmittel- oder Gasmolekule, welche meist in sehr hohen Kon-
zentrationen vorhanden sind, kdnnen vernachlassigt werden. Diese Vorgehensweise schont
die Geratebauteile und erleichtert die Datenauswertung. Zudem ist dies ein Vorteil bei der
Analyse und Strukturaufklarung von Substanzen in komplexen Matrizes. Durch Fragmentie-
rung anderer Substanzen kdnnten relevante Masse-zu-Ladungsverhaltnisse tberdeckt wer-
den. Fur unbekannte Substanzen ohne zusatzliche Informationen bietet sich auch nicht der
Vergleich eines Fragmentierungsspektrum mit einer Datenbank an, da nicht sicher festge-
stellt werden kann welche Signale durch den Analyten verursacht werden.

Die Selektivitat kann aber auch nachteilig sein, da die lonisierung von der Probenmatrix und
ggf. der lonenquellenatmosphare abhangig ist. Somit ist ein Vergleich von Untersuchungs-
ergebnissen zwischen verschiedenen lonisierungsarten nur sehr schwer bis unmaoglich
(GASPAR ET AL. 2012). Sogar der Vergleich zwischen gleichen lonenquellen kann deutliche
Abweichungen in den Intensitten der Analytspezies aufweisen (WACHSMUTH ET AL. 2015).
Dies ist nicht zuletzt ein Grund dafir, dass bisher keine 6ffentlichen Datenbanken zu Ver-
gleichsspektren, gewonnen mittels ,weicher* lonisierung, verfigbar sind.

Im folgenden Teil werden einige der ,weichen® lonisierungsarten naher vorgestellt, da diese
flr die vorliegende Arbeit grundlegend sind. Begonnen wird mit der chemischen lonisierung
(CI). Grundsatzlich findet diese, ebenso wie die El, in einer evakuierten lonenquelle statt,

um StofRe der ionisierten Teilchen mit anderen Molekilen/lonen zu minimieren. In beiden
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Fallen werden Molekule durch Elektronenstoionisierung angeregt. Der Unterschied zwi-
schen Cl und El besteht allerdings in der Art der angeregten Teilchen. Wahrend die mittels
El generierten Analytmolekile direkt ionisiert werden, wird bei der Cl zunachst ein Reakti-
onsgas angeregt. Welches verwendet wird, hangt dabei von den Analyten ab, die untersucht
werden sollen. Eine Liste der am haufigsten verwendeten Reaktionsgase istim Anhang auf-
gefiihrt. Das Reaktionsgas ist im deutlichen Uberschuss vorhanden und wird somit vorwie-
gend ionisiert. Die entstehenden Reaktand-lonen Ubernehmen dann die Rolle des Ladungs-
IProtonenvermittlers und Gbertragen durch StoRe ihre Ladung an andere Molekiile, voraus-
gesetzt deren Reaktionsenergie (Protonenaffinitat oder lonisierungsenergie) ist niedriger als

die des Reaktionsgases.

Anode
+ P Elektronenstrahl
. e Fokussierung
gasformige -
Probe l_r
g . lonen-
[ . | | strahl
=]
Reaktandgas \ Kammer
N AN mit
- | Vakuum
Kathode

Abbildung 4 Schema der chemischen lonisierung

Der Reaktionsmechanismus der chemischen lonisierung unter Atmospharendruck (APCI)
ahnelt dem der chemischen lonisierung. Wie der Name schon verrat, besteht allerdings der
wesentliche Unterschied, in der lonenquelle, die unter Atmospharendruck betrieben wird.
Dazu wird ein Reaktionsgas, zumeist Stickstoff (N2), mit groRem Volumenstrom in die Quelle
eingebracht. Da bei Atmospharendruckquellen das Vorhandensein von Wasser nie vollig
ausgeschlossen werden kann, muss demzufolge bei dem lonisierungsmechanismus neben
dem eigentlichen Reaktionsgas noch ein weiterer Reaktand, namlich Wasser, mitbertck-
sichtigt werden. Durch den héheren Druck in der Quelle wird zudem die lonisierung nicht
wie bei Cl Ublich durch einen mittels Glihkathode emittierten Elektronenstrahl realisiert, son-
dern Uber die Entladung an einer Koronanadel.
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Abbildung 5 schematische Darstellung der APCI

Die Bildung von Artefakten durch die lonisierung kann an dieser Stelle nicht vollig ausge-
schlossen werden (AMUNDSON ET AL. 2012; DAvID ET AL. 2013). Daneben ist sie zusatzlich
abhangig von der Polaritat der lonisierung. Im Allgemeinen werden bei negativer weniger
Artefakte beobachtet als bei positiver lonisierung. Eine Ubersicht {iber die bedeutendsten
Reaktionsmechanismen (HORNING ET AL. 1973; MCEWEN AND LARSEN 2009; PORTOLES ET AL.
2010) liefert die folgende Abbildung.

adungsaustausch

'Elektroneneinfang

Koronanade

Anionenbindung

Protonierung

Abbildung 6 bedeutendste Reaktionsmechanismen in der APCI
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Vor allem durch das Vorhandensein von Wasser konnen Addukte der Analytmolekdle gebil-

det werden. Dies kann vor allem bei der Charakterisierung von Alterungs- und Oxidations-
produkten zu Schwierigkeiten innerhalb der Unterscheidung zwischen Addukten und realen
Alterungsprodukten flihren. Aus dieser Problematik resultierten in der Folgezeit zahlreiche
Weiterentwicklungen in Konzeption und Aufbau von lonenquellen (SCHIEWEK ET AL. 2008)
Bei der Elektrospray-lonisierung (ESI) werden auf Grund des Reaktionsmechanismus
hauptsachlich geladene oder polare Substanzen ionisiert. Da die Substanzen bei dieser
Technik nicht verdampft werden, kdnnen Molekiile deutlich hdherer Massen, wie z.B. Prote-
ine, ionisiert werden. Dabei wird die fliissige Probe direkt (iber eine metallische Kapillare in
die Quelle eingebracht. Die Ladung der Analyten erfolgt Giber chemische Zusétze und elekt-
rische Felder zwischen Kapillare und Gegenelektrode. Die gebildeten Tropfen werden auf
dem Weg zum Massenanalysator immer kleiner, indem die Losungsmittel immer weiter ab-
dampfen. Gleichzeitig treten , Tropfenexplosionen®, induziert durch Columb‘sche Abstofiung
auf, wobei auf den Analytmolekilen, in Abhangigkeit von der GroRe der Molekile, mehrere
Ladungen verbleiben konnen. So sind bei groReren Analyten haufig sogar Ladungsvertei-
lungsmuster zu beobachten.

Bei der zuletzt zu nennenden Photoionisierung werden meist einfach geladene Analytionen
gebildet. Die Molekiile absorbieren elektromagnetische Strahlung unterschiedlicher Wellen-
lange. Diese Absorption eines oder mehrerer Photonen flhrt zum Anheben der Energie der
Molekiile bis hin zum Uberschreiten der lonisierungsenergie. Die lonisierung mittels eines
Photons wird als Ein-Photon-lonisierung (single photon ionization — SPI) bezeichnet. Erfolgt
die lonisierung tber mehrere Stufen (d.h. mehrere Photonen), wird dies als Mehr-Photonen-
lonisierung bezeichnet. Eine der bekanntesten Varianten ist die Resonanzverstarkte Mehr-

photonenionisierung (REMPI).

Ein-Photon-lonisierung Mehr-Photonen-lonisierung

(SPI) (REMPI)
A lonisierungs- lonisierungs-
kontinuum 4 kontinuum
El.™ EL-°
o . | 2 Photon
= — s M
< I [— s I
- e
L VEHV-Photon e T
1. Photon
M el Grundzustand M el Grundzustand

Abbildung 7 Schema Photoionisierung (Adaptierte Darstellung von (Dorfner et al. 2004))



Einleitung 12

Vergleicht man die beschriebenen lonisierungsvarianten bezlglich der lonisierungsfahigkeit
von Substanzen unterschiedlicher GroRe und Polaritat miteinander, so erhalt man folgendes

Bild.

A
10.000

Molekular- 1.000

gewicht
[miz] APPI

100 El

J >
unpolar Polaritit polar

Abbildung 8Atmospharendruck lonisierungstechniken im Vergleich (angepasste Darstellung von Li et
al. 2015)

Die beiden Photoionisierungsvarianten, Laserionisierung (APLI) und Photoionisierung unter
Atmospharendruck (APPI), sind in der Lage, ahnlich wie die ElektronenstoRionisierung auch,
unpolare Substanzen, wie z.B. Alkane, zu ionisieren. APCI zeigt einen etwas geringeren
Anwendungsbereich als APPI und APLI, kann aber fiir einige Substanzen héhere lonisie-
rungseffizienzen aufweisen (HERRERA ET AL. 2008; ZIMMERMANN 2013). Deutlich polarere
Substanzen héheren Molekulargewichtes lassen sich vorrangig mittels ESI ionisieren.
Neben der Einteilung in ,hart* und ,weich“ konnen die lonisierungsvarianten auch in konti-
nuierliche und diskontinuierliche Anregung unterteilt werden, wobei bei ersterer Variante
permanent lonen gebildet werden, wohingegen und dies bei letzterer pulsartig erfolgt.

Alle diese Zusammenhange sollten vor allem bei der Zielstellung der Analyse mit berGck-
sichtigt werden, da nicht alle Kombinationen von verschiedenen lonenquellen und Detekto-
ren (Massenspektrometern) optimale Ergebnisse liefern.

Kurz zusammengefasst, regen ,harte” lonisierungsarten die Substanzmolekille weitgehend
unabhangig von ihrer chemischen Umgebung an, erzeugen aber dabei, meist reproduzier-
bar, eine starke Fragmentierung. ,Weiche* lonisierungsvarianten weisen haufig eine deutlich
niedrigere Fragmentierung auf, was vor allem im Hinblick auf die Identifizierung unbekannter
Substanzen in komplexen Matrizes von Vorteil ist. Durch die Varianten der ,weichen®, selek-
tiven lonisierung wird in der Regel nur ein Teil der Substanzen der Probe ionisiert, wobei in
Abhangigkeit von der gewahlten zudem die lonisierungseffizienz flr Substanzen variieren
kann. Deshalb ist es wichtig, je nach Fragestellung der Analyse abzuwagen, welche Form

der lonisierung am vielversprechendsten ist.
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2.3 Analysatoren & Detektoren

Bei der Massenspektrometrie handelt es sich um ein physikalisches Verfahren zur Trennung
von lonen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z). Dabei charakterisieren die Mas-
senauflosung (R), die Massengenauigkeit, der Massenbereich sowie der lineare dynamische
Bereich und die Messrate im Wesentlichen die Leistungsfahigkeit der Massenspektrometrie
(MANN AND KELLEHER 2008; SCIGELOVA ET AL. 2011; TRETYAKOVA ET AL. 2012). Die Massen-

auflésung wird meistens nach folgender Formel berechnet:

R=— (2.3)

Am

Formel 3 Massenauflésung
Hierbei wird zur Bestimmung der Massenauflosung bei einer bestimmten Masse (m), diese
Masse durch den Abstand zu der nachstliegenden Masse (Am) geteilt. Dabei kann der Ab-
stand sowohl bei 10 % als auch bei 50 % der Peakhohe ermittelt werden.
Die Massengenauigkeit gibt weiterhin an, wie exakt die Masse eines lons bestimmt werden
kann. Durch die hohe Genauigkeit findet die Massenspektrometrie haufig Einsatz in der Mo-
lekulanalytik, denn sie kann Aufschluss Uber die Elementzusammensetzung und teilweise
auch Uber die Struktur eines Molekils geben. Mittels Massenspektrometrie konnen Substan-
zen Uber einen weiten dynamischen Bereich von 5 bis zu 300000 Da detektiert werden (CAMm-
MANN 2001).
Das Kernstuck eines jeden Massenspektrometers bilden der Analysator und Detektor bzw.
eine Kombination aus beidem. In den meisten Massenspektrometern sind Analysatoren, ver-
antwortlich fir die Auftrennung der ionisierten Teilchen nach ihrem m/z-Verhéltnis und De-
tektoren baulich voneinander getrennt. Die Anforderungen an die Analysatoren sind zahl-
reich. Um nur einige zu nennen: Massenbereich, Auflésung, Scanrate. Einen guten Uber-
blick Uber entsprechende Merkmale liefert Brunneé in seiner Arbeit (BRUNNEE 1987) Uber
den idealen Massenanalysator. Naturlich haben sich seitdem viele der Analysatoren neu-
oder weiterentwickelt worden., Trotzdem sind natirlich viele der Anforderungen aktuell noch
bis heute gultig. Generell werden die Analysatoren in die folgenden vier groRen Gruppen
eingeteilt.
1. Quadrupole und Triplequadrupole
Bei diesen Analysatoren erfolgt die Auftrennung bzw. Speicherung des lonenstrahls in
einem linearen Radiofrequenz-Quadrupolfeld mittels Resonanzanregung der lonen und
Instabilitat der lonentrajektorien. Dazu werden die lonen in einem elektrischen Feld be-

schleunigt und durch einen Quadrupol mit angelegter Wechselspannung geleitet. Die
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Wechselspannung bewirkt eine instabile Bahn der lonen, bei der nur bestimmte von

ihnen den Quadrupol ungehindert passieren.

lon mit instabiler
Flugbahn

zum
Detektor

lon mit stabiler
Flugbahn

lonen- _—"]

strahl

Abbildung 9 schematische Darstellung eines Quadrupols adaptierte Darstellung von (Skoog et al. 2007)

2. Flugzeit
Bei den Flugzeit Massenspektrometern (TOF-MS) wird eine Auftrennung der Teilchen des
gepulsten lonenstrahls anhand der Flugzeit erreicht. Auch hier werden die lonen in einem
elektrischen Feld beschleunigt. Allerdings erfolgt die Auftrennung der lonen in einem feld-
freien Raum. Da fir die Teilchen sowohl die Ladung (z) als auch die Beschleunigungs-

spannung (U) bekannt ist, kann mit Hilfe der Flugzeit () die Masse berechnet werden.

m _2eUt’
== (2.4)

Formel 4 Berechnung des m/z-Verhéltnisses fiir TOF-MS

Die Strecke (s), die die lonen zurlicklegen miissen kann je nach Gerat variieren. Auch gibt
es unterschiedliche Konstruktionsvarianten, die individuelle Vor- und Nachteile haben. Um
die Gleichung exakt 6sen zu kénnen, miissen aber neben der Elementarladung (e) noch
weitere Terme mit einbezogen werden (z.B. Laserpulsbreite oder Beschleunigungszeit der
lonen) (GUILHAUS 1995).
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Allgemein gilt, dass je langer die Flugstrecke der lonen ist, desto hoher ist auch die mogliche
Massenauflosung. Da aber bei langeren Flugstrecken die Wechselwirkungswahrscheinlich-
keit der Teilchen untereinander und mit aulleren Feldern grofer ist, sinkt meist die Intensitat
der lonensignale.

Im Gegensatz zu den anderen Analysatortypen diskriminieren TOF jedoch nicht einzelne
lonen, sondern bestimmen simultan die Flugzeiten aller Teilchen. So kann im Vergleich zu

den anderen Systemen eine extrem hohe Anzahl von Massenspektren pro Sekunde aufge-

nommen werden.

3. Sektorfeld
Hier wird der lonenstrahl mittels elektrischer und magnetischer Felder gelenkt, fokussiert

und aufgetrennt. Die verschiedenen m/z-Verhéltnisse beschreiben dabei Bahnen unter-
schiedlicher Radien im Sektorfeld MS. Die genauen Radien werden dann durch die auf-
genommene Energie im elektrischen Feld und durch den Impuls im magnetischen Feld
beeinflusst. Sind die genauen Grollen der Variablen und die Ladung des lons bekannt,

kann anhand des spezifischen Radius* die Masse bestimmt werden.
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Abbildung 11 Schema doppelfokussierendes Sektorfeld MS
4. lonenfallen

Bei den lonenfallen werden lonen durch elektromagnetische Wechselfelder gefiltert und
gespeichert. Deren Entwicklung ist vor allem in den letzten Jahren enorm vorangeschrit-
ten (Quadrupol- und lineare Fallen, Fourier Transformations-MS (FT-ICR und Orbitrap).
Dabei stehen vor allem die Massenauflosung, Massengenauigkeit, dynamischer Bereich,
Massenbereich und Acquisitionsgeschwindigkeit maRgeblich fiir die wichtigsten Charak-
teristika der Massenanalysatoren. Vor allem die Weiterentwicklung der FT-MS Gerate
brachten Instrumente mit extrem hohen Massenaufldsungen und -genauigkeit hervor (Jo-
NATHAN 1996, MARSHALL 2000, GRosS 2013). Speziell die Fourier Transformation lonen
Zyklotron Resonanz MS Geréate z.B. gehdren heute zu den Massenspektrometern mit der
hochsten Massenauflésung und -genauigkeit. Dabei sind Massenaufldsungen jenseits der
20.000.000 fur kleine Massenbereiche maglich (BRUKER DALTONICS 2017).

Die Bestimmung der m/z-Verhaltnisse erfolgt Gber die Messung zugehoriger Zyklotronfre-
quenzen der lonen in einem statischen magnetischen (FT-ICR) oder elektromagnetischen
Feld (Orbitrap) (MARSHALL 1998, MAakAROV 2000). Alan G. Marshall und Melvin B Comi-
sarow erkannten in den 1970er Jahren als erstes, wie die lonen Zyklotron Resonanz
Technologie mit der Fourier Transformation kombinierbar ist und entwickelten das erste
FT-ICRMS Instrument (SMITH 1951, SOMMER 1951, BALDESCHWIELER 1968, COMISAROW
1974, 1974(2)). Das zugrunde liegende Prinzip wurde aber schon vorher von Ernest Law-
rence in den 1930er Jahren beschrieben (LAWRENCE 1932). Bei der ICR-Technik werden
geladenen Teilchen in ein homogenes magnetisches Feld eingebracht und dort so ange-
regt, dass sie Kreisbahnen beschreiben. Die positiv geladenen lonen bewegen sich dabei
in die entgegengesetzte Richtung wie negativ ionisierte Teilchen (Formel 2.5). Da die re-
sultierende Frequenzen mit extrem hoher Genauigkeit gemessen und in Massenspekiren
transformiert werden konnen, zahlen diese Instrumente zu den Geraten mit der hochsten

Massenauflosung und Massengenauigkeit.
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Genau genommen besitzen fast alle FT-ICR-MS eine Kombination aus mehreren Analy-
satoren, da in der Regel eine Filterung bzw. Leitung der lonen mit Hilfe von z.B. Quadru-
polen und/oder Hexapolen vor der FT-ICR-Zelle durchgeflihrt wird. In der eigentlichen
Zelle, die ,nur“ eine Mehrelektronen-lonenfalle ist, werden nach dem Einschleusen der
lonen auf die zentrale Langsachse, diese durch Hochfrequenzradiopulse (RF) angeregt
gréRere Bahnradien zu beschreiben. Die eingebrachten RF-impulse ibertragen dabei ein
hohes Mal an Energie auf die lonenpakete im Inneren der Zelle (SCHWEIKHARD et al.
1993).

Anregungsplatte

WWL Hochfrequenz-
anregung

Trappingplatte

Empféangerplatte

Anregungsplatte

Abbildung 12 schematische Darstellung der FT-ICR-Zelle mit Anregung der lonen
Durch das starke, homogene, aulRere Magnetfeld werden die lonen durch die Lorentzkraft
auf Kreisbahnen gezwungen. Damit die lonen sich auf stabilen Bahnen bewegen konnen,
muss die Lorentzkraft im Gleichgewicht mit der Zentripetalkraft sein. Mit Hilfe der folgen-
den Gleichung kann dann aus der Zyklotronfrequenz (f;), der Magnetfeldstarke (B) das

m/z-Verhaltnis errechnet werden.

f=2c= B4 (2.5)

27T m

Formel 5 Berechnung des m/z-Verhéltnisses fiir FT-ICR Analysatoren

Die zirkulierenden lonenpakete induzieren nun an den Empfangerelektroden ein Bild-
strom, der Uber die Zeit aufgezeichnet und verstarkt wird (Transient). Der optimale Radius
fur die Detektion befindet sich etwa zwischen 70 — 90% des Zellradius’. Das so aufge-
zeichnete Signal wird nun mittels Fourier Transformation aus der Zeitdomane in die Fre-
quenzdomane Uberfihrt (Abbildung 13). Dieser Transient weist tiber die Zeit einen Abfall
auf, der bei vollstandigem Abklingen auf null zurlick gehen wiirde. Aus diesem, auch als

freiem Induktionsabfall (FID) bezeichnetem Signalverlauf, lasst sich mittels FT ein Fre-
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quenzsignal errechnen, das fir eine lonenart theoretisch die Form der Lorentz-Kurve an-

nimmt. Da aber aus Effizienzgriinden bei der Aufzeichnung der Messsignale haufig nicht
bis zum absoluten Abklingen des FID abgewartet wird, ist der resultierende Transient ein
Kreuzprodukt aus dem vollstandigen Transienten und einer Schnittfunktion, was das Auf-

treten von Seitenbanden neben dem Hauptsignal zur Folge hat.

Zeitdomane L’ Frequenzdomane

a)

Lorentz-Kurve

Lorentz-Kurve mit ,Wiggles*

sinc (x)

=a)xb)

Abbildung 13 Auswirkungen der Fourier-Transformation auf verschiedene Eingangssignale (Gross
2013)

Mittlerweile gibt es zwar einige Ansatze diesen Effekt zu minimieren (z.B. Apodisierung, Zer-
ofilling), allerdings konnen vereinzelt noch Artefakte auftreten. Die sehr genaue Bestimmung
der Frequenz und der Zeit, ist dabei der entscheidende Faktor fiir die extrem hohe Massen-
auflésungen. Die Bestimmung genauer m/z-Verhaltnisse ist deswegen so wichtig, weil die
exakten Isotopenmassen leicht von den nominalen Massen abweichen. Zwar haben sich im
Laufe der vergangenen Jahrzehnte die Bezugssysteme gewechselt, seit den sechziger Jah-
ren des 20.Jahrhunderts hat man sich aber auf eine Bezugsgrofe festgelegt. Diese ent-
spricht 1/12 der Masse des 2C-Isotops und definiert somit auch die Massendefekte der an-
deren Isotope. Eine Auflistung der haufigsten Massendifferenzen zwischen Isotopenmasse
und Nominalmasse ist in der Tabelle

Dazu werden die ermittelten Frequenzen einfach per Kalibrierung in Massen umgerechnet.
Dadurch lassen sich nun isobare Substanzen, d.h. Spezies mit gleicher Nominalmasse, von-
einander trennen. Selbst kleinste Massenabstande von bis zu 3,4 mDa lassen sich tber ei-
nem weiten Massenbereich, bis zu einem m/z-Verhaltnis von 1.000 (R = 300.000), separie-
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ren. Gleichzeitig erlaubt die Massengenauigkeit, die Zuweisung von elementaren Zusam-
mensetzungen fur detektierte m/z. Dabei werden die molaren Massen moglicher Elemente
in der entsprechenden Anzahl aufsummiert. Der Vorteil hierbei ist, dass die Prozedur auto-
matisiert durchgeflinrt werden kann, da die Anzahl der m/z und entsprechend zugewiesener
Summenformeln leicht mehrere tausend erreichen kann. Der Nachteil ist allerdings, dass
hierbei noch keine Validierung der Summenformeln erfolgt. Lediglich die m/z-Verhaltnisse,
fr die sich keine elementaren Zusammensetzungen in einem gewissen Toleranzintervall
zuweisen lassen, werden ausgeschlossen. Deswegen mussen sowohl mogliche Elemente
und deren maximale Anzahl, als auch ein Toleranzintervall fiir die Genauigkeit der errech-
neten Summenformeln vorgegeben werden, damit die Summenformelzuweisung funktionie-
ren kann. Dabei kann man sich leicht vorstellen, dass die Anzahl errechneter Summenfor-
meln fir hdhere m/z ansteigt. Die mogliche Anzahl ist an dieser Stelle im Wesentlichen von
der Auswahl zugelassener Elemente und dem Toleranzintervall bzw. der Massengenauig-

keit, welche die Grenzen des Toleranzintervalls maligeblich beeinflusst, abhangig.
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Abbildung 14 Einfluss der Elementaren Zusammensetzung und des Toleranzintervalls auf die magliche

Anzahl der Summenformeln pro nominaler Masse
Es wird natirlich immer eine eindeutige Zuweisung von einer Summenformel pro m/z-Ver-
haltnis angestrebt. Ohne dies, ist die weitere Datenauswertung bestenfalls ungenau. Fiir die
Limitierung bzw. Filterung der Mehrfachzuweisungen gibt es mittlerweile eine groRe Anzahl
von Maglichkeiten, z.B. die, die probenspezifische Regeln und Werkzeuge darstellen (HERT-
KORN ET AL. 2008; REEMTSMA 2009; SCHWEMER ET AL. 2015) und andere, die probenunab-
hangige Ansatze enthalten (KIND AND FIEHN 2007; KocH ET AL. 2007). Heutzutage wird flr
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die Datenevaluierung und Summenformelzuweisung fast immer eine Kombination aus meh-
reren Filtern und Regeln verwendet. NatUrlich ist die Massengenauigkeit hierbei ein maRge-
bender Faktor, wie aus Abbildung 14 deutlich wird. Da die Massengenauigkeit in der Regel
aber instrumentenabhangig ist und nicht immer die Moglichkeit flr ein neues Instrument ge-
geben ist, falls die gewlinschte Massengenauigkeit nicht erreicht wird, dirfen fir die Zuwei-
sung elementarer Zusammensetzungen die anderen Hilfen nicht auer Acht gelassen wer-
den.

Die Evaluierung der Summenformeln ist natirlich nicht beschrankt auf lonenfallen und ins-
besondere ultra-hochaufldsende Massenspektrometer. Im Gegenteil, Gerate mit geringerer
Massenauflosung profitieren unter Umstanden sogar noch starker von der Anwendung, weil
eine mangelnde Massenauflésung durch das geschickte und intelligente Filtern von zuge-
wiesenen Summenformeln kompensiert werden kann. Die letztgenannten Gerate weisen
natlrlich auch andere Detektoren auf. Weit verbreitet sind z.B. Photomultiplier, Sekundar-
elektronenvervielfacher (SEV), Faraday-Auffanger, Daly-Detektoren, Mikrokanalplatten
(MCP) oder Channeltrons. Diese Detektoren werden haufig danach unterschieden, ob sie
ortsabhangige oder zeitabhangige Datenaufnahmen durchfiihren. Bei den ortsabhangigen
werden die lonen auf unterschiedliche Bahnen gelenkt und deshalb an separaten Stellen
detektiert (z.B. Array-Detektoren). Die zeitabhangigen registrieren die lonen hingegen chro-

nologisch.

2.4 Analysemethoden

Um Proben zu charakterisieren gibt es zwei grundlegende Ansatze. Der Erste besteht darin
die Probe nur auf selektierte Substanzen hin zu untersuchen. Die Anzahl der Substanzen ist
dadurch limitiert, und durch Kalibrierung kdnnen diese Substanzen auch quantifiziert wer-
den. Diese Art der Analyse wird auch als ,Target“ Analyse bezeichnet, weil sie Proben ziel-
gerichtet auf genau definierte Substanzen untersucht.

Ein anderer Ansatz findet Anwendung, wenn nicht definiert ist, welche Substanzen in der
Probe vorhanden sind. Dann wird eine scannende Methode verwendet, die uneingeschrankt
alle Substanzen der Probe erfasst. Diese Art der Analyse wird auch als ,Screening* bezeich-
net und hat den Vorteil, dass man einen Uberblick iiber die in der Probe befindlichen Sub-
stanzen bekommt (unter Berticksichtigung der lonisierung). Diese Methode kann auch ver-
wendet werden, wenn sehr viele Substanzen in der Probe vorhanden sind. Da mittels loni-
sierungsart die Selektivitat der Analyse und der detektierten Substanzen in der Probe beein-
flusst werden kann. Die selektive lonisierung erlaubt in der Regel, die korrespondierenden

Substanzen haufig deutlich sensitiver zu bestimmen. Dabei hangt es von der verwendeten
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chromatografischen Methode ab, in wie weit Substanzen vollstandig voneinander isoliert
werden konnen. Zusatzlich ist auch die absolute Anzahl der Substanzen in der Probe ein
entscheidender Faktor fur die Auftrennung. Da der ,Screening” Ansatz versucht so viele
Substanzen wie moglich zu erfassen, ist die Auflosung der Methode ein entscheidender Pa-
rameter. Da auf Grund der groen Anzahl an Analyten nicht immer Vergleichsstandard ver-
wendet werden kann, muss fiir die Charakterisierung der Substanzen eine maéglichst voll-
standige Isolierung und so viele Zusatzinformationen wie méglich tiber die Probe und Sub-
stanzen generiert werden. Durch die ungerichtete Detektion erlaubt diese Methode dafiir
einen Uberblick Uber alle Substanzen zu bekommen und bietet zusétzlich die Méglichkeit
unbekannte Substanzen in der Probe zu untersuchen. Da wie der Name schon sagt keine
Informationen (iber diese Substanzen in der Probe vorhanden sind, ist jedes zuséatzliches

Detail von enormem Wert fir die Identifizierung dieser Komponenten.

2.5 Stand der Technik

Die Kopplung aus GC und hochauflésenden Massenspektrometer ist schon seit vielen Jah-
ren eine etablierte und leistungsfahige Kombination zweier Techniken. Am Anfang noch mit
Sektorfeld-MS kombiniert, vermag der GC die Substanzen anhand der Wechselwirkungen
mit der stationaren zeitlich aufzutrennen und das Massenspektrometer liefert Informationen
zur |dentifizierung der Komponenten (HOLMES AND MORRELL 1957). Die Weiterentwicklung
der lonenfallen und speziell der ultra-hochauflésenden Massenspektrometern (FT-ICR, Or-
bitrap) verbesserte die Massenauftrennung der Substanzen enorm und fiihrte kurzzeitig
dazu, dass die Kopplungen von Chromatographischen Trennungen mit HR-MS Geréaten ver-
nachl@ssigt wurden. Schnellere Messungen und Einsparung der Probenvorbereitung, bei
Chemikalien und geringere Verunreinigungen sind wesentliche Vorzlge der ,direct infusion*
Technik. Doch recht schnell erkannte man, dass die chromatographischen Trennung in
Kombination mit HR-MS fiir komplexe Proben auch einige Vorteile fir die Analyse hat. So
kann die Auftrennung der Probe die Unterdriickungs- und Matrixeffekte bei weichen lonisie-
rungen reduzieren, sodass deutlich mehr Substanzen detektiert werden konnen. Zusatzlich
ermdglicht die Chromatographie auch die Trennung von isomeren Spezies, die sonst nur
sehr schwer oder gar nicht zuganglich sind. In Kombination mit der selektiven lonisierung,
APCI, gelang es erstmals der Arbeitsgruppe um E.C. Horning Anfang der 70er eine funktio-
nierende Methode aus GC, APCI und MS zu etablieren (HORNING ET AL. 1973). In den fol-
genden Jahrzehnten wurde diese entwickelte Methode nur wenig adaptiert und verbessert.
Die Hauptanwendungsgebiete auf Grund der Selektivitat waren damals wie heute die Pesti-
zid- bzw. die Metabolit Analytik.
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Viele Jahre spater wurde diese Methode dann erstmals zur Charakterisierung von Flammen-
schutzmitteln und Weichmachern mit einem hochauflosenden Massenspektrometer gekop-
pelt (BALLESTEROS-GOMEZ et al. 2013). Dabei wurden erstmalig die Vorteile der weichen lo-
nisierung, die Bildung von Molekulionen und die Zuweisung von Summenformeln zu detek-
tierten m/z-Verhaltnissen in einer nicht-zielgerichteten Screening Methode eingesetzt um
unbekannte Flammenschutzmittel in den Proben zu analysieren.

Seitdem fand die Methode auch in anderen Forschungsgebieten Anwendung, wie dem ,Pro-
filing“ von Metaboliten oder der Analytik von Pestiziden (PORTOLES et al. 2012; STREHMEL et
al. 2014; PORTOLES et al. 2014; WACHSMUTH et al. 2015). Durch das Nutzen der FTICR-
Technologie konnte eine noch leistungsfahigere Screening-methode entwickelt werden
(BARROW et al. 2014; SCHWEMER et al. 2015; ZUBER et al. 2016; RARO et al. 2016). Bei dieser
wurde erstmals das Potential der Kombination aus GC, APCI und HRMS ausgenutzt und
eine Analyse aller detektierten, hochaufgeldster lonenspuren durchgefiinrt. Nachteil dieser
Methode ist aber die langsame Acquisitionszeit pro Messung, sodass die chromatographi-
sche Aufloésung immer in Konkurrenz zur Massenauflosung tritt. Das bedeutet, je hoher die
resultierende Massenauflosung sein soll, desto langer missen die Acquisitionszyklen des
Massenspektrometers sein und desto weniger Massenspektren werden in einem fixen Zeit-
raum generiert.

AuBerdem findet man in Analysen die gaschromatographische Trennung nutzen immer wie-
der die Normierung auf einen Retentionsindex. Dies wird angewendet, damit die detektierte
Retentionszeit der Analyten weitgehend unabhangig von der Apparatur ist und somit mit
Retentionswerten aus Datenbanken verglichen werden kann. Erstmal wurde das Prinzip von
E. Kovats publiziert (KovATs 1958). Er fokussierte sich damals auf die Bestimmung aliphati-
scher Verbindungen. Seit damals wurden eine Vielzahl verschiedener Indices entwickelt, die
Anwendung fiir unterschiedliche Substanzklassen finden (CASTELLO 1999). Beim Kovats In-
dex werden die Retentionszeiten der Analyten ins Verhaltnis zur Elution der Alkane gesetzt.
Damit die Normierung sinnvoll anwendbar ist, sollten die Analyten ahnliche Wechselwirkun-
gen zu den chromatographischen Phasen eingehen wie das Bezugssystem. Fir die Unter-
suchung von aromatischen Kohlenwasserstoffen wird z.B. der Lee Index (LEE et al. 1979;
VASSILAROS et al. 1982) verwendet. Damit die Werte zwischen den verschiedenen Bezugs-
systemen auch verglichen werden kdnnen, gibt es Umrechnungsfunktionen (BABUSHOK and
LINSTROM 2004). So lassen sich auch Werte, die mit dem Bezugssystem der polyaromati-

schen Kohlenwasserstoffe normiert wurden in einen Kovats Index umrechnen.
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3. Ergebnisse

3.1 Apparatur und Entwicklung einer GC-APCI-FTICR-MS
Methode

Die Idee der Entwicklung und Optimierung einer Methode zur Bestimmung von Analyten
mittels GC-APCI-FTICR MS wurde durch diverse Studien inspiriert (SCHAUER et al. 2005;
HILLER et al. 2009; CARRASCO-PANCORBO et al. 2009; BRisTow et al. 2010; WACHSMUTH et al.
2011). Der Aufbau der Apparatur erfolgte dabei analog dem Schema in Abbildung 15.

FT-MS
?ziféi-aier Q:[__: 7 T

beheizte Transfer- | Magnet | 110 mbar |
) kapillare und
Injektor Einlass (300°C)

APCI

1a-6 mbar

jmnl
I:I'I lonen
"

= 3 mbar

1 atm

FT-MS

PC & DAQ =

Abbildung 15 Schema der GC-APCI-FTICR MS Apparatur

Die genutzte Apparatur besteht aus einem Gaschromatographen (Model CP 3800 Gaschro-
matograph, Varian Technologies) ausgestattet mit einem temperaturprogrammierbaren
(PTV) Injektor, der das Einbringen von Feststoffen und groReren Volumina fllissiger Proben
(>10 pL) erméglicht. Der GC ist mittels beheizbarer Transferkapillare mit einer APCI-Quelle
verbunden, die ebenfalls beheizbar ist. Fiir diese Forschungsarbeit wurden zwei unter-
schiedliche APCI Quellen (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Deutschland) verwendet
[,APCI I* und ,GC-APCI II]. Die APCI-Quellen sind direkt an das Apex Qe Series /I Fourier
Transformation lonen Zyklotron Resonanz (FT-ICR) MS System (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Deutschland) gekoppelt, das mit einem 7 T supraleitenden Magneten (Bruker Bio-

spin, Frankreich) ausgestattet ist.
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3.2 GC-APCI/MS bei Tragergasgeschwindigkeiten deutlich

iiber dem Optimum

Bei fast jedem chromatographischen Prozess steht die Trennleistung im Vordergrund. Dabei
wird bei fast allen chromatographischen Trennungen darauf geachtet, dass die FlieRge-
schwindigkeit einer mobilen Phase im Van-Deemter Optimum liegt, da hier die Anzahl theo-
retischer Trennbdden oder mdglicher Gleichgewichtseinstellungen maximal fiir die gewéahlte
mobile Phase ist (siehe Abbildung 16). Bei Erhdhung der FlieRgeschwindigkeit (iber das
Optimum der Van-Deemter Funktion kann es zu verzerrten Peakformen und verschlechter-
ter Trennleistung kommen. Andererseits kann durch die hohere FlieRgeschwindigkeit, die
Zeit fiir die gesamte chromatographische Trennung erheblich verkiirzt werden, was den
Durchsatz erheblich steigern kann.

Die Van-Deemter Gleichung zeigt (siehe Abbildung 16), das flir jede Kombination aus Eddy-
Diffusion, longitudinaler Diffusion und der Einstellung eines chemischen Gleichgewichtes
zwischen mobiler und stationarer Phase bei einer bestimmten FlieRgeschwindigkeit ein Mi-

nimum existiert.

>

H=A+B/u+ C*u

H = Bodenhohe

C = Stoffaustausch

N A = Eddy Diffusion

theor. Trennstufenh6he H [mm]

B = Diffusion

FlieRgeschwindigkeit U [cm/s]
Abbildung 16 Van-Deemter Funktion mit Termen (adaptierte Darstellung (APRENTAS 2017))

In diesem Punkt ist die chromatographische Trennleistung am groRten, weswegen standard-
maRig dieser Wert bei der Festlegung der FlieRgeschwindigkeit in der Methode gewahlt wird.
Da die meisten Analysen auf die bestmdgliche chromatographische Trennung ausgelegt
sind, wird nur in Ausnahmefallen von diesem Wert abgewichen. Lediglich wenn die Trennzeit
ein kritischer Faktor ist, die Analyten instabil sind oder die Analyten chromatographisch sehr
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isoliert voneinander vorliegen, wird auf eine hohere FlieBgeschwindigkeit zurlickgegriffen.
Fur diese Untersuchungen wurden aber ganz bewusst hohere Flieigeschwindigkeiten ver-
wendet, da laut Van-Deemter Gleichung der Einfluss der longitudinalen Diffusion (B — Term)
mit steigender FlieRgeschwindigkeit abnimmt. Die Trennleistung wird dabei im Vergleich zu

Werten vor dem Optimum der Van-Deemter-Funktion nur geringfligig verschlechtert.
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Abbildung 17 Van Deemter-Funktion fiir Helium

Zusétzlich kann eine hohere FlieRgeschwindigkeit, im Beispiel der Gaschromatographie,
auch Einfluss auf das detektierte Substanzspektrum und die Nachweisgrenze der Analyten
haben. Hinweise darauf gaben Publikationen von Amirav und Fialkov (DAGAN and AMIRAV
1994; FIALKOV et al. 2003; FiaLkov and AMIRAV 2004), sowie eine Studie Uber die Analyse
von Decabromodiphenylethern (bromierte Flammenschutzmittel) (BENDIG and VETTER
2013), die durch Erhéhung der FlieBgeschwindigkeit von 1.2 mL/min (29 cm/s) auf
10 mL/min (183 cm/s) nicht nur die Trennzeit verklrzen, sondern auch die Nachweisgrenze
verbessern konnten.

Um abschéatzen zu konnen, wie genau der Einfluss der FlieRgeschwindigkeit auf die Trenn-
leistung ist und in welchem Verhaltnis er zur gesamten chromatographischen Analysezeit
steht, haben wir diese Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu wurde das Substanzspektrum
einer Rohdl-Probe mit mittel- und hochsiedenen Fraktionen bei verschiedenen Tragergas-
geschwindigkeiten analysiert. Zusatzlich wurden die chromatographischen Trennungen mit
zwei unterschiedlichen Tragergasen durchgefiihrt und die resultierenden Daten untereinan-
der verglichen. Es stellte sich heraus, dass die Erhohung der FlieBgeschwindigkeit tatsach-
lich das detektierte Substanzspektrum zu hohermolekularen Verbindungen verschiebt. Die
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Abbildung 18 belegt, dass sich das Substanzspektrum und die Anzahl detektierter Kompo-
nenten, bei ansonsten konstanten Bedingungen, bei erhohter FlieRgeschwindigkeit leicht
nach oben erweitert. Nach der Datenauswertung und Validierung zugewiesener Summen-

formeln liefRen sich in einem Bereich Uber m/z 460 zwischen 20 — 100% mehr Summenfor-

meln detektierten m/z-Verhaltnissen zuweisen.

29 cmis L J : L

m/z 500 - 700

400

Anzahl zugewi

1 | J
200 300 400 500 600 700
miz

Abbildung 18 Histogramm zugewiesener Summenformeln einer Rohol Probe bei FlieBgeschwindigkei-
ten von 29 cm/s und 183 cm/s mit gemittelten Massenspektren in einem Bereich von m/z
500 - 700

Durch die Analyse der Summenformeln konnte bestatigt werden, dass es sich bei den hinzu
gekommenen Substanzen um hoher-molekulare Vertreter bereits detektierter homologer
Reihen handelt.

Die Anzahl der detektierten Komponenten hat sich somit durch die Erhohung der FlieRge-
schwindigkeit erhdht. Die Verbesserung der Nachweisgrenzen konnten aber in dieser Studie
fir das komplexe Gemisch der Analyten in der Rohdlprobe nicht nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch wie erwartet, eine direkte Abhangigkeit der Analysezeit von der FlieR-
geschwindigkeit. Dabei wiesen Analyten mit héheren Fllichtigkeiten (niedrigeren Siedepunk-

ten) eine kiirzere, effektive Trennzeit auf.
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Abbildung 19 Korrelation der detektierten m/z-Verhiltnisse und den korrespondierenden Elutionszei-

ten einer Rohdlprobe fiir verschiedene Tragergasgeschwindigkeiten

Betrachtet man die Substanzen mit den hochsten m/z-Verhaltnissen, besitzen diese ver-
gleichsweise niedrige Fliichtigkeiten und somit die geringste Beeinflussung der Retentions-
zeit. Naturlich hangt die entsprechende Retentionszeit im Wesentlichen von den Wechsel-
wirkungen mit der stationaren Phase ab. In diesem Fall wurde eine Rohdlprobe mittels einer
handels(blichen DB-5 Kapillartrennsaule mit 5% Phenyl- und 95% Methylpolysiloxan ver-
wendet. Die durchschnittliche Differenz zwischen den beiden verwendeten FlieRgeschwin-
digkeiten lasst sich in Abhé&ngigkeit des m/z-Verhaltnissen beschreiben:

D= —-1.128 §+ 675.34 (3.1)

Formel 6 Berechnung der Elutionsdifferenz (D) in Sekunden bestimmter Komponenten einer Rohdl-

probe zwischen FlieBgeschwindigkeiten von 29 cm/s und 183 cm/s

Die effektive Trennzeitverkiirzung einer bestimmten Substanz nimmt also mit sinkender
Masse bzw. sinkender Wechselwirkung mit der stationaren Phase zu, wie Abbildung 19
zeigt. Fir Phenanthren und Anthracen, die beide noch zu mittel-fliichtigen Verbindungen
gezahlt werden kdnnen, konnte eine Reduktion der effektiven Trennzeit flr die ansonsten
identischen Methoden von fast 30% erreicht werden. Gleichzeitig tritt eine Verschlechterung

der chromatographischen Trennleistung ein, da die héhere FlieRgeschwindigkeit weniger
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theoretische Einstellungen des Gleichgewichtes zwischen mobiler und stationarer Phase er-
laubt.

1 mL/min = 29 cm/s 10 mL/min = 145 cm/s 15 mL/min = 183 cm/s

P)

286 294 302 200 228 236 22.0
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 20 Auftrennung der normierten, extrahierten lonenspuren von Phenanthren und Anthracen
bei verschiedenen FlieRgeschwindigkeiten und unterschiedlichen Tragergasen (Helium

und Stickstoff) und der korrespondierenden chromatographischen Auflosungen (R)

Als Richtwert flr eine vollstandige Trennung kann hier der Wert 1,5 flr die chromatographi-
sche Aufldsung (R) angesehen werden, da bei diesem Wert noch eine Uberlappung von

0,3% der Peakflache vorliegt.
R=118 —FRe~tR1___ (3.2)

FWHM+FWHM,

Formel 7 Chromatographische Auflosung

Vergleicht man nun die erzielten Auflosungen der Analyten bei den beiden verwendeten
Tragergasen miteinander, so zeigt sich mit steigender Tragergasgeschwindigkeit die chro-
matographische Auflésung immer starker abnimmt. Bei der Verwendung von Stickstoff zeigt
sich bereits bei kleineren Tragergasgeschwindigkeiten eine deutlichere Verschlechterung
der chromatografischen Trennleistung, im Vergleich zu Helium (Abbildung 20). Die Verschie-
bung spiegelt sich auch im Verhaltnis der beiden Auflésungen wider. Mit steigender Trager-
gasgeschwindigkeit nimmt die Auflésung Uberproportional fur Stickstoff ab. Dieser Umstand
lasst sich auch aus den dazugehdrigen Van-Deemter Funktionen erklaren (Abbildung 17).
Die Funktionen beider Tragergase bewegen sich nach dem Van-Deemter Optimum fiir ver-
gleichbare Tragergasgeschwindigkeiten immer weiter auseinander. Das ist gleichbedeutend

mit der Zunahme der Trennleistungsdifferenz.
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Zusammenfassend I&sst sich festhalten, die Retentionszeit und die gesamte chromatogra-
phische Analysezeit wird durch die Erhéhung der FlieRgeschwindigkeit verkirzen. Infolge-
dessen kann fir ein definiertes Trennproblem in einem Labor die Anzahl der mdglichen Ana-
lysen und damit die Produktivitat entsprechend gesteigert werden. So lasst sich z.B. flir die
Auftrennung von Phenanthren und Anthracen mit Helium bei einer Erhdhung von 29 cm/s
auf 145 cm/s bei einer noch vertretbaren chromatographischen Auflosung eine Verkiirzung
der Trennzeit um 23% erreichen.

Dabei wird das Komponentenspektrum einer Rohdl-Probe geringfligig vergroRert. Die Er-
weiterung des Substanzspektrums konzentriert sich auf hochmolekulare Verbindungen
oberhalb eines m/z-Verhaltnisses von 460. Durch die verringerte chromatographische Auf-
l6sung wird die Peakform partial verschlechtert und die Identifizierung der Substanzen er-

schwert.
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3.3 Charakterisierung von Metaboliten und Substanzen im

Spurenbereich bei der Herstellung von Heroin

Um zu untersuchen, ob die entwickelte Methode in der Lage ist auch reale Proben zu ana-
lysieren, wurde die Methode bei einer Studie zur Bestimmung und Charakterisierung von
Metaboliten und Spurenstoffen im Heroinherstellungsprozess genutzt. Dazu wurden Proben,
die das Bundeskriminalamt (BKA) in einem realen Heroinlabor beschlagnahmt hat, mit ver-
schiedenen Techniken untersucht und verglichen. Da es im Bereich der Charakterisierung
und Identifizierung von Metaboliten im Heroin nur wenige Studien gibt, ist jede zusatzliche
Information Uber die identifizierten Substanzen wertvoll. Eine Vielzahl dieser Studien basie-
ren auf dem Prozess von Thiboumery und Mohr, bei dem das Morphin mit Kalziumoxid und
Ammoniumchlorid extrahiert wird und anschliefend eine Acetylierung mit Essigsaureanhyd-
rid durchgefuhrt wird (UNITED STATES OF AMERICA 1987; UNITED NATIONS OFFICE OF DRUGS
AND CRIME 1998; UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME 2003). Wahrend der Konver-
sion des Morphins zu Diacetylmorphin werden auch viele weitere Alkaloide im Opium ace-
tyliert. Zwar gibt es einige wenige Arbeiten, die sich mit den Formulierungsmechanismen
von Neben- und Beiprodukten der Heroinherstellung beschéaftigen, aber diese fokussieren
sich hauptsachlich auf die acetylierten Metabolite der alkaloiden Hauptkomponenten (ALLEN
et al. 1984a; ALLEN et al. 1984b; TosKE et al. 2006). Tatsachlich generieren aber die Beipro-
dukte und Spurenstoffe eine spezifisches Substanzprofil, welches entscheidend bei dem
Vergleich von sichergestellten Heroinproben zur Aufdeckung von Ubereinstimmungen hel-
fen kann. Die meisten ,Profiling* Methoden der forensischen Analytik beschranken sich bei
der Erkennung und Quantifizierung auf die acetylierten Alkaloide, die haufig in illegalen He-
roinproben gefunden werden (NEUMANN and GLOGER 1982; STROMBERG et al. 2000; LURIE
and Toske 2008; MORELLO et al. 2010; DeBRUS et al. 2011; LURIE et al. 2013). Aus diesem
Grund hat das Deutsche Heroin Analyse Programm (HAP) des Bundeskriminalamtes be-
schrieben welche Attribute, Hauptkomponenten, Verunreinigungen, Verdinnungsmittel, Lo-
sungsmittel und organischen Spurenstoffen der Probe auf der Basis der sauren Extraktion
bestimmt werden sollten.

Fur diese Studie wurden beschlagnahmte Proben aus einer authentischen, afghanischen
Heroin Herstellung untersucht. Als Basis diente eine Analyse der Proben mittels GCxGC-

TOFMS, um mittels der chromatographischen Trennleistung und der hohen Empfindlichkeit
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ein Profil der forensisch relevanten Substanzen zu bekommen. Bei herkdmmlichen Kopp-
lungen aus GC und EI-MS mit Einheitsauflésungen sind ausschlieBlich Mustervergleiche der
Fragmentspektren mit Datenbanken maoglich.

Zur Charakterisierung unbekannter Komponenten bietet sich der Einsatz von hoch-aufldsen-
den Massenspektrometern an, da diese eine Zuweisung einer elementaren Zusammenset-
zung zu dem gefundenen m/z-Verhaltnis ermdglichen. Da von unbekannten Verbindungen
keine Informationen Uber die Struktur oder ihre Bestandteile vorliegen, ist es von grofRer
Bedeutung die Molekilmassen und die entsprechenden Summenformeln zu kennen. Die
Ubertragung von zu hoher lonisierungsenergie (wie. Z.B. bei der ElektronenstoRionisierung)
fihrt bei einigen Substanzen zu so starker Fragmentierung, das kein Molekilpeak detektier-
bar ist. Zum Erhalt dieser Informationen mussen weichere lonisierungsformen eingesetzt
werden. Hier bietet sich z.B. die Photo- (APPI) oder die chemische lonisierung unter Atmo-
spharendruck (APCI) an.
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Abbildung 21 Blasendiagramm des sauren Extrakts der verschiedenen Stufen des Heroin-Herstel-
lungsprozesses basierend auf den Ergebnissen der GCxGC Analyse a) Rohopium b) Mor-
phin Base c) Heroin Base (braun) d) Heroin Base (weiB) e) Heroin Hydrochlorid; [a—€] rot:
Zielkomponenten des HAP, schwarz: Opiumalkaloide, orange: unveranderte Substanzen
in allen Herstellungsstufen (bis auf braune Heroinbase), gelb: Amide, griin: Fettsdureme-
thylester (FAMEs), pink: Steroide, blau: weitere Verunreinigungen der Heroinbase; [c*]
Heroinbase (braun): Charakterisierung der Zielkomponenten und Identifizierung der Ver-
unreinigungen; braun: Codein-Derivate; hellgriin: Tetrahydrobenzylisochinolin-Derivate;
dunkelblau: Thebain-Derivate; pink: Morphin-Derivate; tiirkis: Narcotin-Derivate; lila:

Narcein-Derivative

Die einzelnen Prozessschrittproben wurden parallel so mittels niederauflésender GC-EI-
TOFMS, hochauflésender GC-EI-HRTOFMS und der GC-APCI-FTICRMS Methode unter-
sucht. Die Einheitsauflosung der EI-TOFMS Spektren wurde fiir den Vergleich zu Referenz-
spektren aus Datenbanken genutzt. Die EI-HRTOFMS Spektren lieferten die entsprechen-
den elementaren Zusammensetzungen der Fragmente, um eine mégliche Struktur postulie-
ren zu kénnen. Die APCI-FTICRMS Methode lieferte Information zur Molekiilmasse. Mithilfe
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aller Daten konnten nétige Informationen gesammelt werden, um den bislang unbekannten

Verbindungen Strukturen zu zuweisen und sie zu identifizieren.
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Abbildung 22 Aufgenommene Massenspektren von N-Acetylnornarcotin (links) und 3,6-Dimethoxy-4-
acetoxy-5-(2-(N-methylacetamido))ethylphenanthren (rechts) mittels EI-TOFMS und
APCI-FTICRMS

Im Zuge dieser Untersuchung konnten neben der Charakterisierung des gesamten Herstel-
lungsprozesses auf Basis der gefunden Verunreinigungen, auch 44 Verunreinigungen in der
braunen Heroinbase nachgewiesen werden. Darunter waren 18 Zielsubstanzen des Deut-
schen Heroin Analyse Programms. Fir zwolf Verbindungen, darunter vier Opiumalkaloide,
konnte gezeigt werden, dass diese direkt aus dem Rohopium stammen und nicht durch den
Herstellungsprozess verandert werden. Fur 21 der acetylierten Verbindungen sind die Aus-
gangsverbindungen bekannt oder konnten identifiziert werden. Nicht alle der entdeckten
Substanzen konnten wahrend der Untersuchung identifiziert werden, da sie teilweise auch
bei geringerer lonisierungsenergie zu starker Fragmentierung neigten und eine Detektion

des Molekulpeak nicht maglich war.
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3.4 Entwicklung und Validierung der Programm-gesteuer-

ten Datenauswertung

Die Kombination aus Gaschromatographie, chemischer lonisierung unter Atmospharen-
druck (APCI) und der hochauflésenden Massenspektrometrie ermdglicht einen besseren
Einblick in die chemische Zusammensetzung einer Probe, gleichzeitig werden aber enorme
Datenmengen erzeugt. Diese sind so gewaltig, dass die manuelle Auswertung sehr zeitauf-
wendig ist. Zusatzlich besteht durch die thermische Belastung bei der gaschromatographi-
schen Trennung und der anschlieRenden lonisierung mittels Koronaentladung (APCI) ein
gewisses Potential zur Bildung von Artefakten (AMUNDSON et al. 2012; DaviD et al. 2013) und
kompetitiven Reaktionen (GHISLAIN et al. 2012). Aus diesem Grund wurden automatische
Routinen entwickelt, die in der Lage sind die groen Datenmengen zu prozessieren und
selbstandig Artefakte wie z.B. Bildung von Wasser- oder Sauerstoffaddukten, Demethylie-
rung, Dehydrogenierung und Decarboxylierung zu erkennen und von der weiteren Daten-
analyse auszuschlieen. Um die Validierung der detektierten Substanzen noch weiter zu
verbessern, wurde auf Basis der exakten Molekilmassen und der daraus errechneten Dop-
pelbindungsaquivalente (DBE) (PELLEGRIN 1983) ein ,vermutlicher Retentionsindex* einge-
fuhrt. Dieser ermdglicht die Verifizierung von Summenformeln anhand ihrer detektierten Re-
tentionszeit.

Um die Verifizierung durch automatische Routinen zu gewahrleisten, wurde zunachst inner-
halb der NIST08 Datenbank (P.J. LINSTROM and W.G. MALLARD 2008) eine Korrelation aus
Molekilmasse und entsprechender Retentionszeit flir Substanzen einer bestimmten ele-
mentaren Zusammensetzung (CHNOS) bestimmt. Diese Korrelation umfasst mehr als
12.000 Substanzen mit ca. 65.000 Retentionszeiteintragen. AnschlieRend wurde untersucht
mittels welcher Parameter sich die Verteilungswolke am starksten komprimieren lasst, um
sie fur ein Verifizierungskriterium nutzen zu konnen. Dabei stellte sich heraus, dass durch
die BerUcksichtigung des DBE-Wertes die engste Verteilung der Korrelation erreicht werden

kann.
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Abbildung 23 Korrelation der Molekiilmasse mit dem Retentionsindex von ausgewahlten Substanzen
der NIST08 Datenbank mit der elementaren Zusammensetzung CHNOS (ungeféhr 65.000
Eintrage von 12.000 Substanzen); a) m/z vs. Kovats Index (KI) mit farblich kodiertem DBE
Wert; b) DBE modifizierter KI mit linearer Regression und Konfidenzintervall mit 500 In-

dex Einheiten, verwendet um Fehlzuweisungen der Summenformeln zu identifizieren.

Streng genommen ist diese Korrelation nur flir Petroleum-Proben anwendbar, die eine ele-
mentare Zusammensetzung von CcHnNnOoSs besitzen. Dies erfolgte in Ubereinstimmung
mit der gangigen Literatur (XU et al. 2013; MARSHALL and RODGERS 2004; MCKENNA et al.
2010; KLEIN et al. 2006; Kim and Kim 2010). Betrachtet man Proben mit zuséatzlichen Ele-
menten, verandert dies die Korrelation, da diese mitberiicksichtigt werden missen. Dabei
gilt, je mehr Elemente beriicksichtigt werden, desto groRer ist das entsprechende Konfiden-
zintervall und desto weniger Summenformeln werden als Fehlzuweisungen erkannt.
Fur die durchgefihrte Studie wurde ein Konfidenzintervall gewahlt bei dem mehr als 99.9%
der Datenpunkte innerhalb dieser Spanne liegen. Die entsprechende lineare Regression
entspricht dem ,vermutlichen Retentionsindex” und lasst sich durch die folgende Gleichung
beschreiben:

KI = 6,35 m/z + 41,93 + (50 - DBE) (3.3)

Formel 8 Berechnung des DBE modifizierten "vermutlichen Retentionsindex"

So kann fir jede elementare Zusammensetzung der Petroleum Probe, ein vermutlicher Re-

tentionsindex (KI) errechnet und dieser mit dem Realen verglichen werden. Dadurch konn-
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ten bei den getesteten Proben (Leichtdl- und Schwerdlfraktionen sowie verschiedene Roh-
ole) 10 — 28% der detektierten Komponenten als nicht valide identifiziert und ausgeschlos-

sen werden.

> 5,000 Komponenten

intensitat

Kovats Index

Abbildung 24 Chromatogramm eines Schwer6ls mit validiertem Bereich

Ein weiterer Vorteil der Routine besteht in der Evaluierung des Retentionsindex flr jede ele-
mentare Zusammensetzung. Auch die Anzahl der mdglichen Summenformeln pro m/z -Ver-
haltnis kann reduziert werden. Das macht die Routine fir die Auswertung von Daten, die mit
einer Massengenauigkeiten groRer als 1ppm aufgenommen wurden, interessant. In diesem
Fall steigt zwar durch die schlechtere Massengenauigkeit (> 1ppm) die Anzahl der zuweis-
baren mdglichen Summenformeln an, diese lasst sich aber mittels zusatzlicher Validierung
durch den Algorithmus erneut reduzieren.

Zusammengefasst nutzt die entwickelte Routine chromatographische Informationen um
massenspektrometrische Daten zu evaluieren. Dabei ist eine genaue Massenauflosung Vo-
raussetzung fur die Routine. Durch die Kombination von grundlegenden Elementinformatio-
nen der Probe mit chromatographischen Informationen der Einzelsubstanzen, kénnen die
Validitat und Verlasslichkeit der Datenauswertung durch Reduktion falsch zugewiesener

Summenformeln verbessert werden.
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3.5 Anwendung der GC-FT-ICR-MS zur Analyse von Bi-

tumenalterung

Bitumen ist ein hoch komplexes Material, welches aus einer Vielzahl von Substanzen be-
steht. Die meisten sind langkettige Kohlenwasserstoffe, die zusatzlich Heteroatome wie
Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel enthalten kénnen. Auf Grund dieser komplexen Zusam-
mensetzung konzentrieren sich die meisten Analysen von Bitumen auf physikochemische
Eigenschaften wie Harte, Viskositat oder Sprodigkeit. Auf diesen Messwerten basieren auch
die Klassifizierungen und Spezifikationen in der Industrie. Bitumen wird jahrlich in einem
MaRstab von tber 100 Megatonnen in der Industrie verarbeitet, wovon 85% auf den Stra-
Renbau entfallen. Die Alterung des Materials ist dabei ein essentieller und kritischer Faktor
im Produkt-Lebenszyklus (LITTKE et al. 1991; PETSCH et al. 2000; WEIGEL and STEPHAN
2017). Besonders die thermische und photochemische Oxidation, Verfllichtigung, Exsuda-
tion als auch die Zersetzung stellen bekannte Einflussfaktoren dar (BRANTHAVER et al. 1993;
PETERSEN 2009; BAEK et al. 2012; ALHUMAIDAN et al. 2016). Die komplexe Zusammenset-
zung mit mehr als 26.000 Einzelsubstanzen (KEKALAINEN et al. 2013) macht die vollstandige
Isolierung aller Substanzen fur herkdmmliche Verfahren nahezu unmaglich. Der Einsatz der
ultra-hochauflosenden Massenspektrometrie hat sich jedoch bereits vielfach bewahrt (LESU-
EUR 2009; LEMKAU et al. 2014; HuBA and GARDINALI 2016; SMIT et al. 2015). Die Kopplung
aus GC und HR-MS wurde eingesetzt, um herauszufinden welchen Einfluss Verflichtigung
von Substanzen auf die Zusammensetzung des Bitumens hat. Des Weiteren sollte diese
Studie zeigen, ob eine Analyse von Bitumen mittels Gaschromatographie tiberhaupt méglich
ist, auf Grund der hoch-viskosen, teerahnlichen Konsistenz. Die Weltgesundheitsorganisa-
tion hat bereits 2013 eine Studie (IARC WORKING GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGE-
NIC Risks TO HUMANS 2013) in Auftrag gegeben, die ein héheres Risiko flir Kanzerogenitat
bei oxidierten Bitumen feststellte. Daher ist eine mégliche Fragestellung, welche Stoffe kén-
nen sich wahrend des Oxidationsprozesses bilden und wie fllichtig sind diese Substanzen.
Da neben der Verfliichtigung von Substanzen auch iiber andere Prozesse (z.B. Abrieb oder
Verwitterung) partikuléres Material (Feinstaub) gebildet wird, sollte geklart werden wie grof3
der tatsachliche Einfluss der Verflichtigung ist. Der Einfluss von Aerosolpartikel wurde unter
anderem von dem Helmholtz Virtual Institute of Complex Molecular Systems in Environmen-
tal Health (HICE) untersucht (STREIBEL 2017; KANASHOVA T. et al. 2018), um Riickschllsse

auf schadstoffbedingte Gesundheitsprobleme der Menschen zu ziehen.
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Fur die Studie wurde eine reprasentative Probe eines Bitumens der Sorte 70/100 verwendet.
Ein Teil der Probe wurde mittels eines simulierten Alterungsprozesses oxidiert. Anschlie-
Rend fanden eine Analyse und Datenauswertung des Ausgangsmaterials und des kinstlich
gealterten Materials statt. Daflir wurden sowohl Elementaranalysen wie auch Infrarotanaly-
sen der Proben durchgefiihrt und zur Datenauswertung herangezogen. Dabei lieferte die
Elementaranalyse einen anfanglichen Hinweis auf die Veranderung des Schwefelgehaltes
in dem knstlich gealterten Material. Zusatzliche Informationen wurden anschlieRend mittels
der GC-FT-ICRMS generiert. Der Vergleich der Hauptkomponentenklassen, wie er bei ultra-
hochauflosenden Datenauswertungen Ublich ist, brachte zunachst keine grundlegenden Un-
terschiede zwischen der gealterten und der unbehandelten Probe zu Tage. Erst der Ver-
gleich der relativen Intensitaten der detektierten Summenformeln machte deutlich, welche

Verbindungen durch die kinstliche Alterung beeinflusst wurden.
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Abbildung 25 Komponentenklassendiagramme der zugewiesenen Summenformeln in ungealtertem
und gealtertem Bitumen, mit Angabe des Verhéltnisses ([lgeatert — lungeattert] / [lungeattert +

lgeattert]) der normierten Intensitaten (auf Intensitat der Standardsubstanz normiert); blaue
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Ellipsen markieren Bereiche in denen Summenformeln im ungealtertem Bitumen inten-
siver sind und die gelben Ellipsen markieren Bereiche in denen im gealtertem Bitumen

Summenformeln intensiver sind

Die Datenanalyse bestétigt vor allem eine verringerte Intensitat der kleinsten und fllichtigs-
ten Molekle, mit weniger als 25 Kohlenstoffatomen pro Molekdl, durch die kiinstliche Alte-
rung. Zusatzlich kamen im Bereich hoher Molekilmassen, also an der oberen Detektions-
grenze, neue Verbindungen hinzu oder die Intensitat wurde verstarkt. Die Verringerung der
Intensitaten wahrend der kinstlichen Alterung ist sehr wahrscheinlich durch Verfliichtigung
zu erklaren, wie das folgende Bild darstellt.
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Abbildung 26 a) Komponentenklassendiagramm der Spezies in Bitumen, die durch die kiinstliche Al-
terung reduziert wurden; b) Retentionsindex vs. Kohlenstoffanzahl Diagramm der redu-
zierten Komponenten mit farblich kodiertem Intensitatsverhéltnis ([lgeattert — lungeaitert] /

[lungeattert + lgeattert])

Im rechten Diagramm der Abbildung 26 wird deutlich, dass vor allem Komponenten bis zu
einem Retentionsindex von bis zu 3000 Indexeinheiten einer starken Reduktion unterliegen.
Das entspricht etwa der Fllichtigkeit von n-Triacontan mit einem Siedepunkt von 452°C (LIDE
2008). Die Komponentenklassenverteilung zeigt, eine hohe Ubereinstimmung in der Zusam-
mensetzung der reduzierten Substanzen mit der Gesamtprobe. In Folge dessen liegt sehr
wahrscheinlich kein selektiver Prozess zu Grunde, der fiir die Abschwéchung der Intensitat
verantwortlich ist. Eher spricht diese Verteilung fur eine Verfluchtigung der Substanzen im
Probengemisch. Eine Komponentenklasse zeigt einen auffélligen Bereich unabhangig von
dem oben beschriebenen Phanomen. Die Klasse der CHO2-Komponenten zeigt flr nahezu
alle Spezies mit einem bis sechs Doppelbindungsaquivalenten eine Reduzierung der Inten-

sitat. Der Vergleich der Retentionsindizes mit Vergleichswerten aus der NIST Datenbank
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ergab, dass es sich dabei um Karbonsauremethylester handeln muss. Diese wurden wah-
rend des Alterungsprozesses zwischen 20 und 70% reduziert. Da die betroffenen Karbon-
sauremethylester auch die Funktion eines Weichmachers in dem Probenmaterial besitzen,
nimmt durch die Alterung der Hartegrad und die Sprodigkeit des Bitumens zu. Bezuglich der
Anderung des Schwefelgehaltes konnte die Analyse nur eine kleine Intensitatsverringerung
der Molekiile mit 15 — 25 Kohlenstoffatomen aufzeigen. Mit groRter Wahrscheinlichkeit be-
ruhen diese auf dem bereits oben beschriebenen Effekt der Verflichtigung. Dennoch konnte
ein Anstieg fir Komponenten der CHOS-Klasse mit 20-25 Kohlenstoffatomen pro Molekil
festgestellt werden. Nach Petersen et al. (PETERSEN et al. 1981) ist unbehandelter Bitumen
praktisch frei von Sulfoxiden. Diese entstehen unmittelbar, sobald das Bitumen in Kontakt
mit Sauerstoff oder Luft kommt. Da diese Sulfoxide aber bei thermischer Belastung beginnen
kénnen sich zu zersetzen (WALLING and BULLYKY 1964; HERRINGTON 1995), besteht die Ver-
mutung, dass ein Teil der gebildeten Sulfoxide bereits der Zersetzung zum Opfer gefallen
ist. Ein Entweichen von Schwefelwasserstoff nach einer thermischen Behandlung von As-
phalt bereits ab 150°C konnte in einer Studie von Brandt und De Groot (BRANTHAVER et al.
1993; BRANDT, H., and P. DE GROOT 1996) belegt werden. Daher ist vermutlich die detek-
tierte Differenz des Schwefelgehaltes in der Elementaranalyse auf die Verfliichtigung schwe-
felhaltiger Molekule unterhalb der Detektionsgrenze (m/z < 100) zurlickzuflihren.

Die gebildeten Oxidationsprodukte beschranken sich hauptsachlich auf die Komponenten-
klassen CHO-, CHO4- and CHN10O+. Unter den ungefahr 2.000 detektierten Spezies ma-
chen diese aber nur einen Bruchteil aus. Trotzdem ist die Methode in der Lage einen Teil
der im Bitumen enthaltenen Substanzen zu beschreiben. Durch die verwendete kiinstliche
Alterung wurden zwar einige oxidierte Substanzen gebildet (z.B. Sulfoxide, Ketone, Car-
bonyle), es liel sich aber keine Neubildung ganzer Substanzklassen mit der verwendeten
Methode nachweisen. Daraus ergibt sich eine geringe Bildungsrate flichtiger Verbindungen
wahrend der Alterung. Zwar verringern sich die Konzentrationen einiger Substanzen tber
den Lebenszyklus des Bitumens und verandern auch die physikochemischen Eigenschaften
des gesamten Materials, aber die Auswertung der Studie legt den Schluss nahe, dass die
schwer- und nichtfllichtigen Verbindungen im Bitumen (RUGER et al. 2018; KAFER et al. 2019)

deutlichere Veranderungen durch die Alterung zeigen konnten.
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4. Vor- und Nachteile der GC-APCI-FTICRMS Me-
thode

An dieser Stelle mochte ich nochmal die Vor- und Nachteile der beschriebenen Methode
zusammenfassen. Durch die Entwicklung einer Methode in der GC und FT-ICRMS mittels
APCI gekoppelt werden, sind fur die Untersuchung GC-gangiger Analyt Gemische Massen-
spektren mit extrem hoher Massenauflosung (< 0.001 m/z) und Massengenauigkeit
(<1 ppm) maglich. Dadurch ist eine mathematische Berechnung von Summenformeln fr
jedes detektierte Masse-zu-Ladungsverhaltnis maoglich. Durch die Einbeziehung des Re-
tentionsindexes in die Datenauswertung ist ein Abgleich von Analyten mit Retentionsdaten-
banken maoglich, was bisher fir Massenspektren, die mittels weicher lonisierung erzeugt
wurden unmaglich war. So wird erstmals eine Verkniipfung zwischen bestimmten Analyt-
Signalen und Retentionsdatenbankeintréagen fir eine GC-APCI Methode geschaffen. Zu-
satzlich wird dadurch auch die Méglichkeit der Evaluierung fiir zugewiesene Summenfor-
meln erdffnet. Der etablierte Weg um eindeutige Summenformelzuweisungen zu generieren,
besteht in der Definition eines maglichst kleinen Toleranzintervalls (< 0.0003 m/z). Dieses
wiederum wird mafigeblich durch die Massengenauigkeit beeinflusst und ist damit ein In-
strument-spezifischer Wert. Durch die Evaluierung der Summenformeln mittels Retetionsin-
dex koénnen selbst fir Instrumente mit einer schlechteren Massengenauigkeit noch eindeu-
tige Summenformelzuweisungen generiert werden. Die entwickelten Prozessierungsrouti-
nen machen auch eine automatisch die Zuweisungen der Summenformeln, Evaluierung der
Signale und statistische Datenanalysen, sowie individuelle Anpassungen der Datenauswer-
tung an jede Probenmatrix moglich. AuBerdem kann durch die Variation der lonisierungs-
quelle die Selektivitat und Empfindlichkeit der Methode verandert werden. Die Anwendung
der Methode auf alternative, weiche lonisierungsquellen wie APPI oder APLI ist ohne gro-
Reren Aufwand maglich.

Nat(rlich birgt die Verwendung von weichen lonisierungsquellen auch Nachteile. So sind
leider nicht alle Substanzklassen fur alle lonisierungen zuganglich. Auerdem variiert die
lonisierungseffizienz unter den Substanzen. Dadurch sind aufgenommene Massenspektren
von verschiedenen Systemen schlecht vergleichbar. Zusatzlich kénnen durch konkurrie-
rende Reaktionen wahrend der lonisierung auch Artefakte wie Addukte oder Fragmente auf-
treten. Im Unterschied zu der Fragmentierung bei der ElektronenstoRionisierung sind diese

aber nicht quantitativ reproduzierbar. Jedoch korrelieren die Acquisitionszykluszeiten bei
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den FT-ICRMS Geréten direkt mit der Massenauflésung. Daraus folgt, je hoher die Massen-
auflésung der Spektren sein soll, desto langer sind auch die Acquisitionszykluszeiten.

Auf Grund des Auftretens sehr schmaler Peakbreiten von < 1 s wird die gaschromatographi-
sche Peakauflosung trotz Verbesserung noch immer gestort. Dabei nimmt beim FT-ICRMS
im Vergleich zum hochauflésenden Flugzeitmassenspektrometer (HRTOF-MS) leider auch

die maximale Massenaufldsung zu héheren m/z-Verhaltnissen hin ab (LossL et al. 2014).
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Abbildung 27 Vergleich Massenauflésung zwischen HRTOF und HR-MS

Die Rohdaten der MS Spektren speziell fiir chromatographische Trennungen sind auf Grund
der ungeheuren Datenpunktanzahl pro Spektrum enorm. Der Speicherbedarf kann sehr
schnell die Gigabyte-Grenze (iberschreiten, was die langfristige Speicherung der Rohdaten
enorm schwierig macht. Die groRen Datenmengen haben aber noch einen weiteren Nach-
teil, die Prozessierung dauert dementsprechend auch langer. So kann selbst bei der Ver-
wendung der automatisierten Prozessierungsroutinen dieser Vorgang Uber eine Stunde pro
Chromatogramm ben6tigen. Zudem setzt die Zuweisung der Summenformeln auch ein Vor-
wissen Uber die elementare Zusammensetzung der Probe voraus, da ansonsten die Anzahl
maglicher Summenformeln, falls alle Elemente beriicksichtigt werden mussten, enorm an-
stiege (siehe Abbildung 14).

Nichtsdestotrotz bietet diese Technik einmalige Einblicke in die elementare Zusammenset-
zung von Proben und bietet gleichzeitig die Vorzlige der gaschromatographischen Tren-

nung.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In der dargelegten Dissertation wird die Entwicklung und Optimierung einer Analysemethode
fir Gaschromatographie gekoppelt mit chemischer lonisierung unter Atmospharendruck und
einem Fourier Transformation lonen Zyklotron Resonanz Massenspektrometers prasentiert.
Dabei werden sowohl einzelne Anwendungsgebiete wie auch Vor- und Nachteile der Me-
thode dargestellt.

Nach dem Aufbau der Kopplung und Entwicklung einer funktionsfahigen Analysemethode,
lag der anfangliche Fokus auf dem Austesten der Grenzwerte der Apparatur. Durch die ge-
nutzte Systemkonfiguration ist es mdglich den Gaschromatographen mit Flussraten deutlich
Uber dem Van-Deemter Optimum zu verwenden, was bei den herkdmmlich verwendeten
Vakuumionisierungsquellen ausgeschlossen ist. Anschliefend wurde die entwickelte Analy-
senmethode erstmals fiir die Charakterisierung von unbekannten Verunreinigungen und In-
termediaten im Heroin-Herstellungsprozess angewendet (Publikation eins). Anschlieend
wurde die automatische Datenauswertung implementiert und optimiert durch die Verwen-
dung des Retentionsindexes zur Evaluierung zugewiesener Summenformeln (Publikation
zwei). Daraufhin wurde mit der Methode die Alterung von Bitumen erforscht, und evaluiert in
wie weit semi- und schwerfliichtige Substanzen mit der Analysemethode untersucht und er-
fasst werden kdnnen (Publikation drei).

Ultra-hochauflésenden MS ist die Methode der Wahl, wenn es um die Analyse komplexer
Probenmatrizes geht, da sie die gleichzeitige Charakterisierung mehrerer tausend Summen-
formeln und somit die Analyse der Probe auf elementarer Ebene erlaubt. Durch die Kombi-
nation verschiedener lonisierungsquellen mit der GC-FT-ICR MS bietet sich die Mdglichkeit
aus verschiedenen Blickwinkeln auf eine Probe zu schauen und selektiv bestimmte Sub-
stanzen zu betrachten. Gleichzeitig kann die Methode noch mit weiteren Techniken wie Dis-
soziation kombiniert werden, um noch mehr Informationen Uber Proben zu gewinnen. Im
Laufe der Zeit hat sich die ultra-hochaufldsende Massenspektrometrie immer mehr etabliert
und findet deshalb in immer mehr Untersuchungsfeldern Anwendung. Zwar wird die be-
schriebene Technik mittels GC-APCI-FT-ICRMS nie eine fiir die breite Masse zugangliche
Analysenmethode werden, trotzdem zeigt diese Methode das groRe Potential der ultra-hoch-
auflosenden Massenspektrometrie und ihre vielfaltigen Kopplungsmaglichkeiten.
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OZ | Symbol | Element E]Z?;gal_ Isotopenmasse Isotop Massendefekt
1|H Wasserstoff 1| 1,0078250322(6) | 'H, Protium 0.007825
2 | 2,0141017781(8) 2H, Deuterium 0.014101
2 | He Helium 3 | 3,01602932(2) SHe 0.016029
4| 4,0026032541(4) | “He 0.002603
3| Li Lithium 6 | 6,015122887(9) 6Li 0.015122
7 | 7,016003 44(3) “Li 0.016003
4 | Be Beryllium 9| 9,0121831(5) °Be 0.012183
5B Bor 10 | 10,012937(3) B 0.01293
11 | 11,009305(3) "B 0.0093

6|C Kohlenstoff 12 | 12 (exakt) 2C
13 | 13,003354835(2) | 3C 0.00335
7| N Stickstoff 14 | 14,003074004(2) | “N 0.00307
15 | 15,000108899(4) | 5N 1E-04
8|0 Sauerstoff 16 | 15,994914620(2) | %O -0.00509
17 | 16,999131757(5) 70 -0.00087
18 | 17,999159613(6) 180 -0.00085
9|F Fluor 19 | 18,998403163(6) 19F -0.0016
10 | Ne Neon 20 | 19,99244018(2) 2ONe -0.00756
21 | 20,9938467(3) 2Ne -0.00616
22 | 21,9913851(2) 22Ne -0.00862
11 | Na Natrium 23 | 22,98976928(2) 2Na -0.01024
12 | Mg Magnesium 24 | 23,98504170(9) 24Mg -0.01496
25 | 24,9858370(3) 25Mg -0.01417
26 | 25,9825930(2) 26Mg -0.01741
13 | Al Aluminium 27 | 26,9815385(7) 27Al -0.01847
14 | Si Silicium 28 | 27,976926535(3) | 28Si -0.02308
29 | 28,976494665(3) | 2°Si -0.02351
30 | 29,97377001(2) 30Si -0.02623
15| P Phosphor 31 | 30,973761998(5) | 3'P -0.02624
16 | S Schwefel 32 | 31,972071174(9) | %S -0.02793
33 | 32,971458910(9) | S -0.02855
34 | 33,9678670(3) 348 -0.03214
36 | 35,967081(2) 363 -0.03292
17 | Cl Chlor 35 | 34,9688527(3) 35CI -0.03115
37 | 36,9659026(4) 37Cl -0.0341
18 | Ar Argon 36 | 35,9675451(2) S6Ar -0.03246
38 | 37,962732(2) S8Ar -0.03727
40 | 39,96238312(2) 40Ar -0.03762
19 | K Kalium 39 | 38,96370649(3) 9K -0.0363
40 | 39,9639982(4) :ﬁ/’; (radioak- 003601
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41 | 40,96182526(3) | 41K 10.03818
20 | Ca Calcium 40 | 39,9625909(2) | “Ca 10.03741
42 | 41,958618(1) 42Cq 10.04139
43 | 42,958766(2) ©Ca 10.04124
44 | 43,955482(2) “Ca -0.04452
46 | 45,95369(2) #Ca 10.04631

48 | 47,9525228(8) *Ca (radioak-
tiv) 10.04748
21 | sc Scandium 45 | 44,955908(5) 53¢ 10,0441
22 | Ti Titan 46 | 45,952628(3) 4Ti 10.04738
47 | 46,951759(3) 47| 10.04825
48 | 47,947942(3) 7] 10.05206
49 | 48,947866(3) 4oT] 0.05214
50 | 49,044787(3) 0T 10.05522
23 | v Vanadium 50 | 49,947156(6) fﬁ,\)/ (radioak- 10.05285
51 | 50,943957(6) 51y 10.05605
24 | Cr Chrom 50 | 49,946042(6) 50Cr 10.05396
52 | 51,940506(4) 52Cr 10.0595
53 | 52,940648(4) 53Cr 10.05936
54 | 53,938879(4) 54Cr 10.06113
25 | Mn Mangan 55 | 54,938044(3) 55Mn -0.06196
26 | Fe Eisen 54 | 53,939609(3) SiFe -0.0604
56 | 55,934936(3) 56Fe -0.06507
57 | 56,935393(3) 57Fe 10.06461
58 | 57,933274(3) 5Fe 10.06673
27 | co Cobalt 59 | 58,933194(4) 59Co -0.06681
28 | Ni Nickel 58 | 57,935342(3) 5ON -0.06466
60 | 59,930786(3) SN 10.06922
61 | 60,931056(3) 51N 10.06895
62 | 61,028345(4) &N 10.07166
64 | 63,927967(4) BN 10.07204
29 | cu Kupfer 63 | 62,929598(4) 63Cu -0.07041
65 | 64,927790(5) 65Cy 10.07221
30 | zn Zink 64 | 63,929142(5) 64Zn -0.07086
66 | 65,926034(6) 66Zn -0.07397
67 | 66,927128(6) 67Zn 10.07288
68 | 67,924845(6) 657 10.07516
70 | 69,92532(2) 69Zn 10.07468
31 | Ga Gallium 69 | 68,925574(8) 69Ga 10.07443
71 | 70,924703(6) "Ga 10.0753
32 | Ge Germanium 70 | 69,924249(6) 1Ge 10.07576
72 | 71,9220758(5) 2Ge 10.07793
73 | 72,9234590(4) %Ge -0.07655
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74 | 73,92117776(9) | ™*Ge -0.07883
76 i -
76 | 75,9214027(2) tiv?e (radioak 0.0786
33 | As Arsen 75 | 74,921595(6) 5As -0.07841
34 | Se Selen 74 | 73,9224759(1) 74Se -0.07753
76 | 75,9192137(2) 76Se -0.08079
77 | 76,9199142(5) 77Se -0.08009
78 | 77,917309(2) 78Se -0.0827
80 | 79,916522(8) 80Se -0.08348
82 i -
82 | 81,916700(9) ﬁvs).e (radioak 0.0833
35 | Br Brom 79 | 78,918338(9) 79Br -0.08167
81 | 80,91690(9) 81Br -0.0831
78 i -
36 | Kr Krypton 78 | 77,920365(5) tivi;r (radioak -0.07964
80 | 79,916378(5) 80Kr -0.08363
82 | 81,913483(6) 82Ky -0.08652
83 | 82,914127(2) 83Kr -0.08588
84 | 83,91149773(3) | 84Kr -0.08851
86 | 85,91061063(3) | 86Kr -0.08939
37 | Rb Rubidium 85 | 84,91178974(3) | ®Rb -0.08822
87 i -
87 | 86,90918053(5) tiVF;b (radioak 0.09082
38 | Sr Strontium 84 | 83,913419(8) 84Sr -0.08659
86 | 85,909261(8) 863y -0.09074
87 | 86,908878(8) 87Sr -0.09113
88 | 87,905613(8) 883y -0.09439
39 | Y Yitrium 89 | 88,90584(2) 8oy -0.09416
40 | Zr Zirconium 90 | 89,90470(2) 90Zy -0.0953
91 | 90,90564(2) 917y -0.09436
92 | 91,90503(2) 927y -0.09497
94 | 93,90631(2) %7y -0.09369
9%Zr (radioak-
96 | 95,90827(2) ) ( 0.09173
41 | Nb Niob 93 | 92,90637(2) 9 -0.09363
42 | Mo Molybdn 92 | 91,906808(5) 2Mo -0.0932
94 | 93,905085(3) %Mo -0.09492
95 | 94,905839(3) %Mo -0.09417
96 | 95,904676(3) %Mo -0.09533
97 | 96,906018(3) 97Mo -0.09399
98 | 97,905405(3) %8Mo -0.0946
100Mo (radi-
100 | 99,907472(7) Oaktiv)( 0.09253
98 i -
43 | Tc Technetium 98 | 97,90721(3) tivT)C (radioak -0.09279
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44 | Ru Ruthenium 96 | 95,907590(3) %Ry -0.09241
98 | 97,90529(5) %Ry -0.09471
99 | 98,905934(7) 9RY -0.09407
100 | 99,904214(7) 100Ry -0.09579
101 | 100,905577(8) 101RyY -0.0945
102 | 101,004344(8) 102Ry -0.0957
104 | 103,90543(2) 104Ry -0.0946
45 | Rh Rhodium 103 | 102,90550(2) 103R -0.0945
46 | Pd Palladium 102 | 101,90560(2) 102pg -0.0944
104 | 103,904031(9) 104p -0.096
105 | 104,905080(8) 105Pg -0.095
106 | 105,903480(8) 106Pd -0.0966
108 | 107,903892(8) 108Pg -0.0962
110 | 109,905172(5) 110pg -0.0949
47 | Ag Silber 107 | 106,90509(2) 107Ag -0.095
109 | 108,904755(9) 108Ag -0.0953
48 | cd Cadmium 106 | 105,906460(8) 106G -0.0936
108 | 107,904183(8) 108G -0.0959
110 | 109,903007(4) 110C -0.097
111 | 110,004183(4) 11Cd -0.0959
112 | 111,902763(4) 1124 -0.0973
113 | 112,904408(3) "%Cd (rad|-
oaktiv) -0.0956
114 | 113,903365(3) 114G -0.0967
116 i-
116 | 115,904763(2) Oaﬁ?\/;““' 0.0953
49 | In Indium 113 | 112,904062(6) 113]n -0.096
115 | 114,90387878(8) | . \n (radioak-
tiv) -0.0962
50 | Sn Zinn 112 | 111,004824(4) 112G -0.0952
114 | 113,902783(6) 11450 -0.0973
115 | 114,0033447(1) | 115Sn -0.0967
116 | 115,901743(1) 1165n -0.0983
117 | 116,902954(3) 1178n -0.0971
118 | 117,901607(3) 1185 -0.0984
119 | 118,903311(5) 1195 -0.0967
120 | 119,902202(6) 1209 -0.0978
122 | 121,90344(2) 122G -0.0966
124 | 123,905277(7) 124G -0.0948
51 | Sb Antimon 121 | 120,90381(2) 1218p -0.0962
123 | 122,90421(2) 1238p -0.0958
52 | Te Tellur 120 | 119,90406(2) 120Tg -0.096
122 | 121,90304(1) 122T¢ -0.097
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123 | 122,90427(1) 1237 -0.0958
124 | 123,90282(1) 24T -0.0972
125 | 124,90443(1) 25T -0.0956
126 | 125,90331(1) 26T -0.0967
128 | 127,904461(6) 1?Te (radioak-
tiv) -0.0956
130 | 129,00622275(8) | 1€ (radioak-
tiv) -0.0938
53 | I lod 127 | 126,90447(3) 127] -0.0956
54 | Xe Xenon 124 | 123,90589(2) 124%g -0.0942
126 | 125,90430(3) 126Xg -0.0957
128 | 127,903531(7) 128Xg -0.0965
129 | 128,90478086(4) | 129Xe -0.0953
130 | 129,9035094(1) | 1%9Xe -0.0965
131 | 130,905084(2) 181Xe -0.095
132 | 131,90415509(4) | 1%Xe -0.0959
134 | 133,905395(6) 134%g -0.0947
136 | 135,90721448(7) | . Xe (radioak-
tiv) -0.0928
55 | Cs Caesium 133 | 132,90545196(6) | 1%3Cs -0.0946
56 | Ba Barium 130 | 129,90632(2) Ba (radioak-
tiv) -0.0937
132 | 131,905061(7) 13283 -0.095
134 | 133,904508(2) 19483 -0.0955
135 | 134,905688(2) 13583 -0.0944
136 | 135,904576(2) 13682 -0.0955
137 | 136,905827(2) 197Ba -0.0942
138 | 137,905247(2) 13883 -0.0948
57 | La Lanthan 138 | 137,90712(3) +"La (radioak-
tiv) -0.0929
139 | 138,90636(2) 199 -0.0937
58 | Ce Cer 136 | 135,907129(3) 136Ce -0.0929
138 | 137,90599(7) 198Ce -0.0941
140 | 139,90544(2) 140Ce -0.0946
142 | 141,90925(2) 142Ce -0.0908
59 | Pr Praseodym 141 | 140,90766(2) 141Py -0.0924
60 | Nd Neodym 142 | 141,90773(2) 142Nd -0.0923
143 | 142,90082(2) 143Nd -0.0902
144 | 143,91009(2) "*Nd (radi-
oaktiv) -0.09
145 | 144,91258(2) 145Nd -0.0875
146 | 145,91312(2) 146Nd -0.0869
148 | 147,91690(2) 148Nd -0.0831
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150 -
150 | 149,92090(2) ant(ijv)(radl 00751
145 i-
61 | Pm Promethium 145 | 144,91276(2) Oam)(rad' 0.0873
62 | Sm Samarium 144 | 143,91201(2) 144Sm -0.088
147 i-
147 | 146,91490(2) Oaa?\"l)(rad' 00851
148Sm (radi-
148 | 147,91483(2) Oakﬁv)( 00852
149 | 148,91719(2) 1495m -0.0829
150 | 149,91728(2) 150Sm -0.0828
152 | 151,91974(2) 1525m -0.0803
154 | 153,92222(2) 1545m -0.0778
151 i -
63 | Eu Europium 151 | 150,91986(2) ﬁv)E“ (radioak 0.0802
153 | 152,92124(2) 153E -0.0788
64 | Gd Gadolinium 152 | 151,91980(2) 152Gd -0.0802
154 | 153,92087(2) 154Gd -0.0792
155 | 154,92263(2) 155Gd -0.0774
156 | 155,92213(2) 156Gd -0.0779
157 | 156,92397(2) 157Gd -0.0761
158 | 157,92411(2) 158G -0.0759
160 | 159,92706(2) 160Gd -0.073
65 | Tb Terbium 159 | 158,92535(2) 159T)y -0.0747
66 | Dy Dysprosium 156 | 155,92428(2) 156Dy -0.0758
158 | 157,92442(2) 158Dy -0.0756
160 | 159,92520(2) 160Dy -0.0748
161 | 160,92694(2) 161Dy -0.0731
162 | 161,92681(2) 162Dy -0.0732
163 | 162,92874(2) 163Dy -0.0713
164 | 163,92918(2) 164Dy -0.0709
67 | Ho Holmium 165 | 164,93033(2) 165H0 -0.0697
68 | Er Erbium 162 | 161,92879(2) 162E -0.0713
164 | 163,92921(2) 164E -0.0708
166 | 165,93030(2) 166 -0.0697
167 | 166,93205(2) 167y -0.068
168 | 167,93238(2) 168 -0.0677
170 | 169,93547(2) 170Ey -0.0646
69 | Tm Thulium 169 | 168,93422(2) 169Tm -0.0658
70 | Yo Ytterbium 168 | 167,93389(2) 168y -0.0662
170 | 169,93477(2) 170y -0.0653
171 | 170,93633(2) 171¥p -0.0637
172 | 171,93639(2) 172y -0.0637
173 | 172,93822(2) 173y -0.0618
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174 | 173,93887(2) 174y -0.0612
176 | 175,94258(2) 176y -0.0575
71 | Lu Lutetium 175 | 174,94078(2) 175y -0.0593
176 i -
176 | 175,94269(2) tiv)"“ (radioak 0.0574
174 H -
72 | Hf Hafnium 174 | 173,94005(2) tiV)Hf (radioak 0.06
176 | 175,94141(2) 176 -0.0586
177 | 176,94323(2) 177H -0.0568
178 | 177,94371(2) 178Hf -0.0563
179 | 178,94582(2) 179Hf -0.0542
180 | 179,94656(2) 180Hf -0.0535
180 i -
73 | Ta Tantal 180 | 179,94746(2) ﬁv)Ta (radioak 0.0526
181 | 180,94800(2) 181Tq -0.052
180! i -
74| W Wolfram 180 | 179,94671(2) tiV)W (radioak 0.0533
182 | 181,048204(6) 182 \/ -0.0518
183 | 182,950223(6) 183\ -0.0498
184 | 183,950931(6) 184\ -0.0491
186 | 185,95436(2) 186\ -0.0457
75 | Re Rhenium 185 | 184,952955(8) 185Re -0.0471
187Re (radi-
187 | 186,95575(1) Oaktiv)( 00443
184, -
76 | Os Osmium 184 | 183,952489(9) Oaﬁfv)(rad' 0.0876
186Qs (radi-
186 | 185,95384(1) Oaktiv)( 00462
187 | 186,95575(1) 1870s -0.0443
188 | 187,95584(1) 1880 -0.0442
189 | 188,95814(2) 1890s -0.0419
190 | 189,95844(2) 1900g -0.0416
192 | 191,96148(2) 19205 -0.0386
77 |ir Iridium 191 | 190,96059(2) 191]r -0.0395
193 | 192,96292(2) 193] -0.0371
190 i -
78 | Pt Platin 190 | 189,95993(4) tiV)Pt (radioak 0.0201
192 | 191,96104(2) 192pt -0.039
194 | 193,962681(6) 194pt -0.0374
195 | 194,964792(6) 195pt -0.0353
196 | 195,964952(6) 196pPt -0.0351
198 | 197,96789(2) 198pt -0.0322
79 | Au Gold 197 | 196,966569(5) 197A -0.0335
80 | Hg Quecksilber 196 | 195,96583(2) 196Hg -0.0342




Veroffentlichungen

70

tiv)

198 | 197,966769(3) 198Hg -0.0333

199 | 198,968281(3) 199Hg -0.0318

200 | 199,968327(3) 200Hg -0.0317

201 | 200,970303(5) 201Hg -0.0297

202 | 201,970643(5) 202Hq -0.0294

204 | 203,973494(3) 204Hg -0.0266

81 | Tl Thallium 203 | 202,972345(9) 203T] -0.0277

205 | 204,974428(9) 205T| -0.0256

82 | Pb Blei 204 | 203,973044(8) 204ppy -0.027

206 | 205,974466(8) 206P -0.0256

207 | 206,975897(8) 207Ppy -0.0242

208 | 207,976653(8) 208Pp -0.0234
209R; i -

83 | Bi Bismut 209 | 208,98040(1) tiV)B' (radioak 0,019
230 i -

90 | Th Thorium 230 | 230,03313(2) tiV)Th (radioak 0.0331
232 i -

232 | 232,03806(2) tiV)Th (radioak 0.038
231 i -

91 | Pa Protactinium 231 | 231,03588(2) tiV)Pa (radioak 0.0358
233 i -

92 | U Uran 233 | 233,03964(2) tiv)U (radioak 0.0396
234 i -

234 | 234,04095(2) tiv)U (radioak 0.0409
235 i -

235 | 235,04393(2) tiv)U (radioak 0.0439
238 i -
238 | 238,05079(2) U (radioak

0.0507
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ABSTRACT: Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) offers

ample

heavy fuel combustion S

the advantage of molecular ion information with low fragmentation. > 5,000 features

Hyphenating APCI to gas chromatography (GC) and ultrahigh resolution
mass spectrometry (FT-ICR MS) enables an improved characterization of
complex mixtures. Data amounts acquired by this system are very huge,
and existing peak picking algorithms are usually extremely time-
consuming, if both gas chromatographic and ultrahigh resolution mass
spectrometric data are concerned. Therefore, automatic routines are
developed that are capable of handling these data sets and further allow
the identification and removal of known ionization artifacts (e.g., water-

intensity

Kovats index

and oxygen-adducts, demethylation, dehydrogenation, and decarboxyla-

tion). Furthermore, the data quality is enhanced by the prediction of an estimated retention index, which is calculated simply
from exact mass data combined with a double bond equivalent correction. This retention index is used to identify mismatched
elemental compositions. The approach was successfully tested for analysis of semivolatile components in heavy fuel oil and diesel
fuel as well as primary combustion particles emitted by a ship diesel research engine. As a result, 10—28% of the detected
compounds, mainly low abundant species, classically assigned by using only the mass spectrometric information, were identified
as not valid and removed. Although GC separation is limited by the slow acquisition rate of the FT-ICR MS (<1 Hz), a database
driven retention time comparison, as commonly used for low resolution GC/MS, can be applied for revealing isomeric

information.

omplex analytical matrices requires improved sensitivity

and resolution of instruments to provide a more accurate
and comprehensive characterization of investigated samples.
Ultrahigh resolution mass spectrometry (HR-MS) can feasibly
be used to separate and assign elemental compositions to more
than 17 000 species in a complex sample' within a few minutes.
But without preseparation or application of MS", it is possible
neither to distinguish between analytes and fragments nor to
differentiate isomeric species without further fragmentation. Ion
sources applied for HR-MS such as electrospray ionization
(ESI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI), or
atmospheric pressure photo ionization (APPI) mainly form
molecular ions, which facilitate the mass spectra and data
interpretation. Unfortunately, these techniques are not devoid
of ionization artifacts™® and competition,4 leading to false
assignments and reduced reliability.

Since the first successful coupling of gas chromatography
(GC) to a FT-ICR MS,” no significant advantages over the
conventional GC/MS systems with electron ionization (EI)
have been demonstrated. The hyphenation of GC and APCI to

-4 ACS Publications  © 2015 American Chemical Society

Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry
(FT-ICR MS), which was first introduced by Barrow et al. in
2014,° could change this situation for certain application areas.
In contrast to the common GC/MS systems, this technique
provides ultrahigh resolved mass spectrometric information for
molecular ions, but a huge amount of data is acquired (several
tens of gigabytes) and data analysis is extremely time-
consuming. As a consequence, Barrow et al. reduced the data
by averaging mass spectra for a 2 min time interval. This
facilitates the data analysis but does not exploit the whole of the
chromatographic information. Generally, the assignment of
elemental composition to exact masses is restricted by
instrumental mass accuracy and resolution.”® Even the
application of data analysis and reduction routines’ "' for
filtering chemically correct elemental compositions is not
always sufficient to provide unique assignments. The accuracy
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Figure 1. Correlation of molecular mass to the retention index of selected substances of NIST08 database with an elemental composition of
CHNOS (approximately 65 000 entries, representing 12 000 compounds): (a) m/z vs Kovats index with color coded double bond equivalents; (b)
DBE modified KI with linear fit and the deviation interval of 500 index units, applied for filtering misassignments.

of formula assignment can be enhanced by use of both, exact
mass and retention time information.

Comprehensive retention time databases, offered for example
by the National Institute of Standards and Technology (NIST)
or Wiley, can be used to evaluate assigned elemental
compositions. More than 290 000 retention indices are listed
in the NISTO08 database for different GC parameters.
Nevertheless, only listed compounds can be checked: e.g., for
a 5% phenylsilicone equivalent column, about 12 000 CHNOS
compounds corresponding to 2500 elemental compositions are
given in NISTO08, which is far below the estimated complexity
of, e.g,, crude oil or other complex samples.

Therefore, we applied a more general approach to exclude
falsely assigned elemental compositions by applying a
regression of the detected mass-to-charge ratios (m/z) to
their corresponding retention indices. Further improvement is
achieved by including the m—s-interactions of molecules with
the stationary phase, estimated by determining double bond
equivalents (DBE). This allows the calculation of a general
function for evaluation of detected retention indices, which is
applicable independently of a database, but not for chemical
entities.

The aim of this study was the improvement of the GC APCI
FT-ICR MS data analysis by development and application of
automatic routines combining gas chromatographic and
ultrahigh resolution mass spectrometric information. Thereby,
retention index information is used for the first time to evaluate
elemental compositions. As an application of this approach,
semivolatile components in heavy fuel oil and diesel fuel as well
as primary combustion particles from a diesel research engine
were investigated.

B EXPERIMENTAL SECTION

Particulate matter from diesel fuel and heavy fuel oil
combustion was collected. A four-stroke diesel engine at the
Chair of Piston Machines and Internal Combustion Engines at
the University of Rostock was used for the combustion
experiments. Detailed information on the engine and load
cycles are given in Sippula et al,* and information about
sample acquisition and preparation are summarized in
Supporting Information Table S-1.

Instrumental parameters are listed in the Supporting
Information Tables S2 and S3, respectively. In brief, a 5%-
phenylmethylsilicone HT-column with 25 m length, 0.53 mm
id, and 0.15 ym film thickness was used for separation. The
high linear carrier gas velocity (He) of about 10 mL/min, which
is far beyond the Van Deemter optimum, and the high
temperature ramp of 10 °C/min enabled the separation of even
high boiling and thermo labile compounds at moderate oven
temperatures. Thereby the complete chromatographic separa-
tion was realized after 40 min. Peak widths of about 10 s
(corresponding to approximately 15 index units) even for very
high boiling compounds such as coronene (T, = 525 °C)
were obtained. The Bruker 7 T FT-ICR MS was equipped with
a gas phase APCI interface'® and tuned to a resolution of
200 000 for m/z = 300 at a scan speed of approximately 0.6 Hz.
Retention indices of sample compounds were externally
calibrated with a standard mixture of polycyclic aromatic
hydrocarbons.

Mass spectra were internally calibrated and exported to
MATLAB for further data processing based on a modified
approach of Tautenhahn et al.'” Main important differences to
the original are the addition of two features using the GC-
retention time.

Filtering Known lonization Adducts and Fragments.
In order to identify and filter ionization artifacts, a correlation

DOI: 10.1021/acs.analchem.5b02114
Anal. Chem. 2015, 87, 11957—11961
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Table 1. Applied Data Analysis Filter Steps for Different Fuels and Combustion Particles

filter steps diesel fuel
detected signals 1249
compounds removed by applying routine filters” 642
compounds identified as known adducts and fragments 15
compounds removed by retention time window correlation 172
remaining compounds (number of different sum formulas) 420 (262)

particulate matter of diesel fuel

heavy fuel oil  particulate matter of heavy fuel oil

1229 2776 2292
492 1064 721
13 51 25
341 281 369
383 (245) 1380 (1003) 1177 (834)

“Routine filters consist of blank correction (approximately 3%), removal of not assignable CHNOS sum formulas (approximately 48%), removal of
isotopic signals (approximately 24%), and removal of assigned elemental composition, which does not fulfill the nitrogen rule or have a higher DBE
value than carbon number + 1, which is chemically impossible (approximately 28%).

T T T T
number weighted compound class distribution

600

400

200 I
0

relative intensity [%] absolute number

intensity v-\'/;ighted compound class distribution
301 =
20
10
0 L

CH CHS CHO3 CHO2

T T
Il average spectrum
e chromatographic data without

retention index correlation
e chromatographic data with
retention index correlation

+— B =

— [
CHNO others

CHN CHO CHOS

compound classes

Figure 2. Comparison of most abundant compound classes in heavy fuel oil assigned by average spectrum data (blue), chromatographic separation
without applying the KI correlation (green), and chromatographic separated data with application of the KI correlation (red) based on the absolute
number of compounds (top) and on the relative intensity of compounds (bottom).

of the compounds with paired ion traces and defined exact mass
difference was implemented. The intensity of formed radical
cations [M]**, which are known for APCL'® were combined
with the protonated molecules [M + H*], if both were present.
The existence of additional ionization adducts and fragments
known from the literature®”'” and our own prestudies were
proved by an investigation of coeluting ion traces with defined
mass differences™ (2.0157 Da for hydrogen, 15.0235 Da for
methyl group, 15.9949 Da for oxygen, 18.0106 Da for water,
and 43.9893 Da for carbon dioxide), in an interval of 1 ppm of
molecular mass. Paired ion traces with a calculated Pearson-
correlation coefficient >0.8 in a confidence interval of 95%
were identified. If the estimated ionization artifact [M + adduct
+ H'] had a lower intensity than the paired protonated ion
trace, the selected compound was discarded. For the remaining
compounds, elemental compositions were assigned and
checked using the retention time information. Elemental
compositions were restricted to the following formula:
CH,N,0,S, ¢ <100, h £160,n < 3,0 <10, s <3 and a
maximum mass error of 2 ppm. Furthermore, intensity ratios of
the "*C-isotopes were used for validation of the carbon atom
number, and the calculated DBE-value was restricted to DBE <
carbon atoms +1.

Data Evaluation by Retention Index Correlation. By
use of reference compounds for assignment of a retention
index, for example Kovits Index (KI),”' the gas chromato-
graphic analysis becomes more independent of retention-
influencing parameters and conditions.”” Nevertheless, un-
known substances still cannot be identified only by matching
their retention indices. Through extraction of all compounds
with exact mass, elemental composition, and retention index

11959

from the NISTO8 retention library, a correlation between
molecular mass and retention index was revealed. The
elemental composition was restricted to elements (CHNOS),
known to be present in the organic part of crude oil'*'* and
combustion aerosol,'* and only mass-to-charge ratios above
100 are considered. By doing this, the NIST data set was
reduced to approximately 65000 entries. The data analysis of
this correlation pointed out that substances with the same
nominal mass show higher retention indices for a higher degree
of unsaturation, which can be attributed to stronger interactions
with the stationary phase (7—z-bond interactions with the 5%
phenyl-groups inside the used stationary phase; Figure 1a).

Modification of the KI with the calculated DBE values
narrows the distribution and enabled the calculation of a linear
fit, which can be described by eq 1. To evaluate detected
compounds, for every assigned elemental composition, a KI
modified by DBE is calculated and matched to the interval
given by eq 1 and a deviation of +500 IU, which contained
more than 99.9% of used data points in the NIST08 retention
database.

KI = 6.35m/z + 41.93 + (50 X DBE) 6))

Elemental compositions that do not match are discarded, and
compounds with no valid elemental composition are eliminated
completely from the list of compounds.

B RESULTS AND DISCUSSION

Data analysis routines were applied to heavy fuel oil and diesel
fuel as well as to their corresponding combustion particles.
Table 1 shows the results of the applied filter steps while data
processing.

DOI: 10.1021/acs.analchem.5b02114
Anal. Chem. 2015, 87, 11957—11961
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Figure 3. GC APCI FT-ICR MS protonated ion chromatograms of m/z 185.042 (C|,H,S, dibenzothiophene), 199.058 (C;H,;S, four possible
structural isomers of methylated dibenzothiophenes), 213.073 (C,,H,5S, 32 possible alkylated isomers), 227.089 (C,sH,S — 396 possible alkylated
isomers) and 241.105 (Cy¢H,,S, 2104 possible alkylated isomers) with exemplary compound evaluation of the methyl-dibenzothiophenes via Kovats
index in a heavy fuel oil sample; within the extracted ion chromatogram of 199.058 position of the methyl group is given by retention index
matching; the * marks identified C,H,-dealkylation products from higher alkylated dibenzothiophenes.

The routine for fragment and adduct identification removed
approximately 1—2% of the detected compounds. This included
ionization artifacts observed by the formation of water”® and
oxygen adducts as well as demethylation, dehydrogenation,”
and decarboxylation.” Further, 10—28% of detected signals are
removed by applying the retention time algorithm for
evaluation of KIs of assigned elemental compositions. In
total, for diesel fuel and corresponding combustion particles,
about one-third of all detected compounds were validated,
while for heavy fuel oil and its particulate matter, it was about
half of the compounds.

To get a more detailed view of the compound classes that
were affected the most by the exclusion, three different modes
were compared with each other. Figure 2 shows compound
class distribution of an averaged spectrum without using any
chromatographic information (blue) and chromatographic data
with (red) and without (green) retention index filtering of
compounds. It turned out that the high number of isomers
(difference between green and blue bars), especially for the
compound classes CH and CHS, had a clear effect on the
number weighted compound class distribution. The inves-
tigation of chromatographic data with and without filtering
showed a significant reduction in the number of evaluated
chromatographic data points filtered by correlation of retention
index. The differences are mainly caused by the exclusion of
false assignments (75—95%), most probably fragments with
retention times outside the given KI correlation, which
contributed to the CH class as well as CHS and CHO,, classes.
Furthermore, the absolute number and the relative intensity of
compounds not belonging to the main classes, summarized as
“others,” were reduced by applying the KI filter. Regarding the
intensity weighted compound class distribution, the effects of
filtering by application of chromatographic information were
less unambiguous, as the intensities of the excluded assign-
ments were relatively low.

Gas Chromatographic Separation. It is not possible to
achieve baseline separation of all isomeric compounds by one-
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dimensional chromatography, as the complexity of detectable
compounds within fuel and particulate matter is very large.”**
Nonetheless, even with reduced separation power, homologous
series can easily be verified by a difference of about 100 IU
caused by the addition of one CH, group. Validated
compounds of such series can be used to verify other
compounds of the same series via discrete retention index
distances and so on. For baseline separated species also,
concrete isomeric structures can be proposed using literature
retention index and the acquired mass. Figure 3 shows
exemplarily the order of retention for the methyl-dibenzothio-
phenes with a KI range between 1850 and 1900 IU, in
accordance with literature values of Mossner et al.”’
Furthermore, compounds in a wide range of boiling points
(218 °C, naphthalene to 525 °C, coronene) and different
compound classes, e.g., alkenes, thiophenes, benzothiophenes,
polycyclic aromatic hydrocarbons, acridines, and benzofurans,
were detected.

Additionally, the chromatographic information enabled the
identification of ionization artifacts, which are not known a
priori: e.g., signals, which appear at the same retention time, but
at m/z traces of other alkyl-dibenzothiophenes. These signals
are clearly visible in the first three extracted ion chromatograms
(EIC) of Figure 3. Isomeric species may be suspected, but for
the ion trace 185.042 (C;,H,S), no substance with a KI
difference of about 200 IU higher is registered in NIST, neither
in the NISTO08 database, nor in the NIST Chemistry
WebBook.”® In addition, the retention index of dibenzothio-
phene was validated with 1755 IU by an external standard.
Other ijon traces showed similar signals, and data analysis
revealed that these could be correlated to species plus a C,H,-
building block. A reason for these signals could be the
dealkylation of higher alkylated dibenzothiophenes during
ionization. The circumstance that the chromatographic ion
trace of the [M+C,H,] species did not fit completely with the
appearing artifacts species (Figure 3) at the analyte [M] ion

DOI: 10.1021/acs.analchem.5b02114
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trace is due to the fact that ethyl species seemed to split off
more often.

Other polycyclic aromatic compounds, e.g., phenanthrene or
pyrene, show similar artifacts. Until now, the mechanism is not
completely understood, but atmospheric pressure chemical
ionization is rather complex, and several adducts and fragments
could be formed. Similar ions are also observed with electron
ionization, known as onium reaction products, but in this case
higher ionization energy is applied. Nevertheless, the C,H, loss
is only one example, which is to our best knowledge not
reported so far in the literature for APCIL. The better
understanding of the ionization processes and reaction
products is therefore the key for the evaluation of acquired
data and an improved characterization of the sample.

B CONCLUSION

The here presented study shows for the first time the
improvement of ultrahigh resolution mass spectrometric data
by use of retention index information in a GC APCI FT-ICR
MS approach. Utilizing chromatographic retention information
and automatic data processing routines reduces the number of
false assignments and ionization artifacts such as adducts and
fragments. Furthermore, the accuracy of assigned elemental
compositions is enhanced, which improves data reliability.
Obviously, the measurement and data analysis of chromato-
graphic data is more time-consuming compared to a direct
infusion approach. The used algorithm was optimized for the
analysis of petroleum samples and their combustion products.
The authors believe that the developed data analysis is also
applicable for other analytical fields, where gas chromatog-
raphy/mass spectrometry is the method of choice. But
especially the retention index matching will need further
adjustment, if a more polar column is used for separation or the
component class is extended to compounds beyond CHNOS.
Nevertheless, GC APCI FT-ICR MS has the potential to be
used for retention time based analyses of selected components
with given elemental compositions and their isomeric
structures.
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A comprehensive two-dimensional gas chromatography mass spectrometric approach (GCxGC-TOFMS)
supported by one-dimensional gas chromatography high resolution mass spectrometers (GC-
HRTOFMS, GC-FTICRMS) were used to track and confirm characteristic chemical impurities through an
authentic illicit heroin production process. Minor and trace compounds present in illicit heroin that result
from the used opium and the manufacturing process generate a specific impurity profile of each batch.

Key W_ords" Based on that, comparative analysis of heroin samples is possible, which can contribute amongst others
Eﬁ;c:ll-]ities to the uncove'ring Qf links. between seized sampleg The illicit manufacturing processes are th.ereby only
Profiling vaguely described in the literature. Neutral and acidic compounds of the unadulterated impurity profiles
GCxGC at different stages during an authentic manufacturing process of heroin were analyzed by comprehensive
GC-HRTOFMS two-dimensional gas chromatography - time-of-flight mass spectrometry (GCxGC-TOFMS). The focus

GC-APCI-FTICRMS was set on 44 compounds, mostly acetylation products, found in the heroin base including four unaltered
opium alkaloids and 18 target compounds used within the German Heroin Analysis Program (HAP) at the
Bundeskriminalamt (Federal Criminal Police Office; BKA). 12 compounds were found to be preserved
unaltered through the manufacturing process. In case of 21 acetylated compounds the original alkaloid
is known or could be assigned, i.a. by analysis of separately acetylated standards.

Using GC coupled to high resolution time-of-flight mass spectrometry (GC-HRTOFMS), major fragments
caused by electron impact ionization (EI) were determined. The corresponding molecular weight was
obtained by GC hyphenated to Fourier transform mass spectrometry mass spectrometer (FTICRMS) via
atmospheric pressure chemical ionization (APCI) as soft ionization interface.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The illicit manufacturing processes for heroin are only vaguely
described in the literature. Most of them rely on the Thiboumery
and Mohr process, also known as the lime method which involves
the extraction of morphine using calcium oxide and ammonium
chloride and subsequent acetylation with acetic anhydride [1-3].
During the isolation of morphine, other main and minor alkaloids
present in opium poppy are extracted, and the subsequent chemi-
cal conversion of morphine to the corresponding diacetylmorphine

E-mail address: bjoern.ahrens@bka.bund.de (B. Ahrens)

http://dx.doi.org/10.1016/j.forc.2017.02.006
2468-1709/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

(heroin) leads to the formation of various by-products. Several
publications about the formation mechanism of by-products
occurring during illicit heroin manufacturing were released in
the past years. They are mainly focused on acetylated products
related to the major alkaloids present in opium poppy [4-6]. These
minor and trace compounds present in illicit heroin generate a
specific impurity profile of each batch. Comparison of seized heroin
samples based on these impurities provides an important contri-
bution to the uncovering of links amongst seized samples and thus
is of substantial value for drug intelligence. Profiling methods
routinely used by forensic institutes are commonly based on gas
chromatographic analysis and (ultra) high performance liquid
chromatography followed by quantitation of mainly acetylated



10 T. Schwemer et al./Forensic Chemistry 4 (2017) 9-18

alkaloids frequently found in illicit heroin samples [7-12]. The
German Heroin Analysis Program (HAP) of the Bundeskriminalamt
(Federal Criminal Police Office; BKA) comprises a determination of
exterior attributes, the quantitative determination of main com-
pounds (major opium alkaloids), adulterants, diluents, solvents
and the analysis of selected organic trace impurities based on
acidic extraction of the samples.

Opium, the starting material for illicit heroin manufacturing, is
the dried latex of opium poppy (Papaver somniferum), that is
obtained by scratching its crude seed vessel. According to the Uni-
ted Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) Afghanistan con-
tinued to be the largest global opium producer. Estimates suggest
that up to 90% of heroin seized in Western Europe originates from
Afghanistan [2,13]. In 2004 the opportunity to observe an authen-
tic heroin manufacturing process in Afghanistan was offered to col-
laborators of the BKA in Germany. Besides detailed documentation
of the process itself, it provided the occasion to collect authentic
samples during the complete manufacturing. During the presented
study the impurity profiles of these samples obtained by acidic
extraction were analyzed in detail using comprehensive two-
dimensional gas chromatography and high resolution mass spec-
trometry to provide basic information on the origin and composi-
tion of the detected impurity compounds based on which further
conclusion for the heroin analysis program may be drawn.

In a proof of concept study we already demonstrated the appli-
cability of two-dimensional gas chromatography coupled to time-
of-flight mass spectrometry (GCxGC-TOFMS) for the analysis of
illicit heroin samples [14]. In the following this technique could
be successfully applied in further studies on the profiling of foren-
sically relevant samples [15-17]. GCxGC-TOFMS benefits from its
very high chromatographic resolution combined with the high sen-
sitivity and the selectivity of the mass spectrometric detection. If
only unit resolution is provided by the instrument, compound
identification is mainly possible by comparison of the fragmenta-
tion pattern generated by electron ionization, to mass spectral
libraries. One possible solution for the characterization of
unknown compounds is the implementation of high resolution
spectrometry to allow for the elucidation of the elemental compo-
sition based on the accurate mass and the isotopic pattern.

During this study the samples were therefore analyzed on a gas
chromatograph coupled to high resolution time-of-flight mass
spectrometer system (GC-HRTOF MS). An example for the capabil-
ity of the new technique in the field of forensic science was already
shown [18]. The absence of an observable molecular ion for some
compounds is the major drawback of electron impact ionization
(EI). In order to circumvent the strong fragmentation of molecules,
soft ionization techniques, such as photo ionization [19] or chem-
ical ionization [20] have to be applied. One opportunity is atmo-
spheric pressure chemical ionization (APCI), which was
introduced in 1973 by Horning et al. and is based on pressurized
nebulization into a corona discharge at atmospheric pressure
[21]. The generated ionized nitrogen and water clusters cause pro-
tonation of the analytes. For the presented work, a gas chro-
matograph was coupled to a Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometer (FTICRMS) using APCI as interface.
The ultrahigh mass resolution provided by FTICRMS system com-
bined with the chromatographic separation (GC) and the soft ion-
ization (APCI) is an efficient tool for the characterization of a
sample and the elucidation of the elemental composition/molecu-
lar formula based on the observed molecular ion. The combination
of GCxGC and GC hyphenated to high-resolution mass spectrome-
try was used in this study to characterize the acidic and neutral
impurities in samples taken from the different steps during an
authentic heroin manufacturing process to obtain basic informa-
tion about the composition and origin of the impurities resulting
from such a controlled synthesis.

2. Experimental

Samples from a documented authentic heroin manufacturing in Afghanistan
were kindly provided by the Bundeskriminalamt. Samples were collected at all
stages of the manufacturing process, starting from raw opium. The described pro-
cess did not involve the processing of opium itself. As intermediates and final prod-
ucts the morphine base, the heroin base (brown), the heroin base (white) and the
heroin hydrochloride were collected.

2.1. Manufacturing of the samples

The raw opium used was seized in Nangarhar but due to frequent distribution
of opium between different provinces its actual origin is not evident. The opium
was crushed, poured into barrels and dissolved in hot water while stirring. Calcium
oxide (anhydrous lime) was added and left overnight. The resulting morphine solu-
tion was filtered and the residue was re-dissolved several times to increase the
yield. Ammonium chloride was added and stirred until the morphine base precip-
itated. The morphine base was filtered the next day, subsequently air-dried and
weighed for calculation of the required amount of acetic anhydride. The appropriate
amount of acetic anhydride was added to the morphine base, stirred and heated for
30 min. The mixture was then poured into hot water and subsequently filtered.
Sodium carbonate solution was added to the filtered solution until the brown her-
oin base precipitated. The heroin base was filtered out and washed twice with hot
water. To convert the brown heroin base to the white heroin base, the brown base
was dissolved in diluted hydrochloric acid and precipitated using diluted ammonia
solution. By filtration the white heroin base was obtained. For conversion to the cor-
responding hydrochloride it was dissolved in a mixture of hydrochloric acid and
acetone followed by filtration and evaporation on a water bath until the heroin
hydrochloride precipitated. A detailed documentation is given in [22].

The described manufacturing process was based on 70 kg of four visually distin-
guishable batches of raw opium with a total morphine content of 8.5% (6.1-11.1%).
The extracted morphine base revealed a purity of 53.1%. Finally, the brown and the
white heroin base and the heroin hydrochloride revealed a purity of 68.1%, 78.5%
and 74.0%, respectively. During data evaluation, particular interest was set on the
brown heroin base with its acetylated alkaloids as this is the predominantly seized
type of heroin in Europe.

2.2. Sample extraction

Sulphuric acid, toluene and eicosane were obtained from Sigma Aldrich (Stein-
heim, Germany). Extraction was done according to the guidelines of the heroin
analysis program (HAP) [8]. 250 mg of each sample was dissolved in 5 mL sulphuric
acid (0.25 mol/L) and 5 mL of toluene were added. The toluene contained 10 mg/L of
tetracontane as internal standard. Samples were placed in an overhead shaker for
5 min was applied followed by centrifugation for 5 min. 3.2 mL of the organic phase
were evaporated to dryness under nitrogen and finally resolved in 200 pL of pure
toluene. The extraction protocol was applied to the raw materials, intermediates
and products of the manufacturing process.

The extracts of raw opium were additionally treated with trimethylsilyldia-
zomethane (TMSD) (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Germany) prior to analysis for
methylation of the fatty acids. 2.5 uL of methanol (Merck, Darmstadt, Germany)
and 2.5 pL of trimethylsilyldiazomethane were added to 25 pL of opium extract.
The solution was left for 20 min at room temperature and subsequently injected
into the GC.

2.3. Acetylation of alkaloids

In addition laboratory syntheses were carried out by acetylation of individual
alkaloids to study the resulting acetylation products. Comparison of the retention
times and mass spectra of the acetylated products and the impurities of the heroin
extract was used to determine the origin of unknown impurities and to reveal the
basic molecular structure of these compounds.

Alkaloid standards were purchased from different suppliers: Reticuline (Tor-
onto Research Chemicals Inc., Toronto, Canada), Thebaine (Lipomed, Weil am Rhein,
Germany), Codeine and Papaverine (Merck, Darmstadt, Germany), Papaveraldine
(Serva, Heidelberg, Germany), Laudanosine, Narcotin and Narceine (Ferak Berlin
GmbH, Berlin, Germany). For acetylation acetic anhydride (Fluka, Steinheim, Ger-
many) was added to the individual alkaloids and heated up for 6 h at 115 °C. After-
wards the solution was evaporated to dryness and dissolved in methanol and
toluene.

2.4. Instrumentation

2.4.1. Comprehensive two-dimensional gas chromatography - time-of-flight mass
spectrometry (GCx GC-TOFMS)

Two-dimensional gas chromatography unit resolution mass spectrometry was
done on a GCxGC-TOFMS instrument (Leco, St Joseph, MI, USA) which consists of
a standard gas chromatograph (6890N, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
equipped with a dual-stage, four-jet cryogenic (liquid N,) modulator and a
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time-of-flight mass spectrometer (Pegasus® III, Leco, St Joseph, MI, USA). A
25m x 032 mm (i.d.) x 0.25 um film thickness 5% phenyl polysilphenylene-
siloxane capillary column (BPX5, SGE Analytical Science, Australia) was used in
the first dimension and a 1mx0.1mm (id)x0.1pm 50% phenyl
polysilphenylene-siloxane (BPX50, SGE Analytical Science, Australia) in the second
dimension. The initial temperature of the GC oven was set to 90 °C for 2 min fol-
lowed by an increase of 10 °C/min to 240 °C and with 4 °C/min to 350 °C. The mod-
ulation time was adjusted to 5 s. 1 pL injections were done at 300 °C using helium
as carrier gas. The head pressure was ramped parallel to the oven program from
247 kPa to 488 kPa. The mass range was set to 40-550 u at an acquisition rate of
100 Hz. Additional parameters to temperature and modulation is described else-
where [15].

2.4.2. Gas chromatography high-resolution time-of-flight mass spectrometry (GC-
HRTOFMS)

Analysis was performed on a GC-HRTOFMS instrument (Pegasus® GC-HRT, Leco,
St Joseph, M1, USA) which consists of a standard gas chromatograph (7890N, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a multi reflection time-of-flight mass
analyzer (Leco, St Joseph, MI, USA). The high resolution TOFMS provides a mass res-
olution up to 50,000 and a mass accuracy less than 1 ppm during an acquisition rate
of up to 200 Hz based on the novel Folded Flight Path (FFP)™ technology.

A 5% phenyl polysilphenylene-siloxane capillary column with 30 m x 0.25 mm
(i.d.) x 0.25 pm film thickness (BPX5, SGE Analytical Science, Australia) was used.
The initial oven temperature was set to 160 °C (1 min) followed by an increase of
6 °C/min to 320 °C (10 min). Samples were injected at 300 °C with a constant col-
umn flow of 1.2 mL/min. Data was acquired in the high resolution mode over a
mass range of m/z 30-510 and an acquisition rate of 25 Hz.

2.4.3. Gas chromatography hyphenated to Fourier transform ion cyclotron mass
spectrometry via atmospheric pressure chemical ionization (GC-APCI-FTICRMS)

A gas chromatograph (CP 3800, Agilent, former Varian Technologies, Palo Alto,
CA, USA) was hyphenated to a FTICRMS system (Apex Qe Series II, Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA/Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). The APCI source and
FTICRMS were operated in positive mode. The transferline temperature was set to
320 °C, the sheath gas (nitrogen) was set to 0.6 mL/min and the nebulizer gas
(nitrogen) to a pressure of 4 bar, respectively. The current of the corona discharge
needle was adjusted to 3000 nA. 0.7 spectra per second over a mass range of m/z
150-600 were acquired, with a mass resolution of 160, 000 @ m/z of 255.

The GC conditions were set as followed: A 5% phenyl polysilphenylene-siloxane
capillary column 25 m x 0.25 mm (i.d.) x 0.25 pm film thickness (BPX5, SGE Ana-
lytical Science, Australia) was coupled to a 0.1 mm L.D. transfer capillary. The initial
temperature of the oven was set to 160 °C (1 min) followed by an increase of 20 °C/
min to 230 °C and with 3 °C/min to 320 °C for 6 min. 1 pL injections were done at
300 °C at a split ratio of 1:5 using helium as carrier gas at a flow rate of 5 mL/min.

2.5. Software and data processing

GCxGC-TOFMS data was processed using ChromaTOF® 4.32 (Leco Corporation).
Compound or peak alignment is provided by the software and is done based on the
first and second retention time and mass spectral data. For processing of GC-HRTOF
MS data the ChromaTOF-HRT® 1.60.7 (Leco Corporation) was used. True Signal
Deconvolution® for accurate peak identification is provided in both versions of
the software. Further details about the data analysis of GCxGC-TOFMS and GC-
HRTOF MS data are described in a previous study [15]. For mass spectral searching
based on nominal masses NIST 2.0 (Gaithersburg, MD, USA) and in-house libraries
of the federal criminal police office were used. For matching mass spectra with NIST
a minimum matching factor of 500 (according to NIST MS search 2.0) was applied.
Additionally compounds are validated by reference material and by data analysis of
the GC high resolution mass spectrometric data.

Data from GC-APCI-FTICRMS experiments were processed using Compass Data
Analysis 4.0 SP 5 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). Internal recalibration
of mass spectra was done based on siloxanes resulting from GC column bleed which
covered a mass range of m/z 135-540. The detected compounds and information
about molecular weight, major fragment masses and relative retention time were
extracted and compared with the results of the other approaches. The results are
summarized in Table 1.

2.6. Workflow

In the first step known compounds were identified based on their EI mass spec-
tra which were compared to mass spectral libraries. Mass spectral hits were verified
using the accurate molecular mass information from the FTICRMS measurement,
the relative retention time and manual comparison of the EI fragmentation pattern.
Chromatographic comparison of the impurities of the heroin extract and the acety-
lated alkaloid standards were used to determine the origin of unknown impurities
and to reveal the basic molecular structure of the unknowns. In a next step, the ele-
mental composition was obtained based on the accurate molecular weight mea-
sured by FTICRMS. A molecular formula generator was included in the Compass
Data Analysis software. The potential elements used for formula generation were

restricted to CHNO. Calculated sum formulas were verified manually by comparison
of the theoretical and the observed isotopic pattern caused by natural occurring '3C,
5N and 80 isotopes. Major EI fragments were studied using GC-EI-HRTOF MS.
Detected compounds were also compared to compounds described in the literature.

3. Results and discussion

With respect to the country of origin, the raw opium, the batch
size, the applied manufacturing procedure and the used equip-
ment, the samples investigated in this study can be seen as gen-
uine. However, it cannot be ascertained whether the documented
manufacturing process is typical or whether other processing
methods for heroin exist in this country. Samples could be col-
lected from all steps of the manufacturing process which offers
the monitoring of impurity compounds during the entire manufac-
turing process. Since the samples were not adulterated as normally
observed for seized street samples, all observed impurity com-
pounds originate from the used raw material or result from the
chemical process.

3.1. Stages of manufacturing

The synthesis was based on four visually distinguishable
batches of raw opium. The content of the main alkaloids ranged
from 6.1 to 11.1wt% for morphine (@ 8.5wt%), 1.8 to 3.6wt% for
codeine (@ 2.7wt%), 0.6 to 2.2wt% for papaverine (@ 1.4wt%) and
6.8 to 9.8wt% for narcotine (@ 8.6wt%) [22]|. Methanolic extracts
of raw opium RO1-3 (RO4 was only analyzed for minor alkaloids
due to limited sample material) were analyzed to determine the
composition of minor compounds including the opium alkaloids
laudanosine, reticuline, cryptopine, protopine and narceine. The
differences in the proportion of these compounds (normalized to
1) for three of the opium batches can be seen from Fig. 1.

In the further course of the study only neutral and acidic com-
pounds, covered by the applied extraction procedure, were consid-
ered. Acetylation of the morphine base during manufacturing of
heroin leads to the formation of mainly acidic and neutral impuri-
ties. Hence, the standard procedure for heroin profiling is based on
the extraction of these types of impurity compounds. For this rea-
son the focus of our study was set on the impurities which are
detectable via the standard profiling method. As a consequence,
basic compounds were not considered, even though they can be
found as impurities in the morphine and heroin base. However,
some opium alkaloids, mainly papaverine, papaveraldine, nar-
cotine and narceine, were still detectable in the acidic extracts in
minor quantities.

Fig. 2 shows the impurity profiles of the different stages in the
manufacturing process obtained by comprehensive two-
dimensional GC. The separation in the second dimension (50% phe-
nyl polysilphenylene - siloxane) is based on - interactions. Apo-
lar compounds (e.g. FAMEs) exhibit lower retention times in the
second dimension than for example the more polar alkaloids and
their derivatives. For better visualization a 2D apex bubble plot
was used instead of the raw chromatograms. Different classes of
compounds are indicated by color coding. Only qualitative infor-
mation is considered, therefore a uniform size of the bubbles was
chosen for representation. The acidic extracts of raw opium were
dominated by fatty acids. Due to the derivatization with TMSD
the corresponding fatty acid methyl esters (FAMEs) which pro-
vided a better chromatographic performance, were detected in
the chromatogram. They are indicated in green in Fig. 2a. In the
second half of the chromatogram many steroid-type compounds
eluted. Besides amides (yellow), unspecific compounds resulting
i.a. from the sample preparation, such alkanes and siloxanes, were
detected. They were not further considered and are indicated in
grey in Fig. 2b-e. Compounds indicated in red represent target
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Table 1
Impurity compounds of the (brown) heroin base obtained by acidic extraction.
Nr Tentative identification Rel. RT Base peak  Molecular weight Elemental Err Origin Reference  Type
Cqpo=1 EI(70eV) composition  [ppm]
45  Tetracontane 1.000 57.06987 561.63352 [M—H] CaoHs2 -0.44 NIST ISTD
44  (Z)-N-Acetylanhydronornarceine 0.958 193.04962  456.16529[M+H]" Cy4H25NO0g 0.29 Narceine In-house HAP
43 1-Acetoxy-N-acetyl-1, 0.929 44.04961 515.17915% Cy6H29NO1 - Narceine In-house HAP
9-dihydroanhydronornarceine
42 (E)-N-Acetylanhydronornarceine 0.908 193.04964  456.16494 [M+H]" Cy4H25N0g 0.79 Narceine In-house HAP
41 UNK 381a+b 0.879  381.12069  382.12069 (e)™ (C;1H1oNOg)  0.00  Opium/Narcotine
40 UNK 234 0.863  234.07612 234.07612 ()™ (C»;H»NO;)  0.15 Opium
39  N-Acetyl-nornarcotine 0.850 206.08111  442.14908 [M+H]" Cy3H23NOg 0.56 Narcotine In-house HAP
38 UNKA423 (VIIII) 0.840 423.13135  424.13900 [M+H]* Cy3H,1NO> 0.19
37 UNK 412 (VIII) 0.836 412.13920 456.16529 [M+H]* Cy4H25NOg 0.01
36 trans stilbene von Laudanine (VII) 0.835 137.05974 427.19891 (e) Cy4H29NOg —0.07 Laudanine [6]
35 trans stilbene von Codamine (VI) 0.833 151.07535 427.19890 (e)~ C24H29NOg —0.09 Codamine [6]
34 UNK 353 (V) 0.828 44.04961 354.16984 [M+H]" Cy1H23N04 0.40
33  UNK370 (IV) 0.823 179.07026  414.15472 [M+H]* Cy2H23NO, 0.02
32 3,6-Dimethoxy-4-acetyloxy-8(-(N- 0.822 280.10941  396.18049 [M+H]" Cy3H25NO5 0.15 Thebaine In-house HAP
methyl-acetamido)ethyl)phenanthrene (III)
31  UNK385 ()9 0.815  137.05973 386.19585 [M+H]*  CpH»;NOs  0.89 Laudanine [6]
30 UNK385 (1) 0.813 151.07532  386.19597 [M+H]" C5,H,7NOs 0.60 Codamine [6]
29 UNK 395 0.807 280.07292  396.18068 [M+H]* Cy3H,5N05 —0.33  Thebaine
28 UNK296 0.807 296.10446  454.18563 [M+H]" Cy5H,7NO, 0.87 [9]
27  trans-stilbene von Laudanosine HAP UNK  0.801 151.07530  400.21159 [M+H]" C23H29NOs5 0.64 Laudanosine [6] HAP
151
26  Narceine 0.796 58.06515 445173667V - Opium
25 UNK295 0.765 295.09655 428.20667 [M+H]" C24H20NOg 0.21
24  Narcotine 0749 22009558 414.15429 [M+H]*  C»H,3NO;  1.06  Opium NIST/STD  Alkaloid
23 UNK 353 0.746 86.06009 354.16981 [M+H]* Cy1H23N04 0.50 Thebaine [5]
22 Papaveraldine 0.732 165.05462  354.13327 [M+H]* Cy0H19NO5s 0.92 Opium NIST/STD Alkaloid
21 UNK322 0722 32210757 35211778 [M+H]*  CyH;7NOs  0.47
20 N-Acetyl-nor-laudanosine 0.714 192.10185 386.19597 [M+H]* C2Hy7NOs 0.59 Laudanosine In-house HAP
19 cis-stilbene von Laudanosine 0.712 44.04960 399.20419 (e-) Cy3H9NO5 0.41 Laudanosine
18 3-0,6-O,N-Triacetylnormorphine 0.701 87.06786 398.15993 [M+H]" C32H23NO06 -0.3 Morphine In-house HAP
17 UNK254(3) 0.690 254.09365 342.16984 [M+H]* C30H23NO4 0.42
16  3,6-Dimethoxy-4-acetoxy-5-(2-(N- 0.685 265.08600 396.18055 [M+H]" C3H24NOs 0.99 Thebaine In-house HAP
methylacetamido))ethylphenanthrene
15 UNK253 0.683 253.08488  345.14836 [M+H]* Cy3H,003 0.46 Thebaine
14  UNK254(2) 0.679 59.03651 322.14369 [M+H]" Cy0H19NO3 0.24 Opium
13 3,6-Dimethoxy-4-acetoxy-9,10-dihydro- 0.667 254.09368 370.16491 [M+H]" C;1H23NOs —0.02  (Thebaine) [9] HAP
9-(N-methylacetamido)phenanthrene
HAP UNK 254
12 6-O,N-Diacetylnorcodeine 0.665 87.06790 370.16454 [M+H]* Cy1H23NOs 0.98 Codeine In-house HAP
11 HAP UNK 252 0.658  237.05456 253.08585 [M+H|"” (CiHi205) 0.3 HAP
10 UNK252 0.643  237.05459 252.07809 (e)™ (Ci6H1203)  0.02 Opium
9 Papaverine 0.642 338.13893  340.15411 [M+H]" Cy0H21NO4 0.66 Opium NIST/STD Alkaloid
8 4,6-Diacetoxy-3-methoxyphenanthrene 0.570 225.05482  324.09978% Cy9H1605 Thebaine/Codeine HAP
7 UNK268 0.542 268.07306  269.08072 [M+H]* Ci6H1204 0.43 Thebaine
6 Acetylthebaol 0.531 254.09360 297.11199 [M+H]* CigH1604 0.5 Thebaine In-house HAP
5 Thebaol 0.517 254.09370  255.10145 [M+H]" Ci6H1403 0.46 Thebaine/Opium In-house HAP
4 3,6-Dimethoxy-4,5-epoxyphenanthrene 0.440 252.07785  253.08572 [M+H]" Cq6H1203 0.8 Thebaine/Opium In-house HAP
3 UNK 254(1) 0.439 254.09353  255.10144 [M+H]* Ci6H1403 0.53 Thebaine/Opium
2 HAP UNK 204 0.414 44.04960 278.13858 [M+H]" Cy5H19NO4 0.38 HAP
1 Meconin 0.197 165.05450 194.05721 (e-) C10H1004 —0.77  Opium NIST HAP

1st retention time refers to GC-HRT data (Tetracontane = 1).
Molecular ion/weight is based on GC-APCI-FTICRMS data [M+H]" or GC-HRT data [e"].

¥ calculated, molecular ion signal to low.

) molecular ion not identified, APCI/HRT fragment.
9 Most likely hydrolysis of VII.

9 hydrolysis of VI.

) N-Acetyldesthebaine.

compounds that are currently used for the impurity profiling of
heroin [8]. Opium alkaloids are shown in dark grey. Narcotine, nar-
ceine, papaverine, papaveraldine, cryptopine, protopine, dihydro-
sanguinarine, (methyl)codeine and laudanosine were found in
the acidic opium extracts. No significant qualitative differences
between the different batches of raw opium could be observed
with respect to the entire impurity profile.

With respect to the opium alkaloids only papaverine, papaveral-
dine, narcotine and narceine were still detectable in the morphine
base and the brown heroin base. In Fig. 2c impurities of the brown

heroin base are shown which mainly result from the acetylation step
during manufacturing. Amongst them all 18 target compounds that
Stromberg et al. selected for his study [8] indicated in red. Other com-
pounds (blue) that could be of potential interest with respect to the
impurity profiling of heroin were listed in Table 1 and investigated
in more detail within this study by application of high resolution mass
spectrometry. As expected only very few compounds could be
detected in the purified white heroin base and the heroin
hydrochloride. Target compounds Meconine, 4-0-Thebaol,
4-0-Acetylthebaol, 6-0,N-Diacetylnorcodeine, 4-Acetoxy-3,
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batch RO1 batch RO2 batch RO3
®  Narceine (1) » unknown 206 (6) W Thebaol (11)
m Cryptopine (2) ® unknown 192b (7) “  unknown 313 (12)
= Protopine (3) ® Laudanosine (8) unknown 254 (13)
® unknown 192a (4) unknown 192 (9) 3,6-Dimethoxy-4,5
® Reticuline (5) = Thebaine (10) -epoxyphenanthren (14)

Fig. 1. Composition of minor compounds (relative peak areas) in three different batches of raw opium (1) Narceine (m/z 58), (2) Cryptopine (m/z 148), (3) Protopine (m/z 148),
(4) unknown (m/z 192), (5) Reticuline (m/z 192), (6) unknown (m/z 206), (7) unknown (m/z 192), (8) Laudanosine (m/z 206), (9) unknown (m/z 192), (10) Thebaine (m/z 311),
(11) Thebaol (m/z 254), (12) unknown (m/z 313, 255), (13) unknown (m/z 254), (14) 3,6-Dimethoxy-4,5-epoxyphenanthrene (m/z 237).

raw opium

2nd retention time [s]
a

2nd retention time [s]

2

morphin base @ fatty acid methyl esters

® ©) amides
@  target compounds HAP

0%

PROR- @  unaltered compounds

P © steroids

@
By . @  impuries related to heroin
Qo o A @  opium alkaloids
I T Wy ¢ N
: P S i

o = unspecific compounds

1420 1920 2420 420
1t retention time [s]

020 2420

1420 1
st retention time [s]

heroin base (brown)

%

heroin base (brown): characterization of derivative series

target compounds and identified impurities ,, 8
“Q @43

32
1882 7@ oas
o/ .

thebain derivates

narcotine derivates

Q
Q
§ . 2 @  narceine derivates
5 i d H
H H morphine derivates
i &, i d
H < 3 “ 3 H (@  tetrahydrobenzyisoquinoiine
b e . L N " derivates
@ o oo e oo e *° e o0 © @  codeine derivates
W I e ,vgo,:&' . o
o %gg;ﬁsé gt o B o8 %@-ﬁi&;ﬁwi %o
YO b e ° “ P e WS 4y
IHESRRY G et Dmpaps, 2 S8% 0 0 ©
o ° o °
20 020 1020 2420 420 020 2420

1420
15t retention time [s]

1420 1
1t retention time [s]

heroin base (white)

4
2nd retention time [s]
a

2nd retention time [s]

2

420 020 1420 1920 2420 420
15t retention time (5]

heroin hydrochloride

Q
@°
@ -
Q-
g co “
020 1920 2420

1420
1st retention time [s]

Fig. 2. Apex bubble plots of the acidic extracts of the different stages of manufacturing obtained by comprehensive two-dimensional GC. a) raw opium b) morphine base c¢) heroin
base (brown) d) heroin base (white) e) heroin hydrochloride; [a-e] red: target compounds HAP, see Table 1, black: opium alkaloids, orange: unaltered in all manufacturing steps
(until brown heroin base), yellow: amides, green: fatty acid methyl esters (FAMEs), pink: steroids, blue: further impurities of the heroine base; [c'] heroin base (brown):
characterization of target compounds and identified impurities; brown: codeine-derivatives; light green: tetrahydrobenzylisoquinoline derivatives; dark blue: thebaine-
derivatives; pink: morphine-derivative; turquoise: narcotine derivatives; purple: narceine-derivatives; assigned numbers according compound numbers in Table 1.

6-dimethoxy-5- [2-(N-methyl-acetamido)]ethylphenanthrene, 3-
0,6-O,N-Triacetylnormorphine and N-Acetylnornarcotine were
found amongst them. Colorless bubbles represent unknown com-
pounds not further considered. The affiliation to more than one class
is indicated by striped bubbles. The white heroin base is commonly
not available on the illicit market; therefore in the following the focus
was set on the brown heroin base.

3.2. Unaltered impurity compounds derived from opium

Neutral and acidic compounds which are preserved qualita-
tively during the entire manufacturing process up to the brown
heroin base are assigned in orange in Fig. 2. Besides some of the
main opium alkaloids, papaverine and narcotine, minor alkaloids
and other compounds such as papaveraldine, narceine, thebaol,
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Fig. 3. Impact of APCI on different molecular structures a) papaverine b) thebaol c) acetylthebaol.

meconine and 3,6-dimethoxy-4,5-epoxy-phenanthrene were
found. Although 3,6-dimethoxy-4,5-epoxy-phenanthrene is
described as impurity resulting from the acetylation of thebaine,
it was already detected in the raw opium [5,23]. Other persistent
compounds showed no spectral match with the libraries. The
unknown compounds UNK-254(1), UNK-252, UNK-254(2), UNK-
234 and UNK381a+b were therefore investigated in more detail
using high resolution mass spectrometry, see also Table 1.

3.3. APCI of acetylated derivatives

Acetylated derivatives of opium alkaloids mostly undergo
strong fragmentation when subjected to electron impact (EI) ion-
ization and they often do not provide a molecular ion, therefore
preventing the generation of the corresponding sum formula from
that data. APCI was used as soft ionization source and interface
between the gas chromatograph and the FTICRMS. However, the
major drawback is the lower acquisition rate caused by the
required period of time in which the ion is confined in the ICR cell.
Optimization of the APCI and FTICRMS related parameters for our
measurements resulted in an acquisition rate of 0.7 spectra per
second.

As the predominantly chemical reaction in the APCI source, the
protonation of the molecular ion occurred. The ionization tech-
nique APCI is not as soft as, e.g. electrospray ionization (ESI), and
thus, depending on the molecule, fragmentation could be observed.
The impact of atmospheric pressure chemical ionization on the dif-
ferent molecular structures is shown in Fig. 3. For non-acetylated
compounds, e.g. papaverine (A), only the protonated molecular
ion with a mass-to-charge ratio of 340.154 (molecular mass of
339.147) is observed. Thebaol (B) showed the protonated molecu-
lar ion (m/z 255.101) and one main fragment with m/z 223.075

which could be attributed to the loss of a methoxy-group. The
223.075 fragment was also observed for 3,6-dimethoxy-4,5-epoxy
phenanthrene which possesses the same phenanthrene structure
with methoxy-groups attached. In case of acetylthebaol (C) the
major peak observed is caused by the loss of the acetyl-group.
The molecular ion (protonated) was observed three times lower
compared to the base peak. Besides some minor fragments which
were also observed for thebaol (m/z 223.075, m/z 239.070, m/z
241.086), the 1st and 2nd oxygenated states (m/z 313.107, m/z
329.102) of the molecular ion were detected. In general, the most
pronounced fragmentation behavior was observed for
phenanthrene-type heroin impurities. Besides, the signal intensity
of these compounds was observed to be lower using APCI com-
pared to EI ionization. As major APCI-fragments characteristic for
these compounds, m/z 223.075 and m/z 255.101were observed.
For phenanthrene-type compounds with an acetamido-group, m/
z 354.169 was observed as major fragment. The abundance of the
molecular ion was in most cases lower compared to the base peak.
This implicated some difficulties as for some compounds the
molecular weight could not be unambiguously identified and the
elucidation of the elemental composition was therefore prevented.
The mass accuracy was verified based on known compounds. An
error < 1 ppm was observed for most of the molecular ions.

In Fig. 4 the mass spectra of N-Acetylnornarcotine and 3,6-
Dimethoxy-4-acetoxy-5-(2-(N-methylacetamido))ethylphenanthrene
obtained by the three analytical techniques are shown. For N-
Acetylnornarcotine no molecular ion is observed using EI ionization.
Likewise 3,6-Dimethoxy-4-acetoxy-5-(2-(N-methylacetamido))et
hylphenanthrene undergoes strong fragmentation, however, the
molecular ion is still observable using EI. Automated peak
deconvolution is integrated in both versions of the ChromaTOF™
software (for GCxGC-TOFMS and GC-HRTOFMS). Based on the
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Fig. 4. Acquired mass spectra of N-Acetylnornarcotine (left) and 3,6-Dimethoxy-4-acetoxy-5-(2-(N-methylacetamido))ethylphenanthrene (right) acquired with (EI)-TOFMS

(upper part), (EI)-HRTOFMS (middle part) and APCI-FTICRMS (lower part).

enhanced separation using multi-dimensional GC peak deconvolu-
tion and combination with-HRTOFMS data the compound identifi-
cation is improved. The sum formulas of important fragments can
be determined based on the accurate mass using (EI)-HRTOFMS.
Using APCI-FTICRMS fragmentation is significantly reduced and
the protonated molecular ion usually shows the highest (or
second-highest) abundance in the mass spectra.

3.4. Impurities in heroin base obtained by acidic extraction

The focus was set on 44 compounds which were present in ade-
quate quantities in the (brown) heroin base. In Table 1 all available
details on these compounds are given. 23 of the compounds, opium
alkaloids and compounds which are part of the impurity profiling
of the Heroin Analysis Program (HAP), are unambiguously identi-
fied. They are assigned as HAP targets (‘HAP’) or ‘alkaloid’ in the
last column. A few other compounds were tentatively identified
based on published EI mass spectra from the literature [5,6,10].
The relative retention time is based on n-tetracontane as internal
standard (C40=1.00) and refers to the one-dimensional GC-
HRTOFMS measurements. The accurate mass of the base peak
was also determined with the HRTOF system. The corresponding
molecular ion of each compound was mainly determined by
APCI-FTICRMS. The values given in Table 1 refer to the protonated
molecular ion as this was the most prominent chemical reaction in
the APCI source. The given sum formula refers to the neutral
molecule. One difficulty observed with APCI ionization of the stud-

ied compounds is the more pronounced fragmentation of
phenanthrene-type compounds as described in the previous sec-
tion. In case of four unknown compounds the corresponding molec-
ular ion could not be unambiguously identified.

For further characterization of unknown acetylation derivatives,
alkaloid standards were acetylated separately and analyzed by
GCxGC. Comparison of the retention times and mass spectra of
the heroin impurities and the acetylated products was used to
determine the origin of unknown impurities, see the column enti-
tled with ‘origin’ in Table 1.This is discussed in the following in
more detail. In Fig. 2c (2) heroin impurities are classified and
assigned by colored bubbles according to their related basic alka-
loid structure. Structures of main opium alkaloids and their corre-
sponding acetylation products that could be confirmed by the
acetylated standards are shown in Fig. 5.

3.5. Impurity compounds related to phenanthrene-derived alkaloids

Thebaine undergoes strong rearrangement when subjected to
acetic anhydride as described in the literature [5,24|. Thus the
acetylation of thebaine led to the formation of many impurities
as it could be observed from the chromatographic analysis. The-
baine was no longer detectable in the acetylated sample. 3,6-Dime
thoxy-4,5-epoxyphenanthrene, acetylthebaol and one compound,
tentatively identified as N-acetyldesthebaine [5], revealed high
quantities. Various minor and trace impurities were present. By
comparison of the retention times and mass spectra eleven com-



16

0
| \ |
CHy CHy
e O 1a
HO

T. Schwemer et al./Forensic Chemistry 4 (2017) 9-18

? !
1c % ° O 1d CHy O 1e
cHy
oj\o )\o

i° I\ 1f
0 0 Z

0 0
. e ’
g @
HyC O YC“:
HO o)\o L
<o
0
HeC
CHy
/
i 0

) 4 4b
HiC
HSC\O N\c /

HyC

Fig. 5. Structures of main alkaloids and their corresponding acetylation products that were present in the (brown) heroin base and confirmed by separately acetylated
standards. 1. Thebaine 1a. Thebaol 1b. 3,6-Dimethoxy-4,5-epoxyphenanthrene 1c. Acetylthebaol 1d. 4,6-Diacetoxy-3-methoxyphenanthrene 1e. 4-Acetoxy-3,6-dimethoxy-5-
[2-(N-methylacetamido)]ethylphenanthrene 1f. 4-Acetoxy-3,6-dimethoxy-8-[2-(N-methylacetamido)]ethylphenanthrene; 2. Codeine 2a. 4,6-Diacetoxy-3-methoxyphenan-
threne 2b. 6-O,N-Diacetylnorcodeine; 3. Narcotine 3a. N-Acetylnornarcotine; 4. Laudanosine 4a. N-Acetylnorlaudanosine 4b. cis-/trans-stilbene of Laudanosine [6].
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Fig. 6. Part of the two-dimensional chromatogram of an acidic extract of the (brown) heroin base a) considering only HAP target compounds b) TIC signal. VI: trans-stilbene of
codamine; VII: trans-stilbene of laudanine; I: hydrolysis of VI; II: hydrolysis of VII; IlI: 4-acetyloxy-3,6-dimethoxy-8-[2-(N-methyl-acetamido)]ethylphenanthrene.

pounds present in the extract of the heroin could be related to the
acetylation of thebaine. Compounds which were detected only in
very small quantities were not further considered. Besides known
compounds, such as 3,6-dimethoxy-4,5-epoxyphenanthrene, 4,6-
diacetoxy-3-methoxyphenanthrene, 4-0-thebaol, 4-0-
acetylthebaol, 4-acetoxy-3,6-dimethoxy-5-[2-(N-methyl-aceta
mido)]ethylphenanthrene and 4-acetoxy-3,6-dimethoxy-8-[2-(N-
methyl-acetamido)]ethylphenanthrene which are included in the
list of target compounds (HAP), several other compounds were
found. One of the unknowns could be tentatively identified as N-
acetyldesthebaine which is described in the literature [5,23].
UNK 254(1) is assumed to be a structural isomer of 4-O-thebaol
due to the same molecular formula, similar mass spectra and the
fact that it could be also detected in opium and morphine. For
UNK268 an elemental composition of C;gH;,04 was calculated.
For UNK253 a molecular mass of 345.148 with the corresponding
formula of Cy3H,003 was found. Closely to 4-acetoxy-3,6-dime
thoxy-8-[2-(N-methyl-acetamido)]ethylphenanthrene a com-
pound with a similar mass spectra and the same elemental compo-
sition of C,3H;5NOs eluted. However, an unambiguous
identification of the four unknown (UNK) compounds needs fur-
ther investigation.

3,6-Dimethoxy-4-acetoxy-9,10-dihydro-9-(N-methylacetamido)
phenanthrene and UNK353 were not detected in the acetylated
thebaine sample but they are supposed to be derived from thebaine
due to structural or mass spectral similarity. 3,6-Dimethoxy-4-acet
oxy-9,10-dihydro-9-(N-methylacetamido)phenanthrene is reported
in the literature and is one of the HAP targets, formerly assigned as
unknown 254 [8,10].

The acetylation of codeine resulted mainly in the formation of
O-acetylcodeine and 6-O,N-diacetylnorcodeine. Further trace com-
pounds related to codeine were not detected in the investigated
heroin sample.

3.6. Impurity compounds related to benzylisoquinolinealkaloids

The acetylation of laudanosine and reticuline generates several
neutral and acidic impurity compounds. Together with the acetyla-
tion products of codamine and laudanine, these compounds as well
as their formation pathways and frequent occurrence in seized
heroin, were described in detail by Toske et al. [6]. Regarding the
acetylation of reticuline, none of the resulting products could be
detected in the heroin investigated in our study. Compounds
resulting from the acetylation of laudanosine, N-acetyl-nor-
laudanosine and the trans-stilbene of laudanosine (formerly HAP
unknown 151) were therefore found in large quantities. The cis-
isomer of the stilbene compound was also present, but its

abundance was lower by a factor of 50 compared to the trans-
isomer. Based on the accurate mass of the molecular ions and by
comparison of the mass spectral data to the literature [6], the
trans-stilbene of laudanine (VII) and codamine (VI) could be tenta-
tively identified. Two further compounds (I and II) most likely refer
to the respective hydrolysis products of VI and VIL. In this case lit-
erature provided only mass spectra of the derivatized compounds
[6]. In Fig. 6 the corresponding part of the GCxGC chromatogram
is shown. Fig. 6a illustrates this part of the chromatogram consid-
ering only target compounds known from HAP. In the selected
retention window only 4-acetyloxy-3,6-dimethoxy-8-[2-(N-meth
yl-acetamido)]ethylphenanthrene (III) elutes. In Fig. 6b the corre-
sponding TIC signal is shown revealing the presence of ten com-
pounds that elute within the defined retention window. The
derivatives of laudanine and codamine (stilbene compounds and
their hydrolysis products) showed very similar retention times in
both dimensions.

The acetylation of narcotine and narceine generated a few
impurity compounds, however, apart from compounds that appear
already in the HAP target list, namely N-acetylnornarcotine,
(E)-N-acetylanhydronornarceine,  (1R,9S)-1-Acetoxy-N-acetyl-1,
9-dihydro-anhydronornarceine and (Z)-N-Acetylanhydronorn-
arceine, no further compounds were detected in the investigated
heroin sample. UNK381 (isomer) was found in the acetylated nar-
cotine sample, however, this compound(s) were also found in the
raw opium and morphine. Therefore it is not considered as an
acetylation product.

3.7. Unknowns

Several of the heroin compounds could not be related to impu-
rities generated during the acetylation of individual alkaloids.
Some of them are discussed in the following. For the HAP UNK
204 a molecular ion of m/z 277 could be assigned. According to
the accurate mass measured by GC-HRTOFMS and GC-APCI-
FTICRMS the corresponding formula is C;sH;gNO4. The base peak
of mjz 204 is due to the loss of mfz 73 (C3HgNO, acetamido-
group) which most probably results from the acetylation of a ter-
tiary amine. For UNK 252(HAP) only fragments (m/z 223.075, m/z
253.086) could be observed in the FTICRMS spectra, the molecular
ion could not be unambiguously identified. As discussed in a previ-
ous section, stronger fragmentation in the APCI source was
observed for phenanthrene-type compounds. In case of UNK252,
which is also present in opium, no peak could be observed in the
GC-FTICRMS chromatogram, most probably due to the comparable
lower concentration in addition to the poor APCI ionization effi-
ciency. For UNK254(3) an elemental composition of CyoH;3NO,4
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was determined. The corresponding base peak of 254.0936 could
be attributed to the loss of a C4HsNO side chain. UNK322 revealed
a similar mass spectrum as papaveraldine, however, the elemental
composition as well as some mass fragments showed -2H less indi-
cating a ring closure. The unknown compound UNK296 with a base
peak of 296.104 and the elemental composition of C;5H,7;NO; was
also mentioned in the literature [10]. The elemental composition of
further unknown compounds can be seen from Table 1.

4. Conclusion

Impurity compounds obtained by acidic extraction of samples
taken at different stages in the authentic and documented illicit
manufacturing process of heroin from Afghanistan were analyzed
by comprehensive two-dimensional gas chromatography. The
technique benefits from the increased chromatographic separation
that, in combination with the spectral continuity and high acquisi-
tion rate of the TOF system, enhances the performance of the
deconvolution and improves data reliability.

Besides the characterization of the entire manufacturing pro-
cess based on the impurity composition, 44 impurity compounds
found in the brown heroin base were analyzed in detail to provide
basic information about their elemental composition and origin.
Those included 18 target compounds used within routinely applied
profiling programs such as the German Heroin Analysis Program.
Twelve compounds, amongst them four opium alkaloids, were
found to be directly derived from the raw opium used; they were
preserved unaltered through the manufacturing process. For 21
acetylated derivatives, the original alkaloid was known or could
be determined during this study providing basic information on
the impurities’ origin. Some of the reported unknown compounds
were found to be present in moderate or high abundance (e.g.
UNK254(3)) in the brown heroin base.

For elucidation of the elemental composition of unknown com-
pounds, GC hyphenated to high resolution mass spectrometry was
used. GC-(EI) HRTOFMS provided accurate masses that enabled the
generation of molecular formulas of major peaks in the mass spec-
tra. Due to the frequent absence of an observable molecular ion
using EI ionization the elucidation of the elemental composition
of the molecule was often prevented. FTICRMS provided ultrahigh
mass resolution and in combination with APCI it provided the
accurate molecular mass for elucidation of the elemental composi-
tion of most of the unknown compounds investigated during this
study.
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Highlights

e First study of bitumen with GC coupled to ultra-high resolution MS

e Detected and assigned elemental compositions for compounds in a m/z
interval of 200 — 700

e Depletion of carboxylic acid esters during aging process between 20 — 70%

e Gas chromatography revealed that at least 70% of found mass traces are
1someric species

Abstract

In this study, bitumen aging is investigated by analyzing its semi-volatile and low-
volatile constituents. For this purpose, a modified rotary flask aging method was
deployed and the sample material was analyzed by gas chromatography coupled to
chemical ionization ultra-high resolution mass spectrometry (GC-APCI FT-ICR
MS). Samples were injected directly by a programmed temperature vaporizer and
separated on a thin film high temperature column. Additionally, a silylation step
1s applied prior to analysis, to raise the upper volatility limit of GC-detectable
compounds.

Despite bitumen being a vacuum residue, more than 2,000 elemental compositions
could be detected in a m/z interval of 200 - 700. Gas chromatography revealed that
at least 70% of the mass traces are isomeric compounds. During the bitumen aging



process, the content of carboxylic esters is mainly affected by volatilization. In this
respect compounds with a carbon number of up to 38 are depleted, independently
of their chemical nature. Additionally, the formation of sulfoxide compounds could
be found. The derivatization allowed to reveal the formation of further non-volatile
oxidation products such as polyols.

GC FT-ICR MS was successfully applied for the non-targeted study of bitumen
aging towards low- and semi-volatile components. Although bitumen has only a
minor portion accessible to gas chromatography, the separation step prior to high-
resolution mass spectrometry allowed to identify evaporation and oxidation
processes during bitumen aging. The additional applied silylation enables the
extension of the detectable compound spectrum and improves the assignment of
substance species.

Keywords

bitumen, aging, gas chromatography, ultra-high resolution mass spectrometry,
Atmospheric pressure chemical ionization, FT-ICR MS



1. Introduction

Bitumen i1s a highly complex material consisting of a vast variety of chemical
compounds that mostly belong to high-molecular-weight hydrocarbons containing
several heteroelements, such as oxygen, nitrogen, and sulfur. Hence, the
physicochemical properties of bitumen depend on the chemical composition, as well
as on the structure of their constituents. The composition is significantly affected
by the origin, production cycle, additional treatments. Furthermore, additives are
commonly added to the bitumen to adjust specific physicochemical properties, such
as hardness, brittleness, and viscosity. As a consequence of the complex
composition, specification and normative classification are based on physical
measures (Weigel and Stephan, 2017). Nowadays, bitumen primarily is obtained
as vacuum distillation residue of the crude oil refinery process (Le Guern et al.,
2010). It is used by the paving industry in a scale of about 100 Megatons per year.
Approximately 85 w-% 1s used as binder for asphalt to construct roads and paved
areas. Other applications are roofing or sealing and insulating purposes
(Eurobitume, 2015). Thereby, aging is an essential and critical factor in the product
lifecycle. Compounds in bitumen and the whole asphalt mixtures (consisting of
bitumen, mineral aggregates, additives, and fillers) will alter over time (Littke et
al., 1991; Petsch et al., 2000), which influences the properties. For instance thermal
and photochemical oxidation (Branthaver et al., 1993; Petersen, 2009; Baek et al.,
2012; AlHumaidan et al., 2016), volatilization, exudation as well as decomposition
(Garrett et al., 1998; Smith et al., 2009) were proven by several studies. In regard
to environmental pollution, in particular air pollution, it also is of concern, which
substances can be released by the asphalt.

Since the 1960s, several investigations concerning the chemical structure, the
oxidation, and aging of bitumen have been carried out (Petersen, 2009). However,
it turns out that bulk-analytical methods can only provide limited information
about complex chemical changes during the aging process. Due to the complexity
of the sample matrix, the investigation of the chemical interactions at a molecular
level and their effects on the physical and chemical properties is still a challenging
task (Petersen, 2009). In a compositional analysis of oil residues by ultrahigh-
resolution mass spectrometry, more than 26,000 species with different m/z ratios
were revealed for an asphaltene fraction (Kekéldinen et al., 2013). Keeping the
corresponding mass range from m/z 200 to 1,000 in mind, this indicated for every
nominal mass an average number of 32 elemental compositions. In addition, every
elemental composition may represent a high number of isomeric species. The
advantages of high-resolution mass spectrometry for the characterization of high-
complex materials on the molecular level such as environmental samples or
petroleum have been exhaustively shown (Klein et al., 2006b; Lesueur, 2009;
Lemkau et al.,, 2014; Huba and Gardinali, 2016). Adding chromatographic
separation, this information can be extended by isomeric species.

Commonly, the sample complexity is reduced prior to analysis by fractionation
according to solubility and polarity into the four fractions: saturates, aromatics,
resins and asphaltenes (SARA) (Klein et al., 2006a; Cho et al., 2011; Gaspar et al.,
2012; Handle et al., 2017). In this study, we aim to decipher the low- and semi-
volatile constituents of bitumen by gas chromatography (GC) to unravel



correlations between volatility and its impact on the composition supported by
isomeric information. It was already shown that the approach is suitable to
characterize petroleum-related products (Barrow et al., 2014; Schwemer et al.,
2015; Zuber et al., 2016), but so far bitumen had never been investigated by this
technique.

On a first glance, the analysis of a tar-like high-viscous material by gas
chromatography will only tackle a minor portion of the bitumen. Nonetheless, at
higher temperatures volatile and semi-volatile constituents, such as saturated
hydrocarbons, hydrogen sulfide, other thiols as well as polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) are released from the bitumen in a considerable amount
(Brandt, H., and P. De Groot, 1996). To improve the detection level of compounds
we used an atmospheric pressure chemical ionization source, which enables the
application of carrier gas flow rates far beyond the conventional carrier gas flows
of vacuum sources. This could not only extend the range of compounds amenable
for GC (Fialkov et al., 2003), it also improves the sensitivity by increasing the
number of analyte ions in the ion source.

The treatment of residues by exposure to air at elevated temperatures (> 150°C) is
a widespread method to modify their physical properties during the manufacturing
process. Thereby, the combination of heat and oxidation had significant effects on
the physical and chemical properties of bitumen (Traxler, 1963; Petersen, 1994).
The changes of the chemical composition and related reactions during this process
are far from being completely understood. From a health perspective, the World
Health Organization (WHO) concluded in their TARC monograph 103 (IARC
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans et al., 2013) a
higher probability of carcinogenicity for fully oxidized bitumen compared to
straight run and hard bitumen. Consequently, the degree of oxidation will affect
the toxicity of bitumen. By multiple pathways, e.g., weathering or abrasion, the
aged compounds can be transferred to fine particulate matter (fine dust), which
can then interact with human body. To clarify, which aerosol fraction or property
1s involved in the induction of the observed adverse health effect, the HICE-project
(www.hice-vi.eu) of the Helmholtz organization conducted a comprehensive study
(Oeder et al., 2015; Ruger et al., 2015b; Sapcariu et al., 2016). As part of this
project, we focus on the investigation of changes in the chemical composition of
semi-volatile compounds and how they are affected by bitumen aging.

2. Materials and methods
Sample preparation

The simulated aging procedure is conducted according to a modified rotating flask
test in a rotary evaporator. In brief, 200 g of a 70/100 bitumen are heatedina 1 L
round bottom flask at 150°C for 48 h under air-flow of 2 L/min and a rotation speed
of 20 rotations per minute, obtaining the aged bitumen investigated within this
study.

Prior to analysis, the untreated and the aged bitumen were dissolved in
dichloromethane (Sigma-Aldrich, > 99.9%) in a ratio of 1:20 w-%. To extend the
accessible chemical space of polar constituents in the bitumen samples, a silylation
step was performed giving a second sample set for analysis. 1 pL of diluted sample
is transferred into a 100 puL wvial-insert, and 10uLL of N,O-
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Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) (Sigma-Aldrich, Supelco, for GC
derivatization, > 99%) are added. Reaction took place at 50°C for 30 min, while
shaking every 10 min for 30 s with a vortex mixer. This extend the range of
detectable species and converts some thermally sensitive substances into more
stabile products like the conversion from acids into silyl-ester.

Chromatographic and mass spectrometric analysis

All samples (aged and untreated, silylated and not silylated) are injected into the
GC (Model CP 3800 gas chromatograph, Varian Technologies) at a split ratio of
1:10 after adding 2 uL of a deuterated PAH standard mixture (Table A.4). The
programmed temperature vaporizer injector started for 1 min at 40°C followed by
an increase of 50°C/min to 320°C and an isothermal time of 10 min at 320°C. For
separation, a Rxi-HT5 column with 30 m length, 0.32 mm inner diameter and
0.1 um film (Restek) is used. Helium with a purity of 99.999 vol-% is used as carrier
gas with a constant flow of 2 mL/min. The GC oven is held at 30°C for 6 min
followed by an increase of 5°C/min to 330°C and kept at the final temperature of
330°C for 15 min. The temperatures of the transferline and ion source are set to
300°C. The mass spectrometric analyses are performed with an Apex Qe Series I1
Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance (FTICR) MS system (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany) equipped with a 7 T magnet (Bruker Biospin,
France) and a GC-APCI II source (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany).
Spectra are acquired from m/z 100 — 1000 with a two megaword transient size,
resulting in an acquisition frequency of approximately 0.7 Hz and a resolving
power of about 260,000 at m/z 200 and a mass accuracy error lower than 2ppm.
All samples are measured as triplicates. The chromatographic peak widths
(FWHM) for all internal standard substances were found to be below 0.25 min.

HR-MS data analysis

Data is pre-processed (peak picking and m/z-calibration) and exported using the
Data Analysis software (DA 4.0, Bruker) and customized Visual Basic scripts.
Further data processing is performed by applying custom-made Matlab (MATLAB
R2014b) algorithms. Elemental compositions are assigned within a 2ppm error
range to m/z ratios with a signal-to-noise level higher than nine according to the
following elemental restrictions: Ces.100H6-200N0-200.650-2510.6. Only species present
in at least two of the three replicates are used for data analysis of the assigned
elemental compositions. A detailed description of data processing approach is
reported in literature (Schwemer et al., 2015; Riiger et al., 2017b).

Subsequently, the elemental composition is used to calculate the ring and double
bond equivalents (DBE), according to the equation of McLafferty et al. (McLafferty
and Turecek, 1993). The intensity of each detected species was afterward
normalized by dividing by the summed intensity of all internal standard species.
Outliers are detected by Dixon's Q-test (alpha = 95%) and excluded (Dean and
Dixon, 1951). The identification of significant intensity changes of individual
elemental compositions is conducted by a Student t-test (Student, 1908) with a
significance level of 0.05.

Supplemental bulk analysis



Additional analyses are carried out to evaluate the results of the used methods and
to validate the encountered effects. A SARA fractionation, as well as an elemental
analysis and a determination of carbon-, hydrogen-, and nitrogen-content is
conducted according to DIN 51732, sulfur content according ASTM D 4239 — 14
and DIN EN 15411 (metal content). The acid number is determined by
potentiometric indication according to DIN EN 12634. Additionally, infrared
spectroscopic measurements are conducted on a Bruker Tensor 27 with an
attenuated total reflection unit. Temperature-dependent mass loss is accessed by
thermogravimetric measurements utilizing a thermobalance (TG 209, Netzsch)
with a temperature gradient of 10°C/min starting at 30°C (Riiger et al., 2015a;
Riger et al., 2017a).

3. Results and discussion

Prior to molecular level analysis based on the mass spectrometric results, IR- as
well as elemental analysis information are discussed: The 70/100 bitumen sample
revealed a bulk elemental composition typical for bitumen (Crump, 1981) (Table
1). Selected metal contents are listed in Table Al. During aging, only the sulfur
content is decreased significantly, which indicates a decomposition/volatilization
of sulfur-containing species.

Table 1 Excerpt of the elemental analysis from untreated and aged bitumen (n=3).
Significant change between untreated and aged bitumen for the sulfur-content is
highlighted in bold.

Elements Untreated Aged bitumen Average content in

bitumen . bitumen according
[w-%] literature* [w-%]

[w-%]

Carbon 83.0+1.4 83.2+1.6 80.2 — 84.3

Hydrogen 9.6+0.8 9.2+0.6 9.8 -10.8

Nitrogen <0.4 <0.4 0.2-1.2

Sulfur 3.0+0.3 2.2+0.1 0.9-6.6

*(Crump, 1981)

The analysis of the IR spectra cannot provide clear indications for changes of
sulfur-containing species but show an increase of the C=0 band at wavenumbers
around 1740 cm! for the aged bitumen, which can be attributed to an increased
concentration of carbonylic species. Besides this characteristic band, only two
further bands (1028 cm-land 1259 cm-!), both belonging to aromatic core structures
are significantly increased (Figure A.1 and A.2). The determined sample mass loss
after the aging process is with 0.2 w% in the same range as reported for aging
bitumen with the rolling thin film oven test (RTFOT) method (Van Gooswilligen,
G., De Bats, F. T., & Harrison, T., 1989). Overall, the applied bulk analyses
confirmed that the investigated 70/100 sample properties are within the
characteristics of comparable bitumen types. Although changes within the IR and



elemental analyses are discovered, the complexity of the sample don’t allow to
reveal more detailed information about the changes in bitumen composition and
the aging process.

Gas chromatography in combination with mass spectrometric detection enables
more detailed insight into the individual constituents. Nonetheless, no
chromatographic technique is able to resolve all compounds of bitumen, and a
typical chromatographic hump 1is obtained. Here, high-resolution mass
spectrometric detection is in particular advantageous, since the complex mixture
elutes from the GC can be further separated on the m/z-axes. In return, the
chromatographic separation enables the separation of isomeric structures.

The combination of chromatographic separation and high-resolution mass
spectrometry results in an enormous amount of data. Therefore, data analysis and
-mining is crucial and is divided into several steps. First, the chromatographic run
1s averaged and all mass spectrometric information is summed up to a single mass
spectrum with assigned elemental compositions. As a result, 2,246 elemental
compositions can be found in two of three measurement replicates of untreated
bitumen and 2,241 in aged bitumen (Figure 1b). More than 99% of these elemental
compositions (2,224) are present in both samples, which indicates that the aging
process leads more to a shift in compound concentrations than in the formation of
new compounds.
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Figure 1. Intensity based major compound class distributions (> 5% summed intensity)
from averaged mass spectra of untreated and aged bitumen.

The compound class distribution of all assigned elemental compositions indicates
that most prominent detected species belong to the CH-, CHO:- and CHS;-classes
(Figure 1). Unsaturated and aromatic hydrocarbons (CH) cover more than 53% of
the overall abundance. No significant change of the compound class distribution
caused by the aging process is observed (Figure 1). Furthermore, the high number
of shared elemental compositions (99%) indicates the need for including individual
signal intensity changes for a more in-depth data analysis.



There is only a small number of species, which are depleted during aging. Most of
them belong to the CHNi-class and are most likely benzacridine and carbazole
derivatives. Unique species formed by aging are for instance compounds of the
CHOS-class. Besides them, most of the detected species are common between
untreated and aged bitumen. By calculating the intensity ratio, the changes of
individual elemental compositions can be more easily evaluated:

. Iaged — luntreated
ratio =

Iuntreated + Iaged

The elemental compositions are sorted according to their number of
heteroelements. If an elemental composition is more abundant in the untreated
bitumen, the corresponding ratio is negative (blue), while for increased species in
aged bitumen the corresponding ratio is positive (yellow). The following diagram
(Figure 2) summarizes the results of this calculation. Color-coded circles indicate
the areas in the molecular space, which are clearly affected.
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Figure 2. Intensity change of species from untreated to aged bitumen with ratio ([Laged —
Luntreated] / [Tuntreateatlaged]) of compounds color coded, where negative values symbolizes a
depletion (-1 = vanishing species) and positive values the formation (1= new species) in



aged bitumen; regions of validated, formed species are marked with yellow circles and
regions of validated, depleted species with blue circles.

A more detailed analysis of the relative changes in composition between aged and
untreated bitumen reveals that the most prominent changes appear at the borders
of the compound class distribution (carbon number of 15 — 20 C-atoms and carbon
number > 40 C-atoms). Thereby, elemental compositions with low carbon numbers
often reveal a decrease of abundance, while elemental compositions with high
carbon numbers are often enriched. Interestingly, compounds of the CHO2-class
and CHOS-class revealed a different behavior. Substances within the CHO2-class
with low DBE values (Figure 2d) are generally decreased independently of their
carbon number. These are most likely different series of carboxylic acid esters,
confirmed by retention time comparison with databases and missing silylation
products during silylation step. The second interesting region is at low carbon and
DBE values in the CHOS-class (Figure 2g). As shown later, these compounds most
likely belong to sulfoxide species.

3.1.  Volatilization

In the DIN-EN, standard bitumen is defined as: “virtually involatile, adhesive and
waterproofing material derived from crude petroleum or present in natural
asphalt, ..., and very viscous or nearly solid at room temperature”’(DIN EN
12597:2014-08). Nevertheless, it is well known that during the lifecycle of bitumen,
volatilization affects the chemical composition (Traxler, 1963). However, the
detailed impact of volatilization and the affected substances are rarely
investigated. For volatilization of a certain substance, its vapor pressure is crucial,
which mainly depends on substance-specific properties. Using non-polar columns,
GC primarily separates substances according to their vapor pressure, which is
correlated to polarity, molecular weight and boiling point. Therefore, it is a suitable
tool to investigate the impact of volatilization. Volatilization will affect mainly
components with low retention index and low carbon number, as already indicated
in Figure 2. Nonetheless, carbon number is not directly correlated to volatility and
thus, Figure 3 combines the results of carbon number with the retention index
(Kovats, 1958). Substances with high volatility are eluting at low retention times
and are the most influenced species. With increasing retention time of the species,
the effect of volatilization is reduced. As this trend is independent of chemical
properties and reactions, the results indicated that low molecular weight species,
containing 15 to 38 carbon atoms per molecule, are vaporized during aging.
Compounds with retention indices up to 3,000 iu were found to be affected, which
indicated that even high boiling compounds, in a boiling point range up to approx.
450°C, are affected by volatilization. Substances with a retention index higher
than 3,000 1u (corresponding to Cso-alkane) offer lower depletion ratios and other
effects become more present. The composition of the decreased species (Figure 3a)
matches well with the composition of the whole sample (Figure 1a), which
indicated that all species are affected independently of their chemical background.
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Figure 3.a) Compound class distribution of bitumen species depleted during aging; b)
Retention index vs. carbon number diagram of these compounds with color coded ratio of
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Regarding the composition of the affected compounds, most of them belong to the
CH-class, more precisely to alkenes and low aromatic species due to the low DBE
range (1 —4 DBEs) of the found species (for instance benzene derivates). The
compounds with the lowest volatility are located at the lower limit of the compound
distribution (lower grey line), in Figure 3b. Almost all of them belong to aromatic
and heteroaromatic species, which exhibit lower volatility due to their aromatic
ring system, m-m-bonds and the heteroatoms. That leads to the fact that for a fixed
retention index the degree of saturation is increasing with raising carbon numbers.
So, at the upper limit of the colored distribution are mostly saturated or compounds
with low number of double bonds. Most of the found compounds containing 15 — 30
carbons mentioned in Figure 3b belong to pure hydrocarbons (e.g., alkenes and
aromatic species). The outlier spots at small carbon numbers and retention indices,
which exhibit lower depletion ratios are compounds, whose change ratios are
additionally affected by further processes, e.g. formation by decomposition of
higher species. Apparently, the depletion changes in general between a retention
index of 3,000 to 3,500 iu (Figure 3b). The corresponding volatility seems to be the
limit, up to where volatilization can be identified as is impacting factor.

Depletion of carboxylic acid esters

The data analysis of the bitumen revealed a notable decline of CHO2-species with
low aromaticity (DBE values from 1 to 6) (Figure 2d). In contrast to other depleted
compounds, these species are distributed over a wide range of carbon numbers,
which exceed the affected range of volatilization, discussed above. In summary,
this depletion affects approx. 5% of the overall found elemental compositions. As
an example, Figure 4 shows the decrease of a carboxylic acid esters (C20 — C40) in
aged bitumen with the elemental composition CnH2,.202 of more than two times.
The averaged decrease within all assigned monocarboxylic acid ester varies
between 20 — 70%. Thereby, the substances with lower retention indices exhibit a
higher depletion.
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3.2.  Depletion of sulfur compounds

As pointed out by the elemental analysis of the bitumen, the total sulfur content
in the aged sample drops during aging by approximately 27 % from 3.0 £ 0.3 to
2.2+ 0.1 w-%. This means, that sulfur containing substances have to evaporate
during the aging process of the bitumen. The GC-APCI — FTICR MS data reveal
no relevant depletion of sulfur containing species in any compound class. Only a
decrease for CHS-class compounds with carbon numbers between 15 - 25 could be
found, which cannot account entirely for the depletion of the sulfur content during
aging. Furthermore, a formation of corresponding CHOS species is detected
(Figure 2g) that are most likely oxidation products of CHS compounds. These
species didn’t contain an aromatic core structure, which is indicated by matching
retention indices with databases. As described by Petersen et al. (Petersen et al.,
1981) untreated bitumen that is not oxidized during the manufacturing process is
practically free of sulfoxides. Only material that gets in contact with oxygen/ air is
forming sulfoxide compounds. Furthermore, studies of Walling and Bullyky, as
well as Herrington (Walling and Bullyky, 1964; Herrington, 1995) reported a
thermal decomposition of asphalt sulfoxides, and Brandt and DeGroot identified
hydrogen sulfide as primary volatile decomposition product during thermal
treatment of bitumen at temperatures above 150 °C (Brandt, H., and P. De Groot,
1996). In summary, sulfoxides are rapidly formed during aging with oxygen, but
these also start to decompose if thermally stressed. The drop of the sulfur content



detected by elemental analysis could not be assigned to any detected sulfur species,
which leads to the thesis that evaporation of formed hydrogen sulfide could be the
main reason for depletion of the sulfur content.

3.3. Formation of oxidation products

The applied derivatization procedure can access more information about the
oxidation products and their structures. Oxidation products, which contain
hydroxyl-, amino-, acid-, or thiol-groups should selectively react and form
corresponding trimethylsilyl derivatives (a derivatization scheme is given in
Figure A.6). By combining the mass spectrometric and the chromatographic
information, these derivatives could be identified. Especially for the sulfur-
containing compounds this combination is crucial, as the obtainable mass
resolution alone (7 Tesla magnet and at comparable high repletion rate), was not
sufficient for unambiguous formula assignment. For instance, in Figure 5 two
different species are depicted with a mass difference of only 2.8 mDa. The first is
a trimethylsilyl derivative of a compound with two hydroxyl-groups and the second
are thiophene isomers, clearly separated by gas chromatography.
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Figure 5. Extracted ion chromatogram of m/z 401.325 £+ 0.002 in silylated untreated (a)
and silylated aged bitumen (b) the corresponding isotope fine structure sis given in the
supplement Figure A.4

The number of formed reaction products found without derivatization is rather
small. The silylation step raised the number of detectable species because most
silylation products revealed increased volatility and thermal stability. Thereby,
most frequently compounds of the CHOz2-, CHN101- and CHO1-class form silylation
products (Figure 6).
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Figure 6. Carbon number vs. DBE plot of unique silylated compounds in aged bitumen
(the silyl-groups are subtracted from the plotted elemental compositions in the compounds
class diagrams).

Through derivatization with BSTFA, the number of oxygen-containing
hydrocarbons in aged bitumen increased from about 2% to > 10%. As silylation
extends the upper volatility limit of detectable compounds, especially the
formation of larger, non-volatile oxidation products seems to be an essential aging
process. Furthermore, most of the formed oxidation products had only one or two
functional groups, and only a minor production of free acids was detected. The
formed oxygen-containing aging products mostly exhibit DBE values of 5 or higher,
which emphasizes the presence of aromatic ring structures.

4, Conclusion

In this study, we have shown that gas chromatography in combination with high-
resolution mass spectrometry can be successfully applied to study the low- and
semi-volatile constituents of untreated and thermally aged bitumen. The
application of a silylation step prior to gas chromatography enables the evaluation
of specific substance classes, such as alcohols, thiols or acids, which would without
derivatization hard to determine or decomposed like acids.

Despite the limitation of the temperature range by GC, which allowed to only
access the evaporable portion (5-10%) of the sample mass, more than 2,000
substances could be observed. Thereby, the most prominent depletion occurred for
ester compounds. Volatilization for components with less than 38 carbons could be
observed, which are also overlaid by other chemical reactions, like polymerization.
Due to the used thermal aging procedure, it can be assumed that the release of



compounds occurred over a long period. Ester compounds acting as bitumen
softener and, thus, their depletion is strongly correlated to the increase in hardness
and brittleness. The application of derivatization increased the number of detected
oxidation products within the CHOz2-, CHO1- and CHN;01-classes, which indicates
that most of the formed oxidation products are non-volatile. The information about
the involatile substances in bitumen and the effect of aging on them could be
extended by using techniques like thermogravimetric analyses coupled to ultra-
high resolution MS (Riger et al., 2017a and Kéafer et al., 2019).

The combination of GC and HR-MS helps to discover changes within the high-
complex composition. Thereby, the reliability of elemental composition
assignments of to the detected m/z ratios of chromatographic peaks is clearly
enhanced. Especially for the sulfur-containing compounds this combination is
crucial, as after the silylation step the obtainable mass resolution alone (7 Tesla
magnet and at comparable high repletion rate), was not sufficient to distinguish
between CsS vs. HsO2S12 (Am = 2.8mDa) components.
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