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IonisationsmethodenIonisationsmethoden
Ionisation in der Gasphase: EI, CIIonisation in der Gasphase: EI, CI
Verdampfung der Probe notwendigVerdampfung der Probe notwendig
geeignet für GC/MSgeeignet für GC/MS--KopplungKopplung
Ionisation aus flüssiger Phase: ESI, APCI, APPIIonisation aus flüssiger Phase: ESI, APCI, APPI
Verdampfung des Lösungsmittels erforderlichVerdampfung des Lösungsmittels erforderlich
Ionisation unter Atmosphärendruck (API)Ionisation unter Atmosphärendruck (API)
geeignet für LC/MS und CE/MSgeeignet für LC/MS und CE/MS--Kopplung (Online)Kopplung (Online)
Ionisation aus fester Phase Ionisation aus fester Phase 
MALDI (Matrix MALDI (Matrix AssistedAssisted Laser Laser DesorptionDesorption Ionisation)Ionisation)
Präparation der Probe zusammen mit spezieller MatrixPräparation der Probe zusammen mit spezieller Matrix
geeignet für qualitative und halbquantitative geeignet für qualitative und halbquantitative 
Untersuchung von Biomolekülen, bes. Proteinen und Untersuchung von Biomolekülen, bes. Proteinen und 
KohlenhydratenKohlenhydraten
i.d.Ri.d.R. nur Offline. nur Offline--Kopplung möglichKopplung möglich



ESI: Probleme in komplexen MatricesESI: Probleme in komplexen Matrices

Signalunterdrückung (z.B. Signalunterdrückung (z.B. TensideTenside))
Nichtflüchtige Salze (Phosphat, Borat, Sulfat) verstopfen Nichtflüchtige Salze (Phosphat, Borat, Sulfat) verstopfen 
ProbeneinlaßProbeneinlaß, verschlechtern Empfindlichkeit (auch , verschlechtern Empfindlichkeit (auch 
durch Bildung neutraler Komplexe)durch Bildung neutraler Komplexe)
Wechselwirkung mit Ionen gleicher Ladung (Common Wechselwirkung mit Ionen gleicher Ladung (Common 
Ion Ion InterferencesInterferences), z.B. ), z.B. AdduktbildungAdduktbildung, schlechtere , schlechtere 
EvaporationEvaporation
Polarität oder Flüchtigkeit des Lösungsmittels nicht Polarität oder Flüchtigkeit des Lösungsmittels nicht 
optimaloptimal
Evtl. ungünstiger Evtl. ungünstiger pHpH
Probleme beheben oder umgehen durch Probleme beheben oder umgehen durch 
Probenvorbereitung, Chromatographie (LC/MS)Probenvorbereitung, Chromatographie (LC/MS)



MALDI: BesonderheitenMALDI: Besonderheiten

Generell weniger anfällig als ESIGenerell weniger anfällig als ESI
Präparation: Präparation: DriedDried DropletDroplet, , ThinThin--LayerLayer, , Lsm.Lsm.--freifrei
Ggf. Entsalzung notwendigGgf. Entsalzung notwendig
Polymere: ggf. SEC bei zu hoher Polymere: ggf. SEC bei zu hoher PolydispersitätPolydispersität
Störungen im unteren Massenbereich (<500) durch Störungen im unteren Massenbereich (<500) durch 
PeaksPeaks der der MALDIMALDI--MatrixMatrix
PSD: Relativ ungenaue Isolation durch Timed Ion PSD: Relativ ungenaue Isolation durch Timed Ion 
SelectorSelector (10(10--20 Da)20 Da)
LC/LC/MALDIMALDI--KopplungKopplung über Probenroboter vorteilhaftüber Probenroboter vorteilhaft
Quantitative und semiquantitative AnsätzeQuantitative und semiquantitative Ansätze



ProbenvorbereitungProbenvorbereitung

Notwendigkeit: störende Salze, Matrixkomponenten (z.B. Notwendigkeit: störende Salze, Matrixkomponenten (z.B. 
PlasmaproteinePlasmaproteine), zu geringe Konzentration), zu geringe Konzentration
APIAPI--TechnikenTechniken besonders empfindlich (besonders empfindlich (v.av.a. ESI), MALDI . ESI), MALDI 
robusterrobuster
Methoden:Methoden:
FlüssigFlüssig--FlüssigFlüssig--ExtraktionExtraktion
Festphasenextraktion (SPE)Festphasenextraktion (SPE)
ZipTipsZipTips, , NutipsNutips und Ähnliches (vereinfachte SPE)und Ähnliches (vereinfachte SPE)
IonenaustauschIonenaustausch
AffinitätsmedienAffinitätsmedien
Entfernung von Entfernung von PlasmaproteinenPlasmaproteinen: Ultrafiltration, : Ultrafiltration, ACNACN--FällungFällung
Säulenschaltung, LC/LCSäulenschaltung, LC/LC



Wie löst man QuantifizierungsWie löst man Quantifizierungs--
problemeprobleme mittels LC/MS ?mittels LC/MS ?

Quantitative Aussagen nur durch Vergleich mit Standards möglich Quantitative Aussagen nur durch Vergleich mit Standards möglich !!
Quantifizierung anhand der Quantifizierung anhand der PeakflächenPeakflächen in einem in einem ChromatogrammChromatogramm
(FIA oder LC/MS), (FIA oder LC/MS), i.d.Ri.d.R. nicht anhand der . nicht anhand der PeakhöhePeakhöhe im im 
Massenspektrum !Massenspektrum !
Optimal: Linearer ZusammenhangOptimal: Linearer Zusammenhang
Response: Response: PeakflächePeakfläche = RF x Konzentration= RF x Konzentration
RF = ResponseRF = Response--FaktorFaktor

Responsefaktor Responsefaktor mußmuß für Standard und Probe gleich sein !für Standard und Probe gleich sein !
In Praxis häufig nicht linear über gesamten Bereich In Praxis häufig nicht linear über gesamten Bereich →→andere andere 
adäquate adäquate FktFkt. verwenden, z.B. Polynom 2. Grades. verwenden, z.B. Polynom 2. Grades



Wie löst man QuantifizierungsWie löst man Quantifizierungs--
problemeprobleme mittels LC/MS ?mittels LC/MS ?

Welcher Typ 
von Analyt
liegt vor ?

Standards 
vorhanden ?

Normalisierung

verwenden

Interne oder Externe 
Standardisierung 

verwenden

JaNein

Überprüfung der Methode
Analytische Parameter

Unbekannt Bekannt

Vermutet
normalerweise
Std. vorhanden



Welche 
Standardisierung ?

Muß mit 
Matrixeffekten 

gerechnet werden ?

Muß die Proben-
vorbereitung und 

Wiederfindung berück-
sichtigt werden ?

Ja

Ja

Nein

Genug Zeit
um Int.-Std.-Methode

zu entwickeln ?
Nein

Nein

Ja

Interne
Standardisierung

Externe
Standardisierung



3 Arten von 
internen Standards:

Standardzugabe
(Analyt selbst)

Chemische 
Analogsubstanz

Isotopen-
markierter

Analyt

• schnell und einfach

• geringe Probenanzahl

• komplexe Probe

• linearer Response

• Spurenidentifizierung 
(Spiking)

• Probenvorbereitung 
berücksichtigt

• hohe Genauigkeit

• genug Zeit und Geld 
vorhanden

• passender Standard 
verfügbar (!)

• Probenvorbereitung 
berücksichtigt

• hohe Genauigkeit
• hohe Meßrate

erforderlich
• genug Geld vorhanden
• berücksichtigt auch 

Zufallsabweichungen 
und Nichtlinearität

• passender Standard 
(stabiles Isotop) 
verfügbar (!)



Beispiele Beispiele 

Analytik von Analytik von StratumStratum--corneumcorneum--CeramidenCeramiden
Analytik von Analytik von CholesteroloxidationsproduktenCholesteroloxidationsprodukten in in 
NahrungsmittelnNahrungsmitteln
Analytik von Analytik von ElastinElastin
Peptide in Peptide in NahrungsproteinhydrolysatenNahrungsproteinhydrolysaten



Analytik von Analytik von StratumStratum--corneumcorneum--CeramidenCeramiden

Matrix: Lösungsmittelextrakte aus Hornhaut Matrix: Lösungsmittelextrakte aus Hornhaut in vivoin vivo oder oder ex vivoex vivo
Vortrennung der Vortrennung der CeramidklassenCeramidklassen an Normalphasenmaterial:an Normalphasenmaterial:
Trennung nach Anzahl und Stellung der Trennung nach Anzahl und Stellung der HydroxygruppenHydroxygruppen, rel. , rel. 
unabhängig von der Kettenlängeunabhängig von der Kettenlänge
Analytik der Analytik der CeramidklassenCeramidklassen mittels mittels MassenspektrometrieMassenspektrometrie zur zur 
Untersuchung der molekularen Zusammensetzung inkl. Untersuchung der molekularen Zusammensetzung inkl. 
KettenlängenKettenlängen
Möglichkeiten: TLCMöglichkeiten: TLC--RPLCRPLC--ESIESI--MS oder (SPE)MS oder (SPE)--NPLCNPLC--APCIAPCI--MSMS
MS/MS zur StrukturidentifizierungMS/MS zur Strukturidentifizierung
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Analytik von Analytik von StratumStratum--corneumcorneum--CeramidenCeramiden
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Analytik von Analytik von StratumStratum--corneumcorneum--CeramidenCeramiden

The densitometric chromatogram of the standard
lipids. 1: start, 2: cholesterol-3-sulfate, 3: first peak
of synthetic ceramide AP, 4: double peak of both
ceramide AS and the second peak of ceramide
AP, 5: ceramide NP, 6: ceramide NS, 7: 
cholesterol, 8: palmitic acid, 9: triolein, 10: 
cholesteryl oleate, 11: squalene.

The densitometric chromatogram of the standard lipids. 1: 
start, 2: cholesterol-3-sulfate, 3: first peak of synthetic
ceramide AP, 4: double peak of both ceramide AS and the
second peak of ceramide AP, 5: ceramide NP, 6: ceramide
NS, 7: cholesterol, 8: palmitic acid, 9: triolein, 10: cholesteryl
oleate, 11: squalene.



Analytik von Analytik von StratumStratum--corneumcorneum--CeramidenCeramiden

LC chromatogram of the skin ceramides. 1: 
Cer [EOS], 2: Cer [NS], 3: Cer [NP], 4: Cer
[EOH], 5: Cer [AS], 6: Cer [AP], 7: Cer [AH].

APCI-MS spectrum of ceramide [NP].



Analytik von Analytik von CholesteroloxidationsproduktenCholesteroloxidationsprodukten in in 
NahrungsmittelnNahrungsmitteln
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Analytik von Analytik von ElastinElastin
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Analytik von Analytik von ElastinElastin

nanospray
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Analytik von Peptiden in Analytik von Peptiden in 
NahrungsproteinhydrolysatenNahrungsproteinhydrolysaten

LC/MS: Kompromiss zwischen optimaler chromatographischer LC/MS: Kompromiss zwischen optimaler chromatographischer 
Trennung und optimaler ElektrosprayTrennung und optimaler Elektrospray--IonisationIonisation
binärer Gradient 5binärer Gradient 5--50% ACN in 60 min,50% ACN in 60 min,
0,1% Ameisensäure, alternativ 0,01% TFA0,1% Ameisensäure, alternativ 0,01% TFA

Chromatogramm/Spektrum einer β-Casein-Fraktion



Analytik von Peptiden in Analytik von Peptiden in 
NahrungsproteinhydrolysatenNahrungsproteinhydrolysaten

TANDEM-MS

de-novoDatenbank

- Sequenzierung direkt aus 
den Tandem-MS-Spektren

- besondere technische 
Anforderungen an die MS 
(hohe Massengenauigkeit 
und Auflösung …)

Zuordnung einer Peptid-
sequenz durch Vergleich von 
experimentell erhaltenen 
Tandem-MS-Daten mit 
errechneten anhand einer 
Protein- oder Peptid-
datenbank.



Analytik von Peptiden in Analytik von Peptiden in 
NahrungsproteinhydrolysatenNahrungsproteinhydrolysaten

Peak 
No.a Sequence identifiedb

calc. 
[M+H]+

β-Casein 
residuesc MCd

MALDI-
PSD

ESI-
MS/MS MSDB Expected?

1  <SL>e 219.13 0 ● ●

2 A<FL>Le 279.17 205-206 1 ● ●

3 S<LTL>T 346.23 140-142 - ● ● ○

4  <QSL>e 347.19 - ● ○

5 Q<AFL>L 350.21 204-206 2 ● ● ●

6 A<FLL>Y 392.25 205-207 2 ● ● ●

7 L<QSW>M 420.19 156-158 1 ● ●

8 S<LTLT>D 447.28 140-143 - ● ○

9 Q<AFLL>Y 463.29 204-207 3 ● ● ●

10 L<LYQE>P 552.27 207-210 3 ● ●

11 A<FLLY>Q 555.32 205-208 3 ● ● ●

12 S<QSLTL>T 561.32 138-142 - ● ● ○

13 S<LTLTD>V 562.31 140-144 - ● ● ○

14 F<PPQSVL>S 640.37 173-178 1 ● ● ●

15 I<PPLTQT>P 656.36 90-95 - ● ● ○

16 F<LLYQE>P 665.35 206-210 4 ● ● ●

17   RELEE>L 675.33 16-20 3 ● ● ●

18 L<YQEPVL>G 748.39 208-213 3 ● ● ●

19 M<FPPQSVL>S 787.43 172-178 2 ● ● ●

20 V<PPFLQPEVM>G 1057.54 100-108 - ● ● ● ○

21 G<PVRGPFPIIV 1094.67 215-224 - ● ● ● ○

22 E<PFTESQSLTL>T 1122.57 133-142 4 ● ● ●

23 L<GPVRGPFPIIV 1151.69 214-224 1 ● ● ● ●

24 T<PVVVPPFLQPEVM>G 1451.80 96-108 - ● ● ● ○

25 E<PVLGPVRGPFPIIV 1460.90 211-224 2 ● ● ●

26 L<TDVENLHLPLPLL>Q 1473.83 143-155 5 ● ● ● ●

27 L<TDVENLHLPLPLLQS>W 1688.92 143-157 - ● ● ● ○

28 S<WMHQPHQPLPPTVM>F 1698.82 158-171 - ● ● ● ○

29 L<YQEPVLGPVRGPFPIIV 1881.06 208-224 5 ● ● ● ●

30 L<LYQEPVLGPVRGPFPIIV 1994.15 207-224 6 ● ● ● ●

31 F<LLYQEPVLGPVRGPFPIIV 2107.23 206-224 7 ● ● ●

32 S<WMHQPHQPLPPTVMFPPQSVL>S 2467.24 158-178 - ● ● ○

33 L<QSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVL>S 2682.33 156-178 7 ● ● ●

34 L<SLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQ>A 2806.53 179-203 7 ● ● ●

35 L<SLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQA>F 2877.57 179-204 8 ● ● ●

36 L<SLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF>L 3024.63 179-205 9 ● ●

37 H<LPLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQS>K 3831.01 150-183 - ● ○

38 L<VYPFPGPIHNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVM>G 3863.06 74-108 10 ● ● ●

SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV
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Sequenzierte Peptide des peptischen Verdaus β-Caseins



DatenbanksucheDatenbanksuche

Datenbanksuchprogramm

Sequenz-Datenbanken

Taxonomie

Modifikationen

Miss. Cleavages
etc.

Protease

MSMS--DatenDaten

MS und/oder MS/MS

Sequenzen
(Peptide Proteine)

(Mascot Server)

(MSDB, SwissProt, NCBI)



ProzessierungProzessierung
Probleme bei der Peakerkennung:

-Erkennung von Peaks geringer Intensität
-Auswahl von Peaks die dem Grundrauschen entstammen
-Auswahl der/des falschen Peaks oder aller Peaks aus
einem Isotopen-Cluster

Segment aus MALDI-PSD-Spektrum

1
2

Zusätzliche Probleme in
MALDI-PSD-Spektren:

(1) Baseline-“Sprünge“
(2) S/N klein

Signalpeaks schwer vom
Rauschen unterscheidbar



ProzessierungProzessierung

Mascot Distiller

iterativ arbeitende Software, die bei der Detektion von 
Signalpeaks die durchschnittliche Isotopenverteilung von 
Peptiden zu Grunde legt und während der Suche einmal als 
Signal erkannte Peaks vom verbleibenden Spektrum subtrahiert
auch manuell nicht zu detektierende Peaks in der 
Größenordnung des Signalrauschens lassen sich noch sicher 
erkennen
eignet sich auch sehr gut für Peptide Mass Fingerprinting

Verbesserte Identifizierungsquote



ZusammenfassungZusammenfassungΣ
Verschiedene Ionisationsmethoden Verschiedene Ionisationsmethoden 
komplementärkomplementär

ESI (MS/MS) ESI (MS/MS) vs.vs. MALDI (PSD) MALDI (PSD) 
bei Strukturaufklärungbei Strukturaufklärung

ESI ESI vs.vs. APCI bei LC/MSAPCI bei LC/MS

Bei komplexen Proben ProbenvorbereitungBei komplexen Proben Probenvorbereitung
meist meist unerläßlichunerläßlich, viele Möglichkeiten, viele Möglichkeiten

Bei Quantifizierung interne Standardisierung Bei Quantifizierung interne Standardisierung 
wichtig

45 95 60ESI MALDI

Detektion von 200 Proteinen:
Schnittmenge und Exklusivbereiche

P
ol

ar
itä

t

1e+1 1e+2 1e+3 1e+4 1e+5
Molmasse

ESI

APCI

wichtig
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