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Teil 4 — Analysatoren
TOF und QTOF




Analysatoren

- Ubersicht
- Quadrupole und lonenfallen

- Flugzeitanalysatoren und QTOF Hybride
- lon Mobility Spectrometry

- Hochauflosende MS: Orbitrap und FTMS
- Abgrenzung der Verfahren



4a. TOF- Time of Flight (Flugzeitmassenspektrometer)

* Erstes TOF publiziert 1946 von W.E. Stephens

* Ein Paket von lonen wird in einem elektrischen
Feld beschleunigt. Die Zeit, die das lonenpaket
auf der nachfolgenden Flugstrecke bis zum
Detektor braucht, wird gemessen.

* Die lonen werden aufgrund ihrer Masse in der
Flugstrecke getrennt.

: >

Detector

E-Feld Flugstrecke
Beschleunigung (Driftstrecke)



Prinzip MALDI-TOF

Beschleuniung Driftstrecke

Matrix-embeddeq .
Analyte on
Microtitreplate Tarff ¥

lectrodes Detector

Laser Desorption/lonization

Modified from: Lottspeich, Zorbas, eds
“Bioanalytik”, Spektrum Akademischer Verlag, 1998

Ideal fiir die Kopplung mit MALDI (gepulstes
lonisationsverfahren, das Pakete von lonen erzeugt).



Prinzip MALDI-TOF

Zeitmessung

Start der Analyse und Ankunft am Detektor. Die

Beschleunigung der Molekile werden ihrer
Molekdile Masse entsprechend
getrennt.

German Seminar Tour 2007



Berechnung der Flugzeit

lonen der Ladung q werden im
elektrischen Feld mit der Energie
E., beschleunigt:

E.,=q*U = e*z*U
Anschliessend haben sie die

kinetische Energy E,; :
1
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Berechnung der Flugzeit

Unterschied der Flugzeit zweier benachbarter Massen
m,;=720 und m,=721 Da (U = 20 kV, s = 2m, z=1):

- S m; 2m 721 x 1,66x10_27kg
1= J2eUN z 2 x 20000V x 1.6x10_19C 1
= 24.984.390 x 1.094x10 12 s
= 27.333 us
S m
t, = / 2 =27352us
v2eUN Z
| At = 19 ns

Im TOF missen die analogen Messsignale digitalisiert, d.h. abgetastet
werden, damit sie im PC weiter verarbeitet werden kbnnen. Moderne
Flugzeitmassenspektrometer arbeiten mit Hochfrequenz-
Digitaloszilloskopen mit 5 GHz Abtastrate der analogen Signale. Die
Kanalbreite betragt dann 1 — 0.2 s

5x109 Hz




Problem: die Ionen haben unterschiedliche
Startgeschwindigkeiten und stossen mit Matrixmolekilen

Raumliche Verteilung der Initial energy (=speed) spread:
lonenentstehung:  durch den MALDI Prozess (“Eruption”)
 Durch die Struktur und Ausdehnung der entsteht eine Verteilung der

Matrixkristalle werden die lonen von Startgeschwindigkei

unterschiedlichen Stellen desorbiert * Durch Stdsse mit Matrixmolekdlen in der
* Die lonen bewegen sich durch den MALDI dichten Wolke Uber dem Target werden lonen

Prozess in verschiedene Richtungen, tber abgebremst

inen breiten Winkel verteilt A
Int.

1000 v [m/s]

Reference: W. Ens, Y. Mao, F. Mayer, K.G. Standing,
Rapid Communications In Mass Spectrometry, 5, 117-123 (1991)



Problem: die Ionen haben unterschiedliche
Startgeschwindigkeiten und stossen mit Matrixmolekilen

Folge: lonen derselben Masse haben leicht unterschiedliche v + dv, d.h.
kommen nicht zu genau derselben Zeit am Detektor an, sondern bilden ein
ausgedehntes Paket - der Signalpeak ist verbreitert (schlechte Auflésung)

Peak broadening effect, t
limiting the resolution
in resulting masg spectrum.

‘ — 1040 1045 1050 .

Uaccel OkV

Iz

Linear
detector

MALDI Field free TOF analyzer region
Ion Source (drift tube)



LOsung: Methoden zur Energiekompensation

1. Verzogerte Beschleunigung der Ionen:
~Delayed ion extraction™ (DE)

2. Energiefokussierung durch Reflektion der
Ionen (Reflector TOF)
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LOsung: Methoden zur Energiekompensation
1. Delayed ion extraction

lon source Feldfreie Driftstrecke

|

Detector

I'S1 ISI2 = @

>gelay Delayed Ion Extraction
(DE)

1040 1045 1050 ,h\ﬂJ/J
m/z

1041 104 1051
x[cm] ot 1040 miz




LOsung: Methoden zur Energiekompensation
2. Reflector-TOF

lon source Feldfreie Driftstrecke
Ll
\\\\‘\\\\
@ Linear,

l SRRRRARR
Reflector \ U
detector Reflector ref]

(ion mirror)

* lonen mit héherer kinetischer Energie treten tiefer in das
Gegenfeld des Reflektors ein, ehe sie umkehren.

« Sie legen daher einen langeren Weg zurtick als lonen mit
geringerer E,;, (und damit v).

« Beide treffen sich zeitgleich am Detektor.

12



Reflectron: Gegenfeld, aufgebaut durch
aufeinanderfolgende Ringelemente
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Sandler Mass Spectrometry User’s Group
~ University of California San Francisco




LOsung: Methoden zur Energiekompensation

MALDI-TOF, MALDI-TOF,
linear linear + DE

1040 1045 1050 1041 1046 1051
m/z m/z

Delayed extraction compensates
- initial energy spread
- initial spatial spread

MALDI-TOF,

]

reflector + DE

U

o
1046

I

1 ' 1 '
1050
m/z

Reflector compensates
- remaining energy spread
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MALDI-TOF

Linear vs. reflector mode

Wenn der Reflektor-Mode im TOF so viel bessere Massenauflosung liefert:
warum verwendet man Uberhaupt noch lineare Systeme?

Der lineare Modus hat Vorteile

* beilabilen Molektlen: durch den MALDI Prozess werden sie angeregt
und zerfallen u.U. In der Driftstrecke. Sie werden dann nicht mehr
richtig reflektiert und gehen verloren (Beispiele: Zucker mit Sialinsaure)

* beigrolien Molektle mit MW>30 kDa: sie zeigen oft eine breite
Energieverteilung, die der Reflektor nicht mehr kompensieren kann.
Hier leidet die Transmission, d.h. grosse Teile des lonenpaket gehen
verloren, die Empfindlichkeit wird gering.

— Es ist sinnvoll, beide Modi im TOF
einzusetzen, linear und Reflektor, zwischen
denen man je nach Bedarf schalten kann.

15



MALDI-TOF Animation

Video ,MALDI-TOF animation®



MALDI-TOF/TOF zur MS/MS Fragmentierung

Verschiedene MS/MS Prozesse konnen verwendet werden

Timed
Source 2
Sample Target lon Selector Lift)
| .. .
/ (TIS) ( CID: Collision induced
/ dissociation (wie in QgQ
CID , oder lonenfalle)
N | LID P ISD: In-source decay
| | | LID: Laser-induced
| | - P dissociation (metastabile
lonen zerfallen in der
ISD Driftstrecke)
Gridless DE
MALDI Source
Collision
Cell

lon Source




ISD — In-Source Decay

Laser beam

* Analytionen werden zunachst
nur desorbiert, aber nicht
beschleunigt

*  Wechselwirkung mit
Elektronen in der
,Matrixwolke*

» Prozess u.U. ahnlich wie ETD
(electron transfer
dissociation) in ESI

* Die lonen fragmentieren in

_ der lonenquelle

Target with « Beschleunigung der

sample Fragmente nach ca. 100 ns

Matrix ions



ISD - In-Source Decay Spektren von grossen Molekulen

i oo e

Analyse eines intakten Antikorpers 1gG. Fragen:

« Ist der N-terminus modifiziert mit pyroGlu? k.
« Ist K die endstandige Aminosaure am C-terminus? "%g
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LID — Laser Induced Dissociation

Laser beam

atrix ions

Target with
sample

Beschleunigung der
Analytionen durch die
Matrixwolke"
Stossaktivierung und
Vibrationsanregung der
Analytionen

Die lonen fragmentieren
mit einer zeitlichen
Verzogerung
Fragmente sind ahnlich
wie im CID (gleicher
Prozess)



CID / LID im MALDI-TOF/TOF

Problem: Wenn die lonen nach Verlassen der Beschleunigungsstrecke
zerfallen oder durch StoRe fragmentiert werden, verlieren sie einen der
reduzierten Masse entsprechenden Teil ihrer kinetischen Energie

— _ 2 — _ — 2
Eintakt _ 2 mv Efrag - 2 (m mverlust)v

z.B. ist bei der intakten Masse 1000 Da (Beschleunigung mit 10 kV):

Intaktes lon bei 1000Da Evinintake= 10 keV (100%)
Fragment f1 mit 500Da Evnsr =5 keV (nur noch 50%)
Fragment f2 mit 100Da Evinra =1 kV (nur noch 10%)

Alle lonen mit Ey; .. < 70% E i, intake KONNEN Nicht mehr tief genug in das
Gegenfeld des Reflektors eindringen, werden zu frih reflektiert und verfehlen
den Detektor.

Sie mussen daher nachbeschleunigt werden. Das geschieht in einer zweiten
Beschleunigungsstrecke (TOF 2).



CID / LID im MALDI-TOF/TOF

1. Beschl. 2. Beschl. \11) AR

o l

y

TOF 2 x
: : \\ AAR \
IS™= IS™ detector Reflector
1 1
= I t20 keV

LIET 21-30 keV

0-10keV

< TOF1 >< TOF 2

_ _ Mit der Nachbeschleunigung haben auch sehr
Eiin intak ~ (10+20) ke\/_— 30 keV (1000%) kleine Fragmente (10% der urspriinglichen
B = (5+20) keV = 25keV (83%) Masse) noch gentgend kinetische Energie,
Einrz = (1+20) kV = 21 keV(70%) um den Reflektor passieren zu kénnen und
auf den Detektor zu treffen.

22



Beispiel eines MALDI-TOF/TOF

Turbo Pump
Analysator

Linear
Detector

ultrafleXtreme

25.04.2014 Bruker Confidential 23



MALDI-TOF/TOF Spektrum eines Peptids

Abs. Int. * 1000
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Typische Anwendungsbereiche von
MALDI-TOF/TOF

* Proteomics (bottom-up und top-down mit ISD)

» Glycopeptidanalyse

 MALDI Molecular Imaging

* |dentifizierung von Mikroorganismen

* Analyse von Biotherapeutika (Proteine und Antikorper)
* Synthetische Polymere



Imaging MALDI:
Biomarker Discovery and Identification on tissue
34 M. Stoeckli et al. | Analytical Biochemistry 311 (2002) 33-39

Molecular Images

'I

Principle of MALDI imaging

—

!

B
/’. e mmp t h

MALDI TOF MS 4000 eooo 8000 10000
m/z

Fig. 1. MALDI MS imaging process: Cryostatic sections are fixed and coated with matrix, before they are analyzed in a TOF MS. Specific software is
used for image acquisition and calculation of image data.

Monitoring of Biomarker Tissue Distribution



MALDI Tissue Imaging: Principle

> SAPAL2?
~
-

g required
ancous mapping of
~ 800 analytes

e Undirected Top-down
profiling

Scheme from Markus Stockli, Novartis



Human Breast Cancer Study

Carcinoma Invasive
in situ Tumor

normal

Epithelium

Tumor Cells
(derived from
epithelial cells)
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314 Da + 4 Da

o
= R ]

1. 451

CIS

(

Human Breast Cancer Study




Brustkrebstherapie ist abhangig von
der Prasenz des ,Her2" Markers

e 2 Arten von Brustkrebs, die sich in der Aggressivitat des
Krankheitsverlaufs unterscheiden: sie kbnnen durch den Marker ,,Her2“
differenziert werden, der entsprechend starke Prasenz beim
schlechteren Verlauf zeigt

» Dieser Unterschied ist entscheidend fir die nachfolgende Art der
Chemotherapie

* Falsche Diagnose: belastende Therapie und zusatzliche Kosten von €
25.000, entscheidet Uber Uberlebensrate

» Diagnose wird momentan durch Immunostaining erstellt; diese ist aber
nicht eindeutig: ,Jeder Histopathologe muss ein Bild beurteilen, das aus
Grauzonen besteht und das er in eine Schwarz-Weiss-Antwort
tberfihren muss.”

» Die Folge ist eine signifikante Anzahl von Falschbeurteilungen
* Kann MALDI Imaging diese Klassifizierung eindeutiger gestalten?



arb. u.
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Marker Panel fur Her2+

B HER2-positive (n=15)

B HER2-negative (n=15)
m/z 8419

l m/z 8570
m/z 8404

m/z 8455

|

m/z 8607
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|

8350 8375 8400 8425 8450 8475 8500 8525 8550 8575 8600 8625 miz

HER2 Marker Panel: Averaged MALDI-
TOF MS spectra of HER2+ and HER2-
breast cancer tissues (discovery set).
The arrows mark 6 out of 7 peaks
distinguishing the tissue groups.

m/z 4740

Sensitivity

AUC =0.84

00 02 04 06 08 10

0 02 04 06 08
False positive rate

Intensity

i
j{.!

HER2- HER2+

Sensitivity
00 02 04 06 08 1.0

1.0 0.0

Intensity

Patienten

m/z 8404

_'—l_

AUC =0.93

02 04 06 08
False positive rate

| -

HER2- HER2+

1.0

ROC and box plots of two
selected mass sighals
showing the differentiation
of HER2 negative and Her2
positive cancers
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The complete Biomarker ID Workflow

From Tissue to Top Down ETD/PTR Spectrum

0.5 uL / Spot Preparation on
PAC Target for peak amaZon ETD spherical trap
localization

Breast Cancer MALDI Image
Tissue

3 combined fractions of
m/z 8404 measured
with ETD/PTR

LC separation with mRP
High Recovery Protein Column

5um 0,5 x 100 mm, 12 yL/min m

Fractionating in 96 well plate
4,0 pl/vial (2x)

Tissue lysis with 0.1%
TFA and sonication,
centrifugation with

Vivaspin5000, dilution

Sample kindly provided by Dr. Walch and Dr. Rauser, Helmholtz Zentrum Munich



Combination with MALDI Imaging:
Identification of a Protein Biomarker Candidate from
Breast Cancer Tissue

ETD/PTR TopDown Sequence Analysis

Abs. Int,* 1000
) Mascot database search:
- y|ﬁ - - -
) successfully identified as
30 Lys 29 o .
BT CRIP 1 protein
2 74 c7 ¢ et
vii 26
“ 12 g
20 VI e gy
g
: Is T’“ 71 c20 v
L v
15 : csc'g o1 cjs | e N:‘“
. 5 ' ci3f 217 20 | c24 py MOy
1o} : ' | c19 ' | z: 38y
y2 : ¢ 12 219 » B nn vB gl F 747 y65
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CRIP 1 ist in denselben pathway wie auch HERZ2 involviert
Neuer Marker fir HER2 Patienten?



MALDI Biotyper: Identifizierung von Bakterien

Select a Colony

irect transfer a Thin-Layer
g A MALDI Target Plate
Unknown
Microorganism

Add MALDI Matrix
|dentified

Species

Generate MALDI-TOF
Profile Spectrum

MALDI Biotyper
Data Interpretation



Jedes Bakterium hat ein eigenes,
eindeutiges MALDI-TOF MS Profil

Fungi, yeast, gram+ and gram- bacteria

§ Aspergillus fumigatus
8%00 ] Bacillus subtilis
0 Ammw T | BN A
10 1 Candida albicans ATCC 10231
- MMMWWWWMMMAJWA
2500 1 MM Escherichia coli DH5alpha




Mormalized Peak heights

2000

Adjusted Mormalized Peaklists

4000 G000

Result Report | Detected Species

Ps.
Ps.
Ps.
Ps.
Ps.
Ps.

mendocina DSM50017
oleovorans B396
fluoreszens B340
veronii DSM11331
putida DSM291
putida B401

G000
tfZ [Deal

10000

12000

14000

| Ranking Jact Sc |max Sc

868
847
374
329

4271
3450
4186
4250
2821
2638

Identification by pattern matching

unknown spectrum

reference spectrum

~ |dentifizierung durch Vergleich mit
~ Spektrenbibliotheken

|[Rel Score |PN k |PN b |PN m |Rel P-Num. |I-Corr.|1000*Pro

| 3813
| 1671

0.89
0.48
0.21
0.20
0.13
0.12

résults output; ranking according to

| 41 | 10 | 83
| 14 | 8 | 83
| 6 | 71 83
| 5 | 71 83
| 3] 3 | 83
| 3] 2 | 83

0.55
0.22
0.11
0.10
0.05
0.05

0.88
0.39
0.19
0.14
0.12
0.11

matching score



ldentifizierung durch Vergleich mit

=P

ektrenbibliotheken

-~
Classification Results
Project Info
Project Name: My Project 312
Project Description: contains very urgent data
Project Owner: kraeuter
Project Creation Date/Time: 2007-02-23 13:12:35.203
Project Analyte Count: 12
Analyte 1
Analyte Name: Al
Analyte Description: measured at A1
Analyte ID: XY00001-1
Analyte Creation Date/Time: 2007-02-23 13:17:56.484
Match Matched Pattern Score Value NCBI Identifier

1 Acidiphiium acidophitun B349_UFL T 76588

2 Pseudomonas lundensis DSM 6252T HAM _ 86185

3 Nocardia sp MB_9090_05 THL _ 1817

4 Enterococcus cloacas (PX) 22086116 L MLD _ 550

5 Pseudomonas jessenii CIP 105274 HAM _ 77298

6 Escherichia coli ATCC 25922 THL _ 562

7 Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae 9295_1 CHB _ 72407

8 Pseudomonas abietaniphila CTP 106708 HAM I 89065

9 Pseudomonas savastanot ssp savastanoi LMG 5011 HAM _ 29438

10 Pseudomonas rhodesiae DSM 14020T HAM _ 76760 &

€] Done @ Trusted sites

Color-coded identification

result.




Vorteile der MALDI-TOF Technologie

e Theoretisch unbegrenzter m/z (Massen)-Bereich

e Simultane Analyse aller lonen (sehr schnell, kein Scannen
notwendig)

* Sehr schnelle Analyse ermdglicht hohem Probendurchsatz
* Hohe Massenauflosung R £ 35.000

 Hohe Massengenauigkeit (< 2 ppm), aber die Masseneichung ist
relativ aufwendig

* Sehr einfache Handhabung, hoher Automatisierungsgrad,
einfach erlernbar

* Einfache Dateninterpretation durch einfach geladene lonen



MALDI-TOF: Spinnenetz der Eigenschaften

MAass accuracy
40

price (low) mass resolution

speed of data acq full scan sensitivity

quantification



4b. Qg-TOF Hybrid

ESI lon source
ion source  interface

Hybrid mass analyzers

MS1 parent CID
ion filter fragmentation cell

Quadrupole-Time-of-Flight (QTOF MS)

MS2 for
ion detection

(J2 (1D

1’} 10 mTorr

Gute lonenselektion
& Fragmentierung

Hoher duty cycle in
MRM Targetanalyse

Verbindung der Vorteile von QqQ und TOF:

Q@ |ToF

Hohe Massenauflosung
und Massengenauigkeit

O-TOFME

107 Tarr

Schnelle Messzyklen:
simultane Detektion




Dual Stage
Reflectron

~
4
A
AAAAAAAAALG 1“\ ANH
ST A AN L%
A,

Technischer Aufbau
eines QQ-TOF

2 UL ﬁlﬂ(l“ll’ ll(lllll!lllll

Flight Tube

lon Cooler

|
|
|
|
|
P | M
Collision Cell -

|

Detector
Quadrupole

Hexapole

Dual lon Funnel

Orthogonal
Accelerator

lon Source

maxis 4G



QTOF Massenauflosung und Massengenauigkeit

Intens.

x100 |

Peptide Mix:

5

CART (CgyHgsN;170,3S3) |

[M+2H]%*= 785,8210

¥2-MSH (C/4HggN>,046S)
[M+2H]?*= 785,8720

Am/z =51 mDa 107

Mass Resolution= 50.000]

Mass accuracy < 1 ppm

0.5 7

0.0

—785.8210 (+0.76 ppm) +——

Am/z =51 mDa

785.8720 (+0.25 ppm) +—
~786.3223

[ 786.8223

|’787.3226




Automatische Bestimmung siGReR
der Summenformel

Need to get this
sample through the
mass spec... and loo
good doing it !

Startpunkt:
Jede Komponente hat
eine eindeutige Masse!

z.B. Reserpine,
C33H4oN5Og:
609.280657 Da [M+H]*

Wenn es nur so
einfach ware wie im
TV...

43 25.04.2014 Bruker Daltonics



heoiretisches Spektrum von Reserpine

von moglichen Summenformeln bei Messfehlern von:

10 ppm = 0.006 Da
0.05 ppm = 0.00003 Da (0.03 mDa)

Intens. 1

C33H40N209, M+nH ,609.28

2000 - 609.2807

611.2867




SmartFormula 3D: Principle

# possible formulae

Mass Accuracy / S
several ppm accuracy | ERSIOUS 15t Dimension

plus Chemical Expertise
additional confidence -

plus SigmaFit (Mass Accuracy + Ti P)
| sub-ppm confidence

2nd Dimension

plus SfmartFormuIa3D (fragments-based TIP)

unambiguous formula ID _ _
- 3'd Dimension

45 g 25.04.2014



LC/MS run

Sulfadrug-Mix, 5 compounds found

Chromatogram - GZ000016.D: |

Intens.
#1091

o

.

L)

ra

i

BT

19 Time [min]

5
4
1
‘m
11 12 o 14 15 15 17 18

10

Overlaid /4 Stacked }\ Ligt f

Compo
Intens.
#104]

0.5

d Mass Spectra - GZ000016.D |
+H5, 13 Omin #3837 | = |

286.022029

mass spectrum of compound No. 3

156.010853

221.058335 579.159964
i b »

0.0

100 200 300 400 500 500 700 800 300 m/z
raether [ 12,9 min | 22203 cnts | [




Generate Formula

1st suggestion

EXGz000016.D (modifi

Generate formula

d) [Default.ms {modified)] - Bruker Daltonics DataAnalysis - | E'lﬂ
2%
Mir: ICSHSClDNdODSD Generate I ethod WYiew Tooks ‘Window Help
Man: . -
# [CantznCNa052 SR YA A v ([E]is M@ s
520 5I02H 520N +4002502 2

Measued m/z |285.022D2 Tolerance: ID.DDE Charge: |1 3: ?InDs4_ REBEIILEE ﬂ
# 286.022029
1 CIEHEN 451 28 0. . 0.000
2 CiOH1OCH .. 285.020750 0.001279 0.000
3 CTHMCOIN.. 285024121 0.002052 0.000 154
4  C13HAN452 285.026314 0.004285 0.000 ’
5 CI3HECHIN.. 285.017380 0.004643 0.000
1.07
287.015410
0.57
286026221
288.021290
D'a ~ C16HEN4S 285.02
o 265,
Walence mode IDFF vl Double bond eq min - (0 ™ Signedemor  |2.04
Algorithm: ILDW’ vl Double bond eq max (0 285.0231582
Generate nformula | 200
T, T e 1.5
M b d f. f . .
1.09
==y, Compound Mass Spectra
Sy 5N
o ]y +S, 13.0min #387 05
ol 8 3197 296.023649
- Oy, C1.34.97
- Oy, C1.34.97
Ol CIOHTOCNAD2S 285.02 J TR L
- |, C1BHEN45 285.02 = 0.04 =
4 | >| @ 2845 2850 2865 286.0 2865 287.0 2675 288.0 2885 285.0 2895 mfz
[raether I I [

For Help, press F1



Generate Formula

2nd suggestion

%’GZDDGDIB.D {modified) [Default.ms {modified)] - Bruker Daltonics Datafnalysis =& |1|
Generate formula e |
Mir: ICSHSCDNAODSD Generate I ethod Wiew Tools Window Help
Max: . -
# |CanftznClaNaO52 b s 09 0 aE v T A @[ @ m b
IES200102H 520N 40 025 02 E
Measured miz: |285.D22D2 Tolerance: ID.DDS Charge: I‘I ﬁ ?1084. SRR ﬁ
# | MF | m.-"zl errl dbl eql 285.022023
1 CIEHEN 451 285.022943 0.000914 0.000
2 C10H10CIT .. 1
3 C7HT4CIHIN .. 288, 1 . 2 154
4 C13HAN452 285.026314 0.004285 ’
5 C13HECIIN .. 285.017380 0.004643 0.000
1.0
287.019410
0.5
286.026221
288.0212590
0 A
o C10H10CIN4025 28502
Walence mode IDFF VI [ouble bond eq min ID " Signed emor ~ |2.09
Algorithm: ILDW’ VI Double bond eq max ID 205020924
Generate nformula — |200
==raren u 1.5
M f. f . .
2 good fit of isotopic pattern
O
S 1.04
é---," u Compound Mazs Spectra 207 (1 BEEE
hy 5 .31.97
o [y #4513 0min #3387 154
- Oy §.31.97 )
Oy C.3457
i 286.019895
- Oy C1.34.97
[y CIOH10CINA02S 285.02 A 288.017838 L
- ] iy C10H10CIN402S 285.02 = 0.04 A ~ d
4 | | >| o+ 2845 285.0 285.5 286.0 286.5 287.0 287.5 288.0 2885 289.0 2895 m/z

For Help, press F1 [raether [ [ [ [



Generate Formula

2nd suggestion (zoom)

EaEZl]I][Il]lB.D {modified) [Default.ms {modified)] - Bruker Daltonics DataAnalysis - |E' ﬂ
Min ICSHSClDNA‘lODSD Generate I ethod Wiew Tools Window Help
Maw \ -
% |CaoHzoClsNa025, SR T A AR R AR e B S W A ] YRR
IF5200I02H 520N 44082502 £
; i ; = pns. +M3, 13 0min #3687 | 4|
Meazured m/z: |285.D22D2 Tolerance: ID.DDE Charge: IW 3.
b00 286.026221
# | MF mf’zl errl dbl eql
1 CIEHEN 451 2B5.022343 0.000314 0.000
2 C10HT0CIT ... 0
3 CT7THU4CHIN.. 288024121 0.002032 0.000 000
4 C13H3M452 286026314 0.004285 0.000
5 CI13HECIIN.. 285.017380 0.004643 0.000
b00
000
288021230
b00 289.010553
D__n_m—-wl
C10H10CIN4025 .285.02
Walence mode IDFF vl Double bond eq min ID ™ Signed emor 500
Algarithm: ILDW’ vl Double bond eq max ID 266013633 eve n 4t h a n d
Generate n formula | 200
000 h H t
— 5th isotope
ratio fit perfectly
. 1000
Bl )l Compound Mass Spectra 288.017438
Ml 509
- gy +M5, 13.0min #387 i
D 3.31.97 289016309
-y C1.34.97
[ O3497 J
[, C1OH10CN4025 285.02 0 ||
- [ I, CTOH10CIN4025 285.02 = hd
4 >| 2845 2850 2855 286.0 286.5 287.0 2875 2880 2888 285.0 2835 m/z
For Help, press F1 |

[raethier



Generate Formula

3rd suggestion

%GZDDDD[E.D {modified) [Default.ms {modified)] - Bruker Daltonics DataAnalysis - |ﬁ' 5[

I

File Edit Find MassList Deconvolute Identify Process Calbrate Annotation Method Wiew Tools Window Help

ZH ER R sl o N N N T YR N N TR =S A A I AR N B N T TR R R N =
eers S 1 #4513 0min 8357 ] =]

Min: |C5H5C|0N40050 Generate I

Max: |020H200|2N40252 o001
IE 5-20CI0-2H5-20MN 4-400-250-2

Measured m/z: |85.022D29 Tolerance: ID.DDE Charge: |1 3: {000 ]

2BE02E221

# | MF | mf’z| errl dbl eql

1 CIEHEN 451 285022843 0.000514 0.000 500
2 CI0HIOCIIN40251 285.020750  0.001279 0.000

3  CFHI4CIHIN

4 C13HIN452 X 0.000

5 C13HECIIN402 0.004649 0.000 000

288021250

- LT O s

C7HT4CIN40252 285.02

(3000
ratio of 4th and
286.022980 . u
ValencemodeIDFF 'l Double bond eq min - [0 [~ Signed erar 5th I Soto pe d Iffe rS
Algorithrm: ILDW vl Double bond eq max [0 L0004
Generate nformula | 200
500
1000 288.020402
28909113
500
2590.017524
o J : : , , A []
ﬂ_l ﬂ *» 285 206 287 288 289 290 mfz

For Help, press F1 raether [ [ [ [



Generate Molecular Formula

E;‘GZDDDDIB.D {modified) [Default.ms {modified}] - Bruker Daltonics DatafAnalysis = Iﬁ' Iﬂ
A

File Edit Find Masslist Deconvolute Identify Process Calbrate Annokation Method Wiew Tools wWindow Help

=l =k T oY Sl O R S W S N TN 1 U= S o S 0 S0 W A A S W4 o 5L @ ) NL W Rs
+M5. 13 0min #3587 | & |
Iin: I | Lenerate I
285022029
Mak  [CligSag Cony |
|Ci010§ 010
1.5
Meazured m/z: |285.D22D2 Tolerance [mdz]: ID.DU2 LCharge: I‘I ﬁ
ﬂl MF | sigmal m.-"zl e [ppm]l dbl eql
1 CIOHTOCITM 40251 00046 285020750 -4.486 75
2 C12ZHI2CIMN10351 00077 285022093 0224 70 1.0
3 CHHI12CIMT7OT152 00185 285022779 2E29 a0
4 C3IHIOCINIOS 2 0.0206 285021436 -2.081 35
5 CHH4CIINIIO2 00215 285023248 4275 a0 297 019410
B C4HIECITMNIOSS2 00243 285021441 2063 -2.0 ’
0.5
286.026221
288.021290
0g . A
®10 C10H10CIN4025 285,02
209
285020924
t formula has best “o-fit"|:
correct rormuila nas bpest O-TIt | .
o] o Sulfachl idazi
Walence mode AUTO - Sigrna lirnit: 0.025 u a C o ro py rl a z I n e
1.04
Double bond &g min ID Generate n formula 200
Double bond eq max ID 287018866
0.5
286.019335
J 288.017838
004 : . : i . =]
| v » 285 286 287 288 289 miz

Far Help, press F1 |raether | 284.494745 m/z | 0 cnts |



Einbindung von MS/MS Daten zur Reduzierung der Liste
von maoglichen Summenformeln

Mass Accuracy
several ppm accuracy numerous

plus Chemical Expertise
additional confidence

medium
plus SigmaFit (Mass Accuracy + TIP)
sub-ppm confidence
ew
plus SmartFormula3D (fragments-based TIP)
unambiguous formula ID
ngle

Erythromycin (C;,Hg;NO;3), My = 724.4685

2 25.04.2014



Mass Spectrum von Erythromycin

734l4683
X Meas. mfsz | # Fomula mfz en[ppm]  rdb| M-Fule e Conf mSioma
7244683 | 1/C3MHEONTIO7 | 734 4672 1E| 105 ok | even A1 x ) - -
7344683 | 2| CIFHEENO13 | 7344685 03 45 ok | even | 819 H1 Meas mie] Fomuls méz| erlppm]| NFuls| e Conf| mSigma
1| 7344687 CI4HEON1107 7344672 1.6 ok| even| G5
7344687 | 3| CIBHEEN1503 | 7344605 02 155 ok | even 1068
7344682 | 4 C39H189NM203 | 7344693 13 535 ok | even 2328 < | 7344683 | C37HEENO TS | 734.4685 0.3 ok | even| 813
i B3| 7344603 CISHSEN1503 7344605 0.2 ok | even| 1868
744633 | 5| C24H185N 1404 | 7344690 20 E05 ok | even 47.49 £
744503 | 6| C26H197014 734,438 20 715 ok | even 4924 = 4| 7344683 | CEOHEON 302 | 7344680 0.4 ok| even| 8253
744687 | 7 C2IH189N 1008 | 734 4604 01 E55 ok | even 5247 5
744687 | 8| C2OHAZMNZ704 | 734 4690 09 85 ok | even | 5331 i
73446337 | 9| C22HE4N 13014 | 7344690 09 25 ok | even | 5481 & Mass List J, Deconvoldtion Results J, SmartFomula |
7244687 |10 C22H193NED 12 | 724 4671 1.7 | 705 ok | even £152
7244687 |11 | C20H18TN 2002 | 724 4671 1.7 B35 ok | even 6179 | 3,4737 |
7344633 (12 [ C21HEENGO015 | 7344677 03 75 ok | even £5.00 . .
7344683 | 13 | CI19HSEN 2308 | 734.4677 03 35 ok | even B710 | m—— . > 4 pOSSIble hItS When
7244687 (14 | CROHEOM 302 | 7344600 04 225 ok | even 8253 - )
7244683 | 15| CI0H197 N80 19 | 734 4690 08 -A35 ok | even | 12053
7344637 |16 | CRH4BN3905 | 7344695 16 15 ok | even 12278 addltlona”y ISOtODe Dattern
744687 (17 |[CAHT2ZN11025 | 734 4695 1.5 205 ok | even 12551 . n .
7344682 |18 CHH177M 3203 | 7344676 A0 BES | ok even| 130.04 matChlnq and “estimate
73446337 (19| CAH185N 2209 | 7344689 08 725 ok | even 13075 b b ” d
744687 |20 CAH20IN4023 | 7344676 1.0 885 ok | even 131.79
744687 |21 [C7HEON 25015 | 734 4695 16 95 ok | even 13289 carbon numpber: are used as
744683 |22 | C4HEZN3509 | 734 4682 02 35 ok | even | 13580 fl |t ers
£ 7344683 |23 CRH7GN7029 | 7344682 02 255 ok | even 137.02
S 744687 |24 | C7HI1BAN180 13 | 734.4676 1.0 775 ok | even 14074
E| 7344607 |25 CEHE4N 21019 | 734 4682 02 145 ok | even 14583
=3 -
5 » These are the choices
.H"'-.I kass List .P". Deconyvolution Besults .}". SmartFarmula l.-'r

without taking MS/MS into
Mass accuracy: 25 possible hits in account

a 2 ppm window without any

filtering applied




MS/MS Spectrum von Erythromycin

Which fragment sum formulae fit the best with the
total sum formula proposals ?

Intens. | ‘
(1057 +MS2(734.4700), 35.5-56.85 #(35-56) -—SL
] 576.3744
1.257 ‘
] 1£Q 1177 734 4680
1.00] _
| SumFormula mfz calc | err[m... err[ppmm] maigma
i CAFHEENO 13 7344685 0.2 0.3 8.2
0.757
] Only the correct sum formula of erythromycin
0.507 remains after SmartFormula 3D processing
0.257
] 316.2118 l
0-00——“‘I“l‘ I||||||l||||.|||||||l|l ||.|.’|‘L—|.|||...|..|||.
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

MS/MS spectrum shows significant fragments
especially the low mass fragments (e.g., at 158 Da)
are important for reduction of possible hits



C47THS52N10 14
854

MS/MS Spektrum

lon 1Im

C47HS50N10 13

Fragment annotat

‘ULw 8TO00 ‘¥ TOTNZSH .V O ¢
YW ye0-“€STOTNOSH.VD) —mM8 ———  —=

-

‘ULW 62°0-“CTOTNS8YHSY O
‘ULW $T0-"TTOTNOY HSY O

<t
To)
(o]
o
) e
O
N~
N~

855.0

YLWTT-‘0OTOTNPYHEY D —

‘Ulw /90-‘0TOTNCYH8ED —

850.0
C31H37010,-0.2mTh,

569.23812

60SEHTIED

845.0

509.21699

‘LW G¥00'0 ‘' 8 O €€ H 62 O—_
‘Ylwszo-‘L0TEH62D @ —

i ‘YLWZ0-‘906ZH6ZD —

! ‘YLWpy'0-*9062H 2D -
‘YLWZT-'S0/ZH.ZD — {

840.0

‘ULW €900- ' LOBZHZCO -
LW TT0‘90.LCcHCZO |m_w|n

‘YLW ZI00'SOSZHZZO .
‘YLWET 'SOLZHTZD _

YIwWgo‘sO0SZHOZO _
‘YLWZT'0'YOEZHOZD ,wll
‘YLwgzo'€0TZHOZO -

ULW LT'0-"2O06THOCD _

'YLWETOO COTCHBTD — +
EOTNVIHOTO

286.10738

836
C16H16N104,0.0044 @BTh,

YWyT-"2OTNVYTHSTO - 4

YIWST-‘TOTTHTIED

‘Ylwegy'o-‘ETHOLD J
‘Ylweg-‘“TOTNSHLD |

YLWw 9 T-“TOSHLD

o e
o o

Intens.
x10°

1.07

0.8

0.6°



Metabolomics: example coffee capsules

13 different coffee capsule types:

* 3 lungo style (recomended
extraction volume 120 ml)

« 7 espresso «blends»

« 3 espresso «pure origine» — coffee
from one country only

« QC sample: mix of all analytical
samples

 Extracted 2 times each with 35 ml .
water using XN 3005 Nespresso -—

Pixie espresso maschine (Krups)

Question: can we identify compounds which
are related to the taste strength of the coffee
(not coffein content, but roast degree)?

Picture from:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Used_and_cleaned_Nespresso_capsules.jpg



Statistical evaluation of the sample cohort

PC 27 PC2 .
06- T e > . o Loadings
10
0.4 8 o
0.2 o]
0.2 + o]
0.0
0.0
-0.2 -
3
e -0.2 OY
T L T T T v 1 T T L | T T l""l'/"
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 PC1 0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 94 PC
Int. Bucket: 0.35min : 138.055m/z /
. “1 Compound Y

Bucket statistics plot: P /

intensity for compound

across all samples

Bucket statistics plot for

0.35 min - 138.0559 m/z Wl 10 44

reveals higher abundance in lg "%

weak coffees.

1.6

T
Analysis




SmartFormula zur ldentifizierung der
Komponente

138.0550
L 4

139.0581

+MS, 0.3min #57

o S—
137.5

138.0

138.5

139.0

139.5

14

0.0

mz

SmartFormula Manually =

Lower formula: Ca
Upper formula: SoP2
€2n,P0-2,502
Mote: for m < 2000 the elements C, H, M, and O are considered implicitly.

Adducts, pas. M4+ + [ collect adducts
Adducts, neg. -
Measured mfz ~ 138.055 Tolerance: 5 ppm ¥ Charge: 1 %

=] & (=]

Meas. mfz % Jles-mecmyla Adduct mfz |err| [mDa] err [ppm] mSigma # Sigma
138.0550 @ M+H 138.0550 0.0 0.0 0.9 i

Score

100.00

[ Automatically locate monoisotopic peak  Maximum number of formulae 500

Check rings plus double bonds Minimum 0,5 Maximum 47

even

Maximum HfC: 3

Electron configuration
Filter H/C element ratio Minimum H/C: o

Estimate carbon number Generate immediately

[ Copy to SmartFarmula Parameters ]




SmartFormula zur ldentifizierung der

Komponente

Intens. |1 +MS, 0.3min #57 5 MS2(138.0550), 20.8-31.1eV, 0.4min #60
%105 1 C7H8NO2, [M+H] X108_ +HVIS2( ) eV, 0.4min
6 138.0550 1 138 0549
| * 6
4 J
4_
2 ;
2 94.0652
I 139.0581 1 78.0340 “
0 : : : : \ . : | | 0 . S G VW . . R N . ‘ul .
134 136 138 140 142 m/z 40 60 80 100 120 140 m/z
SumFormula mfz calc err[mDa]  err[ppm] mSigma SumFormula  SumFormula Loss Inten... mjz Calc.  err[mDa]
C7HgNO2 138.0550 0.0 0.0 0.9 [F]C7HgNO2 Hz 5193 136.0393 0.1
[[]CgH7MNOz CH 1413 125.0471 0.4
[]C7HgNO Hz0 4366 120.0444 0.3
[7]CgHgMO co 7951 110.0600 0.1
[]CsHgMO CzHz0 2507 96,0444 0.5
[F1CgHaM €Oz 129808 94,0651 ol
[F]CaHgM CHz0z 120969 92,0495 0.1
proposed molecular FICsHsn Cat:02 65t Mo 06
- DCSH"N Call.T1 —_— = - 2
formula of precursor ion FIcaHs
R Flcay molecular formulae of
after combination of MS ClcsHs £ ti
- : Flcas ragment ion
and MS/MS information Do agme ons
— [F]CzHan CsHaOz 1352 42,0338 0.3
| [[]CaH3 CgHsNO2 850 39,0229 -0.8




Datenbanksuche in CompoundCrawler

SumFormula  mfzcalc  err[mDa]  err[ppm] SumFormula  SUMF(Z]EompoundCraier (12 CIHING3, found 20 Cmpds C = =E
. [t = P Y H2 File Edit Help
Copy Formula
S5 A | o
Copy Entire Result Hz0
Hint: Search for compounds by formula ([M]: C7H1005, or [M+H]: C7H1105, respectively) or by enzyme code (ec:2.7.1.12) M - Last | | Next
Copy to Fragment SmartFormula List co
- CH-0 # Compound Compound ID  Datab *
2M2 — T
@ Send Formula to CompoundCrawler | L Cosiyiemias CEERET S
= CO3z 2 s-aminosalicylaldehyde CHEBL: 20550  ChEBI
E: Send Matched Peaks To MetFrag CHz0 3 aminobenzoic add CHEBL:22495  ChEBL
b 4 4-aminobenzoic acid CHEBL:30753  ChEBI
Check All CzH30| | 5 anthraniic acd CHEBI:30754  ChEBI
- C H-I].[ & salicylamide CHEBI:32114  ChEBI o
Check Mone 2 7 Z-itrotoluene CHEBI:33098  ChEBL
- CH3MNG| |8 4nirotoluens CHEBI:35227  ChEBI
Delete Unchecked coHd| | Friotoene CHEB1:39931 ChEBI = ~
2 10 3-aminobenzoic acid CHEBI:42682 ChEBI N* \\ O
Meutral Losses... CzH3N| | 11 phenylcarbamic acd CHEBI:52496  ChEE]
= 12 anthranilic acid 222 Chem!
I_I LaHs C3H3h 13 4-Aminobenzoic acid 953 Chem! /
D CaH3 C3HsM 14 Salicylamide 4983 Chem!
15 Anthranilate cpd:CO0108 KEGG
I:l CEH"‘N CEH""C 16 4-Aminobenzoate cpd:CO0568 KEGG - -
C3H3 CaHg| | 17 Nvethyinicotinate cd:C01004  KEGG N - t h y I t t
I:| 18 4-Nitrotoluene cpd:C14394 KEGG m e n I co I n a e
19 3-hitrotoluene cpd:C19486 KEGG L] =
v —
s s =Trigonelline
Path URL
CHEBI: 18123 http:/jwww.ebi.ac.uk/chebifsearchld. do?chebild =CHEBI: 18123
Hint: press SHIFT key and left mouse button for searching all compounds of a selected path in path list, or searching for compounds with a given formula from within
compound list.
Ready NUM

Eingabe der Summenformel in Datenbank



Interpretation des Ergebnisses:
Nicotinsaure als Abbauprodukt von Trigonelline tragt zum
starken Kaffeearome bei

2 Compound Y ) 3 Co
Lt “Trigonelline degradation is
sk o P proportional to roast degree.
R Its byproducts include

pyridines, which are said to
contribute a roasty aroma to
the coffee.”

http://www.coffeeresearch.org/science/bitt
OH ermain.htm

AN
\ - e

10 Compound X

| =1 liuj 4 4
X N A o 1Ny N
NS L -

N-methylpyridinium Nicotinic acid

N

~
Trigonelline

Adapted from:
Boettler U. et al 2011, The Journal of Nutritional Biochemistry

Vol. 22 (5), p.426-440



Multitarget Screening in Lebensmittelkontrolle

akkurate Massen zum target screening statt MRM im QqQ

Selektivitat
(Abtrennung von
Untergrundsignalen)
durch
Massengenauigkeit:

Massenspuren fur
CoH;6CINs

Konnte
Sebutylazin,
Propazin oder
Terbutylazin sein

(= RT wird
zusatzlich zur
Bestatigung
gebraucht)

A11Ano9|as Bulsealoul

x107
1.0-

0.8-

0.6-

Base Peak Chromatogramnr

EIC m/z=230.117 +/- 1 Da
EIC m/z=230.117 +/- 0.1 Da
EIC m/z=230.117 +/- 0.01 Da

T T T
10 15 20

T T
25 30

T T T T
35 40 45 Time [min]

Kamillenextrakt gespiked mit 28 Pestiziden auf dem 10ppb Level



Multitarget Screening

Workflow

igh res
C-MS
ata file:

oo

Datei

DemoPesticideDataBas

Bearbeiten Format Ansicht 2

15.
250.
213
212,
172,
240
188,
145.
173.
232.
164.
206.
248

093773, 28.0, CBHLAC NS, Atrazine, 1012-24-0, x, Enrenstorfer
082203, 32. 7, CLSHLSCIN202, Chloroxuron, 1982 -47-4, x, Ehrenst

.055656,32.4,CLOH12CINO2, Chlorpropham, 101-21-3, x, Ehrenste

071641, 28.5,CLOH13CTN20, Chlortuloron, 15545-48-9,x, Ehrer
0636, 23, 6,CTHLACTNG , CRIMIDINE, 535-89-7, x, Ehrenstorter 2t

1089022, 25. 5, COHIC NG, Cyanazine, 21725-46-2, x, Ehrenstorfe

0697, 22,1, CBALOC NS, DESETHYL ATRAZIN,6150-65-4, x, ENrenst
015553, 6.3, C2HACTN5 , DesethyT-Desisopropylatrazin, , x, Ehre
046823, 20.2,C5HBC 15, Desisopropylatrazin, 1007-28-4, x, Ehr
017018, 29. 7,COH10CT 2020, Diuron, 330-54-1, X, Ehrenstorfer
2,19. 8, COHLENZO, FENURON, 101 —42-8, x, Ehrenstorfer 28,

141913 29. 2, CL2H18N20, 150protUran, 34123-59-6, x, ERrehstor

1011033, 31. 3, COH10C12M202, Linuron, 330-55-2, x, E~enstorfer
3.0527,20. 4, CLOHLON4O, METAMITRON, 41394 -05-2, x, ERrenstorfer
09819,
06228
8

E 5, cltacwz Metazacmnr 67129 0822, x, Ehrenstc

61767-5, %, £
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Multitarget Screening

Workflow
Struktur der Datenbank

- simple text file, in "comma separated value" format
- can easily be edited with excel or notepad

m/z |RT formula name

A E | C D | E |F] G || J K =
1 (21505937731 28.9 CBH14CINS Atrazine 1912249 | x Ehrenstorfer 34 0.03 3 =
2 |290.052205032.7 C15H15CIN2O2 [ Chleroxuron 1982474 | x Ehrenstorfer 35 0.03 3
3 |213.055656/32.4 C10H12CING2 [ Chlerpropham 101-21-3 % Ehrenstorfer 35 0.03 3
4 | 212071641728.5 | CHOH13CINZD  [Chlertuloron 15545489 x Ehrenstorfer 37 0.03 3
5 1720636 [23.6 CTH10CIN3 CRIMIDINE 335897 % | Ehrenstorfer 33 0.03 3
B 240 089022725.5 CO9H13CING Cyanazine 21725462 | x |Ehrenstorfer 349 003 3 i
§|188.0697  [22.1 CGH10CINS DESETHYL ATRAZIN 6190654 | x Ehrenstorfer 40 0.03 3
g 145015523 6.2  C3H4CINS Desethyl-Desisopropylatrazin % Ehrenstorfer 41 0.03 3
89 |173.046523 20.2 C5HBCINS Desisopropylatrazin 1007289 |« Ehrenstorfer 42 10000(0.03 3
10232 017018/ 29.7  CH9H10CIZNZ0  FDiuron 3305441 % |Ehrenstorfer 43 0.03 3




Multitarget Screening

Workflow

R |formula
A T8 | C | D | E |F] G I T I N
14 (203.0827 1204 C10H10H40 METAMITRON 41394052 % Ehrenstorfer 47 003 3 =

[M+H]* : 203.0927

Intens. | ” Intens. 1 Intens

6000
6000

4000 - | 4000

|
2000 | 2000 -

0 - |
0 10 20 30Time [min] 0 10 20 30Time [min]

- Berechnung der theoretischen Masse des [M+H]* lons aus der Summenformel
- Berechnung der jeweiligen EIC (“extracted ion current” = Massenspur im  Chromatograrr

- Peaks mit der falschen Retentionszeit werden verworfen



Multitarget Screening

For Help, press FL

Help | I Screening Results

@eneral Unknown Resulks

{51 Ehr34_2ppb_Luna_A1B2_getunt_1-B,2_01_1398.d [1398.m {modified}] - Bruker Daltonics TargetAnalys al 10| x|
FY
Oper... Analysis Hame: C:\PP_AppliMeet_2007or _TA an Ppl\TA_7\Ehr34_Zppb_Luna_AlEZ_getunt_1-B,2_01_1393.d =
Acquisition Date: Sonntag, 25.02,2007, 00:40:20
Method ~ | Cperator: esi demo
Instrument [ Serd:  micrQTOF
Method: pp_targetanakysis_pesticides_ohne-profil_pswz_short-gradient_carbamates.m
Clear Results
Sample Mame: Ehr34_Zppb_Luna_al62_getunt
Calibrate | Comment: Luna 2.5um 18 Zx100mm (Pork 13, mit Yorsaule, kKalibration: 10 mi MaFormiat, 100 ulfmin, Ehrenstorfer Mix 34, 2 pgul {9553, Tune optin
eneral Unknown = | Tulti Target Screening with 'D:iDemol 20071 Target_Analysis_uTOF\DatalDemoPesticideDataBase_For-File_1398, csv'
— Found | Compaund MName | Reg.Mo, | IMal.Farmula | PMI | dRT[... | Err [ppm] | Err [mDa] | Sigma | Area |
- Metobromuron 306007 CO9HIZBrINZO2Z2 [M+H]+ 0.1 7.8 -2.0 0,0594 3la42
Save | - Metazachlor 6712902 Cl4HIFCILINGOL [M+H]+ 0.0 35 1.0 0,0596 43636
— - Metaxuran 1993708 CLOHI4CIINZOZ [M+H]+ -0.0 1.1 -0.3 0.0512 24115
Brint --- Diuran 33001 COHIICZMNZED!L [M+H]+ -0.0 2.3 0.5 0.0531 61943
£rin | Cyanazine 2172502 CO9H14CLNG [M+H]+ 0.0 6.7 16 00623 4533
--- Methabenzthiazuron 1569109 CI0HI1ZN3O151 [M+H]+ 0.0 36 0.3 0.0610 51911
++ Diesethyl-Desisopropyla. .. 0 C3HSCING [M+H]+ -0.0 g.1 1.2 0.0353 25219
Datafnalysis | ++ CRIMIDIMNE 53507 CTFHIICLING [M+H]+ -0.0 1.4 -0.2 0,0363 40494
++ Linuran 33002 COHINICZNZOZ [M+H]+ 0.0 0.1 0.0 0.0354 50330
Print with Excel | ++ Monalinuran 174602 CO9HI1ZCOLINZOZ [M+H]+ 0.0 2.6 -0.6 0.0249 56395
++ METAMITROMN 4139402 CIOHI1IMN4O1 [M+H]+ 0.0 33 0.7 0.0373 GE515
++ DESETHYL ATRAZIN 619004 CEHI1CILNG [M+H]+ -0.0 39 0.7 0.,0370 £9901
++ Chloroxuron 198204 CISHIBCIINZCZ [M+H]+ 0.0 33 -1.0 0.0253 ga015
++ Abrazine 191209 CEHISCILNG [M+H]+ -0.0 1.0 0.2 0,0300 99394
++ Metolachlor 5121802 CISHZICILN1OZ [M+H]+ -0.0 5.2 =43 0.0294 106564
++ Propazine 13902 C9HIFCLING [M+H]+ 0.0 1.1 0.2 0.0251 118620
++ Propazine 13902 C9HIFCLING [M+H]+ -0.2 1.5 0.3 0.,0205 136115
++ Sebutylazine FEEe03 CO9HITOLNG [M+H]+ 0.0 1.5 0.3 0,0205 136115
++ Prometryn 728706 CIOHZ0MSS1 [M+H]+ 0.0 0.5 -0.1 00231 207587
+++ Simazine 12209 CFHIZCLING [M+H]+ -0.0 .o -0.0 0.0197 1392
+++ FEMURCN 10108 C9HI3MZ2ZO1 [M+H]+ -0.0 0.4 -0.1 0.0139 1741
+++ Metribuzin 2108709 CHHISN40151 [M+H]+ -0.0 4.2 -0.9 0.0143 5105
+++ Terbutylazine 991503 CO9HITCILNG [M+H]+ -0.0 a7 -0.2 0.0137 125577
+++ Isopraturon 312306 ClZHI9MNZO!L [M+H]+ 0.0 1.9 0.4 0.0150 163059
+++ TEREUTRYM 88600 CI0HZ0MSS1 [M+H]+ -0.0 0.5 -0.2 0.0124 196305
1 | | 2




Multitarget Screening:
Sehr hohe Anzahl von Pestiziden gleichzeitig abfragen

" Amitrole

| M/iz85  oxamyl frag

‘n“ m/z 72 ﬂ
H
| /

+ime [mini

Jeder andersfarbig markierter Peak repréasentiert ein Pestizid



lon Mobllity Mass Spectrometry

Information aus:
e MS-Spektren: exakte Masse von Komponenten

o MS/MS-Spektren: grundsatzliche Strukturaussagen,
Verifizierung von bekannten Strukturen

e |lon mobility: Trennung von Isomeren und
Strukturunterschieden von gleichen Molekllen (durch

ihre unterschiedlichen StoRquerschnitte A2)

Charlotte Uetrecht, European XFEL GmbH

68



Theorie der lon Mobility

» “Gelfiltration in der Gasphase”

» Trennt lonen mit unterschiedlichen Driftgeschwindigkeiten
(vy) aufgrund ihrer Stol3querschnitts mit einem Puffergas in
einem elektrischen Feld E

V4=KE

ion gate

from
ionisation
source

: : C.Uetrecht et al.,
potential gradient Chem Soc Rev 2010




Bestimmung von K

K = 3(1\/1 2751 —> K,.._.ﬂ
16NTu kT Q Q

Die “mobility constant” K ist abhangig von:

* lonenladung q

 Dichte des Puffergases N

e Masseverhaltnis der Analyt- und Gasmolekile . Fir grol3e Molekile
der Masse gilt © ~ Masse des Puffergases

e Temperatur T

e StoRquerschnitt Q2

Im wesentlichen ist K proportional zum Verhaltnis von Ladung und
StoRBquerschnitt.



Entrance
Funnel

Funnel




Trennung von zwel iIsomeren Peptiden

100
(GRGDS)?* (SDGRG)?*
211.7 A2 222.7 A2
80
2
g
ﬁ 60
cC .
12 IM Resolution of
g 40- over 40 (Q/AQ)
2
20
0 f ' ) ¢ T '

2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Arrival Time (ms)

|ldentisches MW, aber Permutation der Sequenz



Trennung von zwei ,isomeren Charakteren”

Identische Person:
Figur ,Dame Edna Everage” Schauspieler Barry Humphries
Haben dieselbe Masse, aber unterschiedliche auf3ere Struktur



Bestimmung der Ligandenbindung bei extrem

grofden Molekulen
GroEL-Komplex ~ 800.000 Da

70+ 53+ Imidazole = 68 Da
10 mM Imidazole
}
68+
55+
51+
72+
66+
49+
.LLUWL, | ..,ALWU, v,
11000 13000 15000 17000 m/z

GroEL 70+ GroEL with GroEL with
FWHM:2.50 ms imidazole 53+ imidazole
FWHM: 1.60 ms Q: 232 nm?

GroEL 70+
Q: 246 nm?

Conversion to
absolute ccs ~

0 10 20 30 40 50 165 200 235 270 305 340 Q(nm?
Drift time (ms)

E. Van Duijn et al., J Am Chem Soc 2009



QTOF: Spinnenetz der Eigenschaften

Mass aCcuracy
40

price (low) mass resolution

speed of data acq full scan sensitivity

guantification



