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3. Zusammenfassung der vorliegenden Arbeit

Die plasma- und laserdesorptions-massenspektrometrische Untersuchung von Li-
gninen und Lignin-Kohlenhydrat-Komplexen blieb, bis auf eine Ausnahme, erfolg-
los. Es konnten daher keine neuen Erkenntnisse iiber diese Verbindungsklassen

erhalten werden.

Ein intensives Befassen mit den Eigenschaften einer potentiellen Matrix und der
Priparationstechnik 148t zukiinftige Erfolge mit der PD-MS, unter akzeptablen
MeBzeiten, unwahrscheinlich erscheinen. Bei der MALD-MS sollte es jedoch sehr

wohl méglich sein die bestehenden Erfolge auszubauen.

Zu diesem Zweck wird eine aktuelle, umfassende und kritische Darstellung sowie
Diskussion iiber den Stand der Theorie und Praxis dieser Methoden durchgefiihrt.
So wird ein generelles Verfahrensschema vorgestellt, um bei zukiinftigen, neuen
Substanzklassen schneller und zielgerichteter ein erfolgreiche Priparation zu fin-
den. Weiter besteht die Moglichkeit, die in der Anwendung vorkommenden Para-
meter dieser Methoden hinsichtlich ihrer Auswirkungen einzuschitzen und bei be-
stimmten Beobachtungen gezielt zu variieren. Das Differenzieren zwischen den
Effekten, die unter Verwendung der jeweiligen Priparationstechnik auftreten,
fiihrt zu einer weitgehenden Trennung zwischen Desorption und Ionisation. Im
Gegensatz dazu wird die Ahnlichkeit der beiden Verfahren an sich, unter Zuhilfe-
nahme der dazugehorigen physikalischen Theorien, betont. Es wird gezeigt, da8
die gemeinsamen Grundlagen der Desorptionsvorgidnge deduktiv zu einer poten-

tiellen, nevartigen Methode fiihren konnen.

Zur Charakterisierung der Lignine und Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe wurden
Pyrolyse-EI- und DCI-Massenspektren angefertigt. Aus diesen geht geht qualitativ
der molekulare Aufbau der zu untersuchenden Substanzen hervor. Es werden
Moglichkeiten diskutiert, wie mit diesen Methoden auch quantitative Aussagen

iiber die Zusammensetzung gewonnen werden konnen.



4. Einleitung und Themenstellung:

Die Massenspektrometrie ist eine leistungsfihige Technik bei der Ermittlung der
Masse und Struktur von Molekiilen. In jiingster Zeit verdringt diese zunehmend
etablierte Methoden aus ihren Positionen, wie zum Beispiel die Gradientenzentri-
fugation oder die Gelpermeationschromatographie zur Molekulargewichtsbestim-
mung von Proteinen.' Sie wird aber auch sinnvoll in Kombination mit diesen zur
Gemischanalytik eingesetzt, etwa bei der Gelelektrophorese.” Die direkte Protein-
sequenzierung im Massenspektrometer ist ebenfalls moglich.” Insbesondere die
Plasma-Desorptions- und matrixunterstiitzte Laser-Desorptions-Massenspektro-
metrie stoBen dabei in vorher unzugingliche Molekulargewichtsbereiche vor, bei
Proteinen bis iiber 250.000 Dalton,* bei DNA bis iiber 400.000 Dalton.’ Die Be-
deutung fiir die "life sciences" und das "Human-Genome-Project” ist daher kaum
zu unterschiitzen.’ Aber auch in der Technik wichst das Interesse, beispielweise

bei der Bestimmung von Molekulargewichtsverteilungen technischer Polymere.’

Wiihrend diese beiden Methoden bei einigen Substanzklassen - wie zum Beispiel
den Proteinen - nahezu problemlos in Routine angewendet werden konnen, sind
andere Molekiilfamilien- wie zum Beispiel die Lignine- mit diesen Methoden gar
nicht oder nur #uRerst schwer zuginglich. Dies ist dabei keineswegs nur eine Fra-
ge des Molekulargewichtes. Die genauen Umstdnde, die eine giinstige Umgebung
fiir diese Methoden darstellen, sind unklar. Der Erfolg hidngt wesentlich von der
Art der Priparation ab, deren optimale Eigenschaften nicht rational vorhergesagt
werden konnen, weshalb man diese bisher intuitiv nach der trial and error-Methode
ausprobiert (z.B. Lit."). Die Eigenschaften gezielt benennen und auswihlen zu
konnen wiirde daher einen enormen Fortschritt in der Anwendung auf vielen wei-

teren Gebieten ermdglichen und beschleunigen.

Meine Aufgabe war es nun zu versuchen aus dem bekannten theoretischen und
empirischen Material solche Vorhersagen abzuleiten, und mit eigenen Messungen
am Beispiel der Lignine und Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe zu verifizieren. Des
weiteren sollten Ahnlichkeiten zwischen der Plasma- und Laserdesorption genutzt
werden, um nach Mdglichkeit die Préparation fiir beide zu vereinheitlichen. Ubli-
cherweise werden die zu untersuchenden Molekiile entweder auf eine geeignete
Oberfliiche aufgebracht oder in eine passende Matrix eingebettet. Theoretische

Vorstellungen der Desorptions- und Ionisations-Prozesse sollten es unter




Verwendung von empirischem Material ermdglichen, die Vorgehensweise und die

eingesetzten Materialien auf ein gegebenes Problem hin maBzuschneidern.

Die hierfiir einzusetzenden Lignine und Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe zeichnen
sich durch duBerste Komplexizitit aus, die - von lebender Materie abgesehen -
wahrscheinlich nur noch durch Erde iibertroffen werden kann.’ Daher sind diese
Substanzklassen als extreme Priifsteine fiir die Massenspektrometrie anzusehen.
Das Interesse gilt diesen aber, weil sie als technisches Abfallprodukt mit 50 Millio-
nen Jahrestonnen anfallen. Sie stellen ein Abwasserproblem dar und werden aufer
durch Verbrennung oder als Fiillstoff kaum genutzt. Fiir eine gezielte stoffliche
Verwertung ist es notig die Charakteristika ihrer Struktur méglichst genau zu

kennen.

Nur ein Teil der von mir ausgewerteten Literatur kann aus Platzgriinden in dieser
Arbeit vorgestellt werden. Da ich mich auf die Punkte beschrinken muB, die fiir
die Diskussion der Eigenschaften einer potentiellen Matrix spiter wesentlich sind,

kann das Gesamtbild dabei nicht vollstindig erscheinen.



5. Massenspektrometrie

5.1.  Einleitung und Uberblick:

Der kritische Faktor bei der Untersuchung hochmolekularer Substanzen ist das
Verbringen in die Gasphase. Es ist nicht problematisch wenn diese dabei nur de-
sorbiert werden, da eine Nachionisation auf schonende Art und Weise moglich ist,
so zum Beispiel durch resonante Laser-Photoionisation.'®'! Die Lebensdauer der
Analytionen muB fiir die Detektion hinreichend groB sein, weshalb UberschuBener-
gien zu vermeiden sind ("schonende Desorption"). Die hierzu bendtigte Zeit liegt
bei Flugzeitmassenspektrometern um 100 ns 2 und ist ca. 1000 mal kleiner als die
von Quadrupolgeriten.” Um ein verwertbares Signal zu erhalten, muf3 der Strom
an Analytionen vom ebenso detektierten statistischen Untergrund (Artefakte) so-
wie von anderen vorhandenen Restteilchen unterschieden werden konnen und da-
her hinreichend groB sein. Hierfiir ist der Dampfdruck zu gering. Ein Erwidrmen
findet seine natiirliche Grenze, da die zu untersuchenden Substanzen dann ther-
misch zerstort werden. Je mehr Bindungen ein Molekiil enthilt, umso wahrschein-
licher wird ein Bindungsbruch gegeniiber einem gerichteten Wegbewegen von der
Oberfliche, da die thermische Energie rdumlich isotrop ist. Trotz allem ist sehr
schnelles Erhitzen ein gangbarer Weg zur Desorption, da die Kinetik dann die Ver-
dampfung favorisiert.”* Ein wesentlicher Teil der Aufgaben einer Matrix ist es,
Gradienten hoher Energiedichte und kurzer Dauer in diesem Sinne nutzbar zu ma-

chen. Wie das geschieht werde ich im weiteren Verlauf dieser Arbeit schildern.
52 Theorie der Desorption / Ionisation , Einfiihrung:

Alle in dieser Arbeit besprochenen Ionenquellen nutzen das Prinzip des Impuls-

iibertrages von Primirteilchen 15 welche dabei sein konnen:

1.z schnelle Kernfragmente (PD-MS)

2 Ionen ( SI-MS und liquid-SI-MS )
3 Atome (FAB-MS )

4. Photonen (LD-MS , MALD-MS )

Die Abkiirzungen bedeuten:




PD-MS = plasma-desorption mass spectrometry ; SI-MS = secondary ion mass
spectrometry ; liquid-SI-MS = liquid secondary ion mass spectrometry ; FAB-MS
= fast atom bombardment mass spectrometry ; LD-MS = laser-desorption mass
spectrometry ; MALD-MS = matrix-assisted laser-desorption mass spectrometry

Diese unterschiedlichen Methoden bedingen auch ein unterschiedliches Ausmal
der Oberflichen- bzw.Volumensensitivitit: In der Reihenfolge SI-MS, PD-MS,

FAB-MS, LD-MS nimmt die Informationstiefe immer weiter zu.'®
5:2:1 Plasma-Desorptions-Massenspektrometrie (PD-MS):
a) Desorption:

Die Methode der Plasma-Desorptions-Massenspektrometrie wurde in den 70er

Jahren von R. D. Macfarlane und D. F. Torgerson entwickelt. "’

In den Modellen zur Desorption/Ionisation wird die Rolle der molekularen Eigen-
schaften von Matrices und Analyten fiir diese Prozesse diskutiert. Da diese Kennt-
nis zu Voraussagen iiber giinstige Matrixeigenschaften genutzt werden kann, wer-

de ich nun die wichtigsten dieser Modelle vostellen:

Im Schockwellen-Modell setzt das eintretende Kernfragment seinen Weg nahezu
ungehindert fort. Innerhalb dessen bohrschen, adiabatischen Radius entsteht so der
sogenannte "infra-track”, mit einem Durchmesser von 1 bis 2 nm. In diesem ent-
stehen durch Ionisation ca. 3000 Elektronen/Loch-Paare pro nm, was einer Ener-
gie von 10.000 eV/nm entspricht. Diese konnen in einem Metall innerhalb 10" Se-
kunden rekombinieren.” Die Energie durch Rekombination dissipiert dann schnell
durch die Anregung von Valenzelektronen im Leitungsband iiber groBere Entfer-
nungen. Daher sind die Tonenausbeuten von reinen Metall-Trdgern sehr schlecht.
In dielektrischen Medien ist die freie Valenzelektronenbewegung behindert, und
die Elektron/Loch-Paare, zusammengehalten durch Coulombwechselwirkung, bil-
den Quasiteilchen, sogenannte Excitonen. Diese konnen sich durch das Medium
bewegen, und ihre Eigenschaften sind abhingig von der spezifischen Kopplung
zwischen den Molekiilen. Intermolekulare Wechselwirkungen verbinden deren
elektronische Niveaus zu Exciton-Energiebdndern. An Gitterfehlistellen, wie zum
Beispiel F-Zentren erfolgt Einfang und Konversion, welche sich als Lumineszenz-
strahlung bemerkbar machen kann.” Es kommt auch zur Anregung von Gitter-

schwingungen, deren elementare Einheit das Phonon ist. Phononenwellen setzen



sich in kristallinem Material fort. Sind keine Kristalle vorhanden, oder ist die Sub-
stanz verunreinigt, kommt es zur Streuung, und die gerichtete Ausbreitung ist
nicht mehr moglich. So weist Macfarlane auf die Notwendigkeit von Kristallen
hin.” Im infra-track tritt ausnahmslos Fragmentierung ein. Auflerhalb dessen Radi-
us werden Sekundirelektronen generiert, hier befindet sich der sogenannte "ultra-
track"”, mit einem Durchmesser von 20 bis 200 nm. Die Energiedichte nimmt mit
zunehmender Entfernung vom Zentrum der Trajektorie ab, bis schlieflich nur noch
moderate elektronische bzw. kinetische Anregung stattfindet. Die schnellen Aus-

breitungsprozesse fithren zu den "Schockwellen".

Die gleiche Idee fiihrte zum molekiildynamischen Modell.” Dessen Grundannah-
me ist, dal} das eintretende Teilchen einen Zylinder mit einem um etwa 10% erhoh-
ten Volumen hinterldBt. Wie dieses geschieht spielt fiir das Modell keine Rolle. Es
wird mit einem modifizierten Lennard-Jones 6-12-Potential gerechnet. Als Para-
meter gehen die Dichte, die Kohdsionsenergie der Teilchen und die Schallge-
schwindigkeit in der Substanz ein. (Es sei angemerkt, daB diese Parameter alle
vom Grad der Kiristallisation abhidngen.) Die Totalausbeute ist umgekehrt propor-
tional der Dichte sowie umgekehrt proportional der Kohisionsenergie hoch drei.
Anschaulich sind lockere, wenig wechselwirkende Kristallverbinde instabiler. Das
Modell sagt anisotrope Austrittswinkel und Geschwindigkeitsverteilungen in Ab-
hiangigkeit des Einschlagswinkels voraus, was experimentell bestitigt wird. Nur
Fragmentionen treten in Radialverteilung symmetrisch zur Normalen aus. Auch die
Totalausbeute wird experimentell bestiitigt. Diese steigt mit dem Einfallswinkel zur
Normalen an, da der Impuls radial zur Trajektorie wirkt. Das Verhiltnis von Neu-
tralen zu Ionen betrégt bis 10.000 : 1. Die Ionenausbeute ist proportional dem Ku-
bik der Projektil-Ladung und dem Quadrat des Projektil-Momentes.” Der Projek-
tildurchschlag nimmt 10" Sekunden in Anspruch. Der AusstoB von Wasserstoff-,
Metall- und Fragmentionen aus dem Bereich des infra-tracks beginnt unmittelbar
und dauert iiber Mikrosekunden hin an. Die Quasimolekiilionen entstehen erst
nach 10™ Sekunden. Ihre Bildung erreicht schon nach 10 Sekunden die Sitti-
gung um dannach schnell abzufallen. Da die kinetische Energie der friihen Teilchen
aus dem infra-track-Bereich zudem hoher ist (entsprechend Temperaturen von
25.000 Kelvin), sollten diese nicht zur Eichung herangezogen werden. Kraterbil-
dung und Aufschmelzen enden ebenfalls erst nach Mikrosekunden. Molekiildyna-

mische Berechnungen von Hilf et al. ergeben genau dieses.” Die hiufigsten



Geschwindigkeiten betragen radial und axial 100 Meter pro Sekunde
(entsprechend 0,5 eV) und die Verteilung fillt dann relativ ziigig ab, nur sehr we-
nige Teilchen erreichen bis zu 1000 Meter pro Sekunde (entsprechend 30 eV).
Weitere Computersimulationen ** dieser Gruppe ergeben einen Volumenausstofs an
der Oberfldche. Als Parameter flieen die Schallgeschwindigkeit in der Substanz,
molekulare Abstinde, Kohisionsenergie und Reibung ein. Es handelt sich hier um

Energieiibertragung durch Sekundirelektronen aus dem ultra-track.

Von den molekiildynamischen Modellen inspiriert wurde das sogenannte analyti-
cal pressure-pulse-Modell.” Auch in diesem gilt die Annahme, daB eine zylindri-
sche Spur entsteht, gleich welchen Ursprungs. Die Betrachtung dieses Modelles
bezieht sich auf die dabei auftretenden radialen Impulskomponenten, welche auf-
summiert werden. Man behandelt die Einzelimpulse als lokale Energiedichte bzw.
deren Gradienten. Es gibt einen starken Hitzegradienten, der das Gefiige impulsar-
tig durchléduft und an der Oberflidche den Analyten herausschleudert ("diffusive spi-
ke"), daher der Name "pressure pulse”. Bei niedrigen Energiedichten wirken die
Impulse als Einzelereignisse. Die Ausbeute an herausgeschleuderten Teilchen ska-
liert dann linear mit der sogenannten "Stoppkraft”, das ist die Einschlagsenergie
des Primiirteilchens (dE nach dx). Bei hoheren Energiedichten tritt die tatséichlich
gefundene kubische Abhingigkeit ein. Es werden unterschiedliche Schwellenwerte
fiir Neutrale und Ionen vorausgesagt und experimentell bestitigt, auch die Aus-
beuteabhiingigkeit vom Einfallswinkel stimmt mit den MeRergebnissen iiberein. In
der Literatur werden die Begriffe Schockwelle und pressure pulse oftmals syn-

onym verwendet.

Von Hilf * stammt der Begriff "entropic desorption”, da der Energie keine Zeit
bleibt, um sich gleichgewichtsthermodynamisch auf die verschiedenen Moglichkei-
ten aufzuteilen. Er beschreibt die nichtlineare Kopplung von makroskopischen,
mechanischen Freiheitsgraden (radiale, longitudinale Schallausbreitung) in der Pro-
be mit Oberfldchentransversalschwingungen, die oberhalb einer Schwelle aufbre-
chen konnen. Hierbei kommt es zu stationdren Oberflichensolitonen, die manch-
mal auch auf Wasseroberflichen zu beobachten sind (hydrodynamisches
Modell).
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Als Erklarung der phidnomenologisch allgemein anerkannten ion-track-Expansion
(iibergeordneter Begriff von infra-track und ultra-track) nimmt man mehrere Me-

chanismen an:

Das Coulomb-Explosions-Modell * geht davon aus, daB das durchschlagende
Ion entlang seiner Spur Atome ionisiert. In Metallen erfolgt schnelle Rekombina-
tion der freigesetzten Elektronen. In Dielektrika konnen die hochenergetischen
Elektronen nicht schnell genug zuriickkehren, so da die positive Nettoladung lan-
ge genug bestehen bleibt, um die Ionen durch ihre Coulomb-AbstoBung auseinan-
der zu treiben. Der Durchmesser der Ionisationsspur kann hier elektronenmikros-
kopisch zu 3 bis 5 Nanometer bestimmt werden. In einem ungestorten Kristall sind
etwa 20 eV nétig um ein Atom von seiner Gitterposition zu vertreiben. Es wird
angenommen, daf eine elektronische Kaskade zu weiterer Ionisation fiihrt und da-
durch die Bindungsenergie vermindert wird, was eine Dislokation erleichtert, und
es so zur radialen Ausbreitung kommt. Die engere Geschwindigkeitsverteilung von

negativen Fragmentionen bezeugt die positive Restladung im ion-track.?

Das Popkorn-Modell * betrachtet an der Oberfliche gebundene Proteine als eine
Mischung aus Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen.
Die Annahme besagt nun, dal Molekiile im ultra-track durch niederenergetische
Elektronen schwingungsangeregt werden, da die Wirkungsquerschnitte dipolarer
Bindungen fiir diesen ProzeB sehr groB sind, und sich um linear 3-5 % ausdehnen,
was einer gleichgewichtsthermodynamischen Temperatur von 1000 Kelvin ent-
sprache. Diese Ausdehnung bewirkt eine Molekiilschwerpunktsverschiebung um
etwa 300 bis 500 pm, was eine Anregung der weiteren Molekiile zur Folge hat.
Der auftretende Energiebereich fiihrt vornehmlich zur Spaltung von Wasserstoff-
briickenbindungen im ultra-track. Ein Molekiil nach dem anderen wird so ange-
regt, und die letzten an der Oberfliche, die sich ausdehnen, stoen nur an der zum
Inneren gewandten Seite an Nachbarn. Das "aufpoppen" dieser duBeren "moleku-
laren Korner" fiihrt zum abplatzen, was den anschaulichen Namen dieses Model-

les begriindet.

Von Hilf et al. * wird die Bildung, der Transport und die Kopplung von Excitonen
unter besonderer Beriicksichtigung einer Matrix betrachtet. Fiir die Excitonenbe-
wegung spielen die intermolekularen Abstinde und die Ubergangsdipolmomente

eine Rolle. Die Breite des Excitonenbandes ist der Dichte proportional und wird
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durch Fehlordnungen herabgesetzt, da die einheitliche Kopplung der Molekiildi-
pole (durch ihre Ausrichtung) dann behindert ist. Auch hier wird wieder die not-
wendige Kristallinitit hervorgehoben. Die Exciton-Phonon-Kopplung ist umge-
kehrt proportional dem Kubik der Elementarzellgrifie. Die Kopplung wirkt sich
auf die Art der Excitonenausbreitung (Dispersion oder Einfang) aus. Die Stirke
dieses Effektes ist von der Oszillatorfrequenz der dipolaren Bindung abhingig, und
gerade fiir Wasserstoffbriicken groB (s.0.), hingt aber auch stark von lokalen

Dichtefluktuationen ab.

In einem Ansatz von Johnson und Sundqvist *' folgt der elektronischen Anregung
eine Relaxation iiber strahlungslose Uberginge in abstoBende Anregungszustinde,
aus denen heraus die Molekiile fragmentieren. Die Fragmente tragen dann kineti-
sche Energien von einigen Elektronenvolt und sind in der Lage an der Oberfliche
Analytteilchen zu desorbieren. Fiir groBere Molekiile sind hierzu mehrere Frag-
mente gleichzeitig notig, was in der Nihe des ion-tracks gegeben ist. Als weitere
Moglichkeit wird die Anregung von Van-der-Waals-Bindungen oder Wasserstoff-
briicken an der Oberfliche erwigt, die daraufhin antibindenden Charakter erhalten
und den Analyten freigeben.

Johnson * bemerkt, daB die Unterteilung in primire, hochenergetische Elektronen
aus dem infra-track und sekundire (Delta-) Elektronen aus dem ultra-track kiinst-
lich erscheint. Die relative Gewichtung der verschiedenen Anregungsarten ist einer
der Hauptunterschiede der verschiedenen Modelle. Er weist im Ubrigen darauf hin,
daR die Energiedosis mit jeweils 60 eV/nm® bei der PD-MS und der MALD-MS
gleich grof ist.

b) Ionisation:

Bei der Ionisation kommt die Desorption sogenannter "praformierter Ionen" eben-
so in Frage wie eine Bildung in der Gasphase. Beides kann als gesichert betrachtet

werden.

Fiir die Desorption vorgebildeter Ionen aus der festen Phase heraus sind an experi-

mentellen Hinweisen anzufiihren:
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112 Die Beobachtung, daf alle von nitrocellulosebeschichteten Targets austre-
tenden unfragmentierten Molekiile dieselbe Energie- und Richtungsverteilung in
Abhingigkeit des EinschuBwinkels besitzen. Dies 148t sich nicht mit bimolekularen
StoBen in der Gasphase vereinbaren, da dann die Korrelation verloren gehen miiB3-
te. Die Energieverteilung 148t sich mit einer Maxwell-Boltzmann-Funktion fitten,
woraus hervorgeht, daB genug Zeit fiir die Relaxation zur Verfiigung steht bevor
die Tonen entweichen. Bei reinen Nitrocelluloseschichten ist die kinetische Energie
der Wasserstoff,- Metall- und Fragment-Ionen héher und die Desorption verzo-
gert gegeniiber mit 10 nm Gold beschichteten Nitrocellulosetargets. Fiir letzteres
wird eine statische Oberflichenaufladung dieser Schichten verantwortlich ge-
macht.®® Das rechnerische Lennard-Jones 6-12-Modell gibt die gefundenen Ergeb-
nisse korrekt wieder.* Metallionen (wie z.B. Cs*), Wasserstoffcluster sowie Frag-
mente werden dagegen ungerichtet ausgestoien, was mit einer hochenergetischen
Desorption aus dem Bereich des infra-tracks erklart wird.® Gerade bei Massen
derselben GroBenordnung sollte der Impulsiibertrag hoch sein. Bei einer PD-MS-
Messung von Leucin-Enkephalin (555 Dalton) unter Césium-Zusatz (133 Dalton)
beobachtete man die Ionen (M+H)", (M+Cs)" und (M+2Cs-H)" mit denselben ra-
dialen Geschwindigkeitsverteilungen.® Ein Zerfall geladener, hoherer Cluster wird
hier ausgeschlossen, da dann die Geschwindigkeitsverteilung verschoben sein soll-
te, und man in diesem Bereich Energieunterschiede von 0,1 eV sehr gut auflosen
kann. Die Teilchendichte an sich ist fiir eine bimolekulare Gasphasenreaktion mit
ca. 10 Tonen pro Desorptionseinzelfall wohl auch zu gering. (Diesen stehen - durch

das Verhiltnis 1 : 10.000 - maximal 100.000 Neutrale zur Seite, s.0.)

2 Cotter stellte 1982 fest, daB bei einer ganzen Anzahl von Desorptionsme-
thoden, wie zum Beispiel PD-MS, SI-MS, FAB-MS, LD-MS, Felddesorption
(FD) und elektohydrodynamischer Ionisation (EHD) Ionen offensichtlich aus der
kondensierten Phase heraus desorbiert werden. Am leichtesten desorbieren organi-
sche Salze, gefolgt von polaren Molekiilen und als letzten den neutralen, unpola-
ren Molekiilen.” Cooks et al. empfehlen daher eine polare Derivatisierung.® Auch
beim Thermospray-Verfahren wird eine Losung polarer Molekiile unter Erhitzen
zerstiubt, und es muB ein Elektrolyt darin vorhanden sein, der in Losung disso-

ziiert vorliegt.”
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3l Untersuchungen von Zirkoniumphosphaten mittels PD-MS unter Verwen-
dung von Koinzidenzzihlung belegen, daB die gefundenen Cluster aus der Origi-
nalstruktur stammen miissen, und nicht durch Aufbaureaktionen kleinerer Einhei-
ten oder Umlagerung groBerer Bruchstiicke in der Gasphase entstanden sind, da

die Vorliufer fehlen. ®

4. Die teilweise dramatische Quasimolekiilionen-Ausbeutesteigerung bei Zu-
gabe von Scuren * kann ebenfalls durch Priformierung von Ionen in der Probe
verstanden werden, zumal wenn man bedenkt, daB der Anteil der H*-Ionen am Ge-

samtionenstrom immer der hochste, und die relative Anderung daher gering ist.

Es gibt jedoch auch Befunde, die fiir eine Bildung der Ionen in der Gasphase

sprechen:

k: Eine Vermessung von Uranyldiacetat," in analoger Vorgehensweise zur
oben angefiihrten Untersuchung von Zirkoniumphosphaten, zeigt eine Clusterserie
mit bis zu 66 Uranyl-Gruppen. Eine Bildung in der Gasphase wird hierbei ebenso
ausgeschlossen wie ein solches Vorliegen vor der Desorption. Es erfogt also Clu-
sterzerfall groBerer desorbierter Einheiten. Auf Grund des gegebenen Zeitfensters

(s.0.) muB dieser in weniger als einer Nanosekunde stattfinden.

2 Messungen von Hilf et al. * belegen, daB im negativ-Modus die Fragmen-
te von Hexan, Fulleren und béta-Carotin - unabhingig des vermessenen Analyten -
sehr dhnlich sind, und hohere Massen als z.B. Hexan selbst aufweisen. Eine Erkli-
rung ist die vollstindige Atomisierung im infra-track mit nachfolgender, extrem
schneller Clusterbildung bei adiabatischer Expansion. In einem anderen Experi-
ment ® werden aus Polyvinylidendifluorid Kohlenstoffcluster (auch Fullerene) aus-

gestoflen, die sich tief im Inneren des infra-tracks aus Atomen gebildet haben.

3 Die Ausbeute an Neutralteilchen, positiven und negativen Ionen ist mit un-
terschiedlichen Proportionalititskonstanten von der Einschlagenergie des Primir-
teilchens abhingig.* Durch diese unterschiedlichen Abhingigkeiten werden ge-
trennte Mechanismen (mit unterschiedlichem Energiebedarf) nahegelegt, was ge-
gen eine Desorption praformierter Ionen spricht. Denn in diesem Fall sollten we-
nigstens die Ausbeuten fiir negative und positive Ionen dieselbe Abhingigkeit

aufweisen.
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Es gibt ein theoretisches Modell der Ionisation von Norskov und Lundgqvist,” ur-
spriinglich fiir die Betrachtung der Desorption von Metallionen auf Metallsubstra-
ten. Macfarlane iibernahm diesen Ansatz fiir die iiblichen PD-MS-Bedingungen."
In diesem werden die elektronischen Zustinde der Analyt und/oder Substratteil-
chen (welches dieselben sein konnen) durch intermolekulare Wechselwirkungen zu
einem Excitonenband gekoppelt. Relative Anordnungen der Molekiile untereinan-
der gehen in die energetische Aufspaltung dieses Bandes mit ein, dhnlich wie bei
den Metallen. Die im Inneren der Probe entarteten HOMOs und LUMOs spalten
mit der Entfernung von der Oberfliche wieder in die normalen Werte auf. Der
Elektronentransfer vollzieht sich 0,2 bis 0,3 nm entfernt von dieser. Ob die La-
dungsiibertragung stattfindet, und in welcher Richtung, héingt unter anderem von
der Geschwindigkeitskomponente des Teilchens ab. Ist der Analyt nicht mit dem
Matrixmolekiil identisch, so ergibt sich - je nach Struktur - eine Ladungspriferenz.
Kationisierte oder anionisierte Teilchen, wie zum Beispiel (M+K)* und (M-H)™ sol-
len dadurch entstehen, da3 Aggregate des Analyten mit Ionenpaaren in der Probe
durch die zugefiihrte Energie chemische Reaktionen eingehen, und die dabei er-
zeugten Ubergangszustiinde oder Zwischenstufen beim passieren der Oberfldche

ihre endgiiltige Ladung erhalten, die Ionen sozusagen selektiv extrahiert werden.

In der Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrometrie gilt die Existenz prifor-
mierter Ionen als gesichert: Bei der Untersuchung von Tetrapentylammoniumbro-
mid unter Ar*-BeschuB ist festzustellen, daB sich die Ionenaubeute unter Beriick-
sichtigung der Verdiinnung um den Faktor 10" erhoht, wenn man statt aus der
fliissigen Reinsubstanz aus einem gefrorenen Wassergemisch desorbiert. Dies wird
damit erklirt, daB sich in einer verdiinnten Losung das Molekiilion und sein Ge-
genion nicht in demselben gesputterten Bereich aufhalten, was die Extraktion des
(priformierten) Ions durch das elektrostatische Feld - im Gegensatz zum Ionen-

paar - erleichtert.*

Doch ist dies nur eine Moglichkeit der Ionengenerierung in der FAB-MS. Ebenso
gibt es die Bildung in der Gasphase. Bei alpha-Tocopherol ist zu beobachten, daB
die Tonenausbeute mit zunehmender Gasphasenbasizitit der verwendeten Matrix
ansteigt. Dieser Parameter soll fiir die Bildung der Quasimolekiilionen generell be-

deutender sein als die Zugabe von Séuren (zur Tonenpriformierung).”
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Bei der Felddesorption (FD) liegen praformierte Ionen vor, deren Bildung durch
Oberflichenreaktionen erfolgen kann.® Diese Reaktionen (Kationisierung, Proto-

nierung) konnen durch das elektrostatische Feld unterstiitzt werden.
5.2:2; Laser—Desorptions-Massenspektrometrie (LD-MS):

Die Laserdesorptions-Massenspektrometrie war schon 1975 in Gebrauch,” er-
langte aber ihren Durchbruch erst mit der Entdeckung der Matrixunterstiitzung
durch Karas und Hillenkamp 1987, die sich den Biopolymeren widmeten.” Tanaka
et al. setzen 1988 ultrafeines Cu-Pulver in Glycerin ein und konnten Lysozymhep-
tamere mit >100.000 Dalton nachweisen, visierten aber auch technische Polymere,
wie z.B. Polyethylen- und Polypropylenglycol, an.”! Karas und Hillenkamp waren
die Wegbereiter fiir die rasche Verbreitung und Kommerzialisierung dieser
Technik.

Die Probenpriparation ist hier, wie in der PD-MS auch, von entscheidender Be-
deutung: Die Matrix muB die gegebene Laserwellenlinge absorbieren und in der
Lage sein, die Wechselwirkungen der Analytmolekiile untereinander zu reduzie-
ren.” Die Energie- und Zeit-Bereiche sind bei der MALD-MS mit 10° bis 10° Watt
und 10° Sekunden (teilweise kiirzer) von denen der PD-MS sehr verschieden,
ebenso wie die beprobten Volumina und Fliichen.” Die Arbeit (W=Pdt) liegt aber
mit 1-100 bzw. 100 Wattsekunden in gleicher GroBenordnung, ebenso wie sich die
Energiemengen gleichen. Es ist aufschluBreich die Ahnlichkeiten der Prozesse

herauszustellen:

Williams > stellte fest, daB Geschwindigkeiten durch mechanische Schocks von
einigen hundert Metern pro Sekunde ausreichen sollten, um Proteine zu desorbie-
ren. Br bemerkte, daB diese Beschleunigungen mit Lautsprechern zu erreichen
sind, vermutete aber, daB die Energie noch zu gering wire. Auch Piezokristalle
finden in Lautsprechern Anwendung. Einige Ausfilhrungen schaffen Frequenzen
iiber 100 Gigaherz.® Sie sind in weiten Frequenzbereichen frei und eng durch-
stimmbar, so daB man eine Festkorperresonanzfrequenz finden sollte. Auch
Schockwellenanregung ist moglich. Die iibertragbaren Leistungen sind enorm,
Ultraschall-Nierensteinzertriimmerer arbeiten mit diesem Prinzip. In Fliissigkeiten
kann man Kavitationen mit Temperaturen von 5800 Kelvin und Driicken von dut-

zenden von Megapascal bei 100 m/s Ausbreitungsgeschwindigkeit erzeugen.”
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Neben Radikalbildung kommt es zu Lumineszenz von 0,1 ns Dauer.” Kiirzlich
wurde durch Piezotechnik ultraschallunterstiitzte Elektrospray-lonisation einge-
fiihrt.® Theoretische Betrachtungen und Berechnungen sprechen fiir die Moglich-

keit einer Ultraschalldesorpition.”
a) Desorption:

Allgemein sind in der MALD-MS mehr Variable als bei der PD-MS vorhanden. Es
werden eine ganze Anzahl von Laserwellenlingen im UV, aber auch einige im IR-
Bereich und neuerdings im sichtbaren Teil des Spektrums eingesetzt. Die Matrix
kann hier auBer fest auch fliissig sein. Die theoretischen Modelle der MALD-MS
sind denen der PD-MS recht dhnlich:

Johnson und Sundgvist ® iibertrugen ihr analytical pressure pulse-Modell, als sie
iiberlegten, daB bei der groBeren Fliche und geringeren Tiefe der Anregung bei
der MALD-MS das Nettomoment an jedem Punkt der Probe herausgerichtete Ex-
pansion bzw. nach innen gerichtete Kompression sein wird. Wenn die Energieein-
wirkung schnell gegeniiber der Dissipation ist, werden die Impulse zu einem Ana-
lytmolekiil iibertragen. Die kleinen Matrixmolekiile expandieren schnell, und die
daraus resultierenden Impulse werden von den Analytteilchen integriert. Die An-

zahl der notigen Impulse steigt dabei mit der Analytmasse hoch 5/3.

Schockwellen-Modell: Lindner und Seydel > haben in friihen Messungen festge-
stellt, daB die Reproduzierberkeit mit einem Transmissionsinstrument (LAMMA
500) bei hochsten Leistungsdichten ao" W/cm“) und dicken Schichten besser ist.
Sie setzten Stachyose NaJ bzw. KJ im Verhiltnis 5:1 zu. Der Laserstrahl fiel dabei
von hinten auf die Probe. Die Spektren der dicken Probenschichten zeigten nur ka-
tionangelagerte Quasimolekiilionen ohne Fragmente. Variiert wurde die Schicht-
dicke der Probe. Sobald Perforation zu sehen war, traten nur noch Fragmente auf,
da der Laser dann den Analyten selbst bestrahlte. Sie fanden typische Beschédi-
gungsstellen, die aussahen wie eine beschossene Panzerglasscheibe. Der Rand um
den Focus war aufgeschmolzen. Bei Fokussierung des 1 Mikrometer groBen
Brennflecks auf das riickwirtige Probentrigergitter aus Kupfer fanden sich diesel-
ben, fragmentlosen Spektren. Hierbei fiel der Laser nicht auf die Substanz selbst.
Da die Austrittsstelle vom Brennfleck durch die gesamte Substanzdicke separiert

war, folgerten sie, daB es sich um einen nichtthermischen schockwellengetriebenen
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ProzeR handelt. Die Analyten gehen dann Gasphasenreaktionen mit den kodesor-

bierten Alkalimetallionen ein.

Ein hydrodynamisches Modell von Vertes et al. 8 periicksichtigt den Phasen-
iibergang durch Aufheizung. Die herausgetriebenen Teilchen werden mit einem
hydrodynamischen Ansatz erfasst, der die kinetische Energie der Neutralteilchen,
und deren Ausbeute, in Abhingigkeit der Leistung treffend beschreibt. Adiabati-
sche Expansionskiihlung stabilisiert die desorbierten Partikel. Das Modell ist fiir
Metalle und opake Isolatoren giiltig, nicht jedoch fiir transparente Isolatoren, in
denen lawinenartiger Zusammenbruch durch das im Inneren oszillierende elektri-
sche Feld erfolgen kann, da die Strahlung dort den ganzen Korper durchdringt. Bei
Strahlungsdichten groBer 10° und Kleiner als 10° W/cm? sind mehrere Prozesse
moglich: Oberflichenaufheizung mit thermischer Desorption, Oberflichenauf-
schmelzung mit Verdampfung, Bildung einer optisch dichten Teilchenwolke und
Plasmaabsorption in dieser Wolke. Dazu gehdren mehrere Schwellenwerte: Ver-
dampfungsschwelle, Plasmaziindungsschwelle und optische Zusammenbruchs-
schwelle. Die matrixunterstiitzte Laserdesorption erfordert iiblicherweise um 10°
W/cm? Zur Verdampfung ist eine Temperatur hoher als die Phaseniibergangstem-
peratur notwendig. Der zeitliche Anstieg der Oberfléchentemperatur ist von der
isothermen Kompressibilitit, thermischen Leitfahigkeit und der spezifischen Wiir-
me der Matrix abhingig. Eine Berechnung der Oberflichentemperaturerhthung fiir
Nicotinsdure ergibt eine Steigerung um 202 Kelvin, was (ausgehend von Raum-
temperatur) mit der Sublimationstemperatur von 510 Kelvin in Einklang steht. Da
die oben erwihnten Parameter im allgemeinen nicht allzu sehr variieren, ist s ver-
stindlich, daB die Schwellenwerte der Laserenergie bei vielen Matrices in dersel-
ben GroBenordnung liegen. Die berechneten Werte fiir die Geschwindigkeitsver-
teilung von Neutralteilchen stimmen gut mit Messungen iiberein, die fiir Ferulasdu-
re 300-400 m/s betragen. Bemerkenswert ist, da die Dichte der Teilchenwolke
nach einigen Nanosekunden immer noch 1/10 des Festkorperwertes betragt, was
die Moglichkeit von Gasphasenreaktionen begiinstigt - im Gegensatz zur PD-MS,
bei der jeweils nur 10.000 bis 100.000 Teilchen auf einmal desorbiert werden.
Durch adiabatische Expansionskiihlung erreicht das Zentrum der Teilchenwolke
nach ca. 100 ns eine Temperatur von 110 Kelvin. Es folgt daraus, daf die Ionen-
bildung nicht durch thermische Prozesse erfolgt, sondern entweder priaformierte

Ionen desorbiert werden (was immer moglich ist) oder Photoionisation stattfindet,
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worauf Gasphasenprozesse, wie zum Beispiel Kationisierung oder Protonierung
folgen. Wihrend nur ein Teil der eingestrahlten Energie diesen beschriebenen Vor-
gang speist, verteilt sich der Rest auf andere Prozesse, wie z.B. elektronische An-

regung von Molekiilen, Fluoreszenz und Anregung von Gitterschwingungen.

Das kinetische "homogeneous bottleneck"-Modell stammt ebenfalls von Vertes et
al. # Zwei Effekte konkurrieren miteinander und bestimmen den Erfolg oder Mif3-

erfolg der Messung:

1. Energieiibertragung von der Matrix in die Gastmolekiile (Fragmentierung)

2. Desorption der Gastmolekiile.

Zwar gibt es eine direkte Energieiibertragung von den Wirtsmolekiilen auf die Gé-
ste (die diese erhitzt), aber die Gitterschwingungen kanalisieren sich sehr viel
schneller in intramolekulare Anregungen der Matrix, so da8 deshalb der Analyt re-
lativ verschont bleibt. Es ist daher erstrebenswert eine Matrix zu wihlen, die bei
niedrigen Temperaturen sublimiert und die Wellenlénge stark absorbiert, da dies
die direkte Einkopplung der Energie zusitzlich verkiirzt bzw. vermindert. Zudem
kann durch Kollisionskiihlung die Temperatur der Analytteilchen in der desorbie-
renden Wolke hochstens die Sublimationstemperatur der Matrix sein, und wird
durch adiabatische Expansion noch weiter veringert. Im weiteren Verlauf wird die
verbleibende Oberfliche durch das austretende Material gekiihlt, entsprechend
dem iiblichen Phinomen der Verdampfungskiihlung. Entscheidend ist, daB die
Analytkonzentration gering gehalten wird, da sonst die Kopplungskonstante des
Energieiibertragungsprozesses (aus dem Gitter in die Géste) zunimmt. Dies zu be-
achten ist wichtig. Es handelt sich hierbei nicht einfach um einen Konzentrationsef-
fekt, der linear mit der Menge skaliert. Die Fragmentierungswahrscheinlichkeit
selbst nimmt stetig zu und multipliziert sich mit der Menge des vorhandenen Ana-
lyten. Es soll von Vorteil sein hohere Laserleistungen einzusetzen, wenn dabei
gleichzeitig die Pulsdauer veringert wird. Vertes zufolge trifft das hydrodynami-

sche Modell fiir hohere Laserleistungen zu, das thermische Modell fiir niedrige.

Beziiglich der Pulsdauer ergibt sich experimentell jedoch genau das Gegenteil.
Messungen von Hakansson und Sundqvist % belegen, daB die Energieschwelle fiir
Femtosekunden- und Nanosekunden-Laser gleich ist (ca. 0,5 mJ), wobei aber der

fs-Laser 25 mal mehr Leistung pro Fliche freisetzt. Das charakterisierende MaB in
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der MALD-MS ist also die Gesamtenergie, und die Bereitstellungszeit spielt fir
die Desorption nur eine sekundire Rolle. Probleme ergeben sich beziiglich der lo-
nisation, da mit dem fs-Laser kaum Quasimolekiilionen erhalten werden. Bei einem
Stickstofflaser (iiblicherweise mit 3-20 ns Pulsbreite) befindet sich die Teilchen-
wolke nach der ersten Nanosekunde ca. 1 Mikrometer iiber der Oberflédche. Der
fs-Laser ist so schnell, daB zu keinem Zeitpunkt die Teilchenwolke wihrend der
Bestrahlung auch nur iiber die Dimension der Oberflichenrauhigkeit der Probe
hinauskommt. Fiir den Fall, daB Photoionisation der Matrixmolekiile in der Wolke
zur Ionenbildung durch Gasphasenreaktionen beitriigt, ist dieser ProzeB im
Femtosekunden-Bereich ausgeschlossen. Der Anteil der Fragmente ist jedoch bei
der kurzen Dauer hoher. Es ist anzunehmen, daf aufgrund der hoheren Photonen-
dichte hier multiphotonische Anregungen wahrscheinlicher werden, die dann zur
Fragmentierung fiihren. Mit einen Picosekunden-Laser gelang es Cotter % jedoch
hervorragende Spektren aufzunehmen, und er berichtet iiber verbesserte Auflo-
sung. In diesem benutzten Zeitbereich erfasst der Strahl noch die bereits desorbier-

ten Molekiile, so daB eine Photoionisation/Gasphasenreaktion ermoglicht ist.

Thermisches Modell: van der Peyl und Kistemaker  fanden fiir Sucrose, daB zu-
mindest teilweise thermische Verdampfung erfolgt, wenn die Laserleistung im iibli-
chen MALD-MS-Bereich liegt, also bei ca. 1 MW/cm?. Sie bestrahlten diese mit
einem kontinuierlich arbeitenden CO,-IR-Laser auf einem Thermoelement (um die
Temperatur zu verfolgen). Das Quasimolekiilion trat bei derselben Temperatur auf
wie die Kaliumionen, ca. 1000 Kelvin. Bei zugeschalteter Elektronenstof3-
Tonisation war ein Fragmentsignal mit einem Maximum bei 460 Kelvin anwesend.
Also verdampft bei dieser Temperatur die Sucrose und wird dann mittels EI ioni-
siert, worauf hin sie fragmentiert. Wurde die Sucrose schlieBlich ohne Laser von
einem regelbaren Heizfilament verdampft, und die Kaliumionen aus einer anderen
Ionenquelle bereitgestellt, trat das Quasimolekiilion ebenfalls bei 460 Kelvin auf.
Dies ist die Schmelz-/Zersetzungstemperatur in Normalatmosphire. Diese Befunde
lassen sich am besten durch eine Gasphasenreaktion deuten. Es scheint, da3 der
Analyt zumindest teilweise thermisch verdampfen kann, die zur Ionisation notigen
Metallionen aus einem zentraleren, heiBeren Bereich des Focusses kommen, und
sich beide dann zusammenlagern. Bei hohen Laserleistungen und kinetischen Ener-

gien der Tonen von bis zu 25 eV ist dieses Modell jedoch unbrauchbar.
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Exciton-Generierung und mechanische Schwigungsanregung in Halbleitern durch
Laserpulse ist gesichert,” ebenso wie die Exciton/Phonon-Kopplung in Piezokri-
stallen.”’ Sehr kurze Stresspulse (kohirente, longitudinale Phononen), die in Halb-
leitern und Nichtleitern durch Laserpulsbestrahlung auftreten, konnen auch die op-

tischen Eigenschaften verindern.”

Die simultane Untersuchung von Ionen und Neutralen " (durch Vakuum-UV-
Photoionisation) ergibt ein sinkendes Neutrale/Ionen-Verhiltnis fiir den Analyten
mit steigender Leistung, ausgehend von 10.000 : 1. Das Matrix-Neutrale/Ionen-
Verhiltnis war dagegen von der Leistung wenig abhingig, was auf einen anderen
Tonisationsmechanismus der Matrix schlieBen 148t. Die Effizienz der Analytdesorp-
tion ist eine Eigenschaft der Matrix/Analyt-Mischung, unabhingig von deren Eig-
nung zur lonisation. Bolbach et al. 7 schlagen zwei Schwellenwerte vor, einen fiir
die stabilen Analytionen und einen hoheren fiir die energiereicheren Metastabilen,
die jeweils einem bestimmten Energiewert entsprechen. Die stabilen Analyten be-
sitzen also eine untere und obere Energieschranke. Das Verhiltnis des stabilen zu
dem des metastabilen Anteils der desorbierten Teilchen ergibt sich dann aus den
relativen Anteilen der (mit der entsprechenden Leistung) bestrahlten Fldchen. Mit
zunehmender Laserenergie (bei angenommener GauBcharakteristik des Strahlpro-

files) wird daher der Teil der energiearmen desorbierten Teilchen schnell kleiner.

Richtungsempfindliche Messungen mit einer Quarz-Kristall-Mikrowaage " belegen
eine gerichtete, iiberschallschnelle Jet-Expansion und nach deren Abklingen eine
weitere thermische, ungerichtete Verdampfung. [Auch hier ist zu bedenken, ob das
Prinzip dieser Waage (die Resonanzfrequenz verdndert sich beim Kondensieren
der Molekiile auf der Oberfliche) sich nicht zur Desorption verwenden lieBe.]
Weiter werden zwei verschiedene Schwellenwerte gefunden. Der niedrigere wird
der reinen Matrix von der Oberfliche her zugeschrieben, wihrend beim hoheren
der Volumenausstof8 (mit Analyten) beginnt. Bolbach beruft sich auf andere Mes-
sungen, die fir Matrix und Analyt ebenfalls verschiedene Schwellenwerte erge-
ben.™ Ein thermischer Beitrag ist auch deshalb anzunehmen, weil die lonenproduk-
tion iiber einige hundert Mikrosekunden hin andauern kann.” Jet-Expansion be-
richten auch Beavis und Chait.” Die Geschwindigkeitsverteilungen besitzen dabei
eine GauB-Charakteristik und sind fiir die Matrices etwas hoher als fiir die Analy-

ten. Dies spricht fiir einen explosionsartigen Phaseniibergang.
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Phasenexplosionsmodell nennt auch Sunner seinen Ansatz, der urspriinglich fiir
die FAB-MS gedacht war.” Bei extrem schneller Nichtgleichgewichtsaufheizung
kommt das System in einen Bereich in dem seine Phase "absolut instabil" ist. Der
Phaseniibergang vollzieht sich dann explosionsartig. Beschreibung mittels statisti-
scher Thermodynamik sagt dabei eine sehr starke Abkiihlung der Teilchen voraus.
Uber das AusmaB der Expansionskiihlung in einem Uberschall-Teilchenjet berich-
ten Li et al. ™ Sie bestrahlten die continuous-flow Einrichtung eines FAB-MS-
Spektrometers mit einem IR-CO,-Laser und verwendeten als Matrix Glycerin, ei-
ne gingige IR-MALD-MS-Matrix. Die Ionisation erfolgte resonant biphotonisch,
mit einem zweiten, gekreuzten UV-Laserstrahl. Die Temperatur der Teilchen wur-
de durch Populationsanalyse errechnet. Das Ausmal der Kiihlung ist von der Ma-
trix abhéngig, und die Temperaturen fallen im Jet bis auf 46 Kelvin ab. Die kineti-
sche Energieverteilung fittete eine Maxwell-Boltzmann-Charakteristik. Der Kiih-
lungseffekt von Wasser ist stiarker als der von Glycerin. Nelson und Williams
konnten in Eis als Matrix DNA bis 410.000 Dalton messen.” Wasser besitzt eine
geringere Masse und weniger Freiheitsgrade als Glycerin, was den besseren Kiih-
lungseffekt erklaren soll. Da Kollisionskiihlung unter den normalen MALD-MS-
Bedingungen immer anzunehmen ist, sollten Matrices mit weniger Freiheitsgraden,
also héherer Symmetrie, effektiver zur Energieerniedrigung der Analytmolekii-
le/ionen beitragen. Der Austausch zwischen kinetischer und Schwingungsenergie
ist durch die Expansion im Jet behindert. Die kinetische Temperatur ist hoher als
die den Molekiilschwingungen entsprechende. Dies ist beachtenswert, da oft kine-
tische Energieverteilungen gemessen werden, die man dann als direktes MaB fiir
die innere Energie der Teilchen nimmt. Zudem besitzen gerade die enegiedrmeren

Teilchen die hohere kinetische Energie, sie sind im Jet an vorderster Front.

Ens et al. ™ berichten iiber kinetische Energien, die unter dem Wert liegen, den das
Beschleunigungsfeld alleine schon verursacht, was ein klarer Beweis der Kolli-
sionskiihlung ist. Unter den gegebenen Bedingungen desorbierte der IR-Laser im
iibrigen fast nur Neutralteilchen. Spengler und Cotter * konnten durch Ionener-
zeugung unterhalb des Extraktionsfocus der Ionenoptik und verzogerter Beschleu-
nigung bestimmen, daB die haufigste kinetische Energie ca. 1 eV betrdgt und
Maxwell-Boltzmann-verteilt ist. Ihre Messtechnik ist unempfindlich gegen
Coulomb-AbstoBung, Raumladungseffekte, Oberfldchenrauhigkeit und andere Pa-
rameter, die bei herkommlichen Messungen (retarding potential) zu Werten von 10
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bis 100 eV fiihren. IR-Laser niedriger Energie verwenden auch Grotemeyer und
Schlag zusammen mit einer transparenten Matrix (Natriumchlorid oder Ammoni-
umnitrat).® Transparente Matrices erzeugen dabei mehr intakte Molekiile als ab-
sorbierende Matrices. Auch hier ist Nachionisation notwendig und es wird auf Ar-
beiten von Allison, Rollgen und Cotter verwiesen, bei denen auch jeweils haupt-
sichlich Neutralteilchen desorbiert wurden, was bei der IR-MALD-MS noch stdr-
ker als bei der UV-MALD-MS iiblich ist. Thermische Verdampfung wird ausge-
schlossen, da die Analyten keinerlei monomolekulare Zerfille zeigten. Dies legt
sehr niedrige Energien nahe. Es wird vielmehr mechanischer Streff angenommen,
der durch lokale Absorption an einigen bestimmten Stellen, Bindungen oder Ver-
unreinigungen durch schnelle Expansion wegen Erhitzung erfolgt, ohne die Probe
in ihrer Gesamtheit zu erwirmen. Bei den durchgefiihrten Messungen waren hin-
terher auch Bruchstellen zu erkennen. Dies erinnert an das Schockwellen-Modell
in der PD-MS. In diesem Falle dienen die Verunreinigungen jedoch der Energie-

konversion durch Absorption und stellen keine Storung dar, wie bei der PD-MS.

Es ist mehr als wahrscheinlich, daB die vorherrschende Art der Desorption - wie
z.B. Schockwellen, Verdampfung, Phasenexplosion, usw. - als auch die Art der

Ionisation davon abhingt, wie hoch die Photonenenergie und der FluB ist.
b) Ionisation:

Fiir Photoionisation mit nachfolgender Gasphasen-lonen/Molekiil-Reaktion gibt es
gewichtige Anhaltspunkte in einer umfassenden Arbeit von Karas und Hillen-
kamp® : Bei Temperaturabsenkung auf 90 Kelvin treten sehr oft Radikalionen der
Matrices auf. Dies gilt vielfach auch fiir Matrices, die bei Raumtemperatur keiner-
lei Radikalionen zeigen. Dieser Befund spricht fiir eine Photoionisation, deren Pro-
dukte - die Radikalionen - dann aufgrund ihrer hohen Reaktivitit bei Raumtempe-
ratur durch schnelles Abreagieren nicht mehr faBbar sind. (s.a. Lit.®) Dieses, und
das Auftreten von mehrfach wasserstoffangelagerten Molekiil- und Fragment-
jonen kann nicht durch priformierte Ionen - entstanden durch Sédure/Base-
Protonentransferreaktionen - erkliart werden. Bei Steigerung des pH-Wertes iiber
den pK-Wert der Matrix, so daB diese als deprotoniertes Salz vorliegt, ist kein
Spektrum mehr zu gewinnen. Die Zugabe von Ubergangsmetall-Salzen, die
Photoelektronenfallen darstellen sollten, stort tatsichlich erheblich die Spektren im

negativen Modus. Da typische Ionisationsenergien bei 7,5 bis 9 eV liegen, und
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Photonen von 266 nm 4,6 eV besitzen, ist entweder biphotonische Anregung oder
Energie-Pooling zweier angeregter Teilchen erforderlich. Die gebildeten Ionen ei-
ner Matrix sind auch von der verwendeten Wellenldnge abhingig, was fiir
Indol-2-carbonsdure gezeigt wird. Potentielle Matrices werden beziiglich ihrer Io-

nisationseigenschaften in 4 Gruppen eingeteilt:

i Selektive Bildung von Molekiilradikalionen
2 Selektive Bildung von protonierten Quasimolekiilionen
3. Bildung von Molekiilradikalionen und protonierten Quasimolkiilionen

unter starker Fragmentierung

4.: Bildung von (M-H)*, (M+2H)" und anderen Quasimolekiilionen

Die Teilchen der Gruppe 1, die stabile Radikalionen bilden kénnen, sind nicht in
der Lage weitere Gasphasenreaktionen zu unterstiitzen. Die der Gruppe 2, die sta-
bile (M+H)*-Ionen bilden, konkurrieren mit den Analyten um die Protonen und
verringern deren Intensitéit, konnen aber fiir Messungen negativer Ionen niitzlich
sein. Hierzu gehoren 2,3-Dihydroxybenzoesdure (DHBS) und 2,4-DHBS. Mole-
kiile der Gruppe 3, die selbst bei der Schwellenintensitit schon Fragmentierung
zeigen, und deren Radikalionen ebenso wie die protonierten Formen relativ insta-
bil und energiereich sind, unterstiitzen die Analytionenbildung sehr gut. Hierher
gehoren z.B. 2,5-DHBS und Sinapinséure, zwei sehr universelle Matrices. Uber
die Gruppe 4, einige besondere Fille, werden keine allgemeingiiltigen Aussagen
getroffen. Analoge Betrachtungen gelten fiir den negativ-Modus. Viele Fille kon-
nen aber nicht so einfach erkldrt werden, wie z.B. die starken Signale von (M+9)*
bei Sulfanilsdure und (M+21)" sowie (M+22)" bei Pyrrol-2-carbonsiure. Dies gibt
wiederum Anhaltspunkte fiir komplexe Ionen/Molekiil-Reaktionen in der Teilchen-
wolke. Es ist einsichtig, daB die Gasphasenbasizitdt der Matrix nicht zu hoch sein
darf, um zu vermeiden, daB diese - im hohen UberschuB vorliegend - alle Protonen
an sich zieht, und die Protonierung des Analyten so behindert wird. Im Gegenteil
sollen bei guten Matrices die Analyten regelrechte Protonenfallen in der Desorp-
tionswolke darstellen, so daB die Matrix trotz groBen molaren Uberschusses fast
nicht mehr im Spektrum auftritt. (Dies diirfte jedoch nur bei Analyten zu Verallge-
meinern sein, die bevorzugt protoniert werden. Bei Natrium-Angelagerten ist das

Bild komplexer.)
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Chan berichtet iiber eine solche Matrixionenunterdriickung, die bei einem be-
stimmten molaren Verhdltnis auftritt.* Bemerkenswert ist aber, daB bei gleichblei-
bendem Verhiltnis von Matrix zu Analyt (Nicotinsdure/Insulin, 600 : 1) der Effekt
von der Konzentration abhingt. Er vermutet, dal bei gleichbleibender Fliissig-
keitsmenge die Menge der Substanz ausschlaggebend fiir die Ausbildung einer
giinstigen Kristallstruktur ist. Umgekehrt gilt dasselbe fiir unterschiedliche Fliissig-
keitsmengen bei gleichbleibender Substanzmenge. Die Temperatur spielt dabei
ebenfalls eine Rolle, denn es geht "einfach" darum, giinstige Umstiinde fiir eine
storungsfreie und homogene Kristallisation zu finden. Nur bei homogener Vertei-

lung ist an jeder beliebigen Stelle das gefundene optimale Verhiltnis gegeben.

Wenn die Analytionen bei Gasphasenreaktionen erzeugt werden, sollte es von
Vorteil sein das elektrostatische Beschleunigungsfeld verzégert einzuschalten. So
148t man den Reaktionspartnern mehr Zeit. Die Analytionenausbeute kann dadurch
mehr als verdoppelt werden.” Zudem sind die Signale schirfer, was darauf
zuriickzufiihren ist, da8 nach dieser Zeitspanne bereits ein Teil der Metastabilen

zerfallen ist (die dann an anderer Stelle als Fragmente auftreten).

Nicht geklart ist, warum bei negativen Ionen generell keine Addukte, wie z. B.
(M+Cl)” beobachtet werden.*® Mit Negativer Chemischer Tonisation (NCI-MS),
unter Verwendung von Freon 12 als Reaktandgas, treten solche Addukte durchaus
auf, und die Quasimolekiilionen (M+Cl) von Oligosacchariden sind so energiearm,
daB in einem Quadrupolmassenspektrometer kaum Fragmente auftreten.”” Dabei
muB dort die Lebensdauer der Teilchen etwa 1000-fach ldnger sein als bei Flug-
zeitmassenspektrometern. Zudem zeigte diese Studie, daB die wenigen Fragmente
alle durch Spaltung glycosidischer Bindungen entstanden und ebenfalls nur als
(M+CI)-Ionen auftraten, mit abnehmender Intensitiit zu kleineren Fragmenten hin.
Als Erkldrung dieser Bevorzugung grofierer Massen wird angeboten, daB diesen
mehr Bindungsstellen zur Anlagerung zur Verfiigung stehen, also ein statistischer
Effekt vorliegt. Metzger et al. (s.u.) fanden in ihren Oligosaccharidmessungen bei
der MALD-MS gleichfalls eine Diskriminierung geringerer Massen, was im selben

Sinne gedeutet wurde.
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Cooks wies schon 1983 auf die Moglichkeit von Gasphasenionisationsprozessen in
der PD-MS hin.* Weitsichtig verglich er simtliche Desorptions/Ionisations-Arten:
FAB-MS, LD-MS, PD-MS und FD. Deren gemeinsame Merkmale sind:

| "Isomerisierung"”, "loss of identity" der abgeladenen Energie, d.h. nur

die Energiemenge spielt eine Rolle

2 Niederenergetische Desorption, vibronisch oder thermisch

3 Trennbarkeit von Desorption und Ionisation

4. Trennung des Ionisationsprozesses von monomolekularen Zerfillen me-
tastabiler Teilchen

Auch sah er den Effekt der Matrixunterstiitzung in der MALD-MS voraus, 4 Jahre

vor ihrem gezielten Einsatz.

Aufgrund der physikalischen Prozesse der Desorption erscheint eine neuartige
Technik unter direkter Erzeugung mechanischer Schwingungen geeigneter Fre-
quenz, Amplitude und Pulsdauver moglich. Bei dieser wire, wie bei den obigen Me-

thoden auch, die Desorption als von der lonisation getrennt zu betrachten.

6. Diskussion der Matrixeffekte
6.1.  Uberblick:

" A Sample of an antibiotic from one laboratory will give excellent mass spectra
while a sample of the same molecule from another laboratory will give no detec-

tible molecular ions. " Macfarlane, 1982 '*
6.2.1. Plasma-Desorptions-Massenspektrometrie (PD-MS):

Wenn im Folgenden oft von Peptiden/Proteinen die Rede ist, so liegt dies daran,

daf die PD-MS vorzugsweise hierfiir eingesetzt wurde und wird.

Es existieren 2 Arten der Matrix-Unterstiitzung, Adsorption und Inkorporation:
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Bei der ersteren wird Nitrocellulose (nachfolgend NC) durch das elektrospray-
Verfahren (s.u.) auf das Target aufgebracht. Dannach wird der Analyt aus einer
Losung adsorbiert. Zuletzt wird die belegte Oberfliche gewaschen, um stérende
Begleitsubstanzen aus der vorhergehenden Priparation, Weichmacher oder Riick-
stinde von S#ulenbluten zu entfernen. Dieses ist das Standardverfahren der
PD-MS.

Bei der zweiten Art wird der Analyt mit einer Matrix vorgemischt und dann auf
das Target gebracht. Aber auch getrenntes Auftragen ist moglich. Diese Methode
ist das Standardverfahren in der MALD-MS und wurde von dort adaptiert. In je-
dem Falle muB eine leitende Schicht vorhanden sein, da dies fiir das Anlegen der

Beschleunigungsspannung erforderlich ist.

Das Elektrospray kann als Priparationstechnik in beiden Féllen angewandt wer-
den. Die urspriingliche Methode wurde 1979 von NcNeal und Macfarlane einge-
fiihrt ¥ : 3 bis 10 Mikroliter eines 0,1 bis 10 g/L des Analyten enthaltenden organi-
schen Losungsmittels werden in eine Kapillare mit einem Draht gebracht. Daran
wird eine Hochspannung gelegt, bis die Losung aufgrund der Feldstirke an der
Spitze zu versprithen beginnt. Wegen der Leitfahigkeit (Kurzschlul !) diirfen
hochstens 30% Wasser enthalten sein. Das iibliche Losungsmittel in der Protein-

chemie ist jedoch 0,1% Trifluoressigsdure in Wasser.
Adsorptionsstrategien:

Die Verwendung von Nitrocellulose geht auf das Jahr 1986 zuriick.” Diese wurde
in Amylacetat gelost, auf einen Triiger aufgebracht und getrocknet. Im Vergleich
zur puren electrospray-Priparation waren die Peaks hoher, schmaler und mehr-
fachgeladene Tonen traten verstirkt auf, jeweils protoniert. Man vermutete damals,
daB hydrophobe Wechelwirkungen sowie Ladungswechselwirkungen zur Adsorp-
tion fiihren. Die positiv geladenen Zentren sollten mit den negativen NO,-Gruppen
der Nitrocellulose wechselwirken. Die Analyten wiirden daraufhin als préformierte
Ionen desorbiert. Die Nitrocellulose selbst wird bei der Desorption zerstort, ihre

Struktur kollabiert und setzt so die aufliegenden Molekiile frei.

Fiir Proteine, die an Nitrocellulose weniger gut haften, fiihrte Roepstorff die spin-

drying-Technik ein.” Ein rotierendes Target aus NC auf Mylar wird im Zentrum
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mit der Analytlosung beladen. Wihrend der Analyt kontinuierlich (steady state)
adsorbiert, werden die leicht loslichen Kontaminanten zum Rand gespiilt und dort
abgeschleudert. Das Trocknen kann visuell vom Zentrum her fortschreitend be-
obachtet werden. Ein zusitzlicher Waschschritt wird fiir nétig erachtet, wenn die
Summe der Tonensignale von Natrium und Kalium die Hilfte des Wasserstoffsi-
gnales erreicht. Dieses Verfahren kann auch zur Beschichtung der Targets mit NC
dienen und wird dann spin-coating genannt. Die sogenannte NC-Sandwich-
Technik * ist eine weitere Moglichkeit der Priéparation fiir nicht gut adsorbierende
Analyten. Nach spin-drying wird eine zusdtzliche NC-Schicht aufgespriiht, gefolgt
vom Waschschritt. (Dies belegt, dal die Struktur der Nitrocellulose kollabieren
muB, da der Analyt ja sonst nicht austreten konnte.) So erhaltene Spektren zeich-
nen sich durch niedrige Alkalimetallgehalte aus, ohne den Analyten nennenswert

abzuspiilen.

Ein Vergleich der Verfahren unter Vermesseung von Insulin zeigt, daB die optima-
le Analytmenge der eines Monolayers entspricht. Die Quasimolekiilionenausbeute
(M+nH)™ sinkt beim spin-drying und beim einfachen eintrocknen lassen nach ei-
nem Maximum mit zunehmender Menge wieder ab.” Nur beim adsorbieren mit
nachfolgendem Waschen bleibt sie konstant im Maximum, was zeigt, daB der un-
terste Analytlayer auf der NC-Schicht besser haftet als die restlichen untereinan-
der, welche wieder abgespiilt werden. Beim electrospray ist die Ausbeute immer
schlechter und nihert sich nur langsam an die der anderen Methoden (bei jeweils

gleicher Menge) an, was zeigt, daB keine Monolayer verspriiht werden konnen.

Eine Untersuchung der Ionenausbeute mit Monoschichten unterschiedlicher Fett-
sduren iibereinander ergab, daBl die maximale beprobte Tiefe 15-20 Nanometer be-
trédgt, in der PD-MS ebenso wie bei SI-MS. Das Signal ist bei Monolayern maxi-
mal und nimmt bei Uberdeckung mit je einem zusitzlichen Fettsdurelayer rapide

ab.*

Statt Nitrocellulose wurden auch andere Beschichtungen gewihlt, die den La-
dungseigenschaften des Analyten angepaBt waren. Macfarlane nahm Nafion um an
die Sulfonséuregruppen selektiv positive Ionen zu binden. Dieses gelang beispiels-
weise mit einem Kupfer-Komplex von Bleomycin-B1”.” Umgekehrt funktioniert
dies auch mit einem Tridodecylmethylammoniumchlorid-dotierten Mylar-Film fiir

negative lIonen, wie zum Beispiel Ribonucleotide.” Dabei wurde der Erfolg nicht
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nur auf eine Reduzierung der intermolekularen Analytwechselwirkungen zuriick-
gefiihrt, sondern auch darauf, da die sehr sperrigen Kationen zusitzlich eine steri-
sche Vereinzelung bewirken, und daB des weiteren die Ladungen im Tonenpaar vo-
neinander entfernter sind, was eine leichtere Trennung entgegen der Coulomb-
Anziehung bedeutet. Eine andere Untersuchung Macfarlanes ergab, daB die Ad-
sorption von Rhodamin 6G einer Langmuir-Charakteristik folgt, und die Molekiil-
ionenausbeute bei monomolekularen Schichten nahezu gesittigt ist.” Nur bei ho-
heren Bedeckungsgraden sind auch Dimere vorhanden. Dieselbe Betrachtung von
Rhodamin B ergab, da8 die Haufigkeit der Fragmente (durch Decarboxylierung)
bei hoherer Beladung zuriickgeht, aus der zu schlieBen sei, daB bei groBeren Io-

nenverbidnden die Anregungsenergie verteilt werden kann.

Eine weitere Untersuchung fiihrte auch zu der Beobachtung der Langmuir-
Adsorptionscharakteristik bei Insulin,”® aber hier stellt sich das Verhiltnis von
einfach- zu mehrfachgeladenen steigend mit zunehmender Schichtdicke (durch El-
lipsometrie ermittelt) ein und fiihrt zur Annahme von Inselbildung durch konkur-
rierende Koagulation. Mehrfachgeladene werden unterhalb monomolekularer Be-
deckung gebildet und den direkt adsorbierten zugeschrieben, wihrend die Analyt-
molekiile mit direkten Partnern einfache Ladung tragen. Die Ausbeute der negati-
ven (M-H)-Ionen steigt im Gegensatz dazu nicht mit derselben Adsorptionscha-
rakteristik an, erfordert viel groere Mengen und ist insgesamt geringer. Die De-
protonierung bendtigt also sich assoziierende Analyten. Bei solchen Substanzen,
die Micellen bilden konnen (Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe, s.u.), sind Unstetig-

keiten der Adsorptionsisothermen festzustellen.”
Diskriminierungseffekte:

Diskriminierungseffekte werden in der PD-MS von Peptidmischungen oft be-
obachtet. Um die moglichen Ursachen zu ermitteln wurden binére Kombinationen
auf NC vermessen.''” Durch Addition der pK-Werte der einzelnen Aminoséure-
reste erhielt man die Nettoladung des Peptides. Im positiven MeBmodus unter-
driicken die stirker positiven Peptide die weniger positiven, im negativ-Modus
werden negativere bevorzugt. Acidere Proteine lagern bevorzugt Natrium an. Bei
Verarmung an Natrium sind sie dann protoniert zu sehen, allerdings in geringer
Ausbeute. Basischere Proteine treten bevorzugt protoniert auf, nur bei Natrium-

Anreicherung bildet sich in hoherer Ausbeute das entsprechende Addukt. Im
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negativen MeBmodus treten nur (M-H)-Ton auf. Ein Natriumzusatz drdngt hier
zusehends die Quasimolekiilionen-Signale zuriick, ausgeprigter bei hoherer Basi-
zitit. Neben der Nettoladung spielt also auch die Aciditdt eine entscheidende Rolle
bei der Ausbildung von Diskriminierungseffekten. Uber den EinfluB der unter-
schiedlichen Hydrophobizititen besteht Uneinigkeit, im Gegensatz zur FAB-MS,
wo die hydrophilen Komponenten die Grenzflache fliissig/Vakuum meiden.'” Der
Ladungseffekt tritt auch bei Mischungen von Substanzen unterschiedlicher Klassen

auf, z.B. Kohlenhydraten und Peptiden.

Auch bei Aminosiuren wurden die Diskriminierungseffekte erkundet,'” um gleich-
zeitig Einblick in den Desorptions/Ionisations-Mechanismus zu gewinnen. Hierzu
stellte man Mischungen von jeweils 3, 4 oder 5 Aminosduren her. Durch Permuta-
tion lieB sich eine Gesamtreihenfolge in positivem und negativen Modus aufstellen.
Wenn die (MH)*/(M-H)-Bildung in Losung erfolgt, sollte Abhéngigkeit von der
Basizitit/Aciditit gegeben sein, bei Gasphasenbildung von der Protonenaffini-
tit!Gasphasenbasizitit. Die Desorptionsreihenfolgen korrelieren eher mit Letzte-
ren, wobei AusreiBer vorkommen, was einem ‘chemischen Matrix-Effekt”
(=Protonierung, s.u.) zugeschrieben wird. Diese Studie leidet aber unter mehreren
Miingeln: Es erfolgte electrospray auf aluminiumbeschichtetes Mylar, dies fiihrt
leicht zu inhomogenen Aggregaten und dicken Schichten. Die Spekiren selbst sind
von starken Fragmenten geprigt, teilweise bis zur erschwerten Erkennung der
Quasimolekiilionen im Rauschen. Nimmt man nun an, da8 sich in der komplexen,
ungeordneten "Multilayer'-Probe unterschiedliche Ionenaggregate (aufgrund
quantitativ nicht nachvollziehbarer elektronischer und sterischer Parameter) bilden,
was sicher ist, und diese zumindest teilweise desorbiert werden, was sehr plausibel
ist, so besteht die Moglichkeit schneller, komplexer Zerfille in die verschiedenen
Molekiilionen und zahlreiche Fragmente iiber mehrere Reaktionspfade. Damit aber
wire jegliche Korrelation nur aufgrund der gasphasenthermodynamischen Daten

zweifelhaft.
Kationabhingige Effekte:

Bei der Untersuchung von Oligosacchariden stellt sich eine starke Abhingigkeit
der Fragmentierung vom Kationengehalt der Probe heraus.'® Maltoheptaose tritt
als (M+Na)*-Ion mit wenigen, ebenfalls kationisierten, Fragmentionen auf. Nach

waschen des auf NC adsorbierten Zuckers sind nur Fragmentionen zu sehen, deren
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Signale zudem verbreitert sind. Die protonierten Teilchen besitzen also eine hihere
Energie als die kationisierten. Wiahrend die kationisierten der Ring- wie auch der
glycosidischen Spaltung unterliegen, tritt bei den natrium-verarmten nur letztere
auf. Dieses Ergebnis gilt auch bei electrospray auf Al-Mylar und nach Acetylie-
rung. Dasselbe Fragmentierungsverhalten wird auch bei anderen massenspektro-
metrischen Methoden gefunden.'® Cs*-liquid-SI-MS/FT-MS-Messungen ergeben
die Zerfallskonstanten der unterschiedlichen Ionen. Die Stabilitit der Quasimole-
kiilionen steigt in der Reihenfolge M + H",Li*,Na*,K* an. Zwar liegen die Lebens-
dauern im Bereich von Millisekunden, aber es wurden auch nur die energiedrmsten
Teilchen untersucht, bedingt durch die Zeitfenster des Quadrupoles und der FT-
MS-Zelle."* Vergleiche der Metastabilen-Messungen von Glycin mit ab initio-
Rechnungen ergeben, dafl die Bildung der priformierten Ionen im Festkorper mit

der Gitterenergie der zugesetzten Alkalimetallhalogenide korreliert.'”

Nicht alle Peptide ergeben kationisierte Quasimolekiilionen. Viele werden eher
protoniert, und einige Proteine treten nur protoniert auf. Oft ist bei hohen Natri-
umgehalten vollstindige Fragmentierung die Folge, zumindest ist die Ionenausbeu-
te von (M+Na)* kleiner als die von (M+H)" bei salzfreien Proben, die durch Reini-
gung erhalten wurden. * Das Ammonium-Ion wird auch in hochsten Mengen tole-
riert,'® weshalb dessen Salze zur Pufferherstellung bei der Priparation verwendet
werden. Sind die Peptide dagegen apolarer derivatisiert (N-acetyliert und N,O-

permethyliert), wirkt sich auch hier die Natriumzugabe positiv aus.

Zusammenfassend 1dBt sich aufgrund der experimentellen Befunde vermuten, da
bei acideren Analyten eher Protonierung giinstig (also energieirmer) ist, wihrend
dies bei basischeren fiir die Kationisierung gilt. Dies fillt auch bei der MALD-MS
auf, in der diese Befunde empirisch noch um das HSAB-Prinzip erweitert werden
konnen. Peakverbreiterungen deuten auf Metastabile und es ist denkbar, daB - zu-
mindest teilweise - im Analyten die Quasimolekiilionen entsprechend den relativen
Héufigkeiten der Kationen und der Stabilitit vorgebildet werden, um dann entspre-

chend ihrer Energie mehr oder weniger schnell zu zerfallen.

Die Adsorption auf NC ist sehr universell fiir viele Substanzklassen anwendbar,
zum Beispiel fiir Insektizide, Antibiotika, Kronenether, Porphyrine usw. Diese
Universalitit ist umso bedeutender, als daf bei vielen Vergleichen NC auch besser

abschnitt als andere, spezielle Tridgermaterialien.'” Zudem ist die Moglichkeit der
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Derivatisierung auf dem Target und die mogliche Riickgewinnung der Substanz
von praktischem Interesse. Abschitzungen ergeben, daB die erreichbare Massen-

grenze mit dieser Methode bei 100.000 Dalton liegt.'”
Inkorporationsstrategien:

Der Zusatz von Glutathion beim electrospray erhdht die Quasimolekiilionenaus-
beute von reduziertem, denaturierten HiihnereiweiBlysozym und wird der Riickfal-
tung in die native Form zugeschrieben.""’ Des weiteren vermutet man eine die in-
termolekularen Kriifte vermindernde Spacer-Funktion und Verminderung der Al-
kalimetallionenverfiigbarkeit, also scavenger-Eigenschaften. Die Ionen-Ausbeute

der NC-Technik wird jedoch nicht erreicht.

Eine Mischform der Techniken verwenden Wolf und Macfarlane. Sie fiihrten
Anthracen-9-carbonsiure als Matrix ein """ : Diese wurde auf Mylar gespriiht,
um dann den Analyten aus wissriger Losung zu adsorbieren, gefolgt von waschen.
Die Auswahlkriterien waren daher: Léslichkeit in organischen Solventien, unlds-
lich in Wasser, hohe Substrat/Adsorbat-Affinitit (zumindest dieses nach der trial
and error-Methode) sowie Sublimierbarkeit. Mit diesem Anthracenderivat ist der
Spektrenuntergrund stark reduziert, die Peaks des Insulin schérfer und hoher als
beim NC-Verfahren. Dies gilt fiir Spektren positiver und negativer lonen. In letzte-
ren tritt auch ein (M-2H)?-Peak auf, was sonst nur von der MALD-MS bekannt
ist. Da der Metastabilen-Anteil geringer ist, geht man von einer geringeren Anre-
gungsenergie aus. AuBerdem ist ein (M+Matrix)*-Signal zu sehen. Das weist auf
starke Matrix/Analyt-Wechselwirkungen hin. Bei der Desorption kann dem Analyt
durch Kollisionskiihlung Energie entzogen werden. Macfarlane geht von einer
Gasphasenionisation unter Protonentransfer aus. 2-Aminoanthracen ergibt im Ver-
gleich dazu keine verwertbaren Spektren. Dies wird auf das Fehlen der Sdurefunk-
tion zuriickgefiihrt, die am Tonisationsprozef beteiligt sei. Die kinetische Energie-
verteilung ist bei der Anthracen-9-carbonsiure zu niedrigeren Werten hin versch-
oben. Er weist darauf hin, daB es durch Oberflichenaufladung bei NC zu hoheren
kinetischen Energien der Analytionen kommt. Die Tatsache, da8 Anthracen selbst
photoleitfihig ist, miindet in seiner Annahme, da bei dem verwendeten Derivat
im ion-track Ladungstriiger hoher Mobilitit existieren, die die Oberflédchenaufla-
dung ableiten (dhnlich einer Goldbedampfung, die zu demselben Ergebnis fiihrt).

Erwihnt werden in dieser Arbeit auch Erfolge mit Alizarin, Chinalizarin, Purpurin
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und anderen kleinen Molekiilen, denen aber, wie dem 2-Aminoanthracen auch, die
Séurefunktion fehlt. Es ist daher wohl kaum eine notwendige Bronsted-Aciditit

unter vollstdndiger Protoneniibertragung anzunehmen.

In besonderem Malle wird an der Universitdt Oldenburg das Konzept der Matrix-
isolation bei der PD-MS untersucht. Verschiedene Substanzen wurden als Matrix
zu Maltoheptaose bzw. alpha-Cyclodextrin im Verhiltnis 2:1 gegeben und pneu-
matisch auf Al-Mylar gespriiht.'” Dies hat zur Folge, daB hier gerade die wasser-
loslichen Molekiile besonders in Betracht kommen. Tauglich waren Kaffeesiure,
1,4-Dihydroxyanthrachinon, ~ 9-Fluorenon,  Dithiothreitol, = 3-Aminopyridin,
2-Aminobenzothiazol, 1,4-Diaminoanthrachinon, Benzidin und Benzimidazol. Be-
sonders gut waren Alizarin, Chinalizarin, Fluorescein und 2-Aminothiazol. Bemer-
kenswert ist hier, da3 (bis auf Dithiothreitol) alle Systeme aromatisch sind und
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen konnen, wenn auch 9-Fluorenon nur als
Acceptor. Die Zucker sind dazu natiirlich besonders befihigt. Die H-Briicken er-
fiillen hier vor allem die Funktion der Isolation der Analytteilchen voneinander.
Die Anwendung der Standardmatrix der MALD-MS, 2,5-Dihydroxybenzoesiure,
war ergebnislos. 2-Aminothiazol ist die bis dahin beste gefundene Matrix fiir

Zucker.

Weiterhin war bemerkenswert, daf3 bei Veringerung der Analytmenge auf ein Tau-
sendstel bei gleicher Matrixmenge das Signal nur auf 14% des urspriinglichen
Wertes absank. Die isomeren Aminopyridine ergaben unterschiedliche Ergebnisse,
wobei die Quasimolekiilionenausbeute mit der Gasphasenbasizitit korrelierte, die-
se jedoch nur einen Variationsbereich von 31 kJ/Mol iiberstrich. Bei zu starker Ba-
sizitdt bilden sich vermutlich zu starke Cluster, die dann in der Gasphase nicht
mehr zerfallen konnen. Die optimale Basizitit soll etwas tiber der des Analyten lie-
gen, so dal die Wechselwirkungen zwischen den Analytteilchen noch aufgebro-
chen, und diese getrennt werden konnen. Bei Hydroxyanthrachinonderivaten ist
Intensivierung und Verschmalerung des Signals zu beobachten, wihrend beim un-
substituierten Anthrachinon keine Intensivierung aber Verschmalerung zu be-
obachten ist. Dies weist darauf hin, dal die Funktionalitit fiir die Ionenbildung von
Ausschlag ist, unabhéngig von einer Energieabsenkung durch Verminderung der
Analyt/Analyt-Wechselwirkungen durch Isolation, adiabatische Expansionskiih-

lung oder eventuelle Kollisionskiihlung bei der Kodesorption. Auch hier traten die
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Zuckerderivate - wie immer- natriumangelagert auf, so daf komplexere Prozesse
als nur einfache Protoneniibertragung anzunehmen sind. Bei Vermessung eines je-
weils dquimolaren Malto-penta,-hexa,-hepta,-ose- sowie eines alpha-, beta- und
gamma-Cyclodextrin-Gemisches, wurden die hoheren Massen zunehmend diskri-
miniert. Nach Zusatz von 3-Aminopyridin als Matrix war die Diskriminierung be-
seitigt, und zudem waren alle Intensititen gesteigert. Daher 146t sich vermuten,
daB der Zusatz der Matrix eine Konkurrenz der Analytteilchen untereinander um
die Kationen verringert, indem insgesamt bessere Kationisationsbedingungen ge-
stellt werden, zum Beispiel durch Ionen/Molekiil-Reaktionen in der Gasphase. Ei-
ne gleichmiBig zunehmende Diskriminierung bei Dextrin 10 und Dextran 1,5 zu
hoheren Massen hin liBt entweder die Detektionswahrscheinlichkeit oder die
Desorptions/Ionisations-Wahrscheinlichkeit dafiir verantwortlich erscheinen. Auch
ist zunehmender Metastabilenzerfall denkbar, aber die Peaks sind zu gering um ei-

ne Verbreiterung eindeutig erkennen zu konnen.

In einer weiteren Veroffentlichung dieser Gruppe '* wurde betont, daB diese Pré-
paration fiir die PD-MS, wie auch die MALD-MS gleichermafien von Erfolg ist,
vorausgesetzt die Matrix absorbiert bei der gegebenen Laserwellenlidnge. Das Ver-
sagen der 2,5-Dihydroxybenzoesiure bei den Zuckern wurde an dieser Stelle unter
anderem der inhomogenen Verteilung auf der Oberfléche zugeschrieben, was auf
eine unregelmiBige Kristallisation schlieBen 1dBt. Dies ist ein Beispiel fiir eine un-
vorhergesehene Matrix/Analyt-Wechselwirkung, da diese Matrix normalerweise
hervorragend kristallisiert - und dies auch mit Zuckern tut. Jedoch werden diese
dabei nicht homogen in den Kristallverband aufgenommen. Generell kann eine sol-
che Inkompatibilitit zu Separation, Polymorphismus und zur vollstindigen Kristal-
lisationshemmung unter Ausbildung unterkiihlter Schmelzen oder amorpher Pha-
sen fiihren. Dieses ist natiirlich auch eine Frage der Menge, und das Matrix/Analyt-
Verhiltnis war bei den oben genannten Messungen mit 2:1 fiir MALD-MS uniib-
lich niedrig (s.u.). Die festgestellten Inhomogenititen sind kleiner als die beprobte
MALD-MS-, aber groBer als die PD-MS-Fliche, weshalb erstere davon betroffen
sind. Unterschiedliche Ionisationsprozesse der beiden Methoden unter diesen Be-
dingungen sind aber ebenfalls moglich. Bei Fluorescein als Matrix war interessant,
daB dieses bei 337 nm als (M+H)*, bei 532 nm jedoch als (M+H)" und (M+Ma)*-
Ion auftrat. Bei 532 nm war auch die (M+Na)*-Quasimolekiilionenausbeute des

Cyclodextrins hoher, so daB hier Gasphasenprozesse moglicherweise generell
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erleichtert sind. Da Fluorescein bei dieser Wellenlinge stirker absorbiert, ist eine
hohere Energie wahrscheinlich. Insgesamt ist das Spektrum bei 337 nm dem PD-
MS-Spektrum #hnlicher. Weitere Phthaleine ergaben analoge Ergebnisse. Bei
MALD-MS-Messungen von Dextrin 10 ist erstaunlicherweise eine Massendiskri-
minierung der leichteren Teilchen unterhalb von 1200 Dalton zu beobachten, die
zudem von allen variierten Parametern, wie z.B. einem Natriumchloridzusatz oder
der Laserintensitit unabhingig ist. Dieses galt auch fiir Kontrollmessungen an
Peptid-Gemischen. Als Erkldrung ist anzunehmen, daB die PD-MS aufgrund ihres
Einzeldesorptionscharakters keine kompetetiven Effekte der unterschiedlichen
Analytteilchen zuléBt, bei der MALD-MS jedoch die groBe Menge der Neutralen
und Tonen um die Kationen konkuriert, und die groBeren Molekiile mit mehr po-
tentiellen Ionisierungszentren statistisch bevorteilt sind. Zudem kann die Energie
der exothermen Kationanlagerung bei groBeren Molekiilen tiber mehr Bindungen
delokalisiert werden, so daB die kleineren schneller Zerfallen. Bei hoheren Be-
strahlungintensititen traten, abhédngig von der Matrix, auch hohere als die in der
Probe vorhandenen Massen auf, was unterschiedliche Gasphasenprozesse
(Fragmentierung/Aggregation), in Abhingigkeit der Matrix, plausibel erscheinen
laft.

Fiir die Exothermieabhingigkeit sprechen auch Befunde von Macfarlane,'” in de-
nen bei Peptiden die Fragmentierung gezielt gesteigert werden kann wenn man
Lysin-Reste guadiniert, und so die erhaltenen basischeren Gruppen eine hohere

Protonenaffinitit aufweisen als vorher.

Hoppilliard et al. " teilen ihre gefundenen Matrixeffekte in 3 Gruppen ein:

13 physikalischer Effekt : variiert (M+N a)* sowie (M+H)" gleichermafien
2% chemischer Effekt : variiert nur (M+H)"

3% (de)kationisierender Effekt : verdndert das (M+Na)*/(M+H)"-Verhiltnis

Die Funktionsweise des physikalischen Effektes wird Wechselwirkungen zuge-
schrieben, die die Sublimationsenthalpie erniedrigen, also Analyt/Analyt-
Wechselwirkungen schwichen. Der chemische Effekt resultiert aus der Aciditit
der Matrix, die eine Protonierung im Sinne einer Ionenpréformierung bewirkt. Der
(de)kationisierende Effekt wird thermodynamisch erfasst (wobei angenommen

wird, daB thermodynamisches Gleichgewicht unmittelbar nach dem Einschlag
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besteht): Wenn der (acide) Analyt wenigstens teilweise eine Salzbildungsreaktion
eingehen kann, dann folgt die bevorzugte Bildung von (M+Na)" gegeniiber
(M+H)*, auch wenn Metallionen nur in Spuren vorhanden sind. Wihrend dieses
Ergebnis hier mittels thermodynamischer (teilweise ab initio) Rechnungen durch
Vergleich der moglichen Reaktionswege erreicht wird, folgt phianomenologisch
dasselbe nach dem von Macfarlane adaptierten Modell von Norskov und Lundg-

vist, bei dem priformierte Ionen selektiv extrahiert werden.
6:2:2; Laser-Desorptions-Massenspektrometrie (LD-MS):

In der MALD-MS wird die Matrix iiblicherweise in 1000 bis 50.000-fachen mola-
ren Uberschuf zugesetzt. Das jeweilige optimale Verhiltnis muB, abhingig von
der Matrix und dem Analyten, empirisch bestimmt werden. Um Fragmentierung zu
vermeiden, die zu einer Intensitisminderung und Verbreiterung des Quasinolekii-
lionsignals fiihrt, nimmt man die Spektren an der Auftrittsschwelle ("threshold")
der Tonen auf.'"” Dies ist mit Stickstoff-Lasern besser moglich als mit anderen, da
sie eine geringere SchuB zu SchuB-Variation der Intensitiit aufweisen. Von Vorteil
ist es nur ultrareine Losungsmittel einzusetzen und die Matrices zu reinigen um

kristallisationshemmende Weichmacher und storende Kationen zu entfernen.

Morphologie: Mikroskopische und videomikroskopische Untersuchungen bele-
gen, daB bei der Priparation durch Auftropfen durchweg heterogene Proben erhal-
ten werden."® Die Kristallisation der Matrix beginnt vom #duferen Rand her, und
der Analyt bildet gegen Ende eine diinne, isotrope Phase im Inneren. Durch Pha-
senkontrastmikroskopie ist die Separation zu sehen. Bei diesen Proben sind die er-
haltenen Signale am Rand stiirker, wo das Matrix/Analyt-Verhiltnis viel hoher ist.
Offensichtlich erfolgt nur dort Kokristallistion. Karas und Hillenkamp ziichteten
durch langsames Abkiihlen groBere 2,5-DHBS-Einkristalle und untersuchten die-
se.'” Rontgenstrukturanalyse zeigte ein ungestortes Kristallgitter bei Cytochrom C
Einbau. Von den Kristallflichen konnten an ein und derselben Stelle hunderte von
Spektren erhalten werden, ohne daB gravierende Verdnderungen im Spektrum
oder an der Substanz festgestellt wurden. Wiederauflosung und spektrophotome-
trische Bestimmung ergaben, daf bei niedrigen Konzentrationen das Verhiltnis des
Analyten desjenigen in der Losung entspricht. Nach Erhohung wird nicht mehr die
entsprechende Menge in das Gitter eingebaut. Im optimalem Verhiltnis sind keine

Matrixsignale mehr zu sehen. Hingegen ist bei iiblicher Priparationstechnik die
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Targetoberfliche inhomogen, und die Spektren vom Randbereich, in dem sich Kri-
stalle befinden, ergeben hohere, schirfere und reproduzierbarere Signale. Je nach
Matrix storen verschiedene Substanzen die Kristallisation erheblich, bei DHBS
z.B. Glycerin oder DMSO, bei Sinapinsiure Spuren von Natriumdodecylsulfat aus
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Das Spektrum reiner DHBS
weist geringe M*, (M+H)" und (M+2H)"-Signale auf, neben einigen stirkeren

Fragmenten, wie z.B. (M-OH)".

Durch fluoreszenzmarkierte Proteine konnte die Dynamik der Desorptionswolke in
Abhingigkeit von der Prdparation beobachtet werden.'” Die Matrix/Analyt-
Gemische wurden durch spin-coating aufgetragen. Die Morphologie war stark von
der Priparation abhingig. Mit zunehmender Schichtdicke nimmt die desorbierte
Menge zu, die Axialgeschwindigkeit der Wolke jedoch ab. Bei Beschul von hinten
durch Quarztriiger wird jeweils die gesamte Menge an der Stelle des Brennfleckes
abgetragen. Der Effekt der Axialgeschwindigkeit kann jedoch ohne Messung der
Energien nicht abgeschitzt werden. Es ist Abkiihlung (Kollisionskiilung) oder
Aufheizung (StoBaktivierung) moglich, je nach der herrschenden Temperatur in

der Wolke, die ja nicht direkt von der Translationsenergie abhdngt.

Beavis stellte kiirzlich eine neue Methode der Priparation vor.'”' Erst wird eine
gesittigte aber kristallfreie Losung der Matrix auf das angerauhte Target gebracht.
Nach Trocknen wird mit einem Deckgldschen diese Schicht verrieben und Uber-
bleibsel abgepinselt. Danach wird die eigentliche Matrix/Analyt-Losung, ebenfalls
kristallfrei, aufgebracht. Der Sinn dieses Vorgehens ist, daB eine Schicht mit vielen
Kristallisationskeimen erzeugt wird, auf der dann die eigentliche Losung homogen
und fest haftend aufkristallisiert, so daB die derart entstandene Oberfliche gewa-
schen werden kann. Die gewonnenen Spektren sind an allen Stellen gleich, ohne
eine gute suchen zu miissen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen erkennt
man iiberall etwa gleich grofe Kristillchen. Normalerweise fingt die Kristallisation
an der Grenzfliche fliissig/gasformig an. Bei Gemischen verdampft das fliichtigere
Losungsmittel zuerst. Kristalle fallen - nicht gut haftend - aus der Losung aus. Die-
se wachsen langsam und konnen inhomogen sein, da sich die Substanzen ( unter-
stiitzt durch den Losungsmittelgradienten) separieren. Bei der Kristallkeim-
Methode kristallisiert die Substanz schnell an der Grenzfliche fest/fliissig und

{ibernimmt die vorgefundene Morphologie. Der Analyt wird eingebaut, das
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Wachstum schreitet mit dem Verdunsten gleichmiBig fort und es kommt nicht zur
Separierung von Matrix und Analyt. Es sind kleinere, aber zahlreichere Kristallite

vorhanden. Nach Bedarf kann die iiberstehende Fliissigkeit auch abgespiilt werden.

Beziiglich der physikalischen Eigenschaften potentieller Matrices stellen Beavis
und Chait '* fest, daB diese falls sie schmelzen statt zu sublimieren untauglich sind.

Eine Séurefunktion sei nicht notwendig, ebensowenig wie ein Pi-System.

Chen et al. '® berichten iiber Oligonucleotiduntersuchungen, bei denen einige Iso-
mere der Dihydroxybenzoesdure eingesetzt wurden. Neben 2,5-DHBS war nur
2,3-DHBS einigermaflen tauglich, und die Morphologien aller Isomerer - jeweils

nach Augenschein - verschieden.

Ich konnte beobachten, daB bei einem VISION 2000-Gerit mit Beobachtungska-
mera schon bei moderaten Laserleistungen ein abplatzen und umbherfliegen der
Substanz von der Oberfliche zu sehen war. Dannach konnte man bis auf den
Stahltrdger blicken. Allerdings waren unter diesen Bedingungen keine Spektren zu
gewinnen. Es hatte den Anschein, als ob die Substanz zu schnell getrocknet sei,
und eher amorphen Charakter besaB. Bei einwandfreien Priparationen ist keine
visuelle Verdnderung zu erkennen. Bei noch "feuchten" Proben, die auch keine
Spektren ergeben, reagiert die Substanz wie eine feuchte Wiese auf einen FuBtritt.
Bei identischer Losung und Probentriger ist dies von den Trocknungsbedingungen

(Zeit, kratzen) abhingig.
Saure/Base-Eigenschaften:

Es ist zu beachten, dafl die Acidititen von strahlungsangeregten Molekiilen teil-
weise dramatisch von denen im Grundzustand abweichen konnen, z.B. bei Phenol,
wo der pK -Wert von 9,94 im Grundzustand auf 5,7 im S,-Zustand abfillt."* Dies

gibt dann auch AnlaB zu Protoneniibertragung in der Gasphase.

Eine andere Arbeitsgruppe verallgemeinert sogar, daB eine Matrix dann gut ist,
wenn sie im angeregten Zustand eine Sdure darstellt, wie z.B. Phenole, Zimtsiu-
ren und aromatische Amine.'” Dafiir spricht, daB Sinapinsduremethylester als Ma-
trix ebenso tauglich ist wie Sinapinsdure selbst. Fiir deren angeregten Zustand wird
angenommen, daB die mesomere Grenzstruktur, die als ein protoniertes Chinon-

methid zu betrachten ist, ein hoheres Gewicht gegeniiber dem Grundzustand
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erhilt. Die Protoneniibertragung soll aus dieser Stellung erfolgen und ist daher

beim Ester ebenso méglich wie bei der freien Siure.

Fiir Basizititen diirfte entsprechendes gelten, so daB8 bei Abschitzung von ver-
meintlich passenden Gasphasenwerten enorme Abweichungen durch die Laserein-
strahlung auftreten konnen, da die Matrix ja per Definition angeregt wird. Aber
selbst im Grundzustand ist die Bestimmung der Gasphasenbasizitiit ein Problem:
Vergleiche vom  Acidititsmessungen mittels  Fouriertransformations-Ion-
Cyclotron-Resonanz (FT-ICR) und massenselektierten kinetischen Energiespek-
tren (MIKES), ergeben bei Alkandiolen Abweichungen von mehr als 20 kJ/Mol.'*
Vergleiche von Basizitdtsmessungen und Ammoniumionenaffinititen bei Kronene-
thern mittels MIKES und Ton-Trap-Ligandenaustauschtechnik, liefern teilweise
unterschiedliche Reihenfolgen und Energiedifferenzen von ebenfalls um 20 kJ/Mol,

127

wobei entropische Effekte hineinspielen.'” GroBe Molekiile lassen sich hingegen

zur Zeit noch nicht mit vertretbarem Aufwand berechnen.

Von Karas und Hillenkamp wird ein Effekt des pH-Wertes auch dahingehend in-
terpretiert, da sich Matrix/Analyt-Ionenpaare bilden,” die daraufhin den regel-
mifigen Analyteinbau in das Wirtsgitter erleichtern. Verkompliziert wird der Ver-
such einer Erkldrung, wenn man betrachtet, daB8 fiir einige Problemstellungen
Matrix-Gemische eingesetzt werden, so z.B. 2-Aminobenzoesiure/Nicotinsiure,
4:1 fir Oligodesoxynucleotide im negativen MeBmodus, 2,5-DHBS/
2-Hydroxy-5-methoxyzimtséure, 9:1 statt DHBS alleine ' oder Rhodamin 6G in
3-Nitrobenzylalkohol.'” Zum Austausch von Kationen durch unkritische Ammo-

niumionen geben Karas und Hillenkamp ™

beim Auftragen der Probe ein feines
lonenaustauscherharz zu, was die Kristallisation anscheinend nicht behindert. Die

Matrix selbst wurde vorher durch Ionenaustauschchromatographie gereinigt.

Smith et al. ' untersuchten die Auswirkungen von Matrices mit verschiedenen
pH-Werten in Losung zwischen 2 bis 11 auf die Spektren von Proteinen und Oli-
gonucleotiden. Diese Werte bleiben allerdings beim eintrocknen nicht konstant
(und der Begriff selbst ist in Festkorpern nicht mehr definiert). Bei den Proteinen
wirkte sich Acidifizierung im positiven Modus (wie erwartet) giinstig aus. Bei Oli-
gonucleotiden wirkt sich deren Basenzusammensetzung (Sequenz) stark aus, es
wurden daher mehrere unterschiedliche vermessen. Ein verallgemeinerungsfihiger

Effekt auf die Desorption/Ionisation durch den pH-Wert wurde jedoch bei diesen
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nicht festgestellt. Nichtsdestoweniger ist die Verfiigbarkeit basischer Matrices aber

fiir die Vermessung séurelabiler (z.B. geschiitzter) Substanzen von Vorteil und be-

weist einmal mehr, da Sdurefunktionen nicht notwendig sind.

Die Zugabe von zersetzlichen Ammoniumsalzen '* erhoht die Ausbeute negativer
Oligodesoxynucleotid-lonen betréchtlich und wird der Gasphasenbasizitit zuge-
schrieben. Auflerdem bewirken sie Analyt/Analyt-Wechselwirkungsverminderung.
In derselben Arbeit werden unterschiedliche Substanzen verglichen und festge-
stellt, dal} diejenigen gute Matrices darstellen, die sich im Vakuum schnell zerset-
zen. Das gilt z.B. fiir Salze von Acetaten und Carbonaten. Diese Zersetzung be-

wirkt einen Kiihleffekt (aus den oben geschilderten Griinden).

Chait ™ stellt weiter fest, daB eine pH-Erhohung der Matrix/Analyt-Lésungen
nicht zu einer Erhohung der Ausbeute negativer Ionen fiihrt, was man bei Depro-
tonierung in Losung erwartet hitte. Auch bemerkte er, daB Oligonucleotide die

Desorption/Ionisation von Proteinen diskriminieren.
Metallionenanlagerung:

Es wurde bereits geschildert, daB Natriumanlagerung bei Zuckern notwendig fiir
die Stabilitiit intakter Quasimolekiilionen ist, wiihrend bei Proteinen oftmals von
einer Storung zu sprechen ist (bei extensiver Kationisierung kommt noch Unsi-
cherheit beziiglich der Massenzuordnung hinzu). Bei negativen lonen stellten sich
Ubergangsmetalle als storend heraus. Es gibt aber auch die Moglichkeit der Anla-
gerung von Ubergangsmetallen zur Bildung positiver, stabiler Ionen. Zur Steige-
rung der Ionenausbeute ist es daher von Interesse zu erfahren, wann diese Ionen
einen Vorteil bedeuten. Ebenso stellt sich dann die Frage, ob diese mit den Alkali-

metallen konkurieren.

Karas und Hillenkamp ' fanden, daB Polyethylenglycol in DHBS natriumangela-
gert auftritt. Polystyrol entmischte sich, so daB hier Nitrophenyloctylether als Ma-
trix eingesetzt wurde. Bei Zusatz von Silbertrifluoracetat wurde das Silber angela-
gert. An Polybutadien lagern sich im nahen IR Kupfer, Silber und Gold an.'* Die-
ses geschieht ohne Verwendung einer Matrix. Die Analytlosung wird auf Proben-
trdger aus dem entsprechenden Material aufgetragen. Eine Zugabe der entspre-

chenden Salze ermoglicht die Verwendung der iiblichen, niedrigen
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Laserleistungen, da hier nicht das Metall aus dem Triger geschlagen werden muB.

Es wird von einer anderen Arbeit berichtet, in der bei FT-MS Ladungsaustausch
stattfindet, da die Ionisationsenergie von Au* immerhin 9,22 Elektronenvolt be-
trégt und in der FT-MS sehr viel mehr Zeit dafiir zur Verfiigung steht. In einer an-
deren Arbeit wird ein Goldfilm auf Glas verwendet ™’ und die Schichtdicke so ein-
gestellt, dal die Strahlung eines VIS- bzw. IR-Lasers absorbiert wird. Vermessen
wurden Gramicidin S und Cellobiose, die natriumangelagert auftraten, was bei bei-
den tiblich ist. Das Gold soll hier als Konverter fiir die Energie mittels Induktions-
heizung durch das elektromagnetische Feld dienen. Bei einem Peptid, das vorher
als (M+H)"-Ion auftrat, wurde nach Zusatz von Kupfersulfat beobachtet, daB jede
Histidineinheit Cu anlagern kann.'™ Das Spektrum enthielt eine (M+H+nCu)'-
Serie. Da nach waschen der Probe sich das Kupfer aber nicht wieder entfernen
lieB, ist davon auszugehen, daB die Reaktion schon vor der eigentlichen Laserde-

sorption stattfand.

Metzger et al. ™ fithrten 3-Aminochinolin als neue Matrix fiir Polysaccharide und
Proteine ein. Im Vergleich zu Messungen mit DHBS ficl auf, da mit
3-Aminochinolin die Anlagerung von Natrium stirker war als bei der DHBS, wo
die Intensititen von (M+Na)* und (M+K)* nahezu gleich waren. Zudem sind mit
der neuen Matrix die Signale schiirfer. Die Menge an Natrium ist immer hoher als
die Menge an Kalium. Es kann sich also nicht um erhohte Selektivitit energiedr-
merer Teilchen bei der Aminochinolin-Matrix handeln. Zudem sind die Anteile der

Alkalimetalle in den Matrices nicht bekannt.

Cooks " berichtet, daB - wie bei der PD-MS - auch in der MALD-MS die Ener-
gieinhalte der Quasimolekiilionen von Zuckern in der Reihenfolge M plus: Li > Na
> K >> Cs abnehmen, wobei mit Cs kaum noch Addukte gebildet werden. Bemer-
kenswert ist, daf3 einige Disaccharide, wie z.B. Gentobiose, Lactose und Maltose
keine Kationen anlagern, wihrend z.B. Melibiose, Palatinose, Sucrose und Treha-
lose dies tun. Mit Lithium ist die Fragmentierung hnlich wie bei protonierten Mo-
lekiilionen. Dies ist eine Folge des sehr harten, stark polarisierenden Li-Ion-

Charakters, der von seinen Eigenschaften denen des Protons am nichsten kommt.

Macfarlane et al. '* bemerken, daB angelagerte Ubergangsmetallionen die Oxida-
tionsstufe +I (oder Null) tragen, da diese der Gasphasenreduktion unterliegen. Ein
Beispiel dafiir ist Kupfer (ID). In dieser Arbeit fallt auch der Begriff der "Designer-
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Matrix", der darstellen soll, da man eine Matrix auf ein gegebenes analytisches

Problem hin mafschneidern kann, z.B durch Zugabe von scavenger-Molekiilen fiir
storende Begleitstoffe (Kronenether fiir Alkalimetalle). Auch das Matrixisolations-

prinzip gehort zu den Design-Eigenschaften.

Auf Grund der experimentellen Befunde 14t sich als allgmeines Prinzip annehmen,
daB harte Basen (z.B. deprotonierte Séuren) bevorzugt Alkalimetalle anlagern,
wirend weiche Basen (z.B. Disulfidbriicken in Proteinen oder Pi-Systeme) Uber-
gangsmetalle niedriger Oxidationsstufen bevorzugen. Dies ist nichts anderes als
das iibliche Konzept der harten und weichen Siuren und Basen." '

Fliissige Matrices: Diese gehoren zu den frithesten iiberhaupt untersuchten, da
deren Verwendung aus der FAB-MS bekannt war. Karas und Hillenkamp setzten
daher 3-Nitrobenzylalkohol (NBA) und 2-Nitrophenyloctylether (NPOE) bei 266
nm ein. Hier ist eine homogene Losung erforderlich. Gramicidin S tritt in den so
erhaltenen Spekten natriumangelagert auf, Matrix-Peaks fehlen vollstindig.'* Das
auseinanderschwimmen der hochviskosen Losung bei jedem Schuff konnte ich
selbst beobachten. Eine permanente Durchmischung, die die Probe stindig erneu-

ert, ist daher anzunehmen.

Von starker Clusterbildung bis zum 15-mer von Proteinen in NBA bei 266 nm be-
richten Chan et al..'"* Deren AusmaR ist der Menge des Analyten proportional.
Von Rinderalbumin tritt das Octamer mit 530.000 Dalton auf. Es ist moglich hun-
derte von Spektren auf ein und derselben Stelle zu akkumulieren. Sie beobachteten
jedoch sehr starke Matrix-Peaks, deren relative Intensitdt zum Analyten von der
Stirke der Beschleunigungsspannung abhing. [Als Erklarung hierfir bietet sich an,
daB der Ladungsaustausch zwischen Matrix und Analyt zeitlich zufilligerweise ge-
nau im Beschleunigungsfeld stattfindet. Eine Variation der Beschleunigungsspan-
nung verschiebt das Aufenthaltszeitfenster in diesem Bereich. Praktisch ist dies ei-

ne Beprobung des Reaktionsfortschrittes zu unterschiedlichen Zeitpunkten.]

Als bindire Matrix ist NBA auch in anderen spektralen Bereichen (337, 532 nm)
einsetzbar, wenn ein absorbierendes Molekiil, z.B. Rhodamin 6G, zugegeben
wird.'* Hierbei ist die Auflosung, also Peakschirfe, bei geringerer Absorberkon-
zentration besser. Dies gilt ebenso fiir Glycerin mit absorbierenden Farbstoffen.

Auch hier werden Cluster beobachtet, mit abnehmender Absorberkonzentration
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weniger. Es wird vermutet, daB sich die Proteine an die Chromophore binden, ob-
wohl kaum Addukte im Spektrum auftreten. Keine Spektren wurden mit festen
Absorber/Analyt-Mischungen ohne NBA oder Glycerin beobachtet. Die Solventien
alleine ergeben ebenfalls keine Signale. Nicht alle bei der verwendeten Wellenlinge

absorbierenden, zugesetzten Farbstoffe sind erfolgreich.

Herkdmmliche Matrices konnen mit den Analyten geldst werden und bleiben, so
z.B. Gramicidin S mit 4-Nitroanilin in Methanol/TFA.'¥’ Dies ist interessant, um
continuous-flow-Betrieb, und damit die HPLC/MALD-MS-Kopplung zu ermogli-
chen. Erste Versuche mit Matrixzugabe nach Art der postcolumn-Derivatisierung
sind erfolgreich.'® Hier ist das optimale Matrix zu Analyt-Verhiltnis 1:1, da keine
Kristalle gebildet werden und jedes Analytmolekiil "seine” Matrix zur Ionisation
bendtigt. Bis 10° W ist keinerlei Fragmentierung zu beobachten. Die Auflosung ist
allerdings sehr schlecht, was vor allem auf die groBe rdumliche Ausdehnung des
ionenerzeugenden Volumens zuriickzufiihren ist. (Deswegen sollte jede Probe@

berflidche auch eben sein.)
Adsorptionsstrategien:

Cottrell et al. ' benutzten nitrocellulosebeschichtete Targets, die durch Zusatz
von Methanol benetzbarer gemacht wurden. Darauf wurde eine Losung des Pro-
teins in 0,1 %iger Trifluoressugsdure aufgebracht. Nach kurzer Adsorptionszeit
konnte diese wieder abgespiilt werden. Nach dem Trocknen wurde als Matrixlo-
sung Sinapinsdure (10 g/L) in Acetonitril/Wasser, 60 : 40 , mit 0,1 % Trifluores-
sigsdure aufgebracht und die Probe sofort mit einem Deckgldschen abgedeckt.
Dieses war notwendig um durch langsamere Verdampfung die Kristallisation zu
erleichtern. Der Vorteil dieser Prozedur besteht in der moglichen nachtriglichen
Reinigung zur Entfernung von storenden Begleitstoffen. Der Waschschritt ist der

gleiche wie in der Nitrocellulosetechnik der PD-MS.

Nach Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kann
von der verwendeten Polyvinylidendifluorid-electroblotting-Membran nach
Matrix-Zusatz direkt gemessen werden.' Dies ist deshalb bedeutungsvoll, da es
sich dabei um die Standardtrennungsmethode der Proteinchemiker handelt. Zur
Ermittlung des Molekulargewichtes ist es aber notig, eine Eichung mit bekannten

Referenzproteinen durchzufiihren, indem man diese bei der Trennung mitlaufen
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1dBt. Dazu muB jedoch die 3-dimensionale Form (z.B. globulir oder fibrillir) ver-
gleichbar sein, da diese die Wanderungsgeschwindigkeit mitbestimmt. Diese Vor-
aussetzung ist aber bei unbekannten Proteinen nicht gegeben, die Massenzuord-
nung ist daher nicht sicher und zudem viel ungenauer als bei massenspektrometri-

scher Bestimmung.

Adsorption an Membranen beschreibt Hutchens.”' Sie mischten Zimtsiureamid
(sonst keine taugliche Matrix fiir Proteine) mit aktivierter Sepharose (zur Gelbil-
dung fiir die Elektrophorese) und brachten diese Mischung auf einen Triiger auf.
Darauf konnten Peptide adsorbiert und in guter Qualitit vermessen werden. Er-
staunlich sind die Ergebnisse mit an die Oberfliche kovalent gebundener
alpha-Cyano-4-hydroxy-zimtsidure. Die Spektren weisen ein scharfes Quasimole-
kiilionsignal hoher Intensitit auf, Matrix- und Fragment-Signale sowie Addukte
fehlen vollstindig. Es traten, auBer (M+2H)*, keine weiteren fiir diese Matrix ty-
pischen Mehrfachgeladenen auf. Der Mechanismus ist hier unklar. Molekiilselekti-
ve Adsorption erfolgte, indem Einzelstrang-DNA, kovalent an Agarose gebunden,
zu einer Urinprobe gegeben wurde. Nur das passende, gesuchte Lactoferrin (80

Kilodalton) wurde adsorbiert. Nach Waschen wurde die Suspension mit Sinapin-

sdure gemischt und zur Laserdesorption auf einen Glastriger gebracht.

Mit einem Photofilm ist ebenfalls MALD-MS moglich.' Der Film wurde belichtet
um das Silberbromid zu reduzieren und war damit einsatzbereit. Aminosiuren
wurden bei 532 nm desorbiert, mit einem Molekular-Argon-Strahl durch ein Skim-
merblech transportiert, und dort durch resonanzverstirkte Multiphotonenionisa-
tion (REMPI) ionisiert. Die Temperaturen der Analytionen waren <15 Kelvin. Das

Silber dient hier nur zur Energiekonversion.

6.3.  Vergleich der Matrixeigenschaften in der PD-MS und MALD-MS auf
Grund theoretischer Uberlegungen:

Kammer streicht deutlich die Bedeutung der Wasserstoffbriickenbindungen in der
PD-MS ebenso wie in der MALD-MS heraus.' Er betont den groBen Wirkungs-
querschnitt der Dipolmomente dieser Bindungen fiir Reaktionen mit angeregten
Elektronen, was bereits beim PD-MS-Desorptionsmechanismus erwihnt wurde.
Wasserstoffbriicken konnen als unvollstindig dissoziierte Protoneniibertragungs-

komplexe betrachtet werden. Eine elektronische Anregung der beteiligten
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Molekiile manifestiert sich in der Variation der Bindungsstdrke und somit im Aus-
mall der Protoneniibertragung (Grundlage auch der Solvatochromie). pK-Werte
verdndern sich ebenfalls bei elektronischer Anregung. Eine Gleichgewichts-
Abstandsverlidngerung der Bindungen trigt auch wesentlich das Popkorn-Modell.
Die praktische Voraussage dieser Betrachtung ist, dal potentielle Matrices ein
aromatisches System mit polaren X-H-Bindungen enthalten sollen, z.B. -COOH,
-OH und -NH,,. Dies trifft nun auf fast alle funktionierenden Matrices zu und ist
somit nicht hinreichend. Das Vorhandensein moglichst vieler Wasserstoff-
Briickenbindungen fiihrt zu einer ausgepriagten Phononenbandbildung. So wird die
Energie besser weitergeleitet und konvertiert und damit anderen - destruktiven -
Relaxationsprozessen entzogen. Kammer und Hilf ' betonen, daB die Nitrogrup-
pen der Nitrocellulose im UV bei 270 nm absorbieren, und daher ein breites Exci-
tonenband zum Energietransport existiert. Analog gilt dies fiir Sucroseoctaacetat.
Daraus kommen sie zu der Vorhersage, daB als giinstige Eigenschaften einer Ma-
trix fiir die PD-MS als auch fiir die MALD-MS gleichermaBlen intensive UV-
Absorption, Kristallinitdt und starke Wasserstoffbriickenbindungen anzusehen

sind.

6.4.  Eigenschaften einer potentiellen Matrix und Préparation

Die Moglichkeiten der Adsorptionstechniken sind bei der MALD-MS noch sehr
jung aber vielversprechend. Ebenso ist die Nutzung der Matrixisolation in der PD-
MS eher die Ausnahme. An und fiir sich sind die MALD-MS und die PD-MS nicht
so sehr verschieden, als vielmehr die Moglichkeiten der Adsorption, Inkorporation
oder Verwendung einer fliissigen Matrix. Die jeweilige Universalitit dieser Pra-
parationstechniken scheint - auch aufgrund der Arbeiten in Oldenburg - immer
deutlicher zu werden. Der Hauptunterschied der Desorptionsmethoden liegt in der
geringeren Massengrenze der PD-MS, die fiir die Nitrocellulose-Technik mit
100.000 Dalton geschitzt wurde (s.0.). Dafiir ist diese in der Auflosung der
MALD-MS etwas iiberlegen. Die Matrixauswahlkriterien sollen daher nun nicht in
2 mal 3 Methoden (Adorption, fliissige Matrices, feste Matrices jeweils fiir die
PD-MS und MALD-MS) aufgeschliisselt werden, da die meisten der geforderten
Kriterien fiir alle gleich sind, und eine positive Eigenschaft bei der "falschen" Me-
thode zumindest nicht stort. Zur rationalen Vorgehensweise ist es sinnvoll nach

einem standardisierten Schema vorzugehen, in der Art eines analytischen
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Trennungsganges, wobei Erfahrung und Stoffkenntnis niitzlich sind. Dabei bietet

sich folgende Vorgehensweise an:

L Charakterisierung des Analyten
2: Auswahl einer Matrix nach Desorptions- und Ionisationseigenschaften
3 Auswahl der Priparationsparameter unter Kontrolle der

Matrix/Analyt-Gemischeigenschaften
4. Anpassen der MeBparameter

3 Messung

Bei Teilerfolg: eventuelle Modifierauswahl, bei anhaltendem MiBerfolg: neue Ma-

trix auswihlen oder den Analyten derivatisieren.

Nicht alle Parameter sind bekannt oder auch nur in ihrer GroBe abschitzbar. Im
folgenden werde ich unabdingbare oder wichtige fett drucken, optionale oder we-

niger wichtige kursiv, unabhiingig von der (derzeit) gezielten Auswihlbarkeit.

Analyt: Liegt eine Einzelsubstanz oder ein Substanzgemisch vor und wie
viele Einzelsubstanzen sind es ungefihr? Die einzusetzende Mindestmenge auf-
grund der gegebenen Empfindlichkeit und damit das Matrix/Analyt-Verhiltnis hin-

gen davon ab.

Wie hoch ist das vermutete relative Molekulargewicht und wie sieht eine even-
tuelle Molekulargewichtsverteilung aus? Dies ergibt Hinweise auf die Durch-
fiihrbarkeit/Schwierigkeit und ob man erwarten kann die gesamte Verteilung zu
erfassen. Ist die Substanz rein, auch in Bezug auf Ionen? Eventuell konnen Sto-
rungen auftreten, z.B. in Form von Diskriminierung oder mangelhafter Ionisation,

dann ist eine Reinigung erforderlich.

Wie steht es um den Schmelzpunkt, Siedepunkt, die thermische und thermody-
namische Stabilitit? Wie hoch ist die vermutete Stabilitit eines angeregten oder
ionisierten Zustandes, welche funktionellen Gruppen liegen vor und absorbiert
die Substanz Licht bei der einzusetzenden Laserwellenlinge? Beteht Vakuum-
kompatibilitiit, Korrosivitit? Daraus folgt eine eventuelle besondere Handha-

bung, z.B. Kiihlung, Licht- , Luft- oder Wasser-AusschluB. Die Stabilitét bedingt
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die Aussicht auf Erfolg, eventuell muB man mit Fragmentierung oder zum Beispiel
dem Aufbrechen der Quartirstruktur bei Proteinen rechnen. Die Auswahl einer an-
deren Wellenlinge ist angezeigt, wenn der Analyt die gegebene Wellenlinge

absorbiert.

Worin besteht Loslichkeit, besteht Neigung zur Koagulation, Micellenbildung,
Okklusion, Oberflichenaktivitit, Solvolyse? Auswahl eines geeigneten Lo-
sungsmittels und Konzentrationsbereiches fiir homogene Losungsbildung ohne

Reaktivitdt.

Welche intermolekularen Wechselwirkungen liegen vor, wie hoch ist die Gitte-
renergie bei Kristallen? Wie sieht die Polaritit, Nettoladung, Basizitit/Aciditéit
aus, liegt ein Salz vor, wie ist die Weichheit/Polarisierbarkeit? Die Auswahl der
Matrix erfolgt nach Abschitzung des moglichen Aufbrechens der intermolekularen
Wechselwirkungen zur Isolation der Analytteilchen voneinander. Also wird zum
Beispiel bei polaren Substanzen eine polare Matrix gewihlt, bei unpolaren entspre-

chend eine unpolare Matrix.

Wie hoch ist die erwartete Elektronenaffinitit/Ionisierungspotential, Gaspha-
senbasizitit/aciditit, ist Kationisierung oder Protonierung wahrscheinlich, und
sind diese stark exotherm, bestehen mehrfache Anlagerungs/Ionisationsstellen?
Abschiitzen der Ionenart, die wahrscheinlich gebildet wird und der Auswirkung
des Alkalimetallgehaltes. Eventuelle Schwierigkeiten konnen beim Ausrechnen des
Molekulargewichtes aus der gefundenen Quasimolekiilionmasse auftreten, durch
Mehrfachladung und/oder Mehrfachanlagerung von Wasserstoff, Kationen oder
Fragmenten. Uberlegung, ob Zusitze von bestimmten Ionen wie z.B. Na, Cs oder
Ag hilfreich wein kann, oder eher die vorhandenen entfernt werden miissen. Bei
z.B. Zuckern kann man so gezielt das Fragmentierungsverhalten beeinflussen

(s.0.), und dadurch komplementire Informationen sammeln.

Desorptionseigenschaften der Matrix: Voraussetzung sind eine gute Kri-
stallisationsneigung und Loslichkeit im gegebenen Losungsmittel Bei fliissigen:
hohe Viskositit, da das Target bei vielen Geridten senkrecht angebracht ist, und
sonst die Losung heruntertropfen wiirde. Des weiteren ist ein niedriger Dampf-

druck fiir die Vakuumkompatibilitit erforderlich.
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Eine starke Absorption der Wellenlinge, Reinheit und kein Aufschmelzen sind
weitere Voraussetzungen. Instabilitét beziiglich Lasereinstrahlung oder Fissions-
fragmenten bedingt hohe Desorptionsraten. Bei Adsorption sollte hohe Affinitat

zum Analyten und ein Kollabieren der Struktur gegeben sein.

Das relative Molekulargewicht sollte niedrig sein, auf jeden Fall unterhalb des
interessierenden Massenbereiches liegen. Die Sublimations- oder Zersetzungs-
temperatur sollte so gering wie moglich sein, da Energiedquilibrierung durch in-
termolekulare St6Be in der desorbierten Teilchenwolke bewirkt, da3 der Analyt in
der Gasphase dann hochstens diese Temperatur besitzen kann. Jedoch ist auch hier
auf die Vakuumkompatibilitit Riicksicht zu nehmen. Moglichst hohe Phasenum-
wandlungsenthalpie unterstiitzt die Verdampfungskiihlung der verbleibenden fe-
sten Probe. Hohe Molekiilsymmetrie, kleine Elementarzellgrdfie, hohe Dielektrizi-
titskonstante, ein vorhandenes Pi-System, hohe Schallgeschwindigkeit, Leitfihig-
keit, Photoleitfihigkeit, geringe isotherme Kompressibilitdt sind von Vorteil, eine
hohe thermische Leitfiahigkeit und geringe Wirmekapazitit sollten angestrebt
werden. Diese Faktoren dienen mutmaBlich der besseren Energieleitung und effi-
zienteren Konversion, was aus den theoretischen Ansitzen hervorging. Somit wird
die Desorption erleichtert, und dadurch gleichzeitig die energetische Zerstorung
des Analyten in den Hintergrund gedriickt. Leitfdhigkeit und Wirmekapazitit spie-
len fiir den Schutz des Analyten vor thermischer Belastung eine Rolle, da nach den
Einzelereignissen (Laserpuls oder Teilcheneinschlag) der nicht desorbierte Analyt
fiir die spiteren Ereignisse noch zur Verfiigung stehen muB, d.h. da3 die Probe
iiber die gesamte MeBdauer nicht belastet werden darf. Bei polaren Analyten ist

die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen Voraussetzung.

Ionisationseigenschaften der Matrix: Der pH-Wert in Losung richtet sich
nach der Stabilitit der Substanzen, sind diese protonierbar, so kann er versuchs-
weise zur Ionenpriformation abgesenkt werden. Reinheit sollte gegeben sein.
Weichheit/Polarisierbarkeit, Ionisationspotential/Elektronenaffinitit, Gas-
phasenbasizitit/Aciditit sind abzuschitzen und dhnlich denen des Analyten zu
wihlen, so da} Gasphasenreaktionsgleichgewichte nicht in konkurierender Weise
den Analyten bei der Ionenbildung behindern. Dies ist natiirlich nicht génzlich un-
abhingig von den polaren Eigenschaften beziiglich der Analytisolation bei der De-

sorption (s.0.) zu wihlen. Polare X-H-Bindungen sind als fast immer vorhanden
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zu betrachten. Die wahrscheinliche Aciditét/Basizitit des angeregten Zustandes
kann eine groBe Rolle spielen und sollte aus dem selben Grunde wie oben abge-
schiitzt werden. Es sollten sich weiter keine stabilen Ionenpaare in der Gasphase
befinden, da diese durch das Feld nicht beschleunigt werden. Eine Instabilitéit der

Primirionen der Matrix 148t hohe Ionisierungsausbeuten erwarten.

Préiparationsparameter: Verwendung einer adidquaten Menge und Konzen-
tration, um bei der Trocknung eine gute und homogene Kristallisation zu erhal-
ten, eventuell ist mit einen Phasenkontrast- oder Polarisationsmikroskop Kontrolle
zu fithren. Bei der PD-MS eine nicht zu hohe Schichtdicke auftragen, Ebenheit
der Oberfliche ist in jedem Fall anzustreben. Auf ausreichende Adsorptionszeit
achten, um genug Analyten auf der Oberfléche zu haben, eventuell Waschen. Ein
Erzeugen von Kristallisationskeimen kann zu besserer Homogenitat und Haftung
fithren. Gegen statische Aufladung und zum Anlegen der Beschleunigungsspan-
nung sind leitende Triger aus Metall, fiir die PD-MS mit Metall bedampft, zu

verwenden.

Matrix/Analyt-Gemischeigenschaften: Homogenitit, keine Gitterfehlstel-
len, keine [okalen Dichtefluktuationen, ein richtiges molares Verhdltnis, bei fliis-
sigen: homogene Durchmischung, keine Koagulation, Phasentrennung oder
Micellenbildung, bei Adsorption: Isolation des Analyten in einem Monolayer,
lonenpaarbildung (unter Zerfall in der Gasphase) und Homogenitit sind anzu-

strebende Bedingungen.

MefRparameter: Passende Wellenliinge und Gesamtenergie wihlen.
Die Pulsdauer, Strahlungsdichte, Strahlprofil, Focusgrofie, Einfallswinkel sind
meist fixe Parameter. Niedrige Energieschwankungen sind vorteilhaft. Den
threshold moglichst genau einhalten, ausreichende MeBdauer/Schufzahl akku-
mulieren, im Notfall eine giinstige Stelle suchen, die Hohe der Beschleunigungs-
spannung, Polaritit aussuchen. Verzogerte Beschleunigung sollte falls moglich
immer getestet werden. Die Ldnge des feldfreien Raumes, ausreichende Detektor-
linearitiit, elektrostatische Teilchenfiihrung, Elektronen- und Fragment-
Deflektion und keine Auswertartefakte durch Signalaufarbeitung  sind

konstruktionsgegeben.
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Modifier: Eventuell ein geeignetes Alkalimetall zusetzen,
Verhiiltnis der einzelnen Ionen betrachten, bei Kationisierung dasjenige mit der
hoheren Affinitiit zugeben, eventuell Ubergangsmetalle zusetzen (mit moglichst
wenig Isotopen, z.B. Au oder Ag) oder scavenger (z.B. Kronenether) zugeben,
falls diese mit dem Kristallisationsproze kompatibel sind. lonenaustauscher zur
Entfernung/Maskierung, Sdauren/Basen zur Ionenpriaformierung oder Stabilisie-
rung, Lichtabsorber/Matrix fiir ternire Systeme, Stabilisatoren, Loslichkeits-

vermittler konnen ausprobiert werden.

Bei auftetenden Diskriminierungseffekten sind die Parameter zugunsten der unter-
driickten Bestandteile zu verdndern. Wird gar kein Signal gefunden, ist von vorne

zu beginnen und/oder der Analyten zu derivatisieren.
6.5. Zusammenfassung:

Nicht alle gewiinschten Parameter sind unabhingig einstellbar oder wihlbar, was
insbesondere fiir die physikalischen Festkorpereigenschaften gilt. Sind die Haupt-
voraussetzungen erfiillt, ergeben sich mit vielen "dankbaren" Analyten keine Pro-
bleme. Refraktire Substanzen (wie zum Beispiel die Lignine) erfordern jedoch fein
abgestimmte Bedingungen, zu deren Kontrolle idealerweise weitere physikalische
MeBmethoden eingesetzt werden sollten. Wichtige Parameter, wie zum Beispiel
die Trocknungsgeschwindigkeit oder die Konzentration kann man - moglichst au-
tomatisiert - in umfangreichen MeRreihen ermitteln. Zwar ist der Aufwand enorm
und die Sicherheit, daB} es dann auch funktioniert, ist nicht gegeben, aber in der
Vergangenheit hat sich oft herausgestellt da3, wenn man den "Dreh" erst einmal
heraus hatte, die weitere Durchfiihrbarkeit nicht mehr so diffizil ist, und die Mes-

sungen dann in Routine durchgefiihrt werden konnen.

SchlieBen méchte ich hier unter nochmaligem Hinweis auf eine mogliche neuartige
Desorptionsmethode durch Verwendung mechanischer Oszillatoren, wie z.B. Pie-
zokristallen. Bei deren Verwendung wire jede der obigen Desorptionstechniken
anwendbar, auftragen einer Matrix, ob fest oder fliissig ebenso wie Adsorption.
Fiir letzteres miif3te eventuell eine geeignete Interface-Schicht aufgebracht werden,

wenn die Keramikoberfldche nicht die gewiinschten Eigenschaften aufweist.
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7. Einleitung zu den untersuchten Substanzen
7.1.  Einfiihrung in die Lignine

Nach Cellulose ist das Lignin der mengenmiBig héufigste organische Naturstoff.
Auch technisch, als Abfallprodukt der Cellulosegewinnung, stellt es mit 50 Millio-
nen Jahrestonnen ein groBes stoffliches Reservoir dar. Eine Nutzung in Substanz
findet derzeit nur in begrenztem Umfang, zum Beispiel als Fiillstoff in der Reifen-
industrie oder als Bitumenzusatz im StraBenbau statt. Hauptsichlich dient es der
Energiegewinnung durch Verbrennung, wobei es sich im Gegensatz zu Erdol und
Kohle durch seinen fehlenden Schwefelgehalt (wie auch Stickstoffgehalt) auszeich-
net. Es ist offensichtlich, daB hier ein weites Feld neuer Anwendungen auf seine

ErschlieBung wartet.

In der Pflanze erfiillt das Lignin eine stiitzende Geriistfunktion, und es wird bei der
Verholzung, Lignifizierung, gebildet.'® Es gibt Bereiche innerhalb der Pflanzen, in
denen dies bevorzugt der Fall ist, so zum Beispiel im Wasserleitungssystem. Der
Stamm von hoheren Landpflanzen besteht bei Nadelbaumen zu 26-30%, bei Laub-
biumen zu 20-22% des Trockengewichtes aus Lignin. Daher riihrt auch der Name,

der sich aus dem lateinischen "lignum" fiir Holz ableitet.

Durch die evolutiv bevorzugte Widerstandsfahigkeit und den statistischen Aufbau,
sind nur sehr wenige Organismen, wie beispielsweise der Weiifaulepilz, in der La-

ge, das Lignin wieder abzubauen.'™

Der Bildungsmechanismus ' fiihrt nach dem Shikimisdureweg aus Glucose tiber
Shikimiséure, Prephensiure, Phenylalanin zu p-Cumarséure, Ferulaséure und Sina-
pinsiure. Aus diesen werden iiber die Aldehyde dann p-Cumarylalkohol, Conifery-
lalkohol und Sinapinalkohol - die Ligninmonomeren - gebildet. Diese Monomere
liegen in der Speicherform als Glycoside vor. Ihre relativen Anteile sind nicht nur
je nach Planzenklasse verschieden, sondern variieren auch innerhalb ein und dersel-
ben Planze zwischen den verschiedenen Zellarten (und das auch noch jahreszeit-
lich). Auch p-Cumarsiure, p-Hydroxybenzoesdure und andere Substanzen werden
in geringerem Umfang eingebaut. Zur Charakterisierung wird das sogenannte
H/G/S-Verhiltnis angegeben, also die relativen Anteile von

Hydroxyphenylpropan-, Guajacyl,- und Syringyl-Derivaten. Die evolutiv ilteren
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Gymnospermen (Nacktsamer) enthalten fast nur Guajacyl-Einheiten, die jiingeren

Angiospermen (Bedecktsamer) in etwa gleich viel Guajacyl- wie Syringyl-
Einheiten und nur in den (evolutiv dltesten) Krautartigen und Gridsern
(Einjahrespflanzen) sind auch hohere Anteile von Hydroxyphenyleinheiten bis etwa
30% zu finden.

Die Monomeren werden in der Zelle radikalisch polymerisiert. Das Enzym (eine
Peroxidase unter Verwendung von H,0,, Lit."*) greift dazu selektiv die Hydroxy-
gruppe in para-Stellung zur C,-Kette an. Die so entstehenden mesomeriestabilisier-
ten Radikale reagieren statistisch iiber Chinonmethide weiter. Die urspriinglich

15 abgespalten worden

vorhandenen Zuckerreste konnen von einer Glucosidase
sein, aber das Lignin ist immer auch mit einem Zuckeranteil verbunden der ebenso
wie dieses statistisch aufgebaut ist. Molekulargewichte bis iiber eine Million Dal-
ton machen unveridndernde Isolationsversuche vergeblich. Schonende Verfahren,
zum Beispiel nach Bjorkman ** (milled wood Lignin, MWL), sollen weitgehend

unverindertes Lignin ergeben.

Es gibt zwischen zwei Monomeren zahlreiche verschiedene Bindungsmoglichkei-
ten,' in ihren Anteilen je nach Gattung unterschiedlich. Zwar fithren nicht alle zu
unterschiedlichen Massen beim stufenweisen Aufbau, aber da mehrere Monomere
beteiligt sind, Wasser addiert sein kann, unterschiedliche Zucker und Zuckerderi-
vate in ebenfalls statistischer Verteilung eingebaut werden, sowie eine Molekular-
gewichtsverteilung vorliegt, ist im hoheren Massenbereich nahezu jede Masse be-
setzt. Durch die unterschiedlichen Hiufigkeiten der Besetzungen ergibt sich je-

doch ein Modulationsmuster, das die tatsichlichen Verhiltnisse widerspiegelt.

In den nach Bjorkman gewonnenen Milled-Wood-Ligninen (MWLs) ist die Mole-
kulargewichtsverteilung zu niedrigeren Werten verschoben. Es sind dort noch
Kohlenhydratanteile von einigen Prozent zu finden. Zur vereinfachten Strukturun-

tersuchung hat man Modellverbindungen, die Dehydropolymerisate, geschaffen:

Bei den Dehydropolymerisaten (DHPs) '® nimmt man zur Synthese oftmals nur
einen Monomerbaustein. Zudem wird der Anteil der Kohlenhydrate weggelassen,
was die Bildung nicht beeintrichtigt. Entsprechend den natiirlichen Verhéltnissen
wird mittels eines Enzyms radikalisch (hier mit Laccase, Lit." ) dehydrogeniert.

Die Polymerisation verlduft - wie in der Natur - statistisch. Die Molekulargewichte
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reichen bis in den hohen Hunderttausender-Bereich, mit Zahlenmitteln um 15000
Dalton, dies sind dhnliche Werte wie bei Milled-Wood-Ligninen.

Die Ligninbausteine sind mit den Zuckereinheiten, die ebenfalls statistisch aus
zahlreichen verschiedenen Monomeren zusammengesetzt sind, iiber Kovalenzbin-
dungen, Wasserstoffbriicken und Van-der-Waals-Wechselwirkungen zu Lignin-
Kohlenhydrat-Komplexen (LCCs) verbunden. Konformationsinderungen durch

! Gibt man zu einer LCC-

hydrophobe Wechselwirkungen wurden berichtet.
Losung eine Ligninlosung, so fallt die Viskositidt sprunghaft ab. Durch Perjodat-
oxidation und Smith"schen Abbau ermittelte man, daB dabei das Lignin als Seiten-
kette an die Kohlenhydratkette kovalent gebunden wurde. Bindeglieder waren
Mannose und Glucose, neben Xylose, Arabinose und Galactose. Die Benzylether
waren iiber C-2 und C-3 gebunden, bei Mannose auch iiber C-6. Weiter kann es zu
Micellenbildung und Okklusion anderer hydrophober Substanzen kommen. Die
kritische Micellkonzentration eines LCCs wird mit 0,035 % in Wasser angegeben.
Dieser Wert hidngt aber (wie die Loslichkeit) davon ab wieviel Zuckeranteil der
LCC enthilt. Bei der Saulenchromatographie adsorbiert Phenylsepharose mehr
LCCs als Octylsepharose, was der Grund zur Annahme von Pi-Pi-

Wechselwirkungen ist.'*”

Die Auftrennung der Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe er-
folgt in anscheinend beliebig viele Fraktionen, was zu der SchluBfolgerung gefiihrt
hat, da3 Strukturverdnderungen unter Isolierungs- und Trennungs-Bedingungen
auftreten.'® Ublicherweise ist das Lignin an Polyosen und auch an Cellulose ge-
bunden. Das Polyosen-Riickgrat enthilt als Bindeglieder hauptsichlich Arabinose,
Galactose und 4-O-Methylglucuronsiure, mit Benzylester-, Benzylether-, und phe-
nylglycosidischen Bindungen. Die Zahlenmittel der Molekulargewichtsverteilungen
liegen bei den LCCs, die man extrahiert, um 8000 Dalton, die Gewichtsmittel bei

12.000 Dalton.
7.2.  Zusammenfassung der Eigenschaften

Die Strukturen von Ligninen und insbesondere Lignin-Kohlenhydrat-Komplexen
erweisen sich als ebenso vielfiltig wie variabel. Monomerhéufigkeiten, Bindungs-
arten, Zusitze, Molekulargewichtsverteilungen, Loslichkeitsverhalten, all dies sind
Faktoren, die von Planze zu Planze, der biologischen Zellzugehorigkeit, der Jah-
reszeit - und daher auch sicher noch von anderen Faktoren - und nicht zuletzt von

der Aufarbeitung abhéngen. Die enorme Variabilitit der Eigenschaften trigt auch
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die Verantwortung dafiir, dall eine massenspektrometrische Untersuchung schwer,
wenn nicht mit einigen Methoden sogar unmdoglich ist. Eine Matrix, die auf den
Analyten mageschneidert werden soll, muB in so vielen Parametern auf Variable
eingestellt sein, daB es bis jetzt nicht moglich war, auf rationale Vorgehensweise
die optimalen Eigenschaften zu erhalten, und es ist fraglich ob diese zur Verfiigung
stehen, selbst wenn sie bekannt sind. Die Spanne der LCCs alleine umfasst schon
je nach Gewinnung und Zusammensetzung einen Loslichkeitsbereich, der diese un-
tereinander inkompatibel macht. Er reicht tiber Wasser/Trifluoressigsdure zu Was-
ser/KOH, DMSO oder Ethanol. Es kann nicht eine optimale Matrix gefunden wer-
den, die die gesamte Spanne der Lignine und Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe zu-

ginglich macht. Ein Ausweg ist dann die praparative Vortrennung.

Die Anzahl der verschiedenen Molekiile in nichtfraktionierten MWLs, DHPs und
LCC:s diirfte so hoch sein, daB es bei der PD-MS zu einem Empfindlichkeitspro-
blem kommt, so daf} diese Methode eventuell gar nicht (in sinnvollen Mefzeiten)
dafiir geeignet ist. Bei 100 ng Analyt, unter Annahme von 500 verschiedenen Mo-
lekiilen mit einer durchschnittlichen Masse von 5000 Dalton, ist die Lage nach

tiberschldgiger Rechnung hoffnungslos.
7.3.  Betrachtung zukiinftiger Matrices und Priparationen fiir die Lignine

An Hand der oben dargestellten Verfahrensweise (und nicht Denkweise) sollte es
moglich sein, eine adidquate Matrix auszuwihlen. Dieses gilt unabhingig der durch
die Methode oder spezifischen Gerdteparameter gesetzten Grenzen. Hierzu sind
allerdings nihere Kenntnisse der Analyteigenschaften erforderlich, die es zu ermit-
teln gilt. Es ist aber zu erwarten, daf die Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe mit ho-
hem Zuckeranteil eine polarere Matrix erfordern, als die Lignine oder Dehydro-
polymerisate. Da die spezifischen Eigenschaften von Wasserstoffbriickenbindun-
gen fiir die MALD-MS- wie auch die PD-MS-Desorptionsvorgéinge von besonde-
rem Vorteil sind, ist daher zu erwarten, da8 die LCCs - trotz komplexeren Auf-
baus - leichter zugidnglich sein sollten. Zudem besteht ein viel groBerer Erfahrungs-
schatz bei polaren Matrices. Es ist jedoch darauf zu achten, dal die LCCs ihrer
Neigung zur Micellenbildung nicht nachkommen konnen, wofiir eine ausreichende
Verdiinnung zu wihlen ist. Weiter ist aus bisherigen Messungen bekannt, daf} die
Lignine protonierte Quasimolekiilionen bilden und kein Natrium anlagern.'® Auf-

grund ihrer molekularen Struktur, die vorwiegend aromatisch ist und keine
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nennenswerten Anteile stark polarer Bindungen enthilt, konnen die Lignine als

weiche Basen im Sinne des HSAB-Prinzips bezeichnet werden. Es sollten daher
Versuche mit weichen Pi-Siuren, wie z.B. Silber als Ionisationspartnern angestellt
werden. Da die Ausbildung einer homogenen Kristall- oder Losungsstruktur in der
Matrix die Hauptschwierigkeit darstellt, sollte die Priparation interaktiv mit be-
gleitenden physikalischen Methoden durchgefiihrt werden. Bei solch komplexen
Substanzgemischen wire es jedoch vermessen, an dieser Stelle eine bestimmte
Substanz- oder Substanzklasse vorzuschlagen, insbesondere da Gemische zusitzli-
che Diskriminierungseffekte zeigen, die ohne Kenntniss der gebildeten Ionen,
Fragmente und Priiparationsbedingungen nicht vorherzusagen sind. Die Erarbei-
tung dieser Substanzklassen kann auch in Zukunft nicht auf dem Papier bewerk-

stelligt werden.

8. Ergebnisse der Messungen
8.1.  Plasma-Desorptions-Massenspektrometrie (PD-MS):

Die hohe Affinitit von Lignin zu Zuckern wird durch eine Messung meinerseits
bestitigt, bei der ich als Matrix alpha-Cyclodextrin verwendet habe. Die Mengen
betrugen 10 Mikrogramm und 200 Nanogramm. Es ergibt sich somit ein
Matrix/Analyt-Verhiltnis von 50:1. Nach zwei Stunden Messung waren keinerlei
Ligninsignale neben normalen Cyclodextrin-Signalen zu erkennen. In einem wei-
teren Experiment wurde als Matrix 2-Aminothiazol - eine sehr geeignete Polysac-
charidmatrix - genommen, 4 Mikrogramm. Neben 200 Nanogramm G-
DHP/Fraktion 9, wurden 40 Nanogramm Cyclodextrin zugesetzt. Nach 1 3/4
Stunden waren keinerlei DHP,- sowie ebenfalls keine Cyclodextrin-Signale zu se-
hen. Dies ist ungewohnlich, da nach so langer MeBzeit - selbst bei der geringen
Analytmenge und dem Matrix/Analytverhiltnis von 100:1 - normalerweise schnell

ein deutliches Spektrum dieses Zuckers erhalten wird.

Des weiteren wurden keine akzeptablen Spektren in Mefzeiten bis 18 Stunden
Dauer erhalten. Bei einem Versuch, unter Zusatz von Sibertrifluoracetat, wurden
ebenfalls keine Molekiilionensignale erhalten, aber es trat ein beschleunigungs-

spannungsabhingiger Isotopeneffekt beim Silber auf, der das Isotop 109 gegen das
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Isotop 107 stark unterdriickte (bis zu 80 %). Dem wurde jedoch nicht weiter
nachgegangen. Alle bekannten Messungen mit Cyclodextrin konnten zur Prépara-

tionskontrolle sehr gut reproduziert werden.

Dabei ist anzumerken, daB die **Cf-Quelle nur noch ca. 130 Kernfragmentpaare

pro Sekunde produziert. Dieser Wert ist sehr gering.
8.2.  Laser-Desorptions-Massenspektrometrie (MALD-MS):

Alle Messungen der MWLs, LCCs und DHPs waren erfolglos, bis auf die Mes-
sung des Milled-Wood-Lignins der Birke am VISION 2000. Bei dieser Messung
betrug die Auftrittsschwelle 52,5 % der maximalen Laserleistung und muBte auf
+/- 0,5 % genau eingehalten werden. Ein solches Spektrum ist von Metzger et al.
bereits verdffentlicht und interpretiert worden.'® In Abbildung 1 und 2 sind der
Uberblick und ein Ausschnitt von 500 bis 2000 Dalton zu sehen. Der Bereich bis
zu den Decameren wird in der "Feinstruktur” noch hinreichend aufgelost, d.h. da
z.B. der Bereich der Tetramere aus der Verteilungsfunktion als "Berg" herausragt.
Uber 2000 Dalton ergibt sich nur noch eine verschmierte Verteilungsfunktion, die
durch die Auflosung des Gerites bedingt ist. Wie im veroffentlichten Spektrum
ergibt eine weitere VergroBerung die "Hyperfeinstruktur”, d.h. da im Bereich der
Di- bis Decamere die einzelnen Einheiten in ihrer wirklichen Zusammensetzung zu
erkennen sind, die ja statistisch in ihrer Zusammensetzung aus den einzelnen Mo-
nomeren (die sich um 30 Dalton unterscheiden) gebildet werden. Die unterschied-
lichen Bindungsarten, Wasseraddition, Isotopenmuster und andere Bestandteile
besetzen die dazwischenliegenden Massen. Im Rahmen der Eichgenauigkeit sind
die Spektren in der Feinstruktur identisch. Der Schwerpunkt der Verteilung er-
scheint allerdings bei meiner Aufnahme erhoht zu sein (er liegt hier bei ca. 7000
Dalton). Metzger et al.'® fanden in ihrem MALD-MS-Spektrum der Birke einen
Schwerpunkt der Massenverteilung bei 2600 Dalton, der auch durch Gelchromato-
graphie bestitigt wurde. Leider besteht nicht die Moglichkeit, den Sachverhalt

durch tatsdchliche Integration der Urdaten zu tiberpriifen.
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Abb. 1: MWL Birke, VISION 2000, Gesamtiibersicht
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Abb. 2: MWL Birke, VISION 2000
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Am Shimadzu Kratos Kompakt MALDI III wurden teilweise sehr irritierende

Spektren erhalten, die auf den ersten Blick den Erwartungen entsprachen. Die Si-
gnale sind aber nicht sinnvoll zuzuordnen, da deren Peak-Abstinde keinen Sinn
ergeben. Auch traten in Abhingigkeit der Laserleistung "Massenverteilungen” als
Artefakte auf, die sogar gezielt manipuliert werden konnten. Ich mochte nicht be-
haupten, daB diesen Spektren keine molekulare Information zugrunde liegt, aber
diese ist nicht zu extrahieren. Es ist moglich, dal entweder Analytfragmente oder

Matrix-Molekiile/Fragmente an den Analyten angelagert werden.

Das Spektrum eines DMSO-1gslichen Lignin-Kohlenhydrat-Komplexes der Fichte
(LCC BJ 7n), 1 Mikrogramm in 0,1 Mikroliter 2-Nitrophenyloctylether, ist in Ab-
bildung 3 und 4 als Beispiel gegeben. Es trat keine scharfe Ionenbildungsschwelle
in Abhingigkeit der Laserleistung auf und die Energie wurde wihrend der Mes-
sung relativ hoch gewihlt (62 % des Maximums). 500 Einzelspektren wurden im
Zentrum akkumuliert und das Summenspektrum leicht geglittet. Die Beschleuni-
gungsspannung betrug + 20 kV in linearem Betrieb. Das gefundene Zahlenmittel
der Molekulargewichtsverteilung von 2300 Dalton stimmt nicht mit dem durch
HPLC ermittelten Wert von 7000 Dalton iiberein. Die Abstinde der Schwerpunkte
im Ausschnitt von 500 bis 2000 Dalton ergeben weder in Bezug auf die Monome-

ren einen Sinn, noch ist deren Distanz iiber den Bereich konstant.
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MWL Birke, Beispiel fiir Artefakte, Gesamtiibersicht

Abb. 3:
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Abb. 4:

MWL Birke, Beispiel fiir Artefakte, Ausschnitt 500-2000 Dalton
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8.3.  Pyrolyse-Massenspektrometrie:

Die Pyrolyse-EI-Spektren der Milled-Wood-Lignine Birke und Buche werden in
Abbildung 5 iibereinandergestellt. Der rekonstruierte Totalionenstrom (RIC) wies
jeweils ein Maximum bei 300 Grad Celsius auf. Dies ist die geritebedingt vorgege-
bene Endtemperatur des Heizprogrammes bei EI-Messungen. Thermogravime-
trie/Massenspektrometrie-Kopplung zeigt, daB sich bei 320 Grad Celsius ein Pyro-
lysemaximum unter Freisetzung von Wasser aus aliphatischen OH-Gruppen befin-
det.'® In den gezeigten Spektren sind die Monomeren zu erkennen: Coniferylalko-

hol (Guajacylderivat) mit 180 Dalton sowie Sinapinalkohol (S) mit 210 Dalton.

Cumaralkohol (Hydroxyphenylpropanderivat) mit 150 Dalton ist in diesen beiden
Milled-Wood-Ligninen der Buche und der Birke - laut mitgelieferter Analyse -
nicht vorhanden. Dies steht im Gegensatz zu den Lignin-Kohlenhydrat-Komplexen
der Buche, bei denen um die 10 Prozent H-Derivate gefunden werden (siehe expe-
rimenteller Teil), und weiterhin im Gegensatz zur Literatur, in der 4 Prozent ge-
nannt werden. '** Die auftretenden Signale im Bereich von 150 Dalton entsprechen
jedoch Fragmenten des Coniferylalkohols (Zuordnung weiter unten). Dieser Sach-
verhalt wird beim Vergleich der MWLs Rotholz und Pfahlrohr geschildert.

Es sollten weiter zu finden sein:

G+G -2H : 358u G+S -2H : 388u S+S-2H : 418u
G+G+G -4H : 536u G+G+S -4 H : 566u G+S+S -4H : 596u
S+S+S -4H : 626u

Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, da an die Doppelbindungen Wasser addiert
sein kann, diese hydriert sein konnen, durch moglichen Ringschluf 2 weitere Mas-
sen abzuziehen sind, andere Molekiile eingebaut sein konnen und Fragmente hihe-
rer Einheiten hinzukommen, wodurch schon bei den Trimeren eine gewisse Un-
tibersichtlichkeit auftritt. Die Spektren entsprechen aber den Erwartungen beziig-

lich der Struktur, da die gesuchten Massen gefunden werden.

Die auffillige Modulation - im Bereich der hoheren Massen - mit einem Abstand
von 14 Dalton wird iibrigens bei allen massenspektrometrischen Methoden gefun-

den, sei es Pyrolyse-EI-MS, Pyrolyse-DCI-MS, PD-MS oder MALD-MS. !¢

62



Pyrolyse-EI-Spektren der Birke und Buche

Abb. 5
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Bei allen DCI-Messungen mit Isobutan als Reaktandgas konnten keine Signale

{iber 250 Dalton erhalten werden, was auch Metzger 1979 fand.'”

Zwecks Zuordnung der Signale ist in Abbildung 6 oben ein Guajacyl-
Dehydropolymerisat (G-DHP Fr.9) abgebildet, darunter ein DMSO-l6slicher
Lignin-Kohlenhydrat-Komplex der Fichte (LCC BJ 7n). Das Spektrum der Fichte
konnte hierfiir nicht iiber den gesamten Bereich aufsummiert werden, denn in die-
sem Fall sind dann nur Signale von protonierten DMSO-Dimeren (157 Dalton)
und DMSO-Trimeren (235 Dalton) zu erkennen. Erst wenn das DMSO bei ca.
600-700 Grad Celsius verfliichtigt ist fingt das LCC an zu pyrolysieren. Dieser
Prozess ist in Abbildung 7 zu verfolgen. Es fillt auf, daB unter diesen Umsténden
die Zuckerbestandteile spiter auftreten als die Ligninbestandteile (Zuordnung
nichste Seite). Das ist sonst umgekehrt. Zudem treten alle Bestandteile ca. 150
Grad Celsius spiter auf als bei Messungen in Wasser oder Aceton/Wasser-
Gemischen. Die Ionenstréme sinken auch nicht wieder auf Null ab. Die DMSO-
Dimeren nehmen erst ab nachdem die Trimeren schon auf Null gesunken sind. Die
verspitete Lignin-Pyrolyse ist vermutlich auf den kiihlenden Effekt zuriickzufiih-
ren, den das verdampfende DMSQO ausiibt. Der Grund fiir die umgekehrte Freiset-
zungsreihenfolge der Zucker- und Lignin-Bestandteile bleibt jedoch unklar. Zur
Darstellung des LCC-Spektrums wurden nur die scans ab Nummer 38 aufsum-

miert (siehe experimenteller Teil), um die DMSO-Bestandteile herauszufiltern.

Beim G-DHP scheinen die Peaks bei 116 und 117 Dalton eine Verunreinigung dar-
zustellen. Aus den rekonstruieren Ionenstrdmen in Abbildung 8 ist zu erkennen,
daB diese nicht gemeinsam mit den anderen G-DHP-Signalen und zudem friiher
auftreten. Daher ist in Abbildung 9 noch einmal der Vergleich zwischen dem G-
DHP und dem Fichten-LCC gegeben, diesmal wurden fiir das G-DHP aber nur die
scans ab Nummer 27 herangezogen. Es ist zu erkennen, daB sich die so gewonne-

nen G-DHP-Spektren bis auf die Peaks mit 116 und 117 Dalton sehr gleichen.

Zuordnung der Signale (entnommen aus Lit.'")

I G-DHP: Das Monomer Coniferylalkohol tritt als Radikalkation mit 180
Dalton auf. Als Quasimolekiilion ist es protoniert mit 181 Dalton sowie unter Ab-
straktion eines Wasserstoffes mit 179 Dalton zu sehen. Als weitere Zuordnungen

sind zu treffen (C = Coniferyl):
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C-CH,-CH,-CH,-OH," 1183 C-CH=OH * 2153
C-CH=CH-CH,-OH," :181 C-CH=CH, +H* : 151
C-CH=CH-CH,-OH * - 180 C-CH,+H"* :139
C-CH=CH-CH=OH * :179 C-CH,* :137
C-CH=CH-CHO * :178 CH+H* 2125
C-CH=CH-CH, + H* : 165 c* 2123
C-CH=CH-CH, 1163

Die Zuordnung der restlichen Massen ist nicht gesichert. Auffillig ist das Muster
im Abstand von 14 Dalton, das sich ja in allen Lignin-Spektren wiederfindet:
[181,180,179,178] -14 = [167,166,165,164] -14 = [153,152,151,150] -14 =
[139,138,137] -14 = [125,124,123] -14 = [111,110,109]

Es ist erkennbar, daB bei einigen Peaks die Zuordnung nicht mehr eindeutig ist
wenn die anderen Monomeren hinzukommen. Die Massen 150 und 151 Dalton
konnten ja auch zu einer Cumaryleinheit, falls vorhanden, gehéren. Ebenso kénnte
die Masse 183 Dalton auch Syringylfragment reprasentieren. Je komplexer ein Li-
gnin oder Lignin-Kohlenhydrat-Komplex aufgebaut ist, umso uneindeutiger wird

die Zuordnung. Dies erschwert natiirlich auch eine Quantifizierung.

2. LCC: Die Signale, die dem Lignin-Anteil entsprechen, sind - verstindli-
cherweise - ebenso zu sehen wie beim Dehydropolymerisat. Sie fallen insgesamt

niedriger aus.

Als zuckerspezifische Peaks sind anzusehen: 103, 113, 114, 115, 127, 133, 144
und 145 Dalton."™'""'"™!” Erstere sind den Pentosen zugehorig, letztere den Hexo-
sen. Genaue Strukturvorschlige kénnen nach Pyrolyse-GC/MS getroffen werden.
Der Peak mit 163 Dalton kann ein Zucker- sowie ein Ligninfragment sein, entwe-
der C-CH=CH-CH," (s.0.) oder das protonierte Quasimolekiilion von 1,6-An-
hydro-beta-D-glucopyranose. Auffillig ist die Spur der Masse 119 Dalton, die
schon sehr frith auftritt und zudem eine Zehnerpotenz stirker als die restlichen
Massenspuren des Lignin-Kohlenhydrat-Komplexes ist. Diese fillt zudem vollstin-

dig auf Null zuriick. Es handelt sich daher sicher um kein Analytsignal.
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Vergleich der DCI-Spektren eines DHPs und eines LCCs (s.Text)

Abb. 6:
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Abb. 7: ausgewihlte rekonstruierte Ionenstrome des LCC Fichte BJ 7n
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ausgewihlte rekonstruiete Ionenstrome des G-DHP Fr.9

Abb. 8:
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Vergleich der DCI-Spektren eines DHPs und eines LCCs (s.Text)

Abb. 9:
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Die Gegeniiberstellung in Abbildung 10 des MWL Buche mit einer durch Gelper-

meationschromatographie (GPC) herausgeschnittenen Fraktion derselben Substanz
(Zahlenmittel 3000 Dalton) zeigt, daB dieser ProzeB den Zuckeranteil des MWL
vermindert. Die zuckerspezifischen Signale sind im Milled-Wood-Lignin bei 103,
113, 115 und 133 Dalton zu erkennen, sie fehlen bei der fraktionierten Probe fast
vollstindig. Weiter ist zu bemerken, daB8 bei der GPC-Fraktion Fragmente mit 138
bis 141 sowie 168 und 169 Dalton hinzugekommen sind. Erstere sind als Conife-
rylfragmente auch im G-DHP stark vertreten. Dieses besitzt ja ebenfalls eine nie-
drige Molekulargewichtsverteilung (Zahlenmittel 1200 Dalton), so daB es sich
vielleicht um spezifische Endgruppenfragmente handelt. Endgruppen sind bei nie-
dermolekularen Fraktionen in hoherem Anteil vorhanden. Diese Vermutung erfihrt
eine Stiitze durch die Tatsache, daR die Fragmente mit 168 und 169 Dalton dann
die entsprechenden Syringylfragmente (Massendifferenz 30 Dalton) darstellen, die
im gleichen Ausmal von der Fraktionierung betroffen sind (und im G-DHP ent-
sprechend fehlen). Weiter ist bei der Buchenfraktion das oben erwihnte Modula-

tionsmuster mit 14 Dalton Abstand zu finden.

Abbildung 11 zeigt ein MWL Rotholz sowie ein MWL Pfahlrohr. Der H/G/S-Wert
betriigt beim Rotholz <1/99/0 Prozent, beim Pfahlrohr 7/45/48 Prozent. Beim
Rotholz ist das Fehlen des Syringylanteils deutlich. Es ist bei diesem Milled-Wood-
Lignin kein Zuckeranteil zu finden. Beim Pfahlrohr tritt der Syringylanteil mit 209,
210 und 211 Dalton als Monomer auf. Bemerkenswert ist der Vergleich der Mas-
senbereiche um 150 Dalton. Obwohl das Rotholz fast gar keinen Cumaralkohol
besitzt, das Phahlrohr davon jedoch relativ viel, ist die Intensitét beim Rotholz viel
hoher. Dies erklirt sich mit der Zuordnung dieser Signale als Coniferylalkoholfrag-
mente. Das Monomer Cumaralkohol tritt also nicht auf. Ein Vergleich des aus fast
nur Coniferylalkohol bestehenden Rotholz-Spektrums mit dem des Guajacyl-

Dehydropolymerisates ergibt Ubereinstimmung.

Abbildung 12 zeigt den rekonstruierten Totalionenstrom sowie einige ausgewdihlte
Massenspuren des MWL Buche. Die Spuren mit 103 und 115 Dalton reprisentie-
ren den Zuckeranteil. Die Massen [150 bis 160], [180 bis 185] sowie [208 bis 214]
wurden zusammengefasst. Ich habe vorher sichergestellt, da diejenigen Massen,
die zusammengefaBt wurden, genau gleich verlaufen. Es ist also keine Information

verlorengegangen.
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Es ist hier zu erkennen, daB der Zuckeranteil etwas eher freigesetzt wird als der
Ligninanteil. Dies ist auch bei allen weiteren Substanzen - bis auf die in DMSO ge-
15sten Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe - so gefunden worden. Aufgrund der hyste-
resebedingt limitierten scan-Geschwindigkeit des Magnetsektors ist eine feinere
Unterteilung nicht moglich. Die fiir die Zeichnung interpolierten Kurven stellen
tatsichlich diskrete MeB-Punkte dar. Zur Darstellung eines Massenspektrums im
iiblichen Sinne wihlt man den Einzelscan aus, der dem Maximum im rekonstruier-
ten Totalionenstrom entspricht. Wie diese diskrete Skala relativ zum wirklichen,
stetigen Freisetzen der Ionen in der Quelle liegt ist insofern "zufillig", als da3 die
Moglichkeit nicht gegeben ist, sich das Spektrum des tatsichlichen Maximums an-
zeigen zu lassen. Kennt man die interessierenden Massen, so ist es moglich diese
im "multiple-ion-detection"-Modus (MID) einzeln nacheinander anzuspringen.
Ublicherweise wird der gesamte Massenbereich von 43 bis 1100 Dalton periodisch
durchgescant. Bei Beschrinkung auf wenige lonen trifft man diese hdufiger und
die Anzahl der (reduzierten) Einzelspektren wird entsprechend groBer. Da die lo-
nenstromkurve dann aus erheblich mehr diskreten Punkten zusammengesetzt ist
kann man das tatsichliche Maximum des Tonenstromes viel besser treffen. Dies be-
deutet, daB die Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Messungen viel hoher
ist. Dann sollte eine Quantifizierung erleichtert sein. Fiir diese ware es jedoch zu-
sdtzlich notig spezifische Peaks fiir den Cumaralkoholanteil zu kennen. Durch Er-
fassen auch des niedrigeren Massenbereiches sind solche Fragmente unter Ver-
wendung der linked-scan-Technik wahrscheinlich zu finden. Diese Mefmethode
gehort als computergestiitzte Prozedur zum Inventar der Geritesteuerung des Fin-
nigan MAT 95, so daB§ deren Verwendung keinen erheblichen Aufwand darstellt.
Auch die anschlieBende Quantifizierung wird dabei durch eine spezielle, mitgelie-

ferte Software ermoglicht.

Wie sehr die relativen Intensititen zwischen den einzelnen Scans schwanken, sei in
Abbildung 13 gezeigt. Zu der Tonenstromkurve des DCI-Spektrums der Buche in
Abbildung 12 sind hier die dazugehorigen Scans 30, 31, 32 und 33 zu sehen. Gut
zu erkennen ist die Variation der Massen 103 und 115. Diese nehmen sehr schnell
ab, was ja auch aus dem relativ steilflankigen Abfall der rekonstruierten Ionenstro-

me dieser Massen zu entnehmen ist.
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Abb. 11: DCI-Spektren von MWL Rotholz und MWL Pfahlrohr
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ausgewihlte rekonstruierte Ionenstrome des MWL Buche

Abb. 12:
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MWL Buche

AT
o
°
8
B
b
5]
=¥
w2
g
=
B
m
g
&
>
)
v
o
=)
<

ore ore ooz o opx op ozt ooz
[opreTpRetg L A L
e cce wrdce
Tsxe
sotet
cisex o=
los
sless
Los
loe
Loox
1
S an 3
SNz ox ooz
| (Ml
e-cke
Lee
clser
Fow
bcex
leos
s tet
slest c-9 &
PR ﬁoo«
)
—FvrET A e e

—Fest

PRI

st

crder

for

Loox

opx

—Fcsx

sTssT

P ]

socet
claes

o=

Los

Los

f-oe

Loox

‘omas

iomas

75



=)
%"

9. Diskussion der Ergebnisse und Ausblick

Die Messungen mittels Pyrolsyse-EI- und DCI-Massenspektrometrie lassen einige
Riickschliisse auf den molekularen Aufbau der Lignine zu. Durch CI-Messungen
von Metzger konnten die Fragmente der Monomeren zugeordnet werden.'® Die
Variabilitit der Signale macht jedoch eine einfache Quantifizierung der Einzelbe-
standteile, z.B. mittels linearer Regression, nicht moglich. Unter kontrollierten,
gleich gehaltenen Bedingungen besitzen die Intensititen zu diesem Zweck zu hohe
Standardabweichungen. Mittels statistischer Clusteranalyse lassen sich jedoch Ka-
tegorien erzeugen, in die eine Zuordnung moglich ist. Durch diese Methode kann
aus komplexen und verrauschten Daten ein bestehendes Muster extrahiert werden.
In der Massenspektrometrie wurde diese Methode bereits angewendet, um die Li-
gnine verschiedener Planzengattungen trotz unterschiedlicher Gewinnungsmetho-
den nach Pyrolyse-Massenspektrometrie diesen zuzuordnen.'” Es wird dabei im
n-dimensionalen Raum gerechnet, wobei n gleich der Anzahl aller gefundenen
Massen ist, weswegen leistungsfihige Hard- und Software dafiir bendtigt wird.
Die tatsichliche Struktur der zu untersuchenden Substanzen wird dabei jedoch
zerstort. Diese zu erhalten bedarf dabei schonender Methoden. Die PD-MS ist bei
diesen Substanzen wahrscheinlich schon an der Grenze ihres sinnvollen Einsatzes
angelangt, so daB zukiinftig alle Hoffnung auf der MALD-MS liegt. Bei dieser
Methode ist alle Zuversicht angebracht, wie die bereits bestehenden Ergebnisse

zeigen.

10. Experimenteller Teil
10.1. Materialien:

Die Lignine, Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe und Dehydropolymerisate wurden
von Herrn Prof. Dr. O. Faix vom Institut fiir Holzchemie der Bundesforschungsan-

stalt fiir Forst- und Holzwirtschaft in Hamburg zur Verfiigung gestellt:
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Milled-Wood-Lignine (MWLs):

MWL Buche:

MWL Buche nach Literatur % :

MWL Birke:

MWL Chinesisches Rotholz:

MWL Pfahlrohr:

H/G/S [%]

0/33/67

4/56/40

0/32/68

<1/99/0

7/45/48

MWL Buche, gelpermeationschromatographisch

fraktioniert, Fraktion 11:

Dehydropolymerisate (DHPs):

0/33/67

Guajacyl-Dehydropolymerisate, gelpermeationschro-

matographisch fraktioniert, Fraktionen 8 und 9:

G-DHP 8:

G-DHP 9:

Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe (LCCs):

LCC Fichte, WE-7n: 11 % Lignin
LCC Fichte, BJ-7n: 32 9% Lignin
LCC Buche, WE-8n: 11 % Lignin
LCC Buche, BJ-8n: 22 % Lignin

Es ist festzustellen, daB die H/G/S-Werte zwischen dem Milled-Wood-Lignin der
Buche und dem Lignin-Kohlenhydrat-Komplex der Buche stark voneinander diffe-

non

rieren. Das "n" bedeutet, daB diese Substanzen direkt aus dem Holz extrahiert

wurden.
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0/100/0

0/100/0

14/77/9

11/85/4

20/44/36

9/39/52

M, /M, in Dalton

4830 /14010

2600 /9700

2400 /7800

2100 /6100

2495 /2817

1220/ 1470

900 / 1120

4100 / 17500

7000 /23300

3600 /15100

5900 /20100
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Die eingesetzten Matrices stammen von der Firma Aldrich. Diese wurden fiir die
PD-MS-Messungen nicht weiter behandelt, fiir die MALD-MS-Messungen durch
Umkristallisation bzw. Vakuumsublimation gereinigt, bis auf den fliissigen

2-Nitrophenyloctylether, der unbehandelt zum Einsatz kam.

Das N,N"-Bis-(2-Aminoethyl)-ethan-1,2-diamin wurde von Herrn Dipl.-Chem. K.
Tollner vom Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, in Miilheim an der Ruhr,

erhalten.

Das Wasser wurde bidestilliert. Aceton "zur UV-Spektroskopie" (Baker). Dime-
thylsulfoxid "zur Spektroskopie" (E. Merck).

Die aluminiumbeschichtete Polyethylenterephthalatfolie wurde von der Firma

Goodfellow bezogen.
10.2. Massenspektrometer:

Doppelfokussierendes Sektorfeldmassenspektrometer Finnigan MAT 95, ausgerii-
stet mit einer DEC-Workstation unter Verwendung der ICIS-Auswertesoftware

dieses Herstellers.
Laserdesorptionsmassenspektrometer:

Finnigan VISION 2000, mit einem IBM-kompatiblen 486er PC unter Verwendung
der dazugehorigen Ulyssis-Auswertesoftware, Shimadzu Kratos Kompakt MALDI
IOI, mit einer SUN-Workstation unter Verwendung der dazugehorigen

OPUS-Auswertesoftware.

Das Plasmadesorptionsflugzeitmassenspektrometer OLDAL1 ist von Prof. Dr. K.
Wien an der Technischen Hochschule Darmstadt gebaut worden. Die Datenerfas-
sung wird von einem IBM-kompatiblen 286er PC iibernommen. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm "Technische Hochschule Darmstadt Massenanalyse
(THD)" und dem Peaksuchalgorithmus "PEAKS" von Prof. Dr. E. Hilf in
Oldenburg.

10.3. Probenpréparation und Vermessung:
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a) PD-MS: Die Matrices wurden in demselben Losungsmittel

wie die Analyten gelost, bei dem Cyclodextrin, den MWLs und den DHPs war dies
Aceton/Wasser, 9:1. Die wasserloslichen Lignin-Kohlenhydrat-Komplexe ("WE"-
LCCs) wurden in Wasser gelost, die nach der Methode von Bjorkmann gewonne-
nen ("BJ"-LCCs) in Dimethylsulfoxid. Die Losungen wurden einzeln unter Ultra-
schallbehandlung hergestellt und dann ebenso vorgemischt. Das Aufspriihen der
Losungen erfolgte durch eine selbstgebaute pneumatische Spriihapparatur mittels
Stickstoff auf die aluminiumbeschichtete Seite der Polyethylenterephthalat-Folie.
Nun folgt eine Aufstellung der durchgefiihrten Messungen:

Analyt Matrix M. A Verh. U, Dauer
Menge [kV]
MWL Fr.11 3-AQ 10ug 1lug i2:1 7 10min
MWL Fr.11 3-AQ Sug 100ng 50:1 14 3h +Ag
MWL Fr.11 CD 10ug 200ng 50:1 12 2h
MWL Fr.11 Alizarin 6ug 24ug 251 14 19h
MWL Fr.11 Coffein 40ug 400ng 100:1 16 1,5h
MWL Fr.11 Coffein 25ug 500ng 50:1 14 2,25h
MWL Fr.11 Methylrot 10ug Sug 2:1 14 30min
MWL Fr.11 Sudanrot 7B 20ug 200ng 100:1 14 1h
MWL Fr.11 Fluorescein 10ug 25ng 400:1 18 45min +DS.
MWL Fr.11 Fluorescein 10ug 25ng 400:1 18 45min -DS

MWL Fr.11 Fluorescein Sug  25ng 200:1 18 45min +DS

MWL Fr.11 Fluorescein S5ug  25ng 200:1 18 45min -DS

MWL Fr.11 Fluorescein Sug  50ng 100:1 18 45min +DS
MWL Fr.11 Fluorescein Sug  100ng 50:1 18 45min +DS
MWL Fr.11 Fluorescein lug S0ng 20:1 18 45min +DS
MWL Fr.11 Fluorescein 10ug lug 10:1 14 90min -DS

MWL Fr.11 Fluorescein 20ug 10ug 2:1 14 1h -DS

MWL Birke 2,5-DHBS lug 50ng 201 14 1h
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MWL Pf. QL lug 250ng 41 11 10min

MWL Pf. Alizarin 250ng250ng 1:1 12 15min

G-DHP 9 2-AT 4ug 200ng  20:1 12 1,75h +CD
G-DHP 9 CD 10ug 1lug 10:1 13 2h

G-DHP 9 3-AQ 21lug 8ug 26:1 8 90min

G-DHP 9 QL Sug  2,5ug 21 8 90min

G-DHP 9 2-AT 4ug  250ng 100:1 14 2h +Ag’
G-DHP 9 AA 20ug 2ug 10:1 16 1,75h

G-DHP 9 5-CLS 20ug 500ng  40:1 11 45min

G-DHP 9 NDA 10ug 100ng 100:1 14 3,5h

Hierbei bedeuten: NDA = Nitosodimethylanilin, 5-CLS = 5-Chlorsalicylsdure, +Ag
= mit 5 ug Silbertrifluoracetat, +AG” = mit 17 ng Silbertrifluoracetat, MWL Pf .
MWL Pfahlrohr, QL = Chinalizarin, 2-AT = 2-Aminothiazol, AA
N,N"-Bis-(2-Aminoethyl)-ethan-1,2-diamin, 3-AQ = 3-Aminochinolin, +/- DS
Deckschicht 100 ng Fluorescein, CD = alpha-Cyclodextrin

b) MALD-MS: Die Losungen der Analyten bzw. Matrices waren
dieselben wie bei der PD-MS angegeben. Es kamen zusitzlich noch Losungen in
Acetonitril/Wasser, 2:1 hinzu. Die Priparation erfolgte duch 3 verschiedenen
Methoden:

1.: Vormischen der Losungen und Auftropfen, trocknen lassen an der Luft.

2.: Methode nach Beavis, wie im theoretischen Teil sowie nachfolgend
beschrieben.

3.: Getrenntes Auftragen, erst die Matrix, trocknen lassen, dann der Analyt.

Am Shimadzu Kratos Kompakt MALDI III wurden 79 Substanzgemische unter-
sucht, unter Verdnderung der Laserleistung, linear/reflektiert-Modus, Polaritit,
SchuBzahl (bis 1000), gleichméBiges abrastern oder akkumulieren von einer Stelle,
wodurch ungefihr zweihundert Spektren erhalten wurden. Auf jedem einzelnen

Probenschlitten befand sich Insulin (5732 Dalton) zur Eichung. Es wurde auch
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eine 20-stufige Konzentrationsreihe mit dem DHBS-Gemisch und MWL Birke

vermessen, sowie einige andere Matrices ausprobiert. Unter den getesteten Matri-
ces befanden sich: 2,5-Dihydroxybenzoesdure, 2-Hydroxy,5-methoxybenzoesiure,
ein Gemisch derselben (9:1), 5-Chlorsalicylsdure, Ferulasdure, Sinapinsdure,

2-Nitrophenyloctylether, Kaffeesdure, Coffein und Chinin.

Am VISION 2000 wurde MWL Birke, unter Verwendung von
2,5-Dihydroxybenzoesdure/2-Hydroxy-5-methoxybenzoesdure (9:1) bei 337 nm
vermessen. Die Auftragemethode erfolgte nach Beavis (s.0.) : Von einer 10 g/L
Losung der Matrix-Mischung in Acetonitril/Wasser, 2:1, wurden 10 uL vorgelegt,
getrocknet und verrieben. Darauf wurden 10 uL eines 1:1-Gemisches der Matrix-
Losung und der Analyt-Losung MWL Birke 0,1 g/L in Aceton/Wasser, 9:1, gege-
ben. Das Gesamt-Matrix/Analyt-Verhiltnis betrug 300:1, bei 150 bzw 0,5 ug Be-
ladung. Es wurden noch 10 weitere Messungen an diesem Gerit angefertigt, unter
Verwendung der oben genannten Matrices. Das VISION 2000 arbeitet ausschlief3-
lich im Reflektron-Betrieb. Es wurde hier nur mit einer Beschleunigungsspannung

von + 20 kV gemessen.
c) Pyrolyse-Massenspektrometrie:

Von den Milled-Wood-Ligninen Birke und Buche wurden EI-Massenspektren auf-
genommen. Quellentemperatur: 130 Grad Celsius, 70 eV, Temperaturprogramm

des Heizfadens: 5 min; 20-300 Grad Celsius.

Die DCI-Messungen erfolgten bei 50 Grad Celsius Quellentemperatur, die jedoch
stindig um einige Grad variierte. Der Probenfaden wurde innerhalb von 5 min von
20 auf 1200 Grad Celsius erhitzt. Als Reaktandgas wurde Isobutan bei 70 eV ein-
gesetzt. Die Rohdaten aller DCI-Spektren wurden iiberarbeitet, da zu Beginn der
Messungen festgestellt wurde, da3 die Peakintensititen schwanken. Daher wurden
alle Einzelspektren akkumuliert. Mittels des "AVERAGE"-Programmes der ICIS-
Auswertesoftware wurden nur die Peaks aufsummiert, die in mindestens 3 Einzel-
spektren vorhanden sind. Des weiteren wurden nur diejenigen Peaks aus einem
Einzelspektrum herangezogen, deren Intensitdt mindestens 5 % des Base-Peaks
ausmachte. Durch umfangreiche Testreihen habe ich sichergestellt, da8 dadurch
keine relevante spektrale Information verlorengeht. Der Haupteffekt dieses Mit-

telns besteht in der Integration der Massenspuren, so daB die
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Intensititsschwankungen eines einzelnen wiedergegebenen Spektrums (was fiir die
visuelle Darstellung notwendig ist) vermindert werden. Beim G-DHP Fr.9 und
LCC BJ-7n wurde erst ab einer bestimmten scan-Zahl mit der Integration begon-
nen, um (zeitlich friiher auftretende) Kontaminationen bzw. Losungsmittelpeaks

herauszufiltern (siehe dort).
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