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Kurze Zusammenfassung der Promotionsarbeit

Die elementaren Prozesse bei der Laser-Desorption und der -lonisation polykristalliner organischer
Substanzen sind, obwohl sich die Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization-
Massenspektrometrie (MALDI-MS) als analytische Methode vor allem auf dem Gebiet der
Bioanalytik etabliert hat, nach wie vor in wesentlichen Ziigen unverstanden. Als einer der Griinde
fiir die Schwierigkeiten, sich dem Desorption-/lonisationsprozef3 experimentell zu ndhern, konnen
die hochdynamischen Vorginge fern vom thermischen Gleichgewicht gelten, welche sowohl auf
der Pico- und Nanosekundenzeitskala als auch im Microsekundenbereich ablaufen. Auch ist eine
klare Trennlinie zwischen der unter Laserbeschul3 desintegrierenden bzw. sublimierenden festen
Phase und dem Desorptionsplume nur schwer festzumachen.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zu den Lumineszenzerschei-nungen
wiéhrend des Desorptionsprozesses geschehen in der Absicht, durch Verkniipfung spektroskopischer
mit massenspektrometrischen Daten einen Beitrag zum Verstindnis der physikalisch-chemischen
Vorgénge in der Matrix und in der Desorptionswolke zu liefern.

Die Festphasen-Fluoreszenzspektren bei  UV-Laseranregung der vier verschiedenen
Matrixsubstanzen zeigen breite Bandenstrukturen (Phononenstruktur). Die Fluoreszenz-maxima
weisen gegeniiber den Absorptionsmaxima in Ldésung hohe Stokes-Shifts auf. Neben der
Umwandlung der Anregungsenergie in die vibratorischen Freiheitsgrade, die den eigentlichen onset
des Desorptionsprozesses ausmacht, tritt auch Energiedissipation in Form von Strahlung auf.

Aus den LIF(t)-Experimenten folgt, da8 die Lebenszeiten der angeregten Zustinde kurz sind und
die Fluoreszenz erlischt, sobald der Laserpuls endet. Die Fluoreszenzintensititen aller vier
untersuchten Matrices klingen innerhalb der Zeitauflosung des schnellen Photomultipliers nicht
nach Exponentialfunktionen ab, sondern zeigen allein das zeitliche Profil des Laseranregungspulses.

Gasphasenlumineszenz, verzogerte Fluoreszenz und Phosphoreszenzemission sind nicht detektiert
worden. Die Abgabe der elektronischen Anregungsenergie durch Stofe im Desorptionsplume kann
offensichtlich mit der Fluoreszenzlebensdauer konkurrieren.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die lichtschwachen Lumineszenzerscheinungen bei der
MALDI-Desorption mit einem lichtstarken Objektiv auf dem Chip einer CCD-Camera
photographisch abzubilden. Diese Abbildungen sind im Gegensatz zu in der Literatur dargestellten
Untersuchungen unter fir MALDI-Experimente typischen Bedingungen im Massenspektrometer
aquiriert worden.

Aus Fluoreszenzabbildungen der Kristallisate von 2,5-Dihydroxybenzoesdure ist ersichtlich, daf3
sich die Emission in mehrere Bereiche untergliedert. Dies kann einem Beitrag der
Laserlichtstreuung in Abhéngigkeit des Laserwinkels zugeordnet werden. Dort, wo der Laserpuls
auf ihm zugewandte Kristalloberflachen trifft, treten verstirkt Fluoreszenz und Streuung auf. Aus
diesen Beobachtungen 146t sich zudem folgern, daB3 die Substanzfreisetzung in Richtung des
Einfallswinkels des Lasers geneigt ist.

Mit Hilfe von Postionisationsexperimenten an der Matrixsubstanz Ferulasdure unter variablem
Zeitunterschied zwischen Desorptionslaser und dem OPO-Laser sind erstmals die durch den
Desorptionslaser ausgelosten Startgeschwindigkeiten von neutralen Ferulasduremolekiilen bestimmt
worden. Die Neutralen zeigen eine breite Geschwin-digkeitsverteilung zwischen 200 m/s und 1250
m/s mit einem Durchschnittswert bei 737 m/s.



Abstract of the thesis

The fundamental processes that imply the laser ablation and ionization of organic polycrystalinic
materials during the Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization mass spectrometry (MALDI-MS)
are not fully understood. Despite of this lack of knowledge MALDI-MS has been established
mainly in biological and biochemical analysis. The reasons for the difficulties in investigating the
desorption/ ionization process are the highly dynamic procedures far off the thermodynamical
equilibrium that take place both on picosecond und nanosecond timescale and in microseconds. It is
not obvious to distinguish between the desintegrating or sublimating solid phase and the desorption
plume, respectively.

The thesis deals with investigations about luminescence phenomena during the desorption process.
It is intended to combine spectroscopic data with mass spectrometric data in order to get insight into
physical and chemical procedures in the solid matrix as well as in the expanding plume.

There are broad band phonon structures in the solid phase spectra of four different matrix
substances if the matrix is excitated with an ultraviolet laser line. The comparison of the maximums
of the fluorescence emissions with the absorption spectra in solution shows that there are high
stokes shifts. Beneath of the conversion of absorbed energy into the vibronic degrees of freedom
which is responsible for the onset of the ablation process it is obvious that there is dissipation of
energy by the way of radiation.

As a result of the time-dependant laser induced fluorescence experiments there is evidence that the
excited electronic states are short and fluorescence extinguishes with the laser pulse. In
consideration of the time-resolution of the fast photomultiplier the intensities of the four matrices
show no exponential depletion but the profile in time of the excitating laser pulse.

It is not possible to detect neither luminescence emission by gas phase components nor delayed
fluorescence or phosphorescence. This is why it is concluded that the dissipation of electronic
energy through numerous collisions in the desorption plume is likely able to compete with
fluorescence lifetime.

It has been possible to utilize the weak light emissions occurring during the laser shot in order to
photograph the MALDI desorption process with an electronic charge coupled device camera
system. In contrast to other publications the investigations have been carried out under typical
MALDI conditions in a home built mass spectrometer.

The laser induced fluorescence images of the popular matrix substance 2,5-dihydroxy-benzoic acid
show that emission is subdivided into a few ejection areas. This finding can be attributed to
fluorescence emission and laser light dispersion at faces of the crystal that are attached to the
incoming laser beam. It is deduced that substantial particle ejection originates from these
illuminated areas.

In order to investigate the velocity spread of the ejected neutral matrix molecules of ferulic acid
some postionization experiments have been done. An optical parametric oscillator (OPO) laser
system has been used to ionize neutral ferulic acid molecules with a variable time delay between the
OPO and the desorption laser. Neutrals propagate with a velocity spread among 200 m/s and 1250
m/s. The average velocity is 737 m/s.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Breite der Anwendungsmoglichkeiten massenspektrometrischer Analytik auf organische,
anorganische sowie biologische Fragestellungen im weitesten Sinne scheint geradezu
unbegrenzt und ist mit den oben genannten drei Disziplinen sicher nicht erschopft.
Massenspektrometrische Analytik findet in den Biowissenschaften, der Medizin und der
Genetik bzw. den life sciences allgemein eine rasante Verbreitung, weil mit der Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-MS (MALDI-MS) sowie Electrospray Ionization-
Massenspektrometrie (ESI-MS) mindestens zwei dulerst sensitive und daher erfolgreiche
Methoden existieren, aus biologischen Makromolekiilen Ionen zu generieren und diese in
femtomolaren Mengen nachzuweisen' .

MALDI-MS und ESI-MS sind lidngst als benutzerfreundliche analytische Gerite
kommerzialisiert und teilweise zum tragbaren FEinsatz miniaturisiert. Sie werden in der
Analytik von Peptiden, Proteinen, Sacchariden und synthetischen Polymeren genauso
eingesetzt wie zur chemisch-physikalischen Untersuchung schwach gebundener Cluster und
Addukte.

Lasermassenspektrometrie findet Anwendungen in der Spurenanalytik umweltrelevanter und
industrieller Proben’, wie einerseits von Insektiziden, Pestiziden oder zu entsorgenden
Kampfstoffen® oder andererseits in Rauch- oder Abgasen jedweder Verbrennungsprozesse”.
Massenspektrometrische ~ Nachweisverfahren lassen sich mit  chromatographischen
Trennmethoden kombinieren, so dall aus einzelnen Probefraktionen iibersichtlichere

. 6
Massenspektren gewonnen werden kdnnen’.

MALDI-MS und ESI-MS stellen beide sogenannte weiche Ionisationsverfahren dar, bei
denen auch molekular fragile Substanzen in die Gasphase iberfiihrt und ionisiert werden
konnen, ohne dabei zu fragmentieren. Die sanften lonisationsprozesse nach dem Transfer aus
dem festen oder fliissigen Aggregatzustand in die Gasphase bilden die Grundlage flir die

weite Verbreitung dieser beiden Techniken.

Vor dem Hintergrund der aktuellen bioanalytischen Trends finden allerdings immer noch
erhebliche Bemiihungen statt, die Massenauflosung, d.h. die Fahigkeit eines
Massenspektrometers zur Trennung sehr dicht aufeinanderfolgender Signale, zu verbessern.

Ion Zyclotron Resonanz-Massenspektrometer (ICR-MS) liefern aus konstruktiven Griinden



2 Einleitung

die bei weitem beste Massenauflosung, sind zumeist aber relativ aufwendige Geréte mit
supraleitenden Magneten’.

Verglichen mit anderen Massenspektrometertypen weist ein Flugzeit-MS (Time of Flight-MS,
ToF-MS) den Vorteil auf, daB das gesamte Massenspektrum in jedem einzelnen MeBzyklus
aufgezeichnet wird. Gewohnlich ist auch die Ionentransmission grofler als die anderer MS-

Typen, weil die Ionen nur wenige ionenoptische Elemente zu passieren haben®.

Viele der bei der MALDI ablaufenden Prozesse sind in den 16 Jahren seit ihrer Entwicklung’
nicht vollstindig aufgeklirt worden. Immer noch erfolgen die Matrixwahl und deren
Kristallisationsmethode empirisch. Zwar ist bekannt, dal Hydroxyl-funktionalisierte
aromatische Carbonsduren meistens ausgezeichnete UV-MALDI-Matrices darstellen, weil sie
bei der Laserwellenlinge absorbierend sind. Fraglich ist aber im selben Zusammenhang,
warum beispielsweise 2,5-Dihydroxybenzoesdure eine sehr viel bessere Matrixsubstanz in der
UV-MALDI darstellt als ihr 2,6-Hydroxy-substituiertes Pendant. Unklar ist nach wie vor,
inwieweit die Einlagerung der Analytsubstanz in das Kristallgitter der Matrix eine
Voraussetzung fiir eine hohe Signalintensitit ist'’.

Hinsichtlich ~ der  Ionisierungsprozesse scheint sich  aufgrund vieler einzelner
Forschungsergebnisse die Uberzeugung durchzusetzen, da3 Matrix-Analyt-Reaktionen in der
Desorptionswolke ablaufen'"'>'*'* Auf der anderen Hand gibt es aktuelle Untersuchungen,
die mit Hilfe der Cokristallisierung von pH-Indikatoren im Matrixkristallgitter auf das
Vorliegen protonierter Matrixmolekiile schiefen lassen'”.

In der MALDI-MS wird der Analyt zumeist {iber Protonentransferreaktionen von
Matrixmolekiilen ionisiert. Inwieweit an der Ionisation allerdings angeregte Matrixmolekiile
bei einem Protonentransfer auf den Analyten in der Gasphase beteiligt sind, bleibt in Teilen
spekulativ. Untersuchungen deuten auch darauf hin, daBl nicht das Proton der Carboxyl-
gruppe auf den Analyten iibertragen wird, sondern ein Hydroxylproton'®.

Neben lonisation iiber Protonentransfer werden im Massenspektrum gewdhnlich Adduktionen
infolge Verunreinigung mit Alkalimetallen detektiert. In einigen Fillen, z.B. zur Ionisation
von unpolaren Polymeren, werden Schwermetallsalze zur Mischung aus Matrix und Analyt in
kleinen Mengen hinzugegeben. Die generierten Adduktionen machen dann die
Hauptionensignale im Massenspektrum aus und verdringen nach bisher teilweise
unbekannten Mechanismen zum groften Teil die Ionisierung tiber

Protonentransferreaktionen.
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Die Heterogenitdt und der Dichtegradient der Teilchen in der Desorptionswolke bewirken,
dal vielfiltige Prozesse zur Bildung homogener und heterogener Cluster denkbar sind.
Vielfach wird im Zusammenhang mit der MALDI-Desorption von einer jetartigen
adiabatischen Expansion aus der festen Phase gesprochen, die eine gewisse Kiihlung der
internen Freiheitsgrade desorbierter Teilchen mit sich fiihren soll. In der Tat zeigen
Experimente'’ und Simulationen'®, daB trotz durch den Laserpuls hervorgerufener extrem
hoher Heizraten in kurzen Zeitintervallen die ,,Durchschnittstemperatur®, d.h. die Besetzung
interner und externer Freiheitsgrade, nicht besonders hoch ist. Dies bildet ja auch die

Voraussetzung fiir ein weiches Desorptions/ Ionisationsverhalten.

Die Untersuchung der Molmassenverteilung synthetischer Polymere mit Hilfe der MALDI-
MS birgt noch Erklirungsbedarf. So haben sowohl der pH-Wert der Matrixsubstanz'® als auch
die Ladung und das Molgewicht der zur Ionisation iiber Adduktbildung beigemischten
Alkaliionen®® einen drastischen Einflu auf die Polymerverteilung, so daB trotz hoher
Massenauflosung der einzelnen Oligomere eine zweifelsfreie Bestimmung der
Molmassenverteilung nicht immer moglich ist. In vergleichenden Untersuchungen mit
GroBenausschluBB-chromatographischen Methoden wird festgestellt, dafl die massen-
spektrometrisch bestimmten Verteilungen gegeniiber den GPC-Daten meist zu kleine Werte

fiir Zahlen- und Massenmittel aufweisen’!*2.

Nur mit einem grundlegenden Verstdndnis der Laser-Sublimation organischer Substanzen 143t
sich iiber konstruktive Anderungen am MALDI-Massenspektrometer, wie z.B. der
Anordnung der ionenoptischen Elemente, hohere Massenauflosung erzielen.

In der Zukunft sollten nicht-empirische Probenpréparationsvorschriften entwickelt werden,
die aus der Art der Prédparation auf die Qualitdt des Massenspektrums schliefen lassen. Um
die Ionenausbeute zu erhohen und Fragmentierung zu vermeiden, gilt es, die Mechanismen

der Ionengenerierung zu eruieren.

Vor dem Hintergrund der in den Biowissenschaften zunehmend Verbreitung findenden
MALDI-massenspektrometrischen Analytik geben die nach wie vor nicht zufriedenstellend
erkldrten Phanomene bei der Desorption organischer Substanz und der Ionisation derselben
AnlaB3 genug, im Rahmen dieser physikochemischen Forschungsarbeit einen Beitrag zum

Verstiandnis der ablaufenden Prozesse zu leisten.
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1.1 Aufgabestellung

Vor dem Hintergrund teilweise unverstandener physikalischer Phinomene bei der Freisetzung
von Substanz durch kurze, ultraviolette Laserpulse bei der Matrix Assisted Laser Desorption/
lonization-Massenspektrometrie einerseits und ihrer schnellen Verbreitung in der Bioanalytik
andererseits, soll es Ziel der vorliegenden Arbeit sein, Beitrige zum grundlegenden

Verstandnis des Desorptionsprozesses in der MALDI zu liefern.

Fiir die Untersuchungen steht ein im Arbeitskreis konstruiertes Lin-ToF-Massenspektrometer
mit einem frequenzvervielfachten Nd-YAG-Laser als Desorptionslaser zur Verfligung.
Elektronische Nachanregung oder Postionisation konnen mit einem Optischen Parametrischen

Oszillator-Festkorperlasersystem (OPO) durchgefiihrt werden.

Wihrend des MALDI-Desorptionsprozesses treten infolge Laseranregung Lumineszenz-
emissionen der Matixsubstanz auf. Diese sind spektral und zeitlich aufzubereiten, und aus den

Ergebnissen sind Riickschliisse auf den Desorptionsproze3 zu ziehen.

Weiterhin soll versucht werden, durch ortsaufgeloste Untersuchungen der Lumineszenz in der
Néhe der Festkorperoberfliche Informationen iiber das Verhalten der Matrix unter

Laserbestrahlung zu gewinnen.
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2 Massenspektrometrie

2.1 Kurze Einfiihrung in die Massenspektrometrie

In der Geschichte der Massenspektrometrie sind im Laufe der Zeit viele physikalisch
unterschiedliche Verfahren entwickelt worden, um aus neutralen Teilchen Ionen zu bilden.

Sind Ionen erzeugt worden - bzw. bereits vorhanden -, stellt sich dem Analytiker die Aufgabe,
Ionen verschiedener Massen voneinander zu separieren, um deren Massen getrennt
bestimmen zu konnen.

Ionen lassen sich durch statische oder gepulste elektrische und magnetische Felder in ihren
Translationsbewegungen beeinflussen. Eine solche duflere EinfluBnahme erméglicht es, unter
Riickgriff auf physikalische GesetzmiBigkeiten auf elegante Weise die molekulare bzw.
atomare Masse von lonen zu bestimmen.

Zu einer weiten Verbreitung der massenspektrometrischen Analytik hat auch die Entwicklung
der Vakuumtechnik beigetragen, so dall sich Ionen im Hochvakuum iiber groe Strecken
bewegen konnen, ohne im Mittel auf Restgasmolekiile zu treffen und unerwiinschte
Reaktionen einzugehen.

Massenspektrometrie stellt also im weitesten Sinne eine Gasphasen-analytische Methode dar.
In diesem Zusammenhang liegt es nahe, massenspektrometrische Untersuchungen auch auf
die beiden kondensierten Aggregatzustinde auszudehnen und fliissige sowie feste Proben in
die Gasphase zu verdampfen bzw. zu sublimieren, um nach der Ionisation die
Massenbestimmung durchfiihren zu konnen.

Typisches chemisches Merkmal fester Korper ist aber ein mit steigendem Molekulargewicht
sinkender Dampfdruck. Zudem sind viele Substanzen von wissenschaftlichem und
analytischem Interesse nicht einfach durch thermische Verdampfung unzerstort in die
Gasphase zu befordern. Zu solchen Stoffen zédhlen viele Biomolekiile, z.B. Peptide, Proteine,
Oligonukleotide, Phospholipide, Oligosaccharide genauso wie einige synthetische
Polymerklassen.

Diese Problematik hat zur Entwicklung der ,weichen” Ionisationsmethoden gefiihrt, bei
welchen Ionen mit nur geringer UberschuBenergie erzeugt werden und die Pyrolyse oder

Fragmentierung des Analyten vermieden werden kann.
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2.1.1 Tonisationsmethoden

Zu den weichen Ionisationsmethoden werden die Felddesorption (FD), die Chemische
Ionisation (CI), die Plasmadesorption (PD), die Sekundérionenmassenspektrometrie (SIMS)
und die Laserdesorption gerechnet™.

Die Felddesorption® ist eine sehr sanfte Ionisationsmethode in der Massenspektrometrie.
Diese friih entwickelte Methode hat erstmalig die Desorption mit der Ionisierung kombiniert.
Felddesorption basiert auf der Feldionisation, bei der an einer diinnen Metallspitze (field
emitter) durch ein elektrisches Potential von einigen Kilovolt eine hohe elektrische Felddichte
erzeugt wird.

Bei der Chemischen Ionisation” wird ein Hilfsgas, das in hohem molaren Uberschul im
Vergleich zum Analyten vorliegt, durch Beschu3 mit Elektronen einer gewissen Energie (z.B.
70 eV) ionisiert. Das Hilfsgas ionisiert in der Folge den Analyten.

Die Plasmadesorption-Massenspektrometrie (PD-MS)* basiert auf dem BeschuB der
Analytsubstanz mit den hochenergetischen Spaltprodukten des radioaktiven Zerfalls von
»2Cf. Das Auftreffen des Spaltproduktes auf den kristallinen Analyten liefert genug Energie,
um einen kleinen Plasmadruck zu erzeugen, d.h. um zu desorbieren und zu ionisieren.

In der Sekundirionenmassenspektrometrie®’ wird ein beschleunigter Primirionenstrahl aus
zB. O, O, oder Cs" dazu genutzt, um aus der fliissigen oder festen Probesubstanz Ionen zu
generieren.

Trotz ihrer Erfolge werden die genannten Desorptions/ lonisationsmethoden durch einige
Nachteile, wie geringen lonenausbeuten (FD), langen MeBzeiten, Umgang mit radioaktivem
Material (PD) und in einigen Fillen durch obere Massengrenzen fiir die zu untersuchenden

Analyten von rund 10 kDa eingeschrinkt.

Die Elektrospray-Ionisation (ESI)*® ist eine ebenfalls weiche Ionisationsmethode, mit der aus
fliissigen Losungen gasformige Ionen erzeugt werden. Sie hat sich in der biomedizinischen
und biochemischen Routineanalytik von polaren Molekiilen wie Peptiden sowie
Oligonukleotiden und —sacchariden direkt aus der verdiinnten Losung durchgesetzt.

Bei der ESI wird ein feinverteiltes Spray aus mehrfach geladenen Tropfchen erzeugt, indem
die Analytlosung durch eine enge Kapillare gepumpt wird, die auf einem hohen elektrischen
Potential liegt. Die Tropfchen werden zu einer entgegengesetzt geladenen, 0,5 - 3 cm

entfernten Elektrode beschleunigt und verlieren auf ihrem Weg zur Gegenelektrode infolge
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eines  Druckgradienten = Losungsmittelmolekiile, was zu einer Erhohung der

P30 stoBt das

Oberflichenladung der Tropfchen fiihrt. Nach dem ion evaporation mode
Tropfchen in der Folge hochgeladene Molekiile aus, um seine Oberflichenladung zu senken.

Diese Ionen werden im Massenanalysator getrennt und nachgewiesen.

2.1.2 Laserdesorption und -Ionisation

Die durch kommerzielle Verfligbarkeit zunehmende Verbreitung von gepulsten Lasern hat
gegen Ende der 70er Jahre mit der Entwicklung der Laserdesorption (LD bzw. LDI, Laser
Desorption lonization) sehr erfolgreich ihren Einzug in die Massenspektrometrie gefunden,
bietet doch die Laserstrahlung gegeniiber mit Hilfe von Monochromatoren erzeugter

schmalbandiger elektromagnetischer Strahlung folgende gravierende Vorteile:

e Kohirenz der Laserstrahlung
e Polarisation des Laserlichts
e Schmalbandigkeit

e hohe Leistungsdichte

e kurze Pulsdauer

Diese Vorziige haben den Laser als Instrument zur Verdampfung fliissiger und fester Proben
sowie zur lonisation und in der Folge auch zur lonen- und Neutralen-Spektroskopie im
Massenspektrometer pridestiniert und unmittelbar zur Entwicklung der Laserdesorption
(LD)*' gefiihrt, die dann zur Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization weiterentwickelt
werden konnte.

So haben Kistemaker’” et al. bereits friih verschiedene Infrarotlaser erfolgreich eingesetzt, um
Oligosaccharide, Glycoside und Nukleotide kleinerer Molmassen nur teilweise fragmentiert in
die Gasphase zu tiberfiihren und durch Alkaliion-Adduktbildung zu ionisieren.

Bei der Laserdesorption fester Proben wird das vom Laser emittierte Licht mit einer Linse auf
die zu untersuchende Substanz fokussiert. Durch die Fokussierung werden fiir die kurze Zeit
des Laserpulses Energiedichten von einigen GW/cm® erzeugt, was zu einer schlagartigen
Autheizung der Probe im angeregten Volumen mit Heizraten in HOhe einiger Milliarden

Kelvin pro Sekunde flihren kann. Wenn unter diesen Bedingungen der Phaseniibergang iiber
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die thermische Fragmentierung dominiert, werden auch thermisch instabile Analyten
explosionsartig in die Gasphase {iberfilhrt und bleiben dabei unzerstort. Schon
Verunreinigungen der Probe mit Alkalisalzen reichen aus, um eine merkliches Massensignal

der Anionen- und Kationenaddukte zu detektieren.

2.1.3 Matrix Assisted Laser Desorption

Die Idee, bei der Laserdesorption eine bei der verwendeten Wellenlinge absorbierende
Hilfssubstanz, die Matrix, zu verwenden und auf diese Weise Analyten hoheren
Molekulargewichts unzersetzt in die Gasphase zu sublimieren sowie gleichzeitig durch die
Matrix zu ionisieren, hat 1985 den Ausgangspunkt der Entwicklung der heute analytisch
wichtigen Methode der Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization (MALDI) gebildet’.

Der zu desorbierende Analyt wird gemeinsam mit der Hilfssubstanz in der Absicht auf dem
Probetrédger auskristallisiert, daB er zusammen mit der Matrixsubstanz ein gemeinsames
Kristallgitter bildet. Die in der kurzen Zeitspanne absorbierte Laserenergie zwingt die
Matrixsubstanz im angeregten Volumen, sich explosionsartig in die Gasphase zu bewegen.
Infolge der plotzlichen Desintegration des Kristallgitters, das auch den Analyten enthilt,
bewirkt der Phaseniibergang der Matrix auch die Freisetzung des Analyten.

In der Desorptionswolke iiber der kristallinen Oberfliche laufen komplexe chemische
Reaktionen ab. Analytmolekiile kdnnen durch Protoneniibertragung von Matrixmolekiilen
ionisiert werden. Es bilden sich weiterhin homogene und heterogene ionische und nicht-
ionische Cluster und Aggregate. Die erzeugten Massenspektren sind daher relativ komplex,
doch lassen sie sich durch geeignete Wahl der Bedingungen beeinflussen.

Diese weichen lonisierungprozesse bilden die Voraussetzung dafiir, dafl sich die Matrix
Assisted Laser Desorption/ lonization zur Analytik thermisch labiler, nichtfliichtiger
hochmolekularer Substanzen durchgesetzt hat.

Eine schematische Darstellung der Matrix Assisted Laser Desorption (MALD) 14t sich der
folgenden Abbildung 2.1 entnehmen.
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einfallender

Desorptions- Laserstrahl
wolke
A
polykristallines Gefiige aus
Matrixsubstanz und Analyt

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Matrix Assisted Laser Desorption (MALD)

Als Matrixsubstanzen fiir die UV-MALDI eignen sich aufgrund ihrer Absorptions-
eigenschaften eine Reihe von Hydroxy-, Nitro-, Amino- und Azaderivate von aromatischen
Carbonsiuren und ebenso funktionalisierte Heteroaromaten sowie anellierte Aromaten.

Typische in der UV-MALDI-MS eingesetzte Nanosekundenlaser sind der Stickstofflaser (337
nm), der frequenzverdreifachte sowie -vervierfachte Nd-YAG-Laser (355 nm bzw. 266 nm)

und verschiedene im hérteren Ultravioletten arbeitende Excimerlaser (XeCl 308 nm, KrF 248

nm, ArF 193 nm).

Weiche Desorption kann auch durch IR-MALDI mit Kohlendioxid- bei 10,6 wm oder Er-
YAG-Lasern bei 2,94 um erfolgen, auch weil deren Photonenenergie (CO,-Laser 0,12 eV)
gegeniiber den ultravioletten Lasern (z.B. Stickstofflaser 3,68 eV) deutlich geringer ist.

Wegen der kleineren Absorptionskoeffizienten der IR-Matrices werden hdhere
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Energiedichten als bei der UV-MALDI bendtigt, was erhohten Probeverbrauch zur Folge
hat*’.

2.14 Multiphotonenionisation

Die Verdampfung fester Proben mit Hilfe von Lasern wird zudem im Bereich der Multi-
Photonen-Ionisation (MUPI) eingesetzt, wenn ein Probeeinlal in das Massenspektrometer
iiber einen FliissigeinlaB der gelosten Proben oder thermische Probensublimation nicht
realisierbar oder nicht erwiinscht sind.

Wenn die Desorption der Probesubstanz in einen durch adiabatische Expansion von Edelgas
erzeugten Uberschall-Molekularstrahl erfolgt, werden interne Schwingungs-, Rotations- und
ein Teil der Translationsfreiheitsgrade stark gekiihlt. Nach Einkopplung eines oder zweier
weiterer Laser bietet sich die Moglichkeit, Spektroskopie an gekiihlten Molekiilen, Clustern
und Addukten im Molekularstrahl mit massenspekrometrischer Detektion zu verkniipfen,

. 16
wenn dabei lonen erzeugt werden .

2.2 Trennung und Nachweis unterschiedlicher Ionen

Thomson’ und Aston® haben bereits 1913 bzw. 1919 erste Massenspektrometer mit
magnetischen Sektorfeldern entwickelt und die rdumlich getrennten lonen mit Hilfe von
Photoplatten nachgewiesen. Im Jahr 1935 hat Dempster’® ein Instrument beschrieben, das
bereits auf einer Kombination aus elektrischen und magnetischen Feldern zur Ionentrennung
beruht hat und damit den Vorldufer der heutigen hochauflésenden doppelt-fokussierenden

Instrumente darstellt.
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2.2.1 Sektorfeld-Massenspektrometer

Die Trennung von lonen im Massenspektrometer erfolgt nach ihrem m/z-Verhiltnis. Dabei
beschreibt m die atomare Masseneinheit (m = m, = 1,6605-10’27kg)i und z das Vielfache der
Elementarladung e (e=1,6022-10"°C).

In der Praxis wird fiir das m/z-Verhiltnis oft das Symbol Da (Dalton, ohne Einheit)
verwendet.

Im Massenspektrometer werden bewegte Ladungen voneinander getrennt, keine ruhenden.
Ionen werden in elektrischen Feldern £ durch die Coulombkraft in Bewegung gesetzt, d.h.
beschleunigt.

Zu diesem Zweck wird das lon zunidchst in einem elektrostatischen Feld infolge seiner
Ladung durch die Coulombkraft gezwungen, sich senkrecht zu den Aquipotentialinien
zwischen zwei Elektroden entlang des Potentialgradienten AU zu bewegen. Je hoher der
Potentialgradient zwischen den Elektroden und damit die Coulombkraft wird, desto hoher
wird die Beschleunigungswirkung und desto groBer ist auch die Endgeschwindigkeit des lons,
wenn es das Beschleunigungsfeld verlaf3t.

Durch ein E-Feld kénnen Ionen auch in ihren Translationsbewegungen beeinflusst werden. Im
Magnetfeld B aber wirkt nur dann die Lorentzkraft auf ein Ion, wenn es sich bereits bewegt.
Mit Massenanalysatoren werden die Coulombkraft und die Lorentzkraft ausgenutzt, um Ionen
nach threm m/z-Verhéltnis aufzutrennen.

Wenn Ionen einen magnetischen Sektorfeld-Massenanalysator teilkreisformiger Geometrie®’
(vergl. Abbildung 2.2) passieren, werden sie infolge ihres Impulses m'v auf eine andere
Flugbahn gelenkt. Der Radius R der Kreisbahn wird durch das Gleichgewicht zwischen der
Ablenkungskraft Kap (Lorentzkraft) und der Zentripetalkraft Kzen bestimmt:

"Von IUPAC empfohlene atomare Masseneinheit, die auch als atomic mass unit (amu) bezeichnet wird.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines magnetischen Sektorfeldinstruments zur

Massenseparation

Durchfliegen Tonen mit der kinetischen Energie @ = ' mv_° ein elektrisches Feld konstanter
Feldstairke E der Ldnge s senkrecht zu den Feldlinien, so erfahren sie eine

Querbeschleunigung a, solange wie sie sich im Feld authalten (ta) (vergl. Abbildung 2.3):

1.
> mv=
_S —
Vo =— v, =a-t,
tA
E-e
a=—-
m
_E-e . s
v, =—-1, mit t,=
m V=
E-e s
VJ___._
m  v_

Dividiert durch die Geschwindigkeitskomponente in Flugrichtung folgt:

V— m-v:2 2-®

v, FE-e-s E-e-s
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Der Quotient YL kann als MaB fiir die Richtungsénderung aufgefal3t werden, die die Ionen
Ve

durch das elektrostatische Feld erfahren. Aus diesem Zusammenhang ist ersichtlich, daf3 die
Tonen im elektrischen Feld nach ihrer Energie ® separiert werden™.
In der folgenden Abbildung 2.3 wird die Massenseparation mit Hilfe eines elektrischen

Sektorfeldinstruments schematisch dargestellt.

positive Elektrode

-, E

V: e
pos. geladenes e, ) l‘i._fi
Tonenbiindel

S

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines elektrischen Sektorfeldinstruments zur

Massenseparation

2.2.2 Quadrupol-Massenspektrometer

Das bereits 1953 von Paul”® et al. beschricbe Quadrupolfeld wird erzeugt, indem vier
Rundstidbe (besser: hyperbolisches Profil) parallel entlang der Flugrichtung der Ionen
einander gegeniiberliegend angeordnet werden. Zur Massenanalyse wird an die Stébe eine
Gleichspannungsrampe angelegt, die von einer Wechselspannung {iberlagert wird. Jeweils
zwei gegeniiberliegende Stdbe zeigen die gleiche Polaritdt der Gleichspannung und die
gleiche Phase der Wechselspannung, wéhrend nebeneinanderliegende Stébe die
entgegengesetzte Polaritdt und eine um 180° versetzte Phase aufweisen.

Der Massenscan erfolgt durch Variation der Gleichspannung und der Amplitude des

Wechselfeldes, wobei das Verhiltnis zueinander konstant gehalten wird. Auf diese Weise
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werden die Ionen im Quadrupolfeld gezwungen, in ihren Trajektorien dem Feld zu folgen.
Den Quadrupolmassenfilter konnen in der Folge nur lonen eines bestimmten m/z-Wertes

passieren.

2.2.3 Ion-Zyklotron-Resonanz-Massenspektrometer

In der lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (ICR-MS)* wird eine magnetische Falle
zum Einfangen und zur Massenanalyse von lonen genutzt. Im ICR-MS werden Ionen in
einem homogenen Magnetfeld eines supraleitenden Magneten gefangen, wenn Zentripetal-
und Zentrifugalkraft ausgeglichen sind. Durch Einstrahlung einer auf das Masse-zu-Ladungs-
Verhiltnis abgestimmten elektromagnetischen Frequenz, d.h. durch Resonanzbildung mit der
Umlauffrequenz, wird die kinetische Energie des selektierten Ions erhoht. Das Ion muf3 dann
seine stabile Kreisbahn verlassen und kann detektiert werden. Wird die Resonanzfrequenz
sehr schnell (At ~ 1 us) und iiber einen weiten Bereich kontinuierlich durchgestimmt, 148t sich
mit Hilfe der Fourier-Transformationsrechnung das detektierte komplexe wellenformige

zeitabhingige Signal in die Frequenzdoméne iibersetzen (FT-ICR-MS).

2.3 Flugzeitmassenspektrometer

Der Vorschlag, Massenspektrometrie ohne magnetische Felder zu betreiben (vergl. Kapitel
2.2.1), geht auf Stevens*' zuriick und ist 1948 von Cameron und Eggers* unter dem Namen
ion velocitron realisiert worden.

Im Jahr 1955 haben Wiley und McLaren®™ ein Flugzeitmassenspektrometer eingefiihrt, das
eine zweistufige gepulste lonenextraktion genutzt hat, um rdumliche und energetische Fehler
bei der lonengenerierung zu kompensieren. Dabei werden die Ionen durch eine kleine
gepulste Spannung aus der Entstehungsregion beschleunigt, damit die an unterschiedlichen
Orten in der Quelle erzeugten lonen korrigiert werden. Die zweite Stufe beschleunigt die

Ionen dann auf ihre Endgeschwindigkeit.
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Diese Neuerung des time lag focusing, d.h. der Einfilhrung eines Zeitintervalls zwischen
Ionengenerierung und —abzug hat zu einem ,universell“ einsetzbaren Massenspektrometer

gefiihrt, das spéter durch die Bendix Corporation kommerzialisiert worden ist.

2.3.1 Grundlagen der MALDI-Flugzeitmassenspektrometrie

Werden Ionen im elektrostatischen Potentialgradienten erzeugt, nehmen sie aus dem Feld
kinetische Energie auf und beschleunigen. Ionen unterschiedlicher m/z-Verhéltnisse erreichen
im E-Feld verschiedene Endgeschwindigkeiten. Eine sich anschlieBende feldfreie Flugstrecke
legen Ionen mit groBerer Geschwindigkeit in kiirzerer Zeit zuriick als Ionen mit geringerer
Geschwindigkeit. Folglich wird eine Trennwirkung erreicht.

Im Time of Flight-Massenanalysator (ToF) wird die Zeit zwischen der Erzeugung der Ionen
und der Ankunft der voneinander getrennten Spezies am Detektor mit hoher Genauigkeit, z.B.
durch Oszilloskope aufgezeichnet. Dies bildet die Grundlage der

Flugzeitmassenspektrometrie.

Gerade die Time of Flight-Massenanalytik eignet sich besonders gut, wenn viele
unterschiedliche Ionen in einem sehr kurzen Zeitintervall, das heiflit nicht-kontinuierlich
erzeugt werden und als Ionenverbinde zusammen vom Entstehungsort extrahiert werden.
Dieser Umstand pridestiniert den ToF-Massenanalysator zur Kombination mit
Ionenerzeugung durch gepulste Laserdesorption/ lonisation.

Daher wird in der Analytik von nichtfliichtigen, thermisch sensiblen Molekiilen heute
hauptsichlich die Methode der Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight-
Massenspektrometrie verwendet (MALDI-ToF-MS).

In der MALDI-MS werden iiblicherweise Matrixsubstanz und Analyt in einem Losungsmittel
gelost und einige Tropfen der Mischung auf dem Probetriager auskristallisiert.
Eine prizisere Beschreibung der wichtigen Probenpréiparation findet sich im experimentellen

Teil dieser Arbeit (vergl. Kapitel 4.1).
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Der Probetrager, kurz ,tip*“, wird mit Hilfe einer Schubstange in das Massenspektrometer
geschoben, wo er in der sogenannten Repellerelektrode so einrastet, dal er mit der Elektrode
eine plane Oberflache bildet (vergl. Abbildung 2.4).

Die Bildung einer planen Oberfliche ist notwendig, damit durch den tip nicht die elektrischen

Feldlinien im Abzugsfeld gestdrt und Ionen auf unerwiinschte Trajektorien gezwungen

werden.
Desorptionslaser
Driftstrecke
Probetriger |
(+1 o~
=) ) ® @
E-Feld
Repeller mit 1. Elektrode Detektor (MSP)
pos. U, mit0 V

Abbildung 2.4: Prinzip der Massenseparation im MALDI-Flugzeitmassenspektrometer

Die durch die Ionen aus dem elektrischen Beschleunigungsfeld aufgenommene kinetische

Energie Eyi, 14Bt sich mit der Beschleunigungsspannung U, wie folgt verkniipfen:

Dabei beschreibt e die Elementarladung, z die positive oder negative Anzahl der
Elementarladungen, die das lon trigt, m die molekulare Masse des lons und v die

Endgeschwindigkeit im feldfreien Raum bei U = 0V.
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Wird am Repeller eine positive Betriebsspannung angelegt und die erste Elektrode geerdet,
werden positiv geladene Tonen beschleunigt; liegt am Repeller negatives Potential an, werden

negative lonen in Richtung der mit null Volt versorgten ersten Elektrode abgezogen.

Aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeiten trennen sich die Ionen auf ihrem Flug die
feldfreie Strecke entlang auf und treffen schlieBlich nach m/z getrennt auf dem Detektor auf.
Durch Substitution von v durch s/t in der obigen Gleichung wird sofort deutlich, daB3 die

Flugzeit der lonen proportional zur Wurzel ihrer Masse ist.

t ~~/m

Wenn die Massenabhingigkeit der Flugzeiten der zu untersuchenden Ionen durch Ionen
bekannter Masse kalibriert wird, lassen sich der gerdtespezifische Parameter a und die

Nachweisverzogerung b durch lineare Regression bestimmen.

t=a-\/z+b

In die Steigung a flieBen experimentelle Daten, wie z.B. Betriebsspannungen, die Geometrie
der Abzugsfelder und die Lénge der Driftstrecke ein, wihrend b durch die Ansprechzeiten des

Detektors und der Elektronik verursacht wird.

Die Giite eines Massenspektrometers wird sowohl iiber sein oberes Massenlimit und iiber die
Transmission, als auch durch das Massenauflosungsvermogen R beschrieben. Das obere
Massenlimit ist eine Funktion des Detektors und kann experimentell bestimmt werden. Die
Transmission ist der Anteil der detektierten an den erzeugten Ionen, wihrend das
Auflosungsvermdgen R die Fahigkeit des Spektrometers beschreibt, das Signal zweier lonen
mit kleinem Massenunterschied auch in Form voneinander getrennter Signalantworten zu
detektieren.

In der Massenspektrometrie werden zwei Peaks als voneinander getrennt bezeichnet, wenn
das Tal zwischen den Peaks entweder 10%, im Falle hoher Forderungen an die Aufldsung,
oder 50%, fiir den Fall moderater Auflésung, betragen.

Wenn der feinste Massenunterschied zwischen zwei Peaks der Wert Am ist, so definiert sich

das Auflosungsvermogen zu
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In Flugzeitmassenspektrometern mit ausschlieBlich statischen elektrischen Feldern (fiir
welche m ~ +/¢ erfiillt ist) wird die Halbwertsbreite At (auch: full width at half maximum,

FWHM) eines Flugzeitsignals zur Bestimmung des Auflosungsvermogens herangezogen und

es ergibt sich fiir ein auf konstante kinetische Energie beschleunigtes Ton™":

_m_ 1
Am  2-At

Einem hohen Auflosungsvermogen des Massenspektrometers wirken vor allem physikalische

Phinomene bei der Entstehung der Ionen entgegen.

U, U, U, U, U, U,
o1 ()—> D —
o— O @1 C—
Ortsunschiirfe Zeitunschirfe Energieunschirfe

Abbildung 2.5: Ursachen der Signalverbreiterung in einem ToF-Experiment

Unter dem Begriff Zeitunschirfe werden alle Prozesse der lonengenerierung subsummiert, die
relativ zur minimalen Kanalbreite der Signalaufzeichnung signifikant, d.h. detektierbar sind.
Im Rahmen dieser Arbeit sollen darunter Prozesse verstanden werden, die ldnger als eine
Nanosekunde andauern, weil dieser Wert das kleinste Aufzeichnungsintervall des
Oszilloskops darstellt, welches die Detektorsignale aufzeichnet. In der MALDI-MS geht in

die Zeitunschirfe die Pulsdauer des Lasers ein, d.h. auch Laser-induzierte Prozesse, die
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physikalisch-chemisch eigentlich kiirzer sind, konnen sich iiber die Pulsbreite des Lasers
erstrecken. Zur Signalverbreiterung konnen ferner Komponenten der Eigengeschwindig-
keiten der Ionen beitragen, die durch den Desorptionspuls erzeugt werden.

Ortsunschérfe umschreibt in der Lasermassenspektrometrie die endliche Ausdehnung des
Ionisationsvolumens. Es ist mit einer Linse physikalisch nicht moglich, einen Laserstrahl
raumlich kleiner als A* zu fokussieren. Gemeinhin liegen in der Laborpraxis die Spotgrofen
bei guter Fokussierung bei 100um x 100um, d.h. bei zehntausend Quadratmicrometern. Im
Falle der Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization kann sich das lonisationsvolumen in
der festen Phase in Abhingigkeit diverser Faktoren, wie der Kiihlung infolge Expansion oder
der Energiedissipation in Kristallphononen deutlich von dem Ionisationsvolumen in einer
Gaswolke unterscheiden.

Energieunschérfe entsteht durch Erzeugung von Ionen auf unterschiedlichen elektrischen
Potentialwerten im Abzugsfeld zwischen Repeller und erster Elektrode. In der MALDI-MS
kann dies durch Ilonisierungsprozesse innerhalb des in das Vakuum propagierenden
Desorptionsplume geschehen, so beispielsweise durch Protoneniibertragung in Matrix-Analyt-
Clustern oder infolge Wechselwirkung bereits in der Gasphase befindlicher Spezies mit dem

Laserlicht.

Gerade diese die Massenauflosung begrenzenden Prozesse stellen ein Hindernis bei der
Entwicklung hoherauflosender Massenspektrometer dar. Dabei gilt es zu unterscheiden
zwischen natiirlichen Verbreiterungen, die durch Geschick und Erfahrung des
Experimentators nicht zu {iberwinden sind und Fehlern, die durch nicht ausreichende
Kenntnisse der dynamischen physikalischen Vorgénge in die MALDI-Massenspektrometrie
einfliefen, sei es iiber die konstruktive Seite oder iiber den Einflul der Chemie in Form

mangelhafter Probenpriparation.

Ionen, die im elektrischen Potential der Beschleunigungsstrecke gebildet werden, erfahren
abhédngig von ihrer Position unterschiedliche Beschleunigung. Ionen des gleichen Masse zu
Ladungsverhéltnisses, die auf hohen Potentialwerten erzeugt werden, erreichen eine hohere
Geschwindigkeit als Ionen, die relativ dazu auf einem geringeren Potentialniveau starten. Im
Ortsfokus wird das Ion mit der hoheren Geschwindigkeit das langsamere eingeholt haben.

In einem einstufigen Beschleunigungsfeld liegt der Ortsfokus bei der doppelten Entfernung
des Abstandes zwischen dem Ort der Ionenerzeugung und der OV-Elektrode® (vergl.

Abbildung 2.6).
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Gewohnlich ist die Liange der Beschleunigungsstrecke klein gegeniiber der Ausdehnung der
feldfreien Flugstrecke.

Folglich ist auch die Flugzeit innerhalb der Beschleunigungsregion kurz und die
Massenauflosung (m/Am = t/2At) ist nur gering. Das Symbol t driickt die Gesamtflugzeit des
Ions bis zum Detektor aus, wihrend At die zeitliche Breite der auf dem Detektor auftreffenden
Ionenwolke bezeichnet. Wenn die Flugzeitverbreiterung einer Ionenwolke an einem Punkt in
der feldfreien Flugstrecke nach ihrer relativen kinetischen Energie U in die folgende

Taylorreihe entwickelt wird,

kann gezeigt werden, daB3 im Ortsfokus eines einstufigen Beschleunigungsfeldes der lineare
Koeffizient a verschwindet (a=0)".
Ein hypothetisches, in diesem Punkt aquiriertes Massenspektrum wird als nach erster

Ordnung Energie-korrigiert bezeichnet.

U e Uy
/-"‘-\.‘ T _.-'_‘-\.\ -H-\\
@ @ e @ G
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Ortsfokus
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Xy E
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Abbildung 2.6: Ortsfokus bei einstufigem Beschleunigungsfeld
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Bereits Wiley und McLaren haben gezeigt, dal bei Erginzung des obigen setup durch ein
zweites Beschleunigungsfeld und geschickte Wahl der Potentialverhiltnisse, die Position des
Ortsfokus erster Ordnung weiter in Richtung auf den Detektor verschoben werden kann, was
zu einer deutlichen Verbesserung des Massenaufldsungsvermogens fiihrt®. Die beschriebene
zweistufige Geometrie der Ionenquelle wird als Wiley-McLaren-Anordnung bezeichnet

(vergl. Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: oben: Ortsfokus bei einstufigem Beschleunigungsfeld; unten: Ortsfokus
zweiter Ordnung bei zweistufigem Beschleunigungsfeld (Ortsfokus invariant, da das

Verhdltnis X42/X4; festgelegt ist)

Fiir einen definierten Ortsfokus zeigt die Wiley-McLaren-Bedingung, da8 noch ein Parameter
zur freien Wahl zur Verfiigung steht, denn die Gleichung kann fiir eine Mannigfaltigkeit der

geometrischen Wertepaare sowie fiir die der elektrostatischen GroBen erfiillt werden.
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Der zur Verfligung stehende Wertebereich kann dazu genutzt werden, eine zusétzliche
Bedingung zu erfiillen, die sich als Energiekorrektur in der zweiten Ordnung der Taylor-
Reihenentwicklung auswirkt. Wird die Geometrie der zweistufigen lonenquelle konstruktiv
festgelegt, kann der Ortsfokus zweiter Ordnung nicht mehr durch Verdnderung der
Beschleunigungspotentiale verschoben werden®.

Die meisten der heute betriebenen Massenspektrometer nutzen einen zweistufigen Aufbau der

Ionenquelle.

Die wahrscheinlich wichtigste Weiterentwicklung der Massenanalysatoren in der Flugzeit-
massenspektrometrie geht auf die Arbeiten von Alikanov*’ und Mamyrin®® zuriick, die zur
Kompensation der Energiefehler der Ionen vorgeschlagen haben, Ionen mit Hilfe
elektrostatischer Felder abzubremsen, deren Flugrichtung umzukehren und sie unter einem
gewissen Winkel zum einfallenden lonenstrahl auf einem Detektor zu fokussieren. Ein
solcher Aufbau wird als Reflektron-Flugzeitmassenspektrometer (ReToF-MS) bezeichnet und
ist in der folgenden Abbildung 2.8 dargestellt.

Das Reflektron korrigiert die kinetischen Energieverbreiterungen von lonen gleicher m/z-
Verhiltnisse dadurch, daB hoherenergetische Ionen tiefer in das Reflektronfeld eintauchen
und sich aus diesem Grund ldnger im Reflektron authalten als lonen mit niedriger Energie.

Gewohnlich werden die Tonen im zweistufigen Reflektron zunédchst durch ein Bremsfeld, das
etwa zwei Drittel ihrer Energie kompensiert, stark abgebremst, wobei sich positive Ionen
durch einen positiven elektrischen Feldgradienten abbremsen lassen, wihrend negative Ionen
durch negative Elektrodenspannungen verzogert werden. Im Anschluf an das durch die
Bremselektroden aufgebaute Feld schliet sich das Korrekturfeld an, welches von mdoglichst

vielen scheibenformigen Elektroden aufgespannt wird.
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Detektor

Abbildung 2.8: Schemazeichnung eines Reflektron-Flugzeitmassenspektrometers (helle
Kreise: lonenbiindel mit hoher kinetischer Energie, dunkle Kreise: lonen mit geringer

kinetischer Energie)

Die Zahl der Elektroden wird grof3 gewdhlt, damit das Korrekturfeld moglichst homogen ist.
Die Elektroden werden in der Weise verschaltet, da8 die Feldstdrke zur Endplatte hin immer
weiter zunimmt. Ist die kinetische Energie der lonen in Vorwértsrichtung kompensiert, deren
Geschwindigkeit  folglich Null, wirkt das Reflektronfeld in Rickwértsrichtung
beschleunigend.

In Verbindung mit Multiphotonen-lonisation kdnnen in Reflektron-Flugzeitmassenspektro-
metern Massenauflosungen in der GroBenordnung von 35000 erzielt werden®.

Zu einer eingehenderen Besprechung der Reflektron-Technik, etwa zu Fragen der
Feldhomogenitdt oder zum Detektorwinkel relativ zum Reflektron sei neben der bereits

erwihnten Literatur auf Bergmann® et al. sowie auf Frey™ et al. verwiesen.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete lineare Flugzeitmassenspektrometer (vergl. Kapitel
4.2) verfiigt tiber eine relativ lange feldfreie Flugstrecke von rund zwei Metern. Eine lange

Flugstrecke allein reicht allerdings nicht aus, um hohe Massenauflésung zu erzielen.
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Im normalen LinTof-Betrieb kdnnen Auflosungen in der GroBenordnung von R = 500 erzielt
werden. Fiir hoherauflosende Untersuchungen schlieBt sich an das zweistufige
Beschleunigungsfeld ein gepulstes Elektrodensystem aus elf Elektroden an, das die mit Hilfe
der Matrix Assisted Laser Desorption/lonization erzeugten lonen in Abhidngigkeit ihrer
Position im elektrischen Feld nachbeschleunigt. Eine solche pulsbare Elektrodenanordnung
wird als Post Source Pulse Focusing-System (PSPF) bezeichnet und wird in ihrer

Wirkungsweise im Kapitel 4.2.1 im Einzelnen besprochen.

Eine weitere Methode zur Verbesserung der Massenauflosung setzt bei der Entstehung der
Tonen an. Bei der Delayed Ion Extraction (DE)’' wird die breite Geschwindigkeitsverteilung
der MALDI-Ionen durch =zeitliche Fokussierung mit einem gepulsten elektrischen Feld
reduziert. Fiir DE wird die Ionenquelle in zwei Beschleunigungsstufen untergliedert, von
welchen die erste zwischen dem Repeller R und der ersten Elektrode und die zweite Stufe

zwischen E1 und E2 liegt (vergl. Abbildung 2.9).

Desorptionslaser
R El E2
Probetriiger
e vl
» V3
-
v2

1. zwischen Laserschuld volles volles OV

und Extraktionspuls Potential Potential
volles z.B. halbes Y

2. nach dem Extraktionspuls Potential Potential

Abbildung 2.9: Schema zur zeitverzogerten lonenextraktion (Delayed lon Extraction)
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Zum Zeitpunkt der Ionengenerierung durch den Laserpuls liegt zwischen dem Repeller R und
der Elektrode E1 kein Potentialgradient an (vergl. Abbildung 2.9). Dadurch kénnen sich alle
Ionen mit verschiedenen Geschwindigkeiten frei in das Vakuum ausbreiten. Nach einer
Verzogerungszeit in Hohe einiger hundert Nanosekunden wird das Abzugspotential El
eingeschaltet. Die vormals langsamen lonen erhalten nun eine groBere Beschleunigung als die
vormals schnelleren. Diese von der Position des lons beim Einschalten des Feldes abhédngige
Beschleunigung bewirkt eine Auflosungsverbesserung etwa um den Faktor 4 im LinToF-

Modus und um den Faktor 3 im ReToF-Modus.
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3 Vorstellungen zum Ablauf der Desorption und der

Ionengenerierung in der UV-MALDI-MS

Bei der mechanistischen Betrachtung der hochkomplexen Vorginge wihrend der Matrix-
unterstiitzten Laserdesorption/ lonisation wird zweckmdBig in Bezug auf die lonenbildung
zwischen der Primirionengenerierung, d.h. der spontanen Erzeugung von zumeist
Matrixionen und der Bildung sekundérer Ionen durch Ionisierungsprozesse, z.B. in der
iiberdichten Gasphase oberhalb des Probetrigers unterschieden. Auch im Hinblick auf den
Materietransport aus der kondensierten in die Gasphase werden in der Fachliteratur
verschiedene Modelle kontrovers diskutiert, weil verschiedene physikalische Prozesse zur
Desorption beitragen. Aus allein massenspektrometrischen Untersuchungen, z.B. mit delayed
ion extraction oder auch mit Postionisationsexperimenten, lassen sich viele dieser Prozesse
nur ansatzweise oder durch Riickschliisse eruieren. Deshalb wird in dieser Arbeit durch
spektroskopische Experimente an den die Desorption begleitenden Lichtereignissen ein
Beitrag zur Erkldrung der aufiretenden Phinomene geleistet werden. Die Verkniipfung
massenspektrometrischer mit spektroskopischen Untersuchungen bietet die Moglichkeit, zu
einem tieferen Verstdndnis der Desorptionsvorgidnge zu gelangen.

Unter Einbeziehung theoretischer Berechnungen sollte es den Forschern kiinftig moglich
werden, hoherauflosende MALDI-Massenspektrometer zu realisieren und die chemisch-

physikalische Anwendungsbreite dieser Geréte zu erhohen.

3.1 Desorptionsmodelle

Unter dem Begriff Desorptionsmodell sollen in dieser Arbeit die Mechanismen des
Materietransports aus der kondensierten festen Phase in die Gasphase verstanden werden.
Hierbei spielen die Umverteilung der anfangs elektronischen Anregungsenergie in die
vibratorischen Freiheitsgrade als eigentlichem onset des Desorptionsvorganges genauso wie
Uberlegungen zum dynamisch-mechanischen sowie zum thermischen Verhalten der

Matrixsubstanz wihrend des Laserpulses eine wichtige Rolle.
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Im Zusammenhang mit dem dynamisch-mechanischen Verhalten wird in der Literatur ein
pressure pulse-Modell, d.h. eine durch den Laserpuls ausgeloste Komprimierung der
Matrixsubstanz als Druckbeitrag diskutiert.

Auch thermische Desorption als Folge schlagartiger Aufheizung der Matrix mit einigen
tausend Kelvin pro Sekunde kann zur Sublimation beitragen.

Ein wissenschaftlich allgemein akzeptiertes Desorptionsmodell existiert bisher nicht.

3.1.1 Der onset des Desorptionsvorganges

Trifft ein ultravioletter Laserpuls auf das kristalline Geflige der Matrix, so absorbieren die
Molekiile Laserquanten und gehen dadurch in einen elektronischen Anregungszustand iiber.
Fir ultraviolettes Laserlicht der Wellenldinge 355 nm stellt das konjugierte -
Elektronensystem der Phenylgruppe die chromophore Gruppe bei der Absorption dar. Der
elektronische Ubergang ist dann vom Typ mm*. Ist ein solcher Ubergang aus
Symmetriegriinden erlaubt, wird er einen grofen Absorptionskoeffizienten €m.x bei dieser

Wellenlidnge zeigen.

Viele der UV-MALDI-Matrixsubstanzen sind funktionalisierte aromatische Carbonsduren.
Das bedingt, da je nach Desorptionslaserwellenlinge neben der Anregung des m-
Elektronensystems auch nm*-Absorption durch die nichtbindenden Elektronen der
Carbonylgruppe erfolgen kann. In organischen Losungsmitteln liegen die Absorptionsbanden
der Carbonylgruppe solcher Matrices allerdings im kiirzerwelligen Ultravioletten und weisen
zumeist kleine Absorptionskoeffizienten auf. Jedoch konnen nm*-Niveaus infolge nn* <>
nrt*-Kopplung zur Absorption beitragen und so die Lage der Banden beeinflussen.

Die fir MALDI-Experimentatoren duflerst wichtigen Informationen {iber die
Absorptionskoeffizienten der organischen Kristallite der Matrixsubstanzen sind der Literatur
nicht zu entnehmen, da deren Bestimmung nach dem Lambert-Beer schen-Gesetz naturgemaf

nicht mdglich ist. Einen Ansatz zur Messung von Festkorper-Absorptions/ Reflexions-
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Eigenschaften in Abhéngigkeit der Desorptionslaserwellenlinge bieten ellipsometrische
ii,52

Experimente ".
Die Intensitdt und die spektrale Lage einer UV-Absorptionsbande hingen von der Grofie des

Ubergangsmomentes ab. Das Ubergangsmoment ist das Raumintegral des Produkts aller

elektronischen =~ Wellenfunktionen der  Ausgangs- und Endzustinde mit dem
Dipoliibergangsmomentvektor JD . Das Quadrat des Ubergangsmomentes ist die Dipolstirke

D. Sie steht proportional mit der Absolutintensitéat ,[8 dv der Absorptionsbande in Beziehung.

Etwaige Feinstruktur in den Elektronenspektren ist durch die Uberlagerung eines
Elektroneniiberganges mit Schwingungsiibergéingen zu erkldren. Nach dem Franck-Condon-
Prinzip erfolgt die Elektronenanregung gegeniiber der Schwingung so rasch, daf
wihrenddessen die Geometrie und damit die kinetische Energie der Schwingungen des
Molekiils nicht verdndert wird.

Die elektronischen Zustinde werden also von Schwingungs- und Rotationszustinden
iiberlagert, so daB bei Elektronenanregung iiber die Kopplung mit dem Dipoliibergangs-

momentvektor gleichzeitig Schwingungen und Rotationen angeregt werden kdnnen.

Auf der Basis solcher Uberlegungen haben 1997 Zhigilei et al.”® ein molekiildynamisches
Modell zur Beschreibung der Laserverdampfung organischer Kristallvolumina unter
Annahme eines breathing sphere-Ansatzes entwickelt.

Danach bewirkt die Absorption ultravioletter Laserstrahlung starke vibratorische Anregung
im elektronisch angeregten Zustand und zwar durch die Prozesse der Inneren Umwandlung
innerhalb einer &uBlerst kurzen Zeitspanne von rund einer Picosekunde, gefolgt von einem
etwas langsameren Prozef3 der Kiihlung der vibratorisch heilen Molekiile (vergl. Kapitel 3.3).
Die Computersimulation bestdtigt den aus Experimenten ermittelten onset des
Desorptionsprozesses innerhalb der ersten 20 ps des Laserpulses*.

Der breathing sphere-Ansatz basiert auf der Ratenverteilung elektronischer Anregungs-
energie auf drei translatorische und einen integralen inneren vibratorischen Freiheitsgrad

(dem ,.breating*). Durch die Beriicksichtigung der Kopplung des Vibrationsfreiheitsgrades

" Durch ellipsometrische Messungen mit zirkular polarisiertem Laserlicht an stark absorbierenden Medien unter
nicht spiegelnder Reflexion lassen sich Real- und Imaginérteil der komplexen Dielektrizititskonstante
bestimmen, wenn Oszillatorstirke und Dampfungskontante bekannt sind. Aus Interferenzmessungen lassen sich

auf den Brechungsindex der absorbierenden Schicht und die Schichtdicke schlieen.
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mit den durch den Laser erzeugten Kristallphononen wird der Energietransfer vom angeregten
Molekiil auf die Gitternachbarn in das Modell einbezogen. Auf diese Weise geht die im
angeregten Molekiil deponierte Vibrationsenergie in Hohe eines Photonenquantums als
kinetische innere Vibrationsenergie in das Modell ein. Fiir die Berechnung miissen auch das
Kristallsystem und die Klasse beriicksichtigt werden (Hexagonal dichteste Packung).

Die Simulation wird auf einen 337 nm Laserpuls von 15 ps Dauer beschrinkt. Unter
Annahme einer Eindringtiefe des Laserpulses von 7 nm resultiert eine Absorption der
Laserenergie von 99%.

Auf der Basis dieser Randbedingungen ziehen die Autoren aus der Simulation qualitative
Riickschliisse auf den LaserverdampfungsprozeB als kolligativen Substanzaussto3 aus der

kristallinen Matrix und zwar:

a) zur durchschnittlichen und maximalen kinetischen Energie in den breathing-Modi

innerhalb der Eindringregion des Laserpulses,

b) zur Zahl der pro Puls desorbierten Molekiile und deren Aggregation in der
Gasphase,

c) zur Geschwindigkeitsverteilung der Matrixsubstanz und des Analyten,

d) zum steilen Temperaturanstieg in der Eindringregion wihrend des Laserpulses,

e) zum steilen Druckanstieg in der Matrix (pressure pulse),

f) zum Einsetzen des Desorptionsprozesses in Abhéngigkeit der Laserleistungsdichte.

In einem Zeitraum von 15 ps werden bei weniger als einem Fiinftel der Molekiile im
Desorptionsvolumen eine hohe kinetische Energie von rund 1,8 eV im ,inneren
Freiheitsgrad® deponiert, was zu einer durchschnittlichen Energiedichte von 0,3 eV pro
Molekiil fiihrt.

Andere Autoren ermitteln eine Energiedichte von 1 eV/Molekiil an der Oberfliche der
Matrixsubstanz’’.

Aus der ,,Defektdichte 146t sich der Phaseniibergang ermitteln. Die meisten, aber nicht alle

im Anregungsvolumen befindlichen Molekiille gehen mit untereinander vergleichbaren
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Geschwindigkeiten in die Gasphase iiber. Die Simulation liefert eine Durchschnitts-
geschwindigkeit der sublimierten Molekiile von 200 m/s und die Maximalgeschwindigkeit
von nahe der Oberfliche startenden Molekiilen liegt bei ca. 700 m/s. Die Eruption von
Matrixsubstanz verlduft linear von dem Zeitpunkt an, an welchem der Druck seinen
maximalen Wert erreicht hat (bei ca. 20 ps). Es wird eine Kompressionswelle innerhalb der
Matrix ausgelost, die sich mit 2760 m/s hauptsdchlich in Richtung der Oberflaichennormalen
fortpflanzt.

In Bezug auf den Temperaturanstieg mu3 im Rahmen dieser Betrachtung zwischen einem
relativ zum Laserpuls radialen und einem axialen Anteil unterschieden werden.
Temperaturanstieg bedeutet eine Erhdhung der durchschnittlichen kinetischen Energie auf die
zur Verfiigung stehenden Freiheitsgrade, die in diesem Fall mit guter Wahrscheinlichkeit
nichtgleichgewichtsverteilt sind.

Der steile Temperaturanstieg koinzidiert mit dem Einsetzen der Defektdichte. Gegen Ende
des 15 ps langen Laserpulses erreichen die Molekiile im Anregungsvolumen eine radiale, d.h.
quer zum Laserpuls auftretende, ,,Durchschnittstemperatur* von 700 K. IThr axialer Anteil liegt
bei 1000 K. Der Laserpuls generiert also fiir beide Komponenten eine Heizrate von rund 10"
K/s. Dieses Ergebnis der Simulation liegt um zwei Zehnerpotenzen iiber der Heizrate, die bei

der Nanosekunden-UV-Laserdesorption organischer Substanz auftreten soll>’.

Das Modell und die Simulation liefern eine ausgezeichnete, vertiefende Einsicht in die
Initialprozesse bei der Laserdesorption organischer Substanzen.

Leider ist es den Autoren aus rechnerischen Griinden nicht mdglich, auch die ,,Spitfolgen®
der Desorption zu modellieren. So muf3 sich das Modell auf die ersten 100 ps aller
ablaufenden Prozesse beschrinken. Zudem werden in der MALDI-Massenspektrometrie
hauptsédchlich Nanosekunden-Laser eingesetzt. Bei solchen im Vergleich zu einem 15 ps-Puls
langen Wechselwirkungszeiten komplizieren sich die Verhiltnisse wahrscheinlich dramatisch.
Zhigilei et al. erwihnen, daf} aufgrund der zweidimensionalen Modellierung die Eindringtiefe
des Laserpulses im Vergleich zum typischen MALDI-Experiment unterbewertet wird.
Unberiicksichtigt bleiben auch Fragen des Lasereinstrahlungswinkels gegeniiber der
Oberflachennormalen, die im Hinblick auf die Absorption des Lichtes wesentlich sind, weil
mit zunehmend flach werdendem Einfallswinkel der Anteil elastisch gestreuten Lichts stark
zunimmt (Rayleigh-Streuung).

Zu untersuchen bleiben Fragen der Mehrfachreflexion und -absorption, d.h. mehrfache

Reflexionen von Laserlicht zwischen Probetriager und der vakuumseitigen Kristalloberfliche.
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Die Dissipation elektronischer Energie in die Schwingungsfreiheitsgrade ist nicht der einzige
zu beriicksichtigende ProzeB. Emission aus angeregten Zustdnden ist, sofern sie mit
Relaxationsprozessen konkurrieren kann, fiir das Molekiil eine weitere Moglichkeit,

Photoenergie wieder abzugeben.

Die in der Computersimulation nach dem breathing model errechneten Initial-
geschwindigkeiten der sublimierten Ionen werden durch einen experimentellen Beitrag von
Gliickmann®’ in ihrer GroBenordnung bestitigt. Bei der experimentellen Bestimmung solcher
Groflen gehen allerdings die Rahmenbedingungen des Versuchs ein: So sind die
Startgeschwindigkeiten von Analytionen, wie z.B. [MellitintH]", das aus gepreBtem 2,5-
DHB-Pellets mit 120 m/s bis 150 m/s desorbiert wird, deutlich geringer als die vo-Werte bei
der typischen dried droplet-Préaparation (vo ~ 580 m/s, Matrix 2,5-DHB). Im allgemeinen
werden die Initialgeschwindigkeiten der durch die Desorption gebildeten priméren Ionen eher
als zu klein eingeschétzt, weil sie durch die dichte Gaswolke oberhalb der Probenoberflidche
beschleunigt werden und dabei viele Stof3e erfahren.

Das Modell kann allerdings nicht erkldren, warum derselbe Analyt aus verschiedenen

Matrixsubstanzen mit differierenden Initialgeschwindigkeiten desorbiert.

Dlott™® et al. haben die Kompressionswirkungen von NIR-Picosekunden-Laserpulsen auf
Anthracen-Folien experimentell untersucht. Dieser Arbeit ist zu entnehmen, da3 ein infraroter
Laserpuls eine starke Kompressionswelle in organischen Kristalliten erzeugt.

Solche Kompressionen lassen sich mit Hilfe kohdrenter Raman-Streuung indirekt beobachten.
Eine Raman-aktive Bande verschiebt sich in Abhéngigkeit der momentanen Materialdichte
ins Blaue, wenn die Dichte relativ zum Ausgangswert stark steigt. Aus dem Shift 146t sich
nach Kalibrierung der Maximaldruck ermitteln. Findet neben isothermer Kompression
zusitzlich thermische Expansion statt, verbreitert sich die verschobene Raman-Bande. Die
Autoren haben durch den NIR-Laserbeschu3 in Anthracen Maximaldriicke von mehr als 4
GPa bei Temperaturen von 350°C erzeugt. Mit Hilfe der Raman-Streuung ist es den Autoren
auch moglich, zwischen reversibler und irreversibler Kompression zu differenzieren;
Irreversible Kompression von Anthracen trete bei Laserpulsen mit einer Anstiegsflanke ein,
die zeitlich kiirzer als 25 ps ist. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Schockwellen in
Anthracen ausbreiten, liegen bei ca. 4000 m/s, wihrend die Schallgeschwindigkeit dort etwa
3200 m/s betragt.
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Aus dem Studium der Lumineszenzprozesse sollten sich Daten gewinnen lassen, die zur einer
differenzierteren Einsicht in den DesorptionsprozeB fiihren und die Mdglichkeit zur Ableitung

von Korrekturfaktoren bieten, die bei der Verbesserung eines solchen Modells helfen konnen.

Der Ansatz, mit Hilfe laserinduzierter Fluoreszenz-Spektroskopie Informationen iiber den
Matrixplume zu gewinnen, findet sich auch bei Puretzky™ et al. Diese Autoren untersuchen
den durch 193 nm bzw. 248 nm-Anregung mit hoher Leistung erzeugten Desorptionsplume
von 3-Hydroxypicolinsdure mit Hilfe der LIF-Spektroskopie unter Nachanregung mittels
eines 308 nm-Excimer-Lasers. Mit einer variabel zeitverzogerten bildgebenden CCD-
Anordnung ist es mdglich, die rdumliche Entwicklung des Plumes zeitabhdngig zu
photographieren. Es zeigt sich, daf} ein auf diese Weise erzeugter Plume hauptsichlich aus
Matrix und Matrixfragmenten mit zwei unterschiedlichen Geschwindigkeitskomponenten
besteht, ndmlich einer schnellen Komponente mit ~1000 m/s aus den Fragmenten und einem
langsameren Anteil mit 500 m/s aus intakten 3-HPA-Molekiilen.

Puretzky et al. haben auch die Absorptionsspektren von gasformigem und festem 3-HPA
untersucht und ermitteln flir die feste Phase ein Absorptionsmaximum von ca. 315 nm mit
einer Rotverschiebung gegeniiber der Gasphase von ca. 15 nm.

Das Gasphasen-Absorptionsspektrum koinzidiere gut mit dem UV-VIS-Spektrum von 3-HPA
in wiBriger Losung und weise eine Rotverschiebung von 10 nm auf.

In einer weiteren Publikation derselben Autoren® wird das LIF-Imaging des Plumes auf ein
Matrix-Analyt-Gemisch ausgeweitet. Ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiertes Protein
zeigt bei der Desorption aus 3-HPA-Matrix eine nicht-Gauss-formige radiale
Dichteverteilung. Die axialen Geschwindigkeitsverteilungen in Richtung der Oberflichen-
normalen sind flir die Matrix und fiir das Protein vergleichbar. Im Gegensatz dazu steht die
Geschwindigkeitsverteilung in radialer Richtung, die im Falle des Analyten sehr viel schmaler

1st.

Ehring und Sundqvist®' haben in ihrer Arbeit 1995 die Festkorper-Lumineszenzspektren
einiger MALDI-Matrices (337 nm-Anregung mit einem Stickstofflaser) mit deren

Absorptionsspektren in Losung verglichen. Alle untersuchten Matrices mit Ausnahme von
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2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoesiure (HABA)" zeigen breite Emissionsbanden ohne
signifikante Feinstruktur.

Die spektroskopischen Untersuchungen an 2,5-DHB und Ferulasdure bei unterschiedlichen
Temperaturen erlauben den Autoren, auf die Quantenausbeute an Festkdrperlumineszenz zu
schliefen, die bei beiden Matrices an der Schwelle der Ionenproduktion bei kleiner 20% liegt.
Nur ein geringer Teil der eingestrahlten Laserenergie wiirde in Form von Lumineszenz wieder
emittiert. Ehring et al. postulieren, da3 das Quenching der Lumineszenz wahrscheinlich durch
die Energieaufwendungen fiir den Phaseniibergang und durch S; <> S; Annihilationsprozesse
erfolgt und daf die elektronisch angeregten Zustinde aufgrund ihrer Mobilitdt als Excitonen

miteinander zu wechselwirken vermogen.

S| +8, 58, +S, = 8 +5,

Sie griinden diese Behauptung auf der Beobachtung, daf3 bei tiefen Temperaturen (77 K) die
Excitonen eine hohere Lebenszeit aufweisen, d.h. eine Wechselwirkung wahrscheinlicher ist.
Fir 2,5-DHB und Ferulasdure werden weder verzogerte Fluoreszenz noch Phosphoreszenz
detektiert, allerdings emittiere 3-HPA noch 100 us nach dem Ende des Desorptionslaserpulses
noch Photonen. Der Bestimmung der Lebensdauer dieses zeitverzogerten Fluoreszenzsignals

sei aber aufgrund schwacher Signalintensitét nicht moglich.

3.1.2 Die Desorptionswolke

Molekiildynamische Simulationen bestdtigen die aus den Massenspektren gezogenen
Riickschliisse, dal die UV-MALDI-Desorptionswolke durch eine &uBlerst schnelle, fast
explosionsartige Expansion aus der kondensierten festen Phase in die Gasphase entsteht.

Neben einzelnen Matrix- und Analytmolekiilen sowie Matrixfragmenten ionischer und
neutraler Art werden heterogene und homogene Cluster und Aggregate desorbiert.

Matrixionen und —radikalkationen ionisieren im p/ume die Analytmolekiile.

 HABA zeigt bei niedriger Laserleistung keine Fluoreszenz. Bei hoheren Leistungen lassen sich schwache

Emissionen detektieren, die wahrscheinlich von Fragmenten stammen.
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Weniger als 0,01% der Menge der desorbierten Substanz liegt in der Wolke in ionischer Form
vor®. Durch den Potentialgradienten werden diese Ionen durch die iiberdichte Gaswolke
hindurch beschleunigt und kdnnen dabei Reaktionen eingehen.

Die Dichte des plume hundert Nanosekunden nach dem Desorptionslaserpuls betrdgt noch
einige Prozent der Festkorperdichte®.

Die durch den Desorptionslaserschufl erzeugten Neutralen und Ionen propagieren mit einer
Eigengeschwindigkeit in das Vakuum. Die meisten Autoren ermitteln fiir Matrixionen
Startgeschwindigkeiten von 200 m/s bis 1500 m/s. Analytmolekiile sind trotz ihrer meist sehr
viel groBBeren Masse kaum langsamer. Thre Geschwindigkeit liegt ca. 200 m/s unter der der
Matrixmolekiile®*.

Im Hinblick auf die Geschwindigkeitsverteilung mufl zwischen dem axialen, d.h. dem Anteil
in der Oberfichennormalen und dem dazu radialen Anteil unterschieden werden. Wihrend
Matrix und Analyt in axialer Richtung vergleichbare Geschwindigkeiten aufweisen, sind sie
in radialer Richtung deutlich unterschiedlich®. Die axiale Geschwindigkeitsverteilung des
Analyten zeigt kein Gauss-Profil.

Im Gegensatz dazu ermitteln Gliickmann® et al. eine nahezu symmetrische Verteilung der
Initialgeschwindigkeiten fiir verschiedene Analytsubstanzen, die aus DHB desorbiert worden
sind. Die Geschwindigkeitsverteilung der desorbierten Substanz folge einer cos’-Verteilung,
wobei n zwischen 0 und 2,5 liege. Die Verteilung bleibe vom Einfallswinkel des Lasers

unbeeinfluf3t.

Die explosive Freisetzung von Substanz aus der kondensierten Phase kann als jet-artige
Expansion aufgefaBBt werden, bei der durch den Phaseniibergang die inneren Freiheitsgrade
leicht gekiihlt werden. Dabei bleibt die innere Energie der groBen Analytmolekiile relativ

hoch (500 K)®®, weil sie nicht so effizient gekiihlt werden wie kleine Molekiile.

Matrixmolekiile verteilen sich ,,isotrop® im Gasvolumen oberhalb der Matrixoberfliche. Die

Dichteverteilung der Analytmolekiile ist enger.

Die primdren Ionen werden also in einem moderat warmen, relativ dichten Bad aus Neutralen
und Clustern erzeugt und gehen StoBe ein, bevor sie in die feldfreie Region des
Massenspektrometers extrahiert werden. Infolge der Stofe reagieren die primdren Ionen mit

anderen Spezies in der Desorptionswolke und generieren sekundére lonen, so dafl die im
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Massenspektrum detektierten Ionen andere sein konnen als die primdren. Die lonisierung im

plume geschieht iiber Protonen- sowie Elektronentransfer- und Kationisierungsreaktionen.

3.2 Mechanismen der Ionenerzeugung

Im Gegensatz zur Elektronensto3- oder zur Multiphotonen-lonisation, bei denen durch

Elektronenverlust hauptsichlich Radikalkationen M, die sog. odd electron ions” der

Probesubstanzen generiert werden, weisen die MALDI-Massenspektren zumeist protonierte
Analytionen [A+H]" oder Alkalimetalladdukt-Ionen wie z.B. [A+Na]" auf. Die Bildung der
Analytionen erfolgt also nicht einfach durch Verlust von Elektronen sondern iiber
Protoneniibertragung durch die Matrix oder infolge Adduktbildung mit Alkali-, Erdalkali-

oder Schwermetallionen.

Zusiétzlich zu den Analytionen treten in den MALDI-Massenspektren Signale von
Matrixfragment-lonen, homogenen Matrixclustern, protonierten Matrixionen und auch
Radikalkationen der Matrix auf.

Zur Erkldrung dieser Phidnomene werden in der Fachliteratur modellhaft einige
unterschiedliche Mechanismen der Ionenerzeugung diskutiert. Die teilweise kontroversen
Diskussionen zeugen davon, daf} die physikalisch-chemischen Grundlagen der Ionenbildung

nach wie vor nicht vollig verstanden sind.

Bei der Diskussion der lonisationsprozesse ist es zweckmiBig, zwischen der Generierung
primdrer lonen und den durch die priméren erzeugten sekundéren Ionen, z.B. des Analyten zu

differenzieren.

¥ Even electron ions, d.h. Tonen mit geschlossener Valenzschale, fragmentieren im Gegensatz zu den odd
electron ions (Ionen mit offener Valenzschale) zumeist unter Bildung neuer even electron-lonen und von

Neutralen.
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3.2.1 Primiéire Ionen

Im Falle positiver Beschleunigungspotentiale werden Massenspektren positiver lonen
aquiriert. Massenspektren negativer lonen sind genauso aussagekriftig wie die der umgekehrt
komplementir geladenen Spezies, jedoch werden die meisten Flugzeitmassenspektrometer im

positiven Modus betrieben.

Im Massenspektrum positiver Matrixionen werden hauptsdchlich protonierte bzw.
kationisierte Molekiilkationen [M+H]" bzw. [M+X]", Fragmentionen [M-Y]" und zum Teil
auch Radikalkationen M" detektiert. Die Erzeugung von Ionen in der Gasphase ist ein
endothermer Vorgang, weil eine Bindung gebrochen und zur Trennung der Ionen die

Coulomb-Anziehungskraft iiberwunden werden muf3.

Bei Uberlegungen im Zusammenhang mit durch Laserstrahlung desorbierter und ionisierter
organischer Materie dringt sich die Vermutung auf, da Matrixmolekiile durch

Multiphotonenionisation nach folgendem Schema ionisiert wiirden:

M I ey oo

Uber eine lingere Zeit ist dieser Mechanismus fiir die Generierung primirer Matrixionen
verantwortlich gehalten worden, nach dem die Bildung von Matrixradikalkationen den
Initialschritt aller ablaufenden Ionisierungsprozesse bildet®’.

Dahinter steht die Frage, ob ein Matrixmolekiil infolge Zweiphotonenionisation durch den
Desorptionslaser ionisierbar ist, denn ein Dreiphotonenionisationsprozef3 ist aufgrund der in
der MALDI verwendeten Laserleistungsdichten unwahrscheinlich.

Typische in der UV-MALDI eingesetzte Laser sind der Stickstoff- (337 nm) und der Nd-
YAG-Laser (355 nm). Ein Stickstofflaser liefert pro Photon 3,68 eV Energie, wihrend ein
YAG-Laser 3,49 eV zur Verfiigung stellt.

Fiir einige der Matrixsubstanzen sind die lonisationsgrenzen aus REMPI (Resonant Multi

Photon Ilonisation) Experimenten im Molekularstrahl bekannt.
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Die Ionisationsgrenze von 2,5-Dihydroxybenzoesiure liegt allerdings bei 8,05 ¢V®® und kann
daher durch Aufnahme von zwei Laserphotonen dieser Energien nicht iiberwunden werden,
sofern in der Gasphase iiber dem Probentrdger nicht Prozesse ablaufen, die das
Ionisationspotential ~der  Matrixsubstanz ~ senken. Die fir 2,5-DHB  publizierte
Ionisationsgrenze ist nur fiir die Gasphase aussagekriftig. Nach wie vor existieren keine
Ansitze, lonisationspotentiale von Matrixsubstanzen im Festkdrper zu bestimmen.

Fiir die meisten UV-MALDI-Matrices wird erwartet, dal3 sie sich mit Quantenenergien in der
Hohe von 9-10 eV ionisieren lassen.

So ist das Ionisationspotential des Dimeren von 2,5-DHB mit 7,93 eV ein wenig geringer als
das des freien Molekiils. Daraus 146t sich folgern, da3 sich durch homogene oder heterogene
Clusterbildung die Ionisationsschwelle eines Matrixmolekiils moglicherweise senkt.

Jedoch zeigen die Untersuchungen von Meffert'®, daB die mit Nanosekunden-Multiphotonen-
Ionisation bei 260 nm erhaltenen Massenspektren der Matrixsubstanzen Ferulasdure,
Sinapinsdure und 2,5-Dihydroxybenzoeséure keine homogenen Matrixcluster ausweisen.
Diese Experimente zur photochemischen Reaktivitidt sind durch Laserdesorption in einen
Uberschallgasstrahl durchgefiihrt worden. Da in einem solchen Molekularstrahl im Gegensatz
zum MALDI-Desorptionsplume rotatorische und virbratorische Freiheitsgrade stark gekiihlt
werden, sollte, sofern die Matrixmolekiile aggregieren, gerade hier Clusterbildung beobachtet
werden.

Dagegen erzeugt der Desorptionslaserpuls im MALDI-Experiment eine {iiber alle zur
Verfligung stehenden Freiheitsgrade hohe Anregung der Matrixmolekiile, die einer
Clusterbildung entgegenwirkt.

Die Hauptreaktion der Nanosekunden-Multiphotonenionisation der drei oben genannten
Matrices bildet die Fragmentierung durch Decarboxylierung.

Homogene Matrixcluster lassen sich durch Multiphotonenionisation mit Hilfe zeitlich deutlich
kiirzerer Laserpulse detektieren. Mit 500 fs-UV-Laserpulsen wird beispielsweise von
Ferulasdure im Massenspektrum noch der tetramere homogene Cluster detektiert, wobei das
Molekiilion das intensivste Signal darstellt. Des weiteren werden mit den kiirzeren Pulsen im
Vergleich mit der ns-MUPI weniger Fragmentionen generiert, was darauf hindeutet, daf die
angeregten Zwischenzustinde der untersuchten MALDI-Matrixverbindungen nur geringe
Lebensdauern aufweisen.

Ein Zweiphotonenproze3 zur lonisierung der Matrixsubstanz mit einem UV-
Nanosekundenlaser erforderte aber gerade eine grofe Lebensdauer des intermedidren

angeregten Zustandes.
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In diesem Zusammenhang konnen Untersuchungen zur Lebensdauer der angeregten Zusténde,
die liber Lumineszenzspektroskopie zuginglich sind, wertvolle Beitrdge zur Klérung der
Phénomene leisten, denn die Emission aus den angeregten Zustinden charakterisiert selbige

(vergl. Kapitel 5.2).

Diese neueren Erkenntnisse lassen einige der noch 1995 publizierten lonisierungsmecha-
nismen® unter Beteiligung initial gebildeter Molekiil-Radikalkationen als nicht mehr so
wahrscheinlich erscheinen, weil die lonisationspotentiale hoch und die Lebensdauern der

Ubergangszustinde klein sind.

Wenn auch direkte Multiphotonenionisation zur Bildung primérer Ionen der Matrixsubstanz
unwahrscheinlich erscheint, so spielen doch elektronisch angeregte Zustinde eine wichtige

Rolle in der UV-MALDI.

Dabei lassen sich die bei der Bildung primérer Ionen ablaufenden elektronischen Zustands-
dnderungen zweckmdBig in Prozesse untergliedern, die im organischen Kristallgitter und

solche, die in der Gasphase ablaufen.

Bei der Diskussion iiber die Verteilung der elektronischen Anregungsenergie in der festen

0,71
17 7

Phase hat sich ein sog. energy pooling-Model entwickelt, das auf einer Multi-Zentren-

Vorstellung des Energietransfers nach folgendem Schema beruht:

MM =2 MM S M+M™ +e

MM +A—>MM+A™ +e

Aus den oben dargestellten Griinden ist davon auszugehen, daB8 mehr als ein angeregtes
Matrixmolekiil notwendig ist, um in der MALD Ionen zu bilden.

In das energy pooling- Modell flieBt Ehring's Interpretation der Festphasen-Lumineszenz-
spektren ein, wonach der Desorptionslaserpuls Bildung von Excitonen im Matrixkristall zur
Folge hat, welche iiber Exciton-Annihilation die Energie beispielsweise an den Analyten

weiterzugeben und in der Folge zu ionisieren vermogen (vergl. Kapitel 3.1.1).
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Zur Verifizierung des Modells konnen auch die eigenen Untersuchungen an den
Lumineszenzerscheinungen wihrend des Desorptionsprozesses beitragen. Hierzu sei auf die

Kapitel 5 und 6 verwiesen.

Neben den dargestellten Uberlegungen zu den Energietransferprozessen in der festen Phase
existieren bereits seit 1987 mechanistische Vorstellung zur Ionengenerierung in der
Gasphase’.

In der MALDI-Massenspektrometrie liefern protonierte Molekiilkationen zumeist die
intensivsten Signale; dafiir wird ein Protonentransfer aus dem angeregten Zustand eines
Matrixmolekiils auf den Analyten nach folgendem Schema verantwortlich gemacht (excited

State proton transfer):

M +A—>[M-H +4H"

M +M—>[M-HI +MH?

Nach diesem Schema erhoht die Photoanregung des Matrixmolekiils die Sdurestdrke im
angeregten Zustand und versetzt dadurch das angeregte Molekiil in die Lage, neutrale Matrix-
oder Analytmolekiile zu ionisieren.

Die Schwiéche dieser Vorstellung ist, dal sie keine Aussagen dariiber trifft, in welchem
Aggregatzustand die Prozesse ablaufen. So ist die Photoanregung der Matrixmolekiile in der
festen Phase sicher, unklar aber bleibt, ob sie diese Energie nicht wihrend des Uberganges in
die Gasphase ldngst wieder dissipiert hat - eben iiber die Ionisierung von Matrix oder Analyt
bereits in der festen Phase oder in Form von Kristallphononen oder Excitonen. Bereits in der
Gasphase befindliche angeregte Matrixmolekiile miissen zur Energieabgabe nach obigem

Schema stoflen oder sich in Clustern aggregieren.

Wenn Protonentransfer aus angeregten Zustdnden an den lonisierungsprozessen beteiligt ist,
entsteht die Frage, welche der funktionellen Gruppen das saure Proton tridgt. Viele der
Matrixsubstanzen enthalten Carboxyl- und Hydroxylgruppen, die als Protonenlieferanten in

Frage kommen.
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Mit den ultravioletten Desorptionslasern erfolgt mm*-Anregung des aromatischen -
Elektronensystems. Durch Kopplung des mn*-Ubergangs mit einem nn*-Ubergang kann sich

die Aciditdt der funktionellen Gruppe erhdhen (vergl. Kapitel 3.3).

Einfliisse des excited state proton transfer auf die lonisierungseffizienz lassen sich durch
chemische Modifizierung der Matrixsubstanzen eruieren, indem Carboxylgruppen verestert
und Hydroxy- in Methoxygruppen iiberfiihrt werden. Hinsichtlich des Einflusses der
Derivatisierung der Hydroxylgruppen widersprechen sich die Resultate einiger
Arbeitsgruppen, so daB auf diesem Feld noch Forschung zu leisten ist”"*.

Bei der Ionisierung von Aminosduren durch Protonentransfer von Matrixmolekiilen in
heterogenen Clustern hat Meffert'® am Beispiel der Ferulasiure und des 3,4-Dimethoxy-
benzoesduremethylester gezeigt, da das hydroxylische Proton und nicht das der

Carboxylgruppe auf den Analyten {ibertragen wird. Offensichtlich ist das Hydroxylproton von

Ferulaséure im angeregten Zustand saurer als das Carboxylproton.

Einige der MALDI-Matrixsubstanzen lassen sich in die Klasse der ortho-Hydroxycarbon-
sduren einordnen (2,5-Dihydroxybenzoesdure, Salicylsdure). Aufgrund der Position der
Hydroxygruppe kann diese Substanzklasse zu intramolekularem Protonentransfer befdhigt
sein, was zu einer ,,Mobilisierung des Protons beitragen und mithin zu einer Erh6hung des

Massensignals an protoniertem Analyten fithren kann”.

)
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Abbildung 3.1: Intramolekularer Protonentransfer im angeregten Zustand (Salicylsdure)
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3.2.1.1 Saure-Base-Eigenschaften primérer Ionen in der Gasphase

Zur der Bewertung der Sdure-Base-Eigenschaften der Matrixsubstanzen untereinander und
gegeniiber dem Analyten eignet sich die Bestimmung der relativen Protonenaffinititen PA

und der Gasphasenbasizitdten GB.

A+H" — AH"
Die Protonenaffinitét ist mit der Gasphasenbasizitét iiber die folgende Gleichung verkniipft:
GB =PA - TAS"(H")

Die thermochemischen Daten werden aus der Dissoziationskinetik von protonierten
Heterodimeren vom Typ [A + BfH' ermittelt. B.s bezeichnet eine Serie von Referenzbasen,

deren Protonenaffinititen bekannt sind.

Weil MALDI-Matrices meist stark polare Substanzen sind, fiir welche die Bestimmung
thermochemischer Daten wunter Gleichgewichtsbedingungen schwierig ist, werden
Protonenaffinititen mit der kinetischen Methode von Cooks bestimmt®.

Verfolgt wird der Zerfall des Clusters [A + ByfJH", nachdem er z.B. iiber StoBaktivierung mit
77,78

einem Edelgas angeregt wurde

Die kinetische Methode liefert dann relative lonenaffinitdten nach:
[4+BH" —A s 4H" + B,
bzw. [A+ B; I/ SN [Bl- i/

und es folgt:

| f |2 _ AGAGH
ey RT,,
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h{ﬁ): AGB _ APA  A(AS°(H™))
k, | RT, RT, R

Der natiirliche Logarithmus der relativen Ratenkonstanten hdngt von der freien
Aktivierungsenthalpie der beiden konkurrierenden Prozesse und der effektiven Temperatur
ab. Konnen Riickreaktionen vernachldssigt werden, wird die relative freie Aktivierungs-
enthalpie umgekehrt gleich der relativen Gasphasenbasizitit, also -A(AG*) = AGB = GB(A) —
GB(B;). Die Ratenkonstante k;/k, wird experimentell durch die Aufzeichnung der relativen
Signalintensitdten der Zerfallsprodukte in einem Massenspektrometer bestimmt. Nach
Auftragung von In(ki/k;) gegen PA(B;) liefert die Steigung der durch lineare Regression der
MeBwerte erzeugten Geraden die effektive Temperatur Tex, und der Schnittpunkt mit der
Abszisse die Gasphasenbasizitit des untersuchten Analyten GB™(A):

k, RT,, R RT,,

h{ﬁHPA(A) MBS ))) . PA(B,)

RT RT R

GB"(4) _( PA(4)  AAS"(H™)
eff ef

GB™ (4) = PA(A)~T,,

A(AS°(H ™))

Nach den Untersuchungen von Jorgensen’® et al. It sich hohe Protonenaffinitit einer
Matrixsubstanz deutlich mit der Féhigkeit, mehrfach geladene Ionen zu generieren,
korrelieren. Nach der Reihenfolge steigender Protonenaffinitit geordnet, d.h. nach sinkender
Effizienz bei lonenbildung durch Protonierung, ergibt sich folgendes Bild:

0-Cyano-4-hydroxyzimtsdure < 3,4-Dihydroxyzimtsdure < 4-Hydroxy-3-methoxy-zimtséure

< 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure << 2-(Hydroxyphenylazo)-benzoesdure

Die Protonenaffinitdten dieser Matrixsubstanzen liegen ca. zwischen 840 kJ/mol (o-Cyano-4-

hydroxyzimtséure) und 940 kJ/mol (2-(Hydroxyphenylazo)-benzoeséure).
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Eine eingehendere Besprechung der relativen thermochemischen Korrelationen in der
Gasphase (PA, GB) zwischen Matrixradikalkation einerseits und verschiedenen Aminosiuren
als Vertreterinnen der Analyte andererseits findet sich bei Meffert'®. Dort werden Aussagen
hinsichtlich  der =~ Wahrscheinlichkeiten = des  dissoziativen = Protonentransfers  von
Matrixradikalkationen auf Aminosduren in heterogenen Intraclusterreaktionen (Die Cluster
werden aus dem Analyten A und mehreren Matrixmolekiilen M, gebildet.) nach dem

folgenden Schema getroffen:
AoM, ™ s 40 M™ 5 (A+H) o(M, —H)* > (A+H)" +(M, —H)*
Grundlegende Voraussetzung fiir dissoziativen Protonentransfer ist also:
PAM — H)®* < PA(A)

Anhand der durchgefiihrten MeBreihen mit verschiedenen MALDI-Matrices und Vergleich
der Ergebnisse lassen sich folgende Abschitzungen zu den Protonenaffinitidten der [Matrix —

H]-Radikale machen:

PA(Alanin) = 215kcal | mol > PA([Sinapinséiiure — H]") > PA(Glycin)
> PA([Ferulasiiure — H1*) > PA([Vanillinsciure — H]") > PA([3,4 — DHB]")

3.2.1.2 Thermische und mechanische Ionisationsprozesse

Abschlielend sollte noch auf die Moglichkeit thermischer oder mechanischer lonisierungs-

prozesse eingegangen werden.

Obwohl durch den UV-Laserbeschu3 im angeregten Matrixvolumen extrem hohe Heizraten

von 10" bis 10" K/s erreicht werden, sind die Endtemperaturen der desorbierten Spezies

18,53

gering 7>”. So wird von den meisten Autoren die durch den Desorptionslaser ausgeloste

80,81

Vibrationstemperatur im Kristallgeflige zu 500 K - 1000 K geschétzt™"". Sie erreicht ihr

Maximum, wenn auch der Laserpuls seine maximale Intensitét erreicht hat.
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Zu diesem Zeitpunkt setzt allerdings der Transfer von Substanz in die Gasphase ein, was zu
einer Kiihlung des elektronisch und vibratorisch angeregten Kristallgitters fiihrt.

Des weiteren werden die Kristallschwingungen der Analytsubstanz mit jenen der Matrix
equilibriert. Es erfolgt also schneller Energieabtransport iiber die Kristallphononen.

Die dargelegten Uberlegungen legen nahe, daB bei den relativ geringen internen Energien die
thermischer Auslosung einer Disproportionierungsreaktion nach dem folgenden Schema

unwahrscheinlich erscheint:

oM 21 st Mo

Die lonengenerierung bei der Matrix Assisted Laser Desorption ist immer von der Freisetzung
groBerer Mengen neutraler Spezies begleitet™. So belduft sich der Anteil der erzeugten Ionen
beziiglich der Neutralen auf ca. 10™ bis 10”.

Neutrale werden durch das Beschleunigungspotential zwischen der Repellerelektrode und der
ersten Beschleunigungsplatte nicht beriihrt. Sie propagieren also mit den durch den
Desorptionslaserschull erzeugten Geschwindigkeiten in das Vakuum. Werden diese Neutralen
durch einen zweiten Laser kurz oberhalb der Oberfliche ionisiert, 143t sich daraus auf die
Geschwindigkeitsverteilung schlieBen, mit welcher der Desorptionslaserschufl neutrale
Molekiile freisetzt.

Der UV-Desorptionslaserpuls evoziert mechanischen Stre3 innerhalb seiner Eindringtiefe in
das kristalline Geflige. Innerhalb einiger Nanosekunden werden Kristallbindungen gebrochen
und Material abgetragen. Gleichzeitig pflanzt sich ein sog. pressure pulse, d.h. eine
schlagartige Komprimierungswelle mit hoher Geschwindigkeit ungefihr parallel zum

70,18,53

Einfallswinkel Lasers im Kristallgefiige fort . Die lonenbildung erfolge auch hier durch

Annihilierung der Energie zweier angeregter Zentren.

Die Auswirkungen laserinduzierter Schockwellen auf organische Kristalle erfordern noch
weitere Untersuchungen. Dlott et al. haben an Anthracen gezeigt, dall solche Wellen Driicke
von mehreren GPa erzeugen konnen und die Fortpflanzungsgeschwindigkeiten bei 4 km/s
liegen (vergl. selbes Kapitel, oben). Uber Raman-Streuungsmessungen  sind

Maximaltemperaturen von nur 350 K bestimmt worden.
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3.2.2 Sekundire Ionen

Mit zunehmender Einsicht in die im Desorptionsplume ablaufenden physikalischen Prozesse,
wie der Geschwindigkeits- oder der Dichteverteilung der unterschiedlichen Spezies, gehen
auch die Erkenntnisse zu deren ionisch-chemischen Reaktionen bei der Bildung sekundérer
Ionen einher.

In der Desorptionswolke reagieren primdre Matrix-Radikalkationen mit neutralen
Matrixmolekiilen im Sinne von Matrix-Matrix-Reaktionen und bilden {iber Protonentransfer

protonierte Matrixionen®>.

M™+M > MH" +(M-H)*

Die protonierten Matrixionen werden fiir die Bildung protonierter Analytionen im Sinne der

folgenden sekundiren Matrix-Analyt-Reaktion verantwortlich gemacht:

MH +A— AH  + M

Protonierte Analytionen stellen gewdhnlich die Hauptmassensignale in der MALDI-MS dar.
Diese Reaktion wird durch die negative freie Enthalpie getrieben, AG < 0. In der Praxis sind
die themodynamischen Daten solcher Gasphasenreaktionen zumeist nicht bekannt. Deshalb
werden experimentell die Warmetdonungen AH dieser Reaktionen herangezogen und unter
Vernachlédssigung entropischer Energiebeitrdge enthalpische Werte aus Relativ-messungen
bestimmt. Diese AH-Werte lassen sich mit der Protonenaffinitit (PA) korrelieren (vergl.
Kapitel 3.2.1.1). Eine Zusammenstellung der PA-Werte einiger Matrixsubstanzen sowie
weniger Analyten findet sich bei Zenobi et al’’.

Hiufig werden in den MALDI-Massenspektren auch Alkaliion-Addukte der Analyt-
substanzen detektiert. Diese Natrium und Kalium-Addukte entstehen aus Verunreinigungen
der verwendeten Chemikalien mit diesen Salzen.

Es sind zwei verschiedene Mechanismen denkbar, wie es zu solchen Metalladduken kommen
kann, und zwar einmal durch eine Priaformierung von lonenpaaren bereits in der Matrix oder

zum anderen durch getrennte Desorption unter nachfolgender Adduktbildung in der Gasphase.
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Wang'' et al. haben mit einem zwei-Laser-Experiment zeigen konnen, daB Analytsubstanzen
durchaus in der Lage sind, Alkaliionen in der Desorptionswolke einzufangen. Dazu haben die
Autoren Natriumionen aus Nal und zeitverzogert dazu Gramicidin S aus 2,5-DHB desorbiert
und festgestellt, dal das Signal des Gramicidin S/ Natrium-Addukts in seiner Intensitét
deutlich zugenommen hat. Das ist nur moglich, wenn die Adduktbildung in der Gasphase

nach folgendem Schema geschieht:

A(g)+Na™(g) >[4+ Nal"(g)

In der Massenanalytik von unpolaren synthetischen Polymeren bildet die Adduktion von
Metallkationen zuweilen die Hauptreaktion der lonenbildung. Hier werden der Matrix/
Analytmischung die Salze von vornherein zugesetzt. Beispielsweise eignet sich zur Analytik
von Polystyrolen aus der Matrixsubstanz Dithranol der Zusatz von Silbertrifluoracetat. Die
Ag'-Addukte der einzelnen Oligomere dominieren in diesem Fall deutlich alle anderen
Metalladdukte (Na', K"). Aufgrund der Coulomb-AbstoBungskrifte werden gewdhnlich auch

keine zweifach geladenen Spezies detektiert.
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33 Theorie der Lumineszenz

Die spontane Emission von Photonen aus einem elektronisch angeregten Zustand eines
Molekiils bezeichnet man als Lumineszenz und unterscheidet Fluoreszenz von
Phosphoreszenz dadurch, daB der Ubergang zwischen Zustinden gleicher (AS=0) oder

unterschiedlicher Multiplizitét (AS#0) erfolgt, d.h. spin-erlaubt bzw. spin-verboten ist.

Fluoreszenz organischer Molekiile erfolgt zumeist aus dem energetisch niedrigsten
Schwingungsniveau des untersten elektronisch angeregten Singulettzustandes (S,"™°), weil
hoher schwingungsangeregte Niveaus v=1, 2, ..., n im Vergleich zur Emission intern schnell

relaxieren (,,vibration relaxation®, VR; bzw. ,jinternal vibration relaxation®, IVR ).
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Abbildung 3.2: Jablonski-Diagramm zur Darstellung strahlender und strahlungsloser

Photoprozesse
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Ein strahlender Ubergang gleicher Multiplizitiit in den elektronischen Grundzustand wird als
S, — S, gekennzeichnet.

Die innere Umwandlung (,,internal conversion®, 1C) ist ein strahlungsloser PhotoprozeB3, der
zwischen zwei isoenergetischen Zustinden derselben Multiplizitdt aufiritt (z.B. S, ~> S)).
Diese Umwandlung ist im Vergleich zum konkurrierenden strahlenden Ubergang S, — S
schnell. Ein Interkombinationsiibergang (,,intersystem crossing®, ISC) ist ein strahlungsloser,
ebenfalls isoenergetischer PhotoprozeB3 zwischen Zustinden unterschiedlicher Multiplizitét
(z.B. S; ~T)).

Fiir das Phiinomen der Phosphoreszenz ist der strahlende Ubergang aus einem Triplettzustand
in den Singulettgrundzustand verantwortlich (T; — Sp). In organischen Verbindungen wird
der unterste Triplettzustand T; zumeist durch Interkombinationsiibergénge S; ~> T, ~»> T,
populiert.

Sowohl innere Umwandlungen als auch Interkombinationsiiberginge sind dann
wahrscheinlich, wenn die Energiedifferenz zwischen Schwingungsniveaus des elektronisch
angeregten Ausgangszustandes und hoch schwingungsangeregten Niveaus des elektronisch
tiefer liegenden Zustandes klein ist (z.B. S, ~> S;, S; ~> T)).

So sind z.B. die Ratenkonstanten von Interkombinationsiibergingen von Carbonyl-
funktionalisierten Verbindungen sehr viel grofler als die von Aromaten, weil in ersteren die
Energieliicke zwischen S; <> T, kleiner ist”. Im allgemeinen sind aufgrund von Spin-Orbit
Kopplungsmechanismen 'n* < *nr* und 'nn* <> *nn* Prozesse schnell, wihrend 'nm* <>

‘nr* und 'm* < *n* Prozesse langsam sind.

Die Lebenszeit T eines elektronisch angeregten Zustandes ist die Zeit, in der die Intensitédt der
emittierten Strahlung auf den Faktor 1/e der maximalen Intensitdt gesunken ist, sofern keine
anderen Deaktivierungsprozesse abgelaufen sind.

Wird eine Probe durch einen Lichtpuls angeregt, der im Vergleich zur Dauer der
Lumineszenz kurz ist, so wird die Intensitdt des emittierten Lichts bei I ein Maximum
durchlaufen, um danach exponentiell abzufallen. Aufgrund der Lebenszeiten T der
zugehorigen angeregten Zustinde wird die Intensitdt des Fluoreszenzlichts schneller als die
der Phosphoreszenz sinken. Fluoreszenz ist ein schneller ProzeB, der zeitlich im Bereich
zwischen 10” s und 10 s ablduft, wihrend Phosphoreszenzlebensdauern zwischen 10 s und

10? s anzusiedeln sind.
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Die Abhingigkeit der Lumineszenzintensitit von der Zeit 16t sich durch ein

Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung beschreiben,
I,=1Iy-e™!

wobei k die Ratenkonstante des strahlenden Prozesses angibt. Iy ist die Lumineszenz-
intensitdt zur Zeit t=0, bei der sie ihr Maximum hat. Die mittlere natiirliche Lebensdauer 1, ist

umgekehrt proportional zur Ratenkonstanten.

In logarithmierter Form ergibt sich:

Inl, ~Ini, =)
T

Die Lebenszeit T der angeregten Zustdnde, aus welchen Lumineszenzlicht emittiert wird, 146t
sich also aus der Auftragung des Logarithmus der Lumineszenzintensitit I; gegen die Zeit

ermitteln.

Da Matrixsubstanzen so gewéhlt werden, dal sie bei der Desorptionslaserwellenlinge
absorbierend sind, ist die durch den UV-Laserschuf3 in einigen Nanosekunden in die Matrix
eingebrachte Energie so hoch, dal Matrixmolekiile in hohe -elektronische und
Schwingungsniveaus angeregt werden konnen. Selbst unter der Annahme eines effizienten
Wirmeausgleichs (z.B. an den Probentrdger aus Stahl) wird es in der kondensierten Phase
also Zeitabschnitte wihrend und nach dem Laserschul geben, in denen die
Schwingungsenergie sehr viel groBer ist, als es dem thermischen Gleichgewicht entspriche.
Zudem wird elektronische Energie durch die strahlungslosen Uberginge der inneren
Umwandlung und der Spinumkehr in kinetische Energie umgewandelt. Die beteiligten
Molekiile konnen also als ,heil* bezeichnet werden, und es ist zu erwarten, daf}
Lichtemission aus mehreren angeregten Singulett- oder Triplettzustinden erfolgt, sofern

selbige nicht effektiv gequencht werden.
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Aufgrund des ,.flieBenden Ubergangs der festen in Gasphase wihrend der Desorption sowie
aufgrund vieler unterschiedlicher photoinduzierter Prozesse, wie der Photodissoziation,
Excimerbildung oder Protoneniibertragung, sind strahlende Ubergiinge verschiedener Spezies
in den beiden Phasen parallel zueinander bzw. nacheinander moglich. Aus der spektralen
Auflésung lieBe sich moglicherweise durch den Vergleich mit Literaturdaten auf die
lumineszierenden Spezies schlieen.

Der decay der Lumineszenzintensitdt kann sich aus den dargestellten Griinden aus mehreren
Exponentialfunktionen zusammensetzen. Aus der Lebensdauer der Zustdnde laBt sich auf

Fluoreszenz und Phosphoreszenz folgern.

Im Kapitel 5.2 wird der Desorptionsproze mit Hilfe spektraler Informationen von vier
chemisch unterschiedlichen Matrixsubstanzen untersucht. 2,5-Dihydroxybenzoesdure® (2,5-
DHB) ist die wohl am meisten verbreitete Matrixsubstanz, wéihrend 3-Hydroxypicolinsdure
(3-HPA) in der Literatur” mit Hinblick auf den UV-MALDI-DesorptionsprozeB bereits
teilweise untersucht worden ist. Durch das Stickstoffatom im aromatischen System sollten 3-
HPA effektivere Interkombinationsiibergdnge in den Triplettzustand moglich sein, aus dem
Phosphoreszenz erfolgen kann.

1,8-Dihydroxy-9[ 10H]-anthracenon (Dithranol) ist in eigenen Experimenten durch eine
ungewohnlich stark rotverschobene Lumineszenz in Erscheinung getreten, wihrend sowohl

2,5-DHB als auch 3-HPA intensiv im Blauen lumineszieren.

Von der Matrixsubstanz 2,5-Dihydroxybenzoesédure sind keine Emissionsspektren aus der
Gasphase bekannt. Ehring und Sundqvist® haben die Fluoreszenzlebenszeit von 2,5-DHB in
der festen Phase bei 300 K zu 5 ns bestimmt.

Karbach et al® haben das Fluoreszenz-Anregungsspektrum von im Molekularstrahl
gekiihltem 2,5-DHB untersucht und fiir den elektronischen Grundiibergang S,"™° « S¢"™ eine
Energie von 27957 cm’ (357,69 nm) erhalten. Die aus Zweifarben-Photoionisations-

Experimenten ermittelte lonisationsgrenze von jet-gekiihltem 2,5-DHB ist 8,05 eV.

Nach Untersuchungen von Puretzky et al.*’ zeigt die Matrixsubstanz 3-Hydroxypicolinsiure
unter intensiver Laseranregung bei 248 nm eine breite und langlebige blaue Lumineszenz nur
aus der festen Phase. Spontane, durch den Desorptionslaserschul hervorgerufene
Lumineszenz aus der expandierenden Gaswolke ist nicht detektiert worden. Durch

Nachanregung des plumes mit einem zum Desorptionslaser zeitverzogerten 308 nm-XeCl-
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Laserpuls kann Laser-induzierte Fluoreszenz (LIF) ausgelost werden, um die Dichte- und
Geschwindigkeitsverteilung neutraler oder ionischer Spezies innerhalb der Gaswolke
untersuchen zu konnen.

Das Gasphasenabsorptionsspektrum von 3-HPA weist drei breite Banden bei ca. 190 nm, 222
nm und 300 nm auf und &hnelt sehr dem Spektrum in wéaBriger Losung. Das
Absorptionsspektrum der festen Phase ist gegeniiber dem der Gasphase ca. 10 nm

rotverschoben.

Im UV-VIS-Spektrum zeigt Dithranol im Bereich der in der MALDI verwendeten
Laserwellenldngen hohe Absorptionskoeffizienten. Diese bieten allerdings nur einen groben
Anhalt zur Lage der Absorptionsbanden in Festkorper. Allerdings lassen sich iiber die
Beriicksichtigung mesomerer und induktiver Effekte der Hydroxyfunktionen Riickschliisse
auf das Absorptions- und Emissionsverhalten ziehen:

Eine Hydroxyfunktion stellt aufgrund ihrer elektronenschiebenden Eigenschaften eine
auxochrome Gruppe dar, die iiber ihre nichtbindenden freien Elektonenpaare am Sauerstoft
eine bathochrome Verschiebung der Absorptionsbanden gegeniiber dem unsubstituierten

aromatischen Grundgeriist erzeugt.

Von der Matrixsubstanz Dithranol sind aus der Literatur keine Daten zur Gasphasen-
lumineszenz zu entnehmen. Das Maximum der Festkorperfluoreszenz haben Ehring®' et al.
bei 594 nm bestimmt.

Solche Informationen sind fiir spektroskopische Experimente in der Gasphase, z.B. zur
effizienten, selektiven Populierung von Singulett- oder Triplettzustdnden notwendig, die im
Rahmen von Nachanregungsexperimenten zur Charakterisierung der Desorptionswolke
niitzlich sind. Umfangreiche Untersuchungen existieren zu Gasphasenspektren annelierter
Aromaten wie dem Anthracen als dem aromatischen Grundgeriist des Dithranols sowie

einigen Sauerstoff- und Halogen-funktionalisierten Derivaten.

So zeigt das chemisch verwandte Anthrachinon aus der Matrix von Ether-Isopentan-Ethanol
bei 77 K Festkorperphosphoreszenz aus Triplettzustinden vom nm*-Charakter mit einer
Lebenszeit von iiber zwei Millisekunden®. Anthracen bildet unter den Bedingungen der
supersonic jet expansion Dimere, die mit Laser-induzierter-Fluoreszenzspektroskopie (LIF)

o 85
untersucht werden konnen®™.
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Lambert et al*® haben den elektronischen Grundiibergang S;'™" « S¢"™ von Anthracen im
Molekularstrahl zu 27695 cm™” (361,08 nm) bestimmt. Der Fluoreszenziibergang aus einer
festen n-Heptan-Matrix (12 K) ist bei 381,29 nm lokalisiert, also um rund 20nm gegeniiber

der Anregung in der Gasphase rotverschoben®’.

3.3.1 Festkorperlumineszenz

Die MALDI-Matrixsubstanzen lumineszieren aus der festen Phase. Bei der iiblichen dried
droplet Praparation aus dem Losungsmittel bilden sie polykristalline organische Kristalle.

Durch die Einstrahlung von Infrarot- oder Ultraviolett-Photonen ist es moglich, den
Ladungstragern in organischen Kristallen im Vergleich zur thermischen Energie kT
wesentlich groere Energiebetrige hv zuzufiihren, ohne gleichzeitig das Gitter in einem

groBeren Bereich als dem des fokussierten Laserspots aufzuheizen.

Um beispielsweise strukturelle Informationen iiber im Kristallgitter der Matrixsubstanz
isolierte Molekiile (Analyt) zu gewinnen, bieten sich zwei analytische Techniken an, nidmlich
Laser-induzierte Fluoreszenz-Spektroskopie (LIF) und Raman- bzw. Resonante Raman-
Spektroskopie.

Bei der LIF-Spektroskopie werden nach der Anregung mit einer UV-Laserlinie durch
Aufzeichnung des Lumineszenzspektrums die angeregten Zustinde des Molekiils
charakterisiert. Alternativ 148t sich Fluoreszenzlicht als Funktion der Frequenz des
anregenden Laserlichts sammeln, sofern ein durchstimmbares Lasersystem zur Verfligung

steht (Farbstofflaser, OPO).

Beim Durchtritt von Laserlicht durch Materie tritt neben der Intensitdtsabnahme in
Vorwirtsrichtung (Absorption) auch seitliche Ablenkung (Streuung) auf. Obwohl die
Matrixsubstanz bei der Laserwellenlinge v gut absorbiert, wird der grofte Teil des
Laserlichts ohne Anderung der Wellenliinge elastisch gestreut (Rayleigh-Streuung).

Dennoch kann durch inelastische Wechselwirkung von Photonen mit Ladungstrigern im
Kristall Lichtenergie aufgenommen werden, wobei fiktive Gitterschwingungsteilchen, die
Phononen erzeugt werden. Das auf diese Weise inelastisch gestreute Licht ist um den Betrag

vy gegeniiber der Laserlinie v, frequenzverschoben. Bei einer Anregung durch ultraviolettes
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Laserlicht unter Beteiligung elektronisch angeregter Zustéinde wird von resonanter Raman-
Streuung gesprochen.

Aufgrund der beteiligten angeregten Zustinde kann dem resonanten Raman-Spektrum das
Fluoreszenzspektrum iiberlagert sein. Die Fluoreszenzregion ist spektral gegeniiber der UV-
Anregungswellenlinge gemeinhin deutlich weiter rotverschoben als die Raman-Region. Das
Raman-Spektrum  liegt  innerhalb von 20  Nanometern oberhalb der UV-

Anregungswellenlinge®®.

AE
elektronisch
: angeregter Zustand
A A Vo Vo~ Vv
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Raman-Streuung Raman-Streuung

Abbildung 3.3: Graphische Darstellung der Resonanten Raman-Streuung

Bei der Wechselwirkung von Photonen mit Phononen kann es zur Erzeugung eines Phonons
kommen (Stokes'sche Wechselwirkung) oder zu seiner Vernichtung (Absorption) (Anti-
Stokes'sche Wechselwirkung). Der WechselwirkungsprozeB3 verlduft iiber Zwischenschritte:
In nichtpolaren Festkorpern wird die Stokes'sche Komponente der Raman-Streuung
modellhaft tiber die Bildung und Rekombination von Elektron-Loch-Paaren erklért.

Die inelastische Streuung von Licht unter Mitwirkung von Phononen wird als Raman-
Streuung bezeichnet, wenn die Phononen dem optischen Zweig angehdren, und als Brillouin-
Streuung, wenn die Phononen dem akustischen Zweig zuzuordnen sind.

Der Ramaneffekt ist mit dem Tensor der Polarisierbarkeit verkniipft. Fiir Festkorper ergibt er

sich aus der Entwicklung des Tensors nach den Potenzen der Gitterschwingungen.
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Im Gegensatz zu den mit Infrarot- und Ramanspektroskopischen Experimenten
hochauflosbaren Rotations- und Vibrationsstrukturen in der Gasphase ergibt sich flir die
kondensierte feste Phase eine andere Situation: Bei Matrix-isolierten Molekiilen kollabiert die
Rotationsstruktur in eine einzige Bande, der sogenannten zero-phonon line (ZPL), welche von
einer breiten Phononenbande begleitet ist*’, die den Abtransport von Teilen der
Schwingungsanregungsenergie durch das Kristallgitter anzeigt (delokalisierte Phononen-
modi). Solche Effekte sind bisher fiir zwei- oder dreiatomige Molekiile in gefrorenen

Edelgasmatrices untersucht worden.

Im Falle der Matrix Assisted Laser Desorption muf} beriicksichtigt werden, da die
elektronische Anregungsenergie in delokalisierten Zustdnden iiber das Kristallgitter verteilt
werden konnen (,,Excitonenbildung®)*".

Small’' untersucht die Tieftemperatur-Phononenstruktur der Fluoreszenz von Anthracen in
einer p-Terphenyl-Matrix bei 4,2K. Das Fluoreszenzspektrum dieses anellierten Aromaten
weist eine relativ gute Vibrationsauflosung auf. Im Vergleich zum Absorptionsspektrum unter
gleichen Bedingungen kann Small aus den relativen Peakhohen auf Reabsorption einiger
Banden schlief3en.

Da in der MALDI-MS normalerweise nicht mit stark gekiihlten Proben gearbeitet wird,

konnen auch keine vibratorisch hochaufgelosten LIF-Spektren erwartet werden.

¥ Die physikalische Definition von Excitonen entstammt der Theorie der Halbleiter. Danach ist ein Exciton ein
Elektron-Loch-Paar, das sich frei im Kristall bewegen kann, aber in weniger als einer Nanosekunde wieder

rekombiniert.
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4 Experimentelles

Diese experimentelle Arbeit stiitzt sich auf ein im Arbeitskreis entwickeltes und gebautes
lineares  Flugzeitmassenspektrometer. Im  Hinblick auf seine Funktionalitit als
Massenspektrometer ist zu keinem Zeitpunkt die Geometrie der lonenquelle fiir die
beabsichtigten spektroskopischen Experimente wesentlich verdndert worden; auch deshalb,

um jederzeit die Lumineszenzdaten mit den Massenspektren vergleichen zu kdnnen.

Diese Vorgehensweise bereitet allerdings nicht unwesentliche Schwierigkeiten bei der
Spektroskopie: So ist der Desorptionsort immer mindestens 75 mm vom Beobachtungsfenster
entfernt, und die abbildende Optik muf3 darauf abgestimmt werden. Fiir die Laser-induzierten
Fluoreszenzexperimente ist daher eine zweidimensional verschiebbare, vakuumdichte
Anordnung realisiert worden, mit deren Hilfe direkt am Entstehungsort der Lumineszenz mit

einem Lichtwellenleiter spektroskopiert werden kann.

Ionenquelle
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Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau der lonenquelle; Strahlengdinge der Laser

Durch das in Flugrichtung der Ionen rechte Fenster in der Ionenquelle tritt der

Desorptionslaser ein, durch das obenliegende Fenster kann mit einer Camera photographiert
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oder alternativ der Lichtwellenleiter durchgefiihrt werden, das linke Fenster dient der
Einkopplung eines zweiten Fragmentierungs- bzw. Nachanregungslasers, dessen Strahlen-
gang durch eine Bohrung in einer senkrecht stehenden optische Schiene gefiihrt wird, die zur

Halterung der Camera dient (vergl. Abbildung 4.1).

4.1 MALDI-Probenpriparation

Die Probenpriparation in der Matrix Assisted Laser Desorption lonization bedarf besonderer
Aufmerksamkeit. Genauso wie bei der beinahe empirischen Wahl der Matrixsubstanzen, kann
eine nur in Grenzen giiltige Richtlinie zur Vorgehensweise bei der Prdparation gegeben

werden.

Wesentliches Merkmal der MALDI gegeniiber einfacher Laserdesorption der zu
untersuchenden Substanz bildet die Verwendung einer Hilfssubstanz, der Matrix. Gewdhnlich
werden zur Probenpriparation die Matrixsubstanz und der Analyt in einem fliichtigen
organischen Losungsmittel oder in Wasser gelost und gemeinsam auf dem Probetrdger durch
Verdunsten des Losungsmittels auskristallisiert. Bei dieser, als dried droplet-Préparation
bezeichneten Methode, bildet die Matrix/Analytmischung zumeist ein gemeinsames
polykristallines Geflige aus.

Vielfach kann die Kristallisation durch einen kalten oder zuweilen auch warmen Luftstrom
gefordert werden.

Die Ausbildung eines gemeinsamen Kristallgitters ist aber nicht immer unbedingt notwendig,

um ein Analytsignal zu erhalten'™"

. Die Matrixsubstanz kann zundchst getrennt vom
Analyten auf dem Probetréger auskristallisiert werden. In der Folge 148t sich eine Losung des
Analyten zum Kristallisat hinzugeben, so dafl der Festkorper durch das Ldsemittel nur
teilweise erneut gelost wird und der Analyt in konzentrierter Form auf dem Matrixkristallisat

haftet.

Matrix/Analytgemische lassen sich auch durch Sprayverfahren auf dem Probetriger
aufbringen. Hierdurch werden besonders diinne und gleichmidBig verteilte Kristallite

gewonnen.

¥ Amorphe Proben liefern meist kein MALDI-Massensignal.
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Um besonders dicke Schichten der Matrix/Analytgemische zu erzeugen, werden beide
Substanzen héufig auch innig vermischt und in einer Presse zu einem Pellet geprefit. Aus
dieser Tablette lassen sich Bereiche ausstechen und auf den Probetriger kleben. Diese so
erzeugten dicken Schichten eignen sich besonders flir Experimente mit hoher Laserleistung
iiber lange Versuchszeiten, in welchen relativ konstante Signalintensitdten erforderlich sind.

Die Erfahrung bei der Desorption aus PreBlingen zeigt, daB im Tiegel ausgiebig
homogenisierte Probengemische aufgrund der hohen Oberfliche gute Signale liefern. Bei
dieser Priparationsmethode ist allerdings darauf zu achten, da der Analyt nicht durch

Mechanolyse zerstort wird.

4.1.1 Die MALDI-Matrixsubstanzen

Die Auswahl der Matrixsubstanz geschieht in Abhéngigkeit des zu untersuchenden Analyten.
Generell eigenen sich zur UV-MALDI derivatisierte aromatische Carbonsduren, anellierte
funktionalisierte Aromaten sowie ebensolche Heteroaromaten. Infolge ihrer aromatischen m-
Elektronensysteme absorbieren die meisten Matrices relativ gut im nahen ultravioletten
Bereich der elektromagnetischen Spektrums, was sie als , Transportvehikel“ flir die
Analytsubstanz beim Phaseniibergang geeignet macht.

Auch das optimale Matrix-zu-Analytverhiltnis muB experimentell ermittelt werden’>. Die
Matrixsubstanz wird gewOhnlich gegeniiber dem Analyten in mindestens tausendfachem

molaren UberschuB3 vorgelegt.

Einfliisse auf das Massenspektrum iiber die lonisierung liben nicht nur der pH-Wert der
Matrixsubstanz'® (in Lsung), sondern vor allem ihre thermodynamischen Eigenschaften in
der Gasphase, wie die Protonenaffinitit (PA) und die Gasphasenbasizitit (GB)’ aus.

Eine Matrixsubstanz sollte {iber ein acides Proton verfiigen, das wihrend der Desorption auf
den Analyten iibertragbar ist. Das acide Proton muf} nicht unbedingt aus einer
Carboxylgruppe stammen; nach Untersuchungen von Meffert'® werden von Hydroxy-
funktionalisierten aromatischen Carbonsduren auch die Protonen der Hydroxylgruppe auf den

Analyten tibertragen.
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Als UV-MALDI Matrices eignen sich beispielsweise aza-funktionalisierte aromatische
Carbonsduren wie z.B. 2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoesdure gut zur Analyse von
synthetischen Polymeren™. 2,6-Dihydroxyacetophenon wird als Matrix fiir fragile Peptide
und kleine Proteine eingesetzt’, wihrend sich eine Mischung aus 2,5-Dihydroxybenzoesiure
und 1-Hydroxyisochinolin in der Massenspektrometrie von Oligosacchariden Verwendung
findet”®. Fiir die Analyse von Peptiden hat sich auch die Matrix o-Cyano-4-hydroxyzimtsiure

. . 9
als geeignet erwiesen’ .

Jedoch hat sich gezeigt, dal einige Matrixsubstanzen besonders hdufig in der MALDI-
Massenspektrometrie Verwendung finden. Besonders 2,5-Dihydroxybenzoesdure darf als fast
universell einsetzbare Matrix gelten.

Fir die Lumineszenzuntersuchungen sind im Rahmen dieser Arbeit vier repréisentative
Vertreter der in der MALDI eingesetzten Substanzklassen gewihlt worden, deren

Strukturformeln in der folgenden Abbildung 4.2 dargestellt sind.

HO o
OH oH oH
JH

OCHs
1 2
HO. O
OH
[‘R
OH
o
N OH
0
HO
3 4

Abbildung 4.2: Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten MALDI-Matrices
(1: Ferulasdure; 2: Dithranol; 3: 3-Hydroxypicolinsdure; 4: 2,5-Dihydroxybenzoesdure)
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Als Vertreterin fiir Matrices mit einer ldngeren Seitenkette, mit neben dem aromatischen
System zusétzlicher m-Bindung und einer Methoxyfunktion steht 4-Methoxy-3-
hydroxyzimtsdure (Ferulasdure). Der anellierte Aromat Dithranol (1,8-Dihydroxy-9[10H]-
anthracenon) eignet sich ausgezeichnet zur Analytik unpolarer synthetischer Polymere, wenn
ein kationisierendes Agens (z.B. Silbertrifluoracetat) beigemischt ist. 3-Hydroxypicolinsdure
(3-HPA) hat wie 2,5-DHB eine Hydroxyfunktion in ortho-Stellung und steht hier als

Vertreterin flir Heteroaromaten.
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4.2 Aufbau und Beschreibung des Lin-ToF-Massenspektrometers

Das im Arbeitskreis konstruierte und gebaute lineare Flugzeit-Massenspektrometer besteht
aus einer fiir die Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization konstruierten Ilonenquelle und
einem ca. zwei Meter langen Flugrohr’®. Der schematische Aufbau kann der ganzseitigen
Abbildung 4.4 auf der ndchsten Seite entnommen werden. Die Gesamtflugstrecke der Ionen
vom Desorptionsort bis zum Detektor betrdgt 2207 mm.

Ionenquelle und Flugrohr sind iiber ein mechanisches Drehschiebeventil (6" VAT)
voneinander getrennt und werden iiber jeweils eine Turbomolekularpumpe (Fa. Balzers TPU
330 bzw. Fa. Leybold Turbovac 150) auf einen Enddruck von ca. 10 mbar evakuiert.

Die zu vermessende Probe wird auf einem Edelstahl-Probentriger auskristallisiert und nach
der Montage des Probentriagers auf der Spitze einer Schubstange durch eine Vakuumschleuse
soweit in die lonenquelle geschoben, dal3 der Triger in der Repellerelektrode einrastet.

Die Ionenquelle ist ein System auf einer -elektrisch isolierenden Keramikhalterung
(Aluminiumoxid) hintereinander angeordneter Elektroden mit einer Gesamtlinge von 144 mm

(vergl. Schemazeichnung in Abbildung 4.3).

Teflonhalterung

Schubstange

H-HV © Keramikstibe
+/- HV ®© —2 +/- PSPF Spannungspuls @
GND *© GND

Abbildung 4.3: Die lonenquelle mit Post Source Pulse Focusing — System
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Abbildung 4.4: FlieBschema zum MALDI-LinToF-Massenspektrometer
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Die Elektroden der Ionenquelle sind Edelstahlscheiben variabler Stirke von 65 mm
Durchmesser. Zur Beschleunigung positiver lonen wird an die Repellerelektrode ein positives
statisches elektrisches Potential in Hohe 20 kV bis 22 kV und an die in Flugrichtung zweite
Elektrode ein um einige hundert Volt geringeres Potential angelegt. Die zweite Elektrode ist
mit der dritten liber Kupferklammern verbriickt, so daB3 beide das gleiche elektrische Potential
aufweisen. Die vierte Elektrode wird geerdet, d.h. daB3 auf der Strecke zwischen der 3. und 4.

Elektrode die Hauptbeschleunigung der Ionen stattfindet.

Die beschleunigten Ionen trennen sich auf dem feldfreien Flugweg nach ihren Massen auf und
16sen im auf -2,3 kV bis -2,5 kV liegenden Micro Sphere Plate-Detektor (Fa. EI-Mul, 33mm
Durchmesser des MSP"") ein elektrisches Signal aus, das vom Oszilloskop (Fa. Tektronics,
TEK 540a) detektiert wird. Das Oszilloskop wird von einem Personalcomputer (GPIB-Karte)
iiber einen IEEE 488 Port mit Hilfe eines von T. Muskat” auf Basis von Labview 5.1 und

National Instruments Treibern entwickelten Programmes ausgelesen.

Die Desorption schwerfliichtiger Substanz aus der festen in die Gasphase erfolgt durch UV-
Laserbeschuf3 bei der frequenzverdreifachten Fundamentalen der Wellenlinge 355 nm, die ein
Spectra-Physics DCR 11 Nd-YAG-Laser liefert. Der Laser liefert 5-6 ns kurze Pulse mit einer

maximalen Intensitdt von 60 mJ und einer Repetitionsrate von 10 Hz.

Fir die spektralen Untersuchungen in Kapitel 5.2 ist die saubere Trennung der
frequenzverdreifachten Fundamentalen von der verdoppelten griinen Linie bei 532 nm
unerldBlich. Daher ist nach dem Verdopplerwiirfel ein aus vier Prismen bestehendes Pellim-
Broka-System installiert worden, das die Unterdriickung der 532 nm-Linie gegeniiber der 355
nm-Linie gewihrleistet. Zusétzlich durchlduft der Laserpuls noch zwei 3 mm starke UG 5

Filter der Firma Schott, die UV-transparent, aber im Sichtbaren absorbierend sind.

Da die Laserausgangsleistung fiir MALDI-Experimente zu hoch ist und bei zu weitem
Absenken der Blitzlampenspannung der Verdopplungsproze zusammenbricht, wird der
Laserpuls durch zweimaliges Umspiegeln an im Winkel von 45° zum Strahl stehenden

Suprasilfenstern abgeschwécht.

“i Die elektrische Verschaltung ist derzeit ,.grounded anode configuration® (vergl. Fa. EI-Mul, MSP operating

instructions).
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Auf diese Weise wird direkt vor dem Eintrittsfenster in die lonenquelle eine flir die

Desorption ausreichende Laserleistung zwischen 0,02 mJ und 0,2 mJ gewéhrleistet.

Der Aufbau der Ionenquelle, d.h. die Abstinde der Elektroden, ist fiir Erzeugung von
Massenspektren entwickelt und optimiert worden. Der mit urspriinglich 9 mm geringe
Abstand des Repellers von der zweiten Elektrode bedingt, dal der maximal mdgliche
Einfallswinkel des Desorptionslaserpulses rund 12,5° relativ zur Oberflichennormalen des
Probentriagers betrdgt. Der Desorptionslaserstrahl wird mit einer plankonvexen Linse der

Brennweite 100 mm auf den Probentrager fokussiert.

Zur Verbesserung der Massenauflosung, d.h. zur Korrektur von durch die endliche Dauer des
Desorptionsprozesses entstehenden Flugzeitfehlern, ist die Ionenquelle des Lin-ToF-MS
durch ein Post Source Pulse Focusing-System (PSPF) aus elf Elektroden erweitert worden.
Diese elf PSPF-Elektroden sind untereinander iiber 1,5 kQ-Arbeitswiderstinde verbunden, die
zusammen mit parallel zu den Widerstdnden geschalteten Kondensatoren (C=33pF)
gewihrleisten, dal die elektrische Feldstirke des PSPF-Feldes nahezu linear iiber die
Elektroden abfillt. Der Gesamtwiderstand iiber die PSPF-Elektroden betréigt also 15 k€Q.

+5V +HV in
L") T
. Behlke 51-06
TTL || S Z \
";'"i
i
1 <
—— <
GND wMe [] 2000 PSPF |

Abbildung 4.5: Schaltbild fiir das Pulsen der PSPF-Spannung mit Hilfe eines Behlke HTS 51-

06 Hochspannungsschalters
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Das PSPF wird erst dann von einem schnellen elektronischen Transistorschalter (Fa. Behlke,
HTS 51-06) eingeschaltet, wenn sich die hochauflosend nachzuweisenden Ionen innerhalb der
PSPF-Strecke befinden. Diese lonen erfahren eine ortsabhdngige Nachbeschleunigung, die
bessere Massenauflosung bewirkt'®’ (vergl. Kapitel 4.2.1).

Der Behlke-Pulser HTS 51-06 ist in der Lage, innerhalb von 4 Nanosekunden 5000V zu
schalten.

Startpunkt jedes MALDI-Experiments bildet der Desorptionslaserschufl. Eine Photodiode
registriert das griine 532 nm-Streulicht vor dem Pellin-Broka und triggert das digitale
Speicheroszilloskop. Das Oszilloskop verfligt iiber einen triggerinvertierenden ,smain trigger
TTL*“-Ausgang ohne wesentliche Zeitverzogerung, der den invertierten Trigger an einen
Stanford Research delay-Generator (Modell DG 535) {ibergibt. Werden hochaufgeldste
Massenspektren aquiriert, mufl der Trigger zeitverzogert zum Desorptionspuls an den
Behlkeschalter iibergeben werden, damit dieser mit der optimalen Zeitverzogerung das PSPF-
Feld schalten kann. Der delay-Generator hilt in einem typischen Experiment den Triggerpuls
fiir 100 us aufrecht. In dieser Zeitspanne haben die zu untersuchenden lonen zumeist den
Detektor erreicht, und das Einzelexperiment ist abgeschlossen. Das PSPF-Feld klingt im
Anschlul nach einer Exponentialfunktion frei innerhalb einiger hundert Microsekunden ab

und ist vor dem Beginn des néchsten Einzelexperimentes null.

4.2.1 Verbesserung der Massenauflosung mit dem PSPF-System

Mit dem Ziel, auch in einem linearen Flugzeitmassenspektrometer hochaufgeloste
Massenspektren zu aquirieren, ist in dieser Arbeitsgruppe’ 1993 das Post Source Pulse
Focusing-System entwickelt und realisiert worden (vergl. Abbildung 4.3).

An das zweistufige Beschleunigungsfeld mit einer Gesamtldnge von 29,5 mm schliet sich
das mit elf Elektroden aufgebaute PSPF-System mit einer Lédnge von 102 mm an.

Mit Hilfe des Behlke-Schalters wird dann an die PSPF-Elektroden eine Spannung angelegt,
wenn die besser aufzulosende Ionenwolke sich innerhalb der PSPF-Flugstrecke befindet.

Das E-Feld baut sich innerhalb weniger Nanosekunden auf, und die im Feld befindlichen
Ionen erfahren in Abhéngigkeit ihrer Position im Feld eine Nachbeschleunigung. Da die
PSPF-Spannung innerhalb der Korrekturstrecke homogen abfillt, durchlaufen nach dem

Einschalten des Pulses die schnelleren Ionen, die bereits einen groBeren Teil der PSPF-
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Strecke durchflogen haben, eine geringere Spannungsdifferenz als langsame Ionen, die noch
nicht weit in die PSPF-Strecke eingedrungen sind. Langsame Ionen werden daher starker
beschleunigt als schnellere Ionen. Wenn die PSPF-Spannung zum richtigen Zeitpunkt
eingeschaltet wird und der Spannungspuls die notwendige Hohe hat, 1dBt es sich erreichen,
dal3 die vormals langsameren Ionen die schnelleren bis zum Detektor wieder eingeholt haben.

Mit dieser Technik konnen Geschwindigkeitsfehler, die aus unterschiedlichen
Startgeschwindigkeiten bei der Desorption resultieren, und auch Zeitfehler korrigiert werden,
die aus verschiedenen Startzeiten, lonenbildungszeiten und der endlichen Dauer des

Laserpulses entstehen (vergl. Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Wirkungsweise der PSPF-Technik bei der Korrektur von Flugzeitfehlern

Der Unterschied zur Auflosungsverbesserung mit Hilfe eines lonenreflektrons besteht darin,
dal im PSPF-Feld die Ionen eine ,,aktive* Energiekorrektur erfahren, wéihrend die kinetische

Energie der Ionen im feldfreien Raum vor dem Reflektron dieselbe ist, die sie nach dem
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Passieren des Reflektron-Feldes haben. Die Korrektur im Reflektron geschieht iiber
verschiedene Trajektorien im Feld, welche zu unterschiedlichen Verweildauern fiihren.

Ein groBer Vorteil bei der Korrektur mit Hilfe dynamischer Felder gegeniiber der mit
statischen besteht in der Moglichkeit, Zeitfehler zu kompensieren. Aus diesem Grund eignet
sich das PSPF-System besonders dann, wenn von vornherein bekannt ist, dal die
Ionengenerierung sich zeitlich {iber einen weiten Bereich erstreckt, beispielsweise bei der IR-

MALDI",

Der Einsatz der PSPF-Technik wird durch die Lédnge der Elektrodenanordnungen
eingeschriankt. Denn es konnen nur jene Verteilungen von Ionen korrigiert werden, die sich
zum Einschaltzeitpunkt der Spannung innerhalb der PSPF-Strecke befinden. Ionen, die beim
Einschalten bereits den PSPF-Bereich passiert haben (z.B. die leichten, schnellen
Matrixionen), fliegen unbeeinflulit weiter, wihrend Nachziigler durch das aufgebaute Feld,
das dann als Bremsfeld wirkt, verzogert werden. Das bedeutet bei der Detektion der

Nachziigler eine deutliche Auflosungsverschlechterung.

Die PSPF-Elektroden miissen sich mdglichst dicht an die 0 V-Elektrode anschlieen, weil die
Korrektur iiber die Wegunterschiede bis zum Einschaltpunkt erfolgt. Je weiter die PSPF-
Strecke von der lonenquelle entfernt ist, desto besser sind Ionen unterschiedlicher Massen
bereits aufgetrennt. Ein weit von der Ionenquelle entfernt installiertes gepulstes Feld macht
also diesen gewiinschten Trenneffekt infolge Nachbeschleunigung wieder zunichte. Das heif3t,
Signale unterschiedlicher Massen riickten bis zur Detektion zeitlich zusammen (At=tpy-tm;
wiirde kleiner). Dariiber hinaus verkleinerte sich der fokussierbare Massenbereich mit dem

Abstand, was ebenfalls ein unerwiinschter Effekt ist.

Zur Optimierung aller in die Verbesserung der Massenauflosung eingehenden Parameter, wie
der Abstinde der Elektroden, der HOhe der Potentiale und dem Zeitintervall bis zum
Einschalten des Pulsers, ist eine rechnerische iterative Vorgehensweise notwendig, um die
Mannigfaltigkeit der Variablen durchzustimmen. Zu diesem Zweck ist von Bonisch'”' ein

Rechner-gestiitztes Programm entwickelt worden.

Yl Der typische IR-MALDI Laser ist der CO,-Laser. Er zeigt einen ziemlich breiten, intensiven Laserpuls von

meist iiber 100ns Lange, der von einem tail von mehreren Microsekunden Dauer gefolgt wird.
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Eine Beschreibung der Wirkungsweise des PSPF-Feldes aus den zugrunde liegenden
kinematischen und elektrostatischen physikalischen Gleichungen findet sich bei Ioanoviciu' .

Fiir Flugzeitmassenspektrometer mit statischen elektrischen Feldern existiert ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Quadrat des Masse zu Ladungsverhiltnisses (m/z)* und der
Flugzeit (vergl. auch Kapitel 2.3.1). Die lineare Abhdngigkeit wird durch die Anordnung der
Felder nicht beriihrt, und sie gilt auch bei Verwendung eines Reflektrons. Die Massen-
kalibrierung erfolgt mit zwei oder drei Substanzen bekannter Masse, d.h. sie basiert auf zwei

bis drei Stiitzpunkten.

Bei der Anwendung zeitlich veridnderlicher Felder, wie bei der PSPF-Methode, gilt dieser
einfache Zusammenhang nicht mehr, weil Ionen verschiedener Massen unterschiedlich stark
nachbeschleunigt werden.

Der Abhingigkeit der Flugzeit von der Masse 148t sich aber durch folgendes, aus einer

Taylorreihe abgeleitetes Polynom annédhern:

1 1 3
t(m)y=cy+cy-m*+c,-m? +cy-m* [4.1]

Fiir die Massenkalibrierung miissen die Parameter co bis c3 bestimmt werden. Daher sind
mindestens vier Kalibrierpunkte notwendig. Um Auswirkungen von Kalibrierungsfehlern zu
unterdriicken, ist es sinnvoll, deutlich mehr als vier Stiitzpunkte zu verwenden und sie
moglichst gleichméBig tiber den durch das PSPF-Feld fokussierten Bereich zu verteilen.

Die Bestimmung der Parameter ¢y bis c; der Kalibrierfunktion durch Optimierung iiber die
Methode der kleinsten Fehlerquadrate iibernimmt ein Computerprogramm.

Als Kalibrierungssubstanzen sind Kationenaddukte von Polymeren gut geeignet, weil sie eine

ganze Reihe dquidistanter Signale liefern.

Aus den oben dargelegten Griinden erfordert jede Anderung der Geriteparameter wie der
Beschleunigungsspannung oder des delay des PSPF-Pulses eine neue Massenkalibrierung,
was flir Routineanalytik unpraktisch ist. Die Verwendung eines PSPF-Systems sollte daher
sinnvoll mit einem Probetriager verkniipft werden, der durch zweidimensionale Verschiebung
die Moglichkeit bietet, von mehreren Desorptionsorten zu desorbieren, ohne den Probetréger

zu wechseln.
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So konnten abwechselnd die zu analysierende Substanz und die Kalibrierungsmischung
desorbiert werden. Auf diese Weise lieBe sich bei jeder Anderung der Geriteparameter rasch
eine Massenkalibrierung durchfiihren.

Die Einstellung der PSPF-Spannung und ihres delay stellen einen Kompromifl zwischen der
Korrektur der Orts-, Zeit- und Geschwindigkeitsverteilungen dar. In Bezug auf die Orts-,
genauso wie auf die Zeitverteilung der Ionen gilt, daB sich die Auflosung des
Massenspektrometers  bei  konstanter ~PSPF-Spannung mit der Erhohung der
Hauptbeschleunigungsspannung erhoht, wihrend die Geschwindigkeitsverteilung diesem
Trend entgegenliuft'®.

Die Kombination dieser drei Verteilungsfunktionen fiihrt zu dem Ergebnis, daB3 bei
zweistufigem Abzugsfeld die Spannungsdifferenz zwischen Repeller und erster Beschleu-
nigungselektrode bei etwa 200 V liegen sollte. Die PSPF-Korrekturspannung liegt in der
GroBenordnung von 2,3 kV.

Ioanoviciu schldgt fiir die Kalibrierung von durch gepulste Felder auflosungsverbesserten
Massenspektren eine andere Gleichung vor, die ebenfalls auf der Bestimmung mehrerer
Kalibrierungsfaktoren beruht. In der folgenden Gleichung sind mindestens fiinf Stiitzpunkte

zur Umrechnung der Ionenflugzeit in Masseninformationen notwendig:

as ay
t=ag+a; m-|| 1--2 |-y +—4 [4.2]
i 0 1 ( \/E) 3

Der mathematische Vergleich beider Kalibrierungsfunktionen auf der Basis realer Daten
(Polystyrol-Oligomere zwischen m/z = 1100 und m/z = 1800) zeigt, dal die beiden
Gleichungen nicht zu einem identischen Ergebnis fiihren. Aus der Gleichung [4.2] werden im
Massenbereich zwischen m/z = 1250 und m/z = 1400 relativ zur Gleichung [4.1] bis zu 20 ns
zu niedrige Flugzeiten errechnet (Fehler bei m/z = 1206 ist 5-10™). Fiir Ionen oberhalb
m/z = 1400 bis m/z = 1750 werden mit der Gleichung [4.2] um den gleichen Betrag hohere
Flugzeiten ermittelt, als mit Gleichung [4.1] (Fehler bei m/z = 1831 ist 4-10).
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4.3 Beschreibung der zur Spektroskopie am Desorptionsprozef3

verwendeten Gerite

4.3.1 LIF(t)-Experimente

4.3.1.1 Detektionssysteme

Fiir die integrale Erfassung der Lumineszenz in Abhéngigkeit von der Zeit wird ein ungepulst
betriebener Photomultiplier vom Typ Hamamatsu R928 mit 10 Dynoden verwendet, der vom
ultravioletten Bereich des elektromagnetischen Spektrums bis in den roten Bereich eingesetzt

werden kann (185 nm - 900 nm).
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Abbildung 4.7: Hochverstirkende Schaltung des Photomultipliers mit 9 aktiven Dynoden

Die Potentiale zwischen den Dynoden werden iiber einen Spannungsteiler aus zehn in Reihe
geschalteten Widerstanden von 22 kQ erzeugt. Der Gesamtwiderstand des PMT betrégt also
220 k€. Um die Dynodenpotentiale wihrend der Verstirkung eines Lichtpulses auf
konstantem Potential zu halten und hohe Strome am Ende der Verstirkungskaskade
abzupuffern, werden zwischen den drei letzten Dynoden Kondensatoren mit je einer Kapazitit

von 0,01 uF parallel zu den Widerstdnden gelotet.
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Die Durchgangszeit flir ein Signal (Deltafunktion) ist eine Exponentialfunktion der
angelegten Spannung. Sie betrdgt bei — 1000 V Photokathodenspannung 22 ns mit einem jitter
von 1,2 ns.

Auf die ,richtige  Signalwiedergabe und  -vervielfachung mufl bei den
Lumineszenzexperimenten besonderer Augenmerk gelegt werden, wenn die Signale sofort
mit Beginn des Laserschusses einsetzen und in dazu vergleichbar kurzer Zeit wieder

abnehmen.

Bei den in Kapitel 5.2 durchgefiihrten Experimenten werden zum Teil sehr viel geringere
Kathodenspannungen verwendet, weil ab einem Schwellenwert Reflexionen des Mefsignals
erfolgen. Das Phdanomen macht sich im I(t)-Spektrum durch einen zweiten Peak nach dem
eigentlichen MeBsignal bemerkbar, der ein vom Versuch selber unabhéngiges delay von ca.
180 ns aufweist.

Dieser Effekt kann einerseits durch den Impedanzunterschied zwischen PMT (220 k€) und
Oszilloskop-Eingang (50 ), oder andererseits in der Photomultiplierrohre selbst durch zu
hohe Elektronendichten innerhalb des PMT, also an der Photokathode bzw. an den Dynoden

hervorgerufen werden.

Der Impedanzunterschied zwischen PMT-Ausgang und dem Oszilloskop-Eingang 148t sich
verringern, indem ein Verstdrker zwischengeschaltet wird. Neben der Impedanzanpassung
durch die Nutzung seines 500 Q-Eingangs, verbessert der Stanford Research-Verstirker
(Modell SR 445) das Signal-Rausch-Verhiltnis und bietet die Moglichkeit, sehr schwache
Signale zu verstérken.

Der Einsatz des Verstdrkers verringert zwar das Phdnomen der Signalreflexion, behebt es aber
nicht vollig. Das ldBt darauf schlieen, dal das Problem innerhalb der Photomultiplier-Tube
selbst liegt.

Weitere Versuche, den PMT kapazitiv durch Anderung von Kapazitit und Anzahl der
Kondensatoren und impedanzméBig durch Wahl unterschiedlich groer Widerstinde bei der
Spannungsteilung an den Dynoden fiir die LIF-Experimente zu modifizieren, haben keinen

Erfolg gezeigt.
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Bei solchen Modifizierungen mufl auch beriicksichtigt bleiben, da ein hochohmiger
Photomultiplier Signale stets langsamer verarbeitet als ein niederohmiger und daher die
Signalvervielfachung beeinflu3t wird.

Am 1MQ-Eingang des Oszilloskops kann das LIF-Signal nicht gemessen werden, weil
schnelle Spannungsdnderungen im Nanosekundenbereich dann nicht korrekt widergegeben
werden.

Zur Unterdriickung der Streulicht-Laserlinie gegeniiber der Lumineszenz sind Versuche mit
gepulsten Photomultipliern durchgefiihrt worden. Dabei stehen apparativ grundsétzlich

mehrere Alternativen zur Verfligung:

1. Pulsen der gesamten PMT-Spannung an den Dynoden mit Hilfe eines schnellen
elektronischen Schalters (Fa. Behlke, Frankfurt)

2. Pulsen der letzten zwei bis drei Dynoden, an welchen der Dynodenstrom bereits
relativ groB geworden ist (nach De Marco und Penco)'”

3. Pulsen der Photokathode (nach De Martini und Wacks)'®*

Das Pulsen der negativen Gesamtspannung am PMT fiihrt aufgrund der hohen zu schaltenden
Spannungen (-1000 V) infolge kapazitiver Ladungs- und Umladungseffekte, sowie auch
infolge des erzeugten elektromagnetischen Impulses auf die Leitungen, zu erheblichen
Signalstérungen und ist daher nicht sinnvoll, weil sich die Spektren nicht mehr auswerten

lassen.

Auch beim Pulsen der letzten Dynoden entstehen durch Umladungseffekte unerwiinschte
Signalstorungen, und das Signal-Rausch-Verhdltnis verschlechtert sich drastisch — sehr

wahrscheinlich durch bereits vervielfachte Elektronen, die Raumladungen erzeugen.

Die dritte Methode hat den Vorteil, da3 es nicht ndtig wird, Spannungen im Kilovoltbereich
zu schalten. Intention ist es, dafl ein relativ kleines negatives elektrisches Potential durch die
Laserlichtstreuung unvermeidbar erzeugte Photoelektronen daran hindert, die erste Dynode zu
erreichen, d.h. daf} die Potentialdifferenz zwischen der Kathode und der ersten Dynode von
Elektronen nicht iiberwunden werden kann. Wird nach Ende des Laserpulses die
Photokathode durch einen positiven elektrischen Rechteckpuls (ca. 50 V - 150 V, je nach
Verschaltung und Anzahl der Dynoden) fiir Elektronen durchldssig, kann zumindest in dieser

Hinsicht die Vervielfachung ohne storende Einfliisse erfolgen. Allerdings ist die erreichte
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Unterdriickung des Laserstreulichts um den Faktor 10 zu gering, um relativ dazu das

Lumineszenzlicht zu detektieren. Zudem wird auch in diesem Fall das MeBsignal gestort.

In der neueren Literatur wird darauf hingewiesen, dal} trotz einer Dampfung gestreuter
Laserphotonen um den Faktor 10° gegeniiber LIF-Photonen das Pulsen der Photokathode
problematisch ist, weil moglicherweise durch Ionisation von Restgas im PMT selbst Signal

erzeugt werden kann'®.

Zusammenfassend 4Bt sich also folgern, daB sich mit gepulsten Photovervielfacher-
schaltungen das Laserlicht gegeniiber dem viel schwécheren Lumineszenzlicht nicht
ausreichend unterdriicken 1aft. Ein weiterer Nachteil einer hochverstiarkten Verschaltung mit
10 Dynoden sind die relativ hohe Ansprech- und Signaldurchgangszeit. Zur Separierung von
im Nanosekundenbereich fast zeitgleichen Lichtereignissen miissen also sowohl die
Ansprech- als auch die Signaldurchgangszeit verringert werden.

Diese Forderungen an das Photomultiplier-Detektionssystem lassen sich dadurch realisieren,
daf anstelle aller Dynoden nur wenige zur Vervielfachung des Signals genutzt werden. Diese
Vorgehensweise zieht natiirlich einen iiber die Zahl der geerdeten Dynoden exponentiell
sinkenden Verstiarkungsfaktor nach sich. Die hohe Verstarkung wird also zugunsten hoherer
Detektionsgeschwindigkeit ~ aufgegeben, = was  dann  sinnvoll ist, wenn  die

Lumineszenzintensitét ausreicht, um auswertbare Signale zu erzeugen.
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Abbildung 4.8: Schnelle Photomultiplierschaltung mit 300ps Anstiegszeit und sechster
Dynode als Anode
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Eine an Dasch'” angelehnte schnelle Photovervielfacherschaltung wird in Abbildung 4.8
dargestellt. Diese schnelle Photovervielfacherschaltung mit 5 aktiven Dynoden und der
sechsten Dynode als Anode gewihrleistet eine Anstiegszeit von 300 ps (vergl. Dasch). Der

Verstarkungsfaktor diirfte mit dieser Verschaltung auf etwa 10° bis 10" gesunken sein.

Ziel der dargestellten Versuche ist es, neben dem dominierenden ultravioletten
Laserstreulichtanteil kleine Intensititen an durch Lumineszenz erzeugten Photonen zu
detektieren. Da Lumineszenz im Vergleich zur Anregungswellenldnge weit rotverschoben zu
erwarten ist, sollte es hilfreich sein, durch geeignete UV-absorbierende Filtersysteme den

Laserstreulichtanteil zu reduzieren.

Um den Photomultiplier nicht durch gestreutes Laserlicht zu {iberséttigen, wird in den meisten
Experimenten in Kapitel 5.2 die Protokathode mit Schott UV-Filtern vom Typ GG385
geschiitzt, die unterhalb 400 nm stark absorbierend und oberhalb 400 nm durchléssig sind.
Ein 1 mm starker GG385-Filter hat bei der verwendeten Laserwellenlinge von 355 nm eine
Transmission T = 0,02. Das im Katalog der Firma Schott enthaltene Computer-Programm

Filter97 errechnet fiir 7 mm GG385-Filter eine Transmission << 107.

4.3.1.2 Versuchsaufbau

4.3.1.2.1 Untersuchungen zur Zeitdomine der die Desorption

begleitenden Lumineszenz mit Photomultipiern

Die Lichtereignisse wihrend des Desorptionsprozesses werden senkrecht zum einfallenden
Desorptionslaserstrahl und senkrecht zur Flugrichtung der Ionen spektroskopiert. Weil die
Experimente im vollstidndig funktionstiichtig bleibenden Massenspektrometer erfolgen, lassen
sich die Untersuchungen nur durch das obenliegende Suprasilfenster der Ionenquelle
durchfithren. Die Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization geschieht unter in der
Massenspektrometrie iiblichen Hochvakuumbedingungen. Aus diesen Rahmenbedingungen
folgt, daB zur integralen Erfassung aller Lichtereignisse wihrend der Desorption der
Photomultiplier auf dem obenliegenden ,,Top-Fenster der Ionenquelle positioniert werden

muf}; damit betrdgt die minimale Entfernung des PMT vom Desorptionsort 81 mm
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(Durchmesser der Ionenquelle 150 mm, Hohe des Fensterflansches 6 mm). Die Abbildung 4.9

zeigt schematisch den Versuchsaufbau.
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Abbildung 4.9: Schematische Seitenansicht des experimentellen Versuchsaufbaus zur

Ermittlung der Zeitdomdne der Lumineszenz

Zur Vermeidung von Ubersittigung der Photokathode durch gestreutes Laserlicht kann die
Kathode durch mehrere Millimeter starke UV-Filter (Schott GG385) geschiitzt werden, die
oberhalb 400 nm > 99% Transmission aufweisen, aber bei 355 nm stark absorbierend sind

(T355nm~ 1%, bei 1 mm Filterstirke).
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4.3.1.2.2  Spektral aufgeloste Untersuchungen zur Zeitdomine der

Lumineszenz mit Photomultipliern als Detektoren

Mit Hilfe eines Ubergangsflansches kénnen sowohl der hochverstirkte als auch der schnelle
Photomultiplier als Detektor am Monochromator installiert werden. Dieser Versuchsaufbau
bietet die Mdoglichkeit, die Lumineszenzlebensdauern in Abhingigkeit der Wellenldnge zu
messen und Riickschliisse auf die Licht emittierenden Spezies zu ziehen, wenn die Intensitét

des gesammelten Lumineszenzlichtes nach der spektralen Auftrennung ausreichend ist.

4.3.2 Spektral aufgeloste Untersuchungen der Laser-induzierten

Fluoreszenz wihrend der MALDI-Desorption

Zur spektralen Auftrennung des Lumineszenzlichts wihrend des Desorptionsprozesses wird
ein 0,275 m - Monochromator der Firma Spectroscopy & Instruments (S&I) verwendet, der
mit einem computergesteuerten Gitterhalter (dem sog. furret) fiir maximal drei optische Gitter
der GroBe 68 mm*68 mm oder 68 mm*84 mm ausgestattet ist. Die Konstruktion des
Spektrometers ist vom Typ Czerny-Turner'”’.

Die in den Experimenten verwendeten Gitter sind von der Gréfle 68 mm * 68 mm und das
Gitter #1 verfiigt iber 600 Linien/mm (500 nm blaze), wihrend das zweite installierte Gitter
2400 Linien/mm (240 nm blaze) aufweist. Gitter 1 iliberdeckt in seiner Focalebene nominal ca.
143 nm, Gitter #2 ca. 35 nm.

Der Motor des Gitterhalters wird {iber einen Spectra Pro Scan Controller angesteuert und die

Gitterposition iiber eine RS 232 Schnittstelle ausgelesen.
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Abbildung 4.10: Fliesschema des Versuchsaufbaus zur spektralen Aufbereitung des

Lumineszenzlichts

Als Detektor dient eine Fliissigstickstoff-gekiihlte Charge Coupled Device (LN-CCD)
Camera, deren optisch sensitiver Detektorchip (Typ EEV-15) 256 mal 1024 Pixel der GroB3e

27um*27um aufweist. Thr nutzbarer Spektralbereich liegt zwischen 250 nm und 1080 nm

(UV coating). Die wirksame Flache des EEV-15 Chips betrdgt 6,9 mm mal 27,6 mm.

Der Detektor wird mit der langen Seite horizontal am Ausgangsspalt des Spektrometers

installiert, so daB sich das Spektrum iiber seine Lingsachse aufspannt.
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Die Steuerung und das Auslesen des CCD-Chips erfolgt iiber den ST138 Detektor Controller
(S&I) mit einer maximalen Auslesetiefe von 18 bit/pixel (16 bit maximale A/D Wandlung)
und der internen Taktfrequenz von 150 kHz. Minimale Belichtungszeit (exposure time) des
Chips im full frame-Modus, bei dem jedes einzelne Pixel separat ausgelesen wird, ist 5 ms.

Das digitalisierte Mef3signal wird an einen Personalcomputer iibergeben und mit der Winspec
Spektroskopie Software der Firma Princeton Instruments bearbeitet, die auch die

Gesamtsteuerung der fiir das LIF(A)-Experiment bendtigten Geréte iibernimmt.

Der ST 138 Detektor Controller wird fiir auf den Desorptionslaserschull synchronisierte
Experimente durch der Q-Switch Sync-Ausgang des Lasers getriggert. Der Controller regelt
auch die Betriebstemperatur des photoaktiven CCD-Chips (-100°C). Fiir zum Laserpuls
zeitlich verzogerte Untersuchungen steht der Stanford Research Delaygenerator (Modell
SR445) zur Verfligung. Mit dem synchronisierenden TTL Puls des Lasers startet die
Belichtungs- und Auslese-Prozedur. Weil der Monochromator mit einem mechanisch
angetriebenen und elektronisch ansteuerbaren VerschluBmechanismus (shutter)™ ausgestattet
ist, mull er rechtzeitig zu Beginn des Experiments gedffnet sein. Der shutter ist aufgrund
seines elektromechanischen Antriebes relativ zur MeBprozedur langsam. Er offnet oder
schief3t vollstdndig in 26,75 ms. Die Steuersoftware erlaubt es, fiir synchronisierte Messungen

den shutter vor dem Start des Experimentes zu 6fthen (preopen-Option).

Fir die beabsichtigten spektralen Experimente ist es nicht sinnvoll, die Gesamtfliche des
CCD-Chips zur Detektion zu nutzen, weil durch die dann erzeugte grole Datenmenge die
Auslese- und Verarbeitungsgeschwindigkeiten drastisch sinken. Durch die binning-Routine,
d.h. durch die Software gesteuertes zeilen- oder blockweises Auslesen, kann der CCD-Chip
als Zeilenarray betrieben werden, was fiir die spektralen Informationen zumeist vollig
ausreichend ist. So werden im experimentellen Teil der Arbeit nur eine, zehn oder hundert

Zeilen in der horizontalen Breite des Chips genutzt.

Da der Monochromator aus konstruktiven Griinden nicht direkt an ein Fenster in der

Ionenquelle angeflanscht und ebenfalls nicht iiber einfaches ein abbildendes Linsensystem mit

X Der shutter kann, wenn das fiir zeitaufgeldste Experimente erforderlich ist, vom Experimentator ausgebaut
werden. Die CCD-Steuersoftware gestattet es, dem MefBsignal vor- oder nachgelagerte unerwiinschte Signale zu

verwerfen.
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der zu untersuchenden Lichtquelle verbunden werden kann, ist im Rahmen dieser Arbeit eine
auf einem Lichtwellenleiter (LWL) basierende Ubertragung des MeBsignals entwickelt
worden.

Zur Sammlung des Lumineszenzlichtes eignet sich allein das obenliegende Fenster der
Ionenquelle, weil orthogonal zur Oberfliche des Probentégers die Ionen das Massensignal
erzeugen und in zum Desorptionslaserpuls entgegensetzter Orientierung durch den
Photomultiplier sehr viel Rayleigh-Streulicht aufgefangen wiirde. Deshalb ist eine
zweidimensional verschiebbare einfache Durchfithrung fiir den Lichtwellenleiter vom
Umgebungsdruck auBlerhalb der Ionenquelle in das Hochvakuum des Massenspektrometers
entwickelt worden. Die Sammlung des Lumineszenzlichts mit dem Glasfaserkabel erfolgt so,
dal es an der Repellerelektrode anliegt. Auf diese Weise kann die Festkdrperlumineszenz
genauso wie die Gasphasenfluoreszenz unter dem Einkoppelwinkel ® = 12,7° detektiert
werden. Alternativ ist eine um 6° in Flugrichtung der Ionen geneigte Vakuumdurchfiihrung
gebaut worden, mit der unter diesem maximal realisierbaren Winkel relativ zur
Probenoberfliche das Lumineszenzlicht in der ,, Aufsicht” eingekoppelt werden soll. Beide

Vakuumdurchfiihrungen konnen im Anhang unter Kapitel 7.1 eingesehen werden.

Mit Hilfe dieser vakuumdichten Durchfiihrung kann das Sammelende des Glasfaserkabels
sehr nahe am Desorptionsort positioniert werden. Zudem gestattet die Verschiebbarkeit des
LWL in Flugrichtung der lonen, etwaige Gasphasenlumineszenz abhingig vom Ort ihrer

Entstehung zu detektieren.

Das Kernmaterial (core) des 1,5 m langen Glasfaserkabels (Firma Ceram Optec, Bonn)
besteht aus auch im ultravioletten Bereich des Spektrums transparentem fused silica
(Siliziumdioxid, Handelsname Optran UV) mit einem Durchmesser von 1250 um und ist an
beiden Enden optisch plan poliert”. Die numerische Apertur (numerical aperture, NA) des
Kernmaterials betriagt 0.22, der Brechungsindex ist stufenformig (step index profile).

Die numerische Apertur ist eine fiir das Sammelvermdgen des LWL besonders wichtige

Grofle. Sie gibt den Akzeptanzwinkel des Glasfaserkabels fiir die erfolgreiche Einkopplung

* Der groBe Durchmesser des LWL bedingt, da die Lichtwellen im Leiter mehrfach gebrochen werden. Die
Fiihrung der Moden erfolgt daher multimodal und das Glasfaserkabel hat aufgrund dieser ,,Vermischung® der
Wellen keine ortsabbildenden Eigenschaften. Ortsabbildung 148t sich mit vielen diinnen Monomodenfasern

erreichen, indem sie zu einem Faserbiindel zusammengefaf3t werden.
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von Licht in das Kernmaterial an. Oberhalb des NA-Wertes wird die Lichtwelle entweder
totalreflektiert oder durch Mehrfachbrechung an Ubergingen des Brechungsindex (d.h.
zwischen core und cladding™ zu Nullintensitit abgeschwicht. Der Akzeptanzwinkel © relativ
zur Kernnormalen ergibt sich aus dem inversen Sinus der NA und betrdgt also 12,71°. Alle
innerhalb 12,71° zur Kernnormalen auftreffenden Lichtwellen werden als gefiihrte Moden
durch den Lichtwellenleiter transportiert.

Dieselben Uberlegungen gelten auch fiir das Austreten der gefiihrten Moden aus dem LWL,
d.h. fiir die Signalauskopplung. Die aus dem Glasfaserkabel austretenden stark divergenten
Lichtwellen werden genau dann durch einen Achromaten (plankonvex, unterhalb 380 nm
wenig UV durchldssig) mit £ = 20 mm und d = 10 mm parallelisiert, wenn sich die Oberfldche
des LWL im Brennpunkt der Linse befindet. Auf diese Weise wird das parallelisierte
Lumineszenzlicht unter Ausleuchtung des gesamten Eintrittsspalts in den Monochromator
iberfiihrt.

Die Kalibrierung beider Spektrometergitter erfolgt mit Hilfe des Spektrums einer
Quecksilberdampflampe. Das Winspec-Programm errechnet nach sorgfaltiger Kalibrierung
die maximale Auflosung des Monochromators mit dem Gitter #1 zu 0,12 nm (fokale Linge

281.4 mm) und mit dem Gitter #2 zu 0,03 nm.

* Beschichtung zwischen Kernmaterial und Schutzmantel mit im Vergleich zum Kern unterschiedlichem

Brechungsindex.
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4.4 Photographische Abbildung der Lumineszenz

Fir ortsaufgeloste Untersuchungen der Lumineszenzphinomene am UV-MALDI-

Desorptionsprozef3 stehen eine abbildende Linsenoptik und eine CCD-Camera zur Verfligung.

Die photographischen Untersuchungen sind von auflerhalb des Hochvakuums mit Hilfe eines
sog. Tachonar-Objektivs mit einer Brennweite von 75 mm durchgefiihrt worden. Das
Objektiv der Firma Astro (Berlin) zeichnet sich durch besonders hohe Lichtstirke aus
(Lichtstdrke 1:1).

Die Bildgebung erfolgt mit einer thermoelektrisch-gekiihlten (-10°C max.) TE-CCD-Camera
der Firma Princeton Instruments (PI), deren 25,9 x 6,7 mm” grofie aktive Oberfliche aus 22,5
x 22,5 um” groBen Pixeln (1152 x 298 Pixel) zusammengesetzt ist.

Die CCD-Steuerung und den Datentransfer zu einem Computer geschehen iiber einen PI-
Controller vom Typ ST-138 mit Hilfe der Winspec Software.

Uber die Software l4Bt sich auch der vor der Camera befindliche mechanische Shutter steuern.

Das Lichtereignis befindet sich objektseitig in einer Entfernung von minimal 81 mm. Wenn
die CCD-Camera am Ende eines Tubus der Lange 145 mm angebracht wird, resultiert ein

VergroBerungsfaktor von 1,6 (vergl. Abbildung 4.11).

Die photographische Optik wird senkrecht zum Desorptionsjet und zum einfallenden
Laserstrahl oberhalb der lonenquelle mit Hilfe eines verschiebbaren Schlittens an einer

senkrecht aufgebauten optischen Schiene (Spindler&Hoyer FLS95) installiert.

Um den photoaktiven CCD-Chip der Camera vor Ubersittigung zu schiitzen und um
ultraviolettes Laserstreulicht von sichtbarem Lumineszenzlicht zu trennen, werden oberhalb

des obenliegenden Ionenquellenfensters 6 mm UV-Filter der Firma Schott positioniert.
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Abbildung 4.11: Versuchsaufbau zur photographischen Abbildung der Lumineszenz
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5 Ergebnisse der Untersuchung des MALDI —

Desorptionsprozesses

5.1 Postionisationsexperimente in der Desorptionswolke

Wie bereits im Kapitel 3 zum Thema der Vorstellungen zum Ablauf der Desorption und der
Ionengenerierung in der UV-MALDI-Massenspektrometrie erldutert worden ist, expandieren
in der Desorptionswolke eine ganze Reihe unterschiedlicher Spezies. Durch das elektrische
Feld werden die primdren und sekundiren Ionen durch die in hohem Uberschu8 priisenten
neutralen Matrixmolekiile hindurch beschleunigt.

Gerade diese Neutralen sind von besonderem Interesse bei der Ermittlung der durch den
Desorptionslaserpuls  erzeugten Initialgeschwindigkeit der  Teilchen Thre  Start-
geschwindigkeiten lassen sich durch Postionisationsexperimente mit einem zweiten Laserpuls
bestimmen (vergl. Abbildung 4.1).

Mit Hilfe solcher Experimente werden Informationen dariiber gewonnen, ob die desorbierten

Matrixionen eine andere Geschwindigkeitsverteilung als neutrale Matrixmolekiile aufweisen.

Wenn der zeitliche Abstand der beiden Laserpulse variiert und der lonisierungsort konstant
gehalten wird, folgt unmittelbar aus dem FEinsetzen der Neutralenproduktion und ihrem
Ausbleiben die Geschwindigkeitsverteilung von durch den Desorptionslaserpuls generierten
Neutralen. Wenn aus diesem Experiment direkt die Geschwindigkeitsverteilung neutraler
Matrixmolekiile ermittelt wird, mu3 die Zeitspanne der Generierung der Neutralen relativ
zum eingestellten delay vernachléssigbar sein.

Nach Arbeiten von Vertes® et al. sowie Juhasz'®® et al. ist der DesorptionsprozeB innerhalb

weniger zehn Nanosekunden abgeschlossen. Knochenmuss'®’

et al. folgern aus Studien mit
zwei zeitverzogerten Desorptionslaserpulsen, daf der Zeitraum der Ionengenerierung
innerhalb der zeitlichen Breite des Laser liegt.

Ein solch kurzer Zeitraum der lonengenerierung macht sich gegeniiber dem Zeitunterschied
zwischen Desorptionslaser und Postionisationslaser von minimal 2 ps kaum bemerkbar, aus

dem auf die Geschwindigkeitsverteilung der Neutralen geschlossen wird (vergl. unten).
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Zudem birgt die Signalbreite des Postionisationssignals selbst Informationen {iber die Dauer
der Neutralenproduktion. Es ist zu vermuten, dal ein langer Prozel zur Generierung der
Neutralen sich nach der Postionisation in ein zeitlich breites Signal am Detektor iibersetzt.

Zeitlich kurze Tonensignale stehen im Gegensatz dazu fiir ebenso kurze Generierungszeiten.

i

Intensitat der lonen [a.u.]

! I ! I ! 1
0.0 1.0x10°  Flugzeit[s] 2.0x10° 3.0x10°

Abbildung 5.1: Postionisations-Massenspektrum von Ferulasdure

In der obigen Abbildung 5.1 ist ein Massenspektrum der Matrixsubstanz Ferulasdure (4-
Hydroxy-3-methoxyzimtsdure)  dargestellt. = Der  breite = Massenpeak mit dem
Intensitdtsmaximum bei 15,2 Mikrosekunden Flugzeit wird durch die bei der Desorption
erzeugten primiren und sekundiren Ionen erzeugt. Er spiegelt die Molekiilionen [M+H]" der
Ferulaséure genauso wie Fragmentionen und Cluster wider. Diese Ionen werden ohne das
fokussierende PSPF-System nicht gut aufgelost und fallen folglich in einem breiten
Massenpeak zusammen.

Der zweite, scharfe Peak im Massenspektrum entsteht durch die Generierung von Ionen mit

dem Postionisationslaserpuls.
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Der intensive ultraviolette Laserpuls (250 nm) fragmentiert die neutralen Ferulasduremolekiile
durch Abspaltung des neutralen Fragments Kohlendioxid (Decarboxylierung). Gleichzeitig

wird die Ferulasdure durch Multiphotonenionisation'® jonisiert (vergl. Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: Fragmentierung und lonisierung von Ferulasdure

Da die Fragmentierung und die Ionisation im elektrischen Potentialgradienten in einem

Abstand von 2,5 mm von der Oberfliche der Probe entfernt erfolgen, werden die
Fragmentionen (odd electron ions, OE") in Richtung auf den Detektor beschleunigt. Die

Breite des Fragmentionensignals in der Abbildung 5.1 liegt mit 28 ns deutlich oberhalb der
Pulsdauer des OPO-Lasers (8 ns - 10 ns). Dieser Effekt kann sowohl apparative als auch
physikalische Griinde haben. Zum einen arbeiten der Desorptionslaser und der
Ionisationslaser nicht phasenstarr, d.h. zwischen beiden entsteht immer ein jitter, der sich
signalverbreiternd auswirkt. Zum anderen spiegelt die Signalbreite auch die rdumliche
Ausdehnung des Ionisationslaser-Fokus wider, die iiber Potentialunterschiede in
Flugzeitverbreiterungen tibersetzt wird.

Das bedeutet, dal entgegen der Vermutungen aus der Flugzeitbreite des
Fragmentionensignals nicht die Zeitspanne der Ionengenerierung bestimmt werden kann, weil
dieser Beitrag relativ zur Laserbreite und zu den geschilderten Effekten der

Signalverbreiterung nicht mef3bar ist.

Wenn das zeitliche delay zwischen Desorptionslaserpuls und dem Fragmentierungslaser
verdndert wird, wird fiir jede einzelne Zeitspanne jeweils ein Massenspektrum der prompten

Ionen und der Fragmentionen wie in Abbildung 5.1 erhalten.
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Die Abbildung 5.3 zeigt den overlay aus 18 solcher Einzelmassenspektren zwischen 17 us
und 27 Mikrosekunden Flugzeit. In allen Massenspektren liegt das breite Signal der durch den
Desorptionslaser erzeugten Ionen an derselben Stelle und wird in der folgenden Abbildung

deshalb nicht dargestellt.
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Abbildung 5.3: Overlay aus 18 Postionisationsexperimenten mit unterschiedlichem delay

Wenn das delay zwischen dem Desorptionslaser und dem Fragmentierungslaser zwischen
Null Sekunden und 15 Mikrosekunden in 500 ns — Schritten erhoht wird, setzt ab 2,0 us
erstmals das Fragmentionen-Massensignal ein. Fragmentionen lassen sich noch bis 10,5 ps
nach dem Triggerereignis erzeugen und nachweisen.

Die schnellsten neutralen Ferulasduremolekiile legen die 2,5 mm lange Flugstrecke aufgrund
ihrer durch den Desorptionslaserpuls hervorgerufenen Initialgeschwindigkeit in 2,0 ps zuriick.
Fiir diese Molekiile resultiert also eine Initialgeschwindigkeit von 1250 m/s.

DaBl 10,5us nach dem frigger immer noch neutrale Ferulasdure-Molekiile den

Nachionisationsort passieren konnen, kann prinzipiell zwei Ursachen haben:
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e Die lonen werden nach dem 5 ns - 6 ns langen Desorptionslaserpuls noch fiir sehr
lange Zeitrdume erzeugt und verlassen auch dann noch die feste Matrix mit relativ
hoher Geschwindigkeit. Diese ,thermische Interpretation''’ des Desorptions-
verhaltens erweist sich vor dem Hintergrund der in den Kapiteln 5.2 und 5.3 gezeigten
optischen Untersuchungen als unwahrscheinlich.

e Jonen und Neutrale werden innerhalb kurzer Zeitrdume (einige zehn Nanosekunden)
desorbiert und ionisiert. Die Geschwindigkeitsverteilung der neutralen Molekiile ist

sehr breit.

Nach der letzteren Interpretation, die durch die Arbeiten von Vertes® et al. gestiitzt wird, folgt
fir die nach 10,5 us ionisierten Neutralen eine Geschwindigkeit von etwa 240 m/s. Und die
Einhiillende der Signale in Abbildung 5.3 liefert unmittelbar die Durchschnitts-
geschwindigkeit der desorbierten neutralen Ferulasduremolekiile.

Die initiale Geschwindigkeitsverteilung der neutralen Ferulasduremolekiile ist in der
Abbildung 5.4 dargestellt. Aufgetragen sind die Peakintensititen der Postionisations-Signale
gegen die Geschwindigkeit. Ein Gauss-Fit liefert die Verteilung der Geschwindigkeiten, die
fiir neutrale Ferulasduremolekiile 737 &+ 41 m/s betrigt. Der relative Fehler bei der Anpassung
der MeBwerte durch die Fitfunktion ist 5,7 %. Die Peakintensititen der Postionisations-
Signale streuen relativ stark. Diese MeBunsicherheiten lassen sich durch mehrfache

Wiederholungen des Experimentes verringern.

Nach Umrechnung der Geschwindigkeitsdaten in die Translationsenergien nach der Formel
Euin = ¥ mv” folgt, daB neutrale Ferulasiduremolekiile durch den Desorptionslaserschuf8 mit
kinetischen UberschuBBenergien zwischen maximal 1,21 eV und minimal 0,04 eV freigesetzt

werden, wobei der Mittelwert bei 0,61 eV liegt.

Diese experimentellen Ergebnisse zeigen, dafl die durch Computersimulation nach dem
breathing sphere-Modell errechneten Maximal- und Durchschnittsgeschwindigkeiten der
Neutralen deutlich zu niedrig ermittelt worden sind (vergl. Kapitel 3.1.1). Dort bedarf es

daher einer Korrektur der Parametersétze.
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Abbildung 5.4: Initial-Geschwindigkeitsverteilung neutraler Ferulasduremolekiile

Solche Daten sind zum Vergleich mit anderen massenspektrometrischen und optischen
Verfahren zur Bestimmung der Initialgeschwindigkeiten von Ionen bei der Desorption

wertvoll. So haben Juhasz'®®

et al. die Startgeschwindigkeiten desorbierter Matrix- und
Analytionen mit Hilfe von delayed extraction-Experimenten bestimmt:

Fiir die Matrixionen 3-HPA und Sinapinséure liegen sie bei ca. 634 + 39 m/s bzw. 658 + 27
m/s, wihrend der Analyt Rinderinsulin (m/z = 5734) aus diesen beiden Matrices mit
537+ 18 m/s bzw. 352 + 15 m/s propagiert. Gliickmann''' und Mitarbeiter bestimmen die
Initialgeschwindigkeit von protoniertem Rinderinsulin [M+H]" aus Ferulasiure zu 410 m/s
bei einer Desorptionswellenlinge von 337 nm. In der Literatur publizierte Daten zu den
Startgeschwindigkeiten von prompt erzeugten Ferulasdureionen existieren zur Zeit noch nicht.

Es ist allerdings zu vermuten, daf} sie sich nicht wesentlich von den Werten der anderen

Matrixsubstanzen unterscheiden werden.
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Schlufolgernd 148t sich daher feststellen, daB neutrale Matrixmolekiile unter merklich
hoherer Durchschnittsgeschwindigkeit in das Vakuum expandieren als Matrixionen.
Moglicherweise wird fiir die Ionisation ein Teil der in den &uBeren Freiheitsgraden zur

Verfiigung stehenden Energie verbraucht.
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5.2 Optische Spektroskopie am Desorptionsprozef}

In der UV-MALDI Massenspektrometriec werden eine Reihe unterschiedlicher Matrices
eingesetzt, die das Laserlicht gut absorbieren, den Analyten in die Gasphase desorbieren und
durch Protonentibertragung zu ionisieren vermogen.

Aus der Fiille der moglichen Matrixsubstanzen werden hier vier hdufig verwendete Vertreter
eingesetzt, um Ttber ihr zeitliches und spektrales Verhalten wéhrend der Desorption
Informationen zum Desorptionsvorgang zu gewinnen. Durch die Photographie mit einer gut
ortsauflosenden Optik soll im Kapitel 5.3 die rdumliche Ausdehnung der Desorptionswolke
untersucht und Aussagen zur dreidimensionalen Verteilung der Teilchendichte getroffen
werden.

Durch die Verkniipfung der spektralen mit den zeitlichen und Ortlichen Informationen soll
eine genauere FEinsicht in die hochdynamischen Vorginge wihrend der Laserdesorption
gewonnen werden.

Da parallel zu diesen Untersuchungen das Massenspektrometer vollstdndig funktionsfihig
bleibt, konnen in jedem Stadium des Experiments massenspektrometrische Daten mit den

spektroskopischen Ergebnissen verglichen werden.

Die Laserdesorption eines Festkorpervolumens aus dem Kristallverband ist durch
Lumineszenzerscheinungen begleitet, wenn Matrix oder Analyt bei der verwendeten
Laserwellenldnge absorbieren und die Energie nicht génzlich {iber strahlungslose Prozesse
dissipieren. Deshalb ist es bei der MALDI schwierig, Lumineszenz der gasformigen Phase

von der des desintegrierenden Festkdrpers zu unterscheiden:

e Dicht oberhalb der Probenoberfliche wird durch die Desorption ein Mikrovolumen
Liberdichten Gases ausbildet, das in das Vakuum propagiert’”. Somit wird die
Grenze zwischen gasformiger und fester Phase verwischt.

e In diesem dichten Gasvolumen ist strahlungslose Deaktivierung (quenching) infolge
intermolekularer St6Be unterschiedlicher Spezies sehr wahrscheinlich. Das
Lumineszenzlicht aus der Gasphase wird also wenig intensiv sein und sich nicht weit

in Vorwidrtsrichtung ausbreiten.
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e Der nicht absorbierte Anteil der eingestrahlten Laserenergie wird durch elastische
Streuung an Matrixkristallen und der Probentrigeroberfliche wieder abgegeben.

Dieser Rayleigh-Streuungsanteil ist um so hdher, je steiler der Einfallswinkel des
112

Lasers ist™ “.
5.2.1 Zeitaufgeloste Lumineszenzspektroskopie am
Desorptionsprozefy
5.2.1.1 Versuche mit einem hochverstirkten Photomultiplier

Durch die Untersuchung der bei dem Desorptionsprozel aufiretenden Lumineszenz-
erscheinungen in Abhéngigkeit von der Zeit 148t sich entscheiden, zu welchem Zeitpunkt
relativ zum Laserschu3 Lichtemission von festen oder gasformigen Spezies einsetzt, ihr
Maximum durchlduft und wie lange sie andauert.

Es soll festgestellt werden, inwieweit die Fluoreszenz mit der Energiedissipation iiber
Vibrationsrelaxation konkurrieren kann. Aus solchen Ergebnissen 1dft sich folgern, ob
Fluoreszenz nur aus der festen Phase heraus auftritt oder ob die in die Gasphase
propagierenden angeregten Matrixmolekiile noch lumineszieren.

Wenn die Lebensdauer T der angeregten Zustinde eines Teilchens in der Desorptionswolke
bestimmbar wiére, triige diese Erkenntnis zum Verstdndnis der komplexen Prozesse in der
Wolke bei, z.B. wenn sich die Grof3e des Wertes T zu einem bestimmten Zeitpunkt nach dem
Laserschuf3 éndert, so kann das z.B. auf Clusterbildung im p/ume oder auf Energieabgabe
durch StoBe hindeuten. Auf diese Weise kann die Lebensdauer der angeregten Zustinde

Informationen iiber die Teilchendichte in der Desorptionswolke liefern.

Wenn parallel zur Aufzeichnung des Lumineszenzsignals ein Massenspektrum aquiriert wird,
ist es sicher, daB3 die Laserleistung ausgereicht hat, um Substanz zu verdampfen und zu

lonisieren.

Das MALDI-Lin-ToF Massenspektrometer ist flir spektroskopische Untersuchungen am
Desorptionsproze3 nicht verdandert worden, um die eingestellten Bedingungen mit denen beim

Betrieb als MALDI-lIonenquelle gearbeitet wird, vergleichbar zu halten. Allerdings werden
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die Repeller- und die erste Beschleunigungs-Elektrode mit schwarzer Pappe beklebt, um
Lichtreflexionen zu vermeiden.

Die Ionenquelle wird bei allen Versuchen im Vakuum von ca. 10° mbar betrieben. Die
Probenpriparation erfolgt nach der tiblichen ,.dried droplet“-Methode auf einen Probentriger

aus Stahl.

Es ist evident, daBl neben der Lichtemission aus der festen Phase auch Emission aus
angeregten Zustdnden vieler unterschiedlicher Spezies in der Gasphase auftreten kann, von
denen die im Massenspektrum detektierten Ionen nur ein kleiner Teil sind®.

Bei der Aufzeichnung der Gesamtlumineszenzintensitdt als Funktion der Zeit in einem
bestimmten Raumwinkel senkrecht zum Desorptionsort und zum einfallenden Laserstrahl
werden alle strahlungsemittierenden Prozesse integral erfaBt (zum Versuchsautbau vergl.
Kap. 4.3, Abbildung 4.7). Diese strahlenden Prozesse lassen sich nur dann untereinander
differenzieren, wenn sie zeitlich hinlénglich sukzessive ablaufen, d.h. sich nicht vollig

iiberlagern und sich in ihrer Intensitét nicht um GréBenordnungen unterscheiden.

Zu diesem Zweck wird, wie im Kapitel 4.3.1.1 erldutert, zundchst ein ungepulst betriebener
Photomultiplier (mit Hamamatsu R928-Rdhre) verwendet. Im hochverstdrkten Standard-setup
werden iiber Spannungsteilung alle neun Dynoden genutzt, so dal der PMT bei einer
Photokathodenspannung von — 1000 V eine Verstirkung von 10" erreichen kann.

Zur Vermeidung von Ubersittigung der Photokathode durch hohe Intensitit an durch die
Probe gestreutem Laserlicht wird die Photokathode durch insgesamt 7 mm starke
Ultraviolettfilter geschiitzt (Gesamttransmission bei 355 nm << 107). Der Photomultiplier
wird senkrecht zu der Probenoberfliche und senkrecht zum Desorptionslaser in minimal 81
mm Entfernung auflerhalb der Ionenquelle auf dem obenliegenden Fenster positioniert und
sorgfiltig gegen Streulicht geschiitzt.

Das PMT-Signal wird an den 50 Q-Eingang des rauscharmen Verstdrker der Firma Stanford

Research iibergeben und wahlweise 5 oder 25-fach verstérkt.

Das verstdrkte Signal wird von einem Oszilloskop aufgezeichnet, iiber 32 Schufl gemittelt und
gespeichert. Das Oszilloskop wird iiber eine Photodiode mit dem Laser synchronisiert und
getriggert. Die iiber die schnelle Photodiode bestimmte Halbwertsbreite des Nd-Y AG-Lasers

auf der frequenzverdreifachten Fundamentalen bei 355 nm betrdgt ca. 17 ns. Es ist moglich,
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dal die schnelle Photodiode die Pulsdauer als zu lang angibt. Laut Spectra Physics Laser-

Handbuch hat die Frequenzverdreifachte eine Pulsldnge von 5-6 ns.

Die Ausgangsleistung des Lasers betrdgt bei 355 nm nach dem Pellim-Broka (Trennung der
532 nm Linie von der frequenzverdreifachten Fundamentalen bei 355 nm) ca. 5 mJ. Durch
zweifaches Umspiegeln an Suprasilfenstern und Abschwichung durch eine Iris wird die

Leistung auf maximal ca. 0,2 mJ direkt vor dem Eintrittsfenster in die lonenquelle gesenkt.

Zunédchst werden Blindspektren durch 355 nm-Laserbeschufl eines blanken Probentrégers
aufgenommen, um das Reflexions- und Streuverhalten der Stahloberfliche zu ermitteln.

In der ersten Serie von Versuchen wird die Antwort des Multipliers in Abhéngigkeit von der
angelegten Spannung untersucht. Sowohl der Verstirkungsfaktor als auch die transition time
des PMT sind Funktionen der Kathodenspannung, die iiber Spannungsteiler fiir das Potential
der Dynoden sorgt.

Es mul3 Sorge dafiir getragen werden, dal3 bei unterschiedlichen Kathodenspannungen Dauer

und Intensitét des eigentlichen MeBsignals nicht verfilscht werden.

Abbildung 5.5 zeigt zwei zusammengehorige Gruppen von Signalen. Als Signale mit kleiner
Intensitdt erscheinen die Hintergrundspektren unter 355 nm-LaserbeschuB3 des blanken
Probentragers, die zum Vergleich in die Graphik aufgenommen sind. Trotz der
Ultraviolettfilter detektiert der Photomultiplier eine geringe Menge gestreutes Laserlicht.

Die Halbwertsbreiten dieser Streulichtsignale betragen unabhingig von der Spannung am

PMT ca. 18 ns, was sich mit der von der Photodiode detektierten Pulsdauer deckt.



94 Optische Spektroskopie am Desorptionsprozef3

Intensitdt [mV]

. I ! I ’ | X I v 1
0,0 1,0x10”7 2,0x10” 3,0x107 4,0x107 5,0x107
Zeit [s]

Abbildung 5.5: Gesamtlumineszenzintensitdit von 3-Hydroxypicolinsdure in Abhdngigkeit der
Kathodenspannung des Photomultipliers

Die vier zusammengehdrigen Signale mit hoher Intensitit zeigen die Gesamtlumineszenz-
Intensitdt der Matrixsubstanz als Funktion der Zeit.

Die Lumineszenzsignale bei Laserbeschufl der Matrixsubstanz 3-Hydroxypicolinsdure weisen
unter denselben Bedingungen wie fiir den blanken Probentriger um den Faktor 9 hohere
Intensitdten auf.

In der GesamtmeBzeit von 500 ns steigt die Lumineszenzsignal schnell an, durchlduft nach

55 ns bis 65 ns ein Maximum und sinkt wieder auf den Nullwert.

Versuche mit groBerer MeBzeit haben gezeigt, daB3 bei allen untersuchten Matrices nach
500 ns keine weiteren Signale mehr auftreten, d.h. eine Bevolkerung von langlebigen
Triplettzustanden, aus denen Phosphoreszenz erfolgen kann, findet nicht statt oder ist selbst

fur die Detektion mit dem hochverstiarkenden PMT zu lichtschwach.
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Bei der Erhohung der Photokathodenspannung am PMT in vier 30 V-Schritten von 250 V auf
340 V wird das Streulichtsignal aufgrund hoherer Verstirkung grofer. Infolge der hoheren
Spannung sinkt die Signaldurchgangszeit (,transition time*) des PMT, so dall die Detektion
der Lumineszenzsignale entsprechend friiher erfolgt (vergl. Abbildung 5.5).

Die Antwort des PMT auf das Laserstreulichtsignal setzt etwa 31 ns nach dem Triggerereignis
ein. Dieses delay wird neben den Signallaufzeiten in den (kurz gewihlten) BNC-Kabeln und
der Ansprechzeit des Oszilloskops vor allem durch die transition time des PMT

hervorgerufen.

Das Abklingen der Lumineszenz erfolgt in Abhédngigkeit der Lebensdauer des
verantwortlichen angeregten Zustandes, und zwar nach einer Exponentialfunktion.
Fluoreszieren mehrere Spezies, z.B. neben neutralen Matrixmolekiilen auch die ionisierten
Molekiile, konnen iiberlagerte Abklingfunktionen erwartet werden. Zudem gilt es, auch den
Beitrag des Aggregatzustandes zu beriicksichtigen, weil sich die Lebensdauern von
Molekiilen in der Gasphase von solchen in der festen Phase unterscheiden.

Trotz der Vielfalt der moglicherweise beteiligten Zustande ist es sinnvoll, die Laser-induzierte
Fluoreszenzemission zeitlich integral zu erfassen, um einen Einstieg in die Zeitdomdne der
beteiligten Prozesse zu erlangen.

Die Lebensdauer T eines beteiligen angeregten Zustandes lat sich aus der Auftragung des
Logarithmus der Lumineszenzintensitdt gegen die Zeit ermitteln (vergl. Kapitel 3.3). Nach
Anpassung einer Ausgleichsgeraden an die fallende Flanke ergibt die Steigung der Geraden

unmittelbar die Zeitkonstante T.

Bei der praktischen Bestimmung der Lebenszeiten entsteht die Schwierigkeit, dafl der
Photomultipier nicht die korrekte Abklingfunktion der Fluoreszenz wiedergibt, weil mit
steigender Lumineszenzintensitdt aufgrund nicht vermeidbarer elektronischer Phdnomene ab
einem Schwellenwert Signalreflexionen auftreten.

Daher wird der Photomultiplier zundchst nicht auf seiner maximalen Kathodenspannung
betrieben. Trotzdem erscheint ab einer Photokathodenspannung von 340 V ein zweiter Peak
im LIF(t)-Spektrum, der die Abklingkurve des Lumineszenzsignals dergestalt verfilscht, daf3
sie flacher wird (vergl. Lumineszenzkurve fiir 340 V in Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.6: Logarithmische Darstellung des Gesamt-Lumineszenzsignals von 3-HPA bei
einer Photokathodenspannung von 250 V (untere Kurve) und bei 340 V (obere Kurve)

Die Verfilschung des Lumineszenzsignals von 3-HPA wird durch die logarithmische
Auftragung in der obigen Abbildung 5.6 deutlich gemacht.

Die obere Kurve zeigt die nicht korrekt wiedergegebene Zeitabhingigkeit der Fluoreszenz
von 3-HPA bei einer Photokathodenspannung von 340 V, die untere das Lumineszenzsignal
bei 250 V. Im Bereich unter hundert Nanosekunden nach dem Laserpuls weist das Signal bei
340 V ein deutliches Uberschwingen auf. Dieser Effekt wird durch das 355 nm-Streulicht des
Lasers erzeugt. Das 280 ns spédter einsetzende zweite Nebenmaximum riihrt allein aus der
Reflexion des Hauptmaximums. Die Signalreflexion wird durch nicht ausreichend
abgeglichene Abschluwiderstdnde zwischen dem Photomultipier (22 k) und dem Eingang
des aufzeichnenden Oszilloskops evoziert (50 ) und ist mit derzeitiger Photomultipier-
Technik nicht zu vermeiden.

Die Ausbildung des Nebenmaximums verfilscht zusétzlich die Abklingfunktion, so daf3 diese

nicht mehr sinnvoll auswertbar ist.
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Beim Vergleich des 340 V-Signals mit der bei kleinerer Spannung erzeugten Antwort des
PMT wird deutlich, daB3 bei 250 V die Signalreflexion noch nicht eintritt. Trotz der nun
moglichen Auswertung des ,Lumineszenz“-decay ist zu vermuten (vergl. Graph mit
Ausgleichsgerade in der Abbildung 5.6), da3 die aus der Steigung ermittelte Lebenszeit allein
die Summe der Abklingfunktion der Dynoden des Photomultipliers beschreibt.

Dies wird durch Versuche mit anderen Matrixsubstanzen bestitigt, fiir welche im Rahmen der
MeBungenauigkeit nach Auftragung von In(Intensitit) gegen die Zeit t dieselbe Lebenszeit

errechnet wird.

Die Lumineszenz-Abklingfunktionen sind folglich nicht charakteristisch fiir das Abklingen
der Lumineszenz selbst, sondern beschreiben hauptsdchlich das Verhalten der
Photomultiplier-R6hre und ihrer Verschaltung selbst. Daraus folgt, daB mit dieser
Verschaltung des PMT nur eingeschrinkt Aussagen iiber die Dauer der Lumineszenz gemacht

werden konnen.

Zusammenfassend 146t sich trotzdem folgern:

e Spitestens 500 ns nach dem Desorptions-Laserschul kann auch mit dem
hochverstarkten, also sehr sensitiven Photomultiplier keine Lumineszenz mehr
detektiert werden.

e Die Dauer der Lumineszenz liegt in derselben Gréenordnung oder ist kiirzer als die
Ansprech- und Signaldurchgangszeit des Photomultipliers.

e Bei 3-HPA sind weder verzdgerte Fluoreszenz noch Phosphoreszenz zu detektieren.

Diese Ergebnisse koinzidieren insoweit nicht mit den von Ehring®' et al veroffentlichten
Untersuchungen, als die Autoren fiir 3-HPA verzogerte Fluoreszenz nach At = 19 us mit einer
Lebenszeit von T = 3,8 us finden. Des weiteren detektieren die Autoren bei A ~ 500 nm ein
Signal, das als Phosphoreszenz gedeutet wird und dessen Lebenszeit aufgrund zu kleiner
Intensitét nicht bestimmt werden kann.

Anhand der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente 146t sich vermuten, daf3 der in den
Arbeiten von Ehring verwandte optical multichannel analyzer (OMA2000) vergleichbare
Phénomene der Signalreflexion zeigt. Diese hédufig zitierten Laser-induzierten Fluoreszenz-

Messungen weisen ebenfalls das typische ,,Ubersteuern® infolge der Vervielfachung des
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Laserstreulichts auf. Da die In(I r)(t)-Darstellung zusétzlich auf die ersten 80 ns beschrankt
ist und die Anpassung der Ausgleichsgeraden auf wenigen Punkten beruht, ist anzunehmen,
daf die Fluoreszenzlebenszeiten der Matrixsubstanzen (2,5-DHB, T = 5 + 1 ns; 2-Hydroxy-5-

methoxybenzoesdure, T =5 + 1 ns) nicht korrekt bestimmt worden sind.

5.2.1.2 Versuche mit einem schnellen Photomultiplier

Da die kurzlebigen Fluoreszenz-Ereignisse mit dem Standard-setup des PMT nicht
zufriedenstellend aufgelost werden konnen, ist im Rahmen dieser Arbeit ein schnelleres
Detektionssystem entwickelt worden (vergl. Kapitel 4.3.1.1).

Die Ansprech- und die Signaldurchgangszeiten eines Photomultipliers lassen sich verkiirzen,
indem nicht alle neun Dynoden zur Signalverstérkung genutzt werden'*.

Werden nur die ersten fiinf Dynoden zur Verstirkung und die sechste Dynode als Anode
genutzt, 1aBt sich eine Ansprechzeit des Photomultipliers von 300 ps realisieren. Durch eine
solche Beschaltung sinkt allerdings die Signalverstarkung um vier bis fiinf Zehnerpotenzen.
Ein zusidtzlicher Vorteil der Beschaltung besteht darin, daB durch die geringere
Signalverstidrkung die Raumladungseffekte am Ende der Vervielfachung unterdriickt werden,

da die erzeugten Strome kleiner sind.

Unter Nutzung der schnellen Photovervielfacherschaltung wird die Zeitdoméne der
Lumineszenz bei der Laserverdampfung verschiedener Matrixsubstanzen erneut untersucht,
um die mit dem hochverstérkten PMT gezogenen Riickschliisse zu verifizieren.

Der schnelle Photomultiplier wird bei einer Kathodenspannung von —1000 V betrieben. Das
Signal wird an den 50 Q-Eingang des Stanford Research-Verstirkers iibergeben, 25-fach

verstirkt und auf dem Oszilloskop gemittelt und gespeichert.
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Abbildung 5.7: Lumineszenzdauer bei verschiedenen Matrices

Abbildung 5.7 zeigt die Dauer der Lumineszenzerscheinungen verschiedener
Matrixsubstanzen sowie im Vergleich dazu das Laserstreulicht-Signal des blanken
Probentrigers. Die Laserleistung betrdgt konstant 0,2 mJ vor dem Eintrittsfenster in die
Ionenquelle.

Das Lumineszenzereignis setzt bei allen vier Matrixsubstanzen ca. 15 ns nach dem
Triggerereignis ein und ist nach ca. 40 ns beendet, so dal die Basisbreite der Peaks mit
maximal rund 25 ns detektiert wird. 3-Hydroxypicolinsdure weist mit 17 ns die grofte und

Dithranol mit 10 ns die kleinste Halbwertsbreite der Peaks auf (vergl. Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1 Basisbreite | Halbwertsbreite
[ns] [ns]
3-Hydroxypicolinsidure 26 17
4-Hydroxy-3-Methoxyzimtsdure 26 13
2,5-Dihydroxybenzoesdure 26 12
Dithranol 22 10
blanker Tréiger 22 10
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Die Zimt-, Picolin- und Benzoesdurederivate weisen im Vergleich zu Dithranol eine deutlich
hohere Lumineszenzintensitdt auf. Dithranol zeigt eine nur geringfiigig stirkere Fluoreszenz
als das Streulichtsignal des blanken Probentrigers. Die Form der Dithranolkurve dhnelt stark
der des blanken Probentrigers. Die Lumineszenzintensitdt wird nach den in dieser Arbeit
gemachten Erfahrungen auch durch die Schichtdicke und nicht minder durch die
Polykristallinitit der auf dem Probentriger auskristallisierten Matrixsubstanzen beeinfluft*".

Einfliisse der Kristallstruktur auf den Desorptionsproze3 werden im Kapitel 5.3 eingehender

besprochen werden.

Die Lumineszenzdauer der vier Matrixsubstanzen entspricht in etwa der Pulsdauer des Lasers.
Lumineszenz tritt ausschlieflich zeitgleich mit dem Laserpuls auf. Die Signaldauer der vier
chemisch unterschiedlichen Matrixsubstanzen untereinander unterscheidet sich nicht

signifikant und es sind keine verzogerten Fluoreszenz-Signale zu erkennen.

Die Verwendung eines schnellen Photomultipliers zur Untersuchung der Zeitdoméne der
Desorption zeigt deutlich, da3 die Dauer der Lumineszenz nicht so grof3 ist, wie sie durch den
hochverstarkten PMT detektiert wird. Die aus den Experimenten in Kapitel 5.2.1.1 gezogenen
Riickschliisse zur Dauer und Art der Lumineszenz sind trotzdem zutreffend.

Durch die Auftragung des natiirlichen Logarithmus der Fluoreszenzintensitit gegen die Zeit
lieBe sich aus der Steigung der linearen Fitfunktion die Lebensdauer des beteiligten Zustandes
errechnen, wenn die Fluoreszenz nach einer oder mehreren Exponentialfunktionen abfillt.
Wie in Abbildung 5.7 zu erkennen ist, folgt keine der vier untersuchten Matrixsubstanzen
einer solchen decay-Funktion.

Die Lumineszenzmaxima der Zimtsdure- und Picolinsdurederivate sind zeitlich gegeniiber
dem Laserstreulichtsignal des blanken Probentrdgers um ca. 2 ns verschoben. Die Signalform
mit im Bereich der Peakmaxima nach groBeren Zeiten hin steigenden Intensitdten deutet

darauf hin, daB sich diese Peaks aus zwei iiberlagerten Funktionen zusammensetzen. Dieses

i GroBe Schichtdicken scheinen sich positiv auf die Lumineszenz-Signalintensitit auszuwirken. Die
Loslichkeiten der vier Matrixsubstanzen in unterschiedlichen Losungsmitteln beeinflussen das
Kristallisationsverhalten. Die aromatischen Carbonsduren neigen bei der dried droplet-Préparation zur
Ausbildung groBerer Kristallverbdnde, besonders wenn statt aus leicht fliichtigen Losungsmittel aus

Wasser/Acetonitril prépariert wird.
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Ergebnis 146t sich als zusétzlicher Fluoreszenzbeitrag deuten. An die fallenden Peakflanken
lassen sich jedoch keine Exponentialfunktionen anfitten.

Ein Fluoreszenzbeitrag durch in die Gasphase expandierende elektronisch angeregte Spezies,
fir welche im Vergleich zur festen Phase andere Lebensdauern zu erwarten sind, wird

ebenfalls nicht detektiert.

Die Matrices fluoreszieren also nur solange, wie sie durch das Laserfeld angeregt werden. Das
heifit, dal die Fluoreszenzemission sofort wieder erlischt, sobald der Laserpuls beendet ist.

Daraus lassen sich zwei Schlu3folgerungen ziehen:

e Die zur Bevolkerung des elektronisch angeregten Zustandes aufgenommene
Laserenergie wird zum grofften Teil innerhalb einer auch mit dem schnellen
Photomultiplier nicht meBbaren Zeitspanne vermutlich in Schwingungsenergie
umgewandelt.

e Die angeregten Zustinde werden innerhalb kiirzester Zeit wieder gequencht, z.B.
durch Verunreinigungen, wie z.B. Na™ oder K oder durch S; <> S; Annihilations-

61
Prozesse” .

Fluoreszenzemission ist also ein dem eigentlichen Desorptionsproze, d.h. dem
Massetransport in die Gasphase vorgelagerter bzw. beigeordneter Prozel3 und die Dissipation
der elektronischen Energie in die Schwingungsfreiheitsgrade der eigentliche Startpunkt der
Laserdesorption.

Wenn aber alle Licht emittierenden elektronischen Prozesse mit dem Verldschen des
Laserpulses beendet sind, kann auch keine durch den Desorptionslaser hervorgerufene
Gasphasenfluoreszenz erwartet werden. Daraus folgt auch, daB Licht emittierende Prozesse
nur aus dem Aggregatzustand des Festkorpers erfolgen — also durch den Laserpuls als eine der

Reaktionen der Matrixsubstanz ausschlielich Festkorperfluoreszenz evoziert wird.

Anhand der oben dargelegten Ergebnisse zur Zeitabhéngigkeit der Lumineszenz erscheint es
als sicher, daB3 die Umverteilung der elektronischen Energie in die Schwingungsfreiheitsgrade
nicht der einzige Umwandlungsprozel3 vor dem Beginn der Desorption ist; denn die Kopplung
der elektronischen mit den vibronischen Zustanden (internal conversion) konkurriert mit dem

strahlenden Ubergang zwischen den elektronischen Zustinden S; — Sy (Fluoreszenz).
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Unter dem in dieser Arbeit verwendeten massenspektrometrischen sefup kann durch
Postionisation von desorbierten Neutralen unter denselben Bedingungen wie jenen im
spektroskopischen Teil festgestellt werden, dal sie sich noch 10500 ns nach dem Ende des
Desorptionslaserpulses ionisieren lassen (vergl. Kapitel 5.1). Dieser Effekt aus der Zukunft

nach der Desorption 148t sich in zweifach interpretieren:

e Die Auswirkungen des Laserpulses, d.h. die Freisetzung von neutralen
Matrixmolekiilen, sei um den Faktor 20 linger als die Lumineszenz. Dies deute auf
langandauernde thermische Freisetzung von Substanz aus der kristallinen festen Phase
hin.

e Die Geschwindigkeitsverteilung der desorbierten neutralen Molekiile sei sehr breit, so

dal3 schnelle Molekiile relativ frith den Ionisationsort und langsame ihn spét erreichen.

Die letzte Interpretation erscheint im Licht der im Kapitel 5.1 dargelegten Ergebnisse unter
Einbezug der aus der Literatur entnehmbaren Erkenntnisse plausibel.
Es wird deutlich, da3 die bei der Desorption ablaufenden lumineszierenden Prozesse mit einer
Zeitdomédne von maximal 25 ns sehr schnell sind und nur zeitgleich mit dem Laserpuls
auftreten. Ein solches Verhalten ist von vornherein nicht zu erwarten.
Durch  wellenldngen-aufgeloste  Untersuchungen sollen die Kenntnisse {iber den

Desorptionsprozel3 vertieft werden.

5.2.2 Wellenlingen - aufgeloste Lumineszenzspektroskopie am

Desorptionsprozefy

Mit dem im Kapitel 4.3.2 skizzierten Versuchsaufbau unter Nutzung eines Lichtwellenleiters
wird das beim Desorptionsprozefl emittierte Lumineszenzlicht dicht am Desorptionsort im
Hochvakuum des Massenspektrometers gesammelt. Auf der Austrittsseite des Glasfaserkabels
wird das Licht mit einem Achromaten (f = 20 mm) parallelisiert und auf den Eintrittsspalt des
Spektrometers abgebildet, um dann von einem der Gitter spektral aufgeldst und von der CCD
Camera detektiert zu werden. Das Lumineszenzlicht wird dabei iiber 300 Laserpulse

gesammelt (MeBzeit 30 Sekunden, Repetitionsrate des Desorptionslasers 10 Hz).
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Abbildung 5.8 zeigt ein mit diesem Versuchsaufbau aquiriertes Lumineszenzspektrum der
Matrixsubstanz 3-Hydroxypicolinsdure zwischen 400 nm und 650 nm. Das Picolinsdure-
derivat weist bei Laseranregungswellenlinge von 355 nm ein Emissionsmaximum bei 428 nm
sowie ein Nebenmaximum im Blauen bei 417 nm auf. Weit rotverschoben erscheint mit
geringerer Intensitit eine Bande bei 485 nm. Das Fluoreszenzspektrum enthélt geringe
Mengen Griinanteile, denn erst bei ca. 575 nm sinkt die Intensitdt der Emission bis nahezu
Null.

Das Experiment ist bei der Wellenlinge 400 nm abgebrochen worden, weil die achromatische
Auskoppellinse unterhalb dieses Wertes im Ultravioletten zunehmend stirker absorbiert™.

In der Abbildung 5.9 ist das Fluoreszenzspektrum von Dithranol (1,8-Dihydroxy-9[10H]-
anthracenon) dargestellt. Das Anthracenderivat weist ein sehr weit rotverschobenes
Fluoreszenzspektrum mit einem Maximum bei 611 nm auf. Im gelbroten Bereich des
elektromagnetischen Spektrums liegen auch die beiden Nebenmaxima bei 598 nm und
621 nm. Den Hauptmaxima vorgelagert erscheint eine Bande bei 570 nm. Der scharfe spike
bei ca. 710 nm stellt die erste Gitterbeugungs-Nebenordnung der Laserwellenlinge von

355 nm dar. Unterhalb 450 nm und oberhalb 800 nm existieren keine weiteren Banden.

Die am héufigsten eingesetzte Matrixsubstanz 2,5-Dihydroxybenzoeséure liefert das in der
Abbildung 5.10 dargestellte Fluoreszenzspektrum mit einer typisch von 400 nm an steigenden
breiten Bande, die bei 415 nm ihr Maximum erreicht. Ein ebenfalls breites Nebenmaximum
liegt im Bereich zwischen 434 nm und 442 nm. In den griingelben Bereich des Spektrums
hinein sinkt die detektierte Signalintensitdt ohne weitere Bandenstrukturierung kontinuierlich

ab.

Abbildung 5.11 =zeigt das Fluoreszenzspektrum von Ferulasdure (4-Hydroxy-3-Methoxy-
zimtsdure) im Spektralbereich zwischen 400 nm und 650 nm. Ferulasiure weist ein
Emissionsmaximum bei 481 nm sowie eine vorgelagerte Bande bei 443 nm auf. Weitere

Banden ober- oder unterhalb der Hauptemissionen erscheinen nicht.

! Der Achromat hat bei 400nm noch 96% Transmission.
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Abbildung 5.8: Lumineszenzspektrum von 3-Hydroxypicolinsdure
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Abbildung 5.9: Lumineszenzspektrum von Dithranol
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Abbildung 5.10: Lumineszenzspektrum von 2,5-Dihydroxybenzoesdure
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Abbildung 5.11: Lumineszenzspektrum von Ferulasdure (4-Hydroxy-3-Methoxyzimtsdure)



106 Optische Spektroskopie am Desorptionsprozef3

Alle dargestellten Spektren sind unter fiir die MALDI-Massenspektrometrie typischen
Bedingungen, wie konstanter UV-Laserleistung von ca. 0,2 pJ/Puls und Hochvakuum im
Massenspektrometer aquiriert worden.

Die hier gezeigten Lumineszenzspektren ohne am Repeller angelegte Beschleunigungs-
spannung zeigen keinerlei Unterschiede zu den Spektren mit elektrischem Abzugspotential.

Bei allen vier untersuchten Matrices wird die Schwingungsstruktur der Banden nicht
aufgelost. Eine Kiihlung der Schwingungsfreiheitsgrade von sublimierenden Spezies, die sich
moglicherweise durch Uberlagerung der Banden mit Linienspektren manifestieren wiirde,

wird nicht detektiert.

Ehring et al. haben bei ihren Lumineszenzuntersuchungen die Fluoreszenzmaxima von 3-
HPA zu 432 nm sowie die von Dithranol und 2,5-DHB zu 594 nm bzw. 430 nm bestimmt.
Die elektronische Anregung der Matrixsubstanzen ist mit einem 337 nm-Stickstofflaser
durchgefiihrt worden.

Somit liegen die in dieser Arbeit bestimmten Maxima fiir die im Blauen fluoreszierenden
Matrices deutlich unter den von Ehring bestimmten Werten, wihrend die Dithranol-Emission
17 nm oberhalb liegt.

Diese Differenzen in den Emissionsmaxima lassen sich durch die Verwendung einer
laingerwelligen Erregerlinie im Rahmen dieser Arbeit nicht begriinden. Der von Ehring und
Mitarbeitern genutzte Stickstofflaser (337 nm, 29670 cm’) und der hier verwandte
frequenzverdreifachte Nd-YAG-Laser (355 nm, 28170 cm™) sind beide in der Lage, die
Matrixsubstanzen in den ersten elektronischen Zustand S; anzuregen, auch wenn der
Absorptionskoeffizient von 3-HPA bei beiden Wellenlingen sehr gering ist (vergl. Tabelle
5.3).

Als Grund fiir die Verschiebung der in dieser Arbeit gegeniiber den von Ehring et al.
bestimmten Maxima kann vielmehr die Verwendung unterschiedlicher  Gitter-
Monochromatoren gelten. Das hier verwendete, bei einer blaze-Wellenlinge von 500 nm
optimal reflektierende Gitter mit 600 Strichen pro Zentimeter ist besonders gut fiir die
Emissionsmessungen geeignet, weil es zwischen 300 nm und 750 nm den besten

Wirkungsgrad hat™. Die Signalintensitdten verschieben sich mit einem Gitter deutlich

anderer blaze-Wellenldnge.

¥ Der giinstigste Wirkungsgrad kann wie folgt abgeschitzt werden: Ay — shg — Ag+ Y%Ag
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Das verwendete Spektrometer ist iiber die Emissionslinien einer Quecksilberdampflampe
kalibriert worden. Der absolute Fehler der Wellenldngenkalibration liegt bei 0,12 nm.

Zum Vergleich mit den Emissionsdaten sind im Rahmen dieser Arbeit auch UV-VIS
Absorptionsmessungen an Losungen der Matrices vorgenommen worden, so daf3 der Stokes-
Shift der Fluoreszenz ermittelt werden kann. Die Ergebnisse der im Anhang befindlichen
Absorptionsspektren sind in den folgenden Tabellen zusammengefafit. Die ermittelten

Emissionsmaxima unterscheiden sich von den durch Ehring®' et al. publizierten Ergebnissen

um bis zu 31 nm"".

Tabelle 5.2 Emissions- Nebenmaxima Emissions- Abstand der
maximum maximum nach | Maxima AAgmiss.
[nm] [nm] Ehring [nm] [nm]
3-HPA 428 417, 485 432 -4
Dithranol 611 570, 598, 621 594 +17
2,5-DHB 415 434-442 430 - 15
Ferulasaure 481 443 450 + 31
Tabelle 5.3 Absorptions- | Absorptions- | Absorptions- Stokes-Shift
maximum koeffizient koeffizient der Maxima
bei A=355nm | bei A=337nm
[nm] [L-mol'-cm™] | [L-mol'-cm™] [em]
3-HPA 301 30 125 9860
Dithranol 357 5836 5292 11640
2,5-DHB 333 824 1989 5930
Ferulasaure 319 1968 5793 10560

Von besonderem Interesse sind die Stokes-Verschiebungen der Emissions- gegeniiber den
Bleiben zunéchst
MaB fir die

Energiedissipation in Form der Schwingungsrelaxation im Matrix-Festkorper auffassen.

Absorptionsbanden. Losungsmittel- und  Konzentrationseffekte

unberiicksichtigt, 1468t sich der Energiewert der Verschiebung als

Substanzen mit einer hohen Stokes-Verschiebung sollten sich daher besser als Matrices
eignen, als solche mit einer kleinen Verschiebung, weil erstere die Anregungsenergie

effizienter in Schwingungsenergie umwandeln und auf diese Weise zur Desorption beitragen.

* Der Publikation lassen sich weder Informationen zum Spektrometer noch zum verwendeten Gitter entnehmen.
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Nach der Ehring'schen Interpretation erzeuge der Laserpuls im Kristallgitter der Matrix neben
der vibratorischen Anregung, die zur Ausbildung der Phononenstruktur fiihrt, hochgradig
mobile Excitonen, die liber S; <> S; Annihilierungsprozesse nach folgender Photoreaktion auf
der Picosekunden-Zeitskala ebenfalls zum raschen Aufheizen des angeregten Matrixvolumens

beitragen:

S]‘FS]—)SH‘FSO@S]‘FS().

Werden die in den obigen Tabellen zusammengefaten spektroskopischen Daten
herangezogen, muB gefolgert werden, daB aufgrund der geringen Uberlappung der
Absorptions- mit den Emissionsspektren Annihilierungsprozesse mobiler Excitonen fiir

typische MALDI-Matrixsubstanzen nicht wahrscheinlich sind.

Informationen {iber die Umwandlung der elektronischen Energie im Kristallgitter lassen sich
auch aus den Seitenbanden sowie aus den Breiten der Banden gewinnen.

Abbildung 5.12 zeigt einen Overlay des Absorptions- mit dem Fluoreszenzspektrum von
Ferulaséure. Die Signalintensitdt des Absorptionsspektrums an der Ordinate ist zur besseren
Vergleichbarkeit auf die Intensitdt der Emission skaliert worden. Auf der Abszisse ist die
Energie in reziproken Zentimetern aufgetragen. Der spike bei 28170 cm™ ist die Erregerlinie

des Nd-YAG-Lasers bei 355 nm.
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Abbildung 5.12: Festphasenemissions- und UV-VIS-Absorptionsspektrum von Ferulasdure (in
Wasser: EtOH, 50%.:50%)

Ferulasdure zeigt eine breite Tn*-Absorptionsbande zwischen 30000 cm™ und 36000 cm™ mit
einem Maximum bei 31368 cm” und einer Nebenbande bei 34200 cm™. Die energetisch
hohere Seitenbande weist auf nn* <> nn*-Kopplung des konjugierten m-Elektronensystems
mit den nichtbindenden FElektronen der metastindigen Methoxygruppe bei einer
Energiedifferenz von AE = 2832 cm” hin. Das mit ca. 10560 Wellenzahlen stark
rotverschobene Festkorper-Fluoreszenzspektrum hat das Bandenmaximum bei 20790 cm’
und eine Seitenbande bei 22573 cm'. Die Energiedifferenz AE zwischen den
Emissionsbanden ist folglich 1783 cm™. Der Energiewert 148t sich als nn* <> nm*-Kopplung
des konjugierten m-Elektronensystems mit der Carbonylfunktion der Carboxygruppe
auslegen: Im Grundzustand liegen die Franck-Condon-Faktoren giinstig fiir eine Beteiligung
der Methoxygruppe an der Absorption, wihrend im angeregten Zustand die
Molekiilgeometrie eine Wechselwirkung der Sauregruppe mit dem delokalisierten 7t-
Elektronensystem favorisiert. Das Emissionsspektrum bestétigt daher die Vermutung, daf3 die

Matrixsubstanzen im angeregten Zustand saurer als im Grundzustand seien™.
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Die Feststellung, daB das Emissionsspektrum das Fluoreszenz-Anregungsspektrum
widerspiegelt (,,nirror image rule*) greift im vorliegenden Fall nicht und mufl3 daher beim
Vergleich der jeweiligen Spektren in den Abbildungen 5.8 und 5.9 differenziert betrachtet
werden: Zum einen sollten fiir einen solchen Vergleich die Aggregatzustinde der Substanzen,
aus welchen Emission erfolgt, dieselben wie bei der Absorption sein. Zum anderen ist die
spektrale Energieverteilung des Anregungslichtes im UV-VIS-Absortionsspektrum (Io(A))
eine andere, als die schmalbandige Laser-Anregung der Fluoreszenzemission.

Aus diesen Griinden folgt, daBl die Methoxygruppe der Ferulasdure durchaus an der

Absorption, die Carbonylgruppe aber an der Emission beteiligt sein kann (vergl. oben).

Signalintensitat, skaliert [a.u.]
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Abbildung 5.13: Festphasenemissions- und UV-VIS-Absorptionsspektrum von Dithranol
(in THF)

Das UV-VIS-Absorptionsspektrum von Dithranol im Losungsmittel Tetrahydrofuran zeigt im
Spektralbereich zwischen 25000 cm™ und 42000 cm™ drei nicht strukturierte Banden, die in
der Reihenfolge steigender Energie der elektronischen mm*-Anregung in die Singulett-

Niveaus S bei 28074 cm™ sowie S, bei 34698 cm™ und S bei 38971 cm™ zugeordnet werden
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koénnen. Obwohl Dithranol iiber drei Hydroxygruppen verfiigt, werden nm*-Ubergiinge nicht
angeregt. Einzig der Ubergang Sy — S; scheint eine schwache niederenergetische
Seitenbande aufzuweisen. Der S»-Zustand liegt rund 6624 cm™ iiber dem S;-Zustand und der
energetische Abstand AE = Egs - Eg; ist 4273 em.

Das Fluoreszenzspektrum wird durch Laseranregung bei 28170 cm™ (355 nm) erzeugt. Auch
wenn Absorptionsverschiebungen durch das Losungsmittel beriicksichtigt werden, wird
Dithranol sehr gut bei der frequenzverdreifachten Fundamentalen eines Nd-YAG-Lasers
absorbieren, wie das auch der hohe Extinktionskoeffizient von €=5834 L-mol'-cm™ bei 355
nm verdeutlicht. Im allgemeinen werden mr*-Ubergiinge beim Wechsel von unpolaren zu
polaren Losungsmitteln bathochrom verschoben (Rotverschiebung). nr*-Uberginge erfahren
im Vergleich dazu hypsochrome Verschiebung. Fiir eine reelle FEinschitzung des
Absorptionskoeffizienten miifiten jedoch Festkorperabsorptionsmessungen durchgefiihrt

werden, die naturgemil3 Schwierigkeiten bereiten (vergl. hierzu Kapitel 6.1, Ausblick).

Das Festphasenemissionsspektrum von Dithranol ist gegeniiber der Sy — S;-Absorptions-
bande ca. 11640 cm™ rotverschoben und zeigt eine schwache Bandenstrukturierung. Die
Energiedifferenz der niederenergetischen Vorbande bei 14663 cm™ zur Hauptbande bei 16365
cm’ betrigt AE=1702 cm’, was als Fluoreszenzbeitrag nichtbindender Elektronen des
Sauerstoffatoms der mittelstédndigen Ketogruppe interpretiert werden kann. Dithranol wird im

angeregten Zustand in der festen Phase daher wahrscheinlich als Keto-Tautomer vorliegen:

Abbildung 5.14: Zwei tautomere Strukturformeln des Dithranols

Die im Vergleich zur Vorbande um 2684 ¢cm' nach héherer Energie verschobene, etwas
deutlicher strukturierte Bande bei 17347 cm™ kann der iiber Wasserstoffbriicken assoziierten
OH-Valenzschwingung zugeordnet werden und stiitzt somit obige Interpretation.

Untersuchungen zu den relativen Stabilitdten der Keto- und Enol-Formen in der Gasphase

existieren hauptsédchlich zum Aceton.
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In einer vergleichenden Studie zur Keto-Enol-Tautomerie von Aceton in fliissiger und

gasformiger Phase stellen Chiang'"

et al. fest, daB sich die Bildungsenthalpien der enol-Form
des Aceton in Abhdngigkeit des Aggregatzustandes kaum unterscheiden und in beiden Féllen
mit ca. 9 kcal/mol (in Acetonitril) bzw. 12 kcal/mol (Gasphase) endotherm sind.

Diese geringe Energiebarriere bei der Keto-Enol-Tautomerie legt nahe, da3 die Keto-Form

des Dithranols in signifikanter Menge bei der Phasenumwandlung vorliegt.

Mit dem gewéhlten Aufbau kann unter MALDI-Bedingungen Gasphasenfluoreszenz von der
Festkorperlumineszenz nur iiber unterschiedliche Lebenszeiten der beteiligten angeregten
Zusténde unterschieden werden.

Eine ortliche Differenzierung zwischen den  Lumineszenzerscheinungen  beider
Aggregatzustéinde erfordert an der Einkoppelseite des Lichtwellenleiters eine Ortauflésung im
Bereich von mindestens 10 pm x 10 pm*™".

Zudem lumineszieren die Matrixsubstanzen aus dem Festkdrper mit sehr viel hoherer
Intensitdt als aus der Gasphase. Die Desintegrierung des Festkorpervolumens macht eine
Unterscheidung beider Aggregatzustinde schwierig.

Unter Beriicksichtigung der im folgenden Kapitel 5.3 dargestellten ortsaufgeldsten
Untersuchungen, d.h. der Photographie des plume und des fluoreszierenden Festkorpers,
erhirten sich sie Hinweise, da3 die in diesem Kapitel dargestellten Spektren wahrscheinlich

die der Festkorperfluoreszenz sind.

™ Im Rahmen dieser Arbeit ist versucht worden, die notwendige Ortsauflosung bei der Einkopplung in den
Lichtwellenleiter mit Hilfe eines selbstgebauten sog. pigtail zu erreichen. Das pigtail ist ein PMMA-RShrchen
von 5 mm Durchmesser. Die ortsauflosende Komponente bildet ein Achromat (f=6mm, d=3mm). An dessen
bildseitiger Brennebene wird das Ende des Lichtwellenleiters positioniert, damit moglichst viel

Lumineszenzlicht eingekoppelt werden kann.
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5.3 Photographische Abbildung der MALDI-Desorption

Die die MALDI-Desorption begleitende Lumineszenz legt es nahe, das emittierte Licht als
Hilfsmittel zu nutzen, um die Fluoreszenz der festen Matrix direkt zu untersuchen und
moglicherweise auch Hinweise zur rdumlichen Ausdehnung der Desorptionswolke zu
erhalten.

Da die elektronischen Prozesse dicht an der Probenoberfliche ablaufen und abgesehen vom
reflektierten Laserlicht sehr lichtschwach sind, miissen diese Schwierigkeiten mit einer
speziellen Optik iiberwunden werden.

Das in den Versuchen eingesetzte Tachonarobjektiv ist sehr lichtstark und vergroBert im
gewidhlten Aufbau den Objektausschnitt immerhin um den Faktor 1,6. Laserstreulicht kann
durch 6 mm UV-Filter vor dem Objektiv absorbiert werden.

Die Desorptionswolke wird mit dem im Kapitel 4.4 dargestellten Aufbau in minimal 8§81 mm
Entfernung senkrecht zur Ausbreitungsrichtung der Wolke photographiert. Die Camera wird
mit dem Desorptionslaser iiber den Q-Switch-Sync-Ausgang des Lasers synchronisiert.

Die im folgenden dargestellten LIF-Photos spiegeln das durch fiinf UV-Desorptionslaserpulse

erzeugte Lichtsignal wider.

Wenn die desorbierten Molekiile mit einer durch den Laserpuls ausgelosten Eigen-
geschwindigkeit von maximal 1000 m/s in das Vakuum expandieren und die Lebenszeiten der
angeregten Zustdnde, aus welchen die Lumineszenz erfolgt mit typisch etwa zehn
Nanosekunden angenommen werden, resultiert aus dem Produkt dieser GroBen die
Erwartung, daf3 die Wolke etwa 10 wm in Flugrichtung der Ionen lumineszieren sollte.
Forderlich fiir die Detektierung der Lumineszenz mit der CCD-Camera ist eine hohe
Laserleistung, weil dann viel Substanz desorbiert wird und sich die Quantenausbeute erhdhen
sollte. Im selben Zuge werden allerdings verstirkt Signalstorungen durch Streueffekte an der
Repellerelektrode erzeugt.

Ein Objektausschnitt in der GréBe von 100 x 100 um® wird auf dem CCD-Chip 1,6-fach
vergroBert, also auf 7 x 7 Pixel abgebildet. Der theoretisch kleinste zu unterscheidende
Objektausschnitt in der Gaswolke betrigt 14 x 14 pm® und liegt damit noch oberhalb der

eigentlich erforderlichen Ortsauflosung.
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5.3.1 Photographische Abbildung der Lumineszenz —
Unterdriickung der UV-Laserlicht-Streuung durch Filter

Die verwendete CCD-Camera verfligt iiber einen rechteckigen Chip der Ausmalle 298 Pixel
mal 1152 Pixel. Die Camera wird iiber der lonenquelle so eingerichtet, dafl die lange Kante
des Chip in der Massenspektrometerachse (Ionen-optische Achse) liegt.

Die Experimente haben gezeigt, da3 die Lumineszenzerscheinungen auf den ersten 200 Pixel
der Langsachse des Chip abgebildet werden. Alle anderen Daten werden auch aus Griinden

der Datenmenge verworfen.

Die im folgenden gezeigten CCD-Bilder setzen sich daher aus 298 Pixel auf der Ordinate und
200 Pixel an der Abszisse zusammen. Der sichtbare Ausschnitt aus dem Entstehungsraum der
Ionen betrégt unter Beriicksichtigung der VergroBerung durch die Optik 4,2 mm mal 2,8 mm
(vergl. Abbildung 5.15).

An der Abszisse ist die Ausdehnung der Lumineszenz in Flugrichtung der Ionen aufgetragen,
wihrend die Ordinate die Ausdehnung parallel zur Oberfliche des Probetrigers widerspiegelt.
Aus dieser Perspektive verlduft der Laserpuls in der Papierebene unter einem Winkel von

12,5° von unten her einfallend.
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Abbildung 5.15: Schematische Darstellung des durch die Cameraoptik erfafiten Bildes in der
lonenquelle (grau hinterlegt 4,2mm x 2,8mm)

Die Abbildung 5.16 auf der folgenden Seite zeigt eine reprisentative zweidimensionale
Aufsicht auf die Lumineszenz wihrend der 355nm-UV-Laserdesorption der Matrixsubstanz
3-Hydroxypicolinsdure. Das ultraviolette Laserstreulicht ist durch Verwendung von 6 mm
UV-Filtern unterdriickt worden.

In den Photos wird aufgrund der niedrigen Tiefenschérfe des Objektivs (ca. £ 2 mm) die
Kante der Repellerelektrode nicht sehr scharf abgebildet, so daB sie als Orientierungshilfe
fehlt. Wie in Abbildung 5.15 zu sehen ist, verlduft die Oberfliche des im Repeller

eingerasteten Probetrdgers nahe beim Maximum der Lumineszenzintensitét.
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Die hohen Intensititen im unteren Bereich des Photos entstehen durch Spiegelungen der

Lumineszenz an der polierten Oberfldche des Repellers.
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Abbildung 5.16: Zweidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer 3-HPA-MALDI-Probe
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Abbildung 5.17: Dreidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer 3-HPA-MALDI-Probe
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Das Signal ist also nicht elliptisch, wie es das Photo vorspiegeln mag, sondern weist in der
Aufsicht ein halb-elliptisches Gesamtprofil auf.

Die Abnahme des Lumineszenzsignals in Vorwirtsrichtung wird in der dreidimensionalen
Abbildung 5.17 besser deutlich. Sie zeigt einen homogenen, also nicht strukturierten Abfall
der Lumineszenzintensitit sowohl vom Maximum aus in Vorwértsrichtung als auch parallel
zur Oberfliche der Probe.

Die Abnahme der Fluoreszenz als Funktion der Strecke 1aBt sich durch eine Gauss-Funktion
anfitten. Exponentielle oder hoher exponentielle Fitfunktionen, wie sie typischerweise fiir das
zeitliche Abklingen der Lumineszenz zu erwarten sind, versagen bei der Anpassung”. Aus
der Fitfunktion l4Bt sich entnehmen, dal die Fluoreszenz in Vorwértsrichtung (entlang der
Abszisse) von ihrem Maximum an der Oberfliche des Probetrdgers auf einer Strecke von
80 um auf den Werte ¢”' ihrer Maximalintensitit sinkt (vergl. Abbildung 5.18).

Versuche zur Abhingigkeit der rdumlichen Ausdehnung der Fluoreszenz von der
Laserleistung zeigen unzweifelhaft, dal weder die Ausdehnung in Vorwértsrichtung noch die
orthogonal dazu beeinfluBt werden’. Abbildung 5.18 verdeutlicht dies durch Schnittbildung
durch das Maximum der lumineszierenden Region der Matrixsubstanz — 3-
Hydroxypicolinsdure.

Dabei ist mit der unten angegebenen Iriseinstellung von 10 mm bei sonst konstanter
Laserleistung eine Desorptionsfluenz von 0,2 mJ/Puls verbunden. Bei der Iriseinstellung
,minimal® sinkt die Fluenz auf ca. 0,02 mJ/Puls. Der Laserstrahl ist auf etwa 100° bis
120° um® Fliche fokussiert, was eine Energiedichte am Desorptionsort von ungefihr

0,1 MW/mm?® nach sich zieht.
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Abbildung 5.18: Intensitdtsabfall der Fluoreszenz von 3-HPA in Flugrichtung der lonen

Durch Schnittbildung entlang der Ordinate (vergl. Abbildung 5.15) 1aBt sich die Ausdehnung
der detektierten Fluoreszenz (Inmax-e”) zu rund 660 um bestimmen.

Aus einfachen geometrischen Uberlegungen folgt, daB ein unter einem Winkel von 12,5°
einfallender 100 um breiter Laserstrahl die Matrixsubstanz auf einer Strecke von ca. 450 um
anregt.

Die Fliche der Fluoreszenzregion (1,37 mm?®) liegt also in der Dimension der GroBe des

Laserspots (0,64 mm?®), wenn die Matrix in und entgegen der Einfallsrichtung des Laserstrahls

noch jeweils 80 um weit absorbiert.
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Aus der Literatur ist bekannt, dafl ein durch einen UV-Laserpuls auf einer gut absorbierenden
Oberfliche einer Matrix erzeugte Ablationskrater sehr flach ist''*. Das bedeutet, daB die
Intensitdt des Pulses aufgrund des Absorptionskoeffizienten der Matrixsubstanz innerhalb des
Kristallgitters sehr schnell abnimmt und deshalb nur wenige Schichten abgetragen werden.

Aus  mikroskopischen = Untersuchungen an  Maxtrixsubstanz-Einkristallen ~ ziehen
Kampmeier'® et al. die SchluBfolgerung, daB die bei der UV-MALDI die pro Schuf
abgetragen Substanzmenge als Folge des hohen Absorptionskoeffizienten gering ist. Darum
ist auch der gebildete EinschuBkrater sehr flach. Im Gegensatz dazu sind durch infrarote

Desorption erzeugte Ablationsvolumina deutlich groBer.

Die Ablationstiefe muf} allerdings von der Eindringtiefe der Laserwelle unterschieden werden.
Die Abbildungen 5.19 und 5.20 im folgenden Kapitel 5.3.2 verdeutlichen, dal der 355 nm

Nd-YAG-Laser den gesamten Kristall zur Fluoreszenz anregt.

5.3.2 Photographische Abbildung der Lumineszenz ohne UV-Filter

In den Abbildungen 5.19 und 5.20 sind LIF-Photos der Matrixsubstanz 2,5-
Dihydroxybenzoeséure ohne Verwendung von Ultraviolettfiltern dargestellt.

In der zweidimensionalen Darstellung 5.19 148t sich die Position des Repellers, in dem der
Probetriger eingerastet ist, besser einschidtzen, weil er sich durch schwache Lichtreflexionen

vom Hintergrund abhebt.
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Abbildung 5.19: Zweidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer 2,5-DHB-MALDI-
Probe ohne UV-Filter

Die Cameraachse ist in x-Richtung aus apparativen Griinden™" relativ zum Repeller um 4,5°
geneigt. Die rdumliche Ausdehnung der zentralen Lumineszenzemission betrdgt etwas iiber

420 wm in Vorwértsrichtung und ca. 815 wm orthogonal dazu.

In der zweidimensionalen Aufsicht 148t sich eine Untergliederung der Lumineszenz in
mehrere Einzelbereiche feststellen, die allerdings im dreidimensionalen Bild deutlicher wird.
Die Lichtereignisse sind aufgrund des Beitrages an gestreutem Laserlicht nicht mehr

homogen, sondern strukturiert.

™ Der senkrechte optische Aufbau an einem zur Camerahalterung nicht kompatiblen Schienensystem bedingt,
daf} ohne aufwendigen Umbau zur Fixierung der CCD-Camera nur eine Halterung realisiert werden konnte, die

um 4,5° gegeniiber der Massenspektrometerachse geneigt ist.
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Abbildung 5.20: Dreidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer 2,5-DHB-MALDI-
Probe ohne UV-Filter

Die Emission aus 2,5-DHB hat eine Mehrfachmaxima-Struktur, die sich in insgesamt sechs
ortlich voneinander getrennte Einzelereignisse unterteilt. Die Untergliederung in intensive
und weniger intensive Bereiche kann durch einzelne, dicht nebeneinander liegende Kristalle
hervorgerufen werden. Die in der Fliche des Laserspot lokalisierten Kristalle werden getrennt
voneinander zur Fluoreszenz angeregt. Allerdings ist die rdumliche Breite der mittleren,
zentralen Signalgruppe mit etwa 815 um knapp doppelt so gro3, wie die Breite eines unter
einem Winkel von 12,5° einfallenden, 100 um breiten Laserpulses, der eine Fliche von
450 um mal 450 um {berstreicht. Moglicherweise verbreitert sich der Laserspot in
Abhingigkeit der Beschaffenheit der polykristallinen Oberflache durch Brechungseffekte.

Die durch den Beitrag des gestreuten Laserlichts bestimmte rdumlich deutlich groBere
Ausdehnung der Lichtereignisse in Vorwértsrichtung als jene in der Abbildung 5.12 wird
wahrscheinlich durch Streuung und Fluoreszenz an dem Laserlicht zugewandten

Kristalloberflichen ausgelost.
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Die Untergliederung der Fluoreszenz und der Streuung findet sich auch in den Photos der
anderen grob kristallisierenden Matrices (Ferulasdure, 3-HPA). Im Gegensatz dazu findet sich
bei Dithranol keine unterscheidbare Einzelfluoreszenz zufillig angeordneter Kristallverbédnde
(vergl. Anhang, Abbildungen 7.7 und 7.8).

Die vier eruptiven, voneinander getrennten Einzelereignisse im LIF-Photo von 2,5-DHB sind
alle gleichermaflen um einen Winkel von ca. 12° gegeniiber der Oberflichennormalen
geneigt. Dieser Winkel hat aber gerade dieselbe GroBenordnung wie der Einfallswinkel des
Lasers. Die Fluoreszenzemission und der Beitrag der Streuung lassen vermuten, dafl in der
Folge auch der Desorptionsprozel3 gerichtet, das heiit dem einfallenden Laserlicht zugeneigt
ist. Desorption wiirde dann an den am intensivsten ausgeleuchteten bzw. angeregten

Kristalloberflachen stattfinden.

In einer Untersuchung zur Abhéngigkeit der Ionengenerierung vom Einstrahlungswinkel des
Lasers gelangen Aksouh''® und Mitarbeiter ebenfalls zu dem SchluB, daB in Richtung der

einfallenden Laserstrahls Ionen préferiert gebildet werden.

Bei der detektierten Lumineszenz handelt es sich um Emission aus der festen Phase. Diese
Behauptung 148t sich dadurch stiitzen, dal das Anlegen eines elektrischen
Beschleunigungsfeldes zwischen dem Repeller und der ersten Beschleunigungselektrode in
der Hohe von 13 kV/cm keinerlei Auswirkungen auf die Ausdehnung der Fluoreszenz in

Vorwirtsrichtung hat.

5.3.3 Nachanregung der Fluoreszenz in der Desorptionswolke

Unter iiblichen MALDI-Bedingungen werden bei der Desorption zum groften Teil neutrale
Teilchen erzeugt, die mit der durch den Laserpuls hervorgerufenen Eigengeschwindigkeit in
das Vakuum expandieren. Mit einem zweiten Laser lassen sich diese Neutralen zur
Fluoreszenz anregen (vergl. auch Kapitel 5.1).

Mit Hilfe der hier verwendeten experimentellen Anordnung ist versucht worden, die

Fluoreszenz in der Gasphase photographisch nachzuweisen.
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Dieser Ansatz erweist sich als experimentell schwierig, weil die Zahl der pro
Desorptionslaserpuls erzeugten Teilchen sehr klein ist und damit auch die zu erwartende
Quantenausbeute an Fluoreszenzlicht.

Innerhalb der durch die optischen Elemente, die Camera und die Entfernung zum
Desorptionsort erzeugten Erfassungsgrenzen laBt sich Fluoreszenz aus der Gasphase nicht
detektieren. Das kann einmal durch eine zu hohe Nachweisschwelle bedingt sein oder
dadurch, daB die Lumineszenz beim Ubergang in die Gasphase sofort durch StdBe in der

expandierenden Teilchenwolke wieder gequencht werden.
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6 Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zum MALDI-Desorptions-

prozeB lassen sich in fiinf Themenbereiche untergliedern:

e Massenspektrometrische  Postionisations-Experimente  zur ~ Geschwindigkeits-
verteilung desorbierter neutraler Matrixmolekiile am Beispiel der Ferulasdure

e Zeitaufgeloste Lumineszenzexperimente mit einem hochverstarkten Photomultiplier

e hoher zeitaufgeloste Lumineszenzuntersuchungen mit einem speziell verschalteten,
schnellen Photomultiplier

o Wellenlingen-aufgeldste Spektroskopie an den den Desorptionsprozell begleitenden
Lumineszenzerscheinungen

e Photographische Abbildung der Festkorperlumineszenz

Es ist erstmalig die Geschwindigkeitsverteilung von durch den Desorptionslaserpuls
erzeugten neutralen Matrixmolekiilen bei der MALDI-MS bestimmt worden, die sich sonst
der direkten massenspektrometrischen Bestimmung aufgrund der Elektroneutralitit entzieht.
Obwohl die MeBwerte durch Inhomogenitdten der Matrixoberfliche relativ stark streuen, ist
die initiale Geschwindigkeitsverteilung aus dem Kristallverband desorbierter neutraler
Ferulaséduremolekiile mit Werten zwischen 240 m/s und 1250 m/s als relativ breit bestimmt
worden. Sie weist ihr Maximum bei vp = 737 + 41 m/s auf und liegt damit rund 100 m/s bis
150 m/s iiber der in der Literatur publizierten Durchschnittsgeschwindigkeit vp von durch den
Desorptionslaser prompt erzeugten Ferulasdureionen. Bei dieser Einschitzung muf3 auf die
Initialgeschwindigkeiten der Ionen anderer Matrixsubstanzen zuriickgegriffen werden, weil
Daten zu den Startgeschwindigkeiten der Ferulasdureionen bislang nicht publiziert sind.

Aus diesen Geschwindigkeitsdaten resultiert eine kinetische Energieverteilung in
Vorwirtsrichtung zwischen 0,04 eV und 1,21 eV mit einem durch eine Gaussfunktion
angepalliten Mittelwert bei 0,61 eV. Bei der Berechnung dieser Werte bleibt allerdings die
Zeitspanne der Freisetzung neutraler Ferulasduremolekiile unberiicksichtigt. Es 148t sich nicht
unterscheiden zwischen spét gestarteten, schnellen Neutralen und frith gestarteten langsamen
Molekiilen, die zum selben Zeitpunkt am Ionisationsort sein mogen. Weiterhin werden

Querkomponenten des gerichteten Desorptionsplumes relativ zur ionenoptischen Achse und
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eine mogliche zeitliche Abhéngigkeit der Dichtednderung nicht in die Rechnungen mit
einbezogen.

Die Durchschnittsgeschwindigkeiten der Ferulasdureionen konnen leider nicht aus den
Literaturdaten entnommen werden.

Die Differenz der gendherten Mittelwerte der Neutralen- und der Ionenverteilung lieBe sich
aber grob mit der statistisch zur Ionisierung aufzuwenden Arbeit verkniipfen, z.B. als Beitrag
in Form von Kollisionsenergie, sofern die Austrittsarbeit aus dem Festkorper flir beide

Spezies im Mittel gleich ist.

Durch nunmehr geplante weitere Experimente wird es leicht moglich sein, die Mef3daten
zligig zu erweitern und iiber Wiederholung derselben die MeBunsicherheiten zu verringern.
Fiir den Anschluf3 ist beabsichtigt, die Postionisationsexperimente auf andere Matrices sowie

Analytsubstanzen auszuweiten.

In den zeitaufgelosten Experimenten mit einem hochverstirkten Photomultiplier ist deutlich
geworden, da die durch den Desorptionslaserpuls hervorgerufene Lumineszenz der
Matrixmolekiile eine sehr kurze Zeitkonstante hat. Die Abklingzeit ist mit dem
hochverstirkten sefup eines Photomultipliers nicht zu detektieren, weil seine
Signaldurchgangszeit oberhalb der des MefBereignisses liegt. Nichts desto trotz beweisen die
Experimente an vier chemisch unterschiedlichen Matrixsubstanzen unzweifelhaft, daf3
spétestens 500 Nanosekunden nach dem Desorptionslaserschufl keinerlei Fluoreszenz mehr zu
detektieren ist. Diese Feststellung steht zumindest flir die Matrix 3-Hydroxypicolinsdure im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Ehring et al®'.

Durch eine spezielle Verschaltung der Photomultipliers ist es gelungen, durch Nutzung von
nur finf der 9 Dynoden sowohl die Ansprechzeit (300 ps rise time) als auch die
Signaldurchgangszeit des PMT auf Kosten des Verstarkungsfaktors deutlich zu senken. Die
hoher zeitaufgelosten Lumineszenzuntersuchungen haben zu dem Ergebnis gefiihrt, dafl die
Abklingfunktionen im Rahmen der MeBgenauigkeit kein typisch exponentielles Verhalten
aufweisen. Es ist anzunehmen, dafl die beteiligten Prozesse noch unterhalb des zeitlichen
Auflosungsvermogens des schnellen PMT liegen, mdglicherweise sogar auf der

Picosekundenzeitskala.
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Aus der kurzen Lebensdauer der emittierenden Zustinde werden die Lumineszenzphdnomene
der Laser-induzierten Fluoreszenz zugeordnet. Phosphoreszenz aus lingerlebigen Zustinden
tritt nicht auf.

Die Fluoreszenz setzt zeitgleich mit dem Auftreffen des Desorptionslaserpulses auf die
Matrixprobe ein und endet mit dem Verloschen des Lasers. In diesem Zusammenhang wird
deutlich, daB ein zeitlich besser auflosendes Detektionssystem zur Messung der

Fluoreszenzlebensdauer notwendig ist (vergl. Kapitel 6.1).

Die den Desorptionsprozell begleitenden Fluoreszenzemissionen der vier Matrices sind mit
Hilfe eines Lichtwellenleiters gesammelt und in einem Monochromator spektral aufgelost
worden. Hierfiir ist eine einfache zweidimensionale Verschiebeeinheit zur Durchfiihrung des
LWL ins Hochvakuum des Massenspektrometers konstruiert worden.

Die Fluoreszenzemissionen der vier Matrixsubstanzen weisen gegeniiber den
Absorptionsspektren in Losung hohe Stokes-Shifts zwischen 5930 cm™ und 11640 cm™ auf,
Die Fluoreszenzmaxima von 2,5-Dihydroxybenzoesdure und 3-Hydroxypicolinsdure liegen
mit 430 nm bzw. 432 nm im sichtbaren blauen Bereich des elektromagnetischen Spektrums.
Ferulaséure und Dithranol emittieren bei 450 nm und 594 nm.

Die Emissionspektren zeigen breite Banden, die teilweise leicht strukturiert sind. Die
niederenergetische Seitenbande im Fluoreszenzspektrum der Ferulasiure mit AE = 1783 cm’
wird einer nt* <> nn*-Kopplung der Carbonylfunktion der Carboxygruppe mit dem
aromatischen m-Elektronensystem im angeregten Zustand zugeordnet.

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der photographischen Abbildung der Lumineszenz der
Matrixsubstanzen muf3 gefolgert werden, daB3 die Fluoreszenzspektren die Emissionen aus der
festen Phase widerspiegeln.

Die Emissionsmaxima unterscheiden sich nicht-systematisch von den durch Ehring®' et al.
ermittelten Zahlen. Moglicherweise nutzt Ehring ein Gitter mit einer zur Bestimmung der

Emission nicht geeigneten blaze-Wellenldnge.

Es ist gelungen, im Rahmen dieser Arbeit die lichtschwachen Lumineszenzerscheinungen bei
der MALDI-Desorption mit einem lichtstarken Objektiv auf dem Chip einer CCD-Camera
photographisch abzubilden. Diese Abbildungen sind im Gegensatz zu in der Literatur™®
dargestellten Untersuchungen unter fir MALDI-Experimente typischen Bedingungen im

Massenspektrometer aquiriert worden.
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Der unter einem Winkel von 12,5° einfallende Nd-YAG-Desorptionslaser mit einer Intensiét
von ca. 12 m)/mm’ evoziert in der kristallinen Matrix Fluoreszenzemission, die in
Vorwirtsrichtung (Flugrichtung der Ionen) auf etwa 80 pm (3-HPA) schnell auf den Wert ¢
ihrer Maximalintensitét sinken.

Aus Fluoreszenzabbildungen der Kristallisate von 2,5-Dihydroybenzoesdure ohne
Unterdriickung des Laserstreulichts durch Filter ist ersichtlich, daB3 sich die Emission in
mehrere Bereiche untergliedert. Dies kann einem Beitrag der Laserlichtstreuung in
Abhiéngigkeit des Laserwinkels zugeordnet werden. Dort, wo der Laserpuls auf ihm
zugewandte Kristalloberfldchen trifft, treten verstirkt Fluoreszenz und Streuung auf.

Die rdumliche Ausdehnung der Fluoreszenz von 2,5-DHB in Vorwértsrichtung betrdgt hier
415 um. Es ist moglich, dal hier ein Beitrag der Streuung an bereits desorbierten

Matrixmolekiilen aufgezeichnet wird.

6.1 Ausblick

Untersuchungen des Ablationsverhaltens organischer Kristallite unter Bestrahlung mit
intensiven, kurzen, ultravioletten Laserpulsen sind nicht nur im Zusammenhang mit den
Phasentransfer- und lonisationsprozessen in der Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization
von Interesse. Thematische Verbindungen bestehen beispielsweise zu optischen Studien an
Materialien unter extremen physikalischen Bedingungen, wie der Auswirkungen hoher
Heizraten in kleinen Zeitintervallen und adiabatischer reversibler und irreversibler

Schockwellen sowie zur Nichtgleichgewichtsthermodynamik.

Fir die Zukunft sind weitere Postionisationsexperimente an Ferulasdure und an anderen
Matrixsubstanzen geplant, damit die Initialgeschwindigkeiten miteinander verglichen werden
konnen. Dabei gilt es, auch die Entfernung des Ionisationsortes von der Probenoberfliche zu
variieren, um festzustellen, ob sich die Geschwindigkeitverteilung in Abhdngigkeit des
Postionisationsorts dndert. Aus diesen Daten lieBe sich die Dichteverteilung der Neutralen in
Flugrichtung der Ionen gewinnen. Wird der Postionisationslaserpuls in dhnlicher Weise durch
das obenliegende Fenster der lonenquelle eingekoppelt und dieselbe Serie von Experimenten
durchgefiihrt,  entstiinde  ein  zweidimensionales  Profil ~der  Dichte- und

Geschwindigkeitsverteilung neutraler Matrixmolekiile in der Desorptionswolke.
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Zu untersuchen bleibt flirderhin die Abhéngigkeit der Neutralenproduktion von der
Laserleistung, sowie von Spotgréf3e und Einfallswinkel des Lasers.

Zudem zeigt die Geschwindigkeitsverteilung eine nicht unerhebliche Abhdngigkeit auch von
der Probenprédparationsmethode, deren Einfliisse in die Ergebnisbildung Eingang finden

miissen.

Eine Weiterfiihrung der zeitaufgelosten Untersuchungen an der Festkorperfluoreszenz ist nur
mit einem schnellen optischen Detektionssystem sinnvoll, denn die Lebensdauern der
angeregten Zustdnde liegen unterhalb der Nanosekundenzeitskala. Hierzu wire eine
bildgebende Picosekunden-Camera mit einem MCP-Detektor sinnvoll (z.B. Hamamatsu

Streak Camera C7700).

Die Fluoreszenzspektren der Matrixsubstanzen weisen breite Banden auf. Zur
Bandenverbreiterung tragen die Temperatur- und die chemische Umgebung der
Matrixmolekiile bei.

Aus der Literatur ist bekannt, dal matrix-isolierte Spezies in der festen Phase bei
Temperaturen des fliissigen Stickstoffs oder des fliissigen Heliums infolge Kiihlung teilweise
gut aufgeldste Absorptions- und Emissionsspektren aufweisen''’. Zum Studium der an der
Emission und der Absorption beteiligten Zustinde der Matrixmolekiile bieten sich daher
Arbeiten an isolierten Molekiilen in gefrorenen nichtabsorbierenden Umgebungen an (Argon,

Neon, Shpol'skii-Matrices''®)

Im Hinblick auf die Matrixwahl besteht ein Manko an der Verfligbarkeit Festkorper-
spektroskopischer Daten, mit welchen die Auswahl anhand der Absorptionsfihigkeit bei der
verwendeten Laserwellenlédnge erleichtert werden konnte. Die UV-VIS-Absorptionsspektren
der Matrixsubstanzen in Losung liefern wegen der Losungsmittelverschiebungen und der
Konzentrationseinfliisse ~ (Dimerbildung bei  hoheren Konzentrationen) in diesem
Zusammenhang nur einen groben Anhalt. So sind fiir die MALDI-Massenspektrometrie
Daten zum Absorptionskoeffizienten €(A) und zum Brechungsindex n(A) im kondensierten
festen Zustand wichtig.

Absorptionskoeffizient und Brechungsindex lassen sich moglicherweise tiber ellipsometrische

Experimente an Matrixeinkristallen gewinnen.
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Weitere vertiefende Einblicke in die an der Absorption beteiligten elektronischen und
vibratorischen Zustiande konnen iiber resonante Raman-Streuung gewonnen werden.

Da der Desorptionslaserpuls im Matrixkristallgitter neben optischen Phononen auch
akustische generiert, bildet auch die Methode der Photoakustik ein Instrument zur

Untersuchung der Laser-Energieverteilung im Matrix-Festkorper.
Trotz des merklichen Erkenntnisgewinns iiber die Mechanismen des MALDI-
Desorptionsprozesses bleibt abschlieBend mit den Worten von F. Hillenkamp im Abstract

zum Wolfgang-Paul-Vortrag anldBlich der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir

Massenspektrometrie im Mérz 2001 in Miinchen festzustellen:

,» ...und alle Fragen offen.*

(Brecht)
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7 Anhang
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Abbildung 7.3: UV-VIS Absorptionsspektrum von 3-Hydroxypicolinsdure
(c=0,Immol/l, Losungsmittel Wasser)
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Abbildung 7.4: UV-VIS Absorptionsspektrum von 2,5-Dihydroxybenzoesdure
(c=0,04mmol/l, Lésungsmittel THF)



Anhang 133

0,6
2 04
e
o
g
[e]
[%2]
Ko
<
0,2
0,0 T T T T T T T T T T T J T
240 280 320 360 400 440 480
Wellenlange [nm]

Abbildung 7.5: UV-VIS Absorptionsspektrum von Dithranol
(c=0,04mmol/l, Lésungsmittel THF)

0,20 -
0,15 4
S
S 0,10 4
|
o
(2}
o]
<
0,05 4
0,00 . T T T T T T T T T T T T T
240 280 320 360 400 440 480
Wellenlange [nm]

Abbildung 7.6: UV-VIS Absorptionsspektrum von Ferulasdure
(c=0,01mmol/l, Lésungsmittel Wasser: EtOH (50:50))
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Abbildung 7.7: Zweidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer Dithranol-MALDI-
Probe
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Abbildung 7.8: Dreidimensionale Darstellung der Fluoreszenz einer Dithranol-MALDI-Probe
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