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Zusammenfassung

Die MALDI stellt eine moderne Methode zur Analyse grofler Molekiile biologischen
bzw. organochemischen Ursprungs mittels Massenspektrometrie dar. Dabei sind die zu
grundeliegenden Prozesse dieser Methode noch weitgehend unverstanden. Durch einen
Hilfsstoff, die sogenannte Matrix, wird der Analyt vor Zerstérung durch Laserbeschuss
geschiitzt. Zugleich sorgt die Matrix fiir lonisation des Analyten. Wahrend die ionisieren-
den Eigenschaften der Matrix durch die Substanz selbst festgelegt sind, lielen sich die
Ablationseigenschaften variieren, wenn diese von der Anregungswellenléinge und nicht
vom Absorptionskoeffizienten abhéngen. Empirisch zeigen stark ablatierende Matrizes
Fluoreszenz im roten Spektralbereich. Daher wurden wellenléngenaufgeloste Untersu-
chungen der laserinduzierten Fluoreszenz der verschiedenen Matrizes unternommen. Um
die Ablationseigenschaften der Matrizes zu untersuchen, wurden die Geschwindigkeiten
der ablatierten Neutralteilchen untersucht. Hierzu wurde zeitversetzt zum Ablationslaser
eine Nachanregung (Postionisation) durch einen zweiten Laser innerhalb der Ablations-
wolke (Plume) hervorgerufen. Die Matrizes zeigen unterschiedliches Ablationsverhalten.
Die Ablation ist jetdhnlich und lésst sich am ehesten mit einer verschobenen Maxwell-
Boltzmann-Geschwindigkeitsverteilung beschreiben. Als charakteristische Werte konnen
z.B. die wahrscheinlichsten Geschwindigkeiten ermittelt werden. Weiterhin kann aus der
Breite der Verteilung die Temperatur des Plumes ermittelt werden.

Untersucht man nun die Plumeentwicklung durch Variation von Laserleistung, Innen-
druck der Quellregion oder des Postionisationsortes, so wird eine ausgedehnte Entwick-
lung noch bis zu 1.4mm nach dem Ablationsort festgestellt. In der Literatur wurde da-
gegen bisher von einer kompakten Plumeentwicklung ausgegangen. Durch Stoiprozesse,
die wahrend dieser langen Plumeentwicklung stattfinden, ist aber auch eine ausgedehn-
te Ionenbildung moglich. Diese spéter erzeugten Ionen tragen zum Untergrundrauschen
bei. In der Literatur wurden Matrixmolekiile und -cluster als Quelle des sogenannten
chemical noise identifiziert. Die Entstehung dieser Verunreinigung der Spektren l&sst
sich mit den gefundenen Ergebnissen ebenso erkldren, wie der Erfolg der Atmosphéren-
Druck-MALDI. Bei dieser wird durch den erhéhten Hintergrunddruck ein kompakter

Plume ausgebildet und die lang andauernden Stofprozesse vermieden.



abstract

MALDI has established as modern analytic discipline to investigate large molecules by
mass spectrometry. Those molecules may origin from biological or organochemical inve-
stigations. Although its success for some dedicated questions there is a leak of knowledge
about the fundamental process during ablation and ionization. The analyte is protected
by a so called matrix during laser excitation against the destructive processes. This ma-
trix evokes ionization, e.g. protonation, of the analyte as well. The ionization tendency
is an intrinsic character of the matrix. One question was how ablation characteristics
are influenced by ablation wavelength. The ablation could be controlled, if ablation de-
pends more on wavelength than absorption coefficients. In Experiments strong ablative
matrices show fluorescence in the red part of spectrum. Laser induced fluorescence of
several matrices was investigated. To analyze the ablative character of these matrices
velocity distributions of ablated neutral molecules were recorded. Therefore a second
laser (postionization-laser) was focused delayed into the ablation plume evoked by the
ablation laser.

There are differences between the examined matrices in the ablative character. All
develop an jet-like ablation described best by a shifted Maxwell-Boltzmann-Distribution.
Characteristic values of those distributions are the most probable velocity and the broad-
ness of distribution. The latter one is an indicator of plume temperature.

By variing parameters like laser power, pressure in source or distance to ablation
event plume evolution can be examined. In contradiction to earlier literature a long
lasting evolution up to 1.4mm after ablation is found. Impact processes during this long
evolution even ionization on such long time scale is possible. Those ions contribute to the
noise in MALDI mass spectra. Matrix molecules and -clusters were identified as source
for so called chemical noise in literature. The source of this noise as well as success of
atmospheric pressure MALDI can be explained by results of this thesis. In the latter case
the plume is build up much more compact. Long lasting impact processes are avoided

by those conditions.
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1. Einleitung

Die Nachfrage nach modernen und damit zeit- und kostensparenden Analysemethoden
ist grofer denn je. Dies ist einerseits durch verindertes Forschungsverhalten (screening-
Techniken), andererseits durch Bedarf an hoherer Sensitivitdat (Sicherheitstechnik, Ar-
beitsschutz, Spurenanalytik, Kriminaltechnik) begriindet. In den Biotechnologien hat
sich ein hoher Bedarf an Verfahren zur schnellen Bestimmung von Substanzen entwickelt.
Dies beinhaltet hinsichtlich der Anwendung von massenspektrometrischen Verfahren
zwei Problematiken. Zum einen muss der Analyt moglichst zerstorungsfrei der Ana-
lyse zugefiihrt werden, zum anderen miissen Informationen iiber seine Struktur erhalten
werden. Dies gilt insbesondere fiir unterschiedliche Proben, die aus identischen Unterein-
heiten aufgebaut sind (z.B. DNA). Zur Losung des ersten Problems stellt die von Hillen-
kamp und Karas' sowie Tanaka” entdeckte Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation
(MALDI) neben Electro Spray lonisation (ESI) inzwischen eine der wichtigsten Techni-
ken dar. In Kombination mit chromatographischen Trennmethoden und unterschiedlich-
sten Massenspektrometrie-(MS)-Technologien ist sie aus der Analytik der Genetik kaum
noch wegzudenken. Insbesondere wire das “human genome“-Projekt ohne den Einsatz
von automatisierten MALDI-MS-Geréten nicht mit solcher Rasanz durchfithrbar gewe-
sen.

Einschrankend fiir die MALDI in vielen Anwendungsbereichen sind die bis heute
eher empirisch begriindeten Probenpriaparationsmethoden. In einigen Bereichen konn-
ten standardisierte Praparationsprotokolle erstellt werden. Dennoch ist die breite und
erfolgreiche Anwendbarkeit an ein grundlegendes Verstdndnis der ursédchlichen Prozesse
gekoppelt.

Der MALDI-Prozess gliedert sich, wie der Name schon impliziert, in einen Desorpti-

ons*- und Ionisationsprozess. Dennoch iiberlappen sich die Zeitskalen beider Prozesse, so

*Der Begriff Desorption ist irrefithrend (vgl. Abschn.3.2), wird hier aber aus historischen Griinden

16



1. Einleitung

dass eine Trennung immer nur eine Simplifizierung darstellen kann. Die Verwendung un-
terschiedlicher Matrizes legt den Schluss nahe, dass Matrixeigenschaften sowohl die Ab-
lation als auch die Ionisation beeinflussen. Einige von diesen Eigenschaften sind nur mit
aufwendigen Experimenten ermittelbar. Die Ermittlung von Absorptionsspektren der
festen Matrizes ist z.B. bisher nur fiir einige Matrizes gelungen. Wiinschenswert wéren
moglichst einfach zugéngliche, grundlegende Eigenschaften der Matrizes, insbesondere
spektroskopische Daten, die mit dem Desorptions- und Ionisationsverhalten verkniipft
werden kénnen. Erkenntnisse aus der eigenen Diplomarbeit und der Zusammenarbeit mit
Dipl. Chem. Dr. Carsten Zechmann bildeten den Startpunkt der dieser Arbeit zugrunde-
liegenden Forschung. Neben den generellen Unterschieden verschiedener Matrizes wurde
die Korrelation von LIF-Spektren mit Initialgeschwindigkeiten ablatierter Neutraler un-
tersucht. Weiterhin wurde die Entwicklung der Ablationswolke (Plume) beeinflusst und
die Auswirkungen dieser Beeinflussung auf die Ablationsgeschwindigkeiten analysiert.
Geschwindigkeit andererseits stellt den Quotienten zwischen Strecke und Zeit dar. Eine
moglichst genaue Kenntnis der Strecke ist somit zur Ermittlung der Geschwindigkeit un-
erlaBlich. Die zur MALDI-Analyse verwendeten Proben weisen dagegen meist eine sehr
inhomogene Oberflichenstruktur auf. Es musste eine Verfahren gefunden werden, um
die individuelle Probenbeschaffenheit beriicksichtigen zu konnen. Aus diesen Ergebnis-
sen konnen die sonst nur schwer zugénglichen Dicken einer Probenschicht abgeschétzt

werden.

zunichst beibehalten.
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2. Theorie der Massenspektrometrie

Grundlage aller massenspektrometrischer Methoden ist Beschleunigung und Trennung
von geladenen Teilchen nach Impuls oder Energie. Dazu existieren unterschiedliche Kon-

zepte. Allen gemein ist ein mindestens dreiteiliger Aufbau:
1. Tonenerzeugung und -beschleunigung,
2. Trennung
3. und Detektion.

Auf die Detektion soll im Folgenden nicht gesondert eingegangen werden. Sie erfolgt in
vielen Geréten durch Multi-Channel-Plates (MCP) auch in Kombinationen mit Charged-
Coupled-Devices (CCD) oder Photomultipliern (PMT). Fiir einige Standardanalyse-
Geriite des alltdglichen Einsatzes (z.B. Restgasanalysatoren) werden auch Faraday-Cups
eingesetzt. Daneben existieren Speziallosungen, die z.T. noch Gegenstand aktueller For-
schung sind. Dazu gehoren z.B. die Kryodetektoren. Sie sollen die Problematik der De-
tektion von grofien Molekiilen (m>1.5MDa) losen. Bei diesen wird die Erwirmung eines
auf 4K abgekiihlten Detektors durch Aufschlagsenergie der Tonen registriert. Leider sind

die Reaktions- und Regenerierungszeiten noch zu lang.

2.1. Massenseparatoren

Die ersten Massenspektrometer trennten die Ionen geméfl ihres Masse-zu-Ladungs-Ver-
héltnisses mit Hilfe der Lorenz-Kraft in einem starken magnetischen (B-)Feld. Neben
diesem nach Impuls auftrennenden Verfahren kann in Kombination oder allein durch ein
elektrisches (E-)Feld auch nach Energie getrennt werden. Weitere Gerite, wie Quadrupol-

Massenfilter oder Ion-Trap-Geriite, trennen durch den Aufbau statischer und/oder dy-

18



2. Theorie der Massenspektrometrie

namischer E-Felder. Allen gemein ist die Detektion eines selektierten *-Verhéltnisses.
Zum Generieren eines kompletten Spektrums miissen experimentelle Parameter variiert
werden.* Neben einem Ionen-Cyclotron- (ICR) stellt das Flugzeitmassenspektrometer
eine Methode zur Akquisition des kompletten 7*-Bereichs mit einer Einstellung dar. Das
einfachste Konzept, die simple Messung einer Flugzeit durch eine feldfreie Strecke, konn-
te erst durch Verwendung von Laserionisationsverfahren effizient realisiert werden. Der

folgende Abschnitt soll eine kurze Einfiihrung in das Konzept der Flugzeit-MS geben.

2.1.1. Flugzeitmassenspektrometer

Neben der Aufzeichnung eines kompletten Spektrums pro lonisationsereignis hat ein
Flugzeitmassenspektrometer (Time-Of-Flight-MS) auch den Vorteil des theoretisch un-
begrenzten Massenbereichs. Besonders geeignet ist es daher fiir Untersuchungen hoch-
molekularer Substanzen. Daneben haben sich TOF-MS in der Forschung bei der Unter-
suchung laserinduzierter Prozesse etabliert. Ein TOF-MS besteht in seiner einfachsten
Form aus einem evakuierten Rohr. An seinem einen Ende befindet sich die sogenannte
Ionenquelle, am anderen der Detektor. Die in der Quelle gebildeten Ionen werden in der
Regel auch dort durch elektrische Felder beschleunigt. Alle Tonen erhalten so im idealen

Fall die gleiche kinetische Energie.

1
—2
Eel - eZUBeschl - Ek‘zn = §mv

E.;: potenzielle Energie des elektrischen Feldes, Up,s.n: anliegende Spannung
e: Elementarladung, z: Ladungszahl, E,,,: kinetische Energie der Ionen,

m: Masse der Ionen, ¢: Geschwindigkeit der Ionen im Flugrohr (2.1)

Im Flugrohr trennen sich Ionen verschiedener “-Verhéltnisse nun nach ihrer Geschwin-
digkeit auf (G1.2.1) und werden zeitlich getrennt am Detektor registriert. Die Giite die-
ser zeitlichen Trennung bestimmt mafligeblich das Auflésungsvermégen des TOF-MS.
Je nach verwendetem lonisierungsverfahren ist das Auflésungsvermogen dieser einfa-
chen Form jedoch schlecht bis sehr schlecht. Fiir ein lineares TOF kénnen Werte von
R = {~ = 500 bis 1000 erreicht werden. Dies ist jedoch nur durch ein spezielles Ar-

rangement der Beschleunigungsstrecke(n) in der Quelle moglich. Im idealen Fall wiirden

*Durch die Verwendung von CCD-Detektoren fiir B- und E- Feld-Geréte ist heute die Aufzeichnung

eines groBeren m/z-Bereichs mit einer Einstellung moglich.
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Abbildung 2.1.: Verschlechterung des Auflosungsvermogens in einem TOF.

die Tonen zu einem Zeitpunkt, an einem Ort und mit einer initialen Energie bzw. Ge-
schwindigkeit gebildet. Dabei muss nicht nur der Betrag der Geschwindigkeit identisch
sein, sondern auch noch ihre Richtung.

Nur wenige Ionisationsverfahren sind in der Lage, eben diese Forderungen zu erfiillen.
Am néchsten kommt dem wohl die REMPI-Technik in einem Molekularstrahl (Abschn.
2.2.1). Trotzdem bleibt auch hier das Auflésungsverméogen begrenzt, z.B. durch die Grofie
des Laserspots und damit einer endlichen Ausdehnung des Ionisationsortes. Um nun den
Fehler des lonisationsortes kompensieren zu konnen, bedarf es einiger Eingriffe in die
Beschleunigung der Ionen.

Bei einer einstufigen statischen Beschleunigung ist der Ortsfokus, der Punkt an dem
Tonen eines 7-Verhéltnisses nahezu zeitgleich eintreffen, festgelegt. Er liegt in einer Ent-
fernung, die der zweifachen Quellenausdehnung entspricht.” Eine Beeinflussung durch
Variation der Spannungen ist nicht moéglich. Zur Korrektur einer Varianz im lonisations-
ort wird diese Beschleunigungsstrecke in mehrere Teilbereiche getrennt. Dabei hat sich
vor allem der zweistufige Aufbau bewéhrt. Diese Anordnung wurde von Wiley und McLa-
ren eingefithrt, so dass sich als Synonym der Begriff ,, Wiley-McLaren-Quelle* geformt
hat.” Bei dieser Anordnung kann der Ortsfokus durch geeignete Wahl der Geometrie oder
der Spannungen weiter von der Quelle weg, hin zum Detektor verlagert werden. Erforder-
lich wird dies, um lange Flugstrecken zur besseren Auftrennung der Ionen einsetzen zu
kénnen. Mafigeblich sind die Potenzialgradienten in den Teil-Beschleunigungsstrecken.
Fiir den oben geschilderten zweistufigen Fall wird in der ersten Beschleunigungstrecke
ein schwicherer Gradient als in der nachfolgenden benutzt. Hierzu sollen die Begriffe
Repeller fiir die abstoflende Elektrode, 1. Beschleunigungsplatte fiir die Trennungselek-
trode der Teilbereiche und 0V- oder Erdplatte fiir die den Quellenbereich abschlieende
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Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung einer Wiley-McLaren-Anordnung. Fall a: ,,de-
layed extraction® zum Zeitpunkt der Ablation. Fall b: Statischer Betrieb

oder ,delayed extraction“ zum Zeitpunkt des Ionenabzuges.

Elektrode eingefithrt werden (siche Abb.2.2, Fall b).

Abweichungen in der Anfangsgeschwindigkeit oder -energie kénnen so jedoch nicht
kompensiert werden. Prinzipiell existieren zwei Ansétze zu deren Korrektur: ein stati-
scher Tonenreflektor oder eine gepulste Beschleunigung.

Der statische Ionenreflektor besteht aus einem Bremsfeld, das die potenzielle Ener-
gie der Quelle, namentlich das Potenzial am lonisationsort, iibersteigt. Im Reflektor
werden Ionen abgebremst und meist in Gegenrichtung beschleunigt (0°-Reflektor). Hier-
durch wird gleichzeitig eine Verkleinerung der Gerétedimensionen bei gleichbleibender
Flugstrecke erreicht. Bei dem Ionenreflektor handelt es sich aber zugleich um einen soge-
nannten Energiefilter. Fiir Ionen einer kinetischen Energie existiert eine Flugbahn durch
den Reflektor (unabhéngig von ihrem m/z-Verhiltnisses). Treffen nun Ionen mit héherer
Energie auf den Reflektor, so dringen sie tiefer ein und verweilen so etwas langer in ihm.
Ionen mit weniger als der idealen Energie werden friiher reflektiert, verlassen den Reflek-
tor somit frither und sparen Zeit auf dem Weg zum Detektor. Im idealisierten Fall werden

Energieunterschiede so, zeitlich gesehen, ausgeglichen. Die Ionen eines m/z-Verhéltnisses
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mit verschiedenen Anfangsenergien erreichen nun zeitgleich den Detektor. Wie iiberall
spielt die Giite der elektrischen Felder eine wesentliche Rolle fiir die Effizienz der Kor-
rektur. Deshalb werden Reflektoren meist aus vielen Elektroden aufgebaut (bis zu 80).
Weiterhin wird sofort klar, dass das einfache Grundprinzip recht hohe Anforderungen
an die geometrische Anordnung stellt. Fiir optimale Ergebnisse muss der Ortsfokus der
Quelle am Beginn des Reflektors liegen und der Detektor genau im Energiefokus des
Reflektors. Um nun die baulichen Dimensionen des Reflektors zu verkleinern und seine
Eigenschaften individuell anpassen zu kénnen, werden auch hier wieder mehrere Gradi-
enten eingesetzt. Hierbei werden die Ionen zumeist auf ein Drittel ihrer Geschwindigkeit
abgebremst und hernach in der letzten Stufe reflektiert. Die Abbremsung erfolgt in einer
ein- oder zweistufigen Region. Neue Konzepte versuchen, diesen komplexen Aufbau zu
umgehen. Hier besteht der Reflektor nur aus einem Stiick.” Aus der Form des Reflek-
tors ergeben sich Feldlinien, die eine Korrektur ermoglichen.” " Das Auflésungsvermogen
erreicht jedoch nicht die Werte der mehrstufigen Konzepte. Somit stellt diese Variante
des Reflektors bisher eher eine Losung fiir miniaturisierte TOF-MS im mobilen oder
stationdren Einsatz (sogenannte ,,embedded systems®) dar.

Eine Abweichung im Ionisationszeitpunkt kann jedoch durch keines der beschriebenen
Verfahren kompensiert werden. Dafiir bedarf es gepulster Felder. Hierunter fallt die
delayed-extraction Methode (DE) und das post-source-pulse-focusing (PSPF).

Bei DE-Methoden werden in der Quellregion anstelle statischer gepulste Beschleuni-
gungsfelder verwandt. Den Molekiilen wird damit die Zeit sowohl zur Ionenbildung als
auch zur rdumlichen Verteilung je nach Initialgeschwindigkeit gegeben. Nach einer ange-
messenen Zeit wird das Beschleunigungsfeld angeschaltet (siche Abb.2.2, Fall a vor, und
Fall b nach Schalten der Beschleunigungsschaltung). Hierin liegen auch die Schwierigkei-
ten dieser Methode. Es miissen z.T. | insbesondere fiir die MALDI, sehr hohe Spannungen
schnell geschaltet werden. Trotzdem muss eine hohe Feldhomogenitit gewéhrleistet sein.
Felddurchgriffe und Restfelder stellen bei mehrstufigem Aufbau und Pulsen der ersten
Teilstrecke durchaus Fehlerquellen dar.

Wird eine statische Quelle benutzt, kann eine nachgelagerte, gepulste Beschleuni-
gungsstrecke (PSPF) dhnliches leisten. Hier werden ebenfalls zeitliche Abweichungen
aber auch die Energiedispersion kompensiert. Schnelle Teilchen und solche, die frith ge-
bildet wurden, driften tief in diese Region hinein. Dagegen werden sich langsame und spét
gebildete Tonen noch am Anfang der Region befinden, wenn die Beschleunigungsspan-

nung angelegt wird. Somit erfahren die zu langsamen und die spét gebildeten Ionen eine
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hohere Zusatzbeschleunigung (siche Abb.2.3). Hierbei werden wesentlich geringere Span-
nungen geschaltet. Zudem ist die Feldhomogenitét in der recht langen, durch viele Elek-
troden realisierten Region leichter zu bewerkstelligen als bei den DE-Methoden. Nach-
teilig am PSPF-Verfahren ist die Auswertung der Massenspektren. Die Abhéngigkeit
der Flugzeit ist nun nicht mehr durch eine einfache Proportionalitdt zur Wurzel des
m/z-Verhéltnisses beschreibbar. Sie wird durch Gleichungen hoherer Ordnung wiederge-
geben. Werden die Teilbereiche einzeln analysiert, so erhélt man fiir die Gesamtflugzeit

die von loanoviciu hergeleitete Formel in Abhéngigkeit der Masse (Gl1.2.2).

t:a,o—i—alm 1[1—%—013—’—& (22)

Jm

Im Arbeitskreis wurde dagegen experimentell eine andere Gleichung gefunden (2.3).” Sie
zeichnet sich dadurch aus, dass sie weniger Parameter benttigt und deshalb mit weniger

Kalibrationspunkten auskommt.
t = co+ civ/m + cov/m + csV'm? (2.3)

Die Koeffizienten ag 4 bzw. ¢y 3 miissen fiir jede Einstellung von Spannungswerten und
Schaltzeiten experimentell bestimmt werden. Weiterhin kann nur ein Teil des Massen-
spektrums ausgewertet werden. Leichte bzw. hochgeladene Ionen haben das PSPF bereits
passiert, wenn es aktiviert wird. Thre Flugzeit bleibt unbeeinflusst und Abweichungen
in Energie und Zeit unkorrigiert. Dieser Bereich kann unter rechnerischem Aufwand mit
erfasst werden. Langsame lonen haben die Region noch nicht erreicht. Sie werden vom
eingeschalteten PSPF-Feld abgebremst. Thre Einbeziehung ist umso schwieriger. In der
Praxis erweist sich das PSPF als sehr selektives Verfahren. Ein zuvor festgelegter Bereich
kann wie mit einer Lupe ausgewéhlt werden. Im kommerziellen Bereich wird das PSPF
im Gegensatz zur DE nicht in seiner hier beschriebenen Form eingesetzt. Es kommt
jedoch als sogenannter ,Ionenfahrstuhl“ in Gerédten der Fa. Bruker Daltonics bei der

Fragmentanalyse zum Einsatz.

2.2. verschiedene lonisationsverfahren fiir TOF-MS

Aus den obigen Ausfithrungen sind wesentliche Anforderungen an die Quellen fiir ein

Flugzeitmassenspektrometer ersichtlich. Die Ionen miissen gepulst gebildet oder in das
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Abbildung 2.3.: Wirkungsweise des PSPF-Systems.
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TOF eingelassen werden. Die Ionen miissen als moglichst kompaktes Paket, sowohl
rdumlich als auch zeitlich, der Beschleunigung ausgesetzt werden. Fiir kontinuierliche
Ionisationsverfahren wie Elektronenionisation (EI), Elektrosprayionisation (ESI) und
Chemischer Tonisation (CI) bleibt daher nur der gepulste Einlass oder Abzug der Ionen.
Neben der etablierten DE-Methode stellt die Hadamard-Transformation " eine interes-
sante Alternative dar. Hierbei wird dem Ionenstrom eine Matrize aufmoduliert. Durch
spatere Riickrechnung, dhnlich der Fourier-Transform-Modulation, gelingt es, Flugzeit-
massenspektren zu erhalten. Dies ist insbesondere fiir Anwendungen mit kontinuierlicher
Probenzufiihrung interessant. Hier sind insbesondere die Kopplungen der TOF-MS mit
Fliissigkeits- (HPLC) und Gaschromatographie (GC) zu nennen.

In den folgenden Abschnitten soll auf die lasergestiitzten Verfahren néher einge-
gangen werden. Sie haben der Flugzeitmassenspektrometrie zum Aufschwung verholfen.
Nicht zu verleugnen ist allerdings ihr Nachteil. Sie sind kostenintensiv und z.T. wartungs-
aufwendig. Jedoch ist zu erwarten, dass die zunechmende Halbleiterlaserentwicklung auch
hier in Zukunft Abhilfe schaffen wird. Auf die in dieser Arbeit angewandte MALDI soll

gesondert eingegangen werden (s. Abschn.3)

2.2.1. (Resonant enhanced) Multi Photon lonisation ((RE)MPI)

Die Ionisation mit hochenergetischen Photonen ist in der Chemie seit langem bekannt.
Das dazu notige (V)UV-Licht wurde durch Hochdruck-Gasentladungslampen generiert.
Jedoch sind die Photonendichten zum einen gering und zum anderen entstehen zeit-
lich breite Tonenpakete. Heute werden solch einfache Konzepte jedoch fiir den Bau von
kompakten Gerdten wieder aufgegriffen (z.B. Fa. Syagen Technology Inc., Tustin). Einen
Innovationsschub erfuhr die TOF-MS mit dem Aufkommen der Laser. Sie generieren ho-
he Photonendichten in ggf. kurzer Pulsdauer. In der Spektroskopie werden dabei meist
frequenzverdoppelte Farbstoff- oder Festkorperlaser eingesetzt. Diese bieten Pulsdau-
ern von einigen ns und weisen spektrale Bandbreiten von 0.001 bzw. 0.0lnm auf. So
kénnen selbst in Substanzgemischen selektiv einzelne Spezies angeregt werden. Aller-
dings kann mit einem Photon die Ionisationsgrenze der meisten Molekiile nur im VUV
tiberschritten werden (bei 10eV wire dazu eine Wellenldnge von ca. 124nm nétig). Nun
kann Tonisation nicht nur durch einen solchen Einphotonen-Ubergang, sondern auch
durch Mehrphotonen-Uberginge realisiert werden. Hierbei unterscheidet man nach An-

zahl der benétigten Photonen, ob diese eine Wellenlinge haben und ob dieser Ubergang
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resonant oder nichtresonant stattfindet. Fiir nichtresonante Multiphotonenionisationen
(MPI) sind ungleich hohere Photonendichten nétig.

Zur Erklarung der Prozesse muss zuerst die Absorption verstanden werden. Diese
bildet auch den ersten Schritt fiir die in Abschn.4.1 besprochene laserinduzierte Fluores-
zenz. Ein Teilchen befindet sich bei Raumtemperatur zumeist im elektronischen Grund-
zustand. Jedoch sind hohere Schwingungs- und Rotationsniveaus geméfl der thermischen
Verteilung besetzt. Wird diesem Molekiil Energie zugefiihrt, z.B. durch Einstrahlung von
Photonen geeigneter Wellenlénge, kann es in einen angeregten Zustand promoviert wer-
den. Mafgeblich hierfiir sind die Population von Schwingungs- und Rotationszustdnden
im Grundzustand, das Vorhandensein von resonanten Ubergéingen zum angeregten Zu-
stand bei der jeweiligen Energie, hinreichend grofie Ubergangswahrscheinlichkeiten und
fehlende, schnellere Deaktivierungsprozesse. Geméfl der Born-Oppenheimer-Néherung
konnen die Atomkerne der schnellen Anregung von Elektronen nicht folgen. Die Anre-
gung erfolgt als sogenannter senkrechter Ubergang. Ein Ubergang ist umso wahrscheinli-
cher, je hoher sein Franck-Condon-Uberlappungsintegral ist. Daraus ergibt sich die Kon-
sequenz, dass eine direkte Anregung in den Schwingungsgrundzustand unwahrscheinlich
ist (Abb.2.4).

Wie im Abschn.4.1 gezeigt wird, erfolgen aus diesem Zustand mehr oder minder
schnell Deaktivierungsprozesse. Wird ein zweites Photon innerhalb der Lebensdauer
des angeregten Zustandes absorbiert, so kommt es zur Ausbildung eines hoher ange-
regten Zustandes. Liegt dieser oberhalb der Ionisationsgrenze, treten Deaktivierung
und Ionisation als konkurrierende Reaktionen auf. Andernfalls konnen alle oben skiz-
zierten Vorginge erneut stattfinden. Fiir die REMPI bedeutet die Existenz resonan-
ter Ubergiinge eine vermehrte Population und vergleichsweise lingere Lebensdauer. Ein
nichtresonanter Ubergang findet in virtuelle Zusténde statt. Diese sind von extrem kur-
zer Lebensdauer und konnen nur im intensiven Laserfeld gebildet werden. In iiblichen
Experimenten wird zur MPI die Laserstrahlung daher stark fokussiert. Meist entstehen
dadurch jedoch auch starke Fragmentationen, und das sogenannte ,ladder-switching*
tritt vermehrt auf. Hierbei wird ein entstandenes Fragment erneut angeregt und zerfillt.
Dieser Prozess kann sich mehrfach wiederholen. Die Namensgebung liegt in dem Wechsel
zu jeweils einer neuen , Energieleiter begriindet.*

Besonders geeignet fiir die Photoionisation sind Systeme mit ausgedehntem, konju-

*Natiirlich ist ,,ladder-switching“ auch bei REMPI moglich. Wegen der dort verwendeten geringeren

Leistungsdichten tritt es jedoch weit weniger haufig auf.

26



2. Theorie der Massenspektrometrie

s -Zustand
83
0 s
g 7 v=3
@ v=2
v=1
v=0
Absorption
s -Zustand
\ i v=4
!
g v=2

v

Kernabstand r

Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung der Absorptionswahrscheinlichkeiten bei ver-

schiedenen Uberlappungsintegralen.
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gierten m-Elektronensystem. Der Chemiker bezeichnet solche als Chromophore, da sie bei
langer Konjugation bereits Absorption im sichtbaren Licht aufweisen. Substanzen, die le-
diglich einen Benzolkern aufweisen, zeigen dagegen Absorptionsverhalten im UV-Bereich.
Wird der Benzolkern funktionalisiert, so kommt es zu einer Verschiebung der Absorption
zum langerwelligen (barthochrom) oder kiirzerwelligen (hypsochrom) Bereich des Spek-
trums. Insbesondere mesomere Effekte (M-Effekt) erweisen sich als wirkungsvoll. Ein
+M-Effekt fiihrt meist zu ausgepréagter barthochromer Verschiebung. Hierdurch wird
auch der Einfluss von Heteroatomen, insbesondere wenn sie in die aromatische Struktur
integriert sind, ersichtlich.

Besondere Bedeutung hat die REMPI zur Ermittlung von Ionisationsenergien. Inner-
halb eines gut gekiihlten Molekularstrahls werden hier die Populationen des Grundzu-
stands erreicht, die beziiglich der Rotation einer Temperatur von ca. 4-15K und beziiglich
der Vibration einer Temperatur von ca. 50K entsprechen.' So kann durch Ionisation der
darin enthaltenen Molekiile deren Ionisationsenergie untersucht werden. Hiufig werden
zur genaueren Bestimmung Photonen verschiedener Wellenlénge eingesetzt.

Bei der im Abschn.5 eingesetzten Postionisation befinden sich die Molekiile dagegen
in einem expandierenden Plume, der teilweise jetdhnliche Eigenschaften aufweist. Auf-
grund der initialen ,, Aufheizung® ist der Plume jedoch weit entfernt von einem kiihlen
Molekularstrahl. Im allgemeinen werden Temperaturen von 65K bis 1200K (s.Abschn.3)
angenommen. Hier ist also von einer thermischen, relativ breiten Population des Grund-
zustandes auszugehen. Dies zeigt sich z.B. in der guten Ionisierbarkeit aller eingesetzten
Substanzen bei 260.00nm.
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Die MALDI erweist sich in zweierlei Hinsicht fiir grole Biomolekiile und Polymere als
besonders geeignet. Zum einen sorgt sie fiir die relativ zerstorungsfreie Uberfithrung
des Analyten in die Gasphase, zum anderen fiir dessen lonisation. Bis zum heutigen
Zeitpunkt existiert keine tiefere, detaillierte Einsicht in die wédhrend der Ablation des
Festkorpers ins Vakuum, weit entfernt von jeglichem Gleichgewichtszustand, ablaufen-
den Prozesse. Es darf bezweifelt werden, dass es den MALDI-Mechanismus gibt. Zahl-
reiche Untersuchungen mit unterschiedlichsten Experimenten oder theoretischen Model-
len kommen je nach Ausgangssituation zu differenten Ergebnissen. So miissen gerade
in letzter Zeit Thesen, die nahezu als Grundbedingungen galten, neu iiberdacht wer-
den. Untersuchungen mit verschiedenen Laserwellenldngen zeigen, dass die Matrix nicht
notwendigerweise bei der verwendeten Laserwellenldnge ein Absorptionsmaximum auf-
weisen muss. ~ Vielmehr reicht auch eine méflige Absorption aus. Beriicksichtigt werden
miissen dabei Effekte, die zur Verschiebung der Absorption fiihren, z.B. Fehlstellen im
Kristall, wie sie naturgeméf in der MALDI héufig vorkommen werden. Weiterhin scheint
eine Inkorporation des Analyten in den Matrixkristall nicht notwendig zu sein, da gute
Spektren auch von lediglich fein gemahlenen und aufgestiubten Proben generiert werden
konnen. Gerade die breite Anwendbarkeit fiir verschiedene Analyt- und Matrix-Klassen
zeigt auch die Vielfalt der ablaufenden Prozesse. Prozesse, die auf unterschiedlichen
Protonenaffinitdten beruhen, sind z.B. auf relativ inerte Molekiile wie Polymere nicht
anwendbar. So wird wohl eher fiir eine bestimmte Matrix-Analyt-Kombination eine Do-
minanz des einen oder anderen Prozesses existieren. Diese stehen aber dennoch stets in
Konkurrenz zu anderen.

Ein grundlegendes Problem bei der Erforschung der MALDI ist die Vielzahl der
gleichzeitig ablaufenden Prozesse. Zumindest fiir die UV-MALDI laufen Ablation und

Ionisation parallel ab. Laserpulsldnge, Lebenszeit des angeregten Zustandes und Ausbil-
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dung der Ablationswolke finden auf der ns-Zeitskala, wenn nicht sogar teilweise auf der
ps-Zeitskala statt. Ein Problem, auch in experimenteller Hinsicht, ist also die Trennung
von Ablation und lonisation, ohne die Startbedingungen jeweils aufler Acht zu lassen. Im
Folgenden sollen zunéchst die unterschiedlichen, in der Literatur angefiihrten Modelle
der Tonisation und anschlieend der Desorption beschrieben werden. Da im wesentlichen
die UV-MALDI verbreitet ist und Gegenstand dieser Arbeit war, werden die folgenden

Ausfithrungen auch mit Schwerpunkt auf diese Variante gemacht.

3.1. lonisationsmechanismen der MALDI

Ublicherweise werden MALDI-Spektren im positiv-Ton-Modus aufgezeichnet. Unabhiingig
vom Modus werden in der Regel wenig direkt photoionisierte Molekiile beobachtet. Ins-
besondere die Analytionen werden als protonierte, kationisierte oder Clusterionen de-
tektiert. Bezogen auf einen Analyten und die meisten Matrixmolekiile muss also ein
mehrstufiger Prozess stattfinden. Es wird deshalb die primére lonisation von der se-
kundéren unterschieden. Wahrend der priméren Ionisation werden Ionen aus Neutra-
len gebildet. Hierbei handelt es sich iiberwiegend um Matrixmolekiile, die ja auch im
grofem Uberschuss vorliegen. Die Prozesse der sekundéren Ionisation sind im wesentli-
chen Ubertragungs- und Anlagerungsprozesse. Hier werden Ladungen, Protonen, Ionen
oder Kationen auf neutrale Molekiile oder Cluster iibertragen. Mafigeblich durch die
Entwicklung der Desorptionswolke (Desorptionsplume, kurz: Plume) beeinflusst, finden
zahlreiche Prozesse statt. Diese fithren letztendlich zur Bildung vieler, ionisierter Spezies,

darunter meist auch protonierte Analytmolekiile (AH™).

Primdre lonenbildung

In der Literatur wird eine Vielzahl von Modellen zur Ionenbildung diskutiert. Hierbei ist
insbesondere die primére Ionenbildung noch unverstanden. Die zundchst angenommene
MPI (Abschn.2.2.1) erweist sich bei genauerer Betrachtung als eher unwahrscheinlich.
Die Ionisierungsenergien (IE) der verwendeten Matrizes liegen oberhalb 8¢V. Unter UV-
Anregung reichen hier zwei Photonen eines verdreifachten Nd:YAG-Lasers oder eines
Stickstofflasers, die iiblicherweise bei MALDI-Experimenten anzutreffen sind, nicht aus.
Erst mit der vierten Harmonischen eines Nd:YAG wére eine Zwei-Photonen-Ionisation

moglich. Drei-Photonen-Prozesse erscheinen wegen der kurzen Lebenszeiten der ange-
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regten Zustande ' und Laserleistungsdichten unwahrscheinlich. Sie wurden lediglich
fir 2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB) (IE=8.05¢V'") als untergeordneter Prozess gefun-
den.” Einschrinkend muss festgestellt werden, dass die IE in der Gasphase gemessen
wurden. So konnte bereits fiir das DHB-Dimer eine verringerte IE von 7.93eV festgestellt
werden. ' Ebenso zeigen Beimengungen von Analyten in Clustern eine Verminderung der
IE von 1eV."" Dies wird durch Rotverschiebung der Absorptionsspektren von Einkristal-
len, dotierten Einkristallen'’ sowie mikrokristallinen Proben™""" ebenfalls gestiitzt. Aus
selbigen Uberlegungen ist auch die Ionisation mit 400nm'’ maoglich, zumal bei dieser
Untersuchung sogar nicht lineare Effekte aus der starken Anregung eines fs-Laserpulses
nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Wird dagegen mit 266nm angeregt, so ist ein Uberschreiten der IE mit 2-Photonen di-
rekt moglich. Nach Absorptionsspektren von Allwood et al. wird bereits der So-Zustand
populiert.”” Fiir diesen wird ein repulsives Potenzial angenommen. In den MS-Spektren
wurde dagegen keine Zunahme der Matrixradikalkationen beobachtet. © Dieser Effekt
kann jedoch auch sekundéren Ionisationsmechanismen zugeschrieben werden (vgl. Ab-
schnitt 3.1.3).

Die Existenz vorgebildeter Ionen war ein weiterer Mechanismus, der kontrovers dis-
kutiert wurde.”” " Dieser Weg ist nur fiir Verbindungen mit stark ionischem Charakter
oder starken Komplexbildnern denkbar. Bei groflen Ionen wére dann nur relativ wenig
Energie notig, um sie aus dem Kristallverband zu l6sen. Allerdings ligen diese Ionen
nicht ,nackt“ vor. Es miisste eine Trennung vom Gegenion erfolgen. Thre Trennung im
expandierenden Plume scheint moglich, da Geschwindigkeiten von 1000m/s und mehr
fiir desorbierte Teilchen festgestellt wurden. Eine Kollision konnte demnach bis zu 0.8eV
Energie einbringen. Bei einem Abstand von 0.5nm der Ladungstriger miissten minde-
stens zwei Stofle stattfinden, die ihre volle Energie iibertragen.” Die Wahrscheinlichkeit
dafiir ist gering. Andererseits wére die Wahrscheinlichkeit der Rekombination ebenfalls
sehr niedrig, da in der MALDI zusétzlich ein hohes Abzugspotenial anliegt.

Im Folgenden sollen einige Mechanismen vorgestellt werden, die derzeit in der Lite-

ratur als die dominierenden Reaktionswege der MALDI angesehen werden.

3.1.1. Energy pooling

Ein Modell, das zwar von mehrfacher Anregung durch Photonen, nicht aber von der

unwahrscheinlichen direkten Ionisation ausgeht, ist das ,,energy pooling“-Modell. In die-
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sem werden benachbarte Matrixmolekiile angeregt. Wie aus G1.3.1 ersichtlich, entstehen
aus zwei angeregten Matrixmolekiilen (M*) zunéchst ein hochangeregtes (M**). Von die-
sem ist dann sowohl die Bildung eines Matrixradikalkations (M**) als auch die eines
Analytions (AT*) moglich.

MM 2P NN Mo+ M M+ M e (3.1)

M*M*+A— MM+ AT + e~ (3.2)

Dieser Mechanismus weist gegeniiber der MPI schon allein aus geometrischen Griinden
eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit auf. Weiterhin lassen sich so Matrix-Suppres-
sion-Effekte, Fehlen von Matrixionen bei bestimmten Analyt/Matrixverhéltnissen, und
quenching (vgl. 4.1) von Fluoreszenz erklaren. Kommt es zur reaktiven Begegnung zwei-
er angeregter Teilchen wird in diesem Modell eines seine Energie abgeben. Der Anteil
der Molekiile im S;-Zustand verringert sich. Aus diesem findet jedoch die Fluoreszenz
statt. Das Auftreten von Quenching zeigt jedoch nur, dass ein Deaktivierungskanal exi-
stiert. Der Matrix-Supression-Effekt liele sich konsistent mit diesem Modell erkléren.
Entspricht die vorhandene Teilchenzahl an Analyten gerade der an hochangeregten Zen-
tren, so kann es zur ausschliefilichen Bildung von Analytionen kommen. Dies kann jedoch
nur der Fall sein, wenn die Bildung von Analytionen energetisch oder kinetisch gegeniiber
der Bildung von Matrixionen begiinstigt ist. Letzteres ist wegen dem immer noch vor-
liegenden Uberschuss an Matrixmolekiilen nur schwer vorstellbar. Allerdings kann der

Matrix-Suppression-Effekt auch durch sekundére Ionisationsmechanismen erkléart wer-
den (vgl. 3.1.3).

3.1.2. Excited State Proton Transfere (ESPT)

Nur ein Photon benétigt die Protoneniibertragung aus dem angeregten Zustand. Hier-
bei wird davon ausgegangen, dass die Sdurestérke eines angeregten Matrixmolekiils zu-
nimmt. So kann daraus eine Protoneniibertragung zu Matrix- oder Analytmolekiilen
stattfinden, sofern letztere eine hohere Protonenaffinitét (PA) besitzen.”” Gestiitzt wird
dieser Mechanismus z.B. dadurch, dass Hydroxylgruppen einiger Matrizes in der Gas-
phase eine hohere Aciditét als die Carboxyfunktion aufweisen.”>*" Untersuchungen von
Haglund et al. haben gezeigt, dass die Giite der Massenspektren unabhéngig von der
eingesetzten Wellenldnge ist.”~ Dies steht im Widerspruch zur Existenz eines Mecha-

nismusses, der stark von der Population des angeregten Zustandes abhéngig ist. Eine
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héhere Population liele auch eine héhere Ausbeute an Ionen erwarten. Insbesondere, da
es sich hierbei um einen einstufigen Prozess zu protonierten Ionen handelt. Diese bilden
den iiberwiegenden Anteil der bei der MALDI gefundenen Ionen. Weiterhin problema-
tisch erweist sich die kurze Lebenszeit des angeregten Zustandes. Sie stellt bei diesem
Mechanismus die limitierende Groéfle dar. Nach neuen Untersuchungen liegt diese im sub-
ns-Bereich. ~ Beriicksichtigt man die Dauer des Laserpulses, so verbleibt ein Zeitfenster
von eben jener. Andererseits werden die folgenden Abschnitte zeigen, dass die Ablation
bereits nach 250ps einsetzt und im Wesentlichen nach 150ns abgeschlossen ist. Die Anre-
gung erfolgt also im Festkorper bzw. in der sehr dichten Gasphase. Beriicksichtigt man
die ,,Verdiinnung“ des Analyten, so ist es wahrscheinlicher, dass zundchst Matrixmo-
lekiile ionisiert werden. Zwischen Matrixion und Matrixmolekiil ist jedoch kein so grofler
Unterschied in der PA zu erwarten, als es bei vielen Matrix-Analyt-Kombinationen der
Fall ist. Zusétzlich erweisen sich in Diskrepanz zum ESPT in Losung weder Substanzen
mit bekannter ESPT-Aktivitit als gute Matrizes, noch zeigen MALDI-Matrizes ESPT

in Losung.

3.1.3. Disproportionierungsmechanismen

Bei Disproportionierungsprozessen handelt es sich dagegen um Mehrzentrenmodelle. Ein
vorgeschlagener Reaktionsweg geht wiederum von elektronischer Anregung aus (G1.3.3).
Dieser konzertierte Prozess benttigt weniger Energie als einige zweistufige Mechanismen,
in denen letztendlich Protonenanlagerungen stattfinden. Die hierfiir ben6tigten Energi-
en liegen sowohl fiir DHB (5.24eV) als auch fiir 3-Hydroxypicolinsaure (HPA) (5.18eV)
unterhalb denen der direkten IE.”" Sie sind in jedem Fall durch die Energie zweier Pho-
tonen von 355 oder 337nm zugénglich. Auch ein Disproportionierungsmechanismus mit
Elektroneniibertragung ist denkbar. Es sind jedoch keinerlei Daten fiir die Elektronen-
affinitéiten der beteiligten Substanzen unter MALDI-Bedingungen bekannt. Daher sind

Abschétzungen iiber die Existenz eines solchen Reaktionsweges schwierig.

n(hv)

MM 2 (MM — (M — H)” + MH" (3.3)
oM 2 4+ Mt (3.4)

Es gibt noch eine weitere Variante des Disproportionierungsprozesses. Diese bezieht die
benotigte Energie nicht direkt aus der Strahlung des Lasers, sondern aus der erfolg-

ten Aufheizung (Gl.3.4). Dieser auch ,thermische Ionisation“ genannte Prozess tréigt
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jedoch den tatsdchlich gefundenen Werten der auftretenden Temperaturen nicht Rech-
nung. In der MALDI werden die sonst bei Laserionisation gefundenen Temperaturen iiber
3000K "> “° nicht erreicht. Vielmehr liegen die Temperaturen bei 500K~ bis 1200K.

Sekundare lonenbildung

Einmal gebildete Ionen werden durch einen anliegenden Potenzialgradienten der Quellen-
region Richtung Flugrohr beschleunigt. Zusétzlich zu den ohnehin schon vorhandenen
Expansionsgeschwindigkeiten im Plume wirkt also eine weitere beschleunigende Kraft
auf diese. Hiufige Stofiprozesse mit den im Uberschuss von etwa 10*- bis 10°-fach vor-
kommenden Neutralen’ sind also im frithen Entwicklungsstadium der Desorptionswolke
unvermeidlich. Die Dichte betréigt auflerdem noch ca. 100ns nach dem Laserpuls einige
Prozent der Festkorperdichte.”” In dieser sehr dichten Teilchenwolke kann es somit zu ei-
ner Vielzahl von Reaktionen kommen. Diese nachgelagerten Reaktionen erschweren die
Erforschung der der MALDI zugrundeliegenden Initialreaktionen, da die detektierten
Spezies nicht mehr mit den anfanglichen iibereinstimmen miissen. Zu diesen Reaktionen

gehoren u.a. Kationisation, Protonen-, und Elektronentransfer.

3.1.4. Elektronentransfer

Der Elektronentransfer kann stattfinden, wenn das Ionisationspotenzial einer Spezies,
z.B. des Analyten, unterhalb der der Matrix liegt. Wurden in einem Initialprozess Ma-

trixradikalkationen gebildet, so ist eine Reaktion nach
M™+A— M+ AT (3.5)

denkbar. Dieser Mechanismus wurde zwar fiir Ferrozenderivate bestétigt,” ist sonst
allerdings eher selten moglich, da die Matrizes meist die niedrigeren Ionisierungsenergien
besitzen. Mit neutralen Reaktionspartnern ensteht jedoch ein Deaktivierungskanal, der

zur Abschwéchung von Signalintensitéiten fithren kann.

3.1.5. Protonentransfer

Dieser Mechanismus bietet sowohl fiir protonierte Matrixmolekiile als auch Analytmo-
lekiile eine Erklarung. Initialionen stellen dabei Matrixradikalkationen dar. Aufgrund der

ublicherweise hohen Matrixkonzentration ist ein Zusammentreffen von Matrixneutralen
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und -radikalkationen am wahrscheinlichsten. Der in GI.3.6 gezeigte Reaktionsweg wére

eine Erklarung fiir protonierte Molekiilionen bei primérer Radikalkationbildung.
M*™+M— MH"+ (M- H)* (3.6)

Vom entstandenen protonierten Molekiil sind wiederum weitergehende Reaktionen denk-
bar. Im Falle einer hoheren PA eines Analyten ist ein dissoziativer Protonentransfer auf
diesen moglich.

MH"+A— M+ AH™ (3.7)

So konnte bei Aminoséduren und Dipeptiden eine Abhéngigkeit der Analytsignaldetektion
von der PA der Matrix und der der Analyte festgestellt werden. ™"

Wie im Abschnitt 3.2 gezeigt wird, machen Cluster bei iiblichen Laserfliisssen einen
groflen Anteil des ablatierten Materials aus. In diesen kann es zum Transport von Proto-
nen wie in einem Medium mit Wasserstoftbriickenbindungen kommen. Nicht notwendi-
gerweise muss es also zur direkten Begegnung von protonierten Matrixionen und Analy-
ten kommen. Die Existenz von Clustern und die herabgesetzten Ionisierungsenergien von
Matrix in Clustern oder bei Koordination mit Anayltmolekiilen* stiitzt die Existenz des
Protonentransfers ebenso wie der Matrix-Suppression-Effekt. Bei geeignet hoher Analyt-
konzentration werden kaum Matrixionen, dagegen umso so stéirkere Analytsignale detek-
tiert. Finden also Stoe zwischen gebildeten Radikalkationen mit Clustern statt, kann es
aufgrund der herabgesetzten IE zum Transferprozess kommen. Einmal gebildete MH*-
Ionen laufen Gefahr, ein Proton an Cluster oder Analyte zu verlieren bis der Plume durch
Expansion , verdiinnt“ und abgekiihlt ist. Daher ist das Matrix-/Analytionenverhéltnis

vom Laserfluss abhéngig.

3.1.6. Adduktbildung

Ein fiir die Polymeranalytik wichtiger Ionisierungsweg ist die Anlagerung von Kationen.
Die zumeist recht unpolaren Substanzen werden nur wenig oder gar nicht protoniert.
Der massenspektrometrische Nachweis gelingt iiber Quasimolekiilionen als Alkalikatio-
nenaddukt. Diese entstehen mit Hilfe von ubiquitdren Verunreinigungen mit Alkalisal-
zen, durch deren gezielten Zusatz oder additive Kupfer- oder Silberkationen. In dieser
Hinsicht war es von Interesse, ob die Anlagerung bereits in der Probe vorliegt oder in der

Gasphase vonstatten geht. Durch geeignete Experimente, wie schichtweiser Préaparation
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bzw. getrennter Freisetzung von zusétzlichen Alkaliionen und DE, konnte die Existenz
einer Gasphasenanlagerung nachgewiesen werden.”" "

In der Proteinanalytik sind Fremdionen meist unerwiinscht. Sie machen die Aus-
wertung der Spektren insbesondere nach gewollter Fragmentierung oder enzymatischer
Spaltung bedeutend komplizierter. Daher werden hier Reinigungsmethoden wie ZiP-,

Nu-Tip* oder andere eingesetzt.

3.2. Ablationsmechanismen der MALDI

Historisch bedingt wird bei der MALDI die Ablésung von Matrix/Analyt aus der Probe
mit Desorption bezeichnet. Dies ist hinsichtlich der tatséchlich ablaufenden Prozesse
eine irrefithrende Bezeichnung. Die Desorption bezeichnet eher das Ablosen einzelner
Teilchen als Pendant zur Adsorption. Dies findet umso mehr bei heiflen Oberflichen statt.
Tatséchlich wird die Laserablation je nach Mechanismus und Einstrahlungsstiarke zum
Teil von Desorption begleitet. Der dominierende Prozess bei den iiblichen Laserenergien
ist jedoch die Ablation. Bei dieser werden zum Teil recht grofle Aggregate aus der Probe
herausgestofien. Im Folgenden sollen die wichtigsten derzeit in der Literatur angefiihrten
Modelle der Laserdesorption/-ablation vorgestellt werden. Dabei wird i. allg. der Begriff
Ablation verwendet. Desorption wird nur dann gebraucht, wenn nur desorptive Prozesse

beteiligt sind.

3.2.1. Initialparameter der Ablation

Auch wenn die Einfliisse bei den verschiedenen Ablationsmodellen unterschiedlich sind,
so ist allen gemein der Einfluss der Laseranregungsbedingungen. Diese werden von Para-
metern wie Laserpulslange, Spotgrofie, Eindringtiefe, Wellenléinge, Photonendichte, etc.
charakterisiert.

Fiir die Modellvorstellungen spielt der Einfluss der Wellenléinge eine zunéchst eher
untergeordnete Rolle. Sie geht jedoch in Parameter wie die Eindringtiefe (114) ein. Zur
Abschétzung dieser wird meist ein Lambert-Beer-Verhalten der Absorption angenom-
men. Unberiicksichtigt bleiben dabei i. allg. Streuverluste. Fiir typische Bedingungen
betragt die Eindringtiefe demnach 50-150nm.”" "

*Zip- und Nu-Tip sind eingetragene Warenbezeichnungen der Fa. Millipore bzw. der Fa. Glygen.
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Ein wesentliches Kriterium ist auch der Spotdurchmesser. Er ist hinsichtlich des
Energieflusses und hinsichtlich der Prozesse innerhalb der Probe mafgeblich. Bei letz-
teren spielt hiufig das angeregte Volumen der Probe eine wichtige Rolle, welches durch
Spotgrofle und Eindringtiefe definiert wird. Fiir den Energieeintrag sind zwei Gréfien
wichtig. Die Laseranregung (irradiance, Ij,se), also der Energieeintrag (W) pro Fldche
(a) und Pulsdauer (Ijg5er = 2= = P/a), ist vor allem fiir kinetisch kontrollierte Prozesse
relevant. Bei energetisch kontrollierten Prozessen ist hingegen der Laserfluss (fluence,
Flaser), die Energie pro Fliacheneinheit (Fj 5, = W/a), entscheidend.

Wird der Laserspot verkleinert, so muss eine hohere Laserflussschwelle iiberwunden
werden, um eine gleiche Gesamtionenausbeute zu erlangen.” Werden hingegen die Neu-
tralen durch Postionisation nachgewiesen, zeigt sich eine wesentlich schwéchere Ab-
héngigkeit von der Spotgréfle. Hierbei werden jedoch meist nur Monomere erfasst, so
dass eine Erklarung im Verhéltnis von ablatierten Clustern zu Monomeren liegen konnte.
In Simulationen bleibt die Monomerenmenge unabhéngig von der Spotgrofie, Clusteran-
teile nehmen mit ihr zu.”~ Cluster spielen bei einigen Ionisationsmodellen eine mafigeb-
liche Rolle, so dass die lonisation bei geringerem Anteil gehemmt wiirde. Ein weiterer
Erklarungsansatz geht von der Plumedynamik als Ursache aus. Bei kleinem Spotdurch-
messer wird eine andere Plumeexpansion vorgefunden und das Auflésungsvermégen mas-
senspektrometrischer Untersuchungen wird schlechter. Dies kénnte auf eine schlechtere
Kiihlung hinweisen. Das Spotprofil scheint hingegen kaum Einfluss zu haben. Bei nicht
zu harter Fokussierung wird kein Unterschied zwischen Gauss- und Flattop-Profil beob-
achtet.

Der Vergleich der Zeitskalen von Energieeintrag und dissipierenden Prozessen gilt
als Entscheidungskriterium fiir die Dominanz von Modelkategorien wie ,,thermal® bzw.
,stress confined“. Diese Begrifflichkeiten sollen in nachfolgenden Abschnitten noch ein-
gehender besprochen werden. Hier sei nur erwédhnt, dass dazu Kenntnisse von Mate-
rialcharakteristika wie Warmeleitung und Transportzeiten einer akustischen Welle im
Medium wichtig werden. Letztere kann tiber die Schallgeschwindigkeit (vs) abgeschétzt
(Tace = pavy ') werden.

Eingesetzt werden in der MALDI meist Laser mit einigen ns Pulsbreite. Es wurden
aber auch Experimente mit fs- und ps-Pulsen unternommen. Erstaunlich dabei ist, dass
die Giite der MS-Spektren relativ wenig von der Anregungsdauer abhéngt. So finden
Haglund et al. &hnliche Spektren mit fs und ns Pulsen. © Unterschiede konnen allerdings

bei der im folgenden Abschnitt beschriebenen Ablationsschwelle auftreten. Steigen die
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Pulsléngen dagegen in den zwei- oder gar dreistelligen ns-Bereich, nimmt die thermische
Zerstorung insbesondere von Analyten zu.

Ein weiterer initialer Parameter, der allerdings auch von der Matrix und nicht nur
vom Laser abhéngt, ist die sogenannte Ablationsschwelle (,,ablation® oder , desorption
threshold®, kurz threshold). Experimentell beobachtet man ein plotzlich einsetzendes
oder sprunghaft ansteigendes Signal, wenn eine bestimmte Laserintensitét iiberschritten
wird. Danach schliefit sich oft ein Bereich an, in dem kaum Verdnderungen durch mehr
Laserintensitéit hervorgerufen werden. Schlieflich nimmt bei weiterer Steigerung die
Fragmentation zu und die Molekiilsignalintensitdten werden schwécher. Diese Schwel-
le ist fiir Analyt und Matrix gleich, zeigt jedoch eine gewisse Abhéngigkeit vom Kon-
zentrationsverhéltnis in der Probe. Erst bei sehr hoher Analytkonzentration wird ei-
ne niedrigere Schwelle fiir den Analyten als fiir die Matrix vorgefunden.” """ Dies
konnte ein Erklarungsansatz fiir den Matrixsuppressioneffekt sein. Jedoch muss hier-
bei beriicksichtigt werden, dass hier sowohl Ablation als auch Ionisation beteiligt sind
und bei den experimentellen Daten eine klare Trennung der Prozesse nicht moglich
ist. Ein weiteres Problem stellen die Experimente zur Ermittlung dieser Schwelle selbst
dar. Wie schon angedeutet, werden héufig die Ionenausbeuten bestimmt. Neben der
Abhéngigkeit von lonisationsmechanismen, die moglicherweise ebenfalls Abhéngigkeiten
vom Laserfluss aufweisen, sind auch experimentelle Parameter ein Hinderungsgrund.
So kann z.B. die schlussendliche Signalunterdriickung durch Detektorsédttigungen her-
vorgerufen werden. Des Weiteren konnen Ionenverluste durch die elektrostatischen und
geometrischen Verhéltnisse der verwendeten Gerite mafigeblich sein.

Ebenso wurde auch eine Matrixabhéngigkeit festgestellt. Dies verwundert nicht, da
sowohl Absorptions-, Dissipations- und auch Materialeigenschaften (z.B. Kohésion) ei-
ne entscheidende Rolle spielen. Experimentell wird fiir Spotgréfien von 50-200um eine
Abhéngigkeit der Ausbeute (Y) vom Laserfluss (F) nach Y ~ F™ vorgefunden.”' Dabei
liegen sinnvolle Werte fiir m zwischen 5 und 10.”

Postionisierte Neutrale zeigen ebenfalls einen starken Anstieg mit Zunahme des La-

serflusses, allerdings ist dieser etwas schwiécher.

3.2.2. Simulationen der Ablation

Simulationsrechnungen tragen dazu bei, eine tiefere Einsicht in die ablaufenden Pro-

zesse der Ablation zu erhalten. Auswirkungen der auslosenden Faktoren auf messba-
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re Gréflen und beobachtbare Phénomene werden sichtbar. So sind z.B. vorgefundene
Teilchengréfen ablatierten Materials fiir sich allein genommen wenig brauchbar, um
Riickschliisse auf den Ablationsprozess zu ziehen. Schliellich konnen Kondensationspro-
zesse zu beliebigen Zeitpunkten (z.B. auch noch auf der Detektionseinheit) zu grofien und
Evaporation zu kleinen Teilchen fithren. Mit dem Wissen, dass in Simulationen aber eben
solche Teilchengréfien fiir ein bestimmtes Ablationsmodell stehen, stellen sie Hinweise
auf die Dominanz eines Pfades dar. Daher sollen im Folgenden die Simulationsmethoden
kurz vorgestellt werden.

Auch heute reicht die Rechenkapazitiat nicht aus, um alle Parameter eines Atoms
zu jedem beliebigen Zeitpunkt in einem grofien Volumenverbund mit anderen Atomen
zu berechnen. Daher miissen Vereinfachungen vorgenommen werden. Zu diesen zéhlen:
Herabsetzung der Dimensionen und damit Beschrinkung der Teilchenzahl, Simulations-
dauer, Anzahl der Parameter je Atom usw.. Sehr komplexe Simulationen wurden durch
Zhigilei und Garrison vorangetrieben. "% ""%2%2%%% UUm die Simulationsbedingungen
den unterschiedlich schnell ablaufenden Prozessen moglichst gut anzupassen, wurden
die Ablationsabldufe in drei Phasen unterteilt. Jede Phase wird durch unterschiedliche
Simulationsmechanismen berechnet. Als Initialparameter werden ihr die Ergebnisse der
vorherigen Phase iibergeben. Die geschétzten Zeitskalen der einzelnen Phasen sind in
Klammern angegeben.

Die drei Phasen sind:
1. Photonenabsorption und Energieumverteilung (ps),
2. Desintegration und Abstoffung einer Region (ns),
3. Plumeentwicklung (us).

Fiir die erste Phase werden Molekiildynamische (MD) Simulationen auf atomarer Ebe-
ne durchgefiihrt. Hier wird die Energieabsorption, -umverteilung berechnet. Diese Da-
ten werden an MD-Rechenverfahren auf Molekiilebene iibergeben. Dazu wird jedes Mo-
lekiil durch ein Teilchen mit einem internen Freiheitsgrad simuliert. Dieser Freiheitsgrad
wird durch die Teilchengrofie realisiert und représentiert die Photonenanregung und
Schwingungsrelaxation. Interne Bewegungen kénnen durch Verdnderung des Potenzials
beriicksichtigt werden. Die Anharmonizitdt des Potenzials reprisentiert die Rate des
Energietransfers und die Frequenziiberlappung von internen Moden des Molekiils und

Gitterschwingungen, sogenannte Phononen.
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Um Verfalschungen durch reflektierte Druckwellen zu vermeiden, bieten sich zwei
Verfahren an. Einmal die sogenannte ,,finite element“-Methode und die sogenannte ”dy-
namische Barriere“. Erstere bietet die Moglichkeit, die Fortpflanzung von Druckwellen
in der Probe weiter zu verfolgen. Werden dagegen freie oder starre Barrieren eingesetzt,
ergeben sich Artefakte aus Reflexionen der Druckwellen an eben diesen. Abhilfe schafft
eine dynamische Barriere, die die Druckwelle quasi aufnimmt. Dadurch sinkt allerdings
die Anzahl der Teilchen fiir den interessanten Bereich.

Die Plumeexpansion kann nicht mehr mit so vielen Parametern auf Zeitskalen von
mehreren Mikrosekunden berechnet werden. Hier hat sich eine Simulation nach der ,,di-
rect simulation monte carlo“-Methode (DSMC) bewéhrt. Es werden Stofle und daraus
folgende Reaktionen von Ionen, Molekiilen und Clustern beriicksichtigt und verfolgt.
Ebenso integriert sind Clusterwachstum, Beschleunigung durch ein E-Feld und aus allen
Reaktionen folgende Anderungen von Winkel- und Geschwindigkeitsverteilungen. Hier-
bei reprisentiert jedes ,echt“ berechnete Teilchen eine ganze Anzahl von identischen
Teilchen im , virtuellen® plume. Jedes dieser Teilchen enthélt einen Parametersatz, der
unter anderem umfasst: Koordinaten, Geschwindigkeitsvektor, innere Energie und Art
des Teilchens (Ion, Radikal, etc.). Die Simulation ist dann mehrgliedrig. Zunéchst wer-
den die Teilchen geméafl externen Kréften und Geschwindigkeitsvektoren bewegt, aus-
gewihlte einem Stofl unterworfen und schliefflich innere Energie und Geschwindigkeit

neu berechnet.

3.2.3. Photothermische Ablation

Die einfachste Form einer photothermischen Ablation besteht in der Energieumvertei-
lung in das Autheizen der Probe. Eine reine Desorption von hinreichend heiler Ober-
fliche wére moglich. Bei den dazu notwendigen Temperaturen wéren aber gerade die in
der MALDI untersuchten Analyte nicht mehr stabil. Des Weiteren konnten solch hohe
Temperaturen, wie sie nétig wiren um entsprechend viel Material zu desorbieren, nicht
gefunden werden. Zusétzlich wiirde eine Desorption relativ lange anhalten. Gerade dies
wird jedoch nur selten beobachtet.”” Die Desorption wird daher nur als begleitender
Prozess angesehen. In Experimenten werden zwar widerspriichliche aber relativ niedrige
Oberflichentemperaturen von 750K bis 1200K™" angegeben. Somit kann die Desorption
fiir eine begleitende, schwache Teilchenablation verantwortlich sein. Diese wird vornehm-

lich beim Einsatz von IR-Lasern, teilweise noch bis zu us nach Laserbeschuss gefunden.
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Eine weitere Moglichkeit stellt eine Sublimation dar. Hier muss die stoffspezifische
Sublimationsenthalpie aufgebracht werden. Gleichzeitig wiirde dies recht einfache Mo-
dell bereits eine Erklarung fiir das Auftreten einer Ablationsschwelle liefern. Entgegen
der Vorstellung der Desorption wird keine kontinuierliche Zunahme der Ablation mit Zu-
nahme der Laserintensitéit beobachtet. Es erfolgt vielmehr zunéchst eine Zunahme nach
Arrhenius, dann aber ein sprunghafter Anstieg. Diesem schliefit sich i. allg. ein Plateau
an. Dieser Verlauf liefe sich erklédren, wenn zunéchst von einem desorptiven Prozess und
bei hoherem Energieeintrag dann von Sublimation ausgegangen wiirde. Das angeregte
Volumen wére durch Spotgrofie und Eindringtiefe definiert. Nach {iberschreiten der zur
Sublimation notwendigen Energie wiirde die Desintegration des Festkorpers sprunghaft
ansteigen. Das Plateau liele sich dann durch die endliche Teilchenzahl des angeregten
Volumens erkldren. Voraussetzung wire, dass die Wéarmeleitung in den umgebenden
Probenbereich wesentlich langsamer als die Ablation wére. Dies entspricht der Vorstel-
lung des ,,thermal confinement®, auf das beim explosiven Phaseniibergang noch néher
eingegangen wird. Gestiitzt wird dieser Mechanismus durch Untersuchungen der abla-
tierten Teilchen in Abhéngigkeit der Sublimationstemperatur der verwendeten Matrix.
Es wurden umso mehr intakte Analyte detektiert, desto niedriger die Sublimationstem-
peratur der jeweiligen Matrix war.

Das Phénomen der intakten Analyte trotz notwendigem starken Aufheizen der Probe
wird bei thermischen Modellen grundsétzlich durch zwei Vorstellungen erklért. Der Ana-
Iyt liegt stark verdiinnt in der Matrix vor und wird nur selten direkt die Laserstrahlung
absorbieren. Je nach Analyt und eingesetzter Wellenldnge sind die Absorptionskoeffizi-
enten des Analyten gering. Dies wird im UV eher zutreffen als im IR. Weiterhin existiert
bei einer Energieumverteilung in Gitterschwingungsmoden eine Diskrepanz zwischen de-
nen der Matrix und denen des Analyten. Daher ist eine Kopplung zumindest weniger
wahrscheinlich, die Ratenkonstante klein gegeniiber der Kopplung ans Matrixkristall-
gitter und die Aufheizung geringer bzw. langsamer. Diese Vorstellung wird daher als
,bottleneck-modell“ bezeichnet. Setzt eine Phasenumwandlung mit anschliefender Ex-
pansion ins Vakuum ein, wird durch die Expansion schnelle Kiihlung eintreten. Je mehr
Material expandiert, desto stérker ist auch der Kiithlungseffekt. Dadurch erklért sich die
Existenz intakter Analytmolekiile trotz starker Anregung.

Gegen eine Ablation durch Sublimation sprechen allerdings die Untersuchungen des
ablatierten Materials. Es werden nicht die erwarteten einzelnen Molekiile gefunden. Viel-

mehr besteht ein grofler Teil der Ablationswolke, insbesondere bei hohen Laserfliissen,
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aus grofleren Aggregaten. Das Absenken der Ablationsschwelle mit der Pulsldnge lasst
ebenfalls die Existenz weiterer Ablationsmechanismen vermuten.

Neben Sublimation wird sogar teilweise ein echtes Schmelzen und Verdampfen der
Probe angenommen. Genéhrt wird diese Annahme durch Fotografien von Proben nach
Laserbeschuss. Davon zeigen einige nur wenige scharfe Bruchstellen oder flache Ablati-
onskrater. Es werden eher tiefe Krater mit ,, rundgeschmolzenen“ Kanten beobachtet.”
Weiterhin wird vermutet, dass sich innerhalb der iiberhitzten Fliissigkeiten viele Mate-
rialeigenschaften verdndern. Unter anderem wird dies fiir die Absorptionskoeffizienten
angenommen. Fir einige Arbeitsgruppen stellt dieses Ablationsmodell die Grundlage
fiir Ionisationsmechanismen dar. Eine Protoneniibertragung in fliissiger Phase léige nahe
und bote die Basis fiir ein einheitliches Modell fiir UV- und IR-MALDI.

Viel wahrscheinlicher ist dagegen ein explosiver Phaseniibergang. Hierbei spielen die
Anregungsparameter eine bedeutende Rolle. Der Energieeintrag unter typischen Be-
dingungen, insbesondere bei IR-MALDI, ist hoher als die zur Sublimation, Schmel-
zen /Verdampfung und Dissipation benotigte Energie. Die Phase kann bis zur Spino-
dalen iiberhitzt werden. An dieser setzt dann schlagartig die Phasenumwandlung ein.
Zusitzlich kann ein Druckpuls (sieche Photomechanik 3.2.5) zur Herabsetzung der Spi-
nodalen fiithren. Dies kann insbesondere fiir IR, wo die Eindringtiefen grofler sind, von
Bedeutung sein.

Leider wurden Untersuchungen beziiglich der UV-MALDI bisher nur an wenigen de-
finierten Festkorpern und hauptsédchlich an Fliissigkeiten unternommen. Dennoch wird
vermutet, dass es zu einer riumlich ausgedehnten Bildung von Mikrokavitationen kommt.*
Dieses Modell spielt auch in Simulationen fiir Laserpulsléingen, die keine photomechani-
sche Ablation zulassen, eine bedeutende Rolle. Hier entstehen unterhalb der Oberflache
durch Uberhitzung Blasen aus fliissiger und gasformiger Phase. Diese kénnen je nach
Bedingungen wachsen und zur Ablation von Tropfchen, Clustern und einzelnen Mo-
lekiilen oder sogar zur Spallation fithren. Hierbei wird dann die dariiber befindliche
Probenschicht durch den entstehenden Druck vom Substrat getrennt. Schwach gebun-
dene Analyte werden dabei hdufig als Monomere vorliegen, stark gebundene dagegen in
Clustern integriert sein.

MafBgeblich dafiir ist jedoch, dass die Anregungsenergie schneller in der Probe de-

poniert wird, als durch Wérmeleitung abgefiihrt werden kann (,,thermal confinement*).

*Der Ausdruck Kavitation entstammt der Hydrodynamik. Darunter wird eine Blasenbildung in einer

unter Spannung stehenden Fliissigkeit verstanden.
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Dazu werden Laserpulslédnge (7j4s¢) und Transportzeit fiir die Warmeleitung (74,) mit-
einander verglichen. Bei den MALDI-Experimenten liegen die Pulsldngen héufig im ein-
stelligen ns-Bereich. Fiir diese Fille ist die Beziehung 7juser < Tinerm meist erfiillt. So
wurde z.B. fiir DHB unter Einbeziehung einer Lasereindringtiefe s = 110nm, der Ma-
terialdichte p, der Warmekapazitéit C), und der Wiarmeleitfihigkeit Ay, = Ay (H20) nach
G1.3.8 die Warmetransportzeit zu 10ns abgeschétzt.

=02, 38)
Der Faktor i beruht hierbei auf geometrischen Uberlegungen. Es wird ein zylindrisches
Anregungsvolumen mit einem Durchmesser von 100um, ndmlich dem Spotdurchmesser,
angenommen.

Die Simulationen von Zhigilei et al. mit 150ps Pulsen bei einem Laserfluss vom
1.75fachen der Ablationsschwelle zeigen, dass 100ps nach Laserbeschuss eine homogene
Expansion stattfindet. Es schlielen sich Dichteschwankungen an. Diese fiithren schlief3-
lich zur Ausbildung von Clustern und Tropfen. Eine ns nach Laserbeschuss verbleiben
noch wenige grofle Tropfen und zahlreiche Cluster in der simulierten Zelle. Bei diesen
Simulationen wird davon ausgegangen, dass die ablatierte Materialmenge (N) davon
abhéngt, bis zu welcher Tiefe eine kritische Energiedichte (E?) iiberschritten wird, so-
fern der Laserfluss oberhalb oder bei der Ablationsschwelle liegt. Sie kann somit nach
G1.3.9 beschrieben werden.

Easer
N =np,ualn
e [M (B; - cm]
C: spezifische Warmekapazitiét;
Ny: Anzahldichte (3.9)

Die Ablationschwelle hdngt daher von der Lasereindringtiefe, der kritischen Energiedich-
te und der vor Laserbeschuss gespeicherten thermischen Energie ab. Sie wird iiberschrit-
ten, sobald der Bruch des Logarithmusses grofler eins wird. Unter den Bedingungen des
,thermal confinement“ wird fiir die kritische Energiedichte ein Wert von 0.6eV gefunden.
Dies entspricht den Kohésionskraften des simulierten Festkorpers. Es wird nun erwartet,
dass der Anteil an Gasphase am Ablationsplume gréfer wird, je groBer die Uberhitzung
ist. Durch die Gasphase wird dann die Expansion vorangetrieben. Der Anteil an Mo-
nomeren betragt in der Simulation bei max. Laserfluss 25% , dagegen nur 9% , wenn

die Ablationsschwelle gerade erreicht wird. So scheint bei der Ablationsschwelle die Im-
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pulsiibertragung aus den Gasmolekiilen nur zum Ausstofl weniger grofier Cluster mit
geringer Geschwindigkeit zu reichen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der ,phase explosion® ist die effiziente Kiithlung. Dazu
wurde die radiale Geschwindigkeitsverteilung der simuliert ablatierten Molekiile unter-
sucht. Tatséchlich folgen diese einer Maxwell-Boltzmann-Verteilung. Das Temperatur-
maximum wird dabei 150ps nach Laserbeschuss erreicht und betriagt bei einem Laser-
fluss, der genau der Ablationsschwelle entspricht, ca. 1100K. Wird dagegen die 1.75fache
Energiedichte der Ablationsschwelle eingebracht, so steigt die Temperatur auf ca. 1500K.
Bereits nach 200ps ist die stiarkste Abkiihlphase durchlaufen und die Temperaturen be-
tragen 950 bzw. 1050K. Der anschlieffende fast lineare Abfall der Temperatur mit der
Zeit ist fiir den Fall der stdrkeren Anregung etwas steiler. Somit wird bei 400ps ein
Kreuzungspunkt erreicht. Die schlechtere Kiihlung wird dem Ergebnis zugeschrieben,
dass bei der Ablationsschwelle in der simulierten Zelle nahezu nur ein grofler Tropfen
gebildet wird. Dagegen werden bei hoherer Anregung eine ganze Anzahl von Clustern
und Monomeren neben einigen Tropfen gebildet. Die Expansion dieser fithrt zu einer
rascheren Kiihlung des betrachteten Bereichs.

Fiir die IR-MALDI, in der auch fliilssige Matrizes eine Rolle spielen, wird als wei-
terer Ablationsmechanismus heterogenes Kochen angefiihrt. Hier kommt es zur Gas-
blasenbildung innerhalb der fliissigen Phase. Jedoch ist die rdumliche Ausdehnung der

Mikrokavitationen geringer.

3.2.4. Photochemische Ablation

Modelle dieses Typus tragen vor allem der Verwendung von UV-Lasern bei der Ab-
lation Rechnung. Bindungsbriiche aus thermischer Anregung wéren moglich und bei
den Analytklassen der MALDI eigentlich zu erwarten. Im Gegensatz zur Laser Desorp-
tion/Ionisation (LDI)* werden bei der MALDI die Analyte aber durch die schnelle
Kiihlung mittels Expansion, die Verdiinnung in einer Matrix und die ineffektive Ein-
kopplung der Energie geschiitzt (vgl.3.2.3). Vornehmlich werden Photofragmente der
Matrix gebildet. Hier kann es vermehrt zu Bindungsbriichen und Fragmentbildungen
kommen, wenn die Energie hinreichend schnell in entprechenden Moden deponiert wird.

Diese Bindungsbriiche wiederum koénnen einen Beitrag zur Ausbildung des Plumes bil-

*Die zu analysierende Substanz wird hier direkt durch den Laser angeregt. Eine Matrix wird nicht

verwendet.
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den. Einen zusédtzlichen Beitrag zur Gesamtenergie konnen exotherme Reaktionen der
gebildeten, hochreaktiven Spezies liefern.

Besonders bei niedrigem Laserfluss werden nur Photofragmente und wenig Molekiile
gefunden. Es liegt nahe zu vermuten, dass es sich dabei vor allem um elektronisch an-
geregte Molekiile der oberen Schichten handelt. Es zeigt sich, dass dieser Prozess linear
vom Laserfluss abhéngt. Dagegen wurde eine Unabhéngigkeit der Translationsenergie
vom Laserfluss attestiert.”” Die Abhéngigkeit vom Laserfluss iiberrascht allerdings, da
die Photodissoziation eigentlich mehr von der Photonendichte und damit eher von der
Irradiance abhéngen sollte.

Wiirde ein rein photochemisches Modell angenommen, so miisste gefordert werden,
dass intakte Molekiile kein Photon absorbiert haben. Nur diese kénnten damit zur Plu-
meexpansion beitragen. Bei Untersuchungen an Indolfilmen absorbierten 16% der Mo-
lekiile ein Photon. Relaxation fiihrte zur Aufheizung der Probe um 60K. Nur 0.001%
absorbierten zwei Photonen und wurden ionisiert. Fiir einen Festkorper sind die Antei-
le wesentlich geringer. So kénnen nur 0.1% der Molekiile ein Photon absorbieren und
0.00001% werden durch MPT ionisiert. Als alleinige Energiequelle scheint dieser Mecha-
nismus nicht zu geniigen, zumal Experimente zeigen konnten, dass Photodissoziation
auch bei Einstrahlung geeigneter Wellenlénge nicht stattfinden muss. Weiterhin wirkt
der expandierende Plume den Folgereaktionen der reaktiven Spezies entgegen.” Hier-
durch kommt es recht schnell zu einer Verdiinnung der Reaktionspartner und die Reak-
tionen kommen zum Erliegen. Reaktionen in der kondensierten Phase sind aufgrund der
fehlenden Mobilitdt nur eingeschriankt moglich.

Die Auswirkung der Photodissoziation auf andere Prozesse ist indes nicht unerheb-
lich. Durch die Reaktionsprodukte entsteht ein inhomogenes System. Hierdurch wird
z.B. die Kohésion der Probe herabgesetzt und die Ablationsschwelle sinkt. Ebenso wer-
den durch kolligative Eigenschaften z.B. Sdp. und Schmp. verindert, die in anderen

Ablationsmodellen eine bedeutende Rolle spielen.

3.2.5. Photomechanische Ablation

Gestiitzt durch das Vorkommen von groBeren Aggregaten (,chunks“) im Plume und die
Existenz von flachen Ablationskratern mit scharfen Bruchkanten hat die Grundidee eines
anderen Ablationstypus Bedeutung gewonnen. Eine druckinduzierte Spallation wiirde

relativ wenig Energie benotigen, da hier nicht die Energie fiir einen Phaseniibergang,
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sondern zur Schaffung neuer Oberflichen aufgebracht werden muss. Dyer et al. fiihrt in
Beispielberechnungen an, dass diese Energie fiir 1mol Wasser bei der Generation von
10pm grofien Tropfen um den Faktor 6 x 10* niedriger liegt, als die fiir die Verdampfung
benotigte.”" Ein weiterer Vorteil liegt in dem nicht-thermischen Charakter dieser Model-
le. Ein Aufheizen der Probe ist nicht notig. Es erklédrt somit zugleich auch die intakte
Ablation von Analyten. Allerdings werden thermische Effekte durchaus einbezogen und
liefern ihren Beitrag z.B. durch Herabsetzen von Zerreififestigkeiten der verwendeten
Matrizes. Diese Modelle sind Ergénzung und Alternative zu den thermischen Mechanis-
men. Ein fiir diese Modelle benotigter Druckpuls kann ndmlich aus bereits stattfinden-
der thermischer Ablation entstammen. Der Riickstofl der expandierenden Teilchen kann
Druckwellen in der Probe hervorrufen. Diese treten dann erst nach Uberschreiten der
Ablationsschwelle auf.

,Echte“ photomechanische Ablation liegt jedoch nur vor, wenn die Druckpulse un-
terhalb thermischer Ablationsschwellen gebildet werden und zu Materialbriichen und
-abtrag fithren. Bereits 1964 wurde von Carome et al.”” bei Anregung von Fliissigkeiten
mit kurzen Laserpulsen Akustikwellen mit Kompressions- und Zugspannungsanteil ge-
funden. Diese begriinden sich aus lokaler Erwarmung und Ausdehnung des Mediums.
Folglich werden diese als thermoelastischer Druck bezeichnet. Der schnelle Abfall des
thermoelastischen Drucks verursacht Schallwellen. Bei Festkoérpern vollzieht sich dieser
Abfall jedoch langsamer. Bei diesen spielen dafiir Wérmeleitung in die Umgebung und
Herabsetzen der Materialfestigkeit eine stidrkere Rolle. Sowohl in Fliisigkeiten als auch
in Festkorpern kommt es in Kombination dieser Effekte zur Ausbildung von Briichen im
Materialgefiige. Eine Spallation kann die Folge sein.

Insbesondere an Fliissigkeiten wurde die Spallation intensiv untersucht. Prinzipiell
werden zwei Experimentarten unterschieden. Die sogenannte , front surface spallation®,
bei der die Anregung von der Ablationsseite meist durch Laserbeschuss stattfindet, und
die sogenannte , back surface spallation“. Bei dieser 1483t man eine beschleunigte Prall-
platte auf die Riickseite der Probe treffen. Hierbei wird ein nahezu rechteckiger Druck-
puls erzeugt, der sich durch das Medium fortpflanzt, an dem Impedanzwechsel der freien
Oberflache reflektiert wird und knapp unterhalb dieser zum Auftreten von Zugspannung
fithrt. Ubersteigt diese die Zerreififestigkeit des Materials, so kommt es zum Bruch und
eine Ablation kann erfolgen. Bei der ,front surface spallation® dagegen baut sich im
Falle der Laseranregung thermoelastischer Druck auf. Aus einem angeregten Volumen

resultieren zwei Druckwellen, eine zur freien Oberfliche und eine ins Medium hinein.
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Unterhalb der Oberflache baut sich infolgedessen eine Zugspannung auf, die schlief$lich
die Zerreififestigkeit des Materials iibersteigen kann. Dies gilt insbesondere, da die Zer-
reififestigkeit durch die Aufheizung moglicherweise herabgesetzt ist. Wiederum kommt
es zu Briichen und eine Ablation wird moglich.

Auch hier kann so etwas wie eine Schwelle definiert werden. Das ist jener Punkt,
an dem die Zugspannung die Zerreififestigkeit des Materials iibersteigt. Es werden im
Festkorper also Briiche in der Tiefe auftreten, bei der dies der Fall ist. Die Druckwel-
le pflanzt sich fort. Wird die Materialfestigkeit erneut iiberschritten, so treten weitere
Briiche auf. In ,front surface spallation“-Experimenten wird eine Gesamtablationstiefe
gefunden, die vergleichbar mit der optischen Eindringtiefe ist. Bei dieser werden noch
43% des initialen Drucks vorgefunden. Beriicksichtigt man die thermische Materialauf-
weichung, so ist die Belastung des Materials bei halber optischer Eindringtiefe maxi-
mal.

Sofern der Spotradius grofi gegeniiber der Eindringtiefe ist, kann bei Fliissigkeiten
mit eindimensionalen Losungen gerechnet werden. Im Festkorper sind die Abldufe dage-
gen komplexer. Nicht nur, dass neben longitudinalen Wellen auch transversale Verlaufe
moglich sind, auch der Aufbau von quasistatischem Druck muss beriicksichtigt werden.

Fiir Festkorper konnen daher vier Bereiche der Ablation unterschieden werden:
o Autheizphase. Erfolgt diese ,,stress confined*, so wird der maximale Druck erreicht.

e Ausbildung von thermoelastischem Druck. Dieser pflanzt sich als longitudinale und

transversale Welle mit der Schallgeschwindigkeit fort.

e 7u einem bestimmten Zeitpunkt wird ein mechanischer Gleichgewichtszustand er-
reicht. Die Nettokrifte sind null, jedoch die ungleichméflige Temperaturverteilung
fithrt dazu, dass ein statischer Druck weiterhin existiert. Grundbedingung ist je-
doch eine wesentlich gréflere Wéarme- als Schallwellentransportzeit. Dies wird im-

mer erreicht, sobald der Spotdurchmesser den sub-nm-Bereich iiberschreitet.

o Wirmeleitung aus dem angeregten Volumen fiihrt zum Nachlassen des thermoela-

stischen Drucks.

Mit einem eindimensionalen Modell kann z.B. das Auftreten von sehr flachen Ablati-
onskratern, wie sie manchmal vorgefunden werden, nicht erklart werden. Dazu miissen

radiale Druckanteile beriicksichtigt werden. Weitere Fehlerquellen dieses Ansatzes liegen
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in der fehlenden Beriicksichtigung von Materialeigenschaften wie duktiles oder sprodes
Verhalten. Daneben konnte festgestellt werden, dass auch die zeitliche Entwicklung des
Druckaufbaus relevant ist.

Die Zeitabhéangigkeit liegt darin begriindet, dass das Wachstum von Liicken und
Briichen im Festkorper linear von der Grofle bereits vorhandener Liicken und dem Druck
abhéngt. Es ergibt sich somit fiir kleine Liicken ein insgesamt exponentielles Wachstum
mit der Zeit.”" Daher muss der gesamte Ablauf des Druckaufbaus beriicksichtigt werden
und es kann kein absoluter Wert fiir den Druck, ab dem Ablation auftritt, beziffert
werden.

Dieser Druck wird jedoch maximal, wenn die Bedingungen des ,stress confinement*
erfiillt werden. Dazu muss der Laserpuls kiirzer als die Ausbreitungskonstante von Druck-
wellen im jeweiligen Medium (vgl. 3.2.1) sein. Da die Eindringtiefe wellenlangenabhéngig
ist, verandert sich das Druckverlaufsprofil ebenfalls mit unterschiedlichen Laserwellen-

langen bei identischen Pulsweiten.

AusstoBung nach erfolgtem Bruch

Wird nun die Ablation durch Briiche verursacht, dann muss zwangslaufig ein Mechanis-
mus fiir die Ausstofung gefunden werden. Theoretisch steht die Differenz zwischen der
Druckenergie und der nétigen Energie zur Bruchausbildung zur Verfiigung. Fiir ther-
moelastischen Druck bedeutet dies, dass die Teilchen bis zu einer maximalen Geschwin-
digkeit beschleunigt werden. Kommt es zum Bruch innerhalb der Probe, wird sich das
Material zwischen Bruch und freier Oberfliche mit eben jener Geschwindigkeit von der
Probe entfernen.

Bei der ,,phase explosion®“ dagegen ist die Expansion eines Gases die treibende Kraft.
Die Translationsenergie der ablatierten Teilchen muss aus diesem Reservoir entnom-
men werden. Zighilei et al. haben in Simulationen beide Szenarien berechnet. Mit einer
Pulslange von 15ps wird ,,stress confinement® erreicht. Tatséchlich bilden sich bereits
nach 250ps Briiche und Liicken wachsen mit der Zeit. Es kommt schliellich zur Aussto-
Bung eines ganzen Probenbereichs.

Im ,thermal confinement“-Bereich, der mit 150ps Pulsdauer simuliert wurde, wird
dagegen das unter Abschn.3.2.3 (,,phase explosion“) bereits skizzierte Verhalten vorge-
funden. Interessant ist in dieser Hinsicht auch, dass im Falle der photomechanischen
Ablation in den Liicken die Dichte unterhalb der eines idealen Gases unter gleichen Be-

dingungen liegt. Es kann also fiir die Photomechanik zumindest die Existenz anderer
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treibender Kréfte postuliert werden.

Dennoch stellt sich die Frage nach Unterscheidungsmerkmalen der verschiedenen Ab-
lationsmodelle. Wie erwéhnt, stellt die Teilchengrofle eine Mdoglichkeit dar. Diese wird
lange nach der Ablation detektiert. Kondensation im Plume, wie in Simulationen aufge-
treten, kann zur Verfilschung der Ergebnisse fithren. Ein Unterscheidungsmerkmal der
photomechanischen Ablation ist der nahe der Oberfliche stattfindende Bruch. Jedoch ist
dies im Experiment, insbesondere bei Festkorpern und undurchsichtigen Proben, schwer
festzustellen. Indirekte Hinweise bieten Druckprofile aus piezoelektrischen Messungen,
die Entwicklung und Ausbreitung des Ablationsplume sowie die Existenz einer niedrigen

Ablationsschwelle.

Druckwellenprofile bei der Ablation

Die photomechanische Ablation sollte ein charakteristisches Druckprofil zeigen. Nach
dem Aufbau und der Ausbreitung des thermoelastischen Drucks sollten sich Briiche und
Kavitationen im Profil bemerkbar machen, da nun die Spannung nicht mehr aufrechter-
halten werden kann. Ausgestoflenes Material erzeugt wiederum einen Riickstof3, der sich
als Kompressionswelle bemerkbar macht. Kommt es nicht zum Materialausstofl nachdem
Briiche oder Kavitationen aufgetreten sind, so macht sich dies in einer Dampfung der
Zugspannung und Verldngerung derselben bemerkbar. Das Zeitintegral iiber die gesamte
Druckwelle wird Null.

Gewinnen Ablationsmechanismen wie , phase explosion“ an Relevanz, so kann der
aus dem Riickstofl stammende Druck den thermoelastischen {ibersteigen. Aufgrund des
dghnlichen Verlaufs ist die experimentelle Unterscheidung zwischen photomechanisch in-
duziertem und riickstoffinduziertem Druck héufig schwierig. Eine Moglichkeit besteht
in der Variation der Laserwellenldnge. Mit ihr verdndert sich die Eindringtiefe und die

(13

Anregung erfolgt , stress confined“ oder nicht. Im Falle des ,stress confinement® und
photomechanischer Mechanismen sollte sich auch unterhalb der Ablationsschwelle ein
stark bipolarer Druckverlauf zeigen. Dagegen wird fiir den lediglich ,,thermal confined“-
Bereich kein Druckaufbau unterhalb der Ablationsschwelle und mit Uberschreiten dieser

eine starke Kompressionswelle durch den Riickstofl erwartet. "

Photomechanische Ablationsschwelle
Fiir die ,jechte“ photomechanische Ablation muss zusitzlich zur photomechanischen
Schadigung des Materials noch die Energie fiir die Ausstofung aufgebracht werden.

Daher sollte die Schwelle der photomechanischen Ablation hoher als diejenige fiir reine
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Spallation liegen. Gleichzeitig soll sie aber niedriger als die der Phasenumwandlungsmo-
delle sein. Dies geht auf oben angefithrte Uberlegung der Schaffung neuer Oberflichen
zuriick. Dabei wird jedoch die relativ niedrige Energieeffizienz des thermoelastischen
Drucks nicht beriicksichtigt. So wird in theoretischen Berechnungen auch nur ein 1.2fa-
ches der Ablationsschwelle im ,,thermal confinement* Bereich gegeniiber dem , stress
confinement* Bereich gefunden.

Aufgrund der Abhéngigkeit der Eindringtiefe von der Absorption kann fiir ns-Laser
festgestellt werden, dass ,stress confinement” nur bei geringer Absorption erreicht wer-
den kann. Nur dann wird die Amplitude der Zugspannung grof3 genug. Bei stark absorbie-
renden Proben kann photomechanische Ablation durch ps-Pulse hervorgerufen werden.
Allerdings werden bei den notwendigen Energiedichten vermutlich bereits andere Abla-
tionsmechanismen eingesetzt haben, so dass die photomechanischen Druckwellen durch
die Kompressionswellen aus dem Riickstof} iiberlagert werden.

Die weite Anwendbarkeit der MALDI mit ganz unterschiedlichen Matrizes, Laser-
wellenléngen, -pulsbreiten und -leistungen bereitet immer noch Schwierigkeiten, die Ab-
lation zu charakterisieren. Zusétzlich muss beriicksichtigt werden, dass die Probenmor-
phologie der angewandten MALDI weit von der in theoretischen Modellen abweicht.
So sind insbesondere die ,,dried-droplet“-Proben und die lediglich innigst gemahlenen
und aufgestidubten Proben fern von jeglichem Festkorpergefiige, das durch die Model-
le erfasst wird. In einzelnen Fillen kénnen Experimente, explizit zur Verifikation eines
Modellteilaspekts ausgelegt, diesen auch bestétigen. Hiufig sind aber Uberlagerungen
von durch die Ablation hervorgerufenen Effekten und sie selbst verursachende nicht ver-
meidbar. Ahnlich der Tonisation scheint, je nach Bedingungen und Matrixeigenschaften,
das eine oder andere Modell zu iiberwiegen. In vielen Fiéllen koexistieren sie aber oder

beeinflussen sich gegenseitig.
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verschiedener Matrizes

Die Beteiligung von elektronischen Zusténden sowohl bei der Ablation und der Ionisa-
tion legen es nahe, diese genauer zu untersuchen. Dazu wurden bereits 1995 von Ehring
und Sundquist’’ sowie weiteren Gruppen Ansétze gesucht, Absorptions- und Emissions-
spektren mit der Effizienz von Matrixsubstanzen zu korrelieren. Umso iiberraschender
sind daher Hinweise, dass der MALDI-Prozess in seiner Gesamtheit relativ unabhéngig
von den Absorptionskoeffizienten der Matrixsubstanzen bei den jeweiligen Wellenldngen
ist. So konnten Haglund et al. MS-Spektren bei den verschiedensten Wellenléngen gene-
rieren, ohne gravierende Unterschiede in Giite oder Intensitét feststellen zu kénnen. Mit
DHB konnten selbst bei 400nm noch Spektren aufgezeichnet werden. Bei dieser Wel-
lenlédnge sollte aber eine Absorption nur noch in untergeordneter Weise stattfinden und
zum Erreichen des 0-0-Ubergangs nicht ausreichen.'”

Ein Manko der spektroskopischen Daten sind allerdings die Experimentbedingungen,
unter denen sie zustande gekommen sind. Diese weichen meist in gravierender Weise
von denen der MALDI ab. So sind Absorptions- und Emissionsspektren aus Losungen
allenfalls Ausgangsdaten fiir weiterreichende Untersuchungen. Auch aus der Gasphase
erhaltene Daten lassen sich nur schwer iibertragen. Dies wird besonders deutlich, wenn
man den durch Knochenmuss et al. ermittelten 0-0-Ubergang fiir DHB in einem Mo-
lekularstrahl (357.69nm)'" mit den experimentellen Daten von Allwood et al.”»*' und
Bockelmann et al.'’ vergleicht (s.a. Abschn.3). Hier wird eine starke Rotverschiebung
des Kreuzungspunktes von Absorption und Emission gefunden. Ebenfalls weisen die
Absorptionsspektren eine Verschiebung zum langwelligen Bereich auf, wenn statt eines
Einkristalls eine mikrokristalline Probe untersucht wird. Dies wird umso bedeutender,

wenn auch noch die zusétzliche Rotverschiebung durch Analytbeimengung berticksichtigt
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wird. Naturgeméaf wird eine herkommliche MALDI-Probe nicht aus einem Einkristall be-
stehen. Vielmehr wird ein ggf. eingebetteter Analyt zu einer zusétzlichen Stérung des
Kristallgitters fithren. Unter diesen Gesichtspunkten sind auch die Ergebnisse von Hag-
lund et al. neu zu bewerten.

Bisher existieren nur wenige Daten beziiglich der Festkorperabsorption von verschie-
denen Matrizes. Derzeit sind die Daten von Allwood et al. diejenigen, die den MALDI-
Bedingungen am ehesten gerecht werden. Hier wurden auf Quarztrager sublimierte Pro-
ben verwendet. Analytbeimengungen wurden jedoch nicht beriicksichtigt.

Ebenso wie Absorptionsspektren Substanz- und Substanzklassenspezifisch sind, wei-
sen auch Emissionsspektren Charakteristika auf. So werden fiir die verwendeten Car-
bonsduren mit aromatischem Kern dhnliche Spektren aufgezeichnet. Sie unterscheiden
sich deutlich vom Spektrum des mehrkernigen, hydroxy- und ketosubstituierten Anthra-
cenderivats Dithranol. Teilweise konnen Seitenbanden oder Schulterformationen Schwin-
gungszustinden der funktionellen Gruppen zugeordnet werden.~ Einige heteroaromati-
sche Systeme (IAA, HPA) zeigen wiederum andere Charakteristika. Obwohl stickstoff-
haltige Heteroaromaten auch zur Phosphoreszenz neigen, konnte dies fiir HPA nicht
vorgefunden werden. "’ Die Untersuchungen in dieser Hinsicht bei Trans-Indol-3-
acrylsdure (IAA) stehen noch aus.

Emissionsspektren sind deshalb von besonderem Interesse, da sie Erkenntnisse iiber
die Energieverteilung nach Laseranregung liefern. Die durch den Laser eingestrahlte
Energie ist durch die Wellenldnge und den Laserfluss klar begrenzt. Durch die im Fol-
genden aufgezeigten Vorginge kann diese Energie auf verschiedenen Wegen abgegeben
werden. Die energetische Lage des ersten angeregten Zustandes wird dann besonders
wichtig, wenn von lonisation aus eben diesem ausgegangen wird. Dies ist, wie unter
Abschn.3.1 gezeigt, haufig der Fall. Weiterhin gibt die Rotverschiebung der Fluores-
zenz einen Anhaltspunkt fiir die Energie, die durch nicht strahlende Prozesse in der
Probe umverteilt werden. Dies kann durch Gitterschwingungen, Exciton-Bildung, Mo-
lekiilschwingungen, etc. erfolgen. Neben anderen Prozessen wird auch die Energie fiir
Ablation und Expansion der Teilchen aus dem Reservoir abgezogen. Wird dagegen die
gesamte Energie nutzbar, so wird die Plumeentwicklung eher von den Absorptionskoeffi-
zienten als dem Stokes‘-Shift, der Rotverschiebung der Emission gegeniiber der Absorp-

tion (vgl. 4.1), abhéngen.
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Abbildung 4.1.: Jablonski-Diagramm zur Verdeutlichung der Umwandlungsprozesse im
angeregten Molekiil. A: Anregung; F: Fluoreszenz; P: Phosphoreszenz;

S;: Singulett- und T;: Triplett-Zustand.

4.1. Theorie der Lumineszenz

Da die Anregungsmechanismen im Wesentlichen den bei der MPI bzw. REMPI ablau-
fenden Prozessen entsprechen, wird auf eine weitere Darstellung verzichtet (s. 2.2.1).
Wird ein elektronisch angeregter Zustand populiert, so werden meist hoher angeregte
Schwingungs- und Rotationsniveaus des jeweiligen Zustandes besetzt. Diese ergeben sich
aus den Franck-Condon-Uberlappungsintegralen (s.2.2.1,2.4). Der elektronische Zustand
weist dabei die gleiche Multiplizitdt wie der Grundzustand auf. Geméaf ,, Kasha’s-Rule*
findet schnelle Deaktivierung zum Grundzustand des S;-Zustandes durch sogenannte ,,vi-
brational relaxation“ (VR) bzw. , intramolecular vibrational redistribution® (IVR) statt.
Bei der Ersteren verbleibt das Teilchen innerhalb eines elektronischen Zustandes, bei der
Letzteren dagegen kommt es zum Ubergang in einen anderen elektronischen Zustand glei-
cher Multiplizitét (siche auch Abb.4.1). Von ,internal conversion®, IC, spricht man, wenn

es zu einem strahlungslosen Ubergang aus dem Schwingungsgrundzustand des jeweiligen
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elektronischen Zustandes zu hoheren Schwingungsniveaus eines tieferliegenden elektro-
nischen Zustandes gleicher Multiplizitdt kommt. Dazu muss ein Schwingungsniveau des
tieferliegenden Zustandes isoenergetisch mit dem Grundzustand des aktuellen Zustandes
sein. Uberginge mit Anderung der Multiplizitit sind quantenmechanisch verboten. Exi-
stieren energetisch tieferliegende Triplettzustdnde mit isoenergetischen Niveaus, konnen
diese jedoch durch einen strahlungslosen Ubergang, dem sogenannten ,intersystem cros-
sing“ (ISC), ebenfalls erreicht werden. Nach ggf. erfolgter VR bzw. IVR kann es aus
dem untersten Schwingungsniveau des T;-Zustandes nun zu Lumineszenz kommen. Dies
setzt natiirlich voraus, das der Energieunterschied zwischen T; und Sy im sichtbaren Be-
reich liegt. Diese Lumineszenz ist vergleichsweise lang, da der Ubergang zum Sy-Zustand
wiederum quantenmechanisch verboten ist. Zur Quantifizierung der Lumineszenz wird
i. allg. die Lebensdauer beniitzt. Sie gibt an, wieviel Zeit verstreicht, bis die Intensitét
(I) der emittierten Strahlung auf 1/e * I,,,,, abgefallen ist (s.a.Gl.4.1). Diese Lebenszeit
liegt bei Phosphoreszenz iiblicherweise bei 107%s bis 10?s.

Fluoreszenz findet wegen der schnell ablaufenden IVR-~ und VR-Prozesse meist aus
dem untersten Schwingungsniveau des S;-Zustandes statt. Dazu miissen wiederum ent-
sprechende Franck-Condon-Uberlappungsintegrale mit Schwingungsniveaus des Grund-
zustandes existieren. Da es sich hierbei allerdings um einen erlaubten Ubergang handelt,
ist dieser Prozess schnell. Die Lebenszeit (7) von Fluoreszenz liegt meist zwischen 107%s
und 10~ %s.

Liegen die Molekiile jedoch nicht isoliert in der Gasphase vor, sondern in Losungen
oder gar Festkorpern, so miissen einige weitere Aspekte beriicksichtigt werden. Es kann
zu einer Vielzahl von Wechselwirkungen mit der Umgebung kommen, die hier nicht im
einzelnen besprochen werden konnen. Es sei daher auf Biicher der Fluoreszenzanalyse
verwiesen. Je nach beeinflusstem Zustand und Umgebung kann es sowohl zu Verschiebun-
gen der Emssisionsspektren als auch verdndertem Abklingverhalten kommen. Weiterhin
ist eine inhomogene Verbreiterung der Schwingungsbanden zu beobachten. Sie ist umso
stérker, je unterschiedlicher die Umgebungen verschiedener Anregungszentren sind.

Neben diesen Prozessen ist auch das ,quenching®, das teilweise oder vollstdndige
Ausbleiben der Fluoreszenz, zu beriicksichtigen. Hierfiir gibt es vielfiltige Ursachen. Al-
len gemein ist eine schnelle Deaktivierung des S;-Zustandes. Hervorgerufen werden kann
dies durch Temperatur, Stole, Reaktion mit anderen Reaktionspartnern, etc.. So gilt
,quenching“ im expandierenden Plume als Hinweis der Beteiligung des S;-Zustandes an

lonisationsprozessen sowie der Beteiligung mehrerer Zentren am lonisationsprozess (vgl.
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3.1). Um die Effizienz der Fluoreszenz beurteilen zu kénnen, wird die sogenannte Quan-
tenausbeute (®) benutzt. Sie stellt den Quotienten aus emittierten und absorbierten
Photonen dar.

In Festkorperproben aus organochemischen Verbindungen kann aufgrund fehlender
Bandiiberlappung ein Zeitverlauf 1. Ordnung angenommen werden (Zentrenmodell). Auf
eingehendere Betrachtung des sogenannten Bandermodells, bei dem delokalisierte La-
dungstriger mafigeblich sind und die Abklingkonstante von der Anregungsintensitét
abhéngig wird, kann daher verzichtet werden. Das Abklingverhalten wird somit durch
Gl.4.1 beschrieben.

I(t) = I e * e
t: Zeit; 7: Lebenszeit

I: Intensitat (4.1)

Durch Messungen zugénglich ist diese intrinsische Grofle jedoch nicht. Bestimmt wer-
den kann jeweils nur eine apparente Lebenszeit (7,), die mit Hilfe der Quantenausbeute

(®) nach Gl.4.2 Aussagen iiber die intrinsische (7;) erlaubt.
T, =1 %P (4.2)

Die experimentelle Ermittlung der intrinsichen Lebensdauer gestaltet sich im Falle der
MALDI-Matrizes dagegen schwierig. Lediglich die Existenz von iiber den Anregungs-
laserpuls von 6ns hinaus andauernde Lumineszenzprozesse konnte in eigenen Arbeiten
ausgeschlossen werden. " Neuere Ergebnisse zeigen, dass die Lebenszeit der laserindu-

zierten Fluoreszenz (LIF) von MALDI-Matrixsubstanzen im sub-ns-Bereich liegen.

4.2. Versuchsaufbau zur Detektion von laserinduzierter

Fluoreszenz (LIF)

Die spektrale Untersuchung der Fluoreszenz wurde mit einem Gitter-Spektrometer der
Firma Spectroscopy & Instruments (S&I) mit einer fokalen Lénge von 0.275m durch-
gefiihrt. Dieses Spektrometer ist mit zwei Gittern bestiickt, einem mit 2400 Linien/mm
und einer Blaze-Wellenlénge von 240nm und einem mit 600 Linien/mm und einer Blaze-
Wellenlénge von 500nm. Letzteres wurde fiir alle hier vorgestellten Messungen verwen-

det. Die Verstellung der Gitter erfolgt iiber einen Spectra-Pro-Scan-Controller, der mit-
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tels PC iiber eine RS232-Schnittstelle gesteuert und ausgelesen wird. Die Detektion er-
folgt {iber eine mit Fliissigstickstoff gekiihlte CCD-Kamera vom Typ LN-CCD EEV-15.
Dieser Kameratyp enthélt einen 6.9mm - 27.6mm grofien Detektorchip. Er besteht aus
256 - 1024 Pixeln der GroBle 27um - 27um. Der Chip ist so angebracht, dass Dispersion
des einfallenden Lichts entlang der langen Achse erzielt wird.

Diese CCD-Kamera wird durch einen Controller ST138 (S&I) gesteuert. Fiir die
hier angefithrten Messungen wurde die ,free-run“-Methode gewéhlt.* Hierbei wirken
sich alle Ereignisse innerhalb der Messzeit additiv auf die registrierte Intensitdt aus.
Fiir die Experimente wurde eine Akquisationszeit von 15s pro Gitterposition gewéhlt.
Wiéhrend dieser Zeit wurden 150 Einzelaufnahmen akkumuliert. Die Probe wurde dabei
vom Experimentator gleichméflig gedreht.

Da nur ein Teil des Chips wirklich ausgeleuchtet wird, wurde auch nur dieser Teil,
100 Pixelreihen, ausgelesen. Dies beschleunigt die benotigte Auslesezeit und die Spek-
tren werden nicht durch das Dunkelrauschen der restlichen 156 Pixelreihen beeinflusst.
Diese Methode wird durch die sogenannte ,,binning“-Routine der verwendeten WinSpec-
Software (Version 1.6.2.24) bereitgestellt. Ebenso wurde die Moglichkeit genutzt, den De-
tektor bei geschlossenem Shutter auszulesen und vor jeder Messung eine elektronische
,Reinigung* des Chips durchzufithren. An jeder Gitterposition wurden 5 Aufnahmen
gemacht und gemittelt. Der gesamte Spektralbereich setzt sich typischerweise aus drei
bis fiinf Abschnitten zusammen. Fiir Ubersichtsspektren wurden diese von der Softwa-
re sofort aneinandergesetzt (,step-and-glue“). Fiir die abgebildeten Spektren dagegen
wurde dieser Schritt nachtréglich und besser kontrolliert durchgefiihrt.

Zur Lichtsammlung wurde ein 1.5m langer Lichtwellenleiter (LWL) mit einem 1.25mm
starken, UV-transparenten Kern eingesetzt (Optran UV, Fa. Ceram Optec, Bonn). Die
numerische Apertur betragt 0.22 und der Brechungsindex verlduft stufenférmig in ra-
dialer Richtung. Aus der numerischen Apertur NA ergibt sich nach Gl.4.3 der Akzep-
tanzwinkel zu © = 12.71°. .

sin = ) (4.3)

Unter diesem Winkel kann Licht in den LWL eingekoppelt werden. Andernfalls wird es
entweder totalreflektiert oder durch Mehrfachbrechung an Brechungsindexiibergéingen,

also zwischen Kern und Ummantelung, bis zur Vernichtung der Intensitét abgeschwécht.

*Fiir zeitaufgeloste Untersuchungen erwies sich dieses setup fiir unbrauchbar. Sowohl im Shutter-

als auch in anderen Betriebsmodi kénnen maximal Prozesse auf der ms-Zeitskala analysiert werden.
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Beide Enden des LWL sind plan poliert. Zum besseren Schutz des Materials sind
die Enden mit sogenannten Stahlferruls versehen. Ansonsten wird der LWL durch einen
Nylonmantel geschiitzt. Das Sammelende wird durch eine von Dipl. Chem. Dr. Carsten
Zechmann entwickelte, vakuumdichte Zufiihrung, in alle drei Raumrichtungen (in Ma-
Ben) verstellbar, nahe an den Probentréiger gebracht. Die Aufnahme geschieht orthogonal
zur Flugrichtung und Einfallsebene des Lasers. Bei allen Messungen lag der LWL am
Repeller an und befand sich ca. 6mm oberhalb des Laserspots.

Die unter dem Akzeptanzwinkel eingekoppelten Lichtwellen werden als gefithrte Mo-
den durch den LWL transportiert und verlassen ihn stark divergent. Um eine parallele
Einkopplung ins Spektrometer zu gewihrleisten, wird der LWL im Brennpunkt eines
Achromaten (f=20mm) plaziert. Hierbei wurde je nach Anregungslaser eine Linse mit
bzw. ohne UV-Transmission gewéhlt. Dies dient dem Schutz der CCD-Kamera. Fiir die
Aufzeichnung von LIF-Spektren mit 355nm-Anregung wurde eine Linse gewahlt, die
gute Transmission nur fiir A > 380nm (Durchmesser d=10mm) gewéhrleistet. Dagegen
findet unter Anregung mit 337nm eine Suprazil-Linse mit d=22.4mm Verwendung. Diese
zeigt auch hohe Transparenz fiir A < 380nm.

Der Eintrittsspalt des Spektrometers befand sich in doppelter Brennweite der Linse.
Fiir die Messungen wurde eine Offnung von 0.25mm eingestellt.

Beide Aufbauten wurden mit einer Quecksilberdampflampe und dem WinSpec-Pro-
gramm kalibriert. Fiir das eingesetzte 600Linien/mm-Gitter wird ein spektrales Auflo-

sungsvermogen von 0.12nm erhalten.

4.3. Emissionsspektren verschiedener MALDI-Matrizes

Es wurden Emissionsspektren der auch spéter verwendeten Matrizes, sowie einiger noch
in Untersuchung befindlichen, aufgezeichnet. Hierbei konnten einige nur mit 337nm zu
Fluoreszenz mit hoherer Intensitdt angeregt werden. Zugleich bot die Anregung mit
337nm die Moglichkeit, den aufgezeichneten Spektralbereich zu kiirzeren Wellenlédngen
zu verschieben, ohne Gefahr zu laufen, die Laserlinie auf dem Detektor abzubilden.
Eine groflere Verschiebung der Maxima ergab sich jedoch nicht.* Alle, auch die von

Dipl. Chem. Dr. Carsten Zechmann aufgezeichneten Spektren, werden also durch den

*Beriicksichtigt werden muss, dass Festkorper-Emissionsspektren meist breitbandig sind und keine
scharfen Peaks zeigen. Die exakte Bestimmung der Peak-Position ist daher eher durch die Auswertung,

denn durch den experimentellen Aufbau limitiert.
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Abbildung 4.2.: Laserinduzierte Fluoreszenz von 2,5-DHB.

Achromaten des ersten Aufbaus nicht veréndert. Dies ist insbesondere fiir DHB von
Bedeutung, da hier eine steile Flanke genau bei der Absorptionskante des Achroma-
ten sichtbar wird. Weiterhin kénnen in den Spektren einige Nebenmaxima aufgefunden
werden, die Schwingungsfrequenzen funktioneller Gruppen zugeordnet werden kénnen.
Die erhaltenen Spektren der verschiedenen Matrizes sollen im Folgenden kurz dargestellt
werden. Eine eingehende Betrachtung einiger verwendeter Substanzen kann entnommen
der Literatur ~ werden.

Die haufig eingesetzte Matrix-Substanz DHB weist ein Emissionsmaximum im blauen
Spektralbereich bei 415nm auf. Es wird weiterhin eine Schulter im Bereich von 430 bis
440nm und von 461 bis 483nm vorgefunden. Die gesamte Emissionsbande weist eine
Halbwertsbreite (FHWM) von 54nm auf. Dabei wird die Halbintensitat bei 403.7 bzw.
457nm erreicht (Abb.4.2).

HPA stellt eine weitere Matrix dar, die derzeit weniger hiaufig eingesetzt wird. Dies
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Abbildung 4.3.: Emissionsspektrum von 3-HPA.

liegt, vermutlich z.T. an ihrem ungiinstigen Kristallisationsverhalten. Sie bildet haupt-
séchlich grobkristalline Festkérper. Nach Knochenmuss stellt sie jedoch eine weiche Ma-
trix dar. Sollten die Praparationsprobleme irgendwann gelost sein, so liegt gerade in
dieser Matrix fiir die Peptid- und Proteinanalyse grofles Potenzial, da sie vermutlich
den idealen Kompromiss zwischen Sinapinsdure (SA) und 4-Hydroxy-a-cyanozimtsiaure
(CCA) darstellt. Diese Matrix emittiert ebenfalls vornehmlich im blauen Spektralbe-
reich. Das Emissionsmaximum liegt bei 423.7nm. Eine Schulterbande wird bei 430nm
und ein Nebenmaximum bei 475nm gefunden. Die FHWM der Hauptbande betragt 53nm
und wird durch die Wellenldngen 404nm und 456.7nm begrenzt (Abb.4.3).

Die im vorigen Abschnitt schon angesprochene SA wird als stark ionisierende Matrix
bei Proteinen mittlerer Grofle eingesetzt. Wiahrend die Emission unter Anregung von
355nm haufig ausbleibt, kann sie leicht durch 337nm hervorgerufen werden. Dies ist

umso erstaunlicher, da Festkorperabsorptionsspektren von Allwood et al.”” durchaus
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4. Spektroskopische Informationen verschiedener Matrizes
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Abbildung 4.4.: Emissionspektrum von SA.

Der Einbruch bei 532nm kommt aus der Korrektur durch ein Hintergrundspektrum zustande.

einen hoheren Absorptionskoeffizienten bei 355nm als bei 337nm finden. Andererseits
wird SA {iblicherweise bei Gerédten mit Stickstofflasern eingesetzt*. Insgesamt bleibt die
Gesamtintensitédt jedoch gering. Das Emissionsmaximum liegt bei 439nm. Bei halber
Intensitét erstreckt sich die Emissionsbande von 413nm zu 503nm und ist somit 90nm
breit. Eine Schulterbande wird bei 461nm gefunden (Abb.4.4).

Ein weiteres Derivat der Zimtséure stellt Ferulasdure (FA) dar. Sie kristallisiert in
Aggregaten aus langen, feinen und h#ufig am Rand der Probe hochstehenden Nadeln.
Dies erschwert die Generation von homogenen Proben selbst unter gleichbleibenden Be-
dingungen. Darin mag die Begriindung fiir den selteneren Einsatz im kommerziellen

Bereich liegen. Fiir diese Zwecke spielen nicht nur gute Matrixeigenschaften, sondern

*Dies mag aber auch an dem ohnehin hiufigen Einsatz von Ny-Lasern im kommerziell, analytischen

Bereich liegen
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Abbildung 4.5.: Fluoreszenzspektrum von FA.

Der Einbruch bei 532nm kommt aus der Korrektur durch ein Hintergrundspektrum zustande.

natiirlich auch gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter Einsatz automatischer Pi-
pettierroboter u.d. eine bedeutende Rolle. Hier aber liegt, wie bei HPA, ein gravierender
Nachteil dieser mittelstark ablatierenden und ionisierenden Matrix. Diese Matrix zeigt
unter Anregung mit 337nm ebenfalls Fluoreszenz geringer Intensitdat. Das Maximum der
Emission liegt bei 473.7nm. Es wird begleitet von einem Nebenmaximum bei 443.9nm.
Schulterbanden werden bei 421,510 und 555nm gefunden. Bei halber Intensitét wird eine
Fluoreszenz in einem Bereich von 410.3nm bis 545.5nm vorgefunden, was einer FHWM
von 135.2nm entspricht (Abb.4.5).
Als letzter Vertreter der von der Zimtsdaure ausgehenden Matrix soll die schon erwéhnte

CCA dienen. Sie wird in der kommerziellen MALDI-Analytik wegen ihrer homogenen
Kristallisation und Eignung fiir verschiedene Préaparationstechniken (z.B. dried-droplet,

thin-layer) am héaufigsten eingesetzt. CCA emittiert am stéirksten bei 443.1nm, womit
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Abbildung 4.6.: Laserinduzierte Fluoreszenz von CCA.

das Emissionsmaximum zwischen denjenigen von FA und SA liegt. Die Breite der Emis-
sionsbande bei halber Intensitét betragt 47nm, ausgehend von 433nm zu 480nm hin. Ein
Nebenmaximum wurde bei 473nm gefunden (Abb.4.6).

Relativ selten findet man Hinweise auf IAA (Trans-Indol-3-Acrylsdure). Diese Ma-
trix kann in der Polymeranalytik eine Alternative zum noch nachfolgenden Dithranol
darstellen. Erste Erfahrungen zeigten eine hohere lonisierungstendenz bei relativ gu-
ten Kristallisations- und Ablationseigenschaften. Weiterhin positiv fiel die geringere
Anfilligkeit beziiglich Oxidation auf.* Die Emission von TAA durchlauft das Haupt-
maximum bei 439nm und Nebenmaxima bei 478 und 609nm (Abb.4.7). Fiir den Bereich
von 419nm bis 498nm liegt die Intensitét dabei oberhalb von 50% (FHWM 79nm).

*SA, CCA und Dithranol zeigen recht schnell Alterungserscheinungen, so dass Lagerung unter Ar
oder Vakuum sowie haufiges Umbkristallisieren zumindest fiir den erfolgreichen Einsatz in der Protein-

analytik unvermeidbar sind.
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Abbildung 4.7.: Emissionspektrum von TAA.
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4. Spektroskopische Informationen verschiedener Matrizes
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Abbildung 4.8.: Laserinduzierte Festkorperfluoreszenz von Dithranol.

Dithranol wird, wie zuvor schon erwéhnt, im Wesentlichen in der Polymeranalytik
eingesetzt. Da die Analyte meist nur schwer protonierbar sind, fillt die relativ schwache
[onisierungstendenz nicht weiter ins Gewicht. Positiv auf die Probenpraparation wirkt
sich die homogene Kristallisation aus organischen Losungsmitteln wie THF, Cyclohexan,
Benzol und -derivate aus. Die Ionen werden meist als Kationenaddukte nachgewiesen,
weshalb oft zusétzliche Reagenzien wie Alkali, Kupfer oder Silbersalze zugesetzt werden.
Die starke Energiedissipation in strahlungslose Prozesse duflert sich durch eine starke
Rotverschiebung der Emission. Die maximale Intensitidt wird bei 620nm* erreicht. Eine
Schulterbande existiert bei 718nm. Ebenso auffillig ist die recht grofe FHWM von 127nm
(572nm, 698nm).

Die Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchung der verschiedenen Matrizes sind

*Es handelt sich um ein Plateau, dass beidseits von gleich hohen Spitzen (607 und 632nm) begrenzt
wird (Abb.4.8). Der Wert entspricht dem Mittelwert des Plateaus.
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4. Spektroskopische Informationen verschiedener Matrizes

hochener- | niederener-
Fmissions. getische getische
Matrix maximum FHWAM | Begren- Begren- lokale Maxima / nm
/ nm / nm zung der | zung der
nm nm
DHB 415 54.7 403.7 457 440*, 483*
HPA 423.7 53 404 456.7 475, 430*
IAA 439 79 419 498 478, 609
SA 439 90 413 503 461.2
CCA 443.1 47 433 480 473"
FA 473.7 135.2 410.3 545.5 443.9, 421%, 510"
Dithranol 620** 127 572 698 607", 632", T18

Tabelle 4.1.: Ergebnisse aus der wellenldngenseparierten Detektion laserinduzierter Fluo-
reszenz verschiedener MALDI-Matrizes.
Bei den mit * gekennzeichneten Werten wird kein lok. Maximum durchlaufen. Es handelt es sich um

eine Schulterausbildung.

w+: Dithranol zeigt zwei gleich hohe Spitzenwerte. Als Maximum wurde ein Mittelwert angegeben.

in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

4.4. Stokes-Shift zur Charakterisierung der Desorption?

Die aus den LIF-Spektren gefundenen Emissionsmaxima und den daraus folgenden in-
dividuellen Energieunterschieden zur Laserlinie der jeweiligen Anregung ergeben eine
Reihenfolge der Matrizes, die auch empirisch mit dem Ablationsverhalten der Matri-
zes iibereinstimmt. So weist Dithranol einen hohen Energieunterschied auf und gilt als
stark ablatierende Matrix. Die zwar wesentlich besser ionisierende, aber mit schwécheren
Ablationseigenschaften behaftete 2,5-DHB weist auch im LIF-Experiment einen kleine-
ren Energieunterschied auf. In ersten Untersuchungen der Ablationsgeschwindigkeiten
Neutraler wurde neben diesen beiden Matrizes noch FA untersucht. Aus den LIF-Daten
wurde eine Geschwindigkeit zwischen 2,5-DHB und Dithranol erwartet. Dies wurde auch

in ersten Experimenten vorgefunden. Diese experimentellen Ergebnisse sind in der Ta-
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4. Spektroskopische Informationen verschiedener Matrizes

Matrix Fluoreszenz- wahrscheinlichste

maximum / nm | Geschwindigkeit / ms™!

DHB 415 468
FA 474 637
Dithranol 620 708

Tabelle 4.2.: Ergebnisse erster Voruntersuchungen an drei verschiedenen Matrizes beziig-

lich Korrelation von LIF und Geschwindigkeitsverteilungen.

belle 4.2 zusammengefasst. Fiir spédtere Messungen mussten die Strahlengéinge der La-
ser veriandert werden. Daher sind diese Daten nicht mehr mit den nachfolgenden ver-
gleichbar. Des Weiteren waren die ersten Messungen grofien Fehlern unterworfen. Dies
wird in den nachfolgenden Abschnitten ausfithrlich dargelegt. Hier sei nur angemerkt,
dass insbesondere auch die unterschiedlichen Probendicken, die bei der Auswertung we-
gen fehlender Daten unberiicksichtigt bleiben mussten, grole Unsicherheiten beinhalten.
Qualitativ kann gesagt werden, dass zwar Dithranol dadurch am ehesten unbeeinflusst
bleibt, jedoch z.B. FA eine sehr dicke Probe ausbildet. Ebenso liegen die Werte fiir DHB
eher zu hoch. Eine Inversion des Trends bei diesen beiden Matrizes kann unter diesen

und anderen Gesichtspunkten nicht ausgeschlossen werden.
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5. Postionisation zur Ermittlung von
Geschwindigkeitsverteilungen
ablatierter Neutraler aus

verschiedenen Matrizes

Ein Charakteristikum der Ablation ist die Geschwindigkeitsverteilung des ablatierten
Materials. Da sie jedoch nicht zeitlich nah der Ablation detektiert werden kann, wird
die Expansion mit charakterisiert. Bei der MALDI handelt es sich um ein gepulstes
Verfahren, anders als bei einem gepulsten Molekularstrahl wird jedoch nicht ein Ventil
mit kleiner Diisen6ffnung und Staudriicken von teilweise bis zu 10bar geoffnet. Vielmehr
findet eine ,freie“ Expansion ins Vakuum statt. Begrenzt wird diese durch den Ort der
Ablation. Dieser liegt bei den meisten Experimenten und Ablationsmechanismen in der
Grofle des Laserspots. Weiterhin stellt der Probenkérper bzw. -tréger eine Begrenzung
der Expansionsrichtung dar.

Fiir thermisch hervorgerufene Ablationsvorgénge, die iiberwiegend von der Ober-
flache ausgehen, wiirde man eine thermische Verteilung der Geschwindigkeiten erwarten.
Dies gilt insbesondere fiir die reine Desorption und ggf. die Sublimation und Evaporati-
on. Hier sollte eine Beschreibung der Geschwindigkeitsverteilungen durch die Maxwell-

Boltzmann-(MB)-Verteilung nach G1.5.1 moglich sein.

3
dN (0, T) =N * | ———— 2k =T v d

(v.T) *(2*7T*kB*T) "e l !
v;: Geschwindigkeit in Richtung x,y,z; m: Masse;

kp: Boltzmann-Konstante; 7": Temperatur; N: Teilchenzahl (5.1)
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5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

Je mehr Material pro Zeiteinheit ablatiert wird, desto dichter wird der Plume, desto
haufiger kommt es zu StoBen. Die Expansion wird Jet-dhnlicher und stark vorwérts
gerichtet. Tatsdchlich kann dieses Verhalten in Experimenten und Simulationen gefunden
werden. Ein Maf dafiir ist die Winkelverteilung (q). Viele Gruppen finden Verteilungen
nach GL.5.2.7%"%

q = cos"0 (5.2)

6 stellt dabei den Winkel zur Hauptflugrichtung, also der Orthogonalen zur Ablationso-
berfliche dar. Fiir n werden Werte bis zu 25 angenommen. Selbst bei nur drei Kollisionen
pro Teilchen werden noch Verteilungen mit n = 4 angenommen. Es wird also immer noch
eine jetdhnliche Expansion erwartet.

Fir die Ablation von NO-Filmen werden in Einklang mit der Ausbildung eines
Uberschallgasstrahls hohe Translationsenergien aber schmale Rotationsenergieverteilun-
gen gefunden. Ebenso zeigt sich eine Kiihlung hinsichtlich der Besetzung von Vibrati-
onsmoden. Dieses mit VUV-Ablation bei 193nm vorgefundene Ergebnis konnte auch bei
IR-Ablationen (10.6um) von Anilin aus einer COy-Matrix und Benzimidazol aus Gly-
cerol/Wasser bestétigt werden. Dabei wurde eine Abhéngigkeit der Kiihlung von der
Matrix festgestellt. Die Kiihlung war umso besser, je weniger interne Freiheitsgrade die
Matrix aufwies.

Die mathematische Beschreibung einer solchen, stark vorwérts gerichteten Geschwin-
digkeitsverteilung gelingt mit ,,verschobenen“ Maxwell-Boltzmann-Verteilungen. Hierin
wird eine Stromungsgeschwindigkeit (vf,,) in Jetrichtung angenommen. Von dieser Ge-
schwindigkeit weichen die tatséchlichen Fluggeschwindigkeiten in Flugrichtung ab. Die
Abweichung wird stérker, je schlechter der Jet ausgebildet ist. Die Ausbildung des Plu-
mes kann dann nach G1.5.3 beziiglich der Geschwindigkeitsverteilungen beschrieben wer-
den.

AN (oT Naf—™ )
(T Viou) = *<2*7T*]{53*T) i

6(,$(v12+vy2+(vzfvfzow)2))d3v (5.3)

Wihrend in adiabatischen Expansionen ein Uberschallgasstrahl vorliegt, kann die

Stromungsgeschwindigkeit in Ablationsexperimenten haufig mit der Schallgeschwindig-
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5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

keit (vsonic) angendhert werden.

VUsonic = V ’Yk:BT/m

~v: Adiabatenkoeffizient C,/CYy, (5.4)

Die Flussgeschwindigkeit kann auch als Vielfaches der Schallgeschwindigkeit, der soge-
nannten Machzahl M ausgedriickt werden. Im Fall der einfachen Schallgeschwindigkeit
wird diese also eins. Wird sehr viel Material ablatiert, kann es dhnlich der Jetaus-
bildung in gepulsten Molekularstrahlexperimenten zu Uberschallgeschwindigkeiten im
Plume kommen. Die Winkelverteilung wird in diesem Fall sehr schmal und n aus G1.5.2
nimmt Werte von (1 + M)? an.

Die Verteilung der Teilchen kann demnach auch in Abhéngigkeit von Geschwindig-
keit und Winkel ausgedriickt werden (G1.5.5).”" Simulationen haben gezeigt, dass die
besten Ergebnisse mit zwei Temperaturen, einer in radialer Richtung und einer in axia-
ler Richtung, erhalten werden. Im Abschn.3.2 wurde bereits auf die Existenz von unter-
schiedlichen Ausbreitungen von thermoelastischem Druck bzw. Wéarme in die Umgebung

hingewiesen.

Tazial Tradial

2
__m (v cos@—vflow) +v2 sin? 9
2kp

I(v,0) ~v’e
I: Intensitat (5.5)

Dabei nimmt 7,4, und v, mit Anzahl der Kollisionen zu, wohingegen 7.44;,; abnimmt.
In Berechnungen konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der Kollisionen stark zunimmt,
sobald die Pulsweiten des Lasers unter 10ns sinken. Aufgrund der vielen Kollisionen
werden sich schnelle Molekiile in der Mitte des Jets befinden und langsame eher in den
Randbereichen.

Ein weiteres Charakteristikum einer jetdhnlichen Expansion ist die Massenunabhén-
gigkeit der Geschwindigkeitsverteilung. In vielen Experimenten konnten keine Unter-
schiede zwischen Matrix und Analytmolekiilen beziiglich der Geschwindigkeiten festge-
stellt werden. In manchen Untersuchungen dagegen werden fiir schwerere Analyte eine
schmélere Verteilung gegeniiber der der Matrix festgestellt. Dies gilt insbesondere bei der
radialen Verteilung und wird als “plume-sharpening“-Effekt bezeichnet.”"" Hierin liegt
vermutlich auch die gute Kiihlung der Analyten begriindet. Sie befinden sich im best-
gekiihlten Teil des Plumes. Photochemische Prozesse dagegen konnen zur Aufweitung

sowohl der Winkel- als auch der Geschwindigkeitsverteilung fithren.

69



5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

Im Fall der photomechanischen Ablation haben Zighilei et al. in Simulationen eine
Abhéngigkeit der Ablationsgeschwindigkeit von der Ursprungsposition der ablatierten
Teilchen festgestellt. Ein Teilchen ist demnach umso schneller, je ndher es sich an der
Probenoberfliche befunden hat. In diesem Fall wird die Plumecharakteristik nicht mehr
durch eine Stromungsgeschwindigkeit, sondern ein ganzes set von Geschwindigkeiten
beschrieben.”” Obere Grenze stellt die Geschwindigkeit der Oberflichenmolekiile dar.
Interessant sind einige experimentelle Befunde, die eine niedrige Strémungsgeschwindig-
keit erbrachten bzw. diese auf Om/s abfiel. Hier miissen die Experimentbedingungen auf
die Existenz einer photomechanischen Ablation neu gepriift werden.

Mathematisch kann dies durch ein Produkt aus einer Maxwell-Boltzmann-Verteilung
fiir den radialen Anteil und der Differenz zweier Verteilungen fiir den axialen Anteil be-
schrieben werden. Eine dieser Verteilungen stellt den Anteil ohne Stromungsgeschwin-
digkeit, die andere denjenigen mit maximaler Stromungsgeschwindigkeit dar (Gl1.5.6).
Wobei erf die Fehlerfunktion bezeichnet.

m (ve?+uy?)
dN U T ow,maz) — N * § o
(U? » Uflow, ) (47TI€BT'Uflow,max ) ‘ ’

* [e?"f Q/%w) —erf ( 2/-ZT (v — Uflow,maw))}

* dvgdvy,duv, (5.6)

Wie in den vorangehenden Abschnitten aufgezeigt wurde, ist fiir die Analyse der Ablation
die Bestimmung der Teilchengeschwindigkeit wichtig. Anders als bei der Anwendung von
delayed-extraction-"""" und field-free-drift-length-Methoden"”’ werden bei der Postioni-
sation nicht Ionen sondern Neutrale untersucht. Diese sind von besonderer Bedeutung,
da sie den grofiten Anteil der Ablationswolke ausmachen. So stellen sie z.B. Reaktions-
partner bei Stolen oder Anlagerungs- oder Abspaltungprodukte von Clustern dar. Auch
miissen bereits gebildete Ionen, die durch das starke E-Feld beschleunigt werden, durch
diese Wolke hindurchkommen. Thr Einfluss diirfte also ein erheblicher sowohl auf die Io-
nenbildung als auch das -iiberleben sein. Somit ist die Kenntnis der Neutralenverteilung
wiinschenswert, um ggf. Verbesserungen hinsichtlich der Ionisierungs- und Beschleuni-
gungsbedingungen zu erzielen. Des Weiteren sollte die Geschwindigkeit eines Grof3teils
der Neutralen, unbeeinflusst von Ionisierungsprozessen, die Ablationseigenschaften der
jeweiligen Matrix wiederspiegeln. Die Bestimmung der Ionengeschwindigkeiten hinge-

gen kann zusammen mit der Kenntnis der Neutralengeschwindigkeiten Aufschluss iiber
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die ablaufenden Prozesse der Ionisierung geben. So werden sekundére Ionisationspro-
zesse, deren Reaktionszeit im ps-Bereich liegen diirfte, in jedem Fall durch die Ionen-
geschwindigkeit mitdetektiert. Die Korrelation beider Geschwindigkeiten bleibt jedoch
weiteren Experimenten vorbehalten, bei denen Neutralengeschwindigkeiten noch genau-
er bestimmt werden. Vorzugsweise miisste dann ein Experiment mit der Moglichkeit
beides zu bestimmen, aufgebaut werden. Gegenstand dieser Arbeit war jedoch die Un-

tersuchung der Ablationseigenschaften der Matrizes.

5.1. Aufbau Postionisation

Der Gesamtaufbau kann dem Schema A.4 im Anhang A entnommen werden. Die ein-

zelnen Bereiche werden im Folgenden separat behandelt.

5.1.1. Ablationslaser

Zur Ablation wurden die Laserwellenldngen 355nm, 337nm oder 270nm genutzt. Zur Er-
zeugung von 355nm wurde die dritte Harmonische eines Nd:YAG-Lasers (DCR-11, Spec-
tra Physics,) genutzt. Ein Stickstofflaser (VSL 337ND, Laser Science, Newton) lieferte
die Wellenléinge 337nm. 270nm wurden durch einen modifizierten Jaguar C-Farbstofflaser
(Radiant Dyes, Wermelskirchen) (Fluoreszin 27 in alkal. EtOH, Radiant Dyes, mit ei-
nem verdoppelten Surelite I (Continuum, Santa Clara) gepumpt, Aufbau: sieche A.5 im
Anhang A) erzeugt. Die Wellenléingenseparation wurde beim Farbstofflaser und beim
Nd:YAG jeweils durch ein Pellim-Broka-Prismensystem* realisiert. Im Falle des DCR-11
wurde der Laser durch zweifaches Umspiegeln mit einem Spiegel und einem 1% Be-
amsplitter (BS) abgeschwécht. Eine Iris zwischen den beiden Umlenkoptiken begrenzte
den Strahldurchmesser auf 3mm. Die beiden anderen Wellenldngen wurden mittels zwei-
er Aluspiegel umgelenkt und durch den obigen Beamsplitter hindurch mit dem 355nm-
Laserstrahl zum Uberlappen gebracht (s. Abb.A.6 im Anhang A). Der Laserstrahl des
No-Lasers wurde zusétzlich mit einer Iris auf 0.9mm Durchmesser begrenzt.

Nach einer Fokussierung mittels einer aus BK7 gefertigten Linse (f = +200mm)?

betrug der Spotdurchmesser auf der Probenoberfliche ca. 0.15mm. Die Laserleistungs-

*Beim DCR-~11 durch Blenden und inversem Strahlengang modifiziert.
"Bei den Messungen mit dem Dye-Laser wurde fiir 355nm und 270nm ein Aufbau mit Suprazil I

Linse gewahlt
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Laser Stickstoff | DCR-11 | Dye-Laser
Irradiance / GWm ™2 75 3.8 309
Fluence / Jm™2 164 38.2 1856
Pulsdauer / ns 3 6 6

Tabelle 5.1.: Leistungsdaten der verwendeten Lasersysteme.

1. Beschleunigungsplatte
Suprazilfeni;er / 0V-Elektrode

Schubstange,

Isolato

/ Aquipotentialregion pSPF-Region MCP-Detektor
Repeller (nur jede zweite Elektrode gezeigt)

Probentréager

Abbildung 5.1.: Schematischer Aufbau des linearen TOF-MS.

daten konnen der Tabelle 5.1 entnommen werden. Die Desorptions-Laserstrahlen wiesen

zur Targetoberfliche einen Winkel von 12° auf.

5.1.2. Massenspektrometer

Fiir die Experimente wurde ein lineares Flugzeitmassenspektrometer verwendet (Abb.5.1).
Die Ionenquelle wurde iiber eine doppelflutige Turbomolekularpumpe (Balzer TPU330)
evakuiert. In der Regel betrug der Druck 2.0 * 10~%mbar (Balzer TPG300). Die Quelle
enthélt ein 2-stufiges Beschleunigungsfeld, welches durch Edelstahlringelektroden (95mm
Durchmesser) in einer Keramikhalterung realisiert wurde. Die Probe wurde in elektri-
schen Kontakt mit der Repellerplatte gebracht. Das angelegte Potenzial lag bei 12890V.
Hierfiir stand ein Hochspannungsnetzteil FUG HCN35M-35000 zur Verfiigung. Fiir die
zweite Beschleunigerstufe betrug das Potenzial 7710V. Dieses wurde durch ein identi-
sches Netzteil bereitgestellt. Das folgende Abzugsgitter war geerdet. Das sich anschlie-
Bende PSPF-Feld wurde ebenfalls geerdet. Nach einem evakuierten Flugrohr (Turbo-
molekularpumpe Leybold Turbovac 150; p = 8 % 10~ 7mbar) von 2m Lénge wurden die
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Tonen durch einen Doppel-Channel-Plate-Detektor (El-Mul, Durchmesser 33mm) nach-
gewiesen. Dieser lag auf negativem Potenzial von -2.3kV, bereitgestellt durch ein FUG
HCN 35-12500 Netzteil. Durch ein Erdungsgitter am Ende des Flugrohres und lem vor
dem Detektor wurden Felddurchgriffe vermieden. Gleichzeitig erfuhren die Tonen so eine
Nachbeschleunigung.

Das erhaltene Signal wurde von einem digitalen Speicheroszilloskop TDS 540A von
Tektronix aufgezeichnet. Via GPIB-Schnittstelle wurden die akquirierten Daten an einen
PC iibergeben. Dort sorgte ein Labview-Programm (National Instruments, Version 5.1
fiir Windows95) fiir die Speicherung des Spektrums. Dieses Programm wurde wihrend
der Diplomarbeit erstellt und um einige Funktionen, insbesondere der Speicherung von

Laserleistungsdaten, erweitert (s.C.1).

5.1.3. Zeitliche Synchronisation und Steuerung

Zur Synchronisation der Laser und des Speicheroszilloskops wurde ein Delaygenerator
der Firma Stanford Research Systems Inc. Typ DG535 eingesetzt. Die Triggerkaskade
wurde durch den Blitzlampentrigger des zur Postionisation eingesetzten Lasersystems
ausgelost. Da dieses System mit 20Hz betrieben werden muss, der DCR-11 und Surelite
I aber mit 10Hz, wurde der Takt durch eine von Dipl. Ing. Uwe Eggers entwickelte
Schaltung halbiert. Diese stellte den Eingangstrigger fiir den DG535 bereit. Je nach
Desorptionslaser wurden ein oder zwei Rechteckpulse zur Triggerung bendtigt. Diese
wurden durch eine logische Und-Verkniipfung zweier Kanéle des DG535 erhalten.”

Der Stickstofflaser und der Surelite I kamen mit einem Triggersignal aus. Im Fall des
Surelite betrug der Jitter des Triggers zur Detektion des Laserpulses mittels Photodiode
(PD) 3ns. Fiir den StickstofHlaser lagen die Schwankungen bei 5ns. Beim DCR-11 waren
weder der Jitter noch die Leistungsschwankungen vertretbar, wenn nur der Blitzlampen-
zeitpunkt gesteuert wurde. Wurde jedoch auch der Zeitpunkt der Pockelszellenschaltung
gesteuert, so betrug der Jitter zu einer PD nur 1ns und die Leistungsschwankungen lagen
innerhalb der Gerétespezifikationen.

Das Speicheroszilloskop wurde iiber die Sync-Ausgidnge der Pockelszellen bzw. im
Fall des Stickstofflasers iiber den DG535 synchronisiert. Erneutes Uberpriifen der Jitter

*Insbesondere die Nd:YAG-Laser benotigen Triggersignale mit einer festgelegten Pulsdauer. Wird
nur ein Kanal des DG535 verwendet, so wird mit zunehmendem Delay die Pulsbreite immer geringer.

Die Laser antworten darauf mit einer Leistungsabhingigkeit vom Delay.
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zwischen Laseransteuerung und Oszilloskopansteuerung zeigte, dass keine Abweichungen
zu den oben angefiihrten Werten auftraten.

Die Jitter der Laser zueinander wurden mittels zweier Photodioden iiberpriift. Wur-
den lediglich Nd:YAG-Laser eingesetzt, so wurde ein maximaler Jitter von 5ns festge-

stellt. In Kombination mit dem Ns-Laser wurde jedoch ein Jitter von 10ns registriert.

5.1.4. Nachionisation

Bei dem Postionisationslaser handelte es sich um ein MOPO-System (MOPO 730 mit
FDO, gepumpt durch GCR230 Nd:YAG, beides Spectra Physics, Darmstadt). Dieser
durchstimmbare Festkorperlaser wurde festfrequent bei 260nm betrieben. Dadurch konn-
te eine stabile Strahllage gewahrleistet werden. Voraussetzung dafiir ist jedoch jegliche
Deaktivierung der integrierten Leistungsoptimierungsalgorithmen. Der Laserstrahl konn-
te parallel zur Targetoberfliche an beliebigen Positionen zwischen Repeller und 1. Be-
schleunigungsplatte ins Gerét eingekoppelt werden (Abb.A.6, A.1). Dieser Laserstrahl
wurde durch eine Suprazil I Linse (f = +100mm) auf einen Spotdurchmesser von ca.
0.1mm fokussiert. Der Fokuspunkt lag dabei ca. 1.5¢m vor der TOF-Achse*. Dadurch
wurde eine iberméflige Fragmentierung bei der Postionisation weitestgehend vermieden.
Lediglich bei Dithranol waren ausschlieSlich sehr starke Fragmentierungen zu beobach-

ten.

5.1.5. Gewichtung mit Laserleistung und Matrix-Integral

Die Leistung des Postionisationslasers wies eine geringe Schuss-zu-Schuss-Stabilitat auf.
Zudem lief} {iber Zeitintervalle im Stundenbereich die Leistung héufig stetig nach. Daher
bestand die Notwendigkeit, die MOPO-Leistung mitzuschreiben. Es existierte sowohl ein
interner als auch ein externer Detektor, der auch durch den Controller ausgelesen werden
konnte, jedoch lief sich der externe Detektor nicht mittels GPIB-Schnittstelle auslesen’.
Der interne Detektor geniigte den Anspriichen nicht, da die Leistung hernach durch eine
Iris noch einmal eingeschrinkt wurde. Die Inhomogenitéten des Spots sorgten dafiir, dass
die Anzeige des internen Detektors dann nicht mit der tatséchlich genutzten Leistung

korreliert werden konnte. Daher wurde ein Beamsplitter vor der fokussierenden Linse

*Variierbar von 10mm zu 31mm in 0.1lmm Schritten
fAuch die Abfragemdoglichkeiten der internen Schnittstelle sind undokumentiert und wurden von

Dipl. Phys. Dr. F. Gunzer und Dipl. Chem. D. Walbrodt im ,,try-and-error“-Verfahren ermittelt.
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angebracht und der externe Detektor zur Registrierung dieser Leistung eingesetzt. Um
nun die Leistung mitprotokollieren zu konnen, wurde der externe Detektor am internen
Port betrieben und via GPIB-Steuerung des Controllers ausgelesen. Dazu wurde das
bereits wahrend der Diplomarbeit erarbeitete Labview-Programm erweitert (s. C.1). Die
Leistungswerte wurden in ein Array von z.B. 300 Datensétzen geschrieben. Dies war fiir
eine Aufnahme einer Mittelung von 30 Einzelspektren gedacht. Da nun der DCR-11 mit
10Hz getaktet ist, der MOPO aber mit 20Hz, wurden die letzten 60 Werte des Arrays
gemittelt und zur Gewichtung des Signales herangezogen. Hierbei zeigte sich, dass es
unerheblich war, ob 30 Werte der geraden oder ungeraden Datensétze allein oder alle
60 Werte gemittelt wurden. Die mittlere Leistung der 30 genutzten Laserschiisse wurde
von allen Varianten adidquat wiedergegeben.*

Ein weiterer Punkt waren die, wenn auch im ersten Fall geringeren, Schwankun-
gen des Ablationslasers und der Probenbeschaffenheit. Hierzu wurde das Integral des
prompten Matrix- und/oder Analytsignals herangezogen. Damit wurden beiden Effekte
zeitgleich beriicksichtigt. Eine direkte Gewichtung mit dem normierten Matrixintegral
erwies sich als zu stark. Daher wurde die 9. Wurzel des Normierungsfaktors zur Gewich-
tung herangezogen. Dies triagt einer Séttigung Rechnung, wenn mehr Neutrale angeboten
werden als der Postionisationslaser zu ionisieren vermag.

Die Inhomogenitéit der Probe macht sich allerdings nicht nur in Intensitédtsschwan-
kungen, sondern auch in Anderungen der zuriickgelegten Strecke relativ zum Postioni-
sationslaser bemerkbar. Diese Abweichungen werden im Abschnitt der Oberflichenab-
tastung (vgl. 5.3) ausfiihrlich behandelt.

5.1.6. Probenpraparation

Alle Proben wurden im sogenannten , dried-droplet“-Verfahren hergestellt. Dabei wurde
die Matrixsubstanz in einem Losungsmittel (Lsgm.) gelost. Die fiir die einzelnen Matri-
zes verwendeten Lsgm. konnen der Tab.5.2 entnommen werden. Zur Auswahl standen
Ethanol (EtOH), Tetrahydrofuran (THF), Acetonitril (AcCN) und Wasser. Sollte ein
Analyt zugefiigt werden, so musste dieser in dem gleichen oder in einem mit der Ma-
trixlésung mischbaren Losungsmittel gelost werden. Nach ggf. durchgefiithrter Mischung

der Losungen wurde ein Tropfen auf einen Stahlprobentriager gebracht. Nach Verdampfen

*Die genaue Zuordnung zu den genutzten Laserpulsen ist indes nicht moglich. Sie unterliegt allein
der Stochastik des Startpunktes.
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Matrix DHB FA SA Dithranol
Losungsmittel | EtOH | EtOH | H,O, AcCN 2:1 THF

Tabelle 5.2.: Verwendete Losungsmittel fiir die einzelnen Matrizes.

des Losungsmittels blieb eine mikrokristalline Probe zuriick. Die aus wissrigen Losungen
auszukristallisierenden Matrizes wurden bereits am Vortrag préapariert und iiber Nacht
i. vac. getrocknet. Bei den leichter fliichtigen Losungsmitteln Ethanol (EtOH) und Te-
trahydrofuran (THF) reichte mehrstiindiges Trocknen aus, um einen Einfluss von einge-
schlossenem Losungsmittel auszuschliefen. Es konnten keine Effekte zwischen frischen
oder mehrtégig i. vac. gelagerten Proben festgestellt werden.

Der Probentriger bestand aus V2A-Stahl. Es handelte sich um einen runden Stem-
pel mit 9.5mm Durchmesser. Dieser konnte auf der Teflonspitze einer Schubstange durch
eine Vakuumschleuse in das MS eingebracht werden. Diese Schleusenvorrichtung wurde
jeweils mit einem Kugelhahnventil zum MS bzw. zu einer Oldrehschieberpumpe (Va-
cuumbrand, Wertheim, Typ RZ 2) verschlossen. Der Probentriiger rastete mit einer
Friskante (ca. lmm Breite und Tiefe) in den Repeller ein. Somit lag der Probentréiger
auf Repellerpotenzial. Des Weiteren bildeten Repeller und Probentréager eine nahezu
ebene Oberflache. Durch das isolierende Teflonstiick konnte der Probentriger mit der
Schubstange verbunden bleiben. Vor jeder Messung wurde der Probentriger mit Hil-
fe dieser gedreht, bis ausreichend Signalintensitdt beobachtet wurde. Wahrend der Si-
gnalerfassung wurde der Probentréger dann nicht mehr gedreht. So verédndert sich der

Ablationsort nur durch Probenabtrag.

5.2. Bestimmung des Postionisationsortes

Zur Ermittlung der Geschwindigkeit werden Delayzeit und zuriickgelegte Strecke benotigt.
Unter Vernachlédssigung einer etwaigen Position des Neutralteilchens unterhalb der Pro-
benoberfliche, wird die Strecke durch die Position der Probenoberfliche und dem Post-
ionisationsort begrenzt. Die Vernachlissigung erscheint zuldssig, da die gefundenen Ab-
lationstiefen max. 100nm betragen, die Strecke bis zur Postionisation relativ grofl ist
und die Genauigkeit der Streckenermittlung nicht ausreicht, um diese Varianz erfassen
zu konnen (vgl.3.2, 5.3 und B.1). In ersten Experimenten von Dipl. Chem. Dr. C. Zech-

mann wurde die Position mit einem auf einen Probentriger aufgebrachten, gewinkelten

76



5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

Millimeterpapier bestimmt. Dieses Verfahren erwies sich fiir die Messung verschiedener
Proben als ungeeignet. Die Probentriger weisen eine Friaskante zum Einrasten im Repel-
ler auf. Diese ist jedoch unterschiedlich stark ausgeprégt. Dieser Ungenauigkeit wurde
begegnet, indem nur zwei bestimmte Probentridger verwendet wurden. Allerdings war
auch die Befestigung des Millimeterpapiers auf dem Probentrager nicht optimal. Daher
konnten bei wiederholten Messungen recht grofle Abweichungen auftreten. Ein weiterer
Aspekt, der auch bei dem im folgenden Abschnitt vorgestellten Verfahren gilt, muss
weiterhin beriicksichtigt werden. Es ist nicht moglich, den Abstand exakt am Ort der
Ionisierung zu bestimmen. Vielmehr kann optisch nur die Parallelitdt des Strahlengangs
zum Repeller einigermaflen erreicht werden. Anschliefend kann der Abstand des Fokus-
punktes zum Repeller bestimmt werden. Eine grofle Unsicherheit stellt auch die Entfer-
nung des Betrachters vom Bild (baulich bedingt mindestens 20cm) dar. Daher wurde
der Fokuspunkt bestmoglich auf eine Linie des Millimeterpapiers eingestellt. Unter dem
Aspekt der gewiinschten Variation des Abstandes weist das verwendete Millimeterpapier

jedoch zu wenig Teilungen auf. Ein neues Verfahren musste gefunden werden.

5.2.1. Optische Postionisationsortbestimmung

Eine Alternative wurde aus den Erfahrungen mit Laserjustagen abgeleitet. Fiir jede
Messserie wurde die Postionisationsposition mit einem sogenannten “burn® auf ent-
wickeltem aber unbelichtetem Polaroidbildmaterial (Typ 667) verifiziert.* Fiir diese Mes-
sungen wurde ein Winkelmetall an einem Probentréger befestigt und ein Stiick Fotoma-
terial daran angeklebt (Abb.A.2 im Anhang A). In das MS eingeschleust, riefen wenige
Laserpulse eine Verfarbung auf dem Fotomaterial hervor. Ein Ausmessen mittels einer
Messlehre unter einer 10fach-Lupe ergab dann den Abstand des Postionisationlasers vom
Target mit einer Ungenauigkeit von 0.4mm. Dieser Fehlerwert setzt sich zusammen aus
der unbekannten Probendicke (vgl.5.3.1, SA als Sonderfall ausgenommen) und der Ab-
leseungenauigkeit der Schieblehre. Dies fiihrte zu einer Ungenauigkeit der Geschwindig-
keitswerte von durchschnittlich 100m/s am Verteilungsmaximum. Dieses Verfahren ist
daher fiir die Bestimmung von Absolutwerten ungeeignet. Fiir die relative Verdnderung
des Abstandes und zur Uberpriifung der Laserjustage ist es jedoch ausreichend. Hier
geht die Probendicke nicht in den Fehler ein.

Die Unterschiede bei Variation der zum Postionisationsort zuriickgelegten Strecke

*An dieser Stelle sei Dipl. Ing. S. Témmes, Spectra Physics, fiir den Entwicklungsservice gedankt.
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konnten nachvollzogen werden. Dennoch konnte der reale Postionisationsort nicht be-
stimmt werden. Durch nicht exakte Parallelitéit konnte es leicht zu Abweichungen von
bis zu 0.1mm kommen, die nicht erfasst werden konnten (siehe Abb.A.3 im Anhang A).
Zusétzlich erwies sich der Postionisationsort als sehr empfindlich beziiglich Laserjusta-
gen jeglicher Art. Diese sind bei dem MOPO-System jedoch hin und wieder notwendig,
da sonst die erforderliche Leistung nicht mehr erreicht wird. Ein Verfahren, das fiir die
jeweilige Serie den Postionisationsort aus massenspektrometrischen Daten ermittelt, soll

im Abschn.5.2.2 vorgestellt werden.

5.2.2. Berechnung des Postionisationsortes aus Flugzeitdaten

Zur Ermittlung des Postionisationsortes bietet sich noch ein anderes Verfahren an. Wie
im Abschn.2.1.1 erlautert, machen sich Ortsunschérfen in Flugzeitabweichungen bemerk-
bar. An einem Ort zwischen Repeller und 1. Beschleunigungsplatte gestartete Ionen
erhalten weniger kinetische Energie als direkt am Repeller gestartete. Wird keine Kor-
rektur vorgenommen, so treffen diese in einem linearen TOF spéter auf den Detektor.
Die korrigierende Wirkung einer mehrstufigen Quellenanordnung muss dabei natiirlich
aufler Kraft gesetzt oder gemindert werden. Hierzu wurde statt des iiblichen schwachen
Potenzialgradienten in der ersten Stufe und einem starken in der zweiten Stufe ein fast
linearer Verlauf in der gesamten Quelle gewéhlt. Im Experiment betrugen die Poten-
zialgradienten 545.3V/mm bzw. 571.1V/mm. Zwischen diesen befindet sich noch eine
Aquipotenzialregion (6.8mm). Diese war fiir frithere Experimente notwendig geworden
und wurde nicht entfernt. Durch den geédnderten Potenzialgradient sollte es nun méoglich
sein, aus der Flugzeit den Startort eines jeden Ions festzustellen. Fiir die Verwirklichung

dieses Prinzips ist allerdings die Kenntnis einiger weiterer Daten notwendig.
e Es muss die feldfreie Flugstrecke moglichst exakt bekannt sein.
e Das Delay der Laserpulse muss moglichst exakt bestimmt werden.

e Die Potenzialverhéltnisse miissen bekannt sein und diirfen keinen Schwankungen

unterliegen.

e Unterschiede in den Quellendurchquerungszeiten zwischen postionisierten Neutra-

len und prompten Ionen miissen beriicksichtigt werden.

e Die Nachbeschleunigung durch das Detektorfeld muss beriicksichtigt werden.
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Zur Bestimmung der feldfreien Flugstrecke wurden aus mehreren Messserien mit Dithra-
nol, das relativ diinn und homogen auskristallisiert (vgl.5.3), die Minima der Flugzeiten
bestimmt. Dem lag die Uberlegung zu Grunde, dass die registrierten Ionen méglichst na-
he am Repeller gestartet wiren. Sie hiatten somit nahezu die volle potenzielle Energie des
E-Feldes erfahren. Hierin liegt ein Unsicherheitsfaktor, der noch nicht ausgeglichen wer-
den konnte. Etwaige Unebenheiten des Probentréagers und die Probendicke von Dithranol
verfilschen den Wert der Flugstrecke. Dieser Fehler kann nur abgeschitzt werden, da we-
der die Probendicke noch der individuelle Abstand der Probentrigeroberfliche von der
Repelleroberfliiche bekannt ist. Wird eine beispielhafte Rechnung mit identischen Para-
metern, aber einem geschitzten Abstand von 0.05mm in Flugrichtung durchgefiihrt, so
wird ein Wert von 2.015m fiir das Flugrohr erhalten. Dieser liegt um 28mm unter dem
aus vorherigen Berechnungen erhaltenem Wert von 2.043m. Letzterer konnte mit Daten
einer CCA-Probe, ebenfalls homogen auskristallisierend, auf 1mm genau reproduziert
werden.

Zur moglichst genauen Bestimmung des Delays wurden die Pulse beider Laser iiber
Photodioden registriert und an einem weiteren Oszilloskop (Tektronix, TDS 520A) de-
tektiert. Dies war insbesondere fiir den Ny-Laser von Bedeutung, da hier der Jitter der
Laser zueinander bedeutend hoher war (vgl.5.1.3). Um die Auswirkungen des Laserjit-
ters auf die Postionisationsortbestimmung zu vermindern, wurde fiir jede Messserie ein
gemittelter Ort aus allen Einzelmessungen berechnet. Weiterhin wurden diese Berech-
nungen ggf. fiir weitere detektierte Spezies durchgefiithrt und die Ergebnisse gemittelt.
Mit diesem Mittelwert wurden die Abstandberechnungen durchgefiihrt.

Die verwendeten Netzgerite besitzen eine integrierte Spannungs- und Stromanzeige.
Deren Genauigkeit wurde mit einem Hochspannungsmesskopf Voltacraft HVP-40 und
einem Keithley Multimeter 2000 iiberpriift. Die ausgegebene Spannung variiert nur um
+1V. Nach einer Aufwarmzeit von 20min zeigen die Anzeigen der Netzteile die anliegen-
de Spannung zuverldssig an. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Werte durch Ein- und
Ausschalten des Netzteils nicht verdndert werden. Somit wurden alle Messreihen unter
identischen Bedingungen vorgenommen, solange die Spannungswerte oder die Geometrie
der Quelle nicht verindert wurden. Solche Anderungen wurden bei den im Folgenden
dargestellten Messungen nicht vorgenommen.

Die detektierten ionisierten Teilchen weisen unterschiedliche Massen auf. Daher er-
geben sich fiir jede Spezies verschiedene Geschwindigkeiten im MS. Der beschleunigende

Einfluss der E-Felder muss daher individuell nachvollzogen werden. So miissen sowohl
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die Nachbeschleunigungsstrecke vor dem Detektor als auch die Quellendurchquerungs-
zeit beriicksichtigt werden.

Eine weitergehende Beschreibung dieses Verfahrens erfolgt im Anhang B.1.

5.3. Abtastung der Probenoberfliche

Um den Fehler in der Abstandsbestimmung zu minimieren, wurden die Proben der je-
weils verglichenen Serien auf einem Probentrédger prapariert. Weiterhin wurden Anstren-
gungen unternommen die Probendicke zu untersuchen. Von Dipl. Chem. Dirk Walbrodt
wurden zahlreiche Untersuchungen mit Atomic Force Microscop (AFM), Environmen-
tal Scanning Electron Microscop (ESEM) sowie Lichtmikroskopen unternommen. Der
Messbereich aller Methoden erwies sich nicht geeignet bzw. es konnte lediglich eine Auf-
sichtaufnahme erstellt werden.

Aufgrund der LIF erweist sich auch das LaserScanningMicroscop als nur bedingt ge-
eignet. Hier miissen aufwendige Rechenverfahren eingesetzt werden, um diese Storungen
zu eliminieren.*

Eine weitere Moglichkeit bestiinde in der Untersuchung mittels Elektronenrastermi-
kroskop. Hierzu miisste die Probe mit Au bedampft werden. Dies konnte bisher noch
nicht realisiert werden (s.a. Abschn.7).

All diese Verfahren konnen allerdings nur Anhaltswerte liefern, da bisher jede Probe
individuelle Oberflichencharakteristika aufwies. Lediglich die standardisierte Praparation
in einer gleichbleibenden Atmosphére (wie z.B. in einer Glov-Box) unter jeweils identi-
schen Bedingungen kann hier Verbesserungen erbringen. Zwar werden fiir einige Matrizes
Spray-Techniken mit erhitzten Probentrigern eingesetzt, jedoch besitzen die so erzeug-
ten Proben nicht die notige Méchtigkeit der Probenschicht, um ldngeren Messungen un-
ter den hier angewandten Bedingungen standzuhalten. Derzeit werden von Dipl. Chem.
Dirk Walbrodt Untersuchungen an Probenpréparationen unter quasistandartisierten Be-
dingungen in einem Exsikkator unternommen. Hierbei wird ein Molsieb (PorengréBe 3A)
eingesetzt, um die Losungsmittelséttigung der Atmosphére herabzusetzen. Ein wichtiger
Parameter, die Temperatur, wird jedoch bislang nicht weiter beriicksichtigt. Erste Ergeb-

nisse deuten auf ein minimal verdndertes Kristallisationsverhalten zu feineren, langeren

*Vielen Dank an Dipl. Phys. J. Schwénzel, Tech.-Fak. der CAU zu Kiel, fiir die Bemiithungen. Leider
reichten die Ergebnisse nur fiir eine qualitative Aussage per email. Daraufhin wurden die Experimente

eingestellt.
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Nadeln hin. Da diese haufig in Richtung der Flugachse hochstehen, und somit der Start-
punkt der Neutralen nicht festgelegt ist, kann eine wirkliche Verbesserung bisher nur
in der Reproduzierbarkeit gesehen werden. Sollte es gelingen, die Probenbedingungen
glinstiger zu gestalten, kann der recht hohe Probenausschuss so in Zukunft vermieden
werden.

Auch hier ist also ein Verfahren wiinschenswert, mit dem die Oberfliche zum Zeit-
punkt der Ablation festgestellt werden kann. Die Flugzeit bietet hier wieder einen An-
satzpunkt. Die in den Abschnitten 5.2 und B.1 vorgestellten Verfahren koénnen dazu
iibernommen werden. Fiir die prompten Ionen gelten jedoch etwas andere Startbe-
dingungen. Das ,jonset” der lonisation wurde aus Werten von Vertes et al.”” aus 2-
Pulsexperimenten {ibernommen. Je nach Matrix wird eine maximale Ionenbildung nach
2 bis 10ns vorgefunden. Dieser onset wurde bei den Berechnungen beriicksichtigt. Bis
zu diesem Zeitpunkt fliegen die Teilchen mit der Neutralengeschwindigkeit. Aus ersten
Geschwindigkeitsverteilungen konnte hier ein Initialwert festgelegt werden. Diese In-
itialgeschwindigkeit muss sowohl bei der Berechnung der Durchquerungszeit und der
Endgeschwindigkeit nach dem ersten Abschnitt beriicksichtigt werden (vgl.B.1).

Im Gegensatz zu den Berechnungen des Postionisationsortes muss ein Laserjitter
nicht beriicksichtigt werden. Fiir die Triggerung des aufzeichnenden Oszilloskops ist der
jeweilige Desorptionslaserpuls mafigeblich. Aus dem gemittelten Postionisationsort und
dem individuellen Desorptionsort kann also die jeweils zuriickgelegte Strecke berechnet

werden. Somit fliet auch die Oberflichenbeschaffenheit der jeweiligen Matrix mit ein.

5.3.1. Probendicke

Das in Abschn.5.3 gezeigte Verfahren, den individuellen Ablationsort zu berechnen, bie-
tet neue Moglichkeiten zur Abschétzung der Probendicke. Auf die Flugzeiten wirken
sich allerdings die Inhomogenitéat der Probe und die des Probentriagers additiv aus. Es
kann jedoch ein Vergleich verschiedener Matrizes durchgefiihrt werden, wenn nur ein
Probentréager verwendet wird.

Es konnten fiir die verschiedenen Matrizes charakteristische Schwankungen der Flug-
zeiten prompter lonen festgestellt werden. Je nach Matrix wurden Flugzeitschwankungen
von 82 bis 369ns festgestellt (Tab. 5.3). In der Abb.5.2 bzw. Abb.5.3 wurden die Flugzeit-
schwankungen fiir eine Ferulaprobe'” und eine Dithranolprobe mit Experimentfortschritt

dargestellt.
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Abbildung 5.2.: Flugzeitverdnderung vom FA-[M+H]*-Peak mit zunehmendem Pro-
benabtrag.
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Abbildung 5.4.: ESEM Abbildung einer ,dried-droplet“-Probe von Ferulasdure auf ei-

nem Stahlprobentréger.

Deutlich sind die wesentlich hoheren Schwankungen der Ferulasdure erkennbar. Dies
entspricht dem Verhalten einer inhomogenen Probe. Weiterhin wird fiir FA ein Trend zu
immer kiirzeren Flugzeiten sichtbar. Dagegen scheint die Begrenzung zu langen Flug-
zeiten schwicher zu sein. Die untere Begrenzung der Flugzeit wurde kleinen Kristalli-
ten nahe der Probentrageroberfliche zugeschrieben. Lange Flugzeiten sind eher grofien
Kristalliten oder Unebenheiten des Probentrédgers zuzuschreiben. Zum Vergleich ist in
Abb.5.4 eine ESEM-Aufnahme von FA zu sehen.

Die ESEM-Aufnahme einer Dithranolprobe (Abb.5.5)" sieht wesentlich homoge-
ner aus. In Ubereinstimmung damit wurden weniger und geringere Flugzeitschwankun-
gen prompter Ionen festgestellt. Die hier auftretenden Ausreifler zu hohen Flugzeiten
wurden entweder durch den Probentrdger oder durch vereinzelt vorhandene Kristallit-
anhadufungen verursacht.

Bei Sinapinsdure wurden Flugzeitschwankungen von 369ns festgestellt. Es ergab

sich daraus eine Ablationsortdnderung von maximal 0.89mm Dieser Wert erscheint un-
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Abbildung 5.5.: ESEM-Aufnahme einer ,,dried-droplet“-Probe von Dithranol auf einem
Stahlprobentrager.
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Matrix | Masse(M+H)* / Da Flugzeit Distanz-
-schwankung / ns | schwankung / mm
Dithranol 227 82 0.21
DHB 155 135 0.33
FA 195 127 0.35
SA 226 369 0.89

Tabelle 5.3.: Flugzeit- und Distanzschwankungen der verschiedenen Matrizes.

gewOhnlich hoch, jedoch ist die Probe aus kubischen Kristalliten recht hohen Ausmafles
aufgebaut.” Rein visuell scheinen solche Proben eine maximale Dicke von mehr als ei-
nem Millimeter aufzuweisen. Somit erscheinen die berechneten Werte von ca. 0.9mm
glaubwiirdig. Beriicksichtigt werden muss, dass es sich hierbei um additive Werte aus
Proben- und Probentridgerunebenheiten handelt. Jedoch wurden fiir die abgebildete Ta-
belle Flugzeiten von Proben herangezogen, die auf einem bestimmten Probentriger
priapariert wurden. Aus diesen Daten kann nun ein Relativbezug hergestellt werden.
Eine DHB-Probe ist im Mittel mindestens 0.12mm dicker als eine Dithranol-Probe. Fe-
rulaséure weist eine um 0.14mm und Sinapinsédure eine um 0.68mm gréffere Méachtigkeit
der Probenschicht auf.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der visuellen Einschétzung der Proben-
beschaffenheit. Hier zeichnet sich Dithranol durch feinkristalline Proben, DHB durch
mikrokristalline und FA und SA durch sehr grobkristalline bzw. von langen z.T. hoch-
stehenden Nadeln durchsetzte Proben aus. Ebenso wird die gleiche Entwicklung der
Probendicke durch Abschitzungen aus ESEM-Bildern erhalten.

5.4. Geschwindigkeitsverteilungen verschiedener

Matrizes

Zur Akquisation der Postionisationsspektren wird ein gewohnliches Flugzeitmassenspek-
trum aufgezeichnet. Gestartet wird die Akquisation durch den Ablationslaser. In Abb.5.6
wird ein solches Flugzeitspektrum von 2,5-DHB gezeigt. Neben dem Molekiilpeak bei
155Da ist noch ein Fragmentpeak bei 137Da erkennbar. Dies entspricht dem [M + H]"-

*Die Probe ist vergleichbar mit der Schicht aus einem Wiirfelzucker.
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Abbildung 5.6.: Flugzeitspektrum von 2,5-DHB.
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und dem [M — OH]"-Peak. Das schlechte Auflosungsvermogen wird im Wesentlichen
durch zwei Faktoren bestimmt. Ohne das PSPF wird weder eine Korrektur der Zeit-
noch der Geschwindigkeits- und Energieunschérfe vorgenommen. Der zweite Faktor ist
die limitierte Korrektur der Ortsunschéarfe. Um sowohl Ablations- als auch Postionisa-
tionsort bestimmen zu kénnen, wird ein fast linearer Potenzialgradient in der gesamten
Quelle verwendet (vgl.5.2.2 und 5.3). Die hier gezeigten Spektren sind beziiglich des
Detektor-Offsets korrigiert (Basislinienkorrektur). Zur Glittung wurde eine Mittelung
iiber 5 Messpunkte, die einen Abstand von jeweils 1ns aufwiesen, durchgefiihrt. Eine
Inversion wurde dagegen nicht vorgenommen. Fiir die spétere Auswertung ist lediglich
die jeweilige Peakposition und der Betrag der Flache von Interesse. Zur Postionisation
wird zeitgesteuert an einem bestimmten Ort durch einen weiteren Laser eine Photoioni-
sation (vgl.2.2.1) hervorgerufen. In den aufgezeichneten Spektren werden nicht nur die
tiblichen MALDI-Peaks, in der Regel [M + H]", sondern zusétzlich i. allg. Radikalka-
tionen M detektiert. Bei DHB werden z.B. nicht zeitversetzte 2 =155 und 7+ = 137,
sondern 2 = 154 und * = 136 Signale erzeugt. Dies entspricht dem Molekiilpeak und ei-
nem unter HyO-Abspaltung entstandenen Fragment. Wird nun die zeitliche Verzégerung
verandert, so kann bei feststehendem Ort die Geschwindigkeitsverteilung abgetastet wer-
den (Abb.5.7). Limitierende Faktoren sind einerseits die Ortsunsicherheit (siche Orts-
bestimmung 5.2) und die Genauigkeit der Lasersynchronisation (Jitter). Das denkbare
inverse Vorgehen, die Variation der Strecke bei festem Delay, kann nur zur partiellen
Reproduktion der Geschwindigkeitsverteilung dienen. Dies begriindet sich in der groben
Rasterung und unzureichenden Genauigkeit der Ortseinstellung. Die Versuche dahin-
gehend wurden eingestellt. Sinnvolle Abstufungen hétten 0.2mm oder mehr betragen,
da der Laserspotdurchmesser bereits eine Ausdehnung von 0.1lmm aufwies. Anderer-
seits sind der Verschiebbarkeit des Postionisationsortes Grenzen gesetzt. Bei Absténden
grofler 2.0mm konnten keine Signale mehr detektiert werden. In Bereichen zwischen 1.8
und 2.0mm war nur bei DHB und wenigen Delayeinstellungen noch ausreichend Signal-
intensitdt vorhanden. Bei anderen Matrizes wurden bei diesen Abstéinden kaum Signale
gefunden. Hinsichtlich der weitesten auswertbaren Entfernung vom Ablationsort wurde
fir die verwendete Laserjustage 1.45mm eingesetzt (optisch bestimmt). In die ande-
re Richtung, zum Repeller, wurde der Einsatzbereich durch das Auftreffen des Post-
ionisationslasers auf eben diesen festgelegt. Dieses induzierte starke Storsignale durch
photoelektrische Effekte. Eine Auswertung des Massenspektrums war dann nicht mehr

moglich. Die Breite des Laserstrahls vor der Fokussierung (ca. 2-2.5mm) fiihrte zu einem
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Abbildung 5.7.: Flugzeitspektrum von DHB mit Postionisation zu drei verschiedenen
Zeitpunkten.
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Strahlkegel. Dieser beriihrte den Repeller, wenn der Fokuspunkt entlang der Flugachse
noch einen Abstand von ca. 0.8mm vom Repeller aufwies. Leichte Storsignale waren
bereits ab 1.0mm Abstand feststellbar. Hierbei streiften vermutlich bereits schwichere
Randbereiche des Laserstrahls den Repeller.

Der maximal nutzbare Entfernungsbereich lag daher zwischen 1.0 und 2.0mm. Zu-
sammen mit dem Laserspotdurchmesser ergaben sich also nur hochstens 5 unterschied-
liche Positionen, an denen der Plume abgetastet werden konnte. Eine weitere Ein-
schrankung, die auf die in Abschn.5.6 dargestellte Abstandsabhéngigkeit Einfluss hat,
war die Justage des Postionisationslasers. Der unsichtbare Plume sollte moglichst mittig
getroffen werden. Dazu wurde bei maximalem Abstand auf maximale Intensitét justiert.
Leistungsschwankungen des Postionisationslasers konnten dabei nicht beriicksichtigt wer-
den. Diese konnen erst bei der rechnerischen Auswertung erfasst werden. Naturgeméaf
unterlagen die Postionisationssignale grofien Schwankungen. Als Richtlinie fiir das De-
lay wurden Werte aus anfianglichen Voruntersuchungen genommen. Des Weiteren wurde
versucht, das minimale Delay bei maximalem Abstand zu finden. Dadurch sollte sicher-
gestellt werden, dass die schnellsten Molekiile detektiert werden. Diese sollten sich in
der Mitte des Plumes befinden.

Problematisch u.a. war der Aufbau der Quelle. Die Elektrodenanordnung wurde ana-
log optischen Haltern durch eine Dreipunkt-Lagerung gehalten. Sie konnte daher in zwei
Richtungen verkippt werden und wurde auf maximales MS-Signal einjustiert. Nun wur-
de der Probentriger nicht mittig getroffen (s.Abb.A.1), sondern in der Randzone. Die
Begriindung hierfiir lag in dem Probenabtrag. Wiirde der Probentriger mittig getroffen,
so wéren nur wenige MS-Spektren von einer Probe moglich. Daher traf der Ablationsla-
ser ca. 3mm vom Mittelpunkt entfernt auf die Probe. Dies ermoglichte eine recht lange
Ausnutzung der Probe. Andererseits musste die Ausrichtung der Quellregion angepasst
werden, um den Detektor optimal zu treffen. Probenoberfliche und TOF-Achse standen
also nicht mehr orthogonal zueinander.

Ein weiterer Aspekt liegt moglicherweise in der Plumeentwicklung. Es gibt Hinwei-
se, dass die Hauptausbreitungsrichtung nicht orthogonal zur Probenoberflache erfolgt,
sondern der Plume leicht in Richtung Laser geneigt ist. Die Experimentbedingungen
wurden so gewahlt, dass diese Effekte sich ggf. ausgleichen. Ihr Einfluss kann aber nicht
abgeschétzt werden.

Die Konsequenz einer moglichen Abweichung der Plumeachse von der Parallelitat

zur TOF-Achse ist, dass bei oben beschriebener Justage des Postionisationslasers und
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anschliefender Verringerung des Abstandes nicht mehr die innere Plumeregion, sondern
Randbereiche abgetastet werden. Diese enthalten eher die langsamen Molekiile. Zudem
ist die Ausbildung dieser Randzone evtl. matrixabhéngig. Stark ablatierende Matrizes
sollten eine engere Winkelverteilung hervorrufen. Gerade bei diesen werden die Plume-
randzonen besonders langsame Molekiile enthalten.

Es war nicht méglich, diese Effekte zu beriicksichtigen oder zu korrigieren. Die dafiir
notwendigen Ergebnisse konnten erst nach der Auswertung mehrerer Matrizes erhalten
werden. Andererseits hat sich die Justage mehrfach als anfillig erwiesen. Sowohl et-
waige Wartungen an dem Postionisationslaser als auch andere ungliickliche Umstéande
fithrten dazu, dass Messreihen nicht mehr untereinander vergleichbar waren. Darauthin
wurden alle hier vorgestellten Messungen en bloc vorgenommen. Das heifit die Laserjus-
tagen, inkl. aller Umlenkoptiken, wurden einmal hergestellt und nicht mehr veréndert.
Leistungsschwankungen des Postionisationslasers wurden in Kauf genommen und wei-
testgehend durch die Gewichtung mit den registrierten Detektorwerten ausgeglichen. Die
Strahllage des Postionisationslasers wurde mittels zweier Aperturen (Pinholes) vor jeder
Messreihe iiberpriift. Die Strahllage wurde allenfalls durch das im MOPO integrierte
Pellim-Broka-Prisma (PB-Prisma) angeglichen.* So konnte eine gewisse Vergleichbar-
keit der Matrizes untereinander, mit obigen Einschrankungen beziiglich der Randzone
des Plumes, erreicht werden. Insbesondere hinsichtlich dieser Aspekte werden Verbesse-
rungen durch die derzeit begonnenen, im Abschn.7 vorgestellten Umbauten erhofft. Im
Folgenden werden die Geschwindigkeitsverteilungen der einzelnen Matrizes bei Ablation
mit 355nm und 337nm besprochen. Dies sind die beiden gebréduchlichsten Wellenlédngen
fir UV-MALDI-Analysen. Nicht alle Matrizes lassen sich bei allen Wellenldngen ein-
setzen. So kann CCA nicht mit 355nm, Dithranol dagegen nicht mit 337nm verwen-
det werden. Dies ist fiir CCA, wo Festkorperabsorptionsspektren bekannt sind, insoweit
iiberraschend, da beide Anregungswellenldngen in der gleichen Absorptionsbande liegen.
Fiir 355nm wird sogar ein hoherer Absorptionskoeffizient gefunden.

Fiir die kommerzielle MALDI sind diese Wellenlédngen ebenfalls gut geeignet. Sie sind
verhéltnisméfig kostengiinstig durch kleindimensionierte Nd:YAG- bzw. durch Stickstoff-
Gaslaser bereitstellbar. Bei ersteren werden mit Verdoppler-(SHG) und Verdreifacher-

*Der Ausgleich des Strahlversatzes von den Verdoppler-Kristallen (FDO-Cryst) ist u.a. temperatu-
rabhéngig. Des Weiteren zeigen die verwendeten Schrittmotoren eine Ungenauigkeit von 9 Schritten.
Daher wurde bei jeder Inbetriebnahme des Systems der FDO-Cryst und das PB-Prisma von einer Seite

an die optimalen Werte herangefahren.
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Kristallen (THG) 355nm aus der fundamentalen IR-Strahlung erzeugt. Dies ist heut-
zutage mit kleinen Aufbauten moglich. Zusétzlich bieten YAG-Laser den Vorteil, dass
im Idealfall nur die vergleichsweise giinstigen Blitzlampen in regelméaffigen Absténden
zu tauschen sind. Der Einsatz von Diodenarrays als Pumpquelle ist derzeit noch nicht
stark verbreitet.

Vereinzelt werden auch 266nm angewendet. Diese Wellenlénge, fiir die ein weiterer
SHG anstatt des THG benétigt wird, stand zur Experimentierzeit nicht zur Verfiigung.
Derzeit wird diese Option nachgeriistet. Anstelle dessen wurden bei DHB einige Expe-
rimente mit 270nm aus einem Farbstofflaser durchgefiithrt. Die Ergebnisse lassen eine
Population des Ss-Zustandes vermuten. Dieses wurde bei den Ionisationsmechanismen
bereits postuliert (vgl. 3.1).Die Geschwindigkeitsverteilungen der einzelnen Matrizes wer-
den allesamt in der gleichen Art dargestellt. Die Datenpunkte werden durch ein ,x*
repréasentiert. Fin Fit mit einer verschobenen Maxwell-Boltzmann-Verteilung (vgl. Ab-
schn.5 und GL.5.3) wird durch eine durchgezogene Linie und ein Fit, der eine Schar von
Stromungsgeschwindigkeiten beriicksichtigt (vgl. G1.5.6), durch eine unterbrochene Linie
dargestellt.

5.4.1. Ferulasaure

Ferulasdure, ein Zimtséurederivat, wurde bereits 1991 von Huth-Fehre et al.”" zu Postio-
nisationsexperimenten verwendet. Hierbei wurden Matrix und eingebetteter Analyt mit-
tels VUV nachionisiert. Im kommerziellen MALDI-Einsatz spielt FA dagegen eine unter-
geordnete Rolle. Dies liegt vermutlich vor allem am Kristallisationsverhalten. FA bildet
lange feine Nadeln, die sich zu einer sehr méchtigen Probe arrangieren. Ein ESEM-Bild
einer Probe ist im Abschn.5.3.1 zu finden (man beachte hier insbesondere den Rand-
bereich). Ein weiteres Problem bei der Priparation stellt der Losungsmitteleinschluss
dar. Huth-Fehre et al. entdeckten Unterschiede bei einer 3 Tage i. vac. verbliebenen Pro-
be. In eigenen Experimenten konnte dagegen kein Unterschied festgestellt werden, wenn
die Probe zuvor ausreichend getrocknet wurde. Eine Probe wurde bereits am Vortag
prapariert und nach einigen Stunden Trocknung an RTemp. {iber Nacht i. vac. aufbe-
wahrt. Es konnten keine Unterschiede zu Proben festgestellt werden, die lediglich einige
Stunden an RTemp. getrocknet wurden. Dagegen traten sehr wohl Unterschiede auf,
wenn die Probe nicht ausreichend getrocknet wurde. Trotz der Evaporation des Lsgm.

i. Hochvakuum des MS scheinen Reste in der Probe zu verbleiben. Uber den Einfluss
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eingeschlossenen Lsgm. wurde bereits von anderen Gruppen berichtet. Hier wurde das
Lsgm. allerdings zur Erklédrung von Ionisierungsmechanismen herangezogen. Indes kann
eingeschlossenes Lsgm. auch die Ablation beeinflussen. Seine Evaporation kann zur Ex-
pansion beitragen und zusétzliche Stopartner liefern. Letzteres wiirde zu einer besseren
Kiihlung des Ablationsplume fiihren.

Huth-Fehre et al. fanden bei einer frischen Probe fiir Matrix und Analyt eine iden-
tische Geschwindigkeitsverteilung. Bei Ablation mit 266nm wurde das Maximum der
Verteilung bei ca. 400m/s erreicht. Aufgrund der unterschiedlichen Massen wiesen Ana-
lyt und Matrix also unterschiedliche Energieverteilungen auf. Analysen mittels angefit-
teter verschobener Maxwell-Boltzmann-Verteilungen zeigten fiir den Analyten eine rein
thermische Verteilung (vf, = 0) mit einer Temperatur von 5179K. Die Verteilung der
Matrix konnte einer schwach jetférmigen Expansion mit einer Temperatur von 734K und
einer Flussgeschwindigkeit von 65.5m/s zugeordnet werden. Die éltere Probe dagegen
zeigte eher identische Energieverteilung fiir Analyt und Matrix. Die Geschwindigkeiten
waren unterschiedlich und fiir die Matrix wurde eine hohere wahrscheinlichste Geschwin-
digkeit von ca. 650m /s gefunden. Dies wurde einem Ubergang zu einer eher thermischen
Verteilung zugeordnet. Visuell scheinen die abgebildeten Daten ein etwas anderes Bild zu
zeichnen. Die Geschwindigkeit der Matrix nimmt bei der dlteren Probe zu, jedoch nimmt
die des Analyten eher ab oder bleibt gleich. Es verschiebt sich also die Energieverteilung
des Analyten von recht hohen Werten der frischen Probe zu niedrigeren Werten einer ge-
alterten Probe. Die Werte der Matrix werden nur leicht zu hoheren Werten verschoben.
Dies konnte auf einen kompakteren, besser kithlenden Plume bei der gealterten Probe
schlieflen lassen. Die Expansion von evtl. eingeschlossenem Lsgm. scheint sich also eher
verschlechternd auszuwirken. Dies entspricht auch experimentellen Erfahrungen.

Ein begiinstigender Einfluss der Ablation durch die Evaporaton sollte dazu fiihren,
dass weniger Energie benotigt wird. Das Lsgm. ist unter den Hochvac.-Bedingungen nicht
stabil und wird, einmal freigesetzt, unmittelbar verdampfen. Ein Herabsetzen der Abla-
tionsschwelle kénnte beobachtet werden. Leider liegen dazu keinerlei Untersuchungser-
gebnisse vor.

In eigenen Experimenten wurde die Ablation von FA mit 355nm und 337nm her-
vorgerufen. Die Nachionisation wurde mit 260nm bewerkstelligt. Die direkt detektierten
MALDI-Tonen sind protonierter Natur. Es werden die Massen 195Da und 177Da als
dominierende Peaks vorgefunden. In Abb.5.8 wird ein TOF-Spektrum unter Postionisa-

tionsbedingungen gezeigt, also mit limitierter Ortskorrektur der Quelle.
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Abbildung 5.8.: Flugzeitspektrum von FA.
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Bei einer Ablation mit 337nm wird die Geschwindigkeitsverteilung der Neutralen
durch Variation des Delays von 1.1us bis 5.1us in 100ns Schritten analysiert. Dabei
wurden mehrere Serien aufgenommen. Fiir jede Matrix waren es mindestens drei. Bei
einer wurde das Delay schrittweise erhoht, bei einer weiteren schrittweise erniedrigt
und schlieflich Abschnitte von 2us aufgenommen. In diesen Abschnitten wurde ein
Postionisationsspektrum aufgenommen, dass Delay um 100ns verdndert, ein Postioni-
sationsspektrum aufgenommen, das Delay um 1us verdndert und wieder ein Postioni-
sationsspektrum aufgenommen. Diese Prozedur wurde wiederholt, bis der Abschnitt in
100ns Schritten abgetastet war. Dann wurde eine neuer Abschnitt gewédhlt und ebenso
verfahren. Qualitativ konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Es sollte damit
ausgeschlossen werden, dass Hysterese-Effekte durch Abhéngigkeiten von Delay oder
Probentrigerposition auftraten und sich systematisch in den Ergebnissen niederschlu-
gen.

Trotz der in den vorherigen Abschnitten vorgestellten Gewichtungsmechanismen wei-
sen die Messwerte eine hohe Streuung auf. Dies ist sicher den inhomogenen Probeneigen-
schaften zuzuordnen. So sind Abhéngigkeiten der Plumeexpansion von der Ausrichtung
der Kristalloberflichen mdoglich. Des Weiteren wirken sich jegliche Schwankungen ver-
mutlich besonders stark auf die Randzone des Plumes aus. Wie zuvor bereits angemerkt,
kann sich hier eine Photoionisation entfernt von der Plumemitte nachteilig auswirken.

In Abb.5.9 werden die gefundenen Signalintensitdten der Postionisation, gewichtet
mit Matrixintegral und FDO-Leistung des MOPOs (siche 5.1.5, 5.3, B.2), gegen die
berechneten Geschwindigkeiten aufgetragen. Diese ergeben sich aus dem gemittelten
Postionisationsort und jeweiligen Ablationsort (vgl.5.2.2, B.1). Ausgewertet wurde das
Molekiilradikalkation mit einer Masse von 194Da. Ein Fragment-Peak bei 176Da trat
nur unstetig auf. Die Anzahl der verwertbaren Datenpunkte fiir dieses Signal war ge-
ring, eine Auswertung in gleicher Art war daher nicht moglich. FA fragmentiert sehr
stark, so dass bei der Auswertung der Matrixintegrale Abweichungen entstehen kénnen.
Tendenziell wird die gefundene Signalintensitit des Postionisationssignals dann durch
einen zu hohen Matrixwert geddampft. Dominierten die Fragmentpeaks das Matrixinte-
gral, so wurde dieser Datensatz verworfen. Eine weitere Moglichkeit das Matrixintegral
zu beeinflussen, besteht in der Séttigung des Detektors durch kurz vorher auftretende
starke Fragmentsignale. Ein Postionisationssignal wiirde dann durch fehlende Dampfung
starker beriicksichtigt.

Das Maximum der Verteilungsfunktion (verschobene MB-Verteilung) wird bei der
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Abbildung 5.9.: Geschwindigkeitsverteilung des Ferulasduremolekiils bei einer Ablation

mit 337nm. Mittlere durchflogene Strecke 1.1mm.
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Ablation mit dem Stickstofflaser bei 406m/s gefunden. Der Fehler betrégt 38m/s beziig-
lich des Geschwindigkeitswertes. Dieser setzt sich zusammen aus einem ortsabhéngigen,
dominanten Anteil (36m/s, vgl.B.1) und einem zeitabhéngigen Anteil. Dieser macht nur
2m/s vom Fehlerwert aus.*

Aus der Fitfunktion, die durch die starke Streuung der Messwerte einen Korrelations-
koeffizienten von 0.62 aufweist, konnen weitere Werte entnommen werden. So wird dieser
Fit bei einer Temperatur von 833K und einer Flussgeschwindigkeit von 406m/s gefunden.
Aus einem Fit mit einer Schar von Stromungsgeschwindigkeiten (Korrelationskoeffizient
0.61) werden eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit von 394m/s, eine maximale Stro-
mungsgeschwindigkeit von 253m/s und eine Plume-Temperatur von 1547K erhalten.

Das Maximum der verschobenen MB-Verteilungsfunktion liegt in etwa bei dem Wert,
den auch Huth-Fehre et al. bei einer frischen FA-Probe finden.”' Dieser wurde von ihnen
jedoch bei der Ablation mit 266nm erhalten. Da die verwendeten Proben verhéltnisméaBig
lange getrocknet wurden, ist ein Vergleich eher mit jenen Werten der drei Tage alten
Proben vorzunehmen. Hier wird die wahrscheinlichste Geschwinddigkeit bei ca. 650m/s
vorgefunden. Absorptionsuntersuchungen von Allwood et al.””*' legen nahe, dass mit
266nm der Si-Zustand von FA populiert wird. Es kann daher vermutet werden, dass
mehr Energie in der Probe umverteilt wird, wenn eine Anregung mit 266nm erfolgt.
Dies sollte sich in einer Zunahme der Ablationsgeschwindigkeit duflern.

Um diesen Sachverhalt zu iiberpriifen, wurden weitere Untersuchungen mit 355nm
unternommen. Die Abb.5.10 zeigt die erhaltenen Ergebnisse und die angepasste Fitfunk-
tion. Die Zunahme der Streuung hat zweierlei Ursachen. Zum einen weist das Strahlprofil
des DCR-11-Lasers weniger Homogenitét als das des Stickstofflasers auf, zum anderen
ist die Gesamtintensitét der ablatierten Teilchen geringer.

Hier zeigte sich eine Verschiebung zu noch niedrigeren Geschwindigkeiten. Das Maxi-
mum der verschobenen Maxwell-Boltzmann-Verteilung wurde, wie auch die Stromungs-
geschwindigkeit, bei 279m/s (£21m/s) gefunden.” Der Temperaturwert bei diesem Fit
lag bei 1347K. Dies entspricht dem 1.7fachen der Plumetemperatur bei einer Ablation

*Der Ortsfehler schlédgt sich durch den Laserjitter vornehmlich im Postionisationsort nieder. Auf-

grund der prizisen Potenziale ist der Fehler des Ablationsortes vergleichbar gering (vgl.B.1).
"Die Fehlerwerte sind hier beispielhaft fiir FA berechnet worden. Sie beziehen sich auf den Fehler

der Geschwindigkeitsberechnung. Ein Intensitétsfehler ist nur schwer abschétzbar. Da die Fehlerwerte
lediglich von der Lage des Verteilungsmaximums abhéingig sind, wird bei folgenden Darstellungen auf

die Angabe verzichtet.
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Abbildung 5.10.: Neutralengeschwindigkeiten der Ferulasdure bei einer Ablationswel-

lenlénge von 355nm (mittlerer Abstand 1.24mm).
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mit 337nm. Aus einem Fit mit einer Schar von Stromungsgeschwindigkeiten (Korrela-
tionskoeffizient 0.55) werden eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit von 280m/s, eine
maximale Stromungsgeschwindigkeit von 7m/s und eine Plume-Temperatur von 1778K
erhalten. Huth-Fehre et al. geben leider nur Temperaturwerte fiir eine frische Probe an.
Diese lagen bei 734K fiir eine verschobene Maxwell-Boltzmann-Verteilung und bei 930K
fiir eine rein thermische Verteilung. Fiir jetdhnliche Verteilungen wére also mit Abnahme
der Ablationwellenldnge eine Abnahme der Temperatur im Plume anzunehmen. Da die
Daten aber nicht einem Experiment entstammen, ist dies allenfalls als Hinweis tauglich.
Bei der Betrachtung der anderen Matrizes werden Ablationen mit 355nm und 337nm

jeweils gegeniibergestellt.

5.4.2. 2,5-Dihydroxybenzoesaure

Eine der gebrauchlichsten MALDI-Matrizes stellt 2,5-Dihydroxybenzoeséure dar. Er-
staunlicherweise stellen die Isomere der Verbindung eher schlechte Matrizes dar. Dies
stiitzt Ionisierungsmechanismen ausgehend vom Proton der ortho-stdndigen Hydroxyl-
gruppe. Diese sind bei 2,5-DHB begiinstigt. Unterschiede in den Sublimationsenthalpien
der Isomere und sich daraus ergebende Unterschiede wihrend der Ablation werden kon-
trovers diskutiert. ”

DHB gehort zu den Matrizes, die in guter Ausbeute protonierte Signale liefern. In
Ubereinstimmung damit ist das dominierende Signal des Matrix-Flugzeitspektrums der
MHT-Peak. DHB wird als mittelstark ionisierend von Knochenmuss eingestuft.”" Ver-
wendung findet sie vor allem fiir kleinere Proteine und Peptide. Diese werden durch DHB
leicht protoniert. Bei grofieren dagegen werden haufig nur Fragmente vorgefunden. Dies
spricht dafiir, dass es nicht zu einer ausreichenden Kiihlung kommt. Ein Hinweis stellt
der Stokes-Shift dar. In den vorgestellten LIF-Spektren weist DHB die kleinste Rotver-
schiebung auf. Die Energieumverteilung liefert also moglicherweise nur verhéaltnisméafig
wenig Energie fiir die Ablation. Erwartet wurden daher niedrige Werte fiir die Geschwin-
digkeiten.

Tatséchlich zeigen die unter Ablation mit 337nm erlangten und in Abb.5.11 darge-
stellten Messwerte im Vergleich zu FA eine Verschiebung zu niedrigen Geschwindigkeiten.
Das Maximum der Verteilung wird bei 384 m/s erreicht. Fiir eine verschobene Maxwell-
Boltzmann-Verteilung (Korrelationskoeffizient 0.44) ergibt sich eine Plumetemperatur

von 187K. Aus einem Fit mit einer Schar von Stromungsgeschwindigkeiten (Korrela-
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Abbildung 5.11.: Geschwindigkeitsverteilung des DHB-Molekiils bei einer Ablationswel-

lenldnge von 337nm und einem mittleren Abstand von 1.38mm.

tionskoeffizient 0.44) werden eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit von 382m/s, eine
maximale Stromungsgeschwindigkeit von 382m/s und eine Plume-Temperatur von 194K
erhalten. Im Falle einer Ablation mit 337nm kann also kein Hinweis auf eine schlechte-
re Kiithlung gefunden werden. Die Ursache einer starken Fragmentierung von Analyten
miisste demnach anders begriindet sein.

Uberraschenderweise gilt dies nicht fiir eine Anregung mit 355nm. Zwar zeigt DHB
bei 355nm eine Verteilung mit niedrigeren Geschwindigkeiten als bei einer Anregung mit
337nm, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. So wird hier bei 383 m/s das Ver-
teilungsmaximum durchlaufen (Abb.5.12). Dieser Wert liegt zudem deutlich iiber dem
Wert von Ferulaséure bei gleicher Ablationswellenlédnge. Eine Erklarung kann die bereits
erwahnte, evtl. nicht im Plumezentrum stattfindende Anregung darstellen. Gerade Ma-
trizes, die stark ablativen Charakter besitzen, wiirden sich durch tendenziell niedrigere
Werte in der Randzone bemerkbar machen, da die Expansion immer jet-d&hnlicher wird
(vgl.3.2). Diese Argumentation wiirde aber wegen der wachsenden Geschwindigkeiten

erwarten lassen, dass dieser Effekt bei 337nm ausgeprigter vorgefunden wiirde als bei
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Abbildung 5.12.: Neutralengeschwindigkeit von DHB bei einer Ablation mit 355nm und
1.32mm mittlerem Abstand.
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355nm. Das Gegenteil ist der Fall.

Weiterhin wird bei einer verschobenen MB-Verteilung (Korrelationskoeffizient 0.67)
eine Plumetemperatur von 946K gefunden. Aus einem Fit mit einer Schar von Stro-
mungsgeschwindigkeiten (Korrelationskoeffizient 0.67) werden eine wahrscheinlichste Ge-
schwindigkeit von 372m/s, eine maximale Stromungsgeschwindigkeit von 61m/s und eine
Plume-Temperatur von 2099K erhalten.

Fiir DHB wurde in einer fritheren Messreihe auch die Verschiebung der Verteilung
bei einer Anregung mit 270nm untersucht. Hier zeigte sich eine Verschiebung zu deut-
lich niedrigeren Geschwindigkeiten. Zu einer Ablation mit 355nm betrug der Unterschied
mehr als 150m/s. Dieses Ergebnis ld8t sich mit Hilfe von Festkorper-Absorptionsspek-
tren erkldren.”’ 270nm liegen in der Absorptionsbande zur Population des So-Zustandes.
Dieser wird in der Literatur als repulsiv angenommen. Die Ionisierung kann direkt aus
diesem Zustand erfolgen. Die Uberschussenergie ist dann vergleichsweise gering und kann
durch die Fluoreszenz, die aus dem S;-Zustand erfolgt, nicht ermittelt werden. Die Daten
konnen aufgrund unterschiedlicher Laserjustagen nicht mit den anderen hier vorgestell-
ten verglichen werden. Auf eine eingehendere Betrachtung wird daher verzichtet.*

In Verbindung mit der in Abschn.5.8 gemachten Untersuchung kann aber auch die
hohere Laserenergie mafigeblich an der Verschiebung des Verteilungsmaximums beteiligt
sein.

Vorgreifend auf die noch folgenden Darstellungen zeigt sich hier bereits eine Ab-
weichung in der Vorhersagbarkeit des Ablationsverhaltens aus den LIF-Daten. FA zeigt
nicht die erwartet hohere Geschwindigkeit bei einer Anregung mit 355nm. Ferner ist der
Unterschied der Geschwindigkeitsverteilung bei DHB unter Anregung mit 355nm bzw.
337nm nicht signifikant.

Wie im Folgenden gezeigt wird, weicht auch SA bei einer Anregung mit 337nm vom
durch LIF-Spektren prognostizierten Trend ab. Diese Abweichung ist ebenfalls nicht
signifikant. Der Wert des Verteilungsmaximums liegt nahe am Wert von FA, so dass
unter Beriicksichtigung der zu erwartenden Fehler keine klare Verletzung festgestellt
werden kann.

Bei Anregung von 355nm weisen sowohl SA als auch FA eine deutlich niedrigere
Geschwindigkeit auf. Eine Erklarung dafiir steht noch aus. Vorherige Ergebnisse, die fiir

Fa bei Anregung mit 355nm deutlich hohere Geschwindigkeiten ergaben, miissen unter

*Der hierzu verwendete Laser entstammte ebenso wie der Stickstoff-Laser einem anderen Experiment

und stand nur fiir kurze Zeit zur Verfiigung.

102



5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

dem Aspekt der Probendicke, die zu der Zeit nicht beriicksichtigt werden konnte, neu
iiberdacht werden.

Bei DHB wird noch ein weiterer Effekt beobachtet. Bei der Postionisation wird ins-
besondere bei geringem Delay auch ein Teilchen mit 136Da aufgefunden. Dies entspricht
einer Eliminierung von Wasser aus dem Matrixmolekiil. Ahnlich FA reichen die Daten
nicht, um eine Verteilung analysieren zu kénnen. Das Ausbleiben des Fragments bei lan-
ger Verzogerung der Photoionisation ldsst aber auf hohere Geschwindigkeiten schlieflen.
Die Datendichte liefl keine Aussagen zu, ob dies unter Energieerhaltung geschieht. Wei-
terhin kann derzeit nicht gekldrt werden, ob dieses Fragment aus dem Ablationsprozess
stammt oder ein Photofragment darstellt. Auf geplante Experimente in dieser Hinsicht

wird im Abschnitt 7 eingegangen.

5.4.3. Sinapinsdure

In den Postionisationsspektren von SA werden aus dem MALDI-Prozess der protonier-
te Molekiilpeak bei 226Da und ein Fragment bei 208Da detektiert. Dieses kann durch
eine Wasserabspaltung aus dem MHT-Peak stammen. Formal stellt es einen [M-OH]*-
Peak dar. Aus der Photoionisation kann nur der Molekiilpeak mit einem m/z von 225
verwertet werden. Die Verteilung der mit 337nm ablatierten Neutralen wurde in einem
Delaybereich von 1.9 bis 5.0us ermittelt (Abb.5.13). Starke Photofragmentationen beein-
trachtigten die Auswertung der Matrixintegrale. So erklért es sich, dass im Geschwin-
digkeitsbereich oberhalb 425 m/s nur wenige Punkte verwendet werden konnten. Des
Weiteren bildet SA eine sehr méchtige Probe, die aus kleinen, kubischen Kristalliten
aufgebaut ist (vgl.5.3.1). Die Inhomogenitit der Probe fithrt dazu, dass die ermittel-
ten Geschwindigkeiten stark von den theoretisch eingestellten abweichen. Die mittlere
durchflogene Strecke betrégt 1.17mm, die individuellen Strecken weichen jedoch wegen
der Probenbeschaffenheit um bis zu 0.2mm davon ab.*

Der Fit mit einer verschobenen Maxwell-Boltzmann-Verteilung liefert bei einem Er-
filllungskoeffizienten von 0.51 eine Stromungsgeschwindigkeit von 439 m/s. Fiir die Tem-
peratur wird ein Wert von 755K gefunden. Fiir einen Fit mit einem Set von Stromungs-

geschwindigkeiten wird ein Erfiillungskoeffizient von 0.44 erhalten. Hier wiirde eine Tem-

*Fiir die Bestimmung der Probendicke wurden die Maximalwerte herangezogen. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit mit den anderen Matrizes wurden fiir die Geschwindigkeitsverteilung diese jedoch ausge-

lassen.

103



5. Postionisation zur Ermittlung von Neutralengeschwindigkeiten

Intensitat / w. E.
T
1

I R
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Geschwindigkeit / m/s

Abbildung 5.13.: Geschwindigkeitsverteilung von SA bei Ablation mit 337nm in einem

mittlerem Abstand von 1.17mm.
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Abbildung 5.14.: Bei 355nm Ablationswellenlénge hervorgerufene Neutralengeschwin-

digkeitsverteilung von Sinapinsdure. Mittlerer Abstand 1.0mm.

peratur von 3147K und eine Stromungsgeschwindigkeit von 186 m/s erreicht.

Wird die Ablation mit 355nm hervorgerufen, so verschiebt sich die Verteilung erwar-
tungsgeméB zu niedrigen Geschwindigkeiten (Abb.5.14), jedoch weitaus stérker als aus
den Fluoreszenzdaten erwartet wurde. Eine verschobene Maxwell-Boltzmann-Verteilung
liefert einen Maximalwert der Geschwindigkeit von 140 m/s bei einem Erfiillungskoeffi-
zienten von 0.67. Die Temperatur liegt bei 1791K. Auch hier muss beriicksichtigt werden,
dass die zuriickgelegte Strecke geringer als bei den anderen Matrizes ist (1.0mm). Der
mittlere Ablationsort liegt 0.28mm vom Repeller entfernt und weist Schwankungen in
eben jener Grofenordnung auf.

Fiir einen Fit, der verschiedene Stromungsgeschwindigkeiten beriicksichtigt, wird nur
ein leicht schlechterer Korrelationskoeffizient von 0.65 gefunden. Die Stromungsgeschwin-
digkeit sinkt von 140 m/s auf 8 m/s und die Temperatur fallt auf 1756K.

Bei den Daten von SA muss beriicksichtigt werden, dass durch die méchtige Probe
gef. andere geometrische Verhéltnisse vorliegen. Die Ausbildung des Plumes und eine

Ionisierung entfernt von der Plumeachse fithren hier zu einem Postionisationsort in den
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Abbildung 5.15.: Geschwindigkeitsverteilung von Dithranol bei einer Ablationswel-
lenldnge von 355nm. Mittlerer Abstand 1.31mm.

diinneren Plumerandbereichen. Es ist durchaus moglich, dass im Plumezentrum der
aus LIF-Daten erhaltene Trend eingehalten wird. Dies kann nur durch Anderungen im

Experimentaufbau ermittelt werden (vgl. 7).

5.4.4. Dithranol

Dithranol lie8 sich nur mit 355nm ablatieren. Absorptionsspektren von Festkorpern sind
nicht bekannt. Die in Losung aufgenommenen Absorptionsspektren ~ lassen fiir das Aus-
bleiben der Ablation bei 337nm keine Ursache erkennen. 337nm liegen dort innerhalb
der Absorptionsbande des S;-Zustandes. Dennoch konnten keinerlei Signale erhalten wer-
den, insbesondere auch nicht bei der Postionisation, die sonst bereits vor der Detektion
prompter Ionen einsetzt.

Es konnte daher nur eine Verteilung bei einer Ablationswellenléinge von 355nm er-
halten werden (Abb.5.15). Dithranolproben zeichneten sich durch eine grole Homoge-

nitat aus. So wurde aus THF eine feinkristalline Bedeckung des Probentrigers erhalten.
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Gleichzeitig wurde dadurch die Verwendbarkeit der Probe begrenzt. Sie wurde schnell
aufgebraucht und komplette Serien konnten nur durch viele Proben erstellt werden.

Die Angleichung der Teilserien dieser Proben gestaltete sich schwierig. Diese Ver-
héltnisse resultierten in einem sehr schlechten Korrelationskoeffizienten von 0.46 fiir
eine Geschwindigkeitsverteilung unter Beriicksichtung einer Stromungsgeschwindigkeit.
Diese wurde ebenso wie das Maximum der Verteilung bei 467 m/s gefunden. Die Tempe-
ratur betrug demnach 1562K. Aus einem Fit mit einer Schar von Stromungsgeschwindig-
keiten (Korrelationskoeffizient 0.36) werden eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit von
401m/s, eine maximale Stromungsgeschwindigkeit von Om/s und eine Plume-Temperatur
von 967K erhalten.

Eine weitere Besonderheit lag darin, dass trotz leichter Defokussierung des Postio-
nisationslasers kein Molekiilradikalkation aufgefunden wird. Es konnten nur Ringfrag-
mente der Benzolkerne analysiert werden. Andererseits wurden im MALDI-Spektrum
kaum niedermolekulare Anteile, sondern der protonierte Molekiilpeak und ein Natrium-
addukt vorgefunden. Dies lasst darauf schliefen, dass die Fragmente aus der Photoioni-
sation stammen und nicht bei der Ablation gebildet werden. Der sonst iibliche Einsatz
von Kationenagenzien hilft hier nicht. Die Anlagerung von Kationen ist zum Zeitpunkt
der Nachionisierung bereits abgeschlossen und wiirde durch die Photoionisation nicht
begiinstigt.

Trotz der aufgezeigten Schwierigkeiten kann zusammenfassend festgestellt werden,
dass Matrix-abhéngige Unterschiede festgestellt wurden. Weiterhin wurde {ibereinstim-
mend eine Zunahme der Geschwindigkeit mit Abnahme der Ablationswellenldnge fest-
gestellt. Der Unterschied bei DHB ist allerdings nicht signifikant. Mit Ausnahme von SA
zeigten sich iibereinstimmend mit den Vorhersagen aus theoretischen Berechnungen die
Fits mit einer Stromungsgeschwindigkeit besser geeignet als diejenigen, die durch meh-
rere Stromungsgeschwindigkeiten charakterisiert werden.* Es ist daher eher von einer
Ablation im ,,thermal confinement“-, nicht aber im , stress confinement“-Regime auszu-
gehen. Dies wurde fiir ns-Laser auch vermutet (vgl.3.2). Rein thermische Verteilungen
versagten ganzlich und wurden daher nicht dargestellt.

Weiterhin zeigen die Daten eine Abnahme der Temperatur mit Abnahme der Ab-
lationswellenlénge. In der Regel nimmt sie auch mit Zunahme der Geschwindigkeit ab.

Dithranol weist dagegen eine recht hohe Temperatur bei vergleichsweise hoher Geschwin-

*Im Folgenden wird daher die Darstellung auf Ergebnisse aus der Fitfunktion mit einer Strémungs-

geschwindigkeit beschrankt.
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355nm 337nm
Max. der Max. der
Matrix Verteilung / m/s | T(Plume) / K | Verteilung / m/s | T(plume) / K
DHB 383 946 384 187
SA 140 1791 439 755
FA 279 1347 406 833
Dithranol 467 1562

Tabelle 5.4.: Zusammenfassende Darstellung der Matrix- und Wellenldngenabhéngigkei-

ten von Plumetemperatur und wahrscheinlichster Geschwindigkeit.

digkeit auf. Hier duflert sich der hohe Anteil dissipierter Anregungsenergie deutlich.
Keine Erkldrung konnte fiir die sehr niedrige Plume-Temperatur von mittels 337nm
ablatierten DHB-Molekiilen gefunden werden.

Die erhaltenen Daten aus verschobenen MB-Verteilungenfiir Ablationen mit 355 und

337nm der einzelnen Matrizes konnen der Tabelle 5.4 entnommen werden.

5.5. Einbettung von Analyten

Das Augenmerk der kommerziellen MALDI-Analyse richtet sich auf den Analyten. Eine
Fragestellung war daher, wie sich das Ablationsverhalten der Matrix auf den Analyten
auswirkt. In ersten, hier nicht gezeigten Voruntersuchungen wurde fiir DHB eine der
Matrix dhnliche Geschwindigkeitsverteilung gefunden. Bei FA dagegen wurden niedri-
gere Analytgeschwindigkeiten und eine schmaélere Verteilung vorgefunden. Diese Unter-
suchungen wurden mit Tryptophan als Analyten gemacht. Tryptophan hat die negative
Eigenschaft, unter Photoionisation stark zu fragmentieren. Hier konnte nur ein Ring-
fragment von 130Da ausgewertet werden. Dieses liegt nahe dem M-H;O-Fragment von
DHB. Dies bereitete allerdings weniger Schwierigkeiten als die weiteren Fragmente des
Tryptophans, die eine Auswertung der Matrixintegrale in weiten Bereichen unmoglich
machten. Weiterhin war eine Praparation nur aus wéssriger Losung moglich. Die daraus
entstehenden inhomogenen Proben erschweren die Messungen erheblich.

Es musste also ein Analyt gefunden werden, der moglichst in organ. Lsgm. 16slich
ist und gut photoionisert werden kann. Andererseits sollte die Photoionisation nicht zu

ausgedehnter Fragmentation fithren. Der ideale Analyt ist bisher nicht gefunden. Ein
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Analyt, der zumindest einige der Anforderungen erfiillt, ist Chrysen. Chrysen 14t sich
in organ. Lsgm. gut l6sen, kann mit 260nm gut ionisiert werden und hat ein hohes
Molekulargewicht. Letzteres erleichtert die Auswertung. Die Ionisation mit 260nm ge-
lingt jedoch so gut, dass auch hier Photofragmente auftreten, die u.a. die im Folgenden
dargestellten Messreihen mit DHB erschwerten.

Zur Untersuchung der Geschwindigkeitsverteilung von Chrysen aus DHB wurde eine
dried-droplet-Probe aus THF prépariert. Eine Probe aus EtOH erwies sich als schlechter
geeignet. Dies konnte an der Kristallisation gelegen haben. Es ergaben sich aus EtOH
wesentlich groflere Kristallite. Die Analytverteilung wurde dadurch ungleichméBiger.
Dies stellte ein Hauptproblem dieser Untersuchung dar. Die Analytkonzentration am
Ort blieb unbekannt, da Chrysen kaum protoniert wurde. Ein Analytsignal aus dem
MALDI-Prozess war allenfalls unstetig vorhanden und die Signalintensitidten schwach.

Eine Moglichkeit, die Signalintensitidten der nachionisierten Neutralen mit Matrixin-
tegral zu gewichten, war im Fall von DHB ebenfalls nicht méglich. Die Integrale wur-
den héufig durch Fragmentsignale des nachionisierten Chrysens dominiert. Es erstaunt
daher nicht, dass die in Abb.5.16 dargestellte Verteilung ebenfalls grofien Schwankun-
gen unterliegt. Dies duflert sich auch in einem Korrelationskoeffizienten von 0.45 einer
verschobenen Maxwell-Boltzmann-Verteilung. In dieser wird das Maximum bei 294m /s
durchlaufen. Die Temperatur des Plume betrigt 698K. Diese Werte liegen unterhalb
derjenigen, die fiir die Geschwindigkeitsverteilung der Matrix gefunden werden (383m/s,
946K). Es zeigt sich hier ein etwas anderes Verhalten als bei den Untersuchungen mit
Tryptophan. Nun handelt es sich um stark unterschiedliche Analytklassen. Chrysen stellt
einen unpolaren, Tryptophan dagegen einen polaren Analyten mit hoher PA dar. Matrix-
Analyt-Wechselwirkungen koénnten im Fall von Tryptophan zur Préasenz in Matrix-Néhe
fithren.

Dadurch lasst sich jedoch nicht das verdnderte Verhalten zu Tryptophan in FA er-
klaren. Hier sollten ebenfalls Analyt-Matrix-Wechselwirkungen vorliegen. Da FA ande-
rerseits in Voruntersuchungen als stérker und mit hoheren Geschwindigkeiten ablatierend
eingestuft wurde, wurden weitere Untersuchungen mit der bisher am stérksten ablatie-
renden Matrix durchgefiihrt.

Weitere Untersuchungen wurden mit Dithranol gemacht. Dieses kristallisiert sehr ho-
mogen aus THF. Probleme mit Loslichkeit oder Kristallisation traten daher nicht auf.
Weiterhin vorteilhaft ist, dass Dithranol ein ebenfalls hohes Molekulargewicht aufweist,

beim MALDI-Prozess kaum, dagegen im Photoionisationsprozess auschliefSlich fragmen-
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Abbildung 5.16.: Geschwindigkeitsverteilung aus DHB ablatierter Chrysen-Molekiile bei

einem mittleren Abstand von 1.08mm.
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tiert. Analyt- und Matrixsignale beeinflussen sich daher kaum. Auch hier ist jedoch kein
promptes Analytsignal zugénglich. Die schwachen Ionisationstendenzen von Dithranol
lassen eine Detektion von protoniertem Analytsignal nicht zu. Theoretisch bestiinde die
Moglichkeit, Adduktbildung zur Analytdetektion zu nutzen. Die Quasimolekiilionen do-
minieren dann das TOF-Spektrum. Die Postionisation wird hingegen kaum beeinflusst,
da die Anlagerung bereits vor der verzogerten lonisation erfolgt ist und die Ionen den
Quellbereich verlassen haben (vgl.B.1).

Zwei Problematiken verhindern aber den erfolgreichen Einsatz. Die Préaparation wird
wesentlich anfélliger gegeniiber Alterungsprozessen. Sowohl die Probenlosung, und bei
ungiinstigen Bedingungen auch die aufgetragene Probe, verfiarbt sich innerhalb von Mi-
nuten braunlich. Dithranol wird offensichtlich durch einen sdureckatalysierten Prozess
verdndert. Dies konnte in Untersuchungen der Probenpréparation festgestellt werden.
Einfluss haben das Losungsmittel THF, das zugesetzte Silbersalz (AgTFA) und ggf.
weitere Additive. Anfénglich wurde der Alterungsprozess dem zugesetzten Silbersalz
zugeschrieben. Eine frische Charge AgTFA induzierte den Alterungsprozess der Pro-
benlésung und der Probe aber besonders schnell. Der auf den Probentriager gebrachte
Tropfen verfiarbte sich noch vor vollstdndiger Trocknung. Diese Proben ergaben zudem
schlechte Spektren. Da das AgTFA keine auffillige Verfarbung zeigte und die AgTFA-
Losung selbst wesentlich langsamer als die Probenlésung reagierte, wurde das Lsgm. iiber
basischem ALOX geséult. Die Reaktion konnte dadurch verlangsamt werden. Ein oxida-
tiver Effekt lag nahe. Zugabe von Ascorbinsdure als Reduktionsmittel dagegen brachte
genau den gegenteiligen Effekt. Es ist daher von einer sdurekatalysierten Reaktion auszu-
gehen. Dafiir spricht auch, dass die frische Charge im Gegensatz zu frither verwendetem
AgTFA nicht feinpulverig ist, sondern grofle Kristalle enthélt und ihr ein saurer Geruch
anhaftet. Sie scheint von Resten der HTFA verunreinigt zu sein.

Neben diesen priparativen Problemen, die durch Reinigung der Chemikalien z.T.
behoben werden konnten, existiert noch eine weitere Problematik. Auch der Kationen-
zusatz verteilt sich nicht unbedingt homogen in der Probe. Dies wird umso bedeutender,
da THF nicht gerade ein ideales Losungsmittel fiir ein Salz darstellt. Es wiirde eher ein
weiterer Unsicherheitsfaktor hinzugefiigt denn eliminiert. Zusétzlich ist das Matrixad-
dukt nicht dominant. Es macht nur etwa 1/5 der Matrixintensitét aus. Eine Korrelation
mit der eingesetzten Kationenmenge ist nur schwer moéglich. Die Affinitat von Dithranol
zu Kationen muss verstdndlicherweise relativ gering sein. Diese Matrix wird bei Poly-

meranalysen zur Detektion von kationisierten, sonst unpolaren Verbindungen eingesetzt.
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.17.: Geschwindigkeitsverteilung von Chrysen-Molekiilen bei Ablation aus

Dithranol in 1.36mm mittlerer Entfernung.

Sie soll daher nicht in Konkurrenz zu diesen bei der Kationenadduktbildung auftreten.
Nach Zenobi et al.” weist sie zudem eine niedrige Na-Affinitdt auf. Die Vermutung liegt
nahe, dass dhnliches fiir Ag™-Ionen gilt.

Die Untersuchungen beziiglich der Geschwindigkeitsverteilung aus Dithranol abla-
tierten Chrysens wurden also mit dem Manko der unbekannten Chrysenkonzentration
am Ablationsort gemacht. Dennoch weist die in Abb.5.17 dargestellte Verteilung eine
recht hohe Qualitdt auf. Dies liegt zum einen an der homogenen Probenbeschaffen-
heit von Dithranol und zum anderen an den vermutlich sehr dhnlichen Eigenschaften
von Chrysen und Dithranol. Es kommt also zu einem weniger stark ausgepriagten Ver-
drangungsprozess bei der Kristallisation. Inwieweit Mischkristallbildung vorliegt, wurde
jedoch nicht untersucht.

Die Anpassung einer verschobenen MB-Verteilung liefert fiir die wahrscheinlich-
ste Geschwindigkeit einen Wert von 388 m/s. Hier wird also ebenso eine Verschie-
bung zu niedrigeren Geschwindigkeiten, verglichen mit der reinen Matrix, vorgefunden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen bei DHB wird auch eine Erniedrigung der Plu-
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Matrix Verteilungsmaximum / m/s | Plumetemperatur / K
DHB 294 698
Dithranol 388 541

Tabelle 5.5.: Analytgeschwindigkeiten und Plumetemperaturen bei Ablation aus ver-

schiedenen Matrizes.

metemperatur gefunden. Der ermittelte Wert liegt bei 541K.

Mit beiden Matrizes wird eine Geschwindigkeitserniedrigung um etwa 100m/s vorge-
funden. Die Temperaturabnahme ist bei Dithranol wesentlich stéarker, was im Einklang
sowohl mit der hoheren Geschwindigkeit als auch mit der Ablationsmenge steht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe sind in Tab.5.5 zusammengefasst.

Die Untersuchung der Analyteinbettung ist aus mehreren Gesichtspunkten lohnens-
wert. Fiir die kommerzielle Analytik liegt das Interesse eher an Auswirkungen auf den
Analyten als an den reinen Matrixeigenschaften. Weiterhin scheint die Untersuchung von
Analyten durch die Vermeidung von Séattigungseffekten bei der Photoionisation leichter
auswertbar. In typischen Proben liegt das Verhéltnis von Matrix zu Analyt bei 100:1 bis
10000:1. Nachteilig ist die Unkenntnis der Analytkonzentration am Ablationsort. Diese
kann abgeschétzt werden, wenn im prompten MALDI-Spektrum Analytsignale in ausrei-
chender Intensitédt und stetig auftreten. Ggf. miissen hier die Ionisierungsmechanismen
in die Gewichtung mit einbezogen werden.

Es gilt also, weiter nach geeigneten Analyten zu suchen. Chrysen kann hier erste
Hinweise liefern. Abhéngig von der eingesetzten Matrix sind Unterschiede im Kristalli-
sationsverhalten und damit in der Konzentrationsverteilung in der Probe sowie Analyt-
Matrix-Wechselwirkungen zu erwarten. Weitere Analyten anderer Substanzklassen soll-

ten untersucht werden.

5.6. Abstandsabhdngigkeit

Die Plumeentstehung findet sowohl in Bezug auf zeitlicher und rdumlicher Dimension
weit vor der Analyse statt. Um trotzdem Aussagen iiber die Plumeentstehung machen zu
konnen, konnen prinzipiell drei Parameter verdndert werden. Der Energieeintrag wurde
in vorherigen Abschnitten durch die Wellenlénge variiert. Es kann weiterhin die Photo-

nenanzahl veréindert werden. Diese M6glichkeit wird im Abschnitt 5.8 besprochen. Eine
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.18.: Bei verringertem Abstand von 1.12mm detektierte Geschwindigkeits-

verteilung von DHB. Ablationswellenléinge 337nm.

weitere Moglichkeit besteht darin, die Auswirkung des Hintergrunddruckes auf die Plu-
meentstehung zu analysieren. Untersuchungen mit erhohtem Druck in der Quellregion
werden in Abschn.5.7 angefiihrt. Im Folgenden sollen zunéchst die Geschwindigkeitsver-
teilungen bei verschiedenen Absténden vom Ablationsort untersucht werden.

Die Variation des Abstandes ist jedoch starken Beschrinkungen unterworfen (vgl.
5.4) Bei dem benutzten Aufbau konnten drei Absténde bei einer Ablationswellenldge
von 337nm realisiert werden. Untersucht wurde DHB. Im Abschnitt 5.4.2 wurde die Ver-
teilung fiir den Abstand von 1.38mm bereits besprochen. Der Maxwell-Boltzmann-Fit
lieferte eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit von 384 m/s und eine Plume-Temperatur
von 187K. Bei einem geringeren Abstand vom Ablationsort, hier fiir ca. 1.12mm dar-
gestellt (Abb.5.18), nahm sowohl die Temperatur, als auch die Geschwindigkeit zu. Es
wurden fiir die Plumetemperatur 379K und fiir die wahrscheinlichste Geschwindigkeit
444 m/s in einem verschobenen Maxwell-Boltzmann-Fit gefunden.

Der Abstand konnte noch weiter verringert werden. Bei einer Flugstrecke der abla-

tierten Teilchen von ca. 0.93mm setzte sich der Trend fort. Die in Abb.5.19 dargestellte
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.19.: Bei geringstmoglichem Abstand von 0.93mm aufgezeichnete Geschwin-
digkeitsverteilung mittels 337nm ablatierter DHB-Molekiile.
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mittlerer Abstand / mm 1.34 | 1.12 | 0.93
Verteilungsmaximum / m/s | 384 | 444 | 499
Plumetemperatur / K 187 | 379 | 958

Tabelle 5.6.: Zusammenfassende Darstellung der Entwicklung von Plumetemperatur und

wahrscheinlichster Geschwindigkeit mit Abnahme des Abstandes.

Verteilung weist ein Maximum bei 499 m/s auf. Laut Fit betrug die Temperatur im
Plume 958K. Die Ergebnisse sind in der Tab.5.6 zusammengefasst. Sie entsprachen al-
lerdings nicht voll den Erwartungen. Eine gegebene Fehljustage und dadurch bedingte
Abtastung der Randzone hétte sich durch eine Abnahme der Geschwindigkeit mit Ab-
nahme des Abstandes duflern sollen. Je weiter der Postionisationsort vom optimalen
Justageort entfernt wird, desto weiter sollte auch die Entfernung von der Plumeachse
werden. In der Randzone sollten dann vor allem die langsameren Molekiile angetroffen
werden. Andererseits sollte bei allen Abstdnden die Plumeausbildung weitestgehend ab-
geschlossen sein. Der geringe Hintergrunddruck ldsst Auswirkungen von Stéflen bis zu
1.4mm unwahrscheinlich erscheinen.

Die Zunahme der Temperatur dagegen widerspricht keinem Szenario. Findet tat-
séchlich eine ausgedehnte Plumeentwicklung statt, so fiihrt zunehmende Kiihlung zur
Abnahme der Temperatur. Dies sollte mit zunehmendem Abstand der Fall sein. Wird
hingegen die Randzone abgetastet, so werden diese Bereiche schlechter gekiihlt. Je mehr
man sich der Plumeachse nihert, desto besser wird die Kiihlung, die Temperatur nimmt
ab. Dies sollte unter den gegebenen Bedingungen ebenfalls bei zunehmendem Abstand
der Fall sein. Dieser Effekt steht also in Ubereinstimmung mit den Erwartungen.

Eine Klarung des Sachverhalts kann erst durch weitere Experimente erbracht werden
(vgl. 7). Sollten in der Plumemitte abnehmende Geschwindigkeiten mit Zunahme des
Abstandes gefunden werden, so muss von einer fortgesetzten Plumeentwicklung auch
noch us nach Ablation ausgegangen werden. Dies hétte auch Auswirkungen auf Ionisa-
tionsmechanismen. Stoflaktivierte Prozesse kénnten bei hinreichend niedriger Aktivie-
rungsenergie somit noch verhéltnisméafig lange nach der Laseranregung erfolgen. Dies
kann jedoch nur auf eine Minderheit der detektierten Ionen zutreffen, da sonst eine starke
Herabsetzung des Auflésungsvermogens durch die Geschwindigkeits- bzw. Zeitunschérfe
(vgl.2.1.1) die Folge wére. Solche langandauernden Prozesse schlagen sich vermutlich

also eher als Rauschen nieder. In dieser Hinsicht sind auch Untersuchungen von Chait et
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al. von Interesse, die gerade Matrixfragmente in Clustern als Ursache von ,,Verunreini-
gung®“ der MS-Spektren ausmachten. Dieses Phdnomen wird als sogenannter ,,chemical

noise“ bezeichnet.

5.7. Druckabhadngigkeit

Eine weitere Moglichkeit die Plumeentwicklung zu untersuchen, stellt die gezielte Ver-
danderung der Umgebungsbedingungen dar. Die augenscheinlich einfachste Moglichkeit
besteht in der Variation des Umgebungsdrucks. Experimentell ist nur ein erhéhter Druck
moglich. Weitere Anschlussflansche fiir zusédtzliche Turbomolekularpumpen im Quellbe-
reich existieren nicht.

Moglich ist die gezielte Druckerhohung. Dafiir werden in der Literatur sogenann-
te ,,default leakages“, also gezielt einstellbare Offnungen, angefithrt. Diese Moglichkeit
stand ebenfalls nicht zur Verfiigung. Desweiteren existieren keine Moglichkeiten, wei-
tere Anschliisse an der Quellregion vorzunehmen, da bereits viele Durchfiihrungen u.a.
fiir das PSPF-System und die verstellbare Dreipunkt-Lagerung der Quelle vorhanden
sind. Die Moglichkeit, ein Suprazilfenster durch Fokussierung des Laserstrahls gezielt
zu beschidigen wurde verworfen, da eine Ausbildung eines Risses und ggf. Brechen des
Fensters befiirchtet wurde.

Zur Erzielung unterschiedlicher Driicke in der Quelle erwies es sich vorteilhaft, dass
das verwendete Kugelhahn-Ventil des Vorevakuierungs-Bypasses der Schubstangenschleu-
se nicht absolut vakuumdicht war. Wurde dieser Bereich beliiftet, so brach der Druck in
der Quelle auf 1 —5%10"5mbar ein. Jedoch stieg dann der Druck in der Driftstrecke, und
somit auch in Nidhe der MCP, langsam zu diesem Wert an. Zum Schutz der MCP wurde
unter diesen Bedingungen nicht gemessen, zumal das zunehmende Rauschen die Aus-
wertung erschwert hiatte. Wurde die Bypass-Leitung jedoch beliiftet und anschlieflend
wieder verschlossen, so stellte sich alsbald ein Druck von weniger als 5% 10~ 5mbar in der
Driftstrecke und von 1.1%107° bis 7.8 * 10~ %mbar in der Quellregion, je nach Wartezeit,
ein. In diesen Druckbereichen konnten nun Messungen vorgenommen werden.

Die in Abb.5.20 gezeigte Verteilung wurde in diesem Druckbereich fiir DHB unter
Ablation mit 355nm erhalten. Sie wird charakterisiert durch ein Verteilungsmaximum bei
338m/s. Dies stellt eine Abnahme der Geschwindigkeit gegeniiber Normalbedingungen
dar (383m/s). Erwartungsgeméf fiihrt also ein erhohter Hintergrunddruck zur vermehr-

ten Anzahl von Stoflen. Dies wird erhéirtet durch die Abnahme der Plumetemperatur.
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.20.: Bei erhohtem Druck in einem Abstand von 1.35mm aufgezeichnete Ge-
schwindigkeitsverteilung von DHB bei Ablation mit 355nm.
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Sie betrug 358K (946K, vgl. Tab. 5.4).

Dadurch, dass nur ein anderer Druckbereich eingestellt werden konnte, kann dies nur
als Hinweis auf eine vermehrte Zunahme von Stofen mit Hintergrundgas gedeutet wer-
den. Durch diese werden die ablatierten Teilchen offensichtlich abgebremst und gekiihlt.
Dies erklart die zunehmende Anzahl an MALDI-Experimenten unter Atmosphérendruck.
Auch hier wird eine bessere Kiihlung der Analyte angenommen.

Grundsatzlich iiberrascht die gute Qualitdt der akquirierten Daten. Diese Untersu-
chungen sollten unbedingt fortgefithrt werden, da sie vermutlich auch von kommerziellem
Interesse sind. Hierzu sollte bei einer Neukonstruktion der Quellregion der Einbau einer

»default-leakage* beriicksichtigt werden (siehe 7).

5.8. Einfluss der Laserleistung

Die Plumeentwicklung kann auch iiber die Verdnderung der Laserleistung beeinflusst
werden. Der einzige Laser, der sich ohne Verdnderung des Spotdurchmessers bzw. der
Spotcharakteristik in dieser Hinsicht beeinflussen lieB, war der DCR-11. Uber die Lam-
penspannung kann hier in Maflen die Laserleistung variiert werden. Eine weitere Mog-
lichkeit bestiinde in der Variation des Q-Switch-Delay. Hier sind die erreichbaren Laser-
leistungsunterschiede jedoch ungeeignet. In einem schmalen Delay-Intervall dndert sich
die Leistung nur minimal, danach dafiir umso stérker.

Die meisten der eingesetzten Matrizes konnen jedoch nur bei maximaler bzw. leicht
abgeschwichter Laserleistung untersucht werden. Dithranol lie8 sich bei insgesamt drei
unterschiedlichen Laserleistungen untersuchen. Diese stark ablatierende Matrix erwies
sich allerdings bei der Auswertung nicht als optimal (vgl. 5.4.4). In Folge mangelnder
Alternativen wurde die Untersuchung dennoch mit dieser Matrix durchgefiihrt.

Bei dem hochstmoglichen Laserfluss von 38.2.J/m? wurde die in Abb.5.21 darge-
stellte Verteilung fiir ablatierte Neutrale gefunden. Wie in Abschn.5.21 beschrieben,
konnte nur ein Fragment ausgewertet werden. Fiir dieses wird bei einem Abstand von
1.18mm eine wahrscheinlichste Geschwindigkeit bei 363m/s und eine Plumetemperatur
von 283K gefunden. Diese Werte liegen unterhalb der in Abschn.5.4.4 gefundenen Werte
(F=11.4J/m?, 467m/s, 1562K). Wird die Laserleistung weiter erniedrigt, so steigt die
wahrscheinlichste Geschwindigkeit auf einen Wert von 372 m/s. In einer verschobenen
Maxwell-Boltzmann-Verteilung wird bei einer Stromungsgeschwindigkeit von gleichem
Wert eine Plumetemperatur von 501K gefunden (Abb.5.22).
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.21.: Geschwindigkeitsverteilung von Dithranol bei maximaler Laserleistung
(355nm, F=38.2J/m?.) in einem Abstand von 1.18mm vom Ablations-

ort.
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Intensitat / w. E.
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Abbildung 5.22.: Geschwindigkeitsverteilung von Dithranol bei mittlerer Laserleistung
von F=21.5J/m?.
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Laserfluss / J/m? 3821215 114
Plumetemperatur / K 283 | 501 | 1562
Verteilungsmaximum / ms™" | 363 | 372 | 467

Tabelle 5.7.: Verdnderung der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit und Plumetempera-

tur bei Laserleistungserhohung.

Insgesamt wurde also mit Zunahme der Laserleistung eine Abnahme der Geschwin-
digkeiten und Temperaturen vorgefunden. Eine Zusammenfassung der laserleistungs-

abhéngigen Plumedaten konnen der Tabelle 5.7 entnommen werden.
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Die erhaltenen Daten geben neue Hinweise zum Versténdnis der Ablation, werfen al-
lerdings auch einige Fragen auf. Manche Ergebnisse miissen vor dem Hintergrund der
Experimentbedingungen noch mit einem Fragezeichen versehen bleiben. Hier kénnen
die im Ausblick vorgeschlagenen, und zum Teil bereits begonnenen Experimente weitere
Einsichten verschaffen.

Fiir die Matrixabhéngigkeit der Ablationsgeschwindigkeiten konnte der aus LIF-
Daten stammende Trend nicht zweifelsfrei verifiziert oder falsifiziert werden. Bei einer
Ablation mit 355nm weisen sowohl SA als auch FA niedrigere Geschwindigkeiten als DHB
auf. Diese Matrizes zeigen in LIF-Spektren dagegen Zunahme der Rotverschiebung. Bei
einer Ablation mit 337nm weicht SA ebenfalls vom erwarteten Verhalten ab. Es wurde
hier eine hohere Geschwindigkeit detektiert, als erwartet werden konnte. Allerdings lie-
gen die wahrscheinlichsten Geschwindigkeiten der untersuchten Matrizes in einem sehr
begrenzten Bereich. In Anbetracht des Geschwindigkeitsfehlers (ca. 38 m/s) kann hier
weder eine klare Verletzung noch eine teilweise Erfiillung des Trends festgestellt wer-
den. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass der individuelle Abstand vom Ablationsort
von der jeweiligen Matrix abhédngt. Da ebenfalls Abhéngigkeit der Ablationsgeschwin-
digkeit vom Abstand festgestellt wurde, diese sich aber auch aus einer Laserfehljustage
des Postionisationsortes ergeben konnten, kann der Einfluss nicht abgeschéatzt werden.

Der Vergleich der jeweiligen Matrix bei verschiedenen Ablationswellenléingen zeigt
einen einheitlichen Trend. Die wahrscheinlichste Geschwindigkeit nimmt mit Abnahme
der Wellenlénge zu. Fiir DHB muss die Einschrénkung gemacht werden, dass dies durch
den zu erwartenden Fehler nicht signifikant ist. Weiterhin wird eine Abnahme der Plu-
metemperatur mit Abnahme der Ablationswellenldnge festgestellt. Dies gilt in der Regel
auch bei Zunahme der Geschwindigkeiten. Hier treten im Gesamtbild zwei Ausnahmen

auf. Dithranol weist die hochste Geschwindigkeit am Verteilungsmaximum auf. Dennoch
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tibertrifft diese Matrix, mit Ausnahme von SA (Ablation 355nm), hinsichtlich der Plu-
metemperatur alle anderen. Ebenso weist Dithranol die héchste Rotverschiebung der
LIF aus. Es kann daher ein hoher Anteil an dissipierter Energie vermutet werden. Hin-
sichtlich SA ist das Ergebnis insoweit iiberraschend, dass hier die geringsten Geschwin-
digkeiten vorgefunden wurden. Ebenso war dies die einzige Matrix, bei der die Korrela-
tionskoeffizienten fiir Verteilungen mit mehreren Stromungsgeschwindigkeiten hoher als
fiir solche mit einer Stromungsgeschwindigkeit sind. Da SA besonders méchtige Proben-
dicken erzeugt, sind die Ergebnisse ggf. unter anderen Erklarungsansétzen zu betrachten.
Beziiglich der Temperaturentwicklung mit der Geschwindigkeit stellt DHB bei einer An-
regung mit 337nm eine Ausnahme dar. Es wird hier die niedrigste Plumetemperatur
festgestellt. Ein Erkldrungsansatz konnte hierfiir noch nicht gefunden werden.

Fiir die meisten Matrizes werden Hinweise auf thermal confinement, nicht aber auf
stress confinement gefunden. Dies steht in Ubereinstimmung mit theoretischen Betrach-
tungen der Anregung mit ns-Laserpulsen.

Bei einer Einbettung von Analyten wurde bei Dithranol und DHB iibereinstimmend
eine Erniedrigung des Verteilungsmaximums um ca. 100m /s gegeniiber den reinen Matri-
zes festgestellt. Dies steht in Einklang mit einem sogenannten plume-sharpening-Effekt.
Die Erniedrigung der Geschwindigkeit stellt aber keine Energieerhaltung dar, da reines
Dithranol annéhernd das gleiche Molekulargewicht aufweist wie der untersuchte Analyt.

Wird der Abstand der Postionisation vom Ablationsort vergréfert, so nimmt die
Geschwindigkeit ab. Eine mogliche Erklarung wéren Stéfle im Plume. Diese miissten
aber noch us nach der Ablation und in einer Entfernung von mehr als einem Millimeter
stattfinden. Des Weiteren wurde eine Abnahme der Temperatur bei VergroBerung des
Abstandes festgestellt. Nach obiger Erklarung wiirde dies einer zunehmenden Kiihlung
gleichkommen. Eine andere Erklarung ldge in einer Fehljustage des Postionisationslasers.
Bei Anndherung an den weit entfernten Justagepunkt, wiirde der Postionisationsort
ndher an die Plumemitte riicken. Dieser Teil ist besser gekiihlt. Es wiirde also ebenso
eine Abnahme der Temperatur bei groflerem Abstand erwartet.

Voll den Erwartungen entsprach die Abnahme der Geschwindigkeiten und der Plu-
metemperatur mit Erhéhung des Geréteinnendruckes. Hier konnte allerdings nur ein
weiterer Druckbereich eingestellt werden. Urséichlich hierfiir sind zunehmende St68e mit
den Teilchen des Hintergrundgases. Wiirde der Plume dadurch lediglich kompakter aus-
gebildet und somit eine Postionisation in dem vergrofierten Randbereich stattfinden,

so wéren zwar auch niedrigere Geschwindigkeiten aber eher hchere Temperaturen zu
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erwarten. Dieser Bereich wiirde dann schlechter gekiihlt.

Ein Einfluss der Laserleistung kann ebenfalls festgestellt werden. Sowohl die Ge-
schwindigkeiten als auch die Plumetemperatur nehmen bei Erhéhung der Laserleistung
ab. Eine Zunahme der ablatierten Materialmenge scheint hier urséchlich. Durch die-
se kommt es zu vermehrten Stoflen im Plume. Wiirde lediglich die kinetische Ener-
gie erhoht, so wiirde zwar durch eine erhéhte Stofirate eine Kiihlung bewirkt, aber die

Stromungsgeschwindigkeiten sollten ebenfalls zunehmen, keinenfalls jedoch abnehmen.
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7. Ausblick

Die Untersuchung des Ablationsprozesses und insbesondere der Neutralen wird inzwi-
schen von vielen Gruppen als ein entscheidender Punkt zur Ausweitung des Einsatzge-
bietes der MALDI und der Verbesserung bestehender Methoden angesehen. Die begon-
nen Experimente sollten daher fortgefithrt und ausgeweitet werden. Dafiir sollten jedoch
einige Verdnderungen am Experimentaufbau vorgenommen werden. Diese wurden in
letzter Zeit bereits von Dipl. Chem. Dirk Walbrodt nach meinen Vorschlidgen begonnen.
Auftillig ist die Ungewissheit der Laserjustage. Dies gilt sowohl fiir den Postionisations-
laser beziiglich der Ausrichtung zum Plume, als auch fiir die Ablationslaser. Um fiir alle
eingesetzten Ablationswellenldngen eine moglichst gleiche Strahllage zu gewéhrleisten,
wird derzeit ein LWL in die Einkopplung integriert. Dieser ersetzt z.Z. einen Teil des
Lichtweges aulerhalb des Vakuums. Ggf. muss spéter eine Durchfiihrung ins Vakuum
nachgeriistet werden. Gleiches gilt fiir den Postionisationslaser. Die Anfélligkeit des
MOPO-Systems und der Wunsch nach dem Einsatz verschiedener Wellenldingen ma-
chen auch hier einen anderen Aufbau unabdingbar. Ein LWL soll hier ebenfalls eine
genaue Strahllage innerhalb des Plumes gewéhrleisten. Dieser Aufbau sollte beziiglich
aller Raumrichtungen positionierbar sein. Dadurch konnte die Plumedichte zweidimen-
sional abgetastet werden. Sollte die vertikale Positionierung, die aus Experimentdaten
nicht erfassbar ist, nicht verbesserbar sein*, so bleibt der Einsatz einer Zylinderlinse als
letzter Ausweg. Es wiirde dann ein Plumebereich orthogonal zur Flugrichtung integral
erfasst.

Die Neu-Konstruktion der Ionisationsquelle bietet sich ebenfalls an. Nicht nur, dass
die geometrische Anordnung der Elektroden auf den Einsatz mit dem PSPF-System
optimiert ist, ist hinderlich. Die Elektroden des PSPF haben ggf. auch negativen Einfluss

*Dies kann der Fall sein, wenn die Neigungen der Kristalloberflichen der Matrizes z.B. einen maf-

geblichen Einfluss auf die Neigung der Plumeachse haben.
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auf die Signalintensitét. Das PSPF sollte daher als optionaler Einsatz vorgesehen werden.
Weiterhin muss der Einfluss der Aquitpotenzialregion und die gewiinschte Fokussierung
auf den Detektor untersucht werden. Bei der Postionisation miissen zudem zahlreiche
Spektren aufgenommen werden. Dafiir ist es unerlésslich, dass die Probe méglichst lange
hélt. Deshalb wurde der Probentriager nicht zentrisch, sondern am Rand getroffen. Fiir
zukiinftige Experimente sollte die Zufithrung der Probe exzentrisch geplant werden, so
dass der Ablationsort nahe der TOF-Achse liegt. Dadurch konnten die Signalintensitéten
verbessert und ein bisher notwendiges Verkippen der Quelle vermieden werden. Fiir die
fortgesetzte Untersuchung des Einflusses von Hintergrunddriicken sollte eine sogenannte
default-leakage eingeplant werden.

Nach diesen konstruktionellen Verbesserungen sollten Untersuchungen bei mehreren
Absténden vom Ablationsort, bei verschiedenen Druckbereichen und mit verschiedensten
Ablations- und Postionisationslasern moglich sein. Ob die Laserleistung durch einen
Attunator besser regulierbar und die Strahllage dadurch nicht verédndert wird, kann
ebenfalls nur das Experimnet zeigen.

Einige weitere Untersuchungen ergeben sich aus den im Auswertungsteil dargestell-
ten Ergebnissen. Insbesondere die Analyteinbettung und der Vergleich von Matrix- und
Analytgeschwindigkeiten ist untersuchenswert. Hier miissen weitere brauchbare Analyte
gefunden werden. In diesem Zusammenhang sind Untersuchungen des Kristallisations-
prozesses bzw. das Ausweichen auf andere Prédparationstechniken wie thin-layer oder
Aufstduben von feingemahlenem Pulver voranzutreiben. Die Schaffung einer Ablation,
die den Analyten nicht nur zum Schutz vor Fragmentierung kiihlt, sondern zu moglichst
schmalen Geschwindigkeitsverteilungen fiihrt, wiirde einen peak-sharpening-Effekt und
Herabsetzen der Geschwindigkeitsunschérfe hervorbringen. Solch ein Effekt wird gera-
de fiir hohe Matrixgeschwindigkeiten postuliert. Die Kontrolle iiber diese Eigenschaf-
ten durch Matrix und/oder Ablationswellenlénge wére sicher auch von kommerziellen
Interesse. Hier wirkt es sich giinstig aus, dass die Untersuchungsergebnisse beziiglich
Analyteinbettung, ebenso wie diejenigen bei erhthtem Gerdteinnendruck von besserer
Qualitat waren.

Der Einfluss von Losungsmitteleinschluss auf eine Herabsetzung der Ablationschwelle
sollte untersucht werden.

Die Untersuchungen des Einflusses der Ablationswellenlénge sind weiterhin von grofler
Bedeutung. Die Fragestellung, ob der 0-0-Ubergang von DHB mit 400nm iiberschritten

wird und wie sich die Massenspektren bei Unterschreiten dieser Energieschwelle ggf.
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dandern, ist weiterhin aktuell. Der Einfluss der Laserwellenlinge auf die Ablationsge-
schwindigkeit ist erkennbar, seine Ursache aber noch nicht geklart. Inwieweit die Ab-
sorptionskoeffizienten oder der Stokes’-Shift die Ablation beeinflussen, konnte nicht ab-
schlieBend geklédrt werden. Dies sollte nach den erfolgten Umbauten besser moglich sein.

Bei einigen Matrizes konnten teilweise bei der Postionisation Fragmente beobachtet
werden. Es konnte nicht gekldrt werden, ob diese aus dem Ablationsprozess oder der
Photo-Postionisation selbst stammen. Die Kldrung wire moglich, wenn bei festem Ort
und Delay die Postionisationswellenlédnge veréndert wiirde. Der Vergleich mit REMPI-
Spektren aus Molekularstrahl-Experimenten kann dann vermutlich Aufschluss geben.
Berticksichtigt werden muss, dass beim Ablationsprozess die Temperaturen im Plume
wesentlich hoher liegen.

In dieser Hinsicht sind Beobachtungen von Dipl. Chem. Dirk Walbrodt interessant,
dass sich die Plumezusammensetzung bei unterschiedlichen Abstédnden bei FA &ndert.
Moglich wéren aber auch ,,Quasi“-MALDI-Effekte im ,,diinneren“ Plume oder stoffak-
tivierte Prozesse. Die Ergebnisse dieser Arbeit schlieen Stéfle bei den vergleichsweise
groflen zeitlichen wie ortlichen Abstdnden vom Ablationsort nicht aus.

Entstammen die Fragmente der Ablation, bleibt zu kléren, wie sich die Geschwindig-
keiten zu denen der Matrix- oder Analytmolekiile unterscheiden. Beobachtungen deuten
auf hohere Geschwindigkeiten hin. Sollte dies der Fall sein, so muss analysiert werden,
ob es sich hierbei um Energieerhaltung handelt. Andernfalls miissen die Quellen fiir
Zusatzenergien ausgemacht werden. Die kinetische Energie der postionisierten Teilchen
konnten natiirlich auch mit Ionenreflektoren oder Bremsfeldern naher bestimmt werden.

Die Kooperation mit der TU-Harburg (AK Prof. Dr. Miiller), die aus einem anderen
Projekt stammt, sollte genutzt werden, um weitere Aussagen iiber die Probendicke zu er-
halten. Dort bestiinde die Moglichkeit Elektronenrasteraufnahemen von Au-bedampften
Proben anzufertigen. Solche Werte kénnen dann mit denen aus Flugzeiten verglichen
und ggf. eine Kalibration vorgenommen werden. Dies ist insoweit etwas schwierig, da
einerseits die Probe durch die Postionisation verdndert, andererseits durch das notwen-
dige Bedampfen mit Au fiir die Postionisation unbrauchbar wird. Ein direkter Vergleich
ist also nicht moglich. Lediglich eine mittlere Probendicke kann ermittelt werden.

Aus heutiger Sicht wiirde die gleichzeitige Detektion von Ionen- und Neutralenge-
schwindigkeiten aus einer Ablation die Untersuchungen abrunden. Der experimentelle
Aufbau miisste dazu abermals verdndert werden. Es sind allerdings zahlreiche techni-

sche Schwierigkeiten zu erwarten, so dass dieses Experiment zuriickgestellt werden sollte.
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Abschlieflend seien mir noch ein paar Worte gestattet. Die Untersuchungen mégen
aufwendig sein, die Ergebnisse manchmal spérlich gesét,* dennoch ist es aber eine sehr
interessante Thematik. Die Lange dieses Abschnitts macht (hoffentlich) mein nachhalti-
ges Interesse deutlich. Viele Ideen, die durch die experimentellen Erfahrungen entstan-
den sind, fithren hoffentlich dazu, dass ich eines Tages mir doch noch eine Kartografie
des Ablationsplumes iiber’s Bett hingen darf. Uber eine entprechende email, wenn der

Durchbruch geschafft ist, wiirde ich mich sehr freuen.

*Wenn der Laser mal wieder rumzickt, dann war da so mancher Sternenhimmel dabei, nicht Dirk?
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A. Aufbau-Skizzen und

Triggerdiagramm

{

Abbildung A.1.: Schematische Darstellung des Laseralignments innerhalb der Quelle.

Dargestellt (von links nach rechts): Probentriager, Repeller, Ablations-
laser (blau), Postionisationslaser (violett), 1. Beschleunigungselektrode,

Aquipotenzialelektrode, 0V-Platte.
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A. Aufbau-Skizzen und Triggerdiagramm
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A. Aufbau-Skizzen und Triggerdiagramm
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Abbildung A.4.: Simplifiziertes Gesamtschema des Experiments.
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Abbildung A.5.: Schematischer Aufbau des modifizierten Jaguar C Dye-Lasers, Radiant
Dyes.



A. Aufbau-Skizzen und Triggerdiagramm
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Abbildung A.6.: Verdeutlichung des Laseralignments innerhalb der Quelle.
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A. Aufbau-Skizzen und Triggerdiagramm
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Abbildung A.7.: 3D-Ansicht der Quelle.
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A. Aufbau-Skizzen und Triggerdiagramm

Lamp-Sync ] ﬂ ]
MOPO L

Eingangstrigger DG535
nach Frequenzhalbierung

Delay=T+49.9?7???ms

Lamp—-Sync—In bzw. Start-Trigger ﬂ aus Kanal A&B DG535 ﬂ
Ablationslaser

Q-Switch-Sync-In
DCR-11

Trigger MS-0Oszi |
Uber Q—Switch—Out oder DG535 oy

| aus Kanal C&D DG535

Ablationslaser

N
Photodiode ! N A
|
|

Photodiode J ! A h : A
MOPO ' ! 1
Il veranderbares Delay (0.001-0.01ms)

- Q-Switch—-Delay DCR-11(0.300ms) N
bzw. MS-Trigger (0.0ms) I

detektiertes Delay (0.001-0.01ms) ~

Achtung: Surelite | braucht negative Flanke und gibt auch eine solche als Trigger aus!

Abbildung A.8.: Triggerdiagramm fiir die Postionisation.
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B. Datenbearbeitung

B.1. Ortsberechnung und Fehlerbetrachtung derselben

Zur Bestimmung von Positionen anhand der Flugzeit miissen die Flugzeiten und -ge-
schwindigkeiten der Teilchen in allen Teilbereichen des TOF berechnet werden. Nur dann
kann aus der Flugzeit die kinetische und damit auch die potenzielle Energie berechnet
werden (GL.B.1-B.7).

Ein = ezU = %mzﬂ (B.1)
=) (5.2)
Q‘ZU = % (B.3)
t 2€;LU =s (B.4)
o3

V2ezU
- sym\’ _ s'm
\tV2ez/) 22z

Elin: kinetische Energie; e: Elementarladung; z: Ladungszahl

U: elektrisches Potenzial; m: Masse; v: Geschwindigkeit; t: Zeit (B.7)

Im einfachen Fall startet ein Teilchen direkt am Repeller. Die Initialgeschwindigkeit hat
zwar nur geringe Auswirkungen auf die Flugzeit, wurde aber mit 400m/s beriicksichtigt.
Iterationen diesbeziiglich wurden wegen des geringen Einflusses vernachléssigt. Ein wei-

terer Parameter ist die Ionenbildungszeit. Hierfiir wurde auf Untersuchungen von Ver-
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B. Datenbearbeitung

tes zuriickgegriffen.”” Fiir DHB wurden z.B. 2ns angenommen. Der Einfluss ist ver-
nachlassigbar, wurde aber ebenso beriicksichtigt, da dadurch am Ionenentstehungsort
ein minimal anderer Gradient (das Teilchen fliegt in dieser Zeit mit der Initialgeschwin-
digkeit, also 0.8um) herrscht. Die Berticksichtigung dieses Effekts ergibt fiir die Quellen-
und Detektionsbereichsdurchquerung jedoch Flugzeitschwankungen unterhalb von 1ns.
Damit liegen die Schwankungen unterhalb der Kanalbreite des Oszilloskops. Der Einfluss
der Genauigkeit der Initalgeschwindigkeit und der lonisationszeit auf den Fehler in der
Bestimmung des Postionisationsortes ist somit gering. Durch den Potenzialgradienten
in der ersten Beschleunigungsstufe werden die gebildeten Ionen beschleunigt und errei-
chen eine Endgeschwindigkeit v1. Zur Durchquerung dieses Bereichs bendtigen sie die
Zeit t1. Aus der Beziehung zwischen potenzieller, elektrischer und kinetischer Energie
im TOF (vgl. 2.1.1,G1.B.1-B.7) kénnen durch Umstellung und Losung der quadratischen
Gleichungen fiir die Zeit die GI1.B.8 und fiir die Geschwindigkeit die Gleichung G1.B.9

gefunden werden.

; § di *m N vo *x dy xm 2+2*d%*m (B.3)
! 0 ezGy * dy ezGy * dy ezGhdy

vo: Initialgeschwindigkeit; d;: Abstand Ionisationsort — Beschleunigungsplatte 9.5-xmm

G1: Potenzialgradient 545.3V /mm (B.9)

Der zweite Abschnitt stellt idealisiert eine feldfreie Flugstrecke dar. Sie ist Repeller-
seitig mit einem Gitter versehen, wird jedoch auf der zum Flugrohr zugewandten Seite
nur durch eine Ringelektrode begrenzt. Beide Elektroden liegen auf gleichem Potenzi-
al. Diese Region wird im rechnerischen Verfahren als feldfreie Strecke behandelt. Die
Geschwindigkeit in dieser Strecke ist somit gleich der Endgeschwindigkeit in der ersten
Region. Die Zeit (t2) errechnet sich aus dem Quotienten der Strecke (6.8mm) und der
Geschwindigkeit. Fiir den letzten Abschnitt wird G1.B.8 mit der Endgeschwindigkeit
der ersten Region als vy berechnet und es ergibt sich t3. Dabei sind der andere Gra-
dient und die anderen geometrischen Verhiltnisse in dieser Region zu beriicksichtigen
(G=571.1V/mm; dy=13.5mm). Die Summation der Einzelzeiten liefert die Quellen-
durchquerungszeit tg4.;. Diese Zeit muss bei der Ablationsortberechnung von der Ge-
samtflugzeit abgezogen werden. Die Zeiten fiir die einzelnen Matrizes sind in Tabelle

B.1 (M+H") zusammengefasst. Da zu diesem Zeitpunkt der Ablationsort ungewiss ist,

147



B. Datenbearbeitung

sind diese Werte allerdings fehlerbehaftet. Fine Verlagerung des lonisationsortes um
0.2mm in Richtung Beschleunigungselektrode schligt sich in einer Anderung der Quel-
lendurchquerungszeit von 0.6ns nieder.

Die Geschwindigkeit nach der Quelle kann dagegen einfacher aus der gesamten po-

tenziellen Energie und der Initialgeschwindigkeit nach G1.B.10 berechnet werden.

\/262G1d1 + G2d2
Vo = Vg -+ m

G5: Gradient in der 2. Beschleunigungsstrecke

dy: Lange der zweiten Beschleunigungstrecke (B.10)

Fiir die Postionisation muss noch die andere lonisationsart beriicksichtigt werden.
Daher weisen diese Ionen zumeist eine andere Masse als die prompten Ionen auf. Dieser
Effekt iiberwiegt den Abstandseffekt.

Initial wurde von 1.5mm Postionisationsabstand ausgegangen. Jedoch waren dies
zunédchst nur Abschétzungen aus optischen Daten und ersten rechnerischen Ndherungen.
Die damit berechneten Quellendurchquerungs- und im Folgenden noch beschriebenen
Detektionsbereichsdurchquerungszeiten wurden genutzt, um Ablations- und Postionisa-
tionsort ndherungsweise zu bestimmen. Der ermittelte mittlere Abstand der jeweiligen
Messserie wurde dann zur erneuten Berechnung der Zeiten benutzt. Ebenso wurde mit
den Zeiten zur Durchquerung des Detektionsbereichs verfahren. Dieser schlie3t sich der
feldfreien Flugstrecke an. Zum Flugrohr wird diese Region durch ein geerdetes Gitter be-
grenzt. Abschluss bildet die auf hohem negativen Potenzial liegende MCP. Daher erfolgt
in dieser Region ebenfalls eine Beschleunigung. Mit G1.B.8 kann die Zeit fiir die Durch-
querung berechnet werden. Hierzu wird die Endgeschwindigkeit nach der Quellenregion
als Initialgeschwindigkeit eingesetzt. Wiederum sind der Abstand und der Potenzialgra-
dient entsprechend einzusetzen (Gp * dp = 2300V). Fiir die einzelnen Spezies konnen
auch diese Daten der Tabelle B.1 entnommen werden.

Sind nun Quellendurchquerungszeit, Zeit zur Durchquerung der Beschleunigungsre-
gion vor dem Detektor und Lénge des Flugrohres bekannt, kann aus den Flugzeiten der
Massensignale der jeweilige Ort der Ionisation berechnet werden. Im Falle der prompten
Signale ist dies annidhernd auch der Ort der Ablation (s.0.). Bei den Postionisations-
signalen dagegen handelt es sich um den Postionisationsort. Bei diesen Daten muss
natiirlich das Delay der Laser beriicksichtigt werden. Ein durch das Ansteuern der La-

ser und des Oszilloskops bedingter Laufzeitunterschied muss ebenfalls jeweils abgezogen
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B. Datenbearbeitung

werden. Im Fall des DCR-11 und des Surelite sind es 100ns und im Fall des Ny-Lasers
600ns. Mit G1.B.7 kann dann der Ablationsort bzw. der Postionisationsort berechnet wer-
den. Dazu wird zunéchst die Flugzeit in der freien Driftstrecke berechnet (Abzug aller
angefiihrten Zeiten von der Flugzeit). Als Quotient aus Flugrohrlange und dieser berei-
nigten Flugzeit wird die Geschwindigkeit erhalten. Mit G1.B.7 wird dann das Potenzial,
das zum Zeitpunkt der Ionisation herrschte, berechnet. Zusammen mit dem Potenzial-
gradienten der ersten Beschleunigungsstrecke sind dann die Ionisationsorte zugénglich.
Da der Postionisationsort durch den Laserjitter von Ablations- und Postionisationslaser
beeintrachtigt wird, wurde hier, wie schon erwéhnt, eine Mittelung iiber die jeweilige
Messserie durchgefiihrt. Fiir den Ablationsort gilt dies nicht, da hier die Aufzeichnung
des Massenspektrums durch den Laserpuls gestartet wird.

Fiir die Untersuchung bei verschiedenen Absténden mussten selbstverstandlich alle
Zeiten fiir jeden Abstand neu berechnet werden. Die Ergebnisse dieser Berechnungen
sind in Tabelle B.1 dargestellt.

Wie schon erwahnt sind einige Fehlerquellen in den Berechnungen zu beriicksichtigen.
Die Potenziale sind hinreichend genau bekannt. Die Berechnung der Flugrohrlange al-
lerdings wurde ohne Beriicksichtigung der Probendicke durchgefiihrt. Diese war zu dem
damaligen Zeitpunkt nicht bekannt. Hier ergibt sich ein systematischer Fehler. Weiterhin
sind die Strecken der einzelnen Abschnitte den technischen Daten des Massenspektro-
meters entnommen. Wahrend dies auf die Gesamtgeschwindigkeit keinen Einfluss hat,
kann es sehrwohl zu Abweichungen in den Quellendurchquerungszeiten kommen. Wei-
tere Fehlerquellen sind zum Beispiel die ermittelten Peakzeiten. Die Kanalbreite des
Ostzilloskops ist ausreichend schmal, da durch die limitierende Ortskorrektur ohnehin
recht breite Peaks erhalten werden. Die Auswertung stellt hier den gréfiten Unsicher-
heitsfaktor dar. Eine Fehleranalyse kann also nur eine Abschitzung sein. Dennoch ist
der grundsétzliche Ansatz nach G1.B.12 gegeben.

Zur Berechnung des Postionisationsortes wird zunéchst die Spannung berechnet, die
an diesem Ort zur Zeit der Ionisation geherrscht hat. Der Fehler dieser Berechnung setzt

sich aus einem zeitlichen und einem ortlichen zusammen.

ou ou

F = [ =]A —]A B.11

) =1 Gae+ (5as) (B.11)
ou s’m m?kg V
= 9" " — 146285292 = — B.12
ot t32ez 62852920 s3C s ( )
ou sm mkg V
=2 =11 = — B.1
0s t22ez 806 s2C m (B.13)
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Matrix Abstand / mm Spezies m/z | tges | 145 | tDetektor | 1S
DHB 1.4 IM+H]* | 155.15 | 0.4429 0.0823
M 154.14 | 0.4375 0.0842
IM-OHJ* | 137.13 | 0.4167 0.0774
M-H20)* | 136.12 | 0.4113 0.0791
1.14 M 154.14 | 0.4386 0.0836
IM-H20]* | 136.12 | 0.4123 0.0786
0.94 M 154.14 | 0.4392 0.0832
IM-H20]* | 136.12 | 0.4128 0.0782
SA 1.4 IMH]Y | 226.23 | 0.5345 0.0993
M+ 225.23 | 0.5283 0.1017
IM-OHJ™ | 208.22 | 0.5129 0.0953
[M-H20]* | 207.21 | 0.5068 0.0976
Dithranol [M+Nal* | 249.22 | 0.5608 0.1042
IM+H]® | 227.24 | 0.5356 0.0995
M prompt | 226.23 | 0.5345 0.0993
Mt Postion | 226.23 | 0.5294 0.1019
FA MHY | 19519 04967 | 0.0023
M 194.19 | 0.4908 0.0945
[M-OH]* 177.18 | 0.4733 0.0879
IM-H20]* | 176.17 | 0.4676 0.09
Chrysen 14 [M-+H]* 229.30 | 0.5389 0.0996
M* prompt | 228.29 | 0.5377 0.0994
Mt Postion | 228.29 | 0.5318 0.1024

Tabelle B.1.: Quellen- und Detektorregiondurchquerungszeiten.
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Verfolgt man diesen Ansatz, so kommt man mit einer Flugrohrlange von 2.043m,
den Flugzeiten aus einem DHB-Spektrum und einem zeitlichen Fehler von 20ns auf
einen Spannungsfehler von 29V aus dem ersten Term. Dabei setzt sich die Abschitzung
des zeitlichen Fehlers aus der Summation von Laserjitter (10ns), Peakbestimmungsfehler
(5ns) und etwaiger Fehler in den Berechnungen der Durchquerungszeiten (5ns) zusam-
men. Der zweite Term ergibt mit einem Fehler von 3mm einen Wert von 36V. Der
Ortsfehler wurde abgeschétzt. Beriicksichtigt wurde, dass die Flugrohrlénge mit einer
Genauigkeit von 1lmm aus verschiedenen Datensétzen (mehrere Proben von Dithranol
und CCA) berechnet werden konnte, aber dabei die Probendicke unbekannt blieb. Die
Erhohung des Fehlers ergibt sich aus einer Beispielrechnung unter Abschétzung der Pro-
bendicke. Der Gesamtspannungsfehler belduft sich somit auf 65V.

Die am Ort der Ionisation herrschende Spannung ergibt sich aus Potenzialgradi-

ent und Strecke. Der Fehler der Strecke ist daher nach Gl1.B.15 vom Spannungsfehler

abhéngig.”
_Uls)
$= 5 ) (B.14)
F(s(U)) = [ ans)]AU (B.15)
Os 1 M
U G S0 (B.16)

Mit dem obigen Fehler fiir die Spannung ergibt sich somit ein Fehler von 0.12mm fiir
den Ort. Wiirde nur der Ortsfehler der berechneten Spannung auf die Varianz der Flug-
rohrlédnge beschrénkt, so ergébe sich ein Fehler von 0.08mm. Fiir die Bestimmung der
von den Neutralen durchflogenen Strecke schlégt sich eine fehlerhafte Flugrohrléange in
beiden Berechnungen (Ablationsort und Postionisationsort) nieder. Der Zusammenhang
zwischen Geschwindigkeit, und damit Energie, und Zeit ist reziprok. Dennoch erscheint
es auch auf Grund der ansonsten grofiziigigen Ansetzung von Fehlerwerten zulédssig, mit
dem kleineren Fehler zu rechnen. Dies gilt insbesondere, da der Fehler aus der Streuung
der Intensitédten nicht abgeschétzt werden kann und der wirkliche Fehler der Verteilungs-
maxima ohnehin grofer ist. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte und dem fehlenden
Jitter bei der Ablationsortbestimmung ergibt sich der ortsbedingte Fehleranteil am Ge-

schwindigkeitswert zu 36 m/s.!

*Mafigeblich sind hier nur der Gradient und die Strecke der ersten Beschleunigungsregion. Die

Potenzialdifferenz der zweiten wird von der berechneten Gesamtspannung am Ionisationsort abgezogen.
"Berechnet fiir FA bei einem Postionisationsabstand von 1.4mm und einem Verteilungsmaximum
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B.2. Datenverarbeitung

Die Datenaufbereitung muss derzeit noch durch zahlreiche Einzelschritte erfolgen. Der
automatischen Verarbeitung steht auch deren fehlender, bewertender Charakter ent-
gegen. Einige Arbeitschritte entstehen durch die Verwendung spezieller Programme wie
z.B. xmgrace. Die vom Labview-Programm ,,get MS_post“ abgespeicherten Daten miissen
daher fiir die Verwendung mit xmgrace konvertiert werden. Exponenten diirfen kein
»,+“-Zeichen enthalten. Des Weiteren wird eine englische Notation der Dezimalstellen
erwartet. Der Export aus dem Labview-Programm erfolgt jedoch geméafl den Systemein-
stellungen meist in deutscher Notation. Weiterhin miissen FDO-Daten von den Massen-
spektren getrennt werden. Sie werden in getrennten Dateien gespeichert. Die FDO-Daten
erhalten dafiir das Prefix ,m® fiir MOPO. Zur Reduzierung der Daten kénnen die er-
sten 10us verworfen werden. Lediglich bei Dithranol wird dadurch der Delay-Bereich
auf Werte von groler 2us-Delay begrenzt. Diese Schritte werden von dem batch-Skript
,mstrans_post1¢ (C.2.1) geleistet. Sollen die ersten 10000 Zeilen erhalten bleiben, so
kann das Skript ,mstrans_post* (C.2.2) verwendet werden. Beide konvertieren die Roh-
datendateien zunécht vom Windows-PC in das Unix-Format (LF+CR —CR). Die Mas-
senspektren werden in die Ursprungsdateien geschrieben. Es empfiehlt sich daher, vor
der Bearbeitung Sicherungskopien anzufertigen.

Wird eine Auflistung aller Rohdatendateien mit Leerzeichen oder Tabulator als Tren-
ner xmgrace iibergeben, so werden diese gesammelt eingelesen. Dazu bieten sich Aus-
gabeumleitung und Kommandos wie Is und tr unter linux an. Unter xmgrace kann nun
der Wert des Detektoroffsets mit der Funktion , Feature-extraction—y-median® ermit-
telt und der erhaltene Datensatz in eine Datei exportiert werden. Das Projekt sollte
jetzt gespeichert werden. Fiir das Skript ,,xmgr_base _kor® (C.2.3) muss die letzte Zeile,
eine Leerzeile, geloscht werden. Dieses Skript ermittelt aus der Anzahl der Zeilen die
Identifikationsnummer des Datensatzes mit den offsets. Anschlielend wird eine Batch-
Datei fiir xmgrace geschrieben und eine Befehlsequenz zum richtigen Aufruf ausgegeben.
Hier muss lediglich noch der Name der gespeicherten Projekt-Datei angegeben werden.
Nach Absetzen dieser Kommandozeile berechnet xmgrace die korrigierten Spektren. Es
empfiehlt sich, diese zu speichern. Es ist dabei durchaus moglich, die Datei mit gzip
zu komprimieren. Theoretisch wire xmgrace auch zuvor in der Lage mit komprimierten

Daten umzugehen. Jedoch steigt dann CPU und Speicherbedarf immens. Selbst auf gut

von 406m/s.
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ausgestatteten Rechnern ist aber die Konvertierung von 200 und mehr Spektren auf
einen Zug bereits sehr speicherintensiv.

Die eigentliche Datenauswertung muss nun von Hand geschehen. Dazu werden fe-
ste Regionen fiir die prompten Peaks definiert. Fiir die Postionisationsignale dagegen
miissen die Regionen jeweils neu festgelegt werden. Der Einsatz von zwei Grafen ne-
beneinander ermdoglicht ein effizientes Arbeiten. Zunéchst wird das jeweilige Spektrum
durch den integrierten Algorithmus gemittelt. Eine addquate Glattung wird durch eine
Mittelung von 5 Werten erhalten. Mit der Funktion ,,evaluate Expression® kénnen die
Daten aus einer Region des Spektrums in den zweiten Grafen iibertragen werden. Nach
Autoskalierung desselben und ggf. Verwendung des Zooms kann die Peakposition mit
dem Fadenkreuz aufgefunden werden. Eine automatische Suche empfiehlt sich weder un-
ter Zeit- noch Genauigkeitsaspekten, da keine Peak-Pattern oder Spikes beriicksichtigt
werden. AnschlieBend kann das Integral des Bereichs ermittelt werden. All diese Daten
miissen fiir alle interessanten Peaks separat ermittelt und in eine Tabelle transferiert wer-
den. Meist werden der MH™, ein weiterer prompter Peak und zwei Postionisationssignale
(moglichst darunter der M'") ausgewertet.

Abschlielend miissen noch die FDO-Daten aufbereitet werden. Es werden bis zu 300
Werte gespeichert. Davon reprisentieren aber die letzten 60 in etwa die FDO-Leistung
wahrend der Aufzeichnung von 30 Einzelmassenspektren. Diese werden im TDK540
gemittelt. Das Skript ,,mopo_leist* (C.2.4) extrahiert diese und schreibt sie, fiir xmgrace
lesbar, in eine Datei mit dem Prefix ,,p“. Diese konnen analog den MS-Rohdaten in
xmgrace eingelesen werden. Mit der Funktion ,Feauture-extraction—y-average“ wird
ein Mittelwert erhalten.

Unter Verwendung der in Abschn.B.1 aufgezeigten Formeln kénnen aus den Positio-
nen der prompten Signale der jeweilige Startort und aus der Differenz der Peakpositionen
von postionisierten Teilchen und dem Delay die Postionisations-Laserposition erhalten
werden. Letztere wird zur Abschwéchung des Laserjitters iiber alle Daten gemittelt. Aus
dem Mittelwert der Postionisationslaserposition und dem jeweiligen Desoprtionsort wird
die individuell zuriickgelegte Strecke der Neutralen berechnet. Daher ist es auch nicht
sinnvoll, bei der Akquisation mehr als 30 Einzelspektren zu mitteln. Die Signale werden
breiter und eine Bestimmung der Peakposition wird ungenauer. Andererseits sind bei 20
Spektren die Leistungsschwankungen des MOPO noch recht stark.

Die Integrale der einzelnen Signale werden auf 1 normiert. Ebenso wird mit den FDO-

Werten verfahren. Diese relativierten Daten kénnen in xmgrace eingelesen werden. Eine
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direkte Normierung erwies sich als ungiinstig. Die Effekte wurden iiberkompensiert und
die Daten eher schlechter denn besser. Der Einfluss der FDO 148t sich gut durch eine
Normierung mit der Wurzel des Normierungsfaktors erfassen. Fiir das Matrixintegral

dagegen erwies sich die 9. Wurzel als geeigneter.
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C. Programme und Skripte

C.1. Labview-Program ,,getMS_post,,

Das in Abb.C.1 dargestellte Programm ging aus dem wéihrend der Diplomarbeit er-
stellten hervor. Es werden im Folgenden nur die Anderungen beschrieben. AuBerhalb
der wiahrend des Programmablaufs permanent laufenden Schleife werden zusétzlich eine
GPIB Session fiir den MOPO-Controller und ein Array (Standart sind 300 Datensétze)
initialisiert (Abb.C.2). Die innere Schleife fragt, solange der Boolean-Taster nicht akti-
viert wird, den MOPO-Controller immer wieder mit dem Kommando ,,read:fdo-pwr?*
ab. Der zuriickgegebene Wert wird an die néchste Position des Arrays iibergeben. Sind
alle Datensétze des Arrays gefiillt, wird ein neues erzeugt. Dies wird dadurch realisiert,
dass die Schleife nach 300 Zyklen endet. Durch die d&uflere Schleife wird eine neue innere
gestartet. Jeder Zyklus der inneren kann durch den Abgleich mit einem Timer nicht
vor 49ms beginnen. Wird der Boolean-Taster ,,speichern aktiviert (er erhélt damit den
Wert FALSE), wird das Array an die duflere Schleife {ibergeben. Hier befindet sich im
FALSE-Bereich (s.Abb.C.3) der Inhalt der inneren Schleife des Programmvorgéngers.
Hier wird jetzt das Oszilloskop abgefragt und ein Array geschrieben. Dieses Array wird
in eine ASCII-Datei umgewandelt. An diese wird das ebenfalls umgewandelte Array
der MOPO-Leistungsabfrage als letzte Zeile angehéngt. Die einzelnen Leistungswerte

werden durch TAB getrennt.
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Abbildung C.1.: Bildschirmansicht des Programms get_MS_post.
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Abbildung C.2.: Ablaufschema des Programms get_MS _post.
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Abbildung C.3.: Ablaufschema des True/False-Bereichs wéhrend des Speicherns.
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C.2. Batchprogramme

C.2.1. Rohdatenaufbereitung durch ,,mstrans_postl*“

#!/bin/bash
#maldi-postion-spektrenbearbeitung
dir=$PWD

#umsetzung dos nach unix, plus wird weggeschnitten
for i in ‘ls *.txt°

{

echo $i

chmod ugo+w $i

cp $i ../tmpl/$i

recode ibmpc..latinl ../tmpl/$i

tr -d "+" < ../tmpl/$i > ../tmp2/8$i
rm ../tmpl/$i

}

cd ../tmp2

#schneidet erste 10000 Zeilen weg!

for i in ‘ls *.txt°

{

echo $i

sed -n -e ’10000,49999 p’ $i > ../tmp3/8$i
sed -n -e ’$ p’ $i > ../tmp3/m$i

rm $i

}

cd ../tmp3
for i in ‘ls *.txt¢
{

echo $i
tr "M MY < $i > $dir/$i

rm $i
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C.2.2. Rohdatenaufbereitung durch ,,mstrans_post*“

#!/bin/bash
#maldi-postion-spektrenbearbeitung
dir=$PWD

#umsetzung dos nach unix, plus wird weggeschnitten
for i in ‘ls *.txt‘

{

echo $i

chmod ugo+w $i

cp $i ../tmpl/$i

# rm ./$i

recode ibmpc..latinl ../tmpl/$i

tr -d "+" < ../tmpl/$i > ../tmp2/8$i
rm ../tmpl/$i

}

cd ../tmp2

#letzte Zeile wird in "m"-Datei geschrieben, Rest behaelt alten Namen
for i in ‘ls *.txt‘

{

echo $i

sed -n -e ’1,49999 p’ $i > ../tmp3/$i

sed -n -e ’$ p’ $i > ../tmp3/m$i

rm $i

}

cd ../tmp3

for i in ‘ls *.txt‘
{

echo $i
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tr ||,|| II.II < $1 > $d1r/$1
rm $i

3

C.2.3. Skript ,,xmgr_base_kor* zur Basislinienkorrektur durch

xmgrace

#!/bin/bash

#Diese Skript soll aus einem aus xmgrace exportierten Ascci-Sheet,
#das die Baseline-Daten enhalt, eine Batch-Datei generieren,
#die dann mittels

# xmgrace Datei -batch erzeugte_batch_Datei

# automatisch die Sets um den Basis-Wert korrigiert

# Ascii-Sheet mittels Feature-extraction, y-median,

#letztes Set exportieren

#generieren;

#

#

echo "Bitte geben Sie den Pfad des Baseline-ASCII-Sheets an!"
read base;

i=0; #Laufvariable;

j=‘wc -1 $base | cut -d" " -f6°‘ #Anzahl der Zeilen im Base-;
#line-Ascci-sheet;

while ‘test $i != $j°; #Schleife solange Laufvariable<Anzahl Zeilen;
do

echo "s$i.y = s$i.y - s$j.y[$i]" >> $base.bat #Batch;

# Befehl fir jede Zeile in Batch-Datei schreiben;

i=‘expr $i + 1° # Laufvariable um eins erhdhen

done;

echo "Die Batch Datei befindet sich unter $base.bat !"

echo "Bitte geben Sie an der Kommandozeile

Jixmgrace <agr-File> -batch $base.bat’, ein."

# TODO: Anzahl Zeilen ums eins vermindern,
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#Ende im echo-Befehl durch diese

# ersetzen, Baseline-sheet und Batchdatei per Eingabe abfragen

C.2.4. Skript zur Extraktion der MOPO-Leistungsdaten.

#! /bin/bash

echo "script zur extraktion der letzten Leistungsdaten"

#i#teinlesen des Verzeichnises

echo "Bitte geben Sie das Verzeichnis mit den Leistungsdaten an!"
read verz

echo $verz

## einlesen des Datei-Suchmusters

echo "Bitte geben Sie den Datei-Suchschliissel an (z.B m26080277.txt)!"
read pattern

### einlesen der Anzahl zu extrahierender Daten

echo "Bitte geben Sie die Anzahl der einzulesenden Daten an!"

read anz

echo "Es werden die temporédren Verzeichnisse /home/muskat/postion/

tmp/tmpl. .tmp3 bendtigti."

tdirl=/home/muskat/postion/tmp/tmpl
tdir2=/home/muskat/postion/tmp/tmp2
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tdir2=/home/muskat/postion/tmp/tmp3

path=‘echo $PWD°

cd $verz

for i in ‘ls $pattern‘;##Begin Schleife fiir alle Suchergebnisse
{

echo $i

tr ’\t’ ’\n’ < $i > /home/muskat/postion/tmp/tmpl/$i;
##Austausch tab gegen linefead

words=‘wc -w $i | tr -s " " | cut -4d" " -f2¢;
##Anzahl der Datensdtze extrahieren

echo $words

lines=‘expr $words - $anz‘;

##Differenz aus Anzahl vorhandener und gewiinschter DS
if ‘test $lines -gt 0°;##sind geniigend vorhanden?
then

sed -n -e ’’$lines’,$ p’ $tdirl/$i > $verz/p$i;
##gewiinschte DS in Ursprungsdatei schreiben

else

sed -n -e ’1,$ p’ $tdirl/$i > $verz/p$i;

## sed -n -e ’’$words’,$ p’ $tdirl/$i > $verz/p$i;
##alle vorhandenen DS in Ursprungsdatei schreiben (konnte auch unterbleiben!)
fi

}
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