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Einleitung

Die Massenspektrometrie ist eine der &ltesten Methoden zur Bestimmung von Atom- und
Molekiileigenschaften. Ende des 19. Jahrhunderts bestimmte J. J. THOMSON die Masse
von lonen in Kathodenstrahlen mit Hilfe elektrischer und magnetischer Felder [I]. Diese
Arbeiten waren Ausgangspunkt fiir die Entdeckung des Elektrons (J. J. THOMSON,
Nobelpreis fiir Physik 1906) und den Nachweis von natiirlichen Isotopen (F. W. ASTON
Nobelpreis fiir Chemie 1922).

Seitdem hat die Massenspektrometrie wertvolle Beitrdge zur Analytik und sogar In-
formationen zur Aufkldarung von Molekiilstrukturen geliefert. Limitierend beziiglich der
Probenmolekiile war dabei lange die Notwendigkeit, die Probe in die Gasphase bzw.
das Vakuum zu iiberfithren. Erst vor etwa zwanzig Jahren wurden neue Ionenquellen

entwickelt, die nicht mehr vom Dampfdruck der untersuchten Substanz abhéngen.

Mit Hilfe eines Laserpulses konnen Substanzen mit fast beliebiger Masse desorbiert wer-
den. Durch Einbettung der Probe in eine Matrix aus Metallpulver und Glyzerin konnte
K. TANAKA 1988 erstmals lonen mit einer Masse iiber 100000 Da massenspektrometrisch
nachweisen (Nobelpreis fiir Chemie 2001) [2]. Durch das Einbetten in eine feste Matrix,
die als Protonendonor oder Akzeptor wirkt, gelang M. KARAS und F. HILLENKAMP
1987 die Desorption von protonierten oder deprotonierten Substanzen [3]. Dieses Verfah-
ren konnte 1989 auf eine Vielzahl von Proteinen mit einer Masse {iber 100000 Da ange-
wendet werden [4]. Die Methode nennt sich matriz assisted laser desorption/ionization

(MALDI) und ist heute eine der wichtigsten Methoden in der Massenspektrometrie.

Von M. DOLE stammte 1968 die Idee zur Elektrosprayionisation (ESI) [5]. Er konn-
te erstmals zeigen, dass sich grofle isolierte Molekiile aus geladenen Trépfchen heraus
erzeugen und ionisieren lassen, war aber nicht in der Lage, diese Molekiile ndher zu cha-
rakterisieren. Dies gelang erst J. B. FENN. Er konnte die Masse der entstandenen Ionen
mittels einer linearen Quadrupol-lonenfalle analysieren (Nobelpreis fiir Chemie 2002)
[6]. Spéter gelang ihm der massenspektrometrische Nachweis von Proteinen mit Massen
iiber 70000 Da [{]. Die Darstellung nicht-fliichtiger, thermisch instabiler Molekiile als
intakte Spezies ermoglicht nun auch ihre Spektroskopie ohne Umgebungseinfliisse in der

Gasphase.
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FEinleitung

Als Nachweis der Photoanregung soll die Photofragmentierung dienen. Die Verwendung
von massenspektrometrischen Verfahren bietet den Vorteil, dass man durch Massenselek-
tion parallel zu spektroskopischen Untersuchungen, sicherstellen kann, dass das gemesse-
ne Signal von der gewiinschten Substanz stammt. Die Fragmentierung als Nachweis der
UV-Laser Absorption ist sehr effizient, da die Fluoreszenzquantenausbeute fiir viele Mo-
lekiile kleiner als 50% ist und der Teilchennachweis mit einer Nachweiswahrscheinlichkeit

von 1 gefithrt werden kann.

In den 70er Jahren wurden erstmals Photofragmentspektren von Kationen in Ionenfallen
aufgezeichnet. Die ersten Untersuchungen zur Wellenldngenabhéngigkeit der Dissozia-
tion von Radikalkationen nach elektronischer Anregung stammen von R. C. DUNBAR
aus dem Jahr 1971 [8]. Durch chemische Tonisation konnten B. S. FREISER und J. L.
BeEAucHAMP 1977 das erste UV-Spektrum einer protonierten Substanz in der Gasphase
aufzeichnen [9]. Als Ionenfalle wurden jeweils Ionenfallen mit statischen elektrischen und

magnetischen Feldern verwendet.

Experimentell einfacher ist das Einfangen von Ionen in elektrischen Wechselfeldern. Diese
Technik wurde von 1958 von W. PAUL entwickelt (Nobelpreis fiir Physik 1989) [10]. Die
Methode fand lange Zeit wenig Beachtung. Erst durch die von J. B. FENN eingefiihrte
Kombination von Elektrosprayionenquelle mit Quadrupolfallen gewann diese Technik an
Bedeutung und ist heute eine der am weitesten verbreiteten massenspektrometrischen
Verfahren.

Wie oben beschrieben hat die technische Entwicklung der letzten Jahre zuverldssige
und einfach zu bedienende Ionenquellen fiir protonierte und deprotonierte Substanzen
hervor gebracht. Dennoch sind bisher nur wenige spektroskopische Untersuchungen an
protonierten oder deprotonierten Systemen in der Gasphase durchgefiihrt worden. So
wurden kleine aromatische Systeme mittels IR-Spektroskopie untersucht [I1, T2, [13].
In jiingster Zeit wurden von JOUVET et al. die zeitaufgeloste Photodissoziation von
protonierten Aminosduren und Tryptamin bei einer festen Wellenléinge gemessen. [T4.
15, [16].

Besonders wenig ist iiber die Wellenlédngenabhéingigkeit der elektronischen Anregung be-
kannt. Sowohl die Arbeiten von B. S. FREISER und J. L. BEAUCHAMP als auch die
Untersuchungen von L. H. ANDERSEN et al. am green fluorescent protein [, [I8, [19]

haben die Wellenldngenabhéngigkeit nur punktweise bestimmt.

Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau einer Maschine mit der routineméflig Spektroskopie an
elektronischen Zusténden protonierter und deprotonierter Systemen durchgefiihrt werden
kann. Elektronisch angeregte Molekiile und Ionen sind hoch reaktive Spezies. Sie spielen

eine wichtige Rolle in der Chemie des Alltags und in der Biologie. Dennoch ist nur



wenig iiber die elektronische Anregung von protonierten Substanzen und ihre Dynamik
bekannt. Um die elektronische Anregung und deren Wellenléngenabhéngigkeit zu messen,
soll eine Elektrosprayionenquelle mit einer Paul-Falle kombiniert werden. Die Absorption
kann dann durch die Dissoziation der angeregten Ionen nachgewiesen werden. Mit Hilfe
dieses Aufbaus soll eine deutlich genauere Messung der UV-Spektren von protonierten

Substanzen in der Gasphase erreicht werden.

Die zusétzliche Ladung kann entweder direkt, oder iiber grofiere Entfernungen durch
einen Feldeffekt Einfluss auf den Chromophor nehmen. Man fand z.B., dass die zusétzliche
Ladung neue Zustinde schafft, die in neutralen Molekiilen nicht existieren [I4, 20]. Ver-
schieben sich durch die Ladung konische Durchschneidungen, so kann dies groflen Einfluss
auf die Lebensdauer und damit die Photostabilitdt haben. Diese Effekte lassen sich nur
in der Gasphase storungsfrei untersuchen. Im Losungsmittel kommt es immer zu einer
Uberlagerung von molekularen Effekten und Losungsmitteleffekten. Dabei wird im All-

gemeinen der molekulare Anteil vom Losungemittelanteil iiberdeckt.

Fiir den Nachweis {iber die Photofragmentierung miissen die untersuchten Systeme fol-

gende Voraussetzungen erfiillen.

1. Die Energie der absorbierten Photonen muss gréfer sein, als die durchschnittliche

Aktivierungsenergie fiir die Dissoziation.

2. Die untersuchten Systeme miissen oberhalb der Dissoziationsgrenze gut absorbie-

ren.

3. Das Ion muss eine funktionelle Gruppe enthalten, die leicht protonierbar ist, damit

es in der ESI ausreichend Ionen bildet. Dafiir eignen sich z.B. Amine.

Systeme, die alle Voraussetzungen erfiillen, sind z.B. die aromatischen Aminosauren. Aus
massenspektrometrischen Untersuchungen ist bekannt, dass diese Substanzen leicht zu
ionisieren und leicht zu fragmentieren sind. Zudem sind die spektroskopischen Eigen-
schaften der neutralen Substanzen gut untersucht. Sie sind deshalb gute Testsysteme,
bei denen sich die Ladung auflerhalb des Chromophors befindet. Untersuchungen an den
neutralen Nukleobasen haben einige neu, interessante Eigenschaften zur Photostabilitét
gezeigt. Da sie sich ebenfalls leicht ionisieren und fragmentieren lassen, bieten sie sich
damit ebenfalls fiir Testmessungen an. Sie sind Testmolekiile mit der Ladung im Chro-

mophor.
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1 Allgemeiner Teil

1.1 Moderne Methoden der Massenspektrometrie

Besonders zwei Ionenquellen haben sich in den letzten Jahren zur Ionisation von grofien
Molekiilen bewéahrt. Zum einen die electrospray ionization ESI und zum anderen die ma-
triz assisted laser desorption/ionization MALDI. Entsprechend den Eigenschaften der
Ionenquellen haben sich populdre Kombinationen mit zum Teil neuen Massenanalysa-
toren herausgebildet, die eine wichtige Rolle in der modernen Bioanalytik spielen. Ins-
besondere ESI wird haufig zusammen mit Ionenfallen zur Massenanalyse verwendet. Da
Flugzeitmassenspektrometer selten in Kombination mit ESI verwendet werden, wird hier

auf eine nahere Diskussion dieser Technik verzichtet.

1.1.1 Matrix assisted laser desorption/ionization - MALDI

Die matriz assisted laser desorption/ionization wurde 1987 von KARAS und HILLEN-
KAMP eingefithrt [3, 21]. Fiir die Ionisation wird die Probe in eine Matrix eingebettet.
Mit einem Laser wird dann Probe und Matrix desorbiert (s. Abb. [[1l). Wéhrend der
Desorption kommt es zur Ionisierung der Probe. Diese Technik hat in der Bioanalytik
eine wichtige Position eingenommen, da sie den massenspektrometrischen Nachweis auch
von groflen Proteinen mit standardisierten Methoden und geringem Probenverbrauch
erlaubt [2T, [4].

Die Matrix muss mehrere Funktionen erfiillen. Sie muss bei der Wellenldnge des La-
sers absorbieren und die Ladung auf die Probenmolekiile transferieren. Die Matrix muss
einen niedrigen Siedepunkt aufweisen, damit moglichst wenig Energie ins System einge-
bracht werden muss. Zudem muss die Matrix in der Lage sein, die Probe zu solvatisieren.
Die Matrix muss die Probenmolekiile schon im Feststoff von einander separieren. Viel-
fach kommen aromatische Carbonséduren wie 2,5-Dihydroxybenzoeséure, Sinapinséure,
Ferulasédure oder 2,4,6-Trihydroxyacetophenon zur Verwendung. Aufgrund der einfachen

Bedienung wird haufig ein Ny-Laser mit A = 337 nm verwendet.
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Probenhalter Laser Abzugselektroden

RN

@ : Probenmolekiile
O : Matrix

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau einer MALDI-Quelle. Ein Laser desorbiert Matrix
und Probe. Wahrend der Desorption kommt es zur Ionisation. Entstan-
dene Tonen werden mit Hilfe der Abzugselektroden zum Detektor hin
beschleunigt.

Die Energie des Lasers wird in der Matrix deponiert. Dies fiihrt zu einer sehr schnellen
Erhitzung des Materials. Die Matrix verdampft explosionsartig und reiffit Proben- und
Matrixmolekiile mit. Die Probe liegt schnell als isoliertes Teilchen in der Gasphase vor,
so dass die Matrix nur einen Teil ihrer thermischen Energie auf die Probe iibertragen
kann. Durch Kollisionen mit Neutralteilchen kann die Probe zudem Schwingungsenergie
abgeben. Durch dieses schnelle Autheizen und wieder Abkiihlen, wird die Mehrzahl der

Probenmolekiile nicht zerstort.

Dieses Konzept des sehr schnellen Aufheizens wird in mehreren massenspektrometri-
schen Verfahren wie fast atom bombardement (FAB) [22], secondary ion mass spectrome-
try (SIMS) 23, 24] oder #2C f-plasma desorption (Cf-PD) [25] verwendet. Die letzteren
Methoden deponieren die Energie kurzfristig in dem Probenmolekiil, so dass es insbe-
sondere bei groflen Molekiilen zu verstéirkten Fragmentierungen kommt. Dennoch gelang
der Nachweis von kleineren Peptiden sowohl mit FAB [26] als auch mit PD [27].

Im Gegensatz zu FAB, SIMS und PD wird bei MALDI die Energie nicht direkt dem Pro-
benmolekiil zugefiihrt, sondern dessen Umgebung, der Matrix. Diese verdampft schlag-
artig und reilt die Probe mit, die dabei Ionisiert wird. Die Einzelheiten der Ionisation

beim Maldiprozess sind nicht geklart. Diskutiert werden mehrere Modelle.



1.1 Moderne Methoden der Massenspektrometrie

e Es ist moglich, dass die Ladungstrennung bereits wahrend der Probenpréparation
stattfindet und die Probenmolekiile als protonierte Spezies in der Matrix vorliegen,

die dann direkt desorbiert werden [Z21].

e Der primére Schritt ist ein resonanter Mehrphotonenschritt in der Matrix. Da-
durch werden Radikalkationen erzeugt, die anschlieBend ein Proton auf die Probe
tibertragen (Photosduren). Diese Prozesse laufen im Bereich von Nanosekunden
ab. Die Ionisation findet wiahrend der Desorption statt. Es handelt sich dabei um
Gasphasenreaktionen von Einzelteilchen. Der Ladungstransfer auf die Probe fin-
det in der Gasphase statt. Die Coulombkraft wird nicht mehr durch die Matrix

abgeschirmt, so dass sich bevorzugt einfach geladene Ionen bilden [2§].

e Beim Clusterionisationsmechanismus ist der erste Schritt ebenfalls eine Photoio-
nisation der Matrix. Allerdings schliefit sich daran nicht direkt die Ionisation an,
sondern die Desorption von geladenen Clustern. Innerhalb des Clusters kommt es
dann zu Protontransferreaktionen. Durch Uberschussenergie, die withrend der Bil-
dung des Clusters iibetragen wurde, zerfillt der Cluster anschlieBend. Die Ionisation

findet nach der Desorption innerhalb eines Clusters statt [29.

MALDI liefert im Gegensatz zu ESI (s. Kap. [LT2) mehrheitlich einfach geladene Ionen.
Bei grofien Molekiilen kénnen auch zwei- oder dreifach geladene Ionen beobachtet wer-
den. Diese haben allerdings nur eine geringere Intensitit und je hoher die Ladungszahl
ist, desto geringer wird die Intensitédt im Massenspektrum. Dies hat den Vorteil, dass sich
das gesamte Signal in einem Peak findet und man dadurch ein besseres Signal/Rausch-
Verhiltnis erhélt. Ein Nachteil von MALDI ist die aufwendige Probenpriparation. Das
Probenmolekiil muss in eine geeignete Matrix eingebracht werden. Dafiir muss erst ei-
ne passende Matrix gefunden werden. Das Erstellen der Matrix ist auch bei bekannter
Zusammensetzung zeitaufwendig. Insgesamt ist die Probenpraparation deutlich langwie-

riger als bei ESI.

Die Ionisation findet im Vakuum statt. Die Probe muss dazu mit der Matrix erst durch
eine Schleuse ins Vakuum eingebracht werden. Dies erfordert zusétzlichen apparativen
Aufwand. Bei MALDI werden die Ionen durch gepulste Laser erzeugt, im Gegensatz zu
ESI handelt es sich also um eine gepulste Ionenquelle. Als Massenanalysatoren eignen
sich entsprechend gepulst arbeitende Analysatoren wie time of flight TOF. Bei TOF-
Analysatoren ist der apparative Aufwand nicht von der Groéfle der zu untersuchenden
Massen abhéngig. Sowohl die Massenauflosung als auch die Geschwindigkeit, mit der
Massenspektren aufgenommen werden kénnen, sind hoher als bei Paul-Fallen. Die Kom-
bination MALDI-TOF wird darum héufig verwendet, wenn die Geschwindigkeit, mit der

Massenspektren aufgezeichnet werden, von Bedeutung ist.
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1.1.2 Elektrospray lonisation - ESI

Die ESI-Quelle stellt eine besonders leicht zu bedienende Ionenquelle dar. Die Probe
wird mittels einer Spritze mit automatischem Vorschub in die Quelle eingebracht. Fiir
alle wasserloslichen Verbindungen fiihrt dies zu einer sehr einfachen und schnellen Pro-
benpréparation, da lediglich eine Losung angesetzt werden muss. Die Ionisation findet
bei Atmosphérendruck unter Schutzgas statt, so dass auch hier kein grofier apparativer

Aufwand notig ist.
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Abbildung 1.2: ESI-MS von Cytochrom C in Methanol: Wasser:Essigsdaure 49,5:49,5:1. Es
zeigt eine typische, glockenformige Ladungsverteilung. Der intensivste
Peak ist [M +15H]'""". Durch die 1/2-Abhéngigkeit, sind die Peaks nicht
dquidistant. Die Abstédnde nehmen mit groferem m/z-Verhéltnis zu.

Ein grofler Nachteil der ESI-Quelle ist die Entstehung mehrfach geladener Ionen. Da-
mit werden die vorhandenen Probenmolekiile auf mehrere Spezies verteilt, was zu einer
Verschlechterung der Signalstérke fithrt. Zusétzlich werden die Massenspektren kompli-
zierter, da fiir jede Substanz in der Probe mehrere Peaks im Massenspektrum erscheinen.
Ab einer Masse von ca. 1000 Da entstehen vermehrt mehrfach geladene Ionen [30]. Ob

weitere Protonen an das Ion gebunden werden, hiangt davon ab, ob das Molekiil weitere



1.1 Moderne Methoden der Massenspektrometrie

Orte mit hoher Protonenaffinitédt besitzt und wie weit diese von einander entfernt sind
(Coulomb-Abstoflung). Wéhrend der Ionisierung verliert das Molekiil seine Solvathiille.
Die Ladungen konnen nicht mehr abgeschirmt werden. Die vom Abstand der Ladun-
gen im Molekiil abhéngende Coulombabstoflung bestimmt, wieviele Ladungen stabilisiert

werden konnen.

Die bevorzugte Bildung von mehrfach geladenen Ionen hat aber auch den Effekt, dass die
Massenanalysatoren nur fiir einen relativ kleinen m/z-Bereich ausgelegt werden miissen.
Auch bei sehr grofien Molekiilen liegt das resultierende m/z-Verhéltnis unter 3000 Da.
Massenanalysatoren, die elektrische oder magnetische Felder nutzen, z.B. Penning oder
Paul-Fallen, kommen bei der Verwendung von ESI-Quellen mit deutlich kleineren Feld-
stiarken aus. Der apparative Aufwand wird dadurch erheblich verringert. ESI ist eine
kontinuierliche Methode. Sie wird daher bevorzugt mit kontinuierlich arbeitenden Mas-

senanalysatoren wie Quadrupolionenfallen (s. Kap. [LT3]) eingesetzt.

In Abb. ist das ESI-Massenspektrum von Cytochrom (ﬂ gezeigt. Es zeigt eine typi-
sche, glockenformige Ladungsverteilung. Die Verteilung hingt vom pH-Wert des verwen-
deten Losungsmittels ab. In essigsaurer Losung liegt das Maximum zwischen +13 und
416 [3T, B2]. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit Abb. In neutraler Losung ver-
schiebt sich das Maximum zu geringeren Ladungszahlen von +8 bis +10. Die Abhéngigkeit
des Massenspektrums vom pH-Wert des verwendeten Losungsmittels wird auf Anderungen
der Konformation des Molekiils zuriickgefiihrt [31, 33]. Die Mehrfachladungen fiithren zu
zwei Problemen. Da sowohl die Masse als auch die Anzahl der Ladungen nicht bekannt
sind, muss man zwei Peaks im Spektrum eindeutig einem Molekiil zuordnen kénnen, um
die Masse bestimmen zu konnen. Hat man allerdings mehrere Peaks einer Masse zuord-
nen konnen, erhoht dies die Genauigkeit der Massenbestimmung, da iiber mehrere Peaks

die Masse gemittelt werden kann [30).

Die Berechnung der Molekiilmasse aus mehreren unterschiedlich geladenen Spezies im
Massenspektrum wird Dekonvolution genannt. Fiir das gezeigte Massenspektrum ergibt
die Dekonvolution eine Masse von 12,3 kDa. Dies stimmt mit der Herstellerangabe von
ca. 12,4 kDa iiberein. Wahrend der Elektrosprayionisation kénnen nicht nur Protonen
sondern auch Natrium- und Kaliumionen als Ladungstriger auf das Molekiil gelangen.
Dies fiihrt bei der Dekonvolution zu Fehlern in der Massenbestimmung. Der Unterschied
zur Herstellerangabe konnte z.B. durch unterschiedlich starke Adduktbildung entstanden

sein.

! Aus Pferdeherzen, Hersteller: Serva Electrophoresis
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1.1.2.1 Funktionsweise einer ESI-Quelle

In Abb. ist der schematische Aufbau der Elektrosprayionenquelle gezeigt. Durch den
Probeneinlass wird die Probenlésung zur Elektrospraykapillare gepumpt. Die lonisati-
on findet im elektrischen Feld zwischen der Spitze der Nadel und der Gegenelektrode

(sprayshield) statt. Die Ionisationskammer steht dabei unter Atmosphérendruck.
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Abbildung 1.3: Elektrospraykapillare mit Taylorcone [34]. Das elektrische Feld sorgt fiir
eine Ungleichverteilung der Ladung in der Fliissigkeit. Es entstehen gela-
dene Tropfen die in immer kleinere Tropfen zerfallen, bis einzelne Ionen
iibrig bleiben.

Wird die Ionenquelle im positiven Modus betrieben, so liegt die Spitze relativ zum Spray-
shield auf einem hoheren Potential. Das elektrische Feld an der Spitze sorgt fiir eine
Ladungstrennung. Positive Ladungstrager wie Protonen und Natriumionen werden mit
dem Losungsmittel aus der Spitze der Nadel herausgetrieben. An der Spitze der Nadel
bildet sich ein sog. Taylorcone aus, in dem eine ungleichméfige Verteilung von positiven
und negativen Ladungen vorliegt. Reif3t jetzt von der Spitze des Taylorcones ein Tropfen

ab, so enthélt dieser vorzugsweise mehr positive als negative Ladungen.

Das Losungsmittel dampft ab und der Tropfen schrumpft. Dies wird durch einen ge-
heizten Stickstoffgegenstrom unterstiitzt. Die Uberschussladungen sammeln sich auf der

Oberflache des Tropfens. Unterschreitet der Tropfen eine kritische Gréfle, so wird die
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Coulombabstolung so grof, dass geladene Tropfchen den priméren Tropfen verlassen
konnen. Der Mechanismus ist noch nicht vollstandig geklart, diskutiert werden zwei Mo-
delle [34] 35].

e Nach dem charge residue model (CRM) von DOLE [B] schrumpft der Tropfen bis er
das Rayleigh-Limit [36] erreicht hat. Dannach platzt der Tropfen und bildet meh-
rere etwa gleichgrofie Tropfen, wobei sich die Ladungen auf die neu entstandenen
Tropfen verteilen. Dieser Vorgang wiederholt sich so lange, bis im Idealfall nur das

Probenmolekiil mit einer positiven Uberschussladung entsteht.

e Im ion evaporation modell (IEM) von IRIBARNE und THOMSON [37] konnen kleine
Ionen wie Protonen und Natriumionen den groflen Tropfen mit einem Teil ihrer
Solvathiille verlassen. Es verldsst also ein kleinerer Tropfen mit einer Ladung den
Muttertropfen. Auch dieser Vorgang wiederholt sich so oft, bis im Idealfall ein

Tropfen iiberbleibt, der nur noch eine Ladung und ein Probenmolekiil enthélt.

In beiden Féllen ist der letzte Schritt identisch. Der Tropfen besteht nur noch aus we-
nigen Losungsmittelmolekiilen, einer oder mehrerer positiven Uberschussladungen und
der Probe. Wenn die letzten Losungmittelmolekiile abdampfen verbleibt die Ladung auf
der Probe. Das entstandene Ion befindet sich nun ohne Solvathiille in der Gasphase und
kann durch geeignete Ionenoptiken (s. Kap. ZZZT2) in den Vakuumteil der Apparatur

transferiert werden.

Da wihrend der Ionisierung die innere Energie der Probe kaum erhéht wird (Verdamp-
fungskilte), ist diese Ionisierungsmethode sehr schonend. Es findet wéhrend der Ioni-
sierung kaum Fragmentierung statt. Die Methode ist damit auch zur Untersuchung von
labilen Verbindungen und nicht kovalent gebundenen Komplexen [3§] verwendbar. Die
Masse spielt bei diesem Prozess keine Rolle. Wichtig ist lediglich, dass sich die Substanz in
einem Tropfen einschlieffen ldasst. So wurden mittels ESI schon komplette DNA-Molekiile

mit einer Masse von 110 M Da erfolgreich massenspektrometrisch untersucht [39].
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1.1.3 Massenanalyse mittels elektrischer Wechselfelder
1.1.3.1 Lineare Qudadrupolfalle

Mit elektrischen Wechselfeldern ist es moglich Ionen einzufangen [I0]. Die Kombination
aus Spannung und Frequenz, die notig ist, um ein Ion zu fangen, hingt von der Geometrie

der Ionenfalle und vom m/z-Verhiltnis des lons ab.

o) o
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O

Abbildung 1.4: Lineare Quadrupolfalle. a) Perspektivische Darstellung einer linearen
Quadrupolfalle. b) Die gegeniiberliegenden Elektroden sind zusammen
geschaltet. Zwischen den beiden Elektrodenpaaren wird eine Wechsel-
spannung angelegt.

.§ (—
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Die einfachste Anordnung zur Erzeugung eines massenselektiven elektrischen Feldes ist
in Abb. [[7h) dargestellt. Sie besteht aus vier Stdben, die parallel angeordnet sind. Die
jeweils gegeniiberliegenden Elektroden sind zusammen geschaltet. Zwischen den beiden
Elektrodenpaaren wird eine Wechselspannung angelegt (s. Abb.[[4b) ). Diese Anordnung
wird lineare Quadrupolfalle genannt. Durch die Wechselspannung fithren die Ionen eine
Taumelbewegung zwischen den Stében aus. Entlang der Symmetrieachse erfiahrt das Ion

keine Beschleunigung, es kann nur in zwei Raumrichtungen eingefangen werden.

Abhéngig von der Kombination aus Spannung und Frequenz kann nur ein bestimmter
Massenbereich den Quadrupol passieren. Bei allen anderen m/z-Verhéltnissen ist die
Auslenkung wihrend der Taumelbewegung so grof3, dass sie die Falle verlassen. Wird
zusitzlich zum Wechselspannungsanteil eine Gleichspannung zwischen den Elektroden-
paaren angelegt, so wird der Massenbereich fiir den die Falle transparent ist verkleinert.
Im Extremfall kann nur ein einziges m/z-Verhiltnis die Falle passieren, sie arbeitet als
Massenfilter. Der Filter kann durchgestimmt werden und so zur Erzeugung von Massen-

spektren genutzt werden.

Der Filter arbeitet kontinuierlich und eignet sich entsprechend zur Verwendung mit eben-
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falls kontinuierlich arbeitenden Ionenquellen. Die Quadrupolfalle wird haufig mit Elek-

tronenstoquellen (z.B. in Restgasanalysatoren) oder mit Elektrosprayquellen verwendet.

Die Anzahl der Stébe ldsst sich beliebig erhohen. Gebréuchlich sind Hexapol- und Ok-
topolfallen. Je grofler die Anzahl der Stébe ist, desto grofler ist der Massenbereich, der
den Multipol gleichzeitig passieren kann. Gleichzeitig sinkt die Massenauflésung fiir eine
einzelne Masse. Solche Multipole werden als Ionenoptiken eingesetzt. Mit ihnen kénnen

Ionen iiber eine grofle Strecke fast verlustfrei transportiert werden.

1.1.3.2 Paul-Falle

Die Paul-Falle wird ebenfalls zu den Quadrupolfallen gezahlt, auch wenn sie nur drei
Elektroden besitzt.

a} N
X

Abbildung 1.5: Paul-Falle. a) Perspektivische Darstellung einer Paul- Falle. b) Quer-
schnitt durch die Falle.

In der schematischen Darstellung in Abb. sieht es so aus, als ob die Paul- Falle
ebenfalls aus vier Elektroden bestehen wiirde. Aus der perspektivischen Darstellung
(Abb. [CH) ist jedoch ersichtlich, dass ein Elektrodenpaar zu einer einzigen, ringférmigen
Elektrode zusammengefasst ist. Durch diese Anordnung lassen sich Ionen in allen drei
Raumrichtungen einfangen. Anders als bei linearen Quadrupolfallen, in denen man Ionen

nur in zwei Raumrichtungen einfangen kann.

Wie bei der linearen Quadrupolfalle sind die Flugbahnen von einem breiten Massenbe-
reich stabil, wenn kein Gleichspannungsanteil involviert ist. In diesem Fall konnen alle
ankommenden Massen eingefangen werden. Die Ionen konnen entweder direkt in der
Falle erzeugt, oder von auflen in sie hereingeschossen werden. Kommen die Ionen von
auBen, so miissen Offnungen in den Elektroden angebracht werden. Haufig werden die

[onen entlang der Rotationsachse durch die Endkappen in die Falle gebracht.
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Aus Griinden der Energieerhaltung muss das Ion innerhalb der Falle kinetische Energie
verlieren. Ansonsten konnte es die Falle auf der gegeniiberliegenden Seite wieder ver-
lassen. Zu diesem Zweck wird Helium in die Falle eingelassen. Durch Stéfle mit dem
Puffergas tibertragt das Ion Energie auf das Helium und kann so die Falle nicht direkt

wieder verlassen.

10
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1.1.4 Massenanalyse mittels eines statischen Magnetfeldes

Detektorplatte
. °
@ B M
°
ICR-Signal
Detektorplatte
M
o~ O
Anregungspuls

Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau eines ICR. Die im Magnetfeld vorhandenen Io-
nen werden durch einen Anregungspuls zu einer kohédrenten Bewegung
angeregt. Durch die umlaufenden Ionen werden auf den Detektorplatten
Spiegelladungen erzeugt, deren Frequenz ein Maf fiir das m/z-Verhéltnis
des Teilchens ist.

Fliegt ein geladenes Teilchen senkrecht in ein homogenes Magnetfeld, so wird es von der
Lorentzkraft auf eine Kreisbahn gezwungen. Das Ion wird so im Magnetfeld der PENNING
Falle eingefangen [()]. Aus Zentripetal- und Lorentzkraft ergibt sich die Cyclotronfre-

quenz f, mit der ein geladenes Teilchen im Magnetfeld umlauft:

fo 1B

- 2mm

(1.1)

q: Ladung; B: magnetische Flussdichte; m: Masse

Daraus ergibt sich, dass bei konstantem Magnetfeld jedes m/z-Verhéltnis mit einer an-
deren Frequenz umléuft. Die lonen werden mit einem elektrischen Wechselfeld angeregt.
Stimmt die Frequenz des elektrischen Feldes mit der Cylotronfrequenz iiberein, so wird

das dazugehorende m/z-Verhéltnis zu einer Kreisbewegung angeregt.

Da es sich um eine resonante Anregung handelt, nimmt das Teilchen bestéindig Energie
aus dem elektrischen Feld auf. Dies fithrt zu einer spiralférmigen Flugbahn. Durch einen

geeignet aufgestellten Ionendetektor kann die resonante Anregung nachgewiesen werden.

11
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Dies war in den Anfiangen der lonen Cyclotron Resonanz (ICR) Massenspektrometrie
eine {ibliche Methode [Tl 42].

Durch die Einfithrung der Fouriertransform-ICR (FT-ICR) 1974 durch M. B. CoMISA-
ROW und A. G. MARSHALL konnte die Messgeschwindigkeit drastisch erhoht werden.
Dabei werden die Ionen mit einem Breitbandpuls zu einer kohérenten Bewegung an-
geregt. Jedes m/z-Verhiltnis beginnt mit seiner Cyclotronfrequenz umzulaufen. Jedes
m/z-Verhéltnis erzeugt periodisch Spiegelladungen auf den Detektorplatten. An den De-
tektorplatten kann so das iiberlagerte Signal aller Frequenzen gemessen werden. Durch
eine Fouriertransformation lassen sich die Frequenzanteile zuriick rechnen. Bei bekannter

Magnetfeldstarke lasst sich daraus das m/z-Verhéltnis errechnen.

12
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1.2 Photofragmentierung nach elektronischer Anregung

Grundsétzliches Problem jedes spektroskopischen, insbesondere optischen Experiments,
ist der Nachweis der Absorption. In Losung ist dies wegen der Moglichkeit hoher Teil-
chendichte durch eine direkte Intensitdtsmessung moglich. In der Gasphase ist dieses
Verfahren mit groflen Schwierigkeiten verbunden. Durch geringe Teilchenzahlen ist der
Effekt klein und die Messungen werden durch starke Fluktuationen der Teilchendichte

und der Lichtintensitat erschwert.

Besonders bei der Untersuchung der elektronischen Anregung ist es héufig einfacher die
molekulare Antwort nach Photoanregung nachzuweisen. Solche sind Fluoreszenz, Phos-
phoreszenz, lonisation und Dissoziation. Durch die Stokes shift lassen sich Fluoreszenz-
und Phosphoreszenzphotonen deutlich von eingestrahlten Photonen unterscheiden und
liefern so einen eindeutigen Nachweis. Aufgrund der sehr speziellen Geometrie der Paul-
Falle ist der Fluoreszenznachweis darin zwar moglich 3] aber schwierig, da ein grofler
Teil der Photonen auf die Elektroden trifft bzw. diffus herausreflektiert wird. Reicht die
Photonenergie aus, um Bindungen zu brechen, ist auch die Dissoziation ein moglicher
Nachweis. So lasst sich durch den Nachweis von Fragmenten ebenfalls die Absorption

nachweisen. Theoretisch lassen sich alle entstandenen Fragmente detektieren.

Durch die resonante Absorption von mehreren Photonen kann auch ein Elektron heraus-
geschlagen werden (resonance enhanced multiphoton ionization / REMPI ). Sowohl das
Elektron als auch das Kation konnen zum Nachweis genutzt werden. Die Photoionisati-
on scheidet fiir protonierte Systeme aus, denn die Ionisierungsenergie fiir bereits positiv
geladene Systeme ist sehr hoch (> 20 V') und kann mit wenigen Photonen nicht erreicht

werden.

Nutzt man die molekulare Antwort zum Nachweis der Absorption, so kann ihre genauere
Untersuchung weitere Informationen liefern, wie hier die Fragmentanalyse. Auf die in
dieser Arbeit verwendete Photofragmentspektroskopie soll nun ndher eingegangen wer-

den.

13
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1.2.1 Prinzip der Photofragmentspektroskopie

Absorbiert ein Molekiil oder Ion ein Photon im Vakuum, so kann es diese Energie, an-
ders als im Losungsmittel, nicht einfach an die Umgebung abgeben. Abhéngig von der
absorbierten Energie konnen verschiedene Prozesse ablaufen. Im Folgenden wird nur die
UV-Anregung diskutiert, bei welcher durch elektronische Anregung Energien oberhalb

der Dissoziationsenergie eingebracht werden.

Grundsétzlich unterscheidet sich die elektronische Anregung von protonierten Systemen
nicht von der in neutralen Systemen. Es gelten sowohl die Auswahlregeln als auch das
Franck-Condon-Prinzip. Das protonierte Molekiil hat eine geschlossene Elektronenhiille,
so dass auch die Nomenklatur der neutralen Molekiile {ibernommen werden kann. Nach
elektronischer Anregung kann man zwischen strahlenden und nichtstrahlenden Deakti-

vierungsprozessen unterscheiden.

v
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Abbildung 1.7: Jablonski Termschema. Nach Absorption eines Photons hv kénnen meh-
rere Prozesse stattfinden. Durch Fluoreszenz und Phosphoreszenz kann
die Energie direkt wieder abgegeben werden. Strahlungslos kann durch
internal conversion die elektronische Energie in Schwingungsenergie kon-
vertiert werden.

Durch strahlende Prozesse (Fluoreszenz und Phosphoreszenz) kann die aufgenommene
Energie direkt wieder abgegeben werden. Natiirlich konnen normalerweise die emittier-
ten Photonen gemessen werden. In der Paul-Falle ist dies jedoch sehr schwierig. Nach
strahlender Relaxation kommt es nicht zur Fragmentierung und die Absorption kann

nicht nachgewiesen werden.

Eine hohe Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzausbeute ist aber die Ausnahme. Der weitaus
grofite Teil der angeregten Ionen konvertiert die elektronische Energie strahlungslos durch

internal conversion in Schwingungsenergie des elektronischen Grundzustands. Auch wenn

14
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die innere Energie des System oberhalb der Dissoziationsenergie liegt, muss es nicht
zwangsweise zur Fragmentierung kommen. Nach der internal conversion wird die Ener-
gie durch internal vibrational redistribution auf alle Schwingungsfreiheitsgrade verteilt.
Die Fragmentierung erfolgt dann statistisch nach der RRKM-Theorie. In einem gréfieren
Molekiil muss der Ort der Fragmentierung also nicht der Ort der Absorption sein. Je
grofler die Anzahl der internen Freiheitsgrade, bei gleicher interner Energie, desto klei-
ner wird die Zerfallsrate. Wie im experimentellen Teil ausgefiihrt, befindet sich in der
Paul-Falle Helium als Sto3gas, um die Ionen im Mittelpunkt der Falle zu konzentrieren.
Mit zunehmender Wartezeit bis zum Zerfall steigt die Anzahl der St68e mit dem Rest-
gas, durch die das Molekiil Energie abgeben kann. Je nach vorliegender Situation kann
dann die Fragmentierung ausbleiben. Durch die Abstrahlung von IR-Photonen kann eine
zusitzliche Deaktivierung erfolgen. Die Effektivitdt der Photofragmentierung sinkt also

prinzipiell mit der Grole des untersuchten Systems.

Die Dissoziation von neutralen Molekiilen fiihrt in der Regel zu zwei Neutralfragmen-
ten, da eine Ladungstrennung aufgrund der Coulombkraft in der Gasphase energetisch
extrem ungiinstig ist. Neutrale Fragmente sind jedoch schwierig nachzuweisen. Die Pho-
tofragmentierung ist fiir die Untersuchung von ungeladenen Systemen also nicht geeignet.
Ist das System vor der Absorption aber schon geladen, so muss die Ladung auf einem
der beiden Fragmente verbleiben. Beobachtet man das Auftauchen von Fragmenten in

Abhéngigkeit der eingestrahlten Energie, lassen sich Anregungsspektren aufnehmen.

Die untersuchten Systeme absorbieren alle bei Energien oberhalb von 34 000 cm ™! (4,2 V).
Diese Energie liegt oberhalb der durchschnittlichen Bindungsenergie von C'—C' (3,6 eV)
oder C'— N Bindungen (3,0 eV') [#4]. Die Prisenz einer Ladung sollte die Bindungen im
Molekiil schwéchen, so dass in protonierten Systemen mit Dissoziationsenergien deutlich
unterhalb von 4 eV zu rechnen ist. Fiir die protonierten aromatischen Aminoséuren liegt
die Dissoziationsenergie entsprechend unterhalb von 3 eV [45]. Ein Einphotonenschritt

kann somit zur Photofragmentierung fiihren.

Ein Vorteil bei Verwendung von Ionenfallen ist die Moglichkeit, das gleiche Ensemble

mehrfach mit mehreren Laserschiissen zu bestrahlen.

15
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1.2.2 Resonante Mehrphotonenschritte

Die Absorption von mehreren Photonen unterscheidet sich in protonierten Systemen
deutlich von der in neutralen. In neutralen Systemen fiihrt ein Zweiphotonenschritt mit
UV-Photonen im Allgemeinen zur Ionisation. Die Bildung von Ionen nach resonanter
Lichtabsorption wird resonance enhanced multi photon ionization REMPI genannt. Bei
der REMPI Photoelektronenspektroskopie wird zusatzlich die Energie des herausgelosten
Elektrons gemessen.
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Abbildung 1.8: Mogliche Absorptionswege bei Multiphotonabsorption in protonierten
Systemen.

In protonierten Systemen erfolgt im Gegensatz dazu nach einer Zweiphotonenabsorption
keine weitere Ionisation. Die bereits vorhandene positive Ladung erhoht das Ionisation-
potential so weit, dass dieser Prozess nur mit vielen Photonen méglich wire und deshalb
sehr unwahrscheinlich ist. Das zweite Photon kann nun in héhere elektronische Zustédnde

absorbiert werden.

Nach der Lichtabsorption von zwei Photonen kann sich direkt die Fragmentierung oder
eine internal conversion anschlieBen (s. Abb. [[J). Die hohen elektronischen Niveaus
konnen direkt dissoziativ sein (Fragment F4 in Abb. ). Es kann jedoch auch internal
conversion zu S; und Sy erfolgen. Das lon befindet sich danach in einem extrem schwin-
gungsangeregten Zustand. Im Vergleich zum Einphotonenschritt ist die interne Energie
entsprechend hoher und man befindet sich weit oberhalb aller Dissoziationsenergien. Es
konnen dadurch auch entsprechend hochliegende Fragmentierungskanile angesprochen
werden (Fragment F2 in Abb. [[8). Aufgrund der gréBeren Uberschussenergie sollte nach
der RRKM-Theorie die Fragmentierungsrate wesentlich grofier sein als beim Einphoto-
nenschritt. Das so entstandene Fragment konnte je nach Struktur nochmals ein Photon

des selben oder eines nachfolgenden Laserpulses absorbieren und weiter fragmentieren

(F3 in Abb. [LF)).

Experimentell kann nur schwer zwischen Ein- und Zweiphotonen-Dissoziationsprozessen

unterschieden werden. Es sind bei Mehrphotonenanregung die gleichen Fragmentierungs-
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kanéle moglich, wobei jedoch hoher energetische Fragmentierungskanéle vermehrt auf-
treten. Theoretisch lasst sich dies an einer linearen bzw. quadratischen Abhéngigkeit
der Fragmentintensitdt von der Laserintensitdt ablesen. Allerdings macht die geringe
Teilchenzahl (100 pro Messzyklus) eine verlassliche Aussage sehr schwierig. Nach Zwei-
photonenschritten sollten jedoch Fragmente zu beobachten sein, deren Bildungsenergie
so hoch ist, dass sie nicht durch einen Einphotonenschritt entstanden sein kénnen. Daran
sollte sich eine Mehrphotonenanregung erkennen lassen. Da schon ein Einphotonenschritt
fiir die Fragmentierung ausreicht, ist davon auszugehen, dass experimentell je nach La-

serintensitdt sowohl Ein- also auch Zweiphotonenschritte vorkommen.

[onen konnen fiir mehr als eine Sekunde in der Ionenfalle gefangen werden. Dies ermdglicht
es, das gleiche Ionenensemble mehrfach mit dem Laser zu beschiessen. Dadurch ist es
moglich, einen Grofiteil der Ionen zu fragmentieren. So lassen sich auch weniger wahr-
scheinliche Fragmentierungskanéle mit ausreichender Intensitét erzeugen. Damit ergibt
sich eine weitere Moglichkeit fiir die Absorption von mehreren Photonen. Ist wahrend des
ersten Laserschusses ein Fragment entstanden, so kann dieses Fragment wéhrend eines
zweiten Laserschusses ein weiteres Photon absorbieren. Danach kann sich eine weitere
Fragmentierung anschliefen. Es ergeben sich so zwei verschiedene Anregungsschemata

fiir die Fragmentierung.

e Im ersten Fall werden direkt aufeinanderfolgend mehrere Photonen absorbiert. Es

schlielen sich dann ein oder mehrere Fragmentierungen an.

e Im zweiten Fall erfolgt die Fragmentierung sequenziell. An die Absorption schlieft
sich direkt eine Fragmentierung an. Das Fragment kann ein weiteres Photon absor-
bieren und anschliefend weiter fragmentieren. Dies kann entweder innerhalb eines

Laserpulses oder in aufeinanderfolgenden Laserschiissen passieren.

Bei der Verwendung von gepulsten, fokussierten Lasern hoher Intensitét sollte es moglich
sein, resonante Zweiphotonenschritte durchzufiihren. Bei der Aufnahme von PID-Massenspektren
wurden haufig viele Laserschiisse benotigt, um eine ausreichende Fragmentierung zu errei-
chen. Bei diesen Messungen konnten indirekte Hinweise fiir beide Mechanismen gefunden

werden.

17



1 Allgemeiner Teil

1.2.3 Konische Durchschneidungen

Die strahlungslose Relaxation in den Singulettzustdnden ist von Molekiil zu Molekiil
sehr verschieden. Entsprechend wird eine sehr hohe Fluoreszenzquantenausbeute oder

eine Quantenausbeute nahe Null gefunden.

a) b) c)

Energie

Abbildung 1.9: Schematische eindimensionale Hyperpotentialflichen von elektronischem
Grund- und angeregtem Zustand. a) Geschachtelte Anordnung, b)
Grund- und angeregter Zustand schneiden sich in einer Koordinate. c)
Ein dritter Zustand schneidet sowohl den Grund- als auch angeregten
Zustand.

Normalerweise findet kein Schnitt der Hyperpotentialflichen von Grund- und angeregtem
Zustand statt (s. Abb. [[9)). Dieser Fall tritt besonders fiir Molekiile mit grofien Ener-
gieabstédnden aber sehr kleinen Strukturéinderungen ein. Entsprechend ist die Kopplung
der elektronischen Zustédnde schlecht. Daraus ergeben sich Lebensdauern der elektronisch

angeregten Zustdnde im Bereich von Nanosekunden.

Bei vielen biologischen Systemen finden sich extrem kurze Lebensdauern, die mit diesem
Bild nicht zu erklédren sind. Eine Erklarung kénnten sog. konische Durchschneidungen in
einer Reaktionskoordinate sein (s. Abb. [[Ob)). Dabei kann der angeregte Zustand sehr
schnell {iber den konischen Schnitt entvolkert werden. Diese Situation wird besonders
wahrscheinlich fiir kleine Energieabsténde oder grofle Strukturdnderungen. Zur Erkldrung

des Verhaltens von Molekiilen, die Indol oder Benzol als Chromophor enthalten, wurden
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von A. L. SOBOLEWSKI und W. DOMCKE spezielle konische Durchschneidungen in
der X-H Koordinate vorgeschlagen [46, 47, 48]. Dabei schneidet, wie in Abb. [Ldc) zu
sehen ist, ein wo*-Zustand sowohl den Sy- als auch den S;-Zustand. Molekiile konnen
an solchen Schnittpunkten die Hyperpotentialfliche wechseln. Die Wahrscheinlichkeit fiir
den Flachenwechsel ist sehr hoch und erfolgt auf der Zeitskala der Molekiilschwingungen,
also im Bereich von Femtosekunden. Damit ergibt sich ein Mechanismus, mit dem sich
eine extrem schnelle und effiziente, strahlungslose Deaktivierung erkléren léasst. Der mo*-
Zustand ist dissoziativ. Daraus ergeben sich zwei Moglichkeiten an der zweiten konischen

Durchschneidung.

i) Erfolgt kein zweiter Wechsel der Hyperpotentialfliche, so kommt es zur Dissozia-

tion. Dies geschieht hier durch die Abspaltung eines Wasserstoffatoms.

ii) Alternativ kann ein Wechsel in den elektronischen Grundzustand erfolgen. Dieser

Fall fithrt zu dem gleichen Ergebnis wie eine klassische internal conversion.

Im Losungsmittel erwartet man wegen des Kéfigeffekts eine Verschiebung der Verzwei-
gung zugunsten der Rekombination, so dass das Molekiil keinen photoinduzierten Scha-
den nimmt. Es wird durch Rechnungen und Experimente gestiitzt vermutet, dass die
gemessene kurze Lebensdauer des protonierten Tryptamins in der Gasphase einem sol-

chen Mechanismus folgt [T4].

Es ist aber auch denkbar, dass, wie in Abb. [[9b) zu sehen ist, der elektronische Grund-
zustand direkt den ersten elektronisch angeregten Zustand schneidet. Auch dies fiihrt
zu einer schnellen strahlungslosen Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands.
Allerdings ist dieser Mechanismus nicht dissoziativ. Ein solcher Mechanismus wird z.b.

fiir das neutrale und protonierte Adenin angenommen [£9].
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2.1 Planung und Wahl der Komponenten

2.1.1 Wahl der lonenquelle

Es soll der Protonierungseffekt auf kleine Modellsysteme mit biologischer Relevanz unter-

sucht werden. Zur Erzeugung solcher Ionen stehen zwei Methoden zur Verfiigung. Sowohl

MALDI (s. Kap. [CTT) als auch ESI (s. Kap. [[T2) kénnen solche Ionen erzeugen.

Die beiden Methoden unterscheiden sich im Wesentlichen durch drei Aspekte:

i) ESI ist eine kontinuierliche Methode, MALDI eine gepulste.

ii) Bei groBen Molekiilen erzeugt ESI zunehmend mehrfach geladene Ionen, wiahrend

MALDI weiterhin vorwiegend einfach geladene erzeugt.

iii) ESI erfolgt aus der Losung, MALDI aus dem Feststoff.

Im Vergleich mit der Spektroskopie an im Jet gekiihlten Neutralteilchen, ist die Teil-
chendichte, die durch MALDI- oder ESI-Quellen erzeugt werden koénnen sehr gering.
Aus diesem Grund sollen die Ionen in einer Falle zwischengespeichert und akkumuliert
werden (s. Kap. ZT.2). Es ist darum fiir das Experiment nicht wichtig, ob die Ionenquelle

gepulst oder kontinuierlich arbeitet.

Da die hier untersuchten Molekiile alle eine Masse deutlich unter 1000 Da haben, stellen
mehrfach geladene Ionen kein Problem dar. Beide Ionenquellen liefern in diesem Bereich

fast ausschliellich einfach geladene Tonen.

Die Probenpréparation ist bei MALDI deutlich aufwendiger. Die Probe muss erst in ei-
ne geeignete Matrix eingebracht werden, wobei man erst eine geeignete Matrix finden
muss. Im Gegensatz dazu muss bei ESI nur eine Losung erstellt werden. Die Wahl des
Losungsmittels ist vergleichsweise einfach und stellt kein experimentelles Problem dar
(s. Kap. Z3T]). Bei MALDI wird ein hoher Untergrund bei niedrigen Massen erzeugt.

Es handelt sich dabei um photoionisierte Matrixmolekiile, geladene Cluster daraus und
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Fragmente. Dieser wiirde sich bei den geplanten Experimenten sehr storend auswirken.
Bei MALDI wird der Probentriager ins Vakuum eingeschleust, wohingegen bei ESI die
Probe kontinuierlich iiber einen Schlauch bei Atmosphérendruck nachgefiillt wird. Da-

durch lassen sich beliebig lange Messzeiten erreichen.

Ausschlaggebend fiir die Wahl der Ionenquelle ist die Handhabbarkeit. Hier hat die ESI-
Quelle einen deutlichen Vorteil bei der Probenzufuhr. Sie eignet sich zudem besser fiir
die Kombination mit Ionenfallen, da die Falle kontinuierlich nachgefiillt wird. Aus diesen

Griinden eignet sich die Elektrosprayionisation besser fiir die geplanten Experimente.
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2.1.2 Vergleich von lonenfallen

Fiir eine unmittelbare Verwendung mit gepulsten Lasern ist der aus der ESI-Quelle kom-
mende, kontinuierliche Ionenstrom zu klein. Daher werden zuerst ausreichend Ionen in
einer Tonenfalle gesammelt, um einen idealen zeitlichen Uberlapp mit dem gepulsten La-
ser sicherzustellen. Ionen lassen sich in statischen Magnetfeldern oder in elektrischen

Wechselfeldern einfangen.

Das Einfangen von Ionen in Magnetfeldern (Penningfalle) wird in der ion cyclotron re-
sonanz (ICR) Massenspektrometrie genutzt. Vorteil der Methode ist die iiberragende
Massenauflésung von bis zu m/Amsey, = 200.000.000 [B0]. Allerdings ist der experimen-
telle Aufwand fiir diese Methode enorm, da die Massenanalyse in einer UHV-Kammer
stattfindet, die mit einem supraleitenden, bis zu 25 Tesla starken Magneten umgeben
ist [51].

Experimentell deutlich einfacher ist das Einfangen von Ionen mit Hilfe von elektrischen
Wechselfeldern. Typischerweise werden Spannungen von einigen Kilovolt und Frequenzen
im Bereich von 1 M Hz verwendet. Quadrupol Ionenfallen bestehen aus vier parallelen
Stében. Die Ionen werden in zwei Raumrichtungen eingefangen und koénnen sich entlang
der dritten Raumrichtung frei bewegen. Diese Anordnung wird hauptséchlich als Mas-
senfilter eingesetzt. Bei geeigneter Beschaltung kann nur ein m/z-Verhiltnis die Falle
passieren. Durch das Durchstimmen des Quadrupols ldsst sich so ein Massenspektrum
aufzeichnen. Nachteil der Methode ist der Verlust der Ionen, die gerade den Massenfilter
nicht passieren konnen. Man benétigt daher insgesamt mehr Ionen fiir die Erzeugung
eines Massenspektrums als bei Penning und Paul-Fallen, die jeweils alle erzeugten Ionen

fiir die Erzeugung eines Massenspektrums nutzen.

Bei der Paul-Falle handelt es sich um eine spezielle Form der Quadrupolfalle. In ihr wird
ein dreidimensionales, zeitlich verdnderliches Potential erzeugt, welches die Ionen in der
Mitte halt. Die Ionen werden in allen Raumrichtungen gefangen. Paul-Fallen haben den
Vorteil, dass in ihnen beliebig viele M S™-Schritte ausgefithrt werden kénnen und dass

alle entstandenen Fragmente analysiert werden kénnen (s. Kap. ZZT3).

Die hohe Auflésung von Penning-Fallen wird fiir die Experimente nicht benotigt. Auf-
grund des geringeren apparativen Aufbaus, eignen sich Ionenfallen, die mit elektrischen
Feldern arbeiten besser fiir die geplanten Experimente. Quadrupolfallen bieten keine
Méglichkeit fiir multiple MS/MS-Schritte. Desweiteren kann ein Quadrupol entweder als
[onenfalle oder als Massenanalysator eingesetzt werden. Da Paul-Fallen im Vergleich zu
Quadrupolfallen mehr Moglichkeiten bieten, wurde fiir das Experiment eine Paul-Falle

gewdahlt.
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2.1.3 Lasersystem

Wichtig fiir die Wahl des Lasersystems ist die Intensitét, die im UV erreicht werden kann.
Die elektronischen Uberginge der neutralen Aminosiuren liegen unterhalb von 285 nm.
Fiir die protonierten Spezies werden Uberginge in der gleichen Region erwartet. Um die
Wellenldgen in einem groflen Bereich durchstimmen zu koénnen, sind Farbstofflaser die
beste Wahl. Mit Farbstofflasern ist der gesamte Wellenldgenbereich vom nahen Infra-
rot bis zum nahen Ultraviolett zugénglich. Durch Frequenzverdopplung ist der gesamte

Bereich bis hin zum Vakuum-UV zugénglich.

Hohe Intensitdten lassen sich am einfachsten mit gepulsten Lasersystemen erreichen.
Zum Pumpen von gepulsten Farbstofflasern werden héufig Nd:YAG-Laser oder Excimer-
laser eingesetzt. Nd:YAG-Laser zeichnen sich durch einfache Handhabung und giinstige
Betriebskosten aus. Die Fundamentale liegt bei 1064 nm. Zum Betreiben von Farbstoff-
lasern wird die zweite oder dritte Harmonische bei 532 nm bzw. 355 nm verwendet. Bei
Verwendung der zweiten Harmonischen koénnen Wellenldngen bis 575 nm erreicht wer-
den. Durch Frequenzverdopplung lassen sich Wellenléngen bis 275 nm erreichen. Dies ist

ausreichend um Tryptophan und verwandte Verbindungen zu untersuchen.

Excimerlaser kénnen hohe Energien im UV erzeugen. Am héufigsten verwendet werden
XeCl (308 nm), ArF (193 nm) und Fy (156 nm). Wellenldngen unterhalb von 200 nm
werden merklich von der Atmosphére absorbiert. Bei Verwendung dieser Wellenlédngen
muss der Strahl daher im Vakuum gefiihrt werden. Der grofle Vorteil bei der Verwen-
dung von Excimerlasern als Pumplaser ist der grofie Abstimmbereich der verwendbaren
Farbstoffe. Da nur sehr wenig iiber die Absorption von protonierten Substanzen in der
Gasphase bekannt ist, bietet der grofle Wellenléngenbereich, der ohne Farbstoffwechsel
zugénglich ist, einen entscheidenen Vorteil. Aus diesem Grund wurde als Pumplaser ein

XeCl-Excimerlaser gewahlt.

2.2 Versuchsaufbau

Der Versuch (Abb. ) ist eine Kombination aus einem ESI-Massenspektrometer und
einem Nanosekunden Lasersystem. Weder die Elektrosprayionisation noch die Paul-Falle
soll Gegenstand der Forschung sein. Aus diesem Grund wurde beschlossen eine kommer-
zielle Kombination zu kaufen. Damit kann auf eine zeitaufwindige Entwicklung dieser
Komponenten verzichtet werden. Die Basis bildet das kommerzielle Massenspektrome-
ter (Esquire 3000, Bruker Daltonik GmbH). Das Gerit verwendet eine Kombination aus
einer ESI-Tonenquelle und einer Paul-Falle zur Akkumulation von Ionen und zur Mas-

senanalyse.
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Abbildung 2.1: Versuchsaufbau: 1) XeCl Excimer-Laser, 2) Umlenkspiegel, 3)
Pumpstrahlabschwéicher, 4) Farbstofflaser, 5) Verdopplereinheit, 6)
Quadrantendiode, 7) Fotodiode, 8) Messrechner 1, 9) Linse, 10) Um-
lenkspiegel mit Piezo-Versteller, 11) Messrechner 2, 12) Messelektronik,
13) ESI-MS, 14) Spritze, 15) Shutter

Das Lasersystem besteht aus einem Farbstofflaser, der von einem XeCl-Excimerlaser ge-
pumpt (LPX110, Lambda Physics) wird. Der Farbstofflaser liefert zundchst Wellenléngen
im sichtbaren Bereich. Die Systeme, die untersucht werden sollen, absorbieren allerdings
im UV-Bereich. Die Frequenz des FarbstofHasers muss daher in einem nichtlinearen Kris-
tall verdoppelt werden. Die Positionierung des Verdopplerkristalls wird von einem PC
(Messrechner 1) tibernommen. Dieser Computer zeichnet ebenfalls iiber die Fotodiode 7)

die Leistung des Lasers im UV-Bereich auf.

Die Probe (s. Kapitel E3) wird durch eine motorgetriebene Spritze 14) in das Massen-
spektrometer 13) gebracht und dort ionisiert. Die entstandenen Ionen werden in der Io-
nenfalle gesammelt und die gewiinschte Masse selektiert. Der Laserzugriff erfolgt ebenfalls
in der Ionenfalle. Durch den Laserbeschuss entstehen in Abhéngigkeit der Wellenldnge
Fragmente, die in der Ionenfalle bleiben. Durch eine anschlieBende Massenanalyse kénnen
alle Fragmente, die durch einen Laserschuss entstanden sind, analysiert und nachgewiesen

werden.

Die Anzahl der entstandenen Fragmente wird von der Messelektronik 12) gezahlt und von
einem Computer 11) aufgezeichnet. Dieser Computer tibernimmt ebenfalls die Ansteue-

rung des Farbstofflasers (FL3001, Lambda Physics), die Positionierung des Piezoverstel-
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lers 10) und die Kontrolle tiber die aktive Verdopplersteuerung. Die Aufzeichnung der
Messdaten erfolgt ebenfalls mittels dieses Rechners. Die Datenpunkte fiir die Aufnahme
von UV-Spektren werden aus der Wellenldngeninformation vom Farbstoffaser, der La-
serintensitdt vom zweiten Messrechner und den Fragmentzahlen, die die Messelektronik

liefert, zusammengesetzt.

In den nachfolgenden Kapiteln werden die einzelnen Komponenten im Detail beschrieben.
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2.2.1 Funktionsweise des Massenspektrometers
2.2.1.1 lonisation mittels Elektrospray

Die Ionisation im Esquire 3000 mittels Elektrosprayionisation findet wie in Kap. [CT2T
beschrieben bei Atmosphéarendruck statt. Wie man in Abb. sehen kann, stehen Elek-
trospraynadel und Gegenelektrode senkrecht zueinander. Dadurch vermindert sich der
Eintrag von Losungsmittel und nicht ionisierten Probenmolekiilen in die nachfolgenden
Kammern. Zu grofle oder ungeladene Tropfchen kénnen dem elektrischen Feld zum Ein-

gang ins Vakuumsystem nicht folgen und werden nach unten abgesaugt.

Zur Unterstiitzung der Tropfchenbildung am Taylorcone stromt Stickstoff parallel zur
Flussrichtung der Probe ein. Der Tropfchenstrom wird zur Unterstiitzung der Ionisation
mit 300 °C' heilem Stickstoff im Gegenstrom gespiilt. Typische Spannung zwischen Nadel
und Gegenelektrode liegen zwischen 3 £V und 4 kV, wobei die Nadel aus Sicherheits-

griinden auf Masse liegt.

2.2.1.2 Transfer der lonen in die Paul-Falle

Die nachfolgende Glaskapillare in Abb. dient zur Uberfithrung der Ionen in eine dif-
ferenzielle Pumpstufe. Die Glaskapillare wird eingesetzt, um die Ionen wieder auf ein
massenahes Potential zu bringen. Zwischen Elektrospray-Kapillare und Sprayshield lie-
gen typischerweise Spannungen von 2 — 3 kV an. Dabei wird die Kapillare, die mit dem
Probenbehélter verbunden ist, auf Masse gehalten. Um die Anzahl der unter Hochspan-
nung stehenden Teile innerhalb des Massenspektrometers gering zu halten, ist es notig,
die Tonen wieder auf ein massenahes Potential zu bringen. Beide Enden der Glaskapillare
sind metallbeschichtet. Der Eingang befindet sich auf dem gleichen Potential wie das
Sprayshield. Der Ausgang wird massenah gehalten, dadurch entsteht fiir die Ionen eine
Gegenspannung. Die Ionen werden durch Stéfe mit Neutralteilchen durch die Kapillare
getrieben. Um ausreichend Sté8e zu erhalten ist eine Druckdifferenz von etwa 1 bar nétig
[52].

Um diese Druckdifferenz zu erzeugen wird der Druck in der Kammer vor dem ersten
Skimmer auf 1 mbar verringert. Uber zwei anschlieBende Skimmer und differentielle
Pumpstufen vor der Oktopolkammer wird der Druck weiter erniedrigt. In der Oktopol-
kammer wird der Druck mit einer Turbomolekularpumpe auf 1% 1072 mbar reduziert. Die
letzte Kammer wird mit Hilfe einer weiteren Turbomolekularpumpe auf einen Druck von
2% 107> mbar gebracht. In dieser Kammer befindet sich die Paul-Falle und der Detektor.

Alle Modifikationen wurden an dieser Kammer gemacht.
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Abbildung 2.2: Aufbau des Esquire 3000. Die zwischen Elektrospray Kapillare und Spray-
shield entstehenden Ionen werden durch die anschlieBenden Ionenoptiken
in die Ionenfalle geleitet. Zur Massenanalyse werden der Reihe nach alle
m/z-Verhéltnisse aus der Falle entfernt und am Detektor nachgewiesen.

Am Ausgang der Glaskapillare herrscht ein Druck von ca. 1 mbar. Der erste Skimmer
befindet sich unmittelbar dahinter. Trotz des geringen Abstands von weniger als einem
Millimeter kommt es an dieser Stelle zu einer Reihe von Stoflen zwischen dem Ion und
Neutralteilchen. Die mittlere freie Weglidnge von Stickstoff in diesem Druckbereich liegt
bei etwa 70 um. Bei einer Entfernung vom Skimmer zur Glaskapillare von einem halben
Millimeter erleidet ein Ion etwa ein Dutzend Stoéfle, bevor es den Skimmer passiert.
Ubertragen diese Stofe geniigend Energie auf das Molekiil oder den Komplex, so kann

dieses fragmentieren.

Um einen effizienten Transfer der lonen in die anschlieSenden Ionenoptiken zu gewéhrleis-
ten, ist es notig, an diesem Skimmer eine Spannung anzulegen. Wie man in Abb. am
Beispiel des Tryptophans sehen kann, hat die Skimmerspannung sowohl Einfluss auf die
GroBe des Totalionenstroms (Abb. 23] Summe), als auch auf den Grad der Fragmentie-
rung. Zunéchst steigt der Totalionenstrom mit steigender Skimmerspannung. Gleichzeitig
erhoht sich der Anteil an Fragmenten im Massenspektrum (fiir eine ndhere Diskussion der
verschiedenen Fragmente s. Kap. BTH). Ab einer Spannung von etwa 15 V' beginnt der
Totalionenstrom wieder zu sinken. Ab dieser Spannung beginnt verstiarkt die Fragmen-
tierung. Es entstehen dabei auch geladene Fragmente mit geringerer Masse, die nur eine
geringe Einfangwahrscheinlichkeit in der Falle haben. Der gemessene Totalionenstrom

geht somit zuriick.

In der sich den beiden Skimmern anschlieBenden Oktopolkammer befinden sich zwei
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Abbildung 2.3: Einfluss der Skimmerspannung auf das Massenspektrum von Tryptophan.
Bei angelegter Skimmerspannung steigt der Totalionenstrom (Summe).
Gleichzeitig zerfallt das Dimer (m/z = 409 Da) verstérkt in das Mono-
mer (m/z = 205 Da) und fragmentiert bei noch héheren Spannungen
zunéchst in das Fragment m/z = 188 Da und dann zu m/z = 146 Da.

Oktopole. Sie dienen nicht der Massenselektion sondern nur dem Transfer der lonen in
die nachfolgende Kammer. Oktopole haben gegeniiber Quadrupolen den Vorteil, dass sie
fiir einen groferen m/z-Bereich transparent sind. Zwischen den beiden Oktopolen kann
eine Gleichspannung eingestellt werden. Diese dient zu einer Nachbeschleunigung der
Ionen, damit diese die Potentialbarriere am Eingang zur Falle iiberwinden kénnen. Am
Ende der Oktopolkammer befinden sich zwei Ionenlinsen. Mit ihnen werden die Ionen

noch einmal beschleunigt, um dann in die Ionenfalle hineinfokussiert zu werden.

Der Eintritt der Ionen in die Falle erfolgt iiber ein Loch in einer der beiden Endkap-
pen. In der Kammer herrscht ein angezeigter Heliumpartialdruck von 5 % 107% mbar.
Innerhalb der Falle liegt der Partialdruck bei etwa 1-10 mbar. Durch St68e mit dem He-
lium iibertragen die Ionen einen Teil ihrer kinetischen Energie auf das Helium. Dadurch
wird verhindert, das Ionen auf der gegeniiberliegenden Seite die Falle wieder verlassen
konnen. Zum Einfangen der Tonen wird zwischen Ringelektrode und den beiden Endkap-

pen eine Frequenz von 780 kHz angelegt. Die Tiefe der Pseudopotentialmulde fiir ein
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bestimmtes m/z-Verhéltnis héngt von der angelegten Spannung ab. In der Regel wird
die Spannung so gewahlt, dass das Potential fiir das m/z-Verhéltnis des Mutterions der
zu untersuchenden Substanz am tiefsten ist. Die Tiefe des Potentials liegt bei etwa 2 eV/.
Die RF-Spannungen, die dafiir notig sind, liegen im Bereich von 70 V. Wihrend des
Einfangs werden die Endkappen auf Masse gehalten.

Die Zeit, die fiir das Auffiillen der Falle benétigt wird, liegt im Bereich von 1 — 100 ms

und h&ngt von mehreren Faktoren ab:

e Konzentration der Probe in der Lésung
e lonisierungswahrscheinlichkeit
e Stabilitdt des Ions in der Gasphase

e gewiinschte Anzahl von Ionen in der Falle

Ist die Konzentration der Probe zu gering fiihrt dies zu deutlich ldngeren Fiillzeiten. Da
die Konzentrationen wihrend der Probenpréparation gut kontrollierbar sind, stellen sie

kein Problem dar.

Die ITonisierungswahrscheinlichkeit ist, ebenso wie die Stabilitat des Ions, von der verwen-
deten Substanz abhéngig. Substanzen mit einer geringen Protonenaffinitat weisen eine ge-
ringe lonisationswahrscheinlichkeit auf. Dies macht sich in einem schlechten Signal /Rausch-
Verhéltnis bemerkbar. Aminoséduren und Peptide haben eine hohe Ionisationswahrschein-
lichkeit, wohingegen sich aromatische Systeme wie Indol nur sehr schlecht protonieren

lassen.

Die Elektrosprayionisation ist eine sehr schonende Ionisationsmethode. Es entstehen in
der Regel nur wenig Fragmente wéahrend der lonisation. Wahrend des Transfers ins Va-
kuum erleidet das Ion zum Teil hochenergetische Stofle, die zu einer nachtraglichen Frag-
mentierung fithren konnen. Die Energie der Stole hangt von den Beschleunigungsspan-
nungen ab, so dass durch eine Reduzierung der Spannungen die Stofifragmentierung
verringert werden kann. Dadurch sinkt allerdings auch die Effizienz des Ionentransfers,
so dass eine geringe lonenstabilitdt nur bedingt durch eine Reduzierung der Beschleuni-
gungsspannungen ausgeglichen werden kann. Am empfindlichsten reagiert die Spannung
zwischen den beiden Skimmern, da hier der Druck und damit die Anzahl der Stofle am

hochsten ist.

Die Anzahl der Ionen, die fiir die Aufnahme eines Massenspektrums benutzt wird, beein-
flusst sowohl das Signal/Rausch-Verhéltnis als auch die Massenauflosung. Je hoher die

Anzahl der Ionen in der Falle ist, desto besser wird das Signal/Rausch-Verhéltnis. Da die
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Anzahl der Ionen, die pro Zeiteinheit die Falle verlassen konnen, limitiert ist, verbreitern
sich die Peaks und die Auflésung sinkt. Die Anzahl der Ionen, die fiir die Aufnahme von

Massenspektren verwendet wurde, lag zwischen 200 und 500.

2.2.1.3 Massenanalyse mittels einer Paul-Falle

In Abb. EZAlist der zeitliche Ablauf fiir die Aufnahme eines Massenspektrums gezeigt. Zu
Beginn des Analysezykluses werden alle eventuell noch in der Falle verbliebenen Ionen
entfernt. Nach einer definierten Akkumulationszeit wird der zweite Skimmer auf Masse
gelegt. Dadurch gelangen in der Folgezeit keine weiteren Ionen in die Falle. Die Falle

kann dann zu folgenden Operationen genutzt werden:

e Einfang (2) und Akkumulation (3) von Ionen
e I[solierung einer einzelnen Masse (4)
e collision induced dissociation (CID) eines bestimmten m/z-Verhéltnisses (5)
e Analyse aller in der Falle befindlichen m/z-Verhéltnisse (6)
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Abbildung 2.4: Zeitlicher Ablauf fiir die Aufnahme eines Massenspektrums. 1) Entfernen
aller Ionen aus der Falle, 2) Akkumulationszeit, 3) Massenisolation, 4)
Fragmentierung, 5) Scandelay, 6) Massenanalyse

Die verschiedenen Maoglichkeiten der Paul-Falle sind in Abb. am Beispiel von Tryp-
tophan dargestellt. Das Massenspektrum in Abb. Z5a zeigt als intensivstes Signal das
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Abbildung 2.5: Mehrfache MS-Schritte am Beispiel von Tryptophan. a) ESI-MS von
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Tryptophan wie aus dem ESI- und Transferprozess entstanden, b) Iso-
lation von Tryptophan, ¢) CID-Spektrum von Tryptophan, d) Isolation
des Fragments 188 und e) Fragmentierung der Masse 188.
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protonierte Tryptophan bei m/z = 205 Da (Prozess 1, 2, 3 und Massenanalyse). Dane-
ben sind noch einige kleinere Peaks zu sehen, die sich zum Grof3teil aus Fragmenten und
eventuellen Verunreinigungen zusammensetzen. Nur der Peak bei m/z = 188 Da besitzt

noch eine signifikante Intensitét.

Zur weiteren Analyse der Probe konnen einzelne Massen gezielt isoliert werden. In
Abb. kann man sehen, dass die Masse m/z = 205 Da isoliert worden ist (Prozess
4). Alle anderen Massen die noch in Abb. ZZBa vorhanden waren, sind entfernt worden.
Dies geschieht durch das Anlegen von Wechselfeldern an die Endkappen der Falle. Zu
jedem m/z-Verhiltnis existiert eine Frequenz, mit der eine translatorische Schwingung
dieses Ions angeregt werden kann. Das so angeregte Ion fiihrt damit eine Pendelbewegung
zwischen den Endkappen aus. Ist die angelegte Spannung grofi genug, so trifft das Ion
auf die Kappe, wird entladen und so aus der Falle entfernt. Auf diese Art und Weise

konnen alle Tonen bis auf ein gewé#hltes m/z-Verhéltnis aus der Falle entfernt werden.

Wird das Ion nicht so stark angeregt, dass es die Falle verlidsst aber dafiir langer, so
kann man die entstehende Bewegung zur Stossfragmentierung nutzen. Durch die erhohte
Amplitude des Ions in der Falle steigt die Energie der Stofle mit dem Hintergrundgas
Helium. Die innere Energie des lons wird mit jedem Stof3 erhht, bis das Ion fragmentiert.
Abb. 28k zeigt das CID-Spektrum von Tryptophan. Tryptophan liefert nur ein Fragment
mit der Masse m/z = 188 Da. Die aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin bilden unter Verlust von N Hj Fragmente mit einem Massenverlust
von m/z = 17 Da [B3, B4, bA, B6]. Bei Tryptophan fiihrt der Verlust von neutralem
NHj zur Masse m/z = 188 Da. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es sich
im Massenspektrum B bei m/z = 188 Da nicht um eine Verunreinigung der Probe
handelt, sondern um ein Fragment des Tryptophans, das wiéhrend des Transfers in die

Falle entstanden ist.

Dass nur ein Fragment gebildet wird, entspricht der Vorstellung, dass das Molekiil durch
StoBe langsam aufgekocht wird. Die Fragmentierung erfolgt in den energetisch niedrigsten
Kanal, da die innere Energie des Molekiils nicht ausreicht um energetisch hcher liegen-
de Fragmentierungswege zu erreichen. Andere Methoden wie chemische Ionisation [55],
Plasma desorption [54] oder laser desorption [56] fithren hohe Energien zu und resultieren

in mehreren konkurrierenden Fragmentierungswegen.

Es sind in der Paul-Falle beliebige Reihenfolgen aus Isolierung und CID moglich. Dadurch
konnen Fragmentierungspfade experimentell exakt schrittweise ermittelt werden. So kann
z.B. das Fragment m/z = 188 Da wieder isoliert (Abb. Z3d) und dannach fragmentiert
(Abb. Z8e) werden. Das Fragment bei m/z = 146 Da entsteht durch Verlust eines neu-
tralen Fragments mit m/z = 42 Da. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um Keten
(C3H50). Die schrittweise Fragmentierung durch wiederholte MS/MS-Schritte kann zur
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Strukturaufklarung genutzt werden. Bevorzugt werden zuerst schwache chemische Bin-

dungen gebrochen. Héufige Anwendung ist auch die Sequenzierung von Polypeptiden.

Fiir die Massenanalyse wird die Spannung an der Ringelektrode durchgestimmt. Je grofier
die Spannung an der Ringelektrode wird, desto flacher wird die Potentialmulde fiir kleine
m/z-Verhéltnisse. Je flacher die Potentialmulde ist, desto grofier ist die Amplitude der
Bewegung dieser Ionen in der Falle. Zusétzlich wird eine Wechselspannung an die End-
kappen angelegt. Die Ionen werden dadurch beschleunigt und konnen die Falle durch
Locher in der dem Detektor zugewandten Endkappe verlassen. Die Ionen werden mit
steigendem m/z-Verhéltnis aus der Falle entfernt. Man erhélt dann ein Ionensignal in
Abhéngigkeit von der Spannung an der Ringelektrode, welches durch eine interne Kali-

brierung umgerechnet wird.

Bei der Aufnahme von CID-Spektren kénnen nicht alle moglichen m/z-Verhéltnisse auf-
genommen werden. Das elektrische Wechselfeld in der Paul-Falle bildet eine Pseudopo-
tentialmulde, die fiir ein eingestelltes m/z-Verhiltnis, die groBite Tiefe besitzt. Je weiter
die Massen von diesem Minimum entfernt sind, desto geringer ist die Bindungsenergie.
Je tiefer die Potentialmulde, desto schmaler ist der Massenbereich, der noch eingefangen
werden kann [57]. Das kleinste m/z-Verhiltnis, das noch in der Falle verbleiben kann,
wird als (lower mass) cut off bezeichnet. Fiir eine reine Massenanalyse kann die Tiefe
der Potentialmulde so gering gewéhlt werden, dass der cut off bei nahe Null liegt. Will
man allerdings eine kollisionsinduzierte Fragmentierung durchfiihren, wiirde man zu viel
Ionen verlieren. Fiir die Fragmentierung muss den Ionen kinetische Energie zugefiihrt
werden, um Stofle mit hoher Energie zu erzeugen. Um die Ionen trotz erhhter kineti-
scher Energie in der Falle zu halten, muss die Tiefe der Potentialmulde erhoht werden.
Dadurch wird aber gleichzeitig der cut off erhoht. Im Normalfall liegt der cut off bei
20% der Muttermasse.

2.2.1.4 lonendetektor

Die aus der Falle austretenden Ionen werden durch zwei Ionenlinsen zum Detektor ge-
leitet. Der Tonendetektor besteht aus einer Konversionsdynode und einem Channeltron.
Die Konversionsdynode steht senkrecht auf der Flugbahn der Ionen. Der Detektor liegt

gegeniiber der Konversionsdynode.

Die Tonen werden mit 7 £V auf die Konversionsdynode beschleunigt, wo sie beim Auf-
treffen Elektronen herausschlagen. Durch eine auf Masse liegende Ionenlinse werden die
entstandenen Elektronen in den Eingang des Channeltrons fokussiert. An der Innenwand

des Channeltrons werden weitere Elektronen herausgeschlagen. Das so vorverstirkte Si-

34



2.2 Versuchsaufbau

1) 1) 3)

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau des Ionendetektors. 1) Ionenlinse, 2) Konversions-
dynode, 3) Channeltron. Die Ionen kommen von links, werden durch die
Ionenlinsen fokussiert und treffen dann auf die Konversionsdynode. Dort
16sen sie Elektronen aus, die zum Channeltron fliegen und dort verstérkt
werden.

gnal wird von der Messelektronik des Massenspektrometers aufgezeichnet. Die Nachweis-

wahrscheinlichkeit einer solchen Detektoranordnung liegt bei nahezu 100 %.

2.2.2 Aufbau des Lasersystems

Bei dem verwendeten Nanosekunden-Lasersystem handelt es sich um eine Kombination
aus einem Excimerlaser (LPX 110, Lambda Physics) und einem Farbstofflaser (FL3001,
Lambda Physics).

Der Excimerlaser diente zum Pumpen des Farbstofflasers. Er wurde mit XeCl auf 308 nm
betrieben. Die durchschnittliche Leistung betrug 70 m.J.

Bei dem verwendeten Farbstofflaser handelt es sich um einen Laser mit Littrowgitter.
Der Laser ist mit zwei Farbstoftkiivetten ausgestattet. Die Resonatorkiivette wird dabei

zusétzlich als Vorverstirker genutzt. Die zweite Kiivette dient als Hauptverstéirker.

Fiir die Wellenldngen von 595 — 535 nm wurde der Farbstoff Coumarin 153 benutzt. Fiir
den Resonator wurde eine Konzentration von 4,2 ¢/l in Methanol verwendet [58]. Fiir
den Bereich von 540 — 500 nm wurde Coumarin 307 verwendet, mit einer Konzentration
von 3,4 ¢/l in Methanol fiir den Resonator [58].

Fiir die Verstarkerkiivette wurde jeweils die Konzentration des Farbstoffes in der Resona-
torkiivette auf ein Drittel verdiinnt. Zum Ansetzen der Losungen wurde Methanol, p.a.

der Firma Merck ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

Die Ausgangsfrequenz des Lasers wurde mittels eines BBO-Kristalls verdoppelt und der
Strahlversatz durch einen entsprechenden Kompensator ausgeglichen. Das nichtverdop-

pelte Licht wurde mit einem Pellin-Broka Wellenléngenseperator abgetrennt.
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Die Leistung des Farbstofflasers im UV-Bereich betrug 400 — 900 uJ bei einer Pulslange

von 5 — 7 ns. Die Linienbreite des Lasers liegt bei 0,3 cm ™.

2.2.3 Eigene Modifikationen des Versuchsaufbaus

Der aus kommerziellen Baugruppen bestehende Versuchsaufbau musste modifiziert wer-
den, um die geplanten Experimente durchfiithren zu kénnen. Die gréfiten Modifikationen

waren am Massenspektrometer notig:

e Fiir den Laserzugriff musste die Vakuumkammer um ein Fenster erweitert werden.
In die Kammer, die im Aluminiumspritzgussverfahren hergestellt wurde, musste

dafiir eine zusitzliche Offnung gebohrt werden.

e Um die Tonen kiihlen zu kénnen, sind weitrechende Anderungen am Analysator-

block noétig gewesen.

e Zur Synchronisierung des Massenspektrometers mit der externen Messelektronik
war es notig, interne Signale des Massenspektrometers nach auffen zu fiithren und

auszuwerten.

Die Breite der Spektren und die geringe Teilchenzahl machten den Einbau zusétzlicher

Elemente im Strahlengang des Lasers notig.

e Die geringe Grole der Ionenwolke und die geringe Teilchenzahl machen eine manu-
elle Justage der Spiegel unmoglich. Aus diesem Grund wurde eine durch einen Rech-
ner positionierbare Spiegelhalterung gebaut. Diese Halterung erlaubt eine rechner-

gestiitzte Justage.

e Beim Durchstimmen {iber grole Wellenldngenbereiche muss die wellenléngenabhéngige
Effizienz des Farbstoffes ausgeglichen werden. Dazu wurde eine aktive Regelung fiir

die Intensitdt des Pumplasers aufgebaut.

e Das Nachfiihren des Verdopplerkristalls iiber grofle Wellenléngenbereiche mit Hilfe
von Kalibrierkurven ist sehr miihselig. Um dieses Problem zu umgehen, wurde eine

aktiv geregelte Schrittmotorsteuerung aufgebaut.

Die Einzelheiten der Modifikationen werden in den folgenden Kapiteln im Detail be-

schrieben.
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2.2.3.1 Aktive Verdopplersteuerung

Féllt eine elektromagnetische Welle £ = Ej cos (wt — kz) mit w/k = ¢/n auf ein dielek-
trisches Medium, so werden durch die im elektrischen Feld oszillierenden Dipole, neue

elektromagnetische Wellen erzeugt. Geméaf der dielektrischen Polarisation

P(E) = exVE +xPE? + YO B .. (2.1)
E: Feldstarke, x: Suszeptibilitdt n-ter Ordnung

werden dabei neben der eingestrahlten Frequenz auch Vielfache davon erzeugt. Prinzipiell
gilt ™ > ", so dass die Wellen hoherer Frequenz nur einen geringen Anteil haben. Die
GroBe von x? bestimmt den frequenzverdoppelten Anteil. Damit sich eine makroskopische

Welle der Frequenz 2w aufbauen kann, gilt die Phasenanpassungsbedingung [59]:

niw, = 2712&)2 (22)

Die Grundwelle und die erzeugt Welle miissen mit der gleichen Phasengeschwindigkeit
durch das Medium laufen, damit die an anderen Orten neu erzeugten Wellen von ws zu-
einander phasenrichtig laufen. Die Phasengeschwindigkeit, ist vom durchlaufenden Medi-
um und der Frequenz abhéngig. Die Phasenbedingung kann also nur in Ausnahmeféllen
erfiillt werden, da n monoton mit w steigt. Dies geht nur, wenn in einem doppelbre-
chenden Kristall ein Einfallswinkel existiert, bei dem der Brechungsindex ny bei der
Grundwelle gleich dem auflerordentlichen Brechungsindex n, bei der erzeugten Oberwel-

le ist.

Jede Abweichung vom idealen Einfallswinkel schwécht die Verdopplung. Der fiir die Ver-
dopplung optimale Winkel ist wiederum von der Frequenz des Laserlichts und der Tem-
peratur des Kristalls abhéngig. Wird die Frequenz fiir die Aufnahme eines Spektrums
durchgestimmt, so muss der Winkel unter dem der Laser auf den Kristall trifft wahrend
der Messung nachgefiihrt werden. Die Positionierung des Kristalls geschieht mit einem

Schrittmotor.

Ein gingiges Verfahren zur Ansteuerung des Schrittmotors besteht in der Verwendung
von Kalibrierkurven. Dazu werden einzelnen Wellenldngen Schrittmotorpositionen zuge-
wiesen und die Zwischenwerte interpoliert. Diese Methode ist experimentell leicht umzu-

setzen und funktioniert fiir kleine Abstimmbereiche auch sehr gut.

Trotzdem besitzt sie einige Nachteile.

e Die Winkelabhéngigkeit von der Wellenlénge kann nur fiir kleine Abstimmbereiche
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als linear angesehen werden. Je grofler der Bereich ist, desto mehr Punkte miissen

fiir die Erstellung der Kalibrierkurve benutzt werden.

e Da der Verdopplerkristall empfindlich auf die Temperatur reagiert, muss der Kris-

tall temperiert (£ 1°C') werden, um eine thermische Drift moglichst zu verhindern.

e Die Methode ist anféllig fiir Stérungen in der Ansteuerung des Schrittmotors. Hohe
Storfelder die z.B. beim Ziinden der Laser entstehen kénnen zu Fehltriggern des
Schrittmotors fithren. Dieser verliert seine Position und die Verdopplung ist nicht

mehr optimal.

Je grofler der Bereich ist, der durchgestimmt werden soll und je grofler die Schrittweite ist
(hier 0,1 nm), desto aufwendiger wird die Verwendung von Kalibrierkurven. Aus diesem
Grund wurde hier eine andere Art der Nachfithrung gewihlt, die in Abb. X7 dargestellt

ist.

N

b,

a il e

a) b)

Abbildung 2.7: Aufbau der aktiven Verdopplersteuerung. a) Schrittmotor mit mon-
tiertem Verdopplerkristall und Kompensator, b) Fenster, ¢) Blende,
d) Schlitzblende, e) Quadrantendiode, f) Integrator, g) Computer, h)
Schrittmotorsteuerung

Der Verdopplerkristall wird von einem aktiven Regelkreis positioniert. Dabei wird aus-
genutzt, dass das Strahlprofil des UV-Lichts nur dann symmetrisch ist, wenn der Kristall
optimal gekippt ist. Ist der Winkel zwischen Laser und Kristall nicht optimal, so bilden
sich direkt neben dem Hauptstrahl links oder rechts, je nach Fehlstellung, Nebenmaxima

aus.

Ein kleiner Teil des UV-Lichts wird durch ein Brewsterfenster ausgekoppelt. Die erste
Blende dient zum Abtrennen des Riickreflexes am Fenster, so dass nur ein Reflex auf
die Fotodiode trifft. Die Schlitzblende wird zum Abschwéchen der Intensitédt benutzt.
Es wird nur der obere Teil des Strahls abgeschnitten. Dadurch bleibt die Rechts/Links-

Information erhalten. Der Strahl trifft dann auf eine Quadrantendiode. Die Diode ist
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so beschaltet, dass der zweite und dritte Quadrant und der erste und vierte Quadrant
jeweils zusammengelegt sind und man dadurch eine rechte und linke Halfte bekommt. Ist
der Kristall optimal positioniert, so werden beide Héalften gleich stark beleuchtet. Ist das
Strahlprofil unsymmetrisch, so wird eine Hélfte stdarker beleuchtet. Dieser Unterschied

wird zur Nachregulierung des Kristalls genutzt.

Das Signal der beiden Teildioden wird jeweils integriert und iiber eine A /D-Wandlerkarte
(ME-30, Meilhaus) von einem Rechner ausgelesen, der aus den beiden Signalen ein Steu-
ersignal generiert. Der Rechner veranlasst alle 50 ms die Wandlung der an der Steuerung
beteiligten A /D-Kanéle. Zur Regelung werden eine wihlbare Anzahl von Messwerten fiir
jeden Kanal gemittelt und die Differenz gebildet. Liegt die Differenz iiber einem fest-
gelegten Schwellenwert, wird aus dem Vorzeichen der Differenz das Richtungssignal fiir
den Schrittmotor gebildet. Das Steuersignal wird iiber D/A-Kanile der ME-30 an eine
Schrittmotorsteuerung iibergeben, die den Motor neu positioniert. Unabhéingig von der
Generierung dieser Differenz werden die Ergebnisse der einzelnen Wandlungen aufsum-
miert und im Speicher gehalten. Das arithmetische Mittel der Summe kann abgefragt

und als MafB fiir die mittlere Laserleistung genutzt werden.

Bevor der Schrittmotor um eine Position weiter bewegt wird, wird zuerst die fiir die
Mittelung benotigte Anzahl Messwerte aufgezeichnet. Eine hohe Zahl von Mittelungen
gleicht Schwankungen der Laserleistung besser aus, fiihrt aber zu einer langsameren

Regelung, da der Schrittmotor weniger Schritte pro Zeiteinheit ausfiihrt.

Das Steuerprogramm 6ffnet den Port 5555 fiir TCP/IP Verbindungen. Uber diese Verbin-
dung kann die Steuerung kontrolliert werden. Es ist moglich die Steuerung zu aktivieren,
deaktivieren, die Anzahl der Mittelungen und die Hohe des Schwellenwertes zu setzen.

Die mittlere Laserleistung kann abgefragt und zuriick gesetzt werden.

2.2.3.2 Piezoverstellbare Spiegelhalterung

Die Justage des Lasers durch die Paul-Falle ist schwierig, da die Austrittsoffnung der
Endkappe nur einen Durchmesser von 1,5 mm hat. Der Laser muss sehr genau auf die
optische Achse justiert sein, um sowohl durch die Austrittséffnung der Falle zu kommen,
als auch die Ionenwolke moglichst gut zu treffen. Die geringe Ausdehnung der Ionenwolke
macht es unmoglich, eine Reproduzierbarkeit der Justage nur durch feststehende Blenden
zu erreichen. Selbst die geringe Winkelfreiheit, die fast vollsténdig geschlossene Blenden
zulassen, reicht, um den Uberlapp Ionen-Laser zu verlieren. Bereits geringste Tempera-
turschwankungen und Anderungen in der Laserjustage reichen aus, um den Uberlapp
Ionen-Laser zu verlieren. Entsprechend ist eine téglichen Justage notwendig, um eine

optimale Photofragmentierung zu erreichen.
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Die geringe Repititionsrate und die kleinen Teilchendichten mit einem schlechten Signal
/ Rausch-Verhéltnis machen eine manuelle Justage extrem langwierig und schwierig und
damit de facto unmoglich. Aus diesem Grund wurde eine Spiegelhalterung gebaut (s.
Abb. 2F)), die iiber einen Computer verstellt werden kann, um so die Feinabstimmung

der Laserstrahlfithrung zu automatisieren.

6) beweglich fest

| .
----------------- RS 25 N B § G
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Abbildung 2.8: Spiegelhalter mit Piezopositionierung. 1) Spiegelaufnahme, 2) Kerami-
kabstandshalter, 3) Haltefeder, 4) Piezoelektrischer Biegeschwinger, 5)
Bodenplatte, 6) elektrische Kontakte.

Die Positionierung des Spiegels geschieht dabei mittels eines piezoelektrischen Biege-
schwingers. Fiir den Biegeschwinger wurde ein piezomechanisches Element genutzt. Dies
ist ein Verbundwerkstoff, der aus einer piezoelektrischen Keramik besteht, die auf einen
Aluminiumtréager aufgebracht ist. Wird eine Spannung an die Keramik angelegt, so ver-
biegt sich die Kompositplatte &hnlich einem Bimetall. Der Biegeschwinger hat die Form
eines Winkels bei dem die piezoelektrische Keramik an zwei Stellen unterbrochen worden
ist. Dadurch konnen die beiden Schenkel des Winkels getrennt angesprochen werden. Zwi-
schen den beiden Schenkeln liegt ein drittes Feld, welches die Biegebewegung der beiden
Schenkel mechanisch entkoppelt.

Die Aufnahme fiir den Spiegel wird an drei Punkten mit dem Biegeschwinger verbun-
den. Auf jeweils ein Feld des Biegeschwingers wird dazu ein keramischer Abstandshalter
gesetzt. In die Spitze des Abstandshalters ist eine Kugel eingelassen, um eine punktuelle
Auflage zu erreichen. Die Spiegelaufnahme wird mit einer Feder gegen die Kugeln ge-
driickt. Die Feder ist ebenso wie der Biegeschwinger auf einer Aluminiumplatte befestigt.
Mit dieser Aluminiumplatte kann der Spiegelhalter an einem mechanischen Spiegelver-

steller befestigt werden.
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Abbildung 2.9: Abhéngigkeit der Fragmentierung von der Auslenkung der Piezoverstel-

ler. Per Computersteuerung fahrt der Spiegel ein Raster ab. An jedem
Punkt wird der Prozentsatz der Fragmentierung gemessen, um so eine
optimale Stellung fiir den Spiegel zu ermitteln.

Die beiden Schenkel sind elektrisch kontaktiert und jeweils mit einem Hochspannungs-
netzteil (HCN-7TE 3500, FUG) verbunden. Da bei Spannungen gréfier 500 V' keine nen-

nenswerte Verformung mehr eintritt, wurde die maximale Spannung an den Piezoele-
menten mittels Zener-Dioden auf 500 V' begrenzt.

Die Hochspannungsnetzteile konnen iiber eine externe Spannung angesteuert werden.
Die externen Spannungen werden mittels einer D/A-Wandlerkarte (ME1600, Meilhaus)
am PC erzeugt. Zur Ansteuerung wurde unter LabView 6 (National Instruments) ein

Programm geschrieben. Das Programm erzeugt ein Raster indem an jedem Punkt die
prozentuale Fragmentierung aufgenommen wird.

Der piezoverstellbare Spiegel ist der letzte Umlenkspiegel vor der Tonenfalle (s. Abb. EXI)
und wurde an einem normalen Spiegelversteller befestigt. Mit dem mechanischen Ver-
steller kann der Spiegel grob positioniert werden. Dannach kann iiber das Regeln der

Spannungen an den den beiden Schenkeln eine Feinjustage vorgenommen werden.

Die erreichbare Ablenkung des Lasers am Ort der Ionenwolke wurde ausgemessen. Sie
betrdgt in x-Richtung 3,3 mm und in y-Richtung 2,3 mm. Geht man davon aus, dass

die Ablenkung linear von der angelegten Spannung abhéngt, so ergibt dies 6,6 pum/V
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fiir die X-Richtung und 4,6 pum/V fiir die y-Richtung. Die unterschiedliche Empfindlich-
keit fiir die x- und y-Richtung liegt darin begriindet, dass die Haltepunkte nicht vollig
symmetrisch auf dem piezomechanischen Element angebracht sind. Daraus resultieren

unterschiedlich lange Hebelwege, die unterschiedlich grofle Abweichungen bewirken.

Wie in Abb. zu sehen ist, zeigt das Signal eine starke Abhéngigkeit von der Position
des Spiegels. Das Maximum ist ldnglich geformt. Das liegt an den oben erwdhnten Un-
terschieden in der Empfindlichkeit von x- und y-Achse. Die Messung der prozentualen
Fragmentierung erfolgt wie in Kap. beschrieben.

Der Bereich, in dem der Spiegel mit Hilfe des Computers (Messrechner 2 in Abb. EI)
verstellt werden kann, reicht aus, um den gesamten Bereich, in dem ein Fragmentsignal
erhalten wird, zu iiberstreichen. Die Vorrichtung ist somit geeignet, um eine Feinjustie-

rung zu iibernehmen.

2.2.3.3 Leistungskonstanthaltung

Schwankungen der Laserleistung wirken sich sehr stérend auf die Messungen aus. Da die
Wellenléngenabhéngigkeit der Fragmentierung zu breiten Strukturen fiihrt, ist es unab-
dingbar, die Laserleistung wiahrend der Messung konstant zu halten. Eine Normierung
scheidet aus, da die Anzahl der Photonenschritte nicht immer bekannt ist (Normierung
mit [ oder I?) bzw. kénnen einzelne Photoanregungsschritte gesittigt sein (Zweipho-
tonenschritt aber lineare I-Abhéngigkeit). Zu beachten ist, dass diese Effekte von der
Wellenldnge und der Intensitdt abhéngen kénnen. Die Intensitéit eines FarbstofHlaser ist
nicht iiber den gesamten Wellenldngenbereich konstant. Die Fluoreszenz des verwende-
ten Laserfarbstoffes bestimmt die Wellenlégenabhéngigkeit der Intensitéat. Typischerwei-
se ergibt sich fiir die Abhéngigkeit eine flache Glockenkurve, die an den Réndern des

verwendbaren Wellenldngenbereichs steil abfallt.

Die Schwankungen die durch die Leistungskurve des Farbstoffes verursacht wird, wirken
sich auch entsprechend auf das Fragmentsignal aus. Die Anderungen im Fragmentsignal,
die dadurch hervorgerufen werden, haben eine vergleichbare Gréfle wie das Signal selber.
Wie in Abb. EXI0h) zu sehen ist, folgt der Anstieg der Fragmentierung der Laserinten-
sitdt. Man kann nicht erkennen, ob die Fragmentierung lediglich der Intensitat folgt,
oder sich die molekulare Absorption verdndert. Ohne Konstanthaltung der Laserleistung
kann man daher nicht sicher stellen, dass die gemessenen Spektren wirklich durch eine
Wellenldgenabhéngigkeit zustande gekommen sind, oder durch Zu- oder Abnahme, oder
einer Schwankung in der Intensitit des Lasers hervorgerufen wurden. Erst durch die Kon-
stanthaltung der Laserleistung (s. Abb. EXI0b)) kann die spektrale Struktur eindeutig der

wellenldngenabhéngigen Absorption des Ions zugewiesen werden.
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Abbildung 2.10: Photofragmentspektren von Tryptophan. a) Die ungeregelte Laserinten-
sitdt folgt der Farbstoffkurve. b) Bei geregelter Laserleistung schwankt
die Laserintensitit iiber den ganzen Bereich um weniger als 5%.

Aus diesem Grund wurde eine Regelung aufgebaut, mit der man die Laserleistung wahrend
der Messung konstant halten kann. Dazu wird innerhalb des FarbstofHasers die Inten-
sitdt des Pumpstrahls der Verstarkerkiivette reguliert. Dies geschieht mit einem Draht-
gitter, dass iiber einen Motor in den Pumpstrahl gefahren werden kann und somit den
Pumpstrahl mehr oder weniger abschwicht. Als Sollwert wird die Intensitdt am Rand

der Farbstoffkurve vorgegeben.

Die Position des Gitters wird von einer speziell fiir diese Anwendung entwickelten Steuerein-
heit geregelt. Die Laserleistung wird mittels einer Fotodiode (s. Abb El) aufgenommen
und von der Steuereinheit verarbeitet. Gleichzeitig wird das Signal der Fotodiode iiber
einen Integrator und einer A/D-Wandlerkarte von einem Messrechner (Messrechner 1,
Abb. EI) registriert. Wahrend der Messungen wird die gemessene Laserintensitit zu-

sammen mit den lonensignalen aufgezeichnet.

2.2.3.4 Laserzugriff innerhalb der Paul-Falle

Um auf die Tonen innerhalb der Falle mit dem Laser zugreifen zu kénnen, waren einige

Modifikationen am Vakuumsystem des Massenspektrometers notwendig. In der origi-
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nalen Vakuumkammer war z.B. kein Fenster vorhanden. Entsprechend war die grofite
Modifikation der Anbau eines Flansches mit einem Fenster an die Hochvakuumkammer

(s. Abb. ZTT]). Desweiteren wurden zusétzliche elektrische Durchfithrungen angebracht

(s. Kap. ZZ30]).

1 2 .
Oktopol— Fallenkammer
kammer

T 1T ]
T

[T
T

Fenster

Abbildung 2.11: Aufsicht auf die modifizierte Vakuumkammer. Die Kammer besteht aus
drei Bereichen, die durch Trennwénde unterteilt sind. Die Modifikatio-
nen wurden an der dritten Kammer angebracht und sind durch breitere
Linien hervorgehoben.

Um mit dem Laser innerhalb der Falle zugreifen zu kénnen, musste ein Fenster an der
Fallenkammer (s. Abb. ZT1]) angebracht werden. Dazu wurde ein Loch in die Riickwand
der Kammer gebohrt. Um ein Fenster anbringen zu konnen wurde ein Aluminiumblock
an die Wand angeflanscht. Aufgrund der geringen Wandstérke wurde der Block von der
Innenseite der Kammer gegengeschraubt. An diesen Aluminiumblock wurde dann ein
CF 200 Flansch angebracht. Der Flansch soll groffitmogliche Flexibilitét fiir eventuelle,
spitere Experimente garantieren. An diesen Flansch kann z.B. eine weitere Kammer mit
einem Lecksuchgerit angeschlossen werden. Fiir die Durchfiihrung der Messungen ist es
ausreichend, einen weiteren CF 200 Flansch anzubringen, auf dem ein CF 35 mit einem

Fenster montiert ist.

Der Laser wird durch das Fenster entlang der optischen Achse durch das Gerét gefiihrt.
Da der Detektor senkrecht auf der Langsachse des Massenspektrometers steht (s. Abb. Z0),
trifft der Laser direkt auf die Endkappe der Falle.

Um den Laserzugriff zu erleichtern, wurde die Endkappe der Falle modifiziert. Die origi-
nale Endkappe in Abb. ZT2h) besitzt sieben Locher mit einem Durchmesser von je 1 mm.
Damit sind die Locher kleiner als der Strahldurchmesser des Lasers. Um nicht unnotig

viel vom Laserstrahl abzuschneiden und um Probleme mit Fotoelektronen zu vermeiden,
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Abbildung 2.12: Modifizierung der detektorseitigen Endkappe. a) Originale Endkappe.
In der Mitte befinden sich sieben Bohrungen mit @ = 1 mm, durch die
die Ionen die Falle in Richtung Detektor verlassen. b) Die modifizierte
Endkappe hat nur ein Loch, mit einem Durchmesser von 1,5 mm.

wurde diese Endkappe modifiziert. In der modifizierten Version in Abb. [ZI2b) wurden die
sieben Locher durch eine grofere Austrittsoffnung mit einem Durchmesser von 1,5 mm

ersetzt.

2.2.3.5 Abhangigkeit vom Phasenwinkel

In der Paul-Falle bewegen sich die Tonen auf Lissajoufiguren. Der Laser besitzt einen Fo-
kus von etwa 100 pm. Uber die GroBe der Ionenwolke und den Radius der Kreisbahn der
Ionen gibt es keine Angaben. Es besteht somit die Moglichkeit, dass sich die Ionenwolke
komplett aus dem Laserfokus heraus bewegt. Ist die Auslenkung durch das elektrische
Wechselfeld in der gleichen Grélenordnung wie der Durchmesser der lonenwolke, so wird
der Zeitpunkt des Laserschusses wichtig, da man sicherstellen muss, dass der Laser einen
Grofiteil der Tonen bestrahlt.

Es wurde daher iiberpriift, ob die Bewegung der Ionen in der Falle Einfluss auf die
Fragmentierung hat. Zu diesem Zweck wurde der Zeitpunkt des Laserzugriffs mit dem
Phasenwinkel der Ringspannung synchronisiert. Die Abhéngigkeit vom Phasenwinkel ist
in Abb. dargestellt. Man kann eine sinusformige Abhéngigkeit vom Phasenwinkel
erkennen. Dies entspricht der Vorstellung, dass die Ionen einer angeregten harmonischen

Schwingung in der Falle folgen.

Der Einfluss auf die Fragmentierung liegt im Bereich von 5%. Die Ionenwolke verlasst
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Abbildung 2.13: Abhéngigkeit der Fragmentierung vom Phasenwinkel der Spannung
an der Ringelektrode. Die Intensitdt der Fragmentionen zeigt eine si-
nusformige Abhéangigkeit. Allerdings ist die Abhéngigkeit gering.

nie komplett den Laserfokus. Demnach muss der Radius der Lissajoufiguren kleiner sein,

als der Durchmesser der Ionenwolke.

2.2.3.6 Kiihlung der Paul-Falle

Die Ionen werden bei Raumtemperatur gebildet und dann durch elektrische Felder be-
schleunigt. Durch die hohe Dichte an Neutralteilchen bei einem Druck von 1 — 1 %
1072 mbar erleiden die Ionen eine Vielzahl von Sté8en mit dem Restgas. Wenn die Ionen
in der Falle eingefangen werden, sollte ihre Temperatur mindestens Raumtemperatur
entsprechen, oder noch dariiber liegen, wenn Sto8e mit Neutralteilchen die Ionen weiter
aufgeheizt haben. Da aber nur ein geringer Prozentsatz fragmentiert, kann die Tempe-

ratur auch nicht wesentlich dariiber liegen.

Die hohe Temperatur ist fiir spektroskopische Experimente &uflerst storend. Scharfe
Peaks sind nur bei niedrigen Temperaturen zu erwarten. Eine wesentliche Rolle spielt
dabei die Besetzung der Schwingungsniveaus im elektronischen Grundzustand. Nur bei
Temperaturen deutlich unter Raumtemperatur ist nur der Schwingungsgrundzustand
besetzt. Bei hoheren Temperaturen werden zunehmend hohere Schwingungen thermisch

besetzt. Dies d&uflert sich durch das Auftreten von hot bands in den Spektren. Neben den
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Schwingungen werden auch hohere Rotationsniveaus angeregt. Bei Molekiilen koénnen
die Rotationsiibergénge in der Regel nicht mehr aufgelost werden. Dies fiihrt zu einer
Verbreiterung der Umbhiillenden des Schwingungsiibergangs. Wird die Temperatur des
Molekiils zu grof}, so laufen die Umbhiillenden von Schwingungsgrundzustand und hot

bands ineinander und die Schwingungsauflosung geht verloren.

Die niedrige Ionendichte fithrt zu einem weiteren Problem. Werden zunehmend energe-
tisch hohere Niveaus besetzt, so wird im Gegenzug der Grundzustand depopuliert. Im
gleichen Mafl wie die Teilchenzahl im Grundzustand sinkt, sinkt auch die Signalstérke

und das Signal/Rausch-Verhéltnis nimmt zu.
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Abbildung 2.14: Ubersicht iiber die Kiihlung der Paul-Falle. Der Deckel der Vakuum-
kammer wurde so modifiziert, dass er zwei Voratsbehélter fiir fliissigen
Stickstoff aufnehmen kann. Mit Kupferlitzen wird die Paul-Falle von
zwei Seiten kontaktiert. Einmal direkt im Hochvakuumbereich und ein-
mal durch die Trennwand von der Oktopolkammer aus.

Um die Temperatur der Ionen zu senken, wurde eine Kiihlung fiir die Falle gebaut. Dazu

waren sowohl gréfere Modifikationen an der Paul-Falle, als auch an Teilen des Vaku-
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umsystems notwendig (s. Abb. EXI4]). Die Kiihlung besteht aus zwei Vorratsbehéltern
fiir fliisssigen Stickstoff, sieben Kélteleitungen aus Kupfer und einem Hitzeschild um die
Paul-Falle.

Die Kailteleitungen miissen moglichst kurz sein. Ansonsten sind die Verluste auf dem
Weg vom Reservoir des Kiihlmittels zur Falle zu grofl. Je linger die Leitungen werden,
desto hoher ist die Temperatur auf die man das System kiihlen kann. Fiir das gesamte
Kiihlsystem war es daher wichtig, alle Wege so kurz wie moglich zu halten und Verluste

durch Warmeleitung und Wéarmestrahlung moglichst weit zu reduzieren.

Je tiefer die erreichbaren Temperaturen werden, desto vorteilhafter sollte sich dies auf
die Ergebnisse auswirken. Als Kiihlmittel wurde fliissiger Stickstoff gewéhlt. Fliissiger
Stickstoff ist preisgiinstig und steht in groflen Mengen zur Verfiigung. Die maximal er-
reichbare Temperatur ist damit —195,8 °C' [60] und durch den Siedepunkt von Stickstoff
bei Atmosphérendruck gegeben.

Durch den Aufbau der Falle ist es nicht moglich das Kiihlmittel bis direkt an die Falle
heranzubringen. Darum wurden in unmittelbarer Nidhe der Falle zwei Reservoiren ange-
bracht. Die Vorratsbehélter wurden aus Edelstahl gefertigt. Es handelt sich dabei um
Zylinder mit einem Fassungsvermoégen von jeweils 500 ml. Beide Vorratsgeféfle befinden
sich im Vakuum. Das eine in der Kammer mit den Oktopolen, das zweite in der Kammer
mit der Paul-Falle. Beide Vorratsbehilter sind mit jeweils zwei Vakuumdurchfithrungen
nach auflen gefiihrt. Die Vorratsgefiafie befinden sich innerhalb der Vakuumkammer und

kénnen durch einen 50 [ Dewar aufgefiillt werden.

Die Behilter sind jeweils auf Edelstahlflanschen montiert. Dazu wurde auf einem Edel-
stahlflansch eine vakuumtaugliche Fliissigkeitsdurchfithrung angebracht. Das Vorrats-
gefaf} ist an die beiden Rohren der Durchfithrung geschweifit. Der Wérmekontakt nach
drauflen ist duflerst gering. Das Vorratsgefafl befindet sich im Vakuum, so dass die
Wiérmeleitung gering ist. Einzige direkte Verbindung sind zwei diinne Edelstahlrohren.

Der Aufbau gleicht damit einer Thermosflasche aus Edelstahl.

Fiir die Installation der Vorratsgefafie wurde der Deckel der Vakuumkammer durch einen
modifizierten Nachbau ersetzt. Die Vakuumkammer des Esquire 3000 lies keinen Platz
fiir die Reservoirs. Auf den Deckel wurden darum Zylinder aufgesetzt, die die Behélter

aufnehmen.

Die Falle selber kann nicht effizient gekiihlt werden. Die einzelnen Komponenten der Falle
liegen zum Teil auf hohen Wechselspannungen, so dass keine elektrisch leitendenden Ver-
bindungen mdoglich sind. Aus diesem Grund wird nur die unmittelbare Umgebung gekiihlt
(s. Abb EZTH). Dies geschieht mit Kupferlitzen mit einem Durchmesser von 10 mm. Die

Litzen verbinden die Vorratsgefédfle mit den Halterungen der Endkappen.
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Abbildung 2.15: Analysatorblock des Massenspektrometers. Alle grau markierten Teile
wurden durch Vespel ersetzt: Alle Isolatoren an den Elektroden der Fal-
le, und die Gewindestangen und Abstandshiilsen im Detektorbereich.
Die Abstandshalter im Bereich der Ionenoptik wurden mit Bohrungen
versehen, in denen die Kiihlleitungen befestigt werden kénnen.

Besonderer Wert wurde auf die Vermeidung von Verlusten der Kiihlleistung durch Wir-
meleitung und Warmestrahlung gelegt. Alle Halterungen fiir die Ionenoptiken, die Io-
nenlinsen selber, sowie die Aufnahmen fiir diesen Analysatorblock bestehen aus Metall,
sorgen also fiir grofle Verluste durch Wirmeleitung. Um diese zu reduzieren wurden meh-

rere Teile durch Kunststoffteile ausgetauscht.

Die Trennwand zwischen der Oktopolkammer und er Fallenkammer war urspriinglich
aus Aluminium gefertigt. Diese wurde durch einen Nachbau aus Teflon ersetzt, in die
nur noch ein Aluminiumring auf der Seite der Falle eingelassen ist. Die Eingangsseite
der Falle wird in dem Teflon gefiihrt und liegt auf dem Aluminiumring auf. Der Ring
wird an drei Punkten mit Kupferlitzen mit dem Stickstoffgefafl in der Oktopolkammer
verbunden. Dadurch wird der Ring gekiihlt, der {iber die Beriihrpunkte mit der Halterung
der Endkappe die Eingangsseite der Falle kiihlt.

Auf der Ausgangsseite der Falle wird ebenfalls die Halterung der Endkappe gekiihlt. Die
originalen Halterungen wurden durch Nachbauten aus Messing ersetzt. In die modifizier-
ten Halterungen sind Locher angebracht, in denen Kupferlitzen befestigt werden kénnen.

Die Litzen stehen in direktem Kontakt zu dem Stickstoffvoratsgefafl in der HV-Kammer.

Die Abstandshalter zwischen Ionenoptik und Detektor bestanden urspriinglich aus Edel-
stahl. Um Verluste durch Warmeleitung an dieser Stelle zu vermeiden, wurden sowohl

die Abstandshalter als auch die dazugeho¢rigen Schrauben aus Vespe]El nachgebaut. Bei

! Andere gebriuchliche Handelsnamen sind Kapton, Kinel, Upilex, Upimol
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Vespel handelt es sich um ein Polyimidpolymer. Das Polymer ist in einem Temperatur-
bereich von -270 bis 300 °C einsetzbar und zeichnet sich durch hohe Abriebfestigkeit,

geringe Ausgasung im Vakuum und gute mechanische Bearbeitbarkeit aus.

Die elektrische Isolierung zwischen den Endkappen und deren Halterungen bestand aus
Keramik. Beim Abkiihlen der Falle auf Stickstofftemperatur sind erhebliche mechanische
Spannungen zu erwarten. Um zu verhindern, dass die spréden Keramiken brechen wurden

sie durch Vespelisolatoren ersetzt.

Neben der Wérmeleitung zu den umliegenden Geriteteilen spielt auch die Warmestrah-
lung eine wichtige Rolle. Die umgebenden warmen Teil des Geréts heizen durch Wérme-
strahlung die Falle auf. Um die Aufheizung auf diesem Weg moglichst gering zu halten,
wurde ein Hitzeschild um die Falle gebaut. Das Hitzeschild besteht aus vergoldetem
Kupferblech. Gold besitzt eine hohe Reflektivitat fiir Warmestrahlung und ist deshalb
fiir die Abschirmung von Warmestrahlung besonders gut geeignet. Das Hitzeschild wird
auf den selben Halterungen befestigt wie die Auslasskappe der Falle. Es ist dadurch mit

den Kiihlreservoirs verbunden und wird ebenfalls gekiihlt.

Das Helium welches sich als Stofigas in der Paul-Falle befindet, iibertrdgt die Energie
von den Ionen auf die Wand der Falle. Es stellt sich ein thermisches Gleichgewicht ein,

bei dem die Ionen die gleiche Temperatur wie die Fallenwénde annehmen kénnen.

Das Abkiihlen der Falle dauert mehrere Stunden. Wie man in Abb. EZT8 sehen kann, teilt
sich der Kiihlprozess in zwei Bereiche auf. Innerhalb der ersten 25 Minuten sinkt die Tem-
peratur auf —80 °C'. Danach verlangsamt sich der Prozess. In dieser Zeit werden die Vor-
ratsgefaffe auf ihre Endtemperatur runtergekiihlt. Das Geféfl in der Oktopolkammer er-
reicht eine Temperatur von —140 °C' und das in der HV-Kammer —160 °C'. Dadurch, dass
sich die Vorratsbehélter schneller abkiihlen als die Falle selber, vergroflert sich in dieser
Zeit die Temperaturdifferenz zwischen Falle und Vorratsbehélter. Der Warmetransport
zwischen den den Reservoiren ist der Temperaturdifferenz proportional. Die Falle kiihlt
sich in dieser Zeit schnell ab. Wenn die Vorratsgefédfle anndhernd ihre Endtemperatur
erreicht haben, vergingert sich die Differenz zur Fallentemperatur und man bekommt ein

langsames Angleichen der Temperaturen.

2.2.3.7 Abschatzung der Kiihlleistung

Die Kiihlung der Paul-Falle erfolgt iiber sieben Kupferlitzen. Die komplette Kiihlleistung
muss durch diese Verbindungen erfolgen. Die Leistung durch Wérmetransport lédsst sich

wie folgt berechnen [61]:
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Abbildung 2.16: Zeitabhéngigkeit der Temperatur beim Abkiihlen der Falle. Beim zeitli-
chen Verlauf des Kiihlprozesses sind zwei Bereiche zu erkennen. Inner-
halb von 25min kiihlt die Falle auf —80 °C' ab. Dannach verlangsamt

sich der Abkiihlprozess drastisch. Erst nach fiinf Stunden hat die Falle
ein Temperatur von —120°C’ erreicht.

aw T =15
P = — = A\ 2.3
dt l (2:3)

P: Leistung; W: Wirmeenergie; A: Fldache; A: Warmeleitfihigkeit; T: Temperatur.

Aufgrund seiner sehr guten Warmeleitfahigkeit (s. Tab. E) wurden fiir die Verbindung
vom Stickstoffreservoir zur lonenfalle Kupferlitzen verwendet. Die zur Isolierung verwen-
deten Kunststoffe besitzen eine etwa hundertmal schlechtere Warmeleitfahigkeit als die
Metalle. Vespel hat die bessere Warmeleitfahigkeit als Teflon ist aber mechanisch stabiler

als Teflon. Bauteile, die einer mechanischen Belastung ausgesetzt sind, wurden deshalb
aus Vespel gefertigt.

Die Anfangs- und Endpunkte der Kupferlitzen sind mit Pt-100 Temperatursensoren ver-

sehen. Die Temperaturdifferenz kann so direkt bestimmt werden.

In Tab. sind die Zuleitungen aufgelistet. Die vier Leitungen durch die Analysa-

torkammer und die drei Leitungen durch die Oktopolkammer bringen zusammen eine
Kiihlleistung von etwa 13 W autf.
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Material Wirmeleitfahigkeit A

JWK=tm™!
Kupfer 429
FEisen 104
Teflon 0,25
Vespel 0,78

Tabelle 2.1: Warmeleitfdhigkeiten der verwendeten Materialien [62).

Anzahl Linge Temperaturdifferenz Kiihlleistung

/m /K /W
4 0,18 40 8
30,10 20 5

Tabelle 2.2: Abmessungen der zur Kiihlung verwendeten Kupferlitzen. Alle Kupferlitzen
besitzen einen Querschnitt von 2 * 10> m?. Die Gesamtkiihlleistung liegt
somit bei =~ 13 W.

Die Kélteverluste sind dagegen nur schwer abzuschitzen. Wérmeenergie kann der Falle
durch Konvektion, Konduktion und Strahlung zugefiihrt werden. Aufgrund der kompli-
zierten Geometrie ist eine genaue Berechnung nicht moglich. Mit einigen vereinfachenden

Annahmen kann die zugefithrte Wéarmemenge jedoch abgeschétzt werden.

Anzahl Beschreibung Lange Querschnitt Heizleistung
/m /m? /W
4 Abstandshalter (Vespel) 0,035 1%10~* 1,2
1 Trennwand (Teflon) 0,016 7%1074 1,6
2 Kontakte Endkappen (Eisen) 0,2 21077 0,03
1 Kontakt Ringelektrode (Eisen) 0,2 2%10°¢ 0,3

Tabelle 2.3: Warmezufuhr durch Konduktion. Die Temperaturdifferenz wurde jeweils mit
150 K angenommen. Die Heizleistung betriagt etwa 3 W. Der Anteil der
elektrischen Kontakte ist gering.

In der Vakuumkammer herrscht ein Druck von 5 * 107° mbar. Bei diesem Druck kann
davon ausgegangen werden, dass die Verluste durch Konvektion klein sind, im Vergleich
mit denen durch Wéarmestrahlung. Die Konvektion wird deshalb nicht beriicksichtigt.
Die Ausgangsseite der Ionenfalle ist durch vier Abstandshalter aus Vespel thermisch
isoliert (s. Abb. EIH). Unter der Annahme, dass die Temperatur vollstdndig tiber dem
Polymer abfillt, ldsst sich der Verlust an dieser Stelle gut abschitzen (s. Tab. 23)). Auf
der Eingangsseite der Falle findet die Warmezufiihrung iiber eine Trennwand aus Teflon

statt (s. Abb.[ZT4). In die Trennwand ist eine diinne Scheibe aus Aluminium eingelassen,
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die direkt gekiihlt wird. Die Ionenfalle ist an drei Stellen elektrisch kontaktiert. Diese
Verbindungen tragen ebenfalls zur Warmeleitung bei. In Tabelle sind alle Kontakte,
die zum Energietransport beitragen, aufgelistet. Die Heizleistung iiber Warmeleitung im
Festkorper betréigt etwa 3 W. Der Anteil der elektrischen Kontakte ist gering. Dies liegt

daran, dass die Leitungen diinn und lang sind.

Am schwierigsten gestaltet sich die Abschiatzung der Warmestrahlung. Der Energietrans-

fer durch Warmestrahlung lisst sich wie folgt berechnen [61]:

P = cA(T} - Ty) (2.4)

o=>57x10"8 Wm™2K~*; A: Fliche; T: Temperatur

Bei einer Temperaturdifferenz von 150 K ergibt sich eine Heizleistung von 430 Wm 2.

Aufgrund er komplizierten Geometrie und der hohen Anzahl der Fliachen ist es nicht
moglich, die exakte Flache, die zum Wéarmetransport beitragt, zu bestimmen. Um den-
noch eine Abschéatzung fiir die Warmestrahlung treffen zu kénnen, wurde davon ausge-
gangen, dass der Hitzeschild (s. Kap. ZZ30) eine geschlossene Kiste um die Falle bildet.
Die Kiste hiitte dann eine Oberfliche von 0,025 m?. Die Strahlungsleistung betrigt da-
mit:
2 W
P = 0,025 m" %430 — = 10,75 W (2.5)
m

Zusammen genommen ergibt sich eine gesamte Heizleistung von etwa 14 W. Ange-
sichts der groflen Vereinfachungen bei der Berechnung stimmt dieser Wert gut mit der
Kiihlleistung von 13 W {iberein. Knapp 80% der Energie wird iiber Strahlung der Falle
zugefiihrt. Sie ist damit der limitierende Faktor fiir die erreichte Temperatur der Ionen-
falle.

2.2.3.8 Restgasanalyse der Vakuumkammer

Die Modifikationen an der Vakuumkammer (s. Kap. ZZ37]) ermdoglichen das Anbringen
eines Restgasanalysators. Der Restgasanalysator ist nicht direkt an der Analysatorkam-
mer angebracht. Dadurch ist der Abstand zur Paul-Falle und dem Detektor so grofi,
dass auch wéhrend der Aufnahme von Massenspektren, die Restgasanalyse durchgefiihrt

werden kann.

Die Zusammensetzung des Restgases in der Vakuumkammer in Abb. ZZT7h) entspricht
den Erwartungen. Das Restgas besteht zum groiten Teil aus Stickstoff. Dieser stammt
zum Teil aus dem Einlassbereich. Dort wird Stickstoff zur Unterstiitzung des Ionisie-

rungsprozesses eingesetzt. Auch ohne Probeneinlass wird dieser Bereich permanent mit
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Abbildung 2.17: Restgasanalyse der Vakuumkammer. a) Restgasanalyse bei normalem
Gaseinlass. b) Restgasanalyse mit Probeneinlass. Das mit der Probe
eingelassene Losungsmittel macht sich im Restgas nicht bemerkbar.

Stickstoff gespiilt, um eine Kontamination mit Wasser zu vermeiden. Da in der Vakuum-
kammer lediglich ein Druck von 5 10~° mbar herrscht, folgt daraus, dass ein erheblicher

Leckstrom durch die zahlreichen Aussenanschliisse in das Gerét gelangt.

In deutlich geringeren Konzentrationen sind Wasser und Sauerstoff in der Kammer vor-
handen. Diese gelangen ebenfalls durch Leckstréme in die Kammer. Der hohe Anteil
Helium riihrt daher, dass Helium als Stofigas in die Paul-Falle eingelassen wird. Helium
besitzt im Vergleich mit Stickstoff eine etwa fiinfmal geringere lonisierungswahrschein-
lichkeit [63]. Der Partialdruck des Heliums ist deutlich hoher, als der, den der Vergleich

der Peakflichen suggeriert.

Wiéhrend der Messungen mit dem Elektrospray-Massenspektrometer wird Losungsmittel
mit in das Gerét hineingesaugt. Dieses Losungsmittel ist in der Analysatorkammer nicht
mehr nachweisbar (s. Abb. ZZI7b) ). Das Losungsmittel wird in den differentiellen Pump-

stufen vor dem Eintritt in die Analysatorkammer vollstandig entfernt.
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2.2 Versuchsaufbau

2.2.3.9 Herausfithren wichtiger Signale

Das Esquire 3000 lasst sich nicht von externen Geréten aus ansteuern. Aus diesem Grund
muss die externe Messelektronik mit den internen Abldufen des Massenspektrometers
synchronisiert werden. Auf zwei Platinen der Steuerelektronik des Massenspektrometers

wurde jeweils ein Testpunkt nach auflen gefiihrt.

Bei dem einem Signal handelt es sich um das 780 kH z Signal des Schwingquarzes, der die
Frequenz der Ringelektrode bestimmt. Alle internen Ablaufe des Massenspektrometers
werden von diesem Signal synchronisiert. Mit diesem Signal ist es moglich, die externe

Messelektronik phasensynchron zur Spannung der Ringelektronik laufen zu lassen.

Das andere Signal ist das Steuersignal der Hochspannung an der Ringelektrode. Dieses
Signal liegt im Bereich von 0 —5 V und wird vom Hochspannungsgenerator des Massen-
spektrometers in eine Spannung von 0 — 14 kV,,_, umgesetzt. Der zeitliche Ablauf ist in
Abb. 4 dargestellt. Anhand der Spannung ldsst sich erkennen, an welchem Punkt des

Analysezykluses sich das Massenspektrometer gerade befindet.

Das Detektorsignal wird von der Messelektronik des Esquires direkt weiter verarbeitet
und per Ethernet an den zum Esquire gehorenden Messrechner geschickt. Das Detek-
torsignal steht damit nicht zur Verfiigung. Aus diesem Grund wurde das Detektorsignal
direkt abgegriffen und nach auflen gefithrt und von der externen Messelektronik, die

Einzelteichen zahlt, weiter verarbeitet.

Das Massenspektrometer nutzt einen Pin eines 21-poligen Sub-D Steckers, um zu be-
stimmten Ereignissen ein Triggersignal fiir Peripheriegerdte zur Verfiigung zu stellen.
Mogliche Ereignisse sind Akkumulationszeit, beliebige Isolations- und Fragmentierungs-
schritte, scandelay und Massenanalyse. Es sind beliebige Kombinationen der Ereignisse
triggerbar. Beim Eintritt in das jeweilige Ereignis wird der Pin von 5 V' auf Masse gelegt
und beim Austritt wieder auf den Ausgangswert. Diese Signal ist invertierbar. Soweit
nicht anders erwahnt, wurde das Ende der Massenisolation als Haupttrigger fiir das Ex-

periment verwendet.
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2.2.4 Experimentsteuerung
2.2.4.1 Einstellung der lonenzahl und des ESI-Triggers

Der Zeitablauf fiir die Aufnahmen eines Massenspektrums kann nur iiber die mitgelieferte
Software eingestellt werden. Ausschlaggebend fiir die Anzahl der Ionen, die sich wahrend
der Analyse in der Ionenfalle befinden, ist die Akkumulationszeit (s. Abb. Z4)). Sie wurde
so eingestellt, dass sich im Schnitt zwischen 200 bis 250 Ionen in der Falle befanden. Die
Zeit, die benotigt wird, um die gewiinschte Zahl an Ionen in der Falle zu fangen, héngt
von mehreren Faktoren ab (s. Kap. Z2ZT2).

2.2.4.2 Signalerfassung

Zur Datenerfassung und Experimentsteuerung wurde ein PC mit Pentium I Prozessor un-
ter Windows 98SE verwendet. Die Kommunikation mit der Peripherie erfolgte entweder
tiber eine IEEE-488.2 (GPIB) Schnittstelle, oder mittels TCP/IP iiber eine Ethernet-
verbindung. Uber GPIB sind der Farbstofflaser (s. Kap. EZZ3), ein Zihler (995, Ortek)
und ein Oszilloskop (TDS 520D, Tektroniks) angeschlossen (s. Abb. EI8). Der Mess-
rechner ist iiber eine Ethernetverbindung mit einem weiteren Rechner verbunden, der
die Verdopplereinheit kontrolliert (s. Kap. ZZ23T]).

2)

5) 3 [ )
— B )
% TCP/IP 1 GPIB
- = 3) \ N

L/

Abbildung 2.18: Schema der Datenverbindungen. An den Messrechner 1) sind iiber eine
GPIB-Schnittstelle ein Farbstofflaser 2), ein Zihler 3) und ein Oszillo-
skop 4) angeschlossen. Uber eine TCP/IP-Verbindung ist ein weiterer
Rechner angeschlossen, der die Verdopplereinheit steuert.

Samtliche Programme zur Steuerung der Geriite wurden in LabView 6 (National Instru-
ments) erstellt. Fiir das Oszilloskop stehen vom Hersteller Tektroniks Virtual Instruments
(VIs) zur Verfiigung. Fiir den Zéhler und den Farbstofflaser wurden eigene VIs geschrie-

ben, um eine Ansteuerung der Geréte unter Labview zu realisieren.

In AbbEZT9ist der Zeitablauf fiir die Erfassung eines einzelnen Datenpunktes dargestellt.
Beim Ende der Massenisolation wird der ESI-Trigger von low auf high gesetzt und damit

das Oszilloskop getriggert. Das Oszilloskop triggert iiber TTL-Signale den Laser und
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Abbildung 2.19: Zeitablauf fiir die Aufnahme eines einzelnen Datenpunktes. Das Ende
der Massenisolation triggert das Oszilloskop. Das Oszilloskop gibt den
Trigger iiber TTL-Signale an Delaygeneratoren fiir die Gates A und B
und den Laser weiter und iiber GPIB an einen Computer der den Z#hler
steuert.
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den Gategenerator (DG 535, Standford Research Systems, Inc.) fiir die beiden Zéhler.
Uber GPIB wird das Signal an den Messrechner weitergegeben, der das Timing fiir das
Auslesen des Zéhlers iibernimmt. Der Laser wird so abgefeuert, dass der Schuss zwischen

dem Ende der Massenselektion und dem Beginn der Massenanalyse liegt.

Das Signal des Ionendetektors wird aus dem Massenspektrometer heraus gefiithrt und
weiter verarbeitet. Dazu wird das Signal zuerst durch einen sehr schnellen Operations-
verstirker (Modell 774, Phillipsscientific) um den Faktor 25 verstérkt. Das verstérkte
Signal wird dann von einem Diskriminator (Modell 7011, CMTE) zu einem TTL-Signal
konvertiert. Das TTL-Signal wird von einem gegateten Zweikanal-Z&hler aufgezeichnet.
Das Signal des Ionendetektors wird an den Fingang beider Kanéle gelegt. Der Zéahler
zeichnet Ereignisse nur auf, wenn der entsprechende Kanal zusétzlich durch ein TTL-
Signal freigegeben wird. Das Freigeben erfolgt iiber einen digital delay generator, der vom
Ostzilloskop getriggert wird. Das Gate fiir den ersten Kanal liegt {iber dem Mutterion.
Uber den zweiten Kanal werden die Fragmentionen aufgezeichnet. Soweit nicht anders

angegeben, werden jeweils alle Fragmentionen erfasst.

Der Messrechner ist mit dem Zéhler iiber eine IEEE-488.1 konforme Schnittstelle verbun-
den. Der Zihler kann vom Messrechner aus gestartet, gestoppt, ausgelesen und zuriick
gesetzt werden. Das Oszilloskop gibt den Start des Messzyklus mittels GPIB an den
Messrechner weiter. Der Messrechner setzt den Zéhler zuriick und wartet eine voreinge-
stellte Zeit bis zum Ende der Massenanalyse. Anschlieend werden die Werte der beiden

Zéahlerkanéle iiber GPIB eingelesen.

Der Farbstofflaser ist an den selben Bus wie der Zahler angeschlossen. Die Position des

Lasers wird vom Messrechner kontrolliert.

Fiir die Erfassung der Laserleistung wurde der Steuerrechner der Verdopplersteuerung
mit genutzt. Die Laserleistung wird {iber eine Fotodiode vom Messrechner aufgezeichnet
und kann iiber eine TCP/IP Verbindung abgefragt werden (s. Kap. ZZ233).

2.2.4.3 Datenselektion und -aufzeichnung

Aufgrund der geringen Teilchenzahl in Verbindung mit der geringen Wiederholrate des
Experiments wurden einige Vorkehrungen getroffen, um eine Vorabselektion und -verarbei-

tung der Daten durchzufiihren.

Ein grofies Problem stellt die geringe Teilchenzahl in der Paul-Falle dar. Zudem schwankt
die Teilchenzahl von einem zum anderen Massenspektrum sehr stark. In Abb. ist die
zeitliche Stabilitéit des Ionensignals dargestellt. Pro Massenspektrum befanden sich etwa
200 Ionen in der Falle. Die durchschnittlichen Schwankungen betragen 420 % vom Mittel-
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wert. Diese Schwankungen kénnen z.B. durch Dichteschwankungen in der Probenlésung

hervorgerufen werden.
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Abbildung 2.20: Zeitliche Stabilitit des Ionensignals. Das Signal von [TrpH]|" (m/z =
205 Da) wurde {iber 35 s mit der internen Messelektronik aufgezeichnet.
Das Zeitintervall entspricht 255 aufeinanderfolgenden Massenspektren.
Pro Spektrum waren etwa 200 Ionen in der Falle. Das Signal schwankt
um etwa +20% (gestrichelte Linien).

In Abb. wurden in 35 s etwa 255 einzelne Massenspektren aufgezeichnet. Das ent-
spricht einer Widerholrate von 8 Hz. Fiir das Aufzeichnen von Massenspektren ohne
Laserzugriff lassen sich in Abhéngigkeit der Konzentration der Probenlésung und der
Grofle des aufzunehmenden Massenbereichs Widerholraten von 5 — 10 H z erreichen. Soll
zusétzlich noch ein Laserzugriff erfolgen, so reduziert sich die Widerholrate durch den
zusétzlichen Schritt im Aufnahmezyklus auf maximal 5 Hz. Das Signal in Abb. P22
wurde mit der internen Messelektronik des Esquire 3000 aufgezeichnet. Dazu wird das
Signal des Detektors linear verstérkt, so dass die Intensitéit proportional zur Zahl der
Ionen ist. In Abb. 2211 wurden 250 aufeinanderfolgende Massenspektren mit der exter-
nen Zihlelektronik aufgezeichnet. Der Intensitétsverlauf in Abb. zeigt qualitativ
den gleichen Verlauf wie die Schwankungen in der Ionenzahl in Abb. EZZ1] Die Ionenzahl

schwankt ebenso wie die Intensitat um etwa +20%. Der Ziahler gibt somit das Detektor-
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signal gut wieder. Ausnahme bilden eine kleine Anzahl von signifikanten Ausreiflern in

Abb. ZZ11

lonenanzahl

| T T
0 50 100 150 200 250

Aufeinanderfolgende Massenspektren

Abbildung 2.21: Anzahl der Tonen in 250 direkt aufeinanderfolgenden Massenspektren,
aufgezeichnet mit externer Messelektronik. Die mittlere Ionenzahl pro
Massenspektrum betrug 204. Die gestrichelten Linien schliefen das In-
tervall 204 +20% ein. Die Schwankungen von Massenspektrum zu Mas-
senspektrum liegen bei knapp 20%. Die fiinf Ausreifler sind Artefakte
die aus dem computergesteuerten Timing des Z&hlers resultieren.

Die Ausreifler im Bereich von Null und 400 sind Artefakte. Bei den Ausreiflern nach
oben liegt die Ionenzahl in etwa bei dem doppelten des Mittelwerts. Der Messrechner,
der den Zahler ausliest und dabei zuriicksetzt, ruft die Daten so spét ab, dass bereits ein
weiterer Messzyklus durchlaufen wurde. Die Ursache liegt in der Art, wie die Daten des
Zéhlers an den Messrechner iibermittelt werden. An zwei Stellen kommt es zu deutlichen
Jittern. Der Messrechner ruft im Pollingbetrieb iiber GPIB den Triggerstatus des Oszil-
loskopes ab. Die Reaktionszeit des Busses bestimmt hier die Geschwindigkeit. Nachdem
der Trigger ausgelost worden ist, wird das Timing fiir das Starten, Stoppen, Auslesen
und Zuriicksetzen des Timers von der Sleep-Funktion unter LabView iibernommen. Da

Win98 kein Echtzeit Betriebssystem ist, kann es hier zu erheblichen Ungenauigkeiten
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2.2 Versuchsaufbau

kommen. Weicht die durchschnittliche Zeit fiir das Auslesen der Daten nach oben ab,
kann im Extremfall ein kompletter Analysezyklus iibersprungen werden. Liest das Sys-
tem den Zahler iiberdurchschnittlich schnell aus, wird der Zahler ausgelesen, bevor der

Massenscan abgeschlossen ist.

Solche Ausreifier wiirden das ohnehin schon schlechte Signal/Rausch-Verhéltnis weiter
verschlechtern. Aus diesem Grund werden die einzelnen Messwerte schon wéahrend er
Datenaufnahme auf solche Ausreifler gepriift. Alle Datenpunkte, bei denen die Teilchen-
zahl um einen vorher festgelegten Prozentsatz von einem Zielwert abweicht, werden von
vornherein verworfen. Es ist dabei wichtig, zur Bestimmung der Teilchenzahl die Sum-
me von Mutter- und Fragmention zu bilden. Ansonsten wiirden Datenpunkte mit einer
hohen Fragmentrate verworfen, da die verbleibenden Mutterionen unter der geforderten
Mindestteilchenzahl liegen kénnen. Typischerweise werden Datenpunkte verworfen, bei

denen die Teilchenzahl um mehr als 50% vom eingestellten Wert abweichen.

Neben der Teilchenzahl haben Schuss zu Schuss Schwankungen in der Laserleistung einen
grofien Einfluss auf das Signal /Rausch-Verhéltnis. Schwankungen in der Laserleistung ha-
ben zwei Ursachen. Zum einen gibt es zuféllige Schwankungen im Laser. Es kann aber
auch zu Schwankungen in der Leistung kommen, wenn die Wellenldnge des Farbstofflasers
verdndert wird. Die Regelkreise zur Konstanthaltung der Laserleistung ( s. Kap. ZZZ31]
Z233) sind langsamer als die Positionierung des Farbstofflasers. Soweit nicht anders an-
gegeben, wurden die Datenpunkte in einem Abstand von A\ = 0,1 nm aufgenommen.
Dies entspricht etwa 10 Schritten in der Positionierung des Verdopplerkristalls. Der Farb-
stofflaser erreicht schneller die neue Wellenldnge als der Verdopplerkristall, so dass die
Laserleistung im UV fiir einige Schiisse abfillt. Aus diesem Grund wurden Datenpunkte
auch nach der Laserleistung selektiert. Alle Datenpunkte, bei denen die Laserleistung

um mehr als 10% vom vorgegebenen Wert abgewichen sind, wurden verworfen.

Um das Signal/Rausch-Verhéltnis weiter zu verbessern, wurden fiir jeden Punkt im Spek-
trum iiber 20 Einzelpunkte gemittelt. Ein aufgezeichneter Datenpunkt wurde wie folgt

aufgenommen:

Das Steuerprogramm fahrt sowohl den Farbstofflaser als auch den Verdopplerkristall
zu der gewiinschten Wellenldnge. Die genaue Positionierung des Kristalls iibernimmt
danach die aktive Verdopplersteuerung (s. Kap. EZ2Z3]). Die Laserleistung wird von
der Konstanthaltung iiberwacht. Es werden solange Messpunkte nach dem in Abb. EZT9
gezeigten Schema aufgenommen, bis eine gewiinschte Anzahl an Einzelpunkten erfasst
wurde, bei denen sowohl die Anzahl der Ionen als auch die Laserleistung innerhalb der
vorgegebenen Schwankungen lag. Uber diese Punkte wurde gemittelt. Bei einer Messung
werden vier Datenspuren mitgeschrieben: Die Wellenldnge, die beiden Kanéle des Zéhlers

und die Laserleistung.
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2.3 Probenpraiparation

2.3.1 Wahl des Losungsmittels

Von entscheidender Bedeutung ist die Wahl des Losungsmittels. Ideal sind polare proti-
sche Losungsmittel, die eine geringe Oberflichenspannung aufweisen. Da die Ionisation
durch die Ubertragung eines Protons realisiert wird, sind aprotische Losungsmittel nicht
geeignet [64]. Ein wichtiger Prozess wihrend der Ionisierung ist die Tropfenbildung an
der Spitze der Elektrospray-Nadel. Losungsmittel mit einer hohen Oberflichenspannung

wie Wasser sind deshalb nur bedingt geeignet.

Das am haufigsten verwendete Losungsmittelgemisch in der Elektrosprayionisation ist
eine Mischung aus Acetonitril/Wasser/Essigsdure, welches im Massenverhéltnis 66:33:1
verwendet wird. Durch das Acetonitril wird die Oberflichenspannung des Wassers herab
gesetzt. Die Essigsidure senkt den pH-Wert und sorgt damit fiir eine erhchte Ionisations-
wahrscheinlichkeit. Auflerdem taucht die Essigsdure nicht im Massenspektrum auf und
stort damit nicht die Messung. Alle Messungen wurden, soweit nicht anders angegeben,

mit diesem Losungsmittelgemisch durchgefiihrt.

2.3.2 Verwendete Substanzen

Acetonitril und Essigsdure wurden von Fluka bezogen und besalen die hochste Reinheit.

Das Wasser wurde vor der Verwendung deionisiert und zweifach destilliert.

Alle verwendeten Aminoséuren lagen in der L-Form vor. Die Aminoséduren (Reinheit
> 98%) und Adenin (Reinheit > 99%) wurden von Bachem bezogen. Tryptamin wurde
von Fluka mit einer Reinheit > 98% bezogen.

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, ohne weitere Reinigung ver-

wendet.

2.3.3 Austausch labiler Wasserstoffatome

Der Austausch von Wasserstoffatomen an Heteroatomen mit dem Losungsmittel vollzieht
sich sehr rasch. Dies wurde ausgenutzt, um partiell deuterierte Substanzen darzustellen.
Diese partiell deuterierten Substanzen kénnen dazu genutzt werden, um Hinweise auf die

Struktur von Fragmenten zu erhalten.

Dazu wurde ein von Kap. 230l abweichendes Losunsmittelgemisch verwendet. Die Probe

wurde in einem Gemisch aus 99% Deuteriumoxid (99,9%) mit 1% Essigsaure gelost. Der
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Anteil der nicht deuterierten Essigsidure erhoht formal den Anteil an nicht vollstéandig
deuterierten Molekiilen. Es hat sich aber gezeigt, dass der Austausch der labilen Wasser-

stoffatome quantitativ ist.

2.3.4 UV/VIS-Spektren im Losungsmittel

Die in Kap. B0 gezeigten Losungsmittelspektren wurden mit einem kommerziellen UV /VIS-
Spektrometer aufgenommen. Als Losungsmittel wurde bei allen Spektren eine Mischung
aus Ethylenglykol und Wasser im Verhéltnis 1:1 verwendet. Dieses Losungsmittel wurde
verwendet, um die erhaltenen Spektren mit Literaturdaten [65] vergleichen zu kénnen.

Zur Einstellung des pH-Wertes wurde HC'l verwendet.
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3 Ergebnisse

Wie in der Einleitung beschrieben, gab es bei Beginn dieser Arbeit nur eine Unter-
suchung zur Photofragmentierung von protonierten Systemen in der Gasphase [d]. Die
Auswahl der molekularen Systeme erfolgte also vor allem unter dem Gesichtspunkt der

Durchfiihrbarkeit und des Tests des neu aufgebauten Experiments.

3.1 Tryptophan

3.1.1 Wahl von Tryptophan als Testsubstanz

Zur Uberpriifung des experimentellen Aufbaus wurde Tryptophan gewéhlt (s. Abb. BI).
Es ist wahrscheinlich, dass im Tryptophan die Protonierung an der Aminogruppe statt-
findet [66, 67]. Die Absorption sollte hingegen im Indolring erfolgen. Zwischen dem Ort
der Protonierung und dem Ort der Absorption liegen mehrere Bindungen und es wird
erwartet, dass der Feldeffekt der Ladung durch den Raum bestimmend ist. Entsprechend
sollte die Ladung nur eine geringe Verschiebung in der relativen Lage der elektronischen
Niveaus verursachen. Tryptophan ist ein Modellmolekiil fiir dieses Experiment, da es
einen relativ unpolaren L,-Zustand und einen polaren L,-Zustand als niedrigste ange-
regte Zusténde besitzt. Interessant ist also die Wirkung der Ladung auf diese angeregten

Zustande.

Die spektroskopischen Eigenschaften des neutralen Tryptophans sind gut untersucht [68,
69, [[0]. Aufgrund der erwarteten geringen Verschiebung fiir das protonierte Tryptophan

liefert dies einen guten Ausgangspunkt.

Im Vergleich der aromatischen Aminosduren hat Tryptophan die hoéchste Anregungs-
wahrscheinlichkeit. Damit ist hier die Chance am grofiten, auch bei nicht optimalen
experimentellen Bedingungen ein Signal zu finden. Tryptophan erfiillt somit beste phy-

sikalische Voraussetzungen fiir ein erstes Test-Experiment.

Die spektroskopischen Eigenschaften von Tryptophan werden héufig benutzt, um struk-
turelle Information iiber Proteine zu erlangen [71]. Tryptophan ist damit fiir Untersu-

chungen zur Ladungs-Chromophor-Wechselwirkung von héchstem Interesse.
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3.1.2 Struktur und Nomenklatur

Abbildung 3.1: a) Lewisstruktur von Tryptophan b) Niederstenergetisches Konformer
des neutralen Tryptophans in der Gasphase [72, [20].

Der systematische Name fiir Tryptophan lautet 2-Amino-3-(1H-indol-3yl)-propanséure.
In der Dreibuchstabennotation wird das Symbol Trp verwendet. Die Nummerierung der
Atome erfolgt wie in der in Abb. BTh) dargestellten Lewisstruktur [73]. Sie beginnt am
Stickstoff des aromatischen Rings und erfolgt von der Briicke wegzeigend. Der Kohlenstoff
an dem die Aminogruppe héngt bekommt die Bezeichung «, der an dem der aromatische
Ring héngt (. Die im folgenden benutzen Symbole zur Beschreibung von Positionen

innerhalb des Molekiils entsprechen diesem System.

Durch resonance enhanced two photon ionization spectroscopy konnten sechs Konforme-
re des neutralen Tryptophans im Vakuum nachgewiesen werden [68, 69]. Die aus dem
Losungsmittel bekannte zwitterionische Form ist im Vakuum nicht das stabilste Tauto-

mer. Das Zwitterion wird erst durch die Solvatation mit Wasser zur stabileren Form.

Die Position der Carboxylgruppe wird durch die Wechselwirkung des freien Elektronen-
paares an der Aminogruppe mit der O H-Gruppe bestimmt. Fiir die relative Position von
Ring und Alkylkette ist hauptséchlich die Wechselwirkung zwischen Aminogruppe und

dem aromatischen Ring bestimmend.

Die Problematik der verschiedenen Konformere wird bei protonierten Systemen noch
durch die moglichen Tautomeren erschwert. Fiir jedes mogliche Tautomer existieren meh-
rere Konformere, so dass die Anzahl der moglichen Molekiilgeometrien deutlich hoher ist,

als bei dem entsprechenden Neutralteilchen.

Im Tryptophan bieten sich drei Positionen zur Protonierung an.

e An der Aminogruppe, im folgenden als N — H™ — T'rp bezeichnet, Abb. BZh)

e 1-Position, im folgenden als 1 — H™ — Trp bezeichnet, Abb. B2b)
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Abbildung 3.2: Relative Energien von drei moglichen Tautomeren des protonierten
Tryptophans. a) Die giinstigste Struktur ergibt sich aus der Proto-
nierung an der Aminogruppe. c¢) Die Protonierung am Indolstickstoff
ist sehr ungiinstig. ¢) Nach Protonierung in 1-Position erfolgt eine
Isomerisierung. [20]].

e 3-Position, im folgenden als BI — H™ — Trp bezeichnet, Abb. B2k)

Alle iibrigen Moglichkeiten sind energetisch deutlich ungiinstiger. Bei Protonierung an
der 3-Position, schlieBt sich eine Isomerisierung an [20]. Diese Umlagerung wird normaler-
weise durch eine hohe Reaktionsbarriere verhindert. Die Protonierung an der 1-Position
ist denkbar, aber energetisch ungiinstig. Das niederstenergetische Konformer (s. Abb.
a)) entsteht bei der Protonierung an der Aminogruppe [53, 66l 67, 20]. Es ist vermutlich

das einzige Tautomer in der Ionenwolke.
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3.1.3 ESI-MS von Tryptophan

Die niedrigen Dampfdriicke der natiirlichen Aminosduren erschwerten lange Zeit eine
systematische Untersuchung in der Gasphase. Erste Untersuchungen wurden deshalb an
Derivaten durchgefiihrt, an denen die polaren Gruppen geschiitzt wurden, um so den
Dampfdruck zu erniedrigen [74, [75]. Das erste Massenspektrum einer freien Aminoséure
konnte 1962 mittels Elektronenstoffionisation (EI) aufgezeichnet werden [[76]. Die ersten
Massenspektren von Tryptophan und anderen natiirlichen Aminosiuren gelangen 1963
[77]. Mittels chemischer Ionisation (CI) konnten 1970 erstmals die Massenspektren von
protonierten Aminosduren gemessen werden [78]. Erst gegen Ende der 90er Jahre begann

die systematische Untersuchung von Aminoséuren mittels ESI-MS [79, K0].
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Abbildung 3.3: ESI-MS von Tryptophan. Die drei intensivsten Peaks stammen vom Mut-
terion [Trp+ H]*, dem protonierten Dimer [Ms + H|", und einem Frag-
ment bei [M + H — 17| .

In Abb. ist ein typisches ESI-MS von Tryptophan gezeigt. Das Spektrum enthélt drei
Signale, die vom Tryptophan stammen. Das intensivste Signal stammt vom protonierten
Tryptophan [Trp + H]* mit m/z = 205 Da. Neben dem Monomer ist auch das einfach
protonierte Dimer [My+ H|* mit m/z = 409 Da als zweitintensivster Peak zu sehen. Das

drittintensivste Signal bei m/z = 188 Da ist ein Fragment des protonierten Monomers
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3.1 Tryptophan

(s. Kap. BIH), das durch den Verlust von N Hj entsteht.

Der hohe Anteil von Dimeren im Massenspektrum lésst also darauf schlieffen, dass
wéhrend der Ionisation hauptséchlich das Dimer entsteht. Tryptophan ist nicht fliichtig.
Nach dem Transfer ins Vakuum sind nicht mehr genug Neutralteilchen im Restgas ent-
halten, um eine Entstehung nach der Ionisation zu erkldaren. Insbesondere kann folglich
das protonierte Monomer nicht in der Falle ein neutrales Tryptophan anlagern und so
ein Dimer bilden. Die haufigsten und energiereichsten Stofle erfahrt das Ion direkt nach

dem Transfer durch die Glaskapillare (s. Abb. 2 S. £5).
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3 Ergebnisse

3.1.4 Auswirkungen von St6Ben auf die lonen im Einlassbereich

Bereits beim Transfer der lonen in die Paul-Falle kommt es zu Fragmentierungen (s.
Kap. BI3). Wie man in Abb. B4l sieht, kann der Grad der Fragmentierung durch die
Beschleunigungsspannungen wéhrend des Transports in die Falle manipuliert werden. Je
nach Stabilitdt des lons ist die Fragmentierung nicht immer vermeidbar. Sie kann, wie
beim Tryptophan, aber auch erwiinscht sein, um das wéihrend der Ionisation entstandene
Dimer zu dissoziieren. Gleichzeitig ist die Beschleunigungsspannung ein relatives Maf fiir
die Stabilitdt des Ions. Je hoher die Spannung am ersten Skimmer, desto hoher ist die
Beschleunigung der Ionen. Je grofler die Beschleunigung desto grofler ist die maximale
kinetische Energie der lonen bei einem Stofl mit Neutralteilchen bei konstantem Druck.

Die angegebene Skimmerspannung ist lediglich ein relatives Maf fiir die Stabilitdt der

Verbindung.
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Abbildung 3.4: Abhéngigkeit der verschiedenen Massen im Massenspektrum des Trp von
den Beschleunigungsspannungen an den Skimmern (s. Abb. Z2). Die In-
tensitit der Peaks ist jeweils genormt auf das Gesamtsignal. Je hoher die
Beschleunigungsspannung, desto grofler wird der Anteil an Fragmenten
im Massenspektrum.

Die Stofle erfolgen im Wesentlichen mit Stickstoff. Dennoch fiihrt die Fragmentierung

zwischen den Skimmern zu den gleichen Fragmenten, wie die stufenweise Fragmentierung
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3.1 Tryptophan

in der Falle, obwohl in der Falle mehrheitlich Helium als Stolpartner dient. Die Stofle
wéhrend des Transports in die Falle haben, aufgrund der hoheren Masse des Stickstoffs,
eine groflere Stoflenergie als die mit Helium, wie sie spéter in der Falle stattfinden [§T].
Die angelegten Beschleunigungsspannungen reichen theoretisch aus, damit ein Stof fiir

die Fragmentierung reicht.

Bei einer geringen Skimmerspannung von nur 5 V macht das protonierte Dimer 75 %
des gesamten Ionensignals aus. Das Monomer ist mit 15 % vertreten. Die Fragmente bei
188 Da und 146 Da sind noch nicht vorhanden. Erhéht man die Spannung am Skimmer
und somit die Stoflenergie, so nimmt zunéchst der Anteil an Monomer zu, wiahrend der
Anteil des Dimers sinkt. Dies spricht dafiir, dass wihrend der Elektrosprayionisation
iiberwiegend das Dimer gebildet wird und dass das Monomer erst anschliefend durch

Dissoziation des Dimers entsteht.

Ab einer Spannung von 15 V steigt die Intensitéit des Fragments m/z = 188 Da stark
an, wahrend die Intensitdt des Dimers stark abnimmt. Im Gegensatz zu dem nur elek-
trostatisch gebundenen Dimer, miissen bei der Bildung des Fragments m/z = 188 Da
chemische Bindungen gebrochen werden. Entsprechend ist eine héhere Energie nétig und
die Bildung dieses Fragments setzt bei hoheren Skimmerspannungen ein, als die Bildung

des Monomers.

Ab einer Spannung von 25 V steigt die Intensitéit des Fragments m/z = 146 Da. Die
Bildung dieses Fragments erfordert noch mehr Energie, als die der anderen Fragmente.
Durch das Erhohen der Skimmerspannungen kann man die relative Stabilitat von Frag-
menten festlegen. Mit zunehmenden Stoflenergien werden mehr und kleinere Fragmente
gebildet, da mit zunehmender Stoflenergie auch energetisch héher liegende Fragmentie-

rungskanéle erreicht werden kénnen.

Die Bildung des Fragments m/z = 188 Da zeigt aber auch, dass das Molekiil, wiahrend
des Transfers in die Falle, sehr viel Innere Energie aufnehmen kann. Da Umlagerungen
wie Tautomerisierungen oder der H/D-Austausch energetisch unterhalb der Dissoziati-
onsschwelle liegen, muss das Ion, das sich in der Falle befindet, nicht mehr mit dem
identisch sein, das wéhrend der Elektrosprayionisation gebildet wird. Demnach kann
man nicht mehr unterscheiden, ob der H/D-Positionstausch der in Abb. Bb) zu sehen
ist, wihrend der Dissoziation in der Falle passiert ist, oder schon vorher, wahrend des

Transfers ins Vakuum.

Bei der Fragmentierung im Skimmerbereich ist es auch nicht ersichtlich, ob das Fragment
m/z = 146 Da aus dem Fragment m/z = 188 Da gebildet wird, oder ob die Energie des
Stofles ausreicht, einen anderen Fragmentierungspfad anzusprechen. Dies kann man erst

durch eine sequenzielle Fragmentierung in der Falle geklédrt werden.
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3 Ergebnisse

3.1.5 Kollisionsinduzierte Fragmentierung von Tryptophan

Als Stofipartner innerhalb der Ionenfalle dient Helium. Aufgrund seiner geringen Mas-
se sind mehrere Stof3e mit dem Ion erforderlich, bevor es zur Fragmentierung kommen
kann. Das Ion wird dadurch langsam aufgeheizt und die Energie gleichméafig im Molekiil
verteilt. Entsprechend erfolgt die Fragmentierung statistisch. Dadurch wird haufig nur

der energetisch niedrigste Fragmentierungskanal beobachtet.

Die Fragmentierung der Aminosauren folgt zwei verschiedenen Mechanismen. Die Mehr-
heit der Aminoséuren spalten in aufeinander folgenden Schritten die Carboxylgruppe als
CO und H50 ab. Dabei entsteht das Immoniumion [RHC = N H,|*[18, [79, B0, R2].
Aminoséduren mit Heteroatomen in der Seitenkette konnen alternativ N H3 abspalten. In
diesen Fillen konnen haufig beide Fragmentierungskanéle beobachtet werden. Welchem

Fragmentierungspfad die Aminoséure folgt, hangt von der Seitengruppe ab.

Wie man in Abb. sehen kann, findet beim Tryptophan zu 100% ein Verlust von
m/z = 17 Da statt. Die Aktivierungsenergie fiir diesen Schritt liegt unterhalb von 2,5 eV’
[5]. Um zu unterscheiden, ob es sich bei dem neutralen Fragment um OH*® oder N Hj
handelt, wird das Tryptophan partiell deuteriert. Lost man die Probe in D50 statt in
H>0 so werden, wie man in Abb. B7h) sehen kann, fiinf Wasserstoffatome ausgetauscht,
alle Wasserstoffatome sowohl am Amino- als auch am Indolstickstoff, sowie das Proton

der Carboxylgruppe [B3].

Fragmentiert man die Masse m/z = 210 Da, so erhélt man drei Fragmente mit den
Massen 190,191 und 192 Da. Dies entspricht der Abspaltung der neutralen Fragmente
ND3;, NHDs und N HyD. Dadurch ist bewiesen, dass es sich bei dem Verlust von m/z =
17 Da in Abb. BA nicht um den Verlust von O H® handeln kann. Dieser hétte lediglich zu
zwei Peaks beim/z = 193 Da ([M+H—OH]*") und beim/z = 192 Da ([M+H—OD]*")
gefiihrt.

Bei dem Mutterion sind alle Wasserstoffatome an den Heteroatomen durch Deuteri-
umatome ersetzt worden. Bei der Fragmentierung entstehen aber auch Fragmente, die
wieder Wasserstoffatome am Stickstoff enthalten. Daraus ist ersichtlich, dass die Energie
fiir die Dissoziation des Molekiils oberhalb der Energie fiir einen intramolekularen H/D-
Austausch liegt. Aus sterischen Griinden findet nur ein Austausch mit den Protonen in
2- und 4-Position statt [53]. Dies erklart, dass der Verlust von N Hjs, also vollig ohne
D-Substitution, in AbbB7b) nicht zu finden ist.

Der Verlust von Ammoniak wird vermutlich von einem intramolekularen Angriff vom
aromatischen Ring am C-«a Atom ausgelost [82]. In Abb. Bl sind verschiedene Vorschléige
fiir mogliche Strukturen des Fragments m/z = 188 Da gezeigt. Struktur 1 erhélt man

durch einen nukleophilen Angriff von C-2 an C-a mit anschlieBender Ringerweiterung
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Abbildung 3.5: a) Massenspektrum von Tryptophan. b)Das Mutterion [TrpH]* fragmen-
tiert bei CID vollstdndig zu m/z = 188 Da. ¢) Eine anschliefende CID
fiihrt im M S® Schritt zu einem Fragment mit m/z = 146 Da.

73



3 Ergebnisse

[83]. Analog dazu erhélt man Struktur 2 wenn der Angriff ans C-a Atom von C-4 aus
erfolgt [80] und Struktur 3 wenn der Angriff von C-3 ausgeht [53]. Experimentelle Daten

iber die Struktur des Fragments m/z = 188 Da stehen allerdings aus.
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Abbildung 3.6: Mogliche Strukturen fiir das Fragment m/z = 188 Da. Sie entstehen
durch einen intramolekularen, nukleophilen Angriff an das C-a Atom
von verschiedenen Stellen des aromatischen Rings aus [83, B0, B3].

Theoretisch ist auch Struktur 4 moglich, diese wurde aber bisher in der Literatur nicht
diskutiert. Da die Innere Energie der Ionen wihrend der Fragmentierung auch fiir Umla-
gerungen ausreicht, ist es denkbar, dass sich diese Struktur bildet. Sie vermeidet sterische
Spannungen und das aromatische System bleibt weitgehend ungestort. Theoretisch liefle

sich die Struktur des Fragments durch UV-Anregung aufkléiren.

Wie in Abb. BJ3k) zu sehen ist, lidsst sich ein zweiter Tandem-MS Schritt anschlieen,
in dem das Fragment m/z = 188 Da weiter fragmentiert wird. Im ersten Fragmentie-
rungsschritt konnen die Hélfte der Mutterionen in das Fragmention iiberfithrt werden.
Die Effizienz der zweiten Fragmentierung ist deutlich geringer. Nur 1/5 der lonen kénnen
danach noch nachgewiesen werden. Dementsprechend ist das Signal/Rausch-Verhéltnis
deutlich schlechter. Hierbei entsteht fast ausschlieflich ein Fragment mit m/z = 146 Da.

Diese Masse lésst sich bei keiner der Strukturen in Abb. durch einen einfachen Bin-
dungsbruch erreichen. Ermittelt man systematisch alle méglichen Summenformeln, in
denen man aus den Elementen C, H, N und O die Masse 146 bildet, so ergeben sich
292 mogliche Summenformeln fiir die Masse 146 Da. Beschrankt man die maximale An-
zahl Atome eines Elements auf die Anzahl im Mutterion [TrpH]|", so reduzieren sich die

Moglichkeiten auf die in Tabelle Bl angegebenen Summenformeln.

1: CgHgNO 2: CgHGNQO 3: 08H4N02
4: C7H2N202 5: CloHloO 6: CQHGOQ
7 010H12N 8: CngoNQ 9: CllN

Tabelle 3.1: Alle moglichen Summenformeln fiir das Fragment m/z = 146 Da. Unter der
Voraussetzung, dass die Anzahl der Atome pro Element durch die Summen-
formel C1H13N205 des protonierten Tryptophans begrenzt ist, ergeben sich
neun mogliche Summenformeln.
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Abbildung 3.7: Tandem Massenspektren des deuterierten Tryptophans. a) ESI-MS von
Tryptophan in D2O. Es werden 5 Wasserstoffatome ausgetauscht. b) Iso-
lierung der Masse m/z = 210 Da mit anschlieBender CI-Dissoziation. c)
Isolation und CID der Masse m/z = 191 Da. Die Masse 149 Da enthélt

noch drei Deuteriumatome.
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Unter der Voraussetzung, dass die Masse 146 Da aus dem Fragment [Trp+ H — N H3]*
entsteht, konnen alle Summenformeln aus Tabelle Bl ausgeschlossen werden, in denen
mehr als 10 Wasserstoffatome oder mehr als ein Stickstoffatom enthalten sind. Dies sind
die Summenformeln 2, 4, 7 und 8. Im deuterierten Tryptophan hat das Fragment aus
dem M S3-Schritt (Abb. B7k ) die Masse m/z = 149 Da. Das Fragment enthilt demnach
drei Deuteriumatome. Da die Summenformel 9 kein Wasserstoff mehr enthélt, kann sie
ausgeschlossen werden. Die Summenformeln 5 und 6 kénnen mit grofler Sicherheit aus-
geschlossen werden, da die Fragmente Radikale wéren und somit die Dissoziationsenergie

grof} ist.

Bei Summenformel 3 wiirde sich dem Verlust von Ammoniak der Verlust von Propen
C3Hg anschliefen. Die auf dem geladenen Fragment verbleibenden vier Wasserstoffato-
me reichen nicht aus, um stabile Strukturen zu generieren. Fiir die Bildung von Pro-
pen miissten mehrere Protonen innerhalb des Ions verschoben werden. Dementsprechend
wiirde man fiir das Neutralfragment grofle Anteile an C3DHs, C3DyH, und C3D3Hs
erwarten. In Abb. kann man sehen, dass kein nennenswerter intramolekularer H/D-
Austausch mehr stattfindet. Der Verlust von Propen und damit die Summenformel 3

kann somit als unwahrscheinlich ausgeschlossen werden.

Bei Summenformel 1 wiirde das Fragment m/z = 146 Da durch den Verlust von Keten
CyHy0 gebildet werden. Dieses Fragment kann auch nicht durch einen einfachen Bin-
dungsbruch erreicht werden. Zur Bildung der Keto-Gruppe ist eine Umlagerung nétig, bei
der die O H-Gruppe der Saurefunktion vom Carbonylkohlenstoff zum Ion wandern muss.
In Abb ist ersichtlich, dass die Fragmente 192,191 und 190 Da aus Abb. B fast ohne
H/D-Austausch zu 150, 149 und 148 Da fragmentieren. Aus der sehr geringen Intensitét
der [M — 43]*-Signale in Abb. kann man schlieflen, dass die O H-Gruppe vollstandig
wandert, das Sdureproton also nicht auf dem Neutralfragment verbleibt. In Abb. B8h)
befinden sich von den urspriinglich fiinf Deuteriumatomen noch vier im Ion. Diese be-
finden sich wahrscheinlich an C-4, C-2, N-1 und an der Sauregruppe. Wahrscheinlich ist

daher, dass ein Proton von C-f3 zu C-a wandert.

Die Abspaltung von Keten ist demnach die wahrscheinlichste Ursache fiir das Fragment
m/z = 146 Da. Die Abspaltung einer Cy-Kette ist ein Indiz dafiir, dass die Struktur
des Precursors m/z = 188 Da eher der Struktur 3 dhnelt. Bei den Strukturen 1 oder 2
erfordert die Abspaltung von Keten eine Ringoffnung. Dabei sind mehr Bindungsbriiche
als bei Struktur 3 notig.
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Abbildung 3.8: CID-Massenspektren von m/z = 192 Da, m/z = 191 Da und m/z =
190 Da. Durch den Verlust von NDs, NDyH und NDH, entstehen im
ersten MS/MS-Schritt aus dem deuterierten Tryptophan die Massen 190,
191 und 192. Diese verlieren jeweils ein Neutralfragment der Masse 42. a)
Aus der Masse 192 entsteht ein Fragment der Masse 150. b) Die Masse
191 bildet ein Fragment der Masse 149 und c) aus 190 entsteht 148. Ein
nennenswerter H/D-Austausch findet nicht statt.
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3 Ergebnisse

3.1.6 Einfluss der Temperatur auf das Massenspektrum

Die Temperatur der Ionenfalle beeinflusst mafigeblich die Massenspektren. Vergleicht
man das Massenspektrum bei Raumtemperatur (Abb. BX9)) mit dem bei gekiihlter Fal-
le (Abb. B3b)), so ergeben sich zwei deutliche Unterschiede. Bei gekiihlter Falle ist der
Anteil an Fragmenten deutlich kleiner. Der Ammoniakverlust m/z = 188 Da ist z.B.
deutlich geringer als bei Raumtemperatur. Im Vergleich zur Raumtemperatur ist nicht
das protonierte Monomer m/z = 205 Da der intensivste Peak sondern das protongebun-
dene Dimer m/z = 409 Da.
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Abbildung 3.9: Unterschied zwischen gekiihlter und ungekiihlter Falle. a) Massenspek-
trum bei Raumtemperatur, b) Massenspektrum mit gekiihlter Falle. Bei
gekiihlter Falle ergibt sich eine geringere Fragmentierung. Gleichzeitig
kann die Bildung von Wasserstoffbriicken gebundenen Clustern beobach-
tet werden.

Der zweite grofle Unterschied ist die Bildung von Wasserstofforiicken gebundenen Clus-
tern. In Abb. B9b) kann man drei Cluster erkennen:

i) das Wasseraddukt [M + H + H,O]" mit m/z = 223 Da
ii) das Sauerstoffaddukt [M + H + O]t mit m/z = 237 Da

iii) das Acetonitriladdukt [M + H + CH3CN]* mit m/z = 246 Da
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Abbildung 3.10:

Massenspektren bei gekiihlter Ionenfalle und unterschiedlichen Verweil-
dauern nach der Massenisolation. A) 0 ms, b) 200 ms und c¢) 500 ms
Wartezeit zwischen Massenisolation und Massenanalyse. Da das Mutte-
rion jeweils vorher isoliert wurde, kann die Bildung von Addukten nur
innerhalb der Falle stattgefunden haben.
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Aus Abbildung ist nicht ersichtlich, wann die Cluster gebildet werden. Moglich ist
die Bildung wihrend des Transfers in die Ionenfalle oder wiahrend der Akkumulation in
der Falle. Auf dem gleichen Weg wie die Ionen kénnen auch Neutralteilchen in die Falle
gelangen und dort Cluster bilden. Isoliert man das Mutterion vor der Massenanalyse, so
miissen alle danach im Massenspektrum nachweisbaren Cluster erst in der Falle gebildet
worden sein. In Abb. wurde das Mutterion isoliert und die Massenanalyse wurde
verzogert. Je langer die Zeitverzogerung ist, desto mehr Cluster werden gebildet. Dies
beweist, dass die Cluster in der Falle gebildet werden. Dass selbst ohne Verzégerung Clus-
ter beobachtet werden, ist ein Artefakt der Messung: Das Massenspektrometer benotigt
einige Millisekunden um nach der Isolation die Massenanalyse zu starten. Diese kurze

Zeit reicht aus, um Cluster in geringen Mengen zu erzeugen.

: \[M+H]*

[M+H+2H,0]’

-------

[M+H+CH_CNJ’

.. )

Intensitat /a.u.

300 0

Abbildung 3.11: Zeitabhéngigkeit der “pick-up” Clusterbildung in der Paul-Falle. Nach
der Isolation des Mutterions wurde der Beginn der Massenanalyse
verzogert. Innerhalb der ersten 200 ms ist das Mutterion verschwun-
den. Entsprechend nehmen die Peaks der Cluster an Intensitéat zu.

Das Mutterion verschwindet innerhalb der ersten 200 ms fast vollsténdig. Im gleichen
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MafBe nimmt die Intensitéit der Cluster zu. Es bildet sich vorrangig das Wasseraddukt bei
m/z = 223 Da. In geringerem Mafle sind Stickstoff- und Sauerstoffcluster vorhanden. Ab
einer Verzogerung von 20 ms ist bei m/z = 241 Da das Addukt [Trp+ H + 2H,0]" zu
erkennen. Die Intensitét des Wasserclusters [Trp + H + H5O] nimmt nach zweihundert
Millisekunden wieder ab. Dieser Wassercluster lagert ein zweites Wassermolekiil an und
bildet [Trp + H + 2H50]*. Im gleichen Mafle wie die Masse m/z = 223 Da abnimmt,

nimmt das Signal bei m/z = 241 Da zu.

Masse Adduktion

/Da

205 Trp+ H|*

223 Trp+ H + HyO)*
233 Trp+ H + No|*
237 Trp+ H + O]t

[
[
|
241 [Trp+ H + 2H,0]*
[
[
[

246 [Trp+ H + CH;CN|*
287 [Trp+ H +2CHsCN]*

Tabelle 3.2: Liste der beobachtbaren Cluster im Massenspektrum von Tryptophan.

Die Peakbreiten in Abb. liegen deutlich iiber den sonst gemessenen Peakbreiten bei
Raumtemperatur. Es ist denkbar, dass dies die Folge von Dissoziationen wéahrend der
Massenanalyse ist [84]. Zum Nachweis werden die Ionen beschleunigt. Dadurch kommt es
zu hoher energetischen Stolen mit Helium, die bei den nur schwach gebundenen Clustern
zur Dissoziation wihrend der Massenanalyse fithren konnen. Dies kann aber nicht den
extrem breiten Peak des Wasserclusters erklaren. Eine Moéglichkeit wére, dass es sich
dabei um kurz vorher gebildete schwerere Cluster (z.B. [M + 2H,0O]") handelt, die nun

teilweise wieder zerfallen.

Das fiir die Elektrosprayionisation verwendete Losungsmittel enthélt neben Wasser auch
Acetonitril. Dieses bildet ebenfalls Cluster. Die Geschwindigkeitskonstante ist allerdings
geringer als die von Wasser. Entsprechend kann das Adduktion [Trp + H + CH3CN]*™
mit einer Masse von m/z = 246 Da im Spektrum beobachtet werden. Die Intensitét ist
deutlich kleiner als die der Wasserpeaks. Der Einfluss der Restgaszusammensetzung wird

am Ende dieses Abschnitts erortert.

Bei langeren Verzogerungszeiten treten weitere Massen im Spektrum auf. Diese entstehen,
wenn sich weitere Wasser- oder Acetonitrilmolekiile an bereits gebildete Cluster anlagern.
Dabei konnen auch gemischte Cluster beobachtet werden. Eine Liste der beobachtbaren
Cluster ist in Tab. B2 gegeben. Gemischte Cluster mit Stickstoff oder Sauerstoff sind nicht

zu beobachten. Der Cluster mit zwei Wassern wird sehr schnell gebildet. Vergleichsweise
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Abbildung 3.12: Temperaturabhéngigkeit der verschiedenen Clusterintensitéiten. Die Bil-
dung von Clustern zeigt eine starke Temperaturabhingigkeit. Erst ab
einer Fallentemperatur von etwa 160 K treten sie verstiarkt im Massen-
spektrum auf.

langsam ist die Bildung von hoheren Clustern, die Acetonitril erhalten. Die Anlagerung
eines zweiten Acetonitrilmolekiils bekommt erst ab Verzogerungszeiten von mehr als
200 ms einen signifikanten Anteil. Die Bildung des gemischten Cluster bei m/z = 264 Da
verlduft nochmal deutlich langsamer als die Bildung von [Trp + H + 2C H3CN|*. Eine
genauere Betrachtung der Zeitabhéngigkeit folgt in KapBAl

Das Auftreten der Cluster bei gekiihlter Falle beweist, dass die Temperatur der Au-
Benwénde Einfluss auf die Innere Energie der Ionen hat. Die Ionen treten nie in direkten
Kontakt mit den Gefafiwénden. Der Energietransfer kann also nur iiber Strahlung oder
durch StoBle mit Neutralteilchen stattfinden. Die Strahlungskiihlung ist aber zu langsam.
Fiir kleine Systeme betréigt die Rate der Kiihlung durch die Emission von IR Photo-
nen ~ 1 s~! [8F]. Fiir Oligopeptide kann die Zeit bis zur Einstellung des thermischen
Gleichgewichts im Bereich von Sekunden liegen [86]. Fiir einen effektiven Wrmetransfer
kommen nur StoBe mit Neutralteilchen (hier meist Helium) in Frage. Zwischen den Ionen

und den Gefawéanden bildet sich somit ein thermisches Gleichgewicht.

Die Temperatur der Fallenwénde sollte dementsprechend einen grofien Einfluss auf die
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3.1 Tryptophan

Bildung von Clustern haben. In Abb. kann man eine entsprechend starke Abhéngigkeit
sehen. Erst ab einer Temperatur unter 160 K bilden sich vermehrt Cluster. Der Wasser-
cluster hat dabei den gréfiten Anteil. Durch Ausbildung von Wasserstoftbriicken ist die

Bindungsenergie grofer, als die von Stickstoff und Sauerstoff.

Die Bindungsenergie von unpolaren Neutralteilchen wie Stickstoff oder Sauerstoff an ei-
ne punktformige Ladung betrdgt einige hundert Wellenzahlen. Der Einlassbereich des
Massenspektrometers wird zur Unterstiitzung der Ionisation mit Stickstoff gespiilt. Der
Sauerstoffanteil im Restgas der Falle ist sehr gering (s. Abb. EZIT). Der Anteil des Sau-
erstoffclusters ist deutlich grofler, als der Anteil des Sauerstoffs im Restgas. Der Sau-
erstoffcluster muss also eine groflere Bildungsrate haben, als der Stickstoffcluster. Was-
serstoffbriickengebundene System wie [Trp + H + Hy0]t weisen Bindungsenergien von
einigen tausend Wellenzahlen auf. Die hohen Bindungsenergien und die Tatsache, dass
man keine Cluster findet deuten darauf hin, dass die Innere Energie der Ionen in der
Paul-Falle unter normalen Bedingen (7" = 300 K') sehr hoch ist.
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3 Ergebnisse

3.1.7 Photofragmentierung von Tryptophan

Bestrahlt man das protonierte Tryptophan mit UV-Licht der Wellenlénge 285 nm (s.Kap.
BTIR), so kommt es zur Photofragmentierung. Wie man in Abb. erkennen kann,

entstehen dabei mehrere Fragmente.

Masse Massendifferenz  Fragment

/Da  /Da

205 - ENE

204 1 [M]**

188 17 (M + H — NHj]*

156 46 M+ H— CO — HyOl*
146 59 M+ H — NHy — CoH,0]*
132 73 (M — CyH,0,)""

130 75 (M — CoH,NOoJ**

Tabelle 3.3: Liste der durch Photofragmentierung entstehenden Fragmente. Neben den
durch CID bekannten Fragmenten entstehen zwei weitere Fragmente.

Die Ionenfalle ist in der Lage ein Tonenensemble iiber einen Zeitraum von mehr als einer
Sekunde ortlich zu fixieren. In dieser Zeit kann wiederholt mit dem Laser in die Falle
geschossen werden. Durch wiederholtes Bestrahlen der selben Ionen kann das Mutterion
fast vollsténdig ausgeloscht werden. In Abb. BI3k) wurden zwei Laserschiisse in die Falle
gelassen. Die Reaktionszeit des verwendeten Shutters (s. Abb. ZTI) liegt zwischen 50 und
100 ms. Da der Laser mit konstanten 20 H z lauft, war es nicht méglich einen Einzelschuss

in die Falle zu lassen.

Die Fragmente m/z = 188 Da und m/z = 146 Da konnten bereits in den CID-Spektren
beobachtet werden (s. Abb BHl). Es ist wahrscheinlich, dass es sich dabei um den glei-
chen Fragmentierungskanal, wie bei der kollisionsinduzierten Fragmentierung handelt.
Das Fragment m/z = 146 Da entsteht nach der Abspaltung von N H3 aus dem Fragment
m/z = 188 Da. Die kollisionsinduzierte Fragmentierung fiihrt dem Ion kontinuierlich
Energie zu und es wird nur der jeweils niedrigste Kanal angesprochen. Die Fragmentie-

rung zu m/z = 146 Da lduft deshalb in zwei Stufen ab.

Bei der Photofragmentierung wird die gesamte Energie auf einmal in das Molekiil ein-
gebracht. Dadurch konnen auch hohere Fragmentierungskanile effizient angesprochen

werden und es ergeben sich mehrere Wege fiir die Fragmentierung.

Denkbar ist ein Einphotonen- und ein Zweiphotonenschritt (s. Abb. BI4l). Es ist aufler-
dem moglich, dass das Ion zweimal ein Photon absorbiert. Die Bildung des Fragments
m/z = 146 Da erfordert mehrere Bindungsbriiche (s. Kap. BZIH). Die mittlere Bindungs-
enthalpie betréigt fiir eine C-C-Bindung 348 % (= 3,6 €V) und fiir eine C-N-Bindung
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Abbildung 3.13: Photofragmentierung von Tryptophan. Das selbe Ionenensemble wurde
jeweils mit mehreren Laserschiissen bestrahlt. a) 2 Laserschiisse, b) 20
Laserschiisse, ¢) 180 Laserschiisse. Eingestrahlt wurde mit 1 m.J/Puls
bei A = 285 nm. Das Fragment m/z = 146 Da kann nicht weiter pho-
todissoziiert werden.
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Abbildung 3.14: Schematische Darstellung von verschiedenen Fragmentierungswegen fiir
das Fragment m/z = 146 Da. Denkbar ist ein Zweiphotonenschritt
nachdem direkt die Fragmente m/z = 188 Da und m/z = 146 Da
gebildet werden. Alternativ ist ein sequentieller Weg moglich, der aus
zwei Einphotonenschritten besteht.

292 £2 (= 3,0 eV) [#4]. Die Energie eines Photons bei der Wellenléinge A = 285 nm be-
tragt £ = 4,35 eV. Es kann also nicht genug Energie fiir mehrere Bindungsbriiche und
Umlagerungen liefern. Dies macht es wahrscheinlich, dass das Fragment m/z = 146 Da
durch die Absorption von zwei Photonen entsteht. Man kann allerdings nicht unterschei-
den, ob das Fragment direkt aus einem Zweiphotonenschritt entsteht oder ob nach der
Absorption eines Photons das Fragment m/z = 188 Da gebildet wird, das nach der

Absorption eines weiteren Photons weiter fragmentiert.

Da die Ionen mit zwei Laserschiissen bestrahlt worden sind, ist es moglich, dass Ionen
bei jedem Schuss jeweils ein Photon absorbiert haben. Zwischen den Laserschiissen lie-
gen 50 ms. In dieser Zeit erleidet das Ion so viele St68e mit Helium, dass sich wieder ein
thermisches Gleichgewicht eingestellt hat. Die mittlere Lebensdauer bis zur Fragmentie-
rung betragt 10 — 20 us [R7]. Sollte das Ton beim ersten Laserschuss geniigend Energie
aufgenommen haben um zu fragmentieren, dann wird es das auch bis zum néchsten La-
serschuss getan haben. Dass zwei Laserschiisse in die Falle gelangten hat damit keinen

qualitativen Einfluss auf das Fragmentierungsmuster.

Der Zweiphotonenschritt im protonierten Molekiil unterscheidet sich grundlegend von
dem im Neutralen. Im neutralen Tryptophan fithrt die resonante Zweiphotonenabsorption
zur Bildung des Radikalkations. Dies ist im protonierten Tryptophan nicht moglich. Da
bereits eine positive Ladung vorhanden ist, liegt die Energie fiir die Bildung des zweifach
geladenen Tons [Trp+ H]*™ oberhalb der Energie von 2hv = 8,7 eV. Entsprechend konnte
diese Spezies auch nicht nachgewiesen werden. Die Energie bleibt im Ion und kann dort

zu Fragmentierungen fiihren.

Erhoht man die Anzahl der Laserschiisse (Abb. BI3b) und BI3k)) so treten keine weite-
ren Fragmente auf. Allerdings ist es moglich, das Mutterion vollstédndig zu fragmentieren.
Fast die gesamte Intensitéit sammelt sich im Fragment m/z = 146 Da. Offensichtlich
absorbiert die Masse 146 Da nicht bei 285 nm. Das léasst den Schluss zu, dass eine
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3.1 Tryptophan

signifikante Anderung am Chromophor stattgefunden haben muss.

Das Fragment 188 Da hat auch nach mehreren Schiissen nur eine geringe Intensitét.
Dies kann mehrere Ursachen haben. Es ist moglich, dass die hohe interne Energie nach
der Absorption ausreicht, um nach dem Verlust von N Hj direkt eine weitere Fragmen-
tierungsreaktion anzuschliefen. Dass dennoch die Masse 188 Da gebildet wird, wiirde
dann daran liegen, dass durch Sté8e mit Helium bei einem Teil der Ionen die Energie
gequencht wird und es zu keiner Folgereaktion kommt. Dies wiirde auch erklaren, warum

das Fragment nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit entsteht.

Eine zweite Erkldarung liegt in der Weiterabsorption des Fragments. Der Verlust von
Ammoniak sollte keinen groflen Einfluss auf die Absorption des Indolrings haben. Das
Fragment kann dann in den folgenden Laserschiissen ein weiteres Photon absorbieren und
weiter fragmentieren. Dabei ist es egal, ob das Tryptophan direkt in zwei Schritten in die
Masse 146 Da zerfillt, oder ob erst das Fragment m/z = 188 Da gebildet wird. Da in
Abb. B13h) allerdings nach zwei Laserschiissen die Intensitiat des Peaks m/z = 146 Da
um ein vielfaches hoher ist, als die von m/z = 188 Da, ist davon auszugehen, dass ein
Grofiteil der Ionen direkt zu der Masse 146 Da zerfillt. Dass in Abb. BI3k) die Intensitét
des Fragments m/z = 188 Da immer noch klein ist, liegt wahrscheinlich daran, dass
dieses Fragment ein weiteres Photon absorbieren kann und dann nachtréglich weiter

fragmentiert.

NH NH NH

v \'% VI

m/z=159 m/z=132 m/z=130

Abbildung 3.15: Mogliche Strukturen fiir die durch photoinduzierte Fragmentierung ge-
bildeten Ionen. IV Das Immoniumion wird nach Abspaltung von C'O
und H,0 gebildet. V u. VI sind Radikalfragmente, die nach Abspaltung
eines H-Atoms entstehen [T6].

Im Vergleich zur kollisionsinduzierten Fragmentierung (CID), fiithrt die erhohte Energie
nach Photoanregung dazu, dass zusétzliche Fragmentierungskanéle angesprochen werden
konnen. Die Bildung des Fragmentions [M + H — CO — H,O]" ist bei protonierten
Aminoséauren sehr haufig, fehlt im CID-Spektrum von Tryptophan aber vollstéindig. Im

photoinduzierten Spektrum kann dieser Kanal ebenfalls angesprochen werden. Es bildet
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sich dabei das Immoniumion (Struktur IV in Abb. BIH). Die Aktivierungsenergie fiir
diesen Kanal liegt nach quantenmechanischen Rechnungen 110,53 kJmol™! iiber der
Aktivierungsenergie fiir den Ammoniakverlust [53]. Fiithrt man die Energie langsam tiber
StoBe zu, zerfillt das Ion bevor die dafiir nétige Energie ins Ions gelangen kann. Die
Photonenenergie reicht aber aus, um die notige Aktivierungsenergie in das Ion in einem

Schritt einzubringen.

10
a) 14+ b)

8 12
X ] 10
© 6
=
D
c 8
S i
-+
<
— 4- 6
()
—

4 -
2_
2_
i i B e e e e e T B B e B A
126 128 130 132 134 136 138 140 198 200 202 204 206 208 210 212
m/z /Da m/z IDa

Abbildung 3.16: VergroBerte Ausschnitte aus Abb. BI3b). a) Das radikalische Fragment
m/z = 204 Da zerfallt weiter zu den Massen 132 Da und 130 Da. b)
Mit sehr geringer Intensitét kann der Verlust eines Wasserstoffatoms
beobachtet werden.

Die durch Elektrospray entstehenden Ionen haben eine gerade Anzahl von Elektronen, es
handelt sich um closed shell Systeme. Das fiihrt dazu, dass auch die beobachtbaren Frag-
mente fast ausschliefflich eine geschlossene Elektronenschale besitzen. Beim Tryptophan
kann man, mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit, auch einen radikalischen Fragmentie-
rungspfad nachweisen. Dabei verliert das protonierte Tryptophan ein H-Atom und es
bildet sich dadurch das Radikalkation des Tryptophans [Trp|*" mit einer Masse von
204 Da [16].

Zu der Abspaltung des Wasserstoffatoms kommt es iiber einen charge transfer-Zustand.

Durch die Absorption des Photons wird ein 77*-Ubergang angeregt. Dieser ist im In-
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dolring lokalisiert. Das Elektron kann mit der positiven Ladung am protonierten Stick-
stoff zu einem mo*-Zustand rekombinieren. Die positive Ladung gelangt dadurch in den
Indolring und wird dort vollsténdig delokalisiert. Der Transfer des Elektrons fiihrt in
einen dissoziativen Kanal, der zur Abspaltung des Wasserstoffatoms fiihrt [I6]. Die In-
tensitdt des entstandenen Radikalkations ist sehr gering (s. Abb. BIIf). Die Intensitidten
betragen 4% fiir das Radikalkation des Tryptophans und 8% fiir das Folgefragment bei
m/z = 132 Da relativ zum Hauptfragment m/z = 146 Da. Dieser Fragmentierungskanal
ist beim Tryptophan also von untergeordneter Bedeutung. Die Lebensdauer des ange-
regten Zustands liegt im Bereich von Femtosekunden [T5]. Der Grund kénnten konische
Schnitte des mo* Zustands sein, der sowohl den Sy als auch den S; schneidet [15] [T6].
Das Verzweigungsverhéltnis am Schnittpunkt mit dem Sy (s. Abb. [LY)) l4ge stark auf
Seiten der nichtdissoziativen Riickkehr in den Grundzustand. Die sehr schnelle Relaxati-
on ist ein ausschliefllich ein Effekt der Ladung. Im neutralen Tryptophan, Gasphase wie

Losungsmittel, betriagt die Lebensdauer des angeregten Singuletzustands wenige ns [68].

Die Absorption des Radikalkations [Trp]**t ist in den sichtbaren Bereich verschoben [8§].
Durch die Absorption eines weiteren Photons kann das Radikal weiter fragmentieren.
Es bildet dabei die Fragmente 132 Da und 130 Da (Strukturen V, VI in Abb. BIH).
Das Fragment m/z = 130 Da ist ebenfalls in den EI [77], PD [54] und FAB [89] Mas-
senspektren zu beobachten. Es handelt sich dabei um ein radikalisches Fragment des
Tryptophans. Aufgrund der geringen Intensitdt des Fragments m/z = 204 Da war ein
direkter Nachweis, dass diese Fragmente durch die Absorption eines weiteren Photons des
Radikalkations [T'rp]** entstehen, aber nicht moglich. Allerdings konnte bei der Untersu-
chung der Photofragmentierung des Tryptamins in Kap. B2 experimentell nachgewiesen
werden, dass das Fragment m/z = 130 Da tatséchlich aus dem Radikal entsteht.
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3 Ergebnisse

3.1.8 Wellenlangenabhangigkeit der Photofragmentierung

Trégt man die prozentuale Fragmentierung gegen die Photonenenergie auf, so bekommt
man das in Abb. BI7b) dargestellte Spektrum. Man kann einen Peak und danach einen
breiten Anstieg sehen. Eine Schwingungsstruktur lésst sich nicht erkennen. Dies kann
zwei Ursachen haben. Die Lebensdauer des elektronisch angeregten Zustands ist so kurz,
dass es zu einer Lebensdauerverbreiterung kommt. Zeitaufgelste Messungen haben eine
Lebensdauer von 250 fs ergeben [I5]. Daraus ergibt sich eine deutliche Lebensdauerver-

breiterung von ca. 60 cm ™!, die eine fehlende Schwingungsauflésung zum Teil erklirt.
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Abbildung 3.17: Einfluss der Temperatur auf das Photofragmentspektrum von Trypto-
phan. a) Spektrum bei Raumtemperatur. b) Spektrum bei gekiihlter
Falle. Das Signal/Rausch-Verhéltnis ist bei gekiihlter Falle besser, den-
noch ist keine gut aufgeloste Schwingungsstruktur erkennbar.

Befindet sich die Falle bei Raumtemperatur (Abb. BI7h)) so ist davon auszugehen, dass
auch die Tonentemperatur bei 300 K oder dariiber liegt. Bei solch hohen Temperaturen
geht die Schwingungsauflosung durch hot bands und Rotationsverbreiterungen verloren.
Aus diesem Grund wurde die Falle, wie in Kap. beschrieben, mit fliilssigem Stick-
stoff gekiihlt. Die Reduzierung der Fallentemperatur hat einen deutlichen Einfluss. Wie
in Abb. BI7b) zu sehen ist, ist der Peak schérfer und der Einschnitt vor dem breiten
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Anstieg ist tiefer. Dennoch ist keine gut aufgeloste Schwingungsstruktur zu erkennen.

Die Kiihlung der Falle resultiert iiber Heliumstofle in einer Erniedrigung der Inneren
Energie der Ionen. Dies ist sowohl an der Bildung von Clustern (s. Kap. BLLH), als
auch an den scharferen Strukturen in Abb. BI7b) zu erkennen. Dass dennoch keine
gut aufgeloste Schwingung zu beobachten ist, kann nur daran liegen, dass die Innere
Energie der Ionen immer noch sehr grof} ist und im Tryptophan die Liniendichte relativ
hoch ist [68, 69]. Die Innere Energie der Ionen wird durch St68e mit den neutralen
Restgasteilchen bestimmt. Wie man in Abb ZT7 sehen kann, besteht das Hintergrundgas
hauptséchlich aus Stickstoff. Der Stickstoff gelangt durch den Probeneinlass mit in die
Kammer. Aufgrund der Abmessungen der differentiellen Pumpstufen kann ein Teil des
Stickstoffs ohne Stéfe in einem gerichteten Strahl in die Falle gelangen. Dieser gerichtete
Teilchenstrom kann mit den Ionen stoflen, bevor die kinetische Energie durch Wandstofe

auf Fallentemperatur gesenkt wird. Hier sind Verbesserungen geplant.

Der Sy — S;-Ubergang des neutralen Tryptophans liegt bei 34873 c¢m~'(286,75 nm)
[68, 69, [70]. Der Sy — S;-Ubergang des protonierten Tryptophans ist gegeniiber dem der
neutralen Aminosiure um etwa 300 em ™! zu hoheren Energien verschoben. Diese geringe
Verschiebung zeigt, dass die Ladung nur einen geringen Einfluss auf den S;-Zustand des

Chromophors hat.

Zustand neutral N—-H"-Trp 1—H"—=Trp BI —H*
So 0 0 0 0

St Ly, 4,50/0,019 L, 4,47/0,045 Ly 4,42/0,009 4,43/0,028
S L, 4,76/0,137 diffus 4,67/0,050 diffus 4,93/0,005 5,12/0,006
Sy 4,930,002 L, 4.88/0,120  L,503/0,231  5,31/0,004
exp. So — 57 4,32 4,36

Tabelle 3.4: Berechnete elektronische Uberginge. Beim Neutralen handelt es sich um
die Werte fiir das niederstenergetische Konformer. Angegeben sind Art des
Zustands, die vertikale Anregungsenergie AFE in eV und die Oszillatorstérke.
Der Sy — S;-Ubergang des Neutralen liegt bei 4, 46 eV .

Durch die geringe absolute Signalstiarke und die Breite des Signals kann man nicht sicher
sein, ob das Signal tatséchlich vom protonierten Tryptophan stammt. Es wire denkbar,
dass sich in der Falle neutrales Tryptophan befindet. Ionen kénnten durch Kontakt mit
der Fallenwand entladen werden und sich als Verunreinigung anreichern. Aufgrund des
niedrigen Dampfdrucks des Tryptophans kénnen solche Verunreinigungen iiber lange Zeit

in der Kammer bleiben.

Dass es sich nicht um das Signal des neutralen Tryptophan handelt, kann durch das

simultane Aufzeichnen von Mutter- und Fragmentionen gezeigt werden. Im gleichen Maf3
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Abbildung 3.18: Photofragmentspektrum des protonierten Tryptophans. Die Anzahl der

92

Mutter- und Fragmentionen sind komplementér. Die Fragmentionen ent-
stehen also durch Fragmentierung der Mutterionen und nicht durch Io-
nisation neutraler Produkte. Der Ubergang bei 35150 ¢m ! wird dem
Sy — S;-Ubergang zugeordnet.
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wie das Fragmentionensignal zunimmt, muss das Mutterionensignal abnehmen. Wie man
in Abb. sehen kann, sind die Signale von Mutter- und Fragmention komplementér.

Das beobachtete Signal, muss damit von dem protonierten Tryptophan stammen.

Wie man in Abb. sehen kann, steigt ab einer Energie von 34500 cm™! die Ab-
sorption deutlich an. Die Anregung bei niedrigeren Energien, wurde stichpunktartig
iiberpriift. Da bei kleineren Energien keine Fragmentierung stattfindet, wird der Peak
bei 35150 & 50 em ™' dem Sy — S;-Ubergang des protonierten Tryptophans zugeordnet.
Nach theoretischen Untersuchungen liegt der Sy — S;-Ubergang des protonierten Trypto-
phans bei 36 053 cm~! [20]. Die Abweichung von Theorie und Experiment betrigt damit

nur 2,5%. Experiment und Theorie stimmen also hervorragend iiberein.

Das elektronische Spektrum des Indols wird durch zwei Uberginge bestimmt. Im neu-
tralen Indol bildet der unpolare L;-Zustand den S;. Der sehr polare L,, der ein hohes
Dipolmoment besitzt, ist der Sy. Die Reihenfolge der elektronisch angeregten Zusténde
bleibt bei der Protonierung erhalten. Die Ladung ermdoglicht einen weiteren Zustand.
Befindet sich das Elektron im angeregten Zustand in einem stark delokalisierten Orbital,
kann man es auch als eine negative Ladung auffassen, die um zwei positive Ladungen

kreist. Solche Zustdnde werden im Folgenden als diffus bezeichnet.

E /eV

S /
_/ /

La
diffus

\7
45 + N

Ly

40 +

1

neutral N-H —Trp 1-iF ~Trp Bi-H
Abbildung 3.19: Relative Lage des neutralen Tryptophans und der protonierten Tauto-
mere N — H" —Trp,1—H" —Trpund Bi — H™.

Die theoretischen Werte fiir die Anregungsenergien sind in Tab. B4l gegeben [20]. Wie im
neutralen Tryptophan bildet der L,-Zustand den S;. Bei allen drei Tautomeren und beim

Neutralen ist die Anregungsenergie fast identisch. Die Protonierung hat nur geringen
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Einfluss auf die Lage des S;. Anders als beim Neutralen bildet der L,-Zustand nicht
den Sy. Durch die Ladung schiebt sich ein diffuser Zustand zwischen L, und L, (s.
Abb. BT9). Anders als der unpolare L,-Zustand, zeigt der polare L,-Zustand eine starke
Verschiebung zu hoheren Energien. In deprotonierten Systemen sollte der L,-Zustand
stark zu niedrigeren Energien verschoben sein. Messungen an deprotonierten Systemen

sind geplant.

Der Ort der Protonierung ist durch den geringen Einfluss der Ladung auf den S; nicht zu
bestimmen. Allerdings ist davon auszugehen, dass durch den hohen Energieunterschied
von 84 kJmol™! zwischen dem N — H* — Trp und dem 1 — H* — Trp wihrend der

Elektrosprayionisation nur das H — N* — Trp Tautomer entsteht.
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3.2 Tryptamin

3.2.1 Struktur und Nomenklatur

a)

Abbildung 3.20: a) Lewis-Struktur des neutralen Tryptamins b) Niederstenergetisches
Konformer in der Gasphase

Der systematische Name des Tryptamins lautet 3-(2-Aminoethyl)indol. Die chemische
Struktur (s. Abb. B220) dhnelt der des Tryptophans (s. Abb. Bl). Die Nummerierung der
einzelnen Positionen im Molekiil entspricht deshalb auch der des Tryptophans. Zusétzlich
weist das Tryptamin grofe Ahnlichkeit zu den Neurotransmittern Serotonin (3-(2-Aminoethyl)-
5-hydroxyindol) und Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamin) auf. Tryptamin ist eben-
falls biogen und 16st beim Menschen Halluzinationen aus. Man vermutet, dass nur die
protonierte Form, die bei pH 7 vorliegt, aktiv ist. Entsprechend lohnen sich néhere Un-

tersuchungen zur protonierten Form.

Tryptamin eignet sich als Modellsubstanz da ihm, im Vergleich mit Tryptophan, Sero-
tonin und Melatonin, polare Gruppen fehlen, die den Dampfdruck der Substanz soweit
erhohen, dass es Gasphasenuntersuchungen zugénglich ist. Entsprechend wurde schon

eine Vielzahl von spektroskopischen Untersuchungen am neutralen Tryptamin vorge-

nommen [90, 911, 92, 93, 192, ©5).

Aufgrund der flexiblen Seitenkette kann das neutrale Tryptamin in mehreren Konfor-
meren vorliegen, von denen sieben experimentell gefunden wurden [90, 9T]. Durch den

Vergleich von experimentellen Daten mit ab initio Methoden wurde das Konformer in

Abb. b) als das stabilste Konformer gefunden [92, 93].

Aufgrund der groBen strukturellen Ahnlichkeit zum Tryptophan kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Protonierung ebenfalls am priméren Amin stattfindet. Durch die

Protonierung gewinnt die Aminogruppe an Symmetrie, so dass nur noch drei Konformere
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denkbar sind. Diese ergeben sich durch die Rotation um die C-a — C-G-Bindung (s. Abb
B21).

1 2 3

Abbildung 3.21: Die drei Konformere des niederstenergetischen Tautomers des protonier-
ten Tryptamins.

Im neutralen Tryptamin ist, im giinstigsten Konformer, die Aminogruppe zum Pyrrolring

orientiert [92, O3]. Im Gegensatz dazu ist die protonierte Aminogruppe zum Benzolring

gedreht. Allerdings betriigt der Unterschied zwischen beiden Konformeren nur 100 cm ~*

(s. Tab. BH).

Basissatz
Konformer B3LYP/3-21G B3LYP/6-31+G* B3LYP/6-311++G**
em™! em ™! em ™!
1 439 130 115
2 0 0 0
3 2679 1840 1893

Tabelle 3.5: Vergleich der relativen Energien der verschiedenen Konformere in Abb. B2
bei verschiedenen Basissétzen.

Deutlich ungiinstiger ist die Anti-Position (Konformer 3 in Abb. BZIl). Das die beiden
Konformere, in denen die Aminogruppe zum Ring zeigt, bevorzugt sind, ist ein Indiz, dass
die positive Ladung durch die hohe Elektronendichte des aromatischen Rings stabilisiert

wird.
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3.2.2 ESI-MS von Tryptamin
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Abbildung 3.22: ESI-MS von Tryptamin. Im Massenspektrum von Tryptamin sind drei
Peaks zu sehen. Der intensivste Peak bei m/z = 321 Da stammt
vom protongebundenen Homo-Dimer. Desweiteren ist das Monomer bei
m/z =161 Da und ein Fragment bei m/z = 144 Da zu erkennen.

Im Elektrospraymassenspektrum von Tryptamin in Abb B2Zsind drei Peaks zu erkennen.
Sie stammen vom protonierten Dimer [My + H]™ mit 321 Da, dem Monomer [M + H|"
mit 161 Da und einem Fragment [M + H — 17]". Das Fragment bei m/z = 144 Da
entsteht durch den Verlust von Ammoniak [96]. Das Massenspektrum &hnelt dem des
Tryptophans (Abb. B3), in dem die analogen Massen zu sehen sind. Wegen der fehlen-
den Carboxylgruppe im Tryptamin ist der Ammoniakverlust der bevorzugte Fragmen-
tierungskanal. Sowohl das Dimer als auch das Fragment bei [M + H — 17]" werden in

beiden Massenspektren gebildet.
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3.2.3 Kollisionsinduzierte Fragmentierung

Die kollisionsinduzierte Fragmentierung von Tryptamin liefert, wie in Abb. B2Z3b) zu
sehen ist, ausschliellich ein Fragment mit der Masse m/z = 144 Da. Dieses Fragment

entsteht durch den Verlust von Ammoniak. Die Struktur dieses Fragments ist ungeklart.

Die Fragmentierung der Masse 144 Da erzeugt das Indolkation m/z = 177 Da in
AbbBZ3r)). Der Indolring bleibt demnach bei der Fragmentierung des Mutterions er-
halten. Die Energie fiir den intramolekularen H/D-Austausch liegt unterhalb der Disso-
ziationsenergie. Wahrend der Fragmentierung kann es deshalb zu Umlagerungen kom-
men. Aus diesem Grund kann man davon ausgehen, dass sich das niederstenergetische
Tautomer bildet. Durch ab initio Rechnungen wurde die relative Energie der moglichen
Tautomere bestimmt (s. Tab. B)).

Tautomer Basissatz
B3LYP/3-21G B3LYP/6-31+G* B3LYP/6-311++G**

o 0 0 0

1 100,7 113,46 105,45
2 42,24 44,82 42,58
3 63,86 77,31 73,22
4 91,22 88,72 85,80
5 91,26 91,33 87,82
6 90,69 88,14 84,62
7 102,24 103,67 100,8
3a 141,40 148,68 142,03
Ta 152,55 150,09 144,82
b3 69,41 56,30 57,81
b4 110,82 122,05 124,10

Tabelle 3.6: Die relativen Energien der moglichen Tautomere. Alle Angaben in kJmol L.
Die dazugehorenden Strukturen sind in Abb. B24] dargestellt.

Am giinstigsten ist die Protonierung am a-Kohlenstoff. Nach der Abspaltung von Ammo-
niak wandert ein Proton vom - zum a-Kohlenstoff. Dadurch kann der Ring die positive
Ladung teilweise stabilisieren, ohne dass die Aromatizitat zerstort wird. Tautomere, in
denen nach der Ammoniakabspaltung keine Umlagerung stattfindet, also ein priméres
Carbokation am a-Kohlenstoff gebildet wird, sind nicht stabil. In den Rechnungen lager-

ten sie sich, je nach Startgeometrie, entweder zu dem Tautomer o oder b3 um.

Die Protonierung am Ring ist energetisch sehr ungiinstig. Die entsprechenden Tautomere
liegen mindestens 40 kJmol ™! iiber der Protonierung am a-Kohlenstoff. Als besonders

ungiinstig erweist sich die Protonierung am Stickstoff. Die Tautomere 1 und 6 sind analog
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Intensitat /a.u.

2) 161
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Abbildung 3.23: Kollisionsinduzierte Fragmentierung von Tryptamin. a) Isoliertes Mut-
terion [M + H|". b) Die Fragmentierung des Mutterions ergibt nur ein
Fragment bei [M+ H—17)*". ¢) M S3-Schritt. Die CID der Masse 144 Da
liefert ein Fragment mit der Masse 117 Da.
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Abbildung 3.24: Die zwolf niederstenergetischen Tautomere des Fragments m/z =
144 Da. Das stabilste Tautomer entsteht durch Protonierung des a-
Kohlenstoffs. Tautomere, bei denen sich das Proton an einem der Ringe
anlagert, sind am ungiinstigsten.

den Strukturen 2 und 3 in Abb. Sie sind energetisch allerdings sehr ungiinstig. Wie zu

erwarten, ist Protonierung am Sechsring ungiinstiger als die Protonierung am Fiinfring.

Die Abspaltung von Ammoniak konnte bei allen untersuchten Aminen beobachtet wer-
den, bei denen ein aromatischer Ring durch eine Ethylengruppe mit der Aminogruppe
verbunden ist. Die Abspaltung wird also nicht speziell durch den Indolring ermoglicht.
Wahrscheinlich wird die Abspaltung von N H3 durch den positiven induktiven Effekt der

Aromaten begiinstigt.

Die kollisionsinduzierte Fragmentierung des Fragments m/z = 144 Da ergibt das in
AbbBZ3kc) gezeigte Massenspektrum. Es entstehen mehrere, teils radikalische Fragmen-
te (s. Tab. B). Hauptfragment im M S® Spektrum ist die Masse m/z = 117 Da. Dieses
Fragment kann nur durch die Abspaltung von CyHS gebildet werden. Bei dem Frag-
ment m/z = 117 Da handelt es sich um das Radikalkation des Indols (s. Struktur 8
in Abb. B2H)). Dieses Radikal kann in einer Folgereaktion Hs abspalten und bildet da-
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8 9 10
m/z=117 m/z=116 m/z=115

Abbildung 3.25: Lewis-Strukturen der Fragmente 115, 116 und 117 Da.

durch die Masse 115 Da (s. Struktur 10 in Abb. B2H). Die Bildung von radikalischen
Fragmenten ist ungewohnlich. In den meisten Fiéllen ist es energetisch giinstiger zwei

geschlossenschalige Tonen anstatt von zwei Radikalen zu bilden.

Masse Massendifferenz  Fragment

/Da  /Da
144 17 M+ H— NHy*
128 33 M+ H— NHy — CH*

116 45 M+ H — NHy — CoH,|*

[
[
117 44 [M + H — NHy — CyH;)**
[
115 46 [M + H — NHy — CoHj — Hy)**

Tabelle 3.7: Liste der Fragmente, die durch kollisionsinduzierte Fragmentierung erzeugt
werden koénnen. Die Bildung von radikalischen Fragmenten (117 Da und
115 Da) durch kollisionsinduzierte Fragmentierung ist ungewohnlich.

Alternativ kann das Fragment m/z = 144 Da auch CyH, abspalten. Dadurch entsteht
das Indolkation mit m/z = 116 Da (s. Struktur 9 in Abb. B22H). Dieses Fragment kann
auch bei Elektronenstossionisation beobachtet werden [97]. Da das Kation 8 mit deutlich
geringerer Intensitit gebildet wird, lasst es darauf schlielen, dass das Radikalkation des
Indols 9 deutlich stabiler ist.
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3.2.4 Einfluss der Temperatur auf das Massenspektrum
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Abbildung 3.26: Bildung von Clustern bei gekiihlter Falle. a) Die Massenanalyse von
Tryptamin schlieit sich der Massenisolation so dicht wie moglich an.
Selbst in dieser kurzen Zeit werden geringe Mengen Cluster gebildet.
b) Die Massenanalyse wurde gegeniiber der Massenisolation um 200 ms
verzogert. Es ist eine deutliche Clusterbildung zu erkennen.

Kiihlt man die Falle, so bildet Tryptamin wasserstoffbriickengebundene Cluster. Dabei
werden fast ausschlieflich Wassercluster gebildet. Auch wenn man die Zeit zwischen
Massenisolation und Massenanalyse so kurz wie moglich hélt (s. Abb. B27h) ) kann man
die Bildung des Wasserclusters mit m/z = 179 Da beobachten.

Verzogert man die Massenanalyse, so bilden sich vermehrt Cluster mit grofieren m/ z-
Verhéltnissen (s. Abb. b). Eine Liste der beobachteten Cluster ist in Tab.
prasentiert. Es wird fast ausschlieBlich Wasser angelagert. Man kann die Anlagerung
von einem und zwei Wassermolekiilen beobachten. Hohere Wassercluster wurden beim

Tryptamin nicht gefunden.

Trigt man die Massenspektren gegen die Wartezeit auf, so erhdlt man Abb. Die
Anlagerung des ersten Wassers (m/z = 179 Da) geschieht so schnell, dass sie schon ohne

zuséatzliche Verzogerungszeit beobachtet werden kann. Die Anlagerung des zweiten Was-
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Masse Massendifferenz Cluster

/Da  /Da

179 18 [M + H + HyO]*
189 28 (M + H + NyJ*

197 36 [M + H + 2H,0]*
202 4l [M + H + CH;CNJ*

Tabelle 3.8: Liste der beobachteten Cluster im Massenspektrum von Tryptamin.

sers ist eine Folgereaktion. Dementsprechend erfolgt die Bildung zeitverzégert. Erst wenn
eine hinreichende Menge des einfachen Wasserclusters gebildet wurde, setzt die Bildung
von [M + H +2H>0]" vermehrt ein. Erst ab einer Wartezeit von etwa 200 ms betrigt die
Intensitiat des [M + H 4+ 2H,0]" Komplexes ungefihr 10%. Vergleicht man die Bildung
der Wassercluster beim Tryptamin mit der beim Tryptophan (s. Abb. BI1]) so sieht man,
dass die Anlagerung von Wasser beim Tryptophan deutlich schneller ablauft. Bei maxi-
maler Wartezeit ist die Anlagerung des zweiten Wassers schon vollsténdig abgelaufen.
Beim Tryptamin haben bei gleicher Wartezeit erst die Halfte der [M + H + H,O]"-Cluster

ein zweites Wassermolekiil angelagert.

Neben den Wasserclustern werden auch noch Addukte mit Stickstoff m/z = 189 Da und
Acetonitril m/z = 202 Da gebildet. Diese haben jedoch erst ab hohen Wartezeiten eine
signifikante Intensitit. Bei maximaler Wartezeit liegt ihr Anteil bei weniger als 30% vom
Gesamtionenstrom. Wie beim Tryptophan ist das Mutterionensignal bei maximaler War-
tezeit fast vollstdndig verschwunden. Es macht weniger als 5% vom Gesamtionenstrom
aus. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Kinetik erfolgt in Kap. B4l
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Abbildung 3.27: Zeitabhéingigkeit der Clusterbildung. Je grofler die Wartezeit desto
grofer ist der Anteil an Clustern im Massenspektrum. Bei langen War-
tezeiten verschwindet das Mutterionensignal fast vollsténdig.
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3.2 Tryptamin

3.2.5 Photofragmentierung von Tryptamin

Die photoinduzierte Dissoziation von Tryptamin unterscheidet sich deutlich von der kol-
lisionsinduzierten Dissoziation. Wie in Abb. zu sehen ist, entstehen durch Photo-
fragmentierung eine ganze Reihe von Fragmenten, wohingegen die kollisionsinduzierte
Fragmentierung nur ein einziges Fragment liefert (s. Abb. B2Z3). Wie bei der kollisionsin-
duzierten Fragmentierung ist der Verlust von Ammoniak ein wichtiger Fragmentierungs-

kanal.

Masse Massendifferenz  Fragment

/Da  /Da

160 1 [M]*+

145 16 (M + H — NH,)**

144 17 (M + H— NH,)*

131 30 (M + H — CH,NH,)*

130 31 (M + H — CH,NHs)*

116 45 M+ H — NHy — CoH,J*

115 46 (M + H — NHy — CoHs — Hy)*t

Tabelle 3.9: Liste der bei der photoinduzierten Fragmentierung von Tryptamin entste-
henden Fragmente.

Der Hauptfragmentierungskanal ist jedoch der Verlust eines H-Atoms. Dadurch wird
ein radikalisches Fragment erzeugt. Der Mechanismus unterscheidet sich somit deut-
lich von dem vorherrschenden Mechanismus bei der CID. Erhéht man die Anzahl der
Laserschiisse, mit denen die Ionen beschossen werden, so kommt es verstéirkt zu einer
Folgefragmentierung (s. Abb. BZ28b) und c)). Die meisten dieser Fragmente (s. Tab. B3)
sind bereits aus dem EI-Massenspektrum bekannt und kénnen somit eindeutig einem

radikalischen Fragmentierungspfad zugewiesen werden.

Die Fragmente 131 Da und 130 Da sind die Hauptfragmente, die durch Elektronen-
stoflionisation entstehen. Sie werden also durch eine Fragmentierung des Radikalkations
des Tryptamins gebildet [97]. Das Fragment bei m/z = 145 Da wird bei der kollisions-
induzierten Fragmentierung nicht beobachtet. Es handelt sich wahrscheinlich um einen

konkurrierenden Kanal zum H-Verlust, bei dem [N Hs]® abgespalten wird.

Im PID Spektrum des Tryptamins sind somit drei Fragmentierungspfade vorhanden (s.
Abb. B29). Nach 10 Laserschiissen sind die priméren Fragmente aller Fragmentierungs-
pfade deutlich zu erkennen (s. Abb. B28h)). Erhoht man die Anzahl der Laserschiisse,
so nimmt die Intensitdt von Fragmenten mit kleineren m/z-Verhéltnissen zu. Diese se-
kundéren Fragmente entstehen erst, wenn die entsprechenden Vorgénger in ausreichender
Menge entstanden sind (s. Abb. B28 ¢) u. d)).
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Abbildung 3.28: Photoinduzierte Fragmentierung von Tryptamin. Das in der Paul-Falle
isolierte Tryptamin wurde durch mehrfachen Laserbeschuss fragmen-
tiert. a) 10 Schuss, b) 50 Schuss, ¢) 100 Schuss. Die Pulsenergie betrug
jeweils 500uJ bei 285 nm. Auffillig ist die schlechte Absorption des
Fragments m/z = 144 Da.
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Abbildung 3.29: Durch Photofragmentierung entstandene Fragmente des Tryptamins.
Die Fragmentierung folgt im Wesentlichen zwei verschiedenen Pfaden.
Zum einen der Verlust von Ammoniak und zum anderen der Verlust
eines H-Atoms.

Die Fragmente 144 Da, 116 Da und 115 Da sind auch in den CID Spektren zu erkennen
(s. Abb. BZ3). Die elektronische Energie wird durch internal conversion in Schwingungs-
energie des Grundzustands konvertiert. Durch anschlieendes IVR erfolgt eine schnelle
Gleichverteilung der Energie im Molekiil. Das Molekiil befindet sich dann in einem hoch-
angeregten Schwingungszustand des elektronischen Grundzustands, aus dem heraus die
Fragmentierung erfolgt. Dieser Mechanismus ist dem durch CID sehr dhnlich, bei dem die
Fragmentierung ebenfalls aus dem schwingungsangeregten Grundzustand heraus erfolgt.
Man kann deshalb davon ausgehen, dass durch CID gebildete Fragmente auch durch PID
gebildet werden konnen. Die Fragmente 115 Da und 116 Da sind Folgefragmente, die

nach der Abspaltung von Ammoniak entstehen.

Der zweite wichtige Kanal bei der photoinduzierten Fragmentierung des Tryptamins ist

die Abspaltung eines H-Atoms. Dabei entsteht ein Fragment mit m/z = 160 Da. Dieses
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Abbildung 3.30: Wiederholte photoinduzierte Fragmentierung von Tryptamin m/z =

108

161 Da. a) Photofragmentierung von Tryptamin bei 285 nm nach 20
Schuss. b) Isolierung des Fragments mit m/z = 160 Da. ¢) Photoindu-
zierte Fragmentierung von b), ebenfalls mit 20 Schuss bei 285 nm. Die
Pulsenergie betrug jeweils 500 pu.J.
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Fragment lasst sich isolieren und durch erneuten Laserbeschuss weiter fragmentieren (s.
Abb. B30). Dies liefert Fragmente bei 131 Da und 130 Da. Diese Fragmente sind cha-
rakteristisch fiir das Radikalkation des Tryptamins. Das Fragment bei m/z = 145 Da in
Abb. B28ist nicht zu beobachten. Es muss demnach direkt aus dem Mutterion entstehen.

Die Fragmente, die durch photoinduzierte Fragmentierung in Abb. entstehen, lassen
sich also drei verschiedenen Pfaden zuordnen, die in Abb. dargestellt sind. Einer
dieser Pfade entspricht der kollisionsinduzierten Fragmentierung. Die beiden anderen
Pfade entstehen durch die Abspaltung eines Radikals. Dieser Kanal kann ebenfalls beim
Tryptophan beobachtet werden, spielt dort aber nur eine untergeordnete Rolle. Beim
Tryptophan wird diese Abspaltung einem charge transfer Prozess zugeschrieben [16, [T5].
Fiir das Tryptamin, bei dem der H-Verlust ein sehr wichtiger Kanal ist, wird der gleiche

Mechanismus diskutiert [14].

Demnach findet im Tryptamin bei der Absorption eines UV-Photons eine m7*-Anregung
statt. Entlang des N-H-Abstands der Aminogruppe gibt es eine konische Durchschnei-
dung mit dem mwo*, durch die der n7* ankoppeln kann. Als Folge kommt es zu einem
charge transfer. Das Elektron wandert zur Aminogruppe und die positive Ladung ist jetzt
iiber den Indolring verteilt. Der mo* ist entlang der N-H-Koordinate dissoziativ und kann
ein H-Atom abspalten. Vor der Dissoziation kommt es zu einer weiteren konischen Durch-
schneidung mit dem elektronischen Grundzustand. Nach dem charge transfer kann es also
entweder zu einer Dissoziation kommen, oder eine schnelle internal conversion stattfin-
den. Ersteres fithrt zur Bildung des Radikalkations mit m/z = 160 Da. Letzteres zu
einem hoch schwingungsangeregten Diradikal. Aus dem angeregten Schwingungszustand

heraus kann dann die Abspaltung der Aminogruppe erfolgen.

Der Verlust des H-Atoms verlduft mit hoher Effizienz. Bereits nach zehn Laserschiissen
(s. Abb. a)) ist die Intensitiat des Mutterions auf etwa 60 % abgesunken. Nach 50
Laserschiissen (s. Abb. b)) ist das Mutterion fast vollstdndig verschwunden. Die
beiden intensivsten Peaks bei m/z = 160 Da und m/z = 144 Da entstehen direkt aus
dem Mutterion. Die Folgefragmentierungen dieser beiden Fragmente laufen mit deut-
lich geringerer Effizienz ab. Auch nach 100 Laserschiissen (s. Abb. B22§ ¢)) haben die
Peaks bei 115/116 Da und 130/131 Da nur eine geringe Intensitét. Dies ldsst auf ei-
ne stark verdnderte Anregungswahrscheinlichkeit schlieBen. Der Dy — D;-Ubergang des
Tryptamin Radikalkation ist stark zu niedrigeren Energien verschoben [I4], so dass eine
resonante Anregung zumindest zu einem hoheren Zustand moglich sein sollte. Verant-
wortlich fiir die geringe Folgefragmentierung ist wahrscheinlich eine Verdnderung der

Anregungswahrscheinlichkeit auf Grund der Radikalbildung im Indolring.
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3.2.6 Wellenlangenabhangigkeit der Fragmentierung

Tragt man die Abhéngigkeit der Intensitit der Fragmentierung von der Photonenenergie

auf, so erhélt man das in Abb. B3Th) dargestellte Spektrum des protonierten Tryptamins.

Die vibronische Struktur des Spektrums ist nur schwach ausgepréigt. Dennoch lésst sich
ein Peak bei 35 120450 cm ! erkennen. Dieser wird den iiberlagerten So— S;-Ubergingen
der verschiedenen Strukturen zugeordnet. Durch Stichproben wurde iiberpriift, dass bei
geringeren Anregungsenergien keine Absorption stattfindet. Die Absorption des neutra-
len Tryptamins beginnt bei 34834 c¢m~! [A1]. Im Vergleich zum neutralen Tryptamin

ist die Absorption des protonierten Tryptamins um =~ 300 cm !

zu hoheren Energien
verschoben. Nach dem Peak folgt ein breiter Anstieg. Dieser wird vermutlich durch die

zunehmende Zustandsdichte im S; hervorgerufen.

Es ergibt sich die gleiche Situation wie beim Tryptophan. Im Vergleich zum Trypto-
phan (s. Abb. BIX) fallt auf, dass der Peak deutlich schwicher ausgeprégt ist. Dafiir
sind mehrere Griinde denkbar. Es ist moglich, dass die experimentellen Bedingungen
nicht optimal gew#hlt waren. Es ist auch moglich, dass die Linien durch die kurze S;-
Lebensdauer von 250 + 50 fs [14] verbreitert werden. Die kurze Lebensdauer verursacht
eine Energieverbreiterung von 60 cm ™!, die damit im Bereich der Energieabstinde der

Sy — S;—Uberginge der Konformere liegt.

Tryptamin bildet vergleichsweise stabile Cluster, die in Ausnahmefillen isoliert werden
konnten. Die Isolierung ist fiir die Aufnahme von Photofragmentspektren unbedingt not-
wendig. Die bei der Photoanregung entstehenden Fragmente sind weitgehend mit denen
durch CID identisch. Da es schon auf dem Weg in die Falle zu CID kommt (s. Abb. Z3),
miissen diese Fragmente vor der spektroskopischen Untersuchung entfernt werden. Beim

Tryptamin gelang sowohl die Isolierung des Homo-Dimers als auch des Acetonaddukts

(s. Abb. B3 b) und c)).

Spezies Peakmaximum
em ™1
Monomer 35120

Homo-Dimer 35013
Tryp+Aceton 35122

Tabelle 3.10: Lage der Ubergéinge des protonierten Tryptamins. Das Homo-Dimer zeigt
eine deutliche Verschiebung im Vergleich zum Monomer. Das angelagerte
Aceton hat keinen Einfluss auf die Lage des Peakmaximums.

Bei beiden Spektren lédsst sich ein deutlicher Peak erkennen. Im Vergleich zum Spektrum

des Monomers ist der Peak deutlich grofler und die Flanken sind steiler. Das Peakmaxi-
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Abbildung 3.31: Wellenlédngenabhéngigkeit der Fragmentierung bei Tryptamin. Jeweils
mit eingezeichnet ist ein Fit mit einer Gausfunktion, der zum Ermit-
teln des Peakzentrums dient. a) Monomer, b) Homo-Dimer, ¢) Trypta-
min+Aceton
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mum des Homo-Dimers ist etwa 100 Wellenzahlen zu niedrigeren Energien verschoben.

Nach dem Peak erfolgt nur noch ein schwacher Anstieg.

Die Position des Maximums hat sich beim Tryptamin-Aceton Cluster im Vergleich zum
Monomer im Rahmen der Messungenauigkeit nicht verschoben. Man kann allerdings
eine deutliche Liicke zwischen dem Peak und dem breiten Anstieg erkennen. Die Liicke
kommt, wie beim Tryptophan, durch das Fehlen von Schwingunszusténden zwischen den

in-plane Schwingungen des Indolrings (> 400 cm™!) zustande [92].

Die deutlich schéarfere Struktur, sowohl im Spektrum des Homo-Dimers, als auch des
Acetonclusters, kann mehrere Ursachen haben. Es ist moglich, das sich die Lage der ko-
nischen Durchschneidung des m7*- mit dem mo*-Zustand zu hoheren Energien verschoben
hat. Als Folge davon wiirde die Lebensdauer des S stark zu- und die Breite der Peaks

entsprechend abnehmen.

Die zweite Ursache kann die Temperatur der Cluster sein. Cluster konnten nur bei
gekiihlter Falle beobachtet werden. Sie sind damit ein Indiz fiir die innere Energie der
beobachteten Ionen. Das Isolieren der Cluster ist neben der Massenselektion auch eine
Temperaturselektion. Nur Ionen, deren innere Energie unterhalb der Bindungsenergie der
Cluster liegt, werden isoliert. Die Durchschnittstemperatur des beobachteten Ensembles
ist wahrscheinlich geringer als die des Monomers. Dies kann zu einer verminderten Popu-
lierung von hot bands im Spektrum fiithren. Da der beobachtete Peak eine Umbhiillende fiir
die niederenergetischen Schwingungsmoden des Ions darstellt, wiirde eine Verringerung

der hot bands den Peak aufsteilen.

Als dritte Ursache ist es moglich, dass bei der Bildung von Clustern, die Anzahl der
Konformere reduziert wird. Damit wiirde die Liniendichte sinken und die Strukturen

scharfer werden.
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3.3 Tyrosin

3.3.1 Struktur und Nomenklatur

a) b)

3 2
s OH
! \7
HO \ / (0]
o
5 6 B

NH

2

Abbildung 3.32: a) Lewisstruktur von Tyrosin. Die Nummerierung folgt den Richtlinien
der [IUPAC b) Dreidimensionale Struktur eines der niederstenergetischen
Konformere.

Der systematische Name fiir Tyrosin lautet 2-Amino-3-(4-hydroxyphenyl)-propansdiure.
Die Nummerierung in Abb. B332h) folgt den Regeln der [IUPAC. Die 1 Position bezeichnet
die Stelle, an der sich die Alkylkette befindet [73].

Durch Drehung um die C-a—C-3-Bindung ergeben sich drei Orientierungen. Dabei sind
jeweils zwei Orientierungen fiir die OH — und N H,-Gruppe moglich. Somit erhélt man
zwolf mogliche Konformere durch die Orientierungsmoglichkeiten der Alkylkette. Fiir je-
de dieser Moglichkeiten gibt es jeweils zwei Orientierungsmoglichkeiten der O H—Gruppe

am Ring, so dass insgesamt 24 Konformere moglich sind [9§].

Wie beim Tryptophan [72] und Phenylalanin [99] ergeben sich die stabilsten Konformere
des Tyrosins, wenn sowohl die Carboxyl- als auch die Aminogruppe zum aromatischen
Ring zeigen (s. Abb. B332b)). Die unterschiedliche Orientierung der OH—Gruppe er-
zeugt jeweils Konformerenpaare, deren Energien sich jeweils um weniger als 40 cm ™!

unterscheiden [08)].

Die bevorzugte Protonierungstelle fiir das Tyrosin ist ebenfalls die Aminogruppe [66}, 67].
Entscheidend fiir die Stabilitdt der Konformere ist die Position der Aminogruppe zum
Ring. Kann die Aminogruppe mit dem 7w-System des Rings interagieren, kommt es zu
einer deutlichen Stabilisierung. Entsprechend ungiinstig sind Konformere, in denen die

Aminogruppe in Anti-Position zum Ring steht.

Wie in Tab. BT zu sehen ist, sind die Konformere 1 und 2 in Abb. fast isoenerge-
tisch. Die Position der phenolischen OH-Gruppe hat nur geringen Einfluss auf die relative
Stabilitat. Konformere, bei denen die Carboxylgruppe um 180° gedreht, ist liegen iiber

1000 em~! oberhalb von Konformer 1.
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o
% 5

Abbildung 3.33: Die vier niederstenergetischen Konformere des protonierten Tyrosins.

Konformer rel. Energie

Jem™1
1 0
2 9
3 211
4 255

Tabelle 3.11: Relative Energien der vier giinstigsten Konformere des Tyrosins. Die Num-
merierung entspricht der in Abb. Zur Geometrieoptimierung wurde
Gaussian98 unter Verwendung von B3LYP/6-311++G** verwendet.

Alle vier Konformere liegen energetisch nah zusammen. Die Interne Energie der Ionen im

Einlassbereich liegt nah an der Dissoziationsgrenze. Es kénnen also mehrere Konformere

in der Falle vorliegen.
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3.3.2 ESI-MS von Tyrosin

In Abb. B34 ist das Elektrospraymassenspektrum von Tyrosin dargestellt. Neben dem
Mutterionensignal bei m/z = 182 Da fiir das protonierte Tyrosin sind noch einige andere

Massen zu erkennen, die in Tab. BT2 zusammengefasst sind.

[M+H]"
182
=)
(L]
~
e
(0
=
N
[
O
e )
£
. [2M+H]"
[M+Na] 363
136 165 [ 204 385
A A j. . L
————
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z /Da

Abbildung 3.34: ESI-MS von Tyrosin. Das Mutterion [M + H]" ist der intensivste Peak.
In geringem Mafle sind Fragmentionen vorhanden. Das Dimer hat nur
einen verschwindenden Anteil am Ionensignal.

Das Signal des Dimers hat nur eine geringe Intensitét. Deutlich erkennbar ist allerdings
das Natriumaddukt bei m/z = 204 Da, das im Massenspektrum von Tryptophan (s.
Abb. B3) nicht zu erkennen ist. Die Protonenaffinitit des Tyrosins ist tendenziell etwas
kleiner als die des Tryptophans [67, [TO0, TOT]. Dies kénnte eine mégliche Ursache fiir das
Auftreten des Natriumaddukts sein. Desweiteren sind beide fiir protonierte Aminoséauren
typische Fragmentierungspfade zu erkennen. Der Verlust von Ammoniak m/z = 165 Da

ist stirker als der aufeinander folgende Verlust von HO und CO mit m/z = 136 Da.

Das Massenspektrum von Tyrosin unterscheidet sich damit deutlich von dem des Trypto-
phans (s. Abb.B3). Beim Tryptophan ist das Dimer der intensivste Peak, wohingegen das
Dimer beim Tyrosin kaum gebildet wird. Die Fragmentierung des Tryptophans erfolgt

ausschlieflich iiber den Verlust von Ammoniak, wohingegen beim Tyrosin zwei Fragmen-
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Masse Differenz Fragment

/Da  /Da

385 [2M + Na]*

363 [2M + H|*

204 [M + Na]*

182 [M + H|*t

165 17 [M + H— NH3|*

136 46 M+ H—CO — HO]"

Tabelle 3.12: Liste der im ESI-Massenspektrometer von Tyrosin beobachteten lonen.

te ((M + H— CO — HyO]" und [M + H — NH;]") beobachtet werden. Die Tendenz,
Adduktionen mit Natrium zu bilden, ist beim Tyrosin im Vergleich mit Tryptophan

deutlich starker.
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3.3.3 Kollisionsinduzierte Fragmentierung

Wie in Abb. a) zu sehen ist, folgt die Fragmentierung des protonierten Tryptamins
zwei verschiedenen Pfaden. Die beiden intensivsten Peaks bei m/z = 165 Da und m/z =
136 Da in Abb. entstehen durch den Verlust von Ammoniak bzw. von Wasser und
Kohlenmonoxid (s. Abb. B336)). Die tibrigen Fragmente in Abb. B30h) entstehen durch
Folgefragmentierung dieser beiden Fragmente. Durch Folgefragmentierungen der Massen
m/z = 165 Da in Abb. B30b) und m/z = 136 Da in Abb. B30k) lassen sich alle
Fragmente die in Abb. B30h) zu sehen sind, einem dieser beiden Fragmentierungspfade

zuweisen.

Der Verlust von Ammoniak ist der bevorzugte Fragmentierungpfad des Tyrosins. Es bil-
det damit (zusammen mit Tryptophan) eine Ausnahme im Fragmentierungsverhalten der
natiirlichen a-Aminoséduren, bei denen mehrheitlich H,O und CO abgespalten werden,

wobei sich als Fragment ein Immoniumion bildet. [80, 82, 45].

Fragmentiert man das Hauptfragment m/z = 165 Da weiter, so entstehen drei weitere
Fragmente (s. Abb. B30 b)). Der intensivste Peak entsteht formal durch den Verlust von
Wasser. Fiir das resultierende Fragment ist eine ketenéhnliche Struktur denkbar. Ausge-
hend von der Summenformel des Tyrosins lassen sich fiir das Fragmente m/z = 123 Da
fiinf verschiedene Summenformeln aufstellen. Unter der Annahme, dass im ersten Schritt
Ammoniak abgespalten wurde, bleiben drei Summenformeln mit dieser Masse moglich:
CeH303, CrH705 und CgH110. Die Summenformel CgH303 enthélt zu wenig Wasser-
stoff, um eine sinnvolle Struktur zu bilden. Bei der Fragmentierung des Immoniumions
m/z = 136 Da (s. Abb. B38k)) wird dieses Fragment nicht gebildet. Dies spricht fiir
die Summenformel C7;H;O,, da diese aus dem Immoniumion nicht mehr gebildet werden
kann. Das Fragment m/z = 123 Da wird durch den Verlust eines Neutralfragments der
Masse 42 Da gebildet. Dies entspricht dem Fragment m/z = 146 Da beim Tryptophan,
welches vermutlich durch den Verlust von Keten gebildet wird [45]. Der entsprechende

Ketenverlust beim Tyrosin wiirde zu C7; H;O, fiihren.

Fiir das Fragment m/z = 119 Da sind acht verschiedene Summenformeln denkbar.
Da dieses Fragment bei beiden Fragmentierungswegen gebildet wird, kann weder die
Sauregruppe noch die Aminogruppe fiir dessen Formierung nétig sein. Daraus ergibt sich,
dass die Summenformel maximal acht Kohlenstoff-, ein Sauerstoff- und kein Stickstof-
fatom enthalten darf. Unter diesen Voraussetzungen ist nur die Summenformel CsH;O
moglich. Fiir die Bildung dieses Fragments miissen NHj, H,O und C'O abgespalten
werden. Das Fragment m/z = 119 Da kann in beiden MS? Spektren (s. Abb B30b)
und B38c)) beobachtet werden. Die Reihenfolge, in der die einzelnen Neutralfragmente

abgespalten werden, ist dabei also nicht von Bedeutung.
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Abbildung 3.35: Kollisionsinduzierte Fragmentierung von Tyrosin. a) Fragmentierung
des Mutterions m/z = 182 Da, b) Fragmentierung von m/z = 165 Da,
c¢) Fragmentierung von m/z = 136 Da.
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Abbildung 3.36: Mogliche Fragmentierungspfade fiir das protonierte Tyrosin.

Fiir das Fragment m/z = 91 Da lésst sich keine eindeutige Summenformel ermitteln.
Ausgehend von der Summenformel des Tyrosins, sind acht Summenformeln moglich.
Nach Ausschluss aller Moglichkeiten, die mehr als ein Sauerstoffatom enthalten, bleiben
zwei Moglichkeiten bestehen: C; H; und CgHsN. Geht man davon aus, dass die Aromati-
zitét des Rings erhalten bleibt, so enthélt die Summenformel Cs H5 N zu wenig Wassersoff.
Entsprechend bleibt das Tropyliumkation C; H7 als die wahrscheinlichere Struktur fiir das
Fragment m/z = 91 Da.

3.3.3.1 Vergleich der CID-Spektren von Phe, Tyr und Trp

Vergleicht man die Fragmentierung der aromatischen Aminoséduren Phenylalanin, Tyrosin

und Tryptophan, so sieht man, dass zwei verschiedene Fragmentierungspfade existieren,

119



3 Ergebnisse

die unterschiedlich stark angesprochen werden.

Man geht allgemein davon aus, dass bei der Decarboxylierung ein Immoniumion der
Form [R — C' = N]* gebildet wird. Beim Tryptophan wird bei der Struktur des Frag-
ments hiufig davon ausgegangen, dass ein nukleophiler Angriff vom Indolring auf die
C-a-Position stattfindet |80, 82, [83]. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass alle aroma-
tischen a-Aminosiduren Ammoniak abspalten kénnen [45]. Es ist unwahrscheinlich, dass
die Struktur des Indolrings ausschlaggebend fiir dieses Verhalten ist. Der Rest scheint
die relative Energie der beiden Fragmentierungspfade zu beeinflussen. Beim Phenylalanin
liegt die Aktivierungsenergie des Kanals, der zur Decarboxylierung fiihrt, deutlich unter
dem, fiir den Ammoniakverlust. Beim Tyrosin ist der Ammoniakverlust schon energe-
tisch giinstiger [45], und beim Tryptophan ist der Ammoniakverlust so weit energetisch
begiinstigt, dass nur noch die Ammoniakabspaltung beobachtet wird. Dies entspricht

auch der Fahigkeit des Rests, eine positive Ladung zu kompensieren.

Ammoniakverlust /% Decarboxylierung /%

Phenylalanin 0 100
Tyrosin 70 30
Tryptophan 100 0

Tabelle 3.13: Intensitatsverteilung auf die beiden Fragmentierungspfade bei den drei aro-
matischen Aminoséuren.

Das Verhéltnis, mit dem die beiden Fragmente 165 Da und 136 Da gebildet werden, hangt
stark von den experimentellen Bedingungen ab. Hochenergetische Stéfe fithren zu einer
verstirkten Decarboxylierung [102], wohingegen, unter niederenergetischen Bedingungen
hauptséchlich Ammoniak abgespalten werden kann (s. Abb B3H).
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Abbildung 3.37: Vergleich der CID
Tryptophan.
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Spektren von a) Phenylalanin, b) Tyrosin und c)
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3.3.4 Einfluss der Temperatur auf die Massenspektren

Kiihlt man die Paul-Falle so bildet Tyrosin Cluster mit dem Hintergrundgas (s. Abb.
B3Y). Es werden vornehmlich Cluster mit dem Losungsmittel gebildet, allerdings ist

auch der Stickstoffcluster deutlich zu erkennen.

[M+H+2H,0]"

M+H]"
el 218

182

[M+H+CH,CNJ"

223

[M+H+H,0]"
200

Intensitét /a.u.

[M+H+N_]+ 236

210
[M+H] 240 259

[M+H+H,0]" / [M+H+CH,CNJ* 182 / \264
200 223 210

I T [ T [ T I T I | [ T I I I
180 200 220 240 260 180 200 220 240 260
m/z /Da m/z /Da

Abbildung 3.38: Bei gekiihlter Falle bildet Tyrosin Cluster mit dem Restgas. a) Massen-
spektrum mit 10 ms Verzogerung und b) Massenspektrum mit 500 ms
Verzogerung zwischen Isolation und Massenanalyse.

Bevorzugt werden Wassercluster gebildet. Schon bei kiirzest moglichem Delay (s. Abb.
B3%)) ist der Wassercluster m/z = 200 Da deutlich zu erkennen. Auch bei lingeren
Verzogerungen (s. Abb. B38)) sind die Wassercluster dominant. Neben dem einfachen
Wassercluster m/z = 200 Da ist auch das Tyrosin mit zwei (m/z = 218 Da) und drei

(m/z = 236 Da) angelagerten Wassermolekiilen zu sehen.

In Abb. ist der zeitliche Verlauf der Intensitdten der wichtigsten Cluster in der
Paul-Falle abgebildet. Der exponentielle Abfall des Mutterions (s. Kap. BH) ist gut zu
erkennen. Bei etwa 200 ms erreicht der Wassercluster [M + H + H,O|t die grofiten
Anteil am Ionenstrom. Dannach verliert er auf Kosten der gréfleren Cluster wieder an
Signalstéirke. Der Intensitétsverlauf dieses Clusters ist typisch fiir Folgereaktionen. Die
Intensitit des Clusters [M + H + 2H,0]|" iibersteigt bei etwa 300 ms die des einfachen
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Masse Massendifferenz Cluster

/Da  /Da

182 0 (M + H|*

200 18 (M + H + H,Ol*

210 28 [M + H + N,]*

218 36 (M + H + 2H,0]"

223 41 (M + H+ CH;CNJ*

236 54 [M + H + 3H,0]*

241 59 [M + H + H,O + CH;CN|*t
259 77 (M + H + 2H,0 + CH3CN]*
264 82 [M + H +2CH3;CN|*

Tabelle 3.14: Liste der beobachteten Cluster im Massenspektrum von Tyrosin.

Wasserclusters.

Die Bildungsraten der Wassercluster ist deutlich grofler, als die des Clusters mit Ace-
tonitril. Die Intensitit der Acetonitrilcluster bleibt immer unter dem der Wassercluster.
Da der Anteil des Acetonitrils im Losungsmittel hoher als der Wasseranteil ist (s. Kap.

23T), wiirde bei gleichen Bildungsraten die Intensitdt der Wassercluster geringer sein.
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Abbildung 3.39: Intensitat der wichtigsten Cluster in Abhéngigkeit von der Wartezeit
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in der Paul-Falle zwischen Massenselektion und Massennachweis. Am
schnellsten werden Wassercluster gebildet. Es konnen Cluster mit ein,
zwei und drei angelagerten Wassermolekiilen beobachtet werden. Die
Intensitét des Addukts mit Acetonitril ist vergleichsweise gering.



3.3 Tyrosin

3.3.5 Photofragmentierung von Tyrosin

Die Photofragmentierung in Abb. B0 fiithrt zu einem &hnlichen Ergebnis, wie die kolli-
sionsinduzierte Fragmentierung in Abb. B33 Allerdings hat sich der Anteil der einzelnen
Fragmentierungspfade stark verschoben. Das Hauptfragment im CID-Massenspektrum
ist m/z = 165 Da, das wihrend der Photofragmentierung nur in geringem Mafle gebil-
det wird. Das Fragment m/z = 123 Da in Abb. B40kc) ist ein Folgefragment, das nur aus
dem Fragment m/z = 165 Da entstehen kann. Das Fragment m/z = 119 Da kann durch
Decarboxylierung ebenfalls aus m/z = 165 Da gebildet werden. Es wird also anteilig
durch diesen Fragmentierungsweg entstanden sein. Nach der Abspaltung von Ammoniak
schlieft sich demnach direkt die Abspaltung von Keten bzw. die Decarboxylierung an (s.
Abb. B3d). Dennoch ist die Intensitéat der Fragmente aus diesem Kanal deutlich geringer

als die durch Decarboxylierung.

Primérfragment der Decarboxylierung ist die Masse m/z = 136 Da, die im PID Spek-
trum die grofite Intensitét hat. Das Fragmente m/z = 91 Da und anteilig das Frag-
ment m/z = 119 Da koénnen durch die CID-Spektren in Abb. eindeutig diesem
Fragmentierungspfad zugewiesen werden. Das Fragment m/z = 95 Da konnte in den
CID Spektren nicht beobachtete werden. Wiederum ausgehend von der Summenformel
CoH15NOjs fiir das protonierte Tyrosin sind nur 8 Summenformeln fiir dieses Fragment
denkbar. Unter der Voraussetzung, dass der aromatische Ring erhalten bleibt, sind noch
die Summenformeln C;H;;, CgHgN und CgH;O denkbar. Nur CgH,O lésst sich einer

chemisch sinnvollen Struktur, ndmlich der des protonierten Phenols, zuordnen.

Anders als bei Tryptophan (s. Tab. B3) und Tryptamin (s. Tab. BJ) konnten beim

Tyrosin keine radikalischen Fragmente beobachtet werden.

Vorherige Untersuchungen der kollisionsinduzierten Fragmentierung des Tyrosins ha-
ben sehr unterschiedliche Aufteilungen auf die beiden Fragmentierungspfade ergeben
[55), R0, 82, 45, [T02]. Ausschlaggebend scheint dabei die innere Energie der Tonen bei der
Fragmentierung zu sein. Bei kleinen Energien, wie sie bei CID auftreten, kann nur ein
Kanal angesprochen werden (s. Abb. BAT]). Je hoher die Energie ist, desto stérker tritt die
Decarboxylierung in den Vordergrund. Bei grofien Energien kann es zu einem Schnitt der
Raten kommen. In diesem Fall wird bei hohen Energien, wie sie bei der photoinduzier-
ten Fragmentierung verwendet wird, mehrheitliche ein anderes Fragment gebildet. Die
Aktivierungsenergie fiir die Fragmentierung der protonierten Aminosduren liegt deut-
lich unter der eingestrahlten Photonenergie von etwa 4,3 eV [45]. Entsprechend ist die
Abspaltung von Ammoniak bei der Photofragmentierung nur noch von untergeordneter
Bedeutung. Nach internal conversion hat das Ion im Vergleich zur Kollisionsaktivierung

deutlich mehr innere Energie. Entsprechend ist die Zerfallsrate fiir die Decarboxylierung
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Abbildung 3.40: Photofragmentierung von Tyrosin. a) 10 Schuss, b) 50 Schuss, ¢) 100
Schuss. Die Pulsenergie betrug 500 wu.J.
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Ink PID
-CO —HZO
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Abbildung 3.41: Schematische Darstellung der Abhéngigkeit der verschiedenen Fragmen-
tierungsraten von der inneren Energie. Bei kleinen Energien (CID) kann
nur ein Fragmentierungskanal angesprochen werden. Bei groflen Ener-
gien wird die Rate fiir die Decarboxylierung grofler als die des Ammo-
niakverlusts (PID).

deutlich grofier, als die der Ammoniakabspaltung.
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3.3.6 Wellenlangenabhangigkeit der Photofragmentierung

In Abb. ist die Wellenldngenabhéngigkeit der Photofragmentierung von Tyrosin ge-
zeigt. Man kann sehen, dass unterhalb von 34 700 em~! keine Fragmentierung stattfindet.
Danach folgt ein Anstieg zu einem breiten Peak mit dem Maximum bei 35300450 em ™.

Da vorher keine Fragmentierung stattfindet, wird dieses Maximum dem Sy —S; Ubergang

zugeordnet.
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Abbildung 3.42: Wellenldngenabhéingigkeit der Fragmentierung von Tyrosin. Oberhalb
von 34 700 cm ™! setzt eine deutliche Photofragmentierung ein. Man kann
ein deutliches Maximum bei 35300 cm ™! erkennen. Dannach folgt ein
breiter Anstieg.

Der Sy — S; Ubergang des neutralen Tyrosins liegt bei 35486 cm ™" [98, 03, T04]. In-
nerhalb der Messungenauigkeit absorbiert das protonierte Tyrosin im gleichen Bereich,
wie das Neutrale. Wie beim Tryptophan (s. Abb. BI8) und Tryptamin (s. Abb. B31])
lassen sich keine nennenswerten Verschiebungen des Sy — S; Ubergangs feststellen. Die
OH —Gruppe in 4-Position (s. Abb. B:32h)) fihrt im neutralen Tyrosin zu einer Aufspal-
tung der Konformere, deren origin jeweils nur etwa 5 cm ™! auseinander liegen. Insgesamt
lassen sich im REMPI-Spektrum des neutralen Tyrosins sieben Konformere nachweisen.
Zusammen mit den niederfrequenten Geriistschwingungen ergibt sich eine hohe Zustands-
dichte im Bereich von 35500 — 35700 cm~!. Danach folgt eine Liicke von mehreren

hundert Wellenzahlen bis die Ringschwingungen anfangen [103].

128



3.3 Tyrosin

14 -
12 - | |
10

O\O

\ -

S

> 8-

| -

0

-— i

-

0]

E 6+

o))

©

— ]

L
4 -
2 -
O_WMWWWM

r—r+ T T r T T T *r T T 1
34500 35000 35500 36000 36500 37000 37500

Energie /cm™

Abbildung 3.43: Vergleich der Photofragmentierung von Tryptophan und Tyrosin. Beide
Spektren wurden unter gleichen Bedingungen aufgenommen. Damit ist
die stéirke der Fragmentierung direkt vergleichbar. Tryptophan zeigt eine
etwa 20 mal starkere Fragmentierung als Tyrosin.
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Aufgrund der fehlenden Schwingungsauflosung in Abb. wird davon ausgegangen,
dass der Peak eine Umbhiillende darstellt, unter dem die origins von einem oder meh-
reren Konformeren und die niederfrequenten (< 50 em™!) Geriistschwingungen liegen.
Danach folgt eine Liicke zwischen den Geriistschwingungen und den Schwingungen des
aromatischen Rings und der Alkylkette, die oberhalb von 200 em ™! liegen. Der Anstieg
oberhalb von 35700 ¢m ™! entsteht durch die zunehmende Zustandsdichte der Schwin-
gungen des Rings und der Alkylkette.

Die Photofragmentspektren in Abb. wurden in direkt aufeinanderfolgenden Mes-
sungen aufgenommen. Die Messbedingungen wie Laserintensitéit, Fallentemperatur und
Justage des Strahlengangs sind somit identisch. Der deutliche Unterschied in der Héhe des
Fragmentsignals kann daher nur durch die unterschiedliche Fragmentierungswahrschein-
lichkeit hervorgerufen werden. Beide Molekiile folgen sehr dhnlichen Fragmentierungspfa-
den. Die Aktivierungsenergien fiir die Fragmentierung liegen bei beiden Molekiilen un-
terhalb von 2 eV [45] und damit weit unterhalb der Photonenenergie (Eppoton > 4,3 eV).
Das stark unterschiedliche Fragmentsignal wird deshalb der unterschiedlichen Anregungs-
wahrscheinlichkeiten des Indol- bzw. Phenolrings zugeschrieben. Das Fragmentsignal des
Tyrosins ist etwa zwanzig mal schwécher als das des Tryptophans. Im Losungsmittel

absorbiert das Tryptophan etwa vier mal besser als das Tyrosin [105].

Die Anregungswahrscheinlichkeit des Phenylalanins ist noch einmal deutlich geringer als
die des Tyrosins. Aufgrund der zu geringen Laserleistung war es nicht moglich, eine
ausreichende Photofragmentierung fiir die Aufnahme eines Photofragmentspektrums zu

erreichen.
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3.4 Adenin

3.4.1 Struktur und Nomenklatur

a) b)
6
1~
N
. N,
3

Abbildung 3.44: Adenin a) Lewisstruktur mit [UPAC-Nummerierung b) dreidimensiona-
le Darstellung des 9H-Tautomers. Alle Atome liegen in einer Ebene.

In Abb. B4 a) ist die Lewisstruktur von Adenin gezeigt. Die Nummerierung folgt der
Empfehlung der TUPAC [I06]. Der systematische Name lautet 6-Aminopurin. Adenin

gehort als Vitamin B, zu den wasserloslichen Vitaminen.

In der Biologie ist Adenin von zentraler Bedeutung. Es ist eine der vier Basen, die in der
DNA die Erbinformationen kodieren. In der DNA ist Adenin in 9-Position an den Zu-
cker Desoxyribose gebunden und bildet so das Nukleosid Adenosin. Adenosintriphosphat
(ATP) ist ein wichtiger Energiespeicher der Zellen.

H H H\ /H

\,\/ /

H H

9 3 3
1H —9H* 3H —7TH* 3H —9H™"
0 cem™t 162 em™! 688 em !

Abbildung 3.45: Die drei niederstenergetischen Tautomere des protonierten Adenins und
ihre relativen Energien [49].

Adenin kann in mehreren Tautomeren vorliegen. Zur Kennzeichnung der Tautomere wird
davon ausgegangen, dass H-2, H-61,H-62 und H-8 in allen Tautomeren gleich sind.

Angegeben wird die jeweils unterschiedliche Position des fiinften Wasserstoffatoms. Im
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protonierten Adenin wird entsprechend die Position des fiinften und sechsten Wasser-

stoffatoms angegeben.

In Abb. BZ4b) ist das in Losung stabilste 9H-Tautomer gezeigt. Das TH-Tautomer kommt

in Losung nur mit einem geringen Anteil vor [T07, [T08, [T09].

Uber die Struktur des protonierten Adenins ist wenig bekannt. Kristallstrukturanalysen
haben ergeben, dass im Festkorper das 1H-9H-Tautomer vorliegt [I10]. Experimentelle
Ergebnisse fiir den Ort der Protonierung in der Gasphase gibt es nicht. Ab initio Untersu-
chungen haben fiir die Gasphase ebenfalls das 1H-9H-Tautomer als die stabilste Struktur
ergeben [49]. Die positive Ladung ist jeweils vollstéandig delokalisiert. Eine Unterschei-

dung welches Wasserstoffatom das angelagerte Proton ist, ist daher nicht sinnvoll.

Die stabilsten Tautomere (1H-9H und 3H-7H) erhélt man, wenn jeweils diagonal ge-
geniiberliegende Stickstoffatome mit einem Wasserstoffatom verbunden sind. Besonders
ungiinstig sind Tautomere, in denen ein Kohlenstoffatom oder die Aminogruppe proto-
niert werden. Diese Tautomere sind nicht mehr planar und sie verlieren dadurch einen

Teil der Stabilisierung durch das aromatische System.
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3.4.2 ESI-MS von Adenin

Das ESI-Massenspektrum von Adenin (s. Abb. B46h)) zeigt als einzigen Peak die proto-
nierte Substanz. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Substanzen sind im Massen-
spektrum weder Fragmente noch Dimere zu erkennen. Die Abwesenheit von Fragmenten
deutet auf eine hohere Stabilitdt des protonierten Adenins hin. Das CID-Spektrum des
Adenin zeigt ein Fragment bei m/z = 119 Da.

m/z Massendifferenz Ion

/Da /Da

136 (M + H]*]

119 -17 M+ H — NHs)*

02 44 (M + H— NH; — HCNJ*

Tabelle 3.15: Liste der im ESI Spektrum beobachteten Peaks von Adenin und der durch
CID entstandenen Fragmente.

Der Verlust von 17 Da kann im Adenin nur durch den Verlust von N Hj verursacht
werden. Dabei bricht die Aminogruppe ab und die positive Ladung ist iiber den aroma-
tischen Ring verteilt. Fragmentiert man das Fragment m/z = 119 Da weiter (s. Abb.
BA6kc)) so entsteht ein Fragment mit m/z = 92 Da. Dabei wird ein Neutralfragment
mit m/z = 27 Da abgespalten. Ausgehend von der Summenformel des Adenins sind
nur die beiden Summenformeln CyHs und HCN denkbar. Das Fragment CyH3 kann nur
durch den Bruch von mindestens drei Bindungen und mehrfache Umlagerungen erzeugt
werden. Fiir das Fragment HC'N sind unter Ring6ffnung und zweifachen Bindungsbruch
drei Moglichkeiten zur Bildung moglich. Es ist somit wahrscheinlich, dass es sich bei dem
Fragment m/z = 92 Da um die aufeinander folgende Abspaltung von NHz und HCN
handelt.
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Abbildung 3.46: ESI-MS von Adenin. a) ESI-MS von Adenin. b) CID-Massenspektrum,
c¢) CID-Spektrum der Masse m/z = 119 Da.
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3.4.2.1 Bildung von 6-Hydroxypurin

In den CID-Massenspektren (s. Abb. B46b) und BZ6k)) kann man deutlich die Masse
m/z = 137 Da erkennen. Diese kann nicht durch das Isotopenmuster entstanden sein.
Durch die natiirliche Isotopenverteilung ergibt sich eine relative Intensitiat von 7,5% fiir

das protonierte Adenin bei m/z = 137 Da.

Bei der Fragmentierung wurde das Massenfenster allerdings so gewihlt, dass auch die
[sotopenpeaks fragmentiert werden. Das Verhiltnis der beiden Peaks bleibt wéhrend der
Fragmentierung erhalten. Das auch nach der Isolation und Fragmentierung des Fragments
m/z = 119 Da die Masse 137 Da beobachtet werden kann, ldsst darauf schlieBen, dass

diese Masse in der Falle durch Anlagerung eines Molekiils aus dem Restgas gebildet wird.

Die Masse m/z = 137 Da ist direkt nach der Fragmentierung zu beobachten (s. Abb.
BAMh). Verzogert man die Massenanalyse nach der Fragmentierung um 1 s, so kann man
erkennen, dass die Intensitéit von m/z = 137 Da zunimmt (s. Abb. BA1b)). Das Ton muss

also nach der Fragmentierung durch eine Gasphasenreaktion entstehen.

Es wird die Masse 18 Da an das Fragment m/z = 119 Da addiert. Diese Masse kann nur
durch die Addition von H,O oder N H, zustande kommen. N H, konnte nur als Radikal
an das Fragment m/z = 119 Da addieren, da beim positiv geladenen N H, die Coulomb
AbstoBung eine Reaktion verhindern wiirde. Aulerdem gibt es keine N H, Quellen in der
Apparatur. Es ist demnach viel wahrscheinlicher, dass Wasser angelagert wird. Wasser
gelangt wihrend des Probeneinlasses in grofien Mengen in die Apparatur (s. Abb. 217)
und findet sich dort als Restgas. Der entsprechende Reaktionsverlauf ist in Abb. dar-
gestellt. Wihrend der Fragmentierung wandert ein Proton zu der Aminogruppe. Danach
folgt der Bruch der C-6-N-6-Bindung und es bildet sich das Fragment m/z = 119 Da
in Abb. B46b). Danach lagert sich Wasser an. Ein Proton wandert an den Ring und es
bildet sich 6 — Hydroxypurin.

Es ist auch moglich, dass sich lediglich ein van der Waals gebundener Cluster bildet. Al-

lerdings sprechen mehrere Indizien dafiir, dass sich eine echte chemische Bindung bildet.

Das durch Anlagerung entstandene Fragment ldsst sich, wie in Abb. B4Tc) zu sehen
ist, sowohl isolieren als auch fragmentieren. Bei keiner anderen untersuchten Substanz
war es moglich, einen nicht-kovalent gebundenen Wassercluster zu isolieren. Die fiir die
Dissoziation notige Anregungsamplitude der Masse 137 Da entspricht auch der einer

chemischen Bindung.

Das protonierte Adenin bildet bei gekiihlter Falle kaum Cluster (s. Kap. BZZ3). Die ge-
ringe Tendenz zur Clusterbildung wird der geringen Anzahl an internen Freiheitsgraden

zugeschrieben. Das Fragment m/z = 119 Da sollte eine entsprechend geringe Bildungs-
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Abbildung 3.47: Bildung und Fragmentierung der Masse m/z = 137 Da innerhalb der
Paul-Falle. a) Fragmentierung von Adenin mit direkt anschliefender
Massenanalyse, b) Wie a) allerdings mit 1 s Verzogerung nach der Frag-

mentierung, ¢) Fragmentierung des in b) entstandenen Fragments mit
m/z =137 Da
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Abbildung 3.48: Bildung von 6-Hydroxypurin in der Paul-Falle. Durch die Abspaltung
von N Hj entsteht ein Fragment mit m/z = 119 Da. Durch Reaktion
mit Wasser aus dem Restgas kann 6-Hydroxypurin mit m/z = 137 Da
gebildet werden.

rate von Addukten aufweisen. Die Anzahl der internen Freiheitsgrade sowie die Schwin-
gungsfrequenzen des Fragments sollten denen des Mutterions dhnlich sein. Die deutlich
erhohte Bildungsrate kann somit nicht iiber statistische oder elektrostatische Effekte er-

klart werden, deutet jedoch zusétzlich auf eine kovalente Bindung hin.

Die Tatsache, dass im Photofragmentspektrum in Abb. Bhb) das Ion m/z = 137 Da
ebenfalls zu beobachten ist, obgleich 50 Laserschiisse verwendet wurden, zeigt, dass das
Ion bei dieser Wellenlénge offenbar keine Absorption hat. Im Losungsmittel ist die Ab-
sorption des 6 — Hydroxypurins im Vergleich zum Adenin um 14 nm zu kiirzeren Wel-
lenlédngen verschoben [65]. Die bei der Photofragmentierung verwendete Wellenldnge von
A = 260 nm wiirde nicht ausreichen, um ein potenziell entstandenes 6 — Hydroxypurin

weiter zu fragmentieren.

Auch wenn keine direkten experimentellen Daten tiber die Struktur des Fragments m/z =
137 Da vorliegen, deuten die Indizien stark darauf hin, dass das Wasser kovalent gebun-

den ist. Es wiirde dabei das protonierte 6 — Hydroxypurin entstehen.
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3.4.3 Einfluss der Temperatur auf das Massenspektrum
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Abbildung 3.49: Clusterbildung bei Adenin. Es ist nur eine sehr geringe Clusterbildung
zu beobachten. Wir schreiben dies der kurzen Lebensdauer des Stof-
komplexes zu (sieche Text).

Adenin zeigt von allen untersuchten Substanzen die geringste Tendenz, bei gekiihlter
Falle, Addukte mit dem Losungsmittel zu bilden. Selbst nach einer Wartezeit von 1 s (s.
Abb. BZ9) machen die Cluster weniger als 10 % vom Gesamtionenstrom aus. Mafigeblich
fiir die Bildungsrate ist die Struktur und die Bindungsenergie. Je grofier die Anzahl an
internen Freiheitsgraden, desto besser kann die Energie im Ion verteilt werden, bevor
sie durch St68e mit dem Hintergrundgas abgefiihrt wird (s. Kap. B). Adenin ist ein
starres aromatisches System, in dem keine niederfrequenten Moden verfiighar sind. Die
Energie des Stofles kann deshalb schnell in einen dissoziativen Kanal zuriick flieen, und
es werden kaum Cluster gebildet. Die Clusterbildungsrate ist der des Anilins vergleichbar
(s. Abb. BRH), was auf den gleichen strukturellen Effekt zuriick zu fiihren ist.
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3.4.4 Photoinduzierte Fragmentierung von Adenin

Das Photofragmentspektrum von Adenin dhnelt sehr dem CID Spektrum (s. Abb. BZG]).
Der einzige Fragmentierungspfad ist wieder die Abspaltung von Ammoniak unter Bildung
der Masse m/z = 119 Da.

137
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Abbildung 3.50: Photoinduzierte Fragmentierung von Adenin bei A = 260 nm. a) 2
Schuss, b) 50 Schuss. Die Pulsenergie betrug jeweils 500 p.J.

Besonders auffillig ist der Peak bei m/z = 137 Da. Dieser entsteht wahrscheinlich wieder
durch die Addition von Wasser an das Fragment m/z = 119 Da (s. Kap. BZZTl). Im Ver-
gleich zum CID Spektrum in Abb. B46b) ist in Abb. BA0Ob) der Peak bei m/z = 137 Da
der mit der grofiten Intensitdt. Da es sich bei diesem Peak um ein Adduktion handelt,
lasst sich der Unterschied in der Intensitéit durch eine unterschiedliche Verweildauer in der
Falle erklaren. Bei der Photofragmentierung wurde das gleiche Ionenensemble mehrfach
mit dem Laser beschossen. Bei einer Wiederholrate von 20 Hz und 50 Laserpulsen ergibt
sich somit eine minimale Verweildauer von 2,5 s. In dieser Zeit kénnen die entstandenen
Photofragmente Wasser anlagern und entsprechend Abb. die Masse m/z = 137 Da
bilden.
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3.4.5 Wellenlangenabhangigkeit der Photofragmentierung

Aufgrund seiner Bedeutung in der Biologie wurden zahlreiche Untersuchungen am neu-
tralen Adenin durchgefiihrt. Spektroskopische Untersuchungen des neutralen Adenins
zeigen eine extrem kurze Lebensdauer des S; Zustands sowohl in Losung [T07, [TTT], 112,
113, T4, 1T5], als auch in der Gasphase [IT6], 117, 18, [[T9]. Diskutiert wird ein schnel-
les Ankoppeln des n7* an den wo* [117, 119, 120, 121]. Neuere Modelle diskutieren
die Relaxation durch eine konische Durchschneidung des 7n7* mit dem Grundzustand
122, 123, [124].

Im Molekularstrahl konnte sowohl das 9H- als auch das 7H-Tautomer nachgewiesen
werden. Ebenso konnte zwischen n7* und 7w7* unterschieden werden. Der n7* des TH-

1

Tautomers liegt im neutralen Adenin bei 35824 + 5 em™" und der 9H-Tautomers bei

361054+ 5 et 125, 126, 127, 128])].

In Abb. B5Th) ist das Photofragmentspektrum des protonierten Adenins gezeigt. Man

1 erkennen. Bei etwa 36400 ¢m ™!

kann einen breiten Anstieg oberhalb von 35000 cm™
und 36800 ¢m~! sind schwach ausgepriigte Maxima zu erkennen. Der Einschnitt bei
37700 em™! (s. Pfeil in Abb. BETh)) ist vermutlich auf einen 5% Abfall der Laserinten-

sitdt, im Randbereich der Farbstoffe, zuriick zu fiithren.

Im Photofragmentspektrum von Tryptophan in Abb. BRIb) erstreckt sich der Anstieg
iiber knapp 500 c¢m~!. Im Vergleich ist der Anstieg beim Adenin ungefihr drei mal
flacher. Beim Tryptophan wurde das breite Maximum mit nicht aufgelosten niederfre-
quenten Schwingungen erklért. Im Adenin fehlt eine flexible Seitengruppe, so dass es
keine niederfrequenten Schwingungen geben sollte. Entsprechend sollten die Strukturen
im Adeninspektrum schérfer sein als beim Tryptophan. Der breite Anstieg in Abb. B5Th)
kann also nicht durch das geringe Auflésungsvermogen verursacht sein. Fiir eine Verbrei-

terung der Struktur kommen mehrere molekiilinterne Ursachen in Frage:

i) Eine Uberlagerung von mehreren Tautomeren
ii) Eine starke Geometrieverschiebung

iii) Eine kurze Lebensdauer

i) Es ist denkbar, dass mehrere Tautomere vorliegen. Durch die Uberlagerung der Spek-
tren der einzelnen Tautomere kénnte die Zustandsdichte in diesem Bereich so stark stei-
gen, dass die einzelnen Ubergéinge nicht mehr auflosbar sind. Vergleicht man die relativen
Energien der Tautomere (s. Kap. BZl), so sollten nur zwei Tautomere (1H-9H und 3H-

7H) bei Raumtemperatur populiert sein. Das Vorhandensein mehrerer Tautomere kann
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Abbildung 3.51: a) Wellenldngenabhéingigkeit der Photofragmentierung von Adenin.
Man erkennt einen breiten Anstieg. Der Pfeil markiert den Wechsel des
Farbstoffs. b) Photofragmentspektrum von Tryptophan. Der Anstieg ist
deutlich steiler und das Maximum deutlicher ausgepréagter.
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3 Ergebnisse

die breite Struktur aber nicht erklaren. Im Photofragmentspektrum von Tryptophan (s.
Abb. B51b)) werden mindestens zwei Konformere vermutet. Zudem besitzt Tryptophan
niederfrequente Schwingungen. Dennoch ist das Photofragmentspektrum deutlich struk-
turierter. Es wird daher ausgeschlossen, dass der breite Anstieg durch hohe Liniendichte
hervorgerufen wird. Das energetisch hoher liegende 3H-TH-Tautomer sollte zudem eine
hohere Anregungsenergie besitzen und nicht zum Anstieg beitragen. Ein Anteil des 3H-
7TH-Tautomers bei hoheren Energien des Spektrums ist aber nicht auszuschlieBen [49].
Das 3H-7H-Tautomer sollte im angeregten Zustand eine dhnliche Doppelminimumstruk-
tur besitzen. Allerdings gibt es Unterschiede in den Energien, der Tiefe des Doppelmini-

mums und der Lage der konischen Schnitte.

L
-
[
-

T
T

Abbildung 3.52: a) Hyperpotentialflichen des elektronischen Grundzustands und des
angeregten Zustands fiir das 1H-9H-Tautomer. Die Gleichgewichtss-
truktur des Grundzustands bildet im angeregten Zustand einen Sattel-
punkt. Es kommt zu einer konischen Durchschneidung des Sy und S;. b)
Die Franck-Condon-Faktoren steigen monoton an. ¢) Die Verbreiterung
durch die kurze Lebensdauer (konischer Schnitt) ergibt einen breiten
Anstieg, wie er experimentell beobachtet wird.

ii) Eine andere Moglichkeit ist deshalb eine starke Geometrieverschiebung im angereg-
ten Zustand des 1H-9H-Tautomers. Die Geometrieoptimierung des n7* zeigt, dass die
Gleichgewichtsgeometrie des Grundzustands einem Sattelpunkt im elektronisch angereg-
ten Zustand entspricht [#9]. Die Gleichgewichtsstruktur des 77* weicht stark von der des
Grundzustands ab. Der Kohlenstoff in 2-Position klappt aus der Ringebene. Die H-2-C-
2-Bindung steht dabei fast senkrecht zur Ringebene. Wie in Abb. B52Zh) zu sehen ist,
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ergibt sich fiir den 0-0 Ubergang ein verschwindender Franck-Condon-Faktor. Mit stei-
gender Schwingungsquantenzahl steigen auch die Franck-Condon-Faktoren monoton an.
Weit oberhalb des lokalen Maximums haben die Wellenfunktionen im Franck-Condon-
Bereich nur eine geringe Amplitude und es kommt zu einem Abbruch des Spektrums.
Dies wurde in Abb. B:h2b) angedeutet. Die starke Geometrieverschiebung im angereg-
ten Zustand und die daraus resultierenden stetig ansteigenden Franck-Condon-Faktoren
konnen den beobachteten stetigen Anstieg im Photofragmentspektrum erklédren. Aller-

dings reicht dies nicht aus, um die fehlende Schwingungsauflésung zu erkléren.

iii) Wie in Abb. zu sehen ist, kommt es zu einem direkten konischen Schnitt von
elektronischem Grund- und angeregtem Zustand. Ionen im angeregten Zustand kénnen
die konische Durchschneidung ohne Barriere erreichen. Man kann entsprechend davon
ausgehen, dass die Kopplung des S; an den Sy sehr effektiv ist. Daraus ergibt sich eine
Lebensdauer des angeregten Zustands im Bereich von Femtosekunden. Durch die kurze
Lebensdauer ergibt sich eine Energieunschérfe. Verbreitert man das Strichspektrum in
Abb. B52b), so dass nur noch die Umbhiillende zu sehen ist, so erhdlt man die in Abb.
BhZc) gezeigte Struktur mit einem ségezahnartigen, ersten Peak. Dies stimmt qualitativ
mit dem gemessenen Spektrum (s. Abb. BhZh)) iiberein.

Die Kombination aus Lebensdauerverbreiterung und steigenden Franck-Condon-Faktoren
kann den beobachteten breiten Anstieg im Photofragmentspektrum des protonierten
Adenins erkliren. Die Ubereinstimmung bestitigt die theoretische Vorhersage der Geo-

metrieinderung und den konischen Schnitt.

Die beobachteten Strukturen bei hoheren Energien kénnen durch eine simultane Anre-
gung der Streck- und der Biegeschwingungen entstehen: Jeder Ubergang in einer Streck-
koordinate ist mit der breiten Struktur, wie sie in der out-of-plane Mode in Abb.

resultiert, gefaltet.

Messungen an 9-Methyladenin und 7-Methyladenin kénnten genauere Informationen lie-
fern. Durch die Methylierung wird jeweils eins der beiden Tautomere verhindert. Da-
durch konnte man wahrscheinlich die Anteile der beiden Tautomere zum Spektrum in

Abb. BLIh) unterscheiden. Diese Messungen stehen unmittelbar bevor.
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3.5 Clusterbildung in der Paul-Falle

Beim Kiihlen der Falle konnte eine starke Bildung von wasserstoffbriickengebundenen
Clustern beobachtet werden. Diese Cluster werden innerhalb der Paul-Falle durch Anla-
gerung von Losungsmittelmolekiilen aus dem Restgas gebildet. Um den zeitlichen Ver-
lauf der Clusterbildung zu messen, wurde die Zielmasse zuerst isoliert. Danach wird der
Beginn der Massenanalyse zeitverzogert. Dadurch wird ausgeschlossen, dass sich die be-
obachteten Cluster schon wihrend der Ionisation bzw. dem Trapping gebildet haben.
Die Verzogerung kann durch die Steuersoftware kontrolliert werden. Die Zeit, die fiir die

Bildung der Cluster zur Verfiigung steht, kann somit genau angegeben werden.
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Abbildung 3.53: Unterschiedlich starke Clusterbildung bei verschiedenen Substanzen. a)
Anilin, b) Benzylamin. Gezeigt ist jeweils das Mutterionensignal, zwei
charakteristische Cluster und die Summe iiber alle Signale.

Die Struktur der Substanzen hat einen grolen Einfluss auf die Tendenz, Cluster zu bil-
den. Anilin bildet fast gar keine Cluster (s. Abb. Bh3h). Benzylamin unterscheidet sich
von Anilin nur durch eine Methylengruppe (s. Abb. B54]). Dennoch unterscheidet sich die
Clusterbildung bei den beiden Substanzen erheblich. Es wurden hauptséichlich Addukte
mit dem Losungsmittel (Wasser und Acetonitril) beobachtet. In geringerem Umfang wur-
den Addukte mit Stickstoff oder Sauerstoff beobachtet. Cluster mit Essigsdure wurden
nicht gefunden. Dies liegt wahrscheinlich an der geringen Konzentration der Essigsdure
im Losungsmittel (s. Kap. 2Z3]).
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Abbildung 3.54: Lewisstrukturen von Anilin, Benzylamin und 2-Phenylethylamin.

Druck und Anzahl der Ionen ist in allen Experimenten vergleichbar. Die Stofirate zwi-
schen Ton und Neutralteilchen sollte somit bei allen Versuchen dhnlich sein. Die unter-
schiedlichen Geschwindigkeitskonstanten konnen also nicht durch unterschiedliche Stof3-
zahlen entstanden sein, sondern nur die Wahrscheinlichkeit mit der ein Stofl zur Clus-
terbildung fiithrt. Ausschlaggebend sind dabei die Bindungsenergie und die Lebensdauer
des StoBkomplexes.

Bei allen Substanzen ist davon auszugehen, dass die Protonierung an der Aminogrup-
pe erfolgt. Die Bindungsenergie sollte damit bei allen Substanzen &hnlich sein. Theo-
retische Untersuchungen ergeben fiir den Adenin/Wasser Cluster Bindungsenergien von
3800 em™! bis 4500 ¢m~! [AY]. Fiir den Tryptophan/Wasser Cluster ist die Bindungs-

energie mit 5800 cm ™! etwas grofer [129).

Grofle Molekiile konnen die Stoflenergie besser in den Schwingungsfreiheitsgraden ver-
teilen. Es dauert statistisch langer bis sich die Energie in einer dissoziativen Koordinate
sammelt. In dieser Zeit konnen StoBle mit Helium die Stoflenergie abfiihren. Dadurch

wird der Cluster stabilisiert.

Die Ionen sind von allen Seiten von Fldchen umgeben, die auf eine Temperatur von
150 K gekiihlt waren. Der Dampfdruck des Losungsmittels bei diesen Temperaturen ist
auBerst gering. Die Neutralteilchen konnen also nicht aus dem Hintergrundgas stammen.
Sie wiirden an den kalten Flachen der gekiihlten Falle ausgefroren: Ein Wassermolekiil,

das einmal auf eine gekiihlte Falle trifft, wird auf dieser héngen bleiben.

Die Teilchen kénnen nur als gerichteter Teilchenstrom von der Oktopolkammer kommen
und mit den Ionen stoflen, bevor sie auf eine der gekiihlten Flachen auftreffen. Dieser
Teilchenstrom kann als zeitlich konstant und in allen Experimenten als gleich angese-
hen werden. Fiir den Vergleich der Bildungsraten kann man deshalb von einer Reaktion

pseudo erster Ordnung ausgehen. Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit gilt dann:

dlA] _

S = k(4] (3.1)

Mit [A]: Konzentration von A; k: Reaktionskonstante
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3 Ergebnisse

Bei gekiihlter Falle tritt die Bildung der verschiedenen Cluster in Konkurrenz zueinan-
der. Da die einzelnen Konkurenzreaktionen alle pseudo erster Ordnung sind, folgt auch
die Gesamtreaktion einem Zeitgesetz erster Ordnung [I30]. Die beobachtete Reaktions-
konstante fiir die Abnahme des Mutterions setzt sich additiv aus den Konstanten der

einzelnen Konkurrenzreaktionen zusammen.

Nach Integration und Linearisierung erhélt man:

In (%) S (32)

Logarithmiert man den Anteil des Mutterions am Gesamtionenstrom und tragt ihn gegen
das Delay auf, so erhiilt man die Abb. B8 dargestellte Abhéngigkeit. Bei allen Molekiilen
ist eine Aminogruppe durch eine Alkylkette mit einem Benzolring verbunden. Die Bin-
dungsenergien sollte fiir alle Komponenten etwa gleich sein. Die Unterschiede sind also in
erster Linie auf strukturelle Unterschiede zuriickzufiihren. Die lineare Regression ergibt
eine gute Ubereinstimmung. Die Bildung von Clustern in der Paul-Falle folgt somit einer

Reaktion erster Ordnung.

Die Steigung der Geradengleichung ist nach Gl. die Reaktionskonstante k£ und ist
ein direktes Maf fiir die Geschwindigkeit einer Reaktion. Je steiler die Kurven, die in
Abb. desto schneller verlauft die Bildung der Cluster.

Die Geschwindigkeit, mit der ein Stolkomplex innerhalb der Falle gebildet wird, héangt

von der Teilchendichte, dem StoBquerschnitt und der Bindungsenergie ab.

Diese Bedingungen fiir die Bildung der Cluster, ist fiir alle Substanzen vergleichbar. Dass
unterschiedliche Substanzen mit unterschiedlicher Intensitét Cluster bilden, hdngt davon

ab, wie schnell der gebildete Cluster wieder zerfallt.

Damit der Cluster bis zur Massenanalyse iiberlebt, muss die Uberschussenergie abgefiihrt
werden, bevor sie sich in einer dissoziativen Koordinate sammeln kann. Nach dem Zu-
sammenstof verteilt sich die iiberschiissige Energie gleichméfig auf alle internen Frei-
heitsgrade (internal vibrotional redistribution, IVR). Je grofier die Anzahl der internen
Freiheitsgrade, desto unwahrscheinlicher wird es, dass sich die Energie in einer dissozia-
tiven Reaktionskoordinate sammelt. Die Lebensdauer des Clusters erhoht sich. Durch
Kollisionen mit dem gekiihlten Puffergas kann der Cluster Energie abgeben. Je langer
die Lebensdauer des Clusters ist, desto wahrscheinlicher wird es, dass die iiberschiissige
Energie abgegeben wird, bevor es zur Dissoziation kommt. Die Lebensdauer des Clusters
wird grof3 genug, um bis zur Massenanalyse zu bestehen. Daraus folgt, dass die Kopp-
lung zwischen inter- und intramolekularen Schwingungen effizient genug ist, um dies

zuzulassen.
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Abbildung 3.55: Linearisierte Auftragung des Anteils des Mutterions am Gesamtionen-
strom gegen das Delay. Die Messpunkte der einzelnen Substanzen wur-
den jeweils durch eine linearen Regression verbunden.

Nach der Rice-Ramsperger-Kassel-Marcus Theorie (RRKM-Theorie) sinkt die Rate fiir

einen unimolekularen Zerfall mit der Gro3e des Molekiils.

R ()

Mit h: Plancksche Konstante, W: Summe iiber alle Zusténde im Ubergangszustand im
Energiebereich E bis Fy, p: Zustandsdichte des Molekiils.

(3.3)

Fiir eine genaue Voraussage der Zerfallsraten ist die genaue Kenntnis der Zustandsdichte
notig, die von der Geometrie des Uberganszustands abhingt. Dieser ist allerdings nicht
bekannt und wird oft vereinfachend als dem Molekiil &hnlich angenommen. Vergleichswei-
se einfach lasst sich die Anzahl der Schwingungszustdnde im Molekiil abschéitzen. Dazu
wurde eine Frequenzanalyse mittels B3LYP/3-21G durchgefiihrt. Mit Hilfe eines dafiir
entwickelten Computerprogramms wurden alle méglichen Obertone insbesondere auch
der Kombinationsschwingungen bis zur oberen Energiegrenze ermittelt. In harmonischer

Néherung erhélt man so die Anzahl der Molekiilschwingungen im gesuchten Energiein-
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Abbildung 3.56: Relative Bildungsraten gegen die Zustandsdichte im Molekiil ( inter-
ne Energie 500 cm ™! ~ Stodenergie). GroBere Molekiile haben héhere
Bildungsraten als kleinere.

tervall. Nach Gl. sollte die Zerfallsrate des Clusters mit steigender Zustandsdichte
im Edukt sinken. Entsprechend sollte die Intensitédt der Cluster zunehmen. Wie man
in Abb. sehen kann, folgen die gemessenen Raten im Wesentlichen dieser Voraus-
sage. Dipeptide bilden so schnell Cluster, dass es nicht moglich war, das Mutterion in

ausreichender Zahl zu isolieren.
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3.6 Vergleich von Gasphasen- mit Losungsmittelspektren

Im alltéglichen Leben sind die Eigenschaften von Molekiilen im Losungsmittel oder in
komplexer Proteinumgebung bestimmend. Die Aufnahme von UV /VIS-Losungsmittel-
spektren ist einfach. Allerdings ist es im Losungsmittel im Vergleich zur Gasphase schwie-
riger, an die gewiinschten molekularen Informationen zu kommen. Man erhélt immer die
Uberlagerung aus molekularem Effekt und Losungsmitteleinfluss. Vergleicht man aller-
dings Messungen in der Gasphase mit Messungen im Losungsmittel, so lassen sich daraus
Informationen zum Einfluss des Losungsmittels gewinnen, bzw. direkt intermolekulare

Effekte nachweisen.

Die Eigenschaften eines Chromophors in einer Umgebung héngt von den Eigenschaften
der Umgebung (Polarisierbarkeit «, Dipolmoment pu, oft sind o und g in €, subsumiert)
und spezifischen Losungsmittel-Molekiilwechselwirkungen ab (Wasserstoffbriickenbindungen
u.a.). Die relative Dielektrizitétskonstante ¢, in Wasser betrdgt 80 und in Proteinen
~ 2 — 4 [131]. Folglich sind Gasphasenuntersuchungen der Proteinumgebung &hnlicher

als Untersuchungen in wéssriger Losung.

Messungen im Losungsmittel fithren immer zu einer Linienverbreiterung. Jede mogliche
Anordnung der Losungsmittelmolekiile um das Probenmolekiil verschiebt den Ubergang
jeweils um einen kleinen Betrag. Im Ensemble befinden sich viele Molekiile mit verschie-

denen Umgebungen und das Spektrum wird breit.

Ist das Dipolmoment von Grund- und angeregtem Zustand in Richtung und Grofle stark
unterschiedlich, so kommt es zu einer Blau- oder Rotverschiebung. Es kommt nach der
Anregung zu einer Neuorientierung des Losungsmittels im angeregten Zustand. Entlang
der Losungsmittelkoordinate findet man also eine groffie Geometrieinderung vom Grund-
zum angeregten Zustand in einer verallgemeinerten Molekiil-Losungsmittelkoordinate.
Die vertikale Anregung fithrt dann zu héheren Schwingungsniveaus in dieser Koordina-
te. Die Anregung in diese erhohte Zustandsdichte verbreitert die Losungsmittelspektren

zusatzlich.

Zum Vergleich der gemessenen Gasphasenspektren wurden UV /VIS-Spektren im Lo-
sungsmittel aufgenommen (s. Kap EZ34)). In Abb. B:21 sind die UV /VIS-Spektren von
Tryptophan, Tryptamin, Tyrosin und Adenin, jeweils bei pH 2 und pH 7 (bei Tryptamin
pH 7 und pH 11) gezeigt. Alle Spektren lassen sich grob in zwei Bereiche unterteilen.
Unterhalb von 42000 ecm™! weisen alle Spektren ein Maximum auf. Dieses wird wr*-
Ubergéngen im aromatischen System zugewiesen. Die Absorption steigt im Bereich von
34000 cm~! steil an und lduft dann flach zu hoheren Energien hin aus. Oberhalb von
42000 em ™" steigt die Absorption wieder steil an. Diese wird oo*-Ubergéngen zugeord-

net. nm*-Ubergéinge sind schwach und deshalb iiberlagert. Im Folgenden werden nur die
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niederenergetischen Strukturen in den Spektren diskutiert.

Die Spektren von Tryptophan (Abb. BhTh)) und Tryptamin (Abb. BATb)) sind fast iden-
tisch. In dem ersten Bereich ist eine vibronische Struktur zu sehen. Man kann jeweils drei
Peaks erkennen, die ungefihr dquidistant bei 34 700 cm ™1, 35700 em ™! und 36 700 cm~?
liegen. Sie stammen vermutlich aus C-C—Streckschwingungen des Indolrings. Die beiden
Substanzen unterscheiden sich nur durch eine Carboxylgruppe in der Seitenkette, die
praktisch keinen Effekt auf das Spektrum hat. Fiir das Spektrum bestimmend ist der

Indolring. Der pH-Wert hat keinen nennenswerten Einfluss auf das Spektrum.

Das UV/VIS-Spektrum von Tyrosin (Abb. B:2Tc)) dhnelt denen von Tryptophan und
Tryptamin. Allerdings sind die Strukturen im vorderen Teil des Spektrums deutlich
schwiicher ausgepriigt. Dennoch lassen sich zwei Peaks bei 35400 em ™! und 36 400 cm 1
vermuten. Es ist denkbar, dass die im Vergleich zum Tryptophan héhere Anzahl von
Konformeren den ersten Peak soweit verbreitert, dass dieser im Losungsmittel nicht mehr

aufzulosen ist. Auch hier hat der pH-Wert keinen Einfluss auf die Position der Struktur.

Die beiden Aminoséduren Tryptophan und Tyrosin sollten bei neutralem pH-Wert in
der zwitterionischen und bei pH 2 in der protonierten Form vorliegen. Tryptamin sollte
schon bei pH 7 vollstdndig protoniert vorliegen. Ort der Protonierung ist in allen obigen
Molekiilen die Aminogruppe. Dennoch unterscheiden sich die Spektren nur geringfiigig.
Bei pH 7 (pH 11 bei Tryptamin) ist die Absorption im vorderen Teil etwas grofler,
wohingegen die Absorption im hinteren Teil etwas geringer ist, als bei pH 2 (pH 7 bei
Tryptamin). Die Position der Peaks im Spektrum wird innerhalb der Messungenauigkeit
vom pH-Wert aber nicht beeinflusst. Vermutlich wird die positive Ladung vollstindig
durch das Losungsmittel abgeschirmt, so dass keine Wechselwirkung der Ladung mit

dem Chromophor stattfindet.

Beim Adenin (Abb. B5ZAd)) ist im vorderen Teil des Spektrums fast keine Struktur
zu erkennen. Lediglich bei pH 7 ist eine schwache Schulter bei 35700 cm™! zu se-
hen. Im Unterschied zu den anderen untersuchten Substanzen unterscheidet sich das
Losungsmittelspektrum bei pH 2 deutlich von dem bei pH 7. Adenin sollte bei pH 2
grofitenteils protoniert vorliegen. Bei der protonierten Form ist der Anstieg im vorderen
Bereich deutlich breiter und zu niedrigeren Energien verschoben. Die Anderung deutet
also darauf hin, dass die Protonierung einen deutlichen Einfluss auf die elektronische
Struktur hat. Da die Protonierung direkt am Chromophor stattfinden muss, kann das
Losungsmittel die Ladung nicht abschirmen. Ein reiner Losungsmitteleffekt ist jedoch

auch moglich.

Vergleicht man die Spektren im Losungsmittel mit denen in der Gasphase, so lésst sich
anhand der Unterschiede, der Einfluss des Losungsmittels bestimmen. In Abb. wird
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Abbildung 3.57: UV /VIS-Spektren von a) Tryptophan, b) Tryptamin, ¢) Tyrosin und d)
Adenin. Aufler bei Tryptamin (pH 11 und pH 7) wurden die Spektren
jeweils bei pH 2 und pH 7 aufgenommen. Nur bei Adenin hat der pH-
Wert einen Einfluss auf die Struktur des Spektrums. Aufgenommen in
Ethylenglykol/Wasser 1:1 bei Raumtemperatur. Die Probenkonzentra-
tion betrug jeweils ¢ = 1% 107> mol/I.
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Abbildung 3.58: Direkter Vergleich der Photofragmentspektren mit den Absorptions-

spektren bei pH 2. a) Tryptophan, b) Tryptamin, ¢) Tyrosin und d)
Adenin.
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jeweils das Absorptionsspektrum bei pH 2 mit dem Photofragmentspektrum verglichen.

Vergleicht man das Gasphasen- und Losungsmittelspektrum von Tryptophan in Abb.
B5%k), so kann man sehen, dass das Gasphasenspektrum um etwa 450 cm ™! zu héheren
Energien verschoben ist. Die Struktur der Spektren ist sich hingegen sehr &hnlich. In
beiden Spektren lassen sich drei Peaks erkennen, die etwa 1000 cm~! auseinander liegen.
Der Sy — S; des neutralen Tryptophans in der Gasphase liegt bei 34873 em ™! [68, 69, [70],

also im Bereich der Losungsmittelabsorption.

Spezies Absorption Differenz
Jem ™! Jem ™!
Neutral, Losungsmittel 34700 0
Protoniert, Losungsmittel 34 700 0
Neutral, Gasphase 34873 +173
Protoniert, Gasphase 35150 +450

Tabelle 3.16: Vergleich der Absorptionen von Gasphase und Losungsmittel bei Trypto-
phan.

Vergleicht man die Spektren von Tryptamin in der Gasphase mit denen im Losungsmittel
(s. Abb. BEL8b)), so ergibt sich die gleiche Situation wie beim Tryptophan. Auch hier ist

das Gasphasenspektrum um etwa 450 em ™! zu héheren Energien verschoben.

Sowohl beim Tryptophan als auch beim Tryptamin setzt sich die Verschiebung vom
Losungsmittelspektrum zur protonierten Substanz in der Gasphase um 450 ecm ™! im
Wesentlichen aus zwei Effekten zusammen. Durch die Wechselwirkung von Indol mit ei-
nem Wassermolekiil, verschiebt sich bereits der elektronische Ubergang vom neutralen
Indol um ~ 150 em ™! zu niedrigeren Energien [T32]. In der Gasphase fehlt die Abschir-
mung und die Wechselwirkung zwischen Ladung und Indolring verschiebt den Ubergang

1 7zu hoheren Ener-

1

des neutralen Indols durch Protonierung offensichtlich um ~ 300 cm™
gien. Es ergibt sich mit diesem simplen Modell ein Unterschied von ~ 450 em™" zwischen

Losungsmittel- und Gasphasenspektrum (s. Tab. B10).

Im Gegensatz dazu zeigt sich beim Tyrosin (s. Abb. B:h8c)) fast keine Verschiebung in
den Spektren. Die REMPI-Spektren zeigen, dass die 0-0-Ubergénge der verschiedenen
neutralen Konformere in der Gasphase sowie die niederfrequenten Geriistschwingungen
im Bereich von 35 500 ¢! bis 35 700 cm ! liegen [T03]. Die Absorption im Losungsmittel
liegt im gleichen Bereich. Das Photofragmentspektrum ist im Vergleich dazu leicht zu
niedrigeren Energien verschoben. Vermutlich ist die Ursache der geringeren Verschiebung
von Tyrosin im Vergleich zu Tryptophan und Tryptamin, dass sich das Dipolmoment von

Sp und S nur geringfiigig &dndert.
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Adenin zeigt als einzige untersuchte Substanz einen deutlichen Einfluss des pH-Werts
auf das Losungsmittelspektrum. Allein aus den Losungsmittelspektren bei verschiedenen
pH-Werten (s. Abb. BE7d)) kann man aber nicht erkennen, ob es sich um einen Effekt
des Losungsmittels oder der Protonierung handelt. Der Vergleich mit dem Gasphasen-
spektrum (s. Abb. BA8d)) deutet allerdings darauf hin, dass es sich um eine Wirkung
der Protonierung handelt. In beiden Spektren ist ein breiter Anstieg zu erkennen. Dieser
wird vermutlich durch die Uberlagerung von zwei Effekten hervorgerufen [49]. Die Geo-
metrie des elektronisch angeregten Zustands ist im Vergleich zum Grundzustand stark
verschoben, so dass die Grundzustandssymmetrie einen Sattelpunkt in der Geometrie des
angeregten Zustands bildet. Dadurch ergibt sich ein monoton steigender Franck-Condon
Faktor. Die Lebensdauer des angeregten Zustands ist extrem kurz, so dass es zusétzlich zu
einer Lebensdauerverbreiterung kommt. Durch die Uberlagerung beider Effekte entsteht
ein breiter, flacher Anstieg (s. Kap. BZZ0).

Durch den Vergleich von Gasphasen- und Losungsmittelspektren war es moglich, zwi-
schen molekularen und Losungsmitteleffekten zu unterscheiden. Bei Tryptophan, Tryp-
tamin und Tyrosin konnte gezeigt werden, dass das Losungsmittel die positive Ladung
vollstandig abschirmt. Schon ein kleiner Abstand von Ladung zum Chromophor reicht
aus, um die Ladung vollstédndig abzuschirmen. Das UV /VIS-Spektrum von Adenin zeigt
eine starke Abhéngigkeit vom pH-Wert. Durch den Vergleich mit dem Gasphasenspek-
trum konnte gezeigt werden, dass es sich nicht um einen Losungsmitteleffekt handelt,

sondern dass dies ein intramolekularer Effekt ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten protonierte Substanzen mit biologischer Relevanz Me-

thoden der optischen Spektroskopie in der Gasphase zugénglich gemacht werden. Aus-

gangspunkt der Arbeit war ein kommerzielles Massenspektrometer der Firma Bruker

Daltonik, das mit einer Elektrospray Ionenquelle und einer Paul-Falle ausgestattet ist.

Zur Durchfiihrung der optischen Untersuchungen wurde das Gerét entsprechend modifi-

ziert.

Die komplexen und umfangreichen Modifikationen konzentrierten sich auf folgende

Bereiche.

i)

i)

iii)

Es musste ein optischer Zugang zur der Ionenfalle geschafft werden. Zu diesem
Zweck wurde die Vakuumkammer des Gerites so gedndert, dass ein Fenster mon-
tiert werden konnte. Dadurch war es moéglich mit dem Laser direkt in der Paul-Falle
zuzugreifen. Durch den Laserzugriff innerhalb der Falle konnten die massenspek-
trometrischen Moglichkeiten des Gerétes auch fiir die optischen Untersuchungen
genutzt werden. So war es moglich, durch eine vorab Massenisolation sicher zu
stellen, dass nur die gewiinschte Spezies in der Falle vorhanden war. Nach dem

Laserzugriff konnten die entstandenen

Die internen Ablidufe des Massenspektrometers mussten mit dem Laser synchroni-
siert werden. Dazu wurden zusétzliche elektronische Anschliisse an dem Massen-
spektrometer angebracht, sowie Elektronik zur Signalverarbeitung die dies ermog-

lichen.

Die Auflosung der optischen Spektren hingt stark von der internen Energie der
Ionen ab. Aus diesem Grund wurde die Befestigung der Ionenfalle dahingehend
modifiziert, dass die Umgebung der Ionenfalle gekiihlt werden kann. Zur Verbesse-
rung der Wérmeisolierung wurden Teile der Befestigung durch Vespelteile ersetzt.
Zur Verminderung der Strahlungsverluste wurde die Falle mit einem Hitzeschild
umgeben. Dadurch ist es moglich, die unmittelbare Umgebung der Paul-Falle auf
150 K zu kiihlen. Alle Modifikationen am Massenspektrometer wurden so aus-

gefiihrt, dass der originale Zustand des Geréts jederzeit wieder zu erreichen ist.
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iv) Die Ionenquelle liefert nur geringe Teilchenzahlen und schwankt zudem um et-
wa 20%. Um Raumladungseffekte zu vermeiden wurde im Schnitt mit 200 Ionen
gearbeitet. Die gefundenen breiten Strukturen in den Photofragmentspektren er-
schweren die Arbeit zusétzlich. Das Lasersystem und der optische Aufbau wurden
deshalb um einige Komponenten ergénzt, um die Schwankungen in den Laserin-

tensitaten zu reduzieren.

Wichtig ist die Konstanz der Laserintensitit iiber einen weiten Wellenldngenbe-
reich. Dazu wurde eine Steuerung aufgebaut, mit der die Intensitét des FarbstofHa-
sers aktiv gesteuert werden kann. Zur Positionierung des Verdopplerkristalls wurde
ebenfalls eine aktive Steuerung aufgebaut. Dadurch entféllt die Notwendigkeit zum
Erstellen von geeigneten Kalibrierkurven. Das System ist in der Lage Stérungen
z.b. durch Temperaturschwankungen aktiv auszugleichen. Die Positionierung des
Kristalls ist im kompletten durchstimmbaren Bereich optimal. Die Handhabbarkeit

der Verdopplereinheit konnte dadurch deutlich verbessert werden.

v) Die geringe Teilchenzahl macht die Justage des Laserstrahls sehr schwierig. Um
eine moglichst gute Feinabstimmung zu erreichen, wurde deshalb eine computer-
gesteuerte Spiegelhalterung aufgebaut. Damit ist es moglich, das Messsignal in
Abhéngigkeit der Spiegelposition zu ermitteln und die Position automatisch zu

optimieren.

vi) Zur Ansteuerung der einzelnen Komponenten wurden umfangreiche Computerpro-
gramme mit Bilddarstellung unter LabView geschrieben. Die Programme zur Mess-

datenerfassung wurden ebenfalls unter LabView erstellt.

Bei gekiihlter Ionenfalle konnte die Bildung von wasserstoffbriicken gebundenen Clustern
beobachtet werden. Dies wird als Beweis gewertet, dass ein Energietransfer von den
Ionen iiber das Puffergas an die Umgebung stattfindet. Die aufgebaute Kiihlung ist somit
zur Erniedrigung der Inneren Energie der Ionen in der Falle geeignet. Es konnten im
Wesentlichen Cluster mit dem Losungsmittel beobachtet werden. Aber auch Cluster mit

Stickstoff und Sauerstoff konnten nachgewiesen werden.

Die Rate, mit der die Cluster gebildet werden, hingt interessanterweise stark von der
GroBe (Anzahl der Atome) und der Struktur der Substanz ab. Es konnte gezeigt werden,
dass die Anzahl der internen Freiheitsgrade einen wichtige Rolle spielt. Kleine und starre
Ionen bilden kaum Cluster, wahrend Substanzen mit flexiblen Ketten schnell Cluster
bilden.

Mit diesem experimentellen Aufbau konnten dann spektroskopische Daten an protonier-

ten Substanzen gewonnen werden. Ausfiihrliche Untersuchungen konnten an Tryptophan,
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Tyrosin, Tryptamin und Adenin vorgenommen werden. Die Daten wurden fiir Tryp-
tophan und Adenin direkt mit theoretischen Ergebnissen verglichen. Dazu wurde eine

Veroffentlichung publiziert und eine weitere eingereicht.

Durch Beschuss mit einem UV-Laser konnte jeweils eine photoinduzierte Dissoziation
(PID) erreicht werden. Die Art der Fragmentierung, die durch dieses Verfahren beobach-
tet wird, dhnelt der, die bei der kollisionsinduzierten Fragmentierung (CID) beobachtet
wird. Dies ist verstdndlich wenn man davon ausgeht, dass die Fragmentierung nach in-
ternal conversion aus einem hoch schwingungsangeregten Zustand heraus erfolgt. Die
interne Energie der Ionen vor der Dissoziation ist grofier als bei der kollisionsinduzierten
Fragmentierung. Entsprechend konnen in den PID Spektren Fragmente beobachtet wer-
den, fiir deren Bildung eine hohere Aktivierungsenergie notig ist. Fiir die untersuchten

Aminoséuren konnten entsprechende Unterschiede nachgewiesen werden.

Im Falle von Tryptamin konnte im PID Spektrum ein dissoziativer Kanal gefunden wer-
den, der im CID Spektrum fehlt. Dieser Kanal konnte von Jouvet at al. einem direkt
dissoziativen charge transfer Zustand zugewiesen werden. Die photoinduzierte Fragmen-

tierung lésst hier somit auch Riickschliisse auf den elektronisch angeregten Zustand zu.

Es konnte die Wellenldngenabhéngigkeit der Photofragmentierung gemessen werden. Da-
mit konnte ermittelt werden, wie grof3 der Einfluss der Protonierung auf das elektro-
nische Spektrum ist. In allen untersuchten Substanzen lag der Unterschied zwischen
der neutralen und der protonierten Spezies im Bereich von wenigen hundert Wellen-
zahlen. Durch Kooperation mit Prof. Marian konnten die gemessenen Anregungsenergi-
en mit theoretischen Untersuchungen verglichen werden. Es haben sich dabei sehr gute
Ubereinstimmungen von Theorie und Experiment ergeben. Beim Adenin konnten so star-
ke Hinweise auf einen konischen Schnitt vom elektronisch angeregten Zustand mit dem
Grundzustand gefunden werden. Die im Rahmen dieser Arbeit gemachten Untersuchun-
gen stellen die bis dahin genauesten Messungen des Sy-S; Ubergangs von protonierten

Substanzen in der Gasphase da.

Die Messungen innerhalb der Paul-Falle erfordern einen grofien apparativen Aufwand.
In dieser Arbeit konnte das erste mal erfolgreich ein Experiment aufgebaut werden, mit
dem die Wellenldngenabhéngigkeit der Photofragmentierung innerhalb einer Paul-Falle
gemessen werden konnte. Die Kombination von Elektrosprayionisation mit einer Paul-
Falle macht eine Vielzahl von Substanzen zugénglich, so z.B. eine Vielzahl biologisch
relevanter Systeme. Damit wird hier eine Methode mit genereller Anwendbarkeit vorge-
stellt. Der Aufbau und die Durchfiithrung des Experiments ist also erfolgreich. Dennoch

lassen sich noch Verbesserungen durchfiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten nur Substanzen mit hoher Anregungswahrscheinlich-
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4 Zusammenfassung und Ausblick

keit untersucht werden. Die Leistung des verwendeten XeCl-Lasers reichte nicht aus, ben-
zoldhnliche Systeme wie Anilin oder Phenylalanin zu untersuchen. Es ist zu erwarten,
dass man am Anilin eine Vielzahl von Hypothesen iiberpriifen kann. UV /VIS-Spektren
bei verschiedenen pH-Werten haben eine erhebliche Blauverschiebung bei niedrigen pH-
Werten gezeigt. Vermutlich wird dies durch Protonierung am Stickstoff hervorgerufen.
Das freie Elektronenpaar kann nicht mehr ins aromatische System integriert werden, so
dass sich ein UV /VIS-Spektrum &hnlich des Benzols ergibt. Durch das Fehlen von nie-
derfrequenten Moden, wird ein gut aufgeléster 0-0 Ubergang erwartet. Entsprechende

Versuche sind wegen der mangelnden Laserleistung aber nicht erfolgreich gewesen.

Hauptaufgabe fiir zukiinftige Arbeiten muss die Verbesserung der Auflésung sein. Durch
eine Schwingungsauflosung lieflen sich strukturelle Daten gewinnen und der Einfluss der
Protonierung konnte besser bestimmt werden. Eine Ursache fiir die hohe Temperatur
der Tonen kann der gerichtete,neutrale Teilchenstrom aus dem Einlassbereich sein. Durch
den Einbau eines Shutters in die Trennwand von der Oktopol- zur Analysatorkammer
konnte dieser unterbunden werden. Allerdings ist dies, aufgrund der geringen Baugrofie
des ESI-MS-Gerits, extrem aufwendig.

Im Tryptophananion erwartet man aufgrund des groflen Dipolmoments des L,-Zustands,
dass dieser unter den L;-Zustand rutschen konnte. In diesem Fall miisste das Photo-

fragmentspektrum stark zu niedrigeren Energien verschoben sein.

Durch einen H/D-Austausch z.B. beim Tryptamin kénnte man experimentell Nachweise,
ob die H-Abspaltung direkt aus dem angeregten Zustand heraus erfolgt. Durch Losen in
D50 lassen sich alle Wasseratome an der Amingruppe austauschen. Findet die Dissozia-
tion direkt aus dem angeregten Zustand heraus statt, so sollte nur der Deuteriumverlust
beobachtet werden. Bei der Dissoziation aus dem Grundzustand kann es (wie in CID-
Spektren zu sehen) zu eine Intramolekularen H/D-Austausch kommen und man sieht
sowohl den Verlust von Wasserstoff- als auch von Deuteriumatomen. Bisher hat auch fiir

dieses Experiment die Laserleistung nicht ausgereicht.
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