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Abkiirzungsverzeichnis

Im Folgenden sind die wichtigsten Abkiirzungen, welche im Rahmen dieser Arbeit ver-

wendet werden, aufgelistet.

ADC  Analog-Digital-Umsetzer (engl. analog-to-digital converter)

BG Hintergrund (engl. background), hier: ESI-Signal ohne Lasereinwirkung
BWD  Riickwirts (engl. backward), hier: Entgegen der Laserausbreitungsrichtung
CD Circulardichroismus

DEFL  Ablenkung (engl. deflection)

DIFF  Differenz, hier: Signalunterschied durch Lasereinwirkung

DOPA 3,4-Dihydroxyphenylalanin

ECD Elektronischer Circulardichroismus (in Einphotonenabsorption)

ESI Elektrosprayionisation

FWHM Halbwertsbreite (engl. full width at half mazimum)

FWD  Vorwarts (engl. forward), hier: Entlang der Laserausbreitungsrichtung
GLU Glutaminséure

GRA  Gramicidin D (natiirliche Peptidmixtur)

LCP Links zirkulare Polarisation (engl. left circular polarization)
LIN Lineare Polarisation
LP Laserleistung (engl. laser power)

MCP  Mikrokanalplatte (engl. micro channel plate)
MD Molekulardynamik
MS Massenspektrometer bzw. Massenspektrometrie

NMR  Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)

IV



PECD
PICD
QWP
RCB
RCP

REMPI

RF
SI1G
SUM
TDC
TOF

uv

Photoelektronen-Circulardichroismus
Photoionen-Circulardichroismus

Viertelwellenplattchen (engl. quarter wave plate)

Abstoflende CouLOMB-Barriere (engl. repulsive coulomb barrier)
Rechts zirkulare Polarisation (engl. right circular polarization)

Resonanzverstarkte Multiphotonenionisation (engl. resonance enhanced

multiphoton ionization)

Radiofrequenz

Signal, hier: ESI-Signal nach Lasereinwirkung

Summe, hier: Raumintegriertes Signal (FWD + BWD)
Zeit-Digital-Wandler (engl. time-to-digital converter)
Flugzeit (engl. time of flight)

Ultraviolett







1 Einleitung

Objekte, deren Spiegelbilder nicht zur Deckung gebracht werden kénnen, werden als
chiral bezeichnet. Chiralitat manifestiert sich auf molekularer Ebene in Form sogenannter
Enantiomere. Abgesehen von der Paritatsverletzung in der schwachen Wechselwirkung,
welche lediglich minimale Energiedifferenzen zur Folge hat,!!! weisen diese Stereoisomere
in achiraler Umgebung gleiche chemische und physikalische Eigenschaften auf.
Hingegen kann in chiraler Umgebung, wie beispielsweise dem menschlichen Kérper, un-
terschiedliches Verhalten spiegelbildlicher Molekiile beobachtet werden. So riecht bei-
spielsweise S-Carvon nach Kiimmel, wihrend R-Carvon den Duft von griiner Minze
aufweist.? Die unterschiedliche Bioaktivitit dieser und anderer Enantiomere ist eine
Folge der Homochiralitdt, dem Vorkommen von chiralen Naturstoffen wie Aminosauren
und Zuckern in einer préferierten absoluten Konfiguration. !

Da ebenfalls Unterschiede in Pharmakologie, Toxikologie, Pharmakokinetik und Meta-
bolismus auftreten konnen, ist die Chiralitdt molekularer Systeme in Pharmazie und
Medizin von besonderer Bedeutung.* ¢ Als Beispiele seien an dieser Stelle die Wirk-
stoffe Ibuprofen und Ketamin angefiihrt. Im Falle des Schmerzmittels Ibuprofen ist das
S-Enantiomer (Eutomer) deutlich potenter als die R-Form (Distomer).[) Im Allgemeinen
wird aus Kostengriinden dennoch das Racemat verabreicht, da keine Nachteile festzustel-
len sind. Diese Beobachtung ist jedoch keineswegs allgemeingiiltig. Immer wieder sind
gesonderte Nebenwirkungen eines Enantiomers festzustellen.’! Beispielsweise im Falle
des Andsthetikums Ketamin wird toxisches Verhalten des Distomers (R-Ketamin) in
Form von Halluzinationen und Unruhen beobachtet. (S

Welchen Einfluss die unterschiedliche Bioaktivitat von Enantiomeren im Kontext der
Fortschritte im Bereich asymmetrischer Synthesen auf den pharmazeutischen Markt ha-
ben, ist in der folgenden Abbildung 1.0.1 illustriert. Es ist die absolute Anzahl der in
Deutschland zugelassenen Wirkstoffe aufgeschliisselt nach Chiralitat (blau vs. griin) bzw.
Enantiomerenreinheit monochiraler Stoffe (rot vs. schwarz) dargestellt. Wahrend das
Verhéltnis von chiralen und achiralen Substanzen keine nennenswerte Veranderung zeigt,

ist in den letzten Jahren ein deutlicher Anstieg des Anteils enantiomerenrein vermarkte-
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ter Arzneistoffe zu beobachten. Enantiosensitive Analysemethoden gewinnen folglich an
Wichtigkeit, um die Reinheit respektive den Enantiomerentiberschuss von entsprechen-

den Arzneien zu charakterisieren.
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Abbildung 1.0.1: Anzahl der in den angegebenen Zeitraumen zugelassenen achiralen
(griin) und chiralen Wirkstoffe (blau) neben der Teilmenge von mo-
nochiralen Arzneistoffen, welche in racemischer (schwarz) oder enan-
tiomerenreiner Form (rot) auf den Markt gebracht wurden. Die dar-
gestellten Zahlenwerte wurden Referenz [7] entnommen. Monoklo-
nale Antikorper, grofiere funktionelle Peptide und polymere Arznei-
stoffe sind nicht beriicksichtigt.

Die analytische Differenzierung von Enantiomeren erfolgt durch die Erzeugung einer
geeigneten chiralen Umgebung. Eine Moglichkeit ist die Bildung von diastereomeren
Strukturen durch Derivatisierung oder Anlagerung von geeigneten chiralen Substanzen.
Diastereomere konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften mit
konventionellen Methoden wie der NMR-Spektroskopiel® oder Massenspektrometriel®!
unterschieden werden.

Das Prinzip diastereomerer Wechselwirkungen wird auch in der chiralen Chromatogra-
phie genutzt.'™] Hier kann eine Trennung von Enantiomeren durch chirale Additive
in der mobilen Phase, eine Derivatisierung oder die Nutzung einer chiralen Festphase
herbeigefiihrt werden. 2

Die absolute Konfiguration eines chiralen Analyten kann mittels Rontgenbeugung von

Kristallen™! oder in der Gasphase via Cold Target Recoil Momentum Spectroscopy




(COLTRIMS) bestimmt werden. 41!

Um die Notwendigkeit der Auswahl eines geeigneten chiralen Hilfsstoffes zur Differen-
zierung iiber die Bildung von Diasteromeren zu iiberwinden, konnen optische Methoden
genutzt werden. Neben der Optical Rotatory Dispersion (ORD),[lﬁ] also der wellenlan-
genabhangigen Drehung der Polarisationsebene eingestrahlten Lichts, und der Raman
Optical Activity,' welche durch die unterschiedliche Streuung zirkular polarisierten
Lichts zustande kommt, wird vor allem der Circulardichroismus (CD) fiir diese Zwecke
genutzt.'8) Die differentielle Absorption von links (LCP) und rechts zirkular polarisier-
tem Licht (RCP) kann zur quali- und quantitativen Unterscheidung von Enantiomeren
sowie zur strukturellen Charakterisierung genutzt werden.!'s! Der CD, gewohnlich gemes-
sen in der Einphotonenanregung elektronischer Zustande (ECD) oder von Schwingungs-
zustinden (VCD),!' wird als Standardtechnik zur Bestimmung der Sekundérstruktur
von Proteinen in Losung verwendet.!!9-20)

In Ergidnzung zu diesen Standardmethodiken sind in den letzten Jahren weitere neue
Techniken entwickelt worden. Es wurde gezeigt, dass die High Harmonic Generation
enantiosensitiv gestaltet werden kann und somit beispielsweise die Verfolgung von Dy-
namiken in chiralen Substanzen gestattet.? 23/ Ebenso kann ein anderer nicht-linearer
Prozess, die Dreiwellen-Mischung im Mikrowellen-Regime, zur Chiralitdtsanalyse ver-
wendet werden. 429

Im Fokus medizinischer, pharmazeutischer und lebensmittelchemischer Fragestellungen
stehen haufig keine Reinsubstanzen, sondern Gemische. Daher besteht der Anspruch ei-
ner gewissen Selektivitidt an enantiosensitive Analysemethoden, um aufwendige Trenn-
verfahren zu vermeiden. Die durch breite Banden limitierte Selektivitat der konventio-
nellen CD-Spektroskopie hat zur Entwicklung weiterer chiroptischer Methoden gefiihrt.
Im Rahmen der Laserionisation mit zirkular polarisiertem Licht kénnen Anisotropien
der Ionenausbeuten bei unterschiedlicher Helizitat nachgewiesen werden. Der sogenannte
Circulardichroismus in Ionenausbeuten (PICD) wurde zuerst in der resonanz-verstérkten
Multiphotonenionisation (REMPI) mit ns-Laserpulsen demonstriert.!?6-28) Die Kopplung
der CD-Methodik mit der Massenspektrometrie (MS) erlaubt einen Informationsgewinn
iiber die chemische Zusammensetzung und Hindigkeit einer Probe. Ein Uberblick iiber
die massenselektive Chiralitdtsanalyse bietet der Artikel von BOESL et al. [29].

In der AG WEITZEL wurde die PICD-Methodik zum ersten Mal in den Bereich ultra-
kurzer Laserpulse erweitert.’”) Einfliisse der Pulsdauer®” und nicht-resonanter Anre-
gungsschemata wurden untersucht.®?33 Die Unterscheidung von Enantiomeren mittels

fs-Laserionisations-Massenspektrometrie konnte an einer Reihe kleiner organischer Mo-
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lekiile demonstriert werden.*¥ Quantenmechanische Studien zum Circulardichroismus
in REMPI-Prozessen wurden von D. KRONER durchgefiihrt.[35-37]

Zur Kompensation systematischer Messfehler durch apparative Asymmetrien kénnen
achirale Referenzsubstanzen®® und oder die sogenannte Twin-Peak-Methode genutzt

n.3%4 Durch Kiihlung der Analytmolekiile in einem Uberschallstrahl kann der

werde
PICD schwingungsaufgelést betrachtet werden. !

Kiirzlich wurden neue Anséatze zur Verstirkung des PICD-Effektes im Rahmen der Re-
kollision des bei der Photoionisation emittierten Elektrons*? sowie durch Orientierung
des Analyten beschrieben.[*3

Nicht nur in totalen Ausbeuten eines Photoionisationsvorgangs, sondern auch in der Win-
kelverteilung von Photoelektronen kénnen chirale Informationen enthalten sein. Asym-
metrien in der Photoelektronen-Winkelverteilung entlang der Laserausbreitungsrichtung
bei der Ionisation von zuféllig orientierten chiralen Molekiilen mit zirkular polarisiertem
Licht wurden bereits 1976 von RITCHIE prognostiziert.*¥ In der Einphotonenionisati-
on der beiden Enantiomere des 3-Bromocamphors mittels Vakuumultraviolettstrahlung
(VUV) konnte der sogenannte Photoelektronen-Circulardichroismus (PECD) zum ersten
Mal experimentell nachgewiesen werden.*”! Spéter wurde der PECD dann auch in der
Multiphotonenionisation mit Femtosekundenlasern*®*”) und Nanosekundenlasern!*%:4)
beobachtet. Auch bei der Nutzung starker Laserfelder, d. h. im Rahmen der Tunnelioni-
sation und Above threshold ionization (ATI) konnen entsprechende Asymmetrien in der
Photoelektronen-Winkelverteilung erfasst werden. 5052

PECD und PICD basieren auf unterschiedlichen physikalischen Effekten und liefern da-
her komplementére Informationen. Kiirzlich wurde zum ersten Mal die koinzidente Mes-
sung der beiden chiroptischen Observablen an den Enantiomeren des 2-Methyloxirans
demonstriert.®¥ Die gleichzeitige Erfassung von PECD und PICD verspricht den Gewinn
zusétzlicher Informationen, welcher zur zuverldssigeren Unterscheidung von Enantiome-
ren dienen kann.®?

Der PECD ist nicht nur abhéingig vom Ausgangsorbital eines Elektrons,®¥ sondern wird

auch durch die Konformation!®>62

I und Schwingungen(%3-67 des zuriickbleibenden Teil-
chens bestimmt. Die besondere Strukturempfindlichkeit resultiert aus einer Streuung des
Photoelektrons im chiralen Molekiilpotential.[®® Weiterhin ist der PECD abhéngig von

[69-T1] Durch eine schnelle, kontinuierliche

der Polarisationsellipse des verwendeten Lichts.
Variation der Elliptizitdt konnen Messungen des Enantiomerentiberschusses in Echtzeit
erfolgen.[™ Im Rahmen von pump-probe-Experimenten sind zudem hohe Zeitauflosungen

erzielbar und Dynamiken konnen verfolgt werden.!™




Fiir die quantenmechanische Berechnung des PECD in der Einphotonen- sowie Multi-
photonenionisation wurden verschiedene Ansitze ausgearbeitet.[™ 7

Die Anisotropie in der Photoelektronen-Winkelverteilung kann deutlich hohere Werte
annehmen als der konventionelle Einphotonenabsorptions-Circulardichroismus.®% Dies
erlaubt die Bestimmung von Enantiomerentiberschiissen mit einer hohen Empfindlichkeit
(< 1%).8Y Durch die Messung der Photoelektronen-Winkelverteilung in Koinzidenz mit
entstehenden Ionen, sogenanntes mass-tagging, kann eine Massenauflosung des PECD
erzielt werden.*”l Somit ist auch die Analyse von Mixturen unterschiedlicher Enantio-
merenpaare moglich.[#2

Meist wird der PECD durch die Abbildung der Elektronen auf einen ortsauflésenden
Detektor bestimmt,®? jedoch existieren auch einfachere, giinstigere Alternativen.”!
Bis zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit waren PICD und PECD hinsichtlich ihres
Anwendungsbereiches durch die verwendeten Probenzufuhrsysteme deutlich limitiert.
Die chiroptischen Methoden erfordern das Vorliegen der Analyten in der Gasphase. Mit
den 1iiblicherweise genutzten effusiven Einlassen und Molekularstrahlen konnen nur hin-
reichend volatile Molekiile in die Gasphase transferiert werden.

Abhilfe von dieser Limitierung bietet die Elektrosprayionisation (ESI), welche von J. B.
FENN entwickelt wurde.l8* %6 Mit Hilfe dieser Methode kann ein breites Spektrum von
Analyten intakt in die Gasphase iiberfiihrt sowie ionisiert werden. Die ESI-Methode ist
von groBer Bedeutung in der Protein-Massenspektrometrie.*”* Durch den ausgespro-
chen sanften Charakter konnen sogar nicht-kovalente Komplexel?®! untersucht werden
und es besteht eine Korrelation der Gasphasenstruktur bzw. dem resultierenden La-
dungszustand mit der Konformation in Losung.[92 99!

AufBlerdem bietet die Nutzung einer ESI-Quelle die M6glichkeit einer Kopplung mit Fliis-
sigchromatographie-Verfahren.[®® Daher findet die ESI-MS-Technik auch klinische An-
wendung z. B. in der strukturellen Untersuchung und Quantifizierung von Metaboliten
in komplexen biologischen Proben.”! Hier wire eine ErschlieBung bzw. Erweiterung der
chiralen Informationsebene interessant, um beispielsweise pharmakokinetische Untersu-
chungen der Racemisierung chiraler Wirkstoffe zu ermoglichen. Die ESI-Technik kommt
auch in oberflichenempfindlichen bzw. bildgebenden Verfahren wie der Desorption elec-
trospray ionization (DESI)® und Laser electrospray mass spectrometry (LEMS) zum
Einsatz. Hier ware iiber die Kopplung mit der PICD- oder PECD-Technik die Erstellung
enantiomeren-aufgeloster chemischer Karten moglich.

ESI-Quellen werden bereits an verschiedenen Stellen mit optischen, meist laserbasier-

ten Methoden kombiniert. Im Rahmen der UV-Photodissoziation (UVPD) und der
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Elektronen-Photodetachment-Dissoziation (EPD) werden elektrogesprayte Analytionen
in Tandem-MS-Experimenten zur Strukturaufklirung fragmentiert.!'°192 Auch in der
Photoelektronenspektroskopie (PES) kommen ESI-Quellen zur Bereitstellung von Pré-

kursoranionen vielerorts zum Einsatz.[193-106]




Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Erweiterung des Analytspektrums der leistungsfihigen chirop-
tischen Methoden PICD und PECD. Im Fokus stehen dabei Chiralitatsuntersuchungen
an nicht-volatilen Analyten wie z. B. Aminosduren, Wirkstoffen und Biopolymeren. Zur
Uberfithrung dieser Molekiile mit vernachlissigbarem Dampfdruck in die Gasphase ist
eine ESI-Quelle geeignet. Diese galt es im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit mit ei-
nem neu entwickelten Chiralitdtsspektrometer zu koppeln, welches die Bestimmung des
PICD und PECD erlaubt. Durch die Aufladung der Analyten im ESI-Prozess werden im
Gegensatz zur klassischen Herangehensweise ionische Prakursorspezies fiir die Laserin-
teraktion bereitgestellt. Die Nutzung von Anionen als Vorldufer fiir chiroptische Expe-
rimente verspricht zuséatzliche Vorteile. Die energetische Schwelle fiir den Austritt eines
Elektrons aus einem Anion liegt im Allgemeinen deutlich niedriger als fiir neutrale oder
gar kationische Spezies und kann in der Regel durch einzelne UV-Photonen tiberwun-
den werden. Die Nutzung eines Einphotoneniibergangs in den Kontinuumsbereich hat
zur Folge, dass im Gegensatz zum REMPI-Schema keine scharfen Resonanzbedingungen
erfiillt werden miissen. Dies verspricht eine allgemeine Anwendbarkeit der Methodik auf
verschiedene Substanzklassen — auch in Mischungen. Gleichzeitig werden Abhéngigkeiten
von Zwischenzustinden und damit verbundene Ausrichtungseffekte eliminiert.[77-107-110]
Ein weiterer Vorteil ist die Reduzierung technischer Anforderungen an Lichtquellen, da
vergleichsweise geringe Intensitdten und Photonenenergien benotigt werden. Auflerdem
ist fir Prakursorionen im Gegensatz zu neutralen Analyten eine vorgelagerte Massens-
elektion realisierbar.

Die Messung des PICD im Photodetachment von mittels ESI erzeugten deprotonier-
ten DNA-Anionen™" sowie in der Photodissoziation von protoniertem Phenylalanin!'*?!
wurde im letzten Jahr demonstriert. Im Rahmen dieser Arbeit wird nun die zentra-
le Frage beantwortet, ob der PECD im Rahmen eines Photodetachments von Anionen
bestimmt werden kann und welche Unterschiede gegebenenfalls zum PICD-Ansatz be-
stehen. Daran schlielen sich weitere Fragestellungen an, welche die Abhangigkeiten des
PECD von verschiedenen Prékursoreigenschaften betreffen. Von besonderem Interesse
ist dabei die Bestatigung einer Strukturempfindlichkeit des PECD-Effektes fiir Anionen.
Diese wiirde Untersuchungen von Sekundér- und Tertidrstrukturen biologischer Makro-

molekiile in der Gasphase sowie deren Anderung in Faltungsprozessen erlauben.







2 Theorie

In diesem Kapitel sollen theoretische Grundlagen, welche in dieser Arbeit von besonderer
Relevanz sind, dargelegt werden. Zunéchst werden die verwendeten Standardmethodiken
der Elektrosprayionisation und Flugzeitmassenspektrometrie beschrieben. Anschliefend
folgen Erlauterungen zur Erzeugung von Laserstrahlung sowie zur Fithrung von Ionen.
Dann wird der im Rahmen dieser Arbeit betrachte Photodetachment-Prozess diskutiert
und abschliefflend wird auf den Circulardichroismus in Ionenausbeuten und Photoelektro-

nen-Winkelverteilungen eingegangen, welcher im Fokus der vorliegenden Studien steht.

2.1 Elektrosprayionisation

Die Elektrosprayionisation (ESI) ist eine heutzutage weitverbreitete Methode zur sanften
Ionisation und Verdampfung schwerfliichtiger Molekiile. Sie wurde urspriinglich von M.
DoLE entdeckt.'3 Fiir die Weiterentwicklung und Etablierung der Technik zur Analyse
biologischer Makromolekiile erhielt J. FENN im Jahre 2002 den Chemie-Nobelpreis. 456
Das ESI-Funktionsprinzip ist schematisch in Abbildung 2.1.1 illustriert. Der Vorgang
kann in mehrere Schritte unterteilt werden: Zunéchst erfolgt die Bildung geladener Tropf-
chen (1). Anschlielend kommt es zur Verkleinerung der Tropfen durch Losungsmittel-
verdampfung (2), gefolgt von CouLoMB-Explosionen (3) bis schliefllich Ionen freigesetzt
werden (4). Im Folgenden werden die genannten Prozessteile nun detailliert erlautert.

Eine gering konzentrierte Analytlosung (typischerweise zwischen 1073 mol/L und
10~"mol /L) wird durch eine unter Hochspannung stehende Kapillare geleitet. Die
Polaritit der angelegten Spannung bzw. das resultierende elektrische Feld bestimmen
dabei den Ladungszustand der zu erzeugenden Ionen. Als Loésungsmittel kommen
meist polare Losungsmittel, wie beispielsweise Methanol, Wasser oder Acetonitril be-
ziehungsweise deren Gemische, zum Einsatz.''"¥ Haufig werden Flussraten zwischen
3puL/min und 20 pL/min verwendet. Der Arbeitsbereich kann jedoch in beide Rich-
tungen erweitert werden.['® Durch hohe Feldstérken im Bereich der Kapillarenspitze

(ca. 10V /m)M4 kommt es zur Ladungsumverteilung in der Losung. Ladungstri-
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Abbildung 2.1.1: Schematische Darstellung des ESI-Prinzips im negativen Modus: (1)
Emission von geladenen Tropfchen, (2) Verdunstung von Losungs-
mittel bis zum RAYLEIGH-Limit, (3) CouLoMB-Explosionen und
(4) Ionenfreisetzung.

ger einer Polaritat reichern sich an der Oberfliche an. Durch das Gleichgewicht von
elektrostatischen Kraften und der Oberflichenspannung bildet sich ein sogenannter
Taylorkonus aus.™'% Bei ausreichender Feldstirke kommt es zur abstoBungsbeding-
ten Destabilisierung der Konusspitze und damit zur Jet-Emission. Das entstehende
Flissigfilament zerfillt allerdings bereits nach kurzer Distanz in kleine Tropfen.!'7]
Bei sehr hohen elektrischen Feldern koénnen mehrere emittierende Spitzen auftreten,

(1181 Die Tropfchen im gebildeten Aerosol tragen

dies wird als Multispray bezeichnet.
einen Ladungsiiberschuss. Der Elektrospray-lonisation liegt demzufolge ein elektro-
phoretischer Mechanismus zu Grunde.[''120] Lediglich bei sehr hohen Spannungen
konnen durch elektrische Entladungen weitere Ladungstriger gebildet werden. Dies ist
jedoch im Allgemeinen unerwiinscht. Typische Spray-Strome liegen zwischen 0.1pA
und 1pA.[? Bedingt durch die Ladungserhaltung miissen in Abhéngigkeit der Pola-
ritat gleichzeitig auch Oxidations- oder Reduktionsreaktionen von Solvent, Analyten,
Verunreinigungen oder Metall (abhéngig von den involvierten Redox-Potentialen) an
der ESI-Kapillare stattfinden.!'?> 124 Der Einfluss derartiger elektrochemischer Prozesse
auf die relativen Haufigkeiten und Identitdt von Ionen im ESI-Massenspektrum wird
kontrovers in der Literatur diskutiert, im Regelfall aber als gering eingeschétzt.[® Der
Elektrosprayprozess wird meist durch Inertgas hinsichtlich Verneblung und Trocknung
unterstiitzt. Dies erlaubt die Verwendung hoherer Flussraten und Losungsmittel mit
hoherer Oberflichenspannung. !126:127]

Das geladene Aerosol besteht aus ndherungsweise monodispersen Tropfen. Die Tropfen-
gréBe hiangt von den jeweiligen Spraybedingungen (wie Flussrate und Spannung)!2312%]

sowie dem Jet-Durchmesser™” ab und liegt iiblicherweise im Bereich von 1pm bis

10



2.1 Elektrosprayionisation

40 pm. [114130] Ein Tropfen kann dabei mehrere Millionen Elementarladungen tragen. 3"

Verdampft das Losungsmittel, so steigt die Ladungsdichte bis schliellich das RAYLEIGH-
Limit3Y (Gleichung 2.1.1) erreicht wird.

QR:8'7T\/60’}/’I“% (211)

Bei Qg handelt es sich um die RAYLEIGH-Ladung, ¢, ist die elektrische Feldkonstante, ~y
die Oberflaichenspannung des Solvents und rr stellt den entsprechenden Tropfenradius
dar. Ubersteigt die elektrische Abstofung der Ladungstriger an der Tropfenoberfliche
die Oberflichenspannung, erfolgt eine CouLOMB-Explosion bzw. -Spaltung des Trop-
fens. Die Spaltung erfolgt dabei hauptsachlich ungleichméBig, wie in Abbildung 2.1.2

schematisch gezeigt.[128130,132,133]

Abbildung 2.1.2: Schematische Darstellung einer ungleichmafligen COULOMB-
Spaltung eines geladenen Tropfens. Der Tropfen verformt sich
und bildet einen Vorsatz, aus welchem ein Strahl von kleinen
Nachkommen-Tropfchen emittiert wird. Es handelt sich um eine
Rekonstruktion der Fotografie des Prozesses von GOMEZ und TANG
[128].

Erzeugte Tropfen sind nicht zu jedem Zeitpunkt ideal sphérisch, sondern schwingen
zwischen oblater und prolater Form. Zudem wirken gleichzeitig Scherkrafte durch die
atmosphérische Umgebung.['?127 Somit kann es durch Verformungen bereits vor dem
RAYLEIGH-Limit zum Zerreiflen des Tropfens kommen, wenn aufgrund von Kriimmun-
gen eine nicht-homogene Ladungsverteilung auf der Oberfliche entsteht.! Dann er-
folgt eine Emission von etlichen kleineren Nachkommen-Tropfen in einem Strahl &hnlich
zum Taylorkonus.'*¥ Die Lebenszeit eines Tropfens bewegt sich gewdhnlich auf der
ms-Zeitskala.'?!l Die Nachkommen-Tropfchen tragen nur wenige Prozent der Ausgangs-
masse, enthalten mit 15 % bis 25 % jedoch einen grofien Teil der Ladung des Vorldufer-
Tropfchens und sind daher die relevanten Vorlaufer fiir die Ionenbildung.!'** Der Prozess
der Losungsmittelverdampfung gefolgt von einer COULOMB-Spaltung wiederholt sich bis
schliellich ein Nanotropfen entsteht, aus welchem Ionen freigesetzt werden kénnen. Fiir

den Mechanismus der Ionenfreisetzung existieren zwei Modelle:
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1. Charge Residue Model (CRM) nach M. DOLE et al.: Das Losungsmittel aus einem
Nanotropfen (r &~ 1 nm) mit einem Analytmolekil verdampft vollsténdig, sodass

nur Uberschussladung und Molekiil iibrig bleiben. 113135

2. Ion Ewvaporation Model (IEM) nach J. V. IRIBARNE und B. A. THOMSON: In
kleinen Tropfchen (r < 10nm) entstehen hohe elektrische Feldstérken, sodass

die direkte Emission von Ionen (in Konkurrenz zur COULOMB-Spaltung) méoglich
ist [136,137]

(138] Fiir Makromolekiile wie bei-

Es existieren experimentelle Indizien fiir beide Modelle.
spielsweise Proteine wird im Allgemeinen eine Bildung nach dem CRM erwartet. Dies
hat die theoretisch vorhergesagte und experimentell nachgewiesene Korrelation von mo-
lekularer Masse M und mittlerem Ladungszustand Z,., = a - M°? fiir globulire Pro-
teine bzw. die Abhéangigkeit des Ladungszustandes von der Analytmolekiiloberfliche
gezeigt. 139142 Fiir kleinere anorganische und organische Ionen hingegen ist das IEM
als relevanter Mechanismus experimentell untermauert und durch Simulationen weiter
bestarkt worden.143-147)

Das IEM beruht urspriinglich auf der Theorie des Ubergangzustandes (engl. transition
state theory, TST). Es wird ein spiter Ubergangszustand betrachtet, welcher aus der
langreichweitigen elektrostatischen Abstoffung mit anderen Oberflichenladungen und
der kurzreichweitigen Anziehung durch die Polarisierbarkeit des Tropfens resultiert. Die
Aktivierungsenergie hangt von der Ladungstrigerzahl und dem Radius des Tropfens
sowie den involvierten Ionen ab.

Im Folgenden sollen abschliefend einige Charakteristika von ESI-Massenspektren dis-
kutiert werden. Ein herausragendes Merkmal dieser Ionisationstechnik ist der geringe
Fragmentationsgrad. Sogar nicht-kovalente Bindungen kénnen beim ESI-Prozess erhal-
ten bleiben.” Der elektrophoretische Ladungsmechanismus fithrt dazu, dass fast aus-
schliellich intakte Ionenaddukte (z. B. mit Na™) und protonierte bzw. deprotonierte Spe-
zies (Quasimolekiilionen) beobachtet werden.'?7148] Radikalionen konnten nur in Ein-
zelfillen bei Analyten mit sehr geringen Ionisationsenergien nachgewiesen werden.!'?7)
Um den Aufladungs- bzw. Ionisationsprozess zu unterstiitzen, werden héufig saure oder
basische Analytlosungen verwendet bzw. geringe Mengen von Salzen hinzugegeben. Es
sei jedoch an dieser Stelle hervorgehoben, dass die in der Gasphase beobachtete Ladungs-
verteilung keineswegs streng mit der Ladungsverteilung in Losung verkniipft ist.[149-152
Durch die Moglichkeit hochgeladene Ionen zu erzeugen, werden mittels ESI auch bei

sehr schweren Analyten vergleichsweise kleine m/z-Verhéltnisse beobachtet. Dies hat den
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2.2 Flugzeitmassenspektrometrie

Vorteil, dass weitverbreitete Separationsverfahren wie die Quadrupol-Analyse nutzbar
sind. Zudem kann aufgrund der Ladungszustandsverteilung durch eine mathematische

153-155] Rin weiterer

Entfaltung die Masse mit besserer Genauigkeit bestimmt werden.!
Vorteil der ESI-Methodik ist, dass die Technik besonders einfach mit Fliissigkeitschro-
matographie gekoppelt werden kann, da die Probenzufuhr in Losung erfolgt.!'?” Aller-
dings erfordert der Fakt, dass es sich bei ESI um eine Atmosphéren-Technik handelt,
die Uberfithrung ins Vakuum zur Massenanalyse mittels mehrere differentieller Pump-
stufen. Die ESI-Methodik kann, neben der bereits genannten Quadrupolmassenspektro-
metrie, auch mit Fourier-Transform-Ionenzyklotronresonanz-1°% Ionenfallen-"*") und
Flugzeitmassenspektrometrie' gekoppelt werden.

Fir die quantitative Auswertung der Ionenausbeuten im Hinblick auf die Zusammenset-
zung der Analytlosung miissen Besonderheiten wie Einfliisse durch Oberflachenaktivita-
ten und damit verbundene Sattigungseffekte beachtet werden.!'?7150:159 Dje Jonenintensi-
tat im Massenspektrum hangt von der Analytionen-Struktur, Solvent-Zusammensetzung
sowie verwendeten Additiven ab.['?7]

Im Laufe der Zeit sind verschiedene weitere Varianten der Elektrosprayionisation ent-
standen. An dieser Stelle seien dabei das Nanoelectrospray!*®'%! und die Desorption

Electrospray Ionisation®® als besonders wichtige Vertreter genannt.

2.2 Flugzeitmassenspektrometrie

Die Flugzeitmassenspektrometrie ist eine analytische Methode zur Bestimmung von Io-
nenhaufigkeiten in Abhangigkeit von Masse und Ladungszustand. Sie zeichnet sich durch
hohe erzielbare Massenauflosungen und -genauigkeiten bei guter Sensitivitit aus.'%? Es
handelt sich um eine diskontinuierliche Separationstechnik mit vergleichsweise geringer
Messzeit. Daher ist unter anderem eine Kombination mit gepulsten Laserionisationsquel-
len interessant. Die Flugzeitmassenspektrometrie ist jedoch auch mit kontinuierlichen
Ionenquellen kompatibel.l'3] Theoretisch besteht kein oberes Massenlimit fiir diese Art
der Massentrennung, daher ist sie fiir die Analyse von mittels ESI erzeugten, schweren
Tonen geeignet. Die genannten Charakteristika in Kombination mit einem vergleichswei-
se einfachen Aufbau haben zu einer weiten Verbreitung der Flugzeitmassenspektrometrie
beigetragen. 164

Historisch wurde die Flugzeitmassenspektrometrie bereits in den 40er-Jahren durch STE-
PHENS begriindet.['%) Die anfangs recht begrenzte Massenauflosung konnte im Laufe der

Zeit durch die Einfithrung von Raum- und Zeitverzogerungsfokussierung nach WILEY
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und McLARENIY sowie die Erweiterung um Ionen-Reflektoren durch Mamyrin!*67 er-
heblich gesteigert werden. Der Durchbruch der Technik erfolgte dann mit der zunehmen-

den Verfiigbarkeit schneller Elektronik fiir Datenaufzeichnung und -verarbeitung. 164

d, d, ds d, o|5

04—><—b<

| \——>

lll |

Uy UUisUnighe Ue Un Us Uc
Electrostatic lenses Drift region Detector unit

Abbildung 2.2.1: Schematische Darstellung eines dreistufigen linearen Flugzeitmas-
senspektrometers (TOF-MS) bestehend aus elektrostatischen Lin-
sen, Driftstrecke und Detektoreinheit mit den Distanzen d; und
Spannungen U;. In Rot ist die Separation eines Ionenpaketes illus-
triert und Netze sind gepunktet dargestellt.

Der schematische Aufbau eines linearen Flugzeitmassenspektrometers (engl. time of
flight mass spectrometer, TOF-MS) ist in Abbildung 2.2.1 gezeigt. lonen werden im
Massenspektrometer zwischen zwei elektrostatischen Linsen erzeugt oder aus einer ex-
ternen lonenquelle dorthin geleitet (links in Abb. 2.2.1). Durch ein elektrisches Feld
zwischen diesen Linsen werden die zu analysierenden lonen in eine definierte Richtung
ausgelenkt. In dem auch im Rahmen dieser Arbeit relevanten Fall der Zufuhr von extern
erzeugten Ladungstragern wird dieses sogenannte Extraktionsfeld gepulst. Im Anschluss
erfolgt eine zuséatzliche Beschleunigung in weiteren elektrischen Feldern, bevor die Ionen
schlielich auf eine feldfreie Driftstrecke eintreten. Es kommt zur zeitlichen und rdumli-
chen Separation der Ionen entsprechend ihres Masse-zu-Ladungsverhéltnisses, da gleich-
geladene Teilchen (unter Vernachldssigung von initialen Geschwindigkeiten und unter-
schiedlichen Startpositionen) zwar die gleiche kinetische Energie erhalten, aber aufgrund
ihrer verschiedenen Massen ebenfalls unterschiedliche Geschwindigkeiten besitzen. Dieser

Zusammenhang wird mit Hilfe der Flugzeitgleichung 2.2.1 quantitativ beschrieben.!*68!

k
U1 — Ug Vi — V-1 dit1
TOF;, = o +> - + o (2.2.1)
i=2 (

14



2.2 Flugzeitmassenspektrometrie

Die Gesamtflugzeit TOF} eines Ions mit der Masse m, der Ladung ¢ und der initialen
Geschwindigkeit ug (entlang der Flugachse) in einem k-stufigen TOF-MS héngt von den
Beschleunigungen a; (Gl. 2.2.3) in den elektrischen Feldern der Stérke E;, den Geschwin-
digkeiten v; (Gl. 2.2.2) nach dem i-ten Feld, sowie den geometrischen Dimensionen d;

ab. [168]

v; = \Ju% + > 2a;d; (2.2.2)

J=1

_qE;
T m

(2.2.3)

a;

Die Auflésung eines Massenspektrometers gibt an, welchen Massenunterschied Ionen mi-
nimal aufweisen kénnen, um im entsprechenden Gerét getrennt zu werden, und ist daher
ein essenzielles Charakteristikum. Es existieren verschiedene Definitionen. Im Rahmen
dieser Arbeit wird sich dem Halbwertsbreiten-Formalismus bedient. Das Auflésevermo-
gen Rpwny wird dabei aus den Peakbreiten im Massenspektrum bzw. Flugzeitspektrum

bei halber Peakamplitude gemiB Gleichung 2.2.4 bestimmt. 163164

R _om TOF

(2.2.4)

Durch die Verteilung von Startort, -zeit und -geschwindigkeit der zu analysierenden
Ionen wird die erzielbare Auflésung eines TOF-MS begrenzt.[') Mittels verschiedener
Mafinahmen koénnen die genannten Einfliisse jedoch kompensiert oder zumindest mi-
nimiert werden. So kann der Einfluss unterschiedlicher Erzeugungszeitpunkte gleicher
Tonen beispielsweise durch Pulsen des Extraktionsfeldes behoben werden. Im Falle der
Laserionisation hilft die Verwendung von kiirzeren Laserpulsen. Hinsichtlich der zeitli-
chen Unsicherheit ist zudem eine hinreichend schnelle Detektorantwort wichtig.

Einer Limitierung der Auflésung durch Startpositionsverteilungen kann durch die Ver-
wendung kleiner Extraktionsfelder entgegengewirkt werden, da auf diese Weise nur ge-
ringe Energieunterschiede durch die raumliche Verteilung entstehen. Idealerweise wird
sich jedoch der sogenannten Raumfokussierung bedient, um die Abhéngigkeit von der
anfinglichen Position der Ionen zu eliminieren.® In der Raumfokus-Ebene holen die
Tonen, welche weiter vom Detektor entfernt gestartet sind und daher eine héhere kine-
tische Energie durch das Extraktionsfeld erhalten haben, die Ionen ein, welche naher
am Detektor gestartet sind. Bei einer geeigneten Wahl der Verhéltnisse zwischen den
elektrischen Feldstarken im TOF-MS kann der Raumfokus auf der Detektorebene zum

Liegen kommen. Die fiir einen Raumfokus n-ter Ordnung notwendigen Bedingungen sind
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erfiillt, wenn alle Ableitungen der Flugzeitgleichung nach dem Startort bis zur n-ten Ab-
leitung null sind. Abbildung 2.2.2 zeigt den Einfluss der Startposition auf die Flugzeit
bei verschiedenen Ordnungen des Raumfokus. Es ist erkenntlich, dass der Einfluss der
Startposition auf die Flugzeit durch die Raumfokussierung drastisch reduziert werden

kann.

2: 1 1 1 1 :
1.53
1
2 053
~~ ] s
L. 0] :
O ] ;
= 05— :
< 1| —Second order :
—1q| space focus 3
]| —First order
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_2- L 1 rrrrr

75 -5 25 0 25 5 75
AXStart / mm

Abbildung 2.2.2: Variation der Flugzeit ATOF in Abhéngigkeit der Startposition
AZgari ohne Raumfokus sowie fiir einen Raumfokus erster und zwei-
ter Ordnung. Die Berechnungen der Raumfokus-Bedingungen wur-
den am Beispiel eines dreistufigen TOF-MS mittels MathCAD an-
hand Gleichung 2.2.1 und den folgenden Abmessungen durchgefiihrt:
d; = 7.5mm, dy = 7.5 mm, d3 = 14.5mm und dy = 360 mm.

Die Auflosung eines linearen TOF-MS ist unter Beachtung der soeben diskutierten MaB-
nahmen letztendlich meist durch die Verteilung der initialen Geschwindigkeiten von lo-
nen auf der Flugachse fundamental begrenzt.'*Y Es ist moglich diese Verteilung sehr
schmal zu halten, z. B. durch die Verwendung eines orthogonalen, effusiven Molekular-
strahls oder Uberschallstrahls.l'™ Durch die Nutzung betragsméfig hoher Extraktions-
felder kann der relative Einfluss ungewollter Startenergien, z. B. durch Raumladungs-
effekte oder aus Fragmentierungprozessen, ebenfalls reduziert werden. Letzteres fiihrt
jedoch zu kleinen Gesamtflugzeiten und steht im Widerspruch zu den kleinen Feldern,
welche zur Kompensation raumlicher Einflilsse benétigt werden. 164

Weitere Effekte, welche sich auf die Auflésung negativ auswirken kénnen, sind z. B. eine

Streuung an Metallgittern, welche die einzelnen Sektionen des TOF-MS separieren, eine
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2.2 Flugzeitmassenspektrometrie

Ablenkung durch Feldinhomogenitéiten sowie eine Divergenz des lonenstrahls auf dem
Weg zum Detektor. [162164]

Die zeitaufgeloste Detektion der nach dem Masse-zu-Ladungsverhéltnissen (m/z) ge-
trennten Ionen erfolgt meist mit Hilfe von Sekundérelektronenvervielfachern wie z. B. Mi-
krokanalplatten (engl. Micro Channel Plates, MCP), welche die geringen Strome der Pri-
marteilchen verstarken. Die resultierenden elektrischen Signale werden dann durch ent-
sprechend schnelle Time-to-Digital-Converter (TDC) oder Analog-to-Digital-Converter
(ADC) aufgezeichnet.'%%l Die Verwendung des sogenannten Ionenzihlens, durch die
Kombination von Constant Fraction Discriminatoren (CFD) mit TDC-Messgeraten, er-
laubt die Aufzeichnung von rauschfreien Massenspektren auch bei geringen Ionenzahlen
ohne Einfluss der Detektorantwortfunktion. Der dynamische Bereich der Technik ist je-
doch hinsichtlich grofierer Ionenmengen klar begrenzt, da nur ein Event pro Zeiteinheit
erfasst werden kann. Im Bereich groflerer Ionenstrome kommen daher schnelle Digitizer-
Messkarten zum Einsatz.[16%

Die Kombination von Flugzeitanalysatoren mit kontinuierlichen Ionenquellen, wie bei-
spielsweise ESI-Quellen, erfolgt typischerweise in orthogonaler Geometrie.l'™*72 Durch
eine Trennung der Massenanalyse-Achse von der Tonenquellen-Achse sind die Geschwin-
digkeitskomponenten in den jeweiligen Richtungen unabhangig voneinander. Dies er-
laubt reproduzierbare Massenkalibrationen und hohe Auflésungen bei wenig divergenten

[172]

Tonenstrahlen. Letztere konnen z. B. durch die sogenannte Kollisions-Fokussierung

in vorgelagerten Multipolen erzeugt werden.!'7!
Entsprechend dem Verhaltnis der Geschwindigkeiten v; bzw. kinetischen Energien i, ;
auf der TOF- und Ionenstrahl-Achse kommt es zu einer Neigung der beobachteten Flug-

bahn. Der Winkel der Trajektorie kann durch Gleichung 2.2.5 abgeschétzt werden.['™

_ Vtof _ Ekin tof
6 =tan~! <> =tan"! —_— 2.2.5
Ubeam Ekin,beam ( )

Unter Umstanden kann eine bauliche Berticksichtigung oder eine Kompensation durch
elektrische Querfelder notwendig sein.['™ Erste ESI-TOF-Massenspektrometer wurden
bereits in den 90er-Jahren entwickelt.'7176 Heute findet die Kombination der Elek-
trosprayionisation mit Flugzeitmassenspektrometrie in verschiedensten kommerziellen

Geriaten Anwendung.
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2.3 Laserstrahlung

Laserlicht ist eine Klasse elektromagnetischer Strahlung, welche sich besonders durch
rdumliche Kohédrenz und somit hohe erzielbare Intensitdten auszeichnet. Zudem kann
Laserstrahlung — unter Beachtung der Unschéarfe von spektraler Bandbreite und Puls-
linge — hochgradig monochromatisch und folglich auch zeitlich kohérent sein.!'™”

Ein Laser besteht, wie in Abbildung 2.3.1(a) dargestellt, im Allgemeinen aus mindestens
drei Komponenten: Dem aktiven Medium, einer Pump-Quelle sowie dem durch Spiegel

aufgebauten Resonator, auch optische Kavitdt genannt.
1 _‘LLL:?st decay
2

H I | l I H pump lasing

® Q&0 o) ,
O_J-F'Jf-;st decay

(a) Laser-Resonator. (b) Vier-Energieniveau-Diagramm.

Abbildung 2.3.1: Allgemeiner Aufbau eines Resonators mit aktivem Medium (2),
Pump-Quelle (3), Spiegeln (1) und (4) sowie exemplarisches Vier-
Energieniveau-Diagramm zur Erzeugung von Laserstrahlung mittels
stimulierter Emission.

Gemaf dem Laser-Akronym (Light amplification by stimulated emisson of radiation)
liegt dem Gerét der physikalische Prozess der stimulierten Emission zugrunde. Dieser
findet im sogenannten aktiven Medium statt. Da der Vorgang der stimulierten Emission
in Konkurrenz zur Absorption steht, ist eine Besetzungsinversion in dem entsprechenden
Medium erforderlich. Diese kann wie in Abbildung 2.3.1(b) beispielhaft gezeigt in drei
oder vier Niveausystemen durch elektrisches oder optisches Pumpen realisiert werden.
Die im Laserresonator in mehreren Durchgéngen mittels stimulierter Emission verstérkte
Strahlung kann iiber einen teildurchlassigen Spiegel ausgekoppelt werden.

Die Linienbreite der emittierten Strahlung hangt von verschiedenen Faktoren ab. Durch
Kollisionen und die begrenzte Lebensdauer von angeregten Zustinden kommt es zu ei-
ner gleichmafigen, als homogenen bezeichneten Verbreiterung fiir alle Atome, welche
mittels einer LORENTZ-Funktion beschrieben werden kann. Durch feldinduzierte Veran-
derungen der elektronischen Struktur (STARK-Effekt) und den DoPPLER-Effekt kénnen
inhomogene, gauBformige Verbreiterung hervorgerufen werden. "]

In einer optischen Kavitit konnen verschiedene transversale und longitudinale Moden

stabil schwingen. Das elektrische Feld einer ideal monochromatischen, uniform polarisier-

18
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ten, paraxialen Welle entlang der z-Achse eines kartesischen Koordinatensystems kann

dabei folgendermaBen beschrieben werden:[178!

E(x,y,2,t) = Ey - u(x,y,z) - ™% L ce, (2.3.1)

Hierbei treten die Amplitude Ey, die optische Frequenz v, die Wellenzahl k = 27/ mit
der Wellenlédnge A und die komplexe Feldeinhiillende u(z,y, z) auf. Der Ausdruck c.c.
beschreibt die komplex-konjugierte Form des ersten Terms. Einen wichtigen Satz von
Losungen der paraxialen Wellengleichung fir die Einhiillendenfunktion u(x,y, z) bilden

die sogenannten Hermite-GauB-Strahlen, welche die folgende Form aufweisen:['®!

»"02 y2 . 3:2 y2 .
W (T, y,2) = il H, V2 H,, V2y ¢TI TRIREY | M) (2.3.2)
’ w(z)  \w(z) w(2)

o mafir () oo
R(z) = » (1 4 (Zj)j (2.3.4)

$(2) = tan™! (Z> (2.3.5)

2R

Der erste Teil von Gleichung 2.3.2 stellt einen Amplitudenfaktor dar, welcher die trans-
versale Verteilung gemafl dem Produkt aus den HERMIT-Polynomen H; und einer Gauf3-
funktion beschreibt. Bei dem zweiten und dritten Exponentialterm handelt es sich um
transversale bzw. longitudinale Phasenfaktoren. Die Rayleighlinge 2z = mw3/\ stellt
die Distanz von der Strahltaille wy bis zur Vergroferung der Strahlgrofie w(z) um einen
Faktor /2 dar und R(z) ist der Radius der Kriimmung der niherungsweise sphérischen
Wellenfront.'™ Die Losung fiir [ = m = 0 (genannt TEMgg) stellt ein gauBférmiges
Strahlprofil da und wird besonders haufig verwendet, so auch in dieser Arbeit. Es sei an
dieser Stelle angemerkt, dass sich zwar die Strahlgrofie w bei Propagation entlang der
z-Achse verdandert, aber die Strahlform erhalten bleibt.

Laserlicht ist bedingt durch die Eigenschaften der stimulierten Emission sowie die Bau-
art der Gerdte im Regelfall polarisiert, d. h. der elektromagnetische Feldvektor (und
orthogonal dazu der magnetische Feldvektor) schwingt in definierter Ausrichtung zum
Wellenvektor, d. h. der Ausbreitungsrichtung. Im Grenzfall der linearen Polarisation be-
wegt sich der elektrische Feldvektor in einer Ebene. Fiir den Grenzfall der sogenannten
zirkularen Polarisation rotiert der Feldvektor um die Ausbreitungsachse. Mischformen

werden als elliptische Polarisation bezeichnet. Dreht sich der elektrische Feldvektor ge-
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gen den Uhrzeigersinn, so wird von links zirkular polarisiertem Licht (LCP) gesprochen.
Der gegenteilige Fall einer Drehung mit dem Uhrzeigersinn wird entsprechend als rechts
zirkular polarisiertes Licht (RCP) bezeichnet. Die Zuordnung des Drehsinns ist dabei
abhangig von der Blickrichtung. Beide Definitionsmoglichkeiten, d. h. der Blick mit und
entgegen der Lichtquelle, sind gebrduchlich. Im Rahmen dieser Arbeit wird — in Anleh-
nung an frithere Studien®! — ein Blick entlang der Lichtausbreitungsrichtung (von der
Lichtquelle weg) zur Bestimmung der Helizitét verwendet.

Laser kénnen kontinuierlich im sogenannten Dauerstrich-Modus (engl. continuos wave,
cw) oder aber gepulst betrieben werden. Durch Biindelung der verfiigbaren Energie in
kurzen Laserpulsen konnen besonders hohe Spitzenleistungen erzielt werden. Hinsicht-
lich der erzielbaren Pulslingen und der Anzahl an involvierten longitudinalen Moden
wird zwischen zwei Kategorien gepulster Laser unterschieden.!'™ Beim sogenannten Q-
Switching werden kurze Pulse (bis zu wenigen ns) durch Schalten der Kavitétsgiite @
erzeugt, indem durch einen geeigneten Shutter gezielt Verluste im Resonator erzeugt und
aufgehoben werden. Im modelocking-Regime kénnen noch kiirzere Laserpulse (bis in den
fs-Bereich) durch Kopplung von vielen verschiedenen Moden erzeugt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde sich des Prinzips der Giiteschaltung bedient, um hochenergetische
Laserpulse auf der ns-Zeitskala zu erzeugen.

Die Giite einer Kavitat kann iiber den Q-Faktor beschrieben werden. Dieser ist propor-
tional zum Verhaltnis zwischen der gespeicherten Energie im Resonator hrv¢ und der pro
Zyklus verlorenen Energie (—d¢/dt)hv, wobei ¢ die Zahl der Photonen in der Kavitét
ist.[178]

(2.3.6)

Ist der Intrakavitatsshutter geschlossen, so ist @ klein und damit kann die Besetzungs-
inversion durch Pumpen des aktiven Mediums grofl werden. Wird der Shutter dann ge-
6ffnet, so wird @ grofl und es kommt zur Verstarkung mittels stimulierter Emission. Dies
fithrt zu einem kurzen intensiven Puls nach einer gewissen Verzogerung (mehrere zehn
bis hundert ns). Der zeitliche Verlauf der Besetzungsinversion N(¢) und Photonenzahl
in der Kavitét ist in Abbildung 2.3.2 dargestellt.

Damit eine hinreichende Besetzungsinversion erzielt werden kann, wahrend die Kavitéts-
glite gering ist, sind ausreichend hohe Lebenszeiten des oberen Laserniveaus notwendig.
Dies ist z. B. bei dipolverbotenen Laseriibergangen in den meisten Festkorperlasern der
Fall.['78]

Die Veranderung der Kavitéatsgiite @) ist durch verschiedene Ansétze realisierbar. Haufig

werden elektro- oder akustooptische Schalter verwendet. Aber auch rotierende Prismen
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N, ¢

4 i
Q low!Q high

N(t)
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>t

Abbildung 2.3.2: Qualitative Darstellung der Besetzungsinversion N und Photonen-
anzahl ¢ in Abhéngigkeit der Zeit ¢ bei Schaltung der Giite @ zu ei-
nem Zeitpunkt, welcher durch eine vertikale, gestrichelte Linie mar-
kiert ist.

oder saturierbare Absorber kénnen genutzt werden.'™ Ein elektrooptischer Shutter,
wie er in dieser Arbeit verwendet wurde, besteht mindestens aus einer POCKELS-Zelle,
d. h. einem nicht-linearen elektrooptischen Kristall dessen Brechungsindex durch Anle-
gen einer Spannung verandert werden kann, und einem Polarisator im Resonator. Die
Funktion ist in Abbildung 2.3.3 schematisch am Beispiel des in dieser Arbeit genutzten
Lasers gezeigt.

Bei spannungsfreier POCKELS-Zelle ist die Kavitat geschlossen, d. h. der @)-Faktor ist
klein. Vom aktiven Medium einfallendes Licht passiert ein \/4-Wellenplattchen im Re-
sonator zweimal, erfahrt dabei insgesamt eine 90°-Drehung der Polarisationsebene und
kann daher den linearen Polarisator nicht mehr passieren. Ein hoher Q)-Faktor wird er-
zeugt, indem die POCKELS-Zelle kurzzeitig mit Hochspannung beschaltet wird. Durch
eine zusatzliche Verzogerung um jeweils A/4 beim Durchgang durch das doppelbrechen-
de Medium der POCKELS-Zelle wird der urspriingliche Polarisationszustand vor dem
Durchgang durch den Polarisator wiederhergestellt.

Die Spitzenintensitat Ipyise max €ines Laserpulses mit einem raumlichen Strahlprofil so-
wie einer zeitlichen Intensitdtsverteilung nach Gaufl kann folgendermafien berechnet

werden:[181]
2\/5 : Epulse

T-m3/2 . wE

(2.3.7)

I pulse,max —

Dabei ist die Pulsdauer 7, der Strahlradius wy sowie die Pulsenergie FEue relevant.
Letztere ergibt sich unter Kenntnis der Repetitionsrate aus der einfach zu messenden

mittleren Leistung P.
P

- (2.3.8)

Epulse -
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(a) Kavitét geschlossen.
® @ ®
(b) Kavitét offen.

Abbildung 2.3.3: Schematische Darstellung einer elektrooptischen Giiteschaltung in
einem linearen Resonator aufgespannt durch die Spiegel (1) und (6)
mit einem aktiven Medium (5).1'%%) Bei geschlossener Kavitét (a) ist
die Pockelszelle (2) spannungsfrei. Zirkular polarisiertes Licht (O),
welches vom A/4-Plattchen (3) aus horizontal polarisiertem Licht
(1) erzeugt wird, erfahrt keine zusétzliche Verzogerung. Daher re-
sultiert bei erneutem Durchgang des A/4-Plattchens vertikal polari-
siertes Licht (e), welches den Polarisator (4) nicht passieren kann.
Bei offener Kavitat (b) liegt Hochspannung an der POCKELS-Zelle
(2) an. Durch die zusétzliche Phasenverzogerung der POCKELS-Zelle
wird der horizontale Polarisationszustand bei erneuter Passage des
A/4-Pléattchens (3) wiederhergestellt.

| — |
F
p p

@ @

2.3.1 Optische Uberginge im Nd:YAG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Festkorperlaser mit einem aktiven Medium aus
Neodym-dotiertem Yttrium-Aluminium-Granat (Nd*T:Y3Al;015, abgekiirzt Nd:YAG)
verwendet. Der Nd:YAG-Kristall wurde 1964 von GEUSIC et al. als vielversprechendes
Lasermedium identifiziert und gehort heute zu den wichtigsten dielektrischen Lasermate-

182] Das Energieniveau-Diagramm des Nd*™-Ions in Yttrium-Aluminium-Granat

rialien.|
ist in Abbildung 2.3.4 dargestellt.

Stimulierte Emission erfolgt von dem oberen *Fj,-Niveau in die verschiedenen *I-
Niveaus. Die energetische Aufspaltung zwischen den * F- und *I-Termen kommt durch die
CouLoMB-Wechselwirkung der 4f-Elektronen zustande. Die weitere Aufspaltung in die
4F)- in *I,-Zusténde ist durch die LS- bzw. RUSSEL-SAUNDERS-Kopplung bedingt.[*™8!
Im YAG-Kristallfeld kommt es dann noch zur weiteren Aufspaltung der 25+ L ;-Terme
(siche Abb. 2.3.4) durch das lokale elektrostatische Feld aufgrund des STARK-Effekts.
Lasing kann zwischen verschiedenen Niveaus realisiert werden. Der intensivste und wohl

prominenteste Lasertiibergang, welcher auch in dieser Arbeit genutzt wurde, erfolgt von
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Abbildung 2.3.4: Energieniveau-Diagramm eines Nd:YAG-Lasers mit drei ausgewéhl-
ten Laseriibergiangen.!'®3l

dem oberen Energieniveau 4 Fj /2 in das untere Energieniveau 4Ty /2 bei einer Wellenlange
von 1064 nm. Elektrische Dipoliiberginge zwischen den 4f-Zustanden des freien Ions sind
nach der LAPORTE-Regel verboten. Durch Dotierung auf azentrische Plitze in einem
Material konnen entsprechende Uberginge jedoch erlaubt werden.

Festkorperlaser, wie der Nd:YAG-Laser, zeichnen sich durch vergleichsweise breite Ab-
sorptionsbanden aus. Dies erlaubt das Pumpen durch Xe- oder Kr-Blitzlampen mit hin-
reichender Effizienz. Bessere Pumpeffizienzen (10% - 30 %) konnen mit Diodenlasern,

z. B. bei einer Wellenlénge von 808 nm, erzielt werden.['™®!

2.3.2 Nicht-lineare Optik

Bei niedrigen Lichtintensitiaten sind Materialeigenschaften im Allgemeinen unabhéngig
von der Intensitat einfallender Strahlung. Das Superpositionsprinzip gilt in diesem Fall,
d. h. es kommt zu keiner Interaktion zwischen einzelnen Lichtwellen im Material oder
an dessen Grenzflichen. Bei ausreichend hohen Intensitaten hingegen, welche z. B. mit
Laserlichtquellen erzielt werden, konnen optische Materialeigenschaften beeinflusst wer-
den. Die Superposition bricht zusammen und der Impuls- und Energieaustausch zwischen

Lichtwellen wird moglich.'™ In diesem Bereich ist die Antwort des Materials auf das
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elektromagnetische Feld nicht linear in Bezug auf die Amplitude des Feldes. Die Abhén-
gigkeit der durch ein optisches Feld induzierten Polarisation P(¢) von der elektrischen
Feldstirke F(t) kann durch eine Potenzreihe (2.3.9) ausgedriickt werden.[!8415]

Pt)=e Y x™ME"() (2.3.9)

= coxWE(t) + eox P E?(t) + eox P E3(t) +...

PM(t) P@) (1) PG)(¢)

Bei ¢, handelt es sich um die elektrische Feldkonstante und y™ sind die elektrischen
Suszeptibilitidten n-ter Ordnung. Im Rahmen der vorliegenden, kurzen Einfithrung in die
Thematik der nicht-linearen Optik werden einige vereinfachende Annahme getroffen: Die
Antwort des Materials auf das Feld sei instantan, damit sei das Medium zugleich verlust-
und dispersionsfrei und die Suzeptibilititen seien frequenzunabhéngig. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wird ein simpler, skalarer Formalismus prasentiert. Fiir eine umfassen-
de, vektorielle Behandlung der Thematik sei auf die Literatur verwiesen.[84
Im Folgenden ist eine Abschitzung der GréSenordnungen von x™ in kondensierter Ma-
terie gegeben:!!84

X(l) ~ 1

P ~2.1072%m/V

x® ~ 4107 m?/V?

Fiir elektrische Felder in der Gréfienordnung von atomaren Feldstéirken E,; = e/(4mepad)
= 5-10" V/m liegt der Einfluss der nicht-linearen Terme P (t) und P®(¢) in Glei-
chung 2.3.9 in der Gréfenordnung des linearen Anteils P™M)(¢). Dies entspricht Laserin-
tensitdten von I = 1/2- egcE% = 3.5 - 106 W /cm?.[184]

Die zeitabhdngige Polarisation P(t) kann als Quelle neuer Komponenten des elektroma-
gnetischen Feldes dienen, wie die folgende inhomogene Wellengleichung fiir nicht-lineare
optische Medien zeigt:['%4

n? 9*F 1 0?PAD)

2 —
VE= 298 T 0d o (2:3.10)

Hier ist n der Brechungsindex und ¢ die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum. Die nicht-
lineare Polarisation PNY = ¢, 37, _; x™ E™(t) treibt das elektrische Feld £ an. Die Ab-

leitung 92PNE) /9t? ist ein Ma# fiir die Beschleunigung von Ladungen in einem Medium
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und nach LARMOR’s Theorem geht mit deren Bewegung die Erzeugung elektromagneti-
scher Strahlung einher. So kénnen optische Felder bei neuen Frequenzen entstehen. Um
Letzteres zu zeigen, wird optische Strahlung mit zwei Kreisfrequenzkomponenten w; und
wy betrachtet. Das zugehorige elektrische Feld kann gemafl Gleichung 2.3.11 beschrieben
werden.[184:18%]

E(t) = Eye™™" + Eye ™2 + c.c. (2.3.11)

Fallt besagte Strahlung auf ein geeignetes nicht-lineares Medium, so ergibt sich fiir den

Beitrag zweiter Ordnung der Polarisation P®)(t) gemaf 2.3.9:

PO (t) =eoxP[Efe " + Eje ! + 2B Eye /(1 He2)t (2.3.12)
+ 2B Eye @192t ¢ o] 4 2¢0x® BB} + EyE3)

Es resultieren Terme mit unterschiedlichen Frequenzen, welche geméfi den obigen Aus-
fiihrungen zur Erzeugung von Strahlung mit eben dieser Frequenz fithren kénnen. Im
Falle der Frequenzverdopplung, d. h. der Erzeugung von Strahlung mit 2w; bzw. 2ws |
wird von der Bildung der zweiten harmonischen Welle (engl. second harmonic genera-
tion, SHG) gesprochen.!'88l Diese ist ein Sonderfall der Summenfrequenzbildung (engl.
sum frequency generation, SFG), welche Strahlung der Frequenz w; + ws erzeugt. Ana-
log fiihrt die Differenzfrequenzbildung (engl. difference frequency generation, DFG) zur
Bildung von Wellen der Frequenz w; — w».1'% Die zweite Ableitung nach der Zeit des
letzten Terms in Gleichung 2.3.12 ist null, d. h. dieser Term fithrt nicht zur Ausbildung
elektromagnetischer Strahlung. Dieser Term ist fiir den Prozess der optischen Aus- bzw.

Gleichrichtung (engl. optical rectification, OR), d. h. der Ausbildung eines statischen

Feldes iiber das nicht-lineare Medium, verantwortlich.[185:186]
w  mg==I=

w1 > ®
—> (2) w7 2

w7 X > === 1003
— wW3=W1+w>

> W1
(a) Geometrie. (b) Energie-Diagramm.

Abbildung 2.3.5: Schematische Darstellung der Summenfrequenz-Bildung in einem
nicht-linearen optischen Prozess.'®* Durchgezogene Linien stellen
Eigenzustande des Systems dar, gestrichelte Linien stehen fiir virtu-
elle Niveaus.

Der Prozess der SFG ist in Abbildung 2.3.5 illustriert. Die SFG (und somit auch die SHG)
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kann als Austausch von Photonen zwischen den verschiedenen Frequenzkomponenten des
elektrischen Feldes verstanden werden. Zwei Photonen mit w; und wy werden gleichzeitig,
d. h. in einem einzigen quantenmechanischen Prozess, zu Gunsten der Erzeugung eines
Photons der Frequenz w3 vernichtet.

Auf dhnliche Weise lésst sich die Differenzfrequenzbildung, dargestellt in Abbildung
2.3.6, beschreiben: Wird ein Photon der Frequenz w zerstort, so fordert die Energieer-
haltung die Bildung von Photonen der Frequenz wy und ws. Es kommt also neben der
Erzeugung der neuen Welle mit ws (engl. idler) zu einer Verstarkung der Strahlung mit
der Frequenz wy (engl. signal), weshalb der Prozess auch als optisch parametrische Ver-
starkung (engl. optical parametric amplification, OPA) bezeichnet wird. Der Spezialfall
stimulierter Emission aus einem virtuellen Zustand, wenn wy nicht vorhanden ist, wird

parametrische Fluoreszenz genannt.

w1 e
w1 > w7
(2) | X2
o, | X > W -3
—> W3=W17W2 lﬂ)3
(a) Geometrie. (b) Energie-Diagramm.

Abbildung 2.3.6: Schematische Darstellung der Differenzfrequenz-Bildung in einem
nicht-linearen optischen Prozess.'®¥ Durchgezogene Linien stellen
Eigenzustande des Systems dar, gestrichelte Linien stehen fiir virtu-
elle Niveaus.

Fiir die effiziente Erzeugung neuer Wellen mittels nicht-linearer Optik ist die Phasenan-
passung (engl. phase matching) unerlasslich. Durch dispersionsbedingte, unterschiedliche
Ausbreitungsgeschwindigkeiten der zu mischenden Wellen kommt es zu Phasenfehlan-
passsungen Ak in nicht-linearen Medien. Aufgrund der Impulserhaltung muss jedoch
Ak = 0 gelten. Diese Forderung wird auch als Phasenanpassungs-Bedingung bezeichnet.
Ein weitverbreiteter Losungsansatz ist die Ausnutzung doppelbrechender Medien, um
die Brechungsindizes fiir unterschiedliche Wellen anzugleichen.[!78:185]

Entsprechend der Darstellung 2.3.7 fiir das Beispiel der SHG werden durch Ausrichtung
des nicht-linearen Mediums im Winkel 6 die Brechungsindices der ordindren Welle n,
der einfachen Frequenz w und der extraordinidre Welle n, der doppelten Frequenz 2w
angeglichen.!186]

AbschlieBend sei angemerkt, dass alle Suszeptibilitdten gerader Ordnungen in inver-

sionssymmetrischen Materialien null sind. Haufig verwendete Medien fiir nicht-lineare
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5/ Wno(w)

Ne(2W)

Abbildung 2.3.7: Schematische Darstellung der Phasenanpassung fiir einen SHG-
Prozess in einem doppelbrechenden Medium mit den ordentlichen
und auBerordentlichen Brechungsindices n, bzw. ne. 17818

Effekte zweiter Ordnung sind S-Bariumborat (BBO), Kaliumdihydrogenphosphat(KDP)
und Ammoniumdihydrogenphosphat (ADP).[7l

2.4 lonenfiihrung

Zur Fihrung von Ionen — z. B. in Massenspektrometern — werden typischerweise elek-
trische Felder genutzt. Im einfachsten Fall werden diese durch elektrostatische Linsen
erzeugt. Analog zu ihren optischen Aquivalenten, welche Anwendung in der Manipula-
tion des Strahlengangs von Licht finden, dienen diese der gezielten Abbildung geladener
Partikel.['87]

Im Folgenden soll das Beispiel der sogenannten Einzellinse vorgestellt werden. Diese be-
steht aus drei koaxialen, meist zylindrischen Elektroden mit gleichem Durchmesser und
dient der Fokussierung von Strahlen geladener Partikel.['88] Die Funktion eines solchen
Bauteils ist in Abbildung 2.4.1 anhand simulierter Ionenflugbahnen dargestellt.

Die erste und letzte Elektrode einer Einzellinse werden meist auf das gleiche Potential
Uri = Ugs = Ugirs gelegt, um keine Anderung der kinetische Energie entlang der
Flugachse beim Durchgang der Ionenoptik hervorzurufen.!'87:188] Beim Anlegen einer
Spannung Ugy, an die mittlere Elektrode ungleich der Spannung der beiden anderen
Elektroden Ug; gz werden die radialen Geschwindigkeitskomponenten der Ionen durch
die Felder zwischen den einzelnen Komponenten beeinflusst. Die Brennweite der Linse
kann iiber das Verhéltnis der Spannungen verandert werden. 58]

Wird ein fiir die eintreffenden Ionen bremsendes Potential an die mittlere Elektrode ge-
legt (siche Abbildung 2.4.1(a)), so kommt es beim Ubergang zwischen den Elektroden

E1l und E2 zur radialen Ausdehnung des Ionenstrahls. Beim Eintreten in die Elektro-
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(b) UE2 < UE1 =

Ugs.

Abbildung 2.4.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise einer Einzellinse: In
SIMION 8.1 simulierte Trajektorien von Kationen (m/z = 100) mit
einer kinetischen Energie von 10eV bei unterschiedlichen Elektro-
denpotentiale Ugy sowie Ugy = Ugg = 0 V.18 Tn Rot sind jeweils
vier Aquipotential-Linien in Abstinden von 1/5 - Uy, dargestellt.

de E3 wird der Strahl durch die Beschleunigung auf die urspriingliche Geschwindigkeit
radial zusammengezogen. Letztendlich iiberwiegt der Einfluss, der nach innen gerichte-
ten Kréfte, da die Partikel im Zentrum der Einzellinse, d. h. dem Einflussbereich dieser
Krafte, langsamer sind.['®” Die umgekehrte Abfolge kann fiir ein anziechendes bzw. be-
schleunigendes Potential an E2 beobachtet werden. Auch hier iberwiegen die nach innen
gerichteten, fokussierenden Kréfte, welche allerdings bereits bei der Beschleunigung in
die zweite Elektrode E2 wirken. Der Ionenstrahl ist im Inneren der ersten Elektrode E1
langsamer als in Elektrode E2 vor dem abbremsenden Eintritt in die letzte Elektrode
F3.0187)

Trotz der dhnlichen Funktion bieten beide Betriebsarten der Einzellinse unterschied-
liche Vor- bzw. Nachteile. So ist beispielsweise die sphérische Aberration kleiner fiir
Ugs < Ugigs, da der Ionenstrahl naher zur zentralen Achse gefithrt wird. Allerdings
werden deutlich héhere Spannungsbetriage benotigt als fiir Einzellinsen mit umgekehrter
Polaritit Ugy > Ugy s (vel. Abb. 2.4.1).[1%)

Die besten Ergebnisse hinsichtlich der Fokusschérfe erzielt eine Einzellinse fiir Partikel-
strahlen mit schmaler kinetischer Energieverteilung und unter stoBfreien Bedingungen,
d. h. bei vergleichsweise geringen Driicken. Fiir die Beeinflussung von Ionenflughbahnen
bei erhohten Driicken haben sich dynamische Verédnderung der elektrischen Felder als

vorteilhaft erwiesen. Hier eignen sich besonders die im folgenden Abschnitt beschriebe-
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nen linearen Multipole, welche mit Wechselfeldern im radiofrequenten Bereich arbeiten,

zur effizienten Fithrung von Ionen !'87:191]

2.4.1 Lineare Multipole

Lineare Multipole dienen der axialen, moglichst verlustfreien Fiihrung von Ionen. Sie
bestehen aus einer geraden Anzahl von Metallstdben definierten Querschnitts, welche
symmetrisch um eine zentrale Achse angeordnet sind. Fiir ein ideales Multipolfeld miis-
sen die Stabe ein hyperbolisches Profil aufweisen, aus Griinden der einfacheren Fertigung
werden jedoch haufig runde Stibe verwendet. Letzteres hat eine Uberlagerung verschie-
dener Multipolordnungen zur Folge, ist fiir die Fiihrung und Fokussierung von Ionen
jedoch nicht weiter hinderlich.!*!

Ein Multipol besteht aus zwei Elektroden, gebildet durch jeweils die Héalfte der Stébe.
Benachbarte Stabe gehoren jeweils zu unterschiedlichen Elektroden, d. h. die Elektroden
wechseln sich in der Multipol-Anordnung stets ab. An die zwei Elektroden werden hoch-

frequente Wechselspannungen & mit jeweils umgekehrter Polaritat bzw. Phase angelegt.

Oy = Uy — Vpcos Qt (2.4.1)

Bei passender Wahl von Kreisfrequenz 2 und Amplitude V; der Wechselspannung kon-
nen lonen in einem groflen Masse- und Ladungsbereich stabil gefithrt werden. Fiir die
Massenselektion, z. B. in linearen Quadrupolen, werden zudem Gleichspannungen U
unterschiedlichen Vorzeichens an die beiden Elektroden angelegt. Zur Fithrung von ver-
schiedenen Ionen tber einen moglichst grofien Massebereich wird keine DC-Komponente
verwendet, unter dieser Bedingung (Uy = 0V) wird von RF-only-Multipolen (engl. radio
frequency, RF) gesprochen. Es soll an dieser Stelle jedoch erwiahnt werden, dass dennoch
ein Biaspotential gleichen Vorzeichens an beide Elektroden angelegt werden kann.

Die klassische Bewegungs-Differentialgleichung geladener Teilchen in zeitabhéngigen be-
ziehungsweise oszillierenden inhomogenen Feldern ist fiir Multipole abgesehen vom Qua-
drupol nicht analytisch 16sbar. Zur Beschreibung der Ionenfithrung in hoheren Multipo-
len, wie z. B. dem in dieser Arbeit verwendeten Oktopol, miissen daher numerische
Ansitze verwendet oder Ndherungen eingefithrt werden. 192194

Ist die Feldfrequenz €2 hinreichend hoch, konnen die schnellen Oszillationsbewegungen im
Wechselfeld und die langsame Driftbewegung eines lons getrennt betrachtet werden. Die
kinetische Energie eines Teilchens bleibt unter diesen Bedingungen im zeitlichen Mittel

erhalten. Dementsprechend erfolgt keine Aufnahme von Energie durch das Multipolfeld.
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Dieser Fall wird als adiabatische Néherung bezeichnet. [

Im Rahmen der adiabatischen Néherung ist es moglich Vorhersagen anhand eines effek-
tiven Potential V*(r) fiir Ionen der Ladung ¢ und Masse m in einer Multipol-Anordnung
mit N-Stében je Elektrode zu treffen.'91:19)

B N2q2V02 <T>2N2

Vi) = 4m¥2r3

. (2.4.2)

Bei ry handelt es sich um den Innenradius des betrachteten Multipols. Ein Kriteri-
um fiir die Giite der Naherung und die Stabilitat der Ionenfiihrung liefert der folgende

Adibatizitats-Parameter n:[19119]

Vo ( r )N—2
=2N (N -1 — 2.4.3
n=2N (¥ -1) s (© (243)
Es wurde empirisch gezeigt, dass fiir eine stabile und adiabatische Ionenfithrung n < 0.3
gelten sollte.'9!) Weiterhin sollte der reduzierte Radius nicht zu groff werden, um StoBe
mit den Elektroden zu vermeiden. Hier hat sich r/ry < 0.8 als geeignetes Kriterium
gezeigt.11 Aus dieser Bedingung folgt unter Beriicksichtigung der adiabatischen Ener-

gieerhaltung eine maximal zulissige Transversalenergie Ey.y fiir die Ionen:[1

o (2.4.4)

2
2mri .

2V2N2 2N—2 LQ
qaVy (7‘) +

4m§2r2 \rg

-2 _
max

Die Zentrifugalenergie, der zweite Term in Gleichung 2.4.4, kann aufgrund der r
Abhéngigkeit und den tiblicherweise kleinen Drehimpulsen L vernachlissigt werden.!'9

Aus den Kriterien fir nyax und (r/rg)max kOnnen somit fiir ein gegebenes Ep.x eine

minimal benétigte RF-Amplitude Vj min und Frequenz Oy, ermittelt werden:19U
8(N —1)Enax / T\ 7N
o~ Y= D 1) 24
* Nqnmax 70/ max ( )
4(N -1 Foax
Qi = N = 1) (2.4.6)

o () |
Zur Bestimmung der minimalen Spannung und Frequenz fiir die gleichzeitige Fiithrung
von Tonen zweier Massen m; und msy (wobei m; < mgy) kann der modifizierte Adia-

batiztdtsparameter geméaf Gleichung 2.4.7 verwendet werden. Die minimale, geeignete
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2.4 lonenfiihrung

Frequenz wird dabei durch die hohere Masse msy bestimmt. 19!

(2.4.7)

N
’ mq\ 2N=N
Nmax = Tlmax * (_)
mso

In Abbildung 2.4.2 ist die gleichzeitige Fiihrung von lonen unterschiedlicher m/z-Ver-
héaltnisse in einem linearen Oktopol gezeigt und die Potentiallandschaft im Querschnitt

veranschaulicht.

(a) Seitenansicht im Vollschnitt. (b) Querschnitt.

Abbildung 2.4.2: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines linearen Ok-
topols: In SIMION 8.1 simulierte Trajektorien von Kationen des
Masse-zu-Ladungsverhéltnis m/z = 50 (rot), 100 (schwarz) und 200
(griin) mit einer kinetischen Energie von 3eV.'¥ In Blau sind je-
weils acht Aquipotentiallinien in Abstinden von 1/9 - &, dargestellt.
Simulationsbedingungen: V5 = 100V, f = 2.5 MHz, 7y = 3 mm.

Lineare Multipole begrenzen Ionenflughahnen durch die Ausbildung eines effektiven Po-
tentials V*(r) radial, d. h. orthogonal zur Bewegungs- bzw. Fihrungsachse. Durch Er-
génzung von elektrostatischen Linsen am Ein- und Ausgang kann zudem die Beweglich-
keit entlang der Multipolachse eingeschrankt werden.'% Dazu wird das Potential der
Ein- und Ausgangslinse hoher als das Biaspotential des Multipols gewahlt. Reicht die
kinetische Energie eintreffender Ionen aus, um das Eingangspotential zu iiberwinden,
gelangen diese in die Potentialmulde des Multipols. Bei hinreichendem Hintergrund-
druck verlieren die geladenen Partikel durch Stéfe mit neutralen Gasteilchen kinetische
Energie bis schliellich die Potentialbarrieren der Ein- und Ausgangslinse nicht mehr
iiberwunden werden kénnen. Auf diese Weise konnen Ionen raumlich gefangen und tiber
langere Zeitraume gespeichert werden. Lineare Multipol-Tonenfallen finden Anwendung
z. B. in der Massenspektrometrie bei der Kopplung von kontinuierlichen Ionenquellen

mit diskontinuierlichen Analysemethoden,!'?® wie auch in dieser Arbeit.
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Die Anwesenheit von neutralem Hintergrundgas hat sich auch fiir die Fokussiereigen-
schaften von linearen Multipolen als vorteilhaft herausgestellt werden. Durch den Ver-
lust kinetischer Energie beim Sto8 mit anderen Gasteilchen, auch als Thermalisierung
oder Kollisionskiihlung bezeichnet, werden Ionen im Mittel ndher an der zentralen Achse

gefiihrt.[197)

2.5 Photodetachment

Die Absorption eines oder mehrerer Photonen durch ein Anion mit nachfolgender Emissi-
on eines Elektrons wird als Photodetachment bezeichnet.['8! Nachfolgend ist der besagte

Vorgang fiir ein geschlossenschaliges, einfach geladenes Anion notiert:
M~ 22 M® e

Das Photodetachment bildet somit das Gegenstiick zur Photoionisation, welche sich auf
neutrale oder kationische Ausgangszustéinde bezieht. Unterschiede kénnen unter ande-
rem im Hinblick auf die fiir das Herauslosen eines Elektrons benétigten Energien fest-
gestellt werden. Fiir Anionen sind im Allgemeinen deutlich niedrigere Photonenenergien
hv ausreichend, da Valenzelektronen héufig nur vergleichsweise schwach gebunden sind.
Der physikalische Prozess des Photodetachments wird haufig im Rahmen der Photo-
elektronenspektroskopie (PES) zur elektronischen Strukturaufklarung iber Messung der
kinetischen Energie der Photoelektronen Fi, genutzt.'?) Im Rahmen von KOOPMANS-
Theorem, d. h. der Vernachlassigung der Relaxation der verbleibenden Elektronen, kann

die Bindungsenergie des Elektrons Fp bestimmt werden:20

EB = hv — Ekin (251)

Eine alternative, experimentelle Vorgehensweise zur Untersuchung des Photodetach-
ments ist die Photodetachment-Threshold-Spektroskopie.l'%?] Uber einen Scan der Pho-
tonenenergie bzw. Wellenldnge des verwendeten Lichts konnen bei quantitativer Erfas-
sung von Detachmentprodukten, wie z. B. langsamen Elektronen, hohe Auflésungen
erzielt werden. ]

Im Rahmen des Photodetachments werden vor allem zwei zentrale Energiegrofien disku-
tiert. Die vertikale Detachmentenergie (VDE) und die adiabatische Detachmentenergie
(ADE) sind in Abbildung 2.5.1 in einem Potentialenergie-Diagramm veranschaulicht.

Die ADE beschreibt die Energiedifferenz des neutralen Radikals M® im Schwingungs-
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Energy
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Abbildung 2.5.1: Schematische Darstellung der Potentialenergiekurven eines Anions
M~ mit dem elektronischen Grundzustand Sy und des durch Pho-
todetachment gebildeten, neutralen Radikals M*® mit dem elektroni-
schen Grundzustand Dy.2%? Die vertikalen Pfeile stellen die vertika-
le Detachmentenergie (VDE) und adiabatische Detachmentenergie
(ADE) dar.

grundzustand (v = 0) relativ zum Anion M~ ebenfalls im Schwingungsgrundzustand. Die
VDE hingegen bezieht sich auf die Energie des neutralen Radikals M*® im elektronischen
Do-Zustand beim Gleichgewichtsabstand des Ausgangszustandes Sy.

Angeregte elektronische Zustande liegen im Falle von Anionen meist iiber dem Schwel-
lenwert der ADE und sind daher anfillig fiir indirektes Elektronendetachment.?? Die
unterschiedlichen Vorgénge des direkten und indirekten Photodetachment werden im
Energieniveau-Diagramm 2.5.2 verglichen.

Beim direkten Photodetachment vom Zustand Sy in das Dy-Kontinuum durch ein Photon
der Energie hrv werden Elektronen mit kinetischen Energien um einen Wert von ¢; ~
hv — VDE erzeugt. Die Ubergangswahrscheinlichkeit wird dabei durch den FRANK-
CoNDON-Uberlapp der Schwingungswellenfunktion von Sy und Dy bestimmt.

Beim indirekten Photodetachment erfolgt zunéchst ein optischer Ubergang aus dem
Grundzustand des Anions Sy in einen elektronisch angeregten Zustand. Liegt dieser
Zustand — in dem hier gewédhltem Beispiel Sy — iiber dem Grundzustand des neutralen
Radikals Dg, so kann energetische Relaxation durch Photodetachment erfolgen. Sofern
sich die Strukturen von Anion und neutralem Radikal d&hneln, kann eine Tendenz zur
Erhaltung der Schwingungsenergie beobachtet werden. In Folge werden Elektronen mit

kinetischen Energien um einen Wert €3 = E(S;) — E(Dy) erzeugt. Die kinetische Energie
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direct indirect thermionic
detachment detachment emission
A & & &3 &t
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Abbildung 2.5.2: Schematisches Energieniveau-Diagramm zur Illustration von direk-
tem (links) und indirektem Photodetachment (mittig) sowie ther-
mionischer Emission (rechts). Erstellt nach Vorlage von [202].

der Photoelektronen ist fiir den beschriebenen Fall also in erster Naherung nur von der
Energiedifferenz zwischen den involvierten Zustdnden S und Dy abhéngig.

Vom angeregten Zustand Sy ist alternativ eine schnelle innere Konversion (engl. in-
ternal conversion, 1C) in einen weiteren angeregten Zustand S; denkbar. Dies kann
zur Emission von Elektronen mit kinetischen Energien nahe null (e3 ~ 0) fithren. Er-
folgt hingegen eine innere Konversion zurtick in den Grundzustand Sy, so ist iiber eine
vibronische Kopplung mit dem Dg-Zustand sogenanntes Schwingungsautodetachment

[203]

moglich. Bei hohen Schwingungszustandsdichten kann es zudem zur statischen Um-

verteilung der Schwingungsenergie kommen. Die darauf folgende sogenannte thermioni-
sche Emission &uflert sich in einer charakteristischen Verteilung der kinetischen Energie

der Elektronen. 22

P(e;) o< /€ - exp <k;;;.> (2.5.2)

In der Exponentialfunktion tauchen hier die Boltzmann-Konstante kg sowie die Tempe-
ratur des neutralen Radikals Ty auf.

Direkte konnen von indirekten Photodetachment-Mechanismen anhand der Abhéngig-
keit der kinetischen Energie der Elektronen von der Photonenenergie unterschieden wer-
den. Beim direkten Photodetachment ist ein linearer Anstieg von Ey;, mit hr zu erwar-
ten, wihrend hingegen die kinetische Energie fiir den beschriebenen Fall des indirek-
ten Vorgangs tiber einen gewissen Photonenenergiebereich konstant bleibt. Auflerdem
ist die Elektronenemission beim indirekten Detachment verzogert, abhéngig von der

Kopplungsstarke zwischen dem elektronisch angeregtem Zustand und dem Detachment-
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2.5 Photodetachment

Kontinuum erfolgt die Emission auf der fs- bis ps-Zeitskala.l204

Die elektronisch angeregten Zustiande im Kontinuumsbereich kénnen entsprechend der
involvierten Elektronenkonfiguration als SHAPE- oder FESHBACH-Resonanz klassifiziert
werden.?°4 Dies ist in Abbildung 2.5.3 illustriert.

[M"]*
Feshbach
4
M- —+H- M*®
AN\ =
—H- —-|+ €
-+H- [\ +/+k
So _l_ DO
+H-
Shape

Abbildung 2.5.3: Schematische Darstellung der Anderung der Elektronenkonfigura-
tionen beim indirekten Photodetachment: M~ — [M™]x — M*®+4e¢™.
Beim elektronisch angeregten Zustand kann zwischen SHAPE (un-
ten) und FESHBACH-Resonanzen (oben) unterschieden werden. Er-
stellt nach Vorlage aus Referenz [202] und [204].

Angeregte Zustinde [M~]* der SHAPE-Art miissen nur ein Elektron emittieren, um die
Elektronenkonfiguration des neutralen Produkts zu erzielen. Im Falle von FESHBACH-
Resonanzen ist zudem eine konzertierte elektronische Rekonfiguration notwendig, um
den Grundzustand des neutralen Radikals M® zu erreichen. Daher ist in letzterem Fall
die Kopplung zum Detachment-Kontinuum schwécher. Ein langsameres Detachment ist
die Folge.

Die experimentelle Bestimmung kinetischer Energien von Photoelektronen kann bei-
spielsweise mittels Flugzeitmessung in Magnetflaschen?®® oder iiber die Auswertung
eines zweidimensionalen Elektronenbilds?%! erfolgen. In letzterem Fall wird die Elek-
tronenwolke, welche aus der Geschwindigkeitsverteilung der Photoelektronen folgt, auf
einen ortsauflosenden Detektor abgebildet. Aus dem resultierenden Integral iiber die
Projektionsachse kann auf die kinetischen Energien riickgeschlossen werden.

Bis zu diesem Punkt wurden einfach-geladene, geschlossenschalige Anionen als Vorgén-
gerspezies fiir das Photodetachment diskutiert. Die erarbeiteten Konzepte sind prinzipiell
auch fiir andere Anionen giiltig, allerdings gibt es mitunter weitere Einfliisse zu beachten.
So muss beispielsweise fiir mehrfach-geladene Anionen (engl. multiply charged anions,

MCA) eine abstoBende CouLoMmB-Barriere (engl. repulsive coulomb barrier, RCB) zur
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Elektronenemission iiberwunden werden.?°209 Dies ist in der Potentialenergie-Kurve
in Abbildung 2.5.4 veranschaulicht.

A

Energy

U S

Abbildung 2.5.4: Schematische Potentialenergie-Kurve fiir das Photodetachment ei-
nes zweifachgeladenes Anion AB?~. Ej ist die Bindungsenergie des
Elektrons und RCB beschreibt die abstoende CouLoMB-Barriere.
Die Darstellung wurde nach Vorlage durch Referenz [208] erstellt.

2.6 Circulardichroismus

Trifft elektromagnetische Strahlung auf ein optisch aktives Medium, wie beispielswei-
se chirale Molekiile, so konnen verschiedene Einfliisse beobachtet werden. Diese sind
am Beispiel linear polarisierten Lichts (cyan), welches wiederum auch als Superpositi-
on zweier zirkular polarisierter Teilwellen (rot und griin) beschrieben werden kann, in
Abbildung 2.6.1 illustriert.

Chirale Substanzen kénnen links (LCP) und rechts (RCP) zirkular polarisiertes Licht un-
terschiedlich gut absorbieren. Dieser Effekt wird als Circulardichroismus bezeichnet und
ist in Abbildung 2.6.1(a) veranschaulicht. Durch die stirkere Absorption einer der beiden
Teilwellen (rot) beim Materialdurchgang resultiert aus einfallendem, linear polarisiertem
Licht (links) schlieBllich elliptisch polarisiertes Licht (rechts), wobei die Hauptachse der
Ellipse weiterhin in der horizontalen Ebene liegt.

Weiterhin kénnen die Ausbreitungsgeschwindigkeiten von links und rechts zirkular po-
larisiertem Licht sich in einem optisch aktiven Medium unterscheiden, d. h. die Bre-

chungsindizes n variieren fiir die beiden Helizitaten. Dies wird auch als zirkulare Dop-
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(a) ercp # €rcp-
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(c) eLcp # ercp und ncp # nRcp-

Abbildung 2.6.1: Schematische Darstellung des Einflusses eines optisch aktiven Ma-
terials auf den Polarisationszustand elektromagnetischer Strahlung.
Linear polarisiertes Licht (cyan), welches auch durch eine Super-
position von zirkular polarisierten Teilwellen (rot und griin) be-
schrieben werden kann, fillt von links nach rechts durch ein Ma-
terial (orange) mit verschiedenen Eigenschaften: (a) Circulardichro-
ismus, d. h. unterschiedliche Absorptionskoeffizenten e cp # €rcp
(b) Zirkulare Doppelbrechung, d. h. unterschiedliche Brechungsin-
dizes npcp # nrep (¢) Kombination von (a) und (b). Die Grafiken
wurden erstellt mit [210].

pelbrechung bezeichnet. Die Folge ist in Abbildung 2.6.1(b) dargestellt. Durch einen im
Material entstehenden Phasenverschub der beiden Teilwellen resultiert eine Rotation der
Polarisationsebene in der Superposition.

Beide Effekte konnen gleichzeitig auftreten. Durch den Circulardichroismus éndert sich
die Elliptizitat des einfallenden Lichts in einem optisch aktiven Medium und gleichzeitig
erfolgt durch die zirkulare Doppelbrechung bedingt eine Rotation der Polarisationsebene
um die Ausbreitungsrichtung, siche Abbildung 2.6.1(c).

Die Quantifizierung des Circulardichroismus erfolgt normalerweise anhand der unter-

schiedlichen Absorption A zirkular polarisierten Lichtes gemaf Gleichung 2.6.1.1*%]
Ircp
AA = ALCP — ARCP = loglo I— (261)
LCP
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Die Differenz der Absorptionen von Licht unterschiedlicher Helizitét folgt aus der Mes-
sung der Lichtintensitdten I;,cp bzw. Ircp hinter einer Probe. Alternativ kann der Cir-
culardichroismus auch als Differenz der Absorptionskoeffizenten e beschrieben werden:
A€ = €,cp — €rcp = cll -AA (2.6.2)
Hierbei ist ¢ die Konzentration und [ die Schichtdicke. Da der Circulardichroismus-
Effekt eine Veranderung des Polarisationszustands herbeifiihrt, ist in der Literatur auch
haufig die Angabe von Elliptizititen W = 32.98° - AA bzw. spezifischen Elliptizitaten
(U] =W p~t.I7! (mit der Dichte p) zu finden.[8!
Beim sogenannten Anisotropie-Faktor g wird der Circulardichroismus auf die mittlere

Absorption bezogen:

g=2. (M) (2.6.3)
€Lcp + €Lcp o

Die Rotation der Polarisationsebene in optisch aktiven Materialien als Folge der zirku-
laren Doppelbrechung kann mittels Polarimeter als Rotationswinkel «, auch Drehwert
genannt, beziehungsweise als spezifischer Drehwert [a] = o - p~! - [7! quantifiziert wer-
den. Der Drehwert ist unter anderem von der Probentemperatur und der Wellenldnge
des eingestrahlten Lichts abhangig. Die Untersuchung des Drehwertes in Abhéngigkeit
der Wellenlénge wird als optische Rotationsdispersion (ORD) bezeichnet. Generell wird
eine hyperbolische Abhingigkeit des Drehwertes o oc A= beobachtet. In Absorptions-
regionen kommt es durch den COTTON-Effekt jedoch zu anormalem Verhalten. Die op-
tische Rotationsdispersionskurve ist iiber die KRAMERS-KRONIG-Transformation mit
dem CD-Spektrum verkniipft.™s!

Das CD-Spektrum kann zur Unterscheidung von Enantiomeren, Quantifizierung des En-
antiomerentiberschusses (engl. enantiomeric excess, e.e.) und gegebenenfalls der Zuord-
nung der absoluten Konfiguration iiber einen Vergleich mit quantenchemischen Daten
oder anderen Experimenten dienen. Ein grofles Anwendungsgebiet der CD-Spektroskopie
ist zudem die Aufklédrung der Sekundér- und Tertidrstruktur biologischer Polymere, wie
z. B. Peptide oder Proteine.!8!

Die Flache unter einer CD-Bande ist proportional zur sogenannten Rotationsstéarke R;;.

Rij = HijMyj; COS(/?[, Tﬁ) (264)

Das Ausmaf} des zu beobachtenden Circulardichroismus beim Ubergang von einem Zu-
stand ¢ in einen Zustand j ist somit abhangig von den Betragen des elektrischen und

magnetischen Ubergangsdipolmoments p;; bzw. m;; sowie dem Kosinus des Winkels

38



2.6 Circulardichroismus

zwischen den zugehorigen Vektoren ji und 7:. Das elektrische Ubergangsdipolmoment i
beschreibt die Translation von Elektronendichte, wihrend das magnetische Ubergangs-
dipolmoment 7 die Rotation von Elektronendichte charakterisiert.!'8!

Entsprechend der betrachteten Anregungsart bzw. des genutzten Wellenldngenbereichs
wird zwischen dem elektronischen Circulardichroismus (engl. electronic circular dichro-
ism, ECD) und dem Schwingungs-Circulardichroismus (engl. vibrational circular dichro-
ism, VCD) unterschieden. In den beiden Bereichen kénnen komplementére Information
gewonnen werden. '8!

Die Messung von CD-Spektren erfolgt klassisch tiber Einphotonenabsorption in Losung.
Typische Anisotropiefaktoren ¢ liegen dabei im Bereich von 10~%.2'] Im Rahmen der
konventionellen CD-Spektroskopie stellt die Untersuchung von Gemischen eine besondere
Herausforderung dar. Die Selektivitit der Methodik ist durch recht breite Absorptions-
und CD-Banden geloster Analyten limitiert. Daher sind neue mehrdimensionale, chirop-
tische Methoden fiir die Gasphase konzipiert worden: Der Circulardichroismus in tota-
len Ausbeuten (engl. photoion circular dichroism, PICD) und der Circulardichroismus
in Photoelektronen-Winkelverteilungen (engl. photoelectron circular dichroism, PECD)

werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt.

2.6.1 CD in lonenausbeuten (PICD)

Durch die Kopplung von Massenspektrometrie und CD-Spektroskopie kann der Circu-
lardichroismus gasférmiger Analyten massenaufgelost untersucht werden. Eine solche
mehrdimensionale Analysetechnik erlaubt einen Informationengewinn tiber die Chira-
litdt sowie die chemische Identitat der Probe ohne Umgebungseinfliisse durch z. B.
Losungsmittel.?”) Somit wird die enantiosensitive Untersuchung von Substanzgemischen
ohne vorhergehende Aufreinigungsschritte ermoglicht. Die Anwendung der Massenspek-
trometrie erfordert jedoch die Verdampfung nicht-gasformiger Analyten.

Eine Messung des Circulardichroismus in der Intensitatsminderung zirkular polarisierten
Lichts durch Absorption ist aufgrund der vergleichsweise geringen Analytdichten in der
Gasphase wenig praktikabel. Daher wird der Circulardichroismus anhand der Differenz
der totalen Ionenausbeuten Y bei Laserionisation mit zirkular polarisiertem Licht unter-
schiedlicher Helizitit (LCP bzw. RCP) bestimmt (analog zum Anistropiefaktor 2.6.3).13%)

(2.6.5)

PICD — 2. (YLCP — YRCP)

Yicp + Yrep

Entsprechend dieser Definition wird vom Circulardichroismus in Ionenausbeuten (PICD)
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gesprochen. Y;,cp und Ygcp bezeichnen die nicht richtungsaufgelosten, totalen Ionenaus-
beuten fiir ein bestimmtes Masse-zu-Ladungsverhéaltnis bei Ionisation mit LCP bzw.
RCP-Strahlung. Es sollte an dieser Stelle hervorgehoben werden, dass die Chiralitatsin-
formation — trotz der Bezeichnung des Effektes mit dem Schlagwort ,Ion“ — analog auch
in den totalen Ausbeuten der erzeugten Elektronen enthalten ist. Wie auch beim klas-
sischen Circulardichroismus ist eine Vorzeicheninversion des PICD fiir unterschiedliche
Enantiomere gegeben.

Zur Photoionisation wird héufig gepulste Laserstrahlung verwendet. Experimentell kann
der Photoionisations-Vorgang dabei durch mehrere Photonen realisiert werden. Im Rah-
men der sogenannten Resonanz-verstarkten Multiphotonenionisation (engl. resonance
enhanced multiphoton ionization, REMPI) werden zudem resonante Zwischenzusténde
ausgenutzt. Fir die Massenanalyse und Detektion erzeugter Ionen ist z. B. die Flugzeit-
massenspektrometrie geeignet.?!2

Fiir Félle in denen der erste Anregungsschritt eines mehrstufigen Ionisationsvorgangs
durch ein einzelnes Photon erfolgt, konnten Ahnlichkeiten zur klassischen CD-Spektro-
skopie hinsichtlich der Gréfe und des Vorzeichens des PICD festgestellt werden.?'? Am
Beispiel des 3-Methylcyclopentanon (3-MCP) wurde gezeigt, dass der Ubergang ins Ioni-
sationskontinuum in diesem Fall keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle spielt und der
PICD somit vom ersten, resonanten Anregungsschritt bestimmt wird.?'3 Fiir das Photo-
detachment von Anionen konnten jedoch PICD-Werte fiir einen Einphotonen-Ubergang
ins Kontinuum gemessen werden.!'"!) Dies zeigt, dass prinzipiell auch fir direkte Uber-
géange von gebundenen in ungebundene Zusténde ein Circulardichroismus in totalen Io-
nenausbeuten auftreten kann.

Die Wahl eines bestimmten Anregungsschemas bestimmt den zu messenden PICD-
Wert und die Zahl der in einem Anregungsschritt involvierten Photonen spielt dabei
eine entscheidende Rolle. Im Falle der Photoionisation von 3-MCP iiber einen reso-
nanten Zwischenzustands mittels zwei Photonen konnte beispielsweise eine erhebliche
Verstarkung des CD in Ionenausbeuten verglichen mit dem klassischen ECD festgestellt
werden.?'3 Fiir zwei Photonenanregungen gelten unterschiedliche Auswahlregeln, so-
dass andere Uberginge zuginglich werden.?' Wihrend fiir den Einphotonen-CD die
Kopplung von elektronischem und magnetischem Ubergangsdipolmoment entscheidend
sind, kann fiir zwei (oder mehr) Photonen zudem auch das elektrische Quadrupolmo-
ment oder permanente Dipolmomente des initialen oder finalen Zustands eine Rolle
spielen. [36:215.216]

Der Circulardichroismus kann nicht nur in der reinen Photoionisation beobachtet wer-
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2.6 Circulardichroismus

den, sondern auch in der Photodissoziation bzw. Fragmentation von chiralen Analyt-
molekiilen. So konnten beispielsweise grole Unterschiede des PICD von Vorlaufer- zu
Fragmentionen beobachtet werden. 7217

Ein REMPI-Prozess ist im Allgemeinen hoch selektiv, dies ist jedoch fiir ein Analyse-
verfahren nicht zwangsweise vorteilhaft, da z. B. fiir die Untersuchung von Gemischen
eine gleichzeitige Ionisation unterschiedlicher Komponenten von Interesse sein kann. Da-
her wurden nicht-resonante Multiphotonenionisations- sowie Tunnelionisations-Ansétze
entwickelt. [33:42:43]

Aufgrund einer Abhangigkeit des PICD von zufélligen sowie systematischen Verdnderun-
gen der Laserintensitét I — insbesondere bei nicht-linearen Anregungsvorgingen — und
der Analytdichte zwischen den Messungen mit unterschiedlichen Polarisationen, werden
haufig interne Standards genutzt. So kann beispielsweise eine achirale Referenzsubstanz
parallel untersucht werden, um kiinstliche bzw. instrumentelle Asymmetrien zu identifi-
zieren und korrigieren.?'? Weiterhin wurde von BOESL et al. die sogenannte twin peak
method entwickelt, welche die Erfassung von Ionenausbeuten fiir beide Helizitdten mit

einem einzigen Laserpuls ermoglicht. 2]

2.6.2 CD in Photoelektronen-Winkelverteilung (PECD)

Die Ionisation mit zirkular polarisiertem Licht unterschiedlicher Helizitat hat nicht nur
Einfluss auf die zu beobachtenden Gesamtausbeuten von Ionen respektive Elektronen,
sondern fiihrt auch zu Verédnderungen in der Winkelverteilung der emittierten Photo-
elektronen.

In der elektrischen Dipolnaherung lautet die allgemeine Form der normalisierten Photo-
elektronen-Winkelverteilung fiir eine zuféllige Orientierung des Vorgangerteilchens wie
folgt: 8]

2N
1P0) =1+ 3 b P(cos ) (2.6.6)
=1
1
=14 b7 COSQ—}-bgp)-i(?)COSze—l) fir N =1 (2.6.7)

Der Winkel 6 beschreibt die Emissionsrichtung von Photoelektronen relativ zur Aus-
breitungsrichtung des Lichts, wobei der Parameter (p) den Polarisationszustand des
verwendeten Lichts angibt. Fiir linear polarisiertes Licht gilt p = 0, wahrend Werte
von p = +1 und p = —1 links bzw. rechts zirkular polarisiertem Licht entsprechen. P,

sind die LEGENDRE-Polynome [/-ter Ordnung mit den zugehorigen Koeffizienten b;. Die
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Summe in Gleichung 2.6.6 lauft iiber die zweifache Anzahl der involvierten Photonen N.
Im Rahmen dieser Arbeit sind lediglich Einphotonenprozesse untersucht worden. Die fiir
diesen Fall relevante Photoelektronenwinkelverteilung ist durch Gleichung 2.6.7 gegeben

sowie in Abbildung 2.6.2 fiir eine Reihe von Koeffizienten b; und b, aufgetragen.

—— b,=0.0,b,=-1
024 SN\ St N b,=-0.1,b,=-1
5
2 | e/ Y e WO Ne T b,=0.1,b,=-1
(0]
(2]
20.17 — b,=0.0,b,=
s | [ SNSRI T b,=-0.1,b,=0
£ | AN AN e b,=0.1,b,=0
c
O 0.0 270
[}
ES —— b,=0.0,b,=1
- R R N S b,=-0.1,b, =
=019 X X Y Ty AL e b,=0.1,b,=1
£
S —— b,=0.0,b,=2
024 N /S X7 NS b,=-0.1,b, =
-------- b,=0.1,b,=2

Abbildung 2.6.2: Illustration von Photoelektronen-Winkelverteilungen: Polare Auf-
tragung normierter, differentieller Querschnitte als Funktion des
Austrittswinkel 6 relativ zur Laserausbreitungsrichtung fiir unter-
schiedliche Koeffizienten b; und by. Die Linienart (durchgezogen,
gestrichelt, gepunktet) zeigt verschiedene b;-Koeffizienten (0, -0.1,
+0.1) an und unterschiedliche Farben (schwarz, rot, griin, blau)
kennzeichnen verschiedene bo-Koeffizienten (-1, 0, 1, 2).

Wie in Abbildung 2.6.2 zu erkennen, bestimmen die b-Koeffizienten die Form der Pho-
toelektronen-Winkelverteilung. Die Koeffizenten b; und b, hédngen sowohl von der Po-
larisation des verwendeten Lichtes als auch von der Dynamik der Photoionisation bzw.
des Photodetachments ab. Aus Symmetriebetrachungen kénnen folgende Eigenschaften

festgestellt werden:(®®!

b =0 (2.6.8)

B = —p{Y (2.6.9)
1

b5t = —§b§°> (2.6.10)
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2.6 Circulardichroismus

Der Term erster Ordnung in Gleichung 2.6.6 verschwindet fiir linear polarisiertes Licht
geméfl Bedingung 2.6.8 und auch fiir achirale Molekiile gilt in jedem Fall bﬁp —)
Das heifit nur fiir die Ejektion von Elektronen aus chiralen Substanzen mit zirkular
polarisiertem Licht kann ein Koeffizient bgp ) ungleich null beobachtet werden und der
erste cos-Term in Gleichung 2.6.6 bleibt erhalten. Dieser hat eine Vorwarts-Riickwarts-
Asymmetrie in der Photoelektronen-Winkelverteilung zur Folge, wie in Abbildung 2.6.2
erkenntlich. Fiir eine Umkehr der Helizitat des Lichtes folgt geméfl der Symmetrie-
Bedingung 2.6.9 eine Vorzeichendnderung des Koeffizienten b; und damit eine Spiegelung
der Vorwarts-Riickwéarts-Asymmetrie, siche Abbildung 2.6.2. Diese Inversion beziiglich
der bevorzugten Photoelektronenemissionsrichtung gilt nicht nur beim Wechsel der He-
lizitat des Lichtes, sondern kann auch fiir den Austausch eines chiralen Analyten gegen
sein Spiegelbild (Enantiomer) beobachtet werden.

Der Koeffizient béo), welcher die Photoelektronen-Winkelverteilung fiir linear polarisiertes
Licht bestimmt, ist auch als Anisotropiefaktor 5 in der Literatur bekannt. Der Zusam-
menhang mit dem Koeffizenten béﬂ) fiir zirkular polarisiertes Licht ist durch Gleichung
2.6.10 gegeben.

Die unterschiedliche Antwort eines chiralen Systems auf zirkular polarisierte Strahlung
umgekehrter Helizitat hinsichtlich der Vorwérts-Riickwérts-Asymmetrie in der Photo-
elektronenwinkelverteilung wird als Photoelektronen-Circulardichroismus (PECD) be-
zeichnet. Fiir die Differenz der Photoelektronen-Winkelverteilung mit links und rechts

zirkular polarisiertem Licht I4;(0) folgt aus den Gleichungen 2.6.7 und 2.6.9:
Lua(0) = 10D(0) — 169(0) = 267 cos 6 = —2b7Y cos 6 (2.6.11)

Der Circulardichroismus in der Photoelektronen-Winkelverteilung wird also ausschlief3-
lich durch den Koeffizienten b; bestimmt. Die maximale Differenz I4;¢(6) wird entlang der
Lichtausbreitungsrichtung in Vorwérts- (0°) bzw. Riickwartsrichtung (180°) beobachtet,

daher wird der Einphotonen-PECD folgendermaBen definiert:[47-50)

PECD, = 2" (2.6.12)

Fir Mehrphotonen-Prozesse sind weitere ungerade LEGENDRE-Koeffizienten zu beriick-

sichtigen. 4783

Der PECD kann experimentell durch Detektion der in Vorwarts- und Riickwartsrichtung
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emittierten Elektronen quantifiziert werden. 7

Y, —Y,
PECD, = 4 . 2E2WP__ _pn.BWD (2.6.13)
Y, rwp + YpBWD

In Gleichungen 2.6.13 bezeichnet Y, ; die jeweiligen Elektronenausbeuten in Vorwarts-

(d = FWD) und Riickwarts-Richtung (d = BWD) fir links (p = LCP) oder rechts (p =
RCP) zirkular polarisiertes Licht.

2 z

Y, ewn = / / * [®)(8) sin §dAdo (2.6.14)
0 0
21 T

Y, swp = / / 1?)(8) sin §d6ds (2.6.15)
0o Jz

Einsetzen der entsprechenden Integrale iiber beide Hemispharen der Winkelverteilung
2.6.14 und 2.6.15 beweist die Aquivalenz von 2.6.13 mit der Definition 2.6.12.147)

Der PECD kann — im Gegensatz zum klassischen CD und dem PICD — wie Gleichung
2.6.13 zeigt unter Nutzung von zirkular polarisierter Strahlung nur einer Helizitat be-
stimmt werden. Im Regelfall werden aber auch hier beide Polarisationen LCP und RCP
untersucht, da unter Nutzung der folgenden Symmetriebedingungen (Gl. 2.6.16 und

2.6.17) instrumentelle Asymmetrien aufgehoben werden kénnen.

Yicpa = —Yrep,d (2.6.16)
Y, rpwp = =Y, BwWD (2.6.17)

Zu diesem Zweck wird ein symmetrisierter PECD-Wert definiert, welcher die halbe Dif-

ferenz zwischen dem PECD fiir links und rechts zirkular polarisiertes Licht beschreibt. 53

PECDycp — PECDgcp

PECD = 5 (2.6.18)
_ 5. <YLCP,FWD — Yicpswp  Yreppwp — YRCP,BWD) (2.6.19)
Yicppwp + YuceBwp  Yrop,pwpD + YRoP,BWD o

Im Vergleich zum PICD fallt auf, dass der PECD ebenfalls die Form eines klassischen
Anisotropie-Faktors besitzt (sieche Gleichung 2.6.13), allerdings bedingt durch die De-
finition PECD = 2b§p ) einen zusitzlichen Faktor 2 aufweist. Die Anisotropie liegt im
Falle des PECD in partiellen Ausbeuten in Vorwéarts- und Riickwértsrichtung, wahrend
fir den PICD die totalen Ausbeuten Y, = Y, pwp + Y, swp betrachtet werden. Aus
den PECD-Daten fiir beide Licht-Helizitdten konnen demzufolge PICD-Werte ermittelt
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werden.

Der PECD ist orbital-spezifisch und abhéngig von der kinetischen Energie des emittier-
ten Elektrons respektive der eingestrahlten Wellenlénge.[%%:80:218:219] Ayferdem zeigt die-
ser chiroptische Effekt eine sehr ausgeprigte Abhédngigkeit von der Molekiilstruktur, wie

bei Untersuchungen von chemisch substituierten Spezies'®, Konstitutionsisomeren!2%,

[221-223

Clustern I und Konformeren!®>60:62:224225 gozeigt werden konnte. Neben den ge-

nannten statischen Struktureigenschaften, sind weiterhin starke Einfliisse auf den PECD
durch dynamische Strukturverinderungen wie Schwingungen méglich. [63.65-67,226,227]

Der PECD-Effekt entsteht primér durch eine Streuung des emittierten Elektrons im
chiralen Molekiilpotential.l®®228] Dies hat zur Folge, dass auch fiir sphérische oder weit
entfernte Ausgangsorbitale eine deutliche Asymmetrie in der Photoelektronen-Winkel-

[56,229-231] Dje ausgepragte Sensitivitat auf nur kleine

verteilung beobachtet werden kann.
Anderungen im Molekiilpotential kommt durch die besondere Phasenabhingigkeit des
Interferenzmusters von Partialwellen bei der Streuung des Photoelektrons zustande. 68
Der totale Wirkungsquerschnitt zeigt keine Phasenabhangigkeit und der by-Koeffizient
wird lediglich teilweise vom Kosinus der relativen Phase beeinflusst, der b;-Koeffizient
hingegen hangt direkt vom Sinus der relativen Phase zwischen Partialwellen des gestreu-
ten Elektrons ab.l% Letzteres hat zur Folge, dass der PECD bereits durch minimale
Phasendifferenzen beeinflusst werden kann, wahrend der Anisotropie-Koeflizient by auf-
grund der Kosinus-Abhéngigkeit bei Differenzen nahe null kaum empfindlich gegeniiber
Verénderungen ist.

Da der PECD aus Quanteninterferenzen von Partialwellen des Photoelektrons resul-
tiert, ist das Vorzeichen und das Ausmafl des Effektes nicht intuitiv vorherzusagen.
Allerdings ist eine Berechnung mittels quantenmechanischer Methoden méglich.[%8 Fiir
die Einphotonen-Ionisation!*’! werden Mehrzentren-Ansitze wie die CMS-Xa-?%2 und
B-spline LCAO DFT-Methodel™! sowie ein Einzentren-Ansatz™ verwendet. Wahrend
fiir den PECD von Elektronen aus Kernschalen qualitativ und quantitativ gute Uber-
einstimmungen mit Experimenten erzielt werden, sind immer wieder Diskrepanzen im
Valenzbereich zu beobachten.[2'$220.233] Fiir die spéter entstandene Variante der Untersu-
chung des PECD durch Mehrphotonen-Ionisation*64" wurden weitere quantenchemische
Ansitze zur Berechnung des PECD entwickelt.[7> 7]

Die Erzeugung von Photoelektronen zur Messung des PECD kann auf verschiedene
Art und Weise realisiert werden. Wie bereits angedeutet, ist dies durch Einphotonen-
oder Multiphotonen-Ionisation moglich, aber das Konzept kann auch in den Bereich der
Above-Threshold- (ATI) und Tunnelionisation (TI) ausgedehnt werden. ")
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Beim weitverbreiteten REMPI-Ansatz kann eine Abhéngigkeit des PECD vom Zwi-
schenzustand auftreten.’®107:234 Die Nutzung von resonanten Zwischenzustinden kann
zudem eine Ausrichtung zur Folge haben.[77:108:110.235] Ayich im Kontinuum kénnen Ein-
flissse durch Resonanzen beobachtet werden.[233236-238]

Die experimentelle Erfassung der Vorwérts-Riickwérts-Asymmetrie in Photoelektronen-
Winkelverteilung ist auf verschiedene Art und Weise moglich. Als besonders vorteil-
haft hat sich die Abbildung der Elektronenwolke auf einen ortsaufgelosten Detektor
gezeigt. 1683239 Aus dem resultierenden Elektronenbild kann der PECD durch Inte-
gration der Hemisphédren oder Anpassung geméfl Gleichung 2.6.6 berechnet werden.
Um den PECD massenaufgelost zu untersuchen, kénnen Koinzidenz-Ansétze verwen-
det werden.[47:53]

Es sollte noch betont werden, dass der hier beschriebene PECD-Effekt nicht mit dem
CDAD (engl. circular dichroism in angular distributions) verwechselt werden sollte. Letz-
terer beschreibt Asymmetrien orthogonal zur Lichtachse, welche bei orientierten Analy-
ten beobachtet werden kann. Der CDAD ist nicht enantiosensitiv und verschwindet im
Mittel iiber alle Orientierungen.[6%:108]

Der PECD kann Anwendung in der qualitativen und quantitativen Differenzierung von
Enantiomeren finden. Die Bestimmung von Enantiomereniiberschiissen (engl. enantio-
meric excess, e.e.) wurde fiir Gemische aus einem Enantiomerenpaar®#1:220 sowie meh-
reren Enantiomerenpaaren gezeigt.®? Der PECD ist dabei in seinem Informationsgehalt

komplementar zum PICD, da unterschiedliche physikalische Effekt involviert sind.[®?!
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In diesem Kapitel wird der im Rahmen dieser Arbeit zur chiroptischen Untersuchung
von elektrogesprayten Ionen neu entworfene Messaufbau vorgestellt. Zunachst wird eine
experimentelle Ubersicht gegeben. AnschlieBend werden die einzelnen Komponenten,
angefangen bei der Elektrosprayionisationsquelle, iiber die Ionenfithrungsbauteile bis hin
zum Flugzeitmassenspektrometer und dem ns-Laser, detailliert beschrieben. Schliellich

wird der Ablauf von CD-Messroutinen dargelegt.

3.1 Ubersicht

In Abbildung 3.1.1 ist eine schematische Ubersicht des verwendeten experimentellen
Aufbaus dargestellt. Analytionen werden in einer Elektrosprayionisations-Quelle (EST)
erzeugt und in einer linearen Multipolfalle angereichert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
sich auf die Untersuchung von Anionen konzentriert, prinzipiell ist jedoch auch die Ge-
nerierung von Kationen mittels ESI moglich. Einzelne Ionenpakete werden aus der Falle
extrahiert und anschliefend orthogonal mit einem gepulsten Nd:YAG-Laser tiberlagert.
Fiir chiroptische Messungen wird dazu zirkular polarisierte Laserstrahlung tiber ein A/4-
Wellenpléattchen erzeugt. Die Vorlauferionen und photochemischen Produkte kénnen auf
zwei verschiedene Mikrokanalplatten-Detektoren abgebildet werden. Mit Hilfe eines li-
nearen Flugzeitmassenspektrometers (TOF-MS) ist eine Separation der verbleibenden
sowie neu erzeugten lonen gemaf ihres Masse-zu-Ladungsverhaltnisses moglich. Anhand
der Differenz von Massenspektren mit und ohne Laser konnen photochemische Vorgange,
wie z. B. Photodetachment, beobachtet werden. Dies erlaubt die massenaufgeldste Unter-
suchung des Zirkulardichroismus in Ionenausbeuten (PICD). Durch Projektion von ent-
stehenden Photoelektronen auf einen MCP-Detektor mit zwei Halbkreisanoden, welche
entlang der Laserachse ausgerichtet sind, ist zudem die Quantifizierung von Vorwarts-

Riickwérts-Asymmetrien in deren Winkelverteilung (PECD) moglich.
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Abbildung 3.1.1: Schematische Ubersicht iiber den experimentellen Aufbau des Chi-
ralitdtsspektrometers: Ionen werden mittels Elektrosprayionisation
erzeugt, in einer Oktopolfalle angereichert und mit zirkular polari-
sierten Nd:YAG-Laserpulsen iiberlagert. Vorldufer- und Produktio-
nen werden in einem Flugzeitmassenspektrometer analysiert (oben).
Entstehende Photoelektronen kénnen auf einen zweigeteilten Detek-
tor projiziert werden, um Vorwérts-Riickwérts-Asymmetrien zu er-
fassen (unten).?40l

3.2 Elektrosprayionsations-Flugzeitmassenspektrometer

Nachdem ein Uberblick iiber die allgemeine Funktionsweise des Aufbaus gegeben wurde,
soll im Folgenden nun genauer auf das Elektrosprayionisations-Flugzeitmassenspektro-
meter (ESI-TOF-MS) eingegangen werden. Dazu zeigt Abbildung 3.2.1 Schemata der
neu entworfenen Apparatur mit simtlichen relevanten Komponenten.

Die Analytlosung von Interesse wird durch eine unter Hochspannung stehende Edelstahl-
Kapillare geleitet. Das dabei zustande kommende Elektrospray kann durch Einleitung
von Stickstoff hinsichtlich Verneblung und anschlieBender Desolvatisierung unterstiitzt
werden. Die gebildeten, geladenen Tropfchen werden iiber eine beheizte Kapillare in eine
erste Vakuumstufe (p &~ 1 mbar) transferiert. Die erh6hte Temperatur beschleunigt dabei
die Losungsmittelverdampfung, sodass schlielich geméafi den Ausfithrungen in Kapitel

2.1 Tonen freigesetzt werden. Die Ionen werden mit Hilfe einer Rohrlinse durch einen
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Abbildung 3.2.1: Schematische Darstellung des Elektrosprayionisations-Flugzeitmas-
senspektrometers (ESI-TOF-MS) in Querschnitten mit beschrifteten
Komponenten.

Skimmer in eine weitere Druckstufe (p ~ 5- 1072 mbar) geleitet. Dort werden die Ana-
lytionen in einer linearen Oktopolfalle gespeichert. Durch kurze Spannungspulse an der
Ausgangslinse werden einzelne Ionenpakete in die letzte Druckstufe (p ~ 5 - 107% mbar)
beschleunigt. Im Hochvakuum erfolgt eine Fokussierung des gepulsten Ionenstrahls mit
Hilfe einer Einzellinse. AnschlieBend ist eine rdumliche und zeitliche Uberlagerung der
Ionen mit Laserpulsen in orthogonaler Geometrie moglich. Durch Extraktionsfeldpulse
werden die verbliebenen sowie neu erzeugten Ladungstriager entsprechend ihrer Polari-
tdt auf die vorhandenen Detektoren abgebildet. Den oberen Bereich der Analysenkam-
mer bildet ein dreistufiges lineares Flugzeitmassenspektrometer, welches die quantitati-
ve Erfassung von photochemischen Prozessen an elektrogesprayten Ionen erlaubt. Der
Circulardichroismus in Photoionisation, -detachment sowie -dissoziation kann auf die-
se Weise massenaufgelost untersucht werden. Im unteren Teil der Apparatur schlieSen
sich an den Extraktionsbereich zwei Ablenkungsplatten sowie ein kurzes Flugrohr an.
Der sich hier befindliche Mikrokanalplatten-Detektor (MCP) zeichnet sich durch eine
zweigeteilte Anode aus und dient der Messung von Vorwéarts-Riickwarts-Asymmetrien
in Photoelektronen-Winkelverteilungen entlang der Laser-Achse. Durch Querfelder zwi-
schen den Ablenkplatten auf selbiger Achse kann das Elektronenbild zentriert werden,

um apparative Asymmetrien zu kompensieren.
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In den nachfolgenden Unterkapiteln wird auf das technische Design der einzelnen Bau-
gruppen eingegangen. Aulerdem werden die zeitliche Synchronisation sowie die Daten-

verarbeitung beschrieben.

3.2.1 Elektrosprayionisationsquelle

Die eingesetzte ESI-Quelle entstammt einem SSQ700-Massenspektrometer von FINNI-
GAN MAT, welches von Prof. STEPHAN SCHILLER (Heinrich-Heine-Universitéat Diissel-
dorf) bereitgestellt wurde. Das modulare Bauteil, dargestellt im Halbschnitt in Abbil-
dung 3.2.2, wurde fiir die neue Anwendung mit einer eigenstindigen Ansteuerung verse-
hen. Die Spannungs- und Stromversorgung sémtlicher Komponenten wird tiber zwei Mo-
dule, gebaut in der Elektronikwerkstatt am Fachbereich Chemie der Philipps-Universitat

Marburg, realisiert.

Tube lens & Skimmer
ESI needle

Octopole

N Heated capillary

Abbildung 3.2.2: Rendering der ESI-Quelle eines SSQ700-Massenspektrometers im
Halbschnitt. Von links nach rechts: ESI-Nadel, beheizte Kapillare,
Rohrlinse, Skimmer, Oktopol.

Die Probenzufuhr erfolgt aus SGE-Spritzen mit Volumina von 250 uL. (Innendurchmes-
ser = 2.3 mm) oder 10 mL (Innendurchmesser = 14.57 mm) iiber eine Spritzenpumpe Mo-
del 22 von HARVARD APPARATUS. Die Analytlosung wird durch eine mittels LUER-Lock

angeschlossene Kunststoff-Kapillare zu einem geerdeten Fitting geleitet. Dort erfolgt der
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3.2 Elektrosprayionsations-Flugzeitmassenspektrometer

Ubergang in eine Quarzglaskapillare (Innendurchmesser = 100 pm, AuBendurchmesser
= 190 pm), welche wiederum besagte Losung in den Spraykopf fithrt. Mit Flussraten
zwischen 1 pL/min und 1000 pL/min wird die Analytlésung in die ESI-Nadel, eine unter
Spannung stehende Edelstahlkapillare mit 200 pm Innendurchmesser, gepumpt.

Es ist moglich Hochspannungen von bis zu £8kV anzulegen, typische Spannungswerte
liegen jedoch im Bereich von £3kV bis £5kV. Die Polaritat wird entsprechend der zu
erzeugenden Ionensorte gewahlt. Positive Polaritaten fithren zur Bildung von Kationen,
wahrend im negativen Modus Anionen entstehen. In dieser Arbeit wurde sich auf die Er-
zeugung und Untersuchung von Anionen fokussiert, dennoch wurden alle Komponenten
des ESI-TOF-MS so entworfen, dass auch problemlos Kationen-Studien moglich sind.
Der Elektrosprayprozess kann tiber die Einleitung von trockenem Stickstoff als Umman-
telungsgas (engl. sheath gas) und/oder Hilfsgas (engl. auziliary gas) hinsichtlich Verneb-
lung und Desolvatisierung unterstiitzt werden. Die Stickstoffversorgung wird iiber den

in Abbildung 3.2.3 schematisch gezeigten Aufbau gesteuert.

Auxiliary gas

Pressure
regulator A

Flow regulator
and indicator

—
Toggle Fitting > 7
valves (6 mm to 1/8") ‘ /I

Manometer
v, Spray head
v
& & -
Gas cylinder Dosing Sheath gas
valve

Abbildung 3.2.3: Schema der No-Gaszufuhr der ESI-Quelle: Aus einer Gasflasche wird
trockener Stickstoff mittels verschiedener Ventile als Ummantelungs-
gas (engl. sheath gas) und/oder Hilfsgas (engl. auzilary gas) in den
Spraykopf eingeleitet.

Das Ummantelungsgas stabilisiert den Elektrosprayvorgang und wird standardmaéfig
mit Driicken zwischen 1bar und 5bar zugefithrt. Die Verwendung des Hilfsgases ist
nur fir Flussraten jenseits von 50 uL/min oder bei Verwendung von wenig fliichtigen
Losungsmitteln empfehlenswert.?*!) Bei kleinen Flussraten (< 20 pL min~t), wie sie in
dieser Arbeit genutzt wurden, war keine Hilfsgaszufuhr notwendig.

In einem Abstand von 15mm zur Spraynadel befindet sich die beheizte Edelstahl-
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Kapillare mit einem Innendurchmesser von 400 pm und einer Lange von 113.5 mm. Die
Kapillare bildet den Ubergang in die erste Vakuumzone fiir die geladenen Tropfchen
des Elektrosprays und wird standardméfig auf eine Temperatur von 200°C geheizt,
um die Losungsmittelverdampfung zu unterstiitzen. Zudem konnen Spannungen von
bis zu £200V angelegt werden. Typische Spannungswerte liegen jedoch zwischen 0V
und £50 V. Die erste Vakuumstufe wird durch eine ALCATEL 2033 Drehschieberpumpe
mit einem Saugvermégen von 33 m?h™! evakuiert. Unter Spraylast werden Driicke von
ungefahr 1 mbar erreicht. Fallt der durch eine Pirani-Messrohre (TPR 010 von PFEIF-
FER VACUUM) gemessene Druck merklich, so ist dies ein Indikator fiir eine Verstopfung
der Kapillare. Die aus der Kapillare austretenden Ionen werden mittels einer Rohrlin-
se durch einen Skimmer geleitet, welcher auf Massepotential liegt. Die Skimmeroffnung
(Durchmesser = 1 mm) ist gegeniiber dem Ausgang der beheizten Kapillare dabei leicht
versetzt, sodass die Gaslast durch Neutralteilchen fiir die ndchste Stufe reduziert wird.
Um die ionischen Spezies mittels der Rohrlinse in die nédchste Druckstufe zu leiten,
konnen Spannungen von bis zu £200V angelegt werden. Die besten Ergebnisse werden
zwischen £40V und 4150V beobachtet.?*!] Direkt an den Skimmer schlieBt sich ein
linearer Oktopol an. Das Bauteil, welches ebenfalls dem SSQ700-Massenspektrometer
entstammt, bildet den Abschluss der ESI-Einheit und wurde im Rahmen dieser Arbeit

zu einer lonenfalle erweitert.

3.2.2 lonenfalle und lonentransferoptiken

Der RF-only-Oktopol besteht aus acht Stabelektroden mit einem Radius von 1 mm und
117.5mm Lénge. Der innere Multipoldurchmesser betragt 5.5 mm. Im Quadrupolmas-
senspektrometer SSQ700 wurde der Oktopol urspriinglich ausschliefllich zur axialen To-
nenfithrung und nicht als Ionenfalle verwendet. Fiir diskontinuierliche Experimente, in
diesem Fall die Kopplung der ESI-Quelle mit einem gepulsten Laser sowie einem Flug-
zeitmassenspektrometer, ist jedoch die Nutzung als lineare Multipolfalle von groflem
Vorteil. Durch die Speicherung der Tonen mit anschlieSender Ejektion in komprimierten
Ionenpaketen kann die Ionendichte im Laser-Interaktionsvolumen und damit auch der
Auslastungsgrad des Gerétes (engl. duty cycle) enorm gesteigert werden.

In Abbildung 3.2.4 ist der schematische Aufbau der Tonenoptiken zwischen ESI-Quelle
und TOF-MS, bestehend aus der Oktopol-Ionenfalle und einer Einzellinse, inklusive des
Potentialverlaufs entlang der Ionenfiihrungsachse gezeigt.

Durch einen Skimmer auf Massepotential treten die Ionen aus der ESI-Quelle in den

Oktopol ein. Der Oktopol wird zusétzlich zur Wechselspannung der Amplitude U, rr
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Source —» —TOF-MS
A Uslidm -
n."l. U
Uoct,bias .J_E\z_/ﬂ'
""._,,'."'UE1 UE3
Potential Uit

Abbildung 3.2.4: Schematischer Aufbau der Ionentransferoptiken zwischen Ionenquel-
le und Flugzeitmassenspektrometer inklusive Potentialverlauf. lonen
werden im linearen Oktopol mit dem Bias-Potential U, pias und der
RF-Amplitude U,et gr zwischen Skimmer (Ugin) und Ausgangslin-
se (Uexit) gespeichert. Durch Spannungspulse an der Ausgangslinse
werden lonenpakete in Richtung des TOF-MS extrahiert und mit-
tels einer Einzellinse fokussiert.

und Frequenz frp = 2.457 MHz mit einem fiir die zu speichernde Ionensorte anzie-
henden Bias-Potential U pias beaufschlagt. Durch Stofle mit Hintergrund-Gasteilchen
(Poct &~ 5+ 1073 mbar) verlieren die eingeleiteten Tonen kinetische Energie bis Skimmer
und Ausgangslinse schliefSlich nicht mehr iiberwunden werden kénnen. Die Ionen werden
somit in der Potentialmulde des linearen Multipols gefangen. Die Ausgangslinse liegt
wahrend dem beschriebenen Fiillvorgang auf Massepotential und wird zum Extrahieren
eines lonenpaketes mit Hilfe eines Pulsgenerators (HP 214B) kurzzeitig mit einem an-
ziehenden Potential beaufschlagt. Die Ionen gelangen dann durch die Ausgangslinse in
den Hochvakuum-Bereich des Flugzeitmassenspektrometers. Durch eine Einzellinse mit
den Elektrodenspannungen Ug;, Ugs und Ugz kann das Ionenpaket zwischen die beiden
Kupferlinsen mit der Bias-Spannung U,y,, welche den Extraktionsbereich des TOF-MS
bilden, fokussiert werden. Ug; und Ugs sind im Rahmen dieser Arbeit auf das gleiche
Potential Ug; g3 festgelegt worden.

Abbildung 3.2.5 zeigt mittels SIMION 8.1 simulierte Trajektorien fiir den Ionentrans-
fer aus der Oktopol-lonenfalle in den Extraktionsbereich des TOF-MS. Es wird eine
hohe Transmission (94 %) bei hinreichender Fokussierung beobachtet. Die Simulation
erfolgte mit Einstellungen, welche typische experimentelle Bedingungen widerspiegeln.

Details kénnen dem Abschnitt 8.1 im Anhang entnommen werden. Die Ausdehnung
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(a) Ansicht entlang der Laserachse. (b) Ansicht entlang der TOF-Achse.
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(c) Ansicht entlang der ESI-Achse inklusive der simulierten, rdumlichen Verteilung des To-
nenstrahls im Zentrum des TOF-MS.

Abbildung 3.2.5: Simulierte Trajektorien fiir den Transfer von Anionen (m/z = 196)

aus der linearen Oktopolfalle (links, verkiirzt) tiber Ausgangs- und
Einzellinse (mittig) in den Extraktionsbereich des linearen Flugzeit-
massenspektrometers (rechts) aus verschiedenen Blickwinkeln (a)
und (b) sowie Darstellung des lonenstrahl-Querschnittes im Zen-
trum des TOF-MS (c).!8

des Ionenpaketes (FWHM) im Zentrum des Flugzeitmassenspektrometers betriagt ge-

maf der Simulation von 10000 Ionen 2.92 mm entlang der Flugachse und 4.29 mm auf

der Laserachse. Die elliptische Form entsteht wihrend dem Ubergang von den kreissym-

metrischen lonenfithrungsoptiken in den spiegelsymmetrischen Extraktionsbereich des
TOF-MS bedingt durch die unterschiedlichen Potentiale der elektrostatischen Linsen.

Die raumliche Ausdehnung des gepulsten Ionenstrahls entlang der TOF-Achse liegt in der
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GroBenordnung der SpotgroBe des unfokussierten Lasers (FWHM = 3.5 mm), sodass eine
effiziente Uberlagerung der beiden Strahlen méglich ist. Die Fokussierung, insbesondere
entlang der Laserachse, kann fiir hohere Geschwindigkeiten des Ionenstrahls verbessert
werden. Im aktuellen Aufbau wird jedoch bevorzugt bei vergleichsweise kleinen finalen
Ionenstrahlgeschwindigkeiten gearbeitet, um laterale Diskriminierung im orthogonalen

TOF-MS zu verhindern.

Exit It?ns Igsulator

O-ring E2 E1,E3

(a) Explosionszeichnung. (b) Querschnitt mit vergrofertem Ausschnitt
der Ionentransferoptiken.

Abbildung 3.2.6: Renderings des Adapters zur Kopplung von ESI-Quelle und linearem
Flugzeitmassenspektrometer.

In Abbildung 3.2.6 ist das Bauteil gezeigt, welches die Kopplung von ESI-Quelle und
TOF-MS ermoglicht. Der Edelstahl-Adapter wird tiber einen Klemmmechanismus mit
Hilfe von vier Staben an der in Abbildung 3.2.2 gezeigten Quelle befestigt und die Verbin-
dung mit dem Gehause des selbstgebauten TOF-MS erfolgt iiber einen CF100-Flansch.
Der aus dem ESI-Modul ragende Oktopol kommt in einem dafiir vorgesehenen Rohr,
welches bis in die ndchste Kammer hineinreicht, zum Liegen. Auf diese Weise wird die
Distanz, welche bis zu den elektrostatischen Linsen des Flugzeitmassenspektrometers
iiberwunden werden muss, minimiert. Direkt an den Oktopol schlielen sich Ionenopti-
ken aus Kupfer an. Zunichst folgt die Ausgangslinse mit einem Offnungsdurchmesser
von 2.5 mm und einer Dicke von 2 mm im Zentrum. Die Extraktionséffnung ist dabei fiir
optimale Transmission — entsprechend dem Vorbild des SSQ700 — konisch gestaltet.?+?!
Direkt im Anschluss der Ausgangslinse des Oktopols befindet sich die dreiteilige Einzel-
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linse. Diese reicht bis zwischen die Extraktionslinsen des TOF-MS, um Feldeinfliisse auf
den ITonenstrahl durch Hochspannungskomponenten des TOF-MS zu verhindern. Auf-
grund der dadurch gegebenen geometrischen Restriktionen weist die Einzellinse einen
AuBlendurchmesser von 10 mm, einen Innendurchmesser von 5 mm und eine Elektroden-
lange von 5mm bei einem Abstand zwischen den Elektroden von 0.5 mm auf.

Das beschriebene Bauteil bildet die zweite Druckstufe zwischen der ersten Vakuumkam-
mer in der ESI-Quelle und dem finalen Hochvakuum-Bereich. Der Unterdruck wird durch
zwei HiPace80 Turbopumpen von PFEIFFER VACUUM, welche iiber konisch-verjiingte
Rohre angeflanscht werden, erzeugt. Die Saugleistung der Pumpen wird durch die re-
duzierten Querschnitte zwar gemindert, dies ist jedoch aufgrund der kompakten Bau-
weise unabdingbar. Die Druckmessung erfolgt iiber eine TPR 280 Pirani-Messrohre von
PFEIFFER VACUUM an einem [SO-KF16-Flansch. Im Messbetrieb werden Driicke von

ca. 5 - 1073 mbar erzielt.

3.2.3 Flugzeitmassenspektrometer

Die mittels Elektrosprayionisation erzeugten Ladungstriager wurden im Rahmen die-
ser Arbeit massenspektrometrisch analysiert. Das lineare Flugzeitmassenspektrometer
(TOF-MS), dargestellt in Abbildung 3.2.7, wurde spezifisch fiir die speziellen Anforde-
rungen dieser Anwendung neu konstruiert. Die zugehorigen Abmessungen kénnen Ta-

belle 3.2.1 entnommen werden.

L1 L2 L3 DT iMCP
‘1 \‘ﬂ"ﬁ ) 8
]
TOFI-MS

Abbildung 3.2.7: Rendering des Stabsystems zur Elektronenprojektion (links) sowie
Massenanalyse mittels Flugzeitmassenspektrometrie (rechts). Das li-
neare, dreistufige TOF-MS besteht aus drei Linsen (L1, L2 und L3),
einem Flugrohr (iDT) und einem Detektor (iMCP).

Der Extraktionsbereich des TOF-MS wird durch die Linsen L1 und L2 aufgespannt.
Fiir die Massenanalyse extern erzeugter Ionen sollte die Extraktionszone wahrend ihrer
Befiillung, d. h. zwischen zwei Extraktionspulsen, feldfrei sein. Um die Beeinflussung des

Ionenstrahls durch Feldeinfliisse benachbarter elektrischer Felder zu minimieren, wird
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der Extraktionsbereich durch 3.5mm dicke Kupferlinsen mit Nickelnetzen auf beiden
Seiten begrenzt. Die elektrischen Feldpulse zur Massenanalyse eines Ionenpaketes mit
einer Anstiegsdauer von 100ns werden durch einen schnellen Hochspannungsschalter
(BEHLKE HTS 31-GSM) erzeugt. Das Uberschwingen des Rechtecksignals wird durch
einen seriellen Widerstand von 330 Q in der Ausgangsleitung gedampft und induktive
und kapazitive Last werden durch eine kurze Leitung klein gehalten.

Zur Kompensation der rdumlichen Ausdehnung des lonenstrahls kann ein Raumfokus
zweiter Ordnung genutzt werden. Um einen Raumfokus zweiter Ordnung unabhéngig
von der Geometrie ausschliellich iiber die Festlegung der elektrischen Feldstarken zu
ermoglichen, wurde ein dreistufiger Aufbau gewahlt. An den Extraktionsbereich schlie-
Ben sich demnach zwei Beschleunigungsfelder zwischen den Linsen L2 und L3 sowie der
Linse L3 und dem Flugrohr iDT an. Auf einer 36 cm langen Driftstrecke werden die
Ionen zeitlich und rdumlich gemafl ihres Masse-zu-Ladungsverhéltnisses separiert, bevor
die Ladungstriager schliefSlich mittels eines Detektors iMCP bestehend aus zwei Mikro-

kanalplatten (engl. micro channel plate, MCP) in Chevron-Anordnung erfasst werden.

Tabelle 3.2.1: Abmessungen des verwendeten linearen Flugzeitmassenspektrometers:
Distanzen mit einzelnen Indizes d; bezeichnen die Lange eines Bauteils
i entlang der Flugachse, wahrend Distanzen mit doppelten Indizes d;_;
den Abstand zwischen zwei Bauteilen i und j anzeigen (vgl. Abb. 3.2.7).

Bezeichnung Distanz / mm

dii-12 15
dio 3.5
dro-13 7.5
dis 1
dr3—ipT 14.5
dipT 360
dipT—imcp 20

Samtliche Spannungen fiir Komponenten des TOF-MS kénnen in beiden Polaritaten er-
zeugt werden, sodass sowohl die Analyse von Kationen als auch von Anionen méglich ist.
Die Beschaltung des MCP-Detektors kann durch den Austausch eines externen Vertei-
lungsmoduls ebenfalls schnell an die zu detektierende Ladungstrager-Polaritat angepasst
werden. Im Anhang unter Abschnitt 8.4 sind die zugehorigen Schaltbilder hinterlegt.

Der kreisformige Offnungsquerschnitt der elektrostatischen Linsen im Massenspektro-
meter betrdgt 20 mm und der Durchmesser der aktiven Detektorfliche liegt bei 25 mm.

Lediglich die Extraktionsoffnung in Linse L2 wurde angepasst, um das Signal-zu-Hinter-
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grund-Verhéltnis fiir Laserexperimente zu optimieren. Die Offnung ist als 20 mm langer
Schlitz entlang der Laserachse mit einer Breite von 3.5 mm entsprechend der horizontalen
Ausdehnung des unfokussierten Lasers realisiert, um ausschlieflich das Interaktionsvo-
lumen auf den Detektor abzubilden.

In Abbildung 3.2.8 sind die Ergebnisse einer in SIMION 8.1 simulierten Massenana-
lyse von einfach-negativ geladenen Ionen (m/z = 196) in dem beschriebenen Aufbau
gezeigt. Die verwendeten Simulationsbedingungen entsprechen tiblichen experimentellen

Einstellungen und sind im Anhang zu finden.

Einzel lens

L1 1213 iFlight MCP
(a) Ungerichtete, thermische Energieverteilung (Ey, = 0.025¢V).

Einzel lens

L1 L2L3 iFlight MCP
(b) Kinetische Energie von 0.5€V entlang der ESI-Achse.

Abbildung 3.2.8: Mittels Simion 8.1 simulierte Trajektorien im dreistufigen, linearen
Flugzeitmassenspektrometer bei verschiedenen initialen, kinetischen
Energien von Anionen mit m/z = 196 (Simulationseinstellungen in
Abschnitt 8.1). Ansicht entlang der Laserachse.[!%’)

Es wurden verschiedene Startzustande simuliert. Unter (a) ist die Abbildung von voll-
stindig thermalisierten Ionen ohne zusatzliche kinetische Energie auf der ESI-Achse
gezeigt. Die Ionen werden vergleichsweise zentral auf den MCP-Detektor abgebildet.
Besitzen die abzubildenden Ionen hingegen eine kinetische Energie von 0.5eV entlang
der ESI-Achse, duert sich das erwartungsgeméf in einer Verschiebung des Detektor-
bildes. Im aktuellen Aufbau ist es daher sinnvoll bei vergleichsweise kleinen kinetischen
Energien des Ionenstrahls zu arbeiten, um laterale Diskriminierung zu unterbinden. Ei-
ne Kompensation durch elektrische Querfelder ist bei Bedarf durch die Erganzung von

entsprechenden Optiken realisierbar.
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3.2.4 Elektronenabbildung

Das in Abbildung 3.2.9 gezeigte Stabsystem enthélt neben dem soeben beschriebenen, li-
nearen Flugzeitmassenspektrometer (rechts) weitere elektrostatische Optiken und einen
zweiten Detektor (links). Dieser Teil dient der Abbildung und raumlich-aufgelésten De-

tektion von Photoelektronen zur Bestimmung des PECD.

eMCP DEFL
eDT | L1L2

Ryl ,_
S | e %

o e i :
S

Electron projection

Abbildung 3.2.9: Rendering des Stabsystems zur Massenanalyse mittels Flugzeitmas-
senspektrometrie (rechts) sowie Elektronenprojektion (links). Der
Aufbau zur Elektronenabbildung besteht aus den Linsen L1 und L2,
einem Paar von Ablenkungsplatten (DEFL), einem kurzen Flugrohr
(eDT) sowie einem MCP-Detektor (eMCP) mit zweigeteilter Anode.

Samtliche Abmessungen sind in Tabelle 3.2.2 aufgelistet.

Tabelle 3.2.2: Abmessungen des Aufbaus zur Elektronenprojektion: Distanzen mit ein-
zelnen Indizes d; bezeichnen die Lange eines Bauteils 7, wahrend Distan-
zen mit doppelten Indizes d;_; den Abstand zwischen zwei Bauteilen ¢
und j anzeigen (vgl. Abb. 3.2.9).

Bezeichnung Distanz / mm

dro—11 15
dr 3.5
di1-pEFL 2.5
dpEFL 20
dpEFL—eDT 2.5
deDpT 50
depT—iMCP 5

Die Projektion der mittels Photodetachment oder -ionisation zwischen den Linsen L1 und
L2 erzeugten Elektronen wird durch einen Feldpuls ausgelost. Zwei Ablenkungsplatten
erlauben das Anlegen eines elektrischen Querfeldes entlang der Laserachse. Auf diese

Weise kann das projizierte Elektronenbild auf dem Detektor (eMCP) zentriert bzw.
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inhdrente Asymmetrien des Aufbaus kompensiert werden. An die Ablenkungseinheit
schliet sich ein kurzes Flugrohr an. Diese zusatzliche Strecke bis zum Detektor erlaubt
eine Ausdehnung der Elektronenwolke, sodass der Detektor mit einem Durchmesser der

aktiven Flache von 25 mm hinreichend ausgeleuchtet wird.

_’
Front cover 9

Front electrode —OH.‘,

MCP 1
Center electrode

MCP 2 — >
Back electrode +&=—-<___—>
Insulator —— >

Half circle anodes—u“

Back cover
1*}

Abbildung 3.2.10: Explosionszeichnung der Detektoreinheit fiir Elektronen. Eine oben
geoffnete, zweiteilige Hiille enthélt drei Ringelektroden zwischen
denen Mikrokanalplatten platziert werden. Hinter einem isolieren-
den Abstandhalter befinden sich zwei Halbkreisanoden.

Der Detektor, in Einzelteilen in Abbildung 3.2.10 zu sehen, besteht wiederum aus zwei
Mikrokanalplatten in Chevron-Anordnung. Allerdings weist dieser im Gegensatz zum
Ionendetektor zwei halbkreisformige Anoden auf, welche tiber einen 1 mm langen Spalt
voneinander separiert sind. Die Halbplatten werden entlang der Laserachse ausgerichtet,
sodass die relativ zur Ausbreitungsrichtung des Lichtes in Vorwérts- und Riickwérts-
Richtung emittierten Elektronen jeweils auf eine der beiden Hélften abgebildet werden.
Das Schema der Spannungsversorgung des Detektors ist im Anhang unter Abschnitt 8.4
hinterlegt.

In Abbildung 3.2.11 ist die mittels SIMION 8.1 simulierte Projektion von Elektronen
im vorliegenden Aufbau gezeigt. Die Einstellungen, welche dem Anhang 8.1 entnommen
werden konnen, orientieren sich an typischen experimentellen Bedingungen. Die kineti-
sche Startenergie der Elektronen wurde fiir die Simulation auf 1eV festgelegt und die
zugehorigen Vektoren iiber den gesamten Raum zufillig verteilt.

Alle Elektronen aus dem Startvolumen werden auf den Detektor abgebildet. Durch das
Anlegen eines elektrischen Querfeldes kann das Elektronenbild in der Detektorebene

entlang der Laserachse verschoben werden.
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—L1—

eFlight > [HKTiA

MCP > |

eFlight

_emcp »
(b) Ablenkungsfeld von 20V /cm.

Abbildung 3.2.11: Simulierte Trajektorien fiir die Elektronenabbildung bei verschiede-
nen Ablenkungsfeldern in Ansichten entlang der ESI-Achse (links)
und Laserachse (rechts).['8]

Fir Photodetachment-Experimente wurden geeignete Abbildungsbedingungen anhand
von Untersuchungen der Gesamtelektronenausbeute in Abhéngigkeit der Spannungen
an den Elektronenoptiken bestimmt. Durch entsprechende Optimierungen kann eine
moglichst vollstdndige Projektion aller Photoelektronen auf den Detektor bei guter Aus-

leuchtung der aktiven Flache erzielt werden.

3.2.5 Zeitlicher Ablauf

Aufgrund der gepulsten Betriebsweise miissen verschiedene Events im ESI-TOF-MS zeit-

lich abgestimmt werden. Das Offnen der Ionenfalle, das Auslésen des Giiteschalters im
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ns-Laser sowie der Feldextraktionspuls im TOF-MS miissen synchron und mit passender
Verzogerung erfolgen, damit Ionen- und Laserpuls maximal tiberlappen und die Produkt-

ionen bzw. Elektronen auf einen gewiinschten Detektor abgebildet werden konnen.

Laser on Laser off Laser on
SEmmmmmmm s [ — e e e e
> At Wiran i€
lon trap trap i i trap
gate pulse | _
ns-Laser | |
pulse H H
At : ; w,
Extraction | o ﬂ : H ” .
field pulse | ; ; :
i T T T T i T T T T }—P time / ms
0 50 100

Abbildung 3.2.12: Schematische Darstellung der zeitlichen Abfolge des lonenfallen-
Puls, ns-Laserpuls und Feldextraktionspuls im ESI-TOF-
Experiment.

In Abbildung 3.2.12 ist der zeitliche Ablauf des Experimentes illustriert. Zunichst wird
die Tonenfalle durch einen Spannungspuls an der Ausgangslinse geoffnet, d. h. ein lo-
nenpaket wird extrahiert. Dies erfolgt vor dem Eintreffen eines Laserpulses und dem
Auslosen der Extraktion zur Massenanalyse (oder Elektronenabbildung), da die Ionen
eine gewisse Flugzeit benotigen, um die Strecke ins Zentrum des TOF-MS zuriickzulegen.
Die optimale Verzogerung relativ zum Laserpuls Atyap = fiap — tiaser hangt dabei von
den jeweiligen Spannungen der lonenfithrungskomponenten respektive der kinetischen
Energie sowie der Tonenmasse und -ladung ab.

Auch die zeitliche Abfolge von Laserpuls und Extraktionsfeldpuls im TOF-MS muss
optimiert werden. Erfolgt die Extraktion in Richtung Detektor zu spat, so haben die
Ladungstréager von Interesse den Extraktionsbereich bereits wieder verlassen. Wird der
Feldpuls im TOF-MS hingegen zu frith ausgelost, so werden die Eduktionen aus dem
Interaktionsvolumen abgezogen, bevor eine Interaktion mit dem Laser stattfinden kann.
Die Verzogerung des Feldextraktionspulses relativ zum Laserpuls Ateg: = fextr — taser
kann in Abhédngigkeit der zeitlichen Abfolge sowohl positive als auch negative Werte
annehmen.

Zwischen den Messungen von Massenspektren unter Lasereinfluss (laser on) werden
ESI-Hintergrundspektren ohne Laser (laser off ) aufgezeichnet (siehe Abbildung 3.2.12).
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3.2 Elektrosprayionsations-Flugzeitmassenspektrometer

Die Aufnahme von Einzelmassenspektren im ESI-TOF-MS erfolgt also mit doppelter
Frequenz (20 Hz) verglichen mit der Laserrepetitionsrate (10 Hz). Diese quasi-parallele
Erfassung von Spektren mit und ohne Laser ist entscheidend fiir eine préazise Quantifizie-
rung der durch den Laser in den ESI-Massenspektren hervorgerufenen Verdnderungen,
denn auf diese Weise konnen Artefakte durch Instabilitdten und Drifts seitens der lo-
nenquelle auf ein Minimum begrenzt werden.

In Abbildung 3.2.13 ist die technische Umsetzung der zeitlichen Steuerung des Experi-

mentes schematisch gezeigt.

Delay generator Behlke switch
BME SGO02P5 HTS-31-GSM
T IA B TTL (20 Hz)
L, Digitizer
Acgiris U1084A
EXT TRIG
Delay generator |__|Pulse generator
Stanford DG535 HP 214 B
T
' * NIM (10 Hz) __,|Laser controller

| Surelight I-10

Logic Unit set width
Ortec CO4020

Y, Y,
Logic Unit [invert]

T 0
Ortec c04o1o© s
71/)(1 7Z/XZ

Level translator [Flash
PS726 Q-Switch

Laser trigger preparation

Abbildung 3.2.13: Schematische Darstellung der Komponenten zur Steuerung der
zeitlichen Abfolge des ESI-TOF-Experiments.

Die zeitliche Abstimmung der zuvor beschriebenen Events erfolgt durch eine iiber Lab-
View gesteuerte PCI-Karte SG02P5 von BME. Diese erzeugt einen TTL-Mastertrigger
T mit einer Frequenz von 20 Hz sowie zwei individuell verzogerte TTL-Pulse A und
B. Relativ zum Mastersignal T werden von einem Verzogerungs-Generator STANFORD
DG535 zwei zueinander verzogerte NIM-Pulse mit halber Frequenz (10 Hz) ausgegeben.
In zwei Logik-Einheiten (ORTEC CO4020 und CO4010) sowie einem Level-Translator
(PHILIPS SCIENTIFIC 726) werden die beiden Signale, welche zum Auslosen der Blitz-
lampe und des Giiteschalters im Surelite [-10 Laser dienen, aufbereitet. Die Pulsbreite
und -amplitude werden entsprechend den vorgegebenen Spezifikationen modifiziert und

die resultierenden elektrischen Signale werden dem Lasercontroller schliefflich als exter-
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3 Experimenteller Aufbau

ner Trigger zugefithrt. Zunédchst wird die Blitzlampe ausgelost und dann 181 ps spéter
der Gilteschalter.

Das gegeniiber dem Referenzsignal T verzogerte Signal A triggert den Pulsgenerator HP
214 B und 16st somit den Puls zum Offnen der Ionenfalle aus. Mit dem Signal B wird die
Feldextraktion im TOF-MS iiber den BEHLKE-Schalter HT'S-31-GSM gestartet. Zudem
dient das gleiche Signal auch als Startzeitpunkt fir die Messkarte U1084A von ACQIRIS

zum Aufzeichnen eines Massenspektrums.

3.2.6 Datenverarbeitung

Die Aufbereitung der MCP-Signale erfolgt durch Verstarkereinheiten, welche von der
Elektronik-Werkstatt des Fachbereichs Chemie an der Philipps-Universitat Marburg
nach Vorlage von COYLE et al. gebaut wurden.?*3 Es handelt sich um einen nicht-
invertierenden Verstérker mit hoher Bandbreite (200 MHz). Der Verstarkungsfaktor ist
durch geringfiigige Schaltungsveranderungen anpassbar. Im Rahmen der in dieser Ar-
beit durchgefithrten Messungen wurde ohne eine nominelle Spannungsverstarkung (0 db)
gearbeitet, da zu jedem Zeitpunkt ausreichend hohe Signalintensitaten vorlagen. Die Ver-
wendung des besagten Bauteils diente lediglich als Sollbruchstelle bzw. Schutzmafinahme
fiir sich anschlieende empfindliche Messtechnik. Es ist zu beachten, dass bei zu hohen
Signalamplituden (2 1V) die Linearitdt zwischen Eingangs- und Ausgangssignalinten-
sitét verloren geht, wie in der folgenden Abbildung 3.2.14 zu sehen ist.

Die Erfassung der Detektorsignale erfolgt iiber eine schnelle 8-bit Digitizer-PCI-Kar-
te Ul084A von ACQIRIS. Als Alternative stehen ein Constant Fraction Discriminator
(Quad-CFD 935) von ORTEC und eine Time-to-Digital-Converter-Karte TDC4HM__1r05
von ROENTDEK zur Verfiigung. Durch das Zahlen von Einzelevents mit diesen beiden
Komponenten kann der dynamische Bereich in die Region von sehr geringen Ionenzah-
len erweitert werden. Dies ist beispielsweise fiir die Verwendung von Lichtquellen mit
deutlich geringeren Pulsenergien interessant, wurde fiir die Experimente mit hochener-
getischen ns-Laserpulsen in dieser Arbeit jedoch nicht bendétigt.

Die Aufzeichnung von Flugzeitspektren, d. h. das Starten des ESI-TOF-MS und das
Auslesen von generierten Daten, ist iiber die LabView-Programme TOF-Measurement.vi
bzw. I'Y-Measurement.vi moglich. Die Messprogramme erfassen abwechselnd Einzelspek-
tren mit und ohne Laser und mitteln die Daten jeweils iiber mehrere Laserschiisse. Ge-
mafl massenspektrometrischer Konvention kénnen die urspriinglich negativen Signale zu
Darstellungszwecken invertiert werden, um positive Amplituden zu erhalten. Die Um-

rechnung von Flugzeit- in Massenspektren wurde iiber das Programm TOF to mz.vi
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Abbildung 3.2.14: Ausgangssignalamplitude der Vorverstarkereinheit in Abhangigkeit
der Eingangssignalamplitude. Ab einer Eingangsamplitude von ca.

1V erfolgt eine Abweichung von der bei geringeren Spannungen zu
beobachtenden Linearitét.

realisiert und die Integration von ausgewéhlten Signalen erfolgte mit Hilfe des VIs In-
tegrate  TOF-Spectra.vi. Samtliche Software wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit fiir

den neuen Aufbau programmiert.

3.3 ns-Laser

Als Lichtquelle wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Surelite I-10 von CONTINUUM ver-
wendet. Der schematische Aufbau des giitegeschalteten Nd:YAG-Laser ist in Abbildung
3.3.1 gezeigt und die Hersteller-Spezifikationen sind in Tabelle 3.3.1 aufgefiihrt.

Ein linearer Resonator wird durch einen hochreflektiven (1) und einen teildurchléssigen
Spiegel (6) aufgebaut. Das aktive Medium (5) bildet ein 115 mm langer kristalliner Stab
mit einem Durchmesser von 6 mm aus mit 0.9 % bis 1.4 % Neodym-dotiertem Yttrium-
Aluminiumgranat. Der wassergekiihlte Laserkopf wird durch eine Xe-Blitzlampe in Kom-
bination mit einem Magnesiumoxid-Diffuser gepumpt. Die Giiteschaltung zur Erzeugung
von hochenergetischen Laserpulsen auf der ns-Zeitskala wird nach dem in Abschnitt
2.3.1 beschriebenen elektrooptischen Prinzip iiber eine Kaliumdihydrogenphosphat-Po-
ckelszelle (2), ein A\/4-Verzogerungspléttchen (3) und einen Diinnfilm-Polarisator (4) mit
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Abbildung 3.3.1: Schematischer Aufbau des Surelite I-10 von CONTINUUM: (1) Hoch-
reflektiver Spiegel, (2) Pockelszelle, (3) A/4-Verzogerungsplatte,
(4) Dielektrischer Polarisator, (5) Laserkopf mit aktivem
Nd:YAG-Medium und Blitzlampe, (6) Teildurchlassiger Spie-
gel, (7) Ausgangs-Kompensator, (8) Verdoppler-Kristall, (9)
Verdreifachungs-Kristall, (10) Dichroische Spiegel fiir 355 nm, (11)
Strahlblock. Erstellt nach Vorlage von [180].

einer Ausloschungsrate von > 500 : 1 realisiert. Fiir Experimente im UV-Bereich wird
die ausgekoppelte Laserfundamentale mit einer Wellenlange von 1064 nm mittels nicht-
linearer Optik verdreifacht. Nach einem Strahlkompensator (7) wird dazu zunéchst die
zweite Harmonische (A = 532nm) in einem entsprechenden nicht-linearen Kristall (8)
erzeugt. Die dritte Harmonische (A = 355 nm) wird dann iiber die Summenfrequenzbil-
dung von fundamentaler und zweiter harmonischer Welle in einem weiteren Kristall (9)
generiert. Die Phasenanpassung erfolgt dabei in beiden Prozessen mittels Doppelbre-
chung tber eine Justage der Kristallwinkel. Die Abtrennung unerwiinschter Restwellen
erfolgt im sogenannten Surelite Separation Package (SSP), welches aus zwei lediglich fiir
355 nm reflektiven, dichroischen Spiegeln und einem Strahlblock fiir die transmittierte
Strahlung bei 532nm und 1064 nm besteht.

Das resultierende Spektrum nach zwei weiteren externen dichroischen Spiegel (DS355
und HR355) zur zusétzlichen spektralen Aufreinigung ist in Abbildung 3.3.2 dargestellt.
Das ungefilterte Spektrum (Schwarz in Abb. 3.3.2) zeigt neben dem erwarteten intensiven
Signal bei 355 nm auch kleinere Peaks bei 709 nm und 1064 nm. Bei letzteren beiden Si-
gnalen handelt es sich in erster Linie um Messartefakte, hervorgerufen durch Reflexe ho-
herer Ordnung der dritten Harmonischen im verwendeten Gitter-Spektrometer (SOLAR
LASER SYSTEMS S150), wie der Vergleich mit einem Kurzpass-gefilterten Spektrum (rot
in Abb. 3.3.2) zeigt. Hinter einem IR-Sperrfilter KG3 von SCHOTT mit Reintransmissi-
onsgraden von 7;(360 nm) = 0.9343, 7;(710nm) = 0.4482 und 7;(1060nm) = 0.0002(244
sind die relativen Signalintensitdten fir 709 nm und 1064 nm trotz der hohen Auslé-

schungsrate des Filters in diesem Bereich kaum vermindert. Dies ldsst den Schluss zu,
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3.3 ns-Laser

Tabelle 3.3.1: Hersteller-Spezifikationen des CONTINUUM Surelite I-10 Lasers. !5

Repetitionsrate / Hz 10
Pulsenergie / mJ 1064 nm 450
532nm 200
355 nm 100
Pulsbreite (FWHM) / ns 1064 nm 5-7
932nm 4-6
355 nm 4-6
Linienbreite / cm™ 1.0
Divergenz®/ mrad 0.6
Richtungsstabilitidt / prads 100
Jitter®/ ns 0.5
Energiestabilitat®/ % 1064 nm 2.5
532nm 3.5
355 nm 4.0
Leistungsdriftd/ % 1064 nm 3.0
932nm 2.0
355 nm 5.0
Giite des rdumlichen Strahlprofils® Near field (< 1m) 0.7
Far field (00) 0.95

& Voller Winkel fiir 86 % der Energie.

b Relativ zum externen Trigger.

¢ Schuss zu Schuss fiir 99 % aller Pulse.

4 Vom Mittelwert in 8 Stunden.

¢ Gauflanpassung durch Fehlerquadratminimierung. Ein perfekter Fit
entspricht einem Wert von 1.

dass Gitterreflexe zweiter und dritter Ordnung von 355nm auf die CCD-Kamera des
Messgerites fallen. Die spektrale Reinheit der Laserstrahlung wurde zusétzlich mit Hilfe
eines PELLIN-BROCA-Prismas verifiziert. Nach der spektralen Aufspaltung konnte ledig-
lich ein einzelner blauer Laserspot beobachtet werden. Auch unter Zuhilfenahme einer
IR-Wandlerkarte (THORLABS VRC5) konnte keine weitere Laserlinie beobachtet wer-
den. Die erzeugte Laserstrahlung kann somit als spektral hinreichend sauber angesehen
werden.

In Abbildung 3.3.3 ist das zeitliche Intensitiatsprofil des ns-Laser dargestellt. Das Zeit-
profil kann in erster Ndherung, abgesehen von einer leichten Asymmetrie, als gauformig
bezeichnet werden. Eine Anpassung gemafl f(t) = A - exp(—(t — t.)?/(2¢?%)) wurde vor-
genommen. Anhand des o-Fitparameters wurde eine Pulsbreite bei halbem Maximum
von tpwam = 4.92ns bestimmt, welche in guter Ubereinstimmung mit den Hersteller-

spezifikationen steht.!'8%!
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Abbildung 3.3.2: Gefiltertes (Schott KG3) und ungefiltertes Spektrum der dritten
Harmonischen des CONTINUUM Surelite I-10 aufgezeichnet mit dem
Gitterspektrometer S-150 von SOLAR LASER SYSTEMS hinter zwei
dichroischen Spiegeln DS355 und HR355.
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Abbildung 3.3.3: Temporales Intensitatsprofil des CONTINUUM Surelite I-10 gemes-
sen mit der Photodiode DET10A /M von THORLABS und angepasst
durch eine Gaussfunktion.
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3.3 ns-Laser

Die rdumliche Ausdehnung des Lasers wurde tiber eine Knife-Edge-Profilierung charak-
terisiert. Mittels einer Mikrometer-Translationsbiihne wird dabei schrittweise eine Mes-
serkante in den Strahlengang eingefithrt und der Laserstrahl somit zunehmend blockiert,
wahrend die mittlere Laserleistung durch ein hinter dem Aufbau angeordnetes Powerme-
ter (GENTECH PSV-310) erfasst wird. Die Ergebnisse von Messungen in unmittelbarer
Nahe des ESI-TOF-MS-Eingangsfensters auf der horizontalen und vertikalen Laborachse
sind in Abbildung 3.3.4 dargestellt.

i P(x) = Po/2-(1-erf(2-(x-X;)/r1e2)) [
Wﬁ, (x) = Po/2:(1-erf(2:(x-Xc)/r4; )):

1 + Vertical data ﬁ;&i
]--erfritPg "%
1 Po=3.802 +0.001

X =5.15+0.01

- ] rie=3.02+£0.04

1 + Horizontal data
---erf-Fit P(x)

" {Py=0.378 +0.001 :
] x.=5.16 £0.01 [
o] e =3.49£0.03 : [
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Knife position x / mm

o
&

o
Q..

Mean laser power / mW
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Abbildung 3.3.4: Gemessene mittlere  Laserleistung in  Abhédngigkeit  der
Messerkanten-Position auf der horizontalen und vertikalen La-
borachse im Rahmen einer Knife-Edge-Strahlprofilierung inklusive
Anpassung durch eine Fehlerfunktion P(x) zur Berechnung des
Strahlradius.

Der erwartete sigmoidale Verlauf ist klar erkenntlich. Aus einer Anpassung mittels Feh-
lerfunktion P(z) = FPy/2- (1 — erf(2(x — x.)/r1/e2)) kann unter Annahme eines Gauf-
strahlprofils die Strahlausdehnung bestimmt werden. Fiir den Radius 7 /.2 in Bezug auf
eine Intensititsabnahme um einen Faktor von 1/e? wurde auf der horizontalen Achse ein
Wert von 3.49 mm und auf der vertikalen Achse von 3.02 mm bestimmt, d. h. eine gering-
fligige Elliptizitit liegt vor. Der Laser wurde in allen Experimenten ohne Fokussierung

eingesetzt.
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3.3.1 Polarisationsanalyse

Fiir Circulardichroismus-Untersuchungen wird aus dem horizontal polarisierten Out-
put des verdreifachten Nd:YAG-Lasers zirkular polarisiertes Licht mittels eines A/4-
Verzogerungsplattchens (engl. quarter wave plate, QWP) erzeugt. Die Bestimmung der
QWP-Orientierung fiir maximale Anteile zirkularer Polarisation bei moglichst guter Ver-
gleichbarkeit der beiden Helizitdten hinsichtlich zirkularem Polarisationsanteil und Ori-
entierung der linearen Anteile (d. h. Ausrichtung der Polarisationsellipse) erfolgt gemafl
dem in Abbildung 3.3.5 gezeigten Aufbau unter Zuhilfenahme eines unbeschichteten
Calcite-Glan-Laser-Polarisator 03 PGL 301 (A = 350 nm — 2300 nm) von MELLES GRI-

OT mit einer Ausléschungsrate von Hgg < 5 - 107°.

A-\

Quarter-wave plate

Powermeter
Linear polarizer

2

Abbildung 3.3.5: Schematischer Aufbau zur Untersuchung des zirkularen Polarisati-
onsgrades, bestehend aus \/4-Verzégerungsplattchen, linearem Po-
larisator und Powermeter.

Zunachst wird der lineare Polarisator mit der Transmissionsachse orthogonal zur Laser-
polarisationsebene positioniert. Dazu wird dieser mit Hilfe eines Schrittmotors in kleinen
Schritten (typischerweise 100 x 7.2°-Schritte) um die Laserachse gedreht, wéihrend die
mittlere Laserleistung iiber ein Powermeter (GENTECH PSV-310) erfasst wird. Die Posi-
tionen geringster Leistung entsprechen dann der sogenannten gekreuzten Orientierung.
Vor dem gekreuzten Polarisator wird anschlieBend das QWP in eine drehbare Halterung
eingesetzt und wiederum in kleinen Schritten (im Regelfall 100 x 3.6°-Schritte) um die
Laserachse rotiert. Die Positionen mit maximaler Leistung am Powermeter zeigen dann
idealerweise den Zustand des hochsten Zirkularpolarisationsgrades an. Um letzteren zu
quantifizieren, wird an den zugehorigen Winkeln mit fixiertem QWP der lineare Pola-

risator erneut rotiert (wiederum in 100 x 7.2°-Schritten). Aus den resultierenden Daten
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3.3 ns-Laser

kann tiiber eine Anpassung der gemessenen Leistung in Abhédngigkeit des Polarisator-

Winkels P(a) gemé Gleichung 3.3.1 der Polarisationszustand charakterisiert werden.

P(Oé) - Pmax . Sil’lQ(Oé - 050) + PO (331)

P..x beschreibt die Amplitude, Py ist der Offset und g stellt die Phase dar. Fir
ideal zirkular polarisierte Strahlung wird ein konstanter Verlauf in Abhéngigkeit des
Transmissionsachsen-Winkels o erwartet. Die sin?-Modulation des Signals mit einer Pe-
riodizitat von 2m kommt durch lineare Restanteile, d. h. bei einem elliptischen Polarisati-
onszustand, zustande. Der Zirkularpolarisationsanteil R kann anhand der Amplitude
Pax und dem Offset Py geméB Gleichung 3.3.2 quantifiziert werden. 4

Repe = % fiir Ppax >0 (3.3.2)
Die Steuerung der Schrittmotoren und Aufzeichnung der mittleren Laserleistung am Po-
wermeter erfolgt durch das LabView-Programm CircPol-Analysis.vi. Die Software bietet
zudem die Funktion die Daten direkt durch sin?-Funktionen anzupassen, um die opti-

malen Positionen der Optiken schnell zu bestimmen.
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Abbildung 3.3.6: Auftragung der Polarisationsellipse: Gemessene mittlere Leistung P
in Abhéngigkeit des Polarisatorwinkels a.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zirkularpolarisationsanteile in der Gréenordnung von
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bis zu 82 % fiir LCP bzw. RCP bestimmt. Eine reprasentative Polarisationsellipse ist in
Abbildung 3.3.6 in einem Polardiagramm dargestellt.

Die Restanteile linearer Polarisation liegen in beiden Féllen auf der vertikalen Achse
(d. h. orthogonal zur Laserpolarisationsachse). Die Giite des Polarisationsgrades wur-
de regelméBig tiberpriift. Eine umfassende Charakterisierung des Polarisationszustandes

inklusive der Bestimmung von STOKES-Parametern folgt in Abschnitt 4.4.

3.4 Circulardichroismus-Messungen

Die Kombination des neu entworfenen ESI-TOF-MS mit der zirkular polarisierten UV-
Laserstrahlung erlaubt die Untersuchung des Circulardichroismus in Ionenausbeuten und
Photoelektronen-Winkelverteilungen. In diesem Unterkapitel werden der dazu verwen-

dete Messablauf und die Auswertemethodik dargelegt.

3.4.1 Messroutine

Samtliche chiroptischen Untersuchungen in dieser Arbeit folgten einem definierten Ab-

lauf, welcher in Abbildung 3.4.1 schematisch dargestellt ist.

Laser shot Laser shot
r 1 1 90° I L 1
On Ooff x On Off ]
300x || n N n ) mp 300 x Y A *
14 14

Abbildung 3.4.1: Schematische Darstellung des allgemeinen Messverfahrens zur Er-
mittlung des PICD und PECD: Alternierend werden Einzelmas-
senspektren mit und ohne Laser aufgezeichnet. Es werden zunéchst
300 Laserschiisse einer Helizitédt erfasst. Dann wird durch eine 90°-
Drehung des \/4-Wellenplattchens die Helizitat umgekehrt, bevor
wiederum 300 Laserschiisse aufgezeichnet werden. Zur Bestimmung
des PECD-Wertes werden die Intensitaten der beiden Elektronensi-
gnale (rot und blau) auf dem zweigeteilten Detektor (eMCP) erfasst,
fiir die Messung des PICD hingegen werden die massenaufgelosten
Signale am dafiir vorgesehenen zweiten Detektor (iMCP) aufgenom-
men (schwarz).

Fiir eine festgelegte Anzahl von 300 Laserschiissen werden geméafl der in Abschnitt 3.2.5
beschriebenen Methodik alternierend Einzelmassenspektren mit und ohne Laser auf-

gezeichnet. Dabei wird zirkular polarisiertes Licht verwendet, welches mit Hilfe eines
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3.4 Circulardichroismus-Messungen

achromatischen \/4-Wellenplattchens AQWP05M-340 von THORLABS erzeugt wird. Das
Verzogerungsplattchen besteht aus Quarz- und Saphir-Glas, getrennt iiber einen Luft-
spalt und weist eine hohe Zerstorschwelle auf (5Jcm™2 fir A = 355nm, 7 = 10ns,
frep = 10Hz)2%]. Die wellenlingenabhéngige Verzogerung der verwendeten Optik ist in
Abbildung 3.4.2 aufgetragen.
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Abbildung 3.4.2: Verzogerung des achromatischen \/4-Wellenplattchens AQWP05M-
340 von THORLABS in Abhéngigkeit der Wellenlédnge.?*!

Nach der Erfassung von insgesamt 300 Laserschiissen, jeweils bestehend aus einem Flug-
zeitspektrum mit und ohne Laser, wird die Helizitat der zirkular polarisierten Laserpulse
durch eine 90°-Drehung des Wellenpléttchens umgekehrt. Anschliefend werden weitere
600 Einzelmassenspektren, wiederum alternierend mit und ohne Lasereinwirkung, aufge-
zeichnet. Die Kombination der beiden Teilmessungen mit unterschiedlicher Zirkularpola-
risation (LCP und RCP) wird als pass bezeichnet. Sdmtliche Daten eines passes werden
in ihrer Rohform gespeichert, um spéter eine geeignete Wahl der Normierung auf den
ESI-Hintergrund vornehmen zu koénnen. Die 8-bit-Zahlenwerte des Digitiziers werden
dabei aus Speicherplatz-Griinden in binarer Form gespeichert. Nach dem Speichervor-
gang beginnt der geschilderte Messzyklus erneut. Im Verlaufe einer Chiralitdtsanalyse
(auch als run bezeichnet) werden mehrere hundert passes durchgefithrt, wobei ein pass
bei einer Laserrepetitionsrate von 10 Hz ungeféhr eine Minute in Anspruch nimmt. Die
haufige Variation des Polarisationszustandes und die unterschiedliche Abfolge der bei-
den Lichthelizitaten in aufeinanderfolgenden passes (RCP,LCP,LCP,RCP,RCP,LCP,...)
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3 Experimenteller Aufbau

minimieren systematische Fehler durch Drifts der mittleren Laserleistung und des Io-
nensignals der ESI-Quelle.

Alle CD-Messungen wurden mit einem zu diesem Zweck neu entwickelten LabView-
Programm CD-Measurement.vi durchgefithrt. Besagte Software koordiniert die Daten-
erfassung und Variation der experimentellen Parameter. Die Einstellung des Polarisa-
tionszustandes erfolgt automatisiert durch Rotation des QWP mittels des Schrittmo-
tors ST4018L1206-A von NANOTEC tiber einen Microstep-Controller SMC PCI von Mi-
c0s. Das Timing des Experimentes wird programmintern iiber die SG02P5-Karte von
BME festgelegt. Die zwei Kanéle der Messkarte U1084A von ACQIRIS werden nach
jedem Triggersignal durch das VI ausgelesen und es erfolgt eine Sortierung der erhalte-
nen Daten geméfl Polarisationszustand und Laser-Status (an/aus). Letzterer wird an-
hand der zugehorigen Triggernummer (ungerade vs. gerade) bestimmt. AuBlerdem wird
parallel die mittlere Laserleistung hinter dem Ausgangsfenster der Apparatur erfasst.
Dies geschieht tiber ein Leistungsmessgerdt TPM-300-CE der Firma GENTEC-EQO mit
Volumenabsorber-Messkopf (PSV-310), dessen analoge Outputspannung (zwischen 0V
und 1V) iiber die PCI-Karte 6221 von NATIONAL INSTRUMENTS ausgelesen wird. Uber
polarisationsabhéangige Kalibrationen kann auf die Laserleistung im Chiralitatspektro-
meter zuriickgeschlossen werden.

Nach jedem pass erfolgt bereits eine erste, schnelle Auswertung der erfassten Daten, um
dem Benutzer eine Uberwachung des Messvorgangs zu erlauben. Neben dem gemittel-
tem Differenzmassenspektrum und den berechneten CD-Werten kann der Verlauf von

Laserleistung sowie ESI-Signal verfolgt werden.

3.4.2 Auswertung

Die Auswertung der erfassten Rohdaten erfolgte mittels zwei LabView-Programmen
PICD-Analysis.vi und PECD-Analysis.vi, welche im Rahmen dieser Arbeit geschrie-
ben wurden. Eine teilweise Automatisierung der Auswertung ist aufgrund der grofien
Datenmengen unerlésslich. Der allgemeine Ablauf der Datenanalyse ist vereinfacht als
Flussdiagramm in Abbildung 3.4.3 dargestellt.

In beiden Programmen werden zunachst die Rohdaten eingelesen. Dabei ist jeweils eine
Uberpriifung der Signalamplituden auf Séttigung moglich. Im PICD-VI kénnen ganze
passes, welche eine gewisse Anzahl von Einzelspektren mit Amplituden jenseits eines vom
Nutzer definierbaren Grenzwertes enthalten, verworfen werden, wahrend im PECD-VI
einzelne Laserschiisse anhand festgelegter Kriterien aussortiert werden kénnen. Dieses

voneinander abweichende Vorgehen wurde gewéhlt, da der PECD im Gegensatz zum
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3.4 Circulardichroismus-Messungen
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Abbildung 3.4.3: Flussdiagramm der Datenanalyse zur Bestimmung von PICD- und
PECD-Werten: Die Massenspektren aller passes werden eingelesen,
auf Sattigung tiberpriift, basislinienkorrigiert und in festgelegten In-
tervallen integriert. Im Falle der PICD-Analyse (linke Spalte) ist
eine Normierung moglich, bevor tiber alle Laserschiisse gemittelt
und der PICD-Wert aus den Ausbeuten berechnet wird. Der PECD-
Wert (rechte Spalte) hingegen kann direkt aus den Vorwérts- und
Riickwarts-Ausbeuten pro Laserschuss ermittelt werden und wird
anschlieBend gemittelt. Nach vom Benutzer definierten Kriterien
konnen in beiden Féllen passes aussortiert werden, bevor schlie3-
lich der Mittelwert iiber alle verbleibenden passes gebildet wird.

PICD pro Laserschuss bestimmt werden kann. Sattigungseffekte konnen beispielsweise
durch einen unzureichenden Messbereich des Digitizers oder Limitierungen des Vorver-
starkers (< 1V) zustande kommen und miissen zur validen Bestimmung von ausbeute-
basierten Groflen unbedingt vermieden werden.

Anschliefend wird eine Basislinienkorrektur der Massenspektren durchgefithrt. Dazu
wird in einem zuvor definierten Bereich ohne Signale eine Konstante mittels der bis-

quare-Methode an die Messdaten angepasst und der ermittelte Wert anschliefend sub-
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3 Experimenteller Aufbau

trahiert. Es konnen dabei Restriktionen beziiglich der Variabilitat der Basislinie zwischen
den einzelnen Laserschiissen und Polarisationszustanden gemacht werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde festgelegt, dass die aufeinanderfolgenden Spektren mit und ohne
Laser die gleiche Korrektur erfahren sollten. Die Basislinienkorrektur erfolgt deshalb an-
hand der Mittelwerte von zusammengehorigen Einzelspektren mit und ohne Laser, um
Artefakte in den Differenzspektren zu verhindern.

Nach der Basislinienkorrektur werden die Flugzeitspektren mittels Trapez-Verfahren in
zuvor festgelegten Grenzen numerisch integriert. Im Falle der PICD-Analyse wird nur
ein Kanal ausgewertet, wahrend fiir die PECD-Analyse die Elektronensignale auf der
vorwérts- und rickwérts-orientierten Anode gleichzeitig verarbeitet werden.

Die erhaltenen absoluten Ionenausbeuten kénnen fiir die Bestimmung von PICD-Werten
normiert werden. Dies ist empfehlenswert, da die absoluten Ausbeuten der betrachteten
Photoreaktionsprodukte direkt abhéngig von ESI-Signalstiarke (Anzahl der Eduktionen)
und Laserleistung sind. Auf der Zeitskala der Polarisationsvariation kénnen merkliche
Verdnderung, insbesondere des ESI-Hintergrundes, erfolgen. Letzteres kann zu Artefak-
ten beim Vergleich der entsprechenden Ausbeuten, d. h. in der PICD-Berechnung, fiithren.
Drifteinfliisse werden durch die verwendete Messroutine grofiteils kompensiert, dennoch
kann eine Normierung vorteilhaft sein. Die Normierungsfunktion ist vom Nutzer der
Auswertesoftware frei wahlbar. Aus den gegebenenfalls normierten Ausbeuten werden
nach einer Mittelung iiber alle Laserschiisse fiir jeden pass PICD-Werte berechnet.

Der PECD — die Asymmetrie der Photoelektronen-Winkelverteilung entlang der Laser-
achse — kann fiir jeden Einzelschuss bestimmt werden, daher ist hier keine Normierung
auf Ausbeuten oder Laserleistung notwendig bzw. sinnvoll. Die einzelnen PECD-Werte,
welche fiir die beiden Lichthelizitdten erhalten wurden, werden jeweils fir alle Laser-
schiisse gemittelt. Aus den so bestimmten PECD-Werten fiir LCP und RCP kann der
symmetrisierte PECD-Wert fiir jeden pass berechnet werden.

Bevor abschlielend iiber alle passes gemittelt wird, konnen optional einzelne passes als
Ausreifler identifiziert und aussortiert werden. Die Kriterien fiir die Aussortierung werden
vom Nutzer festgelegt. Es wurden zwei simple Arten der Ausreifler-Detektion implemen-
tiert: Z-Scoring, d. h. das Verwerfen aller Datenpunkten auflerhalb eines definierten Kon-
fidenzintervalls, und Aussortierung beim Uberschreiten eines Grenzwertes der relativen
Standardabweichung in einem pass. Beide Methoden konnen im Hinblick auf die Laser-
leistung und den ESI-Hintergrund in einem pass angewendet werden, d. h. eine Auswahl
der berticksichtigten Datenpunkte erfolgt nur anhand von sekundéaren Informationen und

nicht am Nutzsignal selbst. Im Rahmen dieser Arbeit kam diese Funktionalitat nicht zum
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Einsatz.

Die berechneten CD-Werte, integrierten Hintergrund-Signale (normiert und nicht nor-
miert) sowie die gemessenen Laserleistungen werden von der Auswertesoftware fiir alle
Laserschiisse, Passes und gesamte Runs im Textformat ausgegeben. Samtliche Input-

Parameter fir die Auswertesoftware werden in txt-Files definiert.

3.5 Chemikalien

Die in Tabelle 3.5.1 aufgelisteten Chemikalien wurden in dieser Arbeit als Analyten be-
ziehungsweise Addukte ohne weitere Aufreinigung verwendet. Als Losungsmittel dienten
vollentsalztes Wasser, Methanol (Fisher Chemical, HPLC-grade, > 99.9 %) und Aceto-
nitril (VWR Chemicals, HPLC-grade, > 99.9 %).

Tabelle 3.5.1: Reinheit und Bezugsquelle der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten

Chemikalien.
Stoft Bezugsquelle  Reinheit
L-Glutaminsiure Sigma-Aldrich  99.5%
D-Glutaminsaure Sigma-Aldrich  99.0 %
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin Sigma-Aldrich  98.9 %
D-3,4-Dihydroxyphenylalanin Sigma-Aldrich  95.0 %

Gramicidin vom Bacillus aneurinolyticus Sigma-Aldrich  95.0 %
(Bacillus brevis)®

Natriumhydroxid Merck 99.0 %
Caesiumhydroxid-Hydrat Alfa Aesar 99.9 %P

& Gemisch aus Gramicidin A, B, C und D.
b In Spurenmetall-Basis, enthélt 15% - 20 % H,O.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel widmet sich den Ergebnissen, welche mit dem neu entwickelten ESI-TOF-
MS im Rahmen dieser Doktorarbeit erzielt werden konnten. In den ersten Unterkapiteln
werden Charakteristika des linearen Flugzeitmassenspektrometers und der ESI-Quelle
bzw. des gepulsten Ionenstrahls anhand einer Auswahl experimenteller Daten dargelegt.
Anschliefflend wird der Einfluss von Laserstrahlung auf mittels Elektrosprayionisation er-
zeugte Anionen thematisiert. Nachdem auflerdem der Polarisationszustand der Laserpul-
se quantifiziert wurde, folgt schliellich die Prédsentation der Resultate chiroptischer Stu-
dien an drei verschiedenen Analytmolekiilen: 3,4-Dihydroxyphenylalanin, Glutaminsaure
und Gramicidin. Es wird jeweils der Circulardichroismus in Ionenausbeuten (PICD) und
Photoelektronen-Winkelverteilungen (PECD) beschrieben.

4.1 Charakterisierung des Chiralitatsspektrometers

Das Chiralitatsspektrometer, bestehend aus einem linearen Flugzeitmassenspektrome-
ter zur Tonendetektion und einer richtungsauflésenden Einheit zur Elektronenabbildung,
wurde im Rahmen dieser Arbeit speziell fiir die Kopplung mit einer ESI-Quelle ent-
wickelt. Da dieser Teil des experimentellen Aufbaus (siehe Sektionen 3.2.3 und 3.2.4)
das Kernstiick fiir die chiroptische Analytik darstellt, erfolgt in diesem Abschnitt zu-
néchst eine Charakterisierung der grundlegenden Funktionalitidt. Um die Elektronen-
und Ionenoptiken sowie Detektoren unabhéngig von der Ionenquelle zu testen, wur-
den Ladungstriager durch Laserionisation von in der Hochvakuumkammer verbliebenem
Restgas gebildet. Zu diesem Zweck wurde der ns-Laser mit einer plano-konvexen Linse
(THORLABS LA4579UV, fins = 30cm) ins Zentrum der Exktraktionszone fokussiert,
d. h. zwischen die Linsen L1 und L2. Die gebildeten Kationen kénnen im Ionenflugzeit-
massenspektrometer getrennt werden (Abschnitt 4.1.1). Im Fall der emittierten Pho-
toelektronen kann eine Projektion auf den MCP-Detektor mit zwei Halbkreisanoden
erfolgen (Abschnitt 4.1.2).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 lonenflugzeitmassenspektrometer

In Abbildung 4.1.1 ist exemplarisch ein Massenspektrum gezeigt, welches durch die La-
serionisation von Restgas in der Hochvakuumkammer erhalten wurde. Es wurden die
folgenden Spannungen an die elektrostatischen Optiken des linearen Flugzeitmassenspek-
trometers angelegt: Uy, = 1000V, Uy, = —0.5V, Uz = —300V und Ujpr = —1800V.
Der Detektor wurde iiber die dafiir vorgesehene Verteilereinheit (Abb. 8.4.2) mit einer

Spannung von —2.3kV versorgt.
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Abbildung 4.1.1: Laserionisations-Massenspektrum von Restgas im linearen TOF-MS
mit fokussierter Strahlung (Foue = 9mJ). Das HyO"-Signal bei
m/z = 18 ist vergrofert dargestellt und wurde durch eine Gauf-
funktion angepasst.

Es konnen verschiedene voneinander klar getrennte Signale detektiert werden. Das in-
tensivste Signal wird bei einem m/z-Verhéltnis von 18 erfasst. Dieses Signal kommt
durch die einfache Photoionisation von Wasser zustande. Aulerdem kénnen Protonen
und OHT bei m/z = 1 bzw. 17 nachgewiesen werden. Ein kleines Signal mit m/z = 32
weist auf die Ionisierung von Sauerstoffmolekiilen hin. Weitere wenig intensive Signale
bei m/z-Verhéltnissen von 12, 24, 29 und 43 entstammen Kohlenwasserstoffen.

Die jeweiligen Peakformen konnen sehr gut durch Gaufifunktionen beschrieben werden.
Dies ist in Abbildung 4.1.1 am Beispiel des Wasserkations gezeigt. Anhand der Halb-
wertsbreite des HoOT-Signals wurde ein Aufldsungsvermogen Rpwiw von 274 bestimmt.

Dieser Wert liegt fiir die Untersuchung von thermalisierten Ionen (7" ~ 300 K) in einer
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4.1 Charakterisierung des Chiralitatsspektrometers

fiir lineare TOF-MS {iblichen Gréfenordnung. %)

Im hier untersuchten Fall eines kleinen Laserfokus ist die Auflésung des TOF-MS im Re-
gelfall durch die initiale kinetische Energieverteilung oder das Zeitprofil der Lichtquelle
limitiert.'%?) Fir die Untersuchung eines Ionenstrahls aus der ESI-Quelle ist jedoch ei-
ne deutlich breitere Startortsverteilung zu erwarten. Diese gilt es zu kompensieren, um
angemessene Massenauflosungen zu erhalten. Dazu soll ein Raumfokus zweiter Ordnung
dienen. Die dazu notwendigen Einstellungen sollen im Folgenden abgeschéatzt werden.

Die Flugzeitgleichung fiir ein dreistufiges, lineares TOF-MS lautet folgendermafen:'68!
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Die Gesamtflugzeit TOF ergibt sich aus der Summe von vier Teilflugzeiten ¢; in den un-
terschiedlichen Abschnitten des Massenspektrometers. In den ersten drei Zonen erfolgt
auf den Strecken dy = dp1_12/2+Ax, dy = dps_13 und d3 = dp3_ijpr eine Beschleunigung
der Ionen mit der Masse m, der Ladung ¢ und der kinetischen Startenergie U, durch
die entsprechenden Felder E;, E5 bzw. E3. Ax bezeichnet die Abweichung des Startor-
tes eines lons vom Zentrum der Extraktionszone. AnschlieBend passieren die Ionen die
Driftstrecke d4y = dipt + dipT—imcp und werden schliefSlich detektiert.

Es sei angemerkt, dass unter Verwendung von Gleichung 4.1.1 mit den in Tabelle 3.2.1
spezifizierten Geometrieparametern gewisse Beitrage vernachlassigt werden. Flugzeiten
durch die verschiedenen Linsen werden nicht berticksichtigt, da diese eine vergleichs-
weise geringe Dicke aufweisen. Auflerdem wird die Potentialdifferenz zwischen Flugrohr
und Detektorfront vernachléssigt, da diese abschliefende Beschleunigung keinen grofien
Einfluss auf die Gesamtflugzeit hat.

Zur Abschatzung der Raumfokusbedingungen werden die ersten beiden Ableitungen der

Flugzeitgleichung gleich null gesetzt. Das daraus folgende Gleichungssystem wurde mit-
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4 Ergebnisse und Diskussion

tels MATHCAD hinsichtlich der benétigten Feldstarken numerisch gelost. Es wurden
Verhéltnisse der elektrischen Felder von Ey/E; = 0.7 und E3/FE; = 5.5 bestimmt. Die-

ses Ergebnis bietet sich als Startpunkt fiir die empirische Optimierung der Auflésung an.

Die Funktionalitat des linearen TOF-MS konnte anhand der Laserionisation von Rest-
gas demonstriert werden. Die mit dem neuen Gerét erzielbare Auflésung liegt in einem
fir die Chiralitdtsanalyse akzeptablen Bereich. Anhand der Flugzeitgleichung wurden

Raumfokusbedingungen zweiter Ordnung abgeschatzt.

4.1.2 Elektronenabbildung und -detektion

Durch Anlegen geeigneter Spannungen an die elektrostatischen Linsen der Extraktions-
zone (Up; = 0.5V, U, = —150V), die Ablenkplatten (UpgrLrwp = UbprLewp =
150 V) sowie das Elektronenflugrohr (U.pr = 300V) kénnen durch Restgasionisation
gebildete Photoelektronen auf den Elektronendetektor abgebildet werden. In Abbildung
4.1.2 sind die aus insgesamt 1000 Laserschiissen erhaltenen mittleren Flugzeitspektren

auf den zwei Detektoranoden dargestellt.
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Abbildung 4.1.2: Elektronensignale der Restgasionisation mit fokussierter Laserstrah-
lung (Epuse = 9mJ) sowie nachfolgende Signalreflektionen auf dem
Elektronendetektor in Vorwérts- (FWD) und Riickwértsrichtung
(BWD) relativ zur Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls.

Es werden auf beiden Anoden Elektronensignale bei Flugzeiten von 20 ns beobachtet.
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Einem intensiven Primérsignal folgt unmittelbar ein deutlich kleineres sekundéres Si-
gnal. Wie die Betrachtung von Einzelevents offenbart, wird Letzteres nicht durch spa-
ter eintreffende Elektronen hervorgerufen. Der zweite Amplitudenanstieg kann auf die
spezifische Signalform der Detektorantwort zuriickgefithrt werden, welche durch bau-
artbedingte Impedanzfehlanpassungen zustande kommt. Da im Rahmen chiroptischer
Analysen Integrale ausgewertet werden, ist die explizite Signalform bzw. das Auftreten
von schwachen Signalreflexionen unerheblich. Zur Bestimmung von Elektronenausbeuten
wurde ausschlieSlich das Primérsignal herangezogen. Die Halbwertsbreite des Elektro-
nensignals liegt mit 4.5ns erwartungsgeméf in der Groflenordnung der Pulslange des
verwendeten Lasers von 5 ns.

Zur Aufzeichnung der Elektronensignale in Abbildung 4.1.2 wurde mit statischen Fel-
dern gearbeitet und die Flugzeit ist relativ zu einem Photodiodensignal (THORLABS
DET10A/M) des gepulsten Lasers bestimmt worden. Bei einer Nutzung der ESI-Quelle
wird die als Repeller fungierende Linse (L1 oder L2) mit Feldpulsen beaufschlagt. Die
Flugzeit wird dann relativ zum Triggersignal des Feldextraktionspulses gemessen. Dies
hat den Vorteil, dass bei einer Variation der Laser- oder Ionenfallenverzogerung keine
Flugzeitdnderung der relevanten Elektronen bzw. Ionensignale auftritt.

Im soeben diskutierten Beispiel wurde das Elektronenbild durch eine geeignete Wahl
des Fokuspunktes auf dem Detektor zentriert. Mit Hilfe der Ablenkungsplatten kann
das Elektronenbild auf dem Detektor verschoben werden. Dies ist in Abbildung 4.1.3
gezeigt.

In Schwarz und Rot sind die Integrale der Elektronensignale auf der Vorwérts- (FWD)
bzw. Riickwérts-Anode (BWD) des Detektors dargestellt. Aulerdem ist in Blau die
Gesamtelektronenausbeute (SUM) aufgetragen. Werden positivere Spannungen an die
Vorwérts- als an die Riickwérts-Ablenkplatte angelegt (Upgrr rwp > UprrLpwn, defi-
niert als positives Ablenkungsfeld), so wird erwartungsgeméaf eine Signalsteigerung auf
der FWD-Anode des Detektors beobachtet. Das gegenteilige Verhalten tritt fiir negative
Ablenkungsfelder auf (Upgrr,rwp < Upgrrswp). Die Summe der beiden Ablenkspan-
nungen Upgrr, rwp und Upgrr, swp wurde stets konstant gehalten.

Im Bereich betragsmafBig kleiner Ablenkungsfelder kann eine Verminderung des Gesamt-
elektronensignals festgestellt werden. Dies ist dem zur Isolation notwendigen Abstand
zwischen den beiden Detektoranoden geschuldet. Sekundarelektronen, welche hinter den
Mikrokanalplatten auf den Isolationsstreifen zwischen den Kupferanoden treffen, werden
nicht erfasst. Folglich sind héhere Gesamtstrome bzw. -ausbeuten zu messen, wenn das

Elektronenbild nicht zentral auf dem Detektor zum Liegen kommt.

83



4 Ergebnisse und Diskussion

—
N

i -—FwD -
1 —BWD .
1| —SuMm :

-_—
1

.U.

a
o
@

Electron yield /
o o o
A TP T

0] :
~0.23 g

-150 -100 -50 O 50 100 150
Deflection field / V-cm™

Abbildung 4.1.3: Elektronenausbeuten auf der Vorwarts- (FWD) und Riickwértsan-
ode (BWD) des Elektronendetektors sowie deren Summe (SUM) in
Abhéngigkeit des elektrischen Querfeldes zwischen den Ablenkungs-
platten.

Bei hinreichend hohen Betragen des Ablenkungsfeldes fallt das Elektronensignal auf
null ab, da die erzeugten Ladungstrager nicht mehr auf die aktive Flache des Detektors
projiziert werden.

Auffillig in Abbildung 4.1.3 ist, dass bei hohen Elektronenausbeuten auf einer der beiden
Anoden negative Integrale auf der jeweils anderen Anode auftreten. Dieser Fakt deutet
auf eine kapazitive Kopplung zwischen den beiden Kupferanoden hin. Das Auffangen
eines Signals in Form von Sekundarelektronen durch eine der Anoden fithrt — bedingt
durch die rdaumliche Ndhe — auch eine elektrische Antwort der zweiten Anode herbei.
Dieser sogenannte cross-talk ist am Beispiel der Detektion eines einzelnen Elektrons in
Abbildung 4.1.4 gezeigt.

Das Auftreffen eines Elektrons am Detektor auflert sich durch eine negative Amplitu-
de (hier nicht invertiert) an der Vorwéartsanode. Parallel kann eine Riickkopplung an
der Riickwartsanode aufgezeichnet werden. Da die elektrische Antwort der signalfreien
Anode vergleichsweise gering ausféllt und im zeitlichen Mittel (d. h. bei Integration)
eine dem Signal entgegengesetzte Polaritat aufweist, ist der hier beschriebene cross-talk
fiir die Bestimmung von Vorwérts-Riickwérts-Asymmetrien unkritisch. Im Gegenteil, es

kann sogar eine minimale elektrische Verstiarkung der Differenzen (FWD-BWD) durch
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Abbildung 4.1.4: Einzelelektronensignal auf der Vorwartsanode (FWD) und kapaziti-
ve Riickkopplung der Riickwértsanode (BWD). Die Amplitude wur-
de entgegen der iiblichen Darstellungsweise nicht invertiert und der
Zeitnullpunkt ist auf das erfasste Signal festgelegt worden.

diesen Effekt erwartet werden.

Wird das Extraktionsfeld gepulst, wie es fiir die Einkopplung eines extern gebildeten Io-
nenstrahls erforderlich ist, so ergeben sich vergleichbare Resultate hinsichtlich des Elek-
tronenspektrums. Allerdings sind zu den Schaltzeitpunkten Storsignale (engl. noise) auf
den Signalleitungen zu finden. Diese sind in Abbildung 4.1.5 dargestellt.

Durch das schnelle Ein- und Ausschalten einer hohen Spannung an einer der Spektro-
meterkomponenten werden geddmpfte Schwingungen in die Signalleitungen der MCP-
Detektoren induziert. Im Falle der Ionendetektion sind die besagten Storsignale vor dem
Eintreffen der Ionen wieder abgeklungen. Bei der Betrachtung von Elektronen kann es
jedoch zur Uberlagerung mit einem Stoérsignal kommen. Aus einer Reihe von nachfol-
gend aufgelisteten Griinden ist der Einfluss der Schaltvorgénge fiir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Studien vernachléssigbar. Die Amplituden der unerwiinschten gedampf-
ten Schwingungen (< 15mV) sind bei den verwendeten Feldpulsamplituden deutlich
kleiner als die erzielbaren Signalamplituden der Elektronenpeaks. Das Integral {iber ein
Storsignal ist zudem nahezu null, da die Amplitude um den Nullwert oszilliert. Aufler-
dem werden zur Bestimmung chiroptischer Variablen im Rahmen dieser Arbeit bevorzugt

Differenzausbeuten herangezogen. Die in zwei Spuren in gleichem Ausmafl enthaltenen
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Amplitude / V

Time of flight / us

Abbildung 4.1.5: Storsignale beim Ein- (push) und Ausschalten (pull) einer Spannung
von —150V an der Repellerlinse (hier L2).

unerwiinschten Anteile konnen auf diese Weise aufgehoben werden.

Am Beispiel der Restgasionisation konnte die Abbildung und Detektion von Photo-
elektronen im neuen Aufbau demonstriert werden. Mit Hilfe des verwendeten Detektors,
welcher iber zwei Halbkreisanoden verfiigt, konnen dabei in Vorwérts- und Riickwérts-
richtung emittierte Elektronen separat nachgewiesen werden. Elektrische Querfelder zwi-
schen Ablenkplatten erlauben zudem eine Positionierung des Elektronenbildes entlang

der Laserachse.

4.2 Charakterisierung der lonenquelle

Die ordnungsgemaéfe Funktionalitéit des linearen Flugzeitmassenspektrometers wurde am
Beispiel der Laserionisation von Restgas nachgewiesen. Nun soll die Kopplung des TOF-
MS mit der ESI-Quelle demonstriert werden. Die zu diesem Zweck erginzte Oktopol-
Ionenfalle sowie die verschiedenen Transferoptiken werden daher im Folgenden charak-
terisiert.

Samtliche prasentierte Daten wurden durch die Elektrosprayionisation von L-Glutamin-
sédure (0.2mmol L' in einer 1:3-Mischung aus Wasser und Acetonitril) im negativen Mo-

dus erhalten. Die verwendeten experimentellen Einstellungen der ESI-TOF-Apparatur
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4.2 Charakterisierung der Ionenquelle

sind Tabelle 8.2.6 im Anhang dieser Arbeit zu entnehmen.

4.2.1 lonenspeicherung

In Abbildung 4.2.1 sind ESI-Massenspektren des L-Enantiomers der Glutaminsaure

(GLU) im negativen Modus, welche mit dem neuen Aufbau gemessen werden konnten,

gezeigt,.
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Abbildung 4.2.1: Vergleich von ESI-Massenspektren der L-Glutaminsdure bei konti-
nuierlichem Ionenstrahl und gepulstem Ionenstrahl.

Zunéchst sei das Augenmerk auf das in Rot dargestellte Massenspektrum gerichtet,
welches im standardméfigen Betrieb mit einem gepulsten lonenstrahl erhalten wurde.
Separierte Signale verschiedener Glutaminséure-Anionen kénnen detektiert werden. Bei
einem m/z-Verhéltnis von 146 wird das einfach deprotonierte Molekiil [M-H|  beob-
achtet. Im Bereich kleinerer m/z-Verhéltnisse sind zudem eine Reihe von solvatisierten
Dianionen nachzuweisen. Das intensivste Signal wurde fir m/z = 113.5 erhalten und
korrespondiert mit dem Dianion [(M-2H)(CH3CN)y]* . Eine detailliertere Diskussion
des Massenspektrums der Glutaminsdure erfolgt in Abschnitt 4.6.1.

Die erfolgreiche Kopplung der kommerziellen ESI-Quelle mit dem neu entwickelten Chi-
ralitatsspektrometer konnte somit demonstriert werden. Es sollte betont werden, dass oh-
ne eine zusétzliche Verstarkung des Detektorsignals recht hohe Signalamplituden von bis

zu 0.9V erzielt werden konnen. Die Ionenquelle stellt demnach ausreichende Ionendich-
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4 Ergebnisse und Diskussion

ten fiir eine direkte Digitalisierung der Messsignale iiber Analog-zu-Digital-Konverter
zur Verfiigung.

Dieser Umstand ist hauptsichlich der Verwendung einer Ionenfalle zu verdanken, wie
ein Vergleich mit dem ebenfalls in Abbildung 4.2.1 aufgetragenen Massenspektrum eines
kontinuierlichen Ionenstrahls (schwarz) zeigt.

Die Gesamtionenausbeute steigt durch das Pulsen des lonenstrahls in diesem Beispiel
um einen Faktor von 38. Fiir spezifische Tonen kénnen sogar noch groflere Intensitatsstei-
gerungen festgestellt werden. Das Dianion mit dem m/z-Verhéltnis von 113.5 zeigt zum
Beispiel eine Erhohung des zugehorigen Integrals um einen Faktor von 89. Die Ionenaus-
beuten im TOF-MS koénnen also durch eine Zwischenspeicherung der elektrogesprayten
Ionen um ein bis zwei Groflenordnungen gesteigert werden.

Die detektierbare Gesamtionenausbeute wurde in Abhéngigkeit des Tastgrades (engl.
duty cycle), d. h. der Frequenz mit welcher Massenspektren aufgezeichnet werden, unter-
sucht. Die Resultate sind in Abbildung 4.2.2 in Form normierter Gesamtionenausbeuten

zu finden.
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Abbildung 4.2.2: Gesamtionenausbeute in einem ESI-Massenspektrum von 1-GLU
(normiert auf den Mittelwert der Ausbeuten bei f < 20 Hz) in
Abhéangigkeit der Pulsfrequenz f des ESI-TOF-MS.

Angefangen bei niedrigen Frequenzen ist zunéchst keine Verdnderung der Gesamtio-
nenausbeute bei einer Frequenzsteigerung zu erkennen. Trotz der héufigeren Entnahme

von lonenpaketen aus dem Multipol ist keine Signalminderung in den Massenspektren
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4.2 Charakterisierung der Ionenquelle

festzustellen. Die Ionenfalle ist in diesem Bereich saturiert, d. h. die ESI-Quelle bietet
mehr Tonen an, als der Oktopolfalle entnommen werden. Bei der fiir Laserexperimente
verwendeten Frequenz von 20 Hz sowie kleineren Frequenzen liegen folglich die im vorlie-
genden Aufbau maximal erzielbaren Ionendichten der extrahierten Ionenpakete vor. Ab
einer Frequenz von ungefihr 40 Hz kann eine Abnahme der Gesamtsignalintensitaten
festgestellt werden. Die Ionendichte in der Oktopolfalle und folglich den extrahierten
Ionenpaketen sinkt durch die haufigere Entnahme von Ionen.

Die Zusammensetzung eines aus der Ionenfalle extrahierten Ionenpaketes héngt von der
Bias-Spannung Ut pias Sowie der RF-Amplitude U, gr des Oktopols ab. Dies ist in
Abbildung 4.2.3 illustriert.
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(a) Dianion (m/z = 113.5). (b) Monoanion (m/z = 146).

Abbildung 4.2.3: Normierte Ionenausbeuten von [(M-2H)(CH3CN)o)*>” (m/z = 113.5)

und [M-H|™ (m/z = 146) in Abhéngigkeit der Ionenfallenspannungen
Usct,bias Und Uger rr in einer Falschfarben-Darstellung.

In Abbildung 4.2.3(a) und 4.2.3(b) sind die normierten Ionenausbeuten eines Dian-
ions (m/z = 113.5) bzw. eines Monoanions (m/z = 146) der Glutaminséure in einer
Falschfarben-Darstellung als Funktion der beiden Oktopol-Spannungsparameter darge-
stellt. Es zeigt sich, dass die jeweils hochsten Ausbeuten in unterschiedlichen Berei-
chen auftreten. Fiir die Speicherung des Dianions sind kleine RF-Amplituden Use g
und kleine Bias-Spannungen Ut bias vorteilhaft, wahrend die maximalen Monoanion-
Intensitaten bei grofieren Uyey rp- und Usey bias- Werten zu beobachten sind.

Die Stabilitat der radialen Ionenspeicherung im Oktopol ist entsprechend den Ausfiih-
rungen in Abschnitt 2.4.1 abhéngig von der Amplitude des RF-Feldes. Die adiabatische,
stabile Fithrung von Ionen gréfierer Masse ist in Ubereinstimmung mit den experimen-

tellen Resultaten bei grofleren Peak-to-Peak-Amplituden Uy, gp moglich.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Abhéngigkeit der relativen Intensitétsverteilung im Massenspektrum von der Bias-
Spannung U bias hat verschiedene Griinde. Der Bias des Oktopols bildet die zur Io-
nenspeicherung notwendige Potentialmulde entlang der Ionenfithrungsachse. Durch Sto-
e mit Hintergrundgas werden dort gespeicherte Ionen thermalisiert. Die Multipolfalle
stellt den Ausgangspunkt fiir die Uberfiihrung der Ionen in das TOF-MS dar. Somit
ist das zugehorige Biaspotential fiir die Beschleunigung und finale kinetische Energie
der gespeicherten Spezies relevant. Die kinetische Energie der Ionen bzw. die damit ver-
kniipfte Transferzeit kann, wie im folgenden Abschnitt 4.2.2 diskutiert wird, sofern die
zeitliche Abfolge des Experimentes unverédndert bleibt, die relative Intensitéatsverteilung
im Massenspektrum beeinflussen.

Das Biaspotential ist nicht nur fiir die Ionenspeicherung und den anschliefenden Trans-
fer ins Hochvakuum von Bedeutung, sondern spielt auch bei der Befiillung der Ionenfalle
eine wichtige Rolle. Werden die Stabelektroden des Multipols mit anziehenden Biaspo-
tentialen beaufschlagt, fiihrt dies zur Ausbildung eines Potentialgradienten zum Skim-
mer. Dieser Gradient hat eine Beschleunigung von Ladungstragern beim Eintritt in die
Oktopolkammer zur Folge. Bedingt durch die resultierenden Geschwindigkeiten der Io-
nen kann es zur Fragmentierung bei St68en mit Hintergrundgas (engl. collision-induced
dissociation, CID) kommen.

Dies ist anhand des Vergleiches von zwei Massenspektren bei unterschiedlichen Bias-
Spannungen des Oktopols in Abbildung 4.2.4 gezeigt.

Bei geringen Usct pias- Werten (0.6 V, rot) kénnen intensive Signale fiir m/z-Verhéaltnisse
von 113.5 und 146 beobachtet werden. Bei einer Erhohung der Biasspannung auf 3V
(schwarz) ist eine fast vollstdndige Verarmung dieser Spezies festzustellen. Dieser Fakt
in Kombination mit dem Auftreten neuer, zuvor nicht detektierbarer lonen im Bereich

kleinerer m/z-Verhéltnisse spricht fiir die Stofragmentierung besagter GLU-Anionen.

Die Kopplung des Flugzeitmassenspektrometers mit der ESI-Quelle konnte am Beispiel
der Elektrosprayionisation von Glutaminsaure erfolgreich demonstriert werden. Die Re-
levanz der Speicherung von Ionen im Oktopol fiir hohe Signalintensitdten und einen
respektablen duty cycle wurde in diesem Zusammenhang hervorgehoben. Einfliisse der
Ionenfallen-Parameter auf die zu detektierende Ionenverteilung sind diskutiert worden.
Letztere konnen zur aktiven Gestaltung der Prakursor-Verteilung fiir Photodetachment-

Experimente ausgenutzt werden.
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Abbildung 4.2.4: Vergleich von L-GLU-Massenspektren bei unterschiedlichen Bias-
spannungen des Oktopols. Bei erhohtem Bias treten durch Stof3-
fragmentierung (engl. CID) neue Fragmentionen-Signale auf.

4.2.2 lonentransfer

Die Oktopol-Tonenfalle und die Wahl ihrer Spannungskomponenten ist — wie soeben ge-
zeigt — flir die Gesamtionenausbeuten sowie die relative Intensitatsverteilung im Massen-
spektrum entscheidend. Die sich anschliefenden elektrostatischen Transferoptiken sind
verantwortlich fiir die Uberfithrung der gespeicherten Ionen ins Zentrum der Extrakti-
onsregion des Chiralitdtsspektrometers. Mit Hilfe von kurzen Spannungspulsen an der
Ausgangslinse werden Ionenpakete extrahiert und durch die Einzellinse zwischen die
Linsen L1 und L2 geleitet.

Im Folgenden werden Transmission und Fokussierung des Ionenstrahls bei diesem Trans-
fer in Abhéangigkeit der involvierten Potentiale diskutiert. Zunachst wird dabei auf die
Einzellinse eingegangen. Diese hat die wichtige Aufgabe den Ionenstrahl im Zentrum des
Extraktionsbereiches zu biindeln, um eine moglichst effiziente Uberlagerung mit dem La-
ser zu gestatten.

In Abbildung 4.2.5 sind links die normierte Ionenausbeute und rechts das anhand der
Halbwertsbreite berechnete Auflosungsvermogen eines ausgewéahlten Signals (m/z =
113.5) in Abhéangigkeit der beiden Einzellinsenpotentiale Ug; g3 und Ugs dargestellt. Zur
[lustration der zweidimensionalen Abhéngigkeit wurde eine Falschfarben-Darstellung

gewahlt.
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(a) Ionenausbeute. (b) Auflésungsvermogen.

Abbildung 4.2.5: Normierte Ionenausbeute und Auflésungsvermogen des Dian-
ions [(M-2H)(CH3CN)o)>" (m/z = 113.5) in Abhingigkeit der
Einzellinsen-Spannungen Ugg und Ug; k3.

Abbildung 4.2.5(a) zeigt, dass fiir hohe Fokussierspannungen Ugy > 100V bei Ugy g3 ~
35V die maximale Signalintensitét fiir das Dianion [(M-2H)(CH3CN)y)*" erhalten wer-
den kann. Das Auflosungsvermégen Rewmy in Abbildung 4.2.5(b) ist in diesem Bereich
allerdings nicht optimal. Es konnen zwei Maxima hinsichtlich Rpwpyv ausgemacht wer-
den: Das im untersuchten Bereich globale Maximum fir Ug; g3 < Uge und ein schwécher
ausgepragtes lokales Maximum fiir Ugy g3 > Ugs. Diese zwei Bereiche entsprechen den
beiden in Abschnitt 2.4 erwidhnten Betriebsmodi einer Einzellinse.

Die Ausdehnung des Ionenstrahls entlang der TOF-Achse sowie dessen Divergenz wirken
sich iiber die entsprechenden Verteilungen der Startposition bzw. kinetischen Energie auf
die im linearen TOF-MS erzielbare Massenauflosung aus. Eine hohe Auflésung spricht fir
einen kompakten, wenig divergenten Ionenstrahl. Die Modulation des Auflésungsvermo-
gens mit dem Verhéltnis Ugs/Ug g3 bestatigt somit die Funktionalitdt der Einzellinse.
Allerdings ist ein Kompromiss zwischen optimaler lonenausbeute und Auflésung notwen-
dig. Diese Feststellung konnte ein Hinweis auf mogliche CouLoMB-AbstoBungseffekte bei
hohen Ionendichten sein, welche zu einer Ausdehnung des Ionenstrahls fithren.

Die optimalen Einstellungen des TOF-MS hinsichtlich der Massenauflosung wurden em-
pirisch bestimmt. Das Auflésungsvermogen Rewpy wurde zu diesem Zweck anhand zwei-
er Signale (m/z = 113.5 und 146) in Abhéangigkeit der Spannungen Up; amp, Urs und Uipr
untersucht. Der Extraktionsbias Uexty = ULi pias = Ur2 wurde konstant gehalten, um die
Einkopplung des Ionenstrahls nicht zu beeinflussen. Die Resultate sind in Abbildung
4.2.6 dargestellt.

Es zeigt sich, dass das maximale Auflésungsvermdogen fiir Mono- und Dianionen unter
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Abbildung 4.2.6: Auflésungsvermogen Rpwpnv in Abhéngigkeit der Spannungen an
den Linsen des Massenspektrometers bestimmt anhand des Monoa-

nions [M-H]~ (m/z = 146) sowie des Dianions [(M-2H)(CH3CN),]?"
(m/z = 113.5) der L-Glutaminsaure.

vergleichbaren Bedingungen von Upjamp = —300V, Uz = 300V und Uppr = 1800V
erhalten wird. Die entsprechenden elektrischen Feldstarken F;, E; und Fs3 betragen
200Vem™t, 400Vem™! bzw. 1241 Vem™!. Somit weichen die empirisch bestimmten
Verhéltnisse Fy/FE) = 2 und E3/FE; = 6.2 von den zuvor anhand der Flugzeitgleichung
abgeschatzten Werten Fy/E; = 0.7 bzw. E3/E; = 5.5 ab. Urséchlich daftr sind wohl
die getroffenen, in Abschnitt 4.1.1 diskutierten Naherungen.

Die Absolutwerte von Rpwpy unterschieden sich fiir die untersuchten Spezies. Dies konn-

te durch Inhomogenitaten im Ionenstrahl respektive unterschiedliche Verteilungen von
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4 Ergebnisse und Diskussion

Startort und/oder initialer kinetischer Energie auf der TOF-Achse bedingt sein. Das
unter Nutzung des ESI-Strahls zu erzielende Auflésungsvermogen féllt mit Werten im
Bereich von 150 - 250 etwas geringer fiir den zuvor beschriebenen Fall der Laserionisation
aus. Dennoch wird eine fiir die Zwecke dieser Arbeit akzeptable Trennung erzielt.

Neben den Einzellinsenspannungen spielen auch die Amplitude des Ausgangslinsenpul-
ses Ueit und der Bias der Extraktionszone Uy = Upipias = Uz eine Rolle fur die
Ionentransmission. In Abbildung 4.2.7 sind die Gesamtausbeuten von -L-GLU-Anionen

in Abhéngigkeit dieser Spannungen dargestellt.
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Abbildung 4.2.7: Gesamtionenausbeuten im ESI-Massenspektrum von L-GLU in Ab-
hangigkeit der Ausgangslinsen-Amplitude U und des Extraktions-
bias Uextr = ULl,bias = ULs.

Im Falle der Ausgangslinsenamplitude (Abb. 4.2.7(a)) zeigt sich, dass ein gewisser Schwel-
lenwert tiberschritten werden muss, im vorliegenden Beispiel ca. 10 V, um eine effektive
Extraktion von Ionen aus dem Oktopol zu erméglichen. Nach der Uberschreitung des
Grenzwertes wird ein Plateau maximaler Ionenausbeuten beobachtet, bevor schliellich
eine leichte Abnahme der Ionentransmission mit weiter zunehmendem Ul;; eintritt.
Fiir den Fall des Extraktionsbias Uy, aufgetragen in Abbildung 4.2.7(b), offenbart sich
ein anderes Bild. Mit zunehmender Spannung fallt die Gesamtionenausbeute ab einem
Wert von 0.5V kontinuierlich. Der Extraktionsbias bestimmt die finale Geschwindigkeit
auf der ESI-Achse vor der Massenanalyse. Entsprechend den Ausfiihrungen in Abschnitt
3.2.3 kann es bei zu hohen lonenstrahlgeschwindigkeiten zur lateralen Diskriminierung
im orthogonal angeordneten TOF-MS und damit zum Signaleinbruch kommen.

Nachdem Transmission und Fokussierung des gepulsten Ionenstrahls diskutiert wurden,
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4.2 Charakterisierung der Ionenquelle

soll nun ein Blick auf die Verteilung verschiedener Ladungstriger in einem Ionenpaket
entlang der ESI-Achse geworfen werden. Dazu wurden Massenspektren in Abhéangigkeit
der Verzégerung zwischen dem Offnen der Ionenfalle und der Feldextraktion im TOF-
MS (textr — tirap) aufgezeichnet. Die bei zwei unterschiedlichen Offnungsdauern (wiy,, =
300ns bzw. 3us) erhaltenen lonenausbeuten sind fir verschiedene m/z-Verhéltnisse in

Abbildung 4.2.8 aufgetragen.
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Abbildung 4.2.8: Ionenausbeuten in Abhangigkeit der Verzogerung zwischen dem Off-
nen der Ionenfalle und der Feldextraktion im TOF-MS fir unter-
schiedliche Offnungsdauern (a) wiyp = 300ns und (b) wyap = 3 ps.

Als Erstes wird der in Abbildung 4.2.8(a) dargestellte Fall eines vergleichsweise kurzen
Offnungszeitraums der Ionenfalle betrachtet. Es zeigt sich, dass bei geringen Extraktions-
verzogerungen zunéchst Ionen kleiner m/z-Verhéltnisse im Massenspektrum auftreten.
Mit zunehmender Verzégerung, d. h. einer spiteren Massenanalyse relativ zum Offnungs-
zeitpunkt der Tonenfalle, tauchen nacheinander weitere Ionen héherer m/z-Verhaltnisse
auf. Nachdem die Tonenausbeuten jeweils ein Maximum durchlaufen haben, fallen diese
schliellich fiir weiter steigende Verzogerungen ab.

Ein Ionenpaket weist also im Extraktionsbereich des TOF-MS eine raumliche sowie zeit-
liche Verteilung der Tonen unterschiedlicher m/z-Verhéltnisse entlang der ESI-Achse auf.
Dies ist eine Folge des Transfers aus der Oktopolfalle. Ionen werden in einem schmalen
Startzeitfenster aus der Falle beschleunigt. Auf dem Weg in das Extraktionsvolumen im
Zentrum des TOF-MS erfolgt dann eine Separation der Ionen nach dem m/z-Verhaltnis
aufgrund unterschiedlicher Geschwindigkeiten. Die resultierenden Flugzeitverteilungen

einzelner m/z-Verhéltnisse sind mit FWHM-Werten im Bereich von etlichen Mikrose-
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4 Ergebnisse und Diskussion

kunden recht breit und iiberlagern einander. Dennoch kann die Verzogerungszeit zu einer
groben Vorselektion von Prakursorspezies fiir Laserexperimente dienen.

Verglichen mit der kurzen Offnungsdauer von nur 300 ns zeigen sich in Abbildung 4.2.8(b)
fiir eine um eine GréBenordnung lingere Offnungszeit der Tonenfalle (3 11s) merkliche Un-
terschiede. Die resultierenden Verteilungen sind deutlich breiter und flacher. Urséchlich
dafiir konnen die weniger eingegrenzten Startzeitpunkte bzw. Startorte des Ionentrans-
fers sowie die geringere Ionendichte in der Oktopolfalle bei lingeren Offnungsdauern
sein. Fiir hohe Ionendichten bzw. -ausbeuten sind demzufolge kurze Offnungsdauern der
Ionenfalle vorteilhaft.

Mit Hilfe der Flugzeitinformationen in Abbildung 4.2.8(a) kann eine Abschétzung der ki-
netischen Energien im Ionenstrahl entlang der ESI-Achse erfolgen. Zu Beginn des Trans-
fers in das Zentrum des TOF-MS werden die Anionen durch Spannungen > 20V an der
Ausgangs- und Einzellinse beschleunigt. Beim Eintritt zwischen die Linsen L1 und L2,
welche einen Bias von 0.5V aufweisen, werden die Ionen deutlich abgebremst. Den Grof3-
teil der Transferzeit verbringen die Ionen folglich zwischen den Linsen L1 und L2 auf dem
Weg zur Extraktionsoffnung im Zentrum des TOF-MS. Vom Ausgang der Einzellinse bis
zum Mittelpunkt der Extraktionszone muss eine Strecke von 23 mm iiberwunden werden.
Werden die Verzégerungszeiten in Abbildung 4.2.8(a) in erster Naherung als Flugzeiten
fiir besagte Distanz angenommen, so kénnen die in Abbildung 4.2.9 gezeigten kinetischen
Energieverteilungen abgeschéatzt werden.

Die drei Dianionen mit m/z = 93, 102 und 113.5 sowie das Monoanion mit m/z = 146
zeigen sehr dhnliche Verteilungen der kinetischen Energie auf der ESI-Achse. Der ener-
getische Mittelwert liegt bei ungefihr 1eV und die Verteilung weist eine Halbwertsbreite

von ca. 1eV auf.

In diesem Abschnitt wurde der gepulste Ionenstrahl hinsichtlich seiner Zusammenset-
zung, Ausdehnung und Geschwindigkeit im Zentrum des Chiralitatsspektrometers cha-
rakterisiert. Die Fokussierung des Ionenstrahls mit Hilfe der Einzellinse erlaubt Massen-
analysen elektrogesprayter Ionen mit respektablem Auflésungsvermogen und verspricht
cine effiziente Uberlagerung mit ns-Laserpulsen. Weiterhin wurden verschiedene experi-
mentelle Parameter (Ueit, Uextr Und Wyrap) hinsichtlich der erzielbaren Ionenausbeuten
optimiert, um moglichst hohe Ionendichten fiir Photodetachment-Experimente zur Ver-
fiigung zu stellen. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Festlegung der Verzoge-
rungszeit zwischen der Offnung der Ionenfalle und der Feldextraktion zur Massenanalyse

eine Manipulation der Prakursorverteilung fiir Laserexperimente erlaubt.
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Abbildung 4.2.9: Kinetische Energieverteilungen von L-GLU-Anionen (m/z = 93, 102,
113.5 und 146) im Zentrum des TOF-MS entlang der ESI-Achse.
Die kinetischen Energien wurden anhand der Verzogerung zwischen
Offnung der Ionenfalle und Feldextraktion abgeschétzt.

4.3 Laserinteraktion

In den beiden vorherigen Sektionen wurde das im Rahmen dieser Arbeit aufgebaute ESI-
TOF-Massenspektrometer umfassend charakterisiert. Nun soll die Einkopplung des ns-
Lasers in dieses Gerat thematisiert werden. Zirkular polarisiertes Laserlicht schafft eine
chirale Umgebung, welche im Rahmen chiroptischer Studien zu analytischen Zwecken
ausgenutzt werden kann. Observablen zur Berechnung des PICD oder PECD sind dabei
Ionen- bzw. Elektronenausbeuten, welche durch den Laser manipuliert wurden. Daher
wird eine moglichst ausgepragte Wechselwirkung von elektrogesprayten Prakursoren mit
der Laserstrahlung angestrebt.

In Abbildung 4.3.1 sind die Auswirkungen von UV-Laserpulsen des Surelite 1-10 (A =
355 nm) auf Flugzeit- bzw. Massenspektren von Glutaminséure-Anionen illustriert.
Wie in Abbildung 4.3.1(a) zu schen, konnen unter Lasereinwirkung Photoelektronen
generiert werden. Ohne den Laser oder in Abwesenheit des Ionenstrahls wird hingegen
kein entsprechendes Signal erfasst. Dementsprechend handelt es sich bei den detektierten
Elektronen eindeutig um Produkte der Interaktion von Anionen mit UV-Laserstrahlung.
Auch bei einer Betrachtung der Massenspektren zeigen sich Verdnderungen durch La-

sereinwirkung. Dies ist in Abbildung 4.3.1(b) am Beispiel des Dianions mit einem m/z-
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Abbildung 4.3.1: Vergleich von Elektronen-Flugzeitspektren (a) und Massenspektren
(b) mit und ohne Lasereinwirkung. Es wurden Pulsenergien von
16 mJ und 44 mJ zur Aufzeichnung des Elektronensignals bzw. des
Ionensignals von GLU-Anionen verwenden.

Verhéltnis von 113.5 gezeigt. Unter Lasereinkopplung ist eine Signalverminderung re-
spektive eine negative Differenz (Laser on - Laser off) zu beobachten. Dies ist wie auch
die Elektronenemission eine Folge des Photodetachments der elektrogesprayten Anionen.
Eine detaillierte Diskussion der ablaufenden photochemischen Vorgénge ist in Abschnitt
4.6.1 zu finden. Im Folgenden wird sich zunéchst der quantitativen Optimierung der
beschriebenen Lasereinfliisse gewidmet.

Es sollte erwihnt werden, dass ebenfalls Experimente mit fs-Laserpulsen durchgefiihrt
wurden. Verschiedene Anionen — unter anderem auch Glutamat — wurden mit fokus-
sierten sowie unfokussieren Laserpulsen bei Wellenldngen von 400 nm und 800 nm sowie
Pulsenergien von bis zu 80 nJ bzw. 600 1nJ tiberlagert. Es konnte keine Interaktion nach-
gewiesen werden. Dies konnte der hoheren Wellenldnge und/oder der mehrere Gréfien-
ordnungen kleineren Laserfluenz geschuldet sein.

Eine wichtige Voraussetzung fiir hohe Elektronenausbeuten bzw. Ionenausbeutedifferen-
zen ist eine moglichst effiziente Uberlagerung der Prikursorionen mit den UV-Laserpul-
sen in Zeit und Raum. Dies wird in den zwei folgenden Unterabschnitten beschrieben.

Abschlieflend wird die Pulsenergie-Abhéangigkeit der besagten Grofien thematisiert.

98



4.3 Laserinteraktion

4.3.1 Raumliche Uberlagerung

Eine essenzielle Voraussetzung fiir die Erzeugung einer messbaren Wechselwirkung zwi-
schen dem Ionenstrahl aus der ESI-Quelle und dem gepulsten Laser ist die rdumliche
Uberlagerung beider Strahlen im Extraktionsvolumen des Chiralititsspektrometers.
Die Interaktionsgeometrie wurde iiber die Justage des Laserstrahls optimiert, da der To-
nenstrahl im vorliegenden Aufbau nicht frei verschoben werden kann. Die Abhangigkeit
der Ionenausbeutedifferenz von der Laserausrichtung ist an einem gewéhlten Beispiel
(m/z = 113.5) in Abbildung 4.3.2 gezeigt. Links ist das Ergebnis einer schrittweisen
Verschiebung des Strahlengangs in der Horizontalen zu sehen. Rechts ist die dquiva-
lente Darstellung fiir die vertikale Ebene zu finden. Die Laserposition im Zentrum des
TOF-MS wurde jeweils mittels geometrischer Optik tiber Messungen vor und hinter der
Apparatur bestimmt.

Eine Variation des Laserpointings tiber den dargestellten Bereich hinaus ist aufgrund von
rdumlichen Begrenzungen durch Eingangs- und Ausgangsfenster bzw. durch die Linsen
L1 und L2 des TOF-MS nicht moglich.
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Abbildung 4.3.2: Betrige der Ausbeutedifferenzen fir m/z = 113.5 in Abhangigkeit
der Laserpositionierung bei einer Pulsenergie von Ejys = 40mJ
angepasst durch GauB3funktionen. Der Nullpunkt der Positionsachse
wurde jeweils anhand der maximalen Differenzausbeute festgelegt.

Die optimale Interaktionsgeometrie wurde iiber eine Variation der Lasereinkopplung er-
folgreich bestimmt. Die Ausbeutedifferenzen des Dianions [(M-2H)(CH3CN)5)*>” konnen
dabei sowohl fiir die Verschiebung des Laserstrahls in horizontaler als auch in vertikaler

Richtung in guter Ndherung durch Gauffunktionen beschrieben werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In der Horizontalen wurde mittels der in Abbildung 4.3.2(a) dargestellten Anpassung
eine Standardabweichung von o, = 2.04 mm bestimmt. Die Signalmodulierung kommt
in dieser Raumrichtung durch die begrenzte Weite der Extraktionséffnung in der Linse
L2 zustande. Wird der Laserstrahl zu weit links oder rechts eingekoppelt, so wird der
Ionenstrahl zwar getroffen, aber die involvierten Ionen werden nicht oder nur teilweise
auf den Detektor abgebildet.

Entlang der vertikalen Laborachse wird ein vergleichbarer Wert der Standardabweichung
von o, = 2.06 mm erhalten. In dieser Richtung werden die zu messenden Ausbeutediffe-
renzen durch die rdumliche Abmessung des lonenstrahls bestimmt. Aus den vorliegen-
den Daten kann daher die Ionenstrahlausdehnung auf der TOF-Achse ermittelt werden.
Das gemessene lonenstrahlprofil in Abbildung 4.3.2(b) ist das Ergebnis einer Faltung
des wahren Ionenstrahlprofils mit dem Laserstrahlprofil. Der verwendete Laser weist
ein rdumliches GauBprofil mit einer Standardabweichung von oj,s; = 1.51 mm in der
Vertikalen auf. Wird angenommen, dass der Ionenstrahl ebenfalls durch ein Gaufprofil
beschrieben werden kann, so muss fiir den experimentellen Wert o, folgender Zusam-

menhang gelten:

— 2 2
Ov = \/Ulaser + Tion—beam

Fir oion_peam kann somit ein Wert von 1.4mm berechnet werden. Dies entspricht ei-
ner Halbwertsbreite des Ionenstrahls von 3.3 mm auf der TOF-Achse und dhnelt somit
dem Resultat der SIMION-Simulationen in Abbildung 3.2.5 (FWHM = 2.8 mm). Die
Ionenstrahlausdehnung auf der Laserachse, welche zuvor durch SIMION-Simulationen
mit einer Halbwertsbreite von 4.29 mm abgeschéatzt wurde, kann auf die beschriebene

Weise nicht experimentell ermittelt werden.

Es sei abschliefend angemerkt, dass Elektronen und Ionen je nach verwendeten experi-
mentellen Bedingungen prinzipiell aus verschiedenen Raumsegmenten auf den jeweiligen
Detektor abgebildet werden. Die Einkopplung des Lasers respektive die orthogonale In-
teraktionsgeometrie wurde hier anhand der zu messenden Ionenverarmung eines GLU-
Dianions optimiert. Da die Extraktionsoffnung in Linse L1 grofler als in L2 ist, eignet
sich die bestimmte Laserposition auch zur Generierung von Photoelektronen und deren

Abbildung auf den dafiir vorgesehenen Detektor.
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4.3.2 Verzogerung zwischen Laserpuls und Feldextraktion

Da sowohl die verwendete Laserlichtquelle als auch der Ionenstrahl gepulst betrieben
werden, ist nicht nur eine raumliche Uberlagerung notwendig, sondern es muss auch eine
zeitliche Abstimmung zur Erzeugung einer Wechselwirkung vorliegen.

In Abbildung 4.3.3 ist die Abhéngigkeit der Differenzausbeute des [(M-2H)(CH3CN),)*
(m/z = 113.5) sowie der Photoelektronenausbeute von der Verzogerung zwischen dem
Feldextraktionspuls und dem Laserpuls fegy; - taser gezeigt. Der Extraktionszeitpunkt
textr Wurde dabei als Wendepunkt der Anstiegsflanke des Repellerpulses definiert und

taser Dezeichnet den Zeitpunkt der maximalen Laserintensitét.
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Abbildung 4.3.3: Absolute Ionenausbeutedifferenzen fir m/z = 113.5 (a) und Elek-
tronenausbeuten (b) in Abhéngigkeit der Verzogerung zwischen Ex-
traktionsfeldpuls und Laserpuls.

Zunachst wird anhand Abbildung 4.3.3(a) der Einfluss der zeitlichen Abfolge von La-
serpuls und Feldextraktionspuls auf die Ionenausbeuten diskutiert. Trifft der Laserpuls
nach dem Auslosen der Feldextraktion ein (fextr - traser < 0), so sinkt der Anteil der
Tonen, welche mit dem Laser wechselwirken konnen, da das Ionenpaket bereits aus dem
Interaktionsvolumen in Richtung des Detektors beschleunigt wird. Wird der Ionenstrahl
allerdings vom Laserpuls getroffen, bevor die Feldextraktion beginnt (fextr - tiaser > 0),
so besteht die Gefahr, dass die Produkte einer Wechselwirkung das Extraktionsvolumen
durch ihre Geschwindigkeitskomponente entlang der ESI-Achse verlassen. Da im vorlie-
genden Aufbau die kinetische Energie des Ionenstrahls klein gehalten wird, fallt die zu
beobachtende Differenzausbeute nur langsam mit zunehmender Verzogerung ab und es

steht ein breites Zeitfenster zur Untersuchung der Laserinteraktion zur Verfiigung.
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Bei einer Betrachtung der Elektronenausbeuten zeigt sich ein anderes Bild. Das Zeit-
fenster, in welchem Photoelektronen detektiert werden koénnen, ist deutlich schmaler.
Im Bereich negativer Verzogerungen ist auch hier ein Abfall der quantifizierbaren La-
serinteraktion festzustellen, da die Préakursorionen durch den Extraktionspuls vorzeitig
das Interaktionsvolumen verlassen. Wird die Feldextraktion nur etwas zu spat ausgelost,
hat der Grofiteil der Photoelektronen das Volumen, welches auf den Detektor abgebildet

wird, bereits verlassen. Dies ist der hohen Geschwindigkeit der Elektronen geschuldet.

Geeignete Verzogerungszeiten zwischen Laserpuls und Feldextraktionspuls zur Untersu-
chung von Lasereinfliissen in Ionenausbeutedifferenzen sowie Elektronenausbeuten wur-

den bestimmt und Limitierungen aufgezeigt.

4.3.3 Pulsenergie-Abhangigkeit

In den vorherigen beiden Unterkapiteln wurde die Abhédngigkeit der Photodetachment-
Ausbeute von der rdumlichen und zeitlichen Uberlagerung der Prikursorionen mit UV-
Laserpulsen beschrieben. Nun soll der Einfluss der Pulsenergie auf die zu detektierenden
Ionen- und Elektronenausbeuten diskutiert werden.

In Abbildung 4.3.4 sind dazu die bei unterschiedlichen mittleren Laserleistungen ge-
messenen Ausbeutedifferenzen von Elektronen (schwarz) und Ionen mit einem m/z-
Verhéltnis von 113.5 (rot) in doppellogarithmischer Form aufgetragen.

Durch lineare Anpassungen der zwei Datensatze konnen anhand der resultierenden Stei-
gungen die Multiphotonenexponenten der zugrunde liegenden Photodetachment-Prozesse
bestimmt werden. Im Falle der Auswertung von Elektronenausbeuten wird eine Stei-
gung von 0.90 £ 0.04 erhalten und fir das ausgewéahlte Dianion ergibt sich unter der
Betrachtung von Differenzausbeuten ein Wert von 0.92 + 0.02. Die beiden Multiphoto-
nenexponenten stimmen somit im Rahmen der gegebenen Standardfehler tiberein und

liegen knapp unter einem Wert von eins.

Bei dem ablaufenden Photodetachment handelt es sich folglich um einen Einphotonen-
Prozess. Dies steht in Ubereinstimmung mit Literaturberichten.?*6! Die Beobachtung
von Multiphotonenexponenten < 1 koénnte durch schwach ausgepragte Sattigungseffekte
im Bereich der verwendeten Pulsenergien (5mJ - 66 mJ) bedingt sein. Die Photoelek-
tronenausbeuten und die ITonensignalverarmung skalieren im vorliegenden Fall in erster

Néherung linear mit der mittleren Laserleistung bzw. Pulsenergie.
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Abbildung 4.3.4: Doppellogarithmische Auftragung der Ionen- und Elektronen-
ausbeutedifferenzen beim Photodetachment von solvatisierten
Glutaminsdure-Dianionen in Abhéngigkeit der Pulsenergie.

4.4 Quantifizierung der Zirkularpolarisation

Im vorherigen Abschnitt wurde die Kopplung des ESI-TOF-MS mit einem Lasersystem
zur Untersuchung des Photodetachments demonstriert. Bevor nun in den nachfolgenden
Kapiteln erste chiroptische Studien an verschiedenen Analyten vorgestellt werden, soll
eine Charakterisierung der dazu benotigten zirkularen Polarisationszustande erfolgen.
Die Quantifizierung des zirkularen Polarisationsgrades R, erfolgt dabei zunachst tiber
den in Abschnitt 3.3.1 vorgestellten Ansatz. Im ersten Schritt wird ein linearer Po-
larisator im Strahlengang positioniert und dessen Transmissionsachse orthogonal zur
Laserpolarisationsebene ausgerichtet.

In Abbildung 4.4.1 ist die hinter dem Polarisator an einem Powermeter gemessene mitt-
lere Laserleistung (schwarz) in Abhéngigkeit des Orientierungswinkels dieser Optik dar-
gestellt.

Ein Winkel von 0° bzw. 180° entspricht einer vertikalen Ausrichtung der Transmissions-
achse des Polarisators im Laborkoordinatensystem. In diesem Fall kann keine Transmis-
sion beobachtet werden. Bei Winkeln von 90° und 270° kommt die Transmissionsachse
in der Horizontalen zum Liegen, d. h. parallel zur Laserpolarisationsebene. Hier kann

dementsprechend die maximale Laserleistung detektiert werden.
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Abbildung 4.4.1: Mittlere Laserleistungen bei Rotation eines linearen Polarisators
im Strahlengang (schwarz) sowie bei Rotation eines ergénzten
A/4-Wellenpliattchens (rot). Die Datenpunkte wurden durch sin®-
Funktionen geméf Gleichung 3.3.1 angepasst (FPy = 0.004, Ppax =
0.294 und zy = 0.2 bzw. Py = 0.000, Pyax = 0.162 und zy = 0.1).
Zur Beschreibung der QWP-Messreihe wurde die sin?-Periode hal-
biert.

Sobald der lineare Polarisator durch dessen Positionierung im Winkel von 0° oder 180°
orthogonal zur Laserpolarisationsebene ausgerichtet ist, wird das zur Erzeugung zirku-
larer Polarisation verwendete \/4-Wellenplattchen (QWP) in den Strahlengang einge-
bracht. Um die bestmégliche Orientierung der optischen Achse zur Erzeugung zirkular
polarisierten Lichts zu finden, wird das QWP vor dem Polarisator (d. h. nédher an der
Lichtquelle) in einer entsprechenden Halterung rotiert. Die dabei resultierenden Laser-
leistungen (rot) sind ebenfalls in Abbildung 4.4.1 aufgetragen.

Es werden erneut Minima und Maxima der transmittierten Leistung beobachtet. Ein Mi-
nimum bzw. die vollstandige Extinktion durch den Polarisator kommt zustande, wenn
sich die schnelle oder langsame Achse des QWP in der Laserpolarisationsebene befin-
det und somit der horizontale Polarisationszustand erhalten bleibt. Maxima entstehen
falls die Laserpolarisationsebene einen 45°-Winkel zur schnellen oder langsamen Ach-
se des QWP einschlieit. In dieser Konfiguration wird der lineare Polarisationszustand
des einfallenden Lichts durch eine Verzogerung orthogonaler Teilwellen so manipuliert,

dass Licht mit hohen Zirkularpolarisationsanteilen entsteht. Die Folge ist, dass Teile der
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Laserstrahlung den linearen Polarisator passieren konnen. Im Falle vollstandig zirkular
polarisierter Laserpulse sind dies 50 % der einfallenden Leistung.

Wird das QWP in Orientierungen maximaler Transmission gebracht, so werden im Ide-
alfall zirkular polarisierte Laserpulse generiert. Bedingt durch experimentelle Imperfek-
tionen, wie z. B. nicht exakte Verzogerungen um \/4, verbleiben im Regelfall jedoch
lineare Polarisationsanteile, d. h. es wird elliptisch polarisiertes Licht erhalten. Durch ei-
ne Rotation des QWP um 90° kann die Helizitét der Ellipse umgekehrt werden. Die im
verwendeten Aufbau generierten Polarisationszusténde werden in den folgenden beiden

Unterkapiteln charakterisiert.

4.4.1 Rotation eines linearen Polarisators

Nachdem die benétigten Optiken (Polarisator und QWP) im Strahlengang ausgerichtet
wurden, kann geméafl der in Abschnitt 3.3.1 vorgestellten Methodik nun der zirkulare
Polarisationsgrad R bestimmt werden.

Zu diesem Zweck wird fiir einen durch die QWP-Ausrichtung definierten Polarisations-
zustand (LCP, RCP oder LIN) der lineare Polarisator rotiert und die mittlere Laserleis-
tung mit Hilfe des Powermeters aufgezeichnet. Die Resultate sind in Abbildung 4.4.2
dargestellt.

Fiir ideal zirkular polarisiertes Licht wére eine von der Polarisatorausrichtung unabhéan-
gige, konstante Laserleistung zu erwarten. Jedoch wird fiir die hier untersuchten Pola-
risationszustéinde, bezeichnet mit LCP und RCP, eine Modulation der detektierbaren
Leistung festgestellt. Dies deutet auf einen elliptischen Charakter der Laserpolarisation
hin.

Durch eine sin?-Anpassung gemif Gleichung 3.3.1 konnen Riickschliisse auf die ver-
bliebene lineare Polarisationskomponente getroffen werden. Alle fir die dargestellten
Messdaten erhaltenen Fitparameter sind in Tabelle 4.4.1 aufgelistet. Uber einen Ver-
gleich der Amplitude P,.., welche durch lineare Polarisationsanteile zustande kommt,
mit dem Offset Fy, welcher auf der zirkularen Komponente basiert, kann entsprechend
Gleichung 3.3.2 auf den zirkularen Polarisationsgrad R geschlossen werden.?*247 Die-
ser ist ebenfalls in Tabelle 4.4.1 zu finden.

Fiir den LCP- und RCP-Zustand wurden zirkulare Polarisationsanteile von 82.0 % bzw.
81.7 % ermittelt. Folglich sind nicht unerhebliche Anteile linearer Polarisation enthal-
ten. Die Orientierung der Polarisationsellipse bzw. die Achse, auf welcher die lineare
Polarisationskomponente liegt, ergibt sich aus der Phase der sin?-Funktion, d. h. dem

Fitparameter zy. Die Anpassungen beider Helizitaten zeigen Phasen von ungefdhr 90°
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Abbildung 4.4.2: Mittlere Laserleistungen bei Rotation eines linearen Polarisators
hinter einem \/4-Wellenplattchen in Orientierungen zur Erzeugung
von links- (LCP) und rechtszirkular (RCP) sowie linear (LIN) po-
larisiertem Licht. Die Datenpunkte wurden geméfl Gleichung 3.3.1
jeweils durch sin?-Funktionen angepasst. Die Fitparameter konnen
Tabelle 4.4.1 entnommen werden.

Tabelle 4.4.1: Fitparameter xy, Py und P, geméafl Gleichung 3.3.1 aus Anpassungen
der mittleren Laserleistung bei rotierendem Polarisator fiir verschiede-
ne Polarisationszusténde (sieche Abb. 4.4.2) sowie daraus resultierende
zirkulare Polarisationsanteile Rgc.

Polarisationszustand g By Prpax  Reire /| %
LCP 92.5 0.115 0.050 &2.0
RCP 91.8 0.113 0.051 8&1.7

LIN 0.1 0.000 0.281 0.3

an, d. h. die maximale Lasertransmission wird fiir Orientierungen nahe 0° oder 180°
beobachtet (vgl. Abb. 4.4.2). Demzufolge liegt die lineare Polarisationskomponente in
beiden Féllen in der vertikalen Ebene.

Der linksdrehende (LCP) sowie rechtsdrehende Polarisationszustand (RCP) weisen in
Anbetracht der spezifizierten QWP-Verzogerung von 0.252 (siehe Abb. 3.4.2) zwar recht
geringe, aber gut vergleichbare zirkulare Polarisationsanteile von ca. 82.0 % auf. Ebenso

ist die Orientierung der Ellipsen-Hauptachse fiir beide Helizitaten naherungsweise iden-

106



4.4 Quantifizierung der Zirkularpolarisation

tisch. Die somit gegebene Vergleichbarkeit der Polarisationsellipsen bietet ein niitzliches
Symmetrie-Kriterium fiir die Untersuchung des Circulardichroismus.

In Abbildung 4.4.2 und Tabelle 4.4.1 sind weiterhin auch die Ergebnisse fiir linear po-
larisierte Laserpulse (Polarisationsebene auf schneller Achse des QWP) dargestellt. Die
erhaltenen Resultate bestatigen die Herstellerspezifikationen des verwendeten ns-Lasers.
Der Laser emittiert hochgradig linear polarisierte Laserpulse mit einer horizontalen Aus-
richtung der Polarsiationsebene.

Die hier vorgestellte Methodik wurde zur regelméafiigen Uberpriifung der Polarisations-

glite verwendet.

4.4.2 Rotation eines zweiten Wellenplattchens

Alternativ zu dem soeben présentierten Ansatz wird in der Literatur hdufig der STOKES-
Formalismus zur umfassenden Charakterisierung des Polarisationszustandes von Licht
verwendet.l?*¥! Daher sollen in diesem Unterkapitel die STOKES-Parameter Sy, Sy, Ss
und S3, welche den sogenannten STOKES-Vektor S bilden, bestimmt werden.

Zu diesem Zweck wurde ein weiteres A/4-Wellenplédttchen zwischen dem linearen Polari-
sator und dem vorhandenen Wellenplédttchen eingesetzt und rotiert, wahrend wiederum
die mittlere Laserleistung am Powermeter verfolgt wird.?*)

Die fiir unterschiedliche Polarisationszustédnde (LCP, RCP und LIN) erhaltenen Resul-
tate sind in Abbildung 4.4.3 dargestellt.

Fir die durch einen Polarisator in Winkel o und ein Wellenplattchen mit der Ver-
zogerung § im Winkel § transmittierte Leistung P(«, 5,6) gilt folgender allgemeiner

Zusammenhang: >

P(a, ,0) = ;(So + (S1 cos(28) + Sysin(25)) cos(2a — 23) (4.4.1)
+ ((S2 cos(28) — Sysin(25)) cos(d) 4+ Sz sin(9)) sin(2a — 2/3))

Wird wie in diesem Fall ein A\/4-Wellenpléttchen verwendet, gilt ferner § = 90°. Der li-
neare Polarisator bleibt wiahrend der Messung — also der Rotation des zusétzlichen QWP
— in einer Position fixiert. Im vorliegenden Fall wurde die Polarisator-Transmissionsachse
in der Vertikalen festgesetzt. In Anbetracht des zur Bestimmung der STOKES-Parameter

250 in welchem die Referenzachse in der Horizontalen

festgelegten Koordinatensystems,
liegt, gilt daher weiterhin o = 90°. Mit Hilfe der Bedingungen a = § = 90° kann die

messbare Leistung als Funktion des QWP-Winkels P(3) aus Gleichung 4.4.1 erhalten
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Abbildung 4.4.3: Mittlere Laserleistungen bei Rotation eines zweiten \/4-
Wellenpléattchen hinter einem  \/4-Wellenpldttchen, welches
der Erzeugung von links- (LCP) und rechtszirkular (RCP) sowie
Transmission von linear (LIN) polarisiertem Licht dient. Die Daten-

punkte wurden gemafl Gleichung 4.4.2 angepasst. Die resultierenden
STOKES-Parameter sind in Tabelle 4.4.2 aufgelistet.

werden.
P(3) = ;(so — (Shcos(28) + Sosin(28)) cos(28) + Sy sin(28)) (4.4.2)

Durch eine Anpassung der in Abbildung 4.4.3 aufgetragenen Daten geméfi Gleichung
4.4.2 werden die STOKES-Parameter Sy, Si, S und Sz als Fitparameter erhalten. Alle
Werte wurden auf die einfallende Leistung normiert, sodass Sy = 1 gilt. Die auf diese
Weise erhaltenen STOKES-Vektoren fiir zirkular polarisierte Laserpulse (LCP und RCP)
sowie den linearen Ausgangszustand (LIN) sind in Tabelle 4.4.2 aufgefiihrt.

Der Parameter S; beschreibt die Dominanz von linear horizontal polarisiertem Licht (+1
= LHP) iiber linear vertikal polarisiertes Licht (-1 = LVP), Sy zeigt ein Ubergewicht
von linear polarisiertem Licht auf der positiven (+1 = L+445P) relativ zur negativen
45°-Achse (-1 = L-45P) an und S3 vergleicht rechts zirkulare (+1 = RCP) mit links
zirkularen (-1 = LCP) Komponenten.*8!

In Ubereinstimmung mit den zuvor prisentierten Resultaten ist auch hier ein nicht ver-

nachléssigbarer Restanteil linearen Lichtes auf der vertikalen Achse zu beobachten. Die
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Tabelle 4.4.2: STOKES-Vektoren verschiedener Polarisationszustiande: LCP, RCP und
LIN. Der Parameter Sy wurde in allen Féllen durch entsprechende Nor-
mierung auf einen Wert von 1 festgelegt und wird daher nicht aufgefiihrt.

Komponente Polarisationszustand
LCP RCP LIN

Sh -0.231 -0.244 0.988
S -0.021 -0.015 -0.012
Ss -0.969 0979 0.013

Helizitédten in S5 sind allerdings fiir die gewahlten QWP-Ausrichtungen klar entgegen-
gesetzt. Im Falle der LIN-Laserpulse handelt es sich erwartungsgeméfi um horizontal
polarisiertes Licht.

Es sei abschlieBend angemerkt, dass trotz der elliptischen Natur der Polarisationszustan-
de in der vorliegenden Arbeit der Einfachheit halber von zirkular polarisierten Laserpul-

sen mit den entsprechenden Abkiirzungen LCP bzw. RCP gesprochen wird.

4.5 Chiroptische Untersuchungen von
3,4-Dihydroxyphenylalanin

Nachdem die grundlegende Funktionalitit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Apparatur und ihrer Komponenten erwiesen wurde, wird nun die Chiralitatsanalyse von
Enantiomeren mit Hilfe des neuen experimentellen Aufbaus demonstriert. Als ein Analyt
fiir chiroptische PICD- und PECD-Untersuchungen wurde 3,4-Dihydroxyphenylalanin
gewdhlt. Es handelt sich um eine a-Aminosdure mit der in Abbildung 4.5.1 gezeigten
Struktur.

O 0]

Ho OH HO of

NH, NH,

HO OH

L-DOPA D-DOPA

Abbildung 4.5.1: Struktur der L- und D-Enantiomere des 3,4-Dihydroxyphenylalanins
(DOPA).

3,4-Dihydroxyphenylalanin (abgekiirzt DOPA) ist ein Prakursor verschiedener Catecho-
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4 Ergebnisse und Diskussion

lamin-Neurotransmitter wie Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin®! sowie Melanin-
Pigmentfarbstoffe?? (siche Abb. 4.5.2). DOPA wird im menschlichen Kérper aus der

proteinogenen Aminosaure Tyrosin durch Hydroxylierung synthetisiert.

HODN NH;
HO

-COZ (2) Dopamine
WOH _2H+ e M m
) 3,4-Dihydroxyphenylalanine (DOPA) 3) Dopaquinone Leucodopachrome
l-2H+, -2e
HO
\ -COQ
Melanin 4_4—‘
HO N
H
(7) 5,6-Dihydroxyindole Dopachrome

Melanin <«<— :©\/>_< J
-

6) 5,6-Dihydroxyindole-: 2 -carboxylic acid

Abbildung 4.5.2: Schematische Darstellung moglicher Reaktionspfade von DOPA:
Dopamin-Bildung durch Decarboxylierung (oben) versus Oxidati-
onsreaktionen, Ringschluss und Decarboxylierung im Rahmen der
Melanogenese (unten). Erstellt nach [252] und [253].

Das L-Enantiomer des 3,4-Dihydroxyphenylalanins wird unter dem Namen Levodopa zur
Behandlung der Parkinson-Krankheit hergestellt und vertrieben. %! Die pharmakologische
Wirkung von DOPA wurde von ARVID CARLSSON entdeckt, welcher diesbeziiglich im
Jahr 2000 mit einem Teil des Medizin-Nobelpreises bedacht wurde.?> DOPA ist eine
sogenannte Prodrug. Die Aminosdure kann — im Gegensatz zu Neurotransmittern wie
Dopamin — die Blut-Hirnschranke passieren.?*! Anschliefend wird das Vorlauferteilchen
durch Decarboxylierung im Gehirn zu Dopamin metabolisiert.

Im Jahre 2001 wurde WILLIAM S. KNOWLES ein Teil des Chemie-Nobelpreises fiir seine
Arbeiten zur asymmetrischen Hydrierung verliehen.?*®! Ein herausragendes Beispiel war
dabei die in Abbildung 4.5.3 dargestellte Synthese von L-DOPA .[?57]

110



4.5 Chiroptische Untersuchungen von 3,4-Dihydroxyphenylalanin

NN DAy oy o
’

AcO NHAc 2) HyO* o NH

Abbildung 4.5.3: Synthese des L-DOPA durch asymmetrische Hydrierung nach W. A.

KNOWLES unter Nutzung eines Rh-Katalysators mit Diphosphin-
Ligand.[2°¢]

Der Einbau von DOPA in Proteine ist prinzipiell moglich. In Klebstoff-Proteinen von
Muscheln dient DOPA beispielsweise der feuchtigkeitsunabhédngigen Adhéasion sowie der
Quervernetzung.?>®!

DOPA ist licht- und oxidationsempfindlich.?*! Wie in Abbildung 4.5.2 dargestellt, kon-
nen durch die Oxidation von DOPA verschiedene Indolstrukturen entstehen, welche zu
Melanin polymerisieren.?? Dies duBert sich in einer Braunfirbung des ansonsten farb-
losen Feststoffes.

Im Gegensatz zum klinisch hochwirksamen L-DOPA (Eutomer), ist das Spiegelbild D-
DOPA nicht pharmakologisch aktiv (Distomer)./ Da D-DOPA aufgrund einer Vermin-
derung der Granulozyten, einer Untergruppe weifler Blutkorperchen, fiir den Menschen
zudem toxisch ist (Agranulozytose), wird enantiomeren-reines L-DOPA fiir Behandlungs-
zwecke eingesetzt. %)

Die qualitative und quantitative Differenzierung zwischen den DOPA-Enantiomeren
ist also von besonderem analytischem Interesse. Daher wird im Folgenden in proof-of-
principle-Experimenten untersucht, ob das Photodetachment elektrogesprayter DOPA-
Anionen mit zirkularpolarisiertem Licht enantiosensitiv ist. Nachdem der Photodetach-
mentprozess anhand von Massenspektren charakterisiert worden ist, werden zu diesem
Zweck der Circulardichroismus in totalen Ionen- und Elektronenausbeuten (PICD) sowie
in der Photoelektronenwinkelverteilung (PECD) diskutiert. Die Resultate sind in Refe-
renz [240] publiziert worden. Eine Genehmigung zur Reproduktion des veroffentlichten

Materials wurde von JOHN WILEY AND SONS erteilt.

4.5.1 Massenspektren

In Abbildung 4.5.4 sind ESI-TOF-Massenspektren des 3,4-Dihydroxyphenylalanins in
einer 1:3-Mischung (v/v) aus Wasser und Acetonitril im Anionen-Modus dargestellt.

Die schwarze Spur zeigt das Massenspektrum, welches nach Lasereinwirkung erhalten
wird, und in Rot ist das ESI-Hintergrundspektrum ohne Lasereinfluss zu sehen. Zur

Visualisierung der Unterschiede dient die Differenz dieser Spektren, welche wiederum in
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Abbildung 4.5.4: ESI-TOF-Massenspektren von 3,4-Dihydroxyphenylalanin (¢ =
100 pmol L™1) in einer 1:3-Mischung (v/v) aus Wasser und Aceto-
nitril im Anionen-Modus mit (schwarz) und ohne Laser (rot) so-
wie das durch Photodetachment hervorgerufene Differenzspektrum
(blau). Es sind Mittelwerte von LCP- und RCP-Spektren bei einer
Pulsenergie von 31 mJ dargestellt, welche im Rahmen von Referenz
[240] veroffentlicht wurden.

Blau dargestellt ist. Neben einem intensiven Signal bei einem m/z-Verhéltnis von 196,
welches dem einfach deprotonierten DOPA [M-H]™ zugeordnet werden kann, sind einige
weniger ausgeprigte Peaks bei hoheren m/z-Verhéaltnissen erkenntlich. Hier handelt es
sich um verschiedene Adduktionen. Ein Vorschlag fiir die Zuordnung dieser und weiterer
Signale ist in Tabelle 4.5.1 zu finden.

Die durch Wechselwirkung mit ns-Laserpulsen zu beobachtenden Veranderungen (Dif-
ferenzspur in Abb. 4.5.4) werden klar durch das [M-H] -Ion dominiert. Hier kann eine
erhebliche Signalverarmung beobachtet werden. Dies weist auf den Ablauf des folgenden
Photodetachmentprozesses hin:

[M-H|~ - — [M-H]*

Das radikalische Produkt kann aufgrund des neutralen Ladungszustandes nicht nachge-
wiesen werden. Lediglich die Verarmung des Prakursors und die Bildung von Photoelek-

tronen sind quantifizierbar.
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4.5 Chiroptische Untersuchungen von 3,4-Dihydroxyphenylalanin

Tabelle 4.5.1: Vorgeschlagene Signalzuordnung im ESI-TOF-Massenspektrum von
DOPA (negativer Modus).

m/z Ion

148  [M-5H-CO,]~

192 [M-5H]"

196 [M-H]

232 [(M-H)(H,0),]

234 [(M-H-CO,)(CH3CN),] "

255  [(M-H)(CH5CN)(H,0)]~

259  [(M-2H+Na)(CH3CN)]~

283  [(M-H-CO,)(CH3CN)(H20)s5]

Signale im Bereich geringer m/z-Verhéltnisse wurden durch eine geeignete Wahl der
Ionenfallenparameter (RF-Amplitude, DC-Bias und Offnungsverzogerung) unterdriickt.
Auf diese Weise wird das unerwiinschte Photodetachment achiraler Préakursorspezies wie
z. B. dem deprotonierten 5,6-Dihydroxyindol (m/z = 148, vgl. Abb. 4.5.2), welches im
Laufe der Zeit durch Oxidation des DOPA entstehen kann, verhindert.

Samtliche Differenzen, welche fiir Adduktsignale mit m/z > 200 auftreten, sind in guter
Néherung gegentiber dem Beitrag des [M-H| ™ zur Gesamtdifferenz von 92 % zu vernach-
lassigen.

Es wird also priméar das Photodetachment des einfach-deprotonierten, unsolvatisierten
DOPA betrachtet. Dieses ist mit einer Verminderung des Hintergrundsignals um 55 %
bei einer Pulsenergie von 31 mJ sehr effizient. Die Vernichtung von mehr als der Halfte
der Prikursorionen belegt eine sehr gute Uberlagerung von Ionenpaket und Laserpuls
im Extraktionsvolumen des neu entwickelten ESI-TOF-MS.

Wird die Photoelektronenausbeute in Abhéngigkeit der verwendeten Pulsenergie bzw.
mittleren Laserleistung gemessen, so ergibt sich in einer doppellogarithmischen Auftra-
gung (Abb. 8.3.1) eine Steigung von 0.87+0.07. Eine dquivalente Auswertung der Ionen-
ausbeutedifferenzen (Abb. 8.3.2) liefert einen Multiphotonenexponenten von 0.78 £0.03.
Es handelt sich demzufolge bei dem hier untersuchten Photodetachment um einen Ein-
photonenprozess. Bei hohen Pulsenergien deuteten sich Sattigungseffekte an.

Der beschriebene Photodetachmentvorgang soll in den folgenden Abschnitten fiir die bei-
den DOPA-Enantiomere im Hinblick auf Einfliisse der verwendeten Lichthelizitit unter-
sucht werden. Zunéchst wird der Circulardichroismus in totalen Ionen- und Elektronen-
ausbeuten betrachtet (PICD), anschlieflend wird eine Vorwérts-Riickwérts-Asymmetrie
in der Photoelektronenwinkelverteilung (PECD) diskutiert.
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4.5.2 PICD in lonenausbeuten

Der PICD wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt vor allem in der Photoionisation von neu-
tralen Vorgangerspezies untersucht.' Dabei kann der Circulardichroismus direkt aus
den resultierenden Ionenausbeuten fiir links- bzw. rechts zirkular polarisiertes Licht nach
Gleichung 2.6.5 berechnet werden.

Da im vorliegenden Fall des Photodetachments von Monoanionen allerdings kein ioni-
sches Produktsignal detektiert werden kann, ist dieser Ansatz per se nicht anwendbar.
Der PICD wird daher nachfolgend im Rahmen einer Signalverarmung von Priakursorio-
nen diskutiert. Dies stellt eine Herausforderung dar, denn im Gegensatz zur klassischen
Herangehensweise werden dabei laserinduzierte Verdnderung auf einem ionischen Signal-
hintergrund ausgewertet. Durch die Erfassung von ESI-Massenspektren zwischen dem
Eintreffen aufeinanderfolgender Laserpulse kann der ionische Hintergrund allerdings in
die Berechnung des PICD miteinbezogen werden.

In diesem Unterkapitel werden verschiedene Berechnungsansitze des PICD anhand ei-
ner lonenverarmung vorgestellt und verglichen. Die alternative Herangehensweise der
Auswertung der totalen Photoelektronenausbeuten wird im néchsten Unterkapitel vor-
gestellt.

In Abbildung 4.5.5 sind die in mehreren Messdurchlaufen (engl. runs) von D- und L-
DOPA erfassten lonenausbeuten sowie mittleren Laserleistungen fiir einzelne passes auf-
getragen. Die verwendeten Messbedingungen sind in Tabelle 8.2.1 des Anhangs aufge-
schliisselt. Insgesamt wurden 728 passes mit L-DOPA als Analyt und 640 passes mit
D-DOPA gemessen.

Bei Betrachtung der [M-H] ™ -Ausbeuten ohne Laser (schwarz) in Abbildung 4.5.5(a) of-
fenbaren sich Drifts und Schwankungen des ESI-Signals im Verlauf eines runs sowie
zwischen den verschiedenen runs. Diese Signalverdnderungen konnen zwar durch Opti-
mierung der Elektrospraybedingungen bis zu einem gewissen Grad minimiert werden,
jedoch sind fiir die bendtigten vergleichsweise langen Messzeitraume stets gewisse Insta-
bilitdten zu erwarten. Eine Verdinderung des ESI-Hintergrundes spiegelt sich erwartungs-
gemafl unmittelbar in der Signalintensitdt (rot) wieder, welche nach Laserinteraktion
beobachtet werden kann.

Durch Veranderungen der Prakursorionenzahl zwischen einer LCP- (ausgefillte Symbo-
le) und einer RCP-Teilmessung (leere Symbole) besteht folglich die Gefahr der Erfas-
sung unechter Anisotropien bei einer Betrachtung der absoluten Signalabnahme unter
Lasereinfluss. Um den Einfluss von gerichteten Verdnderungen (engl. drifts) des ESI-

Hintergrundes moglichst zu eliminieren, wird die Helizitdt héufig umgekehrt und die
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Abbildung 4.5.5: Ionenausbeuten fiir das [M-H] -Ion des L- bzw. D-DOPA (m/z =
196) mit und ohne Laser (links) sowie mittlere Laserleistung (rechts)
fiir alle gemessenen passes. Gestrichelte Linien markieren einen Pro-
benwechsel zwischen runs.

Reihenfolge der Erfassung von LCP und RCP stets alterniert. Als zusétzliche Mafinah-
me kann eine Normierung auf den Signalhintergrund vorgenommen werden.

Neben der Prakursorionenzahl hat auch die mittlere Laserleistung einen Einfluss auf das
Ausmafl der Signalverarmung durch Photodetachment. Die Laserleistung wird daher im
Experiment gleichzeitig mit den Ionenausbeuten erfasst. Das Resultat kann Abbildung
4.5.5(b) entnommen werden. Die Laserleistung ist vergleichsweise stabil. Lediglich ge-
ringfiigige zuféllige Schwankungen zwischen unterschiedlichen passes sind zu beobachten.
In Einzelfillen zeigt sich zudem eine systematische Abnahme der Laserleistung zu Be-
ginn eines runs. Um Einflisse auf die resultierenden Ionenausbeuten zu beriicksichtigen,
ist auch hier eine Normierung denkbar.

Aus den diskutierten Abhéngigkeiten ergeben sich verschiedene Ansétze zur Berechnung
des PICD anhand normierter Ionenausbeuten oder Ausbeutedifferenzen. Eine nahelie-
gende Moglichkeit wéire den PICD direkt anhand der Ionenausbeuten nach Laserein-
wirkung zu berechnen. Allerdings wiirden dabei samtliche Ladungstriager ausgewertet —
auch jene Ionen, welche nicht mit dem Laser interagiert haben. Dies wiirde den messba-
ren PICD-Effekt durch einen konstanten, helizitats-unabhangigen Hintergrund vermin-
dern und ist daher nicht praktikabel. Vielmehr bietet sich eine Nutzung der Differenzen
(DIFF) von Massenspektren mit (SIG) und ohne (BG) Lasereinwirkung an, um den

besagten laserunabhédngigen Anteil nicht in der PICD-Berechnung zu berticksichtigen.
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Diese absolute Differenz der Signalausbeuten (DIFF = SIG - BG) ist geméafi obiger
Ausfithrungen proportional zur Priakursorionenzahl (BG), welche durch die ESI-Quelle
bereitgestellt wird, und zur mittleren Laserleistung (LP). Daher erscheinen Normie-
rungen der Signalabnahme auf die beiden genannten Grofien sinnvoll. In der folgenden
Abbildung 4.5.6 sind neben der absoluten Ausbeutedifferenz DIFF auch die relative
Differenz DIFF/BG sowie die auf Laserleistung normierten Differenzen DIFF/LP und
DIFF/(LP-BG) fiir alle passes aufgetragen.
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Abbildung 4.5.6: Normierte Ionenausbeutedifferenzen fiir das [M-H| -Ton des L- bzw.
D-DOPA (m/z = 196) fiir alle gemessenen passes. Die zur Normie-
rung verwendeten Laserleistungen wurden auf einen Mittelwert von
eins skaliert. Vertikale, gestrichelte Linien markieren einen Proben-
wechsel zwischen runs.

Die absoluten Ausbeutedifferenzen (DIFF) offenbaren erneut die zuvor diskutierten In-
stabilitdten der ESI-Quelle. Durch eine Normierung auf den parallel gemessenen ESI-
Hintergrund (DIFF/BG) ist eine fast vollstandige Aufhebung dieser Einfliisse festzustel-
len. Die relative Differenz, d. h. der Anteil der Signalverarmung, liegt fiir alle passes
vergleichsweise konstant bei einem Wert von ca. —55 %. Unter Einbeziehung der Laser-
leistung konnen nur geringe Verdanderungen festgestellt werden. Die auf die Laserleistung
normierte absolute Differenz DIFF /LP und relative Differenz DIFF/(LP-BG) zeigen die
grofiten Veranderungen zu Beginn eines runs. Wahrend ab pass 450 eine anteilige Aufhe-
bung der durch das Warmlaufen des Lasers verursachten Unstetigkeit festgestellt werden
kann, zeigt sich im Bereich ab pass 900 eine iiberméflige Korrektur bzw. eine Uberschit-

zung des Laserleistungseinflusses. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Einphotonen-

116



4.5 Chiroptische Untersuchungen von 3,4-Dihydroxyphenylalanin

Detachmentprozess bei den verwendeten Pulsenergien bereits teilweise gesattigt ist und
daher keine lineare Skalierung hinsichtlich der Laserleistung angenommen werden kann.
Die Hypothese bestatigt sich bei Betrachtung der Leistungsabhangigkeit der Ionenaus-
beute (siehe Abbildung 8.3.2 im Anhang).

Die geméfl den vorgeschlagenen Normierungsverfahren erhaltenen Ausbeuten fir LCP-
und RCP-Laserpulse aus Abbildung 4.5.6 kénnen in Gleichung 2.6.5 eingesetzt werden,
um den Circulardichroismus in der Signalverarmung des [M-H] -Ions zu bestimmen.
Mit den in Tabelle 8.2.2 gelisteten Auswerteparametern wurden auf diese Weise PICD-
Werte fiir insgesamt 1368 passes berechnet. Diese wurden gemittelt, um schliefllich die
in Tabelle 8.2.2 aufgefithrten und in Abbildung 4.5.7 aufgetragenen Mittelwerte und
Standardfehler zu erhalten.
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Abbildung 4.5.7: PICD-Werte des [M-H] -Ions von L- und D-DOPA fiir verschiedene

Normierungsanséatze.

Die erhaltenen PICD-Werte lassen unabhéangig von der jeweiligen Normierungsart keine
Differenzierung zwischen den beiden Enantiomeren des DOPA zu. Die Mittelwerte fiir
L- und D-DOPA sind im Rahmen der Standardfehler nicht zu unterschieden.

Berechnungen des PICD tiber die absolute Differenz (DIFF) und die relative Signalverar-
mung (DIFF/BQG) liefern vergleichbare Resultate. In beiden Féllen werden leicht negative
Werte zwischen 0% und —0.16 % erhalten. Diese Beobachtung zeigt, dass systematische
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4 Ergebnisse und Diskussion

Einfliisse basierend auf Instabilitaten der ESI-Quelle bereits durch die gewahlte Mess-
methodik grofiteils kompensiert werden. Allerdings konnten die Standardfehler durch
eine Normierung der zu beobachtenden Ausbeutedifferenzen auf den ESI-Hintergrund
(DIFF/BG) etwas reduziert werden.

Bei einer Beriticksichtigung der mittleren Laserleistung werden sowohl fiir die absolu-
te (DIFF/LP) als auch die relative Ionenausbeutedifferenz (DIFF/(LP-BG)) negativere
PICD-Werte erhalten. Die Differenz der PICD-Mittelwerte von L- und D-DOPA nimmt
dabei leicht zu. Gleichzeitig kann auch in diesem Fall eine Reduzierung der Standard-
fehler festgestellt werden. Im Rahmen der gegebenen Fehlerbalken ist dennoch keine
Differenzierung der Enantiomere moglich.

Nicht unterscheidbare, aber von null verschiedene PICD-Werte fir L- und D-DOPA wei-
sen auf instrumentelle Asymmetrien hin. Fiir beide Enantiomere werden negative PICD-
Werte erhalten, d. h. das Photodetachment mit RCP-Laserpulsen ist unabhéngig von
der absoluten Konfiguration effizienter. Ursichlich kénnten beispielsweise geringfiigige
Polarisations- oder Leistungsunterschiede der verwendeten LCP- und RCP-Laserpulse
sein.

Die Zunahme besagter Asymmetrie im Rahmen der Normierung auf gemessene Laser-
leistungen spricht auf den ersten Blick dafiir, dass unterschiedliche LCP- und RCP-
Pulsenergien nicht fir die kiinstliche Anisotropie verantwortlich sind. Allerdings ist zu
beachten, dass die Leistungsmessung hinter der Apparatur bedingt durch das Brewster-
Ausgangsfenster, welches als linearer Polarisator fungiert, polarisationsabhéangig ist. An
den jeweiligen Messtagen wurden zirkularen Polarisationsanteile fiir LCP zwischen 75 %
und 77 % sowie fiir RCP zwischen 80 % und 81 % ermittelt. Daher konnen auch iiber die
Drehrichtung hinausgehende Polarisationsunterschiede zwischen den verwendeten LCP-
und RCP-Laserpulsen fiir den systematischen Fehler eine Rolle spielen. Um Polarisations-
und Laserleistungs-Einfliisse getrennt betrachten zu kénnen, miisste eine von der Pola-
risationsellipse vollkommen unabhéngige Leistungsmessung realisiert werden.

Die Beriicksichtigung von Préakursorionenausbeute und Laserleistung bei der Messung
des PICD elektrogesprayter Ionen wurden ebenfalls von DALY et al. beschrieben."'!] Am
hier présentierten Beispiel des 3,4-Dihydroxyphenylalanins konnte zwar ein positiver Ein-
fluss hinsichtlich der Standardfehler des PICD nachgewiesen werden, eine Kompensation
instrumenteller Artefakte bzw. Asymmetrien durch die gewédhlten Normierungsansatze
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Zu diesem Zweck konnten achirale Referenzsubstan-
zen hinzugezogen werden.?”!

Anhand der priasentierten PICD-Daten ist keine Unterscheidung der DOPA-Enantiomere
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4.5 Chiroptische Untersuchungen von 3,4-Dihydroxyphenylalanin

Tabelle 4.5.2: PICD-Werte des [M-H] -Ions von L- und D-DOPA fiir verschiedene Nor-

mierungsansatze.
Normierung PICD
L-DOPA D-DOPA
DIFF —0.095 % £ 0.063 % —0.080 % % 0.070 %
DIFF/BG —0.062 % £ 0.055 % —0.062 % %+ 0.055 %
DIFF/LP —0.208 % +0.055 % —0.266 % £ 0.065 %

DIFF/(LP-BG) —0.176 % + 0.047 % —0.248 % 4 0.049 %

moglich. Jedoch konnte erfolgreich gezeigt werden, dass mit Hilfe des neuen ESI-TOF-MS
der PICD elektrogesprayter Anionen im Photodetachment mit hervorragender Genauig-
keit bestimmt werden kann. Sémtliche ermittelten Standardfehler der Mittelwerte sind
kleiner als 0.1 %.

4.5.3 PICD in Elektronenausbeuten

Eine alternative Herangehensweise zur Bestimmung des PICD ist die Berechnung des

Anisotropiefaktors anhand von totalen Elektronenausbeuten. Dies erscheint im Kon-

text der historisch entstandenen Bezeichnung Photoionen-Circulardichroismus (PICD)
zunachst kontraintuitiv. Die Abhéangigkeit des Photodetachment-Wirkungsquerschnitts
von der Lichthelizitat ist jedoch neben den soeben diskutierten Ionenausbeuten analog
auch in den totalen Elektronenausbeuten wieder zu finden, denn fiir jedes vernichtete
Anion entsteht ein Elektron.

Ein Nachteil der Betrachtung von Elektronen anstelle von Ionen ist das Fehlen einer
Masseninformation tiber das Vorlauferteilchen. Dies ist fiir den hier vorliegenden Fall
jedoch nicht von Bedeutung, da aufgrund der geladenen Natur des Vorldufers eine ge-
wisse Selektion vorgenommen werden konnte, sodass die detektierbaren Elektronen quasi
ausschlieBlich dem Prakursor [M-H|™ entstammen.

Zur Erfassung der totalen Elektronenausbeuten wurde der dafiir vorgesehene zweite
MCP-Detektor verwendet und die Summe der Signale auf beiden Anoden ausgewertet.
Gleichzeitig mit den Photoelektronen werden bedingt durch die identische Ladungspo-
laritat auch die Prakursoranionen auf diesen Detektor abgebildet. Abbildung 4.5.8 zeigt
ein typisches Massenspektrum unter Lasereinfluss.

Aufgrund des kurzen Flugrohres ist die Massenauflosung recht begrenzt, dennoch ist
neben dem Elektronenpeak auch das Signal des [M-H|™ klar erkenntlich. In Abbil-

dung 4.5.9(a) sind die Ausbeuten des entsprechenden Hintergrundsignals (schwarz) so-
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Abbildung 4.5.8: Typisches Massenspektrum von L-DOPA nach Lasereinwirkung auf
dem Elektronendetektor. Links ist der Elektronenpeak zu sehen,
rechts kann bei einem m/z-Verhaltnis von 196 das einfach deproto-
nierte DOPA-Signal detektiert werden. Es ist die Summe der Signale
beider Anoden dargestellt.

wie die zugehorigen Elektronenausbeuten fiir mehrere Messreihen der beiden DOPA-
Enantiomere aufgetragen. Die verwendeten experimentellen Bedingungen sind in Tabelle
8.2.4 im Anhang hinterlegt.

Auch hier sind erneut Instabilitdten des ESI-Hintergrundsignals (schwarz) zwischen und
in runs erkenntlich, welche sich in die absoluten Photoelektronenausbeuten (rot) fort-
pflanzen. In Abbildung 4.5.9(b) sind die fiir jeden pass gemessenen mittleren Laser-
leistungen aufgetragen. Die Laserpulsenergien sind fiir die hier prasentierten Elektro-
nenmessreihen durch die Verwendung von neutral-density-Filtern reduziert worden, um
eine Detektorsaturierung zu verhindern. Bei diesen geringen Laserleistungen kommt die
Messunsicherheit des verwendeten Powermeters deutlich starker zum Tragen, wie die
relative Streuung der Messwerte erahnen lasst.

In Anlehnung an das vorherige Unterkapitel wird auch im Folgenden wiederum der
Einfluss verschiedener Normierungen bzw. Berechnungsgrundlagen auf den zu bestim-
menden PICD betrachtet. Die Elektronenausbeutedifferenz (DIFF) wird in Relation zur
parallel gemessen [M-H| -Hintergrundionenausbeute (BG) und der mittleren Laserleis-

tung (LP) gesetzt. Es sei angemerkt, dass die Auswertung von Differenzen in diesem Fall
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Abbildung 4.5.9: Photoelektronenausbeuten bei Lasereinwirkung und [M-H| -
Ausbeute ohne Lasereinfluss von L- und D-DOPA (links) sowie mitt-
lere Laserleistung (rechts) fiir alle gemessenen passes. Vertikale, ge-
strichelte Linien markieren einen Probenwechsel zwischen runs.

zwar nicht notwendig ist, da kein elektronischer Hintergrund existiert, aus Griinden der
Vergleichbarkeit aber dennoch Anwendung fand.

Die Elektronenausbeutedifferenz DIFF sowie die sich daraus ergebenden normierten Dif-
ferenzen DIFF/LP, DIFF/BG und DIFF/(BG-LP) sind in Abbildung 4.5.10 fiir alle
gemessenen passes aufgetragen.

Eine Normierung der Elektronenausbeuten (DIFF) auf die Hintergrund-Ionenausbeute
des Vorlauferions [M-H|™ (BG) fiihrt zu einer iiber den Messverlauf nicht vollig kon-
stanten relativen Elektronenausbeute (DIFF/BG). Es sind weiterhin Einfliisse der ESI-
Signalstérke erkenntlich. Die Photoelektronenausbeute ist nicht streng proportional zur
gemessenen [M-H] ™ -Tonenausbeute.

Eine mogliche Erklarung liefern Séttigungseffekte, welche durch CoUuLOMB-Abstoflung
im Interaktionsbereich des Massenspektrometers bei hohen Ionendichten auftreten konn-
ten. Photoelektronen kénnen nur in einem durch die Laserabmessungen begrenzten Be-
reich entstehen. Die in diesem Segment erzielbare Ionendichte ist durch die COULOMB-
Abstoflung zwischen den Anionen limitiert. Werden mehr Ionen aus der Quelle in den
Extraktionsbereich gefiihrt, dehnt sich der Ionenstrahl aus. Aufgrund der groflen Extrak-
tionsoffnung konnen die zusétzlichen Ionen auf den Detektor abgebildet werden, aber es
erfolgt keine proportionale Zunahme der Elektronenausbeuten, da nicht alle dieser To-

nen mit dem Laser interagieren. Dies kann folglich zu der gezeigten Uberschitzung der
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Abbildung 4.5.10: Normierte Elektronenausbeutedifferenzen von L- bzw. D-DOPA fiir
alle gemessenen passes. Die verwendeten Laserleistungen wurden
auf einen Mittelwert von eins skaliert. Vertikale, gestrichelte Linien
markieren einen Probenwechsel zwischen runs.

Einfliisse der Préakursorionenzahl fiihren.

Normierungen auf die gemessene mittlere Laserleistung DIFF/LP und DIFF/(LP-BG)
auBern sich in einer groflen Streuung der berechneten Werte. Dies ist auf die bereits
erwahnten Messungenauigkeiten des Powermeters im hier relevanten Bereich kleiner La-
serleistungen zuriickzufithren. Fiir die angestrebte Normierung wére eine Erfassung der
vergleichsweise geringen Laserleistung mit einem empfindlicheren Messgerat sinnvoll.
Durch eine Auswertung der fiir LCP- und RCP-Laserpulse erhaltenen Daten unter den
in Tabelle 8.2.3 aufgefiihrten Bedingungen konnten die in Abbildung 4.5.11 dargestellten
mittleren PICD-Werte und Standardfehler fiir verschiedene Normierungsansatze erhal-
ten werden. Eine Auflistung der numerischen PICD-Resultate ist in Tabelle 4.5.3 zu
finden.

Anhand der vorliegenden PICD-Werte, welche aus totalen Elektronenausbeuten be-
stimmt wurden, ist keine Unterscheidung der DOPA-Enantiomere moglich. Der PICD
aus absoluten (DIFF) und relativen Elektronenausbeuten (DIFF/BG) liegt fiir L- und
D-DOPA bei leicht negativen Werten zwischen —0.10 % und —0.53 %. Erneut kann eine
geringe, aber im Anbetracht der Standardfehler signifikante kiinstliche Anisotropie be-
obachtet werden. Die Abweichung der PICD-Werte von null ist in dieser Messreihe etwas
ausgepragter als im Falle der zuvor prasentierten Untersuchung der Ionenverarmung. Es

kann keine wesentliche Reduzierung der Standardfehler durch eine Berticksichtigung des
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Abbildung 4.5.11: PICD-Werte in totalen Elektronenausbeuten von L- und D-DOPA-
Anionen fiir verschiedene Normierungsansatze.

ionischen Hintergrundes festgestellt werden.

Bei einer Einbezichung der mittleren Laserleistung (DIFF /LP und DIFF/(LP-BG)) wird

ein erheblicher Anstieg der Standardfehler beobachtet. Dies ist auf die bereits erwéhnte,

ungenaue Bestimmung dieses Parameters zuriickzufithren. Die mittleren PICD-Werte

von L- und D-DOPA werden durch eine Normierung auf die Laserleistung in unter-

schiedlichem Ausmaf} beeinflusst. In beiden Féllen ist eine Verschiebung in den Bereich

positiverer Werte ersichtlich.

Tabelle 4.5.3: PICD-Werte in totalen Elektronenausbeuten von L- und D-DOPA fur

verschiedene Normierungsansatze.

Normierung PICD

L-DOPA D-DOPA
DIFF —0.34 % +0.14 % —0.30 % £ 0.13 %
DIFF/BG —0.40 % +0.13 % —0.23 % +0.13 %
DIFF/LP +0.48 % £0.65 % +0.18 % £ 0.70 %

DIFF/(LP-BG) +0.43 % % 0.65 %

+0.24 % £ 0.70 %
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der Circulardichroismus im Photodetachment von DOPA-Anionen konnte mit Hilfe des
neuen Aufbaus neben der Verarmung von lonenausbeuten auch in der Bildung von
Photoelektronen untersucht werden. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
anhand des Circulardichroismus in totalen Photoelektronenausbeuten des Prakursor-
Anions [M-H|™ keine Differenzierung der DOPA-Enantiomere moglich ist. Die erhalte-
nen Resultate sind diesbeziiglich konsistent mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen,

welche anhand der Ionenverarmung bestimmt wurden.

4.5.4 PECD

Im vorherigen Abschnitt wurde der Circulardichroismus des Photodetachments von de-
protoniertem DOPA in totalen Elektronenausbeuten, d. h. dem Integral tiber sdmtli-
che Raumrichtungen, diskutiert. Die Chiralitét eines Prakursoranions kann sich jedoch
auch in Asymmetrien der Photoelektronen-Winkelverteilung entlang der Laserausbrei-
tungsrichtung &uflern. Im Folgenden wird daher der Photoelektronen-Circulardichrois-
mus (PECD) von DOPA-Anionen untersucht.

Zu diesem Zweck wird erneut der im vorherigen Abschnitt verwendete Datensatz her-
angezogen. Dieser wurde unter den in Tabelle 8.2.4 gelisteten Einstellungen erhalten.
Die zuvor in ihrer Gesamtheit betrachteten Elektronenausbeuten werden nun in der
Vorwarts- und Riickwértsrichtung relativ zur Laserpropagationsachse aufgeschliisselt.
Dazu wurden die auf den beiden Halbplatten-Anoden auftretenden Elektronensignale
mit den in Tabelle 8.2.5 gegebenen Einstellungen ausgewertet.

In Abbildung 4.5.12 sind die auf diese Weise erhaltenen PECD-Werte aller gemesse-
nen passes dargestellt. Links sind die fir beide Helizitédten (LCP und RCP) nach Glei-
chung 2.6.13 berechneten PECD-Werte, rechts die daraus geméfl Gleichung 2.6.19 fol-
genden symmetrisierten PECD-Werte dargestellt. Ergdnzend zu den Resultaten fiir L-
und D-DOPA sind auch PECD-Werte einer racemischen Mischung dieser Enantiomere
in 510 passes dargestellt.

Die hier prasentierten Ergebnisse aus einminiitigen Einzelmessungen offenbaren Asym-
metrien in der Photoelektronen-Winkelverteilung. In Abbildung 4.5.12(a) &duBlert sich
diese durch positivere PECD-Werte des D-DOPA (rot) mit LCP-Laserpulsen (ausgefill-
te Symbole) im Vergleich zu RCP-Laserpulsen (offene Symbole), wahrend fiir L-DOPA
(schwarz) das umgekehrte Verhalten beobachtet werden kann. Im Falle des D-DOPA wird
beim Photodetachment mit LCP-Laserpulsen also eine Begiinstigung der Photoelektro-
nenemission in Vorwérts-Richtung beobachtet. Nach einem Wechsel der Lichthelizitat

oder des Enantiomers ist hingegen eine gesteigerte Tendenz der Riickwarts-Emission
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Abbildung 4.5.12: PECD-Werte fiir das Photodetachment von L-, D- und rac-DOPA-
Monoanionen [M-H]™. Vertikale, gestrichelte Linien deuten einen
Probenwechsel zwischen zwei runs an.

festzustellen.

In vielen Einzelmessungen kann das Fehlen einer Inversion- bzw. Nullsymmetrie zwischen
PECDycp und PECDgcp festgestellt werden. Dies folgt aus einer nicht exakt zentrischen
Abbildung des Elektronenbildes auf die beiden Detektor-Anoden. Die Mittelwerte der
LCP- und RCP-Teilmessungen (PECDycp + PECDgrcp)/2 eines passes variieren inner-
halb und zwischen den verschiedenen runs (siche Abb. 4.5.12(a)). Urséchlich konnen
apparative Asymmetrien wie eine dezentrale Einleitung des Ionenstrahls in das TOF-MS
oder unerwiinschte elektrische sowie magnetische Querfelder sein. Eine Kompensation,
d. h. eine Zentralisierung des Elektronenbildes, ist auf der Laserachse prinzipiell durch
die Deflektorplatten moglich (siehe z. B. passes 400 - 799).

Durch Ausnutzung der Symmetrie-Eigenschaften des PECD kann eine Symmetrisierung
geméfd Gleichung 2.6.18 vorgenommen werden. Das Ergebnis ist wiederum fiir alle Ein-
zelmessungen in Abbildung 4.5.12(b) zu sehen. Die zuvor angesprochenen Unterschiede
zwischen den DOPA-Enantiomeren sind nun sehr deutlich zu erkennen. D-DOPA zeigt
im Mittel positive PECD-Werte, d. h. eine bevorzugte Emission in Vorwartsrichtung
beim Photodetachment mit LCP-Laserpulsen, und L-DOPA offenbart im Mittel einen
negativen PECD, also eine Begiinstigung der Riickwértsemission bei LCP-Helizitét.
Zur Uberpriifung der geschilderten PECD-Resultate wurden weiterhin racemische Mi-
schungen aus den DOPA-Enantiomeren hergestellt und untersucht (blau). Diese zeigen —

wie fiir netto-achirale Proben zu erwarten — keine wechselnden Asymmetrien in der Pho-
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toelektronen-Winkelverteilung bei Helizitatsumkehrung und bestétigen somit die Chira-
litdt des DOPA als den Ursprung des zu beobachteten PECD.

Die in Abbildung 4.5.12(b) gezeigten symmetrisierten PECD-Werte wurden fiir die ver-
schiedenen runs sowie die Gesamtheit aller Einzelmessungen eines Enantiomers gemit-
telt. Die resultierenden Mittelwerte sowie Standardfehler sind in Tabelle 4.5.4 aufgefiihrt.

Tabelle 4.5.4: Mittlere, symmetrisierte PECD-Werte fiir das Photodetachment von
Monoanionen [M-H]™ des L-, D- und rac-DOPA.

Datensatz  passes PECD
L-DOPA D-DOPA rac-DOPA

1 1-399 —520 % £038% +3.68%+041% -

2 400-799 —4.17 % £041 % +359 %+0.39% -

3 800-1199  —4.55 % +045% +5.80 % +£0.45 % -

4 1200-1399 - - +0.36 % £0.46 %
5 1400-1709 - - —0.11%+034 %
Gesamt!240) —4.64 % £0.24 % +4.36 % £0.25% +0.07 % £0.27 %

Zwischen den jeweils an einem Messtag aufgezeichneten Datensétzen, bestehend aus
aufeinanderfolgenden runs beider Enantiomere, sind deutliche Unterschiede hinsichtlich
des unsymmetrisierten PECD-Wertes festzustellen (vergleiche Abb. 4.5.12(a)). Der erste
Datensatz (pass < 400) zeigt apparative Asymmetrien in der GréBenordnung von -50 %,
welche den Unterschied zwischen LCP und RCP-Messung um ungefdhr eine Groflen-
ordnung iibersteigen. Der zweite Datensatz (400 < pass < 800) zeigt eine recht zentrale
Elektronenprojektion, welche tiber eine Einstellung der Deflektorspannungen erzielt wur-
de. Und der dritte Datensatz (800 < pass < 1200) weist eine konstante Veranderung der
Elektronenabbildung mit der Zeit auf.

Trotz der genannten Unterschiede konnen in allen Féllen klare Vorwarts-Riickwarts-
Asymmetrien quantifiziert werden und es ist eine eindeutige Unterscheidung der Enan-
tiomere moglich. Zwischen den mittleren symmetrisierten PECD-Werten der einzelnen
runs eines Enantiomers (Tab. 4.5.4) bestehen geringe Abweichungen, welche in Einzel-
fillen tiber die gegebenen Standardfehler hinausgehen kénnen. Eine klare Systematik
dieser Abweichungen hinsichtlich der verwendeten Messbedingungen ist jedoch nicht er-
kenntlich.

Unter Einbeziehung aller Daten werden fiir L- und D-DOPA mittlere PECD-Werte von
—4.64 % £ 0.24 % bzw. 4.36 % 4 0.25 % erhalten. Die racemische Mischung zeigt einen
von null nicht zu unterscheidenden PECD = 0.07 % £ 0.27 %. Eine grafische Illustration
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4.5 Chiroptische Untersuchungen von 3,4-Dihydroxyphenylalanin

dieser Resultate ist in Abbildung 4.5.13 gezeigt.

L-DOPA rac-DOPA D-DOPA
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PECD / %

Abbildung 4.5.13: Mittlere PECD-Werte fiir das Photodetachment von L-, D- und
rac-DOPA-Monoanionen [M-H|™ mit den zugehérigen Standard-
fehlern als Fehlerbalken. Darstellung von Daten publiziert in Refe-
renz [240].

Somit konnte zum ersten Mal der PECD in einem Photodetachment-Vorgang nachgewie-
sen werden.?%% Der PECD-Effekt fiir deprotoniertes DOPA ([M-H] ™) betrigt im Mittel
4.5%. Im Rahmen der Standardfehler kann die Vorzeichenumkehr beim Enantiomeren-
wechsel beobachtet werden. Erwartungsgemafl wird fiir eine racemische Mischung keine
Asymmetrie in der Photoelektronen-Winkelverteilungen beobachtet. Dies demonstriert
die Fignung des PECD von elektrogesprayten Anionen zur Differenzierung von Enan-

tiomeren und damit zur Chiralitatsanalyse.

4.5.5 Zusammenfassung

Es wurden chiroptische Studien an 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA), einem Parkin-
son-Medikament, durchgefithrt. Anhand von Differenzmassenspektren wurde zunéchst
das Photodetachment von [M-H]| -Anionen nachgewiesen. Durch eine grobe Massens-
elektion der elektrogesprayten Ionen vor dem Eintreffen im Laserinteraktionsvolumen
wurden weitere Prakursorionen weitestgehend unterdriickt, sodass der Detachmentvor-
gang des einfach deprotonierten DOPA gezielt untersucht werden kann.

Der PICD wurde in der Verminderung von lonenausbeuten sowie anhand der Messungen
von totalen Elektronenausbeuten bestimmt. Trotz langer Messzeiten und daraus folgen-
den geringen Unsicherheiten (Standardfehler < 0.14 %) konnte in beiden Féllen anhand
der PICD-Resultate keine Differenzierung der DOPA-Enantiomere erfolgen.

Es wurden verschiedene Ansétze zur Berechnung des PICD bei unterschiedlicher Nor-
mierung der Ausbeuten mit LCP- und RCP-Laserpulsen verglichen. Durch eine Bertick-
sichtigung der gleichzeitig gemessenen mittleren Laserleistung und Prakursorionenmenge
sollten systematische Fehler verhindert und statistische Unsicherheiten minimiert wer-

den.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Unter Einbeziehung der genannten Groflen konnten die Standardfehler des PICD redu-
ziert werden, da Instabilitaten von ESI-Quelle und ns-Laser erfasst werden.

In mehreren Féllen wurden von null verschiedene PICD-Werte fiir beide Enantiomere
beobachtet. Dies ist ein Hinweis auf instrumentelle Asymmetrien, welche beispielsweise
in der Praparation der unterschiedlich polarisierten Laserpulse zustande kommen kon-
nen. Eine Kompensation durch Normierungen auf die gemessenen mittleren Leistungen
war nicht moglich. Zur Korrektur kiinstlicher Anisotropien wiirde sich die Verwendung
achiraler Referenzsubstanzen anbieten.

Weiterhin wurde der PECD durch eine Erfassung der in Vorwarts- und Riickwarts-
richtung emittierten Photoelektronen bestimmt. Es konnte zum ersten Mal eine Asym-
metrie entlang der Laserausbreitungsrichtung in der Photoelektronen-Winkelverteilung
fir einen Photodetachmentvorgang nachgewiesen werden.?*”! Anhand der vergleichs-
weise grofien Asymmetrie von ungefahr 4.5 % ist eine zuverlassige Unterscheidung der
DOPA-Enantiomere moglich. Fir .-DOPA wurde ein negativer PECD-Wert erhalten
(—4.64 % £+ 0.24 %), fir D-DOPA ergab sich entsprechend ein positives Vorzeichen
(+4.36 % + 0.25 %). In einer Kontrollmessung konnte gezeigt werden, dass fiir eine
racemische Mischung erwartungsgemafl ein PECD-Wert von null gemessen wird. Da
der PECD pro Laserschuss bestimmt werden kann, ist im Gegensatz zum PICD keine
Normierung auf Laserleistung oder Prikursorionenmenge notwendig. Uber einen Ver-
gleich der fiir LCP- und RCP-Laserpulse erhaltenen PECD-Werte kann auflerdem eine
Symmetrisierung erfolgen, um apparative Asymmetrien in der Elektronenprojektion auf-
zuheben.

Der Vergleich von PECD- und PICD-Werten zeigt die komplementéare Natur der chirop-
tischen Methoden. Wahrend der Circulardichroismus in totalen Ionen- und Elektronen-
ausbeuten keine Differenzierung der Enantiomere erlaubt, konnen mit Hilfe des Circular-
dichroismus in der Photoelektronen-Winkelverteilungen die beiden DOPA-Enantiomere

unterschieden werden.

4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsaure

Am Beispiel der Aminosdure 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) konnte im vorheri-
gen Kapitel die chiroptische Analyse von elektrogesprayten Anionen und somit die ge-
wiinschte Funktionalitdt des neuen experimentellen Aufbaus demonstriert werden. Im
Folgenden wird zur Bestatigung der allgemeinen Anwendbarkeit dieser Technik und als

weiterer Schritt in Richtung der Analyse biologischer Polymere eine proteinogene Ami-
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

noséaure untersucht. Als Prototyp wurde zu diesem Zweck die Glutaminsaure, eine nicht
essenzielle a-Aminosaure (abk. GLU bzw. E), ausgewéhlt. Die Struktur der beiden GLU-
Enantiomere ist in Abbildung 4.6.1 gezeigt.

0 0 o) 0
HO)K/ %OH HOWOH
NH; NH;
L-GLU D-GLU

Abbildung 4.6.1: Struktur der L- und D-Glutaminsédure (GLU).

Die Glutaminséure besitzt neben einer Amino- (pK = 9.5812%%) und Carboxyl-Funktion
(pKs = 2.16[2%) eine weitere Carboxyl-Funktion in der Seitengruppe (pK, = 4.15[260)
und reagiert daher sauer. In neutraler Losung liegt GLU deprotoniert als einfaches Anion
vor. Die anionische Form wird auch Glutamat genannt.

In der Natur kann quasi-ausschliellich die L-Form angetroffen werden. Lediglich in Aus-
nahmefillen wie z. B. bestimmten bakteriellen Zellwénden ist die D-Form zu finden.!?6!
Eine kommerzielle Herstellung der L-Glutaminséure erfolgt in groem Mafstab durch
Fermentation.26%

Die Glutaminsédure zahlt nicht nur zu den Proteinbausteinen, sondern ist auch der hau-
figste erregende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem des Menschen.?63 Aufler-
dem nimmt die Glutaminsiure verschiedene Schliisselrollen im Zellmetabolismus ein. 264
Freie Glutaminsaure erzeugt den Umami-Geschmack. Glutamat-Salze (wie Monosodium
glutamate, MSG) werden vor allem in der asiatischen Kiiche als Geschmacksverstarker
genutzt.26%)

Glutaminsdure wurde unter anderem als Analyt ausgewahlt, da mittels ESI durch zwei-
fache Deprotonierung Dianionen prapariert werden konnen. Diese Préakursorionen bie-
ten den Vorteil, dass nach einfachem Photodetachment ionische Produkte detektiert
werden konnen. Im folgenden Abschnitt wird das Photodetachment zweifach geladener
GLU-Anionen diskutiert. AnschlieBend werden die chiroptischen Observablen PICD und
PECD fiir die ablaufenden Prozesse bestimmt und verglichen.

Die Resultate der im Folgenden présentierten Untersuchungen sind in Referenz [240] pu-
bliziert worden. Eine Lizenz zur Reproduktion des veroffentlichten Materials im Rahmen

dieser Arbeit wurde von JOHN WILEY AND SONS eingeholt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.6.1 Massenspektren

Es wurden ESI-Massenspektren von L-Glutaminséure in einer 1:3-Mischung (v/v) aus
Wasser und Methanol in Anwesenheit von 2 eq. Natriumhydroxid aufgezeichnet. Die
Resultate im negativen ESI-Modus mit (schwarz) und ohne Lasereinwirkung (rot) sowie
das sich daraus ergebende Differenzspektrum (blau) sind in der folgenden Abbildung
4.6.2 dargestellt.

504 —Laseron -

1| — Laser off X

. 404| —Difference -
> . -
B 30 s
9 ] F
E 20': n
S 107 s
E l il
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_10_' _
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m/z

Abbildung 4.6.2: ESI-Massenspektren von 100 pmol L™! L-Glutaminséiure in einer 1:3-
Mischung (v/v) aus Wasser und Acetonitril im Anionen-Modus mit
(schwarz) und ohne Laser (rot), sowie das durch Photodetachment
hervorgerufene Differenzspektrum (blau). Es sind Mittelwerte von
LCP- und RCP-Spektren bei einer Pulsenergie von 44 mJ darge-
stellt, welche im Rahmen von Referenz [240] verdffentlicht wurden.

Die Massenspektren der L-Glutaminséure offenbaren eine Vielzahl verschiedener Signale.
Vorschlage zur Identifizierung der zugehorigen ionischen Spezies sind in Tabelle 4.6.1 zu
finden.

Im niederen m/z-Bereich sind Signale von deprotoniertem Acetonitril (m/z = 40) so-
wie Hydrogencarbonat (m/z = 61) zu beobachten. Das Signal mit dem héchsten zu
beobachteten m/z-Verhéltnis von 146 gehort zur einfach deprotonierten Glutaminséure
[M-H] ™. Die zweifach deprotonierte Glutaminsaure [M-2H]?~ ist bei m/z = 72.5 zu erwar-
ten, wird jedoch nur mit sehr geringer Intensitéit detektiert. In einem deutlich grofleren
Ausmaf kénnen mit m/z-Verhéltnissen von 81.5, 90.5, 93, 102, 113.5, 122.5 und 134
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

Tabelle 4.6.1: Vorgeschlagene Signalzuordnung im ESI-Massenspektrum von GLU.

m/z lon

40 CH,CN]~

61 HCO;]~

72.5  [M-2H)*"

81.5  [(M-2H)(H,0)]*"
90.5  [(M-2H)(H50),)*"
93 (M-2H)(CH3CN)]*~

[
[
[
[
%
101 [M-2H-CO,]*
[
[
[
[
[
[
[

102 [M-H-CO,] ", [(M-2H)(CH3CN)(H,0)]*"
113.5 [(M-2H)(CH3CN)o]*"

119 [(M-2H-CO,)(H,0)]*"

122.5 [(M-2H)(CH3CN),(H,0))*"

134 [(M-2H)(CH3CN)3)*

142 [(M-2H-CO,)(CH5CN)]*~

146 [M-H]

unterschiedlich solvatisierte Formen des Dianions [(M-2H)(CH3CN),(H,0),]>” nachge-
wiesen werden. Bei einem m/z-Verhéltnis von 102 kénnte zudem das einfach geladene,
decarboxylierte Ion [M-H-CO,|™ auftreten.

Unter Lasereinwirkung koénnen verschiedene Verdnderungen des Massenspektrums be-
obachtet werden. Die GLU-Dianionen [(M-2H)(CH3CN),(H;0),]*", z. B. bei m/z =
93, 102 und 113.5, zeigen eine merkliche Signalverarmung. Das Ausmafl der relativen
Signalabnahme bzw. der Photodetachmentquerschnitte héangt dabei von der jeweiligen
Solvathiille ab. Mit steigender Anzahl der angelagerten Losungsmittelmolekiile werden
die Dianionen stabiler gegeniiber dem Photodetachment. Dies zeigt z. B. der Vergleich
der relativen Verarmung von Anionen mit einem bzw. zwei Acetonitril-Molekiilen (m/z
= 93 vs. 113.5).

Weiterhin treten zwei neue Signale bei m/z = 119 sowie m/z = 142 auf und das schwache
Signal bei m/z = 101 wird intensiver. Diese drei zunehmenden Signale konnen decarboxy-
lierten, radikalischen GLU-Monoanionen [(M-2H-CO,)(CH3CN),(H20),]*” zugeordnet
werden. Das Monoanion [M-H|™ mit einem m/z-Verhdltnis von 146 zeigt keine signifi-
kante Ausbeuteverdanderung.

Die geschilderten Beobachtungen deuten auf den Ablauf eines dissoziativen Photodetach-
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4 Ergebnisse und Diskussion

ment-Prozesses hin, wie er nachfolgend gezeigt ist:

[(M-2H)(CH5CN),.(Hy0),]*~ = [(M-2H-CO)(CH5CN), 4 (H>0),4]*

+ COQ + GHQO -+ bCHgCN

Durch das Herauslosen eines Elektrons kommt es zu einer COs-Abspaltung. Weiter-
hin konnen auch angelagerte Losungsmittelmolekiile abgelost werden. Entsprechend den
in Abschnitt 4.3.3 prasentierten Daten der Laserleistungsabhingigkeit von Ionen- und
Elektronenausbeuten handelt es sich bei dem dissoziativen Photodetachment um einen
Einphotonen-Prozess.

Ein Vergleich der Signalverarmung (negative Differenzen) und Signalzunahme (positive
Differenzen) in Abbildung 4.6.2 zeigt, dass mehr Ionen vernichtet als neue ionische Pro-
dukte gebildet werden. Dies weist auf einen moglichen Verlust eines weiteren Elektrons
der im Photodetachment erzeugten Radikalanionen hin:

[(M-2H-CO,)(CH;CN), (H,0),]*~ — [(M-2H-CO,)(CH;CN), (H,0),]

—e

Ein derartiges Autodetachment fithrt zur Emission von Elektronen mit kinetischen Ener-
gien nahe 0eV. Solches Verhalten wurde fiir das Photodetachment von GLU-Dianionen
von DENG et al. theoretisch vorhergesagt und experimentell mittels Photoelektronspek-
troskopie (PES) bestétigt.[246]

Der Circulardichroismus im Photodetachment solvatisierter Dianionen der Glutaminsau-
re wird im Folgenden zunachst in totalen, d. h. iiber den gesamten Raum integrierten,
Ausbeuten diskutiert. Als Observablen kénnen dabei aufgrund des zweifach-geladenen
Charakters der Prakursoranionen neben deren Signalverarmung und der Anzahl emittier-

ter Photoelektronen auch die Ausbeuten gebildeter radikalischer Monoanionen dienen.

4.6.2 PICD in lonenausbeuten

In diesem Abschnitt wird der massenaufgeloste PICD im Photodetachment von solvati-
sierten GLU-Dianionen diskutiert. Es wurden 958 passes mit L-GLU und 909 passes mit
D-GLU als Analyt gemessen. Dies entspricht einer Gesamtzahl von etwa 1.1 Millionen
Laserschiissen. In Abbildung 4.6.3 sind die Hintergrundionenausbeuten ohne Laserein-
wirkung und die mittlere Laserleistung im Verlauf der einzelnen passes aufgetragen. Die
verwendeten Messbedingungen kénnen Tabelle 8.2.7 im Anhang dieser Arbeit entnom-

men werden.
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(a) Hintergrundionenausbeuten. (b) Mittlere Laserleistung.

Abbildung 4.6.3: Hintergrundionenausbeuten ausgewahlter Anionen von L- bzw. D-
GLU (links) sowie mittlere Laserleistung (rechts) fiir alle gemessenen
passes. Vertikale, gestrichelte Linien markieren einen Probenwechsel
zwischen runs.

In Grafik 4.6.3(a) sind die Ionenausbeuten von drei ausgewdhlten solvatisierten GLU-
Dianionen mit m/z-Verhaltnissen von 93, 102 und 113.5 (schwarz, rot bzw. blau) neben
den Ausbeuten des Monoanions [M-H|™ bei m/z = 146 (griin) dargestellt. Die detektier-
ten Ausbeuten variieren systematisch innerhalb der verschiedenen runs. In den meisten
Féllen kann ein Anstieg des ESI-Signals im Laufe der Messzeit beobachtet werden. Auch
zwischen den einzelnen runs bzw. beim Probenwechsel (gestrichelte Linien) sind Va-
riationen der Ionenausbeuten festzustellen. Beim Blick auf die mittlere Laserleistung
(Abb. 4.6.3(b)) zeigt sich, dass diese vergleichsweise konstant ist. Jedoch konnen auch
hier geringfiigige gerichtete sowie ungerichtete Variationen beobachtet werden.

Da beide diskutieren Groflen relevant fiir das zu messende Ausmafl des Photodetach-
ments sind, ist eine Berticksichtigung der Prakursorausbeute sowie Laserleistung zur
Erhéhung der Messgenauigkeit sowie zur Kompensation von systematischen Fehlern
sinnvoll. Im Falle des DOPA wurden bereits verschiedene Ansétze zur Berechnung des
PICD fir eine Signalverarmung vorgestellt. Diese werden auch hier zur Bestimmung des
Circulardichroismus in der Signalverarmung von GLU-Dianionen angewendet.

Durch den im Vergleich zum DOPA hoheren Ladungszustand der GLU-Prékursorionen
konnen geméfl den Ausfithrungen im letzten Abschnitt auch ionische Produkte erfasst
werden. Dies erlaubt die massenaufgeloste Untersuchung des PICD im Signalanstieg von

ausgewéhlten Monoanionen. Erscheinen die neu gebildeten Radikale in m/z-Bereichen
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4 Ergebnisse und Diskussion

ohne Hintergrundsignale, wie hier z. B. das [(M-2H-CO,)(CH3CN)]*"-Ion bei m/z = 142,
so kann der PICD im Photodetachment analog zum konventionellen Photoionisations-
Ansatz hintergrundfrei bestimmt werden. Allerdings bietet die Nutzung von ionischen
statt neutralen Préakursorspezies den zusétzlichen Vorteil, dass die Prakursormenge pra-
zise erfasst und berticksichtigt werden kann. Das heifit auch fiir die Betrachtung der ra-
dikalischen Produkte kann der PICD anhand normierter Ausbeuten berechnet werden.
Um eine Normierung auf Integrale der Préakursorionen vornehmen zu kénnen, miissen

diese jedoch zunéachst identifiziert werden.

[(M-2H)(H,0)F* hv [(M-2H-CO,)(H,0)I"

[(M-2H)(H,0),*
[(M-2H)(H,0)(CH,CN)F*
[(M-2H)(H,0)(CH3CN),I*
[(M-2H)F
[(M-2H)(CH5CN)]*
[(M-2H)(CHsCN),1*

- a M-2H- HsCN)J*
[(M-2H)(CH;CN3)] o, O, -Solvent I( CO,)(CHLCN)]

[((M-2H-CO,)]~

Abbildung 4.6.4: Ubersicht der Zuordnung von moglichen Priakursorionen zu verschie-
denen Produktionen.

Im Falle des Photodetachments von solvatisierten Glutaminsaure-Dianionen konnten
drei decarboxylierte, radikalische Produkte nachgewiesen werden. Neben dem unsolva-
tisierten Ion [(M-2H-CO.)]*” (m/z = 101) entstehen Losungsmitteladukte mit Wasser
[((M-2H-CO,)(H20)]*” (m/z = 119) und Acetonitril [(M-2H-CO3)(CH3CN)|*” (m/z =
142). Unter der Annahme, dass im Hochvakuum kein intermolekularer Losungsmittel-
transfer stattfindet, konnen fiir die beiden Addukte einige der solvatisierten Dianionen
als Vorlaufer ausgeschlossen werden. Dies ist in Abbildung 4.6.4 illustriert. Fiir die nach-
folgend prasentierten Normierungen wurden die summierten Ausbeuten aller jeweiligen
Vorgéngerionen verwendet. Eine ebenfalls denkbare Normierung auf die Gesamtionen-
ausbeute aller Spezies wurde nicht genutzt, da Verdnderungen der relativen Intensitéts-
verteilung im Massenspektrum nicht berticksichtigt werden.

In Abbildung 4.6.5 sind normierte lonenausbeuten ausgewéhlter Spezies fiir alle passes
dargestellt. Links (Abb. 4.6.5(a)) ist ein Beispiel fir ein abnehmendes Signal (m/z =
113.5) gezeigt und rechts (Abb. 4.6.5(b)) werden die Resultate fiir ein im Rahmen des
Photodetachments ansteigendes Signal (m/z = 142) dargestellt.

Die absolute Ausbeutedifferenz des Signals mit m/z = 113.5 durch Photodetachment
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Abbildung 4.6.5: Normierte Ionenausbeutedifferenzen fiir ein verarmtes (m/z = 113.5)
und entstehendes Signal (m/z = 142) beim Photodetachment von L-
bzw. D-GLU-Anionen fiir alle gemessenen passes. Die zur Normie-
rung verwendeten Laserleistungen wurden auf einen Mittelwert von
eins skaliert. Vertikale, gestrichelte Linien markieren Probenwechsel
zwischen runs.

(DIFF in Abb. 4.6.5(a)) variiert entsprechend der Prikursorionenmenge (vgl. Abb.
4.6.3). Durch Normierung auf die Hintergrundausbeute wird eine tiber alle passes nahezu
konstante relative Differenz DIFF /BG von —22 % erhalten. Der Einfluss einer zusitzli-
chen Normierung auf die Laserleistung DIFF/(BG-LP) kann als vergleichsweise gering
bewertet werden. Eine signifikante Reduzierung der Streuung der Messwerte ist nicht
erkenntlich. Auch kann eine Kompensation der Unstetigkeiten zu Beginn einzelner runs
(siehe z. B. pass > 313), welche entsprechend Abbildung 4.6.3(b) durch das Warmlaufen
des Lasers zustande kommen, nicht nachgewiesen werden. Im Gegenteil, es wird eine
zusatzliche Abnahme der ohnehin geringeren Differenzbetriage durch die Normierung
beobachtet. Dies deutet auf weitere zeitabhéngige Equilibierungseffekte zu Beginn einer
Messreihe hin, welche durch eine Erfassung der mittleren Laserleistung nicht berticksich-
tigt werden konnen.

Die durch den Signalanstieg beim Photodetachment fiir ein m/z-Verhéltnis von 142 zu
beobachtende positive Differenz (Abb. 4.6.5(b), DIFF) weist ebenfalls eine Korrelation
mit der Hintergrund-Signalintensitat der ESI-Quelle auf (vgl. Abb. 4.6.3). Geméaf den
obigen Ausfithrungen werden bei einer Normierung fiir das Ion [(M-2H-CO,)(CH3CN)|*~
alle Dianionen, welche ein Acetonitril-Molekiil angelagert haben, als mogliche Eduktspe-
zies berticksichtigt. Das Ergebnis ist wiederum eine vergleichsweise konstante normierte

Ausbeute (DIFF/BG). Auch in diesem Beispiel sind die Einfliisse einer Normierung auf
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4 Ergebnisse und Diskussion

die mittlere Laserleistung sehr gering.

Aus den fiir LCP- und RCP-Laserpulse erhaltenen Ausbeuten wurden mit Hilfe der Soft-
ware PICD-Analysis.vi unter den Einstellungen aus Tabelle 8.2.8 geméafl der vorgestellten
Normierungsansiatze PICD-Werte bestimmt. Exemplarisch sind in Abbildung 4.6.6 die
Resultate fiir die bereits zuvor diskutierten lonen mit m/z-Verhéltnissen von 113.5 und
142 dargestellt. In Tabelle 4.6.2 sind diese und weitere PICD-Werte in numerischer Form
aufgelistet.
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Abbildung 4.6.6: Durch verschiedene Normierungsansétze erhaltene PICD-Werte fiir
zwei ausgewéhlte Ionenspezies von L- und D-GLU.

Fiir alle bestimmten PICD-Werte ist im Rahmen der Standardfehler des Experimentes
keine Unterscheidung zwischen den beiden Enantiomeren der Glutaminsédure moglich.
Im Folgenden sollen anhand der gezeigten Beispiele des verarmten Signals mit m/z =
113.5 und des ansteigenden Signals mit m/z = 142 die Vor- und Nachteile der verschie-
denen Normierungsansatze eruiert werden.

Der Einfluss einer Normierung der Ionenausbeutendifferenzen auf den ESI-Signalhin-
tergrund (DIFF/BG) ist verglichen mit PICD-Werten, welche anhand von absoluten
Ausbeutedifferenzen (DIFF) bestimmt wurden, sehr gering. Lediglich Anderungen in der
GroBenordnung von 1072 % konnen fiir Mittelwerte und Standardfehler des PICD festge-
stellt werden. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit den DOPA-Resultaten
und bekraftigt die aufgestellte Hypothese, dass der Grofiteil der systematischen Feh-
ler, welche durch unerwiinschte Variationen des ESI-Hintergrundes zwischen LCP- und
RCP-Teilmessungen entstehen, bereits durch den haufigen Wechsel zwischen den beiden

Polarisationszustanden und eine alternierende Messreihenfolge erfasst wird.

136



4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

Bei einer Normierung auf die hinter der Apparatur gemessene mittlere Laserleistung
kann ein konstanter Verschub zu positiveren PICD-Werten beobachtet werden, da im
Mittel hohere RCP-Leistungen aufgezeichnet wurden. Im Falle von D-GLU fallt die Er-
hohung des PICD etwas geringer als fiir L-GLU aus. Diese Verdnderungen haben eine
zunehmende Abweichung vom Nullwert zur Folge. Vorliegende instrumentelle Asym-
metrien werden also auch in diesem Fall (vgl. DOPA) durch die Normierungen nicht
kompensiert.

Eine signifikante Reduzierung der Fehlerbalken bzw. Standardfehler durch die verschie-
denen Normierungsansatze ist ebenso nicht festzustellen. Insgesamt konnen keine we-
sentlichen Vorteile der Einbeziechung von Prakursorionenausbeute und Laserleistung fiir
den hier vorgestellten Fall nachgewiesen werden.

In Abbildung 4.6.7 sind neben den bereits diskutierten Beispielen die PICD-Werte fiir
weitere Ionen in Abhéngigkeit des m/z-Verhéltnisses gezeigt. Die linke Grafik 4.6.7(a)
zeigt PICD-Werte, welche direkt anhand der Ausbeutedifferenzen berechnet wurden.
Rechts in Grafik 4.6.7(b) sind wiederum vergleichend die Resultate fiir eine Normierung

auf Laserleistung und ionischen Hintergrund zu sehen (DIFF/(BG-LP)).
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Abbildung 4.6.7: PICD-Werte verschiedener Anionen von L- und D-GLU fiir zwei aus-
gewahlte Normierungsansétze.

Fiir beide Normierungsansétze ergibt sich ein ahnliches Bild. Fiir vier Ionen (m/z = 93,
101, 102 und 113.5) werden positivere Mittelwerte des PICD von D-GLU erhalten, wéh-
rend fiir ein Ion (m/z = 142) der gegenteilige Fall auftritt. Fur keinen der genannten Félle
kann jedoch im Rahmen der Standardfehler eine Differenzierung der GLU-Enantiomere
anhand des PICD-Wertes vorgenommen werden. Weitere Ionen wurden aufgrund der

vergleichsweise geringen Differenzausbeuten nicht betrachtet. Die kleinsten Unsicherhei-
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4 Ergebnisse und Diskussion

ten werden fir Signalverarmung bei m/z = 93 und 113.5 erhalten, da hier die grofiten

Differenzen bei Lasereinwirkung auftreten.

Tabelle 4.6.2: Massenaufgeloste PICD-Werte des Photodetachments von 1- und D-

GLU-Anionen fiir verschiedene Normierungsansétze.

Normierung m/z  PICD
L-GLU D-GLU

DIFF 93 +0.38 % £0.14 % +0.44 % +£0.15 %
101 +0.00 % £0.15 % +0.25 % +£0.15 %
102 +0.21 % +0.35% +0.54 % +0.37 %
113.5 +0.00 % £ 0.16 % +0.10 % £ 0.16 %
142 +0.37 %+ 0.29 % +0.00 % +0.31 %

DIFF/BG 93 +0.38 % +£0.11 % +0.45 % +0.12 %
101 +0.01 % £0.15 % +40.26 % £ 0.15 %
102 +0.21 % £0.37 % 40.58 % + 0.40 %
113.5 40.02 % +0.14 % +0.11 % +0.15 %
142 +0.40 % +£0.30 % +0.03 % +0.31 %

DIFF/LP 93 +0.61 % +0.14 % +0.60 % +0.14 %
101 +0.22 % £0.15 % +40.41 % +0.15 %
102 +0.43 % £0.34 % 40.68 % £ 0.37 %
113.5 4023 % +£0.15 % +0.25 % +0.15 %
142 +0.60 % +£0.30 % +0.16 % +0.31 %

DIFF/(BG-LP) 93  +0.61 %+0.11% +0.60 % +0.12 %
101 +0.24 % £0.15 % +4+0.41 % +0.15 %
102 +0.43 % £0.36 % +0.73 % £ 0.40 %
113.5 +0.25 % +0.14 % +0.26 % +0.14 %
142 +0.62 % +0.30 % +0.19 % +0.31 %

Trotz der aufgrund langer Messzeiten geringen Standardfehler, welche fiir die beiden
genannten Ionen in einem Bereich < 0.16 % liegen, kann kein signifikanter PICD-Effekt
beobachtet werden. In der kiirzlich veréffentlichten Studie zum PICD von elektroge-
sprayten DNA-Anionen wurden von DALY et al. Anisotropien in Gesamtionenausbeu-

n."M Ausbeutedifferenzen in dieser GréSenordnung fiir

ten von bis zu 2% beschriebe
unterschiedliche Lichthelizitdten konnten mit Hilfe des verwendeten Aufbaus prinzipiell
erfasst werden. Die hier untersuchten solvatisierten GLU-Dianionen weisen jedoch bei
der gegebenen Wellenlédnge von 355 nm keinen hinreichend grofien bzw. messbaren PICD

auf.
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

4.6.3 PICD in Elektronenausbeuten

Nachdem im vorherigen Unterkapitel der massenaufgeloste Circulardichroismus in to-
talen Ionenausbeuten diskutiert wurde, wird nun vergleichend der Circulardichroismus
in totalen Elektronenausbeuten betrachtet. Die emittierten Photoelektronen tragen die
selben Chiralitdtinformationen in ihrer Gesamtausbeute wie die beim Photodetachment
simultan gebildeten und vernichteten ionischen Spezies. Im Gegensatz zu Ionen, welche
anhand ihrer Masse einen Riickschluss auf das Priakursorteilchen erméglichen, ist im Fal-
le der Elektronen im verwendeten experimentellen Aufbau keine Sortierung entsprechend
des Ursprungszustandes moglich. Das heifit im Folgenden wird die Gesamtheit aller ab-
laufenden Photodetachmentprozesse betrachtet und ein mittlerer PICD-Wert diskutiert,
welcher aus einer gegebenen Prakursorverteilung resultiert.

Zur Messung des PICD in totalen Elektronenausbeuten und des im nachfolgenden Kapi-
tel thematisierten PECD wurden die Photoelektronen auf den zweigeteilten Elektronen-
detektor projiziert. Die verwendeten Messbedingungen konnen Tabelle 8.2.10 im Anhang
entnommen werden. Da anionische Prakursoren verwendet werden, konnen diese polari-
tatsbedingt ebenfalls auf dem besagten Detektor registriert werden. Ein Beispiel fiir ein
typisches Massenspektrum von L-GLU, wie es wahrend Elektronenmessungen erhalten

werden kann, ist in Abbildung 4.6.8 gezeigt.
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Abbildung 4.6.8: Typisches ESI-Massenspektrum von L-GLU im negativen Modus
auf dem Elektronendetektor. Es ist die Summe der beiden Anoden-
Signale ohne Lasereinwirkung dargestellt.

139



4 Ergebnisse und Diskussion

Das Spektrum zeigt die bereits in Abschnitt 4.6.1 diskutierten Signale, weist allerdings
aufgrund der kiirzeren Flugstrecke eine schlechtere Auflésung auf. Dennoch kénnen einige
Spezies voneinander separiert und somit fiir eine Normierung herangezogen werden.

In Abbildung 4.6.9 sind die im Verlauf der Messung von 799 passes und 800 passes mit
L- bzw. D-GLU erhaltenen Photoelektronenausbeuten, ausgewahlte Hintergrundionen-
ausbeuten sowie mittlere Laserleistungen aufgetragen.
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Abbildung 4.6.9: Photoelektronen- und ausgewéhlte Hintergrundionenausbeuten bei-
der GLU-Enantiomere (links) sowie mittlere Laserleistung (rechts)
fiir alle gemessenen passes. Vertikale, gestrichelte Linien markieren
Probenwechsel zwischen runs.

Die prasentierten Daten zeigen bereits zuvor beobachtete Trends: Die von der ESI-Quelle
bereitgestellte Prakursorionenmenge kann erheblich zwischen runs und innerhalb von
runs variieren, wahrend die Laserleistung im Messverlauf vergleichsweise konstant bleibt.
In Analogie zu den bereits prasentierten PICD-Auswertungen kann auch in diesem Fall
eine Normierung des Nutzsignales (DIFF) auf die Prakursorionenmenge und/oder mitt-
lere Laserleistung erfolgen. Als Prakursorausbeute wurde die Summe der Integrale von
Signalen bei m/z-Verhaltnissen von 93, 102, 113.5, 122.5 und 134 verwendet. Die Resul-
tate aller passes sind in Abbildung 4.6.10 dargestellt.

Auch hier zeigen sich dhnliche Trends wie in den zuvor diskutierten Datenséitzen. Die
relative Differenz (DIFF/BG) ist verglichen mit der absoluten Differenz (DIFF) deutlich
konstanter iiber den gesamten Messverlauf. Jedoch ist im vorliegenden Beispiel immer
noch eine gewisse systematische Variation bzw. Abhéngigkeit vom ESI-Hintergrund zu

erkennen. Dieses Verhalten kann durch Anderungen der Prakursor-Verteilung erklirt
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Abbildung 4.6.10: Normierte Elektronenausbeutedifferenzen fiir alle gemessenen pas-
ses von L- bzw. D-GLU. Die zur Normierung verwendeten Laser-
leistungen wurden auf einen Mittelwert von eins skaliert. Vertikale,
gestrichelte Linien markieren Probenwechsel zwischen runs.

werden. Der verwendete Normierungsansatz beriicksichtigt in einer einfachen Summati-
on alle solvatisierten Dianionen (m/z = 93, 102, 113.5, 122.5 und 134) in gleicher Weise.
Letztere konnen jedoch unterschiedliche Photodetachment-Querschnitte aufweisen. Um
Verédnderungen der relativen Intensititsverteilung im Prakursor-Spektrum korrekt wi-
derzuspiegeln, miisste die Normierung auf Hintergrundionenausbeuten zusétzlich eine
Gewichtung entsprechend des jeweiligen Beitrags zum Elektronensignal enthalten. Ein
solcher Ansatz kann prinzipiell in der Auswertesoftware implementiert werden, wurde
jedoch nicht weiterverfolgt.

Eine Beriicksichtigung der mittleren Laserleistung fiihrt zu einer geringeren Streuung
der normierten Ausbeuten zwischen den passes.

Der PICD kann nun anhand der verschieden normierten Elektronenausbeuten fiir LCP-
und RCP-Laserpulse berechnet werden. Um Konsistenz und maximale Vergleichbarkeit
zu gewahrleisten, wird dabei wiederum die Differenz von Flugzeitspektren mit und ohne
Lasereinwirkung herangezogen, obwohl kein elektronischer Hintergrund ohne Laserein-
wirkung vorliegt. Die nach einer Auswertung mit Hilfe des Programmes PICD-Analysis.vi
unter den in Tabelle 8.2.9 spezifizierten Einstellungen erhaltenen PICD-Werte sind fiir
die verschiedenen Normierungsansitze in Abbildung 4.6.11 aufgetragen und in Tabelle
4.6.3 aufgelistet.

Fiir eine Berechnung anhand absoluter (DIFF) oder relativer (DIFF/BG) Ausbeutediffe-
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Abbildung 4.6.11: PICD-Werte in totalen Elektronenausbeuten von L-, D- und rac-
GLU fiir verschiedene Normierungsansatze.

renzen ist keine Unterscheidung der GLU-Enantiomere anhand eines Circulardichroismus
in totalen Elektronenausbeuten (PICD) moglich. Selbiges gilt fiir eine Normierung der
absoluten Elektronenausbeute auf die Laserleistung (DIFF/LP). Dies steht in Uberein-
stimmung mit den massenaufgelosten PICD-Werten, welche im vorherigen Kapitel in
einer Ionenanreichung sowie -verarmung bestimmt wurden.

Eine gleichzeitige Normierung auf den ionischen Hintergrund und die mittlere Laser-
leistung (DIFF/BG-LP) fiithrt zu einer Trennung der PICD-Werte der beiden GLU-
Enantiomere im Rahmen der Standardfehler. Die minimale PICD-Differenz zwischen L-
und D-GLU koénnte durch einen sehr gering ausgepréigten CD-Effekt im Photodetach-
ment oder systematische Messfehler zustande kommen.

Zur Uberpriifung, ob die beobachtete Differenz der PICD-Werte von L- und D-GLU
einem systematischen Messfehler entspringt, wurden Messungen an einem racemischen
Gemisch der GLU-Enantiomere durchgefiihrt. Die resultierenden PICD-Mittelwerte aus
402 passes sind ebenfalls in Abbildung 4.6.11 aufgetragen und in Tabelle 4.6.3 aufgefiihrt.
Fiir die anhand relativer Ausbeuten DIFF/BG und DIFF/(BG-LP) berechneten PICD-
Werte zeigen sich hier signifikante Abweichungen zu den Ergebnissen der reinen Enantio-

mere. Da der PICD des Racemats zwischen den PICD-Werten der D- und L-Aminosauren
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liegen muss, belegt diese Beobachtung die Vermutung von systematischen Abweichun-
gen zwischen runs mit unterschiedlichen Analyten. Die Groenordnung der festgestellten
kiinstlichen Anisotropien hat zur Folge, dass keine Unterscheidung der Enantiomere an-
hand der PICD-Differenz bei einer Normierung auf Laserleistung und Prakursorausbeute
moglich ist.

Der PICD ist anfallig fiir verschiedene systematische Fehler, da die Berechnung an-
hand von nacheinander mit unterschiedlichen Helizitdten gemessenen Ausbeuten er-
folgt. Durch Verdanderungen von Prékursorionenmengen und/oder Laserleistung zwi-
schen LCP- und RCP-Messungen konnen artifizielle PICD-Werte erhalten werden. Eben-
so ist eine Vergleichbarkeit der beiden Polarisationsellipsen von Bedeutung. Systemati-
sche Fehler bzw. apparative Anisotropien zeigen sich im durchgefiihrten Experiment
ebenfalls in Form der fehlenden Vorzeicheninversion des PICD beim Enantiomerenwech-
sel.

Durch eine Normierung auf die Eduktionenzahl (BG) nimmt die Asymmetrie der PICD-
Werte von L- und D-GLU beziiglich des Nullwertes zu, da ein Verschub zu positiveren
CD-Werten festgestellt werden kann. Eine Berticksichtigung der Laserleistung hingegen

hat in diesem Fall eine Reduktion der Nullabweichung zur Folge.

Tabelle 4.6.3: PICD-Werte in totalen Elektronenausbeuten von L-, D- und rac-GLU
fiir verschiedene Normierungsansatze.

Normierung PICD

L-GLU D-GLU rac-GLU
DIFF +0.24 % 4+0.23 % +0.06 % +0.18 % —0.15 % +0.39 %
DIFF/BG +0.44 % 4+0.22 % +0.15 % +0.18 % —0.50 % +0.36 %
DIFF/LP +0.05 % +0.12% —0.01 %+0.10% +0.05 % £+ 0.25 %

+0.25 % £ 0.08 %

+0.08 % £ 0.07 %

—0.31 % £0.19 %

DIFF/(LP-BG)

Bei einer Normierung auf die parallel erfasste mittlere Laserleistung zeigt sich zudem ei-
ne signifikante Reduzierung der Standardfehler. Fiir die gleiche Anzahl an Datenpunkten
wird unter Einbeziehung der Laserleistung eine Halbierung der statistischen Unsicherheit
festgestellt. Ein solch ausgepragter Effekt wurde fiir Untersuchungen des CD in totalen
Ionenausbeuten von DOPA- und GLU-Anionen nicht beobachtet. Dies konnte dem Fakt
geschuldet sein, dass hier niedrigere Laserleistungen verwendet wurden. Der verwendete
Laser zeigt in diesem Arbeitsbereich grofiere relative Instabilitdten zwischen passes wie
ein Vergleich der Abbildungen 4.6.3(b) und 4.6.9(b) offenbart. Durch eine Kompensati-

on der Einfliissse auf die Elektronenausbeuten im Rahmen der Normierung koénnen die
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Standardfehler reduziert werden.

Die prasentierten PICD-Werte in Elektronenausbeuten konnen aufgrund zu kleiner bzw.
nicht messbarer Anisotropien und der Anfélligkeit fiir systematische Fehler bedingt durch

apparative Einfliisse nicht zur Enantiomerendifferenzierung herangezogen werden.

4.6.4 PECD

Unter Betrachtung sowohl der massenaufgelosten Ionenausbeuten als auch der tota-
len Elektronenausbeuten konnte kein Circulardichroismus (PICD) festgestellt werden,
welcher eine zuverléssige Differenzierung der Enantiomere der Glutaminséure erlaubt.
Daher wird nun die Photoelektronen-Winkelverteilung betrachtet und eine Vorwérts-
Riickwérts-Asymmetrie entlang der Laserachse untersucht, um eine Unterscheidung der
spiegelbildlichen Molekiile iiber den PECD-Effekt zu ermoglichen.

Zu diesem Zweck sind die Elektronenausbeuten auf den beiden Halbkreisanoden mit
Hilfe des Programms PECD-Analysis.vi gemafl den in Tabelle 8.2.11 aufgefiihrten Ein-
stellungen ausgewertet worden. Die erhaltenen PECD-Werte fiir alle gemessenen passes
sind in Abbildung 4.6.12 aufgetragen. Es wurden je 799, 800 und 402 Wiederholungs-
messungen fir L-, D- bzw. rac-GLU durchgefiihrt.
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Abbildung 4.6.12: PECD-Werte fiir das Photodetachment von solvatisierten L-, D-
und rac-GLU-Dianionen [(M-2H)(CH3CN),(H,0),]*” sowie das
Autodetachment gebildeter Radikalionen (sieche Abschnitt 4.6.1).
Vertikale, gestrichelte Linien deuten einen Probenwechsel zwischen
zwel runs an.
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

Links in Abbildung 4.6.12(a) sind die fir beide Helizitaten mit den zwei GLU-Enan-
tiomeren sowie einer racemischen Mischung erhaltenen unsymmetrisierten PECD-Werte
dargestellt. Rechts in Abbildung 4.6.12(b) ist der daraus folgende symmetrisierte PECD
gezeigt.

Fir 1.-GLU (schwarz) wird mit LCP-Laserpulsen (ausgefiillte Symbole) eine Begiinsti-
gung der Photoelektronenemission in Vorwértsrichtung festgestellt. Dies duflert sich in
positiveren PECD-Werten verglichen mit RCP-Laserpulsen (leere Symbole). Fiir D-GLU
(rot) wird der umgekehrte Fall beobachtet. Beim Photodetachment mit LCP-Laserpulsen
erfolgt eine Verschiebung der Elektronenverteilung auf dem Detektor in Riickwéartsrich-
tung relativ zum Ergebnis mit RCP-Laserpulsen.

Eine Umkehrung des PECD-Effektes beim Wechsel der absoluten Konfiguration des Ana-
lyten ist somit erwartungsgeméfl gegeben. In den Rohdaten aus Abbildung 4.6.12(a) ist
fiir verschiedene runs allerdings kein ideal inversionssymmetrisches Verhalten des PECD
fiir einen Wechsel der Lichthelizitit erkenntlich. Das Elektronenbild wurde bedingt durch
apparative Asymmetrien nicht zu jedem Zeitpunkt exakt zentrisch auf den Detektor
projiziert. Wie bereits am Beispiel des DOPA gezeigt, ist tiber eine Ausnutzung der
Symmetrieanforderung umgekehrter Helizitaten eine Beriicksichtigung der variierenden
Abbildungsbedingungen geméaf Gleichung 2.6.19 moglich.

Das Ergebnis der Symmetrisierung ist in Abbildung 4.6.12(b) zu sehen. Beim Vergleich
der PECD-Werte einzelner passes deutet sich bereits eine Unterscheidbarkeit der En-
antiomere an. Durch Mittelwertbildung der priasentierten Wiederholungsmessungen mit
L-, D- und rac-GLU ergeben sich die in Tabelle 4.6.4 aufgelisteten PECD-Werte.

Tabelle 4.6.4: Mittlere PECD-Werte ausgewédhlter runs fir das  Photo-
detachment von solvatisierten L-, D- und rac-GLU-Dianionen
[((M-2H)(CH3CN),(H0),]*~ sowie das Autodetachment gebildeter

Radikalionen.
Datensatz  passes PECD
L-GLU D-GLU rac-GLU

1 1-400 +4.16 % +£027% —4.30 %+025% -

2 401-800 +3.11 % +027% —4.45 %+0.26 % -

3 801-1200 +2.86 % +£0.34 % —2.64 % +£0.29% -

4 1201-1599 +4.35 %+ 028 % —-3.78 % +0.33 % -

5 1600-2001 - - +0.28 % £0.23 %
Gesamt!?4! +3.62 % +015% —3.79%+0.14 % +0.28 % £0.23 %

L-GLU weist in jedem Datensatz einen positiven PECD auf, wihrend D-GLU stets ne-
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4 Ergebnisse und Diskussion

gative Werte zeigt. Die Effektstarke liegt dabei im einstelligen Prozentbereich. Der mitt-
lere PECD variiert allerdings zwischen den unterschiedlichen runs eines Enantiomers.
In mehreren Féllen konnen signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Messtagen,
d. h. Differenzen jenseits der Standardfehler, beobachtet werden. So wird beispielsweise
fir D-GLU im zweiten Datensatz ein PECD-Wert von —4.45 % 4 0.26 % erhalten und
am néchsten Tag ergibt sich ein deutlich geringerer Wert von nur —2.64 % + 0.29 %
(dritter Datensatz).

Diese systematischen Abweichungen kénnen vor dem Hintergrund erldutert werden, dass
eine Verteilung verschiedener Prikursor-Dianionen [(M-2H)(CH3CN),(H,0),]*>  unter-
sucht wurde. Die einzelnen Ionen kénnen basierend auf verschiedenen Solvathiillen un-
terschiedliche individuelle PECD-Werte aufweisen. Da im durchgefithrten Experiment
keine Identifikation des Ausgangszustandes anhand von Koinzidenzen oder kinetischen
Energien der Elektronen moglich ist, wird stets die mittlere Asymmetrie in der Photo-
elektronen-Winkelverteilung aller Prakursorspezies bestimmt. Die Prakursor-Verteilung
kann trotz vergleichbarer experimenteller Einstellungen des ESI-TOF-MS variieren, wie

die folgende Abbildung 4.6.13 zeigt.
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Abbildung 4.6.13: Mittlere Massenspektren von D-GLU auf dem Elektronendetektor
an aufeinanderfolgenden Messtagen (Datensatz 2 und 3).

Es sind die wahrend der PECD-Messung aufgezeichneten Massenspektren von D-GLU fiir
zwei ausgewahlte Messtage (Datensatz 2 und 3) gezeigt. Wie im zuvor diskutierten Dif-
ferenzspektrum in Abbildung 4.6.2 erkenntlich, sind die Dianionen [(M-2H)(CH3CN)]*™,
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

[(M-2H)(CH5CN)(H,0)]*~ und [(M-2H)(CH3CN)5)*~ mit m/z-Verhéltnissen von 93, 102
bzw. 113.5 die hauptsachlich relevanten Prakursorteilchen fiir die Freisetzung von Elek-
tronen. Bei einem Vergleich der relativen Intensitatsverteilung dieser drei Dianionen
in Abbildung 4.6.13 fallt auf, dass klare Unterschiede zwischen den zwei prasentierten
Datensatzen bestehen. Wahrend in einem der gezeigten Beispiele (rot) dhnliche Tonen-
ausbeuten fiir die verschieden solvatisierten Dianionen erhalten wurden, sind in dem
zweiten dargestellten Fall (schwarz) deutliche Ausbeuteunterschiede festzustellen. Diese
verschiedenen Prakursor-Verteilungen konnen zu abweichenden mittleren PECD-Werten
fithren, da die individuellen PECD-Werte jeweils in unterschiedlichem Ausmafl zum Er-
gebnis beitragen.

Die Beobachtung deutlicher Verdnderungen des PECD-Wertes mit der gleichzeitig er-
fassten Verdnderung der relativen Intensitatsverteilung der ESI-Prékursor suggeriert
folglich, dass die verschieden solvatisierten Dianionen der Glutaminsiure in der Tat
unterschiedliche PECD-Werte aufweisen. Eine quantitative Untersuchung dieses Verhal-
tens ware durch die Erganzung einer Préakursor-Massenselektion in einem Tandem-MS-
Experiment moglich.

Es sollte an dieser Stelle angemerkt werden, dass die beim Autodetachment von GLU-
Radikalanionen freiwerdenden Elektronen (siche Abschnitt 4.6.1) ebenfalls einen Teil
der detektierten Elektronenausbeute ausmachen. Ob diese Elektronen noch eine chirale
Information in ihrer Winkelverteilung aufweisen oder nur einen konstanten Hintergrund
darstellen, kann ohne die Moglichkeit einer selektiven Auswertung dieser Elektronen,
z. B. iiber eine Betrachtung der kinetischen Energie, nicht festgestellt werden.

Die unter Einbeziehung aller Messungen erhaltenen mittleren PECD-Werte fiir die bei-
den GLU-Enantiomere sowie eine racemische Mischung sind in der folgenden Grafik
4.6.14 illustriert.

D-GLU rac-GLU L-GLU
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PECD / %
Abbildung 4.6.14: Mittlere PECD-Werte sowie Standardfehler beim Photodetach-
ment von solvatisierten Dianionen [(M-2H)(CH3CN),(H50),]*" so-

wie Autodetachment resultierender Radikalanionen fiir L-, D- und
rac-GLU. Darstellung von Daten publiziert in Referenz [240].

Fiir L-GLU wird ein positiver PECD-Wert von +3.62 % 40.15 % erhalten. Im Falle von
D-GLU betrigt der mittlere PECD aus allen Einzelmessungen —3.79 % =+ 0.14 %.1240!
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Im Rahmen der Standardfehler kann die zu erwartende Vorzeicheninversion beobach-
tet werden. Fiir eine netto-achirale Probe, wie racemische Mischungen, ist ein Cir-
culardichroismus von null zu erwarten. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit préaparierte
racemische Mischung von Glutaminsdure wurde allerdings ein leicht positiver PECD
von 0.28 % +0.23 % erhalten. Ursédchlich konnten beispielsweise Einwaageabweichungen
oder experimentelle Imperfektionen bei der Elektronenabbildung sein. Insgesamt ist an-
hand der erhaltenen PECD-Werte eine klare Differenzierung zwischen den Aminoséure-

Enantiomeren méglich.

4.6.5 Zusammenfassung

Mit Hilfe des neu entworfenen ESI-TOF-MS wurden beide Enantiomere der Glutamin-
sdure, einer proteinogenen Aminosdure, untersucht. Zunachst wurde anhand von Diffe-
renzmassenspektren der Einfluss von UV-Laserpulsen auf mittels ESI erzeugte Anionen
der Glutaminséure analysiert. Uber die Signalverarmung solvatisierter Dianionen so-
wie Erzeugung decarboxylierter Radikalanionen konnte dissoziatives Photodetachment
nachgewiesen werden. Aus einer Diskrepanz der Integrale vernichteter und gebildeter
Ionen wurde auf einen sich anschlieenden Autodetachment-Prozesses der durch Photo-
detachment gebildeten Radikalanionen geschlossen. Das Monoanion [M-H]™ zeigte keine
Verarmung bei Lasereinwirkung und das unsolvatisierte Dianion [M-2H]*~ konnte mit
keiner relevanten Intensitat detektiert werden. Die mittels Photodetachment emittier-
ten Elektronen entstammen somit einer Verteilung unterschiedlich solvatisierter GLU-
Dianionen.

Der Circulardichroismus der Glutaminsdure-Anionen wurde zunéchst massenaufgelost in
Ionenausbeuten untersucht. Dabei wurden fiinf verschiedene Signale ausgewertet. Zum
einen wurden zwei bei Lasereinkopplung ansteigende Signale (m/z = 101 und 142) be-
trachtet. Zum anderen sind drei Signale (m/z = 93, 102 und 113.5), welche einen deut-
liche Verarmung unter Lasereinwirkungen offenbarten, herangezogen worden. Fiir die
durch Photodetachment mit LCP- und RCP-Laserpulsen hervorgerufenen Ausbeutedif-
ferenzen wurde der PICD anhand verschiedener Normierungsansétze berechnet. Im Falle
der Untersuchung des PICD in einer Signalminderung wurden die gleichen Ansétze wie
fiir DOPA verfolgt, d. h. eine Beriicksichtigung der mittleren Laserleistung und der Hin-
tergrundionenausbeute des jeweils betrachteten Signals. Fiir ansteigende Signale wurde
analog verfahren, allerdings ist die Ausbeutedifferenz in diesem Fall auf die Summe aller
moglichen Vorgangerionenausbeuten bezogen worden. Fir sdamtliche betrachteten Ionen

konnte keine Unterscheidung der GLU-Enantiomere anhand des PICD vorgenommen
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4.6 Chiroptische Untersuchungen von Glutaminsdure

werden. Die verschiedenen Normierungsansitze zeigten keine nennenswerten Verbesse-
rungen im Hinblick auf systematische oder zufallige Fehler.

Auch iiber eine Betrachtung der totalen Elektronenausbeuten konnte keine zuverléssige
Differenzierung der GLU-Enantiomere erfolgen. Zwar wurde im Falle einer Normierung
der Elektronenausbeute auf das Integral relevanter Prikursorionen sowie die mittlere
Laserleistung eine iiber die Standardfehler hinausgehende Differenz der PICD-Werte
von L- und D-GLU beobachtet, ein Vergleich mit Messergebnissen einer racemischen
Mischung zeigte jedoch, dass diese Differenz in der Groflenordnung systematischer Fehler
des Experimentes durch apparative Anisotropien liegt. Am Beispiel der Auswertung des
PICD in Elektronenausbeuten konnte demonstriert werden, dass eine Normierung auf
die mittlere Laserleistung zu einer deutlichen Reduzierung der Standardfehler fithren
kann.

Die Quantifizierung von Asymmetrien in der Photoelektronen-Winkelverteilung entlang
der Laserachse erlaubte eine eindeutige Differenzierung der GLU-Enantiomere.l?* Fiir
L-, D- und rac-GLU wurden PECD-Werte von +3.62 % +0.15 %, —3.79 % +0.14 % bzw.
+0.28 % + 0.23 % erhalten. Ein Vergleich einzelner runs an verschiedenen Messtagen
offenbarte dabei eine Verdnderung des messbaren PECD in Abhéngigkeit Prakursor-
Verteilung. Diese Erkenntnis suggeriert einen Einfluss der Solvathiille auf den PECD von
GLU-Dianionen. Zur Quantifizierung dieser Beobachtung wére eine massenaufgeloste
PECD-Studie verschiedener GLU-Dianionen von Interesse.

Durch chiroptische Untersuchung der Glutaminsdure konnten verschiedene Resultate,
welche zuvor anhand von 3,4-Dihydroxyphenylalanin beschrieben wurden, bestétigt wer-
den. Wahrend die Differenzierung von Enantiomeren anhand des PICD in beiden Féllen
nicht moglich war, erlaubt der PECD jeweils eine zuverldassige Unterscheidung.

Ein Vergleich der PECD-Werte der beiden untersuchten Aminoséuren zeigt ein umge-
kehrtes Vorzeichen bei gleicher absoluter Konfiguration. Aulerdem ist der detektierte
PECD-Effekt im Falle von GLU mit ca. 3.7 % kleiner als fir DOPA. Urséchlich fiir die-
se Unterschiede konnen die verschiedenen Seitenketten der Aminosduren, aber auch die
unterschiedlichen Ladungs- und Solvatzustande der Prakursorteilchen sein.

Am Beispiel der Glutaminsédure konnte gezeigt werden, dass der PECD auch im Pho-
todetachment mehrfach-geladener und solvatisierter Prakursorspezies messbar ist. Die
prasentierten Ergebnisse deuten somit eine allgemeine Anwendbarkeit der neuen ESI-
PECD-Methodik an. Diese Hypothese ist allerdings durch die Untersuchung weiterer

Substanzklassen noch zu untermauern.
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4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

Nachdem zum ersten Mal der Photoelektronen-Circulardichroismus im Photodetach-
ment von elektrogesprayten Mono- beziehungsweise Dianionen zweier Aminosduren ge-
zeigt werden konnte, soll nun der ESI-PECD-Ansatz von diesen vergleichsweise kleinen
Monomereinheiten auf biologische Polymere iibertragen werden. Ziel ist es einerseits
die prognostizierte Erweiterung des zuganglichen Massenbereiches an einem ausgewahl-
ten Beispiel zu demonstrieren und andererseits die Abhéngigkeit des PECD von der
Sekundér- und Tertidrstruktur biologischer Makromolekiile zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde Gramicidin als Analyt ausgewéhlt. Gramicidin stellt eine Mi-
schung aus mehreren strukturell &hnlichen Peptiden dar und kann aus dem Bacillus Bre-
vis isoliert werden. Dieser Naturstoff wird in Anlehnung an dessen Entdecker DuBos[2%¢)
haufig zusétzlich mit dem Buchstaben , D bezeichnet. Die allgemeine Priméarstruktur

ist in Abbildung 4.7.1 gezeigt.

«~_NH < NH < NH
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Abbildung 4.7.1: Primérstruktur der Gramicidine mit Einbuchstaben-Codes (V = Va-
lin, I = Isoleucin, G = Glycin, A = Alanin, L = Leucin, W = Trypto-
phan, F = Phenylalanin, Y = Tyrosin). D-Aminoséuren sind zudem
mit einem ,,d“ gekennzeichnet.

Es handelt sich um ein lineares Peptid aus insgesamt 15 Aminoséduren. Die Sequenz lautet
XGALAVVVWLXLWLW, wobei X einen Platzhalter fiir Aminosauren mit variierenden
Seitenketten darstellt. In Tabelle 4.7.1 sind die verschiedenen Varianten des Gramicidins
nebst ihren Bezeichnungen aufgelistet.

Es kann zwischen drei Hauptvarianten des Gramicidins unterschieden werden. In den mit
A, B und C bezeichneten Peptiden treten unterschiedliche aromatische Seitenketten Ry
an Position 11 auf. Mit einem Anteil von ungefahr 80 % wird am haufigsten Tryptophan

an dieser Stelle beobachtet. Diese Form wird als Gramicidin A bezeichnet. Aber auch
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Tabelle 4.7.1: Bezeichnungen der unterschiedlichen Gramicidin-Varianten mit den Res-
ten Ry und Ry (Abb. 4.7.1) sowie typische prozentuale Anteile im Na-
turprodukt des Bacillus Brevis.

Bezeichnung R; Ry Anteil' / %
Al L-Valin (V) L-Tryptophan (W) £0(267)

A2 L-Isoleucin (I) L-Tryptophan (W)

B1 L-Valin (V) L-Phenylalanin (F) 612671

B2 L-Isoleucin (I) L-Phenylalanin (F)

C1 L-Valin (V) L-Tyrosin (Y) 141267

C2 L-Isoleucin (I) L-Tyrosin (Y)

! Verteilung kann variieren.

Phenylalanin (Gramicidin B) und Tyrosin (Gramicidin C) treten mit Haufigkeiten in der
Groflenordnung von 6 % beziehungsweise 14 % auf. Zusétzlich kann in 5 % bis 20 % aller
Fille an Position 1 anstelle von Valin (V) auch Isoleucin (I) nachgewiesen werden. %!
Diese Modifikation des Alkylrestes R; wird durch Anhédngen einer 1 (Valin) oder 2
(Isoleucin) an das jeweilige Kiirzel des Gramicidins hervorgehoben.

Da Gramicidin ausschliefflich aliphatische und aromatische Seitenketten aufweist, han-
delt es sich um ein ausgesprochen hydrophobes Peptid. Der N-Terminus ist formyliert
und der C-Terminus wird durch Ethanolamin geschiitzt. Eine Besonderheit dieses Natur-
stoffes ist das Vorkommen von vergleichsweise selten zu beobachtenden D-Aminosauren.
Der alternierende Aufbau von Gramicidin aus D- und L-Aminoséduren hat entscheidende
strukturelle Konsequenzen. Durch diesen kommen in einem g-Faltblatt die Seitenketten
aller Aminosauren auf einer Seite zum Liegen. Letzteres fithrt dazu, dass bei der Anord-
nung der besagten S-Strange in einer Helix, einer sogenannten -Helix, alle Seitenketten
nach auflen zeigen. Die Abwesenheiten von nach innen gerichteten Seitenketten ermog-
licht die Ausbildung von Kanélen, welche dem Transport von lonen dienen kénnen.
Gramicidin tendiert zur Ausbildung von Dimeren (Abb. 4.7.2). Dabei sind primér zwei
verschiedene Strukturtypen relevant, welche als Kanal und Pore bezeichnet werden. 2%
In Lipiddoppelschichten dominiert ein Dimer aus Kopf-zu-Kopf angeordneten rechtsdre-
henden Helices (Kanal, Abb. 4.7.2(a)).2627 Gramicidin kann Zellmembranen durch-
dringen und erlaubt den selektiven Transport von monovalenten Kationen. Da auf die-
se Weise essenzielle Konzentrations- und Potentialgradienten zerstort werden konnen,
was wiederum den Zelltod zur Folge haben kann, wird Gramicidin als Antibiotikum

eingesetzt. 2™
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(a) IMAG.[?72 (b) 1BDW.[273]

Abbildung 4.7.2: Ausgewéhlte Konformationen des Gramicidin A aus der RCSB
Protein-Datenbank:?™2™! Ein helikales Dimer wie es mittels
Festkorper-NMR in Lipid-Doppelschichten charakterisiert werden
konnte (links) sowie eine Doppelhelix-Struktur wie sie in Kristal-
len mittels Rontgenbeugung beobachtet wurde (rechts).

In organischen Loésungsmitteln wie z. B. diversen Alkoholen wird haufig ein anderes
Strukturmotiv, auch Pore genannt, beobachtet.!?5%! Hier konnen parallele und antipar-
allele Doppelhelices auftreten. Die jeweilige Konformation ist dabei stark abhéngig vom
Solvent, der Konzentration und der Temperatur wie verschiedene CD- und NMR-Studien
offenbarten.?6-27 Ein Beispiel fiir diesen Strukturtyp ist in Abbildung 4.7.2(b) zu se-
hen. Hierbei handelt es sich um einen Ausschnitt einer Kristallstruktur des Gramicidins,
wobei vergleichbare Konformationen in Losung nachgewiesen werden konnten.8!

In polaren Lésungsmitteln wie beispielsweise Dimethylsulfoxid (DMSO) und 2,2,2-Triflu-
orethanol (TFE) dominieren Monomere des Gramicidins. 627 Uber NMR-spektrosko-
pische Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass diese in einer Random-Coil-Form

vorliegen. 281
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Anderungen der Konformation sind nicht nur in Abhéngigkeit des Losungsmittels zu
beobachten, sondern kénnen auch bei der Anlagerung von Alkaliionen, wie z. B. Cs™,
festgestellt werden.[282-285]

Die strukturelle Flexibilitat des Gramicidins, welche in Losung beobachtet werden konn-
te, wurde mittels Molekular-Dynamik-Simulationen (MD) ebenfalls fiir die Gasphase
prognostiziert.?*¢l In MD-Simulationen wurde die Tendenz zur Bildung von (-Faltblit-
tern als Sekundarstruktur bestitigt und die Bindung von Alkaliionen untersucht.?56
In Kombination mit Ionen-Mobilitéats-Spektrometrie konnten strukturelle Verdnderun-
gen bei der Anlagerung von Nat, K* und Cs' nachgewiesen werden.?% Mittels IR-
Spektroskopie wurden Hinweise auf eine helikale Sekundérstruktur fiir neutrales, gasfor-
miges Gramicidin erhalten.?8"2%8] In ESI(+)-Massenspektren wurden zudem verschiede-
ne Anteile von Hetero- und Homodimeren des Gramicidins in Abhéngigkeit des verwen-
deten Losungsmittels beobachtet.[289:29)

Die beschriebene strukturelle Flexibilitdt macht Gramicidin zu einem hervorragendem
Untersuchungsobjekt fiir den hochgradig struktursensitiven PECD. Nach einer Diskussi-
on der Praparation von Gramicidin-Anionen in der Gasphase sowie deren Photodetach-
ment im folgenden Abschnitt wird anschlieend auf die Resultate von PECD-Messungen
unterschiedlicher Gramicidinlésungen eingegangen. Zunéchst wird die Losungsmittelab-
hangigkeit des PECD elektrogesprayter Anionen diskutiert. Hierbei stellt sich die in-
teressante Frage, ob ein strukturelles Gedachtnis der isolierten Gasphasenkonformation
im Hinblick auf den solvatisierten Ausgangszustand nachgewiesen werden kann. Dann
wird der Einfluss der Zugabe von Caesiumhydroxid und der damit verbundenen Bildung
von Adduktionen in der Gasphase auf den PECD untersucht. SchlieSlich werden die er-
haltenen PECD-Resultate mit dem Circulardichroismus in totalen Elektronenausbeuten

(PICD) verglichen.

4.7.1 Massenspektren

In Abbildung 4.7.3 sind ESI-Massenspektren der Gramicidin-Mixtur (GRA) von SiGMA
ALDRICH in einer 20:80-Mischung aus Wasser und Methanol im Anionen-Modus dar-
gestellt. Das Massenspektrum unter Lasereinwirkung ist in Schwarz zu sehen, in Rot
ist das ESI-Hintergrundspektrum ohne Lasereinfluss erkenntlich und in Blau wurde die
Differenz dieser beiden Kurven aufgetragen.

Es sind zwei Bereiche mit jeweils mehreren Signalen erkenntlich, welche in Abbildung
4.7.3 in Insets hervorgehoben wurden. Im Bereich hoher Massen, d. h. bei m/z-Ver-

héltnissen um 1900, sind mehrere breite Peaks zu beobachten, welche Monoanionen des
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Abbildung 4.7.3: ESI-Massenspektren von 50mmol L™! Gramicidin in einer 20:80-
Mischung aus Wasser und Methanol im Anionen-Modus mit
(schwarz) und ohne Laser (rot), sowie das durch Photodetach-
ment hervorgerufene Differenzspektrum (blau). Es wurden RCP-
Laserpulse mit einer Pulsenergie von 42mJ verwendet. Die Daten
wurden mittels eines SAVITZKY-GOLAY-Filters?!l zweiten Grades
mit 10 Punkten geglattet.

Gramicidins zugeordnet werden kénnen. Bei m/z-Verhaltnissen um 940 werden mehre-
re intensive Dianionen-Signale erhalten. Die fiir die Gramicidin-Peptidmischung durch
einfache und doppelte Deprotonierung zu erwartenden Anionen mit den zugehorigen
m/z-Verhéltnissen sind in Tabelle 4.7.2 aufgefiihrt.

Im Bereich der Dianionen sind Signale der drei verschieden Peptidvarianten A, B und
C des Gramicidins zu finden. Das Signal mit dem kleinsten m/z-Verhéltnis im gezeig-
ten Ausschnitt von 920.5 kann der Bl-Variante zugeordnet werden. Der benachbarte
Peak mit einem m/z-Verhéltnis von 928.5 wird durch Dianionen des C1-Typs hervor-
gerufen. Die intensivsten Signale bei m/z-Verhéltnissen von 940 und 947 entsprechen
dem Gramicidin A1 und der Isoleucin-Variante A2. Die relative Intensitatsverteilung
der GRA-Dianionensignale im Massenspektrum steht in guter Ubereinstimmung mit
der Probenzusammensetzung des Antibiotikums geméafl Tabelle 4.7.1: A > C > B und
Al > A2. Die Isoleucin-Varianten B2 und C2 konnten experimentell nicht nachgewiesen
werden, da fiir diese sehr geringe Signalintensitéiten zu erwarten sind und eine Uberlage-

rung mit den benachbarten Signalen C1 bzw. A1l die Identifizierung von entsprechenden
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4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

Tabelle 4.7.2: Masse-zu-Ladungsverhéltnisse (m/z) fiir verschiedene Mono- und Dia-
nionen von Gramicidin mit verschiedenen Seitenresten R; und Ry (ver-
gleiche Abb. 4.7.1).

m/z Ion Bezeichnung Ry R»

920.5 [M-2H]*" Bl L-Valin L-Phenylalanin
927.5 [M-2H* B2 L-Isoleucin  L-Phenylalanin
9285 [M-2H]*" Cl1 L-Valin L-Tyrosin
935.5 [M-2H]*" (2 L-Isoleucin  L-Tyrosin
940  [M-2H]* Al L-Valin L-Tryptophan
947 [M-2H]*" A2 L-Isoleucin  L-Tryptophan
1842 [M-H]” B1 L-Valin L-Phenylalanin
1856 [M-H] B2 L-Isoleucin  L-Phenylalanin
1858 [M-H]” C1 L-Valin L-Tyrosin

1872  [M-H]" C2 L-Isoleucin  L-Tyrosin

1881 [M-H] Al L-Valin L-Tryptophan
1895 [M-H] A2 L-Isoleucin  L-Tryptophan

Peaks zusatzlich erschwert.

Bei m/z-Verhéltnissen grofler als 950 sind weitere einander iiberlagernde Signale zu
beobachten. Hier handelt es sich vermutlich um verschiedene Addukte des Gramicid-
ins mit Losungsmittelteilchen oder Kationen (z. B. Na't). Eine zuverldssige Zuordnung
ist aufgrund der begrenzten Massenauflosung nicht moglich. Auch bei kleineren m/z-
Verhéltnissen konnen weitere wenig intensive Signale beobachtet werden. Diese konnten
durch eine Hydrolyse des Gramicidins zustande kommen. So wiirde das Signal bei m/z
~ 876.5 beispielsweise zu einer Spaltung des Gramicidins A1 zwischen den Aminosauren
1 (Valin) und 2 (Glycin) passen.

Im Bereich der Monoanionen sind in Analogie zum Dianionen-Segment des Massen-
spektrums wiederum mehrere Signale auszumachen, welche von links nach rechts den
Peptiden B1, C1, A1 und A2 entsprechen konnten. Die relative Intensitéitsverteilung der
Monoanionen, besonders im Hinblick auf die Al- und A2-Anionen, unterscheidet sich
jedoch vom zuvor beschriebenen Bild im Bereich der Dianionen. Die hochste Amplitude
wird fiir m/z-Verhéltnisse knapp unter 1900 beobachtet. Dieses Verhalten kénnte durch
das starke Ausschmieren der Signale zu hoheren m/z (engl. Tailing) bedingt sein.
Unter Einstrahlung von hochenergetischen ns-Laserpulsen mit einer Wellenldnge von
355 nm koénnen Verdnderungen der Signalintensitdten des Gramicidins im Massenspek-

trum festgestellt werden. In der Differenzspur in Abbildung 4.7.3 ist im Bereich der
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dianionen bei m/z-Verhéltnissen um 940 eine Signalverarmung erkenntlich, wéhrend
gleichzeitig ein Signalanstieg fiir Monoanionen nahe m/z = 1900 beobachtet werden

kann. Dies spricht fir den Ablauf des folgenden Photodetachmentprozesses:

[M-2H]*~ %5 [M-2H]
Die Differenzausbeuten von Mono- und Dianionen kénnen in diesem Fall nicht quanti-
tativ verglichen werden, um weitere Riickschliisse auf sekundére Prozesse wie ein Au-
todetachment von Radikalanionen zu ermoglichen, da im aktuellen Aufbau fiir grofie
m/z-Verhéltnisse Diskriminierungseffekte auftreten konnen.

Unter Betrachtung der Photoelektronenausbeuten in Abhéngigkeit der mittleren Laser-
leistung konnte ein Multiphotonenexponent von 1.2 ermittelt werden (doppellogarithmi-
sche Auftragung 8.3.3 im Anhang). Demzufolge skaliert die Photodetachment-Ausbeute
niaherungsweise linear mit der eingestrahlten Laserpulsenergie und es kann angenommen
werden, dass es sich hier um einen Einphotonen-Detachmentprozess handelt.

Das Photodetachment von Gramicidin-Dianionen wurde von MATHEIS et al. mittels
Photoelektronenspektroskopie untersucht. Es wurden Hinweise auf eine Konkurrenz von
verzogertem und direktem Photodetachment gefunden. Zudem konnten Werte fiir die
zweite Elektronenaffinitéat von 2.35eV£0.15 eV und fiir die repulsive COULOMB-Barriere
(RCB) von 0.5eV + 0.156V bestimmt werden.?*?l Aus der Hohe der RCB konnte abge-
schatzt werden, dass die beiden Ladungen im Gramicidin-Dianion einen Abstand von
ungefihr 14 A aufweisen miissen. Auf dieser Basis wurde eine helikale Gasphasenstruktur
des Dianions mit partieller Entfaltung durch Ladungsabstofung vorgeschlagen.?%%

In Anbetracht der ausschliefllich aliphatischen und aromatischen Seitenketten des Grami-
cidins stellt sich die Frage nach der Lokalisierung der beiden Ladungen im Gramicidin.
MATHEIS et al. schlugen auf Basis eines Vergleichs des Photodetachment-Spektrums mit
berechneten UV-Spektren deprotonierten Tryptophans eine Deprotonierung der Hydro-
xygruppe des Ethanolamids am C-Terminus sowie am Stickstoff einer Peptid-Bindung
vor.?2] Ein Vergleich mit DFT-Rechnungen an Modellsystemen suggerierte weiterhin,
dass das Photodetachment bevorzugt vom Riickgrat des Peptides erfolgt.[??

In den folgenden Abschnitten soll nun der PECD fiir den beschriebenen Photodetach-
mentvorgang der GRA-Dianionen untersucht werden. Dabei wird zunéchst die Abhén-
gigkeit vom Ausgangszustand in Losung und anschliefend der Einfluss des Austausches

von Protonen gegen Caesiumionen untersucht.

156



4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

4.7.2 PECD fiir verschiedene Losungsmittel

Gramicidin zeigt in der Fliissigphase bedingt durch seine strukturelle Flexibilitéit ei-
ne starke Abhéngigkeit der Konformation vom jeweiligen Losungsmittel.276277 Fiir die
Elektrosprayionisation wird eine Korrelation der Gasphasen- und Loésungsstrukturen
diskutiert.[23) Am Beispiel des Gramicidins konnte in zwei ESI(+)-Studien bereits
eine Abhéngigkeit der zu detektierenden Gasphasenspezies vom Solvent der Analyt-
losung nachgewiesen werden. Fiir die Erzeugung von Kationen aus alkoholischen Lo-
sungen konnten sowohl Homo- als auch Heterodimere beobachtet werden, wahrend in
der Anwesenheit von Wasser lediglich Monomere detektiert wurden.?8%2%! Daher wurde
im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob der struktursensitive PECD elektrogesprayter
Gramicidin-Anionen ebenfalls eine Abhangigkeit von der Losungsmittelzusammenset-
zung zeigt.

Als Untersuchungsobjekte wurden — in Anlehnung an die erwdhnten Studien — Losungen
von Gramicidin (¢ = 50 umol L™!) in reinem Methanol und einem 50:50-Gemisch (v/v)
aus Methanol und Wasser ausgewahlt. Zur Unterstiitzung der Spraystabilitat wurde
1 eq. Natriumhydroxid als Additiv eingesetzt. In Abbildung 4.7.4 ist ein Vergleich der

erhaltenen Massenspektren fiir den Bereich der Gramicidin-Dianionen gezeigt.
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Abbildung 4.7.4: Vergleich des Dianionen-Bereiches der normierten  ESI-
Massenspektren von Gramicidin (¢ = 50pmolL™") in unter-
schiedlichen Losungsmittelzusammensetzungen.

In Schwarz ist das Massenspektrum des Gramicidins in reinem Methanol gezeigt. In
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4 Ergebnisse und Diskussion

Rot ist das Massenspektrum dargestellt, welches fiir eine Losungsmittelmixtur mit Was-
ser erhalten wird. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden beide Spektren auf die héchste
Signalintensitat normiert. Die Massenspektren sind einander sehr &hnlich. Im Bereich
der unsolvatisierten Gramicidine Bl (m/z = 920.5), C1 (m/z = 928.5), Al (m/z =
940) und A2 (m/z = 947) kénnen keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.
Lediglich bei Masse-zu-Ladungsverhéltnissen von m/z = 963 und 970 kann eine Intensi-
tatserhohung fiir das Losungsmittelgemisch beobachtet werden. Aufgrund der minimalen
Anderungen der relativen Intensititsverteilung, kann der Einfluss auf den zu messenden
PECD-Wert jedoch als vernachléssigbar eingestuft werden.

Zur Uberpriifung der prognostizierten Solventabhingigkeit der Konformation wurden
zunachst Einphotonen-Absorptions-CD-Spektren einer Losung von Gramicidin in einem
Methanol /Wasser-Gemisch an einem JASCO J-815 Spektrometer (Philipps-Universitét
Marburg, Core Facility Proteinbiochemie und -spektroskopie) aufgezeichnet. Das Resul-
tat (rot) ist neben einem CD-Spektrum des Gramicidins in reinem Methanol (schwarz)
in Abbildung 4.7.5 dargestellt.
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Abbildung 4.7.5: Einphotonen-Absorptions-CD-Spektren von Gramicidin (¢ =
50 pumol L) in reinem Methanol sowie in einer 50:50 Mischung aus
Methanol und Wasser.

Das Vergleichsspektrum in reinem Methanol steht qualitativ in guter Ubereinstimmung
mit Literaturdaten.76:279:283] Eg treten zwei Minima bei Wellenlingen von 212nm und

233nm auf. Dazwischen befindet sich ein lokales Maximum bei einer Wellenlénge von
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4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

223 nm. In Literaturspektren liegt Letzteres im Bereich negativer Elliptizitéten.[276:279,283]
Im Bereich niederer Wellenldngen, nahe 200 nm, kann ein steiler Anstieg des CD beob-
achtet werden.

Durch die Anwesenheit von Wasser verdndert sich das CD-Spektrum deutlich. Das Ma-
ximum bei 223 nm wird ausgepragter und verschiebt sich klar in den Bereich positiver
Elliptizitaten. Das Minimum bei hoheren Wellenldngen liegt nun bei A = 239nm und
ist nur noch sehr schwach ausgeprégt. Eine signifikante Verdnderung ist auch im Be-
reich kleinerer Wellenléngen erkenntlich. Hier liegt zwar weiterhin ein lokales Minimum
vor, aber dieses befindet sich nun im Bereich positiver Elliptizitdten. Insgesamt dhnelt
das CD-Spektrum des Methanol/Wasser-Gemisches stark dem CD-Spektrum, welches
fir Trifluorethanol beobachtet wird.276289 Dies ldsst darauf schlieBen, dass in Uber-
einstimmung mit verschiedenen Literaturberichten fiir langerkettige Alkohole durch die
Zugabe von Wasser eine Verschiebung des Gleichgewichts von dimeren zu monomeren
Strukturen erfolgt.[289.290]

Anhand des Photoelektronen-Circulardichroismus wird nun diskutiert, ob in der Gaspha-
se noch strukturelle Einfliisse des Losungsmittels festzustellen sind. In Abbildung 4.7.6
sind zu diesem Zweck die mittleren PECD-Werte inklusive der zugehorigen Standard-
fehler von Gramicidin in einer reinen Methanol-Losung sowie einem Methanol /Wasser-
Gemisch (50:50) illustriert. Die verwendeten experimentellen Bedingungen sowie Aus-
wertungseinstellungen kénnen den Tabellen 8.2.12 und 8.2.13 im Anhang entnommen

werden.

MeOH/Water MeOH
————p -+
-1 -0.5 0 0.5 1

PECD / %

Abbildung 4.7.6: Symmetrisierte PECD-Werte von Gramicidin-Dianionen elektroge-
sprayt aus reinem Methanol und einer 50:50 Methanol/Wasser-
Mischung im grafischen Vergleich.

P N
A 4

Die gezeigten PECD-Werte wurden durch Mittelwertsbildung von je 620 passes bzw. 692
passes fir die reine Methanollosung und das Wasser/Methanol-Gemisch bestimmt. Im
Falle der ausschliefSlich alkoholischen Losung wurde ein PECD von —0.46 % 4 0.22 %
gemessen. Die Untersuchung der Losungsmittelmixtur ergab einen PECD-Wert von
—0.67% + —0.21 %. Demnach kann in beiden Féllen ein von null verschiedener, nega-
tiver PECD nachgewiesen werden. Dieser Fakt demonstriert, dass die PECD-Methodik
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durch die Kopplung mit der Elektrosprayionisation nun auch auf ausgedehnte moleku-
lare Systeme anwendbar ist. Im Rahmen der Standardfehler kann allerdings zwischen
den beiden Losungsmittelzusammensetzungen kein Unterschied in der Photoelektronen-
Winkelverteilung hinsichtlich der Vorwarts-Riickwéarts-Asymmetrie festgestellt werden.
Da in mehreren Einphotonenionisations-Studien eine ausgepréagte Sensitivitat des PECD
auf die Konformation!®®60:62:224.225 gowie Dimerisierung??1222224 verschiedener Analy-
ten nachgewiesen werden konnte, kann ein analoges struktursensitives Verhalten fiir
den PECD im Photodetachment erwartet werden. Infolgedessen ist die Beobachtung
vergleichbarer PECD-Werte ein Hinweis darauf, dass aus den hier untersuchten Solvat-
systemen ahnliche Gasphasenstrukturen der Gramicidin-Dianionen resultieren.

Die im Rahmen der Standardfehler identischen PECD-Werte suggerieren also, dass —
entgegen den beschriebenen Resultaten der CD-Spektroskopie in der Fliissigphase — in
der Gasphase keine strukturellen Unterschiede verbleiben oder ein voneinander abwei-
chender Dimerisierungsgrad vorliegt.

Dieses Ergebnis scheint zunachst in Widerspruch zu Literaturarbeiten zu stehen, welche
eine Losungsmittelabhéngigkeit von Dimer-Ausbeuten fir die Erzeugung von gasférmi-
gen Kationen des Gramicidins mittels ESI beschreiben.?®2% Carrra und GROSS de-
tektierten dreifach- und zweifach-positiv geladene Dimere in unterschiedlichem Ausmafl
bei verschiedener Losungsmittelzusammensetzung.?° Ein insgesamt vierfach-geladenes
Dimer konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Dies legt den Schluss nahe, dass
eine nicht-kovalente Verkniipfung von zwei doppeltgeladenen Gramicidin-Ionen bedingt
durch die CourLoMB-Abstoflung nicht stabil ist. Eben diese zweifach-geladenen Ionen
sind in negativer Form jedoch die relevanten Vorlauferionen fiir den hier untersuch-
ten Photodetachment-Prozess bei einer Wellenlange von 355 nm. Der scheinbare Wider-
spruch zu den Arbeiten [289] und [290], kénnte demnach durch die Betrachtung von
Spezies hoherer Ladungsdichte im Rahmen des Photodetachments zustande kommen.
Aufgrund der begrenzten Auflosung des linearen TOF-MS ist keine eindeutige Identifi-
zierung von Dimersignalen im Massenspektrum anhand des Abstandes im *C-Isotopen-
muster moglich. Allerdings ist das Fehlen des Signals eines dreifach-negativ geladenen
Dimers [2 GRA-3H]?” in Abbildung 4.7.3 (m/z =~ 1254), wessen Analogon im positi-
ven Ionenmodus nachgewiesen werden konnte,* ein Hinweis auf die generelle Abwe-
senheit von Dimer-Spezies in der Gasphase. Die experimentellen Bedingungen schei-
nen fiir die Uberfithrung von nicht-kovalent gebundenen Dimeren in die Gasphase nicht
ausreichend sanft zu sein. Unter Berticksichtigung der prognostizierten Instabilitit des

[(GRA-2H)5]*" kann deshalb angenommen werden, dass der PECD von monomeren,
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isolierten Gramicidin-Dianionen bestimmt wurde.

Im Anbetracht der nicht-unterscheidbaren PECD-Werte fiir beide Probenlésungen (Abb.
4.7.6) liegt die Folgerung nahe, dass die entsprechenden monomeren Gasphasen-Konfor-
mationen der Gramicidin-Dianionen einander dhnlich sind. In IR-spektroskopischen Un-
tersuchungen des gasformigen, neutralen Gramicidins wurden Hinweise auf das Vorliegen
eines einzigen Konformers bzw. eine Familie sehr &hnlicher Konformere gefunden. 287288l
Fir ein mehrfach-geladenes Ion, wie es hier untersucht wurde, ist zwar ladungsbedingt
eine Anpassung der Sekundéarstruktur wahrscheinlich, gleichzeitig ist jedoch auch Ein-
schrankung des zuganglichen Konformationsraums bedingt durch die intramolekulare
CouLoMB-Abstolung zu erwarten.

Mittels ESI erzeugte Gramicidin-Dianionen werden im verwendeten Aufbau zunéchst in
einer Oktopolionenfalle gespeichert. Durch seltenes (f = 20 Hz) und nur kurzzeitiges
Offnen (wirap = 3001ns) der Tonenfalle sind lange Verweildauern moglich. Ausgedehnte
Aufenthaltszeiten in der Ionenfalle erlauben eine strukturelle Anpassung der Anionen
an die Gasphasenumgebung. Unabhéangig von der Solventhistorie kann schlieflich die
gleiche Sekundarstruktur bzw. Konformation minimaler Energie erreicht werden. Diese
Hypothese steht in Ubereinstimmung mit den présentierten PECD-Resultaten.

Es sollte angemerkt werden, dass trotz der soeben dargelegten schliissigen Diskussion
unterschiedliche Konformationen des Gramicidins vorliegen konnten, falls diese bei einer
Wellenlénge von 355 nm vergleichbare PECD-Werten aufweisen. Um diese Ambiguitét
zukinftig zu vermeiden, ware die Verwendung einer Lichtquelle mit variabler Wellenlan-
ge sinnvoll. Durch die erweiterte Dimensionalitat liefen sich zusétzliche Informationen
gewinnen, welche eine Interpretation im Hinblick auf strukturelle Unterschiede vereinfa-

chen wiirde.

Es konnte am Beispiel des Gramicidins gezeigt werden, dass der PECD von ausgedehn-
ten molekularen Systemen wie Peptiden iiber das Photodetachment elektrogesprayter
Anionen zugénglich ist. Eine strukturelle Sensitivitdt des Effektes basierend auf einer
Losungsmittel-Historie der Probe konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Als mog-

licher Grund wurde die strukturelle Equilibrierung in der Tonenfalle vorgeschlagen.

4.7.3 PECD von Cs-Adduktionen

Gramicidin dient als Prototyp eines Kanals fiir monovalente Ionen. Daher ist die In-
teraktion mit verschiedenen Alkaliionen von besonderem Interesse. Die Struktur von

Addukten des Gramicidins mit verschiedenen Alkaliionen in kondensierter Phase wurde
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in einer Reihe von NMR- und CD-Studien thematisiert.!?22%% Bei der Anlagerung von
Cs™ an Doppelhelices des Gramicidin konnten deutliche Strukturdnderungen beobachtet
werden.[?® Auch fiir die Gasphase wurden signifikante Konformationsinderungen unter
Anlagerung von Cs*-Ionen an neutrales Gramicidin durch MD-Simulationen theoretisch
vorhergesagt und mittels Ionen-Mobilitéts-Spektrometrie experimentell bestétigt. 25!

Mittels Elektrosprayionisation erzeugte Ionenpaare aus Gramicidin-Anionen und Cs*-
Kationen stellen daher ein vielversprechendes System zur Demonstration der struktu-
rellen Sensitivitdt des PECD im Photodetachment dar. In Abbildung 4.7.7 sind ESI-
Massenspektren einer Losung von 50 pmol L1 Gramicidin mit 2 mmol L=! CsOH in einer

20:80-Mischung aus Wasser und Methanol dargestellt.
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Abbildung 4.7.7: ESI-Massenspektren einer 50mmol L' Gramicidin-Losung mit
2mmol L=! CsOH in einer 20:80-Mischung aus Wasser und Me-
thanol im Anionen-Modus. Gemittelte Spektren mit (schwarz) und
ohne Laser (rot) sowie das durch Photodetachment hervorgerufe-
ne Differenzspektrum (blau). Es wurden RCP-Laserpulse mit einer
Pulsenergie von 42mJ verwendet. Die Daten wurden mittels eines
SAVITZKY-GOLAY-Filters??! zweiten Grades mit 10 Punkten ge-
glattet.

Es offenbart sich eine Vielzahl von Signalen. In Ubereinstimmung mit Abbildung 4.7.3
kénnen erneut Monoanionensignale im oberen Massenbereich nahe m/z ~ 1900 beobach-
tet werden. Ebenso sind mit m/z-Verhéltnissen um 940 isolierte Dianionen der verschie-

denen Gramicidin-Varianten zu detektieren. In einem nominellen Abstand von jeweils 66
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Masseneinheiten schlieflen sich zu hoheren Massen eine Vielzahl neuer Signale an. Hier
handelt es sich um Addukte des Gramicidins mit Cs-Ionen der Form [M-(n+2)H+4nCs]*".
In diesen Dianionen wurden n Protonen durch Cs*-Tonen ersetzt.

Im Bereich m/z < 940 ist ebenfalls eine grofie Zahl von neuen Signalen angesiedelt.
Durch die Zugabe von Caesiumhydroxid steigt der pH-Wert und es kommt zur alka-
lischen Hydrolyse von Peptidbindungen. So kann beispielsweise die vermehrte Bildung
von Anionen mit m/z-Verhaltnissen von 876.5 und 812 beobachtet werden, welche durch
Spaltungen am N-Terminus zwischen Valin und Glycin bzw. Alanin und Isoleucin ent-
stehen.

Unter Betrachtung der Differenz (blau) der Massenspektren mit (schwarz) und ohne (rot)
Laser ist die Verarmung verschiedener Gramicidin-Dianionen bei Lasereinkopplung er-
kenntlich. Absolute und relative Integrale der fiir Gramicidin-Dianionen zu beobachten-
den Differenzbetrége sind in Abbildung 4.7.8 in Abhéngigkeit der Zahl der angelagerten

Caesiumionen aufgetragen.
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Abbildung 4.7.8: Absolute (a) und relative (b) Ausbeutedifferenzbetrage beim Photo-
detachment von Gramicidin-Dianionen [M-(n42)H-+nCs]*", in wel-
chen 0 < n < 10 Protonen durch CsT-Kationen ersetzt wurden. Die
relative Verarmung bezieht die absolute Ausbeutedifferenz auf die
ESI-Hintergrundsignalintensitét des jeweiligen Tons.

Die betragsméfig hochste Ausbeutedifferenz wird in Abbildung 4.7.8(a) fiir n = 5 be-
obachtet. Insgesamt zeigen jedoch alle detektierten Adduktionen eine signifikante Ver-
armung bei Lasereinwirkung, d. h. es liegt eine breite Verteilung von Prakursorionen fiir
das Photodetachment vor. Bei Betrachtung der relativen Ausbeutedifferenzen, genauer

gesagt dem Anteil der Signalverarmung eines gewissen lons in Bezug auf die Intensitéat
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4 Ergebnisse und Diskussion

des Signals ohne Lasereinkopplung, in Abbildung 4.7.8(b) faillt auf, dass diese von der
Anzahl der angelagerten Cs™-Ionen n abhangen. Die relative Signalverarmung steigt in
erster Naherung linear mit n bis schliefllich fiir n > 9 eine vollstandige Vernichtung der
Prakursorionen erreicht wird. Diese Beobachtung zeigt, dass die Gramicidin-Dianionen
[M-(n+2)H+nCs]*>” mit steigendem n anfilliger fiir den Verlust von Elektronen unter
Lasereinwirkung werden. Eine denkbare Erklarung wére eine zunehmende Destabilisie-
rung der Dianionen durch eine Erhohung der negativen Ladungsdichte im Peptid beim
Austausch von Protonen gegen Cs™-Tonen.

Wiéhrend es im Bereich der Dianionen zu einer Signalabnahme bei Lasereinkopplung
kommt, kann im Bereich der Monoanionen ein schwacher Signalanstieg beobachtet wer-
den (Inset in Abb. 4.7.7). Auch hier deutet sich eine Zunahme des Differenzbetrages mit
der Anzahl der durch Cs™ ersetzten Protonen fiir den dargestellten Bereich n < 2 an.

Die dargelegten Befunde legen folgenden Photodetachment-Prozess nahe:

[M-(n+2)H+nCs]*~ 5 [M-(n+2)H+nCs]*

Weiterhin wére auch ein dissoziatives Detachment unter Abspaltung von Cs'-Ionen
denkbar.

[M-(n42)H+nCs]*” = [M-(n+2)H+(n-1) Cs*"* 4 Cs* mit n > 0

Als Produkte wiirden radikalische Dianionen [M-(n+2)H+(n-1)Cs]*"* entstehen. Im
Massenspektrum miissten Signale neben einem Dianion [M-(m+42)H+mCs]*” mit m =
n— 1 Caesiumionen auftreten. Es konnten keine Hinweise auf derartige Spezies gefunden
werden, dies konnte jedoch der geringen Massenauflosung geschuldet sein.

Bevor die Ergebnisse der PECD-Analyse in der Gasphase vorgestellt und diskutiert wer-
den, soll mittels konventioneller CD-Spektroskopie zunéchst ein Blick auf den Ausgangs-
zustand in Losung geworfen werden. Als Losungsmittel fiir die Elektrosprayionisation
von Gramicidin in Anwesenheit von Caesiumionen wurde eine 20:80 Mischung aus Was-
ser und Methanol gewahlt. Das Volumenverhaltnis dieser Mischung liegt somit zwischen
den Volumenverhéltnissen der beiden im vorherigen Abschnitt diskutierten Solventmix-
turen (0:100 und 50:50). Die Einphotonen-Absorptions-CD-Spektren von Gramicidin mit
und ohne Caesiumhydroxid in diesem Losungsmittel sind in Abbildung 4.7.9 dargestellt.
Das CD-Spektrum von Gramicidin in einer 20:80 Mischung von Wasser und Methanol
ohne Caesiumhydroxid (schwarz) ist dem im vorherigen Abschnitt préasentierten Resultat

einer 50:50-Mischung aus den gleichen Losungsmitteln (Abb. 4.7.5) quali- und quantita-

164



4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin
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Abbildung 4.7.9: Einphotonen-Absorptions-CD-Spektren von Gramicidin (¢ =
50 pmol L™1) in einer 20:80 Mischung aus Wasser und Methanol mit
bzw. ohne Zugabe von Caesiumhydroxid.

tiv sehr dhnlich. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit Literaturberichten,
dass bereits geringe Mengen von Wasser in Alkohol ausreichen, um das Konformations-
gleichgewicht vollstiandig auf die Seite monomerer Spezies zu bringen. [

Unter Zugabe von 40 Aquivalenten Caesiumhydroxid (¢ = 2mmol L™1) (rot) ist kei-
ne signifikante Anderung des CD-Spektrums messbar. Lediglich im unteren Wellenlin-
genbereich nahe 200 nm sind minimale Abweichungen der beiden Kurven vorhanden.
Anhand der hier prasentierten ECD-Daten kann demzufolge keine signifikante Verande-
rung der Konformationsverteilung in einer Wasser/Methanol-Mischung bei Zugabe von
Caesiumionen belegt werden.

Dies ist eine interessante Feststellung, da fiir rein methanolische Losungen von Grami-
cidin erhebliche Veranderungen des CD-Spektrums zwischen 200 nm und 250 nm un-
ter Zugabe vergleichbarer Mengen Caesiumchlorid oder Caesiumcarbonat beschrieben
wurden.?®¥ Basierend auf einem Vergleich von CsCl, Cs,CO3 und KOH durch CHEN et
al. wurde der Einfluss von Anionen auf die Struktur von Gramicidin als vernachléssigbar

284 Demzufolge kann das Ausbleiben eines strukturellen Einflusses durch die

eingestuft.
Zugabe von CsOH in dem hier beschriebenen Fall nur auf die verédnderte Losungsmitte-
lumgebung zuriickzufithren sein.

Fir die Bindung von Caesiumionen an Gramicidin in organischen Losungsmitteln wie
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4 Ergebnisse und Diskussion

Methanol wurden doppel-helikale Konformationen beschrieben, bei denen Caesiumionen
im Inneren einer sogenannten Porenstruktur durch mehrere Carbonyl-Funktionen koor-

282-2

diniert werden.?®>2%4 Bei der Einlagerung von Cs* ist eine strukturelle Verinderung

einhergehend mit Verschiebungen in der Konformationsverteilung zu beobachten. Dies
duBert sich in dramatischen Verdnderungen des CD-Spektrums. 269283

Durch die Zugabe von Wasser wird das Gleichgewicht zwischen monomeren und ver-
schiedenen dimeren Strukturen in Methanol quasi-vollstandig auf die Seite der Mono-

289,290,293]

mere verschoben.! Dies verhindert die Komplexierung von Cs™ mit dimeren

Gramicidin-Doppelhelices, wie ein Vergleich des CD-Spektrums in Abbildung 4.7.9 mit

+ [284]

Literaturdaten in reinem Methanol bestatig Die Bildung entsprechender Poren-

Strukturen des Gramicidins wiirde sich in stark negativen Elliptizitdten nahe 200 nm
duBern. 284

Die Beobachtung eines trotz hoher Caesium-Konzentration unverédnderten CD-Spek-
trums in der verwendeten Losungsmittelmischung lasst darauf schliefen, dass entweder
keinerlei Anlagerung von Cs™ an Gramicidin in Gegenwart von Wasser erfolgt oder ei-
ne entsprechende Anlagerung keine merklichen strukturellen Verénderungen erfordert.
Letzteres konnte bereits beobachtet werden. Fiir die Bindung von Cs* an die sogenannte
Kanalform des Gramicidins in z. B. Phospholipid-Vesikeln konnte keine bzw. nur eine
minimale Verdnderungen des CD-Spektrums festgestellt werden. 269294

Nun soll der Einfluss der Anlagerung von Caesium-Ionen an Gramicidin in der Gasphase
untersucht werden. Dazu wurde der PECD von Gramicidin-Loésungen in 20:80-Mixturen
aus Wasser und Methanol mit und ohne CsOH gemessen und verglichen. Die dabei fiir
Experiment und Auswertung verwendeten Einstellungen blieben gegeniiber den zuvor
préasentierten Messreihen unveréndert (sieche Abschnitt 8.2.3). Die Resultate sind in Ab-
bildung 4.7.10 dargestellt.

GRA GRA + CsOH
¢ —t =0 ——— S )
-1 -0.5 0 0.5 1
PECD / %

Abbildung 4.7.10: Symmetrisierte PECD-Werte von Gramicidin-Dianionen elektroge-
sprayt aus einer 20:80 Methanol/Wasser-Mischung mit und ohne
Caesiumhydroxid (¢ = 2mmol L) im grafischen Vergleich.

Der mittlere PECD sowie der Standardfehler wurden im Falle des reinen Gramicidins

(rot) aus 816 passes und fiir die mit Cs™ angereicherte Losung (blau) aus 1003 pas-
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4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

ses bestimmt. Fiir die GRA-Probenlosung mit Caesiumhydroxid wurde ein PECD von
+0.45 % £ 0.14 % erhalten. Die Messung ohne Caesiumhydroxid ergab einen PECD-
Wert von —0.46 % £ 0.21 %. Erwartungsgemaf herrscht im Rahmen der Standardfehler
Ubereinstimmung zwischen dem hier erhaltenen PECD von Gramicidin in einer 20:80-
Mischung aus Wasser und Methanol mit den im letzten Abschnitt diskutierten PECD-
Werten fiir Losungsmittelansatze mit Verhaltnissen von 0:100 und 50:50. Der nach der
Zugabe von 40 Aquivalenten Caesiumhydroxid bestimmte PECD-Wert ist leicht positiv
und damit klar verschieden von den zuvor erhaltenen Werten.

Der Unterschied des PECD-Wertes von Gramicidin-Dianionen [M-2H]*~ und Cs-Adduk-
ten [M-(n+2)H+4nCs]*~ kann durch sogenannte initial- oder final-state-Effekte begriin-
det sein.

Im Rahmen der Anlagerung von Cs' unter Abspaltung von Protonen kommt es zu
einer Anderung der elektronischen Struktur eines Dianions. Polare, kovalente Bindun-
gen werden durch Bindungen mit vorwiegend ionischem Charakter ersetzt. Der Einfluss
der Substitution von Protonen durch Caesiumionen auflert sich bereits in einer Erho-
hung der Photodetachmentquerschnitte (Abb. 4.7.8(b)). Anderungen der elektronischen
Struktur eines Prakursors bzw. chemische Substitution konnen sich auf den PECD-Wert
auswirken.?'8! Da der Ausgangszustand des Photodetachments betroffen ist, wird in die-
sem Fall von einem inital-state-Effekt gesprochen. Ein solcher Effekt kann als Ursache
fiir die hier beobachteten PECD-Differenzen nicht ausgeschlossen werden, da eine Ver-
teilung von Prakursor-Dianionen betrachtet wird (Abb. 4.7.8(a)), in welchen im Mittel
n = 5 Protonen durch Caesiumionen ersetzt wurden.

Unter Berticksichtigung der vergleichsweise begrenzten Zahl an aciden Wasserstoffen im
Gramicidin und in Anbetracht des Nachweises von zahlreichen Substitutionen liegt die
Annahme nahe, dass die Ersetzung von Protonen durch Caesiumionen am Riickgrat des
Peptids, genauer gesagt dem Stickstoff der Peptidbindung, erfolgt. Diese Hypothese wird
durch die Beobachtung eines kontinuierlichen Verlaufes der lonenhaufigkeiten sowie ihrer
Differenzen (Abb. 4.7.7) mit zunehmendem n untermauert. Sollten unterschiedliche Re-
aktionszentren, wie z. B. Tryptophan-Seitenketten, involviert sein, waren Unstetigkeiten
in den experimentellen Trends zu erwarten.

Vor dem Hintergrund der strukturellen Flexibilitdt des Gramicidins und der Grofle ei-
nes Cs* (167 pm)%! erscheint es wahrscheinlich, dass mit der Ersetzung von Protonen
durch Caesiumionen auch eine Anderung der Konformation des Gramicidins einhergeht.
In Ionen-Mobilitits-Experimenten wurden in Ubereinstimmung mit MD-Simulationen

Konformationséinderungen von Gramicidin bei Anlagerung von Cs™ beobachtet.?36 Dies
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legt nahe, dass auch fiir den hier diskutierten Fall anionischer Spezies strukturelle An-
passungen an die chemische Modifikation erfolgen.

Beim Photodetachment wird das emittierte Elektron im chiralen Molekiilpotential ge-
streut, dadurch kénnen langreichweitige Struktureinfliisse festgestellt werden.!® Da die
Interferenz elektronischer Partialwellen im Endzustand des Photodetachment-Prozesses
erfolgt, wird in diesem Zusammenhang auch von final-state-Effekten gesprochen. Einfliis-
se dieser Art kénnen aufgrund der prognostizierten Strukturdnderungen im vorliegenden
Fall zusétzlich zu den bereits diskutierten initial-state-Effekten eine Rolle fiir die beob-
achtete Veranderung des PECD spielen.

Fir neutrales und anionisches Gramicidin wurden Hinweise auf helikale Gasphasen-
strukturen gefunden.?87:288:292) In Anbetracht der Vorzeicheninversion des PECD bei
einer Substitution von H" durch Cs™ wire eine Anderung der Drehrichtung einer he-
likalen Sekundéirstruktur als Ursache denkbar. Ahnliches Verhalten wurde bereits fiir
eine synthetische Gramicidinvariante in Losung beobachtet.?s) Durch Zugabe von Cs™
erfolgt eine Umlagerung von einer linksdrehenden Doppelhelix zu einer rechtsdrehenden
Einfachhelix.?®! Durch die alternierenden absoluten Konfigurationen der Aminoséiuren
im Gramicidin ist eine Anderung der Drehrichtung einer helikalen Sekundérstruktur
leicht moglich. In organischen Losungsmitteln stehen beispielsweise Konformationen un-

terschiedlicher Helizitat im Gleichgewicht.?™"]

Insgesamt konnte die Empfindlichkeit des PECD auf die Substitution von Protonen
durch Caesiumionen in Gramicidin-Dianionen nachgewiesen werden. Ursachlich fiir die
zu beobachtenden Differenzen kénnen Anderungen der elektronischen Struktur oder
Konformation, wie beispielsweise eine Helizitédtsinversion, sein. Zur Aufklarung der rele-
vanten Einfliisse konnte ein Vergleich mit quantenchemisch optimierten Konformationen

von Cst-substituierten Gramicidin-Dianionen dienen.

4.7.4 PICD in Elektronenausbeuten

Die in den vorherigen Abschnitten présentierten Messreihen enthalten zuséatzlich zu
den bereits diskutierten PECD-Daten auch Informationen tiber den PICD in Form
der totalen Elektronenausbeuten. In diesem Unterkapitel soll daher nun der PICD von
Gramicidin-Dianionen im Photodetachment thematisiert werden. Im Folgenden wird die
Abhéangigkeit des PICD vom fiir den ESI-Vorgang genutzten Losungsmittel sowie der
Einfluss einer Anlagerung von Cs'-Ionen diskutiert.

Dazu sind die aus den PECD-Datensétzen gewonnenen mittleren PICD-Werte sowie die
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4.7 Chiroptische Untersuchungen von Gramicidin

entsprechenden Standardfehler in Tabelle 4.7.3 aufgelistet und in Abbildung 4.7.11 illus-
triert. Wie im Falle der PECD-Werte wird jeweils das Ensemble aller Prakursorionen des
Gramicidins betrachtet. Eine massenaufgeloste Untersuchung des PICD wurde aufgrund

geringer Photodetachmentquerschnitte nicht durchgefiihrt.

Tabelle 4.7.3: PICD-Werte der totalen Elektronenausbeuten des Photodetachments
von Gramicidin-Dianionen, welche mittels Elektrosprayionisation aus
Losungsmitteln verschiedener Zusammensetzung und ggf. nach Zuga-
be von CsOH erzeugt wurden.

Run cgpra COsOH Solvent PICD Norm. PICD!
/ umol -L='  /mmol-L™" (H,0:MeOH) /% / %

A 50 0 0:100 +0.70£0.71 +2.08 £0.71

B 50 0 50:50 +0.41 £0.29 +1.924+0.29

C 50 0 20:80 —0.87£0.53 —0.55+0.53

D 50 2 20:80 —0.62+0.15 +40.124+0.15

1 Ausbeuten wurden auf die mittlere Laserleistung normiert.

Um Einfltisse variierender Laserpulsenergien auf den PICD zu minimieren, wurde eine
Normierung der erhaltenen Elektronenausbeuten auf die gleichzeitig gemessene mittlere
Laserleistung durchgefiihrt. Eine Normierung auf Prikursor-lonenausbeuten, wie sie fir
GLU und DOPA diskutiert wurde, ist in diesem Fall nicht moglich. Aufgrund ihrer hohen
Masse kénnen keine Gramicidin-Anionen im fiir die Elektronenerfassung verwendeten
Zeitfenster (ca. 8 s bei einer Abtastrate von 1ns/pt) detektiert werden.

Fiir rein methanolische Lésungen (A) von Gramicidin sowie eine 50:50-Mischung aus
Wasser und Methanol (B) kann kein Unterschied des PICD im Rahmen der gegebe-
nen Standardfehler festgestellt werden. Die anhand der absoluten Elektronenausbeuten
(DIFF) bestimmten PICD-Werte (schwarz) liegen mit +0.70 % +0.71 % und +0.41 % +
0.29 % nahe null. Fiir die Normierung auf die mittlere Laserleistung (rot) kann eine
Verschiebung zu positiveren PICD-Werten von +2.08 % +0.71 % und +1.92 % 4+0.29 %
beobachtet werden, da in den beiden Messreihen A und B hohere mittlere Laserleistun-
gen fiir RCP als fiir LCP gemessen wurden.

Ebenso bestehen keine signifikanten Differenzen zwischen den PICD-Werten von Grami-
cidin mit (D) und ohne Caesiumhydroxid (C) in einer 20:80 Mischung aus Wasser
und Methanol. Ohne eine Normierung werden PICD-Werte von —0.87 % + 0.53 %
und —0.62 % £ 0.15 % erhalten. Bei Normierung auf die mittleren Laserleistungen ist
auch in diesem Fall eine Verschiebung zu positiveren Werten (—0.55 % £ 0.53 % und
+0.12 % £ 0.15 %) zu beobachten.
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Abbildung 4.7.11: PICD von Gramicidin-Dianionen berechnet anhand von absoluten
Photoelektronenausbeuten (schwarz) bzw. auf die Laserleistung
normierten Ausbeuten (rot) fir unterschiedliche Analytlésungen
(A, B, C und D). Anionen wurden mittels Elektrosprayionisation
von Gramicidin in Solventmixturen des Verhéltnisses 0:100 (A),
50:50 (B) und 20:80 (C und D) aus Wasser und Methanol erzeugt.
Analytlosung D wurde mit 2 mM CsOH versetzt.

Im Folgenden sollen die préasentierten PICD-Resultate, welche anhand von totalen Elek-
tronenausbeuten bestimmt wurden, mit den PECD-Ergebnissen aus den vorherigen Ab-
schnitten verglichen werden.

Hinsichtlich der Abhéngigkeit der chiroptischen Observablen von der Solvent-Zusammen-
setzung der ESI-Analytlosung zeigen sich fir PECD und PICD keine Unterschiede. In
beiden Féllen werden vergleichbare Resultate fiir einen reinen Methanol-Ansatz und eine
Wasser /Methanol-Mischung erhalten. Dies unterstiitzt die zuvor aufgestellte Hypothese,
dass bedingt durch die experimentellen Bedingungen unabhéngig von der Solventhistorie
der Probe gleiche Gasphasenstrukturen resultieren. Die strukturelle Empfindlichkeit des
PICD-Effektes im Photodetachment von elektrogesprayten Anionen wurde kiirzlich zum
ersten Mal beschrieben. !

Fiir das Photodetachment von Gramicidin-Dianionen nach einer Substitution von n Pro-
tonen durch Caesiumionen konnten im Rahmen der PECD-Untersuchungen signifikante
Unterschiede gegentiber unveranderten GRA-Proben beobachtet werden. Im Falle des
PICD kann im Rahmen der Standardfehler allerdings kein Einfluss der Zugabe von Cs*-
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Tonen festgestellt werden. Dies zeigt erneut die vormals erwihnte Komplementaritiat der
beiden chiroptischen Ansétze und verdeutlicht die besondere Empfindlichkeit des PECD
auf das chirale Molekiilpotential.

Beim Vergleich der PECD- und PICD-Daten des Gramicidins fallt weiterhin auf, dass
der PICD von Ansatz C von den Resultaten fiir die Ansatze A und B abweicht, wahrend
die mit A, B und C bezeichneten verschiedenen Losungsmittelmixturen jedoch vergleich-
bare PECD-Werte liefern. Da keine andere Erklédrung fiir dieses abweichende Verhalten
vorliegt, kann angenommen werden, dass es sich hier um einen systematischen Messfehler
handelt. Die Messreihen A und B sowie C und D wurden jeweils unmittelbar hinterein-
ander und daher unter bestmoglich vergleichbaren experimentellen Bedingungen aufge-
zeichnet. Zwischen den Messreihen B und C wurden allerdings die Optiken zur Erzeugung
und Analyse der Zirkularpolarisation neu justiert. Obwohl die Zirkularpolarisationsantei-
le Reire in einem vergleichbaren Bereich blieben (Rpcp = 73—77 % < Rrcp = 81—86 %),
konnten kleine Unterschiede in den linearen Restanteilen der beiden Helizitaten zu einer
verdanderten, kiinstlichen Asymmetrie im PICD fithren. Der PECD erlaubt eine intrinsi-
sche Symmetrisierung der Daten anhand eines Vergleiches zwischen LCP und RCP und
ist aufgrund dieses internen Standards weniger anfillig fiir systematische Fehler durch

instrumentelle Asymmetrien.

Anhand der PICD-Werte konnte die Hypothese der Unabhéangigkeit der GRA-Gaspha-
senstruktur von der Solventhistorie des ESI-Analyten weiter bekraftigt werden. Im Falle
der Untersuchung der Substitution von Protonen durch Caesiumionen in Gramicidin-
Dianionen zeigt sich, dass fiir den PICD — im Gegensatz zum PECD — kein Einfluss
festgestellt werden kann. Dies bestatigt erneut die Komplementaritét der chiroptischen
Methoden.

4.7.5 Zusammenfassung

Im Folgenden sollen die prasentierten Resultate der chiroptischen Untersuchungen des
Antibiotikums Gramicidin kurz zusammengefasst, in den Kontext dieser Arbeit einge-
ordnet und mit dem aktuellen Stand der Literatur verglichen werden.

Neben seiner pharmazeutischen Bedeutung und der besonderen Funktionalitit als Ka-
nalbildner wurde Gramicidin vor allem aufgrund der molekularen Gréfie und struktu-
rellen Flexibilitat als Analyt ausgewéhlt. Ziel der Untersuchungen war zum einen die
Demonstration der Anwendbarkeit der ESI-PECD-Technik auf biologische Makromo-

lekille. Dartiber hinaus sollte die fiir den PECD in der Photoionisation von neutralen
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Analyten nachgewiesene Struktursensitivitdt auch fiir das Photodetachment von elek-
trogesprayten Anionen untersucht werden.

Das Photodetachment von zweifach-deprotoniertem Gramicidin bei einer Wellenldnge
von 355 nm konnte anhand eines Vergleiches von Massenspektren mit und ohne Lase-
reinwirkung belegt werden. Dieser Prozess wurde mit Hilfe der chiroptischen Methoden
PECD und PICD untersucht.

Zunéchst wurde der Einfluss der Solventhistorie des ESI-Analyten auf die Gasphasen-
Struktur betrachtet. Dazu wurden GRA-Losungen aus reinem Methanol sowie einer Mi-
schung aus Wasser und Methanol verwendet. Mittels konventioneller CD-Spektroskopie
konnte gezeigt werden, dass in diesen Losungen unterschiedliche Konformationsvertei-
lungen des Gramicidins vorliegen. Fiir beide Proben wurden nach der Uberfithrung in
die Gasphase mittels EST im Rahmen der Standardfehler jedoch identische PECD- und
PICD-Werte erhalten. Dies kann als ein Beleg fiir vergleichbare Gasphasen-Konforma-
tionen interpretiert werden. Im Anbetracht der experimentellen Gegebenheiten konnten
lange Speicherzeiten in der Ionenfalle und der Verlust nicht-kovalenter intermolekularer
Bindungen beim Transfer in das Chiralitdtsspektrometer ursiachlich fiir das Angleichen
urspringlich unterschiedlicher Konformationen sein.

Weiterhin wurden die Konsequenzen einer Zugabe von Caesiumhydroxid zu einer Grami-
cidin-Losung evaluiert. In ESI-Massenspektren konnte die extensive Substitution von
Protonen gegen Caesiumionen in Gramicidin-Dianionen beobachtet werden. PECD und
PICD der resultierenden Prikursionen-Verteilung wurden bestimmt. Es konnte eine Ver-
anderung des PECD nach der Zugabe von Caesiumhydroxid nachgewiesen werden, wéah-
rend der PICD im Rahmen der Messgenauigkeit identisch mit Resultaten unsubstitu-
ierter GRA-Dianionen ist. Die beobachtete Inversion des PECD-Wertes kann aus einer
Anderung der elektronischen Struktur oder Konformation im Zuge der chemischen Sub-
stitution resultieren. Der PICD ist fiir das hier gewédhlte Beispiel nicht sensitiv auf die
genannten Effekte.

Bei den hier vorgestellten Resultaten handelt es sich um die ersten PECD-Messungen
an biologischen Polymeren. Die Erweiterung des Anwendungsbereiches dieser méchti-
gen, chiroptischen Technik auf diese in Medizin und Pharmazie hochgradig relevanten
Systeme stellt einen wichtigen Fortschritt dar, denn der PECD ist ein vielversprechendes
Tool fiir die strukturelle Charakterisierung solcher Systeme in der Gasphase. Erste Hin-
weise auf eine mogliche Konformationssensitivitat wurden fiir das Photodetachment von
Cs-substituierten Gramicidin-Dianionen gefunden. Ein Vergleich mit PICD-Resultaten

zeigt die iiberlegene Sensitivitiat des PECD im vorliegenden Fall und beweist erneut die
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Komplementaritiat der neuen ESI-PECD-Technik zum kiirzlich ebenfalls vorgestellten
ESI-PICD-Ansatz.'!!
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Chiralitatsspektrometer fir chiroptische Un-
tersuchungen an mittels Elektrosprayionisation (ESI) erzeugten Anionen konzipiert und
aufgebaut. Eine kommerzielle ESI-Quelle wurde iiber eine Reihe von Transferoptiken
mit einem zu diesem Zweck entwickelten linearen Flugzeitmassenspektrometer (TOF-
MS) gekoppelt. Im Zentrum des Chiralitatsspektrometers kénnen Ionenpakete mit zir-
kular polarisierten ns-Laserpulsen einer Wellenldnge von 355 nm wechselwirken. Dabei
gebildete sowie vernichtete Ladungstrager konnen im Falle von Ionen massenaufgelost
oder bei der Betrachtung von Photoelektronen richtungsaufgelost iber dafiir vorgesehene
Detektoreinheiten nachgewiesen werden. Dies erlaubt die Bestimmung komplementéarer
chiroptischer Observablen: Dem Circulardichroismus in totalen Ausbeuten (PICD) sowie

dem Circulardichroismus in der Photoelektronen-Winkelverteilung (PECD).

Der neue experimentelle Aufbau wurde umfassend beschrieben und anhand verschie-
dener Testmessungen charakterisiert. Die Funktion der Ionen- und Elektronen-Analysa-
toreinheiten konnte am Beispiel der Restgasionisation demonstriert werden. Das dreistu-
fige lineare TOF-MS ermoglicht die massenspektrometrische Analyse von Ionen und der
Elektronendetektor mit zwei Halbkreisanoden erlaubt den Nachweis von Photoelektro-
nen, welche relativ zur Laserausbreitungsrichtung in Vorwérts- und Riickwértsrichtung
emittiert wurden. Uber ein elektrisches Querfeld zwischen zwei Ablenkplatten ist dabei
eine Zentralisierung des Elektronenbildes auf besagter Achse moglich.

Das Pulsen des urspriinglich kontinuierlichen Ionenstrahls aus der ESI-Quelle durch Spei-
cherung elektrogesprayter Ionen in einer Oktopolfalle erhoht die fiir Laserexperimente
nutzbare Prékursorionendichte um mehrere Groflenordnungen. Mit Hilfe einer Einzel-
linse kann der Ionenstrahl bei der Uberfithrung in den Interaktionsbereich fokussiert
werden. Dies ermdglicht eine effiziente Uberlagerung von Ionenpaketen und Laserpul-
sen bei respektabler Auflosung. Infolge der Nutzung eines Raumfokus zweiter Ordnung
konnten Auflosungsvermogen des TOF-MS von bis zu Rpwnwm =~ 240 erreicht werden.

Durch effiziente Uberlagerung von Ionen- und Laserpulsen in Raum und Zeit konnen si-

175



5 Zusammenfassung

gnifikante Verdnderungen im Massenspektrum sowie die Erzeugung von Photoelektronen
herbeigefithrt werden. So konnte beispielsweise eine Signalverarmung von bis zu 55 % fir
das einfach-deprotonierte 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) festgestellt werden. Bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Prozessen handelt es sich um Einphotonen-
Photodetachmentvorgéinge, wie Untersuchungen der Leistungsabhangigkeit verschiede-
ner Ausbeutedifferenzen offenbarten.

Mittels eines A/4-Wellenplattchens konnten aus der dritten Harmonischen eines Nd:YAG-
Lasers elliptisch polarisierte Laserpulse erzeugt werden. Es wurden zirkulare Polarisa-
tionsanteile fiir beide Lichthelizitdten von etwa 80 % erhalten. Die linearen Restanteile

kamen jeweils auf der vertikalen Achse zum Liegen.

Die Eignung des beschriebenen Aufbaus fiir die Chiralitdtsanalyse elektrogesprayter
Anionen wurde in proof-of-principle-Experimenten an zwei unterschiedlichen Amino-
siuren untersucht.?? Als Analyten wurden 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA), ein
Parkinson-Medikament, und die proteinogene Glutaminsédure (GLU) ausgewéhlt.

Im Falle von DOPA wurde das Photodetachment von Monoanionen [M-H| untersucht.
Uber eine geeignete Wahl der experimentellen Bedingungen konnte eine grobe Selekti-
on vorgenommen und andere Prakursorspezies nahezu vollstandig unterdriickt werden.
GLU zeigte bei der verwendeten Wellenlange nur fiir dianionische Spezies eine signifikan-
te Ausbeutedifferenz unter Lasereinwirkung. Das Photodetachment einer Verteilung un-
terschiedlich solvatisierter GLU-Dianionen [(M-2H)(CH3CN),(H,0),]*>” wurde betrach-
tet. Dabei handelt es sich um einen dissoziativen Prozess, welchem ein Autodetachment
der gebildeten decarboxylierten Radikalanionen folgen kann.

Der PICD wurde in der Verarmung der genannten Préakursoranionen, in totalen Photo-
elektronenausbeuten und — falls vorhanden — anhand der Bildung neuer Radikalanionen
bestimmt. Trotz geringer Standardfehler im unteren Promille-Bereich konnte in keinem
Fall eine Unterscheidung der Enantiomere vorgenommen werden, da jeweils fiir die L-
und D-Aminosduren im Rahmen der Fehlerbalken ununterscheidbare PICD-Werte erhal-
ten wurden. Allerdings konnten immer wieder Abweichungen des PICD vom Nullwert
bedingt durch apparative Anisotropien festgestellt werden.

Um Instabilitdten der Préakursorionenausbeute sowie mittleren Laserleistung im Mess-
verlauf zu beriicksichtigen, wurden verschiedene Normierungsansitze getestet und ver-
glichen. Die Ausbeutedifferenzen der betrachteten Ladungstrager durch Lasereinwirkung
wurden auf parallel gemessene Hintergrundionenausbeuten und/oder die mittlere Laser-

leistung bezogen. Es konnte zwar in einzelnen Féllen eine Reduzierung der Standardfeh-
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ler belegt werden, allerdings war keine zuverlassige Kompensation systematischer Fehler
bzw. instrumenteller Anisotropien nachzuweisen.

Durch eine Auswertung der in Vorwérts- und Riickwértsrichtung emittierten Photoelek-
tronen konnte der PECD fiir die mittels ESI erzeugten Priakursorverteilungen der beiden
Aminosduren DOPA und GLU bestimmt werden (siehe Abb. 6.0.1).29 Fiir L- und D-
DOPA wurden PECD-Werte von —4.64 % =+ 0.24 % bzw. 4.36 % + 0.25 % erhalten. L-
und D-GLU zeigten mit PECD-Werten von 3.62 % + 0.15 % bzw. —3.79 % + 0.14 % we-
niger ausgepragte Vorwarts-Riickwérts-Asymmetrien mit umgekehrtem Vorzeichen bei
gleicher absoluter Konfiguration. Kontrollmessungen racemischer Gemische lieferten er-
wartungsgeméf; PECD-Werte nahe oder gleich null.

Am Beispiel der hier untersuchten Aminosduren wurde somit zum ersten Mal der Pho-
toelektronen-Circulardichroismus im Photodetachment nachgewiesen.?*”) Die dabei be-
obachteten Anisotropien im einstelligen Prozentbereich belegen das Potential der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten ESI-PECD-Methodik fiir Chiralitatsanalysen.

Um die Erweiterung des zugénglichen Analytspektrums in den Bereich ausgedehnter
molekularer Systeme durch die Nutzung einer ESI-Quelle zu demonstrieren, wurden
chiroptische Studien an Gramicidin (GRA) durchgefithrt. Es handelt sich um ein bio-
logisches Polymer mit pharmakologischer Relevanz, genauer gesagt ein antibiotisches
Peptid aus insgesamt 15 Aminosédure-Einheiten.

Das Photodetachment zweifach-deprotonierten Gramicidins wurde mit LCP- und RCP-
Laserpulsen ausgelost. PECD und PICD wurden anhand von Photoelektronenausbeuten
in Vorwérts- und Riickwértsrichtung bzw. deren Summe bestimmt. Ziel der Untersu-
chungen des strukturell flexiblen Gramicidins war eine Bestétigung der Konformations-
Empfindlichkeit des PECD fiir Photodetachmentvorgénge und damit die Demonstra-
tion der Eignung der ESI-PECD-Technik zur Charakterisierung der Sekundéarstruktur
von Biomolekiilen in der Gasphase. Zu diesem Zweck wurde zunéchst die Abhangigkeit
des PECD von der Solventhistorie der Priakursorionen untersucht. Es wurden GRA-
Losungen aus reinem Methanol sowie Wasser /Methanol-Mischungen analysiert. Obwohl

geméB Literaturdaten 276:289,290]

und ECD-Spektren in der Fliissigphase unterschiedliche
Konformationsverteilungen vorliegen, wurden in der Gasphase vergleichbare PECD- und
PICD-Werte bestimmt. Dieses Resultat spricht fiir &hnliche Gasphasen-Konformationen,
welche im Anbetracht einer strukturellen Equilibrierung in der Ionenfalle und dem mog-
lichen Verlust nicht-kovalenter Bindungen bei der Uberfiihrung in die Gasphase ratio-

nalisiert werden konnen.

177



5 Zusammenfassung

Da Gramicidin als Kanalbildner in Lipiddoppelschichten fungiert, sind die Anlagerung
von Alkaliionen und damit einhergehende Strukturdnderungen von besonderem Inter-
esse. Auf Basis dieser Motivation wurde der Einfluss der Substitution von Protonen
durch Caesiumionen auf die chiroptischen Observablen von GRA-Dianionen untersucht.
Fiir die nach einer Zugabe von 40 eq. CsOH erhaltene Prakursorverteilung wurde ein
positiver PECD von 0.45 % =+ 0.14 % gemessen. Dieser Wert weicht vom Resultat einer
puren GRA-Losung mit —0.46 % + 0.21 % ab (siehe Abb. 6.0.1). Die Verdnderung des
PECD kann durch elektronische Struktureinflissse oder Konformationsanpassungen bei
Cs™-Substitution zustande kommen. Der PICD-Wert blieb im Rahmen der Messunsi-
cherheiten unverandert.

Neben der wichtigen Erkenntnis, dass mit Hilfe des neuen Aufbaus nun Messungen des
PECD biologischer Makromolekiile méglich sind, konnten durch die Untersuchungen am
Gramicidin erste Hinweise auf die prognostizierte Strukturempfindlichkeit des PECD
im Photodetachment gefunden werden. Die beobachtete Vorzeicheninversion des PECD
bei Cs™-Substitution kénnte beispielsweise durch eine Anderung der Drehrichtung einer
helikalen Sekundéarstruktur zustande kommen. Zur Bestéitigung dieser Hypothese wire

ein Vergleich mit quantenchemischen Rechnungen von Interesse.

In der folgenden Abbildung 6.0.1 sind die soeben beschriebenen PICD- und PECD-
Resultate der drei untersuchten Analyten grafisch zusammengefasst. Der dargestellte
PICD-Wert wurde anhand von Elektronenausbeuten bestimmt. Vergleichbare Resulta-
te wurden jedoch auch fiir die Bestimmung von Anisotropien in ionischen Ausbeuten
erhalten.

Der direkte Vergleich der beiden komplementéaren chiroptischen Messgrofien PICD und
PECD zeigt, dass sowohl fiir DOPA und GLU als auch fiir GRA Informationen in der
Photoelektronen-Winkelverteilung gewonnen werden kénnen, wo die totalen Ausbeute-
differenzen keinen relevanten CD-Effekt zeigen. Der PICD und dessen Eignung fiir die
Enantiomerendifferenzierung sowie strukturelle Charakterisierung von elektrogesprayten
Anionen wurde im letzten Jahr am Beispiel von DNA-Strangen zum ersten Mal von DA-
LY et al. beschrieben.™! Fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Analytsysteme
konnten anhand des PICD jedoch keine Differenzierungen zwischen Enantiomeren vor-
genommen werden. Zudem wurden an verschiedenen Stellen systematische Fehler durch
instrumentelle Anisotropien beobachtet.

Im Falle des PECD ist — im Gegensatz zum PICDIMY — keine Normierung der betrach-

teten Ausbeuten erforderlich, denn Asymmetrien in der Photoelektronen-Winkelvertei-
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Abbildung 5.0.1: Circulardichroismus in richtungsaufgelosten (PECD) sowie to-
talen, unnormierten Elektronenausbeuten (PICD) beim Pho-
todetachment elektrogesprayter Anionen von L- und D-34-
Dihydroxyphenylalanin®*”) (DOPA), 1- und D-Glutaminsiure?4’
(GLU) sowie Gramicidin (GRA) mit und ohne angelagerte Caesi-
umionen.

lung kénnen pro Laserschuss ausgewertet werden. Zudem ist die Aufhebung apparativer
Asymmetrien, wie z. B. einer nicht ideal zentrischen Abbildung auf den Detektor, durch
eine Symmetrisierung der fiir LCP- und RCP-Pulse erhaltenen Daten moglich.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte ESI-PECD-Methodik, d. h. die Untersuchung
des PECD im Photodetachment elektrogesprayter Anionen, hat zahlreiche Vorteile ge-
gentiber der bis zum jetzigen Zeitpunkt etablierten Messung des PECD in der Photoio-
nisation von Neutralteilchen. Neben der bereits erwédhnten Erweiterung des Analytspek-
trums bietet die Nutzung einer ESI-Quelle inhdrent auch Zugang zu anionischen Pra-
kursorspezies. Letztere konnen im Allgemeinen durch einzelne UV-Photonen photodet-
acht werden. Damit entfallen scharfe Resonanzbedingungen als Voraussetzung. Dies ver-
spricht eine allgemeine Anwendbarkeit der Methodik, auch fiir beispielsweise Substanz-
gemische. Die Interpretation des PECD wird zudem durch die Vermeidung einer Abhén-
gigkeit vom Zwischenzustand und damit einhergehenden Orientierungseffekten!”7107-110]
vereinfacht.

Ein weiterer positiver Nebeneffekt der Nutzung von anionischen Vorlauferspezies ist
eine Reduzierung der technischen Anforderungen an die verwendeten Lichtquellen. Ver-
glichen mit Multiphotonen-Laborexperimenten wird weniger Intensitdt bendtigt und
im Vergleich mit Synchrotron-Studien ist deutlich weniger Photonenenergie erforder-

lich. Zudem bieten geladene Prékursoren die Moglichkeit zur Massenselektion und er-
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5 Zusammenfassung

lauben somit eine massenaufgeloste Bestimmung des PECD ohne die Anwendung von
Koinzidenz-Techniken, welche im Allgemeinen lange Messzeiten durch eine Limitierung

der Zahlraten zur Folge haben.
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6 Summary

In the scope of this work a new chirality spectrometer was designed and built for chirop-
tical studies of electrosprayed anions. To this end, a commercial ESI source was coupled
with a linear time-of-flight mass spectrometer. In the center of the chirality spectrometer
ion packages can interact with circular polarized nanosecond laser pulses with a wave-
length of 355 nm. Created and depleted charge carriers can be detected mass-resolved
in case of ions or direction-resolved in case of photoelectrons by two individual detector
units. This allows the determination of complementary chiroptical observables: The
circular dichroism in total ion yields (PICD) and the circular dichroism in the photo-
electron angular distribution (PECD).

The new experimental setup was presented in detail and characterized by a variety
of measurements.

Full functionality of the ion and electron analyzer units has been demonstrated for the
example of residual gas ionization. Mass spectrometric separation of ions is realized by
a three-stage linear TOF-MS. The electron detector with two half circle anodes allows
the quantification of photoelectrons emitted in forward and backward direction relative
to the propagation direction of the laser beam. By using a lateral electric field between
two deflection plates, the electron image can be centered on this axis.

By pulsing the initially continuous ion beam coming from the ESI source using an
octopole ion trap, the precursor ion density for laser experiments can be increased by
multiple orders of magnitude. The ions can be focused by means of an einzel lens during
the transfer into the interaction region. This enables an efficient overlap of ion packages
with laser pulses and permits the acquisition of mass spectra with reasonable resolution.
Resolving powers of Rpwaym =~ 240 can be achieved by utilizing a second order space
focus.

Due to an efficient spatial as well as temporal overlap of ion and laser pulses, significant
changes of the mass spectra and the emission of photoelectrons can be induced. For

example, a signal depletion of up to 55% was observed for singly-deprotonated 3,4-
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6 Summary

Dihydroxyphenylalanine (DOPA). An investigation of the induced signal differences as
a function of laser power revealed that all processes studied in this work are caused by
single-photon detachment.

By means of a quarter wave plate, elliptical polarized laser pulses were generated from
the third harmonic of a Nd:YAG laser. Circular polarization percentages of ca. 80 %

were determined. Linear polarization components were oriented along the vertical axis.

The viability of the presented setup for chirality analysis of electrosprayed anions was
demonstrated in proof of principle experiments on amino acids. 3,4-Dihydroxyphenyl-
alanine (DOPA), an anti-Parkinson agent, and the proteinogenic glutamic acid were
chosen as analytes.

In case of DOPA the photodetachment of monoanions [M-H] was investigated. By
choosing appropriate experimental conditions, a rough selection of precursors could be
achieved and further ionic species were almost completely discriminated. For GLU
only dianions exhibit significant yield changes under influence of the laser. Hence, the
photodetachment of a distribution of solvated dianions [(M-2H)(CH3CN),(H,0),]*” was
studied. The latter is a dissociative process, which can be followed by an autodetachment
of the generated decarboxylated radical anions.

The PICD was determined in different ways using the depletion of the precursor ions,
the total photoelectron yields and — if applicable — the yields of created radical anions.
Despite low standard errors in the permille range, no distinction between enantiomers
was possible due to undistinguishable PICD-Values of the L- und D-amino acids. Yet, in
a number of cases nonzero PICD values were caused by an instrument-based anisotropy.
Different normalization approaches were tested and compared to take instabilities of the
precursor ion density and the mean laser power into account. Yield differences of the
charge carriers of interest caused by photodetachment were normalized to the simulta-
neously measured background ion yield and/or the mean laser power. In some cases,
a decrease of standard errors was apparent, but no reliable compensation of systematic
errors could be observed.

The PECD of anionic precursor distributions created by electrospray ionization of the
amino acids DOPA and GLU was determined by evaluation of the photoelectrons emitted
in forward and backward direction (see figure 6.0.1). PECD values of —4.64 % + 0.24 %
and 4.36 % =+ 0.25 % were obtained for L- and D-DOPA, respectively. L- and D-GLU
exhibit inverted signs and less pronounced asymmetries in the photoelectron angular
distribution, as can be seen in their PECD values of 3.62 %40.15 % and —3.79 %40.14 %,
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respectively. Control measurements using racemic mixtures resulted in PECD values
close to or equal to zero, as expected.

Using two different amino acids as examples, the photoelectron circular dichroism was
detected in the photodetachment for the first time.**?! Anisotropies in the photoelec-
tron angular distribution of several percent reveal the capability of the new ESI-PECD

method for chirality analysis.

Chiroptical studies of gramicidin were conducted to demonstrate the extension of the
scope of the PECD technique by the utilization of an ESI source. Gramicidin is a
biopolymer of pharmacological relevance. More precisely, it is an antibiotic peptide
consisting of 15 amino acids.

Photodetachment of doubly deprotonated gramicidin was enforced by LCP and RCP
laser pulses. PECD and PICD were determined using the photoelectron yields in for-
ward as well as backward direction and their sum, respectively. Objectives of these
experiments on structurally flexible gramicidin were the affirmation of the conformation
sensitivity of the PECD for photodetachment processes and with that the demonstration
of the viability of the ESI-PECD method for characterization of secondary structures
of biopolymers in the gas phase. To this end, the influence of the solvent history of
the precursor ions on the PECD value was investigated. GRA solutions made from
pure methanol and water/methanol mixtures were analyzed. Despite having different
conformational distributions in the liquid phase according to literaturel?76:289.2901 g
ECD data, comparable PECD and PICD values were obtained for the gas phase. This
result indicates similar gas phase conformations and can be interpreted in the light of
structural equilibration within the ion trap and the possible loss of non-covalent bonds.
Since gramicidin forms ion channels in phospholipid membranes, the binding of alkali
ions and associated structural changes are of special interest. On this basis, the influence
of substitution of caesium ions for protons on the PECD of gramicidin dianions has been
investigated. For the precursor ion distribution after adding 40 eq. of CsOH to a GRA
solution, a PECD of 0.45 % =+ 0.14 % was measured. This value deviates from the result
of —0.46 % £ 0.21 % which was obtained for a pure GRA solution (see figure 6.0.1).
The alteration of the PECD value can be either attributed to changes of the electronic
structure or conformation by Cs+ substitution. Within the standard errors the PICD
is not affected.

In addition to the finding that using the new setup the PECD analysis of biopolymers is

now possible, first indications for the predicted conformational sensitivity of the PECD
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6 Summary

in the photodetachment were found during chiroptical experiments on gramicidin. The
observed sign inversion of the PECD upon Cs+ substitution could be caused by a change
of the sense of rotation of a helical secondary structure. To confirm this hypothesis, com-

parison with quantum chemical data would be of interest.

The PICD and PECD results of the three different analytes investigated in this work are
summarized in figure 6.0.1. The plotted PICD values were measured in total electron

yields. Similar results were obtained for determining anisotropies in ion yields.
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Figure 6.0.1: Circular dichroism in directionally resolved (PECD) as well as total
unnormalized electron yields (PICD) for the photodetachment of elec-
trosprayed L- and D-3,4-Dihydroxyphenylalanine*® (DOPA), L- and D-
glutamic acid?% (GLU) as well as Gramicidin (GRA) with and without
caesium ions.

Direct comparison of the complementary chiroptical values PICD and PICD reveals
that for DOPA and GLU as well as GRA valuable information can be gained in the
photoelectron angular distribution, while no relevant circular dichroism can be observed
in the total yield differences. The PICD and its viability for chiral discrimination and
structural characterization of electrosprayed anions was first reported last year by DALY
et al. for DNA strands.'™ For the analytes which were investigated in the present
case, no distinction between enantiomers was possible based on the PICD. Furthermore,
systematic errors caused by setup-based anisotropies were encountered in a number of
cases.

In case of the PECD, no normalization of photoelectron yields is necessary due to the
possibility of determining the forward-backward asymmetry each laser shot. In addition

to that, the compensation of setup-based asymmetries like a non-central projection on
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the detector can be realized by symmetrization using data for LCP and RCP laser pulses.
The ESI-PECD method reported in this work, i.e., measuring of the PECD in the
photodetachment of electrosprayed anions, offers numerous advantages over the classic
PECD approach which is based on the photoionization of neutrals. Apart from the
already mentioned extension of the investigateable analyte range, the utilization of an
ESI source offers access to anionic precursors. In general, these can be photodetached by
single UV photons, hence no sharp resonance conditions apply. This suggests a universal
applicability of the method even for mixtures. Additionally, the interpretation of PECD
values is simplified by avoiding dependencies on the intermediate state and associated
alignment effects.[77:107-110)

A positive side effect of using anionic precursors is the reduction of technical requirements
regarding the light sources used. Compared to multiphoton experiments, less intensity
is needed, and compared to synchrotron studies, lower photon energies are sufficient.
Furthermore, the use of charged analytes enables the implementation of precursor mass
selection. In this way, the mass-resolved measurement of the PECD can be achieved,
overcoming the need for mass-tagging electrons by coincidence techniques which limit

count rates and thus cause long measurement times.
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7 Ausblick

Diese Arbeit bietet durch die erstmalige Kombination der etablierten ESI-Methode mit
der aufstrebenden PECD-Technik einen Ausgangspunkt fiir etliche zuvor nicht mogliche
Experimente. Die Nutzung einer ESI-Quelle erweitert den Anwendungsbereich von klei-
nen, volatilen Molekiilen auf Makromolekiile, welche z. B. fiir vielfaltige medizinische
und pharmazeutische Fragestellungen von Interesse sind.

Um das volle Potential bzw. die gesamte Dimensionalitdt der ESI-PECD-Methode aus-

nutzen zu konnen, sind folgende apparative Erweiterungen von Interesse:

1. Durch die Ergdnzung einer Massenselektionsstufe vor der Laserinteraktionsregi-
on konnten Tandem-MS-Experimente an ausgewahlten Prékursoranionen durch-
gefiihrt werden. Diese Erweiterung wiirde somit unter anderem die gezielte Unter-
suchung der Einfliisse von Solvathiille, Ionenanlagerung und Ladungszustand auf
den PECD von elektrogesprayten Anionen ermoglichen. Entsprechende Studien
wéren beispielsweise an den auch im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Analyten

Glutaminsaure und Gramicidin (mit CsOH) vorstellbar.

2. Die Verwendung einer Lichtquelle variabler Wellenlénge wiirde eine zuséatzliche
Dimension schaffen, welche interessant fiir strukturelle Charakterisierungen und
nitzlich fir die quantitative Enantiomerendifferenzierung wéare. Im Falle von Kon-
formationsstudien konnten spektrale Features des Circulardichroismus mit experi-
mentellen oder theoretischen Verldufen verglichen werden.[62' Fiir die Messung
von Enantiomerentiberschiissen (e.e.) kann eine vorhergehende Optimierung der
chiralen Antwort anhand dieses Parameters hilfreich sein. Geeignete durchstimm-
bare Lichtquellen wéren beispielsweise ein (frequenzverdoppelter) Farbstofflaser

oder ein optisch parametrischer Oszillator (OPO).

3. Durch die Erganzung eines ortsauflosenden Elektronendetektors konnten im Rah-
men des sogenannten Velocity Map Imaging die kinetischen Energien der unter-
suchten Photoelektronen bestimmt werden.!?*®l Dies erméglicht die selektive Aus-

wertung des Circulardichroismus in der Winkelverteilung von Photoelektronen be-
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7 Ausblick

stimmter kinetischer Energien.*”) Eine solche Technik kénnte beispielsweise mit
Hilfe einer Ersetzung der Kupferanoden durch einen Phosphorschirm mit CCD-
Kamera realisiert werden.*62" Ein Beispiel fiir ein mégliches Anwendungsgebiet
ware die getrennte Untersuchung der Elektronen, welche im Photo- und Auto-

detachment von Glutaminsédure-Dianionen gebildet werden.

Neben den aufgefiithrten Punkten, welche jeweils eine neue analytische Dimension eroff-
nen, ware auch eine Erhohung des Auflosungsvermogens des Flugzeitmassenspektrome-
ters durch die Implementierung eines Reflektrons attraktiv. Diese wiirde die Aufkldarung
ablaufender Photodetachmentprozesse fir Ionen hoher m/z-Verhéltnisse vereinfachen.
Mit diesen oder Teilen dieser Anpassungen des experimentellen Aufbaus kénnen verschie-
dene wissenschaftliche Themen bearbeitet werden. Zentrale Fragestellungen, welche sich
den im Rahmen dieser Arbeit erbrachten proof-of-principle-Resultaten anschlieflen, be-
treffen dabei vor allem die weiterfithrende Aufklarung grundlegender Eigenschaften der
neuen ESI-PECD-Methodik.

Einerseits stellt sich die Frage, welche PECD-Einfliisse aus den Eigenheiten der Nut-
zung einer ESI-Quelle zur Prakursorpraparation folgen. Im Detail umfasst dies Effekte
durch den Ladungscharakter und die gegebenenfalls angelagerten Ionen oder Losungs-
mittelmolekiile. Es konnten bereits indirekte Hinweise auf Solventeffekte im Falle der
Glutaminséure beobachtet werden. Zur Quantifizierung dieser und weiterer Effekte ist
jedoch eine massenaufgeloste ESI-PECD-Untersuchung notwendig. Aulerdem wére ei-
ne vergleichende Studie mit Photoionisations-PECD-Messungen niitzlich, um etwaige
Unterschiede der Methodiken aufzukléren.

Andererseits besteht Bedarf zur tiefergehenden Aufklarung der strukturellen Sensitivitét
des PECD von biomolekularen Anionen. Erste Hinweise auf mogliche Konformations-
einfliisse konnten in dieser Arbeit am Beispiel des Gramicidins beobachtet werden. Zur
Bestétigung der in diesem Zusammenhang aufgestellten Hypothesen konnte ein Vergleich
mit quantenchemisch bestimmten Sekundérstrukturen der entsprechenden Priakursora-
nionen dienen. Ebenfalls kénnte eine massenaufgeloste Untersuchung des PECD von
Cs-substituierten Gramicidin-Dianionen helfen eine Differenzierung zwischen Einfliissen
der elektronischen Struktur und Konformationsinderungen vorzunehmen.

Alternativ koénnen andere Analytsysteme fiir den Beweis der Strukturempfindlichkeit
der ESI-PECD-Methodik herangezogen werden. Denkbar wére die Untersuchung mini-
mal chemisch modifizierter Molekiile, die bekanntermafien unterschiedliche Sekundar-
strukturen ausbilden. Ebenso konnte die Faltungsdynamik bei einer Strukturanpassung

an die Gasphasenumgebung verfolgt werden, indem eine Variation der Transfer- bzw.
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Speicherungszeiten im Massenspektrometer erfolgt.

Die bis hierher aufgefiihrten Stofirichtungen befassen sich mit der PECD-Methodik. Im
neu entwickelten Chiralitatsspektrometer ist allerdings nachgewiesenermaflen auch der
PICD bestimmbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass dieser in den ge-
wihlten Fillen weniger sensitiv auf Anderungen der absoluten Konfiguration (DOPA
und GLU) und elektronischen Struktur bzw. Konformation (GRA) ist. Jedoch konnte
es sich hier — in Anbetracht eines Vergleiches mit Referenz [111] — um Einzelfélle han-
deln. Eine Untersuchung weiterer Analyten wéire daher von Interesse. Um instrumentelle
Anisotropien korrigieren zu kénnen, wiirde sich dabei die Nutzung von achiralen Refe-

renzsubstanzen anbieten. 38!
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8 Anhang

8.1 SIMION-Simulationen

8.1.1 lonentransfer

Der Tonentransfer aus der linearen Oktopolfalle in den Extraktionsbereich des Flugzeit-
massenspektrometers wurde mittels SIMION 8.1 unter den in Tabelle 8.1.1 aufgelisteten
Einstellungen simuliert. Die verwendeten Spannungen wurden in Anlehnung an Experi-
mente am 3,4-Dihydroxyphenylalanin gewéhlt. Einfach geladene Anionen eines Masse-
zu-Ladungsverhéltnisses von 196 wurden im Oktopol mit einer zylindrischen Startorts-
verteilung erstellt. Im Oktopol-Bereich, d. h. bis zum Mittelpunkt der Ausgangslinse,
werden Stofe mit Stickstoff-Teilchen nach einem Harte-Kugelmodell (HS1) simuliert.
Um den Zustand der Ionenfalle im Experiment anndhernd nachzubilden, kénnen sich
die Tonen mit einer kinetischen Startenergie von 0.1€V fiir einen Zeitraum von 100 ps
im Multipol verteilen, bevor die Ausgangslinse mit einem rechteckigen Spannungspuls
beaufschlagt wird. Dieser Spannungspuls hat eine Lénge von 2 ps, obwohl im Experiment
schmalere Pulsbreiten von 300 ns verwendet wurden, da fiir die exakte Umsetzung des
experimentellen Wertes in der Simulation keine Transmission beobachtet werden konnte.
Diese Diskrepanz zwischen Simulation und Experiment kénnte durch die im Rahmen der
Simulation fehlende CouLoOMB-Abstoflung zwischen Ionen zustande kommen. Diese ist
im Experiment aufgrund der hohen Ionendichten in der Oktopolfalle nicht vernachlés-
sigbar.

Der Multipol wurde in der Simulation mit einer Lénge von nur 10 mm deutlich verkiirzt
implementiert, um den Rechenaufwand in einem bewiéltigharen Bereich zu halten. Ei-
ne solche Ndherung erscheint legitim, da die Extraktion von Ionenpaketen beim kurzen
Offnen der Ausgangslinse ohnehin priméir aus dem nahegelegenen vorderen Bereich des
Multipols erfolgt. Um die Fallenfunktion nachstellen zu kénnen, wurde der Oktopol an
dessen Eingang mit einer planaren Linse auf Massepotential versehen, welche den Skim-

mer im realen Aufbau représentiert. Die Ionen gelangen hinter der Ausgangslinse durch
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8 Anhang

die Einzellinse in den Exktraktionsbereich des TOF-MS. Dieser Bereich ist ebenfalls
nicht vollstiandig in der Simulation abgebildet. Aus Effizienzgriinden wurde lediglich der
Bereich bis einschliellich des Zentrums der elektrostatischen Linsen L1 und L2 beschrie-
ben.

Die gegebenen Transmissionswerte und die Ausdehnung des Ionenstrahls orthogonal zur

Transferachse wurden anhand der Simulation von 10000 Ionen bestimmt.

Tabelle 8.1.1: SIMION-Einstellungen fiir die Simulation des Ionentransfers aus dem
Oktopol in das Flugzeitmassenspektrometer.

Parameter Wert

RF-Amplitude (p/p) des Oktopols Uyt rr / V 200

DC-Bias des Oktopols Usct bias / V 3

Ausgangslinsen-Amplitude Uy / V 25

Bias der Linsen L1 und L2 Uy, = Uy = U / V0.5

Einzellinsen-Referenzspannung Ugy g3 / V 25

Einzellinsen-Fokusspannung Ugs / V 120

Anzahl der simulierten Ladungstrager N 10002 10000P

Masse / u 196

Ladung / e -1

Erzeugungsort Zentrum des Oktopols

Startpositionsverteilung Zylindrisch auf ESI-Achse:
Radius = 1 mm, Lange = 5 mm

Kinetische Startenergie / eV 0.1¢

Temperatur des Hintergrundgases / K 300

StoBquerschnitt des Hintergrundgases / m? 2.27-10718

Masse des Hintergrundgases / u 28

Druck im Oktopol-Bereich / Pa 0.1

Radio-Frequenz des Oktopols / Hz 2.4-10°

Verzogerung des Ausgangslinsenpulses / us 100

Pulsldange des Ausgangslinsenpulses / us 2

& Zur Darstellung von Trajektorien.
b Bestimmung der Transmission und rdumlichen Verteilung der Ionen.
¢ Entlang der ESI-Achse.

8.1.2 Lineares Flugzeitmassenspektrometer

Der Vorgang einer Massenanalyse im dreistufigen TOF-MS-Eigenbau wurde mit Hilfe
von SIMION 8.1 simuliert. Die Spannungen der verschiedenen Elektroden wurden ty-

pischen experimentellen Einstellungen entsprechend festgelegt. Als Testspezies dienten
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8.1 SIMION-Simulationen

100 Anionen mit einem Masse-zu-Ladungsverhéltnis von 196, welche mit einer zylindri-
schen Startortsverteilung und einer fixen kinetischen Startenergieverteilung im Zentrum
des TOF-MS erstellt wurden. Entsprechend dem realen Experiment wurde die Repeller-
linse mit einer zeitabhingigen Spannung, genauer gesagt einem Rechteckpuls mit einer
linearen Anstiegsflanke, belegt. Alle Simulationsparameter sind in Tabelle 8.1.2 zusam-

mengefasst.

Tabelle 8.1.2: SIMION-Einstellungen fiir die Simulation des dreistufigen, linearen
Flugzeitmassenspektrometers.

Parameter Wert

Repeller-Amplitude Upj amp / V -300

Bias der Linsen L1 und L2 Upjpias = U2 / V0.5

Einzellinsen-Referenzspannung Ugy s / V 25

Spannung der Linse L3 Uz / V 300

Flugrohrspannung Uipr / V 1800

Detektor-Eingangsspannung / V 1700

Anzahl der simulierten Ladungstrager N 100

Masse / u 196

Ladung / e -1

Erzeugungsort Zentrum des TOF-MS

Startpositionsverteilung Zylindrisch auf ESI-Achse:
Radius = 2 mm, Lange = 20 mm

Kinetische Startenergie / eV Variiert®

Dauer der Anstiegsflanke / ps 0.1

Extraktionspulsldnge / ps 4

& Siehe Bildunterschriften in Abb. 3.2.8.

8.1.3 Elektronenprojektion

Die Projektion von Elektronen mittels verschiedener elektrostatischer Optiken auf einen
MCP-Detektor mit zweigeteilter Anode wurde in der Software SIMION 8.1 simuliert.
Die Spannungen der verschiedenen Komponenten wurden auch in diesem Fall typischen
experimentellen Einstellungen fiir Untersuchungen an 3,4-Dihydroxyphenylalanin nach-
empfunden. Es wurden Trajektorien fiir insgesamt 100 Elektronen simuliert. Letztere
wurden auf einem Zylinder verteilt im Zentrum der Linsen L1 und L2 erzeugt und zudem
mit einer kinetischen Startenergie von 1eV bei zufélliger Verteilung in alle Raumrich-
tungen beaufschlagt. In der Simulation wurde ein idealer rechteckiger Spannungspuls an

die Repellerelektrode L2 angelegt. Um die Funktion der Ablenkungsplatten zu testen,
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wurden Simulationen mit und ohne elektrisches Querfeld durchgefithrt. Alle Simulati-

onsparameter sind wiederum in Tabelle 8.1.2 zusammengefasst.

Tabelle 8.1.3: SIMION-Einstellungen zur Simulation der Elektronenabbildung auf den
MCP-Detektor mit zweigeteilter Anode.

Parameter Wert
Repeller-Amplitude Urg amp / V -150
Bias der Linsen L1 und L2 Uy = Upgpias / V' 0.5
Einzellinsen-Referenzspannung Ugy g3 / V 25

Vorwérts-Deflektorspannung UpgrLrwp / V 1502 170P
Riickwirts-Deflektorspannung Upgrr.gwp / V. 1502 130P

Flugrohrspannung U.pr / V 300

Detektor-Eingangsspannung / V 500

Anzahl der simulierten Ladungstrager N 100

Masse / u 0.00055

Ladung / e -1

Erzeugungsort Zentrum des TOF-MS

Startpositionsverteilung Zylindrisch auf ESI-Achse:
Radius = 2 mm, Linge = 5 mm

Kinetische Startenergie / eV 1eV©

Dauer der Anstiegsflanke / us 0

Verzogerung des Extraktionspulses / ps 0

Extraktionspulslange / us 4

& Keine Ablenkung.
b Ablenkung durch ein Querfeld von 20V em™!.
¢ In alle Raumrichtungen verteilt.

8.2 Experimentelle Bedingungen

Im Folgenden sind sortiert nach den verschiedenen Analytmolekiilen und der jeweils
untersuchten chiroptischen Observable (PICD und PECD) die verwendeten experimen-
tellen Einstellungen tabellarisch aufgefiithrt. Relative Zeitangaben beziehen sich auf das

Triggersignal des Lasers.

8.2.1 3,4-Dihydroxyphenylalanin

Fiir alle CD-Studien wurden Losungen der Enantiomere des 3,4-Dihydroxyphenylalanins
in einer 1:3-Mischung (v/v) aus Wasser und Acetonitril mit einer Konzentration von

¢ = 100 pmol L™! verwendet. Es kamen keine Additive zum Einsatz.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

PICD

Tabelle 8.2.1: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers fiir Messungen des
PICD von DOPA-Anionen.

Parameter Wert
ESI-Quelle Probenflussrate Qsample 10 pL min—*
Sheathgas-Druck peheatn 40 psi - 41 psi
Spray-Spannung Uspray —-3.5kV
Kapillaren-Spannung Usap —10V
Rohrlinsen-Spannung Uy pe —50V
Ionenfithrung Oktopol-RF-Amplitude (p/p) Uoct rF 250V, 300 V*
Oktopol-Bias Ut bias 3V
Ausgangslinsen-Spannung Ui 25V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 25V
Einzellinsen-Fokusspannung Ugs 120V
Ionenfallen-Gatepulsbreite wiap 300 ns
TOF-MS Extraktionszonenbias Uexty = UL pias = U2 0.5V
L1-Amplitude Uri amp =300V
L3-Spannung Uy 3 300V
Ionen-Flugrohrspannung Upr 1.8kV
Ionen-MCP-Spannung Upicp 3.9kV
Ionenfallenverzogerung Atiyap —21ps
Extraktionsverzogerung Atexir 4 s
Extraktionspulsbreite weyi, 4 ps
Laser Pulsenergie Epyise 31mJ
Datenverarbeitung Sampling-Intervall Atagc sample 1ns
Trigger-Verzogerung At,qc delay 6 s
ADC-Messbereich U,qc rs 2.0V
ADC-Offset Upqc,offset 05V

& RF-Amplitude wurde fiir Messtage 2 und 3 leicht erhoht.
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Tabelle 8.2.2: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PICD-Werten
DOPA-Anionen anhand von Ionenausbeuten.

Parameter Wert
Integrationsgrenzen  Startflugzeit (m/z = 196) 11.51ps

Endflugzeit (m/z = 196)  11.68ps
Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 6.0 s

Anpassungsende 6.1ps

Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriifung ~ Aus

Ausreiflerbestimmung Aus

2 Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

> Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.

von

Tabelle 8.2.3: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PICD-Werten von
DOPA-Anionen anhand von Elektronenausbeuten.

Parameter

Wert

Integrationsgrenzen  Startflugzeit (Elektronen)
Endflugzeit (Elektronen)
Startflugzeit (m/z = 196)
Endflugzeit (m/z = 196)

0.175us - 0.178 ps®
0.186 ps - 0.190 ps®
7.100 s

7.255ps - 7.275 ns?

Basislinien-Korrektur ~ Anpassungsbeginn 0.0ps
Anpassungsende 0.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriiffung  Aus®
Ausreiflerbestimmung Aus

2 Passende Wahl fiir einzelne runs.

b Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

¢ Kontrolle zeigt keine Saturierungseffekte.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

PECD

Tabelle 8.2.4: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers fiir Messungen des
PECD von DOPA-Anionen.

Parameter Wert,
ESI-Quelle Probenflussrate Qsample 10 pL min !
Sheathgas-Druck psheath 38 psi - 40 psi
Spray-Spannung Uspray —-3.5kV, —4.0kV?
Kapillaren-Spannung Usap —10V
Rohrlinsen-Spannung Uspe 50V
Ionenfithrung Oktopol-RF-Amplitude (p/p) Uset rF 150V
Oktopol-Bias Ut bias 3V
Ausgangslinsen-Spannung Ut 25V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 25V
Einzellinsen-Fokusspannung Ugy 120V
Ionenfallen-Gatepulsbreite wiap 300 ns
TOF-MS Extraktionszonenbias Uexty = Ui = Urabias 0.0V
L2-Amplitude Urz amp —150V
FWD-Ablenkspannung Upgrr, rwn 150 VP
BWD-Ablenkspannung Upgrr, Bwp 150 VP
Elektronen-Flugrohrspannung Uepr 300V
Elektronen-MCP-Spannung Ueycp 2.4kV
Ionenfallenverzogerung Atyy,p —26 s
Extraktionsverzogerung Ateyi, 0.33 ps
Extraktionspulsbreite weyg, 4s
Laser Pulsenergie Epyise 0.4mJ
Datenverarbeitung Sampling-Intervall At,qc sample 1ns
Trigger-Verzogerung At,qc delay Ops
ADC-Messbereich U,ge rs 1.0V, 2.0V°
Spannungsoffset Updc offset 0.25V, 0.5V°
& Pass > 800.

b Leichte Anpassungen (£1V) zwischen runs zur Zentrierung des Elektronenbildes.

¢ Messbereich wurde an die jeweilige Signalintensitit angepasst.
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Tabelle 8.2.5: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PECD-Werten von
DOPA-Anionen.

Parameter Wert

Integrationsgrenzen  Startflugzeit (Elektronen) 0.175ps
Endflugzeit (Elektronen)  0.186 ps

Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 0.0ps
Anpassungsende 0.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriifung ~ Aus®
Ausreiflerbestimmung Aus

2 Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

> Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.

8.2.2 Glutaminsaure

Glutaminsiure wurde aus Losungen mit Konzentrationen von ¢ = 100 pmol L=! bis
200 pmol L™ in 1:3-Mischungen (v/v) von Wasser und Acetonitril elektrogesprayt. Als
Additiv wurden jeweils 2 eq. Natriumhydroxid zugegeben.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

Charakterisierung

Tabelle 8.2.6: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers zur Charakterisie-

rung anhand von Glutaminsédure-Anionen.

Parameter Wert
ESI-Quelle Probenflussrate Qsampe 20 pL min—!
Sheathgas-Druck pgpeatn 41 psi - 42 psi
Spray-Spannung Ugpray -3.0kV
Kapillaren-Spannung Usap —10V
Rohrlinsen-Spannung Uspe -50V
Ionenfithrung Oktopol-RF-Amplitude (p/p) Usct rF 61V
Oktopol-Bias Usct, bias 05V
Ausgangslinsen-Spannung Uit 25V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 20V
Einzellinsen-Fokusspannung Uy, 100V
Ionenfallen-Gatepulsbreite wiap 300 ns
TOF-MS Extraktionszonenbias Uety = Ur2 = ULipias 0.5V
L1-Amplitude Ut amp —299V
L3-Spannung Uy 3 301V
[onen-Flugrohrspannung Uipr 1801V
[onen-MCP-Spannung Ujncp 3899 kV
Ionenfallenverzogerung Aty —16ps
Extraktionsverzogerung At ey, 0.6 s
Extraktionspulsbreite weyi, 2ps
Datenverarbeitung Messgerat LeECRrOY

Wavesurfer 422

& Gerateeinstellungen je nach Messaufgabe.
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PICD

Tabelle 8.2.7: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers fiir Messungen des
PICD von Glutaminsdure-Anionen.

Parameter Wert
ESI-Quelle Probenflussrate Qsample 10 pL min—*
Sheathgas-Druck pgheatn 34 psi - 40 psi
Spray-Spannung Ugpray —4.4kV
Kapillaren-Spannung Ueap —10V
Rohrlinsen-Spannung Uspe 50V
Ionenfithrung Oktopol-RF-Amplitude (p/p) Usct rr 30V
Oktopol-Bias Usct, ias 0.3V
Ausgangslinsen-Spannung Uit 25V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 25V
Einzellinsen-Fokusspannung Ugy 120V
Ionenfallen-Gatepulsbreite wiy,p, 300 ns
TOF-MS Extraktionszonenbias Uexty = Urz = Uripias 0.5V
L1-Amplitude Upi amp =300V
L3-Spannung Uy 3 300V
Ionen-Flugrohrspannung Upr 1802V
Ionen-MCP-Spannung Ujpicp 3900 kV
Ionenfallenverzogerung Atiyap —17ps
Extraktionsverzogerung At oy, 0.33 pis
Extraktionspulsbreite weyt, 28
Laser Pulsenergie Epyise 44mJ
Datenverarbeitung Sampling-Intervall At,gc sample 1ns
Trigger-Verzogerung At,qc delay 4ps
ADC-Messbereich U,qc rs 20V, 1.0V?
Spannungsoffset Uadc, offset 0.8V, 0.3V#?

& Pass > 1091.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

Tabelle 8.2.8: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PICD-Werten von

Glutaminsidure-Anionen in lonenausbeuten.

Parameter Wert
Integrationsgrenzen  Startflugzeit (m/z = 93) 7.994 s
Endflugzeit (m/z = 93) 8.027 ps
Startflugzeit (m/z = 101)  8.300 ps
Endflugzeit (m/z = 101) 8.355 118
Startflugzeit (m/z = 102)  8.371ps
Endflugzeit (m/z = 102) 8.418 s
Startflugzeit (m/z = 113.5) 8.756 s
Endflugzeit (m/z = 113.5)  8.913ps
Startflugzeit (m/z = 142)  9.802ps
Endflugzeit (m/z = 142) 9.904 pis
Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 4.0ps
Anpassungsende 4.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss?®
pass-Sortierung Saturierungstiberpriifung Ausb
Ausreiflerbestimmung Aus

& Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

b Manuelle Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.
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Tabelle 8.2.9: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PICD-Werten von
Glutaminsdure-Anionen in Elektronengesamtausbeuten.

Parameter Wert

Integrationsgrenzen  Startflugzeit (Elektronen)  0.215ps
Endflugzeit (Elektronen) 0.228 s
Startflugzeit (m/z = 93) 4.875 s
Endflugzeit (m/z = 93) 5.060 ps
Startflugzeit (m/z = 102)  5.150ps
Endflugzeit (m/z = 102) 5.310 ps
Startflugzeit (m/z = 113.5) 5.420 ps
Endflugzeit (m/z = 113.5)  5.630 ps
Startflugzeit (m/z = 122.5) 5.650 ps
Endflugzeit (m/z = 122.5)  5.775ps
Startflugzeit (m/z = 134)  5.890ps
Endflugzeit (m/z = 134) 6.050 pis

Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 0.0ps
Anpassungsende 0.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriifung AusP
Ausreiflerbestimmung Aus

& Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

> Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

PECD

Tabelle 8.2.10: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers fiir Messungen des
PECD von Glutaminsidure-Anionen.

Parameter Wert,

ESI-Quelle Probenflussrate Qsample 10 pL min—*,

20 pL min 12

Sheathgas-Druck pgheatn 35 psi - 39 psi
Spray-Spannung Uspray —3.0kV, —3.9kVP
Kapillaren-Spannung Usap —10V
Rohrlinsen-Spannung Uspe —50V

Ionenfithrung Oktopol-RF-Amplitude (p/p) Usct rF 60V, 29 VP
Oktopol-Bias Ut pias 0.5V, 0.35VP
Ausgangslinsen-Spannung Uit 25V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 20V, 25 VP
Einzellinsen-Fokusspannung Uy, 100V, 120 VP
Ionenfallen-Gatepulsbreite wiap 300 ns

TOF-MS Extraktionszonenbias Ueiy = U1 = Urgpias 0.5V
L2-Amplitude Urzamp —150V
FWD-Ablenkspannung Upgpr, pwn 150V
BWD-Ablenkspannung Upgrr, BwD 150V
Elektronen-Flugrohrspannung U.pr 300V
Elektronen-MCP-Spannung Ugyvicp 2.35kV, 2.4kVP
Ionenfallenverzogerung Aty —16ps, —17ps®
Extraktionsverzogerung At ey, 0.3 ps
Extraktionspulsbreite weyg, 2ps

Laser Pulsenergie Epyise 16mJ

Datenverarbeitung Sampling-Intervall At,gc sample 1ns
Trigger-Verzogerung Atadc delay Ops
ADC-Messbereich Upgc rs 2.0V
Spannungsoftset U,dc offset 0.8V

& Fir pass > 401 reduziert, um Kapillaren-Verstopfung zu vermeiden.

b Pass > 1201.
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Tabelle 8.2.11: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PECD-Werten von
Glutaminsdure-Anionen.

Parameter Wert

Integrationsgrenzen  Startflugzeit (Elektronen) 0.215ps
Endflugzeit (Elektronen)  0.225 ps

Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 0.0ps
Anpassungsende 0.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriifung ~ Aus®
Ausreiflerbestimmung Aus

2 Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

> Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.

8.2.3 Gramicidin

Gramicidin D wurde mit einer Konzentration von ¢ = 50 umol L™! in Losungsmittel-
mixturen aus Wasser und Methanol verschiedener Zusammensetzungen (0:100, 20:80
und 50:50) untersucht. Als Additive kamen entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.7
NaOH (1 eq) oder CsOH (40 eq) zum Einsatz.
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8.2 Experimentelle Bedingungen

PECD

Tabelle 8.2.12: Einstellungen des ESI-TOF-Massenspektrometers fiir Messungen des

PECD von Gramicidin-Anionen.

Parameter Wert
ESI-Quelle Probenflussrate Qsample 10 pL min !
Sheathgas-Druck peheatn 13 psi - 34 psi®
Spray-Spannung Uspray —3.8kV
Kapillaren-Spannung Ueap —50V
Rohrlinsen-Spannung Uspe —130V
Ionenfithrung Oktopole-RF-Amplitude (p/p) Uoct rF 450V
Oktopole-Bias Ugct bias 3V
Ausgangslinsen-Spannung Ui 100V
Einzellinsen-Referenzspannung Ug; g3 25V
Einzellinsen-Fokusspannung Ugy 120V
Ionen-Gatepulsbreite wyyay, 300 ns
TOF-MS Extraktionszonenbias Uexty = Uri = Urapias 0.8V
L2-Amplitude Urg amp —-100V
FWD-Ablenkspannung Upgrr, pwn 150 VP
BWD-Ablenkspannung Upgrr, Bwb 150 VP
Elektronen-Flugrohrspannung U.pr 300V
Elektronen-MCP-Spannung Ueyicp 2.1kV - 2.4kV®
Ionenfallenverzogerung Atiyap 46 s
Extraktionsverzogerung At ey, 0.33 s
Extraktionspulsbreite wey, 4ns
Laser Pulsenergie Epyise 18mJ
Datenverarbeitung Sampling-Intervall At,qc sample 1ns
Trigger-Verzogerung At,qc, delay 0ps
ADC-Messbereich U,qe rs 20V
Spannungsoffset Uadc ofset 0.5V

& Niedrige Driicke fiir reines Methanol, hohere Driicke fiir Wassergemische.

b Geringfiigige Anpassungen (+2 V) zur Elektronbild-Zentrierung.

¢ Variation der Verstirkung je nach Ionensignal.
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8 Anhang

Tabelle 8.2.13: Auswertungseinstellungen zur Berechnung von PECD-Werten von

Gramicidin-Anionen.

Parameter Wert

Integrationsgrenzen  Startflugzeit (Elektronen) 0.176 ps
Endflugzeit (Elektronen)  0.188ps

Basislinien-Korrektur ~Anpassungsbeginn 0.0ps
Anpassungsende 0.1ps
Anwendung 1x pro Laserschuss®
pass-Sortierung Saturierungsiiberpriifung ~ Aus®
Ausreiflerbestimmung Aus

2 Aufeinanderfolgende Spektren mit und ohne Laser erfahren dieselbe Korrektur.

b Kontrolle zeigte keine Saturierungseffekte.

8.3 Multiphotonenexponenten
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Abbildung 8.3.1: Elektronenausbeuten fiir das Photodetachment von DOPA-Anionen

[M-H|]™ in Abhéngigkeit der mittleren Laserleistung in einer dop-
pellogarithmischen Auftragung. Die Steigung A représentiert den
sogenannten Multiphotonenexponenten.?4%l

206



8.3 Multiphotonenexponenten
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Abbildung 8.3.2: Ionenausbeutedifferenzen fiir das Photodetachment von DOPA-
Anionen [M-H|™ in Abhéngigkeit der mittleren Laserleistung in ei-
ner doppellogarithmischen Auftragung. Die Steigung A reprasentiert
den sogenannten Multiphotonenexponenten.
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Abbildung 8.3.3: Elektronenausbeuten fiir das Photodetachment von Gramicidin-
Dianionen [M-2H]*~ in Abhéingigkeit der mittleren Laserleistung in
einer doppellogarithmischen Auftragung. Die Steigung A représen-
tiert den sogenannten Multiphotonenexponenten.
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8 Anhang

8.4 Detektor-Schaltplane
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Abbildung 8.4.1: Spannungsversorgung und Signalauskopplung des Mikrokanalplat-
ten-Detektors fiir Elektronen.
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8.4 Detektor-Schaltpléine
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Abbildung 8.4.2: Spannungsversorgung und Signalauskopplung des Mikrokanalplat-
ten-Detektors fiir Kationen und Anionen.
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