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Einleitung

|.  Einleitung

|.1. Der Beitrag der MALDI-TOF-Massenspektrometrie zur

Polymer analytik

Die Eigenschaften und damit das Einsatzgebiet eines Polymerwerkstoffs sind durch dessen
molekularen Aufbau bedingt. Dabei ist die Bestimmung der chemischen Zusammensetzung,
der Anordnung der Polymerbausteine innerhalb der Polymerkette, der Endgruppen und des
Molekulargewichts eine Aufgabe der Polymeranalytik.® Die Bestimmung dieser
Strukturparameter erfordert den Einsatz unterschiedlicher Analysenmethoden: Informationen
zur chemischen Zusammensetzung und zur Art der Endgruppe werden meistens von
spektroskopischen Methoden (IR, NMR) geliefert; zur Bestimmung des Molekulargewichts
stehen verschiedene Techniken zu Verfigung, von denen Osmometrie, Lichtstreuung,

Viskosimetrie und GPC am meisten angewendet werden.

Die Anwendung der Massenspektometrie in der Polymercharakterisierung war bis vor einigen
Jahren nur in sehr begrenzten Umfang moglich. Dabei war die Uberfiihrung der Molekiile in
die Gasphase die limitierende Stufe. Dieser Phasenlbergang wurde zunachst durch die
Verdampfung des Polymers erreicht, so da® in vielen Féllen nur Bruchstiicke der
Ursprungsmolekilketten untersucht werden konnten. Erst die EinfGhrung neuer
Analysetechniken, die ohne vorherigen Verdampfungsschritt arbeiten, hat der Polymeranalytik
zusétzliche Méglichkeiten eréffnet. Schonende Verfahren wie die Felddesorption (FD),>* die
, Fast Atom Bombardment“-Technik (FAB)*>® und die Plasmadesorption (PD)"® gestatten die
lonisation intakter Polymerketten bis in den Bereich hoherer Molekulargewichte (10°-10*
g/mol). Trotzdem treten auch bel diesen schonenden lonisierungtechniken neben den
Molekilionen Fragmente auf, die die Interpretation der Spektren erheblich erschweren
konnen. Dank der Entwicklung des Lasers wurden seit den 70er Jahren systematisch Versuche
durchgefiihrt,>*° um mit Laserstrahlung aus organischen Molekilen lonen zu erzeugen. Die
Laserdesorption (LD)™*2%3!* kann alerdings nur bei relativ kleinen Molekiilen (< 2000
g/mol) eingesetzt werden, da die zur Desorption grofRerer Molekile notwendige Energie
ausreicht, um sie zu fragmentieren. Der Durchbruch auf dem Weg zu einer leistungsfahigen
Polymeranalytik wurde aber durch die Einfuhrung der ,, Matrixunterstiitzen L aserdesorptions/-
ionisations*-Massenspektrometrie (MALDI-MS) erreicht. Die MALDI-Methode wurde 1988
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durch Karas und Hillenkamp™ fiir die Analyse von Biopolymeren eingefiihrt und ab 1992
auf synthetische Polymere mit hohen Molekulargewichten Ubertragen. Mit der MALDI-
Methode wurden mittlerweile Polymere im Molmassenbereich bis zu knapp 1.500.000 g/mol

charakterisiert.!’

In der Regel ist die MALDI-TOF-Massenspektrometrie im Bereich der kleinen
Molekulargewichte (< 10" g/mol) in der Lage, die genauen Massen der einzelnen
Polymerketten innerhab der Verteilung nachzuweisen. Dies gestaitet eine direkte
Charakterisierung der Wiederholungseinheit und der Endgruppen. Zusétzlich ermoglicht die
Auswertung der Spektren in diesem Bereich sowie in dem héheren, unaufgel 6sten Bereich die
Bestimmung der Molekulargewichtsmittelwerte M, und M,,. Mehrere klassische Polymere
wie Polystyrol,*39?° polyethylenglykol,?**%*2° polymethyl methacrylat*®?*° wurden mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie systematisch untersucht, und die daraus berechneten
Molekulargewichte zeigen im Falle von engen Verteilungen eine gute Ubereinstimmung mit
den durch konventionelle Methoden erhaltenen Werte.”® Wenn die Polydispersitat einen Wert
von ca. 1,2 erecht, unterscheiden sich die mit MALDI und GPC gemessenen
Molmassenmittelwerte jedoch um bis zu 20%. Bel breiteren Verteilungen liefern MALDI-
Spektren unzuverléssige M- und M,,-Werte, die viel kleiner als die durch konventionelle
Methoden erhaltenen Werte sind.®® Fir die Molekulargewichtsbestimmung einer breiten
Polymerverteilung kann aber die MALDI-TOF-Massenspektrometrie trotzdem indirekt
eingesetzt werden. Das MALDI-Gerét wird dann quasi als ,, off-line*-Detektor fur die GPC
genutzt.*#%>?2"28 aAus dem Eluat der chromatographischen Trennung werden Fraktionen
gesammelt, deren Molmassenverteilung einen engen Schnitt der gesamten Probenverteilung
darstellt. Von den so erhatenen engen Molekulargewichtsverteilungen kann nun mittels
MALDI-TOF ene genaue Molmassenbestimmung vorgenommen werden, die eine
Kalibrierung der GPC-Kurven durch absolute Massen ermdglicht. Dadurch werden die
Molekulargewichtsmittelwerte der Probe aus dem massenspektroskopisch kalibrierten GPC-

Elugramm berechnet.

Trotz dieser Einschrankung bel der Ermittlung von Molekulargewichtsmittelwerten ist die
MALDI-Methode eine wertvolle und notwendige Ergénzung zu etablierten Methoden der
Polymeranalytik geworden. Gegentiber diesen weist MALDI-MS funf wesentliche Vortelle
auf, die in einer kurzen Analysendauer (nach vollendeter Probenvorbereitung), in minimalem

Substanzbedarf und in der hohen Massengenauigkeit, -auflésung sowie -reproduzierbarkeit
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begrindet sind. Auf Grund dieser Vorteille und der Fllle der gelieferten Informationen stellt
MALDI-MS ene ernsthafte Konkurrenz und vor allen Dingen eine wertvolle Erganzung zu
den konventionellen Methoden der Polymercharakteriserung dar. Fir zahlreiche
Polymerproben koénnen diese Techniken gar nicht oder nur unzuverldssig eingesetzt werden,
und gerade in diesen Félen ist der Beitrag der MALDI-MS von grof3er Bedeutung fur die
Polymeranalytik. Da der Desorptions- und lonisierungsprozef3 aber noch weitgehend ungeklart
ist, stellt jedes neue Polymersystem ein neues Problem dar. Die Mef3bedingungen miissen erst
erarbeitet werden, um durch geeignete Wahl der experimentellen Parameter
(Probenvorbereitung, Einstellung des Geréts) ein wirklichkeitstreues Abbild eines Polymers,
insbesondere einer Polymerverteilung, zu gewinnen. Daher kann von einer Routineanwendung
der MALDI-MSin der Polymeranalytik noch keine Rede sein.

|.2. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Anwendung der MALDI-TOF-MS zur
Charakterisierung von Makromolekilen, bei denen die konventionellen polymeranalytischen
Methoden nur unzureichende Informationen oder gar falsche Ergebnisse liefern. Eine
erfolgreiche Charakteriserung mittels MALDI-TOF-MS ist aber nur dann moglich, wenn
sowohl ein grundlegendes Verstandnis flr eine geeignete Probenvorbereitung als auch fur die
optimale Einstellung des Massenspektrometers gewéhrleistet sind. Die methodische
Entwicklung der MALDI-TOF-MS soll zunéachst anhand von konventionellen wohldefinierten
synthetischen Polymeren durchgefiihrt werden. Dabei wird versucht die Aussagekraft der
Methode soweit abzusichern, dal3 unabhangig von anderen Charakterisierungsmethoden
moglichst detaillierte Informationen Uber die Polymerstruktur gewonnen werden kénnen. Das
entwickelte Verfahren wird im ersten Teil dieser Arbeit fur die Charakterisierung von

endgruppenmodifizierten Polymeren angewendet.

Prinzipiell ist MALDI fir die Untersuchung endgruppenmodifizierter Polymere besonders
geeignet und wesentlich informationsreicher im Vergleich zu anderen Anaysenmethoden.
Mittels NMR-Analyse ist die Endgruppenmodifikation schwierig nachzuweisen und 1813t unter
gunstigen Umstanden nur die Bestimmung eines Molekulargewichtsmittelwertes zu. Im Falle
eines flexibeln Polymers, das mit einem starren und volumindsen Substituenten wie z.B. einer

Steroid-Gruppe modifiziert wird, liefert die GPC aufgrund der schlechten Auflésung sowie
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fehlender Vergleichsverbindungen nur ungenaue Molekulargewichtsmittelwerte. Dagegen
sollte ein aufgel 6stes MALDI-TOF-Massenspektrum des zu untersuchenden Polymers sowohl
die genauen Massen der einzelnen Polymerketten als auch die Verschiebung der
Polymerverteilung nachweisen konnen. Diese Charakterisierung, die Uber eine herkébmmliche
Endgruppenbestimmung mit MALDI hinausgeht, erfordert jedoch ene quantitative
Auswertung aler Signadintensitdten im Massenspektrum. Eine umfassende Analyse der
Aussagekraft und Zuverlassigkeit der Methode soll anhand zweier endgruppenmodifizierter
Polyethylenglykole, die am MPI fur Kolloid- und Grenzflachenforschung fir die

Untersuchung polymerdekorierter Membranen hergestellt wurden, durchgefiihrt werden.

Die genauen Massen de enzelnen Polymerketten, die im  aufgelOsten
Molekulargewichtsbereich eines MALDI-TOF Massenspektrums bis ca. 10.000 g/mol im
allgemeinen eine direkte Endgruppenbestimmung erlauben, wie z.B. bel der oben erwéhnten
Endgruppenmodifizierung, reichen in komplizierten F&llen jedoch nicht aus, um die
chemische Struktur des Polymers zu ermitteln. Zusétzliche Informationen werden dann
benttigt, die aus einer Fragmentierungsuntersuchung des Polymers erhalten werden kdnnten.
In der Tat werden im biochemischen Bereich haufig metastabile Zerfélle bei der MALDI-
Anaytik untersucht und liefern z.B. bel der Peptidsequenzierung wertvolle
Strukturinformationen. Es soll nun untersucht werden, ob Fragmentierungsuntersuchungen
ebenfalls in der Analytik synthetischer Polymere sinnvoll eingesetzt werden kénnen, um
zusétzliche Strukturinformationen zu gewinnen. Die Bestimmung der Endgruppen einer
komplexen Polycarbonat-Probe sowie die Ermittlung der Zusammensetzung eines Poly-para-
phenylenethinylen-b-Polyethylenoxid-Diblock-Copolymers sollen mittels Fragmentierungs-

untersuchungen durchgefihrt werden, um das Potential der Methode zu demonstrieren.

Im Rahmen dieser Arbeit soll jedoch die Entwicklung der MALDI-TOF-MS nicht auf die
zuverldssige Charakterisierung herkdmmlicher synthetischer Polymere eingeschrankt werden.
Fur neue Substanzklassen von Makromolekilen, die meist aus akademischem Interesse
synthetisiert werden, treten oft grof3e analytische Schwierigkeiten auf, so dal3 konventionelle
Charakteriserungsmethoden nicht eingesetzt werden konnen. Eine systembezogene
Anpassung der MALDI-Analytik an diese neuen Substanzklassen kénnte prinzipiell deren
Nachweis ermdglichen. Die geladenen metallo-supramolekularen Strukturen stellen z.B. eine
dieser neuen Substanzklassen dar, die eine Methodenentwicklung der Analytik erfordern. Sie

kénnen aufgrund ihrer schwachen Bindungskraft sowie ihrer Ladung mit konventionellen
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Charakterisierungsmethoden der Polymeranalytik nicht nachgewiesen werden. Bislang kann
nur die zeitaufwendige analytische Ultrazentrifugation eingesetzt werden. Wegen des
schonenden Phasentibergangs (fest-gasférmig) beim MALDI-Prozef sollten prinzipiell auch
solche labilen Uberstrukturen einer massenspektrometrischen Untersuchung zuganglich sein.
Inwieweit dies moglich ist und welchen Gesetzméldigkeiten die Analyse solcher instabilen

Aggregate unterliegen, soll ebenfallsin dieser Arbeit untersucht werden.

Als weitere schwierig zu charakterisierende Substanzklasse haben sich die polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) erwiesen. Aufgrund ihrer unzureichenden
Lodlichkeit  konnen diese bis zu ener gewissen Molmasse nur durch
Laserdesorptionsmassenspektrometrie  (LD-TOF-MS)  charakterisiert  werden.  Die
Charakterisisierung noch groRerer PAH's, fir die es bidang keine direkten
Analysemoglichkeiten gibt, ist daher eine analytische Herausforderung. Da die Analytik
unléslicher Substanzen allgemein ein schwieriges Problem darstellt, soll im Rahmen dieser
Arbeit versucht werden, diese Limitierung mit der MALDI-TOF-MS zu Uberwinden. Dazu
sollen systematische Experimente durchgefiihrt werden, die eine homogene Verteillung des
Analytsin der Matrix erlauben, ohne auf die sonst erforderliche Probenvorbereitung mit Hilfe

von gel6sten Substanzen angewiesen zu sein.

Die Entwicklung der MALDI-TOF-MS zur Charakterisierung neuer Substanzen offenbart,
da3 die Probenvorbereitung von ausschlaggebender Bedeutung ist. Sie stellt bel der
Charakterisierung mittels MALDI-Massenspektrometrie einen wesentlichen Schritt dar, der
jedoch bisher nur teilweise verstanden ist. Von der Probenvorbereitung héngt der Erfolg des
MALDI-Prozesses ab. Sie ist besonders kritisch fur die Charakterisierung labiler Molekile,
die einen aulerst milden Phasentibergang erfordern. Es sollen Parameter bestimmt werden,
die eine Fragmentierung empfindlicher Molekile, die die benutzte Laserwellenldnge
absorbieren, vermeiden kdnnen. Abgesehen von der Erzeugung eines intakten Molekuls wird
an die MALDI-TOF-Massenspektrometrie eine weitere Anforderung gestellt, namlich die
quantitative Analyse der Molekulargewichte einer Probe. Diese ist in der Regel im Falle von
Substanzgemischen nicht gewdhrleistet, da die Desorptionss und lonisations
wahrscheinlichkeiten unterschiedlich sind. Selbst innerhalb einer Polymerverteilung bleibt die
Quantifizierung ein sehr heikles Thema. Mehrere Parameter andern die in MALDI-
Massenspektren abgebildeten Polymerverteilungen. Eine davon ist die Probenvorbereitung.

Dies soll anhand einiger Beispiele am Ende dieser Arbeit illustriert werden.
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Zunéchst wird im folgenden Kapitel die Technik der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
detailliert beschrieben. Dieses soll dem Leser erméglichen, der im Hauptteil durchgeftihrten
Diskussion Uber die MALDI-Untersuchungen folgen zu kdnnen. Nach der Erlauterung des
Mef3prinzips werden die prinzipiellen Unterschiede der verschiedenen Meldmethoden des
Massenspektrometers sowie die wichtigsten instrumentellen Parameter beschrieben.
Anschlief?end wird das Prinzip des metastabilen Zerfals bel der MALDI-TOF-MS (der
sogenannte ,, Post-Source Decay“, PSD) erklart sowie die nétige MefRanordung, die eine

Aufnahme eines PSD-Fragmentmassenspektrums ermoglicht.



Beschreibung der MALDI-TOF Massenspektrometrie

I1.  Beschreibung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie

I1.1. Mel3prinzip

Die Abkirzung MALDI-TOF steht fur die Kombination aus einer matrixunterstiitzten
L aserdesorptiong/ionisations-lonenquelle (MALDI, Abkirzung aus dem Engl.: Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonisation) und einem Flugzeitanalysator (TOF, Abklrzung aus
dem Engl.: Time-of-flight)®®. In der lonenquelle werden gasférmige lonen erzeugt, die im
Analysator entsprechend ihrem Masse-zu-Ladungsverhédtnis (m/z) aufgetrennt werden. Die

Registrierung der lonen erfolgt anschlieffend durch einen Detektor.

Bei der MALDI-TOF-Massenspektrometrie wird die zu untersuchende Probe gel6st und mit
einem groRen UberschuR einer geeigneten, ebenfalls gelésten Matrix gemischt. Bei
synthetischen Polymeren wird zu dieser Mischung oft ein Salz zugesetzt, um die lonisierung
des Analyten zu beguinstigen. Ein nL dieser Mischung wird auf dem Probentréger getrocknet
und in die unter Vakuum stehende Probenkammer des Massenspektometers tberfihrt. Als
Matrix dienen niedermolekulare organische Verbindungen, die im Bereich der verwendeten
L aserwellenlange ausreichend absorbieren. Beim Beschufd mit eéinem nur ca. 3 ns dauernden
Laserpuls eines kurzwelligen Lasers wird Strahlung von der Matrix absorbiert. Dabei werden
die Matrixmolekile angeregt, das Gitter im Festkorper zerstért und die Matrixmolekile
desorbiert. Bei diesem Phaseniibergang werden die darin eingebetteten Anaytmolekile
mitgerissen und ionisiert. Auf diese Wese wird eine effiziente und kontrollierte
Energiezufihrung ermdglicht, wahrend die Analytmolekiile von einer Uberméfdigen Energie,
die zu ihrer Fragmentierung fihren konnte, geschiitzt werden. Aul3erdem scheint die
Verdinnung die Assoziation der Analytmolekile zu unterdriicken, die sonst zu grof3eren
Aggregaten fuhren wirde, welche bedingt durch ihre hohen Massen schlechter desorbierbar

waren.

Der Mechanismus des Desorptions- und lonisationsschrittes ist noch nicht vollstandig
verstanden. Gesichert gilt, dal3 hierbei der Wahl einer geeigneten Matrix eine entscheidende
Rolle zukommt. Daher sollen einige algemeine Anforderungen an ein geeignetes
Matrixmaterial genannt werden. Wie bereits erwahnt wurde, handelt es sich dabei um kleine
organische Verbindungen, die im Wellenléangenbereich des verwendeten Lasers gut

absorbieren und im Vakuum ene sehr geringe Verdampfbarkeit besitzen. Weitere
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Voraussetzungen an die Matrix ist eine gute Vertraglichkeit mit dem Analyten im geldsten
Zustand, aber auch eine gute Mischbarkeit mit dem Analyten im festem Zustand. Nur so ist
eine gute Isolierung der Analytmolekile voneinander gewdhrleistet und somit eine
Reduzierung der intermolekularen Kréafte moglich.* Leider lassen sich noch keine genaueren
Aussagen treffen, welcher Analyt mit welcher Matrix am besten desorbiert. Deswegen ist es
notwendig, fur jede neue Substanz nach einem ,tria-and-error‘-Verfahren eine neue
Probenvorbereitung zu entwickeln, bel der auch das molare Verhéltnis der Komponenten

zueinander sowie die Wahl des Ldsungsmittels eine wichtige Rolle spielen.

Die erzeugten lonen werden in einem anliegenden starken elektrischen Feld beschleunigt und
in eéinem Flugzeitmassenspektrometer (TOF-MS) nach ihrer Flugzeit getrennt. Die ionisierten
Molekile haben nach Durchlaufen des Spannungsgefdlles die gleiche, definierte kinetische

Energie:

Exn=U xz:%xmwz Gleichung 1

Exin  Kinetische Energie

U Beschleunigungspannung
z Elementarladung

m |lonenmasse

% |onengeschwindigkeit

Dies bedingt in der nachfolgenden Driftstrecke (Flugrohr des Massenspektrometers)
unterschiedliche Flugzeiten in Abhéngigkeit vom Masse-zu-Ladungsverhéltnis. Nach dieser
definierten Flugstrecke treffen die lonen auf einen Detektor. Die Aufnahme des
Detektorsignals in Relation zur Flugzeit ergibt das TOF-Massenspektrum. Die Zeit-Achse |83t

sich in eine Masse-zu-Ladungsverhéltnis-Achse umrechnen. Nach Gleichung 1 ergibt sich

durch Substitution von v = Lt :

E':Z>U >¢2

Gleichung 2
z L?

L Lé&nge der Driftstreke

t Flugzeit deslons
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In der Praxis wird das Massenspektrometer mit Hilfe von Standards kalibriert, indem die

gemessenen Flugzeiten den bekannten Masse-zu-L adungsverhaltnissen zugeordnet werden.

Flugzeitgerdte arbeiten gepulst, d.h. daf3 die Folge ,lonenerzeugung / Beschleunigung /
Trennung” in kurzen Zeitabstanden wiederholt wird. Aufgrund dieses diskontinuierlichen
Betriebsmodus |43 sich das TOF-Massenspektrometer besonders vorteilhaft mit dem
ebenfalls gepulsten MALDI-lonisierungsverfahren koppeln. Die weiteren Vortelle der
MALDI-TOF-Methode  liegen in  der  sehr hohen  Transmission  des
Flugzeitmassenspektrometers (bis 100%) und in einem prinzipiell nicht begrenzten

M assenbereich.

[1.2. Aufbau der verwendeten MALDI-TOF-M assenspektometer

einstellbarer Dampfer

y

O N,-Laser (337 nm, 3ns)

Reflektor

lonenquelle l\\\lll\\ll
g” L Lineardetektor
geladener
Probentrager
Extraktionsplatte
Datenerfassung

Abbildung 1: Schematische Aufbau der von uns verwendeten MALDI-TOF-
Massenspektometer

Bei den verwendeten Flugzeitmassenspektrometern mit MALDI-lonenquelle handelt es sich
um zwei Geréte der Firma Bruker-Franzen Analytik GmbH (s. Abbildung 1). Als Lasersystem
wird ein No-Laser mit einer Wellenlange von 337 nm und einer Pulsbreite von 3 ns

angewendet. Die lonenguelle besteht aus einer geladenen Metallelektrode (dem Probentréger
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selbst) und einer geerdeten Beschleunigungselektrode. Auf den Probentrager wird die Analyt-
Matrix-Mischung aufgebracht und dem Beschul? eines gepulsten Stickstofflasers ausgesetzt.
Hierdurch werden Analytionen erzeugt und verlassen die Quelle, da sie von dem anliegenden
elektrischen Feld beschleunigt werden. Die Flugzeitmassenspektrometer kdnnen im Linear-

oder im Reflektorbetrieb eingesetzt werden.®*
11.2.1 Der lineare M elimodus

Die einfachste Konfiguration eines Flugzeitmassenspektrometers kommt im Linearmodus zur
Anwendung, bei dem Ionen nach ihrer Beschleunigung und Durchlaufen der Driftstrecke auf
einen am Ende des Flugrohrs befindlichen Detektor treffen. Der Vorteil des Linearmodus
besteht darin, dal3 ein Zerfall von lonen nach der Beschleunigung keinen Einflul® auf das
erhaltene Massenspektrum hat, da sich die Geschwindigkeit der Bruchstiicke nach dem Zerfall
nicht wesentlich andert und sie so zum gleichen Zeitpunkt am Detektor ankommen, an dem
auch das intakte Mutterion angekommen wére. Die praktische Beschrankung des Linearmodus
ist die relativ niedrige Auflésung, woftr eine Kombination experimenteller Faktoren wie z.B.
der Zeitpunkt der lonenerzeugung, die anfangliche Energieverteilung und die
Coulombabstof3ung verantwortlich sind. Die durch die Energieverteilung der lonen bedingte

Auflésung kann durch die Anwendung des lonenreflektrons deutlich verbessert werden.
11.2.2 Der Reflektormodus

Der vor dem Lineardetektor angeordnete Reflektor besteht aus einem entgegengerichteten,
leicht gewinkelten elektrischen Feld, das etwas hoher als das Beschleunigungspotential
eingestellt ist. Die lonen dringen in den Reflektor ein, bis sie ihre kinetische Energie
vollstdndig verloren haben, werden umgelenkt und auf dem Reflektordetektor
weiterbeschleunigt. lonen mit gleichem Masse-zu-Ladungsverhdltnis, aber groferer
kinetischer Energie dringen tiefer in das Reflektionsfeld ein und verzogern ihre Ankunft auf
dem Reflektordetektor im Vergleich zu lonen, die eine kleinere kinetische Energie besitzen.
Dadurch werden die lonen auf dem Reflektordetektor fokussiert und die Auflésung sowie die
Massengenauigkeit gesteigert. Bel dieser Mef2anordnung geht aber der Vortell der hohen
Empfindlichkeit der Flugzeitmassenspektrometer etwas verloren, da die vor dem Reflektron

zerfallenen lonen nicht detektiert werden konnen. Dies ist unbedingt zu beachten, wenn es um
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quantitative Messungen geht, da durch metastabile Zerfalle Diskriminierungseffekte auftreten

konnen.
11.2.3 Die, Delayed Extraction”-Technik

Eine andere Methode, um die Massenauflésung zu erhthen, stellt die sogenannte ,, Delayed
Extraction* oder , time-lag-focusing“-Methode™ dar. Diese Technik kompensiert sowohl die
unterschiedlichen Anfangsgeschwindigkeiten der lonen as auch ihre unterschiedlichen
Entstehungszeitpunkte, die sonst zur Peakverbreiterung beitragen. Bei einer ,Delayed
Extraction® (DE) wird die Verteilung der Anfangsgeschwindigkeiten in der lonenquelle
korrigiert, wahrend die Reflektron-Methode erst nach der Beschleunigung wirkt. So kann
mittels DE die Auflésung auch im Linearmodus verbessert werden. Dies hat gegentiber einer
Messung im Reflektormodus den Vorteil, daf3 die Empfindlichkeit des Massenspektrometers
gleich bleibt, da metastabile Zerfdlle nur im Reflektormodus durch Intensitétsverlust
bemerkbar sind. Vor der Nutzung der DE mul3 die Konfiguration der lonenquelle modifiziert
werden (s. Abbildung 2). Sie besteht grundsdtzlich aus ener zweistufigen
Beschleunigungzone. Eine erste Lochblende (Potential V) folgt dem Probentréger mit dem
gepulsten Potential V1 und zuletzt schliefét sich eine zweite, geerdete L ochblende an.

Laserstrahl

Spannung

—L( | J_ 0 | ;eit

Delay

V =

1 Ve (50, 150
Probentréager 2. Lochblende od. 600 ns)

1. Lochblende

Abbildung 2: Aufbau der lonenquelle fir die Delayed Extraction
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Bel der DE ist eine kurze Verzogerung (delay) zwischen dem Laserbeschul3 (bzw. lonisierung)
und der lonenextraktion eingeschaltet. Wahrend dieses Delays liegt kein elektrisches Feld
zwischen der Probe und der ersten Extraktionsblende an. Nach dem Delay wird an dem
Probentréager ein gepulstes Potential angelegt: die lonen werden aus dem ersten Bereich
abgezogen und durch den zweiten Bereich, in dem eine konstante Potentialdifferenz herrscht,
zu ihrer Endgeschwindigkeit beschleunigt. Wahrend des Delays sind die lonen mit grof3erer
Geschwindigkeit (gleiches m/z) néher an die erste Extraktionsblende gewandert als die lonen
mit kleinerer Anfangsgeschwindigkeit. Wenn das Extraktionsfeld gepulst wird, bildet sich
zwischen der Probe und der ersten Extraktionsplatte ein elektrostatisches Gradientenfeld. Die
langsamer fliegenden lonen erfahren ein stérkeres elektrostatisches Extraktionsfeld als die
schnelleren, wodurch sie ihre urspriingliche Verspéatung aufholen. Um die bessere Auflésung
durch die Nutzung der DE zu erreichen, mul3 fir jede Verbindung in dem betreffenden
Massenbereich das Delay sowie die Spannungen Vi, V, optimiert werden und ist somit
zeitaufwendiger a's eine Messung mit einer einstufigen Beschleunigungzone. Unser modernes
MALDI-TOF-MS ist mit DE ausgeristet und ermdglicht Messungen mit einer sehr hohen
Auflésung, vor alem im Massenbereich bis ca 3000 g/mol, wo die Signale sogar
isotopenaufgel st sind. Als Detektor wird im Linearmodus und im Reflektormodus eine dual -

microchannel plate (MCP)* verwendet.

[1.2.4 Die Detektoren

Der dua-MCP-Detektor (s. Abbildung 3a) besteht aus zwel gestapelten ,,channel plates*. Ein
»channel plate” besteht aus einer Reihe von eng gepackten Kanden, angeordnet in einer
flachen Scheibe. Die Kanalinnenwénde sind mit einem Sekundérelektronen emittierenden
Halbleiter-Material beschichtet, so dal3 jeder Kanal einen unabhéngigen Elektronvervielfacher
darstellt. Wenn lonen auf die Platte prallen, werden sekundére Elektronen gebildet, die durch
die Platte beschleunigt und vervielfacht werden, so dai? ein Verstarkungsfaktor von ca. 10°
erreicht wird. Hohere Verstarkungsfaktoren von ca. 10° werden durch die Kombination von
zwei  Platten (dual-MCP) erhaten. ,Dual-MCPs*, die as Standardlinear- und —
reflektordetektoren im Flugzeitmassenspektrometer dienen, sind jedoch zur Detektion hoher
Molmassen von synthetischen Polymeren sowie genauen Bestimmung von Polymerverteilung
ungeeignet. Zum einen benttigt ein MCP-Detektor eine minimale Geschwindigkeit der
ankommenden Partikel, um ein auswertbares Signal zu erzeugen, wodurch ein Problem bei

der Messung der langsam eintreffenden, schweren lonen entsteht. Zum anderen neigen dual-
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MCP-Detektoren zu einer schnellen Séttigung. In der Tat braucht jeder aktivierte Kanal eine
bestimmte Erholungszeit, die langer als die Flugzeit der schweren lonen innerhalb eines
lonenpakets dauert, bevor er wieder mefbereit ist. Dank der hohen Zahl der Kandle auf einer
MCP kann diese dennoch kontinuierlich arbeiten, solange die Zahl der ankommenden lonen
bzw. Elektronen nicht zu hoch ist. Problematisch kann es bei der zweiten MCP werden, auf
die ein wesentlich grofRerer Strom zukommt. Bel der Messung einer Polymerprobe treffen
aufgrund der Massenverteilung lonenpakete mit unterschiedlichen Flugzeiten nacheinander
auf. Wenn die Erholungszeit der MCP langer als die Zeit zwischen zwei aufeinander
folgenden lonenpakete ist, wird das Signal des zweiten lonenpakets reduziert. Dies tritt
verstarkt auf, wenn der lonenstrom des ersten lonenpakets sehr intensiv ist und wirkt sich
besonderes bel den hochmolekularen Anteillen einer Polymerverteilung aus. Aus diesen
Grinden wurde der dtere Massenspektrometer unserer Abteilung mit einem speziellen
Detektor (s. Abbildung 3b) ausgestattet, der Uberséttigungsunempfindlich ist. Bel diesem
befindet sich vor dem MCP-Detektor eine Konversionsdynode, die aus den aufschlagenden
Anaytionen Fragmentionen, sekunddre lonen und Elektronen erzeugt. Diese kleinen
geladenen Partikel werden derart beschleunigt, dal3 ihre Geschwindigkeit ausreichend ist, um
eine Elektronenlawine im MCP-Detektor auszuldsen. Statt einer zusétzlichen MCP, die
besonders bei der Messung von Polymerverteilungen eine Ubersittigung der letzten Stufe des
Detektors verursachen wiirde, wird eine Kombination aus einem Szintillator®* und einem
Photomultiplier®™ verwendet. Die von der MCP ausgestrahlten Elektronen werden nochmals
in einem elektrischen Feld beschleunigt, damit eine effektive Umwandlung in Photonen im
Szintillator gewéhrleistet ist. Aus den am Photomultiplier auftreffenden Photonen wird
schliefdlich eine Elektronenlawine ausgelost. Leider fuhrt dieser sogenannte HIMAS™-
Detektor zu einer Verminderung der Auflésung bedingt durch die Zeitunschérfe bel der

Umwandlung der Analytionen in Fragmentionen, sekundére lonen und Elektronen.
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Abbildung 3: Schema der angewendeten Detektoren. a) dual-MCP-Detektor;
b) HIMAS™.-Detektor
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11.3. Post-Source Decay

11.3.1 Das Prinzip des, Post-Sour ce Decay’s*

MALDI erméglicht einen sehr schonenden Desorptionsprozef? (s. Einleitung), so dal3 Analyte
mit hohem Molekulargewicht (bis einige Hunderttausend Da) als intakte lonen desorbiert
werden konnen. Auf diese Weise wird in den meisten Féllen eine prompte Fragmentierung,
d.h. ein schon in der lonenquelle stattfindender Zerfall, vermieden. Dagegen unterliegt ein
Teil der desorbierten Analytionen einem metastabilen Zerfall, der erst nach Verlassen der
Beschleunigungszone stattfindet. Dieser metastabile Zerfall wurde 1991 erstmals in einem
MALDI-TOF-Massenspektrometer von Kaufmann et al. an Peptiden untersucht®®*"® und als
» Post-Source Decay” (PSD) bezeichnet.

Die zum PSD bendtigte Aktivierungsenergie stammt aus den Zusammensttl3en der
Analytmolekile entweder mit  Matrixmolekilen wdahrend des  Desorptions-
/lonisationsprozesses (in der lonenquelle des Massenspektrometers) bel der ,Plume
Expansion“ (hoher lokaler Druck) sowie bel der Beschleunigung. Aktivierung erfolgt
ebenfalls durch Stof3e mit Restgasmolekilen, die trotz des hohen Vakuums noch im Flugrohr
des Massenspektrometers vorhanden sind.*® Diese zwei Ereignisse werden as ,in-source”-
bzw. ,in-flight“-Aktivierung bezeichnet. Bei einem typischen Restgasdruck von ca. 8x10”’
mbar, gemessen in der Driftstrecke, tragt allerdings die ,in-flight“-Aktivierung kaum zum
PSD bei.” Dieser EinfluR kann aber stark erhéht werden, indem ein Gas nach der
Beschleunigungszone eingelassen wird. Dieser stol3induzierte Zerfall wird dann ,,Collision
Induced Decay” (CID) oder , Collisionally Activated Dissociation® (CAD) genannt. Diese
aternative Aktivierungsmethode wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht angewendet. An dieser
Stelle soll  erwdhnt werden, dad bei der Messung von Peptiden schon bei
,Schwellenlaserleistung® 6fter PSD festgestellt wird,® wahrend bei der Untersuchung
synthetischer Polymere eine starke Erhohung der Laserleistung, die eine Zunahme der Stol3e

in der Quelle bewirkt, notwendig ist.

Das aktivierte Mutterion zerfalt auf dem Weg zum Reflektor und spaltet sich in ein geladenes
Fragment (dieses Fragment wird weiter als PSD-Fragment bezeichnet) und ein Neutralteilchen
auf. Da dieser Zerfall erst auf der Driftstrecke stattfindet, fliegen die Fragmente mit der

gleichen Geschwindigkeit wie die des Mutterions weiter. Sie treffen auf den Lineardetektor
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zum gleichen Zeitpunkt wie das Mutterion und sind daher im Linearmodus nicht zu
beobachten. Dagegen konnen die PSD-Fragmente im Reflektormodus analysiert werden. In
der Tat haben die PSD-Fragmente in der Driftstrecke zwar die gleiche Geschwindigkeit wie
die des Mutterions und fliegen somit zum gleichen Zeitpunkt in den Reflektor hinein,

alerdings mit einer niedrigeren kinetischen Energie, E;, die durch Gleichung 3 gegeben ist:

E.=E,’ o Gleichung 3

E; kinetische Energie des PSD-Fragmentsin der Driftstrecke

Em kinetische Energie des Mutterionsin der Driftstrecke
=E, ; Beschleunigungsenergie

My Masse des PSD-Fragments

M M asse des M utterions

Infolgedessen dringen die Fragmentionen nicht so tief in den Reflektor ein wie die
Mutterionen. Sie verlassen den Reflektor friher und treffen am Reflektordetektor friher als
das Mutterion auf (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schema des in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer
ablaufenden PSD-Prozesses
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PSD bietet also die Mdoglichkeit, Strukturinformationen Uber die Anaytmolekile zu
gewinnen. Dieses wurde zuerst 1992 von Kaufmann et al.>” anhand von Peptiden gezeigt und
wird seitdem in der Biochemie eingesetzt z.B. bei der Peptidsequenzierung. Ziel dieser Arbeit
ist es, die PSD-Fragment-Technik bel der Analyse synthetischer Polymere anzuwenden und zu
zeigen, dal3 somit nitzliche Informationen Uber die chemische Struktur erhalten werden
koénnen. Dafur wird die von Bruker eingerichtete FAST ™- Methode (Fragment Analysis and
Structural TOF) benutzt, deren Prinzip im folgenden Kapitel kurz erklart wird.

11.3.2 Aufnahme eines PSD-M assenspektrums mit der FAST ™-Methode

Um PSD-Fragment-Massenspektren auswerten zu konnen, mufd zunéchst gewéhrleistet
werden, dal3 tatschlich alle Fragmente vom gleichen Mutterion stammen. Daflr werden
durch ein elektrisches ,, Gate" lonen mit einer definierten Masse von allen anderen lonen
abgetrennt. Dieses Gate wird im Falle einer reinen, monodispersen Probe, wie z.B. bei reinen
Peptiden nicht zwingend bendtigt, wird aber unumganglich im Fall von Mischungen oder bel
der Messung synthetischer Polymere, die eine Massenverteilung aufweisen. Das Gate besteht
aus einem elektrischen Feld, das auf dem Weg zum Reflektor, orthogonal zur Flugrichtung
angelegt wird (s. Abbildung 5). Durch sukzessives An-, Aus- und wieder Anschaten des
Gates konnen lonen mit niedrigeren sowie hoheren Massen abgelenkt werden, wahrend die zu
untersuchenden lonen ungestort durch das Gate welterfliegen. Der Vorteil dabei ist, dal3 das
Gate auch fur PSD-Fragmente der ausgewahlten Molekile durchldssig ist, da die PSD-
Fragmente mit gleicher Geschwindigkeit, d.h. zum gleichen Zeitpunkt, das Gate durchfliegen.
Im Reflektormodus werden dann sowohl intakte Mutterionen der ausgewdahlten Masse sowie
ihre PSD-Fragmente detektiert (s. Abbildung 4).

Allerdings werden die PSD-Fragmente auf dem Reflektordetektor mit einer falschen Masse
detektiert, daihre kinetische Energie nur einem Teil der Beschleunigungsenergie entspricht (s.
Gleichung 3). Im Vergleich zu lonen der gleichen Masse, die schon in der Quelle vorhanden
wéren und die volle Beschleunigungsenergie besalien, erreichen die PSD-Fragmente den
Reflektordetektor zu einem spéteren Zeitpunkt. Es muld daher eine Kalibrierung der PSD-
Fragmente vorgenommen werden. Sie erfolgt durch eine Zuordnung der auftretenden
Fragmentmassen zu den tatséchlichen Molekulargewichten dieser Fragmente. Sie wird mit
einem Peptid durchgefiihrt, dessen Fragmente bekannt sind und eindeutig zugeordnet werden

konnen (s. Experimenteller Teil, S. 222).
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Abbildung 5: Prinzip des elektrischen Gates, um ein definiertes Sgnal (Mutterion-
Sgnal) zu selektieren. a) MALDI-TOF-Massenspektrum eines Polyethylenglykols;
b) MALDI-TOF-Massenspektrum nach Auswahl eines definierten Sgnals.'

Eine weitere Schwierigkeit bei der Aufnahme eines PSD-Fragment-Massenspektrums liegt in
der Tatsache, dal3 zundchst nur grof3e Fragmente (mq>0.75xM) detektiert werden konnen. Dies
hat zwei Grunde. Erstens dringen kleinere Fragmente nicht tief genug in den Reflektor ein und
bleiben somit in einem Bereich mit geringerem Flugzeitdispersionsvermogen. Sie werden
zusammen reflektiert und erzeugen einen einzigen breiten Peak am linken Ende des PSD-
Spektrums. Zweitens werden Fragmente mit erheblich kleineren Massen als das Mutterion
aufgrund ihrer kleineren kinetischen Energie auf eine falsche Flugbahn reflektiert, so dal sie
den Reflektordetektor gar nicht erreichen. Um ein vollsténdiges Spektrum aler PSD-
Fragmente aufzunehmen, werden bei der FAST-Methode in 15 Schritten mit immer kleiner

werdenden Reflektorspannungen einzelne Segmentspektren aufgenommen. In jedem dieser

' Die Spektren wurden mit einer Laserleistung an der Desorptions-/Ionisationsschwelle gemessen und weisen

daher noch keine PSD-Fragmente auf.
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Beschreibung der MALDI-TOF Massenspektrometrie

Segmente entspricht die Reflektorspannung einem anderen Massenbereich der Fragmente, so
dal? sie auf dem Reflektordetektor differenziert werden konnen (s. Abbildung 6). Wurden alle
Segmente aufgenommen, konnen sie nach der entsprechenden Fragment-Kalibrierung
zusammengefigt werden und ergeben das PSD-Fragment-Massenspektrum des selektierten

Signals der zu untersuchenden Substanz.

Segment Nr.1

Vgze=30 KV
600 700
mz
+ Segment Nr.2
Vige=27.2 KV
50 &0
mz
+ Segment Nr.3
Vge=22.59 kV
+ a0 50
nkz
1
1
1
d 160 260 30|0 40|0 5(;0 6(';0 7(';0

m/z

Abbildung 6: Aufbau eines PSD-Massenspektrums durch Zusammenfiigen aller
Segmentspektren mit Hilfe der FAST™-Methode
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I1l.  Hauptteil

I11.1. Charakterisierung von polymeranalogen Endgruppenreaktionen mit
MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie ist eine auBerst leistungsfdhige Methode, um
Endgruppenmodifikationen niedermolekularer Polymere nachzuweisen. Die Fille der
Informationen, die aus einem einzigen MALDI-TOF Massenspektrum extrahiert werden
konnen, ist sonst nur unter Einsatz mehrerer verschiedener analytischer Methoden erhéltlich.
Desweiteren gibt eine solche Untersuchung die Gelegenheit, die unterschiedlichen
Mef3methoden des Flugzeitmassenspektrometers ausfiihrlich zu betrachten, um die passenden
instrumentellen Parameter auszuwéhlen, die eine Quantifizierbarkeit der Polymerverteilung
gewéhrleisten. Bevor jedoch die Motivation dieser Untersuchung ndher begriindet wird, sollen

zunéchst die zu untersuchenden Proben, deren Synthese und Anwendung vorgestellt werden.

[11.1.1 Synthese und Anwendung der zu unter suchenden

endgruppenmodifizierten Polyethylenglykole

Die endgruppenmodifizierten Polymere wurden von Astrid Lehmann (A.K. Prof. W. Goedel,
MPI fur Kolloid- und Grenzflachenforschung, Berlin), die sich im Rahmen ihrer Doktorarbeit
mit Polymeren oberflachenmodifizierten Membranen (Polymerdekorierten Membranen)
beschéftigt, synthetisiert. Zur Untersuchung des Einflusses eines in einer Lipidmembran
verankerten Polymers auf das Membranverhalten, wurden wasserldsliche Polymere mit einer
hydrophoben Endgruppe hergestellt.** Als wasserlésliche Polymere wurde Polyethylenglykol
(im Folgenden mit PEG abgekirzt) gewéhlt. Die hydrophobe Endgruppe hat die Funktion
einer Ankergruppe, die zur Anknipfung an die Lipidmembran dient. Die
Oberflacheneigenschaften der Membran werden durch die Dichte des an der Membran
angeknupften Polymers gedndert. Dadurch kann z.B. die biologische Erkennung modifiziert
werden: polymerdekorierte Vesikel werden ,,unsichtbar® gegeniber dem Immunsystem und
ihre Verweilzeit im lebenden Organismus kann verléngert werden. Das hydrophile Polymer ist
durch eine hydrolysierbare Bindung an die Ankergruppe gebunden, damit es von der
Membranoberfl&che durch Anderung des pH-Wertes in situ abgekoppelt werden kann.”? Die

Synthesen der zwei Zielpolymere sind in Abbildung 7 und Abbildung 8 schematisiert. Fur
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Polymer 3 wurde Cholesterin als Ankergruppe gewahlt, da bekannt ist, da3 es sich in
Lipidmembranen einlagert.*** Das Polymer 3 wurde aus der Reaktion von Mono-methoxy-
polyethylenglykol 1 mit Cholesteryl-chlorformiat 2 erhalten und enthét as hydrolysierbare
Bindung eine Carbonatbindung.

O

N
CH3O-€CH2CH209F]H + Cl o

1 2

O

|
CH3O—€CH2CH203n)\O

Abbildung 7: Endgruppenmodifikation des PEGs 1

Fir das Polymer 8 (s. Abbildung 8) wurde Fluorescein zwischen die Polyethylenglykol-Kette
und die Cholesteryl-Ankergruppe eingefiihrt, das as fluoreszierende Sonde wirkt und die
Bestimmung der eingelagerten Polymerkonzentration in der Membran durch
Fluoreszenzmikroskopie ermdéglicht. Um zum Zielpolymer 8 zu gelangen, erfolgte zunéchst
die Reaktion von M ono-methoxy-polyethylenglykolamin 4 mit dem Fluorescei n-isothiocyanat
5 und anschlief3end die Reaktion des Zwischenproduktes 6 mit dem Cholesteryl-chlorformiat
7. Auch hier ist die hydrolyseinstabile Bindung, die jetzt zwischen dem Fluorescein und dem

Cholesteryl liegt, eine Carbonatbindung.
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CHgO~CH,CH,0)-CH,CH,NH; +

Abbildung 8: Endgruppenmodifikation des PEGs 4
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Die Produkte 3 und 8 wurden von deren Vorlaufern 1 bzw. 4 mittels
Hochl e stungsfliissigchromatographie (HPLC) getrennt. Dabel wurde die Tatsache genutzt,
da’3 die hydrophobe Modifizierung des Polyethylenglykols zu einer Verdnderung des
Adsorptionsverhaltens des Polymers auf der Saule fuhrt, die unterschiedliche Elutionszeiten

bewirkt.

11.1.2 Vorteileder Charakterisierung der endgruppenmodifizierten
Polyethylenglykole mit der MALDI-TOF-MS

Dank der relativ geringen Molekulargewichte der zu untersuchenden Proben (<10000 g/mol)
kénnen die Endgruppenmodifikationen ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen
werden. In der Tat besitzen die Endgruppensignale eine noch ausreichende Intensitét neben
den intensiven Monomersignalen.** AuRerdem gewahrleisten die zuvor durchgefiihrten
HPLC-Trennungen, dal3 die im NMR-Spektrometer detektierten Endgruppen tatséchlich zu
Polymerketten verkniipft sind. Ungunstig ist dagegen, dald3 die ,grof3en* Substituenten
(Cholesteryl bzw. Cholesteryl-Fluorescein-Gruppe) sehr viele Signale im NMR-Spektrum
verursachen, die eine detaillierte Zuordnung erschweren. Einige Signale konnen aber trotzdem
eindeutig zugeordnet werden, deren Intensitdten die Bestimmung einer mittleren Zahl der
Monomere pro Endgruppe erlauben. Allerdings liefert die NMR-Spektroskopie nur einen
Mittelwert und keine Information Uber die Veranderung der Massenverteilung. Die
Verschiebung der  Massenvertellung wére ein  zusétzlicher  Nachweis  der
Endgruppenmodifikation. Die GPC ist die wichtigste konventionelle Methode der
Polymeranalytik, die in der Lage ist, die Polymerverteilung zu beschreiben. Sie beruht auf der
Trennung von Polymeren aufgrund ihres hydrodynamischen Volumens in Losung, das vom
Molekulargewicht abhangig ist. Leider ist die GPC nur eine Relativmethode und bendtigt
strukturanaloge Kalibriersubstanzen. Zur Ermittlung der Molmassenverteilung eines Polymers
wird eine Kalibrierkurve erstellt, die mit Daten eines Polymerstandards (in unserem Fall PEG-
Standards) gewonnen wird. Aufgrund unterschiedlicher Einflisse der Endgruppen auf das
hydrodynamische Volumen wird aber bel dieser Endgruppenmodifikation, die einen
besonders grof3en und starren Substituenten ,involviert“, die Beziehung zwischen dem
hydrodynamischen Volumen des Polymerknduls und der Molmasse verandert. Dadurch

werden die mittels der GPC ermittelten Molekulargewichte des endgruppenmodifizierten
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Polymers verfalscht.** Auf Grund dieses Fehlers der GPC wurde die MALDI-TOF-
M assenspektrometrie eingesetzt.

In MALDI-TOF-Massenspektren sind die Signale von , niedermolekularen* Polymeren (<10*
g/mol) einzeln aufgelost. Die hergestellten PEG's liegen in diesem gunstigen
Molmassenbereich, wodurch eine direkte Uberprifung der Endgruppenmodifikation
ermoglicht wird. In der Tat kann fur jede Polymerkettenléange die aus den Massenspektren
berechnete Masse der modifizierten Endgruppe mit der erwarteten Masse verglichen werden.
Weiterhin  sollten die Endgruppenmodifikationen durch die Veranderung der
Mol ekulargewichtsmittelwerte Uberprift werden konnen. Dies erfordert aber eine zuverléssige
Quantifizierung der Polymervertellung mit der MALDI-Methode. Aus friheren
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe und aus der Literatur ist bekannt, dal3 die MALDI-
TOF-MS fir engverteilte Polymere (Polydispersitdét ca. 1,01-1,06) mit einheitlichen
Endgruppen richtige M- und M,,-Werte liefert.”*?* Fiir die vorhandenen engverteilten PEG's
(Polydispersitdt ca. 1,01) konnen aso die mit MALDI-TOF-MS ermittelten
Molekulargewichtsmittelwerte as zuverléssig betrachtet werden. Die theoretisch zu
erwartenden M- und M,,-Werte des gereinigten Zielpolymers werden berechnet und mit den
Molekulargewichtsmittelwerten aus der Spektrenauswertung verglichen. Die entwickelte
Methode fir die Untersuchung der Anderung der Molekulargewichtsverteilung durch die
Endgruppenmodifikation des PEGs mittels MALDI-TOF-MS ist prinzipiell auf jedes
Polymersystem Ubertragbar, sofern die modifizierte Endgruppe ausreichend ,, schwer” ist, um
die Molekulargewichtsverteilung des Polymers signifikant d.h. auf3erhalb statistischer
Mef3fehler zu verschieben.

Endgruppenmodifikationen von PEG wurden bereits von Li et al.*® mit der MALDI-TOF-
M assenspektrometrie untersucht. Die aus dem Massenspektren ermittelten M- und M,,-Werte
erreichten aber nur 72% der theoretisch zu erwartenden Werte. Diese Tendenz wurde von
dieser Arbeitsgruppe mit anderen endgruppenmodifizierten PEG’s auch beobachtet, und as
Erkldrung wurde eine Verkirzung der Polymerketten als typisches Verhaten des PEGs
wéhrend der Endgruppenmodifikation postuliert. Es soll nun anhand der von A. Lehmann zu
Verfigung gestellten endgruppenmodifizierten Polyethylenglykole Uberprift werden, ob
dieses in der Literatur beschriebene Phdnomen bestétigt werden kann. Zunéachst missen aber
die unterschiedlichen Mef3anordnungen des Massenspektrometers hinsichtlich  der

Quantifizierung einer Polymerverteilung ausfihrlich betrachtet werden. Erst dann ist eine
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zuverlassige Einstellung des Massenspektrometers moglich, um die Molmassenverteilung der
in der lonenquelle entstandenen Polymerionen auf dem Massenspektrum zuverlassig
abzubilden.

111.1.3 Einstellung des M assenspektrometers zur wirklichkeitstreuen

Abbildung der M olmassenverteilung eines Polymers

Bel einer im Linearmodus mit einem ,Dual-Microchannel-Plate-Detektor ausgefihrten
Messung kann die auf dem Massenspektrum dargestellte Molekulargewichtsverteilung
verfélscht werden. In der Tat neigen dua-M CP-Detektoren zu einer schnellen Séttigung. Die
Matrix-lonen sowie die Polymerionen mit den niedrigeren Massen der Verteilung bilden einen
sehr intensiven lonenstrom, der auf den Detektor auftritt. Dies kann eine Séttigung des dual-
M CP-Detektors und damit eine entsprechende Diskriminierung der etwas spater am Detektor
ankommenden lonen am Hochmassenende einer Polymerverteilung verursachen. Mit dem
Einschalten des Deflektors werden lonen mit niedrigeren Massen nach der
Beschleunigungsphase von der ionenoptischen Achse des Massenspektrometers abgelenkt, so
dal? sie den Detektor nicht erreichen konnen. Damit wird aber oft die durch die Matrix-Signale
bedingte Detektorséttigung nicht vollstandig vermieden: ein grof3er Teil der Matrix-lonen
wird nach der Beschleunigung und vor dem Deflektor in geladene und neutrale Bruchstlicke
zerfallen. Die geladenen Fragmente werden durch den Deflektor abgelenkt im Gegensatz zu
den neutralen Bruchstlicken, die nach der gleichen Flugzeit wie das Mutterion den Linear-

Detektor erreichen.

Beim Einschalten des Reflektors werden aber diese storenden neutralen Bruchstlicke vom
Reflektor nicht umgelenkt und erreichen den Reflektor-Detektor nicht. Im Reflektionsmodus
mit Deflektion kann also die durch die Matrix-lonen bedingte Detektorséttigung vermieden
werden. Wenn die Polydispersitét der Polymerprobe ausreichend niedrig ist, bleibt der
lonenstrom der am Anfang der Polymerverteilung liegenden Ionen niedrig genug, so dal3 keine
Sétigung des dua-MCP-Detektors verursacht wird. In diesem Fall kann aso die
Molekulargewichtsverteilung der Polymerionen, die vom Reflektor umgelenkt werden,
zuverlassig detektiert werden. Im Reflektionsmodus werden aber die vor dem Reflektor
zerfallenen Polymerionen nicht nachgewiesen. Infolgedessen wird die

Molekulargewichtsverteilung eines Polymers, das einen metastabilen Zerfall vor dem
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Reflektor erfahrt, verfalscht, wenn der Anteil des metastabilen Zerfalls nicht fir jede
Polymerkettenlénge gleich ist. Aus diesen Grinden kann das Massenspektrum eines
Polymers, das im Reflektionsmodus  gemessen  wurde, eine  fasche
Molekulargewichtsverteilung  widerspiegeln.  Damit ~ Molekulargewichtsverteilungen
engvertellter Polymere mit der MALDI-TOF-MS zuverl&ssig abgebildet werden kdnnen, muf3
also das Massenspektrometer im Linearmodus mit einem Uberséttigungsunempfindlichen
Detektor betrieben werden. Solch einen speziellen Detektor stellt z.B. der sogenannte
HIMAS™-Detektor dar, der im Kapitel 11.2.4 (s. S. 12) néher beschrieben wurde.

Wie éndern sich nun die aufgenommenen Molekulargewichtsverteilungen der in diesem
Kapitel betrachteten Polymerproben bel verschiedenen Einstellungsmdglichkeiten des
Massenspektrometers? Abbildung 9 zeigt die Massenspekiren des kommerziell erhdtlichen
PEGs 4 unter drei verschiedenen Mel3anordnungen des Massenspektrometers: im
Linearmodus mit einem dual-MCP-Detektor, im Reflektionsmodus mit einem dual-MCP-
Detektor und im Linearmodus mit dem HIMAS™-Detektor.
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CH30-CH,CH;0)-CHCHoNH;
a.l.
4

Linearmodus
MCP-Detektor
a) (mit DE)

Reflektionsmodus
MCP-Detektor
b) (mit DE)

o b,

Linearmodus
HIMAS-Detektor
H (ohne DE)

. : ,
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m/z

Abbildung 9: MALDI-TOF-Massenspektren  von  Polyethylenglykol 4
aufgenommen im a) Linearmodus mit einem MCP-Detektor', b) Reflektionsmodus
mit einem MCP-Detektor' und c¢) Linearmodus mit einen HIMAS-Detektor.

' Die gute Auflsung ist auf die Verwendung der , Delayed-extraction”-Technik zuriickzufiihren
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Die Massenspektren in Abbildung 9a und Abbildung 9b wurden mit ,Delayed Extraction®
(DE) gemessen (s. Kapitel 11.2.3, S. 11) und zeigen daher eine hohe Auflésung. Dadurch
konnen die absoluten Massen jeder einzelnen Kettenlange sehr genau bestimmt werden.
Dagegen zeigt das Massenspektrum in Abbildung 9c breitere Signale. Sie sind einerseits auf
die Anwendung der ,,normalen” lonenquelle (d.h. ohne ,, delayed extraction®) und andererseits
auf den Einsatz des HIMAS-Detektors zurlckzufthren (s. Kapitel 11.2.4, S. 12). In Tabelle 1
sind die aus den Massenspektren ermittelten Molekulargewichtsmittelwerte des PEGs 4 fir

jede Mel3anordnung zusammengestel|t.

Tabelle 1. Ermittelte Molekulargewichtsmittelwerte des PEGs 4 aus den in
Abbildung 9 dargestellten MALDI-TOF-Massenspektren

Mef3anordnung MALDI-TOF- M My
Massenspektrum
Linear - dual-M CP Detektor Abbildung 9a 5477 5564
Reflektion - dual-M CP Detektor Abbildung 9b 5508 5573
Linear - HIMAS-Detektor Abbildung 9c 5566 5624

Bei der Bestimmung der Molekulargewichtsvertellung macht sich der zuvor beschriebene
Unterschied zwischen den drei Mef3anordnungen im Falle von Probe 4 kaum bemerkbar. Der
geringe Unterschied zwischen den aus den Massenspektren a und ¢ (in Abbildung 9)
ermittelten Molekulargewichtsmittelwerten zeigt, dald der von den Matrix-lonen ausgelGste
lonenstrom nicht intensiv genug ist, um eine Ubersittigung des dual-MCP-Detektors zu
verursachen. Eine Erklarung dafUr ist die relativ niedrige bendtigte Laserleistung, um das PEG
4 zu desorbieren und zu ionisieren, die wenig Uber der lonisierungsschwelle der fur diese
M essungen benutzten Matrix 1,8,9-Trihydroxyanthracen (Dithranol) liegt. Die Ahnlichkeit der
Molekulargewichtsverteilungen zwischen den im Reflektions- und den im Linearmodus
aufgenommenen Massenspektren (Abbildung 9 b bzw. alc) deutet darauf hin, dal3 beli der
untersuchten Probe 4 kein metastabiler Zerfall der Polymerionen vor dem Reflektor
stattgefunden hat oder, wenn dieses doch geschehen ist, da3 der metastabile Zerfal
kettenlangenunabhangig ist. Die Untersuchung der weiteren kommerziell erhétlichen Probe

PEG 1 zeigt ebenfalls ein dahnliches Verhalten gegeniiber den drei Mef3anordnungen.
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Dagegen zeigen die MALDI-TOF Massenspektren der endgruppenmodifizierten PEGs 3 und
8 ene wesentliche Abhangigkeit gegentber der Linear- und Reflektormef3anordnung.
Abbildung 10 zeigt zum Beispiel die im Linear- und Reflektionsmodus aufgenommenen
MALDI-TOF Masssenspektren des PEGs 3. Die aufgenommene Mol ekulargewichtsverteilung
der Probe hat sich zwischen den zwei Mef3anordnungen stark gedndert. Das im Linearmodus
aufgenommmene Massenspektrum zeigt eine einfache Molekulargewichtsverteilung des PEGs
3 (s. Abbildung 10a), wahrend das im Reflektionsmodus aufgenommene Massenspektrum
zwei inenanderliegende Vertellungen zeigt (s. Abbildung 10b). Mit Hilfe der absoluten
Massen der Polymerketten konnen die zwei Verteilungen zugeordnet werden. Die im hoheren
Massenbereich liegende Verteilung konnte auf PEG-Ketten 3 ohne ,, Fluorescein-Chol esterin®-
Gruppe zuriickzufiihren sein. Dies gilt es jedoch im folgenden zu kldren. Aulerdem weist die
Abhangigkeit des Intensitéatsverhdtnisses dieser zwel Verteilungen von der Laserleistung (s.
Abbildung 11) darauf hin, dai3 die unerwartete Verteilung auf eine Fragmentierung des PEGs

3 zurickzufthren ist.
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Abbildung 10: MALDI-TOF-Massenspektren von PEG 3 aufgenommen im a)
Linearmodus und b) Reflektionsmodus. Beide Massenspektren wurden mit der
» Delayed-Extraction” -Technik und mittels eines MCP-Detektor s aufgenommen.
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Abbildung 11: MALDI-TOF-Massenspektren von PEG 3 gemessen im Reflektor-
modus bei steigender Laserleistung: a) Laserleistung wenig Gber der Desorptions-
lonisationsschwelle; b) Leicht erhdhte Laserleistung; ¢) Hohe Laserleistung
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Da diese Vertellung im Linearmodus aber nicht nachgewiesen wurde, handelt es sich
hochstwahrscheinlich um einen metastabilen Zerfall, der nach der Beschleunigung und vor
dem Reflektor stattgefunden hat, d.h. ein sogenannter ,, Post-Source Decay” (s. Kapitel 11.3, S.
15). Um diese Vermutung zu Uberprifen, kann mittels des elektronischen Gates (s. Kapitel
[1.3.2, S. 17) ein definierter Peak der Massenverteilung des erwiinschten PEGs 3 selektiert
werden. Abbildung 12b zeigt, dald mit den selektierten Polymerketten (m/z 5241 d.h.
Polymerisationsgrad n=108) ebenfals PSD-Fragmente (,, scheinbares® m/z 4870) auf dem
Reflektordetektor detektiert werden. Diese PSD-Fragmentierung findet fir jeden
Polymerisationsgrad des PEGs 3 statt, so dald die bisher nicht eindeutig zuzuordnende
Verteilung daraus resultiert. Wie bereits im Kapitel 11.3.2 (s. S. 17) erklart wurde, werden aber
die PSD-Fragmente mit einer falschen Masse detektiert und bendtigen eine besondere
Kalibrierung. Abbildung 12c zeigt zum Beispiel, dal3 das PSD-Fragment, das zu einer
»Scheinbaren* Masse von 4870 g/mol zundchst zugeordnet wurde, eigentlich eine Masse von
4828 g/mol besitzt. Dies entspricht der Masse einer Polymerkette des PEGs 3 mit 108

Wiederholungseinheiten nach dem Verlust der ,, Fluorescein-Cholesterin®-Gruppe.

Alle diese Betrachtungen zeigen, dal3 fir eine zuverlassige und sichere Charakterisierung der
Probe besondere Aufmerksamkeit dem Betriebmodus des Flugzeitmassenspektrometers sowie
dem Detektortyp geschenkt werden muf3. Die im folgenden betrachteten Massenspektren
wurden alle im Linearmodus mit dem HIMAS-Detektor aufgenommen, so dal3 zuverlassige
Mol ekulargewichtsverteilungen abgebildet und Rickschliisse auf die Endgruppenmodifikation
anhand der Molekulargewichts-mittelwerte gezogen werden kdnnen. Bevor die Ergebnisse der
MALDI-TOF Messungen vorgestellt und interpretiert werden, sollen zunachst im folgenden
Abschnitt die theoretischen Molmassenmittelwerte M, und M, berechnet werden, die nach

einer Endgruppenmodifikation zu erwarten sind.

32



Hauptteil

500 §
v
v
El) a.i.
T T T T
4000 5000 6000
mi/z
3000 -
4870
2000 -
5241
1000
T T T T
4000 5000 6000
3000+ m/z
4828
2000
5241 o
. 1 \
al. ‘ CH304CHZCHZO%B\O
C) 1000 3 M=5241 g/mol
“ CHOCHLCHOY . M=4828 g/mol
i
0
T T T T
4000 5000 6000
m/z

Abbildung 12: Selektierung eines Peaks der Massenverteilung des PEGs 3 zum
Nachweis der nicht unterdrickbaren PSD-Fragmentierung. a) MALDI-TOF-
Massenspektrum des PEGs 3 gemessen im Reflektormodus; b) Massenspektrum
nach Selektierung des Peaks bel m/z 5241 - ohne Korrektur der Masse des PSD-
Fragments; ¢) Massenspektrum nach Selektierung des Peaks bei m/z 5241 - mit
Kalibrierung des PSD-Fragments
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I11.1.4 Dietheoretisch zu erwartenden Molekular gewichtsmittelwerte

eines endgruppenmodifizierten Polymers

In unserem Fall muR die durch eine Engruppenmodifikation ausgel 6ste Anderung der M- und
M-Werte eines Polymers fur nur eine modifizierbare Endgruppe berechnet werden. Esist zu
betonen, dal3 das Massenspektrum des erhaltenen Polymers erst nach Reinigung des
Reaktionsprodukts aufgenommen wurde. Die detektierte Molmassenverteilung stellt also nicht
eine Mischung aus dem erhaltenen Polymer und dem nicht umgewandelten Ausgangspolymer
dar, sondern nur das reine Produkt der Endgruppenmodifikation. Die zu erwartenden
Molekulargewichtsmittelwerte  des  Reaktionsprodukts  entsprechen  also  den
Molekulargewichtsmittelwerten des reinen Zielpolymers. Die Molmassendifferenz zwischen
den Ziel- und Ausgangsmolekilen der Sorte i (d.h. mit i Grundbausteinen) wird as DM
definiert und entspricht der Differenz zwischen der Molmasse der modifizierten Endgruppe
der Zielmoleklle und der zu modifizierenden Endgruppe der Ausgangsmolekiile. Nach der
Endgruppenderivatisierung wird jedes Signal des Zielpolymerspektrums von DM g/mol in
Vergleich zu dem betreffenden Signal des Ausgangspolymerspektrums verschoben. Fir die
folgenden Rechnungen wird angenommen, daf3 ale Polymerketten mit derselben
Wahrscheinlichkeit reagieren. Dies kann leicht nachgepriift werden, indem die Form der
Hullkurve der Polymerverteilung sich nach Ablauf der Reaktion nicht &ndern sollte und die
M,-Werte sich um DM g/mol verschieben sollten. Unter M,-Wert wird hier die Masse des
Peaks bezeichnet, die dem wahrscheinlichsten und damit dem intensivsten Punkt der

Molekulargewichtsverteilung entspricht. Mit der oben formulierten Annahme lassen sich die
Molmassenmittelwerte Mre und Mwe (P steht hier fir Produkt) des Zielpomers al's Funktion

der Molmassenmittelwerte Mre und Mwe (E steht hier fir Edukt) des Ausgangspolymers
berechnen (mathematischer Beweiss. Anhang 1, S. 234) :

Mrp = Mne + DM Gleichung 4
Muwe + DM Gleichung 5
Muwp = W + DM
1+—
Mne
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Es ist zu betonen, dal3 die mit MALDI-TOF-MS zu untersuchenden Polymere sehr oft als
kationisierte Molektle gemessen werden und daher die ausgewerteten M- und M,,-Werte den
Molmassenmittelwerten des Addukts mit dem Kation entsprechen. Theoretisch sollten die
ausgewerteten M- und M,,-Werte nach diesen Rechnungen korrigiert werden (DM wiirde in
diesem Fall die Masse des Kations darstellen). Die angewendeten Kationen wie z.B. Li*, Na',
K" haben aber in der Praxis eine vernachldssigbare Masse im Vergleich zum

Auswertungsfehler und werden daher nicht berticksichtigt.
[11.1.5 Darstellung und Auswertung der MALDI-TOF-Massenspektren

Die Proben der Edukte und Produkte wurden auf gleiche Weise prépariert und unter gleichen
Bedingungen analysiert, um ein Vergleich zwischen den Spektren zu ermdglichen. Bei den
abgebildeten Messungen wurde Dithranol als Matrix verwendet und Kaliumtrifluoracetat als
Kationisierungsreagenz zugesetzt. Abbildung 13a zeigt das erhaltene Massenspektrum fir
positive lonen des PEGs 1. Bel einer Auflésung von ca. m/Dm=600 zeigen sich hier Signale
jeder einzelnen Kettenlange. Der Abstand der Signale untereinander betrégt 44 g/mol und gibt
das Molekulargewicht der Wiederholungseinheit wieder. Die absolute Masse einer jeden
detektierten Kettenlange setzt sich aus der Masse aller Wiederholungseinheiten und der
Endgruppen zusammen. Die Endgruppen des kéuflichen PEGs 1 sind bekannt und bestehen
aus einer Methoxygruppe und einem Wasserstoffatom. Rechnet man nun die absolute Masse
einer Polymerkette nach, so stellt man fest, dald ein Rest von 39 g/mol auftritt. Dieser
resultiert aus dem Zusatz von Kalium zur Matrix-Anayt-Mischung, das fir die lonisation

(Kationisierung) bendtigt wird. Die Masse eines Signals errechnet sich somit aus folgender

Formel:
M[g/mol] = nx44,05+31,03+1,01+ 39,1 Gleichung 6
n Anzahl der Wiederholungseinheiten
44,05 | sotopengemitteltes Mol ekulargewicht der Wiederholungseinheit
31,03 | sotopengemitteltes Mol ekul argewicht der Methoxygruppe
1,01 | sotopengemitteltes Atomgewicht des Protons
39,1 | sotopengemitteltes Atomgewicht von Kalium
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Abbildung 13: MALDI-TOF-Massenspekiren von a) PEG 1 und b) PEG 3.
Verschiebung um die Masse einer Cholesterin-Einheit

Der aus dem Massenspektrum ermittelte M,-Wert erreicht 5092,6 g/mol, der nach Gleichung
6 114 Wiederholungseinheiten entspricht. Die damit berechnete theoretische Masse von

5092,8 g/mol stimmt sehr gut mit dem gemessenen Wert tiberein.

Der Zusatz von Kaium as Kaiumtrifluoracetat zur Matrix-Anayt-Mischung ist zur
reproduzierbaren Bildung kationisierter Analytmolekile notwendig. Wird auf eine Addition
von Kalium verzichtet, so wird kein Signal erhalten, oder die zu beobachtenen Signale sind

schwach und hangen von den in der Matrix-Analyt-Mischung vorkommenden zufalligen

36



Hauptteil

Verunreinigungen durch Metallspuren ab. Fir jedes gemessene PEG wurde zusétzlich ein
Massenspektrum der Matrix-Anayt-Mischung aufgenommen, bei denen Natriumsalz statt
Kaliumsalz zugesetzt wurde. Zwischen der gemessenen und der theoretisch berechneten
Masse einer Polymerkette trat dann eine Differenz von 23 g/mol auf, die der Masse eines
Natriumatoms entspricht. Dadurch konnte der lonisierungsmechanismus der untersuchten
PEG’s bestétigt werden: beim Zusatz des Kalium- bzw. Natriumsalzes zur Matrix/Analyt-
Mischung entspricht ein detektiertes Analytion einem Adduktion, das aus dem zugesetzten
Kation und einer intakten Polymerkette gebildet worden ist.

Abbildung 13b zeigt das erhaltene Massenspektrum fir positive lonen des PEGs 3, das durch
Endgruppenmodifikation aus dem PEG 1 gewonnen wurde. Die Masse einer detektierten

Kettenlange ergibt sich somit als:

M[g/ mol] = nx44,05+ 31,03+ 413,66 + 39,1 Gleichung 7

413,66 | sotopengemitteltes Mol ekulargewicht der ,, Cholesterylformiat”-Gruppe

Aus dem Massenspektrum wurde fir eine PEG-Kette mit 114 Wiederholungseinheiten ein
Mp-Wert von 5505,1 g/mol ermittelt. Die mit 114 Wiederholungseinheiten nach Gleichung 7
berechnete theoretische Masse von 5505,5 g/mol stimmt sehr gut mit dem gemessenen Wert

Uberein.

In Tabelle 2 sind die Molekulargewichte, die aus den Massenspektren der PEG's 1 und 3
errechnet  wurden, sowie die theoretisch erwarteten Molmassen des PEG's 3

zusammengestellt, die aus den gemessenen Molmassen des PEGs 1 berechnet wurden.
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Tabelle 2: Molekulargewichtsmittelwerte der PEG’ s 1 und 3

Probe M,? n’ Mp (ber)® M2  Mq(ber)? M2 My (ber)?
1 5092,6 114 5092,8 5160 - 5226 -
3 5505,1 114 5505,5 5556 5573 5607 5634

2 Aus MALDI-TOF-Massenspektren ermittelte Molmassen. ® Anzahl der Wiederholungseinheiten
berechnet aus dem gemessenen M -Wert. © Theoretischer Wert berechnet aus n nach Gleichung 6
bzw. Gleichung 7. ¢ Theoretischer Wert berechnet aus dem gemessenen M,-Wert des PEGs 1 nach
Gleichung 4. ® Theoretischer Wert berechnet aus den gemessenen M- und M,,-Werte des PEGs 1

nach Gleichung 5.

Die Differenz zwischen dem gemessenen M,-Wert des endgruppenmodifizierten PEGs 3 und
des Ausgangspolymers 1 erreicht einen Wert von 412,5 g/mol. Dies ist mit der theoretisch zu
erwartenden Differenz DM aus der Molmasse der modifizierten Endgruppe des Zielmolekiils
und der zu modifizierenden Endgruppe des Ausgangsmolekils zu vergleichen (s. Abschnitt
[11.1.4, S. 34). Bei der Endgruppenmodifikation des PEGs 1, die zum Zielpolymer 3 fihren
soll, entspricht DM der Molmassendifferenz zwischen der ,, Cholesteryl-Formiat-Gruppe” und
dem Wasserstoffatom mit einem Wert von 412,65 g/mol. Die Verschiebung des gemessenen
Mp-Wertes weist aso nach, dald die erwinschte Endgruppenmodifikation tatséchlich
abgelaufen ist. Dies kann weiterhin durch die Anderung der M- und M,-Werte bestétigt
werden. In der Tat stimmen die gemessenen M,- und M,-Werte des Zielpolymers 3
hervorragend mit den erwarteten Werten Uberein. Dies beweist auf3erdem, dald die
Endgruppenmodifikation bel alen Polymerketten des PEGs 1 mit derselben
Wahrscheinlichkeit abgelaufen ist. Dies war die ndtige Hypothese, um die theoretisch zu
erwartenden M- und M,-Werte des Zielpolymers 3 nach Gleichung 4 und Gleichung 5 as
Funktion der M- und M,-Werte des Ausgangspolymers 1 auszudriicken (s. Anhang 1, S.
234).
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Ebenso 1403t sich die in Abbildung 8 schematisierte Endgruppenmodifikation mit der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie untersuchen. Abbildung 14a zeigt das erhaltene Massenspektrum
des kommerziell erhdltlichen PEGs 4, deren Endgruppen aus einer Methoxy- und einer
Aminoethylgruppe bestehen. Die Masse, die jedem Signal entspricht, ergibt sich nach Formel:

M[g/ mol] = n>44,05+ 31,03+ 44,08 + 39,1 Gleichung 8

44,08 | sotopengemitteltes Mol ekul argewicht der Aminoethylgruppe

CH30-+CH;CH0-CHCHoNH,

a.l.
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Abbildung 14: MALDI-TOF-Massenspektren von a) PEG 4 und b) PEG 8.
Verschiebung um die Masse einer Fluorescein-Cholesterin-Gruppe
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Der aus dem Massenspektrum ermittelte M,-Wert erreicht 5488,6 g/mol, der nach Gleichung
8 122 Wiederholungseinheiten entspricht. Die damit berechnete theoretische Masse von

5488,3 g/mol stimmt sehr gut mit dem gemessenen Wert tiberein.

Das aufgenommene Massenspektrum des PEGs 8, das durch ene zweistufige
Endgruppenmodifikation aus dem PEG 4 hergestellt wurde, zeigt Abbildung 14b. Die Masse

einer jeden gemessenen Kettenlénge ergibt sich als:

M[g/mol] = nx44,05+ 31,03 +846,11+39,1 Gleichung 9

846,11 Isotopengemitteltes Molekulargewicht der , Aminoethyl-Fluorescein-Cholesterin®-
Gruppe

Aus dem Massenspektrum wurde fir eine PEG-Kette mit 122 Wiederholungseinheiten ein
Mp-Wert von 6290,4 g/mol ermittelt. Die mit 122 Wiederholungseinheiten nach Gleichung 9
berechnete theoretische Masse von 6290,4 g/mol stimmt sehr gut mit dem gemessenen Wert

Uberein.

Die aus den Massenspektren der PEG’s 4 und 8 errechneten Molekulargewichte sowie die aus
den gemessenen Molmassen des PEGs 4 berechneten Molmassen des PEGs 8 sind in Tabelle

3 zusammengefal¥.

Tabelle 3. Molekulargewichtsmittelwerte der PEG’ s 4 und 8

Probe M2 n” Mp (ber)® M2  M,(ber)? M2 M, (ber)?
4 5488,6 122 5488,3 5566 - 5624 -
8 6290,4 122 6290,4 6296 6368 6352 6419

2 Aus MALDI-TOF-Massenspektren ermittelte Molmassen. ® Anzahl der Wiederholungseinheiten
berechnet aus dem gemessenen M,-Wert. © Theoretischer Wert berechnet aus n nach Gleichung 8
bzw. Gleichung 9. ¢ Theoretischer Wert berechnet aus dem gemessenen M, -Wert des PEGs 4 nach
Gleichung 4. © Theoretischer Wert berechnet aus den gemessenen M- und M,,-Wert des PEGs 4 nach

Gleichung 5.

DM entspricht jetzt der Molmassendifferenz zwischen der ,, Aminoethyl-Fluorescein-

Cholesterin“-Gruppe und der Aminoethylgruppe. Die aus der Verschiebung der Mp-Werte
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errechnete DM betrégt 801,8 g/mol und stimmt mit dem theoretischen Wert von 802,03 g/mol
sehr gut Uberein. Ebenfalls sind die gemessenen M- und M,,-Werte des Zielpolymers 8 in

guter Ubereinstimmung mit den erwarteten Mittelwerten.

Die Untersuchung dieser zwei Endgruppenmodifikationen mit der MALDI-TOF-
M assenspektrometrie lassen also eindeutig auf erfolgreiche Umwandlungen der PEG's 1 und
3 schlieffen. Dieses Ergebnis widerlegt das Postulat, das von Li et al. aufgeschlagen wurde,
wonach Polyethylenglykole eine systematische Verkirzung der Polymerkette wahrend einer
Endgruppenmodifikation erfahren.® Es zeigt weiterhin, daR bei der Quantifizierung mittels
MALDI, die ohnehin ein sehr schwieriges Thema darstellt, die Einstellung der instrumentellen
Parameter eine wesentliche Rolle spielt. Der Betriebmodus des Flugzeitmassenspektrometers
und der Detektortyp missen so ausgewahlt werden, dald die gemessene Polymerverteilung
moglichst wirklichkeitsgetreu abgebildet wird. Sofern die Auswirkung dieser instrumentellen
Parameter vernachlassigt wird, treten derart starke Diskriminierungseffekte beim Nachweis
der Polymerverteilung auf, dal3 es zu Fehlinterpretationen kommen kann, wie sie von Li et al.

beschrieben wurden.

Diese Endgruppenmodifikationen konnten mit der MALDI-TOF-MS so genau untersucht
werden, da die betreffenden PEGs im giinstigen Molmassenbereich von 10%-10* g/mol liegen
und eine sehr enge Molekulargewichtsverteilung besitzen (Polydispersitdt <1,06). Leider wird
eine derart niedrige Polydispersitét hdchstens durch anionische Polymerisation erreicht. Fir
die Ubrigen synthetischen Polymeren werden mit MALDI-TOF-MS unzuverldssige
Molekulargewichtsmittelwerte ermittelt. Aus diesem Grund koénnen die Endgruppen
Ublicherweise nur durch die absoluten Massen der Polymerketten bestimmt werden. Dennoch
reicht in einigen komplizierten Féllen (z.B. bei unbekannten Nebenreaktionen) die absolute
Masse einer Polymerkette nicht aus, um die Endgruppen zu bestimmen. Zusétzliche
Informationen werden dann bendtigt, die im Prinzip durch Fragmentionen-Analyse (PSD-
Analyse) erhaten werden konnen. Im Falle der untersuchten Polyethylenglykole 3 und 8
findet , post-source decay“ schon bei Bestrahlung der Probe mit einer Laserleistung knapp
Uber der Desorptions-/lonisationsschwelle (s. S. 32) statt und verhindert die Bestimmung der
Polymerverteilung im Reflektormodus. Dennoch kann dieses Phénomen, das fur PEG 3 und 8
unbeabsichtigt geschieht, zur Bestimmung der Polymerstruktur hilfreich sein. Im folgenden
Kapitel soll dargestellt werden, inwieweit die Fragmentionenanalyse zur Strukturaufkldrung

synthetischer Polymere beitragen kann.
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[11.2. Strukturaufklarung synthetischer Polymere mittels,, Post-Sour ce

Decay” -Unter suchungen

Ausschlaggebend fir den Erfolg der MALDI-TOF-MS ist die Fahigkeit dieser Methode, sehr
schwere Molekile (bis ca. 1 Million g/mol) intakt desorbieren und nachweisen zu kénnen.
Dennoch ist die Methode am effektivsten im niedrigeren Massenbereich, in dem einzelne
Molektle aus einer Polymerverteilung noch aufgel 0st werden. Dieser glnstige Massenbereich
erstreckt sich bis zu ca. 10.000 Dabei einer konventionellen MALDI-Quelle und kann seit der
EinfUhrung von Flugzeitmassenspektrometern mit hherem Auflésungsvermogen (, Delayed
Extraction“*"*% s, Kapitel 11.2.3, S. 11) auf bis zu 50.000 Da>® erweitert werden. Ausgehend
von der detektierten absoluten Masse der einzelnen Polymerketten kann sowohl die Masse der
Wiederholungseinheit as auch die der Endgruppen berechnet werden. Diese Information,
zusammen mit der Kenntnis des Syntheseweges, ermdglicht eine schnelle und einfache
Uberpriiffung, ob die nach einer Polymerisation oder einer Funktionalisierung erwarteten
Endgruppen tatséchlich erhalten wurden. Aus diesem Grund wird MALDI im Vergleich zu
konventionellen Methoden wie NMR, UV, IR oder Titrierungstechniken fir
Endgruppenbestimmungen immer Ofter eingesetzt. Wenn die erwarteten Endgruppen
abwesend sind oder wenn das erhaltene Polymer ein Gemisch aus Ketten mit verschiedenen
Endgruppen darstellt, ist MALDI ebenfalls geeignet, um die Nebenprodukte zu bestimmen.
Dennoch reicht in komplizierten Féllen die absolute Masse der Polymerkette nicht aus, um die
Endgruppen zu charakterisieren. Ebenso sind konventionelle MALDI-Massenspektren von
Copolymeren meist schwieriger zu interpretieren aufgrund der Komplexitét der
Polymerzusammensetzung. Zusétzliche Daten konnen prinzipiell aus Fragmentionen-
Analysen extrahiert werden. Dazu werden Molekile mit enem definierten
Polymerisationsgrad ausgewahlt und durch Beschul® mit hoher Laserleistung fragmentiert, um
zusétzliche Strukturinformationen aus dem Fragmentierungsmuster zu gewinnen. Diese
Technik, die aus dem Phanomen des PSD-Zerfals Nutzen zieht, wird seit 1992 bei
Biopolymeren angewendet und ist in der Lage, die Sequenz der Aminosauren eines Peptids zu
bestimmen. Synthetische Polymere wurden aber mit dieser Methode zundchst nicht erforscht.
Der Grund war technischer Natur. Um aus einer Polymerverteilung Ketten mit einem
definierten Polymerisationsgrad selektieren zu konnen, war die Entwicklung eines
elektronischen Gates erforderlich, damit ausschliefdlich die Fragmente von nur einer

Molekilsorte untersucht werden kénnen. In diesem Kapitel soll daher untersucht werden,
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inwieweit die Anwendung dieser Technik zur Polymeranalytik beitragen kann. Die
gewonnenen Informationen sollten die Auswertung eines normalen MALDI-Massenspektrums
in schwierigen Falen erleichtern oder Uberhaupt erst erméglichen. Hier wird die
Untersuchung mit PSD-Analyse zunéchst am Beispiel eines Polycarbonats in Hinsicht auf die
Endgruppenbestimmung vorgestellt und anschlief3end auf ein Poly-para-phenylenethinylen-b-
Polyethylenoxid-Diblock-Copolymer im Hinsicht der Blocklangenbestimmung angewandt.

[11.2.1 Endgruppenbestimmung von Polycarbonaten mittels PSD-Analyse

[11.2.1.1 Unvollstandige Endgruppenbestimmung einer komplexen Polycar bonat-
Probe mittels konventioneller MALDI-TOF-MS

Cre 7
o OO
CHs
n

Abbildung 15 zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum der Polycarbonat-Probe PCA-1. Diese
Probe wurde in unserem Institut von Thomas Wagner synthetisiert. Die Polymerisation wurde
nach dem Phasengrenzflachen-Verfahren durchgefihrt. Dabei wurde Phosgen in ein
Zweiphasengemisch eingeleitet, das aus Methylenchlorid und einer alkalischen wassrigen
4,4’ -Dihydroxydiphenyl-2,2-Propan-Losung (Bisphenol A) besteht. Durch kréftiges Ruhren
und Zugabe von Triethylamin als Phasentransferkatalysator wurde die Polykondensation
beschleunigt. Als Regler wurde 4-tert-Butylphenol benutzt. Nach der Polymerisation wurde
die wassrige Phase abgetrennt und nach Waschen der organischen Phase das Polymer in
Methanol ausgefdlt. Vom Syntheseweg wird also ein Polycarbonat (PCA) mit tert-
Butylphenoxy-Endgruppen (s. Struktur 9 in Abbildung 16) erwartet. Anstait einer einzigen
Polymerverteilung stellt jedoch das Massenspektrum die Uberlappung von sieben
Endgruppenverteilungen dar, die in Abbildung 15 mit S1 bis S7 gekennzeichnet sind.
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Abbildung 15: MALDI-TOF-Massenspektrum der Polycarbonat-Probe PCA-1

Der Abstand zwischen zwe aufeinander folgenden Signalen innerhalb einer
Endgruppenverteilung spiegelt die Masse der PCA-Wiederholungseinheit wider. Die sieben
Verteilungen sollten erwartungsgemal3 Polycarbonaten mit sieben verschiedenen Endgruppen
entsprechen. Die Signadserie S1 kann der erwarteten Struktur 9 mit tert-Butylphenoxy-
Endgruppen an beiden Kettenenden zugeordnet werden. Aufgrund des Synthesewegs, sind
auch mit Bisphenol A terminierte Polymerketten (s. Struktur 11 und 13 in Abbildung 16)
denkbar, sowie zyklische Strukturen (s. Struktur 14 in Abbildung 16), die aus dem Angriff
einer Phenoxid-Endgruppe an der am anderen Ende der Kette liegenden Carbonyl-Funktion
resultieren. Diese moglichen Strukturen passen zu den Verteilungen S3, S5 bzw. S6. Dagegen

koénnen die Ubrigen Verteilungen S2, $4 und S7 nicht unmittelbar zugeordnet werden.
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Abbildung 16: Aufklarung der Polycarbonatendgruppen der Probe PCA-1 anhand
eines konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrums (s. Abbildung 15)
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In der Tat reichen die absoluten Massen der Polymerketten nicht aus, um die unbekannten
Endgruppen zu bestimmen. Die absolute Masse (M) einer Polymerkette setzt sich aus der
Summe der Massen der zwei Endgruppen (X und Y) plus der Masse der Wiederholungseinheit

(A) multipliziert mit dem Polymerisationsgrad (n) zusammen nach:
M=X+Y+Axn Gleichung 10

Gleichung 10 stellt eine Gleichung mit zwei oder gar drei Unbekannten dar, wenn der
Polymerisationsgrad nicht genau bestimmt ist. Um diese drel Ubrigen Verteilungen (S2, 4
und S7) zuordnen zu kdnnen, werden weitere Informationen bendtigt, die eventuell Uber eine
PSD-Analyse erhaten werden kénnen. Zuvor mul aber das Fragmentierungsverhalten einer
Polycarbonat-K ette untersucht werden. Dazu wird ein Polycarbonat-Standard mit definierter
Struktur benutzt. Polymerketten mit einem definierten Polymerisationsgrad werden selektiert

und mit hoher Laserleistung fragmentiert.

[11.2.1.2 Aufklarung des Fragmentier ungsver haltens von Polycar bonat

[11.2.1.2.1 Bedeutung des Kationisierungsagens fur das PSD-Massenspektrum

Bevor das Fragmentierungsverhalten vom Polycarbonat untersucht wird, soll in diesem
Abschnitt die entscheidende Rolle des Kationisierungsagens bei der Aufnahme eines PSD-
Massenspektrums betrachtet werden. Bei MALDI-TOF-Messungen werden Polycarbonate
tiblicherweise als Addukt des Polymers mit Alkalimetallkationen detektiert.>***3>*> Dje
Kationisierung der in dieser Arbeit untersuchten Polycarbonate kann tatséchlich durch Zugabe
von Lithium-, Natrium- oder Kaliumsalzen erreicht werden, wogegen jedoch nur die Lithium-
Addukte verwendbare Fragmentionen-Massenspektren liefern. Im Fall des mit Natrium oder
Kalium kationisierten Polycarbonats wird nur die Dissoziation des Kations vom Polymer
beobachtet, wenn die Bestrahlung der Probe mit ausreichender Laserleistung ausgefihrt wird.
Dieses Verhalten kann durch Betrachtung der Konformation des kationisierten Oligomers in
der Gasphase eklat werden. ,Molecular Modedling“- und lonenchromatographie-
Experimente mit Kronenether®® und PEG®" mit niederen Molekulargewichten weisen darauf
hin, dal3 sich das Oligomer um das Alkalimetallkation knault, so dal’ viele Heteroatome mit
dem Kation wechselwirken. Im Fall des ziemlich steifen Polycarbonats kann vermutet werden,
dal? die elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem nukleophilen Oligomer-Geriist und
dem Kation nicht so stark wie beim PEG ist. Aufgrund seiner relativ hohen Ladungsdichte
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besitzt Li* die stiarkste Wechselwirkung mit dem Oligomer. Das Adduktion dissoziert bei der
in  PSD-Experimenten angewendeten hohen Laserleistung nicht, so da3 hier die
UberschuRenergie im Molekiil zu einem Bruch in der Hauptkette filhrt. Mit steigender Masse
des Kations sinkt aber die Bindungsenergie zwischen Kation und Oligomer, wobei die
Dissoziation des Na'- oder K*-Kations vom Oligomer im Fragment-Massenspektrum
vorherrscht. Dieses fur Polycarbonat beobachtete Phdnomen kann mit MALDI-CID-
Messungen eines mit Na' kationisierten Polyethylenterephtalates™ verglichen werden, in dem
ebenfals die Fragmentionen das Kation meist nicht behalten. Im Fale vom
Polyethylenterephtalat findet aber ein Ladungsaustausch statt, so dald trotz des Kationverlusts
Fragmentionen (Radikalkationen) detektiert werden. Beim PSD von Polycarbonat wird
dagegen kein geladenes Fragment detektiert, so dal3 keine Strukturinformation erhalten
werden kann. Infolgedessen wurden die Fragment-Untersuchungen des PCs ausschliefdlich mit

lithiumkationisierten Oligomerketten durchgefihrt.

[11.2.1.2.2 Fragmentanalyse von PCA
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Abbildung 17: MALDI-TOF-Massenspektrum des Polycar bonat-Standards PCA-2
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Abbildung 17 zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum des kommerziell erhdtlichen
Polycarbonat-Standards PCA-2, der mit tert-Butylphenol an beiden Kettenenden terminiert ist
(s. Struktur 9). Diese vom Lieferant angegebene Strukturinformation stimmt mit dem
Massenspektrum Uberein. Da Li* als Kationisierungsagens gebraucht wurde und da jedes
Signal einem bestimmten Polymerisationsgrad entspricht, ist das Masse-zu-Ladungsverhdtnis
eines Signals der PCA-Vertellung gegeben durch:

m/z(PCA- 2) =177,2+nx254,29+149,2 + 6,9 Gleichung 11

Wobel 177,2 und 1492 der Masse der 4-tert-Butylphenoxycarbonyl- bzw. 4-tert-
Butylphenoxy-Endgruppe entsprechen, n dem Polymerisationsgrad, 254,29 der Masse der
Wiederholungseinheit und 6,9 der Masse des Lithiumkations.

Mit Hilfe des lonen-Gates wurde dann das Trimer der linearen PCA-Struktur 9 selektiert, das
mit Lithium kationisiert ist (m/z 1096,2). Das entsprechende PSD-Massenspektrum ist in
Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: PSD-Massenspektrum des Trimersvon PCA 9
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Das Massenspektrum wird von einer Serie von Fragmentionensignalen bei m/z 904,3- 649,6-
395,5 und 141,1 dominiert. Die Massen wurden mit einer Genauigkeit von ca. £0,4 g/mol
ermittelt. Der Unterschied zwischen zwel sukzessiven Peaks der Serie entspricht 254 g/mol,
der Masse der PCA-Wiederholungseinheit. Alle Fragmente sind ein Teil des Mutterions, das
eines der Kettenenden und das Lithiumkation enthdlt. Um die Entstehung dieser Fragmente zu
erklaren, kdnnen zwel mogliche Fragmentierungsmodelle vorgeschlagen werden (s. Schema
1). Das Modell A ist analog zu einem Modell, das fir die mittels Elektronenstof3ionisation
(EN**®° und Sekundarionenmassenspektrometrie (SIMS)®* gemessene Fragmentierung von
PCA-lonen vorgeschlagen wurde. Dabel werden eine zum zentralen Kohlenstoffatom der
Bisphenoleinheit gebundene Methylgruppe, Kohlendioxid und das Kettenende (d.h. 4-tert-
Butylphenyl im Fall des grofdten Fragments bei m/z 904,3 detektiert) abgespalten.

Li+t

GHa I
CHs

- CH3, Kettenbruch
-CO02, und
A B
und - @ Wasserstoff-Ubertragung

Lit Li+

CHs;

Schema 1. Moégliche Fragmentierungsmechanismen des linearen PCAs

Das von uns vorgeschlagene Fragmentierungsmodell B beruht auf der Spaltung des
Oligomergerusts zwischen einem Phenylring und einer Carbonatfunktion, bei der ein
Wasserstoffatom Ubertragen wird. Ausgehend vom Fragment-Massenspektrum des PCA 9
kann nicht entschieden werden, welches der zwei moglichen Modelle tatsachlich vorliegt, da

die zwei moglichen Fragmentstrukturen sich nur um 0,036 g/mol unterscheiden

49



Hauptteil

(Massenunterschied zwischen CH; und O). In beiden Fallen kann das Masse-zu-
Ladungsverhédltnis der Hauptfragmentionen, die ene de Kettenende beinhalten,

folgendermal3en berechnet werden:

m/ z(Fragment) =149,2 + mx254,29 - 15,0+ 6,9 mit m= 0...3 Gleichung 12

Dabel entspricht 149,2 der Masse der 4-tert-Butylphenoxy-Endgruppe, m der Zahl der PCA-
Wiederholungseinheiten des Fragments (3 fur das grofdte Fragment und O fir das kleinste),
254,29 der Masse der PCA-Wiederholungseinheit, 15,0 der Korrekturmasse (deren Zuordnung

abhangig vom Fragmentierungsmechanismusist) und 6,9 der Masse des Lithiumkations.

Falls das Fragmentierungsverhalten des PCA-Gerlsts allen linearen Strukturen gemeinsam
d.h. unabhangig von den Endgruppen ist, kann eine Gleichung aufgestellt werden, mit der die
Masse der unbekannten Endgruppen mit Hilfe der Fragmentmassen bestimmt werden kénnen.
Zunéchst soll untersucht werden, welcher Fragmentierungsmechanismus fur PCA tatséchlich
stattfindet. DafUr wird ein anders substituiertes Polycarbonat der Fragmentierungsanalyse
unterzogen, dessen Struktur eine Unterscheidung von Modell A und Modell B ermdglichen

sollte.

[11.2.1.2.3 Fragmentanalyse von PCB

T

G+ 2
o 1O

T

CHs n

Das Polycarbonat PCB, welches aus 4,4 -Dihydroxydiphenyl-3,3-pentan erhalten wurde,
sollte erméglichen, die Zweideutigkeit beziglich des Fragmentierungsmechanismus zu kléren,
da das zentrale Kohlenstoffatom der Bisphenoleinheit mit Ethyl- statt mit Methyl-Gruppen
substituiert ist. Die Probe wurde ebenso mit dem zuvor beschriebenen Phasengrenzflachen-
Verfahren hergestellt und das MALDI-TOF-Massenspektrum weist sowohl eine lineare als
auch eine zyklische Struktur nach. Die lineare Struktur ist mit 4-tert-Butylphenol an beiden

K ettenenden terminiert. Diese Probe wurde ebenfalls von Thomas Wagner synthetisiert.
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[11.2.1.2.3.1 Fragmentierung der linearen PCB-Struktur

Abbildung 19 zeigt das PSD-Massenspektrum des linearen PCB-Pentamers 16, das als
Lithium-Addukt bei 1745,1 g/mol detektiert wird. Drel Fragmenthauptserien a, b und ¢
werden beobachtet. Bei der Serie a (m/z 1538,8- 1256,4- 974,2- 691,7) entspricht der Abstand
zwischen zwei aufeinander folgenden Signale der Masse der PCB-Wiederholungseinheit (282
g/mol). Die am zentralen Kohlenstoffatom der Bisphenoleinheit gebundene Ethylgruppe,
Kohlendioxid und das K ettenende werden abgespalten. Das Fragmentierungsverhalten stimmt
also mit Modell A Gberein. Die Struktur des erhaltenen Fragments ist in Schema 2 abgebildet.
Die Serie b (m/z 1495,2- 1212,9- 930,2- 647,8) ist durch Peaks charakterisiert, die mit 44
g/mol weniger as Serie a detektiert werden. Dieser Massenunterschied kann einem welteren
Verlust einer Methyl- und einer Ethyl-Seitengruppe zugeordnet werden, was zu der in Schema
2 oben abgebildeten Struktur fahrt.
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Abbildung 19: PSD-Massenspektrum des linearen PCB-Pentamers 16
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Schema 2: Vorgeschlagene Fragmentierungsmechanismen fir PCB

Einem Wert von 44 g/mol entspricht auch der Abstand zwischen zwei sukzessiven Peaks der
Serie ¢ (m/z 1700,9- 1656,9- 1612,9) und kann ebenso dem Verlust einer Methyl- und einer
Ethyl-Seitengruppe zugeordnet werden (s. Fragmentstruktur in Schema 2 unten).
Bemerkenswert ist die intensive Peak-Serie ¢, da sie nur durch Abspaltung der Seitengruppen
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(Spaltung von C-C-Bindungen) und ohne Fragmentierung des Polymerriickgrats entsteht, in
dem aufgrund der enthaltenen Sauerstoffatome Sollbruchstellen zu erwarten wéaren. Fir die
Abspaltung der Seitengruppen konnte folgende Erklarung in Betracht gezogen werden. Nach
der Beschleunigung, in der Driftstrecke, wird der Energiellberschul3 auf die gesamte
Polymerkette verteilt, so dald die Molekularbewegung (Schwingung, Rotation, Torsion...)
verstarkt wird. Da die Seitengruppe einen relativ hohen Frelheitsgrad im Vergleich zum
Polymerriickgrat besitzt, kann die Amplitude ihrer Bewegung zunehmen und ihre Abspaltung
verursachen. In der Tat wéare es denkbar, dal3 das Fragmentierungsverhalten enes
Makromolekiils von dessen Bewegungsverhalten beeinflufét wird. Dies wéare ein zusétzlicher
Parameter neben der Bindungsstérke des Molekils und den Stabilisierungsmdglichkeiten der
Bruchstiicke, von der die Fragmentierungswahrscheinlichkeit einer organischen Verbindung
sonst abhangt. In Hinsicht auf diese Theorie Uber die Fragmentierungsdynamik konnen

vergleichend auch die zyklischen PCA- und PCB-Strukturen untersucht werden.

Die beobachteten Peakserien a, b und ¢ sprechen ale nur fur den Fragmentierungs-
mechanismus A in Schema 1. Somit kann der zuvor erwdhnte Mechanismus B des
Fragmentierungsverhaltens bei PCA durch die Untersuchung an PCB eindeutig

ausgeschlossen werden.
111.2.1.2.3.2 Fragmentierung der zyklischen PCA- und PCB-Strukturen

Abbildung 20 zeigt das PSD-Massenspektrum des zyklischen PCA-Hexamers 14, das bel
1532.7 g/mol als Lithium-Addukt detektiert wird. Wie bei den linearen PCA-Strukturen wird
eine Hauptserie a (m/z 1474,5- 1220,7- 966,8- 712,0 und 457,4) von Fragmentensignalen
beobachtet, die aus einer Spaltung der Hauptkette nach Modell A resultieren. Abbildung 21
zeigt das Schema dieses Fragmentierungsmechanismus fur die zyklische PCA-Struktur.
Bemerkenswert ist, dal3 insgesamt vier Bindungen und davon zwei in der zyklischen PCA-
Hauptkette gespaltet werden, wahrend bei einer linearen PCA-Struktur nur ein Bindungsbruch
in der Hauptkette stattfindet (s. Schema 1). Dies kann auf einen Mangel an Bewegungsfreiheit
der zyklischen Struktur zurtickzuftihren sein: Die zyklische Struktur ist starrer as die lineare,
und die Molekularbewegung fihrt leicht zur Fragmentierung. Zusétzlich tritt eine andere Serie
c von Signalen in der Néhe des Mutterions auf (s. Abbildung 20b), deren Abstand 15 g/mol
betragt. Wie bel der Fragmentierung der linearen PCB-Struktur 16 (s. S. 51) ergeben sich
diese Fragmente aus der Abspaltung der Alkyl-Seitenketten (hier Abspaltung der Methyl-
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Substituenten). Die Signalintensitdten dieser Serie ¢ sind aber deutlich schwécher as die der

Hauptserie a.
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Abbildung 20: a) PSD-Massenspekirum des zyklischen PCA-Hexamers 14 und b)

Ausschnitt (1300< m/z< 1600)
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Abbildung 21: Vorgeschlagener Fragmentierungsmechanismus der zyklischen
PCA-Struktur 14

Abbildung 22 zeigt nun das PSD-Massenspektrum des zyklischen PCB-Octamers 17, das als
Lithium-Addukt bei 2265,2 g/mol detektiert wird. Die Serie a, die eine zweifache Spaltung
des Polymerriickgrats erfordert, tritt hier nicht auf. Ein Bruch des PCB-Zyklus kann nicht
nachgewiesen werden. In der Tat mussen mindestens zwei Spaltungen im Zyklus stattfinden,
damit ein Bruch der Hauptkette nachgewiesen werden kann, da mit einem einzelnen Bruch
das resultierende Fragment sich nicht von der Masse des intakten Zyklus unterscheidet. Nur
die Fragmente der Serie c, die sich durch Abspaltung der Seitengruppen bilden, werden

detektiert und zwar mit hoher Intensitét.
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Abbildung 22: PSD-Massenspektrum des zyklischen PCB-Octamers 17

Mit zunehmender Lénge der Alkylsubstituenten (von Methyl- zur Ethylseitenkette beim
Wechsel von PCA- zur PCB-Struktur) wird also die Abspaltung der Seitenkette gegentiber
dem Bruch der Hauptkette bevorzugt. Diese Beobachtung steht wiederum in Einklang mit
unserer zuvor dargestellten Theorie Uber die Fragmentierungsdynamik, wodurch die
Abspaltung der Seitenkette erklart werden kann. Die Fragmentierung der zyklischen PCA-
Struktur zeigt in der Tat, dal3 die Methyl-Substituenten noch nicht ,lang* genug sind, damit
ihre durch Bewegung ausgel 0ste Abspaltung die Fragmentierung der Hauptkette unterdrticken
kann. Dagegen kann bei der zyklischen PCB-Struktur die Uberschiissige Energie durch die
Abspaltung des langeren Ethyl-Substituents dissipiert werden. Die Ethylseitenkette sind
relativ frei beweglich. Eine Steigerung der Amplitude ist daher moglich, die so zu ihrer
Abspaltung fuhren kann.
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[11.2.1.2.4 Fragmentanalyse von PCZ

Bel der Untersuchung des Fragmentierungsverhalten von Polycarbonat soll auch kurz das
Polycarbonat PCZ betrachtet werden, das aus 4,4'-Dihydroxydiphenyl-1,1-Cyclohexan
(Bisphenol Z) hergestellt wird. Das zentrale Kohlenstoffatom der Bisphenoleinheit ist jetzt
mit einem Cyclohexan substituiert, und die lineare PCZ-Stuktur ist ferner mit 4-tert-

Butylphenol terminiert (s. Struktur 18).
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Abbildung 23: PSD-Massenspektrum des linearen PCZ-Hexamers 18
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Das PSD-Massenspektrum des bei 2099,5 detektierten Hexamers 18 (s. Abbildung 23) ergibt
nur eine Serie von Fragmenten (m/z 1880,2- 1585,8- 1291,1- 996,8- 102,3). Der Abstand
zwischen zwei sukzessiven Peaks entspricht wieder wie in den Beispielen zuvor der Masse
der Wiederholungseinheit (294 g/mol fur PCZ). Angenommen dal3 die Fragmentierung des
PCZ analog zu der von PCA und PCB ablauft, werden eine Spaltung der C*-C2-Bindung des
Cyclohexans sowie der Verlust von Kohlendioxid und des Kettenendes erwartet (s. Schema
3).
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Schema 3: Vorgeschlagener Fragmentierungsmechanimus fur das lineare PCZ
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Die Fragmente werden aber bei einer Masse 42 g/mol niedriger als erwartet detektiert. Wir
ordnen diesen Massenunterschied einem weiteren Verlust eines CsHeg-Teils vom Cyclohexan
zu. Schema 3 zeigt eine mogliche Struktur des detektierten Fragments, die die Stabilisierung

des Bruchstiicks und dadurch seine Bildungswahrscheinlichkeit erkléaren konnte.

Die durchgefihrten Untersuchungen des Fragmentierungsverhaltens der PCA, PCB und PCZ
zeigen, dal3 das Fragmentierungsmuster der Polymerkette nicht ohne weiteres vorherzusagen
ist. Die Substituenten der Hauptkette spielen eine wesentliche Rolle, und ihre Abspaltung
kann sogar die Spatung der Hauptkette unterdricken. Die Kenntnis des
Fragmentierungsmusters ermoglicht es dann, eine genaue Endgruppenbestimmung mit Hilfe
des PSD-Massenspektrums durchzufihren. Danach kann eine allgemeine Methode entwickelt
werden, um die noch unbekannten Endgruppen der Probe PCA-1 zu bestimmen, wie im

folgenden Abschnitt beschrieben wird.

11.2.1.3 Entwicklung einer Methode zur Endgruppenbestimmung von PCA mittels
PSD-Analyse

Die vorigen Abschnitte untermauern, dal3 die PCA-Kette nach dem Modell A (s. Schema 1)
fragmentiert. Dies ermoglicht es, die zwel Kettenenden zu differenzieren und dadurch die
Massen der Endgruppen unabhdngig voneinander zu bestimmen. Ausgehend vom
Fragmentierungsmuster der linearen PCA-Struktur 9 (s. Model A in Schema 1, S. 49) und von
der Annahme, dal3 die Fragmentierung der PCA-Kette von der Verdnderung der Endgruppe
unbeeinflufd bleibt, kann die folgende Methode zur Endgruppenbestimmung entwickelt

werden. Die allgemeine Struktur einer linearen PCA-Kette wird wie folgt formuliert:

T i
- Joro-1
CHs n

Aus dem konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrum des intakten Polymers kann die
Summe der Endgruppen (My+My) ermittelt werden. Wie bei der Analyse der linearen PCA-
Struktur 9 kann eine Spaltung innerhalb der Hauptkette nach Modell A erwartet werden. Aus
diesem Fragmentierungmechanismus resultieren zwei Fragment-Hauptserien im PSD-
Massenspektrum. Alle Fragmente der gleichen Serie enthalten die gleiche Endgruppe X bzw.
Y und unterscheiden sich in der Anzahl der Wiederholungseinheiten. Diese Fragmente sind

alle Lithium-Addukte, so dal? die erwarteten Massen sich folgendermalien ausdriicken lassen:
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m/ z(Fragment _Serie_1) =M, + mx254,29- 431+6,9 mitm=0...n Gleichung 13

m/ z(Fragment _Serie_11) =M, + mx254,29- 150+6,9 mitm=0...n Gleichung 14

Dabei entsprechen My und My der Masse der Endgruppen X bzw. Y, m der Zahl der im
Fragmention enthaltenen Wiederholungseinheiten, n dem Polymerisationsgrad des
Mutterions, 254,29 der Masse der PCA-Wiederholungseinheit, 43,1 und 15,0 den
Korrekturmassen und 6,9 der Masse des Lithium-Kations. Diese zwei Serien beschrénken sich
natlrlich auf eine einzige Serie im Fall einer symmetrischen Struktur (d.h. gleiche Endgruppe
an beiden Kettenenden). So kdnnen Mx und My unabhéngig von einander bestimmt werden.
Als Uberprifung kann anschlieRend ihre Summe mit dem aus dem konventionellen MALDI-
TOF-Massenspektrum ermittelten Wert verglichen werden. Mit Hilfe dieser Methode sollen
nun die in der Probe PCA-1 enthaltenen Strukturen aufgeklart werden.

11.2.1.4 Anwendung der Methode zur Endgruppenbestimmung der Probe PCA-1

111.2.1.4.1 GPC-Fraktionierung der Probe PCA-1 zur Ermbglichung der PSD-Experimente

Beim einfachen Selektieren eines Signals der in Abbildung 15 dargestellten Verteilung kann
zunéchst kein PSD-Massenspektrum der PCA-1-Probe aufgenommen werden. Dieses Problem
|&3t sich durch die niedrige Signalintensitét des Mutterions erkléren. Der Vergleich der von
PCA-1 und PCA-2 aufgenommenen MALDI-TOF-Massenspektren (s. Abbildung 15, S. 44
bzw. Abbildung 17, S. 47) zeigt die deutlich niedrigere relative Signalintensitét der von Probe
PCA-1 detektierten Signale, die nur ein Zehntel der Signalintensitét der Probe PCA-2 erreicht.
In der Tat verteilt sich der gesamte lonenstrom im Falle der Probe PCA-2 auf die Signale nur
einer Polymerverteilung, wahrend sich bel der Probe PCA-1 der lonenstrom Uber sieben
Verteilungen verteilen mul3, so dal3 die Intensitét jedes einzelnen Signals kleiner wird. Beim
Betrachten des PSD-Massenspektrums der in Probe PCA-2 enthatenen Struktur 9 (s.
Abbildung 18, S. 48), in dem die Intensitét der Hauptfragmentionen kaum 10% der
Signalintensitdt des Mutterions darstellt, wird deutlich, dal? die von einem Peak der PCA-1-
Polymerverteilung resultierenden Fragmentionen-Signale im Rauschen untergehen. Um dieses
Hindernis zu umgehen, muf3 also die Massenverteilung bei Probe PCA-1 kinstlich eingeengt
werden, damit das Mutterionsignal eine ausreichende Intensitét fur die PSD-Analytik gewinnt.
Hierzu wird die PCA-1-Probe zuerst mittels GPC fraktioniert. Abbildung 24 zeigt die
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MALDI-TOF-Massenspektren der GPC-Fraktionen der Probe PCA-1 nach einer

Retentionszeit von 97, 98 und 99 min gesammelt wurden.
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Abbildung 24: MALDI-TOF-Massenspektren der GPC-Fraktionen von Probe
PCA-1 mit Retentionszeiten von a) 97 min, b) 98 min und ¢) 99 min
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Die absolute Intensitét der Signale ist jetzt ausreichend, um PSD-Massenspektren messen zu
konnen. Es ist zu betonen, dal? die Signale S6 bel jeder Fraktion bel hdheren Massen als die
ublichen Signale auftreten. Dies &3t sich durch die entsprechende zyklische Struktur 14
erkldren, die ein kleineres hydrodynamisches Volumen als die linearen Strukturen mit
gleichem Polymerisationsgrad aufweist.®? Die zyklischen Strukturen werden deswegen durch
GPC-Trennung zusammen mit linearen Ketten, die eine oder zwel Wiederholungeinheiten
weniger enthalten, eluiert. Ausgehend von diesen GPC-Fraktionen konnen nun PSD-
Massenspektren gemessen werden. Zunéchst soll die im  Kapited 111.2.1.3  zur
Endgruppenbestimmung entwickelte Methode an schon zugeordneten Strukturen Gberprift

werden.

111.2.1.4.2 Uberprifung der Methode mit zugeordneten Strukturen

Wie erwartet fuhrt die in der PCA-1-Probe enthaltene Struktur 9 (s. Abbildung 16, S. 45) zum
gleichen PSD-Massenspektrum wie beim PCA-2-Standard (s. Abbildung 18, S. 48). Dabel
stellen sich zunéachst die mit MALDI zugeordneten Endgruppen dieser Struktur, ndmlich die
tert-Butylphenoxy-Gruppen an beiden Kettenenden, als richtig heraus. Ebenfalls kdnnen die
im Kapitel 111.2.1.1 vorgeschlagenen Strukturen 11 und 13 mit Hilfe der PSD-Analyse (s.
Massenspektren in Abbildung 25 bzw. Abbildung 26) bestédtigt werden: die PCA-Kette ist an
einem bzw. an beiden Enden mit Bisphenol A terminiert. Die PSD-Massenspektren dieser drei
Strukturen deuten darauf hin, dal3 das Fragmentierungsverhalten der PCA-Kette trotz
Verénderung der Endgruppen ungestért bleibt. Dies spricht fur die Anwendung der im Kapitel
111.2.1.3 entwickelten Methode, um die noch unbekannten Endgruppen der Strukturen 10, 12

und 15 zu bestimmen.
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Abbildung 26: PSD-Massenspektrum des PCA-Tetramers 13
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111.2.1.4.3 Aufklarung der unbekannten Strukturen

Abbildung 27 zeigt das PSD-Massenspektrum des Octamers einer in der PCA-1-Probe
enthaltenen Struktur 10. Die einzige eindeutige Fragmentserie deutet auf eine symmetrische
Struktur hin. Mit Hilfe der entwickelten Methode wird fur die Endgruppe eine Masse von 31
g/mol berechnet, die auf eine Methoxy-Gruppe schlief3en a3t (Struktur 10 s. Abbildung 30).
Diese unerwartete Terminierung kann nur durch Reaktion des PCA mit Methanol, das as
Falungsmittel fur die Aufarbeitung des Polymers benutzt wurde, erklart werden. Eine
Veresterung des Polycarbonats mit Methanol ist aber im neutralen Medium unwahrscheinlich.
Im Anschluf? an die Polymerisation sollte nach der Reaktionsvorschrift die organische Phase,
in der das Polymer gelost ist, zundchst mit Natriumhydroxid dann mit Phosphorsaure und
abschliefiend mit Wasser gewaschen werden. Vermutlich waren aber nach Waschen des
Polymers noch Basen- bzw. Saurenspuren vorhanden, die beim Ausféllen die Veresterung des

Polymers mit Methanol beglnstigen konnten.
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Abbildung 27: PSD-Massenspektrum des PCA-Octamers 10

Ebenfalls wird eine Methoxy-Endgruppe bei den Strukturen 12 und 15 mit Hilfe der PSD-
Analyse nachgewiesen (s. PSD-Massenspektren in Abbildung 28 bzw. Abbildung 29),
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wéhrend das andere Kettenende mit t-Butylphenol bzw. Bisphenol A terminiert ist (s
Strukturformeln in Abbildung 30).
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Abbildung 28: PSD-Massenspektrum des PCA-Octamers 12
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Abbildung 29: PSD-Massenspektrum des PCA-Octamers 15
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Abbildung 30: Aufklarung der unbekannten Srukturen der Probe PCA-1 mittels
PSD-Analyse

Beachtenswert ist die erfolgreiche Endgruppenbestimmung der Strukturen 10, 12 und 15, die
aleine mit dem konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrum der PCA-1-Probe nicht

zuordenbar waren.

Am Beispid der aus sieben Strukturen zusammengesetzten PCA-1-Probe konnte der Beitrag
der PSD-Analyse zur Endgruppenbestimmung aufgezeigt werden. Obwohl das konventionelle
MALDI-TOF-Massenspektrum die sieben Polymervertellungen zeigen konnte, war die
Information Uber die absoluten Massen der Polymerketten unzureichend, um alle Strukturen
Zu interpretieren, da nur die Summe der beiden Endgruppenmassen ermittelt wird. Erst durch
Anwendung der PSD-Analyse und die Bestimmung der beiden Endgruppen unabhangig
voneinander konnten die sieben Strukturen eindeutig charakterisiert werden. Diese Technik
stellt eine weitere Steigerung der Leistungsfahigkeit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
auf dem Gebiet der Endgruppenbestimmung dar, wéhrend die konventionellen
Charakterisierungsmethoden (NMR, UV, IR) nicht konkurrieren kdnnen, um solche

komplizierten Falle aufzukléaren. Durch diesen Erfolg ermutigt, bot es sich an, die PSD-
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Anayse weiter an komplizierteren Strukturen als Homopolymeren anzuwenden. Im folgenden
Teil wird daher mit dieser Technik die Zusammensetzung eines Block-Copolymers

untersucht.

[11.2.2 Bestimmung der Zusammensetzung eines PPE-b-PEO-Diblock-
Copolymers mittels PSD-Analyse

[11.2.2.1 Problemebei der Ermittlung der Copolymerzusammensetzung mittels
konventioneller MALDI-TOF-MS

Im Gegensatz zu Homopolymeren haben Copolymere zwei Heterogenitéatsarten: zum einen
eine Heterogenitdt im Polymerisationsgrad, wie bei Homopolymeren, und zum anderen eine
Heterogenitét in der chemischen Zusammensetzung (Verteilung der Comonomereinheiten
innerhalb der Kette). Der Polymerisationsweg bestimmt die Zusammensetzung des
Copolymers und fuhrt zu aternierenden, statistischen oder Block-Copolymeren. Die zwel
Heterogenitétstypen eines Copolymers haben kompliziertere MALDI-TOF-Massenspektren
zur Folge al's Homopolymere, da eine Uberlappung mehrerer Peakverteilungen entsteht, die
die Bestimmung der Copolymerzusammensetzung erschwert. In diesem Teil der Arbeit wird
diese Problematik am Beispiel eines Diblock-Copolymers veranschaulicht, und ein moglicher

Ausweg durch den Einsatz der PSD-Analyse aufgezeigt.

Das zunehmende Interesse an Block-Copolymeren liegt zum groften Tell an ihrer
Phasentrennungseigenschaft.”®  Sequenzen ~ mit  unterschiedlicher  chemischer
Zusammensetzung sind in der Regel unvertrdglich (inkompatibel) und neigen zur
Phasentrennung. Die daraus resultierenden amphiphilen Eigenschaften in Losung und die
Bildung von Mikrodoméanen in der Festphase sind durch die molekulare Struktur bestimmt. Es
ist deshalb wichtig, das Molekll mdglichst genau zu charakterisieren, um die Mikrostruktur
mit der makroskopischen Struktur korrelieren zu konnen. Im Fale von Rod-Coil-Block-
Copolymeren fiihrt die Phasentrennung zu Doméanen in einer Nanometer-GroRenordnung.®
Diesist sogar schon bel kleinen Polymerisationsgraden, aufgrund der hohen Unvertréglichkeit
der Rod- und Coil-Segmente im Vergleich mit Coil-Coil-Block-Copolymeren zu beobachten.
Die Rod-Coil-Block-Copolymere ordnen sich spontan in  definierten und stabilen
Nanostrukturen an und sind daher fur elektrische und elektrooptische Anwendungen wie

»Light Emitting Diodes, (LEDs), Photodioden oder Transistoren vielversprechende
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Kandidaten.®® Firr solche Anwendungen ist Poly-para-phenylenethinylen (PPE) als steifes
Blocksegment ein guter Kandidat. PPES besitzen in der Tat ein sehr steifes, konjugiertes p-
System und haben bereits im Bereich optischer und elektronischer Bauelemente
Aufmerksamkeit erregt.®® Ausgehend von einem steifen, hydrophoben PPE-Block 20 und
einem flexiblen, hydrophilen Polyethylenoxid-Block (PEO) 19 wurde in unserem Arbeitskreis
ein  Rod-Coil-Diblock-Copolymer ~ synthetisiert.®” Die Kondensation der zwei
monofunktionalisierten Homopolymere ist in Abbildung 31 gezeigt. Die Synthese des Poly-
par a-phenylenethinylen-b-Polyethylenoxid-Dibl ock-Copolymers (PPE-b-PEO) 21 wurde von

ViolaFrancke im Rahmen ihrer Dissertation durchgefthrt.

PEO PPE
Hexyl
0
Hsc{o—CHz—CHr}OH + HOJ—Q = %@
m
Hexyl
19
L 4n
\ -H,0 20
Hexyl
0
ch{O—CHZ—CH25|~O—u—©7 — }Q
m
Hexyl
L 4n
PEO-b-PPE
21

Abbildung 31: Synthese des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21
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Das MALDI-TOF-Massenspektrum des entstandenen PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21 ist
in Abbildung 32 dargestellt. Als Matrix wurde Dithranol verwendet und Kaliumtrifluoracetat
als Kationisierungsreagens zugesetzt.
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Abbildung 32: MALDI-TOF-Massenspektrum des mit K* kationisierten PPE-b-
PEO-Diblock-Copolymers 21 (Auflésung myDm=400)

Wider Erwarten wird (bei einer Auflésung von m/Dm=400) nur eine Peak-Serie festgestellt,
deren Abstand zwischen zwei aufeinander folgenden Signalen einen Wert von 44 g/mol (die
Masse der PEO-Wiederholungseinheit) besitzt. Bei einer ndheren Betrachtung stellt sich aber
heraus, dal3 die Masse der PPE-Wiederholungseinheit (268 g/mol) ebenfals als Abstand
zwischen den Peaks ermittelt werden kann. Aul3erdem falt auf, dal3 die Signale bel ca 2200
g/mol viel breiter als die schmalen Peaks bei ca. 2000 g/mol sind. Wird die theoretische
Masse einer Copolymer-Kette betrachtet (s. Gleichung 15), stellt sich heraus, dal3 eine Kette
mit 20 Ethylenoxid- und 4 Phenylenethinylen-Einheiten sich von einer Kette mit 14

Ethylenoxid- und 5 Phenylenethinylen-Einheiten in der Molmasse nur um 4 g/mol
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unterscheidet (s. Abbildung 32). Dies ist dadurch zu erkléren, dal3 die Masse der PPE-
Wiederholungseinheit (M=268 ¢/mol) fast sechs Ma de Masse der PEO-
Wiederholungseinheit (M=44 g/mol) entspricht.

MCoponmer = M Endgruppel + me PEO- Monomer + M Spacer +n XM PPE- Monomer + M Endgruppe2 GIeiChung 15
M copoymer = 15+ M>x44+120 + 1268 + 101
m=14 und n=5 b M copolymer=2192 g/mol

Die auf die Heterogenitét des Copolymers zurtickzufiihrenden Massenverteilungen tberlappen
sich aso, so dai die Interpretation des konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrums
erschwert wird. Die PSD-Analyse konnte daher auch in diesem Fall hilfreich sein, um die
Polymerstruktur aufzuklaren. Dafir missen aber zunéchst Informationen Uber die
Homopolymer-Blocke und insbesondere Uber deren Fragmentierungsverhalten gewonnen

werden

[11.2.2.2 Charakterisierung der beiden Homopolymer-Bldcke von PPE-b-PEO 21 mit
MALDI-TOF-MS

[11.2.2.2.1 Untersuchung des PEO-Blocks 19

[11.2.2.2.1.1 Ausarbeitung der Probenvorbereitung fur die Aufnahme eines MALDI-TOF-

Massenspektrums

Das zur Synthese des Diblock-Copolymers 21 benutzte PEO-Homopolymer 19 wurde mit
GPC charakterisiert. Anhand einer Kalibrierung mit PEO-Standards wurde ein M-Wert von
750 ermittelt.®” Ein so niedriges Molekulargewicht ist fir die MALDI-Charakterisierung
prinzipiell unginstig, da die Matrix-Peaks in diesem Bereich die Polymersignale Uberlappen
konnen. In der Tat zeigt Abbildung 33a, dald bei einem Ublichen Polymer-zu-Matrix-
Mischungsverhditnis von 1:500 (bel Dithranol als Matrix) die PEO-Verteilung von den
Matrix-Signalen Uberlappt wird. In der Literatur wurde aber bereits beschrieben, dal3 in
bestimmten Falen beim Erhdhen des Anayt-Antells die Matrix-lonen unterdriickt werden
konnen.®%*" Dieses Phanomen ist als , Matrix-Suppression-Effekt* bekannt. Tatsichlich
zeigen Abbildung 33b und Abbildung 33c die Intensitétsminderungen der Matrix-Peaks bei
Modifikation des Polymer-zu-Matrix-Mischungsverhdtnisses auf 1:50 bzw. 1:10.
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Abbildung 33: MALDI- und LD-TOF-Massenspekiren des PEO-Blocks 19 mit
unter schiedlichen Polymer-zu-Matrix-Mischungsver haltnissen: a) 1:500; b) 1:50;
c) 1:10; d) 1:0d.h. LD
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Bel solchen Mischungsverhdtnissen, die fur MALDI-Messungen angesichts des geringen
Uberschusses an Matrix relativ ungewohnlich sind, stellt sich die Frage, ob die Probe auch
ohne Matrixunterstiitzung desorbiert werden kann. Eine Messung des PEO-Analyts 19 ohne
Matrix zeigt das LD-Massenspektrum in Abbildung 33d. In der Tat kdnnen die PEO-
Molekule mit niedrigeren Molekulargewichten intakt desorbiert werden, wobel aber auch
Fragmentierung in Kauf genommen werden muf3. Dies beweist demzufolge, dald bei dem
PEO/Dithranol-Mischungsverhdtnis 1:10 (s. Abbildung 33c) die Desorption des PEO-Analyts
bereits von der Matrix unterstitzt wird. Es ermdglicht die Detektion der PEO-Verteilung ohne
Uberlagerung weder durch Matrix- noch durch Fragmentionensignale. Es fallt zusitzlich auf,
dal? bei diesen Massenspektren drei Signal-Serien fur die PEO-Verteillung detektiert werden.
Dies ist dadurch zu erklaren, daR die PEO-Ketten zugleich mit Li*, Na" und K* kationisiert
werden. Trotz Zugabe eines Lithium-Salzes bei der Probenvorbereitung konnte eine
Kationisierung mit Verunreinigungsspuren von Natrium sowie Kalium in der Probe nicht
unterdriickt werden. Dies ist alerdings fur die darauffolgende PSD-Untersuchung nicht
kritisch, da das zu untersuchende Mutterion mit Hilfe des elektronischen Gates ohnehin
selektiert und damit ,, Sortenrein“ erhalten wird. Bevor das PSD-Spektrum untersucht wird,
konnen zunédchst einige Informationen tber das PEO-Homopolymer 19 aus dem MALDI-
TOF-Massenspektrum (s. Abbildung 33c) gewonnen werden, insbesondere hinsichtlich der
Endgruppen. Die ermittelten absoluten Massen der PEO-Ketten stimmen mit der vom
Lieferanten angegebenen Struktur Uberein, die eine Methyl- und eine Hydroxy-Endgruppe
beinhaltet. Mit der Kenntnis der Struktur kann anschlief3end das Fragmentierungsverhalten der

PEO-K ette untersucht und verstanden werden.

PEO-Block 19 H3C{O—CH2—CHZ%OH
m

111.2.2.2.1.2 PSD-Untersuchung des PEO-Blocks 19

Fiir die PSD-Untersuchung wird das [PEO-Li*]-Addukt mit 15 Wiederholungseinheiten (m/z
698) ausgewahlt. Das aufgenommene PSD-Massenspektrum ist in Abbildung 34 dargestellt.
Eine Fulle von Fragmenten, die sich bis in den niedermolekularen Bereich des Spektrums

fortsetzen, kdnnen detektiert werden.
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Abbildung 34: a) PSD-Massenspektrum des PEO-15-mers 19 und
Vergroferungsausschnitte b) 70<m/z<230 und c) 230<m/z<400
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Die Fragmente enthalten alle das Lithium-Kationisierungsagenz und verhalten sich bei der
Fragmentierung wie mit Alkalimetallionen kationisierte PEO-Molekile, die sowohl mit , Fast
Atom Bombardement*-Tandem-M assenspektrometrie (FAB-MSMS)™ als auch mit MALDI-
CID-MS/MS*® bereits frither untersucht worden sind. Die lonenserien a, b und ¢ entsprechen
einer homolytischen Spaltung des PEO-Oligomers in der Néhe der Kettenenden (s. Abbildung
35) wéhrend die lonen der Serie d, e und f durch Umlagerungsreaktionen gebildet werden (s.
Abbildung 35). Anhand dieses komplizierten PSD-Massenspektrums kann zwar die Struktur
des PEO-Blocks bestétigt werden, aber umgekehrt wére es schwierig, daraus unbekannte

Endgruppen zu bestimmen.

Homolytische Spaltung der PEO-Kette:

a b C
/ ay: X=CHjs ; ap: X=H
X{O—CHZ—CHZ O—{-CH; CHZ{O—CHZ-CHZ}O—Y —> b1 X=CHg; by: X=H
p 14-p

\ C1: X=CHjg ; Cp: X=H

Umlagerung mit 1,4-H2-Eliminierung:

X1-O—CH,—CH,—0-CH=CH,  d;: X=CHj ; dy: X=H

Ar A 7 P
X{O—CHZ—CHZJ—O—CQ (}JH—CHZ‘EO—CHZ—CHZ}O—Y
p c@o 13p \
O=CH—CH,~-O—CH,-CH,7-O—Y ey: Y=CHs ; ,: Y=H

13-p

Umlagerung mit C2H4-Eliminierung:

/CHZ{O—CHz‘CHz}O—Y X{O—CHZ—CHZ}OH f1: X=CHg ; f: X=H
Hc 13-p 7

p
X{O—CHZ—CHZ}O\ o
/
P CH,—CH
2 2 \ O=CH—CH2~EO—CH2—CH2}O—Y e1: Y=CHg ; ep: Y=H

13-p

Abbildung 35: Fragmentierungsmechanismen der PEO-Kette
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[11.2.2.2.2 Untersuchung des PPE-Blocks 20

Abbildung 36 zeigt die Synthese des monofunktionalisierten PPE-Blocks 20, der durch
weitere  Kondensation mit hydroxy-terminierten PEO 19 zum PEO-b-PPE-Diblock-
Copolymer 21 umgesetzt werden kann.®’” Die Kupplung des 4-Ethinyl-2,5-Dihexyliodo-benzol
AB-Monomers 22 erfolgt durch die Hagiharas Reaktion unter Katalyse mit Pd(PPhs)4/Cul.
Nach Zusatz eines Uberschusses an Ethyl-4-lodobenzoat as , End-Capping”-Reagenz und
nach erfolgter Aufarbeitung wird das a-lodo-w-(4-ethoxycarbonylphenyl)-poly(para-2,5-
dihexylphenylenethinylen) 23 dargestellt. Unter gleichen Bedingungen wird das erhaltene PPE
23 anschlieffend mit Phenylacetylen zur Bildung vom PPE 24 gekoppelt. Eine Entfernung der
Carboxy-Schutzgruppe fuhrt abschlieffend zum  a-Phenylethinyl-w-(4-carboxyphenyl)-
poly(para-2,5-dihexylphenylenethinylen), dem erwtinschten PPE-Block 20.

Hexyl Hexﬂ
T/~ {_ L

T . O

!

22 23

24 20

Abbildung 36: Synthese des PPE-BIlocks 20

Die Endfunktionaliserung der PPE-Derivate konnte aufgrund des niedrigen
Molekulargewichts mit *H-NMR sowie mit MALDI-TOF-MS verfolgt werden.®” Es konnte
somit sichergestellt werden, dal3 die Reaktionsschritte zu den Verbindungen 23, 24 und 20 (s.
Abbildung 36) mit nahezu quantitativen Umsatz stattgefunden haben. Abbildung 37b zeigt
das MALDI-TOF-Massenspektrum des PPE-Blocks 20. Die PPE-Oligomere werden as
Radikalkationen detektiert. Dies ist eine seltene lonisierungsart in der MALDI-Analytik und

kommt bevorzugt bel Molekllen vor, die wie die PPEs bel der Wellenlénge des N,-Lasers
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(337 nm) absorbieren.”®™*™ Aufgrund dieser Absorption und des niedrigen
Molekulargewichts kann die Probe direkt vom Laser angeregt und desorbiert und ionisiert
werden, so dal3 ein LD-Massenspektrum der intakten Oligomere aufgenommen werden kann
(s. Abbildung 373).
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Abbildung 37: @) LD- und b) MALDI-TOF-Massenspektren des PPE-Blocks 20
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Im Gegensatz zur MALDI-Massenspektrometrie neigt die Probe jedoch zur Fragmentierung,
da der LD-Prozef3 nicht so schonend ablé&uft. Die detektierten Massen der intakten Molektle
stimmen mit den erwarteten Strukturen Uberein. Ausgehend von diesen definierten Strukturen

kann nun das PPE-Fragmentierungsverhalten untersucht werden.

Abbildung 38 zeigt das PSD-Massenspektrum des ausgewdhlten PPE-Tetramers 20. Eine
Vielzahl von Fragmenten, verteilt Gber den ganzen Massenbereich, kdnnen detektiert werden,

wodurch die Interpretation des Fragmentionen-M assenspektrums erschwert wird.
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Abbildung 38: PSD-Massenspektrum des PPE-Blocks 20 mit 4
Wiederholungseinheiten

Der Vergleich dieses Massenspektrums mit den PSD-Massenspektren der anderen PPE-
Derivate 23 und 24, die sich nur in den Endgruppen unterscheiden, kann zur Zuordnung der
Fragment-Signale genutzt werden. Im hochmolekularen Bereich des PSD-Massenspektrums

(> 800 g/mol) sind die Abstande zwischen dem Mutterion und den Fragmenten sowohl fir das
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PPE 20 (s. Abbildung 39a) als auch fur die Vorlaufer 24 (s. Abbildung 39b) und 23 (PSD-
Massenspektrum nicht abgebildet) gleich.
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Abbildung 39: Hochmolekularer Bereich der PSD-Massenspekiren von a) PPE 20
und b) dessen Vorlaufer PPE 24
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Dies bedeutet, dal3 kein Kettenende, sondern ausschliefdlich Alkylseitenketten abgespalten
werden. Eine Fragmentierung der Seitenketten wurde ebenfalls im MALDI-TOF-
M assenspektrum von kettensteifen Tetrahydropyren-Oligomeren beobachtet.”

Die Gegenuiberstellung der PSD-M assenspektren des PPE-Blocks 20 und dessen Vorlaufer 24,
die sich nur in einer der Endgruppen unterscheiden, erméglicht es auch, Fragmente zu
identifizieren, die durch Spaltung der Hauptkette entstanden sind. Diese Fragmente befinden
sich im niedermol ekularen Bereich des Massenspektrums (s. Abbildung 40). Die Peakserien A
und C entsprechen den Fragmenten, die Benzoat- bzw. Ethoxybenzoat-Endgruppen enthalten.
Signale der Serie B entsprechen den Fragmenten, die die Phenyl-Endgruppe tragen, und sind
daher um 44 bzw. 72 Masseneinheiten gegentiber den Signalen der Serie A bzw. C versetzt.
Die absoluten Massen dieser Fragmente stimmen allerdings nicht mit einer einfachen
Spaltung der Hauptkette Uberein, sondern deuten auf eine zusétzliche Abspaltung hin, die mit
einer Umlagerung der Seitenkette einhergeht.

Aus dem PPE-Fragment-Massenspektrum konnen prinzipiell die Masse der einzelnen
Endgruppen ermittelt werden, jedoch erschwert die Fille der Signale eine eindeutige
Endgruppenbestimmung, wie dies auch fr das PEO (s. vorheriger Abschnitt) gezeigt werden
konnte. Anhand der gewonnenen Kenntnisse Uber das Fragmentierungsverhalten der PEO-
und PPE-Blocke (19 bzw. 20) kann nun die Fragmentierung des PEO-b-PPE-Diblock-

Copolymers 21 untersucht werden.
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Abbildung 40: Niedermolekularer Bereich der PSD-Massenspektren von a) PPE
20 und b) dessen Vorlaufer PPE 24
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[11.2.2.3 Untersuchung des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21

Im Gegensatz zum PPE-Homopolymer 20 kdnnen die PPE-b-PEO-Oligomere 21 mit LD nicht
as intakte Molekile desorbiert werden. Die Matrixunterstiitzung ist dazu unbedingt
erforderlich. In diesem Falle findet Dithranol als Matrix Verwendung. Die lonisierung erfolgt
durch Anlagerung eines Alkaimetallkations. Die Auswahl des Kations spielt fur die
Aufnahme enes PSD-Massenspektrums wieder eine wesentliche Rolle. Fragment-
Massenspektren der Lithiumaddukte kdnnen auch bei sehr hoher Laserleistung aufgenommen
werden, wahrend bei der Messung der Natriumaddukte die Laserleistung sehr sorgféltig
eingestellt werden muf3. Eine zu hohe Laserleistung |6st die Dissoziation des Natriumkations
vom Polymer aus und liefert somit keine Informationen Uber Polymerfragmente. Die
Laserleistung kann jedoch gerade noch so eingestellt werden, dald die Fragmentierung des
Polymers ohne Dissoziation des Kations erfolgt. Dagegen reicht die fur die Fragmentierung
notige Laserleistung aus, um das entsprechende Kaliumaddukt zu dissozieren. Wie im Falle
des Polycarbonats kann dieses Verhalten durch Betrachtung der Struktur des kationisierten
Oligomers in der Gasphase erklart werden. Man stellt sich das Kation derart im
Polymerknduel eingebettet vor, da? mdoglichst viele Heteroatome mit dem Kation
wechselwirken. Aufgrund der chemischen Zusammensetzung sowie der Flexibilitét des PPE-
b-PEO Copolymers 21 befindet sich das Alkalimetallkation htchstwahrscheinlich eher in dem
PEO-Knduel als in der Umgebung des PPE-Blocks. Aufgrund seiner relativ hohen
Ladungsdichte besitzt Li* die starkste Wechselwirkung mit dem PEO-Oligomer. Das
Adduktion dissoziert bel der in PSD-Experimenten angewendeten Laserleistung nicht. Mit
steigender Masse des Kations sinkt aber die Bindungsenergie zwischen Kation und Oligomer,
so dal3 die Dissoziation des Kations vom Oligomer mit der Fragmentierung des Oligomers
konkurriert. Fir das Natrium-Addukt kann noch ein Optimum fir die Laserleistung gefunden
werden, um die Dissoziation zu vermeiden, wahrend das Kaliumaddukt vollstandig dissoziert.
Infolgedessen wurden nur die PSD-Massenspektren des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21

ausgehend von Li- oder Na-Addukten aufgenommen.
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Abbildung 41 zeigt das PSD-Massenspektrum des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21 mit
15 PEO- und 4 PPE- Wiederholungseinheiten. Das Oligomer ist mit Lithium kationisiert und
wird bel m/z 1978 detektiert. Alle Fragmente sind Lithium-kationisiert. Das erhatene
Fragmentmassenspektrum ist im Vergleich mit den Massenspektren der Homopolymerbl6cke

erstaunlich einfach zu interpretieren.
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Abbildung 41: PSD-Massenspektrum des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21 mit
n=4; m=15

Im hochmolekularen Bereich treten Fragmente auf, die durch Abspaltung der Alkyl-
Seitenketten entstanden sind. lhre relative Signalintensitét ist nicht so hoch wie bel dem PPE-
Homopolymer 20. Der intensivste Fragmentpeak entspricht der Masse des intakten PEO-
Blocks. Die Spaltung findet an der Bindung in b-Position der Carbonyl-Funktion statt. Im
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niedermolekularen Bereich findet sich das Fragmentierungsmuster des PEO-Blocks wieder.
Um diese Interpretation zu Uberprifen, wird als Vergleich die Fragmentierung der
Copolymere mit gleicher PPE-Blocklange, aber anderer PEO-Blocklange betrachtet.
Abbildung 42 zeigt neben dem Fragment-M assenspektrum des eben beschriebenen Oligomers
(n=4, m=15) die PSD-Massenspektren der Oligomeren der Zusammensetzung: n=4; m=12
und n=4; m=17. Hierbei bestétigt es sich, dal3 die wahrscheinlichste Spaltung an der Grenze
zwischen dem PEO- und dem PPE-Block stattfindet. Diese Beobachtung ist im Einklang mit
der vorgeschlagenen Fragmentierungstheorie, die die Freiheitsgrade der Polymerkette as
weiteren Parameter zur Aufklarung des Fragmentierungsverhaltens betrachtet. Der steife PPE-
Block kann die UberschuRenergie der Copolymerkette durch Bewegung kaum verteilen,
wéahrend die Bewegung des flexibeln PEO-Blocks zunehmen kann. Eine hohe Amplitude der
PEO-Bewegung fuhrt schliefdlich zur Spaltung der Hauptkette an der Ester-Funktion zwischen
den zwei Bloécken. Anhand des PSD-Massenspektrums kann also die PEO-Blocklange und
demzufolge auch die PPE-Blocklange eindeutig ermittelt werden. Neben den absoluten
Massen des Oligomers, die mit dem konventionellen MALDI-TOF Massenspektrum bestimmt
wurden, kann auf3erdem aus dem PSD-Massenspektrum die Diblock-Struktur des Oligomers

nachgewiesen und somit eine statistische Anordnung der Monomeren ausgeschl ossen werden.
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Abbildung 42: PSD-Massenspektren der PPE-b-PEO-Diblock-Copolymere 21 mit
folgender Zusammensetzung: a) n=4; m=12; b) n=4; m=15; ¢) n=4; m=17
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Diese Informationen sind besonders in dem Massenbereich nitzlich, wo Oligomere mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen, aber fast gleichen Molekulargewicht detektiert
werden (s. Abbildung 32, S. 69 bei ca 2200 g/mol). Abbildung 43 zeigt das PSD-
Massenspektrum, das durch gleichzeitige Selektierung der Signale bel m/z 2214 und 2218
erhalten wurde. Die Mutterionen sind mit Natrium kationisiert und konnten aufgrund ihrer
absoluten Massen Oligomeren der Zusammensetzung n=4; m=20 bzw. n=5; m=14
entsprechen. Diese Vermutung kann mit dem PSD-Massenspektrum bestétigt werden. Die
Fragmentsignale der PEO-Bl6cke mit 14 und 20 Wiederholungseinheiten werden eindeutig
detektiert.
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Abbildung 43: PSD-Massenspektrum von PPE-b-PEO-Oligomeren 21 mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen (n=4; m=20 und n=5 m=14),
Mutterionen detektiert bei fast gleicher Masse (2214 bzw. 2218)
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Auch im herkdmmlichen MALDI-TOF-Massenspektrum kann eine solche Uberlappung von
zwei Signalen, die von Oligomeren mit unterschiedlichen Zusammensetzungen ausgel Ost
wurden, bei einer erhthten Auflésung des Massenspektrometers nachgewiesen werden. In
Abbildung 44 sind auf dem MALDI-TOF-Massenspektrum die Signale isotopenaufgel 6st. Die
Auflésung von m/Dm=4000 ermdglicht die durch unterschiedliche Zusammensetzung
erhaltenen Verteilungen darzustellen. Eine auf das Massenspektrum gelegte Kurve hebt die

Massen der Copolymere mit gleicher PPE-Blocklénge (n) und varierender PEO-Blocklénge

(m) hervor.
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Abbildung 44: MALDI-TOF-Massenspektrum des mit K* kationisierten PPE-b-
PEO-Diblock-Copolymers 21 mit hoher Auflésung (nVDm=4000)

Im Gegensatz zu der untersuchten Probe kann die Copolymer-Zusammensetzung jedoch nicht
immer direkt aus dem konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrum bestimmt werden. Im

Falle eines PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers mit einem héheren Molekulargewicht wirde die
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Auflésung, die mit einer DE-Quelle in Verbindung mit einem TOF-Analysator schon sehr
hoch ist, nicht ausreichen, um die Uberlappung der Signale sichtbar zu machen. Ein anderer
moglicher Fall wére ein Diblock-Copolymer, das aus Comonomeren zusammengesetzt ist,
deren Molekulargewichte entweder gleich sind oder ganzzahlige Vielfach voneinander haben,
so dald selbst eine hohe Auflésung eine Differenzierung zwischen verschiedenen
Zusammensetzungen nicht ermdglichen wirde. Bel der Analyse eines Copolymers mit einer
zusétzlichen Heterogenitdt der Endgruppe wirde die Interpretation des MALDI-TOF
Massenspektrums auch erschwert oder gar unmdglich sein. In al diesen Féllen ist dann die
PSD-Anayse eine unumgangliche Methode, um die Copolymerzusammensetzung zu

bestimmen.

Bel der Untersuchung dieses PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers stellt sich zusétzlich die Frage

nach der Quantifizierbarkeit der Massenverteilung. Mit anderen Worten:

-Kann die Blocklangenverteilung aus den PSD- oder MALDI-TOF-Massenspektren bestimmt

werden?

-Stimmen die relativen Intensitéten der Signale im Massenspektrum mit den tatséchlichen

Verhaltnissen in der Probe Uberein?

Sollte das Intensitdtsverhdltnis von Fragmentpeaks das Intensitdtsverhdltnis der
entsprechenden Mutterionen widerspiegeln, kdnnten weitere wichtige Informationen Uber die
Copolymer-Zusammensetzung gewonnen werden. Stimmt also in Abbildung 43 die relative
Peakintensitét der beiden PEO-Fragmente (mit 14 und 20 Wiederholungseinheiten), die ein
Verhditnis von ca 1.2 zeigt, mit dem Intensitdtsverhdtnis der Uberlappenden
Mutterionenpeaks Uberein? Wenn dies der Fall ist, konnten mittels der PSD-Massenspektren
Rickschlisse auf die Mutterionenintensitéten gezogen werden. Somit konnten die
Hullkurven, die in Abbildung 44 gezeichnet sind, auch bei einer vollstandigen Uberlappung
der Copolymer-Signale ermittelt werden. Es gibt jedoch mehrere Grinde, die dagegen
sprechen. Zunéchst ist die Quantifizierbarkeit im PSD-Massenspektrum durch das Prinzip der
FAST-Methode nicht gewéhrleistet. Die PEO-Fragmente mit 14 und 20
Wiederholungseinheiten werden im PSD-Massenspektrum (s. Abbildung 43) aufgrund ihrer
unterschiedlichen Massen in verschiedenen Segmenten aufgenommen. Dies bedeutet, dal3 sie
nicht gleichzeitig gemessen werden, sondern bei verschiedenen Messungen, die sich
hauptséchlich sowohl in der Reflektorspannung al's auch in der durch den Laser beschossenen

Stellen  unterscheiden. Diese unterschiedlichen Bedingungen verbieten aso den
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Intensitdtsvergleich zwischen den Fragmentsignalen. Jenseits dieser instrumentellen
Einschrénkung bleibt die Frage, ob zwei Mutterionen mit der gleichen Wahrscheinlichkeit
fragmentieren. Sollte die Bildungswahrscheinlichkeit der PEO-Block-Fragmente bel
unterschiedlichen Blocklangen gleich bleiben, wirde das Intensitétsverhdtnis der
Fragmentpeaks mit dem der Mutterionpeaks Ubereinstimmen. Dennoch muf3 noch
sichergestellt werden, ob die im normalen MALDI-TOF-Massenspektrum detektierte
Massenverteilung des Copolymers tatsachlich der relativen Zusammensetzung der Oligomere
in der Probe entspricht. Einige Argumente konnten dagegen sprechen. Zum einen ist es
naheliegend, dal}3 Oligomere, die sich in der chemischen Zusammensetzung drastisch
unterscheiden (z.B. n=3; m=20 und n=6; m=12), verschiedene Desorptions- sowie
lonisationswahrscheinlichkeiten haben konnten, so daf3 die im MALDI-Massenspektrum
abgebildeten Intensitétsverhdtnisse nicht wirklichkeitstreu sind. Zum anderen konnten
zusétzlich Unterschiede bei der Detektion von Oligomeren mit unterschiedlichen
Molekulargewichten auftreten. Betrachtet man schliefdlich allein die Tatsache, dal3 das
Molekulargewicht eines Homopolymers schon bel einer Polydispersitét von 1,1 um 20% vom
wirklichen Wert abweichen kann,® und wird weiterhin beriicksichtigt, da ein Copolymer
zusétzlich zur Heterogenitédt im Polymerisationsgrad noch eine Heterogenitdat in der
chemischen Zusammensetzung aufweist, so ist die korrekte Quantifizierbarkeit des MALDI-
TOF-Massenspektrums eines Copolymers nur unter bestimmten Rahmenbedingungen

moglich.

Trotz der Ungewif3heit hinsichtlich der Quantifizierung von Copolymerverteilungen mit
MALDI-TOF-Massenspektrometrie beweist diese Methode in Kombination mit der PSD-
Analyse am Beispiel der PPE-b-PEO-Probe ihr Potential. Sowohl die Diblock-Stuktur als
auch die Blocklangen des Copolymers kénnen eindeutig aus den Fragment-Massenspektren
ermittelt werden. Somit stellt die Fragmentionenanalytik eine weitere Steigerung der
Leistungsfahigkeit der MALDI-Methode dar. Gegenwaértig kann keine andere konventionnelle
Charakteriserungsmethode der Polymeranaytik alein derart detaillierte Informationen

liefern.

In den ersten zwel Kapiteln des Hauptteils wurde die MALDI-TOF-Massenspektrometrie
soweit weiterentwickelt, dald auch in Abwesenheit konventioneller Charakterisierungs-
methoden der Polymeranalytik dulierst detaillierte Informationen mit grof3er Zuverléssigkeit

Uber die Struktur herkdmmlicher synthetischer Polymere gewonnen werden konnen. In den
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folgenden Teilen der Arbeit soll nun die MALDI-TOF-Massenspektrometrie fur die
Charakterisierung neuer, schwer nachzuweisender Verbindungen eingesetzt werden, die nicht
zur Famillie der herkbmmlichen synthetischen Polymere gehdren, jedoch bereits als
Makromolekile bezeichnet werden durfen. Mit geladenen metallo-supramolekularen
Verbindungen werden z.B. neue Makromolekiile hergestellt, die aufgrund ihrer schwachen
intramolekularen Bindungskrafte sowie ihrer Ladung nur schwer nachzuweisen sind. Es soll
nun untersucht werden, inwieweit die MALDI-TOF-Massenspektrometrie fur die
Charakteriserung solcher Verbindungen eingesetzt werden kann und welcher

Gesetzmaldigkeit ihrer MALDI-Analytik unterliegt.
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I11.3. Charakterisierung metallo-supramolekularer Verbindungen mit
MALDI-TOF-MS

111.3.1 Problematik der Charakterisierung M etallo-supramolekularer

Verbindungen

Im Gegensatz zur ,klassischen® molekularen Chemie, in der die kovalente Bindung im
Mittel punkt steht, befal?t sich die supramolekulare Chemie mit der Kontrolle nicht-kovalenter,
zwischenmolekularer Kréfte. Die ,,Ubermolekiile’ bestehen aus konventionellen Molekilen
(Bausteine), die durch zwischenmolekulare Bindungen in einer rd&umlich definierten Weise
zusammengehalten werden.”® Die Wechselwirkung organischer und anorganischer
Komponenten, die sich zu vorprogrammierten Uberstrukturen selbstorganisieren, ist
gegenwartig ein Forschungsschwerpunkt der supramolekularen Chemie.”” Anorganische
Uberstrukturen bilden sich spontan durch die Koordination mal3geschneiderter Liganden an
ausgewahlten Metallzentren. Dieses Forschungsgebiet wird als ,, metallo-supramolekulare
Chemie" bezeichnet. Die bei solchen Uberstrukturen implizierten Bindungsenergien liegen
zwischen denen von Kovalentbindungen und schwachen intermolekularen Wechselwirkungen
wie elektrostatischen Kréften, Wasserstoff-Bricken-Bindungen oder Van der Waals
Wechselwirkungen. Durch die Verschiedenartigkeit sowohl der multidentalen Liganden als
auch der Metdlzentren stellen die potentiellen metallo-supramolekularen Strukturen eine
umfangreiche Substanzklasse dar. Die Bestimmung der Struktur und der Molekilmasse
solcher durch Selbstorganisation entstandener Aggregate gehdrt aber zu den schwierigsten
Aufgaben auf diesem Gebiet.

Die verhdtnismaldig grofde Labilitdt der supramolekularen Verbindungen, die durch die
niedrige Energie der nicht-kovalenten Wechselwirkungen bedingt ist, erschweren deren
Charakteriserung und beschrdnken die Zahl der einsetzbaren Anaysenmethoden. Die
konventionellen Molmassenbestimmungsmethoden fur kovalent gebundene Makromolekiile
wie Osmometrie oder GPC sind bel geladenen metallo-supramolekularen Verbindungen nicht
anwendbar. Die Osmometrie beruht auf den kolligativen Eigenschaften, so dal3 der
Dissoziationsgrad der Makromolekile bel der Auswertung bekannt sein mul3. Da der
Dissoziationsgrad von geladenen Strukturen meist unbekannt ist, kann ihre Masse aus

osmometrischen Experimenten nicht ermittelt werden. Bel der GPC sind Wechselwirkungen
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mit dem Saulenmaterial nicht auszuschlief3en, und es liegen keine geeigneten Standards fir
die Kalibrierung vor. Die geladenen Metallosupramolekile konnen alerdings mit der
analytischen Ultrazentrifugation nachgewiesen werden.” Die analytische Ultrazentrifugation
ist eine der é&testen Methoden der Polymercharakteriserung, wird aber in der
Polymerwissenschaft nur noch selten benutzt.* Sie wird nur fiir spezielle Fragestellungen, bei
denen Ubliche Charakterisierungsmethoden scheitern, noch angewendet. Die Ursachen dafir
sind besonders die langen Mef3- und Auswertezeiten sowie der doch erhebliche experimentelle
Aufwand. Die Struktur der Metalosupramolekile im Festkérper kann mit der
Rontgenstrukturanalyse  charakterisert werden. Dazu ist es allerdings erforderlich,
ausreichend grofe Einkristalle der zu untersuchenden Substanz zu erzeugen. Geeignete
Einkristalle sind aber wegen der meist grofRen Hohlrdaume in diesen Systemen oft nur
schwierig zu erhaten. Werden Einkristalle dennoch erhalten, verlieren sie aul3erdem in der
Regel schnell das eingeschlossene Losungsmittel und zerfallen zu amorphem Material, wenn
sie aus der Mutterlauge herausgenommen werden.” Aus diesem Grunde wird eine aternative
Methode gesucht, um die Existenz des Komplexes schnell nachzuweisen, bevor aufwendigere
Methoden weliter eingesetzt werden. Prinzipiell konnte sich die MALDI-TOF-MS eignen, die
schon bei der Charakterisierung anderer nicht-kovalent gebundener Verbindungen erfolgreich
eingesetzt wurde.2®8273 Dafiir muR allerdings ein milder Desorption-Proze3 gewahrleistet
sein, damit die metallo-supramolekulare Struktur aus der Festphase intakt in die Gasphase
Uberfuhrt wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Charakterisierungsmoglichkeit metallo-
supramolekularer Komplexe mit der MALDI-TOF Massenspektrometrie anhand zweier
Verbindungsklassen untersucht: Zum einen wurden gitterartige Komplexe und zum anderen

makrozyklische Quadrate untersucht.

111.3.2 Charakterisierung gitterartiger metallo-supramolekularer
Verbindungen mit MALDI-TOF-MS

Gitterartige metallo-supramolekulare Komplexe, die aus kondensierten Bipyridin- und
Pyrimidineinheiten bestehen, sind erst seit kurzem bekannt (s. Abbildung 45).% Jedes
Metallzentrum steht an der Kreuzung zweier Liganden und ist mit sechs Stickstoff-Donor-
Atomen in einer beinahe oktaedrischen Geometrie umgeben. Die positiven Ladungen sind mit
acht Gegenionen neutralisiert. Die Bildung der gitterartigen [2x2]-Komplexe erfolgt spontan

bei Zugabe der Metall(11)-lonen zu einer methanolischen Lésung des Liganden. Erkennbar ist
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die Komplexbildung an einer schlagartigen Braunférbung der Ldsung. Die Metalle werden in
Form ihrer Acetat-Salze eingesetzt. Die Acetat-Gegenionen ermoglichen die Lésung des
Komplexes in  Methanol.  Durch  Zugabe eines  Uberschusses  von
Ammoniumhexafluorophosphat werden die Acetat- gegen PFs -Gegenionen ausgetauscht, der
Komplex ist dann nicht mehr in Methanol [6slich und f&8llt a's brauner Feststoff aus.
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27 R1=CH,OTBDMS, R=H
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Abbildung 45: (a) Kristallstruktur des Co-[2x2]-Gitters 29 (R;=H, R,=CHy3). (b)
Bis(bipyridyl)-pyrimidinliganden 25-28

Die Metallionen koordinieren nicht nur die Liganden und ordnen diese rdumlich an, sondern
fiihren dariiber hinaus e ektrochemische,® magnetische® und photochemische Eigenschaften
ein, so daid die letzendlich entstehende Struktur eine bestimmte Funktionalitét erhdt, die zur
Entwicklung anorganischer molekularer Bausteine genutzt werden kann. Insbesondere planen
die kooperierenden Arbeitsgruppen von Prof. J-M. Lehn (Université Louis Pasteur,
Strasbourg) und Dr. U. Schubert (Technische Universitdt Miinchen) aus solchen [2x2]-Gittern
das Design von anorganischen, zweidimensionalen, supramolekularen [n x m]-Netzwerken.
Ein moglicher Losungsansatz zum Aufbau solcher Uberstrukturen besteht in 2-D-Assemblies
(durch Wasserstoffbriicken) oder in kovalenter Polymerisation einzelner gitterartiger

Metalkomplexe (s. Abbildung 46). Kurzlich ist es gelungen, den mit einer

92



Hauptteil

Hydroxymethylgruppe in der 5-Position der terminalen Pyridine funktionalisierten Liganden
26 (s. Abbildung 45) zu synthetisieren.2®®” Damit wurde eine Gitterstruktur aufgebaut, die
insgesamt acht Hydroxy-Gruppen tragt. Dadurch sollte eine Erweiterung dieser metallo-

supramolekularen Systeme zu ausgedehnten 2D-Assemblies bzw. Polymeren méglich sein.

l "Polymerisation”

Abbildung 46 , Polymerisation® (kovalent oder nicht kovalent) der fertigen
supramol ekularen Bausteine zu geordneten Uber strukturen

Um die Optimierung der Synthese der [2x2]-Gitter zu unterstiitzen, wurde fir eine schnelle
Charakterisierung die MALDI-TOF-Massenspektrometrie eingesetzt. Die Analyten wurden
von Christian Weidl™® (Arbeitskreis von Dr. U. Schubert, Technische Universitat Miinchen)
zur Verfigung gestellt. Die analytische Arbeit bestand in der Untersuchung dieser durch
Selbstorganisation entstandenen Komplexe mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Es
galt insbesondere, ausreichend schonende MALDI-Bedingungen zu finden, um die labile

Uberstruktur der [2x2]-Gitter intakt aus der Festphase in die Gasphase zu Uberfiihren.

93



Hauptteil

Das [2x2]-Gitter ist, wie bereits erwahnt, aus vier zweifach geladenen Metallionen (M?*) und
vier bistridentalen Liganden zusammengesetzt. Die resultierende positive Ladung des
Komplexes wird durch acht Gegenionen neutraisiert. Von einer MALDI-TOF-
massenspektrometrischen Analyse konnte erwartet werden, dal3 positiv geladene
Quasimolekulionen nachgewiesen werden konnen, die aus dem Verlust von bis zu acht
Gegenionen resultieren. Die entsprechenden Signale sollten demnach Ladungszahlen von eins
bis maximal acht entsprechen. Die aus Co®*-Metallzentren und funktionalisierten
bis(bipyridyl)-Pyrimidin Liganden 25, 26 bzw. 27 sowie aus Zn** as Metallzentren und
Ligand 26 enstandenen [2x2]-Gitter wurden mit MALDI-TOF-MS charakterisiert. Abbildung
47a zeigt das erhaltene Massenspektrum fur Positivionen eines mit dem Liganden 25
aufgebauten Co-[2x2]-Gitters 30, wobei fur die Messung Dithranol als Matrix verwendet
wurde. Nur einfach geladene lonen wurden detektiert. Ein Ausschnitt dieses M assenspektrums
um 2000 g/mol (Abbildung 47b) zeigt eine Reihe von funf Signalen, deren Abstéande von 145
gmol der Masse enes Gegenions (PFg) entsprechen. Die Signale erscheinen
unerwarteterweise bel der Masse der einfach geladenen lonen, die aus dem Verlust von vier
bis acht PFs-Gegenionen resultieren. Diese Muster wurden bei allen gemessenen [2x2]-Gittern
wiedergefunden. Die aus den MALDI-TOF-Massenspektren zu erwartenden und tatséchlich
aus dem Massenspektrum erhaltenen Masse-zu-Ladungsverhdtnisse der aus dem

[C04(25)4) (PFs)s-Komplex 30 entstandenen lonen sind in Tabelle 4 gegeniibergestel|t.

8* | X | X
(PF6)) —— Z AN AN
’ —orr/ - A IN " I " N | 25

30
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b)

8+
(PF6 ),
a.u.
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4000 30
2000
O_L [ | luk lum 1
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a.u. i l
500
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Abbildung 47: (a) MALDI-TOF-Massenspektrum des mit Dithranol gemessenen
[C04(25)4] (PFg)s-Komplexes 30 . (b) Ausschnitt 1750<m/z<2750: Verlust von 4

bis 8 PFs-Gegenionen
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Tabelle 4:Berechnete und aus dem Massenspektrum (s. Abbildung 47) gemessene
Masse-zu-Ladungsverhéltnisse der [Co4(25)4] (PFs)x-Komplexe bei dem Verlust
von PFs-Gegenionen aus dem [ Cos(L1)4] (PFs)s-Komplex 30

berechnet gemesssen

X m z m/z m/z

7 2916,42 1 2916,42 -

6 2771,46 2 1385,73 -

5 2626,49 3 875,50 -

4 2481,53 4 620,38 2480,9
3 2336,57 5 467,31 2336,1

2 2191,60 6 365,27 2191,2

1 2046,64 7 292,38 2046,3

0 1901,67 8 237,71 1901,6

Die Interpretation des | onisierungsmechanismuses der [2x2]-Gitter zeigt, dal? der Verlust von
y (mit y=4 bis 8) Gegenionen offenbar mit dem Gewinn von y-1 Elektronen einhergehen muf3,
um daraus ein einfach geladenes Kation zu erzeugen. Dieses Resultat ist bemerkenswert. Es
wurde bereits festgestellt, da3 Anaytmolekile wahrend des MALDI-Prozesses reduziert
werden konnen.®%° Jedoch bleibt dieser Reduktionsvorgang in der lonenquelle des

M assenspektrometers noch ungeklart.

Aullerdem ist bei dem in Abbildung 47 gezeigten Massenspektrum bemerkenswert, dald nur
einfach geladene Gitterionen auftreten, die aus dem Verlust von mindestens vier Gegenionen
resultieren. Die Signale der tbrigen quasimolekularen lonen der Reihe (Komplexe mit nur ein
bis drel verlorenen Gegenionen) scheinen in der lonenquelle bel der Desorption/lonisation
nicht erzeugt zu werden. Dies kann durch den lonisierungsmechanismus dieses Gitters erkléart
werden. Bel der matrixunterstiitzten Desorption werden die Gittermolekile schonend
desorbiert, dennoch wird dabei eine leichte UberschuRenergie an den Analyten abgegeben.
Diese UberschulRenergie wird abgebaut, indem einige Gegenionen vom Gitter dissoziert
werden. Die zur Desorption/lonisation der Matrix (hier Dithranol) benétigte Laserleistung ist
wahrscheinlich bereits zu hoch, so dal3 in der lonenquelle mindestens vier Gegenionen vom
Gitter getrennt werden. Um mildere Bedingungen zu erzielen und dadurch die Dissoziation

der Gegenionen wahrend des Desorptionsschritt moglicherweise einzuschranken, sollte der
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MALDI-Prozef3 mit weniger Laserleistung durchgefiihrt werden. Das mit Dithranol
aufgenommene Massenspektrum (s. Abbildung 47) wurde aber bereits an der
Desorptionsschwelle der Matrix gemessen, so dal3 keine weitere Verminderung der
Laserleistung mehr moglich ist. Fir einen milderen MALDI-Prozeld ware ein Matrix mit
niedrigerer Desorptionsschwelle als Dithranol notwendig. Es wurde daher eine Mel¥reihe
durchgefihrt, in der die Desorptions- und lonisationsschwellen von verschiedenen Matrices
bestimmt wurden. Die gemessenen Matrices wurden sodann gemél3 ihrer Desorptionsschwelle
klassifiziert (s. Anhang 2). Die al-trans-Retinoesdure ist die Matrix, die die niedrigste
Laserleistung fur ihre Desorption benttigt. Folglich wurde sie fir die MALDI-TOF-
Messsungen der [2x2]-Gitter getestet. Das mit all-trans-Retinoesdure aufgenommene

Massenspektrum fir Positivionen des [Co4(25)4] (PFe)s-Komplexes 30 ist in Abbildung 48

gezeigt.
8+
(PF6 ),
. M’- 4 PF
M- 5 PF, | 6
400 ~ l
M'- 3 PF,
_ M'- 6 PF, | 30
a.l. 200 4 l
O by

T T T T T T T T T T T T T
1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
m/z

Abbildung 48: MALDI-TOF-Massenspekirum des mit all-trans-Retinoesiure
gemessenen [ Co4(25)4] (PFe)s-Komplexes 30. Verlust von nur 3 bis 6 PFe-
Gegenionen
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Dieses Massenspektrum ist analog zu dem mit Dithranol aufgenommenen Massenspektrum,
jedoch erscheint hier im Gegensatz dazu auch das Signal des einfach geladenen lons, das aus
dem Verlust von nur drei Gegenionen resultiert. Dagegen sind die Signale der einfach
geladenen lonen, die aus dem Verlust von sieben bis acht Gegenionen resultieren,
verschwunden. Aufgrund des Vergleichs zwischen den mit Dithranol (s. Abbildung 47) und
mit all-trans Retinoesaure (s. Abbildung 48) aufgenommenen Massenspektren scheint also die
zur Desorption nétige Laserleistung beim Verlust der Gegenionen eine entscheidende Rolle zu
spielen. Noch schonendere Bedingungen kdnnten wahrscheinlich den Verlust von Gegenionen
noch weiter einschrdnken. Dies wirde jedoch eine Matrix mit einer noch niedrigeren
Desorptionsschwelle als die der all-trans Retinoeséure erfordern. Bisher ist noch kein Matrix-

Kandidat, der diese Bedingungen erfillt, gefunden worden.

111.3.3 Charakterisierung makrozyklischer kationischer vierkerniger
Uber gangsmetallkomplexe mit MALDI-TOF-M S

Koordination des
Chelatisierung funktionalisierten Liganden l\l/I—L—N—>
C»——C -
+2 LN N
\

G/I—L—N Tfo—I\D /)
| ' M—L—N—>M'

L OTf _ |
| Vorprogrammierte L
N N > | N 4ot
L N |
OTf L Selbstorganisation |

| | .
Gl OO0

Molekulares Quadrat

Schema 4: Design eines molekularen Quadrats
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Bel der zweiten untersuchten Verbindungsklasse handelt es sich um sogenannte ,, molekulare
Quadrate“. Diese vierkernigen Ubergangsmetallkomplexe gehdren zu den jiingsten
Mitgliedern der Familie supramolekularer Makrozyklen und werden in der Arbeitsgruppe
Prof. P.J. Stang (University of Utah, Salt Lake City) hergestellt. Der entwickelte Syntheseweg
zum Design dieser vierkernigen kationischen Chelate wird in Schema 4 dargestellt.® Die
Makrozyklen entstehen durch Selbstorganisation in Lésung beim einfachen Mischen eines
geeigneten quadratisch-planaren Metall-Vorlaufers mit einem passenden bidentalen Liganden.
Die erhatenen ~90°-Bindungswinkel sind auf die quadratisch-planare Geometrie der
Metallzentren zurlickzuftihren, die die Ecken des Quadrats bilden. Die potentiellen , host-
guest“- und Molekularerkennungseigenschaften dieser Makrozyklen kénnen sowohl durch
Anderung der Ladungsdichte als auch durch Veranderung der KavitétsgroRe und -form
gesteuert werden. Daftr werden in der Praxis die Metalle und/oder die Oxidationsstufen bzw.

die Liganden geandert.

Schema 5 zeigt die Synthese des untersuchten geladenen Pt-Pt(11) molekularen Quadrats 35.%°

Ph_ Ph | PPh,
- - 2 LiC —
Pt{ + 2 Li——= N
P —

e

N\
Ph  Ph
N
31 32
33
PPh2 PhZP +
Pth Ph2'||3 CH2C|2 p— Pt N Pt p
2 _ — + 2 F —O—Pt-P _— Ph Ph
onP pt—<ON CF3S0,0-0-Pt B z 2
Il %
iy 4 CF3S0,0°
CF3 ||
@)
Phyp Pt P
33
Ph2
35

Schema 5: Synthese des molekularen Quadrates 35: cyclobid[cis-Pt(dppp)(4-
ethynyl pyridin),] [ cis-Pt** (dppp), OSO,CF3] |
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Zunachst werden zwei Aquivalente des mit n-Butyllithium deprotonierten 4-Ethynylpyridins
32 mit einem Aquivalent des mit 1,3-bis-(diphenylphosphino)propan (dppp) chelatisierten
Pt(11)Cl, 31 umgesetzt, die nach Aufarbeiten zum cis-Pt(dppp)(4-ethynylpyridin), fihren, dem
erwiinschten Monomer 33. Aquimolare Mengen dieses Monomers 33 und des cis-
Pt(dppp)(OTf), 34 bilden nach vier Stunden bei Raumtemperatur in Dichlormethan den
geladenen vierkernigen Komplex 35. Der erhaltene Makrozyklus 35 trégt vier positive

Ladungen, die mit vier Triflat-Gegenionen neutralisiert sind.

Abbildung 49 zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum des erhaltenen Makrozyklus 35, der
zunachst mit Dithranol als Matrix gemessen wurde. Das Signal bei n/z 3286 entspricht dem
intakten Quadrat, das durch den Verlust eines Triflat-Gegenions eine einfach positive Ladung
erhdt. An dieser Stelle kann die MALDI-Messung mit einem bereits veroffentlichen , Fast-
Atom Bombardment* (FAB) -Massenspektrum®™ der gleichen Probe verglichen werden. Bel
der FAB-Charakterisierung des Quadrats 35 konnte der [M-OTf]-Peak nicht detektiert
werden, dagegen wurde ein Signal bel m/z 1568 gemessen, das einem doppelt geladenen
Makrozyklus zugeordnet werden konnte, dem zwei Gegenionen fehlen. Das Masse-zu-
Ladungsverhéltnis eines solchen Aggregats besitzt nach Gleichung 16 einen Wert von 1568

g/moal.

m'z(M - 20Tf)=%:1568 Gleichung 16
Ein zweifach geladenes Molekil kann auch anhand des |sotopenmusters von einem einfach
geladenen Molekul unterschieden werden: Bei einem zweifach geladenen lon betragt der
Abstand zwischen zwei aufeinander folgenden Isotopenpeaks nur 0,5 m/z-Einheiten, wogegen
der Abstand bei einem einfach geladenen lon 1,0 m/z-Einheiten betrégt. Nun zeigt das
abgebildete Signal bel m/z 1568 auf dem FAB Spektrum ein Abstand von 1,0 m/z-Einheit
zwischen den Isotopenpeaks. Dieses Signal, das bei dem MALDI-Massenspektrum ebenfalls
detektiert wird, entspricht also nicht, wie in der Publikation beschrieben, einem doppelt
geladenen Makrozyklus, sondern muf3 einer anderen Struktur zugeordnet werden (s. Tabelle
5). Diese Struktur entspricht dem Monomer 33, welches zu einem Komplex 34 chelatisiert ist,
und bildet somit ein ,habes Quadrat“. Dieses Aggregat konnte prinzipiell wahrend der

Synthese ebenso wie im Massenspektrometer gebildet worden sein.
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Abbildung 49: b) MALDI-TOF-Massenspekirum des mit Dithranol gemessenen
molekularen Quadrates 35 und Ausschnitte: a) 1990<m/z<3500. Intaktes und
halbes Quadrat, ¢) 500<m/z<1700. Quadratecken
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Tabelle 5: Zugeordnete Strukturen der im MALDI-TOF-Massenspektrum des

molekularen Quadrates 35 gekennzeichneten Sgnale

gemessen zugeordnete Struktur theoretisch
m/z Chelat Gegenionen m m/z
32860 | ‘yee Prs” 3OTf 3285,8 32858
IO
I O
O I
| Phy
Phy-p—pt— = pt—|
%= O
3136,9 ! 2 Otf 3136,7 1568,4
2473,7 PPh; Phap” 3 OTf 2474,0 24740
WO
I
O
thP—PIt
2+FI’Ph2
2324,7 " 2 OTf 2325,0 1162,5
2175,5 ! 10Tf 2175,9 725,3
2026,4 " 0 Otf 2026,8 506,7
1568,3 | [ ‘“p 1 OTf 1568,4 1568,4
-0
Il
O
F’hz~P—F|’t
> Lon,
1419,3 ! 0 Otf 1419,3 709,65
756,8 ik 10Tf 756,6 756,6
ggpt
607,5 ! 0 OTf 607,5 303,75
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Folglich ist das verdffentliche FAB-Massenspektrum unzureichend, um die Existenz des
Quadrats zu beweisen. Dies wird erst mit der schonenderen MALDI-Methode durch die

Detektion des [M-OTf]-Peaks eindeutig nachgewiesen.

Alle Positivionen, die bei der MALDI-TOF-Messung detektiert wurden, sind einfach geladene
Spezies. Dies kann aufgrund des ganzzahligen Abstandes der |sotopenpeaks bei allen Signalen
nachgewiesen werden. Analog zu den im vorherigen Abschnitt untersuchten Gitter-Proben
wird zusétzlich ein lon bei m/z 3136,9 detektiert, das durch den Verlust eines weiteren
Gegenions aus dem intakten Quadrat entsteht (s. Abbildung 49a und Tabelle 5), aber dennoch
einfach statt zweifach geladen ist. Die Tatsache, dal die Ladungszahl der Molekile nicht mit
der Anzahl der ,verlorenen” Gegenionen wachst, legt die Schluf¥folgerung nahe, dal? alle Uber
den einfachen Ladungszustand hinausgehenden positiven Ladungen mit Elektronen
kompensiert werden. In der Tat stimmt die detektierte Masse genau mit der vorgeschlagenen
Struktur Uberein (s. Tabelle 5), so dal3 eine Protonierung ausgeschlossen werden kann. Diese
Reduktion, die offensichtlich wahrend des MALDI-Prozesses stattfindet, kann Signale im
niederen Molekularenbereich (m/z 2324,7- 2175,5- 2026,4- 1419,3- und 607,5) erklaren (s.
Abbildung 49 und Tabelle 5). Alle diese detektierten lonen sind einfach geladen, obwohl sie
durch den Verlust von zwei bis vier Triflat-Gegenionen zwei- bis vierfach geladen sein
sollten. Die detektierten Nebenprodukte, deren Strukturen in Tabelle 5 abgebildet sind,
konnen prinzipiell wahrend der Synthese gebildet werden, dennoch ist anzunehmen, dal? sie
durch Zerfal des Quadrates 35 in der Quelle des Massenspektrometers entstehen. Zum einen
deuten die *H-, *C- und *P-NMR-Spektren nicht auf ein Substanzgemisch in der Probe hin®
und zum anderen sprechen die Labilitét der Metall-Ligand-Bindungen sowie die UV-
Absorption des Quadrates 35 fir einen Zerfall des Analyten bei der massenspektrometrischen
Untersuchung.”*" Eine Absorptionsbande im UV-V1S-Spektrum des Analyten wird bei | max
= 324 nm beobachtet.® Eine signifikante Absorption der Probe bei der verwendeten No-
Laserwellenlange (337 nm) ist daher naheliegend und sollte den Zerfall des labilen
Makrozyklus wahrend der Bestrahlung ausldsen. Damit der MALDI-Prozef3 unter milderen
Bedingungen ablaufen kann, wurde die Probe mit all-trans-Retinoesaure statt Dithranol als
Matrix gemessen. Mit diesem Matrixwechsel kann (s. vorheriger Abschnitt) der MALDI-
Prozel3 durch Bestrahlung des Matrix-Analyt-Gemisch mit weniger Laserleistung stattfinden,
da die Desorptionsschwelle dieser Matrix kleiner ist als bei Dithranol (s. Anhang 2).
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Abbildung 50: b) MALDI-TOF-Massenspektrum des mit all-trans-Retinoesiure
gemessenen molekularen Quadrates 35 und Ausschnitte a)1900<m/z< 3500.
Intaktes Quadrat; c) 500<nV/z<1700. Quadratecken.

104



Hauptteil

Wie erwartet deutet das mit Retinoesdure erhaltene Massenspektrum (s. Abbildung 50) auf
eine Verminderung der Fragmentierung hin. Die Signale bei m/z 2026, 2176, 2325, 2474 und
3137 sind verschwunden, und die Intensitét der Signale bei m/z 1568, 1419, 757, und 608, die
ebenfalls Fragmenten zugeordnet wurden, hat stark abgenommen. Die durch den Matrix-

Wechsel erreichten Verbesserungen sind in Abbildung 51 deutlich erkennbar.
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Abbildung 51: Vergleich zwischen den mit a) Dithranol und b) Retinoesaure
gemessenen  MALDI-TOF-Massenspektren des molekularen Quadrats 35.
Verminderung der Fragmentierung beim Matrixwechsel.
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Das Intensitétsverhdtnis zwischen dem intensivsten Fragment (m/z 1419) und dem
Quasimolekularion [M-OTf] (m/z 3286) ist von 10,6 auf 1,2 zurlickgegangen, die

Fragmentierung wird also stark vermindert.

Trotz des &uf¥erst schonenderen MALDI-Prozesses durch Anwendung von all-trans-
Retinoesaure as Matrix bei der Charakteriserung des Chelatkomplexes 35 kann die
Fragmentierung des Makrozyklus nicht vollstandig unterdriickt werden. Folglich ist eine
Charakterisierung ahnlicher Verbindungen mit hoherem Molekulargewicht mittels MALDI
fraglich, da der Zerfal des Anayten die Detektion des intakten Molekularions verhindern
konnte. Im Rahmen der Analyse der von der Arbeitsgruppe Prof. J. Stang synthetisierten
Proben wurden gemél den optimierten MALDI-Bedingungen grolere Makrozyklen
gemessen. Das molekulare Sechseck 38 (s. Abbildung 52) ist mit einem Molekulargewicht
von 4573 g/mol der néchst grofRere Makrozyklus, der fur MALDI-Messungen zu Verfligung
stand.

o] 0o
EtsP PEt, + 3
e e oae
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Abbildung 52: Synthese des molekularen Sechsecks 38
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Diese Verbindung sollte durch Selbstorganisation des 4,4’ -bis(trans-
Pt(Et3),OTf)benzophenons 36 mit dem Di-(4-pyridyl)keton 37 in Dichlormethan nach 15
Minuten gebildet werden. Der fur die Sechseck-Bildung erforderliche 120°-Bindungswinkel
ist durch das sp>-hybridisierte Kohlenstoffatom der Carbonylfunktionen gegeben, die sowohl
in der organometallischen Ecke 36 a's auch in der organischen Eck-Einheit 37 eingebaut sind.
Die Bildung des Makrozyklus 38 sowie anderer molekularer Sechsecke™ konnte bisher nur
mittels NMR-Spektroskopie untersucht werden.”® Bei der *'P- und *H-NMR-Spektroskopie
deutet die signifikante Verschiebung der Signadle im Vergleich zu den unkoordinierten
Vorlaufern 36 und 37 auf eine Komplexierung hin, bestimmt aber weder die Zahl der
eingeschlossenen ,, Subunits‘ noch die zyklische Struktur des Analyten. Der einzige Hinwels
auf die Bildung eines Zyklus gegenuiber einem offenen Oligomer ist gegeben durch das sehr
scharfe Signal im NMR-Spektren, welches fir eine hohe Symmetrie des Anayten spricht.
Diese nur zum Teil charakterisierte Probe sollte nun mit MALDI-TOF Massenspektrometrie

néher analysiert werden.

Abbildung 53a zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum mit Retinoesaure als Matrix. Es
wurde kein Signal fur den intakten Makrozyklus detektiert. Alle detektierten Peaks deuten
aufgrund des Isotopenmusters auf einfach geladene lonen hin, und die hochste detektierbare
Masse der Vebindung erreicht einen Wert von 2568 g/mol. Dies konnte dem
Molekulargewicht eines ,halben Sechsecks’ entsprechen, dessen Struktur und
I sotopenverteilung in Abbildung 53 dargestellt sind. Aufgrund der NMR-Spektren, die eine
hohe Symmetrie des Analyten nahelegen, ist zu vermuten, dal3 diese Verbindung (m/z 2568)
erst bel der massenspektrometrischen Untersuchung durch Fragmentierung gebildet wird. Die
Fragmentierung konnte demnach entweder im Massenspektrometer oder schon bei der

Probenvorbereitung stattfinden.
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Abbildung 53: a) MALDI-TOF-Massenspektrum des mit Retinoesiure gemessenen
molekularen Sechsecks 38 ; b) Ausschnitt: Sgnal bel der htchsten detektierten
Masse ; ¢) Smulierte |sotopenverteilung des zugeor dneten Fragmentes

Diese Untersuchung zeigt, dal3 die Moglichkeit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie bel
der Charakterisierung solcher Proben begrenzt ist. Tatsachlich konnten auch nach sorgféltiger
Optimierung der experimentellen Bedingungen keine noch groferen Makrozyklen

nachgewiesen werden. Eine erfolgreiche MALDI-Messung héangt sehr stark von der
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Probenvorbereitung ab, und es ist schwierig, bei uncharakterisierten Proben zu bestimmen, ob
das Scheitern der Analyse auf eine nicht optimale Probenvorbereitung zurtickzufiihren ist, ob
die Probe Uberhaupt mit MALDI nicht mef3bar ist oder ob das erwartete Produkt in der Probe
gar nicht vorhanden ist. Diese Problematik spielt ebenfalls bel der Analyse von unldslichen
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH), die im nachsten Kapitel behandelt
werden, eine entscheidende Rolle. Fir diese unléslichen Substanzen sind keine
Charakterisierungsmethoden vorhanden, die einen Strukturbeweis liefern. Dies bedeutet, dal3
vor der ersten erfolgreichen Messung keine andere Vergleichsmethode darauf hindeuten kann,
ob die erwartete Verbindung tatsachlich vorhanden ist. Die Bildung des Zielmolekils kann

ausschliefdich aufgrund des Syntheseweges vorausgesetzt werden.
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I11.4. Charakterisierung von ausgedehnten, unldslichen polycyclischen
aromatischen Kohlenwasser stoffen (PAH) mit MALDI-TOF-MS

[11.4.1 Problematik der Charakterisierung von PAHSs

Schelbenartige  polycyclische aromatische  Kohlenwasserstoffe  (PAHS)  und  ihre
supramolekulare Anordnung sind gegenwartig Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten.*
Eine systematische Modifikation der Form und Grof3e dieser ausgedehnten aromatischen

95,96,97,98 und der

Systeme ermoglicht die Untersuchung ihrer supramolekularen Struktur
Wechselbeziehung zwischen der supramolekularen Anordnung und den resultierenden
elektronischen Eigenschaften. Weiterhin dienen die definiert synthetisierten ausgedehnten
PAHSs als Modell zur Aufklarung des molekular unbestimmten Graphits.*'® Im Gegensatz
zur herkbmmlichen Herstellung ausgedehnter PAHs nach thermischen Verfahren, die
meistens zu einem breiten Produktspektrum fihren, wurde in unserer Arbeitsgruppe ein
synthetischer Zugang entwickelt, der die Darstellung definierter PAHs ermdglicht. Das
Syntheseverfahren beruht auf den folgenden beiden Schritten: 1) Aufbau einer [6slichen
Polyphenylenvorstufe genau definierter Struktur mit der gleichen Anordnung der Phenylringe
wie das Zielmolekil; 2) Planarisierung dieser Vorstufe zum PAH durch Cyclodehydrierung.
Zum Aufbau von Polyarylverbindungen wurden bisher verschiedene Synthesestrategien

verfolgt:

(& Intramolekulare Diels-Alder-Cycloaddition von Oligo(phenylenvinylen)-Verbindungen (s.

SChema 6) 101,102

Schema 6. a) 135°C, 1,1,2,2-Tetrachlorethan; b) 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon (DDQ), 135°C, 1,1,2,2-Tetrachlorethan; AlCl3/CuCls, RT, CS,
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(b) Cyclotrimeriserung substituierter Diphenylacetylene 42, die zu PAH-Vorstufen mit

hexagonaler Symmetrie fiihrt (s. Schema 7),'*

O
. "©
-0—=0+—~ 0
R
. e

43 44  R=H
44a R=tBu

Schema 7. a) [ Coy(CO)g, Dioxan, 100°C (92% Ausbeute); b) Cu(CF3S03),/AlICI3,
CS;, 25°C

(c) Intermolekulare Diels-Alder-Cycloaddition von Tetraphenylcyclopentadienonen 45 mit
Diarylacetylenen 46 (s. Schema 8).1** Mit der Auswahl eines geeigneten Alkins kénnen
ebenso Dendronen bzw. Dendrimere hergestellt werden, die as Ilodliche

Polyphenylenvorstufe zum Aufbau der PAHs dienen kénnen.'®
R R
(@]
Q10O @
o o . ©

AN

=

48 R=H
48a R=tBu

Schema 8. @) Ph,O, 250°C, 6-8h; b) CuCl,/AICls, 25°C, CSy; tBuLi (Uberschuf);
H,O (>90°C)
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Die  Oligophenylenvorlaufer ~ werden in ener  abschlielenden  oxidativen
Cyclodehydrierungsreaktion zum entsprechenden planaren PAH umgewandelt. Die
Reaktionsbedingungen sind aus der Arbeit von P. Kovacic abgeleitet,'® der Benzol und
dessen Derivate bei milden Reaktionsbedingungen polymerisieren konnte. Die Kombination
von Aluminium(lll)chlorid mit Kupfer(ll)chlorid bzw. Kupfer(ll)trifluormethansulfonat
ermoglicht  in den mesten Fallen die quantitative Cyclodehydrierung der
Oligophenylenvorl&ufer zu den planaren PAHs. Die schwéchere Lewissdure Eisen(I11)chlorid
hat sich as sehr mildes Cyclodehydrierungsreagenz ebenfalls bewdahrt, insbesondere zur
Planarisierung empfindlicher akylsubstituierter Vorlaufer.!® Ein weiterer Vorteil in der
Verwendung von Eisen(lll)chlorid besteht darin, dal3 diese Lewissdure selber ein

Oxidationspotential besitzt, das fur die Bildung von Aryl-Aryl-Bindung ausreicht.

Die I6slichen Polyphenylenvorlaufer kénnen mit *H-, *C-NMR und Massenspektrometrie
(FD, MALDI-TOF) identifiziert werden. Nach intramolekularer Wasserstoffabspaltung und
C-C-Bindungsknupfung dieser Polyphenylenvorstufen sind aber die daraus hergestellten
planaren PAHs meistens unléslich und ihre Charakterisierungsmoglichkeiten stark
eingeschrénkt. Das Hexa-peri-hexabenzocoronen 44 (s. Schema 7), das zu den kleinsten in
unserer Gruppe synthetisierten Graphitausschnitten zéhlt, zeigt z.B. bereits eine sehr geringe
Loslichkeit.'®® Um die Léslichkeit der PAHs zu erhéhen, wurde versucht, diese mit
Alkylgruppen zu substituieren. Wahrend Molekil 44a in organischen Losungsmitteln gel st
werden kann und die Molekile 48a, 49a in vielen Losungsmitteln zumindest teilweise [6slich
sind, ist Molekil 50a praktisch unlédich.'® Offensichtlich reichen die sechs tert-
Butylgruppen nicht aus, um diesem grofen planaren PAH ausreichende Lodlichkeit zu

verleihen.
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49 R=H 50 R=H
49a R=tBu S0a R=tBu

Bei Herstellung von immer ausgedehnteren planaren PAHs wird die Zahl der fir eine
Alkylgruppe zugéanglichen Kohlenstoffe im Verhdltnis zu der Molekilflache immer weiter
abnehmen, und die Alkylsubstitution wird die Loslichkeit extrem grof3er PAHSs nicht erhthen
konnen. Die konventionellen Charakterisierungsmethoden erfordern jedoch einen [6slichen
Analyten und erweisen sich daher fur unlésliche Verbindungen as unbrauchbar. Einen
Ausweg aus dieser Lage konnte durch entsprechende Weiterentwicklungen in den
massenspektrometrischen Methoden gefunden werden und ist Gegenstand des folgenden

Kapitels.

[11.4.2 Charakterisierung unléslicher PAHs mit M assenspektrometrie

[11.4.2.1 Mdglichkeiten und Grenzen der Laserdesorption-TOF-M S zur

Charakterisierung unléslicher PAHs

Die Laserdesorption (LD),%" die zur Untersuchung von Oberflachen entwickelt wurde, kann
auch fur unlésliche Substanzen eingesetzt werden. Dabel wird der Analyt durch direkten
Beschul? mit dem Laser (hier Np-Laser) desorbiert und ionisiert. Aufgrund ihrer UV-
Absorption und der damit verkntpften effektiven Energielibertragung der Laserstrahlung

konnen kleine bis mittlere PAHs (Molmasse unter 2000 g/mol) mit LD charakterisiert werden.
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Abbildung 54: LD-Massenspektren der PAHS: a) 44; b) 51; c) 52
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Abbildung 54 zeigt beispielhaft das LD-Massenspektrum des Hexa-peri-benzocoronens 44
sowie der PAHs 51 und 52, deren Struktur in Schema 9 abgebildet ist.!%81%

Schema 9. @) CU(OSO,CF3),/AICIs, 25°C, CS, (>90°C); b) Cu(OSO,CF3),/AIClS,
RT, CS, 2d

Bel dieser LD-Messungen ist es wichtig, die Laserleistung nur wenig tber der Desorptions-
lonisationsschwelle des PAHSs einzustellen. Der Einflul3 einer hoheren Laserleistung auf das
L D-Massenspektrum kann durch die Messung von PAH 52 mit steigender Laserleistung
veranschaulicht werden (s. Abbildung 55). Wéhrend das Spektrum in Abbildung 55a als
einziges Signal das des erwiinschten Produkts 52 aufweist, erscheinen bel Erhohung der
Laserleistung neue Signale im Bereich sowohl kleinerer as auch groferer Molmassen (s.
Abbildung 55b und c). Die bel kleineren Molmassen als 962 g/mol liegenden Signale
entsprechen Fragmentionen, die in der lonenquelle erzeugt wurden. Die bel hodheren
Molmassen als 962 g/mol liegenden Signale sind hochstwahrscheinlich auf Rekombination
zweier Fragmente bzw. eines Fragments mit dem Analytmolekil zurlckzufUhren. Dieses

Phanomen wird as Koa eszenz bezeichnet.
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Abbildung 55: Einfluld der Laserleistung auf das LD-TOF-Massenspektrum des
PAHs 52 : a) Laserleistung wenig Uber der lonisierungsschwelle, b) Leicht
erhohte Laserleistung, c) Hohe Laserleistung
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Bel der Analyse von PAHs mit hoheren Molekulargewichten treten unter Anwendung der LD-
Methode Schwierigkeiten auf. So wurde festgestellt, dal3 ein umgehend nach der Synthese
gemessener PAH problemlos mit LD charakterisiert werden kann, wéhrend nach einigen
Tagen eine hohere Laserleistung fur die Desorption des Analyten gebraucht wird, die dann zur
Fragmentierung fuhrt. Eine mogliche Erklérung fur dieses Phanomen basiert auf der Bildung
semikristalliner Doméanen nach vollstéandiger Entfernung des Ldsungsmittels, wodurch die
Kohasion zwischen den Molekilen erhdht und somit die Desorption erschwert wird. Die
Kristallstrukturen kleiner PAHs sind in der Literatur zu finden.**° Die bekannten PAH-
Kristalle lassen sich in vier Packungstypen klassifizieren: die Herringbone-, die Sandwich-

Herringbone-, die g und die b-Strukturen (s. Abbildung 56).

AN
3
h

N
Naphthalene Pyrene

Z .
T IR

Tribenzopyrene

=

&

Coronene

Abbildung 56: Die 4 grundlegenden Typen der Kristallpackung von PAHs.*? a)

Herringbone-Sruktur am Beispiel von Naphtalin; b) Sandwich-Herringbone-
Struktur am Beispiel von Pyren; c)g-Struktur am Beispiel von Coronen; d) b-
Struktur am Beispiel von Tribenzopyren

Ein wesentliches Merkmal fur die Ausbildung der unterschiedlichen Strukturen ist die relative
Energie der C-C- und der C-H-Wechselwirkungen. Wéahrend die C-C-Wechselwirkungen der
Aromaten molekulare Stapel bewirken, fihren die C-H-Wechselwirkungen zu einer
gewinkelten Anordnung der Molekile. Mit zunehmendem Molekulargewicht der PAHs
wéchst das Zahlenverhdtnis der inneren C-Atomen zur Peripherie. Daher ist zu erwarten, daf
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der Beitrag der C-C-Wechselwirkungen immer dominanter gegentber den C-H-
Wechselwirkungen wird, so dal3 der Winkel zwischen den Molekilen im Kristall immer
kleiner wird. Somit wird in der Kristallstruktur ein Ubergang von der b-Struktur zur planaren

Graphitstruktur (s. Abbildung 57) erwartet.

670pm¢ Graphitgitter

Abbildung 57: Ausschnitt aus der Struktur von hexagonalem Graphit

Mit zunehmendem Molekulargewicht des PAHs wird eine steigende Koh&sionsenergie
erwartet™ und damit eine wachsende Laserleistung benétigt, um den Analyten mit
Laseranregung zu desorbieren. Die erforderliche héhere Laserleistung wird aber ab einem
bestimmten Wert die Fragmentierungsschwelle Uberschreiten und dadurch den Zerfall des
PAHSs verursachen. Die LD-Massenspektren des PAHs 52 bel hoher Laserleistung (Abbildung
55b und c¢) koénnen as Simulation der Verhdltnisse bei noch grofderen PAHS betrachtet
werden, deren Molekulargewichte jenseits des Anwendungsbereichs von LD liegen, und
verdeutlichen somit die Grenze der Methode. Um die Problematik der LD-Methode zu
veranschaulichen, sind in Abbildung 58 die Desorptions, lonisationss und

Fragmentierungsschwellen als Funktion des Analyt-Molekulargewichts qualitativ dargestellt.
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Abbildung 58: Qualitativ Darstellung der Desorptions-/lonisations- und
Fragmentierungsschwelle als Funktion des Analyt-Molekulargewichts bei LD

Um die Desorptionsschwelle grofRerer PAHs zu verringern und somit den Anwendungsbereich
von LD etwas zu erweitern, kann die Probenvorbereitung angepald werden. Diese
Modifikation wurde von Kimihiro Yoshimura durchgefihrt. Dabel wird die Probe mit
Glaskiigelchen im Losungsmittel (z.B. Tetrachlorethan) in einem Schiittelbecher fr ca. 2 min.
gemahlen oder in Lésung mit Ultraschall behandelt. Eine , Zersetzung® der Kristallite und
somit eine Verminderung der zusammenhaltenden Wechselwirkungen wird dadurch offenbar
erzielt. Die Verbesserung durch diese Probenvorbereitung beweist das Massenspektrum des
PAHs 54 (s. Abbildung 59), dessen Darstellung in Schema 10 abgebildet ist.***
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C114H30
M=1398 g/mol

Schema 10: Cyclodehydrierung von 53 zum PAH 54 (AICI3/CuOTf,, CS;, RT)

a) Pulver

b) Suspension

1390 1395 1400 1405 1410 1415
m/z

Abbildung 59: Optimierung der Probenvorbereitung fur LD-Messungen. LD-
Massenspektrum des PAHs 54 gemessen a) aus der Pulver und b) nach Dispersion
im Losungsmittel (CoH,Cly)

Waéhrend die LD-Messung der unbehandelten Probe nur undefinierte Signale aufweist (s.
Abbildung 59a), konnen nach Zerkleinerung der Kristallite isotopenaufgelsten Signale
aufgenommen werden (s. Abbildung 59b). Neben dem Peak des erwarteten Produkts 54
werden zusétzliche Signale detektiert. Auf die Zuordnung dieser unerwinschten Signale wird
im Kapitel 111.4.2.5 (s. S.164) ndher eingegangen.
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Der noch grofere PAH 55, dessen Darstellung™? in Schema 11 abgebildet ist, kann dank
dieser verbesserten Probenvorbereitung noch mit LD charakterisiert werden (s. Abbildung
60).

55
Ci132H34

4000 -
3000
. 2000+
a.i.
1 Fragmente ? 55
OW " L M.HA}JK‘“ALM. ™

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
m/z

Abbildung 60: LD-Massenspektrum von PAH 55,  Unvermeidliche
Fragmentierung?
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Dennoch werden bel dieser Probe neben dem Signal des Molekularions noch drei Signale bei
niedrigeren Masse-zu-L adungsverhdtnissen detektiert. Diesen Signalen kdnnen Molekile mit
dem Verlust von einem, funf oder neun aromatischen Ringen aus Struktur 55 zugeordnet
werden, die entweder bel der Synthese oder im Massenspektrometer gebildet wurden. Die
zweite Moglichkeit ist die wahrscheinlichste, da die LD-Methode nur einen begrenzten
Massenbereich besitzt, in dem Analyte intakt desorbiert werden kénnen (s. Abbildung 58).
Jenseits dieses Massenbereichs fuhrt die benétigte Laserleistung zur unvermeidlichen

Fragmentierung des Analyten.

Abbildung 61 zeigt nun das LD-Massenspektrum des PAHs 57, das nach oxidativer
Cyclodehydrierung des Oligophenylens 56 (s. Schema 12) synthetisiert wurde. %

56 57
C222H150 Ca22Ha2
M=2814 g/mol M=2706 g/mol

Schema 12. Cyclodehydrierung von 56 zur Bildung von PAH 57

Eine Vielzahl von Signalen mit kleineren und grof3eren Massen als der des Zielprodukts 57
(2706 g/mol) wird detektiert. Im niedermolekularen Bereich (m/z<1000 Da) deuten die sehr
intensiven Signalen auf eine starke Fragmentierung hin. Im Bereich der fir das Zielmolekdl
57 erwarteten Masse (2706 g/mol) wird eine breite und dichte Signalverteilung detektiert. Sie
erstreckt sich von ca. 1500 bis 5000 Da d.h. weit tiber das Molekulargewicht sowohl des Ziel-
als auch des Ausgangsprodukts (2814 g/moal). Dies deutet auf Fragmentierung und Koal eszenz
des Analyten hin. AulRerdem &hnelt der regelméfiige Abstand zwischen diesen zahlreichen

122



Hauptteil

Signalen, der ca. 24 g/mol (Cx-Einheiten) betragt, den Signalverteilungen, die von
Fragmentierungs- und Koaeszenzreaktionen von Fullerenen™ und kleinen PAHs™4!°
bekannt sind. Diese Analyte weisen bei LD-Experimenten mit hoher Laserleistung auch eine
Signalverteilung mit dem regelmaliigen Abstand von 24 g/mol auf, die sich im Massenbereich
unterhalb sowie oberhalb des Analyten erstreckt. Offensichtlich befindet sich das
Molekulargewicht des sehr grof3en PAHs 57 aulerhalb des Anwendungsbereichs von LD, und
es findet bereits ein Zerfal des Analyten wéahrend der Desorption statt. Anhand dieses
Massenspektrums ist es schwierig zu beurteillen, welche Produkte bei der Reaktion erhalten

und welche erst im Massenspektrometer gebildet wurden.

Zielprodukt 57

M=2706 g/mol
??

7500

5000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

m/z

a.l.
2500

A

1000 2000 3000 4000 5000
m/z

Abbildung 61: LD-Massenspektrum des Produkts nach oxidativer
Cyclodehydrierung von Oligophenylen 56
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Zur Veranschaulichung der Beobachtungen wird abschlief3end die Charakterisierung der
unldslichen PAHs mit LD und deren Limitierung durch Abbildung 62 schematich dargestellt.
Abbildung 62 soll den qualitativen Verlauf der Desorptions- und Fragmentierungsschwellen
mit steigendem Molekulargewicht darstellen und zeigt die Ursache fir die Grenzen der LD-
Methode. Abbildung 62 ist analog zu Abbildung 58, enthalt jedoch zusétzlich die konkreten
Molekulargewichte, die nach den Experimenten mit unterschiedlich grof®en PAHs nun
zugeordnet werden konnen. Der Anwendungsbereich der LD-Methode fur die

Charakterisierung unléslicher PAHs kann somit konkret bestimmt werden.

Energie
Desorptionsschwelle

Fragmentierungsschwelle

~
Anwendungs-
bereich von LD

Molekulargewicht

C42H18 C132H34
M=522 M=1618 CazHap
M=2706

Abbildung 62: Charakterisierung von unléslichen PAHs mit LD: Schematische
Entwicklung der Desorptions- und Fragmentierungsschwelle als Funktion des
Analyt-Molekulargewichts
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[11.4.2.2 Weiterentwicklung von MALDI zur Charakterisierung ausgedehnter
unloslicher PAHs

Die Charakterisierung des PAHs 57 sowie noch grélerer PAHs bendtigt folglich einen
milderen Desorptionsprozef? als den bei direkter Laserdesorption. Bei 16slichen organischen
Verbindungen wurde MALDI-TOF-MS eingefuihrt, um die Molekulargewichtsgrenze der LD-
TOF-MS Uberzuwinden.'® Damit groBe Anaytmolekille (einige Tausend bis einige
Hunderttausend g/mol) in die Gasphase ohne Fragmentierung Uberfiihrt werden konnen,
werden sie bei der MALDI-Methode in einem Uberschul? von Matrix-Molekiilen (z.B. 1:1000
Analyt:Matrix) eingebettet und voneinander isoliert.>**’ Die kleinen organischen Matrix-
Molekile absorbieren die Laserenergie und sublimieren. Gleichzeitig werden die in der
Matrix  eingebetteten  Analytmolekile ohne direkte Anregung und praktisch
fragmentierungsfrei in die Gasphase mittberfuhrt. Obwohl die Anayt-Matrix-Mischung in
kondensierter Phase in das Massenspektrometer eingefiihrt wird, erfordert die konventionelle
Probenvorbereitung™ |6sliche Analyt- und Matrixmolekiile, um homogene Mischungen vor
der Verdampfung des Lésungsmittels zu erzielen. Damit wird die Anwendung von MALDI
auf 16diche Proben begrenzt. Allgemein wird angenommen, dal3 die nach der Verdampfung
des Losungsmittels hinterlassene mikrokristalline Struktur der Probe eine Rolle spielt, daf3
aso das Kristalgitter, in das der Anayt quas as Fehlstelle eingebaut ist, fur den
Desorptionsprozeld wichtig ist. Es existiert jedoch kein Beweis dafr, da die auf3erst geringe
Analytkonzentration eine Visualiserung des Anayten in der Kristallstruktur der Matrix

est®119120 ey mit

verhindert. Im Gegenteil, die Probenvorbereitungen mit flissigen Matric
unléslichen Matrices'®* (wie schon bei den friihesten MAL DI-Experimenten von Tanaka™’)
deuten daraufhin, dal3 lediglich eine homogene Verteilung des Analyten in der Matrix fir den
MALDI-Proze3 erforderlich ist. Unseren Uberlegungen zufolge gibt es also keinen
zwingenden Grund fur den ,,Umweg* Uber den geldsten Zustand von Matrix und Analyt. Es
wurde daher im Laufe dieser Arbeit die systematische Entwicklung einer speziellen
Probenvorbereitung durchgefiihrt, um den MALDI-Prozef3 auch fur unlésliche PAH-Proben

ZuU erzielen.

111.4.2.2.1 Vorversuche

Zur Erzielung moglichst kleiner Korngrof3en und einer homogenen Mischung wurde zunéchst

eine feine Dispersion des Analyten 57 in einer Matrix-Losung getestet. Dabei wurde as
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Matrix Dithranol in THF gelost. Der Analyt wurde mit einer Kugelmihle gemahlen und
anschliefdend in der Matrix-Losung im Ultraschallbad weiter zerkleinert. Leider zeigt das
Massenspektrum (hier nicht abgebildet) zwar Matrix-Peaks, aber keine Signale des Analyten.
Das Scheitern dieser Probenvorbereitung liegt wahrscheinlich an der Entmischung zwischen
Analyt- und Matrixmolektlen im Verlauf der Ldsungsmittel verdampfung (s. spétere Versuche
S. 138).

Als weitere Probenvorbereitung wurde eine mechanische Homogenisierung der festen Proben
von Matrix- und Anayt-Pulver betrachtet und vollkommen auf die Beteiligung eines
Losungsmittels verzichtet. Diese Festphasenprobenvorbereitung wurde mit Hilfe einer
Kugelmihle durchgefiihrt, die nach Hersteller-Spezifikationen eine minimale Partikelgrofie
von ca. 1 mm in einigen Minuten erzielen kann. Fur die Vorversuche wurde die Methode
zunéchst auf [6dliche Polystyrol-Standards (M»4000 g/mol) mit unterschiedlicher Endgruppen
angewendet: Ein mit einer Dimethylbenzylamino(DMB)-Gruppe und ein mit tert-Butyl
terminiertes Polystyrol 58 bzw. 59.

O

58 59

Diese Proben kdnnen mit der MALDI-Methode (nach einer tblichen Probenvorbereitung in
Ldsung) as intaktes Molekdl in die Gasphase tberfihrt und als protonierte bzw. kationisierte
Verbindungen detektiert werden, wogegen diese bel der LD-Methode zersetzt werden. Als
Matrix wurde Dithranol verwendet, und beim Polystyrol 59 wurde fir die Kationisierung
Silbertrifluoracetat as Pulver zur Analyt/Matrix-Mischung beigemischt (immer vollkommen
ohne Lo6sungsmittel). Fir die Festphasenprobenvorbereitung und deren Vergleich mit
konventionelle Probenvorbereitung in Ldsung wurden unterschiedliche molare Matrix/Analyt-
Mischungsverhdtnisse (50:1, 500:1, 5000:1) getestet. Abbildung 63 zeigt die
Vergle chsspektren fUr das Polystyrol 58 beim Mischungsverhaltnis 500:1 (Dithranol: PS 58):

126



Hauptteil

Die trocken vorbereitete Probe (s. Abbildung 63b) ergibt unter @nlicher Laserleistung das
gleiche Massenspektrum wie die in Lésung vorbereitete Probe (s. Abbildung 63a). Auch bei
anderen Matrix/Analyt-Mischungsverhdltnissen fuhren die unterschiedlichen Proben-
vorbereitungen zu den gleichen Massenspektren. Sogar bel der Messung von Polystyrol 59,
das in einer Mischung aus drei Komponenten (Polystyrol/Dithranol/Silbersalz) vorliegt, liefert
die Festphasenprobenvorbereitung Massenspektren von gleicher Qualitét.

8000 - @

n
58 MALDI-
6000 - .
a) Probenvorbereitung
in THF
. 4000~
a.l.
2000 -
0 T T T T T T T T T 1
3000 3200 3400 3600 3800 4000
m/z
20000~
MALDI-
Probenvorbereitung
t)) 15000~ . .
ohne LOosungsmittel
. 10000~
a.l.
5000
0 b
3000 3200 3400 3600 3800 4000
m/z

Abbildung 63: MALDI-Massenspektren von PS 58 gemessen mit Dithranol als
Matrix nach unterschiedlichen Probenvorbereitungen: a) konventionelle
Praparation in THF, b) Festphasenprobenvorbereitung.
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Diese Vorversuche zur Festphasenprobenvorbereitung mit léslichen Polymeren zeigen
eindeutig, dal3 die mechanische Homogenisierung des Analyten in der Matrix prinzipiell den
MALDI-Prozef3 ermdglicht. Dieses Ergebnis ist besonders bemerkenswert, da diese
Moglichkeit der Probenvorbereitung ein grof3en Entwicklungspotential besitzt und bisher noch
keine Erwédhnung in der Literatur gefunden hat. Nun sollte diese Probenvorbereitung fir die

Analyse unléslicher PAHs angewendet werden.

Eine erfolgreiche Matrixunterstitzung bei PAH-Proben kann nicht mit kleinen PAHSs
(Molekulargewicht unter 2000 g/mol) bewiesen werden, da diese auch mit LD
charakterisierbar sind, d.h. durch direkten Beschufld mit einem N-Laser desorbiert werden
kénnen. Nur eine bisher nicht charakterisierbare Substanz kann den eindeutigen Bewels fur
die drastische Verbesserung der Analyse durch die Matrixunterstitzung liefern. Das Produkt
der Cyclodehydrierung von Oligophenylen 56 ist daher ein geeigneter Prifstein fur die
Anwendung und Verbesserung dieser Methode. Von Johann-Diedrich Brand wurde im
Rahmen seiner Doktorarbeit eine Relhe von Experimenten mit verschiedenen
Cyclodehydrierungsbedingungen durchgefihrt. Dies fuhrte zu Reaktionsprodukten, die mit
konventioneller Analytik bisher nicht zu charakterisieren waren. Die Optimierung der
Festphasenprobenvorbereitung fiur MALDI wurde zunéchst mit dem Produkt aus der Reaktion
von 56 mit AICIy/Cu(l)OTf, in Schwefelkohlenstoff (Raumtemperatur, 21 Tage)
durchgefiihrt. Diese Probe wird im weiteren Text als Probe 1 bezeichnet (s. Schema 13).

Probe 1

56
Co22H150

Schema 13. Bildung von Probe 1 nach Cyclodehydrierung von Oligophenylen 56
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[11.4.2.2.2 Entwicklung der MALDI-Festphasenprobenvorbereitung zur PAH-Analyse

Die Festphasenprobenvorbereitung des Produkts aus der Reaktion von 56 mit
AICI3/Cu(I1)OTf, in Schwefelkohlenstoff (Raumtemperatur, 21 Tage, im Folgenden mit Probe
1 bezeichnet) wurde zunéchst mit Dithranol als Matrix getestet. Dabei wurden abgewogene
Mengen von Probe 1 und Dithranol im Mahlbecher gemischt und dann fir weitere 10 min in
der Kugelmihle bei Raumtemperatur gemahlen. Mischungen mit molaren Anayt/Matrix-
Verhdtnissen von 1:50, 1:500 und 1:5000 wurden vorbereitet und auf das Target aufgebracht.
Abbildung 64 zeigt die erhaltenen Massenspektren.

Probel:Dithranol

1:50
2 WWMMWWMWWWMWW
r T T T T T T T T T "
2600 2800 3000 3200 3400
1:500
T T T T T T T T T
2600 2800 3000 3200 3400
2708.8
1:5000
C)
T T T T T T T T T
2600 2800 3000 3200 3400

m/z

Abbildung 64: Massenspektren der Probe 1 nach Mischung bei RT mit Dithranol
in unterschiedlichen molaren Verhaltnissen von Analyt zu Matrix: a) 1:50; b)
1:500; c) 1:5000
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Der Molekularpeak des erwarteten PAHS 57 (Mag= 2708.8 g/mol) wird bei den Mischungen
1:500 und 1:5000, wenn auch mit niedriger Intensitét detektiert, wahrend er bei der Mischung
1:50 im Untergrundrauschen verschwindet. Bel hoheren Massen werden zusétzlich
Nebensignale detektiert, deren Zuordnung spéter betrachtet wird (s. Kap. 111.4.2.3). Trotz einer
schlechten Qualitét des Massenspektrums (schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhdltnis, niedrige
Auflésung) wurde die Desorption von Probe 1 offensichtlich durch die Matrix unterstiitzt. In
der Tat sind die Fragmentsignale, die beim LD-Massenspektrum (s. Abbildung 61, S. 123)
unvermeidbar waren, jetzt verschwunden. Um die Aussagekraft des Massenspektrums weiter

zu erhéhen, muf3 die Probenvorbereitung weiter optimiert werden.

Probe 1:Dithranol
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m/z

Abbildung 65: Massenspekiren der Probe 1 nach Mischung unter Kihlung mit
flissigen N, mit Dithranol bei unterschiedlichen molaren Verhéaltnissen: a) 1:50;
b) 1:500; c) 1:5000
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Die mit Dithranol bei Raumtemperatur vorbereiteten Proben sind etwas , klebrig“ wodurch die
Homogenisierung des Analyten im Matrix-Pulver erschwert wird. Um Analyt und Matrix
unter diesen Gegebenheiten zu homogenisieren, wurden die gleichen Mischungen unter
Kuhlung mit flissigen Stickstoff prépariert, da bel tiefen Temperaturen Versprodung eintreten
sollte. Der Vergleich von Abbildung 65 mit Abbildung 64 zeigt die daraus resultierenden
verbesserten Massenspektren. Aus den Ergebnissen konnen zwei wichtige Punkte abgeleitet
werden: Zum einen ist die Matrixunterstiitzung fur die Desorption von 57 bei der Mischung
1:5000 eindeutig nachgewiesen, zum anderen zeigt das Analyt/Matrix-Mischungsverhdtnis
eine deutliche Auswirkung auf die relativen Signalintensitéten der unterschiedlichen Produkte
in Probe 1. Auf die Quantifizierbarkeit der Massenspektren wird in Kapitel 111.4.2.4 ndher

eingegangen.

Die Festphasenprobenvorbereitung unter Kihlung mit flissigem N ist jedoch zeitaufwendig.
Es wurde daher nach einer anderen Matrix gesucht, die die Desorption von PAH 57 auch bei
Raumtemperatur unterstitzen kann. Andere Matrices as Dithranol wurden daher bel
Raumtemperatur getestet. Abbildung 66 zeigt die erhaltenen Massenspektren mit al-trans-
Retinoesdure, trans-3-(3-1ndolyl)-akrylsdure (IAA), a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure (CCA), 9-
Nitroanthracen, 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) und 5-Chlorsalicylsaure (CSA) als
Matrices. Bel alen Matrices aul3er CSA ist die Matrixunterstiitzung vorhanden. Weder
Fragment- noch Koaleszenzsignale werden aufgenommen, und das intakte Zielmolekil 57
wird detektiert. Das Signal des Quasimolekularions 57 ist bei CCA besonders intensiv, was
auf eine sehr effektive Matrixunterstiitzung schlief3en [a%t. Die CCA scheint also fur die
Matrixunterstitzung des PAHs 57 besonders angepadt zu sein. Die relativen
Signalenintensitdten der unterschiedlichen Produkte hdngen stark von der angewendeten
Matrix ab. Auf dieses Problem wird im Kapitel 111.4.2.4 ndher eingegangen. Im Gegensatz zu
den anderen Matrices zeigt das Massenspektrum mit CSA (s. Abbildung 66f) ein @nliches
Bild wie das LD-Massenspektrum (s. Abbildung 61, S. 123). Das Massenspektrum ist im
Molekularbereich des erwarteten Produkts 57 mit einer breiten Signalverteilung Uberlagert,
die durch den regelméldigen Abstand von 24 Da zwischen den zahlreichenden Signalen
charakterisiert ist. Die auftretenden Fragmentierung und K oaleszenz des Analyten lassen sich
durch die hohe Laserleistung erklaren, die fur die Desorption von CSA ndétig ist
(Klassifizierung der Matrices nach Desorptionsschwelle s. Anhang 2) und offenbar bereits

Uber der Fragmentierungsschwelle des Analyten liegt.

131



Hauptteil

Matrix= relative
Retinoesaure Laserleistung
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Abbildung 66: Test der Festkorperprobenvorbereitung mit unterschiedlichen
Matrices. Massenspektren der Probe 1 nach Mischung bei RT mit folgenden
Matrices (molares Verhéltnis 1:500): a) all-trans-Retinoesdure; b) a-cyano-4-
hydroxy-zimtsaure (CCA); c¢) trans-3-(3-Indolyl)-Akrylsaure (1AA); d) 9-
Nitroanthracen; €) 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB); f) 5-Chlorsalicylsdure
(CSA). Die Massenspektren sind nach steigender Laserleistung geordnet.
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Da die angewendete Probenvorbereitung nicht auf Ldsungsmittel angewiesen ist, stellt auch
die Loslichkeit der Matrix keine Einschrankung mehr dar, und es kénnen auch ganz andere
organische Verbindungen statt der Gblichen Matrices eingesetzt werden. Eine wesentliche
Voraussetzung zum Einsatz als Matrix ist lediglich eine starke Absorption bei der
Wellenlange des Ny-Lasers. Als potentielle Matrices konnen daher z.B. auch
Laserfarbstoffe'®  wie  1,4-Bis(5-phenyloxazol-2-yl)benzol ~ (POPOP),  2,5-Bis-(4-
biphenyl)oxazol (BBO), 4,4'-Diphenylstilbene (DPS) oder 2-(1-Naphtyl)-5-phenyloxazol (a-
NPO) getestet werden. Wie erwartet konnen diese Laserfarbstoffe schon bel niedriger
Laserleistung desorbiert werden (Klassifizierung der Matrices s. Anhang 3). Abbildung 67
zeigt die aus einer Mischung der Probe 1 mit diesen Laserfarbstoffen gemessenen
Massenspektren. Wie schon bei den herkdmmlichen Matrices festgestellt werden konnte,
andern sich die relativen Signalintensitéten der Produkte je nach angewendeter Matrix
deutlich. Diese auf Absorption optimierten Matrices zeigen sich dennoch fir die
Matrixunterstitzung des erwarteten Produkts 57 weniger wirksam als CCA, die bis jetzt das

intensivste Signal der gewiinschten Verbindung 57 produzierte.
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Abbildung 67: Massenspektren der Probe 1 gemessen mit Laserfarbstoffen als
Matrix (molares Analyt/Matrix-Mischungsverhaltnis 1:500): a) POPOP; b) BBO;
c) DPS d) NPO
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Bis jetzt wurde die Matrix lediglich as Mittel fir eine milde Desorption des Analyten
betrachtet, wahrend die | onisation wahrscheinlich durch direkte Photoabsorption des Analyten
erfolgt. Um die PAH-lonenausbeute beim MALDI-Prozef3 zu erhéhen, kénnte eine Matrix
eingesetzt werden, die gute Elektronenakzeptor-Eigenschaften aufweist. Es wéare zu erwarten,
dal3 durch die Anwesenheit einer oxidierenden Matrix die Bildung des Analyt-Radikalkations
beginstigt wird. Auf dem Gebiet der organischen Metalle sind 7,7,8,8-
Tetracyanochinodimethan  (TCNQ) und  2,3,5,6-Tetrafluortetracyanochinodimethan
(TCNQF4) als starke Elektronenakzeptoren bekannt. Zusétzlich besitzen beide Verbindungen
bei 337 nm (Wellenlange des Ny-Lasers) eine ausgepragte UV-Absorption. Diese
Matrixkandidaten wurden mit Probe 1 bei einem molaren Anayt/Matrix-Mischungsverhdtnis

1:500 getestet. Abbildung 68 zeigt die gemessenen Massenspektren.

2708.8
Matrix=
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Abbildung 68: Massenspekiren der Probe 1 gemessen mit einem
Elektronenakzeptor als Matrix (molares Analyt/Matrix-Mischungsver haltnis
1:500): a) TCNQ; b) TCNQF4
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Mit TCNQ (Abbildung 68a) wird das beste Signal (hohe Intensitdt, hohe Auflésung) des
PAHs 57 erhdten. Die Annahme zur lonisationsunterstitzung mittels eines
Elektronenakzeptors bei der Bildung von PAH-Radikakationen konnte damit teilweise
verifiziert werden. Dies konnte aul3erdem das intensive Signal von PAH 57 mit CCA as
Matrix erkldren, da die Cyano- und Carboxy-Gruppen as elektronenziehende Substituenten
(Formel s. Anhang 2) dem CCA Elektronenakzeptor-Eigenschaften verleihen und so ein durch
Oxidation gebildetes Analyt-Radikalkation stabilisieren konnten. Gegen diese Annahme
spricht aber das mit TCNQF4 aufgenommene Massenspektrum (Abbildung 68b). TCNQF4 ist
ein starkerer Elektronenakzeptor als TCNQ und sollte daher die PAH-lonenausbeute noch
weiter erhdhen. In Wirklichkeit fallt aber die Signalintensitét des PAHs 57 beim Einsatz von
TCNQF4. Dieser Befund deutet an, dal3 neben der Elektronenakzeptor-Eigenschaften der
Matrix wohl auch andere Eigenschaften wie z.B. Packungseffekte eine wesentliche Rolle fir

die Effektivitéat der lonisation und Desorption zu spielen scheinen.

Die Vorbereitung der Probe 1 aus der Festphase mit TCNQ as Matrix, die bis jetzt zum
intensivsten Signal des PAHs 57 fihrte, wurde weiter untersucht. Zunéchst wurde das molare
Anayt/Matrix-Mischungsverhdltnis variiert. Der Vergleich zwischen den aus den Mischungen
1:50, 1:500 und 1:5000 (s. Abbildung 69) gemessenen Massenspektren zeigt im Gegensatz
zur Probenvorbereitungen mit Dithranol (s. Abbildung 65, S. 130) wenig Unterschied
hinsichtlich der relativen Signalintensitéten. Nur die gesamte Intensitdt andert sich und

erreicht ein Maximum bel der Mischung 1:500.
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Abbildung 69: Massenspekiren der Probe 1 mit TCNQ als Matrix und
unterschiedlichen molaren Analyt/Matrix-Verhéltnissen: a) 1:50; b) 1:500; c)
1:5000

Mit dieser Festphasenprobenvorbereitung wird die Analyt/Matrix-Mischung as Pulver auf
dem Target aufgetragen. Dadurch bestent jedoch die Gefahr, die Quelle des
Massenspektrometers zu verunreinigen und damit die Transmission und Massengenauigkeit

zu verschlechtern. Um diese Verschmutzung zu vermeiden, kann die Analyt-Matrix-Mischung
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nach dem Zermahlen in der Kugelmihle in einem fur alle Mischungskomponenten |, nicht-
|6senden” L osungsmittel suspendiert und anschlief3end mit einem Ultraschallfinger funf
Minuten weiter homogenisiert werden. Eine kleine Menge dieser Suspension wird dann auf
das Target aufgetragen, so dal3 eine dinne Schicht nach Verdampfen des Losungsmittels
erhalten wird. Bel diesem Verfahren spielt die Wahl des Ldsungsmittels eine entscheidende
Rolle. Aus Suspensionen in Wasser, Toluol oder Cyclohexan, die TCNQ allesamt nicht |6sen,
werden dhnliche Massenspektren wie die ausgehend vom , trockenen” Pulver aufgenommen.
Wird dagegen THF oder Aceton verwendet, in dem sich TCNQ |6st, kénnen neben den
Matrixsignalen Uberhaupt keine Signale der Probe 1 detektiert werden. Offensichtlich werden
beim Verdampfen des Ldsungsmittels die unléslichen Produkte der Probe 1 von den sich
bildenden TCNQ-Kristallen ausgeschlossen, wobei die Entmischung zum Scheitern des
MALDI-Prozesses fuhrt. Bel der Suspension in eéinem TCNQ nicht |6senden Ldsungsmittel
wurde auch versucht, die Zeit der Ultraschallbehandlung von 5 auf 60 Minuten zu erhdhen,
um dadurch die Homogenisierung der Analytpartikel in der Matrix eventuell weiter zu

verbessern. Die Massenspektren zeigten aber keine wesentliche Qualitétssteigerung.

Bei der Anwendung der Festphasenprobenvorbereitung mit TCNQ als Matrix éndern sich die
Massenspektren kaum bel erhohter Laserleistung. Die Fragmentierung des vollstandig
cyclodehydrierten PAHs 57 wurde vermieden, was fur den schonenden Charakter des
MALDI-Prozesses spricht. Dies ist von grof3er Bedeutung, um den Anwendungsbereich der
MALDI-Methode fir die Charakteriserung der PAHs richtig einschétzen zu konnen.
Tatsachlich neigen absorbierende im Gegensatz zu nicht absorbierenden Analyten selbst unter
milden MALDI-Desorptionsbedingungen zur Fragmentierung. Bel der Untersuchung von
l6slichen Tetrahydopyren(THP)-Oligomeren mit MALDI konnte gezeigt werden,”* daf3
aufgrund einer intensiven Absorption bel der Wellenlange des verwendeten N,-Lasers der
Desorptions- und lonisationsprozeld anders as bel einem gewohnlichen MALDI-Prozef3
ablauft. Statt quasimolekularer Ionen, die durch eine Kationanlagerung gebildet werden,
werden Radikalkationen detektiert. Die niedermolekularen Oligomere konnten mit direkter
Laserdesorption nachgewiesen werden im Gegensatz zu den hochmolekularen Oligomeren,
die die Unterstiitzung einer Matrix zur Erzeugung molekularer lonen benétigen. Trotz der
Matrixunterstiitzung wurden aber neben den intakten Molekilionen auch deren Fragmente
detektiert. Die fur die Uberfiihrung intakter Molekile in die Gasphase erforderliche
Matrixunterstitzung findet zwar statt, die lonisation wird aber nach ener direkten

Photoabsorption durch den Analyten erzielt. Die fir den matrixunterstitzten
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Desorptionsprozel3 benttigte Laserleistung liegt Gber der lonisierungsschwelle und 16st neben
der lonisation des intakten Molekils ebenso eine Fragmentierung aus. Ein solches Verhalten
konnte bel der MALDI-Untersuchung der PAHs ebenfalls auftreten. Um die Grenzen der
MALDI-Methode zu erweitern, sollte die Matrix eine moglichst niedrige Desorptionsschwelle
besitzen, so da die zur Desorption notige Laserleistung generell unter der
Fragmentierungsschwelle der Probe liegt. Glucklicherweise besitzt TCNQ eine sehr niedrige
Desorptionsschwelle, vergleichbar mit der von all-trans-Retinoesdure, die unter den zur Zeit
gangigen Matrices die niedrigste Desorptionsschwelle aufweist (s. Anhang 3). Folglich
besteht mit der neuen Festphasenprobenvorbereitung die Hoffnung, noch weitaus grof3ere
PAHs als 57 (Ca22H42) mit MALDI analysieren zu konnen.

111.4.2.3 Qualitative Analyse der Cyclodehydrierungsprodukte von Oligophenylen 56
(Ca22H150) mit MALDI

Vor dem Einsatz der MALDI-Massenspektrometrie konnten die Cyclodehydrierungsprodukte
von Oligophenylen 56 nicht charakterisiert werden. Nur die Bildung eines schwarzen,
unléslichen Produkts und die bei der Cyclodehydrierung kleinerer PAHSs bereits bewdahrten
Reaktionsbedingungen konnten auf eine wahrscheinliche Cyclodehydrierung des Vorlaufers
56 schliefien lassen. Eine genauere Charakterisierung der erhaltenen Produkte war aber
zundchst unmoglich. Mit der gelungenen Entwicklung der MALDI-Probenvorbereitung,
konnten endlich MALDI-Massenspektren dieser unldslichen Proben aufgenommen werden.
Dank der Festphasenprobenvorbereitung, die nun auch das , schwerlodliche® TCNQ als
optimierte Matrix fur die Charakteriserung von PAHs zuldd, koénnen die
Cyclodehydrierungsprodukte des Oligophenylens 56 intakt als Molekularionen in die
Gasphase Uberfuhrt werden. Fragmentierung und Koaleszenz werden dabei vermieden. Es
stellt sich nun die Frage Uber die Zuordnung der zahlreichen, im Massenbereich des
Zielprodukts 57 aufgenommenen Signale (s. Abbildung 69b). Entsprechen sie
Gemischbestandteilen der Probe oder resultieren sie aus der Bildung von Adduktionen des
Zielprodukts mit Matrix oder mit Fragmenten? Antworten auf diese Fragen liefern die
folgenden Befunde. Bel einem Matrixwechsel (zwischen z.B. CCA und TCNQ) werden die
gleichen Signale detektiert (s. Abbildung 66b, S. 132 bzw. Abbildung 69b, S. 137), so dal3 die
Bildung von Adduktionen mit der Matrix ausgeschlossen werden kénnen. Die Anwendung
der gleichen Festphasenprobenvorbereitung zur Charakterisierung kleinerer PAHs fihrt zu

keinen zusétzlichen Signalen. Dartber hinaus wird in diesem Kapitel gezeigt, dal3 andere
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Proben, die durch Cyclodehydrierung von 56 unter verschiedenen Reaktionsbedingungen
hergestellt wurden, auch eine andere Signalverteilung im Nebenproduktbereich zeigen. Aus
den genannten Grinden kann mit grof3en Sicherheit geschlossen werden, dal? alle detektierten
Signale im Massenbereich des Zielprodukts 57 auf Gemischbestandteile der Probe
zurlckzufiihren sind. Die mit der neuen Probenvorbereitung erhaltenen Massenspektren
zeigen isotopenaufgelbste Peaks, die die qualitative Anayse der Probe sehr erleichtern.
Anhand der gemessenen Molekulargewichte und Isotopenverteilungen sowie unter Kenntnis
der angewendeten Reaktionsbedingungen konnen die Proben, die mit unterschiedlichen

Bedingungen fur die Cyclodehydrierung von 56 hergestellt wurden, charakterisiert werden.

Zunéchst wird das Massenspektrum der Probe 1 betrachtet (s. Abbildung 70a). Diese Probe
wurde nach Reaktion von 56 mit AICI3/CuOTf, (Raumtemperatur, 21 Tage) in
Schwefelkohlenstoff erhalten (s. Schema 13, S. 128). Das Edukt 56 (Mmono=2815.2 g/mol)
wird nicht detektiert, wahrend das Produkt 57, das durch den Verlust von 108
Wasserstoffatomen gebildet wird, als intensivstes Signal nachgewiesen wird (Mmono=2706.3
g/mol). Zusétzlich werden Nebenprodukte mit héheren Molekulargewichten als das des
Zielmolekils und sogar teilweise hoher als das Molekulargewicht des Edukts detektiert. Aus
dem gesamten Signalmuster koénnen vier Peakserien extrahiert werden. Innerhalb jeder
Verteilung liegen die Signale 34 Massenheiten auseinander. Dieser Massenunterschied von 34
g/mol entspricht der Differenz aus den Massen eines Chloratoms und eines Wasserstoffatoms.
Dies bedeutet, dal’3 jede Peakserie das gleiche Molekllgertst mit einem unterschiedlichen
Chlorierungsgrad beschreibt. Abbildung 70 zeigt neben dem gemessenen Massenspektrum die
Simulation der vier Serien |, I, 11l und IV. Die Serie | entspricht der Chlorierungsreihe des
Zielmolekils 57, wobei die Chlorierung an der Peripherie des Molekils stattgefunden haben
muf3. In der Tat wirde eine Chlorierung ,,im Inneren” des Oligophenylens 56 eine vollstandige
Cyclodehydrierung verhindern und somit zu Endstrukturen mit hdheren Massen (mindestens 4
g/mol mehr als eine an der Peripherie chlorierte Struktur) fuhren. Die Serien II, 11l und 1V
werden Teilcyclisaten mit 10, 16 bzw. 30 mehr Wasserstoffatomen als 57 (d.h. 5, 8 bzw. 15

offenen Bindungen) zugeordnet, die ebenfalls verschiedene Chlorierungsgrade aufwei sen.
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Abbildung 70: a) MALDI-Massenspekirum der Probe 1 und Smulationen der
Peakserien b) 1, ¢) 11, d) 1l und €) IV
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Ein wichtiger Punkt fir die synthetische Arbeit ist herauszufinden, ob die Chlorierung eine
vollstandige Cyclodehydrierung behindert oder ob die Cyclodehydrierung unabhéngig von der
Chlorierung abgebrochen wird. Die ersten Signale der Serie Il, I11 und IV, die unchlorierten
Teilcyclisaten zugeordnet werden konnen, deuten eher darauf hin, dai3 die Cyclodehydrierung
bei bestimmten Tellcyclisat-Strukturen ,, hdngen bleibt”. Eine weitere Serie V (Ca2oH1g2 + NCl
- nH), die sich auf eine Struktur mit 60 Wasserstoffatomen mehr als beim Zielmolekil 57
(d.h. mit 30 offenen Bindungen) bezieht, ist auf dem mit TCNQ als Matrix gemessenen
Massenspektrum nicht zu erkennen (s. Abbildung 70). Diese Serie wird aber eindeutig
detektiert, wenn Dithranol (s. Abbildung 65a, S. 130), 9-Nitroanthracen (s. Abbildung 66d, S.
132) oder Laserfarbstoffe (s. Abbildung 67, S. 134) as Matrix verwendet werden. Dieses
Quantifizierungsproblem wird im folgenden Abschnitt betrachtet. Es ist im Gbrigen nicht
auszuschliessen, dal3 andere as die bis jetzt erwdhnten Nebenprodukte zusétzlich enstanden

sind, deren Charakterisierung durch die Vielzahl der Signale behindert wird.

Anhand der MALDI-Massenspektren wurde der Einflul? der Reaktionszeit auf die
Cyclodehydrierung mit der Kupfertriflat/Aluminiumchlorid-Kombination kontrolliert.
Abbildung 71 zeigt die mit TCNQ gemessenen MALDI-Massenspektren von vier Proben, die
sich auf eine Reaktionszeit von 21 Tagen (Probe 1), 10 Tagen, 1 Tag bzw. 1 Stunde beziehen.
Durch Verminderung der Reaktionszeit von 21 Tagen bis zu einem Tag (Abbildung 71 a, b
und c) wird die relative Intensitét der chlorierten Nebenprodukte wesentlich reduziert. Wird
die Reaktionszeit weiter auf nur eine Stunde (Abbildung 71d) herabgesetzt, bleibt die
Cyclodehydrierung unvollsténdig: Das Edukt kann noch detektiert werden, wahrend das
Zielprodukt neben einer breiten Vertelung von unvollstandig cyclodehydrierten

Oligophenylenen kaum nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 71: Einflul der Reaktionszeit auf die Reaktion von 56 mit
AICl3y/Kupfertriflat. MALDI-TOF-Massenspektren nach : a) 21 Tagen (Probe 1);
b) 10 Tagen ; ¢) 1 Tag, 30°C; d) 1 Stunde
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Mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie konnten auch unterschiedliche Oxidationsmittel-
Lewissaure Systeme verglichen werden. Abbildung 72 zeigt die Massenspektren der mit
FeCl3, AlCI3/CuCl,, und MoCls durchgefihrten Cyclodehydrierungen. Mit FeCl; kann aufer
einer engen Verteilung von unvollstandig cyclodehydrierten Oligophenylenen das Ziel produkt
57 nicht nachgewiesen werden. Dagegen wird es mit AICl3/CuCl,, und MoCls gebildet jedoch
mit einem hohen Anteill an chlorierten Nebenprodukten. Bemerkenswert ist bel der
Verwendung von MoCls die relativ hohe Intensivitét der Serie |, die die chlorierten Produkte
des vollstandig cyclodehydrierten PAHs 57 darstellt.

Um chlorierte Nebenprodukte zu dehalogenieren, wurden in Analogie zur Synthese kleinerer
PAHs'?® das Reaktionsprodukt mit einer tert.-Butyllithium-L6sung behandelt.*** Nach einer
Cyclodehydrierung von 56 mit AlICIl3/CuOTf, (40°C, 1 Tag) wurde das Reaktionsgemisch
Uber 24 Stunden bel 50°C mit tert.-Butyllithium-L6sung reagieren lassen und anschlief3end
mit Methanol protoniert. Das Resultat eines solchen Reinigungsversuchs ist in Abbildung 73
dargestellt. Zum einen wird die Intensitét der unchlorierten Nebenprodukte (CazoHsp, CozoHsg,
CozH72) im Vergleich zum Zielprodukt 57 (ConHap) erhoht, was auf eine Entfernung der
Chlorsubstituenten hindeutet. Jedoch weisen die Signale zwischen 2760 und 2800 g/mol, die
aufgrund des niedrigen Signal-zu-Rauschen-Verhdtnisses schlecht aufgelost sind, auf eine
Substitution dieser PAHs durch tert.-Butyl-Gruppen hin.
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Abbildung 73: Beseitigung der Chlorierung durch Behandlung mit tBulLi.
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All diese Beispiele zeigen die Aussagekraft, die bel der qualitativen Charakterisierung
unloslicher PAH-Proben mit MALDI ezielt werden kann. Sicherlich konnen die
Massenspektren nicht als eindeutiger Strukturbeweis angesehen werden, jedoch konnten
anhand dieser Untersuchungen die Summenformeln des Produkts 57 sowie die von
Nebenprodukten bestimmt werden. Im Falle des Zielmolekils besteht kein Zweifel an seiner
| dentitét, da keine andere Struktur, die sich z.B. durch Umlagerung gebildet haben kénnte, mit
der exakten CyH4-Summenformel in Einklang bringen [&3t. In Hinsicht auf die detektierten
Nebenprodukte steht der Chlorierungsgrad sowie die Summenformel der Teilcyclisate fest,
dagegen wére eine genaue Strukturzuweisung aufgrund der Vielzahl an Méglichkeiten bisher
nur wenig sinnvoll. Anhand der Uberpriifung der Proben durch MAL DI-M assenspektrometrie
konnen ferner die Reaktionsbedingungen fur die Synthese gesteuert werden. Dennoch ware
eine zusétzliche quantitative Aussage winschenswert, um den Reinheitsgrad des Produkts 57

bestimmen zu kdnnen.

[11.4.2.4 Semi-quantitative Analyse des Cyclodehydrierungsproduktes von
Oligophenylen 56 mit MAL DI-M assenspektrometrie

Die qualitative Zusammensetzung der Proben, die nach Cyclodehydrierung des Vorlaufers 56
erhalten wurden, kann aktuell nur mit der MALDI-Massenspektrometrie bestimmt werden.
Darlber hinaus wéare eine Schétzung des Reinheitsgrades dieser Proben winschenswert.
Sollten die Massenspektren die tatsachlichen Verhéltnisse widerspiegeln, wirden die relativen
Intensitéten bzw. die Signalflachen dem Mischungsverhétnis der verschiedenen Molekdle in
der Probe entsprechen. Dies ist aber nur gultig, wenn die unterschiedlichen Moleklle einer
Mischung die gleichen Desorptions- und lonisierungswahrscheinlichkeiten besitzen. Diese
Bedingung ist bel der MALDI-Methode (sowie bel allen massenspektrometrischen Methoden)
nur selten erflllt, so dal3 Vorsicht bel der Quantifizierung geboten ist. Diesbeziiglich werden
im néchsten Kapitel Beispiele anhand anderer Analyttypen aufgezeigt, die das allgemeine
Quantifizierungsproblem weiter behandeln, wahrend dieser Abschnitt sich ausschliefdich der

quantitativen Charakterisierung des PAHs 57 widmet.

Mit der Annahme, dal3 die relativen Intensitéten der Signale im Massenspektrum dem
wirklichen Mischungsverhdltnis der Ziel- und Nebenprodukte entsprechen, erreicht in der
.besten“ Probe, d.h. in der Probe mit dem geringsten Anteil an Nebenproduktsignalen
(AICI3/CuOTf,, 30°C, 1 Tag), der Anteil an Zielprodukt 57 einen Wert von 37%
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(Massenspektrum s. Abbildung 71, S. 143). Diese Zahl ist alerdings nur zuverlassig, wenn
Ziel- und Nebenprodukte die gleichen Desorptions- und lonisierungswahrscheinlichkeiten
besitzen. Die einzige Uberprifungsmoglichkeit wére, aus getrennten Ziel- und
Nebenprodukten eine kinstliche Mischung mit abgewogenen Anteilen vorzubereiten und
diese vorgegebenen Mischungsverhditnisse mit den relativen Intensitéten im MALDI-
Massenspektrum zu vergleichen. Leider konnen die unldslichen Nebenprodukte von dem
ebenso unldslichen Zielprodukte nicht abgetrennt werden, so dal3 der Reinheitsgrad des PAHsS
57 in der , besten Probe nicht direkt bestimmt werden kann. Hinweise Uber die Reinheit von

PAH 57 kénnen jedoch mit den folgenden Mischungsversuchen gegeben werden.

Zunéchst wird eine Mischung aus Probe 2 (die , beste” Probe, erzeugt mit AlCl3/CuQOTf,,
30°C, 1 Tag) und dem Edukt 56 betrachtet. Das MALDI-Massenspektrum des reinen Edukts
(s. Abbildung 74a) zeigt zudem, dal3 der Analyt unterschiedlich ionisiert werden kann.
Sowohl das Radikalkation als auch die Natrium- und Kalium-Adduktionen werden detektiert,
wobel das Radikakation das intensivste Signal aufweist. Nach Mischen des Edukts 56 mit der
Probe 2 in &uimolaren Mengen und Vermischung mit TCNQ in der Kugelmtihle wird das in
Abbildung 74c dargestellte MALDI-Massenspektrum gemessen. Die Integration der Signale
zeigt eine Uberbetonung des Edukts 56 durch einen Faktor 145 im Vergleich mit dem PAH
57.
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Als weliterer Versuch wird die Probe 2 mit Nebenprodukten gemischt. Im vorherigen Kapitel
wurde bereits gezeigt, dal3 die mit FeCl; durchgefihrte Cyclodehydrierung ausschliefdlich
Nebenprodukte d.h. Teilcyclisate bildet. Das Massenspektrum ist noch einmal in Abbildung
75a dargestellt. Die Massenverteilung der Teilcyclisate ist eng (2750<m/z<2800) und
entspricht den Nebenprodukten, die zwischen ca. 42 bis 92 Wasserstoffatomen mehr (d.h. mit
ca. 21 bzw. 46 offenen Bindungen) als das Zielprodukt 57 besitzen. Die schwachen Signale
bei m/z 2700 stammen offensichtlich von Fragmenten der Teilcyclisate und konnten durch
Verlust eines Phenylrings entstanden sein. Nach Mischen dieser Probe mit der gleichen Masse
an Probe 2 und Aufbereitung mit TCNQ in der Kugelmihle wird das in Abbildung 75c
dargestellte MALDI-Massenspektrum gemessen. Die Integration der Signale zeigt eine
Uberbetonung der Nebenprodukte um einen Faktor 285 im Vergleich zu PAH 57. Wird nun
die Intensitét der Nebenprodukte in der Probe 2 durch diesen Faktor 285 getellt, so &3t sich
ein Reinheitsgrad von 99% fur PAH 57 berechnen. Diese Zahl stellt nur einen Richtwert dar,
da diese kunstliche Mischung keine exakte Simulation der synthetisierten Probe darstellt. In
der Tat wird bei diesem Mischungsversuch PAH 57 mit Teilcyclisaten verglichen, die Uber 40
Wasserstoffatome mehr besitzen. Dagegen ist die Cyclodehydrierung bei der mit
AICl3/CuQTf, erhaltenen Proben weiter fortgeschritten, da die Nebenprodukte nur zwischen
10 und 30 mehr Wasserstoffatome as PAH 57 beinhalten, d.h. nur maximal 15 offene
Bindungen haben. Leider kommt dieselbe Nebenproduktverteilung wie in Probe 2 nicht
isoliert von PAH 57 vor, so dali’ die durchgefihrte Quantifizierung nur einen Naherungswert
liefern kann. Auferdem konnte aufgrund der geringen verflgbaren Substanzmenge keine
Mischungsreihe, sondern nur eine Mischung vorbereitet werden. Eine Mischungsreihe wére
aber zu empfehlen, da der ,, Response-Factor” (d.h. das Intensitdtsverhdtnis zwischen den
Ziel- und Nebenproduktsignal) nicht unbedingt proportional zum Mischungsverhéltnis
ist.’**1?® Aus den Mischungsversuchen kann dennoch abgeleitet werden, dal? Nebenprodukte
(Teilcyclisate) im Vergleich mit dem PAH 57 stark Uberbetont werden, so dal? die Probe 2
wahrscheinlich einen wesentlich hoheren Reinheitsgrad aufweist, als dies den reinen

Signalintensitdten im Massenspektrum entsprechen wiirde.
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Es stellt sich nun die Frage, warum die Teilcyclisate im Vergleich mit dem scheibenartigen
Molekulen von PAH 57 beim MALDI-Prozefd3 dermal3en Uberbetont werden. Interessante
Hinweise hierfir kénnen die LD-Massenspektren von Edukt 56 und dessen Teilcyclisaten
liefern. Durch direkten Beschuf3 des Eduktes mit dem Nj-Laser kann das Quasimolekularion

des Analyten 56 noch intakt in die Gasphase tberfuhrt werden (s. Abbildung 76).
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Abbildung 76: LD-Massenspektrum des Edukts 56

Zusdtzlich konnen die Kupfer- und Silber-Adduktionen neben dem Radikalkationsignal
detektiert werden. Die Bildung des Silber-Adduktions (sowie wahrscheinlich die des Kupfer-
Adduktions) wird wahrscheinlich durch die Beweglichkeit des Edukts 56 erméglicht, so dal3
das Silberkation zwischen zwei Aromaten in einer Sandwichstruktur komplexiert werden
kann. Bei diesem LD-Massenspektrum kann eine intensive Fragmentierung nicht vermieden
werden. Aufgrund des relativ hohen Molekulargewichts des Edukts 56 (M=2817 g/mol) war
diese Beobachtung vorhersehbar. Werden nun die Teilcyclisate, die nach Cyclodehydrierung

von 56 mit FeClsz erhaten wurden, mit LD gemessen, bleibt die Fragmentierung auffallend
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gering (s. Abbildung 77a). Dies kann durch eine hohere Stabilitét der Teilcyclisate im
Vergleich zum Vorlaufer 56 erklart werden. Der Vergleich zwischen LD- und MALDI-
Massenspektren (s. Abbildung 77b bzw. c) zeigt fir den Massenbereich der intakten
Teilcyclisate (2750<m/z<2800) eine sehr groRe Ubereinstimmung. Bedenkt man nun, daf? das
vollstandig cyclisierte Produkt 57 mit LD nicht direkt charakterisiert werden kann, wére es
nun interessant zu bestimmen, ab welchem Cyclodehydrierungsgrad ein Teilcyclisat mit LD
nicht mehr analysierbar ist. Dafir wurde eine Probe mit LD gemessen, die aus einer
Cyclodehydrierung von 56 mit AICls/CuOTf, schon nach einer Stunde enthommen wurde (s.
Abbildung 78a und b). Wahrend MALDI (s. Abbildung 78c) eine breite Massenverteilung von
Teilcyclisaten abbildet, die sich vom Molekulargewicht des Vorlaufers 56 bis zu dem des
vollstdndig cyclisierten Zielprodukts 57 erstreckt (2709<m/z<2818), wird mit LD (s
Abbildung 78b) eine deutlich engere Signalverteilung detektiert (2750<m/z<2810).
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Abbildung 77: a) LD-Massenspektrum der Nebenprodukte erhalten nach
Cyclodehydrierung von 56 mit FeCl3 b) Ausschnitt des Molekularionbereichs von
Abbildung 77a; c) MALDI-Massenspektrum der gleichen Probe
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Abbildung 78: a) LD-Massenspektrum der Nebenprodukte erhalten durch
Abbruch der mit AICI3/CuOTf, durchgefiihrten Cyclodehydrierung von 56 nach 1h
und b) Ausschnitt des Molekularionbereichs von Abbildung 78a; c¢) MALDI-
Massenspektrum der gleichen Proben
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Nur Teilcyclisate mit einem Molekulargewicht zwischen ca. 2750 und 2810 g/mol kénnen
aso mit LD intakt desorbiert werden. Als Erkl&rung daflr konnten einerseits die
Kohasionsenergie in der Festphase und andererseits die Fragmentierungsschwelle als
limitierende Faktoren angesehen werden. Bei einer fortgeschrittenen Cyclisierung ist das
Stapeln der Molekile (wenn auch nur partiell) immer wahrscheinlicher und dadurch die
Kohasionsenergie in der Festphase immer hoher, so dal’ die Desorption mit LD unmdglich
wird. Ein extremes Beispiel stellt das Zielprodukt 57 dar, das wahrscheinlich als Kristallit
vorliegt und mit LD nicht mehr analysierbar ist. Bei wenig cyclisierten Produkten ist dagegen,
wie dies beim Edukt 56 auch der Fal ist, die Tendenz zur Fragmentierung sehr hoch. Daher
ist die Desorption des intakten Molekils nur eingeschrankt bzw. gar nicht méglich.
Dementsprechend sind nur Teilcyclisate, die in der Festphase noch nicht zu fest gebunden
aber schon gegentiber einer Fragmentierung widerstandsfahig sind, in der Lage, mit LD intakt
zu desorbieren. Diese LD-Massenspektren konnten also helfen, die Uberbetonung der
Teilcyclisate gegenuber dem Produkt 57 bei der MALDI-Messung zu verstehen. Nach
Mischen der Probe mit TCNQ sind die Moleklle des PAHs 57 wahrscheinlich noch in einer
Kristalstruktur gebunden, selbst wenn die Grofde der Aggregate durch den Mahlproze
zuriickgegangen ist. Dadurch ist die Matrixunterstiitzung zwar moglich, aber weniger effizient
als bei Molekilen, die ungestapelt d.h. in der Matrix homogener verteilt sind, wie es bei den
Teilcyclisaten wahrscheinlich der Fall ist.

Das Hauptproblem fir die Quantifizierbarkeit der MALDI-Massenspektren ist offensichtlich
auf die unterschiedlichen Desorptionswahrscheinlichkeiten der Produkte zurlckzufuhren.
Jedoch soll im folgenden der Frage nachgegangen werden, inwiefern die
lonisierungswahrscheinlichkeit die Quantifizierung ebenfalls verfédschen kann. Die PAHs
werden durch Photoabsorption ionisiert. Damit der Analyt ionisiert werden kann, mul3 die
Energie der absorbierten Photonen das lonisierungspotential (IP) Uberschreiten. Das
lonisierungspotential von kleinen PAHs (z.B. Pyren, Benzo[ghi]perylen, Coronen) betrégt ca.
7 eV, %127 55 dald mit dem N-Laser (337 nm d.h. 3,68 eV/Photon) mindestens zwei Photonen

absorbiert werden miissen, um das Analytmolekl zu ionisieren.'#%12
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Pyren Benzo[ghi]perylen Coronen

Bei ausgedehnten PAHs wie 57 oder dessen Teilcyclisate sollten ebenfalls die Absorption von
mindestens zwel Photonen vorausgesetzt werden. Wenn die Wellenlange des Lasers einem
»rea intermediate electronic state” entspricht, wird der ,Querschnitt® zur lonisation stark
erhdht. Es wird dann von , resonance-enhanced multiphoton ionization“ (REMPI) oder von
»resonant two-photon ionization* (R2PI) -im besonderen Fall einer zwei-Photon-lonisation-
gesprochen.®® Beim R2PI-Proze bringt das erste Photon das Analytmolekil vom
Grundzustand zu einem , excited electronic state”(Sy® S;), und das zweite Photon ionisiert
das Molekil (s. Abbildung 79a). Wenn die Wellenldnge des Lasers dagegen keinem ,real
intermediate  electronic  state® (s.  Abbildung  79b)  entspricht, sinkt die

| oni sationswahrscheinlichkeit.

lonisations-
oninum [ 4] [ 4 ]

S, I I
4

S, ——
() (b)

Abbildung 79: , Energy-level diagram” zeigen Multiphoton lonisierung (MPI): a)
» resonant two-photon ionization* (R2PI); b) nonresonant MPI
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Fur die verschiedenen Produkte der Cyclodehydrierung von 56 werden unterschiedliche UV-
Spektren erwartet. Im allgemeinen ist eine batochrome Verschiebung des UV -Spektrums mit
Erhéhung des Cyclodehydrierungsgrades zu erwarten. Bel unserer MALDI-Messung héngt die
lonisierungswahrscheinlichkeit mit der Absorption bei 337 nm zusammen. Wie stark sich die
lonisierungswahrscheinlichkeiten zwischen verschiedenen Produkten unterscheiden, hangt
stark vom Zeitpunkt der lonisierung ab. Die lonisierung kann im Prinzip vor oder erst nach
der Desorption stattfinden. In der Festphase weisen die Tellcyclisate sowie PAH 57 breite
Absorptionsbanden auf, so da sich die lonisierungswahrscheinlichkeiten der
unterschiedlichen Produkte bei 337 nm nicht drastisch unterscheiden sollten. In der Gasphase
bei Raumtemperatur besteht das UV -Spektrum aromatischer Kohlenwasserstoffe ebenfalls aus
einem Absorptionskontinuum, das auf eine hohe Anzahl an ,populated vibrational and
rotational states’ zuriickzufiihren ist. In diesem Fall wére auch keine drastische Anderung der
lonisierungswahrscheinlichkeiten in Abhéngigkeit von der Struktur der Teilcyclisate oder des
PAH 57 zu ewarten. Einige Forschungsarbeiten deuten aber darauf hin, dal3 die
Analytmolekile bel der Matrix-unterstiitzten Laserdesorption einer deutlichen Kihlung
unterliegen. 32133 Eine sehr effiziente Methode zur Kilhlung von Gasmolekiilen ist die
, supersonic jet expansion“,****> mit der sicherlich viel niedrigere Temperaturen (ca. 10K) als
mit dem MALDI-Prozef3 erreicht werden kénnen. Es lohnt sich an dieser Stelle, enige
Experimente  kurz zu erwdhnen, die wichtige Informationen Uber die
lonisierungswahrscheinlichkeit kalter Gasmolekile liefern. Mit ener ,supersonic jet
expansion* werden Gasmoleklle soweit gekuhlt, dal3 nur niedrige , rotational and vibrational
energy levels' im Grundzustand der Molekiile besetzt werden.*****" Folglich wird ein UV-
Spektrum, das bei Raumtemperatur breite Banden zeigt, in ein Spektrum mit scharfer,
diskreter Struktur umgewandelt. Werden nun solche extrem gekihlten Gase mit einem Laser
variierender Wellenlénge ionisiert, werden sehr hochaufgelGste lonisierungsspekiren
erhalten.1*¥1%1%0 Djese feine Struktur ermoglicht eine sogenannte , optische Selektivitat”.
Dieser Begriff wird anhand zweier Beispiele erklart: 1) die isotopenselektive lonisierung von
Benzol*'* und 2) die selektive lonisierung eines Gemisches von Indolderivaten.*® In
Abbildung 80 ist der mit ,resonant two-photon ionization“ (R2PI) erzeugte lonenstrom als
Funktion der Wellenlange des eingesetzten Laserlichts fir zwei Isotope des Benzols
dargestellt. Der obere Graph zeigt das lonisierungsspektrum des , leichten” Isotopes *2CgHs
wahrend der untere Graph das lonisierungsspektrum des ,schweren® Isotops *3C'°CsHg
abbildet.
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Abbildung 80: Oberer Graph: Massenselektierter lonenstrom von lonen mit
m/z=78 (**CgHe); Unterer Graph: Massenselektierter lonenstrom von lonen mit
m/z= 79 (*C*CsHe)

Eine Blau-Verschiebung (Dn=8.76 cm™ d.h. DI =-0,055 nm) des lonisierungsspektrums vom
schweren zum leichten Isotop ist eindeutig mef3bar. Folglich fuhrt das Einstellen der
Laserwellenlange zur blauen Seite der lonisierungsbande von *2CgHg zu einer erhohten
lonisierungseffizienz des schweren Isotops CYCsHe. Abbildung 81 zeigt die
Massenspektren des natirlichen Isotopengemisches von Benzol, die fur unterschiedliche
Laserwellenlange erhalten wurden. Wenn der Laser auf der ,hot* lonisierungsbande von
12CeHe eingestellt ist, wird dieses Isotop im Vergleich zur natiirlichen , Haufigkeit* stark
Uberbetont. Der Anreicherungsfaktor (Azg7g) des ,leichten® Benzolisotops (m/z=78) im
Vergleich zur natirlichen Haufigkeit des ,, schweren” Isotops (m/z=79) erreicht einen Wert
von 2. Durch ene stufenweise Einstellung der Laserwellenldnge hin zu kirzeren
Wellenldngen wird dagegen eine effizientere lonisierung und damit eine Anreicherung der

schweren Benzolisotope im Massenspektrum erzielt (z.B. A7973=35 im zweiten
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Massenspektrum). Die reelle Isotopenzusammensetzung des Benzols ist also in diesen

Massenspektren nicht mehr zu erkennen.

—
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Abbildung 81: Massenspektren von Benzol mit natirlicher |sotopenhaufigkeit (s.
»1nset®) nach , resonance-enhanced two-photon ionization* (R2PI) bei
verschiedenen Laserwellenlangen: a) 37481,6 cm* (266.79 nm); b) 37490,36 cm™
(266.74 nm); c) 37497,5 cmi™* (266.68 nm); d) 37505,0 cm* (266.63 nm)

Die optische Selektivitat des lonisierungsprozesses kann auch anhand einer Mischung zweier
Indolderivate illustriert werden.**® Abbildung 82a und Abbildung 82b zeigen die , resonant
two-photon ionization® (R2PI) Spektren von Tryptamin (m/z 160) und Tryptophol (m/z 161).
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Abbildung 82: Ausschnitt aus dem mit , resonance-enhanced two-photon
ionization process* (R2PI) erhaltenen lonisierungsspektrums von: a) Tryptamin;
b) Tryptophol.

Bel einer 1:1 Mischung dieser zwel Indolderivate und Messen eines Massenspektrums dieses
Gemisches bel ener bestimmten Laserwellenlange kann die Zusammensetzung im
Massenspektrum vollig verfalscht wiedergegeben werden (s. Abbildung 83). Wenn der Laser
auf 286,3 nm (s. Abbildung 83a) eingestellt ist, wird der Tryptaminpeak im Massenspektrum
Uberbetont, da die Wellenlange in Resonanz mit der starken Tryptaminbande ist. Die
Verschiebung der Laserwellenlange auf 285,27 nm (Abbildung 83b) fihrt zu zwei Peaks von
ungeféhr gleicher Intensitét im Massenspektrum, was durch die gleich intensiven

lonisierungsbanden von Tryptamin und Tryptophol zurlickzufUhren ist.
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Abbildung 83: R2PI-Massenspekiren einer 1:1 Mischung von Tryptamin
(m/z=160) und Tryptophol (m/z=161) erhalten bel drel leicht verschiedenen
Laserwellenlangen: a) 286,30 nm; b) 285,27 nm; c) 285,59 nm.

Wird schliefdich der Laser auf 28559 nm (Abbildung 83c) eingestellt, kann im
Massenspektrum ein Uberbetontes Signal fur Tryptophol detektiert werden, da dieses
Indolderivat eine starke lonisierungsbande bel 285,59 nm besitzt. Diese hohe Selektivitét bel
der lonisierung von gekuhlten Analytgemischen in der Gasphase zeigt, wie stark sich der
Unterschied in der lonisierungswahrscheinlichkeit auswirken kann. Dieser Unterschied in der
lonisierungseffizienz hangt jedoch stark vom Kihlungsgrad der zu ionisierenden
Analytmolekile ab. Je kélter ein Gasmolekil ist, desto feiner wird die Struktur seines
Absorptions- bzw. lonisierungsspektrums und um so besser kénnen die Produkte eines
Gemisches differenziert werden. Beim MALDI-Prozefd ist die Kiohlung der Gasmolekiile
sicherlich nicht so effizient wie bel einer , supersonic jet expansion“, jedoch konnte die
lonisierungswahrscheinlichkeit auch ein wichtiger Parameter bei der Quantifizierung der
Produkte der Cyclodehydrierung von 57 sein, vorausgesetzt, dafd die lonisierung in der
Gasphase stattfindet.

Diese ganze Betrachtung zeigt, wie schwierig es ist, den Reinheitsgrad einer Probe anhand
seines MALDI-Massenspektrums zu ermitteln. Die einzige Moglichkeit, um eine quantitative

Aussage Uber die Zusammensetzung von Produktgemischen anhand der Massenspekiren
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treffen zu konnen, besteht darin, nach Isolation jedes Produkts vom Reaktionsgemisch eine
kinstliche Mischung mit abgewogenen Anteilen dieser isolierten Substanzen vorzubereiten.
Anhand ener Mischungsreihe kann der ,Response’-Faktor als Funktion des
Mischungsverhdltnisses ermittelt und daraus die Zusammensetzung im Produktgemisch

bestimmt werden.

Bevor dieses Thema abgeschlossen werden kann, soll noch auf en welteres
Quantifizierungsproblem eingegangen werden. Bel den unterschiedlichen
Probenvorbereitungen fur Probe 1 wurde eine starke Schwankung der Relativintensitéten der
Nebenprodukte im Vergleich zum Hauptprodukt festgestellt. Dies ist besonders frappierend
beim Wechsel zu anderen Matrix-Substanzen. Mit dem Einsatz von 9-NA oder
Laserfarbstoffen als Matrix wird z.B. die Serie V, die der Chlorierungsreihe von
Teilcyclisaten mit 30 offenen Bindungen zugeordnet wurde, als Hauptprodukt nachgewiesen
(s. Abbildung 66d, S. 132 bzw. Abbildung 67, S. 134). Dagegen verschwindet diese Serie
zugunsten der anderen Serien I, I, 11 und IV (vollstandig cyclodehydrierte Struktur bzw.
Tellcyclisate mit 5, 8 bzw. 15 offenen Bindungen) bei anderen Matrices als CCA oder TCNQ
(s. Abbildung 66b, S. 132 bzw. Abbildung 68a, S. 135). Offensichtlich spielt die Struktur der
angewendeten Matrix eine wichtige Rolle bel der Bevorzugung der zu desorbierenden
Molekile. Darlber hinaus kann das Analyt-zu-Matrix-Mischungsverhdltnis ebenfalls die
Relativintensitdten der Nebenprodukte im Vergleich zum Hauptprodukt beeinfluen. Bei
Verwendung von Dithranol als Matrix (s. Abbildung 65, S. 130) andert sich das Signalmuster
je nach Analyt-zu-Matrix-Mischungsverhdltnis drastisch. Die Signalserie V (Teilcyclisate mit
30 offenen Bindungen) kann beim Mischungsverhédltnis 1:50 eindeutig detektiert werden.
Beim Erhohen des Mischungsverhdltnisses auf 1:500 verliert diese Serie an Intensitét
gegenuber den Serien |, 11, 111 und 1V (vollstandig cyclodehydrierte Struktur bzw. Teilcyclisate
mit 5, 8 bzw. 15 offenen Bindungen) und verschwindet vollsténdig beim Mischungsverhéltnis
1:5000. Aufgrund der vorherigen Betrachtungen anhand der LD-Massenspektren von
Tellcyclisaten (s. Abbildung 78, S. 155) kann diese Abhéngigkeit von der Probenvorbereitung
folgenderweise erklart werden. Bel einer Verdinnung von nur 1:50 in Dithranol wird die
Matrixunterstiitzung wahrscheinlich nicht ausreichend erzielt oder lediglich fur Teilcyclisate
der Serie V, die mit 30 offenen Bindungen ohnehin leicht desorbierbar sind. Bei einer
weiteren Verdinnung und somit einer besseren Homogenisierung der Probe in Dithranol wird
die Matrixunterstitzung effizienter, so dal3 die anderen Serien detektiert werden. Beim

Mischungsverhdtnis 1:5000 ist die Serie V schliefdlich verschwunden, wahrscheinlich weil ihr
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Anteill gegenuber dem der anderen Produkte der Serien I, I, Il und IV in der Probe

vernachléssigbar ist.

Die Quantifizierung ist sicherlich ein schwieriges Thema bei der Interpretation der MALDI-
Massenspektren von PAHs. Dennoch konnte dank der neuen Probenvorbereitung die
qualitative Zusammensetzung der PAH-Proben detailliert aufgeklért werden. Dies ist von
besonderem Interesse, da diese Proben ohne die entwickelte |Gsungsmittelfreie
Probenvorbereitung fir MALDI vollkommen uncharakterisiert waren. Mit Hilfe des MALDI-
Massenspektrums konnte die Bildung des PAHs 57 eindeutig nachgewiesen werden. Anhand
der mit diesen PAH-Proben gewonnenen Erkenntnisse konnten dariber hinaus die
unerwarteten zusétzlichen Signale zugeordnet werden. Sie resultieren nicht aus einem
massenspektrometrischen Artefakt (Adduktion aus Produkt und Matrix bzw. Fragment),
sondern entsprechen Gemischbestandteilen der PAH-Probe. Mit den Ergebnissen der MALDI-
Analytik konnten Informationen Uber die Strukturen dieser Nebenprodukte gewonnen sowie
Reaktionsanalytik betriecben werden. Die bereits betrachtete Cyclodehydrierung von
Oligophenylen 53 fihrt ebenfalls zu einem Produktgemisch. Das LD-Massenspektrum der
erhaltenen Probe war in Abbildung 59b, S. 120 dargestellt und zeigte im Vergleich mit
Abbildung 59a die von Kimihiro Y oshimura erzielte Verbesserung der Probenvorbereitung fur
LD-Messungen. In den gezeigten Beispielen lag der Schwerpunkt in der Verbesserung der
Mef3bedingungen wahrend die Interpretation der qualitativen Zusammensetzung dieser Probe
Gegenstand des folgenden Kapitelsist.

[11.4.2.5 Interpretation des L D-Massenspektrumsvon PAH 54

Das nach Optimierung der LD-Probenvorbereitung aufgenommene LD-Massenspektrum des
Cyclodehydrierungsproduktes von 53 ist in Abbildung 84a noch einmal dargestellt. Neben der
| sotopenverteilung des erwarteten PAH 54 (Simulation s. Abbildung 84b) werden zusétzliche
Signale bei etwas hdheren Masseneinheiten detektiert. Diese unerwarteten Signale kénnen aus
der Uberlagerten Isotopenverteilung von Nebenprodukte mit den Summenformeln C114H34
(s. Abbildung 84c) und C114H36 (s. Abbildung 84d) resultieren. Das gemessene LD-
Massenspektrum kann daher durch ein Gemisch aus C114H30/C114H34/C114H36 im
Intensitétsverhdtnis 1:1:0,54 simuliert werden (s. Abbildung 84e). Zu welchen chemisch
plausibeln Strukturen kénnen nun diese Strukturformeln mit 4 bzw. 6 Wasserstoffatomen

mehr als PAH 54 zugeordnet werden?
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Abbildung 84: a) LD-Massensspektrum des Cyclodehydrierungsprodukts von 53
und Smulation der Isotopenverteilung von: b) erwarteten PAH 54 (C114H30); ¢)
Nebenprodukt C114H34; d) Nebenprodukt C114H36; €) Gemisch aus PAH 54
und Nebenprodukten mit Intensitétsverhaltnis 1:1:0,54

Es liegt zunéchst die Vermutung nahe, dal3 es sich be diesen Nebenprodukten um
Tellcyclisate d.h. um noch nicht vollsténdig cyclodehydrierte Zwischenprodukte handelt. Bel
kleineren PAHs konnen solche Tellcyclisate durch Verlangerung der Reaktionszeit beseitigt
werden. Im Falle der Cyclodehydrierung von 53 kénnen aber diese Nebenprodukte selbst nach
langeren Resktionszeiten immer noch nachgewiesen werden.**! Offensichtlich entsprechen
diese Nebenprodukte nicht Teilcyclisaten sondern besitzen Strukturdefekte, die eine weitere
Cyclodehydrierung unmoéglich machten. Bestimmte Umlagerungsreaktionen konnen zu
Strukturen mit den Strukturformeln C114H34 und C114H36 fihren. Wie in Schema 14
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dargestellt, konnte eine Phenylwanderung auftreten und nach  anschlief3ender
Cyclodehydrierung zu den Strukturen 60 und 61 fihren, die tatschlich 6 bzw. 4
Wasserstoffatome mehr als PAH 54 besitzen.

Schema 14: Erklarungsmoglichkeit der Nebenprodukt-Bildung bel der oxidativen
Cyclodehydrierung von 53 zum PAH 54 (AICl3/CuOTf,, CS, RT)
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Diese Erkl&rung ist jedoch schwer Uberprifbar, da bis jetzt nur die Molmassen der
Nebenprodukte bestimmbar sind. Die einzige Stutze fur diese Interpretation ist die in der
Literatur berichtete Umlagerung von ortho-Terphenyl.*** Bel der Behandlung von ortho-
Terphenyl mit Aluminium(l11)chlorid wurden bei niedrigen Temperaturen Umlagerungen zu
meta- und para-Terphenyl beobachtet. Dieses Ergebnis konnte das eigenartige Verhalten des

Vorlaufers 53, der ebenfalls ortho-Terphenyluntereinheiten beinhaltet, erklaren.

Der hier betrachtete PAH 54 (Ci14H30) kann wie andere kleinere PAHs auch noch mit
Laserdesorption charakterisiert werden. Im Rahmen der bereits dargelegten Entwicklung der
neuen MALDI-Probenvorbereitung (s. Kapitel 111.4.2.2, S. 125), die zur Charakterisierung des
ausgedehnten PAHs 57 (Cy22H42) absolut notwendig ist, wurden auch einige Tests an kleinen
PAHs durchgefihrt. Daraus ergaben sich bemerkenswerte Ergebnisse auerhalb der PAH-
Thematik, die im néchsten und letzten Kapitel der PAH-Untersuchung beschrieben werden
sollen. Es handelt sich, um die Detektion von Oligomeren und Silber-Adduktionen bei der
MALDI-Messung von PAH-Analyten.

[11.4.2.6 Detektion von Oligomeren und Silber-Adduktionen bei der MALDI-Messung
von PAHs

Die Festphasenprobenvorbereitung, die die MALDI-Charakterisierung des aul3ert
ausgedehnten PAHs 57 ermoglichte (s. Kap. 111.4.2.2, S. 125), wurde ebenfalls fur die
Messung von kleinen PAHSs geprift. Insbesondere wurde dem Unterschied zwischen LD- und
MALDI-Messungen nachgegangen. Abbildung 85 zeigt den Vergleich zwischen den LD- und
MALDI-Massenspektren des PAHs 62, dessen Darstellung in Schema 15 abgebildet ist. Bei
der Gegenilberstellung fallt auf, dal3 bei MALDI (s. Abbildung 85b) eine Reihe von
Oligomeren (Dimer bis Tetramer) im Unterschied zur Laserdesorption (s. Abbildung 85a)
detektiert werden kann. Die gemessenen Massen entsprechen genau dem Vielfachen des
Molekulargewichts von PAH 62. Somit kann auf die Bildung von rein physikalischen
Oligomeren geschlossen werden (s. Ubereinstimmung der gemessenen und simulierten

| sotopenverteilung in Abbildung 85c).
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Abbildung 85: a) LD- und b) MALDI-TOF-Massenspektren des PAHs 62 (flr
MALDI wurde Dithranol als Matrix verwendet).
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Chemische Oligomere (d.h. kovalent gebundene) wéaren dagegen bei zwei, vier bzw. sechs
Masseneinheiten weniger detektierbar, da fur die Bildung jeder kovalenten Bindung zwel

Wasserstoffatome entfernt werden missten.

CsaH2o

Schema 15. Bildung von PAH 62. AICIy/CuOTf,, CS,, RT

OO O

63
CesH2s

Schema 16. Bildung von PAH 63. AICIy/CuOTf,, CS,, RT

Es stellt sich nun die Frage, ob diese Oligomere as solche desorbiert oder erst in der
Gasphase gebildet werden. Um dies zu beantworten, wurden die PAHs 62 und 63 gemischt
(Darstellung s. Schema 16) und zusammen mittels der Festphasenprobenvorbereitung mit der
Matrix homogenisiert. Das hiervon gemessene MALDI-Massenspektrum in Abbildung 86

zeigt die Bildung von gemischten Oligomeren.
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Abbildung 86: MALDI-Massenspektrum der mechanischen Mischung aus PAH
62, 63 und Dithranol als Matrix

Prinzipiell konnten sie bereits vor der Desorption in der kondensierten Phase gebildet werden,

wofir jedoch eine besonders feine Mischung (bis zur molekularen Ebene) der zwei

Molekulentypen 62 und 63 erforderlich ware. Bedenkt man noch, dal? die PAH-Analyten in
der Matrix ,, verdinnt“ sind (Molverhdltnis: 1:500 bis 1:1000), scheint die Annadherung von
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zwei Molekilen 62 und 63 zur Bildung eines gemischten Dimers eher ungiinstig. Dagegen
wird die Bildung dieser Oligomeren in der Gasphase als viel wahrscheinlicher eingestuft. Die
Oligomere konnen als PAH-Stapel aufgefaldt werden, in dem die positive Ladung Uber
mehrere Einheiten verteilt ist. Diese Oligomerenbildung, die das MALDI- von dem LD-
Massenspektrum unterscheidet, kann folgendermal3en begrindet werden: Beim LD-Prozef3
konnte der Analyt zunéachst ionisiert und anschlief3end desorbiert werden, was zur Entstehung
von Uberwiegend geladenen Molekilen in der Gasphase fuhren wirde. Dagegen konnte bei
MALDI der Analyt durch Matrixunterstiitzung zunéchst als Neutralmolekil desorbiert und
erst in der Gasphase durch Photoabsorption ionisiert werden. Aus der Mischung von
Neutralmolektilen und Radikakationen kénnten dann geladene Oligomere gebildet werden.
Eine andere mogliche Erklarung fir den Unterschied zwischen den LD- und MALDI-
Massenspektren kénnte auch durch die ,Milde* des MALDI-Prozesses begriindet werden.
MALDI ist wesentlich schonender bei der Desorption/lonisation als LD und kann daher die
Dissoziation der gebildeten Oligomeren verhindern. Dagegen sind die Molekile bel LD vid
stérker angeregt, um solche relativ labilen Aggregate stabil zu halten.

Eine weiteres interessantes Ergebnis wurde bei der Betrachtung der lonisierungsart von PAH
erhalten. Aufgrund der Absorption der PAHs bel der Wellenlange des verwendeten No-Lasers
(337 nm) lauft der lonisationsprozef? anders als bel einem gewdhnlichen MALDI-Prozef3 ab.
Statt quasimolekularer lonen, die durch eine Kationanlagerung oder Protonierung gebildet
werden, werden Radikalkationen detektiert. Dies wurde bisher allgemein bei absorbierenden

45,146

Analytmolekiilen beobachtet.”"*™ In der Literatur wurde bereits tiber protonierte'™**® oder

A7

mit Natrium-kationisierte™*’ PAHs berichtet. Die Protonierung trégt wenig zur lonisation von

PAHSs bei, und die Bildung von [M+Na]", die bei kleinen PAHs (z.B. Phenanthren, Chrysen)
intensiv ist, 183t mit zunehmender Grof3e des aromatischen Systems nach, so dal3 schon beim

Coronen Uberwiegend Radikalkationen detektiert werden.

Phenanthren Chrysen Coronen
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Nicht literaturbekannt ist bisher die lonisation von PAHs durch Anlagerung eines
Silberkations, die jedoch bei unseren Untersuchungen ebenfalls nachgewiesen wurde

Uberprift. Abbildung 87 zeigt das mit der Mischung PAH 62/Dithranol/CF;CO,Ag erhaltene
M assenspektrum.
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Abbildung 87. MALDI-Massenspektrum von 62 bei Zusatz von Slbertrifluoracetat

als Kationiserungsagenz. Hinwels auf ene Sandwichstruktur — der
Slberadduktionen
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Wahrend das [M+Ag] -Addukt nicht detektiert wird, taucht neben dem Radikalkation-Signal
der Dimeren ein Signal des mit Ag" kationisierten Dimeren auf. Die Signalintensitét des
Silberadduktions ist gering im Vergleich zu der des Radikakationsignals. Daher ist diese
lonisierungsart fir PAHs nicht von grof3er Bedeutung. Dennoch ist die Bildung von
Silberadduktionen, die nicht beim PAH-Monomeren, sondern erst bei PAH-Dimeren
detektiert werden, bemerkenswert, da diese Beobachtung die Annahme stitzt, dal3
Silberadduktionen von aromatischen Analyten eine Sandwichstruktur erfordern.**® Diese
Sandwichstruktur kann im Falle von scheibenférmigen PAH-Analyten erst bel der Entstehung
von Dimeren ermdglicht werden. Dieses Ergebnis ist bedeutsam fur die Aufklarung der
Struktur von anderen Silberadduktionen aus aromatischen Analyten, die z.B. bel der MALDI-

Messung von Polystyrol erforderlich sind.

In diesem Tell der Arbeit wurde die MALDI-Probenvorbereitung fir die Charakterisierung
von PAHs angepald. Dabel wurde bewiesen, dal3 eine Probenvorbereitung ohne Beteiligung
von Losungsmitteln ebenfalls der MALDI-Prozel3 gewéhrleisten kann. Dank dieser
Entwicklung der MALDI-Methode konnte das unlésliche PAH 57 (Cy2H4o) charakterisiert
werden. Dartber hinaus wurde TCNQ zum ersten Mal as Matrix bel der MALDI-Methode
erfolgreich eingesetzt. TCNQ hat sich zur Charakterisierung unlgslicher PAHs als besonders
geeignet erwiesen. Die genauen Grinde daftr sind wegen der bisher noch relativ geringen
Kenntnisse Uber den MALDI-Prozef3 noch schwierig zu verstehen. Desweiteren ist noch
unklar, ob TCNQ nur die Desorption der PAHs unterstitzt oder die lonisation zusétzlich
beguinstigt. Wenn dies der Fall ist, sollte die Matrix TCNQ fur die Charakterisierung anderer
Analyte, die as Radikalkationen ionisiert werden, ebenfals gut geeignet sein. Diese
lonisierungart wird bei der MALDI-Methode ausschliefdlich fir Analyten beobachtet, die bel
der Laserwellenlange signifikant absorbieren.”"*™ Die absorbierenden Substanzen neigen
aber wahrend des MALDI-Prozesses zur Fragmentierung. Demzufolge ist es notwendig, die
Laserleistung moglichst zu reduzieren, so dal? der Analyt vor der Laserstrahlung ,, geschiitzt”
wird. Auch hierfir ist TCNQ eine interessante Matrix, da dessen Desorptionschwelle sehr
niedrig liegt (s. Klassifizierung der Matrices nach Desorptionsschwelle in Anhang 2). Die
vermuteten Vorteile der Matrix TCNQ werden im ersten Teil des nachsten Kapitels bei der
Untersuchung von |6slichen, konjugierten Polymeren (Poly-para-phenylen (PPP), Poly-para-
phenylenethinylen (PPE) geprift, die ebenfalls bei 337 nm absorbieren.
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I11.5. Bedeutung der Probenvorbereitung bel der MALDI -

M assenspektrometrie

Aus den zwei letzten Kapiteln des Hauptteils geht die Bedeutung der Probenvorbereitung bei
der MALDI-Methode deutlich hervor. Der Erfolg des MALDI-Prozesses héangt entscheidend
davon ab, ob ein Analyt intakt in die Gasphase Uberfuhrt werden kann. Desweiteren wurde das
Problem der Quantifizierung bei der Untersuchung des PAH-Gemisches veranschaulicht. Die
Relativintensitdten der unterschiedlichen Produktsignale zeigen eine deutliche Abhéngigkeit
von der Probenvorbereitung. In diesem Kapitel soll anhand weiterer Beispiele die Wirkung
der Probenvorbereitung auf das MALDI-Massenspektrum untersucht werden. Der erste Teil
widmet sich Analyten wie Poly-para-phenylen und Poly-para-phenylenethinylen, die bel der
Wellenlange des Stickstofflasers absorbieren. Diese Substanzen haben fur die MALDI-
Methode eine atypische lonisierungsart, da sie Radikalkationen bilden anstatt wie sonst tblich
ein Kation anzulagern. Aulerdem neigen sie aufgrund ihrer starken UV-Absorption zur
Fragmentierung. Die neue Matrix TCNQ, die fir solche Substanzen pradestiniert scheint, soll
in diesem Zusammenhang hinsichtlich ihrer Eignung zur Vermeidung von ,in-source”-
Fragmentierung untersucht werden. Zum Abschlul® dieses Kapitels wird das Problem der
Quantifizierung einer Polymerverteilung kurz betrachtet. Insbesondere wird anhand einiger
Beispiele der Einfluld der Matrix sowie des Kations auf die Wiedergabe der Polymerverteilung
dargestellt.

[11.5.1 Einfluld der Matrix auf das Fragmentierungsver halten von

konjugierten Polymeren

[11.5.1.1 Problematik der Charakterisierung von konjugierten Polymeren

Konjugierte Polymere besitzen ein ausgedehntes p-System, das sich lber das ganze Molekill
erstreckt. Das einfachste konjugierte Polymer besteht aus einer Polyenkette mit aternierenden
Ein- und Zweifachbindungen. Andere Beispiele schlief3en aromatische Bausteine wie Benzol,
Thiophen, Pyrrol oder ,Hybride* aus olefinischen und aromatischen Einheiten wie Stilben
oder Phenylvinylen ein. Das ausgedehnte p-System ist mit einem starren Ruckgrat kombiniert,
das dem konjugierten Polymer besondere elektronische und optische Eigenschaften verleiht.

Die Starrheit des p-Systems begrenzt andererseits die Loslichkeit der Verbindung. Obwohl
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sich die Materialwissenschaft hauptséchlich auf Feststoffeigenschaften konzentriert, ist eine
ausreichende Lodlichkeit fur die Synthese, die Charakterisierung sowie fir die Verarbeitung
notwendig. Die Loédlichkeit der konjugierten Polymere kann durch die Einfihrung von
Seitenketten (z.B. Alkyl- od. Alkoxysubstituenten) unterstiitzt werden. Allerdings hat diese
Methode einige Nachteile. Die Seitenketten kdnnen die p-Konjugation beeinflussen, indem sie
eine Torsion in der Kette verursachen oder ein enges Stapeln der Molekiile in der Festphase
behindern.

Trotz der lodlichkeitsvermittelnden Seitenketten sind die konjugierten Polymere aufgrund
ihrer Starrheit eine Herausforderung fur die konventionnellen polymeranal ytischen Methoden.
Eine Charakteriserung mittels GPC, der am meisten eingesetzten Methode in der
Polymeranalytik, ist problematisch. Die GPC beruht auf der Trennung von Polymeren nach
ihrem hydrodynamischen Volumen, das in Beziehung zum Molekulargewicht steht. Steife
Stabchen unterscheiden sich aber im hydrodynamischen Volumen drastisch von der
Knauelstruktur, und eine Ubliche, auf Polymerstandards (wie z.B. Polystyrol) basierende
Kalibrierung darf fir die Molekulargewichtsbestimmung nicht mehr angewendet werden.

MALDI wurde bereits fir die Charakterisierung solcher Systeme erfolgreich eingesetzt.”*"

Unabhangig von der Molekulargewichtsbestimmung ist auch die Charakterisierung der
Endruppen von grof3er Bedeutung. Die Endgruppen kénnen in der Tat zu den physikalischen
Eigenschaften enes Oligomers beitragen und missen gegebenenfalls bel  der
Materialuntersuchung berticksichtigt werden. Wie im Kapitel 111.2.2.2.2 bereits erwahnt,
verhaten sich allerdings die konjugierten Polymere bel der MALDI-Anayse eigenartig. Statt
Adduktionen (mit Protonen oder zugesetzten Metal-Kationen) zu bilden, werden sie als
Radikalkationen ionisiert. Dies ist auf ihre Absorption des Laserlichts zurlickzufthren, die
eine Photoionisation auslost. Aufderdem neigen diese absorbierenden Analyten wahrend des
MALDI-Prozesses zur Fragmentierung. Diese Eigenschaft kann fur die MALDI-
Charakterisierung kritisch werden. Es ist oft schwierig, ein , in-source”-Fragment von einem
Nebenprodukt im Massenspektrum zu unterscheiden, auf3erdem kann die Fragmentierung so
intensiv werden, dal’ das intakte Anaytmolekdl nicht mehr nachgewiesen werden kann. Um
die , in-source”-Fragmentierung zu beschrénken bzw. zu vermeiden, soll die Laserleistung
moglichst niedrig bzw. gerade an der lonisationsschwelle des Analyten gehaten werden.
Daher sollte eine Matrix mit einer niedrigen Desorptionsschwelle benutzt werden, die

moglichst noch unter der lonisationsschwelle des Analyten liegt. Diese Voraussetzung ist
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alerdings nicht ausreichend, um die , in-source"-Fragmentierung zu vermeiden. Sollte die
lonisationsschwelle Uber der Fragmentierungsschwelle des Analyten liegen, wird die
Photoionisation eine Fragmentierung unvermeidlich ausl6sen. Sollte aber die lonisation nicht
nur durch Laseranregung stattfinden, sondern durch eine Matrix unterstiitzt werden, konnte
eine Fragmentierung vielleicht noch umgangen werden. Die matrixuntertstiitzte Ionisation
mufte eine niedrigere Schwelle a's die Photoionisation besitzen und kénnte prinzipiell unter
der Fragmentierungsschwelle liegen. Sollte die neue Matrix TCNQ, die eine relativ niedrige
Desorptionsschwelle besitzt (s. Klassifikation der Matrices in Anhang 2), die Bildung der
Radikalkationen tatsachlich unterstiitzen, konnte sie vielleicht die Fragmentierung der
konjugierten Polymeren vermeiden. Diese Moglichkeit wurde an Poly-para-phenylen- und

Poly-par a-phenylenethinylen-Proben getestet.

[11.5.1.2 Charakteriserung mit MALDI: Einflul3 der Matrix auf das

Fragmentierungsver halten

[11.5.1.2.1 Untersuchung enes Poly-para-phenylens

Das untersuchte Poly-para-phenylen wurde von Marcus Remmers im Rahmen seiner
Doktorarbeit synthetisiert.* Die Polykondensation basierte auf einer Palladium-katalysierten
Suzuki-Reaktion.*

0O THF/H,0
o) 0 NaHCO3
<: :B B: :> + 2 Br Br e
(0] O
o o Pd(PPh3)4
64 65

Abbildung 88: Synthese des untersuchten PPP’ s 66

Die geschiitzte 1,4-Phenylendiboronsiure 64 wurde mit einem zweifachen Uberschul an 1,4
Dibrombenzol 65 umgesetzt und fuhrte zum Poly-para-phenylen 66 (s. Abbildung 88). Durch

den UberschuR an Dibrom-Monomer 65 wurden nahezu ausschliefflich nur Oligomere
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(Polymerisationsgrad bis 17-19) erhalten, die eine ungerade Zahl von Phenyleneinheiten und
Bromendgruppen an beiden Kettenenden besitzen.” Aufgrund des relativ hohen
Molekulargewichts der Wiederholungseinheiten (298 g/mol) konnten die Oligomere mit Hilfe
der préparativen Chromatographie abgetrennt werden. Diese Trennung wird oft bel der
Untersuchung konjugierter Polymere durchgefiihrt.™ Die monodispersen Oligomere kénnen
so systematisch mit steigender Kettenlange auf ihre elektronischen und optischen
Eigenschaften hin untersucht werden. Die so gewonnenen Resultate konnen dazu benutzt
werden, um Eigenschaften des Polymers zu verstehen und vorherzusagen. Die monodispersen
Oligomere dienen auch zum Studium ihrer Massenspektren, ohne den stérenden Einflufd von
Fragmenten anderer Kettenlangen. Somit wird also die Zuordnung der auftretenden Fragmente

eindeutig.

Zunédchst soll die im MALDI-Massenspektrum auftretende Fragmentierung des Oligo-para-

phenylens 66 néher untersucht werden. Zur Demonstration wurde das Heptamer verwendet.
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Abbildung 89: MALDI-Massenspektrum des Heptamers von PPP 66 im
Reflektormodus mit Dithranol als Matrix
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Abbildung 89 zeigt das im Reflektormodus mit Dithranol als Matrix aufgenommene MALDI-
Massenspektrum. Neben dem Mutterionenpeak werden Fragmentionen unterschiedlicher Art
detektiert: ,in-source’- und , post-source”-Fragmentionen. Die , in-source"-Fragmentionen
entstehen in der Quelle des Massenspektrometers und werden wie intakte lonen vom
anliegenden elektrischen Feld beschleunigt. Sie sind daher schwer von potentiellen
Gemischbestandteilen einer Probe zu unterscheiden. Meistens werden ,in-source”-
Fragmentionen durch ihrer Signalintensitét erkannt, da beim Erhthen der Laserleistung die
relative Signalintensitét eines , in-source”-Fragmentions im Vergleich zu der Signalintensitéat
seines Multterions zunimmt. Bei der Messung von Oligo-para-phenylen 66 (s. Abbildung 89)
entstehen die ,in-source‘-Fragmentionen durch Verlust einer Bromendgruppe, ener
Pentylseitenkette oder beider. Auffallend ist, dald diese ,in-source"-Fragmentionen nicht
genau bel der zu erwartenden Massen detektiert werden. Die durch den Verlust einer
Bromendgruppe oder einer Pentylseitenkette gebildeten Fragmentionen werden bei einer
Masseneinheit mehr als der theoretischen Masse detektiert. Bel dem Verlust von sowohl einer
Bromendgruppe as auch einer Pentylseitenkette wird das Fragmention bel zwel
Masseneinheiten hoher als der theoretischen Masse detektiert. Offensichtlich findet bei den
»in-source’-Fragmentionen einer schnellen Hydrierung der Bruchstelle vor der lonisation
statt. Bei etwas hoheren Massen as der durch den Verlust einer Pentylseitenkette
entstandenen ,,in-source”-Fragmentions wird ein , post-source”-Fragmention detektiert, das
ebenfals durch den Verlust einer Pentylseitenkette gebildet wird. Ein , post-source’-
Fragmention erreicht den Reflektordetektor erst nach seinem Homologen, das in der Quelle

schon entstanden ist. Dies wird in Abbildung 90 veranschaulicht.
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a) Mutterion und ,in-source“-Fragmention (ISD)

Reflektor-
Detektor
[l]“ _______ ® Reflektor
___________________ i
i I . __________ ‘_______________________________..__:)
M m i
VISD>VMutter
Ekin_ISD:Ekin_Mut’[er -
Vacc ( ) Vref
HT_/ Driftstrecke
Quelle

___________________ 111
| e
m I
Vpesp™Vmutter
Ekin_PSD< Ekin_Mutter -
Vacc Vref

Abbildung 90: Flugzeiten von a) Mutterion M und ,, in-source” - Fragmention,
und b) ,, post-source” -Fragmention
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Das ,in-source*-Fragmention hat eine kleinere Masse und folglich eine hohere
Geschwindigkeit als dessen Mutterion (s. Abbildung 90a). Das ,, post-source® -Fragmention
wird aber erst nach der Beschleunigungsphase gebildet und besitzt in der Driftstrecke die
gleiche Geschwindigkeit wie das Mutterion (s. Abbildung 90b). Es hat also eine gewisse
Verspétung in Vergleich zu seinem Homologen, das bereits in der Quelle gebildet wurde. Im
Reflektor dringt das ,, post-source” -Fragmention aufgrund seiner kleineren kinetischen Energie
nicht so tief ein wie das Mutterion bzw. wie das ,,in-source”-Fragmention. Dementsprechend
wird seine Flugzeit verkirzt, und das ,post-source’-Fragmention kommt am
Reflektordetektor vor dem Mutterion und kurz nach dem ,,in-source”-Fragmention an. Um die
unterschiedlichen Flugzeiten der , in-source”- und ,, post-source” -Fragmentionen noch einmal
zu verdeutlichen, kann die MefRanordnung des Massenspektrometers variiert werden (s.
Abbildung 91). Im Linearmodus (s. Abbildung 91b) sind nur die , in-source®-Fragmentionen
zu beobachten, da das ,, post-source”-Fragmention zum gleichen Zeitpunkt wie das Mutterion
den Lineardetektor erreicht. Wird nun das Mutterion mit dem elektrischen Gate selektiert —
d.h. ,in-source*-Fragmentionen werden vor dem Reflektor ausgeblendet-, kommen nur die
»post-source” -Fragmentionen am Reflektordetektor an (s. Abbildung 91c). Nach Kalibrierung
dieser , post-source”-Fragmentionen rickt dann das Fragment zu seinem richtigen
Molekulargewicht (s. Abbildung 91d). Dieses PSD-Fragmention ist im Gegensatz zu seinem
»in-source”-Homologen nicht hydriert worden. Dies ist enleuchtend, da eine
Wasserstofflibertragung in der Quelle mit sehr grof3er Wahrscheinlichkeit stattfinden kann,

wahrend sie im Flug aufgrund der selteneren Zusammenst6lde kaum maoglich ist.
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Abbildung 91: MALDI-Massenspekiren des Heptamers von PPP 66 mit Dithranol
als Matrix: Anderung der MefRanordnung. a) Reflektormodus, b) Linearmodus, c)
nach Selektion des Quasimolekularions und dessen PSD-Fragmente, ohne PSD-
Kalibrierung, d) nach Selektion des Quasimolekularions und dessen PSD-
Fragmenten, mit PSD-Kalibrierung
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An dieser Stelle sei angemerkt, dal3 beim PSD ausschliefdlich Pentylseitenketten und keine
Bromendgruppe abgespalten werden. Dies liegt wahrscheinlich an der unterschiedlichen Art
der Anregungsmechanismen sowie am Zeitpunkt der Fragmentierungen. Das
lonisierungspotential von PPP liegt ungefahr bei 6 eV.'>* Seine Photoionisation mit einem No-
Laser (337nm d.h. 3,68 eV) erfordert also die Absorption mehr als eines Photons: Dies wird
as ,multi-photon ionization* (MPI) bezeichnet. Die Bromendgruppen des PPP's 66 haben
vermutlich einen erheblichen Einflu auf dessen Photoionisation. ES ist bekannt, daf3
halogenierte Aromaten schneller strahlungslosen Ubergdngen (meistens durch ,internal
conversion*) unterliegen,™ die die MPI beeintrachtigen. Durch strahlungslosen Ubergéngen
wird Energie aus dem angeregten elektronischen Zustand (S;) schnell entweichen, bevor ein
zweites Photon die lonisation induzieren kann. Molekile, die mehr as zwei Photonen
absorbieren, ohne dabel zu ionisieren, neigen dann zur schnellen Fragmentierung, da die
eingebrachte Anregungsenergie deutlich die Bindungsenergien iberschreitet.*>* Die gebildeten
Fragmente werden dann gegebenenfalls ionisiert. In diesem Fall kdnnte vor der lonisation des
Fragmentes noch die beobachtete Wasserstoffabséttigung (s. 0.) stattfinden. Dieser Prozef3

kann, wie folgt, zusammengefaldt werden:
(1)  Fragmentierung des neutralen Analyten:
M ® my + my (M = Anayt; m;, mp = Fragmente)
(2 Hydrierung des Fragments:
my o+ H ® mi-H
3 Multiphotonenionisation des hydrierten Fragments:
m-H ® [me-H] " + e

Dabel konnte im Falle von PPP 66 das abgespaltete Fragment m, eine Bromendgruppe oder
eine Alkylseitenkette darstellen. Im Gegensatz zu dieser ,in-source”-Fragmentierung, die in
der Quelle des Massenspektrometers stattfindet, tritt , post-source decay“ erst nach der
Beschleunigungszone ein. lhre Aktivierungsenergie stammt aus Zusammensttf3en beim
Desorptionsprozefd und bei der anschliefenden Beschleunigung. Das PSD  kann

folgenderwel se beschrieben werden:
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Ein bemerkenswerter Unterschied zwischen der ,in-source”-Fragmentierung (wie sie hier
interpretiert wird) und dem PSD ist, dald die in der Quelle entstandenen Fragmente aus
neutralen Molekilen gebildet werden, wéahrend die PSD-Fragmente aus Molekularionen
stammen. Dies konnte eine Erklarung sein, warum beim PSD keine Bromendgruppe
abgespalten wird. Die Halogensubstituenten koénnen sich als Elektronendonatoren
verhalten,™ indem sie ihre einsamen Elektronenpaare dem aromatischen Ring zur Verfiigung
stellen und somit zur Stabilisierung des Radikalkations beitragen. Ihre Abspaltung ist daher
ungunstig.

Um auf die Charakterisierung vom PPP zurtickzukommen, verkompliziert eine ,, post-source” -
Fragmentierung zwar das Massenspektrum, kann aber ausgeklammert werden. Zum enen
kann die Natur des Fragments sowie das entsprechende Mutterion bestimmt werden, indem
das vermutliche Mutterion mit dem elektrischen Gate selektiert wird (wie in Abbildung 91c
und d). Zum anderen kann das PSD-Fragmention durch eine Messung im Linearmodus
»ignoriert werden (s. Abbildung 91b). Die nicht beeinfluf3bare Fragmentierung findet in der
Quelle statt. Abbildung 92 zeigt die Wirkung der Laserleistung auf die Fragmentierung und
belegt, warum mit einer mdglichst niedrigen Laserleistung gearbeitet werden soll, damit die
Fragmentierung nur eingeschrankt stattfindet. Im Falle von Dithranol as Matrix fur diesen
Analyten kann aber die Fragmentierung nicht génzlich vermieden werden. Es soll nun getestet
werden, ob eine Anderung der Matrix die Fragmentierung verhindern kann. Sollte TCNQ die
angenommene Eigenschaft tats&chlich besitzen, die Bildung von Radikalkationen zu

unterstiitzen, wére eine Verbesserung der Messung zu erwarten.
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Abbildung 92: Wirkung der Laserleistung auf das MALDI-Massenspekirum des
Heptamers von PPP 66 mit Dithranol als Matrix. a) Laserleistung bel der
Desor ptionsschwelle, b) etwas hohere Laserleistung, ¢) noch héhere Laserleistung
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Abbildung 93a zeigt das mit TCNQ im Reflektor aufgenommene MALDI-Massenspektrum
des Heptamers 66. Neben dem Mutterionsignal wird nur das PSD-Fragment detektiert. Die
»in-source” -Fragmentierung konnte aber vermieden werden. Sie tritt nur durch Erhéhung der
Laserleistung auf (s. Abbildung 93b), alerdings nur schwach gegeniiber dem PSD. Um diesen
positiven Trend der Resultate zu belegen, wird ein Vergleichspektrum mit all-trans-
Retinoesdure als Matrix aufgenommen. Es soll belegen, ob die Desorptionsschwelle der

Matrix einen ausschlaggebenden Parameter darstellt.
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Abbildung 93: Reflektor-MALDI-Massenspektrum des Heptamers von PPP 66 mit
TCNQ als Matrix und Anderung mit steigender Laserleistung. a) Laserleistung bei
der Desorptionsschwelle, b) hdhere Laserleistung
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Mit all-trans-Retinoeséaure als Matrix kann eine deutlich niedrigere Laserleistung als mit alen
anderen Matrices verwendet werden (s. Klassifikation der Matrices nach Desorptionsschwelle
in Anhang 2). Dennoch konnte die ,,in-source”-Fragmentierung nicht vermieden werden (s.
Abbildung 94a). Dies zeigt, dal’ eine niedrige Desorptionsschwelle der Matrix nicht ausreicht,
und unterstiizt die Vermutung, dal3 die Matrix zusétzlich die lonisation unterstiitzen muf3, wie
es bei TCNQ offenbar der Fall ist. Dabel wird die lonisationsschwelle soweit herabgesetzt,
daid sie unter der Fragmentierungsschwelle liegt. Der Anayt kann dann ,, schonend” ionisiert

werden, ohne dabei zu fragmentieren.
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Abbildung 94. Reflektor-MALDI-Massenspektrum des Heptamers von PPP 66 mit
all-trans-Retinoesiure als Matrix und Anderung mit steigender Laserleistung. a)
Laserleistung bei der Desor ptionsschwelle, b) hthere Laserleistung
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Im Rahmen dieser Untersuchung war die unerwartete Beginstigung des PSD durch
Verwendung von TCNQ als Matrix zu erkennen. Der Vergleich zwischen den mit den

unterschiedlichen Matrices aufgenommenen PSD-M assenspektren zeigt es noch deutlicher (s.

Abbildung 95).
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Abbildung 95: Einflul? der Matrix auf das PSD-Massenspektrum des Nonamers
von PPP 66. a) TCNQ, b) all-trans-Retinoesaure, ¢) Dithranol als Matrix
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Die Messung eines PSD-Massenspektrums ist mit Dithranol erschwert (s. Abbildung 95¢), da
der Analyt bereits in der Quelle stark fragmentiert. Dagegen bleibt das Mutterion mit TCNQ
von der Laseranregung verschont (s. hohe Intensitét des Mutterions in Abbildung 95a),
unterliegt jedoch einem intensiven PSD, der sich im Verlust der Seitenkette zeigt. Im Falle
vom Anayt PPP 66 ist die aus dem PSD-Fragmentierungsmuster gewonnene
Strukturinformation sicherlich gering, jedoch ist das Ergebnis prinzipiell bedeutsam. Es ist
wichtig zu wissen, dal3 durch Anderung der Matrix ein PSD-Massenspektrum ,,empfindlicher*
Analyten aufgenommen werden kann und daraus gegebenenfalls  wichtige
Strukturinformationen  extrahiert werden konnen, die mit anderen Matrices quasi

unzuganglich sind.

Die Beginstigung des PSD’ s durch die Anwendung von TCNQ als Matrix wurde im Rahmen
dieser Arbeit auch mit anderen Analyten festgestellt. Abbildung 96a zeigt das mit TCNQ
aufgenommene MALDI-Massenspektrum vom Oligophenylen 56, das bereits im Kapitel
[11.4.2 betrachtet wurde. Dieser Analyt wird auch durch Bildung von Radikalkationen
ionisiert. Die , post-source”-Fragmentierung ist mit TCNQ unvermeidlich, wéahrend sie bei
einer Messung mit Dithranol nicht auftritt (s. Abbildung 96b). Bel diesem Spektrenvergleich
mul3 besonders auf den Intensitétsunterschied zwischen den Quasimolekularionensignalen
hingewiesen werden. Das mit TCNQ erzeugte intensive Analytsignal ist ein weiterer Hinweis
darauf, daf? diese Matrix die Bildung von Radikalkationen fordert.
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Abbildung 96: Einfluld der Matrix auf das MALDI-Massenspektrum des
Oligophenylens 56. a) TCNQ, b) Dithranol als Matrix
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Die Aufklarung des PSD-Massenspektrums (s. Abbildung 97) im Fall des Oligophenylens 56
ist leider schwierig. Dem Verlust einer Phenyleinheit, einer bzw. zweier CgoHy;-, Arme*
konnen Signale zugeordnet werden, jedoch ist die Interpretation vieler anderer Signale
problematisch. Innerhalb der Signalverteilungen bel myz 2000 bzw. 2400 betrégt der Abstand
zwischen zwei aufeinander folgenden Peaks 12-14 g/mol. Dies spricht fir die Abspaltung von

einzelnen C-Atomen bzw. CH,-Einheiten.
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Abbildung 97: PSD-Massenspektrum des Oligophenylens 56 mit TCNQ als Matrix
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[11.5.1.2.2 Untersuchung eines Poly-para-phenylenethinylens

Hexyl
O

o L O = (h1-

Hexyl
| Hexy Ja

23

Als anderes konjugiertes Polymer wurde das bereits im Kapitel 111.2.2 erwahnte Poly-para-
phenylenethinylen 23 untersucht. Es handelt sich dabei um einen Vorlaufer des PPE-Blocks
24, der fur die Synthese des PPE-b-PEO-Copolymers eingesetzt wurde. Die von Viola
Francke durchgefuihrte Synthese wurde bereits im Kapitel 111.2.2 beschrieben (s. S. 67). Das
PPE 23 ist mit einem lodatom und einer para-Ethoxycarbonyl-phenyl-Gruppe terminiert. Bel
dieser Probe wurde im Gegensatz zum untersuchten PPP 66 keine Abtrennung der Oligomere
durchgefthrt. Die Probe ist aso polydispers und enthdt Oligomere mit enem
Polymerisationsgrad bis zu neun.®” Abbildung 98a zeigt das mit Dithranol aufgenommene
MALDI-Massenspektrum. Die Hauptverteilung, die der erwarteten Struktur entspricht, wird
durch eine zusédtzliche Signaverteilung Uberlagert, die mit dem Symbol ,Xx“ im
Massenspektrum gekennzeichnet ist. lThre Zuordnung ist in Abbildung 98b gekléart. Bei der
»in-source‘-Fragmentierung  wird die lodendgruppe abgespalten, woraus zwel
Fragmentionentypen resultieren. Zum einen wird das Fragment mit Wasserstoff gesdttigt. Das
resultierende [M-I+H]-Fragmention wird detektiert. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem fir
PPP 66 beobachteten Prozefd (s. 111.5.1.2.1, S. 176). Zum anderen verliert das Fragment
zusétzlich zum lodatom ein weiteres Wasserstoffatom, so dal3 das [M-I-H]-Fragmention
ebenfals entsteht. Die in Abbildung 99 vorgeschlagene Struktur, die einen Ringschluld
beinhaltet, konnte die Bildung dieses [M-I-H]-Fragmentions erkléren. Die Charakterisierung
dieser zwel Fragmentionen [M-l1+H] und [M-I-H] wird durch die hohe Auflésung des
M assenspektrometers ermdglicht. Die Isotope kdnnen getrennt voneinander detektiert werden

wodurch die partielle Uberlappung der |sotopenverteilungen beider Spezies aufgedeckt wird.
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Abbildung 98: a) MALDI-Massenspektrum von PPE 23 mit Dithranol als Matrix
und b) Ausschnitt
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Abbildung 99: Vorgeschlagene Struktur fur das [ M-I-H] -Fragment

Bel der Probe PPE 23 wird kein ,, post-source” -Fragment detektiert, solange die Laserleistung
an der Desorptionsschwelle liegt. Wird nun die Laserleistung absichtlich erhoht, um ein PSD-
Massenspektrum aufzunehmen (s. Abbildung 100), wird das gleiche Ergebnis wie im Falle
des PPPs 23 erhalten. Es wird nur der Verlust der Seitenkette und keine Abspaltung des
lodatoms bei PSD beobachtet. Dies unterstreicht wieder den Unterschied im
Fragmentierungsmechanismus zwischen ,,ISD* (In-source decay) von ungeladenen Molektilen

und PSD von geladenen Molekilen, der in Kapitel 111.5.1.2.1 bereits interpretiert wurde.
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Abbildung 100: PSD-Massenspektrum des Tetramers von PPE 23
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Die Messung von PPE 23 wird nun im Hinsicht auf die ,in-Source”-Fragmentierung mit
TCNQ wiederholt. Das entsprechende MALDI-Massenspektrum ist in Abbildung 101
dargestellt. Die ,,in-source” -Abspaltung der odendgruppe wird nahezu vollsténdig vermieden.

Nur wenig intensive Fragmentsignal e kénnen noch erkannt werden.
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Abbildung 101: MALDI-Massenspektrum von PPE 23 mit TCNQ als Matrix

Eine Messung mit all-trans-Retinoesdure wurde ebenso durchgefiihrt. Das Massenspektrum (s.
Abbildung 102) zeigt ebenfalls einen starken Riickgang der lodabspaltung. Dagegen wird eine
weitere, mit dem Symbol ,+* gekennzeichnete Peakverteilung detektiert. Dieser Verteilung
kann jedoch keiner einfachen Fragmentierung des Analyten zugeordnet werden. Die
Interpretation mufd zunéchst zurtickgestellt werden, wird aber zu einem spateren Zeitpunkt

noch diskutiert.
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Abbildung 102: MALDI-Massenspektrum von PPE 23 mit all-trans-Retinoesiure
als Matrix

In den mit variierten Matrices aufgenommenen Massenspektren von PPE 23 ist der
Unterschied in der gemessenen Molekulargewichtsverteilung auffallend. In Abbildung 103
sind noch einmal die Massenspektren gegentibergestellt. Die niedermolekularen Oligomere
(n=3, 4) werden mit TCNQ sehr intensiv wiedergegeben (s. Abbildung 103a), wéhrend sie mit
Retinoesdure kaum zu detektieren sind (s. Abbildung 103c). Dafir kbnnen mit Retinoesaure
»hochmolekulare” Oligomere (n=8, 9, 10) detektiert werden, die im Massenspektrum mit
TCNQ fast nicht sichtbar sind. Das Massenspektrum mit Dithranol (s. Abbildung 103b) liefert
eine Intensitétsverteilung, die zwischen den mit TCNQ und Retinoesdure erhaltenen
Verteilungen liegt, wenn die Signaintensitdt der Fragmentionen zu den betreffenden
Mutterionen aufaddiert wird (s. punktierte Linie in Abbildung 103b). Dieses
Quantifizierungsproblem bei der Charakterisierung von synthetischen Polymeren wird im

nachsten Absatz anhand anderer Proben ndher untersucht.
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Abbildung 103: Einflul? der Matrix auf die Massenverteilung von PPE 23: a)
TCNQ, b) Dithranal, c) all-trans-Retinoesaure
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11.5.2 Einfluld der Matrix auf die Polymerverteilung

Bei den urspringlichen Anwendungen der MALDI-Massenspektrometrie zur Analyse
synthetischer Polymere bestand die Hoffnung, neben der Bestimmung der absoluten Massen
einzelner Polymerketten auch die Massenverteilung direkt zu ermitteln. Fir sehr enge
Verteilungen (M,/M,=1,01-1,05) stimmen die durch MALDI bestimmten Mol ekulargewichts-
mittelwerte mit denen der konventionellen Charakterisierungsmethode gut tiberein.’® Bei
breiteren Verteilungen ergibt MALDI allerdings zu kleine Molekulargewichtsmittelwerte.
Bei einer Polydispersitét von 1,1 kann die Abweichung der M,,-Werte zwischen MALDI und
GPC schon bis zu 20% erreichen. Im Massenspektrum sind die hohen Molekulargewichte der
Verteilung eindeutig unterbewertet. Es gibt daftr zahlreiche Grinde. Zum einem sind sie
instrumenteller Natur. Die Detektorempfindlichkeit ist z.B. ein kritischer Punkt. Die
Detektoren sind bel der Massenspektrometrie Haufigkeitsdetektoren, wahrend die GPC
Massendetektoren (basierend auf UV-Absorption, Refraktionsindex oder Lichtstreuung)
einsetzt. Dies fuhrt zu unterschiedlichen Detektorempfindlichkeiten. Sehr geringe Mengen
hochmolekularer Polymeren werden mit der GPC noch detektiert, wahrend diese Signale
hoher Massen bel der Massenspektrometrie leicht im Rauschen verloren gehen. Die
Detektorséttigung ist ferner ein einschrdnkender Parameter fur die Quantifizierung der
Polymerverteilung mit Massenspektrometrie.™®® Abgesehen von den Detektionsproblemen
mussen dartber hinaus die in der Quelle des Massenspektrometers gebildeten Polymerionen
ein Spiegelbild der Polymerverteilung sein, die in der Probe vorliegt. Dies bedeutet, dal’ die
Desorptions- sowie die lonisierungswahrscheinlichkeit fir alle Kettenlangen identisch sein
sollte. Dies ist aber von mehreren Parametern abhéngig. Die Laserleistung spielt dabel eine
Rolle. Fur eine effiziente Desorption brauchen hochmolekulare Polymere eine hdhere
Laserleistung as niedermolekulare und ein Kompromif3, bei dem alle Polymeranteile mit
gleicher Effektivitat desorbiert werden, &Rt sich nicht finden.™ Einen weitereren Parameter
stellt die Probenvorbereitung dar. Matrices sowie Kationisierungsagentien wirken sich auf die
Form der Polymerverteilung aus.***'* Der EinfluR der Matrix wurde anhand der Messung
von PPE 23 im vorherigen Absatz bereits veranschaulicht. In diesem Teil sollen noch weitere
Beispiel behandelt werden. Dafir wurden zwei Polymere ausgewdahlt, wovon das eine als
Radikalkation ionisiert wird, das andere jedoch Adduktionen bildet.
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[11.5.2.1 Radikalkationenbildung als | onisier ungsmechanismus

SN — /N

20

Die Struktur des PPE's 20 unterscheidet sich von PPE 23 nur in den Endgruppen. Es ist mit
einer Phenylethinyl- und einer 4-Carboxyphenyl-Gruppe terminiert. Uber die Synthese wurde
ebenfalls im Kapitel 111.2.2 berichtet. Abbildung 104 zeigt den Vergleich zwischen den
Massenspektren, die mit unterschiedlichen Matrices aufgenommen wurden. Die gemessenen
Intensitatsverteilungen folgen der gleichen Tendenz wie im Falle von PPE 23. Mit TCNQ
werden die kirzeren Oligomeren bevorzugt, wahrend Retinoeséure die langeren tberbetont.
Dieser Unterschied in den relativen Peakintensitéten der Oligomere je nach verwendeter
Matrix konnte durch verschiedene Desorptions- oder |onisationswahrscheinlichkeiten
verursacht werden. Um die Rolle der Desorptionswahrscheinlichkeit zu prifen, wird ein
anderes Polymer untersucht, das nicht als Radikalkation, sondern als Adduktion ionisiert wird.
Dafir wurde das PEO-b-PPE-Block-Copolymer 21 ausgewdahlt, das aus dem PPE 20 gebildet
worden ist (s. Synthese in Kapitel 111.2.2).
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Abbildung 104: Einfluld der Matrix auf die Massenverteilung des PPEs 20: a)
TCNQ, b) Dithranal, c) all-trans-Retinoesaure
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Bevor das Quantifizierungsproblem weiterhin untersucht wird, sollen noch zwei Einzelheiten
der Abbildung 104 kurz klargestellt werden. Im mit TCNQ gemessenen Massenspektrum (s.
Abbildung 104a) stammen die kleinen Signale vor den Hauptpeaks nicht aus einer ,in-
source”-Fragmentierung, sondern entsprechen ,, post-source’-Fragmentionen, die bel der
Messung mit TCNQ leicht entstehen. Dabei werden Seitenketten abgespalten. Der zweite
Punkt betrifft das mit Retinoesure aufgenommene Massenspektrum (s. Abbildung 104c).
Zusétzlich zur erwarteten Verteilung werden Nebensignale detektiert. Eine analoge Verteilung
wurde bereits bel der Messung von PPE 23 mit Retinoesdure bemerkt (s. Abbildung 102 oder
Abbildung 103c). Sie wurde mit dem Symbol ,+* gekennzeichnet, konnte aber nicht
zugeordnet werden. Sollten diese Nebensignale durch Fragmentierung verursacht werden,
kann mit Sicherheit die Abspaltung von Endgruppen ausgeschlossen werden, da deren
Abstand zu PPE-Signalen bei Anderung der Endgruppen (von PPE 23 zu PPE 20) gleich
bleibt. Diesen Nebensignalen kann keine einfache Fragmentierung der Hauptkette oder der
Seitenkette zugeordnet werden. Eine andere Interpretation konnte alerdings diese
Nebensignale erklaren, die nur bei Anwendung der Retinoesdure im Massenspektrum
auftreten. Die absoluten Massen der Addukte von Retinoesaure mit den PPE-Oligomeren
passen genau auf die detektierten Masse-zu-Ladungsverhdtnisse dieser Nebensignale.
Adduktionen des Anayten mit der Matrix werden bel MALDI selten beobachtet, jedoch &Mt
die durch eine Polyenkette charakterisierte Struktur von Retinoesaure (s. Abbildung 105) die
Bildung eines Addukts mit PPE plausibel erscheinen.

CHs CHs CHs
S s e N COOH
CHs
CHs

Abbildung 105: Struktur von all-trans-Retinoesiure
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[11.5.2.2 Adduktionenbildung als | onisier ungsmechanismus
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Das PEO-b-PPE-Diblock-Copolymer 21 kann mit Alkalimetallkationen (Li*, Na', K%)
ionisiert werden. Abbildung 106 zeigt den Vergleich zwischen den mit unterschiedlichen
Matrices aufgenommenen  Massenspektren.  Als  Kationisierungsreagenz  wurde
Kaliumtrifluoracetat zugesetzt. Hinsichtlich der Darstellung der Polymerverteilung wird
wieder die gleiche Tendenz, wie zuvor beschrieben, beobachtet. Mit TCNQ werden
niedermolekulare Oligomere Uberbetont. Die Verteilung mit einer PPE-Blocklange von n=3
ist deutlich zu sehen, wahrend sie mit Dithranol oder Retinoesdure kaum detektiert wird. Die
hochmolekularen Oligomere werden dagegen mit Retinoesdure und noch starker mit Dithranol
bevorzugt. Die Verteilungen mit einer PPE-Blocklange von n=5 bzw. 6 treten im
Massenspektrum mit Dithranol und Retinoesaure deutlich hervor, wéhrend sie mit TCNQ
kaum erkennbar sind. Dieser Darstellungsunterschied der Polymerverteilung je nach
verwendeter Matrix tritt also bei verschiedenartigen lonisierungsmoden auf und scheint daher
eher mit der Desorptionswahrscheinlichkeit als mit der lonisierungswahrscheinlichkeit in

Beziehung zu stehen.
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Abbildung 106: Einflul3 der Matrix auf die Massenverteilung des PEO-b-PPE-
Copolymers 21: a) TCNQ, b) Dithranoal, c) all-trans-Retinoeséure
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Die hier beobachtete Charakteristik von Retinoesdure, nach der lange Polymerketten
bevorzugt desorbiert werden, ist auch durch die MALDI-, Rekordmessung* eines Polystyrols
mit einen Molekulargewicht von 1,5 Millionen Daltons bestétigt.’ Dieses bis jetzt
hochstmolekulare mit MALDI detektierte Polymer konnte in der Tat nur mit Retinoesaure
gemessen werden. Warum eine Matrix Polymerketten mit einer bestimmten Lange bevorzugt
desorbiert, ist noch ein Rétsel. Die Wahl der Matrix ist ein weiterer Parameter, der die
Darstellung der Polymerverteilung im Massenspektrum beeinfluf3t und folglich einer direkten

Quantifizierung mit Massenspektrometrie im Wege steht.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde eine weitere, erwdhnenswerte Beobachtung gemacht.
Beim Vergleich zwischen verschiedenen Matrices wurden auch Massenspektren vom PEO-b-
PPE-Diblock-Copolymer 21 ohne K ationzusatz gemessen. Ublicherweise wird das Polymer in
solchen Féllen mit Kationenspuren, die als Spurenverunreinigungen in der Probe vorliegen,
ionisiert. Dies wird auch fir das PEO-b-PPE-Diblock-Copolymer 21 beobachtet, zusétzlich
werden aber im Falle von TCNQ als Matrix auch Radikalkationen des Analyten detektiert (s.
Abbildung 107a). Diese lonisierungsart konnte mit anderen Matrices als TCNQ, wie es z.B.
das Massenspektrum mit Retinoesdure zeigt (s. Abbildung 107b), nicht beobachtet werden.
Diesist ein weiterer Hinweis darauf, dald TCNQ den lonisierungsprozef3 bei der Bildung von
Radikalkationen unterstiitzt.
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Abbildung 107: Einflul der Matrix auf die lonisierungsart des PEO-b-PPE-
Copolymers 21 ohne Kationzusatz. a) TCNQ, b) all-trans-Retinoesaure
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111.5.3 Einflul desKations auf die Polymerverteilung

Die Abhangigkeit der lonisierungswahrscheinlichkeit von der Lange der Polymerkette ist auch
ein wichtiger Parameter bei der Ermittlung der Molekulargewichtsverteilung mit
Massenspektrometrie. Dies wurde bereits bei der Untersuchung von PMMA*1%® oder
PEG,™® die mit verschiedenen Alkaimetallkationen ionisierten wurden, festgestellt. Dabei
konnte mit zunehmender Masse des Kations ene Verschiebung  der
Molekulargewichtsverteilung zu hoheren Massen hin beobachtet werden. Wéhrend die
Auswirkung dieser Kationenabhangigkeit auf die Molekulargewichtsmittelwerte bel engen
Polymerverteilungen sich noch in Grenzen hélt, kann die Diskrepanz bel breiteren
Verteilungen dramatisch sein.*® Dies wird hier an einem weiteren Beispiel veranschaulicht.
Als untersuchtes Polymersystem wurde Polystyrol ausgewahlt. Dieses kann Adduktionen mit
verschiedenen Alkalimetallkationen bilden, so dal3 der Einflul? des Kationisierungsmetallions
auf die Molekulargewichtsverteilung Uberprift werden kann. Allerdings werden diese
Adduktionen im Gegensatz zum silberkationisierten Polystyrol nur in geringer Ausbeute
gebildet. Sobald Spuren von Silber in der Probenvorbereitung vorliegen, wird das Polystyrol
Uberwiegend mit dem Silberkation ionisiert. Bel diesen Messungen mufdten also Silberspuren
absolut ausgeschlossen werden. Um die Abhéngigkeit der Kationisierungswahrscheinlichkeit
as Funktion der Kettenlange deutlich zu illustrieren, wurden die Polystyrolstandards 67 und
68 mit einer aquimolaren Mischung zweier Alkalimetallkationen prépariert. Als Matrix wurde

Dithranol verwendet.

HoC4”l
67 Mp = 2230 g/mol, My=2340, D=1,05

68 Mp =6600 g/mol, My=6758, D=1,02

Abbildung 108 zeigt das MALDI-Massenspektrum des Polystyrols 67, das mit einer

aguimolaren Mischung aus Natrium- und Kaliumtrifluoracetat kationisiert wurde.
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Abbildung 108: MALDI-Massenspektrum von PS 67 nach Salzgemisch-Zusatz
Natrium-/Kaliumtrifluoracetat (1:1  mol.). Einflud der  zugesetzten
Kationisierungsionen auf die Massenverteilung von Polystyrol

Das Signaintensitdtsverhditnis  zwischen zwel  Adduktionen mit  demselben
Polymerisationsgrad verdndert sich mit steigender Masse. Wéhrend bel den niedrigen
Polymersationsgraden die Signalintensitdt des Natriumaddukts deutlich die des
Kaliumaddukts Uberwiegt (s. Spektrumsausschnitt for n=18-20), steigt mit zunehmender
Kettenlange die relative Signdintensitdt des Kaliumaddukts. Bel  hoheren
Polymerisationsgraden kommt schliefdlich das Signal des Kaliumaddukts mit gleicher
Intensitét wie der des Natriumaddukts (s. Spektrumsausschnitt fir n=30-32). Die Auswirkung

auf die Molekulargewichtsverteilung ist in Abbildung 109 veranschaulicht.
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Abbildung 109. Einflufd des Kationisierungsions auf die Massenverteilung von PS
67: Verschiebung des Schwer punktes

Der Schwerpunkt der Massenverteilung bei der Kaliumkationisierung ist im Vergleich zur
Natriumkationisierung zu hoheren Massen verschoben. Um den Einflul? dieser variabeln
Kationisierungswahrscheinlichkeit auf eine breitere Massenvertellung deutlich  zu
demonstrieren, werden nun die Polystyrole 67 und 68 in aquimolaren Mengen gemischt. Diese
Mischung simuliert dann eine breite Polystyrolverteilung. Abbildung 110 zeigt das MALDI-
M assenspektrum des Polystyrolgemisches, das mit einer aquimolaren Mischung aus Lithium-

und Natriumtrifluoracetat ionisiert wurde.
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Abbildung 110: : MALDI-Massenspektrum einer Polystyrolmischung 67/68 (1:1
mol.) nach Salzgemisch-Zusatz Lithium-/Natriumtrifluoracetat (1:1 mol.).
Smulation des Einflusses der zugesetzten Kationisierungsionen auf die
Massenverteilung

Die gleiche Tendenz wie bel der Untersuchung von Polystyrol 67 wird beobachtet. Die
Signalintensitét des Adduktions mit dem kleineren Kation (hier Lithium) ist bei niedrigerem
Polymerisationsgrad (s. Spektrumsausschnitt n=21-23) groler as die des groleren Kations
(hier Natrium). Mit zunehmendem Polymerisationsgrad veréndert sich aber das
Signalintensitdtsverhdltnis. Die relative Signalintensitét des Adduktions mit dem grof3eren
Kation (Natrium) steigt und tbertrifft die des Adduktions mit dem kleineren Kation (Lithium).
Bei hoheren Polymerisationsgraden ist nun das Signal des Natriumaddukts intensiver (s.
Spektrumsausschnitt n=63-65). Im Falle dieser kinstlichen breiten Massenverteilung ist die
Auswirkung auf die zu ermittelnde Molekulargewichtsverteilung betrachtlich. Der erhebliche
Unterschied in der Massenverteilungen der Lithium- und Natriumaddukten ist in Abbildung

111 veranschaulicht.
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Abbildung 111: Einflu des Kationisierungsions (zugesetzt als Salzgemisch
Lithium-/Natriumtrifluoracetat (1:1 mol.)) auf die Massenverteilung der
Polystyrolmischung 67/ 68 (1:1 mol.)

Warum andert sich aber die Kationisierungswahrscheinlichkeit mit der Kettenlange? Warum
werden mit zunehmender Masse des Kations langere Polymerketten effizienter ionisiert? Dies
liegt vermutlich an der relativen Stabilitdt der Adduktionen. Im Falle von PMMA und PEG
kann die Konformation des kationisierten Oligomers in der Gasphase eine Erklérung liefern.
,Molecular modelling“- und Ionenchromatographische-Experimente mit PMMA™® bzw.
PEG*’-Oligomeren weisen darauf hin, dai sich das Oligomer um das Alkalimetallkation
derart knduelt, dal3 moglichst viele Sauerstoffatome mit dem Kation wechselwirken kdnnen.
Das Oligomerenknauel verhdlt sich as ,,mehrzahniger® Ligand, und die Komplexierung des
Alkalimetallkations kann analog zu der mit Kronenethern betrachtet werden.'® Die relative
Stabilitdt des Adduktions hangt von der Grél3e der Kavitét bzw. des Oligomerknauels ab, in
dem das Kation eingebettet ist. Die Kavitdt muf} ausreichend grold sein, um das Kation
einbetten zu konnen, jedoch nicht zu gerdumig, damit das Kation mit mdglichst vielen
Sauerstoffatomen in Wechselwirkung treten kann. Mit zunehmender Masse bzw. Radius des
Alkalimetallkations werden also bevorzugt 1angere Oligomerketten komplexiert. Im Falle von

Polystyrol ist weniger Uber die Konformation des Adduktions bekannt. Ein reiner
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Kohlenwasserstoff wie PS 67 oder 68 verfigt nicht Uber Heteroatome, die das
Alkalimetallkation komplexieren konnen. Als Ligand dient beim Polystyrol der aromatische
Ring. Fur das Silberadduktion wird eine Sandwichstruktur vermutet, wobel das Silberkation
zwischen zwei parallelen Phenylringen liegt. Uber die Konformation der hier betrachteten
Polystyrol/Alkalimetall-Adduktionen in der Gasphase ist keine algemeine Vorstellung
bekannt. Es gibt keinen Hinwels darauf, ob das Kation mit einem, zwei oder mehreren
Phenylringen wechselwirkt. Die beobachtete Tendenz, wonach langere Polymerketten mit
grofderen Kationen effektiver ionisiert werden, konnte aber auch durch einen anderen Aspekt
erklart werden. Die UberschuRenergie des Anlagerungsprozesses von grofien Kationen in der
Gasphase kann bei Polymeren mit grofleren Kettenlangen besser verteilt werden, da beli
langerkettigen Polymeren mehr Freiheitsgrade als bei kurzkettigen vorhanden sind. Der
Anlagerungsprozef3 eines grofReren Kations sollte eine hohere UberschulRenergie in das
Polymermolekil einbringen als ein kleineres Kation. Daher sollte fir dieses grof3ere Kation

eine bessere Stabilisierung in der Gasphase eher mit |angeren Polymerketten erzielt werden.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die MALDI-TOF-Massenspektrometrie —zur
Charakteriserung von Makromolekilen eingesetzt, bei denen die konventionellen
polymeranal ytischen Methoden nur unzureichende Informationen oder gar falsche Ergebnisse
liefern. Dazu wurde eine methodische Entwicklung der MALDI-Massenspektrometrie
durchgefiihrt. Anhand der erzielten Ergebnisse wurden dariiber hinaus neue Erklérungsansatze
formuliert, die zu einem besseren Verstandnis des noch ungeklarten MALDI-Prozesses
beitragen konnen. Die ersten zwei Kapitel der Arbeit wurden der Charakterisierung
herkébmmlicher synthetischer Polymere gewidmet. So konnte auch in Abwesenheit anderer
Charakterisierungsmethoden durch die Entwicklung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
die Struktur der untersuchten Polymere eindeutig bestimmt werden. Das entwickelte
Verfahren wurde zunéchst zur Charakterisierung endgruppenmodifizierter Polyethylenglykole

angewendet.

Polyethylenglykole, die mit starren Substituenten wie Cholesteryl oder Fluorescein
endgruppenmodifiziert sind, koénnen mit konventionellen analytischen Methoden nur
unzureichend charakterisiert werden. Die komplizierten NMR-Spektren liefern lediglich einen
Molekulargewichtsmittelwert, und die GPC ermittelt aufgrund des Kalibrierungsproblems
falsche Molekulargewichtsmittelwerte. Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie konnten
dagegen sowohl die absoluten Massen der Polymerketten as auch die Verschiebung der
Polymerverteilung nach der Endgruppenmodifikation nachgewiesen werden. Die sehr gute
Ubereinstimmung der gemessenen absoluten bzw. gemittelten Molekulargewichte mit den
erwarteten Werten widerlegt unter anderem eindeutig die von Li et al. postulierte Verkiirzung
der Polyethylenglykolketten wahrend der Endgruppenmodifikation. Diese Untersuchung
konnte die ausschlaggebende Rolle von unterschiedlichen Einstellungen instrumenteller
Parameter bei der Messung einer Polymerverteilung verdeutlichen. AulRerdem wurden am
Beispiel der endgruppenmodifizierten Polyethylenglykole bisher nicht erklérbare Signale als
PSD-Phé&nomen erkannt. Die hierflr ausgearbeitete Methode kann zur Charakterisierung
anderer endgruppenmodifizierter Polymere angewendet werden. Endgruppenmodifizierte
Oligomere koénnen auf direktem Wege anhand der gemessenen absoluten Massen
charakterisiert werden. Diese Daten konnen bel hochmolekularen Polymeren nicht erfal3t

werden, die Endgruppenmodifikation kann in diesen Fallen jedoch auch durch die
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charakteristische Erhéhung der Molekulargewichtsmittelwerte nachgewiesen werden. Daflr
sollte das Polymer eine geringe Polydispersitdt (PD < 1,06) besitzen und mit einem
ausreichend ,schweren“  Substituenten  endgruppenmodifiziert sein, damit die
Molekulargewichtsverteilung des Polymers signifikant d.h. aul3erhalb statistischer Mef¥fehler

verschoben wird.

Fir die weitere Untersuchung komplizierter Polymerstrukturen, die mit konventionellen
Charakterisierungsmethoden nicht bestimmt werden konnen, wurde eine signifikante
Steigerung der Leistungsfahigkeit der MALDI-Methode durch Anwendung der
Fragmentionenanalyse erzielt. Die in der Biochemie bereits etablierte Fragmentionenanalyse,
die auf dem PSD-Phanomen beruht, war bisher aufgrund einer Reihe von experimentellen
Problemen kaum fir die Polymeranalytik eingesetzt worden. Unabhangig von einer anderen
Trennungsmethode (wie z.B. GPC) konnen aus einer polydispersen Probe Polymerketten mit
einer definierten Masse im M assenspektrometer isoliert und deren
Fragmentionenmassenspektren aufgenommen werden. Es wurde anhand einer Homopolymer-
und einer Copolymerprobe eindeutig bewiesen, dal? diese Technik einen grof3en Beitrag zur
Polymeranalytik leisten kann. Das komplizierte MALDI-Massenspektrum einer Polycarbonat-
A-Probe, die sieben verschieden terminierte Strukturen enthélt, konnte erst mit der PSD-
Fragmentionenanalyse vollstandig aufgeklat werden. Eine derart komplizierte
Zusammensetzung kann mit keiner der konventionellen polymeranalytischen Methoden so
einfach  entschlisselt werden. Eine genaue Untersuchung des Polycarbonat-
Fragmentierungsverhaltens zeigte den unerwarteten entscheidenden Einflu3 von
Substituenten, die in bestimmten Féllen die Endgruppenbestimmung verhindern kénnen. Das
Kationisierungsagens und die Intensitéé des Mutterions zeigten sich Uberdies as

ausschlagebende Parameter fur die Aufnahme von PSD-M assenspektren.

Die Zusammensetzung eines Copolymers, die im Vergleich zu einem Homopolymer nicht nur
vom Polymerisationsgrad sondern auch von der Comonomerenverteilung abhéngt, fihrt zu
meist komplizierten MALDI-Massenspektren mit sich gegenseitig Uberlappenden
Polymerverteilungen. Im konventionellen MALDI-Massenspektrum des PPE-b-PEO-Diblock-
Copolymers wurde die Interpretation durch zufdllig Uberlappende Signale zusétzlich
erschwert. Mit Hilfe eines PSD-Massenspektrums konnte aber die Lange des PEO- bzw. PPE-
Bldcke und somit die Copolymerzusammensetzung eindeutig nachgewiesen werden. Das neue

Werkzeug der MALDI-Massenspektrometrie konnte wieder eine sehr detaillierte
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Charakteriserung leisten: Aus einer polydispersen Probe konnte die genaue
Zusammensetzung einzelner Copolymerketten bestimmt werden. Noch kompliziertere
Polymerstrukturen wie z.B. der von sternartigen Polymeren sollten mit der erweiterten
MALDI-Methode ebenfalls nachweisbar sein. Eine erfolgreiche Bestimmung der
Polymerstruktur ist jedoch durch die Natur des Polymers bedingt. Brauchbare
Strukturinformationen koénnen nur gewonnen werden, wenn die Sollbruchstellen auf
»Strategische” Bindungen konzentiert sind. Diese Voraussetzung wurde fur das Polycarbonat-
A und das PPE-b-PEO-Diblock-Copolymer erflillt, dagegen wiesen die PEO- und PPE-
Homopolymere kompliziertere Fragmentierungsverhalten auf, wodurch die Endgruppen nicht
eindeutig aus Fragmentionen identifiziert werden konnten. Mit der angewendeten Technik, bel
der die Aktivierungsenergie lediglich durch eine Anderung der Laserleistung geregelt wird,
lal%t sich der Fragmentierungsmechanismus kaum beeinflu3en. Eine Fragmentierung, die
durch Zusammenst6f3e mit einem nach der Beschleunigungszone eingelassenen Gas gesteuert
wird, worauf das , Collison-Induced Dissociation*(CID)-Prinzip beruht, konnte sich in
einigen Fallen vom PSD-Fragmentierungsmechanismus unterscheiden. Somit konnten
eventuell zusétzliche Strukturinformationen gewonnen werden. Eine weitere Verbesserung
der Fragmentionenanalyse im Bereich der Polymeranaytik konnte in einem Wechsel des
Analysatortyps bestehen. Anstatt eines Time-of-Flight-Analysators konnte ein Sektorfeldgerét
eingesetzt werden. Zum einen wird dadurch eine bessere Aufldsung erzielt, die eine feinere
Selektion (bis zu einzelnen Isotopen) der zu untersuchenden Polymerketten im
Massenspektrometer ermdglicht. Zum anderen kann mit einem Sektorfeldgerét die Stol3-

induzierte Aktivierungsenergie besser gesteuert werden.

Neben der Entwicklung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie zur Strukturbestimmung
synthetischer Polymere wurde die Einsatzmdglichkeit der Methode zum Nachweis von neuen
Substanzklassen gepruft, die mit konventionellen Methoden der Polymeranalytik nahezu
uncharakterisierbar waren. Die Familie der geladenen metallo-supramolekularen Strukturen
wurden zuerst untersucht. Aufgrund der schwachen Bindungskréfte sowie ihres Salzcharakters
kénnen diese Verbindungen mit konventionellen Analysenmethoden der Polymeranalytik
nicht nachgewiesen werden. Nur die zeitaufwendige analytische Ultrazentrifugation lieferte
bisher sinnvolle Ergebnisse. Mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurden die [2x2]-
gitterartigen metallo-supramolekularen Strukturen von Dr. U. Schubert (TU Minchen) sowie
ein makrozyklisches Quadrat von Prof. P. Stang (Universtiy of Utah, Salt Lake City)

erfolgreich charakterisiert. Ein  bemerkenswertes Ergebnis stellte der eigenartige
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lonisierungsmechanismus dieser Verbindungen dar, der auf den Verlust von Gegenionen
basiert. Erstaunlicherweise wéchst die Ladungszahl der Moleklle nicht mit der Anzahl der
»verlorenen® Gegenionen, sondern nur einfach geladene lonen konnten detektiert werden.
Diese Beobachtung liel3 auf eine Reduktion dieser Makroionen wéhrend des MALDI-
Prozesses schlief3en. Durch das Verstandnis der Desorptions- und |onisationszusammenhénge
konnten die Messungen dahingehend optimiert werden, dafd3 die Zahl der dissoziierten
Gegenionen sowie die Intensitdt der Fragmentionen verringert werden konnte. Dafir wurde
eine  moglichst niedrige Laserleistung eingestellt und die Matrix nach ihrer
Desorptionsschwelle selektiert. Nach Klassifizierung der Matrices hinsichtlich ihrer
Desorptions- und | onisationsschwelle stellte sich all-trans-Retinoesaure als die Matrix mit der
niedrigsten Desorptions- und lonisationsschwelle heraus und erzeugte mildere Bedingungen
bei der Analyse als Dithranol. Jedoch konnte das makrocyclische hexanucleare Platin-
Sechseck von Prof. P. Stang (Universtiy of Utah, Salt Lake City) und andere Makrocyclen mit
noch hoheren Molekulargewichten trotz der optimierten Mef3bedingungen nicht intakt
detektiert werden. Da diese Proben aber bisher uncharakterisiert sind, konnte nicht bestimmt
werden, ob diese Verbindungen bei der MALDI-Analyse zerfallen oder ob sie in der Probe im
festen Zustand gar nicht enthalten sind, sondern sich mdglicherweise nur in gel6sten Zustand
ausbilden. Somit ist die Grenze der MALDI-TOF-Massenspektrometrie zur Charakterisierung

solcher Verbindungen schwer einzuschétzen.

Mit der Entwicklung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie konnte der Nachweis
polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAH), die eine weitere schwierig zu
charakterisierende Substanzklasse darstellen, erzielt werden. Aufgrund ihrer unzureichenden
Loslichkeit konnten solche Verbindungen bis zu einer gewissen Molmasse bisher nur durch
L aserdesorptionsmassenspektrometrie  (LD-TOF-MS) nachgewiesen werden. Mangels
sonstiger Charakterisierungsmethoden war die Produktaufkldrung neuer grof3erer PAHs wie
z.B. CyoHyo stark behindert. Eine Untersuchung mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie,
die eine deutliche Vergrofierung des zugénglichen Massenbereichs ermdglichen sollte, war
bisher jedoch nicht moglich, da die traditionelle Probenvorbereitung |6sliche Verbindungen
erfordert. Eine neue Probenvorbereitung, die auf die Beteiligung eines Lésungsmittels
vollkommen verzichtet und somit auf unlésliche Proben anwendbar ist, wurde daher im
Rahmen dieser Arbeit entwickelt. Die unldslichen PAHs wurden dabel in der Matrix im festen
Zustand homogen verteilt. Der Erfolg dieser neuen Pr&parationsmethode widerlegt die

Notwendigkeit einer mikrokristallinen Struktur der Probe, die zuvor allgemein angenommen
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wurde. Dartiber hinaus wurde TCNQ als neue Matrix eingefthrt und hat sich als besonders
geeignet fur die Charakterisierung von PAHs sowie anderer photoabsorbierender Analyten
erwiesen. Unserer Vermutung nach wird mit TCNQ auf3er der Desorption auch die lonisation
unterstitzt, die hier durch Bildung von Radikalkationen erfolgt. Erst mittels dieser erstmalig
angewendeten Probenvorbereitung konnte der PAH CxH4, eindeutig charakterisiert werden.
Die Fragmentierung des Analyten wéhrend des MALDI-Prozesses wurde vollstandig
unterdrickt, und alle Signale im Bereich des Anaytsignals konnten mit Sicherheit
Reaktionsprodukten zugeordnet werden. Anhand des gemessenen MALDI-Massenspektrums
und in Verbindung mit Informationen Uber die Synthese konnte wertvolle Reaktionsanalytik
betrieben werden. Die Existenz des Zielproduktes Cy2oH4,, das aus der Bildung von 54 C-C-
Bindungen resultiert, wurde eindeutig nachgewiesen. Nebenprodukte wurden ebenfalls
detektiert. Jedoch lief3 eine semi-quantitative Anayse auf einen wesentlich hoéheren
Reinheitsgrad der Probe als im Massenspektrum angedeutet schliefRen. Darliber hinaus wurden
noch weitere bedeutende Ergebnisse im Zusammenhang mit der MALDI-Charakterisierung
von PAHSs erhalten. Zum einen wurde die Bildung physikalischer PAH-Oligomere bei der
MALDI-Messung, die hochstwahrscheinlich in der Gasphase erfolgt, beobachtet. Zum
anderen konnten PAH-Silberadduktionen durch Zusatz von Silbersaz bei der MALDI-
Messung gebildet werden, die nicht bei einzelnen PAH-Molekllen, sondern erst bei den PAH-
Oligomeren detektiert wurden. Dies untermauert unsere bisherige Vorstellung Uber die
Struktur der Silberaddukte mit aromatischen Analyten, fur die eine Sandwichstruktur
angenommen wird. Der erfolgreiche Einsatz der MALDI-TOF-Massenspektrometrie zur
Charakterisierung der unloslichen PAHs stellt sicherlich einen Durchbruch in der Analyse
dieser Substanzklasse dar, er |eistet aber ebenfalls einen bedeutenden Beitrag zur Entwicklung
der MALDI-Methode. Gegenwértig steht die MALDI-TOF-Massenspektrometrie as einzige
Methode zur Charakterisierung von sehr grof3en PAHs wie CyH4 zur Verfligung, und besitzt
das Potential auch noch weit grofRere PAHs fragmentierungsfrel analysieren zu konnen.
Anhand des MALDI-Massenspektrums kdnnen die Summenformeln der Reaktionsprodukte
bestimmt werden, jedoch kénnen daraus nicht immer die Strukturen ermittelt werden. Eine
Strukturinformation kdnnte eventuell aus dem Fragmentierungsverhalten bzw. aus dem PSD-
Massenspektrum gewonnen werden. Ein weiteres Problem bel der PAH-Analyse stellt die
Quantifizierung der MALDI-Massenspektren dar. Nur mit kinstlichen Mischungen aus
definierten Analyten konnen Response-Faktoren ermittelt und somit die Verhdtnisse der

Gemischbestandteile in einer unbekannten Probe berechnet werden. Aus systematischen
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Mischungen definierter PAHs kénnen moglicherweise algemeine Prinzipien erkannt werden,
die fur die Quantifizierung von PAHs (semiquantitative Abschétzung) hilfreich sind. Ein
besseres Verstandnis der Desorptions- und onisationsprozesse konnte dazu beitragen, auch
MALDI-Massenspektren unbekannter Proben, die aus einem Produktgemisch bestehen,
einzuschétzen. Bel den sehr grofien PAHs wie CxoHap bleibt aber die chemische Abtrennung
des Zielprodukts von den Nebenprodukten aufgrund der Unléslichkeit problematisch, und
somit kénnen die Eigenschaften des Materials nicht einer definierten Verbindung zugeordnet
werden. Grol3e, sehr reine PAHs kdnnten durch Optimierung der Synthese gebildet werden,
sie konnten aber im Prinzip auch im Massenspektrometer isoliert und akkumuliert werden.
Die mit MALDI intakt desorbierten PAHs konnen mit dem elektronischen Gate selektiert d.h.
von Nebenprodukten abgetrennt werden. Sollte dann eine Ablagerung dieser
Graphitausschnitte auf einer Platte an der Stelle des Detektors gelingen, ohne dal? das Mol ekl
dabei zerfdllt, wirde damit eine Technik entstehen, um reine grof3e PAHs zu sammeln.
Anschlief3end konnte z.B. eine Visualisierung mit STM (,, Scanning Tunneling Microscopy*)
unternommen werden. Dieses Projekt erfordert aber zunéchst eine Modifikation des
Analysators. Das elektronische Gate mul? das Zielmolekil sehr genau selektieren kdnnen,
deshalb ist der Wechsel zu einem Sektorfeldgerét empfehlenswert, das eine wesentlich bessere
Auflésung als ein Time-of-Flight-Analysator besitzt und bis zu isotopenreinen Substanzen
selektieren kann. Eine schwierigere Aufgabe besteht dann darin, das selektierte Molekdl
soweit abzubremsen, um es intakt abscheiden zu kdnnen. Die neue Probenvorbereitung, die
hier fir PAHs entwickelt wurde, bietet auch neue Perspektiven fur die Entwicklung der
MALDI-Methode. Die Probenprgparation ist nicht mehr auf die Betelligung eines
L dsungsmittels angewiesen. Dies bedeutet, dal? die Probenvorbereitung nicht mehr auf ein fir
Analyt und Matrix gemeinsames L 6sungsmittel bzw. Losungsmittelsgemisch beschrankt ist.
AuRBerdem kann somit eine eventuelle Entmischung des Analyten von der Matrix beim
Verdampfen des Losungsmittels, das den MALDI-Prozel3 dann zum Scheitern verurteilt,
prinzipiell umgangen werden. Auch andere unlésliche Analyte wie z.B. unsubstituierte Poly-
para-phenylene konnen prinzipiell in gleicher Weise wie die untersuchten PAHS
charakterisiert werden. Schliefdlich kdnnten ebenfalls neue Matrices ohne Ruicksicht auf ihre
Loslichkeit getestet werden. Somit konnten auf direktem Wege spezielle Matrices der Natur
des Analyten gezielt angepaldt werden. TCNQ hat sich z.B. fur die Charakterisierung von
PAHs als besonders geeignet erwiesen. Ahnliche Kohlenstoff-Verbindungen wie z.B.

chemisch modifizierte Fullerene und Nanotubes konnen prinzipiell auch mit TCNQ
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charakterisiert werden. Kommerziell erhéltliche Nanotubes wurden bereits mittels der neuen
Methode untersucht, fuhrten aber zu keinen Erfolg. Der Grund dafir liegt vermutlich in den
zu hohen Molekulargewichten der Proben, die sich im Bereich von mehreren Millionen
Daltons bewegen, die mit MALDI bisher nicht erfal3t werden konnen. Zwischen Fullerenen
und Nanopartikeln sollten aber noch Kohlenstoff-Verbindungen existieren, die mittels

MALDI-Festkorperprobenvorbereitung charakterisiert werden konnten.

In der ganzen Arbeit aber besonders im Rahmen der Untersuchung der geladenen metallo-
supramolekularen Verbindungen sowie bei der Messung der PAHs wurde die enorme
Bedeutung der Probenvorbereitung bei der MALDI-Massenspektrometrie verdeutlicht. Der
letzte Teil dieser Arbeit wurde daher ausschliefdich dem Einflul3 der Probenvorbereitung auf
MALDI-TOF-Massenspekiren gewidmet. Bei derselben Probe konnen einfache
Modifikationen der Probenvorbereitung eine deutliche Anderung der MAL DI-M assenspektren
verursachen. Ein Wechsel der Matrix konnte bel den untersuchten konjugierten Polymeren
deren Fragmentierungsverhalten wahrend der Messung eindeutig beeinfluf3en. Diese Analyten,
die bel der Wellenlange des angewendeten N.-Lasers absorbieren, weisen den gleichen
lonisierungsmechanismus wie PAHs auf. Sie bilden Radikalkationen. Wie erwartet erwies
sich TCNQ auch fir diese Proben als besonders geeignet. Die Fragmentierung von Poly-para-
phenylen und Poly-para-phenylenethinylen wurde mit TCNQ vermieden bzw. stark
vermindert, wahrend sie mit anderen Matrices wie Dithranol oder Retinoesdure unumganglich
war. Dagegen wurde mit TCNQ das,, post-source decay” begunstigt. Aus diesem unerwarteten
Verhalten konnte fir die Aufnahme eines PSD-Massenspektrums der PPP-Probe Nutzen
gezogen werden. Im Gegensatz dazu konnten mit Dithranol kaum PSD-Fragmente detektiert
werden. Ein weiteres Uberraschendes Ergebnis stellte der Unterschied der detektierten , in-
source*- und ,post-source’-Fragmente dar. Modelle, die im Zusammenhang mit der
Fragmentierung den Mechanismus der lonisation berlicksichtigen, wurden as Erklarung
vorgeschlagen. Darlber hinaus wurde der Einflul® der Matrix auf die Polymerverteilung bel
PPE-Proben, aber auch bel der PPE-b-PEO-Probe deutlich demonstriert. Der Schwerpunkt der
Massenverteilung wurde mit TCNQ zu niedrigeren Molekulargewichten verschoben, wéhrend
er sich mit Retinoesaure zu hoheren Massen verschiebt. Dieses wurde unabhéngig vom
lonisierungsmechanismus beobachtet. Die Wirkung der Kationisierungsagenten auf die
Kurvenform einer Polymerverteilung mit MALDI-Massenspektrometrie wurde ebenfalls
untersucht. Dafir wurden Polystyrol-Proben mit &quimolaren Mischungen aus

Alkalimetallkationen prépariert. Niedermolekulare Polymerketten wurden mit kleinen
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Kationen bevorzugt ionisiert, wahrend langere Polymerketten Uberwiegend mit grof3eren
Kationen ionisiert wurden. Mit diesen Ergebnissen wurden die Einfllsse von Matrix und
Kationen auf die MALDI-Analyse einer Polymerverteilung demonstriert. Bekanntlich
provozieren andere Parameter wie Losungsmittel, Verunreinigungsspuren ebenso wie
Konzentrationsdnderungen zwischen Matrix, Analyt, Kation bzw. Ldsungsmittel teilweise
drastische Effekte. Die Probenvorbereitung stellt einen komplexen Prozef3 dar, der fur jede
neue Probe eingehend untersucht werden mul3, bevor ene Quantifizierung der

Polymerverteilung mit MAL DI durchgefihrt werden darf.
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V. Experimenteller Tail

V.1. Allgemeine experimentelle Bedingungen

L dsungsmittel, Matricesund Kationisierungsagentien:

Losungsmittel wurden in kauflicher p.A. Qualitét eingesetzt. Die verwendeten Matrices und

K ationisierungsagentien wurden ebenfalls in kommerziell erhéltlicher Qualitét eingesetzt.
GPC:

Gerdt: Gilson von Abimed Analysentechnik GmbH (Langenfeld)
Saulen: 3 Jordi-Gel DV B-Saulen (10x500 mm) mit 100, 1000 und 10000 A
Detektor: Gilson Refraktivindex-Detektor

Losungsmittel:  THF

FluRrate: 0,5 ml/min

MALDI-TOF-M assenspektrometer:

Das Meflprinzip und der Aufbau der benutzten MALDI-TOF Massenspektrometer ist
ausfuhrlich im Kapitel |1 beschrieben. Hier sind die wichtigsten Bestandteille der
angewendeten Gerdte der Firma Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland) kurz
zusammengefaldt:

Bruker Reflex I; N»-Laser, Pulsdauer 3 ns

MALDI-lonenquelle:  einstufige Beschleunigungszone, maximale

Beschleunigungsspannung +/-35 kV; elektrostatische Linse
Deflektionpul ser

Linearer Analysator mit HIMAS® -Spezial detektor
Zweistufiger, gitterloser |onenreflektor

Reflektordetektor: ,,dual microchannel plates* (MCP)

1 GHz Transientenrekorder

SUN-Workstation mit Bruker X TOF Software zur Datenauswertung
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Bruker Reflex II: Unterschiede zum Reflex 1-Massenspektrometer:

MALDI-lonenquelle:  zweistufige, mit ,delayed extraction*
ausgerlUstete Beschleunigungszone (delay: 50, 150 oder 600 ns),
maximale Beschleunigungsspannung +28,5 kV (-25 kV)

Elektronisches Gate zur ,,in-flight*-Selektion von lonen in einem sehr

engen Massenbereich (Auflésung m/Dm ca. 100)

Linear- und Reflektordetektor: M CP, ausgerUstet mit ,, detector gating”

V.2. Kalibrierung des M assenspektrometers

In der Flugzeitmassenspektrometrie wird aus der lonenflugzeit nach Umrechnung tber eine
Kalibrierungsfunktion ein Masse-zu-Ladungsverhdtnis bestimmt. Auf Grund von
systembedingten Fehlern in der Flugzeitmessung wird statt der theoretischen Gleichung 2 (s.
Kap. I, S. 8) ene praktische Gleichung (s. Gleichung 17) fur die Kalibrierung des
Massenspektrometers verwendet. Die Kalibrierungskonstanten A und B werden aus dem

M assenspektrum eines Kalibrierungsstandards berechnet.

%: AXT? + B Gleichung 17
Am haufigsten werden synthetische Polymerproben als positiv geladene lonen detektiert. Das
Massenspektrometer wird dann mit einer Kalibriersubstanz, die positive lonen bildet,
kalibriert. Rinderinsulin ist z.B. ein Ublicher Standard, mit dem eine Zweipunktkalibrierung
durchgeftihrt werden kann. Dazu werden 0,6 mg Rinderinsulin in einer Mischung aus 0,5 ml
dest. Wasser und 0,5 ml Acetonitril gelost. 50 m dieser Ldsung werden entnommen, auf 1 ml
mit dest. Wasser aufgefillt und 2 m Trifluoressigsdure zugefiigt. 10 m dieser Insulinlésung
werden mit 10 nm einer gesdtigten LoOsung der Matrix trans-3-(4-Hydroxy-3,5-
Dimethoxyphenyl)-acrylsdure (Sinapinsaure) in dest. Wasser gemischt. 1 m dieser Mischung
wird auf den Probenteller gebracht und das Ldsungsmittel im Luftstrom eines Fohns
verdunstet, so dal? eine dunne kristalline Schicht zurlickbleibt.

Davon wird ein Spektrum, bestehend aus mindestens 20 aufaddierten Einzelspektren bei der
fur das Experiment bendtigten Einstellung des Geréts (Linear bzw. Reflektor) und der

angelegten Beschleunigungsspannung bzw. Reflektionsspannung aufgenommen. Die

220



Experimenteller Tell

eingestrahlte Laserleistung sollte etwas oberhalb der Desorption/lonisationsschwelle liegen.
Die so erhaltenen Spektren zeigen neben dem Signal des (M...H)*-lons bei 5734,6 g/mol noch
ein weiteres Signal des (M...H2)?*-lons bei 2867,8 g/moal. Mit diesen beiden Signalen werden

die Flugzeiten der lonen ihrem Masse-zu-L adungsverhaltnis zugeordnet.

In der Polymeranalytik wird aber zusétzlich zu dieser Zweipunktkalibrierung eine
Mehrpunktkalibrierung mit einem Polymerstandard (z.B. Polystyrol) bevorzugt. Sie hat den
Vorteil, eine grélRere Anzahl von Mef3punkten zu liefern, die die Zuordnung zwischen

Flugzeiten und Masse-zu-L adungsverhéltnissen exakter macht.

Dazu wird ca. 0,5 mg eines Polystyrolstandards mit einer Polymerverteilung zwischen 2000
und 6000 g/mol in 1 ml THF gel6st. Zu 10 m dieser Polymerl6sung kommen nun 10 i einer
0,1 M Losung von 1,89-Trihydroxyanthracen (Dithranol) in THF. Zur resultierenden
Matrix/Analyt-Mischung kommt noch 1m einer Losung von Silbertrifluoracetat in THF (ca. 3
mg/ml) als Kationisierungsagens. 1 m dieser Mischung wird auf den Probenteller aufgetragen

und das L 6sungsmittel verdampft.

Das aufgenommene Spektrum zeigt jetzt eine Serie von Signalen, die den Flugzeiten der
silberkationisierten Polystyrolketten entsprechen. Diese zahlreichen Signale kdnnen ihrem

Masse-zu-L adungsverhdtnis zugeordnet werden.
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V.3. Aufnahmeund Kalibrierung eines FAST-M assenspektrums

Aufnahme

Das Prinzip der FAST-Methode wurde bereits im Kapitel 11.3.2 erklért. Hier sollen nur die
wesentlichen Schritte fur die praktische Erzeugung eines FAST-Massenspektrums restimiert
werden. Nach Kalibrierung des Massenspektrometers (s. Kap. V.2) wird die zu untersuchende

Substanz gemessen. Dabel wurden folgende Parameter angewendet:

Beschleunigungspannung (1S1): +28.5 kV
Spannung der ersten Lochblende (1S2): +20,0 kV
Delay: 50 ns (short)

Reflektorspannung: 30,0 kV

Das Mutterion wird anhand des elektronischen Gates selektiert. Es werden dann 15
Einzelspektren (auch ,Segmente” genannt) mit immer kleiner  werdenden

Reflektorspannungen aufgenommen. Folgende Reflektorspanungen wurden benutzt:

Segment 1 30,00 kV Segment 6 964kV| Segment 11 2,33kV
2 27,20 kV 7 7,26 kV 12 1,76 kV
3 22,59 kV 8 5,47 kV 13 1,45 kV
4 17,01 kV 9 4,12 kV 14 1,13 kV
5 12,80 kV 10 3,10 kV 15 0,95 kV

Fur jedes Segment werden ca. 200 Shots aufaddiert. Die Laserleistung wird so gewéhlt, dal3 es

zu einer starken Fragmentierung mit jedoch moglichst hoher Auflésung im Spektrum kommt.

Die aufgenommenen Fragmentsignale treten aber zundchst bei falschen Massen auf. Ihre

gemessene (offensichtliche) Masse muld mit der FAST-Kalibrierung in die tatséchliche Masse
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umgerechnet werden. Nach Kalibrieren jedes Segments werden nun die 15 Segmente

zusammengefigt und ergeben das PSD-Fragmentmassenspektrum.
FAST-Kalibrierung

Fir die FAST-Kalibrierung werden zwei Peptide mit relativ kleiner Molmasse verwendet, die
viele bekannte PSD-Fragmente bilden. Mit dem ACTH clip (18-39) wird die FAST-

Kalibrierung erzeugt und mit Angiotensin Il Uberprdift.

ACTH wird wie folgt prapariert. 0,25 mg ACTH wird in 1 ml TA-LAsung
(Wasser:Acetonitril: Trifluoressigsdure im Verhdlitnis 70:30:0,1%) gelost. 20 ml dieser
Vorratslésung werden anschlief?end mit 180 m TA-L6sung verdinnt und ergeben die ACTH-
Losung. Als Matrix wurde eine geséttigte L 6ésung von a-Cyanozimtsaure (CCA) in der TA-
Ldsung verwendet. Matrix- und Analytlésung werden im Verhéltnis 1:1 gemischt und 1 m der
so erhaltenen Losung auf den Probentréger gegeben. Die Losemittel werden im Luftstrom

eines FOns verdampft, so dal3 eine kristalline Schicht zurtickbleibt.

Die 15 Segmente eines Fragmentspektrums werden wie oben beschrieben und mit gleichen
Parametern fir ACTH aufgenommen. Die FAST-Kalibrierung erfolgt nun durch ene
Zuordnung der auftretenden Fragmentmassen zu den tatsachlichen Mol ekulargewichten dieser
ACTH-Fragmente. Nachdem fir jedes Segment mindestens drei signifikante Signale
zugeordnet worden sind, werden Korrekturfaktoren fur jedes Teilspektrum berechnet. Eine
Uberprifung der FAST-Kalibrierung erfolgt dann durch die Aufnahme eines FAST-

Massenspektrums von Angiotensin I1.

Hierzu wird 0,11 mg Angiotensin in ImL TA-LOsung gelést. 20 m dieser Vorratsldsung
werden anschlief3end mit 180 m TA-L6sung verdinnt und ergeben die Angiotensin-L6sung.
10 m dieser Losung werden mit 10 ml einer geséttigten Losung von CCA in TA
zusammengegeben und 1m dieser Mischung auf den Probentréger gebracht. Nach dem
Verdampfen der Ldsemittel werden die Teilsegmente eines Fragmentmassenspektrums mit
den selben vorgegebenen Parameter aufgenommen. Diese werden mit Hilfe der zuvor
erstellten FAST-Kalibrierung zusammengefigt. Anschlieffend werden die gemessenen
Molekulargewichte der Angiotensinfragmente mit den bekannten Fragmentmassen verglichen.
Liegen hierbel noch zu hohe Abweichungen vor, muld die Zuordnung der ACTH-Fragmente
korrigiert und die dadurch erhaltene neue Kalibrierung nochmals Uberprift werden. Dieser

Vorgang wird so oft wiederholt, bis eine genligend kleine Massenabwei chung erreicht wird.
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V.4. Polymeranalytische Auswertung der M assenspektren

Alle Massenspektren wurden nach einer mathematischen Gléattung durch Faltung mit einer
Dreiecksfunktion und Korrektur der Basislinie ausgewertet, um das Maximum (Mp), das
Zahlenmittel (M) und das Gewichtsmittel (M,,) der Polymervertellung und der daraus
abgeleiteten Grofe der Polydispersitéit (PD=M./M;) zu ermitteln. Dazu wurde das
Auswerteprogramm XTOF der Firma Bruker benutzt. Zur Bestimmung der Zahlen- und
Gewichtsmittel wird die zwischen der Signalkurve, der Basislinie und der zwel freiwahlbaren
Massengrenzen (X1, X2) liegende Flache in N moglichst kleine, gleich grofée Tellintervale
zerlegt. Die Peakflache A; und die entsprechende Masse M; des i-ten Intervalls werden nach
Gleichung 18 bzw. Gleichung 19 berechnet:

A =Dxl(x, +ixD) wobd i=0..N-1 Gleichung 18

16 Gleichung 19
M, :xl+§"+§%>® wobei i=0..N- 1

D Breite eines Intervalls
I(X) entsprechende Signalintensitéat der Abszisse x

Aus den so gewonnenen Flacheninhalten A; und den entsprechenden Massen M; kénnen das
Zahlenmittel M, und das Gewichtsmittel M,, der Polymerverteilung nach Gleichung 20 bzw.
Gleichung 21 bestimmt werden.

No-l
a A xM;
M, :—'ZONO.l Gleichung 20
a A
i=0
Nol
a A M’
M, = ':;1 Gleichung 21
a A xM,

I
o
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V.5. Durchfiihrung der Messungen

V.5.1 Messung der endgruppenmodifizierten Polyethylenglykolproben 3

und 8 sowie deren Ausgangspolymere1lund 4

CH30-CH,CH,0)-H

1

o]

I
CHgO—GCHZCHZO%n)\O

3

CHaO--CH,CH,0)-CH,CH,NH;

Alle Proben wurden von Astrid Lehmann (MPI fur Kolloid- und Grenzflachenforschung,
Berlin) zur Verfigung gestellt. Die PEG 1 und 4 wurden von den Firmen Fluka (Neu Ulm)
bzw. Shearwater Polymers Inc. (USA) bezogen. Die PEG 3 und 8 wurden von Astrid
Lehmann synthetisiert.

Fur die MALDI-Messungen wurden die PEG-Proben in THF gel6st (0,3-0,4 mg/mL). 10 L
dieser Losung wurden mit 10 nL ener 0,1 M Loésung von 1,8,9-Trihydroxyanthracen
(=Dithranol) in THF versetzt, so dal3 ein molares Verhdtnis von etwa 1:500-1:1000

(Analyt:Matrix) resultierte. Zu dieser Mischung wurde noch 1 ni einer Lésung von 9 mg
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Kaliumtrifluoracetat in 1 mL THF zugegeben. 1 ni dieser Mischung aus Analyt, Matrix und
Kationisierungsagenz wurde auf den Probenteller aufgetragen und das Lodsungsmittel

verdampft.

V.5.2 M essung von Polycar bonaten
GHa ?
o 1o OO
CHs
n

G

GHe D
PCB o—@—ﬁ:—@-o—c

G

CHg

n
O
= OO0

Die Proben PCA-1 und PCB wurden in unserem Institut von Thomas Wagner synthetisiert.
Die Proben PCA-2 und PCZ wurden von den Firmen Polymer Standards Service (Mainz)
bzw. Mitsubishi Gas Chemical Co. Inc. (Tokyo, Japan) bezogen.

Fur die PSD-Messungen wurden die Proben PCA-1 und PCB zuvor mit GPC fraktioniert.
Dafur wurde 1ml der Polycarbonat-L6sung (15 mg/ml) injiziert. Nach ca. 90 min. wurden die
500 m-Fraktionen gesammelt, die die niedermolekularen Polycarbonat-Oligomeren enthielten.
Die Fraktionen wurden eingeengt (verdunstet) und fir die PSD-Messungen in 50 mi THF
wieder gelOst.

Von den Proben PCA-2 und PCZ wurde 1-1,5 mg in 1Iml THF gelést. Dithranol und
Lithiumtrifluoracetat wurden mit einer Konzentration von 0,1 mol/l bzw. 0,01 mol/l in THF

gelost. Fur alle Polycarbonate wurde die Analyt- mit der Matrix- und Kation-Lésung im
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Verhdtnis 10:10:1 (Vol.) gemischt. Anschlief?end wurde 1 m dieser Mischung auf den
Probenteller aufgetragen und das L 6sungsmittel verdampft.

V.5.3 M essung des PPE-b-PEO-Diblock-Copolymers 21 und dessen
Homopolymervorlaufer PEO 19 und PPE 20

H3C{O_C HZ_C Hz%OH

m
19
Hexyl
(0]
A= =0
Hexyl
L Jdn
20
Hexyl
@)
v fo-cnceno T = —
m
Hexyl
L Jdn
21

Alle Proben wurden von Viola Francke (Arbeitskreis Prof. Mdllen, MPI fir
Polymerforschung, Mainz) zur Verfiigung gestellt.

Dithranol- und Lithiumtrifluoracetat-L 6sungen wurden mit einer Konzentration von 0,1 mol/|
bzw. 0,01 mol/l in THF angefertigt. Fir die MALDI-Messung von PEO 19 mit , matrix-
suppression-effect” wurde 1,5 mg des Analyten in 200 m THF gel6st. Bei den Analytlésungen
von PPE 20 und PPE-b-PEO-Diblock-Copolymer 21 wurden jeweils 0,2-0,4 mg in 500 m
THF gelost. Fur ale Proben wurde die Analyt- mit der Matrix- und ggf. Kationen-Ldsung im
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Verhdtnis 10:10:1 (Vol.) gemischt. Be PPE 20 wurden keine Kationen zugesetzt.
Anschlief?end wurde 1 nb dieser Mischung auf den Probenteller aufgetragen und das

Ldsungsmittel verdampft.

V.5.4 Messung der gitterartigen metallo-supramolekularen Verbindungen

25 R,=CH,, R,=H

26 R,=CH,OH, R,=H

27 R,=CH,OTBDMS, R,=H
28 R,=H, R,= CH,

Co?* od. Zn2*

Alle Proben wurden von Christian Weidl und Dr. Ulrich Schubert (Arbeitskreis Prof. Nuyken,

Technische Universitdt Minchen) zur Verflgung gestellt.

Die Proben ([Co4(25)4] (PFe)s, [C04(26)4] (PFs)s, [C04(27)4] (PFe)s, [ZN4(25)4] (PFs)s) wurden in
Aceton gelost (0,2-0,3 g/mL). Als Matrix wurde sowohl Dithranol as auch all-trans-
Retinoesaure verwendet. Bei der Messung mit Dithranol wurden 10 ni der Analytlésung mit
100 m einer 0,1 M Ldsung von Dithranol in Aceton versetzt, so dal3 sich ein molares
Verhdtnis von etwa 1:10000 (Anayt:matrix) ergibt. 1 m dieser Analyt/Matrix-Mischung
wurde auf den Probenteller aufgetragen und das Losungsmittel verdampft. Bel der Messung
mit all-trans-Retinoesaure wurden 10 m der Anaytldsung mit 10 m einer 0,05 M Ldsung von
all-trans-Retinoesaure in Aceton versetzt, so dald sich ein molares Verhdtnis von etwa 1:500
(Anayt:matrix) ergab. 1 m dieser Analyt/Matrix-Mischung wurde auf den Probenteller

aufgetragen und das L 6sungsmittel verdampft.
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V.5.5 Messung der makrozyklischen vier- und sechskernigen

Uber gangsmetallkomplexe 35 bzw. 38

35

4 CF3S0,0°

N

|+
EtP—Pt  PEts

O
@ PEtg
‘ ‘N@Y@ )

EtsP

o

38

|+
Et3P" Pt‘PEtg

o)
EtsP.

+ Pt

+6 CF3S0,0

Alle Proben wurden vom Arbeitskreis Prof. Stang (University of Utah, Salt Lake City) zur

Verfligung gestellt.

Sowohl Dithranol a's auch Retinoesdure wurden als Matrix angewendet. Fir beide Matrices

wurde eine 0,1 mol/l-Ldsung in CH,Cl, angefertigt. 04-0,7 mg des Quadrats 35 wurden in 1
ml CH,Cl, gel6st. 0,5-0,9 mg des Sechsecks 38 wurden ebenfallsin 1 ml CH,Cl, gelost. 10 mi

der Matrixlosung wurden mit 10 mi der Analytlésung versetzt, so dald ein molares Verhdltnis

von etwa 1:500-1:1000 (Analyt:Matrix) resultierte. 1 m dieser Mischung wurde auf den

Probenteller gebracht und das L dsungsmittel verdampft.
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V.5.6 Messung von polycyclischen aromatischen K ohlenwasser stoffen
(PAH)

Die PAH-Proben wurden in der Synthese-Gruppe unseres Arbeitskreises hergestellt. Die
intensiv untersuchten Proben der Zielverbindung 57 wurden von Johann-Diedrich Brand

synthetisiert.

Fir die Laserdesorption-Messungen wurden die PAH-Proben mittels eines Spatels direkt auf

der Probentrager aufgerieben.

Bei der MALDI-Messungen wurden die PAH-Proben und die Matrix mit der Kugelmuhle
MM2000 der Firma F. Kurt Retsch GmbH & Co. KG (Haan, Deutschland) mechanisch
zermahlen und gemischt. Als geeignete Matrix wurde 7,7,8,8-Tetracyanochinodimethan
(TCNQ) fur die MALDI-Messung von PAHs angewendet. 2,6 mg einer CyH4o-Probe
wurden mit 10 mg TCNQ in einem Mahlbecher (rostfreier Stahl oder Wolframcarbid)
gemischt und 10 min mit der Kugelmihle gemahlen. So wurde eine Pulver-Mischung mit
einem molaren Verhédltnis von 1:50 (Analyt/Matrix) erzeugt. Aus dieser Mischung wurden 1,5

mg abgewogen und mit 10,6 mg TCNQ ebenso in einem Mahlbecher gemischt und weitere 10
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min in der Kugelmihle zermahlen. Daraus resultierte eine Pulver-Mischung mit einem
molaren Verhaltnis von 1:500 (Analyt/Matrix). Diese Mischung wurde entweder mittels eines
Spatels direkt auf den Probentrdger aufgerieben oder, um eine Verschmutzung des
Massenspektrometers zu vermeiden, als Suspension aufgetragen. Daflr wurde die Pulver-
Mischung in einem fir alle Mischungskomponenten ,, nicht |6senden” Ldsungsmittel (Wasser,
Toluol od. Cyclohexan) suspendiert und 5 min mit dem Ultraschallfinger HD2070 der Firma
Bandelin Electronic GmbH & Co. KG (Berlin, Deutschland) homogenisiert. Anschlief3end
wurde 1 m dieser Suspension auf den Probentrdger aufgetragen und das Suspensionsmittel

verdampft.

V.5.7 M essung von L aserwellenlange-absor bierenden Proben: Poly-para-

phenylen 66, Oligophenylen 56 und Poly-para-phenylenethinylen 23, 20

66
Hexyl
2 [ Y W
o~ M= |
Hexy?_/ J
n
23
Hexﬂ 56
HOO 7 N {: @ — (N
Hexyl J
n
20
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Experimenteller Tell

Die PPP-Probe 66 wurde von Marcus Remmers synthetisiert (Arbeitskreis Prof. Wegner, MPI
fur Polymerforschung, Mainz). Das Oligophenylen 56 und die PPEs 23 und 20 wurden in

unserem Arbeitskreis von Johann-Diedrich Brand bzw. Viola Francke hergestellt.

Als Matrices wurden Dithranol, TCNQ und all-trans-Retinoesdure verwendet. Die Matrices
wurden in THF mit einer Konzentration von 0,1 mol/l gelost. TCNQ erzeugt bel dieser
Konzentration bereits geséttigte Losungen. Das Losungsmittel der mit GPC fraktionierten
PPP-Proben 66 wurde bereits vorher verdunstet. Jede GPC-Fraktion wurde dann in Iml THF
gel6st. Bei dem Oligophenylen 56 und bei den PPE-Proben 23 und 20 wurde 0,2-0,4 mg des
Anayten in 1 ml THF gelost. 10 m der Matrixlésung wurden mit 10 m der Anaytldsung
versetzt, so dal3 ein molares Verhdtnis von etwa 1:500-1:1000 (Anayt:Matrix) resultierte. 1

m dieser Mischung wurde auf den Probenteller gebracht und das L 6sungsmittel verdampft.

V.5.8 M essung von Polystyrol 67 und 68

/H
HoC4”|
67 Mp = 2230 g/mol, My=2340, D=1,05

68 Mp =6600 g/mol, M=6758, D=1,02

Die Polystyrol-Standards 67 und 68 wurden von der Firma Polymer Sandards Service

(Mainz) bezogen.

Es wurden &gquimolare Mischungen aus zwel Kationsalzen hergestellt:

1) Kationmischung 1: 1,4 mg Natrium- und 1,6 mg Kaliumtrifluoracetat in 1 ml THF
2) Kationmischung 2: 0,6 mg Lithium und 0,7 mg Natriumtrifluoracetat in 1 ml THF
Als Matrix wurde Dithranol als 0,1 mol/l-Ldsung in THF verwendet.

Fur die Polystyrol 67-L6sung wurde 0,45 mg des Analyten in Iml THF gelost. Jeweils 10 mi
der Matrix- und Analytlésung wurden gemischt. Zu dieser Lésung wurde noch 1 ml der
Kationmischung 1 zugegeben. 1 m dieser L6sung wurde auf den Probentréger aufgetragen

und das L 6sungsmittel verdampft.
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Experimenteller Tell

Die aquimolare Polystyrolmischung aus 67 und 68 wurde durch Lésen von 2,2 mg PS 67 und
6,4 mg PS 68 in 10 ml THF angefertigt. Das Verhdltnis der beiden Komponenten in der
Mischung wurde durch HPL C-Analyse bestétigt. Jeweils 10 m der Matrix- und Analytldsung
wurden gemischt. Zu dieser Losung wurde noch 1 mt der Kationmischung 2 zugegeben. 1 mi

dieser Losung wurde auf den Probentréger aufgetragen und das L 6sungsmittel verdampft.
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VI. Anhang 1: Herleitung der Verénderung der Molmassen-
mittelwerte des Produkts einer Endgruppenmodifikation im Verhaltnis

zu den Mol massenmittelwerten des Ausgangspolymers

VI.1. Definition der Zahlen- und Massenmittel des Ausgangs- und des
Zielpolymers

Nach den allgemeinen Zahlen- und Massenmitteldefinitionen lauten das Zahlenmittel, M,

und das Massenmittel, M . , des Ausgangspolymers:

Gleichung 22

601 ni xMie?

é n xMe Gleichung 23

i=1

Mig Molmasse der Eduktmolekile, diei Grundbausteine enthalten (spéter als,, Molmasse
der Ausgangsmolekiile der Sorte i bezeichnet), wobei Mg die gréfite vorkommende

Molmasse ist

n; Molzahl der Ausgangsmolekile der Sortei in der Probe, die die Molmasse Mg

besitzen

234



Anhang 1

Ebenso sind das Zahlenmittel, Mre, und das Massenmittel, Mwe, des reinen Zielpolymers

definiert :

nie XMip

& Gleichung 24
a he

i=1

- Qox

1
[y

Mnp =

nie XMip?

Gleichung 25
nie XMip

<
3
|
i mox ,':' QJO;:

1
=

Nip Molzahl der Zielmolekulle der Sorte i, mit der Molmasse Mip

Es ist zu betonen, dal3 die oben definierten Molmassenmittelwerte des Zielpolymers basieren
auf die Molmassenverteilung des gereinigten Zielpolymers und nicht auf eine Mischung des

Zielpolymers und des nicht reagierten Ausgangspolymers.

Aus Gleichung 24 und Gleichung 25 sowie der Definition von DM (DM=M;p-M;g) folgt :

k

a nie X Mie + DM)

o Gleichung 26
a ne
i=1
und
g .
a nie X Mie + DM)
Mwp = i:kl .
3 Gleichung 27
a ne X M + DM)

i=1
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V1.2. Verbindung zwischen den M olmassenmittelwerten des Ziel- und

Ausgangspolymers

In der folgenden Rechnung nimmt man an, dal} die Ausbeute der Endgruppenreaktion von
dem Polymerisationsgrad unabhéngig ist. Das bedeutet, dal3 ein Bruchteil a der n
Ausgangsmolekiile der Sortei reagiert und ergibt nie =a >xni mol der Zielmolekule der Sortei,
wobei a von dem Polymerisationsgrad unabhangig ist. Aus Gleichung 26 und Gleichung 27

folgen:
&
a a < X Mie + DM)
N — =1
Mre = & Gleichung 28
aax
i=1
& 2
a a x { M + DM)
Muwp = =1

ék a 00 X Mic + DM) Gleichung 29

i=1

Da a vom Polymerisationsgrad unabhangig ist, 1&% sich durch Gleichung 28 und Gleichung

29 folgendes ausdriicken :

K
a ni { Mie + DM)

& Gleichung 30
an
i=1

3 .

a n X M + DM)

Muwe = i:kl .
3 Gleichung 31
a ni ¥ Mie + DM)

i=1

Dieses Ergebnis zeigt schon, daf3 die Zahlen- und Massenmittelwerte des Zielpolymers

unabhangig vom Molenbruch a sind, solange dieser vom Polymerisationsgrad unabhangig ist.
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Aus Gleichung 30 und da DM vom Polymerisationsgrad unabhangig ist, 1at sich das
Zahlenmittel des Zielpolymers, M, einfach in Verbindung mit dem Zahlenmittel des
Ausgangspolymers, Mre, ausdriicken :

k k

Eol ni XMiE+E°1 ni XDM

_ 21 21
Mnp = ! !

k k

é ni XMie + DM Xé, ni

WP — i=1 °k i=1
an
i=1
&
a ni xMie
Mpp = =——— + DM
é, Ni
i=1
Vp:m+DM| Gleichung 4

Aus Gleichung 31 |47t sich ebenso das Massenmittel des Zielpolymers Mwe in Verbindung

mit dem Zahlenmittel Mrne und dem Massenmittel Mve des Ausgangspolymers ausdriicken

) n o Mie? +2xMe DM + DM 2)

— =1
MWP =-

k
a n X Me +DM)

i=1

k
A n ¥Mie + Mie XOM + DM X Mee + DM
Mwe = =L

K
601 ni X Mie + DM)

i=1
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& & &
a ni>Mie? + DM xQ ni Mie + DM >xg ni X Mie + DM)

MWP — i=1 oik=1 i=1
a n X M + DM)
i=1

& &
a nMie? + DM xQ ni ‘Mie

Mup = 51— = +DM

é, n X Mie + DM)
i=1
& &
a niMie? + DM xg@ ni Mie
Mup = =2 . + DM
é, ni XMie + DM ><é, ni
i=1 i=1
a8 0
K ca nMie +
an M +DM ¥
=t %é ni XMie +
—— i=1 g
Mwp = . -+ DM
x o 0
g ¢ a Ni —
a nixMie X1+ DM x—=+—
i=1 ) N
ni XMie -
& a noMeg
_ Mue + DM DM
wP — —DM
1+
nE
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VII. Anhang 2: Klassifizierung konventioneller Matrices nach der

Desorptions- und lonisierungsschwelle

Die verfugbaren gangigen Matrices wurden nach ihrer Desorptions-/Ionisationsschwelle

klassifiziert. Daftr wurde 1m einer 0,1 M-Ldsung der Matrix in THF (oder in EtOH bzw. in

Pyridin im Falle von Aminopyrazin bzw. 3-Hydroxypicolinsaure) auf den Probentrager

aufgetragen. Nach Verdampfen des Losungsmittels wurde die Matrix mit zunehmender

Laserleistung angeregt, bis Matrixsignale detektiert wurden. Die niedrigste Laserleistung d.h.

die hochste Laserabschwéchung, die die Detektion des Matrixsignals gerade ermoglichte,

wurde gemessen. Die Tabelle enthdt die Mef3ergebnisse der Matrices, geordnet nach

zunehmender Laserleistung fur die Desorptions-/Ionisationsschwelle. Die , Leichtigkeit* der

Desorption ist durch eine hohe Laserabschwéchung gekennzeichnet. All-trans-Retinoesiure ist

z.B. die Matrix mit der niedrigsten Desorptions-/lonisationsschwelle.

Matrix Abk. For mel Molmasse L aserab-
(g/mal) schwachung
all-trans-Retinoesdaure T e s 300,44 45
w
CHg
trans-3-(3-Indolyl)- IAA ~ COOH 187,20 37
acrylsaure W
a-cyano-4-hydroxy- CCA o o 189,2 37
COOH
zimtsaure
1,8,9-Trihydroxyanthracen 226,23 36
3-Aminopyrazin-2- _N__NH, 139,11 35
carbonsdure EN ICOOH
Aminopyrazin AP N 95,11 33
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Matrix Abk. Formel Molmasse L aserab-
(g/mal) schwachung
3-Nitrobenzylalkohol O.N \©/CHZOH 153,14 31
9-nitoanthracen NO, 223,23 31
2,6-Di-tert-Butyl-4- OH 220,36 30
tBu tBu
methylphenol \©/
CHs
2-Hydroxy-5- OH 168,15 29
COOH
methoxybenzoesdure <j
OCHjs
2,5-Dihydroxybenzoesaure DHB COOH 154,12 27
2-(4 -hydroxybenzolazo)- | HABA COOH 242,23 27
benzoesaure QN\\N OH
3-Hydroxypicolinsiure 7 | OH 139,11 27
NN~ COOH
5-Chlorsalicylsaure CSA COOH 172,57 26
Cl OH
1,4-Dihydroxy-2- OH 204,19 26
COOH
naphtoesaure OO
OH
Trans-3,5-dimethoxy-4- SA HsC-Q 224,21 26
hydroxy-zimtsaure :(():o \-coon
2-nitrophenyloctylether NPOE O~(CH)r—CHs 251,33 22
o
9-Anthracencarbonséure COOH 222,24 20
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VII1. Anhang 3: Klassifizierung neuer und konventioneller Matrices

nach der Desorptions- und I onisierungsschwelle

Neuen Matrices (POPOP, NPO, DPS, BBO sowie TCNQ und TCNF4) wurden in der

Klassifikation der konventionellen Matrices (s. Anhang 2) nach deren Desorptionsschwelle

eingefuhrt:
Matrix Abk. Formel Molmasse L aserab-
(g/mol) schwachung
1,4-di[2-(5-phenyI- POPOP ©f @% 364,40 93
oxazolyl)]benzene
2,5-bis-(4-biphenyl)oxazol BBO O ] I 373,45 88-89
4.4' -diphenylstilbene DPS O el (Y 212,33 88

all-trans-Retinoesaure &MCOG 300,44 86
CHa

7.7.88 TCNQ | e C | 20419 85
NC CN

Tetracyanochinodimethan

2-(1-naphtyl)-5- a-NPO N ‘ 271,32 82
phenyloxazol ©/F° O

trans-3-(3-Indolyl)- IAA ~ COOH 187,20 80
acrylséure N

a-cyano-4-hydroxy- CCA HO@{N 189,2 80
zimtsaure

241



Anhang 3

Matrix ADbk. Formel Molmasse L aserab-
(g/mol) schwachung
tetrafluortetracyanochino- | TCNQF4 R F 79-80
dimethan Nc>=§i§=<m
NC CN
F F
1,8,9-Trihydroxyanthracen 226,23 79
3-Aminopyrazin-2- _N__NH, 139,11
) |
carbonsaure ENICOOH
Aminopyrazin AP ENjNHZ 95,11
|
S N
3-Nitrobenzylakohol O:N \©/CH20H 153,14
9-nitroanthracen NO; 223,23
2,6-Di-tert-Butyl-4- OH 220,36
tBu tBu
methylphenol \©/
CHs
2-Hydroxy-5- OH 168,15
COOH
methoxybenzoesdure
OCH3
2,5-Dihydroxybenzoesaure DHB COOH 154,12
2-(4' -hydroxybenzolazo)- HABA COOH 242,23

benzoesaure
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Matrix Abk. Formel Molmasse L aserab-
(g/mol) schwachung
3-Hydroxypicolinsaure 7 I OH 139,11
SN~ COOH
5-Chlorsalicylsdure CSA QCOOH 172,57
Cl OH
1,4-Dihydroxy-2- OH 204,19
COOH
naphtoesaure
OH
Trans-3,5-dimethoxy-4- SA HsC-Q 224,21
hydroxy-zimtsaure :io \-coon
2-nitrophenyloctylether NPOE O~(CHY7r—CHs 251,33
e
9-Anthracencarbonsdure COOH 222,24
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