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Abstract

The work presented here has concentrated on the application of classical MALDI-MS meth-
ods for the analysis of products from the fat-chemical industry, such as fatty alcohol ethoxy-
lates. For this, the influence of parameters like sample preparation or various instrument
settings on the analysis of polydisperse products was examined. It was possible to show the
influence of the laser energy selected and the type of classical MALDI matrix used for the
MALDI mass spectra, i.e. on the polymer distributions obtained.

Preparing a classical MALDI sample requires mixing the polymer sample, the MALDI matrix
and the cationizing salt in a solution and applying this solution to a MALDI target. For opti-
mizing these classical MALDI sample preparations, the MALDI target can be coated with a
salt layer and afterwards be covered with an analyte-matrix mixture based on an organic
solvent. It could be observed that by means of this procedure, alkaline metal salt adducts of
the analyte molecules can be obtained selectively and undesired sub-distributions can be
suppressed.

On the basis of three selected products (a fatty alcohol ethoxylate, an alkyl polyglucoside and
a fatty alcohol ether sulphate) the systematic studies presented in this thesis show how to
optimize the MALDI-(TOF)MS analysis of polydisperse active compounds. The results pre-
sented have been achieved by a statistical experimental design, with the matrix, the solvent
and the salt used being varied throughout the various experiments. For interpreting and
evaluating the results gained during these experiments, principal-component analyses and
single-variance analyses were used. For example, the characteristics of the potassium-adduct
formation by alkyl polyglucosides could be shown in this way. It was possible to determine
important parameters for preparing samples of various types of surfactants. Furthermore, it
was possible to demonstrate the enormous impact of the matrix and the ionization additive
used. In contrast, the solvents used only had a small, that is to say non-significant influence
on the target value. For each of the three products two methods could be found, which are
highly important for the MALDI analysis of the particular type of surfactant.

This work has also concentrated on the testing and enhancement of the solvent-free sample
preparation. By more evenly covering the entire target surface with matrix and sample, the
reproducibility of the individual mass spectra can be substantially improved. Since this is
important for quantitative or semi-quantitative analysis by MALDI-MS, the advantages of

this procedure become evident. Experiments have shown that alternative matrices like alu-



minium oxide or oxalic acid, which do not correspond to classical MALDI concepts, can also
be used for laser desorption/ionization. Though the target material does not influence the
MALDI process of a sample prepared solvent-free, it could be seen that a specific structure of
the target surface has a strong influence on the resulting mass spectra. In addition to the
mass spectra obtained, the results could be visualized and thus be attested by means of a
scanning electron microscope. A further improvement of the solvent-free sample preparation
was made by applying the analyte-matrix mixture to a notch on the target. A homogeneous
allocation of sample, matrix and salt of high homogeneity could be observed, which ensured
a high lasershot-to-lasershot-reproducibility. Furthermore, these results made it possible to
disprove the theory that an interaction of laser light and target surface is of importance for
the MALDI processes in lower mass ranges. Experiments with solvent-free prepared samples
showed that processes of laser desorption/ionization and matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization take place. While the ionization in the lower mass range is explainable by
laser desorption/ionization processes, a classical MALDI matrix is required to explain the
analysis of the polymers in the higher mass range. Hence, in a mass range of 500 - 2000 Da,
one could predict an area in which both ionization mechanisms can be applied. This fact is of
high importance for qualitative and (semi-)quantitative analyses of technical products.

MALDI-Tandem mass spectrometry has been efficiently used to characterize copolymers, for
example to differentiate between random and block copolymers. By using different CID
techniques and varying the adduct ions, differences in the fragmentation pattern of fatty al-
cohol alkoxylate copolymers could be exposed. Since lithium makes it possible to visualize
most of the fragmentation ions in the MS/MS-spectra and thus provides the best information
about the products analysed, advantages in the usage of lithium as a cationizing agent could

be seen.
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1 Einleitung und theoretische Grundlagen

,Das Leben ist ein gewaltiges Wunder, wir
ndhern uns wissenschaftlich den Erklarun-
gen an, aber eine Frage bleibt doch immer
bestehen: Warum das alles? Hier glaube ich
an Gott.”

Gerhard Ertl
*1936
Nobelpreistrager fiir Chemie 2007

In den vergangenen Jahrzehnten stieg die Anzahl polydisperser Aktivkomponenten
unterschiedlicher Zusammensetzung, Struktur und Grofie sowie deren Anwen-
dungsmoglichkeiten stark an. Besonders synthetische Polymere auf Basis nachwach-
sender Rohstoffe haben sich durch ein erhohtes Umweltbewusstsein, welches sich
besonders in Forschung und Industrie durch ein nachhaltiges Denken zeigt, immer
mehr durchsetzen kénnen. Durch den Einsatz unterschiedlicher Monomere bei der
Polymersynthese und durch spezielle Reaktionsfiihrungen ist es moglich, multifunk-
tionale und auf spezielle Anwendungen mafigeschneiderte Produkte zu erhalten.

An die Polymeranalytik werden deshalb hochkomplexe Anforderungen gestellt.
Oftmals reichen einfache Aussagen tiiber die mittlere Polymerkettenldnge eines Pro-
duktes nicht aus. Vielmehr wird eine vollstindige Charakterisierung der Polymere
erwartet, um die Eigenschaften eines Produktes zu optimieren, die Produktion eines
industriellen Produktes wirtschaftlich rentabel zu erhalten und eine gleichbleibende
Qualitédt des Produktes zu gewahrleisten.

Demnach hat die Polymeranalytik die Aufgaben, die chemische Zusammensetzung
der Produkte zu bestimmen, die Anordnung der Polymerbausteine innerhalb einer
Polymerkette zu ermitteln, Endgruppen zu identifizieren und das Molekulargewicht

bzw. die Molekulargewichtsverteilung zu analysieren.



Theoretische Grundlagen

1.1 MALDI-(TOF)-Massenspektrometrie

Die Bedeutung der modernen Massenspektrometrie hat in den letzten Jahren stark
zugenommen. Um grofse, schwerfliichtige Molekiile wie Proteine, Oligonukleotide,
Zucker und synthetische Polymere zerstorungsfrei zu ionisieren und diese grofien
Ionen fiir die massenspektrometrische Analyse in die Gasphase zu tiberfiithren, wur-
den in den 1980er Jahren neue sanfte lonisationsmethoden entwickelt [1]. Sowohl die
Elektrosprayionisation (Electrospray lonization, ESI), die auf Arbeiten von DOLE et al.
zurlickgeht und in den 1980er Jahren durch FENN et al. erstmals analytisch ange-
wandt wurde [2-4], als auch die matrixunterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI), die in den spaten 1980er Jahren
parallel von KARAS / HILLENKAMP und TANAKA et al. entwickelt wurde [5-7], haben
die Analytik auf diesem Gebiet grundlegend verandert. Im Jahre 2002 wurde fiir die
Entwicklung dieser sanften Ionisationstechniken der Nobelpreis fiir Chemie an FENN
(ESI) [8] und TANAKA (MALDI) [9] verliehen. Diese Verfahren sind bis heute in vie-
len Bereichen optimiert und weiterentwickelt worden und werden weit verbreitet
zur Routineanalytik eingesetzt. Trotzdem sind die grundlegenden Mechanismen die-

ser Prozesse bis heute nicht zufriedenstellend geklart.

1.1.1 Das Prinzip der MALDI-(TOF)-Massenspektrometrie

Das MALDI-(TOF)-Massenspektrometer besteht, wie auch andere Massenspektrome-
ter-Bauformen, aus drei Hauptkomponenten: der Ionenquelle, dem Massenanalysa-
tor und der Detektoreinheit. In der MALDI-Ionenquelle werden die Analyten mit
Hilfe eines Lasers mobilisiert und ionisiert. Danach erfolgt die Beschleunigung der
Ionen in einem elektrischen Feld und die Auftrennung der geladenen Analyten nach
ihrer Flugzeit. Diese aufgetrennten Ionenpakete konnen dann von einem Detektor-

system registriert werden.
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In den folgenden Unterkapiteln ist der Aufbau eines MALDI-(TOF)-Massen-

spektrometers beschrieben und das allgemeine Prinzip dieser Methode dargestellt.

1.1.1.1 Die MALDI-Ionenquelle

Die Ionenquelle besteht aus einer geladenen Metallelektrode, welche auch als Pro-
bentrager dient und als (MALDI)-Target bezeichnet wird und einer geerdeten Be-
schleunigerelektrode. Bei der klassischen Probenprapapration wird die Probe zu-
meist mit einem 100 bis 100000-fachen Uberschuss an Matrixsubstanz vermischt und
auf das Target aufgetragen. Dieses wird in die unter Vakuum stehende Probenkam-
mer der Ionenquelle eingebracht. In einem diskontinuierlichen Prozess wird dann
die in die Matrix eingebettete Probe durch gepulstes Laserlicht bestrahlt. Dabei fin-
det der Stickstofflaser bei einer Wellenlange von A =337 nm die haufigste Anwen-
dung in der UV-MALDI. Trotzdem werden zum Teil auch Infrarotlaser zur soge-
nannten IR-MALDI genutzt [10-12].

Das Prinzip der Ionenerzeugung ist &hnlich der Kklassischen Laser-
Desorption/lonisation (LDI), bei der aber aufgrund der direkten Energietibertragung
nur unfragmentierte Molekiilionen von Polymeren bis etwa 3000 Da, in seltenen Fal-
len auch bis etwa 10 kDa, entstehen konnen [13, 14]. Beim MALDI-Prozess hingegen
geht man davon aus, dass das UV-Licht dazu dient, eine UV-Licht-absorbierende
Matrix anzuregen. Im Folgeschritt iibertragt die Matrix dann die Energie auf den in
der Matrix verteilten Analyten, der ionisiert in die Gasphase tibergeht [11, 15]. Eine
schematische Darstellung einer MALDI-Ionenquelle und des stattfindenden Desorp-
tions-/Ionisations-Prozesses ist in Abbildung 1 gezeigt.

Der exakte Prozess der Ionenbildung ist bisher leider ungeklart und Gegenstand ei-
niger Veroffentlichungen, die jedoch zum Teil auf unbewiesenen Vermutungen ba-

sieren [12, 16].
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Matrixkristall Laserimpuls Extraktionslinse
mit (A=337 nm)
Analytmolekiilen

zum
— » Massen-

spektrometer
Analytionen \
bzw. fokussierendes
Target Matrixionen Analytadduktionen Linsensystem

Abbildung 1:  Schematische Darstellung einer MALDI-Ionenquelle nach [11, 17].

Eine bestimmte Zeit nach dem Laserimpuls und der damit verbundenen Desorpti-
on/Ionisation der Analytionen wird die Beschleunigungsspannung hinzugeschaltet,
sodass die Ionen in dem elektrischen Feld mit einem Potential von meist 20 kV be-
schleunigt und nach dem Passieren eines geerdeten Gitters bzw. einer geerdeten Io-
nenlinse in die feldfreie Driftstrecke des Massenanalysators gelangen. Das Problem
bei MALDI-Ionenquellen ist der unterschiedliche Zeitpunkt der Entstehung der Io-
nen und die damit verbundene Energieverteilung. Dies fiihrt zu einer Signalverbrei-
terung und dadurch zu einer geringeren Massenauflosung. Aus diesem Grund be-
dienen sich moderne MALDI-Massenspektrometer der sogenannten , Delayed Extrac-
tion”-Technik [18-21]. Hierbei wird eine zweistufige Beschleunigungszone dazu ver-
wendet, die beim Laserschuss entstehenden Ionen erst nach einer Verzdgerung aus
der Ionenquelle herauszubeschleunigen. Dem Target (Potential V1) folgt eine erste
Lochblende (Potential V2) und eine weitere geerdete Lochblende. Zur Verzogerung
wird zundchst kein Potential zwischen Target und der ersten Blende angelegt. Ionen

mit grofierer Geschwindigkeit bei gleichem m/z-Verhaltnis wandern in dieser Zeit
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schneller an die erste Blende als langsamere Ionen. Durch das Anlegen des gepulsten
Potentials entsteht ein elektrostatisches Gradientenfeld. Dadurch erfahren die lang-
sameren Jonen ein starkeres elektrostatisches Extraktionsfeld als die schnelleren. Die
Ionen konnen anschliefiend fokussiert von einem konstanten Potential auf ihre End-
geschwindigkeit beschleunigt werden. Um eine gute massenspektrometrische Auflo-
sung zu erhalten, ist es notig die ,, Delayed Extraction”-Einstellungen fiir jedes Produkt

und jeden Massenbereich zu optimieren [18].

1.1.1.2 Der Massenanalysator

In der MALDI-Massenspektrometrie werden fast ausschliefllich Flugzeitmas-
senspektrometer (Time-of-Flight, TOF) verwendet. Da sowohl die MALDI-Quelle als
auch der TOF-Analysator diskontinuierlich arbeiten, hat sich diese Kombination als
besonders niitzlich herausgestellt. Der schematische Aufbau eines MALDI-(TOF)-

Massenspektrometers ist in Abbildung 2 dargestellt.

MALDI- Laser Reflektron

lonenquelle

/
—o I

/0/./)\

/ feldfreie Driftstrecke ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Reflektron-
Detektor

Linear-
Detektor

Abbildung 2:  Schematische  Darstellung des  Aufbaus eines MALDI-(TOF)-
Massenspektro-meters nach [10].
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Im Gegensatz zu Quadrupol- oder Sektorfeld-Massenspektrometern, die ein elektri-
sches und / oder magnetisches Feld zur Trennung der Ionen nach ihrem Masse-zu-
Ladungs-Verhaéltnis (m/z) nutzen, messen TOF-MS-Instrumente die Flugzeit der Io-
nen in einer feldfreien Driftrohre. Als grofier Vorteil dieser Technik gilt, dass der ge-
samte Massenbereich einer Probe simultan analysiert werden kann. AufSerdem ist
der MALDI-Laserpuls ideal als Startsignal fiir die massenspektrometrische Messung
geeignet. Somit konnen die Ionenflugzeiten durch Messung der Differenz zwischen
Startsignal des Lasers und dem Auftreffen der Ionen auf dem Detektor ermittelt
werden und sind, bei einer festgelegten Beschleunigungsspannung, proportional zu

der Quadratwurzel des Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses (m/z), wie Gleichung 1 be-

legt.
2(U .
% = ER (Gleichung 1)
m Masse des Ions
z Anzahl der Ladungen
U Beschleunigungsspannung
t Flugzeit
s Wegstrecke

Die meisten MALDI-Massenspektrometer konnen im sogenannten Linear- und im
Reflektronmodus betrieben werden. Im Linearmodus passieren die beschleunigten
Ionen das Flugrohr und treffen am Ende auf den Lineardetektor (vgl. Abbildung 2).
Zwar sind in dieser Einstellung sehr grofie Ionen trennbar, jedoch ist als Nachteil das

geringere Auflésungsvermodgen zu nennen.

Einsatz eines Reflektrons

Dieses Problem kann durch den Einsatz eines Reflektrons behoben werden, welches
meist leicht gewinkelt kurz vor dem Lineardetektor im TOF-Flugrohr angebracht ist.
Es erzeugt ein mehrstufiges, elektrisches Feld, wodurch die Ionen in ihrer Flugbahn

reflektiert und am Reflektrondetektor registriert werden. Ionen mit gleichem m/z-
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Verhiéltnis aber unterschiedlicher kinetischer Energie werden hier fokussiert. Da-
durch kommt es zur erheblichen Verbesserung der massenspektrometrischen Auflo-

sung [22, 23].

MALDI-Tandem-(TOF)-Massenspektrometrie

Zur Strukturanalyse von Biomolekiilen und Polymeren werden neben den klassi-
schen MS!-Analysen haufig sogenannte Tandem-(TOF)MS-Experimente (MS/MS
oder MS?) durchgefiihrt. Hierbei konnen strukturspezifische Merkmale der Analyten
uber die Detektion von metastabilen Ionen erhalten werden, die sich entweder direkt
in der Ionenquelle bilden oder durch Post-Source-Decay (PSD) der Molekiilionen im
Massenanalysator generiert werden [10]. Zudem kann durch den Stofs der Analytio-
nen mit neutralen Gasmolekiilen oder -atomen (z.B. Edelgasatomen) diese Fragmen-
tierung gezielt durchgefiihrt werden. Diese Technik wird als ,Collision-Induced-
Dissociation” (CID, stofsinduzierter Zerfall) bezeichnet. Hierbei wird zunéchst nach
einer ersten Massenseparation das sogenannte , Vorlauferion” oder ,precursor ion”
tiber ein ,, Bradbury-Nielsen-Gate” aus dem analysierten Massenbereich herausgefiltert
[24]. Nach dem Passieren einer mit Edelgas gefiillten Stoffkammer (Collision Cell) und
dem darin stattfindenden stoffiinduzierten Zerfall des Ion, erfolgt die Trennung der

Fragmentionen im zweiten Teil, also im Reflektron, des Massenspektrometers (s. Ab-

bildung 3) [25, 26].
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Aufbaus eines MALDI-Tandem-(TOF)-
Massenspektrometers nach [10].

1.1.1.3 Die Detektoren

Als Detektor werden bei der MALDI-(TOF)-Massenspektrometrie gewohnlich Se-
kundaérelektronenvervielfacher in Form von , Microchannel Plates” (MCP) verwendet.
Diese bestehen aus einer grofien Anzahl von Mikrokanadlen, die von innen mit einem
Halbleitermaterial beschichtet sind. Trifft nun ein Ion auf diese Innenflache, emittiert
diese Sekundérelektronen, die in den MCPs beschleunigt, vervielfacht und anschlie-

fend in ein elektrisches Signal umgewandelt werden [11, 27].

1.1.2 Methoden der MALDI-(TOF)-Massenspektrometrie und einfluss-

nehmende Parameter

Um eine Polymerprobe mittels MALDI-(TOF)MS zu analysieren, ist es meist not-
wendig, zuvor eine Methodenoptimierung durchzufiihren. Je nach Anforderung an
die zu messende Probe, miissen hdufig unterschiedliche Parameter optimiert wer-
den, die Einfliisse auf das Analysenergebnis haben konnen.

Dabei sind Einstellungen am Massenspektrometer selbst von grofier Bedeutung. Die

8
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Wahl des TOF-Modus’ (Linearmodus oder Reflektronmodus) und die Einstellung
der fiir die Analyse benétigten Laserenergie konnen einen grofsen Einfluss auf das
Ergebnis der MALDI-Messung haben. Dabei sollte die Laserenergie so gewahlt wer-
den, dass es nicht zur Fragmentierung der Ionen kommt. Trotzdem sollte das Spekt-
rum moglichst hoch aufgelost sein, ohne dass eine zu hohe Laserenergie zu einer
Verschiebung der Signale im Spektrum fiihrt [28].

Die wichtigsten Parameter in der MALDI-(TOF)MS-Analyse von synthetischen Po-
lymeren stellen die Praparation der Probe und die Auswahl an geeigneter Matrix
und Kationisierungsreagenz dar. Bei der klassischen , Dried Droplet”-Methode wer-
den zundchst sowohl die Analytsubstanz als auch die Matrix in einem organischen
Losungsmittel getrennt voneinander geldst, anschliefend in einem geeigneten Mi-
schungsverhaltnis gemischt und diese Mischung in fliissiger Form auf das MALDI-
Target aufgegeben [15]. Neben dieser klassischen Probenpraparation haben sich auch
andere Aufgabentechniken durchsetzen konnen, die im Kapitel 3.3 beschrieben wer-
den.

Eine klassische MALDI-Matrix sollte eine chemische Struktur aufweisen, die als
Chromophor dient um Energie zu absorbieren. Die Hauptabsortion der Matrixsub-
stanz sollte im Bereich der eingesetzten Laserwellenldnge liegen [29]. Demnach ba-
sieren die Strukturen der klassischen Matrices hauptsédchlich auf aromatischen Sys-
temen, die je nach Anwendung funktionalisiert sind. So wird durch Sauregruppen
und acide Hydroxyfunktionen die Protoneniibertragung auf einige Analyten begtins-
tigt und die Loslichkeit und Kristallisation der Matrices verbessert [12, 15].

Durch das Vakuum in der Ionenquelle und der hohen vorliegenden Energiedichte,
missen MALDI-Matrices zudem sehr stabil sein, damit es unter diesen Einfliissen
nicht zu Zerstérungen kommt. Aufierdem sollten Matrixsubstanzen mit den Analy-
ten keine Nebenreaktionen eingehen, wodurch es eventuell zu Verlusten des Analy-
ten kommen konnte. Zudem ging man lange davon aus, dass der Analyt und die
Matrix, in Abhéngigkeit der Art der Probenpraparation (z.B. beim Verdampfen des

Losungsmittels), eine Cokristallisation miteinander eingehen miissten, um den Ana-
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lyten dem MALDI-Prozess zuganglich zu machen [12, 15]. Dies konnte jedoch unter
anderem von PRZYBILLA et al. und TRIMPIN et al. widerlegt werden und wird anhand
der Ergebnisse in den Kapiteln 3.3 und 3.4 naher diskutiert [30, 31].

Bei einigen klassischen MALDI-Matrices handelt es sich um Derivate der Benzoesau-
re oder der Zimtsaure wie die 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) oder die a-Cyano-4-
hydroxy-zimtsdure (HCCA). Aber auch andere Substanzen und Mehrkomponenten-
systeme konnten erfolgreich fiir unterschiedliche MALDI-Applikationen angewandt
werden [12, 15, 32-38]. In dem Review-Artikel “MALDI time-of-flight mass spectro-
metry of synthetic polymers” von NIELEN sind die iiblichen Probenvorbereitungsme-
thoden, darunter auch die Wahl der geeigneten MALDI-Matrices, zur Analyse der
gangigsten synthetischen Polymere zusammengestellt [39].

Die in dieser Arbeit verwendeten klassischen MALDI-Matrices sind 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB) [40-42], 1,8,9-Anthracentriol ([1,8-Dihydroxy-9[10H]-
anthracenon], Dithranol) [43, 44], a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure (HCCA) [45-48], 2-
[(2E)-3-(4-tert-butylphenyl)-2-methylprop-2-enylidene]malononitril (DCTB) [49, 50]
und 3-Hydroxypicolinsaure (3H-PA) [51]. Die Strukturen dieser MALDI-Matrices
sind in Tabelle 1 dargestellt.

Sollte die Probe nach der bereits vorgestellten, klassischen Methode vorbereitet wer-
den, ist das Losungsmittel so zu wahlen, dass sich Analyt, Matrix und Kationisie-
rungsreagenz moglichst gleich gut darin losen. Eine Grundvoraussetzung zur effek-
tiven Energietibertragung und zum Erhalt von optimalen Spektren ist die Homogeni-
tat der Probe auf der Targetoberfldche. Ist diese nicht gegeben, indem sich zum Bei-
spiel beim Verdampfen des Losungsmittels zu grofle Kristalle bilden kénnen und
sich der Analyt somit nicht gleichmé&fSig mit der verwendeten Matrix auf dem Target
anlagert, kann es zu Diskriminierungseffekten und zu schlechten Spektrenreprodu-
zierbarkeiten kommen. Um Inhomogenitaten zu vermeiden, wurden einige Verbes-
serungen des Verfahrens vorgeschlagen. Durch die Polaritdt des Losungsmittels, das
bedeutet die Verdampfbarkeit, und unterschiedliche Mischungsverhaltnisse bei Lo-

sungsmittelgemischen kann zum Beispiel die Kristallgrofie gesteuert werden.
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Matrix

Struktur

2,5-Dihydroxybenzoesdure
(DHB)

COCH

ij%
HO

1,8,9-Anthracentriol
(Dithranol)

OH OH OH

a-Cyano-4-hydroxy-
zimtsaure
(HCCA)

CN
HO

2-[(2E)-3-(4-tert-
butylphenyl)-2-methylprop-
2-enylidene]malononitril
(DCTB)

N X CN
CN

3-Hydroxypicolinsaure
(B3H-PA)

| N OH
=
N COOH

Tabelle 1:
Matrices.

Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten klassischen MALDI-

Ein weiteres Beispiel ist die sogenannte , Thin-Layer“-Praparation, bei der der Analyt

aus einer wassrigen Losung auf das MALDI-Target pipettiert und nach Verdampfen

des Losungsmittels mit Matrixlosung tiberschichtet wird. Das sich bildende Matrix-

Analyt-Gemisch weist eine erheblich verbesserte Reproduzierbarkeit der daraus re-

sultierenden Massenspektren auf [52]. Weitere alternative Techniken und einige in

dieser Arbeit optimierte Methoden werden im Teil ,, Ergebnisse und Diskussion” in

den Kapiteln 3.3 und 3.4 naher erlautert.
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Alternativ zu den im festen Zustand vorliegenden UV-MALDI-Matrices wurde von
ARMSTRONG et al. die Verwendung von ionischen Fliissigkeiten als Matrix beschrie-
ben [53]. Durch die bessere Verteilung auf der Oberflache ist hierbei das Matrix-zu
Analytverhdltnis {iber die gesamte Probe relativ konstant. Dies konnte von
FUKUYAMA et al. durch Ermittlung der Ionenintensitatsverteilung einiger Analyten
gezeigt werden [54]. Allerdings sind die meisten kommerziell erhaltlichen ionischen
Fliissigkeiten fiir diese Form der Anwendung weniger gut geeignet [53, 54].

Ein zusétzlicher Parameter, zumindest bei der MALDI-Analytik von polymeren Sub-
stanzen, ist die Wahl eines geeigneten Kationisierungshilfsmittels. Wahrend die Ioni-
sation von Biomolekiilen oftmals iiber einen Protonentransfer ablauft, ist bei synthe-
tischen Polymeren ein Zusatz von Metallsalzen notwendig. Diese Art der Ionenbil-
dung wird in den Kapiteln 1.1.3 und 3.1.2 nochmals ausfiihrlich erlautert.

Demnach ist die Durchfithrbarkeit und der Erhalt eines qualitativ hochwertigen
MALDI-Spektrums von vielen unterschiedlichen Parametern abhangig, die fiir jede

analytische Fragestellung neu herausgestellt und optimiert werden miissen.

1.1.3 Der MALDI-Prozess

Die Mechanismen der MALDI-Ionisation und der Desorption sind noch nicht voll-
standig verstanden [15]. Es existieren mehrere Theorien, die sich grundlegend in die
Gruppe der primaren Ionisation (Ionisation aus Neutralteilchen) und in die Gruppe
der sekundéren Ionisation (Bildung der Ionen aus Folgereaktionen und Intermedia-
ten) unterteilen lassen [12]. Im folgenden Teil sollen einige Modelle vorgestellt wer-
den, die zurzeit diskutiert und fiir den MALDI-Prozess angenommen werden.

Ein Modell der Ionenbildung basiert auf der Annahme, dass neutrale Analytmolekii-
le im Matrixkristall eingelagert sind. Als initiierender Schritt wird nach KARAS et al.
[55] und EHRING et al. [56] eine Mehrphotonenionisation der Matrixmolekiile vermu-
tet. Zur Bildung der Radikalkationen der Matrixmolekiile ist ein Zwei-Photonen-

Prozess notwendig, bei dem ein angeregtes Matrixmolekiil innerhalb seiner kurzen

12
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Lebensdauer (einige ns) zur Ionisation von einem zweiten Photon getroffen werden
muss. Dies ist, aufgrund der hohen Leistungsdichten bei den eingesetzten Lasern, ein
durchaus anzunehmender Prozess. Die ionisierten Matrixmolekiile tibertragen an-
schlieffend die Ladung iiber einen Transfermechanismus auf den Analyten [12, 15,
55-57]. Allerdings konnten die Ionisationsenergien der Matrixmolekiile in der festen
Phase wesentlich hoher sein, als in der Gasphase, sodass der angenommene Zwei-
Photonen-Prozess zur Ionisation nicht ausreicht [12].

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung der Ionisation ist das Energy Pooling [12]. Hierbei
wird davon ausgegangen, dass es neben den angesprochenen Mehrphotonenprozes-
sen, zu thermischen bzw. photochemischen Prozessen kommt. Die Energie kann
hierbei von Matrixmolekiilen zu Matrixmolekiilen und von der ionisierten Matrix
wieder auf die Analytmolekiile iibertragen werden. Dabei konnen Mechanismen ab-
laufen, die auf stofSinduzierte Ionisationen hochangeregter Molekiile zuriickzufiihren
sind [12, 58]. Beim MALDI-Prozess konnen zudem unterschiedliche Protonierungs-
reaktionen ablaufen. So schlagen zum Beispiel LIAO und ALLISON eine Saure-Base-
Reaktion des angeregten Matrixmolekiils mit dem Analyten zu den entsprechenden
Protonenadduktradikalkationen in der Ablationswolke (dem Plume) vor [12, 59].

Eine Ionisation in Clustern wurde dagegen von KARAS et al. als , Lucky Survivor”-
Modell vorgeschlagen [60, 61]. Hierbei wird eine statistische Ladungsverteilung
wahrend des Ablationsprozesses angenommen. Die Ionisation wird durch eine La-
dungstrennung verursacht, wobei die desorbierten Cluster einen Uberschuss an Io-
nen tragen. Zur Bildung der Cluster ist jedoch anzunehmen, dass die Analyten zu-
nachst nicht als Neutralteilchen, sondern — dem pKs des Gesamtsystems entspre-
chend - in Molekiilverbanden vorliegen [12, 15, 57, 58, 60, 61].

Das fiir die Ionisation von Polymeren wichtigste Modell der MALDI-Ionisierung ist
die Kationisierung durch einwertige Metallsalzionen [11, 14, 15]. Hierfiir existiert die
Theorie, dass die Ionen in der Matrix/Analyt-Mischung gebildet werden und es an-
schlieSend zur Desorption des Analytaddukts kommt [62]. Aber auch die Theorie

der Gasphasenkationisierung wurde von einigen Arbeitsgruppen diskutiert [12,

13
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63-60].

Durch die niedrigen Protonenaffinititen der Polymere wird die Adduktbildung zum
Beispiel mit Kalium- oder Natriumionen zu den entsprechenden [M+K]*- bzw.
[M+Na]*-Ionen begiinstigt, was anhand vieler Beispiele gezeigt wurde [67-71]. Die
unterschiedlichen Kationenaffinitdten fithren zu der Ausbildung von verschieden-
starken Komplexen mit den Polymerketten in der Gasphase. Dies kann zu unter-
schiedlichen Intensititen der entsprechenden Alkalimetallsalzaddukte fiihren und
zum Teil bei der Polymeranalyse mittels MALDI-MS gezielt ausgenutzt werden [72,
73]. Beispielsweise werden zur Analyse von aromatischen Polymeren, wie Polysty-
rol, meist gut 16sliche Silber-(I)- oder Kupfer-(I)-Salze verwendet, da gerade diese
Ionen besonders gut mit dem mt-Elektronensystem der Aromaten in Wechselwirkung
treten und somit eine Kationisierung der polydispersen Analyten begiinstigt wird

[28, 68, 74-77].

1.2 Stand der Polymer- und Tensidanalytik und Verwendung
der MALDI-Massenspektrometrie

Zur Polymer- und Tensidanalytik sind viele unterschiedliche Methoden angewandt
worden, die in unterschiedlichem Mafle in der Routineanalytik polydisperser Sub-
stanzen eingesetzt werden. Neben den klassischen nasschemischen Verfahren, ist
hier besonders die Ionenchromatographie (IC) [78, 79], die Diinnschichtchroma-
tographie (DC oder TLC) [80, 81] und die Kapillarelektrophorese (CE) [82-86] zu
nennen. Zur Analyse von Polymerverteilungen ist die Gelpermetationschroma-
tographie (GPC), die auch Grofienausschlufichromatographie (Size Exclusion Chroma-
tography, SEC) genannt wird, eine sehr erfolgreiche und die am meisten verwendete
Methode [87, 88]. Aber auch die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) und
die moderne Gaschromatographie (GC) mit unterschiedlichen Detektorsystemen

sind fiir die Trennung und Detektion polymerer Tensidanalyten im niedrigen Mas-
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senbereich (unter ca. 700 Da) geeignete Methoden. So lassen sich zum Beispiel Fettal-
koholethoxylate (FAEO) oder Alkylpolyglucoside (AG) an den freien OH-Gruppen
mit UV- oder Fluoreszenzmarkern derivatisieren und mittels HPLC-UV oder HPLC-
FLD analysieren [89-93]. Bei der Anwendung der GC-Technik kommt haufig die
Hochtemperaturgaschromatographie (HT-GC) zum Einsatz, da sie nicht nur auf Oli-
gomere im unteren Massenbereich einer Polymer- bzw. Tensidverteilung limitiert ist
[94-96]. Der Einsatz multidimensionaler Trenntechniken konnte bereits erfolgreich
gezeigt werden. So wurde in unserem Arbeitskreis die comprehensive zweidimen-
sionale Gaschromatographie gekoppelt an ein EI-(TOF)-Massenspektrometer
(GCxGC-(TOF)MS) zur Trennung von Tensidproben und Tensidmischungen einge-
setzt [97-101]. Von DUCK et al. konnten diese Methoden erfolgreich auf ein GCxGC-
EI/CI-qMS-System iibertragen werden [102-104]. Auch wurde die erfolgreiche An-
wendung der comprehensive Fliissigchromatographie (LCxLC) bei Trennungen von
(Co)polymeren gezeigt, allerdings konnte sich diese Methode noch nicht in der Rou-
tineanalytik durchsetzen [105-108].

Die Kopplung von Trennmethoden mit der Massenspektrometrie erlaubt die schnelle
Identifizierung der Probenbestandteile und ermoglicht zum grofiten Teil zudem eine
quantitative Analyse dieser Substanzen. So konnten sich besonders die Kopplung
der HPLC mit der chemischen Ionisierung unter Atmosphérendruck (APCI) und der
Electrospray Ionisation (ESI) durchsetzten [109-117]. Beispielsweise konnte die ESI-
MS zur Charakterisierung von (Co)polymeren anwendet werden [118, 119]. Jedoch
ist diese Form der Ionisierung in der Analytik von polydispersen synthetischen Po-
lymeren etwas problematisch, da je nach Polymer Mehrfachladungen eines jeden
Monomers detektiert werden. Dies kann zu Uberlagerungen der Molekularvertei-
lungen fithren, wodurch die erhaltenen Massenspektren nicht oder nur schwer inter-
pretierbar werden.

In den letzten Jahren hat sich die Ionenmobilitatsspektrometrie-Massenspektrometrie
(IMS-MS) in Verbindung mit einer ESI-Ionenquelle zur Analyse komplexer Polymer-

proben als besonders hilfreich herausgestellt. Arbeiten von TRIMPIN et al. zeigen, dass
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mit dieser Technik nicht nur Aussagen {iiber die Hauptanalyten moglich sind,
dern auch mogliche Nebenkomponenten des Polymers bestimmt werden konnen
[120, 121].

Eine andere, 2008 von SCHIEWEK et al. vorgestellte massenspektrometrische Methode
zur Analyse von polymeren Tensiden im unteren Massenbereich (bis etwa 1000 Da)
beschreibt die Derivatisierung mit einem Ionisationslabel und die anschlieflende
Analyse mittels Laserionisation unter Atmospharendruck (APLI) [122].

Die in dieser Arbeit zum Einsatz kommende MALDI-Technik wurde schon in den
1990er Jahren zur Analyse niedrigmolekularer Polymere eingesetzt [123, 124]. Die
ersten Arbeiten, die eine qualitative Analyse von Tensiden mit Hilfe der MALDI-
Massenspektrometrie beschreiben, wurden 1995 von BARRY et al. vorgestellt [125]. In
ihrer Publikation ,MALDI-TOF-MS: Eine neue analytische Technik zur Charakteri-
sierung von Produkten auf Basis nachwachsender Rohstoffe” beschrieben BERCHTER
et al. als erstes die MALDI-TOF-MS-Analyse ethoxylierter Fettalkohole und Alkylpo-
lyglucoside [126].

Die Anwendung der MALDI-Massenspektrometrie zur Analyse von Polymeren und
Tensiden wurde in den darauffolgenden Jahren intensiv erforscht. Besonders die
Charakterisierung von ethoxylierten Tensiden und die Analyse von Polyether-
Copolymeren sind hierbei herauszustellen [127-130].

Um eine mogliche Massendiskriminierung im unteren Massenbereich von niedrig-
ethoxylierten Tensiden zu umgehen, konnten erfolgreich Derivatisierungen der Ana-
lyten mit Phthalsdureanhydrid vor der MALDI-Analyse angewendet werden [131].
CUMME et al. [80], JusT et al. [129] und BARRY et al. [132] verglichen Daten aus
MALDI-Messungen mit denen anderer Analyseverfahren (CE, DC, HPLC, FTIR).
Auch wurden mogliche Probleme, die bei MALDI-Analysen von komplexen Poly-
mermischungen auftreten konnen, diskutiert [133-135].

Es wurde bereits die Kopplung der Fliissigchromatographie an ein MALDI-
Massenspektrometer realisiert. Hierbei sind einige Methoden entwickelt worden, die

die Analyse von komplexen Polymermischungen vereinfachen [136-144]. Allerdings
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arbeiten diese Methoden oftmals mit Offline-Kopplungen des GPC- bzw. HPLC-
Trennsystems iiber unterschiedliche Probenaufgabesysteme an das MALDI-
Spektrometer. Einige erste Versuche zeigen aber, dass auch eine Online-Kopplung
tiber eine ESI-Ionenquelle an ein AP-IR-MALDI-System moglich ist [145].

Das MALDI-Verfahren hat sich bis heute sehr gut in der Analytik von polymeren
Substanzen etablieren konnen. Seit 2006 existiert in Deutschland eine DIN-Norm zur
,Bestimmung der Molmasse und Molmassenverteilung von polymeren Spezies
durch matrixunterstiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektro-

metrie” [146].
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die matrixunterstiitze Laser-Desorption/Ionisation (Matrix-Assisted Laser Desorpti-
on/lonization, MALDI) ist eine Ionisationsmethode in der Massenspektrometrie, mit
der sich grofie, polydisperse Substanzen und Substanzgemische ionisieren lassen.
Die MALDI-Massenspektrometrie stellt demnach, neben anderen analytischen Ver-
fahren, ein wichtiges Hilfsmittel der Polymeranalytik, also der direkten Darstellung
der Oligomer- bzw. Polymermassenverteilungen, dar. Bei der MALDI-(TOF)MS-
Analyse ist die Probenvorbereitung von grofser Wichtigkeit, da hierdurch die Pro-
benhomogenitdt auf der Targetoberfliche und folglich die Reproduzierbarkeit der
erhaltenen MALDI-Massenspektren mafsgeblich beeinflusst wird.

In der vorliegenden Arbeit sollen zunachst klassische Methoden der MALDI-
Analytik auf Produkte der fettchemischen Industrie (z.B. Fettalkoholalkoxylate) an-
gewendet werden. Diese Produkte werden von der Firma Cognis GmbH (Diissel-
dorf, D), welche diese Arbeit finanziell unterstiitzt, zur Verfiigung gestellt. Im An-
schluss sollen dann Methoden entwickelt und angewendet werden, die die MALDI-
(TOF)MS-Analyse von polydispersen, technischen Produkten vereinfachen und ana-
lytisch relevante Aussagen iiber die Produkte zulassen.

In einem weiteren Teil der Arbeit werden anhand einiger Produkte systematische
Untersuchungen zur Optimierung der MALDI-(TOF)MS-Analyse tensidischer Poly-
mere durchgefiihrt. Die Ergebnisse aus diesen Vergleichsmessungen sollen mit Hilfe
von statistischen Verfahren ausgewertet und graphisch dargestellt werden, um die
optimalen Probenvorbereitungsmethoden fiir unterschiedliche Tensidklassen her-
auszustellen.

Bei der geplanten Verwendung einer l0sungsmittelfreien Probenvorbereitung wer-
den Einfliisse wie die eingesetzte Matrix und das Targetmaterial untersucht. Um eine
homogenere Probenoberfliche, das heifst eine gleichmafSigere Belegung der Target-

oberfliche mit Matrix und Analyt zu erhalten, kann diese Art der Probenvorberei-
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tung weiterentwickelt und an die in dieser Arbeit relevanten Substanzen angepasst
werden. Zudem soll der Frage nachgegangen werden, ob zur Laser-
Desorption/lonisation von Produkten im unteren Massenbereich tiiberhaupt eine
Matrix notwendig ist und wie sich die 16sungsmittelfreie Probenvorbereitung darauf
auswirkt.

Zur Charakterisierung von Copolymeren soll die MALDI-Tandem-Massenspektro-
metrie Anwendung finden. Dabei wird {iberpriift, wie diese Technik bei der Unter-
scheidung von Random- und Block-Copolymeren eingesetzt werden kann und wel-
chen Einfluss unterschiedliche MS/MS-Techniken sowie Arten der sich bildenden
Adduktionen auf die Fragmentionenspektren der Fettalkoholalkoxylat-Copolymere
haben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

,Aufgabe der Naturwissenschaft ist es
nicht nur, die Erfahrung zu erweitern, son-
dern in diese Erfahrung eine Ordnung zu
bringen”

Niels Bohr
*1885 11962
Nobelpreistrager fiir Physik 1922

Seit ihrer Entwicklung hat sich die MALDI-Massenspektrometrie (MALDI-MS) als
Verfahren zur Analyse industrieller Polymere und tensidischer Aktivkomponenten
durchsetzen konnen, da es die direkte Darstellung der Oligomer- bzw. Polymerio-
nenverteilung ermoglicht. Die bedeutensten Vorteile der MALDI-MS in der Poly-
meranalytik sind die Bildung von meist einfach geladenen Analytionen, die Unab-
hangigkeit der Analytpolaritit vom Ionisationsprozess und die genaue Analyse von
individuellen Oligomermassen.

Wie auch bei anderen Analysenmethoden wird die MALDI-Analyse durch eine Viel-
zahl von Parametern beeinflusst. Zum einen ist hierbei die Art der Probenvorberei-
tung zu nennen, bei der gerade die Auswahl einer geeigneten Matrix-Analyt-
Kombination von grofiter Bedeutung ist. Aber auch die Wahl des Losungsmittels
und des kationisierenden Salzzusatzes sind nicht zu vernachldssigen. Zum anderen
lassen sich durch unterschiedliche Einstellungen am MALDI-(TOF)MS, wie zum Bei-
spiel die Variation der Laserenergie und/oder die Wahl des TOF-Modus’, die Analy-
senergebnisse beeinflussen.

Um diese Einfliisse bei einer MALDI-(TOF)MS-Analyse technischer Polymere sowie
tensidischer Produkte auf Basis nachwachsender Rohstoffe am besten nutzen zu
konnen, wurden in dieser Arbeit neue methodische Ansatze entwickelt, die in den
folgenden Unterkapiteln naher dargestellt und diskutiert werden.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich im Wesentlichen in zwei Teile. Im ersten Teil
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werden die Ergebnisse systematischer Untersuchungen und verschiedene neue An-
sdtze der Probenvorbereitung zur MALDI-(TOF)MS-Analyse technischer Polymere
dargestellt. Im Anschluss daran werden die Ergebnisse aus MALDI-Tandem-
(TOF)MS-Experimenten zur Charakterisierung von Copolymeren diskutiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Produkte sind in Abbildung 4 dargestellt. Sie ba-
sieren zum Teil auf oleochemischen Fettalkoholen, die durch unterschiedliche grof-
technische Prozesse chemisch modifiziert werden. So konnen zum Beispiel Fettalko-
holethoxylate (FAEO) durch basenkatalysierte Reaktion von Fettalkoholen mit Ethy-
lenoxid — auch als Ethoxylierung bekannt — erhalten werden, die durch eine an-
schliefende Sulfatierung in die entsprechenden Fettalkoholethersulfate (FAES) um-
gesetzt werden konnen. Fettalkoholalkoxylate lassen sich zudem durch gezielte Ab-
folge von Ethoxylierungen, Propoxylierungen und/oder Butoxylierungen (und wei-
teren) als Copolymere herstellen. Weitere Informationen hierzu sind in Kapitel 3.5
zusammengestellt. Die Umsetzung von reduzierenden Zuckern mit Fettalkoholen
fithrt zu Alkylpolyglucosiden (AG). Durch Homopolymerisation von Ethlyenoxid
entsteht Polyethlyenglycol (PEG), welches in dieser Arbeit als Standard und Ver-
gleichssubstanz dient.

Durch den Einsatz technischer Alkoholgemische unterschiedlicher Kettenldngen
(meist Cs bis Cis) und der Moglichkeit, den Polymerisierungsgrad (x) beliebig einstel-
len zu konnen, ist eine grofie Variabilitit in der Zusammensetzung der Produkte
moglich. Demnach stellen moderne Polymere bzw. Tenside keine klar definierten
chemischen Verbindungen, sondern Gemische unterschiedlicher Oligomere dar.

Die in dieser Arbeit analysierten Substanzen finden zum Beispiel in Waschmitteln,
fliissigen Waschrezepturen, Reinigungsmitteln und Korperpflegemitteln Verwen-
dung. Aber auch als Emulgatoren, Dispersionsmittel und als Additive in industriel-
len, technichen Anwendungen werden diese Produkte eingesetzt.

Weitere Informationen zu dem Herstellungsprozess und den spezifischen Anwen-
dungen der Produkte konnen anderen Arbeiten von DUCK [102], WULF [97], HUBNER

[99] und TAHERI [101] entnommen werden.
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Abbildung 4:  Strukturformeln und Abkiirzungen der polydispersen Produkte, die in
dieser Arbeit analysiert wurden und als Standards Verwendung fanden.

3.1 Optimierung der klassischen MALDI-(TOF)MS-Analyse

von Polymeren und Tensiden

Eine der wichtigsten Aufgaben in der modernen analytisch-chemischen Praxis ist die
Methodenoptimierung. Nur durch eine geeignete Optimierung der Analysenparame-
ter und einer prazisen Kalibrierung des Analysensystems konnen sowohl qualitative
als auch quantitative Ergebnisse erzielt werden.

In der MALDI-Massenspektrometrie von Polymeren werden die Ergebnisse durch
eine Vielzahl von Parametern beeinflusst. Einerseits kann die Probe selbst durch ihre
chemische Zusammensetzung die Desorption und Ionisation mafigeblich verandern.
Andererseits konnen die verwendete Matrix, die Konzentrationsverhaltnisse von

Matrixsubstanz und Analyt, das Losungsmittel und das verwendete Kationisie-
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rungssalz Einfluss auf die erhaltene Polymerverteilung nehmen [147-149]. So konn-
ten YALCIN et al. zeigen, dass sich in Abhédngigkeit vom verwendeten Losungsmittel-
gemisch die Qualitat der MALDI-Spektren von Polystyrol 7000 und PMMA 3750 an-
dert [150]. ARAKAWA et al. beobachteten ebenfalls einen starken Einfluss vom Lo6-
sungsmittelgemisch und der Matrixkonzentration bei der MALDI-Analyse von Nat-
rium-Polystyrolsulfonat (SPS) im negativen Ionenmodus [151]. Da synthetische Po-
lymere eine Verteilung der einzelnen Kettenldngen und zum Teil auch der vorhan-
denen Endgruppen aufweisen, miissen die Methoden der Probenvorbereitung so
angepasst werden, dass es zu einer effektiven Kationisierung der Polymermolekiile
kommt und Massendiskriminierungseffekte verhindert werden [149].

Weitere, nicht zu vernachldassigende Parameter sind die Geriteeinstellungen am
MALDI-MS [148, 152]. Von WETZEL et al. wurde 2006 gezeigt, dass sich hierbei be-
sonders die Parameter Detektorspannung, Laserenergie und Extraction-Delay-Time
bei der Analyse einer Polystyrol 9000-Verteilung unter Verwendung einer Dithranol-
Matrix signifikant auswirken [148].

Zur qualitativen Analyse von Polymeren, zum Beispiel zur Ermittlung von Polymer-
verteilungen, aber auch zur Bestimmung von strukturspezifischen Charakteristika,
wie der Analyse von Endgruppen und Copolymerzusammensetzungen, konnte die
klassische , Dried Droplet”-Probenvorbereitungsmethode [15] erfolgreich eingesetzt
werden. Die Praparation aus der fliissigen Phase fiihrt jedoch durch das langsame
Verdampfen des Losungsmittels zu Inhomogenititen und damit Konzentrations-
schwankungen des Analyten auf dem Target. Durch diesen Effekt sind quantitative
Messungen, die sowohl bei polymeranalytischen als auch bei bioanalytischen Frage-
stellungen von grofiem Interesse sind, entweder tiberhaupt nicht oder nur in Aus-
nahmefallen moglich. Untersuchungen der letzten Jahre haben einige Probleme bei
der Quantifizierung mittels MALDI-MS aufgedeckt. [58, 153-162]. Fehler durch Pro-
beninhomogenitaten und Signal-Suppressionen lassen sich aber durch die Verwen-
dung von internen Standards herabsetzen. Diese Standards sollten jedoch dem Ana-

lyten entsprechende Kristallisationseigenschaften aufweisen, was vor einer Quantifi-
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zierung weitere Untersuchungen erfordert. Aufierdem muss die Anzahl der Laser-
schiisse auf die Probe stark erhoht werden, um die schlechte Schuss-zu-Schuss-
Reproduzierbarkeit im Mittel zu verbessern und somit aus dem Mittelwert aller er-
haltenen Spektren das korrekte Analyt-zu-Standard-Verhaltnis ermitteln zu konnen.
Um diese genannten Einfliisse besser zu verstehen und Aussagen tiber die optimalen
Parameter bei der MALDI-MS-Analyse technischer, polydisperser Substanzen zu
treffen, ist es notig, Vergleiche anhand ausgesuchter Produkte vorzunehmen. Nur so
wird es in Zukunft moglich sein, Methoden zu entwickeln, die eine quantitative Aus-
sage iiber Polymerbestandteile — zum Beispiel in einer technischen Mischung — er-
lauben. In den folgenden Teilen ist dargestellt, wie die auf bekannten Methoden ba-
sierenden Probenvorbereitungen auf die entsprechenden Produkte der fettchemi-
schen Industrie iibertragen wurden. Anhand der sich ergebenden Einfliisse der Pro-
benvorbereitungsmethoden und der Gerateparameter erfolgte eine Optimierung die-
ser Methoden.

Alle in dieser Arbeit gezeigten MALDI-Spektren, bis auf einige in Teil 3.5.2 darge-
stellten, wurden mit einem Shimadzu Biotech AXIMA Performancell (Shimadzu
Biotech, Manchester, UK) MALDI-Reflektron-TOF Massenspektrometer aufgenom-
men. Die wichtigsten Gerdteparameter sind im experimentellen Teil (Kapitel 5) zu-
sammengestellt.

Das MALDI-Massenspektrometer wurde vor jeder Messreihe mit einem Polyethy-
lenglycolstandard (PEG 2000) kalibriert. Die Kalibrierungsmethode und das MALDI-

Spektrum zur Massenkalibrierung sind in Kapitel 5.1 zu finden.

3.1.1 Vergleichsmessungen an Fettalkoholethoxylaten

Um einen Uberblick zu erhalten, wie sich die bereits vorgestellten Substanzen mit
der MALDI-Massenspektrometrie analysieren lassen, wurden zunachst Vergleichs-
messungen an Fettalkoholethoxylaten durchgefiihrt. Dabei wurden einige der zuvor

genannten Parameter variiert, um das Verhalten der Analyten bei der MALDI-MS-
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Analyse ndher herauszustellen und daraus eine Optimierung der Methode zu
erreichen.

Als Beispiel fiir die Messung eines oleochemischen tensidischen Produktes ist in Ab-
bildung 5 das MALDI-(TOF)-Massenspektrum eines Fettalkoholethoxylats gezeigt.
Dieses Produkt besteht aus ethoxylierten Fettalkoholen mit den Kettenlangen Ci2 und
Cus, also Dodecyl- und Tetradecylendgruppen (bzw. Dodecanol und Tetradecanol als
Polymerstartermolekiilen), mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 30 (FA-
Ci214-EO30). Zur Analyse wurde das Produkt in Tetrahydrofuran (THF) gelost
(2 mg - mL?). Als Matrix wurde HCCA verwendet, welches in einer Konzentration
von 10 mg - mL"! in THF gelost wurde. Nach dem Mischen von 20 uL Matrix-Losung
und 20 uL Probelosung mit 2 uL einer NaCl-Losung (0,1 mol - L! in THF) erfolgte die
Auftragung von 0,5 uL Mischung auf die Targetoberfliche. Die MALDI-Messung
wurde im positiven Reflektron-TOF-Modus durchgefiihrt. Die Gerateeinstellungen
sind in Kapitel 5.3 dargestellt.

Die unterschiedlichen Massenverteilungen, die aus den beiden C-Ketten resultieren,
sind deutlich zu erkennen. Hierbei wird die Hauptverteilung durch die Ethylenoxi-
daddukte des Dodecanols und die erste Unterverteilung durch die Ethylenoxidad-
dukte des Tetradecanols gebildet. Ein mittlerer Ethoxylierungsgrad von 30 bedeutet
bei der Verteilung nicht unbedingt, dass ihr Maximum bei einer Oligomermasse
liegt, die 30 EO entspricht, sondern dass das errechnete Mittel aus allen enthaltenen
Massen der Verteilung bei einem Polymerisierungsgrad von 30 liegt. Diese beiden
Verteilungen entstehen durch Adduktbildung der entsprechenden neutralen Oligo-
meren mit Na*-Ionen. Es bilden sich hierbei hauptsdchlich [M+Na]*Ionen. Jedoch
tallt bei genauerer Betrachtung des Spektrums auf, dass sich auch andere Addukte
bilden konnen (zum Beispiel durch andere Salzionen, die das Produkt bereits ent-

halt). Diese fithren zu weiteren Unterverteilungen.
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Abbildung 5: MALDI-(TOF)-Massenspektrum eines Ci2/Cu-Fettalkoholethoxylats mit
einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 30.

Probenvorbereitung: Probe 2 mg - mL! in THF, Matrix HCCA 10 mg - mL"?
in THF, NaCl-Losung (0,1 mol - L' in THF), Mischen der Einzelkomponen-
ten (20 uL Matrix-Losung + 20 pL Probelosung + 2 uL Salzlosung), Auftra-
gung von 0,5 uL Mischung auf die Targetoberfldche.

Dieses einfache Beispiel zeigt bereits, wie komplex tensidische Polymere aufgebaut
sein konnen und wie leicht die MALDI-Messung der Polymerverteilungen dufieren
Einfliissen unterliegt. So erschwert zum Beispiel die Bildung von unbekannten Salz-
addukten die Auswertung einer Messung, und die nicht vollstindige Salzadduktbil-
dung mit einem definierten Kation kann eine Verschiebung der Verteilung verursa-
chen (vgl. Kapitel 3.1.2). Hinzu kommt, dass die Massendifferenz zwischen Natrium
und Kalium 16 betragt. Genau diese Massendifferenz ist z.B. auch durch zwei etho-
xylierte Fettalkohol-Oligomerreihen darstellbar, die sich in einer C2Hs-Gruppe und
einer EO-Gruppe unterscheiden (z.B. FA-C14+-EO2 und FA-C1-EO21). Dies kann bei
der Analyse einer unbekannten Substanz und einer unzureichenden Massenauflo-
sung bzw. -genauigkeit eine exakte Identifizierung der Komponenten erschweren.
Um diese hier gezeigte Analyse des Produktes mit anderen Analysenmethoden zu

vergleichen und die Genauigkeit der Methode zu iiberpriifen, wurden zusatzlich
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ESI-MS-, APCI-MS- und NMR-Analysen durchgefiihrt bzw. durch die Firma Cognis
GmbH in Auftrag gegeben. Dabei zeigten alle Methoden nahezu gleiche Ergebnisse,
die auch der Verteilung in Abbildung 5 entsprechen. Ein Beispiel fiir eine ESI-
Q(TOF)MS-Analyse ist in Abbildung 39 im Anhang (Kapitel 6) dargestellt.

Ein weiterer zu untersuchender Faktor ist der Einfluss der verwendeten Matrix. In
Abbildung 6 sind Messungen des oben genannten Fettalkoholethoxylats gezeigt, bei
denen die Matrix variiert wurde. Bei den Messungen wurde darauf geachtet, dass die
Geradteparameter konstant blieben, sodass zum Beispiel stets eine gleiche Laserener-

gie vorlag.

a)
DCTB
[M+Na]*

b)
Dithranol
[M+Na]*

c)
HCCA
[M+Na]*

L JMLM \Ml 1\“ & Hul H\ h JNJ‘JMJM N
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Abbildung 6: MALDI-(TOF)-Massenspektrum eines Ci2/Cu-Fettalkoholethoxylats mit
einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 30 unter Verwendung von DCTB
(a), Dithranol (b), HCCA (c) und DHB (d) als Matrix.

Probenvorbereitung: Probe 2 mg - mL! in THF, Matrix 10 mg - mL- in THF,
NaCl-Lésung (0,1 mol-L* in THF), Mischen der Einzelkomponenten
(20 uL Matrix-Losung + 20 uL Probelosung + 2 uL Salzlosung), Auftragung
von 0,5 pL Mischung auf die Targetoberfldche.
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Es zeigte sich, dass die Matrix einen Einfluss auf die Lage der gemessenen Polymer-
verteilung hat. Unter Verwendung von DHB (Abbildung 6d) ist die Verteilung zu
hoheren Massen verschoben. Dagegen weist das Spektrum mit DCTB als Matrix
(Abbildung 6a) eine Verteilung bei wesentlich kleineren Massen auf. Beim Vergleich
der Gesamtionenausbeuten fiir den gezeigten Massenbereich, welche in Relation zu
den TIC-Werten des Detektors stehen, fillt auf, dass sich abhangig von der Matrix
erhebliche Unterschiede zeigen. Dies kann mehrere Griinde haben. Zum einen ist es
moglich, dass es zu Massendiskriminierungen kommt, die sich von Matrix zu Matrix
stark unterscheiden. Zum anderen kann sich die Probenvorbereitung im Hinblick auf
eine Cokristallisation von Probe und Matrix auswirken, durch die der MALDI-
Prozess beglinstigt werden kann.

Die Laserenergie, die bei der Aufnahme von MALDI-Spektren variierbar ist, stellt
einen weiteren Parameter dar, der hier diskutiert werden soll. Die Abhangigkeit des
resultierenden Spektrums von der eingestellen Energie ist in Abbildung 7 wieder
anhand des Fettalkoholethoxylats gezeigt. Hierbei wurde die Energie des auftreffen-
den Laserlichtes, bei gleichbleibender Matrix, zwischen 1,4 yJ und 4,2 yJ (bezogen
auf die vom Laserlicht illuminierte Flache mit einem Durchmesser von etwa 100 um
auf dem MALDI-Target) verandert. Bei einer Laserenergie von 1,4 yJ zeigen sich
zwar einige Massensignale, jedoch weist das Spektrum ein sehr geringes Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis (S5/N) auf, was in keiner Weise fiir eine hohe Qualitdt spricht. Mit
Erhohung der Energie tritt eine weitaus bessere Desorption/Ionisation ein, sodass
sich zwischen 2,0 uJ und 2,7 yJ eine durchaus akzeptable Spektrenqualitat erzielen

lasst.
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Abbildung 72 MALDI-(TOF)-Massenspektren eines Ci2/Cus-Fettalkoholethoxylats mit ei-
nem mittleren Ethoxylierungsgrad von 30 bei Variation der Laserenergie.

Probenvorbereitung: Probe 2 mg - mL" in THF, Matrix DCTB 10 mg - mL-
in THF, NaCl-Losung (0,1 mol - L in THF), Mischen der Einzelkomponen-
ten (20 uL Matrix-Losung + 20 uL Probel6sung + 2 uL Salzlosung), Auftra-
gung von 0,5 uL Mischung auf die Targetoberfldche.

Ein Problem ergibt sich bei hoheren Laserenergien. Ab einem bestimmten Wert erge-
ben sich Spektren, bei denen die Verteilung zu niedrigeren Massen verschoben ist
(Abbildung 7; 3,1 pJ). Offenbar ist die Laserenergie zu hoch, um sie vollstandig von
der Matrix zu absorbieren und zur , weichen” Desorption der Analyten zu nutzen.
Durch die hohen Energiedichten im Matrix-Analyt-Mischkristall konnen sich Frag-
mentierungen der Analytmolekiile ergeben, deren Ionen bei niedrigeren Massen de-
tektiert werden. Allerdings lasst sich diese Aussage nicht vollstindig bestatigen, da
bei der Desorption/Ionisation auch andere Mechanismen zum Tragen kommen konn-

ten, die zu Diskriminierungen in bestimmten Massenbereichen fiithren.
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3.1.2 Optimierung der Salzadduktbildung

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden Analyten in der MALDI-
Massenspektrometrie oft in der Form (M+X)* (M = Analytmolekiil; X = Kation) detek-
tiert. Eine mogliche Erklarung liefert die Theorie der ,Gasphasenkationisierung”, die
eine Ionen-Molekiilreaktion zwischen dem Polymer (M) und dem Kation (X*) zu ei-
nem Polymer-Kation-Addukt (MX*) beschreibt [12, 163]. Anders als bei der MALDI-
Analyse von Proteinen, bei der die Ionisierung aufgrund der relativ hohen Protonen-
affinitdt durch eine Protonierung erreicht wird und Salze meist storende Nebeneffek-
te bewirken, die oft durch gezielte Entsalzungen verringert werden [164-167], erfolgt
die Ionisation von neutralen industriellen Polymeren durch Anlagerung einwertiger
Kationen wie Na*, K*, Cs* und Ag* die bei der klassischen , Dried Droplet”-
Probenvorbereitungsmethode als Salzlosung der Matrix-Analyt-Losung zugesetzt
werden [12, 67, 168-171]. Einerseits ergibt sich daraus ein klarer Vorteil, da diese Ad-
dukte meist sehr stabil sind und hauptsédchlich einfach geladene Ionen entstehen,
was bei der ESI als alternative Ionisationsmethode fiir die massenspektrometrische
Analyse nicht immer der Fall ist. Andererseits fiihrt eine relativ hohe Salzkonzentra-
tion, die das synthetische Produkt aufweisen kann, zu einem grofsen Problem. Be-
dingt duch die Art der technischen Synthesefiihrung enthalten besonders alkoxylier-
te Polymere (hier: Fettalkoholethoxylate und Fettalkoholpropoxylate) unbestimmte
Anteile von z.B. Natrium- und/oder Kaliumionen. Die technische Umsetzung eines
Alkohols mit Ethylenoxid zu einem Alkoholethoxylat wird meist in einer basenkata-
lysierten, anionischen Ringoffnungspolymerisation an einen Alkoholstarter durchge-
fithrt, wobei als Katalysator Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid oder ein Gemisch
einiger Salze eingesetzt wird [172]. Da hierbei keine hochreinen Salze Verwendung
finden, enthalten diese Produkte Alkaliionen unterschiedlicher Art.

Je nach Verwendung des technischen Produktes ist es oftmals nicht notig, diese Io-
nen aus dem Produkt zu entfernen. Dies fiihrt zu einem Problem bei der MALDI-
(TOF)MS-Analyse, da zum Beispiel neben der Molekulargewichtsverteilung der

Natriumaddukte eine zweite Verteilung im MALDI detektiert wird, deren Ionen
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durch die entsprechenden Kaliumaddukte gebildet werden (s. auch Kapitel 3.1.1).
Ein weiteres Problem, welches sich bei der klassischen Probenpraparation ergibt, ist
die relativ schlechte Loslichkeit einiger Salze in organischem Losungsmittel. Durch
das Hinzugeben des kationisierenden Agens zu der Probelosung, also der Mischung
aus Matrix und Analyt in einem organischen Losungsmittel, geht nur ein kleiner Teil
der Kationen in Losung. Dadurch konnen die in der Probe enthaltenen Kationen
wahrend der Ionisierung nicht besonders gut durch die hinzugegebenen ausge-
tauscht, d.h. aus den bestehenden Clustern in der Gasphase verdrangt werden. Dies
kann zum Beispiel zu parallel vorliegenden Na/K-Doppelverteilungen fithren. Fiir
eine tibersichtliche Analyse des polydispersen Produktes und der korrekten Bestim-
mung der Verteilungsparameter ist jedoch nur eine Adduktverteilung erwiinscht.
Zur Optimierung der Kationisierung von Polymeren in der Gasphase wurden fiir
eine effiziente MALDI-Analyse in den letzten Jahren Untersuchungen zu Konforma-
tionseffekten und energetischen Eigenschaften durchgefiihrt und einige neue Tech-
niken entwickelt [12, 39, 170, 171, 173-176]. So wurde zum Beispiel von MEIER und
SCHUBERT die sogenannte , Multiple-Layer Spotting”-Technik eingefiihrt, bei der die
einzelnen Komponenten (Matrix, Salz und Probe) im Mehrschichtsystem auf das
Target aufgetragen werden [176].

In Anlehnung an diese Technik wurde fiir die MALDI-Analyse der in dieser Arbeit
relevanten Analyten eine dhnliche Art der Salzzugabe entwickelt. Dazu wurden 2 pL
einer wassrigen Natrium- oder Kaliumchloridlosung mit einer Konzentration von
0,1 mol - L direkt auf das gereinigte und getrocknete Target-Well (Spot auf dem
MALDI-Target) gegeben (siehe Seite 35, Abbildung 11a). Als Alternative wurden
auch Salzlosungen (1,3 uL) mit einer Konzentration von 0,1 mol-L?! in einer 1:1-
Mischung aus Methanol und Wasser verwendet. Dies fiihrt zu einer besseren Benet-
zung der Edelstahloberfldche. Nach einer Trockenzeit von etwa 20 - 30 Minuten er-
folgte die Auftragung von Matrix- und Probeldsung aus einem organischen Lo-
sungsmittel, bei der die zuvor gebildeten Salzkristalle nicht aufgelost werden. Durch

diese Trennung von Salzzugabe und Polymer/Matrix-Applikation konnte der Anteil
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von Salzionen auf dem Well erhoht und die Probe bzw. die Matrix in einem geeigne-
ten Losungsmittel aufgetragen werden.

Das Ergebnis dieser optimierten Salz- bzw. Probeaufgabetechnik ist in Abbildung 8
am Beispiel des PEG 2000-Standards darstellt. Abbildung 8b zeigt einen Ausschnitt
des MALDI-Spektrums von PEG 2000 ohne Zugabe von Alkalisalzen. Es ist deutlich
die Ausbildung sowohl von Natrium- als auch von Kaliumaddukten zu erkennen.
Unter Verwendung der Salzvorbeschichtung mit Natriumchloridlésung lassen sich
nur die entsprechenden Natriumaddukte detektieren (Abbildung 8a). Es kommt
demnach zum kompletten Austausch der Kalium- durch Natriumionen, was sich in

nur einer, wesentlich tibersichtlicheren Verteilung zeigt.
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Abbildung 8: MALDI-(TOF)-Massenspektrum von PEG 2000 mit NaCl-Vorbeschichtung
des Targets (a) und ohne Zusatz von Salz (b).

Probenvorbereitung: Probe 2 mg-mL? in Methanol, Matrix DHB
10 mg - mL! in Methanol, Mischen der Einzelkomponenten (20 uL Matrix-
Losung + 20 uL Probelosung), Auftragung von 0,5 uL Mischung auf die
Targetoberflache. Bei (a) Vorbeschichung des Targets mit 2 pL einer waéss-
rigen NaCl-Losung (0,1 mol - L).

32



Ergebnisse und Diskussion

Dass dieses Probenvorbereitungsverfahren auch auf andere Alkaliionen tibertragbar
ist, zeigen die Spektren in Abbildung 9. Dabei zeigt die Verwendung von schweren
Ionen, wie hier das Caesiumion, einen Vorteil, da die Verteilung durch die hohere
Masse des adduktbildenden Ions in einen hoheren Massenbereich verschoben wird
und somit Ionen im niedrigen Massenbereich, die zum Teil durch Verunreinigungen

oder Matrixcluster gebildet werden, nicht storen.
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Abbildung 9: MALDI-(TOF)-Massenspektren von Polyethylenglycol 2000 unter Verwen-
dung der Salzvorbeschichtung des Targets mit LiCl, KCl und CsCL

Diese optimierte Probenvorbereitung konnte problemlos auf oleochemische tensidi-
sche Produkte iibertragen werden. So zeigt Abbildung 10 das MALDI-Spektrum ei-
nes hochethoxylierten Fettalkohols. Durch die Vorbeschichtung des Targets mit Ka-
liumchlorid lassen sich bevorzugt die [M+K]*-Ionenreihen der Ci2EOx- bzw. der

Cu1EO«-Oligomeren darstellen.
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Abbildung 10: MALDI-(TOF)-Massenspektrum  eines = hochethoxylierten = Ci2/Cus-
Fettalkoholgemisches aus einer  Probenprdparation mit KClI-
Vorbeschichtung (Matrix: DCTB, Losungsmittel: CH2Cl2).

Trotz der selektiveren Adduktbildung konnte diese Art der Probenvorbereitung hin-
sichtlich einer quantitativen oder semi-quantitativen Analyse zu einigen Problemen
fithren. Eines der wichtigsten Kriterien, um eine quantitative oder semi-quantitative
Analyse von polymeren Substanzen mit MALDI-MS zu ermdglichen, ist, wie bereits
zuvor angedeutet, die Homogenitat der Analyt/Matrix/Salz-Mischung auf der Ober-
flache des Targets. Zur bildlichen Darstellung der Oberflache und chemischen Be-
schaffenheit der auf dem MALDI-Target abgelagerten Komponenten wurden im
Rahmen dieser Arbeit im Labor von Herrn Dr. Schaffner (Solingen) Aufnahmen mit
einem Rasterelektronenmikroskop (REM) durchgefiihrt. Dazu wurde ein Cambridge
Instruments S 360 (Cambridge Instruments, Cambridge, UK) und ein ZEISS Leo 438
VPI (Zeiss, Oberkochen, D) verwendet.

Abbildung 11b zeigt eine REM-Aufnahme der Oberflache eines mit Kaliumchlorid
beschichteten MALDI-Targets. Die KCI-Kristalle liegen im Grofienbereich zwischen 1
und 5 pum, wobei die Furchen des gebiirsteten Edelstahls ideale Orte fiir die Bildung

von Kristallisationskeimen darstellen. Somit ordnen sich die Salzkristalle bevorzugt
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dort an. Wird nun zu dieser Vorbeschichtung ein Polymer/Matrix-Gemisch aus ei-
nem organischen Losungsmittel aufgetragen, lagern sich diese organischen Kompo-
nenten (Analyt + Matrix) bevorzugt an den bereits vorhandenen Salzkristallen an.
Dies ist in Abbildung 11c und in der Vergrofierung eines Ausschnitts (Abbildung
11d) zu sehen. Aus spektroskopischen Untersuchungen mittels energiedispersiver
Rontgenspektroskopie (EDX) konnte ermittelt werden, dass sich die organischen
Kristallite an der Oberfldche der Salzkristalle befinden. Das EDX-Spektrum hierzu ist
in Abbildung 44 im Anhang (Kapitel 6) dargestellt. Betrachtet man jedoch die zufal-
lige Verteilung der Analyt/Matrix/Salz-Substanzzonen auf dem Target (Abbildung

11c) und bedenkt, dass der Durchmesser der vom Laserlicht illuminierten

Abbildung 11: Foto der Beschichtung der Target-Wells mit Salzlosung (a), REM-
Aufnahme der mit Salz beschichteten Targetoberfliche (b) und REM-
Aufnahmen der Targetoberflache nach Salzvorbeschichtung und Auskris-
tallisation der anschliefend aufgetragenen Matrix/Analyt-Mischung (c+d).
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Flache auf der Targetoberflache etwa 100 um betragt, wird deutlich, dass die erfor-
derliche Homogenitat der Probe fiir eine quantitative oder semi-quantitative Analyse
von polymeren Substanzen mit MALDI-MS unter Verwendung dieser Probenvorbe-
reitung nicht gegeben ist. Nur durch eine ausreichend hohe Anzahl akkumulierter
Laserschiisse lassen sich zum Teil Auswirkungen der Probeninhomogenitat auf die

Reproduzierbarkeit der erhaltenen Massenspektren verringern.

3.2 Systematische Untersuchungen zur Optimierung der
MALDI-(TOF)MS-Analyse polydisperser Aktivkompo-

nenten

Anhand einiger Beispiele konnte gezeigt werden, welche Faktoren die MALDI-
Analyse von polymeren Verbindungen beeinflussen und durch welche Parameter
eine Optimierung der MALDI-Analysen moglich ist.

Um diese verschiedenen Einflussgrofsen in ihrer Auswirkung auf die MALDI-
(TOF)MS-Analyse von ausgewdhlten polydispersen Aktivkomponenten zu untersu-
chen, wurden mit Hilfe eines Versuchsplans Kombinationen aus Matrices, Losungs-
mitteln und Ionisationshilfsmitteln (Salze) systematisch analysiert und ausgewertet.
Die Erstellung und Nutzung eines statistischen Versuchsplans (Design of Experiments,
DoE) konnte bereits von GRUENDLING et al. erfolgreich fiir die Optimierung der Io-
nenquellenparameter bei der Groflenausschlufschromatographie-ESI-MS von synthe-
tischen Polymeren eingesetzt werden [177]. LAPOLLA et al. und ZAIMA et al. nutzten
einen statistischen Ansatz zur Darstellung und Interpretation von MALDI-MS-Daten
[178, 179] und MEIER et al. entwickelten und optimierten neu synthetisierte MALDI-
Matrices mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis,
PCA) [180].

Dieses Kapitel beinhaltet Ergebnisse aus der wissenschaftlichen Abschlussarbeit

,Optimierung der MALDI-TOF-MS Analyse von polydispersen Aktivkomponenten
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fiir Reinigungs- und Pflegeprodukte” von BURSA [181].

3.2.1 Grundlagen der statistischen Versuchsplanung

Um eine hohe Anzahl an Einzeldaten aus vergleichenden Messungen zu erhalten,
kann der , klassische Ansatz”, also die Variation eines Parameters bei Konstanthalten
der anderen Parameter, gewahlt werden. Da diese Vorgehensweise relativ umstand-
lich ist — eine grofie Anzahl von Daten muss gesichtet werden — und die Gefahr be-
steht, dass systematische Fehler als signifikante Wechselwirkung erkannt werden,
wurde in der vorliegenden Arbeit eine statistische Versuchsplanung durchgefiihrt.
Dabei wurde ein Versuchsplan erstellt, der die Aufgabe hat, alle erhaltenen Daten-
kombinationen der Einzelparameter strukturiert darzustellen [181].

Daraus kann ein sogenanntes Screening-Design entwickelt werden, das aufzeigt,
welche Parameter einen signifikanten Einfluss auf die einzelnen Messgrofien haben
und wie die einzelnen Parameter sich gegenseitig beeinflussen. Dies dient dazu, die
Effekte mit grofitem positiven Einfluss herauszustellen, um die Methode hinsichtlich
der untersuchten Parameter zu optimieren. Anhand ausgewdhlter und festgelegter
Parameter, die einen Einfluss auf die Messgrofie(n) zeigen konnten, werden obere
und untere Rahmenwerte definiert. Dadurch ist es moglich, ein Design auszuwahlen
und einen Versuchsplan zu erstellen [181].

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu tiberpriifen und so die Verlasslichkeit
der Einzelmesswerte zu erhohen, konnen Wiederholungsmessungen in den Ver-
suchsplan integriert werden. Der Plan sollte in einer zufalligen Reihenfolge bearbei-
tet werden, um systematische Fehler auszugleichen [181].

Die anschliefende Auswertung des Screenings setzt sich aus unterschiedlichen
Schritten zusammen. Zum einen ist die Berechnung der Effekte der Parameter und
ihrer Wechselwirkung erforderlich, zum anderen kann der experimentelle Fehler
ermittelt werden und dartiber hinaus sollten die Effekte auf ihre Signifikanz hin

tiberpriift werden [182].
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Aus den erhaltenen Messwerten lassen sich durch die sogenannten Hauptkompo-
nentenanalysen (Principal Component Analysis, PCA) die umfangreichen Datensitze
vereinfachen, strukturieren und graphisch veranschaulichen. Die PCA ist ein Verfah-
ren der multivariaten Statistik, bei der die urspriinglichen Variablen (also die eigent-
lichen Messgrofien) in die sogenannten Hauptkomponenten (PC) tiberfiihrt werden.
Dies erfolgt durch eine Achsentransformation. Hierbei wird die erste Hauptkompo-
nentenachse (PC1) in den bestehenden Datenraum gelegt, so dass die Varianz dieser
Daten gegen ein Maximum lauft. Dann wird eine zweite Achse orthogonal zu PC1 in
den Raum gelegt, so dass auch hier die Restvarianz minimiert wird. In dhnlicher Art
kann mit weiteren Hauptkomponenten verfahren werden [182, 183]. Zusatzlich zu
dieser beschriebenen Hauptkomponentenanalyse eines Datensatzes fiihrt die soge-
nannte Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA) zu einer Aufschliisselung der
Einzeleinfliisse der Parameter auf die Messgrofien. Die beiden Verfahren liefern da-
nach in etwa die gleichen Erkenntnisse, jedoch kann durch die Varianzanalyse eine
genauere Information tiber den Grund eines Einflusses auf eine definierte Messgrofie
erhalten werden. Sie ist demnach ein Mittel um zu entscheiden, ob sich die Werte
einer Zielvariablen in verschiedenen Gruppen der Stichprobe signifikant unterschei-
den. Somit lassen sich die Einfliisse der einzelnen Parameter untereinander verglei-
chen, wodurch herausgestellt werden kann, welche Parameter einen hohen bzw. ge-

ringen Einfluss auf das Messergebnis haben [181, 182].

3.2.2 Versuchsplanerstellung und Kriterien zur Beurteilung der Massen-

spektren

Zur tibersichtlichen Darstellung soll im Folgenden auf die Ergebnisse der verglei-
chenden Untersuchungen von drei Produkten eingegangen werden. Dazu zahlt ein
Fettalkoholethoxylat mit einer Cisns-Fettalkoholverteilung und einem mittleren EO-
Grad von 30 (Eumulgin®B3), ein Alkylpolyglucosid mit einer Cins-Alkyl-

kettenverteilung und einem Hauptglucosilierungsgrad von 1 (Glucopon® 600 CS UP)
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und einem niedrig ethoxylieren Fettalkoholethersulfat mit einer Cizs-Fett-
alkoholverteilung (Texapon® N 70).

Jedes Produkt wurde zu Vergleichszwecken mit vier verschiedenen Matrices, fiinf
unterschiedlichen Salzen und vier Losungsmitteln gemessen, wobei jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde. Zusatzlich wurde die l6sungsmittelfreie
(solid/solid) Probenvorbereitung angewandt, auf die spater in den Kapiteln 3.3 und
3.4 ndher eingegangen wird. Als Matrices wurden fiir diese vergleichenden Messun-
gen Dithranol, DHB, HCCA und Bleistift des Hartegrades 5B (vgl. Kapitel 3.3.2) ein-
gesetzt. Lithiumchlorid (LiCl), Kaliumchlorid (KCl), Caesiumchlorid (CsCl), Calci-
umchlorid (CaClz) und Silbertrifluoracetat (AgTFA) wurden als Salzvorbeschichtung
auf das Target gegeben (vgl. Kapitel 3.1.2). Als Losungsmittel dienten Aceton, Di-
chlormethan, Methanol und Tetrahydrofuran.

Es wurde ein full factorial design ausgewdhlt, bei dem alle moglichen Faktorenkombi-
nationen, also alle Kombinationen einer Probe mit allen Matrices, allen Salzen und
allen Losungsmitteln, in den Versuchsplan eingehen. Ein reduziertes Design, wie es
haufig bei DoE-Planen herangezogen wird, konnte hier nicht angewendet werden,
da es sich bei den ausgewadhlten Variablen ausschliefllich um Kategorievariablen
handelt.

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde die Laserenergie bei der Aufnahme
der MALDI-MS-Spektren so angepasst, dass diese fiir die Analyse eines Produktes
stets in einem gleichbleibenden Bereich lag und das Detektorsignal (TIC) von Mes-
sung zu Messung gleich war. Die experimentelle Umsetzung war aufwéndig, da die
verwendeten Matrices mit variierenden Analyten zu sehr unterschiedlichen Ionisie-
rungsausbeuten fithren und der Totalionenstrom von Spektrum zu Spektrum unter-
schiedlich grofs sein kann. Bei der Verwendung von Bleistift als Matrix ist diese An-
passung nicht moglich, hier wurde immer mit einer deutlich geringeren Laserenergie
gearbeitet. Eine Ubersicht {iber die am Gerit eingestellten Laserenergien und die
Massenbereiche des Ionendeflektors sind in Tabelle 5 im Anhang (Kapitel 6) zu fin-

den.
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Zur Bewertung dieser vergleichenden Messungen wurden das Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis (S/N) des Peaks bei der mittleren Polymerkettenldnge und die Spektren-
qualitat (Q) herangezogen. Da letztere einen nicht durch Zahlen darstellbaren Faktor
beschreibt, wurden folgende Kriterien in die Bewertung der Spektrenqualitat einbe-

zogen:

» Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Massenpeaks in der gesamten Verteilung

* Anzahl der Monomereinheiten des Molekiils mit dem hochsten Signal (Etho-
xylierungsgrad bzw. Glucosilierungsgrad)

= Differenz des Hauptmassenpeaks zum mittleren Polymerisierungsgrad

» Salzaddukte bzw. zusétzliche Salzaddukte

* Diskriminierungen von bestimmten Massen (und eine daraus resultierende
Verschiebung der Gesamtpolymerverteilung)

» Unterverteilungen, die durch die unterreprasentierten zusatzlichen Alkylket-

ten im Massenspektrum auftreten

Diese Kriterien sind die Grundlage einer guten oder einer schlechten Spektrenquali-
tat. Die verschiedenen Qualitatsstufen reichen dabei von 0 (dies entspricht einer
schlechten Qualitét) bis zu 4 (dies entspricht einer sehr guten Qualitdt). Um die Mas-
senspektren in die verschiedenen Qualitatsklassen einzuordnen, wurden die in der

Tabelle 2 zusammengestellten Kriterien genutzt.
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Beurteilungskriterien: Fettalkoholethoxylat

S/N * <20 21-40 41 - 60 61 - 100 >100
EO-Differenz >10 10-7 6-4 3-2 1-0
HauPt— schmal, schmal, schmal breit breit
verteilung verschoben | verschoben
Unte?— sehr grof3 grof3 mittel klein klein
verteilung
i > zwei grofie zweite | kleine zweite | eine eine
Salzverteilung . . . . .
Verteilungen | Verteilung Verteilung Verteilung Verteilung
Qualitat 0 ! 2 3 4
(schlecht) (schlecht) (ausreichend) | (gut) (sehr gut)
Beurteilungskriterien: Alkylpolyglucosid
S/N * <20 21-80 81 -140 141 - 200 >200
Hauot 1-2 3-4 5-7 8-10 >10
p, Glucose- Glucose- Glucose- Glucose - Glucose-
verteilung L L o L L
einheiten einheiten einheiten einheiten einheiten
Salzverteilun > eine eine eine eine eine
& Verteilung Verteilung Verteilung Verteilung Verteilung
Qualitat 0 1 2 3 4
(schlecht) (schlecht) (ausreichend) | (gut) (sehr gut)
Beurteilungskriterien: Fettalkoholethersulfat
S/N * <20 21-60 61 - 80 81-100 >100
Polymer- bis 5 EO 5-10EO  |bis10EO  |10-15EO0 |15EO
verteilung
Qualitat 0 1 2 3 4
(schlecht) (schlecht) (ausreichend) | (gut) (sehr gut)

* Signal-zu-Rauschverhéltnis der Massenpeaks in der gesamten Verteilung

Tabelle 2:

Kriterien zur Beurteilung und Klassifizierung der Massenspektren fiir die
statistische Auswertung der Vergleichsmessungen.

3.2.3 Interpretation und Auswertung der Ergebnisse mittels Hauptkompo-

nentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) des Alkylpolyglucosids in Abbildung 12 zeigt

die untersuchten Kombinationen in Abhangigkeit der ersten (PC1) und der zweiten

(PC2) Hauptkomponente. Dabei wird PC1 hauptsachlich vom S/N-Verhdltnis beein-
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flusst, der Parameter Spektrenqualitat (Q) wirkt sich am starksten auf PC2 aus. Da
das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis auch mit in die Bewertung der Spektrenqualitat
eingeht, wird die Hauptkomponente PC2 daher auch stark durch den Parameter S/N
beeinflusst. Die Kombinationen mit hohen S/N-Werten sind steigend mit PC1 ange-
ordnet. Je grofser die Hauptkomponente PC2, desto besser ist die Qualitat der Einzel-
spektren. Demnach lassen sich aus der Abbildung Spektren mit hohen S/N-

Verhaltnissen und hohen Qualitaten durch hohe Werte von PC1 und PC2 ablesen.
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Farbkodierung: Lithium (braun), Kalium (hellblau), Calcium (rot), Caesium (griin), Silber (blau)
Abkiirzungen: DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaure), HCCA (x-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure), D (Dithranol), B (Bleistift 5B)
MeOH (Methanol), THF (Tetrahydrofuran), A (Aceton), DCM (Dichlormethan),
ohne (l6sungsmittelfreie Probenvorbereitung)
Li (Lithiumchlorid), K (Kaliumchlorid), Cs (Caesiumchlorid), Ca (Calciumchlorid), Ag (Silbertrifluoracetat)

Abbildung 12: Grafische Darstellung der Hauptkomponentenanalyse mit farblicher Mar-
kierung der unterschiedlichen Salzaddukte (Salz-PCA) des Alkylpolyglu-
cosids.

Die Qualitatsgruppierungen bei den verschiedenen Messungen des Produktes sind

deutlich zu erkennen und die unterschiedlichen Salzgruppen sind in dieser Haupt-
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komponentenanalyse des Alkylpolyglucosids verschieden gefarbt.

Bei genauer Betrachtung fallen die hellblau eingefdrbten Kombinationen auf
(schwarzes Oval). Bei diesen Analysen, welche mit Kalium als kationisierendem
Agens durchgefiihrt wurden, treten die beiden hochsten Qualitatsstufen am haufigs-
ten auf. Zudem ldsst sich eine Besonderheit der Lithiumaddukte aufzeigen. Bei die-
sen Messungen sind zwar alle Qualitatsstufen vertreten, dennoch zeigt sich ein ein-
deutiger Trend zu hohen S/N-Verhiltnissen. Die beste Probenvorbereitungs-
kombination stellt in diesem systematischen Vergleich die Verwendung von Di-
hydroxybenzoesaure, Methanol und Kalium dar, da hiermit die hochsten Signal-zu-
Rausch-Verhiltnisse (bis zu S/N =500) und die hochsten Qualitdtsstufen erreicht
werden konnten.

Direkte Vergleiche in den einzelnen Parametersitzen konnten tiber Einzelvarianz-
analysen erzielt werden. Danach haben die Salze Lithium- und Kaliumchlorid die
grofsten positiven Einfliisse auf die resultierenden Messungen.

Diese Effekte lassen sich dadurch erklaren, dass beide Ionen eine starke Koordination
mit dem Glucosering eingehen. Von BOTEK et al. und ANTONOPOULOS et al. wurden
die Enthalpien zur Bildung von Komplexen der f-D-Glucopyranose mit Alkalimetal-
lionen berechnet, Strukturen zu diesen Komplexen bestimmt und Ionisierungsaus-
beuten in der MALDI-Ionenquelle ermittelt [184, 185]. Demnach liegt die Komplex-
bildungsenthalpie der gebildeten Lithiumadduke etwa um den Faktor 2,2 niedriger
als die der entsprechenden Kaliumaddukte, was fiir die Verwendung eines Lithium-
salzes bei der MALDI-Analyse von Alkylpolyglucosiden spricht. Trotzdem sind die
Kombinationen von Kalium mit DHB in Methanol oder DHB in THF nicht zu ver-
nachlédssigen. Dies zeigen die Ergebnisse der Kaliumaddukte im Bezug auf die Quali-
tatsstufen.

In Abbildung 13 ist die Hauptkomponentenanalyse des Fettalkoholethersulfats ge-
zeigt. Die beiden Achsen der Hauptkomponenten PC1 und PC2 sind hierbei genau
so zu betrachten, wie in Abbildung 12. Auch hier werden die Werte von PC1 bzw.

PC2 hauptsachlich durch S/N bzw. die Spektrenqualitdt und S/N beeinflusst. Aller-
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dings sind nicht die unterschiedlichen Salze, sondern die verwendeten Matrices far-

big markiert.
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Abbildung 13:  Grafische Darstellung der Hauptkomponentenanalyse mit farblicher Mar-

kierung der unterschiedlichen Matrices (Matrix-PCA) des Fettalkoholether-
sulfats.

In der graphischen Auswertung der Vergleichsmessungen fallt besonders die blau

gekennzeichnete Matrixgruppierung auf (schwarzes Oval). Bei diesen Kombinatio-

nen, die sich durch hohe S/N-Werte auszeichnen, wurde Bleistift als Matrix (vgl. Ka-

pitel 3.3.2) verwendet. Bleistift hat den hochsten positiven Einfluss auf die MALDI-

Massenspektren im Vergleich zu allen anderen untersuchten Parametern. In einer

zusatzlich erstellten Einzelvarianzanalyse der verwendeten Salze zeigte sich, dass
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sich die Verwendung von Caesiumchlorid in den hier gezeigten Kombinationen
stark positiv auf die S/N-Verhaltnisse der Spektren auswirkt. So ist zum Beispiel der
Einfluss von Cs*Ionen auf die S/N-Verhaltnisse aller untersuchten Kombinationen
etwa um den Faktor sieben grofer als der Einfluss von Ag*-Ionen.

Zur Bildung von einfach positiv geladenen Ionen bei der Ionisierung von Fettalko-
holethersulfaten ist die Anlagerung von zwei Kationen notwendig. Dabei bildet das
erste Kation zunédchst einen neutralen Komplex mit dem Anionentensid. Die Bildung
von Doppel-Kationenaddukten bei der MALDI-Analyse von Alkylphenolethoxysul-
fonaten wurde bereits von BENOMAR et al. ausgenutzt. Sie konnten zeigen, dass im
MALDI-Prozess bei Verwendung von Lithiumsalzen [M-Na+2Li]*-Ionen entstehen
[186]. Bei der Verwendung von Caesiumsalzen zeigt sich in den Massenspektren der
Fettalkoholethersulfate, wie bereits in Kapitel 3.1.2 beschrieben, eine Verschiebung
der Polymermassenverteilung (gebildet durch [M+2Cs]*-Ionen) zu hoheren Massen
[174]. Diese Verschiebung ist vorteilhaft, da auf diese Weise die Signale nicht durch
Matrixbestandteile beeinflusst werden konnen. Betrachtet man hierbei noch die Be-
sonderheiten des Bleistiftes und dessen Verwendung als MALDI-Matrix im niedrige-
ren Massenbereich, lassen sich die gezeigten Kombinationen besonders gut fiir die
FAES-Analyse anwenden.

Eine ausfiihrliche Diskussion aller erstellten Hauptkomponenten- und Varianzanaly-
sen und die Ergebnisse weiterer untersuchter Produkte sind in der wissenschaft-

lichen Abschlufiarbeit von BURSA zusammengestellt [181].

3.24 Zusammenfassung der Ergebnisse des statistischen Optimierungsan-
satzes

In den vorangehenden Unterkapiteln wurden am Beispiel ausgewahlter Tensidklas-

sen die Ergebnisse einer systematischen Untersuchung, bei der wichtige Parameter

der Probenvorbereitung fiir die MALDI-(TOF)MS-Analyse variiert wurden, darge-

stellt und diskutiert.
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Durch die erstellten Versuchspldane und die durchgefiihrten Hauptkomponentenana-
lysen ist es moglich, Aussagen tiber wichtige Parameter der Probenvorbereitung fiir
unterschiedliche Tensidklassen zu treffen. In Tabelle 3 sind unter den Begriffen Me-
thode 1 und Methode 2 Parameter aufgefiihrt, die fiir die MALDI-Analyse der jewei-
ligen Tensidklasse sehr gute Resultate ergeben haben. Die resultierenden MALDI-

(TOF)-Massenspektren von drei untersuchten Produkten zeigt Abbildung 14.

Tensidklasse Methode 1 Methode 2
DHB Dithranol
Alkylpolyglucoside Methanol THF
Kalium Kalium
Bleistift (5B) Bleistift (5B)
Fettalkoholethersulfate Aceton Dichlormethan
Caesium Caesium
Dithranol Dithranol
Fettalkoholethoxylate Aceton Methanol
Kalium Kalium
Tabelle 3: Wichtige Parameter bei der Probenvorbereitung von Alkylpolyglucosiden,

Fettalkoholethersulfaten und Fettalkoholethoxylaten fiir die MALDI-
(TOF)MS-Analyse.

Zusétzliche Einzelvarianzanalysen konnten zeigen, dass der Einfluss der verwende-
ten Matrix und dem eingesetzten Ionisationshilfsmittel, also dem zugesetzten Salz
hoch ist. Dagegen zeigen die verwendeten Losungsmittel einen geringen bzw. nicht
signifikanten Einfluss auf die hier interessierenden Zielgrofien. Demnach scheint die
einzige Funktion des Losungsmittels das Losen und die gleichméafige Verteilung von
Matrix/Analyt-Mischung auf dem Target zu sein. Ein direkter Einfluss auf den
MALDI-Prozess ist somit nicht gegeben.

Durch die Verwendung der statistischen Versuchspldne konnten die Einfliisse der
verschiedenen Parameter bei der Probenvorbereitung fiir die MALDI-(TOF)MS-

Analyse gut herausgestellt und veranschaulicht werden.
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Zur systematischen Erfassung und Darstellung der Kombinationen bietet sich die
Nutzung eines solchen Plans an, auch wenn in diesem Fall keine kontinuierlichen
Variablen herangezogen wurden und daher die Anzahl der Experimente nicht ver-
ringert werden konnte. Systematische Auswirkungen konnten gerade bei der grofien
Anzahl an moglichen Kombinationen effizient ermittelt, grafisch dargestellt und dis-

kutiert werden.

3.3 Einsatz der 16sungsmittelfreien Probenvorbereitung

Die MALDI-Analyse von polydispersen Aktivkomponenten, die als Tenside einge-
setzt werden, erfordert meist eine exakte Darstellung der Analytionen in einem Mas-
senbereich zwischen 50 und 5000 Da. Dabei kann die Analyse von kleinen Molekiilen
und kleineren Oligomeren, deren Massenbereich unter 1000 Da liegt, problematisch
sein [187, 188]. Das Hauptproblem sind chemische Hintergrundsignale, die haupt-
sachlich durch Ionisierung der MALDI-Matrix und deren Verunreinigungen gebildet
werden. Dadurch kann es zu einer Detektorsattigung im niedrigen Molekularbereich
kommen [187].

WEIDNER und FALKENHAGEN beobachteten zudem einen sehr grofien Einfluss des bei
der klassischen Probenvorbereitung verwendeten Losungsmittels auf die MALDI-
Analyse. Sie konnten mit Hilfe der MALDI-Imaging Massenspektrometrie zeigen,
dass es bei der Analyse von Polybutylenglycol unter Verwendung von HCCA als
Matrix und Methanol als Losungsmittel zu einer Massenseparation der Homologen
auf dem Targetspot kommt. Das Verdampfen des Losungsmittels bei dieser ,Dried
Droplet”-Probenaufgabe fithrt demnach zu einem Konzentrationsgradienten der po-
lymeren Bestandteile in den einzelnen Spots [189-191]. Ahnliche Experimente wur-
den auch von QIAO et al. durchgefiihrt, bei denen die Verteilung der Analyten bei
der MALDI-Analyse von Biomolekiilen untersucht wurde [192]. Diese beschriebenen

Effekte begiinstigen keineswegs eine homogene Verteilung des Analyten auf der
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MALDI-Targetoberflache und sollten durch den Einsatz alternativer Probenvorbe-
tungsverfahren herabgesetzt oder sogar ganzlich vermieden werden.

Neben einigen anderen alternativen Probenvorbereitungsmethoden konnte sich in
den letzten Jahren besonders die 10sungsmittelfreie (solvent-free) Probenvorbereitung
durchsetzen, die in der Literatur in veranderter Form auch als solid/solid- oder als
vortex-Methode bekannt ist. Bereits im Jahr 2000 wurde von SKELTON et al. und
PRZYBILLA et al. ein Verfahren angewandt, mit dem es mdoglich war, unldsliche Poly-
mere und grofie polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) mittels fester
Probenvorbereitung der MALDI-Analyse zuganglich zu machen [30, 193]. Die ver-
wendete Technik zum Vermischen der einzelnen Bestandteile wurde dabei von an-
deren Arbeitsgruppen variiert. So veroffentlichten zum Beispiel PRUNS et al. eine Me-
thode, bei der die Substanzen in einem Morser miteinander verrieben wurden [194].
TRIMPIN et al. benutzten zur 16sungsmittelfreien Probenvorbereitung eine kleine Ku-
gelmiihle [31, 195] und HANTON et al. verwendeten eine Methode, bei der die Sub-
stanzen in einem Glasvial auf einem Vortexer gemischt wurden [196, 197]. Das direk-
te Mischen von Polymerprobe und fester Matrix ohne zusitzlich benétigtes Lo-
sungsmittel konnte daraufhin fiir viele unterschiedliche Polymerklassen, Biomolekii-

le und metallorganische Syntheseprodukte erfolgreich angewandt werden [198-211].

3.3.1 Untersuchung von Polymeren

Aufbauend auf diesen Arbeiten wurde die Anwendbarkeit der 16sungsmittelfreien
Probenvorbereitung fiir die hier relevanten Analyten getestet. Dazu wurden die fes-
ten Probenbestandeteile, also die Matrix, das kationisierende Salz und das zu analy-
sierende Polymer zusammen mit drei gesduberten Stahlkugeln (Durchmesser etwa
3 mm) in ein 1,5 mL GC-Glasvial gefiillt. Es wurden 2,5 mg Probe, 10 mg Matrix und
10 mg Salz eingewogen. Anschlieffend wurden die Bestandteile etwa eine Minute bei
1800 U/min auf einem Vortexer durchmischt. Das vorsichtige Auftragen erfolgte

durch Verreiben der Mischung auf dem MALDI-Target mit Hilfe eines Mikrospatels.
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Demnach ist zwar bei dieser Technik die aufgebrachte Substanzmenge wesentlich
grofler als bei der klassischen Probenvorbereitung, entspricht aber dem gleichen
Verhiltnis von Probe zu Matrix. Der Vorteil dieser Arbeitsweise besteht in der guten
Durchmischung von Probe und Matrix. Als Beispiel fiir die Anwendbarkeit dieser
neuen Art der Probenvorbereitung ist das MALDI-Spektrum eines Fettalkohol-

ethoxylats mit mittlerem Ethoxylierungsgrad in Abbildung 15 gezeigt.
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Abbildung 15: MALDI-(TOF)-Massenspektrum eines Fettalkoholethoxylats mit mittlerem

Ethoxylierungsgrad nach losungsmittelfreier Probenpraparation (Matrix:
DHB, Salz: KCI).

Zwar lassen sich nach dieser losungsmittelfreien Probenprédparation qualitativ
hochwertige Massenspektren erhalten, die zum grofsten Teil auch hohe Reproduzier-
barkeiten aufweisen, dennoch fiihrt die hier beschriebene Methode zu keiner homo-
genen Oberflache, da grofiere Kristalle des Salzes oder der Matrix eine vollstandige
Durchmischung und gleichmafiige Auftragung der Mischung auf das Target verhin-
dern. Abbildung 16a zeigt eine REM-Aufnahme der Targetoberflache nach der hier

beschriebenen 10sungsmittelfreien Probenvorbereitung. Das Analyt/Matrix/Salz-
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Gemisch ist stark inhomogen auf der Oberflache verteilt. Dabei schwankt die Par-
kelgrofie zwischen 1 und 40 um. Daneben existieren auf der Oberflache kleinere Be-
reiche (s. Vergrofierung in Abbildung 16b), in denen feinere Strukturen mit Partikel-
grofien im oberen Nanometerbereich beobachtet werden konnen. Im Vergleich dazu
liegt die mittlere Partikelgrofie der typischen MALDI-Praparationen, die aus der
fliissigen Phase aufgetragen werden, bei etwa 10 bis 100 um. Diese feinen Strukturen
bei der solid/solid-Probenvorbereitung entstehen durch Verreiben der unterschiedli-
chen Bestandteile im GC-Vial. Die gewiinschte Homogenitat ldge aber erst dann vor,

wenn die gesamte Targetoberflache mit Substanz bedeckt ware.

F— 100 pm — F——28 um —

Abbildung 16: REM-Aufnahmen der Targetoberflache nach losungsmittelfreier Proben-
vorbereitung (Probe: PEG 2000, Matrix: DHB, Salz: KCI).

Von HANTON et al. wurden Partikelgrofien von 4 - 10 um bei der festen Probenvorbe-
reitung von PMMA 2000 unter Verwendung von Indolacrylsaure (IAA) als Matrix
festgestellt. Nach den Ergebnissen dieser Autoren fiihrt die l6sungsmittelfreie Pro-
benvorbereitung mittels Vortex-Methode zu einer homogenen Verteilung von Mat-
rix, Probe und kationisierendem Agens auf der Oberfldache [212]. Dies ist anhand der
in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit unterschiedlichen Proben- und
Matrixbestandteilen nicht zu bestdtigen. Zwar kommen die chromatographischen
Effekte des Losungsmittels bei dieser Methode nicht zum Tragen, doch ist die Ober-

flache auch weiterhin nicht gleichmafiig mit dem Matrix/Analyt-Gemisch belegt.
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Variationen in der Mischzeit der Proben auf dem Vortexer zeigten im Gegensatz zu
den Ergebnissen von HANTON et al. [197] keine signifikanten Anderungen in den er-
haltenen Massenspektren. Dieser Einfluss hangt offenbar stark von der Konsistenz
der Analyten ab und hat sich bei den hier untersuchten Proben nicht ausgewirkt.

Durch Kombination der losungsmittelfreien Probenvorbereitung und der Vorbe-
schichtung des Targets mit Salz konnte der negative Einfluss vermindert werden, der
durch das relativ grobkornige Salz verursacht wird. Hierzu wurde das Target, wie
im Kapitel 3.1.2 beschrieben, zunédchst mit einer methanolisch/wassrigen Salzlosung
beschichtet. Danach erfolgte die Applikation der Mischung aus fester Probe und
Matrix. Die REM-Aufnahme in Abbildung 17 zeigt, dass sich die Analyt/Matrix-
Bestandteile etwas besser verteilen und auch in kleineren Strukturen vorliegen (gelb
eingefarbte Substanzflecken). Nach hier nicht dargestellten REM-Messungen liegen
die Partikelgroflen zwischen 1 und 20 um, wobei im Hinblick auf die Homogenitat

der Probe diese Partikelgrofsenverteilungen von grofsem Interesse sind.

——200 ym —

Abbildung 17: REM-Aufnahme der Targetoberflache nach Vorbeschichtung mit Kalium-
chlorid und Aufbringen der 16sungsmittelfreien Probenpraparation, Mi-
schung aus Matrix und Probe (Probe: PEG 2000, Matrix: DHB).

Die Ergebnisse der l16sungsmittelfreien Probenvorbereitung haben Hinweise auf eine

homogenere Verteilung der Probenbestandteile auf der Targetoberflache geliefert.
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Um diese Methode fiir die qualitative und/oder semi-quantitative Routineanalyse
tensidischer Komponenten zu nutzen, war eine Optimierung notwendig. Die Weiter-
entwicklung dieser Probenvorbereitung und neue Erkentnisse daraus werden in Ka-

pitel 3.4 beschrieben und diskutiert.

3.3.2 Verwendung von Bleistift zur matrix-freien Laser-

Desorption/Ionisation

Seit den ersten analytischen Applikationen der MALDI-Massenspektrometrie wurde
intensiv an der Erforschung neuer geeigneter Matrices gearbeitet. Zurzeit existiert
keine Matrix, die fiir jede Analytklasse verwendet werden kann, und oft sind empiri-
sche Untersuchungen notwendig, um die am besten geignete Matrix/Analyt-
Kombination herauszufinden. Demnach ist es gerade bei der Analyse von Molekiilen
und Molekiilverteilungen im Massenbereich unter 1000 Da oftmals sehr zeitaufwen-
dig herauszufinden, ob eine Matrix fiir die jeweilige Problemstellung geeignet ist
oder nicht [213].

Um MALDI-Matrices oder matrixdhnliche Substanzen bzw. Mehrkomponentenge-
mische mit grofier Anwendungsbreite zu entwickeln, konnten sich Methoden der
Probenvorbereitung durchsetzen, die die Oberfliche des Targets beeinflussen und
somit die Laser-Desorption/Ionisation begiinstigen. Ausgehend von TANAKA et al.,
die 30 nm Cobaltpartikel suspendiert in Glycerin als MALDI-Matrix verwendeten
[6], setzten sich besonders auf Graphit und Silicium basierende Methoden durch. So
nutzten SUNNER et al. Graphitpulver und Graphitflocken, die in Glycerin suspendiert
wurden, fiir die Analyse von Peptiden und Proteinen und nannten diese Methode
Surface-Assisted Laser Desorption/Ionisation (SALDI) [214]. Von DALE et al. wurden
2 um Graphitpartikel der gelosten Matrix zugesetzt, um eine relativ universelle An-
wendung zu ermdglichen [215].

BLACK et al. haben im Jahr 2006 gezeigt, dass diese Art der matrix-freien Laser-

Desorption/Ionisation vereinfacht werden kann, indem der Target-Spot mit einem
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Bleistift ausgemalt wird. Auf diese Beschichtung wird dann als weitere Schicht die
Probe, gel6st in einem Losungsmittel, aufgetragen [216]. Dabei ist zu beachten, dass
die Qualitat der sich ergebenden Massenspektren stark von dem Hartegrad des ver-
wendeten Bleistifts abhangt. So untersuchten LANGLEY et al., welche Hartegrade fiir
diverse Anwendungen eine Verwendung finden [217].

Als Vorteil des Bleistiftes ist die amorphe Struktur beim Abrieb zu nennen, wodurch
es zu einer homogeneren Verteilung der Substanzen auf dem Target kommt. Aufser-
dem ist bei der Verwendung von Bleistift keine zusétzliche Salzzugabe notwendig,
da die kationisierenden Ionen bereits im Bleistiftabrieb enthalten sind. Diese Art der
Matrix ist zudem fiir Analysen im niedrigen Massenbereich geeignet, da keine sto-
renden Matrixionen bzw. -cluster gebildet werden kénnen.

Die Mine eines Bleistifts besteht hauptsachlich aus Graphit, welches mit Anteilen an
Ton und diversen Bindemitteln gebrannt wird. Der Hartegrad kann iiber den Anteil
an Ton eingestellt werden. Je hoher der Graphitanteil, desto weicher ist die Mine.
Dabei liegen die Graphitanteile zwischen 20 und 90 %. Leider gibt es keine internati-
onale Normierung fiir die Hartegrade und somit fiir die Mischungsverhaltnisse bei
Bleistiften. In Deutschland werden die Hartegrade in Klassen von 9B (sehr weich)
tiber HB (mittelweich) zu 9H (sehr hart) eingeteilt [218, 219].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente basieren auf den Arbeiten von
BERGER-NICOLETTI et al., die Bleistift als Matrix zur Analyse von funktionalisierten
Polymeren einsetzten [220]. Durch Variation des Bleistifthartegrades wurde diese Art
der matrix-freien Laser-Desorption/Ionisation fiir ein Gemisch aus niedrig ethoxy-
lierten Fettalkoholen der Kettenlangen Ci2 und Cu optimiert. Es stellte sich heraus,
dass die Hartegrade 4B, 5B und 6B (Castell® 9000, Faber-Castell, Stein/Niirnberg, D)
dafiir besonders gut geeignet sind. Abbildung 18 zeigt das Massenspektrum des
Ethoxylats unter Verwendung der Bleistiftmethode, bei der das Target-Well mit ei-
nem Bleistift des Hartegrades 5B mit etwas grofierem Druck bemalt wurde. Danach
wurden 0,5 pL des in Dichlormethan gelosten Produktes (2,5 mg - mL?) auf die vor-

beschichtete Oberfldache gegeben. Zu sehen sind die beiden [M+Na]*-lonenreihen der
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Cu- und Cu-Ethoxylatverteilungen. Nach dem Abgleich der ermittelten Massen mit
denen der berechneten Polymerverteilung zeigen sich, auch ohne Zugabe eines kati-
onisierenden Agens, bevorzugt die Ionenreihen der entsprechenden Natriumadduk-
te. Dies stellt einen Vorteil dieser Methode gegeniiber den matrixunterstiitzen Me-
thoden dar. Der Hauptvorteil liegt allerdings darin, dass eine genaue Abbildung der
Polymerverteilung im unteren Massenbereich (hier ~ 350 - 950 Da) mdglich ist, ohne
dass es zu unerwiinschten Interferenzen mit den sonst vorhandenen Matrixbestand-

teilen in diesem Massenbereich kommt.
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Abbildung 18: Massenspektrum eines niedrigethoxylierten Ci2ns-Fettalkoholgemisches
nach Targetvorbeschichtung mit Bleistift (5B) und Auftragung von 0,5 uL
des in Dichlormethan geldsten Produktes (2,5 mg - mL™).

Um das Funktionsprinzip dieser Methode und die Wirkungsweise des Bleistifts na-
her herauszustellen, war es notig, die Zusammensetzung des Bleistiftabriebs zu un-
tersuchen und somit die MALDI-Aktivitdt von im Bleistift enthaltenen Nebenpro-
dukten auszuschliefSen.

Da keine Informationen iiber die genaue Zusammensetzung der Bleistiftminen {iber

den Hersteller bezogen werden konnten, wurden von verschiedenen Hartegraden
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qualitative und quanitative Rontgenfluoreszenzanalysen (RFA) herangezogen, die
von der Firma Cognis GmbH zur Verfiigung gestellt wurden. Die Ergebnisse daraus
zeigten, dass der Bleistiftabrieb (Hartegrad 3B - 7B) hauptsachlich Silicium und Alu-
minium enthalt, was auf einen hohen Anteil an Alumosilikaten aus dem eingebrach-
ten Ton zurtickzufiihren ist. Demnach lasst sich die Funktion des Bleistifts dhnlich
der oben beschriebenen SALDI-Technik darstellen. Durch eine Oberflachenvergrofie-
rung mithilfe von Graphit und Silikat wird die klassische Desorption/Ionisation der
Analyten begiinstigt. Anhand dieser Daten wurde versucht, die ,Bleistift-Matrix”
mit verschiedenen Silikaten und Graphit in unterschiedlichen Mischungsverhaltnis-
sen nachzustellen. Diese Versuche konnten jedoch nicht erfolgreich zur Analyse der
hier untersuchten Produkte eingesetzt werden.

Es konnte jedoch eine Alternative zur Bleistift-Matrix entwickelt werden. Mit Hilfe
der I6sungsmittelfreien Probenvorbereitung, wie sie in Kapitel 3.3.1 beschrieben ist,
und der Oberflachenunterstiitzung eines Silikats konnten Massenspektren von Ana-
lyten im unteren Massenbereich mit einer noch grofieren Reproduzierbarkeit aufge-
nommen werden. Dafiir wurde das Dikaliumsalz des Tris(1,2-benzoldiolato-
0,0"silikats verwendet (Struktur siehe Abbildung 19). Ahnlich der 16sungsmittel-
freien Probenpraparation wurden 15 mg des Silikats mit 2,5 mg fliissiger, leicht vis-
koser Probe mit Hilfe von drei 3 mm Stahlkugeln in einem GC-Vial auf dem Vortexer
verrieben und die entstehende Paste mit einem Mikrospatel diinn auf das MALDI-

Target aufgebracht.

Abbildung 19:  Struktur des Dikalium-tris(1,2-benzoldiolato-O,’)silikats.

Abbildung 20a zeigt das erhaltene Laser-Desorptions/lonisations-Spektrum, kurz

LDI-Spektrum, eines niedrigethoxylierten Cizis-Fettalkoholgemisches, welches zu-
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sammen mit dem Silikat auf das Target aufgetragen wurde. Im Vergleich dazu zeigt
Abbildung 20b das MALDI-Spektrum desselben Produktes nach klassischer Proben-
vorbereitung unter Verwendung von Methanol, DHB und Kaliumchlorid. Die Ditfe-
renzierung zwischen LDI und MALDI ist hier notwendig, da an dieser Stelle nicht
genau geklart ist, ob die Ionisierung mit Hilfe des vorgestellten Silikats {iber einen

MALDI- oder den klassischen Laser-Desorptions/Ionisations-Mechanismus ablduft.

_ 356.9
100] a) i 4008
C,.EO
125
80 L M+K]*
= C,EO, [ ]
g 444.9
g o] [
g C2EOs  4s00
E 40 312.8
54 4289 533.0
& 3819 C,EOQ, =
340.9 4736 577.0
207 “po 621.1
je,e L 5340 605.1 46389 8ep
- . 8. 709.1
0] e l‘.- MM.MvuMmA...MJ’ MLJ\LM. »,AAA.&M.. ‘) i \JL " mL h LLL LJ“ L kn LL Ak 75&'2
100 | 369.1
1b)
a1 489.1
] 4131 +
z [M+K]
® 60 401.0 457.2 5331
G 1 3251
5
£ 40l 501.2 s7rd
§ ] 397)1 o 7L 621.2
a 1 3L [l 4460 aga| S72 | SP2 665.2
20 3148 367.0 4141 oo 5611 | 5893 633 | 709.3
1 326.2 g | 677.3 753.3
1 5733 7103 797.3 8414
0]
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
m/z
Abbildung 20: LDI-(TOF)-Massenspektrum eines niedrigethoxylierten Ciz14- Fettalkohol-

gemisches nach losungsmittelfreier Probenvorbereitung mit dem Dikali-
umsalz des Tris(1,2-benzoldiolato-O,0’)silikats (a) und MALDI-(TOF)-
Spektrum derselben Substanz nach klassischer Probenvorbereitungsme-
thode (b).

Mit dieser neuen Art der Probenvorbereitung lassen sich Massenspektren erzeugen,

in denen die oben beschriebenen Vorteile erkennbar sind. Von dem niedrigethoxy-

lierten Fettalkoholgemisch werden mit dem verwendeten Silikat bevorzugt die EO-

Oligomeren mit niedriger Masse ionisiert und analysiert, was anhand der grofien

Intensitaten von Ci2EOs und C12EOs gut zu erkennen ist. Das Spektrum in Abbildung

20a zeigt fast keine Beeinflussung der Analytionen durch Verunreinigungen aus dem
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eingesetzten Silikat. Das Silikat wird als Anion im Positivmodus des Mas-
senspektrometers nicht in Richtung des Analysators beschleunigt und kann demnach
auch nicht detektiert werden, was zu einem wesentlich besseren Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis der Spektren fithrt. Durch das direkte Einbringen der Kaliumionen als
Gegenionen zum Silikatanion, wird die Bildung der entsprechenden Kaliumaddukte
begiinstigt. Zunadchst wurde vermutet, dass es durch den organisch-aromatischen
Charakter der verwendeten Substanz zu einer Absorption des Laserlichtes kommt
und somit die Ionisierung der Analyten unterstiitzt wird. Allerdings zeigt das
UV/Vis-Spektrum des Silikats in Abbildung 21 eine Hauptabsorption bei etwa
290 nm, sodass anzunehmen ist, dass das Laserlicht der Wellenldnge 337 nm (N2-
Laser) von dieser Substanz nicht absorbiert wird. Da die Absorption jedoch in Was-
ser gemessen wurde, kann auch davon ausgeangen werden, dass sich das Absorpti-
onsmaximum dieser Substanz in der festen Phase (also im Kristallgitter) bzw. im
plume zu hoheren Wellenldngen verschiebt. Da jedoch tiber die genauen Prozesse
keine Nachweise vorliegen und die thermodynamische Beeinflussung der Einzelre-
aktionen in dem Moment der Laser-Desorption nicht verstanden ist, konnen zurzeit

keine weiteren Aussagen dazu gemacht werden.
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Abbildung 21: UV/Vis-Absorptionsspektrum des Tris(1,2-benzoldiolato-O,O")silikats in
Wasser.
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Sollte durch das Auftragen des Silikats auf das MALDI-Target jedoch eine na-
nostrukturierte Oberflache entstehen, wie bereits in 3.3.1 diskutiert, ist nicht auszu-
schlieflen, dass die Laserenergie besser auf der Oberflache verteilt wird. Die Nano-
partikel stellen dann ein Medium dar, dhnlich wie das in Gylcerin suspendierte Me-
tallpulver, das von TANAKA et al. verwendet wurde [6, 9], das die eingestrahlten Pho-
tonen durch Streuung und Teilabsorption in thermische Energie umwandelt. Sollte
nun die Partikelgrofle in der Grofienordung der Wellenldnge des eingestrahlten
Lichts liegen, konnte sich die Wahrscheinlichkeit erhthen, dass Energie des gestreu-
ten Lichts aufgenommen wird [9]. Diese Prozesse werden hochstwahrscheinlich
thermodynamisch kontrolliert, da die Energie in den oberen Schichten des Silikats
verteilt und die Desorption somit ermdglicht wird. Es liegt der Schluss nahe, dass
das hier verwendete Silikat die Oberflachenstruktur und damit die Laser-
Desorption/Ionisation erheblich verbessert.

Um einen Eindruck zu vermitteln, wie die Applikation des Silikats die Oberfldache
des Targets beeinflusst, sind in Abbildung 22 REM-Aufnahmen gezeigt. Wahrend in
Abbildung 22a das gesamte Well dargestellt ist, zeigt Abbildung 22b eine Vergrofie-

rung daraus.

......

—— 800 pm —— —— 300 pm —

Abbildung 22: REM-Aufnahme (a) und REM-Vergroflerung (b) der Targetoberfldache, die
mit einer Mischung aus Fettalkoholethoxylat und dem Dikalium-tris(1,2-
benzoldiolato-O,O")silikat beschichtet wurde.
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Zwar fiihrt das Auftragen des Substanzgemisches mit dem Spatel zu einigen Furchen
in der aufgetragenen Probe, dennoch erscheint hier die Belegung der Targetoberfla-
che mit dem Silikat/Proben-Gemisch homogener als bei den REM-Aufnahmen in den
Abbildungen 16a und 17 (Kapitel 3.3.1, feste Probenvorbereitung) zu sein. Diese ver-
besserte Proben/Matrix-Homogenitidt konnte auch durch EDX-Experimente bestatigt

werden. Ein EDX-Spektrum ist als Beispiel in Abbildung 45 im Anhang dargestellt.

3.4 Weiterentwicklung der 16sungsmittelfreien Probenvorbe-

reitung

Ausgangspunkt fiir eine Weiterentwicklung der 16sungsmittelfreien Probenprapara-
tion waren die Erkentnisse, welche in Kapitel 3.3 beschrieben sind. Demnach konn-
ten der Einfluss der Oberfliche bei der MALDI- bzw. der LDI-Analyse von poly-
dispersen Produkten beobachtet und alternative Techniken zu der klassischen auf
Losungsmittel basierenden Probenvorbereitung erfolgreich angewendet werden. Um
die 16sungsmittelfreie Probenvorbereitung fiir die in dieser Arbeit untersuchten Pro-
dukte effektiv nutzen zu konnen, war es von grofiem Interesse, die Parameter Tar-
getmaterial, Targetoberflache (Oberflachenstruktur), Matrix oder Matrix-Alternati-
ven und die Art der ldsungsmittelfreien Probenpraparation sowie die Applikation
der Probe auf dem Target systematisch zu untersuchen. Dazu dienten als Ver-
gleichsprodukte ein Cizus-Fettalkoholethoxylat mit einem mittleren EO-Grad von 6
und mehrere Polyethylenglycole. Das Fettalkoholethoxylat wurde ausgewdhlt, da
dieses Produkt bei Raumtemperatur eine leicht viskose Fliissigkeit ist und sich somit
gut fiir die solid/solid-Probenvorbereitung eignet und sich die Polymerverteilung
des Produktes in einem Massenbereich befindet, in dem fast alle in dieser Arbeit un-
tersuchten Produkte liegen.

Die l6sungsmittelfreie Probenvorbereitung wurde derart modifiziert, dass 1 mL-

Rundkolben mit Schliffstopfen anstelle der GC-Glasvials Verwendung fanden. Die
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Stahlkugeln wurden bei einem Teil der Untersuchungen gegen Glaskugeln
messer ~3 mm) ausgetauscht, da diese, je nach vorbereiteter Probe, eine bessere
Durchmischbarkeit der Bestandteile ermdglichte.

Dieses Kapitel beinhaltet Ergebnisse aus der wissenschaftlichen Abschlussarbeit
,Systematische Untersuchung bestimmter Einflussgrofien bei der MALDI-TOF-MS
Analyse von oleochemischen, technischen Polymeren fiir Reinigungs- und Pflege-

produkte” von VON RATH [221].

3.4.1 Untersuchung unterschiedlicher Einfliisse bei der 16sungsmittelfreien

Probenvorbereitung

Bei der systematischen Untersuchung der Einfliisse der l10sungsmittelfreien Proben-
vorbereitung wurden neben Dithranol als klassische MALDI-Matrix auch andere
Substanzen auf ihre Eignung als Matrix tiberpriift. Dazu wurden neben den in Kapi-
tel 3.3.2 beschriebenen Matrix-Alternativen zusatzlich Oxalsaure und Aluminium-
oxidpulver eingesetzt. Diese wurden ausgewdhlt, da Oxalsdure zwar eine bestimmte
Aciditat aufweist (pKs: = 1,42), jedoch keinen aromatischen Charakter besitzt. Alumi-
niumoxid hingegen verfiigt tiber keine dieser Eigenschaften. Zusatzlich wurde ein
HPLC-Phasenmaterial verwendet, welches eine definierte Partikelgrofse von 3 pm
aufwies (Fluosil 60 PFP 3 pym, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen, D). Wie bereits in
Kapitel 3.3 beschrieben, zeigten diverse Arbeiten, dass der Einsatz von Nano- oder
Submikropartikeln den Desorptions/Ionisations-Prozess begilinstigen [6, 214, 215,
222,223].

Als Targets wurden, neben dem Standardtarget (gebiirsteter Edelstahl), ein Alumini-
umtarget und ein Siliciumwafer verwendet. Fiir den Wafer wurde in ein normales
Stahltarget eine Aussparung eingefrast und dieser mit Leit-Tabs (Plano, Wetzlar, D)
darin fixiert. Diese Alternative beruht auf Untersuchungen von KiM et al., nach de-
nen die Ionisierung von Biomolekiilen durch die MALDI-Technik unter Verwendung

unbehandelter Si-Oberflachen erreicht werden kann [224].
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Als adduktbildendes Agens wurde bei allen Messungen Kaliumchlorid eingesetzt.
Dieses wurde jedoch vor der Anwendung sieben Stunden in einer Kugelmiihle ge-
mahlen, wodurch ein feines Pulver mit sehr kleinen Partikelgrofien von bis zu unter
1 um entstand, das gut mit den anderen festen Bestandteilen vermischt werden
konnte.

Auch die in diesem Teil der Arbeit untersuchten Analysenkombinationen wurden,
wie auch die MALDI-MS-Daten in Kapitel 3.2, mittels Hauptkomponentenanalyse
ausgewertet. Die Analysen- und Auswertungskriterien, die graphischen Darstellun-
gen der Hauptkomponentenanalysen und deren genaue Beschreibung sind in der

wissenschaftlichen Abschlussarbeit von VON RATH zusammengestellt [221].

3.4.1.1 FEinfluss der Matrix

Beim Vergleich der erhaltenen Ergebnisse, die auf der 1osungsmittelfreien Proben-
prdparation basieren, wurden iiberraschenderweise fiir alle Kombinationen mit
Aluminiumoxid, Oxalsdure und Dithranol die gleichen Qualitdtsstufen erreicht. Die-
se Substanzen lieferten als Matrix bzw. Matrix-Alternativen qualitativ hochwertige
Massenspektren und auch die Verwendung der 3 um-HPLC-Phase fiihrte zu aussa-
gefahigen Massenspektren des Fettalkoholethoxylatproduktes. Folglich sind UV-
absorbierende Matrices mit aromatischen Strukturmerkmalen und aciden H-Atomen
fiir die Ionisierung in diesem niedrigen Massenbereich nicht zwingend erforderlich.

Aus dieser vergleichenden Studie ist in Abbildung 23 ein Massenspektrum gezeigt,
das mit einer auf ein Edelstahltarget aufgebrachten Kombination aus Fettalkoho-

lethoxylat, Oxalsaure und Kaliumchlorid erhalten wurde.
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Abbildung 23: LDI-(TOF)-Massenspektrum eines ethoxylierten Fettalkoholgemischs nach
l6sungsmittelfreier Probenpraparation (Matrix: Oxalsaure, Salz: KCl).

Die Untersuchungen belegen, dass die Energieiibertragung zur Desorpti-
on/Ionisation nach fester Probenvorbereitung nicht an aromatische Gruppen und
acide H-Atome gebunden ist. Es konnte durch Vergleichsmessungen bestatigt wer-
den, dass die Matrix die Ionenausbeute beeinflusst und Massendiskriminierungen
oder Verstarkungen bestimmter Massenbereiche im LDI-Spektrum verursacht.

Um den Desorptions-/Ionisations-Prozess fiir diese hier beschriebenen matrixfreien
Methoden besser zu verstehen, ist es notig, einige wichtige Vorgange bei der klassi-
schen MALDI-Methode zu bedenken. Auf diese wurde bereits in Kapitel 1 naher
eingegangen und eine ausfiihrliche Beschreibung findet sich im Review von
DREISEWERD [225]. Demnach ist eine Reihe von Parametern, wie die Laser-
Bestrahlung (z.B. Wellenldange, Pulsdauer), die Materialeingenschaften (z.B. Proben-
morphologie, Analyt/Matrix-Wechselwirkung) und die Dynamik in der entstehen-
den Desorptionswolke (z.B. Geschwindigkeits- und Energieverteilungen der Ionen)
wichtig fiir den MALDI-Prozess. Analytisch betrachtet sollten die besten MALDI-

Ergebnisse mit einer Matrix erhalten werden, deren Absorptionsmaximum in der

63



Ergebnisse und Diskussion

Néhe der Wellenldnge des Laserlichtes liegt und in der Lage ist, eine geeignete Ver-
teilung mit dem Analyten auf der Targetoberfldche einzugehen. Somit steht die Effi-
zienz dieses Prozesses in Zusammenhang mit der absorbierten Energie und der an-
schliefsenden Energietlibertragung [225, 226].

Matrixfreie Methoden der Laser-Desorption/Ionisation zeigen zum Teil dhnliche Me-
chanismen wie der klassische MALDI-Prozess. Beide Methoden nutzen einen Laser-
puls, um den Analyten anzuregen und zu desorbieren. Allerdings ist die Substrat-
oberflache beim MALDI-Prozess nur indirekt an der Bildung von Ionen in der Gas-
phase beteiligt. Hingegen werden beim matrixfreien LDI-Prozess Ionen durch Laser-
bestrahlung der Substratoberflache gebildet. Somit muss die Oberfldche in der Lage
sein, die Laserenergie an den Analyten zu {ibertragen [226, 227]. WEI et al. haben ge-
funden, dass die LDI-Analyse von niedrigmolekularen Analyten an der Oberfldche
von porosem Silicium ohne Zusatz von Matrixsubstanzen moglich ist [228, 229]. Die-
ses Verfahren ist unter der Bezeichnung , Desorption/Ionization on Silicon” (DIOS) be-
kannt geworden und konnte erfolgreich eingesetzt werden [226, 230-232]. Zudem
wurden Nanopulver und Nanopartikel zur matrixfreien LDI genutzt [226, 233-236].
Nach diesen Erkenntnissen lassen sich auch die in diesem Kapitel dargestellten Er-
gebnisse erkldaren. Die Strukturierung der Oberflache durch den Einsatz von Materia-
lien, die das Laserlicht nicht absorbieren, fithrt durch die Laserlichtstreuung und an-
schliefSfende Desorption/lonisation zu qualitativ hochwertigen Analysenergebnissen

im niedrigen Massenbereich.

3.4.1.2 Einfluss des Targetmaterials

Hauptkomponentenanalysen haben gezeigt, dass der Einfluss des verwendeten Tar-
getmaterials wesentlich kleiner ist als der Einfluss der Matrix. Die untersuchten Tar-
getmaterialien lassen keinen signifikanten Einfluss auf die Qualitdt der Spektren und
die S/N-Werte erkennen. Allerdings konnte herausgefunden werden, dass sich die

Oberflachenstrukturierung des Targets sehr stark auf die resultierenden Massen-
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spektren auswirkt. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine bestimmte
Struktur in der Oberflache des Targets von Vorteil fiir die massenspektrometrische
Analyse ist. Zum einen haftet die Probe auf einer rauen Oberflache besser und kann
somit gleichmafliger aufgetragen werden. Zum anderen konnte das Laserlicht an der
Oberflache gestreut werden, was zu einer effizienteren Energietibertragung und so-
mit zu einer besseren Ablation der Probe fiihrt. Dass die Beschaffenheit der Oberfla-
che bedeutend fiir die Probenapplikation auf das MALDI-Target ist, konnte durch
Versuche mit einem Siliciumwafer belegt werden. Die REM-Aufnahmen in Abbil-
dung 24 zeigen die Waferoberflache nach l16sungsmittelfreier Probenvorbereitung. In
Abbildung 24a ist der unbehandelte Wafer zu sehen, wobei sich das aufgetragene
Produkt/Matrix-Gemisch (schwarze Stellen) ungleichmaflig auf dem glatten Target
ablagert. Dagegen wurde der Wafer in Abbildung 24b vor dem Auftragen der Probe

mit einem 800er Schleifpapier aufgeraut.

——300 pm — ——300 pm —

Abbildung 24: REM-Aufnahmen eines Gemisches aus Fettalkoholethoxylat, Dithranol und
Kaliumchlorid nach Aufbringen auf eine unbehandelte Siliciumwafer-

oberflache (a) und eine mit 800er Schleifpapier behandelten Siliciumwafer-
oberfldche (b).

Die Aufnahmen zeigen einen deutlichen Unterschied der Oberflachen. Auf dem un-
behandelten Wafer lagert sich nur sehr wenig Salz (weifse Strukturen) an der Ober-
flaiche an, da diese zu glatt ist. Dagegen konnen sich in den feinen Furchen des auf-

gerauten Wafers Salzkristalle anlagern, die dann vom Polymer und der Matrix um-
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schlossen werden (dunkle Schatten in Abbildung 24b). Die resultierenden Massen-
spektren bestétigten diesen Unterschied und zeigten, dass das Salz als Kationisie-
rungshilfsmittel in direkter raumlicher Nahe zur Probe fiir eine hohe Ionisierungs-

ausbeute und eine hohe Qualitdat der Massenspektren notwendig ist.

3.4.2 Einfluss der Probenbeschichtung des Targets auf den (MA)LDI-

Prozess

Um zu zeigen, welchen Einfluss das Target auf den MALDI-Prozess selbst hat, wur-
den in ein 10 mm starkes Aluminiumtarget Locher von 2 mm Durchmesser und einer
Tiefe von 500 um gefrast (Abbildung 25a). In diese Ausfrasungen konnte das Pro-
ben/Matrix/Salz-Gemisch eingebracht und mit einem breiten Mikrospatel glatt abge-
zogen werden (Abbildung 25b).

Die REM-Aufnahme in Abbildung 25c zeigt, dass bei der Probenauftragung in ein

Targetloch eine homogene Mischung mit einer relativ glatten Oberflache entsteht.

—— 600 pm

Abbildung 25: Foto des Aluminium-Targets mit Ausfrasungen (a), Foto des Aluminium-
Targets nach Aulffiillen der Ausfrasungen mit Probe, Matrix und Salz (b)
und REM-Aufnahme der Oberfldche einer befiillten Targetausfrasung (c).
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Kohlenstofthaltige Substanzzonen (also Matrix- und/oder Probenbestandteile) sind
in dieser REM-Aufnahme dunkelgrau/braun, das Salz und die Aluminiumoberfldache
hellblau dargestellt. Die Verteilung von Probe, Matrix und Salz ist sehr gleichmaf3ig,
so dass es zu einer guten Laserschuss-zu-Laserschuss-Reproduzierbarkeit kommt.

Ein Massenspektrum, das im Anschluss an diese neue Probenaufgabetechnik aufge-
nommen wurde, ist in Abbildung 26 dargestellt. Zur Probenpraparation wurden Fet-
talkoholethoxylat, Aluminiumoxid und Kaliumchlorid 16sungsmittelfrei vermischt.
Das Spektrum zeichnet sich durch eine sehr gute Qualitdt und ein gutes S/N-
Verhiltniss aus. Zudem sind auch in diesem Spektrum keine zuséatzlichen, uner-

wiinschten Salzunterverteilungen zu erkennen.
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Abbildung 26: LDI-(TOF)-Massenspektrum eines ethoxylierten Fettalkoholgemischs nach
l6sungsmittelfreier Probenpréaparation und Probenaufgabe in die Target-
Ausfrasungen (Matrix: Aluminiumoxid, Salz: KCI).

Obwohl die exakte Eindringtiefe des Laserlichtes bei den hier durchgefiihrten Expe-
rimenten nicht genau bekannt ist, ist davon auszugehen, dass bei einer Schichtdicke

von 500 um und den relativ geringen Laserenergien keine direkte Wechselwirkung
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des Laserlichts mit der Metalloberfliche des Targets fiir den Desorptions-
/Ionisationsprozess moglich ist. Auch zeigten REM-Aufnahmen von beschossenen
Targets keine Kraterbildung. In der Literatur werden Eindringtiefen der Photonen
beim UV-MALDI-Prozess von etwa 50 bis maximal 200 nm diskutiert [237]. Dem-
nach kann die Theorie von KNOCHENMUSS et al. [238], die die Ionenausbeuten aus
diinnen MALDI-Proben-Filmen auf die Austrittsarbeit des Targetmaterials beziehen,
bei dem hier dargestellten Beispiel keine geeignete Erklarung bieten.

Auch die Annahme einer ,Schockwelle”, die zur Desorption der Analytmolekiile
fithren soll und die bei der Laserablation in Fliissigkeiten auf Metalloberflachen an-
genommen wird [239-241], kann nach diesen Befunden nicht zur Erklarung herange-
zogen werden. Die Art der Kristallisation bzw. Kondensation der Probenbestandteile
auf der Oberflache des Targets ist wahrscheinlich zu ungleichmafiig und ,, weich”
und reicht somit nicht aus, um eine mogliche Schockwelle durch die Probe hindurch
zu leiten.

Vermutlich wird das Laserlicht an der Oberflache der praparierten Probe, welche
durch die festen Bestandteile ohnehin strukturiert ist, reflektiert und gestreut. Die
oberen Probenschichten werden thermisch angeregt. Demzufolge konnen auch Ana-
lyten aus den unter der Oberflache liegenden Schichten dem Desorptionsprozess zu-
ganglich gemacht werden. Die Energie des Lasers kann besser genutzt werden, wo-
durch die Intensitat der Signale ansteigt.

Diese neue Probenaufgabetechnik, also das Einbringen der Probenmischung in die
Ausfrasungen des Targets, wurde auch am Beispiel ausgewdhlter PEG-Standards in
anderen Massenbereichen (PEG 1000, PEG 2000, PEG 4000) auf ihre Anwendbarkeit
getestet. Die meisten Messungen ergaben Spektren, die die angenommene Produkt-
verteilung in einer, der Polymerherstellung entsprechenden Gaufiverteilung darstel-
len. In Abbildung 27 ist das Massenspektrum von Polyethylenglycol 4000 gezeigt.
Mit dem bereits zuvor verwendeten Aluminiumoxid wurde keine schlechtere Spekt-
renqualitdt erhalten als mit der klassischen, fiir das Spektrum in Abbildung 27 ge-

nutzten, Matrix Dithranol.
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Abbildung 27: MALDI-(TOF)-Massenspektrum von PEG 4000 nach l&sungsmittelfreier
Probenpraparation und Probenaufgabe in die Target-Ausfrasungen (Mat-
rix: Dithranol, Salz: KCI).

Aus dem Spektrum in Abbildung 27 ist gut ersichtlich, dass sowohl das S/N-
Verhiltnis als auch die Massenauflosung im Vergleich zu den vorher gezeigten Re-
flektron-TOF-Messungen gering sind. Eine mogliche Erklarung konnte die, im Ver-
gleich zu der Auftragung auf die glatte Targetoberflache, etwas unebene Substanz-
oberflache sein. Hierdurch schliefst die Substanz nicht genau mit der Targetoberfla-
che ab und es kommt folglich durch die verwendeten ,Extraction Delay”-
Einstellungen zu einer Verteilungsbreite der Ionenflugzeiten aufgrund unterschiedli-
cher Startzeiten.

Im Hinblick auf die Anwendung dieser Probenaufgabetechnik sollten zur Losung
dieser Probleme die Messbedingungen, vor allem die Einstellungen an der Ionenop-
tik des Massenspektrometers, iiberdacht und gegebenfalls neu entwickelt werden.
Ebenfalls sollte fiir den Einsatz der 16sungsmittelfreien Probenprédparationen in den

Target-Ausfrasungen bei MALDI bzw. LDI-Messungen eine spezielle Massenkali-
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brierungsmethode erarbeitet und evaluiert werden.

Abschlieflende Versuche haben gezeigt, dass die Verwendung einer klassischen
MALDI-Matrix in hoheren Massenbereichen notwendig ist. Dazu wurden das bereits
hier beschriebene Fettalkoholethoxylat, PEG 1000, PEG 2000 und PEG 4000 jeweils
nur mit einem Uberschuss an Kaliumchlorid vermischt in die Ausfrasungen gegeben
und anschliefend massenspektrometrisch analysiert. Dabei zeigte sich, dass das
Massenspektrum des niedrigethoxylierten Fettalkoholethoxylats darstellbar ist und
das erhaltene Spektrum einer Qualitdt entspricht, wie es auch aus den vorangegan-
genen Experimenten mit Aluminiumoxidzusatz (vgl. Abbildung 26) erhalten werden
konnte. Von den Polyethylenglycolen 1000 und 2000 liefSen sich ebenfalls Massen-
spektren aufnehmen, jedoch wurden die Verteilungen durch Massendiskriminierun-
gen und/oder mogliche Fragmentierungsreaktionen unsymmetisch dargestellt. PEG
4000 liefS sich ohne Zusatz von Matrix oder Matrixersatz nicht analysieren. Die
Spektren zu den hier diskutieren Ergebnissen finden sich in den Abbildungen 46 - 49
im Anhang.

Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die Prozesse der matrixfreien Laser-
Desorption/Ionisation bzw. der matrixunterstiitzen Laser-Desorption/Ionisation bei
der hier vorgestellten Probenvorbereitung in unterschiedlichen Massenbereichen
ablaufen. Wahrend die Ionisierung im unteren Massenbereich bis ca. 1000 Da mit
einer matrixfreien Probenpraparation (oder einer in diesem Kapitel dargestellten
Probenvorbereitung mit alternativen Matrixsubstanzen) zu hohen Ionenausbeuten
und somit zu qualitativ hochwertigen Spektren fiihrt, ist fiir die Analyse des hoheren
Massenbereichs eine Matrix notwendig. Demnach konnte sich der Ionisationsmecha-
nismus im unteren Massenbereich durch die Theorie der matrixfreien Laser-
Desorption/Ionisation erklaren lassen. Im Gegensatz dazu greift im hoheren Massen-
bereich die klassische MALDI-Theorie, da hier nur nach Zusatz von geeigneten Sub-
stanzen eine Desorption und eine Ionisierung (Kationisierung) der Analyten mdoglich
ist. Nach diesem Modell konnte sich in einem bestimmten Massenbereich (500 -

2000 Da) eine Mischzone ausbilden, in der beide genannten Ionisationsmechanismen
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parallel ablaufen, was fiir die qualitative und (semi-)quanitative massenspektro-

metrische Analyse technischer Produkte von grofSer Bedeutung waére.

3.5 MALDI-MS/MS-Experimente zur Charakterisierung von

Copolymeren

Amphiphile Block-Copolymere, die zum Beispiel Poly(ethylenoxid) (EO) und Po-
ly(propylenoxid) (PO) enthalten, sind kommerziell von grofier Wichtigkeit. Diese
Produkte, zu denen auch die Fettalkoholalkoxylate gehdren, werden in vielen unter-
schiedlichen Anwendungsgebieten eingesetzt. So dienen sie zum Beispiel als nicht-
ionische Tenside in Wasch- und Reinigungsmitteln fiir den hauslichen oder indus-
triellen Gebrauch und finden — aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften — in vielen
industriellen Bereichen (z. B. als Beschichtungs- und Polymerisationsadditive, Stabi-
lisatoren oder in Agrochemikalien) Verwendung.

Aufgrund der Variation der molekularen Charakteristika dieser synthetischen Copo-
lymere, die sich durch die Art des Herstellungsverfahrens beeinflussen lassen, wer-
den Verbindungen mit anwendungsoptimierten Eigenschaften hergestellt [242]. So
konnen funktionelle synthetische Polymere aus unterschiedlichen Monomereinhei-
ten aufgebaut sein, die sich wiederum an unterschiedliche Polymer-Starter-Molekiile
anpolymerisieren lassen. Die sich ergebende Produktvielfalt stellt hohe Anforderun-
gen an die Analytik dieser Substanzen. Besonders die Ermittlung der Molekularge-
wichtsverteilung, die Bestimmung des Verhiltnisses an Monomeranteilen und die
Endgruppenanalytik sind von grofser Bedeutung. Veranderungen dieser Parameter
konnen signifikante Effekte auf die Leistungsfahigkeit des Produktes haben [243].
Als Schliisseltechniken zur Charakterisierung dieser Parameter stehen die kernmag-
netische Resonanzspektroskopie (NMR) und die Massenspektrometrie (MS) zur Ver-
fiigung. So wurden zur Charakterisierung von Ethlyenoxid- und Propylen-

oxidaddukten in einigen Arbeiten erfolgreich die 'H- und *C-NMR Spektroskopie
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angewandt [244-246]. Bei Anwendung von massenspektrometrischen Methoden sind
bis zu einem bestimmten Massenbereich ESI-MS-Verfahren einsetzbar, um Uber-
sichtsspektren zu erhalten. Als vielseitige Methode hat sich zudem die matrix-assisted
laser desorption/ionization (MALDI) Massenspektrometrie [28, 123, 247-251] etabliert.
Die Anwendung der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) zur Analyse dieser
Produktklasse wurde von LATTIMER [252] eingefiihrt und auf viele unterschiedliche
massenspektrometrische Methoden tiibertragen [133, 253-255], wodurch deutlich
mehr Informationen iiber die Struktur der Analyten — also der Vorlduferionen — er-
halten werden. So wurde die Endgruppencharakterisierung von Polypropylenglyko-
len (PPG) mittels ESI-MS/MS im Jahre 2008 von JACKSON et al. vorgestellt [243] und
auch die Kopplung einer MALDI-Quelle an ein Tandem-Massenspektrometer hat bei
der Charakterisierung der Polyether durch ihre Fragmentspektren bei MALDI-PSD
(Post-Source-Decay) und der klassischen MALDI-CID (Collision-Induced-Dissociation)
Technik sehr viele Applikationen ermoglicht [256-263].

3.5.1 Unterscheidung von Random- und Blockcopolymeren mittels

MALDI-CID-Experimenten von Fettalkoholalkoxylaten

Zur Copolymercharakterisierung wurde die losungsmittelbasierte Probenvorberei-
tung nach Salzvorbeschichtung auf einem Standard-Stahltarget angewendet. Abbil-
dung 28 zeigt das MALDI-(TOF)-Ubersichtsmassenspektrum eines alkoxylierten
Fettalkohols. Dieses Produkt basiert auf Octanol (Cs) als Polymer-Starter-Molekiil,
welches ,,im Block” zundchst propoxyliert und anschlieffend ethoxyliert wurde. Der
Polymerverteilung entsprechen die unterschiedlichen Propoxylierungs- und Ethoxy-

lierungsgrade, die mit hoherer Masse ansteigen.
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MALDI-(TOF)-Massenspektrum eines Octanol-PO/EO-Block-Copolymers.

Probenvorbereitung: Probe 4 mg-mL' in THF,

Matrix Dithranol

10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlosung im
Volumenverhdltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 pL KCI-Losung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhaltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.

Ein Ausschnitt aus dem Ubersichtsmassenspektrum ist in Abbildung 29b gezeigt und

dem MS!-Spektrum des entsprechenden Random-Polymers (Abbildung 29a) gegen-

tibergestellt. Jedes der beiden Massenspektren weist drei unterschiedliche Verteilun-

gen auf. Die Hauptverteilung wird durch die einfach propoxylierten Spezies be-

schrieben. Daneben existieren in beiden Spektren die Reihen der zweifach propoxy-

lierten Spezies und der reinen Ethylenoxid-Addukte, also PO:EOx und POoEO-x.

Beim Vergleich der Massenpeaks der nicht propoxylierten Spezies und der zweifach

propoxylierten Fettalkoholethoxylate fallt auf, dass im Random-Produkt die Peak-

Intensitaten letzterer hoher sind. Beim Block-Copolymer ist im Vergleich dazu bei

der reinen Ethoxylat-Verteilung eine hohere Peakintensitdt zu erkennen. Die Unter-

verteilung mit der niedrigsten Peakintensitat entspricht hierbei der POEOx-Spezies,

also der zweifach propoxylierten Stufe.
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Ausschnitte der MALDI-(TOF)-Massenspektren eines Octanol-PO/EO-
Random-Copolymers (a) und eines Octanol-PO/EO-Block-Copolymers (b).

Probenvorbereitung: Probe in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlésung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL KCI-Losung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhaltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.

4mg - mL?!

Anhand des Ubersichtsspektrums kénnen keine eindeutig interpretierbaren Unter-

schiede manifestiert werden. Die beschriebenen Verteilungen ermdglichen zwar erste

Aussagen tiber die unterschiedlichen Verhiltnisse in den Peakintensitdten, lassen

jedoch keine eindeutige Unterscheidung zu, ob es sich bei dem analysierten Produkt

um ein Random- oder Block-Copolymer handelt.

Um

strukturanalytische

Merkmale nadher herauszustellen, wurden MS/MS-

Experimente durchgefiihrt, in denen unter anderem von den Cs-PO1EO7-Oligomeren

(m/z 535) der beiden Produkte CID-Spektren gemessen wurden. Die Strukturen die-

ser Oligomere sind in Abbildung 30 gezeigt, wobei die Struktur des Random-

Polymers nur ein Beispiel darstellt. Die Propoxy-Gruppe kann hier an jeder Position

in der Polymerkette lokalisiert sein.
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a) Random-Oligomer
z.B.

H3C(H2C)7O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)\O/\/O\/\OH

b) Block-Oligomer

H3C(H2C)7O/\(O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\OH

Abbildung 30:  Strukturformeln der Cs-PO1EO7-Oligomeren; (a) Random-Oligomer als Bei-
spiel einer moglichen Struktur, (b) Block-Oligomer mit PO-Gruppe direkt
am Fettalkohol lokalisiert.

Zur Erzeugung der Fragementspektren wurden die Precursor-lonen mit dem ent-
sprechenden m/z-Verhdltnis von 535 mit Hilfe des Ion-Gates selektiert (siehe Abbil-
dung 29, mit * gekennzeichnete Massensignale). Diese sind in den Massenspektren
(Abbildung 31) deutlich hervorgehoben. In der CID-Stoffkammer, die sich in der Mit-
te des TOF-Analysators befindet, wurde mit Helium ein konstanter Druck von
3,5 - 10° mbar eingestellt. Infolge von Hochenergiestofsen setzte eine Fragmentierung
der Precursor-Ionen ein. Da beide Spektren mit Kalium als kationisierendem Salzzu-
satz erzeugt wurden, trat in beiden die Masse 39 (nicht vergrofierter Massenbereich)
auf. Die entstehenden MS/MS-Fragmentionen zeigen eine wesentlich geringere Peak-
sintensitdt als die entprechenden MS!-Signale. Daher ist der Fragementmassenbe-
reich in den beiden Massenspektren um den Faktor 100 vergrofiert dargestellt.

Durch die relativ hohe Stofsenergie kommt es bei der angewandten CID-Technik zu
einer Vielzahl von Fragmentmassen, die sich anhand der Stukturen zum Teil zuord-
nen lassen. Einige wichtige Fragmentierungspositionen sind in den eingefiigten
Strukturen in Abbildung 31 farblich markiert. Dabei muss beachtet werden, dass ein
Stofs, der zur Fragmentierung dieser asymmetrisch aufgebauten Molekiile an einer
bestimmten Position fiihrt, zwei Fragmentionen unterschiedlicher Art erzeugen

kann.
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der Cs-POIEO7-Oligomere des Octanol-PO/EO-Random-Copolymers (a)
und des Octanol-PO/EO-Block-Copolymers (b). Die in den Strukturen an-
gegebenen Fragmentmassen entsprechen den Kaliumaddukten.

Probenvorbereitung: Probe 4 mg-mL? in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenldsung und Matrixlosung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL KCI-Losung
(0,1 mol - L' in Methanol/H>0O, Volumenverhaltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.
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Bei der Betrachtung der Spektren fallt zundchst kein signifikanter Unterschied auf,
da beide MS?-Experimente nahezu dieselben Fragmente erzeugen. Jedoch zeigen sich
hier, wie bereits in den MS!-Spektren, Unterschiede in der Peakintesitdt einzelner
Fragmentmassen. Vergleicht man die Fragmentmassen m/z 158 und m/z 172 in beiden
Spektren, so fallt auf, dass sich die Intersitdt der beiden zueinander umkehrt. Die
Masse m/z 172 ist im Vergleich zum Massenpeak m/z 158, im CID-Spektrum des
Block-Produktes kleiner als im CID-Spektrum des Random-Produktes. Die Ursache
hierfiir diirfte die Stabilisierung des entstehenden Ions iiber die Methylgruppe im
moglichen Random-Produkt sein. Wie bereits oben beschrieben, ist die Stellung der
PO-Gruppe im Random-Polymer nicht definiert, sodass dieses Ion (in der vorge-
schlagenen Struktur) stabilisiert und in einer hoheren Intensitdt gemessen wird. Im
Vergleich hierzu muss die Bildung des Fragments m/z 158 deutlich geringer sein.
Vergleicht man dazu das Block-Polymer, so ist die Bildung des Fragments m/z 158
bei einer Spaltung des Molekiils an dieser Position die einzige mogliche Fragmentie-
rung, welche stattfinden kann, da hierbei die PO-Gruppe fest am Fettalkohol-Starter
lokalisiert ist. Demnach lassen sich iiber die beschriebenen Peakintensitdten der ein-
zelnen Fragmentmassen Aussagen tiber die Herstellungsart (Random- oder Blockpo-
lymerisation) des Polymers treffen. Ein zusatzliches Unterscheidungsmerkmal sind
die Fragmentionen m/z 226 beim Random-Produkt und m/z 210 beim Block-Polymer.
Sie sind spezifisch fiir die unterschiedlichen Produktklassen, da diese Fragmente nur
bei der gezeigten Anordnung gebildet werden konnen, also dem Fettalkoholfrag-
ment mit einer EO-Gruppe beim Random-Produkt und dem Fettalkoholfragment mit
nicht variabler PO-Gruppe beim Block-Produkt.

Um die entstandenen Fragmente naher zu beschreiben, waren Arbeiten von JACKSON
et al. hilfreich, in denen mogliche Strukturen von Polyether-Fragmenten, die bei
MALDI-MS/MS-Experimenten dieser Polymersubstanzklasse auftreten, vorgeschla-
gen wurden [258]. Hieraus lassen sich jeweils fiir reine Ethoxylate bzw. Propoxylate
drei Hauptfragmentreihen (A-C) identifizieren (s. Abbildung 32), wobei die Frag-

mentierung von zwei Seiten des Molekiils betrachtet werden kann (z.B. AX und Ax”).
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Die A-Reihen beschreiben hierbei Fragmente mit freien Hydroxylgruppen. Frag-
tierungen, die zu einer Doppelbindung (endstiandigen Vinyl-Gruppe bei EO) fiihren,
werden als B-Reihe beschrieben und die Bildung einer Carbonyl-Funktion (bei EO
zum entsprechenden Aldehyd; bei PO zum entsprechenden Keton) als

C-Reihe.

a)

/\/\/\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\OH

A /\/\/\/\O/\/OH Al HO/\/O\/\OH
By NSNS O F By Ao ™>O"0oph
C,' | C," (?k
X X
/\/\/\/\O/\/O\) O/\/O\/\OH
b)

/\/\/\/\o/\(o\)\o/ﬁ/o\)\oﬁ/o\)\o/\(o\)\w
A /\/\/\/\O/\(OH A HO/\(O\)\OH

By’

O/YO\) Bx" HO\)\oﬁ/O\)
Cy' /\/\/\/\oﬁ/o\/go o HO\)\O/YO\/&O

Abbildung 32: Strukturen der moglichen Fragmentreihen A, B und C bei der stofSinduzier-
ten Dissoziation von reinen Cs-Fettalkoholethoxylaten (a) und reinen Cs-
Fettalkoholpropoxylaten (b) nach [258].

Durch diese moglichen Fragmentreihen liefen sich die erhaltenen CID-Spektren der
Precursor-Ionen m/z 535 auswerten und entsprechende Strukturen den Fragment-

massen zuordnen. So konnten zum Beispiel die Reihen des Typs B eindeutig zuge-
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ordnet werden. Eine ndhere Diskussion dieser Strukturzuordnung soll im folgenden

Unterkapitel aufgegriffen werden.

3.5.2 Vergleichende Studien von Hochenergie- und Niedrigenergie-CID-

Experimenten zur Analyse von Fettalkoholalkoxylat-Copolymeren

Um weitere Informationen iiber die Fragmentreihen zu erhalten, die sich bei CID-
Experimenten von Fettalkoholalkoxylaten zeigen, wurden im folgenden Teil zwei
unterschiedliche MALDI-CID-MS/MS Techniken verglichen, mit denen die Struktur-
analyse von Copolymeren moglich sind.

Zum einen wurden — wie auch im Kapitel 3.5.1 — Hochenergie-CID-Experimente
durchgefiihrt. Dazu diente das bereits vorgestellte MALDI-(TOF)MS-System
(AXIMA Performance™, Shimadzu Biotech, Manchester, UK). Zum anderen war es
moglich, Niedrigenergie-CID-Spektren an einem Quadrupol-lon-Trap-TOF-
Massenspektrometer mit entsprechender MALDI-Quelle (MALDI-QIT-(TOF)MS,
AXIMA Resonance™, Shimadzu Biotech, Manchester, UK) aufnehmen zu lassen.
Hierbei diente Argon als Stofsgas. Die Messungen am AXIMA Resonance™ wurden
von Herrn Dr. Martin Resch (Shimadzu Europa GmbH) bei Shimadzu Biotech in
Manchester durchgefiihrt.

Die Besonderheit beim QIT-System liegt darin, dass das Fragmentierungsgas und die
relative Stofienergie kontrolliert und somit qualitativ hochwertige CID-MS/MS-
Experimente durchgefiihrt werden konnen [262-264]. Zudem lassen sich weitere
Fragmentspektren aus Vorlduferionen erzeugen und analysieren (MS"), was in den
folgenden Experimenten jedoch nicht angewandt wurde.

Zusatzlich zu der Variation der CID-Technik sollte in den vergleichenden Messun-
gen der Einfluss des kationisierenden Agens ndher herausgestellt werden. Wie be-
reits in den vorherigen Kapiteln beschrieben, ist die Wahl des kationisierenden
Agens entscheidend fiir die erfolgreiche MALDI-Analyse von synthetischen Polyme-

ren. Einige Publikationen haben gezeigt, dass gerade das Kation einen erheblichen
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Einfluss auf die Ergebnisse von MALDI-MS/MS-Messungen hat [262, 265-269]. Aus
diesem Grund wurden neben den in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Kalium-Addukten
auch von den entsprechenden Lithium- und Natrium-Addukten Fragmentspektren
aufgezeichnet.

Als Analyten dienten bei diesen Versuchen ein Octanolethoxylat (Struktur s. Abbil-
dung 33a), ein Octanolethoxylat mit einem n-Butyl-Endcapping (Struktur s. Abbil-
dung 33b) und ein Octanol-PO/EO-Block-Copolymer (Struktur s. Abbildung 33c). Im
Folgenden wird allerdings nur auf die Ergebnisse des reinen Octanolethoxylats ein-
gegangen. Die Spektren der beiden anderen Produkte sind in den Abbildungen
50 -53 im Anhang (Kapitel 6) zusammengestellt.

a) b)

i e S

Abbildung 33: Strukturen der analysierten Fettalkoholalkoxylat-Copolymeren: Octanol-
ethoxylat (a), Octanolethoxylat mit n-Butyl-Endcapping (b) und Octanol-
PO/EO-Block-Copolymer (c).

Die Abbildung 34a zeigt das MALDI-QIT-TOF-Ubersichtsspektrum ([M+Li]*) des
analysieren Produktes. Das Spektrum weist eine unsymmetrische Molmassenvertei-
lung auf, in der das Peakintensitdtsmaximum bei einem Polymerisationsgrad von
sieben (m/z 445) liegt. Das Niedrigenergie-CID-Spektrum des Lithium-Addukts ist in
Abbildung 34b gezeigt.
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Abbildung 34: MALDI-QIT-(TOF)-Massenspektrum des Fettalkoholethoxylats (a) und

MALDI-Niedrigenergie-MS/MS-Spektrum des Precursor-lons m/z 489
([M+Li]*) dieses Produktes (b).

Probenvorbereitung: Probe 4 mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL? in THF, Mischung von Probenlésung und Matrixlosung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL LiCl-Losung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhaltnis 1:1), Auftragung von
0,5 uL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.

Aus den Spektren der Alkali-Addukte wurden drei unterschiedliche Precursor-Ionen

fiir die CID-Experimente ausgewahlt ([M+Li]* m/z 489, [M+Na]* m/z 505 und [M+K]*

m/z 521). In Abbildung 35a-c sind die entsprechenden Hochenergie-CID-Spektren

dargestellt. Die Skalierung der m/z-Achsen ist hierbei so an die Massen der Alkaliio-

nen angepasst, dass Fragmente gleichen Typs tibereinander dargestellt sind. Schon

im direkten Vergleich fillt auf, dass beim durchgefithrten MALDI-QIT-MS/MS-

Experiment (Abbildung 34b) eine wesentlich geringere Anzahl an Fragmenten ent-

steht. Das Spektrum beinhaltet hauptsachlich die in Abbildung 32a dargestellten A

und Ax”“ Fragment-Reihen.
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Abbildung 35: MALDI-Hochenergie-CID-MS/MS-Spektren des Fettalkoholethoxylats als

Kalium-Addukt (a, Precursor-lon m/z 521), als Natrium-Addukt (b, Precur-

sor-lon m/z 505) und als Lithium-Addukt (c, Precursor-Ion m/z 489).

Probenvorbereitung: Probe 4 mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL? in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlosung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhiltnis 1:1), Auftragung von

0,5 uL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.

Die Hochenergie-CID-MS/MS-Spektren weisen dagegen eine grofiere Anzahl von
Fragmentionen auf. So lassen sich im Spektrum in Abbildung 35b die Fragmentionen

des Typs Bx'* (zum Beispiel die Ionenreihe [H-O-(EO)x-CH=CH:+ Na]*) und des Typs

C{ (zum Beispiel die Ionenreihe [Cs-O-(EO)x-CH2CHO + NaJ*) zuordnen.

Vergleicht man die drei Hochenergie-CID-Spektren der verschiedenen Alkali-

Addukte, so sind beim Lithium-Addukt zusitzliche Stofifragmente zu erkennen.
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Dies wird anhand der Ausschnitte in Abbildung 36 ndher beschrieben.
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Abbildung 36: Ausschnitt aus dem MALDI-Niedrigenergie-CID-MS/MS-Spektrum des

Es zeigt sich,

MS/MS aus

Precursor Ions m/z 489 ([M+Li]*) des Fettalkoholethoxylats (a) im Vergleich
zu den MALDI-Hochenergie-CID-MS/MS-Spektren des gleichen Produktes
als Natrium-Addukt (b, Precursor Ion m/z 505) und als Lithium-Addukt (c,
Precursor lon m/z 489).

Probenvorbereitung: Probe 4mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL1 in THF, Mischung von Probenldosung und Matrixlosung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhiltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.

dass die Massenfragmente, die sich im Hochenergie-CID-MALDI-
dem Lithiumaddukt bilden, exakt denen der MALDI-QIT-TOF-

Experimente entsprechen. Demnach bilden sich auch bei Anwendung der Hochener-

gie-CID-Technik mit Lithium als kationisierendem Agens die entsprechenden

Hydroxylgruppen-terminierten Fragmente, also die der Reihen A und As”. Auf-
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grund des kleinen Radius” des Li*-Kations und der damit verbundenen hohen La-
dungsdichte, die zu einem hohen kovalenten Bindungsanteil fiihrt, kann dieses Ion
starker an die Hydroxylfunktion gebunden werden. Es bildet somit stabilere Adduk-
te als Natrium- und Kaliumionen.

Entsprechende Ergebnisse wurden auch bei vergleichenden Messungen der anderen
beiden Produkte (Abbildung 33b und 33c) erhalten, deren Massenspektren im An-
hang (Kapitel 6, Abbildungen 50 - 53) dargestellt sind. So zeigt zum Beispiel das
FAEO-Produkt mit dem n-Butyl-Endcapping im Niedrigenergie-CID-Spektrum
Fragmentreihen, die sowohl von der Octyl- als auch von der Butyl-Endgruppe be-
trachtet werden konnen.

Die Besonderheiten von Lithium bei MS/MS-Experimenten von Polyethern wurden
bereits 1992 von LATTIMER [252] herausgestellt und von HOTELING et al. [270] und
SELBY et al. [271] angewandt. Darauf aufbauend wurden von OKUNO et al. [263] und
HANTON et al. [262] Arbeiten veroffentlicht, in denen die Fragmentierung der Li-
thium-Addukte von ethoxylierten Tensiden und Polyethylen- / Polypropylenglyko-
len bei MALDI-QIT-TOF-Experimenten gezeigt und diskutiert wird. Bei der MALDI-
Analyse von Fettsduren konnten TRIMPIN et al. Doppel-Lithium-Addukte bei der
Fragmentierung beobachten [272].

Aus diesen Arbeiten 1afst sich eine mdgliche Erklarung fiir die Fragmentbildung bei
Fettalkoholethoxylaten, aber auch bei den anderen analysierten Produkten, herleiten.
Die Energie, die in einem Niedrigenergie-Fragmentierungsvorgang auf ein Lithium-
Addukt tibertragen wird, reicht offenbar aus, um ausschliefSlich die Fragmentreihen
Ax und Ax“zu erzeugen. Ein Vorschlag fiir die Spaltung der ethoxylierten Fettalko-
hole ist eine Umlagerungsreaktion, bei der das Lithiumion tiiber einen moglichen
Ubergangszustand an das endstindige Sauerstoffatom anlagert, und anschlieBend
eine Eliminierung von Ethylen stattfindet (Abbildung 37a). Die Fragmentreihen Bx
und Cs, die hauptsachlich in den Hochenergie-CID-Spektren der Natrium- und Kali-
um-Addukte nachzuweisen sind, konnten durch eine 1,4-H-Eliminierungsreaktion

gebildet werden. Die Abbildung 37b zeigt diese Fragmentierungsreaktion, welche zu
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den Fragmentreihen By und Cx” fiihrt. Die entsprechenden Fragmentreihen Bx” und

C\" ergeben sich entsprechend einer in inverser Richtung verlaufenden Reaktion.
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Abbildung 37: MS/MS-Fragmentierungsreaktion von Lithium-Addukten der Fettalkohol-
ethoxylatoligomeren unter Eliminierung von Ethylen zu den Fragment-
reihen Ax" (a) und 1,4-H-Eliminierung zu den Reihen Bx" und C<” (b) nach
[263, 270, 271].
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Diese Art von Umlagerungsreaktionen und damit verbundenen Fragmentierungs-
schritten sind typisch fiir CID-Experimente und wurden bei der Analyse diverser
Produkte beobachtet [263, 270, 271, 273-275].

Es lasst sich zusammenfassen, dass die Verwendung unterschiedlicher CID-
Techniken und die Variation der Adduktionen zur Charakterisierung von Copoly-
meren zu grofien Unterschieden in den Fragmentspektren fithren. Dabei stellt die
Niedrigenergie-CID-MALDI-Tandem-Massenspektrometrie in Verbindung mit Li-
thiumsalzen als Kationisierungsreagenzien eine besondere Rolle dar, was fiir eine
schnelle und effiziente Charakterisierung dieser Polymere von grofler Bedeutung ist.
Um eine Unterscheidung von Random- und Blockcopolymeren zu ermoglichen, wie
sie bereits in Kapitel 3.5.1 diskutiert wurde, konnen die erhaltenen Ergebnisse ge-
nutzt werden, um selektiv Fragmentionen zu erzeugen und somit die Strukturen von

unbekannten Proben aufzuklaren.

3.6 Ausblick

Im Hinblick auf die Anwendung der 16sungsmittelfreien Probenvorbereitungstech-
nik bei der MALDI-(TOF)MS-Analyse von oleochemischen, technischen Polymeren
sind weitere Untersuchungen notwendig, um diese Methode fiir (semi-)quantitative
Ansitze nutzen zu konnen. Fiir Messungen, die nach der Auftragung in Target-
Ausfrasungen erfolgen, sollten Einstellungen an der Ionenoptik des Massenspektro-
meters tiberdacht und gegebenenfalls neue Messbedingungen gewahlt werden. Zu-
dem ist hierfiir eine spezielle Massenkalibrierungsmethode notwendig, die erarbeitet
und evaluiert werden sollte. Nur so konnen vergleichende Reproduzierbarkeitsmes-
sungen erhalten und diese Methode auf hohere Massenbereiche und Polymerarten
tibertragen werden.

Um die erhaltenen Ergebnisse der MS/MS-Experimente in Zukunft fiir die Analyse
unbekannter Produkte zu nutzen, sind zundchst noch weitere systematische Unter-
suchungen erforderlich. Hierbei ist unter anderem zu klaren, wie sich die herausge-
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stellten Besonderheiten der Lithiumadduktbildung auf die Fragmentierungen hoher
alkoxylierter Produkte und anderer Copolymere auswirken. Zusitzlich ist von
grofsem Interesse, zu kldren, ob sich bei der Fragmentierung von EO-, PO- und ande-
ren Alkoxylataddukten mit hoherem Polymerisierungsgrad bevorzugte Eliminie-
rungs- bzw. Umlagerungsreaktionen zeigen. Nur so lassen sich zukiinftig Strukturen
unbekannter Substanzen mit Hilfe der MALDI-Tandem-Massenspektrometrie auf-

klaren.
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4 Zusammenfassung

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Anwendung der klassischen
MALDI-MS-Analytik auf Produkte der fettchemischen Industrie. Die Untersuchun-
gen umfassten die Beeinflussung der Analyse polydisperser Produkte durch Parame-
ter wie die Probenvorbereitung und diverse Gerateeinstellungen. So konnte der Ein-
fluss der Laserenergie und die Art der verwendeten klassischen MALDI-Matrix auf
die Massenspektren, d.h. auf die erhaltenen Polymerverteilungen, gezeigt werden.
Eine Verbesserung der klassischen MALDI-Probenvorbereitung, bei der die Poly-
merprobe, die MALDI-Matrix und das kationisierende Salz als Losungen gemischt
und auf das MALDI-Target gegeben werden, wurde durch eine Salzvorbeschichtung
des MALDI-Targets und anschliefendes Auftragen des Analyt/Matrix-Gemisches
aus einem organischen Losungsmittel erreicht. Es zeigte sich, dass durch diese neue
Technik selektiv Alkalimetallsalzaddukte der Analytmolekiile entstehen und uner-
wiinschte, durch andere Metallsalzionen hervorgerufene, Unterverteilungen unter-
driickt werden.

Am Beispiel ausgewahlter Produkte (einem Fettalkoholethoxylat, einem Alkylpo-
lyglucosid und einem Fettalkoholethersulfat) wurden in dieser Arbeit systematische
Untersuchungen zur Optimierung der MALDI-(TOF)MS-Analyse polydisperser Ak-
tivkomponenten durchgefiihrt. Die Messungen, bei denen die Matrix, das Losungs-
mittel und das verwendete Salz bei der Probenvorbereitung variiert wurden, beru-
hen auf einem statistischen Versuchsplan. Die Interpretation und die Auswertung
der Ergebnisse erfolgte iiber Hauptkomponentenanalysen und Einzelvarianzanaly-
sen. Daraus konnte unter anderem die Auswirkung der Kaliumadduktbildung auf
die Spektrenqualitat der Alkylpolyglucoside herausgestellt werden. Es war moglich,
Aussagen iiber wichtige Parameter der Probenvorbereitung fiir unterschiedliche
Tensidklassen zu treffen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass der Einfluss der

verwendeten Matrix und des eingesetzten Ionisationshilfsmittels sehr hoch ist. Da-
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gegen hatten die verwendeten Losungsmittel einen geringen bzw. nicht signifikanten
Einfluss auf die Zielgrofien. Fiir die drei Produkte konnten je zwei Methoden erarbei-
tet werden, die fiir die MALDI-Analyse der jeweiligen Tensidklasse von grofSer Be-
deutung sind.

Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Erprobung und Weiterentwicklung der 16-
sungsmittelfreien Probenvorbereitung. Durch eine gleichméfiigere Belegung der Tar-
getoberflache mit Matrix und Probe kam es zu einer besseren Reproduzierbarkeit der
einzelnen Massenspektren, was in Hinblick auf eine quantitative bzw. semi-
quantitative Analyse mittels MALDI-MS erforderlich ist. Untersuchungen zum Ein-
fluss der Matrix und des Targetmaterials zeigten, dass im niedrigen Massenbereich
(z.B. bei niedrigethoxylierten Fettalkoholen) Matrix-Alternativen wie Aluminium-
oxid oder Oxalsdure, die nicht dem klassischen MALDI-Konzept entsprechen, zur
Laser-Desorption/Ionisation verwendet werden konnen. Zwar hat das Targetmaterial
keinen Einfluss auf den MALDI-Prozess einer 16sungsmittelfrei vorbereiteten Probe,
jedoch zeigte sich, dass eine bestimmte Oberflachenstrukturierung des Targets sich
sehr stark auf die resultierenden Massenspektren auswirkt. Zusatzlich zu den erhal-
tenen Massenspektren konnten die Ergebnisse durch Visualisierung der Targeto-
berflache mit Hilfe von REM-Aufnahmen bestatigt werden. Eine Weiterentwicklung
der 16sungsmittelfreien Probenvorbereitung war das Aufbringen des Analyt/Matrix-
Gemisches in eine Ausfrasung des Targets. Damit ergab sich eine homogene, gleich-
mafiige Verteilung von Probe, Matrix und Salz und eine daraus folgende gute Laser-
schuss-zu-Laserschuss-Reproduzierbarkeit. Zudem konnte anhand dieser Ergebnisse
die Theorie widerlegt werden, dass eine Wechselwirkung des Laserlichtes mit der
Oberflache des Targets fiir den MALDI-Prozess im niedrigen Massenbereich not-
wendig ist.

Aus den Versuchen zur losungsmittelfreien Probenpraparation ging hervor, dass
sowohl die Laser-Desorption/Ionisation als auch die matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption/lonisation ablaufen konnen. Wahrend die Ionisierung im unteren Mas-

senbereich iiber den Laser-Desorptions/Ionisations-Prozess erkldrbar ist, ist fiir die
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Zusammenfassung

Analyse des hoheren Massenbereiches eine klassische MALDI-Matrix notwendig.
Demnach konnte sich in einem Massenbereich von etwa 500 - 2000 Da eine Mischzo-
ne ausbilden, in der beide Ionisationsmechanismen eine Rolle spielen, was fiir eine
qualitative und (semi-)quantitative Analyse technischer Produkte von grofler Bedeu-
tung ist.

Zur Charakterisierung von Copolymeren, z.B. bei der Unterscheidung von Random-
und Block-Copolymeren, wurde die MALDI-Tandem-Massenspektrometrie erfolg-
reich eingesetzt. Durch die Verwendung unterschiedlicher CID-Techniken und Salze
konnten Unterschiede in den Fragmentspektren von Fettalkoholalkoxylat-Copoly-
meren herausgestellt werden. Dabei zeigten sich Vorteile bei der Verwendung von
Lithium als adduktbildendes Kation, da durch dieses die meisten Fragmentionenrei-
hen in den MS/MS-Spektren darstellbar waren und sich somit umfassende Informa-

tionen zu den analysierten Produkten ermitteln liefSen.

90



Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 Kalibrierung des MALDI-(TOF)-Massenspektrometers

Die Kalibrierung des MALDI-(TOF)-Massenspektrometers wurde mit Polyethy-

lenglycol 2000 durchgefiihrt. Dazu wurde PEG 2000 in Methanol (Konzentration:

2 mg-mL") gelost. Als Matrix wurde DHB in Methanol (Konzentration: 10 mg - mL™1)

verwendet. Nach dem Mischen der Einzelkomponenten (20 uL DHB-L6sung + 20 uL

PEG-Losung) wurden ohne Zugabe einer Salzlosung 0,5 uL dieser Mischung auf die

Targetoberfliche aufgetragen. Die Aufnahme des Massenspektrums erfolgte immer

bei einer festgestellten Laserenergie und bei gleich eingestelltem Ion-Gate. Ein Bei-

spiel fiir ein PEG 2000-Kalibrierspektrum ist im Abbildung 38 gezeigt.
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Abbildung 38: MALDI-(TOF)-Massenspektrum des PEG 2000 zur Kalibrierung des

Massenspektrometers.

Die Massenkalibrieung erfolgte mit Hilfe der Kalibrierfunktion der Shimadzu Bio-

tech Lauchpad Software anhand der [M+Na]*-Ionenreihe. Es wurden die gemessenen
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Massen im Massenbereich zwischen dem Oligomer n =32 (1449,8 Da) und dem Oli-
gomer n =54 (2418,4 Da) mit den berechneten Massen verglichen und damit korri-
giert, wobei die Toleranz der Peakerkennung bei + 500 mDa lag.

Fiir einige Messungen im unteren Massenbereich wurde die Kalibrierung um die
registrierten Massen von Kalium (39 Da) oder Natrium (23 Da) und den MALDI-

Matrix-Addukten erweitert.

5.2 Probenvorbereitung

5.2.1 Probennahme und Vorbereitung der MALDI-Targets

Die Probennahme ist entscheidend fiir korrekte Analysenergebnisse und eine genaue
massenspektrometrische Darstellung der Polymerverteilungen. Die meisten Proben
wurden von der Firma Cognis GmbH (Diisseldorf, D) zur Verfiigung gestellt. Diese
wurden zum Teil als Abfiillung direkt aus der Produktion entnommen. Bei einigen
hier untersuchten Polymerproben im unteren Massenbereich (z.B. bei niedrigethoxy-
lierten Fettalkoholen) war es demnach fiir eine homogene Probennahme notwendig,
diese Abfiillungen aufzuschmelzen. Dafiir wurden die Proben im Trockenschrank
fiir etwa 30 - 60 Minuten auf 65 -85°C erwarmt. Dabei waren die Dauer und die
Temperatur der Erwdrmung abhédngig von der Probe. Es war darauf zu achten, dass
die Temperatur nicht zu hoch eingestellt war, da sonst niedermolekulare Substanzen
entweichen konnten. Dieses hitte zu verfilschten Analysenergebnissen gefiihrt.
Nach dem kompletten Aufschmelzen der Probe konnte diese mit einem Spatel
durchmischt werden. Zum Teil wurden davon Aliquote von etwa 10 mL entnom-
men, um bei folgenden Probenentnahmen eine kleinere Substanzmenge aufschmel-
zen zu konnen.

Bei hochschmelzenden Polymerproben war dieses Aufschmelzen nicht geeignet.
Hierbei wurde die Probe mit einem Spatel homogenisiert und eine Mischprobe ent-

nommen.
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Alle in dieser Arbeit verwendeten Edelstahl-MALDI-Targets wurden vor dem
Gebrauch mechanisch mit Hilfe einer Biirste und gewohlichem Geschirrspiilmittel
vorgereinigt. Anschlieffend erfolgte die Reinigung der Targets im Ultraschallbad in
einer Losung aus 5 - 10 Vol.-% Ameisensaure in Methanol. Nach dem Abspiilen mit
Wasser wurden die Targets bei 85°C in einer Laborgeschirrspiilmaschine gereinigt.
Es folgte ein Abspiilen mit Methanol und Aceton.

Bei den Targets aus Aluminium wurde der Reinigungsschritt in der Laborgeschirr-
spiilmaschine ausgelassen.

Nach der Reinigung wurden alle Targets fiir mindesten 10 Stunden bei 75°C im Tro-

ckenschrank gelagert.

5.2.2 Probenvorbereitung zu den Experimenten der Matrixvariation und

Variation der Laserenergie

Die Proben wurden zu 2 mg - mL?! in THF gel6st. Die unterschiedlichen Matrixlo-
sungen wurden zu einer Konzentration von 10 mg - mL* in THF angesetzt. Als Salz-
16sung diente eine NaCl-Losung in THF (Konzentration: 0,1 mol - L). Aus diesen
Losungen der Einzelkomponenten wurde eine Mischlosung hergestellt, indem 20 puL
der Matrix-Losung, 20 uL der Proben-Lésung und 2 pL der Salz-Losung zusammen-
pipettiert wurden. Von dieser Losung wurden 0,5 pL auf die Targetoberfldche aufge-
tragen.

Bei den Experimenten zur Variation der Laserenergie wurde DCTB als Matrix ver-

wendet.

5.2.3 Probenvorbereitung zur Optimierung der Salzvorbeschichtung

Zur Salzvorbeschichtung des Targets wurden 2 uL einer wassrigen Salzlosung mit
einer Konzentration von 0,1 mol - L direkt auf das gereinigte und getrocknete Tar-

get-Well gegeben. Als Alternative wurden auch Salzlosungen (1,3 pL) mit einer Kon-
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zentration von 0,1 mol-L* in einer 1:1-Mischung aus Methanol und Wasser ver-
det.

Nach einer Trockenzeit von etwa 20 - 30 Minuten (bei Raumtemperatur) erfolgte die
Auftragung der Mischung aus Matrix- und Probeldsung aus einem organischen Lo-

sungsmittel.

5.2.4 Losungsmittelfreie Probenvorbereitung

Zur ldsungsmittelfreien Probenvorbereitung wurden 2 mg Probe und 10 mg Matrix
zusammen mit drei gesdauberten Stahlkugeln in ein 1,5 mL GC-Vial gefiillt und 45
Sekunden bei 1800 U/min auf dem Vortex Schiittler durchmischt.

Die Aufgabe der Mischung auf das Target erfolgte mit einem Spatel. Es wurde eine
Spatelspitze der Mischung vorsichtig auf den verschiedenen mit Salz vorbeschichte-

ten Probenflachen verrieben.

Alternativ erfolgte die losungsmittelfreie Probenvorbereitung in einem kleinen
Rundkolben mit Schliffstopfen (~1ml Volumen). Es wurden 2,5 mg Probe, 10 mg
Matrix (bzw. Matrixalternative) und 10 mg Salz zusammen eingewogen. Nach Zuga-
be von drei Glaskugeln (Durchmesser ca. 3 mm), wurden die Substanzen fiir eine
Minute bei 2200 U/min auf einem Vortex Schiittler durchmischt.

Anschlieffend wurde das Gemisch mit einem kleinen Spatel diinn auf dem Target

verrieben und der Uberstand entfernt.
Die Ausfrasungen im Aluminium-Target (Durchmesser: 2 mm; Tiefe: 500 um) wur-

den komplett mit dem Gemisch gefiillt und anschliefend mit einem breiten Spatel

glatt abgezogen, sodass eine plane Oberflache mit dem Target entstand.
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5.2.5 Probenvorbereitung unter Verwendung von Bleistift

Das Target-Well wurde mit einem Bleistift des entsprechenden Hartegrades
(Castell® 9000, Faber-Castell, Stein/Niirnberg, D) mit etwas grofierem Druck bemalt,
sodass die gesamte Oberflache mit Bleistift bedeckt war. AnschliefSend erfolgte das
Aufbringen von 0,5puL des in Dichlormethan gelosten Produktes (Konzentra-

tion: 2,5 mg - mL*) auf die vorbeschichtete Oberflache.

5.2.6 Probenvorbereitung unter Verwendung der Silikat-Matrix

Ahnlich der 16sungsmittelfreien Probenpraparation wurden 15 mg des Dikalium-
tris(1,2-benzoldiolato-O,0")silikats mit 2,5 mg fliissiger, leicht viskoser Probe mit Hil-
fe von drei 3 mm Stahlkugeln in einem GC-Vial auf dem Vortex Schiittler verrieben
und die entstehende Paste mit einem Mikrospatel diinn auf das MALDI-Target auf-

gebracht.

5.2.7 Probenvorbereitung fiir MS/MS-Messungen

Fir die unterschiedlichen CID-Vergleichsmessungen wurden die Proben zu
4 mg-mL?! in THF gelost. Als Matrix wurde Dithranol in THF (10 mg - mL?) ver-
wendet. Es erfolgte das Mischen von Probenlésung und Matrixlésung im Volumen-
verhdltnis 1:1. Das MALDI-Target wurde mit 1,3 uL der entsprechenden Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H-0O, Volumenverhaltnis 1:1) vorbeschichtet. Nach einer
Trockenzeit von etwa 30 Minuten erfolgte die Auftragung von 0,5 uL Matrix-

Probenmischung auf die Targetoberflache.

5.3 Aufnahme der Massenspektren

Zur Aufnahme, Auswertung und Archivierung der MALDI-Massenspektren wurde

die Software Shimadzu Biotech Launchpad™ (verschiedene Softwareversionen,
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Shimadzu Biotech, Manchester, UK) verwendet.
Da zu den unterschiedlichen, im Verlauf dieses Projektes durchgefiihrten, MALDI-
Analysen verschiedene Geréateeinstellungen notig waren, werden hier nur die wich-

tigsten Parameter beschrieben, die auch in Tabelle 4 zusammengestellt sind.

Detektormodus Reflektron
Massenbereich 0,0 - 5000,0 Da
Laserwirzszr}?:)illjngsrate 50 Hz
Profile 441 pro Target-well
Laserschiisse 2 akkumuliert pro Profil
Raster 21 x 21 Profile
(441 Profile)
Rastertyp quadratisch
Rasterausfiihrungsform Serpentinenmuster
Anzahl der Spektren 882
delayed extraction optimiert fiir 2500,0 Da
Tabelle 4: Gerateeinstellungen fiir die Aufnahme der meisten MALDI-
Massenspektren

Die MALDI-Spektren wurden alle im Reflektron-Modus gemessen. Dabei betrug der
aufgenommene Massenbereich 0,0 - 5000,0 Da. Der Laser wurde auf eine maximale
Wiederholungsrate von 5,0 Hz eingestellt. Zur Analyse wurde ein Raster ausgewdhlt,
durch das in quadratischer Form 21 x 21 Einzelprofile erstellt wurden. Dabei ergab
sich jedes Profil durch die Akkumulation von 2 Einzelspektren. Somit ist jedes in die-
ser Arbeit gezeigte Massenspektrum eine Akkumulation aus 882 Einzelspektren. Bei
den meisten aufgenommenen Spektren wurde eine delayed extraction verwendet, die
fiir die Masse 2500,0 Da optimiert war.

Die Laserenergie konnte mit Hilfe der Software in den Einheiten 0 - 180 ausgewahlt
werden. Bei den meisten Messungen lag dieser Wert zwischen 40 und 85.

Zur Analyse mittels MS/MS wurde zundchst das MS!-Spektrum der Substanz klas-
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sisch dargestellt. Danach erfolgte die Selektierung des Precursor Ions mit Hilfe des
Ion-Gates. Durch eine erweitere Kalibrierung (fragment fit) konnte dann die Masse
des Precursor Ions mit in die Kalibrierung integriert werden, um die entstehenden
Fragmentionenmassen korrekt darzustellen. Im Anschluss erfolgte dann eine Erho-
hung des Drucks in der Stoffkammer mit Helium (konst. Druck von 3,5 - 10 mbar)
und die Messung des MS/MS-Spektrums. Dafiir wurde die maximale Laserwieder-
holungsrate auf 25,0 Hz erhoht. Jedes der oben beschriebenen 441 Profile wurde bei
diesen Experimenten aus der Akkumulation von 10 Einzelspektren erhalten.

Mit Hilfe der Funktion polymer analysis der Software Shimadzu Biotech Launchpad™
war es moglich, Massenspektren mit berechneten Verteilungen zu vergleichen und

Zusammensetzungen von Copolymeren zu analysieren.

5.4 Rasterelektronenmikroskopie

Alle in dieser Arbeit dargestellten Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen wurden
im Labor von Herrn Dr. Schéffner (Solingen) an einem Cambridge Instruments S 360
(Cambridge Instruments, Cambridge, UK) und einem ZEISS Leo 438 VPI (Zeiss,

Oberkochen, D) angefertigt.

Einige analysierte Oberflaichen wurden vor den Aufnahmen mit etwa 10 nm Gold

besputtert.

Anhand der gemischten bzw. gewichteten Sekundéarelektronenkontrast- und
Riicksteuelektronenkontrastbilder ergibt sich eine Farbdarstellung, die - bei den ge-
wahlten Grundeinfarbungen - schwerere Elemente im Periodensystem blau bzw. hell
hervorhebt. Kohlenstoffhaltige Substanzzonen erscheinen braun. Dadurch erhalt

man eine erste elementspezifische Darstellung.

Alle gezeigten EDX-Element-Spektren sind bei 20 kV aufgenommen worden.
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5.5 UV/Vis-Spektrometrie

Zur Aufnahme der UV/Vis-Spektren des organischen Silikats wurde das Produkt in
Wasser gelost und verdiinnt. Es erfolgte eine Absorptionsmessung im Wellenlan-

genbereich von 800 bis 200 nm. Dabei betrug die Scanrate 60 nm - min-.

5.6 Gerdte und Materialien

5.6.1 Massenspektrometrie, Rasterelektronenmikroskopie und Spektro-
skopie
= MALDI-(TOF)MS-System
AXIMA Performance™, Shimadzu Biotech, Manchester, UK
Ionenquelle MALDIJ, gepulst, Positiv-Modus, Pulsed Extraction
Laser Stickstofflaser, 337 nm, fixierter Fokus
Pulsbreite 3 ns

Nominal-Laserenergie 100 pJ/Laserschuss

Analysator Reflektron-TOF, Driftstrecke 2,0 m

Stofskammer 20 keV Hochenergie CID MS/MS
Stofigas Helium 5.0

Detektor MCP (Reflektron-Modus)

Analysenbetrachtung monochromatische CCD Kamera

25-fache Vergrofierung
Probenteller (Targets) Edelstahl-Target, 2 mm dick (384 Wells)
Aluminium-Target, 10 mm dick (384 Wells)
Aluminium-Target, 10 mm dick
72 Ausfrasungen

(500 pm tief, 2 mm Durchmesser)
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PC-System

Software

Siliciumwafer

(in ein 10 mm dickes Al-Target eingelassen)
Einweg-Polymer-Targets FlexiMass™-DS

(48 Wells)

Halterung: Precision AXIMA™ Adapter
Intel® Core™2 6600; 2,4 GHz; 2,0 GB RAM
Shimadzu Biotech Launchpad™
Verschiedene Softwareversionen von Version
2.8.0.20071012 bis Version 2.9.1.20090923, darunter
auch einige Beta-Testversionen.

Shimadzu Biotech, Manchester, UK

MALDI-QIT-(TOF)MS-System

AXIMA Resonance™, Shimadzu Biotech, Manchester, UK

Stofigas Argon

ESI-Q(TOF)MS-System

Q-Tof Ultima™ API, Micromass, Manchester, UK

PC-System

Software

Intel® Pentium® 4; 3,2 GHz; 1,0 GB RAM

MassLynx, Version 3.5, Micromass, Manchester, UK

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Sputter-System

REM-Systeme

Polaron - SEM coating system

mit Film Thickness Monitor (FTM)
Plasmagas Argon
Cambridge Instruments S 360

Cambridge Instruments, Cambridge, UK
ZEISS Leo 438 VPI (analytisch)

Zeiss, Oberkochen, D
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Microspec WDX
Oxford Instruments, Oxford, UK
2x Oxford Pentafet + SDD

Oxford Instruments, Oxford, UK

» UV/Vis-Spektrometer
Einstrahlspektralphotometer Cary 50 Scan, Varian, Darmstadt, D
Quarzglaskiivette SUPRASIL® 100-QS (3,5 mL; 10 mm), Hellma, Miillheim, D
PC-System Intel® Core™2 Duo E4500; 1,18 GHz; 1,0 GB RAM

Software Cary WinUYV, Version 3.0, Varian, Darmstadt, D

5.6.2 Probenvorbereitung und Materialien

Feinwaage BA 210 S (210 g/max, d = 0,1 mg), Satorius, Gottingen, D
Feinwaage BP 221 S (220 g/max, d = 0,1 mg), Satorius, Gottingen, D
Analysenwaage M2P (2 g/max), Satorius, Gottingen, D

Vortex Schiittler Minishaker MS2, IKA®-Labortechnik, Staufen, D
Vortex Schiittler REAX 2000, Heidolph, Schwabach, D
Tischzentrifuge MiniSpin®, Eppendorf, Hamburg, D
Trockenschrank Function Line T6, Heraeus®-Instruments, Hanau, D
Ultraschallbad USR 30 H, Merck eurolab, Bruchsal, D
Heifsluftgeblase PHG 500 (1400 W), Bosch, Gerlingen, D
Wasserautbereitungssystem, GenPure UV-TOC/UF, TKA, Niederelbert, D
Multi®-Reaktionsgefafs 0,65 mL, Roth, Karlsruhe, D
Rotilabo®-Reaktionsgefafs 1,5 mL, Roth, Karlsruhe, D
Transferpette®, 0,1 - 1 uL, Brand, Wertheim, D

Transferpette®, 0,5 - 10 uL, Brand, Wertheim, D

Transferpette®, 10 - 100 pL, Brand, Wertheim, D

Transferpette®, 100 - 1000 uL, Brand, Wertheim, D
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Pipettenspitzen fiir Transferpette® 100 - 1000 pL (blau), Roth, Karlsruhe, D
Pipettenspitzen fiir Transferpette®, 100 - 1250 uL (extra lang, farblos),
Sarstedt, Numbrecht, D
Pipettenspitzen fiir Transferpette®, 1 - 200 uL (gelb), Roth, Karlsruhe, D
Pipettenspitzen fiir Transferpette®, 0,5 - 10 uL (farblos), Sarstedt, Niimbrecht, D
Pipettenspitzen fiir Transferpette®, Plastibrand NanoCap™ 0,1 - 20 uL (farblos),
Brand, Wertheim, D
GC-Vial G1 (klar; 1,5 mL), CS-Chromatographie, Langerwehe, D
Schraubkappe G8, CS-Chromatographie, Langerwehe, D
Dichtscheibe G8-1.3, CS-Chromatographie, Langerwehe, D
Glas-Rundkolben (~ 1 ml Volumen), Roth, Karlsruhe, D
Stahlkugeln, Fabrikat Martin, nach DIN 5401, Material 1,3505,
Abmessungen 2,0 mm, 3,0 mm und 4,0 mm, Isometall, Pleidelsheim, D
Glasperlen (Durchmesser: 2,85 - 3,3 mm), Roth, Karlsruhe, D
Transferpipette 3,5 mL (PE), Sarstedt, Niimbrecht, D
Riihrspatel (klar, PS), Roth, Karlsruhe, D
Schraubdeckeldosen 20 mL, Roth, Karlsruhe, D
Bleistifte Castell® 9000 (Hartegrade 4B, 5B, 6B), Faber-Castell, Stein/Niirnberg, D
Bleistiftminen (Hartegrad B, Durchmesser 2 mm) TK 9071,
Faber-Castell, Stein/Niirnberg, D
Siliciumwafer, Wacker, Burghausen, D
Leit-Tabs, 12,0 mm Durchmesser, Plano, Wetzlar, D
Leit-Tabs, 9,0 mm Durchmesser, Plano, Wetzlar, D
KIMTECH® Science Prazisionstiicher (weifs; 11,4 x 21,3 cm),
Kimberly-Clark, Koblenz, D
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5.6.3 Weitere PC-Systeme und Software

» Zusammengestellte PC-Systeme verschiedener Hersteller (nur Angabe der
CPU und RAM)
AMD Athlon™ 64 X2 Dual Core 4600+; 2,4 GHz; 1,0 GB RAM
AMD Athlon™ X2 Dual Core QL-60; 1,9 GHz; 3,0 GB RAM
AMD Athlon™ XP 2800+; 2,09 GHz; 2,0 GB RAM

=  Software
Windows XP Professional, Microsoft
Windows Vista Home Premium, Microsoft
Windows 2000 Professional, Microsoft
Office XP Professional, Microsoft
Office 2003 Professional, Microsoft
Office 2007 Home and Student, Microsoft
The Unscrambler®, Version 9.8, CAMO Software AS., Oslo, N
The Unscrambler®, Version 7.5, CAMO Software AS., Oslo, N
Reference Manager Professional Edition, Version 10, ISI ResearchSoft
ChemDraw Ultra”, Version 7.0.1, CambridgeSoft
CorelDRAWE®, Version 12.0.0.458, Corel
SigmaPlot®, Version 8.02, SPSS

5.7 Chemikalien

5.7.1 Technische Produkte und untersuchte Polymere

DehydolD LS 30, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
DehydolD LS 3 - N, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
DehydolD LS 6, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
Dehydol” O4 DEO, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
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DehydolD O 10, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
DehydolD LT 7, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
Eumulgin® B 3, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
Eumulgin® CS 50, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
DisponilIj LS 500, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
GlucoponIj 600 CS UP, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
TexaponD N 70, Cognis GmbH, Diisseldorf, D
Dehypon” O 054, Cognis GmbH, Diisseldorf, D

Zudem wurden weitere Alkoxylat-Proben verwendet, die als Forschungsprodukte
fiir diese Arbeit synthetisiert und von der Firma Cognis GmbH (Diisseldorf, D) zur

Verfligung gestellt wurden. Diese werden hier nicht gesondert aufgefiihrt.

Polyethylenglycol 1000 (PEG 1000), Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Polyethylenglycol 2000 (PEG 2000), Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, D
Polyethylenglycol 4000 (PEG 4000) , Sigma-Aldrich, Steinheim, D

5.7.2 MALDI-Matrices

2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB), puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D

1,8,9-Anthracentriol (Dithranol), puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D

a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure (HCCA), puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D

2-[(2E)-3-(4-tert-butylphenyl)-2-methylprop-2-enylidene]malononitril (DCTB),
puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D

3-Hydroxypicolinsaure (3H-PA), > 99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D

5.7.3 Losungsmittel

Methanol, ROTIPURAN®, = 99,9 % p.a., Roth, Karlsruhe, D
Methanol (HPLC), Acros Organics, New Jersey, USA

103



Experimenteller Teil

Tetrahydrofuran, ROTIPURAN®, =2 99,5 % p.a., Roth, Karlsruhe, D
Dichlormethan, ROTIPURANE®, = 99,5 % p.a., Roth, Karlsruhe, D
Aceton, ROTIPURANE®, 2 99,8 % p.a., Roth, Karlsruhe, D

Aceton, HiPerSolv CHROMANORM (HPLC), VWR, Darmstadt, D
Iso-Octan, ROTIPURAN®, 2 99,5 % p.a., Roth, Karlsruhe, D
Acetonitril, ROTIPURAN®, 2 99,5 % p.a., Roth, Karlsruhe, D

5.7.4 Salze

Lithiumchlorid, wasserfrei, puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Natriumchlorid, puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Kaliumchlorid, puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Kaliumchlorid, = 99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Caesiumchlorid, zur Analyse, Merck, Darmstadt, D

Silbertrifluoracetat, = 99,99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D

5.7.5 weitere Chemikalien

Dikalium-tris(1,2-benzoldiolato-O,O")silikat, 97 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Fluosil 60 PFP (3 pm), Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen, D

Ameisensdure, puriss. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Aluminiumoxid, Pulver (< 10 um), 99,7 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Aluminium, Pulver, Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Oxalsaure (Dihydrat), zur Analyse, Merck, Darmstadt, D

Helium, Reinheit 5.0, Messer, Sulzbach, D

Wasser (reinst), Analytische Chemie der Bergischen Universitdt Wuppertal

104



Anhang

6 Anhang

8000 ~

6000 A

4000 ~

Peakintensitat

oml,ll\‘ l."l.

800 1000 1200 1400 1600 1800

m/z

Abbildung 39: ESI-Q(TOF)-Massenspektrum des Ci2/Cus-Fettalkoholethoxylats mit einem
mittleren Ethoxylierungsgrad von 30 nach Direktinjektion mit Hilfe einer
Spritzenpumpe der in Wasser geldsten Tensidprobe.

(Ionisationsmodus: ESI negativ; aufgenommener Massenbereich: 500 bis
2000 Da; Scanzeit: 1s; Kapillarspannung: 2,0 kV; Ionenquellentempera-
tur: 150°C; Desolvation-Temperatur: 200°C).
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Probe Matrix Laserenergie | Ion-Gate
[Da]
Bleistift (5B) | 57 300
Eumulgin®B 3 DHB 67 500
(FAEO) Dithranol 60 300
HCCA 45 300
Bleistift (5B) | 35 300
Glucopon® 600 CSUP | DHB 55 250
(AG) Dithranol 55 250
HCCA 40 300
Bleistift (5B) | 35 250
Texapon® N 70 DHB 67 250
(FAES) Dithranol 65 250
HCCA 47 250
Tabelle 5: Einstellungen von Laserenergie und Ion-Gate bei den vergleichenden Mes-
sungen der Produkte Eumulgin®B 3, Glucopon®600 CSUP und Texa-
pon®N 70.
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Abbildung 40: REM-Aufnahmen der mit Lithiumchlorid (a), Kaliumchlorid (b), Caesium-
chlorid (c) und Silbertrifluoracetat (d) beschichteten Targetoberflache.

Probenvorbereitung: Beschichtung des gereinigten Target-Wells mit 2 uL
einer wassrigen Salzlosung (0,1 mol - L).

Abbildung 41: REM-Aufnahme (a) und Kontrastaufnahme der riickgestreuten Elektronen
(REK) (b) des mit Kaliumchlorid (aus Methanol/H20) beschichteten Target-
Wells.

Probenvorbereitung: Beschichtung des gereinigten Target-Wells mit 1,3 uL
Salzlésung (0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhaltnis 1:1).
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Abbildung 42: Sekundarelektronenkontrastaufnahme (SEK) (a) und Kontrastaufnahme
der riickgestreuten Elektronen (REK) (b) der Targetoberflache nach Vorbe-
schichtung mit Kaliumchlorid und Aufbringen der losungsmittelfreien
Probenpraparation, Mischung aus Matrix und Probe (Probe: PEG 2000,
Matrix: DHB).

Abbildung 43: Vergrofserung aus der REM-Aufnahme der Oberflaiche einer befiillten
Targetausfrasung.
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Abbildung 44: EDX-Spektrum (Punktanalyse) der Substanzzone auf der Edelstahl-
Targetoberflache nach Salzvorbeschichtung und Auskristallisation der an-
schlieSend aufgetragenen Matrix/Analyt-Mischung.
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Abbildung 45: EDX-Spektrum (Punktanalyse) der Substanzzone auf der Edelstahl-
Targetoberfliche nach 16sungsmittelfreier Probenvorbereitung eines

niedrigethoxylierten  Fettalkoholethoxylats =~ mit  Dikalium-tris(1,2-
benzoldiolato-O,O’)silikat.
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Abbildung 46: LDI-(TOF)-Massenspektrum eines niedrigethoxylierten Fettalkohols nach
l6sungsmittelfreier Probenpraparation nur mit Kaliumchlorid und Proben-
aufgabe in die Target-Ausfrasungen.
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Abbildung 47: LDI-(TOF)-Massenspektrum von PEG 1000 nach 16sungsmittelfreier Pro-

benpréaparation nur mit Kaliumchlorid und Probenaufgabe in die Target-
Ausfrasungen.
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Abbildung 48: LDI-(TOF)-Massenspektrum von PEG 2000 nach l6sungsmittelfreier Pro-
benpraparation nur mit Kaliumchlorid und Probenaufgabe in die Target-
Ausfrasungen.
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Abbildung 49: LDI-(TOF)-Massenspektrum von PEG 4000 nach 16sungsmittelfreier Pro-

benpraparation nur mit Kaliumchlorid und Probenaufgabe in die Target-
Ausfrasungen.
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Abbildung 50: MALDI-QIT-(TOF)-Massenspektrum des Octanolethoxylats mit n-Butyl-
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Endcapping (a) und MALDI-Niedrigenergie-MS/MS-Spektrum des Precur-
sor-lons m/z 545 ([M+Li]*) dieses Produktes (b).

Probenvorbereitung: Probe 4 mg-mL"!

in THF, Matrix Dithranol

10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlosung im
Volumenverhdltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhaltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.
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1. [H-O-(EO)i-CsHo+Li]* 5. [H-O-(EO)s-CaHo+Li]*
2. [H-O-(EO)-C4HotLi]* 6. [H-O-(EO)s-CsHo+Lil*
3. [H-O-(EO)>-CaHotLi]* 7. [H-O-(EO)r-CsHo+Li*
4. [H-O-(EO)s-CsHo+Lil* 8. [H-O-(EO)s-CsHo+Lil*

Abbildung 51: MALDI-Hochenergie-CID-MS/MS-Spektren des  Octanolethoxylats mit
n-Butyl-Endcapping als Kalium-Addukt (a, Precursor-lon m/z 577), als Nat-
rium-Addukt (b, Precursor-lon m/z 561) und als Lithium-Addukt (c, Pre-
cursor-lon m/z 545).

Probenvorbereitung: Probe 4mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL? in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlosung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhiltnis 1:1), Auftragung von
0,5 uL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.
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Abbildung 52: MALDI-QIT-(TOF)-Massenspektrum des Octanol-PO/EO-Block-Copoly-
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mers (a) und MALDI-Niedrigenergie-MS/MS-Spektrum des Precusor-Ions
m/z 631,5 ((M+Li]*) dieses Produktes (b).

Probenvorbereitung: Probe 4mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlésung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhiltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.
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1. [H-O-(EO)-H+Li]* 5. [H-O-(PO)«(EO)-H+Li]*
2. [H-O-(PO)1(EO)-H+Li]* 6. [H-O-(PO)s(EO)-H+Li]*
3. [H-O-(PO)2(EO)-H+Li]* 7. [H-O-(PO)e(EO)2-H+Li]*
4. [H-O-(PO)3(EO)2-H+Li]* 8. [H-O-(PO)7(EO)-H+Li]*
Abbildung 53: MALDI-Hochenergie-CID-MS/MS-Spektren des Octanol-PO/EO-Block-Co-

polymers als Kalium-Addukt (a, Precursor-lon m/z 663,5), als Natrium-
Addukt (b, Precursor-lon m/z 647,5) und als Lithium-Addukt (c, Precursor-
Ion m/z 631,5).

Probenvorbereitung: Probe 4mg-mL' in THF, Matrix Dithranol
10 mg - mL! in THF, Mischung von Probenlosung und Matrixlésung im
Volumenverhaltnis 1:1, Targetvorbeschichtung mit 1,3 uL Salzlosung
(0,1 mol - L' in Methanol/H20, Volumenverhiltnis 1:1), Auftragung von
0,5 puL Matrix-Probenmischung auf die getrocknete Targetoberflache.
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