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Abstract

Abstract

Polymers, as well as their applications, have developed significantly over the past decades.
They are used in many different areas and often replace other common materials. The
replacement of biological models has also been extensively studied. The wide variation in
macroscopic properties of polymeric materials is based on structural properties on the
molecular level. In order to adapt the materials to their desired application, a specific design of
the polymer structure is necessary. Appropriate analysis methods are required to understand
and verify this.

Size exclusion chromatography (SEC) is a widely used technique in polymer chemistry to
analyze molecular weight and molecular weight distributions. It can not only display the mean
values of the molecular weight, but also the entire distribution and thus, using two different
mean values, provide information about the important factor of polydispersity. More recent
developments in this area offer the possibility of carrying out these measurements in
significantly shorter times by ultra-high-performance liquid chromatography systems (UHPLC).
Another important method for polymer analysis is mass spectrometry (MS). Electrospray-MS
(ESI-MS) and matrix-assisted laser desorption/ ionization-MS (MALDI-MS) are the two most
widely used techniques in mass spectrometry. Both are able to ionize high molecular weight
analytes and thus make many polymers accessible to mass spectrometry. lon mobility
separation (IMS) can be particularly useful in ESI-MS. The multiple charges often observed in
this ionization method can be separated thus simplifying the interpretation of the obtained mass
spectra. Furthermore, structurally different analytes can be separated according to the collision
cross section with the help of the IMS. Thus, separation of polymers with different

conformations or architectures is possible.

The combination of these three methods (UHPLC-SEC, ESI-MS and IMS) provides a wealth
of information about the polymers studied. In this work such a coupling was used to
successfully separate sequence-defined oligomers in mixtures and to identify the components
of the mixture. For the investigation of degradation processes of polymers, it could be shown

that this coupling has advantages over the individual methods.
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Polymere sowie ihre Einsetzgebiete haben sich (Uber die letzten Jahrzehnte stark
weiterentwickelt. Sie werden in vielen verschiedenen Bereichen eingesetzt und ersetzten
haufig bereits bekannte Materialien. Auch der Ersatz von biologischen Vorbildern ist bereits
stark beforscht. Diese breite Variation von makroskopischen Eigenschaften der polymeren
Materialien basiert auf strukturellen Beschaffenheiten auf molekularer Ebene. Um die
Materialien auf ihre geplante Anwendung anzupassen, ist daher ein gezielter Aufbau der
Polymerstruktur notwendig. Um diesen zu verstehen und Uberprifen zu kdnnen, werden

passende Analysemethoden bendtigt.

Die GréRRenausschlusschromatographie (SEC) ist in der Polymerchemie eine viel genutzte
Technik zur Analyse der Molmasse und der Molmassenverteilung. Sie kann nicht nur die
mittleren Molmassen wiedergeben, sondern die gesamte Verteilung. Damit kénnen mit Hilfe
von zwei verschiedenen Mittelwerten der Verteilung auch Informationen tber den wichtigen
Faktor der Polydispersitat erhalten werden. Neuere Entwicklungen auf diesem Gebiet bieten
mit Ultrahochleistungsfliissigchromatographie-Systemen (UHPLC) die Mébglichkeit, diese
Messungen in deutlich kiirzeren Zeiten durchzufihren. Eine andere fur die Polymeranalytik
wichtige Methode ist die Massenspektrometrie (MS). Elektrospray-MS (ESI-MS) und Matrix-
unterstitzte Laser-Desorption/lonisations-MS (MALDI-MS) sind die beiden in der
Massenspektrometrie am meisten genutzten Methoden. Beide sind in der Lage
hochmolekulare Analyten zu ionisieren und machen so Vviele Polymere der
Massenspektrometrie zuganglich. Die lonenmobilitatsseparation (IMS) kann dabei besonders
in der ESI-MS nitzlich sein. Die haufig in dieser lonisierungsmethode beobachteten
Mehrfachladungen kénnen hier aufgetrennt werden, und so die Analyse der erhaltenen
Massenspektren vereinfachen. Des Weiteren koénnen mit Hilfe der IMS strukturell
unterschiedliche Analyte voneinander getrennt werden. So sind Trennungen von Polymeren

mit unterschiedlichen Konformationen oder Architekturen méglich.

Die Kombination dieser drei Methoden (UHPLC-SEC, ESI-MS und IMS) bietet eine grof3e Fille
an Informationen Uber die untersuchten Polymere. In dieser Arbeit wurde eine solche
Kopplung genutzt, um erfolgreich sequenzdefinierte Oligomere in Mischungen zu trennen und
die Bestandteile der Mischung =zu identifizieren. Auch fir die Untersuchung von
Abbauprozessen bei Polymeren konnte gezeigt werden, dass diese Kopplung Vorteile

gegenlber den einzelnen Methoden aufweist.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Die Einsatzgebiete von Polymeren werden immer gré3er. In vielen Lebensbereichen ersetzten
sie bereits andere Materialien wie Glas, Holz oder Metall. Dafiir miissen die Polymere je nach
Einsatzgebiet bestimmte Eigenschaften aufweisen. Diese wiederum werden stark von der
Polymerstruktur beeinflusst. Dabei weist bereits ein Homopolymer eine Mischung von
Makromolektlen mit unterschiedlichen Kettenldngen und Endgruppen auf. Umso komplexer
der Aufbau eines Polymers wird, desto mehr Verteilungen kénnen dabei vorliegen (Abbildung
1).

Molekulargewichtsverteilung Verteilung von Funktionalitaten
100 A
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Abbildung 1:Die Heterogenitaten innerhalb eines Polymers kdnnen abhangig von seiner Komplexitat zwischen einer
Verteilung der Molmasse, Unterschieden der Funktionalitaten, Verteilungen der Monomere innerhalb von
Copolymeren und Unterschieden in den Architekturen variieren.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten die Struktur und Verteilungen von Polymeren zu
analysieren. Mit IR oder NMR Spektroskopie zum Beispiel kdnnen nutzliche Informationen
bezlglich der Art und Konzentration des Monomers oder funktioneller Gruppen erhalten
werden.! Mit diesen Methoden ist es allerdings nicht moglich, Aussagen tiber die molekularen
Verteilungen zu treffen. Alle erhaltenen Informationen stellen Mittelwerte tGber die Verteilungen
dar. Mittlere Molmassen, nicht aber deren Verteilungen, sind auch mit statischer oder
dynamischer Lichtstreuung, Osmometrie oder Viskosimetrie zugéanglich.?) Um Informationen
Uber die zugrundeliegenden Verteilungen zu erhalten, werden meist chromatographische
Methoden genutzt. Derlei Methoden trennen die Proben anhand verschiedener Charakteristika
und konnen an andere informative Techniken gekoppelt werden (Infrarotspektroskopie,
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR), Lichtstreuung, Massenspektrometrie). Aus diesen
Untersuchungen kénnen allerdings nur dann aussagekraftige Daten erhalten werden, wenn
sowohl Trenntechnik als auch Polymerchemie ausreichend verstanden sind.®! Polymere

werden haufig mit Hilfe der GréRenausschlusschromatographie (SEC) untersucht. Diese
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trennt die Probe anhand ihres hydrodynamischen Volumens auf, sodass eine Trennung in
Bezug zu der Kettenlange und damit bezogen auf die Molmasse erreicht wird. So werden nicht
nur die mittleren Molmasse, sondern auch die Verteilung zuganglich.”! Diese Methode arbeitet
ausdricklich ohne Wechselwirkungen zwischen Analyt und Saule, sodass es notwendig sein
kann, dass verschiedene SEC Systeme genutzte werden missen, um eine grof3e Reihe an
Polymeren zuganglich zu machen.®! Mit herkdmmlichen SEC Systemen kann eine Messung
zwischen 30 und 60 Minuten in Anspruch nehmen, abhangig von der Anzahl und Lange der
genutzten Saulen und damit der erzielten Auflosung. Neuere Entwicklung haben
Ultrahochleistungs-Flussigchromatographie (UHPLC) Systeme zugéanglich gemacht. Derartige
Systeme arbeiten mit hoch robusten Saulenmaterialien und héheren Porenvolumina als
herkbmmliche SEC Systeme.®! Ein solches System ist die Advanced Polymer
Chromatography™ (APC) der Firma Waters.

Zur genaueren strukturellen Untersuchung von Polymeren, zum Beispiel Sequenzanalysen,
reichen chromatographische Methoden nicht aus. Die Massenspektrometrie kann als
hochempfindliche Methode Aufschluss (Uber chemische Zusammensetzungen und
Endgruppen von Polymeren liefern.[’! Die Verbindung von lonenmobilitatsseparation (IMS) und
Massenspektrometrie konnte bereits als wirksame Methode in der Polymeranalyse etabliert
werden. Diese Methode wurde bereits zur Trennung und Identifizierung von Proteinstrukturen,
Kohlenhydratisomeren und Strukturisomeren sowie Konformeren verschiedener Polymere
eingesetzt.BH Fir die Aufklarung von Sequenzen wird klassischerweise die Tandem-
Massenspektrometrie genutzt.'?H% Das gezielte Fragmentieren erlaubt die Sequenzanalyse
Uber das Auslesen der Massendifferenzen zwischen den Fragmenten. Diese Methode kann
aufgrund von komplexen Fragmentierungsmustern ein hohes Mal3 an Verstandnis der Probe
erfordern sowie viel Zeit fur die Auswertung beanspruchen. Eine alternative zur Tandem-
Massenspektrometrie konnte die Kopplung von UHPLC, IMS und MS darstellen. Diese
Verbindung macht ein breites Spektrum an Informationen Uber eine Probe in einer kurzen

Messzeit zuganglich, sodass sie auch fur komplexere Proben von Interesse ist.

1.2. Zielstellung
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von Polymeren und Oligomeren mit dem gekoppelten
System aus der Advanced Polymer Chromatography™ und einem Synapt G2™
Massenspektrometer mit ESI und eingebautem lonenmobilitatsspektrometer. Dabei wird vor
allem untersucht, ob sich strukturelle Isomere von sequenzdefinierten Oligomeren trennen und
identifizieren lassen. Dazu mussen alle Komponenten der Kopplung fiir die Trennung optimiert
werden. Die experimentell erreichten Unterschiede zwischen den Isomeren sollen mit

theoretisch berechneten Modellen verglichen werden.
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Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit soll die Untersuchung von Abbauprodukten lichtsensitiver
Polymere mit der APC-ESI-IMS Kopplung sein. Im Fokus steht dabei neben der Untersuchung
der  verschiedenen Endgruppenserien auch der  Vergleich verschiedener

lonisierungsbedingungen in ihnrem Einfluss auf die beobachteten Abbauprodukte.

Als ein zusatzlicher Exkurs soll das IMS Verhalten von zwei Homopolymeren und dem Kamm-
Polymer aus diesen beiden miteinander in Abhangigkeit von der Lange der Seitenkette
untersucht werden. Dazu sollen die Kamm-Polymere mit Hilfe der Reversible Addition
Fragmentation Chain Transfer Polymerisation (RAFT) aus dem Makromonomer
Oligoethylenglykolmethacrylat (OEGMA) synthetisiert werden.

1.3. Aufgabenstellung
In dieser Arbeit sollen die Mdglichkeiten der Kopplung aus einer UHPLC, in Form der
Advanced Polymer Chromatography™, und Synapt G2™ ESI-Massenspektrometer mit
eingebautem lonenmobilitdtsspektrometer anhand von zwei Systemen getestet werden. Das
erste System besteht aus sequenzdefinierten Oligomeren. Diese Oligomere kdnnen als
molekulare Datenspeicher genutzt werden und benétigen eine einfache und schnelle
Mdglichkeit der Datenanalyse. Dazu soll die Kopplung der genannten Systeme verwendet
werden. Die UHPLC wird als Trennmoglichkeit einer Mischung mit verschiedenen
Kettenlangen der Oligomere genutzt, wahrend die Analyse der Sequenz der Probe und die
Zuordnung der enthaltenen Monomere mit Hilfe der lonenmobilitatsseparation und
Massenspektrometrie erfolgen soll. Fur dieses Ziel missen alle Komponenten der Kopplung
auf die Anspriiche angepasst werden. Die APC muss hinsichtlich der Trenntemperatur, dem
Eluentsystem, der Flussgeschwindigkeit, und der Saulenbeschaffenheit optimiert werden. Der
Ubergang von APC zum Massenspektrometer muss an die abweichenden Anspriiche der
Flussgeschwindigkeiten der lonenquelle angepasst werden, dazu sollen verschiedene
Flusstrenner getestet werden. Die Trennung Uber die lonenmobilitat wird hinsichtlich der
maximal erreichbaren Driftzeitunterschiede optimiert. Dazu werden zun&chst theoretische
Modelle der lonen in der Gasphase mit unterschiedlichen Addukten fir verschiedene
Ladungszustande berechnet, bevor diese Modelle mit den experimentellen Ergebnissen
verglichen werden. Die experimentelle lonenseparation ist abhédngig von verschiedenen
Einstellungen der IMS-Zelle, daher werden neben unterschiedlichen lonisierungszusatzen und
Ladungszustanden auch verschiedene Wellengeschwindigkeiten des elektrischen Feldes in
der Zelle untersucht. AbschlieRend sollen die optimierten Bedingungen auf die Kopplung

Ubertragen werden.

Das zweite untersuchte System ist eine Abbaureihe eines lichtsensitiven Polymers. Das
untersuchte Polymer basiert auf o-Nitrobenzylderivaten und degradiert schnell unter UV-

Bestrahlung. Dieser Abbauprozesssoll dabei mit der Kopplung verfolgt werden. Zur
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Uberprifung der Vollstandigkeit aller beobachteten Signale ist es zusétzlich nétig einzelne

Massenspektren mit verschiedenen lonenquellen zu untersuchen

Polymere kénnen in der Gasphase in Abhéangigkeit von ihrer Kettenlange und dem
Ladungszustand verschiede Faltungsmuster annehmen. Poly(ethylenglykol) (PEG) ist
bekannt daftir mit steigender Kettenl&nge von einer geknaulten Struktur in eine kompaktere zu
wechseln, sodass in lonenmobilitatsspektren Wendepunkte zu beobachten sind. Als ein
zusatzlicher Exkurs soll der Einfluss von PEG Einheiten in der Seitenkette eines
Poly(methylmethacrylat) (PMMA) auf die Struktur in der Gasphase hinsichtlich dieser
Wendepunkte untersucht werden. Dazu sollen mit Hilfe der kontrollierten radikalischen
Polymerisation verschiedene Kamm-Polymere mit unterschiedlich langen Seitenketten

synthetisiert werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Massenspektrometrie
Das Grundprinzip der Massenspektrometrie (MS) wurde im Jahre 1968 von Hermann Kienitz
zusammengefasst.[' Er postulierte, dass es das Ziel ist aus organischen und anorganischen
Verbindungen in geeigneter Weise — thermisch, Uber elektrische Felder, durch Beschuss mit
energiereichen Elektronen/Photonen/lonen — lonen zu erzeugen. Die so erzeugten lonen
sollten anschlieend nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z-Verhaltnis) getrennt und
gualitativ sowie quantitativ erfasst werden. Die lonentrennung soll dabei durch

statische/dynamische elektrische oder magnetischen Felder erfolgen.

Diese Definition hat seitdem nicht an Gultigkeit verloren, muss allerdings durch die neuen
technischen Entwicklungen ergéanzt und angepasst werden. So ist die lonisierung inzwischen
auch durch energiereiche neutrale oder elektronisch angeregte Atome, elektrostatisch
aufgeladene Mikrotropfen und andere Methoden mdglich.*” Auch die lonentrennung ist nicht
mehr auf elektrische oder magnetische Felder angewiesen. Mit Hilfe des Flugzeitanalysators

(engl.: time-of-flight, ToF) ist auch die Trennung der lonen im feldfreien Raum maglich.*"

Unabhédngig von den genutzten lonisierungsmethoden und Analysatoren ist ein
Massenspektrometer immer aus den gleichen Bausteinen aufgebaut (Abbildung 1). Zunachst
der Probeneinlass, welcher unter Atmospharendruck oder Vakuum betrieben werden kann,
gefolgt vom Hochvakuumbereich des MS. In diesem wird zunachst die lonenquelle passiert.
Daran angeschlossen ist der Bereich des Massenanalysators. Die Analyse kann dabei
simultan mit mehr als nur einer Trennmethode durchgefiihrt werden. Den Abschluss bildet der
Detektor, welcher die lonen anhand ihres m/z-Verhaltnisses registriert und die Daten an einen

Computer weiterleitet. Dieser kann dann das typische Massenspektrum abbilden.

Proben-
einlass

lonen- W
Analysator Detektor Computer
quelle

Hochvakuumbereich J I

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers.

21.1. lonisierungsmethoden
Uber die letzten Jahrzehnte haben sich viele lonisierungsmethoden neu- und weiterentwickelt.
Einige Uber lange Zeit verwendeten Methoden haben in ihrer Bedeutung durch die Entwicklung
ihrer Nachfolger drastisch abgenommen. Jedoch lassen sich alle Methoden grundsatzlich

anhand ihrer Anwendung und Fahigkeit die Molekile (gezielt) fragmentiert oder unfragmentiert
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zu ionisieren (relative Harte bzw. Sanftheit der Methode) in Kategorien unterteilen (Abbildung
3).128l
harte lonisation in der Gasphase

Beschleuniger-Massenspektrometrie AMS 1

Elektronenstoflionisation EI

Funkenionisation SS

Chemische lonisation Cl
Thermische lonisation Tl

Glimmentladung GD
Atmosphéarendruck Chemische lonisation APCI
Atmosphérendruck Photoionisation APPI

Induktiv gekuppeltes Plasma ICP
Feldionisation FI

Elemente oder Isotope Intakte kleine|Molekile Intakte Makromolekiile

Sekundérionen |-Massenspektrometrie SIMS
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Abbildung 3: lonisierungsmethoden fir unterschiedliche Anwendung, eingeteilt anhand ihrer Sanftheit und
einsetzbaren Massenbereichs.[®]

Im Folgenden sollen drei lonisierungsmethoden naher erlautert werden. Die
ElektronenstoRionisation (El) ist die klassische lonisationsmethode in der organischen
Chemie. Sie kann fir Analyten mit nieder- bis mittelpolaren Eigenschaften im
Molmassenbereich bis zu 1.000 Da angewendet werden. Wie in Abbildung 3 deutlich wird,
z&hlt sie zu den harten lonisierungsmethoden und erzeugt daher neben dem unfragmentierten
Molekilionenpeak immer auch Fragmentpeaks. Dem gegeniiber stehen Methoden wie die
Matrix-unterstutzte Laserdesorption/lonisation (MALDI) und die Elektrospray-lonisation (ESI),
beide Methoden gehéren zu den sanften lonisierungsmethoden und arbeiten daher

zerstorungsfrei und sind in der Lage auch Makromolekile mit mehreren kDa zu ionisieren.
2.1.1.1. ElektronenstofZionisation

Die El ist das klassische Verfahren der lonisation. Dabei wird der Analyt zunachst in einen
hochverdiinnten gasférmigen Zustand Uberfihrt. Bei Driicken von etwa 1-10° bar sind
bimolekulare Wechselwirkungen auszuschlieBen, sodass von hochverdinnten Teilchen
ausgegangen werden kann.”l AnschlieRend werden die gasformigen Analyten mit
energiereichen Elektronen (einige zehn Elektronenvolt) beschossen. Dabei kommt es zur
Ausbildung eines positiv geladenen Radikalions das Molekilion genannt wird. Wahrend der

Kollision von Analyt und Elektron kommt es zu einem Energielibertrag.l*®2% Bei giinstiger
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Lage kann die Uibertragene Energie die zur lonisation notwendige Energie tbersteigen, sodass
ein Elektron aus der Elektronenhiille des Analyten entfernt wird, wodurch das Molekulion
entsteht. Ein weniger ginstiges Zusammentreffen kann hingegen zur elektronischen Anregung
statt der gewiinschten lonisierung fuhren. Auch ist eine Bildung von Fragmentionen,
metastabilen lonen, umgelagerten lonen und mehrfach geladenen lonen mdglich, was zur
Folge hat, dass die Auswertung der Daten an Komplexitat gewinnt.® In Ausnahmefallen ist
auch die Bildung von negativen Radikalionen durch das ,Einfangen® eines Elektrons durch ein

Neutralteilchen moglich.!?!

Die Primarelektronen fur die lonisierung werden durch die thermoionische Emission einer
Gluhkathode erzeugt. Die Gliihkathode ist normalerweise ein widerstandsfahiger Metalldraht
aus Rhenium oder Wolfram. Dabei ergeben sich Betriebstemperaturen von bis zu 2.000 °C,
geringere Betriebstemperaturen kénnen durch die Verwendung von thorierten Iridium- oder

Rheniumdrahten ermoglicht werden.??
2.1.1.2. Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation

Die Methodik der MALDI basiert auf der Ende der 1960er Jahre entwickelten
Laserdesorption/lonisation (LDI).2324 Die LDI konnte sich fiir die Analyse von Biomolekiilen??®!
vor allem mit Massen Uber 2.000 Da®® nicht durchsetzen, da hier, anders als bei
niedermolekularen  organischen  Salzen und lichtabsorbierenden  organischen
Verbindungen?®, ein erheblicher Aufwand notwendig ist, um aussagekraftige Massenspektren
erhalten zu kdnnen. Fur solche Proben hat sich jedoch die Methodik der MALDI bewéhrt.

Im Vergleich zur LDI wird bei der MALDI eine stark lichtabsorbierende Verbindung genutzt,
welche mit dem Analyten cokristallisiert wird. Durch die Einstrahlung eines energiereichen
Lasers lassen sich so Molekiilmassen bis in den MDa-Bereich ionisieren und untersuchen.??”!
Somit erweist sich diese Methode als vielseitig und hochempfindlich.?82° |n der heutigen
Forschung wird die lonisierung mit MALDI unter anderem erfolgreich in den
Forschungsbereichen der Life Science 2829 und anderer Polymerforschung B! eingesetzt.
Dabei ist der Mechanismus der lonisierung noch immer Gegenstand der aktuellen
Forschung.®? Untersucht werden dabei verschiedene Aspekte, so zum Beispiel der Einfluss
der Energiedichte des Lasers auf die lonenausbeute, die zeitliche Entwicklung des
Desorptionsprozesses und die Frage, ob praformierte lonen oder in der Gasphase formierte
lonen die Quelle fur detektierte lonen darstellen.B3B4 Es kommen dabei mehrere Prozesse
zur lonenerzeugung in Frage. Aus Studien an Peptiden ist zum Beispiel bekannt, dass sich
ein abnehmender pH-Wert in der Matrix-Analyt-Losung positiv auf die lonenausbeute auswirkt,
was auf vorgebildete [M+H]*-lonen schlieBen lasst.'”) Auch Gasphasenprozesse, in denen
lonen noch einige hundert Mikrometer Gber der Probenoberflache innerhalb der Plasmawolke

gebildet werden, sind denkbar.Bd Uber die Jahre wurden noch viele weitere Modelle
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entwickelt. Welcher Prozess dabei die lonenerzeugung individuell steuert, h&ngt stark von der
Kombination aus Matrix, Analytmolekil, vorhandenen Additiven sowie etwaigen
Verunreinigungen ab.!” In jedem Fall gilt, dass die Bestrahlung der Oberfliche aus
kristallisiertem Matrix-Analyt-Gemisch mit einem Laser zu der Ausbildung einer Plasmaschicht

fuhrt. Diese ist im Mittel ohne Ladung, da sie sowohl positive als auch negative lonen enthalt.

Fir das Erhalten hochaufgeloster MALDI-Spektren ist es wichtig, die Matrix an den zu
untersuchenden Analyten anzupassen. Hauptaufgabe der Matrix ist es, das Analytmolekil
nach dem Verdampfen des Ldsungsmittels in einem festen Zustand zu verdinnen und bei
Bestrahlung als primarer Energieabsorber zu dienen.B* Die Matrix muss daher verschiedene
Anspriche erfillen. Sie darf sich nicht im Vakuum der Quelle verfliichtigen, sollte daher also
einen niedrigen Dampfdruck besitzen und muss die Wellenlange des Lasers in effektiver
Weise absorbieren. Dabei konnen verschiedene Wellenlagen im UV- oder IR-Bereich

verwendet werden.

Da der Matrix eine besondere Bedeutung zufallt, wurden in den letzten Jahren viele
verschiedene Matrices entwickelt, um maoglichst viele Analyten einer Messung zuganglich zu

machen.B8 Eine Auswahl an Matrix-Verbindungen ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Auswahl gangiger MALDI-Matrices.

In ungtinstigen Fallen kann es passieren, dass nur eine Kombination von Matrix und Analyt zu
guten Spektren fuhrt. Im Allgemeinen kann aber festgestellt werden, dass die Kombination aus
Analyten und Matrix mit &hnlichen Polaritaten zu MS-Spektren hoher Qualitat fihrt. Um die

Qualitat der Spektren zu optimieren, sollte ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erreicht
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werden. Hierzu wird tblicherweise das molare Verhaltnis von Matrix zu Analyt im Bereich von
1.000:1 bis 100.000:1 eingestellt. Dieses Verhaltnis sorgt zudem daflr, dass die
Fragmentierung der Analyten nur in geringem MafRe geschieht.®’!

Obwonhl innerhalb der Losung der Analyt auch mehrfach protoniert oder deprotoniert vorliegen
kann?® werden in MALDI-MS Spektren fast ausschlieBlich einfach geladene lonen
beobachtet. Erklart wird dieser Aspekt durch das sogenannte Lucky-Survivor-Modell:®* Es
kommt fortwdhrend zur Neutralisation durch Rekombination von positiv und negativ geladenen
Bestandteilen des Plasma. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit zur Rekombination umso hoéher,
je hoher der Ladungszustand des lons ist. Auch die geringe Anzahl der detektierten negativen
lonen lasst sich dadurch erklaren, dass die schnellen Elektronen die ersten Bestandteile des
Plasmas sind, welche durch die Rekombination verloren gehen, sodass es zu einem positiven

Ladungsiberschuss kommit.
2.1.1.3. Elektrospray-lonisation

Im Gegensatz zu El und MALDI ist die ESI eine der lonisierungsmethoden, welche unter
Atmosphéarendruck arbeitet. Hierbei werden die Analyten wahrend der lonisation aus einer
flissigen Phase in die Gasphase uberfuhrt. Dies ermoglicht es, dass diese Methode
besonders gut geeignet ist, um sie mit der Flissigchromatographie (engl. Liquid
chromatography, LC) kombiniert zu betreiben.® Die lonisierungsmethoden der El, CI, MALDI
und ESI sind die am meisten genutzten lonisierungsmethoden in der modernen
Massenspektrometrie. Im Vergleich zu Cl und El stellt die ESI dabei eine sogenannte sanfte
lonisierungsmethode dar. Sie eignet sich sehr gut fiir grof3e, nichtfliichtige Molekile, welche
bereitwillig Ladung annehmen.“9“1 Die flissige Phase ist eine stark verdiinnte Losung des
Analyten in einem flichtigen Lésungsmittel. Um intermolekulare WW auszuschlieRen, wird
Ublicherweise mit Konzentrationen zwischen 10® und 10“ M gearbeitet. Der Analyt wird
schrittweise in das Hochvakuum des Massenspektrometers Uberfiihrt. Die Tatsache, dass
wéhrend der lonisierung mehrfach geladene lonen entstehen, erlaubt die Analyse
hochmolekularer Analyten, da das resultierende m/z-Verhéltnis, auf der Massenskala der

meisten kommerziell verwendeten Massenanalysatoren detektiert werden kann.!!!

Es ist eine weite Spanne von Lésungsmitteln fir die Methode zugénglich, es kann zwischen
unpolar bis hochpolar, protisch/aprotisch und fliichtig bis maRig fliichtig variiert werden (z.B.
Diethylether, Tetrahydrofuran, Isopropanol, Acetonitril, Wasser).'”] Die untersuchten Analyten
hingegen mussen polar oder ionisch sein. Ganzlich unpolare Analyten sind fur die ESI

unzuganglich.

Zur lonisation in einer ESI-Quelle wird die Analytlosung durch eine dinne Stahlkapillare mit

einem Innendurchmesser von etwa 75 um bei einem Fluss von 5-20 pl/min in ein elektrisches
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Feld gespriht. Das elektrische Feld wird durch die hohe Spannungsdifferenz zwischen der
Stahlkapillare (3-4 kV) und der etwa 1 cm entfernten Eintrittséffnung zu dem verwendeten
Analysator aufgebaut. Die Feldstarke von etwa 10° V/m am offenen Ende der Kapillare fihrt
Zu einer Ladungstrennung innerhalb der Elektrolytiésung, infolge derer der Meniskus der
Flussigkeitsoberflache zu einem Konus deformiert wird, dieser wird Taylor-Konus genannt.?
Die angelegte Feldstarke sorgt dafiir, dass die Oberflachenspannung der Flissigkeit
gebrochen wird und ausgehend vom Konus ein feiner FlUssigkeitsstrahl in Richtung der
Gegenelektrode, der Eintrittséffnung, emittiert wird. Die Spitze des Taylor-Konus ist
gleichzeitig der Punkt der hochsten Ladungsdichte, sodass der Strahl einen grofRen
Uberschuss an positiven bzw. negativen lonen tragt. Die Natur der lonen hangt von der an der
Kapillare angelegten Spannung ab. Der Strahl zerfallt anschlieRend durch die AbstoRung der
Ladungen schnell in kleine Tropfchen (Abbildung 5).4]

Kapillare Eintrittsoffnung
I
| I
Taylor-Konus Trépfchenbildung aus Strahl

Abbildung 5: Trépfchenbildung an der ESI-Kapillare ausgehenden vom Taylor-Konus.

Die geladenen Tropfchen driften schnell auseinander und erzeugen so ein feines Spray,
welches der Methode ihren Namen gegeben hat. Grund dafir ist die Coulomb-Abstof3ung
zwischen den Teilchen. Die urspriinglichen Tropfchen haben dabei eine Grole von etwa
einem Mikrometer. Diese werden durch stetiges Verdampfen des Lésungsmittels immer weiter
verkleinert, bis es zum sogenannten Rayleigh-Limit ““ kommt. An dieser Grenze ist die
entstandene elektrostatische AbstoBung innerhalb der Sphare groRer als ihre
Oberflachenspannung, sodass die Sphare in mehrere, noch kleinere Sphéaren zerféllt. Dies
wird Coulomb-Explosion genannt. Neuere Forschungen haben gezeigt, dass der Vorgang
weniger eine tatsachliche Explosion, als eher eine erneute Ausbildung eines Konus mit
Kegelstrahl ist (s. Abbildung 6 roter Tropfen), sehr ahnlich zu dem an der Kapillare ablaufenden
Vorgang.* Weiteres Verdampfen des Losungsmittels fiihrt zu erneuten Spaltungen der
urspringlichen Sphére sowie der neuen kleineren Sphéaren. Es entstehen so sehr kleine
Tropfchen, welche als mehrfach solvatisierte lonen betrachtet werden kénnen (Abbildung 6).
Aus diesen entstehen im Anschluss die Gasphasen-lonen. Die Bildung freier lonen kann tber

zwei verschiedene Mechanismen erklart werden. 46!
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Abbildung 6: Entstehung der lonen ausgehend vom Taylor-Konus an der ESI-Kapillare, beispielhaft dargestellt fur
den Betrieb einer ESI-Quelle im positiven Modus.

Das altere der beiden Modelle, das Modell des geladenen Riickstands (engl. charged residue
model, CRM), nimmt an, dass geladene (Makro-)lonen aus sehr kleinen Tropfchen entstehen,
welche nur noch ein Molekil enthalten und geht auf Dole et al. aus dem Jahre 1968 zurlick.®7]
Wenn aus diesen Tropfen das letzte Losungsmittel verdampft, wird die Ladung direkt auf das
(Makro-)Molekiil tbertragen. Dieser Mechanismus legt nahe, dass rein statistisch betrachtet
auch Aggregate mehrerer Molekiile gebildet werden sollten. Dies konnten Winger et al. auch

mit Hilfe eines Quadrupol-Massenspektrometers fiir Proteine beobachten.®!

Iribane und Thomson entwickelten im Jahre 1976 einen weiteren Mechanismus.“®! Im Modell
der lonenverdampfung (engl. ion evaporation model, IEM) wird angenommen, dass die lonen
direkt von der Oberflache des geladenen Tropfchens verdampfen, sobald die elektrische Kraft
des Feldes im Tropfchen ausreichend grof3 ist, um die Solvatisierungsenergie des lons
aufbringen zu kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass ab einem Tropfchenradius von 10 nm
die lonenverdampfung die Tropfchenspaltung ablost.5® Gerade fiir kleine lonen ist das IEM
experimentell gut belegt, allerdings lasst sich die theoretische Ableitung nicht effektiv auf grof3e
lonen wie zum Beispiel Proteine ubertragen. Fir derartige lonen bietet das CRM die

plausiblere Erklarung.“®

2.1.2. Analysatoren
Fur den Betrieb der Massenspektrometer wurden Uber die Zeit viele verschiedene
Massenanalysatoren entwickelt, welche zwar alle die entstandenen lonen anhand ihres m/z-
Verhaltnisses trennen, aber dabei unterschiedlichste Prinzipien nutzen. Eine Auswabhl

verschiedener Analysatoren ist in Tabelle 1 aufgefihrt.

11
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Tabelle 1: Auswahl verschiedener Massenanalysatoren und ihre Funktionsprinzipien.
Analysator Funktionsprinzip
_ Trennung der lonen im feldfreien Raum anhand
Flugzeit ToF _ _ _ _
ihrer Flugzeit nach vorheriger Beschleunigung
Trennung der lonen anhand stabiler Trajektorien
Linearer Quadrupol Q innerhalb  eines  linearen Radiofrequenz-
Quadrupolfeldes
_ Trennung durch Schwingungsfrequenz wéahrend
Orbitrap _ _ _
Kreisbewegung im elektrischen Feld
_ Trennung durch Lorentz-Kraft nach Ablenkung im
Magnetisches Sektorfeld B
Magnetfeld
Das Prinzip des magnetischen Sektorfeld-Analysators lasst sich leicht anhand eines 180 °
Sektors erklaren. Die lonen betreten das Sektorfeld in leicht unterschiedlichen Winkeln.
Aufgrund des Magnetfeldes werden sie auf eine Kreisbahn abgelenkt. Der Radius dieser
Kreisbahn ist vom m/z-Verhaltnis abhéngig. Das bedeutet, dass lonen mit demselben m/z-
Verhéltnis das Sektorfeld variiert durch den Eintrittswinkel in einem begrenzten Bereich wieder
verlassen. Fir lonen mit unterschiedlichem m/z-Verhéltnis gilt, dass ein kleineres Verhaltnis

zu einer kleineren Ablenkung und damit einem kleineren Radius fuhrt (Abbildung 7).

(m/z),<(m/z),

Eintritts- Radius der Kreishahn Austritts-
spalt spalt

Abbildung 7: Ablenkung der lonen durch das Magnetfeld, mit (m/z)1 < (m/z)2, sodass gilt ri<r.

Fur den Betrieb des Sektorfeld-Analysators ergeben sich dabei zwei verschiedene
Moglichkeiten. Zum einem die von Dempster eingefiihrte Variante,5! bei der ein variables
Magnetfeld genutzt wird, um die lonen, welche das Sektorfeld Uber den Austrittsspalt
verlassen kdnnen, anhand ihres m/z-Verhaltnisses zu scannen. Die Zuordnung der lonen zum
Registrierten m/z-Verhdltnis kann dabei durch die Magnetfeldstarke getroffen werden. Zum

anderen ist die Ausstattung des Analysators mit einer Bildplatte mdglich, welche die
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Identifikation des m/z-Verhaltnisses Uber den Radius der Flugbahn bei konstantem Magnetfeld

erlaubt.

Der Quadrupol Analysator hingegen arbeitet mit einem Radiofrequenzfeld. Der Aufbau des
Analysators besteht aus vier zylindrischen Stabelektroden, welche sich in einer quadratischen
Anordnung befinden. Die jeweils gegentiberliegenden Stédbe bilden Elektrodenpaare mit
demselben — aus einer Gleichstrom- und einer Wechselstromkomponente bestehenden —
Potenzial. Die Wechselspannungsfelder beider Elektrodenpaare sind mit einer
hochfrequenten Radiofrequenz-Spannung versehen und um 180° Phasen verschoben. Tritt
ein lon in z-Richtung in den Quadrupol ein, so wird es geman seiner Ladung abgelenkt, da es
von den Staben mit der seiner Ladung entgegengesetzten Ladung eine Anziehung erfahrt.
Durch die angelegte Wechselspannung wird dem lon wieder in entgegengesetzter Richtung
abgelenkt, bevor es zum Zusammenstol3 mit der Elektrode und damit zur Entladung kommt
(Abbildung 8). Entladene Molekile werden im Vakuum entfernt. Ob ein lon entladen wird
(Abbildung 8 rote Bewegung), oder auf einer stabilen Trajektorie (Abbildung 8 griine
Bewegung) den Quadrupol durchquert, hangt von dem m/z-Verhéltnis des lons ab. Bei
gegebenen Gleich- und Wechselstrompotenzialen ist nur ein begrenzter Rahmen von m/z-
Verhéltnissen in der Lage den Quadrupol zu durchqueren. Durch Anderung der Potenziale
kann dieser Rahmen variiert werden. Innerhalb von kurzer Zeit kann der Massenbereich einer
Messung auf diese Weise abgescannt werden. Im selben Maf3e kann der Quadrupol auch als
Massenfilter eingesetzt werden, in dem nur ein bestimmter m/z-Bereich fiir den Scan

berticksichtigt wird.[52

Abbildung 8: lonen auf Trajektorien innerhalb des Quadrupolanalysators, mit einer stabilen Trajektorie (griin) und
einer instabilen Trajektorie (rot).

Ein sehr gebrauchlicher Analysator ist der Flugzeitanalysator. Er ist der einzige Analysator,
welcher die lonen in einem feldfreien Raum trennt. Das grundlegende Prinzip ist dabei simpel.

Die lonen werden entlang einer Strecke bekannter Lange gemal ihrer Flugzeit getrennt. Sie
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starten alle zur gleichen Zeit und mit der gleichen kinetischen Energie. Das lon wird zu Beginn
der Strecke durch das Durchqueren eines Potenzials beschleunigt. Die aufgenommene

elektrische Energie wird dabei in kinetische Energie umgewandelt.

1
E, = qU = ezU = Eyp, = Emivz 1)
mit  E,;: elektrische Energie Eyin: kinetische Energie
q: Ladung des lons m;: Masse des Ilons i
U: Potential v: Geschwindigkeit des Ions

e: Elementarladung
z:Anzahl der Elementarladungen des Ions

Annahernd kann angenommen werden, dass das lon aus der Ruhelage heraus beschleunigt
wird, es lasst sich daher die resultierende Geschwindigkeit des lons in Abhangigkeit von seiner
Masse aufstellen.

oe [ @

Da die Geschwindigkeit selbst eine schlecht zugangliche Messgrél3e darstellt, wird stattdessen

die Zeit genutzt, welche das lon bendtigt, um eine gegebene Strecke zuriickzulegen.
t=2 3)

v

mit  t: benbtigte Zeit s: zurickgelegte Strecke

Wird diese Beziehung in Gleichung (2) eingefiigt und zu m;/z umgestellt, ergibt sich
nachstehende Gleichung, welche die Abhéangigkeit dieses Quotienten von den
Gerateparametern wiedergibt.
mi _ 2eUt (4)
z 52
Diese Beziehung wird im ToF flr die Trennung der lonen ausgenutzt.'”] Es ist dabei wichtig,
dass alle lonen zur gleichen Zeit, mit derselben Ausgangsenergie und in dieselbe Richtung
starten, damit das Prinzip angewendet werden kann. Daher ist, sofern nicht eine gepulste
lonisierungsmethode genutzt wird, ein Element notwendig, welches alle diese Parameter
festlegt. Dazu wird ein sogenannter Puscher genutzt, welcher die lonen sto3weise mit dem

Potenzial U in den Analysator einfihrt.

AulRerdem ist aus Gleichung (4) ersichtlich, dass die Auflésung des Analysators umso besser
ist, je langer die Strecke s ist. Dazu wurde bereits 1994 von Mamyrin der Reflektor
entwickelt.’®1 Mit Hilfe dieses lonenspiegels war es moglich, die Flugstrecke nicht mehr
ausschlie3lich linear zu vergréRern. Dadurch wird es ermdglicht, dass die Flugstrecke aber
nicht der Analysator wesentlich vergréRert wird. Der eigentliche Nutzen des Reflektors ist
allerdings die lonenfokussierung. Dabei werden die lonen mit unterschiedlicher kinetischer
Energie zeitlich fokussiert. Fur einen einfachen Reflektor wird das realisiert, indem gegeniber

des loneneinlass am Ende des feldfreien Raums ein retardierendes elektrisches Feld



Theoretische Grundlagen

aufgebaut wird. Dies geschieht durch mehrere, ringférmige Elektroden, welche
aufeinandergestapelt sind. Das Elektrodenpotenzial nimmt dabei mit zunehmendem Abstand
zum Elektroneneinlass zu. Die Reflektorspannung wird auf das 1,05 - 1,1-fache der
Beschleunigungsspannung eingestellt. Die lonen dringen dabei in den Reflektor ein, bis ihre
kinetische Energie aufgrund des Elektrodenpotenzial verloren ist, anschliel3end erfahren sie
eine Reflektion mit derselben kinetischen Energie. Das bedeutet, dass die kinetische Energie
der lonen bei einem derartigen Vorgang unverandert bleibt, die Flugzeit der lonen aber
korrigiert wird, da die Eindringtiefe in den Reflektor von der kinetischen Energie beeinflusst
wird. Die Flugzeitkorrektur verbessert deutlich die Auflésung des ToF-Analysators.54-5¢ Eine
Erhéhung der Flugstrecke bedeutet gleichzeitig auch eine Erhéhung der Streuung der lonen,
sodass es bei zu langen Flugréhren zu lonenverluste durch grof3e Ausbreitungswinkel und
weiterer Streuung nach Stof3en kommen kann. Dieser Umstand bedeutet gleichzeitig einen
Verlust der Gesamtleistung. Mit dem Einsatz des Reflektors kann die Auflosung allerdings
noch erhdht werden, da die urspringliche Energieverteilung der lonen weitgehend
kompensiert werden kann.!” Die mathematische Herleitung dieser Prinzipien ist in der

Literatur nachzulesen.[5}[561.[57]

2.1.3. Detektoren
Der Weiterentwicklung von Detektoren wurde in der Vergangenheit deutlich weniger
Aufmerksamkeit geschenkt als der Entwicklung neuer lonisierungs- oder Trennmethoden. Die
Anforderungen, welche an einen Detektor gestellt werden, sind jedoch vielfaltig. Hier ein
kleiner Uberblick:®!

e Einheitliche lonendetektionseffizienz

e Gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis

e Hohe Stabilitat

e Simultane Detektion

o Abdeckung tber weiten Massenbereich, ohne Massendiskriminierung
e Schnelles Ansprechverhalten bei geringer Erholzeit

e Hohes Sattigungslevel

Es existieren verschiedene Ansatze der Detektion. Die einfachste Variante ist dabei der
Faraday-Becher. In einer becherformigen Elektrode werden die Ladungen der lonen
abgegeben, wodurch der abflieBende elektrische Strom beim DurchflieBen eines
hochohmigen Widerstandes eine Spannung erzeugt. Dieser Detektor wird noch heute genutzt,

um die Haufigkeitsverteilung von Isotopenmassen mit sehr hoher Genauigkeit aufzulsen.

Haufig wird der Sekundarelektronenvervielfacher (engl. secondary electron multiplier, SEM)

genutzt. In dieser Methode werden durch die am Detektor eintreffenden lonenstrome aus der
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Oberflache eines Metalls oder Halbleiters Sekundarelektronen emittiert. Diese werden in
Richtung einer gegenuberliegenden weiteren Elektrode beschleunigt, da diese zweite
Elektrode auf einem groReren positiven Potenzial gehalten wird. Beim Auftreffen werden
erneut Elektronen emittiert. Dieser Vorgang wird mit etwa 12 bis 18 Diodenstufen durchgefiihrt
(siehe Abbildung 9 a). Es resultiert ein Strom, der ausreichend grof3 ist, um von einem
Vorverstarker wahrgenommen werden zu kénnen. Der Vorverstarker erhdht den Strom erneut
um den Faktor 10° bis 10°. Die Anzahl der emittierten Sekundarelektronen an einer Elektrode
ist abhangig von der Geschwindigkeit des eintreffenden Partikels sowie der notwendigen
Elektronenaustrittsarbeit an der Elektrodenoberflache. Abhéngig von der angelegten
Spannung liegt die Verstarkung eines SEMs im Bereich von 108 bis 108.[6%

d b Austretende
lonenstrahl lonenstrahl Sekunddrelektronen

Vorverstarker
Abbildung 9: Funktionsprinzip eines Elektronenvervielfachers. a) innerhalb eines SEM mit einzelnen Dynoden, b)
als lineare Elektronenvervielfacherrohre.
Eine andere Mdglichkeit die Elektronenvervielfachung zu nutzen ist innerhalb der
Elektronenvervielfacherréhre. (engl. channel electron multiplier, CEM). Die Verstarkung
innerhalb des CEM hangt von der Lange und dem Durchmesser der Réhre ab (Abbildung 9
b). Die am Anfang der Rohre angelegte starke Spannung, fallt (ber die Lange kontinuierlich
ab. Daher wird ein Material mit hohem Widerstand eingesetzt, welches diesen Spannungen
widerstehen kann. In linearen Rohren ist die Verstarkung auf 10* begrenzt, eine hohere

Verstarkung kann mit einem gebogenen Design erreicht werden. ]

21.4. lonenmobilitatsseparation
Die lonenmobilitatsseparation (IMS) ist eine Technik zur lonentrennung in der Gasphase. Es
gibt verschiedene IMS Gerate, welche alle mit unterschiedlichen Techniken zur Trennung
arbeiten. Allen gemein ist, dass sie die Unterschiede der lonenmobilitat in einem elektrischen
Feld ausnutzen. Zuséatzlich nutzen einige einen Driftgasfluss, welcher positiv zur Trennung
beitragt. Die traditionelle Konfiguration ist die Driftréhren IMS (engl. drift tube IMS, DT-IMS).
Die lonen bewegen sich innerhalb einer Driftrohre in der Gegenwart eines neutralen Gases
durch ein homogenes, kontinuierliches E-Feld.[526% |onen, welche einem elektrischen Feld
ausgesetzt sind, werden entlang der Feldlinien beschleunigt; Kollisionen mit dem Neutralgas
(Driftgas genannt(®) fiihren zur Streuung in zufallige Richtungen. Die Driftrohre besteht aus
einer Reihe von Stapelringelektroden mit nahezu einheitlichem E-Feld, auf Detektorseite der
Rohre wird das Driftgas mit entgegengesetzter Flussrichtung zu den lonen innerhalb der

Kammer zugefuhrt. Grol3e lonen kollidieren dabei h&ufiger mit Driftgas-Molekilen und
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bendtigen daher langer, um die Driftréhre zu durchqueren als kleinere Molekdle. Abbildung 10
zeigt den schematischen Aufbau eines DT-IMS.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des DT-IMS.[64
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Bei konstantem E-Feld stellt sich fir die lonen eine konstante Geschwindigkeit ein, die sich
aus der beschleunigenden Wirkung durch das E-Feld und der verlangsamenden Reibung
durch die Kollisionen zusammensetzt. Fir schwache E-Felder ist die Geschwindigkeit
proportional zur E-Feldstarke. Ein elektrisches Feld gilt als schwach, wenn die mittlere
lonenenergie, welche durch das Feld aufgenommen werden kann, im Vergleich zur

thermischen Energie der Driftgasmolekule klein ist. Nach Mason und McDaniel gilt folgende

Gleichung:[®
v=KE (5)
mit  K: Mobilitit des Ions [cm?/Vs] E:elektrisches Feld [V /cm]

Fir die Zeit, welche ein lon bengtigt, um die Driftrohre zu durchqueren ergibt sich demnach:
= L/KE (6)

mit  t,: Driftzeit des Ions [s] L:Lange der Driftrohre [cm]

Die Mobilitdt des lons wirkt dabei als Proportionalitatsfaktor, sie ist anhédngig vom lon-Gas-
Paar sowie antiproportional zur Zahlendichte N (Anzahl der Molekille pro Volumen). Im
Bereich von schwachen E-Felder kann K als konstant betrachtet werden. Fiir hohe Werte des
Verhéltnisses der E-Feldstarke zu der Zahlendichte des Driftgases (E/N) stellt sich hingegen
eine Abhangigkeit der Mobilitat vom E-Feld ein.l® Fur kleine E/N Werte lasst sich mithilfe der

Impulsuibertragungstheorie die Mason-Champ Gleichung aufstellen.©”

i 2T ze (7)
ukgT N.Q

mit u= TZAZW : reduzierte Masse des lon (Masse m) — Gas (Masse M) — Paares [u]

kg: Boltzmann — Konstante [1,38065 - 10723 (]
T:Temperatur des Gases [K]

z: Anzahl der Elementarladungen [—]|

e: Elementarladung [1,602 - 1071 C]
N:Zahlendichte des Driftgases[m™3]

Q: Kollisionsquerschnitt [A?]
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Der Kollisionsquerschnitt (engl. collision cross section, CCS) ist dabei ein Mal3 fur die Grol3e
von lonen. In diesem Kontext ist er bestimmt durch das lon-Driftgas-Wechselwirkungs-
Potenzial in allen drei Dimensionen und der Energieverteilung der Partikel. Der CCS hat die
Dimension einer Oberflache. Er wird haufig genutzt, um Analyten zu charakterisieren, da er
zum einen Ubertragbar auf andere Systeme ist und zum anderen unter Zuhilfenahme von
prognostizierten Anwarterstrukturen zur ldentifikation unbekannter Analyten genutzt werden

kann.[68l

Eine weitere haufig verwendete Methode ist die Wanderwellen IMS (engl. traveling wave IMS,
TW-IMS). Die wird in Kapitel 2.1.4.1 naher erlautert. Neben diesen beiden prominenten

Methoden, gibt es auch weniger prominente Varianten der lonenmobilitdtsseparation.

So gibt es die Hochfeld-lonenmobilitdtsseparation mit asymmetrischer Wellenform (engl. high
field asymmetric waveform IMS, FAIMS), welche die Unterschiede in der Mobilitat innerhalb
hoher elektrischer Felder nutzt. Diese Methode ist ein lonenfilter. Es wird innerhalb des
Gerétes ein stark zeitabhangiges elektrisches Feld als periodische asymmetrische Wellenform
implementiert, wobei dieses E-Feld als Dispersionsfeld bezeichnet wird. Eine angelegte
Kompensationsspannung mit einem Intensitatsfeld Ec erlaubt einem spezifischen lon mit
spezifischer, von E abhangiger, Mobilitat das Gerat zu durchqueren und zum Detektor zu

gelangen.®¥

Eine andere Methode ist der Differentialmobilititsanalysator (DMA). Hier werden die lonen
durch zwei Elektroden mit unterschiedlichem Potenzial bewegt. Senkrecht dazu ist ein
Gasfluss angelegt, welcher fur eine Streuung der lonen sorgt. Der Winkel der Streuung ist
dabei abhangig von dem Verhaltnis der Geschwindigkeit der lonen zur Flussgeschwindigkeit
des Gases. Nur lonen mit einer bestimmten elektrischen Mobilitat konnen den DMA durch den

Austrittsspalt verlassen.l’®

Andere Methoden, welche hier nicht weiter erklart werden sind die trapped IMSY, open loop

IMSI2, transversal modulation IMSI™® und das overtone mobility spectrometert,
2.1.4.1. Wanderwellen-IMS

Auch die Wanderwellen-IMS-Zelle besteht aus gestapelten Ringelektroden. Die benachbarten
Ringelektroden werden an gegentberliegende Phasen einer Radiofrequenz (RF)-Spannung
angebunden. Dieser radiale loneneinschluss fiihrt zu einer hohen Ubertragungseffizienz. Ein
wiederholendes Muster von Spannungsimpulsen treibt die lonen durch die Rdhre. Dabei
Uberlagert eine gepulste Gleichspannung nacheinander an jeder Elektrode die RF-Spannung.
Nach einer festen Impulsverweilzeit wird die Spannung auf die nachste Elektrode tbertragen.
Die lonen erfahren das elektrische Feld der Welle und bewegen sich in entsprechender
Richtung durch die R6hre (Abbildung 11 oben).[®1176l
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Abbildung 11: Schema der TW-IMS-Zelle (oben) mit dem Potenzialverlauf (unten) tiber die Lange der Zelle.[6:77]
Ahnlich wie in der DT-IMS werden die lonen dabei nach ihrer GroRe getrennt, auch hier
bendtigen groRRere lonen aufgrund vermehrter Kollisionen mit dem Driftgas mehr Zeit, um die
Roéhre zu durchqueren. Die Bewegung der lonen hangt vom Verhéltnis ¢ der maximalen
Geschwindigkeit des lons zur Wellengeschwindigkeit der elektrischen Wellen ab.

€ = Umax/S = KEmqx /s (8)

mit  s:Lange der elektrishen Welle[m/s] Enax: max.elektrisches Feld [V /cm]
Fiur ¢ « 1 findet nur eine kleine axiale Verschiebung statt, sodass das lon unterhalb der Welle
die Zelle durchquert, fiir c > 1 wird das lon vor der Welle hergeschoben, wahrend im Falle von
¢ ~1 das lon auf der Wellenfront ,surft‘. Im letzten Fall nimmt das lon eine mittlere
Geschwindigkeit an, welche ahnlich zur Wellengeschwindigkeit ist, wird aber gelegentlich von
der Welle tiberholt.[®! Mit Hilfe der Basisbreite b der Welle und ihrer Lange p, lasst sich fur den
einfachsten Fall des Wellenprofils — ein einfacher dreieckiger Potenzialverlauf (Abbildung 11
unten) — die Driftzeit eines lons herleiten.’s! Unter der Annahme, dass der ideale Fall
eingestellt werden kann, und der feldfreie Raum zwischen den Wellen minimiert ist (p = b)
kann die Driftzeit nach Gleichung (9) ausgedruckt werden.

tp = Ls/(KE)? 9)
Im Vergleich zu DT-IMS (Gleichung (6)) lasst sich hier feststellen, dass die Driftzeit quadratisch
von der Mobilitat abhangig ist.
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Die TW-IMS kommt in verschiedensten Bereichen zur Anwendung. So werden zum Beispiel
Proteinel® und ihre Komplexel™, mikro-RNAEY und Ubergangsmetallkomplexel® mit dieser

Methode untersucht. Auch in der Metabolomik-Analyse findet die TW-IMS Anwendung.®

Im Rahmen dieser Arbeit soll die TW-IMS eingesetzt werden, um die Sequenzanalyse von
kontrolliert aufgebauten, sequenzdefinierten Oligomeren zu ermdglichen. Ahnliche Ansatze
finden sich bereits in der Literatur. Lutz et al. haben die TW-IMS genutzt, um die iber MS/MS
zuganglichen Sequenzen zu entschlusseln. Sie konnten dabei zeigen, dass die IMS eine
hilfreiche Methode zur Entschlisselung von Sequenzen bei Poly(-Alkoxyamin-

Phosphodiestern) ist.3l
2.1.4.2. Zyklische IMS

Die jungsten Forschungen im Bereich der IMS-Systeme fokussieren sich auf die Verbesserung
der Auflésung der IMS-Trennkapazitdt. Das Auflésungsvermdgen dieser Systeme ist
diffusionslimitiert, fir DT- und TW-IMS ist es abhéngig von der Lange der Driftrohre, dem
elektrischen Feld, der Ladung der lonen und der Temperatur des Driftgases.["6164

R~ |2 (10)

mit  R:Auflosungsvermogen
Entsprechend gibt es Ansatze, die Auflésung tber eine Verlangerung der Driftstrecke!®, eine
Erhohung des elektrischen Feldes®® und der Verringerung der Driftgastemperatur®! zu
verbessern. Einige neue Konzepte basieren auf dem interessanten Versuch die Driftstrecke
zu verlangern, ohne das Gerat signifikant zu vergré3ern. Eine solche Variante ist der von
Merenbloom et al. entwickelte Mehrfachdurchlauf-Zyklotron.®8 Fir eine Verlangerung der
Driftstrecke eignen sich TW-IMS Systeme besonders, da anders als fir DT-IMS Systeme hier
keine gleichzeitige Erh6hung des E-Feldes bendétigt wird. Auch sind sie ideal geeignet fur den
Einsatz in kreisformigen Separatoren mit mehreren Durchgangen, da das elektrische Potenzial
zu Beginn und Ende des Systems identisch ist.®! Auf Grundlage dieser Uberlegungen wurde
das zyklische TW-IMS (cIMS) Gerat der Firma Waters entwickelt.®%

Im Gegensatz zum Zyklotron von Merenbloom et al. kdnnen hier auch lonen mit
unterschiedlichen  Mobilitdten  gleichzeitig mehrere  Durchlaufe vollfihren. Das

Auflésungsvermdogen steigt dabei proportional zur Wurzel der Anzahl an Durchgéangen.

Der Separator besteht aus zwei Bereichen. Zum einen dem Ein- und Auslassbereich, welcher
in der optischen lonenachse des Massenspektrometers liegt, und zum anderen dem
Hauptkorper des Trennapparates. Zusammen ergeben diese beiden Bereiche einen 98 cm
langen Trennapparat. Das Design des Ein-/Auslass-Bereiches ermoglicht den Einlass, die

Trennung der lonen und ihren Auslass, ohne die lonentransmission oder Mobilitdtsauflosung
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zu beeinflussen. Die in diesem Bereich verbauten Elektroden erlauben einen Betrieb der TW-
IMS in Einlass bzw. Auslass Richtung (-x- bzw. x-Richtung) oder in dazu orthogonaler

Richtung, was der Trennrichtung entspricht.

Der Hauptkorper des Separators besteht aus 608 Elektroden, welche einen rechteckigen,
0,5cm x 5cm grof3en lonentransmissionstunnel bilden. An jeweils benachbarten Platten
liegen gegensatzliche Phasen einer Hochfrequenzspannung an. Die Wanderwellen werden
mit einem Wiederholungsmuster von 4 Platten erzeugt. Die ersten beiden Platten sind
,eingeschaltet® und die folgenden beiden sind ,ausgeschaltet”. Die Welle bewegt sich mit
Ausbreitungsschritten von zwei Platten in y-Richtung.®yy Wahrend des Trennvorgangs sind die

Elektroden des Ein-/Auslassbereiches in Sequenz zu denen im Hauptbereich geschaltet.

Die Bauweise des Gerates mit zwei lonen Speichern vor und nach dem Separator ermdglicht
es, die lonen jederzeit aus dem Hauptbereich in einen Speicher zu entlassen. Damit ergibt
sich die Maoglichkeit neben mehrfach IMS (IMS") Messungen auch Kombinationen mit
aktivierten und fragmentierten Spezies zu erreichen. Es ist mit diesem System moglich
spezifische Teile einer Analytprobe zu entnehmen, und gezielt zu aktivieren, fragmentieren,
oder einzeln weiter zu separieren. Die technischen Details dieser Betriebsweisen sind in der

Literatur zu finden.[®%
2.1.4.3. Theoretische Berechnungen

Die strukturelle Interpretation von IMS-Daten wird oft durch molekulare Modellierung
unterstitzt. Vor allem fur unbekannte Proben ist dies eine wichtige Methode. Diese basiert
darauf, CCS-Daten fir mégliche Kandidatenstrukturmodelle zu berechnen und diese mit den
experimentellen Werten zu vergleichen.®? Die meisten entwickelten Modelle schieRen zu
diesem Zweck Puffergas auf einen Analyten innerhalb einer Monte-Carlo Integration des
Kollisionsintegrals. Die Hauptunterschiede resultieren aus dem Kompromiss aus

Geschwindigkeit und physischer Genauigkeit durch die zugrunde liegenden Annahmen.[68!

Im Folgenden werden einige Methoden kurz erlautert. Nahere Informationen sind der Literatur

Zu entnehmen. 9395

Die rechnerisch aufwandigste, und damit zeitintensivste, Methode ist die Trajektorienmethode
(TM). Dieses Modell beriicksichtigt Wechselwirkungen mit grof3er und kurzer Reichweite sowie
die Verteilung der thermischen lonengeschwindigkeit.®¥ Diese Voraussetzungen sind vor
allem fir kleine Moleklle in Stickstoff wichtig. Der hohe Zeitaufwand resultiert aus den
zahlreichen Kraftauswertungen  aller  Trajektorien. 561l Der Ersatz  von
Trajektorienberechnungen durch eine lokale Kollisionswahrscheinlichkeitsndherung (LCPA)

kann den Zeitaufwand reduzieren.¥ Eine weitere Verbesserung wurde durch die Anpassung
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an molekulare Puffergase eingefuhrt, dazu werden auch unelastische Streuungen
beriicksichtigt.©3100}(101]

Andere Methoden sind das Modell der elastischen Streuung harter Kugeln (EHSS) fur groRere
Analyten’??l — dieses Modell beriicksichtigt keine Wechselwirkungen mit groRer Reichweite,
da sich gezeigt hat, dass diese fir grof3ere Analyten im Schnitt weniger Einfluss
austbenot1%3 — sowie das Modell der Streuung an Isoflachen mit Elektronendichte (SEDI),
welches eine verbesserte Definition fiir lonenoberflachen aufweist!'®. Eine prominente
Methode ist die Projektionsnaherung (PA)P2, welche die Gasstreueffekte unter der Annahme
von rotationsgemittelten Projektionsflachen als CCS ignoriert. Fir grof3e Analyten wie Proteine
ist daher der PA-CCS die Metrik der Selbstokklusion des Analyten.['%! Die Domé&nenzerlegung
kann das Ergebnis fiir groRe Strukturen verbessern.l®®1% Diese Methode eignet sich fir
nichtatomare Strukturen, einschlieRlich Perlenmodellel®” und Elektronendichten.[81108]
Aufbauend auf PA hat sich die Methode der projizierten Uberlagerungsnaherung (PSA)
entwickelt. Diese arbeitet mit einer Mittelfeldndherung fir Streuung basierend auf
Oberflacheneigenschaften des Analyten. Dabei werden weitreichende Wechselwirkungen
tber entfernungs- und temperaturabhangige Kollisionswahrscheinlichkeiten angeglichen.®l

Dieses Modell kann nicht kugelférmige Analyten besser verarbeiten als PA.

Es gibt verschiedene Anwendungen, welche in der Lage sind, eine oder mehrere dieser
Modelle zu nutzen, um den CCS einer Verbindung zu berechnen. Eine davon ist die

Anwendung mobcal.

2.2. Chromatographie
Die Chromatographie stellt eine leistungsstarke Trennmethode dar, welche in ihren
Anwendungsmdglichkeiten in den letzten Jahrzenten stark weiterentwickelt wurde und daher
in allen Bereichen der Naturwissenschaften Einsatz findet. Begriindet wurde diese
Trennmethode auf den ersten Adsorptionsuntersuchungen von Chlorophyll des russischen

Botanikers Mikhail Tswett aus dem Jahre 1903.[10

Uber die letzten Jahrzehnte haben sich viele verschiedene Techniken entwickelt. Allen gemein
ist, dass das Trennprinzip auf dem Ubergang der zu trennenden Komponente zwischen zwei
nicht mischbaren Phasen beruht. Dazu wird die Probe in einer mobilen Phase gel6st. Diese
mobile Phase kann ein Gas, eine Flussigkeit oder ein tberkritisches Fluid sein. AnschlielRend
wird diese Phase Uber eine mit ihr nicht mischbare stationédre Phase gefiihrt. An dieser Stelle
kann in zwei verschiedene Arten der Chromatographie unterteilt werden: Die innere
Chromatographie geschieht im Flachbett. Hier werden alle Komponenten der Probe tber die
gleiche Zeitspanne getrennt, wahrend sie unterschiedlich lange Wegstrecken zurticklegen. Die
Detektion erfolgt noch im Trennbett. Zu dieser Art gehdrt zum Beispiel die

Dunnschichtchromatographie. Die zweite Art ist die Auf3ere Chromatographie. In diesem Fall



Theoretische Grundlagen

wird von allen Komponenten der gleiche Weg zurtickgelegt, woflr sie unterschiedliche Zeiten
bendtigen. Diese Art liegt in der klassischen Saulenchromatographie vor. Die Detektion erfolgt
auRerlich im Anschluss an das Durchqueren der Saule. Im Folgenden soll sich auf die

Saulenchromatographie beschrankt werden.

Werden die Phasen so gewahlt, dass sich die Probenkomponenten unterschiedlich in ihnen
verteilen, erfolgt aufgrund von Mobilitatsunterschieden die Aufspaltung in diskrete Banden,
was eine quantitative und qualitative Analyse der Komponenten ermdglicht. Neben der bereits
genannten Mdglichkeit die Arten der Chromatographie zu unterscheiden, gibt es auch die
Moglichkeit der Einteilung nach den Typen der mobilen und stationdren Phasen sowie die
zugrunde liegenden Gleichgewichte beim Ubergang der Analytkomponenten zwischen den
Phasen. Anhand der genutzten mobilen Phasen kann grob in Gaschromatographie,

Flissigchromatographie und tberkritische Fluidchromatographie unterschieden werden.

Chromatographie

Uberkritische

Gaschromatographie Fluidchromatographie

Flussigchromatographie

Gas-Fest- Gas-Flissig-
Chromatographie Chromatographie gdeapicoechionaiogiaphis

Verteilungschromatographie

lonenaustauschchromato-

graphie Ausschlusschromatographie

Legende:
g | Affinitatschromatographie

Unterscheidung nach mobiler Phase |

Gleichgewicht durch Adsorption oder lonenaustausch|

Gleichgewicht durch Verteilung

Abbildung 12: Uberblick {iber die Arten der Chromatographie und ihre Einteilung.[*1%!

Die Trennung innerhalb der Saule erfolgt ber die Elutionstechnik. Die stationére Phase ist auf
der Oberflache der Saule fixiert, wahrend sich die mobile Phase zwischen der Fullung verteilt.
Zu Beginn der Trennung wird der in der mobilen Phase geldste Analyt am Kopf der Saule
aufgebracht. Mit Nachlieferung von frischer mobiler Phase an dem Kopf der S&ule wird der
Analyt anschlieRend durch die Séaule transportiert. Dabei erfolgen Ubergange der
Analytkomponenten aus der mobilen Phase in die stationdre Phase. Komponenten, welche
l&nger in der stationaren Phase zuriickgehalten werden, ben6tigen mehr Zeit, um die Saule zu
durchqueren und werden so von anderen Komponenten getrennt. Der in der mobilen Phase
geldste Analytteil wird dabei als Eluent bezeichnet und verteilt sich wahrend der Wanderung
durch die Saule immer weiter zwischen den beiden Phasen. Daher wird neben der
Bandentrennung der einzelnen Komponenten auch immer eine Bandenverbreiterung
beobachtet, die aus der statistischen Verteilung der Aufenthaltsdauer einer Komponenten in
der stationaren Phase resultiert.”111° Die resultierende Peakbreite steht dabei in direktem

Zusammenhang mit der Trennleistung der Saule. Werden die Trennbedingungen richtig
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gewahlt, kann erreicht werden, dass die Verbreiterung der Peaks langsamer auftritt als ihre

Trennung, grundsatzlich nimmt beides mit steigender Saulenlange zu.

Die Leistungsfahigkeit der Saule ist anteilig abhéngig von den Geschwindigkeitskonstanten
der Reaktionen, welche fir das Verteilungsgleichgewicht zwischen den Phasen verantwortlich

sind. Es lasst sich fiir eine Analytkomponente A folgende Verteilungskonstante formulieren:

Ay S Ag
_ (an)s
Ke = (apdm (11)

mit  A,: Anteil von Analytkomponente A in Phase x
M:mobile Phase
S:stationare Phase
K.:Verteilungskonstante
(ay)xz Aktivitat der Analytkomponente y in Phase x

Liegen niedrige Konzentrationen und nicht-ionische Substanzen vor, kann die Aktivitat auch
durch die Konzentration der Komponenten ersetzt werden.
Ke=(che (12)
mit (Cy)xi Konzentration der Analytkomponente y in Phase x
Obwonhl die Verteilungskonstante eine grundlegende chromatographische GroRe darstellt,
kann sie nicht direkt experimentell gemessen werden. Daher wird haufig die Retentionszeit

genutzt, welche als Messgrol3e vorliegt und eine Funktion der Verteilungskonstante darstellt.

Als Mal3 der mittleren Wanderungsgeschwindigkeit der mobilen Phase kann dabei die
sogenannte Totzeit oder Durchflusszeit genutzt werden. Diese entspricht der Aufenthaltsdauer
einer Komponente in der mobilen Phase und kann mit Hilfe von Substanzen bestimmt werden,
welche nicht in der stationaren Phase zurtickgehalten werden. Die Zeit, welche eine Substanz
von Probeninjektion bis Detektor benétigt, wird als Retentionszeit bezeichnet und setzt sich
aus den Zeiten, welche die Substanz in der stationdren und mobilen Phase verbringt,
zusammen.
tg =ts+ty (13)

mit  tg: Retentionszeit [s]
tg: Aufenthaltsdauer in stationarer Phase [s]
ty: Aufenthaltsdauer in mobilerPhase = Totzeit [s]
Damit lasst sich auch eine mittlere lineare Geschwindigkeit der Molekile durch die Saule

formulieren.
;=L
V= (14a)
=L (14b)
tm
mit  U: mittlere lineare Geschwindigkeit des Analyten [cm/s]
u: mittlere lineare Geschwindigkeit der Molekiile der mobilen Phase [cm/s]

L: Lange der Saule [cm]
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Die Einfihrung des Retentionsfaktors erlaubt den Vergleich von
Wanderungsgeschwindigkeiten von Analyten auf unterschiedlichen Saulen, da er weder von
der Saulengeometrie noch vom Volumenstrom abhangig ist. Er schafft auch die
mathematische Verbindung der Verteilungskonstante und der Retentionszeit.!*1%

_ Ky Vs _ tr—tm
by === =" (15)

mit  k,: Retentionsfaktor des Analyten x
K,:Verteilungskonstante des Analyten x
Vs:Volumen der sationdren Phase
Vy: Volumen der mobilen Phase
In der klassischen Theorie der Chromatographie wird die Sauleneffizienz quantitativ Gber die

Definition von Trennstufenhéhen (Bodenhéhen) und Trennstufenzahl (Bodenzahl) bestimmt.
Dieser liegt die Annahme von Synge und Martin zugrunde, dass angenommen werden kann,
dass die Saule aus diskreten, eng aneinandergrenzenden, schmalen Lagen aufgebaut ist. Auf
jeder dieser Lagen stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht der Analyten zwischen den Phasen
ein. 11
L
H (16a)
o (16b)
L
mit  N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden
H: Bodenhdhe [cm]

L: Lange der Saule [cm]
o?:Varianz der Messung [cm?]

Unter Betrachtung von Gleichung (16b) kann die Bodenhdhe auch als der Saulenabschnitt am
Ende der Saule zwischen L und L-o betrachtet werden. Unter Zugrundelegung der

Gaulverteilung entspricht die Bodenhthe dann mathematisch einem Anteil von 34 % des

Analyten.

Werden weiterhin Gaul3-formige Peaks angenommen, kann die Varianz auch in den folgenden

experimentell zuganglichen Definitionen ausgedrickt werden.

O’ ol b_w
+tr (17)
_ 1. (trR)?
N =16 (W) (17a)
= L.wzz (17b)
16-tg

mit N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden
H: Bodenhohe [cm]
L: Lange der Saule [cm]
w: Basispeakbreite [s]

Diese Bestimmung gilt allerdings als recht unzuverlassig, weshalb h&aufig eine andere als

zuverlassiger geltende Definition fur die Bodenzahl genutzt wird:

25
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N =554( )2 (18)

Wi/2
mit  N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden
w; »: Halbwertsbreite des Peaks [s]
Sollen die Bodenzahl oder Bodenhéhe flr den Vergleich der Leistungsfahigkeit zweier Saulen
genutzt werden, ist es zwingend notwendig fur den Vergleich den gleichen Analyten zur

Bestimmung zu verwenden.

Zur Charakterisierung der Gesamtselektivitat einer S&ule hilft die Betrachtung der
chromatographischen Auflosung. Die Aufldsung beschreibt die Breite der Trennung zweier
Banden und ist damit ein quantitatives Maf3 fur die Fahigkeit zwei Analyten zu trennen.

Rs — 2[(tr)p—(tr) Al

Wa+wp

(19)

mit  (tz),: Retentionszeit der Komponente x [s]

w,: Basispeakbreite der Komponente x [s]
Die Auflésung kann unter anderem durch die Variation von Temperatur, Zusammensetzung
und FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase sowie S&aulenldange und Partikelgrof3e des

Packungsmaterials beeinflusst werden.[*%

2.21. Gaschromatographie
Als Gaschromatographie wird die Trennung eines Analyten mit einer gasférmigen mobilen
Phase an einer festen (Gas-Fest-Chromatographie, engl. gas-solid-chromatography GSC)
oder flussigen (Gas-Flissig-Chromatographie, gas-liquid-chromatography GLC) stationaren
Phase bezeichnet. Die Nutzung einer flissigen stationdren Phase ist dabei die deutlich
haufiger genutzte Variante, weshalb diese auch als Gaschromatographie (GC) bezeichnet
wird. In der GSC erfolgt die Trennung der Analytkomponenten in Folge physikalischer
Adsorptionsprozesse an der Oberflache der stationdren Phase. Da diese Prozesse einen
nichtlinearen Charakter aufweisen kommt es bei dieser Technik zu einem starken Tailing des
Peaks (Abklingen des Peaks nach dem Maximum deutlich langsamer als Anstieg vor dem
Maximum). Fur die GLC werden flissige Phasen auf der Oberflache der inerten
Séaulenpackung oder an den Wéanden von Kapillaren immobilisiert. Zur Trennung wird der
Analyt zun&achst verdampft und anschliel3end von dem Trenngas durch die Saule transportiert.
Zwischen dem Analyten und der mobilen Phase treten dabei keinerlei Wechselwirkungen auf,

das Trenngas dient ausschlieRlich dem Transport des Analyten.®

Um die Einflisse von Temperatur und Druck berticksichtigen zu kénnen, werden in der Theorie

der GC Volumina statt Zeiten als Einheit verwendet:

Ve=tg F (20a)
(20b)
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mit  Vi: Retentionvolumen [ml]
Vi: Totvolumen [ml]
F:Volumenstrom [ml/s]

Prinzipiell werden zwei Arten von Saulen in der GC verwendet. Zum einen gepackte Saulen
welche zwischen 1 und 5 m lang sein kénnen. In dieser Saulenart ist die stationare Phase als
dunner Flussigkeitsfilm auf feinverteilten inerten festen Tragern adsorbiert. Alternativ kann die
stationdre Phase auch chemisch an das Tragermaterial gebunden werden. Dies hat den
Vorteil, dass keine immobilisierte Flissigkeit wahrend des Elutionsvorgangs aus der Saule
gespult werden kann (Ausbluten), weshalb diese Sé&ulen hohere Lebensdauern und
Temperaturstabilitaten aufweisen. Typische Tragermaterialien sind Kieselgel oder Kieselgur,
porose Glaskugeln oder Polymere. Diese liegen als kleine einheitliche spharische Teilchen mit
einem Durchmesser von 150 - 250 ym und spezifischen Oberflachen zwischen 0,5 und 4 m2/g

vor. Die Teilchen sind chemisch inert und thermisch sowie mechanisch stabil.

Die zweite Saulenart wird durch die Kapillarsdulen gebildet. In diesen Saulen wird kein
Packungsmaterial bendétigt. Die stationdre Phase ist entweder direkt als dinner
Flussigkeitsfilm auf der Kapillarwand aufgetragen oder die innere Oberflache ist mit einem
Tragermaterial beschichtet, welches mit der stationdren Phase impragniert ist. Diese Saulen
koénnen bis zu 100 m lang sein und zeigen daher bessere Trennvermdgen als die gepackten
Saulen. Eine Flussigkeit, die als stationdre Phase verwendet werden soll, muss eine geringe
Fluchtigkeit (optimal ist ein Siedepunkt von mindestens 100 °C oberhalb der
Saulenbetriebstemperatur), hohe thermische Stabilitat, hohe chemische Inertheit sowie fiir die
Trennung passende Losungsmitteleigenschaften (Verhéltnis der Verteilungskoeffizienten der
Komponenten sowie Retentionsfaktoren in vergleichbarem Bereich) aufweisen.? Als
stationdre Phasen werden haufig Polysiloxan-Derivate verwendet, aber auch ionische
Flussigkeiten werden in den letzten Jahren immer stérker erforscht, da sie hohe Selektivitaten
aufweisen, wahrend sie an die Effizienz der Polysiloxane noch nicht heranreichen.'%
Probleme konnen durch Silanolgruppen des Packungsmaterials oder der Kapillarwéande
entstehen. Polare oder polarisierbare Probenkomponenten kénnen daran durch physikalische
Adsorption zurtickgehalten werden. Dieses Problem wird durch Desaktivierung der

Oberflachen behoben. Die Desaktivierung erfolgt durch Silanisierung mit Dimethylchlorsilan.

Die Saulentemperatur ist in der GC eine wichtige Variable. Sie hat einen direkten Einfluss auf
die Trennung und auf die Elutionszeiten. Die optimale Temperatur hangt dabei vom
Siedepunkt des Analyten und dem gewtinschten Trennungsgrad ab.?'° Um eine deutliche
Trennung von Analytkomponenten zu erreichen, missen sich die Verteilungskoeffizienten der
Komponenten deutlich unterscheiden. Sind die Verteilungskoeffizienten allerdings zu klein,

kommt es zu sehr kurzen Retentionszeiten und damit einer unvollstandigen Trennung.
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Genauso konnen sehr grof3e Verteilungskoeffizienten zu sehr langen Retentionszeiten fiihren.
Eine gewisse Ldslichkeit des Analyten in der stationdren Phase ist notwendig, weshalb
stationdre Phase und Analyt eine dhnliche Polaritat aufweisen sollten. Die Auftrennung zweier
Komponenten wird durch ihre relative Fllchtigkeit bestimmt. Fir chemisch verwandte

Verbindungen ist der Aktivitatskoeffizient die Trenngrundlage.

Die Wechselwirkungen, welche typischerweise zwischen Analyt und stationarer Phase
auftreten, sind London-Krafte, also unspezifische Dispersionskrafte, Kessom-Krafte
(Orientierungskrafte zwischen permanenten Dipolen), Debye-Kréafte (Induktionskréfte
zwischen permanenten und induzierten Dipolen) und chemische Bindungskrafte in Form von

Ladungs-Ubertragungs-Komplexen.

2.2.2. Flissigchromatographie

Die klassische Flussigchromatographie (engl. liquid chromatography, LC) von Mikhail Tswett
aus dem Jahre 1906 arbeitet mit Glasséaulen, die einen Innendurchmesser von 1-5 cm und
Langen von 50-500 cm aufweisen.!% Die Saulen sind mit einem mit Feststoffpartikeln
(Tragermaterial) mit einem Durchmesser von 150 bis 200 um gefullt, auf welchen eine
Flissigkeit adsorbiert ist. In dieser Methode kann die Leistung nur durch Verkleinerung der
KorngroRen des Tragermaterials verbessert werden, wobei die notwendigen Driicke nicht
mehr mit der Glassaule zu vereinbaren sind. Theoretische Grundlage dazu ist die Abhangigkeit
der Bodenhthe vom Massentransferkoeffizienten. Dieser ist proportional zum Quadrat des
Teilchendurchmessers, weshalb dessen Verringerung die Bodenhohe stark herabsetzt.

Heute gibt es viele verschiedene Methoden der LC, denen allen die fliissige mobile Phase
gemein ist. Sie unterscheiden sich in den zugrundeliegenden Trennmechanismen und/oder

der stationaren Phase:**7

¢ Verteilungschromatographie

e Adsorptions- oder Fliissig-Fest-Chromatographie
e lonenaustausch- bzw. lonenchromatographie

e Ausschlusschromatographie

o Affinitatschromatographie

e Chirale Chromatographie

Zur Steigerung der Leistung werden in diesen Methoden kleinere Teilchen (3-10 ym) mit
hohen Dricken verwendet. In solchen Systemen wird von Hochleistungs-Flissig-
Chromatographie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) gesprochen. Da
heute fast ausschliel3lich unter Druck gearbeitet wird, werden LC und HPLC oft synonym
verwendet. Die HPLC ist eine sehr empfindliche und anpassungsféhige Technik, da sich die

verschiedenen Methoden gegenseitig in ihrem Anwendungsgebiet erganzen.
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Die Saulen der HPLC bestehen fir gewohnlich aus 5 bis 25 cm langen Stahlrohren mit einem
Innendurchmesser von 3-5 mm. Seit den 1980er Jahren sind auch Mikrosaulen von 3-7,5 cm
Lange und 1-4,6 mm Innendurchmesser erhdltlich. Die TeilchengroBen des
Packungsmaterials variieren dabei zwischen 3,5 oder 10 ym bzw. 3 und 5 uym fur Mikrosaulen.
Mikrosaulen bieten den Vorteil von hoheren Messgeschwindigkeiten mit geringerem
Lésungsmittelverbrauch. Zwei verschiedene Arten von Packungsmaterialien kénnen in der
HPLC verwendet werden. Zum einen filmiberzogene, nicht porése spharische Glas- oder
Kunststoffteilchen. Die Uberzugsfilme bestehen dabei zum Beispiel aus einer diinnen Schicht
aus Kieselgel, Aluminiumoxid oder Polystyroldivinylbenzolkunstharzen. Die andere
Moglichkeit ist der Einsatz von porésen Mikropartikeln mit sehr engen
PartikelgroRenverteilungen. Diese bestehen meist direkt aus Kieselgel, Aluminiumoxid,

Polystyroldivinylbenzolkunstharzen oder lonenaustauscherharzen.*%

Neben der bereits diskutierten Bandenverbreiterung innerhalb der Séaule kann bei der HPLC
auch saulenexterne Bandenverbreiterung auftreten. Dabei entsteht beim Transport des
Eluenten durch die Kapillaren des Systems (Injektor, Detektor, Verbindungen zwischen den
Bauteilen) ein laminares Stromungsprofil. In der Mitte der Kapillaren liegen hohere
FlieBgeschwindigkeiten vor als an ihren Wéanden. In der GC kénnen solche Effekte durch
Diffusion ausgeglichen werden. Gleiches ist in Flissigkeiten aufgrund der kleineren
Diffusionskoeffizienten nicht mdglich. Daher muissen, besonders fir Saulen mit geringem
Durchmesser, die Innendurchmesser saulenexterner Komponenten reduziert werden
(= 0,25 mm).l119

Allgemein kdnnen vier verschiedene Trennprinzipien in einer LC zugrunde liegen: Adsorption,
Verteilung, lonenaustausch und Ausschluss. Diese Prinzipien treten kaum isoliert, sondern
meistens zu Teilen gleichzeitig auf. Fir die meisten Methoden sind zwei Arbeitsweisen
denkbar. Zum einen die isokratische, in der mit einer gleichbleibenden
Lésungsmittelzusammensetzung gearbeitet wird, und zum anderen die Gradientenelution. In
Zweiterer wird die Losungsmittelzusammensetzung laufend nach einem bestimmten

Programm wahrend der Elution verandert.™
Auf zwei der genannten Methoden der LC soll im Folgenden naher eingegangen werden.
Verteilungschromatographie

Die Verteilungschromatographie ist die am h&ufigsten genutzte flissigchromatographische
Methode. Sie wurde urspringlich fur polare, ungeladene Verbindungen mit relativen
Molmassen von weniger als 2.000 g/mol genutzt, heute ist auch die Analyse von ionischen
Verbindungen mdglich. Die stationdre Phase ist eine mit der mobilen Phase nicht mischbare

Flissigkeit, die in zwei Formen vorliegen kann. Zum einen ist die Verwendung von
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immobilisierten Flissigkeiten moglich (Flissig-Flissig-Chromatographie). Diese wird durch
physikalische Adsorption auf dem Tragermaterial gebunden. Das Tragermaterial besteht dabei
meist aus Kieselgel oder Aluminiumoxid. Mit solchen stationaren Phasen lasst sich keine

Gradientenelution nutzen, da dies zum Ausbluten der Saule fiihren wirde.

Die andere Form der stationdren Phase ist die Verwendung von chemisch gebundenen
Phasen, wie sie auch in der GC verwendet werden. Diese sind mit der Gradientenelution
kompatibel und die Trégermaterialien bestehen fast ausschlie3lich aus Kieselgel oder
basieren darauf. Es werden einheitlich pordse Teilchen mit Durchmessern von 3 bis 5 um
eingesetzt, deren vollstandig hydrolysierte Oberflache aus chemisch reaktiven Silanolgruppen
bestehen. Diese werden meist mit Siloxanen beschichtet. Nicht umgesetzte Silanolgruppen
mussen auch hier desaktiviert werden, was haufig durch ,Uberkronen‘ mit Chlortrimethylsilan

geschieht.[0

Die Wahl der Polaritéaten der Phasen ist abhangig von dem Ldsungsverhalten des Analyten,

weshalb sich zwei Arten der Verteilungschromatographie ergeben.

Far in unpolaren Ldsungsmitteln gut I6sliche Analyten wird die sogenannte
Normalphasenchromatographie angewendet. In diesem Falle ist die stationare Phase aus
einer hoch polaren Verbindung hergestellt, wahrend die mobile Phase im Vergleich unpolarer
ist. Es lasst sich dabei beobachten, dass die unpolarsten Komponenten zuerst eluieren. Wird

die Polaritdt der mobilen Phase erhéht, nehmen die Elutionszeiten aller Komponenten ab.

Fur Analyten, welche eine hohe Ld&slichkeit in polaren Medien aufweisen, wird hingegen die
Umkehrphasenchromatographie verwendet. In diesem Falle ist die mobile Phase die polare
Komponente des Systems, wahrend die stationdre Phase unpolar ist. Daher eluieren hier die
polarsten Komponenten zuerst, und die Elutionszeiten nehmen mit steigender Polaritat der
stationdren Phase zu. Zur Herstellung von stationaren Phasen, fir die
Umkehrphasenchromatographie, werden die Silanolgruppen des Tragermaterials mit
Alkylchlorsiloxanen umgesetzt. Diese richten sich senkrecht zur Kornoberfliche des

Tragermaterials aus, sodass birstenartige Oberflachen entstehen.

Da in der Verteilungschromatographie signifikante Wechselwirkungen zwischen den Analyten
und der mobilen Phase auftreten, missen stationdre und mobile Phase gut abgestimmt
werden, um die Trennung zu optimieren. Dies geschieht im Wesentlichen tber die Polaritat:
sind die Polarititen von mobiler Phase und Analyt zu &hnlich, ist die resultierende

Retentionszeit zu kurz, sind sie zu unterschiedlich ist die Retentionszeit zu lang.
GroRenausschlusschromatographie

Die Grolenausschlusschromatographie (engl. size exclusion chromatography, SEC) wird

auch als Gelpermeationschromatographie bezeichnet und wird vor allem zur Trennung
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hochmolekularer Analyten eingesetzt. In dieser Methode basiert die Trennung der

Komponenten auf ihrer GroRe. 13

Die Saulen sind in dieser Methode gepackt mit pordsen Kieselgel- oder Polymerteilchen mit
Durchmessern zwischen 5 und 10 ym. Die Polymerteilchen kénnen dabei zum Beispiel aus
qguervernetztem Styrol-Divinylbenzol-Copolymeren bestehen. Die Porengrof3en der Teilchen
sind dabei durch den Anteil aus Divinylbenzol gegeben, da dieses den Vernetzungsgrad
bestimmt. Da dieses Polymer selbst unpolar ist, kann es auch nur mit unpolaren mobilen
Phasen verwendet werden. Heutzutage sind auch hydrophile Gele (z.B. sulfonierte
Divinylbenzol- oder Polyacrylamidharze) erhéltlich, welche polare mobile Phasen zuganglich
machen. Das Kieselgel jedoch zeigt den Polymer-basierten Trennmaterialien gegenuber
einige Vorteile, wie zum Beispiel die Stabilitdt gegentber hohen Dricken, die Toleranz einer
Bandbreite von Lésungsmitteln und hohen Temperaturen. Es hat allerdings den Nachteil, dass

es zu Adsorption neigt und den Abbau des Analyten katalysieren kann.

In beiden Fallen liegt innerhalb der Saule ein Netzwerk aus gleichmafigen Poren vor, welches
vollstandig von der mobilen Phase durchdrungen ist. Die Analytmolekile kbnnen genauso wie
die Molekile der mobilen Phase in die Poren diffundieren. Im Gegensatz zu den anderen
Methoden der LC liegen hier keine chemischen oder physikalischen Wechselwirkungen
zwischen der stationaren Phase und dem Analyten vor.% Die Trennung der Komponenten
erfolgt Giber ihre Aufenthaltsdauer in den Poren, welche durch die effektive Grof3e der Molekile
bestimmt wird. Es lassen sich daher drei Bereiche von MolekilgroRen fir eine Saule
bestimmen. Molekiile, welche gréRer sind als die durchschnittliche Porengrof3e, kdnnen nicht
in die Poren eindringen. Ihnen steht nur das Volumen zwischen den Teilchen der Packung zu
Verfigung, sie eluieren daher als erstes. Dahingegen kdénnen Molekile, welche sehr viel
kleiner als die durchschnittliche Porengréi3e sind, ungehindert im Gel permeieren. lhnen steht
das gesamte Volumen der Saule zu Verfligung, weshalb sie zuletzt eluieren. Zwischen diesen
beiden Extremfallen werden die Molekile anhand ihrer Gré3e an der S&ule fraktioniert. Die
GroRRe bestimmt, welcher Anteil des Porenvolumens dem Molekil zu Verfligung steht, und wie
lange es daher braucht, um die Saule zu durchqueren. Mathematisch lasst sich das den

Molekilen zur Verfiigung stehende Volumen nach Gleichung (21) ausdriicken.

VE=V0+K"/}’) (21)
mit  Vg: Elutionsvolumen [ml]
Vo: Zwischenkornvolumen = Totvolumen [ml]
V,: Porenvolumen [ml]
K:zuganglicher Anteil des Porenvolumens = Verteilungskoef fizient
In der SEC konnen die Elutionsvolumina mit Hilfe von Kalibrierkurven ausgewertet werden,
um Informationen Uber die Molmassen der Molekile zu erhalten. Dazu werden

Standardsubstanzen verwendet, deren Molmassen, chemische Struktur und Architektur
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bekannt sind und welche &hnliche Eigenschaften wie der Analyt aufweisen. Da in der SEC die
Volumina des Analyten in Lésung (hydrodynamische Volumina) ausschlaggebend fir die
Trennung und damit die Elutionsvolumen sind, sollte die Standardsubstanz im idealen Fall
ahnliche hydrodynamische Volumina bei den gleichen Molmassen zeigen. Grundlage dieser
Kalibrierung ist der logarithmische Zusammenhang zwischen dem Elutionsvolumen und der
relativen Molekilmasse (Abbildung 13 b). Im mittleren Molekilgréf3enbereich kann dieser

Zusammenhang uber eine Gerade ausgedruckt werden:

lg(M) =a—b Vg (22)

mit  M: Molmasse [g/mol]
a,b: Regressionsparameter

In Abbildung 13 sind die verschiedenen Bereiche fiir Molekiile in der SEC verdeutlicht.
Molekile, welche groRBer sind als die Ausschlussgrenze der Poren zeigen einen
Verteilungskoeffizient von K = 0. Unabhéngig von GrdRenverteilungen eluieren diese
Molekdle alle mit dem gleichen Elutionsvolumen V; =V, (Abbildung 13 a V; = 4,8 ml). Dieses
Volumen kennzeichnet gleichzeitig den Beginn des linearen Bereichs der Kalibrierkurve. Am
anderen Extremum sind die Molekile kleiner als die Permeationsgrenze (Abbildung 13 a V; =
11,0 ml). Auch hier kann keine weitere Trennung der Molekule nach ihrer Grol3e erfolgen. Der
Verteilungskoeffizient ist fir alle Moleklle gegeben mit K = 1, daher zeigen auch hier alle
Molekile dasselbe Elutionsvolumen Vg =V, + V},. Dieses Volumen kennzeichnet gleichzeitig
das Ende des linearen Bereichs (Abbildung 13 b).
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Abbildung 13: Elutionsvolumina fur vier Komponenten mit unterschiedlicher Gréf3e (a) und der Zusammenhang mit
der Kalibrierfunktion der SEC (b).!
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SEC Systeme mit Styrol-Divinylbenzol basierenden Saulen werden héufig eingesetzt, um
Polymere zu analysieren. Elutionszeiten solcher Systeme liegen in der Regel zwischen 30 und
60 Minuten. Um sicherzustellen, dass keine Wechselwirkungen zwischen Analyt und Saule
auftreten, kann es notwendig sein verschiedene SEC-Systeme, welche verschiedene
Lésungsmittel verwenden, zu nutzen, um eine groRe Reihe an Polymeren zuganglich zu
machen. An dieser Stelle kommt erschwerend hinzu, dass die herkdbmmlichen Saulen nicht
oder nur langsam auf neue Ldsungsmittel umgestellt werden kdnnen. So sind
Lésungsmittelwechsel meist nicht nur sehr zeitaufwendig, sondern auch mit Verlusten der

Trenneffizienz verbunden.?

Das in dieser Arbeit genutzte System ist die im letzten Jahrzehnt entwickelte Advanced
Polymer Chromatography™ (APC) der Firma Waters. Dieses System ist ein
Ultrahochleistungs-SEC System (UHPLC). Derartige Systeme arbeiten mit Ethylen
verbrickten Hybrid (BEH)-Packungen in den S&ulen. Diese sind im Vergleich zu den Styrol-
Divinylbenzol-Teilchen stabiler gegen hoéhere Driicke und zeigen auch eine hdhere Stabilitat
fur verschiedene Ldsungsmittel.!*4 Fur die APC konnte in den letzten Jahren eine groRe
Variation an Lésungsmitteln als mdgliche mobile Phase etabliert werden.*' Auch konnte an
einer kleinen Auswahl gezeigt werden, dass der Prozess des Losungsmittelwechsels, welcher
gewdhnlich mit einem Umquellen der Saulenpackung und dem daraus resultierenden Verlust
an Sauleneffizienz verbunden ist, flr diese Saulen kein Problem darstellt. Styrol-Divinylbenzol
basierende Saulenpackungen quellen in der mobilen Phase. Dabei werden sowohl die Poren
zuganglich als auch potenziell Bereiche zwischen den Teilchen innerhalb der Saule
unzuganglich. Soll die mobile Phase gewechselt werden, muss beachtet werden, dass die
Saulenpackung in dem neuen Lésungsmittel ein anderes Quellverhalten zeigen kann. Daher
muss der Wechsel langsam und mit geringen Flussgeschwindigkeiten durchgefiihrt werden,
und es kann zu vermehrten unzugéanglichen Bereichen in der Sadule kommen. Dies ist der
Grund fiir den erwahnten Verlust der Trenneffizienz. BEH basierende S&ulen zeigen kaum
Quellungen und kénnen daher schnell umgespult werden. Summers, Shia und Fountain
konnten zeigen, dass auch der mehrmalige Wechsel der mobilen Phase zu wiederholbaren
Trennleistungen mit Unterschieden <2% flihren.['8l Messzeiten der APC variieren je nach
Saulenlange und Flussrate zwischen 4 und 7 Minuten, wahrend die Trennleistung der S&ulen
mit denen der herkmmlichen SEC vergleichbar bleibt.!17]
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Abbildung 14: Struktur der Styrol-Divinylbenzol-Copolymere (a) und Ethylen verbriickte Polysilane (b).
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223. Detektoren
Fir die LC und SEC stehen viele verschiedene Detektoren in verschiedenen
Kombinationsmdglichkeiten zu Verfliigung. Es gibt zwei Mdéglichkeiten diese Detektoren zu
unterteilen. Die erste Mdoglichkeit differenziert auf Grundlage der Eigenschaft, welche zur
Detektion genutzt wird. Unterteilt wird danach in zwei Gruppen. Detektoren der ersten Gruppe
nutzen die Anderung einer Eigenschaft des Eluenten in Anwesenheit des Analyten (z.B.
Brechungsindex (engl. refractive index, (RI), Dielektrizitatskoeffizient oder Dichte). In der
zweiten Gruppe hingegen, werden Eigenschaften ausgenutzt, die nur der Analyt, nicht aber
die mobile Phase alleine aufweist (z.B. UV-Absorption, Fluoreszenz, Diffusionsstrom).% Die
andere Mdglichkeit der Einteilung unterteilt in physikalische und chemische Detektoren.
Kdnnen die Detektoren in Kombination synergetisch zusammenarbeiten, um zum Beispiel
Informationen bezuglich Polymerarchitektur und Thermodynamik verdinnter Ldsung
zuganglich zu machen, handelt es sich um physikalische Detektoren. Chemische Detektoren
ergéanzen sich hingegen nur additiv in ihren Ergebnissen (UV/Vis, Infrarot (IR), NMR, MS,
u.a.).® Am haufigsten finden konzentrationsempfindliche Detektoren Anwendung. Diese
messen das entsprechende Signal in Abhéangigkeit zur Konzentration des Analyten an jeder
von der Saule eluierenden Schicht. Beispiele fur solche Detektoren sind RI, UV/Vis und IR.

Die Funktionsweise von zwei dieser Detektoren wird nachfolgend genauer erlautert.
Differenzialrefraktometer:

Die Konzentration ¢ einer Losung kann in Abhangigkeit von den Brechungsindices der Lésung
n;, des reinen Lésungsmittels n, und des reinen Analyten n, ausgedriickt werden. Durch
diesen Zusammenhang lasst sich die Abhéngigkeit des Brechungsindex der Lésung von der

Analytkonzentration ableiten, welche im Funktionsprinzip dieses Detektors genutzt wird."!

n; € ny + (np —ng)c (23)
In RI-Detektoren ist die Messzelle in zwei Halften geteilt: die Messhalfte und die
Referenzhadlfte. Ein Lichtstrahl durchquert dabei beide Halften der Zelle. Diese sind durch eine
Wand getrennt, deren Winkel so gewahlt wird, dass unterschiedliche Brechungsindices in
beiden Losungen zur Krimmung des einfallenden Strahls fiihren. Die resultierende
Verschiebung des Strahls in Bezug auf die photosensitive Oberflache einer Photodiode
verursacht dabei eine Anderung des Ausgangssignals. Der Vorteil dieser Detektoren ist, dass
sie auf nahezu alle Substanzen ansprechen und zuverlassig und unabh&ngig von
FlieRgeschwindigkeiten sind. Voraussetzung fur die Messung einer Substanz ist nach
Gleichung (23), dass sich ihr Brechungsindex von dem des L&sungsmittels unterscheidet.
Brechungsindices sind allerdings stark temperaturabhéngig und erfordern daher eine
Temperierung auf ein tausendstel Grad genau. Mit der Gradientenelution sind sie auf Grund

des Abgleiches mit der Referenzhaélfte nicht kompatibel.*?
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UV/Vis-Detektoren:

Diese Detektoren basieren auf Ultraviolett-Absorption und sind weit verbreitet in LC- und SEC-
Systemen. Voraussetzung fur deren Funktion ist die Verwendung einer mobilen Phase, welche
UV-durchlassig ist, und eines Analyten, der im ultravioletten Bereich absorbiert. Zur Analyse

wird die GesetzmaRigkeit nach Lambert-Beer genutzt:®

A=lg(17°)=£-c-d (24)

mit  A: Absorbanz
Iy: Intensitat des einfallenden Lichts
I: Intensitat des transmittierten Lichts
s:molarer Extinktionskoef fizient [dm3/(mol - cm)]
c: Konzentration der absorbierenden Substanz [mol/dm?]
d:Schichtdicke [dm]

Das Volumen der Messzelle wird dabei so gering wie mdglich gehalten, um auch die
saulenexterne Bandenverbreiterung so gering wie moglich zu halten. Oft werden
Zweistrahlgerate verwendet. Dabei wird ein Strahl direkt durch die mit Eluent gefiillte
Durchflusszelle geleitet, wahrend der Zweite als Referenzstrahl verwendet wird. Durch
Vergleich beider Strahlen kann ein Chromatogramm erstellt werden, wobei die Absorbanz

gegen die Zeit aufgetragen wird.[*10

Aufgrund der Belastbarkeit und Unabhangigkeit gegentiber den Flie3geschwindigkeiten soll in

dieser Arbeit ein RI-Detektor flr das SEC-System verwendet werden.

2.3. Kopplungssysteme
Die Informationen, welche aus einer Analysemethode gewonnen werden, kénnen durch die
Kopplung von zwei Methoden noch potenziert werden. Dabei kann es sich um die Verbindung
der gleichen Technik, wie zum Beispiel Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS), der GC/GC,
oder zwei verschiedener Techniken handeln. Eine Vielzahl solcher Kopplungen werden
routinemafig im Laborbetrieb eingesetzt. Dazu zahlen unter anderem die Kopplung von
Chromatographie- und Spektroskopiemethoden (GC/MS, LC/MS, LC/UV/Vis, u.a.). Besonders
effektiv sind Kopplungen dann, wenn sie online, das heil3t simultan, betrieben werden

kénnen.

2.3.1. Kopplung von Chromatographie und Massenspektrometrie
Die beiden meist genutzten chromatographischen Methoden fir eine Kopplungen mit der

Massenspektrometrie sind GC- und LC-Methoden.

Besonders die Kapillar-GC eignet sich fur derartige Kopplungen. Der Tragergasstrom ist so
klein, dass er direkt in die lonisationskammer geleitet werden kann. Haufig werden dafur

sogenannte offene Kopplungen verwendet, in denen eine lose Verbindung zwischen der

35
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Trennsaule, welche unter Normaldruck arbeitet, und der evakuierten lonenquelle genutzt wird.
Die Verbindung von GC-Systemen mit gepackten Saulen und MS-Systemen benétigt dagegen
Separatoren. Diese reduzieren den Gasstrom, indem sie mit dem Strahlprinzip arbeiten. Der
Gasstrom wird durch eine Duse ins Vakuum geleitet, wobei die schwereren Analytmolekiile
angereichert werden und Uber das Transferrohr zur lonenquelle gelangen, wahrend die
leichteren Tragergasmolekile im Vakuum abgesaugt werden. Zur Kopplung mit der GC sind
Quadrupol- und Magnetfeldsektor-MS-Systeme kommerziell erhaltlich, welche direkt auf den
Betrieb in der Kopplung ausgelegt sind. Wéahrend diese Gerate die Mdoglichkeit bieten,
vollstandige Massenspektren fir jeden Peak aufzunehmen oder sich auf eine einzelne Masse
zu konzentrieren, kann mit einfachen GC/MS-Kopplungen nicht zwischen Isomeren

unterschieden werden.

Die LC/MS-Kopplungen kdnnen wertvolle Informationen fur Vielkomponentensysteme liefern,
lassen sich aber meist nicht direkt realisieren. Da nur ,Microbore®-Saulen bei
Flussgeschwindigkeiten (10-50 pl/min) arbeiten, welche mit den lonisationstechniken der
Massenspektrometrie vereinbar sind, wurden fiir LC/MS-Kopplungen verschiedene

Schnittstellen entwickelt:

» Moving-Belt-Interface: Der Analyt und das Solvenz werden auf einem Transportband
durch eine beheizte Kammer bewegt. Dabei wird das Lésungsmittel verdampft und der
Analyt zur lonisierung weiterbefordert.

» Partikelstrahlinterface: Diese Schnittstelle &hnelt dem Separator der GC/MS-Kopplung.
Der Eluent wird bei einem Fluss von 0,1-1 ml/min mit Helium als Hilfsgas zerstaubt und
bei 50 °C und 0,3 bar in eine Desolvatationskammer Uberfihrt. Dort wird das
Lésungsmittel verflichtigt und in der nachsten Kammer von den aufkonzentrierten
Analytmolekilen getrennt, da diese aufgrund ihres hoheren Impulses weiter zur MS-
lonenquelle gelangen. Der Analyt wird bei 250 °C verdampft und mit El oder ClI
ionisiert. Diese Schnittstelle kann mit Normal- und Umkehrphasenchromatographie
betrieben werden, da das Losungsmittel allerdings gut verdampfbar sein muss, wird es
vor allem fur unpolare und mafig polare Verbindungen verwendet.

» Thermosprayinterface: Die Verdampfung bzw. Versprihung der mobilen Phase mit
Flussgeschwindigkeiten bis zu 2 ml/min erfolgt in einer beheizbaren Kapillare. Dabei
erfolgt eine direkte lonisierung des aus Solvenz und Analyt bestehenden Aerosols tber
einen Ladungsaustausch. Zu diesem Zweck muss dem Eluenten bereits ein Salz
zugegeben werden. Diese lonisierung ist relativ weich, weshalb kaum bis gar keine
Fragmentierung des Analyten beobachtet werden kann. Voraussetzung fir diese
Schnittstelle ist die Loslichkeit des Salzes in der mobilen Phase, daher eigenen sich

besonders polare Verbindungen an Umkehrphasen.
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» lonisation unter Atmospharendruck: Einige lonisationstechniken der MS werden unter
Atmosphéarendruck betrieben. Diese kénnen in den Kopplungen gut genutzt werden.
Die ESI zum Beispiel kann mit kleinen Flussraten von 1-20 pl betreiben werden und
eignet sich fir maRig bis stark polare, ionische oder makromolekulare Verbindungen.
Eine andere Mdglichkeit ist die Nutzung der APCI. Hier wird durch einen beheizten
pneumatischen Zerstauber ein Aerosol erzeugt, welches anschlieend durch
Koronaentladung in ein Plasma uberfuhrt wird. Die lonisation der Analyten wird durch
lonen aus dem Losungsmittel oder Pufferbestandteilen induziert. Eine dritte
Mdglichkeit bietet die APPI. Dabei erfolgt die lonisation durch Photonen aus einer UV-
Lampe. Um den Analyten mit guter Wahrscheinlichkeit ionisieren zu kénnen, werden
allerdings Dotanten (z.B. Toluol) als Vermittler zwischen Photon und Analyt bendétigt,

da andernfalls bevorzugt Lésungsmittelmolekiile ionisiert werden.

In dieser Arbeit soll das SEC-System mit einem ESI-Massenspektrometer gekoppelt werden.
Dazu wird der Eluent nach der Saule mit Hilfe eines Splitters getrennt, sodass die Flussmenge,
welche in die lonenquelle geleitet wird, mit den Anforderungen der ESI kompatibel ist. Der

groRRere Anteil des Flusses wird in den RI-Detektor der SEC geleitet.

23.2. Tandem-Massenspektrometrie
Unter Tandem-Massenspektrometrie werden alle Techniken verstanden, bei denen
massenselektierte lonen einer weiteren massenspektrometrischen Analyse unterzogen
werden.*® Sje wird auch haufig als Massenspektrometrie-Massenspektrometrie (MS/MS)-
Kopplung bezeichnet. Diese Techniken machen Massenspektren vorausgewahlter,
fragmentierter lonen zuganglich. Voraussetzung fiir diese Messungen sind zwei Stufen der
m/z Analyse in dem genutzten Gerat. Im ersten Massenanalysator werden die lonen selektiert,
und das Vorlaufer (Precursor)-lon ausgewahlt. Es folgt eine Uberfilhrung in eine
Wechselwirkungszelle, in welcher das Precursor-lon fragmentiert wird, und anschlie3end eine
weitere Massenanalyse der Produktionen im zweiten Massenanalysator.''? Eine derartige
Durchfiihrung wird auch als Tandem-in-Space bezeichnet. Die beiden Massenanalysatoren
sind raumlich voneinander getrennt, und die Dissoziation erfolgt in einem Zwischenfragment.
Diese Durchfuhrung ist grundsatzlich in allen Geraten mit kontinuierlichem lonenstrahl

maglich.*19

Eine andere Moglichkeit wird Tandem-in-Time genannt. Dabei werden in einem einzigen
Analysator die Schritte der lonenselektion, -aktivierung und Produktionen-Analyse zeitlich

nacheinander durchgefiihrt. Eine ortliche Trennung liegt nicht vor. 19

Uber MS/MS-Experimente sind je nach Durchfilhrung verschiedene Spektrentypen

zuganglich. Produktionenspektren werden erhalten, wenn der erste Massenanalysator auf
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einen bestimmten m/z-Wert eingestellt wird, wahrend der zweite Analysator uber den
gesamten m/z-Bereich scannt. Dabei werden alle Produktionen eines Vorlauferions erfasst.
Dahingegen kann ein Vorlauferionenspektrum erhalten werden, wenn umgekehrt der erste
Massenanalysator Uber den gesamten Bereich scannt, und der zweite Analysator auf das m/z-
Verhdltnis eines bestimmten Fragmentions eingestellt wird. Diese Durchfiihrung ermdéglicht es,
Mitglieder einer Stoffklasse innerhalb einer Mischung zu identifizieren und Konzentrationen zu
bestimmen, da diese haufig gleiche Produktionen bilden. Eine letzte Mdglichkeit ist die
Aufnahme von Neutralverlustspektren. Dazu scannen beide Analysatoren Uber den m/z-
Bereich, haben dabei aber einen definierten Abstand. So kann festgestellt werden, welche
Vorlauferionen den gleichen Verlust eines bestimmten Neutralteilchens (z.B. CO; oder H,0)
zeigen.'9 Haufig wird die Bezeichnungsweise MS" genutzt, um die Stufenanzahl der

Massenanalyse in Tandem-MS-Experimenten zu kennzeichnen.

Die Dissoziation der Vorlauferionen kann auf verschiedene Arten erreicht werden. Es sollen
im Anschluss nur einige ausgewahlte genannt werden. Der einfachste Fall ist der von
metastabilen lonen, welche selbstandig nach einer bestimmten Zeit zerfallen, ohne dass
zusatzliche Aktivierung bendtigt wird. In diesen Fallen ist es wichtig, den zeitlichen Aufenthalt
der Precursor-lonen im ersten Analysator so einzustellen, dass der Zerfall zwischen beiden
Analysen stattfindet. Eine andere Methode ist die stoRinduzierte Dissoziation (engl. collision-
induced dissociation, CID). Diese stellt die wichtigste Aktivierungsmethode dar.*? Dabei
erfolgt die Dissoziation ansonsten stabiler lonen lber den Zusammenstold mit einem inerten
StoRRgas. Dieses Gas (He, N2, oder Ar) liegt in der Stof3zelle mit einem Druck vor, welcher
deutlich Uber dem umgebenden Hochvakuum liegt, die Ausbreitung des Gases erfolgt dabei
uber Diffusion.?! Eine weitere Moglichkeit ist die Dissoziation in Folge einer Steigerung der
inneren Energie der Precursor-lonen. Dies geschieht durch St63e mit der Oberflache von
Festkdrpern (engl. surface-induced dissociation, SID).['?2l1231 Dabei wird der einfallende
lonenstrahl so gelenkt, dass er im 45° Winkel auf eine Oberflache (Zell- oder Einfangwande)
trifft. Die Analyse erfolgt durch einen senkrecht zum lonenstrahl stehenden linearen
Quadrupol-Analysator.*?21241 Uper die Anordnung kann die Energie der einfallenden lonen
und damit der Grad der Fragmentierung gesteuert werden. Diese Methode wird erfolgreich zur
Strukturaufklarung von Proteinen eingesetzt.!? Auch der Einsatz chemisch modifizierter
Oberflachen, zum Beispiel in Form von dinne Filmen, zur besseren Dissoziation ist dabei
moglich.*1% Die letzte hier erwahnte Methode ist die Elektroneneinfangdissoziation (engl.
electron-capture dissociation, ECD). Dabei wird von dem Precursor-lon ein Elektron
eingefangen. Dies fihrt zur Verschiebung des Ladungszustandes, wahrend zunéchst die
Masse unverandert bleibt. Voraussetzung ist dementsprechend ein Precursor-lon, welches
mindestens eine Zweifachladung aufweist, damit es im weiteren Zustand noch geladen bleibt.

Weiterhin muss das lon vor dem Elektroneneinfang eine gerade Anzahl an Elektronen
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aufweisen, sodass das entstehende Radikal-lon dissoziieren kann. Die bei der Neutralisation
frei werdende Energie wird in innere Energie umgewandelt, und I6st dabei eine spontane
Dissoziation aus.'” GroRRe, mehrfachgeladene lonen sind dabei von Vorteil, da der Querschnitt
zum Elektroneneinfang grob mit dem Quadrat der lonenladung zunimmt.*2¢! Manchmal kann
auch hier ein Hilfsgas zugesetzt werden, um die Dissoziation zu unterstiitzen.' Bei der ECD
handelt es sich um eine im Vergleich neue Methode 126111271 mit einer breiten Anwendung in

der Sequenzierung von Biomolekulen. 2]

Fur die Analyse von Polymeren kann die Tandem-MS in unterschiedlichen Bereichen
eingesetzt werden. Es konnen individuelle Endgruppen identifiziert werden?%
Copolymersequenzen aufgedeckt!**® und zwischen Architekturen unterschieden werden.*3!
Auch zur Peptididentifikation wird MS/MS eingesetzt. Um die héaufig komplizierten
Fragmentspektren auszuwerten, wird dabei auf eine Sequenzdatenbank zurtickgegriffen. 32
Auch in der Metabolomik kommt MS/MS zur Identifikation der Komponenten einer Mischung
zum Einsatz. Die genutzten Spektralbibliotheken sind dabei haufig unvollstandig, sodass die

Analysen deutlich erschwert werden, und viele Metabolome unbekannt bleiben.!3!

2.4. Polymere
In Korper und Umwelt sind vielfaltige Makromolekile zu finden. Man kann sie in naturliche, wie
zum Beispiel Polysaccharide (Cellulose), Polypeptide (Enzyme) und Polynucleotide (DNA) und
synthetische Makromolekile unterteilen. Anders als ihre natirlichen Analoga sind synthetische
Polymere in der Regel polydispers. Das bedeutet, sie haben keine einheitliche Molmasse,
sondern eine Verteilung verschiedener Kettenlangen und Molmassen. Daher lassen sich
unterschiedliche Mittelwerte bestimmen, deren Art abh&ngig ist von dem Verfahren, welches

zu der Bestimmung genutzt wird.
Man unterscheidet:

e Zahlengewichtete mittlere Molmasse M,, (Zahlenmittel), welche zum Beispiel durch

Osmometrie bestimmt werden kann

M—n=%2iNi'Mi (25)

mit  N;: Zahl der Molekiile mit Molmasse M;
M;: Molmasse der Molekiile i
N: Gesamtzahl der Molekile

e Massengewichtete mittlere Molmasse M,, (Massenmittel), zum Beispiel durch
Lichtstreuung bestimmt
—_— 1 ZiNi'Miz 26

mit  m;: Masse der Molekiile mit Molmasse M;
m: Gesamtmasse der Molekiile
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o Viskositatsgewichtete mittlere Molmasse M_77 (Viskositatsmittel), gewonnen durch

Viskositatsmessungen
——  (YNgM 1/a (27)
My _( XiNi-M; )

mit  a: Exponent der Kuhn — Mark — Houwink — Sakurada — Gleichung

e Z-gewichtete mittlere Molmasse M, aus Sedimentationsexperimenten

— _ ZiNgM? 28
MZ:ZiNi‘MiZ 9

Die Unterschiede zwischen diesen Mittelwerten kdnnen als ein Maf fur die Breite einer
Molmassenverteilung genutzt werden. Die Polydispersitat D ist das Verhdltnis von

Gewichtsmittel zu Zahlenmittel.[134
=My 5 (29)

mit  B: Polydispersitat
Die Messungen mit SEC kdnnen die gesamte Molmassenverteilung eines Polymers zeigen,

und damit auch alle Mittelwerte (Abbildung 15) zugénglich machen.
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Abbildung 15: Beispielhafte Molmassenverteilung eines Polymers mit den mittleren Molmassen aus einer SEC-
Messung.

Neben der Molmassenverteilung kdnnen bei synthetischen Polymeren noch andere Arten von
Heterogenitaten vorliegen (Abbildung 16). Diese stammen aus den statistischen Prozessen,
welche in jeder Polymerisation vorliegen, wie zum Beispiel Initiation, Wachstum, Terminierung
und Ubertragungsreaktionen. Es ergeben sich drei zusétzliche Arten von

Heterogenitaten:[71135]
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e Verteilung von Funktionalitdtstypen: Endfunktionalitaten, Multifunktionalitaten,

Seitenkettenfunktionalitaten, etc.
Verteilung der Copolymerzusammensetzungen: zufallig, alternierend, blockartig,

gepropft,
o Verteilung der Topologie:

zyklisch, linear, sternférmig, verzweigt, dendritisch,

netzwerkartig
Molekulare Heterogenitaten

Molmassenverteilung Verteilung von Funktionalitaten

100 (\\

Intensitat

T
Molmasse [g/mol]

Verteilung der Copolymer- Verteilung der Topologie

zusammensetzung

™ f oy

Abbildung 16: Die Heterogenitaten innerhalb eines Polymers kénnen abh&ngig von seiner Komplexitat zwischen
einer Verteilung der Molmasse, Unterschieden der Funktionalitéaten, Verteilungen der Monomere innerhalb von

Copolymeren und Unterschieden in den Architekturen variieren.
Uber die Polymerisationsart kann die Breite der Verteilungen beeinflusst werden. So werden

mit kontrollierten radikalischen Polymerisationen zum Beispiel Polydispersitdten von b < 1,2
erreicht.’*®  Auch die Endgruppenfunktionalitaiten, Copolymerzusammensetzungen und

Topologien konnen Uber solche Methoden gut kontrolliert werden. 2371

241. Radikalische Polymerisation
Zur Synthese von Polymeren stehen verschiedenen Methoden zu Verfiigung.*% Sie konnen
zum Beispiel durch radikalische und anionische Polymerisationen oder Kondensationsreaktion
hergestellt werden. Die in dieser Arbeit hergestellten Polymere werden mit einer radikalischen

Polymerisation synthetisiert. Radikalische Polymerisationen kdnnen in freie und verschiedene

kontrollierte radikalische Polymerisationen unterteilt werden.
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Die freie radikalische Polymerisation kann in vier Reaktionsschritte unterteilt werden:
Initiatorzerfall, Kettenstart, Kettenfortpflanzung (Propagation) und Kettenabbruch
(Terminierung) (Abbildung 17 a-d).* Der Initiatorzerfall erfolgt entweder thermisch, durch
Lichteinwirkung oder infolge einer Redoxreaktion. Typische im Labor eingesetzte Initiatoren
sind Azobisisobutyronitril (AIBN) und Dibenzoylperoxid (DBP). Die entstandenen Radikale
kénnen anschlieRend mit dem ersten Monomer in einer radikalischen Addition reagieren und
so die Kette starten (Abbildung 17 b). Die erneute radikalische Addition weiterer
Monomermolekile fuhrt zur Propagation und damit dem Aufbau der Polymerkette (Abbildung
17 c). Eine Kette kann abgebrochen werden, indem entweder eine Kombinationsreaktion
zweier Polymerradikale zu einer inaktiven Kette fihrt oder eine Disproportionierung erfolgt
(Abbildung 17 d 1 bzw. 2). Bei der Disproportionierung fiihrt die Ubertragung eines
Wasserstoffradikals einer Kette auf einer andere zu zwei inaktiven Ketten. Diese
unterscheiden sich in den entstandenen Endgruppen. Wahrend die eine Kette mit Erhalt des
Wasserstoffradikals eine gesattigte Endgruppe aufweist, zeigt die andere eine ungesattigte
Endgruppe (Abbildung 17 d).
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Abbildung 17: Teilschritte der freien radikalischen Polymerisation.

Zusatzlich zu diesen Reaktionen konnen auch Ubertragungsreaktionen auftreten (Abbildung
17 e). Es gibt zwei Arten von Ubertragungsreaktionen. Beide fiihren zum Abbruch der
Polymerkette. Die erste Art der Ubertragung erfolgt mit einem Molekiil, welches selbst nicht in

der Lage ist, eine neue Polymerkette zu starten (z.B. Lésungsmittel, oder Verunreinigungen),
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da stabile Radikale gebildet werden. Damit wird die kinetische Kette ebenfalls abgebrochen.
Die zweite Art der Ubertragung erfolgt hingegen mit einem Molekiil, welches als Kettenstarter
dienen kann. Derartige Molekile werden oft gezielt zugesetzt und dazu genutzt, die Molmasse

zu regeln. Sie werden Ubertragungsreagenzien genannt.[3

Die freie radikalische Polymerisation zeigt einige Nachteile. So ist die Einstellung der mittleren
Molmasse nur geringfligig moglich. Die Initiatorkonzentration bt einen Einfluss auf die erzielte
Molmasse aus, da sie die Anzahl der gestarteten Ketten beeinflusst, doch sie wirkt sich damit
gleichzeitig auf die gesamte Polymerisationsgeschwindigkeit aus. Auch der Einsatz von
Ubertragungsreagenzien kann die Molmasse beeinflussen, dennoch ist eine gezielte
Einstellung der mittleren Molmasse nur Uber eine dritte Komponente moglich. Es werden
gewohnlich Molmassenverteilungen mit Polydispersitaten zwischen 1,5 und 2,5 erreicht. Dies
lasst sich durch den Initiatorzerfall, welcher Uber eine breite Zeitspanne stattfindet, und die
Statistik der Kettenabbriiche erklaren. Die geringe Lebensdauer der Radikale verhindert
gleichzeitig eine gezielte Endgruppenfunktionalisierung und damit den Aufbau von

komplexeren Polymerarchitekturen.

Aufgrund dieser Nachteile haben sich die kontrollierten radikalischen Polymerisationen
entwickelt. Das Hauptaugenmerk dieser Techniken liegt auf der Verlangerung der
Lebensdauer der Polymerradikale, sodass eine bessere Kontrolle Giber Abbruchsreaktionen
und damit Uber die erzielte Molmasse erreicht werden kann. Die Betrachtung von Abbildung
17 d zeigt, dass die Abbruchsreaktion quadratisch von der Radikalkonzentration abhéngig ist,
wahrend die Wachstumsreaktion eine lineare Abhangigkeit zeigt. Die Minimierung der
gesamten Radikalkonzentration wirde sich daher starker auf den Abbruch als auf das

Wachstum auswirken.

Diese Idee wird in den verschiedenen Ansatzen der kontrollierten radikalischen Polymerisation
genutzt. Die aktiven Polymerketten werden auf unterschiedliche Weise reversibel in eine
inaktive (schlafende) Spezies uberfuhrt. Dadurch wird die Radikalkonzentration deutlich
verringert und nur die aktive Spezies kann Wachstums- oder Abbruchsreaktionen durchlaufen.
Eine schnelle Gleichgewichtseinstellung sowie eine schnelle und vollstdndige Initiierung
ermdglichen dabei eine gute Kontrolle Gber die mittlere Molmasse bei einer engen
Molmassenverteilung.'%® Die Methoden der kontrollierten radikalischen Polymerisation
unterscheiden sich nur in der Natur des Gleichgewichts zwischen der schlafenden und der
aktiven Spezies. Eine Variante beruht auf der Uberfiihrung der Polymerradikale in die
schlafende Spezies mit Hilfe von stabilen Radikalen oder Ubergangsmetallkomplexen. In
diesen Féllen stellt sich das Gleichgewicht basierend auf dem Persistent Radical Effect (PRE)
ein. Die anfanglichen Kettenabbriiche filhren zu einem Uberschuss des persistenten Radikals,

welches mit den aktiven Kettenradikalen zur schlafenden Spezies kombinieren kann. So
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verschiebt sich das Gleichgewicht auf die Seite der schlafenden Spezies. Die schlafende
Spezies kann durch Warme, Licht oder Katalysatoreinfluss aktiviert werden. Die bekanntesten
Methoden, welche mit diesem Prinzip arbeiten sind die Atom Transfer Radical Polymerization
(ATRP) und die Nitroxide-mediated Radical Polymerization (NMRP).[241]

In dieser Arbeit soll die Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization
(RAFT) genutzt werden, um Poly(oligoethylenglykolmethacrylat) (POEGMA) herzustellen.
Diese Methode der kontrollieren radikalischen Polymerisation basiert auf der Minimierung der
Kettenabbriche mit Hilfe eines schnellen Austauschgleichgewichts. Ein Transferreagenz, in
diesem Fall das RAFT-Reagenz, Ubertragt die Radikalfunktion von einer Kette auf eine andere
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: zentrales Gleichgewicht des Kettenwachstums der RAFT.

Das Transferreagenz tUbernimmt daher die Rolle der schlafenden Spezies. Die Kontrolle der
Polymerisation folgt aus der deutlich héheren Austauschgeschwindigkeit im Vergleich mit der
Abbruchsgeschwindigkeit.}*?l Es stellt sich in der RAFT-Polymerisation ein Gleichgewicht
zwischen der schlafenden Spezies und zwei wachsenden Ketten P,- und Py ein. Eine schnelle
Austauschgeschwindigkeit sorgt dabei fir ein gleichméRiges Wachstum beider Ketten und
damit auch fur eine enge Molmassenverteilung.*3! Dafir wird ein strukturell gut an die Aktivitat
des Monomers angepasstes RAFT-Reagenz bendtigt. Es ist eine grof3e Varianz an RAFT-
Reagenzien verflgbar, sodass auch viele Monomere dieser Methode zuganglich sind.44
RAFT-Reagenzien sind gewdhnlich Thiocarbonylverbindungen mit einem Z-Rest am
Carbonyl-C und einem R-Rest am Schwefelatom. Der Z-Rest wirkt stabilisierend auf die C=S-
Bindung, wahrend der R-Rest im Gleichgewicht als Abgangsgruppe fungiert und selbst ein
stabiles Radikal ausbildet. Der R-Rest kann als Initiator einer neuen Kette dienen. Die
strukturellen Einflisse auf die Aktivitdt der RAFT-Reagenzien und die Kriterien zur Auswabhl
des passenden Reagenzes fur das vorliegende Monomersystem sind in der Literatur
diskutiert.[431144]

Mit den Methoden der NMRP, ATRP und RAFT kann die zahlenmittlere Molmasse von
Polymeren eingestellt, komplexe Architekturen aufgebaut und Polydispersitaten kleiner 1,3

erreicht werden. Auch Uber die Endgruppen ist eine Kontrolle moglich.*42

24.2. Sequenzdefinierte Polymere
Wahrend des letzten Jahrzehntes hat sich die Synthese von sequenzdefinierten
Makromolekilen zu einem schnell wachsenden Forschungsgebiet innerhalb der

Polymerchemie entwickelt.}45146101471  Der  Wunsch, Makromolekile mit definierter
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Kettenl&dnge, Monomerreihenfolge und Topologie zu synthetisieren, wird durch die einzigartige
Struktur-Eigenschafts-Beziehung von Biomolekilen begriindet.[:4€14%1 Obwohl die jingsten
Fortschritte in den Bereichen der organischen und makromolekularen Chemie bereits
Synthesewege zu  sequenzdefinierten  Makromolekilen  mit  unterschiedlichen
Ruckgradzusammensetzungen bieten, erreichen derartige Strukturen noch nicht das gleiche

Potenzial wie die biologischen Vorbilder.!24%

Eine der am weitesten verbreiteten Strategien zur Synthese von sequenzdefinierten
Oligomeren besteht in der iterativen Kupplung verschiedener Einheiten.[}46l1471 Diese
Reaktionen kdnnen in Losung durchgefihrt werden, wobei die wachsende Kette haufig an
einem vernetzten Polymerharz immobilisiert ist. Diese Strategie hat zwei Vorteile. Zum einen
kann die Aufarbeitung auf einen einfachen Wasch- und Filtrationsschritt beschrénkt werden,
und zum anderen kann eine Automatisierung mit einem Flissigkeitshandhabungsroboter
durchgefuhrt werden.#”1 Weiterhin kann am Ende des schrittweisen Kettenaufbaus das
Produkt mit Hilfe einer spaltbaren Bindung aus dem Harz isoliert werden. Derartige Methoden
wurden zum Beispiel von Hartmann et al. eingesetzt, um Glykololigoamide fir antibakterielle
Behandlungen zu synthetisieren*> und von Lutz et al. zur Herstellung eines hochmolekularen
Polyphosphats.i*5 Inzwischen gibt es Ansatze zum Aufbau sequenzdefinierter Oligomere,
welche ohne den Einsatz von Schutzgruppenchemie auskommen, indem hocheffiziente,
orthogonale Reaktionen eingesetzt werden.’®? Fir biologische und bioinspirierte
Makromolekiile existieren sogar gut etablierte (semi)automatische Prozesse, welche fir die
Synthese von sequenzdefinierten Oligonucleotiden*® und Oligopept(o)iden*52:154 gingesetzt
werden koénnen. Der Einsatz von Schutzgruppen wird dabei durch den Gebrauch einer
sogenannten Submonomer Strategie, wie erstmals durch Zuckermann et al. 1992

gezeigti*521158] yvermieden.

In den letzten Jahren wurde ein auf Thiolactonen basierender zweistufiger Ansatz zur
Synthese multi-funktioneller sequenzdefinierter Oligomere eingefuihrt.tS6LI57-11591  Dgg
Thiolacton besitzt dabei als zyklischer Thioester eine latente Thiolfunktionalitat. Diese kann
durch die Reaktion mit einem primaren Amin freigesetzt werden. In dem erwahnten Ansatz
wird ein immobilisiertes Thiolacton vorgelegt, welches zuséatzlich eine Amineinheit aufweist.
Mit Hilfe von Aminoalkoholen wird eine selektive Ring6ffnung durchgeftihrt. Dadurch wird in
situ ein Thiol freigesetzt, welches mit einem Acrylat umgesetzt werden kann. In einem zweiten
Schritt kann erneut eine Thiolactongruppe tber die zurtickbleibende Alkoholeinheit eingefihrt
werden. Dazu wird a-lIsocyanato-y-thiolacton mit der Alkoholgruppe umgesetzt (Abbildung 19).
Eine grofRe Auswahl von Acrylatkomponenten ermoglicht es, verschiedenste Funktionalitaten
in die Seitenkette der Oligomere einzufiihren.'> Dieses Thiolacton-Protokoll konnte
erfolgreich automatisiert werden und ist Grundlage der in dieser Arbeit verwendeten

sequenzdefinierten Oligomere.'581159 Der groRe Vorteil dieser Methode ist, dass keine
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Verteilung von Kettenlangen oder Heterogenitaten in der Monomerreihenfolge erhalten
werden. Die erhaltenen Oligomere sind nach der Aufarbeitung monodispers in Bezug auf

Kettenlange, Zusammensetzung, Funktionalitat und Topologie.
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Abbildung 19: Synthesebeispiel fur sequenzdefinierte Oligomere Uber ein zweischrittiges Thiolacton-basierendes
Protokoll (oben).[57] Beispiele fiir mogliche Acrylatkomponenten (unten).
Ein solche Kontrolle tber Sequenzen von Polymeren ermdglicht auch eine erhgohte Kontrolle
tber die makromolekularen Eigenschaften in verschiedenen MaRstaben.'*% Auf der
Nanoebene ermdglichen sequenzdefinierte Makromolekile interessante Ansatze fir das
Design von Materialien mit fortgeschrittenen Eigenschaften im Vergleich zu den bisher
verwendeten Blockcopolymeren.[*61 Beispielsweise ermdglicht die Kontrolle tiber Sequenzen
eine Feinabstimmung der Materialzersetzungseigenschaften, die fir biomedizinische
Anwendungen wie zum Beispiel nachhaltige Arzneimittelabgabe von grof3er Bedeutung sein
konnen.%? |In einem anderen Zusammenhang bieten diese Makromolekiile vielversprechende
Ansatze zur molekularen Datenspeicherung durch Verwendung von Monomereinheiten als
Bits.[*53 Abhangig von der GroRe der einzelnen Monomereinheiten variiert die GroRe der Bits
zwischen 2 und 10 A. Dies bedeutet eine hohere Informationsdichte als in herkémmlichen
Speichermedien.%% Auch eine Erweiterung des ,Monomer-Alphabets® ist mdglich, sodass die

Informationen nicht in binarer Form gespeichert werden miissen. 64

Bei einer derartigen Verwendung der sequenzdefinierten Makromolekile wird auch eine
entsprechende Charakterisierungsmethode bendtigt, die eine Dekodierung der Sequenz
ermdglicht. Die heutzutage am hdaufigsten angewandte Methode ist die Tandem-
Massenspektrometrie. Die Sequenz wird dabei fragmentiert und kann anhand der

Massendifferenzen zwischen den Fragmenten decodiert werden. 2151

Die in dieser Arbeit untersuchten Oligomere sollen mit der IMS identifiziert werden. Diese
Methode konnte schon erfolgreich zur Trennung und ldentifizierung von Proteinstrukturen,
Kohlenhydratisomeren und Strukturisomeren eingesetzt werden.tMSIeST Aych fur die
Sequenzanalyse und die Identifizierung von Konformationen von Polymeren lasst sich die IMS

nutzen. 810l
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2.4.3. Smarte Polymere
Synthetische Polymermaterialien sind Uber die letzten Jahrzehnte immer vielseitiger und
vielfaltiger in ihrer Anwendung geworden. Sie forderten dadurch die Entwicklung neuer
Technologien und fuhrten so auch durch ihre geringen Herstellungskosten, ihre hohe Stabilitat
und Langlebigkeit®® zu einer starken Steigerung ihrer Nutzung. Zum Beispiel haben smarte
Polymere die Fahigkeit auf interne und externe Stimuli zu reagieren und dabei eine
Eigenschaftsanderung zu durchlaufen. Sie ersetzen daher bereits teilweise traditionelle
biologisch abbaubare Polymere, welche zum Beispiel fir medizinische Anwendung eingesetzt
werden.*81  Dabei konnen verschiedene Eigenschaftsanderungen adressiert werden
ausgehend von GroRRe, Oberflache, Permeabilitéat, Form und mechanischen sowie optischen
Eigenschaften. Auch die verwendbaren Trigger sind vielféltig, wie zum Beispiel
Temperaturl'®®,  pH-Wert169170 [ jchtt’l]  Ultraschall*’?, elektrische und magnetische
Felder®”®l, Enzymel*™¥ oder Redox-Bedingungen.!”® Diese Tatsache macht smarte Polymere
fur eine Reihe von biomedizinischen Anwendungen wie Biosensoren, Arzneimittelabgabe,

Tissue Engineering, Diagnose und Genabgabe attraktiv.[169:176]

Der Einsatz im Bereich der Pharmakotherapie ist besonders interessant durch die Moéglichkeit,
die Wirkstofffreigabe zu adressieren und somit gesundes Gewebe zu schonen.’”! In diesem
Zusammenhang ist auch der Stimulus Licht sehr wichtig. Er bietet die Mdglichkeit Abbau und
Wirkstofffreigabe Uber die Strahlungsparameter zu steuern, und so gezielt auf die
Anwendungsbedingungen  anzupassen. Dazu werden verschiedene photolabile
Schutzgruppen verwendet. Beispiele hierfir sind o-Nitrobenzylderivate (oNB)I78M79
Coumarine 8% und Azobenzylderivate.l*®Y Besonders oNB-beinhaltende Polymere sind stark
beforscht. Ihr Einsatz in amphiphilen Birstenpolymeren sorgt dafir, dass nach der
Bestrahlung das resultierende Polymer hydrophil wird und gebildete Mizellen wieder aufgelost
werden.8  Almutairi et al. wiesen fiir oNB-basierte Polymere im Einsatz als
Arzneimittelabgabe-System einen schnellen und vollstédndigen Abbau nach UV Bestrahlung

nach.[183!

In dieser Arbeit soll mit Hilfe der Kopplung aus APC und IMS-MS der Abbau eines oNB-
basierten Polymers untersucht werden. Das dazu verwendete Polymer wurde Uber eine

Schmelzpolykondensation mit Lithiumacetylacetonat als Katalysator analog zu der Arbeit von

o)
o)
NO, o]

Abbildung 20: Struktur des oNB-basierenden Polymers, welches in dieser Arbeit untersucht wird.

Sun et al. hergestellt.*™
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2.5. Dichtefunktionaltheorie
Die Dichtefunktionaltheorie (DFT) dient zur Berechnung von Molekulstrukturen und -eigen-
schaften. Gegentber anderen Methoden, wie den Hartree-Fock-Rechnungen, bietet sie die
Vorteile eines geringeren Rechenaufwands sowie kiirzerer Rechenzeiten. Zuséatzlich kann in
einigen Fallen eine bessere Ubereinstimmung mit dem Experiment erreicht werden.!*34 Sie
basiert auf den Hohenberg-Kohn (HK)-Theoremen und ist die exakte Darstellung des
guantenmechanischen Vielteilchenproblems. Dazu wird die Einteilchendichte zugrunde
gelegt.l’84 Die Energie des Molekiils wird als Funktion der Elektronendichte E[p] dargestellt,

welches selbst eine Funktion des Ortes ist p(r) (Gleichung(30)).

E[p] = Egin + Ep,EK + Ep,EE + Epys [,0] (30)

mit  E[p]: Energie des Molekils
p: Einteilchendichte
Eyin: kinetische Energie

E, px:potentielle Energie der Elektron — Kern — Anziehung

Ey, gp:potentielle Enerige der Elektron — Elektron — Abstofiung

Equslpl: Austausch — Korrelations — Energie

Die Grundziige dieses Ansatzes gehen auf die Thomas-Fermi (TF)-Theorie zuriick. Die
urspriingliche Form der TF-Theorie zeigt falsches asymptotisches Verhalten fur grof3e und
kleine r. Seit dem wurden einige Erweiterungen durch Dirac, Fermi und Amaldi eingefuhrt,
welche nur zu geringen Verbesserungen gefiuhrt haben.[*8! Erst der Ansatz von Slater, welcher
die Hatree-Fock (HF)-Theorie mit der TF-Theorie verband, bot einen Rahmen fir eine Klasse
von Methoden zur Berechnung der elektronischen Struktur von Molekilen. Der HF-Theorie
entnahm er dabei die Berechnung der kinetischen Energie Uber die Wellenfunktion.
AnschlieRend wurde der Energieaustausch gemafRl der TF-Theorie Uber alle besetzten
Zustande gemittelt.[*8¢1 Die Integration von TF und diesem Ansatz (Hatree-Fock-Slater (HFS)-
Néaherung) fuhrt zu der DFT, damit kann die DFT als exakte qguantenmechanische Erweiterung

der TF betrachtet werden.

Hohenberg-Kohn-Theoreme

In der konventionellen Betrachtung bestimmt das externe, von der Kernanordnung erzeugte,
Potenzial mit der Elektronenanzahl N den Hammilton Operator. Damit sind prinzipiell alle
Eigenschaften des Grundzustandes festgelegt. In den Theoremen von Hohenberg und Kohn

wird diese Festlegung durch die Einteilchendichte getatigt.[*8”]

1. HK: Die Einteilchendichte bestimmt gemeinsam mit einer, physikalischen
unbedeutenden, Konstante eindeutig das externe Potenzial, dabei ist die

Energie des Grundzustandes ein Funktional der Dichte.8!
Ey = E[p]
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Dabei legt die Einteilchendichte tiber eine Normierungsbedingung die Zahl der Elektronen und
damit die Wellenfunktion des Grundzustandes fest.
Ein Variationsprinzip wird genutzt, um Uber die Grundzustandsdichte das Funktional der
Gesamtenergie stationar zu machen.
2. HK: Fur p'(r) mit p’(r) = 0 (fur alle r) gilt:
[ p'(rd3r =N,
Die mit p’(r) berechnete Energie ist dabei immer groRer als die exakte
Grundzustandsenergie.
Elp'l z Ey
Mit E[p'] = E, fur p'(r) = p(r) **

Wird die Energie als differenzierbar angenommen kann mit einer festen Teilchenzahl eine
Euler-Lagrange Gleichung hergeleitet werden.

9Elp) _ (31)
ap(r)

mit u: Lagrange Parameter

Der Lagrange-Parameter kann dabei als chemisches Potenzial interpretiert werden.
Erst das dritte HK-Theorem gibt einen ersten Ansatz tber die konkrete Form des Funktionals
der Gesamtenergie.
3. HK: Die Gesamtenergie eines N-Elektronensystems in einem lokalen, externen
Potenzial, lasst sich so darstellen, dass es in ein universelles Funktional

Fyk(p) und das externe Potenzial V,,.(r) geteilt wird.

E@)=fp@naamfr+mmmyuam]=nﬁmyaaﬂm

Fyk[p] ist dabei unabhangig von dem externen Potenzial und setzt sich aus
der kinetischen Energie und der Elektron-Elektron-Wechselwirkung V,,
zusammen. 28!

Da Fyx[p] unabhangig von dem externen Potenzial ist, hat es in Bezug auf seine Abhangigkeit
von p in allen Systemen dieselbe Form. Es stellt einen systemunabhangigen Teil der
Gleichung dar. Der Ubergang von einem System auf ein anderes ist damit nur mit einer
Anderung der Gleichung der Dichte verbunden. Diese Zerlegung der Energie ermdglicht die

Behandlung des N-Elektronenproblems unabhangig von Annahmen uber spezielle Systeme.

Kohn-Sham-Darstellung

Das zentrale Problem der DFT ist die Darstellung des Funktionals Fyx[p]. Dabei ist vor allem
die Darstellung der kinetischen Energie wichtig, da diese einen grof3en Beitrag zur
Gesamtenergie liefert, und die direkte Berechnung schlechte Ergebnisse liefert, was in der TF-

Theorie zu sehen ist.[83
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Ein Losungsansatz, welcher heute die Basis der meisten DFT Rechnungen bildet, stammt aus
dem Jahre 1965 von Kohn und Sham.l'®l Die kinetische Energie wird in einen
wechselwirkungsfreien Teil Ty[p] und einen verbleibenden Korrekturterm T.[p] zerlegt.
Ersterer wird dabei exakt dargestellt. Unter Anwendung des Variationsprinzip l&sst sich erneut
eine Euler-Lagrange Gleichung aufstellen.

dTy[p] _

Ve (r) = Vet () + [ 225 4 vy [p()] (33)

mit  T,: kinetische Energie ohne Wechselwirkungen
Verri lokales, ef fektives Potential
Voxt: €Xternes Potential
Uy Austauschkorrelationspotential
Dabei ist v, der einzige nicht exakt bestimmbare Beitrag. Fur die explizite Darstellung von

Tolp] ist es notwendig, die Variation an dieser Stelle nach Orbitalen, anstatt nach der Dichte
durchzufiihren. Dies wird mit der kanonischen Form der Kohn-Sham (KS)-Gleichung
durchgefihrt.[285]

(Z 4+ v M)W = [F 4 vene (1) + f”(r )‘“’lr + vl W, () (34)

mit  A: Laplace — Operator
W;: Eigenfunktion der Orbitale

Solche KS-Gleichungen miissen iterativ und selbstkonsistent geldst werden. Dazu wird mit
einer beliebigen Elektronendichte gestartet, womit das Austauschkorrelationspotenzial
berechnet wird. AnschlieBend kdnnen damit die KS-Gleichungen gelost werden, was zum
Erhalt von Orbitalen fiihrt. Mit diesen kann eine neue Naherung der Elektronendichte getatigt
werden, was den Kreis der Berechnungen erneut startet. Diese Schritte werden solange
wiederholt, bis sowohl Dichte als auch Austauschkorrelationspotenzial innerhalb bestimmter

Grenzen Konstanz zeigen. 34

Diese Darstellung uber Orbitale gleicht die wesentlichen Defekte der TF-Theorie aus, es
mussen allerdings N Gleichungen fur W;(r) geldst werden, wahrend mit der Verwendung von

p(r) nur eine Gleichung gelést werden musste. 8]

In dieser Arbeit soll die DFT als Grundlage®*® der Berechnungen theoretischer Modelle
sequenzdefinierter Oligomere in einer Umgebung, welche der IMS-Zelle dhnelt, dienen. Dazu
werden die Strukturen Uber dynamisches simuliertes Abkihlen mit anschlieRender

Geometrieoptimierung angepasst.
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3. Experimenteller Teil

3.1. Chemikalien und Materialien

3.1.1. Allgemeine Chemikalien

Alle in dieser Arbeit genutzten Losungsmittel sowie Salze sind in der folgenden Tabelle

aufgefihrt.

Tabelle 2: Allgemeine genutzte Chemikalien, deren Hersteller und Reinheit.

Chemikalie Hersteller Reinheit
Tetrahydrofuran (THF) VWR 99,7 %
N,N-Dimethylformamid (DMF) Sigma Aldrich 99,8 %
OEGMA300 Sigma Aldrich -
OEGMA360 Sigma Aldrich -
OEGMA950 Sigma Aldrich -
1,4-Dioxan Grussing 99,5 %
2-Cyano-2-propy! dithiobenzoat (CPDB) Strem Chemicals 97 %
AIBN Fluka 98 %
Diehtylether Stockmeier Techn.
Chloroform-d; Deutero 99,8 %
Acetonitril (ACN) Carl Roth 99,95 %
Lithiumiodid (Lil) Alfa Aesar 99,99 %
Natriumiodid (Nal) Alfa Aesar 99,50 %
Kaliumiodid (KI) Sigma Aldrich 99,00 %
Caesiumiodid (Csl) Alfa Aesar 99,998 %

3.1.2 Polymere
Es wurden verschiedene Polymere innerhalb dieser Arbeit eingesetzt. Die folgende Tabelle
fasst die zahlenmittleren Molmassen dieser Polymere und ihre Bezugsquelle zusammen.
Tabelle 3: Verwendete Polymere mit zahlenmittlerer Molmasse, Bezugsquelle und Struktur.

Polymer Mn [g/mol] Bezugsquelle Struktur

n
PMMAZ2000 2.000 % PSS /%i]/

o~ O

|
H{ /\J/O\
(0] n H

PEG2000 2.000 @ Fluka
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MP-P3 3.390° s.h. /<
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2 Herstellerangabe; ® Bestimmt mit APC, PMMA Kalibrierung, (Eluent THF/DMF v/v 4/1)
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3.1.3. Sequenzdefinierte Oligomere
Die in dieser Arbeit analysierten sequenzdefinierten Oligomere wurden mit dem in Kapitel 2.4.1
erlauterten zweistufigen Thiolacton Protokoll hergestellt.*81%°1 Es wurden verschiedene
Monomere und Kettenldngen untersucht. Die Monomere unterscheiden sich dabei in der

Seitenkette, nicht aber im Rickgrat.

Tabelle 4: Ubersicht (iber die untersuchten sequenzdefinierten Oligomere.

Name Struktur
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3.2. APC
Fir die SEC-Trennung wurde die Advanced Polymer Chromatography™ der Firma Waters

genutzt. Die Datenauswertung erfolgt mit der Software Empower 3™,

Die Einstellungen der Messungen sind in Tabelle 5 aufgelistet. Sofern nicht anders

angegeben, wurden diese Einstellungen flr alle Messungen genutzt.
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Tabelle 5: Spezifikationen des APC Systems.
Komponente

Pumpe, Degasser, ) )
Acquity Isocratic Solvent Manager

Injektor
Acquity APC XT 125 A Acquity APC XT 45 A
Saulen A) _ B) _
Acquity APC XT 45 A Acquity APC XT 45 A
Saulenmaterial Polyethoxysilan
Detektor Acquity APC RI-Detektor
A) THF/DMF (v/v 4/1) B) THF/ACN (v/v 7/3)
Eluent
THF/DMF (v/v 4/1) THF/ACN (v/v 7/3)
K-A) K-B)
+10 mg/l Nal +10 mg/l Nal
Injektionsvolumen 20 ul
Flussrate 0,7 ml/min

3.3. Synapt™- Massenspektrometer
Das genutzte Massenspektrometer ist ein Synapt™ G2 High-Definition-Massenspektrometer
(HDMS) der Firma Waters. Es verfugt Uber einen Flugzeitanalysator und eine optional
nutzbare lonenmobilitaitskammer. Das Gerat wurde mit Natriumiodid in einem Massenbereich
von 50-5.000 m/z kalibriert. Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte mit der Software

Masslynx V4.2™ der Firma Waters und Polymerix 3.0.0™ der Firma Sierra Analytics.

Fur Stand-alone Messungen wurden die Probenlésungen Uber eine Spritzenpumpe und eine
PEEK SIL Kapillare mit einer Flussgeschwindigkeit von 20 pl/min in die ESI-Quelle

eingegeben.

3.3.1. lonisierungsparameter
Im Folgenden sind die lonisierungsparameter der ESI Quellen fur die verwendeten Proben
aufgefuhrt. Die Parameter unterschieden sich abhéangig vom verwendeten Salzzusatz. Fur
Messungen mit der Kopplung aus APC und Synapt wurde ausschlief3lich Natriumiodid als
Salzzusatz verwendet. Die Parameter von Stand-alone-Messungen und Kopplungs-

messungen stimmen Uberein.
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Tabelle 6: lonisierungsparameter mit verschiedenen Salzzusétzen.

6})6‘/@// Lithiumiodid Natriumiodid Kaliumiodid Caesiumiodid
&
0¥
Probe 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Stern-RAFT-
- _ — |20 100 30| - — — - - -
Reagenz
PMMA 2000 | _ _ — |30 150 43| - _ _ _ _ _
PEG 2000 _ _ _ 2,0 80 2,0 _ _ _ _ _ _
Kamm - - - |20 80 20| - — — - - —
BT2/ B2T2 30 8 05|20 8 05|30 8 30|30 80 30
BTs/ BsTs 30 8 05|20 8 05|30 8 30|30 80 3,0
BT4/ B4Ts 30 8 05|20 8 05|30 8 30|30 80 3,0
MP-A1 / MP-
i 30 50 10|30 60 10|20 8 05|30 50 1,0
MP-A2 / MP-
B2 30 50 10|30 100 10|20 80 05|30 50 1,0
MP-A3 / MP-
- 30 50 10|30 100 10|20 80 05|30 50 1,0
MP-A4 | MP-
B4 30 8 10[30 80 10|30 60 10|30 60 05
MP-A5 / MP-
e _ - — |30 100 10| - _ _ - _ -
MP-A6 / MP-
B6 - _ —~ |30 60 10| - — — - - -
MP-MS / MP-
Vi _ - - |30 50 10| - _ _ - _ -
oNB - -  _— |40 120 05| - - - | - - =
MIX A - - - |20 8 05| — - - — - -
MIX'B -~ - - |30 120 10| - - - | - - -
MIX C ~ - _— |20 100 10| - - - | - - <
MIX D - — - |20 8 05| — - - - - -

* 1: Kapillarspannung [kV]; 2: Spannung Probenkegel [V]; 3: Spannung Extraktionskegel [V]

3.3.2.

IMS Parameter

Die IMS Parameter werden an die jeweilige Probe angepasst. Im Folgenden sind alle IMS-

Parameter der in dieser Arbeit untersuchten Proben aufgefiihrt. Die Offset-Bestimmungen

fanden ohne aktive Nutzung der IMS-Zelle statt.
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Sequenzdefinierte Oligomere

Alle sequenzdefinierten Oligomere wurden mit sechs verschiedenen IMS-Einstellungen
untersucht. Die gewahlten Einstellungen waren fir diese Proben identisch, unabhangig von
ihrer Eignung flur die individuelle Probe. Es wurde nicht zwischen den Messreihen mit

unterschiedlichen Salzzuséatzen unterschieden.

Tabelle 7: IMS Einstellungen der Messungen mit den sequenzdefinierten Oligomeren.
Parameter IMS 1 IMS 2 IMS 3 IMS 4 IMS 5 IMS 6
Wellengeschwindigkeit
400 500 900 1200 1500
[m/s]

Wellenhdhe [V] 40 40 40 40 40 40

Abbauuntersuchungen

Das oNB-basierte Polymer sowie seine Abbauprodukte wurden mit den gleichen IMS

Einstellungen gemessen, um die Vergleichbarkeit der Spektren zu garantieren.

Tabelle 8: IMS Einstellungen des oNB-basierten Polymers und seiner Abbauprodukte.
Parameter IMS
Wellengeschwindigkeit [m/s] 800
Wellenhdhe [V] 40

IMS von PMMA, PEG und POEGMA im Vergleich

Der IMS-Vergleich wurde mit den Proben PMMA2000, PEG2000 und den Kammpolymeren
MP-P003 und MP-P004 durchgefiihrt. Die IMS wurde dabei mit zwei verschiedenen

Einstellungen getestet.

Parameter IMS 1 IMS 2
Wellengeschwindigkeit

100 900
[m/s]
Wellenhdhe [V] 40 40

3.3.3. MALDI-Messungen
Die Messungen wurden auf dem Waters Synapt™ G2 mit einem Nd-YAG Laser mit einer
Wellenlange von 355 nm und einer Pulsbreite von 3 ns aufgenommen. Zur Aufnahme der
MALDI-Spektren wurden die Probenldsungen (2 mg/ml in THF/DMF v/v 4/1) mit einer 2,5-
Dihydroxybenzoesaure-Matrix gemischt. Die Matrix wurde mit einer Konzentration von 15
mg/ml in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser (70/30) geltst. Das Mischungsverhaltnis
von Probe zu Matrix betrug 1:10. Jeweils 1 pl der Lésungen wurde auf die Platten aufgetragen

und Uber Nacht getrocknet.
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3.4. Offset-Bestimmung
Die Kopplung der APC und des Synapts™ wurde mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt.
Abbildung 21 zeigt das grundsatzliche Schema der Kopplung.

I

RI-
Detektor

~

‘ APC H splitter J—

[ TW-IMS ToF
—{ ESI-Quelle J—-L Quadrupol J Zelle } {Analvsator ‘

Abbildung 21: Schema der Kopplung von APC und Synapt™.

3.41. Variation des Splitters
Es wurden zur Kopplung drei verschiedene Verbindungstypen getestet. Sofern nicht anders
erwahnt wurde das T-Stiick (Tabelle 9 D) zur Kopplung genutzt.

Tabelle 9: Verschiedene zur Kopplung genutzte Verbindungstypen.

Splitter-Typ Flusseinstellung
A Kein Splitter Flussrate der APC

Einstellbar Giber den

B Vario-Split _
Splitter
Einstellbar tber
T-Stick _
C Verbindungssttick zur
HPLC
MS Quelle
Einstellbar Uber
T-Stick _
D Verbindungssttick zur
UHPLC
MS Quelle
3.42. Flusseinstellung

Fur den Einsatz des T-Stiicks (Tabelle 9 C und D) ist die Flussteilung (Verhaltnisse der Flisse
zu RI-Detektor und ESI) abhangig vom Verbindungsstiick zur ESI und die richtige Einstellung
unerlasslich. Verschiedene PEEK SIL Kapillaren wurden dazu getestet.
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Tabelle 10: Verschiedene Kapillaren zur Verbindung von Splitter und ESI-Quelle.

Kapillare Lange Innendurchmesser
A 50 cm 100 um
B 2x50cm 100 um
C 20 cm 50 um
D 50 cm 50 ym

Sofern nicht anders erwahnt wurde die Kapillare D (Tabelle 10) zur Kopplung verwendet.

3.4.3. Optimierung des lonentransfers
Um den Offset beider Detektoren wahrend der Kopplung zu bestimmen, wurden verschiedene
Parameter der lonisationskammer verandert. Dies diente zur Optimierung des lonen
Chromatogramms und der vereinfachten Auswertung. Im Folgenden sollen alle variierten
Parameter und deren Werte in einer Tabelle zusammengefasst werden. Alle Messungen

erfolgten mit der Probe Stern-RAFT-Reagenz (Tabelle 3).

Tabelle 11: Variation der Parameter in der lonisationskammer. Die Standardparameter sind fett markiert.

Desolvations- Quelltemperatur Desolvations- Cone Gasstrom
Temperatur [°C] [°C] Gasstrom [I/h] [1/h]
350 120 500 30
500 150 600 50
600 800
650 1000

Sofern nicht anders erwahnt, werden die in Tabelle 11 markierten Standardwerte fur die

Messungen genutzt.

3.5. Probenzusammensetzungen
Die Probenzusammensetzungen sind abhangig von der Probenart und auch von dem System.
Die Probenlésungen, welche mit der Kopplung gemessen wurden, wurden im Eluentsystem
der APC gel6st. Im Folgenden sind die Probenzusammensetzungen und Eluentsysteme der

jeweiligen Messungen aufgefihrt.
Offset-Bestimmung

Das Stern-RAFT-Reagenz wurde fir die Offset-Bestimmung im Eluentsystem K-A mit einer

Konzentration von 2 mg/ml gel6st.
Sequenzdefinierte Oligomere

Die sequenzdefinierten Oligomere wurden fur die ESI-Messungen in einem Gemisch von

Tetrahydrofuran und Acetonitril (v/v 7/3) mit einer Konzentration von 2 mg/ml gel6st. Die
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Salzlésungen fir diese Messungen wurde mit einer Konzentration von 2 mg/mlin dem gleichen
Lésungsmittelgemisch angesetzt. AnschlieRend wurde die Messlésung hergestellt, indem 90
Volumenanteile des Loésungsmittelgemisches mit 5 Volumenanteilen Probenlésung und 5

Volumenanteilen der jeweiligen Salzlésung vermischt wurden.

Fur die Messungen mit dem gekoppelten System wurde die Eluentlésung K-B verwendet. Die

Proben werden mit einer Konzentration von 2 mg/ml gelost.

Die Zusammensetzungen der mit der Kopplung gemessenen Mischungen sind in Tabelle 12
aufgefihrt.

Tabelle 12: Zusammensetzungen der Mischungen der sequenzdefinierten Oligomere.

Mischungsverhéltnis

Mischung Komponenten
[9/9]
Mix A BT- BsTs BaT4 1/1/1
Mix B MP-A2 MP-A4 1/1
Mix C MP-B2 MP-Al MP-A4 BTs 1/1/1/1
Mix D BT: BTz BT4 1/1/1
Abbauuntersuchungen

Die Proben der Abbauuntersuchung wurden fiir die ESI-Messungen in einem Gemisch aus
Tetrahydrofuran und Acetonitril (v/v 7/3) mit einer Konzentration von 2 mg/ml gel6st. Die
Natriumiodidldésung fir diese Messungen wurde mit einer Konzentration von 2mg/ml in dem
gleichen Lésungsmittelgemisch angesetzt. AnschlieRend wurde die Messlosung hergestellt,
indem 90 Volumenanteile des Losungsmittelgemisches mit 5 Volumenanteilen Probenlésung

und 5 Volumenanteilen der Natriumiodidldsung vermischt wurden.

Fur die Messungen mit dem gekoppelten System wurde die Eluentlésung K-B verwendet. Die

Proben wurden mit einer Konzentration von 2 mg/ml geldst.
IMS von PMMA, PEG und POEGMA im Vergleich

Die Proben PMMA2000, PEG2000 und die Kamm-Polymere MP-P003 und MP-P004 (Tabelle
3) wurden fur die ESI-Messungen in einem Gemisch aus Tetrahydrofuran und N,N-
Dimethylformamid (v/iv 4/1) mit einer Konzentration von 2 mg/ml gelést. Die
Natriumiodidlésung fur diese Messungen wurde mit einer Konzentration von 2 mg/ml in dem
gleichen Loésungsmittelgemisch angesetzt. Anschlie3end wurde die Messlosung hergestellt,
indem 990 Volumenanteile des Losungsmittelgemisches mit 5 Volumenanteilen Probenlésung

und 5 Volumenanteilen der Natriumiodidlésung vermischt wurden.
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3.6. Berechnungen
Fur die quantenchemischen Berechnungen wurden die beiden Proben BT; und B3T3 mit vier

verschiedenen lonen und drei Ladungszustanden untersucht (Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Berechnungen.

lon Ladungszustand Probe
- - BTz / BsTs
Lithium +1/+2 BTz /B3T3
Natrium +1/+2 BTz /B3T3
Kalium +1/+2 BTs/ B3T3
Caesium +1/+2 BTs/ BsTs

Fir alle Berechnungen wurden zunachst mit Hilfe des Programms ChemDraw 19.0 XYZ-
Dateien der Strukturen erstell. Die lonen wurden dabei willkdrlich, in der Struktur platziert. Die

tatsachlichen Berechnungen erfolgen mit den Programmen cp2k*®® und VMDY,

Dazu mussten zunéchst fir beide ungeladenen Strukturen Stream-Dateien generiert werden.
Dies geschieht mit dem CgenFF-Programm(t92-11%4 iiber den ParamChem-Online-Server. Mit
Hilfe des Programmes cp2k lie3 sich anschlieBend eine PSF Datei erstellen, welche
Informationen Uber die Ladung und Masse der Atome im Molekil enthalt. Die Ladungen
mussten durch die Stream-Dateien angepasst werden. Gemeinsam mit der tber VMD
erstellten pdb-Datei lieferte diese Datei Informationen zur Topologie und Geometrie der
Molekile. Eine CHARMM Kraftfeld-Parameterdatei (par_all36_genff.prm)i921L% wurde fir die
numerischen Konstanten zur Berechnung von Kraften und Energien innerhalb des Molekiils
bendtigt. Fur die Berechnungen der geladenen Molekile wurden zuséatzlich Lennard-Jones-
Parameter benétigt!®®, welche der Parameterdatei zugefiigt wurden. Alle anschlieRenden
Vorgdnge wurden mit der cp2k-Software durchgeflihrt. Zuerst erfolgte eine
Energieoptimierung — Entfernung von Bereichen mit hoher potenzieller Energie — und eine
anschlielende Geometrieoptimierung, welche die Struktur lokal optimierte. Dazu wurde eine
Zelle von 150 A3 zugrunde gelegt. Das simulierte Abkiihlen wurde anschlieBend mit einer
Starttemperatur von 1500 K und einer Annealing-Konstante von 0.9999990837 in 10° Schritten
durchgefinhrt.

Die abschlieRend erhaltenen Strukturdaten konnten in eine mobcal Inputdatei eingefugt

werden, um theoretische CCS-Werte daraus zu berechnen.

3.6.1. Beispiele fur Inputdateien
Die folgenden Tabellen zeigen den beispielhaften Aufbau der genutzten cp2k Inputdateien,

sowie den Aufbau der mobcal Datei.
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Tabelle 14: Beispiele fur Inputdateien fur die Erstellung einer PSF-Datei und fir die Energieoptimierung mit cp2k.

PSF-Datei Energieoptimierung

&GLOBAL
PROJECT Probe
RUN_TYPE NONE

&END GLOBAL

&FORCE_EVAL
METHOD FIST
&MM

&FORCEFIELD

IGNORE_MISSING_CRITICAL_PARAMS TRUE

&END FORCEFIELD
&POISSON
&EWALD
GMAX 101
&END EWALD
&END POISSON
&END MM
&SUBSYS
&TOPOLOGY
&DUMP_PSF
FILENAME =Probe.PSF
&END DUMP_PSF
COORD_FILE_NAME Probe.xyz
COORDINATE XYZ
&GENERATE
BONDPARM COVALENT
CREATE_MOLECULES TRUE
&END GENERATE
&END TOPOLOGY
&CELL
ABC 150 150 150
PERIODIC NONE
&END CELL
&KIND DEFAULT
ELEMENT H
BASIS_SET NONE
POTENTIAL NONE
GHOST
&END KIND
&END SUBSYS
&END FORCE_EVAL

&GLOBAL

PROJECT Probe_energy
RUN_TYPE ENERGY

&END GLOBAL

&FORCE_EVAL

METHOD FIST
&MM
&FORCEFIELD
PARMTYPE CHM
PARM_FILE_NAME Parameter.prm
&END FORCEFIELD
&POISSON
PERIODIC XYZ
POISSON_SOLVER PERIODIC
&EWALD
EWALD_TYPE SPME
ALPHA 0.35
GMAX 181
O_SPLINE 6
&END EWALD
&END POISSON
&END MM
&SUBSYS
&TOPOLOGY
CONN_FILE_FORMAT PSF
CONN_FILE_NAME Probe.PSF
COORD_FILE_NAME Probe.pdb
COORDINATE PDB
&END TOPOLOGY
&CELL
ABC 150 150 150
PERIODIC XYZ
&END CELL
&END SUBSYS
&END FORCE_EVAL

Tabelle 15: Beispiele fur Inputdateien fir die Geometrieoptimierung und das simulierte Abkuhlen.

Geometrieoptimierung

&GLOBAL
PROJECT Probe
RUN_TYPE GEO_OPT
&END GLOBAL

&MOTION
&GEO_OPT
MAX_DR 3E-003
MAX_FORCE 5E-004
MAX_ITER 5000
OPTIMIZER LBFGS
TYPE MINIMIZATION
&LBFGS
MAX_H_RANK 25
&END LBFGS
&END GEO_OPT

simuliertes Abkuhlen

&GLOBAL
PROJECT Probe
RUN_TYPE MD

&END GLOBAL

&EXT RESTART
RESTART _DEFAULT TRUE

RESTART_FILE_NAME Probe-1.restart

&END EXT_RESTART

&MOTION
&MD
ENSEMBLE NVE
STEPS 1000000
TIMESTEP 0.5
TEMPERATURE 1500
ANNEALING 0.9999990837
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&PRINT
&TRAJECTORY
FORMAT PDB
&END TRAJECTORY
&END PRINT
&END MOTION

&FORCE_EVAL
METHOD FIST
&MM
&FORCEFIELD
PARMTYPE CHM
PARM_FILE_NAME Parameter.prm
&END FORCEFIELD
&POISSON
PERIODIC XYZ
POISSON_SOLVER PERIODIC
&EWALD
EWALD_TYPE SPME
ALPHA 0.35
GMAX 181
O_SPLINE 6
&END EWALD
&END POISSON
&END MM
&SUBSYS
&TOPOLOGY
CONN_FILE_FORMAT PSF
CONN_FILE_NAME Probe.PSF
COORD_FILE_NAME Probe-1.pdb
COORDINATE PDB
&END TOPOLOGY
&CELL
ABC 150 150 150
PERIODIC XYZ
&END CELL
&END SUBSYS
&END FORCE_EVAL

&PRINT
&ENERGY
&EACH
MD 10
&END EACH
&END ENERGY
&PROGRAM_RUN_INFO
&EACH
MD 1000
&END EACH
&END PROGRAM_RUN_INFO
&CENTER_OF _MASS
&EACH
MD 100000
&END EACH
&END CENTER_OF_MASS
&END PRINT
&END MD
&PRINT
&TRAJECTORY
FORMAT PDB
&EACH
MD 1000
&END EACH
&END TRAJECTORY
&RESTART_HISTORY OFF
&END RESTART_HISTORY
&RESTART
&EACH
MD 1000
&END EACH
&END RESTART
&END PRINT
&END MOTION

&FORCE_EVAL
METHOD FIST
&PRINT
&PROGRAM_RUN_INFO
&EACH
MD 1000
&END EACH
&END PROGRAM_RUN_INFO
&END PRINT
&MM
&FORCEFIELD
PARMTYPE CHM
PARM_FILE_NAME Parameter.prm
&END FORCEFIELD
&POISSON
PERIODIC XYZ
POISSON_SOLVER PERIODIC
&EWALD
EWALD_TYPE SPME
ALPHA 0.35
GMAX 181
O_SPLINE 6
&END EWALD
&END POISSON
&PRINT
&DIPOLE
&EACH
MD 100000
&END EACH
&END DIPOLE
&END PRINT
&END MM
&SUBSYS
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&TOPOLOGY
CONN_FILE_FORMAT PSF
CONN_FILE_NAME Probe.PSF
COORD_FILE_NAME Probe-pos-1.pdb
COORDINATE PDB

&END TOPOLOGY

&CELL
ABC 150 150 150
PERIODIC XYZ

&END CELL

&END SUBSYS

&END FORCE_EVAL

Tabelle 16: Aufbau einer mobcal Inputdatei.

mobcal

B3T3 einfach geladen 2Na+
1
315
ang
none
1.0000

X y z Atommasse Atomladung

3.7. Synthese der Kamm-Polymere

koo 22 _— &

o X

Die Synthese der Kamm-Polymere erfolgte analog zur Forschung der Arbeitsgruppe um

Theato.!1%]

AIBN, OEGMA und CPDB wurden in einer Stickstoffvorlage mit 5 ml 1,4-Dioxan versetzt. Die
Reaktionslosung wurde mit einem Septum verschlossen und anschlie@end 15 Minuten mit
Argon gesplilt. Die Polymerisation erfolgte fir 3 Stunden bei 70 °C unter Rihren und wurde
durch Einfrieren in flissigem Stickstoff abgebrochen. Die Reaktionslosung wurde mit THF
verdinnt und zweimal in eisgekihltem Diethylether gefallt. Das violette Produkt wurde unter

Vakuum getrocknet.

Tabelle 17: Syntheseparameter der Polymerisationen der Kamm-Polymere.

NMonomer NcrbB NaiBN
Probe X Peg 2 M, [g/mol]® DP
[mmol] [mmol] [mmol]
MP-P003 1 0,079 0,012 4,5 3.390 1,12
MP-P004 1 0,095 0,012 6 2.950 1,14
MP-P005 1 0,25 0,012 19 - -

a Anzahl der durchschnittlichen PEG-Einheiten in der Seitenkette  bestimmt mit APC, PMMA Kalibrierung, (Eluent
THF/DMF viv 4/1)
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Charakterisierung des Produkts MP-P003:

P

0" O

IH-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl,)

5 (ppm) = 0,72-2,06 (5H, 2-CH,, 1-CH,), br); 3,37 (3H, 5-CH,, br); 3,49- 3,73 (14H, 3-CH,,, 4-
CH,, br); 4,03-4,26 (2H, 3-CH,,, br).

Charakterisierung des Produkts MP-P004:

2
1
P
o~ O
X,

>0

6
'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCL,):

5 (ppm) = 0,68-1,14 (3H, 2-CH,, br); 1,70-2,14 (3H, 1-CH,, 5-OH, br); 3,46-3,88 (22H, 3-
CH,, 4-CH,, br); 3,88-4,26 (2H, 3-CH,, br).



Auswertung

4. Auswertung

4.1. Offset-Bestimmung N
Zur Bestimmung des Offsets des RI-Detektors und des S%S
Massenspektrometers wahrend einer gekoppelten Messung é/j(s%oki}o
wurde ein sternférmiges RAFT-Reagenz genutzt. Dieses bietet s %O%sis
den Vorteil einer eindeutigen Masse von 1.520 g/mol, welche Oﬂ>0< ° -
deutlich innerhalb des Trennbereichs der APC liegt, und lasst <
sich mit einer Einfachladung im Massenspektrum detektieren. @%FS

M = 1.520,6571 g/mol
Abbildung 22: Struktur und
Masse der Probe Stern-RAFT-
Reagenz

4.1.1. Wahl des Splitters
Um die Kopplung zu optimieren, musste zunachst die Art des Splitters ausgewahlt werden, mit
dem der Elutionsmittelfluss nach dem Passieren der Saulen aufgeteilt wurde. Es wurden drei
verschiedene Splittertypen getestet. Zunéchst wurde ein Vario-Split (QuickSplit Adjustable
Flow Splitter von Analytical Scientific Instruments) getestet. AnschlieRend wurden zwei T-Typ-
Splitter (Standard-HPLC-T-Typ-Splitter und neuer UPLC-T-Typ-Splitter der Firma Waters) mit
unterschiedlichen Innenvolumina verwendet. Zusatzlich wurde eine Messung durchgefihrt,
indem der Fluss ohne vorherige Aufteilung direkt in die ESI-Quelle eingebracht wurde. Diese
Messung zeigte eine signifikant hohere Messzeit, da der Gesamtfluss des APC auf 0,1 ml/min
anstelle von 0,7 ml/min reduziert werden musste, um mit den anderen Messungen in Bezug
auf den Massenfluss vergleichbar zu sein. In Abbildung 23 ist der Totalionenstrom (engl. total
ion current, TIC) des Analyten wahrend der Messungen mit den verschiedenen Splittern und
mit direkter Infusion zu sehen. Es ist gut zu erkennen, dass der TIC als chromatographische
Spur keine gute Wahl ist. Er stellt die Summe aller lonenintensitaten eines Scans dar, was
auch Untergrundsignale einschlie3t. Die TIC-Intensitat wird daher von vielen Faktoren
beeinflusst. Erstens fihren bereits minimale Spuren guter ionisierbarer Verunreinigungen zu
grol3en Schwankungen der TIC-Intensitat und zweitens wirken sich auch verschiedene Arten
von Ladungszustanden auf das Signal des TIC aus. Daher kdnnen die Einzelelutionsprofile
(SEP) (auch extracted ion chromatogram (XIC)) besser mit der RI-Spur der APC verglichen
werden. Diese SEPs kdnnen erhalten werden, indem der Analytmassenpeak integriert und
das entsprechende Chromatogramm des Analyten rekonstruiert wird. Das Erstellen solcher

SEPs kann mit der Waters MassLynx-Software durchgefiihrt werden.



Auswertung

a) direkte Infusion b) Vario-Split
5E+7 Tic T H0E*6 1,0E+7 i
—SEPO1
4E+T Verunreinigung i [ 2,5E+6 8,0E+6
I
l‘ \ 2,0E+6
— 3E47 [ _  _ GOE+6
g || g T
5 J |‘ F15E+6 5 &
D 247 | DD 40Es8
\ 1,0E+6
gEd Analytpeaks } v \ | 5,0E+5 2.0E+6
1
AS J
—— ——— ~—— ] — ———]
0E+0 T L 0,0E+0 0,0E+0 ————" L0,0E+0
16 20 25 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35 4,0
Zeit [min] Zeit [min]
c) HPLC T-Splitter (hdheres Innenvolumen) d) UPLC T-Splitter (geringeres Innenvolumen)
——TIC 03] (s ——TIC 04
1,2E+7 A | ——SEP 03 8,0E+5 1 ——SEP 04| 4 oE+6

8,0E+6 [
L 6,0E+5 L8 0E+5
' 6,0E+6

g e 6,0E+5 &
L4 0E+5 9 2 | 2
' 2z D 40E+8 =
+4,0E+5
2,0E+5 \ [
2,0E+6 ‘ \\ L 2 0E+5
VA S —_— | e~ ~— ]
0,0E+0 — —L0,0E+0 0,0E+0 L0,0E+0
1,0 15 2,0 2,5 3,0 1,0 1.5 2,0 25 3,0
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 23: TIC und SEP des Stern-RAFT-Reagenz fir die vier Verbindungsarten im Vergleich.

Das TIC-Chromatogramm der Messung mit dem einstellbaren Stromungsteiler (Abbildung 23
b) zeigt ein breites Peak-Tailing, was auch im SEP der Probe deutlich wird. Beide Varianten
des T-Typ-Splitters und die Direktinfusion zeigen im TIC-Chromatogramm und im SEP nahezu
die gleichen Profile. Der Vario-Split hat das hochste interne Volumen, was der Grund fur das
Peak-Tailing sein kann. Daher stellt der T-Splitter mit dem niedrigsten internen Volumen
(Abbildung 23 d) eine gute Wabhl fiir die Flussteilung dar. Dieser Splitter wird in allen folgenden

Messungen verwendet.

4.1.2. Flusseinstellung

Der nachste Schritt war die Optimierung der Verbindung zwischen dem Splitter und der ESI-
Quelle in Bezug auf das Verhéltnis zwischen der Durchflussrate zur ESI-Quelle und dem RI-
Detektor. Nach Auswahl des T-Splitters war die richtige Einstellung des
Durchflussverhaltnisses durch den Kapillarwiderstand erforderlich. Dieser Widerstand wird
unter anderem durch die Lange und den Innendurchmesser der Kapillare bestimmt. Die zu
diesem Zweck verwendeten Kapillaren bestehen aus PEEK SIL (weitere Einzelheiten siehe
Abbildung 24), da herkdmmliche PEEK-Kapillaren durch Kontakt mit bestimmten
Lésungsmitteln, einschliellich THF, quellen kdnnen. Herkémmliche PEEK-Kapillaren
bestehen vollstéandig aus Poly(etheretherketon) (PEEK), wahrend die PEEK SIL kapillaren aus
PEEK beschichtetem Silika hergestellt werden. Zuséatzlich wurde fur den Anschluss an die ESI-
Quelle ein nicht leitendes Material bendtigt, was die Verwendung von Edelstahlkapillaren
ausschlief3t.
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Abbildung 24: Bestimmte Flussverhaltnisse (ESI:RI) mit verschiedenen Kapillarlangen und Innendurchmessern.

Dieses Verhaltnis muss an die Messbedingungen angepasst werden. Im vorliegenden Fall
muss jede Kontamination des Massenspektrometers mit DMF oder dem Polymer minimiert
werden. Daher sollte die Flussrate zur ESI-Quelle so klein wie méglich sein, aber hoch genug,
um gute Intensitdten in den Massenspektren zu erhalten. Ein Screening verschiedener
Stromungsverhaltnisse wurde durchgefiihrt, um die optimale Einstellung zu finden (Abbildung
24). Mit dem gezeigten Satz von Kapillaren war es moglich, die Flussraten an die ESI-Quelle
im Bereich von 0,2 ml/min bis 0,06 ml/min anzupassen. Unter Berlicksichtigung einer
typischen Injektionseinstellung (Analytkonzentration: 2 mg/ml, Injektionsvolumen: 20 ul)
entsprechen die oben genannten Flussraten Analytmassenstromen von 5,5-10° mg/min bzw.
29,6 - 1073 mg/min. Die direkte Probeninfusion in die ESI-Quelle (z. B. unter Verwendung einer
Spritzenpumpe) erfolgt standardméaRig bei Analytmassenstromen von 2:10° mg/min. Somit
konnte die Flussrate vom Splitter zur ESI-Quelle weiter verringert werden, insbesondere flur

gut ionisierbare Polymere wie PEG.

An den SEP des Analyten ist zu erkennen, dass die Intensitét der Spektren mit verschiedenen
Durchflussraten in einem konstanten Bereich bleibt (Abbildung 25). Daher wurde fir weitere
Messungen die PEEK SIL-Kapillare mit einer LaAnge von 50 cm und einem Innendurchmesser
von 50 ym wurden gewéhlt (d), um eine minimale Kontamination der MS mit DMF oder der

Probe sicherzustellen.
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Abbildung 25: TIC (a) und SEP (b) fur die Messungen mit verschiedenen Kapillaren zur Verbindung (a-d
entsprechend der Aufbauten in Abbildung 24).

4.1.3. Optimierung des lonentransfers
Vor der Detektorversatzbestimmung muss die Form der SEP-Kurve bertucksichtigt werden.
Trotz der oben genannten Vorteile des SEP als chromatographische Spur kénnen die bisher
aufgezeichneten SEP-Spuren nicht direkt zur Offsetbestimmung verwendet werden. Die SEP-
Signale zeigen ein klares bimodales Profil (Abbildung 25 b), was den Vergleich von SEP- und
RI-Spuren erschwert (Abbildung 26). Die hinsichtlich der erreichten Intensitat optimierten

lonisationsparameter haben keinen Einfluss auf die SEP-Spur.
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Abbildung 26: RI- und SEP-Spur des Stern-RAFT-Reagenz im direkten Vergleich, gemessen mit
Standardparametern.

Die Bimodalitat resultiert daher nicht aus einer Fragmentierung der Probe, da dies auch bei
hoéheren Spannungen am Probenkegel nicht beobachtet werden konnte. Es ist bekannt, dass
die Moglichkeit von Fragmentierungen bei Verwendung héherer Kegelspannungen besteht. In

diesem Fall wurde mit dem Analyten auch fiir h6here Kegelspannungen keine Fragmentierung
beobachtet.
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Es wird daher davon ausgegangen, dass das bimodale Profil nicht auf eine Fragmentierung
des Analyten zurtickzufthren ist. Um das Profil des SEP im Vergleich zum monomodalen Profil

des RI-Chromatogramms zu verbessern, wurden verschiedene Quellenparameter optimiert.

Der erste untersuchte Parameter ist dabei die Quelltemperatur. Es wurden zwei verschiedene
Temperaturen getestet. Die Standardeinstellung ist dabei 120°C. Der direkte Vergleich der
SEP zeigt keine deutliche Veranderung der Bimodalitat (Abbildung 27 a).
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Abbildung 27: SEP des Stern-RAFT-Reagenz fir beide Quelltemperaturen (a) und die Massenspektren zu
beiden Messungen (b).

Im Vergleich der zugehérigen Massenspektren kann allerdings beobachtet werden, dass die
Verunreinigungen prominenter werden. Auch eine zunehmende Fragmentierung kann nicht
ausgeschlossen werden. Daher wurde im Folgenden mit dem Standardwert der

Quelltemperatur weitergearbeitet.

Als néchstes wurde die Temperatur des Zerstaubergases (desolvation temperature) variiert.
Die Erhohung dieser Temperatur fihrt zum einen zu héheren Signalintensitaten und zum
anderen zu einer verbesserten Peakform. Es ist weiterhin eine Unregelmafigkeit im Peak zu

erkennen, diese zeigt sich allerdings nur noch in Form einer Schulter.
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Abbildung 28: SEPs des Stern-RAFT-Reagenz unter Variation der Desolvations-Temperatur.
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Auch im Vergleich der Massespektren lasst sich keine weitere Fragmentierung erkennen. Die
Zwei Fragmente, welche bei m/z-Werten von etwa 1.000 und 1.300 zu beobachten sind,

zeigen den gleichen Intensitatsanstieg wie der eigentliche Massenpeak (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Massespektren des Stern-RAFT-Reagenz mit verschiedenen Zerstaubergastemperaturen.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die erhéhte Temperatur des Zerstaubergases fur die
Offsetbestimmung genutzt werden sollte. Grundsatzlich sollte diese Temperatur nur vorsichtig
erhdht werden, da weniger stabile Analyte unter derartig hohen Temperaturen deutliche
Fragmentierung aufweisen kdnnen. Fir die weiteren Messungen fir die Offsetbestimmung

wurde die Temperatur des Zerstdubergases auf 650 °C eingestellt.

Als nachste Parameter kénnen die Gasstrome des Kegel- und Zerstaubergases variiert
werden. Um sicherzustellen, dass die Intensitéat der lonen nicht beeinflusst wird, kdnnen beide

Werte nur innerhalb bestimmter Grenzen verandert werden.
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Abbildung 30: Einfluss der Veranderung des Kegelgasstroms (Cone-Gasstrom) auf den SEP.
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Die Veranderung des Cone-Gasstroms zeigt keinen Einfluss auf den Peak des SEP
(Abbildung 30). Auch das Massenspektrum der Probe zeigt unter verandertem Gasstrom keine
weitere Fragmentierung (Abbildung 31). Da keine Verbesserungen oder Verschlechterungen

zu beobachten sind, wurde der Gasstrom fir die folgenden Messungen auf 50 I/h eingestellt,
um die Intensitat zu erhéhen.
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Abbildung 31: Massenspektren des Stern-RAFT-Reagenz mit verschiedenen Cone-Gasstromen.
Der letzte Parameter ist der Gasstrom des Zerstaubergases. Dieser ist standardmaRig auf
600 I/h eingestellt, und kann sowohl verringert als auch erhéht werden. Das Zerstaubergas

dient zum Evaporieren des Losungsmittels wahrend der lonisierung. Der Gasstrom kann daher
die Geschwindigkeit dieses Vorgangs beeinflussen.
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Abbildung 32: SEPs des Stern-RAFT-Reagenz mit verschiedenen Zerstaubergasstromen.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Verringerung des Gasstromes zu einem schlechterem

SEP fuhrt, wahrend zu hohe Gasstrome zu Intensitatsverlusten fihren (Abbildung 32 blau und
rot).
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Die Massespektren zeigen auch mit zunehmenden Gasstromen die Intensitatsverluste des

SEP. Dabei scheinen die Fragmentionen im Vergleich starker ausgepragt (Abbildung 33 rote
Linie 1.000 m/z und 1.300 m/z).
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Abbildung 33: Massespektren der Messungen mit verschiedenen Zerstaubergasstromen.
Die Veranderung des Zerstaubergasstromes fihrt nicht zu einer weiteren Verbesserung des
SEP, allerdings konnte fir 800 I/h eine hohere Intensitdt beobachtet werden. Daher wurde

auch hier fur weitere Untersuchungen dieser Wert genutzt.

Die fur die Messung des Offsets der beiden Detektoren genutzten Parameter der
lonisationskammer sind in Tabelle 18 zusammengefasst

Tabelle 18: Gegeniiberstellung der Standardwerte und optimierter Werte innerhalb der lonisationskammer.

Parameter Standardwert Optimierter Wert
Quelltemperatur [°C] 120 120
Zerstaubergastemperatur [°C] 350 650
Cone Gasstrom [l/h] 30 50
Zerstaubergasstrom [I/h] 600 800

Die Optimierung der lonisation des Stern-RAFT-Reagenz ermdglicht es den Detektorversatz
zu bestimmen und zu korrigieren.

Der bestimmte Versatz betragt 0,054 min fiir einen Fluss von 0,7 ml/min und eine Flussteilung
mit einem Verhaltnis von 1:10,5 (ESI:RI).
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Abbildung 34: Korrektur des Versatzes von RI-Detektor und TIC /SEP.

4.2. Sequenzdefinierte Oligomere
Im Folgenden sollen sequenzdefinierte Oligomere auf ihre Trennbarkeit mit IMS und APC
untersucht werden. Dazu wurden zunachst theoretische Modelle von zwei Hexameren erstellt,

um die CCS-Werte der Strukturen zu berechnen, und so die grundséatzliche Trennbarkeit in
der IMS-Zelle abschatzen zu kénnen.

4.2.1. Theoretische Berechnungen
Der Vorgang der Berechnungen wurde in Kapitel 3.6 beschrieben. Es wurden die zwei
Hexamere BTz und BsTs untersucht. Beide sind aus zwei Monomeren aufgebaut, die
Tetrahydrofuran- bzw. Benzylseitenketten aufweisen. Sie unterscheiden sich in der Abfolge

der Monomere. Zu Beginn wurden zunéchst die ungeladenen Strukturen berechnet.

b)

Abbildung 35: Optimierte Strukturen der Hexamere B3T3 (a) und BTz (b).
Der Vergleich der beiden ungeladenen Strukturen (Abbildung 35) zeigt bereits, dass

unterschiedliche Formen in der Gasphase angenommen werden. Im Folgenden werden die
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Strukturen der einfach geladenen Hexamere mit den vier verschiedenen lonen dargestellt und

verglichen.

a)
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d)

Abbildung 36: Optimierte Strukturen der einfach geladenen Hexamere B3T3 (links) und BTs (rechts) mit den lonen
Lithium (a und e), Natrium (b und f), Kalium (c und g) und Caesium (d und h). [Farblegende: Kohlenstoff- grin,
Wasserstoff — weil3, Schwefel — gelb, Sauerstoff — rot, Stickstoff — blau, lon — schwarz.]

Es lasst sich deutlich erkennen, dass das blockartige Hexamer (BsTs), welches im
ungeladenen Zustand noch eine globulare Form angenommen hat, mit dem Zusatz eines lons
eine offenere Struktur annimmt als das alternierende Isomer. Zusétzlich lasst sich erkennen,
dass mit steigender lonengrdof3e (Abbildung 36 a zu d, bzw. e zu h) die Strukturen kompaktere
Formen annehmen. Die gleichen Untersuchungen wurden mit den doppelten geladenen

Hexameren durchgeflhrt.

a) b e) v
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Abbildung 37: Optimierte Strukturen der zweifach geladenen Hexamere BsTs (links) und BTs (rechts) mit den
lonen Lithium (a und e), Natrium (b und f), Kalium (c und g) und Caesium (d und h). [Farblegende: Kohlenstoff-
grun, Wasserstoff — weil3, Schwefel — gelb, Sauerstoff — rot, Stickstoff — blau, lon — schwarz]

Auch hier lasst sich eine kompaktere Form fir das alternierende Isomer feststellen. Die
Entwicklung der GréRRen der Strukturen mit der Ladung sowie im Vergleich beider Isomere
l&sst sich schlecht mit den Strukturen allein bewerten. Daher wurde mit Hilfe des Programms
mobcal der Kollisionsquerschnitt fur die Strukturen berechnet. Genutzt wurde dazu die TM-
Methode.
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Abbildung 38: Berechnete CCS-Werte beider Isomere fir Einfach- (schwarz) und Zweifachladung (rot) fur alle
betrachteten lonen.

Abbildung 38 zeigt, dass die Einfachladung des alternierenden Isomers (schwarze Dreiecke)
kaum Anderungen im CCS aufweisen unabhéngig vom genutzten lon. Das blockartige Isomer
hingegen zeigt zunachst einen Anstieg und dann wieder einen Abfall des Querschnitts flr die
Einfachladung (schwarze Punkte). Grundsatzlich ist fir mehrfach geladene lonen mit héheren
Ladungszustanden eine bessere Auflosung zu erwarten.* 1% |m Vergleich beider Isomere
in der Struktur ihrer Zweifachladungen fallt auf, dass beide einem &hnlichen Verlauf eines
leichten Anstieges mit einem Abfall zur Struktur mit Caesium folgen. Die Ausnahme bildet
dabei das Natriumaddukt des alternierenden Hexamers. Der Abfall in dem CCS-Wert dieser

Struktur kann nicht erklart werden.

Zusammengefasst kann aufgrund der Berechnungen angenommen werden, dass beide

Isomere aufgrund der Unterschiede von 50 bis 60 A2 gut in der IMS zu trennen sein sollten.

4.2.2. Optimierung APC-Trennung
Die ersten Messungen der Oligomere wurden auf dem APC-System mit der
Séaulenkombination A (Tabelle 5) und dem Eluentsystem B (Tabelle 5) durchgefiihrt. Es zeigt
sich, dass eine Mischung von drei Oligomeren mit den gleichen Monomereinheiten in
alternierender Reihenfolge und unterschiedlichen Kettenldangen von der APC nicht getrennt

werden kann. Untersucht wurden die Proben BT, BTz und BTa.
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Abbildung 39: RI-Spur der APC fur Messungen der Proben BTz, BTz und BTs4 und deren Mischung mit der
Saulenkombination A (Tabelle 5).

Wahrend die Messungen der einzelnen Oligomere noch deutlich unterschiedliche
Peakmaxima zeigen, ist in der Mischung keine klare Trennung zu erkennen. Das zuerst
eluierende Oktamer ist in der Mischung nur als leichte Schulter zu erkennen, das Tetramer
zeigt noch eine zweite Peakspitze (Abbildung 39).

Um die Trennung zu verbessern, wurden die Messungen mit einer anderen
Saulenkombination wiederholt (Tabelle 5 Saulenkombination B). Die im Folgenden genutzten
Saulen sind insgesamt langer als die Saulen im Experiment zu Abbildung 39. Das bedeutet,
dass neben einer Verbesserung der Trennung auch eine langere Messzeit erwartet wird. Die
hier genutzten Saulen haben eine PorengréRe von 45 A. Laut Herstellerangaben ist diese
Porengrof3e fir einen Molmassenbereich von 200 bis 5.000 g/mol geeignet. Alle untersuchten

Oligomere fallen in diesen Massenbereich.

Mit der neuen Saulenkombination zeigt sich eine deutliche Verbesserung der Trennleistung
(Abbildung 40). Schon die Einzelmessungen zeigen eine bessere Trennung, welche in der
Mischung bestétigt wird. Fur alle Oligomere werden Peakmaxima erwartet, welche in guter
Ubereinstimmung mit denen der Einzelmessung sind. Zusétzlich sind die Peaks von Hexamer
und Tetramer soweit getrennt, dass von einer Basislinientrennung gesprochen werden kann.
Fur beide Saulenkombinationen kann mit Hilfe von Gleichung (18) die Bodenzahl der Saule
berechnet werden, um die tatsachliche Trennleistung quantitativ abzuschatzen. Fir die
Saulenkombination A ergibt sich eine Bodenzahl von etwa 5.000, wahrend die
Saulenkombination B eine Bodenzahl von fast 11.000 zeigt (berechnet in Bezug auf die Probe

BT,). Das entspricht ungefahr den Erwartungen. Die Saulenlange fur den Trennbereich 200-

5.000 g/mol hat sich von der Kombination A zu B verdreifacht. Allerdings ist die zweite Saule
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der Kombination A mit einer PorengréRe von 125 A fiir einen Massenbereich von 1.000 bis

30.000 g/mol ausgelegt, und unterstitzt daher die Trennung der Oligomere zusétzlich. Diese
Saule wurde in der Kombination B nicht eingesetzt.
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Abbildung 40: RI-Spur der APC flir Messungen der Proben BTz, BTs und BT4 und deren Mischung mit der
Saulenkombination B (Tabelle 5).

Weiterhin wurde die Trennung mit der APC hinsichtlich der Betriebstemperatur der Saulen

untersucht, um die optimale Temperatur fur die Trennung zu finden.
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Abbildung 41: RI-Spuren der Mischung der Proben BT2, BTs und BT4 fur verschiedene Betriebstemperaturen der
Saulen.

Ein direkter Vergleich der Mischungsprofile fiir verschiedene Saulentemperaturen zeigt optisch
keine Anderung (Abbildung 41). Sowohl die Intensitat der Signale als auch der Grad der
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Trennung ist von der Temperatur scheinbar nicht beeinflusst. Um diese Aussage quantitativ
treffen zu kénnen, wird erneut mit der Probe BTs die Bodenzahl der Messungen mit Hilfe der
Gleichung (18) berechnet (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Bodenzahlen der Messung der Probe BTz mit verschiedenen Temperaturen.

Es zeigt sich, dass die Bodenzahl mit steigender Temperatur zunachst abnimmt, um ab 45 °C
wieder anzusteigen. Ob hohere Bodenzahlen fur noch hohere Temperaturen erreicht werden
kénnen, kann auf Grund der Siedepunkte der verwendeten Ldsungsmittel nicht getestet
werden. Auch Kkleinere Betriebstemperaturen kénnen durch die Gegebenheiten des
Saulenofens nicht realisiert werden. Daher wird die bestmogliche Trennung fur eine
Betriebstemperatur von 30 °C erreicht. Fir eine SEC-Trennung wird, aufgrund der
Temperaturunabhéngigkeit des Verteilungskoeffizienten zwischen mobiler und stationarer
Phase, keine Anderung der Trennleistung erwartet. Dass sich eine Temperatureinfluss

beobachten lasst, kann ein Indiz fur eine geringe Wechselwirkung von Analyt und S&ule sein.

Als letztes wurde an dieser Stelle die Flussrate verandert. Funf verschiedene Flussraten
wurden hinsichtlich der Trennleistung untersucht (Abbildung 43). Es lasst sich vor allem fiir die
Trennung von Oktamer und Hexamer erkennen, das mit abnehmender Flussrate eine
Verbesserung eintritt. Wahrend bei einer Flussrate von 0,7 ml/min die beiden Peaks noch auf
der Halfte in einander Gibergehen, sind sie bei einer Flussrate von 0,55 ml/min bereits bis zum

unteren Drittel getrennt.
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Abbildung 43: RI-Spuren der Mischung der Proben BTz, BTz und BT4 mit verschiedenen Flussraten.
Um die Trennleistung konkret beurteilen zu kbénnen, wird erneut ein Vergleich der Bodenzahlen
nach Gleichung (18) durchgefuhrt.
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Abbildung 44: Bodenzahlen der Messung der Probe BTz mit verschiedenen Flussgeschwindigkeiten.

Es kann beobachtet werden, dass die Bodenzahl mit steigender Flussrate zunéachst ansteigt,
dann allerdings nach einem Hohepunkt bei 0,55 ml/min wieder abnimmt. Dies deckt sich mit
den Beobachtungen aus dem Vergleich der RI-Spuren der Mischung. Es lasst sich vermuten,
dass fur kleinere Flussraten (unter 0,55 ml/min) die séaulenexterne Bandenverbreiterung durch
Diffusion soweit zunimmt, dass die Trennleistung darunter leidet. Die Ergebnisse zeigen, dass
die beste Trennung mit einer Flussrate von 0,55 ml/min erreicht werden kann. Allerdings
bedeutet eine Verringerung der Flussrate auch gleichzeitig eine héhere Messzeit. In Hinblick
auf die Kopplung ist daher ein Kompromiss aus Messzeit und Trennleistung notwendig. Fir
die folgenden Messungen wurde aufgrund der geringen Verbesserung mit kleineren

Flussraten eine Flussrate von 0,7 ml/min genutzt.
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4.2.3.

Die ersten Untersuchungen wurden mit den Proben BsTs; und BTs;am Synapt™ durchgefihrt.
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Optimierung der IMS-Trennung

Es wurden verschiedene Einstellungen der IMS-

Trennung sowie verschiedene Salzzusatze
getestet, um die Driftzeitunterschiede zwischen

den Isomeren zu maximieren.

Die getestete Wellengeschwindigkeiten variieren
zwischen 300 m/s und 1500 m/s, wahrend

Lithiumiodid, Natriumiodid, Kaliumiodid und
Caesiumiodid als Salzzusatze getestet wurden. = 2.409,8379 g/mol
Alle lonen der Salze zeigen daher nur AppiGing 45 Proben BaTs (oben) und BT

Einfachladungen und steigen im lonenradius von (unten) und ihre Masse.
76 pm auf 167 pm.1**% Die Hexamere zeigen nur furr die Zweifachladung ausreichend Intensitét
fur eine Detektion mit IMS. Ausgewertet werden die Signale, welche zweimal das lon des

Salzzusatzes angelagert haben. Alle Messungen wurden als dreifach Bestimmung

durchgefihrt.
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Abbildung 46: Driftzeitdifferenzen der Hexamere BsTz und BTs mit Lithiumiodid, Natriumiodid, Kaliumiodid und

Wellengeschwindigkeit [m/s]

Wellengeschwindigkeit [m/s]

Caesiumiodid als Salzzusatz in Abhangigkeit von der Wellengeschwindigkeit in der IMS-Zelle.

Alle Salzzusatze zeigen einen vergleichbaren Trend der

Wellengeschwindigkeit.

Die

Unterschiede

der

Driftzeiten  steigen  mit

Proben mit steigender

den
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Wellengeschwindigkeiten an. Dieser Verlauf entspricht den Erwartungen nach Gleichung (9).
Unerwartet hingegen ist das Erreichen eines Plateaus, was sich fur die Proben mit
Lithiumiodid, Natriumiodid und Kaliumiodid erkennen lasst (Abbildung 46). Fur Caesiumiodid
sinkt die Differenz der Driftzeiten deutlich mit der héchsten Wellengeschwindigkeit. Dieser
Abfall ist fur alle Salzzusétze zu beobachten, aber fur das grof3te lon am ausgepragtesten.
Des Weiteren lasst sich beobachten, dass die Fehler der Messung in allen Fallen kleiner sind
als die Differenzen der Driftzeiten. Dies spricht prinzipiell fur einen tatsachlichen Unterschied
der Form der Isomere und eine theoretische Trennbarkeit. Es ist auffallig, dass die Proben mit
Lithium und Caesium im Vergleich zu Natrium und Kalium deutlich groRere Fehler aufweisen.
Dies ist wahrscheinlich durch die Intensitat der Signale zu erklaren. Wahrend mit Kalium und
Natrium gute Intensitaten der Addukte in den Massenspektren zu erreichen sind, Gberwiegen
fur Lithium und Caesium andere Addukte. Die in den Probengefal3en vorhandenen Natrium-
und Kaliumionen liegen in ausreichender Konzentration in der L6sung vor, dass eine lonisation
mit diesen lonen bevorzugt ist. Angesichts der kleineren Fehler, sowie der erreichten

Differenzen ist fur die Hexamere Natriumiodid die beste Wahl als Salzzusatz.

Fur die spateren Identifizierungen von Isomeren sollen die CCS-Werte der Proben statt ihrer
Driftzeiten genutzt werden. Daher muss das System der IMS kalibriert werden. Dies wird mit
Polyalanin durchgefiihrt, da fur dieses Polymer die CCS-Daten in der Literatur fUr drei

Ladungszustande bekannt sind.[%
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Abbildung 47: Kalibrierungskurven fir die Einfachladung und die Zweifachladung mit Polyalanin mit einer
Wellengeschwindigkeit von 500 m/s.

Diese Kalibrierungen konnen genutzt werden, um die CCS-Werte der Hexamere zu
bestimmen. Die Wellengeschwindigkeit hat keinen Einfluss auf die CCS-Wert. Daher kann fur

die Bestimmung dieser Werte eine beliebige Messung genutzt werde, solange die Kalibrierung
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mit der gleichen Wellengeschwindigkeit durchgefiihrt wurde. Die experimentellen Werte
kénnen mit den theoretischen Werten, welche in Kapitel 4.2.1 dargestellt wurden verglichen
werden (Abbildung 48).

520
-
500 m = E
A A A
480 A
=<
7)) 60 = B,T;IMS
7 = BT, IMS
A B,T; berechnet
440 - A BT, berechnet
A
A
420 - A
A
T » Ll ¥ T 2 T
Li+ Na+ K+ Cs+

lon

Abbildung 48: CCS-Werte der Hexamer B3Tz (schwarze Symbole) und BTs (rote Symbole) aus den theoretischen
Berechnungen (Dreiecke) und der IMS (Quadrate) fir unterschiedliche Addukte.

Dieser Vergleich zeigt zwei offensichtliche Unterschiede. Zum einen sind die Differenzen
zwischen beiden Isomeren in der theoretischen Bestimmung mit 50 bis 60 A2 deutlich gréRer
als die etwa 2 A2, welche in der IMS erreicht werden. Und zum anderen sind die in der IMS
erreichten Werte grol3er als die der theoretischen Berechnung. Mit Ausnahme des
Caesiumaddukts ist allerdings die Tendenz des blockartigen Isomers als jenes Isomer mit der
grolBeren Form identisch. Dieser Vergleich zeigt, dass die theoretischen Berechnungen an
dieser Stelle nur als Richtwert aber nicht zum quantitativen Vergleich und Bewertungen
herangezogen werden kdnnen. Weiterhin zeigen die CCS-Werte der Addukte untereinander
keine grofRen Unterschiede, sodass anhand dieser Auswertung anzunehmen ist, dass der

Salzzusatz keinen Einfluss auf die Form der Isomere ausiibt.
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Um den Einfluss der Wellengeschwindigkeit besser
beurteilen zu kénnen, werden diese Messungen
mit Oligomeren anderer Kettenlangen wiederholt.
Zunéachst werden hier die Tetramere B,T, und BT>
betrachtet. Fur die Tetramere ist die Einfachladung
mit besserer Intensitdt nach der IMS-Zelle zu
beobachten als die Zweifachladung. Auch diese
Proben  wurden mit Dreifachbestimmung
gemessen. Als Salzzusatz wurde nur Natriumiodid
genutzt. Die Driftzeitverteilungen (Abbildung 50)

beider Proben im Vergleich zeigen, dass zum einen

Yo P
e

BTACER

M = 1.683,5774 g/mol

Abbildung 49: Proben B,T, (oben) und BT, (unten)
und ihre Masse.

die Intensitaten beider Proben mit steigender Wellengeschwindigkeit abnehmen, sodass die

Messungen mit Wellengeschwindigkeiten von 900 m/s und mehr sehr schlechte Signal-

Rausch-Verhaltnisse zeigen.
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Abbildung 50: Driftzeitverteilungen der Proben B,T, (gestrichelte Linie) und BT, (durchgezogene Linie) mit

verschiedenen Wellengeschwindigkeiten.
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Des Weiteren ist deutlich zu sehen, dass die Probe B,T, hdhere Intensitaten aufweist als das

alternierende Isomer. Die Oktamere B4T4 und BT,

O
zeigen nicht so grof3e Unterschiede in der Intensitét O q fv
untereinander (Abbildung 52). Aber auch hier lasst
sich eine Abnahme der Intensitat mit der hoheren
Wellengeschwindigkeit beobachten. Eine Aus- (? q
nahme stellt die Messung mit einer Wellenge- Jv
schwindigkeit von 300 m/s, welche auch eine sehr w K( )k /i( )L ?\)
kleine Intensitat zeigt. Alle Intensitaten, sind
allerdings nicht im Bereich des Rauschens und fir = 3.138,694 g/mol

die Auswertung ausreichend. Die Wellen- Abbildung 51: Proben B,T, (oben) und BT, (unten)
geschwindigkeit von 1500 m/s fuhrt dabei """ Masse

allerdings zu einer Driftzeit, welche auf der Grenze des Messfensters ist. Da dieses
Messfenster nicht verandert werden kann, werden lonen, welche Driftzeiten Uber 20 ms
aufweisen, formal mit kleineren Driftzeiten registriert, da sie im folgenden Messfenster
detektiert werden. Die Verteilung dieser Wellengeschwindigkeit ist daher geteilt. Die schnellere
Halfte ist noch im ersten Messfenster, wahrend die langsamere Halfte der Verteilung erst im

nachsten Messfenster aufgenommen wird. Diese Messung ist daher fur die Auswertung
unbrauchbar.
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Abbildung 52: Driftzeitverteilungen der Proben B4T4 (gestrichelte Linie) und BTs4 (durchgezogenen Linie) mit
verschiedenen Wellengeschwindigkeiten.

Um einen Eindruck zu bekommen, ob die Proben den nach Gleichung (9) erwarteten Verlauf

zeigen, werden die Driftzeiten korrigiert und gegen die Wellengeschwindigkeit aufgetragen.
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Abbildung 53: Entwicklung der Driftzeiten der Proben B2T2, BTz, B3T3, BTs, BaT4 und BT4 in Abh&ngigkeit von der
Wellengeschwindigkeit.

Der Anstieg aller Proben folgt dem erwarteten Verlauf. Alle Anstiege entsprechen einer
Gerade, wobei die Steigungen keine grofRen Unterschiede aufweisen. Der Vergleich der
absoluten Werte der Driftzeiten ist schwierig, da es schwer zu beurteilen ist, ob die Proben mit
300 m/s bereits Giber die Dauer eines Messfensters in der Zelle waren, bevor sie im zweiten
Fenster detektiert werden, oder ob diese Proben im Laufe des ersten Messfensters detektiert
werden. Nach den Gleichungen (7) und (9) wirde eine Zunahme der Driftzeit mit steigender
Masse und CCS erwartet werden. Da die Driftzeit gleichzeitig auch umgekehrt proportional zur
Ladung der lonen ist, wirde im direkten Vergleich der Oligomere eine Steigerung der Driftzeit
mit steigender Kettenldnge bei gleichbleibender Ladung erwartet. Die Hexamere und
Oktamere entsprechen diesen Erwartungen. Da die Tetramere mit einer Einfachladung
untersucht wurden, kann die groRBere Driftzeit dieser Proben mit dem Unterschied der

Ladungen erklart werden.

Fur die Optimierung der Messbedingungen ist es interessant zu betrachten, ob alle
Driftzeitunterschiede zwischen den Isomeren dem gleichen Trend folgen. Daher werden in
Abbildung 54 die Differenzen der Driftzeiten in Abh&ngigkeit von der Wellengeschwindigkeit

fur alle bisher diskutierten Proben dargestellt.
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Abbildung 54: Driftzeitdifferenzen der Proben B:T2, BTz, BsTs, BTs, BaT4 und BTs in Abh&ngigkeit von der
Wellengeschwindigkeit in der IMS-Zelle.

Diese Betrachtung (Abbildung 54) zeigt, dass die Driftzeitunterschiede nicht fir alle
Kettelangen mit der Wellengeschwindigkeit steigen. Wie bereits betrachtet zeigen die
Hexamere einen Anstieg mit einem anschlieBenden Plateau. Die Tetramere zeigen mit
Ausnahme der Probe mit 1.200 m/s einen &hnlichen Verlauf. Die Oktamere hingegen weisen
einen Abfall der Unterschiede mit steigender Wellengeschwindigkeit auf. Dieser Verlauf kann
Uber die Gleichungen nicht erklart werden, zeigt aber, dass ein sinnvoller Kompromiss der
Wellengeschwindigkeiten fir eine Mischung von Oligomeren mit verschiedenen Kettenléangen

gefunden werden muss.

4.2.4. Variation der Monomere
Im Folgenden wird die Anwendbarkeit der Methode auf verschiedene Monomersysteme
getestet. Dazu sind zwei verschiedene Messreihen aus Tetrameren und Hexameren genutzt
worden. Die erste Reihe besteht aus den Proben MP-1 und MP-6. Beide Kettenlangen werden
erneut mit alternierender Sequenz (MP-A1 und MP-A6) und blockartiger Sequenz (MP-B1 und
MP-B6) gemessen (Abbildung 55 und Abbildung 56).
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Abbildung 55: Proben MP-A1l (oben) und MP-B1 Abbildung 56: Proben MP-A6 (oben) und MP-B6

(unten) und ihre Masse. (unten) und ihre Masse.

Fir diese Proben ist bereits aufféllig, dass die Intensitat des blockartigen Oligomers fir alle
Messungen grofR3er ist. Ausnahme davon ist die Messung mit der Wellengeschwindigkeit von
300 m/s (Abbildung 57). Diese hat flr das Hexamer MP-A6 eine hohere Intensitat als das
blockartige Isomer, wahrend die Intensitaten der Tetramere fur diese Wellengeschwindigkeit
identisch sind. Fir beide Kettenlangen fallt auf, dass die Intensitat der Proben mit der
Wellengeschwindigkeit abnimmt, wie bereits bei den vorherigen Proben beobachtet.
Grundsatzlich kann vermutet werden, dass die blockartige Sequenz besser ionisierbar ist als

die alternierende.
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Abbildung 57: Driftzeitverteilungen der Proben MP-A1 (durchgezogene Linie) und MP-B1 (gestrichelte Linie) (a)
und der Proben MP-A6 (durchgezogene Linie) und MP-B6 (gestrichelte Line) (b) mit verschiedenen
Wellengeschwindigkeiten.

Auch diese Messungen wurden als Dreifachbestimmung gemessen, sodass die Auswertung
der Driftzeitunterschiede mit entsprechendem Fehler gezeigt werden kann (Abbildung 58).
Auch fur diese Monomere ist ein Anstieg der Driftzeitdifferenzen mit der
Wellengeschwindigkeit zu erkennen. Beide Kettenlangen zeigen einen linearen Verlauf, wobei

die Steigung des Hexamers deutlich geringer ausféllt, sodass fur die Tetramere ein
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Unterschied von etwa 0,23 ms erreicht werden kann, wahrend fir die Hexamere maximal 0,03
ms erreicht werden. Auch hier lasst sich beobachten, dass die Fehler der Messungen mit

steigender Wellengeschwindigkeit deutlich zunehmen.
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Abbildung 58: Driftzeitdifferenzen der Proben MP-1 und MP-6 in Abh&ngigkeit von der Wellengeschwindigkeit in
der IMS-Zelle.

Die zweite untersuchte Testreihe besteht aus den Proben MP-2 und MP-4 (Abbildung 59 und
Abbildung 60). Auch hier werden jeweils die alternierenden (MP-A2 und MP-A4) und
blockartigen (MP-B2 und MP-B4) Proben als Tetramere und Hexamere untersucht. Ahnlich zu
den Proben MP-1 und MP-6 weist auch hier eins der Monomere eine Sauregruppe in der
Seitenkette auf, wahrend das zweite Monomer eine unpolare Seitenkette besitzt. In diesem
Fall endet die Seitenkette mit einem sterisch anspruchsvollen Kampfer-Derivat. Der deutliche
Unterschied in Polaritat und rdumlichen Anspruch kénnte auch zu einem Unterschied in den
Formen der lonen der alternierenden und blockartigen Sequenzen fihren.
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Abbildung 59: Proben MP-A2 (oben) und MP-B2 Abbildung 60: Proben MP-A4 (oben) und MP-B4
(unten) und ihre Masse. (unten) und ihre Masse.
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Auch hier werden zunachst die Verteilungen der Driftzeiten beider Isomerenpaare betrachtet
(Abbildung 61 A und B). Die Tetramere zeigen wie die vorherigen Proben, einen Intensitats-
unterschied zwischen dem Isomer mit alternierender Sequenz und dem mit blockartiger
Sequenz. Erneut ist die Intensitat des blockartigen Isomers erhdht. Die Hexamere zeigen

diesen Unterschied auch, wobei hier das alternierende Isomer die hohere Intensitat aufweist.

a) —  300m/s h) — 300 m/s
i 7E+5 o
BE+5 200m/s ! ——— 400 m/s
—— 500m/s 645 4 —— 500 m/s
5E+5 —— 900m/s 900 m/s
1.200m/s 1.200 m/s
1.500m/s SE5 1.500 m/s
® 4E+5- | : T :
g 2 4E+5- o
& \‘ R
£ 3E+5- : : ‘ £ [ |
g III‘ 1 3E+5 |
| ! N 1 l
gt ] ‘\ | 2E+5 | ‘ |
' ' +5
o | I | [
1E+5 | 1 Il " A ! ! IF "A':
4 k ' / \ 1E+5 - | r‘ [ It
. foN | I
S b L) I 7
OE+0 LS AN SR NS, I/ Nl it /l \ 0E+0 | J_IL J_I R ‘ I-'
5 10 15 20 0 5 10 15
Driftzeit [ms] Driftzeit [ms]

Abbildung 61: Driftzeitverteilungen der Proben MP-A2 (durchgezogene Linie) und MP-B2 (gestrichelte Linie) (a)
und der Proben MP-A4 (durchgezogene Linie) und MP-B4 (gestrichelte Line) (b) mit verschiedenen
Wellengeschwindigkeiten.
An dieser Stelle kann vermutet werden, dass die Intensitatsunterschiede nicht auf der
lonisierbarkeit beider Isomere beruhen, sondern durch leichte Konzentrationsunterschiede der
Messldsung hervorgerufen werden. Auch fallt erneut der Abfall der Intensitaten mit steigender
Wellengeschwindigkeit fir beide Isomerenpaare auf.
Die Berechnung der Driftzeitdifferenzen erfolgt auch hier mit einer Fehlerbestimmung anhand
aller drei Messungen fir jede Wellengeschwindigkeit (Abbildung 62). Auch hier sind die
Differenzen der kiirzeren Ketten gré3er als die der Hexamere. Beide Proben folgen grob einem
linearen Trend, wobei fiir diese Proben die Steigung beider Geraden ahnlich ist. Auffallig sind
die groRRen Fehlerbereiche fiir die Hexamere flr kleine Wellengeschwindigkeiten von 300 und
400 m/s, wahrend die Tetramere dem bisherigen Trend von steigenden Fehlern mit héheren

Wellengeschwindigkeiten folgen.



Auswertung

0,16 | m MP—2
1 ® MP-4
0,14 5

0121
0104
0,08 - . "
0,06 -

0,04

Driftzeitdifferenz [ms]

0,02 +
0,00 S

-0,02

I 1 I
200 400 600 800

: -
1.000

T v T
1.200 1400 1.600

Wellengeschwindigkeit [m/s]

Abbildung 62: Driftzeitdifferenzen der Proben MP-2 und MP-4 in Abh&ngigkeit von der Wellengeschwindigkeit in

der IMS-Zelle.

4.2.5.
Die meisten im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Oligomere wurden mit racemischem Thiolacton
hergestellt. FUr ein Tetramer mit vier Monomereinheiten
bedeutet das, dass das Molekil funf nicht definierte
Stereozentren aufweist. Daher istin einer solchen Probe
eine Mischung aus 32 Stereoisomeren vertreten. Im
Folgenden soll untersucht werden, ob diese Variation
IMS-
Trennung zeigt. Dazu wurden die Proben MP-A2, MP-
B2, MP-A3, MP-B3, MP-A5 und MP-B5 untersucht.

Diese Proben sind aus den gleichen Monomereinheiten

aus Stereoisomeren einen Einfluss auf die

der
Die
Proben MP-2 wurden mit dem racemischen Thiolacton
hergestellt, wahrend MP-3 mit R-Thiolacton (R-Tla) und
MP-5 mit S-Thiolacton (S-Tla) hergestellt wurden.

aufgebaut und unterscheiden sich nur in

Stereoinformation des genutzten Thiolactons.

Einfluss von Stereoinformationen in den Oligomeren
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Abbildung 63: exemplarische Strukturen
der Stereoisomere: MP-B2 (oben), MP-B3
(mitte) und MP-B5 (unten) sowie deren
Masse.

Zunachst wird die Breite der Driftzeitverteilung der Proben exemplarisch an einer Messung mit

einer Wellengeschwindigkeit von 500 m/s verglichen (Abbildung 64). Der Vergleich zeigt, dass

im Falle der alternierenden Proben (Abbildung 64 a) die beiden Isomeren-reinen Proben im

Vergleich zu der racemischen Probe zu kurzeren (S-Tla) bzw. langeren (R-Tla) Driftzeiten

verschoben sind. Die Breite der Verteilungen bleibt davon unbeeinflusst. Fir die blockartigen
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Strukturen (Abbildung 64 b) lassen sich fir beide Isomeren-reinen Strukturen kurzere
Driftzeiten als fur die racemische Probe beobachten. Auch hier zeigt sich keine Veranderung
der Breite der Verteilung.
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Abbildung 64: Driftzeitverteilung der Proben MP-2, MP-3 und MP-5 mit alternierender Reihenfolge der Monomere
(a) und blockartiger Reihenfolge (b) gemessen mit einer Wellengeschwindigkeit von 500 m/s.

Auch diese Proben wurden mit verschiedenen Wellengeschwindigkeiten in der IMS-Zelle
gemessen. Der Vergleich aller Driftzeiten zeigt fir alle den gleichen linearen Trend (Abbildung
65). Die Driftzeiten der Messungen mit den Wellengeschwindigkeiten 1.200 m/s und 1.500 m/s
muissen dabei korrigiert werden, da die Proben langer als die 20 ms des Messfensters in der
Zelle verbleiben. Es lassen sich auch in dieser Abbildung leichte Unterschiede zwischen den

Stereoisomeren erkennen, welche mit steigender Wellengeschwindigkeiten auffallender

werden.
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Abbildung 65: Driftzeiten der Proben MP-2, MP-3 und MP-5 mit alternierender (a) und blockartiger (b) Reihenfolge
der Monomere flr verschiedene Wellengeschwindigkeiten mit Dreifachbestimmung. Korrektur der Driftzeiten fur
1.200 und 1.500 m/s (transparente Symbole unkorrigiert).

Erst der Vergleich der Differenzen zwischen den Sequenzisomeren der Proben zeigt
Unterschiede zwischen den Stereoisomeren. Fir die Probe mit R-Tla zeigt sich ein klarer
linearer Trend der Zunahme der Driftzeitunterschiede. Wéhrend auch die anderen beiden
Proben einen annéhernd linearen Trend aufweisen, ist die Steigung der R-Tla Proben deutlich
groRRer und zeigt im Bereich héherer Wellengeschwindigkeiten kleinere Fehler als die S-Tla
Proben. Die Stereoinformation innerhalb der Tetramere scheint daher einen Einfluss auf die
globale Struktur der lonen in der IMS-Zelle aufzuweisen. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass auch die Unterscheidung von R-Tla und S-Tla Proben mit der IMS mdéglich ist. Um dies
allgemein gultig belegen zu kdnnen, missten weitere Messungen mit Stereoisomeren mit

verschiedenen Monomeren und Kettenlagen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 66: Driftzeitdifferenzen der Sequenzisomere der Proben MP-2, MP-3 und MP-5 flr verschiedene

Wellengeschwindigkeiten in der IMS-Zelle mit dreifach Bestimmung.

Ein solcher Test wurde mit den Monomeren MP-MS und MP-
MR durchgefuhrt. Diese Monomere unterscheiden sich nur im
Stereozentrum im Rickgrad der Struktur. Aufgrund des
Stereozentrum in der Seitenkette des Monomers handelt es
sich bei den Proben um Diastereomere. Die Messungen
wurden mit Natriumiodid und den sechs verschiedenen
Wellen-geschwindigkeiten in einer Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. Der erste Vergleich einer Messung jeder
Einstellung zeigt wie alle Proben bisher einen Abfall der
Intensitat mit steigender Wellengeschwindigkeit, die
Intensitatsunterschiede zwischen den Monomeren sind nicht

stark ausgepragt (Abbildung 68).
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Abbildung  67:  Strukturen der
Monomere MP-MS (oben) und MP-
MR (unten) und ihre Masse.
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Abbildung 68: Driftzeitverteilungen der Monomere MP-MR (durchgezogene Linie) und MP-MS (gestrichelte Linie)
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mit verschiedenen Wellengeschwindigkeiten in der IMS-Zelle.

Auf den ersten Blick sind bereits Unterschiede zwischen den beiden Isomeren zu erkennen.
Bei Auswertung der drei Messungen und Berechnung der Differenzen mit Fehlern zeigt sich
allerdings eine grof3e Abweichung innerhalb der Messungen und damit auch in den
berechneten Differenzen (Abbildung 69). Dies weist darauf hin, dass die Ketten entweder zu

kurz fur eine Unterscheidung oder die Stereoinformation als einziger Unterschied der

Strukturen zu wenig fur eine Trennung sind.

Abbildung 69:
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4.2.6. Vergleich der Monomersysteme
Alle bisher diskutierten Ergebnisse fir die einzelnen Isomerenpaare sollen im Folgenden
miteinander ins Verhaltnis gesetzt werden. Viele Proben zeigen fur hohere
Wellengeschwindigkeiten geringere Intensitaten in der Driftzeitverteilung und steigende Fehler
in wiederholten Versuchen. Bei Betrachtung der Verteilungen aller Proben fallt auf, dass die
Breite der Verteilung mit htheren Wellengeschwindigkeiten zunimmt. Dieser Umstand kann
durch den steigenden Einfluss von  Diffussionsvorgdngen bei  geringeren
Driftgeschwindigkeiten der lonen erklart werden. Dies ist gleichzeitig auch ein méglicher Grund
fur die Abnahme der Intensitat. Wahrend die Breite der Peaks zunimmt, nimmt die Hohe ab,
was formal die Abnahme der Intensitat nahelegt. Die Flache unter dem Peak bleibt dabei
allerdings vergleichbar. Es handelt sich also nicht um einen tatséchlichen Intensitatsverlust.
Dennoch kann diese Peakverbreiterung dazu fihren, dass die Peakauflosung auf Grund von
schlechtem Signal-Rausch-Verhaltnis abnimmt. Weiterhin kann die Peakverbreiterung und

damit die Signalabnahme auch der Grund fiir die steigenden Fehler der Messungen sein.

Um die Effizienz der IMS flir die verschiedenen Monomersysteme vergleichen zu kénnen,
werden in Tabelle 19 die Steigungen der Ausgleichsgerade fir die Differenzen zwischen den
Driftzeiten der Isomere, deren Fehler und die maximal erreichte Differenz der Driftzeiten

zusammengefasst.

Tabelle 19: Vergleich der Isomerenpaare in ihrer Steigung, der Genauigkeit der Ausgleichsgeraden und der
maximal erreichten Driftzeitdifferenz.

Max. Differenz

Probensystem Steigung R?

[ms]

MP-1 1,55-107% 0,9960 0,22
MP-6 2,57-107° 0,9315 0,03
MP-2 6,37 -107° 0,9511 0,15
MP-3 2,20-107* 0,9974 0,34
MP-5 517-107° 0,6914 0,17
MP-4 7,23-107° 0,8117 0,11
MP-M 5,67 -107° 0,2248 0,05
BsTa/BTs 1,16-107* 0,92931 0,16
B,T2/BT> Kein linearer Verlauf 0,21
B4T4/BT4 Kein linearer Verlauf 0,18

Auffallig ist, dass das erste System (BT bis BT4bzw. B,T- bis B4T4) die héchsten Differenzen
zeigt. Dabei sind die Tetramere und Oktamere dieser Probe die einzigen Proben, welche nicht
anndhernd einem linearen Verlauf folgen. Auch die Hexamere dieser Probe zeigen mit einer

Geradengenauigkeit von etwa 0,93 und dem beobachteten Verhalten nicht einen klassischen
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Geradenverlauf. Viele der anderen Isomerenpaare zeigen auch Genauigkeiten unter 0,99 und
damit eigentlich keinen Geradenverlauf. In den meisten Féllen ist dies allerdings durch
einzelne Ausrutscher zu erklaren. Gleichzeitig wurde die Regression mit Gewichtung
durchgefiuhrt, sodass der Fehler der einzelnen Messpunkte in die Genauigkeit der Gerade
aufgenommen wird. Fur alle Systeme kann beobachtet werden, dass die Differenzen der
Tetramere im Vergleich mit den Hexameren gro3er sind. Besonders aufféllig ist dieser
Unterschied flr die Proben MP-1 und MP-6. Da die Tetramere die einzigen Oligomere sind,
welche mit einer Einfachladung gemessen werden konnten, kénnte dieser Unterschied darauf
zurtckzufuhren sein. Im Vergleich der Stereocisomerenpaare untereinander fallt auf, dass die
Probe MP-5, welche mit S-Tla hergestellt wurde, sehr @hnliche Werte zu den mit dem
racemischen Tla hergestellten Proben zeigen. Die mit R-Tla hergestellten Proben MP-3
hingegen zeigen die doppelten maximalen Differenzen und auch eine grof3ere Steigung der

Werte insgesamt. Diese Ergebnisse kénnen an dieser Stelle nicht erklart werden.

4.2.7. Messungen mit der Kopplung
Fir die Messungen der Oligomere in Mischungen mit der Kopplung missen in Bezug auf die
Wellengeschwindigkeit innerhalb der IMS-Zelle Kompromisse geschlossen werden. Wéhrend
mit Ausnahme der Oktamere B4T4 und BT, alle Isomerenpaare steigende Differenzen fur
hohere Wellengeschwindigkeiten gezeigt haben, sind auch die Fehler in diesen Bereichen
deutlich gestiegen. Dennoch ist es nicht sinnvoll die hdchsten Wellengeschwindigkeiten zu
nutzten, da sich die Verbreiterung der Peaks fiir hohe Wellengeschwindigkeiten auch auf die
Detektierbarkeit der lonen auswirken kann. Mit Hinblick auf die Oktamere B4T, und BT4, welche
einen starken Abfall der Differenzen mit steigenden Wellengeschwindigkeit zeigen, wird fir die
Kopplung eine Wellengeschwindigkeit von 500 m/s gewahlt. Diese zeigt flr die Ubrigen
Oligomeren erkennbare Differenzen und kleine Fehlerbereiche. Die Kopplung wird mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,7 ml/min an der APC Pumpe durchgeftihrt. Der Fluss wird mit
einem T-Stick vor dem RI-Detektor geteilt und mit Kapillaren ein Flussverhdltnis von etwa
1:10,5 eingestellt, wobei der gréRere Teil des Flusses in den RI-Detektor geleitet wird. Das
Eluentsystem besteht aus einer Mischung von THF und ACN (V/V = 7/3) mit einem Zusatz von

Natriumiodid in einer Konzentration von 10 mg/I.

Zunéchst werden alle Proben einzeln mit dem Kopplungssystem gemessen. Mit Hilfe der
bestimmten Driftzeiten und einer Kalibrierung der IMS mit Polyalanin kdnnen fir die Oligomere
CCS-Werte bestimmt und fur ihre Identifizierung genutzt werden. Dazu wird auch das
gekoppelte System mit einer Wellengeschwindigkeit von 500 m/s fur die Einfach— und die
Zweifachladung kalibriert (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Kalibrierung der IMS-Zelle in der Kopplung mit einer Wellengeschwindigkeit von 500 m/s mit
Polyalanin in der Einfach- und der Zweifachladung.

Die ersten Kopplungsmessungen wurden mit dem Saulensystem A (Tabelle 5) durchgefihrt.
Die Proben BT., BTs, BT4, B2T2, B3T3z und B4T4 zeigen sehr &hnliche Elutionszeiten in der APC
(Abbildung 71 a). Fur beide Oktamere ist eine Schulter im Bereich kirzerer Elutionszeiten zu
erkennen, wahrend alle Messungen einen systematischen Peak bei grof3eren Elutionszeiten
aufweisen. Dieser letzte Peak ist das Ergebnis der Messung mit einem Losungsmittelgemisch
als Eluentsystem. Beide Lésungsmittel weisen unterschiedliche Dampfdruck auf, sodass sich
die Mischungszusammensetzung Uber die Zeit in der Probe &ndert. Es entsteht ein

Losungsmittelpeak in der Messung, dessen Intensitat mit der Zeit zunimmt.
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Abbildung 71: RI-Spuren der APC (a) und TICs (b) der Proben BTz, BTs, BT4, B2T2, B3T3 und B4Ta.

Der TIC der Proben zeigt keine klaren Peaks, die Bereiche des Ausschlags sind grundsatzlich
breiter als die Peaks der RI-Spur (Abbildung 71 b).
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Die Proben MP-1 und MP-6 zeigen keine zuséatzlichen Peaks im hochmolekularen Bereich.
Die beiden Hexamere weisen allerdings ein ,Durchschwingen® der Intensitat in den negativen
Bereich auf (Abbildung 72 a). An dieser Stelle kann dafir keine Erklarung gefunden werden.

Moglicherweise kann auch hier die Anderung der Zusammensetzung des Eluenten die
Ursache sein.
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Abbildung 72: RI-Spuren der APC (a) und TICs (b) der Proben MP-A1, MP-B1, MP-A6 und MP-B6.

Der TIC (Abbildung 72 b) der Proben zeigt bessere Signalintensitaten in dem erwarteten
Zeitfenster, sodass hier die Anwesenheit der Probe leichter zu erkennen ist. Auch hier lassen
sich allerdings noch weitere Einfliisse auf den TIC erkennen.

Die Proben MP-2 und MP-4 weisen in der RI-Spur Peaks mit nur leicht verschobenen
Elutionszeiten auf. Der Loésungsmittelpeak ist erneut ab einer Retentionszeit von 2,8 min zu
erkennen (Abbildung 73 a). Die TICs dieser Proben zeigen mit Ausnahme der Probe MP-A4
kaum Veranderungen in der Intensitat Gber die Elutionszeit (Abbildung 73 b). Dies erschwert
die ldentifikation der Probe.
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Abbildung 73: RI-Spuren der APC (a) und TICs (b) der Proben MP-A2, MP-B2, MP-A4 und MP-B4.
Auch die Stereoisomere der Probe MP-A2 wurden mit der Kopplung gemessen (Abbildung
74). Hier ist erneut das ,Durschwingen® des Signals in den negativen Bereich in der RI-Spur
der Proben MP-5 zu erkennen. Die Proben MP-3 weisen im Vergleich zu MP-5 deutlich

geringere Intensitaten auf. Die Elutionszeiten der Proben sind wie erwartet sehr ahnlich. Die
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TICs dieser Stereoisomeren zeigen deutliche Peaks in dem erwarteten Zeitfenster fur alle vier
Proben (Abbildung 74 b). Daher ist anzunehmen, dass die fehlenden Ausschlage fur die
Proben MP-2 nicht vorwiegend mit der Konzentration der Probe zusammenhangen, da im
Vergleich der RI-Spuren der Stereoisomere deutlich wird, dass die Konzentration der Probe
MP-2 zwischen denen der Proben MP-3 und MP-5 liegt. Daher ware auch fur den Verlauf der
TICs zu erwarten, dass die Intensitaten der Peaks diese Verhaltnisse wiederspiegeln, wenn
ein Zusammenhang zwischen Konzentration und TIC-Intensitét vorliegt.
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Abbildung 74: RI-Spuren (a) und TICs (b) der Proben MP-A3, MP-B3, MP-A5 und MP-B5.
Als letzte Proben wurde die Monomere MP-MS und MP-MR auf diesem System gemessen
(Abbildung 75). Erneut zeigen sich negative Bereiche in der RI-Spur, wobei kein nachfolgender
Losungsmittelpeak zu beobachten ist. Der TIC beider Proben zeigt deutlich die Ausbildung

von zwei Peaks, welche basisliniengetrennt vorliegen. Nur der erste Peak enthélt dabei die
Monomere MP-MR und MP-MS.
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Abbildung 75: RI-Spuren (a) und TICs (b) der Proben MP-MR und MP-MS.

Fur alle Proben kann die Driftzeit in der Messung mit dem gekoppelten System ermittelt
werden und mit Hilfe der Kalibrierung (Abbildung 70) in CCS-Werte umgerechnet werden.

Diese kdnnen in spateren Messungen zur Identifizierung der Oligomere genutzt werden.
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Abbildung 76: Sammlung der Driftzeiten (a) und CCS-Werte (b) aller Proben in den Messungen mit

dem gekoppelten System. Bereiche der Hexamere (roter Kasten) und Tetramere (blauer Kasten) sind
gekennzeichnet.

Sowohl in den Driftzeiten der Proben als auch ihren CCS-Werten (Abbildung 76 a und b) ist
zu erkennen, dass die Oligomere mit der gleichen Kettenlangen in &hnlichen Bereichen liegen.

Es sind dabei leichte Unterschiede zu erkennen.

Im Folgenden wird das System mit vier Mischungen getestet. Der Mix A besteht aus drei
Oligomeren mit verschiedenen Kettenldngen. Die RI-Spur dieser Mischung zeigt deutlich zwei
Peakbereiche, wobei der zweite Peak (ab 2,6 min Abbildung 77 a) im Bereich des
Losungsmittelpeaks liegt, und daher nicht probenspezifisch ist. An dem Probenpeak Iasst sich

kein Indiz fur eine Mischung feststellen, der Peak ist monomodal mit einem kleinen Tailing.
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Abbildung 77: RI-Spur der Mischung von Mix A (a) und TIC (b) der Mischung.
Der TIC (Abbildung 77 b) der Mischung zeigt mehrere Peaks, wobei auch hier nur einer
tatsachlich der Probe zugehdrig ist, was sich durch Vergleich der Elutionszeiten in der RI-Spur
und dem TIC feststellen lasst. Dieser Peak allerdings lasst zumindest eine Mischung

verschiedener Proben vermuten.

Aus dem Massespektrum und dem IMS-Spektrum des ersten TIC-Peaks lassen sich die
Driftzeiten der drei Proben isolieren. Ein Abgleich der daraus berechneten CCS-Werte mit den
Einzelmessungen zeigt gute Ubereinstimmungen. Die Abweichung ist dabei fur das Oktamer
am grofdten mit 1,3 %. Der Grund fur die Abweichungen sind leichte Unterschiede in den
Driftzeiten. Diese sind ausgeprégter, umso mehr Zeit zwischen Kalibrierung des Systems und

der Messung der Proben vergeht.
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Abbildung 78: Driftzeitverteilungen der Komponenten der

Mischung Mix A.
Die zweite getestete Mischung, Mix B, besteht aus den Proben MP-A2 und MP-A4. Auch
dieses Chromatogramm (Abbildung 79 a) zeigt keine deutlichen Zeichen einer mehr
Komponenten Probe. Der Peak zeigt eine Schulter im Bereich kirzerer Elutionszeiten, aber
keine zwei Peakspitzen oder getrennte Peaks, wie erwartet ware.
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Abbildung 79: RI-Spur der Mischung Mix B (a) und TIC (b) der Mischung.

Der TIC der Mischung zeigt hingegen in dem entsprechenden Zeitfenster (2,0 bis 2,4 min
Abbildung 79 b) zwei Peakspitzen, wobei hier der Peak des Hexamers (2,0-2,2 min) intensiver
erscheint als der des Tetramers. In dem Chromatogramm des RI-Detektors, ist das Hexamer

nur in der Schulte zu erahnen. Erneut werden aus den beiden Ausschlagen des TIC die
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Driftzeiten der Komponenten isoliert (Abbildung 80) und in CCS-Werte umgerechnet (Tabelle

21).
2w —— MP-A2[ Tabelle 21: CCS-Werte aus den Einzelmessungen
( MP-A4| und Mix B im Vergleich.
2E+5 9 I CCS _
| ) CCS Mischung
T ‘ Probe einzeln
2 \‘ ) (A
& 1E+5- | [A ]
= 1
| | M 374,60 374,11
+4 [ H H
5E+4 | AD
||
|\
0E+0 — : ,/.\. : MP-
2 4 6 8 10 12 467,72 459,75
_— Ad
Driftzeit [ms]

Abbildung 80: Driftzeitverteilungen der Komponenten der
Mischung aus Mix B.

Auch hier lassen sich geringe Unterschiede zwischen den beiden Werten feststellen. Der
grolRere Unterschied ist bei dem Hexamer festzustellen (1,7 %), wobei auch hier das Tetramer

die geringere Intensitat in der Driftzeitverteilung aufweist.

Der Mix C besteht aus Oligomeren mit unterschiedlichen Kettenlangen und
Monomerkombinationen. Die Proben MP-B2, MP-Al, MP-A4 und BT, werden mit gleicher

Konzentration vermischt. Die RI-Spur dieser Mischung zeigt deutlich an, dass mindestens zwei
Komponenten in der Mischung vorhanden sind (Abbildung 81 a). Dabei gibt es keine Schulter,
oder Tailing, welche auf die anderen beiden Komponenten hinweisen. Der TIC dieser

Mischung zeigt viele Peaks, wobei nicht alle in dem Zeitfenster der Probeneluation liegen.
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Abbildung 81: RI-Spur der Mischung Mix C (a) sowie der TIC dieser Mischung (b).

Das Extrahieren der SEPs der Komponenten zeigt, dass die Mischungskomponenten nicht die
Ursache fir die meisten der beobachteten Peaks sind (Abbildung 82 a). Zusatzlich lasst sich
feststellen, dass kein direkter Zusammenhang zwischen den Intensitdaten der Komponenten
und der Kettenldange besteht. Die Proben MP-B2 und MP-A4, welche die gleiche

Monomerzusammensetzung haben, sind insgesamt mit deutlich schlechteren Intensitaten
abgebildet.

—— MP-B2 b) —MPBZ .,
a) 100 4—— MP-A1 1,6E+5 — MP-A1 {!;;zaa
- MP-A4 iabas ] — MP-A4 e
BT, — BT, el
80+ 4 6 & 10 12
o gesamt TIC 1,2E+5 4 Driftzeit [ms]
& 5]
= = 1,0E+5
& 60 %
@ £ 80E+4+
g =
c
— 404 8,0E+4
4,0E+4 1
20 2,0E+4 [
0,0E+0 v f e T T T v T
0 T T T T T T T T T 2 4 [¢] 8 10 12
1.6 1.8 20 2.2 2.4 2,6 28 3.0 3.2 Driftzeit [ms]

Elutionszeit [min]
Abbildung 82: SEPs der Komponenten der Mischung Mix C (a) und die Driftzeitverteilungen dieser Mischung (b).
Die Driftzeitverteilung dieser Komponenten spiegelt diese Beobachtung auch wider (Abbildung
82 b). Der Vergleich von den CCS-Werten dieser Mischung mit den Einzelmischungen zeigt

hier bis auf die Probe MP-A4 sehr gute Ubereinstimmungen (Tabelle 22).
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Tabelle 22: CCS-Werte der Komponenten der Mischung aus den Proben MP-B2, MP-Al, MP-A4 und BTs aus den
Einzelmessungen und der Mischung im Vergleich.

Probe CCS einzeln [AZ] CCS Mischung [A?]
MP-B2 374,90 374,57
MP-Al 370,15 369,43
MP-A4 467,72 459,68

BTs 475,65 475,42

Im Vergleich der CCS-Werte der Probe MP-A4 aus beiden Mischungen ist ein Unterschied
von 0,01 % zu beobachten (Tabelle 21 und Tabelle 22). Dieser sehr geringe Unterschied zeigt,
dass auch hier prinzipiell die Bestimmung der Probe in der Mischung mdglich ist, allerdings ist

hier die Zeit zwischen der Messung der Probe und der Kalibrierung auf3erst wichtig.

Um die Kopplung zu optimieren wurde als letzte Messung der Mix D aus den Proben BT, BTs
und BT4 mit der Sadulenkombination B (Tabelle 5) durchgefiihrt. Diese Saulenkombination
zeigte bereits in der Optimierung der APC gute Ergebnisse zur Trennung der Komponenten.
Auch die Messung auf dem gekoppelten System zeigt eine gute Trennleistung in der RI-Spur
(Abbildung 83 a).
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Abbildung 83: RI-Spur der Messung des Mix D aus BTz BTz und BT4 (a) und TIC dieser Mischung (b) mit der
Saulenkombination B.

Auch der TIC lasst klar drei Peaks erkennen, deren Massenspektren die Komponenten der

Mischung zeigen. Daraus lassen sich erneut die Driftzeitverteilungen isolieren (Abbildung 84).
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Abbildung 84: Driftzeitverteilungen der Komponenten der Mischung Mix D gemessen mit der Saulenkombination B.
Es lasst sich in den Driftzeitverteilungen erneut eine kleinere Intensitat fir das Tetramer
beobachten, da dieses aber deutlich als Peak im TIC zu erkennen ist, stellt dies einen

deutlichen Vorteil gegeniiber der Sdulenkombination A dar.

Zusammengefasst lasst sich fur die Messungen mit Kopplung sagen, dass die Proben anhand
der CCS-Werte identifiziert werden kénnen, wenn die Kalibrierung in einem geringen zeitlichen
Abstand zur Messung durchfuihrt werden kann. Die Trennung der Proben auf dem APC-
System ist ausschlaggebend fiir die Identifizierung der Komponentenanzahl in einer Mischung.
Zusatzlich muss ein guter Kompromiss der lonisierungsparameter fur eine Mischung aus
Oligomeren mit unterschiedlichen Monomerzusammensetzungen gefunden werden, um eine

ausreichende lonisierung aller Probenbestandteile zu garantieren.

4.2.8. Zyklische IMS

Das zyklische IMS-System wurde verwendet, um den Unterschied der Strukturformen der
Isomere nachzuweisen. Falls die Abweichungen der Driftzeit der Isomere auf Unterschiede in
ihrer Form zurtickzufihren sind, sollte die Abweichung mit zunehmender Durchgangsléange
der IMS-Trennung zunehmen. Fir diese Messungen wurden die Proben BsTs, BTs, B4Ts und
BT. verwendet. Die Proben wurden in das Massenspektrometer eingelassen und die IMS-
Trennung wurde mit unterschiedlichen Trennzeiten durchgefiihrt, was zu einer
unterschiedlichen Anzahl von Runden um das cIMS-Gerét flihrte.

Die Hexamere fuhrten 1 bis 8 Durchgéange durch, was eine Durchgangslange zwischen 90 cm
und fast 800 cm bedeutet (Abbildung 85).
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Abbildung 85: Driftzeitunterschiede der Hexamere BTz und BzTs mit 1 bis 8 Durchgangen durch die zyklische IMS-
Zelle.

Diese Messungen zeigen deutlich, dass der Unterschied zwischen beiden Proben auf
unterschiedliche Formen der Strukturen zuriickzufihren ist, da der Unterschied mit
zunehmender Trennungspasslange zunimmt, wie dies bei IMS-Messungen zu erwarten ist.
Der Unterschied zeigt ein lineares Verhalten in Abh&ngigkeit von der Durchgangslange.
Basierend auf diesen Ergebnissen ware zu erwarten, dass die Trennung einer Mischung

beider Proben zu einer Trennung der beiden Peaks fuhren sollte.
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Abbildung 86: Driftzeiten der Hexamere BTs (durchgezogene Linie) und BsTs (gestrichelte Linie) mit unterschiedlich
vielen Durchgangen.
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Es ist zu beobachten, dass die Driftzeitverteilungen mit jedem Durchgang breiter werden
(Abbildung 86), dieser Vorgang ist durch die Diffusion der Teilchen in der Gasphase zu
erklaren. Des Weiteren lasst sich erkennen, dass die Trennung der Proben besser wird, aber
es nicht zu einer klaren Trennung der Peaks kommt (Abbildung 86 160 ms). Die Messung
einer Mischung beider Isomere zeigt, dass auch nach 800 cm Trennlange keine Peaktrennung
oder ein Hinweis (Ausbildung von Schultern oder zusatzlichen Peakspitzen) auf mehrere

Spezies in den Driftzeitverteilungen zu erkennen ist (Abbildung 87).
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Abbildung 87: Driftzeitverteilungen der Mischung der Hexamere BTs und BsTs mit unterschiedlich vielen
Durchgéngen um die cIMS-Zelle.

Dies legt nahe, dass nur eine der beiden Proben in der Mischung ionisiert wird, wahrend die
andere unterdriickt wird. Um diese Theorie zu testen, wurden MS/MS-Experimente sowohl mit
einzelnen Proben als auch mit der Mischung durchgefuhrt. Beide Proben zeigen
unterschiedliche Fragmente (Abbildung 88), so dass dies ein mdglicher Hinweis auf die

vorliegende Probe in der Mischung ist, ohne dass die Fragmente identifiziert werden missen.
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Abbildung 88: MS/MS Spektren der Proben BTs (a) und BsTs (b) mit unterschiedlichen Aktivierungsenergien.

Eine Identifizierung der Fragmente war mit den vorliegenden Methoden nicht méglich. Es ist
allerdings zu sehen, dass die alternierende Struktur bereits bei geringeren
Aktivierungsenergien Fragmentierung aufweist, und auch deutliche Unterschiede in den
Framentierungsmustern. Beide Proben zeigen einfach geladene Fragmente in den
Molmassenbereichen von 1,500 bis 2,000 g/mol, wobei die Probe mit blockartiger Sequenz in
diesem Bereich starker fragmentiert. Der direkte Vergleich des Fragmentierungsmusters der
Mischung mit denen der einzelnen Isomeren (Abbildung 89) zeigt, dass auf diesem Wege

keine direkte Identifizierung mdglich ist. Die Mischung zeigt deutlich mehr Fragmentionen als
beide Isomere individuell.
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Abbildung 89: MS/MS Fragmentierungsmuster der Proben BTs, BsTs und deren Mischung mit einer
Aktivierungsenergie von 55 V.

Daher wird Uber die zusatzlichen MS/MS-Messungen von beiden Isomeren ein erneuter

Vergleich mit der Mischung angestellt. Die Probe BsTs zeigt mit einer Aktivierungsenergie von
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50 V keine Fragmenterierung, wahrend die Probe BTz mit einer Aktivierungsenergie von 65 V

vollstéandig fragmentiert bis zu einem Punkt, an dem keine Peaks mehr identifizierbar sind.

Bei Betrachtung diese Messungen (Abbildung 90) fallt auf, dass die Fragmentierung eher der
Probe BsTs; ahnelt, als der alternierenden Probe. Der Verdacht liegt daher nahe, dass
bevorzugt die Probe mit der blockartigen Struktur ionisiert wird, wahrend das andere Isomer
unterdriickt wird. Zuséatzlich fallt auf, dass die Intensitat der Spektren der Mischung deutlich

geringer ist als die der individuell gemessenen Isomere.
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Abbildung 90: MS/MS Messungen der Probe BsTz und der Mischung beider Hexamere mit einer
Aktivierungsenergie von 65 V (a) und die Messung der Probe BTs sowie der Mischung der beiden Isomere mit einer
Aktivierungsenergie von 50 V (b).

Als zweites Isomerenpaar wurden die Oktamere B4Ts, und BT, mit der zyklischen IMS
vermessen. Da diese Proben grundsatzlich eine hdhere Driftgeschwindigkeit aufweisen, war
es moglich die Anzahl der Durchgange in dem vorgegeben maximalen Messfenster zu
erhdhen. Daher konnten fir die Oktamere Durchgangslangen von 1.080 cm, entsprechend 11

Durchgéangen erreicht werden.
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Abbildung 91: cIMS Messungen der Proben B4T4 (a) und BT4 (b) mit unterschiedlichen vielen Durchgéangen durch

die IMS-Zelle.

Abbildung 92 zeigt ahnlich wie das Verhalten der Hexamere einen zunehmenden Unterschied

mit zunehmender Passlange. Beide Isomerenpaare beginnen mit einer Differenz um 0,05 ms

und steigen auf einen Wert um 0,8 ms an im Falle der Hexamere. Wéahrend die Hexamere flr

diese Differenz nur 8 Durchgénge bendtigen (~ 800 cm), erreichen die Oktamere diesen Wert

erst nach 11 Durchgangen (~1.080 cm). Dies zeigt, dass der Unterschied zwischen den

Strukturen der Isomeren mit steigender Kettenlange deutlich abnimmt. Dies lasst sich

entsprechend auch in der geringeren Steigung der Driftzeitunterschiede in Abhéangigkeit von

der Durchgangslange fiir die Oktamere erkennen.
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Abbildung 92: Driftzeitunterschiede der Oktamere B4T4 und BT4 in Abhangigkeit von der Durchgangslange.

Daher lasst sich auch nach einer Trennlange von Uber einem Meter keine Trennung der

Oktamere erkennen (Abbildung 93).
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Abbildung 93: Driftzeitverteilung der Oktamere B4T4 (durchgezogene Linie) und BT4 (gestrichelte Linie) im direkten
Vergleich fir unterschiedlich viele Durchgange.

4.3. Abbauuntersuchungen mit der Kopplung
Um den Mehrwert der Kopplung zu testen, wird ein oNB-basiertes Polymer mit ESI-MS,
MALDI-MS, APC und Kopplungsmessungen untersucht. Dazu werden unterschiedliche Stufen
im Abbauprozess des Polymers analysiert. Die UV-Licht -labile Gruppe des Polymers sorgt fur
einen schnellen Abbau bei einer Bestrahlung der Probe. Die vorliegenden Proben sind 0, 30,
90, 150 und 240 Sekunden bestrahlt worden.

Der Abbau des Polymers ist deutlich an der Entwicklung des Chromatogramms zu erkennen.
Die unbestrahlte Probe (Abbildung 94 schwarze Linie) zeigt vier Peakmaxima. Der Hauptpeak
bei einer Elutionszeit von etwa 1,6 Minuten ist zugehdrig zum Hauptpolymer. Zusatzlich sind
zwei niedermolekularere Peaks (2,0 min und 2,1 min) und ein hohermolekularer Peak (1,3min)
zu erkennen. Der héhermolekularere Peak ist basislinien-getrennt vom Hauptpeak und kdénnte
eine Folge von Kettenkombinationen sein. Die beiden anderen Peaks kénnten bereits das
Ergebnis von Abbauprozessen sein oder verbleibendes Monomer darstellen. Es lasst sich
beobachten, dass der hochmolekulare Peak mit langerer Bestrahlungszeit intensiver wird,
dann wieder an Intensitat abnimmt, bevor die Intensitét wieder steigt. Dies spricht daftr, dass
dieser Peak eine Folge des Abbaus des Polymers mit Kettenkombinationen ist. Gleichzeit ist
zu beobachten, dass der Hauptpeak ab 90 Sekunden Bestrahlung deutlich an Intensitat
verliert, wahrend sich das Maximum zu hdheren Elutionszeiten verschiebt. Die beiden
niedermolekularen Peaks sind bereits nach 30 Sekunden Bestrahlung nicht mehr zu

beobachten.
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Abbildung 94: Chromatogramme der Proben des oNB basierenden Polymers.
Um den genauen Prozess des Abbaus zu untersuchen wurden zunachst MALDI-Spektren aller
Proben aufgenommen, um die Proben vollstandig untersuchen zu kdnnen, und alle

auftretenden Endgruppenserien zu identifizieren.

Tabelle 23: Ubersicht tiber die im Polymer vorhandenen Endgruppenserien.
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Dabei sind Endgruppenkombination, welche wahrend der Polymerisation auftreten kénnen,

mit einer P-Serie angegeben, wohingegen Endgruppenkombinationen, welche nur beim

Abbau erwartet werden in A-Serien aufgefuhrt werden.

Neben den gefundenen Endgruppenserien ist in den MALDI-Spektren (Abbildung 95) zu

erkennen, dass die Spektren alle sehr schlechte Signal-Rausch-Verhaltnisse aufweisen und

aufgrund der hohen Zahl von Endgruppenserien aufwendig auzuwerten sind.
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Abbildung 95: MALDI-MS-Spektren der Proben mit 0 Sekunden (a), 30 Sekunden (b), 90 Sekunden (c), 150
Sekunden (d) und 240 Sekunden (e) Bestrahlung. Die Endgruppenserien sind als Natriumaddukte zu beobachten.
Legenden Eintrage mit -K bedeuten Kaliumaddukte.
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Da die Spektren in dieser Darstellung wenig aussagekréftig sind, wurde die Entwicklung der
Serienintensitat und der zahlenmittleren Molmasse in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer
betrachtet (Abbildung 96). Diese wurden aus den gemittelten Serienintensitaten und
Molmassen der MALDI-Spektren (Abbildung 95) gewonnen. Nach 240 Sekunden Bestrahlung
ist die Intensitat aller Serien sichtbar verringert. Zwischen den Proben ohne Bestrahlung und
maximaler Bestrahlungsdauer schwankt die Intensitat verschiedener Serien. Die Intensitat der
Serie P3 nimmt beispielsweise wahrend der ersten beiden Bestrahlungszeiten zu, bevor die
Intensitat bei einer Bestrahlungszeit von 150 Sekunden abnimmt (Abbildung 96 a). Dies deutet
darauf hin, dass die Endgruppen dieser Serie auch im Laufe des Abbauprozesses gebildet
werden koénnen. Mit steigender Bestrahlungszeit werden sie weiter zu einem anderen
Abbauprodukt (Serien A1-A5 Tabelle 23) umgesetzt.
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Abbildung 96: Entwicklung der Intensitét (a) und der zahlenmittleren Molmasse der Endgruppenserien (b) in den
MALDI-MS Spektren des Abbaus des oNB-Polymers.

Die Entwicklung der Molmasse mit zunehmender Bestrahlungszeit zeigt zu Beginn einen
Anstieg fir alle Endgruppenserien (Abbildung 96 b, rote Kreise) und bei weiterer Bestrahlung
eine Abnahme der Werte (Abbildung 96 b, blaue und griine Dreiecke). Dies kdnnte ein Hinweis
auf eine Kettenkombination wahrend der ersten Schritte des Abbauprozesses sein. Nach 240
Sekunden Bestrahlung scheint die Molmasse einen Hohepunkt zu erreichen. In Kombination
mit den geringen Intensitéten dieser Probe kann dies durch die Schwierigkeit erklart werden,
echte Probenpeaks und Hintergrundpeaks zu trennen (Abbildung 95 e). Daher kénnen diese

Ergebnisse nicht diskutiert werden.

Zum Vergleich wurden auch mit der ESI-MS Massespektren aller Proben aufgenommen. Alle
Serien der MALDI-Messungen konnten auch in diesen Messungen gefunden werden. Nur fur

die Proben ohne Bestrahlung und mit 30 Sekunden Bestrahlung konnten die Serien P1 und
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P3 zusétzlich zu einer Einfachladung in einem zweifach geladenen Zustand nachgewiesen
werden. Die Proben wurden mit Hilfe der IMS gemessen, sodass die Ladungszustande
getrennt voneinander betrachtet werden konnten (s. Anhang Abbildung 109 bis Abbildung
113). In den ESI Messungen konnten ausschlief3lich Natriumaddukte nachgewiesen werden

(s. Anhang Abbildung 114 und Abbildung 115).
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Abbildung 97: Entwicklung der Intensitat (a) und der molaren Masse der Endgruppenserien (b) in den ESI-MS
Spektren des Abbaus des oNB-Polymers.

Die Spektren zeigen im Vergleich zu den MALDI-Spektren bessere Signal-Rausch-
Verhéltnisse, sodass die Intensitaten der Messungen besser zu vergleichen sind. Es zeigt sich
der erwartete Verlauf, dass die Abbauserien Al bis A5 mit steigender Bestrahlungszeit
zunehmen (Abbildung 97 a), wahrend die Polymerserien P1 und P2 in der Intensitat
abnehmen. Die Polymerserien P3 und P4 zeigen eine Zunahme der Intensitat mit der
Bestrahlungsdauer, was daflr spricht, dass diese Serien auch infolge des Abbauprozesses
gebildet werden kdnnen. Die Molmasse der Serien nimmt mit maximaler Bestrahlungszeit ab.
Es zeigt sich zwischen der unbestrahlten Probe und der Probe mit maximaler
Bestrahlungsdauer allerdings zunachst ein Anstieg der Molmasse, bevor der Abfall einsetzt.

Dies kbnnte ein Hinweis auf die Kombination von Ketten wéahrend des Abbaus sein.

Innerhalb der APC-ESI-MS-Experimente werden Elutionszeit-aufgeldéste Massenspektren
gewonnen. Zusatzlich kann der Gesamtionenstrom (TIC) der Proben beobachtet werden
(Abbildung 98). Theoretisch sollte der TIC dem Chromatogramm der APC-Messung &hneln
(Abbildung 94). Im ersten Vergleich ist innerhalb dieser TICs auch der kleine Peak mit hoher
Molmasse sichtbar. Die beiden Peaks mit niedrigerer Molmasse sind jedoch nicht zu erkennen.
Die Entwicklung der Intensitat zeigt eine Abnahme ahnlich dem APC-Chromatogramm, gefolgt

von einer erneuten Zunahme mit den beiden héchsten Bestrahlungszeiten.
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Die Proben zeigen breite Peaks zwischen 1 und 2,5 Minuten der Elutionszeit. Fur die folgende
Analyse wurde eine Trennung des TICs in funf Abschnitte durchgeftihrt. Alle Abschnitte haben
eine Breite von 0,3 Minuten, um einen gesamten Bereich von 1,5 Minuten fur die Untersuchung

zu ermdglichen.

2E6 A S1 S2/93 S4/55
1.5E6 - ’
1E6 -

5E5
1 s
;EE’ ] . I . ] " 1 ) ]
B S1 52|83 S4 S5
1.5E6

1E6

5ES -

;Eg 7 A 1 3 1 { 1 i 1
7] S1 S2 83 s4 85

1.5E6 -
1E6

5ES -

1E5 E BN P
2E6 S1 S2/83 S4 85

Intensitat

1.5E6
1E6

5ES -

;Eg S . 1 ) 1 { 1 ) 1
7] S1 S2 S3 S4 S5

1ER ] 0 Sekunden

1E6 - 30 Sekunden

1 90 Sekunden

5E5 yi 150 Sekunden

1E5 4 240 Sekunden
¥ T v T ’ T T T ¥

0 1 2 3 4 5
Elutionszeit [min]

Abbildung 98: TICs des oNB-Polymers wahrend der gekoppelten Messungen mit verschiedenen
Bestrahlungsdauern und die Einteilung der TICs in funf Abschnitte.

Alle beobachteten Endgruppenserien (Tabelle 23) sind in den Massespektren aller Abschnitte
der Proben markiert. Die Probe ohne Bestrahlung zeigt innerhalb der ersten beiden Abschnitte

keine Signale dieser Reihen (Abbildung 99).
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Abbildung 99: Massespektren der funf Abschnitte fir das oNB-Polymer ohne Bestrahlung in der APC-ESI-MS
Messung.

Abschnitt 3 zeigt die Reihen P2 in einem doppelt geladenen Zustand und die Reihen P1 und
P3 mit niedrigeren Intensitaten in einem einfach geladenen Zustand. Alle Serien, welche in
diesen Spektren gefunden werden konnten, stellen Natriumaddukte dar. Die Abschnitte 4 und
5 zeigen ein besseres Signal-Rausch-Verhdltnis. Alle beobachteten Signale in diesen
Massenspektren weisen ausschlie3lich einfach geladene Zustéande auf. Hauptsachlich knnen
die Reihen P1 bis P4 beobachtet werden, wéahrend in Abschnitt 4 die abgebaute Reihe A4 mit
guten Intensitaten sichtbar ist. Im Vergleich der Molmasse der nicht abgebauten Ketten und
der Molmasse der Reihe A4 (Abbildung 99, Abschnitt S4) ist zu beobachten, dass der
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dargestellte Molmassenbereich recht breit ist. Aufgrund der Vorabtrennung durch SEC ware
ein viel kleinerer Bereich zu erwarten. Die Molmassenverteilung von A4 in Abschnitt S4 ist mit
der von P2 in S5 vergleichbar (Abbildung 99). An dieser Stelle sind zwei Erklarungen mdglich.
Einerseits kdnnte die lonisierung der Polymerkette zu einem Abbau und damit zu der
beobachteten Reihe A4 fihren. Andererseits ist es denkbar, dass sich das hydrodynamische
Volumen dieser Ketten aufgrund der sperrigen und durch den entwickelten Flnfring starren
Endgruppe von A4 unterscheidet. Die zweite Mdglichkeit konnte aufgrund des Verhaltens der
Serie A3 (A3 zeigt den gleichen Massenbereich im Abschnitt S4 und ist in S5 nicht vertreten)
naheliegender sein. Im Falle eines Abbaus wahrend des lonisationsprozesses ware zu
erwarten, dass diese Reihen in jedem Abschnitt mit intakten Polymerketten beobachtet
werden. Die Intensitat des doppelt geladenen Zustands ist zu gering, um innerhalb eines
ungeteilten Massenspektrums beobachtet zu werden. Dies ist ein expliziter Vorteil der

Messungen mit Kopplung.

Fur einen besseren Uberblick tiber den Verlauf des Abbaus wird die zahlenmittlere Molmasse
der Endgruppenserien betrachtet (Abbildung 100). Nach 90 Sekunden Bestrahlung ist die
Molmasse innerhalb des Abschnitts S3 deutlich verringert. Ab dieser Bestrahlungszeit knnen
nur einfach geladene Zustéande beobachtet werden. Die Intensitat der Serien P2 und P3 nimmt
ab, wobei die Serie P2 nach 150 Sekunden Bestrahlung gar nicht mehr beobachtet wird (s.
Anhang Abbildung 116 bis Abbildung 119). Mit zunehmender Bestrahlungszeit finden sich P4
und die Abbauserien Al, A2 und A4 im Abschnitt S3. Da P4 am Anfang nicht gesehen wurde,
scheint diese Endgruppenserie auch teilweise auf einen Kettenabbau zuriickzufihren zu sein.
In den Abschnitten S4 nimmt das Molgewicht innerhalb von 240 Sekunden nach Bestrahlung
leicht ab, die Molmasse in Abschnitt S5 erreicht eine Grenze knapp unter 1 kDa. Alle anderen
Abschnitte erreichen nach 240 Sekunden Bestrahlung eine &hnliche Grenze. Im Vergleich zu
Abbildung 94 konnten die erhdhten Intensitdten des Peaks mit hoheren Molmassen nach 30
Sekunden Bestrahlung durch die zunehmende Menge der Reihe P3 erklart werden, die
ebenfalls zusétzlich zu einem Abbau fihrt. Die zusatzlichen kleinen Peaks mit niedrigeren
Molmassen des urspriinglichen Polymers (Abbildung 94, 0 Sekunden) kdnnen nicht durch die
Abschnittsteilung des TIC erklart werden. Es ist moéglich, dass die bei der APC-Messung
sichtbaren Spezies mit niedrigen Molmassen nicht mit ESI ionisiert werden kénnen und daher
in den resultierenden Massenspektren nicht beobachtet werden. Zusammenfassend zeigt sich
die Kopplung als eine gute Methode zur Aufklarung des Abbauprozesses von Polymeren. Die
gewonnenen Informationen zu der Entwicklung der Serien kdnnen zur Aufklarung des
Abbaumechanismus genutzt werden, wobei Informationen gefunden werden kdénnen, die ohne

die zeitliche Auftrennung des Elugramms nicht zugénglich sind.
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Abbildung 100: Zahlenmittlere Molmassen der Proben mit unterschiedlichen Bestrahlungszeiten fur alle
Endgruppenserien in allen Abschnitten.

Auch das Signal-Rausch-Verhaltnis zeigt sich in der Messung mit dem gekoppelten System
besser als in den reinen ESI-MS Spektren. Die ersten drei Abschnitte der Proben zeigen
ahnliche Intensitaten fur die Signale, welche nicht direkt der Probe zugeordnet werden kénnen,
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wahrend die Abschnitte S4 und S5 deutlich auf Probensignale beschréankt sind. Die Kopplung
ermdglicht es, Rickschlisse dartiber zu ziehen, ob die beobachteten Abbauprodukte aufgrund

des lonisierungsprozesses entstanden sind, oder durch die gezielte Bestrahlung.

4.4. IMS von PMMA, PEG und POEGMA im Vergleich
Dieses Kapitel beschatftigt sich ausschlief3lich mit ESI-IMS-Messungen von drei Polymerarten.
Es werden die Polymere PMMA, PEG und das Copolymer POEGMA in ihrem Driftzeitverhalten
fur die zweifach geladenen Zustande verglichen. Dazu missen zunachst alle Proben auf ihre

Endgruppen untersucht werden.

Die Probe PEG2000 ist direkt vom Hersteller bezogen. Die Endgruppenverteilung dieser Probe
ist sehr einheitlich. Das aufgenommene Driftzeitspektrum zeigt drei Ladungsserien, welche

einzeln betrachtet werden kénnen (Abbildung 101).
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Abbildung 101: Driftzeitspektrum der Probe PEG2000 mit der Unterteilung in die Ladungsserien A, B und C.
In der Serie A ist ausschlie3lich Einfachladung zu beobachten, wahrend die Serie B aus
Dreifachladungen besteht. Die Serie C ist eine Mischung aus einfach und zweifach geladenen

Serien.
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Abbildung 102: Massespektren der drei Ladungsserien des Driftzeitspektrums der Probe PEG2000.

Das Polymer ist als Monomethoxy-Poly(ethylenglykol) bezeichnet, und zeigt daher als
Hauptendgruppenkombination eine Methoxy-Gruppe und ein Wasserstoffatom. Zusatzlich
sind noch eine zweifach protonierte Kombination und verschiedene nicht zugeordnete Serien
zu beobachten.

Tabelle 24: Endgruppenserien der Probe PEG2000 in den Massespektren.

Serie a-Endgruppe w-Endgruppe Addukt Am [ppm]? Serienanteil °
S1 -OCHs -H Na 1,00 H
S2 -H -H Na 0,86 H
S3 16,0194 g/mol Na - N
S4 38,1282 g/mol Na - N

mg. - -m . . . .
1 A = —Speltrum” Therechnet:b mjt H = Hauptserie und N = Nebenserie

Mperechnet

Die gleiche Auswertung erfolgt fir die Probe PMMA2000. Diese Probe ist ein Polymerstandard
mit einer engen Molmassenverteilung und zeigt im Driftzeitspektrum zwei Ladungsserien
(Abbildung 103 a), welche eine klare Trennung aufweisen. Die Serie zeigt ausschlielich

Einfachladungen, wahrend die Serie B Zweifachladungen zeigt.
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Abbildung 103: Driftzeitspektrum der Probe PMMA2000 mit Einteilung in die verschiedenen Ladungsserien (a)
und Massespektren der Serien der Probe PMMA2000 (b).

Die Massespektren dieser Probe zeigen eine klare Hauptserie (Serie S1 in Tabelle 25), welche
zwei protonierte Endgruppen aufweist. In dem Massespektrum der zweifachgeladenen Serie
ist ausschlie3lich diese Endgruppenkombination vertreten. Innerhalb der einfachgeladenen

Serien sind zusatzlich einige Serien ohne zugeordnete Endgruppen zu finden.

Tabelle 25: Endgruppenserien der Probe PMMA2000 in den Massespektren.

Serie a-Endgruppe w-Endgruppe Addukt Am [ppm]? Serienanteil °
S1 -H -H Na 6,85 H
X
S2 NI Na 2,60 N
~N
o 0O
A
S3 SN Na 9,18 N
~N
(0] @)
S4 86,0358 g/mol Na - N
1 A = ZSpektrum™Rberechnet:b it H = Hauptserie und N = Nebenserie

Mperechnet

Die Kamm-Polymere zeigen deutlich mehr Endgruppenserien als die kommerziell erhaltlichen
Polymere. Das Polymer MP-P003 zeigt in dem Driftzeitspektrum drei deutlich voneinander
getrennte Ladungsserien. Alle Serien enthalten dabei verschiedene Ladungszustande. Es sind

Einfach- (Serie A) Zweifach- (Serie B) und Dreifachladungen (Serie C) nachzuweisen.
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Abbildung 104: Driftzeitspektrum der Probe MP-P003 mit drei Ladungsserien (a) und Massespektren der
Ladungsserien (b).
Nur eine der gefundenen Endgruppenserien kann einer Kombination zugeordnet werden
(Tabelle 26). Alle gefundenen Serien haben die gleiche Wiederholungseinheit mit 4 PEG-

Einheiten in der Seitenkette.

Tabelle 26: Endgruppenserien der Probe MP-P003 in den Massespektren.

Am
Serie xa a-Endgruppe w-Endgruppe Addukt Serienanteil ©

[ppm] °
=Y

S1 4 NC>—§‘ /og ° Na 12.6 N
#
S2 4 217,1694 g/mol Na - H
S3 4 173,1654 g/mol Na - H
S4 4 261,1874 g/mol Na - H
S5 4 129,1134 g/mol Na - H
S6 4 29,0734 g/mol Na - H
S7 4 112,1347 g/mol Na - N
S8 4 73,1095 g/mol Na - H
S9 4 117,0762 g/mol Na - H
S10 4 243,1718 g/mol Na - N
S11 4 12,1165 g/mol Na - N

Mspektrum—Mberechnet ¢ mit H = Hauptserie und N =

Mperechnet

a Anzahl der PEG-Einheiten in der Wiederholungseinheit; ® Am =

Nebenserie

Das zweite Kamm-Polymer MP-P004 zeigt ein &dhnliches Verhalten. Auch hier sind im

Driftzeitspektrum drei Ladungsserien zu erkennen, welche Polymerserien enthalten.
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Abbildung 105: Driftzeitspektrum der Probe MP-P004 mit drei Ladungsserien (a) und Massespektren der
Ladungsserien (b).

In der Serie A sind ausschlief3lich Einfachladungen der Molmassenverteilung des Monomers
nachzuweisen, wahrend die Serie C kein auswertbares Massenspektrum enthélt. Daher sind
nur in der Serie B Polymersignale der untersuchten Probe nachzuweisen. Diese liegen alle in
einer Zweifachladung vor und zeigen eine breite Verteilung von Endgruppenkombinationen.
Auch in dieser Probe sind viele Endgruppenserien ohne zugeordnete Endgruppenkombination
zu beobachten (Tabelle 27). Fir diese Probe kann zusatzlich zu den Serien mit 6 PEG-

Einheiten in der Seitenkette auch eine Serie mit 7 PEG-Einheiten gefunden werden.

Tabelle 27: Endgruppenserien der Probe MP-P004 in den Massespektren.

Am
Serie x@ a-Endgruppe w-Endgruppe Addukt Serienanteil ©

[ppm] °
e

o)

S1 4 NC>—§— /Og Na 37,7 N
%
S2 6 66,0717 g/mol Na - H
S3 6 106,1037 g/mol Na - H
S4 6 151,1197 g/mol Na - H
S5 6 195,1097 g/mol Na - H
S6 6 219,1577 g/mol Na - H
S7 6 238,1377 g/mol Na - H
S8 6 45,0817 g/mol Na - H
S9 6 20,0817 g/mol Na - H
S10 6 1,0417 g/mol Na - H
S11 6 325,2238 Na - H
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S12
S13
S14

H
H
N

6 307,2138 Na
6 285,1818 Na
7 195,1097 Na

Mspektrum=Mper

a Anzahl der PEG-Einheiten in der Wiederholungseinheit; > Am = cchnet-c mit H = Hauptserie und N =

Mperechnet

Nebenserie

PEG Polymere zeigen in Driftzeitspektren interessantes Verhalten. Wahrend fir die

einfachgeladenen Zustande ein linearer Verlauf zu beobachten ist, zeigen ho6here
Ladungszustande den Wechsel zwischen zwei linearen Verlaufen. Der Ubergang zwischen
diesen ist durch einen Abschnitt gegeben, an welchem die Driftzeit trotz wachsender

Kettenlange keinen oder kaum Anstieg zeigt (Abbildung 106).
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Abbildung 106: Verteilung der Masse und Ladung der Serie S1 der Probe PEG2000.

Es ist bereits aus der Literatur bekannt, dass die htheren Ladungszustéande fur Polymere wie
PEG oder Poly(ethoxyphosphat) solche Wendepunkte durchlaufen. Der Ubergang ohne
Anstieg der Driftzeit bleibt dabei solange erhalten, bis die Entwicklungslinie eines anderen
Ladungszustandes erreicht wird. Ultimativ enden alle Ladungszustande in der
Entwicklungslinie des kleinsten vorkommenden Ladungszustandes, wenn diese Betrachtung
mit den CCS-Werten anstatt der Driftzeiten durchgefuhrt wird. Dieser Ladungszustand
reprasentiert die kompakteste Polymerionenstruktur. Die hoheren Ladungszustande lassen

sich als ,Perlen an einer Kette* beschreiben.!1%7]

Fur PMMA kann diese Beobachtung nicht festgestellt werden. Alle Ladungszustande der Serie
S1 zeigen einen linearen Verlauf. Der zweifach geladene Zustand zeigt nur bei einem m/z

Verhéaltnis von etwa 1.500 eine leichte Abnahme der Steigung. Dies kann entweder ein sehr
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schwach erkennbarer Wendepunkt sein oder aber ein Fehler in der Zuordnung der Driftzeiten.
Bei Betrachtung der Steigung vor und nach dem ,Wendepunkt® und des generellen Verlaufs

dieser Entwicklungslinie ist ein Fehler in der Driftzeit wahrscheinlicher.
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Abbildung 107: Verteilung der Masse und Ladung der Serie S1 der Probe PMMA2000.

4CI)0 ' 6(')0 |
Es soll im Folgenden untersucht werden, ob die Anwesenheit der PEG-Einheiten in der
Seitenkette der Polymere MP-P003 und MP-P004 dazu fiihren kénnen, dass die Wendepunkte
der PEG Probe auch mit dem PMMA-RIUckgrat beobachtet werden kénnen. Es werden dazu
drei Serien mit unterschiedlichen Kettenlangen des PEGs in der Seitenkette betrachtet. Fir
den Vergleich des Driftzeitverhaltens wird von jeder Probe im zweifachgeladenen Zustand eine
Endgruppenserie tber den gesamten Massenbereich beobachtet. Fir die Probe PEG2000
und PMMA2000 werden dazu die jeweiligen Serien S1 genutzt, wahrend fur die Probe MP-
P003 die Serie S4 und fiir MP-P004 die Serien S6 und S14 genutzt werden.

Die Probe PEG2000 zeigt in dem untersuchten Massenbereich nur fir den zweifachgeladenen
Zustand einen Wendepunkt. Im Vergleich lasst sich fur die Gbrigen Proben tber einen deutlich
grolReren Massenbereich eine Zweifachladung beobachten, dies liegt darin begrindet, dass
mit PEG grundsétzlich sehr hohe Ladungszustdnde beobachtetet werden kdnnen, sodass flr
langere Ketten auch hohere Ladungszustéande wahrscheinlicher werden. Die Kamm-Polymere
weisen sehr hohe Massen der Wiederholungseinheiten auf, sodass in dem beobachteten
Bereich nur wenige Signale nachzuweisen sind (6-9 Signale pro Polymerserie). In diesem
Bereich kann auch fur keines der Kamm-Polymere ein klarer Wendepunkt ausgemacht werden
(Abbildung 108). Dies kann mehrere Ursachen haben. Zum einen ist es méglich, dass die
Anzahl der PEG Einheiten in den Seitenketten nicht ausreicht, um einen Wechsel zwischen

mehreren Strukturen und damit einen Wendepunkt zu zeigen. Eine andere Mdglichkeit ist,
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dass der Ubergang erst bei hoheren Kettenlangen auftritt, wie dies zum Beispiel auch fiir die
Dreifachladung der PEG Probe (Abbildung 106) erwartet wird.
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184 ¥ PEG 'Y
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®
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Abbildung 108: Verteilung der Masse und Ladung der Serien der Proben PEG2000, PMMA2000, MP-P003 und
MP-P004.

Es ist daher nicht méglich aufgrund dieser Untersuchung auszuschliel3en, dass in den Kamm-
Polymeren derartige Wendepunkte auftreten. Um bessere Aussagen treffen zu kénnen, ware
es notwendig diese Messungen mit einer groReren Variation von Seitenkettenlangen und

Molmassen durchzufihren.
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5. Zusammenfassung

Der Grof3teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Kopplung eines UHPLC-Systems mit einem
ESI-Massenspektrometer unter Einsatz der IMS als zuséatzlichem Trennschritt. Diese
Kopplung wurde zunachst etabliert, und anschlieRend fir die verschiedenen Einsatzgebiete
optimiert und angewendet. Die Arbeit lasst sich daher in vier Teilbereiche einteilen, welche im

Folgenden einzeln betrachtet werden.

Im ersten Abschnitt wurde der Aufbau der Kopplung bis hin zur Bestimmung des Versatzes
der beiden Detektoren (RI und MS) realisiert. Zur Offset-Bestimmung konnte erfolgreich das
Stern-RAFT-Reagenz eingesetzt werden, fur welches die lonisierungs- und Flussbedingungen
optimiert werden konnten, sodass das SEP einen monomodalen Peak mit leichter
Schulterbildung gezeigt hat, welcher sich gut mit dem Peak der APC in Ubereinstimmung
bringen lasst. Den groéRten Einfluss zeigte dabei die Desolvations-Temperatur, welche fir
diese Bestimmungen deutlich erhéht wurde. Fur unterschiedliche Analyten muss dieser
Parameter, aufgrund der Gefahr von Fragmentierung allerdings mdoglichst geringgehalten
werden. Verschiedene Splittertypen wurden getestet, wobei der T-Splitter mit Anpassung auf
UHPLC-Systeme die besten Ergebnisse in Bezug auf den SEP-Verlauf gezeigt hat. Die
Einstellung des Flussverhéltnisses erfolgte mit Hilfe von PEEK SIL Kapillaren Uber deren
Lange und Innendurchmesser. Um die Verschmutzung des Massenspektrometers mdglichst
gering zu halten, fiel nach Betrachtung aller Ergebnisse die Wahl auf die PEEK SIL Kapillare
mit einer Lange von 50 cm und einem Innendurchmesser von 50 um. Die Flussteilung erfolgt
damit mit einem Verhaltnis von 10,5:1 (RI-Detektor:ESI-Quelle).

Als nachstes sollten die sequenzdefinierten Oligomere mit der Kopplung getrennt und
identifiziert werden. Dazu wurden zunéchst theoretische Modelle der Hexamere BTz und B3T3
mit Hilfe der DFT berechnet. Die Modelle wurden mit vier unterschiedlichen Addukten und zwei
Ladungszustanden berechnet, um die bestmdglichen Bedingungen fir die Trennung in der
IMS zu erreichen. Die Modelle wurden anschliel3end genutzt, um mit dem Programm mobcal
CCS-Werte der Strukturen zu bestimmen. Diese Berechnungen haben gezeigt, dass die
Unterschiede zwischen den Isomeren bei etwa 50 A? liegen und sich zwischen den
Ladungszustanden kaum Unterschiede in dieser Differenz zeigen. Die grol3ten Unterschiede

sind in der Zweifachladung mit Natriumaddukt zu erkennen.

Zur Maximierung der experimentell erreichbaren Driftzeitdifferenzen, und damit der
Trennbarkeit, wurden die verschiedenen Addukte mit unterschiedlichen
Wellengeschwindigkeiten des elektrischen Feldes in der IMS-Zelle untersucht. Das bereits
guantenchemisch berechnete Hexamer-Paar wurde fir diese Experimente gemeinsam mit
den Tetrameren und Oktameren der zugehdrigen Monomerkombination genutzt. Es liel3 sich

beobachten, dass die Addukte einen Einfluss auf die GroRRe des statistischen Fehlers zeigen.
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Fir die Hexamere konnte ein maximaler Unterschied der CCS-Werte von etwa 2 A2 erreicht
werden. Alle Kettenlangen zeigten fir Natriumiodid die besten Ergebnisse. In Abhéngigkeit
von der Wellengeschwindigkeit konnte unterschiedliches Verhalten fur die verschiedenen
Kettenldngen festgestellt werden. Wahrend die Driftzeitdifferenzen der Tetramere und
Hexamere eine Zunahme mit steigender Wellengeschwindigkeit zeigte, liel3 sich fur die
Oktamere eine abnehmende Differenz beobachten. Die Ubertragung dieser Untersuchungen
auf andere Monomersysteme bestatigte das zunehmende Verhalten der Tetramere und
Hexamere. Abweichend vom ersten System konnte fUr alle anderen Systeme beobachtet
werden, dass kirzere Ketten zu gréf3eren Driftzeitdifferenzen fihren. Die Untersuchung von
Stereoisomer-reinen Proben lasst zudem vermuten, dass die Driftzeitdifferenzen eine
Abh&ngigkeit von der Ausrichtung des Stereozentrums aufweisen. Insgesamt sind alle
erreichten Driftzeitunterschiede mit Werten deutlich unter 1 ms sehr gering. Die Nutzung der
zyklischen IMS konnte allerdings einen Strukturunterschied bestétigen, und auch zeigen, dass
eine gleichzeitige lonisierung der Isomere zumindest im Fall der Hexamere BTz und BsTs nicht
moglich ist. In der APC-Trennung dieser Oligomere konnten gute Trennungsergebnisse der
Proben unterschiedlicher Kettenlangen mit dem optimierten System erreicht werden. Die
Optimierung wurde hinsichtlich der Temperatur, Flussgeschwindigkeit und S&ulenlédnge bzw.
PorengroRRe der Saulen durchgefiihrt. Die Ubertragung der optimierten Bedingungen auf die
Kopplung zeigte gute Ergebnisse mit einer mdglichen Identifizierung der Oligomere in einer
Mischung anhand ihres Massenpeaks und der CCS.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war die Untersuchung des Abbaus eines lichtsensitiven oNB-
basierenden Polymers. Es konnte festgestellt werden, dass die Bestrahlung der Probe mit UV-
Licht zum Abbau der Polymerkette unter Ausbildung verschiedener Zwischenprodukte fihrt.
Der Abbau der Kette erfolgt dabei nicht strikt linear. Die Untersuchungen zeigte einen
zwischenzeitigen Anstieg der Molmassen einzelner Endgruppenserien. Dies legt eine
Kombination einzelner Ketten nahe. Die gefundenen Endgruppenserien in den
Kopplungsmessungen konnten tber ESI-MS und MALDI-MS Experimente bestétigt werden,
wobei die Kopplungsmessung Vorteile bezilglich des Signal-Rausch-Verhaltnisses und

Aufklarung tber die Herkunft der einzelnen Endgruppenserien leistet.

Als letzter Bereich dieser Arbeit sollte das IMS Verhalten von drei Polymertypen verglichen
werden. Die Homopolymere PEG und PMMA legten dabei die Extremwerte fest. Das Kamm-
Polymer POEGMA wurde als strukturelle Kombination dieser beiden Homopolymere
untersucht. Die Synthese der Kamm-Polymere war in zwei Fallen erfolgreich. Die
Massenuntersuchung der Kamm-Polymere zeigte eine Reihe von unbekannten
Endgruppenserien, wobei in beiden Fallen hauptséchlich Serien mit einer konkreten Anzahl
von PEG-Einheiten in der Seitenkette gefunden werden konnten. Der Vergleich der

zweifachgeladenen Zustande der beiden Homopolymere und der Kamm-Polymere mit drei
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unterschiedlich langen PEG-Seitenketten zeigte nicht den erhofften Ubergang vom IMS-
Verhalten des PMMA-Homopolymers zu dem des PEG-Homopolymers. Aufgrund der sehr
kurzen Seitenketten kann ein solcher Ubergang anhand der getatigten Untersuchungen nicht

ausgeschlossen werden.
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6. Ausblick
Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Kopplung aus APC und MS. Die Separation und

Identifizierung der sequenzdefinierten Oligomere zeigen sich als vielversprechendes
Einsatzgebiet dieser Kopplung. Die sehr kurzen Messzeiten und die simple Auswertung zeigen
deutliche Vorteile gegeniber den herkémmlichen Methoden. Es zeigt sich dabei auch das
Potential fir die Trennung von Stereoisomeren. Dennoch ist an dieser Stelle noch viel
Optimierung vor allem im Bereich der IMS notwendig. Die sehr kleinen Driftzeitunterschiede
mussen noch deutlich verbessert werden, um diese Methode erfolgreich einzusetzen. Dazu
gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Zum einen kann die IMS-Zelle in ihnrer Geometrie auf eine
bessere Auflosung angepasst werden. Hier konnte bereits mit der cIMS gezeigt werden, dass
eine langere Driftzelle die Trennung der Isomere deutlich verbessert. Auch eine Anderung des
Driftgases kann eine Verbesserung der Trennung bewirken. Hierbei kdnnen die bereits
erfolgreich eingesetzten quantenchemischen Berechnungen noch weiter genutzt werden. Mit
Hilfe von weiterentwickelten Programmen zur Berechnung von CCS-Werten aus theoretischen
Daten, wie zum Beispiel lon Mobility Spectrometry Suite (IMoS)?%, ist die Simulation des
Einflusses verschiedener Driftgase mdglich. Dieses Programm erlaubt eine detaillierte
Einstellung der IMS-Bedingungen in den Berechnungen. Hinsichtlich der unerwarteten
Entwicklungen der Driftzeiten der Oktamere BT. und B4T4 ware auch die Untersuchung
weiterer Oktamere und noch langerer Ketten interessant. Um einen tatsédchlichen Einsatz
dieser Methode in der Dekodierung zu ermdglichen ist eine weitere Ausweitung der
Monomersysteme notwendig, sowie komplexere Sequenzfolgen. Die Untersuchung der
Stereoisomere MP-3 und MP-5 zeigte interessante Ergebnisse, welche auf eine mdgliche
Trennung von Stereoisomeren mit den gleichen Sequenzen hinweist. Dieser Bereich zeigt
noch grofRes Potential zu Erforschung der Unterschiede in der Struktur von Stereoisomere in
der Gasphase und dem Einfluss der Stereozentren auf den Trennvorgang der IMS. Die
Messungen der Mischungen der Strukturisomere zeigte, dass der lonisationsprozess
innerhalb von Mischungen eine wichtige Rolle spielt. An dieser Stelle waren die weitere
Untersuchung und ein tieferes Verstandnis dieser Prozesse wichtig, sodass bessere
Bedingungen gefunden werden kdnnen, um sicherzustellen, dass alle Bestandteile eine

Mischung ionisiert und detektiert werden koénnen.

Der Abbauprozess von UV-spaltbaren Polymeren lasst sich mit der Kopplung gut verfolgen,
eine Anderung der Saulen in der APC Trennung kann die Auflésung der Ergebnisse dabei
noch weiter verbessern, sodass auch eine Aufklarung des Abbaumechanismus mit diesem
System moglich ware. Die Kopplung erweist sich dabei als leistungsfahige Methodik zur
Verbesserung der Auflésung der erhaltenen Spektren und als gutes Hilfsmittel zur erleichterten

Interpretation.
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Der Exkurs in den Vergleich des IMS-Verhaltens verschiedener Polymere birgt noch weiteres
Potential zur Untersuchung. Da die untersuchten Kamm-Polymere mit 4 bis 7 PEG-Einheiten
sehr kurze Seitenketten aufweisen, ist es hier sinnvoll, um abschlieRende Aussagen Uber das
Verhalten treffen zu kénnen, langere Seitenketten zu untersuchen. Zusatzlich kann auch eine
theoretische Modellierung der Polymere mit unterschiedlichen Kettenldngen interessante

Einblicke in die Grinde fur die Faltungsprozesse geben.
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Abbildung 109: IMS-Spektrum der oNB-Probe ohne Bestrahlung mit der einfachgeladenen Serie (A) und der
zweifachgeladenen Serie (B).
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Abbildung 110: IMS-Spektrum der oNB-Probe mit 30 Sekunden Bestrahlung mit der einfachgeladenen Serie (A)
und der zweifachgeladenen Serie (B).
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Abbildung 111: IMS-Spektrum der oNB-Probe mit 90 Sekunden Bestrahlung mit der einfachgeladenen Serie (A)
und der zweifachgeladenen Serie (B).
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Abbildung 112: IMS-Spektrum der oNB-Probe mit 150 Sekunden Bestrahlung mit der einfachgeladenen Serie (A)
und der zweifachgeladenen Serie (B).
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Abbildung 113: IMS-Spektrum der oNB-Probe mit 240 Sekunden Bestrahlung mit der einfachgeladenen Serie (A)
und der zweifachgeladenen Serie (B).
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Abbildung 114: Massespektren der Einfachladung der ESI Messungen der oNB-Probe ohne Bestrahlung (a), mit
30 Sekunden (b), 90 Sekunden (c), 150 Sekunden (d) und 240 Sekunden (e) Bestrahlung.
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Abbildung 115: Massespektren der Zweifachladung der ESI Messungen der oNB-Probe ohne Bestrahlung (a), mit
30 Sekunden (b), 90 Sekunden (c), 150 Sekunden (d) und 240 Sekunden (e) Bestrahlung.
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Abbildung 116: Massespektren der funf Abschnitte des oNB-Polymers mit 30 Sekundenbestrahlung in der APC-
ESI-MS Messung.
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Abbildung 117: Massespektren der funf Abschnitte des oNB-Polymers mit 90 Sekundenbestrahlung in der APC-
ESI-MS Messung.
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Abbildung 118: Massespektren der flinf Abschnitte des oNB-Polymers mit 150 Sekundenbestrahlung in der APC-
ESI-MS Messung.
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Abbildung 119: Massespektren der finf Abschnitte des oNB-Polymers mit 240 Sekundenbestrahlung in der APC-
ESI-MS Messung.
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8. Abklrzungsverzeichnis

ACN
AIBN
AMS
APC
APCI
APPI
ATRP
CCS
CEM

Cl

CID
cIMS
CPDB
CRM
Csl
DBP
DFT
DMA
DMF
DT-IMS
ECD
EHB Packung
El

ESI
ESI-MS
FAB

FAIMS

FD
FI
GC
GD
GLC
GPC

Acetonitril

Azobisisobutyronitril

Beschleuniger-Massenspektrometrie

Advanced Polymer Chromatography ™
Atmosphéarendruck-Chemische-lonisation
Atmosphéarendruck-Photoionisation

Atom Transfer Radical Polymerization

Kollisionsquerschnitt (engl. collision cross section)
Elektronenvervielfacherrdhre. (engl. Channel electron multiplier)
Chemische lonisation

stofinduzierte Dissoziation (engl. collision-induced dissociation)
zyklische TW-IMS

2-Cyano-2-propyl-dithiobenzoat

Modell des geladenen Rickstands (engl. charged residue model)
Caesiumiodid

Dibenzoylperoxid

Dichtefunktionaltheorie

Differentialmobilitatsanalysator

N,N-Dimethylformamid

Driftrohren-IMS (engl. Drift tube IMS)
Elektroneneinfangdissoziation (engl. electron-capture dissociation)
Ethylen verbriickten Hybrid-Packung

Elektronenstofionisation

Elektrospray-lonisation

Elektrospray-Massenspektrometrie

Fast Atom Bombardment

Hochfeld-lonenmobilitdtsseparation mit asymmetrischer Wellenform (engl.
High field asymmetric waveform IMS)

Felddesorption

Feldionisation

Gaschromatographie

Glimmentladung

Gas-Flussig-Chromatographie (engl. gas-liquid-chromatography)

Gelpermeationschromatographie
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GSC
HF
HFS
HK

HPLC

ICP
IEM
IMS
IMS"
IR

Kl

LC
LCPA
LDI
Lil
LSIMS

m/z

MALDI

MALDI-MS
MS

MS/MS

Nal

NMR

NMRP
OEGMA
oNB

PA

PEEK
PEEK SIL
PEG
PMMA
POEGMA
PRE

Gas-Fest-Chromatographie (engl. gas-solid-chromatography)
Hartree-Fock-Theorie

Hatree-Fock-Slater-Naherung

Hohenberg-Kohn-Theoremen
Hochleistungs-Flussig-Chromatographie (engl. high performance liquid
chromatography)

Induktiv gekuppeltes Plasma

Modell der lonenverdampfung (engl. ion evaporation model)
lonenmobilitatsseparation

Mehrfach IMS

Infrarot

Kaliumiodid

Flissigchromatographie (engl. liquid chromatagraphy)

lokale Kollisionswahrscheinlichkeitsnéaherung
Laserdesorption/lonisation

Lithiumiodid

Liguid Secondary lon-MS

Masse-zu-Ladung

Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation (engl. matrix-assisted laser
desorption / ionization)

Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation-Massenspektrometrie
Massenspektrometrie

Tandem-Massenspektrometrie

Natriumiodid

Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy)

Nitroxide-mediated Radical Polymerization
Oligoethylenglykolmethacrylat

o-Nitrobenzylderivate

Projektionsnaherung

Poly(etheretherketon)

Poly(etheretherketon) beschichtetes Silika

Poly(ethylenglykol)

Poly(methylmethacrylat)

Poly(oligoethylenglykolmethacrylat)

Persistent Radical Effect
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PSA
RAFT
RAFT
RF

RI

SEC

SEM
SEP

SID

SIMS
SS

TF

THF

TI

TIC

™

ToF
TW-IMS

UHPLC

XIC

der projizierten Uberlagerungsnaherung

Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer Polymerisation
Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization
Radiofrequenz

Brechungsindex (engl. refractive index)
GroRenausschlusschromatographie (engl. size exclusion
chromatography)

Sekundarelektronenvervielfacher (engl. Secondary electron multiplier)
Einzelelutionsprofil (engl. single elution profile)

lonisation durch Sté3e mit der Oberflache von Festkorpern (engl. surface-
induced dissociation)

Sekundarionen-Massenspektrometrie

Funkenionisation

Thomas-Fermi-Theorie

Tetrahydrofuran

Thermische lonisation

Totalionenstrom (engl. total ion current)

Trajektorienmethode

Flugzeitanalysator (engl.: time-of-flight)

die Wanderwellen IMS (engl. traveling wave IMS)
Ultrahochleistungs-Flussigchromatographie (engl. ultra-high-performance
liquid chromatography)

Extrahiertes lonenchromatogramm (engl. extracted ion chromatogram)
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9. Formelverzeichnis

Eo =qU =ezU = Ey, = imivz 1)

mit  E,;: elektrische Energie
q: Ladung des lons
U: Potential
e: Elementarladung
z: Anzahl der Elementarladungen des lons
Eyin: kinetische Energie
m;: Masse des Ions i
v: Geschwindigkeit des Ions

v=ﬁ )

mit  v: Geschwindigkeit des lons
U: Potential
e: Elementarladung
m;: Masse des Ions i

mit t: benotigte Zeit
v: Geschwindigkeit des lons
s:zurlckgelegte Strecke

m; _ 2eUt?

z 52

(4)

mit  m;: Masse des Ions i
z: Anzahl der Elementarladungen des lons
U: Potential
e: Elementarladung
t: bendtigte Zeit
s:zurlickgelegte Strecke

v=KEFE ()

mit  v: Geschwindigkeit des lons
K: Mobilitit des lons [cm?/Vs]
E:elektrisches Feld [V /cm]

tp = L/KE (6)

mit  tp: Driftzeit des Ions [s]
K: Mobilitit des lons [cm?/Vs]
L: Lange der Driftrohre [cm]
E:elektrisches Feld [V /cm]

3 2T Ze

K== 7

16 | ukgT NQ

mit  K: Mobilitat des Ions [cm? /Vs]
U= mm:‘:[w: reduzierte Masse des Ionen (Masse m) — Gas(Masse M) — Paares [u]

kg: Boltzmann — Konstante [1,38065 - 10723 (]
T:Temperatur des Gases [K]

z: Anzahl der Elementarladungen [—]

e: Elementarladung [1,602 - 107%° C]
N:Zahlendichte des Driftgases[m™3]

Q: Kollisionsquerschnitt [A?]
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€ = Vmax/S = KEmax /S

mit c:Verhiltnis der max. Geschwindigkeite und der Strecke
s:Lange der elektrishen Welle[m/s]
K: Mobilitit des lons [cm?/Vs]
VUmax: maximale Geschwindigkeite des lons [m/s]
Epax: max.elektrisches Feld [V /cm]

tp = Ls/(KE)?

mit  t,: Driftzeit des lons [s]
L: Lange der Driftrohre [cm]
s:Lange der elektrishen Welle[m/s]
K: Mobilitit des lons [cm? /Vs]
E:elektrisches Feld [V /cm]

R~ [t
T
mit  R: Auflosungsvermogen
L: Lange der Driftrohre [cm]
E:elektrisches Feld [V /cm]
q: Ladung des lons
T:Temperatur des Gases [K]

Ay S Ag
_ (an)s
€7 (am

mit  A,: Anteil von Analytkomponente A in Phase x
M:mobile Phase
S:stationare Phase
K.:Verteilungskonstante
(ay)x: Aktivitat der Analytikomponente y in Phase x

(Ca)s
K. = =45
€7 (Cam
mit  K: Verteilungskonstante
(Cy)x: Konzentration der Analytikomponente y in Phase x

M:mobile Phase
S:stationare Phase

tR:t5+tM

mit  tg: Retentionszeit [s]
tg: Aufenthaltsdauer in stationdrer Phase [s]
ty: Aufenthaltsdauer in mobilerPhase = Totzeit [s]

_ L
vV=—
tr
_ L
u=—
tm

mit  7: mittlere lineare Geschwindigkeit des Analyten [cm/s]
u: mittlere lineare Geschwindigkeit der Molekiile der mobilen Phase [cm/s]
L: Lange der Saule [cm]
tr: Retentionszeit [s]
ty: Aufenthaltsdauer in mobilerPhase = Totzeit [s]

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14a)

(14b)
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_ Kx'Vs _ tp—tm
= e (15)
mit  k,: Retentionsfaktor des Analyten x
K,:Verteilungskonstante des Analyten x
Vs:Volumen der sationdren Phase
Vy:Volumen der mobilen Phase
tr: Retentionszeit [s]
ty: Aufenthaltsdauer in mobilerPhase = Totzeit [s]

(16a)

(16b)

mit N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden
H: Bodenhohe [cm]
L:Lange der Saule [cm]
o?:Varianz der Messung [cm?]

= (17)

o=
4-tg

_ 1c (tR)

N =16 (W) (17a)
_ Lw?
T 16-tR2

H (17b)
mit N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden

H: Bodenhohe [cm]

L: Lange der Saule [cm]

o?:Varianz der Messung [cm?]

tr: Retentionszeit [s]

w: Basispeakbreite [s]

2
N = 5,54( 'k ) (18)
Wi/2
mit  N:Bodenzahl = Anzahl an theoretischen Boden
tr: Retentionszeit [s]
wy,,: Halbwertsbreite des Peaks [s]

_ 2[(tr)p—(tr) Al
RS - Wyatwp (19)
mit  (tg),: Retentionszeit der Komponente x [s]

w,: Basispeakbreite der Komponente x [s]
Rg:chromatographische Auflosung

VR = tR -F (20&)

mit  Vg: Retentionvolumen [ml]
Vi Totvolumen [ml]
F:Volumenstrom [ml/s]
tr: Retentionszeit [s]
ty: Aufenthaltsdauer in mobilerPhase = Totzeit [s]

VE=VO+K'Vp (21)

mit  Vg: Elutionsvolumen [ml]
Vy: Zwischenkornvolumen = Totvolumen [ml]
V,: Porenvolumen [ml]
K:zuganglicher Anteil des Porenvolumens = Verteilungskoef fizient

[ 151




Formelverzeichnis

lgM)=a—b-Vg

mit M: Molmasse [g/mol]
a, b: Regressionsparameter
Vg: Elutionsvolumen [ml]

ny & ng + (n, —ng)c

mit n;: Brechungsindex der Losung
ny: Brechungsindex des reinen Losungsmittels
ny,: Brechungsindex des reinen Analyten

c: Analytkonzentration [g/L]
A=lg(17°)=e-c-d

mit  A: Absorbanz
Iy: Intensitat des einfallenden Lichts
I: Intensitat des transmittierten Lichts
s:molarer Extinktionskoeffizient [dm3/(mol - cm)]

c: Konzentration der absorbierenden Substanz [mol/dm?]
d:Schichtdicke [dm]

— 1
My, = 5% Ni - M;

mit M,,: zahlenmittlere Molmasse [g/mol]
N;: Zahl der Molekiile mit Molmasse M;
M;: Molmasse der Molekiile i [g/mol]
N: Gesamtzahl der Molekiile

2
_ XiNgM;

— 1
My, ==x»im;-M; =
w le L 4 ZiNi'Mi

mit M,,: gewichtsmittlere Molmasse [g/mol]
m;: Masse der Molekiile mit Molmasse M; [g]
M;: Molmasse der Molekiile i [g/mol]
m: Gesamtmasse der Molekile [g]
N;: Zahl der Molekiile mit Molmasse M;

= ()

1/a

mit M_n: viskositatsewichtete mittlere Molmasse [g/mol]
N;: Zahl der Molekiile mit Molmasse M;
M;: Molmasse der Molekiile i [g/mol]
a: Exponent der Kuhn — Mark — Houwink — Sakurada — Gleichung
T _ ZiNi-M;?
M, = YiNi-M;?

mit M,: Z — gewichtete mittlere Molmasse [g/mol]
N;: Zahl der Molekiile mit Molmasse M;
M;: Molmasse der Molekiile i [g/mol]

b==—=22>1

I

mit  D: Polydispersitat
M,,: gewichtsmittlere Molmasse [g/mol]
M,: zahlenmittlere Molmasse [g/mol]
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(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(35)

(28)

(29)
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Elp] = Exin + Ep gk + Eppe + Eauslp]

mit  E[p]: Energie des Molekiils
p: Einteilchendichte
Eyin: kinetische Energie
Ep, gx:potentielle Energie der Elektron — Kern — Anziehung
Ey, g potentielle Enerige der Elektron — Elektron — Abstoflung
Esuslpl: Austausch — Korrelations — Energie

9E[p] _
ap(r)

mit E[p]: Energie des Molekils
p: Einteilchendichte
u:Lagrange Parameter
r:Ort

aTylp]
ap(r)

mit Ty: kinetische Energie ohne Wechselwirkungen
p: Einteilchendichte
Vess: lokales, ef fektives Potential
u: Lagrange Parameter
r:Ort

+ Verr(r) = 1

4 3,/
veff(r) = Vexe (1) + I% + Ve [p ()]
mit Ty: kinetische Energie ohne Wechselwirkungen
Vess: lokales, ef fektives Potential
r:Ort
Vextt €xternes Potential
Vo Austauschkorrelationspotential

- - r")d3r’
(4 e P00 = [+ e ) + [ EDE v, [T} )
mit A:Laplace — Operator
W;: Eigenfunktion der Orbitale
Vess: lokales, ef fektives Potential
r:0rt
Voxtt €xternes Potential
Uyt Austauschkorrelationspotential
p: Einteilchendichte

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)
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