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Ai~ract--lt is shown that polar organic molecules---especially di- and trisaccharides--can be ionized by attach- 
ment of alkali ions under conditions of field desorption. Alkali tetraphenylborates serve as cation donors. The 
simple mass spectra which exhibit only [M + cation]" ions permit the determination of molecular weights and the 
analysis of mixtures. A high quality of the emitter is not necessary. Even untreated tungsten wires as emitters can 
be used for alkali ion attachment under FD conditions. Moreover it is shown that using untreated wires mass 
spectra of peptides and nucleotides can be obtained due to protonation reactions. In this case the ion current is 
considerably higher compared to the application of carbon emitters. 

Die Entwicklung neuer, einfach zu handhabender 
lonisierungsrnethoden zur Darstellung stabber Mole- 
kularionen beansprucht ein grosses Interesse, da es 
setbst mit der schonenden FD-Methode h~iufig nicht 
gelingt, Molekularionen polarer und thermisch labiler 
Verbindungen eindeutig zu identifizieren bzw. zu 
erzeugen. Durch die Anlagerung yon Alkali-lonen an ein 
Molekiil werden stabile Quasi-Molekularionen erzeugt. 
Dies wurde zum ersten Mal bei der Clusterionenbildung 
yon [M+Li]  ÷ beim Hexanol gezeigt) Inzwischen er- 
schienen weitere Arbeiten, die sich hauptsachlich mit der 
Li÷-Anlagerung an Substanzen besch/iftigen, die aus der 
Gasphase zugefiihrt werden ktnnen. 2'~ Unter FD-Bed- 
ingungen wurden haufig Alkali-Anlagerungen beobach- 
t e t ) "  Verunreinigungen in der Analysenprobe oder den 
Substanztbsungen zugegebene Alkali-Halogenide liefer- 
ten die Alkali-lonen. Jedoch ftihrte nur in wenigen F~illen 
die Zugabe yon Alkali-Halogeniden zu linienarmen 
Spektren, in denen die Quasi-Molekularionen als Basis- . • 2 • o . 
peaks reglstnert werden. D~ese Methode erwe~st slch 
nur dann als vorteilhaft, wenn es gelingt, die Desorp- 
tionstemperatur so niedrig zu halten, dass eine ther- 
mische Zersetzung der Analysenprobe verhindert wird. 
Da die Ionisierung durch Li*-Anlagerung im Festzustand 
die Mtglichkeiten der FD-Methode erheblich erweitert, 
sollten geeignete Li÷-Donatoren gefunden werden, die 
die thermische Belastung fiir die zu untersuchende Ver- 
bindung vermindern. 

FD-MS yon Tetraphenylboraten 
Eine Erniedrigung der Temperatur bei der Desorption 

yon Salzkationen wird durch Vergrtsserung der Ionen- 
radien erreicht. Dies konnte anhand der Clusterionen- 
bildung organischer Kationen gezeigt werden:  Daher 
schien es angezeigt, Lithium-Salze mit grossen Anionen 
als Li÷-Donatoren zu untersuchen. Aus einer Reihe yon 
Salzen mit komplexen Anionen eignet sich besonders das 
Lithium-tetraphenylborat fiir die Anlagerung des Li + an 
polare organische Substanzen. 6 lm Unterschied zu den 
FD-Massenspektren von Ammonium- und anderen 
anorganischen Salzen s'7 desorbieren das Li*-Kation und 
das Clusterion [M + Lil* (role 333) aus dem Li + 4~,B- 

(M = 326) bei relativ niedrigen Anodentemperaturen (18- 
20 mA) mad mit vergteichbarer Intensit~t. Darfiberhinaus 
werden auch Molekularionen des Salzes M:  gebildet 
(Tabelle i). Intensit~tsschwache Signale werden fiir 
lonen der Masse des Anions und des [Anions-  l]t-Ions 
bei rote 319 bzw. 318 registriert. Unter Verwendung yon 
nieht aktivierten Wolframdrflaten als Emitter desor- 
bieren ausschliesslich LV- und [M+Lil+-Ionen, d.h. 
Ionen mit htherem Ionisierungspotential--wie M + . -  
werden unter diesen Bedingungen nicht erzeugt. :'s 

Tabelle 1. FD-MS yon Tetraphenylboraten (20 mA Heizstrom) 

Kation [~4B- ll:? M-'? [M + Kation]" 
role (tel.%) role (tel.%) rote (rel.%) role (rel.%) 

6(8) 318(19) 325(52) 332(35) 
Li'~B- 7(100) 319(15) 326(100) 333(90) 

327(29) 334(32) 

318(8) 341(19) 364(31) 
Na÷~4B - 23(1000) 

319(3) M2(M) 365(100) 
343(7) 366(31) 

357(16) 396(30) 
K'~4B- 39(1000) 318(2) 358(38) 397(100) 

41(75) 319(1.5) 359(20) 398(37) 
360(15) 399(38) 

4OO00) 

488(32) 
403(15) 489(100) 

Rb*~,B- 85(1000) (<0.5) 404(38) 490(51) 
87(38) 405(16) 491(71) 

406(17) 492(31) 
493(20) 

584(3t) 
451(6) 585000) 

Cs+~k~B - 133(1000) (<0.5) 452(20) 586(34) 
453(5) 587(5) 

tBei Anwendung nicht aktivierter Emitter werden diese lonen 
nicht gebitdet. 
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Entsprechend dem Lithium-Salz verhalten sich unter 
FD-Bedingungen die Tetraphenylborate des Natriums, 
Kaliums, Rubidiums und des Ciisiums Crabelle 1). Mit 
wachsendem Kationenradius nehmen sowoM die Ka- 
tionenintensitiiten als auch das Verh~tnis [M+Kat- 
ion]'lM "t- zu. Es ist bemerkenswert, dass ira Falle des 
Lithium-Salzes die geringsten Ionenstr6me gemessen 
werden. 

Technik der AIkati-lon-Anlagerung in der FD-Massen- 
spektrometrie 

Benutzt wurden hochtemperaturaktivierte Emitter 
oder nicht aktivierte (blanke) Wolframdriihte yon 10 ~m 
Durchmesser und 3.5 mm l~nge. Die besten Resultate 
werden erzielt, wenn der Emitter zuniichst in eine kon- 
zentrierte Aceton-L6sung des Tetraphenylborats ge- 
taucht und das L6sungsmittel LVak. verdampft wird, 
bevor die zu untersuchende Substanz nach bekannten 
Methoden aufgetragen wird. Der prfiparierte Faden soUte 
nur kurzzeitig in wiissrige Substanzl6slicben eingetaucht 
werden, um ein Abl'6sen der wasserlbslichen Alkali-Salze 
zu vermeiden. Bei umgekehrtem Vorgehen--zuerst die 
Substanz, dann die Alkali-Salze auftragen--.erhidt man 
geringere Ionenstr6me for [M + Li]*. Das Aufbringen der 
Tetraphenylborate auf den Emitter sowohl aus w~ssriger 
L6sung als auch aus einer L6sung des Gemisches Sub- 
stanzlAlkali-Salz erlaubt nicht die Aufnahme yon re- 
produzierbaren Anlagerungsspektren. Die Erhaltung yon 
2 Festphasen--Alkali-Salz/Substanz--scheint eine Vor- 
aussetzung far die Alkali-Ion-Anlagerung zu sein) 

Anlagerung an Zuckern und Zuckerderivaten 
Wegen der Schwierigkeiten, die bei der Aufnahme yon 

FD-Spektren bei underivatisierten Zuckern auftreten, 
erscheint es sinnvoll, die Antagerungsmethode an Ver- 
t retern dieser Substanzklasse zu pfufen. Die Ionen- 
str~me der [M+l]*-lonen sind bei Di- und Trisac- 
chariden nicht sehr gross, und die Vielzahl der ther- 
misch- und feldinduzierten Fragmentionen erschwert 
hfiufig eine sichere Molekulargewichtsbestimmung, spe- 
ziell bei biologischem Material. Wie schon an anderer 
Stelle beschrieben, treten im Li*-Anlagerungsspektrum 
yon Sucrose (M=342) weder ein [M+l]*-Ion noch 
Fragmentionen auf. Das nicht radikalische Quasi-Mole- 
kularion [M + Li] + bei mfe 349 erscheint als Basispeak 
des Spektrums. ~ Clusterionen geringer tntensi~t werden 
bei den Massen [2M + Li]*, [3M + Li] ÷ und [-M + 2Li] 2÷ 

registriert. Bemerkenswert ist der Befund, dass im 
DADI-Spekttum 9 yore Ion der Masse 349 nut das in der 
2.feldreien Region gebildete Ion der Masse 178 registriert 

. . . . .  2 +  wtrd, d.h. es lauft die Reaktlon [2M+2LI] 
[M+2Li] 2. +M ab. Die Untersuchung yon Zerfiillen 
doppelt geladener lonen unter Ladungstrennung--z.B. 
[M + 2Li] ~* -~ [M + Li] ÷ + Li*--war aus apparativen 
Grfinden nicht m6glich. Dcr m6gliche Zerfall [M + Li] ~--* 
M+Li ÷ konnte nicht nachgewiesen und damit ein 
weiterer Hinweis auf die Stabili~t der [M + Li]*-Ionen 
erbracht werden. 

Raflinose--ein Trisaccharid mit 11 freien OH-Grup- 
pen--liefert mit der Li%Anlagerungsmethode ein Quasi- 
Molekularion hoher Intensit~t bei role 511 (Abb. I). 
Dieses nichtradikalische Kation bleibt fiber einen Tem- 
peraturbereich yon eimgen mA und for die Dauer bis zu 
10 MiD. stabfi. Es werden keine Fragtaentionen gebildet, 
wenn man davon absieht, dass bei hohem Anodenstrom 
ein intensititsschwaches Signal f ~  das Ion [M-H20+ 
Li] ÷ nachweisbar ist. Neben dem [M + Li]~-lon werden im 
Anlagerungsspektrum noch Signale fiir [2M + Li]'- and 
[M + 2Lil2~-Ionen regish'iert. Wie mit der Sucrose baden 
auch die Na*-Ionen mit Raffinose Cluster der Zusammen- 
setzung [M + Nal*. Ebenso lagern sich K +, Rb + und Cs" an 
Raflinose unter Bildung der Quasimolekularionen und 
auch der h6heren Ctusterionen [2M + Kationl ~ an. Die 
Affinit~t der Raflinose ist ausreichend, urn auch das 
grosse Cs*-Ion zu solvatisieren. Mit wachsendem Ka- 
tionenradius nimmt der Ionenstrom der [M + Kation] ÷- 
Ionen ab (lntensit.~tsverhiiltnis [M + Li]*/[M + Cs] * ~< 
20). Das unterschiedliche Verhalten der Al_kali-Ionen 
zeigt sich bei der Desorption der freien Kationen. W.~h- 
rend im Li+.Anlagerungsspektrum keine Li%Ionen 
desorbieren, bei Na*-Anlagerang Na*-lonen nachweis- 
bar sind (< 10 rei. % bei [M + NaY = 100%), werden die 
Cs*.Ionen als Basissignal des Cs+-Anlagerungsspek - 
trums registriert (|M+Cs] ~= 38%). Entsprechend den 
Sacchariden vermag auch alas Diglucosid Loroglossin 
Cs anzulagern. Die Untersuchung eines Gemisches aus 
Sucrose und Raffinose ergab ein Li+-Anlagerungsspek - 
trum, in dem die intensivsten Signale die [M + Li]*-Ionen 
beider Komponenten anzeigen. Ohne Kationisierung 
gestaltet sich dieser massenspektrometrische Nachweis 
erheblich sehwieriger, weil aus Raffinose die Frag- 
mentionen der Sucrose gebildet werden. 

Bei benzoylierten und acetylierten Mono-sacchariden 
tritt keine Anlagerung ein, weil die weniger polaren 
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Verbindungen bei Anodenhcizstriimen < 8 mA vollstin- 
dig desorbieren. Eine Anlagerung kann aber teilweise 
durch Verminderung der Feldst&rken erreicht werden. 
Die niedrigere Feldstike wird durch einen hiiheren 
Heizstrom kompensiert, der die Desorption der [M + 
KationJ’-Ionen ermiiglicht. Ein Mindestheizstrom von 
cu. 10mA ist notwendig, urn reproduzierbare An- 
lage~ngsspek~en zu erhalten. 

Anlagerung von Peptiden und Nucleotiden 
Cyclopeptide, die bei Anodenheizstrdmen von 13 mA 

desorbieren, lagern sowohl Li’- als such Na’-Ionen an, 
jedoch werden zus%tzlich @ und [hit I]‘-Ionen ge- 
bildet und zwar hiufig q it hiiherer Intensitit als die 
Alkali-Cluster.” Die fiir Carbons&en charakteristische 
Protonierung, die zu den [M + I]‘-Ionen fiihrt, &in such 
unter ~~i-~~e~ngsbedin~ngen deutlich hervor. 
So wird in dem Li+-~agerun~s~k~um des T~peptids 
Glutton (1) (M = 307) ein Signal fiir das IM + Li)‘-Ion 
(m/e = 314) von max. 25 rel.% Intensitit angezeigt, wgh- 

CH,- sn 

HOOC-C;H-cnn-CHz-co-NH-~“-CO-NH-C”2-aJOH 
NH2 (1) 

rend das [M t I]‘-Ion als Basissignal des Spektrums re- 
gistriert wird (Tabelle 2). Bindungsbruch mit Wasser- 
stoff~be~~ng fiihrt zu den s~k~rs~~schen 
F~~entionen bci m/e I30 und m/e 179. Das Ion bei mle 
84 entsteht dus dem GIu~y~est und entspricht einem 
protonierten A5-2-Pyrrolidon.” Im Gegensatz zu den 
Sacchariden unterscheidet sich das Anlagerungsspek- 
trum des Glutathions von dem normalen FD-Spektrum 
dieser Verbindung nur durch das zusiitzliche Signal fiir 
das [M + Li]*-Ion, die Fragmentionen sind identisch. 

Tabelle 2. Auszug aus dem FD- 
Li’- Anlagerungsspektrum von 
Glutafhion (1), Anodenheiz- 

Strom l6mA 

m/e rel.% 

l&4 + Lil’ 314 25 
[M+H]’ loo 
[M+ H-H,O]' % 36 

179 II 
130 35 
129 22 
84 42 

Die bisher disku~e~en ~age~ngsspek~en wurden 
aussc~iesslich mit aktivierten Emittern erhalten.? Wie 
schon an anderer Stelle erwghnt, k&men Salzkationen 
und deren Clusterionen von blanken, unbehandelten 
Wolframdriihten desorbiert werden.’ Bei Verwendung 
blanker Dr&hte fiir die Alkali-Ion-Anlagerung an Sac- 
charide werden Intensititen der [M t Kation]‘-Ionen 
beobachtet, die vergleichbar-cher hiiher-sind als in 
den Anlagerungsspektren untcr Benutzung aktivierter 

tDie aktiviertcn Emitter brauchen keioe hohe Accton- 
Empfin~ichkeit N b&Zen. Mehmmls benutzte Ftien oder 
s&he mit kurzen Micron~eln eignen sick hervorragend fiir die 
~ager~gsrne~e~ 

fiden. Im Li’-Anlagerungsspektrum des Glutathions 
unter Verwendung eines nicht aktivierten Emitters er- 
scheint als Basispeak das [M+ I]‘-Ion, wtiend das 
[M + Li]’ max 30% betrtigt. Es ist somit miiglich, pro- 
tonierte Molekiilionen von blanken Driihten zu desor- 
bieren. Das unter diesen Bedingungen erhaltene R)- 
Spektrum von Glutathion ist in Tabelle 3 wiedergegebcn. 
Fotgende Unterschiede zu dem Glu~thion-~-S~k- 
trum mit aktivierten Fgden sind festzustellen: (a) Der 
Anodenheizstrom liegt urn 5-6mA hbher bei Ver- 
wendung nicht aktivierter Emitter. (b) Das Spektrum ist 
an Fragmentionen timer. Nur die Fragmente fiir die 
Wasserabspaltung und COrEliminierung aus dem [M+ 
I]*-Ion werden mit relevanter Intcnsitit registriert. Die 
feldinduziertcn, strukturspezifischen Bindungsspaltungen 
treten nicht auf. (c) Die Intensitit des (M t I]‘-Ions ist 
urn das IO-50-fache griisser. Dieser Ionenstrom bleibt fiir 
mehrere Minuten konstant, sodass DADI-Messungen 
durchgef~~ werden kbnnen. Die H~~Absp~tung aus 
dem [M + l]‘-Ion konnte als einzige Fra~entierung in 
der 2.feldfreien Region nachgewiesen werden. Dieser 
Befund liefert einen Hinweis dafiir, dass bei der fiir die 
Desorption notwendigen Anodentemperatur das Tripep- 
tid in der Ionenquelle teilweise decarboxyliert. 

TabeUe 3. Auszug aus dem FT& 
MS van Glutathion (1) bei 
Verwendung eines nicht ak- 
tivierten Emitters, Anoden- 

heizstrom 22 mA 

m/e rel.% 

[M+Hj’ IO0 
[M+H-HzO]' % 18 
[M+HXO$ 264 9 

Bei Nucleotiden sind weder mit aktivierten Emittem 
noch mit blanken F;iden Alkali-Ion-Anlagcrungen m6g 
lich. AIs einzige Ion-Molekiil-Reaktion wird Pro- 
tonierung des Nolekiils unter Bildung der [M + 1)‘~Ionen 
beobachtet. Adenos~-~-monophosphors~ure desorbiert 
als protoniertes Mole~l von einem nicht aktivierten 
Emitter mit einer urn den Faktor 100 hiiheren Intensitit 
im Vergleich zur Dcsorption von einem aktivierten 
Faden. Neben einem intensiven Signal firr [M + I-HzO]’ 
werden Massenlinien fiir Fragmentionen registriert, die 
entsprechend der Adenosin-S’-monophosphorslure Aus- 
sagen zur Struktur erlauben.‘* Vergleichbar hohe 
IonenstrGme fiir das protonierte Molekularion erhiilt man 
bei Verwendung blanker Drihte als Emitter im Fall des 
3’,5’-Di-adenosyl-phosphats. Das FD-Spektrum enthglt 
intensive Signale strukturspezifischer Fragmentionen und 
keinen relevanten Peak fiir iM+ l-HzO]’ (Abb. 2). 
Dieses Fragmentie~ngsverh~ten IHsst den Schluss zu, 
dass ein Sauerstoff der Phosphors~ureeste~u~~on pro- 
toniert wird. Abspaltung eines Molekiils Adenosin fiihrt 
zum Fragmention bei m/e 330, wlhrend ein H-Transfer 
zum ladungstragenden Sauerstoff ffir die Bildung des 
protonierten Adenosins (m/e 268) verantwortlich ist. 
AuRallend intensiv ist der Peak fiir das doppelt pro- 
tonierte Molekularion [M + 2H]” bci m/e 299. Die pro- 
tonierte Base und die protonierte Phosphordure werden 
durch Siguale bei m/e 136 und m/e 99 angezeigt.‘*.” 

Die Ionisierung durch ~k~i-Ion-~agerung unter 
F~Bedingungen bietet sich als geeignete Methode zur 
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Abb. 2. FDMassenspektrum von Di-adenosyl-3’,5’-phosphat, erhalten unter Verwendung nicht aktivierter Emitter; 
Anodenheizstrom 23 mA. 

eindeutigen Bestimmung des Molekulargewichts polarer 

organischer Substanzen an. Die Ladungslokahsierung am 
Kation verhindert ein Fragmentieren der Substanz; die 
Spektren sind linienarm. Daraus ergibt sich die Mdglich- 
keit, Gemische zu analysieren. Bei den in dieser Arbeit 
untersuchten Verbindungen wurde festgestellt, dass der 
Anodenheizstrom bei der Anlagerungsmethode urn einige 
mA niedriger als bei der gewdhnlichen FD-Methode ist, 
wodurch such thermische Fragmentierungen weitgehend 
unterdrtlckt werden. Die Ionisierung durch Kation-An- 
lagerung ermijglicht such die Erzeugung von Quasi- 
Molekularionen von solchen Substanzen, deren normale 
FD-Spektren ‘keine Signale fur die Molektllionen ent- 
halten. 

Bei der Durchfiihrung der Messungen erweist sich als 
besonders vorteilhaft, dass an die QualiCit der Emitter 
keine hohen Anforderungen gestellt zu werden brauchen. 
Mit Faden geringer AktivitHt werden hohe Ionenstrbme 
erreicht. Noch bessere Ergebnisse erhah man bei Ver- 
wendung nicht aktivierter Emitter. Blanke Drahte sollten 
fur die Kationisierung und fti die Protonierung zur 
Erzeugung von Quasi-Molekularionen bevorzugt ein- 
gesetzt werden, da diese Emitter die grossten Ionen- 
strome liefern. Wie am Glutathion gezeigt wurde, erlaubt 
die Desorption mit Hilfe nicht aktivierter Faden die 
Erkennung feldinduzierter Fragmentierungen. Dartiber- 
hinaus ermoglicht der ilber Minuten konstante und in- 
tensive Ionenstrom die Durchfiihrung von DBestim- 
mungen, da in der Quasi-Molekularregion keine [M + ll*- 
oder [M - I]*-Ionen auftreten. 

Die FDMassenspektren wurden mit einem MAT 3llA der 
Firma Varian-MAT-ausgestattet mit einer kombinierten FI/FD 
El-lonenquclle-aufgenommen. Die angelegte Spannung zwi- 
schen Emitter und Kathode betrug 7-IOkV. Bei Verwendung 
nicht aktivierter Emitter kann der lonensttahl nicht mit Aceton 
fokussiert werden. Es wurde Li-teuaphenylborat als Testsub- 
stanz aufgetragen und das Clusterion bei m/e 333 unter Auf- 
heizen des Fadens bis 25 mA auf maximale Intensitit eingestellt. 

Diese Einstellung des Gedts war ausreichend. urn die Desorp 
tions-Spektren mit blankem Drahtemitter durch fllhren zu kon- 
nen. 

Li’&B wurde in bekannter Weise aus Triphenylboran und 
Phenyl-Lithium hergestellt” Als Auagangsmaterial zur Dar- 
stellung der Tetraphenylborate des Kaliums. Rubidiums und 
C;isiums setzte man das k&ttliche Natrium-Salx (Kalignost) em. 
Aus whsrigen Liisungen des AlkaliChlorids wurden mit Na- 
triumtetraphenylborat die entsprechenden, wasserunl&lichen 
Tetraphenylborate geffillt. mehrmals mit Wasser gewaachen und 
i. Vok. getrocknet 
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