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Einleitung 1

1 Einleitung

Seit der Entdeckung des Elektrons durch J. J. Thomson im Jahr 1897 [1] ist es mdglich
Massen von Elementen zu messen. Einige Jahre spéter gelang es F. W. Aston und A.
J. Dempster die Isotope “°Ne und ?2Ne nachzuweisen [2] Diese frilhen Experimente
wurden mit Massenspektrographen, welche eine Fotoplatte zur Detektion benutzten,
durchgefuhrt. Heute existieren viele verschiedene Massenspektrometer fur die
unterschiedlichsten Anwendungsgebiete in Medizin, Chemie, Biologie etc. Man kann
mit ihnen die Zusammensetzungen verschiedener Analyten aufklaren. Oft wird die
Massenspektrometrie in Zusammenhang mit den ,-omik — Wissenschaften® genannt.
So auch in der Petroleomik, die sich mit der Analyse von Erddl und dessen
Komponenten beschéftigt. Aufgrund der hochauflosenden Fourier-Transform lon
Cyclotron Resonance Massenspektrometrie ist es moglich hochkomplexe organische
Gemische wie Erddl zu analysieren und Informationen Uber die elementaren
Zusammensetzungen von Stoffgruppen und einzelnen Molekilen zu gewinnen. Kennt
man die genaue Zusammensetzung des Erddls und anderer komplexer Gemische ist
es moglich, die Eigenschaften und das Verhalten vorherzusagen. [3]

Aufgrund des immer steigenden Rohdlbedarfs ist es wichtig andere Brennstoffquellen,
aus zum Beispiel nachwachsenden Rohstoffen, herstellen zu koénnen. Als eine
mdgliche Alternative sind die Pyrolysedle zu nennen. lhre Zusammensetzung ist
ebenso komplex wie die des Erdols jedoch kénnen die Anzahl und Haufigkeit der
Komponenten je nach Herstellung und verwendeten Rohstoffen sehr stark schwanken.
Ebenso ist es wichtig, dass alle Komponenten bei der massenspektrometrischen
Analyse intakt bleiben und nicht zerfallen.

An der technischen Universitat Freiberg wird diese Problematik aufgegriffen und
Pyrolysedle mit Hilfe der Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance Massen-
spektrometrie untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit liegt in der Implementierung verschiedener Algorithmen zur
Simulation und dem Vergleich von Massenspekiren. Des Weiteren soll ein Tool
entwickelt werden, mit dem es mdglich ist, Massenspektren grafisch darzustellen, mit
ihren simulierten Varianten zu vergleichen und eine Aussage Uber die Qualitat dieser

zu erhalten.



Massenspektrometrie - Begriffsdefinitionen 2

2 Massenspektrometrie

Dieses Kapitel gibt eine kurze Ubersicht uber verschiedenen Methoden der
Massenspektrometrie und beinhaltet wichtige Begriffsdefinitionen. Im letzten Abschnitt
dieses Kapitels wird die Funktionsweise der FT-ICR-MS erlautert.

2.1 Begriffsdefinitionen

Als Massenspektrometrie bezeichnet man die Untersuchung an anorganischen und
organischen Substanzen durch Erzeugung gasformiger fragmentierter oder nicht
fragmentierter lonen. Diese lonen werden durch ein spezifisches Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnis, abgekiirzt m/z, und ihrer Haufigkeit charakterisiert. [4, 5]

Das m/z - Verhéaltnis ist der dimensionslose Quotient aus der Massenzahl eines lons
und dessen Anzahl an Ladungen. Zum Beispiel besitzt ein zweifach positiv geladenes
Benzolmolekill CqHg?* einen m/z - Wert von (6:12+6-1)/2 =39 . Bei z=1
entspricht m/z direkt der Summe der Atommassen, aus denen das lon

zusammengesetzt ist. [6]

2.2 Das Massenspektrometer

Jedes Massenspektrometer ist aus den gleichen Grundbauteilen aufgebaut. Ein
Probeneinlass nimmt die zu analysierenden Substanzen auf. Diese kénnen entweder
fest, flissig oder gasformig sein. Die lonenquelle erzeugt die fur die Messung
bendtigten lonen. Je nach Aggregatzustand des Analyts stehen unterschiedliche
lonisationsmethoden zur Verfigung. Durch elektrische oder magnetische Felder im
Massenanalysator werden die lonen nach ihren m/z - Werten aufgetrennt und
schliel3lich deren H&aufigkeit im Detektor gemessen. Eine Ausnahme bilden die Time-
of-Flight-Analysatoren, wo die lonen in einer feldfreien Driftstrecke separiert werden.
Fur die Massenanalyse wird ein Hochvakuum bendtigt, um mdgliche Kollisionen mit in
der Atmosphare befindlichen Molekilen oder Atomen zu verhindern. Je nach Methode
kann auch fur die lonisation ein Vakuum bendétigt werden. Der allgemeine Aufbau eines
Massenspektrometers ist in Abbildung 2-1 dargestellt. Als Ausgabe erhalt man ein

Massenspektrum auf dessen Abszisse das m/z - Verhaltnis und auf der Ordinate die
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Haufigkeit der lonen eines bestimmten m/z - Wertes, der als Intensitat bezeichnet wird,
aufgetragen ist. [7, 5]

Probeneinlass-

Systeme
gasformig Richtung der lonen

A J

Massenspektrometer

lonenguelle Massenanalysator Detektor

fest r — 5

Vakuum oder (Hoch-)Vakuum
Atmosphéarendruck

Kontrollsystem/

Datenauswertung ; .

Abbildung 2-1: Schematischer Grundaufbau eines Massenspektrometers

Ein Massenspektrometer (grau) besteht aus drei Hauptkomponenten: Der lonenquelle, dem
Massenanalysator und dem Detektor. Die Massentrennung und Detektion erfolgt unter Vakuum und je
nach lonisierungsart auch die Erzeugung messbarer lonen (braune Kéasten). Fir die Zufiihrung des
Analyts wird ein Probeneinlasssystem bendtigt. Je nach lonisierungsart kdnnen Analyten aller
Aggregatzustande untersucht werden. Ein Computersystem welches die Komponenten des
Massenspektrometers tiberwacht und steuert zeichnet die Messwerte auf. In dieser stark vereinfachten
Darstellung sind beispielhaft einfach positiv geladene lonen dargestellt. (erstellt nach [5, 8])
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2.2.1 lonenguellen und lonisation

Die lonisation von Molekiilen kann durch verschiedene physikalische und chemische
Prozesse durchgefiihrt werden. Sie kann thermisch, durch elektrische Felder, durch
Beschuss von energiereichen Elektronen, (atomare) Ilonen oder Photonen,
energiereichen neutralen Atomen, elektronisch angeregten Elektronen, Cluster-lonen
oder elektrostatisch aufgeladene Mikrotropfen erfolgen [5]. Bei einigen Methoden
wirken hohe Energien, was Fragmentierungen des Analyten zur Folge hat. Je nach
Aggregatzustand, Polaritdit und Molmasse des Analyten stehen unterschiedliche
Verfahren zu Verfuigung. Hier soll ein kurzer Uberblick iber einige Methoden gegeben
werden:

Bei fluchtigen, thermisch stabilen Stoffen werden meist ElektronenstofRionisation (El),
Chemische lonisation (CI) oder die Feldionisation (FI) verwendet. [5, 9]

Bei der El werden fir die lonisation energiereiche Elektronen auf gasférmige, neutrale
Analyt-Teilchen geschossen. Das geschieht unter Niederdruck im Bereich von 10™*Pa.
Genutzt wird diese Methode bei nieder- bis mittelpolaren, nicht ionischen
Verbindungen. Die CI ist &hnlich der El. Jedoch wird hier als Zwischenschritt ein
Reaktandgas, wie zum Beispiel Methan, eingesetzt. Dieses wird durch
Elektronenbeschuss ionisiert. Die entstandenen Reaktandgas-lonen reagieren nun
durch Molekil-lon-Reaktionen mit dem Analyt in der Gasphase und Ubertragen
Elektronen, Protonen oder andere geladene Teilchen. Werden gasférmige Molekile
einem starken elektrischen Feld ausgesetzt, konnen sich Elektronen l6sen und so
durch Autoionisation lonen erzeugen. Diese Methode ist auch als FI bekannt und wird
bei neutralen oder ionischen Analyten eingesetzt. [5, 9]

Will man Flussigkeiten mit dem Massenspektrometer analysieren, miussen sie durch
Zerstaubung in die lonenquelle eingebracht werden. Die lonisation wird dabei unter
Atmosphéarendruck durchgefiihrt. Durch entsprechende Vakuumpumpen werden die
lonen in den Massenanalysator weitergeleitet. Dazu gehdren Elektrosprayionisation
(ESI), Atmospharendruck chemische lonisation (APCI) und Atmosphéarendruck-
Photoionisation (APPI). Bei der ESI entstehen kleine geladenen Tropfen in einem
elektrischen Feld. Die Verdampfung von Molekilen im Tropfen fiihren zur Reduktion
der TropfengrofRe und setzen am Ende die geladenen, desolvatisierten Analyt-lonen
frei. ESI wird meist bei groRen Biomolekilen, Nucleinsauren oder anderen Stoffen mit
polaren Gruppen angewandt. Die APCI ist eine Variante der ClI, bei der lonen unter
Atmosphéarendruck gebildet werden. Diese Methode ist schonender und bietet Vorteile

gegenuber der ESI, da mit dieser Methode auch niederpolare Stoffe untersucht werden
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kénnen. Die APPI ersetzt die bei der APCI eingesetzte lonisationsquelle durch eine
UV-Lichtquelle, die eine lonisation mit Hilfe von Photonen ausldst. Oft werden ESI,
APPI und APCI in einem Gerat gekoppelt sodass man zwischen den Methoden wahlen
kann. [5, 9]

Fur die Analyse von nicht flichtigen Feststoffen stehen die Matrix-unterstitzte
Laserdesorption/lonisation (MALDI), die Felddesorption (FD), das Fast Atom
Bombardment (FAB) oder die sekundare lonen Massenspektrometrie (SIMS) zur
Verfugung. Das Grundprinzip dieser Methoden besteht aus der Benutzung eines festen
Stoffes oder einer viskosen Flissigkeit, die als Matrix, in der der Analyt eingebracht
wird, eingesetzt wird. Werden Partikel mit sehr hohen kinetischen Energien auf eine
Oberflache geschossen, kdnnen Neutralteilchen oder lonen herausgeldst werden. Das
FAB zum Beispiel nutzt eine solche viskose Flissigkeit als Matrix, die mit einem Strahl
aus energiereichen Neutralteilchen beschossen wird. Bei der SIMS wird dafir ein
lonenstrahl verwendet. Bei der FD handelt es sich um eine Weiterentwicklung der Fl,
wobei die lonisation nicht mehr in der Gasphase, sondern auf der Oberflache der
Feldanode, auch Feldemitter genannt, durchgefihrt wird. Sie wird fur neutrale oder
ionische Analyten verwendet. MALDI nutzt eine Matrix, die aus kleinen organischen
Molekilen besteht. In diese wird der Analyt geldst und getrocknet, sodass eine feste
kristalline Struktur entsteht. Anschliel3end wird mit einem Laser, mit einer bestimmten
Wellenlange auf die Matrix gezielt, sodass der Analyt aus der Matrix desorbiert und
ionisiert wird. Dies findet unter Vakuum statt. MALDI wird oft fir die Analyse grof3er
Molekile, wie Proteine, Oligonukleotide oder Polymere eingesetzt. [5, 9]

Einige dieser lonisationsmethoden werden als ,sanft* oder ,weich* bezeichnet', da die
Molekile bei der lonisation intakt bleiben und nicht fragmentieren. Mit diesen
Methoden lassen zum Beispiel groBe (Bio-) Molekille sehr gut analysieren. Im
Gegensatz dazu fragmentieren Analyt-Moleklle bei ,harten” lonisationsmethoden,
wenn sie ionisiert werden. In Abbildung 2-2 sind die vorgestellten lonisationsverfahren

hinsichtlich ihrer ,Harte* und ,Sanftheit* und Einsatzgebiete eingeteilt. [5, 10]

! Engl.: soft ionization methods
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Harte lonisation in der Gasphase

A
Elektronensto3|- lonisation (El)

Chemische lonisation (ClI)

Atmospharendruck chemische lonisation (APCI)
Elemente Atmospharendruck Photoionisation (APPI)
oder Isotope Feldionisation (FI)

< >

Intakte kleine] Molekiile Intakte Makromolekiile

Sekundarionen -|Massenspektrometrie (SIMS)

Fast Atom Bombardment (FAB)

Felddesorption (FD)

Matrix-unterstiutzte Laserdesorption/lonisation (MALDI)

7 Elektrospray-lonisation (ESI)
Sanfte lonisation in kondensierter Phase

Abbildung 2-2: Einteilung einiger lonisationsverfahren nach Einsatzgebiet und Analyt
lonisationsverfahren kénnen hinsichtlich ihrer ,Harte* oder ,Sanftheit* eingeteilt werden. Welche Methode
ausgewahlt wird, hangt von der Komplexitat des Analyts und dessen Aggregatzustand ab. Diese Ubersicht

fasst die Verwendung der vorgestellten lonisationsmethoden zusammen. (Abbildung erstellt nach [5], S. 8)

Im folgenden Abschnitt wird die sanfte lonisationsmethode ESI naher erlautert.

2.2.2 Elektrospray-lonisation

Eine der ersten Forschungen zu Elektrospray-lonisation (ESI)? geht auf Malcolm Dole®
in den 70ger Jahren zuriick. Als Motivation diente die nicht vorhandene Mdglichkeit,
intakte Makromolekile durch Verdampfung zu erhalten. Die ldee wurde von dem
Chemiker John B. Fenn* weiterentwickelt. Im Jahr 2002 gewann Fenn zusammen mit
Koichi Tanaka den Nobelpreis fir Chemie fir die Entwicklung einer sanften
lonisationsmethode zZur massenspektrometrischen Analyse biologischer
Makromolekule. [11, 12]

Bei der ESI handelt es sich um eine sanfte lonisationsmethode die unter

Atmosphéarendruck durchgefiihrt wird. Im Gegensatz zu harten lonisationsverfahren,

% In manchen &lteren Literaturquellen wird die Elektrospray-lonisation auch mit ES abgekiirzt
3 Chemiker, * 04. Marz 1903, T 29. November 1990

4 Chemiker, * 15. Juni 1917, 1 10. Dezember 2010



Massenspektrometrie - Das Massenspektrometer 7

wie FAB oder EIl, wird die lonisationsenergie nicht direkt auf die zu ionisierenden
Molekule Ubertragen, sondern von ,lonisationspartnern® absorbiert. Durch diese
schonende Behandlung eignet sich ESI vor allem fir hochmolekulare Stoffe wie
Proteine und andere Biomolekile, aber auch fur kleine polare Molekile, ionische
Metallkomplexe oder l6sliche anorganische Stoffe [5, 13]

Der Prozess der ESI kann in drei Schritten zusammengefasst werden: Zuerst wird ein
elektrisch geladenes Spray erzeugt. Im zweiten Schritt wird die Gré3e der Tropfen sehr
stark verringert um letztendlich freie gasférmige lonen zu erhalten. Eine schematische
Darstellung dieses Prozesses ist in Abbildung 2-3 abgebildet. Um einen polaren oder
ionischen, nicht flichtigen Analyten fir eine ESI zuganglich zu machen, muss er mit
einem flichtigen Loésungsmittel vermischt werden. Je nach physikalisch-chemischen
Eigenschaften des Analyten werden unterschiedliche Gemische bendétigt, die zum
Beispiel aus Wasser, Diethylether, Tetrahydrofuran, Dichlarmethan, Methanol,
Trichlormethan, Isopropanol oder Acetonitril etc. bestehen kénnen. Die Konzentration
des Analyten in der fertigen Lésung sollte bei 10™* bis 107° M liegen. Es ist ebenfalls
méglich den Analyten durch eine vorangegangen Flissigchromatografie zu erhalten®.
[5, 14] AnschlieRend wird die Lésung durch eine entsprechenden Proben-Einlass in
eine dunne Kapillare geleitet und in ein starkes elektrisches Feld von ca. 106V - m™1!
gespruht. Es wird durch ein elektrisches Potential von 3 — 6 kV zwischen der Spitze der
Kapillare und einer zylindrischen Gegenelektrode in 0,3 bis 2 cm Entfernung erzeugt.
[9] Die austretende Flussigkeit wird elektrostatisch aufgeladen und je nach Polung
werden positive oder negative lonen gebildet®. Durch die gegensétzlich wirkenden
Krafte der Oberflachenspannung und elektrostatischen Krafte entsteht ein Taylor-
Konus an der Kapillaren-Spitze. Im so genannten Cone-Jet-Mode Ubersteigen die
elektrostatischen Krafte die Oberflachenspannung es bildet sich ein dinner
Flussigkeitsstrahl an der Spitze des Konus in Richtung Gegenelektrode, welcher nach
kurzer Zeit in viele kleine geladene Tropfen zerfallt. [5, 13] Diese Initial-Tropfen
besitzen einen Uberschuss an Ladung. Durch Verdampfen des Losungsmittels
reduziert sich das Volumen der Tropfen wobei die Anzahl der Ladung pro Tropfen
gleich bleibt. Schrumpft der Tropfen immer weiter, nimmt das Verhaltnis von Ladung zu
Oberflache immer mehr zu. Wenn das Rayleigh-Limit’ erreicht ist, teilt sich dieser in

kleinere Tropfen auf. Da die Tropfen nie eine ideale Kugel formen, sondern leicht

® Bezeichnet als LC-MS oder LC-MS-Kopplung

® Eine positive Spannung erzeugt Kationen und eine negative Anionen.

"Das Rayleigh-limit ist definiert als die maximale Anzahl an Ladungen auf der Tropfenoberflache,
bei der die elektrostatischen Kréfte groRer als die Oberflachenspannung auf der Oberflacher eines
Tropfens werden. [10]
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verformt sind, spalten sich von einem schmaleren Ende des Tropfens kleinere ab.
Diese Droplet-Jet-Fission konnte von der Gruppe um Gomez dokumentiert werden.
[15] Oft wird auch der Terminus Coloumb-Explosion verwendet. Dieser Prozess
zwischen Tropfenabspaltung und Verdampfung des Ldsungsmittels wiederholt sich
immer wieder, bis Tropfen mit einem Durchmesser von wenigen Nanometern
entstehen und nur noch ein Analyt-Molekil enthalten. [5, 16, 13] Wie frei in Gasphase
befindliche lonen aus diesen kleinen Tropfen freigesetzt werden ist noch nicht
vollstandig geklart. Es gibt jedoch zwei Modelle: Das charged residue model (CRM)
postuliert eine schrittweise Verdampfung aller Lésungsmittelmolekille aus einem
Tropfchen, bis nur noch das Analyt-Molekil Gbrig bleibt. Fir eine lonisierung sorgen
die noch vorhanden lonen, wie zum Beispiel Protonen, indem sie auf das Analyt-
Molekil tbertragen werden. [12, 5] Bei dem ion evaporation model (IEM) verdampft
das lon direkt von der Oberflache des Tropfchens und geht in die Gasphase Uber. [17,
5]

Stickstoff
Kapillare Gegenstrom

Analyt+ @e‘ A )
Lésung s, = WY W . % o
D50 ° %k

Verdampfung und
Coloumb — Explosionen
der Tropfen

\ Hoch- Elektronenfluss Gegenelektrode
spannung

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Elektrospray-lonisation
Bei der ESI wird eine Flussigkeit elektrostatisch aufgeladen sodass sich unter Einfluss eines elektrischen
Feldes ein Spray aus kleinen geladenen Tropfen bildet. Nach Reduktion der Tropfengrof3e durch
Verdampfung und Coloumb-Explosionen werden einzelne gasférmige lonen isoliert und an den
Massenanalysator weitergeleitet. Das hier dargestellte Schema entspricht dem Anlegen einer positiven
Spannung. (Abbildung nach [16, 5, 13, 9])

Je nach Ldsungsmittelzusammensetzung oder Verunreinigungen koénnen nicht nur

Protonen fir eine lonisierung des Analyt-Moleklls sorgen, sondern auch andere lonen
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wie Na*,K* oder NH} und so verschiedene Addukte bilden. Des Weiteren kénnen
auch mehrfach geladene lonen oder Cluster-lonen entstehen. Letzteres beschreibt die
gemeinsame  lonisierung  zweier  Analyt-Molekile.  Eine  Ubersicht  der

lonisierungsmaglichkeiten ist in Tabelle 2-1 aufgestellt [5, 16]

Tabelle 2-1: Verschiedene durch ESI erzeugte lonen
Beispiele fiir Bildung von positiven und negativen lonen durch ESI. M steht fiir das Analyt-Molekul, Alkali

fur ein Alkalimetall, LM fir ein lon aus einem Losungsmittelmolekil. (Angepasst nach [5])

Art Positive lonen Negative lonen
Proton [M + H]* [M —H]~
Alkalimetall [M + Alkali]*
z.B.[M + Na]*
Cluster [2M + H]* [2M — H]~
[2M + Alkali]*
Addukte [M+ LM+ H]* [M+ LM+ H]™

[M + LM + Alkali]*
z.B.[M + NH,]*

Da die ESI unter Atmospharendruck stattfindet, der Massenanalysator und Detektor
aber unter Vakuum arbeiten, miissen die produzierten lonen anschlie3end durch
verschiedene Pumpstufen transportiert werden bis der benétigte Unterdruck erzeugt
wurde. [9]

2.2.3 Massenanalysatoren

Die hauptsachliche Aufgabe von Massenanalysatoren besteht darin, die ionisierten
Molekile nach ihrem spezifischen m/z — Werten aufzutrennen. Damit die gasformigen
lonen auf ihrer Flugbahn nicht zuféllig mit anderen Neutralteilchen oder lonen
kollidieren und in Folge dessen fragmentieren, arbeiten alle Massenanalysatoren unter
Hochvakuum bei 107 — 10~7 Pa (vgl. Abbildung 2-1). [8]

Es gibt verschiedene physikalische Prinzipien, mit denen man eine Massentrennung
erreichen kann. In Tabelle 2-2 sind einige wichtige Eigenschaften der im Folgenden
vorgestellten Massenanalysatoren zusammengefasst. Da die fir diese Arbeit
verwendeten Daten mit einem FT-ICR Massenspektrometer erzeugt wurden, wird auf

diese Methode etwas ndher eingegangen.
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Tabelle 2-2: Zusammenfassung der Eigenschaften von Massenanalysatoren
In dieser Tabelle sind die wichtigsten Kennzahlen und Eigenschaften einiger Massenanalysatoren

dargestellt. (angepasst nach [9])

Q QIT TOF B FT-ICR  Orbitrap

obere

y , 4000 6.000 >1.000.000 20.000 30.000 50.000
assengrenze

Auflésung 2 2.000 4.000 5.000 100.000 >500.000 >100.000
Genauigkeit 3 100 100 200 <10 <5 <5
Probenzufuhr kont. gepulst gepulst kont. gepulst gepulst

Druck * 1075 1073 1075 107 10710 1010

Tandem MS ja ja ja ja

1: in Dalton, 2: FWHM bei m/z 1000, 3: in ppm, 4: in Torr, kont. = kontinuierlich

2.2.3.1 Flugzeit Massenanalysator

Werden lonen mit unterschiedlichen m/z - Werten zur gleichen Zeit aus einer
gepulsten lonenquelle in eine feldfreie Driftstrecke geschossen, trennen sich die lonen
entlang der Flugstrecke zeitlich auf. Die fiuihrt dazu, dass lonen mit geringerem m/z
eher am Ende der Flugréhre, und damit am Detektor ankommen als lonen mit
héherem m/z. Ermdglicht wird dies durch die unterschiedlichen Geschwindigkeiten auf
die lonen unterschiedlicher Masse in einem elektrischem Feld beschleunigt werden.
Von diesen Time-Of-Flight oder Flugzeit-Analysatoren (TOF) wurden verschiedene
Varianten entwickelt. Die einfachste und erste ist der lineare TOF-Analysator. lonen
werden hier mit Hilfe von MALDI erzeugt und bewegen sich von der lonisationsquelle
bis hin zum Detektor auf einer geraden Bahn. [5, 9]

Beim Reflektron bzw. dem Reflektor-TOF-Analysator wird ein statisches elektrisches
Feld genutzt um die Flugrichtung der lonen umzukehren. Dieser lonenspiegel ist linear
zur lonenquelle angebracht. Die lonen verlieren beim Eintritt in das elektrische Feld
ihre kinetische Energie und werden erneut beschleunigt, wenn sie es verlassen.
Werden die lonen in einem Winkel bezuglich des lonenstrahls von der lonenquelle
ausgeworfen, kann der Detektor direkt neben der lonenquelle platziert werden. Der
Einsatz eines Reflektrons hat den Vorteil, dass die lonen in ihrer Flugzeit korrigiert
werden und somit das Auflésungsverméogen erhoht wird. [5, 10]

Um auch andere lonenquellen auRer MALDI mit TOF-Analysatoren koppeln zu kénnen
wurde die TOF mit orthogonaler Beschleunigung (oaTOF) entwickelt. Mit dieser

Methode werden aus einem kontinuierlichem lonenstrahl lonenpakete durch Pulse
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orthogonal abgelenkt. Anschlie3end treten diese wieder in die Flugréhre, mit oder ohne
Reflektron, ein. Mit dieser Methode kdnnen sehr viele Spektren in sehr kurzer Zeit
gemessen werden. [5]

2.2.3.2 Magnetsektor-Analysatoren

Bewegen sich geladene Teilchen senkrecht zu einem Magnetfeld wirkt die so genannte
Lorentz-Kraft im rechten Winkel zur Bewegungsrichtung und Magnetfeld auf die
Teilchen. Dadurch werden lonen eines bestimmten m/z - Werts auf eine Kreisbahn mit
charakteristischem Radius abgelenkt. Wird nun die Starke des Magnetfeldes verandert,
konnen lonen unterschiedlicher m/z - Werte an einem Punkt detektiert werden. Die
Voraussetzung fur eine gute Aufldsung ist, dass alle lonen gleichen m/z - Wertes auch
die gleiche kinetische Energie besitzen. Da diese aber oft streuen und das
magnetische Feld eine Energiedispersion hervorruft, werden zusatzlich zu den
Magnetsektoren® elektrostatische Sektoren® eingesetzt. Diese Kombination fiihrt zu
einer doppelten Fokussierung der lonen, nach Energie und Richtung, und damit zu

einer Verbesserung der Auflésung und Massenbestimmung. [8]

2.2.3.3 Quadrupol-Analysatoren und Quadrupol-lonenfallen

Ein Quadrupol (Q) besteht aus vier quadratisch angeordneten zylindrischen oder
hyperbolischen Elektroden in deren Zentrum ein elektrisches Feld erzeugt wird. Daflr
werden an jeweils gegenuberliegenden Elektroden eine Spannung angelegt, die sich
aus zwei Komponenten zusammensetzt: einer Gleichspannung (DC) und einer
Wechselspannung (AC) im Radiofrequenz (RF) — Bereich. Treten lonen in den
Quadrupol ein, werden sie von der Elektrode mit entgegengesetzter Ladung
angezogen. Bevor es zu einer Entladung kommt, wechselt die Polung der Elektroden
und das lon wird nun abgestofl3en und von einer anderen Elektrode angezogen. lonen
eines bestimmten m/z - Verhéltnisses werden so auf stabilen Trajektorien durch den
Quadrupol geleitet und bei Austritt aus dem Quadrupol detektiert. Durch Veranderung
der DC — und RF — Spannung mit gleichbleibendem DC/RF - Verhéltnis wird tber
einen bestimmten m/z - Bereich gescannt. Ein nachgeschalteter Detektor misst die
lonen und ein Massenspektrum wird erzeugt. Durch ihren einfachen Aufbau sind
Quadrupol-Analysatoren im Vergleich zu anderen Analysatoren gunstig, leicht und

klein. Sie weisen eine hohe Transmission und hohe Scangeschwindigkeit auf. [5, 16]

® Symbol: B
° Symbol: E
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Quadrupole kdnnen nicht nur als Massenanalysator eingesetzt werden, sondern sind
auch sehr gut als lonentunnel zwischen zwei Komponenten des Massenspektrometers
oder als Kollisionszelle fur StoRexperimente geeignet. Bei diesen Anwendungen wird
die RF-Spannung verwendet und die Gleichspannung ist gleich null. Des Weiteren
existieren noch Hexapole und Oktapole, die vom Aufbau her ahnlich wie Quadrupole
sind, jedoch aus sechs bzw. acht Elektroden bestehen. Sie werden ebenfalls als
lonentunnel verwendet. lhre Massenspezifitdt ist zwar geringer, dafur treten aber
geringere Verluste bei den zu tGberfiihrenden lonen auf als bei Quadrupolen. [9]

Von einer Quadrupol-lonenfalle spricht man, wenn ein oszillierendes elektrisches Feld
genutzt wird um lonen zu speichern. Davon gibt es zwei Typen: Die lineare Quadrupol-
lonenfalle (LIT), bei der an den Enden des Quadrupols zwei weitere Elektroden
angebracht werden um die lonen zu reflektieren, und die dreidimensionale Quadrupol-
lonenfalle (QIT), welche ellipsoide Randelektroden und anstatt vier einzelner
Elektroden eine Ringelektrode nutzt. lonen verschiedener m/z - Werte werden so in
einem zwei- oder dreidimensionalem Quadrupol-Feld gehalten und durch Veranderung
der RF-Spannung detektiert. [8]

2.2.3.4 Orbitrap

Erst seit dem Jahr 2005 sind Massenspektrometer mit Orbitrap-Analysator erhéltlich.
Das Funktionsprinzip @hnelt in einigen Punkten der FT-ICR: Es werden oszillierende
lonenbewegungen mit Hilfe der Bildstromdetektion aufgenommen und anschliel3end
durch eine Fourier-Transformation in entsprechende Frequenz — und Intensitatssignale
umgewandelt. Der Orbitrap nutzt jedoch anstatt eines magnetischen ein
elektrostatisches Feld um lonen einzufangen und auf periodische Trajektorien zu
lenken. Er ist aus einer spindelférmigen zentralen Elektrode und einer zweiteiligen
auBeren fassfoérmigen Elektrode aufgebaut. An die innere Elektrode wird eine
Spannung angelegt, sodass die lonen von ihr angezogen werden. Die auf3ere
Elektrode wird auf Grundpotential gehalten. Es entsteht ein quadrupol -
logarithmisches Feld in dem die lonen, durch ein Gleichgewicht zwischen der
elektrostatischen Kraft und der Zentrifugalkraft, auf spiralférmige oszillierende
Trajektorien gelenkt werden. Da die Frequenz der lonen abhangig von ihrem m/z -
Wert ist, ergibt die Messung des durch die lonenbewegung induzierten Stroms und die
Umwandlung der Signale durch Fourier-Transformation in die Frequenz-Doméane ein
Massenspektrum. Um bessere Ergebnisse zu erhalten, wird meist eine so genannte C-
Trap genutzt um die lonen vor der Injektion in den Orbitrap zu sammeln und

abzukihlen. Vorteile gegenlber der FT-ICR sind die fehlenden starken Magneten und
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der dadurch geringere Platzbedarf und geringerer Preis. Des Weiteren erreichen

Orbitrap-Analysatoren bei hdheren m/z - Werten bessere Aufldsungen. [5, 8]

2.2.3.5 Fourier=Transform lon—-Cyclotron—Resonance

Jeder Massenanalysator hat seine Vor- und Nachteile bei der Analyse bestimmter
Stoffgruppen oder Gemischen. Sind die Molekile sehr grof3 und ist die Genauigkeit
sowie Auflésung von groBer Bedeutung, kommt oft die Fourier-Transform lon-
Cyclotron-Resonance Massenspektrometrie, kurz FT-ICR MS, zum Einsatz. Erstmals
wurde diese Technik von Comisarov und Marshall im Jahr 1974 vorgestellt. [18]

Es wird eine Kombination aus magnetischen und elektrischen Feldern genutzt um
lonen einzufangen, auf eine Kreisbahn zu zwingen, anzuregen und anschlielend mit
Hilfe einer Bildstrommessung die lonenstréme, d.h. die Frequenzen der lonen, zu
detektieren. Eine Fourier-Transformation konvertiert anschlieRend die gemessenen
Daten von der Zeit- in die Frequenzdomane. Die einzelnen Schritte werden hier nun
naher erlautert.

Fur eine ICR-Zelle benétigt man ein starkes homogenes Magnetfeld, welches durch
einen supraleitenden Magneten in z-Richtung erzeugt wird, zwei gegenuberliegende
Trapping-Elektroden an den Enden die ein elektrisches Feld erzeugen damit die lonen
in der ICR-Zelle gehalten werden und jeweils zwei gegeniberliegende Elektroden fir
die Anregung der lonen durch ein elektrisches Feld und die Detektion der Bildstréme
der lonen. In Abbildung 2-4 sind zwei mogliche Architekturen abgebildet mit den
jeweiligen Elektroden und den Koordinaten zur Orientierung. Die lonen treten in z-

Richtung in die Zelle ein.

Anregung  # Detektion Trapping

Abbildung 2-4: Beispiele fur die Architektur einer ICR-Zelle
Links: Eine kubische ICR-Zelle. Rechts: Eine zylindrische ICR-Zelle. Werden segmentierte Trapping-
Platten eingesetzt, sodass diese zusatzlich zum Einfangen der lonen auch fiir die Anregung genutzt
werden kénnen, handelt es sich um eine Infinity Cell™. (angepasst nach [5, 19])
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Ein geladenes Teilchen mit der Masse m und der Ladung q, welches sich mit einer
konstanten Geschwindigkeit v senkrecht zu einem homogenen Magnetfeld B bewegt

wird durch die Lorentz-Kraft F;, auf eine Kreisbahn mit dem Radius r gezwungen.

F, = qvB (2.1)

Diese lonenbewegung ist in Abbildung 2-5 fir positive und negative lonen schematisch
dargestellt. Die Lorentz-Kraft, die hier als Zentripetalkraft wirkt, steht im Gleichgewicht
mit der Zentrifugalkraft F, die sich aus der Masse m und der Winkelbeschleunigung

des lons ergibt:

v v?
Fz=m-— =m-— 2.2)
.‘;2
FZ=FL—>m-T=qu (2.3)

Daraus ergibt sich ein lonen Cyclotron Radius der direkt proportional zum m/z -
Verhéltnis des lons und dessen Geschwindigkeit ist. Je starker das Magnetfeld, desto
kleiner werden die Radien. So kdnnen auch hochmolekulare Molekile mit m/z 10.000
und mehr in relativ kleinen ICR-Zellen analysiert werden. Das rechte Diagramm in
Abbildung 2-6 zeigt den Radius in Abhangigkeit des m/z - Wertes bei verschiedenen
Magnetfeldstarken.

__ nmv

r= q—B (2.4)

Die Winkelgeschwindigkeit ist definiert als w = v/r. Durch Einsetzen in Formel 2.3 und

Umstellung nach w ergibt sich die Cyclotron-Winkelfrequenz:

W, = . (2.5)

Die ungestorte Cyclotron-Frequenz f, = w./2m ist damit definiert als

= 9B
fe=5— (2.6)

Das bedeutet, dass alle lonen mit einem bestimmten m/z - Wert die gleiche Cyclotron-
Frequenz unabhéangig von deren Geschwindigkeit besitzen. Es ist also nicht wichtig die
lonen in ihrer Geschwindigkeit zu fokussieren wie bei anderen Massenanalysatoren.
[5, 9, 18]
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Abbildung 2-5: Kreisbewegung eine lons in einem Magnetfeld
Auf ein lon mit Geschwindigkeit v und Ladung q, dessen Bewegungsrichtung orthogonal zum Magnetfeld
B verlauft, wirkt eine Kraft durch die es auf eine Kreisbahn mit bestimmtem Radius gezwungen wird.
(angepasst nach [19])

Je nach m/z - Wert der zu messenden lonen muss ein FT-ICR-Massenspektrometer
Frequenzen im Bereich von kHz bis MHz abdecken. Zum Beispiel besitzt ein einfach
geladenes lon mit m/z 50 in einem Magnetfeld der Starke B = 9,4 T eine Cyclotron-
Frequenz von f. = 3 MHz wie in Formel 2.7 dargestellt'®. Bei m/z 5000 betréagt die
Frequenz nur noch f. = 300 kHz. In Abbildung 2-6 ist der Zusammenhang zwischen
dem m/z — Verhdltnis und der Cyclotron-Frequenz fur verschiedene Magnetfeldstarken

dargestellt.

fo = (1'1.602176462:1071° €):9,4 T
C ™ 2m(50-1.66054-10~27 kg)

~ 3 MHz 2.7)

Heutige Gerate benutzen Magneten mit Feldstarken von 7 T bis 15 T. [5, 19]

fe [H2] 7 lmm}

~

A

2,57

1 30T
4.7

Ll 1 1 1 1 1 1 > 0 I I I L) ) I L) ) I L) ) >
1 10 102 10° 104 10° 108 107 0 3.000 6.000 9.000
m/z m/z
Abbildung 2-6: Cyclotron-Frequenz und -Radius in Abhangigkeit vom m/z - Wert
Das linke Diagramm zeigt die Cyclotron-Frequenz f. und das rechte Diagramm den Cyclotron-Radius r in
Abhéngigkeit des m/z - Wertes der lonen bei verschiedenen Magnetfeldstéarken von 1 bis 9,4 T.

(angepasst nach [19])

1 Der Wert von 1.602176462-1071°C entspricht der Elementarladung e [41] und 1.66054 -
10727 kg der Masse einer Atomaren Masseneinheit u [27].
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Die Cyclotron-Bewegung halt die lonen auf einer Kreisbahn mit konstantem Radius
unter der Voraussetzung, dass keine Kollisionen mit Neutralteilchen oder anderen
lonen auftreten und die thermische Energie stabil bleibt. sie ist jedoch nicht zur
Detektion der lonen nutzbar. Deshalb werden die lonen mit Hilfe eines elektrischen
Potenzials angeregt, sodass sie ihren Radius vergroRern. Das elektrische Feld sollte
dabei senkrecht zum Magnetfeld ausgerichtet sein. Es oszilliert sinusférmig mit der Zeit

t nach Formel 2.8 bei derselben Frequenz wie die Cyclotron-Frequenz w, der lonen.

E(t) =Ey-coswct ;Ey = % (2.8)
Wobei E, das elektrische Feld zwischen zwei parallelen Elektroden mit der Entfernung
d zueinander. An den Elektroden liegen jeweils +V, und —V, Volt an. Durch gleiche
Richtung und Frequenz des elektrischen Feldes wie die der lonen absorbieren sie
Energie und werden beschleunigt, d.h. der Radius ihrer Flugbahn vergréRert sich und

sie bewegen sich spiralférmig nach auf3en (vgl. Abbildung 2-7 links).

A(t) = Kraft - Geschwindigkeit = qE(t) - v (2.9)

Der Radius r von lonen nach einer bestimmten Anregungsdauer Tpn,egung Kann aus

Formel 2.10 hergeleitet werden und errechnet sich aus

Eo'Ta VoTa
r = nregung _ nregung (2.10)
2B d-B

Nach der Anregung der lonen ist der Radius nun nicht mehr von den m/z - Werten der
lonen wie vor der Anregung, vgl. Formel 2.4, abhangig. Dies bringt den grof3en Vorteil
mit sich, dass alle lonen eines bestimmten m/z - Bereichs auf einen Radius
beschleunigt werden kdnnen. [19]

Die Anregung von lonen kann fiur verschiedene Zwecke genutzt werden: Zum einen
kdnnen damit lonen aus der ICR-Zelle entfernt werde, wenn der Radius nach der
Anregung grol3er als der Radius der ICR-Zelle ist. Zum anderen wird die Anregung
genutzt um lonen im Anschluss detektieren zu kénnen. Des Weiteren kann die
kinetische Energie von lonen so stark erhdht werden, sodass sie dissoziieren und
mehrere Tochter-lonen bilden. Dieses Prinzip nennt man collision induced dissociation
(CID) und wird spater noch erlautert. [19, 5]
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N~ T —

Anregung »  Detektion

Abbildung 2-7: Schema der Trajektorie von lonen bei Anregung und Detektion
Links: Liegt ein RF-Potenzial mit gleicher Frequenz wie die Cyclotron-Frequenz an den Anregungs-
Elektroden an, bewegen sich dir lonen spiralférmig nach auRen auf gréRere Radien. Rechts: Nach der
Anregung erfolgt die Detektion der Bildstréme. Anregung und Detektion erfolgen zeitlich getrennt.
(angepasst nach [19])

Je nachdem, ob nur lonen mit einem bestimmten m/z - Wert gemessen werden sollen
oder alle lonen in der ICR-Zelle, existieren verschiedene Anregungsmodi. Die
Anregung einzelner m/z - Werte erreicht man durch Rechteckpulse, wo fir eine
bestimmte Zeit eine bestimmte Frequenz genutzt wird. Sollen mehrere oder sogar alle
lonen gemessen werden, kann die chirp-Anregung oder stored waveform inverse
fourier transformation (SWIFT) genutzt werden. Ein Chirp regt die lonen verschiedener
m/z - Werte nacheinander an, indem alle bendétigten Frequenzen nacheinander
abgetastet werden. Bei der SWIFT wird aus den m/z — Werten, die gemessen werden
sollen, ein Anregungsprofil in der Frequenz-Domaéne erstellt. Dieses wird durch inverse
FT in die Zeit-Domane Ubersetzt und durch einen RF-Generator erzeugt. Diese
Methode ermdglicht die genaue Anpassung der Anregungswellenform an das jeweilige
Experiment und ist dadurch sehr genau. Mit dieser Methode kdnnen auch lonen aus
der ICR-Zelle entfernt werden. Dadurch ist es méglich nur lonen eines bestimmten m/z
- Wertes in der ICR-Zelle zu belassen und zum Beispiel Fragmentierungs-experimente
durchzufihren. [5, 20, 21]

Die bisher gemachten Annahmen lber lonenbewegung und Anregung setzen voraus,
dass sich die lonen in einem unendlich ausgedehnten magnetischen- bzw. elektrischen
Feld bewegen. Da das Magnetfeld nur in der xy-Ebene begrenzend wirkt und das
elektrische Feld nur in y-Ebene Einwirkung auf die lonen hat, kénnen sie sich in z-

Richtung frei bewegen. Daher benétigt man, ahnlich wie bei den Quadrupol-Zellen ein
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Trapping-Potenzial welches durch Elektroden an den Enden der ICR-Zelle erzeugt
wird. Die lonen werden reflektiert und im Inneren der Zelle gehalten. Daftr wird zum
Beispiel ein drei-dimensionales quadrupolares Feld benutzt. Dieses bt auf die lonen

eine radiale Kraft

qQVtrap
a2

Fr=qE(r) = (2.11)

aus, die entgegengesetzt zur Lorentz-Kraft wirkt. Die Gesamtkraft F; .., der die lonen
ausgesetzt sind ergibt sich somit aus einer Kombination von Formel 2.3 mit Formel
2.11 zu

QVTrrap®
rap r

Fgesame = F, — Fr = mw?r = qBowr — a? (2.12)
Nach Umformung ergibt sich die quadratische Gleichung
w? -2 W”—“Zpazo (2.13)
ma
Mit den Lésungen
2
— Y Yy _2z 2.14
wp =2+ [(25) -2 und (2.14)
2
— Yc_ Yy _%z 2.15
©- 2 ( 2 ) 2 (2.15)

Wobei w, die ungestorte Cyclotron-Frequenz nach Formel 2.5 bzw. Formel 2.6 und

_ [2qVirapa
w2 = [Tt (219

die Schwingungsfrequenz entlang der z-Achse, oder oszillierende Trapping-Frequenz,
beschreibt. Die Gesamtbewegung eines lons in einer ICR-Zelle ergibt sich also aus
dem Zusammenspiel der reduzierten Cyclotron-Frequenz w., der Magnetron-Frequenz
w_ und der oszillierenden Trapping-Frequenz w,. Diese drei Bewegungen und die
Gesamtbewegung ist in Abbildung 2-8 dargestellt. [5, 19] Die Magnetron- und
Trapping-Frequenz ist sehr viel kleiner als die reduzierte Cyclotron-Frequenz und
werden daher nicht gemessen. Sie kdnnen jedoch als schmale Seitenbanden im
Massenspektrum auftreten, wenn zum Beispiel die Magnetachse nicht mit der Achse

der lonenfalle genau tbereinstimmt. [19]
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Abbildung 2-8: lonen-Bewegungen in einer ICR-Zelle
Es sind die drei naturlichen Bewegungen der lonen schematisch dargestellt. Das Magnetfeld zeigt in z-
Richtung. Links: Separierte Trajektorien von Magnetron-, Trapping- und ungestorter Cyclotron-Bewegung.
Rechts: Gesamtbewegung eines lons in einer ICR-Zelle mit Magnetfeld B und quadrupolarem Trapping-
Potenzial. Sie setzt sich zusammen aus Magnetron-, Trapping- und reduzierter Cyclotron-Bewegung.
(angepasst nach [5])

Fur die Detektion werden die lonen auf einen Radius der etwas kleiner ist als der
Radius der ICR-Zelle angeregt bzw. beschleunigt. Da sich lonen gleichen m/z - Wertes
durch die resonante Anregung als koharente lonenpakete'* bewegen, kann zwischen
den Detektorplatten ein induzierter Strom gemessen werden. Dieser Bildstrom wird
verstarkt, digitalisiert und aufgezeichnet. Das komplette Signal'? besteht aus der
Uberlagerung aller Frequenzen aller lonenpakete mit unterschiedlichen m/z - Werten.
Mit der Zeit wird das Signal durch Dampfung und durch Kollisionen mit Restgas
schwacher. Um die Anzahl der Kollisionen so gering wie mdglich zu halten damit das
Signal solange wie mdglich erhalten bleibt, wird die ICR-Zelle unter Ultrahochvakuum
bei 1078 bis 1071° mbar gehalten werden. Die Amplituden entsprechen dabei den
Haufigkeiten der lonen. Um die einzelnen Frequenzen zu trennen, wird der Transient
mit Hilfe der Fourier Transformation von der Zeit - Domane in die Frequenz - Domane
dekonvuliert. Es entstehen Peaks mit der Form einer Lorentz-Kurve, deren Breite durch
die Auflésung und Hohe durch die Amplitude bestimmt wird. Durch Umstellung von
Formel 2.5 kann der m/z - Wert eines Peaks ermittelt werden. In Abbildung 2-9 ist

dieser Vorgang schematisch dargestellt. [19, 5]

" Die lonen sind an einem Punkt auf ihrer Kreisbahn konzentriert und nicht verteilt.
12 Es werden auch die Bezeichnungen Free Induction Decay (FID) oder Transient verwendet.
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Abbildung 2-9: Umwandlung des Transienten von der Zeit- in die Frequenzdoméane
A) Ein Transient besteht aus einer Uberlagerung aller B) Einzelschwingungen von lonenpaketen
unterschiedlicher m/z - Werte. Die Amplitude der Einzelschwingungen entspricht der absoluten Haufigkeit
von lonen eines m/z - Wertes. C) Durch Anwendung der Fourier-Transformation wird der Transient von
der Zeitdomane in die Frequenzdoméane umgewandelt. Durch Umrechnung der einzelnen Frequenzen in
die jeweiligen m/z - Werte erhalt man ein typisches Massenspektrum. Die Peaks haben die Form einer

Lorentz-Kurve. (angepasst nach [20])

Die Beobachtungsdauer des Transienten betragt zwischen 0,5 und 30 s. Je kilrzer die
Messzeiten, desto weniger Zyklen der lonen werden gemessen und desto geringer die
Auflésung. In der Frequenzdomane zeigt sich dies durch so genannte Seitenbanden,
oder Wiggles, wie in Abbildung 2-10 dargestellt. Aus diesem Grund werden vor der
Fourier-Transformation verschiedene Optimierungsalgorithmen auf den Transienten
angewandt: Bei der Apodisierung wird das Signal mit einer periodischen Funktion, wie
zum Beispiel f(t) =sin(t), multipliziert, um eine Dampfung bis auf den Null zu
simulieren. Das Zerofilling wird verwendet, um die Peaks in der Frequenz-Doméane zu
glatten. Dafur werden so viele oder doppelt so viele Nullen am Ende des Transienten

angehangen wie es Datenpunkte gibt. [20]
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Abbildung 2-10: Auswirkung einer kurzen Messzeit auf die Frequenzdoméne
Durch kirzere Messzeiten wird der Transient nicht komplett aufgenommen. Durch Fourier-Transformation
entsteht keine Lorentz-Kurve sondern eine Kombination aus einer sinc — Funktion und einer Lorentz-
Kurve. (angepasst aus [5])

Ein Beispiel eines FT-ICR-Massenspektrometers ist in Abbildung 2-11 dargestellt. Es

handelt sich um ein Schema aus der Bruker Daltonics solarix Serie.

NCI-Quelle
far ETD Supraleitender
Stoligas Kryomagnet
,_J_E Argon
ESI)‘MALDI- 0 O Magnetspulen
Kombiquelle =T 1

!=I

T
_@Hm

| === MmO

Magnetspulen

Abbildung 2-11: Schema des Bruker Daltonics Solarix FT-ICR-MS
Die lonenquelle ist eine ESI/MALDI-Kombiquelle. Die lonen werden durch einen lonentrichter (1,2) in
einen RF-Hexapol geleitet und fokussiert (3). AnschlieBend werden sie in einen Quadrupol weitergeleitet
(4) der lonen selektiert oder als Breitband alle lonen durchlésst. Ein nachgeschalteter Quadrupol (5) kann
nun die lonen sammeln, stoRaktiveren oder fir ETD mit Radikal-lonen reagieren lassen. Danach gelangen
sie durch einen Hexapol (6) in die ICR-Zelle (7) und werden dort detektiert. Es existiert eine Hohlkathode
fur ECD (8). (angepasst aus [5])
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2.3 Das Massenspektrum

2.3.1 Allgemeine Beschreibung

Als Massenspektrum bezeichnet man eine zweidimensionale grafische oder
tabellarische Darstellung von m/z - Werten in Abhangigkeit von der Signalintensitat.
Auf der Abszisse werden die m/z - Werte und auf der Ordinate die Intensitaten, die
den jeweiligen Haufigkeiten der lonen im Analyten wiederspiegeln, aufgetragen. Es gibt
zwei verschiedene grafische Darstellungsformen: das Profilspektrum und das
Linienspektrum welche in Abbildung 2-12 Links und Mitte schematisch dargestellt sind.
Ein Profilspektrum erhdlt man zum Beispiel bei der FT-ICR nach der Fourier-
Transformation von der Zeit- in die Frequenzdoméane. Die einzelnen Signale werden
als Peaks bezeichnet und zeigen an, dass der Analyt lonen dieses m/z - Wertes
enthélt. Falls Fragmentierungs-Experimente durchgefuhrt werden, kann ein Peak auch
ein Bruchstlick eines lons reprasentieren. Als Basis-Peak wird der hochste Peak in
einem Massenspektrum genutzt. Anhand der Intensitat dieses Peaks kann das
Massenspektrum auf die relative Intensitdt genormt werden. In einem experimentellen
Massenspektrum tritt immer ein Rauschen auf. Je nachdem wie stark das Rauschen
ist, kdbnnen Peaks mit sehr geringer Intensitdt im Rauschen untergehen. Ein
Linienspektrum stellt jeden Peaks als diskretes Wertepaar in einem Histogramm dar.
Die jeweiligen Intensitaten ergeben sich aus den Flachen eines Peaks und die m/z-

Werte stellen den Schwerpunkt des Peaks dar. [5]

100 Basispeak ) 100 Basispeak
.Sell _62 r 3
:E E m/z Rel. Int.
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Abbildung 2-12: schematische Darstellung eines Massenspektrums
Bei einem Massenspektrum werden die relativen oder absoluten Intensitaten gegen den m/z-Wert
aufgetragen. Der héchste Peak wird als Basispeak bezeichnet. Links: Ein Profilspektrum mit drei Peaks.
Alle Messdaten unterhalb eines bestimmten Schwellwertes werden als Rauschen bezeichnet.

Rechts: Tabellarische Darstellung des Linienspektrums. (erstellt nach [5])
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Nicht jeder Peak in einem Massenspektrum reprasentiert ein bestimmtes Molekdl,
welches im Analyt enthalten ist. Wie spéter noch erlautert wird, gehoéren zu einer
Verbindung mehrere aufeinanderfolgende Peaks aufgrund der Isotopen-
zusammensetzung der Elemente. Diese besitzen unterschiedliche Intensitaten und
sind berechenbar. Der Peak, der dem Molekulargewicht eines Molekiils entspricht, wird

auch als Molekil-lonen-Peak bezeichnet.
2.3.2 Signal-zu-Rausch-Verhaltnis

Wie in Abbildung 2-12 Links dargestellt, besitzen Massenspektren ein Rauschen,
welches zum Beispiel durch die Elektronik im Massenspektrometer verursacht werden
kann. Das Signal-zu-Rausch-Verhalten, abgekiirzt S/N, ist das Verhaltnis zwischen
Signal und Rauschen. Oft werden alle Peaks unter einem bestimmten Schwellwert
bzw. S/N verworfen, da keine genaue Aussage getroffen werden kann ob es sich um

ein falsches Signal handelt oder nicht.
2.3.3 Massenauflésung

Aufgrund der unterschiedlichen Bauweisen der Massenspektrometer gibt es
unterschiedliche Verfahren die Auflosung zu berechnen. Grundsatzlich unterscheidet
man zwischen der Auflosung von zwei nah beieinander liegenden Peaks und von
einem einzelnen Peak. Abbildung 2-13 stellt die zwei Definitionen schematisch dar. Im
Allgemeinen wird die Auflésung durch Formel 2.17 angegeben:

_ (m/z)

~ A(m/z) (2.17)
Bei der 10 % -Tal Regel werden zwei nebeneinander liegende, gleich hohe Peaks
betrachtet. Die Peak-Kurven uberlappen bei 5 % ihrer maximalen Hohe und bilden so
ein Tal bei 10 % der maximalen Hohe. Die Auflosung nach dieser Definition berechnet

sich demnach aus
RlO‘V — (m/z), )
° (m/z);—(m/z), (2.18)
Wenn (m/z); = 1.000 und (m/z), = 1.001 betragt die Auflésung R = 1.000. [5, 22]
Diese Definition ist sinnvoll, wenn die Peak-Form einer Gauss-Kurve entspricht. Als
Alternative wird, zum Beispiel bei FT-ICR oder Orbitrap Massenspektrometern, die Full

Width at Half Maximum-Definition, abgekirzt FWHM angewandt. Das bedeutet es wird
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die Breite des Peaks auf halber Hohe gemessen und als Am/z verwendet. Die
Auflésung errechnet sich dann mit

_ (m/2)

Rrwnm = - (2.19)

Ein Peak beim/z = 1.000 und FWHM = 0,5 besitzt eine Auflésung von R = 2.000. [19,
22] Bei einigen Massenspektrometern, wie FT-ICR oder Orbitrap sinkt die Aufldsung
mit steigenden m/z — Werten. Es muss dann zusatzlich der m/z —Wert, bei dem die

Auflésung gemessen oder berechnet wurde, angegeben werden.

A (m/z) (m/z) m/z
— 100 - 2 /), — 100 4 /
s A(m/z) =
g 75 - g
c o
£ 50 - £ 50 - FVH
E
& 259 i
o 10% /N |\ 5% 2
0 - | —> = —>
999 1000 1001 1002 999 1000 1001
m/z miz

Abbildung 2-13: Massenauflésung mit der 10% - Tal Definition und FWHM Definition
Die Aufldsung wird allgemein als R = (m/z)/A(m/z) angegeben. Links: Auflésung eines Peaks nach der
10 % - Tal-Regel. Die zwei Peaks tberschneiden sich bei 5 % ihrer maximalen Héhe und bilden ein Tal
von 10 % der Maximalhdhe. A(m/z) ergibt sich aus der Differenz der m/z — Werte der beiden Peaks
(m/z), — (m/z),. Rechts: Auflésung eines Peaks nach der Full Width at Half Maximum Definition. Dabei

wird A(m/z) aus der Breite des Peaks auf halber Hohe (FWHM) bestimmt.

Als eine besondere Auflésung wird oft die Einheitsauflosung genannt. Das bedeutet ein
Massenspektrometer kann Peaks zwischen zwei aufeinanderfolgenden nominellen
Massen auflésen. Also zum Beispiel Peaks bei m/z 50 und m/z 51 oder m/z 1000 und
m/z 1001. Oft wird fur den Begriff Aufldosung auch Auflésungsvermogen verwendet und
andersherum. Das Auflésungsvermégen wird auch oft definiert als die Fahigkeit des
Massenspektrometers zwei nah beieinanderliegende Peaks zu trennen. Die Differenz
A(m/z) wird in Atommasseneinheiten u angegeben. Dabei entspricht 1u = 1,6605402 -
107%7kg [23]. Oft wird anstatt der Atommasseneinheit auch Dalton (Da) verwendet®.
Welche Auflosungen Massenspektrometer erreichen kénnen ist in Tabelle 2-2

dargestellt.

B1Da=1u
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2.3.4 Massengenauigkeit

Die Massengenauigkeit gibt an wie genau ein Massenspektrometer das m/z-Verhaltnis
eines Molekuls misst. Die Massendifferenz zwischen dem gemessenen m/z-Wert und
dem berechneten m/z-Wert wird als milli mass units, abgekurzt mmu, angegeben. Die
Massengenauigkeit wird in parts per million, abgekirzt ppm, angegeben und

berechnet sich aus

— 106 . (m/Z)gemessen_(m/z)berechnet

ppm =

(m/z)gemessen (2.20)

Je Kkleiner der Quotient, desto ndher entspricht der gemessene m/z-Wert an dem
berechneten Wert und desto genauer arbeitet das Massenspektrometer. Eine hohe
Massengenauigkeit ist vor allem bei hochauflosenden Massenspektrometern von
Bedeutung, da sehr nah beieinander liegende Peaks aufgeldost werden. Zudem ist eine
hohe Massengenauigkeit wichtig fur die Summenformelbestimmung.

Es ist wichtig die Verhdaltnisse der Massengenauigkeit Uber den gesamten
Massenbereich zu beachten. Zum Beispiel ergibt eine Massendifferenz von 0,001 u =
1 mmu bei m/z 600 eine Massengenauigkeit von 1,7 ppm, bei m/z 200 betragt sie

schon 5 ppm. [24]
2.3.5 Peak - Formen

Je nach Massenspektrometer kann die ideale Peak-Form durch unterschiedliche
Funktionen dargestellt werden. Haufig werden dafir Gauss- oder Lorentz - Funktionen
verwendet. In Abbildung 2-14 sind diese beiden Funktionen dargestellt. Fir die Gauss-

Kurve wurde die nicht normalisierte Gauss Funktion

SRV
G(x) = e~ 5 (221)

verwendet. Bei Anwendung in einem Massenspektrum beschreibt der Parameter u

den m/z — Wert und o nimmt Einfluss auf die Breite des Peaks nach Formel 2.22.

o= FWHM m/z _ m/z
T 2+/2Inz %.21/—2.1112 " R2vV2In2 (2.22)

R beschreibt die Aufldsung des Peaks und FWHM ist die Breite des Peaks auf halber
Hohe.
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Die Lorentz — Funktion wie in Formel 2.23 dargestellt, ergibt eine Lorentz — Kurve. Der
Parameter A ist fur die Hohe des Peaks verantwortlich und t entspricht dem FWHM.
Fur x, wird der m/z-Wert des Peaks eingesetzt.

A T/Z A FWHM/2

L = —- 2.
) m (x—xo)2+(f/2)2 7T (x—m/z)2+(1‘"V'”1”V1/2)2

(2.23)

Wird fur A = (m- FWHM) /2 verwendet, besitzt die Lorentz-Kurve eine Hohe von

eins.
A
1 m
Gauss
——VLorentz
0,5 1
0 1 ] 1 I_‘;
-2 -1 0 1 2

Abbildung 2-14: Peak — Formen nach der Gauss- und Lorentz — Funktion

2.3.6 Zusammenhang zwischen Peak-Abstand und Ladung

Wie im nachsten Kapitel ndher erlautert wird besitzt ein Molekil im Massenspektrum
immer mehrere Peaks. Der Abstand dieser Peaks zueinander betragt anndhernd ein

Dalton, wenn die gemessenen lonen einfach positiv oder negativ geladen sind. Sind

die lonen mehrfach geladen verringert sich der Abstand um 1/, u. Diese Eigenschaft
ist vor allem fir hochmolekulare Stoffe mit sehr hohen Massen von Vorteil, da sie,
wenn sie mehrere Ladungen besitzen, bei geringeren Massen detektiert werden. Das
Massenspektrum wird um den Faktor z komprimiert. Man kann den Ladungszustand
eines Molekils anhand des Abstandes zweier benachbarter Peaks die der gleichen

Verbindung angehdren ermitteln.
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3 Simulation von Massenspektren

Liegen von einem gemessenen Massenspektrum Summenformel-Informationen vor, so
ist es moglich anhand dieser das Massenspektrum zu simulieren. Dabei wird von jeder
Summenformel die Isotopenverteilung berechnet. Vor der Erlauterung der Algorithmen,
die dafir zur Verfiigung stehen, werden zuerst einige Grundlagen Uber Isotopie und
Massenberechnungen beschrieben.

3.1 Elemente und ihre Isotope

3.1.1 Definition Isotop

Ein Atom besteht grundsatzlich aus drei Komponenten: Elektronen, Protonen und
Neutronen. Neutronen und Protonen bilden den Atomkern und Elektronen kreisen in
der Elektronenhille um den Atomkern. Ein Atom eines bestimmten Elements besitzt
eine feste Anzahl an Protonen die gleichzeitig der Ordnungszahl Z entspricht. Besitzen
Atome die gleiche Anzahl an Protonen aber eine unterschiedliche Anzahl von
Neutronen N im Atomkern spricht man von Isotopen. Die Massenzahl A = Z + N gibt
nun an wie viele Protonen und Neutronen im Atomkern enthalten sind und
unterscheidet somit die Isotope eines Elements. Es wird folgende Schreibweise
verwendet: 4ElementSymbol. Zum Beispiel bedeutet 12C, dass das Kohlenstoffatom
die Ordnungszahl Z = 6 und die Massenzahl A = 12 besitzt. Diese Schreibweise wird
oft zu “ElementSymbol abgekiirzt, da die Ordnungszahl bei allen Isotopen eines
Elements gleich bleibt. Bei schwereren Elementen kann es vorkommen, dass zwei

Isotope unterschiedlicher Elemente die gleiche Massenzahl besitzen. [5, 25]
3.1.2 Isotopenhaufigkeiten

Nicht jedes Element besitzt die gleiche Anzahl von Isotopen. Es gibt insgesamt 20
Elemente die nur ein natirlich vorkommendes stabiles Isotop besitzen. Diese nennt
man auch monoisotopische Elemente. Elemente mit zwei, auch diisotopische Elemente
genannt, oder mehr Isotopen, auch polyisotopische Elemente genannt, besitzen je
nach Massenzahl unterschiedliche Massen und kommen unterschiedlich haufig vor. Oft
ist das leichteste Isotop eines Elements auch das Haufigste, wie zum Beispiel bei

Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff oder Wasserstoff. Bei der Angabe der
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Isotopenhaufigkeiten unterscheidet man zwischen zwei Normierungsverfahren:
Entweder ist das am héaufigsten vorkommende Isotop eines Elements auf 100 %
normiert oder die Summe der Haufigkeiten aller Isotope eines Elements aufsummiert
ergibt 100 %. Man spricht dann von der relativen Haufigkeit. Die Isotopenhaufigkeit gibt
an wie oft ein bestimmtes Isotop eines Elements vorkommt. Beide Varianten sind in
Tabelle A-1 dargestellt. [5] Die natirlichen Isotopenhaufigkeiten wurden von der
Comission on Isotopic Abundances and Atomic Weights'* gemessen und evaluiert.
[26] In Abbildung 3-1 sind beispielhaft die relativen Haufigkeiten aller neun Isotope von

Xenon gegen ihre Masse aufgetragen.

Isotopenmuster von Xenon
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Abbildung 3-1: Isotopenmuster von Xenon
Xenon besitzt insgesamt neun Isotope. Die Isotopenmassen sind in u angegeben. Die genauen relativen

Haufigkeiten stehen oberhalb der Linien.

3.2 Isotopenmuster im Massenspektrum

Aufgrund der diisotopsichen oder polyisotopischen Elemente gehoren zu einer
Verbindung immer mehrere Peaks im Massenspektrum. Grund dafiur sind die
unterschiedlichen Isotopenmassen und die nattrliche Isotopenzusammensetzung der
Elemente. Man bezeichnet Verbindungen mit gleicher Elementarzusammensetzung
aber unterschiedlicher Isotopenzusammensetzung als Isotopologe. [27] Die Abfolge

von Peaks in einem Massenspektrum die einer Summenformel zugeordnet werden

1 Abgekiirzt CIAAW, gehért zu IUPAC
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kbnnen nennt man Isotopenmuster. [28] In Abbildung 3-1 wurde bereits das
Isotopenmuster von Xenon dargestellt. Die grafische Darstellung ist &hnlich der
Darstellung des Massenspektrometers. Es wird die Haufigkeit anstatt der Intensitét auf
der Ordinate und die Isotopenmasse anstatt des m/z - Wertes auf der Abszisse
aufgetragen. Betrachtet man zum Beispiel ein H,0-Molekul gibt es neun verschiedene
Isotopenverteilungen: 'H,'°0| 'H,'70| 'H,'®0| *H,'°0| *H,"0| *H,"®0| 'H *H°0

| 'H ?HY0| 'H ?H™0. Alle diese Kombinationen besitzen unterschiedliche Massen
und Haufigkeiten. Mit welcher Haufigkeit die jeweiligen Isotopenverteilungen auftreten
kann durch verschiedene Algorithmen berechnet werden. Diese werden spater naher

erlautert. Ein Wassermolekiil mit *H,0 wird sehr viel haufiger vorkommen als

2H,'0. Wo die Isotope in der Verbindung liegen ist bei der Betrachtung der

Isotopenmuster uninteressant. Ein Molekil mit 2H'¢0 *H kommt genauso haufig vor
wie ein Molekiil mit *H®0 2H. Molekiile deren Isotopenzusammensetzung identisch
ist, die Isotope jedoch an unterschiedlichen Positionen im Molekdl liegen, nennt man
Isotopomere. [29]

Aufgrund der Massendifferenz der Isotope von ca. einem Dalton nimmt das
Isotopenmuster eines Molekils einen gréReren Massenbereich im Massenspektrum
ein. In Abbildung 3-2 ist als Beispiel ein Isotopenmuster von Kaliumbromid und
Chloroform dargestellt. Jeder einzelne Peak entspricht einer bestimmten
Isotopenverteilung. Die beiden Peaks bei der nominellen Masse von m/z 118
entsprechen den Molekil-lonen-Peaks von Kaliumbromid und Chloroform. Alle
folgenden Peaks des Isotopenmusters entstehen durch die sechs bzw. 15
verschiedenen Isotopenverteilungen von Kaliumbromid und Chloroform. Es sind nicht
alle Peaks erkennbar, da einige Isotopenverteilungen sehr geringe Haufigkeiten
besitzen. Dies ist auch der Grund warum in einem experimentell gemessenen
Massenspektrum nie alle Isotopenpeaks eines Molekils erkennbar sind. Sie werden
durch ihre geringe Signalstarke vom Rauschen Uberdeckt. Der Molekil-lonen-Peak
wird oft mit M abgekulrzt. Der néachste Peak im Isotopenmuster wird dann als M + 1
bezeichnet, der Ubernachste mit M + 2 usw. Sind Elemente im Molekill enthalten deren
haufigstes Element nicht das leichteste ist, so treten Isotopenpeaks mit kleinerer
Masse als die des Molekil-lonenpeaks auf. Diese werden mit M —1,M — 2, ...
bezeichnet. Je groRer die Molekile desto haufiger kommt es vor, dass bei einer
nominellen Masse zwei oder mehr Isotopenpeaks eines Molekills entstehen. Zum

Beispiel bei m/z 120 die Isotopenerteilungen *H2¢3°C1,37Cl und 2H'3¢3°Cl; mit m/z
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119,9114 und m/z 119,924. Zwei Molekile werden jedoch nie die gleiche Masse
besitzen aufgrund der verschiedenen Massendefekte der Isotope.

45 | M
40 - 39K 79B — KBr
HCCl,

W W
o O
| |

M+1
401‘(?98?’

Haufigkeit [%]

-
o
1

0 T T T T |I T T —'_)
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m/z

Abbildung 3-2: Isotopenmuster von Chloroform und Kaliumbromid
Es sind die theoretischen Isotopenmuster von Kaliumbromid (blau) und Chloroform (griin) als einfach
positiv geladene lonen dargestellt. Die Molekil-lonen-Peaks (M) der beiden Molekile besitzen dieselbe
nominelle Masse von 117 u. Das Isotopenmuster von Kaliumbromid besteht aus sechs Peaks und
erstreckt sich tiber einen Massebereich von 117 bis 122 u und das von Chloroform aus 15 Peaks mit
einem Massebereich von 117 bis 126 u. Aufgrund sehr geringer Haufigkeiten von weniger als 11075 %

sind nicht alle Peaks erkennbar.

Ob alle Peaks bei einer nominellen Masse von einem Massenspektrum als einzelne
Peaks dargestellt werden kénnen hangt von der Auflésung und Massengenauigkeit des
Gerats ab. Ist die Aufldsung nicht ausreichend addieren sie die jeweiligen Anteile der
Haufigkeiten der Peaks und es entstehen aggregierte Peaks deren m/z-Wert dem

Mittel aller beteiligten Isotopenverteilungen entspricht.

3.3 Berechnung von Molekul- und lonenmassen

Es gibt drei verschiedene Mdglichkeiten die Masse eines Atoms anzugeben: die
nominelle, relative und exakte Isotopenmasse. Daraus ergeben sich fir jedes Molekl
auch drei verschiedene Massenangaben die in Tabelle 3-1 ist am Beispiel CO,

berechnet worden. Als Einheit wird die unified atomic mass, abgekurzt u, verwendet.
Nach der IUPAC Definition ist 1 u definiert als 1/12 der Masse des '*C Atoms und

entspricht 1,660538921-1072’kg . Fur die unified atomic mass wird oft auch die
Einheit Dalton, abgekiirzt Da, verwendet. [10]
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3.3.1 Nominelle Masse

Die nominelle Masse my € N eines Elements ergibt sich aus der gerundeten Masse
des haufigsten natlrlich vorkommenden stabilen Isotops. Der numerische Wert der
nominellen Masse stimmt mit dem der Massenzahl tGiberein. Die nominelle Masse eines
Molekils ergibt sich aus der Addition aller nominellen Massen der enthaltenen

Elemente:

k
My Molekil = Z(Ci 'mN,i) mit my; = [ml,i] (3.1)

i=1
wobei ¢; die Anzahl und my ; die nominelle Masse des Elements i im Molekdl, k die
Anzahl der Elemente in der Verbindung und m;; die Masse des haufigsten Isotops des

Elements i darstellt. [10, 5]
3.3.2 Relative Masse

Die Massen der Elemente und deren Isotope sind jedoch keine ganzzahligen Werte.
Eine genauere Berechnung der Masse eines Atoms wird durch die Verwendung der
relativen Masse * my € R* erreicht. Sie ergibt sich aus dem Mittelwert der

Isotopenmassen eines Elements gewichtet nach ihren Isotopenhaufigkeiten:

k

St_(a;my ;)

. j=1\4j 1,j

MR Molekiil = Z(Ci 'mR,i) mit mg; = —————— (3.2)
i=1 j=19%

Wobei c¢; die Anzahl und mg; die relative Masse des Elements i im Molekdl, a; die
Isotopenhaufigkeit und m,; ; die Isotopenmasse des Isotops j sowie [ die Anzahl der
Isotope des Elements darstellt. Die relative Masse wird verwendet, wenn Kkeine
Information Uber die Isotopenzusammensetzung bekannt ist. Da sich die Massen
einzelner Isotope des gleichen Elements jedoch um > 1 Da unterscheiden, kann es bei

groReren Molekilen vorkommen, dass die relative Masse um einige Dalton von der

exakten Masse abweichen. [16, 5, 9]

> Engl.: average mass



Simulation von Massenspektren - Berechnung von Molekul- und lonenmassen 32

3.3.3 Exakte Masse

Ist in einem Molekul die genaue Isotopenzusammensetzung bekannt oder will man die
genaue monoisotopische Masse'® berechnen werden die jeweiligen Isotopenmassen
verwendet. Die dadurch ermittelte exakte Masse'’ m; € R* ist die genaueste Angabe

einer Molekilmasse und wird wie folgt berechnet:

k

Mg Molekil = Z(ci . mI,i) (3.3)

i=1
Wobei m, ; die exakte Masse des Isotops i und c; die Anzahl des Isotops i im Molekl.
Die exakten Massen der Isotope sind relativ zum *2C-Isotop, welche eines definierte

Masse von 12,000 u besitzt, gemessen [5, 16, 9] In Tabelle 3-1 sind am Beispiel von

CO0, die die Massen nach den unterschiedlichen Massendefinitionen berechnet worden.

Tabelle 3-1: Beispiel der unterschiedlichen Massendefinitionen
Die Tabelle zeigt am Beispiel von CO, die Werte der nominellen, mittleren und Isotopenmassen.

Isotopenmassen wurden aus [5]und mittlere Masse aus [30]Jentnommen.

Isotop/Molekll/lon nominelle Masse [u] mittlere Masse [u] Isotopenmasse [u]

12C 12
12 12,0108
B3¢ 13,003355
50 15,994915
70 16 15,994 16,999132
89 17,999116
"2c'o, 44 43,98983 44,0096
Bc'o, 44 43,98983 49,001587

1 Bei der monoisotopischen Masse eines Molekiils werden jeweils die Massen des haufigsten
Isotops der Elemente addiert.
" Engl.: exact mass
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3.3.4 Masse-zu-Ladungsverhaltnis

Da bei der Massenspektrometrie nur das m/z - Verhaltnis geladener Teilchen
gemessen werden kann, ist es wichtig auch die Masse der fehlenden bzw. zusétzlichen
Elektronen einzurechnen. Die Masse eines Elektrons betragt m, = 0,000548 u. Vor
allem bei FT-ICR- oder Orbitrap- Massenspektrometern mit Massengenauigkeiten
kleiner als 1073 u ist es wichtig die Massendifferenz die durch eine lonisierung entsteht
mit einzurechnen. Bei positiven lonen wird das Produkt aus Anzahl der Ladungen z
und Elektronenmasse m, subtrahiert, bei negativer Ladung addiert. [5, 31] Die Masse

Mg 1on, Wird zundchst mit
_ vk
Mg jon = Zi:l(ci ) ml,i) tz-m, (3.4)

berechnet, wobei c¢; die Anzahl und m, ; die Isotopenmasse des Isotops i darstellt. Um

das m/z Verhdltnis zu erhalten wird die lonenmasse anschliel3end durch die Anzahl

der Ladungen dividiert:

_ MEgjon

m/z (3.5

3.3.5 Der Massendefekt

Addiert man die Massen der Nukleonen'® eines Atoms mit bestimmter Massenzahl und
vergleicht das Ergebnis mit der exakten Masse so ist die exakte Masse stets niedriger.
Diese Differenz zwischen exakter Masse und der Summe aller beteiligten Nukleonen
nennt man Massendefekt'®. Dieser Massenverlust ist dquivalent zur Bindungsenergie,
die aufgebracht werden muss, um aus den Neutronen und sich gegenseitig
abstol3enden Protonen einen Atomkern zu bilden. Jedes Isotop besitzt einen
einzigartigen Massendefekt. Durch diese Eigenschaft ist es bei der hochauflosenden
Massenspektrometrie mdoglich Verbindungen mit gleicher nomineller Masse aber
unterschiedlicher exakter Masse zu detektieren und zu unterscheiden. [9, 32]

In der Massenspektrometrie weicht man von der physikalischen Definition ab und
definiert den Massendefekt als Differenz zwischen der nominellen und der exakten

Masse eines Atoms.

18 Als Nukleon bezeichnet man die Komponenten die den Atomkern, also Protonen und Neutronen,
bilden.

®in einigen Literaturquellen werden auch Elektronen mit in die Definition des Massendefekts
einbezogen. [6]
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mp =my —Mmg (36)

Es treten sowohl positive als auch negative Massendefekte auf, mit Ausnahme von 2¢C
welches durch seine definierte Masse von 12 u einen Massendefekt von 0 u besitzt. In
Abbildung 3-3 ist der Massendefekt in Abhéngigkeit von der nominellen Masse
dargestellt. [8, 33]

Massendefekt in Abhangigkeit der nominellen Masse
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Abbildung 3-3: Massendefekt pro Nukleon aller Isotope
Der Massendefekt wie er in der Massenspektrometrie benutzt wird, berechnet sich aus der Differenz
zwischen nomineller und exakter Masse eines Isotops. In der Abbildung ist der Massendefekt aller stabilen

Isotope dargestellt.
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3.4 Algorithmen zur Isotopenmusterberechnung

Es gibt verschiedene Methoden das Isotopenmuster eines Molekils zu berechnen. Im
Folgenden werden einige dieser Methoden beschrieben und algorithmisch dargestellt.
Sie beziehen sich auf die Berechnung der Isotopenverteilungen und deren relativen
Haufigkeiten. Voraussetzung fir diese Berechnungen ist eine gegebene
Summenformel. Um ein simuliertes Massenspektrum darzustellen bendtigt man

zusatzlich die exakte Masse der jeweiligen Verbindungen.
3.4.1 Binomiale und Polynomiale Methode

Fur die Berechnung eines Isotopenmusters ist es notwendig, die Haufigkeiten fir jede
mdgliche Isotopenverteilung zu berechnen. Besteht ein Molekil aus n Atomen eines
diisotopischen Elements 4, wie zum Beispiel Cgo, sind die relativen Haufigkeiten der

Isotopenverteilungen durch

(a; +ax)" 3.7)

gegeben. Dabei sind a, und a, die relativen Haufigkeiten der Isotope des Elements A.
Ausmultipliziert ergibt der Term ergibt n + 1 Summanden. Fir ein Wasserstoff-Molekdl

H, entstehen die vier Summanden
(n(H) + h( ZH))Z = h(*H)" + h( "H)R( 2H) + h( 2H)R( *H) + h( 'H)*,  38)

wobei h(-) die jeweiligen relativen Haufigkeiten der Wasserstoff-Isotope darstellen.
Jeder Summand ergibt die relative Haufigkeit einer bestimmten Isotopenkombination.
Dabei wird auch beriicksichtigt, an welcher Position die Isotope liegen®°. Da
Isotopomere die gleiche relative Haufigkeit und Masse besitzen, konnen diese auch
zusammengefasst werden, sodass nur Summanden Ubrig bleiben, die Isotopologe
reprasentieren. Bei Wasserstoff wiirde also h( 'H)h( ?H) + h( *H)h('H) =2-
h( 'H)h( *H) ergeben. Die Verwendung dieser binomialen Gleichung ist nur fiir
diisotopische Elemente geeignet. Durch Verallgemeinerung und Verwendung
polynomialer Gleichungen ist es mdglich auch polyisotopische Elemente mit
einzubeziehen. Besteht ein Molekil aus mehr als einem Element missen die einzelnen

polynomialen Terme multipliziert werden:

2 oft werden die Summanden, die zusammengefasst werden koénnen auch als ,like-terms*
beschreiben.
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(ap+ay, ++a )™ - (by+by ++b)"B(c; +c, + -+ ) ... 3.9)

Die Variablen a;, b;, c;,i =1, ...,k stellen dabei die relativen Haufigkeiten der Isotope
der jeweiligen im Molekil enthaltenen Elemente A, B, C und nA4,nB,nC die Anzahl der
Atome jedes Elements dar.

Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass bei groRen Molekilen der
Rechenaufwand sehr gro3 wird, da die Anzahl der Summanden fir jedes Element
exponentiell wachst. Zum Beispiel besitzt ein Molekil bestehend aus C,H,,0,
insgesamt  2"2™3°  mogliche Isotopenkombinationen. Das  anschlieRende
Zusammenfassen der Isotopomere kostet zusatzlichen Aufwand und Rechenzeit.

Daher ist es sinnvoll diese Methode nur bei kleinen Molekilen anzuwenden. [34, 35]
3.4.2 Multinomiale Methode

Einen polynomialen Term (a; +a, +---)™ kann man mit Hilfe der multinomialen

Verteilung als Summe uber alle Isotopenverteilungen p

nA! . . .
(a1 +az + - +a)™ = Z?zl( - (@)™i(a)™? .. (ak)”l'k) (3.10)

ni gty

darstellen. Dabei stellen a, ... a; die relativen Haufigkeiten der Isotope des Elements A4,
n die Anzahl der Atome des Elements 4 und n;; ...n;,, Y-y n;; = n, die Anzahl der

Isotope in einer Isotopenverteilung dar. Mit dieser Formel lassen sich die Haufigkeiten
der Isotopenverteilungen direkt berechnen. Jeder Summand reprasentiert die
Haufigkeit einer Isotopenverteilung. Diese Berechnung wurde 1983 von James A.
Yergey beschrieben. [35, 34]

Der Vorteil dieser Methode ist, dass fur jedes Element in einer Summenformel die
Haufigkeiten getrennt berechnen lassen und der Aufwand der Berechnung gegentber
der polynomialen Methode sehr viel geringer ist. Problematisch ist jedoch die
Berechnung der Fakultat bei Molekilen mit grof3er Anzahl an Atomen pro Element. Um
die Berechnung der Fakultat groRer Zahlen zu reduzieren, werden die Haufigkeiten
zweier Isotopenverteilungen eines Elements n;,,...,n;, und n,;i,...,n;; dividiert und

man erhalt;

Tll,l! . nl‘z! ot nl‘k!
H

n;

=H

Tll.

(a ni1—Mya a Nj2—MNy2 .. (a Nik—MNik 3.11
ni,l!-ni,z!-...-ni,k! ( 1) ( 2) ( k) ( )

Dabei sind Hy,, und H,, die Haufigkeiten der zwei Isotopenverteilungen und a, ... a; die

relativen Haufigkeiten der Isotope des Elements A. Zum Beispiel betrachte man die
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zwei Verteilungen n;4,n;,,n;3 = 47,3,0 und n;;,n;,,,n;3 = 47,2,1 eines Elements so

erhalt man als Ergebnis fur die Haufigkeit H,,

47!-3!-0!
Tk (a)¥ ™ (az)*%(as)’ ™' = 3Hp(az) (az)™!. (12

Hn = Ho " 2257

Voraussetzung fur eine solche Rechnung ist ein gegebenesH,,. Zu Beginn der
Berechnungen der Haufigkeiten der Isotopenverteilungen fir ein Element ist es daher
sinnvoll die Haufigkeit der monoisotopischen Verteilung, wie zum Beispiel %05, zu
berechnen. Anhand dieser kénnen alle anderen Haufigkeiten nach Formel 3.11
berechnet werden. [35]

Wie schon erwéahnt kénnen in einem experimentell gemessenen Massenspektrum nicht
alle Isotopenpeaks aufgelost werden, da die entsprechenden Isotopenverteilungen
nicht haufig genug vorkommen und das Signal nicht von Rauschen unterschieden
werden kann. Unter dieser Annahme kann man die Berechnung der Isotopenmuster
nach der Methode nach Yergey weiter vereinfachen, indem man bestimmte
Isotopenverteilungen von der Berechnung ausschliel3t wenn die Haufigkeit unter einen
bestimmten Schwellwert sinkt. Dies wird auch als Pruning bezeichnet. Betrachtet man
nicht die einzelnen sondern aggregierte Isotopenpeaks, kann diese Reduktion jedoch
dazu fuhren dass die resultierende Ho6he der Peaks bei einer nominellen Masse
niedriger ausfallt. Bedingt wird dies durch die fehlenden, wenn auch kleinen Anteile
weniger haufig vorkommender Isotopenverteilungen.

Die multinomiale Methode der Isotopenmusterberechnung produziert ein
Linienspektrum in dem fast alle, abhéngig vom gewéhlten Schwellwert, theoretischen
Isotopenpeaks berechnet werden konnen. Fiur eine Darstellung als Profilspektrum

muss eine Peak-Shape Funktion auf die berechneten Peaks angewandt werden.
3.4.3 Fourier-Transformation basierte Berechnungen

Ahnlich wie die Umwandlung der Zeit-Doméne in die Frequenz-Doméne bei der FT-
ICR kann man die Fourier-Transformation zur Berechnung von Isotopenmustern
nutzen. Dieser Algorithmus geht auf die Forschungsgruppe von Alan L. Rockwood
zurick und wurde 1995 erstmalig vorgestellt. [36] In Formel 3.10 werden
ausschlie3lich Informationen Uber Isotopenh&dufigkeiten in die Berechnung der
Isotopenverteilung einbezogen. Rockwood erweitert diesen Term indem er einen
symbolischen Identifikator I, flr jedes Isotop a4, as,, ..., b1, by, ... der Elemente A, B, ...

einsetzt:
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n o
(arly, + azly, + -+ aply, )« (bidy, + boly, + -+ byl ) - .. (3.13)

Diese zusatzliche Information ermdglicht es, die Masse der einzelnen Isotopen(-
verteilungen) wahrend der Berechnung der Haufigkeiten mit einzubeziehen. Fur die
Anwendung einer Fourier Transformation substituiert man diesen Identifier mit einer
Funktion e??™x# bei der m, die Masse des jeweiligen Isotops darstellt und i = v/—1 die
imaginare Zahl. Nach Anwendung der multinomialen Methode flhrt diese Substitution

zu einer Funktion die abhangig vom Parameter p ist:

f('u) - Z (nA ln:Al! nAp! (al)nAl (az)nAz (ak)nAk _eiZn(malnA1+ma2nA2+... +maknk),u .
1'ndzl.nAg!

(3.14)

nB! i2 Bi+ Bo+ ..+ B
5 (o (b)) ()" . (B - 2Byt A Y

Die Summation erfolgt wieder Uber alle Isotopenverteilungen p. Der Index wurde aus
Griinden der besseren Ubersicht weggelassen. Die Summanden beschreiben die
Haufigkeit einer Isotopenverteilung des Molekils und haben folgende Form:

(n—Al' (al)”Al (az)”A2 (ak)nAk) (n—B' (bl)nB1 (bz)nBz (bk)an) .

nA,!'"nA;! ... nAg! nBy!'nBy!"...nBy!

@3.

ei27t(ma1nA1+~--+maknAk+mb1nBl+-~-+mbkan)y

Aufgrund der Periodizitat dieser Funktion, ist eine &hnliche Ausgangssituation wie zum
Beispiel bei der FT-ICR MS gegeben. Durch eine anschlieBende Fourier-
Transformation in die Massen-Domaéane wird die periodische Funktion in einen Peak bei
der Masse mg, nA, + -+ + mg, nAy + my nB; + -+ + my, nB;, umgewandelt. [36]

Der Parameter p ist ein Zahlen-Array, welches die Anzahl der Datenpunkte bestimmt
und die Aufldsung des simulierten Spektrums beeinflusst. Man spricht auch von der u-
Domaéne [34] Die Verteilung jedes einzelnen Elements aus Formel 3.15 I&sst sich nun

aufgrund des Konvolutions-Theorems zusammenfassen zu:

fAnABnB...(.u) = [faI™[fe (W] ... (3.16)

Es besagt, dass die Konvolution in einer Domane (hier ¢) mit der Multiplikation in der
anderen (hier m) korrespondiert.

Um eine bestimmte Peakform in die Berechnung mit einzubeziehen wird die
entsprechende Peak-Funktion S(m), wie die Lorentz- oder Gausskurve in die u-
Doméane durch inverse Fourier Transformation (IFT) Ubersetzt, mit Formel 3.16
multipliziert und anschlielend die Transformation zurtick in den Massen-Domane

durchgefihrt. Dieser Prozess ist in Formel 3.17 angedeutet.

15)
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s(u) =IFT[S(m)] » F(m) = FT[s(u) f (W] (3.17)

Fur eine mdoglichst schnelle Berechnung der Isotopenverteilungen und deren
Haufigkeiten wird in der Praxis die schnelle Fourier-Transformation verwendet. Als
Voraussetzung dafiir muss das Array u aus n?,n € N Datenpunkten bestehen. Als
weitere Vereinfachung wird ein so genanntes heterodyning auf die Funktion f(u)
angewendet. Dabei wird die Masse der Isotopenverteilung in die Nahe von null

verschoben:

F(m —mg) = FT[e ™ EMks(u)f (u)] (3.18)

Fir my, wird zum Beispiel die mittlere Masse des Molekils, fur die die
Isotopenverteilung berechnet wird, eingesetzt. Nach der Fourier-Transformation in die
Massen.-Doméane wird m, wieder aufaddiert. Eine bessere Performance bei der
Berechnung kann man ebenfalls durch die Verwendung von Polarkoordinaten anstatt
kartesischer Koordinaten erreichen, da im komplexen Raum gerechnet werden kann.

Der Parameter u bestimmt die Anzahl der Datenpunkte und wird bestimmt durch das
Produkt aus Massenbereich und Anzahl bendétigter Datenpunkte pro Dalton. Der
Massenbereich sollte dabei so gewahlt werden, dass alle Peaks des Isotopenmusters
innerhalb dieses Bereichs liegen. Wird der Massenbereich zu klein gewahlt so werden
die Peaks auf3erhalb dieses Bereichs, bedingt durch die Eigenschaften der Fourier-
Transformation, in das Isotopenmuster an einer falschen Stelle riickgefaltet. Formel

3.19 gibt eine Mdglichkeit der Berechnung des Massenbereichs wieder.
Massenbereich = k(1 + %)/ (3.19)

Dabei ist o die Standardabweichung des Moleklls gegeben durch die Addition der
guadratischen Mittel der jeweiligen Isotopenverteilungen. Der Faktor k ist ein
Skalierungsfaktor, welcher abhéngig von der GrofRe des Molekils gewahlt wird. For
groRere Molekule wird oft k = 10 gesetzt. Bedingt durch die Verwendung der FFT
sollte die resultierende Anzahl an Datenpunkten zu einem Wert n?, wie zum Beispiel
1024 aufgerundet werden. [34, 37]

Mit dieser Methode konnen Profilspektren simuliert werden, die durch ihre Peak-Form
und variierbare Peak-Breiten an die Auflosung experimenteller Spektren anpassbar
sind und dadurch ein besserer Vergleich zwischen Theorie und gemessenem
Spektrum moglich ist. Sie wurde von Rockwood et. al. In dem Programm Mercury

implementiert. [38, 37] Nachteil dieses Programm ist es, dass nur aggregierte
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Profilspektren generiert werden. Es ist zwar theoretisch moéglich die Feinstruktur, d.h.
die Isotopenpeaks aufzuldsen, jedoch bendtigt dies viel mehr Rechenzeit und
Speicherkapazitat. Eine Losung dieses Problems ist es, nur einen bestimmten
Massenbereich wie z.B. 0.2 Da des Spektrums zu betrachten und innerhalb dieses
Bereichs die Peaks mit hoher Auflosung zu berechnen. Dies bedeutet, dass das
Spektrum durch viele einzelne Berechnungen - fur jede nominelle Masse eine —
erstellt wird und fuhrt zu langen Rechenzeiten. [38]

Eine andere Moglichkeit die Isotopenfeinstruktur des kompletten Spektrums aufzulésen
kann durch Komprimierung des Massenbereichs erreicht werden. Betrachtet man
experimentelle Massenspektren, erkennt man, dass alle Isotopenpeaks immer nahe
der nominellen Masse gruppiert sind. Zwischen zwei nhominellen Massen existiert ein
Bereich von beispielsweise r = 0,8 Da in dem keine Isotopenpeaks auftreten. Diese

Leerraume werden mit

m'=m-—-n,r (3.20)

von der Masse m eines Molekiils subtrahiert. Der Faktor n,, berechnet sich aus der
Differenz der nominellen Masse des monoisotopischen Peaks und der nominellen
Masse des zu komprimierenden Peaks. In Abbildung 3-4 ist am Beispiel von
Kaliumbromid und Chloroform die Komprimierung dargestellt. Mit Hilfe von Formel 3.20
verklrzt sich der Massenbereich des Spektrum von 117.88 Da — 125,91 Da auf
117.88 Da — 119.51 Da. Der monoisotopische Peak verbleibt an der gleichen Stelle im
Spektrum. Der neue kleinere Massenbereich kann durch die Multiplikation von Formel
3.19 mit (1 — r) ermittelt werden. [39]
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Abbildung 3-4: Komprimierung des Massenspektrums
Durch das Beseitigen von Leerraum wird das Massenspektrum auf einen kleineren Massenbereich
komprimiert. In diesem Beispiel wurde r = 0.8 gewahlt. A) Das komprimierte Massenspektrum von
Kaliumbromid und Chloroform. B) Das Originalspektrum der beiden Molekiile. Der Molekulpeak M befindet
sich an der gleichen Position. Alle folgenden Isotopenpeaks wurden nach links verschoben. Die M+n
Peaks sind um n - 0.8 Da nach links verschoben worden.

3.4.4 Zweidimensionale Fourier-Transformation

Die im vorigen Kapitel vorgestellte auf Fourier-Transformation basierte Berechnung der
Isotopenmuster und deren Verbesserungen sind nur von einem Parameter m bzw. p, je
nach Doméne, abhangig. Das Problem dieser Methoden ist jedoch nach wie vor die
effiziente und schnelle Berechnung bei sehr hoher Auflésung. [39]

Ein Spektrum kann man auch in zwei Komponenten betrachten: Die erste beschreibt
die grobe Struktur des Massenspektrums in Abstdanden von ~1Da. Die zweite
Komponente ist die Feinstruktur des Spektrums im Milli-Dalton Bereich. Diese
zweidimensionale Betrachtung ermdglicht es die Berechnung der Isotopenverteilung
eines Molekils mit der Summenformel A4,,4B,5 .- Z,z In Zwei Dimensionen aufzuteilen.

In der u Domane ergibt sich daraus die Formel
fauBrpZng (u,w) = [fau, W)™ [fp (v, W] ... [fz (v, w)]** (3.21)
mit

fs(u; W) — z hnSJAmSe—Zni(ns-u+Am5,-w). (3.22)

s€lsotop
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Wobei h,_die Haufigkeit der jeweiligen Isotope, Amg = ng — mg der Massendefekt des

Isotops s, n, die nominelle Masse des Isotops s und i =+/—1. Durch eine Fourier-
Transformation in die Massendoméane mit den Parametern n und dem Massendefekt

Am = m — n ergibt sich eine 2D Isotopenverteilung von

F(n,Am) = Z hy Onn 6(Am — Amy).
SE(AB,...Z}

(3.23)

Die Funktionen &, ist das Kronecker Delta® und §(Am — Am,) die Dirac Delta
Funktion . Die Summe aus allen F(n,Am) ergibt das Massenspektrum des
Molekils Ap4Bpg - Znz-

Wie in Formel 3.17 schon beschrieben, wird hier ebenfalls eine Peak-Form Funktion
mit in die Berechnung einbezogen werden. Der allgemeine Ablauf der urspriinglichen
Fourier-Methode bleibt unveréndert. Zuerst wird die Fourier-Transformation auf alle
beteiligten Elemente angewandt, diese anschlieRend entsprechend der Summenformel
und mit der Peak-Form Funktion multipliziert und danach mit Hilfe der inversen FT
wieder zurick in die Massendomane transformiert. Das Ergebnis ist eine 2D
Isotopenverteilung wie in Abbildung 3-5 schematisch dargestellt. Fur die Ubliche
Darstellung eines Massenspektrums im m/z —Intensitats-Diagramm missen die
Massen durch Addition der Massendefekte sowie der nominellen Massen

wiederhergestellt und die Haufigkeiten, wenn nétig, addiert werden. [40]

215 2{1 wennn = ng
- s 0 sonst
6(Am — Am,) = 1 wenn Am = Am
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2D - Isotopenverteilung

\l

/ n '
Isotopenfeinstruktur bei Aggregiertes Spektrum
einer nominellen Masse A
h A h
Am ~ n ”

Abbildung 3-5:Schematische Darstellung der 2D — FT Methode
Das Schema verdeutlicht die Vorgehensweise des 2D-FT- Algorithmus. Die Isotopenfeinstruktur (farbige
Spektren) und die aggregierten Peaks (einzelne farbige Peaks) an den nominellen Massen werden
getrennt betrachtet und durch zwei die zwei Parameter — Massendefekt Am = n —m bzw. nominelle

Masse n in der Berechnung reprasentiert.

Durch die Verwendung einer zweidimensionalen FT Methode konnte der urspriingliche
Algorithmus von Rockwood et. al. [38] um das 10 bis 270fache verbessert werden.
Beispielsweise bendtigt der Algorithmus fir Rinder-Insulin C,5,H3-gNg507,S6 bei einer
Auflosung von 3 - 107 nur 0.484 Sekunden. Die Mercury Software von Rockwood et.

al. Ist mit 3.6 Sekunden um einiges langsamer. [40]
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4 Datensatz und Dateiformate

4.1 Spektren Datensatz

4.1.1 Massenspektrometer und Methode

Die zur Verfuigung gestellten MS-Daten wurden mit Hilfe eines Bruker Daltonics Solarix
FT-ICR-Massenspektrometer aufgenommen.

Als lonisierungsmethode wurde die Elektrospray-lonisierung gewahit. Es wurde eine
Messung ohne und eine mit Fragmentierung durch die Collision Induced Dissociation
(CID) — Methode durchgefiihrt. Von den aufgenommenen Profilspektren wurden durch
das zum Massenspektrometer zugehdrige Bearbeitungsprogramm Summenformeln
bestimmt und anschlieBend Linienspektren zur Datenreduktion erstellt. Die m/z -
Intensitat Wertepaare wurden in TXT-Dateien gemeinsam mit Auflésung und Signal-zu-
Rauschverhéltnis abgespeichert. Die Informationen Uber die Summenformeln sind in
CSV-Dateien abgelegt. Es liegen jeweils eine TXT — und eine CSV — Datei fur die
beiden Messungen vor. Zusatzlich wurde von der Fragmentierung ein MZXML-File
erstellt, welches die m/z - und Intensitats-Werte der einzelnen Scans in 0,5eV
Schritten beinhaltet.

Im Folgenden werden die Begriffe nicht fragmentiertes, fragmentiertes und Scan-

Spektrum verwendet.
4.1.2 Analyt

Als Analyt diente der Nahrungsmittelzusatzstoff Saccharoseacetatisobutyrat® der zum
Beispiel in der Getrankeherstellung als Stabilisator genutzt wird. [41] Dabei handelt es
sich um ein Stoffgemisch, dessen Komponenten aus Isobuttersdure, Essigsaure und
Saccharose synthetisiert werden. In Abbildung 4-1 ist schematisch die Herstellung von
SAIB und dessen Struktur dargestellt. Im Gemisch kdnnen weiterhin alle moglichen
Isomere zu der in Abbildung 4-1 dargestellte Struktur auftreten. Zusatzlich kénnen
durch den Herstellungsprozess bedingt Verbindungen wie zum Beispiel Oktaisobutyrat
oder unterschiedliche Anzahl gebundener Isobutter- und Essigsaurereste® entstehen.
[42]

23 Abgekiirzt: SAIB, E-Nummer E444
4 7.B. 5 Isobuttersaure- und 3 Essigséure-Molekiile reagieren mit Saccharose
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Abbildung 4-1: Herstellung von SAIB
Als Ausgangsstoffe dienen Isobuttersaure, Essigsaure und Saccharose. Bei der Synthese binden an
Saccharose jeweils zwei Essigsaure- und sechs Isobutersaurereste und es entsteht SAIB.

4.2 Datenformate

4.2.1 Aufbau der TXT-Datei

Die Textdateien speichern Peak-relevante Daten eines Massenspektrums und
enthalten vier Spalten die jeweils durch einen Tabulator getrennt sind. Die erste Spalte
enthalt die m/z — Werte, die zweite die Intensitéat, die dritte die Auflésung und die vierte
Spalte das Signal-zu-Rauschverhaltnis eines Peaks wieder. Jede Zeile reprasentiert

einen Peak im Spektrum. In Tabelle 4-1 ist der Aufbau schematisch dargestellt.

Tabelle 4-1: Aufbau der TXT-Dateien
Die Spalten sind von links nach rechts: m/z-Werte, Intensitét, Aufldsung und Signal-zu-Rausch Verhéltnis.

Jede Zeile reprasentiert einen Peak im Spektrum
m/z I Res. S/N
123.489357 2109083 512891 111.9
123.489494 1734992 1332615 88.9
123.489622 1653568 720127 83.9
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Die Aufldsung ist nach Formel 2.19 nach der FWHM-Definition angegeben. Da die
Daten als Linienspektren gegeben sind, reprasentiert jedes Wertepaar einen Peak.
Das nicht-fragmentierte Spektrum besitzt 391 Datenpunkte und das fragmentierte 1763

Datenpunkte.

4.2.2 Aufbau der CSV-Datei

Die CSV-Dateien bestehen aus mindestens acht Spalten. Sie speichern
Summenformeldaten die zu bestimmten Peaks eines Spektrums zugeordnet werden
konnten. Je mehr Elemente in den Summenformeln vertreten sind desto mehr Spalten
enthélt die Tabelle. Die zweite und dritte Spalte enthalten die gemessene Intensitat und
den m/z-Wert eines. Diese zwei Werte sind auch in der TXT-Datei wiederzufinden. Die
vierte Spalte enthalt den Wert fir die exakte monoisotopische Masse des Molekiils der
entsprechenden Summenformel. Die Massendifferenz zwischen berechnetem und
gemessenem m/z-Wert ist in Spalte funf in Millidalton (mDa) angegeben. Die
Massengenauigkeit ist in Spalte sechs gespeichert und wird in parts per million (ppm)
angegeben. Die siebente Spalte enthédlt die Summenformel des Molekils. Alle
folgenden Spalten sind abhangig von der Zusammensetzung der Molekile. Jede
Spalte reprasentiert ein Element, welche die jeweilige Anzahl jedes Elements in der
jeweiligen Summenformel angibt. Kommt eine Element nicht ein einer Summenformel
vor so wird eine ,0“ eingetragen. Die Spalten sind durch Tabulatoren voneinander

getrennt. In Tabelle 4-2 ist der Aufbau schematisch dargestellt.

Tabelle 4-2: Aufbau der CSV-Datei
Die ersten sieben Spalten geben von links nach rechts das mSigma, gemessene Intensitat und m/z-
Verhaltnis, berechnetes m/z-Verhéltnis, Massendifferenz, Massengenauigkeit und Summenformel wieder.

Die folgenden Spalten enthalten die Anzahl der Elemente in den jeweiligen Summenformeln.

] Observed Observed calc. err err sum
mSigma C H
Intens m/z m/z mDa ppm formula
12.60 70729776 197,080875 197,0808 -0,039 -0,2 C10H1304 10 13

6.33 287603232 239,091442 239,0914 -0,042 -0,177 C12H1505 12 15
8.80 145991718 267,122723 267,1227 -0,022 -0,084 C14H1905 14 19

Die exakte Masse wird mit Hilfe von Formel 3.3 und die Massengenauigkeit durch

Formel 2.20 berechnet.
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4.2.3 Aufbau der mzXML-Datei

Das mzXML Format beinhaltet die Daten von Kollisions-Experimenten und basiert auf
XML #® . Die fur diese Arbeit wichtigen Informationen sind die m/z -Werte und
Intensitaten aller vorhandenen Scans. Diese sind in dem Element < peaks > innerhalb
der < scan > Elemente abgespeichert. In Abbildung 4-2 ist eine stark gekurzte Form
der vorliegenden mzXML Datei dargestellt. Die Attribute precision, byteOrder und
pairOrder der < peaks > Elemente geben die Art, nach der die m/z-Werte und
Intensitaten abgespeichert sind, an. Es liegen insgesamt 41 Scans vor.

<mzXML xsi:schemaLocation="...">

<msRun scanCount="41">

<scan num="1"..>
<peaks precision="32" byteOrder="network" pairOrder="m/z-int">

QwWEODUtdQVIDAQ4gTNVH6EMBY79LiP3UQwpmA0s4kWhDCmYOTCYN
8EMKZiVNyeBiQwq7xEyQPABDE74DS40SYEMTvhBMakV3Qx0+K04LQp
pDFBOvS1...

</scan>
<scan num="2"..>

</scan>
</msRun>

</mzXML>

Abbildung 4-2: MZXML Format
Abgebildet ist eine stark vereinfachte Form des mzXML Formats. Fir die Arbeit wurden die m/z-Werte

und die Intensitaten jedes Scans extrahiert.

Eine ausfuhrliche Dokumentation des .mzXML Formats ist unter http://www.peptide

atlas.org/tmp /mzML1.1.0.html verfugbar.

4.3 Software

Die Entwicklung der Oberflaiche sowie Algorithmen zur Simulation der Spektren und
Berechnung der Isotopenmuster wurde die Programmiersprache JAVA v. 1.7

verwendet. Als Entwickleroberflache diente Eclipse Juno v. 4.2.2%. Fir die grafische

% eXtensible Markup Language
2 Verflugbar unter: http://www.eclipse.org/downloads/packages/eclipse-classic-422/junosr2
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Visualisierung der Spektren wurde die JFreeChart Bibliothek benutzt?’. Des Weiteren
wurde das Serialisierungs-Tool XStream v. 1.4.7® verwendet.

2 Verflugbar unter: http://www.jfree.org/jfreechart/download.html
28 Verfluigbar unter: http://xstream.codehaus.org/
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5 SEAT

Als wesentlicher Teil dieser Abriet wurde das Programm SEAT — Spectrum Evaluation
and Analyzation Tool entwickelt (siehe beigelegte CD und Handbuch). Es dient der
Analyse experimentell bestimmter Spektren und verwendet die hier vorgestellten
Algorithmen. Die vorliegenden Daten sind im vorhergehenden Kapitel erlautert worden.
In diesem Kapitel werden das Programm und dessen Algorithmen erlautert sowie
anhand des Datensatzes erzeugten Ergebnisse. Zuvor wird jedoch kurz auf die
wichtigsten Basisfunktionen von SEAT eingegangen. Eine Dokumentation Uber die
Funktionen und Bedienung des Programmes ist im Handbuch zu finden.

5.1 Basisfunktionen von SEAT

5.1.1 Import von TXT, CSV und MZXML Dateien

Das Programm unterstitzt die im vorherigen Kapitel vorgestellten Formate .txt, .csv
und .mzXML. Die Daten miissen als Linienspektren vorliegen, d.h. jede Datenzeile
bzw. m/z-Intensitats - Wertepaar reprasentiert einen Peak im Spektrum. Die .txt und
.csv Daten werden vollstéandig in das Programm (Ubernommen. Von den .mzXML
Dateien werden die m/z-Werte und die Intensitaten eingelesen.

Die Datenstruktur des Programmes ist in Workspaces organisiert. In Abbildung 5-1 ist
das Datenmodell schematisch dargestellt. Jede Workspace beinhaltet ein oder
mehrere Projekte, in denen importierte und simulierte Spektren gespeichert werden.
Der Import von Dateien wird im Folgenden erlautert. Simulierte Spektren werden durch
die in Kapitel 5.2 vorgestellten Algorithmen mit Hilfe von Summenformeldaten

berechnet. Sie werden unter dem Punkt ,Simuliert® in einem Projekt abgespeichert.
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SEAT
Workspace 1 e
Projekt 1 e
Csv I
...... - . EmD
Spektrum <
Kollision R
Scan1... Workspacen
...Scann Projekt 1
Projekt 2 Projekt 2 <t
: :
: oo L]

Abbildung 5-1: Datenmodell
SEAT importiert Linienspektren der Formate TXT, CSV und MZXML. Die in Workspaces organisierten

Projekte enthalten die simulierten und importierten Spektren.

Jedes Projekt kann jeweils eine TXT, eine CSV und eine MZXML Datei importieren. In
Abhangigkeit der gewahlten Datenformate fiir den Import werden zwei verschiedene
Datenmodelle fir die Reprasentation der Daten unterschieden:

Das Spektrum reprasentiert die Daten von CSV und TXT Dateien. Programmintern
wird jede einzelne Spalte der Datei als Liste oder Array reprasentiert. In Abbildung 5-2
ist dies schematisch dargestellt. Werden beide Formate importiert, so werden die
Daten der CSV und TXT Datei, also Peak-Daten und zugehdrige
Summenformelinformationen automatisch miteinander verbunden. Dabei werden die
m/z — Werte der TXT Datei mit den m/z,,.,; — Werten der CSV Datei zeilenweise
miteinander verglichen. Stimmen die zwei Werte (berein, so werden die
entsprechenden Zeilen mit Hilfe eines Index miteinander verknipft. In Abbildung 5-2
sind diese Ubereinstimmungen schematisch durch rot und blau markierte Zeilen

gekennzeichnet.
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Projekt TXT

m/z | Res. SIN
864415315 534108416 350760  7070.7
864,422318 11228534784 147502 1487495
Kollision 864,429271 361617664 474791 47856
864,434934 74242206 286469 978,5 4

Spektrum

A

Scan ...
864,438157 15489272 330878 200,1
...Scann
csv
m Observed Observed err err sum
Sigma Intens m/z calc. m/z mDa ppm formula c H O
31.06 361617664 864,429271 864429058 -0,213 -0,246 C48CH)?2 48 64 14 [€
C41 H68 <
23.46 74242296 864,434934 864,434931 -0,002 -0,003 O19 41 68 19

Abbildung 5-2: Import von TXT und CSV Datei
Werden TXT und/oder CSV Dateien importiert, werden diese in einem Projekt als Spektrum repréasentiert.
Liegt sowohl eine TXT als auch eine CSV Datei vor, werden die Daten durch einen zeilenweisen Vergleich
der m/z - Werte der TXT und m/z,,.,s - Werte der CSV miteinander verkniipft. Ist ein m/z-Wert gleich
einem m/zp,.qs - Wert so korrespondieren die entsprechenden Daten. Dies ist in der Abbildung durch die

rote bzw. blaue Markierung der Zeilen verdeutlicht.

Unter Kollision werden importierte MZXML Daten abgespeichert. Da eine MZXML
Datei mehrere Scans enthdalt, wird jeder Scan einzeln in das Projekt geladen und
angezeigt. Es ist ebenfalls méglich die Scans mit Summenformeldaten zu verknipfen.
Da jedoch die m/z Werte der einzelnen Scans variieren, missen diese vorher aligniert
werden um  spater eine Entscheidung Uber die Zugehdrigkeit der
Summenformelinformationen treffen zu kénnen. Dies ist in Abbildung 5-3 angedeutet.
Beginnend beim kleinsten m/z — Wert m/z,,;,, aus allen Scans wird mit Hilfe eines

definierten ppm-Schwellwerts ppm das Intervall I mit

I =[m/zpin, M/ Zmin + A(m/2)]
(5.1)

mit A(m/z) = %und M/ Zpmin, = Min(m/z)

Berechnet. Alle m/z — Werte der Scans innerhalb dieses Intervalls werden somit
aligniert. AnschlieRend wird der nachstgréRere m/z - Wert aul3erhalb dieses Intervalls
gesucht, ein neues Intervall berechnet und erneut eine Zuordnung vorgenommen.
Dies wird solange wiederholt bis alle Peaks aller Scans aligniert wurden. Das Ergebnis
ist eine Matrix wie in Abbildung 5-3 (obere Tabelle) dargestellt in der bildlich gesehen

die alignierten Peaks eines Intervalls in einer Zeile der Matrix gespeichert sind. Fir
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jede Zeile wird nun der Mittelwert mean({m/z};) berechnet und die ppm — Abweichung
zu den m/z,,.,s — Werten der CSV Datei ermittelt. Die Daten des Wertepaars mit der
geringsten ppm-Abweichung werden anschlieend mit allen Scans verknlpft. Es kann
vorkommen, dass einige Summenformelinformationen nicht zu allen Scans zugeordnet

werden kénnen.

Projekt

- MZXML
Scan 20 Scan 21 Scan 22
miz Intens miz Intens m/z Intens
Spektrum
864.422119:229710358| 864.421997:206974680| 864.421936i192016064
Kollision  <—— | 55 4120016i713904254
_..Scan 20 864.432190i105645216
864.434509:137286112)
Scan 21
864.434814i127028832] 864.434692:130187472
Scan22... Zuordnung
1. Scan-Alignment mit Hilfe eines ppm Schwellwertes
2. Mittelwert jeder Zeile m = mean(m/z) berechnen
- Csv 3. Korrespondenz wenn min(ppm(m,m/z meas.))
m Observed Observed err err
Sigma Intens m/z calc. m/z mDa ppm sumformula C H O
31.96 361617664 864,429271 864429058 -0,213 -0,246 C48HB64 014 48 64 14 |«
2346 74242296 864,434934 864,434931 -0,002 -0,003 C41HB68019 41 68 19 |«

Abbildung 5-3: Import von MZXML und CSV
MZXML und CSV Daten werden ebenfalls miteinander verknipft und unter Kollision in einem Projekt
gespeichert. Jeder Scan erhdlt seinen eigenen Eintrag, da es sich um einzelne Spektren handelt. Die

Summenformelzuordnung erfolgt nach Scan-Alignment mit Hilfe der geringsten ppm-Abweichung.

Ein Projekt kann sowohl ein Spektrum als auch eine Kollision enthalten. Im Folgenden
weisen die kursiv geschriebenen Worter ,Spektrum®, ,Scan“ und ,Kollision® auf die

Datenstrukturen in einem Projekt hin.
5.1.2 Approximierte Auflésung fir Spektren und Scans

Eine wichtige Eigenschaft von Peaks ist die Auflosung. In dieser Arbeit wird sie fur
verschiedene Probleme als Parameter benétigt: Fur die Berechnung eines simulierten
Spektrums mit der 2D-FT Methode, der Darstellung der Spektren oder Scans als
approximiertes Profilspektrum oder dem Vergleich von Spektren.

Da jedoch nur TXT Dateien die Auflésungen der Peaks speichern, fehlen diese bei
einem Import von CSV und MZXML Dateien. Aus diesem Grund bietet SEAT die
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Maoglichkeit, fur ein Spektrum oder einen Scan eine approximierte Auflosung auf Basis
von m/z- Werten zu berechnen. Daflr stehen drei Funktionen zur Verfligung:

1. Die lineare Funktion f; mit

R
fu(m/z) = ——=~-m/z (5.2)
2. Die Exponentialfunktion 1 fz; mit
Iz 0 (E)
fer(m/z) = v-etmar "W mity = 100108 Bl (53)
3. Die Exponentialfunktion 2 fz, mit
fer(m/z) = a- eb(m/z) 4 . gd(m/z) (5.4)

Die Funktionen f; und fz; bendtigen als Parameter eine Auflésung R bei dem m/z-
Wert (m/z)g. Wird fir (m/z)g = 0 gewahlt wird Funktion f; und fz; zu einer konstanten
Funktion f(m/z) = R umgewandelt. Die Funktion fz, benétigt die Parameter a — d.

Fur die Approximation der Auflésung eines FT-ICR-Massenspektrometers ist die
Funktion fz, durch die Kombination von zwei Exponentialfunktionen und der dadurch
erhdhten Genauigkeit am besten geeignet. Die Parameter a — d kdnnen entweder frei
gewahlt oder berechnet werden. Die Standardwerte, die das Programm SEAT fur die
Parameter a —d bereitstellt, wurden mit Hilfe der Curve — Fitting Toolbox von
Matlab® berechnet. Jedes andere Programm welches exponentielles Curve - Fitting
unterstitzt ist jedoch genauso gut geeignet. Als Daten wurden die m/z — Werte und die
zugehorigen Auflosungen einer TXT - Datei eines experimentell bestimmten
Massenspektrums genutzt. In Abbildung 5-4 ist das Ergebnis des Curve-Fits

dargestellt.

? Es wurde die Version MATLAB 7.12.0.635 (R2011a) und die Curve Fitting Toolbox 3.1 verwendet.
Das Curve Fitting erfolgte mit den Einstellungen: Type of Fit = Exponential a*exp(b*x)+c*exp(d*x),
Fit Options: Robust = LAR, Algorithm = Trust-Region.
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Curve Fitting fiir Funktion

fra=a-e’*+b-ex

A
2000
1500
F \
o
= 3
1000 :
500
R? = 0,9966
0 T T T — I>
0 500 1000 1500 2000

m/z

Abbildung 5-4: Ergebnis des Curve-Fitting eines experimentellen Massenspektrums
Es wurden die Aufldsungen in Abhangigkeit der m/z-Werte eines experimentellen Massenspektrums
aufgetragen (blaue Punkte). Die Funktion fz, (rote Linie), welcher mit der Curve-Fitting Toolbox von
MatLab erstellt wurde, repréasentiert den Verlauf der Auflésung sehr gut. Die ermittelten Werte der
Parameter sind a = 1612000, b = —0,00732, ¢ = 373400 und d = —0,001015.

Der Vorteil der fz, Funktion liegt darin, dass die berechneten Aufldsungen gut an reale
Werte angenahert werden konnen. Dies ist vor allem bei dem Vergleich von Spektren
basierend auf m/z-Wert und Auflésung hilfreich.

In Abbildung 5-5 sind alle drei Auflésungs-Funktionen mit den in SEAT implementierten
Standardwerten (m/z)g = 400, R = 330.000 sowie a = 1612000, b = —0,00732, c =
373400 und d = —0,001015 dargestellt.

Auflosungs-Funktionen

1000

800 -

600 \ / ——Linear
\ / —Exponential 1

400

)/\ Exponential2

0 T T T T >
0 250 500 750 1000
m/z

R [109]

Abbildung 5-5: Funktionen fur die Approximation der Auflésung von Spektren
Es sind die drei Funktionen Linear (blau), Exponentiall (rot) und Exponential2 (griin) mit den in SEAT
implementierten Standardwerten abgebildet. Es ist jeweils die Aufldsung in Abhangigkeit von den m/z-

Werten dargestellt.
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5.1.3 Grafische Darstellung

SEAT stellt zwei verschiedene Darstellungsmdglichkeiten der Spektren zur Verfugung.
Das Linienspektrum und das Profilspektrum. Im Profilmodus kann sowohl die Gaul3-
Funktion als auch die Lorentz-Funktion als Peak-Form gewahlt werden. Fir die
Profilspektren werden vorrangig die gemessenen Aufldsungen verwendet. Sind diese
nicht vorhanden wird die eingestellte approximierte Auflosung berechnet. Fir das
Profilspektrum werden aggregierte Peaks berechnet. D.h. befinden sich mehrere
Peaks in einem bestimmten m/z — Intervall I,,, welches dynamisch anhand der
Auflésungen der Peaks berechnet wird, werden alle Intensititen der Peak-Kurven
summiert. Pro Peak werden 32 Datenpunkte verwendet, so dass jeder aggregierte
Peak 32 - n Datenpunkte besitzt. Wobei n die Anzahl der Peaks innerhalb des Intervalls
I, darstellt. Es kénnen sowohl die absoluten als auch die relativen Intensitaten
genutzt werden. Des Weiteren gibt es die Moglichkeit, je nach Bedarf die
Summenformeln im Spektrum anzeigen oder ausblenden zu lassen. In Abbildung 5-6
ist ein Ausschnitt aus dem nicht fragmentierten Spektrum von SAIB als Profilspektrum
mit gaul3scher Peak-Form dargestellt.

— Data/Spectrum — Data/Spectrum
20l C38HE2M1019 201 C3BHEZN1019
i . i
B0 60 .
| |
— 50 — 50 1 II II
E E | |
|
240 240 -
g g [
E E | |
€301 €30 .' .
| I|
20 {[38HE4N1018 — 201 | \
et a1 01! [ |
10+ R 10+
C3HE0Na1 018 : 1 O \
CAQHEANS101
0/l Tlu L “ll Ju. |.. |.|]I. 0 " ff.i h\\--L

820 B30  RB40  BS0  BAO 83637 83638 BIE3IT  BIFAD
m'z miz

Abbildung 5-6: Darstellung des nicht fragmentierten Spektrums als Profilspektrum
Links: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem nicht fragmentierten Spektrums von SAIB als Profilspektrum
mit gauRscher Peak-Form. Der markierte Peak ist rechts vergroRert. Rechts: Ein aggregierter Peak aus
funf Peaks. Die einzelnen Peaks sind durch Kreise hervorgehoben. Ist zu einem Peak eine Summenformel

assoziiert ist der Kreis etwas grof3er.

%0 Normierung auf 100 %
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5.2 Berechnung simulierter Spektren

Als Voraussetzung fur die Simulation von Spektren muss mindestens eine
Summenformel in einem Spektrum oder einem Scan einer Kollision gegeben sein.
Weitere Voraussetzungen werden bei der jeweiligen Methode erlautert. Fir jede
Summenformel wird das Isotopenmuster berechnet. Dafir wurden zwei Algorithmen
implementiert: die multinomiale nach Yergey [35] und eine auf Fourier-Transformation
basierte Methode. Fur letzteres wurde ein Programmpaket namens Deuterium
verwendet [40]. Liegen alle Isotopenmuster vor, so werden diese summiert, so dass

ein komplettes simuliertes Spektrum entsteht.
5.2.1 Multinomiale Methode

Die Herleitung dieses Algorithmus wurde im Kapitel 3.4.2 erlautert. In diesem Abschnitt
werden die Algorithmischen Details erlautert.

Der erste Schritt bei der Berechnung der Isotopenmuster mit der multinomialen
Methode besteht darin alle moglichen Isotopenkombinationen einer Summenformel zu

finden. Die grundlegenden Schritte bestehen aus:

Berechnen aller moglichen Isotopenverteilungen jedes Elements der Summenformel
Berechnen der Haufigkeiten der Isotopenverteilungen
Multiplikation der Isotopenverteilungen der Elemente

P 0D

Berechnung der Masse jeder Isotopenverteilung

Die Berechnung der Isotopenverteilungen kann elementweise durchgefihrt werden.
Fiur jedes Element in der Summenformel S sind i Isotope und n Atome als Variablen
vorhanden. Die Bestimmung aller Isotopenverteilungen eines Elements ist aquivalent
mit dem mathematischen Problem der Bestimmung aller Partitionen einer ganzen
positiven Zahl und allen Permutationen aus diesen Partitionen. Eine Partition ist

definiert als die geordnete Summe

i
n= n; (5.5)
2

von positiven ganzen Zahlen n, ...n;. [43] Sie kann in aufsteigender oder absteigender

Ordnung angegeben werden. Zum Beispiel sind die Partitionen fir n =4

1111,112,22,13 und 4. Die Analogie zur Berechnung von Isotopenverteilungen wird
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hergestellt indem man annimmt, dass der Index j die jeweiligen Isotope und die Zahl n;
die Anzahl der Isotope eines Elements in einer Isotopenverteilung reprasentiert. Bei
dieser Annahme muss man jedoch beachten, dass alle Partitionen mit mehr als i
Summanden fir die Berechnung der Isotopenverteilungen wegfallen. Zum Beispiel
wirde bei C, nur 40,31 und 22 fir weitere Berechnungen verwendet werden, da
Kohlenstoff nur zwei Isotope besitzt. Fir jedes Element a, b, ... in der Summenformel S

werden nun alle Partitionen N = {(n)1 ...(n)p} und deren Permutationen P =
{p((M)1) ..p((n),)} gesucht. In Tabelle 5-1 sind am Beispiel von 05 die Partitionen in

der zweiten Spalte (300, 210 und 111) und deren Permutationen in den

darauffolgenden Spalten dargestellt.

Tabelle 5-1: Partitionen und deren Permutationen am Beispiel von 03
In der Tabelle sind die Partitionen und deren Permutationen von Ozon dargestellt. Ozon besteht aus drei
Sauerstoffatomen (n = 3). Sauerstoff besitzt drei Isotope (k = 3). Jeder Wert der Variable i reprasentiert
ein Isotop von Sauerstoff. Die drei Partitionen sind in der zweiten Spalte und deren Permutationen in den
darauffolgenden Spalten dargestellt. Die ,|“ sind nur zur besseren Ubersicht eingefiigt.

Partitionen Permutationen
i 11213 11213 11213 11213 11213 11213
|SOt0pe 160|170|180 160|170|180 16O|170|180 160|170|180 160|170|180 160|170|180
p((m)1) 31010 03[0 0]0]3
p((n),) 21110 2101 11210 1]0]2 0|1]2 0]21]1

p((n)3) 1111

Algorithmus 5-1 beschreibt die Berechnung der Partitionen und deren Permutationen.
Als Grundlage dafir wurde der Algorithmus 4.1 aus [43] verwendet. Es werden die
zwei Ubergabeparameter i und n bendétigt, die jeweils die Anzahl der Isotope des
Elements bzw. die Anzahl der Atome des Elements als ganze positive Zahlen
reprdsentieren. Jede Partition und  Permutation wird als Array der Lange i
abgespeichert. Diese werden wiederum in einem Array permutationen
zusammengefasst und als Ergebnis des Algorithmus zurtickgegeben.

Der Algorithmus ist im Wesentlichen in drei Teile aufgegliedert. Im ersten Teil, welcher
die ersten beiden if -Verzweigungen umfasst werden monoisotopische und
diisotopische Elemente behandelt. Handelt es sich um ein monoisotopisches Element
wird n zurtickgegeben, da es hier nur diese eine mdgliche Isotopenverteilung gibt. Bei

diisotopischen Elementen werden mit Hilfe einer einfachen for-Schleife die zwei-
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elementigen Arrays aufgefullt. Aufgrund dieser Vorbehandlung mono- und
diisotopischer Elemente wird der Algorithmus, vor allem bei grof3eren Werten von n
beschleunigt.

Der zweite Teil umfasst die Berechnung der Partitionen fur polyisotopische Elemente.
Das Array a wird fur die Generierung der Partitionen verwendet. Es besteht aus
ganzen Zahlen. Bei der Initialisierung wird a mit dem Wert ,0 gefillt. Die Variablen k
und [ dienen als Indices fur das Array a und x und y reprasentieren die Werte die in
das Array an den Positionen [ oder k geschrieben werden. Um nur die Partitionen
abzuspeichern die ein maximale Lange von i besitzen, wurde der urspriingliche
Algorithmus aus [43] abgewandelt und die beiden if-Verzweigungen eingefigt. Damit
alle Partitionen die gleiche Lénge i besitzen, werden sie, falls nétig, mit ,0“ aufgefillt
und nach absteigender Ordnung sortiert. Dies erleichtert die folgenden Rechenschritte.
Jede Partition wird anschlieBend an den Algorithmus zur Berechnung aller
Permutationen, berechnePermutationVonPartition, weitergegeben. Dieser ist in
Algorithmus 5-2 dargestellt. Als Ergebnis erhdlt man alle Permutationen
zusammengefasst in dem Array b welches der Ruckgabevariable partitionen

hinzugefigt wird.
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Algorithmus 5-1: Berechnen der Partitionen
Der Parameter i entspricht der Anzahl der Isotope und n der Anzahl der Atome eines Elements. Fir jede
Partition werden zusétzlich die Permutationen berechnet um alle méglichen Isotopenverteilungen zu

erhalten.

BerechnePartitionen(Integer i, n)
Integer([][] partitionen;
if(i=1)
permutationen = {n}
return partitionen
if(i=2)
forch=nh = 0,h=h-1)
Integer([] partition
partition[0] =h
partition[1] =n-1
partitionen.add(partition)
return partitionen
else
Integer[] a = {0}
k=1
y=n-1
while(k!=0)
k=k-1
x=alk] +1
while(2-x<y)
alk] =x
y=y-x
k=k+1
I=k+1
while( x<y)
alk] =x
all] =y
if(l<i)
Integer([] partition = a[0 ... 1]
partition[l+1..i-1]=0
sortiere partition in absteigender Ordnung
b [1[]= berechnePermutationenVonPartition(partition)
partitionen.add( b )
x=x+1
y=y-1
y=y+x-1
alk]=y+1
if(k<i)
partition = a[0 ... k]
partition[k+ 1 ...i-1] =0
sortiere partition in absteigender Ordnung
b[][] = berechnePermutationenVonPartition(partition)
partitionen.add( b )
return partitionen
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Die Anzahl aller Permutationen einer Partition der Lange i mit verschiedenen
Elementen ergibt sich durch i!. Gibt es in einer Partition doppelte Zahlen ist die Anzahl

mit i!/p1+,,_+pm,i:p1+---+pm bestimmbar. In Algorithmus 5-2 werden die

einzelnen Permutationen einer Partition Zahl fir Zahl berechnet. Gegeben ist die

Partition n, ...n; reprasentiert durch das Array partition von Algorithmus 5-2. Flr die

Initialisierung werden die ersten beiden Zahlen nyn, und n,n; als Teilarray in dem
Array permutationen gespeichert. Die Permutationen werden schrittweise erzeugt.
Ausgehend von den Teilpartitionen n,n, und n,n,; wird in jedem Iterationsschritt eine

Zahl z nach dem Schema von Formel 5.6 an jede Stelle [ in der Teilpartition eingefiigt.

nsz Ny n]'
[n1n,] = [n3nyny][nynsn,][nynyns] - ... = (56)

Dies wird flir alle Teilpartitionen die in dem Array temp als Zwischenergebnis
gespeichert sind wiederholt. Am Ende eines lIterationsschritts sind alle Arrays in temp
um eine Zahl langer als davor. Alle Permutationen sind berechnet wenn die letzte Zahl

n; der der gegebenen Partition partition nach Formel 5.6 verarbeitet wurde.

Algorithmus 5-2: Berechne Permutationen von einer Partition
Der Algorithmus berechnet alle Permutationen der Partition partition. Ausgehend von den ersten beiden

Teil-Arrays part1 und part2 werden die Permutationen in jedem lterationsschritt Zahl fir Zahl aufgebaut.

BerechnePermutationenVonPartitionen(Integer[] partition)
Integer[][] permutationen;
partl = partition[0 ... 1]
permutationen.add( partl )
part2 = partition[1 ... 0]
permutationen.add( part2 )
for(i=2,i < partition.size,i=1i+1)
z = partition.get(i)
Integer[][] temp
for(k =0, k < permutationen.size, k =k + 1)
p[] = permutation[K]
for(1=0,1<i+1,1=14+1)
q=p
qll] =z
if(!( permutationen.contains( q ) || temp.contains(q) ))
temp.add(q)
permutationen = temp
temp.clear
return permutation

Liegen alle Permutationen aller Partitionen, d.h. alle méglichen Isotopenverteilungen

vor kann die Haufigkeit dieser berechnet werden. Als Voraussetzung dafiir bendétigt
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man zunachst die Isotopenzusammensetzung der Elemente. Diese wurden aus dem
IUPAC Technical Report 2009 ,lsotopic Composition of the Elements® [26]
entnommen. Zusétzlich zu weiteren Informationen sind diese Daten in Tabelle A-1 zu
finden. Fur die Berechnung wurde die relative Isotopenzusammensetzung verwendet.
Die Berechnung der Haufigkeiten ist mit Formel 3.10 und Formel 3.11 mdglich. Durch
die Berechnung der Fakultaten entstehen sehr schnell sehr groRe Zahlen im Zahler
bzw. Nenner des Bruchs. Wird bei der Programmierung einer Datentyp doppelter
Prazision (double) gewahlt betragt der Wertebereich + 1,79769313486231570 - 103%8,
Dies bedeutet das eine maximale Fakultat von 170! = 7,257415615307994 - 10306
berechnet werden kann und damit alle Molekille maximale 170 Atome pro Element
besitzen dirfen unter Verwendung von Formel 3.10.

Von Yergey wurde Formel 3.11 fir eine Reduktion an Multiplikationen durch Kiirzen
innerhalb des Quotienten vorgeschlagen. Fir die Berechnung der Haufigkeiten der
Isotopenverteilungen nach der multinomialen Methode wurde in dieser Arbeit ein
anderer Ansatz gewabhlt:

Man kann jeden einzelnen Summenanden aus Formel 3.10 mit der die Haufigkeit einer

bestimmte Isotopenverteilung n, ...n, berechnet werden kann, auch definieren als

|
B, = o"rmg @0 @2 @) (5.7)
Durch die Anwendung der Logarithmengesetze kdnnen so die Multiplikationen in
Summationen umgewandelt werden und es wird mit kleineren Zahlen gerechnet. Es

entsteht folgender Ausdruck fur den logarithmischen Term

In(n!) — (In(ny!) + -+ In(ng))) + In((ay)™) + -+ + In((ag)™) (5.8)

wobei fur jede logarithmierte Fakultét gilt

In(n!) = (In(n) + In(n — 1) + --- + In(2) + In(1)). (5.9)

Durch die Verwendung des natirlichen Logarithmus wird nur noch Formel 3.10 zur
Berechnung der Haufigkeit benutzt. In  Algorithmus 5-3 ist die Berechnung der
Haufigkeit der zuvor berechneten Permutationen dargestellt. Als Parameter werden die
beiden Arrays permutationen und isotopenhfkt benotigt, welche jeweils die
Isotopenverteilung und die relativen Haufigkeiten der Isotope enthalten. Um die
logarithmierten Fakultaten nicht immer neu berechnen zu missen ist es sinnvoll zu
Beginn der Isotopenmusterberechnung ein Array logFakultaet zu erstellen. Darin

werden alle logarithmierten Fakultaten fur n =1 ...n,,,, gespeichert, wobei n,,,, der
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Anzahl an Atomen des Elements in einer Summenformel entspricht das den héchsten
Wert aufweist. In Anlehnung zu dem beschriebenen Algorithmus von Yergey in Kapitel
3.4.2 bestimmt ein Schwellwert darlber ob eine Permutation bzw. Isotopenverteilung
und dessen berechnete Haufigkeit fir weitere Berechnungen abgespeichert wird. Er
errechnet sich aus der haufigsten Isotopenverteilung® multipliziert mit einem Faktor
treshFaktor. Yergey wahlte in seiner Arbeit einen Wert von 0,01 [35]. Je kleiner der
Wert desto mehr Peaks werden berechnet und desto mehr werden im simulierten

Spektrum enthalten sein.

Algorithmus 5-3: Berechnung der Haufigkeiten der Isotopenverteilungen
Das Array permutation enthalt alle berechneten Permutationen, isotopenhfkt die Haufigkeit der Isotope,
und logFakultaet die vorher berechneten logarithmischen Fakultaten. Mit Hilfe dieser Transformation wird
die Entstehung zu grof3er Zahlen verhindert. Wichtig ist die Ricktransformation mit Hilfe der
Exponentialfunktion (exp) am Schluss der Berechnung. Die Bezeichnung log steht fir den natlrlichen

Logarithmus. Es wird ein Array welches die Haufigkeiten enthalt zurlickgegeben.

BerechneHaeufigkeiten(Integer[][] permutationen, Integer[] isotopenhfkt, Integer atomAnzahl,
Double treshFaktor)
Double[] hfkten
treshhold = treshFactor - max(isotopenhfkt)”* atomAnzahl
for(i=0,1 < partition.size; i = i+ 1)

hfkt = 0;
zaehler =0
nenner = 0

potenzen = 0
for(i=0,i < permutation.size,i=i+1)
zaehler = zaehler + permutation[i]
nenner = nenner + logFakultaet[permutation[i]]
potenzen = potenzen + /og(isotopenhfkt [i]*permutation[i])
hfkt = logFakultaet[zaehler] - nenner + potenzen
hfkt = exp( hfkt)
if( hfkt > treshold )
hfkten.add( hfkt )
return hfkten

Als Ergebnis von Algorithmus 5-3 erhédlt man die H&aufigkeiten H, = {le,sz,...} der
Permutationen P, = {p;,p,, ... } des Elements A. Im Anschluss an die Berechnung aller
Haufigkeiten Hg = {Hy, Hg, H;, Hp, ...} der Elemente A, B,C,D, ... einer Summenformel
§ = A,ByrC,D, ... folgt die Kombination dieser um alle Isotopenverteilungen und
Haufigkeiten der Summenformel S zu erhalten. Dazu werden alle elementaren

Haufigkeiten aller Elemente miteinander multipliziert. Es ist ebenfalls mdglich mit Hilfe

* Die haufigste Isotopenverteilung berechnet sich immer aus der relativen H&aufigkeit des
héufigsten Isotops potenziert mit der Anzahl der Atome des Elements.
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eines Schwellwerts eine weitere Filterung der Summenformeln mit zu geringer
Haufigkeit, genau wie in Algorithmus 5-3 vorzunehmen. Dazu kann der gleiche Wert
treshhold verwendet werden. Addiert man alle Haufigkeiten einer Summenformel sollte
die Summe eins ergeben. Da durch Verwendung von Schwellwerten einige
Isotopenverteilungen nicht im Endergebnisenthalten ist die Summe meist geringfugig
kleiner als eins. Um das simulierte Spektrum mit einem experimentellem vergleichen
zu konnen, werden die Haufigkeiten auf eins normiert und mit den gemessenen
Intensitaten multipliziert.

Der letzte Schritt in der Bestimmung des Isotopenmusters eines Molekils besteht in
der Berechnung der m/z-Verhaltnisse der ermittelten Isotopenverteilungen. Die
exakten Massen der Isotope wurden aus dem IUPAC Technical Report 2009 ,Atomic
Weights of the Elements® [30] entnommen und sind in Tabelle A-1 aufgefiihrt. Da bei
der Massenspektrometrie immer lonen detektiert werden, wird das m/z-Verhéaltnis nach
Formel 3.5 berechnet. Die Ladung eines Molekils kann von dem experimentellen
Spektrum bestimmt werden. Je hoher die Ladung desto geringer der Abstand der
Isotopenpeaks eines Molekils. Die Werte fir c; ...c, in Formel 3.4 entsprechen den
berechneten Permutationen der Elemente. Es ist daher wichtig alle Informationen zu
Permutationen, Haufigkeiten und Elementen immer in Relation zueinander
abzuspeichern. Die Werte der Isotopenmassen sind in Tabelle A-1 aufgefihrt.

Als Endergebnis der Berechnung der Isotopenmuster nach der multinomialen Methode
liegen folgende Daten fir eine Summenformel S vor: Isotopenverteilungen,
Haufigkeit/Intensitat und m/z-Verhéltnis jeder Isotopenverteilung, Summenformel mit
Isotopeninformation. Das Schema in Abbildung 5-7 fasst den gesamten Algorithmus
kurz zusammen. Das experimentelle Spektrum kann beliebig viele Summenformeln

enthalten.



SEAT - Berechnung simulierter Spektren 64

Simuliertes Spektrum

Summenformel

Elemente

l'l
-«
.

Abbildung 5-7: Schema der Berechnungsschritte der multinomialen Methode
Es ist der Verlauf der Berechnung eines simulierten Spektrums dargestellt. Ausgehend von den
experimentellen Daten, die die Intensitat sowie die Summenformeln fiir die Berechnung bereitstellen, wird
jede Summenformel einzeln berechnet. Fir jede Summenformel werden zuerst alle Haufigkeiten
elementweise berechnet, diese dann kombiniert und mit der gemessenen Intensitat multipliziert. Anhand
der Isotopenverteilungen kann im Anschluss das m/z-Verhéltnis ermittelt werden.

5.2.2 2D Fourier Transformation - Deuterium

Wie schon in der Einleitung dieses Kapitels erwahnt, wurde fir die Berechnung der
Isotopenmuster mit Hilfe der 2D-FT das Programm Deuterium [44] verwendet. Die
Grundlagen zu diesem Algorithmus und dessen Herleitung wurde in Kapitel 3.4.3 und
3.4.4 beschrieben. Es berechnet Profilspektren eines Molekdls mit einer Auflosung bis
zu 108. Die Peak-Form entspricht einer Gauss-Kurve nach Formel 2.22. Dadurch, dass
dieser Algorithmus kein Pruning wie bei der multinomialen Methode durchfuhrt, um die
Rechenschritte zu reduzieren, sind die Haufigkeiten, vor allem bei aggregierten Peaks
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genauer. Weiterhin ist es moglich die Isotopenverteilungen auch von sehr grof3en
Molekiilen® zu berechnen. [40]
Deuterium wird als ausfiihrbare Datei zur Verfugung gestellt und kann mit Hilfe des
Kommandozeilenbefehls
DEUTERIUM < Summenformel > < Auflésung >
[—o < Dateiname >][—L < Isotopenzusammensetzung >|[—p < Masse >] (5.10)
[—2D] [-v] [—d]

gestartet werden. Folgende Kommandozeilenparameter miissen angegeben werden:

o Summenformel: Die Summenformel des Molekils fur die das Isotopenmuster
berechnet werden soll. Sie wird in der Form ElementAnzahl - zum Beispiel
C378H629N1050118S - angegeben.

e Auflésung: Das Spektrum wird mit der angegebenen Auflésung, wie zum
Beispiel 100000, berechnet. Es handelt sich um die FWHM Definition der
Auflésung.

Die folgenden Parameter sind optional:

e -oDateiname: Wird ein Dateiname angegeben, wird die Ausgabe in die
entsprechende Textdatei abgespeichert. Es muss der vollstdndige Dateipfad
enthalten sein.

e -LIsotopenzusammensetzung: Das Programm benétigt eine Date in der die
Massen und relativen Isotopenh&ufigkeiten gespeichert sind. Wird keine Datei
angegebenen wird ELEMENTS.lib als Standard verwendet. Die Datei muss im
gleichen Ordner wie Deuterium enthalten sein. In dieser Arbeit wurde eine
eigene Datei ELEMENTS.lib erstellt um sowohl fur die multinomiale, als auch
die 2D-FT Methode die gleichen Ausgangswerte zu schaffen (siehe Tabelle
A-1).

e -pPeak: Mit dieser Option kann ein Peak an einer bestimmten Masse
zuriickgegeben werden. Die Berechnungszeit unterscheidet sich jedoch nicht
von der Berechnungszeit wenn alle Peaks zurickgegeben werden. Diese
Option wird ignoriert falls -2D gewabhlt ist.

e -2D: Mit dieser Option wird die Isotopenverteilung im 2D-Format
zurlickgegeben. Es besteht aus n Spalten die mit einem Tabulator (\t)
voneinander getrennt sind. Jede Spalte enthalt die Haufigkeiten der Peaks der

Isotopenfeinstruktur an einer bestimmten nominellen Masse. Werden

2 Als Beispiel soll hier C3948Hg973N112301213550 genannt werden, welches mit einer Auflésung von
5-108 in zehn Sekunden berechnet wird. [37]
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Auflosungen gewahlt an der die Peaks Uberlappen wird nur dieses Format
produziert. Es werden nur die Haufigkeiten ausgegeben, keine Massen.
e -d: Es werden nur die Ergebnisse ausgegeben und die Kopfzeilen unterdriickt.
e -v: Ausgabe zusatzlicher Informationen.
In dieser Arbeit wurde als Ausgabeformat die 1D-Darstellung verwendet, da hier die

Massen und Haufigkeiten bereits in tabellarischer Form vorliegen. Es wurde der Befehl

DEUTERIUM < Summenformel > < Auflésung > —LMyElements.lib (5.11)

verwendet. In Abbildung 5-8 ist beispielhaft die Ausgabe des Befehls

DEUTERIUM C32H50N1019 809793 — LMyElements.lib (5.12)

dargestellt. Die Zeilen enthalten der Reihe nach: Programmversion, Summenformel
und Auflésung, Anzahl Peaks und Datenpunkte pro Peak, Berechnungsdauer und die

Kopfzeilen der Tabelle. Ab Zeile sieben beginnen die Daten des Spektrums.

DEUTERIUM 0.1, Copyright (c) 2010 CIGB
C32H50N1019 809793.000000

16 256

0.0150000000000000 seconds

mass abundance

752.2975762084 0.9449876283
752.2977090000 1.0000000000
752.2978417916 0.9449876283

Abbildung 5-8: 1D Ausgabe von Deuterium
Es ist ein Ausschnitt der Ausgabe-Datei von der Berechnung des Spektrums von C3,Hs,N 0,4 dargestellt.
Die erste Zeile enthélt die Versionsbezeichnung von Deuterium. Die zweite Zeile die Summenformel und
Auflésung. Die dritte Zeile die Anzahl an Peaks und Datenpunkte pro Peak. Die vierte Zeile die
Berechnungszeit. Nach der Kopfzeile in Zeile 6 folgen die Daten des Spektrums.

Aufgrund der Verwendung der Fourier-Transformation und einer Peak-Form Funktion
wird das simulierte Spektrum einer Summenformel als Profilspektrum berechnet. Fir
die Konvertierung in ein Linienspektrum werden die Maxima aller Peaks durch
Differentiation bestimmt und zusammen mit den jeweiligen m/z — Werten
abgespeichert. Die Intensitaten jeder simulierten Summenformel sind auf 1 normiert.

Sie werden durch Multiplikation mit der Intensitat des entsprechenden Peaks im
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Originalspektrum angepasst. Da der 2D-FT Algorithmus die m/z-Werte nur flr neutrale
Molekiile berechnet, muss die Ladung von lonen, die bei der FT-ICR-MS entstehen
nach Formel 3.4 mit eingerechnet werden.

Aus dem Kommandozeilenbefehl Formel 5.11 geht hervor, dass bei der 2D-FT
Methode eine Auflosung mit angegeben werden muss, um das Isotopenmuster zu
berechnen. Das einzige Datenformat in dem die Auflosung mit angegeben ist, ist das
TXT Format. Um auch bei anderen Spektren oder Scans ohne Daten Uber die
Auflosung ein simuliertes Spektrum erstellen zu kdnnen, wird hier auf die eingestellte

approximierte Auflosung zurtickgegriffen.

5.3 Vergleich von Spektren

Das Programm SEAT beinhaltet eine Funktion um zwei Spektren oder Scans,
unabhangig davon ob simuliert oder gemessen, miteinander zu vergleichen. Der
Algorithmus basiert dabei auf der Accurate Mass Spectrum Distance Methode (AMS)
[45].

5.3.1 Peak-Modell

Es sollen zwei Spektren Q und R paarweise verglichen werden. Der g-te bzw. r-te
Peak eines (simulierten) Spektrums oder Scans wird mit Hilfe von m/z — Verhaltnis,

Intensitat und Auflosung (FWHM) charakterisiert:
¢g = {mg;lg,qu} = {m, l,f}g,q = 1’ . IQl

dR = {mB, iR, By = {m,i, [}, r=1,..,|R]|

(5.13)

Die Spektren Q und R werden somit durch ®¢ = {¢?} und ®F = {¢F} modelliert. In
Abbildung 5-9 ist beispielhaft das Konzept des Peak-Modells dargestellt. Sind keine
Daten uber die Auflésung vorhanden, so wird fur die jeweiligen m/z — Werte die

eingestellte approximierte Auflésung berechnet.
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q
Q.')g ={mg,iq.fq} 1 + !
Q i E
fq ¢2+1 = {mq+1: iq+1: fq+1] H
H fq+1
. = m/z
my Mgiq
d(¢2! ‘rj'?) :N‘ d(¢qQ+1J ¢‘§) = dq+1,‘r’
L = m/z
R fwhm,

‘bf = {mry i, f‘r}

r

Abbildung 5-9: Peak-Modell und Distanz

Fur alle Peaks q und r der zu vergleichenden Spektren Q und R werden Peak-Modelle ¢ erstellt, welche
m/z-Werte (m), Intensitat (i) und Auflésung (f) enthalten. Fur alle Peak-Paarungen (¢g, X) wird eine

Distanz d, ,- ermittelt, die die Ahnlichkeit der beiden Peaks zueinander wiederspiegelt.
5.3.2 Begriffe fur die Klassifikation von Peaks

Diese Peak-Modelle werden nun paarweise miteinander vergleichen. Dabei wird jedes
Peak-Paar (¢‘?,¢5) anhand einer berechneten Distanz in eine der drei Kategorien
eingeteilt:

Eine Ubereinstimmung bzw. ein Match (M) liegt vor, wenn die Distanz des Peak-Paars
kleiner ist als ein Schwellwert t;;s¢qnce UNd Weder ¢>ff noch ¢ schon einmal als Match

klassifiziert worden ist. Die Kategorie Keine Ubereinstimmung bzw. Mismatch (MM)

enthalt Peak-Paare, bei denen die Distanz ebenfalls kleiner als ein Schwellwert
taistance 1St, aber ¢g oder ¢F schon einmal als Match klassifiziert wurde. Wenn ein
Peak ¢ff bzw. ¢F weder in der Kategorie Match noch in der Kategorie Mismatch
. . . _ Q R Q R . .

eingeteilt wurde und kein Peak-Paar (¢;,¢%), z #r bzw. (¢;,¢F), z # q mit einer

Distanz kleiner dem Schwellwert t existiert, wird dieser als Insertion (I) bzw. Deletion
(D) deklariert. In Abbildung 5-10 ist die Klassifikation der Peak — Paare grafisch

dargestellt.
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5.3.3 Distanz und Ahnlichkeit zwischen zwei Peaks

Auf der Grundlage von m/z und Auflésung

Als MaR fir die Ahnlichkeit zwischen zwei beliebigen Peaks ¢§ und ¢X wird die

Distanz d(¢§, 5), kurz d, ., ermittelt. Vorteilhaft ist es eine Distanz zu wahlen die

sowohl den m/z-Wert als auch die Auflésung eines Peaks in die Berechnung
einbezieht um auch sehr dicht liegende Peaks gut klassifizieren zu kénnen. Betrachtet
man zum Beispiel die Peak-Paare (C,F) und (C,G) in Abbildung 5-10 so ist es
schwierig nur anhand des m/z-Wertes eine Entscheidung zu treffen, welches der
beiden Paare als Match eingestuft werden soll. Wird die Aufldsung in die Bewertung
mit einbezogen, ist deutlich, dass (C,F) ahnlicher zueinander ist als (C,G). Des
Weiteren konnte man die Intensitat fir die Bewertung der Ahnlichkeit von Peaks
hinzufliigen. Jedoch kénnen die Intensitaten der einzelnen Peaks, auch bei genormten

Spektren *

stark voneinander abweichen, wie zum Beispiel bei Spektren von
Kollisionsexperimenten, bei denen der Basispeak zu unterschiedlichen lonen

zugeordnet sein kann.

B C Peak — Zuordnung

A & Insertion
—— D Deletion

B «— E Match

c < F Match
G Mismatch

E

Abbildung 5-10: Klassifikation der Peaks
Jedes Peak-Paar bzw. jeder Peak wird, abh&ngig von der Distanz, in eine von drei Kategorien eingeteilt.
Links ist ein Ausschnitt zweier Spektren dargestellt. Rechts: Die Klassifikation der Peak-Paare. Unter der
Annahme, dass die Distanz von dem Peak-Paar (B, E) kleiner als ein Schwellwert ist, gilt dieses Paar als
Match. Ebenso bei (C, F). Da (C, G) ebenfalls eine geringere Distanz besitzt, doch Peak C schon einmal in

der Kategorie Match gelistet ist, wird dieses Peak-Paar als Mismatch klassifiziert.

¥ Es ist die Normierung des Spektrums auf relative Intensitat anhand des Basispeaks gemeint.
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Als eine mdgliche Distanzmetrik wurde die Jeffrey-Matusita Distanz**

1/2

1 2
dq,T :]Mq,r = E(fm ( g(m» ¢q) v g(m, d)r)) dm> (5.14)

verwendet. Fir diese Gleichung wird eine Peak-Funktion g(m,¢.)* fir die Peak-
Modelle ¢, bendtigt. Wie schon in Kapitel 2.3.5 erlautert, stellt die Gaul3-Verteilung
eine gute Approximation der Peaks, bzw. der natirlichen lonenpopulation, dar. Somit
ist

(m_m-)z

g(m, ¢.) =i, e 207

(5.15)

Durch die Verwendung der Gaul3-Verteilung vereinfacht sich Formel 5.14 zu
dgr =JMg, =/ (1 —e %r), (5.16)

wobei a,,- die Bhattacharyya-Distanz darstellt. Sie berechnet sich durch

1 (mq—mr)2 1 0% +0f
Agr = 4 o5+0} + Eln (Tq'a‘r). &7
Die Variablen m, und m, sind die jeweiligen m/z — Werte der Peak-Modelle ¢, bzw.
¢ und g, bzw. o, die Standardabweichungen der Gaul3-Verteilung nach Formel 2.22.
Die Bhattacharrya Distanz besteht aus zwei Summanden. Der erste Summand
beschreibt die Distanz zwischen den m/z — Werten (Mittelwert der Verteilung) und der
Zweite Summand berechnet die Distanz in Bezug auf die Auflosung eines Peaks
(Varianz der Verteilung). Es gilt a, ,, = a;. 4 und somit JM,, . = JM, 4. [46, 47, 45, 48]
Der Wertebereich der Bhattacharrya Distanz ist a € [0,0). Damit ergibt sich fur die
Jeffrey-Matusita Distanz ein Wertebereich von /M € [0,1], wobei zwei Peaks mit einer

Distanz von 0 identisch und mit einer Distanz von 1 komplett verschieden sind.

* Die Jeffrey-Matusita Distanz wird in der Literatur auch als Hellinger Distanz oder Matusita
Distanz bezeichnet. [52]

% Das Zeichen ® wird als Platzhalter fiir q oder r verwendet.
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Auf der Grundlage des ppm-Werts

Ist ein Vergleich auf Basis des m/z-Wertes und der Auflésung nicht erwiinscht oder
nicht moglich, kann auch ein einfacher Vergleich der Peaks mit Hilfe des ppm-Wertes
erfolgen. Dafir wird folgende Distanz gewahlt:

ppmg,r
_)|I/—| wennppmg, < t,,m _ 106 . _(M/2)q—(m/2)y
dgr —{ fipm ot , ppmy, = 10 TN (5.18)

Der Wert t,,,,,, stellt den Schwellwert, bis zu dem ein Peak-Paar als Match klassifiziert

werden soll, dar.

5.3.4 Distanzmatrix und Klassifikation der Peak-Paare

Ziel des Algorithmus ist es nun, mit Hilfe der Distanz d,, korrespondierende Peak-
Paare der Spektren Q und R zu finden. Nach der Erstellung aller Peak-Modelle ¢,
werden die Distanzen aller Peak-Paare (d)g, &) nach Formel 5.16 und Formel 5.17
bzw. Formel 5.18 berechnet. Daraus resultiert die Distanzmatrix D mit

diy o dyg

D= : : mit D € RIVIXIRI, (5.19)
digla A R|

Die Peak-Paare werden nun anhand ihrer Distanz, beginnend mit der kleinsten,
sortiert. Des Weiteren wird ein Schwellwert d; € (0,1) festgelegt. [45] Fur die
Klassifizierung der Peaks werden die unter Kapitel 5.3.2 definierten Kategorien
verwendet und es werden folgende Bedingungen festgelegt:
1. Ein Peak ¢ff kann nur einem einzigen Peak ¢f zugeordnet werden und
andersherum. Es sind keine Mehrfachzuordnungen zulassig.
2. Die Peaks durfen in ihrer Reihenfolge nicht vertauscht werden. Beispielsweise
ist die Zuordnung ¢¢ © ¢F,, und ¢2,, < @R nicht zulassig.
Die sortierte Peak-Paar Liste A wird nun verwendet um die einzelnen Peak-Paare nach
Formel 5.20 zu klassifizieren. Dabei wird jedes Peak-Paar, je nach Kategorie, mit

einem Index K € {M, MM, I, D}3¢ versehen.

% Die Indices stehen fur M=Match, MM=Mismatch, D=Deletion, I=Insertion.
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(M wenn (dg, <d) A(pZ & Ay) A (D2 € Ay)

_ | MM wenn (dq,r < dt) A ((d)qQ S AM) \Y% (d)qQ € AM))

(¢5.¢F), K= (5.20)

I  wenn ‘v’d),?:dq,r >d, mitr=1, ..., |R|
lD wenn Vor:d,, > d, mitq=1,...,1Q|

Damit besitzt die Peak-Paar-Liste A vier Teillisten Ay, Ay, Ap, Ay Mit Ay U Appy UAp U
Ap=Aund Ay NAyy NAp NA; = @. Da es sich bei den Deletionen bzw. Insertionen

nicht um Peak-Paare handelt, sondern die Peaks einzeln betrachtet werden, wird die

Schreibweise (¢§,0)I oder (d)g)l bzw. (0, ¢pR), oder (¢F), verwendet.

5.3.5 Ahnlichkeit zwischen Spektren

Die paarweise Klassifikation gibt Aufschluss tiber die Ahnlichkeit zwischen zwei Peaks.
Um eine Aussage Uber die Ahnlichkeit zwischen zwei Spektren treffen zu kénnen, wird
ein weiteres Distanz-Mal3, welches mit Hilfe der Liste A, berechnet wird, bendtigt. Es
werden alle Distanzen eines Peaks-Paares (qﬁq,d)r)M summiert und mit einem Faktor
wy, der den Mittelwert aus den Verhaltnissen von gepaarten zu nicht gepaarten Peaks
der beiden Spektren Q und R wiederspiegelt, multipliziert. Die Gesamt-Distanz d »

berechnet sich schlieflich mit der Formel

w . wotwpR
dor = TO ) 21L=1(dq,r)l mit wy = QT (5.21)
wobei
L L
wQ_l_@ unda)R—l—m (5.22)

und L die Anzahl an gefundenen Matches. [45]
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6 Beispielberechnungen mit SEAT

Die Funktionalitdit des Programms wurde mit Hilfe der SAIB-Spektren getestet. Hier
werden kurz die Ergebnisse der Simulation und des Vergleichs von Spektren
vorgestellt. Des Weiteren werden die Ergebnisse einiger Laufzeitmessungen
prasentiert. Getestet wurde SEAT auf einem Windows 7 64-bit Betriebssystem mit 8
GB RAM und einem Intel Core i7 bei 1,6 GHz.

6.1 Simulation mit der multinomialen Methode

6.1.1 SAIB Spektren

Von dem fragmentierten und nicht fragmentierten Spektrum von SAIB wurden jeweils
sechs Spektren mit den Schwellwerten 10%,1072,...,1077 und einer Ladung von —1
berechnet. In Abbildung 6-1 ist beispielhaft ein Ausschnitt des nicht fragmentierten
Spektrums (positive Achse, griin) und dem entsprechenden simulierten Spektrum mit
Schwellwert 1073 (negative Achse, blau) abgebildet. Zur besseren Ubersicht wurde auf
die Anzeige der Summenformeln verzichtet, jedoch wurden alle Peaks, zu denen
Summenformeln zugeordnet sind, im nicht fragmentierten Spektrum markiert

(magentafarbene Peaks).

§ SAIB NFNicht fragmentiert il SAIB NFMN_NF_0.001_-1

250E7 3
200ET7
150E7 1
100E7 1
E00E6 1 ‘

000ED {| e |.. ‘.u |l (ARSRTEN  SR 1—
~500E6 |
~100E7
150ET |
~200E7
_250E7

intensity

850 875 900 925 950
m/z

750 775 800 82

[ ]

Abbildung 6-1: Nicht fragmentiertes Spektrum und multinomial simuliertes Spektrum im Vergleich
Auf der positiven Achse ist das nicht fragmentierte Spektrum abgebildet. Die in Magenta hervorgehobenen
Peaks sind mit einer Summenformel assoziiert. Das blaue Spektrum auf der negativen Achse ist das mit

der multinomialen Methode simulierte Spektrum mit einem Schwellwert von 0,001 und Ladung von -1.
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Alle simulierten Spektren ergeben ein ahnliches Bild. Unterschiedlich ist jedoch die
Anzahl der berechneten Peaks pro Summenformel, also die Anzahl der Isotopenpeaks,
abhangig von dem gewaéhlten Schwellwert. Sie reicht von zwei Peaks bei einem
Schwellwert von 10~ bis hin zu 116 Peaks bei einem Schwellwert von 1077 und steigt
im Allgemeinen bei sinkendem Schwellwert. Damit steigt auch die Gesamtzahl der
Peaks im simulierten Spektrum. Die benétigte Rechenzeit liegt bei allen Schwellwerten
und beiden Spektren zwischen 25 ms und 129 ms und damit unter einer Sekunde.

Tabelle 6-1 fasst die Ergebnisse kurz zusammen.

Tabelle 6-1: Berechnung der SAIB Spektren mit der multinomialen Methode
Die Tabelle listet die Laufzeit, die Gesamtzahl der Peaks sowie die minimale und maximale Anzahl von
Peaks mit der entsprechenden Summenformel auf. Weil3e Zeilen entsprechen dem fragmentierten
Spektrum (F) und Blaue dem nicht fragmentierten (NF)

Schwellwert 10°' 1072 102 10* 10> 10°°® 1077 Bemerkung
Laufzeit NF 0,058 0,025 0,025 0,031 0,042 0,053 0,065
in [s] F 0,083 0,039 0,051 0,068 0,081 0,107 0,129
Gesamtzahl NF 60 151 344 626 1064 1665 2384  Original:391
Peaks F 149 346 761 1363 2275 3510 5011 Original:1763
Minimale NF 2 5 13 23 40 66 95
Anzahl Peaks F 2 2 6 10 13 23 29
Maximale NF 3 6 15 28 49 76 114
Anzahl Peaks F 3 6 15 29 49 78 116

In Abbildung 6-2 ist die Anzahl der Peaks pro Isotopenmuster (Summenformel) des
nicht fragmentierten Spektrums und in Abbildung A-1 des fragmentierten Spektrums fir
alle Schwellwerte dargestellt. Die Summenformeln sind nach der Masse aufsteigend
sortiert. Beide zeigen einen &hnlichen Verlauf. Mit zunehmender Masse und
sinkendem Schwellwert werden mehr Peaks berechnet. Des Weiteren gibt es relativ
starke Schwankungen in der Peak-Anzahl bei gleichbleibendem Schwellwert. Diese
sind durch die unterschiedliche atomare Zusammensetzung der Summenformeln zu
erklaren. Es gibt Summenformeln die neben Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlenstoff
entweder ein Natrium- ein Stickstoffatom oder keines von beiden enthalten. Da
Stickstoff zwei Isotope besitzt und Natrium nur eines, wirkt sich dies insgesamt auf die
Anzahl méglicher Isotopenkombinationen und deren Haufigkeiten aus. Dies wiederum
fuhrt zu den Schwankungen in der Peak-Anzahl. Unabhangig von der elementaren
Zusammensetzung ist die steigende Peak-Anzahl bei zunehmender Masse ebenfalls

durch die zunehmende Anzahl mdglicher Isotopenkombinationen erklarbar. Je mehr
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Atome in einem Molekll vorhanden sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass

seltenere Isotope in diesem Molekil vorkommen.

Anzahl berechneter Peaks in Abhéangigkeitvon
Summenformel und Schwellwert

120
100

Anzahl Peaks

Summenformel (geordnet nach dem m/z Wert)
=10"-1 ®=10*-2 =10"-3 =10*-4 =10*-5 m10*-6 m10*-7

Abbildung 6-2: Anzahl berechneter Peaks in Abhangigkeit von Summenformel und Schwellwert
Die Anzahl der Peaks pro Summenformel nimmt mit steigender Masse und sinkendem Schwellwert zu.
Die starken Schwankungen der Peak-Anzahl bei gleichbleibendem Schwellwert sind durch

unterschiedliche Isotopenzahlen der Elemente erklarbar.

6.1.2 Laufzeitmessungen

Fur die Einschatzung der Laufzeit und Effizienz des multinomialen Algorithmus wurden
die Berechnungsdauer in Abhéngigkeit von der Anzahl der Atome und Isotope der
Elemente untersucht. Es wurden Summenformeln bestehend aus einem Element mit
zwei bis sieben Isotopen37 und n = 10,20, ...,100 Atomen sowie einem Schwellwert von
0,001 getestet. Das Ergebnis ist in Abbildung 6-3 dargestellt. Die Laufzeiten sind
logarithmisch aufgetragen. Man erkennt, dass die Berechnungsdauer mit Ausnahme
von Kohlenstoff bei zunehmender Atomanzahl linear bei drei und vier Isotopen
zunimmt. Dies entspricht einem exponentiellen Wachstum bei nicht logarithmischer
Skalierung. Ab funf Isotopen wachst die Berechnungsdauer faktoriell. Des Weiteren
nimmt die Laufzeit bei steigender Isotop-Anzahl und gleichbleibender Atomanzahl zu.

Eine Erklarung dafir ist, dass je mehr Atome ein Molekil und je mehr Isotope das

% Gewahlt wurden als Elemente Kohlenstoff (C), Sauerstoff (O), Schwefel (S), Zink (zZn), Calcium
(Ca) und Quecksilber (Hg)
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entsprechende Element besitzt, desto mehr Isotopenkombinationen treten auf. Zum
Beispiel gibt es fir 05, insgesamt 1.326 und fur Cas, schon 3.478.761 mdogliche
Isotopenkombinationen. Aufgrund der hohen Berechnungsdauer sind fir die
Isotopenzahlen funf, sechs und sieben nicht alle Werte bis n = 100 verfugbar

Laufzeit der multinomialen Methode in Abhangigkeit von
der Anzahl der Isotopen und Atome

log(Zeit) [ms]

0 —eo—0—0—o—2—9 o—%"—,,

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Anzahl Atome

—e—2 (C) 3(0) 4(S)
—e—5(Zn) —i—6 (Ca) —+—7 (Hg)
<+« &+ faktorielles Wachstum

Abbildung 6-3: Laufzeit der multinomialen Methode in Abh&ngigkeit von Isotopen- und Atomanzahl
Es ist die logarithmische Laufzeit der multinomialen Methode fiir verschiedene Elemente mit zwei bis
sieben Isotopen dargestellt. Die benutzten Elemente sind in Klammern hinter den Isotopenzahlen in der
Legende angezeigt. Es wurden Summenformeln bestehen aus zehn bis maximal 100 Atomen eines
Elements fiir die Analyse verwendet. Die verwendete Auflésung betragt 107 Die Gepunktete Linie

entspricht der abgeschétzten faktoriell wachsenden Laufzeit fir sechs Isotope.

Um die Laufzeit von realen Summenformeln abschétzen zu kénnen wurden eine Test-
Datei mit Summenformeln mit finf unterschiedlichen elementare Zusammensetzungen
gewdahlt. Da das Programm fir die Auswertung von Pyrolysedl-Spektren entwickelt
wurde, enthalten alle Summenformeln Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff.
Insgesamt wurden die flnf theoretischen Summenformeltypen

CnHania,  CuHani20n,  CoHonizimOnNp

(6.1)
CnH2n+2+m0nNmSm' CnH2n+2+m OnNmSmFem/Z

mit n =10,20,...,500 und m =2,4,...,100 verwendet. Es sind Atome mit zwei

(Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff), drei (Sauerstoff) und vier Isotopen (Schwefel
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und Eisen) vertreten. In Abbildung 6-6 ist die benttigte Rechenzeit logarithmisch fur die
funf  Summenformeltypen dargestellt. Aufgrund der schnell wachsenden
Berechnungsdauer pro Isotopen-Anzahl und Atomanzahl zeigt das Diagramm die
Ergebnisse nur bis n =130, m = 26. Man erkennt einen linearen, bzw. bei nicht
logarithmischer Darstellung exponentiellen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Atome und der Laufzeit. Zwischen den einzelnen Summenformeltypen ist die Laufzeit
anndhernd konstant. Eine Ausnahme bildet hier die der Typ C,H,.,, bei dem die
Laufzeit durchgehend konstant bleibt. Dies ist damit zu begriinden, dass Kohlenstoff
und Wasserstoff diisotopische Elemente sind und die Isotopenverteilungen nicht mit
Hilfe des Partitionsalgorithmus berechnet werden missen (vgl. Kapitel 5.2.1).

Fur die Berechnung des Isotopenmusters der Summenformeln mit kleinster Masse
C10H,, bendtigt der Algorithmus weniger als 10 ms und bei der Summenformel mit der

grofRten Masse C;39H;g50120N26526Fe13 173 Sekunden.

Rechenzeit der multinomialen Methode
verschiedener Summenformeln

i)
E
:'q—;
N
o
i)
N .
S O o
BC(n) H(2n+2) =N 'Qé) S P S
C(n) H(Zn+2+m) O(n) Parameter (n, m)

C(n) H(2n+2+m) O(n) N(m)
BEC(n) H(2n+2+m) O(n) N(m) S(m)
B C(n) H(2n+2+m) O(n) N(m) S(m) Fe(m/2)

Abbildung 6-4: Rechenzeit der multinomialen Methode von fiinf Summenformeltypen
Es ist die Rechenzeit verschiedener Summenformeln dargestellt. Die Rechenzeit ist logarithmisch
aufgetragen und in Millisekunden angegeben. Es ist ein linearer Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Atome der Elemente in den Summenformeln und der Rechenzeit erkennbar. Eine Ausnahme bildet
CnH,y4 2, da hier nur diisotopische Elemente vorhanden sind. Die Anzahl der Elemente in den

Summenformeln hat wenig bis kaum Einfluss auf die Rechenzeit.
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6.2 Simulationen mit der 2D-FT Methode

6.2.1 SAIB Spektren

Fur die Simulation des fragmentierten und nicht fragmentierten Spektrums mit der 2D-
FT Methode wurde die Ladung —1 und funf verschiedene Aufldsungen verwendet. Zum
einen die gemessenen Auflésungen aus den zugehoérigen TXT Dateien sowie die nach
Formel 5.4 und den Standardwerten approximierte Auflosung und zum anderen die
konstanten Werte 10%,10°,10° und 107. Das Ergebnis der Simulation mit dem 2D-FT
Algorithmus mit der gemessenen Auflosung ist in Abbildung 6-5 dargestellt. Auf der
positiven Achse ist das nicht fragmentierte Spektrum und auf der negativen Achse das
simulierte Spektrum abgebildet. Die Peaks, zu denen Summenformeln gehdren wurden

im nicht fragmentierten Spektrum markiert.
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Abbildung 6-5: Nicht fragmentiertes Spektrum & 2D-FT simuliertes Spektrum im Vergleich
Auf der positiven Achse ist das nicht fragmentierte Spektrum abgebildet. Die in Magenta hervorgehobenen
Peaks sind mit einer Summenformel assoziiert. Das blaue Spektrum auf der negativen Achse ist das mit

der multinomialen Methode simulierte Spektrum mit der gemessenen Auflésung und Ladung von -1.
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Wie schon bei der multinomialen Methode unterscheiden sich die simulierten Spektren
in der Anzahl simulierter Peaks pro Summenformel. Mit steigender Auflosung nimmt
die Anzahl der Peaks zu. Im Allgemeinen ist die Anzahl der berechneten Peaks mit der
2D-FT Methode jedoch hoher als bei der multinomialen. Die Laufzeit ist im Vergleich zu
der multinomialen Methode mit 1,3 s beim nicht fragmentierten bzw. 3,4s beim
fragmentierten bei der Benutzung der gemessenen Auflésung bis zu 7,9 s bzw. 28,47 s
bei einer Auflosung von 107 deutlich hther als bei der multinomialen Methode. Je
hoher die Auflosung desto langer dauert die Berechnung und desto mehr Peaks
werden berechnet. In Tabelle 6-2 sind die Laufzeit und Peak-Anzahl kurz

zusammengefasst.

Tabelle 6-2: Ergebnisse der Berechnung der SAIB Spektren mit der 2D-FT Methode
Die Tabelle listet die Laufzeit, die Gesamtzahl der Peaks sowie die minimale und maximale Anzahl von
Peaks mit der entsprechenden Summenformel auf. Weil3e Zeilen entsprechen dem fragmentierten
Spektrum (F) und Blaue dem nicht fragmentierten (NF). MEAS steht fur die Verwendung der gemessenen
Auflésung und EXP2 fiir die approximierte Auflésung nach Formel 5.4.

Auflésung MEAS EXP2 10* 105  10° 107 Bemerkung

NF 1,308 1,361 1,207 1,246 1,648 7,936
F 3,407 3,341 3,004 3,796 4,280 28,478

Laufzeit in [s]

244 237 229 272 1228 3936  Original:391
Anzahl Peaks o

1025 979 565 640 3226 8442 Original:1763
Minimale NF 8 8 8 8 35 102
Anzahl Peaks F 8 8 8 8 32 55
Maximale NF 14 13 9 12 65 191
Anzahl Peaks F 48 49 9 15 70 195

Die Anzahl der Peaks fir das nicht fragmentierte Spektrum ist in Abbildung 6-6 und fur
das fragmentierte Spektrum in Abbildung A-2 dargestellt. Bei beiden Spektren liegt die
Anzahl der Peaks fiir die gemessenen, approximierten und konstanten (10% 10°)
Aufldsungen zwischen 8 und 12 Peaks. Im fragmentierten Spektrum bei der
gemessenen und approximierten Auflosung erkennt man zudem, dass bei einigen
Summenformeln mit kleinerer Masse bis zu 60 Peaks berechnet worden sind. Dies ist
Aufgrund der exponentiell fallenden Auflosungsfunktion erklarbar. Je geringer die
Masse einer Summenformel, desto hoher die Auflésung und desto mehr Peaks kdnnen
voneinander getrennt gemessen werden. Da der 2D-FT- Algorithmus die Isotopen-

muster auf Basis der Aufldsung berechnet, gilt dieser Zusammenhang ebenfalls.
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Anzahl berechneter Peaks in Abhangigkeitvon
Summenformel und Auflésung
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Abbildung 6-6: Anzahl berechneter Peaks in Abh&angigkeit von Summenformel und Auflésung
Die Anzahl der Peaks pro Summenformel nimmt mit zunehmender Masse und Auflésung zu. Die starken
Schwankungen der Peak-Anzahl bei gleichbleibendem Schwellwert sind durch unterschiedliche

Isotopenzahlen der Elemente erklarbar.

6.2.2 Laufzeitmessungen

Fur den 2D-FT Algorithmus wurden ebenfalls einige Laufzeitmessungen durchgefinhrt.
Es wurden die Isotopenmuster fiir theoretische Molekiile bestehen aus einem Element
mit n = 10, ...,100 Atomen berechnet und die Laufzeit gemessen. Die Auflésung
betrug 107. Abbildung 6-7 zeigt das Ergebnis in Abh&ngigkeit von Isotopen- und Atom-
Anzahl. Anders als bei der multinomialen Methode bewegt sich die Laufzeit bei allen
Elementen innerhalb eines Zeitintervalls von minimal 50 ms bei zwei Isotopen bis
maximal 30 Sekunden bei neun Isotopen. Innerhalb eines Isotops schwanken die
Werte ca. um den Faktor 10 und ist fir jedes Element unterschiedlich. Dies ist durch
die unterschiedlichen Isotopenhaufigkeiten und den unterschiedlichen Massen der
Isotope erklarbar. Zudem ist die Laufzeit von der eingesetzten Auflésung abhangig. Da
die 2D-FT Methode nicht wie die multinomiale Methode jede Isotopenkombination
einzeln berechnet sondern viel mehr die Summe aller Kombinationen, ist es abhangig
von der Auflésung, Masse und Haufigkeit ob zwei Isotopenverteilungen als getrennte
oder als aggregierter Peak im berechneten Spektrum erscheint. Dies wiederrum
beeinflusst die Anzahl der Peaks und damit die Berechnungsdauer.
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Laufzeit der 2D - FT Methode in Abhangigkeit
der Isotopen- und Atomanzahl
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Abbildung 6-7: Laufzeit der 2D-FT Methode in Abh&angigkeit von Isotopen- und Atomanzahl
Es ist die logarithmische Laufzeit in Millisekunden der 2D-FT Methode fir verschiedene Elemente mit zwei
bis zehn Isotopen dargestellt. Die benutzten Elemente sind in Klammern hinter den Isotopenzahlen in der
Legende angezeigt. Es wurden Summenformeln bestehend aus zehn bis maximal 100 Atomen eines

Elements fur die Analyse verwendet.

Fur die 2D-FT Methode wurden ebenfalls Laufzeitmessungen fir die funf
Summenfomreltypen aus Formel 6.1 vorgenommen. Es wurde eine Aufldsung von 107
verwendet. Die logarithmische Laufzeit in Millisekunden in Abhéangigkeit der
Summenformeln ist in Abbildung 6-8 dargestellt. Es ist auch hier eine konstante
Laufzeit bei steigender Atomanzahl innerhalb eines Summenformeltyps erkennbar. Die
geringste Laufzeit besitzt C,H,,,, mit 80 msbis1s . Die hochste Laufzeit hat
CaHont24mOnNmSmFem, mit 1,5sbis 14,2s. Im Anhang in Tabelle A-2 sind die

Laufzeiten der beiden Methoden =zu Simulation von Spektren vergleichend

gegenibergestellt.
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Rechenzeit der 2D FT Methode fiir
verschiedene Summenformeln
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Abbildung 6-8: Rechenzeit der 2D — FT Methode fiir verschiedene Summenformeln
Es ist die logarithmische Rechenzeit in Millisekunden verschiedener Summenformeltypen logarithmisch
aufgetragen. Sie bleibt bei zunehmender Anzahl an Elementen und Atomen pro Element annahernd
konstant.

6.3 Vergleich von Spektren

6.3.1 Anwendung auf gemessene und simulierte Spektren

Der Vergleich von Spektren ermdglicht es zum Beispiel die Isotopenpeaks aus einem
Spektrum mit Hilfe eines simuliertes Spektrums zu filtern, kann dabei helfen noch nicht
erkannte Isotopenmuster zu finden oder Seitenpeaks bei sehr starken Intensitdten von
Isotopenpeaks zu unterscheiden. Es wurden verschiedene simulierte Spektren mit
gemessenen und die gemessenen Spektren untereinander verglichen. In Tabelle 6-3
sind die Ergebnisse einiger Vergleiche dargestellt. Fir den Distanz-Schwellwert, der
entscheidet ob ein Peak als Match klassifiziert wird, wurde fur die Verwendung der
Jeffrey-Matusita Distanz tgiseance = 0.5 gewahlt. Fir den ppm-Schwellwert wurde
tppm = 0.5 UNd tgiseance = 1 gewahlt. Das bedeutet alle Peak-Paare mit einem ppm-
Wert kleiner 0.5 werden als Match eingestuft, insofern nicht einer der beiden Peaks
vorher schon einmal als Match eingestuft worden ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei einem Vergleich der gemessenen Spektren

miteinander mehr Ubereinstimmende Peaks gefunden worden als bei dem Vergleich
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der simulierten mit gemessenen Spektren. Dies ist darauf zurtckzufihren, dass, wie
schon im Kapitel vorher erwahnt, bei der Simulation meist mehr Peaks pro Isotopen-
muster berechnet werden, als vom Massenspektrometer detektiert werden kdnnen.
Des Weiteren ergibt der Vergleich eines multinomial berechneten Spektrums mit dem
nicht fragmentierten Spektrum fast genauso viele Matches wie Mismatches. Das
gleiche Ergebnis wird auch bei anderen Vergleichen mit multinomial simulierten
Spektren erzielt. Die multinomiale Methode berechnet jeden Isotopenpeak einzeln. Ein
Massenspektrometer kann jedoch diese Peaks nur bedingt, abhdngig von der
Auflésung, Anzahl der lonen im Massenanalysator usw. auflésen (vgl. Abbildung 6-9).
Dies fuhrt zu aggregierten Peaks, die mit einzelnen berechneten Isotopenpeaks

verglichen werden und damit zu vielen Mismatches.
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Abbildung 6-9: Beispiel der Klassifikation eines Istopenpeaks
Es sind ein Peak des nicht fragmentierten Spektrums (magenta) und mehrere Isotopenpeaks des
multinomial berechneten Spektrums dargestellt. Der orange hervorgehobene Peak matcht mit dem Peak
aus dem gemessenen Spektrum. Die umliegenden Peaks kénnten je nach gesetztem Schwellwert als

Mismatch klassifiziert werden.

Die Gesamt-Distanz d, x zwischen den Spektren ist bei der Verwendung der Jeffrey-
Matusita Distanz kleiner als bei dem reinen ppm-Vergleich. Dies ist auf die
unterschiedlichen Distanzmethoden zurtckzufihren. Prinzipiell gilt fur die Gesamt-

Distanz, dass dieser Wert keinen eindeutigen Hinweis darauf gibt, wie gut oder
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schlecht ein Vergleich ist. Er zeigt lediglich eine Tendenz und ist auch von den
Spektren die verglichen werden sollen abhéngig.

Tabelle 6-3: Ergebnisse des Spektren-Vergleichs am Beispiel von SAIB
Es sind die Ergebnisse einiger Vergleiche zwischen gemessenen und berechneten Spektren aufgelistet.
Die Abkurzungen NF und F stehen fir nicht fragmentiertes und fragmentiertes Spektrum, MN_0,001 fur
ein multinomial simuliertes Spektrum mit Schwellwert 0,001, FT_measRes fir ein 2D-FT simuliertes
Spektrum mit gemessener Auflésung und d(Q, R) fur die Gesamt-Distanz. Die Werte tpisiance UNd typm

stellen die eingestellten Schwellwerte dar.

tiistance Cppm SPektrum 1  Spektrum2  d(Q,R) M MM D/l

0,5 / NF F 0,04720 370 2 1364/21
1 0,5 0,20558 270 O 1466/121
0,5 / F Scan40 0,05313 263 O 1473/26
1 0,5 0,28213 222 O 1514/67
0,5 / NF MN_0.001  0,07784 108 119 117/283
1 0,5 0,23609 86 O 258/305
0,5 / NF FT_measRes 0,06959 93 O 151/298
1 0,5 0,14440 60 O 184/331

6.3.2 Analyse der Jeffrey-Matusita Distanz

Bei der Jeffrey-Matusita Distanz haben die zwei Parameter m/z und Auflésung einen
Einfluss darauf ob ein Peak-Paar als Match klassifiziert wird oder nicht. In Abbildung
6-10 ist der Verlauf der JM-Distanz fur verschiedene AR und Am/z — Werte in
Abhangigkeit von Auflosung und nomineller Masse dargestellt. Dabei gibt AR =
0,50.000,100.000 und Am/z = 0,1073,10~%,10° die Differenz in Auflésung und Masse
von jeweils zwei zu vergleichenden Peaks wieder.

Aus der Abbildung geht hervor, dass die beiden Parameter einen sehr
unterschiedlichen Einfluss auf die JM-Distanz besitzen. Eine grdl3ere Differenz in der
Auflésung bei konstantem Am/z fuhrt unabhangig vom m/z-Wert zu einem geringen
Anstieg der JM-Distanz bei sinkender Aufldsung. Eine zunehmende Massendifferenz
hingegen fuhrt zu einem starken Anstieg der JM-Distanz bei sinkender Masse. Fur
einen Vergleich von zwei Peaks bedeutet das: Ist die Masse beider Peaks sehr klein,
die Massendifferenz aber relativ hoch, steigt die JM-Distanz unabh&ngig von der
Auflésung. Ebenso fuhrt eine geringe Auflésung unabhéngig von der Masse zu einem

Anstieg der Distanz.
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Abbildung 6-10: Jeffrey Matusita Distanz Analyse

(Beschreibung siehe Text)
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7 Auswertung und Diskussion

7.1 Simulation der Spektren

7.1.1 Vergleich der Eingabe- und Ausgabe-Parameter

Fur die Simulation von Massenspektren wurden die multinomiale (siehe Kapitel 3.4.2)
und die 2D-FT Methode (siehe Kapitel 3.4.3) vorgestellt. In Tabelle 2-1 sind die
bendtigten Eingabeparameter und in Tabelle 7-2 die Ausgabewerte beider Methoden
dargestellt. Beide Methoden benétigen mindestens die Summenformel eines Molekuls
und deren Intensitat. Die Intensitat ist nicht notwendigerweise flr das Berechnen der
Isotopenmuster notwendig, wird aber um die gemessenen Spektren auch in

Originalintensitét darzustellen mit angegeben.

Tabelle 7-1: Vergleich der Eingabeparameter der multinomialen und 2D-FT Methode
Fir die beiden Methoden werden unterschiedliche Parameter benétigt. Die Symbole zeigen die
Notwendigkeit des jeweiligen Parameters an: v* - notwendig, % - nicht notwendig, (v) — nicht fir die reine

Berechnung der Isotopenmuster notwendig..

multinomial 2D-FT

Summenformel v v
Intensitat ) )
Auflésung x v
Ladung v v
Schwellwert 4 x

Beide Methoden liefern eine Summenformel, die Intensitdten und m/z -Werte der
berechneten Peaks. Da die multinomiale Methode auf der Berechnung mit Hilfe von
Isotopenwahrscheinlichkeiten basiert, kbnnen hier zusatzlich Informationen tber die in
der Summenformel enthaltenen Isotope angegeben werden. Bei der 2D-FT Methode
ist dies nicht moglich, jedoch wird hier die Berechnung auf Grundlage der Auflésung
durchgefiuhrt, sodass zum einen das berechnete Spektrum ein Profilspektrum darstellt

und zum anderen die Auflésung erhalten bleibt.
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Tabelle 7-2: Vergleich Ausgabeparameter der multinomialen und 2D-FT- Methode
Die beiden Methoden haben unterschiedliche Ausgabewerte. Die Symbole zeigen an, ob die jeweiligen

Werte berechnet werden: v - ja, x - nein.

multinomial 2D-FT

Summenformel v v
Isotopenformel v X
Intensitéat v v
m/z 4 4
Auflésung x v

Ein weiterer Unterschied der beiden Methoden ist, dass die multinomiale Methode ein
Linienspektrum und die 2D-FT Methode ein Profilspektrum erzeugt. Die einzelnen
Peaks des Profilspektrums haben die Form einer GauB-Funktion. Aufgrund dieser
Tatsache wurde es, um den Speicherbedarf zu minimieren, in ein Linienspektrum
konvertiert. Das urspriingliche Ergebnis kann jedoch, durch erneutes berechnen der

Gaul3-Kurve Uber jeden einzelnen Peak wieder hergestellt werden.
7.1.2 Laufzeit, Effizienz und Genauigkeit

Bei den Laufzeitmessungen stellte sich heraus, dass der multinomiale Algorithmus mit
steigender Anzahl an Atomen und damit zunehmender Masse exponentiell bzw. wenn
Elemente mit sechs oder mehr Isotopen in der Summenformel auftreten, faktoriell

wachst. So bendtigt der Algorithmus im worst-case Fall
0 (nel.+ fe, — 1) o (ne".+ fer. = 1) (7.1)
e, —1 lg, — 1

wobei n,, die Anzahl der Atome und i,, die Anzahl der Isotope des Elements ¢, in der

Summenformel darstellt. Eine Ausnahme bildet die Berechnung der Isotopen-
verteilungen von Molekilen mit ausschlieRlich mono- oder diisotopischen Elementen,
bei denen die Laufzeit anndhernd konstant bleibt (vgl. Abbildung 6-4). Aus diesem
Grund ist der multinomiale Algorithmus mit seiner aktuellen Implementierung nicht fur
die Berechnung von Isotopenmustern von Summenformeln, welche polyisotopische
Elemente mit mehr als 140 Atomen enthalten, geeignet. Des Weiteren ist die
Rechenzeit weniger stark vom gesetzten Schwellwert abhéngig, da bevor dieser im
Algorithmus bertcksichtigt wird, erst einmal alle moglichen Isotopenverteilungen mit

Hilfe von Algorithmus 5.1 und 5.2 berechnet werden mussen. Dieser Teil des
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Algorithmus nimmt die meiste Zeit in Anspruch. Bei kleineren Summenformeln, wie
zum Beispiel bei den Spektren von SAIB kann die multinomiale Methode jedoch auch
schneller als die 2D-FT Methode sein (vgl. Tabelle 6-1 und Tabelle 6-2).

Vorteil der multinomialen Methode ist, dass unabhéngig von der Auflésung?®, alle
Isotopenpeaks einer Summenformel oberhalb des gesetzten Schwellwertes berechnet
werden. Es werden keine aggregierten Peaks gebildet und fur jeden Peak erhalt man
Informationen Uber die genaue Zusammensetzung der Summenformel, d.h. welche
Isotope enthalten sind. Die 2D-FT Methode ist besonders gut fur die Berechnung von
Isotopenmusters von Molekilen mit vielen polyisotopischen Elementen, da die Laufzeit
auch bei einer groRen Anzahl von Atomen annahernd konstant bleibt (vgl. Abbildung
6-8). Des Weiteren werden, abhangig von der Auflésung, Massendifferenz und
Haufigkeit, Peaks als aggregierte Peaks zusammengefasst. In Abbildung 7-1 ist
beispielhaft ein Peak bei m/z 865,4256 dargestellt. In griin ist der mit der multinomialen
Methode (Schwellwert 0,001) und in blau das mit der 2D-FT Methode (gemessene
Auflésung) berechneter Peak dargestellt. Es wurden zuséatzlich zum Profilspektrum die
einzelnen Peaks dargestellt. Es ist erkennbar, dass mit der multinomialen Methode vier
einzelne Isotopenpeaks berechnet wurden und die 2D-FT Methode direkt den
aggregierten Peak ausgibt. Wird eine hohere Auflosung gewahlt, kdnnen jedoch auch

bei der 2D-FT Methode die einzelnen Isotopenpeaks berechnet werden.

* Bei der Berechnung des Linienspektrums mit der multinomialen Methode kann man auch von
einer Berechnung bei unendlich groRer Auflésung sprechen.
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Abbildung 7-1: Vergleich eines mit der multinomialen und 2D-FT Methode berechneten Peaks
Ein Peak aus dem berechneten Spektrum des nicht fragmentierten Spektrums von SAIB. In griin ist das
Ergebnis der multinomialen Methode (Schwellwert 0.001) und in blau das der 2D-FT Methode (gemessene
Auflésung) dargestellt. Wéhrend die multinomiale Methode jeden Isotopenpeak einzeln berechnet gibt die

2D-FT Methode direkt den aggregierten Peak aus.

Vergleicht man das komplette multinomial berechnete Spektrum mit dem nach der 2D-
FT Methode berechnete Spektrum von SAIB in Abbildung 7.1 erkennt man eine groR3e
Ahnlichkeit zwischen den beiden Ergebnissen. Nicht nur die Position der Peaks und die
Isotopenmuster stimmen gut tberein sondern auch die Intensitaten der M+1, M+2,...
Peaks. Die Intensitaten der jeweiligen Molekilionen-Peaks sind gleich der Intensitat
des entsprechenden Peaks im gemessenen Spektrum. Die berechneten m/z-Werte
stimmen bei beiden Methoden exakt Uberein, da die gleiche Isotopentabelle (siehe
Anhang Tabelle A-1) verwendet wurde. Sie sind ebenfalls mit der berechneten Masse
in der CSV Datei identisch.
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Abbildung 7-2: Vergleich 2D-FT Spektrum mit multinomial simuliertem Spektrum von SAIB
Das nicht fragmentierte Spektrum von SAIB wurde mit der multinomialen Methode (Schwellwert 0,001)
und mit der 2D-FT Methode (gemessene Auflosung) simuliert. In griin ist das multinomiale und in blau das
2D-FT Spektrum dargestellt. In Magenta bzw. Orange sind jeweils die Molekil-lonen-Peaks

hervorgehoben.

Der groRte Unterschied zwischen den beiden Methode, abgesehen von der Laufzeit,
besteht in der Anzahl berechneter Peaks pro Summenformel (vgl. Abbildung 6-2 bzw.
Abbildung 6-6). Abhangig von Schwellwert bzw. Auflésung werden unterschiedlich
viele Isotopenpeaks berechnet. Da ein Massenspektrometer jedoch technisch bedingt
ein gewisses Rauschen aufweist, konnen Peaks mit sehr niedriger Intensitat nicht mehr
detektiert werden bzw. gehen im Rauschen unter. Aufgrund dieser Tatsache missen
auch nicht alle Isotopenpeaks simuliert werden um sie mit einem gemessenen
Spektrum vergleichen zu kdnnen. In Abbildung 7-3 ist dies an dem Basispeak des nicht
fragmentierten Spektrum dargestellt. Es sind nur die ersten finf Isotopen-Peaks des
berechneten Spektrums (2D-FT Methode, gemessene Aufldsung) im gemessenen
Spektrum vorhanden. Die trifft fir die meisten Peaks zu. Daher wiirde die Berechnung
von funf Peaks pro Summenformel fur die vorliegenden Spektren ausreichen. Die
Anzahl der gemessenen Isotopenpeaks ist jedoch von der elementaren

Zusammensetzung sowie der Anzahl der lonen im Massenspektrum abh&éngig.
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Abbildung 7-3: Vergleich eines berechneten und gemessenen Isotopenmusters
Es ist das Isotopenmuster des Basispeaks des nicht fragmentierten Spektrums (in Magenta
hervorgehoben) und das zugehérige mit der 2D-Methode berechnete Isotopenmuster (in Orange
hervorgehoben) dargestellt. Die ersten funf Peaks (M bis M+4) des berechneten Isotopenmusters sind

auch im gemessenen Spektrum vorhanden.

7.1.3 Parameterwahl

Mit Hilfe der Laufzeitmessungen sowie der Beispiel-Simulationen und der Analyse der
berechneten Spektren kdénnen zusammenfassend allgemeine Aussagen Uber die
Parameterwahl fir die multinomiale und 2D-FT Methode getroffen werden. In Tabelle
7-3 sind noch einmal die wichtigsten Fakten zur Parameter und Methodenwahl
dargestellt. Als Standard-Schwellwert fur die multinomiale Methode wird 0,001 gewabhit.
Mit diesem Wert werden ausreichend Isotopenpeaks fiir einen Vergleich mit einem
gemessenen Spektrum berechnet. Ein kleinerer Wert berechnet mehr, ein groRerer
Wert weniger Peaks (vgl. Tabelle 6-1). Fur die 2D-FT Methode wird, wenn vorhanden
vorrangig die gemessene Auflosung empfohlen. Ist diese nicht vorhanden kann eine
der approximierten Auflosungsfunktionen gewahlt werden. Im allgemeinen gilt, je
kleiner die Auflosung desto weniger Peaks, werden berechnet und desto mehr
Isotopenpeaks innerhalb einer nominellen Masse werden als aggregierter Peaks
ausgegeben. In Abbildung 7-4 ist das Erscheinungsbild eines Peaks bei verschiedenen

Auflosungen dargestellt.
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Tabelle 7-3: Zusammenfassung und Parameterwahl fiir die Simulation von Spektren

multinomial 2D-FT
Molekil- bis 130 Atome fiir Polyisotopische
groie Elemente egal
wachst exponentiell bis faktoriell
Laufzeit Ausnahme: mono- und diisotopische annéhernd konstant
Molekdle
g Linienspektrum Profilspektrum
einzelne Isotopenpeaks aggregierte Isotopenpeaks
Ladung je nach lonisisationsmethode je nach lonisisationsmethode
Schwell- je kleiner, desto mehr berechnete
wert Peaks. Standard 0.001 /
Je hoher desto mehr berechnete Peaks.
Auflésung Standard: gemessene Auflésung (wenn
vorhanden), sonst approximierte
350E6
325E6
300E6
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250E6 «— 10°
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Abbildung 7-4: Ein mit 2D-FT simulierter Isotopenpeak mit verschiedenen Auflésungen

Es wurden die Auflésungen 103, 10%und 107 verwendet. Es ist gut die verschiedenen Aggregationsstufen

der einzelnen Isotopenpeaks zu erkennnen. Wahrend bei 105 nur ein einziger Peak berechnet wird sind es

bei 107 sieben verschiedene.
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7.2 Vergleich von Spektren

Der Algorithmus fir den Vergleich von Spektren wurde in Kapitel 5.3 vorgestellt. Er
basiert auf dem paarweisen Vergleich von Peaks. Die Anzahl an Matches gibt direkten
Aufschluss dartiber, welche Peaks die beiden Spektren gemeinsam haben. Insertionen
und Deletionen sind Peaks die zu keinem Peak zugeordnet werden konnten. Eine
besondere Rolle nehmen die Mismatches ein. Sie konnen auftreten, wenn zum
Beispiel durch unterschiedliche Auflésungen zweier Peaks in dem einen Spektrum nur
ein Peak und in dem anderen mehrere Peaks gemessen wurden.

Die Verwendung der JM-Distanz ist dann von Vorteil wenn die zu vergleichenden
Spektren &hnliche Aufldsungen besitzen. Die besten Ergebnisse wurden bei der
Verwendung der gemessenen Auflosung erzielt (vgl. Tabelle 6-3). Des Weiteren ist die
JM-Distanz fur Peaks mit sehr groRem m/z-Wert weniger geeignet. Aus Abbildung
6-10 geht hervor, dass sie bei zunehmender Masse immer mehr abnimmt und in ein
asymptotisches Verhalten Ubergeht. Das fihrt zu immer kleiner werdenden
Unterschieden der JM-Distanz bei zunehmender Masse und gleichbleibender
Auflésungs- und Massendifferenz.

Ist die JM-Distanz nicht anwendbar, kann auf die ppm-Distanz ausgewichen werden.
Die Peaks werden dabei nur anhand ihres ppm-Wertes verglichen. Dabei gilt, dass mit
zunehmender Masse grof3ere Massendifferenzen toleriert werden. Dies ist wichtig, da
bei einem Massenspektrometer die Genauigkeit ebenfalls mit zunehmender Masse

sinkt.
7.2.1 Parameterwahl

Welche Werte man fur den Schwellwert tg;siance Und ty,,, Wahlt hangt davon ab, wie
viel Abweichung man zwischen zwei Peaks zulassen méchte um sie gerade noch als
Match einzustufen. Fir den Schwellwert t;;stqnce fur die Verwendung der JM-Distanz
haben sich Werte zwischen 0,3 und 0,5 als praktikabel erwiesen. Hohere Werte
erhohen die Anzahl gefundener Mismatches. Die in Abbildung 6-10 abgebildeten Plots
kénnen verwendet werden, um anwendungsspezifische Schwellwerte abzuleiten.

Fur den Standardwert Standard ppm-Schwellwert wurde 0,5 gewéahlt. Abhangig von
den zu vergleichenden Spektren kann ein hoherer oder niedrigerer Schwellwert
sinnvoll sein. Werden zum Beispiel zwei simulierte Spektren verglichen sollte ein sehr
kleiner Wert gewahlt werden, da die Massen einzelner Isotopenpeaks nicht oder nur

sehr wenig voneinander abweichen.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden zwei Algorithmen zur Simulation von Massenspektren auf der
Basis von Summenformeln vorgestellt: Die multinomiale Methode und die 2D-FT
Methode. Des Weiteren wurde eine Mdglichkeit vorgestellt Spektren, egal ob simuliert
oder experimentell bestimmt, miteinander zu vergleichen. Die Algorithmen wurden
anschlielend in JAVA implementiert und die grafische Oberflache SEAT dazu
entwickelt.

Zuséatzlich zu dem vorliegenden Dokument ist eine CD beigelegt, auf der das
Programm SEAT und die verwendeten Massenspektren von SAIB enthalten sind.
Ebenfalls ist ein Handbuch als Teil dieser Arbeit beigelegt. Das Programm ist voll
funktionstiichtig und bietet neben der reinen Berechnung der Spektren und dem
Vergleich von Spektren weitere hilfreiche Funktionen zur grafischen Darstellung sowie
Import und Export von Dateien.

Als eine Verbesserung des Programms ist die effizientere Berechnung der simulierten
Spektren mit Hilfe des multinomialen Algorithmus zu nennen. Des Weiteren ist eine
Erweiterung des Vergleichs-Algorithmus sinnvoll, sodass zum Beispiel automatisch mit
Hilfe der berechneten Spektren experimentell bestimmte Spektren von Rausch-Peaks
oder Seitenpeaks bereinigt werden. Eine weitere Moéglichkeit ist die Erweiterung der
Analyse der verschiedenen Scans aus einem Kollisionsexperiment. und die

verwendeten Massenspektren von SAIB enthalten sind.
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Anhang- Massen und Haufigkeiten der Elemente und deren Isotope

XVIII

A Massen und Haufigkeiten der Elemente und

deren Isotope

Tabelle A-1: Isotopenzusammensetzung sowie Massen der Elemente

Element- Isotopen-  Haufigkeit r"ele}tive. relative
Symbol name N Masse [u] [%] Haufigkeit Atommasse
der Isotope [u]

H Wasserstoff 1 1 1,007825 100 0,999885 1,00795
H Wasserstoff 1 2 2,014101 0,0115 0,000115 1,00795
He Helium 2 3 3,016029 0,000137 0,00000134 4,002602
He Helium 2 4 4,002603 100 0,99999866 4,002602

Li Lithium 3 6 6,015122 8,21 0,0759 6,941
Li Lithium 3 7 7,016004 100 0,9241 6,941
Be Beryllium 4 9 9,012182 100 1 9,012182
B Bor 5 10 10,012937 24,8 0,199 10,812
B Bor 5 11 11,009306 100 0,801 10,812
C Kohlenstoff 6 12 12 100 0,9893 12,0108
C Kohlenstoff 6 13 13,003355 1,08 0,0107 12,0108
N Stickstoff 7 14 14,003074 100 0,99636 14,00675
N Stickstoff 7 15 15,000109 0,369 0,00364 14,00675
@] Sauerstoff 8 16 15,994915 100 0,99757 15,9994
O Sauerstoff 8 17 16,999132 0,038 0,00038 15,9994
@) Sauerstoff 8 18 17,999116 0,205 0,00205 15,9994
F Fluor 9 19 18,998403 100 1 18,998403
Ne Neon 10 20 19,992402 100 0,9048 20,1798
Ne Neon 10 21 20,993847 0,3 0,0027 20,1798
Ne Neon 10 22 21,991386 10,22 0,0925 20,1798
Na Natrium 11 23 22,989769 100 1 22,989769
Mg Magnesium 12 24 23,985042 100 0,7899 24,3051
Mg Magnesium 12 25 24,985837 12,66 0,1 24,3051
Mg Magnesium 12 26 25,982593 13,94 0,1101 24,3051
Al Aluminium 13 27 26,981538 100 1 26,981538
Si Silicium 14 28 27,976927 100 0,92223 28,0855
Si Silicium 14 29 28,976495 5,0778 0,04685 28,0855
Si Silicium 14 30 29,97377 3,3473 0,03092 28,0855
P Phosphor 15 31 30,973762 100 1 30,973762
S Schwefel 16 32 31,972071 100 0,9499 32,067
S Schwefel 16 33 32,971459 0,8 0,0075 32,067
S Schwefel 16 34 33,967867 4,52 0,0425 32,067
S Schwefel 16 36 35,967081 0,02 0,0001 32,067
Cl Chlor 17 35 34,968853 100 0,7576 35,4528
Cl Chlor 17 37 36,965903 31,96 0,2424 35,4528
Ar Argon 18 36 35,967546 0,3379 0,003336 39,948




Anhang- Massen und Haufigkeiten der Elemente und deren Isotope XIX
Ar Argon 18 38 37,962776 0,0635 0,000629 39,948
Ar Argon 18 40 39,962383 100 0,996035 39,948
K Kalium 19 39 38,963706 100 0,932581 39,0983
K Kalium 19 40 39,963999 0,0125 0,000117 39,0983
K Kalium 19 41 40,961826 7,2167 0,067302 39,0983
Ca Calcium 20 40 39,962591 100 0,96941 40,078
Ca Calcium 20 42 41,958618 0,667 0,00647 40,078
Ca Calcium 20 43 42,958769 0,139 0,00135 40,078
Ca Calcium 20 44 43,955481 2,152 0,02086 40,078
Ca Calcium 20 46 45,953693 0,004 0,00004 40,078
Ca Calcium 20 48 47,952534 0,193 0,00187 40,078
Sc Scandium 21 45 44,95591 100 1 44,95591
Ti Titan 22 46 45,952629 11,19 0,0825 47,867
Ti Titan 22 47 46,951764 10,09 0,0744 47,867
Ti Titan 22 48 47,947947 100 0,7372 47,867
Ti Titan 22 49 48,947871 7,34 0,0541 47,867
Ti Titan 22 50 49,944792 7,03 0,0518 47,867
\% Vanadium 23 50 49,947163 0,25 0,0025 50,9415
V Vanadium 23 51 50,943964 100 0,9975 50,9415
Cr Chrom 24 50 49,94605 5,187 0,04345 51,9962
Cr Chrom 24 52 51,940512 100 0,83789 51,9962
Cr Chrom 24 53 52,940654 11,339 0,09501 51,9962
Cr Chrom 24 54 53,938885 2,823 0,02365 51,9962
Mn Mangan 25 55 54,93805 100 1 54,93805
Fe Eisen 26 54 53,939615 6,37 0,05845 55,845
Fe Eisen 26 56 55,934942 100 0,91754 55,845
Fe Eisen 26 57 56,935399 2,309 0,02119 55,845
Fe Eisen 26 58 57,93328 0,307 0,00282 55,845
Co Cobalt 27 59 58,9332 100 1 58,9332
Ni Nickel 28 58 57,935348 100 0,68077 58,6934
Ni Nickel 28 60 59,930791 38,5198 0,26223 58,6934
Ni Nickel 28 61 60,93106 1,6744 0,011399 58,6934
Ni Nickel 28 62 61,928349 5,3388 0,036346 58,6934
Ni Nickel 28 64 63,92797 1,3596 0,009255 58,6934
Cu Kupfer 29 63 62,929601 100 0,6915 63,546
Cu Kupfer 29 65 64,927794 44,57 0,3085 63,546
Zn Zink 30 64 63,929147 100 0,4917 65,39
Zn Zink 30 66 65,926037 57,37 0,2773 65,39
Zn Zink 30 67 66,927131 8,43 0,0404 65,39
Zn Zink 30 68 67,924848 38,56 0,1845 65,39
Zn Zink 30 70 69,925325 1,27 0,0061 65,39
Ga Gallium 31 69 68,925581 100 0,60108 69,723
Ga Gallium 31 71 70,924705 66,367 0,39892 69,723
Ge Germanium 32 70 69,92425 56,44 0,2057 72,61
Ge Germanium 32 72 71,922076 75,91 0,2745 72,61
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Ge Germanium 32 73 72,923459 21,31 0,0775 72,61
Ge Germanium 32 74 73,921178 100 0,365 72,61
Ge Germanium 32 76 75,921403 20,98 0,0773 72,61
As Arsen 33 75 74,921596 100 1 74,921596
Se Selen 34 74 73,922477 1,79 0,0089 78,96
Se Selen 34 76 75,919214 18,89 0,0937 78,96
Se Selen 34 77 76,919915 15,38 0,0763 78,96
Se Selen 34 78 77,91731 47,91 0,2377 78,96
Se Selen 34 80 79,916522 100 0,4961 78,96
Se Selen 34 82 81,9167 17,6 0,0873 78,96
Br Brom 35 79 78,918338 100 0,5069 79,904
Br Brom 35 81 80,916291 97,28 0,4931 79,904
Kr Krypton 36 78 77,920387 0,61 0,00355 83,8
Kr Krypton 36 80 79,916378 4 0,02286 83,8
Kr Krypton 36 82 81,913485 20,32 0,11593 83,8
Kr Krypton 36 83 82,914136 20,16 0,115 83,8
Kr Krypton 36 84 83,911507 100 0,56987 83,8
Kr Krypton 36 86 85,91061 30,35 0,17279 83,8
Rb Rubidium 37 85 84,911789 100 0,7217 85,4678
Rb Rubidium 37 87 86,909183 38,56 0,2783 85,4678
Sr Strontium 38 84 83,913425 0,68 0,0056 87,62
Sr Strontium 38 86 85,909262 11,94 0,0986 87,62
Sr Strontium 38 87 86,908879 8,48 0,07 87,62
Sr Strontium 38 88 87,905614 100 0,8258 87,62
Y Yittrium 39 89 88,905848 100 1 88,905848
Zr Zirconium 40 90 89,904704 100 0,5145 91,224
Zr Zirconium 40 91 90,905645 21,81 0,1122 91,224
Zr Zirconium 40 92 91,90504 33,33 0,1715 91,224
Zr Zirconium 40 94 93,906316 33,78 0,1738 91,224
Zr Zirconium 40 96 95,908276 5,44 0,028 91,224
Nb Niob 41 93 92,906378 100 1 92,906378
Mo Molybdan 42 92 91,90681 61,5 0,1453 95,94
Mo Molybdan 42 94 93,905088 38,33 0,0915 95,94
Mo Molybdan 42 95 94,905841 65,98 0,1584 95,94
Mo Molybdan 42 96 95,904679 69,13 0,1667 95,94
Mo Molybdan 42 97 96,906021 39,58 0,096 95,94
Mo Molybdan 42 98 97,905408 100 0,2439 95,94
Mo Molybdan 42 100 99,907478 39,91 0,0982 95,94
Ru Ruthenium 44 96 95,907599 17,56 0,0554 101,07
Ru Ruthenium 44 98 97,905288 5,93 0,0187 101,07
Ru Ruthenium 44 99 98,905939 40,44 0,1276 101,07
Ru Ruthenium 44 100 99,904229 39,94 0,126 101,07
Ru Ruthenium 44 101 100,905582 54,07 0,1706 101,07
Ru Ruthenium 44 102 101,90435 100 0,3155 101,07
Ru Ruthenium 44 104 103,90543 59,02 0,1862 101,07
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Rh Rhodium 45 103 102,905504 100 1 102,905504
Pd Palladium 46 102 101,905608 3,73 0,0102 106,42
Pd Palladium 46 104 103,904036 40,76 0,1114 106,42
Pd Palladium 46 105 104,905084 81,71 0,2233 106,42
Pd Palladium 46 106 105,903484 100 0,2733 106,42
Pd Palladium 46 108 107,903894 96,82 0,2646 106,42
Pd Palladium 46 110 109,905151 42,88 0,1172 106,42
Ag Silber 47 107 106,905094 100 0,51839 107,8682
Ag Silber 47 109 108,904756 92,9 0,48161 107,8682
Cd Cadmium 48 106 105,906459 4,35 0,0125 112,412
Cd Cadmium 48 108 107,904184 3,1 0,0089 112,412
Cd Cadmium 48 110 109,903006 43,47 0,1249 112,412
Cd Cadmium 48 111 110,904182 44,55 0,128 112,412
Cd Cadmium 48 112 111,902757 83,99 0,2413 112,412
Cd Cadmium 48 113 112,904401 42,53 0,1222 112,412
Cd Cadmium 48 114 113,903358 100 0,2873 112,412
Cd Cadmium 48 116 115,904755 26,07 0,0749 112,412
In Indium 49 113  112,904061 4,48 0,0429 114,818
In Indium 49 115 114,903879 100 0,9571 114,818
Sn Zinn 50 112 111,904822 2,98 0,0097 118,711
Sn Zinn 50 114 113,902782 2,03 0,0066 118,711
Sn Zinn 50 115 114,903346 1,04 0,0034 118,711
Sn Zinn 50 116 115,901744 44,63 0,1454 118,711
Sn Zinn 50 117 116,902954 23,57 0,0768 118,711
Sn Zinn 50 118 117,901606 74,34 0,2422 118,711
Sn Zinn 50 119 118,903309 26,37 0,0859 118,711
Sn Zinn 50 120 119,902197 100 0,3258 118,711
Sn Zinn 50 122 121,90344 14,21 0,0463 118,711
Sn Zinn 50 124 123,905275 17,77 0,0579 118,711
Sb Antimon 51 121 120,903818 100 0,5721 121,76
Sb Antimon 51 123 122,904216 74,79 0,4279 121,76
Te Tellur 52 120 119,904021 0,26 0,0009 127,6
Te Tellur 52 122 121,903047 7,48 0,0255 127,6
Te Tellur 52 123 122,904273 2,61 0,0089 127,6
Te Tellur 52 124 123,902819 13,91 0,0474 127,6
Te Tellur 52 125  124,904425 20,75 0,0707 127,6
Te Tellur 52 126 125,903306 55,28 0,1884 127,6
Te Tellur 52 128 127,904461 93,13 0,3174 127,6
Te Tellur 52 130 129,906223 100 0,3408 127,6

I lod 53 127 126,904468 100 1 126,904468
Xe Xenon 54 124 123,905896 0,33 0,000952 131,29
Xe Xenon 54 126 125,90427 0,33 0,00089 131,29
Xe Xenon 54 128 127,90353 7,14 0,019102 131,29
Xe Xenon 54 129 128,904779 98,33 0,264006 131,29
Xe Xenon 54 130 129,903508 15,17 0,04071 131,29
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Xe Xenon 54 131 130,905082 78,77 0,212324 131,29
Xe Xenon 54 132 131,904154 100 0,269086 131,29
Xe Xenon 54 134 133,905395 38,82 0,104357 131,29
Xe Xenon 54 136 135,907221 32,99 0,088573 131,29
Cs Caesium 55 133 132,905447 100 1 132,905447
Ba Barium 56 130 129,906311 0,148 0,00106 137,328
Ba Barium 56 132 131,905056 0,141 0,00101 137,328
Ba Barium 56 134 133,904503 3,371 0,02417 137,328
Ba Barium 56 135 134,905683 9,194 0,06592 137,328
Ba Barium 56 136 135,90457 10,954 0,07854 137,328
Ba Barium 56 137 136,905821 15,666 0,11232 137,328
Ba Barium 56 138 137,905241 100 0,71698 137,328
La Lanthan 57 138 137,907107 0,09 0,0008881 138,9055
La Lanthan 57 139 138,906348 100 0,9991119 138,9055
Ce Cer 58 136 135,907145 0,209 0,00185 140,116
Ce Cer 58 138 137,905991 0,284 0,00251 140,116
Ce Cer 58 140 139,905434 100 0,8845 140,116
Ce Cer 58 142 141,90924 12,565 0,11114 140,116
Pr Praseodym 59 141 140,907648 100 1 140,907648
Nd Neodym 60 142 141,907719 100 0,27152 144,24
Nd Neodym 60 143 142,90981 44,9 0,12174 144,24
Nd Neodym 60 144 143,910083 87,5 0,23798 144,24
Nd Neodym 60 145 144,912569 30,5 0,08293 144,24
Nd Neodym 60 146 145,913112 63,2 0,17189 144,24
Nd Neodym 60 148 147,916889 21 0,05756 144,24
Nd Neodym 60 150 149,920887 20,6 0,05638 144,24
Sm Samarium 62 144 143,911995 11,48 0,0307 150,36
Sm Samarium 62 147 146,914893 56,04 0,1499 150,36
Sm Samarium 62 148 147,914818 42,02 0,1124 150,36
Sm Samarium 62 149 148,91718 51,66 0,1382 150,36
Sm Samarium 62 150 149,917271 27,59 0,0738 150,36
Sm Samarium 62 152 151,919728 100 0,2675 150,36
Sm Samarium 62 154 153,922205 85,05 0,2275 150,36
Eu Europium 63 151 150,919846 91,61 0,4781 151,964
Eu Europium 63 153 152,921226 100 0,5219 151,964
Gd Gadolinium 64 152 151,919788 0,81 0,002 157,25
Gd Gadolinium 64 154 153,920862 8,78 0,0218 157,25
Gd Gadolinium 64 155 154,922619 59,58 0,148 157,25
Gd Gadolinium 64 156 155,92212 82,41 0,2047 157,25
Gd Gadolinium 64 157 156,923957 63 0,1565 157,25
Gd Gadolinium 64 158 157,924101 100 0,2484 157,25
Gd Gadolinium 64 160 159,927051 88 0,2186 157,25
Th Terbium 65 159 158,925343 100 1 158,925343
Dy Dysprosium 66 156 155,924279 0,21 0,00056 162,5

Dy Dysprosium 66 158 157,924405 0,35 0,00095 162,5
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Dy Dysprosium 66 160 159,925194 8,3 0,02329 162,5
Dy Dysprosium 66 161 160,92693 67,1 0,18889 162,5
Dy Dysprosium 66 162 161,926795 90,53 0,25475 162,5
Dy Dysprosium 66 163 162,928728 88,36 0,24896 162,5
Dy Dysprosium 66 164 163,929171 100 0,00139 162,5
Ho Holmium 67 165 164,930319 100 1 164,930319
Er Erbium 68 162 161,928775 0,42 0,00139 167,26
Er Erbium 68 164 163,929197 4,79 0,01601 167,26
Er Erbium 68 166 165,93029 100 0,33503 167,26
Er Erbium 68 167 166,932045 68,22 0,22869 167,26
Er Erbium 68 168 167,932368 79,69 0,26978 167,26
Er Erbium 68 170 169,93546 44,42 0,1491 167,26
Tm Thulium 69 169 168,934211 100 1 168,934211
Yb Ytterbium 70 168 167,933894 0,41 0,00123 173,04
Yb Ytterbium 70 170 169,934759 9,55 0,02982 173,04
Yb Ytterbium 70 171 170,936322 44,86 0,1409 173,04
Yb Ytterbium 70 172 171,936378 68,58 0,2168 173,04
Yb Ytterbium 70 173 172,938207 50,68 0,16103 173,04
Yb Ytterbium 70 174 173,938858 100 0,32026 173,04
Yb Ytterbium 70 176 175,942568 40,09 0,12996 173,04
Lu Lutetium 71 175 174,940768 100 0,97401 174,967
Lu Lutetium 71 176 175,942682 2,66 0,02599 174,967
Hf Hafnium 72 174 173,94004 0,46 0,0016 178,49
Hf Hafnium 72 176 175,941402 14,99 0,0526 178,49
Hf Hafnium 72 177 176,94322 53,02 0,186 178,49
Hf Hafnium 72 178 177,943698 77,77 0,2728 178,49
Hf Hafnium 72 179 178,944815 38,83 0,1362 178,49
Hf Hafnium 72 180 179,946549 100 0,3508 178,49
Ta Tantal 73 180 179,947466 0,012 0,9998799 180,9479
Ta Tantal 73 181 180,947996 100 0,9998799 180,9479
W Wolfram 74 180 179,946707 0,4 0,0012 183,84
W Wolfram 74 182 181,948206 86,49 0,265 183,84
W Wolfram 74 183 182,950224 46,7 0,1431 183,84
W Wolfram 74 184 183,950933 100 0,3064 183,84
W Wolfram 74 186 185,954362 93,79 0,2843 183,84
Re Rhenium 75 185 184,952956 59,74 0,374 186,207
Re Rhenium 75 187 186,955751 100 0,626 186,207
Os Osmium 76 184 183,952491 0,05 0,0002 190,23
Os Osmium 76 186 185,953838 3,9 0,0159 190,23
Os Osmium 76 187 186,955748 4,81 0,0196 190,23
Os Osmium 76 188 187,955836 32,47 0,1324 190,23
Os Osmium 76 189 188,958145 39,6 0,1615 190,23
Os Osmium 76 190 189,958445 64,39 0,2626 190,23
Os Osmium 76 192 191,961479 100 0,4078 190,23

Ir Iridium 77 191 190,960591 59,49 0,373 192,217
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Ir Iridium 77 193 192,962924 100 0,627 192,217
Pt Platin 78 190 189,959931 0,041 0,00012 195,078
Pt Platin 78 192 191,961035 2,311 0,00782 195,078
Pt Platin 78 194 193,962664 97,443 0,3286 195,078
Pt Platin 78 195 194,964774 100 0,3378 195,078
Pt Platin 78 196 195,964935 74,61 0,2521 195,078
Pt Platin 78 198 197,967876 21,172 0,07356 195,078
Au Gold 79 197 196,966552 100 1 196,966552
Hg Quecksilber 80 196 195,965815 0,5 0,0015 200,59
Hg Quecksilber 80 198 197,966752 33,39 0,0997 200,59
Hg Quecksilber 80 199 198,968262 56,5 0,1687 200,59
Hg Quecksilber 80 200 199,968309 77,36 0,231 200,59
Hg Quecksilber 80 201 200,970285 44,14 0,1318 200,59
Hg Quecksilber 80 202 201,970626 100 0,2986 200,59
Hg Quecksilber 80 204 203,973476 23 0,0687 200,59
Tl Thallium 81 203 202,972329 41,892 0,2925 204,3833
T Thallium 81 205 204,974412 100 0,7048 204,3833
Pb Blei 82 204 203,973029 2,7 0,014 207,2
Pb Blei 82 206 205,974449 46 0,241 207,2
Pb Blei 82 207 206,975881 42,2 0,221 207,2
Pb Blei 82 208 207,976636 100 0,524 207,2
Bi Wismut 83 209 208,980383 100 1 208,980383
Th Thorium* 90 232 232,03805 100 1 232,03805
U Uran* 92 234 234,040946 0,0055 0,000054 238,0289
) Uran* 92 235 235,043923 0,73 0,007204 238,0289

U Uran* 92 238 238,050783 100 0,992742 238,0289
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B Peak-Anzahl simuliertes fragmentiertes Spektrum

Anzahl berechneter Peaks in Abhdngigkeit von Summenformel und Auflésung
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Abbildung A-1: Anzahl berechneter Peaks pro Summenformel mit der multinomialen Methode des fragmentierten Spektrums
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Anzahl berechneter Peaks in Abhdngigkeit von Summenformel und Schwellwert
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Abbildung A-2: Anzahl berechneter Peaks pro Summenformel mit der 2D-FT Methode des fragmentierten Spektrums
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C Laufzeiten Multinomial und 2D-FT Methode

Tabelle A-2: Laufzeiten der multinomialen und 2D-FT Methode fur verschiedene Summenformeln
Es sind die Laufzeiten in Millisekunden fur die funf Summenformeltypen aufgelistet. MN steht fur
multinomial und FT fir den 2D-FT Algorithmus. Es wurden fur die multinomiale Methode ein Schwellwert
von 0,001 und fir die 2D-FT Methode eine Auflosung von 107 verwendet. Typ 1: C,Hopyz, TYP 2:
CnHant24mOn, TYP 3: CoHant24mOnNin, TYP 41 CoHont24mOnNimSm , TYP 50 CuHoni24mOnNmSmFema.

Typ1l Typ2 Typ 3 Typ4 Typs

(n.m) MN FT | MN FT MN  FT MN  FT MN  FT

(10,2) 10 1193 1 867 1 720 1 2683 1 3899
(20, 4) 6 264 1 263 1 719 1 3202 1 14209
(30, 6) 3 120 1 271 5 287 1 2573 32 3904
(40, 8) 3 123 5 295 5 315 10 2556 93 4837
(50, 10) 3 126 10 166 5 297 11 2880 114 5818
(60, 12) 6 133 32 140 43 140 36 2780 151 7137
(70, 14) 3 126 135 138 130 150 1 2854 504 1592
(80, 16) 3 156 489 137 483 252 509 809 1045 1521

(90,18) 10 74 1726 258 1737 270 1778 823 3070 1522
(100,20) 3 83 5773 139 5783 258 | 5851 8 7302 1570
(110,22) 6 80 18309 136 18424 266 18409 890 21399 1531
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