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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur prazisen Massenbe-
stimmung von lonen in einem Flugzeitmassenspektrometer

mit orthogonalem loneneinschuss, mit einem Pulser, einem CQ«_
lonendetektor und einer Messeinrichtung fir die lonenstro- é) é é
me am Detektor, N

dadurch gekennzeichnet, dass

(a) die Messeinrichtung die lonenstromsignale am Detektor
ohne Riicksicht auf die Laufzeit der lonen zyklisch misst ®
und in einen Speicher addiert,

(b) die lonen im Pulser synchron zu den Messzyklen aus-

gepulst werden, ®
(c) die Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstromsignale
zu einer der vorausgegangenen Auspulsungen durch ihre
jeweilige Breite auf der Massenskala bestimmt wird, und
(d) aus dieser Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstrom-
signale zu einer Auspulsung die prazise Flugzeit und aus HHHHH
ihr die prazise spezifische Masse der lonen bestimmt wird. ® V
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur prazisen
Massenbestimmung von lonen in einem Flugzeit-
massenspektrometer mit orthogonalem lonenein-
schuss, mit einem Pulser, einem lonendetektor und
einer Messeinrichtung fur die lonenstrome am Detek-
tor gemafly dem Oberbegriff der Patentanspriiche 1
bis 4.

Stand der Technik

[0002] Flugzeitmassenspektrometer der genannten
Art und ein Verfahren zur prazisen Massenbestim-
mung von lonen in einem solchen Flugzeitmassen-
spektrometer sind aus der US 6,373,052 B1 bekannt.
[0003] Fur die massenspektrometrische Messung
der Masse grofRer Molekile, wie sie insbesondere in
der Biochemie vorkommen, eignet sich wegen be-
schrankter Massenbereiche anderer Massenspektro-
meter kein anderes Spektrometer besser als ein
Flugzeitmassenspektrometer. Flugzeitmassenspekt-
rometer werden haufig durch TOF oder TOF-MS ab-
gekurzt, von englisch "Time-Of-Flight Mass Spectro-
meter".

[0004] Es haben sich zwei verschiedene Arten von
Flugzeitmassenspektrometern entwickelt. Die erste
Art umfasst Flugzeitmassenspektrometer fir die
Messung pulsférmig in einem winzigen Volumen er-
zeugter und axial in die Flugstrecke hinein beschleu-
nigter lonen, beispielsweise mit lonisierung durch
matrix-unterstitzte Laserdesorption, abgekuiirzt MAL-
DI, einer fur die lonisierung groRer Molekiile geeigne-
ten lonisierungsmethode.

[0005] Die zweite Art umfasst Flugzeitmassenspek-
trometer fur den kontinuierlichen Einschuss eines lo-
nenstrahls, von dem dann ein Abschnitt quer zur Ein-
schussrichtung in einem "Pulser" ausgepulst und als
zur Flugrichtung querliegendes, linear ausgedehntes
lonenbundel durch das Massenspektrometer fliegen
gelassen wird, wie es in Abb. 1 als Prinzipbild darg-
stelltist. Es wird also ein bandférmiger lonenstrahl er-
zeugt, in dem die lonen einer Art, also eines Verhalt-
nisses von Masse zu Ladung, eine querliegende
Front bilden. Diese zweite Art von Flugzeitmassen-
spektrometern wird kurz als "Orthogonal-Flugzeit-
massenspektrometer" (OTOF) bezeichnet; sie wird
vorzugsweise in Verbindung mit vakuumexterner lo-
nisierung verwendet. Die meistverwendete lonisie-
rungsart hierfir ist das Elektrospriihen (ESI). Das
Elektrospriihen ist ebenfalls fir die lonisierung gro-
Rer Moleklle geeignet. Es kénnen aber auch andere
lonisierungsarten wie beispielsweise chemische loni-
sierung bei Atmospharendruck (APCI), Photoionisie-
rung bei Atmospharendruck (APPI) oder matrixunter-
stitzte Laserdesorption an Atmospharendruck
(AP-MALDI) eingesetzt werden. Auch vakuum-intern
erzeugte lonen kdnnen verwendet werden. Die lonen
kénnen vor Eintritt in das OTOF auch noch in ent-
sprechenden Einrichtungen selektiert und fragmen-
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tiert werden, um die Substanzen durch ihre Fragmen-
te besser zu charakterisieren.

[0006] In dieser zweiten Art von Flugzeitmassen-
spektrometern wird durch eine sehr hohe Zahl an
Pulsvorgangen pro Zeiteinheit (bis zu 20000 Pulsun-
gen pro Sekunde) eine hohe Zahl an Spektren mit je-
weils relativ geringer Anzahl an lonen erzeugt, um die
lonen des kontinuierlichen lonenstrahls méglichst gut
auszunutzen.

[0007] Fiur die Aufnahme der lonenstréme in diesen
Orthogonal-Flugzeitspektrometern werden so ge-
nannte Kanalplatten-Sekundarelektronenvervielfa-
cher eingesetzt, deren durch die lonen ausgeldsten
Einzelpulse in den meisten der heute kommerziell er-
haltlichen Gerate durch Ereigniszahler mit Digitalisie-
rung der Ereigniszeit (TDC = time to digital converter)
registriert werden. Diese Technik hat aber pro Einzel-
spektrum einen nur sehr geringen dynamischen
Messbereich der Grofie 1, dieser kann nur durch eine
hohe Anzahl addierter Einzelspektren erhoht werden.
Der dynamische Messbereich ist definiert als Quoti-
ent aus dem hdchsten, an der Sattigungsgrenze noch
gerade unverzerrt aufgenommenen lonensignal zum
kleinsten, sich aus dem Untergrundrauschen mit ge-
nugender Sicherheit heraushebenden Signal. Wegen
des beschrankten dynamischen Messbereichs der
TDC-Technik werden daher in Neuentwicklungen in-
zwischen schnelle Transientenrekorder eingesetzt.
Die schnellen Transientenrekorder digitalisieren die
verstarkten lonenstrome in einem Takt von ein bis
vier Gigahertz in Analog-zu-Digital-Wandlern mit ei-
ner Signalaufldsung von maximal acht bit. Damit hat
das Einzelspektrum bereits einen dynamischen
Messbereich von etwa zwei Zehnerpotenzen; es wer-
den dabei ebenfalls sehr viele Einzelspektren aufad-
diert, um zu héherem dynamischen Messbereich zu
kommen.

[0008] Wenn man einen TDC benutzt, erhalt man in
einer Sekunde bei 20 000 Pulsungen pro Sekunde
ein Spektrum mit einem dynamischen Messbereich
von 20 000. Verwendet man dagegen einen ADC mit
einem dynamischen Messbereich von 50, so steigt
der dynamische Messbereich auf etwa 1 000 000.
Die Verwendung von ADCs setzt aber durch die Sig-
nalverschnierung der Elektronenlawine in der Kanal-
platte die Massenauflésung leicht herab, zumal,
wenn durch gute Fokussierungen eine lonenstromsi-
gnalbreite von nur etwa zwei Nanosekunden erzielt
wird.

[0009] Die Verwendung von ADCs in Flugzeitmas-
senspektrometern mit orthogonalem loneneinschuss
ist dabei keineswegs neu, sondern bereits in DE 694
25588 T2 (EP 0 746 403 B1; PCT/US94/06892) be-
schrieben, wobei in dieser Patentschrift besondere
Verfahren und Einrichtungen zur Begrenzung der lo-
nenmessung auf die lonensignalgruppen bean-
sprucht werden, um Speicherplatz und insbesondere
Auslesezeit der so aufgenommenen Summenspekt-
ren zu sparen.

[0010] Wie in allen Massenspektrometern kann
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man in einem Flugzeitmassenspektrometer immer
nur das Verhaltnis aus Masse m des lons zur Anzahl
z von Elementarladungen bestimmen, die das lon
tragt. Wenn im Folgenden von ,spezifischer Masse"
oder kurz einfach nur von ,Masse" gesprochen wird,
so ist damit immer das Verhaltnis m/z gemeint. Soll
mit ,Masse" im Folgenden ausnahmsweise die physi-
kalische Dimension der Masse verstanden werden,
so wird eigens von Molekularmasse gesprochen. Die
Einheit der Molekularmasse m ist die vereinheitlichte
atomare Masseneinheit, abgekiirzt u, meist einfach
als ,Masseneinheit" oder ,atomare Masseneinheit"
bezeichnet. In der Biochemie und Molekularbiologie
wird haufig die eigentlich veraltete Einheit Dalton
(,Da") verwendet. Die Einheit der spezifischen Masse
m/z ist ,Masseneinheit pro Elementarladung" oder
,Dalton pro Elementarladung" .

[0011] Durch Elektrospriihen werden lonen gebil-
det, deren spezifische Masse m/z den Wert von etwa
5000 atomaren Masseneinheiten pro Elementarla-
dung kaum je Ubersteigt. Das bedeutet nicht, dass
nur lonen von Molekilen einer Molekularmasse von
maximal 5000 Masseneinheiten ionisiert werden kon-
nen; Molekile gréfRerer Molekularmasse werden nur
entsprechend haufiger geladen, so dass ihre spezifi-
sche Masse m/z in diesen Bereich fallt. lonen eines
Molekuls mit 50 Kilodalton haben eine breite La-
dungsverteilung z von etwa 10 bis 50 elementaren
Ladungen.

[0012] Wie in Abb. 1 dargestellt, werden die lonen
im Pulser quer zu ihrer Einschussrichtung, der
x-Richtung, beschleunigt und verlassen den Pulser
durch Schlitze in Schlitzblenden. Die Beschleuni-
gungsrichtung nennen wir die y-Richtung. Die lonen
haben nach ihrer Beschleunigung jedoch eine Rich-
tung, die zwischen der y-Richtung und der x-Richtung
liegt, da sie ihre urspriingliche Geschwindigkeit in
x-Richtung ungestdrt beibehalten. Der Winkel zur
y-Richtung betragt a = arcus tangens

V(ELE,).

, wenn E, die kinetische Energie der lonen im Primar-
strahl in x-Richtung und E, die Energie der lonen
nach Beschleunigung in y-Richtung ist. Die Richtung,
in der die lonen nach dem Auspulsen fliegen, ist un-
abhangig von der Masse der lonen.

[0013] Die lonen, die den Pulser verlassen haben,
bilden jetzt ein breites Band, wobei sich lonen einer
Sorte (einer spezifischen Masse m/z) jeweils in einer
Front befinden, die die Breite des Strahles im Pulser
hat. Leichte lonen fliegen schneller, schwere langsa-
mer, jedoch alle in gleicher Richtung, abgesehen von
eventuell auftretenden leichten Richtungsunterschie-
den, die von leicht unterschiedlichen kinetischen En-
ergien E, der lonen beim Einschuss in den Pulser
herrihren konnen. Die feldfreie Flugstrecke muf
ganz vom Beschleunigungspotential umgeben sein,
um die lonen in ihrem Flug nicht zu stéren.

[0014] Die lonen gleicher spezifischer Masse, die
sich in verschiedenen Orten des Strahlquerschnitts

befinden und daher verschiedene Wegstrecken bis
zum Detektor vor sich haben, kénnen in Bezug auf
ihre verschiedenen Startorte zeitfokussiert werden,
indem beim Einschalten der Auspulsspannung das
Feld im Pulser gerade so gewahlt wird, dass die am
weitesten entfernten lonen eine etwas hdhere Be-
schleunigungsenergie mitbekommen, die sie befa-
higt, die vorausfliegenden lonen in einem Startortfo-
kuspunkt wieder einzuholen. Die Lage des Startortfo-
kuspunkts ist durch die Auspulsfeldstarke im Pulser
frei wahlbar.

[0015] Zur Erzielung eines hohen Auflésungsver-
mogens wird das Massenspektrometer mit einem en-
ergiefokussierenden Reflektor ausgestattet, der den
ausgepulsten lonenstrahl in seiner ganzen Breite
zum lonendetektor hin reflektiert und dabei lonen
gleicher Masse, jedoch leicht verschiedener kineti-
scher Anfangsenergie in y-Richtung genau auf den
breitflachigen Detektor zeitfokussiert. Es kdnnen
auch mehrere Reflektoren verwendet werden.

[0016] Die lonen fliegen aus dem (letzten) Reflektor
auf einen Detektor zu, der ebenso breit sein muss wie
der lonenstrahl, um alle ankommenden lonen mes-
sen zu kdnnen. Auch der Detektor muss parallel zur
x-Richtung ausgerichtet sein, wie in Abb. 1 wieder-
gegeben, um die Front der fliegenden lonen einer
Masse auch zeitgleich zu detektieren.

[0017] In den Pulser wird normalerweise ein konti-
nuierlicher lonenstrom in Form eines feinen lonen-
strahls in x-Richtung eingeschossen. Die lonenge-
schwindigkeit in x-Richtung wird in der Folge trotz der
dazu senkrechten Ablenkung nicht verandert. Nach
der seitlichen Ablenkung in y-Richtung und der Re-
flektion im Reflektor erreichen die lonen den Detektor
also in der gleichen Zeit, die sie bendétigt hatten, ohne
die seitliche Ablenkung im Pulser durch einen Gera-
deausflug den Detektor zu erreichen (sie wirden
dann allerdings nicht auf den Detektor auftreffen, da
sie parallel zu seiner Oberflache fliegen).

[0018] Die neuerliche Fillung des Pulsers nach sei-
ner Leerung beginnt sofort, wenn die lonen den Pul-
ser verlassen haben. Sind die lonen der schwersten
Masse so weit geflogen, dass sie am Detektor ange-
kommen waren, wenn der Durchgang zum Detektor
frei ware, so ist nicht nur der Pulser wieder mit den
schwersten lonen gefillt, sondern es wiirde auch der
Zwischenraum zwischen Pulser und Detektor mit lo-
nen geflllt sein. Es kdnnen aber nur diejenigen lonen
nachgewiesen werden, die sich zu diesem Zeitpunkt
des nachsten Auspulsens im Pulser befinden. Die lo-
nen im Zwischenraum zwischen Pulser und Detektor
sind fur die Analyse verloren. Man sieht hieran, dass
es fur eine hohe Ausnutzung des lonenstrahls not-
wendig ist, die Geometrie des Flugzeitmassenspekt-
rometers so zu wahlen, dass sich bei paralleler An-
ordnung von Reflektor und Detektor zum Pulser der
Detektor moéglichst nahe am Pulser befindet.

[0019] Das Auflésungsvermdégen R und die Mas-
sengenauigkeit eines Flugzeitmassenspektrometers
sind proportional zur Flugldnge. Man kann also das
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Auflésungsvermdgen erhéhen, indem man ein sehr
langes Flugrohr wahilt oder Mehrfachreflektionen
durch mehrere Reflektoren einfiihrt. Beispielsweise
kann man mit einer Flugstrecke von anderthalb Me-
tern eine Massenauflésung von etwa R = m/Am =
10000, mit etwa sechs Metern eine Massenauflésung
von R = m/Am = 40000 erreichen (d m ist dabei die
Linienbreite des lonensignals in halber Maximalhdhe,
gemessen in Masseneinheiten). Eine lange Fluglan-
ge bedeutet aber, dass man bei gleicher Beschleuni-
gungsspannung den Pulsertakt erniedrigen muss,
um alle lonen zum Detektor gelangen zu lassen, be-
vor die nachste Pulsung stattfindet. Das bedeutet
aber wiederum, dass man nur wenige lonen des lo-
nenstroms fir die Messung ausnutzt.

[0020] Eine bekannte Lésung fur einen hohen Nutz-
grad an lonen bei hohem Aufldsungsvermdgen durch
eine lange Flugstrecke ist die Zwischenspeicherung
der lonen in einer speichernden lonenleiteinrichtung,
beispielsweise einem lonenfihrungshexapol. Eine
Zwischenspeicherung in einem Quadrupol, das auch
fur Selektierungen und Fragmentierungen verwendet
werden kann, ist in US 6,285,027 B1 (I. Chernushe-
vich und B. Thomson) beschrieben. Die lonen kon-
nen hier durch bekannte Mallnahmen gespeichert
und dann bei Bedarf zur Fillung des Pulsers ausge-
trieben werden. Diese Losung hat aber den Nachteil,
dass der dynamische Messbereich wegen der Satti-
gungsgrenze des Detektors einerseits und der herab-
gesetzten Spektrenaufnahmefrequenz andererseits
stark eingeschrankt wird. Man kann nur soviel lonen
sammeln, wie durch die. Sattigungsgrenze vorgege-
ben ist. Die heute verwendeten schnellen Transien-
tenrekorder mit einem, zwei oder vier Gigahertz ha-
ben einen Analog-zu-Digital-Wandler von nur acht bit
Signalauflésung, also 256 Zahleinheiten, wobei bei
hoher Datendigitalisierungsrate die Signalauflésung
bereits auf 5 bis 7 bit eingeschrankt ist. Der dynami-
sche Messbereich des Einzelspektrums ist also nurin
der GroéRRenordnung von etwa 50, zumal die einzel-
nen lonen bereits einige Zahleinheiten erreichen
mussen, um aus dem Rauschen erkannt zu werden.
Die Sattigungsgrenze darf in keinem der Einzelspek-
tren Uberschritten werden. Eine hoher dynamischer
Messbereich kann somit nur tber die Addition einer
groRen Anzahl von Spektren erreicht werden. Beipi-
elsweise sind fir einen anzustrebenden dynami-
schen Messbereich von 100 000, wie sie von ande-
ren Arten der Massenspektrometrie leicht geliefert
wird, mindestens 2000 Spektren zu addieren. Wird
aber fur die lange Flugstrecke die Anzahl von Spek-
tren pro Zeiteinheit vermindert, so vermindert sich der
dynamische Messbereich in gleicher Weise. Werden
statt des hier erwahnten Analog-zu-Digital-Wandlers
(ADC) nur so genannte Ereigniszeit-zu-Digital-Wand-
ler (TDC) benutzt, wie bei den derzeitigen kommerzi-
ellen OTOFs Ublich, so gehen weitere ein bis zwei
Zehnerpotenzen an dynamischem Messbereich ver-
loren, die Uber eine héhere Zahl an Spektrenadditio-
nen wettgemacht werden mussen.
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[0021] Es besteht also ein bisher unauflésbares Di-
lemma: Eine héhere Massenauflésung durch eine
lange Flugstrecke bedeutet flir ein OTOF herkdmmli-
cher Technik auch immer eine geringere Empfindlich-
keit oder einen geringeren dynamischen Messbe-
reich.

Aufgabenstellung

[0022] Es ist die Aufgabe der Erfindung, bei einem
hohen Auflésungsvermégen gleichzeitig eine hohe
Ausnutzung der lonen des lonenstrahls und einen
hohen dynamischen Messbereich zu erzielen.

[0023] Diese Aufgabe wird durch die in den Paten-
tanspriichen 1 bis 4 angegebenem Mallnahmen ge-
I8st.

[0024] Es ist die Grundidee der Erfindung, die Mes-
seinrichtung (also den TDC einschlieBlich seiner
Steuerelektronik und seinem Digitalspeicher oder
den Transientenrekorder mit seinem ADC und sei-
nem Speicher) eines hochauflésenden Flugzeitmas-
senspektrometers mit orthogonalem loneneinschuss
ohne jede Pause laufen zu lassen, eine addierende
Einspeicherung der Messwerte ohne Rucksicht auf
die Flugzeit der lonen zyklisch mit einer hohen Zy-
klusfrequenz in einen Abschnitt des Speichers vorzu-
nehmen, bei jedem Zyklusanfang den lonenstrom
synchron auszupulsen (das Spektrum der lonen so-
mit Uber mehrere Messzyklen hinweg zu verteilen
und aufzunehmen), und die Zugehorigkeit der lonen
zu einem bestimmten Startpuls (zu ,ihrem" Startpuls)
durch die Form der lonensignale, insbesondere ihre
Breite, durch die Form einer lonensignalgruppe, die
durch die Isotopie erzeugt wird, durch eine Ge-
schwindigkeitsanalyse der lonen, oder zusatzlich
durch das Muster der mehrfach geladenen lonen zu
bestimmen. Mit dem Wissen der Zugehdrigkeit zum
n-ten Messzyklus nach dem Startpuls ist die exakte
Flugzeit berechenbar, und aus der Flugzeit kann die
exakte spezifische Masse m/z ermittelt werden.
[0025] Die Grundidee ist in den Anspriichen 1 bis 4
naher dargelegt.

[0026] Zur Vermeidung eines Jitters ist es zweck-
maRig, den Pulser durch die Messeinrichtung exakt
synchron zu den Einspeicherzyklen steuern zu las-
sen.

[0027] Die Breite der lonensignale, gemessen als
Flugzeitbreite At in halber Hohe des Signals, steigt
theoretisch linear mit der Flugzeit an: At =t/2R, wobei
R die theoretisch lGiber das Spektrum konstante Mas-
senauflésung R = m/Am ist. In der Praxis kommt je-
doch (in pythagoraischer Addition) noch ein konstan-
ter Zeitbetrag hinzu, der von einer Verbreiterung des
Signals durch den Detektor stammt, und der sich be-
sonders bei leichten und daher schnellen lonen be-
merkbar macht. Wie in Abb. 2 zu sehen, gibt es eine
eindeutige Beziehung zwischen der Signalbreite und
der spezifischen Masse, die zur groben Bestimmung
der Masse verwendet werden kann. Die Signalbreite
At kann fur solche Signale, die gut aus dem Unter-
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grundrauschen herausragen, auf etwa 5% (und bes-
ser) bestimmt werden; damit kann sehr einfach be-
stimmt werden, ob ein lon im ersten, zweiten, dritten
oder einem noch hoéheren Messzyklus nach dem
Startpuls den Detektor erreicht hat. Daraus wiederum
ergibt sich die genaue Flugzeit und damit wieder die
prazise spezifische Masse des lons.

[0028] Es gibt aber noch weitere Wege, die unge-
fahre Masse zu bestimmen. Einer dieser Wege fiihrt
Uber die Isotopie der lonen. Fur organische lonen, die
keine Halogene enthalten (beispielsweise alle gangi-
gen Biomolekile), ist die Verteilung auf die verschie-
denen losotopenmassen eines Molekils praktisch
nur durch die Isotopie des Kohlenstoffs gegeben.
Abb. 3 zeigt die Isotopenverteilungen flr einfach ge-
ladene organische lonen am Ende des ersten, des
zweiten, des dritten, des vierten und des finften
Messzyklus. Es wurde hierbei angenommen, dass
die Enden der Messzyklen durch die Massen 200,
800, 1800, 3200 und 5000 Dalton gegeben sind. Die-
se Zahlen spiegeln die quadratische Abhangigkeit
der Masse von der Flugzeit wieder: es handelt sich
um einmal, viermal, neunmal, sechszehnmal und
funfundzwanzigmal 200 Dalton.

[0029] Aus dem Isotopenverteilungsmuster einer Li-
niengruppe lasst sich also nach Regeln, die dem
Fachmann bekannt sind, ebenfalls grob die Moleku-
larmasse der lonen bestimmen. Das Muster kann
aber zu einfach oder mehrfach geladenen lonen ge-
hdéren; es muss also noch die Ladung der lonen be-
stimmt werden, um zu der spezifischen Masse der lo-
nen zu gelangen. Die Ladung lasst sich aber aus dem
Abstand der Linien innerhalb der Liniengruppe ermit-
teln: Entspricht der Abstand einer vollen Massenein-
heit, so handelt es sich um einfach geladene lonen;
entspricht er einer halben Masse, so handelt es sich
um doppelt geladene lonen, und so weiter. Fir sehr
hohe Ladungszustande, wie sie durch Elektro-
sprih-lonisierung sehr schwerer Analytmolekiile auf-
treten, muss eine sehr hohe Massenauflésung vorlie-
gen, damit diese Isotopenlinien voneinander getrennt
sind; es ist aber diese Endung gerade fir Flugzeit-
spektrometer sehr hoher Massenaufldsung zuge-
schnitten.

[0030] Aber auch fir lonen sehr schwerer Moleku-
larmassen, die ein Profil der Isotopengruppe ohne
Isotopenaufldsung zeigen, kann man aus der Breite
des Gruppensignals sehr grob auf die spezifische
Masse schlieRen, wie durch Abb. 4 illustriert. Diese
Grobbestimmung der Masse kann durch eine Analy-
se der Gruppen verschiedener Ladungszustande
noch erhartet werden, da fir sehr schwere Molekile
immer eine breite Verteilung der lonen vieler La-
dungszustande z, z+1, z+2, z+3 und so weiter vor-
liegt. Die Analyse des Spektrums auf lonensignale
hin, die (bis auf ihre verschieden Protonierung) glei-
che spezifische Masse, aber verschiedene lonenla-
dung haben, ist eine zusatzliche, bereits viel feinere
Absicherung der Grobbestimmung der spezifischen
Masse.
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[0031] Eine weitere Maoglichkeit zur groben Be-
stimmmung der spezifischen Masse der lonen be-
steht in einer Geschwindigkeitsanalyse der am De-
tektor ankommenden lonen, beispielsweise, indem
der Detektor nur einen Teil der lonen vom lonenstrahl
abgreift und der restliche Teil der lonen in einem
zweiten, in der Fluglange versetzten Detektor ge-
messen wird. Ein Vergleich der Spektren beider De-
tektoren ergibt die Geschwindigkeit der jeweiligen lo-
nen, und daraus lasst sich sofort die grobe spezifi-
sche Masse bestimmen. Die Hoéchstauflosung
braucht dabei nur fir einen der beiden Detektoren
eingestellt sein.

[0032] Aus der Grobbestimmung der Masse ergibt
sich jeweils, im wievielten Zyklus nach dem Start der
lonen diese den Detektor erreicht haben. Daraus
kann die prazise Flugzeit und damit die prazise Mas-
se bestimmt werden.

[0033] Bei Uberlappungen von zwei oder mehr iso-
topenaufgeldsten Signalgruppen kann man durch
mathematische Methoden eine Auflésung der Uber-
lappung vornehmen; doch hat diese Methode ihre
Grenzen. Die Erfindung ist besonders auf eine hohe
Massenaufldsung im Spektrum zugeschnitten, bei
der nur relativ wenige Uberlappungen von Signalen
auftreten. Die Erfindung setzt zur Vermeidung von zu
vielen Uberlappungen auch verhaltnismaRig ,saube-
re" Spektren voraus, also Spektren aus lonen nur
maRig vielen gleichzeitig vorhandener Substanzen.
Die Erfindung ist somit ideal geeignet fiir hochaufl6-
sende Spektrenaufnahmen von Substanzen, die
durch vorgeschaltete Trennverfahren getrennt wur-
den, beispielsweise durch Flussigkeitschromatogra-
phie oder Kapillarelektrophorese.

Ausfihrungsbeispiel

[0034] Abb. 1 zeigt ein Prinzipschema eines Flug-
zeitmassenspektrometers mit orthogonalem lonen-
einschuss. Durch eine Offnung (1) einer Vakuum-
kammer (2) tritt ein Blndel (3) von lonen verschiede-
ner Anfangsenergien und Anfangsrichtungen in ein
lonenleitsystem (4) ein, das sich in einer gasdichten
Hulle befindet. Gleichzeitig tritt auch Dampfungsgas
mit in das lonenleitsystem ein. Im Gas werden die
eintretenden lonen durch Stéfle abgebremst. Da im
lonenleitsystem ein Pseudopotential fir die lonen
herrscht, das in der Achse (5) am geringsten ist, sam-
meln sich die lonen in der Achse (5). Die lonen brei-
ten sich in der Achse (5) bis zum Ende des lonenleit-
systems (4) aus. Das Gas aus dem lonenleitsystem
wird durch die Vakuumpumpe (6) an der Vakuum-
kammer (2) abgepumpt.

[0035] Am Ende des lonenleitsystems (4) befindet
sich das Ziehlinsensystem (7). Eine Lochblende die-
ses Ziehlinsensystems ist in die Wand (8) zwischen
Vakuumkammer (2) fir das lonenleitsystem (4) und
Vakuumkammer (9) fur das Flugzeitmassenspektro-
meter integriert. Letztere wird durch eine Vakuum-
pumpe (10) bepumpt. Das Ziehlinsensystem (7) be-
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steht in diesem Prinzipbild aus flinf Lochblenden; es
zieht die lonen aus dem lonenleitsystem (4) heraus
und formt einen feinen lonenstrahl mit geringem Pha-
senvolumen, der in den Pulser (12) fokussiert wird.
Der lonenstrahl wird in x-Richtung in den Pulser ein-
geschossen. Ist der Pulser mit durchfliegenden lonen
der bevorzugt untersuchten Masse gefiillt, so treibt
ein kurzer Spannungspuls ein breites Paket an lonen
quer zur bisherigen Flugrichtung in y-Richtung aus
und bildet einen breiten lonenstrahl, der in einem Re-
flektor (13) reflektiert und von einem lonendetektor
(14) zeitlich hochaufgelést gemessen wird. Im lonen-
detektor (14) wird das lonensignal, das in einem Se-
kundarelektronenverstarker in Form einer doppelten
Vielkanalplatte verstarkt wird, kapazitiv auf einen
50-Q-Konus Ubertragen, Das so bereits verstarkte Si-
gnal wird Uber ein 50-Q-Kabel an einen Verstarker
weitergegeben. Der 50-Q-Konus dient dazu, das Ka-
bel eingangsseitig abzuschlief3en, so dass hier keine
Signalreflektionen stattfinden kénnen.

[0036] Reflektor (13) und Detektor (14) sind in die-
sem Prinzipbild exakt parallel zur x-Richtung der in
den Pulser eingeschossenen lonen ausgerichtet. Der
Abstand zwischen Detektor (14) und Pulser (12) be-
stimmt den maximalen Ausnutzungsgrad fir lonen
aus dem feinen lonenstrahl.

[0037] Abb. 2 zeigt die Zunahme der Linienbreiten
fur lonensignale, die im ersten Messzyklus oder nach
einmaligem, zweimaligem oder n-maligem Durchlau-
fen der Messzykluszeit im darauffolgenden Messzyk-
lus gemessen werden. Die Linienbreiten At sind in
halber Maximalhéhe der lonenstromsignale zu mes-
sen und hier fir eine Auflésung von R =20 000 in Na-
nosekunden dargestellt. Aus diesem Diagramm kann
aus der gemessenen Linienbreite sofort bestimmt
werden, wieviele Messzyklen das lon im Flugzeit-
massenspektrometer bereits unterwegs ist. Aus die-
ser Kenntnis kann dann sofort die prazise Flugzeit
seit zugehoérigem Startpuls, und aus dieser die prazi-
se Masse der lonen bestimmt werden.

[0038] Abb. 3 zeigt die Isotopenmuster von einfach
geladenen bioorganischen lonen am Ende des ers-
ten, zweiten, oder n-ten Messzyklus. Es ist hier die
Fluglange des Spektrometers so lang gewahlt wor-
den, dass am Ende des ersten Messzyklus die lonen
der spezifischen Masse 200 atomare Masseneinhei-
ten pro Elementarladung den Detektor erreichen. Am
Ende des zweiten Messzyklus kommen dann lonen
der Masse 800 Masseneinheiten an; nach dem drit-
ten Messzyklus lonen der Masse 1800 Massenein-
heiten, dann lonen der Masse 3200 Masseneinheiten
und schlieBlich nach dem flinften Messzyklus lonen
der Masse 5000 Masseneinheiten pro Elementarla-
dung. Aus diesen Isotopenmustern lasst sich sofort
die ungefdhre Molekularmasse bestimmen. Fur
mehrfach geladene lonen, also lonen einer anderen
spezifischen Masse, tritt natlrlich das gleiche Isoto-
penmuster auf. Es muss daher zur Bestimmung der
spezifischen Masse auch der Abstand der Signallini-
en innerhalb der Isotopengruppe hinzugezogen wer-
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den.

[0039] Abb. 4 zeigt die Verbreiterung der Isotopen-
gruppe mit steigender Molekularmasse. Bei vielfa-
cher Ladung dieser Isotopengruppe nimmt auch die
Breite dieser Isotopengruppe entsprechend ab; die
Breite ist also ein direktes MalR fir die spezifische
Masse der lonen. Man kann fir die Breite der Isoto-
pengruppen eine analoge Kalibrierkurve aufstellen
zu der in Abb. 2 gezeigten Kalibrierkurve fiir Einzel-
signalbreiten. Diese Grobbestimmung der Masse ist
aber sehr unsicher und bedarf der Absicherung.
[0040] Wie oben beschrieben, ist es die Grundidee
der Erfindung, die Messeinrichtung eines Flugzeit-
massenspektrometers mit orthogonalem lonenein-
schuss ohne Rucksicht auf die Flugzeit der lonen zy-
klisch in einer hohen Zyklusfrequenz laufen zu las-
sen, den lonenstrom synchron zu den Messzyklen
auszupulsen, und die Zugehorigkeit der lonen zu ,ih-
rem" Startpuls durch die Form der lonenstromsigna-
le, die Form einer lonenstromsignalgruppe oder die
Geschwindigkeit der lonen zu bestimmen. Mit dem
Wissen der Zugehdrigkeit zum n-ten Messzyklus
nach dem Startpuls ist die exakte Flugzeit berechen-
bar, und aus der Flugzeit kann die exakte spezifische
Masse m/z ermittelt werden.

[0041] Da die Messeinrichtung ihre eigene Steuer-
uhr besitzt, ist es zur Vermeidung eines Jitters zweck-
maRig, den Pulser exakt synchron zu den Messzyk-
len durch die Messeinrichtung selbst steuern zu las-
sen, und nicht eine externe Uhr zur Steuerung der
Messeinrichtung und des Pulsers zu verwenden.
[0042] Die Erfindung ist besonders wirksam, wenn
es sich um hoch- bis héchstauflésende Flugzeitmas-
senspektrometrie handelt, weil dann die lonensignale
schmal und weit voneinander entfernt sind. Uberlap-
pungen von lonensignalen kommen kaum vor, zu-
mal, wenn eine Substanztrennung wie beispielswei-
se Flussigkeitschromatographie oder Kapillarelektro-
phorese vorgeschaltet sind.

[0043] In der Regel wird eine vorbestimmte, hohe
Anzahl von Messzyklen durchlaufen, beipielsweise,
bis eine Zeit von einer Zehntel Sekunde abgelaufen
ist. So erhalt man zehn Summenspektren pro Sekun-
de, die bei einer Messzyklusrate von 20 Kilohertz je-
weils 2000 Einzelspektren umfassen. Die Messwerte
der Zyklen werden addierend gespeichert, und die
Bestimmung der Form der lonenstromsignale oder
der lonenstromsignalgruppe, also der Isotopengrup-
pe, wird an dem so erlangten Summenspektrum
durchgefiihrt. Der dynamische Messbereich betragt
in jedem Summenspektrum etwa 100 000.

[0044] Am einfachsten ist die Bestimmung der un-
gefahren spezifischen Masse fur ein lonenstromsig-
nal aus der Halbwertsbreite At dieses lonenstromsig-
nals. Wie in Abb. 2 gezeigt, gibt es eine eindeutige
Beziehung zwischen der Signalbreite und der spezi-
fischen Masse, die in sehr einfacher Weise zur goben
Bestimmung der Masse verwendet werden kann. Die
Signalbreite At kann fir solche Signale, die gut aus
dem Untergrundrauschen herausragen, auf etwa 5%
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(und besser) bestimmt werden. Es kann so sehr ein-
fach bestimmt werden, ob eine lonensorte im ersten,
zweiten, dritten oder einem noch héheren Messzyk-
lus nach dem Startpuls den Detektor erreicht hat.
Daraus wiederum ergibt sich die genaue Flugzeit und
damit wieder die prazise spezifische Masse der lo-
nensorte.

[0045] So kann beispielsweise bei sechs Meter
Fluglénge, die sich entweder durch ein langes Flug-
rohr oder durch mehrfache Reflektionen, aber auch
durch teils kreisférmige Bahnen erzeugen lasst, und
einer Beschleunigungsspannung von zehn Kilovolt
eine Auflésung von etwa R =40 000 erhalten werden.
lonen der spezifischen Masse 200 Dalton pro Ele-
mentarladung erreichen nach 64 Mikrosekunden den
lonendetektor. Wird ein Transientenrekorder mit vier
Gigahertz Wandlungsrate verwendet, so entspricht
das gerade 2'® = 256 000 Messwerten in 64 Mikrose-
kunden. Zyklische Speicherungen lassen sich beson-
ders gut mit Speicheradressabschnitten einrichten,
die vollen Zweierpotenzen entsprechen. Es kann hier
also besonders gut ein erfindungsgemafRer Messzy-
klus von 64 Mikrosekunden mit 2'® Speicherzellen
eingerichtet werden. Die theoretische Signalhalb-
wertsbreite fir das lonensignal der spezifischen Mas-
se 200 Dalton pro Elementarladung betragt dann At =
0,8 Nanosekunden; die Linienbreite ist aber wegen
der additiven Detektorzeit groRer, wie in Abb. 2 dar-
gestellt. Die Zyklusfrequenz betragt dann 15,625 Ki-
lohertz. Ein Summenspektrum von einem Zehntel
Sekunden Aufnahmedauer enthalt dann 1562 Einzel-
spektren in ebenso vielen Messzyklen, obwohl sich
die Spektren jeweils Giber mehrere Zyklen hinziehen.
Wird fur ein Einzelspektrum ein dynamischer Mess-
bereich von 60 angenommen, so ergibt sich insge-
samt eine Messdynamik von etwa 10° fiir ein Spek-
trum mit einem Zehntel Sekunde Aufnahmedauer,
ein sehr guter Wert.

[0046] Als anderes Beispiel kann man auch ein
Massenspektrometer mit vier Meter Flugstrecke, ei-
nem Transientenrekorder von zwei Gigahertz, einer
Beschleunigungsspannung von 18 Kilovolt und ei-
nem Aufnahmezyklus von 31,25 Kilohertz betreiben.
Das Spektrum besteht dann nur aus 2'° = 64 000
Messwerten. Der dynamische Messumfang ist hier
noch héher, die Massenauflésung dagegen geringer.
[0047] Die Isotopie der organischen Molekiile bildet
einen zweiten Weg, die ungefahre Masse zu bestim-
men. Wenn organische lonen keine Halogene enthal-
ten, wie es beispielsweise fir alle gangigen Biomole-
kile der Fall ist, ist die Verteilung auf die verschiede-
nen losotopenmassen eines Molekils praktisch nur
durch die Isotopie des Kohlenstoffs gegeben. Die Iso-
topie des Kohlenstoffs bildet charakteristische Isoto-
penmuster fur grofle organische Molekile, aus de-
nen die Molekilmasse grob bestimmt werden kann.
[0048] Abb. 3 zeigt die Isotopenverteilungen fur
einfach geladene lonen, deren Masse eine Flugzeit
jeweils so ergibt, dass sie am Ende des ersten, des
zweiten, des dritten, des vierten und des fiunften

Messzyklus am lonendetektor ankommen. Die Flug-
lange des Spektrometers wurde dabei so gewahlt,
dass am Ende des ersten Messzyklus einfach gela-
denen lonen der Masse 200 Dalton am Detektor an-
kommen. An den Enden der nachsten Messzyklen
kommen dann einfach geladene lonen der Massen
800, 1800, 3200 und 5000 Dalton am Detektor an.
Diese Zahlen kommen durch die quadratische Ab-
hangigkeit der Masse von der Flugzeit zustande: es
handelt sich dabei um viermal, neunmal, sechszehn-
mal und finfundzwanzigmal 200 Dalton.

[0049] Aus dem gemessenen Isotopenverteilungs-
muster einer Liniengruppe lasst sich also ebenfalls
grob die Molekularmasse der lonen bestimmen.
[0050] Das Muster kann aber zu einfach oder mehr-
fach geladenen lonen gehdren; es muss also noch
die Ladung der lonen bestimmt werden, um zu der
spezifischen Masse der lonen zu gelangen. Die La-
dung lasst sich aber aus dem Abstand der Linien in-
nerhalb der Liniengruppe ermitteln:

Entspricht der Abstand einer vollen Masseneinheit,
so handelt es sich um einfach geladene lonen; ent-
spricht er einer halben Masse, so handelt es sich um
doppelt geladene lonen, und so weiter.

[0051] Neben der Einzelsignalanalyse und der Iso-
topengruppensignalanalyse gibt es eine dritte Mog-
lichkeit zur groben Bestimmmung der spezifischen
Masse der lonen durch eine Geschwindigkeitsanaly-
se der am Detektor ankommenden lonen. Diese kann
beispielsweise an den Spektren eines Doppeldetek-
tors vorgenommen werden. Greift ein Detektor nur ei-
nen Teil der lonen vom lonenstrahl ab und wird der
restliche Teil der lonen in einem zweiten, in der Flug-
lange versetzten Detektor gemessen, so kann aus ei-
nem Vergleich der Spektren beider Detektoren die
Geschwindigkeit der jeweiligen lonen bestimmt wer-
den. Aus der Geschwindigkeit lasst sich die spezifi-
sche Masse gentigend gut abschatzen, um eine Zu-
ordnung der lonen zu einer vorhergehenden Auspul-
sung vornehmen zu kdénnen. Die Hochstauflosung
braucht dabei nur fir einen der beiden Detektoren
eingestellt werden.

[0052] Da durch Elektrospriihen kaum lonen einer
grolReren spezifischen Masse als 5000 Dalton pro
Elementarladung gebildet werden, ist eine Kalibrie-
rung der lonenstromsignalbreiten ber die in Abb. 3
hinaus gezeigten Bereiche kaum notwendig, jedoch
leicht herzustellen.

[0053] Fir hohe Ladungszustande, wie sie durch
Elektrospriih-lonisierung schwerer Analytmolekile
auftreten, sollte eine sehr hohe Massenaufldsung
vorliegen, damit diese Isotopenlinien auch voneinan-
der getrennt sind; es ist aber diese Erfindung gerade
fur Flugzeitspektrometer sehr hoher Massenaufl6-
sung zugeschnitten.

[0054] Aber auch fiir lonen mit sehr schweren Mole-
kularmassen, die ein Profil der Isotopengruppe ohne
Isotopenauflésung zeigen, kann man aus der Breite
des Signals sehr grob auf die spezifische Masse
schlieffen, wie aus Abb. 4 zu ersehen ist. Eine so
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grob bestimmte Masse kann durch eine Analyse der
Gruppen verschiedener Ladungszustande noch er-
hartet werden, da fur sehr schwere Molekile immer
eine breite Verteilung der lonen vieler Ladungszu-
stande vorliegt. Die Verwendung der Muster ver-
schiedener Ladungszustidnde unter Berlicksichti-
gung der steigenden Anzahlen an Protonen mit hdhe-
ren Ladungszustanden fir die Bestimmung der Mas-
se ist dem Fachmann bekannt.

[0055] Bei Uberlappungen von Signalgruppen kann
man durch mathematische Methoden eine Auflésung
der Uberlappung vornehmen; doch hat diese Metho-
de ihre Grenzen. Die Erfindung ist besonders auf
eine hohe Massenauflésung im Spektrum zuge-
schnitten, bei der nur relativ wenige Uberlappungen
von Signalen auftreten. Die Erfindung setzt zur Ver-
meidung von zu vielen Uberlappungen auch verhélt-
nismaiig ,saubere" Spektren voraus, also Spektren
aus lonen nur relativ wenigen gleichzeitig vorhande-
ner Substanzen. Die Erfindung ist somit ideal geeig-
net fur hochauflésende Spektrenaufnahmen von
Substanzen, die durch vorgeschaltete Trennverfah-
ren getrennt wurden, beispielsweise durch Flissig-
keitchromatographie oder Kapillarelektrophorese.
[0056] Die zyklische Aufnahme nach dieser Erfin-
dung setzt voraus, dass vom Pulser keine Stérsigna-
le auf den Detektor Gberkoppeln. Das ist in der Praxis
schwierig zu erreichen und fur Spektrometer nach
bisheriger Betriebsweise auch ohne grof3en Belang,
wenn nicht die ganz leichten lonen ebenfalls gemes-
sen werden sollen. Um zu erreichen, dass keine
Uberkopplung stattfindet, miissen sowohl Pulser wie
auch Detektor mdglichst gut abgeschirmt werden.
Bei Orthogonal-Flugzeitmassenspektrometern bis-
heriger Bauart ist das schwierig zu erreichen, weil,
wie auch Abb. 1 zeigt, Pulser und Detektor nahe zu-
einander angeordnet sind. Fir hdéchstauflésende
Massenspektrometer mit langer Flugstrecke lassen
sich aber Pulser und Detektor durch entsprechende
Verwendung von Reflektoren weit voneinander ent-
fernen, so dass das Problem auch elektronisch 16s-
bar wird. Schwache Reste der Uberkopplung lassen
sich auch in bekannter Weise von den Summenspek-
tren abziehen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur prazisen Massenbestimmung
von lonen in einem Flugzeitmassenspektrometer mit
orthogonalem loneneinschuss, mit einem Pulser, ei-
nem lonendetektor und einer Messeinrichtung fir die
lonenstrome am Detektor,
dadurch gekennzeichnet, dass
(a) die Messeinrichtung die lonenstromsignale am
Detektor ohne Riicksicht auf die Laufzeit der lonen
zyklisch misst und in einen Speicher addiert,

(b) die lonen im Pulser synchron zu den Messzyklen
ausgepulst werden,

(c) die Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstromsi-
gnale zu einer der vorausgegangenen Auspulsungen
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durch ihre jeweilige Breite auf der Massenskala be-
stimmt wird, und

(d) aus dieser Zugehdrigkeit der gemessenen lonen-
stromsignale zu einer Auspulsung die prazise Flug-
zeit und aus ihr die prazise spezifische Masse der lo-
nen bestimmt wird.

2. Verfahren zur prazisen Massenbestimmung
von lonen in einem Flugzeitmassenspektrometer mit
orthogonalem loneneinschuss, mit einem Pulser, ei-
nem lonendetektor und einer Messeinrichtung fir die
lonenstrome am Detektor,
dadurch gekennzeichnet, dass
(a) die Messeinrichtung die lonenstromsignale am
Detektor ohne Riicksicht auf die Laufzeit der lonen
zyklisch misst und in einen Speicher addiert,

(b) die lonen im Pulser synchron zu den Messzyklen
ausgepulst werden,

(c) die Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstromsi-
gnale zu einer der vorausgegangenen Auspulsungen
bei Isotopenauflésung durch die Isotopenverteilung
und durch die Abstande der lonenstromsignale inner-
halb der lonenstromsignalgruppe bestimmt wird, und
(d) aus dieser Zugehdrigkeit der gemessenen lonen-
stromsignale zu einer Auspulsung die prazise Flug-
zeit und aus ihr die prazise spezifische Masse der lo-
nen bestimmt wird.

3. Verfahren zur prazisen Massenbestimmung
von lonen in einem Flugzeitmassenspektrometer mit
orthogonalem loneneinschuss, mit einem Pulser, ei-
nem lonendetektor und einer Messeinrichtung fir die
lonenstrome am Detektor,
dadurch gekennzeichnet, dass
(a) die Messeinrichtung die lonenstromsignale am
Detektor ohne Riicksicht auf die Laufzeit der lonen
zyklisch misst und in einen Speicher addiert,

(b) die lonen im Pulser synchron zu den Messzyklen
ausgepulst werden,

(c) die Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstromsi-
gnale zu einer der vorausgegangenen Auspulsungen
ohne Isotopenauflésung durch die Breite der lonen-
stromsignalgruppe und durch die Muster der lonen-
stromsignalgruppen verschiedener Ladungszustan-
de bestimmt wird, und

(d) aus dieser Zugehdrigkeit der gemessenen lonen-
stromsignale zu einer Auspulsung die prazise Flug-
zeit und aus ihr die prazise spezifische Masse der lo-
nen bestimmt wird.

4. Verfahren zur prazisen Massenbestimmung
von lonen in einem Flugzeitmassenspektrometer mit
orthogonalem loneneinschuss, mit einem Pulser, ei-
nem lonendetektor und einer Messeinrichtung fir die
lonenstrome am Detektor, dadurch gekennzeichnet,
dass
(a) die Messeinrichtung die lonenstromsignale am
Detektor ohne Riicksicht auf die Laufzeit der lonen
zyklisch misst und in einen Speicher addiert,

(b) die lonen im Pulser synchron zu den Messzyklen
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ausgepulst werden,

(c) die Zugehdrigkeit der gemessenen lonenstromsi-
gnale zu einer der vorausgegangenen Auspulsungen
durch eine Geschwindigkeitsanalyse der lonen be-
stimmt wird, wobei die Geschwindigkeitsanalyse an-
hand zweier Spektren vorgenommen wird, die mit
zwei Detektoren nach verschieden langen Flugstre-
cken der lonen erhalten werden, und

(d) aus dieser Zugehdrigkeit der gemessenen lonen-
stromsignale zu einer Auspulsung die prazise Flug-
zeit und aus ihr die prazise spezifische Masse der lo-
nen bestimmt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass der Pulser des Flug-
zeitmassenspektrometers durch die Messeinrichtung
gesteuert wird.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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