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Analiza syntetycznych polimeréw biodegradowalnych metoda
spekrometrii mas z udziatem matrycy (MALDI-TOF) kontra
pomiary za pomocg wzmocnienia laserowe] desorpcji/jonizacji
(ELDI-TOF) z wykorzystaniem parylenu

Streszczenie. Metody spekrometrii mas w tym MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight) umozliwiajq analize mas czqsteczkowych polimerdw syntetycz-
nych (w tym biodegradowalnych) przez dobranie matrycy ulatwiajqcej ich jonizacje lub jak w
przypadku ELDI (enhanced laser desorption/ionization) w wyniku zastosowania modyfikowanej
powierzchni utatwiajgcej jonizacje probek. Ciecze jonowe bedgce solami N,N-diizopropyloetylo-
aminy (DEA) oraz kwasow: 2,5-dihydroksybenzoesowego (DHB), 3-indoloakrylowego (IAA)
oraz 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoesowego (HABA) znalazly zastosowanie jako matryce jonowe
do wyznaczania ciezardw czqsteczkowych polilaktydéw o M,, > 4000 metodqg MALDI-TOF. Poli-
mery o niskich masach molowych < 2000 mogq by¢ tatwo analizowane bez udziatu matrycy na
powierzchni ptytki pokrytej parylenem-N (poli(p-ksylylenem), PPX), ktéry utatwia proces lase-
rowej desorpcjil/jonizacji prébki (LDI) eliminujgc sygnaty pochodzqce od matrycy, zaktécajqce
analize widma masowego zwiqzkéw o niskich — zblizonych do matrycy cigzarach czqsteczko-
wych. Zastosowanie parylenu-N do pokrywania powierzchni plytek poddanych silnej energii
lasera wywotujgcego jonizacje analizowanej probki, nie powoduje pojawienie si¢ dodatkowych
sygnatéw wynikajgcych z obecnosci parylenu w widmie masowym, zaktocajgcych interpretacje
otrzymanych ciezaréw czqsteczkowych polilaktydu.

ANALYSES OF SYNTHETIC BIODEGRADABLE POLYMERS BY MATRIX-ASSISTED
LASER DESORPTION/IONIZATION TIME-OF-FLIGHT (MALDI-TOF) VERSUS EN-
HANCED LASER DESORPTION/IONIZATION (ELDI-TOF) MASS SPECTROMETRY
USING THE PARYLENE SURFACE

Summary. Mass spectrometry MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight) enables spectral analysis of synthetic biodegradable polymers with the addition of
ammonium salts using ionic matrices from N,N-diisopropylethylamine (DEA) and DHB
(2,5-dihydroxybenzoic acid), IAA (3-indoleacrylic acid), and HABA (2-(4-hydroxyphenylazo)
benzoic acid. However, the MALDI mass spectra of polymers of molecular mass up to 1000 Da
are often heavily populated with peaks originating from the matrix and matrix secondary reac-
tion products that introduce noise, making it difficult to interpret peaks in this region of the mass
spectrum. Thus, polymers of molecular masses up to a few kDa can be analyzed, without the use
of a matrix, by direct laser desorption/ionization (LDI). We used ELDI-TOF (enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight) for the rapid characterization of molecules directly from the
support covered with a thin layer of parylen-N (poly(p-ksylylenes)). Hydrophobic parylen used
as a support on the target plate influenced on decreasing the area size of the droplets, thus concen-
trating the spot including a sample of the polymer.
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1. BADANIA

1) Analiza poli(L-laktydu) (PLLA) metoda
MALDI-TOF z zastosowaniem matryc
jonowych!!

Wybrane przez Autoréw sole amoniowe sa
ciatami statymi o réznym stopniu krystalicznos-
ci, spelniajacymi wymagania cieczy jonowych
o temperaturze topnienia ~100 °C (IAA-DEA
127 °C, DHB-DEA 126 °C, HABA-DEA 166 °C).
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Rys. 1. Sole amoniowe wykorzystane jako matryce jono-
we do analizy PLLA

Doswiadczenia oznaczania masy molowej
PLLA technika MALDI-TOF byly wykonane
dwoma sposobami: a) metoda klasyczna pole-
gajaca na rozpuszczeniu probki PLLA wraz z
matryca i dodatkiem $rodka jonizujacego (jod-
ku sodu) w dobranym rozpuszczalniku np.:
tetrachlorofuranie (dried-droplet, DD) oraz b)
metoda, w ktorej nie stosuje sie rozpuszczalni-
ka, a zwigzki wymieszane fizycznie poddane
zostaja analizie w stalym stanie skupienia (sol-
vent-free, SF). Zastosowanie obu wymienio-
nych metod miato na celu pokazanie wptywu
oddziatywan matrycy na prébke PLLA, ktére
powoduja réznice w otrzymanych masach
molowych analizowanego polimeru.

Dla kazdej matrycy zostala wyznaczona
optymalna energia lasera, ktéra wyrazana jest
we wzglednych jednostkach intensywnosci
charakterystycznych dla danego lasera, zalez-
nych od indywidualnych cech aparatu oraz

warunkoéw przeprowadzanych pomiardw (ar-
bitrary unit; a.u) potrzebna do wzbudzenia
probki polilaktydu wynoszaca dla: HABA-
-DEA (1700 a.u.), IAA-DEA (1900 a.u.),
DHB-DEA (2300 a.u.). Ze wzgledu na obecnos¢
wigzania azowego (-N=N-) w czasteczce
HABA, utworzony kompleks HABA-DEA ule-
ga wzbudzeniu przy najnizszej energii lasera.

Matryca PLLA .

g |

Rys. 2. Schemat ilustrujgcy oddziatywania w kontaktach
miedzy PLLA i matrycq w metodzie SF (A) i DD (B)

Podobny wptyw wywiera grupa akrylowa w
kompleksie IAA-DEA. Wielko$¢ zastosowanej
energii lasera decyduje o wzbudzeniu probki
(jej desorpcji z podioza) oraz jej jonizacji. W
analizach MALDI-TOF uzycie wysokiej energii
lasera powoduje niepozadang fragmentacje
faricucha polimeru PLLA, ktora obniza i fatszu-
je warto$¢ wyznaczanej masy molowej polime-
ru. Dlatego tez, prowadzone badania miaty na
celu znalezienie matrycy latwo ulegajacej
wzbudzeniu, przy zastosowaniu minimalnej
energii lasera. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze matryca HABA-DEA najlepiej
spelnita swoja role, gdyz przy najnizszej war-
tosci energii lasera otrzymaliSmy najwyzsze
sygnaly wyznaczajace proporcje: masy do fa-
dunku (m/z) na widmie masowym. Wyniki
analiz widm masowych PLLA przeprowadzo-
ne technika MALDI-TOF ilustrujace pomiary
wykonane metoda SF i DD przestawione sa na
rysunku 3.

W otrzymanych widmach masowych PLLA
z zastosowaniem matrycy HABA-DEA wyste-
puja typowe regularne odstepy m/z = 72.1 cha-
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Rys. 3. A) Poréwnanie wartosci S/N (signal to noise) odczytane z widm masowych PLLA wykonanych technikq
MALDI-TOF z uzyciem matryc jonowych HABA-DEA, IAA-DEA, DHB-DEA metodami: SF (a), DD (b) oraz z ty-
powymi matrycami HABA, IAA, DHB z dodatkiem czynnika kationizujgcego Nal metodq SF (c). B) llustracja Sred-
nich wartosci (S/N) otrzymanych z pomiaréw PLLA z udziatem matrycy HABA-DEA wykonanych metodq SF i DD

rakteryzujace jednostki monomeryczne
[-C(O)CH(CH,;)O-] polilaktydu. Przyktadowe
widma masowe PLLA przedstawione sa na
rysunku 4.

Z przedstawionych na Rys. 4 oznaczen
masy molowej PLLA wykonanych z udzialem
matrycy HABA-DEA wynika, ze sposob przy-
gotowania probki metoda DD lub SF wptywa
na oszacowanie $redniego cigezaru czasteczko-
wego polilaktydu w pomiarach MALDI-TOF.
Stosujac metode DD otrzymalismy dwa razy
wyzsze sygnaly S/N w poréwnaniu z metoda
SE, przy jednoczesnym dwukrotnym zmniej-
szeniu zakresu oznaczanej masy molowej m/z
polilaktydu. W metodzie DD mierzony PLLA
byt widoczny w waskim zakresie m/z: 1000 +

3000, natomiast w SF w szerszym zakresie m/z:
1000 + 6000. Wyniki pomiaréw MALDI-TOF
sugeruja wiec, ze sole amoniowe stosowane
jako matryce jonowe w metodzie DD powodu-
ja aminolize polilaktydu, a wiecjego czeSciowa
fragmentacje. Grupy aminowe bedace silnymi
nukleofilami oddziatywuja na grupy karbony-
lowe polilaktydu powodujac rozrywanie fan-
cucha polimeru. W wyniku tego procesu otrzy-
many rozklad ciezaréow czasteczkowych PLLA
jest zanizony i wynosi M,, = 1500, podczas gdy
pomiary przeprowadzone metoda SF wskazu-
ja $redniag mase molowa polilaktydu M,, =
2500. Hipoteze te potwierdzity dodatkowe ba-
dania przeprowadzone metoda spektroskopo-
wa za pomoca NMR w ciele stalym. W meto-
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Rys. 4. Widma masowe PLLA wykonane technikq MALDI-TOF z udziatem matrycy HABA-DEA wykonane metodg
DD (A), SF (B), oraz z typowq matrycq HABA z dodatkiem czynnika kationizujgcego (Nal) wykonane metodq SF
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Rys. 5. Czas kontaktu miedzy czqsteczkami PLLA i matrycq DHB-DEA oznaczony za pomocg 13C CP/MAS NMR.
Gorne wykresy dotyczq metody DD i przedstawiajq widma PLLA z udziatem matrycy DHB-DEA rézniqce sie czasa-
mi kontaktéw obu probek: dla 1 ms oraz 7 ms. Petng gwiazdkq zaznaczony jest atom wegla PLLA, natomiast obwddkqg
sygnat referencyjny DHB. Ponizej umieszczone sq wykresy CP dla prébek mierzonych metoda DD (A) i SF (B)

dzie SF oddzialywania czasteczek PLLA z ma- postaci krystalicznej. Wzajemne oddzialywa-
tryca jonowa sa slabsze, ze wzgledu na separa- nia i kontakt miedzyfazowy domen PLLA
cje domen PLLA w stanie stalym i matrycy w  zmatrycami jonowymi zostal udowodniony za

A PLLA on PPX PLLA on GOLD B
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Rys. 6. Widma masowe PLLA przeprowadzone technikq LDI-TOF z zastosowaniem metody DD wykonane na ptytce
pokrytej PPX (A) oraz warstwq zfota (B)
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pomoca badan 3C CP/MAS NMR (cross polari-
zation magic angle spinning nucler magnetic reso-
nance). Wyniki pomiaréw dla PLLA z matryca
DHB-DEA przedstawione sa na Rys. 5.

2) Analiza poli(L-laktydu) (PLLA) metoda
LDI z zastosowaniem powloki z parylenu-N
(PPX) 121

Poniewaz wlasciwosci matrycy moga wpty-
wacd na wielkos$¢ otrzymanej Sredniej masy mo-
lowej analizowanej probki w pomiarach MAL-
DI-TOF, dlatego tez przeprowadzone zostaly
oznaczenia PLLA za pomoca metody ELDI-
-TOF (enhanced laser desorption/ionization
time-of-flight) wzmacniajacej desorpcje probki
w wyniku zastosowania specyficznego podto-
za. Pomiary zostaly przeprowadzone bez
udzialu matrycy, na ptytce stalowej pokrytej
powtoka PPX oraz poréwnawczo na typowej
plytce stalowej pokrytej warstwa ztota. Widma
masowe PLLA dla obu pomiaréw przedsta-
wione sg na Rys. 6.
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Rys. 7. Widmo masowe PLLA otrzymane technikqg
LDI-TOF metodq DD z dodatkiem soli Lil, wykonane na
plytce pokrytej warstwq parylenu

Najwyzsze sygnaty odczytane z widm ma-
sowych PLLA przypisane sa wartosci m/z =
1609,3 odpowiadajacej dlugosci tanicucha
polimeru ztozonego =z 21 merdéw
[C(O)CH(CHj3)O-], z charakterystycznymi gru-
pami konicowymi C,HyO i Na*. Sygnat przy
m/z =1625,2 przypisany jest polimerowi ztozZo-
nemu z 22 merdw, zakonczonemu grupa hyd-
roksylowa z przylaczonym jonem Na*. Masa
molowa PLLA oszacowana na obu rodzajach
plytek jest podobna i wynosi M, = 1977, lecz
warto$¢ S/N wyznaczona na PPX jest dwukrot-
nie wigksza niz na ptytce typowej pokrytej
warstwa ztota (S/Nppyx = 80, S/Ngoip = 46).
Z przedstawionego na rysunku 7 widma ma-
sowego PLLA (z dodatkiem Lil) wykonanego
na PPX wynika, ze mozliwe jest przeprowa-
dzenie pelnej charakterystyki grup koncowych
polimeru na ptytkach pokrytych warstwa
parylenu.

2. WNIOSKI

Widma masowe poli(L-laktydu) otrzymane
technika MALDI-TOF z udziatem matryc jono-
wych bedacych solami amoniowymi, pokazuja
silny wptyw zastosowanej matrycy na uzyska-
na warto$¢ ciezaru czasteczkowego polimeru.
Wyniki pomiaréw przeprowadzonych metoda
DD i SF znacznie sig roznity, dlatego wprowa-
dzilismy innowacyjny sposob oznaczania
masy molowej PLLA, eliminujac obecnos¢
matrycy. Po raz pierwszy w badaniach spek-
trometrii mas zastosowano powloke z paryle-
nu-N pokrywajac nia typowa ptytke uzywana
w badaniach spektrometrii mas. Pod wzgle-
dem praktycznym, silnie hydrofobowa war-
stwa PPX umozliwita koncentracje kropli prob-
ki w skutek zmniejszenia jej rozmiaru. Ponad-
to, pokrycie metalowej ptytki warstwa PPX za-
pobiega jej trwatemu zanieczyszczeniu, umo-
zliwiajac stosowanie silnych kwaséw, zasad i
rozpuszczalnikéw organicznych.
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