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Analiza syntetycznych polimerów biodegradowalnych metod¹

spekrometrii mas z udzia³em matrycy (MALDI-TOF) kontra

pomiary za pomoc¹ wzmocnienia laserowej desorpcji/jonizacji

(ELDI-TOF) z wykorzystaniem parylenu

Streszczenie. Metody spekrometrii mas w tym MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-

tion/ionization time-of-flight) umo¿liwiaj¹ analizê mas cz¹steczkowych polimerów syntetycz-

nych (w tym biodegradowalnych) przez dobranie matrycy u³atwiaj¹cej ich jonizacjê lub jak w

przypadku ELDI (enhanced laser desorption/ionization) w wyniku zastosowania modyfikowanej

powierzchni u³atwiaj¹cej jonizacjê próbek. Ciecze jonowe bêd¹ce solami N,N-diizopropyloetylo-

aminy (DEA) oraz kwasów: 2,5-dihydroksybenzoesowego (DHB), 3-indoloakrylowego (IAA)

oraz 2-(4-hydroxyfenylazo)benzoesowego (HABA) znalaz³y zastosowanie jako matryce jonowe

do wyznaczania ciê¿arów cz¹steczkowych polilaktydów o Mw � 4000 metod¹ MALDI-TOF. Poli-

mery o niskich masach molowych � 2000 mog¹ byæ ³atwo analizowane bez udzia³u matrycy na

powierzchni p³ytki pokrytej parylenem-N (poli(p-ksylylenem), PPX), który u³atwia proces lase-

rowej desorpcji/jonizacji próbki (LDI) eliminuj¹c sygna³y pochodz¹ce od matrycy, zak³ócaj¹ce

analizê widma masowego zwi¹zków o niskich – zbli¿onych do matrycy ciê¿arach cz¹steczko-

wych. Zastosowanie parylenu-N do pokrywania powierzchni p³ytek poddanych silnej energii

lasera wywo³uj¹cego jonizacjê analizowanej próbki, nie powoduje pojawienie siê dodatkowych

sygna³ów wynikaj¹cych z obecnoœci parylenu w widmie masowym, zak³ócaj¹cych interpretacjê

otrzymanych ciê¿arów cz¹steczkowych 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) metod¹

MALDI-TOF z zastosowaniem matryc

jonowych[1]

Wybrane przez Autorów sole amoniowe s¹

cia³ami sta³ymi o ró¿nym stopniu krystalicznoœ-

ci, spe³niaj¹cymi wymagania cieczy jonowych

o temperaturze topnienia ~100 °C (IAA-DEA

127 °C, DHB-DEA 126 °C, HABA-DEA 166 °C).

Doœwiadczenia oznaczania masy molowej

PLLA technik¹ MALDI-TOF by³y wykonane

dwoma sposobami: a) metod¹ klasyczn¹ pole-

gaj¹c¹ na rozpuszczeniu próbki PLLA wraz z

matryc¹ i dodatkiem œrodka jonizuj¹cego (jod-

ku sodu) w dobranym rozpuszczalniku np.:

tetrachlorofuranie (dried-droplet, DD) oraz b)

metod¹, w której nie stosuje siê rozpuszczalni-

ka, a zwi¹zki wymieszane fizycznie poddane

zostaj¹ analizie w sta³ym stanie skupienia (sol-

vent-free, SF). Zastosowanie obu wymienio-

nych metod mia³o na celu pokazanie wp³ywu

oddzia³ywañ matrycy na próbkê PLLA, które

powoduj¹ ró¿nice w otrzymanych masach

molowych analizowanego polimeru.

Dla ka¿dej matrycy zosta³a wyznaczona

optymalna energia lasera, która wyra¿ana jest

we wzglêdnych jednostkach intensywnoœci

charakterystycznych dla danego lasera, zale¿-

nych od indywidualnych cech aparatu oraz

warunków przeprowadzanych pomiarów (ar-

bitrary unit; a.u) potrzebna do wzbudzenia

próbki polilaktydu wynosz¹ca dla: HABA-

-DEA (1700 a.u.), IAA-DEA (1900 a.u.),

DHB-DEA (2300 a.u.). Ze wzglêdu na obecnoœæ

wi¹zania azowego (-N=N-) w cz¹steczce

HABA, utworzony kompleks HABA-DEA ule-

ga wzbudzeniu przy najni¿szej energii lasera.

Podobny wp³yw wywiera grupa akrylowa w

kompleksie IAA-DEA. Wielkoœæ zastosowanej

energii lasera decyduje o wzbudzeniu próbki

(jej desorpcji z pod³o¿a) oraz jej jonizacji. W

analizach MALDI-TOF u¿ycie wysokiej energii

lasera powoduje niepo¿¹dan¹ fragmentacjê

³añcucha polimeru PLLA, która obni¿a i fa³szu-

je wartoœæ wyznaczanej masy molowej polime-

ru. Dlatego te¿, prowadzone badania mia³y na

celu znalezienie matrycy ³atwo ulegaj¹cej

wzbudzeniu, przy zastosowaniu minimalnej

energii lasera. Z przeprowadzonych badañ

wynika, ¿e matryca HABA-DEA najlepiej

spe³ni³a swoj¹ rolê, gdy¿ przy najni¿szej war-

toœci energii lasera otrzymaliœmy najwy¿sze

sygna³y wyznaczaj¹ce proporcje: masy do ³a-

dunku (m/z) na widmie masowym. Wyniki

analiz widm masowych PLLA przeprowadzo-

ne technik¹ MALDI-TOF ilustruj¹ce pomiary

wykonane metod¹ SF i DD przestawione s¹ na

rysunku 3.

W otrzymanych widmach masowych PLLA

z zastosowaniem matrycy HABA-DEA wystê-

puj¹ typowe regularne odstêpy m/z = 72.1 cha-
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Rys. 1. Sole amoniowe wykorzystane jako matryce jono-

we do analizy PLLA

Rys. 2. Schemat ilustruj¹cy oddzia³ywania w kontaktach

miêdzy PLLA i matryc¹ w metodzie SF (A) i DD (B)



rakteryzuj¹ce jednostki monomeryczne

[-C(O)CH(CH3)O-] polilaktydu. Przyk³adowe

widma masowe PLLA przedstawione s¹ na

rysunku 4.

Z przedstawionych na Rys. 4 oznaczeñ

masy molowej PLLA wykonanych z udzia³em

matrycy HABA-DEA wynika, ¿e sposób przy-

gotowania próbki metod¹ DD lub SF wp³ywa

na oszacowanie œredniego ciê¿aru cz¹steczko-

wego polilaktydu w pomiarach MALDI-TOF.

Stosuj¹c metodê DD otrzymaliœmy dwa razy

wy¿sze sygna³y S/N w porównaniu z metod¹

SF, przy jednoczesnym dwukrotnym zmniej-

szeniu zakresu oznaczanej masy molowej m/z

polilaktydu. W metodzie DD mierzony PLLA

by³ widoczny w w¹skim zakresie m/z: 1000 �

3000, natomiast w SF w szerszym zakresie m/z:

1000 � 6000. Wyniki pomiarów MALDI-TOF

sugeruj¹ wiêc, ¿e sole amoniowe stosowane

jako matryce jonowe w metodzie DD powodu-

j¹ aminolizê polilaktydu, a wiêc jego czêœciow¹

fragmentacjê. Grupy aminowe bêd¹ce silnymi

nukleofilami oddzia³ywuj¹ na grupy karbony-

lowe polilaktydu powoduj¹c rozrywanie ³añ-

cucha polimeru. W wyniku tego procesu otrzy-

many rozk³ad ciê¿arów cz¹steczkowych PLLA

jest zani¿ony i wynosi Mw = 1500, podczas gdy

pomiary przeprowadzone metod¹ SF wskazu-

j¹ œredni¹ masê molowa polilaktydu Mw =

2500. Hipotezê tê potwierdzi³y dodatkowe ba-

dania przeprowadzone metod¹ spektroskopo-

w¹ za pomoc¹ NMR w ciele sta³ym. W meto-
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Rys. 3. A) Porównanie wartoœci S/N (signal to noise) odczytane z widm masowych PLLA wykonanych technik¹

MALDI-TOF z u¿yciem matryc jonowych HABA-DEA, IAA-DEA, DHB-DEA metodami: SF (a), DD (b) oraz z ty-

powymi matrycami HABA, IAA, DHB z dodatkiem czynnika kationizuj¹cego NaI metod¹ SF (c). B) Ilustracja œred-

nich wartoœci (S/N) otrzymanych z pomiarów PLLA z udzia³em matrycy HABA-DEA wykonanych metod¹ SF i DD

Rys. 4. Widma masowe PLLA wykonane technik¹ MALDI-TOF z udzia³em matrycy HABA-DEA wykonane metod¹

DD (A), SF (B), oraz z typow¹ matryc¹ HABA z dodatkiem czynnika kationizuj¹cego (NaI) wykonane metod¹ SF



dzie SF oddzia³ywania cz¹steczek PLLA z ma-

tryc¹ jonow¹ s¹ s³absze, ze wzglêdu na separa-

cjê domen PLLA w stanie sta³ym i matrycy w

postaci krystalicznej. Wzajemne oddzia³ywa-

nia i kontakt miêdzyfazowy domen PLLA

z matrycami jonowymi zosta³ udowodniony za
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Rys. 5. Czas kontaktu miêdzy cz¹steczkami PLLA i matryc¹ DHB-DEA oznaczony za pomoc¹ 13C CP/MAS NMR.

Górne wykresy dotycz¹ metody DD i przedstawiaj¹ widma PLLA z udzia³em matrycy DHB-DEA ró¿ni¹ce siê czasa-

mi kontaktów obu próbek: dla 1 ms oraz 7 ms. Pe³n¹ gwiazdk¹ zaznaczony jest atom wêgla PLLA, natomiast obwódk¹

sygna³ referencyjny DHB. Poni¿ej umieszczone s¹ wykresy CP dla próbek mierzonych metoda DD (A) i SF (B)

Rys. 6. Widma masowe PLLA przeprowadzone technik¹ LDI-TOF z zastosowaniem metody DD wykonane na p³ytce

pokrytej PPX (A) oraz warstw¹ z³ota (B)



pomoc¹ badañ 13C CP/MAS NMR (cross polari-

zation magic angle spinning nucler magnetic reso-

nance). Wyniki pomiarów dla PLLA z matryc¹

DHB-DEA przedstawione s¹ na Rys. 5.

2) Analiza poli(L-laktydu) (PLLA) metod¹

LDI z zastosowaniem pow³oki z parylenu-N

(PPX) [2]

Poniewa¿ w³aœciwoœci matrycy mog¹ wp³y-

waæ na wielkoœæ otrzymanej œredniej masy mo-

lowej analizowanej próbki w pomiarach MAL-

DI-TOF, dlatego te¿ przeprowadzone zosta³y

oznaczenia PLLA za pomoc¹ metody ELDI-

-TOF (enhanced laser desorption/ionization

time-of-flight) wzmacniaj¹cej desorpcjê próbki

w wyniku zastosowania specyficznego pod³o-

¿a. Pomiary zosta³y przeprowadzone bez

udzia³u matrycy, na p³ytce stalowej pokrytej

pow³ok¹ PPX oraz porównawczo na typowej

p³ytce stalowej pokrytej warstw¹ z³ota. Widma

masowe PLLA dla obu pomiarów przedsta-

wione s¹ na Rys. 6.

Najwy¿sze sygna³y odczytane z widm ma-

sowych PLLA przypisane s¹ wartoœci m/z =

1609,3 odpowiadaj¹cej d³ugoœci ³añcucha

polimeru z³o¿onego z 21 merów

[C(O)CH(CH3)O-], z charakterystycznymi gru-

pami koñcowymi C4H9O i Na+. Sygna³ przy

m/z = 1625,2 przypisany jest polimerowi z³o¿o-

nemu z 22 merów, zakoñczonemu grup¹ hyd-

roksylow¹ z przy³¹czonym jonem Na+. Masa

molowa PLLA oszacowana na obu rodzajach

p³ytek jest podobna i wynosi Mn = 1977, lecz

wartoœæ S/N wyznaczona na PPX jest dwukrot-

nie wiêksza ni¿ na p³ytce typowej pokrytej

warstw¹ z³ota (S/NPPX = 80, S/NGOLD = 46).

Z przedstawionego na rysunku 7 widma ma-

sowego PLLA (z dodatkiem LiI) wykonanego

na PPX wynika, ¿e mo¿liwe jest przeprowa-

dzenie pe³nej charakterystyki grup koñcowych

polimeru na p³ytkach pokrytych warstw¹

parylenu.

2. WNIOSKI

Widma masowe poli(L-laktydu) otrzymane

technik¹ MALDI-TOF z udzia³em matryc jono-

wych bêd¹cych solami amoniowymi, pokazuj¹

silny wp³yw zastosowanej matrycy na uzyska-

n¹ wartoœæ ciê¿aru cz¹steczkowego polimeru.

Wyniki pomiarów przeprowadzonych metod¹

DD i SF znacznie siê ró¿ni³y, dlatego wprowa-

dziliœmy innowacyjny sposób oznaczania

masy molowej PLLA, eliminuj¹c obecnoœæ

matrycy. Po raz pierwszy w badaniach spek-

trometrii mas zastosowano pow³okê z paryle-

nu-N pokrywaj¹c ni¹ typow¹ p³ytkê u¿ywan¹

w badaniach spektrometrii mas. Pod wzglê-

dem praktycznym, silnie hydrofobowa war-

stwa PPX umo¿liwi³a koncentracjê kropli prób-

ki w skutek zmniejszenia jej rozmiaru. Ponad-

to, pokrycie metalowej p³ytki warstw¹ PPX za-

pobiega jej trwa³emu zanieczyszczeniu, umo-

¿liwiaj¹c stosowanie silnych kwasów, zasad i

rozpuszczalników organicznych.

Udzia³ w konferencji mo¿liwy by³ dziêki œrodkom

uzyskanym z NCN, numer grantu: N N 209

762440
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Rys. 7. Widmo masowe PLLA otrzymane technik¹

LDI-TOF metod¹ DD z dodatkiem soli LiI, wykonane na

p³ytce pokrytej warstw¹ parylenu
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