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Uvod

Cilem tohoto ¢lanku je na modelovych vzorcich smési
polystyrenti ukazat moznosti praktického vyuziti MALDI-
TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation —
Time of Flight Mass Spectrometry) pro analyzu smési
polymernich latek. MALDI-TOF MS je relativné nova,
perspektivni metoda, objevend a zavedend koncem osmde-
satych let piivodné pro analyzu biopolymeri. O metodé
MALDI-TOF MS syntetickych polymert bylo v posled-
nich patnacti letech napsano mnoho ptvodnich ¢lankd
a n&kolik souhrnnych referati'~.

Polystyren je polymer, ktery je vyuZzivan v Siroké
Skale aplikaci. Vyrabi se radikalovou polymeraci styrenu
probihajici velmi snadno i za normalniho tlaku. Protoze
homopolymer mé nizkou houzevnatost, v praxi se uplatiu-
ji pfedev§im modifikované typy. D4 se predpokladat, ze
mnozstvi riznych modifikaci poroste a je dobré pro né
najit i patfi¢né analytické metody.

MALDI vyuziva skutecnosti, ze priddnim urcité niz-
komolekularni latky (matrice) k analytu a jejich spole¢nou
krystalizaci vznikne systém, ze kterého se ostielovanim
laserovymi pulsy celkem snadno uvoliuji ionty i relativné
velkych molekul. Vyhodou této metody je, Ze jen zridka
dochézi k fragmentaci molekul analyzované latky a vznik-
1é ionty jsou pievazné jednondsobné nabité. To znamena,
ze 1ze urcit hmotnosti celych molekul, v pfipadé polymert
i distribuce jejich relativnich molekulovych hmotnosti.

Pro méfeni daného analytu je dilezité nalézt vhodnou
matrici. Velmi zjednodusené plati, ze pro hydrofilni poly-
mery jsou vhodné hydrofilni matrice, a opané — pro hyd-
rofobni polymery hydrofobni matrice. Castetné to vyplyva
z nutnosti nalézt vhodné rozpoustédlo, ale existuji i dalsi
faktory, které nejsou dosud obecné vysvétleny. Vybér
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vhodné matrice je tedy pomérné slozity a ve vétsin€ piipa-
dd je nutné optimalni podminky hledat, pficemz je tfeba
vénovat pozornost moZnym interferencim (matricové
klastry, interakce matrice s polymerem). Napi. pfi méfeni
PS se s velkym Uspéchem pouziva dithranol (1,8,9-
-anthracentriol) se stifbrnymi solemi, ale slozeni roztoku
této smési je stabilni jen nékolik minut'. Vyuziti riznych
matric pro méteni syntetickych polymert popisuje mnoho
ptvodnich ¢lankd a velmi dobry pfehled je v jiz zminéném
referatu’. Jako matrice jsou nejlastéji vyuZivany slabé
aromatické kyseliny s chromoforem, které vykazuji silnou
absorpci pii vinové délce pouzitého laseru (N, — 337 nm).
Pro hydrofilni polymery to jsou kyseliny 2,5-dihydroxy-
benzoova, a-kyano-4-hydroxyskoficova a chlorosalicylo-
va, pro hydrofobni polymery kyselina retinova a dithranol.

Mechanismus tvorby iontt v MALDI je komplikova-
ny. Dochazi ke tfem zakladnim typlim ionizace: (i) pfenos
protonu, (i) interakce s ionty (napf. kationizace kovovymi
ionty) a (ii7) vytvoreni iontu odtrzenim elektronu. VSechny
uvedené typy ionizaci byly pozorovany i u syntetickych
polymeri. Pretrvava ovSem otazka, jestli k ionizaci docha-
zi v oblaku vytvofeném laserem nad povrchem vzorku,
nebo jestli dochazi k ablaci pfedem vytvofenych ionti.

Pti ionizaci syntetickych polymeri hraje hlavni roli
kationizace kovovymi ionty, zatimco u biopolymerl se
vice uplatiiuje mechanismus pfenosu protonu. Ve spek-
trech relativné polarnich polymeri jsou ¢asto pozorovany
sodné a draselné adukty, pfestoze ani sodné ani draselné
soli nebyly dodatecné pridany. Tyto kationty jsou pfitom-
ny jako nelistoty ze skla, rozpoustédel, reagencii apod.,
apolymery s relativné vysokou iontovou afinitou nutné
nevyzaduji jejich vyssi koncentraci ve vzorku pro MALDI.
Naproti tomu nepolarni syntetické polymery bez heteroa-
tomtl, jako pravé polystyren, ale i polybutadien a polyiso-
pren, mohou byt Uspé$né ionizovany teprve po pridani
stiibrnych ¢i médénych soli, jejichZ kationty interaguji
s dvojnymi vazbami t&chto polymerd'. Pro méfeni nepo-
larnich polymerd bez heteroatomi a dvojnych vazeb, jako
je polyethylen a ostatni polyolefiny, nejsou konvenéni
metody ionizace dostatecné a polymery musi byt pied
méfenim pomoci MALDI-TOF MS modifikovany”.

Porovnani vysledkit MALDI-TOF MS a jinych ana-
Iytickych metod (napt. gelové permeacni chromatografie)
ukazuje, ze u MALDI-TOF MS dochézi k urc¢itému posu-
nu distribuce relativnich molekulovych hmotnosti at’ uz
k vy$sim, ¢ (vétdinou) niz§im hodnotam'. Usuzuje se, Ze
k témto odchylkam pfispiva jak ptiprava vzorku, tak i in-
strumentalni faktory.

Pti pipravé vzorku je potfeba nalézt vhodnou matrici,
stul a rozpoustédlo, a smés spravné nanést na desticku
s cilem dosahnout co nejvice homogenni spole¢né krystali-
zace vSech latek. Rizné polymery, piipadné polymery
s riznymi koncovymi skupinami, se rizn€ ochotné ionizuji
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a tedy maji rizné iontové efektivity. Rozdilné iontové
efektivity maji ovSem i jednotlivé oligomery téhoz poly-
meru s ruznym poctem strukturnich jednotek v fetézci.
Obdobng tomu je i s desorpci riznych polymerd z matrice
po aplikaci laserového pulsu.

Pti méteni polymert s Sir§imi distribucemi relativnich
molekulovych hmotnosti zpravidla dochézi k urCitému
posunu priaméru relativni molekulové hmotnosti. Tyto
hmotnostni posuny mohou byt minimalizovany srovnanim
s mé&fenim polymert s tizkou distribuci, pfipadné¢ métfenim
separovanych frakci polymert s $irsi distribuci*®. Jiny
pfistup ukazuje prace amerického NIST (Nérodni ufad pro
standardizaci a technologii), kde jsou srovnany vysledky
primérnych relativnich molekulovych hmotnosti totoz-
nych polymernich vzorkti zméfenych za stejnych podmi-
nek pfipravy mnoha laboratofemi po celém svéte a nasled-
né statisticky vyhodnoceny’. Souéasti podobného projektu
je i tato prace, ktera je zaméiena na charakterizaci riznych
smési dvou polystyrenti pfipravenych v NIST. Cilem pro-
jektu je srovnat a statisticky vyhodnotit jednotlivymi labo-
ratofemi naméfené hodnoty primeéru relativnich molekulo-
vych hmotnosti a poméra slozek. Poméry, v jakych byly
slozky smichény, nebyly jednotlivym laboratofim oznadme-

ny.
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Experimentalni ¢ast

Vsechna meéfeni metodou MALDI-TOF MS byla
provedena na piistroji Kompact MALDI SEQ tDE (Kratos
Analytical, Shimadzu) TOF vybaveném dusikovym lase-
rem (337 nm) v linearnim mddu s pulsni extrakci. Smési
polystyrentt (PS) byly ziskdny z NIST (Gaithersburg,
USA). Kazdy z péti vzorkd (oznacenych pismeny A az E)
byl smési obsahujici v rizném pomeéru polystyren zakon-
¢eny hydroxylovou skupinou (PSOH) a polystyren zakon-
Ceny vodikem (PSH). Pro zaji$téni homogenniho promi-
chani obou slozek byly pripraveny roztoky téchto dvou
polymert v toluenu a pieneseny do vialek. Toluen byl poté
odpaten. Kazda vialka obsahovala pfiblizné 7 mg PS. Jako
matrice byla pouzivana kyselina retinova (Fluka, Buchs,
Svycarsko). Trifluoroctan st¥ibrny (AgTFA) byl ziskan od
firmy Aldrich (Milwaukee, USA). Vsechny latky byly
pouzity bez dalsiho precisteéni.

PS smési, matrice a soli byly rozpustény v tetrahydro-
furanu (Lachema, Neratovice, Ceska republika) na kon-
centraci 5 mg.ml™' PS, 75 mg.ml” kyseliny retinové
a5 mg.ml' AgTFA. Pfipravené roztoky pak byly v tomto
pofadi smichany v objemovém poméru 1:10:1, vzniklé
smési byly poté naneseny na terc¢ik a nechany volné vy-
schnout na vzduchu. Jednotliva spektra byla vysledkem
100 laserovych pulsi. Vzorky byly méteny vicekrat, pfi-
¢emz bylo dbano, aby se v prub¢hu méfeni neménilo na-
staveni pfistroje a z kazdé plosky na terc¢iku bylo sejmuto
jen jedno spektrum.
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Vysledky a diskuse

Obr. 1 ukazuje souhrnné spektra vSech polystyreno-
vych vzorku, obr. 2 pak vyfez hmotnostniho spektra vzor-
ku C, kde jsou vidét primérni i sekundérni série pikli posu-
nuté od sebe o 44 jednotek relativni molekulové hmotnos-
ti. Na obr. 1 jsou velmi dobfe vidét rozdilné tvary distri-
bucnich kiivek vzorkt A (pouze PSOH) a E (pouze PSH).
Ve smésnych vzorcich B az D si jednotlivé série piki tento
tvar zachovavaji.

Hmotnostni spektrum je zévislost intenzity signé-
Iu detektoru (ktera je pfimo umérna mnozstvi ¢astic na ngj
dopadlych) na poméru hmotnosti a naboje m/z. Z takového
vyjadieni se muze zdat, Ze uz je relativné snadné vypocitat
jak ciselné, tak hmotnostni primeéry relativnich molekulo-
vych hmotnosti (M,, M,,). Nicmén¢, pravé z divodi hmot-
nostni diskriminace, je potfeba byt velmi opatrny pii vy-
hodnocovani vysledki.

Pro spravny vypocet praméri relativnich molekulo-
vych hmotnosti je dilezita spravna kalibrace naméfenych
spekter. Oba polymery byly pfipraveny aniontovou poly-
merizaci styrenu, pti¢emz jeden z koncu fetézce nese ferc-
butylovou skupinu jako zabudovany zbytek iniciatoru.
PSH ma tedy vzorec:

(CHS)zc—[—CHZ—CH(csHSHn—H

PSOH je misto -H =zakonfen koncovou skupinou
CH,CH,0H, a ma tedy o 44 jednotek vétsi relativni mole-
kulovou hmotnost nez oligomery PSH obsahujici v fetézci
stejny pocet strukturnich jednotek. Z toho lze snadno spo-
Citat presné relativni molekulové hmotnosti jednotlivych
oligomertt PSH, PSOH a jejich kvazimolekularnich iontt.
Tyto piesné vypocitané hodnoty se ptifadi k jednotlivym
piktim a hmotnostni spektra se prekalibruji.
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Obr. 1. Hmotnostni spektra MALDI-TOF vzorki A az E
(slozeni viz. tab.l); vzorky pfipraveny krystalizaci roztoku smési
polystyrenti (5 mg.ml™"), kyseliny retinové (75 mg.ml™") a trifluor-
octanu stfibrného (5 mg.ml™) v tetrahydrofuranu v objemovém
poméru 1:10:1
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Obr. 2. Vyiez hmotnostniho spektra MALDI-TOF vzorku C
ukazujici primarni, resp. sekundarni sérii piki (polystyren
kon¢eny vodikem, resp. polystyren konéeny skupinou
CH,CH,0OH, pii¢emz sekundarni série je o 44 jednotek relativni
molekulové hmotnosti posunuta)

Dalsi moznosti kalibrace je vyuziti interniho standar-
du, tzn. pridani latky se znamou relativni molekulovou
hmotnosti, ktera je méfitelna pfi podminkach analyzy.
Jinou moznosti je vyuziti metody ,,multi-peak calibration*
znamé také jako metoda self-calibration*®, ktera je zalo-
zena na vypoctu relativnich molekulovych hmotnosti poly-
mernich materiald s vyuzitim znalosti pfesnych diferenci
mezi jednotlivymi oligomery. Vyhodné je vyuzit tyto dru-
hé dvé metody pro zpiesnéni kalibrace a po uspésné identi-
fikaci iniciatoru (pokud nebyl pfedem znam) a piitazeni
konkrétnich pikd kalibrovat na pfesn€ spocitané relativni
molekulové hmotnosti jednotlivych iontt.

Tabulka I
Piehled vysledkd vypocti
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Integrovanim jednotlivych pikt se dostane jejich plo-
cha 4;(PSH) nebo 4;(PSOH). Dosazenim do rovnic:

. ( D ((Mi- Mag).- A;)]

ST
M[

Z((Mi—MAg)Z»Ai)
D (M- Mag)- 43)

se dostanou prislusné priméry relativnich molekulovych
hmotnosti. M; je relativni molekulova hmotnost jednotli-
vych oligomert, 4; je jejich plocha, My, je relativni ato-
mova hmotnost Ag" iontl vdzanych na jednotlivych mole-
kulach polymeru. Timto zptisobem se spoCitaji M, a M,
pro série pikd jak PSH, tak PSOH. Je zfejmé, Zze ¢im bu-
dou distribu¢ni kiivky relativnich molekulovych hmotnosti
$irsi a méné¢ symetrické, tim bude podil hmotnostniho
a ¢iselného priméru relativnich molekulovych hmotnosti
vetsi. Tento pomér (M,,/M,) je oznaCovan jako koeficient
polydisperzity v a je dalsi charakteristickou veliinou po-
pisujici polymery.

Protoze MALDI-TOF MS méfi principidlné pocet
iontli dopadajicich na detektor, odpovida podil 4(PSOH)/
A(PSH), kde A(PSOH) je suma 4;(PSOH) a A(PSH) suma
Ai(PSH), molarnimu poméru téchto slozek. Podle rovnice:

[ J

se vypocita hmotnostni pomér.

Z tabulky I je patrné, ze jak ciselné, tak hmotnostni
priméry relativnich molekulovych hmotnosti spocitané
z jednotlivych spekter danych sérii vzorki si veelku velmi
dobte odpovidaji. Bylo zjisténo, Ze ve smésich s postupné
klesajicim obsahem PSH dochdzi spolecné se sniZzenim
hodnoty koeficientu polydisperzity také k urcitému pokle-
su pruméra relativnich molekulovych hmotnosti PSH sloz-
ky. Na obr. 1 je vidét, ze vzorek E ma $§irsi distribuci nez
vzorek A (koeficient polydisperzity 1,0195 proti 1,0072)

m(PSOH)
m(PSH)

Mn(PSOH) - A(PSOH)
Mn(PSH) - A(PSH)

Vzorek Série pikl Primeér relat.molekulovych hmotnosti ~ Koeficient poly- Hmotnostni pomér
Ciselny M, hmotnostni M,, dispirzity m(PSOH)/m(PSH)
A PSOH 8569,73 8632,06 1,0072 -
PSH - - - -
B PSOH 8567,41 8616,81 1,0058 25,80
PSH 8126,83 8173,71 1,0058 -
C PSOH 8549,64 8599,18 1,0058 1,40
PSH 8227,56 8340,05 1,0138 -
D PSOH 8525,68 8564,62 1,0046 0,26
PSH 8279,66 8416,72 1,0166 -
E PSOH - - - -
PSH 8440,67 8605,50 1,0195 -
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apozvolngj§i pokles intenzit pikd s rostoucim m/z.
S klesajicim obsahem PSH ve smésich, tak jak jejich
mnozstvi klesa pod detekéni limit, mizi postupné ze spek-
ter piky sniz8i intenzitou. Pravé to ma u vzorku PSH
s nesymetrickou distribu¢ni kiivkou za nasledek pokles
primeéra relativnich molekulovych hmotnosti. U vzorku
PSOH, ktery ma distribu¢ni kiivky s daleko symetrictéj-
$im charakterem, se tento posun prumeéri relativnich mole-
kulovych hmotnosti se zménou poméru slozek ve vzorcich
neprojevuje.

Zavér

Tato prace sleduje jedno z moznych vyuZiti techniky
MALDI-TOF MS pro analyzu syntetickych polymert.
Tato metoda je vhodna nejen pro studium biopolymerd, ale
nachazi uplatnéni i v chemii syntetickych polymert, proto-
ze hmotnostni spektra ukazuji pfevaZzné jednou nabité kva-
zi-molekularni ionty bez fragmentace, a jsou tedy velmi
jednoducha. Provedené experimenty pii analyze smési
polystyrenti ukéazaly, ze MALDI-TOF MS dokaze ucinné
a pfitom velmi jednoduse identifikovat jednotlivé oligome-
ry polystyrenii s riznymi koncovymi skupinami, urcit dis-
tribuce molekulovych hmotnosti, koeficient polydisperzity
a stanovit molarni resp. hmotnostni sloZeni smési.
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K. Mazanec™® and J. Chmelik? (“Institute of Analyti-
cal Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic, "Faculty of Chemistry, Technical University, Brno):
Utilization of MALDI-TOF MS for Analysis of Poly-
mer Mixtures

Utilization of MALDI-TOF MS in polymer analysis
is described. The method is suitable both for biopolymers
and synthetic polymers. Various mixtures of OH- and H-
terminated polystyrenes were studied. MALDI-TOF MS is
able to identify individual oligomers with different end-
groups, to determine molecular weight distribution and
polydispersity, and to analyze molar or weight composi-
tion of polymer mixtures.
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DOKTORSKE STUDIUM POLYMERU

Studium probiha ve spolupraci s vysokymi §kolami v CR. Témata studia se tykaji riznych oblasti moderni
polymerni védy, napt. syntézy polymert pro vyuziti v medicing a biologii, samoorganizace polymera pro vyu-
ziti v technologickych aplikacich, funkcionalizace polymert pro reakce na stimuly prostredi, recyklace odpad-
nich plastt, vyuziti Spickovych fyzikalnich a fyzikalné-chemickych metod pfi studiu a ovliviiovani vlastnosti

polymerda.

Anotace témat a dalsi informace jsou vystaveny na strance Moznosti studia na www.imc.cas.cz .V pripad¢e
zajmu o nékteré z témat prosim kontaktujte Skolitele uvedeného u tématu nebo tajemnika UMCH pro védeckou
vychovu RNDr. Petra Stépanka, DrSc. (tel. 296 809 111, e-mail: stepanek@imc.cas.cz).
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