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LABURPENA: Gaur egun, materialak ezaugarritzekoerabiltzen diren teknikek informazio dezente uz-
ten dute agerian, baina oraindik nahiko zaila da egiturari buruzko informazio osatua lortzea. Informazio
hau garrantzi handikoa eta beharrezkoa da modu sakon batean polimero horietatik eratorritako materia-
len propietateak ezagutzeko. Polimeroak karakterizatzeko, Matrix Assisted Laser Desorption-Ionization
Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI/TOF MS) sortu zenetik, gero eta gehiago hedatu da teknika
honen erabilera arlo desberdinetan.

Masa-espektrometria teknika hau hedatu egin da polimeroen karakterizazioan, masa molarraren bana-
ketaz gain, polimeroen unitate monomerikoa, polisakabanatzea eta kateen muturrak ezagutzea lor daite-
keelako, hain zuzen ere.

Lan honetan MALDI/TOF teknikaren oinarriak labur azalduko dira: masa espektrometroak nola fun-
tzionatzen duen, zein den matrizearen garrantzia, zeintzuk diren matrize ohikoenak... Eta zenbait poli-
meroren karakterizazio adibideak aztertuko dira. Zehazki, bi karakterizazio-prozedura erakutsiko dira:
Gel Permeation Chromatography (GPC) teknikan estandartzat erabiltzen den poliestireno homopolime-
roa eta Latemul, emultsionatzaile polimerizagarri komertzial moduan erabiltzen den kopolimeroa.

HITZ GAKOAK: MALDI, masa-espektrometria, polimeroak.

ABSTRACT: Nowadays, techniques used for materials characterization provide a lot of information,
but it is difficult to obtain complete information about structure. This information is very important and
it is required to know more about the obtained material properties by these polymers. For polymers
characterization, since Matrix Assisted Laser Desorption-lonization Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI/TOF MS) was developed, the use of this technique in different fields has increased exponen-
tially.

This mass spectrometry technique has spread for polymers characterization and, besides molar mass
distribution, polymer monomeric units, polydispersity and end-groups can also be obtained.

In this work, MALDI/TOF fundamentals are briefly explained: how mass spectrometer works, what is
the importance of the matrix, which are the typical matrices... And some polymer characterization illus-
trative examples will be presented. Specifically, twocharacterization processes will be shown: polysty-
rene homopolymer used as a standard in Gel Permeation Chromatography (GPC) technique and
Latemul, a comercial copolymer used as polymerizable emulsifier.
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1. SARRERA

Matrix Assisted Laser Desorption-lonization Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI/TOF MS) edo laserraren bidezko desortzio-ioniza-
zio matrizez lagundua/hegaldi-denbora masa-espektrometria 1980ko ha-
markadan sortu zen Tanaka [1], Karas eta Hillenkamp-en [2] laborategie-
tan. 1991n masa espektrometroak komertzialki erabilgarri izaten hasi ziren.
Teknika honekin laginak era bigun batean ioniza daitezke, hau da, lagin
osoa detekta daiteke zatiketarik gertatu gabe, eta laginean dauden konposa-
tuen edo substantzien masa desberdinak espektro batean biltzen dira. Pro-
teinen arloan ikerkuntzak egiten hasi ziren, proteinen hatz-aztarna lor dai-
tekeelako, bai eta sekuentziatu ere, peptidoen aminoazido-sekuentziaren
bitartez proteinaren identifikazioa eginez. Denboraren poderioz, teknika
hau beste arlo batzuetan hedatu da, metabolomikan edo lipidomikan, esate
baterako. Aldi berean, polimeroak detektatzeko eta hauen masa molarren
banaketa aztertzeko erabili ohi da [3-12], karga bateko espezieak bakarrik
sortzen direlako eta espektroak erraz interpreta daitezkeelako. Beste masa-
espektrometria teknikekin alderatuz metodo honek dituen abantaila nagu-
siak hauek dira:

i) Masa handiko polimeroak neurtu daitezke zatiketarik gabe [13],
hau da, molekula osoa detektatzen da.

ii) Gailurren bereizmen ona izanez gero, hots, estua denean, mutur
taldeen konposizioa, monomeroa(k) eta hauen kopurua ezagut dai-
tezke [14-16].

iii) 20 kDa (20.000 Da) baino baxuagoko masak aztertzeko, masa-ab-
solutu teknika da.

Artikulu honetan MALDI/TOF masa-espektrometria erabiliz poli-
meroak nola ezaugarritzen diren erakutsiko da. Horretarako, lehendabizi
teknika hau zertan datzan azalduko da laburki. Ondoren, polimeroen ka-
rakterizazioa gauzatuko da. Kontuan hartu behar da polimeroak bi talde na-
gusitan banatzen direla: homopolimeroak eta kopolimeroak. Lehenengoak,
monomero bakar batez osatuta daude; bigarrenak, aldiz, monomero unitate
bat baino gehiagoz. Horregatik, bi azalpen hauek atal desberdinetan banatu
dira. Azkenik, azalduko da teknika hau erabiltzeko zein den polimeroen
polisakabanatzearen garrantzia.

2. MALDI/TOF MASA-ESPEKTROMETRIA
MALDI/TOF espektrometroak laser bat erabiltzen du laginak ioniza-

zio-kutxan ionizatzeko (1. irudia A). Normalean, laser erabilgarrienak la-
ser ultramoreak (UV) dira, oso erraz erabiltzen direlako eta prezio baxua
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daukatelako. Hauen artean, nitrogeno (A = 337 nm) eta Nd:YAG laserrak
(A = 266 eta 355 nm) dira ohikoenak. Laserra laginarekin kontaktuan jar-
tzen denean, ioiak sortzen dira eta hauek, aplikatzen den eremu elektriko
baten eraginez, TOF tuturaino azeleratzen dira. TOF tutuan analisi-fasea
gertatzen da. Hango hutsune altua dela eta, pisu txikiko ioiek energia zine-
tiko handiagoa izango dute; beraz, pisu handiko ioiak baino lehenago iri-
tsiko dira detektagailura (1. irudia B).

A Elektrodoa B

@ o':. .’.89

lonizazioa

masa analizatzeko

ionizatzeko

iturria tutua

Lagina molekulak
matrizez inguratuta

Euskarri metalikoa

1. irudia. MALDI/TOF masa espektrometroaren eskema. (A) Ionizazio-urratsa.
(B) Prozesu orokorra.

Espektrometro barruan lagina sartu aurretik, laginaren prestaketa egin
behar da. Horretarako, lagina, matrizea eta gatzaren kantitate egokiak di-
solbatu behar dira disolbatzaile bateragarri batean, eta gero analito/ma-
trize/gatz erlazio molar egokian nahasi behar dira. Beraz, oso garrantzitsua
da matrize eta gatz egokiak aukeratzea. Matrizeari esker, MALDIn erabil-
tzen den laserra berarekin kontaktuan jartzen denean, laserraren energia
gehiena matrizeak xurgatzen du, eta ioi osoak detekta daitezke zatiketarik
gertatu gabe. Bestalde, gatza ioi aduktuak sortzeko erabiltzen da eta, aldi
berean, laginen molekulen ionizazioak erraztu egiten ditu [17]. Matrize
ohikoenak molekula organiko aromatikoak izaten dira; adibidez, hauek:
azido 2,5-dihidroxibenzoikoa (DHB), azido a-ziano-4-hidroxi zinnamikoa
(CHCA) edo trans-2-[3-(4-tert-Butilfenil)-2-metil-2-propenilideno]maloni-
triloa (DCTB). Erabiltzen diren gatzak sodio, potasio edo zilarrarenak iza-
ten dira, sodio ioduroa (Nal) edo zilar trifluoroazetatoa (AgTFA), esate ba-
terako.

3. HOMOPOLIMEROEN KARAKTERIZAZIOA

Erabilitako homopolimeroa poliestireno (PS) estandarra da, 13100 Da
masa molarrekoa, Gel Permeation Chromatography-an (GPC) estandar be-
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zala erabiltzen den poliestireno homopolimeroa hain zuzen (Varian). Poli-
merizazio anionikoaren bidez sintetizatzen da; teknika honen bidez, masa
molar banaketa estuko polimeroak lortzen dira. Polimerizazioan litio n-bu-
tiloa erabiltzen da hasarazle bezala, eta alkohol bat erabiltzen da transfe-
rentzia-agente bezala polimero kateen hazkuntzari amaiera emateko.

A [
fo

cdHQ-(CSHS) -H

10000 11600 12000 13000 14000 15000

m/z (Da)

C4Hg(CHg)110-H CQHQ-(CSHB) -H C,Hg-(CsHg),,-H

12550 12600 12850 12700 12750
m/z (Da)
2. irudia. 13100 Da masa molarreko PS-aren MALDI/TOF es-
pektroa. (A) Espektro osoa 10000-15000 Da masa artean. (B) Han-
dipena 12540-12800 Da masa artean. Egitura eta formula moleku-
lar orokorra ere erakusten dira, eta handipenean gailur bakoitzari
dagokion formula molekularra adierazten da.
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Kasu honetan, matrize-gatz sistema moduan, DCTB matrizea eta
AgTFA gatza erabili ziren. Gatz hau aukeratu da, zilarrak eta lotura bikoi-
tzak elkarri eragiten diotelako eta, horrela, laserrarekin ionizatzerakoan
aduktuak errazago sortzen direlako. Kontuan hartu behar da estirenoak
(St) bere monomero egituran heteroatomorik ez duela (2. irudia A), eta es-
pektroan lortzen den intentsitatea hobetzeko beharrezkoa dela ionizazioan
aduktu hauek sortzea.

MALDI espektroa aztertuz, PS 13100 Da, C,H,-(C¢Hy),-H egiturari lo-
tuta dago (2. irudia A), hau da, mutur taldeak C,H, eta H dira eta mono-
mero mota bakarrez osaturik dago, estirenoa (St, CsHg). Monomero-unita-
teen kopurua n letraren bidez adierazten da.

Espektroaren gailur bakoitzaren posizioa (1) ekuazioak aurresaten
du, monomero kopuru desberdina ng, letraren bidez adierazten da, eta,
AgTFA gatza erabili denez, espektroan agertzen den gailur bakoitzaren
masa zilarra aduktua sortuz detektatzen da, horregatik M,, agertzen da
ekuazioan.

(/2 = 15 Mg + My + Mg i100+ Magukeoa (ag). (H

Non (m/z),, den gailur bakoitzarentzat kalkulatutako balioa; n, mono-
mero kantitatea; M, masa molekularra; eta St, estirenoa. Kalkuluak egiteko
erabili diren masa molekularrak hauek dira: Mg, = 104,06, M = 1,007,
M ii0a = 57.07 eta My, = 106,90 Da.

Azkenik, MALDI eta PS fitxa teknikoan agertzen diren datuak aldara-
tuta, oso antzeko balioak lortzen dira (1. taula), zeren eta adostasuna bai-
tago monomeroaren unitatean, masa molarren banaketan (M,, eta M,) eta
polisakabanatzean. Beste alde batetik, fitxa teknikoaren arabera, PS sintesi
erreakzio honetan sortzen diren mutur taldeak n-butiloa eta metiloa dira,
baina MALDIren emaitzetan ikusten da nola metiloa izan beharrean, hidro-
geno atomo bakar batez osaturik dagoen.

1. taula. PS-ren analisien konparaketa: MALDI/TOF teknika eta hornitzailearen
fitxa teknikoa erabilita.

St-13100 MALDI analisia Hornitzailearen analisia
Monomeroa Estirenoa Estirenoa
M, 12740 4 12600
M, 12792,7 12900
b 1,004 1,03
Mutur taldeak n-butiloa eta hidrogenoa n-butiloa eta metiloa

M,,, masa molarra pisuan; M,, masa molarra zenbakian; eta P, polisakabanatzea.
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Erreakzioaren mekanismoa aztertzen badugu (3. irudia), erraz ikus
dezakegu nola MALDIn lortutako emaitzak zentzu handiagoa daukan.
Lehendabizi, litio n-butiloaren butilo anioiak estireno monomeroaren lo-
tura bikoitzari eraso egiten dio, lotura bakun bat sortuz. Lotura hau sor-
tzen denean, anioi berri bat sortzen da, eta honek beste estireno baten lo-
tura bikoitzarekin erreakzionatzeko aukera dauka, eta abar. Horrela, PS
polimeroa sortzen da. Erreakzioa amaitzeko edo polimero kateen hazkun-
tzari amaiera emateko, alkohol bat erabiltzen da transferentzia-agente-
tzat, eta hidrogeno atomo bat gehitzen da kate bukaeran. Beraz, MALDIn
lortutako mutur taldea zentzuzkoa da, eta ez fitxa teknikoan adierazten
dena.

o @
Bu Li Z\//\ - V\© ---------------- » Polimeroa
§ /—\O
H—0R Ph H g

OR

3.irudia. PS sintetizatzeko polimerizazio anioniko erreakzioaren eskema.

4. KOPOLIMEROEN KARAKTERIZAZIOA

Latemul PD-104 kopolimero komertziala (Kao Chemicals) emultsio-
natzaile polimerizagarri (lotura bikoitza du bere egituran eta ondorioz
monomeroekin erreakziona dezake) moduan erabiltzen da emultsio-poli-
merizazioetan. Honen egitura ezagutzea premiazkoa da, emultsio-polimeri-
zazioetan partikulen egonkortasun koloidalean duen eraginagatik. Norma-
lean industriak ez du datu gehiago errazten, eta zaila izaten da konposatu
0soa ezaugarritzea.
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A)
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0 (o} L \//s<0
C5HBO-(C2H40)H-(C3HEO)m-Soa
8(')0 lOIOO 12'00 14'00 16:2)0 18'00 ZOIOO 22'00 Z4I00
m/z(Da)
B)

CSHQO-(C2H4O)3-(C3H 60)22‘504
C;H,0+(C,H,0)-(C;H0),,-S0,

C:Hy0-(C,H,0)5-(C;He0)4-50,

C;Hs0-(C;H,0),,-(C;H0),5-50,
Cs HQO'(CZHAO)11'(C3H60,16'504

C.H,0-(C,H,0),,-(C;H0),-S0,
CSHBO'(CZHilO)lU'(Ca H50)17‘504

CSHBO'(CZHAO)A'(CSH 50)21'504
CSHQO-(C2H40)7-(C3H 50)19'504

C5Hy0-(C,H,0),,-(C;H0),-50,
CSHBO'(CZH4O)2'(C3HGO,2 S0,
C5H90- (CZHAO, 14'(C3H 50)14'304

C:H 90-(CZH4O)28-(C;HGO);-SO,,

1600 1605 1610 1615 1620 1625 1630 1635

m/z (Da)

4. irudia. Latemul PD-104 kopolimeroaren MALDI/TOF masa espektroa
(1675 Da). (A) Espektro osoa 800-2400 Da masa artean. (B) Handipena 1595-
1635 Da masa artean. Gailur desberdinei dagozkien formula molekularrak eta egi-
tura orokorra (goian) adierazten dira.
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Kasu honetan, matrize-gatz sistema moduan, DCTB matrizea eta Nal
gatza erabili ziren. MALDI espektroa aztertuz polimero honen egitura zeha-
tza ezagutu dezakegu. Latemul PD-104k CsH,O-(C,H,0),-(C;H,0),-SO,
egitura dauka (4. irudia A), hau da, mutur taldeak C;H,O eta SO, dira, eta bi
monomero desberdin dauzka: etilenglikola (EG, C,H,0) eta propilenglikola
(PG, C;H,0). Monomero bakoitzaren kopurua n eta m letraz seinalatzen da.
Espektroaren gailur bakoitzaren posizioa (2) ekuazioaren bidez aurresaten
da, zeinetan monomero-unitateen kopuru aldakorrak agertzen diren (ngg eta
npg letraren bidez adierazita). Kasu honetan, Nal erabili da gatz moduan eta
espektroan agertzen den gailur bakoitza sodioa aduktuarekin batera detekta-
tzen da; beraz, kontuan hartu behar da My, ekuazioan.

(M/Z)a = NgMgg + NpMpg + Mgos + Mesnoot Maduktoa N, (2

Non (m/z), den gailur bakoitzarentzat kalkulatutako balioa; n, mo-
nomero-unitateen kopurua; M, masa molekularra; EG, etilenglikola;
PG, propilenglikola. Kalkuluak egiteko erabili diren masa molekularrak
hauek dira: Mgg = 44,03, Mpg = 58,04, Mcsyoo = 85,06, Mg, = 95,95 eta
My, = 22,99 Da.

Azkenik, MALDI eta fitxa teknikoan agertzen diren GPCren datuak al-
daratu dira (2. taula). Masa molarren banaketan M,, balioa berdina da, baina
M,,-ek balio ezberdina daukate; hori dela eta, polisakabanatzearen balioa
ere asko aldatzen da. Kontuan izan behar da GPC-ez lortutako masa mola-
rrak poliestireno estandarretan oinarritutako kalibratu bitartez lortu direla,
eta, beraz, balioak ez direla absolutuak. Hau kontuan izanik, emaitzak bat
datozela esan daiteke.

2. taula. Latemul PD-104 analisien konparaketa: MALDI/TOF teknika eta hor-
nitzailearen datuak GPC erabilita.

Latemul PD-104 MALDI analisia Hornitzailearen analisia
Monomeroak Etilenglikola eta propilenglikola —
M, 16754 1674
M,, 1756,5 2527
b 1,048 1,51
Mutur taldeak CsHyO sulfatoa —

M,,, masa molarra pisuan; M, , masa molarra zenbakitan; eta D, polisakabanatzea.

Gainera, kopolimeroen MALDI espektroetan gailur guztiak karakteri-
zatuta daudenean, 2D-diagramak irudika ditzakegu, non erraz ikusten den
zein den kopolimeroaren egitura. 5. irudian Latemul PD-104-ren 2D-dia-
grama erakusten da. X eta Y ardatzetan, etilenglikol eta propilenglikol uni-
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tate kopuruak adierazten dira, hurrenez hurren. Eskuinaldean, kolore-es-
kala bat erabiliz espektroko gailur bakoitzaren intentsitatea bereiz daiteke.
Horrela, kolore gorrixkak espektroan gailur intentsoa dagoela adierazten
du, eta kolore urdinak, ordea, espektroan gailurrik ez dagoela esan nahi du.
Irudiari erreparatzen badiogu, argi ikus genezake Latemul PD-104-n bi ba-
naketa ikusten direla: garrantzitsuenak 22-25 EG unitate eta 2-4 PG unitate
ditu; eta bigarrenak 20-22 PG unitate eta 1-5 EG unitate ditu.

40 Intentsitatea

4 5E6

35
30 42566
| 3 62586
3E6
237566
1,75E6

1,125E6

5ES

Propilenglikol unitateak
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Etilenglikol unitateak

5. irudia. Latemul PD-104-ren MALDI espektroaren emaitzetan oinarritutako
2D-diagrama. Gailurren intentsitatea kolore-eskalaren bidez adierazten da.

5. POLISAKABANATZEAREN GARRANTZIA MALDI
ANALISIAN

Polimeroek ez daukate, beste konposatuek bezala, masa bakarra, masa
molekular desberdinez osatzen dira, hau da, masa banaketa daukate. Poli-
sakabanatzeak (D) banaketa horren aldaketa adierazten du. MALDI tekni-
kan hobeto detektatzen dira pisu txikiko molekulak pisu handikoak baino:
pisu txikikoek errazago hegan egiten dute eta detektagailura lehenago iri-
tsi; horregatik, oso polisakabanatze (P) handiko polimeroak txarto detek-
tatzen dira, eta ez dituzte emaitza zehatzak ematen. Polisakabanatzearen
arazo honi konponbidea emateko, GPC kromatografia erabiltzen da. Ho-
rrela, GPC-n polimeroaren lagina ziztatzen da, eta zutabean polimeroa-
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ren banaketa ematen da. Polimeroaren kate luzeenek, hau da, pisu handi-
koenek, denbora gutxiago behar dute zutabea zeharkatzeko kate motzenek
edota pisu baxukoenek baino. Modu honetan, GPC-ri frakzio-biltzailea
(6. irudia A) akoplatzeko aukera dago, eta honek ahalbidetzen du denbora
tarte desberdinetan polimero laginaren frakzioak jasotzea (6. irudia B); be-
raz, hasierako polimeroaren banaketa bat lortzen da, eta, era berean, poli-
meroaren frakzio bakoitzak P txikiagoa izango du. 6. irudia B-n B handiko
polimero baten GPC kromatograma erakusten da. Frakzio-biltzailea erabi-
liz jasotako frakzio bakoitza (F1-F5) kolore desberdineko lauki baten bidez
adierazi da. Horrela, kasu zehatz honetan lagina bost frakzio desberdinetan
banatu da. Frakzio bakoitza MALDI espektrometroan sartu eta argi ikus-
ten da hauen espektroan nola lehenengo frakzioak (F1), denbora gutxiago
behar duenak zutabetik ateratzeko (26-27 minutu), masa handiko polime-
roak erakusten dituen 6-18 kDa masa artean. Bestalde, bosgarren frakzioa
(F5), hasierako laginetik lortutako azken frakzioa da (28,7-30 minutu), eta
honen espektroan masa txikiko polimeroak daude 0-2 kDa.

A) C)
F1->6-18kDa/t=26-27 min

el LA | | 1 i Wil
SR T TR T AT TR

F2 > 4-6kDa/t=27-27.5 min

AU RS L AR A5kt -
F3 224 kDa [t =27.5*28.2 Min o G
B) F4 >"-4 kDa'ft = 28.7% 28.7 Min o
FL F2F3 F4 F5
i [~ .
E 10510‘ \ - .
gl \ F5-> 0-2 kDa/t =28.7 - 30 min
£ "N
= N !__ e
omoy _ ‘ ‘ . 2 4 6 8 10 12
w0 BO BO M) /Y 200
Denbora (min) m/Z {kDa)

6. irudia. (A) Frakzio-biltzailearen argazkia. (B) b handiko polimero baten
GPC kromatograma. (C) GPC eta frakzio-biltzailea erabiliz lortutako 5 frakzioen
MALDI espektroak. Jasotako frakzio bakoitza (F1-F5) GPC-n kolore desberdi-
neko lauki baten bidez adierazten da eta kolore bera mantentzen da frakzio horren
espektroan.
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MALDI-TOF masa-espektrometriaren erabilera
polimeroak ezaugarritzeko

6. ONDORIOAK

Materialak ezaugarritzeko erabiltzen diren teknikek informazio de-
zente uzten dute agerian, baina oraindik nahiko zaila da egiturari buruzko
informazio osatua lortzea. Masa-espektrometria teknika hau erabiliz, poli-
meroen garrantzi handikoa eta beharrezkoa den informazioa lor dezakegu
modu sakon batean ezagutzeko polimeroen mikroegitura eta polimero ho-
rietatik eratorritako materialen propietateak. Masa molarraren banaketaz
gain, polimeroen unitate monomerikoa, polisakabanatzea eta kateen mu-
turrak ezagutzea ere lor daiteke, hain zuzen ere. Hori dela eta, teknika hau
gero eta gehiago hedatzen ari da polimeroen propietateak hobeto azter-
tzeko.
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Lan honek UPV/EHUren, Gipuzkoako Foru Aldundiaren, Eusko Jaur-
laritza eta Basque Center for Macromolecular Design and Engineering-en
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