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Ispitivanje veze izmedu svojstava polimera, nji-
hove morfologije i hemijske strukture omogucava pri-
kupljanje  informacija neophodnih za bolje
kontrolisanje reakcija polimerizacije, ¢ime se olaksa-
va sintetisanje polimera sa dobro definisanom mole-
kulskom strukturom i Zeljenim svojstvima. Najéesce
kori$¢ene metode za karakterizaciju polimera su rasi-
panje svetlosti, viskozimetrija, GPC, osmometrija na-
pona pare i membranska osmometrija, NMR, FTIR,
itd. Pored navedenih metoda, za ispitivanje polimera
koristi se i masena spektrometrija (MS). Primena ma-
sene spektrometrije se znacajno prosirila pojavom
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorpti-
on/lonization-Time Of Flight) MS. U pocetku je ova
metoda primenjivana samo na male biomolekule, kao
$to su npr. amino kiseline. Pri tome je otparavanje
(desorpcija) uzorka bez hemijske degradacije izvede-
no koris¢enjem lasera kao izvora energije. Znacajan
doprinos u razvijanju tehnike desorpcije velikih mo-
lekula pomocu lasera i njihove jonizacije odigrao se
1987. godine, kada su Tanaka (Shimadzu korporacija)
i njegovi saradnici primenili specificnu metodu pri-
preme uzorka, koja se zasnivala na meSanju ispitiva-
nog polimera sa ultrafinim metalnim prahom (Cestice
kobalta veli¢ine oko 30 nm) i glicerinom [1,2]. Kori-
$¢enjem ovog nacina pripreme uzoraka i lasera odgo-
varajuée talasne duZine, Tanaka je uspeo da bez
fragmentacije desorbuje i jonizuje biomolekule mo-
larne mase od oko 35 000 g/mol. Za taj doprinos, kao
i za konstrukciju odgovarajuceg instrumenta za izvo-
denje MALDI-TOF MS on je 2002. godine dobio
Nobelovu nagradu za hemiju. Medutim, zbog velike
cene i komplikovane primene metalni prah, koji je
nazvan "Japanski prah" se sve manje koristi za pripre-
mu uzoraka, a umesto njega danas se u te svrhe

Adresa autora: J. Vukovié, Institute for Chemistry, University of
Osnabrueck, Osnabrueck, Germany

E-mail: jasnav2002@googlemail.com

Rad primljen: Septembar 02, 2007.

Rad prihvaéen: Septembar 20, 2007.

KARAKTERIZACIJA ALIFATSKIH
HIPERRAZGRANATIH POLIESTARA
MALDI-TOF MASENOM SPEKTROMETRIJOM

U okviru ovog rada prikazani su rezultati ispitivanja opsega sporednih proi-
zvoda (ciklika) kod hidroksi—funkcionalnih alifatskih hiperrazgranatih poli-
estara primenom MALDI-TOF masene spektrometrije. Istovremeno su
opisani i osnovni principi MALDI-TOF masene spektrometrije i dat je kra-
tak literaturni pregled.

uglavnom koriste organska jedinjenja male molarne
mase koja mogu dobro da absorbuju svetlost lasera
odgovarajuce talasne duZine. Primenu takvih organ-
skih molekula za pripremu uzoraka za ispitivanje
MALDI-TOF MS prvi su opisali Hillenkamp i Karas
[3].

MALDI-TOF masena spektrometrija je u po-
¢etku koriSéena prevashodno samo za analizu biopo-
limera [4,5]. S obzirom da metode koje su koris¢ene
za pripremu biopolimernih uzoraka za MALDI-TOF
eksperimente nisu bile primenljive kod veéine sintet-
skih polimera, MALDI-TOF MS je prvi put uspesno
primenjena za ispitivanje polimera velikih molarnih
masa tek 1992. godine [6-9]. Od tada je usavrSava-
njem ove blago jonizujuce (soft ionization) metode za
izu€avanje polimera omoguéeno prevodenje polime-
ra u gasnu fazu bez degradacije njegovih molekula.
Pikovi u MALDI-TOF masenom spektru poticu od
jona nedegradiranog polimernog lanca, Sto omoguca-
va strukturnu identifikaciju pojedinih molekula. Pri-
menom ove metode ispitani su razli¢iti polimeri, kao
$to su polistiren i njegovi derivati [10,11], akrilni i
metakrilni polimeri [12,13], poliestri [9,14-16], polie-
tri [17], poliamidi i poliimidi [18,19], polisiloksani i
polisilani [20,21], polikarbonati [22] i kopolimeri
[23,24].

U ovom radu su koris¢enjem MALDI-TOF ma-
sene spektrometrije ispitani hidroksi—funkcionalni
alifatski hiperrazgranati poliestri, sintetisani polazeci
od 2,2-bis(hidroksimetil)propionske kiseline (bis—
MPA) i di-trimetilolpropana (DiTMP). Pri tome je
kvalitativno ispitan opseg sporednih rekacija (cikliza-
cije), uporedivanjem dobijenih masenih spektara
uzoraka razli¢itih pseudo generacija.

OSNOVNI PRINCIPI MALDI-TOF MS

Karakterisanje polimera metodom MALDI-
TOF MS sastoji se iz tri stupnja. Prvi stupanj pred-
stavlja prevodenje molekula polimera u gasnu fazu i
njihovu jonizaciju. Drugi stupanj predstavlja razdva-
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janje jonizovanih molekula polimera na osnovu
odnosa mase i naelektrisanja (m/z). I na kraju, treci
stupanj predstavlja detekciju jona.

Prevodenje molekula polimera u gasnu fazu

Prevodenje molekula polimera u gasnu fazu
izvodi se delovanjem impulsnog lasera vrlo kratkim
impulsima na pripremljeni uzorak. Pri tome su mole-
kuli polimera homogeno rasporedeni u velikom visku
matrice, sastavljene od malih organskih molekula.
Matrica sluzi da absorbuje vedi deo energije lasera,
¢ime se molekuli polimera Stite od velike kolicine
energije laserske svetlosti. Usled dejstva lasera dolazi
do otparavanja i prevodenja u gasnu fazu molekula
matrice i polimera. Desorpcija makromolekula i pre-
vodenje u gasnu fazu se moZe objasniti na sledeéi na-
¢in [25,26]. Prilikom zagrevanja, odnosno dovodenja
energije nekoj supstanci AB moZe do¢i do otparava-
nja i prelaza celih molekula AB u gasnu fazu ili do
njihove razgradnje i prelaza nastalih produkata u ga-
snu fazu. Na slici 1 prikazani su rezultati ispitivanja
uticaja temperature (1) na otparavanje i razgradnju
supstance AB u obliku zavisnosti logaritma konstante
brzine (In k) od 1/T" (Arenijusova jednacina). Rezul-
tati prikazani na slici 1 pokazuju da je za supstancu
AB energija aktivacije otparavanja (Ev), predstavlje-
na nagibom odgovarajuée prave, ve¢a od energije ak-
tivacije razgradnje (Ep), pri ¢emu se prave linije In k&
= f(1/T) seku u nekoj kriti¢noj vrednosti 1/7. Pri ni-
Zim temperaturama je kostanta brzine razgradnje
(kp) veca od konstante brzine otparavanja (kv), Sto
dovodi do razgradnje supstance AB. Iznad neke kriti-
¢ne temperature, kv postaje veca od kp pa dolazi pre-
vashodno do otparavanja celih molekula AB [25,26].
Poslednji slucaj se deSava ukoliko se supstanci AB
dovede velika koli¢ina toplote u vrlo kratkom vre-
menskom intervalu delovanjem impulsnog lasera.
Optimalna duzina impulsa kod MALDI-TOF MS je
obicno 3 ns.
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nize temperature
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Slika 1. Zavisnost In k od 1/T za otparavanje i razgradnju sup-
stance AB [25]

Figure 1. Dependence of In k vs. 1/T for the desorption and de-
gradation of the substance AB [25]
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Kao $to je ve¢ napomenuto, pri primeni MAL-
DI-TOF metode laserom se deluje na pripremljeni
vzorak, koji inace predstavlja smesu polimera matri-
ce i odgovarajuceg pomocnog agensa za jonizaciju.
Molekuli polimera treba da su homogeno rasporede-
ni u matrici. Pripremljeni uzorak se nanosi na specija-
lan metalni drzaC¢ uzorka (target plate). Pri dejstva
lasera na uzorak, matrica absorbuje najveci deo sve-
tlosne energije, koju zatim prenosi u odredenoj koli-
¢ini na molekule polimera i na taj nacin ucestvuje u
njihovoj desorpciji i jonizaciji, a istovremeno ih Stiteci
od viska energije lasera koja bi mogla da izazove zna-
¢ajnu fragmentaciju molekula polimera. Na osnovu
prethodnog moze se zakljuciti da je osnovna svrha
kori$¢enja matrice, ravnomerna raspodela polimera u
ispitivanom uzorku, absorpcija energije lasera, tran-
sfer molekula polimera u gasnu fazu i aktivna uloga u
njegovoj jonizaciji [27,28]. Izbor odgovarajuce matri-
ce za odredeni polimer je izuzetno vaZan za uspesan
MALDI-TOF eksperiment. Matrica mora da ima
sledeca svojstva:

1. malu molarnu masu, kako bi lakse i brze ot-
parila,

2. visoku absorpciju energije na talasnoj duZini
lasera,

3. dobru stabilnost u vakuumu,

4. nizak napon pare, kako ne bi otparila u toku
pripreme uzorka ili stajanjem u spektrometru,

5. dobru rastvorljivost u rastvarac¢ima koji su is-
tovremeno rastvaraci i za polimer i

6. dobru mesljivost sa uzorkom u ¢vrstom stanju.

Medutim, tacna uloga matrice jo§ uvek nije u
potpunosti istrazena tako da se izbor matrice jo§ uvek
svodi na metodu probe i greSke. Zbog Cinjenice da
polarnost polimera moZe biti razli¢ita, postoji Citav
niz razli¢itih matrica koje se mogu koristiti. Nielen je
u svom preglednom radu dao opSirne tabele sa prika-
zanim isprobanim kombinacijama razli¢itih polimera
i matrica [29]. Na slici 2 prikazane su formule nekoli-
ko organskih jedinjenja koja se najceSe koriste u
svojstvu matrice.

Kako bi se pospesila jonizacija ispitivanog uzor-
ka, smesi matrice i polimera se obi¢no dodaje agens
za jonizaciju. Polarni polimeri se mogu uspe§no joni-
zovati dodavanjem rastvora soli koje sadrze Na* ili
K™. Nepolarnim polimerima dodaju se organske soli
koje sadrze Ag" ili Cu**. U toku MALDI procesa
uglavnom nastaju jednom naelektrisani joni polime-
ra, mada je moguce i prisustvo viSestruko naelektrisa-
nih jona, ¢ija pojava zavisi od koriS¢ene matrice,
intenziteta lasera i primenjenog napona.

Jedan od glavnih faktora koji ima veliki uticaj
na kvalitet MALDI-TOF masenog spektra je nacin
pripreme uzorka i homogenost mesanja matrice i po-
limera. Prilikom pripreme uzorka u rastvoru potre-
bno je prvo izabrati odgovarajuéi rastvara¢ za
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Slika 2. Strukture pojedinih matrica
Figure 2. Structures of some selected matrixes

matricu, polimer i so i odgovarajuéi maseni odnos
izmedu matrice i polimera (obi¢no od 10:1 do 100:1).

Najstarija i najces¢e koriS¢ena metoda pripreme
uzorka za MALDI eksperiment je tzv. metoda osuse-
ne kapi (dried—droplet) [3,8,30,31]. Kod ove metode
se meSaju rastvori matrice, polimera i soli u odgova-
rajuem odnosu, a zatim se iz ove smesSe uzima 0.3 —
1 plL rastvora, koji se nanosi na odredeni poloZaj na
drZacu za uzorak i susi vazduhom na sobnoj tempera-
turi kako bi se uklonio rastvarac. U idealnom slucaju
nastaje homogena ¢vrsta smeSa. Eventualna nehomo-
genost nanete smese prouzrokuje veliko variranje re-
zultata (intenzitet i rezolucija pikova, tacnost
izraCunatih masa) kada se laser uperi u razlicita mes-
ta na nanetom uzorku.

Brze uklanjanje rastvaraca se moZe dobiti stav-
ljanjem drZaca uzorka u vakuumsku komoru [32] ¢i-
me se omogucava stvaranje manjih kristala matrice sa
manje izrazenom segregacijom komponenata smese.
Primenom ovog nacina pripreme uzorka povecava se
reproduktivnost rezultata, rezolucija i intenzitet
signala.

Homogenije meSanje matrice i polimera, odno-
sno stvaranje malih kristala jednakih veli¢ina ravno-
merno rasporedenih na drzacu, moZe se dobiti
nanoSenjem uzorka pomodéu elektrospreja [33,34].
Kod ovog nacina pripreme uzorka se rastvori nanose
sprejom pod uticajem elektricnog polja visokog
napona.

Karakterizacija nerastvornih polimera MALDI-
TOF masenom spektrometrijom moguca je ukoliko
se za pripremu uzorka koristi metoda bez prisustva
rastvaraca. Kod ove metode se smeSa spraSene matri-
ce, soli i polimera (prethodno ubacenog u tecni azot)
fino usitni v odgovaraju¢em mlinu. Pri tome je neop-
hodno fiksirati prah matrice, soli i polimera za drza¢
vzorka [35]. Pomoc¢u ove metode pripreme uzorka
uspesno su ispitani polietarimidi [36,37], aromatski
poliamidi [38] i policikli¢ni aromatski ugljovodonici [39].

Razdvajanje jonizovanih molekula polimera

Kao Sto je ve¢ napomenuto, drugi stupanj
MALDI-TOF masene spektrometrije predstavlja ra-
zdvajanje jonizovanih molekula polimera na osnovu
odnosa m/z, §to se postiZze merenjem vremena leta jo-
na (time—offlight = TOF). Nakon formiranja, joni-
zovani molekuli polimera se ubrzavaju primenom
elektri¢nog potencijala (15-35 kV). Posle ubrzavanja,
joni ulaze u specijalnu vakuum cev (field—free flight
tube ili drift tube) duzine 1-2 m. U zavisnosti od
odnosa m/z, joni se krecu razli¢itim brzinama kada
napuste zonu ubrzavanja i udu u vakuum cey, i to ta-
ko da joni manje mase imaju vecu brzinu kretanja.
Zatim se za svaki jon meri vreme leta pomocu razlike
izmedu pocetnog signala nastalog dejstvom lasera i
krajnjeg signala prouzrokovanim dolaskom jona na
detektor.

Razvijena brzina jona se cesto izra¢unava kori-
$¢enjem jednacine:

2
zeAV = o 1)
2

gde je AV razlika elekiricnog potencijala primenjena
za ubrzavanje jona, Cije je naelektrisanje z'e, m je ma-
sa naelektrisanih molekula polimera i v je brzina. Ko-
riSéenjem vrednosti duZine vakuum cevi, vremena
dejstva lasera, o i ukupnog vremena leta, ¢, jednacina
(1) se moze transformisati u jednacinu (2):

M _ @ —to)? )

z
gde je C konstanta. Zbog teSkoca pri odredivanju
pravog vremena leta jona, u praksi je pokazano da se
tacniji rezultati dobijaju koriS¢enjem empirijske je-
dnacine (3):

m_ 2
T a4 3)

gde su a ib konstante. Netacnosti u merenju vremena
leta jona nastaju usled kratkog kaSnjenja formiranja
jona nakon dejstva lasera, tako da pravo pocetno vre-
me nije identi¢no trenutku dejstva lasera, koje pred-
stavlja pocetni signal za merenje vremena leta.
Konstante @ i b se odreduju merenjem vremena leta
jona poznatih masa. Najc¢e§Ce se prvo odredi kalibra-
cioni spektar koji sadrZi poznate jone kako bi se
odredili @ i b. Nakon toga se snima Zeljeni spektar
pod pretpostavkom da se @ i b ne menjaju.

Rezolucija masenih spektara se danas poboljSa-
va primenom metode odloZene ekstrakcije [40,41].
Nasuprot obicnom MALDI-TOF merenju gde su jo-
ni direktno desorbovani u ubrzavajuée polje, kod
odloZene ekstrakcije ubrzavajuce polje deluje nakon
odredenog vremena (50-600 ns) od trenutka dejstva
lasera. Na taj nacin vreme neophodno za formiranje
jona ne doprinosi §irenju pika u masenom spektru.
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Primenom metode odloZene ekstrakcije takode je
moguce optimizovati razliku potencijala izmedu od-
govarajucih elektroda kako bi se pronasla vrednost
pri kojoj joni koji imaju isti odnos m/z a razli¢ito vre-
me nastajanja jona stiZzu na detektor istovremeno.

Detekcija jona kod MALDI-TOF procesa

Detekcija ubrzanih jona (treci stupanj MALDI-
TOF masene spektrometrije) se moze izvrsiti korisce-
njem dve razli¢ite metode: linearne i refleksione. Na
kraju cevi za letenje jona je kod veéine MALDI-TOF
instrumenata smeSten uredaj za povecanje rezolucije,
tzv. reflektor. Ovaj uredaj se sastoji od serije elektro-
da, koje imaju nesto vedi potencijal i isti polaritet kao
napon ubrzavanja. Reflektor je povezan sa dodatnim
detektorom, postavljenim nasuprot obi¢nog detekto-
ra. Kada su elektrode iskljucene spektar se snima li-
nearnom metodom, a kada su ukljuene -
refleksionom metodom. Joni koji imaju odredeni
odnos m/z i brzinu leta prodiru u polje reflektora u
razli¢itom opsegu. BrZi joni prodiru dublje u polje, pa
je samim tim za njih potrebno duZe vreme za refleksi-
ju [42]. Istovremeno, duZe vreme leta povelava rezo-
luciju. Sa druge strane, kod lineare metode detekcije
fragmenti molekula koji se raspadaju nakon zone
ubrzavanja i dalje se krecu pribliZzno istom brzinom
kao i pocetni (neraspadnuti) joni i dovode do nastaja-
nja signala definisanih istim vremenom leta, ali istov-
remeno prouzrokuju i blago Sirenje pika [43]. Ovo
svojstvo linerane metode je narocito vazno za detek-
ciju molekula velikih molarnih masa.

Obe metode detekcije imaju svojih prednosti i
nedostataka, pa ih treba Koristititi u zavisnosti od Ze-
ljenih informacija. Linearna metoda detekcije poka-
zuje vecu osetljivost na veée molekule, dok je kod
refleksione metode rezolucija veca. Zato se linearna
metoda koristi prilikom odredivanja raspodele mo-
larnih masa polimera, narocito kada je M > 10 000
g/mol [44,45]. Sa druge strane, refleksiona metoda se
uglavnom koristi prilikom odredivanja ta¢ne molarne
mase individualnih lanaca polimera, $to je neopho-
dno prilikom identifikacije krajnjih grupa i detekcije
sporednih proizvoda.

Kvalitet MALDI-TOF masenih spektara poli-
mera, odnosno merljiva oblast masa i oblik krive ras-
podele, znacajno zavisi od nekoliko faktora: nacin
pripreme uzorka, vrsta matrice i soli, vrsta detektora,
intenzitet lasera i napon ubrzavanja. Veéina ovih fak-
tora je diskutovana u prethodnom tekstu. Pored toga,
u literaturi je moguce naci veliki broj radova u kojima
su prikazani rezultati koji mogu biti od velike pomo¢i
pri izboru odgovaraju¢ih parametara i metoda za
izvodenje Zeljenog MALDI-TOF eksperimenta. Ta-
ko na primer, Lloyd i saradnici [46] proucili su uticaj
razli¢itih katjona dodatih rastvoru matrice na spektar
razli¢itih linearnih polimera. Uticaj razli¢itih matrica,
razliCite jacine lasera i razli¢itih krajnjih grupa na for-
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miranje jona su ispitali Belu i saradnici [47]. Za de-
tekciju jona molekula ve¢ih molarnih masa, potrebno
je primeniti vecu snagu lasera [48], ali je pritom rezo-
lucija smanjena. Medutim, velika snaga lasera moZe
da dovede do neZeljene fragmentacije polimera
[49,50], a samim tim i do pomeranja maksimuma ras-
podele ka niZim vrednostima molarnih masa [51].

EKSPERIMENTALNI DEO

Alifatski hiperrazgranati poliestri (AHBP) ¢iji
su MALDI-TOF maseni spektri prikazani u ovom
radu su sintetisani pomocu kiselo katalizovane poli-
esterifikacije polazeci od 2,2-bis(hidroksimetil)propi-
onske kiseline (bis-MPA), kao AB, monomera i
di-trimetilolpropana (DiTMP), kao tetrafunkcional-
nog jezgra (slika 3) i koriS¢enjem "pseudo—one—step”
procedure [52]. Pri tome su sintetisani uzorci druge
(AHBP-2I), tre¢e (AHBP-3I), Cetvrte (AHBP-4I),
pete (AHBP-5I), Seste (AHBP-6I), osme (AHBP-
8I) i desete (AHBP-10I) pseudo generacije.

MALDI-TOF masena spektrometrija uzoraka
AHBP je izvedena na instrumentu BIFLEX III (Bru-
ker Saxonia Analytik GmbH, Leipzig, Germany). Pri
tome je koris¢ena refleksiona metoda detekcije, koja
omogucava odredivanje tacne vrednosti molarnih
masa pojedina¢nih molekula, Sto je neophodno po-
znavati za identifikaciju sporednih produkata. Sre-
dnja snaga N, lasera (337.1 nm) pri 20 Hz bila je 3-4

1.3
/ OH
\/?O ({ * HOXOOH
H H

di-trimethylolpropane 2,2-bis(hydroxymethyl)

(DITMP) propionic acid (bis-MPA)
H"| 140°C
o _OH
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Slika 3. Sematski prikaz sinteze AHBP
Figure 3. Schematic representation of the synthesis of AHBP
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mW (150-200 pJ/puls) sa vremenom kaSnjenja od
200 ns. Uzorci su pripremani metodom osuSene kapi,
koris¢enjem DHB matrice i tetrahidrofurana kao ras-
tvaraca na Scout MTP MALDI drzacu za uzorak
(Bruker). Radi lakSe katjonizacije dodavane su soli
natrijuma ili kalijuma. Pripremljeni uzorak je osusen
vazduhom pre ubacivanja u vakuumsku komoru in-
strumenta.

REZULTATI I DISKUSIJA

Tumacenje MALDI-TOF masenih spektara
alifatskih hiperrazgranatih poliestara

Pomocu MALDI-TOF masene spektrometrije
mogu se odrediti molarne mase pojedinacnih lanaca
polimera, raspodela molarnih masa, masa jedinice
koja se ponavlja i mase krajnjih grupa. Svaki pik u
masenom spektru polimera odnosi se na molekule ra-
zli¢itog stepena polimerizacije, dok rastojanje izmedu
pikova predstavlja masu jedinice koja se ponavlja. Na
slici 4 su ilustracije radi prikazani maseni spektri uzo-
raka AHBP-2I i AHBP-4I, koji se sastoje od serije
pikova medusobno podjednako razdvojenih rastoja-
njem od 116 masenih jedinica, §to odgovara molarnoj
masi monomerne jedinice. Pored toga, korisenjem
vrednosti masa svakog pojedina¢nog pika u raspodeli
i poznavanjem procesa katjonizacije mogu se izracu-
nati mase krajnjih grupa. Za ovaj proracun potrebno
je odabrati jedan pik, a zatim od mase koja odgovara
tom signalu oduzeti masu katjona i masu jedinice ko-
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Slika 4. MALDI-TOF maseni spektar uzoraka (a) AHBP-2I
i (b) AHBP—41

Figure 4. MALDI-TOF mass spectrum of the samples (a)
AHBP-2 and (b) AHBP—4I

ja se ponavlja dok se ne dobije masa koja predstavlja
sumu masa krajnjih grupa.

Srednje vrednosti molarnih masa M,, i M,, i vre-
dnost indeksa polidisperznosti Q se izracunavaju ko-
ri¢enjem sledecih jednacina:

SM;N;
M, = 4)
SMM;
M, = &)
SMN;
M,
_w 6
Q M (6)

gde je N; — intenzitet i—tog pika i M; je masa i—tog pi-
ka. Vrednosti N; se mogu izracunati numerickim inte-
graljenjem pikova. Koris¢enjem jednacina (4)—(6)
izracunate su srednje vrednosti molarnih masa i vre-
dnosti indeksa polidisperznosti uzoraka AHBP. Ove
vrednosti su zajedno sa vrednostima Q odredenih pri-
menom GPC (Qgpc) [53] prikazane u tabeli 1.

Tabela 1. Vrednosti My, My i Qmal i izracunatih iz MALDI-
TOF masenih spektara i Qapc odredenog koriséenjem GPC
metode ispitanih AHBP

Tuble 1. Values of the My, My and QmaLDI determined from
the MALDI-TOF mass spectra and Qgpc determined using
GPC method of the investigated AHBP

Sample My, g/mol My, g/mol  Qmarpr  Qcrec”

AHBP-21 2345 2213 1,06 1,39
AHBP-31 2976 2617 1,14 1,64
AHBP-41 3352 2909 1,15 1,91
AHBP-51 3276 2765 1,18 2,22
AHBP-61 3310 2824 1,17 2,33
AHBP-81 3738 3155 1,18 2,22
AHBP-10I 2989 2565 1,16 1,83

#Rezultati iz reference [53]

Rezulatati prikazani u tabeli 1 pokazuju da su
izraCunate vrednosti Qvarpr dosta manje od Qgpe i
da rastu samo do pete pseudo generacije. Istovreme-
no su izracunate srednje vrednosti molarnih masa
(tabela 1) znacajno manje od vrednosti dobijenih pri-
menom drugih metoda karakterizacije (NMR, osmo-
metrija napona pare) [52,53], §to je narocito izraZeno
za uzorke AHBP visih pseudo generacija. Pored toga,
poredenjem MALDI-TOF masenih spektara za
vzorke razli¢itih pseudo generacija moZe se uociti da
se poloZaj najveleg signala (najverovatniji pik (M,)),
pomera ka oblasti ve¢ih molarnih masa (slika 4). Me-
dutim, pomeranje ovog pika je slabo izraZeno i uoce-
no je samo za uzorke od druge do Cetvrte pseudo
generacije. Razlog za ovakvo ponaSanje je relativno
Siroka raspodela molarnih masa uzoraka AHBP
(Qcrc), tako da u masenim spektrima uzoraka viSih
pseudo generacija signali koji se odnose na molekule
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Slika 5. Sematski prikaz (a) intramolekulske esterifikacije i (b)
hidroksi-estarske razmene

Figure 5. Schematic representation of the (a) intramolecular
esterification and (b) hydroxy—ester interchange
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Slika 6. Sematski prikaz intramolekulske eterifikacije
Figure 6. Schematic representation of the intramolecular ethe-
rification

vecih molarnih masa imaju vrlo slab intenzitet, ¢cime
je oteZana njihova analiza. Veliki broj autora je poka-
zao da se MALDI-TOF MS moze smatrati absolu-
tnom metodom za ispitivanje polimera uske
raspodele molarnih masa (Q < 1.2) [47,50,54]. Sa
druge strane, kod uzoraka sa Q > 1.2 dobijaju se
spektri samo sa signalima opadajuceg intenziteta,
manje vrednosti indeksa polidisperznosti i pogresne
srednje vrednosti molarnih masa. Razlog za ovakvo
ponaSanje je pojava diskriminacije mase, odnosno
pojava podcenjivanja frakcija velikih molarnih masa
[45]. Ova pojava je ispitana uporedivanjem rezultata
dobijenih za razlicite polimere koris¢enjem MALDI-
TOF MS i GPC tehnike [45,51]. Pokazano je da se u
toku MALDI procesa stvaraju joni iz itave raspode-
le molarnih masa, medutim ako joni male molarne
mase prvi stignu do detektora onda se deo raspodele
koji se odnosi na velike molarne mase ne moZe de-
tektovati, najverovatnije usled zasienja detektora
komponentama niske molarne mase [45]. ZasiCenje
detektora dovodi do neravnomernog pojacavanja si-
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gnala, tako da se intenzitet pikova koji se odnose na
jone velikih molarnih masa znacajno smanjuje. Poja-
va diskriminacije mase se moZe u odredenoj meri
izbeli biranjem odgovarajuée matrice, soli za katjoni-
zaciju i metode pripreme uzorka. Jedna od mogu-
¢nosti izbegavanja diskriminacije mase je primena
elektrostatickog uredaja — deflektora, koji odbija je-
dinjenja male molarne mase i nedozvoljava im da sti-
gnu do detektora. Druga moguénost je da se detektor
ukljuci tek kada joni veée molarne mase stignu do
njega. Medutim, obe metode zanemaruju prisustvo
jona male molarne mase, Sto takode dovodi do po-
gres$nih rezultata.

Prednost MALDI-TOF masene spektrometrije
u poredenju sa drugim metodama karakterizacije po-
limera leZi u Cinjenici da se ovom metodom meri
odnos mase i naelektrisanja jona, ¢ime je olakSano is-
pitivanje pojedina¢nih molekula. 1z tog razloga su re-
zultati dobijeni karakterizacijom uzoraka AHBP
pomocéu MALDI-TOF MS iskoris¢eni za kvalitativno
odredivanje opsega ciklizacije (sporedne reakcije) na
svakom stepenu polimerizacije. Sporedne reakcije
koje se mogu odigrati u toku sinteze ovih hiperra-
zgranatih polimera su [52]:

1) Samo-kondezacija monomera bis—-MPA, pri
¢emu nastaje hiperrazgranati makromolekul poli(bis—
MPA), sa dvofunkcionalnim B; jezgrom (bis-MPA).
Ova sporedna reakcija se odigrava usled zaklonjenos-
ti -COOH grupa ostatkom molekula i/ili zato Sto su
—COOH grupe zarobljene vodoni¢nim vezama i na
taj nacin deaktivirane za dalju reakciju.

2) Intramolekulska esterifikacija (ciklizacija)
koja nastaje usled reakcije izmedu fokalne -COOH
grupe iz poli(bis-MPA) i -OH grupe iz istog moleku-
la (slika 5a) ili usled reakcije hidroksi-estarske ra-
zmene (slika 5b).

3) Intramolekulaska eterifikacija izmedu dve -OH
grupe (slika 6).

Na slici 7 prikazani su maseni spektri uzoraka
AHBP nizih pseudo generacija. Pri tome je izabrana
ista oblast masa, radi lakSeg poredenja dobijenih re-
zultata. Kao $to je ve¢ napomenuto, glavna serija po-
djednako razdvojenih signala, serija 1), odnosi se na
molekule ¢ija se masa razlikuje medusobno za 116
masenih jedinica, koja predstavlja tatno molarnu ma-
su jedinice koja se ponavlja (bis-MPA). U masenim
spektrima uzoraka AHBP-31 i AHBP-4I moZe se
uoditi serija signala niZeg intenziteta, serija 2). Polo-
7aj druge serije signala je 18 masenih jedinica pre
glavne serije pikova. Konac¢no, u masenom spektru
uzorka AHBP-4I detektovana je dodatna serija si-
gnala niZeg intenziteta, serija 3), 18 masenih jedinica
posle glavne serije.

Molarna masa pojedina¢nog molekula se moze
izraCunati uzimajuéi u obzir proces polimerizacije i
koristeéi jednacine koje su razvili Frey i saradnici
[55]. Ove jednacine se takode mogu koristiti i za
AHBP prikazane u ovom radu, pos§to imaju sli¢nu
strukturu kao poliestri koje je sintetisao Frey. Za
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Slika 7. MALDI-TOF maseni spektri uzoraka AHBP-2I,
AHBP-31i AHBP—41

Figure 7. MALDI-TOF mass spectra of AHBP-2I, AHBP-31
and AHBP—41

AHBP prikazane u ovom radu ove jednacine se mogu
napisati na slede¢i nacin:

Polimerizacija sa DiTMP jezgrom i bez ci-
klizacije:

M = Mpitmp + P (Mbis-mpa — Myoda) (7)
Ciklizacija bez molekula jezgra DiTMP:

M = P, (Mpis-vra — Myoda) &)
Polimerizacija bez jezgra DiTMP i bez ciklizacije:
M = P, Myis mpra — (P — 1) Myoda )

M se odnosi na seriju pikova u masenom spek-
tru, P, je stepen polimerizacije srednji po brojnoj zas-
tupljenosti, Mpis-mpa, Mpitmp 1 Myoda SU molarne
mase monomera, jezgra i vode, respektivno. Razlika
Muis-mpra — Myoda predstavlja molarnu masu jedinice
koja se ponavlja.

U tabeli 2 prikazane su vrednosti m/z oCitane iz
masenog spektra uzorka AHBP—4I. Vrednosti m/z
koje se odnose na glavnu seriju signala 1) su iste za
sva tri uzorka prikazana na slici 7, dok pikovi serije 2)
imaju iste vrednosti za uzorke AHBP-31 i AHBP-4I.

Koris¢enjem rezultata dobijenih MALDI-TOF
masenom spektrometrijom i jednacina (7)—(9), kao i
vrednosti izracunatih NMR spektroskopijom [52]
moguce je identifikovati svaki signal iz masenih spek-
tara uzoraka AHBP. Pri tome, prisustvo jona natriju-
ma ili kalijuma takode treba uzeti u obzir prilikom
proracuna. Glavna serija signala 1) u masenim spek-
trima uzoraka AHBP predstavlja molekule formirane
u Zeljenoj reakciji kondenzacije, tj. acikli¢ne hiperra-
zgranate molekule koji sadrZe tetrafunkcionalno je-
zgro i Cija se masa moZze izraunati koris€enjem
jednacine (7). Serija signala 2) pripisana je molekuli-

Tabela 2. Vrednosti m/z ocitanih iz MALDI-TOF masenog
spektra uzorka AHBP—41
Tuble 2. MALDI-TOF m/z data of the sample AHBP—41

Grupa m/z vrednosti pikova
pikova Pik 1) Pik 2) Pik 3)
I 1550 1532 1568
II 1666 1648 1684
I 1782 1764 1800
v 1898 1880 1916

ma kod kojih je doslo do gubitka molekula vode prili-
kom formiranja ciklika, najverovatnije usled intramo-
lekulske esterifikacije. Molekuli prikazani drugom
serijom signala predstavljaju makrocikli¢ne bis—-MPA
makromolekule bez DiTMP jezgra, ¢ija se molarna
masa moZe izracunati koriS¢enjem jednacine (8), ftj.
kao suma jedinica koje se ponavljaju. Sa druge stra-
ne, signali serije 2) takode se mogu pripisati i ciklici-
ma  formiranim  reakcijom  intramolekulske
eterifikacije, ¢ija se molarna masa moZe jednostavno
izraCunati razlikom mase signala iz serije 1) i mase
vode. Medutim, koris¢enjem MALDI-TOF MS nije
moguce napraviti razliku izmedu ciklika formiranih
intramolekulskom esterifikacijom i eterifikacijom.
Takode se moZe iskljuciti da se gubitak molekula vo-
de odigrao u toku procesa jonizacije, posto je prisus-
tvo ciklika potvrdeno pomo¢u NMR i eksperimenata
osmometrije napona pare [52]. Po§to u masenom
spektru uzorka AHBP-2I druga serija signala nije de-
tektovana, moze se zakljuciti da je opseg ciklizacije
kod ovog uzorka dosta manji nego kod uzoraka visih
pseudo generacija. Uporedivanjem masenih spektara
uzoraka razli¢itih generacije uocava se porast intenzi-
teta druge serije signala sa brojem pseudo generacije,
Sto ukazuje da opseg ciklizacije ima isti trend (slika
7). U masenom spektru uzorka AHBP-4I uocena je
jos jedna serija signala, serija 3). Ova serija pikova je
pripisana aciklicnim molekulima koji sadrZe nepro-
preagovale -COOH grupe, tj. hiperrazgranate mole-
kule sa B, a bez DiTMP jezgra. Njihova molarna
masa se moze izracunati koriS¢enjem jednacine (9).
Analiza masenih spektara uzoraka AHBP visih
pseudo generacija se malo razlikuje od nacina kori-
$¢enog kod uzoraka nizih pseudo generacija. NMR
karakterizacija ovih uzoraka je pokazala da struktura
AHBP od pete do desete pseudo generacije sadrzi
veci udeo novog jezgra B, nego jezgra By [52]. Pored
toga, i jednacina (7) i jednacina (9) se mogu Koristiti
za prorac¢un molarnih masa pojedinac¢nih molekula iz
prve i tree serije signala MALDI-TOF masenih
spektara. Zato je zaklju¢eno da za uzorke AHBP vi-
S$ih pseudo generacija treca serija signala predstavlja
aciklicne hiperrazgranate molekule koji sadrZe
DiTMP jezgro, dok se prva serija pikova moZe pripi-
sati aciklicnim molekulima sa neproreagovalim —CO-
OH grupama (slika 8). Druga serija signala se odnosi
na makrociklicne bis-MPA makromolekule, bez
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Slika 8. MALDI-TOF maseni spektar uzorka AHBP-5I
Figure 8. MALDI-TOF mass spectra of the sample AHBP-51

DiTMP jezgra. Pikovi koji se odnose na ciklicne
strukture nastale gubitkom molekula vode iz moleku-
la predstavljenih tre¢om serijom signala se poklapaju
sa prvom serijom pikova.

Uporedivanjem masenih spektara uzoraka
AHBP uoceno je da se relativna kolic¢ina ciklika po-
vecava sa brojem pseudo generacije, odnosno od druge
do pete pseudo generacije. Kod uzoraka AHBP-6I,
AHBP-8I i AHBP-10I intenziteti signala koji se
odnose na ciklike se ne menjaju znacajno [52]. Tako-
de je uoceno da relativni udeo signala koji je pripisan
ciklicima raste sa povecanjem stepena polimerizacije.

ZAKLJUCAK

Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da se
MALDI-TOF masena spektrometrija moZe uspesno
koristiti za kvalitativno odredivanje opsega ciklizacije
(sporedne reakcije) na svakom stepenu polimerizaci-
je alifatskih hiperrazgranatih poliestara. Razlog za to
leZi u ¢injenici da se ovom metodom meri odnos ma-
se i naelektrisanja jona, ¢ime je olakSano ispitivanje
pojedinac¢nih molekula.

Koris¢enjem odgovarajuéih jednacina i pikova
iz dobijenih masenih spektara uzoraka AHBP identi-
fikovani su sporedni produkti nastali u toku sinteze
ovih polimera. Pri tome je uo¢eno da kod uzoraka od
druge do cetvrte pseudo generacije serija signala 1)
predstavlja aciklicne hiperrazgranate molekule for-
mirane u Zeljenoj reakciji kondenzacije. Serija signala
2) je pripisana molekulima nastalim usled intramole-
kulske esterifikacije i/ili intramolekulske eterifikacije,
dok signali iz serije 3) predstavljaju aciklicne hiperra-
zgranate molekule poli(bis—MPA).

Sa druge strane, za uzorke od pete do desete
pseudo generacije treca serija signala predstavlja aci-
kli¢ne hiperrazgranate molekule koji sadrze DiTMP
jezgro, dok se prva serija pikova moZe pripisati acikli-
¢nim molekulima sa neproreagovalim —-COOH gru-
pama. Serija signala 2) je pripisana makrociklicnim
bis-MPA makromolekulima. Takode je uoceno da se
od druge do pete pseudo generacije relativna kolic¢ina
ciklika povecava sa brojem pseudo generacije i da re-
lativni udeo signala koji je pripisan ciklicima raste sa
povecanjem stepena polimerizacije.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF ALIPHATIC HYPERBRANCHED POLYESTERS

BY MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY
(Scientific paper)

Jasna Vukovi¢!, Slobodan Jovanovié?, Manfred D. Lechner!

nstitute for Chemistry, University of Osnabrueck, Osnabrueck, Germany
“Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

In this work, MALDI-TOF mass spectrometry was used for the characte-
rization of aliphatic hyperbranched polyesters (AHBP), synthesized from
2,2-bis(hydroxymethyl)propionic acid (bis-MPA) and di-trimethylolpro-
pane. From the obtained results it was concluded that it was not possible
to take complete advantages of MALDI-TOF MS in this particular case,
since the AHBP used in this work were polydisperse. The intensity of the
signals from the high mass tail of these samples (pseudo generation hig-
her than four) was underestimated and insufficient to distinguish it from
the baseline and to use it for the analysis of the spectra. As a consequen-
ce of that, lower values of the M, were obtained. At the same time, My
were also underestimated, which led to very low values of the polydisper-
sity index. On the other hand, it was possible to obtain molar masses of
individual molecules from the MALDI-TOF mass spectra of AHBP and
to qualitatively determine the extent of cyclization (side reactions) at
each degree of polymerization. Using the adequate set of equations and
results obtained from MALDI-TOF mass spectra of AHBP, every signal
from the spectra was identified. The obtained results show that formation of
poly(bis-MPA), intramolecular esterification and intramolecular etherificati-
on occurred as side reactions during the synthesis of these polyesters. The re-
lative amount of the cycles increases with the number of pseudo generation
(from the second up to the fifth pseudo generation). It was also observed
that the relative proportion of the signals which represent cyclic structu-
res increases with the increasing degree of polymerization.

In this work the basic principles of MALDI-TOF MS are also presented,
as well as, a review of adequate published articles.

Key words: MALDI-TOF MS e
Aliphatic hyperbranched poly-
esters e
Klju¢ne reci: MALDI-TOF MS
o Alifatski hiperrazgranati po-
liestri e
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