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Kationizacio vizsgalata MALDI kériilmények kozott

I. Bevezetés

A tomegspektrometrids modszereket 100 éve széles korben hasznaljak.
Segitségével jelentds, eddig szinte -elképzelhetetlennek tartott tudomanyos
felfedezésekre kertilhetett sor. Ezek kozé az eredmények kozé tartoznak példaul a
kovetkezOk: i1zotopok felfedezése; atomtomegek pontos meghatarozéasa; 0j elemek
felfedezése; kvantitativ gaz analizis; nyomokban jelenlévd szennyezdk, illetve
gyogyhatasi készitmények gyors kimutatasa; a kémiai szerkezet gyors €s pontos
meghatarozasa.

A tomegspektrometria teriiletén e kozel szdz év alatt olyan nagymértékii
fejlodés zajlott le, hogy a modszer ma mar az egyik leghatékonyabb technikénak
szamit az anyagok Osszetételének és szerkezetének meghatdrozasaban.

Napjainkban is egyre intenzivebb kutatasok folynak min¢l kisebb, kompaktabb
tomegspektrométerek kifejlesztése érdekében. Legalabb ekkora erdfeszitéseket
tesznek, hogy a szdmos ionizacidés technika mellé Gjabb ionizacids modszereket
sorakoztathassanak fel. A kozel egy évtizede kifejlesztett MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization) és ESI (ElectroSpray lonization) ionizacids technikak
segitségével lehetdség nyilt nagy molekulatomegii, nem illékony biopolimerek,
valamint szintetikus rendszerek szerkezetének komplex tanulmanyozésara.

A Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén 2000-ben egy, a Bruker
cég altal gyartott igen korszerii MALDI-TOF tomegspektrométer keriilt belizemelésre,
amely kiszélesitette a tanszéken folyo kutatdsok spektrumat. A kutatasok intenzitasat
fokozta, hogy a 2002-es ¢vben egy szintén Bruker gyartmany( ESI-TOF MS keriilt
installalasra. Azota szamos, elsésorban polimerrendszereket érinté kémiai problémat,
valamint eddig tisztdzatlan reakciomechanizmust deritettek fel.

Ez adta a lehetdséget, hogy kiilonb6z6 kémiai rendszereket vizsgalhassunk meg
MALDI-TOF MS ¢s ,,post-source” decay (PSD) MALDI-TOF MS/MS modszerek
alkalmazéasaval. Az igy kapott informéciok felhasznéaldsaval képet kaphatunk a
MALDI koériilmények kozott lejatszodd kationizacid folyamatardl, valamint annak
mechanizmusarol.

A kationizaci6 vizsgélatanak analitikai szempontbol kitlintetett jelentésége van,

hiszen MALDI MS miiszerrel csak akkor kapunk értékelhetdé spektrumot, ha a
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vizsgalando anyag valamelyik kationnal addukt iont ((M+Cat]") alakit ki. Ez a kation a
leggyakoribb esetben proton (H"), vagy alkalifém ion, pl. a natriumion és a kaliumion.
A MALDI spektrum mindségét erdsen befolyasolja a képzddott addukt ion stabilitasa
(kation + minta kolcsOnhatasa) is, valamint az ion fragmentacioja, amely folyamatot az
addukt ion kialakitdsdban részt vevd kation mindsége hatdrozza meg.

Jelen disszertacioban bemutatom a MALDI-TOF MS ¢és a PSD MALDI-TOF
MS/MS modszerek alkalmazasat kiilonb6zo kémiai rendszereken, az ezen modszerek
altal nyert informaciok felhasznalasat a vizsgalt rendszer kémiai szerkezetére, a
lejatszodo fragmentacios reakcido mechanizmusara és termodinamikdjara vonatkozdan.
A disszertacio hadrom f6 részre tagolhatd. Az elsé rész az eziistionokkal kationizalt
polisztirol vizsgalata soran tapasztalt megfigyeléseket tartalmazza. Ennek kapcsan
megmutatjuk a kiilonb6zd polaris szerves matrixok jelenlétében képzddott
eziistklaszter ionokat. Ezen tapasztalatok segitségével lehetdséglink van a vizsgalat
paramétereit vagy az eziistklaszter ionok képzddésére, vagy az apolaris polimerek
tanulméanyozasara optimalni. A masodik részben kis molekulatomegii vegytiletek (ez
lehetdséget nytujtanak a protonnal, vagy natriumionnal kationizalt ftalat-észterek
kationizacidos mechanizmusdnak megadasara. A harmadik rész a kiilonboz6 alkalifém
ionok PEG4000 ¢és PEG6000 polimerek kationizcidjara gyakorolt hatasaval
foglalkozik. Az eredmények ismeretében egy Uj szelektivitasi tényezd definidlasara
van modunk, amely segitségével megbizhatobb informaciokat nyerhetiink a

szelektivitasrol.
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Kationizacio vizsgalata MALDI kériilmények kozott

II. Irodalmi hattér

A tomegspektrometria (Mass  Spectrometry, MS) a  kiilonb6zo

molekulak/atomok ionizacidjan, majd ezen ionok relativ tomegének meghatarozasan
alapuld, nagy hatékonysagu analitikai és szerkezetvizsgaldo mddszer. Az MS barmilyen
halmazallapotii minta analizalasara alkalmas.
A tomegspektrometridt a kémikusok ¢és biokémikusok mdar évek ota alkalmazzak
ismeretlen anyagok azonositasara, ismert anyagok mennyiségének meghatarozésara,
valamint kiilonb6z6 anyagok molekulatomegének meghatarozasara és kémiai
tulajdonsagainak, szerkezetének felderitésére.

A tomegspektrométerek mérete igen széles skalan valtozik. A legkisebbek alig
nagyobbak, mint egy TV késziilék, masok — elsésorban a kutatisi célra hasznalt
berendezések — hatalmasak és egész csarnokokat foglalhatnak el.

A tomegspektrométerek altaldnos felépitése az 1. abran lathato.

MMintabevivo rendszer Tonforras
pl. LC, GC, Mintatarto pl. B[ CI MALDI EST
Analzator

pl. szektor, TOR, ICR

Valkuum rendszer

pl. Turbé pumpdl,
Difimios pumpedk

Detektor

pl. Elekfro mulfiplaier,
Hibrid defekfor

Adatrendszer

Sedamifogépes
adatfeldolgozds

1. abra

A tomegspektrométerek altalanos felépitése

A nagy vakuumra egyrészt az ionizacid megfeleld hatékonysagéanak biztositasa,

masrészt az ion-molekula iitkzések elkeriilése miatt van sziikség. Egyrészrol az

SPAGE
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analizatorban bekovetkezd {itkozések modosithatjdk az ionok repiilési palyait,
masrészt a fémfeliileteken az ionok elveszthetik toltésiiket, vagyis nemcsak szamos
nem kivant mellékreakcio kovetkezhetne be, hanem az érzékenység is jelentdsen
leromlana. A nem megfeleld vakuum tovabbi bonyodalom forrasa lehet a nagy
fesziiltségen lizemeld ionforrasok esetében, ilyen esetekben a megndvekedett nyomas
elektromos kisiiléseket is okozhat.

Az alkalmazni kivant ioniz4cidés modszer kivalasztasat elsdsorban a vizsgalt
mintadk tulajdonsdgai, valamint az alkalmazott tomegspektrométer befolyasoljak.
Altalanossagban azt mondhatjuk, hogy univerzalisan hasznalhato ionizaciés modszer
nincs, igy mindig a tanulméanyozott vegyiiletnek megfelelé optimalis modszert kell
kivalasztanunk, mert ez szolgaltatja szdmunkra a legtobb értékes informaciot.

A tomegspektrometrids késziilékekrdl altalanossdgban elmondhaté az, hogy nagy
pontossaguak valamint nagyon kis anyagmennyiségekkel is képesek dolgozni.
Mindemellett a mérés igen gyors, egyes mérések akar néhany perc alatt is

kivitelezhetok.

I1.1 A tomegspektrometrias modszer kialakulasanak rovid torténete

Az MS torténetének kezdete az 1897-es ¢€vig nyulik vissza, amikor a
Cambridgei Egyetemen Sir J. J. Thomson elektromosan toltott gazok vizsgalata
kozben felfedezte az elektront'. A 20. szizad elején Thomson elhatirozta, hogy
megepiti az elsé tomegspektrométert (mely késObb a ,,parabola spektrograf” nevet
kapta). A berendezéssel Thomson elsddleges célja az ionok tomeg/toltés aranyanak
meghatdrozasa volt. A késziilékben az ionokat Ugynevezett kisiilési csOvekben
allitottak eld, melyeket ezutan elektromos €s magneses térbe vezettek, ahol az ionok
parabolikus palyara kényszeriiltek. A detektalas fluoresszenciasan, vagy fotdlemez
segitségevel tortént.

Thomson munkdéssagat tovabbfolytatta munkatarsa, Francis W. Aston, aki a
Cambridgei Egyetemen olyan tomegspektrométert tervezett, melyben az ionokat a
tomegeik szerint szétvalogatta és a sebességiik szerint fokuszalta. Ezaltal egy

nagysagrenddel jobb felbontast sikeriilt elérni, mint amit a Thomson altal tervezett
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legjobb késziilék tudott produkalni. Francis W. Aston 1922-ben kémiai Nobel dijat
kapott az altala tervezett késziilékkel végrehajtott izotdpok vizsgalataért.”

Az 1940-es évek elején nagy jelentségiivé valt egy masik tipust késziilék is,
az un. szektor-tipust berendezés. A miszerben a megfelelé geometridval elhelyezett
A szektor-tipusu késziilék kifejlesztése a Minesotai Egyetem Fizika Tanszékén
dolgozd Alfred O. C. Neir nevéhez fiizédik. Neir II. vilaghaboru ideje alatt végzett

kutatdsainak f6 irdnyvonala egyértelmiien a radioaktiv izotopok elvélasztasa volt.

235 238

Kitiintetett jelentdsége volt a ~"U izotdpok U izotopoktdl torténd elvalasztasaban.
O volt az, aki a tomegspektrometriat felhasznalva el8szor izolalt pluténiumot.
Az altala tervezett szektor-tipusa MS késziilék egy tovabbfejlesztett valtozata volt az a

berendezés, ami az elsé atombomba eldallitasdhoz **°

U izotopot kiilonitett el.
A 1I. vilaghdboru technikai fejlesztésekre gyakorolt hatdsa kozvetleniil érezhetd volt a
tomegspektrometria teriiletén is. A vildghaboru kozben, illetve nem sokkal utdna mar
szamos cég kinalta tomegspektrométereit (f6 gyartd orszagok: Anglia, USA,
Németorszag).

Az MS teriiletén kutatok egyik f6 célja a felbontas javitdsa volt. Ezt az un. kettds
fokuszalasti késziilékek konstrudlasaval sikeriilt elérnitik, melyek mar kinetikus
energia alapjan is képesek voltak fokuszalni. A kettds fokuszalasu késziilékek
kifejlesztését els6sorban az izotopok ¢és az elemek atomtomegének pontos
meghatdrozasanak szandéka indukalta.

A tomegspektrometria elézOekben targyalt idobeli fejlédését a 2. dbra

szemlélteti’,
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2. abra

A tomegspektrometrias technikak fejlédése az idében

I1.2 A tomegspektrométerek felépitése és mitkodése

11.2.1. Mintabevitel

Egy univerzalisan is haszndlhat6 tomegspektrométer szdmos kiilonféle
mintabeviteli lehetdséggel is rendelkezik. Ennek segitségével elvileg barmilyen
halmazallapotu, egy vagy tobb komponensbdl 4ll6 anyag vizsgalata megoldhatd. Az
alkalmazott mintabeviteli technika szorosan Osszefiigg az ionizacids moddszerrel, az
analizator tipusaval, de mindenekel6tt a vizsgalt anyag tulajdonsagaval.

Az egykomponensli vegyliletet kozvetleniil, un. kozvetlen-mintabevitellel
juttathatjuk az ionforrasba. Tobb komponensi, dsszetett rendszerek esetében azonban
valamilyen elvalasztistechnikat kell alkalmaznunk, majd az elvalasztott
komponenseket egy interfész egységen keresztiil kell bejuttatni neutralis, vagy ionizalt
formaban az ionforrasba, vagy adott esetben magaba a tomeganalizatorba. A nem
kozvetlen mintabeviteli technikdkat és az egyes interfészek mikodését az

ionforrasokkal foglalkozo6 részben (I11.2.2.) érintélegesen targyaljuk.
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Altaldnossagban azt mondhatjuk, hogy minden mintabevitel esetében az egyik
legfontosabb szempont, hogy a vakuum ne romoljon le, mert ekkor az ionizacio
hatékonysaga, vagyis az érzékenység nagymértékben lecsokken. Ezért példaul a
GC-MS moddszernél nagy jelentdsége van a vivogaz megfeleld eltavolitdsanak.
A HPLC-MS technika pedig még ennél is precizebb megoldasokat igényel, mivel mar
kis mennyiségli folyadékbol is képzddhet olyan nagy mennyiségii gdz ami a vakuumot

nagymértékben leronthatja.

11.2.2. Ionforrasok

Az ionforrdsban torténik az analizalni kivant mintdb6l a megfeleld ionok
eldallitasa. Ez lehetséges helyileg, kiilon ionforrds egységben, vagy valamelyik
analizatorral egybeépitett rendszerben. Feloszthatjuk tovdbbd az ionizacids mddokat
aszerint is, hogy az ionizécid kozvetlen, vagy kozvetett modon jatszodik le.

A legrégebbi, de talan még ma is a legéltalanosabban hasznalt ionizéacids
technika az elektron ionizacié (EI)*”. Elve, hogy vakuumban a nagy sebességii
elektronok a g6z fazisi molekuldkkal kolcsonhatva pozitiv és/vagy negativ toltésii
gyOk kationokat, vagy gyOk anionokat hoznak létre. Eldnye, hogy intenziv, stabil,
konnyen  reprodukalhatdé ionaramot biztosit ¢€s kompatibilis a legtobb
tomeganalizatorral. ~ Ezenkiviil  viszonylag  egyszerlien = kombindlhaté a
gazkromatografias technikakkal. Hatranya azonban, hogy megfeleld eredményesseggel
csak a viszonylag illékony, stabil vegyliletek esetében alkalmazhatd. Vagyis EI
koriilmények kozott csupan a viszonylag kis molekulatomegek esetén kaphatunk
megbizhaté informaciét a moltomegrol, illetve a szerkezetrdl. Tovabba az EI
ionforrasban uralkodé magas hdmérséklet és nagy fesziiltség kedvez a termikusan
instabil  vegyliletek, illetve molekulaionjaik bomlasanak. A  bekdvetkezd
fragmentaciok miatt a spektrumban a modlcsucs nem jelentkezik. A molekulaion
stabilitasa novelhetd ugyan az ionizalo elektronok energiajanak csokkentésével, de sok
esetben ez sem bizonyul elegendének. Ezért fejlesztették ki az Gin. kiméletesebb —
,,s0ft” — ionizacids modszereket.

Ezek az eljarasok harom nagy csoportba oszthatok: részecske iitkozésen alapulo

moddszerek, parolgdson/porlasztason alapulé modszerek ¢és 1ézer deszorpcids
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moddszerek. A részecske iitkozésen alapuld technikdk kozé tartozik a kémiai ionizaciod
(CD"®, a szekunder tomegspektrometria (SIMS), a gyors atom iitkdztetés (FAB) 2 és
a plazma deszorpcio (PD)". A parolgason/porlasztason alapulé eljarasok a
kovetkezok: térdeszorpcio (FD)" és térionizacio (FI)"°, atmoszférikus nyomason

418 termospray (TS)" és elektrospray (ES)™.

lejatsz6dd kémiai ionizacido (APCI)
A 1ézer deszorpcios (LD) technikdk kozol a matrix segitette deszorpcid €s ionizacio

(MALDI)*' a legfontosabb.

11.2.2.1. Kémiai ionizacio
A kémiai 1onizéaciot, azaz azt a jelenséget, amikor az ionizacié ion-molekula

reakcid eredményeként jon létre, 1913-ban Thomson figyelte meg hidrogén gézban.
Ekkor Thomson még nem értette a jelenséget €s igy nem kémiai ionizacidnak nevezte
el. Valdjaban a kémiai ionizacid elsd, széles tartomanyt atoleld leirasa és jellemzése
Frank H. Field és Burnaby Munson nevéhez f6z6dik (1960-as évek kozepe)®. A kémiai
ionizacio elénye abban rejlik, hogy elddjével szemben joval kiméletesebb modon
jatszodik le az ionizacio, igy kevesebb fragmens ion képzddik, valamint lathatova
valik a spektrumban a protonalt molekulaion [M+H'], méasnéven a kvazi-molekulaion.
A moddszer elve a gbzfazisba juttatott molekuldk és a reagens gaz ionjai kozott
lejatszodd reakcid. Tovabbi elonye, hogy mind pozitiv, mind negativ lizemmodban

hasznalhato.

11.2.2.2. Szekunder tomegspektrometria
A SIMS tulajdonképpen a hirtelen energia kozléses modszerek egy csoportjat

alkotja. A sik — 4ltaldban fém — feliileten elhelyezett mintat részecske- vagy
ionnyaldbbal bombéazzuk és a mintdbdl kibocsatott szekunder ionokat analizaljuk. Ide
tartozik a plazma deszorpcid ¢€és a folyadék szekunderion tomegspektrometria

(LSIMS).
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Plazma deszorpcio:

A modszer elve, hogy a vizsgalandd mintat vékony filmrétegre viszik fel, és e
mogé, a mintaval ellentétes oldalra, helyezik el az ersen a-sugarzd *>Cf radioaktiv
1zotopot. Az i1zotopbol kilépd nagy energiaji hasadasi termékek a mintan torténd
athaladaskor helyi felmelegedést okoznak és mikroplazmat hoznak létre; igy energiat
adnak at a minta molekulédinak, amelyek ionizalodnak €és deszorbealodnak.

Ez volt az elsé mddszer, amelynek segitségével nagy moltomegli fehérjék,

illetve Osszetett antibiotikumok is sikeresen tanulméanyozhatok voltak.

Folyadék szekunderion tomegspektrometria, avagy gyors atomiitkoztetés:

Ez a technika napjainkban is hasznalatos els6sorban a hore érzékeny vagy nem
illékony kis és kozepes molekulatomeggel rendelkezé anyagok esetében. A FAB
ionizaciot az 1980-as ¢években fejlesztették ki a hagyomdényos (szaraz) SIMS
modszerbdl, ugy, hogy a vizsgdlandé mintat egy folyadék halmazallapoti — kevéssé
illékony — un. matrixanyagban feloldva elhomogenizaltdk, és ezt bombdztdk nagy
energiaju neutralis részecskenyalabbal. Innen ered a LSIMS elnevezés.

A FAB ionizaciohoz hasznalt nagy energiaju neutralis Ar’-, vagy Xe’-nyalébot
ugy allitjak eld, hogy a minta egy részét nagy fesziiltséggel ionizaljak, majd ezeket a
keverekbdl az ionokat negativ toltést elektroddal eltavolitjuk.

Abban az esetben, ha az ionizaciéhoz a semleges részecskenyaldb helyett Cs”
ionnyalabot hasznalunk, a gyors ioniitkdztetés (FIB) technikardl beszéliink. Mivel a
Cs" ionnyalab energiaja nagyobb, ez az eljards a nagyobb moltomegii molekulak
vizsgélatat teszi lehetové.

Mind a FAB, mind a FIB alapja, hogy a részecskék a folyadékfelszinbe iitkozve
energiat adnak 4t a felszinnek, ami eloszlik a feliileti réteg minta/matrix molekulai
kozott, azok 1onizacidjat eredményezve. A képz6dd minta és/vagy matrix ionok
kiszakadnak a felszinr6l ¢és az igy Iétrejott szekunderionokat analizaljuk. A

folyadékfilm feliileti rétege diffiizids folyamatok révén allandoan potlodik, frisstil.
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11.2.2.3. Térdeszorpcio és térionizdcio
A térdeszorpcio €s a térionizacid a deszorpcidés modszerek kozé tartozo rokon

modszerek, melyek torténelmi jelentdséggel birnak, mivel ezekkel lehetett legeldszor a
héérzékeny, nagy moltomegii anyagokat tomegspektrometridsan vizsgalni. Szerkezeti
informaciot ugyan keveset szolgaltat, de a moltomeg informacid kinyerésének egy
biztos modszere.

Mind a FD ¢s a FI esetében a minta ionizacidjat erds elektromos tér valtja ki. A

két modszer tulajdonképpen csak a mintabeviteli médban kiilonbozik egymastol.

11.2.2.4. Termospray
Az ES technika bevezetése eldtt egyediil a termospray jelentett igazi elérelépést

a hore érzékeny, nem illékony anyagok MS, illetve LC-MS vizsgalatanak teriiletén.
Elve, hogy a HPLC oszloprdl lejové folyadékot nagy nyomadssal egy elektromosan
melegitett fém kapillarisba juttatjdk, amelynek a vége a tomegspektrométer
ionforrdsdban van. Az ionforrds 100 és 200 °C kozotti hdmérsékletli azért, hogy

«yey

formdjaban keriil be a tomegspektrométerbe.

11.2.2.5. lonizacio légkori nyomason
Ebben az esetben az ionok az atmoszférikus nyomasu térben képzddnek és

innen jutnak be a nagy vakuumu analizatorba, mig a TS esetén az ionok a nagy
vakuumban képzddnek. Hasonlosag a termospray technikdval, hogy ez is porlasztasos
modszer, azaz az elsé 1épésben toltott folyadékcseppek képzddnek. Az ionképzddést
viszont egy elektrosztatikus tér eredményezi és nincs sziikség illékony elektrolit

jelenlétére.

Elektrospray és ionspray:

A modszer elvét mar az 1960-as években kigondoltdk, de a megvalositds az
1980-as évekig varatott magara. A kapillaris hegye és az ellenelektréd kozott erds
elektrosztatikus tér jon létre, ennek a térnek a hatdsara a kapillaris végén 1évo folyadék

felszinén toltéstobblet alakul ki, ezért a kapillarisbol kilépd folyadék kupszeriien
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kicsucsosodik (Taylor-ktip), és a cstcsrdl toltéssel rendelkezd folyadékcseppek
szakadnak le. Nagy aramlasi sebességeknél azonban az elektrosztatikus tér mar
onmagaban nem képes cseppeket kiszakitani. Aerodinamikus porlasztassal kombinéalva
viszont lejatszodik a folyamat, ezt nevezziik ionspray-nek (IS). Inert porlasztd gazt -
rendszerint nitrogént - alkalmazunk a toltott aeroszol létrehozasahoz.

Azért, hogy csokkentsiik az oldoszer mennyiségét, az aeroszolt flitott
kapillarison vezetjiik at, ennek eredményeképpen a cseppek Osszezsugorodnak. A
zsugorodod cseppek toltése azonban nem valtozik, igy a feliileti toltésstirliség
fokozatosan novekszik, amig el nem éri az instabilitdsi hatart. Amikor a feliileti
fesziiltségbdl adddd Osszetartd erd egyenld lesz a feliileti toltésbol eredd
elektrosztatikus taszito erdvel, bekovetkezik a coulomb robbands, azaz a cseppek még
kisebb cseppecskékre szakadnak szét. Ez a folyamat addig zajlik, ameddig a minta
protonalt ionjai meg nem jelennek.*’

A modszer elsésorban a konnyen protonalodé, bazikus csoportokat tartalmazéd

vegylletek vizsgalatara alkalmas, ¢és jol kombindlhatdé szinte az Gsszes

tomegspektrometrias analizatorral.

Atmoszférikus nyomdason lejatszodo kémiai ionizacio:

Az APCI ionforras nagyon hasonlit az ES ionforrashoz, eltérés azonban, hogy a
fémkapillarisra nem kapcsolnak fesziiltséget, tehat a spray képzddése és az ionizacio
egymastol fiiggetlen folyamatok. A spray képzddése utdn az olddszer elparologtatasa
egy flthetd csé segitségével torténik. Ezutdn elektromos kisiilés hatasara a viz és az
oldészer molekulai ionizalodnak, beldliikk kémiai ionizacids reagensgaz képzddik, ami
protonalja az dathaladd6 minta molekuldkat kvazi-molekulaionok képzddését

eredményezve.

11.2.2.6. Lézer deszorpcio és MALDI
Lasd I1.3.1 fejezet
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11.2.3. Tomeganalizatorok

A tomeganalizis kifejezés a tomegspektrometridban a tomeg/toltés (m/z)
hanyados meghatarozésat jelenti. Az ionanalizatorok az ionokat m/z hanyadosuknak
megfelelden kiilonvalasztjak, majd ezeket a diszkrét ionnyalabokat a detektorra
fokuszaljak.

Nincs olyan tomeganalizator, amely minden elvarasnak megfelelne €s az 0sszes
lehetséges tomegspektrometrids vizsgalathoz alkalmazhato lenne; ezért a megfeleld
tdmeganalizator kivalasztasa mindig gondos mérlegelés eredménye®. Az ionok
szeparacioja alapvetden vagy az ionok transzportja, vagy az ionok taroldsa alapjan
oldhaté meg. Az iontranszport modszerek fobb tipusai a kovetkezdk: szektor-tipust
analizator, kvadrupol analizator, repiilési 1d6 analizator (Time-Of-Flight, TOF).
Idében késObb jelentek meg az iontarolds alapjan miikodé analizatorok, példaul:
kvadrupol ioncsapda (Ion Trap, IT), vagy ion ciklotron rezonancia (Ion Cyclotron
Resonance, ICR).

Az analizatorok jellemzésére hasznalt legfontosabb paraméterek: a felsd
tomeglimit, az analizator transzmisszidja — vagyis a detektort elérd, és a forrasban

képz6dd ionszamok hanyadosa — és a felbontas.

11.2.3.1. Szektor-tipusu analizator
Ezek a legrégebben kifejlesztett tomeganalizatorok®. Nagy érzékenységiik,

felbontasuk és széles tomegtartomanyuk kovetkeztében analitikai és szerkezetkutatasi
célokra egyarant alkalmazhatok. Az ionokat magneses (B), vagy magneses ¢&s
elektromos terek (E) alkalmazasaval lehet szétvalasztani. Ennek alapjan
megkiilonboztethetok egyszeres fokuszalasu szektor-tipustt tomegspektrométerek ¢€s
kettds fokuszalasu berendezések. Az eldbbi esetében csak egy mdagneses analizator
szeparalja az ionokat, mig az utobbi esetén a magnes egy elektrosztatikus analizatorral
(ESA) van kombinalva.

Az egyszeres fokuszalasu tomegspektrométert 1920 kdérnyékén a Chichagoi
Egyetemen dolgozé fizika professzor, A. J. Dempster fejlesztette ki’. Ezt az akkor
kidolgozott elvet késobb atvette az ipar €s a mai napig gyartanak ilyen elven miik6do

késziilekeket. Az egyszeres fokuszalasu berendezés azonban a kinetikus energidk
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kiilonbozOsége miatt nem biztositott kelld felbontast. Az azonos tomegili ionok eltérd
kinetikus energidja egyrészt az ionforrdsban 1évé gyenge elektromos tér
inhomogenitasabdl ered, masrészt abbol, hogy az ionok termikus energidja, igy
kinetikus energiaja is, Boltzman-eloszlast mutat. A magneses analizator elve alapjan
barmilyen valtozas a kinetikus energidban a magneses eltérités valtozasat
eredményezi. Annak az ionnak, amelynek szélesebb tartomanyban valtozik a kinetikus
energidja pontatlanabb lesz a tomegmeghatarozasa. A felbontés javitdsdhoz minimalni
kell a kinetikus energia szorasat. Ez a probléma az ESA bevezetésével oldodott meg,
igy jottek létre a kettdés fokuszalast tomeganalizatorok, melyek mar mind az irany,
mind az energia (sebesség) fokuszalasat megoldottak. Az egyik ilyen késziiléket az
1930-as ¢években a Bécsi Egyetemen dolgozo Joseph Mattauch €s tanitvanya, Richard
F. K. Herzog, mig egy masik tipust Nier és kollégdja, E. G. Johnson, fejlesztettek ki.
Az 1950-es évekre valt egyértelmiivé, hogy mind a Mattauch-Herzog, mind pedig a
Neir-Johnson geometridval épiilt nagy felbontast késziilék nagyon hatékony eszkoz a
szerves vegyiiletek azonositasaban.

A két szektor elhelyezkedése alapjan megkiilonboztetiink hagyoményos (EB) €s
forditott (BE) geometriaji tomegspektrométereket. Ha az elektrosztatikus analizator
megeldzi a magnesest EB, ha mogotte helyezkedik el BE tomeganalizator
elrendezddésrdl beszéliink. Az 1990-es évekig az egyszeres fokuszalasti (Dempster-
fele), illetve a kettdés fokuszalasu (Mattauch-Herzog-, de foképp a Nier-Johnson-
tipustl) magneses eltéritésen alapuld késziilékek képviselték a nagy teljesitményii
tomegspektrométereket’. Az egyéb tomeganalizatorok (pl. TOF, kvadrupol, ioncsapda)
ezzel egy id6ben, parhuzamosan fejlodtek. El6térbe keriilésiikhoz azonban bizonyos

technikai, elsdsorban elektronikai €s szamitastechnikai fejlédésre volt sziikség.

11.2.3.2. Linearis kvadrupol analizator
A kvadrupol késziilékek miikodési elveirdl elészor az 1950-es évek kozepén

Wolfgang Paul és Steinwegen fizikusok jelentettek meg tudoméanyos publikaciot™.
Ezek a berendezések az ionpalyak stabilitdsat hasznaljak fel az ionok m/z alapon
torténd elvalasztdsahoz. Habar a tulajdonsdgai nem vetekszenek egy szektor-tipusu

tomegspektrométerével — limitalt mintabeviteli és ionizacios lehetdségek, alacsony
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felbontd képesség, relativ sziik tomegtartomany — mitkddése nagyon gyors ¢€s kitlinden
alkalmazhato a kapcsolt technikdkhoz, elsdsorban mint kromatografids tomegszelektiv
detektor. Mindamellett kis mérete révén eldkelé helyet vivott ki maganak a
tdmegspektrométerek egyre élesedd piaci harcaban.*

A linedris kvadrupol analizator négy, szimmetrikusan elrendezett kor vagy
hiperbolikus keresztmetszetli rad. A rudakra allanddo egyendramot, illetve
nagyfrekvencids valtédramot kapcsolunk. Az egymadssal szemben 1évd rudak azonos,
mig az egymas mellettiek ellentétes polaritastiak (+/-(U+Vcos(wt)). Az oszcillald tér
hatdsara az ionok rezegve haladnak a rudak kozott, rezgésiik amplitidoja az ionok
tomegének, toltésének és a bedllitott paramétereknek a fliggvénye. Mivel csak a stabil
oszcillaciot végzd ionok tudnak athaladni a rudak kozott agy juthatunk el a
tomegspektrumhoz, hogy az elektromos mezd térerejét és frekvencidjat fokozatosan

valtoztatjuk.

11.2.3.3. Kvadrupol ioncsapda analizator
Egy masik, szintén Paul és Steinwegen altal kifejlesztett késziilék a kvadrupol

ioncsapda, amely egy haromdimenzids kvadrupol radiofrekvencias elektromos tér
segitségével tarolja és analizalja az ionokat.’'** Az els6 ioncsapdas késziiléket Stafford
¢s munkatarsai épitetteck meg €s 1983-ban keriilt kereskedelmi forgalomba, mint
gazkromatografias (GC) detektor. A kvadrupol ioncsapda Iényegében Onmagin
korbehajlitott linedris kvadrupol rendszer, vagyis hdrom hengeresen szimmetrikus,
hiperbolikus belsd feliilettel rendelkezd elektrodbol all: két végelektrodbdl és egy
gytirtielektrodbol. Igy alakul ki a csapda belsejében a haromdimenziés kvadrupolus
tér, ami az ionokat egy nyolcas alakl palyara kényszeriti.

Ebben a késziilékben a ndvekvd tomeg/toltés arannyal rendelkezd ionok a
radidfrekvencias fesziiltség valtoztatasaval fokozatosan elveszitik stabilitasukat. Igy az
1onok kilépése és detektaldsa a novekvd m/z értékek sorrendjében torténik. Ezaltal
kapjuk meg a csapdéaban tarolt ionok tomegspektrumat.

Az ioncsapda elvén miikodo detektorok méara mar nem csupan a kromatografias
technikdkkal egylitt alljdk meg a helyiiket, hanem 06nalld tomegspektrométer

analizatorként is kivaléan alkalmazhatok®. Lényeges elényiik tovabba, hogy a
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viszonylag hosszl tarolasi id6 lehetdvé teszi az ion-molekula reakciok vizsgalatat,

valamint a tandem tomegspektrometria (MS/MS) alkalmazasat.

11.2.3.4. Repiilési ido analizator
A TOF MS otlete mar 1946-ban megsziiletett a Pennsylvaniai Egyetemen

dolgozé William E. Stephens elgondolasai alapjan®. A repiilési id6 analizator
leegyszertisitett 1ényege, hogy az ionokat repiilési idejiik alapjan valasztja szét. Ennek
a modszernek az eldénye, hogy nagyon gyors, széles molekulatomeg tartomanyban
képes dolgozni, a pulzald ionizécids modszerekhez tarsitva nagy felbontdsu, preciz
tomegspektrométerek épithetdk. Az elso ilyen késziilékeket az 1940-es evek végeén, az
1950-es évek elején épitették meg™. A kereskedelemben is kaphato késziilékek 1955-
ben jelentek meg, a felbontds azonban még a legegyszerlibb egyszeres fokuszalasu
magneses késziilék felbontdsat sem érte el, ami Gjabb fejlesztéseket indukalt. Két
alapvetd moddositds elvégzésével azonban jelentds javulast sikeriilt elérni a
felbontasban. Az egyik az un. ,time-lag-focusing”, vagy ,késleltetett ion extrakci6”
alkalmazasa volt, ami a kezdeti tér- és kinetikus energia eloszlasat minimalizalta®®. A
masik az 1973-ben Boris A. Mamyrin altal kifejlesztett reflektron (iontiikor)
alkalmazdsa, ami az ionok kinetikus energiajanak eloszlasat sziikitette’’. Mara a
rendkiviil népszerl ,,0jitdsokkal” ellatott TOF analizatorok felbontasa olyan, ami a

legmodernebb kettds fokuszalasu tomeganalizatorokkal is felveszi a versenyt.

11.2.3.5. Ion ciklotron rezonancia analizator
Az ion ciklotron MS egy olyan tomegspektrometrias analizator, ahol az ionokra

egyidejiileg hat a radiofrekvencias elektromos tér és az allandé magneses tér. igy az
ionok repiilésiikk soran spiralis palyara kényszeriilnek. A radiofrekvencia, illetve a
magneses tér fokozatos valtoztatasaval az ionok egymast kovetden detektalhatok.**
A kémikusok figyelme az 1960-as évektdl fordult az ICR MS felé. Ez a mddszer
kiilonosen jol alkalmazhaté ion-molekula reakcidk tanulmanyozésara. 1974-ben
Melvin B. Comisarow ¢és Alan G. Marshall forradalmasitotta a technikat a Fourier

transzformacios ICR bevezetésével (FT-ICR MS). A FT-ICR MS legfontosabb elénye
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elédjével szemben, hogy mig az csupan egy ion detektalasat tette lehetdvé egy adott
1ddpillanatban, ezzel a modszerrel szamos kiilonb6z6é ion detektalhatd egyszerre. Az
Osszes tomegspektrometrids moddszer koziil a FT-ICR MS biztositja a legnagyobb

felbontast.

11.2.4. Detektorok és jelfeldolgozas

A tomegspektrometrids detektorok feladata az analizator(ok) altal az m/z
értékek alapjan elkiilonitett ionok Osszegylijtése ¢és mennyiségiikkel ardnyos
elektromos analdg jel képzése®. A modern tdmegspektrometridban ma mér kizarolag
az iondram iddbeli valtozéasat is kovetni tudo detektorokat alkalmazzak. Ezeket a
detektorokat a kovetkezd Aaltalanos paraméterekkel jellemezhetjiik: érzékenység,
erdsitési tényezod, sotétaram, stabilitds, valamint az iondram valtozasanak a kdvetési
sebessége.

Az els6 generacids MS késziilekek fotografids lemezeket hasznaltak
detektorként. Egyes izotoparany-méré berendezésekben még ma is hasznalatos az un.
Faraday cella’'. Miikddése kozben mérjik a cella ellenallasat, ami a kilépd
masodlagos elektronoktol fligg. Kis érzékenysége miatt ma elsdsorban ellendrzési
célra hasznaljak.

Az iondetektorok miikodési elviik alapjan két nagy csoportba sorolhatok: az
egyik csoportba a pontdetektorok, a masikba a sordetektorok tartoznak. A
pontdetektorok esetében az ionok egymas utan érik el a detektor ugyanazon pontjat,
mig a sordetektorok esetében valamennyi ion egyszerre éri el az analizator leképzési
sikjaban elhelyezett detektorsort. Ebbdl kovetkezden a lineéris kvadrupol és 1oncsapda
analizatorok esetében — melyek idében valasztjdk szét az ionokat — pontdetektorokat,
mig a magneses eltéritésen alapuld analizatorok esetén — melyek térbeli szétvalasztast
valositanak meg — sordetektorokat hasznalunk.

Pontdetektorként elsdsorban a szekunder elektronemisszion alapuld
elektrosztatikus sokszorozokat, azaz az elektronsokszorozdkat (elektron multiplier)
alkalmazzuk*™*. Ennek sokszorozo feliilete lehet folytonos, vagy diszkrét diédakbol
0sszeallo rendszer. A konverzids diddara érkezd fokuszalt ionnyalab elektronemissziot

valt ki. Ezek az elektronok nekitutkdoznek a soron kovetkezd didodanak és lavinaszeri
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masodlagos elektronaramot hoznak létre. A folytonos feliiletli elektronsokszorozok
egyik specialis fajtdja az Un. ,,chaneltron”, melynek eldnye, hogy a detektor zajszintjét
noveld szekunder ionok visszaszoroddsat a valtozd alak (specialis geometria)
megakadalyozza.

Az utobbi néhany évben megjelentek a korszerli fotdkonverzids, szcintillacios,
vagy masik nevén Daly-féle iondetektorok™*. Az ionok elészor a nagy fesziiltségen
1év6 konverzids diddaba iitkoznek, abbol szekunderion emissziot valtanak ki, amelyek
a szcintillator anyagdba — ami rendszerint foszfor — iitkdzve abbol foton emisszidt
indukdlnak. Az igy emittalt fotonok azutan fotomultiplierrel konnyedén elektromos
aramma alakithatok. Nagy elénye az elektronsokszorozokkal szemben, hogy
¢lettartama hosszabb és jobb a hatasfoka.

A sor, vagy ,array” detektor a modern magneses késziilékekben jelent meg

” . 404
elBszor*®™?.

A  magnes fokuszsikjaban sorban elhelyezett nagyobb szamu
iondetektorbdl — rendszerint chaneltron — all, ami lehetové teszi a térben szétvalasztott
ionok azonos id6ben torténd detektalasat.

A TOF analizatorok esetén alkalmazhatunk Un. ,,microchannel plate”, azaz

. . 50,51
mikrocsatornasor iondetektorokat™

. Ez a detektortipus iivegkapillarisok sorozatabol
all, amelyeknek a belso fala elektronemissziora képes anyaggal boritott. A kiilonb6zo
m/z értékii ioncsoportok mindegyik ionja beleiitkozik valamelyik mikrocsatorna belsd
feliiletébe €s onnan elektronokat szakit ki, meginditva ezzel a lavinaszerii szekunder
iondramot. Ezt az iondramot a mikrocsatornasor végénél 1évé fémlemez gytijti dssze, a
lemezrdl elfolyd aram pedig detektalhatd. A mikrocsatornasor detektor tehat érzékelni
tudja valamennyi ion érkezési idejét.

A jelfeldolgozas ma mar szinte kizardlag szamitdégépek segitségével torténik.
Ehhez azonban a primer analdég jelet egy Analdg/Digitalis (A/D) konverter
segitségével digitalis jellé kell alakitanunk™. A szamitogépes jelfeldolgozas egyik
meghatarozo tényezdje az A/D konverzid frekvenciaja, azaz a mintavétel gyakorisaga.
A szamitdgépes jelfeldolgozas segitségével gyorsabb és precizebb tomegspektrumokat

kaphatunk, valamint lehetdségiink van az eltarolt spektrumokon késébb utdlagos

modositasokat végrehajtani.
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11.2.5. Elvalasztastechnikdkkal kombindlt tomegspektrometridas modszerek

A tomegspektrometrids modszert leggyakrabban a  kovetkezd
elvalasztastechnikai  modszerekkel — kombinaljak:  gdzkromatografia  (GC),
nagynyomasu folyadék kromatografia (HPLC), szuperkritikus folyadék kromatografia
(SFC) ¢és kapillaris elektroforézis (CE). Ennek megfeleléen a létrehozott kapcsolt
technikéakat a kovetkez6képpen jeldlhetjiik: GC-MS*°, LC-MS**7, SFC-MS***° és
CE-MS®. Manapsag az ilyen tipusu vizsgalatok jellemzik a tdmegspektrometria 5
felhasznalasat.

Ezeket az on-line technikdkat egyrészt tekinthetjiik ugy, mint nagy
érzékenységli, szelektiv detektorral — tomegspektrométerrel — felszerelt kromatografis
berendezéseket, masrészrél az elvalasztastechnikat tekinthetjiik 0Ugy, mint a
tomegspektrométer specialis mintabevivd egységét. Az idedlis kromatografias MS
detektorral szemben tdmasztott legfontosabb kovetelmények: ne befolyasolja a
kromatografias felbontast, nagy érzékenységli legyen, szelektiv legyen, valamint az
altala adott jel ardnyos legyen a koncentracidval. A kromatografids modszerek és a
tomegspektrometria kombindldsakor szamos egyedi technikai problémat kellett
megoldani, ilyen pl. a mozgofazis eltavolitdsa, a minta dusitasa, az ionforradson kiviili
1onképzés. A kromatograf és a tomegspektrométer kozott 1évo interfész ezen feladatok
ellatasat szolgalja.

Az 1950-es ¢vek kozépen sikeriilt megvaldsitani a gazkromatograf és a
tomegspektrométer direkt 0Osszekapcsolasat. Ezt a kromatografias technikat
kombinaltak sikeresen eldszor az EI/CI ionizéacidval, valamint koriilbeliil ugyanerre az
1dore tehetd a GC magneses szektor-tipust, valamint kvadrupol analizatorral tortént
sikeres egyiittalkalmazasa is. A modern GC-MS késziilékek felhasznalhatosagat az
1960-as években kifejlesztett vivogaz szeparator nagyban javitotta, ugyanis eltavolitja
a GC elvalasztds sordan alkalmazott vivégazt, még azeldtt, hogy a mintit a nagy
vakuumtérbe juttatnank. Ugréasszer(i fejlodeés azonban a kapillar kolonnak megjelenése
utan indult meg. Igy az 6sszekapcsolas modja alapvetden a kolonna tipusatol fiigg, de
fontos szempont az is, hogy az interfész a lehetd legjobb hatasfokkal juttassa a

neutralis vizsgalandé molekuldkat az ionforrdsba. Tovabba az interfész egységnek a

srer
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Az LC-MS megvalositasa technikai okok miatt az 1980-as évek elejéig varatott
magara. Mara azonban a nem illékony, vagy hére érzékeny molekuldk analitikdjanak
egyik legnagyobb teljesitményii analitikai modszerévé fejlodott ki.

A modern GC-MS ¢és LC-MS eljarasokat elsésorban kornyezetvédelmi,
torvénysz€éki analizisekre, valamint gyogyszer ¢és farmakoldgiai kutatasokra

hasznaljak.®"

11.2.6. MS-MS

Ionkémiai vagy analitikai célokra az uUn. tandem, vagy hibrid
tomegspektrométerek — melyek egyidejlileg alkalmasak az ionok elvalasztasdra és
azonositasara — sz¢les skaldja terjedt el. A tandem MS (MS-MS) esetén a prekurzor
iont eldszor tomeg szerint kivalasztjuk, majd Un. iitkdzés kivaltotta disszociacioval
(vagy lutkozés aktivalta disszocidcioval) fragmentdljuk és az igy képzddott ionok
tdmeganalizisét végezziik el.*"® Ahhoz, hogy a prekurzor iont és a termék ionokat
analizélni tudjuk, vagy két tomeg analizatorra van sziikség, vagy pedig egy olyan
specialis analizatorra, amelyet szekvencialisan is lehet miikddtetni. A tandem MS
elénye, hogy kapcsolatot teremt a prekurzor ion és a beldle képzddott fragment ionok
kozott, igy segitségével fontos szerkezeti informaciokhoz juthatunk. Az {itkozés
kivaltotta disszociacios eljarast 1968-ban Keith R. Jennings vezette be. Az ijabban
kifejlesztett lagy ionizacids modszerek €s a tandem MS egyiittes alkalmazasa
nagymértékben megnoveli a tandem MS népszerliségét. Napjainkban az Un. harmas
kvadrupol tomegspektrométerek a legelterjedtebbek. Ezekkel a késziilékekkel a
kovetkez6 lizemmoddokban lehet dolgozni:

- egyszeres kvadrupol berendezésként;

- a Q kvadrupollal kivalasztanak egy adott iont, majd ezt az iont Q, kvadrupol
RF ilizemmddjaban {itkoztetnek és a bomlasbdl szarmazd ionokat a Q;
kvadrupol pasztazasaval analizaljak, igy kaphatok meg a kivalasztott prekurzor
ionbol képz6dd fragmensionok;

- a Qs kvadrupollal kivalasztanak egy termékiont és a Q; pasztazdsaval
megkapjak mindazon prekurzor ionokat, amelyekbdl az adott fragmension

képzddott;
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- aQq és Q3 kvadrupolokat egy allando, megadott kiillonbséggel pasztaz, akkor az
un. allandé neutralis vesztés spektrumot lehet megkapni, azaz meghatarozhatjo,
hogy mely ionok vesztenek egy adott tomegli neutralis molekulat;

- vizsgalni lehet egy adott bomldsi folyamatot, amennyiben a Q; és Q;

kvadrupolokat beallitjak a megfeleld tomegértékre.

I1.3. MALDI-TOF MS

11.3.1. A MALDI-TOF MS alapjai

A MALDI MS tulajdonképpen a 1970-es években kifejlesztett LDMS egyik
valtozata. A lézer deszorpcios eljarasoknak — a 1agy ionizacids technikakkal szemben —
tobb nagy hatranya is van. Egyrészt a mintaval olyan nagy energiat kzolnek, amely a

------

tomegtartomanyba esé fragmensionok képzddnek. Masik hatranya, hogy a

1ézerimpulzust kovetSen az ionképzOdésnek rovid az idétartama. A MALDI™*"

az
1980-as években keriilt bevezetésre, amikor bebizonyitottdk, hogy kis mennyiségii
szerves Un. matrix anyag mintahoz adasaval a direkt 1ézerbesugarzasnak kitett minta
ionjai nem szenvednek fotodisszociaciot. A MALDI-TOF MS nagy eldnye, hogy a
lagy ionizéacid kovetkeztében csekély mértékben megy végbe a minta fragmentécioja.
gy a kvazi-molekulaionok analizisére is lehetéség van. A MALDI alapjait 1988-ban
tették kozzé Hillenkamp'® és kutatocsoportja, valamint téliik fiiggetleniil Tanaka és
munkatarsai’'. A modszer egyik legérzékenyebb pontja megtalalni az adott mintahoz
megfeleld, jo 1ézer abszorpcidval rendelkezd, kis molekulatomegili szerves matrix
anyagot. Ilyenek lehetnek pl.: szinapiksav, 2,5-dihidroxi-benzoesav, stb. Ezutdn ugy
kell felvinni a minta + matrix keveréket, hogy homogén, mikrokristalyos, szilard
anyag keletkezzen. A rovid ideig alkalmazott, nagy intenzitasti 1ézerimpulzus
kovetkeztében a matrix gerjesztett allapotba keriil, az elnyelt energia a minta
deszorpciojat (elparolgasat) €és ionizéacidjat okozza, igy egy nagyon siirit MALDI g6z
keletkezik. Az 1onok tulajdonképpen impulzusszeriien képzddnek egy adott
pillanatban ¢és egy adott helyen, ahol az erds elektromos tér hatasara felgyorsulnak, €s

a repiilési cs6ben a repiilési idejiik alapjan szétvalnak, majd elérik a detektort.
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A repiilési 1d0 egyszerli matematikai Osszefliggés segitségével atalakithatd
tomeg/toltés (m/z) arannya, igy egy klasszikus tomegspektrumhoz juthatunk.

A MALDI elméleti alapjai koriil ma is folynak kutatdsok, szamos neves
analitikai ujsagban kozolnek cikkeket a témaban’. Alkalmazasait tekintve elsdsorban
a bioldgiai tudoményok terén nagyon gyors a fejlédés és csak kisebb figyelmet kapnak

a technologiai fejlesztések, 0jitasok.

11.3.2. Tomegtartomany és érzékenység
A MALDI-TOF praktikusan alkalmazhaté nagy molekulatomegli anyagok

N : : 5,76
vizsgalatara: biopolimerek”™’

, pl. fehérjék, szénhidratok, oligonukleotidok, valamint
szintetikus polimerek analizisére. Szadmos, az iparban is széleskorben hasznalt
szintetikus polimer vizsgalatat végezték mar el ezzel a modszerrel, példaul: poli(etilén-

71,77-79

gilkol)’""""® " poli(proplién-glikol) , politejsav®’, poliuretanok®', poli(metil-

metakrilat)**™, polisztirol’>*™, vagy poliizobutilén®’. A fels§ tomeghatar
egyértelmiien nem adhatd meg, de néhany szdz kDa tomegli molekuldk még
biztonsadggal analizalhatok. Az analizisnek ugyanis nem a deszorpcids/ionizacids
folyamat szab hatdrt, hanem a képzddott ionok detektdldsanak hatékonysaga. A
MALDI-TOF MS alsé kimutathatdsagi hatara sem adhaté meg pontosan, mivel ebben
a tartomdnyban szdmos mellékcsiucs megjelenése zavarhatja az azonositast. Ezek a
mellékcsticsok szarmazhatnak magéabol a matrixbdl, a minta matrixszal képzett addukt
ionjaibol, valamint lehetnek az Osszes lehetséges ion fragmentjei. A kis
molekulatomegli anyagokat (kb. 500 Da alatt) sokszor LDI technikaval vizsgaljak,
hogy kikiiszoboljék a matrixbol eredd, az azonositast megnehezitd mellékcsiicsokat.

A MALDI vizsgalatok soran hasznalt ,.érzé¢kenység” kifejezés altalaban azt
jelenti, hogy mekkora az a legkisebb mennyiség, amit a mintatartora helyezve még
értekelhetd MALDI spektrumot kapunk. Ebben az 0Osszefliggésben tehat az
érz€kenység nincs kozvetlen kapcsolatban a koncentracioval. A mintatartora felvitt
mennyiség altalaban 0,2-1,5 uL kozott valtozik. A koncentracidtartomany konnyen
kiszamithat6: attomdl MALDI érzékenység példaul pikomol koncentraciora utal. A
MALDI éaltal eldallitott ionokat egy TOF-tipusi tomeganalizator pikomol

(pmol = 10" mol) és femtomol (fmol = 10" mol) kozotti tdmegtartomanyban elemzi
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ki rutinszertien, de attomol (amol = 107%) érzékenység is elérheté bizonyos

készulékekkel.

11.3.3. Minta eldkészités

A minta el6készitésének alapvetd jelentdsége van a kisérlet kimenetelére nézve.
Az elsd 1épes a megfeleld matrix anyag kivalasztasa. Matrixként kis tomegii anyagokat
hasznalunk, mivel 4ltalaban a vizsgalt anyag nagyobb tomegtartomdnyba esik, és igy
elkertilhet6k a kiértékeléskor jelentkezd bonyodalmak. A leghatékonyabb matrix
kivalasztasat mindig gondos kisérletek el6zik meg, mivel a kapott jel nagymértékben
fiigg a vizsgaland6 anyagtdl is, pl. két, szerkezetileg is nagyon hasonld minta esetén az
is eléfordulhat, hogy a legjobb MALDI spektrumot kiilonb6zé matrix anyagokkal
tudjuk felvenni. Vannak bizonyos éltalanosan alkalmazhaté matrixok, ilyen anyagokat
azonban elsOsorban  fehérjékre talalunk. A  mintakészités szempontjabol
megkiilonboztetiink szilard™ és folyadék® allapotd matrixokat alkalmazo eljarasokat.
A mintael6készités sordn a minta/matrix arany az a paraméter, amelyet az analizist
végz8 személy konnyedén valtoztathat. Erdemes minél tobb minta/matrix aranyt
kisérletesen kiprobalni, mivel csupan kozelitéleg lehet valdsziniisiteni a megfelel6t.
Ezért a minta/matrix arany pontos megallapitdsa mindig kisérleti munkat igényel.

MALDI koriilmények kozott proton és fémionok, elsésorban natrium- és
kéaliumionok kapcsolédhatnak az adott mintdhoz. Igy sok esetben osszetett csucsok
figyelhetok meg, melyek kiilonbozd ionizald dgenshez rendelhetdk. Az ilyen csucsok
kozotti tavolsdg megegyezik a megfeleld ionizaldo agensek tomegkiilonbségével.
Ennek megfelelden elképzelheté, hogy un. nem kivanatos ionok jelennek meg a
spektrumban, melyek pl. proton transzferrel képzddnek a minta készitése kozben.
Ennek oka, hogy a mintdban nyomnyi mennyiségben jelenlévd, ionizaldo dgensként
viselkedé szennyezOk eltdvolitdsa gyakorlatilag Ilehetetlen. Ezért az 4ltalunk
kivanatosnak vélt ionizalé agensbdl tobbszordos mennyiséget kell adnunk a mintahoz.
fgy relativ intenzitasnovekedést valthatunk ki.

A minta/matrix rendszeren kiviil azonban tobb mas fontos paraméter is
befolyasolja a minta megfeleld elOkészitését. Az sem mindegy, hogy milyen

kristalyositdsi modszert hasznalunk a gyakorlati munka sordn. Szdmos kristalyositési
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technikat fejlesztettek ki. Vannak példdul olyanok, amelyek folyadék allapotu

92-96

matrixot alkalmaznak alternativ modszerként. Az alabbiakban néhany fontosabb

kristalyositasi eljarast soroltunk fel: ,.dried-droplet™””,  vacuum-drying”””'%,

59107

98,103-105 . .
77 ,»Spin-coating” ",

, soverlayer , sandwic
»108

»101,102 2106
1 h”™,

»crushed-crysta

9109-112 5113

,slow-crystallization” ™, ,.electrospray , ,,matrix-protected target” .

A megfeleld oldoszer kivalasztisa a mai napig probalgatasok ¢€s eldkisérletek
eredménye. Fontos szabdly, hogy a kisérletekhez felhasznalt oldatokat (elsdsorban a
matrixok oldatait) célszerli mindig frissen késziteni. Altaldnossagban azt mondhatjuk,
hogy elsO lépésben meg kell taldlni a mintdhoz megfeleld oldoszert. Amennyiben a
minta tokéletesen feloldodik a valasztott oldoszerben, a matrix anyagot is fel kell
oldani egy olyan olddszerben, amely jol elegyedik a minta oldoszerével, €s amelyben a
matrix tokéletesen oldddik. Bizonyos esetekben — ide tartozik a fehérjék, vagy az
oligonukleotidok vizsgalata is — a megfeleld oldoszerek illetve olddszer keverékek
kozismertek. Az olddszer kivalasztasdnal az oldhatosag tehat kulcsfontossagl tényezo,
hiszen amennyiben nem tokéletes az oldddas (pl.: csapadék jelenléte gyanithatd) nem
kapunk megfeleld MALDI tomegspektrumot. Fontos tovabba, hogy se a minta, se a
matrix ne csapodjon ki, amikor a két oldatot 6sszekeverjiik.

A kivalasztaskor figyelmet kell forditanunk az oldoszer feliileti fesziiltségére is.
Kis feliileti fesziiltségii olddszerek esetén a mintdval kevert matrixcsepp nagy feliileten
tertil szét, ami csokkenti az egységnyi feliiletre eso kristalymennyiséget, vagyis az egy
1ézer impulzus hatasara képz6dd ionok mennyiségét. Altalanossagban azt mondhatjuk,
hogy a ,vizben gazdag” olddoszerek megfeleld feliileti fesziiltséggel rendelkeznek,
ezaltal lehetdség nyilik a reprodukalhatd, megfeleléen nagy kristalysiirtiségii, kor
alaku cseppek elhelyezésére a mintatarton.

Az oldoszer illékonysaga szintén fontos tényezd. Az olddszer gyorsabb
parolgasa eredményeképpen kisebb, homogén mintaeloszlast kristdlyok képzddnek
(mikrokristalyos szerkezet). A gyors kristalyosodas igy megnoveli a kationizaciot,
azonban a nagyon vékony kristalyrétegek csupan néhany lézerimpulzus erejéig
képesek biztositani a mintat. Az illékonyabb oldoszerek altalaban nagyobb
tapasztalatot igényelnek, mivel gyorsan kell veliik dolgozni, nehogy a tilzott parolgas

miatt példaul a pipetta hegyben valjon ki a minta egy része.
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Bizonyos mintdk esetében fontolora kell venni az olddszer, illetve az 4ltaldban
savas karakterli matrix anyagok altal okozott pH valtozasokat is, ami pl. fehérjék
vizsgalatakor  konforméaciovaltast, vagy  kritikusabb  esetben  degradéciot
eredményezhet, igy téves kovetkeztetéseket vonhatunk le a kapott MALDI
spektrumbol.

Fontos lehet még az oldoszer osszetétele; mindenképpen el kell keriilni, hogy az

oldoszer a mintdval, vagy a matrix anyaggal reakcidba Iépjen.

11.3.4. Az iondeszorpcio mechanizmusa

Szamos elképzelés latott napvildgot azzal kapcsolatban, hogy magyarazatot
talaljanak a makromolekulak MALDI alkalmazéasa kozben lejatszodd deszorpcidjara.
Az egyik ilyen modell a ,thermal-spike”, amely azt feltételezi, hogy a matrix
molekulak feliiletrdl torténd szublimaciodja kis 1ézerintenzitasok esetén kialakuld helyi
felmelegedés eredményeként jatszodik le. Egy adott 1ézerintenzitds folott azonban a
deszorpcid hatékonysaganak gyors ndvekedése figyelhetdé meg. A matrix molekuldk
belsd rezgéseit a kristalyt Osszetartd hidrogénhidak csatoljak a makromolekuldk
vibraciés modusaihoz, és ez a csatolas a jelentés frekvencia kiilonbségek
kovetkeztében nagyon gyenge. Ezért a makromolekuldak viszonylag alacsony belsd
energiaval 1épnek at a géz fazisba és igy elkeriilhetik a fragmentaciot''*. Egy masik
jelentds elmélet a nyomas valtozasat hasznalja magyarazatkent. Ez azt feltételezi, hogy
nyomas gradiens kialakuldsaval kell szdmolnunk, ami a makromolekuldk feliiletrdl
torténd deszorpcidjat — a gyorsan mozg6é matrix molekuldkkal valo iitkozések
kovetkeztében lejatszodd momentum transzfer miatt — felgyorsithatja''>. A MALDI
mechanizmusa azonban a mai napig nem tisztazott teljesen, de valdsziniisithetd hogy a
kovetkezo altalanos elvek alapjan értelmezheto:

(D ,,Szilard oldat” képzddése: A minta molekuldi a matrixban tokéletesen
szétoszlatott allapotban vannak, vagyis teljesen el vannak kiilonitve egymastol. Ez gy
lehetséges, hogy a felolddshoz sziikséges oldoszerek elpéarolgdsa utan a matrix
homogén ,,szilard oldatot” hoz létre.

(IT)  Matrix gerjesztése: A matrix elnyeli a rdesé 1ézer fotonok egy részét, ami

gyors vibracids gerjesztést okoz, ezzel helyileg szétrazza a szilard fazist. igy semleges
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¢s gerjesztett matrix molekuldval koriilvett klaszterek képzédnek, melyek csupan egy
minta molekulat tartalmaznak klaszterenként, majd ezekbdl a klaszterekbdl a matrix
molekulék elparolognak magukra hagyva a gerjesztett minta molekulékat.

(III) Mintaionizacié: A minta molekuldk ionizalodhatnak a fotolitikusan
gerjesztett matrix okozta egyszerli kationizacioval, ami a tipikus [M+X]" (X=H, Li,
Na, K, stb.) szerkezetek képzddéséhez vezet, melyek mellett tobbszoros toltési
szarmazékok, dimerek, sOt trimerek is képzOdhetnek. Természetesen negativ ionok
képzddése is lehetséges, a minta molekula deprotonaldédasa révén, [M-H] szerkezet
képzOdése kozben, illetve fotoelektronokkal valé reakciok révén, [M]° gyok
molekulaion képzddésével. A minta ionizacigjat (és ezaltal a képzodott
tomegspektrumot) tehat tudatosan befolydsolni tudjuk ugy, hogy megfeleléen
kivalasztott kationizalo adgenst keveriink az analizdlandé mintdhoz. Az ionizal6 agens
az esetek tobbségében H', vagy valamilyen kis molekulatomegii, kémiai szempontbol

k6zombos vegylilet illékony alkalifém, vagy alkalifoldfém soja.

11.3.5. A repiilési ido analizdtor miikodése

A TOF"'"® analizatorhoz a pulzalé elven miikddé ionforrasok (pl. MALDI)
idedlisak, ezekkel az ionok pontosan meghatarozott idoben generalhatok. Az igy
kapott ionokat S (1-2 cm) tavolsagon U,. (20-30 kV) gyorsitdo fesziiltséggel
felgyorsitjuk, majd az ionokat egy L (1-2 m) hossziisdgl un. szabad repiilési szakaszba
vezetjiik, melyben eljutnak a detektorig. Igy az ionok a repiilési idejiik alapjan, vagyis
m/z alapjan véalnak szét. A TOF analizator sematikus rajza a 3. abran lathato.

Az Ej;, energiara szert tevo ionra a kovetkezd 0sszefiiggés irhato fel:

Ekin :%mvz = Uacce'z (1)

ahol m az ion tOmege, v az ion replilési sebessége, z az 1on toltésszama, e az elektron

toltése €s U, a gyorsito fesziiltség.
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Eeflelttron

Eefleltron

deteltor

3. abra

A TOF analizator sematikus vazlata

Ezt atalakitva a repiilési sebesség a kovetkezOképpen adhatd meg:

e 2U ez 2)
\ m

Ha feltételezziik, hogy a kezdeti pillanatban a sebesség nulla, vagyis v, = 0, akkor a
gyorsitd szakaszban eltoltott 1d6 (z5) €s a szabad repiilési szakaszban eltoltott id6 (7,) a

kovetkez6:

f==2 =08 | 3)

L m
t,=—=L |——— 4
By VZUme-z “)

Vagyis a TOF analizatorban eltoltott teljes 1d0 (t70r) € két 1d0 Gsszege:
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m
Lrop =g +tL:(2S+L) ,m (5)

Ezt az egyenletet atrendezve a kovetkezd 0sszefiiggéshez juthatunk:

Jm N2U ez ©6)

— _t
28+L

ahol U,., e, S és L allandok, melyeket egy 4 kozos konstanssal jelolhetiink. Vagyis:

\/E = At @)

m
z

azaz.
’ 2
=4 t TOF (8)

ahol 4" a miiszer konstans. Ennek az egyenletnek a segitségével tehat kalibracio utan,
a repiilési 1d6 mérésével meg tudjuk hatarozni az m/z értéket.

Redlis koriilmények kozott azonban az eldz6 kezdeti feltétel nem teljesiil, mivel
a képzddott ionoknak sebességeloszlasa van, vagyis vy # 0, ami jelszélesedéshez vezet.
Tegylik fel, hogy van egy ion (i), amelyre teljesiil, hogy vy = 0 és van egy masik (ii),
amelyre az igaz, hogy vy # 0. Akkor a ¢; és t; — az i €és az ii ionok repiilési ideje -
valamint a A¢ idokiilonbség, azaz a jelszélesedés a kovetkezOképpen adhatdo meg.

Amennyiben E, = 0, akkor:

m
t,=(28S+L) |—— 9
' ( +1) 2U, ez ©)
Amennyiben E, # 0, akkor:
m
t. =28+ L 10
! ( " )\/2(E0+Ume)-z (10)

és

m m
At=t, —t. =(2S+ L B .
! tl tzz ( " {\/2Uacce' z \/2(EO + Uacce)' ZJ ( )
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Vagyis:

L Y (12)

Ebbdl az kovetkezik, hogy a felbontds nem fiigg a repiilési cs6 hosszatol.
EMBEDEMBEDEMBEDEMBEDEMBEDE
MBEDEMBED
11.3.6. Delayed extraction és reflektron
A felbontas tobb nagysdgrenddel torténd javitdsdhoz el kellett térni a
folyamatos ionextrakciotol (Continuous Extraction, CE), azaz a fesziiltséget csak egy
kicsivel késObb, egy un. 1 iddpillanatban kapcsoltdk az ionforrdsra. A lézer
impulzusatol szamitott T idOpillanatig tehat a tér potencidlmentes. Ez alatt az 1d6 alatt a
nagyobb kinetikus energidju ion hosszabb utat tesz meg, mint a kisebb kinetikus
energiaval rendelkez6. Azaz, ha rdkapcsoljuk a fesziiltséget — és feltételezziik, hogy az
elektromos potencialnak van kitéve, mint a nalanal kisebb mozgési energiaju tarsa.
Ennek eredményeképpen az ionok fokuszalédnak mieldtt elhagyndk a gyorsitd
szakaszt. A modszer kifejlesztése Wiley és Mclaren (1955) nevéhez fiizddik, 6k ezt

,Time Lag Focusing” (TLF) ként nevezték el'®

. Mara azonban a miiszergyartok
eldszeretettel hasznalnak kiilonféle elnevezéseket ugyanerre a jelenségre, pl. ,,Pulse
Ion Extraction” (PIE), ,,Dynamic Extraction” (DE), vagy ,,Delayed Extraction” (DE).
A DE (10 — néhany szaz nanoszekundum) kompenzéalja a MALDI altal el6allitott
ioncsomagok kezdeti sebességének eloszlasat, ezéltal az azonos m/z ardnyu ionok
kozel egyszerre érnek a detektorhoz, vagyis a felbontas javul.''*'#

A felbontés novelésére van még egy széles korben hasznalt mdodszer, ez pedig a
reflektron alkalmazasa®”. Kifejlesztése Mamyrin (1973) orosz tudds nevéhez fiiz6dik.
A reflektronra, vagy iontiikorre rdadott fesziiltség 5-10 szazalékkal nagyobb, mint a
gyorsito fesziiltség, polaritasa pedig azzal ellentétes. A reflektron, vagy iontiikor a
repiilési csO végén helyezkedik el, ami az azonos m/z értékli és némileg eltérd
kinetikus energidval bir6 részecskék kozotti repiilési id6 kiilonbségeket kompenzalja,

¢s ezaltal javit a felbontason. Ennek megfeleléen az eltérd kinetikus energidval és
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sebességgel érkezé részecskék eltéré mértékben hatolnak be az iontiikér belsejébe. Igy
a nagyobb kinetikus energidval érkezd ion nagyobb mértékben hatol be a reflektronba,
mint a kisebb kinetikus energiaval érkezd. Vagyis, nagyobb utat tesz meg, tehat tobb
1dot tolt el az iontiikor belsejében. Ennek kovetkeztében kozel egyszerre érkeznek a
detektorra, vagyis ismételt fokuszalas torténik. Tehat a repiilési cs6 végén talalhato ion
reflektron célja, hogy a kis kinetikus energia kiilonbségii, azonos m/z értekii ionok
repiilési idejének kiilonbségét kompenzélja. Ennek eredményeként az ioncsomagok

mind térben, mind idében a detektorra fokuszalddnak.

11.3.7. A MALDI technika esetén bekovetkezo bomlasok

Amennyiben az analizis célja a kvazi-molekulaion, vagy pedig a
makromolekula molekulatomegének meghatirozasa, semmilyen fragmentéacid
lejatszodasa nem kivanatos. Lehetdség van azonban a MALDI koriilmények kozott
bekovetkezd fragmentacié tanulmanyozasira is. A MALDI moddszer esetén a
fragmentéacido minimalis, ha bekovetkezik, akkor alapvetéen két modja lehetséges. Ha
ez a fragmentaci6 a MALDI ionforrasban kovetkezik be, akkor az Un. forrason beliili
bomlésrol (In-Source Decay, ISD) beszéliink. A fragmentacid6 masik modja, ha a
molekula fragmentaciéja nem az ionforrasban jatszodik le, hanem a miiszer szabad
repiilési szakaszdban. Ennek elnevezése az un. forras utdni bomlas (Post-source
Decay, PSD)'*"°. A forras utani bomlas bekovetkezhet a repiilési csében talalhatd
egyéb molekuldkkal, atomokkal tortént iitk6zés kovetkeztében. Ahhoz, hogy
eldontsiik, hogy a spektrumunkban jelentkezd kisebb intenzitasti csticsok a PSD
jelenség kovetkeztében alakulnak-e ki, fel kell venniink a spektrumot mind linearis,
mind reflektron mdédban. Mivel a PSD esetén a képzddott bomlastermékek sebessége
azonos lesz, ezért a linedris detektor nem lat koztik kiilonbséget — a spektrum
leegyszeriisodik. Mig reflektron alkalmazasaval repiilési idejiik eltérd lesz és a
reflektron detektor kiilonbséget észlel. A PSD technikat rutinszeriien alkalmazzak

példaul fehérjék szerkezetének felderitésére.
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11.3.8. Polimerek karakterizalasa MALDI technikaval

A polimerek jellemzése elengedhetetleniil fontos a polimerek tulajdonsagainak,
kovetkezd lehet: (1) molekulatomeg analizis: gélpermedcidos kromatografia (GPC,
SEC), fényszoras, ozmometria vagy viszkozimetria felhasznalasaval, (2) az ismétl6do
egys€gek meghatarozasa NMR segitségével, (3) végcsoport meghatarozas titralassal,
NMR vagy IR spektroszkopiaval, (4) tisztasagvizsgalat NMR, FT-IR vagy
elemanalizis felhaszndldsaval. A MALDI-TOF MS segitségével lehetéség van a
molekulatomegek, az ismétl6do egységek, a végcsoportok, valamint a polimerben 1évo
adalékanyagok és szennyez8k gyors és pontos analizisére.">''*°

A szintetikus polimereket termikus instabilitdsuk és kis illékonysagi hajlamuk
miatt csak a lagy ionizacids technikdk megjelenése ota tudjak kelldképpen analizalni
MS késziilékekben. A MALDI lagy volta miatt a mintaval k6zolt energia nagy része a
rendszer elparologtatdsrara forditddik és csak kis mennyiségben kovetkezik be
fragmentécio (a polimer lancok degradécioja).

A kapott MALDI spektrumbodl — sziik eloszlast polimerek esetén (M, /M, <1,2)
— a kovetkezd Osszefliggések segitségével egyszeriien kiszamithatjuk a polimer
szamatlag molekulatomegét (M,), tomegatlag molekulatomegét (M,) ¢és a

polidiszperzitast (PD):

MHZZMIII/ ZL (20)
M,=EMI/EM]; (21)
PD=M,/M, (22)

ahol M; az i-edik tomeg (a kationizal6 agensként jelenlévd kation tdmegének levonasa
utdn), /; az i-edik cslcs intenzitasa.

Az alabbi elvet kovetve — mint azt mar korabban emlitettiik — lehetdség nyilik a
polimerkémiaban alapvetd jelentoséggel birdé végcsoport meghatarozasra. A

végcsoportok pontos ismerete az adott polimer felhasznaldsakor sziikséges. A

32PAGE



Kationizacio vizsgalata MALDI kériilmények kozott

MALDI-TOF MS mddszer egyszeri megoldast kinal a végcsoportok meghatarozasara
a kovetkez0 egyenlet alkalmazésaval:

Mi = Mvég + le + Mcat (23)

ahol M; az 1 monomeregységet tartalmaz6 polimerlanc tomege, M,s; a végcsoport
tomege; M,,, a monomer tomege ¢s M., pedig a kation tomege.

A szintetikus polimerek MALDI-TOF MS vizsgélata csak bizonyos (de egyre
sz¢élesedd skalaju) polimertipusok esetén valosithatdé meg kdnnyen, mivel sok esetben
tokéletes feloldasuk is nehézkes. Valamint tobbnyire az ionizacid hatasfoka sem
megfeleld. Mara azonban mér szdmos tanulmdny ramutatott, hogy lehetdség van a
szintetikus polimerek MALDI vizsgalatara, legyen az vizoldhato, pl. PEG, PPG,
polisztirol szulfonsav, poliakrilsav, vagy szerves olddszerben oldhatd, pl. polisztirol,
poli(butil-metakrilat), poliizobutilén. Mas MALDI tanulmanyok polimer
keverékekkel, vagy polimer adalékokkal foglalkoznak. Montaudo ¢€s munkatérsai
példaul statisztikai modellt dolgoztak ki kopolimerek tomegspektrumainak

értelmezésére'”.

11.3.9. A MALDI MS egyéb alkalmazdsai
Gydgyszerészeti teriileten:

A gyogyszergyartas teriilete vezeti mind miiszerezettség, mind szaktudas
tekintet¢ében a MALDI MS technika ipari hasznositasat. A gydgyszeriparban
els@sorban a biomakromolekuldk, foként fehérjék gyors €s rutinszerli azonositasara
hasznaljak. A gyors adatfeldolgozasnak kdszonhetéen ugrasszeriien meggyorsitotta a

gyogyszerfejlesztéseket.>’ %’

Ipari szintézisek teriiletén:

Az elballitott polimerek karakterizdlasdra hasznaljadk, mert tomegpontossaga
joval nagyobb, mint az ilyen teriileteken régebben 4altalanosan hasznalt GPC
késziiléké. Azonban a megfeleld ipari rutinvizsgdlatok pontosabb informaciot

igényelnének a megfelelé matrix kivalasztashoz.
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A  kémiai iparban a MALDI technikdt elsdsorban a szénhidrogének
azonositdsara, az alkalmazott polimertipusi adalékok kimutatasara, valamint
szerkezetmeghatarozasra hasznaljak.'*’

A finomkémiai ipar teriiletén elsdsorban a nagy molekulatomegli anyagok
vizsgalatdban nyUjt nagy segitséget. Féként bevonatok (poliakrilatok, poliészterek,
poliuretanok), tomitd anyagok (poliszilokszanok, perfluorozott szarmazékok) és
specialis cellulozok (celluloz éterek, celluléz acetitok) analizisében jatszik fontos
szerepet. A MALDI MS a molekulatomeg meghatarozasa mellett alkalmas a finom
vegyiparban alkalmazott reagensek, illetve termékek végcsoportjdnak, valamint

szerkezetének preciz felderitésére is.

Elelmezési teriileteken:

A MALDI MS modszert az ¢lelmiszeripar, illetve élelmiszer ellendrzés is széles
korben alkalmazza az élelmiszerek csomagold anyagaibdl kioldodott szennyezdk
analizisére, valamint elsdsorban a szintetikus €s a természetes eredetli gyiimdleslevek

megkiilonboztetésére.' !
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II1. A vizsgalatokhoz felhasznalt anyagok, alkalmazott késziilékek és a
mintakészités

I11.1. Felhasznalt anyagok
II1.1.1. Matrixok

A kovetkezd matrixokat: 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav (szinapiksav, SA),
trans-3-indolakrilsav (IAA), 1,8,9-trihidroxi-antracén (ditranol, DIT), 3-hidroxi-
pikolinsav (3-HPA), 2-(4-hidroxifenilazo)benzoesav (HABA), a-ciano-4-hidroxi-
fahéjsav (CHCA), 2-amino-5-nitropiridin (ANP), 1-metil-7-metoxi-3,4-dihidro-f3-
karbolin (harmalin, HAR), 2.4,6-trihidroxi-acetofenon (THAP), 2,5-dihidroxi-
benzoesav (2,5-DHB) az Aldrich-tol (Németorszag) szereztiik be. Az elézdekben

felsorolt matrixok szerkezeti képletét az 1. tablazatban tiintettiik fel.

1. tablazat

Az altalunk hasznalt matrixok neve, roviditése illetve szerkezeti képlete

o . COOH
2,5-dihidroxi-benzoesav H
(DHB)

H

. ) . . . CH;0 CH=CHCOOH
3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav
(SA) HO

CH;0
COCH;z
2,4,6-trihidroxi-acetofenon HO H
(THAP)
H
COOH

2-(4-hidroxifenilazo)benzoesav

(HABA) @/NzN\O\

OH
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trans-3-indolakrilsav H\C= C /COOH
(IAA) Sl

N
1,8,9-trihidroxi-antracén OH O OH
o
3-hidroxi-pikolinsav COOH
(HPA) N7 H

g |

a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav
(CHCA)

CH=C(CN)COOH

ol

HO
2-amino-5-nitropiridin O,N.
(ANP) Q
1-metil-7-metoxi-3,4-dihidro-B-karbolin \ \
(HAR) CH,0 y,

TZ

111.1.2. Ionizalo agensként hasznalt sok

Kisérleteinkhez alkalifém sokat (LiCl, NaCl, KCIl, RbCl, CsCl), valamint eziist

trifluor-acetatot (AgTFA) alkalmaztunk; gyartojuk szintén Aldrich (Németorszag).

1I1.1.3. Lagyitok

A vizsgélatokhoz a kovetkezd lagyitokat hasznaltuk: di-oktil-ftalat (DOP),
di-izononil-ftalat (DINP), di-izodecil-ftalat (DIDP), di-undecil-ftaldt (DUP), oktil-
benzil-ftalat (OBP), tri-oktil-trimellitat (TOTM), di-oktil-adipat (DOA), melyeket a

BorsodChem Rt. (Magyarorszag) biztositotta.
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111.1.4. Polimerek

A kisérletekhez kiilonb6z6 molekulatomegii poli(etilén-glikol)okat (PEG),
valamint polisztirolt (PS) hasznaltunk. Az alkalmazott anyagok molekulatomegei a
kovetkezdk voltak: PEG4000 (M=4000 g/mol), PEG6000 (M=6000 g/mol), valamint
PS2200 (M=2200 g/mol). A poli(etilén-glikol) mintadk forgalmazoja a Fuzio-Pharma

(Magyarorszag), mig a polisztirol mintakat a Merck (Németorszag) szallitotta.

II1.1.5. Oldoszerek
Oldoszerként vizet, tetrahidro-furant (THF), illetve etanolt hasznaltunk. A THF
¢s az etanol szallitoja az Aldrich (Németorszag). A THF egy, mar korabban ismertetett

moédon lett tisztitva'*>.

II1.2. Alkalmazott miszeres modszerek és szoftverek
I11.2.1. MALDI-TOF MS

A MALDI MS méréseket Bruker gyartmanya BIFLEX III™ tipusu, repiilési
id6 (TOF) tomeganalizatorral felszerelt, valamint reflektronnal ellatott
tomegspektrométeren végeztik (4., 5. ¢és 6. abra). Minden esetben 19 kV
gyorsitofesziiltséget alkalmaztunk késleltetett ionextrakcidos (DE) mod mellett. Az
ionokat linearis és reflektron modban is detektaltuk. A 1ézerdeszorpcid kivaltasara LSI
tipust impulzus tizemmoédban miikédé N, (337 nm, 10°107 W/em?) UV-1ézert
alkalmaztunk. Az impulzusok frekvencidja 1-4 Hz kozott valtoztathatd, szélessége

3 ns.

111.2.2. PSD MALDI-TOF MS/MS

A vizsgalt anyagok szerkezetének felderitése céljabol PSD MALDI-TOF
MS/MS modszert is alkalmaztunk. A PSD spektrumok felvételéhez megfeleld
ablakmeéretet (5-25 Da) a pulzerrel valasztottuk ki, mely tartalmazta a vizsgalni kivant
prekurzor iont. A reflektron fesziiltséget az adatgylijtés minden szegmensében
csokkentettiik. Ezutan az egyes részeket 6sszemasoltuk, majd a kapott spektrumot a
Bruker altal szallitott XMASS 5.0 elnevezésii szoftver segitségével kalibraltuk. A PSD

spektrumokat Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) segitségével kalibraltuk.
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4. abra

5. abra

A tomegspektrométer ionforrasa
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6. abra

A tomegspektrométer repiilési csove €s detektorai

111.2.3. Infravoros spektroszkopia
A mérésekhez Perkin Elmer gyartmanyt Paragon 1000 PC tipusu Fourier-

transzformacios infravords (FT-IR) spektrométert alkalmaztunk.

111.2.4. Gazkromatogrdfia

A gézkromatografias méréseket HP 5890 II késziiléken végeztiik. A minta 1-10
injektoron keresztiil. Az elvalasztast 250 °C-on termosztalt kapillaris kolonnakon (HP
I, 25 m x 0,2 mm, I.D., 0,1 um film) hajtottuk végre. A detektalas langionizacios
detektorral (Flame Ionistion Detector, FID) tortént 280 °C-on. Vivégazként nitrogént

alkalmaztunk, 1 mL/perc dramlasi sebességgel.

1I1.2.5. Illesztésimaodszer és szoftver
A kiilonboz6 eloszlasok paramétereinek illesztésére a FITTER 5v elnevezést

program Gauss-Newton-Marquard eljarasat hasznaltuk.
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II1.3. Mintakészités

111.3.1. Eziist-klaszterek

A matrixokb6ol THF-ban 0,08-0,15 M koncentracioju oldatokat készitettiink.
A matrixanyag oldatat, valamint az eziists6 oldatat 5:1 (v/v) ardnyban (matrix/AgTFA)
kevertiik 0ssze. Az oldatbol 0,5 pL-t a rozsdamentes acélbdl késziilt mintatartora

cseppentettiink, majd hagytuk levegdn beszaradni.

111.3.2. Lagyitok

A vizsgalathoz felhaszndlt DHB matrixot (20 mg/mL) etanolban oldottuk fel.
A két oldatot 5:1 (v/v) aranyban (matrix/vizsgalandd anyag) kevertiik 6ssze. Az oldat
0,5-1,0 uL-ét a rozsdamentes acélbol késziilt mintatartora cseppentettiik, majd hagytuk

beszaradni.

111.3.3. Poli(etilén-glikol)
A 20 mg DHB matrixot 1 mL viz és etanol 1:1 (v/v) elegyében oldottuk fel.
A PEG4000 ¢és a PEG6000 mintdkat viz hozzdadasaval készitettiik el, ugy, hogy a

koncentraci6 10 mg/mL legyen. Az alkdliféem soOk torzsoldatainak molaris

crer

crcr

hogy a torzsoldatok kiilonb6zd térfogatait kevertiink Ossze, de a hozzaadott sok
Ossztérfogatat allando értéken tartottuk. Az oldatokat 10:2:1 (v/v) aranyban
(matrix/vizsgalandé anyag/kationizaldé agens) kevertiik Ossze. Az oldat 1 plL-ét a

mintatartdra cseppentettiik, majd hagytuk beszaradni.
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IV. Eredmények és értékelésiik

IV.1. Eziist-klaszterek képzodése gozfazisban

" mind gyakorlati'*. szempontbol nagy

A fém-klaszterek mind elméleti
jelentdséggel  birnak. A  gbézfazisu  klaszterképzddés  tomegspektrometrias
modszerekkel vald tanulményozasa hasznos informacidkkal szolgéalhat a kiilonb6zo
méretli klaszterek stabilitasviszonyairdl, valamint azok elektronikus tulajdonséagairdl.

Az elmult néhany évben szamos mddszert dolgoztak ki a fém-klaszterek gdzfazisban

145,146 147-149

torténd eldallitasara, ezen modszerek nagy része hevités , lézer , 1lletve

150-153

ionlitkoztetés segitségével parologtatja el a fémeket. Nemrégiben MALDI

koriilmények kozott is sikertilt eziist-klasztereket eldallitani savas karakterli matrixok
segitségével >+,

Benniinket, akik elsdsorban polimerkémiaval foglalkozunk, az vezetett az eziist-
klaszterek vizsgalatdhoz, valamint a matrix klaszterképzédésben betoltott szerepének
tanulmanyozasdhoz, hogy a klaszterképzddést minimalizadlva a vizsgalt apolaris
polimerrél minél jobb felbontdst MALDI MS spektrumot kapjunk. Az apolaris
polimerek (polisztirol”®, polibutadién'®’, poliizobutilén®, stb.) vizsgalata soran ugyanis
gyakran kiilonb6z6 eziistsokat adunk a matrix €s a vizsgalandd anyag keverékéhez,
hogy eldsegitsiik a polimer kationizaciojat. Mivel a gozfazisban bekdvetkezd
kationizaciot az eziist-klaszterek kialakuldsa erdsen befolydsolja igy a jelenség
szdmottevd hatassal van a kapott MALDI tomegspektrumra. A MALDI kisérleti
koriilményektdl fiiggden eldfordulhatnak olyan esetek is, amikor az Ag,
klaszterekhez tartozé jelek erdsen zavarjak a (polimer + Ag)" ionok jeleit és igy
jelentésen megnehezitik a kapott tomegspektrum kiertekelesét.

A MALDI ionforrds hatékony eszkoz lehet akkor, ha nem minimalizalni
akarjuk ezeknek a klasztereknek a képzddését, hanem az a célunk, hogy nagy szdmban
Ag,', és/vagy Ag, klaszterionokat allitsuk eld. Igy lehetdségiink nyilhat példaul a
klaszterionok és a molekulak kozotti reakciok'*® tanulmanyozésara.

Kisérleteink soran a kiilonb6z6 matrixanyagok hatasat vizsgaltuk, figyelembe
véve azt, hogy a matrix anyaganak savassdga fontos tényez0 az eziist-klaszterek

kialakuldsaban. A legintenzivebb klaszterképzddést a HABA/AgTFA rendszer
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esetében tapasztaltuk, melynek segitségével kiting felbontast tomegspektrumot
sikertilt eléallitani mind pozitiv, mind negativ reflektron moédban. A 7. abra a pozitiv
toltésti (Ag,') klaszter-ionok MALDI-TOF témegspektrumat mutatja, mig a 8. abran
a negativ toltésl (Ag,) klaszter-ionok MALDI-TOF tomegspektruma lathato.

a9
- 21
a.l. E 4 - 35
4000 -
f 59
3000 - ot
2000
j 93
1000 u WWMMW
L w

L L L L L L L
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 m/z
MERGEFORMAT

7. abra
HABA ¢és AgTFA keverékének pozitiv reflektron modban rogzitett MALDI-TOF MS
spektruma; (HABA (0,08 M) : AgTFA (0,09M) =5: 1 (v/V))
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a.l.
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8. abra

HABA ¢és AgTFA keverékének negativ reflektron modban rogzitett MALDI-TOF MS
spektruma; (HABA (0,08 M) : AgTFA (0,09M) =5: 1 (v/v))

A 7. és 8. abran lathatd6 MALDI-TOF MS spektrumokat ugy vettiikk fel, hogy a

700 m/z alatti tartomanyba esé ionokat (matrix, addukt ionok, kis eziist-klaszter ionok)

eltiikroztiik, hogy a detektor telitddését elkertiiljiik, mivel ebben a tartoméanyban igen

nagy szamu ion van jelen. A csucssorozatok egyes tagjai kozotti tavolsag mindkét
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abran 108 Da, ami megfelel az eziistatom atlagtomegének. Ezen megfigyelések
tamasztjak ald az Ag," és Ag, klaszterionok jelenlétét. Bizonyitandd az eziist-klaszter
ionok jelenlétét a mért cstcsok izotopeloszlasat Osszehasonlitottuk az elméletileg
eziist-klaszter ionokra szamitott izotopeloszlassal. A 9. dbra az Ag, klaszterion

megfigyelt, illetve szamitott izotopeloszlasat mutatja.

|

a
b
960 965 970 975 980
m/z
9. abra

Az Ag," klaszterion szamitott (a) és mért (b) izotdp eloszlasa.

(HABA (0,08 M) : AgTFA (0,00M) =5 : 1 (v/v))

A 9. abra alapjan azt mondhatjuk, hogy a kisérletileg kapott és a szamitott

izotdpeloszlas kozott jo az egyezés, amely az eziist-klaszter ionok jelenlétét bizonyitja.
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A 7. és a 8. abran feltlintetett tomegspektrumokban két fontos sajatsag figyelhetd
meg:

—Az ionintenzitds valtakozdsa a paros és a pdratlan klaszternek megfeleld
tomegeknél (a paros szamu klaszter ionintenzitdsa kisebb, mint a két szomszédos
paratlan szamué).

—Az ionintenzitds jelentds csokkenése bizonyos pdaratlan szamu, ,,magikus”
klaszterszamoknal. Ezek a ,magikus” szamok az Agn+ klaszterionok esetén a
kovetkezdk: n = 9, 21, 35, 41, 59, 93, 139, mig az Ag, klaszterionok esetén a
,magikus” klaszterszamok kettdvel kisebb értékeknél jelentkeznek: n = 19, 33, 39, 57,
91, 137.

Helyi maximumokat figyelhetiink meg az ionintenzitdsban: pozitiv toltés
esetén: n = 35 és 59, negativ toltésnél pedig n = 33 és 57 értékeknél. A megfigyelt
sajatsdgok a ,,jellium” elmélet segitseégével értelmezhetdéek. Az elmélet szerint a
stabilitast a klaszterben 1évd szabad elektronok energiaallapota hatarozza meg. A péros
szamu elektront tartalmaz6 (igy paratlan szamu pozitiv vagy negativ t6ltési) klaszter a
spin-spin csatolds miatt stabilabb, mint a paratlan szdmu elektront tartalmazé (lasd
el6zéekben felsorolt sajatsagok). Ezen kiviil a zart elektronhéjjal rendelkezd klaszter
stabilabb, ami az n, = 2, 8, 20, 34, 58, 90, 138 db elektront tartalmazo klasztereknél
figyelheté meg. A ,,magikus” szdmok (n,) — vagyis ahol az ionintenzitas jelentdsen

lecsokken — z toltésh klaszterek esetében a kovetkezoképpen fejezhetdk ki:

N, =Ng+ 2z (24)

A fenti 0sszefliggés, (24) egyenlet, alapjan lathato, hogy a +1 és -1 toltésu klaszterek
magikus szamai kettdvel térnek el egymastol, ami jo egyezést mutat a kisérletileg
megallapitott “magikus” szamokkal. Mind pozitiv, mind negativ modban kozel 200 db
ezlist atomot tartalmazo klaszterionokat sikeriilt kimutatni. A kovetkez6 magikus
szdmot (pozitiv ionok esetén, n = 199, negativ ionok esetén n = 197) kisérletileg nem
tudtuk kimutatni, mert ebben a tartomanyban a jel/zaj viszony ehhez mar nem
megfeleld. Masrészrdl a novekvo klaszterszammal az intenzitdsesés nagysaga csokken,

kiilonosen 57 és 59 klaszterszdm folott. Azt is megfigyeltiik, hogy a l1ézerintenzitas
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hatassal van az ionok képzddésének gyakorisdgara. Kis lézerintenzitas esetén, adott
kiiszobértek folott, nem figyelhetd meg jelentdsebb eziist-klaszter képzdodés. A
klaszterionok csupan nagyobb lézerintenzitas alkalmazéasakor jelennek meg.

A pozitiv, reflektron médban felvett MALDI-TOF MS spektrumon (7. abra) a
f6 csticsoktol 11 Da tavolsdgra még taldlhatok kisebb intenzitasti csucsok. Annak
ellenére, hogy 700-2500 Da tomegtartomanyban az 0sszes csucs izotop felbontdsa
lathato, ezeknek a kisebb intenzitdssal jelentkezd csucsoknak a felbontdsa igen
csekély. Ebbdl a megfigyelésbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezek a csucsok a
miszer repiilési csovében bekovetkezd eziist-klaszter fragmentaciobdl szarmaznak.
Ennek a feltételezésnek az alatdmasztdsa érdekében linedris mddban is készitettiink
felvételeket. Az egymasra helyezett és kinagyitott linearis €s reflektron méodban felvett
MALDI-TOF MS spektrumok a 10. abran lathatok.

A 10. abran szembetiinik, hogy a kisebb csucsok a linearis modban felvett
spektrumon eltlintek, ami egyértelmiien bizonyitja, hogy ezek azoktdl az eziist-klaszter
ionoktdl szarmaztak, amelyek a repiilési csOben az ugynevezett ,,post-source decay”,
(PSD) kovetkeztében fragmentalddtak. Linearis modban a fragment ionoknak és azok
prekurzor ionjainak a repiilési ideje megegyezik, vagyis igy nem lehet kiilonbséget
tenni  kozottik. Az eziist-klaszterek  fragmentédcidjanak  tanulmanyozasahoz
kivalaszthatjuk példaul az Ag,," klaszteriont, prekurzorként, az ennek megfeleld PSD
MALDI-TOF MS/MS spektrumot a 11. abran lathatjuk.

Amint az a 11. abrabél kitiinik az Ag,," klaszterionbdl egy, illetve két Ag atom
vesztéssel Agy ', illetve Agyy' ionok képzddnek. Mind az Ag,”, mind az Ag,
sordn azt tapasztaltuk, hogy a paros szdmu klaszterek kizardlag egy eziist atom, mig a
paratlan szamuak egy illetve két eziistatom vesztésével fragmentalodnak. Azt is
megfigyeltiik, hogy az Ag;; és az Ag,;' klaszterionok esetében a két eziistatom
vesztéssel képzodott fragmentionok intenzitasa jelentésen megnd. Ez azzal
magyarazhatd, hogy az Ag13+ ¢s az Ag23+ fragmentécidja ugynevezett “magikus”
klaszterek képzodéséhez vezet (Ag;,” és Agy ). A negativ toltésti Ag, klaszterek a
pozitiv toltéstickhez hasonloan fragmentalodnak. Ezek a megfigyelések jo egyezést

mutatnak a Katakuse és munkatarsai' ' altal végzett ion-iitkdztetéses kisérletekkel.
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10. abra

HABA/AgTFA rendszer pozitiv modban(

) €s negativ modban(

rogzitett MALDI-TOF MS spektruma. A kisérleti koriilmények megegyeznek a

7. abran feltiintetettekkel

Ahhoz, hogy hatarozottabb képet kaphassunk a matrix eziist-klaszterek képzddése

soran Dbetoltott szerepérdl, kiilonb6z6é matrixokat ¢és matrix/AgTFA  keveréket

hasznaltunk a vizsgalatok soran. Minden esetben fokozottan torekedtiink arra, hogy

azonos Kkisérleti koriilményeket biztositsunk. Az eredményeket a 2. tablazatban

foglaltuk 6ssze.
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11. abra
Az Ag,," klaszterion HABA és AgTFA keverékébél eldallitott PSD MALDI-TOF
MS/MS spektruma. A kisérleti koriilmények megegyeznek a 7. abran feltiintetettekkel

MERGEFORMAT?2. tablazat
Pozitiv (+) és negativ (-) reflektron modban felvett kiilonbozo
matrix/AgTFA keverékek MALDI-TOF MS spektrumainak jellemzo6i
N=nagy, K=kozepes, Gy=gyenge jel intenzitas.
Kisérleti koriilmények: 5:1 (v/v) matrix (0.08 M) és AgTFA (0.09 M) oldat keveréke.

A spektrumok felvétele soran a 1ézer intenzitdsat alland6 értéken tartottuk.

Megfigyelheto Megfigyelheto  Megfigyelhet6 A Kklaszterek

legnagyobb legnagyobb legnagyobb atlagos
Matrix  “magikus” szam  paratlan-paros  Klaszter szam  jelintenzitasa
valtakozas
(+/-) (+/-) (+/-)
144 93/91 63/25 165/140 N/K

48PAGE



Kationizacio vizsgalata MALDI kériilmények kozott

HPA* 93/19 51/7 140/19 K/Gy
DHB 93/57 43/31 140/120 K/K
THAP 59/19 35/13 65/25 Gy/Gy
ANP 41/19 23/11 45/21 Gy/Gy
CHCA 93/91 63/19 140/130 K/K
SA 59/19 57/15 100/30 K/Gy
DIT 59/7 45/11 65/15 Gy/Gy
HAR* 139/91 53/55 165/150 N/K
HABA 139/137 71/61 210/200 N/N

*az adott matrixra nézve THF-ben telitett oldatot hasznaltunk.

Ahogy az a 2. tablazatboél lathat6 a matrix jelentds hatdssal van a klaszterképzddésre.
Mind az Ag,”, mind az Ag, klaszterionok hatékonyan allithatok el6 HABA, HAR,
IAA ¢s DHB matrixok felhasznaldsaval. A varakozasoknak megfelelden a teljes
jelintenzitds Osszhangban van a megfigyelhetd legnagyobb magikus szamokkal,
valamint a legnagyobb még ¢éppen kimutathatd klaszterrel. Akkor, ha egy matrix
esetén jelentds Ag, klaszterion képzOdést tapasztaltunk, az Ag, klaszterionok is
szamottevd mértékben kimutathatok voltak. A HPA esetében annak ellenére, hogy a
pozitiv toltésii klaszterek jol detektalhatoknak bizonyultak, csupan igen kis mértékben
taladltunk negativ toltésticket. Itt meg kell jegyezniink azt is, hogy a negativ
klaszterionok jelintenzitdsa minden esetben kisebb, mint a pozitiv klaszterionok
jelintenzitdsa. A 2. tablazat adatait vizsgalva altalanossagban azt allapithatjuk meg,
hogy azon matrixok esetén, melyek karboxil csoportot tartalmaznak (pl. HABA, DHB,
IAA, CHCA) a klaszterionokhoz tartozé jelek intenzitdsa a spektrumban jelentds. A
fenolos hidroxil csoportot tartalmazé matrixok (DIT, THAP) esetén, vagy azoknal,
amelyeknél az el6bb emlitett funkcids csoportok egyike sem talalhaté meg (ANP) a
klaszterionok igen gyenge jelintenzitdsuak. A fenti megfigyelés aldl csupan a HAR a
kivétel, ennek a magyarazatardl a késdbbiekben lesz sz6.

Megfigyeléseink alapjan  javaslatokat tehetink a  klaszterképzddés

mechanizmusara. Matrix hidnyaban, vagyis ha csak AgTFA van jelen, nem tudunk
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jelentdsebb mennyiségli klaszteriont eldallitani és csupan kisebb klaszterszamu
(n = 9-13) ionok jelenlétét figyelhetjilk meg. A nagyobb klaszterek képzddése matrix
hozz4adasédnak hatdséra fokozodik. Amennyiben a matrix/AgTFA arany 50/1, vagy
1/50 volt csupan kis mértékli klaszterképzddést tapasztaltunk. Nem taldltunk
kiilonbséget tovabba azokban a MALDI-TOF MS spektrumokban sem, amelyek
felveétele a matrix és az eziistso Osszekeverése utan azonnal, illetve bizonyos
meghatdrozott 1d6 elteltével tortént. Azokrol a szilard keverékekrdl, melyeket a matrix
¢s az eziistsd6 THF-ban oldott keverékének beszaritdsaval nyertiink FT-IR felvételeket
készitettiink. A spektrumokban sem 1j csucs megjelenését, sem pedig csucseltolodast
nem figyeltiink meg (a matrix, valamint az AgTFA spektrumaihoz képest), amibdl arra
kovetkeztethettlink, hogy szildrdfazisban nincs kolcsonhatas a matrix ¢s az AgTFA
kozott. Ez azt mutatja, hogy az eziist-klaszter ionok legvaloszintibb képzddési helye a
gbzfazis. Nyilvanvalé az is, hogy gézfazisban kell végbemennie az Ag™ eziistatomma
torténd redukcionak is. A kovetkezdkben vizsgaljuk meg az eziistion gbézfazisu
redukcidjanak lehetdségét termodinamikai szempontbol. Az egyik lehetséges reakcio,

ha az eziistion a semleges matrix molekulaval (M) reagal:

M+Ag" — M+ Ag (25)

A fenti reakci6 szabadenergidja (AG) a kovetkezoképpen adhatd meg:

AG = IP(M) — IP(Ag) (26)

ahol /P(M) a matrix, mig IP(Ag) az eziist ionizacios potencidlja. A leggyakrabban
alkalmazott polaris szerves matrixok ionizacids potencidljai 8-9 eV’ kozott
valtoznak, az eziistre ez az érték 7,6 eV'™", kovetkezésképpen a (25) reakcio endoterm,
¢s AG = 0,4-1,4 eV. A (25) reakcid lejatszodasara azonban mégis van lehetdség a
g0zfazisti expanzio korai szakaszdban bekovetkezd, nagy energiaju (~1,5 eV'>'%)
litkozesek miatt. A masik lehetdség toltésatvitel a gerjesztett matrix molekula (M*) €s

az ezustionok kozott:

M*+Ag" — M+ Ag (27)
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A matrix molekulak abszorbealjdk a 337 nm-es (3,68 eV) kvantumot és mivel a slrii
g06zfazisban jelentds az litkdzések szama, a gerjesztett matrix molekuldknak lehetosége
van redukélni az eziistionokat. A harmadik lehetdség a matrix fotoionizacidja két

kvantum (2 x 3,68 eV) abszorbcidja révén:

M—->M +e
(28)
Ag'+e — Ag

A matrix fotoionizacidjanak kovetkeztében szabad elektronok képzddnek, melyeket az
eziistionok befognak. Ennek a (28) reakcionak a lehetdsége azonban igen csekély,
mivel mind a fotoionizacidonak, mind az elektron befogasnak kicsi a hatékonysaga.
Tapasztalataink szerint a gerjesztett matrix molekulak szdma novekszik a novekvd
lIézer intenzitassal. Kis lézer intenzitasokndl nem tapasztaltunk jelentds klaszter
képzddést. Ez az Osszefliggés azt tdmasztja ald, hogy MALDI koriilmények kozott a
(27) reakcio lejatszéddsanak van a legnagyobb valoszinlisége. A 12. abran a
HABA/AZTFA ¢és a DIT/AgTFA rendszer kis 1ézer intenzitasnal felvett MALDI-TOF
MS spektruma lathato.

Ahogy az a 12. abran lathat6 a matrix (M) protonnal és natriummal képzett
addukt ionja ([M+H]", [M+Na]") és némi fragmention mellett az [M+Ag]" addukt
ionokhoz tartozd csucsok is megfigyelhetk. Masrészr6l a szabad '“Ag’, 'Ag"
izotdpokhoz tartozé csucsok is megjelennek a spektrumokon. A HABA (a) esetén ezek
a csucsok kis intenzitasuak a DIT (b) szabad eziist izotop cslcsaithoz képest. Az
[M+Ag]" addukt ionok képzddését mind a tiz altalunk vizsgalt métrix esetén ki tudtuk
mutatni. Kis lézerintenzitdsoknal a szabad eziisthoz tartozo cstcsok igen csekély
mértékben jelentkeztek. Bizonyos matrixok esetén (HABA, HAR ¢és TAA, amelyekkel
a legjobb klaszterképzddést tudjuk elérni nagy lézer intenzitdsokndl) egyaltalan nem
voltak kimutathatdéak a szabad eziisthoz tartoz6 csticsok. Ezek a megfigyelések azt
mutatjak, hogy HABA, HAR, illetve IAA matrixok és az eziistionok kozott kialakuld
kolcsonhatas igen erds. Ebbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy az eziist ionok gdzfazisu
redukcioja ezeken az [M+Ag]" adduktokon keresztiil jatszodik le. A HABA mellett
tehat a HAR is hatékony matrix az eziistklaszterek eldallitasara. A HAR/AgTFA
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rendszer MALDI-TOF MS spektrum alacsony tOmegtartomanyanak vizsgalatakor
kideriilt, hogy jelentds az ezilist matrixszal képzett adduktjanak mennyisége. A negativ
toltésti  eziist-klaszter ionok képzOddése nagy valdszinliséggel a (27) reakcid
segitségével magyarazhato. Tehat az eziistatomok, vagy a semleges eziist-klaszterek, a
gerjesztett matrix molekuldkkal vald reakcid sordn juthatnak elektronhoz. A
gbzfazisban jelentds mennyiségben jelenlévé Ag’ és [M+Ag] ionok miatt a pozitiv
klaszterionok esetén nagyobb jelintenzitds vérhatdo, mint a negativ klaszterionok
esetén. Tapasztalataink igazoltdk ezt, minden esetben nagyobb volt a jelintenzitas a

pozitiv, mint a negativ klaszterek képzddésénél.

a.i. |
f [HABA-H,O+H] > [HABA+Ag]
i . a
_ [HABA+H] .
15000 / o [HABA+Na]
10000 '
] . [DIT+H]" .
/[DIT-CO+Ag] .
1 + [DIT+Ad]
5000 i 107Ag+
/ 109 [D|T+Na]+
“,. ; ] .L u‘ A ‘ L.‘ ﬂ‘n Aﬁ‘ l‘l‘m ; TH‘H A HJ‘AM
150 200 250 300 350 m/z

12. abra
A HABA/AETFA (a) és a DIT/AgTFA (b) keverékének kis 1ézer intenzitasnal felvett
MALDI-TOF MS spektruma. A kisérleti koriilmények megegyeznek a 7. abran
feltiintetettekkel.
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Amint mar az elézdekben is emlitettiik f6 célunk volt, hogy tokéletesiteni
tudjuk az apolaris szintetikus polimerekrdl készithet6 MALDI-TOF MS spektrumokat
azaltal, hogy alaposabban megismerjiik a klaszterképzddést befolydsold tényezdket. A
kovetkezOkben a eziist-klaszter ionok képzOdésének és a polisztirol(PS)+Ag"
adduktionok képzddésének egymasra gyakorolt hatdsarol lesz szo6. A 13. abra mutatja
a PS/AgTFA (a) ¢és a PS/AgTFA/HABA (b) rendszerek lézerdeszorpcios
tomegspekrumat (LDI-TOF MS).

A 13.a abran lathatd, hogy matrix hidnydban a PS eziisttel képzett adduktjainak
csticsa jelentkezik [C4Ho(St),H+Ag]", de az is lathatd, hogy e mellett a nagyobb
tagszamu eziist-klaszter ionok nem képzddnek. Ha a PS/AgTFA keverékéhez kis
mennyiségli HABA matrixot adunk (joval kisebb mennyiséget, mint ami a MALDI
koriilmények biztositdsdhoz sziikséges lenne) eziist-klaszter ionok jelennek meg a
spektrumban (13.b abra). Azt mondhatjuk tehat, hogy a matrix noveli az eziistionok
redukcidjanak valoszinliségét. Lathato, hogy a klaszterek cstcsai jelentdsen atfednek a
[PS+Ag]" adduktionok csticsaival, ami nagymértékben megnehezitheti a spektrum
kiértékelését. A 7.a és 7.b spektrumokat azonos kisérleti koriilmények kozott vettiik
fel és mindkét esetben megegyezd szdmu spektrumot 0sszegeztiink. A kisérlet soran a
spektrumokat felvétele a minta kiilonbozé részleteirdl tortént, azért, hogy
minimalizaljuk a minta inhomogenitasa miatt bekdvetkezd hiba valdszinliségét is.

Megfigyeltiik tovdbba azt is, hogy a PS jelintenzitasok koriilbeliil
egyharmadaval csokkentek matrix hozzaaddsanak hatdsdra. Ez a megfigyelés a
kovetkezoképpen magyardzhaté: a matrix okozta redukcié miatt a PS
kationizacidjahoz rendelkezésre all6 Ag™ koncentracidja csokken, amely a [PS+Ag]"
jeleinek intenzitdsa is csokken. Meg kell jegyezniink, hogy a hozzdadott matrix
mennyisége nagyon csekély, azaz a matrix nem képes hatékonyan eldsegiteni a PS
deszorpcidjat. Ez a megfigyelés jO 0sszhangban van a mar masok altal is leirtakkal,
miszerint apolaris polimerek esetén az eziistsok a legkevésbé hatékony ionizéald
agensek, ha DHB, vagy HABA az alkalmazott matrix'>. Ezek alapjan azt mondhatjuk,
hogy a matrixnak két alapvetd szerepe lehet a klaszterképzddésben. Egyrészt képes

MALDI koriilmények kozott redukdlni az eziistionokat, masrészt ,,vivogaz’-ként
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viselkedhet a gézfazis expanzidjanak elsé szakaszaban, ezaltal eldsegitheti a klaszterek

novekedését.
a.i. ]
7 — [C:4|'|9(St)2o|'|"'A!-]]+
8000 I
i a
| « [CH(St),H+Ag]"
6000 1 ”
- MMJMMLNMLM “m,““;,,J A ﬂ n [ .
N D Ag13+
4000 —
; [C4H9(St)20H+Ag]+
+ b
) / Ag,,
2000 -
] / Ag35+
0 J T T T L‘\M T T L [ B L I
2000 3000 4000 m/z
13. abra

A PS/AgTFA (a) és a PS/AgTFA/HABA (b) keverékek LDI-TOF MS spektruma.
Kisérleti koriilmények:(a) PS (0,01M) és AgTFA (0,09M) oldatanak
5:1 (v/v) ardnyu kevereke.
(b) PS (0,01M), AgTFA (0,09M) és HABA (0,08M) oldatanak
10:2:1 (v/v) aranyu keveréke
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erevr

A MALDI-TOF MS moddszert tgy tekintik, mint egy nagyon érzékeny ¢és
hatékony modszer a nagy molekulatomegili, nem illékony anyagok vizsgalatara. Ez a
nagy molekulatomeg akar egy millio dalton is lehet. Bar a modszert valoban ilyen
céllal fejlesztették ki, megfeleld mintapreparacioval Ilehetdségiink van kis
molekulatomegli anyagok fragmentacids viselkedésének tanulmanyozasara is. Igy a
PSD modszerrel kiegészitett MALDI technika a kis molekulatomeg tartoméanyban

szerkezetfelderitésre is kitlinden alkalmazhato®'-16!16?

. Ebben a tartoményban a
vizsgéalatot azonban szamos olyan plusz cstcs neheziti, melyek nagyobb
tomegtartomanyban mérve természetszeriileg nem is jelentkeznek; igy ezen
spektrumok értelmezése nagyobb koriiltekintést igényel. Ezek a megjelend ,,zavard”

csucsok példaul a kovetkezekbdl szarmazhatnak: matrix, kiilonb6zé fragmentumok,

s

crer

vizsgélatan. Eldzetesen azonban meg kell emliteniink néhany analitikai szempontb6l
fontos tényez6t. Tudnunk kell, hogy a vizsgdlni kivant anyagok a kiilonb6zo
kationokkal milyen mértékben ionizalhatok, illetve hogy az igy képz6dott addukt
ionoknak milyen a fragmentacidos hajlama. Tovabba meg kell jegyeznilink azt az
altalanos szabalyt, miszerint MALDI koriilmények kozott az oxigént tartalmazd
vegyiiletek (hidroxil-, éter-, karboxil-, €szter-csoportok, stb.) nagy valoszinliséggel
alkélifém ionokkal (Li", Na", K', Rb", Cs") képeznek detektalhato molekulaionokat.

A lagyitok tulajdonképpen olyan kis molekulatomegli anyagok, melyeket a
polimerekhez keverve javithatdo a mechanikai tulajdonsdg, feldolgozhatosdg. A
kovetkezdkben elsésorban az egyik széleskoriien alkalmazott lagyitd csoport, a
ftalsav-észter alaptt lagyitok MALDI-TOF MS ¢és PSD MALDI-TOF MS/MS
vizsgalatairél lesz sz6. Az ilyen tipusu lagyitokat példaul a PVC, polisztirol,
poliamid'®'®* &s poliészterek elballitasara is hasznaljak. A lagyitok gyors
meghatarozasa kornyezetvédelmi és egészségiigyi okokbdl is fontos. Az altalunk

vizsgalt lagyitok jelolése és szerkezeti képlete a 3. tablazatban lathato.
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3. tablazat

A vizsgalt lagyitok jelolése, kémiai neve €s szerkezeti képlete

Jelolés Kémiai név Szerkezeti képlet
I
—O—CgHyy
DOP Dioktil-ftalat @ic
ﬁ_o —CsHyy
O
O
I
—O—CoHyy
DINP Diizononil-ftalat @(C
(|:|: —O0 _C9H1 9
O
I
—O—CyoHy;
DIDP Diizodecil-ftalat
ﬁ —O—CyoHy
O
I
—O—CyHy
DUP Diundecil-ftalat
ﬁ —O—CyHy
O
I
—O—CgHyy
OBP Oktil-benzil-ftalat @ic
C

®)
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CgHi7—O0— —O0—CgHyy
TOTM Trioktil-trimellitat

DOA Dioktil-adipat
CsHj7— 0 —C—(CH)n—C—0—CsHjy

A ftalsav-észtereck (DOP, DINP, DIDP, ¢és DUP) MALDI-TOF MS
spektruméban megtaldlhatok a protonnal, natriummal és kaliummal képzett addukt
ionokhoz tartozo jelek, ezt a 14. abra mutatja. A 1agyitok fragmentacios vizsgalatanak
els6 lépéseként a PSD mérésekhez a protonalt csiicsokat valasztottuk ki. A DOP
protonalt formajanak PSD MALDI-TOF MS/MS spektruméat, valamint a képzddott
fragmentum ionokra jellemz0 jeleket a 14. abran vehetjiik szemiigyre.

A 14. abran lathat6 PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumon jol lathato a
CsHy;© (m/z = 113) karbokation jelenléte. A 279 m/z értékeknél jelentkezd
fragmention a CgH,¢ egység prekurzor ionbo6l torténd eliminacidjaval magyarazhat6d. A
261 m/z értéknél jelentkezd cstucs egy CsHi;OH egység eliminécidjaval értelmezhetd.
A 167 m/z értékhez tartoz6 csucs a ftalsav protonalt formajanak feleltethet6 meg, ami
a prekurzor ionbdl képzddik CgH,¢ vesztéssel. A 149 m/z a ftalsavanhidrid protonalt
formajahoz rendelhetd. Hasonlo6 PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumokat kaptunk a
DINP, DIDP és a DUP esetében is. A megfeleld fragmention tdmege novekszik az
alkillanc hosszanak novekedésével, a DINP < DIDP < DUP sorrendnek megfelelden,
¢s igy csupan 14 Da tomeggel kiilonbozve egymadstdl. Azaz a homoldgsornak
megfelelden jelentkeznek a csucsok. A ftalsav protonalt formdjahoz tartozo csucs (167
m/z) a DOP, DINP ¢s DIDP lagyitok esetén megtalalhato volt a spektrumban, a DUP
esetén azonban hidnyzott. A 149 m/z értéknél jelentkezd és a ftalsavanhidrid protonalt
formajaként azonositott csics azonban minden esetben egyértelmiien meghatarozhato
volt. Ez¢rt ezt a csucsot a ftalat-észterekre jellemz6 csucsnak tekintjiik. Ugyanakkor a

DINP, DIDP ¢s DUP esetén egy kis intenzitdsu csucssorozatra bukkantunk 99, 85, 71
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e

értelmezheto.

A prekurzor ion tomege: 391 Da

A
a 0
N C*O*C8H17
ar_,, -
(H:*OH
(0]
1 . 0
C—OH C\ +
+H @: O—CsHyy
C—OH ﬁ
i N
: :
i .
C\
o
I
(6]
CgHy7" \
\ -
“ X
: ‘ e ¢ J‘ " ‘ T ‘ T T e ‘ T ‘Mr
100 150 200 250 300 m/z

14. abra
A protonalt DOP PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma
([DOP+H]" =391 Da.)

A protonalt DOP, DINP, DIDP és DUP lagyitok fragment ionjainak tipusait, valamint
a megfigyelt és a szamitott tomegek értékeit a 4. tablazatban foglaltuk Ossze.

A 167 és 149 m/z értékeknél jelentkezd cstucsokat a 4. tablazat nem tartalmazza.
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4. tablazat
A DOP, DIDP, DINP ¢és DUP ftalsav-¢észterekbdl képzodott

Prekurzor- és fragmentionok mért és szamitott tomegei

A prekurzor ionok és a fragment ionok tomegei (Da)
(mért tomeg/szamitott tomeg)

A fragment ion tipusa DOP DINP DIDP bUP
g P (R=-C;H;; -CoH 9 -CioH;; -CiHy3)
O
[l +
C—OR
@[ +H 391,1/391,3 419,1/419,3 447,1/447,3 475,1/475,4
ﬁ—OR
O
O
[ +
C—OR
@: TH| 27932792  293.6/2932  307.6/307.2  321.5/3212
(ﬁ—OH
O
0
C, -
O0—R|  261,50261,1 27572752  289,7/2892  303,3/3032
C
[l
@)
R 1132/113,1  1273/127.1  1412/1412  1552/1552

A vizsgalataink alapjan az R; és R, (ahol R; és R, alkillancok) csoportokat
tartalmazo ftalsav-észterek protondlt formdjara a 15. abran lathaté fragmentaciods
mechanizmust javasoljuk. Az dbran az [R|-H] és [R,-H] a megfeleld alként jeloli, ami

az R és R, csoportokbdl egy hidrogén atom eltavolitasaval képzdodik.
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+H

[l +

0
Il +
C—O0—R,

-H,0 @: o IL.
ﬁ—o— R,
¢}

L
-H,0 -H,0
R,OH -R@H\

15. abra

+

A protonalt, ftalat-tipusu lagyitok javasolt fragmentacids mechanizmusa
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A karbonil szénatom és az oxigén kozotti kotés hasadasa révén karbokation keletkezik
a megfeleld alkohol kilépése kozben (I. reakcio Ut). Az O-R; és az O-R, kotések
hasadasakor karbonsav és a megfeleld karbokation keletkezik (II. reakcid t). Ebben
az esetben a toltés az alkilldncon lokalizalodik. Lehetdsége van tovabba a protonalt
ftalat-észternek az alkénvesztésre is (III. reakcid ut). Ez utobbi esetben a karbonsav
(ftalsav) protonalt formdja keletkezik. Az alkének kialakulasa az R, €s R, csoportokrél
az oxigénre torténd hidrogén transzfer 1évén kovetkezik be. Ezen kiviil vizsgaltuk a
ftalat-tipusa  lagyitok natriumionnal képzett adduktjainak a fragmentacios
mechanizmusat is. A DIDP Na' ionnal képzett adduktjanak PSD MALDI-TOF
MS/MS spektrumat és a keletkezett fragmentumokat a 16. abran lathatjuk.

A prekurzor ion tomege: 469 Da

N
()]
“o

(0]

[ +

@i + Na
(‘j‘fOH
(0]

130 180 230 280 330 m/z
16. abra

A [DIDP+Na]” PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma
([DIDP+Na]" = 469 Da)
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Ahogy az a 16. abraboél latszik a Na' ionnal képzett addukt sokkal kisebb mértékben
fragmentalodik, mint a protonalt forma. Vizsgélataink soran azt tapasztaltuk, hogy
minden ftalat-észter esetén csupan hdrom fragmentiont sikeriilt detektdlni. A
javasolhatjuk. Képzddésiik az alkillanc fokozatos vesztésével magyarazhato.

A 18. abran lathat6 mechanizmus reakcioi analdgiat mutatnak a 15. abran
lathat6, protondlt formdakra felirt mechanizmus 1. és II. reakcié Utjaval. Ezek a
reakcioutak a gdzfazisban képzddd karboxilat- és alkoxid-tipust sok jelenléte miatt
kedvezményezettebbek. Masrészrol a fragmentacidos mechanizmusban fellelhetd

kiilonbségek a proton és a natriumion eltérd viselkedésébdl is adodnak.

A prekurzor ion tomege: 547 Da

VR
S~ [TOTM-CgH -CgH 7OH+H]"
CgHy7" [TOTM-2CgH;5-CgH;;OH+H]*
0
i HOOC i + [TOTM-CgH - CO,+H]*
C\ //
e
— C —
n ! [TOTM-2CgHc-H]" "
0 816 o [TOTM-CgH s+H]

-323 =

[TOTM-3CgH s+H]"

HOOC COOH
O
COOH

-435 ~

4

417 [TOTM-CgH,,0H+H]

1
.
[
2
é

17. abra
A protonnal kationizalt TOTM PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma
([TOTM+H]" = 547 Da)
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O
Il H
C—0—R,
@ + Na
Icli—o— R,
O
“[Ro-H] -[Ry-H]
O O
[l +
C—0—R, C—OH
ﬁ—OH ﬁ—O—Rz
O O
-[RI-H]\* A‘Z'H]
O
Il +
C—OH
@:[ + Na
ﬁ—OH
O
-HZOl
O
Il +
C
\
QL
C
1]
O
18. abra

A ftalat-tipust lagyitok natrium ionnal képzett adduktjanak

javasolt fragmentacidés mechanizmusa
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Amig a proton tobbnyire toltéslokalizalt fragmentaciot valt ki, addig a natrium ion
csupan mint ,,szemlélé” (spectator) vesz részt a fragmentacios folyamatban'®.

Megvizsgaltuk a tri-oktil-trimellitdt (TOTM) és a di-oktil-adipat (DOA)
protonnal és natrium ionnal képzett adduktjainak fragmentcids viselkedését is. A
TOTM ¢és a DOA szintén gyakran alkalmazott lagyitok a milanyagiparban, habar
felhasznalasuk nem olyan gyakori, mint a ftalsav-észtereké. A TOTM H' ionnal
képzett adduktjanak PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumat ¢és a keletkezett
fragmentumokat a 17. abran lathatjuk.

A spektrumban 435, 323 ¢és 211 m/z értékeknél megjelend csicsok a
fragmention fokozatos tomegvesztésének eredményei, az ezekhez a tomegekhez
tartozd egység a CgHjs (112 Da). Megfigyelheté a [TOTM+H]  addukt ionbdl
CgH|7,OH vesztéssel képzodott fragmention 417 m/z értéknél. A 391 m/z értéknél
¢észlelhetd cstics a 17. abran lathatdo dekarboxilezodési folyamat eredménye. A
protonadlt TOTM 1agyitobol képzédott fragmentionok Osszetétele (kivéve a
dekarboxilez6dési folyamat soran képzdédott termékeket) a kovetkezOképpen adhatd
meg: [TOTM-n,CgH,¢-n,CsH;;OH+H]", ahol n; a CgH;4 és n, a CsH;;OH egységek
szama. Melyekre igaz, hogy: n, = 0 vagy 1, és n; + n, < 3. A [TOTM+Na]
PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma a fragment ion fokozatos, 112 Da-os
tomegvesztését mutatja. Ami megegyezik a CgHi¢ egységek tomegével. Azaz a
spektrumban 457 €s 345 m/z értékeknél jelennek meg a fragmentionokhoz tartozo
tomegek.

A protondlt DOA PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumat, valamint a
képz6dd fragmentumokat a 20. abran tiintettiik fel. A 20. abran lathatd, hogy a
protonalt DOA fragmentacioja tobbé-kevésbé megegyezik a TOTM ¢és a ftalat-észterek
esetén targyaltakkal. A DOA PSD spektrumaban csupan a 281 m/z értéknél
megjelend, és CgH ¢ vesztésként azonositott fragmentum csucsa jelentkezik. Az észter-
tipusti lagyitokra altalanosan javasolt fragmentdcidos mechanizmust a 19. abran

jeloltiik.
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19. abra

Eszter-tipusu lagyitokra altalanosan javasolt fragmentaciés mechanizmus

A prekurzor ion tomege: 371 Da

©~
< <— [DOA-2CgHstH]"
[HOOC—(CH,)4—COOH + H]"

[DOA—CgH IG'CSH 17OH+H] +

0
H,C—C +

/
(HZC\)Z O+H
H,C—C
N \
Q< 0
]
1

< [DOA-CgHsHH]"

-259

[DOA-CgH,OH+H]"—> g

CgHy7+

—-113
—

130 180 230 280 m/z

20. abra
A protonalt DOA PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma
([DOA+H]" =371 Da)
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A kovetkezOkben latni fogjuk, hogy az el6zéekben véazolt moddszer hogyan
alkalmazhat6 valodi PVC mintédk esetén. Harom kiilonb6zé PVC minta (M1, M2 és
M3) MALDI-TOF MS ¢és PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumait vettiikk fel. A
tomegspektrometridas mérésekkel parhuzamosan a mintdkat gazkromatografias
modszerrel is analizaltuk. Elsédleges vizsgalatainkhoz a PVC mintak lagyitdtartalmat
az ASTM D 3421-75 modszer szerint extrahaltuk. Az extrakcio a GC mérések
kivitelezése miatt volt indokolt. A GC mérések eredményeit az 5. tablazatban

foglaltuk dssze.

S. tablazat

A PVC mintdk gazkromatografids mérésének eredményei

. Retencios ido Azonositott
Minta . . s
(min) lagyito
Ml 5,540 DOP
M2 10,996 DIDP
6,452 Ismeretlen
M3
11,013 DIDP

A retencios 1dOk alapjan €s standard lagyitomintak felhasznalasaval meghatarozhato
volt, hogy az M1 jelzésli minta DOP, az M2 jelzésti DIDP, mig az M3 DIDP és egy
ismeretlen lagyitdt tartalmazott. A harom kiilonb6z6 PVC minta (M1, M2, M3)
extraktumairol késziilt MALDI-TOF MS spektrumot a 21. abran mutatjuk be.

Amint az a 21. abrabdl kideril, a tomegspektrometrids vizsgalatok eredményei
JjO egyezést mutatnak a gazkromatografidas eredményekkel. A MALDI-TOF MS
modszerrel azonositott 1agyitokat, tulajdonképpen a molaris tomegiik alapjan
hataroztuk meg. Az M3 jelzésli mintaban jelenlévd, GC mddszerrel megfeleld standard
hidnydban nem azonosithatdo lagyit6t oktil-benzil-ftaldtnak (OBP) sikeriilt tomege
alapjan valosziniisiteni. Meg kell azonban jegyezniink, hogy szamos ,kevert” ftalat
szarmazékot haszndlnak, melyeknek a molekulatomege megegyezhet. Ilyen izomer

csucsok jelentkeznek példaul a heptil-nonil-ftalat és a dioktil-ftalat MALDI-TOF MS
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vizsgalatakor, azaz a molekulatomeg ismerete nem elegendd a lagyitok biztonsagos
azonositdsahoz. A PSD MALDI-TOF MS/MS moédszer (a molekula fragmentacios
spektruma alapjan) képes arra, hogy kiilonbséget tegyen az azonos tomegi, kiillonb6zo
szubsztituenseket tartalmazo ftalat-észter-tipusu lagyitok kozott. Ennek megfeleléen
tortént az M1, M2 és M3 jelzésti mintdkban 1évo lagyitok PSD MALDI-TOF MS/MS
mintakban 1évo lagyitok fragmentaciés mechanizmusa megegyezett a standard DOP és
DINP lagyitok fragmentacidjaval. A 22. és 23. dbran az M3 jelzésti PVC minta PSD
MALDI-TOF MS/MS spektrumait, valamint a képz0dott fragmentumokat lathatjuk. A

22. abran a prekurzor ion tomege 447 m/z, mig a 23. abran ugyanez az érték 369 m/z.

[DOP+Na]’

[DOP+H]

[DOP+K]

M1
A N [T A . . /[.A W e . |~

[DIDP+H]'
[DIDP+Na]'

[DIDP+K] M2
e _ " o

(DIDP+H] [DIDP+Na]’
[OBP+Na]’ .
, ) [DIDP+K]
[OBP+H] A [OBP+K] M3
Jm | L. AA A AA | AA AAAJ A |
\ [ E— \ T ‘ \
370 420 470 m/z
21. abra

Az M1, M2 és M3 jelzéssel ellatott PVC minta extraktumairél
felvett MALDI-TOF MS spektrumok

67PAGE



Doktori értekezes

A 22. abran lathato PSD MALDI-TOF MS/MS spektrumon egyértelmiien
felfedezheté a DIDP lagyitd fragmentacios sémdja. A 23. abrarol a OBP lagyito
jelenlétére kovetkeztethetiink, megerdsitve az elézéleg a MALDI-TOF MS
spektrumbol, a molekulatomeg alapjan feltételezett Osszetételt. Raadasul az OBP
fragmentacios sémaja kitlinden illeszkedik a 15. abran feltlintetett mechanizmushoz.
Figyelemre mélto, hogy a 23. abran nem latunk olyan fragmentiont, ami [benzil-H]
csoport vesztésével jonne létre. Ez azt jelzi, hogy a benzil-csoportrdl lejatszodo

hidrogén transzfer nem kedvezményezett.

A prekurzor ion tomege: 447 Da

-141

CioHy —>

+
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Y
o
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22, abra
Az M3 jelzésli PVC minta extraktumanak PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma.

Prekurzor ion kivalasztas: 447 m/z.
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A prekurzor ion tomege: 369 Da

A .
0 N 9
i . \ cocm@
\
e QL .
[ c C—OH
0 0
\ o
on
A
0 0
\(\: + C\ +
0+H @: O—CgHyg
c’ — ¢
A/
0 g o)
(@)
<+
CH; in
v Gy
S
«“
T T T T W T “Yﬁ T | ‘ T
120 170 220 270 m/z

23. abra
Az M3 jelzésti PVC minta extraktumanak PSD MALDI-TOF MS/MS spektruma.

Prekurzor ion kivalasztas: 369 m/z.
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IV.3. A kationizacio hatasanak vizsgalata a polimer rendszerekre

Az olyan polimerek, amelyek az ismétlédé egységben oxigénatomot
tartalmaznak, példaul a poli(etilén-glikol), PEG, poli(propilén-glikol), PPG, poli(metil-
metakrildt), PMMA szamottevd mértékben Iépnek kolcsonhatasba az alkalifém
ionokkal. Ismert tovabba, hogy a polaris tulajdonsdgii polimerek kiillonb6zo
affinitassal birnak a kiilonbozd alkalifém kationok irant'®'®’. fgy a MALDI MS
spektrumokbol szdmitott molekulatomeg eloszlasokban ezek a kiilonbozd affinitasok
70172

jelentds eltolédasokat okozhatna

ionok szelektivitasat vizsgaltdk PEG1450 (M=1450 g/mol) esetén, IAA ¢s DHB

. Ja Ja . o+ +
. Rashidzadeh és munkatarsai a Li és Cs

168,169 166,167

matrix alkalmazasa mellett . Kisérleteik soran az irodalomban mar leirt
szelektivitasi adatokkal megegyez6 eredményre jutottak. Abban az esetben, ha HABA
matrixot alkalmaztak a szelektivitasi sorrend felcserélédott. Ezek alapjan vilagossa
valt, hogy a matrix fontos szerepet jatszhat a PEG oligomerek kationizacidjaban. Mas
vizsgalatok azt bizonyitottdk, hogy PMMA MALDI MS spektrumat jelentdsen
befolyasolja a mintaban jelen 1évé ellenion is'”. Mésrészr6l ramutattak arra, hogy a
keletkezett polimer addukt ionok szama csokken, ha a halogén ionokat I'-CI’
sorrendben valtoztatjuk. CsCl és LiCl equimolaris keverékét alkalmazva kationizalo
agensként Rashidzadeh ¢és munkatarsai megfigyelték, hogy a PEG1450 alkalifém
ionok komplexbe vitelének szelektivitdsa erdsen fligg az alkalmazott matrixtol. A
szerkezet valtozdsanak hatasa a poliéterek MALDI korilmények kozotti
kationizacidjara PEG, PPG és poli(tetrahidrofuran), PTHE'®, alkalmazasaval mar
szintén tanulmanyozott. Ezek a kisérletek kimutattak, hogy a poliéterek szerkezetének
valtozdsa jelentés hatdssal van az alkdlifém ionok komplex képzddésének
szelektivitdsdra. A gbzfazisban 1évé kationizalt PEG szerkezetét Bowers &s
munkatarsai tanulmanyoztak'’, vizsgalataik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy amennyiben a polimerben/oligomerben az ismétlddo egységek szama meghaladja
a huaszat, a PEG litiumionnal ¢€s céziumionnal képzett adduktjanak mobilitdsa
megegyezik. Ez azt jelenti, hogy a képzédott iireg mérete gyakorlatilag azonos a Li" és
Cs' ionokkal kationizalt PEG oligomerek esetén.

Nagyon fontos tovabba, hogy megértsiik az ionparok ionizacidés folyamatra

gyakorolt hatasat, mivel attdl fliggetleniil, hogy adtunk-e ionizal6 agenst a vizsgalandd
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mintahoz mind a szintetikus, mind a természetes alapu polimerek tartalmaznak
natriumot, kdliumot és/vagy hidrogént. Ezért sok esetben nem egyértelmii a kation
azonositasa, ezt még az is neheziti, hogy vizsgdlandd minta készitésekor
(pl. polimeranaldg atalakitasokban) kiilonbozd alkalifém sokat alkalmazunk; ami
végsd soron nem megfeleld kation meghatarozast és ezaltal hibds asszignaciot vonhat
maga utan. A kationizacié mértéke azonban mind a mar a mintdban 1évd kation és
mind az altalunk csupan a vizsgalat kezdete eldtt hozzaadott kation mennyiségétdl
fiigg. Tehat az altalunk a vizsgalat elétt a mintdhoz adott kation segitségével
modunkban all megndvelni a kedvezményezett kation mennyiségét, igy lehetdségilink
van a csucsok egyértelmil azonositasara és akar végcsoport meghatarozasara is.

Az eldzéekben leirtak alapvetd fontossaguak a polimerkémiai kutatdsok
terliletén, ezért dontottiink gy, hogy megvizsgaljuk a PEG kationizaciojat és a
kationizacio szelektivitasat kiilonbozo alkalifém ionok jelenlétében.

A kationizdcidé és a  kationizdcid  szelektivitdsdnak  vizsgélatdhoz
tanulmanyoztuk mind az 6t alkalifém ion (Li", Na', K, Rb", Cs") hatasat a PEG4000
(M = 4000 g/mol) és a PEG6000 (M = 6000 g/mol) MALDI MS spektrumara. Hogy
vizsgélni tudjuk ezt a hatast az alkalifém sokbdl kétkomponensi keverékeket
készitettiink szamos kiilonbozd koncentracidban. Kisérleteinkben a Na' iont
valasztottuk referencidnak, mivel ebben az esetben volt a legnagyobb a
tomegkiilonbség a kiilonboz6 kationizalt csucsok kozott, igy el tudtuk keriilni a
nagyobb tomegeknél jelentkezd, az analizilast jelent6sen megnehezitd, szomszédos
csticsok kozotti atfedést. A 24. abra a PEG4000 Na' és Rb" ionok hozzaadisaval
aranya: 1:1.

Amint az a 24. abrabdl rogton kitlinik, a rubidiummal kationizalt PEG csucsok
joval intenzivebben jelentkeznek, mint a natriummal kationizalt csicsok. Azonban az
1s jol lathatdo, hogy mindkét formahoz tartoz6 cstucsok felbontdsa jo. Ezzel a
modszerrel informécidhoz juthatunk a megfeleld csticsok (ndtriumionnal €és egy masik
alkalifém ionnal kationizalt) intenzitasaranyainak a natriumion és egy masik alkalifém

crer

[Na'J/[C] fiiggvényében vizsgilni a megfeleld jelintenzitis hanyadosait (Ina:/Ics).
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Ennek megfelelden az Xlpynat/Zlpncr  €rtékeket a [Na']o/[C o fliggvényében
abrazoltuk, ahol 2Ip, y,+ az n monomeregységet tartalmazo polimerlanc natriummal
kationizalt csucsainak intenzitdsdsszege, 2Ip,c+ pedig az n monomeregységet

tartalmaz6  polimerlanc egy madasik alkdlifémmel kationizalt cstcsainak

intenzitasosszege.
*
*
*
*
*
*
*
hd °
‘ . .
[ ]
L]
L]
‘ ‘42‘30 o ‘42‘80‘ o ‘431’50‘ o ‘43‘80‘ ‘441’50‘ T ‘m/‘z
HO-(CH,CH,0),5-H
T ‘ \d b T T T ‘ T T T ‘
3300 3800 4300 4800 m/z

24. abra
A PEG 4000 NaCl/RbCl (1: 1 moélarany) hozzdadasaval kapott MALDI-TOF MS
spektruma. A rubidiummal (*) és a natriummal (e) kationizalt PEG csticsok lathatdk a
kinagyitott részleten. A bejeldlt két cstics ugyanahhoz a polimerhez

(HO-(CH,CH,0)5-H) tartozik.

Azért, hogy minimalizaljuk a minta inhomogenitasabol eredd esetleges ionszignal
valtozast minden egyes felvett spektrum ugy készilt, hogy 240 Ilézerlovést
Osszegeztiink a minta kiilonb6zé pontjairdl. A 25. abra a 2lp,n,+ €s a 2p,c+

([Na']y/[C'] fliggését mutatja a PEG4000 és a PEG6000 esetében.
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12
] °
10 7 ® Na/Li (PEG4000)
- ®Na/Cs (PEG6000)
+ 8 ]
q -
c i
_n.
A 1
i 6
©
s 1
[ |
_n.
= 1
4 -
2 —
O T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
+ +
[Na ],/[C ],
25. abra

A Zlpy Nat/Zlpn Lir €5 @ Zlpy Nat/Zlpn s+ hdnyados véltozasa

a[Na']o/[Li'], , (PEG4000), és a [Na']/[Cs'], (PEG6000) fiiggvényében.

Amint azt a 25. abrabdél lathatjuk az  Aaltalunk  vizsgalt
koncentracidtartomanyban a Zlpyna/Zlpncr €s a [Na']l/[C'], kozott linearis
Osszefliggés allapithaté meg. Az egyenesek meredekségét jeloljik a-val. Ez a linearis
gbzfazisba keriiléskor sem véltoznak. Igy a szelektivitasi paraméter (az el6z6leg
definidlt ) a kation és a polimer kozotti gézfazisti folyamat egyensulyi allanddjaval
hozhatd Osszefiiggésbe. A 6. tablazat a PEG4000 ¢s a PEG6000 polimerek esetén

kapott szelektivitasi paramétereket foglalja ossze.
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6. tablazat
A kiilonb6z6 Na'/C" ion parok esetén

PEG4000 ¢és PEG6000 felhasznalasaval kapott o értékek

(04
Na'/Li" Na'/K" Na’/Rb"  Na'/Cs'
PEG4000 1,04 +0,05 0,19+0,01 024+0,01 0,25+0,02
PEG6000 0,92 +0,05 0,17+0,01 0,22+0,01 0,24+ 0,02

A tablazatbol lathatod, hogy a vizsgalt két kiilonb6z6d molekulatomegli poli(etilén-
glikol) esetében kapott szelektivitasi értékek az adott ionpar esetén nagyjabol
azonosak. A kovetkezOkben a kiilonb6zd alkalifém ionokkal végzett kationizacids

kisérleteinket mutatjuk be. Az addukt ionok képzddése a kovetkezé ion-molekula

reakcioval modellezheto:

KPn,C+
+ +
P, +C ===P,C (29)

Ahol P, az oligomert, C" a kationt, mig a P,C" az oligomer+kation adduktot jeloli. A
Kp,c+ a (29) reakcid egyensulyi dllandoja. Egy masik ilyen gézfazist reakcio lehet a

P,C" keletkezése kationcsere reakcion keresztiil (1asd (30) és (31) reakciok):

Km e+
M+ C'==MC" (30)
Kpnmct
P, +MC ==P,C" +M 31)

Ahol M a matrixot, MC" a matrix+kation adduktot jeldli, mig Ky ¢+ és Kpp s a (30)
¢s a (31) egyenletekre vonatkozo egyensulyi allandok. A gdzfazis tdgulasi szakaszdban

lejatszddo igen gyors egyensulyokra a kdvetkezd Osszefliggést irhatjuk fel:
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KPn,C+ = KM,C+KPn,MC+ (32)

Most, vegyiik azt az esetet, amikor két kiilonbdzd kationt (C;" és C,") tartalmaz a

rendszer. Az altalanosan lejatszodo folyamatot a kovetkezd egyensulyok szemléltetik:

Kpn,c1+
P,+C,=—=P,.C," (33)
Kpn,co+
+ +
P,+Cy ==—==P,C, (34)

Ahol P,C," a P, + C,", mig P,C," a P, + C," reakcid soran keletkezett addukt ion.
Kp,c1+ a (33) egyenletre vonatkozd egyensulyi allando, a (34) egyenletre vonatkozo
egyensulyi alland6 a Kp,, ¢+

A (35) egyenlet felhasznildsaval kiszamithaté a P,C;" és a P,C,"
koncentraciéaranya ([P,C; /[ PnC,')).

[Pncl+]/[ PnC2+] = KPn,C1+/KPn,C2+[C1+]/[C2+] (35)

Amennyiben a (33) és (34) egyenletek egyensulyi allandéi kicsik, a [C,"]/[C,] arany
kozelitéleg megadhatd a C," és a C," kezdeti koncentracidjaval, példaul: [C, ]/[ C,'] =
[Ci"]o/[ C2'Jo. Ennek felhasznalasaval a (35) egyenletet a kdvetkezd alakban is
felirhatjuk:

[P.Ci /[ PoCy T = alCi 1o/[C2'To (36)
Ahol o = Kpy ¢1+/Kpp c2+-
Tovéabba, ha feltételezziik, hogy a P.C;" és a P,C," addukt ionoknak a
detektalasi érzékenysége azonos, akkor a P,C;" és a P,C," relativ cstcs intenzitasai a

kovetkezOképpen fejezhetdk ki:
Ipnc1+/Ipn.c2+ = a[Cy 1o/[C2 o (37
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A (37) egyenlet tovabb altalanosithatd, ha az dsszes P,C;” és a P,C, kationizalt
oligomer addukt ionokhoz tartozd csucsok intenzitasait Osszegezziik, lasd (38)
egyenlet:

Slpn.c1+/Zlpncar = o[C1 To/[Ca 1o (38)

Ahol Ip, ci+ €s Ip,co+ a C," és C," ionokkal kationizalt n-edik oligomerhez tartozé
csucsintenzitas.

A kezdeti koncentraciok aranya ([C,']o/[C2']o) a mintdhoz adott sok
mennyiségének ardnyat tiikrozi. A (38) egyenlet azt valoszinisiti, hogy a
Zlpnc14/Zlpy o+ arany [C110/[Ca To fliggvényében vald abrazolasaval egyenest kell
kapnunk. Ezen kiviil a (38) egyenlet értelmében a kapott egyenesnek az origdoban kell
metszenie az y-tengelyt. Az altalunk vizsgalt esetekben azonban az egyenesek nem az
origoban metszik az y-tengelyt (25. abra). A tengelymetszetért a mintdban mar
eredetileg is jelenlévd kezdeti natriumion ,szennyezés” a felelés. Az egyenes
meredeksége (&) az egyensulyi allandok egymdashoz viszonyitott aranyat tiikrézi (lasd
(36) egyenlet). A 6. tablazatbdl az is kideriil, hogy az « értékek jelentdsen fliggenek a
kation tipusatél. Igy a Na"/K' ionpar esetén kapjuk a legkisebb o értéket, mig a
legnagyobb « érték a Na'/Li" ionpar esetén figyelheté meg. Az is teljesen nyilvanvalo,
hogy nincs jelentOs eltérés az altalunk vizsgalt két polimer (PEG4000 és PEG6000)
a ertékei kozott. Annak érdekében, hogy eredményeinket ossze tudjuk hasonlitani a
mar korabban poli(etilén-glikol) esetén megfigyelt és leirt kisérleti eredményekkel,
sziikségess¢ valt meghatarozni a szelektivitasi hanyados értékét (,,bulk selectivity

ratio”, BSR)'®*'%7. A BSR értékét a (39) egyenlet segitségével szamithatjuk ki:

BSR = 2IPn,NaJr/ZIPn,C+ (39)

Ahol Ip, y,+ az n-edik oligomer ¢és a Na" altal képzett addukt intenzitasa, mig /p, ¢+ az
n-edik oligomer egy masik alkalifém ionnal képzett adduktjanak intenzitdsa. Ahhoz,
hogy meghatarozzuk a BSR értékeket natriums6d és egy masik alkélifém sojanak

ekvimolaris keverékét alkalmaztuk. A PEG4000 ¢s a PEG6000 esetén kapott
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szelektivitasi hanyados értékeit, valamint a szelektivitdsi sorrendet a 7. tablazatban

tintettuk fel.

7. tablazat
Szelektivitasi hanyados ¢€s szelektivitasi sorrend PEG4000 és PEG6000 esetén

Szelektivitasi hanyados (BSR)

Tonparok PEG4000 PEG6000
Na'/Li" 2,08 1,61
Na'/K* 0,28 0,40
Na'/Rb" 0,39 0,36
Na'/Cs" 0,39 0,51

Szelektivitasi sorrend*

PEG4000 PEG6000
K">Cs"~Rb">Na">Li" Rb">K'>Cs">Na" >Li"
(1:0,72:0,72:0,28:0,13) (1:0,9:0,71:0,36:0,22)

*A szelektivitasi sorrendek a kovetkezo Osszefiiggéssel keriiltek meghatarozasra: BSRy/BSR;, ahol

BSR; a legkisebb BSR érték, mig BSR; az i-edik BSR értéke.

A Na'/K", Na'/Rb" és Na'/Cs" ionpéarok szelektivitasi hanyadosai a PEG6000 esetén
nagyobbak, mint a PEG4000 esetén. Ezzel szemben a 6. tablazatbdl egyértelmiien
kideriil, hogy nincs jelentds kiillonbség a PEG6000 és a PEG4000 esetén kapott
szelektivitasi paraméterek (o) kozott. A szelektivitasi sorrend, hasonléan a
7. tablazatban bemutatottakkal, a szelektivitdsi paraméterek felhasznaldsaval is
kiszamithat6. PEG4000 esetében ez a sorrend: K° > Rb" > Cs" > Na" > Li’
(1:0,79:0,76:0,19:0,18), ami jo kozelitéssel megegyezik a BSR felhasznaldsaval
meghatarozott értékkel. Véleménylink szerint a szelektivitdsi paraméter (a) joval
megbizhatobb informécidt nyujt a szelektivitisra, mint az egyszerli szelektivitasi
hanyados, mivel mig az o meghatdrozdsahoz széles koncentracid tartomanyt vesziink
figyelembe (szamos [Na']o/[C '], koncentracié aranyt hasznéalva), addig a BSR csupan
egy kisérleti ponthoz tartozo értéket haszndl. Mind a BSR, mind az o értékek
egyértelmiien mutatjdk, hogy a poli(etilén-glikol) nagyobb valoszinliséggel 1ép
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kolcsonhatasba azokkal az ionokkal, amelyeknek nagyobb az ionsugara (K', Rb", Cs"),
mint azokkal, melyeknek az ionsugara kisebb (Na', Li"). Az egyes alkalifém ionok

sugarait a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat

Az alkélifém ionok ionsugarai

Alkalifém ion Ionsugar (pm)*
Li" 76
Na" 102
K" 138
Rb" 152
Cs" 167

*Forras: 175. irodalmi hivatkozas.

Az alkalmazott matrix szerepének jobb megismerése érdekében a natriumion és
egy masik alkélifém ion jelenlétében vizsgaltuk a DHB matrixbol képzddott ionokat.
A 26. abra a DHB matrixrol késziilt MALDI MS spektrumok koziil mutat egyet.
Ebben az esetben NaCl és RbCl sokat alkalmaztunk ekvimoléris mennyiségben.

A 26. abrabol vilagosan latszik, hogy a csupasz Rb" ion és a DHB' gyok kation
mellett megfigyelhetd a [DHB+Na]™ és a [DHB+Rb]" addukt ionok jelenléte is.
Valamint latszik, hogy a szabad Na' ionok koncentracioja elég csekély. Ezek mellett a
csiicsok mellett taldlunk Na® és Rb" ijonokkal kevert DHB klasztereket. Azok a
klaszterek, amelyek a Na' ionok mellett egy masik alkalifém iont is tartalmaznak
minden esetben megfigyelhetok voltak. A vegyes DHB klaszterek oOsszetétele a
kovetkezOképpen fejezheté ki: [DHB,-nH + xNa + (n+1-x)C]", ahol x<n+1. Ezek a
megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a kationizacid valdsziniileg a

képzddd vegyes DHB klasztereken keresztiil jatszodik le (27. abra).
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26. abra
A DHB métrix Na" és Rb" ionok 1:1 koncentracié aranyanal

felvett MALDI-TOF MS spektruma

[DHB,-nH+xNa+(n-x)C] + [HO-(CH,CH,0),-H+C]"

[DHB,-nH+xNa+(n+1-x)C]" + HO-(CH,CH,0),-H

[DHB,-nH+(x-1)Na+(n+1-x)C] + [HO-(CH,CH,0),-H+Na]"

27. abra

A poli(etilén-glikol) oligomerek kationizaciojara javasolt mechanizmus
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A kationizaci6 Osszetettsége ellenére a DHB matrix jelenlétében lejatszodd gézfazisu
1onizacio viszonylag egyszerli modon vazolhato.

A PEG oligomerek MALDI MS vizsgalatai sordn lehetdségiink nyilik az egyedi
poli(etilén-glikol) oligomerek eloszlasanak tanulmanyozasara is. Altalanossagban azt
mondhatjuk, hogy ionos polimerizacio esetén, amennyiben lancatvitel és lanczarddas
nem jatszodik le (€16 polimerizacid), az n ismétlddé egységekbdl allo oligomerek
(p(n)) moltomeg eloszlasa Poisson-eloszlast'”®. A Poisson-eloszlast a (40) egyenlet
irja le:

V0]

(n-1)!

p(n) = (40)

Ahol v a kezdeti monomer koncentracid és a rendszerben jelenlévd inicidtor
koncentracié aranya, p(n) pedig az n darab monomer egységet tartalmazd oligomer
aranya. A poli(etilén-glikol)-t is ilyen ionos polimerizacié alkalmazdsaval allitjak eld.
Mivel a MALDI modszer segitségével az oligomerek szamardl kapunk informaéciot,
ezért a natriumionnal és egy masik alkalifém ionnal (C") kationizalt poli(etilén-glikol)

oligomerek esetén a kovetkezdket irhatjuk fel:

e-vNaV n-1
I =Cy, ——— 41
P, .Na+ Na (1’1 _ 1)' ( )
e—vcv n-1
Ip o, =cC—° 42
P,.C+ c (1’1—1)! ( )

Ahol Ip, yu+ €s Ip, c+ Intenzitdsok, cy, €s c. nyjtsi faktor, mig vy, és v a v értékeket
jeloli a Na' ionnal és a C" ionnal kationizalt oligomerek esetén. A cyg, Co, Vg €S V.
értékeket a FITTER 5v elnevezésii paraméterbecsld program segitségével szamitottuk
ki. A 28. és a 29. abran a Li", Na" és Cs" ionokkal kationizalt PEG4000 és PEG6000

oligomerek intenzitaseloszlasa, valamint az erre illesztett gorbék lathatok.
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28. abra
A littummal és natriummal kationizalt PEG4000 oligomerek intenzitas eloszlésa.
A kiindulasi koncentracidarany: [Na']o/[Li ]y=4/6, n pedig az

1smétlodod egységek szamat mutatja.

A 28. és a 29. abrabdl egyértelmiien latszik, hogy a kationizalt poli(etilén-glikol)
oligomerek intenzitas eloszldsai a Poisson-eloszlast kovetik. A PEG4000 esetén
meghatarozott vy, érték 86+0,4. A PEG6000 esetén kapott vy, érték pedig 142+0,9.
A litium- és céziumionokra kapott v értékek kisebbek, a kdlium- és a rubidiumionokra
kapott v értékek, pedig nagyobbak, mint a vy, érték. Ez azt mutatja, hogy az intenzitas
eloszlasok a kisebb tomegtartomany felé tolodnak el a litiummal és céziummal
kationizalt PEG oligomerek esetén. A kaliummal és rubidiummal kationizalt PEG4000

¢s PEG6000 esetén ezzel ellentétesen a nagyobb tomegek felé tolodnak el az intenzitas
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eloszlasok. Ezek az eltolodasok csekélyek, mégis nagy jelentdségiik van. A vy,

értékkel Osszehasonlitva kortilbeliil /2 n az eltolodés, vagyis egy fél ismétlddd egység.

29. abra
A céziummal és natriummal kationizalt PEG6000 oligomerek intenzitds eloszlasa.
A kiindulasi koncentracioarany: [Na']o/[Li ]y=6/4, n pedig az ismétlddd egységek
szama. A kiilonallo pontok (e,*) a mérési eredményekhez tartoznak, mig a folytonos

vonal az illesztett gorbét jeloli.

Szamszertsitve ¢és Osszefoglalva a kovetkezdket irhatjuk fel a v értékekre
vonatkoztatva:

VLi = Vs = VNa-0,5 (43)
és

VK = VRp = VNa 10,5 (44)
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A (41) és a (42) egyenletek felhasznalasaval, kaphatjuk meg a (45) egyenletet.

1
Pn,Na+ Cnia V Y
n.Ta =Ve —VNa +In - Na'C 4y Na (45)

Ipncs CCVNa Ve

In

Amennyiben az In(Ipna+/Ipnc+) hédnyadost abrazoljuk az n fliggvényében egyenest
kapunk, melynek a meredeksége In(vna/vc). A 30. és 31. abra mutatja az n

fiiggvényében abrazolt In(Ipyna+/Ipn,c+) Osszefiiggést a PEG4000 ¢s PEG6000 esetén.

ln(IPn,Na+/ IPn,C+)
=

-0.2 1
-0.3 1
-04 T T T
70 80 90 100
n
30. abra

Az n fiiggvényében abrazolt In(Ipyna:+/Ipnc+) Osszefiiggés a PEG4000 esetén. Az n az

1smeétlodo egységek szamat mutatja. A folytonos vonal az illesztett egyenest jeldli.
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A 30. ¢és a 31. abra linearis Osszefiiggést mutat. Az egyenes meredeksége a litiummal
¢s a céziummal kationizalt poli(etilén-glikol) esetén pozitiv, azaz vn,/ve > 1. Mig a
kaliummal és rubidiummal kationizalt oligomerek esetén negativ, vagyis vna./ve < 1.
Az igy kapott adatok alapjan szintén az intenzitds eloszldsokban bekovetkezd
kismértékii eltolodasokra kovetkeztethetiink. A kiilonbozé alkalifém ionokkal
kationizalt PEG4000 ¢s PEG6000 polimerekre szdmitott szamatlag molekulatomeg
(M,), tomegatlag molekulatomeg (M,,) ¢és polidiszperzitds (My/M,) értékeket a
9. tablazatban foglaltuk 6ssze.

0
| * Na/K
® Na/Cs
-0.2 1
A
&
= -04 1
=™
~ i
+
«
A
=
= 06 -
- *
& * * ¢ * o
-08 7 * " "‘ . *
*
* * o ¢ *
-1 T T T T
120 130 140 150 160
n
31. abra

Az n fiiggvényében abrazolt In(Ipyna+/Ipn,c+) Osszefiiggés a PEG6000 esetén. Az n az

ismétlédo egységek szamat mutatja. A folytonos vonal az illesztett egyenest jeloli.
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A 9. tablazat adataibol egyértelmiien lathatd, hogy a kiilonb6zd alkalifém kationok
segitségével kapott szamatlag molekulatomegek kozotti eltérés 2%-nal kevesebb.

A nagy térkitoltésii kationoknak azon tulajdonsdga, hogy a nagyobb
oligomerekkel nagyobb valoszinliséggel képeznek komplexet jol ismert. Masrészrol
minél nagyobb a kation térkitltése, anndl kisebb eltolodds varhatdé a szamatlag
molekulatomeg és a v¢ értékekben. Az altalunk vizsgalt PEG oligomerek tobb mint 60
1smétlédd egységet tartalmaztak, amely elegendd ahhoz, hogy csupan kis eltolédasokat
varjunk a szamatlag molekulatomegekben. Habar ez az eltolodas csekély, mégis
megfigyelhetd az M, értékek novekedése a kation térkitoltésének novekedésével, az

egyetlen kivétel ez alol a Cs” ion.

9. tablazat
A kiilonb6z6 alkalifém ionokkal kationizalt PEG4000 és PEG6000 polimerekre
szamitott M,,, My, és M/M,, értékek. A szamitasokhoz a kovetkezd egyenleteket
hasznaltuk fel: M,=2I;M,/21; és MWZZIiMiz/ZIiMi, ahol M; az i-edik oligomer tomege,
mig [; ugyanennek az oligomernek az intenzitasa. A kationok tomegeit a szamitasok

elvégzeése elbtt levontuk a megfeleld tomegekbal.

PEG4000
Kation M, M, M, /M,
Li" 3836 3873 1,009
Na" 3859 3894 1,009
K" 3865 3896 1,008
Rb" 3894 3930 1,009
Cs" 3850 3880 1,008

PEG6000
Kation M, M, M, /M,
Li" 6223 6277 1,009
Na" 6267 6303 1,006
K" 6291 6325 1,005
Rb" 6296 6329 1,005
Cs" 6234 6260 1,004
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V. Osszefoglalas

Kiilonb6z6 komplex kémiai rendszereket vizsgaltunk meg MALDI-TOF MS és
a ,,post-source decay” (PSD) MALDI-TOF MS/MS moédszerek alkalmazasaval. Az igy
kapott informacidk felhasznalasaval képet kaphattunk a MALDI koriilmények kozott
lejatszodo kationizéaciorol, valamint annak mechanizmusardl. A kapott MALDI-TOF
MS spektrumok vizsgéalatan keresztiil tanulményoztuk a képzdédott addukt ionok

Kiilonb6z6é poléris szerves matrixok jelenlétében vizsgéaltuk az AgTFA-bol
képzddott eziist-klaszter ionok képzOddesét. Az ionintenzitasokban bekovetkezd paros-
paratlan valtakozas, illetve a ,jellium” elmélet alapjan megjosolt magikus szdmok
minden esetben megfigyelhetOk voltak. Azt is megallapithattuk, hogy a klaszterionok
mennyiségét a matrix jelentdsen befolyasolja. Intenziv klaszterion jeleket kaptunk
HABA, HAR ¢és TAA matrixok alkalmazasaval, ezek kozil is a HABA matrix
alkalmazéasa eredményezte a legnagyobb, kozel kétszdz ezilistatomot tartalmazoé még
elkiiloniild klaszterszdmot. A legnagyobb altalunk megfigyelt magikus szdm az Ag,”
esetén 139, mig az Ag, esetén 137 volt. Ennek megfeleldoen a HABA és AgTFA
keveréke bizonyult a legalkalmasabbnak a klaszterionok, illetve klaszterion-molekula
kolcsonhatas tanulmanyozasara, valamint nanoklaszterek eldallitasara. Mas részrdl, ha
a célunk az apolaris polimerek eziistionok segitette analizise, a HABA, HAR ¢s [AA
matrixok alkalmazasa kifejezetten elonytelen a nagy mennyiségben képzddd
eziistklaszter zavar6 hatdsa miatt. Kisérleti tapasztalatainkra alapozva azt allithatjuk,
hogy a gerjesztett matrix molekuldk legnagyobb valdsziniiséggel az addukt ionokon
keresztiil redukaljak az eziistionokat. Feltételezhetjiik azt is, hogy a matrix ,,vivogaz”-
ként viselkedhet a gdzfazis expanzidjanak elsd szakaszaban, ezaltal eldsegitheti a
klaszterek novekedését.

Kis molekulatiimegili vegytiletek fragmentacidjat is megvizsgaltuk. Az altalunk
alkalmazott kis molekulatomegii vegyiileteknek a lagyitokat valasztottuk. Kiilonb6zd
tipusu PVC lagyitok kimutatisat és szerkezetilk meghatarozasat végeztiik el MALDI-
TOF MS és MALDI-TOF MS/MS moddszerek felhasznalasaval. Azt tapasztaltuk, hogy
a MALDI-TOF MS ¢és a PSD MALDI-TOF MS/MS alkalmas a viszonylag alacsony
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molekulatdmeggel rendelkezd lagyitok kimutatasara. Osszehasonlitottuk a
natriumionnal €és protonnal kationizalt lagyitok kiillonb6z6 PSD MALDI-TOF MS/MS
modszerrel felvett spektrumait. A kisérleti eredmények alapjan a protonnal és
natriumionnal kationizalt ftalat-észterek kationizacidos mechanizmusa megadhatd. Az
is kideriilt, hogy a natriummal kationizalt addukt ionok a protonaltakhoz képest
érdemes tanulmanyozni, mert ebbdl vonhatjuk le a legtobb tapasztalatot a kémiai
szerkezetre nézve. Valamint modszert dolgoztunk ki, a lagyitok szerkezetének
kozvetleniil PVC mintakbdl torténd meghatarozasara.

Vizsgaltuk ezen kiviil a kiilonb6z6 alkalifém ionok (Li", Na', K', Rb", Cs")
hatdsat a kiilonbozé moltomegli poli(etilén-glikol) (PEG) kationizacigjara. A
Zlpp Nat/Zlpnc+ €5 [Na'],/[C'], kozott linearis kapcsolatot talaltunk. Bevezettiink egy 1y
szelektivitasi paramétert, melyet a-val jeldltiink, és ami a kiillonb6zd tipustu alkalifém
ionok natriumionhoz viszonyitott szelektivitasat jellemzi. Az 1 szelektivitasi
paraméter elonye, hogy széles alkalifém ion koncentraciok esetében megbizhatéan
jellemzi a fémion és a polimer molekula kozott fenndlld kolcsonhatasokat.
Megallapitottuk tovabba, hogy a kiilonbozd tipust alkalifém ionokkal kationizalt
poli(etilén-gilkolok) MALDI-TOF MS spektrumban jelentkezd jelintenzitasanak a
PEG polimerizaciéfoktol valo fliggése Poisson-tipusu eloszlast mutat. A vizsgélataink
soran meghatarozott M, értékek a kationizald agenstdl fiiggetlenlil nem mutattak

jelentOs eltérést.
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VI. Summary

We investigated complex chemical systems by MALDI-TOF MS and ,,post-
source decay” (PSD) MALDI-TOF MS/MS. The resulting information provides
possibility to study the mechanism of cationization reactions occurring under MALDI
conditions. The stability of the formed adduct ions and fragmentation were
investigated on the basis of the obtained MALDI-TOF MS spectra.

Formation of silver-cluster ions from AgTFA was studied in the presence of
various polar organic matrices. Odd-even alternation in ion intensities and the magic
numbers proposed by the jellium model were observed every case. It was also
concluded that the quality of the matrix has a significant effect on the quantity of the
cluster ions. Intensive cluster ion signals were obtained in case of HABA, HAR and
IAA matrices. The highest cluster number containing almost two hundred silver atoms
was detected in case of HABA matrix. The highest observable magic numbers were
139 and 137 for Ag, ion and Ag, ion, respectively. On the basis of the above-
mentioned HABA and AgTFA was proved to be the most suitable mixture for
investigation of interaction between cluster ions and between cluster ions and
molecules or for the preparation of nanoclusters. On the contrary due to the disturbing
effect of the forming silver clusters the use of HABA, HAR and IAA matrices is
especially disadvantageous for the analysis of apolar polymers supported by silver
ions. According to the experimental results it can be concluded that excited matrix
molecules reduce silver ions more likely through adduct ions. The ,.carrier-gas”
behavior of the matrix in the first period of the gaseous phase expansion and its
contribution to cluster growth can also be assumed.

Fragmentation of molecules with small molar mass was also studied.
Plasticizers were used as model compounds with small molecular mass. Detection and
structural analysis of different PVC plasticizers were investigated by MALDI-TOF
MS and MALDI-TOF MS/MS. MALDI-TOF MS and PSD MALDI-TOF MS/MS
were proved to be effective methods for detection of plasticizers with relatively small
molecular mass. Comparison of spectra of plasticizers cationized with sodium ion and

proton recorded by PSD MALDI-TOF MS/MS was performed. According to the
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results the cationization mechanism of the sodiated and protonated phthalate esthers
can be suggested. It has been also revealed that the fragmentation of sodiated adduct
ions is less probable compared to that of protonated ones, consequently the study of
protonated adduct ions provides more information about the chemical structure. In
addition a method was developed for the direct determination of the plasticizers from
PVC samples.

We examined the effect of various alkali metal ions (Li", Na", K", Rb", Cs") on
the cationization of PEG4000 and PEG6000. A linear relationship between the
ZlpnNa+/Zlpnc+ and [Na'],/[C'], was recognized. We introduced the term o, which
characterizes the selectivities of different alkali metal ions with respect to the Na'-
ions. In our opinion, o gives more reliable results for the selectivities, since it covers a
wider concentration ratio than a single BSR. The intensity distribution of the PEG
oligomers cationized with different alkali metal ions showed a Poisson-type
distribution. The M,-s determined for the alkali metal cationized PEG4000 and

PEG6000 revealed no significant change with the type of the cation.
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