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Wielostopniowa spektrometria mas w badaniach struktury

makroczasteczek poliestréw alifatycznych™

MULTISTAGE MASS SPECTROMETRY STUDIES ON THE CHEMICAL
STRUCTURE OF ALIPHATIC POLYESTER MACROMOLECULES

Summary — Multistage mass spectrometry used in combination with
electrospray ionization method (ESI-MS) was used to investigate the chemi-
cal structure of synthetic models of aliphatic polyesters, viz., poly[(R,
S)-beta-butyrolactone] and poly(alpha-methyl-beta-pentyl-beta-propiolactone),
prepared by anionic polymerization of suitable lactones (Scheme A) and nat-
ural aliphatic copolymers (PHA). The study comprised: (i) analysis of end
groups and verification of their chemical homogeneity (Figs. 1, 2); (i) deter-
mination of M and MWD (Fig. 3); (iii) determination of sequence distribution
in, and chemical structure of, selected aliphatic copolymers (Figs. 4—6). The
ESI-MS technique affords the information essential for establishing the
mechanisms of polymerization and the yield of chain termination reactions.
For PHA, this technique enabled the distribution of monomer sequence to be
established over a broader range of M as compared with that reported for
PHA studied by ,soft” ionization MS techniques other than ESI, as well as
by fragmentation analysis of chemical structure of individual copolyester
molecular ions. It enabled — for the first time — the statistical distribution of
the mers incorporated into the chains of selected PHA to be verified.

Key words: ESI-MS technique, aliphatic polyesters, analysis of end groups,
molecular weight and distribution of molecular weights, determination of

copolymer sequence in copolymers.

Spektrometria mas nabiera ostatnio szczegdlnego
znaczenia wéréd technik analitycznych stosowanych
obecnie do charakterystyki polimeréw. Technika ta do-
starcza cennych informacji o strukturze molekularnej
makroczasteczek i stanowi idealne uzupelnienie kla-
sycznych metod spektroskopowych, takich jak magne-
tyczny rezonans jadrowy (NMR) oraz spektrometria fu-
rierowska w podczerwieni (FI-IR).

Notowany ostatnio duzy postep instrumentalny w
zakresie technik spektrometrii mas (MS), zwlaszcza za$
odkrycie nowych metod , migkkiej” jonizacji, takich jak
bombardowanie szybkimi atomami (ang. Fast Atom
Bombardment, FAB), jonizacja promieniem laserowym z
matrycy (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization,
Time of Flow, MALDI TOF) oraz elektrorozpylanie (ang.
Electrospray lonization, ESI), wywarly doniosly wplyw

*)  Autor, do ktdrego nalezy kierowac ewentualng korespondencjg.
Artykul zostal opracowany na podstawie referatu wygloszonego
na Zjezdzie Naukowym PTChem i SITPChem w Lodzi, 10—15
wrzesnia 2000 1.

na zmiane dlugiej i skomplikowanej procedury anali-
tycznej badania struktury polimeréw [1]. Zastosowanie
,migkkich” metod jonizacji umozliwiajgcych bezposred-
nie tworzenie jonéw molekularmnych makroczasteczek
badanych polimeréw bez lub tylko z niewielkim
udzialem procesu fragmentacji, pozwala na okre§lenie
mas indywidualnych makroczasteczek wchodzacych w
skiad badanego polimeru i ich rozdzial ze wzgledu na
stopiert polimeryzacji [2]. Zaleta ta stala sie podstawg
wykorzystania spektrometrii mas do badania struktury,
w tym budowy chemicznej grup koricowych polime-
réw. Znajomos¢ tej ostatniej odgrywa z kolei niezwykle
istotng role w okreslaniu mechanizméw proceséw poli-
meryzacji.

Sukces zwigzany z zastosowaniem technik FAB-MS,
MALDI TOE-MS, zwlaszcza zag ESI-MS w ustaleniu se-
kwencji aminokwaséw wyodrebnionych z materiatu
biologicznego bialek oraz kolejnosci zasad nukleino-
wych w DNA jest ogélnie znany, natomiast obecnie co-
raz czesciej adaptuje sie te techniki do badania struktu-
ry polimeréw syntetycznych. Zakres zadan realizowa-
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nych nowoczesnymi technikami spektrometrii mas jest
w tym przypadku o wiele szerszy i obejmuje [3]:

— weryfikacje chemicznej homogenicznosci polime-
réw oraz okreslenie struktury chemicznej grup korico-
wych,

— bezposrednie okreslenie ciezaru czasteczkowego
oraz zaleznego od przebiegu procesu syntezy rozkiadu
ciezaru czasteczkowego,

— bezposrednie okreslenie sktadu chemicznego i dys-
trybugji sekwencji meréw w odniesieniu do indywidu-
alnych makroczasteczek kopolimeréw.

Pomimo skomplikowanych i niejednorodnych struk-
tur polimeréw syntetycznych, nowoczesne techniki
spektrometrii mas w istotny sposéb przyczyniajq sie do
ich pelnej i szczegélowej charakterystyki. Zastosowanie
wielostopniowej spektrometrii mas (MS") z wykorzysta-
niem ,miekkich” metod jonizacji, zwlaszcza ESI-MS",
znacznie polepsza skutecznosé analizy badanych poli-
meréw dostarczajac dokladnych informacji o strukturze
ich indywidualnych laricuchéw, w tym réwniez — jak
juz wspominaliSmy — o budowie chemicznej grup kon-
cowych.

W niniejszej pracy przedstawiamy przyklady zastoso-
wan nowoczesnych technik MS do badania budowy po-
liestrow alifatycznych. Szczegdlny nacisk zostal przy
tym polozony na zastosowanie wielostopniowej spek-
trometrii mas z jonizacja metoda elektrorozpylania
(ESI-MS") do badania struktury molekularnej syntetycz-
nych modeli alifatycznych poliestréw (otrzymanych na
drodze anionowej polimeryzacji wybranych p-lakto-
néw) oraz naturalnych kopoliestréw alifatycznych.

CZESC DOSWIADCZALNA

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono za po-
mocq pulapkowego spektrometru masowego , Finnigan
LCQ” z zastosowaniem jonizacji metoda ESI. Jako gaz
kolizyjny stosowano hel o bardzo wysokiej czystosci,
natomiast do nubilizacji prébek stosowano azot. Prébki
polimeréw rozpuszczano w metanolu lub w mieszani-
nie chloroform:metanol (90:10) i wprowadzano je do
Zrédla jonéw pompa strzykawkowsa z szybkoscig
przeplywu 3 pl/min. Napiecie w Zrddle jonéw wyno-
silo 4,25—4,5 kV a temperatura kapilary 200°C. W celu
uzyskania widm MS" jony macierzyste izolowano mo-
noizotopowo, a energia kolizji wynosita 30—40% mak-
symalnej amplitudy RE Analize prowadzono rejestrujac
jony dodatnie lub ujemne.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wiele uwagi poswieca sie ostatnio badaniom struktu-
ry naturalnych poliestréw alifatycznych (ang. polyhy-
droxyalkanoates, PHA), ktére stanowig najbardziej repre-
zentatywna grupe biodegradowalnych i biokompatybil-
nych materialéw polimerowych [4—6]. Poliestry te mo-

zna otrzymac zaréwno na drodze kontrolowanej biofer-
mentagji, jak i alternatywnymi metodami chemicznymi
w wyniku polimeryzacji odpowiednich estréw cyklicz-
nych czyli laktonéw [7]. B-Butyrolakton, ktérego poli-
meryzacja moze prowadzi¢ do poli(3-hydroksymasla-
nu) (PHB) o réznej taktycznosci, ciezarze czasteczko-
wym, polidyspersyjnosci oraz o rozmaitej budowie che-
micznej grup koncowych w zaleznosci od rodzaju za-
stosowanego inicjatora, jest sposréd p-laktonéw szcze-
golnie interesujacym monomerem [8, 9]. Biomimetyczny
poli([R]-3-hydroksymaslan) o budowie grup korico-
wych identycznej jak naturalny PHB otrzymano ostat-
nio na drodze anionowej polimeryzacji (5)-p-butyrolak-
tonu wobec supramolekularnego kompleksu soli sodo-
wej kwasu (R)-3-hydroksymaslowego, w wyniku inwer-
sji konfiguracji zachodzacej podczas polimeryzacji
optycznie czynnego monomeru [10]. Z drugiej strony,
spoéréd izomeréw strukturalnych naturalnego PHB,
ataktyczny i w pelni amorficzny poli[(R, 5)-3-hydroksy-
maslan] (a-PHB), otrzymany w wyniku anionowej poli-
meryzacji racemicznego p-butyrolaktonu, moze korzyst-
nie zmieniaé wlasciwosci biopoliestréw oraz innych po-
limeréw syntetycznych [9]. Ostatnio do analizy grup
koricowych oraz badania mechanizmu fragmentacji wy-
selekcjonowanych jonéw molekularnych poszczegdl-
nych makroczasteczek a-PHB (uzyskanych metoda ESI)
zastosowano nowgq technike wielostopniowej spektro-
metrii mas [11, 12]. W widmach ESI-MS jony molekular-
ne a-PHB rejestrowano w postaci zaréwno dodatnio
nala- dowanych adduktéw z kationami metali (np.
[M+K]"), jak 1 jonéw ujemnych [M-H] [11, 13]. Zastoso-
wanie wielostopniowej spektrometrii mas z jonizacja
metodq elektrorozpylania pozwolilo na szybka i szcze-
gbétowq analize indywidualnych makroczasteczek synte-
tycznych alifatycznych poliestréw otrzymanych wobec
réznych aktywowanych eterem 18-korona-6 inicjatoréw
anionowych [11—16].

Analiza grup koricowych oraz weryfikacja
chemicznej jednorodnosci syntetycznych poliestréw
alifatycznych metoda ESI-MS"

Rysunek 1 przedstawia widma ESI-MS poli-
[(R,S)-B-butyrolaktonu] (rys. 1A) oraz poli(e-metylo-
-B-pentylo-B-propiolaktonu) (rys. 1B) otrzymanych w
wyniku polimeryzacji odpowiednich B-laktonéw wobec
kompleksu wodorotlenku potasu z eterem 18-korona-6
[Schemat A] [11, 16].

Wyniki tych badant wskazujg, ze budowa chemiczna
polimeru, zawierajacego makroczasteczki z koricowymt
grupami hydroksylowymi oraz nienasyconymi nie jest
jednorodna. Widoczne w przypadku obu widm maso-
wych dwie serie pikéw (a oraz b) powtarzajace sie regu-
larnie co 86 Da (rys. 1A) lub co 156 Da (rys. 1B)
Swiadcza o tym, ze polimery te s3 mieszaninami dwdch
rodzajéw makroczastek o takim samym stopniu polime-
ryzacji ale zawierajgcych rézne grupy koricowe, odpo-
wiednio: 3-hydroksymastowe (rys. 1Aa) i krotonianowe
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Rys. 1. Widma ESI-MS (jony ujemne) (A) polil(R,S)-B-butyrolaktonu)] i (B) poli(a-metylo-B-pentylo-B-propiolaktonu) otrzy-
manych w wyniku polimeryzacji odpowiednich laktondw 1a i 1b (schemat A) inicjowanych kompleksem wodorotlenku potasu

z cterem 18-korona-6; interpretacja w tekscie

Fig. 1. The ESI-MS spectra (negative ion mode) of (A) polyl(R,S)-beta-butyrolactone] and (B) poly(alpha-methyl-beta-pen-
tyl-beta-propiolactone) prepared by polymerization of lactones 1a and 1b (Scheme A) initiated by an 18-crown-6 cther—po-

tassivm hydroxide complex (for interpretation see main text)

R, 0 [R, 0 R, ©
R, | R, R,

R 0O —'x
. )j{/ i) KOH/18-korona-6_ 2
v 8 + bl __ —
R O il 0 R, O R, O

79 2
Ry N OJ\HLO’ OH
1a, 22, 3a: Ry = H; R, = CH, Ry LR Ry
1b, 2b, 3b: R, = CHj; R, = CsH ), 3
Schemat A

(rys. 1Ab) oraz 2-metylo-3-hydroksyoktanowe (rys. 1Ba)
i 2-metylo-2-oktenowe (rys. 1Bb). Réznica mas pomie-
dzy dwoma sgsiednimi jonami a oraz b na kazdym z
widm wynosi 18 Da i jest réwna réznicy pomiedzy cie-
zarami czastkowymi hydroksylowych i nienasyconych
grup koricowych.

Okreélona na podstawie wynikéw analizy metoda
ESI-MS  budowa  chemiczna  grup  koricowych
poli[(R,5)-B-butyrolaktonu] oraz poli(a-metylo-B-penty-
lo-B-propiolaktonu) wskazuje, ze mechanizm wzrostu
laricucha w anionowej polimeryzacji racemicznego
a-podstawionego-B-propiolaktonu inicjowanej wodoro-
tlenkiem potasu aktywowanym eterem 18-korona-6- jest

podobny do zaproponowanego uprzednio mechanizmu
propagacji o-niepodstawionych p-laktonéw wobec ak-
tywowanych eterem koronowym alkoholanéw metali
alkalicznych [17—19].

Kolejny przyklad uzytecznosci techniki ESI-MS" do-
tyczy badan terminacji laficucha w syntezie telechelicz-
nego n-PHB zawierajacego pierwszorzedowe hydroksy-
lowe koricowe grupy funkcyjne. Telecheliczny a-PHB
otrzymano w wyniku zakarczania odpowiednim bro-
moalkoholem anionowej polimeryzacji (R,S)-p-butyro-
laktonu inicjowanej supramolekularnym kompleksem
soli sodowej kwasu 4-hydroksymaslowego (Schemat B)
[14].

Szczegdtowe badania budowy chemicznej otrzymane-
go na tej drodze polimeru przeprowadzone technikg
ESI-MS" wykazaly, ze zawiera on na obu korncach
pierwszorzedowe hydroksylowe grupy funkcyjne (rys.
2A).

Widmo ESI-MS telechelicznego a-PHB zawiera jedna
gléwna serig pikéw powtarzajacych si¢ regularnie co 86
jednostek mi/z, ktéra pochodzi od dodatnio naladowa-
nych adduktéw z jonem sodowym indywidualnych
lanicuchéw tego polimeru o réznym stopniu polimery-
zacji zawierajacych 4-hydroksymaslowe i hydroksyety-
lowe estrowe grupy koricowe. Jon o najwiekszej inten-
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Rys. 2. Widmo ESI-MS (jony dodatnic) (A) telechelicznego polil(R,S)-B-butyrolaktonu)] otrzymanego w wyniku zakoriczonej
bromoetanolem polimeryzacji (R,S)-B-butyrolaktonu inicjowanej kompleksem soli sodowej kwasu 4-hydroksymastowego oraz
(B) widmo fragmentacyjne (MS?) jonu molekularnego m/z 1031; interpretacja w tekécie

Fig. 2. The ESI-MS spectra (positive ion mode) of (A) telechelic polyl(R,S)-beta-butyrolactone] prepared by polymerization of
(R,S)-beta-butyrolactone initiated by an 18-crown-6 ether—sodium 4-hydroxybutanoate complex and terminated with bromo-
ethanol and (B) sequential fragmentation spectrum (MS?) of molecular ion m/z 1031

sywnosci wystepuje w punkcie o wartosci m/z 1031,6 i prowadziliémy analize fragmentacyjng (MS?) wyselek-
odpowiada dekamerowi o budowie przedstawionej na  cjonowanego monoizotopowo jonu macierzystego i/z
rys. 2B. 1031 (rys. 2B). Eksperyment MS* wykazal, ze fragmen-

W celu dokladnego potwierdzenia struktury laricucha  tacja zachodzi z obu stron makroczasteczki: jon frag-
okredlonej na podstawie prostego widma ESI-MS prze- mentacyjny n1/z 927 tworzy sie z jonu macierzystego po-
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przez utrate kwasu 4-hydroksymastowego (104 Da), na-
tomiast jon fragmentacyjny m/z 901 powstaje w wyniku
utraty hydroksyetylowego estru kwasu krotonowego
(130 Da).

Widoczny w widmie niewielki udziat serii jonéw po-
chodzacych od niezakoriczonego bromoetanolem a-PHB
wskazuje, ze reakcja terminacji przebiega z duza wydaj-
nosciag.

Na podstawie oméwionych przykladéw wykazano
wiec, ze technika ESI-MS" jest bardzo wygodnym i uzy-
tecznym narzedziem do okredlania struktury polime-

100
ol
0

réw, w tym budowy chemicznej grup koricowych, jak
réwniez do badania reakgji terminacji taricucha oraz do-
starcza cennych informacji niezbednych w badaniu me-
chanizmu procesu polimeryzacji.

Zastosowanie techniki ESI-MS do okreslania
ciezaru czasteczkowego oraz polidyspersyjnosci
maloczasteczkowych poliestréw alifatycznych

Proces jonizacji prébek polimeréw ,migkkimi” meto-
dami jonizacji zachodzi poprzez przylaczenie protonu
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Rys. 3. Krzywe SID dotyczgce poszczegolnych oligomerdw a-PHB od dimeru (m/z 213,1) do dodckameru (m/z 1073,2); AA

— powierzchnia pikdw w jednostkach umotwnych

Fig. 3. SID traces for individual a-PHB oligomers, from dimer (m/z 213.1) to dodecamer (m/z 1073.2); AA — peak area, ar-

bitrary units
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lub jonu metalu (najczesciej litu, sodu lub potasu) do
pojedynczych makroczastek z utworzeniem odpowied-
niego adduktu obdarzonego ladunkiem dodatnim. W
analizie ilosciowej liczba adduktéw widoczna w wid-
mie masowym powinna odzwierciedla¢ liczbe indywi-
dualnych taricuchéw wchodzacych w sklad badanego
polimeru, czyli wydajnos¢ jonizacji tych taricuchéw
oraz odpowiadajace im wskazania detektora masowego
powinny mie¢ stale wartosci w badanym zakresie cig-
zaréw czasteczkowych [2, 3].

Opierajac si¢ na powyzszych zalozeniach, na podstawie
analizy ilosciowej przeprowadzonej technika ESI-MS,
okreslono ciezar czasteczkowy i polidyspersyjnos$¢ synte-
tycznych modeli produktéw degradacji wielkoczasteczko-
wego a-PHB [15]. Odpowiedni maloczasteczkowy a-PHB
otrzymano w wyniku oligomeryzadji (R,S)-B-butyrolakto-
nu wobec aktywowanej eterem 18-korona-6 soli sodowej
kwasu 3-hydroksymaslowego [15].

Udzial ilosciowy indywidualnych oligomeréw wy-
znaczono na podstawie metody selektywnej analizy jo-
noéw (SID). Rysunek 3 przedstawia chromatogramy SID
adduktéw sodowych molekularnych jonéw odpowied-
nich oligomeréw zawierajgcych hydroksylowe i karbok-
sylowe grupy koricowe — od dimeru m/z 213 do dode-
kameru m/z 1073.

Opierajac sie na wartosciach powierzchni pikéw (AA,
rys. 3) odpowiadajacych poszczegélnym zidentyfikowa-
nym oligomerom oraz znajgc calkowite stezenie badanej
probki obliczono stezenie indywidualnych oligomerow
(ci, ca-c12). Wielko$€ ¢; jest zwigzana z liczbg moli indy-
widualnych oligomeréw a-PHB (1;) réwnaniem

11,‘M,’ = C,'V,' (l)

gdzie: M; — cigzar czgsteczkowy indywidualnych oligonic-
rdw w objgtosci V..

Z danych analizy ESI-MS mozna na tej podstawie
wyznaczy¢ liczbowo Sredni cigzar czasteczkowy, wago-
wo Sredni ciezar czasteczkowy oraz polidyspersyjnosé
badanej probki a-PHB korzystajac z nastepujacych zale-
Znosci:

i M, Zc,
n(ESI-MS) = Z—n, = ZC,.M,T' =636 (2)
= nM?  EeM,
w(ESI-MS) — M, = Z—C, =683 (3)
M

Otrzymane wartosci Sredniego ciezaru czasteczkowe-
go oraz polidyspersyjnosci sq poréwnywalne z warto-
$ciami otrzymanymi na podstawie wynikéw analizy ba-
danej prébki oligomeréw metoda chromatografii zelo-
wej (przy uzyciu kalibracji dotyczacej waskich standar-
déw polistyrenowych): A_/I”(G,,C) =580; M, / M, =1,16.
Réznica pomiedzy uzyskanymi tymi dwiema metodami
wartosciami M, jest mniejsza niz ciezar czasteczkowy
powtarzajacego sie meru (86 Da).

Powyzszy przyklad dowodzi zatem, ze korzystajac z
metod spektrometrii mas w odniesieniu do prébek o
waskim rozkladzie ciezaréw czasteczkowych mozna
okresli¢ sredni ciezar czasteczkowy bez koniecznosci
uzycia (czasami trudno dostepnych) standardéw do ka-
libragji, jak to jest wymagane w metodzie GPC. Jednak
w przypadku prébek o wigkszej polidyspersyjnosci
(M, /M, >1,2) réznice pomiedzy $rednimi ciezarami
czasteczkowymi wyznaczonymi metodami GPC i spek-
trometrii mas sa dosy¢ duze, przekraczaja bowiem 20%.
Zachodzi wtedy koniecznos¢ laczenia réznych technik
spektrometrii mas z chromatografia zelowa. Najlepsze
wyniki uzyskano dotychczas wykorzystujac polaczenie
GPC z MALDI TOF-MS [3].

Zastosowanie metody ESI-MS" do badania
struktury wybranych naturalnych poliestréw
alifatycznych

Znajomo$¢ mikrostruktury kopolimeréw ma istotne
zZnaczenie w okresleniu zaleznosci pomiedzy ich bu-
dowaq a wlasciwosciami [3]. Naturalne kopoliestry alifa-
tyczne (PHA) zalicza sig, ogdlnie biorac, do grupy ko-
polimeréw statystycznych, gdyz na podstawie analizy
rozkltadu sekwencji przeprowadzonej metoda NMR
stwierdzono, ze rozmieszczenie wchodzacych w ich
sktad odpowiednich komonomeréw stosuje si¢ do sta-
tystyki Bernoulliego. Mikrostrukture wielkoczasteczko-
wego PHBV (kopolimeru kwasu 3-hydroksymastowego
i kwasu 3-hydroksywalerianowego) okreslono metoda-
mi 'H-NMR i "C-NMR, opierajac sie na analizie diad i
triad [20]. Istotnych informacji dotyczacych mikrostruk-
tury indywidualnych laricuchéw tego naturalnego ko-
polimeru dostarczyly badania przeprowadzone metoda
spektrometrii mas. Wzgledna intensywnos¢ pikéw od-
powiadajgca pojedynczym oligomerom o zdefiniowanej
dtugosci taricucha odzwierciedla sktad kopolimeru oraz
rozklad sekwencji komonomeréw. Analiza sekwencji
metoda spektrometrii mas opiera si¢ na pordwnaniu
doswiadczalnych widm masowych badanych kopolime-
réw z widmami masowymi kopolimeréw o réznych
skladach generowanymi teoretycznie z zastosowaniem
statystyk Bernoulliego lub Markowa [21].

Na podstawie powyzszych zalozeri Montaudo i
wspdlpr. okreslili rozklad sekwencji w prébkach natu-
ralnego PHBV [rézniacych sie zawartoscig meréw kwa-
su 3-hydroksywalerianowego (HV)] z zastosowaniem
spektrometrii mas z ,,miekkimi” metodami jonizacji: od
poziomu heksameru metoda FAB-MS [22], do poziomu
nonameru metodg ESI-MS [23] oraz na poziomie od
heksameru do heksadekameru metoda MALDI TOF-MS
[24]. Powyzsze procedury zastosowano réwniez do ba-
dania mikrostruktury naturalnych PHA zawierajacych
dluzsze n-alkilowe laricuchy boczne [25].

Ostatnio, wykorzystujac wielostopniowg spektrome-
trie mas w polaczeniu z jonizacjg metodq elektrorozpy-
lania okreslono rozklad sekwencji oraz chemiczng bu-
dowe grup konicowych indywidualnych laricuchéw
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Rys. 4. Widmo ESI-MS (jony ujemne) czgsciowo zdepolimeryzowanego naturalnego PHBV (zawierajgcego 5% molowych
meréw HV, M, = 1300) oraz sekwencja oligomerdw PHBV o DP = 13; interpretacja w tekscie

Fig. 4. The ESI-MS spectrum (negative ion mode) of partially depolymerized natural PHBV (containing 5 mol % of HV
units, M, = 1300) and expanded ESI-MS spectrum of the sequence containing PHBV oligomers (DP = 13) (for interpreta-

tion see main text)

wchodzacych w sklad wybranych biopoliestréow [26,
27].

Poniewaz otrzymane w wyniku procesu biofermenta-
¢ji naturalne biopoliestry charakteryzuja si¢ duzymi cie-
zarami czasteczkowymi, w celu ,dopasowania” tych
ciezaréw do zakresu mas mierzonych réznymi metoda-
mi spektrometrii mas stosuje si¢ wiele metod kontrolo-
wanej czgsciowej degradadji [3, 28, 29]. Prébki do badarn
technikq ESI-MS otrzymano na drodze zasadowej hy-
drolizy naturalnego biopoliestru (np. PHBV) wobec roz-
tworu wodorotlenku potasu z udzialem eteru 18-koro-
na-6 [9, 26, 27, 30].

Rysunek 4 przedstawia doswiadczalne widmo
ESI-MS dotyczace ujemnych jonéw naturalnego PHBV
(zawierajgcego 5% mol. meréw HV).

Na rysunku tym sg widoczne sekwencje jonéw mole-
kularnych odpowiadajace taricuchom o stopniu oligo-

meryzacji od 2 do 22 zakoriczonych z jednej strony nie-
nasyconymi, a z drugiej strony karboksylanowymi gru-
pami koricowymi. W obrebie kazdej sekwencji wyste-
puja jony o takim samym stopniu oligomeryzacji odpo-
wiadajace oligomerom o réznej zawartosci meréw HV.
Réznica mas pomigdzy kolejnymi jonami nalezacymi
do tej samej sekwencji wynosi 14 Da i odpowiada rézni-
cy pomiedzy cigzarem czgsteczkowym meréw HV i HB.
Korzystajac z przedstawionego widma masowego obli-
czono wzgledne intensywnosci poszczegdlnych pikéw
w obrebie kazdej zidentyfikowanej sekwengji (od dime-
ru do 22-meru), ktére nastepnie poréwnano z warto-
$ciami odpowiadajacych im intensywno$ci na wygene-
rowanych teoretycznie (z zalozeniem rozkladu Bernoul-
liego) widmach masowych odnoszacych sie do staty-
stycznych kopolimeréw PHBV w zakresie skladu od 4
do 6% mol. meréw HV. Na podstawie réznicy pomie-
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dzy wartosciami intensywnosci doswiadczalnych I, i
obliczonych Iy wyrazonej przez wspélczynnik zgodno-
$ci AF okreslono dopasowanie wybranej struktury do
rzeczywistej:

1
Z (Ii,uxp - Ii,nw)2 :

lZli,exp2

Stwierdzono, ze badany biopolimer jest kopolimerem
statystycznym zawierajgcym 5% molowych meréw HV
[26].

Wykorzystanie techniki wielostopniowej spektrome-
trii mas ESI-MA" pozwolilo po raz pierwszy przedsta-
wi¢ chemiczng budowe pojedynczych laricuchéw
wchodzacych w sklad badanego kopolimeru, w tym bu-
dowe grup konicowych oraz statystyczny rozklad ko-
monomeréw wzdluz poszczegdlnych laricuchéw.

AF ®)

Przedstawione na rys. 5 widmo otrzymane w wyniku
eksperymentu fragmentacyjnego MS® jonu molekular-
nego m/z 1145 (HBy;;HV,) nalezacego do wybranej se-
kwencji (trzynastej) wskazuje, ze jon ten jest mieszaning
makroczasteczek zawierajacych rozmieszczone staty-
stycznie wzdluz laricucha dwa mery HV. Rysunek 5 za-
wiera tez schemat fragmentacji tego anionu, przebie-
gajacej od korica karboksylanowego. Na pierwszym eta-
pie powstaja dwa jony fragmentacyjne o strukturze
HBHV, i HB{HV (m/z 1059 i m/z 1045) tworzace sie
odpowiednio w wyniku utraty od strony karboksylano-
wej czasteczki kwasu krotonowego lub kwasu 2-pente-
nowego. Na nastepnych etapach fragmentacji tworzq
sie serie, w sklad ktérych wchodzg trzy jony fragmenta-
cyjne o takim samym stopniu oligomeryzacji, ale o réz-
nej liczbie meréw HV. Serie te tworza si¢ réwniez po-
przez utrate kwaséw krotonowego lub 2-pentenowego
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Rys. 5. Widmo fragmentacyjne MS® (jony ujemne) jonu molekularnego HB,HV, (m/z 1145) wybranego z sekwencji oligome-

réw PHBV o DP = 13 (por. rys. 4); interpretacja w tekscie

Fig. 5. The MS? fragmentation spectrum (negative ion mode) for molecular parent ion HB,;HV, (m/z 1145) selected from the

PHBV sequence (DP = 13); for interpretation see main text
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zawsze od konica karboksylanowego makroczastek, w
sposdb jaki przedstawiono na rys. 5.

Technike ESI-MS" zastosowano réwniez do okreslenia
skladu chemicznego oraz rozkladu sekwengji w natural-
nym kopoliestrze alifatycznym PHO (poli[kwas-(R)-3-hy-
droksyoktanowy]}, ktérego laricuchy sg zbudowane gléw-
nie z meréw kwasu 3-hydroksyoktanowego, ale zawieraja
réwniez niewielka ilos¢ meréw kwaséw 3-hydroksyheksa-
nowego i 3-hydroksydekanowego (rys. 0).

W widmie ESI-MS (jony ujemne, rys. 6A) kazdemu
stopniowi oligomeryzacji odpowiadajg sekwencje trzech
jonéw fragmentacyjnych rézniacych sie masa 28 Da roz-
dzielonych ze wzgledu na sklad. Srodkowy jon w kaz-
dej sekwencji odpowiada laricuchom czystego PHO, na-
tomiast dwa pozostale odpowiadaja laricuchom PHO
zawierajagcym odpowiednio jeden mer kwasu 3-hydro-
ksyheksanowego lub 3-hydroksydekanowego. Powyz-
sze przyporzadkowanie potwierdzono przeprowa-

dzajac dodatkowo doswiadczenia fragmentacyjne MS?
dotyczace wybranych jonéw molekularnych m/z 1419
oraz m/z 1447. W obu przypadkach zaobserwowano, ze
fragmentacja zachodzi od karboksylanowego korica ma-
kroczasteczek. W widmie MS? jonu macierzystego m/z
1419 (odpowiadajgcemu laricuchowi zawierajacemu
czysty PHO) wystepuje seria jonéw fragmentacyjnych,
ktéra tworzy sie w wyniku sukcesywnego odrywania
czasteczki kwasu 2-oktenowego (142 Da) (rys. 6B). W
do$wiadczeniu fragmentacyjnym MS? jonu macierzyste-
go m/z 1447 (odpowiadajgcego taricuchowi PHO zawie-
rajacemu jeden mer kwasu 3-hydroksydekanowego)
tworza sie serie zawierajagce dwa jony fragmentacyjne
rézniqce si¢ masa 28 Da (rys. 6C); maja one taki sam
stopieri oligomeryzacji, ale rézny sklad. Jony te po-
wstaja w wyniku utraty czasteczek kwaséw 2-okteno-
wego (142 Da) lub 2-decenowego (170 Da) w sposéb
réwniez przedstawiony na rys. 6C.
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Rys. 6. A) Fragment widma ESI-MS (jony ujemne) naturalnego PHO. B) Widmo fragmentacyjne MS? jonu molekularnego
(HO)yy, m/z 1419. C) Widmo fragmentacyjne MS’ jonu molekularnego (HO)HD, m/z 1447; interpretacja w tekscie

Fig. 6. (A) Expanded ESI-MS spectrum (negative ion mode) of natural PHO; (B) MS? fragmentation spectrum of molecular
parent ion (HO)yy (m/z 1419); (C) MS’ fragmentation spectrum of molecular parent ion (HO);HD (m/z 1447); for interpre-
tation see main text
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PODSUMOWANIE

Wyniki oméwionych badan wykazaly, ze wielostop-
niowa spektrometria mas z jonizacjg metodgq elektroroz-
pylania (ESI-MS) jest uzyteczna i wygodna technika do
badania struktury zaréwno naturalnych, jak i syntetycz-
nych poliestréw alifatycznych.

Zastosowanie elektrorozpylania jako metody jonizacji
pozwolilo na precyzyjne wyznaczenie masy indywidu-
alnych makroczasteczek wchodzacych w sklad bada-
nych prébek polimeréw, co umozliwilo weryfikacje ich
homogenicznosci chemicznej. Zastosowanie wielostop-
niowej spektrometrii mas MS" znacznie polepszyto sku-
tecznos¢ analizy i dostarczylo dokladnych informacji o
budowie chemicznej grup koricowych poliestrow alifa-
tycznych. Informacje te z kolei odegraly istona role w
okredleniu mechanizméw proceséw polimeryzacji oraz
wydajnosci reakcji zakanczania laricuchéw polimero-
wych.

W przypadku naturalnych kopoliestréw alifatycz-
nych zastosowanie techniki ESI-MS pozwolilo na okre-
§lenie skladu chemicznego indywidualnych ma-
kroczasteczek. Ponadto technika ta umozliwila okresle-
nie rozkladu sekwencji komonomeréw w szerszym za-
kresie cigzaréw czasteczkowych (w przypadku PHBV
od dimeru do 22-meru) w poréwnaniu z opisanymi w
literaturze badaniami tych kopoliestréw z zastosowa-
niem innych ,miekkich” metod jonizacji. Przeprowa-
dzona technikq MS" fragmentacja wybranych indywi-
dualnych makroczasteczek PHBV i PHO umozliwila
dokladng identyfikacje grup koricowych oraz pozwolila
po raz pierwszy zweryfikowad statystyczny rozklad
meréw wchodzacych w sklad ich laricuchéw.

Praca czgsciowo finansowana w ramach projektu  ba-
dawczego EUREKA E! 2004 ,,MICROPOL”.
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