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Introduccién

E
L.- INTRODUCCION.

Los materiales poliméricos son un grupo de compuestos que estan integrados por moléculas
unidas que forman una cadena muy grande de unidades repetitivas compuestas de mondmeros

que pueden tener diversas propiedades quimicas.

Los polimeros pueden contener en su estructura grupos terminales que capturan la cadena en
crecimiento, que incluye en su estructura la unidad repetitiva. El polimero es caracterizado
por la composicién quimica, nimero de unidades repetitivas que lo integran, grupos terminales

y por la distribucién de peso molecular de los oligémeros individuales.

Los materiales poliméricos son preparados de muy diversas formas, en funcion de los grupos
funcionales que integran a la molécula del monémero, y que reaccionan en una secuencia para
formar moléculas de mayor peso molecular. Idealmente, las moléculas del monomero
reaccionan y se incorporan en una secuencia ordenada integrando un oligémero y
terminalmente un polimero hasta que la presencia del monémero se agota y se obtiene una
molécula, o grupo de ellas, que contienen el mismo nimero de monémeros y por consecuencia
el mismo peso molecular. Sin embargo, en la practica no sucede asi debido a que durante el
proceso de polimerizacion, los mondmeros y el propio sistema de reaccién tienen una enorme
cantidad de reacciones laterales que provocan el término subito de la reaccién de
polimerizacion, derivando la presencia de oligémeros y polimeros de muy diferente tamafio y

peso molecular.

Debido a que la cantidad de unidades repetitivas generalmente no son iguales en un polimero,
estan definidas por conceptos estadisticos, teniendo como principal parametro la distribucién
normal del tamafio de las moléculas, entre mas estrecha es esta distribucién indica un mayor
conjunto de moléculas de propiedades similares. Por lo que la determinacién del tamafio de
las moléculas es importante, este tamafio est4 intimamente ligado al peso molecular, por lo que
es importante encontrar un método seguro en la determinacion del peso molecular.

La técnica de espectroscopia de masas se desarrolld originalmente para establecer €l peso de

moléculas de bajo peso molecular y es empleada para separar los iones de acuerdo a su
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relacion masa/carga. En la mayoria de los espectrémetros de masas se requiere que los iones
se encuentren en fase gaseosa en un vacio lo suficientemente bueno, para evitar colisiones de

los iones generados con el gas de fondo que pudieran originar interferencias.

La espectroscopia de masas se ha consolidado como una técnica analitica en la cual se pueden
analizar con exactitud las masas moleculares de los compuestos organicos. Esta técnica fue
desarrollada originalmente por el fisico britanico J.J. Thompson a principios de 1900. En sus
primeros 50 afios la mayoria de los fisicos del mundo validaron esta técnica para la
determinacion de nucledtidos de masa conocida mediante la determinacion de su relacion
masa/carga.  Durante e inmediatamente después de la segunda guerra mundial, las
aplicaciones analiticas y las mediciones fisicas fundamentales sobre las moléculas empezaron
a sobresalir. Los primeros trabajos requerian de un haz de luz de iones atémicos muy intenso.
El hecho de que la mayoria de los elementos de interés fueran disponibles naturalmente como
componentes de moléculas o como sélidos cristalinos, fué una limitante que debia ser
superada por la seleccion de un tipo de energfa apropiada y que fuera capaz de producir iones
como descargas gaseosas, arcos y chispa. Durante la segunda mitad del siglo hubo un cambio
relativamente continuo en las aplicaciones, involucrando moléculas de gran complejidad, y

cerca de la década pasada empezaron las aplicaciones bioldgicas.

Dentro de la espectroscopia de masas, existen pocas excepciones, en donde, en la forma de
ionizacién como flama y plasma, las muestras a analizar no estan cargadas y estan presentes
en la fase condensada o como gases a presién atmosférica o a presiones mayores. El reto en
seleccionar un método de ionizacién para espectroscopia de masas, es el seleccionar una
técnica que conserve las propiedades de la muestra que se va a analizar, mientras que al
mismo tiempo la convierta en iones, los cuales puedan ser analizados por espectroscopia de

masas.

La espectroscopia de masas de polimeros y las superficies poliméricas representan un gran
campo de investigaciones activas. Existe muchas técnicas experimentales diferentes para
probar polimeros y superficies poliméricas, asi como también numerosas composiciones de

polimeros y de superficies que invitan a un estudio muy cuidadoso.
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Como se ha mencionado anteriormente, la espectroscopia de masas requiere de la formacion
de iones en fase gaseosa para un anélisis exitoso, mientras que los polimeros estan compuestos
de moléculas grandes y enredadas, las cuales no son facilmente convertidas a especies en fase
gaseosa. A pesar de la incompatibilidad inherente, los investigadores de espectroscopia de
masas han usado una gran creatividad para desarrollar ingeniosos métodos en el uso de esta
técnica para la investigacion de diferentes aspectos de los polimeros y de las superficies

quimicas.

A continuacién se describe en forma general como esta integrado un espectrometro de masas

en el cual no se tiene complicacion en la ionizacion del compuesto a analizar:

1.1. Sistema de Vacio.

La instrumentacién de espectroscopia de masas implica el tener un sistema de bombas de
vacio que garantizen un nivel de vacio por debajo de los 30 mTorr. Este sistema puede incluir
bombas de vacio basadas en la difusién a través de membranas, bombas turbomoleculares o de

difusion de aceite.

Dependiendo de la forma de generacion y de separacion de iones es el tipo de bomba que se
emplea. En los sistemas de masas en donde se emplean métodos simples de ionizacion las

bombas turbomoleculares son las mayormente utilizadas.

1.2. Generacion de iones.

a) Impacto electrénico

Siguiendo con la descripcién de la instrumentacion, la generacién de iones es uno de lo
componentes esenciales del equipo, para moléculas organicas comunes el método de

ionizacién mayormente utilizado es la ionizacién quimica por impacto electronico, este tipo de

método emplea una cdmara de ionizacién en donde el compuesto se introduce ya sea por
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cromatografia de gases masas (en donde la muestra ya se encuentra en forma gaseosa ) o por

insercion directa.

La camara y el concepto de ionizacion por impacto electronico es muy simple, en la figura # 1
se presenta un esquema en el cual se puede observar que la muestra llega a una cdmara que
contiene un filamento por el cual circula una corriente de electrones que tienen 70 eV de
energia, al momento de que la muestra alcanza el filamento, la molécula se descompone y se
generan iones positivos, negativos y moléculas neutras, junto al filamento se encuentra una
placa cargada positivamente sobre la cual los iones negativos transfieren un par electrénico y
son deshechados por el sistema de vacio, al igual que las moléculas neutras. Los iones
negativos, por otro lado, seran expulsados del sistema de ionizacién con una energia cinética

que es funcion de la masas del i6n y del voltaje de la placa (repeledor).

Repeller

Filament Electron

beam

lon
focus
eleclrodes

Ton
acceleration
electrodes

Figura # 1 Esquema de c6mo una muestra llega a una cdmara que contiene un filamento por el cual circula una

corriente de electrones que tiene 70 eV de energia.

Con el fin de “colimar” los iones que emergen de la cAmara de ionizacién, se colocan una serie
de lentes magnéticos que orientan los iones hacia la entrada del sistema de separacion de iones

o filtro de masas.
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b) Ionizacion quimica:

Este tipo de ionizacién es conocido como “ionizacién suave”, debido a que la ionizacién de la
molécula se da por una transferencia de un radical o i6n que proviene de la ionizacién de un

gas que es facilmente fraccionado en una cmara de ionizacién de impacto electrénico.
c¢) Insercion Directa y Exposicién Directa.

Propiamente estos dispositivos no son en si un método de ionizacién, sino una forma de
introducir un compuesto térmicamente inestable o de baja volatilidad a la camara de
lonizacién. En la insercion directa, unos cuantos miligramos de muestra son depositados en
un porta muestras en la punta de una probeta, que es introducida en la camara de ionizacion,
siguiendo un procedimiento para evitar el contacto de la cdmara de ionizacién con la presion
ambiental. Seguido, en un tiempo muy corto (4 minutos), se calienta la probeta hasta 450°C y
el compuesto sale del porta muestra y se debe pasar por el filamento localizado en la cdmara

de ionizacion, siguiendo el proceso normal de ionizacién de un compuesto quimico.

El dispositivo de exposicion directa mantiene el mismo concepto de la insercién directa. Aqui
la muestra es depositada en un filamento que calentara la muestra con una velocidad de
1000°C/s, provocando con esta temperatura y en una cdmara de ionizacién que se encuentra
por debajo de los 30 mTorr que la muestra se volatice y logre alcanzar el filamento en donde

generara los iones necesarios para un correcto analisis de masas.
1.3. Filtros de Masas.

El has de iones generados en la fuente de iones, requiere separarse por medio de un sistema
que garantice un dato exacto de su masa, para ello se han desarrollado diversos filtros de
masas que en funcién del tipo de fendmeno en el cual se basa, pueden ser catalogados de la

siguiente forma:



Introduccion

e e ———  —  — —  — ————— ——————————————

1.3.1 Filtros de Sector magnético.

a) Campo magnético solamente (anica resolucion)

En el espectrometro de masas de defleccion del campo magnético, los iones formados en la
fuente son deflectados en una seccion curveada, por un campo magnético y enfocados dentro
de un detector. La separacion de las masas depende de la fuerza del sector magnético, del

radio de la curvatura de la seccién, y de la magnitud de la aceleracion del voltaje.

b) Doble enfoque (electrostatico y campo magnético, alta resolucién)

La introduccién de un campo electrostatico después (6 antes) permite al campo magnético una
alta resolucion, por esto es que la masa de una particula puede ser obtenida a 4 lugares
decimales. La figura # 2 muestra un instrumento de doble enfoque. La seccion del i6n
positivo es curveada otra vez por el campo magnético aplicado perpendicularmente a la

seccion de vuelo de los iones. El doble enfoque proporciona una resolucién en el orden de

40,000.

Intermediate sht

Focusing element \‘ Focusing element
) e
Magnetic sector T N&ecmc sector

FFR2

= Coliector slits

b o <y

m=6 Multiplier

Source shit P
™~

lon source

Figura# 2. Esquema de un espectrometro de masas de doble enfoque
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1.3.2. Filtros de Cuadrupolo y Trampa de Iones.

a) Filtro de masa de caudrupolo

Este filtro de masas emplea cuatro barras acarreadoras de voltaje (el cuadrupolo) (Figura 3).
Los iones entran por uno de los extremos y viajan con una velocidad constante en direccion

[

paralela a los polos (direccion z), pero adquieren oscilaciones complejas en direccion “x y
“y” por aplicacién de una corriente de voltaje directo y un voltaje de radio frecuencia a los
polos. Hay una “oscilacion estable” que permite a un ion particular pasar de un extremo del
cuadrupolo al otro sin golpear los polos; esta oscilacién es dependiente de la relacion m/z de
un i6n. Por lo tanto, los iones de un solo valor de m/z podran atravesar la longitud entera del
filtro a un conjunto de condiciones dadas. Todos los otros iones pueden tener oscilaciones
inestables y pueden golpear los polos y perderse. El barrido de masa es llevado a cabo

variando cada uno de los rf y las frecuencias de corriente directa (dc) mientras se mantienen

constantes los radios.

Electron beam lon beam Turner-kruger Electron
entrance lens multiplier detector
|

1

lon source Partition for Hyperbolic quadrupole  High energy
ion focus lens  differential pumping dynode detector

Figura # 3. Esquema de un filtro de masas de cuadrupolo.

b) Filtro de trampa de iones

En la configuracion de trampa de iones, la ionizacién y el anélisis de masa ocurren en el

mismo lugar. Los electrones emitidos por el filamento ionizan las moléculas de la muestra en
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la trampa; estos iones pueden ser barridos sobre el rango de masa de 20-650 en el periodo de

un décimo a pocos segundos.

Un electrodo es un pieza en forma de dona horizontalmente rodeando la cdmara, y los otros
dos son capas hemisféricas en el tope y en el suelo de la camara (Figura 4). La trampa de
iones es muy usada como el componente MS de la unidad de la banca de GC-MS; esto es
simple, compacto, rugoso y facil de usar, pero actualmente tiene un limite superior a 650
daltons en el rango de masa. Este es facilmente adaptado a ionizacién quimica , pero no tolera

muestras grandes.

,,,,,,,,

Ring electrode \

End-cap electrodes

Cs* ion gun injection lens system

Figura # 4. Esquema de un espectrometro de masas de trampa de iones.

1.3.3. Filtros de Tiempo de Vuelo.

En los espectrometros de masas de tiempo de vuelo, todas las particulas cargadas
individualmente sujetadas a un diferencial de potencial V obtienen la misma energia en
electrén volts (eV). Estas particulas livianas tienen el tiempo de vuelo més corto a distancias
dadas. Las particulas aceleradas estan pasando dentro de una region de campo libre donde son
separadas en un tiempo por sus valores de m/z y son colectadas. Ya que los tiempos de
entrada entre los iones sucesivos pueden ser menores que 107 seg. Los equipos de
espectrometria de masas de tiempo de vuelo requieren de electrénicas lo suficientemente
rapidas para adecuar la resolucién. Los dispositivos de tiempo de vuelo son muy usados con

métodos de ionizacion sofisticados (FAB,etc.) para medidas de masa altas.
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1.3.4. Filtros de Resonancia de Ciclotrén.

Los iones excitados a bajas energias cinéticas perpendicularmente a campos magnéticos
seguiran orbitales de ciclotron circulares (Marshall y Verdun 1990 Figura 5). Un conjunto de
iones del mismo valor de m/z induciran a una corriente de onda indefinida en platos paralelos
Justo afuera y a los lados opuestos de la orbita del idn; la frecuencia de onda indefinida se
determina solo por el valor de m/z, la fuerza del campo magnético, y la amplitud se determina
por el numero de cargas en el conjunto de iones. Orbitando los conjuntos de iones de muchos
valores de m/z se producen muchas frecuencias, con la transformada de Fourier de estas
sefiales sobrelapadas rindiendo el espectro de masa de m/z y los valores de intensidad . Las
ventajas del FT/ICR incluyen mediciones no destructivas de un amplio rango de valores de
m/z, usualmente con un poder de resolucién alto (mayor 10° a m/z 100) y capacidades para

reacciones de moléculas—ion.

m Laser

W
Analyzer region | ashiashaiha | et "‘C,, .‘\— 3 Source region
107° Yorr | \w“}ﬂ 10751077 Torr Sohds
Laser beam ! “ probe
rre————— . — e ’ g
e - ' 7
o - N H '
©}  Electron I
- e - e
gun
KZ [ S
Sample viewing
m system
Superconducting
magnet
High vacuum High vacuum
pump #2 pump # 1

Figura # 5. Espectrometro de masas de transformada de Fourier.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Como se ha mencionado anteriormente, una de las principales limitantes de la espectroscopia
de masas es la introduccion de la muestra en forma gaseosa a la camara de ionizacion,
podemos decir que los compuestos no volatiles 6 de baja volatilidad presentaran problemas
importantes para la determinaciéon de su peso molecular. Dentro del tipo de muestras que
presentan baja volatilidad se encuentran los compuestos organometélicos, y macromoléculas,

ya sea de origen sintético o bioldgico.

Asi, en los equipos de espectroscopia de masas la instrumentacién requerida para poder
analizar compuestos no volatiles o de baja volatilidad difieren de los equipos convencionales,
en la forma de ionizacién, ya que los sistemas de separacién y deteccién de iones son

similares.

En equipos donde se analizan compuestos no volatiles o de baja volatilidad, debido a que la
forma de ionizacion que se emplea no logra degradar la molécula en iones-fragmento, sino
solo en el mejor de los casos en iones moleculares (ionizaciones mas suaves que las de
impacto electrénico), solo se obtendra una informacion muy limitada del peso molecular. Con
el fin de obtener una mayor informacion se necesita emplear equipos de alta resolucion de
masas, en donde se obtiene la relacion masa/carga con valores significativos hasta de 107
daltons, proveyendo la posibilidad de obtener el peso molecular exacto y de ahi inferir una

féormula molecular con gran certeza.

Los métodos de ionizacién que se encuentran disponibles actualmente para espectroscopia de

masas a continuacién se resumen brevemente:
2.1. Iones moleculares de muestras no volatiles
A mediados de los afios 70’s, la espectrometria de masas con ionizacién de electrones (ED, y

ionizacién quimica (CI) fue muy reconocida como una poderosa herramienta de analisis,

particularmente en combinacién con separaciones en linea de muestras por cromatografia de

10
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gases y con la interfase a sistemas de computo para adquirir y procesar los datos. Las
aplicaciones fueron limitadas a muestras relativamente volatiles, y a pesar de algunos éxitos
con derivatizaciones quimicas para incrementar volatilidad y la introduccién de técnicas
directas para minimizar la pirolisis, se entendi6 que la espectrometria de masas tuvo muy poco
uso en biologia. Aun para muestras bioldgicas pequefias no volatiles, como el acido amino
arginina, fue casi imposible producir intensidades detectables de iones moleculares. Excepto
para péptidos pequefios que contenian residuos volatiles, los polimeros biologicos quedaron
fuera de esta cuestion. Esto nos da a entender que la espectroscopia de masas fue adquiriendo
madurez, y mientras las aplicaciones de GC-MS se fueron expandiendo rapidamente, muchos
creyeron que el exitoso trabajo de descubrir la espectrometria de masas analitica habia
terminado. Después Macfalran y sus colaboradorest!) hicieron el asombroso descubrimiento
de que los iones moleculares integros de la cisteina y la arginina, podian ser desorbidos a
partir de placas delgadas de estos compuestos, los cuales habian sido excitados por altas
energias de fragmentos de fisién a partir de 2*°Cf radioactivo. Esto fue seguido por la
deteccién de iones moleculares de moléculas complejas como tetradotoxina, péptidos con
pesos moleculares excedentes de 3000 ! y oligonucleotidos protegidos con una relacion m/z
por encima de 12,500 ). Estas observaciones le dieron fuerza a la espectrometria de masa
para aplicaciones bioldgicas, y muchas otras técnicas fueron descubiertas rapidamente dentro

de las cuales podemos mencionar las siguientes:

2.2. GC-MS

La tradicional cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC-MS) con ionizacién de
electrones (EI) o ionizacién quimica (CI), todavia es usada para establecer la estructura
quimica de los polimeros. GC-MS es una técnica valiosa para identificar y caracterizar
pequefios componentes volatiles de materiales poliméricos, mondémeros residuales, y
contaminantes no deseados. GC-MS es un analizador bidimensional que combina el poder de

la cromatografia de gases y la espectroscopia de masas.
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GC-MS puede resolver y caracterizar completamente un gran niimero de compuestos volatiles.
La limitacion de la técnica es que para que una muestra pueda ser analizada debe ser lo

suficientemente volatil para eluir del cromatégrafo.

En los andlisis de polimeros, GC-MS ha sido muy usado para identificar y caracterizar
compuestos volatiles y contaminantes . Un ejemplo de estas aplicaciones es la identificacién

de problemas de olor en productos comerciales.

Maeno y sus colaboradores usaron un puerto de muestreo de gases ambientales para GC-MS
con el fin de caracterizar un problema de olor en un polimero superabsorbente %! basado en
poliacrilato.  En sus experimentos, Maeno y sus colaboradores descubrieron que los
compuestos con una estructura vinil-cetona causaba los problemas del olor y se identifico

gracias a su espectro de masas a la isobutil vinil cetona como la causante del problema de olor.

También se emplea GC-MS para caracterizar materiales oligomericos de muy bajo peso
molecular ). Estos oligoméros no son eficientemente cationizados por un metal y no son muy

bien analizados por algunas de las otras técnicas de espectroscopia de masas, como:

a) desorcion de la matriz asistida por ldser (MALDI)
b) ESI
¢) bombardeo rapido de dtomos (FAB)

d) espectroscopia de masas de iones secundarios (SIMS).

Debido a que su volatilidad es adecuada se puede analizar oligémeros y caracterizarlos
completamente por GC-MS. Asi, el surfactante etoxilato Suffynol (2, 4, 7, 9-tetrametil-5-
decin-4, 7-dio) nombrado S420, se analizé por medio de GC-MS, en la figura 6 se muestra el
cromatograma del total de iones (TIC) obtenido en una camara de ionizacién por impacto

electrénico (EI) de S420.
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Figura # 6. GC-MS EI TIC de S420.

Cada uno de los picos intensos es asignado como un oligémero individual del surfactante
S420. La estructura fina observada para los picos agrupados mas grande es asignada como la
resolucion de los isdmeros de cadena larga del etoxilato. Debido a que los surfactantes
Surfynol son dioles, cada alcohol puede ser etoxilado. De la distribucién de los picos de los
oligomeros podemos calcular los pesos moleculares promedio de My = 281 uy My =292 u
con PD = 1.04. Ademais de la informacién de distribucién de peso molecular, también se

puede obtener la informacién de estructuras quimicas de un espectro de masas individual EL

GC-MS también puede ser usada para caracterizar la degradacién de los polimeros, ya que los
productos generados tendran volatilidades mds altas al ser degradados de materiales

poliméricos originales e incluyen fotolisis y termoquimiolisis®*!

. Ritcher y sus colaboradores
usaron GC-MS y técnicas de cromatografia de liquidos (LC)-MS para caracterizar la
fotodegradacion de poli(2,6-dimetil-1,4-fenilen-oxido) (PPE). Entendiendo que el proceso de
fotodegradacion es importante para probar la estabilidad en la luz de PPE. La fotodegradacion
fue realizada usando la radiacion de una lampara de arco de Hg/Xe. La figura 7 muestra un

cromatograma TIC adquirido por impacto electrénico EI de PPE fotodegradado.

13
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Figura # 7. GC-MS EI TIC de productos de degradacién de PPE sélido.

El cromatograma del producto de degradacién muestra 19 picos primarios, que fueron
asignados con la ayuda de los datos de fragmentacién de Wiley y una serie de estandares de
bajo peso molecular. Los productos de fotodegradacion pueden ser identificados como
conjuntos de series homologas y son caracteristicos de la unidad repetitiva de un polimero de

PPE. Los autores proponen que el proceso primario involucra el desdoblamiento del grupo

hidroxilo terminal.

GC-MS también puede ser combinada con microextraccion de fase solida (SPME) para
caracterizar la degradacion producida en los polimeros ['”. Hakkarainen y su colaboradores
demostraron que SPME seguida por GC-MS puede ser mas efectiva que headspadce GC-MS
para identificar productos de degradacion de peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE).

Las peliculas de LDPE fueron tratadas con radiacién ultravioleta (UV) por 100 horas seguidas
de envejecimiento térmico a 80 °C por 5 semanas. La SPME fue realizada con fibras basadas
en silicon cubiertas con polidimetisiloxano (PDMS) y con carbowax polar (divinilbenceno).

La figura 8 muestra tres TIC GC-MS de:

a) SPME usando fibras cubiertas por PDMS,
b) SPME usando fibras cubiertas por carbowax,
¢) Headspace GC-MS.

14
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Figura # 8. GC-MS EI TIC de productos de degradacién UV de peliculas de LDPE

Se detectaron algunas diferencias en las especies de degradacion, con estos diferentes analisis.
En estos espectros se encuentran principalmente cetonas, acidos carboxilicos, ceto-acidos, y
furanonas. Claramente, ambos experimentos SPME identifican muchos mads productos de
degradacion que el headspace GC-MS. Para evaluar la estabilidad térmica relativa de

diferentes peliculas de LDPE Hakkarainen y sus colaboradores usaron los datos del GC-MS.

2.3. Pirolisis

La espectroscopia de masas de pirolisis es una técnica que emplea calor para producir iones
volatiles para analisis por espectroscopia de masas. El calor necesario para producir
fragmentos utiles depende de la estabilidad térmica del polimero, pero generalmente va de
aproximadamente 250 a 1000 °C. Casi siempre este calentamiento dafia al polimero y solo se
pueden analizar fragmentos del polimero de masa relativamente baja. Estos fragmentos con
frecuencia contienen la informacién suficientes para identificar la quimica original del
polimero, pero se pierde la informacién de peso molecular promedio. La tabla 1 muestra

algunos productos de degradacion de polimeros comunes observados por pirolisis de
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espectroscopia de masas ') Este es un método relativamente sencillo para establecer la

estructura quimica de un material polimérico desconocido.

Tabla # 1. Productos de degradacién encontrados en estudios de polimeros por pirolisis.

Falile 20 Degtadation Produ iy T ocountered in
Studyving Folviers by Pyviolysis

s A

El calentamiento por pirolisis puede tomar lugar directamente en un espectrometro de masas
donde el pirolizado es ionizado por EI, CI, 6 ionizacién directa del laser. El calentamiento
puede ser separado del espectrometro de masas, y se pucden aplicar otros experimentos de

espectroscopia de masas a los pirolizado, como GC-MS, ESI o MALDI.

El proceso de pirolisis también puede ser caracterizado por métodos de espectroscopia de
masas termogravimetrica (TG-MS) o por una combinacién de TG-MS y GC-MS [ 1a
ventaja de la espectroscopia de masas de pirolisis es que son experimentos relativamente
simples y que los rendimientos son medidos directamente de la masa del polimero. En

algunos casos se pueden conseguir resultados cuantitativos '3,
Los experimentos directos de espectroscopia de masas de pirolisis pueden usarse para

establecer la estructura quimica del polimero y para investigar las vias de degradacion

quimica. Un ejemplo de este trabajo es la investigacién de polieterimida (PEI) realizada por

16
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Carroccio y sus colaboradores '™, En estos experimentos, el PEI es calentado gradualmente,
de 50 a 700 °C a 10 °C/min. Los pirolizados son ionizados por EI. La figura 9 muestra

ejemplos de los espectros de masas que se obtuvieron.
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Figura # 9. Espectro de masas El de productos pirolisados desarrollados de una muestra de PEI purificada a (a)
520y (b) 620°C.

Se identificaron aproximadamente 57 diferentes iones en el pirolizado. La informacion del
espectro de masas se combina con la informacién de temperatura de pirolisis para crear
perfiles térmicos. La figura 10 muestra una serie de perfiles térmicos para PEI crudo y
purificado para algunos de los iones mds importantes observados en el espectro de masas. Las
asignaciones quimicas y los perfiles térmicos de los iones dan informacién importante sobre la

estructura y el desarrollo del mecanismo involucrado en la degradacion térmica del PEL
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Figura # 10. TIC y los perfiles de temperatura de los iones detectados a 368, 387, 592 y 594 u observados en el

espectro de masas de pirolisis directa del crudo (-) y purificado (....) de muestras de PEI.

Otro ejemplo de aplicacion es la pirolisis directa seguido de espectroscopia de masas en la
caracterizarcion de co-polimeros en bloque y al azar de estireno-butadieno.  Estos
experimentos muestran que en el co-polimero en bloque, cada bloque es pirolizado muy
similarmente al correspondiente homopolimero. El caucho al azar de estireno-butadieno, sin
embargo, produce datos de pirolisis que muestran una forma parecida entre los dos

homopolimeros.

La espectroscopia de masas por ionizacién de campo (FIMS) puede ser usada como una
técnica directa para obtener datos de masa analizada en productos de pirolisis de masas mas
altas. Un ejemplo de esta técnica es en la caracterizacion de dienos de caucho por medio de
pirolisis FIMS de polibutadieno a 300-325 °C. En la figura 11 se muestra un ejemplo de un

espectro de masas.
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Figura # 11. lonizacion de espectroscopia de masas por pirolisis de campo (FIMS) de PBD.

Los datos de pirolisis FIMS proporcionan informacién acerca del mecanismos de pirolisis a
baja temperatura de] caucho. Los datos pueden ser interpretados en términos del mecanismo

de degradacion de radicales libres.

El descubrimiento de técnicas de fotoionizaciéon laser directa para espectroscopia de masas de
pirolisis proporciona la ventaja de una técnica de ionizacion suave. Zoller y su colaboradores
desarrollaron métodos de espectroscopia de masas de fotoionizacién-pirolisis para identificar y

16171 En estos experimentos, los

cuantificar materiales poliméricos de acrilonitrilo-butadieno
pirolizados fueron formados en la fuente del reflector de un espectrometro de masas de tiempo
de vuelo (TOFMS) y los iones fueron creados por fotoionizacién con laser ultravioleta a vacio
con una radiacion 118.2 nm. El laser UV es creado por una frecuencia triplicada a 355 nm en
tercer armonico de un laser Nd:YAG. La figura 12 muestra un espectro de masas de

fotoionizacién-pirolisis de polietileno de alta y baja densidad producidos por esta técnica.
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Figura # 12. Espectro de masas de fotoionizacién-pirolisis de polietileno de (a) baja y (b) alta densidad.

El espectro de masas es claramente diferente, y las diferencias pueden estar relacionadas al
grado de derivacion en la muestra. Empleando analisis lineal discriminatorio, las diferentes

muestras de poliolefinas son clasificadas correctamente.

Aunque la técnica de espectroscopia de masas acoplada directamente a un equipo de pirolisis
puede ser una herramienta muy poderosa para caracterizar materiales poliméricos, el espectro
de masas puede ser complejo y dificil de interpretar debido a la enorme cantidad de
compuestos que se generan, sin embargo, el uso de un modelo de computadora y de
cromatografia previa a la espectroscopia de masas puede simplificar el proceso de
interpretacién. Georgakopoulos y sus colaboradores desarrollaron un sistema especialista
(ES) para ayudar en la interpretacién de espectros de masas de pirolisis directa. El sistema
especialista contiene espectros de referencia de una variedad de polimeros de condensacion,
incluyendo poliamidas, policarbonatos, polieteres, poliesteres, poliureas, poliuretanos,
poliimidas, polisulfidas, polisulfonas, bases polischiff, polisiloxanos y polifosfogenos. El
sistema también contiene datos que fueron adquiridos usando EI, CI y l1onizacién por
desorcion quimica (DCI). Con la ayuda de este programa se obtiene un buen resultado

cualitativo en la determinacion de la unidad repetitiva.
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El equipo de pirolisis también pueden estar acoplado a un cromatdgrafo de gases-
espectrometro de masas, por ejemplo en los casos en que los experimentos no pueden ser
realizados con ionizacién directa dentro del espectrometro de masas, se emplea GC para
simplificar el espectro de masas individual. Un ejemplo de este arreglo instrumental es el
andlisis de polietileno. En la figura 13 se muestra un cromatograma de elusion de pirolisis

GC-MS, también llamados pirogramas.

& Abundance

Polyetnylenn

S.00 1000 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 4D.00 45.00

Figura # 13. Cromatogramas de pirolisis GC-MS de (a) referencia de PE pirolizado a 750°C y (b) muestra de una

capa de comida limepia (pelicula de polietileno)

En este caso, el pirolizado fue separado via GC antes del analisis MS. La adicion de la
separacion de GC puede ser muy til para separar los fragmentos EI del espectro de masas!'®).
Los patrones individuales de fragmentacion iénica pueden ser usados para asignar
correctamente la estructura del pirolizado. En la figura 13 se pueden ver claramente los picos
ionicos asignados como los diferentes segmentos de cadena larga del polietileno. Estos
segmentos de hidrocarburos muestran la estructura quimica del polietileno, pero el peso

molecular promedio de las muestras originales del polietileno se ha perdido.

La espectroscopia de masas de pirolizados también puede ser usada para monitorear la
reaccion de polimerizacion de un polimero térmicamente crudo. Galipo y sus colaboradores
fueron capaces de seguir el progreso de la polimerizacién de una poliimida (Ciba-Geigy

Matrimid 5292) identificando pirolizados caracteristicos de los reactivos y los productos.
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Controlando el calor suministrado para un experimento de espectroscopia de masas de
pirolizados se pueden crear fragmentos de mayor masa. Estos pirolizados de mayor masa

después pueden ser analizados por técnicas como MALDI o ESL

Uno de los polimeros de los que se obtiene una gran cantidad de compuestos en el pirolizado
son los poliuretanos. Lattimer y sus colaborados emplearon pirolisis de baja temperatura en
un rango de 250-325 °C, seguido por MALDI para estudiar materiales de poliuretano '), EI
uso de MALDI para analizar los productos de pirolisis de baja temperatura permite la
caracterizacion de pirolizados de elevada masa, mejor que el uso de pirolisis directa o pirolisis
GC-MS. La figura 14 muestra un espectro de masas MALDI de poliuretano pirolizado a 300

°C por 30 minutos.
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Figura # 14. Espectro de masas MALDI de poliuretano pirolizado por 30 min a 300°C.

En esta figura Lattimer y sus colaboradores identificaron 5 diferentes series oligébmericas que
se asignaron como un diol lineal; un poliéster ciclico; poliésteres terminales insaturados y
poliésteres ciclicos, derivados de la deshidratacién. Los datos de pirolisis MALDI indican que
la degradacién del poliuretano sigue dos pasos; disociacién del enlace uretano y el intercambio

de esteres.
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Barton y sus colaboradores emplearon pirolisis ESI y MALDI para caracterizar las formas de
degradacion del polioxido de propileno (PPO) 2%, La figura 15 muestra un espectro de masas

de una pirolisis ESI para una muestra de PPO lineal con un peso molecular de 2000 u.
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Figura # 15. Espectro de masas ESI de PPO pirolizado.

Los autores observaron e identificaron algunas series diferentes en el espectro de masas. Estos
resultados sugieren que los enlaces C-C y C-O contiguos al radical alcoxi son formas claves
de degradacion para el PPO. Ademas, los autores sefialan que los datos de pirolisis-ESI

Juegan el rol principal para los radicales alcoxi en la degradacion.

2.4. Técnicas de Spray (termospray).

Con el fin de resolver el problema de la ionizacién y vaporizacién de moléculas no volatiles el
Profesor Leonard Loeb en el afio de 1958 estudié el proceso de electrificacion estatica de
particulas no volétiles. Este estudio habia sido anteriormente realizado por Chapman desde
1938. El midi6 la movilidad de los iones producidos a presion atmosférica evaporando gotas
de liquidos cargados, las cuales fueron coherentes con los iones moleculares en la fase
gaseosa, aunque esto también puede ser explicado como unas gotas relativamente pequefias
altamente cargadas, esto hasta entonces era un dato inusual. Después en la década de los 60°s
y 70’s, Dole y sus colaboradores desarrollaron un aparto de electrospray enfocado a producir
iones moleculares a partir de polimeros no volatiles. Las soluciones en spray que contenian

poliestireno de alto peso molecular, produjeron una movilidad del espectro, la cual fue
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coherente con los iones moleculares de estas moléculas, pero los intentos para observar iones
en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo, no fueron exitosos. Iribarne y Thompson
(2 yepitieron las pruebas realizadas por Chapman, empleando un aparato de mas alta
resolucidn, concluyendo que la desorcion de iones moleculares pequefios en realidad habia
ocurrido. Enseguida ellos demostraron que los iones moleculares de una gran variedad de
solutos pueden ser producidas por electrificacion spray, y que estas especies pueden ser

detectadas y analizadas por espectroscopia de masas.

Durante los ultimos afios de 1980 y principios de 1990, basandose en estas observaciones se
desarrollaron equipos comerciales de masas para compuestos de baja volatilidad, que se
denomind interfase “termospray”, ya que era una unién entre la cromatografia de liquidos y
espectroscopia de masas. Los compuestos no volatiles eran eluidos por HPLC e introducidos
en una cadmara que estaba a una temperatura alta con el fin de eliminar el solvente. Los iones
eran producidos en el proceso “spray”, cuando las moléculas pasaban a través de un filamento
caliente, que normalmente es usado como fuente de ionizacidon inicial. Este método que
emplea una vaporizacion térmica directa seguida de una ionizacién spray mostré fallas ya que
el haz del i6n mostraba iones adicionales de los que se podia inferir la formacion de aductos
con el solvente, en donde el i6n molecular contenia una, dos y hasta tres moléculas de

solvente.

Fue entonces que se llegd a la conclusion de que los iones moleculares eran producidos por la
técnica de ionizacién “spray” a partir de moléculas en forma muy similar al método de
ionizacién quimica normal con las moléculas del solvente, por lo que con este tipo de
espectrometro de masas se generaban mas problemas que soluciones, por lo que los equipos se

dejaron de producir de forma comercial a finales de los afios 90.

Siguiendo estas primeras observaciones, Fenn y sus colaboradores aplicaron sus
conocimientos en un haz molecular supersonico para desarrollar un nuevo camino, similar
superficialmente a lo primeramente por Dole, pero con resultados espectacularmente

diferentes.
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2.5. Electrospray

El trabajo por Fenn y sus colaboradores en desarrollar la técnica de ionizacién electrospray fue
ignorada por mucho tiempo por la comunidad de espectroscopia de masas, hasta que tuvieron
una pequefia audiencia de la ASMS en 1988, donde ellos presentaron sus primeros resultados

[22].

en trabajos realizados sobre proteinas Una pequefia muestra de los primeros resultados se

muestran en la figura 16.
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Figura # 16. Ejemplos de los primeros espectros de electrospray de proteinas.

El hecho de que estos iones moleculares de proteinas altamente cargadas, fueran tan grandes,
tendiendo un peso molecular de aproximadamente 40,000 y que pudieran ser observados sin
evidencia de fragmentacién, fue verdaderamente asombroso. El aparato usado en este

experimento es mostrado esquematicamente en la figura # 17.
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Figura # 17. Diagrama esquemético de una fuente de iones electrospray.

En este tipo de equipos las muestras que tiene bajas volatilidades deben de ser introducidas de
manera directa en forma de solucién a través de un tubo capilar localizado en la parte
izquierda del dibujo, otra forma de introduccién de muestra es por medio del eluente de un

cromatografo de liquidos.

La aguja mostrada en la figura, permite la introduccién de la muestra al sistema de ionizacion.
La aguja de electrospray es operada a un elevado potencial de campo y es un elemento
importante para la interfase a cromatografia de liquidos. Para iones positivos con la aguja a un

cierto potencial de campo, los voltajes tipicos aplicados son los siguientes:

a) electrodo cilindrico, -3500 V

b) entrada metalizada al final del tubo capilar, -4500 V
¢) salida al final, +40 V

d) skimmer, +20V

e) lente de entrada al cuadrupolo

Los iones negativos son producidos por la reversibilidad de la polaridad de los voltajes. Esto
es util para agregar una pequefia corriente de oxigeno o de otros electrones inservibles cerca
de la aguja, y asi inhibir el comienzo de la descarga corona, la cual ocurre a voltajes mas bajos
en el modo i6n-negativo. La movilidad de los iones en el capilar es lo suficientemente baja,

permitiendo que la corriente del gas a través del capilar pueda arrastrar los iones por encima
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del potencial del gradiente y llevarlos hasta la salida. Este acercamiento también ha sido
usado exitosamente para la interfase con espectroscopia de masas electromagnética, donde la

fuente de iones puede ser como mucho + 15 Kv.

Las muestras en solucién entran a través de la aguja de acero inoxidable a un flujo usualmente
entre 1 y 40 pL/min. El campo en la punta de la aguja carga a la superficie del liquido
emergente, y las fuerzas Coulomb dispersan a la muestra dentro de un fino spray de gotas
cargadas. Las gotas son llevadas por el campo eléctrico hacia el extremo de entrada del
capilar a través de un flujo concurrente de un bafio de gas (nitrégeno seco), generalmente a
800 Torr, con un rango de temperatura de 320-350 °K, y un flujo de 100 mL/min
aproximadamente. El vapor del solvente, que proviene de las gotas evaporadas junto con otro
material no cargado, es empujado hacia afuera de la entrada del capilar por un bafio de gas.
Como las gotas vaporizadas se encuentran altamente cargadas, se convierten en compuestos
inestables y subdivididos, y eventualmente producen iones moleculares. Si las especies estan
presentes como solutos, estds pueden acomodar grandes numeros de elementos cargados,
como las proteinas, y pueden ser observados en el espectrometro de masas como se muestra en
la figura # 16. Algunos de estos iones son introducidos en el flujo del bafio seco de gas que
entra en el tubo capilar y emerge en el extremo de salida, llevandolos a lo largo de un jet libre
supersonico dentro de la primera de las dos camaras de vacio. Una porcién del nucleo de este
jet libre pasa a través de un deflector (skimmer) dentro de una segunda céamara de vacio y

reparte iones al analizador de masas.

Los detalles del mecanismo por el cual los iones moleculares son desorbidos de las gotas
liquidas evaporadas cargadas son todavia un tema polémico. Las gotas son inicialmente
formadas con una carga cercana pero debajo del limite de Rayleigh, el cual corresponde a los
radios de las gotas, al cual las fuerzas de tension superficial que mantiene las gotas juntas es
igual a las fuerzas repulsivas Coulomb entre las cargas. Como los gotas se evaporan, este
limite es excedido y se vuelven inestables, esta inestabilidad hidrodindmica, al menos para
gotas grandes, provoca la liberacion de un jet de pequefias gotas cargadas. Mientras la gota
inicial se evapora, este proceso es repetido hasta que el liquido es enteramente dispersado.

Hay acuerdos generales sobre la primera parte de este proceso, pero el mecanismo principal
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para iones moleculares a partir de gotas cargadas muy pequefias ha sido la fuente de algunos

debates.

Iribarne y Thomson *! propusieron el modelo de evaporacién del ié6n campo-inducido, en el
cual el alto campo eléctrico en la superficie de una pequefia gota cargada, fue suficiente para

hacer la evaporacion del i6n en competencia con la evaporacion del solvente.

Roellgen desafio este modelo basandose en que los campos altos que fueron localizados,
pueden causar el inicio de una inestabilidad hidrodinamica en la superficie, produciendo asi un
chorro y liberando un gran niimero de gotas cargadas. La opinion de Roellgen es que la
desintegracion hidrodindmica continua hasta que las gotas son tan pequefias que contienen
solo un i6n solvatado, y que la desolvatacion produce los iones que son observados en el
espectrometro de masa. Esta bastante claro que las energias observadas para el modelo del i6n
evaporado requieren que los iones emitidos estén fuertemente solvatados. De ser asi, los dos
modelos se vuelven casi indistinguibles y principalmente semanticos. En uno de los casos
tenemos un idn solvatado y en el otro una pequefia gota cargada que contiene una sola especie.
Esta especie puede competir con el solvente por la carga como un proceso de evaporacion. En
cualquiera de los casos, para producir iones eficientemente por electrospray, es deseable
producir primero pequefias gotas que estén cargadas todo lo que sea posible y provocar que
estas gotas se evaporen en un bafio de gas. Si la concentracion de la muestra o de sales no
volatiles es muy alta, la eficiencia de ionizacién es baja, ya que las gotas pueden secarse a una

particula sélida.

Han sido descritas en la literatura un gran niimero de variaciones en el disefio de la fuente del
i6n electrospray. Muchas de estas variaciones se encuentran en uso en instrumentos
comerciales. La mayoria estan relacionadas con el muestreador de iones de electrospray
dentro del espectrometro de masas, con el fin de maximizar la sensibilidad y mejorar la
seguridad. En algunas de estas variaciones, no se usa el flujo del bafio de gas a contracorriente
y el residuo de gotas y alguno de los vapores del solvente entran a la interfase de la aguja con

el espectrometro de masas.
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En estos sistemas la evaporacién se completa y se previene la desolvatacién usando una aguja
capilar caliente o una camara caliente. En aplicaciones en las que se requiere un muestreador
continuo del efluente de HPLC, la principal preocupaciéon ha sido la contaminacion de
superficies en la interfase con el espectrometro de masas por componentes no volétiles, los
cuales pueden causar la suspension del sistema y que el equipo fuera desarmado y limpiado
constantemente. Algunos esquemas ingeniosos han sido descritos recientemente en un intento
para eficientar muestras de iones, pero rechazan gotas liquidas o particulas macroscépicas, las

cuales deben de estar presentes.

La técnica de electrospray es un método de ionizacién dependiente de la concentracion. Esta
técnica trabaja mejor a bajas velocidades de flujo. Reduciendo el didmetro de la aguja de
electrospray, se pueden producir sprays estables de muy finas gotas, a velocidades de flujo de

1 nL/min o menos %,

Ademas, esta aguja de “nanospray” trabaja a muy bajos voltajes (ca.
1000 V o menos) debido a que los campos muy altos producidos en la punta pueden ser
localizados muy cerca de la aguja muestreadora de iones dentro del espectrometro de masas, el
cual tiene un flujo de solvente muy lento. Esto permite una sensibilidad muy alta para

cantidades pequefias de muestra.

El empleo de ésta técnica de andlisis a tomado rapidamente un lugar preponderante en el
analisis de muestras de baja volatilidad, ya que gracias a la técnicas de cromatografia liquida
se puede aprovechar la separacion que se pueden tener de los diversos compuestos con la
técnica de electrospray, puediendo tener resultados relevantes cuando se tiene una interfase
con la cromatografia de elusién por tamafio, lo cual ha permitido hacer calibraciones absolutas
de estandares de metilmetaclirlato, polietilenglicol, estireno, y de algunos co-polimeros de

bisfenol A, neopentilglicoles y acido tereftalico.

Gracias a esta técnica de interfasamiento, por medio de cromatografia de liquidos se han
logrado identificar muestras tan complejas como los oligdmeros de taninos presentes en el
vino tinto, ¢ productos de degradaciéon como acido humico y acido fulvico, en donde se tiene

la principal limitante que es la solubilidad de estos compuestos en el sistema de separacion [25]
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Dentro del é4rea de los polimeros esta técnica de electrospray tiene una aplicacion
importantisima debido a que es posible establecer un analisis estructural donde se pueden

[26]

definir los grupos funcionales terminales como lo reporto Yalcin ', para un grupo de

polietilenglicoles usados en farmacos de liberacion controlada.

Dentro del 4rea de los polimeros aplicados a la electrénica, Svedberg *”) ha logrado identificar
con éxito los polimeros aplicados en microchips que contienen una capa conductora,
policarbonatos 6 polimetilmetacrilatos. El establecimiento de los mecanismos de reaccion
durante el proceso de polimerizacion de isobutileno, y de estireno de vinil benceno también
han sido ayudados por la técnica de ionizacion de electrospray, ya que se han logrado
establecer intermediarios importantes y debido a su acople con cromotografia de permeacién
de gel, también se ha logrado separar oligdmeros y establecer distribuciones de pesos
moleculares de una manera muy exacta cuando se encuentran acoplados a un espectrometro de

masa de tiempo de vuelo 252,

A pesar de los enormes beneficios que esta técnica de ionizacién de compuestos de baja
volatilidad ha contribuido en la quimica y en la ciencia de los materiales, las principales
aplicaciones se encuentran en el area bioldgica, la cual se ha logrado combinar con la
cromatografia capilar de electroforesis para la identificacién de proteinas y oligonucleotidos

30 . . . (1
{ ], asi como la microextraccion en fase sélida.

2.6. Desorcion de superficies

Con todos los beneficios mostrados, ahora es obvio considerar que la técnica del electrospray
debe ser un método muy suave de ionizacién. Ahora se ve perfectamente razonable el
concepto de descomponer liquidos para producir gotas muy finas, cargarlas, y evaporarlas
suavemente para remover el solvente, dejando un i6n de una proteina multi-cargada en la fase

de gas, la mayoria de las técnicas de desorcion superficial no hacian esto.
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Una excepcion es la téenica de desorcion de campo (FD) descubierta inicialmente por Beckey
y sus colaboradores. Ellos deben ser considerados iniciadores de la técnica de spray, en la
cual se involucran aplicaciones de un campo eléctrico alto a una superficie liquida, obteniendo
como resultado la produccion de iones moleculares intactos de muestras no volatiles. La
principal diferencia es que la técnica FD se realiza a vacio del espectrometro de masas y la

técnica del spray requiere un bafio de gas a temperaturas altas.

El mecanismo de producciéon de iones, para iones positivos y negativos por FD ha sido

ampliamente estudiado por Roellgen y colaboradores®'’.

Aunque est4 técnica no es muy
practicada en el presente, estos estudios han proporcionado muchos de los fundamentos de los

procesos involucrados en ionizacion de spray.

2.7. Alta energia de impacto de particula

No es intuitiva la idea de que los fragmentos de fisién de Mav impactados sobre la superficie
pueden producir iones moleculares de moléculas no volatiles y térmicamente labiles. EIl
método de ionizacion fue descubierto como un subproducto de estudios en decaimiento por
Macfarlane y sus colaboradores. Ellos emplearon la técnica de andlisis de tiempo de vuelo
(TOF) para medir el tiempo entre la emision del electron y la deteccion de las particulas beta
en el detector separado algunos metros. De los picos observados en este espectro se encontro
que ninguno estaba relacionado con el decaimiento beta. La conclusion fue que los
contaminantes en la superficie fueron ionizados y emitidos. Los emisores beta fueron
remplazados por una fuente del fragmento de fision **°Cf para incrementar la deposicion de
energia en la superficie. La superficie fue dopada con muestras conocidas no volatiles. En los
primeros experimentos, los iones moleculares protonados observados fueron de la arginina,

una molécula consideraba imposible por técnicas entonces en uso.

Un diagrama esquemadtico de un sistema de desorcion de plasma se muestra en la figura 18.
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Figura # 18. Esquema de un experimento Cf-PDMS.

La ionizacién se inicia por una fisién espontdnea de un nucleo 32Cf, el cual produce
fragmentos de fisién con energias de 100 Mev y cargas de + 20 aproximadamente. Los
resultados también se han obtenido usando un haz de luz similar a las particulas de un
acelerador. La transferencia de energia lineal de estos iones en un soélido es tan grande (0.1-1
ke V/A), que es importante que la fuente sea delgada (fina). Una fuerza tipica de una fuente es
de 10 microcuries extendida sobre un area circular de 3-5 mm de diametro. El grueso de la
capa de californio esta alrededor de 1 ng/em®. El complemento de la capa debe de ser bastante
delgado, que permita que uno de los fragmentos de fisién alcance el detector del comienzo y el
otro fragmento pase a través del complemento y ionize la muestra depositada en la superficie
del complemento. La rejilla se coloca aproximadamente a 2-5 mm en frente de la superficie
de la muestra, y se aplica un alto voltaje (aproximadamente 5-10 kV) a la muestra para
acelerar los iones hacia el detector. Antes de MALDI y electrospray, esta técnica se convertia
en una herramienta estandar en laboratorios de espectrometria de masas al centrarse en
muestras bioldgicas. En aquella época era la Unica técnica disponible que podria producir
confiablemente los iones moleculares de las proteinas con un peso molecular mayor de
10,000. El espectro de una de las proteinas mas grandes que fueron medidas se muestra en la

figura 19; esta ilustra la energia y los problemas con la técnica.
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Figura # 19. Ion positivo de PSP *>Cf-PDMS.

La baja calidad del espectro por estandares contemporaneos, se entiende que es debida
primeramente a la descomposicion metaestable de los iones en vuelo. La técnica de desorcion
de plasma ha sido suplantada en gran parte por electrospray y MALDI, pero esta técnica
marcd un punto importante en el descubrimiento de técnicas de ionizacién para espectrometria
de masas de muestras dificiles. En ambas técnicas, se renové el interés en gran parte al campo
inactivo de espectrometria de masas de tiempo de vuelo, particularmente para moléculas
grandes, y demostrandose que para el primer tiempo, estos iones increibles pueden existir en la

fase gaseosa el tiempo necesario para que sean medidas.

2.8. Baja energia de impacto de particula

Poco después de la publicaciéon del trabajo de Macfarlane’s, Benninghoven y sus
colaboradores presentaron los primeros resultados en ionizacion de moléculas no volatiles por
impacto ionico de baja energia. El andlisis de espectrometria de masas de iones producidos
por bombardeo de superficies con iones keV, era ya establecido como una técnica para andlisis

de superficies P,

Las primeras aplicaciones fueron a estudios fundamentales, los cuales se
basaron en el hecho de que la espectroscopia de masas de iones secundarios (SIMS)

proporciona una alta sensibilidad absoluta para muchas componentes de la superficie y se

33



Revision Bibliografica

diferencia de otras técnicas disponibles, ya que puede detectar hidrogeno y determinar los
componentes isotopicos de elementos en la superficie.

Benninghoven y colaboradores ©**!

mostraron que SIMS fue una técnica muy sensible para la
deteccion e identificacién de compuestos organicos. Esta técnica puede ser operada en el
modo “estatico”. EIl principal problema en detectar moléculas intactas en SIMS puede ser el
efecto dafiino del haz del i6n primario. Este efecto puede ser minimizado operando en el
modo “estatico”, en el cual la superficie es bombardeada a una densidad de corriente muy
baja. Los dafios de las secciones transversales se encuentran generalmente en el orden de 107
cm’; manteniendo el nivel total de iones primarios por debajo de aproximadamente 10"%/cm’
asegurando una pequefia probabilidad de que un area superficial dafiada por el impacto de un
16n sea impulsado por otro i6n primario durante la medicién. La técnica estatica SIMS ha sido
aplicada a una amplia variedad de compuestos organicos incluyendo amino acidos, péptidos,

(34]

nucleosidos, nucledtidos, vitaminas y muchos otros Casi todos los espectro muestran

abundancias altas de iones moleculares protonados 6 cationizados. Los rendimientos
secundarios de iones moleculares son tan altos como 0.1 y dependen fuertemente del substrato
y de las propiedades del haz primario. Los substratos de metales nobles generalmente

producen los rendimientos mas altos.

La mayoria de los primeros trabajos de SIMS emplearon deflexién magnética o analizadores
de cuadrupolo, y la necesidad de trabajar en el modo estatico junto con la pérdida de iones, la
cual es causada por el ciclo de analizadores de barrido, hacen la sensibilidad menor que la
deseada. Una solucién a este problema fue el uso del analizador de tiempo de vuelo, esto
permito que cada i6n fuera desorbido por un pulso de iones primarios y que los iones fueran

detectados B3,

También, el analizador lineal de tiempo de vuelo solo requiere que el i6n se
mantenga estable durante el tiempo necesario para atravesar el campo acelerado; asi, los iones
que no pueden ser detectados en el instrumento de barrido pueden ser detectados como
resultado de los fragmentos con el mismo tiempo de vuelo de iones moleculares intactos. Se
observaron producciones significantes de iones moleculares de un numero insuperable de
compuestos. Los espectros obtenidos por TOF-SIMS son muy similares a los obtenidos por

252 . . .
Cf TOF segun lo demostrado por comparacion de las mismas muestras. En ambos casos,
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los iones de peso molecular muy alto son predominantemente metaestables. También han sido
utilizadas las particulas neutras en el rango keV, pero los resultados de estas particulas son
similares a los de los iones de energia comparable.

Puesto que es entendido que los iones que se acercan a la superficie con energias keV son
probablemente neutralizados por una amplia gama de transferencia de electrones, no es

sorprendente que la carga en las particulas es poco importante.

2.9. Impacto de baja energia con superficies liquidas

Otro acercamiento exitoso para mejorar la utilidad de la ionizacién de impacto de baja energia

361 Esta técnica

para moléculas no volatiles fue descubierta por Barber y sus colaboradores
difiere de SIMS en dos aspectos:
a) Primero, el haz primario es un haz de energia neutra keV , el cual es producido por
neutralizacién de intercambio de la carga de un haz del ion.
b) Segundo, la muestra se introduce a una soluciéon & suspensiéon en un liquido

relativamente no volatil, como lo seria el glicerol.

Esta claro que la presencia ¢ ausencia de cargas en las particulas incidentes tiene un pequefio
efecto sobre el proceso de desorcion, pero el uso del haz neutro es mas conveniente con
instrumentos magnéticos, donde las fuentes estén a un potencial alto. Se tienen efectos muy
marcados si se substituye la superficie sélida con una matriz liquida. El efecto mas notable de
la matriz liquida es el retiro de los requisitos para trabajar a bajas densidades de corriente para
evitar el daflo a moléculas en la superficie. Frecuentemente se han empleado densidades de
corriente y algunos niveles de magnitudes mdas grandes que las sugeridas por Benning y
colaboradores. En muchos casos se han mantenido como intensidades estables por 30 minutos
o mas ®7) 1a produccién de iones moleculares protonados de muestras no volétiles. El andlisis
racionalizado para estos efectos es que la solucién presenta una superficie movil, la cual es
constantemente renovada para el bombardeo del haz. Esto proporciona rellenos continuos de
muestras que no perjudiquen a la superficie para que sea ionizada. Los trabajos realizados por

Field muestran que si ocurre el daiflo por la radiacién substancial al glicerol, aproximadamente
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100 moléculas de radiacion de productos dafiados son producidos por 4tomos de argédn

incidentes 5-keV.

Una desventaja de la matriz liquida es que el fondo substancial es producido por la ionizacion
del glicerol y sus fragmentos son inducidos por radiacién. También los agrupamientos
substanciales del glicerol con muestras ionicas son observados junto con agrupamientos de
iones mezclados cuando se analizan muestras impuras o mezcladas. Esta técnica, conocida
como bombardeo rapido del atomo (FAB) o liquido SIMS, que es dependiente de la carga del
haz incidente, ha sido exitosamente aplicada a una amplia variedad de muestras dificiles (38,
Parte de este éxito puede ser atribuido a su compatibilidad con instrumentos magnéticos de
alta resolucién; estos fueron los instrumentos mas utilizados al tiempo que esta técnica fue

descubierta, y las fuentes FAB o LSIMS fueron disponibles comercialmente en la mayoria de

las empresas inmediatamente después de la publicacion inicial.

2.10. Flujo FAB

El flujo continuo FAB fue descubierto para corregir algunas de las dificultades con la técnica

estandar FAB, mientras que se conservan las ventajas esenciales **),

Esta técnica utiliza una
punta de prueba para la introducciéon de la muestra que proporciona una flujo continuo de
liquido dentro de la fuente de iones en el espectrometro de masas y sobre la plataforma de la
muestra donde ocurre el bombardeo del atomo. Esto reduce los requisitos para un acarreador
viscoso y permite el uso de solventes mas volatiles como el agua, metanol y acetonitrilo. La
velocidad de flujo del liquido se encuentra generalmente en el rango de 1-20 pL/min, y las
muestras pueden ser analizadas por inyeccién de flujo, siguiendo una separacion en linea por
LC capilar, o electroforesis capilar. Ademas a la ventajas obvias, también proporciona bajos

(401

limites de deteccion y efectos disminuidos de la supresién del i6n *"* comparados a el FAB

convencional.
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1.10. FDy FAB

La espectroscopia de masas de desorcién de campo (FD) *'**?) y bombardeo rapido de 4tomos
(FAB) ™ son técnicas que fueron desarrolladas para proporcionar masas especificas a
compuestos que no son lo suficientemente voldtiles para analizarlos por técnicas de
espectroscopia de masas tradicionales. FD y FAB fueron muy practicadas en un tiempo y
usada algunas veces con instrumentos de sectores magnéticos para proporcionar datos de

masas elevadas exactas para materiales mayores a unos cuantos miles de unidades de masa

(u).

En FD se aplica directamente una solucion diluida del polimero al filamento, en el cual ha
crecido una microaguja de carbon pirolitico. Este emisor es puesto a un voltaje alto y es
colocado cerca del electrodo contador creando altos campos potenciales requeridos para la
ionizacién de campo. FD es una técnica de ionizacion suave, la cual primeramente produce
iones oligomericos intactos. Se ha demostrado que esta técnica es efectiva para llevar a cabo
el andlisis de polimeros de bajo peso molecular, como el poliestireno. FD con cargas
cationizadas multiples ha empezado a ser investigada para ayudar a ampliar el rango de masa
de los instrumentos del sector magnético. FD es una técnica experimentalmente exigente y
consumidora de tiempo, pero es una técnica que todavia se utiliza, principalmente en el

analisis de polimeros que les falta la suficiente funcionalidad para ser ionizados por MALDI.

Evans y sus colaboradores demostraron que FD puede caracterizar estandares de polietileno de

bajo peso molecular, como se muestra en la figura 20.
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Figura # 20. Espectro de masas FD de un estandar de PE de bajo peso molecular.

La técnica FD también es empleada para anélisis de pre-polimeros y de aditivos para
polimeros en casos donde las técnicas como MALDI 6 espectrometria de masas de idn-
secundario liquido (LSIMS) presentan algunas complicaciones debido a las interferencias de

la matriz 4,

En el caso de FAB, la solucién diluida del polimero se mezcla con una matriz liquida, como el
glicerol, y esta mezcla es aplicada a una punta de prueba. La prueba es bombardeada con un
haz de luz rapido. Las técnicas FAB y LSIMS estdan muy relacionadas. La principal
diferencia entre estas técnicas es que para FAB se utiliza una haz de luz neutro primario y para
LSIMS se utiliza un haz de luz cargado. La matriz liquida sirve para mantener separada las
moléculas oligoméricas individuales y para refrescar constantemente la superficie de la

muestra, provocando tiempos de analisis muy largos.

Una gran desventaja de la técnica FAB es que la superficie de la matriz liquida es la tinica
parte analizada de la muestra. FAB puede tener problemas con la discriminacion, la cual esta
basada en la actividad relativa de la superficie de los diferentes analitos. La figura 21 muestra

un espectro de masas FAB de un surfactante Surfinol etoxilado S465.

38



Revision Bibliografica

601 645

513

500 700 900 1100

Figura # 21. Espectro de masas FAB de un surfactante etoxiliado S465. Eli6n a 513 u es asigando como el

oligomero etoxilado 6.

El espectro de masas muestra claramente los oligoméros de la muestra surfactante. La
popularidad de FAB disminuia con el incremento de MALDI y ESI. Los experimentos de
FAB todavia se realizaban en materiales con poli(metilmetacrilatos peréxidos), epoxi-aminas

adicionados a polimeros, y copolimeros poliéster.

2.12. GDMS

La espectroscopia de masas de descargas luminosas (Glow discharge mass spectroscopy

(451 1as técnicas

GDMS) es otra técnica capaz de identificar diferentes materiales poliméricos
de descargas luminosas han sido bien establecidas para el andlisis elemental. Las técnicas
GDMS ahora han empezado a desarrollarse para el andlisis de polimeros. Una ventaja de
GDMS en el analisis de polimeros es la habilidad para analizar muestras de gran masa. Se
requiere muy poca preparacion de la muestra, ademdas de que se pueden analizar directamente
varias muestras de diferentes materiales. Esto puede ser valioso para materiales que no son
solubles, como algunos termoplasticos y co-polimeros complejos. En GDMS, el analito se
comporta como catodo en una descarga a presion baja. Para permitir que la técnica pueda
analizar muestras no conductoras, como los polimeros, se usa un catodo secundario para crear
una descarga de corriente directa (dc) en la superficie de la muestra. Un buen ejemplo de
datos espectrales de huella digital obtenidos por GDMS, son los datos obtenidos por Shick y

(46]

sus colaboradores en politetrafluoroetileno (PTFE) Un espectro de masas de GDMS de
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huella digital de una muestra de PTFE de 1.5 mm de espesor se puede observar en la figura 22,
aqui se pueden ver claramente los iones atdémicos y moleculares tipicos para PTFE. Todos los
iones pueden ser asignados como CyFy. El desarrollo de métodos GDMS para polimeros

incluye un compartimiento de muestra enfriada criogenicamente para ayudar en el analisis de

polimeros térmicamente labiles.
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Figura # 22. Espectro de masas GDMS de una muestra de PTFE con un espesor de 1.5 mm.

2.13. LDMS

La espectroscopia de masas por desorcion de laser (LDMS) es una técnica que fue
desarrollada para analizar materiales al enfocar un laser de alto poder sobre una superficie, los
iones formados se volatizan y son analizados en un espectrometro de masas por separacion de
las especies. Los iones pueden ser formados coincidentemente con la separacion del laser por

la post-ionizacion con otro laser o con un haz de electrones. La separacién de los dtomos del
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laser también puede ser analizada por plasma acoplado inductivamente a espectrometria de

147 "Bl desarrollo de la técnica de

masas para caracterizar especies atdomicas a nivel de trazas
MALDI como un caso especial de LDMS ha reducido mucho la cantidad de LDMS usado,
aunque la técnica LDMS en instrumentos FTMS puede producir una cantidad significante de
informacién sobre materiales poliméricos. Uno de los avances recientes de LDMS para
analisis de polimeros es la deteccidon de aditivos para polimeros, la caracterizacidon de grupos

terminales polimericos, la caracterizacion del nylon 6.6, y la caracterizacidon de materiales Cgg
(48]

Wright y sus colaboradores emplearon LDMS, con laser ultravioleta (UV) para detectar
antioxidantes fenolicos y estabilizadores UV (Tinuvin) en muestras de polimeros. La figura

23 muestra un espectro de masas LDMS de Tinuvin 320.
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Figura # 23. Espectro de masas LDMS de muestras injection-molded de POM (a) conteniendo un 0.3% en peso
de Tinuvin 320 usando fotoionizacién a 193 nm y (b) conteniendo 0.1% en peso de antioxidante Santo White

empleando una fotoionizacion a 266 nm.
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2.14. MALDI

MALDI es un caso especial de LDMS usando métodos especificos de preparacion de las
muestras y una baja desorcion del laser para crear los iones que serdn analizados. Esta es

quiza la técnica de espectrometria de masas mas importante usada para analisis de polimeros.

Desde su introduccién por los laboratorios Tanaka y Hillenkamp “*°!, MALDI ha crecido
rapidamente en aplicaciones, extendiéndose para secuencias de péptidos y asi medir el peso
molecular promedio de materiales poliméricos sintéticos complejos. Con el reciente
descubrimiento de extracciones retrasadas y decaimiento post-fuente (PSD), MALDI puede

dirigir una gran variedad de cuestiones analiticas.

En MALDI, una solucién diluida del polimero a analizar se mezcla con una solucién madre
mas concentrada. Generalmente las matrices de MALDI son 4cidos orgdnicos arométicos.
Una pequefia alicuota de la muestra se aplica al blanco de MALDI y va cristalizando conforme
el solvente se va evaporando. Después el blanco se coloca en la fuente del espectrometro de
masas, un laser irradia el blanco, vaporiza la soluciéon madre , y desorbe los oligdémeros
poliméricos dentro de la fase gaseosa. Los oligdmeros neutros en la fase gaseosa son
cationizados por los protones o por los cationes metalicos. Los iones son extraidos dentro del

espectrometro de masas, después se realiza el andlisis de masa y los iones son detectados.

Muchos laboratorios han investigado las mediciones de MALDI en una gran variedad de
polimeros, compuestos quimicos, estindares y muestras desconocidas. Estds investigaciones
han contribuido significativamente al entendimiento total de MALDI de polimeros. La tabla 2

lista algunas de las contribuciones mas importantes a este trabajo.
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Tabla # 2. Referencias representativas de MALDI de quimica.

Quimica Comentarios Grupo
anhidridos y époxidos co-polimero Liu y colaboradores
celulosa bajo peso molecular Francotte y colaboradores
materiales etoxilados productos comerciales Berchter y colaboradores
metacrilatos co-polimero Suddaby y colaboradores
PDMS estandares estrechos Yalcin y colaboradores
PMMA grupos terminales Maloney y colaboradores
PS alto MW Schreimer y colaboradores

Un diagrama esquematico de una fuente MALDI se muestra en la figura 24.
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Figura # 24. Esquema de la fuente de iones de MALDI

Las muestras que se encuentran en solucién se mezclan con una solucién madre que contiene
un gran exceso molar (aproximadamente 10* — 10°) de un material madre UV absorbente.
Este liquido se deposita en una pequefia gota, unos pocos uL o menos en volumen, se coloca
en una muestra o placa y se deja que se seque. En el primer trabajo se emple6 un sola punta
de prueba, similar a las puntas de prueba solidas usadas en otras 4reas, pero en la mayoria de
los sistemas comerciales ahora se usa una placa de muestra que sostiene cierto numero de
muestras y un mecanismo para posiciones secuenciales de las muestras frente al laser. Se

prefiere un ldser con una duracién de pulso de unos pocos nanosegundos. El laser de
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nitrogeno mas usado es el que emite a 337 nm, pero frecuentemente los lasers triplicados y el
cuadruplicado Nd:YAG que emiten a 355 y 266 nm también son usados. El angulo de
radiacion a la superficie de la muestra varia entre 15° y 70° y no es grave. El laser es
enfocado a un tamafio de punta de entre 30 y 500 um, la irradiacion requerida se encuentra
generalmente entre 10° y 107 W/em? dependiendo del tamafio de punto y la matriz usada. La
desorcion neutra y iénica muestran una fuerte dependencia en radiacion laser aplicada. Para
una muestra dada, hay un valor de umbral distinto para producir intensidades de iones
detectables y sobre ese valor la produccion de iones incrementa rapidamente con incremento
de la radiacion. Generalmente, la fuente de iones es proporcional al quinto ¢ sexto poder de
irradiacién sobre el umbral. Los mejores resultados se obtuvieron con irradiaciones laser no
mayores que 20 — 50% sobre el umbral; asi, se requiere un atenuador cuidadosamente

controlado para ajustar la intensidad del laser.

Algunos de los detalles del mecanismo involucrado en MALDI son todavia algo
controversiales y son el tema de investigacion de varios investigadores. Sin embargo, las
mayores caracteristicas han sido establecidas y han sido revisadas por Karas y Bahr. La
matriz sirve para varias funciones: primero debe proporcionar fuertes absorciones de la luz
del laser incidente. Esto permite la transferencia de energia del laser a la muestra s6lida en un
modo controlado. Las condiciones tipicas de operacién son

a) radiacion del laser en el rango 10° - 107 W/em?,

b) la longitud del pulso del laser de unos pocos nanosegundos,

. ., . . -1 -1
¢) los coeficientes de absorcion molar para la matriz de unos cuantos miles L mol™! cm™.

Esto corresponde generalmente al orden de un fotén absorbido por molécula matriz en la capa
exterior.  Estos resultados con decaimiento exponencial profundizan la excitacién con
profundidades tipicas de penetracién de aproximadamente 100 nm. Esta energia es suficiente
para inducir la ablacién de un volumen pequefio, fijando la matriz intacta y los analitos ionicos
y neutros. Otra importante funcién de la matriz es la de aislar moléculas de muestras
individuales y prevenir la agregacién. El analito generalmente es diluido en un gran exceso de
matriz (aproximadamente 10000 6 mas sobre una base molar), y aparece que las moléculas

son aisladas como un “solido en solucién” en la matriz. Se desearia la incorporacion de
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moléculas analiticas dentro de los cristales de la matriz que son formados por la evaporacién
del solvente, ya que para algunas matrices puede ser esencial. La matriz también aparece para

jugar un rol en el proceso de ionizacion, pero esto no esta totalmente entendido.

El entendimiento del proceso de MALDI todavia no es suficiente para permitir la seleccion de
una matriz solo en consideraciones tedricas. La absorcion requerida a la longitud de onda del
laser-UV no es un criterio muy restrictivo; es necesario pero no suficiente para una buena
matriz. Un gran nimero de materiales han sido evaluados, y solo unos pocos han dado
resultados satisfactorios. Las propiedades requeridas para la matriz son la compatibilidad de
los solventes para los analitos y la matriz, la ausencia de la reactividad quimica con los
analitos, y la estabilidad en un vaci6. Un gran niimero de compuestos que han sido empleados
empiricamente pueden trabajar como matrices, pero muy pocos se ven actualmente como
matrices de alta calidad para UV-MALDI. Estos incluyen 4cido sinapico y algunos derivados
relacionados con el 4cido sinamico, acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB frecuentemente con un
mezcla agregada de 10% de 4cido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico (super DHB), 4cido o-cyano-4-
hidroxicianimico (4-HCCA), 4cido 3-hidroxipicolinico (HPA), ademas de di y triacetofenonas.
Un gran niimero de otras matrices satisfacen la co-solubilidad requerida para emplearse con

polimeros industriales.

Los factores determinantes de la distribucion de iones observada en MALDI continuan siendo

de interés, deseando que el método pueda ser colocado en una base racional y predictiva.

Un evento de desorcién laser asistida por una matriz (MALDI) constituye un proceso
complejo, el cual involucra fenémenos dpticos y mecanicos, asi como también procesos
termodindmicos y fisico-quimicos de transicion de fase y ionizaciéon. Un analisis exitosos de

MALDI abarca algunos pasos cruciales:

1) preparacion de la muestra
2) excitacion de la muestra y desintegracion de la fase condensada
3) generacion y separacion de cargas

4) ionizacién de las moléculas analiticas
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5) extraccion, separacion de acuerdo al radio de masa/carga de los iones en el espectro de
masas.

6) Deteccién.

2.14.1. Preparacion de la muestra

Los experimentos de MALDI son dominados por la preparacion de la muestra. El método de
preparacion de la muestra es vital para el éxito de los experimentos MALDI de polimeros. El
Profesor Kevin Owens de la Universidad de Drexel dice que un espectrémetro de masas
MALDI es un instrumento disefiado para determinar si la preparacién de la muestra fue
realizada correctamente. Para algunos materiales, puede haber diferentes métodos de
preparacion de la muestra y producir casi los mismos resultados. Desafortunadamente, los
errores significativos en la preparacion de la muestra pueden conducir a un resultado

completamente errdneo.

La preparacion de la muestra para polimeros MALDI debe lograr 5 diferentes roles, uno para

¢l solvente y cuatro para la matriz. Los roles son como sigue:

1)Separar los oligomeros individuales, el solvente debe separar efectivamente las
moléculas de la muestra. Se necesitan minimizar las interacciones entre las

moléculas a analizar y generar moléculas individuales para los experimentos de

MALDI.

2)Aislar los oligomeros de la matriz. Se debe mantener la separacién de los
oligomeros, esto se logra disolviendo la muestra en un buen solvente. La mayoria de
las matrices usadas en polimeros MALDI son 4cidos organicos aromaticos pequefios,

los cuales forman répidamente cristales conforme el solvente se va evaporando.

3)Absorber la energia - la matriz debe absorber la energia emitida a la muestra,

generalmente con un laser de 337 nm.
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4)Desorber el analito - la matriz debe convertir la energia emitida por el laser para

expulsar las moléculas del analito hacia dentro de la fase gaseosa.

5)Ionizar el analito — ]a matriz debe proporcionar una trayectoria de ionizacién para las

moléculas del analito.

Se han empleado diferentes estrategias para la preparacion de la muestra para polimeros
MALDI. La mas simple es el método de secado de la gota. En este método, una solucion
diluida del analito se prepara en un buen solvente. Esta solucién del analito después se mezcla
con una solucién madre de mayor concentracién en el mismo solvente. El solvente debe ser
seleccionado cuidadosamente para ser un buen solvente tanto para el analito como para la
solucion madre. Se puede usar casi cualquier solvente relativamente volatil. La razon de la
mezcla de las dos soluciones puede resultar en una relacién matriz-analito de entre 100 y
10000 dependiendo de la quimica y del peso molecular del polimero. Para polimeros de bajo
peso molecular, generalmente se usan 5 mg/mL de solucién de polimero con 0.25 M de

solucién madre >3] 1os cuales se mezclan en una relacién 1:7.

Aproximadamente 1 pL de la solucién resultante es después colocada en el blanco y
posteriormente secada. Para muchos de los experimentos mas simples de polimeros, MALDI

es un método adecuado para producir datos convenientes.

Otro método popular es el método de capa. En este método, la solucién madre es primero
colocada en la superficie del blanco y se deja secar. La solucién de la muestra después es
aplicada a los cristales secos de la matriz. En algunos casos, la preparaciéon de la muestra

puede ayudarse por la adicién de un surfactante B4,

Algunas muestras requieren mas control sobre el proceso de evaporaciéon para lograr la
acertada preparacién de la muestra. En este caso, la evaporacién puede ser controlada por
electrospraying o neumaticamete asperjadas. Mientras estas dos técnicas tienen diferentes

mecanismos, los resultados son similares. La técnica de spraying controla la evaporacion del
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solvente para obtener un mejor mezclado del analito y de la matriz. Esto es especialmente
importante para analitos que tienen poca solubilidad en la matriz y para experimentos donde la

cuantificacion es importante.

Los experimentos de asperjado generan muestras muy homogéneas para los experimentos
MALDI. En la figura 25 se pueden observar muestras de iones totales, tiempo de vuelo (TOF)
espectrometria de masas de ién secundario (SIMS), imagenes de gotas secas y PMMA

electrospray 2900 331,

Figura # 25. Imagen de iones totales SIMS para muestras d¢ PMMA MALDI.

La imagen de la figura 25a muestra una estructura cristalina definida de la matriz. La imagen
en la figura 25b es completamente homogénea en la escala de resoluciéon lateral del
experimento, aproximadamente 1 pm. Las imagenes individuales de los iones (para la matriz,

Na", agente cationizante, y el polimero), todas muestran el mismo efecto.

La seleccién del solvente es critica para el éxito de un experimento de polimero MALD] % %
>l Si la muestra de polimero no es totalmente soluble en el solvente, solo la porcién de la

muestra que se pudo disolver sera observada por MALDI.

Yalcin y su colaboradores mostraron como la eleccién del solvente puede afectar

draméticamente el peso molecular promedio para poliestireno®®!.

Un ejemplo interesante de
usar cambios en la solubilidad de la muestra, y asi afectar las mediciones de MALDI, es

mostrado por Liu y sus colaboradores en su trabajo con poli(alquiltiofenos). Ellos emplearon
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cambios en la solubilidad de la muestra en diferentes solventes para obtener muestras con
polidispersidades estrechas (PD de 1.09 a 1.29). La figura 26 muestra cinco diferentes
extracciones del poli(alquiltiofeno) usando acetona, hexano, cloruro de metileno,

tetrahidrofurano y cloroformo.

Acetone Fraction: Mn = [962; PDI = 1.09

‘J“.d Hexancs Fraction: Mn =2816; PDI1 = 1.11
Methylene Chloride Fraction: Mn = 4744, PDI =1.14
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Figura # 26. Espectro de masas MALDI de una poli(alquiltiofeno) fraccionado con acetona, hexanos, cloruro de

metileno, THF, y cloroformo.

2.14.2. Proceso de Ionizacion

Knochenmuss y sus colaboradores propusieron recientemente que las reacciones secundarias

en MALDI, en muchos casos pueden ser el factor determinante del espectro de masas.

Una motivacion para separar los sucesos primarios y secundarios en MALDI es la escala de
tiempo. El pulso del laser esta generalmente entre 3-5 ns (laser de N, o Nd:YAG), pero el
tiempo necesario para la extensién a densidades de colisiones libres es mucho mas grande, en

el orden de varios microsegundos P*

. Con la posible excepcion de que los iones pre-formados
son liberados después, y que los iones primarios pueden ser generados durante el pulso del

laser o con el tiempo de vida del estado excitado de la matriz. Durante el proceso de
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generacidn de iones, las reacciones entre los iones y los compuestos neutros seran tantas como
haya colisiones. Si el numero y las energias de estas colisiones son los suficientemente
grandes, en cualquier proceso termodindmico favorable puede alcanzar el equilibrio. Notando
que la escala de tiempo de reacciones primarias y secundarias pueden o no pueden ser

similares; la consideracion clave es la secuencia de las reacciones.

La ionizacion primaria de la matriz en una matriz UV-MALDI comtnmente emplea el 4cido
2-hidroxienzdico, el cual ha mostrado que tiene una escala de tiempo para el proceso

dominante de aproximadamente 2 ns.

En las reacciones ién-molécula, la matriz es el acompafiante neutro dominante, simplemente

porque casi siempre esta presente en un exceso substancial. La relacion ion-compuesto neutro
-4 - .

en MALDI se ha reportado como 10 = 107 %% pueden tomar otras reacciones, como las

recombinaciones i6n-idn, pero estas seran mucho menos frecuentes.

2.14.3. Tipos de reacciones secundarias.
a) Transferencia de protones.

La transferencia de protones es probablemente la reacciéon secundaria en MALDI mas
importante. Las proteinas y los péptidos son detectados predominantemente en MALDI

cuando tienen forma protonada.

Los analitos neutros como los péptidos y las proteinas tienen altas afinidades con los protones
(PAs), generalmente al menos 900 kJ/mol, algunas veces mucho mas altas. Por lo tanto se
supone que las reacciones de transferencia de protén de la matriz primaria protonada, MH",
con el analitos son eficientes (esto no excluye la presencia adicional del AH" pre;formado en

la ionizacion primaria):
MH" + A—» M +AH"
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b). Transferencia de cationes

Los aductos de los analitos con varios cationes pueden ser una molestia cuando otras sefiales
son ya fuertes (por ejemplo especies protonadas), o muy usadas cuando son débiles.
Particularmente para el analisis de polimeros sintéticos, los cationes son frecuentemente

adheridos intencionalmente.

Las afinidades de los cationes son muchos més bajas que las afinidades de los protones. Para
matrices, Na" las afinidades se encuentran en el rango de 150-170 kJ/mol. Las afinidades para

el potasio son menores, en el orden de 50 kJ/mol.

La cationizacion es tipicamente importante para analitos con una afinidad de proton menor
que la de la matriz. Los analitos por lo tanto deben competir con la matriz neutra para
protones disponibles en las reacciones de ionizacién. La transferencia de cationes no se

cuenta como una limitante cinética.

¢) Transferencia de electrones

Los radicales cationicos moleculares o aniones son observados para un gran numero de
matrices. El tipo mds simple de reaccién matriz-analito ién-molécula, transferencia de

electrones, se ha demostrado para ciertas combinaciones de matrices y analitos.

Como se ilustran en la figura 27, si el potencial de ionizacién de la matriz (IP) es mayor que el

IP del analito, la reaccion puede ser eficiente, por otro lado, el analito no es ionizado:

M+ A > M+ A" AH=IP(A)-IP(M)
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Figura # 27. (a) Espectro MALDI-TOFMS de trifenilfosfina (m/z262.3, IP=7.8 eV) usando 1,4-difenil-1,3-
butadiendo (m/z 206.27, IP=8.5 eV) como la matriz. (b) espectro MMALDI-TOF de trifenilfosfina analizado
usando perileno (m/z 252.3, IP=6.96 ¢V) como matriz.

La reaccién reversible, la transferencia del electrén de la matriz neutra a los iones analiticos,

es muy importante en la determinacidn del espectro de MALDI.

d) Captura de electrones

Un aspecto importante de un mecanismo propuesto recientemente involucra las capturas

carga-dependencia para electrones libres y asi explicar la pre-valencia de +1 de iones en
MALDI.

Para que los electrones libres jueguen un rol importante en MALDI, ellos deben estar
presentes en cantidades substanciales. Una polaridad negativa grande puede algunas veces ser
observado a un tiempo de vuelo muy corto. Esto es probablemente debido a los electrones.

Sin embargo, no son necesariamente siempre abundantes.
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2.14.4 Proceso de desorcién

El proceso de desorcién o extraccion de la matriz proporciona muestras o iones en estado

gaseoso que son ideales para el analisis de MALDIL.

La seleccién de la matriz es critica para el éxito de la desorcién en experimentos MALDI de

polimeros (¢!,

Una gran variedad de polimeros han sido analizados, y una gran variedad de
matrices han sido empleadas exitosamente. Usando una combinacion de MALDI y andlisis de
superficies (Espectrometria de masas de iones secundarios enaltecidos de la matriz,
MESIMS), descubrimos una simple figura mostrando la hidrofilicidad/hidrofobicidad relativa

de algunas matrices comunes comparadas a polimeros comunes, mostrado en la figura 28.

Matrices Polymers
Hydrophilic
3
TU PEG
DHB PrO
CHCA PEF
o
A
‘A, PMMA
Dith PS
Ret A PBD
DPBL { POMS

Hydrophobic

Figura # 28. Hidrofobicidad/hidrofilicidad relativa de algunos polimeros comunes MALDI matrices y estandares

de polimero complementados por MALDI y MESIMS.

Los datos relativos de hidrofilicidad/hidrofobicidad mostrados en la figura 28 ayudan en la
reduccién del tiempo para desarrollar un método de preparacion de la muestra conveniente de

polimero por MALDI.

El rol final de la matriz es proporcionar una forma de ionizacin conveniente para los
polimeros oligoméricos. Las muestras de polimeros observadas en MALDI son cationizadas,
las funciones amina tienden a protonarse 21 Jas funciones oxigeno tienden a cationizarse

alcalinamente, y los hidrocarburos insaturados tienden a cationizar el cobre y la plata. Ya que
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la mayoria de las matrices son 4cidos organicos y pueden suministrar un protén facilmente. Si
se requiere la cationizacién del metal, se debe incluir una fuente del metal apropiado en el
método de preparacion de la muestra. Aunque el mecanismo de ionizacién en MALDI todavia
no esta muy bien entendido, una combinacién de iones pre-formados y una reaccion de
cationizacion en fase gaseosa probablemente explica la mayoria de las ionizaciones
observadas. Zenobi y sus colaboradores escribieron un articulo de revisién sobre este tema.
Ellos observaron para algunos polimeros, especialmente polietilenterftalato, que la seleccion
del catién puede impactar significativamente en la medicién del peso molecular promedio.
Todavia se estan desarrollando e investigando nuevos agentes cationizantes 3. Los
metalocenos han sido desarrollados para mejorar la intensidad de las sefiales de polimeros de
peso molecular alto. Los métodos tedricos se estin empleando para entender mejor las

cuestiones de cationizacién en MALDL.

Se ha propuesto que el proceso de desorcién sigue diversos modelos, el mas aceptado es la
transicion de fases, en donde la matriz es irradiada por un has de alta energia que provoca
transiciones de fase, fusién, evaporizacion, sublimacién o algin otra forma de disipacién de
energia. Como ya se mencioné anteriormente, ocurre una transferencia de protones, electrones
y finalmente la cationizacién del analito, el siguiente paso es la desorcién de la matriz, en
donde derivado de la absorcién de la energia se generan presiones puntuales muy altas,
derivando asi la expulsién de clusters del analito que se encuentra en forma idnica, logrando

ser orientado por una serie de lentillas magnéticas al sistema de separacion de iones.

Se ha establecido que un proceso importante en la desorcion es la cationizacién que surge en
la matriz Marino y sus colaboradores muestran como la teoria y la parte experimental pueden
complementarse una a la otra, y asi mejorar el entendimiento de la lonizacion en
, [64] . - , ,
espectrometria de masas. Para algunos complejos pequefios de éteres, se usa la teoria de la
perturbacion para caracterizar la interaccion éter-metal alcalino. Los estudios que modelan la
molécula de un surfactante etoxilado muestran un incremento en la estabilidad del catiéon con
incremento en la cadena del oligémero. Estos resultados complementan los datos de la

espectrometria de masas.
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Bowers y sus colaboradores emplearon experimentos ion-cromatografia / mobilidad del i6n,
combinados con mecanismos moleculares para extraer las conformaciones de los oligomeros
cationizados. Sus resultados indican que los oligomeros de PEG cationizados alcalinamente
prefieren una coordinacién esférica cercana a 5 capada en la parte superior e inferior
ocasionando una coordinacién 8 en el sitio cationico, es decir en el Na®. La figura 29 muestra
las estructuras de menor energia encontradas para PEG, + Na', con N=9, 13y 17. Li', un
cation més pequefio que el Na', prefiere una coordinacién menor de 7,y Cs", un catién mas

grande que Na", prefiere una coordinacion mayor que 11.

No*PEG17Y

Figura # 29. Estructuras de menor energia encontradas para Na” cationizado por PEG, PEG; y PEGy,.

Estas estructuras nos ayudan a un mejor entendimiento de la cationizacién alcalina en

MALDI, incluyendo los efectos de cationizacion en el peso molecular promedio.

El éxito en los experimentos MALDI indican que si un material polimérico en particular puede
ser ionizado, un método de preparacion de la muestra puede probablemente ser desarrollado
para analizarlo por MALDI. El problema de encontrar un agente cationizante adecuado es la

llave para agregar poliolefinas a la lista de materiales que pueden ser analizados exitosamente
por MALDI.
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2.14.5. Mediciones de peso molecular

Uno de los experimentos claves para MALDI de polimeros es la medicion del peso molecular

promedio de materiales poliméricos.

M= T3y
Y ) Mw=26750 o
1 f booPnst .06 !

Figura # 30. Espectro de masas MALDI de PMMA 2900.

La figura 30 muestra un espectro de masas MALDI de un estandar de polimetilmetacrilato
(PMMA) relativamente simple. Este espectro de masas se obtuvo usando un secado de la gota
Y preparacion de la muestra con THF como solvente y IAA como la matriz en un instrumento
Bruker Biflex (Billerica, MA). En el espectro de masas podemos observar oligomeros
individuales espaciados por 100 u de 800 a 4900 u. Estos iones pueden ser asignados como
Na® cationizados con oligoméros de PMMA. El peso molecular promedio es calculado
directamente de la intensidad del i6n y el ion masico es calculado en el espectro de masas

usando las ecuaciones 1y 2.

MN = ZM,’Ni / ENi (1)
polidispersidad =PD =My /My (2)

El i6n masico es corregido por la masa del cation, substrayendo 23 u en este caso para la
cationizacién del Na*. Para el espectro mostrado en la figura 22, se calculé el peso molecular

promedio de Mn=2510 u y Mw=2670 u, con PD=1.06.
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El método para calcular el peso molecular promedio a partir de los datos del espectro de masas
se ha desarrollado por algunos laboratorios y vendedores de instrumentos. En su forma mas
simple, el peso molecular promedio es el primero de los dos momentos de la distribucién de la
intensidad de los oligémeros. El algoritmo para estos momentos puede ser escrito y
codificado para computacién. La cuestién mas complicada en el calculo del peso molecular
promedio es el hecho de que los datos espectrales de masa de tiempo de vuelo comiinmente
usado en MALDI no es colectado linealmente en masas pero si en tiempo. Li y sus
colaboradores describen un importante factor de correccion para la intensidad de la sefial que
necesita ser realizada durante el proceso de calibracion de masa, antes de que el peso

molecular promedio sea calculado
g (m) o D (1) (dm/dy)  (3)

Donde D (t) es el detector de respuesta MALDI con una funcién de tiempo, #, q (m) es el
correcto niumero de distribucién de peso molecular con una funcién de la masa, m, y dm/dt es

la derivada de la ecuacion de calibracidn.

El peso molecular promedio obtenido por MALDI es frecuentemente comparado al peso
molecular promedio obtenido por GPC. Jackson y sus colaboradores demostraron que es
problemético comparar los valores del peso molecular promedio o Mp obtenidos por MALDI y
por GPC, sin trazar primero ambos datos en el mismo gje de las x. El valor de Mp debe de ser
recordado solamente para fracciones de peso contra el registro de las curvas de masa para
reducir la confusién. Los momentos usuales, My ¥ Mw, son un mejor camino para comparar
los datos de MALDI y GPC.

La exactitud de los pesos moleculares promedio obtenidos por MALDI siempre han sido un
tema de debate. Existe un acuerdo general que los pesos moleculares promedio obtenidos por
MALDI son exactos para muestras de baja polidispersidad.  Ha habido muchas

investigaciones acerca de la exactitud de los polimeros por MALDI, y la mayoria de los
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papeles listados en la tabla 3 compara los pesos moleculares promedio obtenidos por MALDI

contra otras técnicas, usualmente GPC.

Zhu y sus colaboradores proporcionaron una buena examinacién de los detalles de
entendimiento acerca de la cuestién involucrada en mediciones de peso molecular promedio
por MALDI % Estos datos son presentados en la tabla 4. El dato muestra desviaciones

estandar relativas de 0.3-0.5 % para masas nominales entre 5050 y 11600 u.

El Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia (NIST) ha patrocinado investigaciones sobre la
determinacién de peso molecular promedio de polimeros obtenidos por MALDI 6667,
Guttman y sus colaboradores prepararon materiales de PMMA 6300 y PS 7000 bien
caracterizados con polidispersidades estrechas. La muestra de PMMA 6300 se comparo bien
con sus propios estudios de GPC. La muestra de PS 7000 fue distribuida a 18 laboratorios
interesados. A cada laboratorio se le pido analizar la muestra por un método de preparacion
de la muestra ya prescrito (usando todos 4cidos trans-retinoicos como la matriz y THF como
solvente) y su método favorito de preparacion para PS. La mayoria de los laboratorios usaron
ditranol como su segunda eleccién de matriz. Los resultados de los experimentos fueron My =
6600 = 100 uy Mw = 6700 £ 90 u. La baja incertidumbre en el peso molecular muestra una

excelente reproducibilidad de laboratorio a laboratorio.

Las mediciones del peso molecular por MALDI ha sido muy exitoso para muestras de

polidispesidad estrecha.

La mayor ventaja sobre la medida de peso molecular por MALDI es que estos son precisos
para muestras con un PD menor que aproximadamente 1.2 8! Esto es cierto, pero para las
muestras con una PD entre 1.2 y 1.6, hay pocos estandares bien caracterizados. Para muestras
con una PD mayor de 1.6, MALDI tiene problemas para medir exactamente las distribuciones
de peso molecular promedio. Los factores que afectan las mediciones exactas de peso
molecular para polimeros polidispersos incluye la preparacién de la muestra, la influencia del
laser, la serie de instrumentos dinamicos, el tiempo de la extraccién, la fragmentacion, la

formacién de cargas multiples, la saturacién del detector y la respuesta relativa del detector.
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La cuestion involucrada en la medicién de muestras con polidispersidadeas anchas se ha
investigado mediante la creacién de muestras anchas mezcladas con estandares estrechos. Los
estudios muestran el inherente problema en la cuantificacién de mezclas de polimeros por
MALDI [, Algunos de los problemas asociados con las mediciones de peso molecular
promedio de muestras con polidispersidades anchas pueden ser arreglados usando GPC para
asi simplificar las muestras antes del analisis por MALDI. También existen trabajos para
corregir el espectro de masas MALDI de muestras con polidispersidades anchas para obtener

pesos moleculares promedio mas exactos.

La técnica de MALDI fue desarrollada por Schreimer y su colaboradores para medir los pesos

moleculares promedios de polimeros con masas elevadas 7.
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Figura # 31. Espectro de masas MALDI para tres muestras de PS con peso molecular nominal de (a) 330000, (b)
600000 y (c) 900000 u.

La figura 31 muestra un espectro de masas MALDI para un estandar de PS con PD estrecha, el

cual tiene un peso molecular nominal de (A) 330000, (B) 600000 y (C)900000 u. Basandose
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en sus técnicas e instrumentos, el grupo de trabajo de Schreimer establecié el record de los
pesos moleculares mds altos que han sido medidos por MALDI de polimeros.  Ellos

analizaron exitosamente un poliestireno de 1.5 millones de u.

Debido a que las mediciones exactas de pesos moleculares para polimeros con masas altas por
MALDI pueden ser bastante exigentes, por lo que se pueden medir pesos moleculares exactos
para polimeros con masas pequefias. Esta claro que los polimeros con masas pequefias no son
bien cationizados por MALDL. Ellos observaron que se requiren aproximadamente cinco
unidades repetitivas antes de que los efectos de cationization-descriminacion relacionada no

sean muy bien observados.

Con el fin de obtener una mayor exactitud en la determinacion de pesos moleculares, Parees y
su colaboradores mostraron que para un surfactante etoxilado con peso molecular muy bajo
(S420), los datos cationicos de espectrometria de masas resultan en valores altos de peso

molecular promedio debido a la pobre ionizacién de los oligomeros etoxilados menores.

Un método para evitar la discriminacién cationizada para materiales de muy bajo peso
molecular es la derivatizacién de los grupos terminales. Barry y sus colaboradores
derivatizaron polimeros etoxilados con ftalato anhidro para incrementar significativamente la
funcion oxigeno de los analitos. Las figuras 32 y 33 muestran las diferencias entre en espectro
de masas MALDI para el etil-feno-etoxilato de bajo peso molecular antes (figura 32) y

después (figura 33) de la derivatizacion.

Figura # 32 Espectro de masas MALDI de un octil fenil etoxilado de bajo peso molecular.
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Figura # 33. Espectro de masas MALDI de un octil-fenil-etoxilado de bajo peso molecular derivatizado con
anhidrido ftélico.

La derivatizacién del analito claramente provoca a mayor intensidad oligomeros etoxi de
cadena corta. La diferencia puede ser vista en los calculos de peso molecular promedio para

las dos muestras, como puede observarse en la tabla 3.

Tabla # 3. Datos de peso molecular vs derivatizacién para poliimeros etoxilados.

Muestra Mn Mw PD
Antes de la
derivatizacién 416 425 1.02

Después de la

derivatizacién 332 338 1.02

La mayoria de los experimentos MALDI de polimeros son realizados con experimentos de
tiempo de vuelo (TOF). No se han discutido muchos resultados con respecto a las mediciones
exactas de peso molecular promedio; sin embargo, un caso que requiere una mencién especial
es el uso de un espectrometro de masas con transformada de Fourier (FTMS). Los
instrumentos FTMS tienen la ventaja de una resolucién de masa muy alta, pero se debe tener

cuidado con las mediciones de peso molecular promedio de polimeros.
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Wilkins y sus colaboradores mostraron que el instrumento FTMS puede mostrar un efecto de
tiempo de vuelo durante la transposicién del i6n. La figura 34 muestra el efecto del cambio de

tiempo a la salida de la trampa en la aparente distribucién de peso molecular de una muestra

de PBD 1350.
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Figura # 34. Espectro de masas MALDI-FTMS de hidroxil terminated PBD 1350.

El efecto TOF en la distribucién de peso molecular puede ser reducido adquiriendo y
combinando espectros con diferentes tiempos de retencién, o por implementacidn de una celda

analizadora cilindrica abierta al final.
2.14.6 Determinacién de grupos terminales

Ya que la mayoria de la masa en un polimero tipico esta compuesta de una unidades
repetitivas, la estructura quimica de los grupos terminales pueden ser muy importantes para la
determinacion de las propiedades de cualquier material polimérico. La determinacién del
grupo terminal puede ser vital para el entendimiento de la estructura quimica del polimero. El
espectro de masas MALDI del polimero puede ser usado para determinar la masa del grupo

terminal del oligémero si se adquiere a una resolucién de masa suficiente. Muchos de los
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experimentos nombrados en la tabla 2 usaron los datos de los espectros de masas para
caracterizar los grupos terminales oligémericos. El desarrollo de espectrometros de masas con
resoluciones de masa mas altas para MALDI han desarrollado grandemente la habilidad para
caracterizar los grupos terminales oligomericos. La extraccién retrasada, ha sido la técnica
clave para desarrollar el mejoramiento de la resolucién de masa de los instrumentos TOF
comunmente usados para MALDI ", Whittal y sus colaboradores mostraron el efecto de la

extraccion retrasada en el espectro de masas de PEG 15000 en la figura 35.
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.e 4 —_
< 3

S —
g . " ,.IMWMMUM WMMM
g . 1 " “uumllll“ummwmwLU[ MWWJW

100()'0 T Y]TIOOZ) 12000 ' 132)();7 T 1400‘0 h 15000
‘ m/z

Figura # 35. Espectro de masas MALDI de PEG 15000 (a) extraccién continua con HABA, (b) extraccién

retrasada con DHB, (c) extraccion retrasada con IAA, (d) extraccion retrasada con HABA.

En la figura 35, las lineas A y D son adquiridas en el modo lineal con acido benzoico 2-(4-
hidroxifenilazo) (HABA) como la matriz. Los oligémeros individuales son resueltos con la

extraccidn retrasada.

Maloney y sus colaboradores usaron el espectro de masas MALDI para determinar los grupos
terminales de PMMA producidos a partir de una gran variedad de diferentes métodos
sintéticos. Jackson y sus colaboradores también emplearon la técnica MALDI para determinar
los grupos terminales de una gran variedad de diferentes muestras de PMMA. La figura 36

muestra un espectro de MALDI y la expansién de una de las muestras.
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Figura # 36. Espectro de masas MALDI de una muestra de PMMA con tres diferentes grupos terminales.

La resolucion de estos experimentos fue suficiente para identificar las masas de ocho
diferentes grupos terminales en muestras de PMMA. Por medio de un tnico experimento de
MS se puede medir la masa residual después de que se tiene el total dela masa de las unidades

repetitivas.

Sin otra informacién, como el conocimiento de sintesis o de datos espectroscopicos (como
NMR, IR o XPS) indicando la funcionalidad quimica, los datos del espectro de masas no
pueden especificar la estructura quimica de los grupos terminales. Se pueden determinar las

estructuras quimicas en conjunto con espectroscopia NMR.

Montaudo y sus colaboradores emplearon espectrometria de masas MALDI para caracterizar
los grupos terminales de polimeros Nylon 6 siguiendo una degradacién selectiva bajo

(72]

diferentes condiciones La figura 37 muestra un ejemplo de este trabajo con una muestra

de Nylon 6 la cual se hizo reaccionar con 4cido adipico.
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Figura # 37. Espectro de masas MALDI de Nylon 6 que reacciono con 4cido adipico. Las expansiones muestran

las siete diferentes especies identificadas.

En la figura 37, se observan especies ciclicas y oligomeros con grupos terminales 4cido/4cido

y 4cido/amina.

2.14.7. Analisis de copolimeros

La mayoria de los trabajos acerca de MALDI de polimeros realizados hasta la fecha han sido

realizados en homopolimeros, materiales formados por una sola especie de monémero.

Los materiales formados de dos 6 mas especies monémericas son llamados co-polimeros.
Existen pocos trabajos de MALDI realizados en copolimeros debido a los problemas en el
desarrollo de buenos métodos para la preparacién de las muestras. Los diferentes
componentes de un co-polimeros deben de ser solubles para crear una buena muestra para
MALDI. La técnica MALDI ha empezado a ser desarrollada para analizar co-polimeros en
conjunto con otras técnicas analiticas, como GPC, NMR y otros métodos de espectroscopia de
masas. Generalmente los datos de MALDI son muy complejos 6 muy ambiguos debido a las
multiples asignaciones para concluir especificamente el material con solo los datos del

espectro de masas. La figura 38 muestra el espectro de masas de un co-polimero surfactante
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comuin formado por un monémero de unidades repetitivas de 6xido de etileno (EO) y 6xido de

propileno (PO) obtenido por van Rooij y sus colaboradores en un instrumento FTMS 731

Figura # 38. Espectro de masas MALDI obtenido en un instrumento FTMS de un co-polimero comin EOQ/PO.

La expansion muestra una serie de iones de co-polimeros asignados.

La expansion en la figura 38 muestra la asignacion del i6n como el nimero de segmentos EO,
y el nimero de segmentos PO para los iones isotopicos. Este es el tipo maés sencillo de co-
polimeros analizados por MALDI debido a la similitud en solubilidad y la estabilidad de los
cationes entre la unidades de EO y PO. MALDI también ha sido aplicada para caracterizar la

estructura quimica de silicones surfactantes 4.

Yoshida y sus colaboradores emplearon MALDI para caracterizar EO 0 PDMS perfluoroalquil
modificado. Los surfactantes PDMS modificados son importantes componentes de muchos
productos en la industria de los cosméticos. Las estructuras basicas de los polimeros PDMS

modificados se muestran en la figura 39.
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Figura # 39. Estructura de dos co-polimeros de silicos modificados con R1=EQ o R2=cadenas de

perfluoroalquil.

En la figura 40 se muestra un ejemplo de un espectro de masas MALDI de un PDMS EO

modificado.
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Figura # 40. Espectro de masas MALDI de un copolimero de silicon modificado con EQ.
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La masa superior en la figura 40 es bastante compleja, con muchos iones cerca de la masa. El
espectro de masas inferior es una expansiéon de una regién del espectro de masas superior.
Este muestra la asignacion basada en la estructura mostrada en la figura 39. Los picos son
etiquetados por masa y con el niimero de cada tipo de unidad repetitiva (m, n, b), donde b = a
X n.  Algunos de los iones pueden ser asignados a mas de una posible combinacion de
unidades monoméricas. En este caso los datos de '"H NMR fueron usados para ayudar a

seleccionar la asignacién del ién mas probable.

Estudios comprensivos de estructuras quimicas de co-polimeros dibloque metilestireno-
estireno y metilestireno-vinilpiridina fueron recientemente completados por Wilczek-Vera y
sus colaboradores. Estos experimentos fueron realizados usando un método referido como un
método de andlisis de copolimeros (MAC) MALDI. La figura 41 muestra un espectro de

masas MALDI del copolimero metilestireno-vinilpiridina de complejidad creciente.

Sample PVP1

Sample PVP2

Counts

Sampie PVP3

Samplc PYP4

Figura # 41. Espectro de masas MALDI de poli(a-metilestireno)-b-poli(4-vinil piridina) co-polimeros de

complejidad creciente.

Los datos son asignados usando el patrén de picos agrupados y una prueba de hipétesis de
acoplamiento aleatorio estatico. Una vez que se ha producido una asignacion consistente, el
dato puede ser trazado como una superficie tridimensional de las distribuciones largas de los

bloques en cada muestra. La figura 42 muestra cuatro conjuntos.
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a) Sample PVP1 b) Sample PVP2
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Figura # 42. Distribucién experimental normalizada de unidades de poli(a-metilestireno)-b-poli(4-vinil piridina)

co-polimeros de complejidad creciente.

En un ejemplo de un polimero més complejo, Montaudo y sus colaboradores usaron MALDI
para caracterizar a un copolimero de tres componentes, o terpolimero, compuesto de

poli(butilen suxinato), poli(butilen adipato), y poli(butilen sebactato).

2.14.8. Aplicaciones de la sintesis de productos

Como los métodos MALDI de polimeros se ha ido mejorando, esta técnica se ha empezado a
aplicar para monitorear y caracterizar reacciones de polimerizaciéon. Los datos de MALDI
pueden ser usados para caracterizar las estructuras quimicas del producto y los coeficientes de
las polimerizaciones. Wang y sus colaboradores caracterizaron oligomeros macrociclicos aril-
eter-cetona usando MALDI y GPC. La polimerizacién es habil para hacer reaccionar bisfenol
A con 1,2-bis(4-fluorobenzil)-benceno bajo condiciones de dilucién altas. La figura 43
muestra un espectro de masas MALDI de un producto oligémerico ciclico. El espectro

muestra una serie de oligémeros de bajo peso molecular y la estructura asignada. Dos
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diferentes iones son observados para cada oligémero. El pico extra es asignado como (M —

O)", el resultado de una ciclacién intramolecular que forma un isobenzofurano.
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Figura # 43. Espectro de masas MALDI de oligémeros ciclo aril éter cetona.

Schweer y sus colaboradores usaron los datos de MALDI y GPC para medir los coeficientes
de propagacion de los radicales libres para polimerizaciones pulsadas por laser para
metilmetacrialto y estireno. La clave para esto experimentos es medir exactamente el peso
molecular promedio. El uso de MALDI y GPC permite a los autores el uso de ambas técnicas.
Estos experimentos muestran que MALDI proporciona la ventaja de una escala de masa
absoluta y la ausencia de errores comparado con GPC en la determinacién de peso molecular

promedio para las muestras de polidispersidades estrechas preparadas en este estudio.
2.14.9. Laser MALDI

La ionizacion laser de sélidos organicos fue investigada por Munna y Vastola [*!a finales de

1960 y principios de 1970, pero la mayoria de las primeras investigaciones en ionizacién laser
fueron enfocadas en muestras inorganicas. Los primeros trabajos fueron revisados por
Conzemius y Capellen. Durante la siguiente década, algunos grupos enfocaron sus
investigaciones en el mejoramiento de métodos para aplicar el laser a la ionizacién de
muestras organicas, pero estas técnicas no fueron muy aplicadas hasta el avance logrado por

Karas y Hillenkampo en 1988. Introduciendo moléculas bio-organicas grandes en una matriz
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conveniente, la cual absorbe fuertemente la radiacién de un laser UV, demostraron que cada
uno de los iones moleculares cargados con masas mas grandes de aproximadamente 100000
pueden ser absorbidos eficientemente y medidos en espectrémetro de masas de tiempo de

vuelo. Un ejemplo de uno de los espectro de una publicacién original se muestra en la figura
44,

.
<M> 116900

50000 80000 100000 120000
[ YA

Figura # 44 Espectro de masas MALDI de B-D-galactosidasa en el rango molecular aparente.

Este ejemplo de B-D-glactosidasa, con una masa molecular de 116900, habia sido el ion
molecular integro més grande que se habia observado. Esta técnica matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) ha sido répidamente desarrollada para ser uno de los métodos
predominantes para analizar moléculas grandes no volatiles. Puesto que los iones son
producidos empleando un laser pulsante en tiempos cortos, la técnica esta particularmente bien
situada para analisis de tiempo de vuelo, pero también es usada con bastante éxito con FT-ICR

y con trampa de iones de cuadrupolo.

2.14.10. IR MALDI

El uso del laser infrarrojo (IR) dentro del laser UV tradicionalmente empleado en MALDI ha
sido estudiado por varios grupos de investigacién. Ha sido demostrado que aproximadamente
el mismo funcionamiento puede ser obtenido con fuentes de laser con respecto a la resolucion
de masas, exactitud de masa y con la sensibilidad analiticamente util ). Las principales

diferencias observadas son que el IR generalmente da menos fragmentacion de moléculas
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grandes, pero muchas muestras son consumidas por disparo del laser. La eficiencia de la
lonizacién es generalmente baja en algunos niveles de magnitud con IR que con UV, pero la
sensibilidad es generalmente limitada por ruidos quimicos de la matriz y de otros impurezas, y
muchas pequeflas fracciones de la muestra son desorbidas en mediciones tipicas de UV. El
laser IR penetra profundamente dentro de la matriz y permite que las muestras de geles y
membranas sean analizadas exitosamente. Por otro lado, UV MALDI detecta muestras que se
encuentran presentes cerca o en la superficie y no detecta moléculas que se encuentran mas
profundamente. La mayor limitacién de el uso del laser IR en MALDI es que los laser

disponibles son costos y son m4s dificiles de utilizar rutinariamente.
2.14.11. Extraccion retrasada

La técnica electrospray fue aceptado mas rapidamente que MALDI para muchas rutinas
aplicadas anteriormente, porque esta fue adaptada més rapidamente al cuadrupolo y a los
analizadores de campo magnético que se encontraban en uso. El haz del ion pulsante
producido por MALDI fue compatible con técnicas de tiempo de vuelo (TOF), pero la
resolucion y la precisién de masas que se obtuvieron con MALDI-TOF en moléculas grande
no fue tan buena como la obtenida con electrospray sobre cuadrupolos o analizadores
magnéticos. El uso de instrumentos reflejantes TOF, como los descritos originalmente por
Marin, mejoran la resultados para péptidos y otras moléculas pequeiias, pero lo resolucién y la
exactitud para oligonucleotidos y proteinas fue similar para los dos analizadores, los
reflejantes y los lineales, y claramente inferior para los obtenidos por electrospray. Los
primeros estudios muestran que los iones producidos por MALDI revelan una velocidad de
distribucion demasiado amplia y que la velocidad inicial de los iones desorbidos es casi
independiente de la masa. También, cuando la desorcidn ocurre en un campo eléctrico muy
fuerte, presumiblemente la energia se pierde debido a la colisiones con la pluma neutra. En
los primeros trabajos realizados, Wily y McLaren U”! describen dos campos, una fuente de
iones pulsantes para analizadores de tiempo de vuelo que proporcionan una correccion de
primer orden para el sitio de distribucién inicial de iones. También describieron una técnica ,
la cual ellos llamaron “time-lag energy focusing”, para corregir las velocidades iniciales de

distribucién. Los iones son producidos en una region de campo libre, y el campo acelerado es
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encendido por la aplicacion de un pulso rapido a un tiempo aplazado. La correcta eleccion del
tiempo de retraso y el campo de aceleracién permite que los iones iniciales lentos reciban
suficiente energia adicional para poder atrapar los iones iniciales en el detector idnico. En
MALDI, los iones son producidos por una superficie casi lisa; de esto modo, no se requiere el
campo enfocado, pero la velocidad de enfocamiento mejora los resultados. El mejoramiento
en los resultados es causado por las extracciones retrasada. Esto se ha demostrado en un gran
numero de laboratorios y ahora es usado para la mayoria de las aplicaciones analiticas de
MALDI. Un ejemplo del poder de resolucién posiblemente presentado por MALDI-TOF se

muestra en la figura 45.
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Figura # 45. Regi6n del ion molecular de un espectro de masas MALDI-TOF de dos proteinas pequefias

Las mediciones exactas de la masa con calibraciones internas, es generalmente mejor que 10
ppm para cada espectro. El maés alto poder de resolucién puede ser obtenido a bajas
realaciones de m/z por FT-ICR y doble enfocamiento magnético de espectroscopia de masas,
pero para iones cargados solos producidos por MALDI, los resultados de la Figura 12
representan el estado actual de la destreza para cada técnica de espectroscopia de masas

disponible.
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IIIl. ESTADO DEL ARTE

Dentro del 4rea de caracterizacién y analisis de compuestos organicos de baja volatilidad,
entre los cuales podemos mencionar oligémeros y polimeros de muy diversa indole, muestras
bioldgicas como proteinas, oligopéptidos, caracterizaciéon de virus y elucidacién de la
estructura del DNA, podemos mencionar que el estado actual del arte se encuentra de la

siguiente manera:

* Con respecto a las técnicas de analisis de superficies.

En la actualidad es uno de los tépicos donde la caracterizacion del peso molecular es
importante, ya que muchas de las propiedades que se desean estan influenciadas por el peso
molecular, este tipo de compuestos tienen aplicaciones tanto en compuestos electrénicos,
medicamentos de liberacion controlada, productos para agricultura, implementos de alta
tecnologia, preservacion de alimentos, formacién de hologramas y modificacién de superficies
con fines decorativos, los métodos analiticos actuales implican el uso de espectrometria de
masas por ionizacion/desorcién laser asistida por una matriz empleando lasers en la region
infrarroja, seguido por la desorcién de superficies, desorcion laser, impacto de particula de alta

energia e impacto de particula de baja energia.

Dentro de estos equipos disponibles histéricamente se puede decir que el impacto de particula
de alta energia y de baja energia surgieron en la época de los 80°s y han sido rapidamente
desplazados por la técnica MALDI, aunque propiamente hablando el analisis de MALDI para
superficies se encuentra un poco limitado, ya que la preparacion de la matriz esta restringida a

la modificacion superficial de la misma por el compuesto cationizante adecuado.
Una técnica no destructiva para analizar superficies es la emisién de particulas B de un

compuesto radioactivo de **°Cf, teniendo como principal limitante el uso de material

radioactivo y que estos equipos no se encuentran disponibles tan facilmente.

74



Estado del arte
\
Con respecto a analisis de compuestos bioldgicos la desorcién laser aparenta seguir teniendo
buena aceptacién aunque existes cada vez mas reportes de que se encuentra desplazado por la

técnica de MALDI.

La técnica de impacto de particulas con superficies liquidas requiere del uso de polietilenglicol
0 glicerina para poder transferir la energia a la superficie que se desea analizar, sin embargo
esto provoca espectros de masas complejos, por lo que se prefiere emplear otras técnicas de

analisis.
* Con respecto al analisis de compuestos de baja volatilidad.

Existen diversos equipos en los cuales se pueden analizar de muy diversas formas los
compuestos de baja volatilidad. Uno de los conceptos mas sencillos es la degradacion
termoquimica (Pirolisis), dentro de los cuales existe la pirolisis directa, donde el pirolizado es
intoducido directamente a un equipo de masas, sin embargo los espectros generados son
complejos, por lo que se optd por tener interfases tanto con equipos de termogravimetria, en
donde se pueden tener relaciones cuantitativas de los productos de degradacion con respecto al
espectro de masas. La otra opcién es la interfase de un pirolizador-CG-MS, en dénde el
pirolizado se introduce directamente a un cromatografo de gases, donde se obtiene un
pirograma, es decir el total de los compuestos eluidos por cromatografia de gases y que son
introducidos al espectrémetro de masas. Con este arreglo es posible identificar compuestos
individuales gracias a su espectro de masas, pudiendo establecer las relaciones quimicas

estructurales de los materiales poliméricos.

Uno de los avances mds recientes son los pirolizadores de campo, en donde el material no
volatil se degrada en condiciones mas suaves, es decir a menor temperatura. Aunque la
pirolisis de los polimeros pueden generar informacién valiosa acerca de su estructura quimica,
la informacion relacionada con el peso molecular y distribucién de pesos moleculares es

limitada.
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Una de las técnicas que ha dado resultado en la elucidacion de estructura quimica y
distribucién de pesos moleculares es el bombardeo rapido de atomos (FAB), el cual fue
desplazado por la desorcion laser, debido a que la ionizacién es mas agresiva y por ende se
obtiene una mayor cantidad de iones volatiles, sin embargo, esta técnica fue rapidamente

desplazada por MALDL

La técnica de MALDI es una técnica relativamente nueva en el tratamiento de muestras de
baja volatilidad, sin embargo, su entendimiento y aplicacién crecen rdpidamente. Se ha
logrado establecer el mecanismo de ionizacién ,transferencia de proton, catién y captura de
electrones, lo cual es bésico para poder establecer mejoras en la técnica. Recientemente se
publicé un compendio acerca del proceso de desorcion en muy diversos sustratos por la
técnica de MALDI, por lo que podemos suponer, que MALDI esta pasando a ser una técnica

consolidada para el anélisis de compuestos de baja volatilidad.

De las principales complicaciones de esta técnica es el tratamiento de la muestra, ya que es
compleja y en algunos de los casos se puede decir “artesanal”, sin embargo debido a la enorme
cantidad de informacion que se ha generado, en un futuro proximo muy cercano se contara con
las suficientes bases como para establecer que este problema sea solventado en forma
adecuada. Dentro del analisis de polimeros MALDI tiene una gran limitante que es la
ionizacién de compuestos de muy alto peso molecular, asi como que es limitada para
compuestos con altas polidispersidades, se sigue investigando en el proceso de cationizacién

como una probable solucion a este problema.

Uno de los métodos mas recientes y que esta ofreciendo enormes facilidades, debido a su gran
capacidad de acoplamiento a otras técnicas es la ionizacion por medio de electrospray, ya que
facilmente se puede acoplar a cromatografia de liquidos, cromatografia de permeacién en gel,
donde el método de ionizacion es ficil y de alta eficiencia, por lo que se espera que en un
futuro préximo sea una de las técnicas preferidas para el analisis de compuestos de baja

volatilidad.
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IV. CONCLUSIONES

Para los compuestos de baja volatilidad se tienen técnicas de analisis como pirolisis acoplado a
espectroscopia de masas, pirolisis de campo, termogravimetria GC-MS y pirolisis GC-MS
como las técnicas mas simples y de facil preparacién de muestra que generan informacién
valiosa con respecto a la estructura quimica del material evaluado. Por estas técnicas se
pueden evaluar tanto materiales poliméricos como co-polimeros con gran certeza en el dato

generado.

La técnica de MALDI se esta consolidada como una técnica “universal” en la generacion de
iones voldtiles a partir de compuestos de baja volatilidad, se cuenta con extensa informacién
acerca de los tipos de matrices, manejo de datos y asignacién de espectros de masas que la

hacen ser una técnica en franca madurez.
La técnica de electrospray es una de las técnicas mas versatiles y que es facilmente acoplada a

diversas técnicas, la principal limitante es la solubilidad del compuesto y su probable elusién

por cromatografia de liquidos.
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