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Veliki zamah u razvoju spektrometrije masa omoguæilo je uvoðenje matricom potpomognute ionizacije 
laserskom desorpcijom (MALDI) te ionizacije elektroraspršenjem. Usprkos velikoj popularnosti i analitièkoj 
primjeni MALDI metode, temeljni procesi formiranja iona i desorpcije još uvijek nisu razjašnjeni. Kemijski 
procesi u MALDI procesu dogaðaju se kako prilikom pripreme uzorka, tako i tijekom desorpcije/ionizacije 
pa se oba procesa odra�avaju na spektar masa. U radu su opisani priprema uzorka i model procesa 
desorpcije/ionizacije kojeg je predlo�ila istra�ivaèka skupina M. Karasa poèetkom 2000. godine.

KLJUÈNE RIJEÈI: desorpcija, elektroraspršenje, ionizacija

IR Infracrveno / Infrared
LDI Ionizacija laserskom desorpcijom / Laser 

Desorption Ionization
M Analit / Analyte
MALDI Matricom potpomognuta ionizacija laserskom 

desorpcijom / Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization

MS Spektrometrija masa / Mass Spectrometry
PAN Poliakrilnitril / Polyacrylnitrile
PEG Polietilenglikol / Pholyethyleneglycol
PMMA Polimetilmetakrilat / Polymethylmethacrylate
PS Polistiren / Polystyrene
RNA Ribonukleinska kiselina / Ribonucleic Acid
T Matrica / Matrix
TOF Vrijeme proleta / Time-of-Flight
UV Ultraljubièasto / Ultraviolet

POPIS KRATICA

Ani- Anion / Anion
Cat+ Kation / Cation
DE Odgoðena ekstrakcija / Delayed Extraction
DHB 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina / 2,5-

dihydroxybenzoic acid
DNA Deoksiribonukleinska kiselina / 

Deoxyribonucleic Acid
ESI Elektroraspršenje / Electrospray Ionization
FAB Bombardiranje brzim atomima / Fast Atom 

Bombardment
FIB Bombardiranje brzim ionima / Fast Ion 

Bombardment
FTMS Fourier transformirana spektrometrija masa / 

Fourier Transform Mass Spectrometry
ICR Ionsko Ciklotronska Rezonancija / Ion 

Cyclotron Resonance

Nedavno razvijene ionizacijske tehnike spektro-
metrije masa, matricom potpomognuta ionizacija 
laserskom desorpcijom, MALDI, (1-4) te ionizacija 
elektroraspršenjem, ESI, (5-7) imaju istaknutu 
primjenu u analizi sintetskih i bioloških polimera 
(peptida, proteina, glikoproteina, oligonukleotida, 
oligosaharida) zahvaljujuæi svojstvima koja nadilaze 

ogranièenja što su ih postavljale klasiène tehnike, 
npr. ionizacija udarom elektrona. Naime, MALDI i 
ESI su ionizacijske tehnike koje uspijevaju ionizirati i 
prevesti masivnu, termolabilnu i nehlapivu molekulu 
u plinsku fazu što je osnovni zahtjev za daljnju analizu 
spektrometrom masa.
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Prije otkriæa MALDI-a iskušavane su razlièite 
ionizacijske tehnike za ionizaciju nehlapljivih 
makromolekula, npr. bombardiranje brzim atomima, 
FAB, (8,9), bombardiranje brzim ionima, FIB, (10) te 
ionizacija laserskom desorpcijom, LDI (11).

Od gore spomenutih tehnika najviše je obeæavala 
LDI. Šezdesetih godina prošlog stoljeæa poèinju 
istra�ivanja glede uporabe lasera za generiranje iona 
organskih molekula koji bi se potom analizirali u 
spektrometru masa. Istra�ivaèi su eksperimentirali 
s razlièitim valnim duljinama laserskog zraèenja (od 
dalekog ultraljubièastog, UV, do dalekog infracrvenog, 
IR) te razlièitim vremenima trajanja laserskog pulsa 
(od ps do kontinuiranog pulsa)12-16. Najboljima su se 
pokazali laseri koji emitiraju u dalekom UV-u, dakle 
pobuðuju elektronska stanja, te laseri koji pobuðuju 
rotacijsko-vibracijska stanja, dakle valne duljine u 
dalekom IR-u. Trajanje laserskog pulsa najèešæe je 
u intervalu od 1 do 100 ns èime izbjegavamo raspad 
termièki labilne molekule jer je energija prenesena u 
vrlo kratkom vremenu.

LDI je kao metoda bila ogranièena na biomolekule 
relativnih molekulskih masa ne veæih od 2000, i 
sintetske polimere relativnih molekulskih masa ne 
veæih od 9000. Kao još jedno ogranièenje javljala se 
smanjena reproducibilnost rezultata. Ogranièenja su 
uzrokovana desorpcijskim procesom koji opæenito 
inducira fragmentaciju molekula analita (4).

Veliki iskorak u primjeni laserske desorpcije 
za analizu molekula velikih masa uèinjen je 1987. 
godine kada je istra�ivaèka grupa Hillenkampa i 
Karasa (1) predlo�ila uvoðenje matrice kao rješenje 
problema fragmentacije analita. Tehniku kakvu danas 
poznajemo, a to je mala koncentracija molekula analita 
koji vrlo slabo apsorbira na valnoj duljini laserskog 
pulsa u smjesi s èvrstom ili tekuæom matricom, koja 
se sastoji od malih molekula koje jako apsorbiraju 
na valnoj duljini laserskog pulsa, predla�u u svojim 
radovima Tanaka i suradnici, (2) te Hillenkamp i 
Karas (3). Kiochi Tanaka je upravo za taj rad koji je 
omoguæio daljnji razvoj MALDI ionizacijske tehnike u 
analizi bioloških makromolekula, primio 2002. godine 
Nobelovu nagradu za kemiju.

PRIPREMA UZORKA I ODABIR MATRICE

Va�no je istaknuti da se kemijski procesi u MALDI 
procesu dogaðaju kako prilikom pripreme uzorka, tako 
i u procesu desorpcije/ionizacije te se oba procesa 
odra�avaju na spektar masa.

Priprema uzorka i odabir matrice od presudne je 
va�nosti za uspjeh MALDI eksperimenta. Postupak 
ukljuèuje dva koraka. Prvi je otapanje i eventualno 
proèišæavanje pojedine komponente ili smjese uzorka 
od moguæe prisutnih pufera, soli, detergenata i 
spojeva za denaturaciju. Nije loše napomenuti 
da su MALDI pokusi izuzetno otporni na prisutne 
neèistoæe uzorka za razliku od ESI pokusa. Neki od 
uobièajenih oneèišæivaèa i maksimalne koncentracije 
koje ne utjeèu na rezultate eksperimenta navode se u 
radovima Hillenkampa i suradnika (4), Posthumusa 
i suradnika (16) te u knjizi Ashcrofta (17). Velika 
analitièka prednost ove tehnike je moguænost 
primjene s osjetljivošæu do ~1 fmol analita unešenog 
u instrument, a sama kolièina analita upotrebljenog u 
analizi mnogo je manja od one unešene u instrument 
(4). Takoðer, MALDI tehnika nema ogranièenja 
vezana s primarnom, sekundarnom ili tercijarnom 
molekulskom strukturom analita (4).

Drugi korak u postupku je odabir pogodne matrice, 
miješanje matrice i analita, moguæe dodavanje aditiva, 
nanošenje smjese na podlogu-metu koja je naèinjena 
od inertnih materijala te na kraju izbor kristalizacijskih 
uvjeta.

Za MALDI eksperimente, dobra matrica je ona 
koja producira primarno molekulske ione analita 
s malo ili bez fragmentacije te koja zadovoljava 
nekoliko opæih uvjeta. Matrica mora dobro apsorbirati 
na valnoj duljini zraèenja laserskog pulsa, dobro 
izolirati molekule analita jednu od druge, zatim 
kokristalizirati s molekulama analita i ne producirati 
ionske interferencije s molekulama ispitivane tvari (4). 
Optimalni molarni odnos analit : matrica za MALDI 
ionizaciju je u intervalu od 1:100 do 1:50000 (4).

Izbor odgovarajuæe matrice mora biti prilagoðen 
svojstvima samog analita i tehnici priprave uzorka, 
npr.:

-  sinapinska kiselina se èesto upotrebljava u analizi 
proteina, a upotrebljava se i u analizi glikopeptida 
i glikoproteina (18-20),

-  kvaliteta spektra masa glikopeptida u 2,5-
dihidroksibenzojevoj kiselini, DHB, kao matrici 
jako ovisi o morfologiji kristala uzorka (21),

-  glicerol sprjeèava desorpciju kod primjene UV 
lasera, dok je izuzetno dobar kao IR matrica (4),

-  generiranje satelitskih signala koji su nešto 
veæih masa od molekulskog iona. Nastanak 
ovakvih iona je uzrokovan adicijom fotokemijski 
generiranih fragmenata molekule matrice, dok je 
intenzitet ovih signala u èvrstoj vezi s odabirom 
matrice npr. nikotinska kiselina producira vrlo 
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intenzivne signale ovakvih adukata za razliku od 
2,5-dihidroksibenzojeve kiseline (4,22).
U tablici 1 dan je popis najèešæe korištenih matrica 

u analizi pojedinih grupa biopolimera (17).

Tablica 1  Prikaz najèešæe korištenih matrica u MALDI analizi pojedinih 
grupa biopolimera. Uspješna matrica je oznaèena znakom +

Matrica Peptidi i 
proteini

Oligonu-
kleotidi

Oligosaharidi 
i glikoproteini

α-cijano-4-hidroksi-
cimetna kiselina + + -

3-hidroksipikolinska 
kiselina - + -

2,4,6-trihidroksi-
acetofenon - + -

2,5-dihidroksi-
benzojeva kiselina + + +

Sinapinska kiselina + - -

Nikotinska kiselina + - -

3-amino-4-hidroksi-
benzojeva kiselina - - +

Prikaz najèešæe rabljenih matrica u analizi sintetskih 
polimera dan je u tablici 2 (23). U tablici 2 analizirana 
su èetiri tipa polimera: polistiren, PS, (nepolaran, 
topljiv u organskim otapalima), polimetilmetakrilat, 
PMMA, (dijelomièno polaran, topljiv u organskim 
otapalima), polietilenglikol, PEG, (polaran, topljiv 
u vodi) i poliakrilnitril, PAN, (djelomièno polaran, 
topljiv u organskim otapalima) u kombinaciji s devet 
matrica.

Tablica 2  Prikaz MALDI analize èetiri polimera (PEG, PS, PMMA, PAN) s 
9 razlièitih matrica. Uspješna matrica je oznaèena znakom +

Matrica PEG PS PMMA PAN

α-cijano-4-hidroksicimetna 
kiselina + + + -

2,5-dihidroksibenzojeva 
kiselina + - + -

3-hidroksipikolinska kiselina - + + -
4-hidroksibenziliden 
malononitril + + + +

5-klorosalicilna kiselina + + + -
2-aminobenzojeva kiselina - + + -
1,8,9-trihidroksiacetofenon + + + -
2-(4-hidroksifenilazo) 
benzojeva kiselina + + + -

Sinapinska kiselina + - + -

Najèešæe upotrebljavane tehnike za pripremu 
uzoraka za MALDI eksperiment, metoda sušene 
kapljice, metoda tankog sloja te «sandwich» metoda, 
opisane su u radovima Karasa i suradnika (24,25), 
u knjizi Ashcrofta (17) te u radu Srziæ i suradnika 
(26).

Naboj analita u otopini zadr�an je i nakon njegovog 
ugraðivanja i kokristalizacije s molekulama matrice što 
vrlo dobro pokazuju eksperimenti s organskim pH- 
indikatorima koji su bili ugraðeni u kristale matrice te 
su zadr�ali obojenje za dani pH (25).

Moguæe su sljedeæe situacije unutar kristala 
matrice, [….] (27):

1.  [∞T/Mn] za neutralnu molekulu analita, M, u 
idealno èistoj matrici, T.

2.  [∞T/Mn/Catm
+/Anim

-] za neutralnu molekulu 
analita oneèišæenu solju koja se sastoji od 
kationa, Cat+, i aniona, Ani-.

3.  [∞T/(M+xHx+)n/nxAni-] za nabijenu protoniranu 
molekulu analita.

4.  [∞T/(M-xHx-)n/nxCat+] za nabijenu 
deprotoniranu molekulu analita.

MALDI TEHNIKA

Sama tehnika se temelji na desorpciji analita 
prethodno ugraðenog u kristalnu strukturu molekula 
matrice koja slu�i kao nosaè za ione koji trebaju biti 
generirani iz polarnih ili nabijenih molekula uzorka. 
Nakon što laserski puls svoju energiju zraèenja, 
najèešæe valne duljine u UV podruèju, preda matrici, 
dolazi do njenog naglog zagrijavanja jer molekule 
matrice apsorbirnu energiju zraèenja oslobaðaju u 
obliku topline (28). Na površini matrice dolazi do 
fazne promjene (èvrsto - tekuæina pod visokim tlakom/
plin pod visokim tlakom) te se dogaða adijabatska 
ekspanzija u vakuum (29). Molekule matrice u plinovitoj 
fazi formiraju karakteristièan plinoviti oblik perjanice 
(plume) koji osim molekula matrice sadr�i i molekule 
analita. Kao posljedica adijabatske ekspanzije javlja 
se ubrzanje perjanice te njezino hlaðenje. Brzina iona 
mo�e se razdijeliti na dvije komponente: aksijalnu 
(okomitu na uzorak) i radijalnu (paralelnu s uzorkom) 
(30). U aksijalnom smjeru molekule analita se u 
perjanici ubrzavaju do odreðene maksimalne brzine 
koja ovisi o matrici (tablica 3), dok u radijalnom 
smjeru brzina molekula analita opada s poveæanjem 
mase (24, 30). Temperatura perjanice se kao rezultat 
poèetne adijabatske ekspanzije te sporijeg, postupnog 
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hlaðenja perjanice razrijeðenjem u vakuumu (nakon 
50 ns), stabilizira na oko 400 K (24, 30-32).

Tablica 3 Poèetna brzina iona [inzulin+H]+ desorbiranog iz raznih 
matrica N2 laserom valne duljine 337 nm

Matrica Poèetna 
brzina (ms-1)

2-(4-hidroksifenilazo)benzojeva kiselina 273
α-cijano-4-hidroksicimetna kiselina 291
2,4,6-trihidroksiacetofenon hidrat 306
6-aza-2-tiotimin 315
Sinapinska kiselina 332
2,6-dihidroksiacetofenon 353
2-hidroksi-5-metiksibenzojeva kiselina 384
Ferulièna kiselina 410
3-hidroksipikolinska kiselina 444
2,5-dihidroksibenzojeva kiselina 543

Buduæi da za odreðeni uzorak poèetna brzina iona 
matrice i analita ovisi samo o vrsti matrice, naðene su 
sljedeæe karakteristike:

-  ioni analita mogu biti ubrzani do maksimalne brzine 
matrice samo u sluèaju kada su ugraðeni u kristal 
matrice, a ne samo adsorbirani na površini (30).

-  poèetne brzine iona ne ovise o trajanju laserskog 
pulsa, tj. o vremenu izlaganja uzorka fotonima 
laserskog zraèenja (24).

-  razlièite skupine analita imaju razlièite poèetne 
brzine iona. Npr. ioni proteina i peptida imaju 
signifikantno veæe poèetne brzine od iona ugljiko-
hidrata (24).

-  dodavanje aditiva u smjesu matrice i analita znatno 
utjeèe na poèetne brzine iona (24).

-  matrice koje produciraju molekulske ione bez ili 
s malo fragmentacije, proizvode ione veæe brzine 
(24).
Brzina desorbiranih molekula, moguænost 

efikasnog mjerenja generiranih iona u širokom 
podruèju masa, toèno odreðivanje i visoko razluèivanje 
u podruèju velikih masa, postali su novi zahtjevi za 
analizatore na spektrometrima masa. 

Gore navedeni zahtjevi ogranièavaju tipove 
spektrometara masa koji mogu biti jednostavno 
korišteni uz ovu ionizacijsku tehniku. Na prvi pogled 
gore navedene zahtjeve najbolje zadovoljavaju 
analizator masa s vremenom proleta, TOF, i analizator 
ionsko-ciklotronske rezonancije, ICR, koji koristi 
Fourier transformirana spektrometrija masa, FTMS 
(11-12), mada su i oni u poèetku razvoja tehnike 
pokazivali odreðene nedostatke. 

Kod TOF analizatora glavni nedostatak je bio slabo 
razluèivanje. Kod prvih MALDI TOF instrumenata 
mijenjala se raspodjela kinetièke energije po ionima, 
tako da je bilo ote�ano fokusiranje iona iste vrijednosti 
omjera mase i naboja, m/z, što je uzrokovalo širenje 
signala. Širenje signala se reduciralo ugradnjom 
ionskog zrcala koje mo�e korigirati manje razlike 
u raspodjeli kinetièke energije za ione iste m/z 
vrijednosti, što omoguæava bolje fokusiranje te 
smanjenje širine signala (33). Ovo rješenje bilo je 
samo ubla�avanje problema koji je konaèno riješen 
uvoðenjem odgoðene ekstrakcije, DE, (34-36). 
Naime, prije uvoðenja odgoðene ekstrakcije ioni 
analita su ubrzavani u elektriènom polju od samog 
trenutka formiranja, tj. ubrzavani su kroz gustu 
perjanicu desorbiranog materijala što je bio glavni 
razlog ote�anog fokusiranja iona iste m/z vrijednosti. 
U odgoðenoj ekstrakciji ubrzavanje iona tj. primjena 
elektriènog polja odgoðena je dok se perjanica ne 
rasprši (nakon 200 ns), tako da je izbjegnuta mogu-
ænost meðusobnog sudara molekula analita, matrice 
i desorbiranog materijala tijekom ubrzavanja (37).

U sluèaju FT ICR MS analizatora masa najveæi 
nedostatak je bila nemoguænost mjerenja molekula 
velikih masa generiranih MALDI tehnikom. Naime, 
velike molekule generirane na ovaj naèin imaju visoke 
translacijske energije te ne mogu biti jednostavno 
uhvaæene u FTMS analizatorskoj æeliji (38).

Buduæi da poèetna brzina iona ovisi o matrici, npr. 
korištenju najèešæe upotrebljavane MALDI matrice, 
2,5-dihidroksibenzojeve kiseline, ioni m/z > 15000 
imaju u pravilu kinetièku energiju veæu od 20 eV. 
Tako velika kinetièka energija i napon na elektrodama 
klopke koji bi eventualno zaustavio ion, remeti �eljeno 
ciklotronsko gibanje te je nemoguæe detektirati ion.

Na slici 1 dan je odnos m/z iona generiranog 
MALDI tehnikom koji ima aksijalnu brzinu od 440 
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Slika 1  Odnos maksimalne vrijednosti m/z i potencijala klopka-
elektrode pri aksijalnoj brzini od 440 m/s
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m/s i potencijal klopka-elektrode koji ga uspijeva 
zaustaviti.

Problem je ubla�en uvoðenjem sudarnog plina 
(npr. He, mala masa, inertan plin) koji je sudarima 
ion-molekula smanjivao aksijalnu brzinu molekula. 
Uvoðenje plina narušavalo je visoki vakuum u 
analizatorskoj æeliji što je èesto rezultiralo gubitkom 
spektra (38). Problem je riješen uklanjanjem MALDI 
ionskog izvora iz analizatorske æelije, slika 2 (39-
41). U tom sluèaju MALDI ionski izvor je smješten 
izvan magnetskog polja i visokog vakuuma. Ioni 
su generirani u vanjskom izvoru, sudarnim plinom 
smanjena im je brzina te su multipolnim ionskim 
vodièem dovedeni u analizatorsku æeliju. Zbog velike 
osjetljivosti, toènosti i razluèivanja koja je viša nego 
kod bilo koje druge tehnike spektrometrije masa, u 
ovoj kombinaciji (vanjski MALDI ionski izvor i FT ICR 
MS) (40,41) dobivena je osjetljivost do 10 atto mola 
analita te rezolucija od 106.

U plinovitoj fazi, unutar perjanice, neutralno 
nabijene molekule (matrice, analita i ostalih ionskih 
vrsta koje su se nalazile u kristalima matrice) 
meðusobno su povezane vodikovim vezama i 

Coulombovim privlaènim silama te tvore malene, 
kratko�ivuæe klastere koji nastaju pri prijelazu iz èvrste 
u plinovitu fazu (27,31). Coulombova privlaèna sila 
izmeðu samih klastera ne dolazi do izra�aja zbog 
znaèajne kinetièke energije koja je posljedica procesa 
desorpcije. Poèetni naboj klastera je statistièke 
prirode i povezan je sa suviškom/manjkom kationa 
ili aniona. Takoðer je naðeno da je višestruki naboj 
karakteristièan za vrlo male klastere što je posljedica 
nemoguænosti da se svi ioni suprotnog naboja koji 
bi globalno neutralizirali klaster, smjeste u tako mali 
prostor. Kod poèetnih, višestruko nabijenih, pozitivnih 
klastera dolazi do smanjenja naboja elektronima koji 
nastaju u procesu fotoionizacije matrice. U sluèaju 
negativnih klastera, redukcija naboja je posljedica 
reakcije s protoniranom matricom koja je takoðer 
produkt fotoionizacije. Naðeno je da su procesi 
redukcije naboja u vrlo jakoj vezi s nabojnim brojem. 
Neutralizacija klastera je dominantan proces tako 
da krajnje opa�eni ioni mogu biti samo jednostruko 
nabijeni (27,31,32).

Smanjivanje i konaèan nestanak klastera te 
formiranje krajnjih ionskih vrsta, rezultat je gubitka 
neutralnih molekula matrice i neutralih produkata 
kemijskih reakcija (27). U tablicama 4 i 5 prikazani su 
samo reakcijski putevi klastera koji vode do stvaranja 
iona analita. U svim sluèajevima prikazanim u tablici 
postoji kompeticija za naboj izmeðu analita i matrice 
(u sluèaju a, b, c, i f smatra se da analit ima veæi 
protonski afinitet od matrice kao što je to sluèaj i s 
tipiènim analitima npr. peptidima).

Kationski i anionski adukti trebali bi se pojaviti 
u MALDI spektrima u skladu s brojem i polarnošæu 
naboja na analitu. Metalni kationi èesto se pojavljuju, 
osobito ako analit ima negativan naboj koji nije u 
ravnote�i s pozitivnim (d,e). Anionski adukti podlije�u 
transferu sa susjednih pozitivnih mjesta na analitu te 
se uglavnom ne pojavljuju u spektrima. Moguæe ih je 
zamijetiti u sluèaju kada se u klasteru pojavljuju dvije 
anionske vrste, jaèe i slabije bazièna (42). Tada se u 

Rožman M. MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION
Arh Hig Rada Toksikol 2003;54:19-28

Tablica 4 Klasteri te njihovi ionski i neutralni produkti (x>0, x>y), pozitivan naèin snimanja

Klaster Ionski i neutralni produkti
{nT▬MH+}+ → MH+ + nT a
{nT▬MHx

x+▬(x-1)Ani-}+ → MH+ + (x-1)HAni + nT b
{nT▬MHx

x+▬(x-y-1)Ani1-▬yAni2-}+ → (MHy-1
(y-1)+ + yAni2-)+ + (x-y-1)HAni + nT c

{nT▬M▬Cat+}+ → MCat+ + nT d
{nT▬M▬Me2+▬Ani-}+ → ((M-H)+Me)+ + nT + HAni e
{(n-1)T▬M▬T+•}+• → MH+ + (n-1)T + (T-H)• f

Slika 2 Vanjski MALDI ionski izvor
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spektru pojavljuje molekulski ion s vezanim aduktima 
slabije baziène anionske vrste (c).

MALDI spektri peptida i proteina (17)

U MALDI analizi peptida i proteina, molekule 
uzorka ioniziraju se vezanjem protona, tako da u 
spektrima prevladava intenzivan MH+ signal koji 
u nekim sluèajevima mo�e biti praæen signalom 
dimera [2M+H]+ (npr. kada se koristi α-cijano-4-
hidroksicimetna kiselina kao matrica, ali samo u 
uzorcima relativne molekulske mase manje od 
12000). Ako se kao matrica koristi sinapinska kiselina, 
u uzorcima koji imaju relativnu molekulsku masu veæu 
od 12000 amu, uz dominantan MH+ signal mo�e se 
pojaviti i prateæi signal mase [M+206]+ koji odgovara 
vezanju dehidrirane sinapinske kiseline.

MALDI spektri oligosaharida i glikoproteina

Molekule oligosaharida i glikoproteina ioniziraju se 
gotovo iskljuèivo vezanjem Na+, tako da je za njihove 
MALDI spektre karakteristièan osamljeni signal MNa+ 
u pozitivnom naèinu snimanja (43). Oligosaharidi i 
glikoproteini koji sadr�e karboksilne funkcionalne 
grupe daju dobre MH- signale u negativnom naèinu 
snimanja (21).

MALDI spektri oligonukleotida (44-47)

U MALDI analizi oligonukleotida molekule 
uzorka ioniziraju se vezanjem alkalijskih metala. 
Kationizacija alkalijskim metalima mo�e se izbjeæi 
dodatkom amonijevog iona u smjesu matrice i 
analita. Preporuèljivo je MALDI analizu oligonukleotida 
zapoèeti korištenjem 3-hidroksipikolinske ili sinapinske 
kiseline kao matrice u kombinaciji s IR laserom.

MALDI spektri sintetskih polimera

Prednosti MALDI tehnike u analizi sintetskih 
polimera su velika osjetljivost koja omoguæava 
dobivanje spektara velike rezolucije korištenjem 
male kolièine uzorka te odreðivanje brojèanog 

prosjeka relativnih molekulskih masa (Mn) i masenog 
prosjeka relativnih molekulskih masa (Mw) u kratkom 
vremenu (23,48,49). Neovisnost o strukturi uzorka, 
primjenjivost u podruèju niskih molekulskih masa 
i superiorna osjetljivost omoguæuju nam primjenu 
u analizi krajnjih skupina te u detekciji kopolimera, 
aditiva i neèistoæa. U MALDI analizi sintetskih 
polimera, nabijeni ioni nastaju vezanjem kationa Li+, 
Na+, K+ i Ag+ (23). Kationizacija se potièe dodatkom 
soli u smjesu matrice i uzorka.

Usporedba MALDI i ESI

Najèešæe upotrebljavane blage tehnike za ionizaciju 
sintetskih i biopolimera u spektrometriji masa su 
MALDI i ESI. Obje tehnike imaju svoje prednosti i 
mane te ih je relativno teško usporediti, buduæi da su 
opæenito povezane s razlièitim analizatorima masa. 
Razvoj obiju tehnika omoguæio je povezivanje oba 
ionska izvora s gotovo svim raspolo�ivim analizatorima 
masa. Kako bi što bolje usporedili obje ionizacijske 
tehnike, razmatrat æemo ih zajedno s analizatorom 
masa koji daje najbolje performanse za danu tehniku. 
Kao što je veæ reèeno, MALDI tehnika daje najbolje 
rezultate povezana s TOF analizatorima te u novije 
vrijeme i s FT ICR MS analizatorima. Kod ESI tehnike 
najbolji rezultati su dobiveni u kombinaciji s FT ICR 
MS. U tablici 6 dana je usporedba MALDI i ESI tehnike 
s obzirom na moguænost analize razlièitih spojeva, dok 
je u tablici 7 dana usporedba karakteristika MALDI-a 
i ESI-a.

Tablica 6 Usporedba MALDI i ESI s obzirom na moguænost analize 
razlièitih spojeva. Uspješna metoda je oznaèena oznakom +

Klase spojeva Elektroraspršenje MALDI

Proteini i peptidi + +
Oligonukleotidi + +

Oligosaharidi + +

Polarni spojevi + +

Nepolarni spojevi - +
Sintetski polimeri -/+ +
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Tablica 5 Klasteri te njihovi ionski i neutralni produkti (x>0), negativan naèin snimanja

Klaster Ionski i neutralni produkti
{nT▬(M-H)-}- → M-H- + Nt a
{nT▬M-xH)x-▬(x-1)NH4

+}- → (M-H)- + (x-1)NH3 + nT b
{nT▬(M-xH)x-▬(x-1)Cat+}- → ((M-xH)x-+(x-1)Cat+)- + nT c
{nT▬MHx

x+▬(x+1)Ani-}- → (M-H)- + (x+1)HAni + nT d
{nT▬M▬Ani-}- → (M-H)- + nT + HAni e
{nT▬M▬Ani-}- → M + nT + Ani- f
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Summary

MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION

Since its invention, matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) has found wide application in mass 
spectrometry of high molecular weight compounds such as synthetic polymers and biopolymers. Despite 
widespread application of MALDI, the fundamental processes of ion formation and desorption are still 
poorly understood. The chemistry of the MALDI process, occurring both during sample preparation and 
during ionization is reflected in the mass spectrum.
As the MALDI technique now stands, a low concentration of analyte molecules, which usually exhibit only 
moderate absorption per molecule, is embedded in matrix crystals consisting of a small, highly absorbing 
species. In this manner the efficient and controllable energy transfer is retained while the analyte molecules 
are separated from excessive energy that would lead to their decomposition.
The matrix is believed to serve two major functions: adsorption of energy from the laser light and the 
isolation of analyte molecules from each other. There are 3 major metods for the preparation of samples 
for analysis which are quite quick and simple: dried droplet, surface and sandwich preparation. Experiments 
with pH indicator dyes serve as proof that analyte´s charge state in the matrix crystals is the same as in 
solution.
Upon laser desorption a sudden and explosive phase transition occurs and a dense plume of desorbed 
material is formed. The initial velocity of analyte ions in the plume depends only on the matrix used. 
Initial species formed as a result of laser desorption are tiny clusters. They consist of a matrix, analyte and 
other ionic species embedded in the matrix crystals all held together by hydrogen bonds and coulombic 
interactions. The first essential charging and thus ionization process is the statistical occurrence of clusters 
with a deficit/excess of anions or cations. Very small initial clusters are a likely to be highly charged. 
Highly charged initial clusters cannot survive in the matrix plume and their charge drops. Clusters shrink 
by evaporation of neutral molecules. This paper presents only those cases leading to analyte ions and 
compares MALDI and the electrospray ionization technique.
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