ESI: El ectrospray |onisation

Der Begriff Elektrospray lonisation basiert auf Arbeiten von Dole und wirde letztlich durch Fenn
1984 etabliert.

Bei m El ekt rospray- Verfahren wird eine Losung des Analyten (103 bis 10°® nol/1) bei

At nosphéarendruck aus einer LC-Kapillare (ca. 0,1 nm©@ in ein starkes elektrisches Feld
verspriuht. Die an der Kapillarspitze und ei ner Gegenel ektrode angel egte kV-Spannung i st
verantwortlich fir die rasche und feine Zerstaubung der aus der Kapillare austretenden Lbsung
und fdr die effektive lonisierung der Anal yt- Ml ekl e.

Ab eines Schwel | enwerts der angel egten Spannung (2-6 kV) bildet sich ein stabiler Spray, der je
nach Ladungspol aritat zur Bildung von positiven bzw. negativen lonen fuhrt. Ei ne schonende

| oni sierung wird erhalten, wenn eine stabile Vernebel ung ohne Entl adungen erzeugt wird. D ese
optimal e Einstellung kann fur eine breite Variation an Losem ttel zusamenset zungen und Fl uf3raten
(pl bis mM/mn) erreicht werden. Ein umdie Kapillare konzentrisch angeordneter |nertgasstrom
(neist N,) wird zur Unterstutzung der Vernebel ung gerade bei hohen FluBraten (pl bis m/mn)

ei ngeset zt .

Zur vol | st andi gen Desol vatati on der | adungstragenden Fl Ussi gkeitstropfen und zur effektiven

| onenbil dung wird in einer ESI-Ilonenquelle entweder eine beheizte Transferkapillare oder ein dem
Spray entgegengerichteter, beheizter Stickstoffstrom eingesetzt. Man erreicht unter diesen ESI-
Bedi ngungen ei ne auler gewbhnl i ch hohe | onenbil dungseffizienz von ca. 0,01 bis 0,1 (vergl. El ca.
1074

Di e generierten lonen werden letztlich durch eine &fnung i mZentrum der Gegenel ektrode in den
Anal ysatorteil des Massenspektroneters dberfiihrt.
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Abb. 1: ESI-CQuelle

Model | vor st el | ungen zur 1onenbil dung bei El ectrospray |onisation M

Um den gesant en Vorgang der |onenbil dung bei ESI zu beschreiben, ist eine Unterteilung der
Abl dufe in drei Abschnitte sinnvoll:

1. Bil dung | adungstragender Tropfen
2. Verkl ei nerung der Tropfen
3. Bildung gasform ger |onen

Zur Verei nfachung der weiteren Besprechung von ESI soll jeweils von einer positiven kV-Spannung
zur Cenerierung von positiven |onen ausgegangen werden.

Bi | dung | adungstragender Tropfen an der Spitze der Kapillare
Durch die an die enge Kapillarspitze angel egte kV-Spannung, resultiert ein sehr starkes

el ektrisches Feld von ca. E ~ 10° V/m In der aus der Kapillare austretenden El ektrol ytl dsung
erfol gt eine Ladungstrennung:

Positive Ladungstrager werden auf der Fl Ussigkeitsoberflache angereichert, zur Gegenel ektrode
gezogen und zum Teil dort reduziert.

Negativ gel adene | onen dagegen wandern zum positiv gel adenen Kapill arende und werden entl aden
bzw. oxidiert.

| nsgesanmt resultiert ein konstanter Spraystromder Stéarke | ~ 107 bis 10°% A Auf grund der

el ekt rophoreti schen Ladungstrennung bei ESI sind alternative |onenbil dungsnechani snren wie die
Fel d- 1 oni sati on weni g wahrscheinlich.

Di e Anreicherung von positiver Ladung auf der Fl Ussigkeitsoberflache ist U sache der Bil dung
ei nes Fl Ussi gkeitskonus, da die Kationen zum negativen Pol gezogen werden. D eser sogenannte
Tayl or Konus (Taylor cone) resultiert aus der Bal ance des el ektrischen Fel des und der

Qoer f |l achenspannung der Losung. Ab einer bestimten Distanz zum Kapi |l I arende erfol gt eine
zunehnmende Destabilisierung und es werden Tropfen mt positiver Uberschul’3l adung in ei nem
stabilen Spray emttiert (liquid filanment).
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Abb. 2: Tayl or cone

Ver kl ei nerung der Tropfen

Die G 0Re der gebildeten Tropfen hangt von der Flulrate, der angel egten Spannung und der
Konzentration des El ektrolyten ab. Fir eine FluBrate von ca. 5 pl/mn und einer Konzentration
von 1 nmmol ergeben sich Tropfen mt Radius r ~ 1-3 um und ei ner Uberschul’l adung von Q ~ 10-14 Q
di es entspricht einer Zahl von N ~ 50 000 ei nfach gel adener | onen.

D ese Tropfen verlieren durch Verdanpfen Losem ttel nol ekil e und bei Erreichen des Raleigh Limts
(el ektrostati sche Abstoflung der Oberfl &chenl adungen > Qoerfl &chenspannung) werden viel kleinere
Tropfen (sog. Mkrotropfen) emttiert. D es geschieht aufgrund von el astischen

Qoer fl achenvi brati onen der Tropfen die zur Bildung Tayl or cone-ahnlicher Strukturen fuhren.

Am Ende sol cher Ausst il pungen werden kleine Tropfen die ca. 2% der Masse, aber 15% der Ladung
des "Muttertropfens” tragen, gebildet. Durch diesen ungleichen Zerfall der "Mittertropfen”
erhoht sich pro Durchl auf von Tropfenbildung und Verdanpfung bis zum Ral eigh Limt das
Ver hal tnis von Qberfl &chenl adung zur Zahl gepaarter lonen im Tropfen dramati sch. Das hei 3&t, dal
nur di e hochgel adenen M krotropfen fir die letztlich erfol gende |Ionenbildung verantwortlich sind

und di e verbl ei benden grofRen Muttertropfen den Uberw egenden Teil der Sal zfracht (gepaarte
| onen) tragen.

Bi | dung gasform ger [onen aus M krotropfen
| m Wesent | i chen wurden zwei Mdell e vorgeschl agen, um di e Form erung gasf 6rm ger |onen aus
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Die altere Theorie stamt von Dole und wird als das Moddel |l des gel adenen Rickstands (charged
resi due nodel, CRM bezeichnet. Man geht davon aus, dal3 letztlich aus extremkl einen Tropfen mt
Radius r ~ 1nm die nur noch ein Analytion enthalten, durch Losem ttel verdanpfung gasform ge

| onen ent st ehen.

Die zweite Vorstellung stammt von Iribane und Thonson und wird | onenem ssions-Mdell (ion

em ssion nodel | EM bezeichnet. Hi erbei erfolgt die Bildung gasform ger |onen aus hochgel adenen
M krotropfen mt Radius r ~ 8 nmund ca. N~ 70 El enentarl adungen. Di ese |onenem ssion aus den
M krotropfen steht beimIEMin Konkurrenz zum weiteren Ral ei gh-Zerfall der Tropfen.

Typi sche Phdnonene der El ektrospray |lonisation und deren Erkl &rung anhand der bei den Mdell e CRM
und | EM

CRM
In ESI-MS Spektren werden zum Teil sehr intensive Adduktionen beobachtet, die nehrere intakte

protonierte bzw deprotonierte Anal ytnol ekile enthalten (z.B. [N&]7' oder [N%]5' bei ESI-MS von

Cytochrom Im All genei nen erscheint das Auftreten von Adduktionen, die auf der Ausbil dung von
non- koval ent en Bi ndungen (H Bruckenbi ndungen, p-p-W-chselw rkungen etc.) beruhen, eher durch das
CRM er kl ar bar .

| EM

Char akteristisch fur ESI-MS Spektren ist das Auftreten von gl ockenf 6rm gen Ladungsverteil ungen
ver schi edener Ladungszustande eines ionisierten Analyts. |Im Zuge der Verkl einerung der
Tropfenradi en durch Verdanpfen von Losemttel nimmt di e Ladungsdi chte auf der Tropfenoberfl ache
zu. Bei der lonenem ssion eines Analyts von einem Tropfen mt relativ grolBen Radius ist die Zah
der Ubertragenen Ladungen kleiner als bei der Em ssion von einem Tropfen mt einem kl ei neren
Radi us. Da eine kontinuierliche Verteilung von Tropfenradi en vorliegt und diese innerhal b einer
gew ssen Verteilung zur |onenem ssion beitragen, beobachtet man eine Verteilung von

Ladungszust &nden in ESI- M5 Spektren.

Wrd der Sheathgasflul3 erhoht, findet man ei ne Verschi ebung der Verteilung der Ladungszust ande
zu hoheren Ladungszust dnden hin. Durch die verstarkte Vernebelung der Tropfen und di e Verkirzung
i hrer Lebensdauer wird das Maxi mum der Verteilung der Tropfenradien zu kleineren Werten
verschoben. Damt steigt die Ladungsdi chte auf der Cberfl ahe der Mkrotropfen. ImBild des | EM
kann die resultierende Intensitatssteigerung der Anal ytionen in hoheren Ladungszustanden gut
erklart werden (s.o0.).

ESI - M5 Unt er suchungen von Proteinen vor und nach Denaturieung bzw. vor und nach ei ner Spaltung
von Disul fidbricken zei gen eine Verschi ebung der Ladungsverteilung zu hoheren Ladungszust anden.
Unt er Ber ticksi chtigung der &quidi stanten Anordnung der Ladungen auf der M krotropfenoberflache
kann auch dieser Befund mt dem | EM gut erklart werden. Denaturierte Proteine nehnmen eine
raum i ch ausgedehntere Struktur an und kdnnen demmach bei m Austritt aus einem M krotropfen nehr
Qoerfl &chenl adungen mt in die Gasphase uberf dhren.
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ESI - M5 ni eder nol ekul arer Ver bi ndungen
Bei Mbl ektulen mt einer nolaren Masse < 1000 u werden in der Regel einfach positiv bzw. negativ

gel adene Quasi nol ekill i onen beobachtet. Di ese entstehen durch Protonierung [ MtH * oder
Kat i onenanl agerung [M+rKat]* mit Kat = Na, K bei positiver |onendetektion.

Im Fall von negativer Polaritat werden intensive lonen des Typs [MH ™~ gebildet.

Fragnenti erungen werden wegen der sanften lonsation bei ESI nur mt sehr geringen Intensitaten
beobacht et .

| onen hoher Masse

Mt der Elektrospray lonisierung ist der massenspektronetri sche Nachwei s von hochnol ekul aren
Ver bi ndungen bis zu einigen Kilodalton niglich. D es beruht auf der Generierung von vielfach
gel adenen bzw. protonierten Ml ekilionen. Da i m Massenspektroneter das Masse zu
Ladungsverhéaltnis detektiert wird, eroffnet sich ein sehr groller Massenbereich.

Um ausr ei chende Enpfindlichkeit zu gewdhrleisten, wrd bei gewdhnlichen ESI-MS Messungen mt
Auf | 6sungen gearbeitet, die keine isotopenaufgel 6sten |Ionenpattern hochgel adener Ionen liefern
kénnen. Es wird stattdessen die Unhidl |l ende all er Ml ekilionensi gnal e ei nes Ladungszust ands
detektiert.

Aus der Sequenz von Signalen (Urhiull enden), die in einemESI-MS Spektrum auftreten, |aflt sich
aber di e Mol ekul armasse ei ndeuti g besti nmen.

Unter der Annahme, dafll sich benachbarte lonen in der Bruttofornel jeweils umein Kation (Proton
oder Al kaliion) unterscheiden und die Zahl der zuséatzlichen (positiv ESI) oder fehlenden
(negativ ESI) Kationen der Ladungszahl des lons entspricht, kann mt ei nem
Dekonvol uti onsal gorithnus die Masse des |ons genau bestimt werden.

Li ter at ur

A. P. Bruins, Mechanistic aspects of electrospray ionization, J. Chromatogr. A. [794] (1998) 345-
357.

P. Kerbarle, L.Tang, Fromions in solution to ions in the gas phase, Anal. Chem [65] (1993)
972A- 986A.

S.J. Gaskell, Electrospray: Principles and Practice, J. Mass Spectrom [32] (1997) 677-688.

J.F. Banks Jr., C.M Whitehouse, Electrospray lonization Mass Spectronetry in Methods in

Enzynol ogy Vol. 270, Academic Press (1996) 486-519.




