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Opisan je mehanizam elektrorasprienja, jednog od najblazih nacina ionizacije u spektrometriji
masa, kojim se pri atmosferskom tlaku ioni iz otopine prevode u ione u plinskoj fazi. Detaljno je
objasnjeno nastajanje nabijenih kapljica uzorka na vrhu kapilare u ionizacijskoj komori te njiho-
vo smanjivanje zbog isparavanja otapala i Coulombovog dijeljenja pri Rayleighovoj granici sta-
bilnosti. Nastajanje iona u plinskoj fazi iz vrlo malih kapljica opisano je modelima ostatka nabo-
ja i isparavanja iona. Takoder je dan kraci pregled dosadasnjih saznanja o ovisnosti djelotvorno-
sti elektrorasprsenja o kemijskoj prirodi analita, kao i o odnosu izmedu iona prisutnih u otopini i

iona opazenih u spektru masa.
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Uvod

Spektrometrija masa upotrebljava se u analiticke svrhe od
ranih Cetrdesetih godina proslog stoljeca i od tada se suk-
ladno razvoju ostalih grana znanosti razvijala i ta tehnika.
Danas se uz razliCite vrste analizatora mase primjenjuje i
viSe razli¢itih nacina ionizacije. lzvori u spektrometriji ma-
sa mogu se podijeliti na one u kojima se najprije uzorak
prevodi u plinsko stanje, a onda ionizira (udar elektroni-
ma, kemijska ionizacija itd.) i one u kojima se uzorak iz
kondenzirane faze neposredno prevodi u ione (razlicite
vrste desorpcije, ionizacija potpomognuta matricom, itd.).!
Opis ionizacije potpomognute matricom uz desorpciju la-
serskim zracenjem (MALDI-a) moze se nadi u ref. 2. Takav
nacin ionizacije prikladan je za prevodenje velikih mole-
kula iz ¢vrste u plinsku fazu, pri cemu pretezito nastaju
jednostruko nabijeni ioni.

Od posebnog je znacaja ionizacija uzorka neposredno iz
otopine buduci da omogucuje analizu termicki nestabilnih
ili slabo hlapivih spojeva, kao i neposredno povezivanje te-
kucinske kromatografije i spektrometrije masa. U tu svrhu
razvijena je tehnika termorasprienja, koja je ogranic¢ena s
obzirom na polarnost i hlapivost analita, kao i tehnika
elektrorasprenja. Prvo uspjesno povezivanje elektroraspr-
Senja i spektrometrije masa opisao je John B. Fenn i za svoj
je doprinos u analizi bioloskih makromolekula maseno-
spektroskopskim metodama dobio 2002. godine Nobelo-
vu nagradu za kemiju.>= Vaznost elektrorasprienja i nje-
gov ogroman doprinos modernoj spektrometriji masa u
njegovim je jedinstvenim karakteristikama. To je blagi na-
¢in ionizacije, a omogucuje analizu kako malih tako i veli-
kih molekula, nekovalentnih kompleksa, nenabijenih ili
ionskih spojeva itd. Jedinstveno je svojstvo elektrorasprse-
nja i u nastajanju visestruko nabijenih iona, tako da su
opazeni primjerice ioni [M+150H]"%*, 3to omogucuje
detekciju tvari velikih molekulskih masa i s analizatorima
malih vrijednosti m/z.% Smanjenjem brzine protoka analizi-
rane otopine (mikro ili nanoelektrorasprsenje) povecana je

osjetljivost metode te su granice detekcije spustene na red
veli¢ine atomola (1078 mol). Zbog svih tih posebnih ka-
rakteristika kao i Sirokih mogucnosti primjene, mehanizam
elektrorasprsenja intenzivno je proucavan posljednjih de-
setak godina.

Mehanizam elektrorasprsenja

Mehanizam elektrorasprsenja objasnjen je u nekoliko pre-
glednih radova’~"> i ukratko bi se mogao opisati na sljedeci
nacin. Otopina koja sadrzi analit uvodi se u metalnu kapi-
laru na koju se pri atmosferskom tlaku primjenjuje jako
elektricno polje pod cijim utjecajem dolazi do odvajanja
pozitivnog i negativnog naboja u otopini (slika 1). Kada je
kapilara prikljucena na pozitivan kraj izvora napona, pozi-
tivno nabijeni ioni putuju prema katodi i akumuliraju se na
povrsini tekuéine. Pri kriticnoj jakosti polja nastaje tzv. Tay-
lorov stozac (slika 2), u kojem se kontinuirano proizvode
kapljice obogacene pozitivno nabijenim ionima koje pod

Je
%)
@
@
@@
0 @

_@'_\_'_ _| m-T

- Elektroni
Izvor visokog napona Electrons
High-voltage power supply

Slika 1 — Shematski prikaz elektrorasprienja’’

Fig. 1 — Schematic representation of electrospray process'
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Taylorov stozac
Taylor cone

Slika 2 — Shematski prikaz stosca tekucine na vrhu kapilare'”

Fig. 2 — Schematic reg)resentation of the liquid cone at the
capillary tip'

utjecajem gradijenta potencijala i tlaka putuju prema ana-
lizatoru spektrometra masa. Mijenjanjem polariteta mo-
guce je proizvesti negativno nabijene kapljice. Budu¢i da
se elektrorasprsenjem kontinuirano proizvodi struja, kako
bi se izbjegla akumulacija naboja na kapilari i suprotnoj
elektrodi odvija se redoks-proces.

Proces elektrorasprsenja prikladno je podijeliti u tri faze:
nastajanje kapljica, smanjenje kapljica i nastajanje iona u
plinskoj fazi.

Nastajanje nabijenih kapljica na vrhu kapilare

Kao sto je prikazano na slici 1, napon od 2-3 kV primjen-
juje se na metalnu kapilaru, vanjskog promjera 0,2 mm,
unutarnjeg promjera 0,1 mm, udaljenu 1-3 cm od vece,
planarne suprotne elektrode. Jakost elekricnog polja E. u
prostoru oko vrha kapilare pri odredenom potencijalu V.
moZe se procijeniti izrazom:

E.=2V_/[r.In4d / r)], )

gdje je r. vanjski radijus kapilare i d udaljenost izmedu
elektroda.”1° Pri uobicajenim je radnim uvjetima jakost
elektricnog polja na vrhu kapilare reda velicine 106 — 107
V m~'. Pod utjecajem elektri¢nog polja dolazi do separaci-
je naboja u tekucini, anioni migriraju prema metalnoj ka-
pilari, a kationi prema katodi i akumuliraju se na povrsini
tekucine. Pri odredenoj jakosti polja dolazi do deformira-
nja meniskusa, odnosno stvaranja Taylorovog stosca. Pri
dovoljno jakom polju Taylorov stozac postaje nestabilan i
na njegovu se vrhu stvara tanka nit teku¢ine promjera ne-
koliko mikrometara cija je povrsina obogacena pozitivnim
ionima. Na odredenoj udaljenosti nit postaje nestabilna te
iz nje nastaju kapljice s viskom pozitivnih iona. Potrebna
jakost elektricnog polja dana je izrazom:

E=(2ycos49°/¢,r)"?, (2)
gdje je y napetost povrsine tekucine, 49° polovina kuta

Taylorovog stosca, &, permitivnost vakuuma i r. radijus ka-
pilare.’ Vrijednost primijenjenog potencijala ovisi o po-

vriinskoj napetosti otapala te je za vodu, dimetilsulfoksid,
acetonitril odnosno metanol, vrijednost procijenjena na,
redom, 4; 3; 2,5 odnosno 2,2 kV. Potrebna jakost elek-
tricnog polja za vodu prelazi vrijednost jakosti polja po-
trebnog za izbijanje elektrona te se u prostor koji okruzuje
kapilaru umjesto N, ili Ar dodaje SFy ili velike koli¢ine O,.

Zbog velike razlike u potencijalu izmedu kapilare i suprot-
ne elektrode na granici faza metal-otopina dolazi do oksi-
dacije, primjerice nastajanje H* iz vode, sto je nuzno za
kontinuirano nastajanje kapljica iste polarnosti, a na su-
protnoj elektrodi odvija se redukcija. Drugim rijecima,
elektrorasprsenje se moze promatrati kao specijalna vrsta
elektrolitske Celije u kojoj se transport dijela naboja ne od-
vija kroz otopinu ve¢ kroz plinsku fazu, najprije preko na-
bijenih kapljica, a onda preko iona u plinskoj fazi. Koncen-
tracija iona nastalih elektrolitskim procesom je = 2 - 10°°
mol dm= i moZe se detektirati, ali opéenito ne utje¢e na
detekciju drugih ionskih vrsta prisutnih u otopini. Treba
napomenuti da u slucaju vodenih otopina promjene pH
uzrokovane elektrokemijskom reakcijom vode mogu utje-
cati na izgled spektra masa, odnosno na zastupljenost pro-
toniranih i visestruko protoniranih vrsta. Takoder je doka-
zano da se neki spojevi koji u otopini inace nisu ionizirani,
mogu ionizirati elektrokemijskom oksidacijom ili redukci-
jom. Od posebnog su interesa radikal-kationi nastali iz po-
liciklickih aromatskih ugljikovodika, koji se drugim meto-
dama ne bi mogli prevesti u plinsku fazu. S druge strane
elektrokemijske reakcije mogu interferirati u kvantitativnoj
analizi iona metala kao S§to su Ag*, Cu?* i Hg?*.!"

Smanjenje nabijenih kapljica nastalih
elektrorasprsenjem

Pocetna velicina nabijenih kapljica nastalih elektroras-
préenjem ovisi o nekoliko parametara, kao sto su brzina
protoka otopine i svojstva otapala. Pri brzini protoka od
5 uL min~" i ukupnoj koncentraciji elektrolita ne vecoj od
1072 mol dm=3 postizu se najbolji uvjeti za visok prinos io-
na u plinskoj fazi. Osim toga nastaju kapljice uskog raspo-
na velicina te se mogu smatrati monodisperznim. Radijus R
i naboj g kapljica nastalih na izlazu iz kapilare mogu se
procijeniti na temelju sljedecih izraza:

R = (Vie [ k)3, (3)
q =07 [87 (e, y R, (4)

gdje je Vi brzina protoka otopine, k provodnost otopine i &
permitivnost otopine.!” Kako otapalo potpomognuto gri-
janjem isparava, smanjuje se velicina kapljica, ali naboj
ostaje konstantan. Kada se sila elektrostatskog odbijanja iz-
jednaci s povrsinskom napetosti postize se Rayleighova

granica stabilnosti:”9""

q = 8ale,y R, (5)

Unutar =100 us radijus ishodne kapljice dovoljno je blizu
Rayleighevoj granici, dolazi do Coulombova dijeljenja i na-
stajanja manjih kapljica potomaka koje nose oko 2 % mase
i 15 % naboja kapljice pretka (slika 3). Daljnjim smanjiva-
njem kapljica potomka zbog isparavanja otapala proces di-
jelienja se nastavlja dva do tri puta uz konstantno po-
vecanje omjera pozitivnog naboja na povrsini kapljice i
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Slika 3 — Shematski prikaz nastajanja kapljica predaka i kapljica potomaka'’

N=2
R=3nm
R = radijus kapljice, N = broj ele-

mentarnih naboja na povrsini kapljice, At = vrijeme potrebno za smanjivanje kapljice do velicine kad zapocinje
proces Coulombova dijeljenja. U gornjem desnom uglu prikazano je nesimetricno dijeljenje jedne kapljice.

Fig. 3 — Schematic representation of time history of parent and offspring droplets'’ R =
= the number of elementary charges on droplet surface, At =

the droplet radius, N
the time required for evaporative droplet shrinkage

to the size when Coulomb fission occurs. The top right insert illustrates the uneven fission of one droplet.

sparenih iona elektrolita u unutrasnjosti. Ustanovljeno je
da dolazi do nesimetri¢nog dijeljenja kapljice, odnosno
kapljica pretka emitira nekoliko manjih kapljica, slicno
procesu koji se odvija na vrhu Taylorovog stosca. Nastale
su kapljice priblizno monodisperzne, a njihov radijus izno-
si oko jedne desetine radijusa kapljice pretka. Takvim nesi-
metri¢nim cijepanjem, u novije vrijeme nazvanim raspa-
dom mlaza (jet fission), nastaju dvije vrste kapljica, velike,
koje u sebi nose nezeljene sparene ione elektrolita, i male,
iz kojih nastaju ioni u plinskoj fazi.

Nastajanje iona u plinskoj fazi

Postoje dva modela kojima se objasnjava nastajanje iona u
plinskoj fazi: model ostatka naboja (Dole, 1968)'® i model
isparavanja iona (Iribarne i Thomson, 1976),'7'8 oba pre-
dlozena prije nego li je bila poznata shema cijepanja opi-
sana u prethodnom poglavlju.

Prema modelu ostatka naboja stvara se iznimno mala kap-
ljica, radijusa priblizno 1 nm, koja sadrzi samo jedan ion.
Isparavanjem posljednje molekule otapala nastaje ion u
plinskoj fazi. Danas se smatra da velike molekule, mase
barem preko 3300 Da, nastaju tim procesom.!%1?

Prema drugom modelu, iz kapljica radijusa priblizno 8 nm,
sa suviskom od priblizno 70 elementarnih naboja, dolazi
do isparavanja iona prije nego li kapljica dostigne Ray-

leighevu granicu i zapocne dijeljenje. Smatra se da mali io-
ni u plinskoj fazi pretezno nastaju tim mehanizmom.”-29/21

Ovisnost intenziteta signala o analitu

Spektrometrijom masa uz elektrorasprienje kao nacin ioni-
zacije mogu se detektirati razlicite vrste molekula, primje-
rice organske ili anorganske soli koje su nabijene u otopini,
polarne neutralne vrste koje sadrze protone te nepolarne
tvari koje podlijezu oksidaciji odnosno redukciji. Otopina
koja je podvrgnuta elektrorasprienju uz analit sadrzi i pro-
dukte elektrokemijskih reakcija, necistoc¢e koje mogu po-
tjecati iz razlicitih izvora (otapala obi¢no sadrze oko 107°
mol dm= Na™) te Cesto i elektrolit koji se dodaje uzorku
kako bi se poboljsala desorpcija odredene vrste. Kiselina se
dodaje za povecanje prinosa iona [M+H]*, a baze za po-
vecanje prinosa iona [M—H]. Prisutnost elektrolita u veli-
kim koli¢cinama kao i prisutnost povrsinski aktivnih tvari
moze zatomiti signal analita, Sto je jedan od glavnih nedo-
stataka elektrorasprsenja kao nacina ionizacije u spektro-
metriji masa.'®

Jedno je od kljucnih pitanja da li relativan intenzitet signala
u spektru masa reflektira relativnu zastupljenost analita pri-
sutnih u otopini? Ovisnost intenziteta signala o analitu A*
ovisi 0 njegovoj koncentraciji i faktoru odziva Rj:

I, = Ry [AT]. (6)
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Do razlike izmedu faktora odziva za razli¢ite analite moze
doci zbog diskriminacije masa u analizatoru masa ili samog
procesa elektrorasprienja, o cemu ce biti rije¢ u nastavku
teksta.

Model isparavanja iona zasniva se na teoriji prijelaznog
stanja.”? Koeficijent brzine emisije iona iz kapljice dana je
sliede¢im izrazom:

k = (kg T/ h) exp(-AG* / RT), )

gdje je kg Boltzmanova konstanta, T temperatura kapljice,
h Planckova konstanta, a Gibbsova energija aktivacije AG*
odnosi se na razliku Gibbsovih energija solvatiziranog iona
u plinskoj fazi i u nabijenoj kapljici. Kako bi opisali ovi-
snost intenziteta o koncentraciji, Tang i Kebarle?? predlozili
su model zasnovan na modelu isparavanja iona i na hipo-
tezi da brzine isparavanja iona ovise o njihovoj koncentra-
ciji u kapljici. Za analite A* i B¥ omjer intenziteta dan je
izrazom:

In/ lg = kAT / kg[B7]. (8)

Prema tome, faktor odziva proporcionalan je brzini ispara-
vanja iona. U kasnijem radu?? isti su autori uveli i povrsin-
sku aktivnost iona buduci da ioni isparavaju s povrsine
kapljice te je intenzitet proporcionalan povrsinskoj kon-
centraciji iona:

I / lg = Kqa kA[A+] / Ksg kB[B+]/ 9)

gdje K predstavlja povrsinsku aktivnost. Medutim, taj mo-
del ne objasnjava ovisnost intenziteta o koncentraciji u
sirokom koncentracijskom podrucju, te je 1997. godine
Enke uveo model ravnotezne raspodiele.?* Osnovna je po-
stavka da ioni u plinskoj fazi potjecu s povrsine kapljice.
Povrsina koja je nabijena zbog viska iona istog naboja pro-
matrana je kao jedna faza, a unutrasnjost kapljice kao dru-
ga faza. Ako je raspodjela iona izmedu tih faza dovoljno
brza, moze se definirati ravnotezna konstanta. Pri niskim
koncentracijama povrsina kapljice nije zasi¢ena i svi ioni
(npr. A" i B") lako dolaze na povrsinu neovisno o ravno-
teznoj konstanti raspodjele K, i Kg. Pri visokim koncentra-
cijama povriina je zasicena, dolazi do kompeticije raz-
licitih iona za mjesto na povrsini te e faktori odziva ovisiti
o omjeru K,/Kg. Povrsinski aktivne tvari davat ¢e stoga naj-
intenzivnije signale u spektru masa. Taj model neovisan je
o nacinu nastanka iona u plinskoj fazi jer je najvazniji ko-
rak raspodjela naboja pri nastajanju nabijenih kapljica jos
u Taylorovom stoscu. Tijekom brzog procesa desolvatacije
i dijeljenja kapljica ne dolazi do znatnije promjene u ion-
skom sastavu na povrsini kapljice. Treba napomenuti da bi
intenzitet signala predviden ovim modelom priblizno od-
govarao sumi intenziteta svih signala koje analit ima u
spektru masa.

Odnos izmedu iona opazenih u plinskoj fazi
i iona prisutnih u otopini

loni opazeni u spektru masa mogu se razlikovati od iona
prisutnih u otopini zbog razlicitih kemijskih reakcija desol-
vatiziranog iona i neutralnih plinova na putu do analizato-
ra masa. Ti efekti ukljucuju reakcije ion—-molekula, prijenos
naboja i fragmentiranje iona. U svim slucajevima ioni u

spektru masa pokazuju razlicit oblik od onog kojeg su imali
u otopini.?!

Mali stabilni ioni alkalijskih metala (Li*, Na*, K*, Rb*,
Cs*) prevode se u plinsku fazu bez promjene. Visestruko
nabijeni ioni metala jace su solvatizirani te uklanjanje svih
molekula otapala uzrokuje separaciju naboja, primjerice:

M(H,0),* = MOH* + H,0*,

gdje je M2t = Mg2*, Ca?*, Zn?*.310 Kao sporedni pro-
dukti opazeni su i oblici [M?*X7]*, gdje X predstavlja bilo
koji negativno nabijeni ion."" Posebno su vazne promjene
u stupnju protoniranosti analita s bazi¢nim skupinama opa-
Zene u spektru masa u odnosu na stupanj protoniranosti u
otopini. Prvi takav primjer pokazali su Fenselau i sur.?> koji
su detektirali protonirani protein iz bazi¢ne otopine, pH =
10, a kasnije je slicno uoceno i na manjim molekulama
kao 3to su aminokiseline?® ili kafein.?” lonizacije pri kojima
su u spektru masa opazeni protonirani ili deprotonirani io-
ni iz jako luznatih, odnosno jako kiselih otopina, u kojima
takvi ioni ne postoje u znatnijoj koncentraciji nazvane su
ionizacije “wrong-way-round”.

Primjena elektrorasprsenja

Spektrometrija masa uz elektrorasprsenje kao nacin ioniza-
cije (ESI-MS) danas se primjenjuje za analizu razlicitih vrsta
kemijskih spojeva. Od posebnog su interesa biomole-
kule (peptidi, proteini, lipidi, Seceri, nukleinske kiseline
itd.).?829 Gotovo rutinskim analizama odreduju se primar-
ne strukture peptida i proteina, a sve vedi interes usmjeren
je prema supramolekularnoj kemiji. Intenzivno su prouca-
vani kompleksi DNA s razlicitim lijekovima, proteinima,
oligonukleotidima; interakcije protein/protein, enzim/sup-
strat, enzim/inhibitor; supramolekularni metalni kompleksi
te inkluzijski kompleksi s a- i B-ciklodekstrinima.3°

Na slici 4 prikazan je ESI-MS spektar vodene otopine natri-
jevog, kalijevog, rubidijevog i cezijevog klorida. Osim si-
gnala jednostruko nabijenih iona alkalijskih metala moze
se uociti i signal pri m/z = 18, koji potjece od oneciscenja,
iona [NH,]*. Takoder se mogu uociti signali slabijeg inten-
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Slika 4 — Intenziteti iona opaZeni za 5 - 10 =+ mol dm= vode-
nu otopinu NaCl, KCI, RbCl, CsCl?

— lon intensities observed with 5 - 10 ~* mol dm™

Fig. 4
each of NaCl, KCI, RbCl, CsCl in aqueous solution?
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Slika 5 — ESI-MS spektri razlicitih peptida i proteina s M, od 2 846 do 77 500'°
ig. 5. — ESI-MS spectra for different peptides and proteins wi . ranging from o
Fig. 5. — ESI-MS spectra for different peptides and prot th M from 2 846 to 77 500
ziteta koji odgovaraju hidratiziranim ionima alkalijskih me- 100, EA
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75
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Slika 5 prikaz je nekoliko ESI-MS spektara razlicitih pepti- “© i
da i proteina relativnih molekulskih masa od 2 846 do
77 500, snimljenih u podrucju vrijednosti m/z od 400 do sl %) o
1 400. Nastajanje visestruko nabijenih iona omogucuje ana- , h L 8+
lizu velikih biomolekula i pri malim vrijednostima m/z.'> °
13-
1.00
Primjer ionizacije “wrong way round” dan je na slikama 6a % " b
i 6b. Mogu se uociti viSestruko negativno nabijeni ioni 075
mioglobina iz otopine pH = 3,5 iako je pri toj vrijednosti -
pH udio negativno nabijenih iona u otopini zanemariv.?> '
. . . . .. .. . 025 17- 16.
Na slikama 7a i 7b prikazani su ESI-MS spektri inkluzijskih L1
kompleksa a-ciklodekstrina s alifatskim c,w-dikarboksiInim 00 e e
kiselinama. Primjeri su izabrani kako bi se uocila posljedi- miz
ca prisutnosti POWéinSki aktivne tvari. Naime, Sto je dU'ji Slika 6 — ESI-MS spektar mioglobina:25 a) pozitivno nabijeni ioni,
alifatski lanac, veca je povrsinska aktivnost dikarboksilne pH = 3,5, b) negativno nabijeni ioni, pH = 3,5

kiseline, te je i odgovarajuci signal u spektru masa intenziv-  Fig. 6 — ESI-MS spectra of myoglobin:?> a) positive ions, pH =
niji.%! 3.5, b) negative ions, pH = 3.5
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Slika 7 — ESI-MS spektri ekvimolarnih smjesa (4 - 107* mol
dm=3) a-ciklodekstrina i &,,w-dikarboksilnih kiselina u vodi, pH =
9:31 a) a-ciklodekstrin + 1,5-dikarboksilna kiselina, b) a-ciklodek-
strin + 1,70-dikarboksilna kiselina

Fig. 7 — ESI-MS spectra obtained for equimolar mixtures (4 -
10 mol dm™) of a-cyclodextrin and a,w-dicaboxylic acids in
water, pH = 97 a) a-cyclodextrin + 1,5-dicarboxylic acid, b)
a-cyclodextrin + 1,10-dicarboxylic acid

Zakljucak

Elektrorasprsenje je blagi nacin ionizacije u spektrometriji
masa, koji omogucuje prijenos iona iz otopine u plinsku
fazu, a time i analizu kako malih iona tako i velikih, nehla-
pivih molekula kao sto su proteini. Sam proces intenzivno
je proucavan posljednih desetak godina, izvedeni su neki
opce prihvaceni zakljucci, ali jos uvijek postoji niz ne-
rijeSenih pitanja. Pogotovo su nedovoljno razumljive ano-
malije koje su opazene za mnoge jednostruko i visestruko
nabijene ione, kada relativna zastupljenost u spektru masa
ne odgovara njihovoj zastupljenosti u otopini. Takoder su
nedovoljno razjasnjeni slucajevi u kojima su u spektru ma-
sa opazeni signali iona koji ne postoje u otopini.
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SUMMARY

Electrospray — Soft lonization in Mass Spectrometry
N. Cali¢

Aspects of the major processes by which ions in solution are converted to ions in the gas phase are1glven
on the basis of information available in the articles on electrospray mass spectrometry (ESMS).

The solution containing the analyte is introduced with a weak flux (normally 1 — 10 pl min™") in a capil-
lary on which a high electric field is applied under atmospheric pressure (Figure 1). The field causes a
separation of positive and negative charges in the solution. In the positive ion mode (when the capillary is
the positive terminal), positive ions tend to move towards the counter-electrode and accumulate at the
surface of the liquid at the capillary tip. At a critical field the meniscus at the tip deforms into a liquid
cone, called a Taylor cone, which continuously produces droplets (Figure 2). The droplets’ surfaces are
enriched with positive ions for which there are no negative counterions in the droplet. Reversing the po-
larity of the power supply can generate negatively charged droplets instead. As electrospray produces a
continuous current, redox processes must occur at the capillary and at the counter electrode to avoid
charge accumulation. In other words, electrospray device can be viewed as a special type of electrolytic
cell in which part of the ion transport does not occur through uninterrupted solution, but as charged
droplets and later as ions in the gas phase.

Evaporation of solvent from the initially formed droplets, as they traverse a potential and a pressure gradi-
ent towards the analyzer of the mass spectrometer, leads to a reduction in size. The radius of the droplet
decreases at constant charge until being close to Rayleigh limit, when the Coulombic repulsion between
the charges overcomes the cohesive forces. This leads to the Coulomb fission of the droplet (Figure 3).
Small offspring droplets have radii which are roughly one-tenth of the parent droplet radius. They carry
away approximately 2 % of the parent mass and 15 % of the parent charge. As evaporation carries on,
the daughter droplets undergo fission themselves.

Two different mechanisms have been proposed to account for the formation of desolvated dons in the gas
phase from the small charged droplets. The charged residue model, proposed by Dole,'® assumes that
the series of droplet fission events leads to the extremely small droplets contalm ing only one ion. Mole-
cules having masses above at least 3300 Da are produced via this mechanism.?'® According to the ion
evaporation model, proposed by Iribarne and Thomson,'®'7 at an intermediate stage in the droplets’
lifetime (prior to the Rayleigh limit) the electric field on the surface of the charged droplets is sufficiently
high so that solvated ions may be emitted directly into the gasg}:)hase It is now generally admitted that
small ions are produced predominantly by this mechanism.®

Of major concern to the mass spectrometrist is whether the relative intensities in the MS spectra reflect
the relative abundances of the analytes present in solution. The intensity of the signal corresponding to
the analyte depends on its concentration and on its response. The effect of the electrospray mechanism
on the response of the analyte is decribed by Tang and Kebarle?'?2 and G. Enke.?® Only the key features
are described in this paper.

The ions observed in the gas phase may be different from those present in the solution. Transfer of the
ions from solution to gas phase without chemical change can occur only for very stable ions such as singly
charged alkali ions. Very important changes can occur when the ions involved are protonated bases or
deprotonated acids. The term "wrong-way-round ionization” has been used to describe the observation
of protonated or deprotonated ions electrosprayed from solutions where such ions are not expected to

exist in appreciable concentrations.?4-
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