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1. Uvod

Elektrosprejova ionizace (ionizace elektrosprejem,
electrospray ionization — ESI, electrospray — ES) vyznam-
né podpotila uplatnéni hmotnostni spektrometrie v analyze
polarnich a iontovych malych organickych latek i biomak-
romolekul, predevdim proteint'>. Elektrosprejovani je
zpusob rozprasovani roztokl piisobenim elektrického pole,
pfi kterém se vytvaii velmi malé nabité kapky. Proces se
vyuziva v fad¢é odvétvi, napf. pii nanaseni barev. S mys-
lenkou vyuzit elektrosprej jako iontovy zdroj pro hmot-
nostni spektrometrii ptisel M. Dole se spolupracovniky®.
Ziskali ionty polystyrenu v plynné fazi, vytesili prechod
mezi atmosférickym tlakem, pfi kterém jsou roztoky roz-
prasovany, a vakuovanym prostorem, ale ionty nesledovali
hmotnostnim spektrometrem. Dal§i vylepSeni navrhl
a propojeni s hmotnostnim spektrometrem realizoval tym
Johna Fenna, ktery ukdzal moznosti elektrospreje pfi ioni-
zaci malych molekul”®, peptidi, oligonukleotidi a protei-
nt”'’. Za uplatnéni této ionizaéni techniky pii analyze
biomakromolekul byla J. Fennovi v roce 2002 udélena
Nobelova cena. Mimochodem tento vyznamny védec se
narodil v roce 1917, v dob¢, kdy se studiem vlivu elektric-
kého pole na povrch kapalin (v podstaté elektrosprejova-
nim) zabyval John Zeleny'"'?, americky fyzik s ¢eskymi
predky'®. Zajimavosti rovnéz je, Ze v roce 1984, tedy ve
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stejné dobé jako J. Fenn, publikovali nezavisle elektrospre-
jova hmotnostni spektra malych molekul L. N. Galla
a spol.'.

Elektrosprej pracuje s pritoky vzorku v mikrolitrech
za minutu. Je-li vyuzito plynu k podpote zmlzovani, zvla-
da priatoky ve stovkach mikrolitri za minutu az pres
1 ml min™". Miniaturizace vedla ke konstrukci nanoelektro-
spreje, ktery naopak pracuje s pritoky v fadu desitek nano-
litrti za minutu'®"’. Elektrosprej se dnes uplatiiuje pii pii-
mé analyze roztokti nebo jako rozhrani a iontovy zdroj pti
spojeni separacnich technik (kapalinové chromatografie,
superkritické fluidni chromatografie, kapilarni elektroforé-
zy) s hmotnostni spektrometrii.

2. Elektrosprej

Elektrosprejovani je vyvolano vlozenim vysokého
napéti (jednotky kV) mezi sprejovaci kapilaru a vstup do
vakuované &asti hmotnostniho spektrometru'™. Vznikd
elektrické pole o intenzitd v fadu 10° az 10° V m™'. Sprejo-
vaci kapilarou je pfivadén roztok analyzované latky
(analytu) ve vhodném rozpoustédle. Ionizace elektrospre-
jem zahrnuje nékolik krokl: 1) tvorbu nabitych kapek; 2)
zmensSovani téchto kapek; 3) uvolnéni iontd do plynné
faze; 4) sekundarni d&je v plynné fazi'>'’.

Elektrické pole zpisobuje polarizaci rozpoustédla
a hromadéni iontd se stejnym nabojem v blizkosti menisku
kapaliny ve S$picce sprejovaci kapilary (obr. 1). Ionty
s opacnym nabojem se od néj vzdaluji. Pii dostatecné in-
tenzité elektrického pole dochazi k deformaci menisku
kapaliny a vytvaii se tzv. Taylorav kuzel"'**?!. Z jeho
vrcholu tryska jemny proud kapaliny, ktery se rozpada na
primarni nabité kapky. Jejich stejny naboj vede k vzajem-
nému odpuzovani kapek a tvorbé jemného spreje. Kapky
obsahuji ionty kladné i zaporné, ale podle pracovniho mo-
du prevazuji jedny z nich. Pracovni mod je ur¢ovan volbou
polarity vkladaného napéti. Kladné napéti na sprejovaci
kapilafe odpuzuje smérem k povrchu roztoku kationty,
zaporné napéti pak anionty.

Stabilni rozpraSovani kapek z Taylorova kuZzele zaci-
na pii uréité hodnote napéti, presnéji intenzité elektrického
pole, kterd zavisi na povrchovém napéti analyzovaného
roztoku. Se zvySovanim napéti se charakter spreje méni,
objevuje se vice kuzell, ze kterych jsou emitovany nabité
kapky. Elektrosprej stale poskytuje ionty, ale signal byva
méng stabilni. Pfili§ vysoké napéti zptisobuje vyboj v ion-
tovém zdroji, ktery vyrazné¢ méni hodnotu elektrického
proudu ve zdroji a charakter spektra. Nejednd se jiz
o0 ionizaci elektrosprejem, ale o procesy podobné chemické
ionizaci za atmosférického tlaku. Muze nastat i situace,
kdy dojde k vyboji pfi niz§im napéti, nez je napéti potieb-
né pro vznik Taylorova kuzele. K vyboji je vice nachylny
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Obr. 1. Tvorba nabitych kapek v elektrospreji. V kladném modu nesou kapky nadbytek kladnych iontl, v zaporném jsou nabity zapor-
né. Z vrcholu Taylorova kuzele tryska jemny proud kapaliny, ze kterého se oddéluji primarni kapky o poloméru v fadu jednotek az desi-
tek mikrometri. Postupnym odpafovanim rozpoustédla a rozpadem z nich vznikaji malé vysoce nabité kapky s polomérem v nanome-

trech, z nich se uvoliluji solvatované ionty (klastry)

zaporny mod, coz je pravdépodobné zpusobeno emisi
elektroni ze Spicky kovové sprejovaci kapilary, na niz je
vloZzeno zaporné nap&ti*2.

Hodnotu intenzity elektrického pole E,,, pii které
zacina sprejovani z Taylorova kuzele, 1ze vypocitat pomo-

ci vztahu®:

Eon = [2yc0s49°/(eor)]

kde y je povrchové napéti, cos49° je kosinus polovi¢niho
uhlu Taylorova kuzele, & permitivita vakua a 7, znac¢i po-
lomér sprejovaci kapilary. Pro roztoky s vétSim povrcho-
vym napétim je nutné vkladat vyssi sprejovaci napéti, ma-
li byt dosazeno intenzity E,,. Je-li napfiklad pro methanol
(povrchové napéti 0,023 N m™") sprejovaci napéti 2,0 kV,
pii pouziti &isté vody (0,073 N m') je tfeba nastavit hod-
notu 3,6 kV.

Z primarnich nabitych kapek se odpatuje rozpouste-
dlo, a tim se zvysuje naboj kapky vztazeny na jednotku
objemu (obr. 2) (cit.'®). P¥i dostate¢ném piebytku iontd se
stejnym nabojem jejich vzajemné odpuzovani ptekonava
povrchové napéti, dochdzi ke coulombickému S§tépeni.
Kapka se deformuje a z protahlého uzkého konce se uvol-
flyje asi 20 mensich kapek. Priméarné vzniklé kapky maji
pfi malych pratocich vzorku polomér kolem 1,5 pm, kap-
ky druhé generace asi 0,1 pm (cit.'"**). Sttedni promér
kapek klesd s menSim primérem sprejovaci kapilary (viz
také nanoelektrosprej nize). Kapky druhé generace nesou
10 az 18 % celkového naboje, ale jejich hmotnost odpovi-
da 1 az 2 % hmotnosti primarnich kapek'®**?°. Kulova
kapka se stavéa nestabilni pfi urcité hodnoté naboje kapky
q, pii tzv. Rayleighové mezi stability:

q = 8n(egyR’)"?
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kde y je povrchové napéti, & permitivita vakua a R odpovi-
da poloméru kulové kapky. Ve skutecnosti jsou
v elektrospreji kapky deformované a k jejich $té€peni do-
chazi pred timto limitem. Odpafovani rozpoustédla a cou-
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Obr. 2. Schematické znazornéni rozpadu kapek. Primarni kap-
ka vznika elektrosprejovanim (polomér 1,5 um odpovida malym
prutokim roztoku), zmenSuje se odpafovanim rozpoustédla, pii
urcité velikosti dochazi k rozpadu vlivem odpuzovani stejné nabi-
tych ¢astic a d&j se opakuje (R — polomér v um, N — pocet ele-
mentarnich naboji v kapce, Az — doba odpatovani rozpoustédla
potiebna pro zmenseni kapky pied dals$im rozpadem, uvedené
casové hodnoty odpovidaji zhruba methanolu, v detailu je nazna-
&eno asymetrické $tépeni kapek, prevzato z cit.'® a prepracovano)
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lombické $tépeni kapek se opakuje, az se z malych (R < 10
nm) vysoce nabitych kapek uvoliuji ionty do plynné faze.

Tradi¢né jsou popisovany dva mechanismy pienosu
iontll do plynné faze. Malé solvatované ionty jsou uvolio-
véany z povrchu kapky, ¢imz dochazi ke snizeni jejiho na-
boje. Proces je oznaCovan jako vypafovani iontd.
V porovnani iontl rtiznych latek se v povrchu kapky vice
hromadi ty, které maji vétsi povrchovou aktivitu. Snaze se
z kapky ,,vypafuji‘ a mohou potlacovat ionizaci povrchové
mén¢ aktivnich latek. Druhy mechanismus predpoklada
postupné odparovani rozpoustédla, az zistava solvatovany
ion. Tento model zbytkového naboje 1épe vystihuje ioni-
zaci vétSich molekul s relativni molekulovou hmotnosti
pfes 5 az 10 tisic, napf. proteind. Pocitacové modelovani
ukazalo jesté na dal$i moznost pfenosu iontu proteinu do
plynné faze tzv. uvoliiovanim Fetézce. Rozbaleny hydro-
fobni fetézec se v kapce tvofené polarnim rozpoustédlem
bude vyskytovat na jejim povrchu, zde je na néj pfenasen
naboj a vznikly ion postupné kapku opousti (obr. 3) (cit.”>").
U modelu zbytkového néboje je zmenSovani kapky dopro-
vazeno ,,vypafovanim“ malych ionti. Kapku opousti na-
priklad solvatované amonné¢ ionty, coZ snizuje pocet nabo-
ju dostupnych pro ionizaci molekuly proteinu. Naopak
v procesu uvoliiovani fetézce je pocet naboju v kapce vétsi
a lze ocekavat vétsi stiedni naboj iontl proteinu (obr. 4).
Roli mize hrat i vétsi dostupnost ionizovatelnych skupin
u rozbaleného fetézce.

Popsany proces ionizace, at’ jiz je zpusob pienosu
iontl do plynné faze jakykoli, pfedpoklada vytvoreni iontu
v kapalné fazi, coz je pro elektrosprej typické. Molekula
analytu miZze byt ale také ionizovana az v plynné fazi jeji
reakei s iontem, napf. pfenosem protonu, ktery poskytuji
amonné ionty. Jiné sekundarni déje v plynné fazi mohou
naopak sniZzovat vytézek ionizace. Patii k nim pfenos pro-
tonu z iontu analytu na molekulu jiné latky vyskytujici se
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Obr. 3. PFenos iontii do plynné faze lze vystihnout modelem: a)
vyparovani iontl; b) zbytkového nédboje; c) uvoliiovani fetézce
(pievzato z cit.”® a upraveno)
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Obr. 4. Elektrosprejové hmotnostni spektrum myoglobinu
méfené pii pH 7 (sbalend molekula, mechanismus zbytkového
naboje) vykazuje mensi stiedni pocet naboji proteinu nez spek-
trum ziskané pii pH 2 (rozbalena molekula, mechanismus uvolio-
vani fetézce) (pfevzato z cit.”’ a upraveno)

ve sprejovaném roztoku. V zaporném modu vede ke snize-
ni signalu piijeti protonu zdporné nabitym analytem.
V obou pfipadech je ion analytu neutralizovan, neutralni
molekula neni detegovana. Signal iontu analytu dale ovliv-
fiuje jeho ptipadna fragmentace ve zdroji (viz nize).

Procesy vedouci k nabiti molekuly analytu lze zahr-
nout do &ty skupin'?*:

1. Oddéleni néaboji — iontova latka poskytuje
v roztoku kation a anion: CA — C* + A", ve spektru kro-
mé samotnych iontdl mohou byt pozorovany klastry
[C(CA)I", [A(CA)T

2. Prijeti nebo odevzdani protonu ¢i tvorba adukti:
[M+H]" ~ M+1; [M+Na]® ~ M+23; [M+K]" ~ M+39;
[M-H] ~ M-1; [M+CI] ~ M+35/37; [M+HCOO] ~
M+45, [M-H+2Na]’, [M—2H+Na], objevuji se klastry
[2M+C]", vicendsobn& nabité ionty [M+zC]*" aj. Typické
hmotnostni diference 22 (mezi [M+H]" a [M+Na]"), 38
(IM+H]" a [M+K]") a 16 ([M+Na]" a [M+K]") jsou uzite¢-
né pii interpretaci spektra (ur¢eni molekulové hmotnosti).

3. Reakce v plynné fazi: napt. M + NH," — MH"+
NH;. Pridavek amonné soli nebo hydroxidu amonného do
roztoku nékdy podporuje ionizaci v kladném moédu, i kdyz
je roztok bazicky.

4. Elektrochemicka oxidace nebo redukce mutize vést
k ionizaci nepolarnich latek (obecné nevhodnych pro ioni-
zaci elektrosprejem): napf. oxidace perylenu poskytuje
radikal-kation s m/z 252, za vzniku zépornych ionti se
redukuji chinony.

Byt elektrochemické déje vedou k pifimému nabiti
molekuly analytu spiSe vyjimecné, jsou pro elektrosprejo-
vani nezbytné. V kladném moédu je jejich prostiednictvim
generovan oxidaci ptrebytek kladného naboje (v opacném
modu vznika redukei nadbytek zdporného naboje). Nabité
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Castice jsou unaSeny kapkami a jejich naboj je posléze
vyuzit k ionizaci. Na elektrosprej se 1ze divat jako na elek-
trochemicky ¢lanek pracujici za konstantniho proudu.
Elektrochemické reakce probihaji ve sprejovaci kapilare
(v kovové kapilare na nékolika poslednich mikrometrech).
K ni tvofi protielektrodu kovové Casti piistroje, na které
dopadaji ionty. Material sprejovaci kapilary nebo slozky
roztoku, jejichZ obsah je vyrazné vétsi nez obsah analytu,
se oxiduji (napt. Fe — Fe*' + 2¢”, HCOOH — CO, + 2H"
+2¢7, CH;0H + H,O — HCOOH + 4H" + 4¢, 40H —
2H,0 + O, + 4e, CI" + 20H — CIO" + H,O + 2e,
2H,0 — 4H" + 4e” + O,) nebo redukuji (napf. Fe(OH); +
¢ — Fe(OH),+ OH, O, + 4H" + 4¢” — 2H,0, 2H,0 + O,
+4e — 40H, HCOOH + 4H" + 4¢° — CH;0H + H,0,
2H,0 +2¢” — H,+ 20H") (cit.h).

Elektrochemicky generovany naboj je akumulovan
v kapkach, coz miZze zplsobit ,,neo¢ekavany* pribeh ioni-
zace. Napfiklad byly pozorovany zédporné ionty myoglobi-
nu pfi analyze jeho roztoku o pH 3 (dle hodnot pK
v takovém roztoku nese jeden zdporny naboj pouze jedna
molekula z pfiblizng 3500). Usp&na ionizace za vzniku
vicenasobné nabitych iontll je vysvétlovana hromadénim
zaporného naboje v kapkach. Pomér signalu k Sumu byl
dokonce lepsi nez u spektra naméfeného pii pH 10 (cit.”).
Neni na Skodu testovat ionizaci latek v zaporném i klad-
ném modu pfi nizkém i vysokém pH. Okyseleni octovou
nebo mravenci kyselinou piipadné zalkalizovani hydroxi-
dem amonnym mize vyznamné zlepsit signal analytu, ale
muze také zvySovat pozadi ve spektru.

Maximalni celkovy iontovy proud ve zdroji je limito-
van velikosti elektrického proudu generovaného oxidaci
nebo redukci a dosahuje hodnot cca 1 pA. Nezavisi na
pratoku vzorku (vyjma velmi nizkych pritok), a proto se
elektrosprej chové jako koncentracni detektor (okamzitd
odezva zavisi na koncentraci roztoku, ktera se s pritokem
neméni, nikoli na okamzitém absolutnim mnozstvi latky
v detektoru, které je prutokem ovliviiovano). Jelikoz ma
velikost elektrického proudu svoji mez, je omezen pocet
naboji, které jsou k dispozici pro ionizaci. Pokud by byla
ve vzorku pouze jedna ionizovatelnad latka, jeji signal
s koncentraci poroste, dokud bude k dispozici dostatecny
pocet naboji generovanych elektrochemickou reakci. Pti
uréité koncentraci vsak jiz pocet naboji nebude postacovat
na ionizaci pfitomnych molekul analytu, rist signalu se
nejprve zpomali a nakonec se zastavi (obr. 5). Ke zpoma-
leni jeho rastu a dosazeni plata také prispiva konecny po-
vrch kapek. Pro model vypafovani iontl si lze predstavit,
ze povrch kapky, ze kterého se ionty uvoliiuji do plynné
faze, je obsazen a dalsi ionty na n&j nelze umistit'>>'%2124,

Za ptitomnosti riiznych ionizovatelnych latek dochazi
ke vzajemné konkurenci pii ziskavani naboje (napf. latky
,,Soutézi“ o proton) a pii obsazovani povrchu kapky. Bude-
li se tvorit pfili§ iontd matrice (napiiklad iontd soli), bude
vyznamné¢ potlacen signal analytu. Naboj bude vycerpan
na ionizaci matrice a nebude k dispozici pro molekuly
analyzované latky. Ionty s vy$si povrchovou aktivitou zase
snaze obsazuji povrch kapky a mohou potladit signal ionti
s niz8i povrchovou aktivitou. Zavislost signalu analytu pfi
jeho konstantni koncentraci a zvySujici se koncentraci
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Obr. 5. Zavislost intenzity signalu (/) iontu analytu na jeho
koncentraci pfi ionizaci elektrosprejem

doprovodné latky ukazuje obr. 6. K latkdm potlacujicim
ionizaci analytu patfi mimo jiné povrchové aktivni latky,
soli, zm&kcovadla nebo ion-parova cinidla. Iontové pary
jsou navenek elektroneutralni a analyt je v nich ,skryt“.
Vznik iontovych part vysvétluje napiiklad pokles signalu
kladné nabitych analytl za ptitomnosti trifluoroctové ky-
seliny. Kromé potlaceni signalu analytu ionizace dopro-
vodnych latek zvysuje pozadi ve spektru. V dusledku se
zhorSuje pomér signéalu k Sumu.

Pro dosazeni kvalitniho signalu analytu by koncentra-
ce elektrolytd ve sprejovaném roztoku neméla piesahnout
0,001 mol 1"'. Uptednostiiovany jsou t8kavé elektrolyty,
aby se omezila kontaminace iontového zdroje. Signal lze
zlepsit odstranénim elektrolytu ze vzorku nebo alespoil
snizenim jeho koncentrace, kdy mize pomoci i fedéni
vzorku. Na druhou stranu stabilni sprej vyzaduje pfitom-
nost malého mnozstvi iontl zajistujicich vodivost roztoku.
V béznych rozpoustédlech je pro potieby elektrosprejovani
elektrolytu dostatek, byt’ se jedna o velmi nizké koncentra-
ce. Pfi nedostatku elektrolyti a nizkych pritocich se mo-
hou ionty potfebné pro elektrosprejovani generovat oxida-
ci nebo redukeci dle zvoleného pracovniho modu.

Ionizace v elektrospreji probihad v iontové komoie za
atmosférického tlaku, kdy je analyt rozpustény ve vhod-
ném rozpoustédle privadén do iontového zdroje pies spre-
jovaci kapilaru o praméru v desitkach pm az 100 um. Na

.

—

—_—
cx (molll)
Canayt = konst.

+ analyt, + X

Obr. 6. Zména intenzity signdlu (/) iontu analytu s rostouci
koncentraci doprovodné latky X pfFi ionizaci elektrosprejem
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Obr. 7. Schéma konstruké¢niho FeSeni elektrospreje

kapilaru se vklada vysoké napéti typicky 1 az 6 kV (obr. 7)
nebo tato kapilara mize byt uzemnéna a napéti vlozeno na
protielektrodu. Vzdalenost sprejovaci kapilary od vstupu
do vakuované Casti pfistroje byva v rozmezi 1-2 cm. Pro
zmlzovani roztokli za vysSich pritokd nebo roztoki
s vy$$im povrchovym napétim (Cisté vodné roztoky) byla
konstrukce elektrosprejového zdroje doplnéna koaxialnim
proudem zmlzovaciho plynu, pfipadné proudem dalsiho
pomocného plynu (v obou ptipadech se bézné pouziva
dusik). Zatizeni bylo oznacovano jako pneumaticky pod-
pofeny elektrosprej a nazyvano iontovy sprej (ionspray).
V dnesni dobé je bézné uzivano oznaceni elektrosprej pro
zdroje bez i se zmlzujicim plynem.
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Podobné jako u jinych iontovych zdroji pracujicich
za atmosférického tlaku musel byt u elektrospreje vyfesen
pfenos iontd z oblasti s atmosférickym tlakem do vakuova-
né ¢asti hmotnostniho spektrometru. Kromeé udrzeni vakua
bylo nutné vyfesit ochlazovani vzorku pfi jeho adiabatické
expanzi. Ochlazovani miZze zpUsobit vznik klastri ionth
s molekulami rozpoustédel, a tim ztratu signalu. Tlakovy
spad je zajistén diferenénim Cerpanim v nékolika stupnich
(obr. 8), kdy je svazek iontd pomoci iontové optiky
(radiofrekvencni multipoly, iontové nalevky aj.) veden
fadou komor oddélenych Stérbinami. MenSi Stérbiny
usnadiuji Cerpani vakuovym systémem a dosaZeni potieb-
ného vakua, ale zhorSuji transmisi iontti. Pfi konstrukci
pfistroji je nutné volit vhodny kompromis. K ptekonani
nezadouciho ochlazovani pii expanzi do vakuovaného
prostoru a k naruSeni klastrd slouzi ohfev horkym plynem
(obvykle dusik) nebo vyhiivanou vstupni kapilarou oddé-
lujici atmosférickou a vakuovanou cést. Desolvatace je
dale podpotena srazkami klastri s molekulami plynt a par
v prvnim stupni Cerpani, kde je tlak v rozsahu desetin kPa
(obr. 8). Klastry iontd jsou za timto ucelem urychlovany
napétim vlozenym na iontovou optiku. Pfilisné urychleni
iontl muze vést ke srazkam, které zpisobi jejich fragmen-
taci. Proces je oznacovan jako fragmentace ve zdroji (in-
source fragmentation).

Pfi pfenosu iontll z atmosférického tlaku do vakua
nezbytn¢ dochazi ke ztratam, které ale vynahrazuje vySsi
iontovy vytézek. Za atmosférického tlaku je dosahovano

iontovy zdroj
aerosol —— = ionty
~0,13 kPa

|

pumpa

~102 kPa

1. stupey

2. stupen 3. stupen
fokusace 7 — analyzator
<0,13 Pa <1,3mPa
pumpa pumpa

Obr. 8. Schéma rozhrani pro ionizace za atmosférického tlaku s diferenénim ¢erpanim (naznadeny tii stupng)

e

-

sprejovaci
kapilara
~-»  ionty
smér
sprejovani
vstup do éerpané casti
I

Obr. 9. Priklady konstrukéniho usporadani iontového zdroje za atmosférického tlaku: a) v ose, b) mimo osu, c¢) diagonalni, d) orto-

gonalni, e) Z-sprej
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fadoveé vyssi ucinnosti ionizace (vetsi podil molekul je
ionizovan) v porovnani naptiklad s chemickou ionizaci za
sniZeného tlaku. Oproti piivodnimu axidlnimu uspofadani
je dnes tok (sprejovani) vzorku vici vstupu do vakuované
¢asti smérovan pod urcitym uhlem, v ptipadé ortogonalni-
ho uspotadani pod thlem 90° (obr. 9). Na vstup pfimo
nedopada rozpraSovany roztok a vstupni otvor muze byt
veétsi. Omezuje se kontaminace vstupniho otvoru a riziko
jeho ucpéni, snizuje se pozadi ve spektru. Zlepsuje se ro-
bustnost piistroje, pomér signalu k Sumu a lze pracovat za
vyS$sich prutoki. Projevit se miZze nezadouci diskriminace
iontii v zavislosti na jejich hmotnosti nebo naboji' .

3. Nanoelektrosprej

ZmenSeni vnitiniho priméru sprejovaci kapilary na
jednotky pm vedlo ke konstrukci nanoelektrospreje
(nanoelectrospray ionization, nanoESI) (cit."*™1733%).
Sprejovaci kapilara nanoESI je obvykle vyrobena z borosi-
likatového skla nebo z kfemene. Miize byt jednorazove
naplnéna roztokem vzorku (off-line/staticky nanoelektro-
sprej) nebo 1ze roztok pod tlakem privadét kontinualné
(on-line/dynamicky nanoelektrosprej). V prvém piipad¢ se
vyuziva sprejovacich Spicek s vnitfnim primérem v jed-
notkach um, ve druhém s primérem v jednotkach az desit-
kach pum, i1 kdyz efekty spojované s nanoelektro-
sprejovanim se plné projevuji az u pruméra pod 10 pm
(cit.’*). Vodivy kontakt pro vloZeni napéti je zajistovan
pokovenim sprejovaci kapilary nebo umisténim kovového
dratku do vnitfku této kapilary pfipadné do mikrokapalino-
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vého spoje, ktery je tvofen malym objemem kapaliny na
rozhrani kapilary, kterou je pfivadén roztok, a sprejovaci
kapilary.

Oproti ESI se aplikuje nizsi sprejovaci napéti, typicky
500 az 1200 V, zarovei se ale sprejovaci $picka umistuje
az na 1-2 mm od vstupu do vakuované casti pfistroje,
takze intenzita elektrického pole je stale vysoka. Dusled-
kem zmenseni pruméru sprejovaci $picky je snizeni prito-
ku roztoku aZ na desitky nl min™ (odtud ozna¢eni nano-
elektrosprej), coz ale nesnizuje odezvu latek. Primarni
kapky jsou ve srovnani s konvencnim elektrosprejem men-
81, maji primeér cca 200 nm. ZlepSuje se desolvatace, ioni-
zace a pienos iontli do vakuované Casti pfistroje, a tim je
zajisténa citlivost méfeni pfi nizsi spotiebé vzorku (1 pl
vzorku postacuje na méfeni v desitkach minut). Bylo dosa-
7eno detekénich limitd na urovni attomold (10'® mol).
Pocet stépeni kapek je mensi oproti ESI, a tim je mensi
i zakoncentrovani soli. NanoESI je tolerantné&jsi
k pritomnosti soli v roztoku (obr. 10). Nezanedbatelné
rozdily jsou i mezi sprejovacimi Spi¢kami o primeéru
10 pm a 1 pm, kdy v prvém ptipadé byl ve spektru pozo-
rovan vyznamny signal sodnych adukti, v druhém nikoli**.
Nanoelektrosprejem jsou v porovnani s ESI snaze rozpra-
Sovany kapaliny s vys§im povrchovym napétim (vodné
roztoky). Experimentalni prace s nanoESI je vSak naro¢-
né&jsi (nastaveni potfebné geometrie, riziko ucpavani uzké
Spicky sprejovaci kapilary mechanickymi necistotami).
Moznym feSenim je pouziti kiemikového Cipu se Ctyfmi
sty sprejovacimi kapilarami, kdy kazda je urcena pro jed-
norazové pouziti (Advion ESI chip®). K dispozici jsou tii
vnitini praméry sprejovacich kapilar (mezi 2,5 az 5,5 pm)

Nanoelektrosprej Elektrosprej
- - * 1007 = *
100;_; a 306,1| 1=6,13*10° ] b | =3,28*10¢ 588,9
801 [M+Na]* 80 [2M+Na]“
1 2M+Nal* ]
60 [ I 60 [M+Na]*
® ] 589,0 =2 ]
407 2273 407 283,9306’0 444,5
! I 1521
207 4524 84]1 203 ] J Lf?s.s l
0] " |Ill I llu. 1l . .J_. 0 - |_ ,I
°1¢ ssg9| 0 d 588,9 . sona
o [2M+Na]* 3 [Na(NaCl),J*
47 123 | A=58 30(1,? 3126
R, + =1 T
3 : [l\3n[;-6N3] 4446 ] 1740 2548
2+ ’ E :
| 1519 283,9 1809
17 V1
0 j — — - - 0 M M-
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
m/z m/z

Obr. 10. Vliv p¥itomnosti chloridu sodného ve vzorku na hmotnostni spektra guanosinu (5:10~° mol I'') méfena nanoelektrospre-
jem a elektrosprejem, a, b) bez pridavku NaCl; ¢, d) koncentrace NaCl ve vzorku 107 mol I"'; I — absolutni intenzita signalu zékladniho
piku ve spektru a, resp. b. Za piitomnosti NaCl dochazi k poklesu intenzity signalu iontl analytu, u elektrospreje je navic pozorovano

vyznamné zastoupeni iont aduktt [Na(NaCl),]"
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a vzorek je dodavan do kapilary automatickou pipetou.
Vzhledlem k mrtvému vnitinimu objemu  Cipu
v fadu pikolitrdl postacuji tfi mikrolitry roztoku vzorku na
meéfeni v trvani cca 15 minut.

4. Spojeni separacnich technik s hmotnostni
spektrometrii pomoci elektrospreje

Jednoduché technické feSeni elektrospreje, kdy je
roztok privadén do sprejovaci kapilary a rozpraSovan, do-
voluje pfimou analyzu roztoku, prutokovou analyzu a spo-
jeni s kapalinovou chromatografii. Pro superkritickou
fluidni chromatografii se vyuZiva pomocné kapaliny, ktera
je pfidavana k mobilni fazi za kolonou a zajistuje vhodné
podminky pro elektrosprejovéni%‘ Pfi realizaci spojeni
kapilarni elektroforézy s elektrosprejem (CE/ESI-MS) je
nutné zohlednit velmi maly tok zakladniho elektrolytu ze
separacni kapilary do spreje. Pii takovémto experimentu je
nutné soucasné vlozit sprejovaci a separacni napéti. Elek-
trické spojeni lze zajistit bez nebo s pfidavnou kapalinou
(obr. 11). V systémech bez ptidavné kapaliny se vyuziva
napftiklad pokoveni zkoseného konce separacni kapilary
nebo se do kapilary vklada dratkova elektroda. V tomto
pfipadé nizké prutoky zakladniho elektrolytu predurcuji
vyuziti nanoelektrospreje. Analyt neni zfed'ovan, ale slo-
zeni roztoku je urcovano zakladnim elektrolytem a nelze
jej pred elektrosprejovanim meénit. Omezend muze byt
robustnost a Zivotnost zafizeni. Naopak pfi pouziti ptidav-
né kapaliny Ize zékladni elektrolyt modifikovat, aby sloze-

ni roztoku bylo ptiznivéjsi pro elektrosprejovani, ale ana-

separaéni pufr

J

CE kapilara \ elektricky kontakt

pridavna kapalina
—_

L""'."'“"TTT“"T‘""""J

AN

separaénipufr_.uuuuuuuuuu—_// b
/ Z

CE kapilara

separacni pufr—======= c

CE kapiléra ESl jehla

pridavna kapalina

Obr. 11. Schéma tFi technickych FeSeni spojeni CE/ESI-MS: a)
bez piidavné kapaliny s pokovenym zkosenym koncem separa¢ni
kapilary; b) s koaxidlnim tokem pifidavné kapaliny; c) propojeni
separacni a sprejovaci kapilary mikrokapalinovym spojem napl-
nénym piidavnou kapalinou (vzdalenost mezi kapilarami je
v tadu desitek um) (cit. 370
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Iyt je fedén a samotna pfidavna kapalina mtize byt zdrojem
kontaminace a pozadi v hmotnostnim spektru. Pfidavna
kapalina miize proudit koaxidln€ se separacni kapildrou
nebo ji Ize privadét pres kapalinové spojeni**"*". Elektro-
foretickou separaci je moZné provést také na cCipu
(mikrofluidni zafizeni) s integrovanym elektrosprejem
(cit. 373941,

5. Vicenasobné nabité ionty

Elektrosprej se fadi k mékkym ionizacnim technikdm,
vznikajici ionty maji relativn€ malou vnitfni energii a je-
jich fragmentace je omezend. Pro analyzu biomakromole-
kul' je navic jeho vyznamnou schopnosti tvorba vicena-
sobn¢ nabitych ionti. Jejich signal je pozorovatelny pii
nizsich hodnotach m/z, coz umoznuje provadét méfeni na
hmotnostnich analyzatorech s omezenym rozsahem
(naptiklad do 4000 m/z, jednonasobné nabité ionty by byly
mimo rozsah meéfeni). Jedna latka vSak poskytuje fadu
signall, coz muze zhorSovat prehlednost spektra. Zhruba
1ze ptedpokladat, Ze molekula bilkoviny po ionizaci elek-
trosprejem ponese jeden naboj na jeden tisic daltonti. Uve-
deny udaj je orientacni, zavisi na experimentalnich pod-
minkach (napf. pH roztoku, nastaveni iontového zdroje)
a na struktufe konkrétni bilkoviny (mensi pocet bazickych
aminokyselin v fetézci proteinu snizuje pocet nabojl, vli-
vem denaturace mohou byt naopak néktera bazicka mista
zptistupnéna). Molekuly daného proteinu v roztoku se
mohou nabijet do rizného stupné a vznikaji série vicena-
sobn¢ nabitych iontti (obr. 12). Pti protonaci lze pozorovat
ionty typu [M+zH]*, pfi deprotonaci [M—zH]”". Naméfe-
nych hodnot m/z 1ze vyuzit k rychlému a pfesnému ureni
molekulové hmotnosti bilkoviny. Pro jednoduchost je dale
postup ukézan na vyuziti dvou piku, ale k dispozici jsou
softwarové nastroje pro dekonvoluci hmotnostnich spek-
ter, kdy série vicenasobné nabitych iontd dané bilkoviny je
transformovana na jednu hodnotu molekulové hmotnosti.

Je-1i pro jeden pik ve spektru odectena hodnota m/z
m; a pro druhy my,, plati:

my = (M + zimy)/z)

a

my = (Mr + szp)/Zz
kde M, je relativni molekulova hmotnost proteinu, z je
pocet naboji a m, relativni hmotnost protonu (iontovou
sérii zde tvofi ionty odvozené od jedné bilkoviny, ale ne-
souci ruzny pocet protontt). Je-li m, > m; a lezi-li mezi
témito signaly v iontové sérii (j—1) pikd (pro sousedni piky
je j =1, mezi sousednimi piky zadny dals$i neni), ziska se
upravou:

mo(zi—j) = M; + (21— j)m,

ptiCemz z, = z; —j.

]‘lr =mz lemp = zl(ml — mp)

nebo

My = my(z1 = J) = (21 = j)my = (21 — j)(mz — my)

z ¢ehoz plyne

(21 =) my — mp) = zy(my — my)

Zimy — ZyMy — jmy + jmy, = zymy — zym,
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Obr. 12. Elektrosprejové hmotnostni spektrum cytochromu C
v kladném médu. U kazdého iontu je uveden pocet naboju, které
nese, napf. z15 pro ion m/z 8§16,0
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Obr. 13. Elektrosprejové hmotnostni spektrum vzorku poly-
akrylové Kyseliny, v némzZ jsou zastoupeny ruzné oligomery.
Meéfeno v zaporném modu, vzdalenost mezi sousednimi piky je
konstantni a odpovida poméru m(relativni molekulova hmotnost
monomerni jednotky)/z(pocet naboju iontd) = 72/1

Zimy — zZ1my =jm27jmp

Z] =j(m2 — mp)/(mz — ml)

Z posledni rovnice se urc¢i pocet naboji z;, coz dovoli
vypocet relativni molekulové hmotnosti bilkoviny M, pfi-
padné poctu naboju z,. Z hmotnostniho spektra cytochro-
mu C (obr. 12) Ize naptiklad odecist m; = 816,0 a m,
874,2 a vypocitat z; = 15, z, = 14, pfi¢emz j = 1, nebo m;
= 720,1, my, = 941,2 , pak z; = 17, z, = 13 piij = 4.
Z uvedenych tdaji vypoctena relativni molekulova hmot-
nost je rovna 12225.

V elektrosprejovém spektru bilkoviny se vzdalenost
mezi jednotlivymi piky s klesajici hodnotou m/z zmensuje
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Obr. 14. Elektrosprejové hmotnostni spektrum vzorku obsa-
hujiciho dusi¢nan sodny. Méfeno v kladném modu, jednotlivé
piky odpovidaji klastrim dusi¢nanu a vzdalenost mezi nimi je
rovna m(relativni molekulova hmotnost NaNOj3)/z(pocet naboju
iontt) = 85/1

e

(obr. 12). Pfi¢inou je rostouci naboj iontd. Na prvni pohled
tak jej lze odli§it od hmotnostniho spektra polymeru
(obr. 13), ve kterém jednotlivé ionty v dané sérii odpovida-
ji riznym oligomertim, 1i$i se hmotnosti, ale maji stejny
naboj. Vzdalenosti mezi piky jsou stejné a odpovidaji po-
méru relativni hmotnosti monomerni jednotky k poctu
naboji (pocet naboji je pro danou sérii iontd stejny).
Hmotnostni spektrum s konstantni vzdéalenosti mezi piky
1ze pozorovat rovnéz pti analyze vzorkl obsahujicich soli,
napf. dusi¢nan sodny (obr. 14). Podobné klastry se objevu-
ji za ptitomnosti NaCl (obr. 10).

6. Zavér

Elektrosprejova ionizace je ovliviiovana fadou fakto-
ri. Zavisi na struktufe analytu, pouzitém rozpoustédle,
sloZeni a pritoku sprejovaného roztoku, primeéru sprejova-
ci kapilary, vlozeném napéti, geometrii zdroje a jeho kon-
strukci (napf. zplisobu ohfevu aerosolu). Pfesto jeji pouziti
nebyva slozité a iontové zdroje jsou robustni.

Elektrosprej je ioniza¢ni technika vhodna pro spojeni
separaénich technik s hmotnostni spektrometrii. Je kompa-
tibilni s fadou rozpoustédel vyuzivanych pro pfipravu mo-
bilnich fazi v kapalinové chromatografii na obracenych
fazich nebo v systému hydrofilni interakéni chromatogra-
fie (voda, methanol, acetonitril, ethanol aj.). Vzhledem
k obtiznému elektrosprejovani nepolarnich rozpoustédel
ma omezené pouziti pro systtm normélnich fazi
(elektrosprejovani lze zlepsit ptidavkem polarniho roz-
poustédla). Osveéd¢il se pro spojeni superkritické fluidni
chromatografie nebo kapilarni elektroforézy s hmotnostni
spektrometrii. Pii spojeni se separacnimi technikami je
tieba brat v potaz omezeni pro pufry a aditiva v mobilni
fazi, resp. zakladnim elektrolytu, které mohou snizovat
signal analytu a zvySovat pozadi ve spektru. Doporucuje se
pouzivat t€kavé pufry nebo soli o co nejnizsi koncentraci,
coz muze byt v rozporu s pozadavky na mobilni fazi. Na-
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priklad pro robustni separace v HPLC je doporucovana
minimalni koncentrace pufru 2025 mmol 1™, coz muze
byt pro ionizaci zcela nevhodné.

Kromé proteint a peptidil existuje fada dalSich biolo-
gicky vyznamnych latek ionizovatelnych elektrosprejem.
Jako ptiklad lze uvést nukleotidy, oligonukleotidy, oligo-
sacharidy, lipidy, nejriznéjsi metabolity. Elektrosprej se
uplatiuje pti analyze klinickych vzorkd, 1é¢iv, syntetic-
kych polymert, povrchové aktivnich latek, slozek zivotni-
ho prostfedi aj. Zavedenim elektrospreje se hmotnostni
spektrometrie stala vyznamnym néastrojem studia Zivych
organismil, kdy lze ziskdvat informace napfiiklad
o metabolickych pfeménach latek nebo o zménach protei-
nd pii reakci organismu na vnéj$i podnét. Lze sledovat
nekovalentni komplexy proteinii nebo dokonce ionizovat
celé mikroorganismy a pfitom alespon u nékterych zacho-
vat jejich Zivotaschopnost*.

Seznam zkratek

CE capillary electrophoresis, kapilarni
elektroforéza

ES electrospray, elektrosprej

ESI electrospray ionization, ionizace
elektrosprejem

nanoESI nanoelectrospray ionization, ionizace
nanoelektrosprejem

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (LO1509).
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K. Lemr and L. Borovcova (Institute of Microbiolo-
gy of the Czech Academy of Sciences, Prague, Czech Re-
public): Electrospray Ionization

Electrospray belongs to ion sources most often used
in mass spectrometry today. This ionization has enlarged
the applicability of mass spectrometry in analysis of polar
and ionic compounds or biomacromolecules, especially
proteins. Electrospray source also serves as an interface
coupling liquid and supercritical fluid chromatography or
capillary electrophoresis with mass spectrometry. Apply-
ing high voltage (in kV range) to a spray capillary, the
solution is nebulized, charged droplets are generated, from
which ions (positive or negative according the selected
mode) are released to the gas phase. The spray capillary
with inner diameter in tens of micrometers is used in elec-
trospray. Applying the miniaturization down to 1-2 um,
nanoelectrospray was proposed and designed. In compari-
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son to electrospray, it generates lower flow-rates, which
means smaller sample consumption. The source is more
tolerant to salts in sample solution but experimental work
can be more demanding. Although the electrospray ioniza-
tion is influenced by various factors (such as the structure
of analytes, solvents and other components of sample solu-
tion, its flow-rate, setting of spray voltage or the design of
the ion source), its use is easy and the source is robust.
Electrospray has found many applications, e.g. in analysis
of clinical samples, drugs, metabolites, synthetic polymers,
surface active compounds, pesticides, peptides or proteins.

Keywords: mass spectrometry, electrospray, nanoelec-
trospray, separation techniques, multiply charged ions
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