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Koordinations-Ionenspray-MS (CIS-MS),
eine universelle Methode zur Detektion und
Charakterisierung für die Direktkopplung
mit Trennmethoden**
Ernst Bayer,* Petra Gfrörer und Claus Rentel

Spraytechniken, wie die chemische Ionisation bei Atmo-
sphärendruck (APCI)[1] oder die Elektrospray-Ionisierung
(ESI)[2±5] haben in der Massenspektrometrie zunehmende
Bedeutung erlangt. Insbesondere die leichte Kopplung mit
Trennmethoden wie HPLC,[6] Kapillarelektrophorese (CE)[7]

und Kapillarelektrochromatographie (CEC)[8] ist zur Charak-
terisierung, Analyse und Strukturaufklärung die Methode der
Wahl. All diesen Methoden ist die Erzeugung von Nebel-
tröpfchen, aus denen Ionen freigesetzt werden, gemeinsam.
Bei der APCI wird die Ionisierung durch die Ionen eines
Reaktantgases erreicht, die durch Coronaentladung an einer
Metallspitze gebildet werden. Bei der ESI wird die Pro-
belösung durch ein hohes angelegtes Feld zerstäubt. Die
Vernebelung wird meist durch ein coaxial austretendes Gas
pneumatisch unterstützt. Je nach angelegtem Feld beruht die
Ionisierung auf der Protonierung basischer oder der Depro-
tonierung saurer Gruppen der Analytmoleküle. Wenn auch
die ESI-MS z. B. bei den wegen ihrer Aminogruppen leicht
protonierbaren Peptiden und Proteinen und den leicht
deprotonierbaren Oligonucleotiden eine breite Anwendung
gefunden hat, ist diese Methode bei unpolaren organischen
Verbindungen nicht anwendbar und bei wenig polaren Ver-
bindungen mit schwach sauren oder schwach basischen
Funktionen nur begrenzt von Bedeutung. Viele Klassen von
Naturstoffen und Metaboliten, wie Terpene, Zucker, Alko-
hole, Arene sowie Vitamine und eine groûe Zahl organischer
Verbindungen synthetischen Ursprungs wie der kombina-
torischen Chemie entziehen sich den Spray-Techniken
oder können nur mit niedriger Empfindlichkeit detektiert
werden.

Wir haben nun eine neue Methode zur chemischen Ioni-
sierung entwickelt, bei der durch Zugabe eines geeigneten
Zentralatoms mit den Analyten positiv oder negativ geladene
Koordinationsverbindungen entstehen, die massenspektro-
metrisch nachgewiesen werden können. Da sowohl polare als
auch unpolare organische Verbindungen mit einem geeig-
neten Zentralatom positiv oder negativ geladene Koordina-
tionsverbindungen bilden, ist diese Ionisierung sehr vielseitig
einsetzbar. Der Reichtum des Wissens aus der Komplexche-
mie kann auf diese Technik übertragen werden, und neue
Verbindungsklassen können mit der Spray-MS analysiert
werden. Wir bezeichnen daher diese neue Technik als

Koordinations-Ionenspray-MS (CIS-MS). Ein elektrisches
Feld oder die Erzeugung eines Reaktantgases durch Coro-
naentladung ist für die Ionisierung nicht notwendig. Aller-
dings muû durch die Ionenquelle eine gute Vernebelung der
Probenlösung gewährleistet werden. Da die pneumatische
Unterstützung der ESI-Quellen durch ein Vernebelungsgas
bei ausgeschaltetem elektrischem Feld für eine optimale
Vernebelung oft nicht ausreichend ist, wurde bei einigen
Messungen eine unterstützende Spannung angelegt, um den
Sprayvorgang zu stabilisieren.

Bei schwer ionisierbaren Verbindungen, z. B. vollständig
geschützten Peptiden, führt die Bildung von unspezifischen
Clustern oft zu komplexeren, schwer interpretierbaren Mas-
senspektren und geringer Empfindlichkeit. Abbildung 1 a

Abbildung 1. a) ESI-Massenspektrum des vollständig geschützten Trans-
membranpeptids [NH2]-Lys(Boc)28-Ile-Val-Gly(Tmob)-Ser(Trt)-Leu-Cys-
(Trt)-Val-Val-Ala-Gly(Tmob)-Val-Leu-Thr(Trt)-Ile-Ala-Leu-Pro-Val-Pro-
Val-Ile-Val-Ser(Trt)-Asn(Trt)-Phe-Asn(Trt)-Tyr(tBu)1-[COOH] (m/z 4857)
aus Drosophila melanogaster unter Elektrospray-Normalbedingungen;
4.5 kV, Fluû 3.5 mLminÿ1. b) CIS-Massenspektrum nach Zusatz von
20 mgmLÿ1 Lithiumiodid und niedrigerem Feld von 1.5 kV; Fluû
10 mLminÿ1.

zeigt ein vollständig geschütztes 28er Peptid des Kaliumka-
nals der Transmembransequenz von Drosphila melanoga-
ster.[9,10] Da alle basischen Aminogruppen mit Ausnahme der
terminalen Aminogruppe geschützt sind und für eine Pro-
tonierung nicht zur Vergügung stehen, treten nur die Cluster
mit Natrium- und Kaliumionen im Massenbereich des Qua-
drupol-Massenspektrometers hervor. Die Ionenausbeute ist
sehr gering und eine Interpretation der Spektren erschwert.

Es ist bekannt, daû Lithiumsalze mit Peptiden Komplexe
bilden, die sogar eine Assoziation zwischen Peptidketten
verhindern. Seebach und Mitarbeiter[11] haben Lithiumsalze
zur Erhöhung der Löslichkeit und zur Verbesserung der
Ausbeuten bei der Festkörpersynthese von leicht zur Assozia-
tion unter Bildung von b-Strukturen neigenden Peptiden
angewendet. Der Zusatz von Lithiumiodid zum Trans-
membranpeptid führt zu definierten, stabileren Metallkom-
plexen, die mit hoher Ionenausbeute detektiert werden
können und eine einfach Bestimmung der Molekülmasse
ermöglichen (Abbildung 1 b). Eine Erniedrigung des elek-
trischen Feldes von 4.5 auf 1.5 kV führt zu einem verbesserten
Signal-Rausch-Verhältnis, da andere Ionisierungsmechanis-
men und die Bildung von Lösungsmittelclustern zurückge-
drängt werden.

Obwohl Metallkomplexe wie Metallproteine[12±16] sowie
Alkali- und Erdalkali-Ionenaddukte[17±19] von polaren Analy-
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ten mit ESI-MS gemessen wurden, ist
bisher nicht erkannt worden, daû die
On-line-Überführung in geladene Koor-
dinationsverbindungen ein allgemeines
Prinzip der chemischen Ionisierung für
die Massenspektrometrie ist, nicht der
Anregung und Bedingungen der ESI-
MS bedarf und daher auch bei unpola-
ren Analyten anwendbar ist. Anders als
bei der APCI wird die Probe nicht
thermisch belastet, und die Empfind-
lichkeit kann wesentlich verbessert wer-
den. Für Carotinoide wurden untere
Nachweisgrenzen im Bereich von 300 ±
500 fmol erreicht.[20] Für Palmitolein-
säuremethylester lag die Nachweisgren-
ze bei 370 fmol im Single-ion-Modus
und bei 37 fmol mit ¹multiple reaction
monitoringª. Detektiert wurden die
Verbindungen dabei als Silberkomplexe.

Da Olefine und Polyolefine, wie Ter-
pene, Sesquiterpene, Carotinoide, Vita-
mine und Steroide, mit ESI-MS nicht
oder nur mit geringer Empfindlichkeit detektiert werden
können, sind sie für CIS-MS besonders interessant. Mit
Metallen der ersten und der achten Nebengruppe des Perio-
densystems, z.B. CuI, NiII, PdII, Pt und AgI, bilden diese
ungesättigten Verbindungen sehr stabile p- oder p-Allylkom-
plexe. Abbildung 2 zeigt das CIS-Massenspektrum des on-line

Abbildung 2. CIS-Massenspektrum von Isopulegol komplexiert mit
100 mgmLÿ1 PdII-Acetat; es liegt keine Spannung an, Fluû 10 mL minÿ1.

im Durchfluû gebildeten Palladium-p-Allylkomplexes des
Terpenalkohols Isopulegol ohne Anlegen eines elektrischen
Feldes, wie dies bei ESI-MS unverzichtbar ist. Die [M�Pdÿ
H]�-Ionen mit der Isotopenverteilung des Palladiums sind die
prominenten Spezies. Bei Anwendung von Silber(i) als
koordinierendem Zentralatom werden nicht die p-Allylkom-
plexe, sondern die p-Komplexe detektiert. Die Vermeidung
anderer Ionisierungsmechanismen führt auch bei den Olefi-
nen zu übersichtlichen Spektren mit geringem Rauschpegel.

Eine groûe Zahl von Olefinen, Polyolefinen und Arenen
sind von uns mit CIS-MS untersucht worden, darunter
Steroide, Vitamine der D- und der E-Reihe, Carotinoide,
Polystyrole, Terpene und ungesättigte Fettsäuren. Schema 1

zeigt eine Auswahl der mit AgI untersuchten Analyte. Die
On-line-Bildung der geladenen Spezies wird, wie im experi-
mentellen Teil beschrieben ist, nach der säulenchromatogra-
phischen Trennung durchgeführt, da in den meisten Fällen
eine vor der Trennsäule stattfindende Komplexbildung auch
bei relativ stabilen Metallkomplexen keine optimalen Tren-
nungen erlaubt.

Bei Polyolefinen treten neben den [M�Ag]�-Peaks oft
[M] .�-Radikale als Nebenprodukte auf, wie Abbildung 3 bei
Carotinoiden für eine HPLC-Trennung mit CIS-MS-Detek-
tion zeigt.[20] Aus Abbildung 3 wird auch deutlich, daû die On-

Abbildung 3. a) HPLC-CIS-MS-Ionenchromatogramm von Lutein (A),
Zeaxanthin (B), Canthaxanthin (C), Echinenon (D, D') und b-Carotin (E).
b) CIS-Spektren der getrennten Carotinoide A und E.

Schema 1. Auswahl an getesteten Verbindungen, die mit Ag� durch CIS-MS als positive p-Komplexe
detektiert werden konnten.
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line-Komplexbildung und die massenspektrometrische Detek-
tion nicht zu einer Verbreiterung der chromatographischen
Banden im Vergleich zur Situation bei der UV-Detektion
führen. Die Kinetik der Komplexbildung ist unter den
gewählten experimentellen Bedingungen schnell. Nach den
Erfahrungen der Komplexchemie können neben den Zen-
tralatomen der ersten und achten Nebengruppe des Perio-
densystems auch viele andere Metalle als Zentralatom für die
Analyte ausgewählt werden. Tabelle 1 gibt eine Auswahl
potentieller Reagentien für verschiedene Liganden an.

CIS-MS ist nicht nur auf positive Ionen beschränkt, sondern
auch im negativen Modus anwendbar, vor allem wenn die
Komplexbildung der Analyten mit Zentralatomen mit Elek-
tronenlücke erfolgt. Ein solches Zentralatom ist Bor(iii).
Aliphatische Alkohole und Zucker sind mit ESI-MS schwer
zu detektieren. Nach Umsetzung mit Bor(iii)-fluorid sind die
negativen Borkomplexe jedoch im CIS-MS sehr gut nachzu-
weisen, wie Abbildung 4 a für Cholesterin zeigt. Auch hier
führt eine Erniedrigung des elektrischen Feldes (Abbil-
dung 4 b) zur Unterdrückung von anderen Ionisierungsme-

Abbildung 4. CIS-Massenspektren von Cholesterin nach Komplexierung
mit BF3 in Diethylether a) bei ÿ 4.5 kV und einem Fluû von 3 mL minÿ1

sowie b) bei ÿ 1.2 kV und einem Fluû von 10 mLminÿ1.

chanismen, einfacheren Spektren und besserer Nachweis-
grenze. Borsäure ist ein Reagens, das in der Zuckerchemie für
Strukturuntersuchungen verbreitet ist. Benachbarte Hydro-
xygruppen bilden mit Borsäure stabilere Borkomplexe als
isolierte Hydroxygruppen. Unter den gewählten experimen-
tellen Bedingungen sind im CIS-MS nur die Borkomplexe mit

benachbarten Hydroxygruppen, z. B. von Fructose (Abbil-
dung 5 a) stabil und massenspektrometrisch nachweisbar,
während Glucose nicht detektiert wird. Auch führt die
Erniedrigung der angelegten Spannung und die dadurch
bedingte Unterdrückung unspezifischer Ionen zu übersichtli-
cheren Spektren (Abbildung 5 b), da die unspezifische Bil-
dung von Lösungsmittelclustern im unteren Massenbereich

Abbildung 5. CIS-Massenspektren von Fructose als Borkomplex a) bei
ÿ3.7 kV und b) bei ÿ 1.7 kV. Flieûgeschwindigkeiten wie in Abbildung 4.

verhindert wird. Die CIS-MS von Oligosacchariden eröffnet
relativ einfache Wege zu deren Charakterisierung und Struk-
turaufklärung, vor allem auch bei komplexen Gemischen
durch vorangehende Trennung mit HPLC, CEC und CZE.

Interessant ist auch die Fragmentierung der Komplexe und
die Analyse der Tochterionen, da die Metallkomplexe inter-
essante Fragmentierungsmuster aufweisen, wie bei Konjuga-
ten mit Alkaliionen gezeigt worden ist.[18]

Die Direktkopplung der CIS-MS ist mit allen gängigen
Trennmethoden möglich. Besonderes Interesse gewinnen in
jüngerer Zeit die miniaturisierten Kapillarmethoden, wie
Kapillar-HPLC (CHPCL), CZE und CEC.

Abbildung 6 zeigt die Trennung von ungesättigten Fett-
säureestern mit der für die Gradientenelution von uns entwik-
kelten druckgestützten CEC[21±23] mit Detektion in Form von
Silberkomplexen durch CIS-MS. Die Silberkomplexe werden
nach der Trennung vor Eintritt in die Ionenquelle gebildet. In
Abbildung 6 b sind die on-line aufgenommenen CIS-Massen-
spektren der getrennten Fettsäureester gezeigt.

Die Kombination von Trennungen in flüssiger Phase und
CIS-MS ist eine auf viele Analyte anwendbare neue analy-
tische Methode, deren vielfältige Möglichkeiten sich durch
die konsequente Anwendung der Kenntnisse der Komplex-
chemie in vollem Umfang erschlieûen werden.

Experimentelles

Für die CIS-MS gibt es noch keine optimierte, kommerzielle Ionenquelle.
Da bei Ionenquellen für die ESI-MS das starke elektrische Feld nicht nur
für die Erzeugung der Ionen, sondern auch für die Bildung eines möglichst
monodispersen Nebels mitverantwortlich ist, können nur Ionenquellen mit
guter mechanischer Vernebelung einen guten Ionenspray bei abgeschalte-
tem oder niedrigem elektrischem Feld unterhalten. Auûerdem ist eine
leichte Temperaturerhöhung des Vorhanggases bis 80 8C empfehlenswert.
Nicht alle kommerziell für ESI verfügbaren Geräte entsprechen diesen
Grundforderungen. Geeignet, wenn auch nicht optimiert für CIS-MS ist
die Ionenquelle des API III und API 3000 von PE SCIEX (Toronto,

Tabelle 1. Reagentien für CIS-MS.

Zentral- Reagens Lösungsmittel Analyte
atom

BIII BF3 org. Lösungsmittel Alkohole, Ether, Ester

BIII H3BO3 H2O, Alkohol Zucker, Polysaccharide,
Alkohole

BIII B(OCH3)3 H2O, Alkohol Ether, Alkohole

AgI AgNO3 H2O, Alkohol, Arene, Olefine,
Acetonitril Polyolefine,

Carotinoide

PdII Pd(OAc)2 H2O, Alkohol, Vitamine A, D und E,
Acetonitril Östrogene

LiI Li-Halogenide H2O, Alkohol, Peptide, Zucker,
Acetonitril Alkohole
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Kanada), mit denen die hier beschriebenen Untersuchungen durchgeführt
wurden. Die Vernebelung erfolgt durch einen Gasstrom pneumatisch.

Abbildung 7 zeigt schematisch den Aufbau der Kopplung der Trennme-
thoden mit dem Interface für die Zuführung des Hilfsreagens zur
Herstellung der ionischen Koordinationsverbindungen. Für die Kapillar-
HPLC, die Kapillarelektrophorese und die Gradienten-Kapillarelektro-
chromatographie wurde das von uns entwickelte, früher beschriebene
Instrument eingesetzt, das für alle drei Methoden alternativ eingesetzt
werden kann.[21±23] Bewährt hat sich die in Abbildung 7 dargestellte
Zuführung durch den von Smith und Mitarbeitern[7] für die Kopplung
Kapillarelektrophorese-ESI-MS beschriebenen ¹sheath flowª. Dabei ist
das Ende der Trennsäule von einer Stahlkapillare (Innendurchmesser
210 mm) umgeben, durch die die Reagenslösung mit dem koordinierenden
Zentralatom mit einer Spritzenpumpe zugeführt wird. Eine weitere
Stahlkapillare für die Zuführung des Vernebelungsgases umhüllt die
beiden Kapillaren. Die Reagenslösung mit dem koordinierenden Zentral-
atom kann auch durch ein T-Stück zugeführt werden. Als Reagenslösungen

mit dem koordinierenden Zentralatom werden verwendet: 20 mg mLÿ1 LiI-,
100 mgmLÿ1 PdII-Acetat-, 50 mg mLÿ1 AgNO3-, 100 mgmLÿ1 Borsäure-
Lösung. Der Durchfluû vor Eintritt in die Ionenquelle beträgt zwischen 3
und 40 mLminÿ1. An der Mündung (Orifice) werden Spannungen zwischen
80 und 150 V angelegt. Weitere experimentelle Details sind in den
Legenden der Abbildungen enthalten.

Die HPLC-Trennung der Carotinoide (Abbildung 3a) an einer C30-RP-
Phase wurde nach der Vorschrift in Lit. [24] durchgeführt.

Für die CEC-CIS-MS-Kopplung wird eine mit Gromsil ODS-OAB (Parti-
kelgröûe 3 mm) gepackte Fused-silica-Kapillare mit 100 mm Innendurch-
messer und 25 cm Länge verwendet. Der Eluent enthält 40 mmol
Ammoniumacetat (pH 9) und Acetonitril (5/95). Als ¹sheath flowª wird
eine wäûrige 100 mgmLÿ1 Silbernitratlösung mit einem Durchfluû von
3 mLminÿ1 über eine Spritzenpumpe zugeführt. Das Verhältnis von ¹sheath
flowª und CEC-Fluû beträgt etwa 3:1.
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Abbildung 6. Direktkopplung der Trennung ungesättigter Fettsäureester
mit druckunterstützter Elektrochromatographie (pCEC) mit CIS-MS als
Detektion. 1) Hexadecensäuremethylester, 2) Ölsäuremethylester, 3) cis-
Eikosen(9)säuremethylester, 4) Erucasäuremethylester. a) Totalionen-
strom und b) CIS-Massenspektren der Silberkomplexe.

Abbildung 7. Instrumenteller Aufbau für die Direktkopplung von
CHPLC, CZE oder pCEC mit CIS-MS. Zugabe des koordinierenden
Zentralatoms über den ¹sheath flowª.


