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1. Uvod

Spojenim dvou analytickych metod odlisného fyzikal-
né chemického principu lze ziskat vicedimenzionalni po-
hled na studovany problém, coz je hlavnim divodem, pro¢
se pokouset metody spojovat. Spojenim dvou (pfipadné
1 vice) metod 1ze nejen ziskat vice informaci o studovaném
vzorku (z pohledu analytické chemie), ¢i obecnéji studova-
ného problému, ale ¢asto i Uisporu ¢asu, prostorovych naro-
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k na pristroje v laboratofi i pocet obsluhujicich pracovni-
ki, coz jsou nesporné¢ duvody, které maji odezvu
i v ekonomicko-manazerské ¢asti soucasné védy.

Spojeni v principu riznych metod s sebou vSak mize
pfinaset celou fadu kompromisnich feSeni, nutn€ vedou-
cich ke ztraté rozsahu spojovanych metod. Touto ztratou
rozsahu aplikovatelnosti metody se rozumi v pfipad€ spo-
jeni elektrochemickych metod s hmotnostné spektrome-
trickymi napf. provadéni elektrochemickych reakci
v roztocich s niZ§i vodivosti, nez je pro elektrochemii béz-
né (vysoké koncentrace elektrolytii jsou pro kazdodenni
provoz hmotnostnich spektrometrli neZadouci), anebo
omezeni se pouze na rozpoustédla pouzitelna v elektro-
chemii. Nektera omezeni vSak nemuseji byt definitivni a je
mozné je fesit riznymi konstrukénimi prvky. Pfi posouze-
ni vhodnosti spojeni metod by se mélo porovnat, zda zis-
kané vyhody skutecné prevazi nad zminénou ztratou roz-
sahu aplikovatelnosti spojovanych metod.

Tento referat si klade za cil na zaklad¢é soucasné do-
stupné literatury a vlastnich zkuSenosti autorli s vyvojem
kompatibilnich elektrochemickych cel nastinit problemati-
ku spojeni elektrochemickych metod s hmotnostni spek-
trometrii. Z dGvodl ucelenosti a strucnosti referatu se au-
tofi zaméfili predevs§im na (i) problematiku konstrukce
,»home made® elektrochemickych cel pro on-line spojeni
s hmotnostnim spektrometrem a (i7) moznosti vyuZiti on-
line spojeni elektrochemie shmotnostni spektrometrii
k analytickym uceltim, ¢i (iif) pro studium reakénich me-
chanismti redoxnich reakci vyuzitelnych napf. i pro biomi-
metiku biochemickych redox reakci.

2. Vyhody a limity elektrochemickych
a hmotnostné spektrometrickych metod

2.1. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je v soucasnosti jed-
nou z nerozsifenéjsich metod detekce v mnoha odvétvich
analytické chemie, jeji vyuziti dominuje napt. v analyze
potravin', v 1ékatské laboratorni diagnostice, ev. v meta-
bolomice®, monitoringu Zivotniho prostiedi’ a dalsich.
Nespornou vyhodou hmotnostni spektrometrie je zejména
jeji vysoka citlivost a univerzalnost a zaroven vysoka spe-
cificita pro organické slougeniny®. Je zaroven robustni
a dostate¢né rychla i pro velké série vzorki.. Bézné hmot-
nostni spektrometry 1ze rozlisit napf. podle typu analyzato-
ru (viz tabulka I) a zplsobu pfedfazené ionizace analytu,
¢i prevodu z kapalného, popt. pevného skupenstvi do
plynné faze, podrobn&ji viz cit.’.

Patrné nejrozsitenéjsi metodou prediazené ionizace
analytu® je v soudasnosti ionizace elektrosprejem (angl.
electrospray ionization; ESI). Umoziuje ionizovat Sirokou
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Tabulka I

Piehled hlavnich analyzatori pouzivanych v hmotnostnich spektrometrech (upraveno podle cit.*)

Typ analyzatoru Akronym  Princip

Time-of-flight TOF casova disperze pulzujiciho iontového svazku; separace na zakladeé

analyzator doby letu (priletovy) rizné délky letu riizné t&zkych Céstic, leh¢i pfileti na detektor difve
nez ty t&zké

Magnetic sector B vychylka kontinualniho iontového svazku; separace na zaklade

magneticky sektorovy analyzator momentd v magnetickém poli v disledku Lorenzovy sily

Linear quadrupole Q kontinualni iontovy paprsek v linedrnim poli kvadrup6lu; separace

linearni kvadrupélovy analyzétor na zéklad¢ nestability iontovych trajektorii

Linear quadrupole ion trap LIT kontinualni iontovy parsek dopravi ionty do iontové pasti; kde

linearni kvadrupél — iontové past miiZze dojit eventualné k separaci podle poméru frekvence pole
kvadrupdlu a rezonanc¢ni excitace

quadrupole ion trap QIT chycené ionty se separuji podle 3D poméru frekvence pole

kvadrupél — iontova past kvadrup6lu a rezonancni excitace

Fourier transform-ion cyclotron FT-ICR chycené ionty v magnetickém poli (Lorenzova sila); separace podle

Tontova cyklotronové rezonance s FT frekvence cyklotronu, nasledna Fourierova transformace signalu

Orbitrap Orbitrap axialni oscilace v homogennim elektrickém poli, detekce

frekvence, nasledna Fourierova transformace signalu

Skalu latek, jako jsou napf. n€které pesticidy, organokovo-
vé komplexy, peptidy, proteiny apod. ESI-MS lze tedy
vyuzit pro selektivni a citlivou detekci a stanoveni latek
alespoi slab& polarnich’. Bohuzel i metoda s tak $irokym
uplatnénim mé své omezeni, které spocivd v nemoznosti
provadét ptimé analyzy nepolarnich latek s vyuzitim pro-
tonizace/deprotonizace.

Dalsi omezeni ESI-MS (obecné MS) pro vyuziti
v praxi lze spatfit v potfebé urcité separace analyzovanych
latek, pokud je analyzovan vzorek biologického ¢i obecné
pfirodniho plivodu, napf. krev, mo¢, plasma, ptidni roztok,
vzorky pripravené z potravin, &asti zvitat, &i rostlin®. B&z-
nou praxi je predfazeni separace (napf. kapalinovou chro-
matografii ¢i jejimi riznymi modifikacemi). V kazdém
pfipadé nevyhodou piediazenych separacnich postupt
byva jejich Casova narocnost, ktera se podle typu latky
i matrice vzorku miZze pohybovat v fadech minut i hodin,
¢i potfeba riznych kolon pro rizné skupiny latek
v kombinaci s moznosti sorpce analytu na tyto kolony
(uplatiuje se zejména pro latky amfifilniho charakteru).

2.2. Elektrochemické metody

Elektrochemické metody (EC) jsou v praxi také velice
vyuzivané metody, 1ze se s nimi setkat v Sirokém spektru
me k nim fadit metody voltametrické, potenciometrické,
coulometrické, amperometrické, (bezkontaktni) vodivostni
metody, 1 napt. nckteré separacni  techniky
(elektromigracni metody), ¢i impedancni spektroskopii.
Spojenim elektromigrac¢nich metod se podrobné zabyva
piehled’, proto se zde zamé&ime na spojeni metod ponejvi-
ce voltametrickych. Jedna elektrochemicka cela muze
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ostatné slouzit jak pro ucely voltametrie, tak amperome-
trie, jen pouhou zménou nastaveni méficiho rezimu (napf.
cit.’). Voltametrické metody (podrobngji napt. cit.'®'")
zahrnuji techniky, kdy se na pracovni elektrodu vklada
potencial a sleduje se proudova odezva. V trielektrodovém
zapojeni se mé&fi vici nepolarizované referencni elektrodg,
zmény velikosti proudu protékajiciho pracovni elektrodou
se méfi proti pomocné elektrodé''. Patii sem napf. volta-
metrie rozpoustéci nebo diferencni pulsni (rozpoustéci),
pflizpadné linedrni, square wave, cyklickd, adsorpcni a dal-
§i -

Sama voltametrie zahrnuje mnoho potencilnich apli-
kaci; jen ve struCnosti, lze ji vyuzit napf.
v metabolomice'?, pii analyze nukleovych kyselin'*, pi-
padné v Zivotnim prostedi pii speciaci kovii'?, nizkomole-
kularnich organickych kyselin'® a dalsich.

3. Naroky na spojeni elektrochemie
s hmotnosti spektrometrii

Naroky se v tomto piipadé mysli zavedeni kompromi-
st v nastaveni obou metod, ¢i technick4 feSeni kompenzu-
jici zavedené kompromisy. Vzhledem k tomu, Ze on-line
spojeni elektrochemie s hmotnostni spektrometrii zaziva
v soucasné dob¢ renesanci (prvni pokusy byly provadény
jiz v 70. letech minulého stoleti'®'") a piedni vyrobci za-
mefujici se predevS$im na vyvoj a prodej hmotnostnich
spektrometri v soucasnosti zavadéji na trh jako horké no-
vinky pravé hmotnostni spektrometry vybavené elektro-
chemickou celou, rychle nartista fada rliznych technickych
feSeni  vylepSujicich toto spojeni. NarGst zajmu
v poslednich 15 letech lze pfisuzovat predev§im zavedeni
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vyhodného zpiisobu ionizace vzorku (ESI, cit.'®). On-line
spojeni EC/ESI-MS bylo testovano jiz ke konci 90. let
minulého stoleti, napt. cit.'” ",

Zde je nutné zminit, Ze elektrochemie je provadéna
v roztoku, pfi¢emz v hmotnostni spektrometrii pied vlastni
separaci podle m/z a detekci dochazi k prevodu z kapalné
faze do faze plynné. Zminény pfechod je mimo jiné z4vis-
Iy na mnostvi piivadéného vzorku®. Jedna se tedy,
v piipad¢, Ze nechceme konstrukéné zasahovat do sestavy
hmotnostniho spektrometru, o limitni a urCujici parametr,
kterému je tfeba prizplsobit nastaveni elektrochemické
metody a téZ konstrukci cely. Dale je tieba se vyporadat
s vhodnym elektrolytem pro EC a pfitomnymi solemi tak,
aby nebyla narusena funk¢énost MS (suprese signalu, koro-
ze). Nezanedbatelnym faktorem je spravna volba rozpous-
tédla, vhodného pro cely systém.

3.1. Vyhody plynouci ze spojeni elektrochemie
s hmotnostni spektrometrii

Navzdory velké oblibenosti hmotnostni spektrometrie
(zvlasteé ESI-MS) je stanoveni, ¢i studium latek jiz slabé
polarnich téméf nemozné, stejné jako studium latek pfi-
tomnych v rtznych speciich (v biologickych matricich)
bez predchozi separace. Prave tato dvé analyticka omezeni
1ze fesit praveé spojenim EC metod s MS.

O tom, Ze detekce/stanoveni nepolarnich latek pomoci
ESI-MS je stale velkym problémem, svéd¢i i nékolik pu-
blikaci zabyvajicich se riznymi zpUsoby ,,navazani* nepo-
larnich latek na polarni nosi¢. Napf. Jin a spol.” pro cha-
rakterizaci lipidl a nékterych sterold pomoci ESI-MS pro-
vedli jejich ,,polarizaci® pomoci laserem indukované akus-
tické desorpce (angl. laser-induced acustic desorption)
kombinované s klasterizaci pomoci CIMn(H,0)" a chemic-
kou ionizaci. Dalsi moznosti, jak detegovat nepolarni latky
pomoci MS, je napt. vyuziti kombinace s laserovou ioniza-
ci za spolutcasti matrice (matrix assisted laser desorption/
ionization; MALDI)*, tento postup je viak vhodny prede-
v§im pro polymery. Obecné je MALDI mozné vyuzit pii
detekci nepolérnich latek, jedna se vSak vzdy o desorpci
latky z pevné faze, ¢i je nutné studovanou latku nanést na
kovovou desticku.

Ionizace nepolarnich latek spociva v prediazené oxi-
daci ¢i redukci latky, anebo jeji navazani na ion generova-
ny na pracovni elektrodé (dale v textu jako elektrochemic-
ka aktivace). Tedy spojeni EC/MS. Diky velké variabilité
elektrochemickych metod'® je mozné danou pouzitou me-
todu, ¢i elektrochemickou celu pfimo modifikovat tak, aby
vyhovovala feSeni pro dany analyticky problém. Plattner
a spol.” pouzili ke stanoveni kovalentnich aduktti nukleo-
vych kyselin elektrochemickou aktivaci (ve smyslu reakce
s nabitou Castici), ktera byla pfedfazena nasledné separaci
kapalinovou chromatografii (LC) s MS detekci. Elektro-
chemickou aktivaci studované latky ve spojeni s LC-MS
lze vyuzit napt. pro detekci metaboliti kiize®. Zmin&né
pristupy tedy zahrnuji nejprve elektrochemickou aktivaci
studované latky, nasledn¢ separaci pomoci LC a detekci
MS, tedy EC-LC-MS. Dals§i moznosti je nejprve vyuzit
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separaci LC, po niz nasleduje elektrochemicka aktivace
a MS detekce/stanoveni, tj. LC-EC-MS. Zminéného pifistu-
pu bylo vyuzito pfi stanoveni isokyanatu a ptibuznych
nepoléarnich latek, kdy jeho elektrochemické aktivace po-
moci ferrocenoyl piperazidu byla provedena az po separaci
LC (cit.”’). Analogicky byly timto spojenim studovany
polyfenolické antioxidanty°.

Toto usporadani naznacuje moznost urychlit analyzu
vyloucenim separac¢niho kroku pomoci LC, nebot’ k tzv.
vyvazani latky z komplikované matrice vzorku dochazi
elektrochemickou cestou. Je mozné ho pouzit pro selektiv-
ni, citlivé a ¢asoveé nenaro¢né stanoveni pesticidii ptimo
v matrici pudniho roztoku bez jakékoli predchozi upravy
vzorku®. Princip metody je zaloZen na vysoké afinité latky
ke generovanému iontu (napf. iontim Cu' a Cu®*"). Ve
studii bylo vyuzito dvouelektrodového zapojeni prutokové
elektrochemické cely. Toto zapojeni je sice velmi jednodu-
ché, nicméné je zatizeno nizSi robustnosti, nizsi spolehli-
vosti a vys$§i nachylnosti k poskytovani podhodnocenych
¢i nadhodnocenych vysledkti a v extrémnich piipadech
nedochazi ke generaci pozadovanych iontd (latek) vubec,
protoze u tohoto druhu zapojeni elektrod neni mozné zajis-
tit pfesné dosaZeni a dlouhodobou stalost pozadovaného
vkladaného potencialu.

3.2. Elektrochemie v prutoku

Zakladnim pozadavkem pro dobrou, nejlépe Uplnou
konverzi analytu na pracovni elektrodé je minimalizace
tzv. Nernstovy difuzni vrstvy, ktera se tvotfi pii difuzné
fizeném dé&ji (tedy zévislém na koncentraci a difuznim
koeficientu dané latky). Problematika vytvofeni Nernstovy
difuzni vrstvy spoc¢iva ve vytvofeni zpravidla nékolik nm

silné oblasti obklopujici pracovni elektrodu (WE)
¢ - konc. v roztoku
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Obr. 1. Schematické zndzornéni linedrni distribuce analytu
v blizkosti (nm) pracovni elektrody (WE); v tésné blizkosti WE
se koncentrace analytu limitné blizi nule, na okraji Nernstovy
difuzni vrstvy je koncentrace analytu stejna jako ve zbytku rozto-
ku (bulk concentration)
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v disledku od€erpavani iontl analytu z nejblizsiho okoli
WE a jejich nasledné konverzi na WE (viz obr. 1).
V oblasti Nernstovy difuzni vrstvy tedy dojde k linedrni
distribuci analytu (smérnici je difuzni koeficient latky),
kdy u povrchu WE se koncentrace analytu limitné blizi
nule a na okraji Nernstovy difuzni vrstvy dosahuje hodnot
koncentrace analytu v roztoku (tzv. bulk concentration).
Pokud dojde k vycerpani analytu v tésné blizkosti WE
a analyt putuje k WE pouze rychlosti danou jeho difuznim
koeficientem a dal$i procesy jiz rychlost pfemény analytu
na WE nesnizuji, hovofime o tzv. difuzn¢ fizeném proce-
su. Casto lze téchto d&ju vyuzit ke studiu fyzikalng-
chemickych vlastnosti systému®™', nicméné pro Gplnou
konverzi analytu na WE v néjakém realném cCase se jedna
o jevy nezadouci, které se snazime v rizné mife elimino-
vat. Eliminovani vzniku Nernstovy difuzni vrstvy 1ze doci-
lit dostate¢nym mich&nim analyzovaného roztoku. Micha-
ni mize byt zajisténo bud’ mechanickym michanim rozto-
ku, nebo vznikem turbulenci pfekrocenim Reynoldsova
Cisla pro vyssi rychlosti pritoku. Laminarni proudéni neu-
moznuje efektivné narusit vznik Nernstovy difuzni vrstvy.
V hodnoceni (vypoctu) Reynoldsova c¢isla je tieba brat
v tvahu jak rychlost proudéni, tak primér kapilary.

Kapilary vyuzivané pro pifivod vzorku k hmot-
nostnimu spektrometru maji zpravidla pramér 0,25 mm
(samoziejmé jiné praméry jsou mozné), pficemz prutoky
vzorku v téchto kapilarach se pohybuji v rozmezi 0,3 az
1 ml h™'. Pii takto nizkém priitoku nabyva tloustka hydro-
dynamické hraniéni vrstvy milimetrovych rozméra®?.

Pfi priméru kapilar 0,25 mm dané hodnoty pritoka
nestaci k vytvoreni turbulentniho michani vzorku. Tento
problém lze v principu fesit nékolika zplisoby: (i) zvétse-
nim praméru kapilar, coz vSak povede k neumérnému
a nezadoucimu zvétSeni spotfeby vzorku, (if) zvétSenim
pratoku vzorku, coz v§ak povede opét k neimérné spotie-
bé vzorku, navic je oboji provazené zahlcenim iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru. Dal§i moznosti je (iii)
umistit michaci zafizeni do t€la voltametrické cely, piipad-
né¢ do piivodni kapilary. Nicméné umisténi michaciho
zatizeni do miniaturizované cely s sebou pfindsi nemalé
konstrukéni vyzvy. Pomérné elegantnim a jednoduchym
feSenim (iv) mize byt vytvofeni turbulentniho proudéni
uvnitt voltametrické cely vytvofenim dostate¢né povrcho-
vé nerovnosti. Toto feSeni bylo vyuzito napf. u dvouelek-
trodové cely o vnitinim objemu 0,72 pl povysunutim elek-
trod o 0,15 mm do proudiciho roztoku®. V neposledni
fad€ je mozné (v) vytvorit rizné typy oddéleného davko-
vani vzorku pro voltametrii i hmotnostni spektrometrii
umisténim rozdélovacich ventili®>.

3.3. Elektrochemické cely

Za téméf Ctyti dekady uplynulych let pokusti o spoje-
ni EC/MS bylo vyvinuto nespocet variant pratokovych
elektrochemickych cel. Z hlediska zapojeni potenciostatu
Ize tyto cely délit na tiielektrodové a dvouelektrodové.
Konstrukéné jsou dvouelektrodové cely jednodussi, obsa-
huji pouze WE a elektrodu referentni (REF). V tomto
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usporadani proud protéka mezi WE a REF, proto je obtiz-
né mezi n¢ vkladat fixni potencidl. Pro udrZeni konkrétni
hodnoty potencialu je mnohem vyhodnéjsi tiielektrodové
uspofadani, kdy proud protékd mezi WE a elektrodou po-
mocnou (AUX), pficemz REF slouzi k urceni potencialu
mezi WE a REF.

Konstrukce pritokovych® se ¢asto zcela lisi od
,klasickych nepritokovych® cel, z hlediska velikosti
a tvarové rozmanitosti cel jsou pak varianty nepieberné.
Napt. Shono a spol.*® zkonstruovali celu o vnitinim obje-
mu 50 ml (!), ve které generovali N-dealkylované specie
¢tyf neurofarmak bez pouziti jakékoli dal$i chemikalie,
coz je jeden z ptikladd vyuziti EC/MS spojeni
k mimikovani metabolické oxidace (viz dale). Obecné
vSak cely uréené pro on-line spojeni EC/MS jsou spiSe
miniaturizované. Elektrochemické cely s miniaturizo-
vanymi vnitinimi rozméry 1épe vyhovuji bézné pouziva-
nym pritokiim v MS (~ ml h™"), stejné tak splituji naroky
na minimalizaci spotieby vzorku®’. Vnitini pramér cely by
idedln¢ nem¢l byt vétsi nez je primér pouzitych kapilar,
aby se predeslo vytvareni mrtvych objemi. Mrtvy objem
by celou analyzu zpomaloval a zarovei by dochézelo
k tzv. rozmyvéani zon elektrochemického znaceni.

Pozadavek minimalizace elektrochemické cely lze
snaze technicky docilit pro dvouelektrodové zapojeni po-
tenciostatu. V tomto pifipadé je mozné vyuzit
napf. komer¢né dostupny PEEK Cross (obr. 2), ktery ma
vnitini rozméry stejné jako bézné pouzivané kapilary a je
s nimi pln€ kompatibilni.

Tohoto typu konstrukce bylo vyuzito napf. ve volta-
metrickém znaceni tebukonazolu pomoci nascentnich kati-
ontii m&di®’. Nevyhodou této jinak konstrukéng velmi jed-
noduché cely je jeji niz$i robustnost, coz je pro dvouelek-
trodové zapojeni ziejmé. Robustnost tohoto feseni je navic
snizena nemoznosti pouZzit bézné referentni elektrody dru-
hého druhu. Sestava je v tomto piipadé tvorena Cu drat-
kem (WE) a protielektrodou Ag dritkem — elektrodou
pseudoreferentni (pREF). Tento systém je schopen vloze-
ny potencidl na WE udrzet pouze omezenou dobu (fadove
jednotky minut dle velikosti vlozeného potencialu), poté
nutné dochazi k prepolovani systému, tj. WE se stava

vstup vzorku

Obr. 2. Priklad zapojeni elektrochemické cely z komercné
dostupného PEEK Cross pro dvouelektrodové zapojeni po-
tenciostatu
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Ag elektroda. V systému se to projevi tak, Ze misto gene-
rovani Cu kationtti dojde ke generovani Ag kationtt.
tenciostatu, toto zapojeni diky pouziti AUX a bézné REF
Jjiz spliiuje naroky na stabilni kontrolovatelné drzeni poten-
cidlu. Avsak nutnost miniaturizace REF s sebou nese
i nemalé konstrukéni vyzvy (viz typy elektrod).

3.4. Typy elektrod

Pro AUX je vybér materiald omezen pouze na nepola-
rizovatelné; AUX nesmi ovliviiovat chovani WE. Nejcas-
t&j$1 AUX pro spojeni EC/MS jsou z nerezové oceli, grafi-
tem dopovaného teflonu, platiny, &i palladia®.

Pouzitelné REF jsou typové stejné jako elektrody
pouzivané pii prutokovych méfenich, ale musi byt minia-
turizované a nesmi obsahovat prili§ velké mrtvé objemy.
Klasicka Ag/AgCl (argentchloridova) referentni elektroda
muze byt pouZzita jen v pomérné konstrukéné narocném
uspotadani v amperometrické (coulometrické) cele,
v pomérmné velké vzdalenosti od pracovni elektrody®®. Ag/
AgCl mize byt pouzita v miniaturizované podobé, pfi-
gemz b&zng pouzivany KCI je nahrazen NH,CI (cit.”®),
ktery je pro pouZiti v EC/MS vyhodné;jsi, nebot’ je kompa-
tibilni s Casto pouzivanym zakladnim elektrolytem pro
spojenim EC/MS, tj. CH;COONH,4. Nevyhodou argent-
chloridové REF (zvlasté t¢ miniaturizované) je nutna po-
mérné Casta udrzba. Dalsi vhodnou REF je Pd/H,, ktera
ma tu vyhodu, ze je téméf bezudrzbova a je mozné s ni
pracovat i za zvySeného tlaku; nevyhodou je, Ze jeji poten-
cial je zavisly na pH (cit.*®). Teoreticky je mozné pouzit
i Hg/Hg,Cl, (kalomelovou) REF, jejiz potencidl zavisi na
koncentraci protiiontu, nicmén¢ stale mens$i obliba rtuti
a navic nutnost pouzit skutecné toxické soli rtuti ¢ini tuto
REEF stale méné¢ pouzivanou.

Vybér REF a AUX je sice omezen, ale naopak vybér
WE je pestry; mohou pfichdzet v tvahu stile nové
a vSechny dosud zndmé pouzitelné materidly, mimo kapal-
né rtuti. Ve vybéru WE je dulezity ucel, pro ktery elektro-
chemickou celu konstruujeme. Kovy, jako je stiibro, Ci
méd’, jsou vhodné pro elektrochemickou aktivaci nepolar-
niho analytu, &i separaci analytu z matrice”"*’, platina ne-
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bo zlato jsou vhodné pro redukci analytu v piipadé studia
(mimikovani) metabolickych pfemén analytu. Pro oxidaci
analytu lze pouzit skelny uhlik (glassy carbon), ¢i jeho
modifikace'”*. Dale je v environmentalni analyze mozné
v prutoku pouzit napf. uhlikovou pastu, pevny amalgam,
borem dopovany diamant, ¢i dalsi kompozity v riiznych
modifikacich*' ™.

Miniaturizace elektrod pro EC je z konstrukéniho
hlediska pomé&rné nelehka pro argentchloridové REF. Mi-
niaturizace AUX je snadnd a spociva vétSinou v zavedeni
pozadované plochy AUX do priitoku vzorku. Miniaturiza-
ce WE s sebou prinasi feSeni preneseného tzv. minimax
problému, tj. pro Gspésnou (dostatecnou) pfeménu analytu
je tfeba dostatecnd, relativné velka kontaktni plocha WE,
ale pro miniaturizované elektrochemické cely je i velikost
WE omezena. Reenim toho problému miize byt pouZiti
poréznich WE (obr. 3a), které i pfes svou malou velikost
maji obrovsky povrch®®. Dale je pro zvyseni povrchu WE
mozno pouzit sady nékolika dratkovych elektrod, které
jsou vsak zapojeny jako jedna WE (obr. 3b), ¢i mize jako
WE slouzit zavit z ptislusného kovu (obr. 3c).

4. Moznosti vyuziti spojeni elektrochemie
s hmotnosti spektrometrii

Tato ¢ast je v€novana vlastnim aplikacim plynoucim
ze spojeni voltametrie s hmotnosti spektrometrii. Diraz je
vénovan piedevsim (i) na elektrochemickou separaci ana-
lytu z biologické matrice vzorku navdzanim analytu na
elektrochemicky generovany nascentni ion, (i7) na elektro-
chemickou aktivaci nepolarnich latek, probihajici opét
navazanim analytu na elektrochemicky generovany
nascentni ion a v neposledni fadé¢ (iif) na studium mecha-
nismu elektrochemickych reakci véetné mimikovani bio-
chemickych redox reakci.

4.1. Separace analytu z matrice a elektrochemicka
aktivace analytu

Princip separace analytu z matrice i elektrochemicka
aktivace nepolarniho analytu jsou zaloZeny na interakci

REF
(C) REF

WE

AUX

WE

Obr. 3. Nékteré ukazky moZnosti konstrukce elektrochemickych pruatokovych cel pro tiielektrodové zapojeni potenciostatu
v zavislosti na charakteru pracovni elektrody (WE); AUX — elektroda pomocné, REF — elektroda referentni
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analytu s télem pracovni elektrody, ¢i na interakci analytu
s ionty generovanymi z téla pracovni elektrody do roztoku,
proto jsou tyto dvé aplikace spojeny v jeden oddil. Elek-
trochemicky generované ionty latek z materialu elektrody
vytvafeji nabité adukty s latkami obsaZzenymi ve vzorku,
nasledné jsou kvantitativné ¢i kvalitativné analyzovany
hmotnostnim spektrometrem (obr. 4, 6).

Zakladni myslenka této separace je zaloZena na pied-
stavé, ze elektrochemicky generované ionty z téla elektro-
dy in statu nascendi jsou vysoce reaktivni a budou
s vétSinou organickych latek obsahujicich vhodny ligand
tvorit adukty, ¢imz zpisobi rozpad pivodnich specii ana-
lytu:

[XA]" +[MJ" = [MAJ" + [X]*

Pro material pracovni elektrody byly pouzity kovy,
u kterych se predpoklada, Zze maji obecné vyssi afinitu
k tvorb& adukti/komplexti s organickymi ligandy®, tedy
napf. méd’ nebo stfibro. Béhem tohoto typu separace do-
chézi de facto k vytésnéni pivodniho iontu z ptivodni spe-
cie analytu a jeho nahrazeni iontem z téla pracovni elektro-
dy”. Nejedna se samoziejm& o separaci univerzalni,
nicméné jeji pouziti pro nékteré latky doklada cela tada
studii zaméfena na studium stability komplexti organic-
kych latek s kationty m&di*®*’, stiibra®, zinku* i dalgich.
Naptiklad vazba s kationtem médi mize byt tvofena jak
pfes volné elektronové pary kysliku (napf. hydroxylové ¢i
karbonylové funkéni skupiny), tak pomoci 7 elektronu
aromatického systému, ¢i pfes parcidlni nadboj na dusiko-
vém atomu riznych funk¢nich skupin, nebo pies volné
elektronové pary lokalizované na atomech siry z rtiznych
funkénich skupin®***. D4 se otekavat, 7e vétsina orga-
nickych latek obsahuje n€kterou z vySe zminénych funkc-
nich skupin, lze tedy ocekavat, ze tento typ separace by
mohl byt Siroce pouzitelny. Nicméné jednd se o novy pfi-
stup, ktery je zatim provéfen jen pro nekolik organickych
latek™ a na své $irsi uplatnéni teprve eka.

Pracovni elektroda

Rozpad L N
speci - generovani iontu
analytua | z téla elektrody
vznik aduktd
Smér toku vzorku sionty

elektrody

@ lon generovany z/na pracovni elektrodé
L* Specie analytu
L I./D Adukt analytu s iontem

Obr. 4. Princip separace analytu z matrice vzorku pomoci
elektrochemicky generovanych ionti z/na téle pracovni elek-
trody

Detekce MS
- aduktG analytu
s nascentnimiionty
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Zéakladni otazka tkvi ve volbé elektrodového materia-
lu pracovni elektrody. Z tohoto pohledu se jevi jako zaji-
mava myslenka konstrukce elektrochemické cely obsahuji-
ci vice pracovnich elektrod vyhotovenych z riiznych mate-
riali a moznost provést separaci v sérii za sebou pomoci
riznych iontd™. Pravdépodobnost nalezeni optimélniho
iontu pro separaci tak vzrista s po¢tem sériové zapojenych
pracovnich elektrod. Konstrukce vicekanalové cely pro
ruzny pocet WE pak mize byt feSena umisténim karuselu,
ktery obsahuje pozadované mnozstvi WE (napf. 3WE,
obr. 5), kdy zména WE je docilena prostym otocenim
(manudalné nebo pomoci servomotorku ovladaného softwa-
rem) karuselu. Mnozstvi generovanych iontl lze ovlivnit
jak nepfimo, rychlosti prutoku vzorku v elektrochemické
cele, tak i pfimo, hodnotou vkladaného napéti mezi pra-
covni a referentni elektrodu. Je moZné generovat ionty
z riznych pracovnich elektrod v sérii za sebou nebo jedno-
duchou vyménou pracovnich elektrod. Timto je mozné
ziskat data, ktera poskytnou vice informaci o analyzova-
ném substratu a zajisti vy$si selektivitu. Dale je pfi méfeni
na riznych elektrodach v sérii za sebou mozné provadét
soucasnou regeneraci pracovnich elektrod béhem méfeni
na dalsi pracovni elektrod¢, ¢imZ dojde k vyraznému zkra-
ceni analyz.

Jedna se tedy o separacni metodu zaloZzenou na vyso-
ké reaktivité elektrochemicky generovanych iontt, ¢imz je
umoznéno vyvazani organickych latek z matrice vzorku do
formy stabilnich aduktti a nasledna detekce téchto aduktil
pomoci MS. Takovyto postup lze vyuzit jako rychlou refe-
renéni metodu separace k metodam chromatografickym.
Soucasné je mozné tuto separaci pouzit v kombinaci
s kapalinovou chromatografii (obr. 7), coz umoziuje lepsi
separaci zaméfenou na konkrétni analyt. Kapalinovou
chromatografii 1ze podle pozadavkid na stanoveni analytu
tadit pfed i za elektrochemickou separaci.

Princip  elektrochemické aktivace nepoldrnich
(obr. 6), ¢i slab€ polarnich latek je podobny jako v pripadé
separace analytu z matrice vzorku. Tento pfistup je zalo-

WE,

(b)

@ °F s

Pritok vzorku

Osa otaceni

WE,

Obr. 5. Schematické znazornéni elektrochemické cely obsahu-
jici 3 riizné pracovni elektrody (WE) umisténé v karuselu
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Pracovni elektroda
- generovani iontd
z téla elektrody

Smér toku vzorku

@ lon generovany z/na pracovni elektrodé Detekce MS

- aduktd analytu

L Nepolamnianalyt s nascentnimi ionty

L :’YD Adukt analytu s iontem

Obr. 6. Princip elektrochemické aktivace nepolarnich latek
pomoci elektrochemicky generovanych iontii z/na téle pracov-
ni elektrody

zen opét na interakci analytu (tentokrat analytu nepolarni-
ho) s ionty generovanymi z/na téle pracovni elektrody
in statu nascendi. Touto interakci vznika z latky prevazné
nepolarni latka nabita:

[A]+[M']=[MA]"

Moznosti ,,zviditelnéni* nepolarniho analytu pro ana-
Iyzu pomoci ESI-MS spocivaji v protonizaci analytu. Ne-
spornou vyhodou tohoto pfistupu je zejména zvySeni citli-
vosti detekce, kdy komplex latky s kovem poskytuje signal
0 vys§i intenzité¢ oproti protonizované formé dané latky.
Zasadni je zde moznost pouziti riiznych typd pracovnich
elektrod, tedy rGiznych materiald, z nichz je mozno podle
potieby generovat vhodné ionty pro vytvoreni konkrétniho
nabitého aduktu se sledovanymi latkami.

Zapojeni EC pfed MS umoziuje v nékterych piipa-
dech i vyuziti uvedeného postupu pro soucasnou separaci
a elektrochemickou aktivaci nepolarni latky z biologické
matrice. Zaroven je mozné v piipadé velmi komplexnich
matric zaradit kapalinovou chromatografii (LC). LC je
v principu mozno fadit jak pfed elektrochemickou celu, tak
i za ni (mezi EC a MS) (obr. 7), nicmén¢ zatazeni LC pied
EC/MS neni piili§ casté, a to z jednoduchého diivodu:
pokud je vyrobcem dodana uzaviend sestava LC/MS, lze
do ni vstupovat jen obtizné a EC je zapojovana dodatecné

Smér toku vzorku

‘ Kapalinova

‘ Elektrochemicka

Davkovani

vzorku ' chromatografie cela
Davkovani ‘ Elektrochemicka \ Kapalinova \
vzorku ' cela !chromatografie ,

Obr. 7. MoZnosti elektrochemické cely

spolecné
s kapalinovou chromatografii pied hmotnostni spektrometr

zapojeni
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jedinym moznym zpusobem, tj. EC/LC/MS. Uspotadani
s EC uprostied teprve ¢eka na své komercni provedeni.

4.2. Studium mechanismu redoxnich reakci

Posledni c¢ast tohoto pfispévku je v€novana vyuZiti
on-line spojeni EC/MS pro studium mechanismu redox-
nich reakci. Redoxni reakce jsou velmi dilezité nejen pro
elektrochemii jako takovou®, ale také pro zachovani sa-
motného zivota, Ci alesponi zivotnich funkci. Velka cast
biochemickych reakci probihajicich v té€lech organismu
jsou reakce oxidaéné redukéni’'. Pravé on-line spojeni EC/
MS umoznuje studovat redoxni biochemické procesy
v realném Case a ex situ a ziskat tak o produktech i Casto
meziproduktech reakce nejen elektrochemické informace,
ale téz dulezité (Casto pro pochopeni a popis reakce dilezi-
t&jsi) informace o hmotnosti a slozeni molekuly a zménach
zpusobenych redoxni reakci. Ba co vic, nékteré hmotnostni
spektrometry jsou téz vybaveny tzv. iontovou mobilitou,
kterd umozityje urcit u molekul i tzv. reakéni pramér, ktery
piimo odkazuje k velikosti a tvaru molekuly®*, &imZ umoz-
fuje sledovat i konformacni a konstituéni zmény
v disledku reakénich pfemén molekul. Spojenim EC/MS
se tedy otevira Siroka Skala moznosti, jak studovat jednot-
livé biochemické redoxni reakce metabolismu mimo orga-
nismus, a rovnéz se zvySuje mnozstvi informaci, které
jsme schopni z analyz spojenych metod ziskat. D4 se oce-
kavat, Ze metody zaloZené na on-line spojeni EC/MS bu-
dou velmi dilezitym nastrojem pro biomimetiku redoxnich
reakef.

Zejména je on-line EC/MS mozné vyuZit pro ex sifu
({) studium jednotlivych metabolitd, coz je klicové pro
pochopeni zékladnich metabolickych pfemén, a (ii) sledo-
vani redoxnich zmén 1éCiv, ¢i podobnych télu nevlastnich
latek, coz je velmi dulezity aspekt v hodnoceni jejich za-
vadnosti/nezavadnosti.

VétSina télu cizich latek (kam lze fadit jak 1éky, tak
i napt. pesticidy) putuje v lidském organismu do jater, kde
dochézi k jejich potencialni detoxifikaci. Jatra obsahuji
celou fadu enzymd, které slouzi k biotransformaci xenobi-
otik pomoci dehydrogenace, hydrolyzy, redukce, ¢i oxida-

kou drahou (faze I), kterou prochazi vétSina cizorodych
latek, je cytochrom P450, ktera zahrnuje oxidacni reakce
vedouci k navéazani polarnich funkénich skupin na xenobi-
otickou latku, jako jsou amino skupina, hydroxyl nebo
karboxylova skupina. V dalsi detoxikacni fazi (faze II)
jsou takto upravené xenobiotické latky vétSinou navazany
na glutathion, glukuronovou kyselinu nebo na sulfat™.
V této navazané form¢ se vEtSina xenobiotik stava vysoce
polarnimi a dochazi k jejich pomérné rychlému vylouceni
z organismu. Na druhé strané jsou i xenobiotika, kterd jsou
po pruchodu fazi I natolik reaktivni, Ze se vétSinou reverzi-
bilné vazi na n€které (membranové) proteiny nebo dokon-
ce DNA (cit.ss). Polocas ,,zivota“ téchto reaktivnich meta-
bolitd xenobiotik je pomérné kratky (okolo jedné minuty),
protoze dochéazi k jejich navazani na matrici krve, ¢i
plasmy’®. P¥imé detekce t&chto latek je tedy velmi obtizna,
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¢i nemozna. Z tohoto diivodu je pro pochopeni metabolic-
kych pfemén nékterych xenobiotik vyhodné tyto premény
studovat ex situ prav€ pomoci on-line spojeni EC/MS
(cit.’”). Mezi tato reaktivni xenobiotika ¢asto patii napf.
chinony, u nichz dochazi k nukleofilnimu ataku thiolovych
skupin malych molekul, jako jsou cystein, &i glutathion®®.
Praveé reakce xenobiotik s thiolovymi skupinami bilkovin
vedou k naruSeni funkénosti téchto bilkovin, a tim
i k toxicité téchto latek v jatrech. Jako ptiklad vzniku reak-
tivniho metabolitu pomoci cytochromu P450 Ize uvést
acetaminofen, ktery je preménén na velmi reaktivni
N-acetyl-p-benzochinonimin, ktery je nasledné detoxiko-
van interakci s glutathionem. Potiz nastava ve chvili, po-
kud je acetaminofen pfitomen v takové koncentraci, Ze
glutathion pfitomny v jatrech jiz nestaci k jeho kvantitativ-
ni detoxikaci a metabolit acetaminofenu se vaze na jiné
piihodné thiolové skupiny jaternich bilkovin®’.

V praxi se vznik metabolitii studuje vétSinou na tka-
fovych fezech®, & na bundenych kulturdch, coz je
z hlediska vytézku reakci zplisobené snizenou enzymatic-
kou expresi velmi problematické®’. 1 samotné studium
redoxnich reakci na substratové urovni je z hlediska vyso-
kych cen komercéné dostupnych enzymu draha zalezitost.
Proto vyuziti on-line zapojeni EC/MS pro ex situ studium
oxidace, ¢i redukce xenobiotik, ¢i mimikovani metabolic-
kych drah skryva stile znaény potencidl. K t€émto studiim
totiZ neni potieba tkanovych fezd, ¢i bunéénych kultur ani
enzymaticky aparat, jedna se tedy potencidln¢ o nizkona-
kladovou metodu.

5. Zavér

Spojeni elektrochemickych metod (EC) s hmotnostni
spektrometrii (MS) je v soucasné dobé velmi slibné se
vyvijejici obor analytické chemie, ktery naléz4 své uplat-
néni nejen v analytické chemii samotné, ale téz se objevuje
potencidl vyuziti toho spojeni pro studium mechanismu
elektrochemickych reakci, a to zejména redoxnich bioche-
mickych reakei.

Analytické vyuziti spojeni EC/MS zahrnuje prede-
vS§im (i) elektrochemickou aktivaci nepolarniho anebo
slabé polarniho analytu pro potieby MS detekce a (i)
(elektrochemickou) separaci vyvazanim analytu pfitomné-
ho ve vzorku v mnoha speciich na elektrochemicky gene-
rovany ion a naslednou detekci aduktu analytu s iontem
pomoci MS.

Vyuziti EC/MS pro studium mechanismti elektroche-
mickych reakci je velmi variabilni a da se ocekavat, ze
najde vyuZziti zejména na poli zakladniho vyzkumu
v oblasti kinetiky elektrochemickych reakci. Navic tento
pfistup skytd moznost oxidovat, ¢i redukovat néjakou lid-
skému organismu nevlastni latku (1é¢ivo, pesticid apod.),
¢imz lze napodobit redoxni d€je spojené s biochemickym
odbouravanim xenobiotik. Z tohoto pohledu se otevira
Siroké pole potencialnich aplikaci v medicinalni chemii
i biochemii, jedna se o neinvazivni pfistup nevyzadujici
experimenty, tkanové ¢i bunééné kultury, ba ani pifitom-
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nost jinak velmi drahych enzymi. K redukci ¢i oxidaci
xenobiotika dochdzi na pracovni elektrodé¢ a k detekci
metabolitu xenobiotika v hmotnostnim spektrometru,
a neni tfeba dal$iho vybaveni.

Clanek je podporen grantem GA CR ¢. 13-21409P.
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The contribution provides a critical overview about
hyphenation of electrochemical methods (EC) with mass
spectrometry (MS). It is focused on the difficulties of the
electrochemical cell construction, selection of the elec-
trodes and electrodes arrangements. Three possible appli-
cations of on-line EC/MS are introduced and discussed: (7)
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