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1. ⁄vod

Technika pr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝zy (FIA ñ Flow Injec-
tion Analysis) se stala bÏhem poslednÌch dvou desetiletÌ velmi
˙Ëinn˝m a mnohostrann˝m n·strojem zejmÈna p¯i zpracov·nÌ
vÏtöÌho poËtu vzork˘ v agrochemick˝ch a biochemick˝ch
laborato¯Ìch, p¯i anal˝z·ch v oblasti ûivotnÌho prost¯edÌ, far-
macie aj. Vzestupu vyuûitÌ tÈto techniky bylo dosaûeno dÌky
jejÌm pozitivnÌm analytick˝m vlastnostem, mezi kterÈ pat¯Ì
vyööÌ dosaûiteln· selektivita pr˘tokovÈ metody ve srovn·nÌ
s jejÌm manu·lnÌm protÏjökem, kter· je v˝sledkem vyuûitÌ
rozdÌlnÈ kinetiky chemick˝ch reakcÌ probÌhajÌcÌ v pr˘tokovÈm
systÈmu. Velk· univerz·lnost techniky umoûÚuje modifikovat
metodu zp˘soby, kterÈ zvyöujÌ jejÌ citlivost (stopped flow
anal˝za, opakovan˝ pr˘chod vzorku p¯es detekËnÌ bod) nebo
ji sniûujÌ (rozm˝v·nÌ zÛn, ¯edÏnÌ vzorku, zmÏny pr˘tokovÈ
rychlosti nebo objemu vzorku).

P¯Ìmo v pr˘tokovÈm systÈmu jsou pak kontinu·lnÏ prov·-
dÏny jednotlivÈ analytickÈ operace za ˙Ëelem p¯evedenÌ vzor-
ku do stavu vhodnÈho k detekci nap¯. oxidace, redukce, zak-
oncentrov·nÌ, ¯edÏnÌ, zah¯Ìv·nÌ aj.

Jednou z d˘leûit˝ch vlastnostÌ pr˘tokov˝ch analyz·tor˘ je
moûnost zapojenÌ reaktor˘ s tuhou f·zÌ (SPR ñ Solid Phase
Reactors) vhodnÏ imobilizovan˝ch v uzav¯enÈ kolonÏ nebo
v reakËnÌ cÌvce do tÏchto systÈm˘.

VyuûitÌm SPR zapojen˝ch on-line do pr˘tokovÈho systÈ-
muFIA analyz·torusev˝znamnÏrozöi¯ujepotenci·lpr˘tokov˝ch
metod zv˝öenÌm z·kladnÌch analytick˝ch parametr˘ jako jsou

citlivost a selektivita. ObecnÏ se SPR vyuûÌvajÌ pro svou
schopnost reagovat s analyzovanou l·tkou (enzymatickÈ, imu-
nologickÈ, iontovÏ v˝mÏnnÈ, oxidaËnÏ-redukËnÌ reakce) na
svÈm povrchu, nebo chovat se jako extrakËnÌ sorbenty (extrak-
ce, mikroextrakce tuhou f·zÌ (SPE, SPME)), nebo uvolÚovat
reakËnÌ Ëinidla1.

2. Typy reaktor˘ s tuhou f·zÌ

R˘znÈ typy SPR, kterÈ mohou b˝t kontinu·lnÏ zaËlenÏny
do pr˘tokovÈho  systÈmu  analyz·tor˘  m˘ûeme  rozdÏlit do
dvou skupin podle toho, zda se z˙ËastnÌ chemickÈ reakce Ëi
nikoliv.

Na povrchu prvnÌho typu reaktor˘ probÌhajÌ chemickÈ
reakce, p¯iËemû se nejËastÏji vyuûÌvajÌ enzymatickÈ, oxidaË-
nÏ-redukËnÌ, iontovÏ-v˝mÏnnÈ nebo imunochemickÈ reakce.
P¯ÌleûitostnÏ takÈ reaktory slouûÌ k vhodn˝m oxidaËnÏ-re-
dukËnÌm reakcÌm, kterÈ dan˝ analyt p¯evedou na vhodnÏjöÌ
oxidaËnÌ stav analytu, kter˝ se pak snadnÏji ˙ËastnÌ vlastnÌ
derivatizaËnÌ reakce1.

Pro jinÈ ˙Ëely, neû je zajiötÏnÌ derivatizaËnÌch reakcÌ slouûÌ
druh˝ typ reaktor˘, kterÈ lze vyuûÌt jako nosiËe nebo extrakËnÌ
f·ze se sorpËnÌmi vlastnostmi. Tyto reaktory p¯i jejichû kon-
taktu se vzorkem nedoch·zÌ k chemickÈ reakci, fungujÌ jako
adsorbenty buÔ analytu anebo matrice. BÏûnÈ typy tÏchto
reaktor˘ obsahujÌ silikagel, oxid hlinit˝, chemicky v·zanÈ
stacion·rnÌ f·ze, polyamid a dalöÌ l·tky. Zvl·ötnÌ kapitolu
tÏchto reaktor˘, u nichû nedoch·zÌ k chemickÈ reakci s ana-
lytem, tvo¯Ì materi·ly uvolÚujÌcÌ Ëinidlo.

Podle vnit¯nÌho uspo¯·d·nÌ mohou b˝t SPR rozdÏleny do
dvou obecn˝ch skupin:
1) otev¯enÈ tubul·rnÌ reaktory, kterÈ majÌ reakËnÌ materi·l

imobilizovan˝ na stÏnÏ kolony. Jejich p¯Ìprava je n·roË-
nÏjöÌ a s tÌm souvisÌ i jejich menöÌ vyuûitÌ v analytickÈ
praxi,

2) plnÏnÈ kolonovÈ reaktory, kterÈ dosahujÌ vyööÌ reaktivity
n·sledkem vÏtöÌho povrchu a tÌm i vÏtöÌho kontaktu ana-
lytu s reaktorem. Tyto reaktory vyûadujÌ jednoduööÌ p¯Ì-
pravu a v praxi jsou takÈ ËastÏji vyuûÌv·ny2.
Jednou z dalöÌch moûnostÌ jak m˘ûeme SPR klasifikovat,

je zp˘sob jejich zapojenÌ do systÈmu. To vypl˝v· z ˙Ëelu jejich
vyuûitÌ. Pokud reaktor slouûÌ k oxidaËnÏ-redukËnÌ nebo deri-
vatizaËnÌ reakci, pak analyt proch·zejÌcÌ p¯es reaktor podstu-
puje reakci a opouötÌ kolonu jako produkt, kter˝ je smÌsen se
zbytkem vzorku.

Jestliûe je kolona pouûita pro prekoncentraci nebo k od-
stranÏnÌ interferencÌ z matrice, pak je analyt zadrûen chemic-
k˝mi, fyzik·lnÌmi nebo fyzik·lnÏ-chemick˝mi silami na urËi-
tou dobu kontaktem s povrchem materi·lu, dokud matrice
vzorku neopustÌ reaktor a je odvedena do odpadu. N·slednou
elucÌ dojde k vymytÌ analytu z kolony a k jeho detekci; tÌmto
zp˘sobem se zbavÌme balastnÌch sloûek vzorku a vyhneme se
vzniku neû·doucÌch sign·l˘ v detektoru.

Pro FIA analyz·tory existujÌ tedy r˘znÈ moûnosti umÌstÏnÌ
SPR v systÈmu, kterÈ vych·zÌ z materi·lu a funkce reaktoru
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v celÈm procesu. Obr. 1 naznaËuje moûnÈ umÌstÏnÌ reaktoru
v pr˘tokovÈm systÈmu:
a) p¯ed injekËnÌ ventil, v nosnÈm proudu nebo v proudu

vzorku. TakovÈ umÌstÏnÌ reaktoru umoûÚuje odstranÏnÌ
neËistot p¯Ìtomn˝ch v Ëinidlech nebo je vyuûÌv·no k uvol-
nÏnÌ Ëinidla. UmÌstÏnÌ v proudu vzorku slouûÌ k odstranÏnÌ
vlivu matrice a balastnÌch l·tek p¯Ìtomn˝ch ve vzorku,
respektive pro prekoncentraci analytu3,

b) ve smyËce injekËnÌho ventilu, pro prekoncentraci analytu,
k odstranÏnÌ balastnÌch l·tek ve vzorku, pro multianalytic-
kÈ stanovenÌ nebo simult·nnÌ stanovenÌ vzorku a blanku4,5,

c) mezi injekËnÌ a detekËnÌ jednotku; nejobvyklejöÌ umÌstÏnÌ
pro SPR v pr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze6,7, s v˝öe uveden˝mi
z·mÏry (viz a) a b)), avöak nejËastÏji je takto umÌstÏn˝
reaktor vyuûÌv·n pro derivatizaci stanovovanÈ slouËeniny,

d) v detekËnÌm systÈmu za ˙Ëelem sjednocenÌ reakce (reten-
ce) a detekce, a tÌm vyuûitÌ v˝hod jako zv˝öenÌ citlivosti,
selektivity, miniaturizace atd., v tomto p¯ÌpadÏ se pouûÌv·
speci·lnÌ reaktor5.

2 . 1 . E n z y m o v È r e a k t o r y

Tyto reaktory zapojenÈ on-line do FIA systÈmu pracujÌ
s enzymy zakotven˝mi na nosiËÌch.

KromÏ toho, ûe pouûitÌm kolon obsahujÌcÌ reaktory s imo-
bilizovan˝mi enzymy (IMER ñ Immobilized Enzyme Reac-
tors), se sniûuje v˝öe n·klad˘ na rutinnÌ anal˝zu, poskytujÌ tyto
biokatalyz·tory jeötÏ dalöÌ mnoûstvÌ v˝hod, mezi kterÈ pat¯Ì:
a) poûadovanÈ zjednoduöenÌ pr˘tokovÈho systÈmu (elimina-

ce pouûitÌ dodateËnÈho ventilu pro simult·nnÌ d·vkov·nÌ
enzymu/vzorku),

b) zv˝öenÌ citlivosti jako v˝sledek menöÌho rozm˝v·nÌ zÛny
vzorku na rozdÌl od pouûitÌ enzymu jako Ëinidla v roztoku.
Tato v˝hoda je nejvÌce patrn· p¯i stanovenÌ, kterÈ zahrnuje
nÏkolik r˘zn˝ch enzymatick˝ch krok˘ a po nÏkolika bio-
katalytick˝ch reakcÌch je problematickÈ zÌskat detegova-
teln˝ produkt. Pro tento ˙Ëel je pak nejv˝hodnÏjöÌ seriovÈ
se¯azenÌ nÏkolika reaktor˘ za sebou8.
Jako nejËastÏjöÌ nosiËe enzym˘ jsou vyuûÌv·ny agarosa,

celulosa, polyakrylamid, nylon, sklo, silikagel, a nÏkdy tÈû
ionexovÈ prysky¯ice. NejrozöÌ¯enÏjöÌm nosiËem je sklo. Ko-
valentnÏ nav·zan˝m enzym˘m se d·v· p¯ednost p¯ed sorpËnÌ
imobilizacÌ, kter· p¯edstavuje slaböÌ vazbu enzymu, projevu-
jÌcÌ se jeho postupnou desorpcÌ.

NejobvyklejöÌm zp˘sobem zakotvenÌ je ˙prava povrchu
nosiËe aminopropylem a n·sledn· aktivace glutaraldehydem.
Na takto upraven˝ nosiË se pak enzym koordinuje jako ligand.

Imobilizace enzymu probÌh· p¯Ìmo v reaktoru naplnÏnÈm
aktivnÌm nosiËem prom˝v·nÌm roztokem enzymu, obvykle
nÏkolik hodin a p¯i snÌûenÈ teplotÏ.

Analyticky vyuûitelnÈ enzymy jsou jako l·tky bÌlkovinnÈ
povahy citlivÈ na zmÏny teploty a sloûenÌ okolnÌho prost¯edÌ
a jejich v˝roba je pomÏrnÏ drah·. ZakotvenÌ tÏchto l·tek na
kolonce reaktoru ve FIA systÈmu vede ke snÌûenÌ jejich spo-
t¯eby a umoûÚuje takÈ opakovanou aktivaci uvnit¯ systÈmu9.

Na druhÈ stranÏ je vöak pouûitÌ enzymov˝ch reaktor˘
omezeno nÏkolika faktory, mezi kterÈ pat¯Ì p¯edevöÌm postup-
nÈ kles·nÌ aktivity reaktoru v z·vislosti na Ëase, pouûit˝ch
reakËnÌch  Ëinidlech  a teplotÏ, desorpce enzymu, omezenÈ
pouûitÌ drastick˝ch reakËnÌch podmÌnek (pH, teplota, organic-
k· Ëinidla, ionty tÏûk˝ch kov˘) z d˘vodu poökozenÌ enzymu
samotnÈho nebo jeho vazby na nosiË. P¯i stanovenÌ je nutnÈ
reaktor temperovat na konstantnÌ teplotu pro zachov·nÌ stej-
nomÏrnÈ aktivity enzymu a tÌm i reprodukovatelnosti mÏ¯enÌ.

Jako p¯Ìklad vyuûitÌ enzymov˝ch reaktor˘ ve FIA m˘ûe
slouûit stanovenÌ glukosy s pomocÌ imobilizovanÈ glukosa-
-oxidasy10 a n·slednÈ reakce peroxidu vodÌku s luminolem11ñ13.
V tÏchto pracÌch se kombinuje stanovenÌ glukosy s dalöÌmi
l·tkami, lakt·tem a penicilinem. P¯i anal˝ze samotnÈho lakt·-
tu se vyuûÌv· reakce enzymovÈho systÈmu dependentnÌho na
NAD+ a vznikl˝ NADH se deteguje spektrofotometricky14ñ16.
PodobnÏ probÌh· i stanovenÌ ethanolu produkovanÈho bunÏË-
nou kulturou, imobilizovan˝m enzymem je zde alkoholdehy-
drogenasa17, stanovenÌ L-fenylalaninu v sÈru18, nebo moËo-
viny v tÏlnÌch tekutin·ch19. DalöÌ p¯Ìklady pouûitÌ enzymo-
v˝ch reaktor˘ ve FIA jsou uvedeny v souhrnnÈ tabulce I.

2 . 2 . O x i d a Ë n Ï - r e d u k Ë n Ì r e a k t o r y

Mikrokolony obsahujÌcÌ oxidaËnÌ nebo redukËnÌ materi·l
jsou vyuûÌv·ny v pr˘tokov˝ch systÈmech z d˘vodu p¯evedenÌ
analytu na vhodn˝ oxidaËnÌ stav pro n·slednou derivatizaËnÌ
reakci nebo oxidace Ëi redukce analytu na poûadovanou slou-
Ëeninu.

OxidaËnÏ-redukËnÌ materi·ly jsou umÌstÏny v kolonk·ch,
do kter˝ch jsou plnÏny samostatnÏ ve formÏ pr·öku nebo
granul·tu o r˘znÈ velikosti zrn, nebo jsou nav·z·ny na inertnÌ
nosiË, kter˝m je pak kolona naplnÏna. Jako nosiËe se bÏûnÏ
pouûÌvajÌ granulovanÈ sintrovanÈ sklo o velikosti Ë·stic nÏk-
olik desetin milimetru oöet¯enÈ epoxidov˝m lepidlem, kterÈ
slouûÌ k zachycenÌ reakËnÌho materi·lu, nebo amberlitovÈ
prysky¯ice r˘znÈ zrnitosti (dowex, porovina aj.).

Tyto kolonky nejsou obvykle komerËnÏ vyr·bÏny, ale jsou
p¯ipravov·ny p¯Ìmo na pracoviöti pro dan˝ druh anal˝zy.

Obr. 1. Moûnosti umÌstÏnÌ reaktor˘ s tuhou f·zÌ v pr˘tokovÈm systÈmu FIA analyz·toru
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Jedn· se vÏtöinou o pevnÈ plastikovÈ hadiËky o vnit¯nÌm
pr˘mÏru v rozmezÌ 0,5 mm aû 2 mm, kterÈ jsou na obou
koncÌch opat¯enÈ vatovou z·tkou k zamezenÌ vym˝v·nÌ ma-
teri·lu z kolony. Materi·l je do kolony plnÏn syp·nÌm za sucha,
ËastÏji vöak nas·v·nÌm z vodnÈ suspenze pomocÌ vakua.

DÈlka kolony pro dan˝ typ stanovenÌ se volÌ podle velik-
osti ÑoxidaËnÌì resp. ÑredukËnÌì sÌly v nÌ obsaûenÈho mate-
ri·lu, p¯itom mezi veliËinami platÌ nep¯Ìm· ˙mÏra. ⁄Ëinnost
reakËnÌ kolony z·visÌ takÈ na aktivnÌm povrchu reaktoru tedy
na velikosti Ë·stic. DÈlku reakËnÌ kolony je proto nutnÈ opti-
malizovat vzhledem k jejÌ ˙Ëinnosti a k velikosti Ë·stic, jelikoû
s rostoucÌ dÈlkou a se sniûujÌcÌ se zrnitostÌ stoup· i ˙Ëinnost
kolony, ale z·roveÚ doch·zÌ k vÏtöÌmu rozm˝v·nÌ zÛny vzorku
a tÌm i snÌûenÌ odezvy detektoru. DÈlka vÏtöiny reakËnÌch
kolon se pohybuje v rozmezÌ 0,5ñ20 cm.

Pro reprodukovatelnost mÏ¯enÌ je takÈ d˘leûit· rovnomÏr-
nost plnÏnÌ kolony. P¯i nerovnomÏrnÈm naplnÏnÌ kolona ob-
sahuje volnÈ prostory, kter˝mi analyt proch·zÌ, aniû by zre-
agoval. P¯i n·hodnÈm vniknutÌ vzduchovÈ bubliny do systÈmu
se vzduch zachytÌ ve volnÈm prostoru a jeho n·slednÈ uvolnÏnÌ
pak znehodnotÌ dalöÌ mÏ¯enÌ.

Jednou z Ëast˝ch pracÌ zab˝vajÌcÌch se redukËnÌmi reakto-
ry je stanovenÌ dusiËnan˘ zaloûenÈ na jejich redukci kadmiem
na dusitany, kterÈ s Griessov˝m Ëinidlem d·vajÌ mÏ¯itelnou
barevnou reakci20ñ24. Za pomoci redukËnÌch reaktor˘ byly takÈ
p¯Ìmo stanoveny i smÏsi dusitan˘ a dusiËnan˘. Princip stano-
venÌ spoËÌv· v pouûitÌ dvojitÈho injektoru, kter˝m je vzorek
jedin˝m n·st¯ikem d·vkov·n souËasnÏ do dvou vÏtvÌ pr˘tok-
ovÈho systÈmu. V jednÈ vÏtvi je za¯azen pr˘tokov˝ reaktor
s houbov˝m kadmiem, v nÏmû probÌh· redukce dusiËnan˘ na
dusitany. Dusitany p˘vodnÏ p¯ÌtomnÈ ve vzorku i vzniklÈ
redukcÌ dusiËnan˘ jsou p¯ev·dÏny na azobarvivo. PrvnÌ ode-
zva detektoru odpovÌd· obsahu dusitan˘ a druh· odezva sou-
Ëtu obsahu dusitan˘ a dusiËnan˘ ve vzorku20.

Jako postkolonov˝ reaktor ve spojenÌ s HPLC byl pouûit
nap¯. oxidaËnÌ MnO2 reaktor ke stanovenÌ paralytick˝ch toxi-
n˘ mo¯sk˝ch kor˝ö˘25. K FIA stanovenÌ oxidovateln˝ch orga-
nick˝ch slouËenin ve vodn˝ch vzorcÌch byl pouûit PbO2 oxi-
daËnÌ reaktor v·zan˝ na SiO2 (cit.26).

Mezi dalöÌmi byly pomocÌ FIA s vyuûitÌm oxidaËnÌch resp.
redukËnÌch reaktor˘ stanoveny nap¯. obsahy lÈËiv, vitami-

n˘ nebo iont˘ kov˘ p¯ev·ûnÏ ve farmaceutick˝ch p¯Ìprav-
cÌch7,27ñ45(viz tab. I).

2 . 3 . I o n t o v Ï v ˝ m Ï n n È r e a k t o r y

Mikrokolony s iontovÏ-v˝mÏnn˝m materi·lem zapojenÈ
on-line do pr˘tokovÈho systÈmu se ¯adÌ k reaktor˘m, jejichû
povrch se ˙ËastnÌ chemickÈ reakce s analytem, avöak svou
funkcÌ pat¯Ì k extrakËnÌm reaktor˘m. Ve FIA systÈmech jsou
vyuûÌv·ny z d˘vodu:
a) prekoncentrace analytu,
b) odstranÏnÌ interferencÌ z matrice vzorku pouûitÌm vhodnÈ-

ho nosiËe (anex nebo katex r˘znÈ iontovÈ sÌly, inertnÌ nosiË
s imobilizovan˝m Ëinidlem ñ obvykle chel·tovÈ skupiny).
Toho lze dos·hnout pouûitÌm postupnÏ se¯azen˝ch reak-
tor˘ naplnÏn˝ch vhodn˝m materi·lem.
Nedostatkem tohoto typu mikroreaktoru je:

1. n·r˘st kompaktnosti materi·lu v kolonÏ zp˘sobenÈ konti-
nu·lnÌ cirkulacÌ proudu stejn˝m smÏrem,

2. v˝skyt parazitick˝ch sign·l˘ v detektoru, po tÈ co matrice
vzorku proch·zÌ p¯es detektor bÏhem prekoncentraËnÌho
procesu.
Oba nedostatky mohou b˝t odstranÏny jednoduchou zmÏ-

nou v pr˘tokovÈm systÈmu ñ umÌstÏnÌm reaktoru ve smyËce
d·vkovacÌho ventilu tak, aby retence probÌhala v opaËnÈm
smÏru neû eluce.

DalöÌ nedostatek, kter˝ prodluûuje dobu anal˝zy a jeû je
zp˘soben Ëasem urËen˝m k prekoncentraci analytu, je moûno
odstranit pouûitÌm dvou mikrokolon na nichû st¯ÌdavÏ probÌh·
prekoncentrace a eluce, takûe se navz·jem doplÚujÌ1.

JednÌm z aspekt˘ pouûitÌ tÏchto reaktor˘ ve FIA je ovliv-
nÏnÌ citlivosti stanovenÌ jejich tvarem. VyööÌ citlivost stano-
venÌ byla dosaûena pouûitÌm kÛnick˝ch kolon na rozdÌl od
kolon cylindrick˝ch. Kolona musÌ b˝t vloûena do systÈmu tak,
aby proud vzorku proch·zel d¯Ìve uûöÌm a pak öiröÌm koncem
kolony a zadrûen˝ analyt musÌ b˝t eluov·n v opaËnÈm smÏru
k dosaûenÌ minim·lnÌ disperze v kolonÏ46. V˝öe uvedenÈ z·k-
onitosti platÌ takÈ pro adsorpËnÌ reaktory.

IontomÏniËovÈ reaktory pro ˙Ëely FIA jsou p¯ipravov·ny
p¯Ìmo na pracoviöti z komerËnÏ dod·van˝ch mÏniË˘ iont˘ pro
HPLC, jejich plnÏnÌm do plastikov˝ch hadiËek na konci opa-

Tabulka I
P¯Ìklady pouûitÌ reaktor˘ s tuhou f·zÌ v pr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze

Typ reaktoru Stanovovan· l·tka

Enzymov˝ glukosa10ñ13, lakt·t14ñ16, ethanol17, L-fenylalanin18, moËovina19, chloramin65, formaldehyd66, galaktosa
a glycerol67, neostigmin a galantamin68, hypoxantin69, glycerol70,71, L-lysin72, fosf·ty73, kyselina oc-
tov·74, glutam·ty75

OxidaËnÏ-redukËnÌ fenothiazin7, dusiËnany s dusitany20ñ24, adrenalin27,28, sulfadiazin29, N-substituovanÈ fenothiaziny30,
noradrenalin31, vitamin C32, vitamin K3

33, sulfidy34, aspartam35, thioridazin36,43, chlorpromazin36,44,
iproniazid a isoniazid37, mangan38, kodein39, ondansetron40, kyselina acetylsalicylov·41, cystein42,
promethazin45

IontovÏ v˝mÏnn˝ kaptopril51, Fe63, ethanol64, Cd76, kyselina monochloroctov·77, Zn, Cd, Pb78

AdsorpËnÌ Cd, Pb, Cu47, Mo48, Cd49, Cd, Co, Cu, Mn, Pb50, kaptopril51, kyselina salicylov·52, pesticidy53, Zn54,
kyanidy55, smÏsi amin˘56, Cr79, pseudoefedrin80, pesticid naptalam81, polyfenoly82

ImunoafinitnÌ L-fenylalanin18, albumin57, insulin58

UvolÚujÌcÌ Ëinidlo peroxidy62
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t¯en˝ch vatovou z·tkou. PlnÏnÌ probÌh· za pomoci vakuovÈ
v˝vÏvy nas·v·nÌm pevnÈ f·ze iontomÏniËe v suspenzi s kapa-
linou (doporuËuje se nechat mÏniË bobtnat v tÈto kapalinÏ p¯es
noc).

DÈlky reaktor˘ se liöÌ podle typu stanovenÌ a typu mÏniËe.
RozhodujÌcÌ pro dÈlku reaktoru je p¯edevöÌm v˝mÏnn· kapa-
cita mÏniËe (mnoûstvÌ iont˘, kterÈ m˘ûe mÏniË poutat sv˝mi
v˝mÏnn˝mi skupinami). K dosaûenÌ co nejmenöÌ disperze
zÛny  vzorku je pak dÈlka  reaktoru pro  vÏtöinu stanovenÌ
nep¯Ìmo ˙mÏrn· kapacitÏ iontomÏniËe. NejvÏtöÌ kapacitou se
vyznaËujÌ pÛrovitÈ prysky¯ice s organickou matricÌ, menöÌ
kapacitu majÌ mÏniËe chemicky v·zanÈ na pÛrovitÈm silika-
gelu.

V˝hodou siln˝ch mÏniË˘ je ˙pln· disociace funkËnÌch
skupin v öirokÈm rozsahu hodnot pH (1 aû 14 pro mÏniËe
kationt˘ a 0 aû 12 pro mÏniËe aniont˘ na b·zi organick˝ch
prysky¯ic a 2 aû 8 pro mÏniËe na b·zi silikagelu), kter· umoû-
Úuje pouûitÌ siln˝ch kyselin a bazÌ jako nosnÈho proudu nebo
eluËnÌho Ëinidla. Je moûn· i jejich aktivace p¯Ìmo v pr˘toko-
vÈm systÈmu nebo v pr˘bÏhu stanovenÌ.

IontomÏniËovÈ f·ze se vyuûÌvajÌ takÈ k detekci vloûenÌm
tÏchto reaktor˘ do pr˘tokovÈ cely konvenËnÌch nedestruktiv-
nÌch molekul·rnÌch optick˝ch detektor˘. NejËastÏji mÏ¯en˝mi
veliËinami jsou absorbance, fluorescence a reflektance. Zp˘-
soby provedenÌ detekce s vyuûitÌm iontomÏniËe vyuûÌvajÌ:
1. reakce Ëinidla a analytu v roztoku a retence produktu na

iontomÏniËi, kter˝ je vhodn˝ u velmi selektivnÌ reakce,
2. selektivnÌ adsorpce analytu na prysky¯ici s n·sledujÌcÌ

reakcÌ s vhodn˝m Ëinidlem,
3. ireverzibilnÌ adsorpce Ëinidla na iontomÏniËi a pozdÏjöÌ

reakce s analytem, kter˝ je pouûiteln˝, jestliûe reakËnÌ
produkt nem˘ûe b˝t p¯Ìmo adsorbov·n na iontomÏniË5.

2 . 4 . A d s o r p Ë n Ì r e a k t o r y

Volba n·plnÏ reaktoru pro FIA stanovenÌ poûadovanÈho
analytu se ¯ÌdÌ z·kladnÌmi charakteristikami jako jsou:
funkËnost ñ tj. vztah afinity sorbentu k r˘zn˝m organick˝m

slouËenin·m, kter· je urËena mÌrou polarity sorbentu resp.
analytu;

velikost a tvar Ë·stic ñ ovlivÚujÌcÌ hydrodynamickÈ podmÌnky
v kolonÏ (turbulentnÌ a molekulov·dif˙ze v nosnÈm proudu);

velikost povrchu ñ souvisejÌcÌ s poËtem aktivnÌch mÌst. Sor-
benty majÌcÌ vysokou povrchovou velikost na jednotku
hmoty majÌ vysok˝ poËet aktivnÌch mÌst a dosahujÌ vyööÌho
stupnÏ kumulace l·tek z roztoku;

velikost pÛr˘ ñ ovlivÚujÌcÌ prostup molekul do sorbentu. Bylo
by moûnÈ soudit, ûe malÈ pÛry jsou vhodnÈ pro ˙Ëinnou
kumulaci. P¯i realizaci tohoto p¯Ìstupu, kdy velikost pÛr˘
je porovnateln· s rozmÏry molekul, je prostup l·tky velice
obtÌûn˝. P¯i pouûitÌ sorbentu s vÏtöÌ velikosti pÛr˘, schop-
nost sorpce roste;

chemick· inertnost ñ charakterizujÌcÌ zmÏnu kvality povrchu
a tÌm i reprodukovatelnost v sorpËnÌm procesu.
Nejzn·mÏjöÌm a nejuûÌvanÏjöÌm materi·lem pro adsorpËnÌ

reaktory ve FIA je chemicky modifikovan˝ silikagel, oxid
hlinit˝, oxid k¯emiËit˝, d·le polymernÌ sorbenty ñ akryl·tovÈ
polymery, styren-divinylbenzenovÈ kopolymery, polypropy-
leny, polytetrafluoroethyleny, nebo chelataËnÌ sorbenty obsa-
hujÌcÌ kovovÈ ionty a jinÈ dalöÌ.

Tyto reaktory jsou p¯ipravov·ny p¯Ìmo na pracoviöti z te-

flonov˝ch hadiËek a komerËnÏ dostupn˝ch sorbent˘ podobnÏ
jako iontovÏ v˝mÏnnÈ reaktory. PlnÏnÌ probÌh· za vlhka ze
suspenze organickÈho rozpouötÏdla a sorbentu. DÈlka tÏchto
adsorpËnÌch reaktor˘ zapojen˝ch do FIA systÈmu se pohybuje
v rozmezÌ 5 aû 70 mm. PouûitÌ reaktor˘ kratöÌch pozitivnÏ
ovlivÚuje disperzi zÛny vzorku, ale na druhÈ stranÏ sniûuje
sorpËnÌ kapacitu reaktoru. V p¯ÌpadÏ niûöÌ afinity analytu
k sorbentu (nap¯. pouûitÌ chemicky v·zanÈ nepol·rnÌ stacio-
n·rnÌ f·ze) doch·zÌ pak k p¯edËasnÈmu vym˝v·nÌ analytu
z kolonky jiû bÏhem prekoncentraËnÌho kroku. Tomuto jevu
m˘ûeme zabr·nit zmÏnou sorbentu nebo nosnÈho proudu,
pop¯. jeho  pr˘tokovÈ  rychlosti, nebo  mnoûstvÌm  sorbentu
v kolonce (prodlouûenÌ reaktoru). PouûitÌ adsorpËnÌch reakto-
r˘ delöÌch neû 70 mm je ve FIA systÈmech zcela vyjÌmeËnÈ.
Doch·zÌ tÌm ke znaËnÈmu rozm˝v·nÌ zÛny vzorku, neû·dou-
cÌmu prodluûov·nÌ doby anal˝zy a eluce analytu z reaktoru
nenÌ dostateËnÏ n·hl· pro cÌlenÈ dosaûenÌ maxim·lnÌ odezvy.

PravdÏpodobnÏ nejvÏtöÌ nev˝hoda v uplatnÏnÌ tÏchto re-
aktor˘ ve FIA systÈmech spoËÌv· v nemoûnosti pouûitÌ kon-
centrovan˝ch organick˝ch rozpouötÏdel jako eluËnÌch Ëinidel.
Toto omezenÌ je zp˘sobeno p¯ÌtomnostÌ pryûov˝ch hadiËek na
peristaltickÈm Ëerpadle, kterÈ zajiöùujÌ kontinu·lnÌ aspiraci
Ëinidel do celÈho FIA systÈmu. P¯i pouûitÌ organick˝ch Ëinidel
ve vyööÌ neû 50% koncentraci doch·zÌ k poruöenÌ tÏchto hadi-
Ëek a tÌm i k nerovnomÏrnÈmu pr˘toku Ëinidla, vzniku faleö-
n˝ch sign·l˘ nebo zvyöov·nÌ nulovÈ linie p¯i pouûitÌ spektro-
fotometrickÈho detektoru v d˘sledku zmÏn v indexu lomu,
a takÈ Ëasto ke znehodnocenÌ adsorpËnÌho reaktoru.

AdsorpËnÌ reaktory slouûÌ p¯edevöÌm pro prekoncentraci,
zvl·ötÏ kovov˝ch iont˘ pro jejich stanovenÌ AAS detekcÌ47ñ50,
nebo jsou vyuûÌv·ny pro zakoncentrov·nÌ organick˝ch slou-
Ëenin z vodn˝ch roztok˘.

ZnaËn· v˝hoda tÏchto reaktor˘ spoËÌv· v jejich pouûitÌ p¯i
anal˝ze vzork˘ se sloûitou matricÌ, jako jsou odpadnÌ vody,
biologickÈ materi·ly (krev, sÈrum, mozkomÌönÌ mok, moË)
apod., kdy je poûadov·na prekoncentrace analytu a odstranÏnÌ
balastnÌch l·tek. P¯i za¯azenÌ ochrannÈ p¯edkolonky do proudu
vzorku ve FIA systÈmu je pak moûnÈ analyzovat vzorek bez
p¯edchozÌch ˙prav. Technika FIA-SPE se uplatnila p¯i stano-
venÌ nap¯. captoprilu51, kyseliny salicylovÈ52, pesticid˘53 aj.

JednÌm z mÈnÏ zn·m˝ch sorbent˘ je polyurethanov· pÏna,
kter· byla pouûita ve FIA poprvÈ k prekoncentraci zineËnat˝ch
iont˘ jako thiokyan·tov˝ch komplex˘ z biologickÈho mate-
ri·lu54.

MÈnÏ obvyklÈ je pouûitÌ adsorpËnÌch reaktor˘ jako f·zo-
v˝ch separ·tor˘ p¯i extrakci z kapaliny do kapaliny1. Tyto
kolony se schopnostÌ selektivnÏ adsorbovat vodnÌ f·zi mohou
nahradit pouûitÌ obvykl˝ch jednotek pro kontinu·lnÌ separaËnÌ
procesy.

AdsorpËnÌch materi·l˘ je takÈ moûno pouûÌt ke tvorbÏ
pr˘tokov˝ch senzor˘ umÌstÏn˝ch v pr˘tokov˝ch cel·ch, do-
volujÌcÌch individu·lnÌ a multianalytickÈ stanovenÌ. Tak je
tomu v p¯ÌpadÏ fluorimetrickÈho stanovenÌ kyanid˘, kterÈ je
zaloûeno na retenci kyanidov˝ch komplex˘ s berylliem na
chemicky modifikovanÈm silikagelu a jeho simult·nnÌm mo-
nitorov·nÌ. Citlivost tÈto metody je pak zv˝öena o 2 ¯·dy ve
srovn·nÌ s konvenËnÌ FIA metodou55.

Tyto reaktory umÌstÏnÈ v detekËnÌch cel·ch takÈ umoûÚujÌ
multianalytickÈ stanovenÌ s vyuûitÌm spektrofotometrie s dio-
dov˝m polem, jako je tomu nap¯Ìklad u anal˝zy tern·rnÌch
smÏsÌ amin˘56.
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2 . 5 . I m u n o a f i n i t n Ì r e a k t o r y

Tyto typy reaktor˘ se uplatÚujÌ zejmÈna p¯i stanovenÌ
antigennÌch materi·l˘ makromalekul·rnÌho charakteru p¯i kli-
nicko-biochemick˝ch Ëi imunologick˝ch vyöet¯enÌch18,57,58.
Pat¯Ì mezi separaËnÌ reaktory, kterÈ vyuûÌvajÌ afinitnÌ ligandy
(protil·tky) imobilizovanÈ na stÏnu reaktoru nebo na inertnÌ
nosiË k vytvo¯enÌ selektivnÌ stacion·rnÌ f·ze pro anal˝zu vzorku.

Po nad·vkov·nÌ vzorku do kolony se analyt specificky
v·ûe na imobilizovanou protil·tku a ostatnÌ komponenty vzor-
ku jsou bez zadrûenÌ eluov·ny. Tvorba tÏchto biospecifick˝ch
komplex˘ mezi analytem a afinitnÌm ligandem je velice citliv·
na prost¯edÌ a je podmÌnÏna nejen vhodn˝m pH, iontovou
silou, teplotou, ale i koncentracÌ kovov˝ch iont˘, p¯ÌpadnÏ
kofaktor˘ nebo jin˝ch d˘leûit˝ch l·tek. P¯i zmÏnÏ reakËnÌch
podmÌnek v kolonÏ (sloûenÌ pufru, rozpouötÏdla, pH, gradien-
tu iontovÈ sÌly, teploty nebo pomocÌ konkurenËnÌch ligand˘,
alosterick˝ch efektor˘, koenzym˘, disociaËnÌch Ëinidel aj.)
m˘ûeme analyt n·slednÏ eluovat a detegovat59,60.

Jako afinitnÌ ligand pro izolace biologicky aktivnÌch l·tek
je vhodn· kaûd· slouËenina, kter· s nimi tvo¯Ì biospecifickÈ,
pevnÈ a reverzibilnÌ komplexy.

Nev˝hodou tÏchto reaktor˘ je jejich n·roËn· p¯Ìprava,
kter· spoËÌv· ve sloûitÈ imobilizaci afinitnÌch ligand˘ na no-
siË61.

AfinitnÌ ligand musÌ splÚovat dvÏ z·kladnÌ podmÌnky:
musÌ obsahovat funkËnÌ skupinu pouûitelnou pro kovalentnÌ
vazbu na tuh˝ nosiË, aniû se tÌm naruöÌ komplement·rnÌ vaze-
bnÈ mÌsto nutnÈ pro tvorbu specifickÈho komplexu a po imo-
bilizaci mÌt dostateËnou afinitu pro izolovanou l·tku. Mnoho
poûadavk˘ je takÈ kladeno na nosiË afinitnÌho ligandu umÌ-
stÏnÈho v reaktoru: nerozpustnost, nulov· adsorpËnÌ kapacita,
dostateËn· permeabilita a velk˝ specifick˝ povrch, vysok·
pevnost, chemick· reaktivita dovolujÌcÌ vazbu afinitnÌho li-
gandu, chemick· stabilita za podmÌnek vyûadovan˝ch pro
vazbu, adsorpci, desorpci i regeneraci, hydrofilnÌ charakter aj.

Z biopolymernÌch nosiË˘ je nejËastÏji pouûÌv·na agarosa,
d·le celulosa, dextran, polyakrylamid aj. Pro imobilizaci gly-
koprotein˘ je v souËasÈ dobÏ nejvÌc uûÌv·na vazba p¯es cuk-
ernou sloûku do nÌû je oxidacÌ zavedena aldehydov· skupina,
kter· se v·ûe na hydrazinovÈ deriv·ty tuh˝ch nosiË˘.

Nev˝hodou imunoafinitnÌch reaktor˘ je takÈ velk· z·vis-
lost tvorby komplex˘ biologicky aktivnÌch l·tek s afinitnÌmi
ligandy na mikrookolÌ. To je Ëasto p¯ÌËinou ËasovÈ n·roËnosti
vypracov·nÌ podmÌnek p¯Ìpravy optim·lnÌch bioadsorbent˘
i podmÌnek pro sorpci a desorpci izolovan˝ch l·tek. Optim·lnÌ
sorpËnÌ a desorpËnÌ podmÌnky reaktoru zjistÌme ze stanovenÌ
adsorpce izolovanÈ l·tky na imobilizovan˝ afinitnÌ ligand
v z·vislosti na pH, iontovÈ sÌle, povaze pufr˘, teplotÏ, p¯Ìpad-
nÏ i dalöÌch faktorech59,60.

PracovnÌ podmÌnky tÏchto reaktor˘ jsou odliönÈ podle
jednotliv˝ch typ˘ stanovenÌ, tak jako u v˝öe uveden˝ch reak-
tor˘. Je zde ale kladen d˘raz na omezenÈ reakËnÌ podmÌnky
(silnÈ kyseliny a z·sady, koncentrovan· organick· Ëinidla). P¯i
pouûitÌ drastick˝ch podminek pro uvolnÏnÌ stanovovanÈ l·tky
doch·zÌ k naruöenÌ vazby nosiËñafinitnÌ ligand a tÌm ke zne-
hodnocenÌ celÈho reaktoru. VÏtöina imunoafinitnÌch reaktor˘
pracuje v rozmezÌ pH 5ñ11. DÈlka vÏtöiny tÏchto reaktor˘ se
pohybuje v rozmezÌ 0,5ñ5 cm, (podobnÏ jako u adsorpËnÌch
reaktor˘) a volÌ se podle mnoûstvÌ nav·zanÈho a aktivnÌho
afinitnÌho ligandu.

2 . 6 . R e a k t o r y u v o l Ú u j Ì c Ì Ë i n i d l o

VyuûitÌ tÏchto reaktor˘ ve FIA systÈmech nedos·hlo zatÌm
vÏtöÌho rozöÌ¯enÌ. Jejich zapojenÌ do systÈmu umoûÚuje elimi-
novat pouûitÌ Ëerpadla pro p¯id·v·nÌ reagenciÌ, pouûitÌ smÏöo-
vacÌch T-kus˘ a odstranÏnÌ problÈm˘ vznikajÌcÌch z nedoko-
nalÈho mÌsenÌ zÛny vzorku s p¯id·van˝mi Ëinidly. DalöÌ v˝-
hodou tÏchto reaktor˘ je minim·lnÌ  p¯ÌspÏvek  k rozöÌ¯enÌ
separovan˝ch zÛn, a tÌm zv˝öenÌ citlivosti stanovenÌ dÌky
snÌûenÈmu ¯edÏnÌ vzorku. Jejich celkov· v˝hoda vypl˝v· ze
zjednoduöenÌ celÈho systÈmu, kter˝ pak pracuje bez nadbyteË-
n˝ch kan·l˘ d·vkujÌcÌch Ëinidlo.

Tyto reaktory jsou uzav¯eny v minikolon·ch tzv. cartridge
(nap¯. peroxyoxal·t pro chemiluminiscenËnÌ stanovenÌ pero-
xid˘62) nebo jsou v·z·ny na nosiËi. Imobilizovan˝ch Ëinidel
se takÈ ve FIA vyuûÌv· k detekci, pokud jsou Ëinidla vhodnÏ
imobilizov·na na stÏnu pr˘tokovÈ cely.

DalöÌ modifikacÌ tohoto typu reaktor˘ jsou reaktory z du-
t˝ch vl·ken. Reaktory vyuûÌvajÌ nÏkolika dut˝ch vl·ken nap¯.
ze sulfonovanÈho polyethylenu kter· jsou pono¯ena do rozto-
ku Ëinidla a zavedena do FIA systÈmu.

3. Z·vÏr

Jednoduchost, rychlost, flexibilita a pln· automatizace
jsou hlavnÌ charakteristiky metody FIA a umoûnily uplatnÏnÌ
tÈto techniky v agrochemick˝ch a biochemick˝ch laborato-
¯Ìch, p¯i anal˝z·ch v oblasti ûivotnÌho prost¯edÌ, ve farmacii
v kontrole kvality a ˙Ëinnosti lÈËiv, p¯i disoluËnÌch testech,
stabilitnÌch studiÌch apod. Se zvyöujÌcÌmi se poûadavky na
citlivost a selektivitu analytick˝ch metod, na snÌûenÌ spot¯eby
Ëinidel a na zjednoduöenÌ p¯Ìpravy vzorku p¯ed stanovenÌm je
i v technice FIA nutnÈ udrûenÌ tempa s modernÌmi analytick˝-
mi postupy.  ÿeöenÌ tÏchto poûadavk˘ spoËÌv· v zapojenÌ
r˘zn˝ch typ˘ reaktor˘ s tuhou f·zÌ p¯Ìmo do pr˘tokovÈho
systÈmu FIA analyz·toru.

HlavnÌ aspekty souËasnÈho trendu v technice FIA-SPR
m˘ûeme rozdÏlit do 4 skupin:
1. miniaturizace jako prost¯edek snÌûenÌ spot¯eby Ëinidel a vzor-

k˘; zmÏny systÈmu z makroskopickÈho na mikroskopick˝,
2. ˙prava vzorku p¯Ìmo v pr˘tokovÈm systÈmu (prekoncen-

trace, derivatizace, odstranÏnÌ vlivu matrice) a tÌm zv˝öenÌ
selektivity a citlivosti,

3. sjednocenÌ reakce (retence) a detekce za ˙Ëelem vyuûitÌ
vöech v˝hod tohoto zapojenÌ (zv˝öen· citlivost, selektivi-
ta, frekvence d·vkov·nÌ),

4. poûadavek na multianalytickÈ stanovenÌ dÌky jednoduchÈ-
mu konvenËnÌmu detektoru, vhodnÈmu reaktoru s tuhou
f·zÌ a FIA systÈmu.
SpojenÌ FIA-SPR  p¯edurËujÌ tuto techniku jako  velmi

vhodn˝ prost¯edek vöude tam, kde je nutno analyzovat velkÈ
sÈrire vzork˘ (rutinnÌ anal˝zy vod, potravin, krve, moËi),
sledovat zmÏny koncentrace analyt˘ v pr˘bÏhu r˘zn˝ch pro-
ces˘ (¯ÌzenÌ a optimalizace biotechnologick˝ch v˝rob, moni-
torov·nÌ hladin lÈËiv nebo jejich metabolit˘ v tÏlnÌch tekuti-
n·ch pacient˘) a zejmÈna tam, kde je stanovovan˝ analyt
souË·stÌ sloûitÈ matrice. Ve vöech tÏchto rozmanit˝ch oblas-
tech se technika FIA-SPR uplatÚuje takÈ z d˘vodu snÌûenÌ
objemu vzork˘ i spot¯eby Ëinidel a tÌm i niûöÌho zatÌûenÌ
ûivotnÌho prost¯edÌ dÌky menöÌmu mnoûstvÌ odpadu.
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Z uveden˝ch skuteËnostÌ vypl˝v·, ûe potenci·l vyuûitÌ FIA
s on-line zapojenÌm reaktor˘ s tuhou f·zÌ je v analytickÈ praxi
znaËn˝ a bude se z¯ejmÏ d·le rozöi¯ovat.

Auto¯i dÏkujÌ Ministerstvu ökolstvÌ a ml·deûe za finanËnÌ
podporu tÈto pr·ce (projekt MSM 111600001).
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D. äatÌnsk˝ and R. KarlÌËek (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Kr·lovÈ): Solid Phase Reactors in Flow Injection Analysis

The review deals with the principles and practical applica-
tions of the use of the solid phase reactors in FIA (flow
injection analysis) techniques. The article is confined to the
advances in the development of the analysis of samples in the
flow systems, mainly on-line preparation (derivatization, se-
paration and preconcentration) of samples inside the flow
injection manifold. The article involves 82 references cove-
ring the period from 1985 to 1999.
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