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1. Uvod

Technika pritokové injekéni analyzy (FIA — Flow Injec-
tion Analysis) se stala béhem poslednich dvou desetileti velmi
ucinnym a mnohostrannym ndstrojem zejména pfi zpracovani
vétstho poctu vzorkt v agrochemickych a biochemickych
laboratoftich, pfi analyzach v oblasti Zivotniho prostiedi, far-
macie aj. Vzestupu vyuziti této techniky bylo dosazeno diky
jejim pozitivnim analytickym vlastnostem, mezi které patii
vysSi dosazitelnd selektivita pritokové metody ve srovnan{
s jejim manudlnim protéjskem, kterd je vysledkem vyuZziti
rozdilné kinetiky chemickych reakci probihajici v pratokovém
systému. Velkd univerzdlnost techniky umoziuje modifikovat
metodu zpasoby, které zvySuji jeji citlivost (stopped flow
analyza, opakovany prichod vzorku pfes detek¢ni bod) nebo
ji snizuji (rozmyvéni zén, fedéni vzorku, zmény pratokové
rychlosti nebo objemu vzorku).

Piimo v pritokovém systému jsou pak kontinualné prova-
dény jednotlivé analytické operace za ic¢elem prevedeni vzor-
ku do stavu vhodného k detekci napt. oxidace, redukce, zak-
oncentrovani, fedéni, zahiivan{ aj.

Jednou z dulezitych vlastnosti pritokovych analyzatord je
moznost zapojeni reaktord s tuhou fazi (SPR — Solid Phase
Reactors) vhodné imobilizovanych v uzaviené koloné nebo
v reakéni civee do téchto systému.

Vyuzitim SPR zapojenych on-line do pritokového systé-
mu FIA analyzdtoru se vyznamné rozsifuje potencial pratokovych
metod zvySenim zdkladnich analytickych parametrt jako jsou
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citlivost a selektivita. Obecné se SPR vyuZzivaji pro svou
schopnost reagovat s analyzovanou latkou (enzymatické, imu-
nologické, iontové vyménné, oxidacné-redukéni reakce) na
svém povrchu, nebo chovat se jako extrakéni sorbenty (extrak-
ce, mikroextrakce tuhou fazi (SPE, SPME)), nebo uvoliovat
reakéni Cinidla'.

2. Typy reaktora s tuhou fazi

Rizné typy SPR, které mohou byt kontinudlné zaclenény
do pritokového systému analyzdtori muZeme rozdélit do
dvou skupin podle toho, zda se zicastni chemické reakce ¢i
nikoliv.

Na povrchu prvniho typu reaktorti probihaji chemické
reakce, pficemz se nejcastéji vyuzivaji enzymatické, oxidac-
né-redukeni, iontové-vymeénné nebo imunochemické reakce.
PrileZitostn€ také reaktory slouZi k vhodnym oxidac¢né-re-
dukénim reakcim, které dany analyt pfevedou na vhodnéjsi
oxidacni stav analytu, ktery se pak snadné&ji tcastni vlastni
derivatiza¢ni reakce .

Pro jiné icely, nez je zajisténi derivatizacnich reakci slouzi
druhy typ reaktord, které 1ze vyuzit jako nosic¢e nebo extrakén{
faze se sorpcnimi vlastnostmi. Tyto reaktory pfi jejichz kon-
taktu se vzorkem nedochdzi k chemické reakci, funguji jako
adsorbenty bud analytu anebo matrice. B&zné typy téchto
reaktorli obsahuji silikagel, oxid hlinity, chemicky vdzané
staciondrni fdze, polyamid a dalsi latky. Zvlastni kapitolu
téchto reaktord, u nichz nedochézi k chemické reakci s ana-
lytem, tvofi materidly uvoliujici ¢inidlo.

Podle vnitiniho uspofdddni mohou byt SPR rozdéleny do
dvou obecnych skupin:

I) oteviené tubuldrni reaktory, které maji reakéni materidl
imobilizovany na stén¢ kolony. Jejich pfiprava je ndroc-
néjs$i a s tim souvisi i jejich mensi vyuziti v analytické
praxi,

plnéné kolonové reaktory, které dosahuji vySsi reaktivity
ndsledkem vétsitho povrchu a tim i vétsiho kontaktu ana-
lytu s reaktorem. Tyto reaktory vyzaduji jednodussi pii-
pravu a v praxi jsou také ¢astéji vyuzivany~.

Jednou z dalSich moZnosti jak mizeme SPR klasifikovat,
je zptsob jejich zapojeni do systému. To vyplyvd z icelu jejich
vyuziti. Pokud reaktor slouzi k oxidacné-reduk¢ni nebo deri-
vatiza¢ni reakci, pak analyt prochdzejici pies reaktor podstu-
puje reakci a opousti kolonu jako produkt, ktery je smisen se
zbytkem vzorku.

Jestlize je kolona pouzita pro prekoncentraci nebo k od-
stranénf interferenci z matrice, pak je analyt zadrZen chemic-
kymi, fyzikalnimi nebo fyzikalné-chemickymi silami na urci-
tou dobu kontaktem s povrchem materidlu, dokud matrice
vzorku neopusti reaktor a je odvedena do odpadu. Naslednou
eluci dojde k vymyti analytu z kolony a k jeho detekci; timto
zpusobem se zbavime balastnich sloZek vzorku a vyhneme se
vzniku nezddoucich signdli v detektoru.

Pro FIA analyzdtory existuji tedy rizné moznosti umistén{
SPR v systému, které vychazi z materidlu a funkce reaktoru
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Obr. 1. MoZnosti umisténi reaktort s tuhou fazi v pritokovém systému FIA analyzétoru

v celém procesu. Obr. 1 naznacuje mozné umisténi reaktoru
v pritokovém systému:

a) pred injek¢ni ventil, v nosném proudu nebo v proudu
vzorku. Takové umisténi reaktoru umoziiuje odstranéni
necistot pritomnych v ¢inidlech nebo je vyuZzivano k uvol-
néni ¢inidla. Umisténi v proudu vzorku slouzi k odstranéni
vlivu matrice a balastnich latek pfitomnych ve vzorku,
respektive pro prekoncentraci analytu®,

ve smycce injekéniho ventilu, pro prekoncentraci analytu,
k odstranéni balastnich latek ve vzorku, pro multianalytic-
ké stanoveni nebo simultdnni stanoven{i vzorku a blanku™*>,
mezi injek¢ni a detekeni jednotku; nejobvyklejsi umisténi
pro SPR v prittokové injekéni analyze®’, s vyse uvedenymi
zaméry (viz a) a b)), avsak nejcastéji je takto umistény
reaktor vyuzivan pro derivatizaci stanovované slouceniny,
v detekénim systému za tcelem sjednoceni reakce (reten-
ce) a detekce, a tim vyuZiti vyhod jako zvySen citlivosti,
selektivity, miniaturizace atd., v tomto piipadé¢ se pouzivd
specidlni reaktor’.

b)

)

d)

2.1. Enzymové reaktory

Tyto reaktory zapojené on-line do FIA systému pracuji
s enzymy zakotvenymi na nosi¢ich.

Kromeé toho, Ze pouzitim kolon obsahujici reaktory s imo-

bilizovanymi enzymy (IMER — Immobilized Enzyme Reac-
tors), se snizuje vySe ndkladii na rutinni analyzu, poskytuji tyto
biokatalyzatory jesté dalsi mnozstvi vyhod, mezi které patii:
a) pozadované zjednoduseni priitokového systému (elimina-
ce pouziti dodate¢ného ventilu pro simultanni ddvkovani
enzymu/vzorku),
zvyseni citlivosti jako vysledek mensiho rozmyvani zony
vzorku na rozdil od pouZiti enzymu jako ¢inidla v roztoku.
Tato vyhoda je nejvice patrnd pfi stanovent, které zahrnuje
nékolik riznych enzymatickych krokd a po nékolika bio-
katalytickych reakcich je problematické ziskat detegova-
telny produkt. Pro tento ucel je pak nejvyhodnéjsi seriové
sefazeni nékolika reaktori za sebou”.
Jako nejcastéjsi nosiCe enzymu jsou vyuzivdny agarosa,
celulosa, polyakrylamid, nylon, sklo, silikagel, a nékdy téz
ionexové pryskyfice. Nejrozsifenéj$im nosi¢em je sklo. Ko-
valentné navdzanym enzymum se ddvd prednost pied sorpéni
imobilizaci, kterd predstavuje slabsi vazbu enzymu, projevu-
jict se jeho postupnou desorpci.

Nejobvyklejsim zptisobem zakotveni je dprava povrchu
nosice aminopropylem a ndslednd aktivace glutaraldehydem.
Na takto upraveny nosic se pak enzym koordinuje jako ligand.

b)
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Imobilizace enzymu probihd pfimo v reaktoru naplnéném
aktivnim nosi¢em promyvanim roztokem enzymu, obvykle
nekolik hodin a pii snizené teploté.

Analyticky vyuzitelné enzymy jsou jako latky bilkovinné
povahy citlivé na zmény teploty a sloZeni okolniho prostied{
a jejich vyroba je pomérné drahd. Zakotveni téchto latek na
kolonce reaktoru ve FIA systému vede ke sniZeni jejich spo-
tieby a umoziuje také opakovanou aktivaci uvniti systému’.

Na druhé strané je vSak pouZziti enzymovych reaktort
omezeno nékolika faktory, mezi které patii pfedevsim postup-
né klesani aktivity reaktoru v zdvislosti na Case, pouzitych
reakcnich cinidlech a teploté, desorpce enzymu, omezené
pouziti drastickych reakénich podminek (pH, teplota, organic-
ka ¢inidla, ionty tézkych kovl) z diivodu poskozeni enzymu
samotného nebo jeho vazby na nosic. Pfi stanoveni je nutné
reaktor temperovat na konstantn{ teplotu pro zachovdni stej-
nomérné aktivity enzymu a tim i reprodukovatelnosti méfeni.

Jako priklad vyuziti enzymovych reaktorti ve FIA muze
slouzit stanoveni glukosy s pomoci imobilizované glukosa-
-oxidasy'” a ndsledné reakce peroxidu vodiku s luminolem'' ™",
V téchto pracich se kombinuje stanoveni glukosy s dalSimi
latkami, laktdtem a penicilinem. Pfi analyze samotného laktd-
tu se vyuziva reakce enzymového systému dependentniho na
NAD™ a vznikly NADH se deteguje spektrofotometricky14"6.
Podobné probihd i stanoveni ethanolu produkovaného bunéc-
nou kulturou, imobilizovanym enzymem je zde alkoholdehy-
drogenasa”, stanoveni L-fenylalaninu v séru'®, nebo moco-
viny v t&lnich tekutindch'®. Dalsi piiklady pouZiti enzymo-
vych reaktorti ve FIA jsou uvedeny v souhrnné tabulce 1.

2.2.0xidac¢né-redukcni reaktory

Mikrokolony obsahujici oxidacni nebo redukéni materidl
jsou vyuzivany v pritokovych systémech z diivodu prevedeni
analytu na vhodny oxida¢ni stav pro ndslednou derivatiza¢ni
reakci nebo oxidace ¢i redukce analytu na poZadovanou slou-
ceninu.

Oxidac¢né-redukéni materidly jsou umistény v kolonkdch,
do kterych jsou plnény samostatné ve formé prasku nebo
granuldtu o rdzné velikosti zrn, nebo jsou navdzédny na inertn{
nosi¢, kterym je pak kolona naplnéna. Jako nosice se bézné
pouzivaji granulované sintrované sklo o velikosti ¢dstic nék-
olik desetin milimetru oSetfené epoxidovym lepidlem, které
slouzi k zachyceni reakéniho materidlu, nebo amberlitové
pryskyfice rtizné zrnitosti (dowex, porovina aj.).

Tyto kolonky nejsou obvykle komercné vyrdbény, ale jsou
pfipravovdny piimo na pracovisti pro dany druh analyzy.
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Jednd se vétSinou o pevné plastikové hadicky o vnitinim
pruméru v rozmez{ 0,5 mm az 2 mm, které jsou na obou
koncich opatiené vatovou zdtkou k zamezeni vymyvani ma-
teridlu z kolony. Materidl je do kolony plnén sypanim za sucha,
Castéji vSak nasdvanim z vodné suspenze pomoci vakua.

Délka kolony pro dany typ stanoveni se voli podle velik-
osti ,,oxidacni‘ resp. ,,redukéni* sily v ni obsazeného mate-
ridlu, pfitom mezi veli¢inami plati nepfima iméra. Uginnost
reakéni kolony zdvisi také na aktivnim povrchu reaktoru tedy
na velikosti ¢dstic. Délku reakéni kolony je proto nutné opti-
malizovat vzhledem k jeji ic¢innosti ak velikosti ¢dstic, jelikoz
s rostouci délkou a se sniZujici se zrnitosti stoupd i ucinnost
kolony, ale zarovei dochdzi k vét§imu rozmyvani zény vzorku
a tim i sniZzeni odezvy detektoru. Délka vétSiny reakcnich
kolon se pohybuje v rozmezi 0,5-20 cm.

Pro reprodukovatelnost méfeni je také dilezitd rovnomeér-
nost plnéni kolony. Pfi nerovhomérném naplnéni kolona ob-
sahuje volné prostory, kterymi analyt prochdzi, aniz by zre-
agoval. Pii ndhodném vniknuti vzduchové bubliny do systému
se vzduch zachyti ve volném prostoru a jeho ndsledné uvolnéni
pak znehodnot{ dal$i méfeni.

Jednou z Castych praci zabyvajicich se redukénimi reakto-
ry je stanoveni dusi¢nani zaloZené na jejich redukci kadmiem
na dusitany, které s Griessovym ¢inidlem ddvaji meéfitelnou
barevnou reakci’® %, Za pomoci reduk&nich reaktort byly také
pfimo stanoveny i smési dusitant a dusi¢nant. Princip stano-
veni spociva v pouziti dvojitého injektoru, kterym je vzorek
jedinym néstfikem ddvkovan soucasné do dvou vétvi pratok-
ového systému. V jedné vétvi je zafazen priitokovy reaktor
s houbovym kadmiem, v némz probihd redukce dusi¢nand na
dusitany. Dusitany ptvodné pfitomné ve vzorku i vzniklé
redukei dusi¢nant jsou prevadény na azobarvivo. Prvni ode-
zva detektoru odpovidd obsahu dusitanti a druhd odezva sou-
&tu obsahu dusitant a dusi¢nani ve vzorku®.

Jako postkolonovy reaktor ve spojeni s HPLC byl pouzit
napf. oxida¢ni MnO% reaktor ke stanoveni paralytickych toxi-
nd moiskych kory$i”. K FIA stanoveni oxidovatelnych orga-
nickych sloucenin ve vodnych vzorcich byl pouZit PbO, oxi-
dac¢ni reaktor vdzany na SiO, (cit.?®).

Mezi dal$imi byly pomoci FIA s vyuZzitim oxidac¢nich resp.
reduk¢nich reaktori stanoveny napi. obsahy 1éCiv, vitami-

Tabulka I

Referaty

nd nebo iontl kovi prevdzné ve farmaceutickych priprav-
cich”?" (viz tab. I).

2.3. lontové vyménné reaktory

Mikrokolony s iontové-vyménnym materidlem zapojené
on-line do pritokového systému se fadi k reaktordm, jejichz
povrch se tcastni chemické reakce s analytem, avSak svou
funkci patif k extrakénim reaktorim. Ve FIA systémech jsou
vyuzivany z divodu:

a) prekoncentrace analytu,
b) odstranéni interferenci z matrice vzorku pouzitim vhodné-
ho nosice (anex nebo katex rizné iontové sily, inertni nosic¢

s imobilizovanym ¢inidlem — obvykle cheldtové skupiny).

Toho Ize dosdhnout pouzitim postupné sefazenych reak-

torti naplnénych vhodnym materidlem.

Nedostatkem tohoto typu mikroreaktoru je:

1. nérdst kompaktnosti materidlu v koloné zptisobené konti-
nudlni cirkulaci proudu stejnym smérem,
2. vyskyt parazitickych signdld v detektoru, po té co matrice

vzorku prochdzi pfes detektor béhem prekoncentra¢niho

procesu.

Oba nedostatky mohou byt odstranény jednoduchou zmé-
nou v pratokovém systému — umisténim reaktoru ve smycce
davkovaciho ventilu tak, aby retence probihala v opacném
sméru nez eluce.

Dalsi nedostatek, ktery prodluzuje dobu analyzy a jez je
zpusoben Casem uréenym k prekoncentraci analytu, je mozZno
odstranit pouzitim dvou mikrokolon na nichz stfidavé probiha
prekoncentrace a eluce, takZe se navzdjem dopliiuji’.

Jednim z aspektti pouziti téchto reaktord ve FIA je ovliv-
néni citlivosti stanoveni jejich tvarem. Vyssi citlivost stano-
veni byla dosaZena pouzitim kénickych kolon na rozdil od
kolon cylindrickych. Kolona musi byt vloZena do systému tak,
aby proud vzorku prochdzel diive uzsim a pak Sir§Sim koncem
kolony a zadrZeny analyt musi byt eluovan v opacném sméru
k dosazeni minimalni disperze v kolon&*. Vyse uvedené zdk-
onitosti plati také pro adsorp¢ni reaktory.

Tontoménicové reaktory pro ucely FIA jsou pfipravovany
piimo na pracovisti z komerc¢né doddvanych ménict iontd pro
HPLC, jejich plnénim do plastikovych hadi¢ek na konci opa-

Priklady pouziti reaktord s tuhou fdzi v pritokové injekéni analyze

Typ reaktoru Stanovovand ldtka

14-16

Enzymovy glukosa'®", laktat'+16,

tova’?, glutamity’
Oxidacéné-redukéni

ethanol'’, L—fenylalanin1
a glycerol®, neostigmin a galantamin®, hypoxantin®, glycero

8 mocovina'®, chloramin®, formaldehydéﬁ, galaktosa

17071 L-lysin’, fosfaty”®, kyselina oc-

fenothiazin’, dusi¢nany s dusitany20’24, adrenalin®”?®, sulfadiazin®, N-substituované fenothiaziny30,
noradrenalin® ! vitamin C32, vitamin K333, sulfidy34, aspartam35, thioridazin36’43, chlorpromazin

36,44

5

iproniazid a isoniazid®’, mangan®, kodein®, ondansetron®, kyselina acetylsalicylova*', cystein*?,

promethazin45
Iontové vyménny
Adsorp¢ni

kaptopril5 ', Fe63, ethanol“, Cd76, kyselina monochloroctova’’, Zn, Cd, Pb’®
Cd, Pb, Cu’, Mo*, Cd*, Cd, Co, Cu, Mn, Pb*, kaptopril5 ! kyselina salicylovz’l5 2 pesticidy53, 7>

kyanidy®, smési amina®, Cr’®, pseudoefedrin®, pesticid naptalam®', polyfenoly®

L-fenylalaninlg, albumin’

peroxidy®

Imunoafinitni
Uvolnujici ¢inidlo

7, insulin®
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ttenych vatovou zdtkou. Plnéni probihd za pomoci vakuové
vyvévy nasdvanim pevné faze iontoménice v suspenzi s kapa-
linou (doporucuje se nechat ménic bobtnat v této kapaliné pies
noc).

Délky reaktori se lisi podle typu stanoveni a typu ménice.
Rozhodujici pro délku reaktoru je predev$im vyménnd kapa-
cita ménice (mnozstvi iontd, které mize ménic poutat svymi
vyménnymi skupinami). K dosaZeni co nejmensi disperze
zony vzorku je pak délka reaktoru pro vétSinu stanoveni
nepiimo umeérnd kapacité iontoménice. Nejvétsi kapacitou se
vyznacuji porovité pryskyfice s organickou matrici, mensi
kapacitu maji ménice chemicky vazané na pérovitém silika-
gelu.

Vyhodou silnych ménict je uplnd disociace funkcnich
skupin v Sirokém rozsahu hodnot pH (1 az 14 pro ménice
kationtdl a 0 az 12 pro ménice aniontli na bdzi organickych
pryskyfic a 2 aZ 8 pro ménice na bdzi silikagelu), kterd umoz-
fiuje pouziti silnych kyselin a bazi jako nosného proudu nebo
elu¢niho ¢inidla. Je moznd i jejich aktivace pfimo v pritoko-
vém systému nebo v pribéhu stanoveni.

Tontoménicové faze se vyuzivaji také k detekci vlozenim
téchto reaktort do pritokové cely konvenénich nedestruktiv-
nich molekuldrnich optickych detektori. Nejcastéji mérenymi
veli¢inami jsou absorbance, fluorescence a reflektance. Zpt-
soby provedeni detekce s vyuzitim iontoménice vyuzivaji:

1. reakce ¢inidla a analytu v roztoku a retence produktu na
iontoménici, ktery je vhodny u velmi selektivni reakce,

2. selektivni adsorpce analytu na pryskyfici s ndsledujici
reakci s vhodnym cinidlem,

3. ireverzibilni adsorpce ¢inidla na iontoménici a pozdéjsi

reakce s analytem, ktery je pouzitelny, jestlize reakéni
produkt nemiize byt piimo adsorbovan na iontoméni&’.

2.4. Adsorp¢ni reaktory

Volba nédplné reaktoru pro FIA stanoveni pozadovaného
analytu se fidi zakladnimi charakteristikami jako jsou:
funkcnost — tj. vztah afinity sorbentu k rliznym organickym

sloucenindm, kterd je ur¢ena mirou polarity sorbentu resp.

analytu;
velikost a tvar cdstic — ovliviiujici hydrodynamické podminky

v koloné (turbulentni a molekulovd difiize v nosném proudu);
velikost povrchu — souvisejici s poctem aktivnich mist. Sor-

benty majici vysokou povrchovou velikost na jednotku

hmoty maji vysoky pocet aktivnich mist a dosahuji vy$siho
stupné kumulace latek z roztoku;

velikost porii — ovliviiujici prostup molekul do sorbentu. Bylo
by mozné soudit, Ze malé pory jsou vhodné pro ucinnou
kumulaci. Pfi realizaci tohoto piistupu, kdy velikost porid
je porovnatelnd s rozméry molekul, je prostup latky velice
obtizny. Pfi pouziti sorbentu s vétsi velikosti pori, schop-
nost sorpce roste;

chemickd inertnost — charakterizujici zménu kvality povrchu

a tim i reprodukovatelnost v sorpénim procesu.

Nejzndméjs$im a nejuzivanéj$im materidlem pro adsorpéni
reaktory ve FIA je chemicky modifikovany silikagel, oxid
hlinity, oxid kfemicity, ddle polymerni sorbenty — akryldtové
polymery, styren-divinylbenzenové kopolymery, polypropy-
leny, polytetrafluoroethyleny, nebo chelatacni sorbenty obsa-
hujici kovové ionty a jiné dalsi.

Tyto reaktory jsou pfipravovany pifimo na pracovisti z te-
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flonovych hadi¢ek a komer¢né dostupnych sorbentti podobné
jako iontové vyménné reaktory. PInéni probihd za vlhka ze
suspenze organického rozpoustédla a sorbentu. Délka téchto
adsorp¢nich reaktorid zapojenych do FIA systému se pohybuje
v rozmezi 5 az 70 mm. PouZiti reaktorti krat§ich pozitivné
ovliviluje disperzi zony vzorku, ale na druhé strané sniZuje
sorpcni kapacitu reaktoru. V piipadé nizsi afinity analytu
k sorbentu (napf. pouZiti chemicky vdzané nepoldrni stacio-
ndrni fize) dochdzi pak k predcasnému vymyvdni analytu
z kolonky jiz béhem prekoncentra¢niho kroku. Tomuto jevu
mizeme zabrdnit zménou sorbentu nebo nosného proudu,
popi. jeho pritokové rychlosti, nebo mnoZstvim sorbentu
v kolonce (prodlouZenf reaktoru). Pouzitf adsorpcnich reakto-
rt delSich nez 70 mm je ve FIA systémech zcela vyjimecné.
Dochdzi tim ke zna¢nému rozmyvani zény vzorku, nezadou-
cimu prodluzovdni doby analyzy a eluce analytu z reaktoru
neni dostatecné ndhld pro cilené dosaZzeni maximalni odezvy.

Pravdépodobné nejvétsi nevyhoda v uplatnéni téchto re-
aktorti ve FIA systémech spocivd v nemoznosti pouZiti kon-
centrovanych organickych rozpoustédel jako elu¢nich ¢inidel.
Toto omezeni je zplisobeno piitomnosti pryZovych hadicek na
peristaltickém cerpadle, které zajistuji kontinudlni aspiraci
¢inidel do celého FIA systému. Pii pouziti organickych ¢inidel
ve vy$si nez 50% koncentraci dochdzi k porusenti téchto hadi-
¢ek a tim i k nerovnomérnému pratoku Cinidla, vzniku fales-
nych signdli nebo zvySovani nulové linie pfi pouZiti spektro-
fotometrického detektoru v dasledku zmén v indexu lomu,
a také Casto ke znehodnoceni adsorpcniho reaktoru.

Adsorpéni reaktory slouzi pfedevsim pro prekoncentraci,
zvlasté kovovych iontl pro jejich stanoveni AAS detekei*’™°,
nebo jsou vyuziviny pro zakoncentrovani organickych slou-
¢enin z vodnych roztokd.

Znacnd vyhoda téchto reaktord spociva v jejich pouZiti pii
analyze vzorkl se slozitou matrici, jako jsou odpadni vody,
biologické materidly (krev, sérum, mozkomiS$ni mok, moc)
apod., kdy je pozadovidna prekoncentrace analytu a odstranén{
balastnich latek. Pfi zafazeni ochranné predkolonky do proudu
vzorku ve FIA systému je pak mozné analyzovat vzorek bez
predchozich dprav. Technika FIA-SPE se usglatnila pfi stano-
veni napf. captoprilu’!, kyseliny salicylové>?, pesticidi’®® aj.

Jednim z méné zndmych sorbent( je polyurethanovd péna,
kterd byla pouzita ve FIA poprvé k prekoncentraci zinecnatych
iontl ZIiako thiokyandtovych komplexi z biologického mate-
ridlu®®,

Meéné obvyklé je pouziti adsorpcnich reaktort jako fdzo-
vych separdtord pii extrakci z kapaliny do kapaliny'. Tyto
kolony se schopnosti selektivné adsorbovat vodni fazi mohou
nahradit pouziti obvyklych jednotek pro kontinudlni separacn{
procesy.

Adsorp¢nich materidlt je také mozno pouzit ke tvorbé
pritokovych senzordi umisténych v pritokovych celdch, do-
volujicich individudlni a multianalytické stanoveni. Tak je
tomu v piipadé fluorimetrického stanoveni kyanidi, které je
zaloZeno na retenci kyanidovych komplexd s berylliem na
chemicky modifikovaném silikagelu a jeho simultdnnim mo-
nitorovani. Citlivost této metody je g)ak zvysena o 2 fady ve
srovnani s konvenéni FIA metodou®.

Tyto reaktory umisténé v detek¢nich celdch také umoznuji
multianalytické stanoveni s vyuzitim spektrofotometrie s dio-
dovym polem, jako je tomu napiiklad u analyzy terndrnich
smési amind™.
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2.5. Imunoafinitni reaktory

Tyto typy reaktorti se uplatfiuji zejména pii stanoveni
antigennich materidld makromalekuldrniho charakteru pfi kli-
nicko-biochemickych ¢&i imunologickych vysetienich!®78
Patff mezi separacni reaktory, které vyuZzivajf afinitnf ligandy
(protildtky) imobilizované na sténu reaktoru nebo na inertni
nosic¢ k vytvoreni selektivni staciondrni faze pro analyzu vzorku.

Po nadavkovani vzorku do kolony se analyt specificky
vdze na imobilizovanou protildtku a ostatni komponenty vzor-
ku jsou bez zadrzeni eluovdny. Tvorba téchto biospecifickych
komplexti mezi analytem a afinitnim ligandem je velice citlivd
na prostiedi a je podminéna nejen vhodnym pH, iontovou
silou, teplotou, ale i koncentraci kovovych iontd, piipadné
kofaktord nebo jinych dalezitych latek. Pfi zméné reakénich
podminek v koloné (sloZeni pufru, rozpoustédla, pH, gradien-
tu jontové sily, teploty nebo pomoci konkuren¢nich ligandd,
alosterickych efektort, koenzymti, disociacnich cinidel aj.)
miizeme analyt nasledné eluovat a detegovat®®®.

Jako afinitn{ ligand pro izolace biologicky aktivnich ldtek
je vhodna kazdd sloucenina, kterd s nimi tvoi{ biospecifické,
pevné a reverzibilni komplexy.

Nevyhodou téchto reaktorit je jejich naroc¢na priprava,
kteﬁrlé spocivd ve slozité imobilizaci afinitnich ligandd na no-
Sic™.

Afinitni ligand musi spliovat dvé zdkladni podminky:
musi obsahovat funkéni skupinu pouzitelnou pro kovalentn{
vazbu na tuhy nosic, aniZ se tim naru$i komplementarni vaze-
bné misto nutné pro tvorbu specifického komplexu a po imo-
bilizaci mit dostate¢nou afinitu pro izolovanou latku. Mnoho
pozadavki je také kladeno na nosi¢ afinitniho ligandu umi-
sténého v reaktoru: nerozpustnost, nulova adsorpéni kapacita,
dostate¢nd permeabilita a velky specificky povrch, vysokd
pevnost, chemicka reaktivita dovolujici vazbu afinitniho li-
gandu, chemickd stabilita za podminek vyzadovanych pro
vazbu, adsorpci, desorpci i regeneraci, hydrofilni charakter aj.

Z biopolymernich nosi¢l je nejéastéji pouzivdna agarosa,
ddle celulosa, dextran, polyakrylamid aj. Pro imobilizaci gly-
koproteind je v soucasé dobé nejvic uzivdna vazba pies cuk-
ernou slozku do nizZ je oxidaci zavedena aldehydova skupina,
kterd se vaze na hydrazinové derivaty tuhych nosica.

Nevyhodou imunoafinitnich reaktord je také velka zavis-
lost tvorby komplexti biologicky aktivnich ldtek s afinitnimi
ligandy na mikrookoli. To je Casto pfi¢inou casové naro¢nosti
vypracovani podminek piipravy optimdlnich bioadsorbentt
i podminek pro sorpci a desorpci izolovanych ldtek. Optimdln{
sorpcni a desorpéni podminky reaktoru zjistime ze stanoveni
adsorpce izolované latky na imobilizovany afinitni ligand
v zdvislosti na pH, iontové sile, povaze pufri, teploté, piipad-
né i dalsich faktorech™ .

Pracovni podminky téchto reaktor jsou odlisné podle
jednotlivych typt stanoveni, tak jako u vySe uvedenych reak-
tort. Je zde ale kladen diraz na omezené reakéni podminky
(silné kyseliny a zasady, koncentrovand organicka ¢inidla). Pfi
pouziti drastickych podminek pro uvolnéni stanovované latky
dochdzi k naruseni vazby nosi¢—afinitni ligand a tim ke zne-
hodnocent celého reaktoru. Vétsina imunoafinitnich reaktord
pracuje v rozmezi pH 5-11. Délka vétSiny téchto reaktorti se
pohybuje v rozmezi 0,5-5 cm, (podobné jako u adsorp¢nich
reaktor() a voli se podle mnozstvi navdzaného a aktivniho
afinitniho ligandu.
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2.6. Reaktory uvoliujici ¢inidlo

Vyuziti téchto reaktort ve FIA systémech nedosdhlo zatim
vétSiho rozsiteni. Jejich zapojeni do systému umoziluje elimi-
novat pouziti ¢erpadla pro pfiddvani reagencif, pouziti sméso-
vacich T-kust a odstranéni problémi vznikajicich z nedoko-
nalého miseni zony vzorku s pfidavanymi Cinidly. Dals{ vy-
hodou téchto reaktordi je minimdlni pfispévek k rozsifeni
separovanych z6n, a tim zvySeni citlivosti stanoveni diky
snizenému fedéni vzorku. Jejich celkovd vyhoda vyplyvd ze
zjednoduseni celého systému, ktery pak pracuje bez nadbytec-
nych kanalt ddvkujicich ¢inidlo.

Tyto reaktory jsou uzavieny v minikolondch tzv. cartridge
(napf. peroxyoxaldt pro chemiluminiscen¢ni stanoveni pero-
xidi®®) nebo jsou vazdny na nosici. Imobilizovanych cinidel
se také ve FIA vyuzivd k detekcei, pokud jsou ¢inidla vhodné
imobilizovana na sténu pritokové cely.

Dalsi modifikaci tohoto typu reaktord jsou reaktory z du-
tych vldken. Reaktory vyuZzivaji nékolika dutych vldken napf.
ze sulfonovaného polyethylenu kterd jsou ponofena do rozto-
ku ¢inidla a zavedena do FIA systému.

3. Zavér

Jednoduchost, rychlost, flexibilita a plnd automatizace
jsou hlavnf{ charakteristiky metody FIA a umoznily uplatnén{
této techniky v agrochemickych a biochemickych laborato-
fich, pfi analyzach v oblasti zZivotniho prostiedi, ve farmacii
v kontrole kvality a uc¢innosti 1éCiv, pfi disolucnich testech,
stabilitnich studiich apod. Se zvySujicimi se pozadavky na
citlivost a selektivitu analytickych metod, na sniZeni spotfeby
¢inidel a na zjednoduseni pripravy vzorku pied stanovenim je
i v technice FIA nutné udrzeni tempa s modernimi analyticky-
mi postupy. ReSeni téchto pozadavkil spolivd v zapojeni
riznych typl reaktor s tuhou fdzi pfimo do pritokového
systému FIA analyzatoru.

Hlavni aspekty soucasného trendu v technice FIA-SPR
miZeme rozdélit do 4 skupin:

1. miniaturizace jako prostfedek sniZeni spotieby Cinidel a vzor-
k@; zmény systému z makroskopického na mikroskopicky,
uprava vzorku piimo v pratokovém systému (prekoncen-
trace, derivatizace, odstranéni vlivu matrice) a tim zvySeni
selektivity a citlivosti,

sjednoceni reakce (retence) a detekce za ucelem vyuziti
vsech vyhod tohoto zapojeni (zvySend citlivost, selektivi-
ta, frekvence davkovani),

pozadavek na multianalytické stanoveni diky jednoduché-
mu konven¢nimu detektoru, vhodnému reaktoru s tuhou
fazi a FIA systému.

Spojeni FIA-SPR piedurcuji tuto techniku jako velmi
vhodny prostiedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké
sérire vzorkil (rutinni analyzy vod, potravin, krve, moci),
sledovat zmény koncentrace analyt v pribéhu rdznych pro-
cestl (fizeni a optimalizace biotechnologickych vyrob, moni-
torovdni hladin 1é¢iv nebo jejich metabolitl v télnich tekuti-
ndch pacientl) a zejména tam, kde je stanovovany analyt
soucdsti slozité matrice. Ve vSech téchto rozmanitych oblas-
tech se technika FIA-SPR uplatiiuje také z divodu sniZeni
objemu vzorkl i spotieby Cinidel a tim i nizStho zatiZen{
zivotniho prostfedi diky mensimu mnozstvi odpadu.

2.
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Zuvedenych skutecnosti vyplyvd, Ze potencidl vyuziti FIA
s on-line zapojenim reaktort s tuhou fdzi je v analytické praxi
znacny a bude se zfejmé ddle rozsifovat.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi a mlddeZe za financni
podporu této prdce (projekt MSM 111600001 ).
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D. Satinsky and R. Karli¢ek (Department of Analytical

Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Krdlové): 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.



