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1. ⁄vod

⁄prava vzorku je klÌËov˝m krokem ¯ady analytick˝ch
postup˘. P¯ed vlastnÌ anal˝zou je vÏtöinou nutnÈ analyt zakon-
centrovat, p¯ÌpadnÏ jej  Ë·steËnÏ p¯eËistit. P¯Ìprava vzorku
zpravidla p¯edstavuje ËasovÏ nejn·roËnÏjöÌ Ë·st celÈ anal˝zy
a je zdrojem nep¯esnostÌ a chyb1. V souËasnosti je v instru-
ment·lnÌ anal˝ze patrn· snaha  o zavedenÌ on-line ˙pravy
vzorku, coû umoûÚuje analytickÈ metody automatizovat a mi-
niaturizovat a sniûuje riziko vnesenÌ chyby do celÈho procesu
anal˝zy.

Do skupiny neseparaËnÌch pr˘tokov˝ch analytick˝ch me-
tod pat¯Ì dob¯e zn·m· a popsan· pr˘tokov· injekËnÌ anal˝za2

(FIA) a z nÌ vych·zejÌcÌ novÏjöÌ sekvenËnÌ injekËnÌ anal˝za
(SIA). Tyto techniky umoûÚujÌ racionalizovat a automatizovat
sloûitÈ postupy p¯i anal˝ze velk˝ch sÈriÌ vzork˘ instrument·l-
nÌmi metodami, a tak podstatn˝m zp˘sobem zvyöovat produk-
tivitu zejmÈna rutinnÌch stanovenÌ3. Moûnosti ˙prav vzorku
p¯Ìmo v pr˘tokov˝ch systÈmech byly studov·ny od vyvinutÌ
tÏchto technik2.P¯edloûen˝ Ël·nek si klade za cÌl podat p¯ehled
o r˘zn˝ch zp˘sobech ˙pravy vzork˘ v pr˘tokov˝ch metod·ch,
kterÈ nach·zejÌ uplatnÏnÌ v rozmanit˝ch odvÏtvÌch analytickÈ
praxe.

2. Reaktory s tuhou f·zÌ

Souhrnn˝ p¯ehled o pouûitÌ reaktor˘ s tuhou f·zÌ v pr˘to-
kovÈ injekËnÌ anal˝ze a o jejich p¯ÌpravÏ podal äatÌnsk˝4.

On-line zapojenÌm reaktor˘ s tuhou f·zÌ (solid phase re-
actors ñ SPR) do systÈmu pr˘tokovÈho analyz·toru se v˝-
znamnÏ rozöi¯uje potenci·l pr˘tokov˝ch metod zv˝öenÌm
z·kladnÌch analytick˝ch parametr˘, jako jsou citlivost a selek-
tivita. SPR se pouûÌvajÌ pro svou schopnost reagovat s analy-
zovanou l·tkou na svÈm povrchu, chovat se jako extrakËnÌ
sorbenty, nebo uvolÚovat reakËnÌ Ëinidla.

K nejËastÏji vyuûÌvan˝m reakcÌm pat¯Ì enzymatickÈ, oxi-
daËnÏ-redukËnÌ, iontovÏ v˝mÏnnÈ nebo imunochemickÈ reak-
ce.

ExtrakËnÌ sorbenty slouûÌ k odstranÏnÌ interferencÌ a ba-
lastnÌch l·tek z matrice vzorku p¯ed vlastnÌm stanovenÌm
analytu nebo k zakoncentrov·nÌ analytu a tÌm zv˝öenÌ citlivos-
ti stanovenÌ. Tato technika extrakce na tuhou f·zi (SPE ñ solid
phase extraction) byla p˘vodnÏ zavedena do separaËnÌch pr˘-
tokov˝ch metod pro ˙pravu vzorku p¯ed stanovenÌm vysoko-
˙Ëinnou kapalinovou chromatografiÌ (HPLC).

2 . 1 . U s p o ¯ · d · n Ì r e a k t o r ˘ s t u h o u f · z Ì

Z hlediska uspo¯·d·nÌ jsou v praxi nejËastÏji pouûÌv·ny
plnÏnÈ kolonovÈ reaktory, kterÈ vyûadujÌ jednoduchou p¯Ìpra-
vu a vykazujÌ velk˝ povrch, ËÌmû dosahujÌ vyööÌ reaktivity.
Tyto kolonky jsou vÏtöinou p¯ipravov·ny p¯Ìmo na pracoviöti
pro dan˝ druh anal˝zy.

Zp˘sob zapojenÌ reaktor˘ do systÈmu vypl˝v· p¯edevöÌm
z ˙Ëelu jejich pouûitÌ a z pouûitÈ analytickÈ techniky4 (SIA,
FIA).Pro urychlenÌ anal˝zy metodou FIA je moûno pouûÌt dvÏ
mikrokolony, na nichû st¯ÌdavÏ probÌh· prekoncentrace a elu-
ce, takûe se vz·jemnÏ doplÚujÌ.

V SIA nach·zÌ v poslednÌ dobÏ uplatnÏnÌ tzv. Ñjet-ringì
cela. AktivnÌ n·plÚ reaktoru je nav·z·na na vÏtöÌ Ë·stice, vÏt-
öinou sklenÏnÈ, polystyrenovÈ nebo polyakrylamidovÈ, kterÈ
se zachytÌ ve ötÏrbinÏ mezi celou a detektorem. MÏ¯enÌ kon-
centrace analytu probÌh· ve f·zi, kdy je analyt p¯Ìtomen v cele,
p¯Ìmo p¯i jeho interakci s n·plnÌ reaktoru, nebo po jeho eluci.
Po ukonËenÌ mÏ¯enÌ jsou Ë·stice odstranÏny obr·cenÌm toku
nosnÈho proudu nebo zvÏtöenÌm ötÏrbiny mezi pohybliv˝m
tÏlem cely a detektorem. P¯i kaûdÈm mÏ¯enÌ tak vznik· no-
v˝ reaktor p¯Ìmo v systÈmu d·vkov·nÌm suspenze obsahujÌcÌ
Ë·stice s nav·zanou aktivnÌ l·tkou. Odpad· tak nutnost pro-
m˝v·nÌ reaktoru, jeho reaktivace a riziko zk¯ÌûenÈ kontamina-
ce vzork˘5. NejËastÏji se tento typ reaktoru pouûÌv· pro imu-
nochemickÈ reakce6ñ10.

Jin˝ typ pr˘tokovÈho reaktoru s obnoviteln˝m povrchem
vyuûÌv· paramagnetickÈ Ë·stice s nav·zanou aktivnÌ n·plnÌ
reaktoru, kterÈ jsou v systÈmu imobilizov·ny pomocÌ magne-
tickÈho pole. Jedn· se o tzv. techniku MSPE1 (magnetic solid
phase extraction ñ extrakce na magnetickou tuhou f·zi). Po
odstranÏnÌ magnetickÈho pole se paramagnetickÈ Ë·stice vy-
plavÌ do odpadu. V dalöÌm cyklu mÏ¯enÌ se reaktor znovu
vytvo¯Ì nas·tÌm aktivnÌch paramagnetick˝ch Ë·stic a vloûenÌm
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magnetickÈho pole9,11.»·stice je moûno opakovanÏ uvolÚovat
do roztoku p¯i s·nÌ pumpy a vychyt·vat zpÏt do kolony p¯i
obr·cenÌ smÏru toku. Prekoncentrace analytu z roztoku je tak
efektivnÏjöÌ, protoûe je podporov·na pohybem Ë·stic v systÈ-
mu11.

2 . 2 . T y p y r e a k t o r ˘

2.2.1. EnzymovÈ reaktory

EnzymatickÈ reakce slouûÌ v pr˘tokov˝ch systÈmech k p¯e-
vedenÌ analytu na detegovateln˝ produkt12ñ14, kter˝m m˘ûe
b˝t i reakcÌ zmÏnÏn˝ kofaktor enzymatickÈ reakce15,16. DÌky
substr·tovÈ specifitÏ enzym˘ lze stanovit jednotlivÈ enantio-
mery14ñ16. Je moûnÈ i stanovenÌ analytu na z·kladÏ jeho inhi-
biËnÌch vlastnostÌ17ñ20.

ZapojenÌm reaktor˘ s imobilizovan˝mi enzymy se dÌky
snÌûenÌ spot¯eby enzym˘ sniûuje v˝öe n·klad˘ na rutinnÌ ana-
l˝zu, zjednoduöuje se pr˘tokov˝ systÈm a zvyöuje se citlivost
stanovenÌ4. V p¯ÌpadÏ metody SIA se navÌc zkracuje doba
pot¯ebn· na jednu anal˝zu, protoûe odpad· d·vkov·nÌ enzymu
jako Ëinidla v roztoku. Enzymy je moûnÈ uvnit¯ systÈmu
opakovanÏ aktivovat3.

Na druhÈ stranÏ je pouûitÌ enzymov˝ch reaktor˘ omezeno
nÏkolika faktory. Pat¯Ì mezi nÏ nap¯Ìklad postupnÈ kles·nÌ
aktivity reaktoru v z·vislosti na Ëase (omezen· ûivotnost),
pouûit˝ch reakËnÌch Ëinidlech a teplotÏ, desorpce enzymu
a omezenÈ pouûitÌ drastick˝ch reakËnÌch podmÌnek.

StejnomÏrn· aktivita enzymu a reprodukovatelnost mÏ¯enÌ
je udrûov·na temperov·nÌm reaktoru na konstantnÌ teplotu3.

Reaktory se uplatnÌ p¯i stanovenÌ l·tek, k nimû existuje
enzym se substr·tovou specifitou, nebo l·tek, kterÈ jsou zn·mÈ
jako inhibitory nÏkterÈ enzymatickÈ reakce. NejËastÏji se vy-
uûÌvajÌ v potravin·¯stvÌ a p¯i sledov·nÌ fermentaËnÌch proces˘.

P¯ehled stanovenÌ s vyuûitÌm enzymov˝ch reaktor˘ je
uveden v tabulce I.

2.2.2. OxidaËnÏ-redukËnÌ reaktory

Mikrokolonky obsahujÌcÌ oxidaËnÌ nebo redukËnÌ materi·l
se v pr˘tokov˝ch analytick˝ch systÈmech pouûÌvajÌ za ˙Ëelem
p¯evedenÌ analytu na vhodn˝ oxidaËnÌ stav pro n·slednou
derivatizaËnÌ reakci nebo za ˙Ëelem oxidace Ëi redukce analy-
tu na poûadovanou slouËeninu. Reakci lze urychlit tempero-
v·nÌm reaktoru na poûadovanou teplotu21.

Tyto kolonky nejsou schopny odstranit interferujÌcÌ l·tky
ze vzork˘ se sloûit˝m pozadÌm, a proto se uplatÚujÌ zejmÈ-
na p¯i anal˝ze vod, kde umoûÚujÌ souËasnÈ stanovenÌ r˘z-
n˝ch oxidaËnÌch stav˘ prvk˘21ñ25. Ve farmaceutickÈ anal˝ze
se vyuûÌvajÌ pro stanovenÌ ˙Ëinn˝ch l·tek v lÈËiv˝ch p¯Ìprav-
cÌch26ñ33.

P¯Ìklady aplikacÌ jsou uvedeny v tabulce II.

2.2.3. IontovÏ v˝mÏnnÈ reaktory

I kdyû se povrch tÏchto reaktor˘ ˙ËastnÌ chemickÈ reakce
s analytem, funkcÌ vÏtöinou pat¯Ì tyto reaktory k reaktor˘m
extrakËnÌm. PouûÌvajÌ se pro prekoncentraci analytu nebo za
˙Ëelem odstranÏnÌ interferencÌ z matrice vzorku. IontovÏ v˝-
mÏnnÈ reaktory se p¯ipravujÌ p¯Ìmo na pracoviöti z komerËnÏ
dod·van˝ch mÏniË˘ iont˘ pro SPE ˙pravu vzorku p¯ed stano-

venÌm HPLC. NejvÏtöÌ kapacitou se vyznaËujÌ porÈznÌ prys-
ky¯ice  s  organickou matricÌ,  menöÌ  kapacitu majÌ mÏniËe
chemicky v·zanÈ na porÈznÌm silikagelu.

IontomÏniËovÈ f·ze je moûnÈ vloûit p¯Ìmo do pr˘tokovÈ
cely nedestruktivnÌch optick˝ch detektor˘. Na iontomÏniË pak
m˘ûe b˝t vychyt·v·n buÔ reakËnÌ produkt, nebo analyt Ëi
Ëinidlo, kterÈ se teprve reakce z˙ËastnÌ.

Do systÈmu SIA je moûno zapojit i komerËnÏ dod·va-
nÈ SPE disky obsahujÌcÌ iontomÏniË, jak uk·zali LeThanh
a Lendl p¯i stanovenÌ organick˝ch kyselin a cukr˘ v nealko-
holick˝ch n·pojÌch34.

IontovÏ v˝mÏnnÈ rektory Ëasto slouûÌ k zakoncentrov·nÌ
analytu p¯ed stanovenÌm s detekcÌ AAS (cit.35ñ37).

Speci·lnÌ iontovÏ v˝mÏnn˝ reaktor byl pouûit pro stano-
venÌ nÏkter˝ch radioaktivnÌch prvk˘ v jadernÈm odpadu po-
mocÌ SIA (cit.38ñ40).

DÌky rozmanitosti iontovÏ v˝mÏnn˝ch f·zÌ najdou tyto
reaktory öirokÈ uplatnÏnÌ od anal˝zy vod p¯es potravin·¯sk˝
pr˘mysl a farmaceutickou anal˝zu aû po anal˝zu jadernÈho
odpadu (viz tabulka III).

2.2.4. AdsorpËnÌ reaktory

AdsorpËnÌ reaktory slouûÌ p¯edevöÌm pro prekoncentraci
analyt˘. ZnaËn· v˝hoda spoËÌv· v jejich pouûitÌ p¯i anal˝z·ch
vzork˘ se sloûitou matricÌ, kdy je kromÏ prekoncentrace ana-
lytu poûadov·no odstranÏnÌ balastnÌch l·tek.

Jako adsorbenty se opÏt pouûÌvajÌ materi·ly bÏûnÏ uûÌvanÈ
p¯i SPE.

Pro dosaûenÌ maxim·lnÌ odezvy je pot¯eba n·hl· eluce
analytu z kolonky pomocÌ organick˝ch rozpouötÏdel nebo
kyselin a z·sad. SnÌûen· moûnost pouûitÌ koncentrovanÏjöÌch
organick˝ch rozpouötÏdel (methanol, ethanol, acetonitril) jako
eluËnÌch Ëinidel, jeû byla hlavnÌm limitujÌcÌm faktorem pouûitÌ
SPE ve FIA, odpad· v systÈmu SIA z d˘vodu p¯Ìtomnosti
pouze teflonov˝ch materi·l˘ a pÌstov˝ch, nikoliv peristal-
tick˝ch pump4. Zde vöak eluce analytu organick˝m rozpou-
ötÏdlem komplikuje spektrofotometrickou detekci, p¯edevöÌm
v UV oblasti. Detektor reaguje na pr˘chod jednotliv˝ch zÛn
a d·v· odezvu na samotnÈ eluËnÌ Ëinidlo; odezva je zp˘sobena
zmÏnou indexu lomu. To p¯edstavuje problÈm zejmÈna v p¯Ì-
padÏ, kdy analyt p¯ich·zÌ do detektoru na Ëele zÛny eluËnÌho
Ëinidla, a z·kladnÌ linie odezvy detektoru se tak nestaËÌ nasta-
vit na proch·zejÌcÌ eluËnÌ Ëinidlo.

V poslednÌch nÏkolika letech se v odbornÈ literatu¯e obje-
vujÌ zmÌnky o tzv. materi·lech s omezen˝m p¯Ìstupem41 (res-
tricted access materials ñ RAM). Tyto materi·ly umoûÚujÌ
p¯Ìm˝ n·st¯ik biologickÈho vzorku do analytickÈho systÈmu
bez jeho p¯edchozÌ ˙pravy. Existuje nÏkolik r˘zn˝ch struktur-
nÌch typ˘ tÏchto materi·l˘, avöak jejich separaËnÌ mechanis-
mus je stejn˝.

NÌzkomolekul·rnÌ lipofilnÌ analyt je na principu moleku-
lov˝ch sÌt zachyt·v·n v pÛrech sorbentu s limitovanou veli-
kostÌ 60 Å zamezujÌcÌ vstupu makromolekul·rnÌch l·tek. Hy-
drofilnÌ vrstva na povrchu sorbentu zamezÌ precipitaci protei-
n˘, kterÈ se dÌky velikosti svÈ molekuly do pÛr˘ nedostanou
a jsou vymyty z kolonky vodnou f·zÌ s mrtv˝m objemem tÈto
kolonky. Uvnit¯ pÛr˘ se nach·zÌ hydrofobnÌ vrstva (alkylovÈ
¯etÏzce v·zanÈ na vnit¯nÌ povrch), na nÌû jsou nÌzkomoleku-
l·rnÌ l·tky dÏleny na principu adsorpËnÌ nebo iontovÏ v˝mÏn-
nÈ chromatografie.
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Tabulka I
P¯Ìklady pouûitÌ enzymov˝ch reaktor˘

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

D-lakt·t fermentaËnÌ mÈdium SIA 15,79
extrakt z vep¯ovÈho masa FIA 16

L-lakt·t vÌno SIA 80
GlukÛza fermentaËnÌ mÈdium SIA 12ñ14,79,81,82

vÌno, pivo SIA 83
Penicilin fermentaËnÌ mÈdium SIA 12,13
Ethanol vÌno, pivo SIA 83

fermentaËnÌ mÈdium SIA 84
L-fenylalanin sÈrum FIA 85
MoËovina sÈrum, moË FIA 86
Chloramin vodn˝ roztok FIA inhibice 17
Formaldehyd pitn· voda FIA inhibice 18
GalaktÛza vodn˝ roztok FIA 87
Glycerol vodn˝ roztok FIA 87
Neostigmin vodn˝ roztok FIA inhibice 19
Galantamin vodn˝ roztok FIA inhibice 19
Hypoxanthin maso FIA 88
Acet·t fermentaËnÌ mÈdium FIA inhibice 20
Glutam·t potraviny FIA 89

Tabulka II
P¯Ìklady pouûitÌ oxidaËnÏ-redukËnÌch reaktor˘

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

Fe2+, Fe3+ p¯ÌrodnÌ a odpadnÌ vody SIA 22
p¯ÌrodnÌ a odpadnÌ vody SIA 22,23
pitn·, mo¯sk·, miner·lnÌ voda SIA 24

Mn2+ pitn· voda SIA 21
Adrenalin lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 26
Sulfadiazin lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 27
N-substituovanÈ fenothiaziny lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 28
Askorbov· kyselina lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 29
Sulfidy odpadnÌ vody FIA 25

V literatu¯e je uveden p¯ehled typ˘ RAM, jejich v˝hody
a pouûitÌ. Materi·ly s omezen˝m p¯Ìstupem byly v analytickÈ
praxi pouûity p¯edevöÌm jako n·plnÏ p¯edkolon p¯i HPLC
anal˝ze biologickÈho materi·lu, kter· byla provedena p¯Ìm˝m
n·st¯ikem lidskÈho sÈra do chromatografickÈho systÈmu s p¯e-
pÌn·nÌm kolon42ñ44. Seznam aplikacÌ s pouûitÌm tÏchto mate-
ri·l˘ nenÌ zatÌm v odbornÈ literatu¯e rozs·hl˝, coû je pravdÏ-
podobnÏ zp˘sobeno cenou tÏchto materi·l˘ a nutnostÌ n·roË-
nÈho p¯ÌstrojovÈho vybavenÌ. Na druhÈ stranÏ ûivotnost RAM
sorbent˘ v porovn·nÌ s konvenËnÌmi SPE sorbenty je aû ex-
trÈmnÏ vysok· (je ud·v·na teoretick· ûivotnost 2000 n·st¯ik˘
50 µl lidskÈ plazmy bez zmÏny separaËnÌ ˙Ëinnosti kolonky
a zmÏny zpÏtnÈho tlaku)45. NavÌc se tyto sorbenty vyznaËujÌ
menöÌ velikostÌ Ë·stic, neû majÌ klasickÈ SPE sorbenty, a lÈpe
zadrûujÌ analyt na kolonce.

P¯Ìklady uplatnÏnÌ adsorpËnÌch reaktor˘ v pr˘tokov˝ch
neseparaËnÌch metod·ch jsou uvedeny v tabulce IV.

2.2.5. ImunoafinitnÌ reaktory

Tyto typy reaktor˘ se uplatÚujÌ zejmÈna p¯i stanovenÌ
antigennÌch materi·l˘ makromolekul·rnÌho charakteru46ñ49. Je
tak moûnÈ stanovit buÚky50, ale i l·tky s relativnÏ malou
molekulou49.

AfinitnÌ ligandy (protil·tky) imobilizovanÈ na stÏnu reak-
toru nebo na inertnÌ nosiË tvo¯Ì selektivnÌ stacion·rnÌ f·zi. Po
d·vkov·nÌ vzorku se analyt specificky v·ûe na imobilizo-
vanou protil·tku a ostatnÌ komponenty vzorku jsou bez zadr-
ûenÌ eluov·ny.

Tvorba tÏchto biospecifick˝ch komplex˘ 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 m˘ûeme analyt n·slednÏ eluovat a detegovat.

Jako afinitnÌ ligand pro izolace biologicky aktivnÌch l·tek

NO NO3
ñ

2
ñ,
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Tabulka III
P¯Ìklady pouûitÌ iontovÏ v˝mÏnn˝ch reaktor˘

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

Theofylin roztok kofeinu SIA 90
Cu2+ vodn˝ roztok SIA 91

mo¯sk· voda SIA 92
Tl geochemickÈ vzorky SIA 36
Ni odpadnÌ vody SIA 35

moË SIA 35
mo¯sk· voda SIA 92

Al, As, Co, Mn, Mo, Pb mo¯sk· voda SIA 92
Fe3+ p¯ÌrodnÌ vody SIA 37
Butan-2,3-diol a glycerol bÌlÈ i ËervenÈ vÌno SIA 93
90Sr jadern˝ odpad SIA 38
99Tc jadern˝ odpad SIA 39
Am, Pu, Cm jadern˝ odpad SIA 40
Salbutamol moË FIA 94
Cd odpadnÌ vody FIA 95
Monochloroctov· kyselina reakËnÌ smÏs p¯i v˝robÏ betainu FIA 96
Zn, Cd, Pb pitn· voda FIA 97
Fe povrchovÈ vody, lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 98
Kaptopril lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 99

Tabulka IV
P¯Ìklady pouûitÌ adsorpËnÌch reaktor˘

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

pitn· voda SIA 100
Cd mo¯sk· voda SIA 101
Cr4+, Cr2+ voda SIA 102
PolyaromatickÈ uhlovodÌky voda SIA 103
Pesticid naptalam povrchovÈ vody FIA 104
Zn biologick˝ materi·l FIA 105
Pseudoefedrin plazma FIA 106
Polyfenoly vÌno FIA 107
Cd, Co, Cu, Mn, Pb povrchovÈ vody FIA 108
Cd, Pb, Cu voda FIA 109
Kaptopril lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 99
Salicylov· kyselina sÈrum FIA 110

je vhodn· kaûd· slouËenina, kter· s tÏmito l·tkami tvo¯Ì bio-
specifickÈ, pevnÈ a reverzibilnÌ komplexy.

Nev˝hodou imunoafinitnÌch reaktor˘ je jejich n·roËn·
p¯Ìprava, kter· spoËÌv· ve sloûitÈ imobilizaci afinitnÌch ligan-
d˘ na nosiË4.

V p¯ÌpadÏ SIA jsou tyto reaktory Ëasto uspo¯·d·ny jako
Ñjet-ringì cela6,7,10,51ñ55. Toto uspo¯·d·nÌ reaktoru umoûÚuje
detekci analytu p¯Ìmo nav·zanÈho na specifickou protil·tku.
SIA pr˘tokov˝ systÈm s kolonkou s obnoviteln˝m povrchem
byl aplikov·n dokonce na izolaci a ËiötÏnÌ nukleov˝ch kyselin
p¯ed jejich amplifikacÌ a detekcÌ pomocÌ polymerasovÈ ¯etÏ-
zovÈ reakce56 (PCR). R˘ûiËka vyzkouöel i Ñjet-ringì celu
v Ñlab-on-valveì uspo¯·d·nÌ celÈho systÈmu pro stanovenÌ
G proteinu57.

DalöÌ p¯Ìklady vyuûitÌ imunoafinitnÌch reaktor˘ uv·dÌ ta-
bulka V.

3. Dial˝za

Dial˝za je separaËnÌ metoda zaloûen· na diferenci·lnÌm
transportu rozpuötÏn˝ch l·tek p¯es semipermeabilnÌ membr·-
nu v z·vislosti na velikosti jejich molekul nebo iont˘. Selek-
tivnÌ transport analyt˘ v dialyzaËnÌ jednotce je ¯Ìzen membr·-
nou, kter· p˘sobÌ jako molekulovÈ sÌto58.

DialyzaËnÌ jednotka se do pr˘tokov˝ch systÈm˘ za¯azuje
za ˙Ëelem oddÏlenÌ analytu od interferujÌcÌch sloûek matrice
vzorku nebo pro jeho z¯edÏnÌ59,60.

NO2
ñ
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Tabulka V
P¯Ìklady pouûitÌ imunoafinitnÌch reaktor˘

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

BHK buÚky pufr SIA 111
IgG1 pufr SIA 6,9,10
Lidsk˝ sÈrov˝ albumin pufr SIA 7
Insulin pufr SIA 8
2,4-Dichlorfenoxyoctov· kyselina voda SIA 112
Biotin pufr SIA 10
Digoxin pufr SIA, FIA 113
Trijodthyronin sÈrum SIA, FIA 114
2,4-Dichlorfenoxyoctov· kyslina, roztok v pufru SIA 49
atrazin, simazin
Aflatoxin B1 potraviny SIA 115
E. coli potraviny SIA 50
L-fenylalanin sÈrum FIA 85
Insulin pufr FIA 48

Tabulka VI
P¯Ìklady pouûitÌ dial˝zy

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

Fe lÈËivÈ p¯Ìpravky SIA 116
GlukÛza krev SIA 117
Clñ mlÈko SIA 59
L-lakt·t vÌno SIA 71
RedukujÌcÌ cukry vÌno SIA 60
N2 sil·û SIA 61
NH3 fermentaËnÌ mÈdium SIA 62

odpadnÌ vody, extrakt SIA 65
z atmosfÈrickÈho aerosolu
odpadnÌ vody SIA 66
povrchovÈ vody, moË FIA 118

Azidy p¯ÌrodnÌ vody SIA 68
SO2 vÌno SIA 63
L-lakt·t mlÈko, jogurt FIA 119
MlÈËn· a jableËn· kyselina vÌno FIA 120,121
Ca krev FIA 122

PouûÌv· se p¯i stanovenÌ plynn˝ch l·tek60ñ63 nebo l·tek,
z nichû plyn vznik· v pr˘tokovÈm systÈmu chemickou reak-
cÌ61,64ñ68, p¯i stanovenÌ iont˘58,69nebo mal˝ch neutr·lnÌch mo-
lekul59,70.

Nev˝hodou tÈto techniky je omezen· ûivotnost dialyzaËnÌ
membr·ny59,62. Pro jejÌ prodlouûenÌ se membr·na proplachu-
je, p¯ÌpadnÏ regeneruje pomocÌ enzym˘61.

MnoûstvÌ analytu difundovanÈho p¯es membr·nu z·visÌ na
typu stanovenÌ. Maxima dos·hli Oms a spol. p¯i stanovenÌ
amonn˝ch iont˘ ve vodÏ, kdy p¯es membr·nu proch·zelo
15 % analytu p¯ÌtomnÈho ve vzorku64. Na ˙Ëinnost dial˝zy m·
kromÏ obecnÏ zn·m˝ch faktor˘ (typ a plocha membr·ny,
pohyb kapalin) vliv i objem vzorku ñ u FIA platÌ, ûe s rostou-
cÌm objemem vzorku roste mnoûstvÌ l·tky difundovanÈ mem-

br·nou. U SIA, v p¯ÌpadÏ, kdy p¯es membr·nu difunduje l·tka
teprve vznikajÌcÌ v systÈmu chemickou reakcÌ, je objem vzor-
ku limitov·n poûadavkem kompletnÌho p¯ekryvu zÛn vzorku
a reakËnÌho Ëinidla65.

Pro zv˝öenÌ v˝tÏûnosti procesu dial˝zy se vyuûÌv· opako-
vanÈ obr·cenÌ toku proudu donoru p¯i zastavenÌ toku akcep-
toru65,67,69.

Pr˘tokovÈ metody se zapojenÌm dialyzaËnÌ jednotky na-
ch·zejÌ uplatnÏnÌ v kontrole ûivotnÌho prost¯edÌ65,67, v potra-
vin·¯skÈm pr˘myslu58,62,63,66, v kontrole fermentaËnÌch proce-
s˘61 a v dalöÌch analytick˝ch laborato¯Ìch. MikrodialyzÈry ve
spojenÌ s pr˘tokov˝mi metodami se vyuûÌvajÌ p¯i in vivo
sledov·nÌ nÏkter˝ch krevnÌch parametr˘71, v rozpouötÏcÌch
studiÌch pak nahrazujÌ filtraci71,72. P¯Ìklady uv·dÌ tabulka VI.
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Tabulka VII
P¯Ìklady pouûitÌ extrakce kapalinañkapalina

Analyt Typ vzorku Pr˘tokov· technika Lit.

V4+, V5+ vodn˝ roztok SIA 75
Mo6+ vodn˝ roztok SIA 77
Cr3+, Cr4+ vodn˝ roztok SIA 76
Fenobarbital, amobarbital, moË SIA 123
secobarbital, pentobarbital,
venlafaxin, sertralin, norsertralin,
paroxetin
Fe3+, celk. Fe vÌno SIA 124
Cd povrchovÈ vody SIA 125
90Sr voda, mlÈko, p˘da SIA 78
CNñ, SCNñ sliny, roztok pralidoximu FIA 126
Al voda FIA 127
Ranitidin lÈËivÈ p¯Ìpravky FIA 128
Amfetamin moË FIA 129
Nitrofenoly vodn˝ roztok MSFIA 130
O2 voda FIA 131
Pd Ë·stice ve vzduchu, katalyz·tory FIA 132

v˝fukov˝ch plyn˘
Ni NiñCu slitiny, galvanizaËnÌ roztoky FIA 133

4. Extrakce kapalinañkapalina

Extrakce kapalinañkapalina (LLE) pat¯Ì k nejËastÏji uûÌ-
van˝m separaËnÌm a prekoncentraËnÌm technik·m. JejÌm za-
vedenÌm do pr˘tokov˝ch metod je moûno tuto techniku auto-
matizovat a snÌûit spot¯ebu rozpouötÏdel a mnoûstvÌ vznikajÌ-
cÌho organickÈho odpadu.

Bylo pops·no nÏkolik zp˘sob˘ provedenÌ extrakce v pr˘-
tokov˝ch metod·ch. KlasickÈ provedenÌ SE-FI (solvent ex-
traction ñ flow injection)73 vyûadujÌcÌ segmentor, extrakËnÌ
cÌvku a separ·tor je u SIA nahrazov·no extrakcÌ analytu do
stacion·rnÌho filmu tvo¯enÈho organick˝m rozpouötÏdlem na
vnit¯nÌm povrchu extrakËnÌ cÌvky74ñ77.

Protoûe povrch kontaktnÌ plochy mezi f·zemi je vzhledem
k objemu organickÈ f·ze velk˝, transfer analyt˘ do organickÈ
f·ze je rychl˝ a po urËitÈ dobÏ kontaktu i kvantitativnÌ74.

ExistujÌ t¯i zp˘soby transportu extrahovanÈho analytu do
detektoru:
1. eluce dalöÌm segmentem organickÈho rozpouötÏdla, kte-

rÈ tvo¯Ì film75,
2. eluce jin˝m organick˝m rozpouötÏdlem76,
3. zpÏtn· extrakce analytu77.

DruhÈ dva zp˘soby eluce jsou efektivnÏjöÌ, v prvnÌm p¯Ì-
padÏ doch·zÌ k ustavenÌ rovnov·hy mezi vym˝van˝m a novÏ
tvo¯en˝m filmem a ke ztr·tÏ analyt˘74.

Tato technika extrakce se za¯azuje do pr˘tokov˝ch metod
za ˙Ëelem zv˝öenÌ jejich citlivosti a selektivity. JejÌ v˝hodou
je jednoduchost a nÌzk· spot¯eba organick˝ch rozpouötÏdel.
Pro kaûdÈ stanovenÌ je tvo¯en nov˝ film organickÈ f·ze, kter˝
je po kaûdÈm cyklu odstranÏn. Nedoch·zÌ tu k opakovanÈmu
pouûitÌ organickÈ f·ze nebo k jejÌ regeneraci, a je tak zamezeno
vz·jemnÈ kontaminaci vzork˘. P¯Ìnosem tohoto zp˘sobu ex-
trakce oproti klasickÈmu zpracov·nÌ vzorku je i provedenÌ

v uzav¯enÈm systÈmu a snÌûenÌ kontaminace ovzduöÌ parami
organick˝ch rozpouötÏdel.

VÏtöina publikovan˝ch pracÌ se zamÏ¯uje na extrakci ion-
tov˝ch p·r˘ nebo chel·t˘ za ˙Ëelem odstranÏnÌ interferujÌcÌch
l·tek p¯i stanovenÌ kovov˝ch iont˘75ñ77, ale bylo pops·no
i stanovenÌ radioisotopu touto technikou78. P¯ehled vyuûitÌ
extrakce kapalinañkapalina je uveden v tabulce VII.

5. SouËasnÈ trendy

V souËasnÈ analytickÈ praxi je t¯eba naplÚovat zvyöujÌcÌ
se poûadavky na citlivost a selektivitu analytick˝ch metod, na
snÌûenÌ spot¯eby Ëinidel a na zjednoduöenÌ p¯Ìpravy vzorku
p¯ed stanovenÌm. Z d˘vodu jednoduchosti, rychlosti, flexibi-
lity, plnÈ automatizace a snÌûenÌ moûnosti chyby vnesenÈ do
anal˝zy lidsk˝m faktorem jsou modernÌ analytickÈ postupy
charakterizov·ny co nejjednoduööÌ ˙pravou vzorku, zejmÈna
p¯Ìmo v analytickÈm sytÈmu.

Byla pops·na ¯ada zp˘sob˘ ˙prav analytick˝ch vzork˘,
kterÈ lze prov·dÏt on-line ve spojenÌ s pr˘tokov˝mi metodami.
Toto spojenÌ umoûÚuje p¯ÌmÈ stanovenÌ bez manu·lnÌ ˙pravy
vzorku, a splÚuje tak poûadavky souËasnÈ analytickÈ praxe.
StanovenÌ je moûno automatizovat, Ëasto se sniûuje spot¯eba
Ëinidel a rozpouötÏdel a mnoûstvÌ vznikajÌcÌho odpadu. Zkra-
cuje se doba pot¯ebn· k provedenÌ anal˝zy. PracovnÌci labo-
rato¯Ì jsou v mnohem menöÌ mÌ¯e vystaveni kontaktu se zdravÌ
ökodliv˝mi l·tkami a biologick˝m materi·lem.

V˝bÏr konkrÈtnÌ techniky z·visÌ na typu analytu a povaze
vzorku.

V souËasnÈ dobÏ se nejvÌc rozvÌjÌ pouûitÌ reaktor˘ s tuhou
f·zÌ, p¯edevöÌm s obnoviteln˝m povrchem. PoslednÌ novinkou
je tzv. Ñlab-on-valveì uspo¯·d·nÌ SIA systÈmu, kterÈ p¯in·öÌ
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v˝raznÈ snÌûenÌ spot¯eby vzorku a Ëinidel a umoûÚuje pouûitÌ
tvorbu reaktor˘ s obnoviteln˝m povrchem p¯Ìmo v systÈmu,
opÏt s velmi nÌzkou spot¯ebou n·plnÏ reaktoru57. V˝znamnou
charakteristikou tÈto techniky, kter· nach·zÌ uplatnÏnÌ zejmÈ-
na p¯i monitorov·nÌ biotechnologick˝ch proces˘ a p¯i stano-
venÌch zaloûen˝ch na imunologick˝ch reakcÌch, je minia-
turizace a zv˝öenÌ citlivosti stanovenÌ.

SpojenÌ pr˘tokov˝ch metod s on-line ˙pravou vzorku zjed-
noduöuje anal˝zu velk˝ch sÈriÌ vzork˘ (rutinnÌ anal˝zy vod,
potravin, krve a moËi) a sledov·nÌ zmÏn koncentrace analyt˘
v pr˘bÏhu r˘zn˝ch proces˘ (¯ÌzenÌ a optimalizace biotechno-
logick˝ch v˝rob, monitorov·nÌ hladin lÈËiv a jejich metabolit˘
v tÏlnÌch tekutin·ch) zejmÈna tam, kde je analyt souË·stÌ
sloûitÈ matrice. Tyto techniky takÈ pronikajÌ do oblasti imu-
noanal˝zy, kde vyuûitÌm komerËnÌch imunosorbent˘ a Ñjet-
-ringì cely v˝raznÏ zrychlujÌ a zlevÚujÌ tyto velmi selektivnÌ
a citlivÈ analytickÈ postupy.

Z uveden˝ch skuteËnostÌ vypl˝v·, ûe potenci·l on-line
˙prav vzorku v pr˘tokov˝ch metod·ch je znaËn˝ a tyto tech-
niky podstatnÏ ovlivÚujÌ analytickou praxi.

Tato pr·ce vznikla v r·mci ¯eöenÌ v˝zkumnÈho z·mÏru
MSM 111600001 a grantu FRVä Ë. 2247/G4.
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J. Huclov· and R. KarlÌËek (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Kr·lovÈ): On-line Sample Pretreatment in Nonseparating
Continuous-Flow Analytical Methods

The review deals with principles and applications of va-
rious methods of on-line sample pretreatment (SPE, LLE,
dialysis, derivatization) in flow systems. The article concen-
trates on the advances in the development of sample analysis
and enumerates the advantages of a combination of on-line
sample preparation and determination using FIA and SIA. It
involves 133 references covering the period from1987 to 2001.
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