Derivatizace

VétSina derivatizacnich reakei — v kapalném fazi (homogenni prostredi) ¢asto v tzv.
reaktoru (standardizované) napi. Pico-Tag
Cisté chemické reakce (viz predchozi), také der. postupy
zprostiedkované enzymatickou reakci

pred- a post-kolonova reakce

je-li derivatiza¢ni reaktor stabilni soucasti chromatografu, oznacuje se spojeni ,,on-line” X
,0ff-line* alespon vyhledové se bude pouziti on-line metod stale vice rozsifovat, i kdyz samoziejmé
jejich pouziti neni univerzalni. Asi nejvétsi prekazkou k jejich vétS§imu vyuziti je pristrojova
naro¢nost a samoziejmeé cena. Z hlediska pfipravy vzorku vyzaduji mnohem mensi objemy vzorkd,
na druhou stranu vSak nejsou vSechny v soucasnosti pouzivané techniky vhodné k témto celim
(napt. extrakce kapalina-kapalina). Materidly pro on-line kombinaci byvaji drazsi, na druhou stranu

v

jsou nizsi naklady na chemikalie, napt. rozpoustédla a vyhodnéjsi je mensi ¢asova naro€nost.

Piedkolonova derivatizace
off-line umoznuje drastické podminky; neni ¢asové omezeni; nemusi byt 100%, ale
reprodukovatelnd; derivatiza¢ni Cinidlo misitelné s mob. fazi nebo odstranit =
rozpustny pouze analyzovany produkt; off-line Ize pouZit ke zvySeni
hydrofobicity a tim z hydrofilni matrice izolovat analyty, jez jsou pfedmétem
z4jmu, snadnéji nez bez derivatizace

on-line podminky a) der. ¢inidla v mob. fazi netékava a chemicky stala

b) vznikajici produkty rozpustné v mob. fazi

c) musi probihat v malém objemu

d) relativné rychlé

vyhody:  mensi mnoZstvi vzorku
nevyhoda: vSechny slozky systému, tj. derivatiza¢ni reagencie,

rozpoustédla a vSechny produkty rozpustné v dané
mobilni fazi a eluovatelné danym analytickym systémem

Postkolonova derivatizce

off-line zfidka pouZivané — jimani frakci, obtizna automatizace (stanoveni fosfatu
ve fosfolipidech). BohuZel k tomuto systému off-line jsme velmi
Casto tlaceni pfistrojovou dostupnosti (napt. MALDI, ale i NMR
atd.)

on-line v souéasnosti nejbéznéjsi sprazeni metod (viz dale); tyto kombinace
zachovavaji separacni u¢innost pouzité analytické metody, kterou
jinak velmi potlac¢ime systémem off-line (sbérem frakci)

Derivatizace biol. vzorki v homogennim prostiedi — problematicka (tvorba srazenin) = Gprava pied
analyzou (viz piedchozi prednaska) nebo derivatizace na pevné fazi (zakotvena na nosici)

Postkolonové reaktory
Vyhody: 1. pouzit publikované separaéni postupy
2. vznik vedlejSich produktt neni tak zdvazny jako u predkolonové derivatizace
3. reakce nemusi probihat kvantitativné a reakéni produkty nemusi byt stalé. Reakce
ale musi byt reprodukovatelnd, potfebujeme 2. cerpadlo



A) Otevieny tubularni reaktor

Nejjednodussi — trubicka (sklenéna, kiemenna, nerez. ocel, polytetrafluoroethylen — PTFE) sto¢ena
do kruhu nebo podobné, jesté lepsi spiralné stoceny. Rychlé reakce (do 1 min), pfi pouziti
»spletenych® reaktortii (spletena vldkna) az nékolik minut

B) Napliiové reaktory

trubice z nerez. oceli plnénd nosi¢em (vétsinou sklenéné perlicky 10-15 pm), reakéni doba 0,5-4
min). Dnes: spiSe aktivni nosi¢ nez inertni material — ionexy, redoxni ¢inidla, nosi¢e obohacené
katalyzatorem nebo nosice s imobilizovanymi enzymy = ozna¢. reaktory s tuhou fazi

C) Reaktory se segmentovanym tokem

v analyzatorech s kontinualnim priatokem (1969 - AA) Pferuseni, segmentace, sloupce protékajici
kapaliny vzduchem nebo inertnim plynem brani difiizi separované zony. K segmentaci lze také
pouZzit nemisitelné kapaliny (voda-organika).

2 nejdul. faktory ovliviiujici U¢innost reaktoru jsou_smacivost stény a segmentacni frekvence. Lze
vyuzit reakce probihajici az desitky minut

pouziti v praxi zejména tam, kde funguji jako extrakéni soustava

velkou pozornost vybéru rozpoustédel — smacivost trubice ma velky vyznam na G¢innost zafizeni
pted vstupem do detektoru je tieba odstranit segmenty plynu (org. kapaliny) — T separatory —
vyuzivaji rozdilné povrchové smacivosti riznych materialtt (PTFE-sklo; vaticka PTFE)

membranove separatory — nejdiiv PTFE membrana, nyni sendvi¢ (stfedni ¢ast z PTFE, obé sousedni
z oceli)

D) Reaktory z poréznich a dutych vlaken
odstranuji problém vznikajici z nedokonalého miseni efluentu s reagenciemi, minimalni piispévek k
rozSiteni separovanych zén

vldkna (trubicky) ze spletenych PTFE vldken v nadobce plnéné vhodnym ¢inidlem (napt. alkalizace
NaOH — konverze na UV absorbujici produkty)

E) Fotochemické reaktory
nefluoreskujici na fluoreskujici nebo elektroaktivni produkty

kapilara — kiemenna, temperovana (teplotni fluktuace — reak¢ni kinetika)

F) Zdvojené reaktory

kazdy reaktor na jiném principu

1 — ohratim k hydrolyze

2 — ozafenim na fluoreskujici produkty

G) Enzymové reaktory

zakotvena faze na nosicich (agarosa, celuldza, polyakrylamid, sklo, silikagel) nejobvyklejsi — Uprava
povrchu nosi¢e aminopropylem a nasledné aktivace glutaraldehydem, pak se koordinuje enzym jako
ligand

Aplikace
zasadn¢ rychlé reakce



Redoxni reakce — pro elekrochemickou detekci (amperometrie, coulometrie, potenciometrie) nebo
pro piimé prevedeni analytu na fluoreskujici slouceninu

vitamin K — redukci vynika hydrochinon (flourimetricky)

postkolonova generace jodu nebo bromu — I nebo Br reaguji se separovanymi latkami a pfebytek
halogenu je detekovan amperometricky

Casto pouzivana je postkolonova oxidace vedouci ke vzniku fluoreskujicich produktt

aminocukry — reduk¢ni vlastnosti, napf. redukuji méd’natou sul bis(1,10-fenanthrolinu), vznikly
bis(1,10-fenanthrolin) méd’ny se amperometricky reooxiduje na Ag/AgCl elektrodé

Hydrolytické reakce
napt. kortisol na fluoreskujici produkty t¢inkem HCI

Chemiluminiscenéni reakce
citlivé a selektivni stanoveni fady latek vazanych (hydrofobn¢) na bilkoviny nebo fosfolipidy
3 systémy vyuzivajici: 1) derivaty kys. stavelové (peroxyoxalatova), 2) lucigenin, 3) luminol

Termalné iniciované reakce
AA - ninhydrin

Komplexotvorné reakce
pomalé = malo rozsitené nepiima fluormetrie iont kovii (viz nasledujici prednaska o
stanoveni kovii

Postkolonové on-line derivatizaéni reakce
viz tab.

Enzymové reakce
Imobilizované enzymy (pifedkolonové upravy), napt. f-glukoroniddza k analyze estriolovych
glukuronidi — produkt estriol




