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1. Uvod

Trendem poslednich let v analytické chemii je vyvoj
plné¢ automatizovanych systému, které dokazi pracovat
s vysokou rychlosti, analyzovat velky pocet vzorkl a je-
jichz analytické vysledky jsou pravdivé, pfesné a precizni.
V poslednich desetiletich minulého stoleti se v tomto ohle-
du stala velmi popularni pritokova injekéni analyza (FTIA
— flow injection analysis)'. Princip této metody spoé&ivéa
v nastfiku malého objemu vzorku do nosné¢ho média, které
unasi zonu vzorku k detektoru. Tato technika nasla Siroké
uplatnéni, at uz se jedna o analyzu environmentalnich
a primyslovych vzorkli ¢i farmaceutickych preparati,
zvlasté diky vysoké rychlosti a pfesnosti stanoveni a jeho
reprodukovatelnosti'.

V roce 1991 Wang a Taha? predstavili novou techni-
ku, kterou nazvali vsadkova injek¢ni analyza (BIA — batch
injection analysis), predstavujici alternativu pro velmi
rychla stanoveni, ke kterym je potfeba jen velmi maly
objem vzorku. Podstatou této analytické techniky je dav-
kovani vzorku ze $pi¢ky automatické mikropipety piimo
k detektoru, jenz je ponofen ve velkém objemu blanku
(vhodného roztoku neobsahujiciho sledovany analyt). Tato
technika vykazuje podobné vlastnosti jako jiz zminovana
FIA, zvlasté co se tyce citlivosti arychlosti stanoveni,
objemu davkovaného vzorku a reprodukovatelnosti stano-
veni. Poskytuje vSak i dalsi vyhody, jako napf. odstranéni
problémi s pouzivanim pump ¢i uplnou eliminaci spotieby
nosného média’.
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Cilem tohoto pfehledového referatu je predstavit Siro-
ké vetejnosti techniku BIA a jeji hlavni vyhody pfi stano-
veni anorganickych i organickych sloucenin. Rovnéz si
klade za svyj cil vyzdvihnout zésadni roli elektrochemické
detekce, ktera se v poslednich letech stala prevladajicim
typem detekce v novych publikacich pojednavajicich
o BIA, a tim poukazat na fakt, ze i t¢éméf sto let po vzniku
polarografie, ktera polozila zdklad vétSiné modernich elek-
troanalytickych ~ metod, pfedstavuje  elektrochemie
iv21.stoleti uziteCny nastroj pro soucasné analytické
chemiky’.

2. Vsadkova injek¢ni analyza
2.1. Princip metody

Prvni sestava pro BIA, kterou vytvofili Wang a Taha?,
vyuzivala ampérometrickou detekci. Cela, kterd je zobra-
zena na obr. 1, byla vyrobena z plexiskla. Pracovni elek-
troda (A) je vtomto uspotfadani vlozena do cely pfedem
vyvrtanym otvorem zespodu. Spitka pipety (D) je pies
otvor umisténa piimo nad pracovni elektrodu tak, aby usti
$picky bylo té$n¢ nad stfedem elektrodového disku. Pipeta
je ksestavé pfipevnéna pomoci drzaku se svorkou, ktery
zarucuje umisténi vzdy na stejné misto pti kazdém novém
davkovani. V dalSich dvou otvorech je vlozena elektroda
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Obr. 1. Schematické znazornéni velkoobjemové BIA cely. A —
pracovni elektroda, B — pomocna elektroda, C — referentni elek-
troda, D — $picka pipety, E — otvor pro naliti blanku, F — magne-
tické michadlo, G — odtok. Pfevzato se svolenim ptivodniho vyda-
vatele z cit.*
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Obr. 2. Jednotlivé proceduralni kroky a vznik odezvy v BIA.
A — pted davkovanim, B — béhem davkovani, C — ukonceni dav-
kovani, D — vymyvani, E — Gplné vymyti. Pfevzato a upraveno se
svolenim paivodniho vydavatele z cit.*

referentni (C) a pomocna (B). Otvor (E) je urcen
k davkovani roztoku blanku. Dale je v cele michadlo (F)
a misto pro odtok (G).

Podstatou BIA je davkovani vzorku o objemu nékoli-
ka mikrolitri pfimo k povrchu pracovni elektrody. Pfi
tomto davkovani se vytvoti zona, ktera se rozptyli pfi své
cesté k pracovni elektrodé reprodukovanym zplisobem
transportu a kontrolovanym rozptylem v misté i ¢ase. Vy-
sledkem je odezva detektoru ve formé piku s nasledujicim
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velmi rychlym navratem signalu na zakladni linii. Jednotli-
vé kroky v davkovani jsou ukazany na obr. 2, redlny za-
znam méfeni pak na obr. 3.

Bé&hem prvnich pokusti byla pouZivdna manualni au-
tomatickd pipeta, a reprodukovatelnost analytickych vy-
sledki tak byla siln€ ovlivnéna zkuSenosti dévkujiciho
pracovnika. Po zavedeni automatickych, pocitacem fize-
nych pipet byl tento problém eliminovan a k pouzivani této
metody  jiz neni tfeba  velkych  zkuSenosti
s reprodukovatelnym davkovanim. Hlavnim dGvodem
uspéchu BIA je kombinace nasledujicich dvou faktort.
Prvnim je hydrodynamicky princip ,,wall-jet” néstiiku
vzorku k povrchu pracovni elektrody a druhym je vyznam-
né ziedéni davkovaného vzorku®. Prvni cely vyvinuté pro
tuto metodu mély pracovni objem 250-700 ml, tudiz vzo-
rek v nich byl po nastiiku zfedén vice jak desettisickrat.
Potfebnou nutnosti bylo michani roztoku v cele béhem
analyzy. Cely, kter¢ byly nésledné vyvijeny, uz mély men-
§1 pracovni objem, a to jen par mililitrii, ne-li mikrolitrG®.
Cely o malém objemu, ve kterych jiz neni tfeba roztok
béhem analyzy michat, protoze rychly pokles odezvy de-
tektoru nastava okamzité po nastfiku i bez michani, ptred-
stavuji velké vyhody ve smyslu vyznamné redukce mnoz-
stvi potfebnych chemikalii, ale také moznosti uzivat tyto
soupravy jako pienosné pro stanoveni rozmanitych analytli
in situ®. Sta¢i mit k dispozici elektronickou pipetu, mérnou
celu s detektorem a prenosnym pocitacem (¢i tabletem
nebo chytrym telefonem) fizeny analyzator pro zaznam
signalu®’.

V poslednich letech se objevuje i tpln€ nova varianta
této techniky®. Spoiva v nahrazeni automatické pipety
mikropumpou se solenoidem, ktera zaruCuje piesné davko-
vani stejného objemu vzorku, coz umoznuje tuto techniku
pouzit pro zcela automatizované analyzy.
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Obr. 3. Chronoampérogramy chlorpromazinu (c = 1:107 mol I'") v Brittonové-Robinsonové pufru o pH 6,0 zaznamenané na sito-
tiskové uhlikové elektrodé pii BIA (Gtyii postupné nastiiky vzorku o objemu 50 ul davkované rychlosti 286 ul s pii vlozeném detek-
&nim potencidlu 0,7 V vztazeném vidi sitotiskové stiibrné pseudoreferentni elektrodg)’
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2.2. Moznosti detekce

Fluorimetrie

Jednou z moZnych detekénich technik pii BIA je fluo-
rimetrie. Je nutné pouzivat BIA cely, ve kterych optické
vlakno Usti pfimo u konce Spicky pipety. Tento senzor byl
sestrojen uzavienim sklenénych vlaken do sklenéné trubic-
ky epoxidovou pryskyfici, pficemz jedno vlakno slouZzilo
k excitaci a druh¢ k detekci fluorescence. Pti tomto zptiso-
bu detekce je nutné davkovat vzorky o objemech alespoil
25 pl a jistou komplikaci zde miiZze predstavovat samoab-
sorpce analytu’.

Spektrofotometrie

BIA muze byt také kombinovana se spektrofotome-
trickou detekei®. K tomu je zapotiebi ke stén& velkoobje-
mové pracovni cely s roztokem blanku ptipojit spektrofo-
tometricky analyzator. Opticka draha paprsku je definova-
na vzdalenosti stén cely (viz obr. 4). Proces analyzy musi
probihat ve velkém objemu blanku a za michédni. Tento
zplisob detekce se vyznacuje dobfe definovanymi piky
s rychlym narGistem absorbance a poté jejim poklesem
zpusobenym rychlym prichodem zony vzorku. Nejlepsich
vysledkl je dosaZzeno pii pomalej§im davkovani. Alterna-
tivni cestou je pfidani ¢inidla, které vytvoifi s analytem
barevny produkt, aby se tak pfedeslo nezddoucimu vlivu
na zakladni linii p#i mnoha piidavcich vzorka'’.,

Potenciometrie

Potenciometrie jako detekéni technika pfi BIA je
velmi vhodna pro stanoveni anorganickych ionti pomoci
iontové selektivnich elektrod, zejména diky jejich vysoké
selektivité. Samotnad cela pro BIA je velmi podobna té,
ktera je zobrazena na obr. 1, s tim rozdilem, Ze na misto
pracovni elektrody je zde elektroda iontové selektivni.
Nevyhodou je vsak mozna akumulace analytu na elektrodé
pii opakovaném méfeni. Tomuto lze piedejit vhodnou
volbou zakladniho elektrolytu. BIA s potenciometrickou
detekei jiz byla pouzita pro stanoveni sodnych a drasel-
nych iontd v mineralnich vodach'!, acetylsalicylové kyse-
liny v tabletach'? &i iontii rtuti".

Obr. 4. Znazornéni cely pro BIA se spektrofotometrickou
detekei. A — Spicka pipety, B — michadlo, C — optické okénko.
Pievzato se svolenim ptivodniho vydavatele z cit.*
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Voltametrie

V literatute' bylo popséno uziti cyklické voltametrie
a voltametrie ¢tvercovych vin (square wave voltametrie —
SWYV) jako detekénich technik pro BIA pifi stanoveni he-
xakyanoZzeleznatanu draselného jako modelové latky. Déle
byla vyuzita square wave anodicka rozpoustéci voltametrie
(square wave anodic stripping voltammetry — SWASV)
pro stanoveni stopovych mnozstvi iontdi kovii'>. Tato de-
tekéni technika v sobé zahrnuje dva kroky. Prvnim, pfi
kterém dochazi ke kumulaci redukované formy analytu na
elektrodu, je davkovani malého objemu vzorku k povrchu
rtutové filmové elektrody (kterd je ponofena v roztoku
blanku) po kritkou dobu. Druhym krokem je rozpous$téni
redukované formy analytu prostfednictvim vkladani rych-
Iych ¢tvercovych (,,square wave) pulzi. Tento systém je
charakteristicky vysokou citlivosti stanoveni, jednoduchosti,
minimalizuje problém s rozpuSténym vzdusnym kyslikem
ve vzorcich a zaroveti snizuje celkovy &as analyzy"’.

Ampérometrie

Nejvétsi pozornosti se zatim dostalo ampérometrické
detekci, ktera neni naro¢na na instrumentaci a samotna
analyza je velmi rychla. Jako optimalni vzdalenost Spicky
pipety od detektoru byly vybrany cca 2 mm, nebot’ pfi
mensi vzdalenosti neni prochazejici proud dostatecné vel-
ky a pfi vzdalenosti vétsi se proudova odezva rovnéz sni-
zuje'®. Jednou z velkych vyhod ampérometrické detekee je
skutecnost, Ze 1ze davkovat vzorky do detekéni cely, ktera
neobsahuje zékladni elektrolyt. Vzorky musi byt davkova-
ny pfimo a rychle na povrch detektoru (s maximalnim
objemem 100 pl). Nevyhodou tohoto postupu mize byt
zizeni potencidlového okna pro redoxni reakce z diivodu
ohmické polarizace'®. Uzitim elektrody ze skelného uhliku
(GCE - glassy carbon electrode) modifikované methyleno-
vou modfi Ize napf. stanovit hemoglobin pfimo v lidské
krvi'”. Vysledky této metody jsou ve velmi dobrém soula-
du s vysledky poskytnutymi lékaisky doporucenou spek-
trofotometrickou metodou pro stanoveni hemoglobinu.

Zajimavosti je, Zze BIA s ampérometrickou detekci je
mozné pouzit i pfi stanoveni vice analytll ve smési na jed-
né pracovni elektrodé. Konkrétn¢ se jedna napft. o stanove-
ni paracetamolu a kofeinu pomoci multipulzni ampérome-
trické detekce (MPA) na borem dopované diamantové
elektrodé (BDDE) a GCE'®. Nejprve je na pracovni elek-
trodu vlozen potencial, pii kterém dochazi k redukci ¢i
oxidaci prvniho z analytli. Poté je vloZen potencial druhy,
pri kterém dochazi ke konverzi obou analyti. Pomoci pie-
pocitavaciho faktoru tak lze stanovit oba analyty ve své
smési.

2.3. Analyty vhodné ke stanoveni

Techniku BIA Ize vyuzit pro stanoveni Sirokého spek-
tra analytd vriznych matricich. Jednd se napf.
o environmentalni vzorky, pfedevs§im pak o vzorky vody
(pitné, fi¢ni, odpadni, povrchové, podzemni ¢i primyslo-
vé) a sledovani jejich parametrl, jakymi jsou kuptikladu
stopové koncentrace iontil a slougenin t&zkych kovii (Cu®",
Pb*", Cd**, Zn*", Ni*’, Co*" a Cr'")!>"?22 & toxickych du-
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Tabulka I

Prehled voltametrickych a ampérometrickych stanoveni vybranych analytii pomoci BIA

Analyt

Acetylcystein
a-Amylasa
Aminofylin
Aspirin
Benzokain
Ciprofloxacin
Clindamycin

Difenhydramin

Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Dopamin
Epinefrin
Feniramin

Gallova kyselina

Gentamicin
Hydralazin
Hydrochinon
Hydrochinon
Hydrochinon
Hydrochinon

Chlorfeniramin
Chlorpromazin
8-Chlortheofylin

Karbamazepin
Katechin
Katechin
Katechol
Katechol
Katechol
Katechol
Katechol
Katechol
Katechol
Katechol
Kofein
Kofein
Kofein

Elektroda

NiPb-FTOE
CuO-CuE
SPCE
BDDE
SPCE
MWCNT-GCE
SPCE
BDDE
MWCNT-GCE
GCE
ErGO-GCE
CrGO-GCE
BDDE
rGO-BDDE
MWCNT-BDDE
MWCNT/rGO-BDDE
GPE
EGPE
0,GPE
CO,GPE
SSE
BDDE
MWCNT-GCE
BDDE
NiPt-FTOE
MWCNT-GCE
GCE
ErGO-GCE
CrGO-GCE
BDDE
SPCE
BDDE
SPCE
SPCE
GCE
MWCNT-GCE
GCE
ErGO-GCE
CrGO-GCE
BDDE
rGO-BDDE
MWCNT-BDDE
MWCNT/rGO-BDDE
BDDE
BDDE
BDDE

Detekéni technika

ampérometrie
ampérometrie
MPA
MPA
ampérometrie
ampérometrie
MPA
MPA
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
MPA
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
MPA
ampérometrie
MPA
MPA
ampérometrie
MPA
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
ampérometrie
MPA
MPA
SWV

Referat
Mez detekce Lit.
[pmol 17']
0,23 30
50 31
0,03 32
1,28 33
0,0302 34
0,04 35
0,05 32
0,76 36
0,04 35
0,331 26
0,030 26
0,055 26
0,102 37
0,086 37
0,079 37
0,016 37
0,36 38
0,27 38
0,29 38
0,19 38
1 39
0,6 40
0,03 35
0,81 41
5,93 42
0,05 35
0,158 26
0,057 26
0,052 26
0,5 40
0,81 5
0,31 36
0,42 32
0,021 43
0,03 44
0,06 35
0,626 26
0,031 26
0,012 26
0,124 37
0,056 37
0,021 37
0,012 37
0,41 33
0,49 36
1,5 45
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Tabulka I

Pokracovani

Analyt Elektroda Detekéni technika Mez detekce Lit.

[umol ']

Kofein BDDE MPA 0,41 33
Kofein BDDE MPA 0,49 36
Kofein BDDE SWV 1,5 45
Kokain BDDE SWV 0,89 46
Kolchicin SPCE MPA 0,10 32
Levamisol SPCE ampérometrie 0,14 47
Levofloxacin BDDE ampérometrie 0,10 48
Levothyroxin SPGE ampérometrie 0,10 47
Minoxidil SPCE MPA 0,14 32
Mocova kyselina MWCNT-SPCE MPA 0,05 49
NO,~ MWCNT-SPCE MPA 0,06 49
Nafazolin BDDE MPA 0,1 40
Omeprazol MWCNT-GCE ampérometrie 0,01 35
Omeprazol MWCNT-SPCE ampérometrie 0,009 50
Paracetamol BDDE MPA 1,59 33
Paracetamol BDDE SWV 2,0 45
Prazosin SPCE MPA 0,05 32
Prokainamid SPCE MPA 0,02 32
Propyfenazon BDDE SWV 0,87 45
Pyrogallol MWCNT-GCE ampérometrie 0,18 35
Pyrogallol MWCNT-GCE ampérometrie 0,013 51
Sildenafil (Viagra®) SPCE ampérometrie 0,052 52
Skopolamin BDDE SWV 0,18 53
terc-Butylhydrochinon MWCNT-GCE ampérometrie 0,52 35
Theofylin SPCE MPA 0,03 32
Trikain SPCE ampérometrie 0,0319 34
Verapamil SPCE MPA 0,02 32
Warfarin SPCE MPA 0,07 32
Warfarin BDDE MPA 0,36 54

BDDE: borem dopovana diamantova elektroda, CO,GPE: elektroda z grafitového papiru pfedupravena ve studeném plazmatu oxidu uhli-
¢ittho, CrGO-GCE: elektroda ze skelné¢ho uhliku modifikovana chemicky redukovanym oxidem grafenu, CuO-CuE: médéna elektroda
pokryta filmem oxidu médnatého, EGPE: elektrochemicky pfedupravena elektroda z grafitového papiru, ErGO-GCE: elektroda ze skel-
ného uhliku modifikovand elektrochemicky redukovanym oxidem grafenu, GCE: elektroda ze skelného uhliku, GPE: elektroda
z grafitového papiru, MPA: multipulzni ampérometrie, MWCNT-BDDE: borem dopovana diamantova elektroda modifikovana vicestén-
nymi uhlikovymi nanotrubickami, MWCNT-GCE: elektroda ze skelného uhliku modifikovand vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami,
MWCNT/rGO-BDDE: borem dopovana diamantova elektroda modifikovana kompozitem tvofenym vicesténnymi uhlikovymi nanotru-
bickami a redukovanym oxidem grafenu, MWCNT-SPCE: sitotiskova uhlikova elektroda modifikovana vicesténnymi uhlikovymi na-
notrubi¢kami, NiPb-FTOE: elektroda z fluorem dopovaného oxidu cini¢itého modifikovaného nanocasticemi hydroxidi niklu a olova,
NiPt-FTOE: elektroda z fluorem dopovaného oxidu cini¢itého modifikovaného nanocasticemi hydroxida niklu a platiny, O,GPE: elektro-
da z grafitového papiru pfedupravena ve studeném plazmatu kysliku, rGO-BDDE: borem dopovana diamantova elektroda modifikovana
redukovanym oxidem grafenu, SPCE: sitotiskova uhlikové elektroda, SPGE: sitotiskové grafitova elektroda, SSE: elektroda z nerezové
oceli, SWV: square wave voltametrie

sitani® nebo obsah leh&ich iontt (NH,", Na', K', Mg** vach®, nebo dokonce pti detekci poskozeni DNA vyvola-
a Ca*")*. Dale BIA umoziiuje analyzu farmaceutickych ného UV zatenim®.

preparati a 1éCiv (vCetné stanoveni jejich piimési), a to Prehled stanoveni analytd (publikovanych za posledni
i vice analytii ve smé&si”*’. BIA nasla vyuziti rovnéz pii tii roky) pomoci BIA s voltametrickou nebo ampérome-
stanoveni obsahu askorbové kyseliny v ovocnych st'a- trickou detekei je pro ilustraci uveden v tab. L.
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3. Zavér

BIA je pomérné mladd analytickd technika, avSak
v poslednich letech se stale vice pouziva, a to pfedevSim
diky jejim nespornym vyhodam, ke kterym patii zejména
vysoka rychlost stanoveni, které je citlivé, pravdivé, pres-
né a precizni, bez narokd na pfedchozi uzivatelské zkuse-
nosti®. V priib&hu nékolika let jejiho vyvoje bylo zjisténo,
ze pro BIA jiZ neni potfeba pouZivat velké detekéni cely
s blanky, které maji objem v fadu stovek mililitr(i, stejné
jako z detek¢ni procedury (a to vyhradné pii elektroche-
mické detekci) vymizela nutnost stalého michéani. I pfi
davkovani velkého mnozstvi vzorki je zakladni linie prak-
ticky konstantni, nebot’ diky motorizovanym pipetam je
zanalyzovany vzorek vymyt z povrchu pracovni elektrody
novym nastiikem. Zarovenn BIA nabizi nespornou vyhodu
ve snizeni mnozstvi jak uzitych ¢inidel, tak i davkovanych
vzorktll. Diky tomu, Ze se v poslednich letech objevily jiz
kompletni komeréné dostupné sady pro stanoveni techni-
kou BIA®, je i pofizovaci cena celé této aparatury pomér-
né nizka (fadové asi 150 tisic K¢). Zajimavé je jisté i to, Ze
v soucasnosti jiz neni technickym problémem sestrojeni
vlastni pracovni cely pfimo na miru (napf. pro vyuziti no-
vé vyrobenych specializovanych elektrod), zejména diky
modernim 3D tiskarnam®®¥’, coz jist¢ pfinese technice
BIA jesté vEétsi moznosti expanze do praxe, a bezesporu se
tak brzy zafadi mezi zcela bézné techniky rutinné pouziva-
né v analytickych laboratofich po celém sv&t&®® .

Tento prispévek vznikl v ramci Specifického vysoko-
Skolskeho vyzkumu (SVV 260440).
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P. Dvoiak and V. VyskoCil (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague): Batch Injection Analysis and Possibilities of
Its Use in the New Millennium

In analytical chemistry, there has been a recent trend
to develop fully automated systems that can operate at
high speed, analyze a large number of samples and provide
analytical results with high trueness, accuracy and preci-
sion. The batch injection analysis (BIA) technique, which
is based on the already well-known flow injection analysis
(FIA) technique, meets these requirements very well.
Moreover, it provides additional benefits over FIA, such as
avoiding pump problems or completely eliminating con-
sumption of the carrier medium. The aim of this review is
to introduce the BIA technique and its main advantages in
the determination of inorganic and organic compounds to
the general public. It also seeks to highlight the crucial role
of electrochemical detection, which has become the pre-
dominant type of detection in BIA publications in recent
years.

Keywords: batch injection analysis, electrochemistry, am-
perometry, review
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