Vyroé&ni zprava Ustavu analytické chemie AV CR za rok 2004

1. Védecka ¢innost pracovis$té a uplatnéni jejich vysledku

a) V roce 2004 spadala védecka &innost UTACH AV CR stejné jako v predchozich letech do
oblasti separac¢nich a spektralnich metod analytické chemie. Z pohledu objemu publikovanych
vysledki byl rok 2004 pro ustav UspéSny; soucet impaktnich bodd publikaci ustavu, po
odecteni alikvotniho podilu spoluautori z jinych pracovist, opét mirné vzrostl na cca 59
z ptedchozich hodnot 57 v roce 2003 a 55 v roce 2002.

b) Nejvyznamnéjsi vysledky dosazené v jednotlivych oblastech ¢innosti ustavu jsou:

Oblast separace, charakterizace a mikropreparace biopolymeri a ¢astic

Aplikace spojeni separacnich metod s hmotnostni spektrometrii (pfedevsim MALDI-TOF/
TOF MS) byly soustfedény ptfedev§im na optimalizaci proteomické procedury a vyuziti
nespecifickych peptidi pro stanoveni obilnych bilkovin (B, Anotace ¢. 1). Z mouky byla
extrahovana smés glykoproteini a bilkovin, jez byla nasledné separovana pomoci gelové
elektroforézy a ptfipadné i afinitni chromatografie. Vyhodnoceni MS spekter peptidovych
digestl a fragmentacnich spekter jednotlivych peptidi vyustilo v identifikaci nékolika
glutenovych bilkovin (B). Dalsi vyzkum byl soustiedén na dokazani pfitomnosti s6jovych
bilkovin v masnych vyrobcich a ve smésich s6ji a masa. Pro tento ucel byly pouzity postupy
proteomiky u izolovanych bilkovin s molekulovou hmotnosti shodnou s podjednotkami
sojovych bilkovin. V kombinaci s HPLC byly v modelové smési identifikovany peptidy ze
sojove bilkoviny.

V ramci studia a charakterizace sacharidi v jehlicich smrku ztepilého pomoci gelové
permeacni chromatografie a asymetrické flow-field frakcionace Castic v poli tokem (AsfFFF)
byly provedeny analyzy extraktli vzorka jehlic. Vedle potvrzeni pfitomnosti fady mono- a
oligosacharidii byly pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF a ESI MS) studovany
oligo- a polysacharidy. Pozornost byla zaméfena na sledovani a popis chovani sacharidii s
riznymi typy vazeb ve srovnani obou iontovych moda. Byla ovéfena moznost modifikace
sacharidi methylaci nebo pfidavkem anorganickych soli pro lepsi identifikaci a urceni
sekvence cukernych rezidui (B). Pomoci frakcionace tokem v gravitaénim poli (GFFF) byly
méteny poméry velikosti Skrobovych zrn sladovnickych i nesladovnickych odrid je¢mene
(B). Nové vyvinuta technika dynamického znaceni mikroorganismti umoznila citlivou detekci
jednotlivych mikrobt po jejich separaci kapilarni elektroforézou (B, Anotace €. 2).

Oblast teorie a metodologie elektromigra¢nich metod
Byl vypracovan novy zpisob popisu migrujicich elektroforetickych rozhrani zalozeny na tzv.
rychlostnim diagramu, ktery znazoriluje vztah mezi lokalni koncentraci kazdého bodu
migrujiciho difuzniho nebo ostrého rozhrani a jeho rychlosti. Novy model vedl k objevu
dosud nepopsaného typu migrujiciho rozhrani, které je zCasti ostré a zcasti disperguje, a
umoznil pfedpovédét jeho vyskyt a vlastnosti (B). Byl studovan vliv protiiontu na pribch
separace mikrokomponent v pfitomnosti makrokomponent v nejpouzivanéj$im
elektrolytovém systému v kapilarni zonové elektroforéze slozeném z boratu jako koiontu a
sodiku jako protiiontu. Zjistili jsme, ze se v tomto systému vytvaii na pocatku separace za
ur¢itych podminek nepufrovand zéna o vysoké hodnoté pH a pfitomnost makroslozek vede
k rozmyvani zon a vyraznému zhorSeni separacni uGcinnosti. Problém lze feSit zajiSténim
podminek pro podminéné stabilni izotachoforeticky krok nebo pouzitim jiného protiiontu,



ktery zajisti nizkou mobilitu hydroxylovych ionti v systému a umozni zvysit separacni
ucinnost pomoci prechodného izotachoforetického migracniho modu (B). Poznatky
z vyzkumu vlastnosti aniontovych klastrovych sloucenin boru a jejich chovani za podminek
elektroforetickych separaci ve vodné-organickych roztocich umoznily zvysit citlivost detekce
1 i€innost separaci o 1-2 fady. Pro chirdlni separace slou¢enin s jednim klastrem je vhodny o.-
cyklodextrin, pro separace sendvi¢ovych kobaltovych komplexti B-cyklodextrin (B). Reseni
aktualnich probléma kapilarni elektrochromatografie zahrnovalo automatizaci analyzy a
vyvoj kolonové technologie a detek¢nich technik (C).

Oblast stopové prvkové analyzy

V ramci studia moznosti aplikace atomové absorpéni (AAS) a atomové fluorescencni
spektrometrie (AFS) pro speciacni analyzu byl sestaven kontinudlni generovaci systém pro
speciaci As pomoci vymrazovani a byly optimalizovany podminky pro selektivni generovani
hydridu z jednotlivych slouc¢enin arsenu a pro jejich detekci v multiatomizatoru pro AAS (B).
Byl nalezen novy zptisob prekoncentrace antimonu pro jeho stanoveni metodami atomové
spektrometrie. Je zalozeny na generovani stibanu, jeho zadchytu v kiemenné pasti a nasledném
uvolnéni zachyceného analytu, jeho atomizaci a detekci nékterou z metod analytické atomové
spektrometrie (B). Ve tfech atomizatorech pro AFS (difuzni plaminek, "double flame" a
"flame-in-gas shield") byl identifikovdn novy typ atomizacni interference zpusobeny
kontaminaci plynd vstupujicich do atomizatort kyslikem. Identifikace jednotlivych zdroji
kontaminace spolu s poznanim mechanizmu interference umoznila se této interferenci
vyhnout a tim zkvalitnit cely analyticky proces (B). Systém pro chemické generovani
tékavych sloucenin stfibra byl optimalizovan ve flow-injection modu a pro detekci
v multiatomizatoru pro AAS (B).

Oblast superkritické fluidni extrakce a chromatografie

Zdokonaleny ovétovaci model laboratorniho extraktoru pro vyuziti horké (subkritické) vody
jako extrakéniho média byl pouzit pro testovani vytéznosti extrakce ptirodniho nahradniho
sladidla steviosidu z rostlinného materialu (Stevia rebaudiana Bertoni). Kapalinova extrakce
organickymi rozpoustédly za zvySenych teplot a tlakti (PFE) byla vedle extrakce steviosidu
rovnéz vyuzita ke stanoveni obsahu kofeinu a vitaminu E ve vzorcich cajovych rostlin
ruzného geografického pivodu (B). V ramci zdokonalovani mikronédpliovych kolon pro
superkritickou fluidni chromatografii (SFC) a HPLC pokracovala optimalizace metod
deaktivace napln¢€. Termodynamické aplikace SFC pokracovaly méfenim distribu¢nich
koeficienti modelovych soluti o rtzné tékavosti ve dvoufazovém systému tvoieném
superkritickym oxidem uhli¢itym a hexafluorofosforecnanem methylbutylimidazolia,
dilezitou iontovou kapalinou (B).

Oblast analytické chemie Zivotniho prostiedi
Pokradoval vyvoj nekonvencnich obohacovacich technik pro environmentdlni analyzu
s dirazem na metodiku a instrumentaci pro monitorovani nemethanovych uhlovodiki
v ovzdusi (kombinace denuderu se stékajicim filmem kapaliny s ddvkovanim velkych objemt
do systtmu GC/MS), ovétfeni funkce ,,sbérace” pro kontinudlni zachyt jemné frakce
atmosférického aerosolu s protiproudnymi paprsky aerosolu kapaliny a dlouhodobé ovétovani
funkce tzv. dry denuderu, ktery se pouziva pifi studiu artefaktdi, vznikajicich v ramci
vzorkovani organického aerosolu zovzdusi (B). Byl studovan mechanismus piijmu
polycyklickych aromatickych uhlovodikli z ovzdusi pasivnimi vzorkova¢i na bazi
semipermeabilnich membran (SPMDs). Popis tohoto procesu pomoci vhodného
matematického modelu umoznil odvozeni pfislusnych hodnot vzorkovacich rychlosti pro



vSech 16 polycyklickych aromatickych uhlovodikti ze standardniho souboru U. S.
Environmental Protection Agency (B).

¢) Do oblasti popularizaénich aktivit ¢asteéné spadal informaéni seminéf ,,Ustav analytické
chemie AV CR — od historie po budoucnost*, ktery jsme poiadali dne 19.5.2004 u piileZitosti
80. narozenin Prof. Ing. Jaroslava Jandka, DrSc., zakladatele a prvniho feditele ustavu. Ve
spolupraci s Proteomickou sekci Ceské spolecnosti pro biochemii a molekularni biologii a
s vyrobci pfistrojového vybaveni ustav béhem prvniho pololeti 2004 zorganizoval tfi
informa¢ni seminafe vénované pokroCilym technikdim hmotnostni spektrometrie a jeji
kombinace se separaénimi metodami. Den otevienych dveii Ustavu analytické chemie AV
CR jsme uspoiadali v patek 12.11.2004. Celkem 60 navitévnikl, vesmés studentll (4. roénik
fadného studia Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brné — Ustav chemie a
biochemie Agronomické fakulty MZLU, 4. ro¢nik Stfedni primyslové Skoly chemické v Brné
a 4. rocnik Gymnasia v Brné-Li$ni) se mohlo podrobné seznamit s pokro¢ilymi separacnimi a
spektralnimi metodami analytické chemie.

e) Po oznameni vysledki letosniho hodnoceni pracovist AV CR byla zru$enim oddéleni
Analyzy biopolymerti zahdjena dosud probihajici zména struktury védeckych oddéleni
ustavu. Vroce 2004 byla nové vytvofena atestacni kriteria, na jejichz zakladé probéhly
v UIACH periodické atestace; v jejich ramci atestaéni komise projednala Zadosti o atestaci
celkem 31 pracovnikii a navrhla ftediteli ustavu zafazeni pracovnikii do jednotlivych
kvalifika¢nich stupnd.

2. Védecka a pedagogickd spoluprace pracovisté s vysokymi S§kolami

a) Védeckd spoluprace tstavu s ¢eskymi vysokymi Skolami probihala pfevazné v rdmci 5
spoleénych grantovych projektt (4 x GA CR, 1 x GA AV CR), které vyznamné pfispély
k vysledkim shrnutym v c¢asti 1.b) této zpravy, a zahrnovala Universitu Karlovu (1 projekt),
Masarykovu universitu v Brné (3 projekty), Universitu Pardubice (1 projekt) a Mendelovu
zemédélskou a lesnickou universitu v Brn¢ (1 projekt).

b) Ustav analytické chemie AV CR nema spole¢na pracovité s vysokymi $kolami a dosud se
nepodilel na cinnosti zddného vyzkumného centra. V roce 2004 podal tstav UspéSnou
ptihlasku na centrum typu B, jehoZz ¢innost bude zahajena v roce 2005.

c) Akreditace doktorského studijniho programu Chemie se studijnim oborem Analyticka
chemie, ktery je uskuteétiovan Pfirodovédeckou fakultou UP v Olomouci a Ustavem
analytické chemie AV CR, je platna do 15. srpna 2006. V navaznosti na pfislusnou ramcovou
smlouvu mezi AV CR a VUT v Brng, resp. mezi AV CR a MZLU v Brné ma Ustav
analytické chemie AV CR uzavieny smlouvy o spolupraci pii uskuteiovani doktorskych
studijnich programt s Fakultou chemickou VUT v Brn¢, resp. s Agronomickou fakultou
MZLU v Brné. Neformalni spoluprace pii vychové doktorandi probihd s Universitou
Pardubice a VSChT Praha. Na zakladé téchto kooperaci se v istavu b&hem roku 2004 $kolilo
32 doktorandt, z nichz 2 uspésné obhgjili. Kromé toho v laboratotich tstavu a pod odbornym
vedenim pracovnikil ustavu pracovalo na svych diplomovych pracich celkem 18 diplomantt.
Ve snaze o posileni motivace mladych pracovnikti (do 33 let) prezentovat vlastni vysledky na



mezinarodnich i tuzemskych konferencich a tim ziskévat zkuSenosti a kontakty jsme v roce
2004 zorganizovali 4. kolo "Soutéze mladych pracovnikii UIACH AV CR o financni podporu
ucasti na symposiich". Ke spolupraci s vysokymi skolami samoziejmée pfispivaji i prednasky a
seminafe pracovnikl ustavu v rdmci magisterskych a doktorskych studijnich programd.

3. Spoluprace pracovisté s dalSimi institucemi a s podnikatelskou sférou

a) Kooperace Ustavu analytické chemie AV CR sdaldimi mimovysokoskolskymi a
mimoakademickymi vyzkumnymi pracovisti je podpoiena 4 projekty financovanymi
z vetejnych prostiedki:

Spoluprace s Fakultni nemocnici v Brn€ probiha v rdmci projektu Programu podpory cileného
vyzkumu a vyvoje IBS4031209 Kombinace mikrocipu s hmotnostni spektrometrii pro vysoce
efektivni populacni a selektivni screening vrozenych metabolickych poruch (ptijemcem je
UIACH AV CR).

Spoluprace se Statni rostlinolékatskou spravou probihd vrameci grantu GA AV CR
[IAA4031302 Vyuziti rychlé elektroforetické separace s velmi citlivou fluorimetrickou detekci
pro identifikaci mikroorganismii (ptijemcem je UIACH AV CR, dalsim spolupfijemcem je
Masarykova universita v Brng).

Spoluprace se spolecnosti Ecom s.r.o. Praha probiha v ramci projektu Programu podpory
cileného vyzkumu a vyvoje IBS4031201 Zarizeni pro automatizaci elektrochromatografické
a elektroforetické analyzy (pfijemcem je UTACH AV CR).

Spoluprace s Vyzkumnym ustavem veterinarniho 1ékatstvi v Brné probihd v ramci grantu GA
CR GA525/04/0011 Identifikace a toxikologické hodnoceni tékavych kontaminanti
v zemédeélském prostiedi (piijemcem je VUVL).

Spoluprace s Vyzkumnym tstavem pivovarskym a sladafskym, a.s. probihd v rdmci projektu
Ministerstva zemédélstvi CR QDI1005 Viiv distribuce velikosti $krobovych zrn na
technologickou kvalitu jecmene (ptijemcem je Vyzkumny tustav pivovarsky a sladaisky, a.s.,
UIACH AV CR je spolupiijemcem). Spoluprice s Vyzkumnym ustavem potraviniskym
(Praha) probiha v ramci projektu Ministerstva zemédélstvi CR QD1023 Analyza glutenu
(lepku) a sledovani kvality bezlepkovych potravin a surovin (ptfijemcem je Vyzkumny ustav
potravinatsky, dal§imi spolupiijemci jsou UIACH AV CR, MBU AV CR, SdruZeni celiakii
CR a Immunotech, a.s.). Vysledky téchto spolupraci jsou zahrnuty v &asti 1.b) této zpravy.

b) Spoluprace s firmou Alltracel Laboratories TiSnov zahrnovala charakterizaci farmaceuticky
vyznamnych produkti na béazi oxidované celuldzy, vyznacujicich se hemostatickym a
antiadheznim u¢inkem.

¢) Cinnost ustavu v oblasti aplikovaného vyzkumu zatim nevedla ke vzniku novych firem.

d) V roce 2004 Ustav analytické chemie AV CR neposkytl statnim organtim z4dné pisemng
zpracované odborné expertizy (pokud sem samoziejm¢ nepocitime fadu individualnich
stanovisek jednotlivych pracovniki ustavu, pfedevsim posudky grantovych ptihlasek a
habilita¢nich, disertacnich a diplomovych pract).



4. Mezinarodni védecka spoluprace pracovisté

a) Ustav se v roce 2004 podilel na feSeni nasledujicich projektli v ramci mezinarodnich
veédeckych programu:

Optimized Hydride Generation Systems for Arsenic Speciation Analysis (projekt v ramci
programu Fogarty International Research Collaboration Award koordinovaného
organizacemi Fogarty International Center a National Institute of Environmental Health
Sciences, USA),

Characterization and Sources of Carbonaceous Atmospheric Aerosols, Belgian Federal

Office for Scientific, Technical and Cultural Affairs (OSTC), EV/02/11A.

b) K nejvyznamnéj$im védeckym piinosiim, ziskanym v rdmci mezinarodni spoluprace, patii
¢ast vysledkl v oblasti separace a charakterizace biopolymert a ¢astic (Prof. K. G. Wahlund,
Lund University, Svédsko a Prof. G. Allmaier, Technische Universitit Wien, Rakousko),
vysledky validace tzv. dry denuderu (Prof. W. Maenhaut, University of Gent, Belgie) a cast
vysledki v oblasti stopové prvkové analyzy (Prof. M. Styblo, University of North Carolina,
USA).

Vysledky téchto kooperaci jsou zahrnuty v bod¢ 1b).

c) Dne 9.12.2004 dustav uspofadal minisymposium Central European Capillary
Electrophoresis, kde pronesli ptednasky Prof. E. Kenndler (Universitit Wien), Prof. D.
Kaniansky (Univerzita Komenského, Bratislava) a Prof. B. Gas (Universita Karlova).
Vzhledem k tradici tstavu v oboru kapilarni elektroforézy piredpokladame opakovani
minisymposia i v dalSich letech.

d) Kromé ptednasejicich na minisymposiu zminéném v bod¢ c¢) navstivil ustav také Dr. Johan
Roeraade (Department of Analytical Chemistry, Royal Institute of Technology [Kungliga
Tekniska Hogskolan — KTH], Stockholm, Svédsko), vyznamny odbornik v oblasti vyvoje
pokrocilych technik hmotnostni spektrometrie a jejich vyuziti v nanochemii.

e) PokraCovaly spoluprace v ramci dvoustrannych dohod se spolecnosti Gyros (Uppsala,
Svédsko) na spoleCném vyvoji mikrofabrikovanych zafizeni a se spolecnosti ABI
(Framingham, USA) v oblasti vyzkumu bioanalytického vyuziti hmotnostni spektrometrie.

V Brné€ dne 6. ledna 2005
RNDr. Josef Chmelik, CSc.
feditel UIACH AV CR



UIACH - anotace vyznamného vysledku 1:
Rehulka, J., galplachta, J., Chmelik, J.:

Optimalizace proteomické procedury a vyuziti nespecifickych peptida pro identifikaci
obilnych bilkovin

Proteomickd identifikace obilnych bilkovin je dilezity, ale zdroven i obtizny ukol, coz je
zpusobeno piedevsim vysokou homologii jejich primarnich struktur. To znemoziuje vyuziti
obvykle vyuzivané metody peptide mass fingerprinting, a proto je nezbytna fragmentace
peptidt, kterd vyzaduje peclivou piipravu vzorku (1). Bilkoviny byly separovany pomoci
gelové chromatografie s mobilni fazi obsahujici vysokou koncentraci soli, které bylo nutno
pted dalsi analyzou odstranit (2). Vyznamného zlepSeni identifikace obilnych bilkovin bylo
dosazeno diky vyuziti fragmentace nespecifickych peptidi (3). Tato zlepSeni umoziuji
identifikaci fady bilkovin dilezitych pro Slechténi odrid obilovin, potravinaisky prumysl a
medicinu (identifikace bilkovin vyvolavajicich celiakii).

Optimization of proteomic procedure and utilization of nonspecific peptides for
identification of cereal proteins

Proteomic identification of cereal proteins is an important and uneasy task, which is caused
mainly by high homology of their primary structures. It complicates utilization of peptide
mass fingerprinting, therefore fragmentation of peptides becomes necessary, which requires
very careful sample preparation (1). The proteins were separated by size exclusion
chromatography with a mobile phase containing high concentration of salts that have to be
removed prior to further analysis (2). An important improvement of protein identification was
reached due to fragmentation of nonspecific peptides (3). It enabled identification of various
proteins important for cereal variety breeding, food industry and medicine (identification of
proteins inducing the celiac disease).

(1) Rehulka, P., Salplachta, J., Chmelik, J.: Improvement of quality of peptide mass spectra in
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry and post-source
decay analysis of salty protein digests by using on-target washing. - J. Mass Spectrom. 38:
1267-1269 (2003).

(2) Salplachta, J., Rehulka, P., Chmelik, J.: Identification of proteins by combination of size
exclusion chromatography with MALDI-TOF MS and comparison of some desalting

procedures for both intact proteins and their tryptic digests. - J. Mass Spectrom 39: 1395-
1401 (2004) (published as FEATURED ARTICLE).

(3) Rehulka, P., Chmelik, J., Allmaier, G.: The influence of nonspecific cleavage sites on
identification of low molecular mass proteins by matrix-assisted laser desorption/ionization

time-of-flight mass spectrometry with seamless post-source decay fragment ion analysis. -
Rapid Commun. Mass Spectrom. 19: 79-82 (2005).



UIACH - anotace vyznamného vysledku 2:
Horka, M., Slais, K.:
Dynamicka modifikace mikroorganismi pro on-line detekci v kapilarni elektroforéze

Navrhli a ovéfili jsme nové dynamické znaCeni mikroorganismii pro jejich on-line
fluorimetrickou detekci v kapilarni elektroforéze. Nami navrzené znafeni vyuziva derivat
pyrenu — pyrenmaselnou kyselinu, kterd zarovenl funguje jako nedenaturuujici tenzid a
zaroven generuje fluorescenci oznacené Castice ( zelenou) vyrazné odliSnou od fluorescence
(fialové) okolniho prostiedi. Tim je umoznéna citlivda detekce az jednotlivych rtznych
mikrobii v kapiléfe po jejich separaci elektroforézou.

Dynamic modification of microorganisms for on-line detection in capillary
electrophoresis

We have proposed and verified a novel dynamic tagging of microorganisms to provide for on-
line fluorometric detection of microorganisms in capillary electrophoresis. Our proposal
makes use of pyrenebutanoic acid, a pyrene derivative. Pyrenebutanoic acid plays a two-fold
role — it serves as a non-denaturing tenzide while generating a green fluorescence in the
tagged particle to distinguish the particle from a violet fluorescence of the surrounding
medium. Thereby, a sensitive detection has been made possible of microorganisms down to
individual different microbes after their separation in the electrophoretic capillary.

Horka, M., Riizicka, F., Hola, V., Slais, K.: Dynamic modification of microorganisms by
pyrenebutanoate for fluorometric detection in capillary zone electrophoresis. -
Electrophoresis, in press.



