Vyro éni zprava Ustavu analytické chemie AV~ CR za rok 2006

|. Textova c¢ast

1. Védecka ¢innost pracovisté a uplatnéni jejich vysledku

a) strucnda charakteristika védecké c¢innosti pracovisté

Védecka ¢innost Ustavu analytické chemie (UIACH) je orientovana na vyzkum a vyvoj
novych metod pro chemické analyzy. Velké naroky na rozvoj analytickych metod klade
prudky rozvoj v biologickych védach, pfedevSim v genomice a proteomice, v oblasti
mediciny, ochrany zdravi €lovéka, Zivotniho prostfedi, bezpe€nosti statu a v neposledni
fadé i v oblasti boje s terorismem. Metodologicky vyzkum, vyvoj instrumentace a metod na
UIACH pokryva oblasti separacnich a spektroskopickych technik, jmenovité metody
elektroforetické, mikrokolonovou kapalinovou chromatografii, elektrochromatografii,
superkritickou chromatografii a extrakci, hmotnostné spektrometrické metody, atomovou
absorpéni, emisni a fluorescenéni spektrometrii. Velka pozornost je vénovana miniaturizaci
instrumentace a nanotechnologiim.

Sméry vyzkumu jsou uréeny Vyzkumnym zamérem Z 40310501 na léta 2005-2010 Moderni
analytické techniky pro bioanalyzu, ekologii a nanotechnologie.
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Analyza Zivotniho prostredi:

Na zakladé matematického modelu jsme zhotovili rizné konfigurace fokusacénich
aparatur pro vzorkovani a zakoncentrovani aerosolll a jejich nasledné vnaSeni do
mikrovinného plazmatu pro detekci jejich elementarniho sloZeni. Dokongili jsme konstrukci
kontinualniho kolektoru frakci aerosolu (CEAFA - Continuous electric aerosols focusing
apparatus) a zkonstruovali funkéni zafizeni pro fokusaci aerosolové frakce o velikosti ¢astic
0,3 — 1 um, pracujici na principu wire-to-cavity usporadani. (B)

Ovérili jsme moznosti ,neelektrické* fokusace pomoci virtualniho impaktoru, ktery bude
slouzit jako pneumaticky koncentrator polydisperzniho aerosolu pfed vstupem
analyzovanych aerosoll do koncentratoru pracujiciho na principu elektrického wire-to-cavit
usporadani. (C).

V ramci spoluprace s firmou RS Dynamic jsme analyzovali a ovéfili moznosti snizZeni
detekéniho limitu analyzatoru vybusnin (Explonix). Vyvinuty prototyp analyzatoru vybusnin
umozfiuje stanoveni vybuSnin s detekénim limitem pod 20 pikogramd, pficemz je
minimalizovana odezva na interferujici latky. (C)

Bioanalyticka instrumentace:

Studovali jsme enzymatické Stépeni jako jednu z nejcastéji pouzivanych jednotkovych
operaci vyuZivanych pro charakterizaci proteind. V této praci jsme se zaméfili na vyvoj
systému pro analyzy extrémé& malych mnozstvi vzorku v kapilarnich, nebo mikrofluidickych
systémech. Studované enzymy byly nejprve imobilizovany na vnitfnim povrchu kiemenné
kapilary o praméru 10 pm a jejich aktivita testovana v Sirokém rozsahu experimentalnich
podminek. Nasledné byly optimalizované kapilarni reaktory s vnitfnim objemem jednotek
nanolitri pouzity jako elektrosprejové Spi¢ky v nové vyvinutém rozhrani pro spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Tato instrumentace predstavuje alternativu k
soucasnym “off-line” postupum proteinové analyzy a umoZziuje provést analyzu zahrnujici
separaci, detekci, enzymatické Stépeni a hmotnostné spektrometrické méfeni bé&hem
nékolika minut. (B)

Byl vypracovan systém spojeni mikrofluidickych jednotek pro pfimé spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Systém vyuZiva externi miniaturizovany nebulizator s aerodynamickym
transportem ionizovanych molekul. Na zakladé teoretického a experimentalniho modelovani
byl pfipraven aerodynamicky adaptér, ktery nahrazuje Kklasickou vstupni Stérbinu




hmotnostniho spektrometru a umoZzfiuje generovat stabilni elektrosprej pfimo z vystupu
mikrofluidickych mikrokanalk(l bez nutnosti pfipojeni standardnich ESI Spic¢ek. (B)

Byla rozpracovdna metoda pro fizenou elektronickou desintegraci jednotlivych bunék na
mikrofluidickém ,chipu“. Béhem desintegracniho procesu bylo vyuzivano priatoku jednotlivych
bunék kvasinek Rhodotorula glutinis kolem mikroelektrod uvnitf 20 x 100 pm kanélku.
Aplikaci série vysokonapétovych pulzi bylo moZno desintegrovat buné&nou membranu. Cely
proces byl sledovan monitorovanim fluorescence DNA oznacené uvnitf bunék. (B)
Elektromigraéni metody:

Studovali jsme vlastnosti elektroforetickych rozhrani v systémech tvofenych
vicesytnymi slabymi elektrolyty, ve kterych neplati Kohlrauschova regulaéni funkce a mohou
vznikat zony, jejichZz vlastnosti nelze vysvétlit pomoci dosud znamych principl. Byl
vypracovan novy teoreticky model umozZnujici pfedpovidat vlastnosti zén a rozhrani v
systémech, kde jsou vlastnosti nové vytvofené adjustované zény funkci vlastnosti obou
puvodnich zén, mezi kterymi se nova zona vytvofrila. (B)

Byl vypracovan optimalizovany postup stanoveni ethylglukuronidu (markeru konzumace
alkoholu) v séru kapilarni elektroforézou a aplikovan na odhaleni nedodrzovani lé¢ebné kary
lidi, ktefi propadli konzumaci alkoholu. Pomoci vyvinuté metody Ize prokézat pfitomnost
ethylglukuronidu v séru i fadu hodin poté, kdy jiz ethanol v séru nelze zjistit. Metoda mize
byt pouzita ve velmi Sirokém rozpéti koncentraci makroslozek, zejména acetatu a laktatu,
jejichz koncentrace po konzumaci alkoholu rovnéz narusta. Dostate¢na citlivost a klinicka
pouzitelnost byly testovany na analyzach vzork( dobrovolnikl i realnych pacientl a vysledky
byly korelovany s vysledky dalSich markeru. (C)

Byl vyvinut postup pro stanoveni disociacnich konstant heteroarylaminoethanolu, které byly
studovany jako mozné nové léky s vasodilataéni, B-adrenolytickou a antioxida¢ni aktivitou.
NavrZzen& metoda pro tyto jednosytné slabé baze je zaloZena na regresni analyze mobilitnich
kfivek méfenych ve vhodném rozsahu pH metodou kapilarni zonové elektroforézy a vyzaduje
velmi mala mnozstvi vzorku bez zvlastnich poZzadavku na jeho &istotu. (B)

Byla vypracovana citliva a rychlda metoda izotachoforetického stanoveni sladidel rGzné
povahy v cukrovinkach a zZvykackach. Sou¢asného stanoveni iontovych latek i latek cukerné
povahy bylo docileno pfidavkem kyseliny borité ke vzorku. (C)

On-line kombinace izotachoforézy a kapilarni zénové elektroforézy byla vyuZita pro stopovou
analyzu kationtovych necistot (sodiku, lithia a methylimidazolia) v iontovych kapalinach na
bazi butylmethylimidazolia. Zvolend technika s nepfimou detekci v protiproudovém
usporadani s kontinualnim davkovanim vzorku umozZznila dosahnout detekéni limity na drovni
10 ppb pro methylimidazolium a 1 ppb pro lithium. (C)

Studovali jsme UV-spektra klastrovych aniontd boru z hlediska jejich vyuZiti pro detekci pfi
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hodnoty extinkénich koeficientt a detekce je proto malo citlivda a znacné omezuje pfipustna
sloZeni zakladnich elektrolytd. (B)
Separace v kapalné fazi:

Byl vyvinut plGvodni postup pro pfipravu vzorku a reprodukovatelnou separaci
vybranych mikrobialnich kmenu a biopolymerd zonovou elektroforézou a isoelektrickou
fokusaci s fluorescencni detekci v modifikované kiemenné kapilafe. Byly dosaZzeny detek&ni
limity fadu jednotek az desitek mikrobl za pouziti dynamické modifikace mikroorganism
neionogennim tenzidem na bazi pyrenu. NavrZzena metoda sméfuje k rychlé identifikaci stop
mikroorganismu bez potfeby jejich Casové naro¢né kultivace. (B)

Byly syntetizovany monolitické silikagelové (sol-gel) i organopolymerni kapilarni kolony.
Kolony byly pouzity m.j. pro separaci hepatotoxickych hexapeptidd mikrocystint. Stanoveni
mikrocystind ma svoji dileZzitost pro vzrustajici vyskyt sinic ve vodnich nadrzich. (B)

Byl vyvinut miniaturizovany laserem indukovany fluorescenéni detektor, vhodny pro kapilarni
separacni metody zaloZzeny na svétlovodnych kapilardch. Detektor byl pouZit pfi
elektroforetické separaci fluorescenéné znacenych aminokyselin a byla pfedvedena jeho
aplikace pfi sledovani dédicnych metabolickych poruch.(B) Nové fluorescenéni
nizkomolekularni standardy izoelektrického bodu (pl markery) byly pouzity pro kalibraci
kyselych pH gradientl pfi izoelektrické fokusaci dynamicky modifikovanych/zna¢enych




mikroorganismu s fluorimetrickou detekci. Markery byly vyuZivany i v jinych projektech na
Gstavu i mimo Ustav (B)
Stopova prvkova analyza:

Vyvinuli jsme automatizovanou metodu specia¢ni analyzy arsenu zaloZenou na
selektivnim generovani hydridd a kryoseparaci s detekci atomovou absorpéni spektrometrii
(AAS), se zvlastnim zietelem na ur€eni oxida¢niho Cisla methylsubstituovanych sloucenin.
Tuto metodu jsme pak zavedli na partnerském pracovisti (U.S. EPA), kde je vyuZivana k
analyze biologickych vzorkd (speciace As v mysich tkanich ve vztahu k diabetes 2 typu). (C)
Na zéakladé studia vlivu parametri plamenovych atomizatort hydrid( pro AAS jsme studovali
interference organickych s vodou misitelnych rozpoustédel na stanoveni arsenu. Nalezeni
mechanismu téchto interferenci umoznuje potlacit jejich ucinek volbou optimélniho rezimu
atomizace. (B)

Pro prekoncentraci selenu a arsenu zachytem hydridd na kfemenném povrchu a pro
naslednou atomizaci analytu a jeho detekci AAS jsme vyvinuli novou aparaturu. Stanovili
jsme vliv relevantnich experimentalnich parametrd na G¢€innost zachytu a na uGcinnost
volatilizace. Ug&innost celého procesu se pohybuje kolem 70 % pro selen a kolem 50 %
v pfipadé arsenu. (B)

Pro prekoncentraci As, Bi, Sb a Se jsou také vyvijena miniaturni kolekéni zafizeni na bazi
grafitu a Zaruvzdornych kovu.

Stanovili jsme rtut ve vzorcich ryb z Divoké a Tiché Orlice. Obsah rtuti v rybach slouzi jako
bioindikétor stavu Zivotniho prostredi. (C)

Superkriticka kapalinova extrakce a chromatografie:

Pokracovalo chromatografické studium dvoufazovych systému typu iontova kapalina -
superkriticky oxid uhli€ity a studium solvata¢nich vlastnosti stlacené horké vody. V oblasti
superkritické fluidni chromatografie jsme se zabyvali pfipravou dostateéné stabilnich
otevienych kapilarnich kolon s iontovou kapalinou [thtdp][CI] (chlorid
trinexyltetradecylfosfonia) a jejich vyuZzitim k méfeni retencnich faktord a distribu€nich
konstant vybranych latek v systému [thtdp][CI]-CO,. Ziskané Udaje byly pouZity k popisu
mezifazové distribuce solutd v systému [thtdp][CI]-CO, prostfednictvim molekularnich
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imidazoliovymi iontovymi kapalinami (B).

V oblasti aplikaci stlacené kapalné horké vody jako rozpoustédla jsme se soustfedili na vyvoj
prediktivni korelace rozpustnosti polycyklickych aromatickych uhlovodikd jako funkce teploty
a tlaku vyluéné s vyuzitim vlastnosti Cistych sloZzek a dale na méfeni vodnych rozpustnosti
tricyklickych aromatickych heterocyklickych derivatd anthracenu a fluorenu (B).

Pozornost byla rovnéz vénovana vyvoji reprodukovatelnych technik pfipravy monolitickych
kapilarnich kolon pro HPLC a SFC na bazi SiO,, zejména prvotnimu testovani postupu
zaloZzeného na hydrolyze alkoxysilanu (B).

Proteomika:

Pokracovali jsme v optimalizaci kombinace rlznych separa¢nich a hmotnostné
spektrometrickych metod pro proteomickou identifikaci bilkovin. Pro identifikaci
posttranslaéni modifikace proteind byla vyvinuta nova proteomicka technika bez nutnosti
barveni gelli, vhodna pravé pro separaci posttransla¢né modifikovanych protein(.

Byla dokon&ena dlouhodoba studie elu¢nich mechanisma ve field-flow frakcionaci.

NejvétSi pozornost byla vénovéna strukturni charakterizaci oligosacharidd pomoci rdznych
hmotnostné spektrometrickych metod. VyuZziti negativnino modu ukazuje velké moznosti pfi
studiu struktury a vlastnosti oligosacharidu.

¢) nejvyznamnéjsi popularizacni aktivity pracovisté

V kvétnu 2006 oslavil UIACH padesat let svého trvani. Oslava probéhla za
pFitomnosti pfedsedy a mistopfedsedy AV CR prof. Pagese a prof. Draho3e a predstavitel
brnénského akademického i vefejného Zivota. Jubilea se zu&astnil i zakladatel ustavu prof.
Janak. K vyroCi Ustavu pfiSlo téZ nékolik desitek blahopfani od sou€asnych i byvalych



spolupracovnik( Ustavu z celého svéta. Vyro€i byl vénovan i vydavatelsky sloupec ¢asopisu
Chromatographia 9/10, o vyroci i oslavé referoval ¢lanek v Akademickém Bulletinu 6/2006.

V rdmci Tydne védy a techniky prednesli pracovnici UIACH AV CR tfi prednasky pro
odbornou vefejnost na UIACH a jednu pro laickou vefejnost v Literarni kavarné knihkupectvi
Academia.

Dne otevienych dvefi UIACH AV CR, porfadaného dne 10.11.2006, se zt&astnilo celkem 34
navstévnikd, z toho 25 studentd 4. ro€niku Stfedni prdmyslové Skoly chemické v Brné, jejich
1 vyulujici, 1 studentka 4. ro¢niku Biskupského gymnazia v Brné, 2 studenti Filosofické
fakulty MU v Brné a 5 senior(.

Do oblasti popularizacnich aktivit spadaly i pfednasSky pracovnikd UIACH v ramci
vzdélavaciho kursu Vysokoulcinné analytické separace biologicky aktivnich latek, (Ing. F.
Foret, CSc.: Mikrofluidika a nanotechnologie pro proteomiku, 6.9.2006; Doc. RNDr. M. Roth,
CSc.: Extrakce stlacenymi tekutinami k pfipravé organickych vzorku pro analyzu, 7.9.2006),
a v rdmci vzdélavaciho seminare Speciacni analyza: principy a aplikace v Zivotnim prostfedi
a biomediciné (RNDr. J. Dédina, CSc.: Metody specia¢ni analyzy zaloZzené na generovani
tékavych slou€enin, Mgr. Tomas MatouSek, PhD.: Specia¢ni analyza s vyuZitim selektivhiho
generovani metylsubstituovanych arsan a detektorem AAS). Tyto akce pofédalo Prazské
analytické centrum inovaci, Dr. Dédina byl také jednim z odbornych garantl seminéfe. Ing.
M. Novakova méla prednasku Vyuziti kapilarni izotachoforézy a kapilarni elektroforézy pro
stanoveni mikroslozek ve vzorcich se sloZitou matrici v ramci kurzu pofadaného v Komorni
Lhotce firmou 2THETA. Vradmci vzdélavaciho kurzu ICP a AAS spektrometrie,
elektroanalytické metody pofadaného firmou 2THETA na Zermanické pfehradé prednesl
RNDr. J. Dédina, CSc. pfispévek Zakladni fyzikalni principy AAS, Hydridova technika v AAS.
V kurzu nazvaném Kurz AAS Il - pro pokrocilé pofadaném Spektroskopickou spolenosti
Jana Marka Marci v Praze pfednaSel RNDr. J. Dédina, CSc. téma Generovani a atomizace
hydridd pro AAS a AFS, Interference tékavych sloucenin, Speciace hydridotvornych prvka.
RNDr. B. Doc¢ekal pfispél k programu kurzu pfednaSkami: Atomova absorpcni spektrometrie
s kontinualnim zdrojem zéafeni,, Atomova absorpéni spektrometrie s vyuZitim laserovych
diod, Pfima analyza pevnych vzork( AAS.

V prosinci oslavil 65 let prof. RNDr. Petr Bocek, DrSc. Na pocest tohoto vyroci bylo
publikovano specialni €islo ¢asopisu ELECTROPHORESIS Vol. 27, sv. 23, editorem byla
doc. RNDr. Ludmila Kfivankova.

d) domaci a zahrani¢ni ocenéni zaméstnancd pracovisté

Ing. Josef Planeta, Ph.D. byl jednim z 28 mladych pracovnika AV CR, ktefi v roce
2006 ziskali prémii Otto Wichterleho. Ing. Jifi Salplachta obdrZel Cenu ministra zemé&délstvi
pro mladé védecké pracovniky pro r. 2006 3. cenu za praci s nazvem Identification of
proteins by combination of size-exclusion chromatography with matrix-assisted laser
desorption/ionization time — off — flight mass spectrometry and comparison of some desalting
procedures for both intact proteins and their tryptic digests. Ing. Karel Mazanec obdrZel cenu
dékana Fakulty chemické VUT za 1. misto v 9. ro€niku soutéZe praci student doktorskych
programu. Kolektiv Grym, Svobodova, Klepéarnik, Foret obdrzel 2. cenu za Ph.D. poster na
mezinarodni konferenci EDS, O6 IMAPS CS. RNDr. Mgr. J. Kratzer a Ing. P. Krejci ziskali
spole¢né 1. cenu za nejlepSi studentské prednasky na mezinarodni XVIII. Slovenské
spektroskopické konferenci.

e) dalsi specifické informace o pracovisti, zménach v jeho struktufe a védecké orientaci,
o0 vysledcich atestaci a o pfekazkach a problémech v ¢innosti pracovisté

V listopadu bylo atestovano 17 pracovnikd, z toho 8 pracovnik(l doporudila atestaéni
komise v souladu s atesta¢nimi kriterii prefadit do vySSich kvalifikaénich stupnu.

2. Védeckd a pedagoqgicka spoluprace pracovisté s vysokymi Skolami




Jmenovité zhodnoceni vSech vyznamnych domacich spolupraci pracovisté
s vysokymi Skolami:

a) nejvyznamnéjsi védecké vysledky pracovisté vzniklé ve spolupraci s vysokymi Skolami
(kromé vysledkd uvedenych v bodé 2 b)

Cast vysledkil v oblasti vyvoje a vyuziti elektromigraénich metod a stlaéené kapalné
horké vody, které uvadime v bodé 1b), byla ziskana v ramci feSeni projektu GA203/05/2106
Moderni instrumentace v chemické, potravinafské a klinické analyze (spole¢ny grant
s Univerzitou Pardubice, feSitel prof. Vytfas, spolufeSitelka doc. Kfivankova). Testovani
pripravenych kapilarnich kolon probiha vramci neformdlnich spolupraci s Univerzitou
Karlovou v Praze (doc. RNDr. Eva Tesafova, CSc., Katedra fyzikalni a makromolekularni
chemie PfF UK, Albertov 6, 12843 Praha 2) a Masarykovou univerzitou v Brné (RNDr.
Zbynék zdrahal, Dr., Ustav experimentalni biologie PfF MU, Kamenice 5, 62500 Brno).
Spole¢né s Chemickou fakultou VUT Brno byla feSena &ast ukoll grantového projektu
A400310613 Hmotnostni spektrometricky a elektroforeticky vyzkum klastrovych sloucenin
boru (fesitel Ing. J. Caslavsky, spolufesitel doc. Ing. R. Vespalec, DrSc.) Nejvyznamngjsim
vysledkem této spoluprace je zjiSténi Zze Wrenuv model interakce organickych sloucenin
s chiralnimi selektory neplati pro interakce klastrovych aniontl boru s a-cyklodextrinem ve
vodné-metanolickém roztoku v dasledku odliSného mechanismu interakce.

V ramci spole¢ného projektu s pracovniky katedry analytické chemie PfF UK v Praze jsme
se vénovali prekoncentraci hydridotvornych prvkd (FRVS 1011/2006/G6: Stanoveni
stopovych koncentraci hydridotvornych prvkd technikou HG-AAS a GAUK 306 /2006/B-
CHI/PrF: Vyvoj a optimalizace kfemennych prekoncentracnich zafizeni a atomizatord pro
ultrastopové stanoveni hydridotvornych prvkd metodou AAS) a feSili problematiku zachytu
hydridi na kfemenném povrchu (GA AV CR A400310507: Speciagni analyza atomovou
fluorescenéni a atomovou absorpéni spektrometrii zaloZzend na generovani hydridd).
Vysledky jsou zahrnuty v bodu 1b.
Ve spolupraci s Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno bylo provedeno stanoveni
disociacnich konstant, vysledek uveden v ¢asti 1b.
Ve spolupraci s LF MU v rdmci feSeni projektu AV A 4031302 VyuZiti rychlé elektroforetické
separace s velmi citlivou fluorimetrickou detekci pro identifikaci mikroorganismu (feSitel Ing.
M. Horkd, CSc.) byla vyvinuta a aplikovana metoda pro velmi citlivou fluorimetrickou detekci
mikroorganism( separovanych kapilarnimi elektroforetickymi metodami, coz umozriuje jejich
rychlou identifikaci, viz téZ 1b. Na FfeSeni projektu se dale podilela Statni rostlinolékarska
sprava v Olomouci a Statni Ustav jaderné, chemické a biologické ochrany (SUJCHBO),
detaSované pracovisté Brno.
V ramci projektu A400310505 Elektricka fokusacni pfedkoncentrace a kontinudlni prvkova
analyza aerosolll atomovou emisni spektrometrii podporovaného GA AVCR jsme se
spolufesiteli z Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi, FSI, VUT v Brné finalizovali konstrukci
kontinualniho kolektoru frakci aerosolu a zkonstruovali funk&ni zafizeni pro fokusaci
aerosolové frakce o velikosti Castic 0,3 —1um, pracujici na principu wire-to-cavity
usporadani.
b) nejvyznamnéjSi vysledky cinnosti vyzkumnych center a dalSich spole¢nych pracovist
Ustavu AV s vysokymi Skolami

V rédmci ¢innosti spoleéného Centra zékladniho vyzkumu LC06023, na kterém se
spolupodili UIACH, Masarykova univerzita a Détsk& nemocnice v Brné, byly rozpracovany
nové metody pro aplikace mikrokolonovych separaci ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
Vysledky jsou zminény v bodu 1b. Centrum se také spolupodilelo na organizaci mezinarodni
konference CECE2006. V ramci Cinnosti centra probéhla téz zavérecna staz prof. Liushui
Jana z univerzity v Nanchangu v Ciné.

V rédmci Vyzkumného centra pro studium obsahovych latek je€mene a chmele
1M6215648902 (MSMT) byly separovany extrakty odrid Jersey a Tolar pomoci 1D a 2D
SDS PAGE. Obé odridy se vzajemné liSily pouze v koncentracich jednotlivych bilkovin.
Vétsi rozdily se projevily v elektroforetickém profilu bilkovin mouky, sladu a piva. Zadné



zmény nebyly pozorovany v bilkovinném sloZeni piva a pény. Posttranslacni modifikace
dalezitych bilkovin je€émene byly sledovany metodou hmotnostni spektrometrie. Modifikace
byly zpusobeny glykacemi, ke kterym doSlo po sladovani je€mene.

V rédmci pInéni ukolu vyzkumného centra 1M06030 Funkéni genomika a proteomika ve
lechténi rostlin (MSMT) byla provedena reSerse pro pouZivani bioinformatickych nastrojd pfi
identifikaci bilkovin, aplikace riznych proteomickych pfistupl k dosazeni vysokého
sekvencniho pokryti bilkovin za pouZiti hmotnostné-spektrometrické analyzy a optimalizace
pFipravy vzorku pro naslednou hmotnostné-spektrometrickou analyzu (alkylace cysteind

v molekule bilkoviny pfed enzymatickym Stépenim).

c) spoluprace s vysokymi Skolami na uskutecriovani doktorskych studijnich programd (DSP)
a magisterského a bakalarského studia

UIACH mé akreditaci pro doktorsky studijni obor "Analytickd chemie", ktery je
uskutecniovan s PiF UP v Olomouci, a pro obor "Chemie Zivotniho prostfedi" s UCHTOZP
FCH VUT v Brné. Ustav ma téz uzavienu smlouvu o spolupraci pfi uskutecriovani
doktorskych studijnich programt s Agronomickou fakultou MZLU v Brné. Spolupracujeme
pfi vychové doktorand s FaF VFU v Brné&, Univerzitou Pardubice a VSCHT Praha.

Rada zaméstnanct je ¢leny oborovych rad a komisi pro statni doktorské zkousky a obhajoby
doktorskych disertacnich praci (dr. D. J.Dédina na PfF UK; dr. Chmelik na MZLU v Brnég,
doc. Kfivankova, doc. Roth, dr. Chmelik na PFF UP v Olomouci; doc. Kfivankov4, Ing. Foret,
doc. Roth, doc. Slais na PfF MU v Brné&; doc. Docekal, doc. Kfivankova, dr. Kahle, Ing.
Veé&efa na UCHTOZP FCH VUT v Brné).

Zaméstnanci prednaseji na fadé univerzit a vysokych 3kol v CR i v zahraniéi: PfF UK — dr.
Dédina; FJFI CVUT - dr. Vobecky; FCHI VSCHT Praha — doc. Docekal, Ing. Vecefa,
Univerzita Pardubice — Ing. Foret, doc.Kfivankov4; FaF VFU Brno - doc. Vespalec. doc.
Doéekal organizoval semestralni cyklus prednasek pro doktorandy na UCHTOZP FCH VUT,
prednasejici byli z UIACH.

Ing. Foret je élenem zku3ebni komise PhD studentd na Univerzité v Lundu (Svédsko) a San
Pablo-CEU University v Madridu (Spanélsko). Dr. Chmelik je &lenem zku3ebni komise PhD
studentl na Univerzité v Grenoble (Francie) a na Technické université ve Vidni (Rakousko) .

Dr. Dédina oponoval PhD préaci obhajovanou na Tschvane University, Pretorie, JAR.

3. Spoluprace pracovisté s dalSimi institucemi a s podnikatelskou sférou

Jmenovité zhodnoceni spoluprace s dalSimi mimovysokoskolskymi vyzkumnymi a
mimoakademickymi pracovisti:

a) spolec¢né projekty vyzkumu a vyvoje podporené z verejnych prostredkd:

Cast vysledkd v oblasti analytickych extrakci stlatenymi tekutinami v ramci FeSeni
vyzkumného zaméru UIACH AV CR (AV0Z40310501) byla ziskana ve spolupraci
s Vyzkumnym Ustavem pivovarskym a sladarskym, a.s.

V ramci spole€¢ného projektu s pracovniky Statniho zdravotniho Gstavu v Praze (IGA MZ -
NR/8953 - 3/2006 ,Rtut a metylrtut' ve vlasech vybrané populace v CR jako bioindikator
expozice rtuti)* jsme optimalizovali podminky pro pfipravu radioindikatoru rtuti a pro
experimenty s nimi. Kromé toho jsme analyzovali vzorky srsti zvifat a stanovili pomér
anorganicky vazané rtuti a metylrtutnatych sloucenin.

Projekt MZ NAZV 1B 53002 Hodnoceni bezpecnosti potravin pro bezlepkovou dietu byl
feSen ve spolupraci s Vyzkumnym astavem potravindfskym v Praze. V letoSnim roce bylo
provedeno sledovani biologické aktivity peptidu ziskanych z gliadinu pusobenim rdznych
enzymu. Pro enzymatické Stépeni byly pouZity tfi sady frakci z gelové chromatografie, které
byly po redukci dithiothreitolem nastipany pepsinem a prolin specifickou endoproteazou.



b) vysledky vyzkumu a vyvoje pro ekonomickou sféru (pfipadné dosazené ve spolupraci
s touto sférou) na zékladé hospodéarskych smiuv

V rdmci spoluprdace (EUREKA E! 3109) sfirmou RS Dynamic (Starochodovska
1359/76, Praha 4) jsme se podileli na vyvoji nového detektoru vybusSnin (Explonix). Vyvinuli
jsme prototyp pristroje, ktery umoznuje stanoveni vybusnin s detekénim limitem pod 20
pikogramu, pfi¢emz je desetibilionkrat potlatena odezva na interferujici latky.

Pro firmu Contipro byly charakterizovany rozdily mezi enzymaticky a kysele Stipanou
kyselinou hyaluronovou.

Byla uzaviena smlouva s CHF VUT Brno pro Beckton — Dickinson (BD), USA na testovani a
vyvoj pl markert pro free flow elektroforézu.

d) odborné expertizy zpracované v pisemné formé pro statni organy a instituce

Kromé odbornych expertiz vypracovanych pro statni organy, kterych bylo v roce
celkem 28, zaméstnanci Ustavu vypracovavaji posudky praci zaslanych do vyznamnych
mezinarodnich ¢asopist, pfedevsim Electrophoresis, Journal of Chromatography, Journal of
Separation Science, Analytical Chemistry, Journal of Analytical Atomic Spectrometry, Journal
of Mass Spectrometry, Spectrochimica Acta Part B a Talanta, Current Analytical Chemistry,
Analytical and Bioanalytical Chemistry Brazilian Journal of Analytical Chemisty, Journal of
Physical Chemistry B.

4. Mezinarodni védecka spoluprace pracovisté

Informace o vyznamnych mezinarodnich védeckych spolupracich pracovisté:

a) prehled mezinarodnich projektu, které pracovisté resi v ramci mezinarodnich védeckych
programd

Ugastnili jsme se dvou mezinarodnich projekt:
Zastfe3ujici organizace: MSMT, nazev programu: KONTAKT, nazev projektu: Investigation
of the barley grain proteome and glycome by means of low and high CID and the impact on
guality of barley

ZastreSujici organizace: "Fogarty International Center" a "National Institute of Environmental
Health Sciences". Nazev programu: "Fogarty International Research Collaboration Award".
Nazev projektu: "Optimized Hydride Generation Systems for Arsenic Speciation Analysis".

b) nejvyznamnéjsi védecké vysledky dosazené v rdmci mezinarodni spoluprace;

Ve spolupréci s Department of Analytical Chemistry, University of Helsinki, Finland
(Dr. T. Hyotylainen) byly vyvinuty nové aplikace Uplné dvourozmérné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (2D-HPLC/MS) k analyze kyselych
slozek atmosférickych aerosoll a glykosida rostliny Stevia rebaudiana Bertoni, vyuzivanych
jako pfirodni alternativni sladidla.
Ve spolupréci s Institutem klinické farmakologie, Universita Bern, Svycarsko, byla vyvinuta
metoda stanoveni ethylglukoronidu v séru, viz bod 1b.
Ve spolupraci s Laboratoire d'Electrochimie et Chimie Analytique, Pafiz, Francie
byla vypracovana technika ke stanoveni necistot v iontovych kapalinach, viz bod 1b).
Vysledky spoluprace s Department of Nutrition, University of North Carolina at Chapel Hill,
Chapel Hill, NC, USA a s U. S. EPA, Research Triangle Park, North Carolina, U.S.A. v ramci
vySe uvedeného projektu "Optimized Hydride Generation Systems for Arsenic Speciation
Analysis" jsou zahrnuty v bodu 1b.
Ve spolupraci s Department of Analytical Chemistry, Technical University ve Vidni
(Rakousko) byl studovan vliv experimentalnich podminek na fragmentace peptidu.



C) akce s mezinarodni Ucasti, které pracovisté organizovalo nebo v nich vystupovalo jako
spoluporadatel
Ve dnech 13. a 14. listopadu 2006 probéhlo v pfednaskovém sale UIACH tfeti
multidisciplindrni setkdni CECEO06. Na programu setkdni bylo 16 zvanych prednéaSek
vyznamnych pracovnikd z rliznych oborl moderni bioanalyzy. Setkani se zuc¢astnilo pres 60
GCastnikd, z toho 15 zahrani¢nich.

d) vyéet jmen nejvyznamnéjSich zahraniénich védcd, ktefi navstivili pracovisté AV CR
(pfedni badatelé v daném oboru, nositelé vyznamnych mezinarodnich ocenéni apod.).

Prof. Edgar Arriaga, University of Minnesota, USA, Prof. G. CH. H. Frank, University
of Bayreuth, SRN, Prof. Milos Novotny, Bloomington University, USA, Prof. Marja-Liisa
Riekkola, University of Helsinki, Finsko, Dr. Dirk Janasek, ISAS, Dortmund, SRN, Dr.
Miroslav Macka, Dublin City University, Dublin, Irsko, Prof.Ernst Kenndler, University of
Vienna, Rakousko, Prof. M. La&mmerhofer, University of Vienna, Rakousko, Dr. Robert
Mistrik, HighChem, Ltd., Bratislava, Slovensko, Prof. A. Guttman, Univ. Innsbruck,
Rakousko, Prof. Andreas Rizzi, University of Vienna, Rakousko, Dr. Miroslav Styblo,
University of North Carolina at Chapel Hill, USA.



PFiloha k Vyro éni zprav & Ustavu analytické chemie AV CR za rok 2006
1) Anotace
l.

Studium elu énich mechanism  ve field-flow frakcionaci - nové moznosti
charakterizace €astic pomoci gravita ¢ni field-flow frakcionace

Josef Chmelik a Jana Plockova

Byla dokonéena dlouhodoba studie eluénich mechanismu ve field-flow frakcionaci. Nejprve
byly teoreticky navrZzeny (1) a po té experimentalné ovéfeny (2) nové moznosti programovani
silového pole v gravitacni field-flow frakcionaci zaloZené jednak na gradientech pratoku
nosné kapaliny vyvolanych zménou pritoku (3) nebo tvaru separa¢niho kanalu (4), jednak
na hustotnich a viskozitnich gradientech sloZeni nosné kapaliny (5). Vyvinuté gradientové
elu¢ni techniky byly vyuZity pro separaci silikagelovych ¢astic a Skrobovych zrn (6). PFi téchto
experimentech se podafilo zvysit rozliSeni separovanych latek a zkratit dobu analyzy oproti
isokratické separaci (2-5). Tyto nové eluéni techniky vyrazné rozsifuji separacni potencial
GFFF na separace komplexnich ¢astic v€etné Zivych bunék.

Investigation of elution mechanisms in field-flow f ractionation - new ways of
characterization of particles by using gravitationa | field-flow fractionation

Josef Chmelik a Jana Plockova

New ways of force field programming in gravitational field-flow fractionation were described
theoretically (1) and then they were verified experimentally (2). They are based on utilization
of gradients of the flow velocity of the carrier liquid induced either by differential pumping (3)
or non-constant cross-setions of separation channels (4) and on density and viscosity
gradients in composition of carrier liquids (5). The new elution techniques were used for
separation of silica gel particles and starch granules (6). They enabled both to increase the
resolution of separated particles and to shorten analysis times in comparison to isocratic
elution (2-5). These new elution techniques increase substantially the separation potential of
GFFF in the area of separation of complex mixtures including living cells.

(1) Chmelik, J.: Different elution modes and field-programming in gravitational field - flow
fractionation. I. A theoretical approach. — Journal of Chromatography A 845: 285 - 291
(1999)

(2) Plockov4, J., Chmelik, J.: Different elution modes and field programming in gravitational
field-flow fractionation. Il. Experimental verification of the range of conditions for flow-rate
and carrier liquid density programming. — Journal of Chromatography A 868: 217-227 (2000)

(3) Plockova, J., Chmelik, J.: Different elution modes and field programming in gravitational

field-flow fractionation. Ill. Field programming by flow-rate gradient generated by a
programmable pump. — Journal of Chromatography A 918: 361 -
370 (2001)

(4) Plockov4, J., Matulik, F., Chmelik, J.: Different elution modes and field programming in
gravitational field-flow fractionation. IV. Field programming achieved with channels of non-
constant cross-sections. — Journal of Chromatography A 955: 95-103 (2002)



(5) Plockova, J., Chmelik, J.: Different elution modes and field programming in gravitational
field-flow fractionation. V. Field programming using density and viscosity gradients. —
Journal of Chromatography A 1118: 253-260 (2006)

(6) Chmelik, J., Mazanec, K., Bohadenko, I., Psota, V.: Relationship between the ratio of

large and small starch granules determined by gravitational field-flow fractionation and
malting quality of barley varieties. — Journal of Liquid Chromatography, submitted

Upravy anglického textu je mozno konzultovat s RNDr. Josefem Chmelikem, CSc.



CE/MS interface with open tubular enzymatic reactor electrospray needle for on-line
analysis of proteins.

Kfenkova J., Kleparnik K., Kusy, P., Foret F.

Enzymatické Stépeni je jedna z nejCastéji pouzivanych jednotkovych operaci vyuZivanych
pro charakterizaci proteind. Nejcastéji je provadéno v homogennim roztoku a to i pfes
zna¢né omezeni vztahujici se ke sloZitosti, objemu a rychlosti reakce. Vyznamného zlepSeni
Ize docilit s vyuzitim enzym( imobilizovanych na pevném nosi¢i, napfiklad na ¢asticovych,
nebo monolitickych kolonach. Pro analyzy extrémné malych mnoZstvi vzorku v kapilarnich,
nebo mikrofluidickych systémech je moZné imobilizovat enzym pfimo na povrchu
mikrokanalku, kterym vzorek prochazi. V této praci byly enzymy nejprve imobilizovany na
vnitfnim povrchu kifemenné kapilary o priméru 10 um a jejich aktivita testovana v Sirokém
rozsahu experimentélnich podminek. Nésledné byly optimalizované kapilarni reaktory s
vnitfnim objemem jednotek nanolitrd pouZity jako elektrosprejové Spicky v nové vyvinutém
rozhrani pro spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Tato instrumentace je
vyvijena jako alternativa k sou€asnym “off-line” postuplm proteinové analyzy. V principu je
timto zpdsobem mozné provést analyzu zahrnujici separaci, detekci, enzymatické Stépeni a
hmotnostné spektrometrické méreni b&éhem nékolika minut.

CE/MS interface with open tubular enzymatic reactor electrospray needle for on-line
analysis of proteins.

Kfenkova J., Kleparnik K., Kusy, P., Foret F.

Enzymatic cleavage is one of the most frequently performed unit operations involved in a
typical analytical flow path in the protein analysis. In spite of practical limitations (e.g. speed,
volume, complex sample handling) the digestion is typically performed in a homogeneous
liquid phase. Significant improvements can be achieved by using enzymes immobilized on a
solid support such as beads or monolithic columns. Ultimately, for extremely small sample
volumes, e.g., in capillary or microfluidic systems, the enzyme can be immobilized directly on
the wall of the microchannels. In this work enzymes were covalently immobilized inside a 10
pm 1D fused-silica capillary and the proteolytic activity was characterized in wide range of
conditions. The optimized open tubular reactor was then used as the nanospray needle in
the newly developed liquid junction based interface for capillary electrophoresis/mass
spectrometry coupling. The resulting instrumentation is being developed as an alternative
approach to common off line methods for protein analysis. In principle, such an analysis,
where the sample is on-line separated, detected, digested and analyzed by mass
spectrometry, can be performed in just a few minutes.

Kfenkova, J., Kleparnik, K., Foret, F.: Mass spectrometry coupling with immobilized enzyme
electrospray capillaries. — Journal of Chormatography, zaslano — pozvany pfispévek (2007)

Kusy, P., Kleparnik, P., Aturki, Z., Fanali, S., Foret, F.: Optimization of pressurized liquid
junction nanoelectrospray interface between capillary electrophoresis and mass
spectrometry for reliable proteomic analysis. - Electrophoresis 27: 4666-4673 (2006)

Fanali, S., D'Orazio, G., Foret, F., Kleparnik, K., Aturki, Z. : On-line capillary electrophoresis-
mass spectrometry using pressurized liquid junction nanoflow electrospray interface and
surface coated capillaries. - Electrophoresis 27: 4666-4673 (2006)
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Upravy anglického textu je mozno konzultovat s Ing. FrantiSkem Foretem, CSc.



Stanoveni ethylglukuronidu v séru kapilarni zénovou elektroforézou
Kfivankova, L., Mrazkova, M., Gebauer, P.:

Byla vypracovana velmi citliva metoda elektroforetického stanoveni ethylglukuronidu
v lidském séru. Ethylglukuronid je metabolit etanolu, ktery Ize zjistit v séru fadu hodin az dni
po konzumaci alkoholu. Metoda je jednoduchd, nevyZaduje Zadnou pfedupravu vzorkld a
vyuzivd pfitomnosti pfirozenych makroslozek séra k vyvolani efektd prechodné
izotachoforézy v zonové elektroforéze ke zvySeni citlivosti analyz. Eliminuje soucasné
negativni efekty dalSich pfirozenych slozek séra, laktatu a acetétu, jejichz obsah se také po
poziti alkoholu zna¢né zvySuje, ale jejichz celkovy obsah je nespecificky. Metoda je robustni,
muze byt pouzita ve velmi Sirokém rozpéti koncentraci pfitomnych makroslozek. Dostate¢na
citlivost a klinicka pouzitelnost byly testovany na analyzach vzorka séra dobrovolnikd i
realnych pacientd. Ve vzorcich pacientd léCenych ze zavislosti na alkoholu byly pomoci
elektroforetickych  analyz  ethylglukuronidu a karbohydratdeficientniho  transferrinu
jednoznaéné odhaleny pfipady nedodrZzovani Ié€ebného reZzimu a abstinence.

Determination of ethylglucuronide in serum by capil lary zone electrophoresis
Kfivankova, L., Mrazkova, M., Gebauer, P.:

A very sensitive method of determination of ethylglucuronide in human serum was
elaborated. Ethylglucuronide is a marker of ethanol consumption that can be found in serum
for a number of hours to days after alcohol intake. The method is simple, does not need any
sample pretreatment and uses natural serum macrocomponents to cause the effect of
transient isotachophoresis in zone electrophoresis to increase the sensitivity of the analyses.
It simultaneously eliminates negative effects of other natural serum components, lactate and
acetate, the contents of which also increases after alcohol consumption while their total
contents is non-specific. The method is robust and can be used in a very broad range of
concentrations of present macrocomponents. Sufficient sensitivity and clinical applicability
were tested on analyses of serum samples from both volunteers and real patients.
Electrophoretic analyses of ethylglucuronide and carbohydrate deficiency transferrin of
samples from patients treated for alcohol addiction unambiguously revealed cases of not
following the treatment regime and abstinence.

(1) Kfivankova, L., Caslavska, J., MaldSkova, H., Gebauer, P., Thormann, W.: Analysis of
ethyl glucuronide in human serum by capillary electrophoresis with sample self-stacking and
indirect detection. - Journal of Chromatography A 1081: 2-8 (2005)

(2) Mrazkové, M., Caslavska, J., Thormann, W., Kfivankova, L.: Effects of lactate and

acetate on the determination of serum ethyl glucuronide by CZE. - Electrophoresis 27: 4772-
4778 (2006)

Upravy anglického textu je mozno konzultovat s RNDr. Petrem Gebauerem, CSc.



2) seznam kniznich publikaci vydanych na pracovisti

Byla vydana brozurka k 50. vyroci vzniku UIACH: Ustav analytické chemie Akademie véd
Ceské republiky 1956-2006. Historie, sou€asnost a perspektivy. 12 stran (tiskarna DaL Tisk)
Jako kazdoro¢né jsme vytiskli Seznam praci. List of Papers. 2005. 53 stran
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