Vyroéni zprava Ustavu analytické chemie AV CR za rok 1997

1. Védecka ¢innost pracovisté a uplatnéni jejich vysledkt

a) Krom¢ "tradi¢nich" oblasti vyvoje a aplikace separacnich a spektralnich metod analytické
chemie, v nichz aktivita Gistavu navazovala na program piedchozich let, se v roce 1997 rozsah
¢innosti tstavu rozsifil o vyuziti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF pro charakterizaci
vysokomolekularnich latek.

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

Oblast separace, charakterizace a mikropreparace biopolymerii a ¢astic
Byly zkoumany separa¢ni mechanismy vedouci k vysoce selektivnim a rychlym analyzam
fragmentt genomové DNA. Experimentalné prokdzana vysoka selektivita separace na
rozhrani separacniho média s volnym roztokem vzorku umoznila separovat polyelektrolyty na
velmi kratké draze béhem nekolika desitek sekund. Ve srovnani s komercénimi sekvenatory
poskytlo zafizeni vlastni konstrukce dvojnasobnou délku ¢teni sekvence za Ctyfnasobné kratsi
cas (B). Ultrarychl¢ separace na kapilafe byly ukazany na analyze mikrosatelitnich
dinukleotidovych repetici (CA) v intronu 5 genu pro FCERI[, vysoce afinitniho receptoru pro
IgE lokalizovaného na chromozomu 11. Fragmenty DNA z PCR amplifikace na zminéném
intronu byly analyzovény rychlosti az o dva tady vyssi nez vykazuje standardni deskova
elektroforéza (B). Byly studovany zmény a moznosti programovani silového pole v gravitacni
field-flow frakcionaci (GFFF) a byla vypracovana metoda izolace Skrobovych zrn z je¢mene
pro ucely studia v GFFF (C). V oblasti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF bylo
provedeno pocatecni testovani riiznych matric pro ionizaci vzorku a bylo testovano spojeni
MALDI-TOF se superkritickou fluidni chromatografii (SFC) k charakterizaci
polydimethylsiloxant (B).

Oblast teorie a metodologie elektromigra¢nich metod
V ramci snahy zlepsit citlivost a selektivitu kapilarni zénové elektroforézy (CZE) byl vyvinut
matematicky model umoziujici mj. odlisit systémové piky od pika nepiimé detekce.
Dokonceni jednoduché teorie vysvétlujici systémovou zonu jako migrujici vakanci v
koncentraci nékteré slozky zakladniho elektrolytu znamena prtilom v pochopeni celé fady
efekti pozorovanych pii analyzach pomoci CZE (B). Na zdklad¢ studia pifechodu
izotachoforetické migrace na migraci zonove elektroforetickou byla stanovena pravidla
optimalizace elektrolytovych systému a pracovnich podminek k dosazeni maximalniho
koncentrujiciho efektu izotachoforézy (ITP) a potiebného rozliSeni analytu a maximalni
citlivosti detekce v CZE kroku. Experimentalné bylo ovéteno, ze kombinace ITP-CZE dava
spolehlivé vysledky bez ohledu na proménlivost matrice a umoziuje davkovani velkych
objemt vzorki biologického piivodu bez jakékoli predupravy (B). Vyvoj barevnych markert
pro kapilarni izoelektrickou fokusaci (IEF) si vyzadal studium intramolekuldrnich
vodikovych mustkl a jejich vlivu na acidobazické vlastnosti molekul v fadé vhodné
syntetizovanych aminomethylderivati nitrofenold (B). Teoreticky 1 experimentalné byla
ovéiena izotachoforeticka fokusace silnych a slabych elektrolyti v kontinudlnim gradientu
vodivosti (B). Pro stanoveni mono- a disacharidit CZE byla vyvinuta metoda neptimé detekce
ve viditelné oblasti (400 nm) vyuzivajici chromoforu (p-nitrofenol) v nosném elektrolytu,
ktera ma fadu moznych aplikaci (C).



Oblast kapalinové chromatografie
Byl ukézéan vliv mnozstvi ddvkované retencni kapaliny a rozmért kapilary na faktor
obohaceni pti fokusaci analytu zalozené na dvoufazovém toku v kapilarni kapalinové
chromatografii (B).

Oblast stopové prvkové analyzy
Byl stanoven (i) vliv relevantnich experimentalnich parametri na ti¢innost in-situ kolekce v
podélné vyhfivaném grafitovém atomizatoru a na interference pii pfimé atomizaci hydridu v
pricné vyhiivaném atomizatoru a (ii) mechanismus ptisobeni molekularniho kysliku na osud
volnych atomt (B). Pro speciaci arzenu v télnich tekutinach bylo testovano nékolik ptistupti k
mineralizaci jednotlivych forem arzenu. Kromé toho bylo zjiSténo, ze pro stanoveni arzenu v
téchto formach metodou atomové absorp¢ni spektrometrie s atomizaci v grafitové kyveté (GF
AAS) neni mineralizace nutna (B). Byly vyvijeny nové metody charakterizace stopovych
koncentraci v materidlech pro moderni technologie (C). Experimentaln¢ byla prokdzéana
interakce bromu a jodu ve §titné zlaze, ktera nabyva vyznamu zvlasté pti nedostatku jodu v
potraveé (B). Metodika stanoveni basalnich koncentraci stroncia v krevni plasmé technikou
GF AAS byla ovéfena na kontrolnich vzorcich a pouzita k analyze 210 vzorkt (C).

Oblast superkritické fluidni extrakce a chromatografie
Instrumentace pro superkritickou fluidni extrakei (SFE) vodnych médii oxidem uhli¢itym
byla zdokonalena a aplikovdna na modelové i redlné vzorky (B). Pokracoval vyvoj
mikronapliovych kolon pro SFC (C). Byl vypracovan termodynamicky model vlivu piimési
helia na solvata¢ni schopnost oxidu uhli¢itého v SFE a SFC (B).

Oblast analytické chemie Zivotniho prostiedi
V ramci vyvoje metod soucasného stanoveni aniontit NO3™ a NO; v télnich tekutinach bylo
prokézéano, ze po oddéleni vysokomolekularnich komponent Ize tyto anionty pfimo stanovit v
systému prutokové analyzy (FIA) chemiluminiscen¢ni reakci po redukci NOs™ na NO;', a byly
podniknuty piedbézné pokusy s cilem tento postup automatizovat (C). Bylo zahdjeno
dlouhodobé monitorovani koncentraci srdecnich arytmik prokainamidu a N-
acetylprokainamidu ve vybranych tkanich laboratornich zvirat (C).

¢) V souladu s doporucenimi Akademického hodnotitelského grémia se istav snazi o
intenzivngj$i spolupraci s vysokymi Skolami a usiluje o ziskani soudobého pftistrojového
vybaveni.

e) Ukézkami modernich separacnich metod a vykladem jejich principt a aplikaci se ustav
podilel na vzdélavacim seminéii pro sttedoskolské profesory ptirodovédnych obora
(Podzimni $kola Slapanice '97), ktery uspoiadala Nadace Charty 77 v rAmci programu Astra
2000. Ve spolupraci s Institutem pro dalsi vzdélavani pracovnikii ve zdravotnictvi byl na
ustavu uspoiadan dvoudenni seminar "Analyticka superkriticka fluidni extrakce" pro
laboratorni pracovniky hygienické sluzby. Své rocnikové prace v ustavu zpracovavaly dveé
studentky Stiredni priimyslové Skoly chemické v Brné€. V ustavu se také dvakrat ro¢né porada
instruktazni pfednaska na téma "Zivotni prostiedi" pro uéitele chemie na zakladnich $kolach
okresu Brno-venkov.



2. Spoluprace pracovisté s vysokymi Skolami a dalSimi domacimi institucemi

2.1. Jmenovité zhodnoceni vSech vyznamnych domécich spolupraci pracovisté s naSimi
vysokymi Skolami

a) Védecka spoluprace ustavu s vysokymi skolami, totiz s Masarykovou universitou v Brné¢,
Universitou Pardubice, Universitou Palackého v Olomouci, Vysokou Skolou chemicko-
technologickou v Praze, Karlovou universitou, VUT v Brné, Mendelovou zeméd¢€lskou a
lesnickou universitou v Brné, CVUT v Praze a s Vysokou §kolou pozemniho vojska ve
Vyskoveé probihd v ramei 10 spole¢nych grantovych projektl, které podstatné ptispély k
vysledktim shrnutym v ¢asti 1.b) této zpravy. V celkovém hodnoceni vyzkumné spoluprace s
vysokymi $kolami 1ze ovSem fici, Ze nabidka ze strany Gstavu pfevysuje zajem ze strany
vysokych Skol.

b) Ustav provozuje spoleéné s Ceskou zemédélskou universitou a Ceskym geologickym
ustavem Sdruzenou ultrastopovou laboratoi (Praha 5 - Barrandov); pfislusnd smlouva o
sdruzeni byla uzaviena podle §829 ad. Obcanského zédkoniku na dobu neurcitou. Laboratot se
v roce 1997 soustiedila zejména na problematiku stanoveni velmi nizkych koncentraci arzenu
a stroncia v télnich tekutinach. Centrum analytické chemie molekuldrnich struktur, které
plisobi v ramci spoluprace s Universitou Palackého v Olomouci na projektu MSMT VS
96021, se zabyvalo metodologii elektromigracnich technik a jejich aplikacemi k analyze
biopolymerti.

¢) Ptiprava novych védeckych pracovniki tstavu probiha v ustavu, je fizena pracovniky
ustavu a jeji vécnd napli je soucasti programu prislusné skupiny; po strance organizacni je
zajisténa formou postgradudlniho studia na Piirodovédecké fakult¢ MU v Brn¢€, na Université
Pardubice a na Ptirodovédecké fakulté UK v Praze. Kromé toho se v laboratotich ustavu a
pod odbornym vedenim pracovnikt tstavu skolili 3 diplomanti, 1 externi doktorand, 3
studenti v ustavu ptisobili jako pomocné védecké sily a 2 v tistavu absolvovali tfitydenni
odbornou praxi.

2.2. Zhodnoceni spoluprace s dalsimi mimovysokoskolskymi vyzkumnymi a
mimoakademickymi pracovisti

Pracovnici ustavu se podileli na spolecnych projektech se 6 pracovisti. Vysledky kooperaci se
Statnim zdravotnim ustavem Praha a s oddélenim humanni genetiky Détské nemocnice v
Brné jsou zahrnuty v ¢asti 1.b) této zpravy. Spoluprace s vyzkumnym oddélenim firmy
Biovendor s.r.0. v Brné se tykala vyvoje rychlych a citlivych metod sekvenovani DNA.

Ve spolupraci s firmou SEKO-K s.r.o. v Brn¢ byl vyvijen pfistroj pro extrakci kapalnymi
rozpoustédly za vysokych tlakt a teplot, ktery navazuje na diivejsi kooperace pii vyvoji
termalniho desorbéru a superkritického fluidniho extraktoru SE-1. Spolecny projekt s firmou
IMOS Holding s.r.o. v Brn¢ zahrnoval studium distribuce emisi motorovych vozidel. Byla
zahajena neformalni spoluprace s Vyzkumnym ustavem veterindrniho 1ékarstvi v Brn¢€ v
oblasti detekce biomarkert hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF a v oblasti charakterizace
proteinil indikujicich zanét mlécéné zlazy krav.



3. Mezinarodni védecka spoluprace pracovisteé

a) Zahrani¢ni pracovisté v oblasti separacnich a spektralnich metod analytické chemie, s
nimiz pracovnici UIACH v roce 1997 udrzovali pracovni kontakty, zahrnuji mj.:
Istituto di Cromatografia del C. N. R., Rim, Italie (Dr. S. Fanali),
Istituto di Chimica Analitica Strumentale del C. N. R., Pisa, Italie (Dr. A. D’Ulivo),
Barnett Institute, Northeastern University, Boston (MA), USA (Prof. B. Karger),
Department of Chemistry, Indiana University, Bloomington (IN), USA (Prof. M.
Novotny),
Institut fiir klinische Pharmakologie, Universitit Bern, Svycarsko (Prof. W. Thormann),
Department of Physical Chemistry, University of Leeds, Leeds, Velka Britanie (Prof.
K. D. Bartle),
Department of Chemistry, University of Tasmania, Hobart, Australie (Prof. P. R. Haddad),
Sektion Analytik und Hochstreinigung, Universitit Ulm, SRN (Prof. V. Krivan) a
Netherlands Energy Research Foundation (ECN), Petten, Holandsko (Prof. J. Slanina).

Vysledky téchto spolupraci jsou zaclenény v Casti 1.b) této zpravy.

b) Ustav se v roce 1997 nepodilel na potadani mezinarodnich konferenci.

¢) Ustav se podili na feseni grantu Komise Evropskych spole¢enstvi COPERNICUS CIPA-
CT94-0146.

4. Predpokladané hlavni okruhy védecké ¢innosti pracovisté v roce 1999

Oblast separace, charakterizace a mikropreparace biopolymerii a ¢astic
Vyvoj metodiky analyz DNA pomoci CZE bude nadale orientovan na zvyseni rychlosti a
selektivity separace fragmenti DNA. Bude rozvijeno vyuziti CZE k separaci sacharidu.
Kapilarni IEF bude orientovana predevSim na separaci bilkovin a na charakterizaci
vyvijenych nizkomolekularnich pI-markert. Budou ovéfovany moznosti aplikace
programovan¢ intenzity pole v FFF k separacim Skrobovych zrn a ¢astic silikagelu. Budou
hledany nové zptisoby charakterizace biopolymerti pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF.

Oblast teorie a metodologie elektromigra¢nich metod
Bude pokracovat snaha o detailni teoreticky popis tvaru a velikosti elektroforetickych pikt
veetné pikl systémovych. Vysledky teoretického a experimentalniho studia kombinace ITP-
CZE budou vyuzity v aplikacich této techniky na vzorky klinického a biologického ptavodu.
Bude rozvijeno teoretické 1 experimentalni studium vyuziti kontinualnich gradientt pro
izotachoforetickou fokusaci. Budou hledana nové vhodné barviva pro charakterizaci a detekci
v kapilarnich elektromigra¢nich technikach. Bude pokracovat studium novych moznosti
modifikace vnitiniho povrchu kiemennych kapilar.

Oblast stopové prvkové analyzy
Budou vyvijeny experimentalni postupy umoziiujici reatomizaci volnych atomt v
pozorovaném objemu spektrometru AAS a bude testovana reaktivita dalSich materialt (vedle
kifemene) viici volnym atomim. Bude ovétena konstrukce kiemenného trubicového
atomizatoru v L-usporadani. Bude u¢inén pokus nalézt kritérium pro hodnoceni stavu
zéasobeni organismu jodem pomoci rovnovazného poméru koncentraci jodu a bromu ve §titné
zlaze. Budou hledany nové ptistupy pfi vyuziti generovani a atomizace t€¢kavych sloucenin



pro ultrastopovou analyzu pomoci AAS. Bude pokracovat spoluprace se Statnim zdravotnim
ustavem pii feseni problematiky ultrastopovych obsahtli analytti v biologickém materialu.

Oblast superkritické fluidni extrakce a chromatografie
Bude pokracovat vyvoj instrumentace a metodiky pro SFE vodnych médii, pro extrakci
kapalnymi rozpoustédly za vysokych tlakl a subkritickych teplot a vyvoj instrumentace
mikronapliové SFC. Bude zpracovana termodynamicka analyza vlivu teploty, tlaku a slozeni
mobilni fze na selektivitu v SFC.

Oblast analytické chemie Zivotniho prostiedi
Bude vyvinuta instrumentace pro monitorovani koncentraci amoniaku a anorganickych
oxosloucenin dusiku ve vzduchu v redlném case. Bude pokracovat studie ¢asovych zavislosti
koncentraci srde¢nich arytmik ve vybranych tkanich laboratornich zvitat.

V Brné dne 20. ledna 1998

Prof. RNDr. Petr Bocek, DrSc.
feditel UIACH AV CR



