Vyroéni zprava Ustavu analytické chemie AV CR za rok 2001

1. Védecka ¢innost pracovisté a uplatnéni jejich vysledkt

a) Stejné jako v piedchazejicim roce spadala védecka ¢innost UTACH AV CR do oblasti
separacnich a spektralnich metod analytické chemie.

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

Oblast separace, charakterizace a mikropreparace biopolymeri a ¢astic
Aplikace kapilarni zénové elektroforézy (CZE) pro rychlé a extrémné citlivé diagnostické
techniky pokracovaly vyzkumem detekénich metod pro studium bunécné apoptdzy a vyvojem
metod pro molekulérni identifikaci patogennich organismu a diagnostiku nékterych dédi¢nych
DNA byla automatizovana kolekce frakci (B). Byla navrzena a ovéiena novd metoda separace
a citlivé fluorescencni detekce proteini pomoci CZE s vyuzitim dynamické modifikace
analyzovanych makromolekul fluorescencni sondou pyrenbutanoatem (B). Bilkoviny
z je¢mene (Hordeum vulgare L.) byly identifikovany s vyuzitim kombinace gelové
elektroforézy pro separaci bilkovin ze smési a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF pro
stanoveni hmotnosti enzymaticky nastipanych peptidi spolu s pocitacovym vyhledavanim
v databazich. Bilkoviny byly izolovany bud’ z listii nebo ze zrn, potom separovany
jednorozmérnou SDS gelovou elektroforézou (SDS-PAGE) a nasledné enzymaticky
rozloZeny na peptidy pomoci trypsinu ptfimo v separa¢nim gelu (B).

Oblast teorie a metodologie elektromigra¢nich metod
V ramci pozornosti vénované spravnému vybeéru elektroforetického systému pro zonovou
elektroforézu byly studovany elektrolyty obsahujici multivalentni slabé kyseliny nebo baze.
V téchto systémech se jednotlivé formy disociované do rtizného stupné chovaji jako
navzajem nezavisle migrujici koionty, tj. vnaseji do systému dvé centra symetrie projevujici
se migrujici systémovou zonou, jejiz mobilita lezi mezi t€émito centry symetrie. Tato
systémova zona ovliviiuje negativne separaci i detekci analytti pohybujicich se v jeji tésné
blizkosti. Byla formulovana pravidla, ktera umoznuji vyhnout se existenci této zony (B). U
realnych vzorki biologického piivodu s vysokym obsahem balastnich komponent je tieba brat
v tvahu fadu efekt ovliviiujicich pribéh separace, jako napft. elektromigracni disperzi a
izotachoforézu. Byla provedena studie zaméfena na spravny postup pii kvantifikaci zalozené
na vyhodnoceni zaznamu z vySky piku pfi pouziti UV-absorbanc¢ni detekce. Tato studie
definovala podminky, za nichz l1ze dosahovat linearnich kiivek s vysokou citlivosti a nizkym
detek¢nim limitem (B). Byly vyvinuty a ovéfeny nové fluorescencni amfolyty vhodné jako
standardy izoelektrického bodu pro kapilarni izoelektrickou fokuzaci s fluorescencni detekci
indukovanou argonovym laserem (B).

Oblast stopové prvkové analyzy
Difuzni koeficienty n¢kolika analytt liSicich se chovanim v grafitovych atomizatorech (Pb,
Au, In, Cr) byly stanoveny dvéma odliSnymi pfistupy: experimentalné z rezidencnich ¢ast
zjisténych ve dvou odlisnych specielné navrzenych grafitovych atomizatorech a teoreticky
semiempirickym vypoctem. Srovnani obou piistupli umozinuje posoudit spolehlivost
jednotlivych zdroja vstupnich dat uzivanych pro semiempirické vypocty (B). Byla
optimalizovana konstrukce multiatomizatoru vzhledem k dalSimu zlepSeni odolnosti vici
atomizacnim interferencim a dynamického rozsahu. Vysledky experimentii ukazuji, Ze jsme
se priblizili k ide4lnimu stavu, v némz je podstatna ¢ast pozorované¢ho objemu atomizatoru



vyplnéna volnymi radikaly (B). Byl sledovan vliv vysoké expozice bromidu na pienos jodu
mateiskym mlékem laboratorniho potkana na kojena mlad’ata. Bylo zjisténo, ze za uvedenych
podminek dochézi ke snizené produkci matefského mléka, snizeni prenosu jodu a ¢astecnému
nahrazeni chloridu bromidem v piijimaném mléce (B).

Oblast superkritické fluidni extrakce a chromatografie
Ptedchozi studie superkritické fluidni extrakce odridovych vin s mezikrokem sorpce
aromatickych latek na pevném sorbentu byly doplnény piimou extrakei vin a analyzou
extraktu pomoci GC-MS. V porovnani s postupem vyuzivajicim sorpce na pevném sorbentu
vedla diskrimina¢ni a kanonicka analyza vysledka pfimé extrakce k mnohem Iépe
definovanému rozliseni jednotlivych odrid vin (B). "Off-line" kombinace superkritické
fluidni chromatografie s hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF byla pouzita pro nalezeni
distribuce molekulovych hmotnosti vzorku silikonovych olejti (B, viz téZ anotaci
vyznamného vysledku). Z reten¢nich dat vyssich n-alkant v superkritické fluidni
chromatografii byly odvozeny termodynamické veli¢iny vyznamné pro popis zfedénych
roztoki ptisluSnych alkant v superkritickém oxidu uhli¢itém (B).

Oblast analytické chemie Zivotniho prostiedi
Byl vyvinut a otestovan jednoduchy a cenové pfijatelny analyzator amoniaku v ovzdusi (C).
Byly zahajeny prace na vyvoji nového aerosolového kolektoru pro kontinualni odbér jemné
frakce atmosférickych aerosoli (B). Vzorkovace na bazi semipermeabilnich membran byly
uspésné aplikovany pro vzorkovani polycyklickych aromatickych uhlovodikl o vyssi
molekulové hmotnosti (>278) v oblasti kontaminované petrochemickou vyrobou (C).

d) Stejné jako dalsi ustavy AV CR usporadal Ustav analytické chemie Den otevienych dveii
(19. 10. 2001). Pii této prilezitosti se s nasi ¢innosti seznamilo celkem 101 z4jemcti, coz bylo
na hranici kapacitnich moznosti Ustavu; naprostou vétsinu navitévnikd tvofili studenti 3. a 4.
ro¢nikti brnénskych stfednich Skol v ramci pfedem dohodnutych exkurzi. Pracovnici ustavu
v$ak zajist'uji 1 fadu dalSich popularizacnich aktivit, z nichz nékteré uz maji v lokalnim
meéfitku znacnou tradici. Patii sem naptiklad kazdoro¢ni exkurze studentii 4. rocniku oboru
"Mg¢rici technika" na Fakulté elektrotechnické VUT v Brné, exkurze studenti 4. ro¢niku
MZLU, kazdorocni popularizacni pfednasky pro ucitele zakladnich skol s aprobaci chemie -
biologie, pfednaSka na Seminaii mladych badatelli, pofddaném Vojenskou vysokou Skolou
pozemniho vojska ve Vyskove a prednasSky na kurzu HPLC/MS potadaném Universitou
Pardubice.

e) Vzhledem k tomu, ze v hodnoceni vyzkumnych zdmért nebyly zadné konkrétni zmény
navrzeny a definitivni rozpo&et a po¢et kmenovych pracovnikii UIACH AV CR byl schvalen
az 12.12. 2001, nebyla konkrétni opatfeni vychazejici z hodnoceni dosud u¢inéna. Provedena
strukturdlni opatteni vychéazeji ze zmén a potieb ustavu nezavislych na hodnoceni. Nicméné
dasledky definitivniho rozpoctu a zejména poctu kmenovych pracovnikli vyvolavaji nutnost
konkrétnich persondlnich zmén. Hlavni pfi¢inou je ziizeni nového odd¢€leni bioanalytické
instrumentace vedeného pracovnikem, ktery se do istavu vratil po 9 letech pracovniho pobytu
v USA. V této souvislosti by byvalo potieba zvysit pfepocteny stav kmenovych pracovnikli
UIACH nejméné o 2 mista, coz se bohuzel nepodafiilo. Proto bylo nutné vzit 3 pracovni mista
z jinych odd€leni, ¢imz se néktera z nich dostala do svizelné persondlni situace. Z pohledu
UIACH AV CR vyhliZeji tvahy AR o podpote projektt $pickovych védeckych pracovnika,
vracejicich se z dlouhodobych stazi, jako pouh¢ proklamace. Z téchto ditvodt bude v roce
2002 nezbytné provést analyzu efektivnosti ¢innosti pracovnikti s cilem zredukovat nejméné



efektivni programy a posilit ty efektivnéjsi a progresivnéjsi. Tato analyza bude soucasti
priprav na atestace.

f) K 1.dubnu 2001 bylo v UIACH AV CR ziizeno nové oddéleni bioanalytické instrumentace,
zabyvajici se piedev§im rozvojem miniaturizovanych (¢ipovych) separacnich technik.
Dosavadni oddéleni separace biopolymert bylo k 1.11. 2001 rozdéleno na dvé nova —
odd¢leni analyzy biopolymert a oddéleni proteomiky.

2. Spoluprace pracovisté s vysokymi Skolami

Jmenovité zhodnoceni vSech vyznamnych domécich spolupraci pracovisté s nasimi vysokymi
Skolami:

a) Védecka spoluprace ustavu s ¢eskymi vysokymi Sskolami probihala pievazné v rdmci 7
spoleénych grantovych projektt (GA CR, GA AV CR), které podstatné piispély k vysledkiim
shrnutym v Casti 1.b) této zpravy, a zahrnovala Universitu Karlovu (1 projekt), Masarykovu
universitu v Brn¢ (2 projekty), Mendelovu zemédélskou a lesnickou universitu v Brné (2
projekty), Universitu Palackého v Olomouci (1 projekt) a Universitu Pardubice (1 projekt).

b) Ustav provozuje spoleéné s Ceskou zemédélskou universitou a Ceskym geologickym
ustavem Sdruzenou ultrastopovou laboratot (Praha 5 - Barrandov); pfislusnd smlouva o
sdruzeni byla uzaviena podle §829 ad. Obc¢anského zékoniku na dobu neurcitou. Vysledky
¢innosti laboratofe jsou zahrnuty v bod¢ 3b) této zpravy. Spoluprace s Centrem analytické
chemie molekularnich struktur, které piisobilo pti Université Palackého v Olomouci v rdmci
projektu MSMT VS 96021, se soustfedila na problematiku vyuziti CZE pro studium
biochemické aktivity alkaloidii sanguinarinu a chelerytrinu. Ukazalo se, ze nenabité formy
téchto latek interaguji se sulthydrylovymi (-SH) skupinami organickych sloucenin. Byly
zméieny konstanty stability komplext téchto alkaloidi s lidskym a hovézim sérovym
albuminem.

c¢) Védecka vychova byla v roce 2001 organizacné zajisténa formou doktorandského studia
(celkem 13 ucastnikll) na Mendelové zemédé€lské a lesnické université v Brné, na Vysokém
uceni technickém v Brné, na Piirodoveédecké fakulté UK v Praze, na Université Palackého

v Olomouci a na Université Pardubice. Kromé toho se v laboratotich ustavu a pod odbornym
vedenim pracovniki tstavu Skolilo 9 diplomantii a 7 studentli v tistavu ptisobilo jako
pomocné védecke sily. K ptipravé novych védeckych pracovnikli v Sir§Sim smyslu ptispivaji i
prednasky pracovnikii tistavu na vysokych skolach a laboratorni cviceni pro studenty

v laboratofich ustavu a pod vedenim pracovniki Gstavu. Ve snaze o posileni motivace
mladych pracovnikl (do 33 let) prezentovat vlastni vysledky na mezindrodnich i tuzemskych
konferencich a tim ziskdvat zkuSenosti a kontakty bylo v roce 2001 zorganizovano 1. kolo
"Soutéze mladych pracovnikii UIACH AV CR o financni podporu ticasti na symposiich".

d) Rozsitenim akreditace Pfirodovédecké fakulty UP v Olomouci v roce 2000 ziskal ustav
akreditaci pro obor "Analyticka chemie" doktorského studijniho programu "Analyticka
chemie". V navaznosti na piislusnou ramcovou smlouvu mezi AV CR a VUT v Brng, resp.
mezi AV CR a MZLU v Brné uzavtel Ustav analytické chemie AV CR smlouvu o spolupraci
pii uskuteciiovani doktorskych studijnich programt s Fakultou chemickou VUT v Brné, resp.
s Agronomickou fakultou MZLU v Brn¢ a neformalné s Universitou Pardubice.



3. Spoluprace pracovisté s dalSimi institucemi a s podnikatelskou sférou

Zhodnoceni spoluprace s dalsimi mimovysokoskolskymi vyzkumnymi a mimoakademickymi
pracovisti:

a) Spoluprace s Vyzkumnym Gstavem zdravi ditdte (Brno) probiha v ramci granti GA CR
203/00/0772 Vyvoj ultracitlivych analytickych metod pro molekularni identifikaci a
diagnostiku zavaznych chorob (nositelem je UIACH AV CR, dal§im spolunositelem LF MU
v Brn&) a GA CR 303/00/0928 Cystinurie - biochemickd a molekuldrné biologickd studie
(nositelem je Universita Palackého v Olomouci, dalsim spolunositelem je VSeobecnd fakultni
nemocnice Praha 2). Spoluprace s Vyzkumnym tstavem potravinaiskym (Praha) probiha

v ramci grantd QD1005 Viiv distribuce velikosti skrobovych zrn na technologickou kvalitu
Jjecmene (nositelem je Vyzkumny ustav potravinaisky, vedle UIACH AV CR je dalsim
spolunositelem Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky a zadavatelem Ministerstvo
zemédélstvi CR) a QD1023 Analyza glutenu (lepku) a sledovani kvality bezlepkovych
potravin a surovin (nositelem je UTACH AV CR, dal§imi spolunositeli jsou MBU AV CR,
SdruZeni celiakti CR a Immunotech, a.s. a zadavatelem je Ministerstvo zemé&délstvi CR).
Vysledky téchto spolupraci jsou zahrnuty v ¢asti 1.b) této zpravy.

b) Spoluprace se Stadtnim zdravotnim ustavem (Praha) na ukolu Systém monitorovani
zdravotniho stavu obyvatelstva (projekt MZ CR) se tykala stanoveni ultrastopovych
koncentraci tézkych kovii v praSnych aerosolech a zahrnovala pfipravu testovacich materiala
pro mezilaboratorni srovnavani, zajisténi kvality vysledki a dodavani vztaznych hodnot.

V ramci této spoluprace, ktera zahrnovala i Ustav jaderné fyziky AV CR, se podafilo doplnit
testovaci materidly, dosud pfipravované v laboratofich Mezinarodni agentury pro atomovou
energii v Rakousku, i o materialy pfipravené z odbéra ve vétracich Sachtach strahovského
tunelu.

¢) Dlouhodobd spoluprace s firmami SEKO-K s.r.o0., Brno a Applied Separations, Inc.,
Allentown, Pennsylvania, USA na vyvoji laboratornich zafizeni pro kapalinovou extrakci za
vysokych teplot a tlakii pokracovala i v roce 2001 a zda se, ze bude mozno ji udrzet i po
nahlém umrti jejiho ptivodce, Ing. Jititho Vejrosty, CSc., dne 8.7.2001. Ve spolupraci

s farmaceutickym resortnim vyzkumem (Vyzkumny ustav lie¢iv, Modra, Slovenska
republika) byly pomoci HPLC/MS a tandemové hmotnostni spektrometrie identifikovany a
potvrzeny struktury slozek vyvijenych preparati. Spoluprace s firmou Test-line, s.r.o, Brno
zahrnovala aplikaci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF k potvrzeni struktury proteinti
pro vyuziti v oblasti klinické biochemie. Spoluprace s firmou IMOS s.r.0., Brno zahrnovala
vyhodnoceni kontaminace okoli komunikaci s intenzivnim provozem polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky a polychlorovanymi bifenyly.

d) V roce 2001 UIACH AV CR neposkytl statnim organtim zadna pisemné zpracovana
odborna stanoviska nebo posudky (pokud sem samoziejmé nepocitame fadu individudlnich
stanovisek jednotlivych pracovnikl ustavu, predev§im posudky grantovych piihlasek, a
neformalni konzultace, tykajici se specializované terminologie pro anglicko-cesky chemicky
slovnik pfipravovany Armadou CR).



4. Mezinarodni védecka spoluprace pracoviste

a) Ustav se v roce 2001 podilel na fedeni nasledujicich grantii se zahrani¢ni ucasti:
Development of Rapid Methods for Assessing the Quality of Starch Particles from Various
Cereal Species for Purposes of Agriculture and Food Industry, INCO Copernicus, Proposal
No. ERB 3512 PL 979070, Contract No. ERB IC15-CT98-0909 (tento grant je védecky
koordinovan z Ustavu analytické chemie AV CR).

Cycling of Trace Metals in Sustainable Management of Agricultural Soils, INCO Copernicus,
Proposal No. ERB 3512 PL 971161, Contract No. ERB IC15-CT98-0124.

Subgrid Scale Investigations of Factors Determining the Occurrence of Ozone and Fine
Particles SUB-AERO, INCO Copernicus, No. SUB-AERO-EVK2-CT-1999-0052 SUB-
AERO.

Organic Aerosols (complementary project to SPSD I EV/02/11).

b) Mezi nejvyznamngéjsi védecké vysledky, ziskané v rdmci mezinarodni spolupréce, patii
cast vysledkt v oblasti ultra-rychlych separaci fragmenti DNA (spoluprace s Barnett
Institute, Northeastern University, Boston, USA), v oblasti studia mechanismu atomizace

v AAS (spoluprace s Istituto di Chimica Analitica Strumentale del C.N.R., Pisa, Italie),

v oblasti méteni difuznich koeficientl analyta v grafitovych atomizatorech pro AAS
(vyvojové oddéleni fy Cortech, Moskva, Rusko), v oblasti vyvoje pfedkoncentracnich a
piedseparacnich postupt pro CZE (Eindhoven University of Technology, Eindhoven,
Holandsko a Universita v Bernu, Svycarsko), v oblasti metod hmotnostni analyzy (spoluprace
s Universitou ve Vidni) a v oblasti vyvoje rychlych metod pro stanoveni kvality Skrobovych
zrn z riznych druhti obilovin (spoluprace s universitami v Lundu, Ferrate, Bologni, Patrasu,
Limoges a Moskv¢).

¢) Ve dnech 3.-4. zati 2001 v astavu probéhlo mezinarodni mikrosymposium
"Characterization of Macromolecules and Particles of Biological Origin", které bylo
tématicky soustfedéno na materialy odvozené ze Skrobu.

d) Z vyznamnych zahrani¢nich védct navstivili stav Prof. R. Bye (Universita v Oslo,
Norsko), Dr. A. D’Ulivo (Istituto di Chimica Analitica Strumentale del C.N.R., Pisa, Itélie),
Prof. K.-G. Wahlund (University of Lund, Svédsko), Dr. P. Cardot (Université de Limoges,
Francie), Dr. G. Karaiskakis (University of Patras, Recko), Dr. S. Semjonov (Institute of
Biochemical Physics, Moskva, Rusko), Prof. F. Dondi (University of Ferrara, Italie), Dr. P.
Reschiglian a Dr. A. Zattoni (University of Bologna, Italie).

5. Pfedpokladané hlavni okruhy védecké ¢innosti pracoviste v roce 2002

Oblast separace, charakterizace a mikropreparace biopolymeri a ¢astic
Dosavadni prace v oblasti analyz fragmenti DNA pomoci CZE budou rozsifeny i na analyzy
peptida a proteinll s vyuzitim miniaturizovanych systémti a hmotnostni spektrometrie.

V projektu charakterizace biopolymerii v je¢meni bude pozornost zaméfena na zptisoby
extrakce bilkovin z jecmenné obilky pomoci raznych rozpoustédlovych systému
kompatibilnich s nasi proteomickou metodou, ktera se jevi jako u¢inna, piestoze v piipadé
je€mene je zndmo jen asi 20% genomu a navic existuje znaéné¢ mnozstvi odriid jeCmene.

Oblast teorie a metodologie elektromigra¢nich metod



V ramci mapovani elektrolytovych systémii budou studovany zakladni elektrolyty, které¢ jsou
casto pouzivany, avsak diky interakcim koiontu a protiiontu neni jejich aktualni slozeni ani
elektromigracni chovani exaktné znamo (ptikladem je boratovy pufr). Bude vytvoien program
umoznujici zvolit vhodny elektrolytovy systém z databéze jiz publikovanych systémi pro
sledovany analyt v konkrétni matrici nebo pro analyt s podobnymi fyzikaln¢ chemickymi
vlastnostmi, vyhledany programem na zaklad¢ podobnosti v chemickém nazvoslovi a
fyzikalné-chemickych parametri. Bude zahdjen systematicky vyzkum chiralnich separaci
aniontovych klastrovych slouc¢enin boru s pouzitim nativnich i derivatizovanych
cyklodextrint jako chirédlnich selektorii. Vyzkum doprovodnych elektrokinetickych efektii

v separacnich metodach bude zaméten na poznani vlivu elektrické vodivosti pevné faze na
generaci proudu proudéni v lozi zrnéné pevné faze. Bude zahdjeno systematické studium
vlivu slozek separa¢nich systémi CZE a LC na povrchovy naboj kiemene. Bude vyvijena
miniaturizovana instrumentace pro elektroforézu a elektrochromatografii a bude pokracovat
vyvoj fluorescencnich standardi pro elektroforetické metody.

Oblast stopové prvkové analyzy
Bude pokracovat optimalizace generovani hydridi pro ,,flame-in-gas shield* atomizator a
studium interferenci pti in-situ zachytu v grafitovém atomizatoru. Budou provedeny
experimenty s radioaktivnim izotopem Se a pfipraveny izotopy As a Hg s vysokou
specifickou radioaktivitou. Bude testovano elektrolytické odstranéni interferentu pii
elektrochemickém generovani selenovodiku a elektrochemicka cela s katodou zhotovenou
z granulovaného olova. Bude pokracovat studium vlivu vysokych davek bromidu na pfenos
jodu matefskym mlékem za podminek jodové deficience. V ramci charakterizace zatéze
obyvatel malych sidel skodlivinami z ovzdusi a znec€isténi ovzdusi bioaerosoly bude
studovano znecisténi vybranymi stopovymi prvky. Budou pfipraveny testovaci materialy pro
zajisténi QA/QC v rdmci monitorovani stopovych prvki v ovzdusi. Budou hledany dalsi
moznosti ptipravy vhodného testovaciho materidlu, testovana jeho homogenita pro rizné
navazky, stabilita a budou uréeny vztazné hodnoty sledovanych analyti.

Oblast superkritické fluidni extrakce a chromatografie
Vyvoj aplikaci kontinudlni superkritické fluidni extrakce vodnych médii oxidem uhli¢itym
bude zaméien na metody stanoveni vysSich mastnych kyselin v pivech. Bude pokracovat
vyvoj a vyuziti automatizovaného zatizeni pro off-line spojeni superkritické fluidni
chromatografie a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Termodynamické aplikace
superkritické fluidni chromatografie budou zaméteny na vypocty termodynamickych veli¢in
z retencnich dat v systémech s klasickymi staciondrnimi fazemi a na piedbézné testy
iontovych kapalin v roli stacionarnich fazi.

Oblast analytické chemie Zivotniho prostiedi
Budou probihat prace na vyvoji metod stanoveni organickych aerosol v ovzdusi.
Ve spolupraci s Ustavem pro materialy a méteni (IRMM) Evropské komise bude v ramci
Mezinarodniho programu pro vyhodnocovani méteni (IMEP) vyvijen referen¢ni standard
vody. Vyvoj metod vzorkovani organickych polutantii s vyuzitim semipermeabilnich
membran bude zaméfen na ovéfeni moznosti vzorkovani biodostupné frakce téchto latek
v puadach.

V Brné dne 15. ledna 2002

RNDr. Josef Chmelik, CSc.
feditel UIACH AV CR



