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Prispevok je zamerany na metodologické a aplikacné
aspekty mikrocipovej elektroforézy (MCE), ktora ma
v sicasnosti dominantné postavenie v tzv. ,lab-on-a-chip®
analytickych systémoch. Tieto miniaturizované analytické
systémy integruji upravu vzorky, separaciu a detekciu analy-
tov, prip. d’al$iu manipulaciu so vzorkou, ¢o je vel'mi vyhod-
né zhladiska zvySenia automatizovatelnosti analytického
postupu, znizenia celkového Casu analyzy a znizenia financ-
nych narokov, ako aj znizenia produkcie (toxického) odpadu
pri vlastnej analyze. Na druhej strane, redlne analytické vyuzi-
tie MCE v praxi je stale limitované z hl'adiska dostupnosti
vhodnych miniaturizovanych prostriedkov na tpravu vzoriek
a novych technologii pre miniaturizaciu detekénych systé-
mov.

Cielom tohto prispevku je ukazat' aplika¢né moznosti
MCE na ¢ipoch rézneho dizajnu s preferovanou on-line integ-
rovanou vodivostnou detekciou v analyze komplexnych biolo-
gickych a environmentalnych vzoriek. V tomto ohl'ade budu
diskutované rdzne spdsoby integracie Upravy vzoriek pred
finalnou MCE separaciou a detekciou s cielom zjednodusenia
matrice a odstranenia potencialnych interferujucich latok
priamo na elektroforetickom ¢ipe, resp. off-line vyuZzitie mi-
niaturizovanych spdsobov upravy vzoriek.

V tejto suvislosti budi ukazané analytické moznosti
vyuzitia techniky spéjania kolon (,,column-coupling®; CC),
znamej z konvencnej kapilarnej elektroforézy, na elektrofore-
tickych Cipoch a on-line spajanie roznych elektroforetickych
metdd na CC ¢ipoch, napr. zonovej elektroforézy s izotacho-
forézou. CC technoldgia implementovana na CE ¢ip umoziiu-
je stanovenie aj extrémne nizkych koncentracii analytov vo
vel'mi komplexnych biologickych a environmentalnych matri-
ciach, napr. stanovenie dusi¢nanov a dusitanov ako biomarke-
rov rdznych neurologickych ochoreni v mozgovomiechovom
moku, prip. stanovenie niektrorych organickych kyselin zod-
povednych za  rézne dedi¢né ochorenia v moci.
V environmentalne orientovanej aplika¢nej oblasti budu uka-
zané moznosti vyuzitia CC ¢ipov s vhodnymi upravnymi
technikami napr. pri stanoveni rdznych iénogénnych latok
s karcinogénnymi a mutagénnymi vlastnostami v pitnych
vodach.

Taito prdaca vznikla za podpory grantovych agentur MS SR
(VEGA 1/1149/12), APVV (VVCE 0070/07) a EFRR OPVaV
(RecProt, ITMS: 26240220034).
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V obdobi fascinujicich moznosti a bouflivého rozvoje
modernich separa¢nich a spektrometrickych metod jsou moz-
nosti modernich elektroanalytickych metod ponékud podce-
novany. Jejich hlavni vyhodou jsou pochopitelné nizké pofi-
zovaci a provozni naklady, které je predurcuji pro velkoplos-
né monitorovani. Ponékud podcenovany jsou jejich analytické
parametry (citlivost, mez detekce, selektivita), které jsou
v fadé pripadi postacujici i pro naroéné environmentalni bio-
logické ¢i medicinalni aplikace. Navic nové vyvinuté mecha-
nicky robustni amalgamové, borem dopované diamantové
filmové elektrody, uhlikové filmové elektrody jsou dopliova-
ny i fadou komeréné dostupnych sitotiskovych elektrod na
jedno pouziti. V praxi mize byt vyhodna i snadna pienosnost
pouzivané instrumentace a moznost jednoduché a rychlé pied-
béZné separace a prekoncentrace napf. pomoci extrakce tuhou
fazi. Vyrazného zkraceni doby stanoveni lze dosahnou pomo-
ci elektrochemické detekce ve spojeni s pritokovou injekéni
analyzou a kombinace citlivé a pomérné selektivni elektro-
chemické detekce s obrovskymi separacnimi moznostmi vy-
sokoucinné kapalinové chromatografie ¢i elektromigracnich
metod mize rovnéz pomoci pii feseni fady praktickych analy-
tickych problém.

V tomto ptispévku bude demonstrovano deset oblasti,
které autor povazuje za klicové pro dalsi rozvoj elektroanaly-
nich elektroanalytickych metod.

1. Velkoplosné monitorovani ekotoxickych a genotoxic-
kych polutantti.

2. Monitorovani biomarkerti expozice ¢i onemocnéni

3. Monitorovani metaboliti 1é¢iv

4.  Sledovani kvality farmaceutickych pfipravkt

5. Vyuziti pfedbézné separace a prekoncentrace ke zvySeni
citlivosti a selektivity voltametrickych ¢i amperometric-
kych stanoveni

6.  Vyvoj novych typt elektrochemickych biosenzori

7. Vyvoj novych typt chemicky ¢i biologicky modifikova-
nych elektrod

8. Hledani novych elektrodovych materiald a konstruké-
nich uspotadani

9.  Supramolekularni elektrochemie

10. Elektrochemicka detekce v prutokovych systémech

Tato prdace byla financné podporena Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a  télovychovy  Ceské  republiky  (projekt
MSM0021620857), Grantovou agenturou Ceské republiky
(projekt P206/12/G151), Technologickou agenturou Ceské
republiky (projekt TA01020565) a Univerzitou Karlovou
v Praze (projekt UNCE 2012/44).
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Trvalé snaha 1épe pochopit slozité procesy probihajici na
molekularni Grovni ve zdravych i poskozenych tkanich je
spojena s hledanim a vyuzitim fady novych nastroju a technik,
které toto zkoumdni umozni. Z tohoto hlediska patii hmot-
nostni spektrometrie (MS) k osvédcenym a velmi Casto vyuzi-
vanym metodam vyzkumu v oblasti biochemie a mediciny.
Jednou z pomérné novych technik MS je tzv. hmotnostné-
spektrometrické zobrazovani (MSI)'. Pomoci MSI lIze ziska-
vat MS obrazy fezll rtiznych tkani a zji§tovat prostorovou
distribuci latek v téchto tkanich. MSI muiize slouzit jako dopl-
nék a podpora histologii. Navic pfiprava vzorku pro MSI je
Casto jednodussi nez pii analyze homogenatu tkani pomoci
kapalinové chromatografie v kombinaci s MS.

Existuje nekolik ioniza¢nich technik pro piimou MSI,
nékteré jsou vyznamngjsi, jiné se pouzivaji spise vyjimecné.
Mezi ty frekventované metody patii techniky oznacované
jako: (a) Secondary Ion MS (SIMS), (b) Desorption Electro-
spray lonization (DESI), a (c) Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionization (MALDI).

Publikované MSI studie zahrnuji Sirokou paletu sledova-
nych latek v mnoha riznych tkénich. Vedle proteomickych
aplikaci MSI se tato technika velmi rychle rozviji pfedevsim v
oblasti klinického vyzkumu pfi sledovani distribuce novych
potencialnich 1é¢iv a jejich metaboliti.

Prispévek poskytne struény popis vybranych hojné pou-
zivanych metod MSI a predstavi nékteré zajimavé aplikace
predevsim v oblasti klinického vyzkumu.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P206/12/0453.
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Povrchem zesilené vibraéné spektroskopické (SEVS)
techniky jsou zaloZeny na jevech povrchem zesileného Rama-
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nova rozptylu (SERS) a povrchem zesilené infracervené ab-
sorpce (SEIRA). Zesileni signalu Ramanova rozptylu je moz-
né i vice nez 10'°krat, zesileni infradervené absorpce je ob-
vykle vrozmezi 10-10°. Metody tak umoZiuji detegovat
a identifikovat velmi mald mnozstvi anorganickych a ptede-
v§im organickych latek'. Detekce, identifikace, a jestd vice
kvantifikace analytd je komplikovana wvariabilitou SEVS
spekter, kterd je zplsobena fadou experimentalnich vlivi,
jako je naptiklad typ pouzitého SEVS-aktivniho kovu (Ag,
Au, Cu), nanostrukturni morfologie jeho povrchu, zptisob
adsorpce resp. depozice analytll (vCetné orientace molekul
vici povrchu), ¢i rozsah adsorpce/desorpce analyti. BéZné se
SERS i SEIRA spektra méti za laboratorni teploty. Nicméné,
je zfejmé, ze fada zdroji variability dat mize byt teplotné
zavisld. Studiu vlivu teploty SEVS-aktivniho systému pfi
zaznamu spekter byla dosud vénovana jen omezena pozornost
a vysledky jsou leckdy sporné (jako v ptipadé Rhodaminu
6G*?), a proto jsme se rozhodli vénovat se systematicky této
problematice.

Nejprve jsme navrhli a zkonstruovali drzaky umoziujici
nastavovat a stabilizovat teplotu SEVS-aktivniho systému
béhem zdznamu vibracnich spekter. Nasledné jsme proméfili
na riznych SEVS-aktivnich kovech série spekter biologicky
vyznamnych latek, které¢ jsme diive studovali pii laboratorni
teploté*’. Chemometricky vyhodnocena data ukazuji, ze vliv
teploty na métena spektra je systematicky patrny pro rtizné
SERS-aktivni substraty a vSechny zkoumané analyty.
Z analytického pohledu je podstatné, ze variabilita opakované
méfenych spekter je zmenSena pii teplotach snizenych vici
laboratornim podminkam.

Tato prdce vznikla za podpory grantu Grantové agentury CR
(¢islo projektu P206/11/0951).
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Povrchem zesileny Ramantv rozptyl (surface-enhanced
Raman scattering, SERS) je zalozen na soucasné interakci
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excitujiciho laserového zafeni s nanostrukturami (napf. nano-
Casticemi) silné vodivych kovi (nejcastéji Ag a Au)
a molekulami lokalizovanymi v blizkosti jejich povrchi.
Elektromagneticky mechanismus SERS ma ptvod v zesileni
jak dopadajiciho, tak molekulami neelasticky rozptyleného
zafeni prostiednictvim rezonan¢niho Mieova rozptylu zateni
Ag ¢i Au nanocasticemi. V piipad¢, ze vinova délka excituji-
ciho zafeni spliiuje soucasné srezonancéni podminkou pro
Mietiv rozptyl daného souboru nanocastic také podminku
molekularni rezonance uréité chromoforové molekuly, je
pozorovan povrchem zesileny rezonanéni Ramaniv rozptyl
(surface-enhanced resonance Raman scattering, SERRS).
Soucasny vyvoj SERS a SERRS spektroskopie je motivovan
fadou faktort. Nejvyznamnéj$imi z nich jsou rozsahlé spak-
troanalytické aplikace, moznost detekce signdlu zjedné ¢i
nékolika malo molekul (single molecule SERS) a moznosti
sledovani pribéhu chemickych reakci na povrsich ¢i dalSich
povrchem zesilenych optickych procest, napt. fotochemic-
kych.

V nasem vyzkumu jsme se zaméfili na studium vlivu
rozdilného zptsobu adsorpce strukturné analogickych chro-
moford na povrchy Ag nanocastic na pisobeni mechanismu
molekularni rezonance v procesu SERRS. Za timto ucelem
byly stanoveny meze SERRS spektralni detekce dvou chro-
moforti, konkrétné dikationtu  bis(2,2’-bipyridyl)-(4,4’-
dikarboxy-2,2’-bipyridyl)ruthenatého /Ru(bpy),(dcbpy)/
a dikationtu tris(2,2'-bipyridyl)ruthenatého /Ru(bpy)s/.
V pfipadé piimo vazaného (chemosorbovaného) Ru(bpy),
(dcbpy) byla mez spektralni detekce stanovena jako 1-10° M,
zatimco v piipad¢ elektrostaticky vazaného Ru(bpy); jako
11072 M, atkoli rozdil v zesileni jejich rezonanéniho Rama-
nova rozptylu je dan pouze faktorem 2. Hlavni podil na zvy-
Seni meze detekce Ru(bpy).(dcbpy) oproti Ru(bpy); ma vétsi
tzv. tlumeni molekuldrni rezonance (pfiblizné 500nasobné),
které je zpisobeno jeho ptimou adsorpci na povrch Ag nano-
Castic a znamena, Ze v tomto ptipadé dochazi k podstatnému
snizeni doby Zzivota excitovaného stavu molekuly. Z téchto
vysledk proto vyplyvd, ze pro detekci chromofort
v obdobnych systémech je vyhodnéjsi, jsou-li k povrchu Ag
nanoCastic navazany prostiednictvim molekularniho nebo
iontového spaceru. Takovyto zplsob navazani zarucuje jak
zachovani nativni struktury chromoforu, tak moznost detekce
pii nizsich koncentracich nez v pfipadé ptimé adsorpce.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR P208/10/0941.
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Selected ion flow tube mass spectrometry, SIFT-MS
neboli hmotnostni  spektrometrie v proudové  trubici
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s vybranymi ionty je metoda, ktera byla vyvinuta zejména pro
analyzu lidského dechu'. Hlavni charakteristikou SIFT-MS je
moznost rychlého méfeni absolutnich koncentraci stopovych
plynnych latek bez nutnosti kalibrace. Kombinace techniky
rychlé proudové trubice’, chemické ionizace a hmotnostni
spektrometrie umoziuje pfesnou kvantitativni analyzu mnoha
stopovych plynti obsazenych nejen v dechu, ale i okolnim
Vzd911chu v realném case v jednotkach ppbv (parts per billion,
107).

SIFT-MS byla pouzita v fadé rozdilnych oblasti védec-
kého vyzkumu, coz poukazuje na §iroky rozsah moznosti této
analytické techniky™®. V oblasti analyzy dechu pati
k nejvétsim uspéchuim piispévek k diagnostice cystické fibro-
zy. Metoda SIFT-MS byla pouzita k detekci volatilnich latek
emitovanych bakteriemi Pseudomonas aeruginosa (PA)
a HCN byl identifikovan jako biomarker’. Jinym piikladem
mezioborového vyzkumu pomoci SIFT-MS bylo studium
t&kavych latek, které rostliny uvoliiuji do svého®. Pomoci
SFT-MS pfistroje byly studovany i rizné spalné produkty pti
fizeném spalovani za dvou riiznych teplot (500 a 800 °C)’.

SIFT-MS je interdisciplinarni metoda, ktera byla apliko-
vana nejen v mediciné a analyze lidského dechu, ale
iv dal$ich oblastech védeckého vyzkumu jakymi jsou biolo-
gie, potravinafstvi® & monitorovani Zivotniho prostedi.

Tato prdce vznikla za podpory grantové agentury Univerzity
Karlovy v Praze (projekt GAUK 32010).
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Nanoé&astice nasly pro svoje jedineéné vlastnosti' uplat-
néni i v separacnich technikach, zejména v kapilarni elektro-
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foréze (CE), kapilarni elektrochromatografii (CEC), micelarni
elektrokinetické chromatografii a elektroforéze na Cipu pfi
analyze vSech typu latek, at’ uz nizkomolekularnich nebo
vysokomolekularnich, anorganickych nebo organickych. Na-
nocastice jsou vyuzivany pro pokryti kapilar u CEC a jako
ptidavek do zékladniho elektrolytu u CE. Pokroky vyuziti

nanogastic jsou shrnuty v fadé piehlednych &lankt®, ve kte-
rych nejéastéji pievazuje pouziti nano&astic zlata™.
Kapilarni  elektrochromatografie piedstavuje jednu

z moznosti Gpravy vlastnosti povrchii, v tomto pfipadé kapi-
lar. Tato metoda nabizi alternativu k tzv. pseudostacionarnim
fazim, kdy jsou modifikované nanocastice ptidavany do mo-
bilni faze. Vyhodou imobilizace nanoc¢astic na povrch kapilar
je jejich mensi spotieba diky moznosti opakovaného pouziti
kapilar a moznost analyz i pii podminkach, ve kterych by
nanocastice v mobilni fazi agregovaly, a proto by neslo analy-
zu provést. Nevyhodou je men$i mnozstvi nanocéstic pritom-
nych pfi analyze a tudiz hors$i separacni vlastnosti kapilary.

Modifikace kapilar v separacnich technikach je teprve
v pocatcich a v soucasnosti je na toto téma publikovano jen
nékolik desitek praci, které jsou shrnuty v piehledném ¢lan-
ku®. Ziskané poznatky viak naznaduji zlepeni separaénich
vlastnosti (selektivita a separacni uc¢innost) kapilar po imobili-
zaci nanoéastic™®. Vzhledem ke zvladnuté piipravé modifiko-
vanych nanocastic je snadné pfipravit systémy s jedine¢nymi
vlastnostmi. Ackoli ziskané vysledky ukazuji, Ze se nejedna
o prulomovou metodu, i piesto je v této oblasti prostor pro
dalsi vyzkum.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P206/12/0453.
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Pocatky elektrochemie biopolymert, pfedevsim proteind
a nukleovych kyselin, byly neodmyslitelné¢ spjaty
s polarografickymi méfenimi na kapajici rtutové elektrodg,
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pozdéji pak s aplikaci stacionarni (visici) rtutové kapkové
elektrody. V poslednich desetiletich jsme svédky rychlého
rozvoje elektrochemie biopolymerti a obecné elektrochemic-
kych biosenzorti v souvislosti s pokroky v biologickych vé-
dach a snimi spojenym hledanim novych bioanalytickych
nastrojl, které by umoziovaly vysoce citlivou a selektivni
detekei nukleotidovych sekvenci, mutaci, poskozeni genetic-
kého materialu, analyzu specifickych bilkovin a dalsich bio-
molekul. Rtutové elektrody jsou vSak v tého oblasti vyuziva-
ny pomérné ziidka, a to jednak v souvislosti s jejich toxicitou
(byt obvykle preceiiovanou a Casto v principu nepochope-
nou), jednak s omezenou kompatibilitou rtutovych elektrod
s konceptem jednoduchych ¢idel na jedno pouziti. Nevyhody
rtutovych elektrod mohou byt ¢asteéné kompenzovany apli-
kaci elektrod amalgamovych.

Soucasny vyvoj ve specifickych oblastech vyzkumu
biopolymerl vSak vyznam, a do zna¢né miry i nenahraditel-
nost rtutovych (pfipadné amalgdmovych) elektrod spise zvy-
raziiuje, neZ popird'. Jedna se zejména o ty oblasti, kde se
projevuji jejich unikatni vlastnosti, tj. zejména dokonala ob-
novitelnost, atomarné hladky povrch a vysoké vodikové pte-
péti. Tyto vlastnosti umoznuji vyuzivat vysoce specifickou
adsorpci nukleovych kyselin, proteinii a dal$ich biomolekul,
ktera je silné ovlivnéna jejich strukturou. Na rtut'ovych elek-
trodach je mozno vyuzivat katalytického vylucovani vodiku,
které je charakteristické jednak pro (neznacené) peptidy
a bilkoviny, jednak pro biopolymery modifikované nékterymi
komplexy ptechodnych kovi, napfiklad osmia ¢i platiny. Na
zakladé téchto jevl byly navrzeny vysoce citlivé metody de-
tekce poSkozeni DNA, jeji chemické modifikace, stanoveni
peptidii bohatych na cystein, agregace a denaturace bilkovin,
interakci DNA s proteiny a dalSich jevli vyznamnych z hlediska
biologickych funkci biopolymerti a vyuziti v oblasti molekularni
diagnostiky a biomedicinského vyzkumu.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR P206/12/G151.

LITERATURA
1. Fojta M., Havran L., Hordkova P., Pivonikovd H.,
v: Sensing in Electroanalysis (K. Kalcher, R. Metelka,
L. Svancara, K. Vyttas; ed.), sv. 6, s. 55, University Press
Centre, Pardubice.

1L-09
VYPOCETNI NASTROJE PeakMaster A SIMUL
PRO KAPILARNI ZONOVOU ELEKTROFOREZU
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Separace kapilarni (zénovou) elektroforézou (CZE) je
komplexni nelinearni proces popsany soustavou parcidlnich
diferencialnich rovnic latkového toku a soustavou algebraic-
kych rovnic chemickych rovnovah. Vyvoj a optimalizace
analytickych metod CZE na zakladé zjednodusenych predstav
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o pohybu iontli analytu v homogennim elektrickém poli tak
Casto nevede ke kyZzenym vysledkiim, ale je nutné pouZit po-
kro€ilych vypocetnich metod. V nasi laboratofi Elektroche-
mickych a  chromatografickych  separa¢nich  metod
(ECHMET) se dlouhodobé zabyvame vyvojem predikénich
nastrojl pro CZE.

Program PeakMaster nalezl své uplatnéni pii optimaliza-
ci vlastnosti zakladniho elektrolytu (pH, iontova sila, vodi-
vost) spolu s predikci polohy a tvaru pikd analytd (zejména
vlivu elektromigracni disperze na analytické rozliSeni). Pre-
dikce se rovnéz tyka vyskytu tzv. systémovych piki?, tj. pikd
pozorovanych zejména na zaznamu z vodivostni nebo nepfi-
mé UV detekee, které vznikaji v systému samovolné, bez
pfimé souvislosti s libovolnym analytem. Ve své drivéjsi
verzi umoznoval PeakMaster pouze predikeci polohy téchto
pikt, zatimco nova verze poskytuje rovnéz jejich ocekavany
tvar. Za zminku stoji také napf. nedavna predpovéd’ asyme-
trické disperze piku analytu vlivem jeho interakce se selekto-
rem, kterou jsme rovnéz oveéfili experimentalné. Jesté pozoru-
hodngjsi je odhaleni existence tzv. oscilujicich elektrolyti, jez
byla také experimentalng potvrzena’.

Program SIMUL simuluje elektroforeticky proces nume-
rickym fesenim piislusnych rovnic. Poskytuje tak piesné kon-
centracni profily jednotlivych slozek systému, vcetné jejich
zédznamu v ¢asové doméné detektoru. SIMUL umoziuje po-

jako je generace Joulova tepla, koncentraéni polarizace na
iontove selektivnich membranach ¢i urceni rychlostni kon-
stanty reakce u analytd podléhajicich béhem separace rychlé
interkonverzi (napf. enantioseparacni systémy).

Predikéni nastroje PeakMaster i SIMUL byly validova-
ny na fadé realnych elektroforetickych systémt a software je
distribuovan jako freeware'.

Tato prace vzniklav za Vpodpory vyzkumného projektu
MSM0021620857 (MSMT CR) a projektit Grantové agentury
Ceské republiky, granty ¢islo 203/08/1428 a 206/12/P630.
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Kapilarni elektroforéza ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii (CE-MS) je i pfes své Siroké moznosti opomijenou
instrumentalni metodou, kterd umozinuje rychlou analyzu
a identifikaci toxikologicky vyznamnych sloucenin a jejich
metaboliti v biologickém materialu. Vysoké rozliseni, rych-
lost analyz, nizka spotieba vzorki a reagenti predurcuje CE
jako atraktivni techniku v toxikologickych a forenznich labo-
ratotich. Moznost spojeni CE s tandemovou hmotnostni spek-
trometrii navic umozni bezpecnou identifikaci a kvantifikaci
velmi nizkych koncentraci cilovych analyti. CE-MS technika
tak mize byt minimalné plnohodnotnou alternativou k dnes
bézné uzivanym technikam kapalinové chromatografie a ply-
nové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS a GC-MS).

V ramci ptednasky budou prezentovany vybrané zajima-
vé piipady vyuziti CE-MS techniky v analyze toxikologicky
vyznamnych sloucenin, diskutovany budou také uskali spoje-
né s optimalizaci CE-MS metod pro toxikologickou analyzu
a ptipravou biologickych vzorkti (mo¢, krev). Prezentovany
budou i pfipady analyzy toxikologicky vyznamnych latek,
kdy je analyza LC-MS ¢i GC-MS technikou obtizna.

Tato prdce vznikla za podpory grantu Ministerstva zdravot-
nictvi Ceské republiky IGA MZ CR NT/13593.
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Kapilarni elektroforéza (CE) je vyjimecna analyticka
technika umoziujici analyzu jak malych anorganickych nebo
organickych iontl, tak vétsich molekul a utvari typu bunék,
virt, mikroorganisméi nebo nano&astic'. Jeji moznosti jsou
obzvlast zajimavé pro analyzu/charakterizaci nanoobjektl,
kde je cenné popsat jejich chovani v prostfedi podobném
prostiedi bunck. CE totiz reflektuje chovani nanoobjekti pre-
devsim z pohledu jejich zeta potencialu (resp. hustoté povr-
chového naboje), velikosti, tvaru, ale i schopnosti interagovat
s dalsimi latkami, vytvaret stabilni disperze nebo naopak ag-
regovatz.

V nasem piipadé¢ byla kapilarni elektroforéza vyuzita
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pro charakterizaci dvou typti nanoobjektt: uhlikovych kvanto-
vych tetek’ a magnetickych nanoéastic®. Bylo studovano
jejich chovani v prostfedi riznych elektrolytd (vliv iontt elek-
trolytu, pH, iontové sily, aditiv), vliv teploty a interakce téch-
to nanoobjekti s proteiny. Porovnani vysledku s dalsimi fyzi-
kalné-chemickymi metodami charakterizace nanoobjektti pak
jednoznaéné ukdzalo, ze kapilarni elektroforézu lze efektivné
vyuzit pro charakterizace nanoobjektli, a navic ze poskytuje
dal$i neocenitelné informace o téchto nanoobjektech.

Tato prdce vznikla za podpory projektii MSMT (projekt OP
VaVpl — ERDF CZ.1.05/2.1.00/03.0058 a projekt OP VK —
ESF CZ.1.07/2.3.00/20.0018) a projektu UP PFF 2012 020.
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Jiz je tomu deset, kdy byla v Ceské republice uvedena
do provozu prvni a dosud jedina kombinace HPLC-NMR.
Tato metoda byla vyvinuta na konci 70. let minulého stoleti
v Némecku a od té doby se rozsitila do laboratofi po celém
svété. Miizeme ji nalézt v R&D laboratofich farmaceutickych
firem, ale 1 statnich vyzkumnych institucich. Nej¢astéjsi vyu-
ziti zde LC-NMR nachazi pfi analyzach pfirodnich latek, pfi
kontrole vyroby 1é¢iv nebo analyzach jejich metaboliti
v télnich tekutinach'.

V centralni LC-NMR laboratofi, zfizené na Ustavu che-
mickych procest, pfevazné napliiujeme pozadavky naSich
vyzkumnych skupin. Jedna se o analyzy reakénich smési, kde
tato metoda pomaha stanovit zastoupeni pozadovanych pro-
duktt, vyrazné tak urychluje hledani optimalnich reakénich
podminek. Metoda se napiiklad osvédcila pfi analyzach cykli-
zacnich reakci, kdy bézné vznikaji smési riznych isomert,
které se jinymi metodami daji jen t&Zko rozligit’. NMR se plng
uplatfiuje jako kvantitativni metoda detekce pfi analyzach
rostlinnych extraktii® nebo latek s nizkou UV absorpci®”, pfi-
padné latek obtizné separovatelnych. LC-NMR dokaze rozli-
Sit 1 nékolik latek (opét Casto isomerti) v piipadné koeluci.

LC-NMR je odbornou vefejnosti vnimana jako posledni
nadéje pri identifikaci neznamé latky v komplikované smési.
I proto se na nas béhem nasi desetileté praxe obratila fada
domaécich vyzkumnych pracovist’ a vysokych Skol. Nekteré
z vysledkt vzniklych diky takové spolupraci budou rovnéz
prezentovany.

487

Sekce 1 — prednasky

Tato prace je v soucasné dobé podporovina grantem TACR
TA01010646.
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Princip nové mikroextrakéni techniky nazvané ,,Bell-
Shaped Extraction Device Assisted Liquid-Liquid MicroEx-
traction (BSED-LLME)' je zaloZen na extrakci vodného
vzorku (objem fadové ml) velmi malym objemem (desitky az
stovky ul) extrakéniho rozpoustédla nemisitelného s vodou
a o hustoté¢ mensi nez ma voda. Kli¢ovou roli zde hraje pfipra-
vek zvonovitého tvaru, jehoz tikolem je: (a) udrzet po celou
dobu extrakce rozpoustédlo ve svém vnitiku na hlading inten-
zivné michaného roztoku a (b) umoznit snadné davkovani
a odbér rozpoustédla pted a po extrakci. Béhem extrakce je
rozpoustédlo diky intenzivnimu michani rozprostfeno
v ptipravku do velké plochy na hladiné viru vzorku, coz pfi-
spiva k urychleni extrakce. Specificky tvar BSED dale pfispi-
va k reprodukovatelnému a téméf bezeztratovému odbéru
rozpoustédla po ukonceni extrakce. Schematicky je princip
a postup mikroextrakce zobrazen na obr. 1 (davkovani roz-
poustédla mikrostiikackou — B, extrakce — C, odbér rozpous-
tédla k analyze — D).

Metoda BSED-LLME byla testovana pfi stanoveni sku-
piny analyti o rizné polarit¢ z vodnych vzorkid. Extrakéni
rozpoustédlo bylo po extrakci analyzovano metodou GC-MS.

Technika BSED-LLME byla optimalizovana metodou
odezvové plochy (RSM), kterd pomoci statistickych postupt
(screening, modelovani a optimalizace) poskytuje nejvhodnéj-
$i nastaveni experimentalnich podminek celé mikroextrakce.

Postupu mikroextrakce a vlastnimu pfipravku udélil
Utad primyslového vlastnictvi dne 7. 12. 2011 patent
¢.302841.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury Univerzity
Karlovy v Praze (¢. GAUK 21210) a projektu SVV 2012-
265201.
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Obr. 1. BSED-LLME; 1 — BSED, 2 — septum, 3 — plastové vicko, 4 —
sklenéna vialka vodnym vzorkem, 5 — magnetické michadlo, 6 —
mikrostfikacka s rozpoustédlem
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(2012).
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HPLC has been the dominant method for the analysis of
chiral molecules. Enantiomeric selectivity usually is achieved
through the appropriate choices of a chiral stationary phases
(CSP) and mobile phase conditions. Cyclofructans are a small
group of macrocyclic oligosaccharides, which consist of six
or more f-linked D-fructofuranose units and represent a new
class of chiral selectors for HPLC.

In the present work, three type of CSP — macrocyclic
antibiotic, cyclodextrin and cyclofructan and mixture of meth-
anol/acetonitrile/acetic acid/triethylamine as mobile phase
were used for the HPLC separation of enantiomers of poten-
tial B-blockers of the aryloxyaminopropanol type. The study
was oriented on the testing of influence of mobile phase com-
position, influence of analyte solvent nature, and influence of
column temperature on retention and enantioseparation of
target analytes.

It was observed that there is not significant difference in
the separation of the enantiomers on the vancomycin and
teicoplanin CSP. Comparing the separation of enantiomers on
teicoplanin-based columns the retention factors were in-
creased in the order: native teicoplanin < teicoplanin aglycone
< methylated teicoplanin aglycone. The highest values of
resolution were obtained on the column containing carbohy-
drate moieties. On the - and y-cyclodextrin CSP poor separa-
tion of enantiomers of analytes were obtained. The nature of
analyte solvent significantly influenced the retention and
shape of elution peaks. The most considerable effect was
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observed in the case of alcohols (methanol, ethanol, propanol)
as analyte solvent. Also the separation of different forms of
studied racemic compounds on CSPs was achieved. The ef-
fect was observed on cyclofructan and macrocyclic antibiotic
CSP. This probably indicated the formation of solvatation
complexes between the solvent molecule and analyte which
follows to change of retention properties of formatted
compexes. The thermodynamic study for derivatives of
aryloxyaminopropanol indicated that the resolution values of
complexes not significantly decreased in the temperature
interval from 0 °C to 50 °C.

Work was fin\ncially supported by Grant Agency of Slovak
Republic (grant VEGA no. 1/0164/11).
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Cilem prace je ukazka novych moznosti optimalizace
experimentalnich podminek za pouziti multifaktorovych sta-
tistickych postupi.

Termin optimalizace se v analytické chemii pouziva ve
smyslu nalezeni podminek méteni, ve kterych bude pouzitd
metoda podavat co nejlepsi mozné vysledky. Nejcastéji uziva-
nym zpusobem je tzv. OFAT (one-factor-at-a-time, v pribéhu
optimalizace je ménén pouze jeden faktor napi. teplota
aostatni zstavaji konstantni)'. OFAT metoda neukazuje
vzajemné vztahy mezi jednotlivymi faktory a neni schopna
odhadnout, které z nich maji na vysledek nejvétsi vliv. Proto
se OFAT ukazala pro vétsi pocet faktori jako neefektivni
adrahy zplusob optimalizace, jelikoz dochazi k nadmérné
spotfebé materidlu a asu.

Na zéklad¢ téchto nedostatkli se v poslednich letech
zacaly pouzivat statistické postupy souhrnné nazyvané DOE
(design of experiment) ¢i RSM (response surface methodolo-
gy)'. Tyto metody jsou zaloZeny na planu experimentu sloZe-
ného z kombinaci hodnot zkoumanych faktorti. Vysledkem je
nalezeni vyznamnych faktort, jejich mozné vzajemné interak-
ce a zjiSténi optimalniho nastaveni. Tohoto cile je dosazeno
s co nejmenSim poctem nutnych pokust. Na zacatku celého
postupu RSM je tfeba stanovit cil méfeni — zvolit vhodné
faktory (napf. Cas, objem, tlak, pH) a zkoumanou odpovéd
(napf. plocha piku). Faktory a jejich hodnoty jsou voleny na
zakladé zkuSenosti pracovnika ¢i informaci z literatury. Multi-
faktorové statistické postupy lze rozdélit na tfi zakladni
kroky® :

1. Screening. Screening je zalozen na vybéru faktord a zjis-
téni jejich vlivu na zkoumanou odpovéd'.

2. Modelovani. Zjisténé vyznamné faktory jsou pouZzity
k vytvofeni matematického modelu, ktery popisuje zavis-
lost zkoumané odpovédi na experimentalnich faktorech.

3. Optimalizace. Ziskany matematicky model je pouzit

k nalezeni faktort, ve kterych lze dosdhnout optimalnich
podminek méfeni.
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Pouziti DOE ¢i RSM v optimalizaci se v poslednich
letech stava témét nezbytnym pozadavkem. Oproti OFAT je
mozné zjistit velké mnozstvi informaci z malého, ale ic¢elného
poctu méfeni.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury Univerzity
Karlovy v Praze (¢. GAUK 21210) a SVV 2012-265201.
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Proteiny asociované s membranami maji roli v bunééné
signalizaci, transportu a taktéz piedstavuji vyznamné struktur-
ni komponenty membran. Studium membranovych proteint
ajejich interakci s nizkomolekularnimi ligandy pfinasi, na
rozdil od ve vodé¢ rozpustnych proteintl, celou fadu metodic-
kych komplikaci spojenych s jejich analyzou. Diky omezené
rozpustnosti membranovych proteintt ve vodném médiu je
nutné kjejich izolaci a solubilizaci vyuzivat tenzidy
(detergenty).

Souc¢asné znalosti struktury a funkci ve vodé rozpust-
nych proteinl vyznamné prevySuji nase poznatky v biochemii
a strukturni biologii membranovych proteini. Kupfikladu
doposud nebyly dostateéné popsany redoxni vlastnosti
a adsorpce membranovych bilkovin. K analyze téchto para-
metrt lze vyuzit elektrochemické metody.

V piispévku jsou shrnuty a diskutovany vysledky
elektrochemickych analyz membranovych proteinti se zfete-
lem na moznosti studia jejich interakci s nizkomolekularnimi
ligandy. Jako model pro studium membranovych proteint
byla pouzita Na'/K' ATPasa. K solubilizaci Na'/K* ATPasy
byl pouzit neionicky detergent C,,Eg v jehoz pfitomnosti je
mozné sledovat: redukéni (pfedevsim elektrokatalytické)
procesy, oxidaci Tyr a Trp lokalizovanych
v transmembrdnovém segmentu Na'/K' ATPasy, strukturni
zmény a v omezené mife adsorpci Na'/K" ATPasy na povrchy
a interakce Na'/K" ATPasy s nizkomolekularnimi ligandy,
napf. vazba inhibitoru ouabainu.

Vysledky elektrochemickych analyz Na/K™ ATPasy
byly srovnavany s analyzami izolované C45 cytoplazmatické
&asti proteinu, ktera je rozpustna ve vodném prostiedi'. Uve-
dené vysledky ptedstavuji progresivni a doposud omezené
prozkoumany pfistup v analyze membranovych proteini.
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Predpokladdme, ze navrzené metodické postupy bude mozné
vyuzit k analyze dal§ich membranovych proteini a studovat
tak jejich interakci s detergenty a dalSimi organickymi ligandy
(pfedevsim Ié¢ivy) popiipadé takto i studovat interakce pro-
tein-protein.
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Vysoka spotieba antibiotik je spojena s rozvojem bakte-
rialni rezistence'*, piidemz situace v CR patii v piipadé ng-
kterych mikrobii k nejzavaznéjsim v Evrops®. Ackoliv je dnes
v CR vénovana rezistenci a predchazeni jejiho vzniku velka
pozornost, stale je, na rozdil od okolnich statd, nedostatek
informaci o vyskytu antibiotik v Zivotnim prostiedi. Proto
byla vyvinuta analytickd metoda vhodna ke stanoveni nejcas-
t&ji predepisovanych antibiotik v CR ve vodach, ktera posky-
tuje pilotni informaci o stavu znecisténi vod rezidudlnimi
antibiotiky. Metoda sestava zextrakce tuhou fazi (SPE)
a metody ultrati¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekei za vyuziti analyzatoru doby letu (UHPLC-ToFMS).
Jako analyty byla vybrana antibiotika pouzivana jak
v humanni, tak ve veterinarni mediciné. Analyzovano bylo
19 latek patiicich do 5-ti antibiotickych skupin (tetracykliny,
makrolidy, sulfonamidy, florochinolony a linkosamidy).
Spravnost metody pii kvantifikaci byla zajisténa pouzitim
vnitinich standardi a metodou tzv. ,,matrix-matched* kalibra-
ce. Dosazené vytéznosti extrakce byly pro vétSinu analytl
vyssi nez 80 % a limity kvantifikace metody se pohybovaly
vrozmezi 3,8-19,0 ngl”'. Vyvinutd metoda byla naslednd
pouzita pro stanoveni antibiotik ve vodich v CR, a to
v pfitocich a odtocich &istiren odpadnich vod z 6-ti riznych
lokalit. Piitomnost antibiotik byla zjist€éna ve vSech analyzo-
vanych vzorcich. Vysledky potvrdily zavaznost aktualniho
stavu znecisténi vod v CR rezidualnimi antibiotiky a nutnost
se touto problematikou dale zabyvat.
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Stacionarni faze na bazi cyklofruktanu (CF 6) (nativni
a sulfatovany cyklofruktan) byly nedavno pfedstaveny jako
vhodné sorbenty pro hydrofilni interak¢ni kapalinovou chro-
matografii (HILIC) pro separaci aminokyselin, nukleosidd,
vitaminii rozpustnych ve vodg apod.?. Mechanismus separa-
ce v tomto typu chromatografie neni pfesné znam. Piedpokla-
da se rozdélovani analytu mezi vrstvu vodné faze, kterd je
¢astecné imobilizovana na povrch staciondrni faze, a mobilni
fazi, a dale, adsorpce na povrch stacionarni faze®*. Pii adsorp-
ci analytu na stacionarni fazi se uplatiuji rizné typy interakci
v zavislosti na typu sorbentu — interakce dip6l-dip6l, vodikova
vazba, elektrostatické interakce atd.

Tii stacionarni faze, tj. silikagelova, nativni CF 6 (Frulic-N)
a isopropylova CF 6 (Larihc CF6-P), byly pouzity pro separaci
smési penta- a nonapeptidi za podminek HILIC. Mobilni faze
byly slozeny z acetonitrilu a acetatového pufru o rizné kon-
centraci a pH.

Pro charakterizaci separac¢nich systémut a objasnéni in-
terakénich mechanisml byly pouzity rizné testy. Waltersiv
test byl pouzit pro zjisténi a porovnani silanolové aktivity
a ,hydrofobicity” testovanych stacionarnich fazi. Néasledné
byly tyto stacionarni faze porovnany z hlediska separac¢nich
a interak¢énich moznosti v HILIC. Model linearnich vztaht
volnych energii (LFER) byl pouzit pro kvalitativni
i kvantitativni popis a porovnani interakci, které vyznamné
pfispivaji k retenci a separaci analyti v testovanych chroma-
tografickych systémech.

Tato prdce vznikla za podpory granti KONTAKT AM 2010
LHI11018, GAUK 356411 a MSMT CR 0021620857
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Kapilarni elektroforéza nabizi mnoho uzite¢nych modi-
fikaci vyuzivajicich piitomnosti komplexotvornych latek
(ligandi) v zékladnim elektrolytu (BGE). Ty tvoti pseudosta-
cionarni fazi nabizejici analytim interakce, které mohou vést
k enantioseparaci, zvySeni separac¢ni Uc¢innosti ¢i zméné mi-
graéniho poradi analytl. Sledovanim pohyblivosti analytu
v zavislosti na koncentraci ligandu v BGE lze také charakteri-
zovat silu interakce a ur€it konstantu stability vznikajiciho
komplexu analyt-ligand.

Pokud je ligand neutralni latkou, vlastnosti BGE (pH,
iontova sila, vodivost) byly az dosud povazovany za nezmé-
néné a rozdily v selektivité, migra¢nim potadi, ¢i stanovené
hodnoty konstant stability jsou pak diskutovany jen na zakla-
deé sily a povahy interakci mezi analyty a ligandem. V nasi
praci ukazujeme, Ze tyto zavéry mizeme povazovat za pravdi-
vé a nezkreslené pouze v piipade€, pokud s pfidanym ligandem
neinteraguje také slozka pufru tvoficiho BGE. V opaéném
pripadé vede dokonce i pfidavek neutralniho ligandu ke zmé-
nam pH, iontové sily i vodivosti BGE v disledku vzniku
komplexu mezi pufrujici slozkou BGE a ligandem. Velikost
téchto zmén Ize jen tézko odhadnout — zaviseji predevs§im na
sile interakce slozka pufru — ligand. Jevem spolehlivé indiku-
jicim komplexaci slozky pufru s ligandem je vznik nového
systémového piku'.

Jedny z nejpopularngjsich ligandi jsou cyklodextriny
(CD). Jako modelovy BGE byl vybran pufr LiOH + kys. ben-
zoova, u které je komplexace s CD prokazana. Na tomto pufru
bylo demonstrovéano, jak vyrazné mohou byt zmény ve vlast-
nostech BGE pfi pfidani rizného mnozstvi neutralniho HP-f3-
CD. Byly stanoveny komplexac¢ni konstanty kys. benzoové
s HP-B-CD a pomoci nové verze programu SIMUL? ktery
zahrnuje popis komplexac¢nich rovnovah, byly nasimulovany
vlastnosti BGE a systémové piky po pridani ligandu. Dale
byly testovany vlastnosti nékolika bézné pouzivanych pufri
s pfidavkem neutrdlnich CD (a-CD, B-CD, DM-B-CD
a HP-B-CD). Ze sledovani zmén pH a zmén poctu a mobilit
systémovych pikll bylo mozné usoudit na interakce nékterych
pufrt s neutralnimi CD.

Tato prdce vzmnikla za podpory vyzkumného projektu
MSM0021620857 (MSMT CR) a projektit Grantové agentu-
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A simple, sensitive and selective square-wave voltam-
metry method for simultaneous determination of paracetamol
and penicillin V on a bare (unmodified) boron-doped diamond
electrode has been developed. The good potential separation
of about 0.35 V between the peak oxidation potentials of both
drugs present in mixture solution was obtained. It was found
by cyclic voltammetry that paracetamol offered quasireversi-
ble wave and penicillin V provided irreversible oxidation
peak. The effect of supporting electrolyte, pH and scan rate on
voltammetric response of both drugs was studied to select the
optimum experimental conditions. The optimal conditions for
quantitative simultaneous determination were obtained in
acetate buffer solution at pH 5.0.

The oxidation peak of paracetamol and penicillin V
showed a systematic increase in peak currents with increase of
their concentration. The calibration curves for the simultane-
ous determination of paracetamol and penicillin V exhibited
the good linear responses within the concentration range from
0.4 to 100 "M for both drugs. The detection limit was estab-
lished to 0.21 and 0.32 pM for paracetamol and penicillin V,
respectively. The method proved the good sensitivity, repeata-
bility (RSD of 1.5 and 2.1%) and selectivity when influence
of interferents commonly existing in human urine was negli-
gible. The practical analytical utility of proposed method was
demonstrated by simultaneous determination of paracetamol
and penicillin V in human urine samples, with results similar
to those obtained using a high-performance liquid chromatog-
raphy method as independent method. The proposed method
is simple, rapid and low-cost in comparison with other analyt-
ical methods usually used for drugs determination. BDD elec-
trode can be strongly recommended as drug sensor in doping
test in competitive games due to rapidity and accuracy'.
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During the past decade molecularly imprinted polymers
(MIPs) have emerged as attractive and highly accepted syn-
thetic molecular recognition agents. Molecular imprinting
(MI) is a technique used for the preparation of polymers with
synthetic recognition sites having a predetermined selectivity
for a specified analyte. The imprint is obtained by the
polymerization of functional and crosslinking monomers in
the presence of a template (target) molecule. The resultant
imprints possess a steric (size and shape) and chemical
(spatial arrangement of complementary functional groups)
memory for the template molecule.

The MIPs can be produced in a covalent or non-covalent
manner. In the case of covalent approach of molecular im-
printing covalent bonds between the template and polymeriza-
ble monomers are formed. In order to remove the template
from the polymer to liberate the binding sites, these covalent
bonds have to be chemically cleaved. Non-covalent approach-
es are based on the formation of a prepolymerization complex
between monomers and the template trough noncovalent
bonds such as ionic interactions or hydrogen bonding. This
enables the removal of the template simply by solvent extrac-
tion. Because MIPs have outstanding advantages such as pre-
determined selectivity, simple and convenient preparation,
robustness in organic solvents and acidic or basic reagents,
and durability to high temperature, molecular imprinting has
drawn extensive attention.

Analysts can use two approaches to obtain the required
selectivity: non-selective and selective adsorption of MIPs for
SPE. If the analyte can be trapped on the MIP by ionic or
hydrophobic interactions, users can load an aqueous sample
directly and retain it by using non-selective interactions. If the
trapping is performed in water, the non-selectively bound
components will be removed by washing with organic sol-
vent, and the analyte of interest retained on the MIP will
switch from non-selective to selective binding.

The interaction study can be studied in two ways: ana-
lytical study used usually the change of composition of mo-
bile phase (percentage of organic solvent, pH, ionic strength),
on the other hand thermodynamic study is based on the
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changes of temperature of separation column and the depen-
dence of reciprocal value of temperature on retention factor is
evaluated. Some examples of the advantages, applications
and developments in molecular imprinting will be given. The
attention will be drawn to the study of selectivities of imprin-
ted polymers prepared from methacrylic acid. Different mole-
cules of analytes like some catechins, phenolic acids and deri-
vates of some carbamic acids as the templates were used. The
selectivity of imprinted polymers were evaluated according
their capacity to the template and other compounds with simi-
lar structure. Also the changes of enthalpy and entropy were
calculated from the dependence of reciprocal value of tempe-
rature on retention factor.
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