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Abstrakt 
K analýze biologicky aktivních látek v přírodních materiálech se používá řada 

separačních metod. K separaci nabitých částic byla s úspěchem použita kapilární 
elektroforéza. Uvedená technika byla v této práci použita při stanovení 6 frakcí 
kaseinů, ve 144 vzorcích, pocházejících z pokusu vlivu výživy na produkci kaseinů. 
Poprvé byly separovány tyto frakce s úplným rozlišením všech frakcí.  Kapilární 
elektroforéza byla aplikována také při stanovení krátkořetězcových organických 
kyselin v průběhu kvašení vinného moštu, pro určení profilu změn těchto kyselin 
a porovnání vlivu rozdílných kvasinek na zastoupení těchto kyselin v moštech. 
Analýzy neprokázaly rozdíl ve změně organických kyselin, pouze rychlost odbourání 
kyseliny jablečné se lišila. Byl vyvinut přenosný miniaturizovaný systém 
pro kapalinovou chromatografii.  Byly testovány jednotlivé komponenty a systém byl 
použit při izokratické i gradientové eluci různých analytů (potravinová barviva, 
parabeny). Byly charakterizovány nové řady elektroluminiscenčních diod (LED), 
založené na odlišném materiálovém substrátu a porovnávány se starší řadou diod. 
Byly charakterizovány detekční systémy s použitím těchto zdrojů a jejich použití 
demonstrováno při detekci analytů v průtokové vstřikovací analýze 
a chromatografické separaci. Poprvé tak byly charakterizovány tyto zdroje a byl 
osvětlen původ parazitního emisního pásu vyskytující se u LED zdrojů v oblasti kolem 
255 nm. Tento původ byl dán poruchami materiálového substrátu. Předložená práce 
přináší poznatky týkající se levných, přenositelných systémů a detekčních zařízeních 
z oblasti analytické chemie. 
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1  ÚVOD 

Přenositelnost, zmenšování rozměrů zařízení a minimalizace spotřeby 
chemikálií a vzorků je jedním z významných směrů analytické chemie. S rozvojem 
tohoto směru je čím dál více umožňován přesun analytické instrumentace z 
laboratoří přímo do místa odběru vzorků a v ideálním případě je instrumentace 
začleněna přímo do kroku (bio)technologické výroby. Žádoucí je i automatizace 
vzorkování a propojení „on-line“ analýz v reálném čase, bez nutnosti 
transportovat vzorek do laboratoří. Limitující je často komerční (ne)dostupnost 
jednotlivých komponent. V případě jejich nedostupnosti sice je možné je 
sestrojovat v laboratorních podmínkách, ale je to prakticky neopakovatelné 
dalšími osobami a vše je vázáno na zručnost a znalosti často i jednoho 
výzkumníka. Proto je cesta hledání možností miniaturizace a přenositelných části 
a jejich kombinace stále cestou, tak jak jde vývoj, aktuální i pro vědecké pole. 
Jednou z nejjednodušších separačních technik, která je nejdále v oblasti 
miniaturizace se stala kapilární elektroforéza. Ta vyniká instrumentální 
jednoduchostí a nenáročností na spotřebu vzorků a chemikálií. Proto ji i v 
případě užití komerční stolní instrumentace lze řadit mezi nízkonákladové 
techniky. 

Kapilární elektroforéza se používá v potravinářském a biotechnologickém 
odvětví s cílem v budoucnu tuto techniku začleňovat přímo do provozu. Nachází 
uplatnění např. při stanovení kaseinů, které jsou významnou složkou 
mlékárenského a sýrařského průmyslu, při sledování procesu fermentace 
vinného moštu, zrání vína, a složení výsledného produktu. 
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2  PŘEHLED ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  

2.1  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  pro  analýzu 
kase inových f rakc í  

Mléko je sekreční produkt mléčných žláz savců sloužící jako základní zdroj 
výživy mláďat. Jedná se o homogenní, polydisperzní kapalinu, jejíž složení 
a vlastnosti jsou značně proměnné v závislosti na původu mléka. Výrazně závisí 
na odlišnosti jedinců, regionalitě jejich výskytu, ročním období a podmínkách 
skladování mléka [1]. V dalším textu, pokud nebude uvedeno jinak, bude vše 
vztaženo ke kravskému mléku. To obsahuje v průměru 4 % tuku, 3,2 % bílkovin – 
z nich 2,6 % kaseinových a 0,6 % sérových, neboli syrovátkových, 4,6 % laktózy, 
a 0,7 % popelovin. Zbytek tvoří z asi 87 % voda. Převažující složka mléka – mléčné 
bílkoviny, jsou zastoupeny v séru ve formě koloidní disperze [2].  

Dusíkaté látky určují jeho základní fyzikální a chemické vlastnosti a jsou 
důležité z nutričního hlediska. Obsah bílkovin se podílí také na ekonomice 
mlékárenství. Dle jejich obsahu je mléko propláceno. Celkové dusíkaté látky jsou 
označovány jako „hrubá bílkovina“. Z nich asi 5 až 7 % tvoří dusíkaté látky 
nebílkovinného charakteru, kterými jsou močovina, amoniak, kreatin a další. 
Odečtením těchto látek od hrubé bílkoviny se získá „čistá bílkovina“. Z jejího 
celkového množství v mléce tvoří zhruba z 80 % procent kaseiny a zbytek jsou 
sérové proteiny. Kaseinové frakce jsou v kravském mléce zastoupeny 
v následujícím poměru: αs 42 %, β 25 % a κ 9 %. Zbytek do 80 % kaseinových 
bílkovin v mléce, asi 4 %, tvoří degradační produkty β-kaseinu. Kromě frakce κ 
jsou všechny vysoce citlivé na přítomnost vápníku v mléce. Právě proti vysrážení 
je chrání přítomnost κ-kaseinu [3].  

Hlavní složkou kaseinové frakce jsou αs-kaseiny. Jsou to fosfoproteiny 
a v kravském mléce se vyskytují jako αs1 a αs2 modifikace, oba ve čtyřech 
genetických variantách označovaných A, B, C a D, lišících se primární strukturou. 
Řetězce β-kaseinů se vyskytují se v 7 genetických variantách. Produkty degradace 
β-kaseinů jsou označovány jako γ-kaseiny. Ve dvou genetických variantách se v 
kravském mléce vyskytuje κ-kasein [4]. 

Obecně obsah dusíkatých látek kolísá v závislosti na řadě faktorů, kterými 
jsou výživa plemeno, dojivost, sezóna, stádium laktace a zdravotní stav dojnic. 
Zejména vliv výživy se projevuje na celkové produkci bílkovin i na zastoupení 
jednotlivých složek mléka. Složení a vlastnosti mléka ovlivňuje význačným 
způsobem i plemenná příslušnost. To má zásadní význam na technologické 
zpracování mléka z hlediska termostability a sýřitelnosti. Zastoupení jednotlivých 
frakcí bílkovin je dáno především geneticky a nelze je významně ovlivňovat [5].  
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Lze shrnout, že stanovení frakcí kaseinů je požadováno z několika 
důvodů. V zemědělsko-technologických účelech skladba a množství frakcí může 
identifikovat původ mléka v závislosti na plemenné různorodosti skotu. Dále 
slouží k odhalení falšování míšení mlék různých původů. Určuje i jeho vhodnost 
pro následné zpracování mléka zejména pro sýrařské účely, např. i proteolýzu 
kaseinů. Kromě toho se kaseiny podílejí významně na tvorbě ceny mléka při 
výkupu pro jeho další zpracování. Stanovení obsahu jednotlivých kaseinových 
modifikací i celkového množství kaseinů při prvovýrobě umožňuje sledování 
skladby frakcí v závislosti na výživě, k odhalení nemoci nebo poruch skotu [6]. 
Analýzy kaseinových frakcí, se dají využít i ze zdravotního hlediska ke zjištění 
výskytu potenciálně alergenních složek. Všechny tyto požadavky vedou k vývoji 
co nejjednodušší a nejlevnější, ale zároveň efektivní metody pro analýzy kaseinů. 
Uvedené požadavky splňuje technika kapilární elektroforézy, pomocí níž lze 
separace proteinů úspěšně provádět [7] a [8].  

Nejrychlejší změny složení mléka se dosahují složením výživy. 
Požadované živiny obsažené v krmivu jsou absorbovány a transportovány 
do mléčných žláz, odkud jsou vylučovány do mléka [9]. 

Stanovení kaseinových frakcí kapilární elektroforézou 

Validace kapilární elektroforézy pro stanovení kaseinu v ovčím mléce 
byla publikována v roce 1999. Separovány byly dvě αs frakce kaseinů a dvě β 
frakce. Analýza trvala do 35 minut. Všechny analyty byly od sebe úplně rozlišeny 
[10]. Metoda byla v roce 2000 aplikována na studování sýření ovčího sýra [11].  

Metoda souběžného stanovení syrovátkových proteinů, kaseinů a para 
kaseinu v mléce a mléčných produktech byla publikována v roce 2001 [12].  
Vedle dalších proteinů byly plně rozlišeny dvě αs, jedna κ a tři β frakce kaseinů. 

 V roce 2003 byla publikována studie podmínek separace kaseinů 
kravského mléka [13].  Separovány byly dvě αs, tři β a jedna κ frakce kaseinů, 
s neúplným rozlišením. Linearita byla stanovena v oblasti od 2 do 10 mg/l. 
Analýza probíhala méně než 40 minut. 

V roce 2010 byla publikována studie využívající tyto separační podmínky 
pro porovnání kaseinového složení korejských kozích mlék s Holštýnským 
plemenem.  S úplným rozlišením byly separovány dvě αs a κ frakce kaseinů a 
s neúplně rozlišeny byly některé β frakce. Analýza trvala do 40 minut [14].  
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2.2  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  v  procesu 
fermentace v inného moštu  

Sledování procesu fermentace vinného moštu, zrání vína, a složení 
výsledného produktu je stále aktuálním tématem. Z pohledu analytického 
zpracování vzorku je víno, mošty a hrozny relativně jednoduchá matrice 
s poměrně komplexním obsahem látek. Poznatky o složení této matrice mají 
velký průmyslový význam jak z hlediska rozvoje tohoto odvětví, tak i pro rutinní 
kontroly procesů. Víno je produkt kvašení ovocného moštu, kdy se sacharidy 
přeměňují na alkohol, oxid uhličitý a jako vedlejší produkty metabolismu 
kvasinek nebo hroznů vznikají další senzoricky významné složky – organické 
kyseliny, vyšší alkoholy, estery, aldehydy a další [15].  

Kromě senzorického vlivu mají organické kyseliny význam i stabilizační, 
případně jako ukazatel mikrobiální kontaminace a nežádoucích pochodů. 
Některé kyseliny, jako vinná a jablečná jsou již obsaženy v moštu a slouží jako 
substrát pro kvasinky. V průběhu hlavního kvašení a následně při zrání vína, nebo 
jeho dlouhodobém skladování se v důsledku metabolických procesů skladba 
kyselin mění a dochází k jejich přeměnám, nebo odbourávání [16]. 

Oproti chromatografickým separačním technikám se elektromigrační 
techniky pro analýzu organických kyselin vyznačují rychlejšími a lacinějšími 
analýzami s nízkou ekologickou náročností na spotřebované chemikálie, což je 
vhodné zejména pro rutinní analýzy [17]. 

 V oblasti analýzy potravinářských tekutých matric elektromigračními 
metodami byla publikována řada odborných původních článků shrnutých do 
přehledové publikace např. [18]. 

Dizertační práce pojednává o využití analýz nízkouhlíkatých organických 
kyselin kapilární zónovou elektroforézou (CZE). Náplní práce je sledování rozdílu 
zastoupení vybraných organických kyselin v průběhu fermentace vinného moštu 
utilizovaného různými kvasinkami za podmínek různého agrotechnického 
ošetření vinohradu. Vliv použité zemědělské techniky se promítá do výsledného 
organoleptického dojmu a má vliv na biologické a chemické složení výsledného 
moštu a tím i výsledného produktu vína [19]. Předmětem této práce není analýza 
fenolických látek, tříslovin a dalších složek hroznů, moštů a vína. 

Současné vědecké trendy se soustřeďují na miniaturizované a 
přenositelné techniky. Ty jsou méně robustní, proto je dávána přednost 
konvenčním analytickým technikám. 

Stanovování organických kyselin má smysl z několika důvodů. Jednak 
pro senzorické posouzení profilu kyselin ve víně a možnost jeho ovlivnění. 
Sledování umělého dokyselování jako falšování a přidávání nepovolených 
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množství kyselin. Dále to jsou důvody technologické – sledování stavu procesu, 
jeho vývoje a možnost jeho okamžité regulace. Důvodem je i sledování a 
odhalení kontaminace a porušení technologické kázně, kdy lze včas odhalit 
nežádoucí kvašení, odchylky od standardního průběhu a vznik nežádoucích 
kyselin. Důvody jsou i legislativní – sledování dodržování obsahu předepsaných 
látek a správná kategorizace vína. Na počátku procesu může informace 
o zastoupení kyselin sloužit pro získání údajů vedoucí ke správnému nastavení 
počátečních podmínek, jako je úprava kyselosti moštu pro správný průběh 
procesu. A na závěr procesu je stanovení využitelné při zmiňovaném procesu 
jablečno-mléčného kvašení, které musí být pozorně sledováno na vývoj 
a přeměny kyselin [20] a [21]. 

Separace organických kyselin s krátkým řetězcem elektromigračními technikami 

Nejvíce prací bylo publikováno na analýzy majoritních krátkořetězcových 
organických kyselin elektromigrační technikou v uspořádání kapilární zónové 
elektroforézy (CZE). Nejčastěji je využitý spektrofotometrický detekční systém 
využívající UV oblasti v módu přímé [22], či nepřímé [23] fotometrické detekce. 
Pro speciálnější případy, kdy je třeba identifikace analytů a/nebo se nalézají 
ve stopových množstvích je využito spojení elektromigračních technik 
s hmotností detekcí [24]. V poslední době došlo k odklonění od kontaktní 
vodivostní detekce [25] a byla plně nahrazena nábojovou bezkontaktní 
vodivostní detekcí (C4D), jak uvádí přehledná review [26]. Porovnání, přístupy a 
přehled analytických metod pro stanovení organických kyselin v tomto roce byla 
popsána v práci [27]. 

2.3  Přenosný  modulární  mikrof lu id ický  
průtokový systém  

Dnešní doba vyžaduje v mnoha oblastech nízkonákladové, přenositelné, 
miniaturizované a automatizovatelné systémy, schopné začlenění přímo 
do procesů chemických, biotechnologických, potravinářských a farmaceutických 
výrob, případně schopné provozu přímo na místě v životním prostředí [28]. 
S postupem rozvoje možností zmenšovat jednotlivé části přístrojové 
instrumentace nastal trend miniaturizace průtokových systémů [29].  

Oblastí s nejpomalejším rozvojem miniaturizace techniky je oblast 
kapalinové chromatografie. Teprve v poslední době došlo k výraznějšímu 
progresu v miniaturizovatelnosti a přenositelnosti instrumentace v oblasti 
kapalinové chromatografie [30]. Největším omezením rozvoje miniaturizace 
v oblasti kapalinové chromatografie byla nedostupnost kapilárních kolon 
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s dostatečně malými chromatografickými částicemi, nebo monolitických kolon. 
Proto až v posledních letech došlo k rozvoji µ- a nano-LC technik [31]. Současné 
směry (od roku 1990) vývoje instrumentace pro separační vědy jsou  
„lab-on-a-chip“ a „micro-total-analysis-systems“, čili laboratorní postupy a kroky 
umístěné na jednom čipu a celkové analýzy provedené v mikroměřítku v jednom 
kroku [32]. 

Vývoje přenositelných kapilárních a miniaturizovaných systémů pro 
kapalinovou chromatografii, včetně teorie a praxe, byly několikrát publikovány 
vědeckou společností v rámci akademického výzkumu. Většinou se jednalo o 
laboratorně sestavené instrumentace [33], což bylo pro rozvoj této oblasti 
limitující. 

Řada přenositelných LC systémů, vyvíjených v laboratorních 
podmínkách, byla z oblasti iontové chromatografie (IC), která je méně náročná 
na práci s mobilní fází a na generaci gradientu. Přenositelné systémy z IC oblasti 
díky své nenáročnosti jsou využitelné při podmínkách měření na místě dokladuje 
práce [34], kde byl užitý jednoduchý LC systém z řady nízkotlakých systémů, 
používající otevřené kapilární kolony. 

Jednou ze současných prací v oblasti miniaturizovaných přenositelných 
LC systémů publikoval Sharma a kol. [35]. Zde byl popsán přenositelný nano-LC 
systém [36]. Plně automatizovaný přenositelný iontový chromatograf použitelný 
na analýzy v místě odběru vzorku publikoval Elkin [37]. Kapilární LC a nano-LC 
techniky užité v analýze potravin shrnula přehledná review [38]. 

Filozofie návrhů miniaturizovaných LC systémů je zaměřena na flexibilitu. 
Tím je myšlena možnost začlenění uživatelem požadovaných kroků, jako příprava 
vzorků přímo v systému, nebo post-kolonová deprivatizace, za současného 
zachování přenositelnosti systému a nízké ceny. Přehlednou nejaktuálnější 
review přenositelných miniaturizovaných LC systémů zpracoval Sharma a kol.  
[30]. 

Z literární rešerše plyne, že rozvoj přenositelných systémů je otázkou 
několika posledních let a ještě zdaleka není vše dořešeno. Je zde poměrně široký 
prostor pro reálné aplikace na tyto systémy.  

2.4  Elektro luminescenční  zdroj e  h luboké UV 
emise  pro  fotometr ickou  detekc i  

Emise světla v hluboké UV oblasti je z analytického hlediska jednou 
z nejvyužitelnější oblastí vlnových délek, zejména pro její univerzálnost, ale i 
selektivitu. Terminologicky se oblast od 200 do 280 nm označuje jako hluboká 
UV (z angl. deep-UV) oblast, někdy také jako UVC. 
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Komerčně dostupné detektory jsou běžně osazovány deuteriovými 
lampami, rtuťovými výbojkami, nebo xenonovými lampami. Poslední zmiňované 
jako jediné jsou schopné pulsního režimu. Všechny zmíněné vyžadují složitější 
řídící elektronickou výbavu, jsou nákladné a jejich životnost je kolem 2000 hodin. 
Poskytují i rozdílné spektrální emisní profily a pro jejich využití pro danou 
vlnovou délku je nutné použít optické filtry, nebo mřížku. Výhodou LED zdrojů je 
jejich selektivita, protože emitují záření v úzkém rozmezí vlnových délek. Jsou 
schopné pracovat v pulsním módu, což je výhoda pro zvýšení intenzity záření 
a i pro větší životnost – výrobci v dnešní době udávají až 6000 hodin. 

Jednou z nejrozšířenějších oblastí použití hluboké UV emise, v poslední 
době zasahující i do oblasti užití LED zdrojů, je oblast sterilace povrchů [39], 
potravin a kapalin [40]. S rozvojem LED technologie, zvyšováním životnosti 
a výkonu LED zdrojů poskytujících emisi záření v hluboké UV oblasti se tyto 
zdroje čím dál více prosazují v oblasti analytické instrumentace jako součást 
detekčního systému. Aktualizovaný přehled a trendy LED instrumentace 
z pohledu analytické chemie publikoval v roce 2014 Macka a kolektiv [41]. 

Jednou z prvních prací v oblasti  použití hluboké UV emise z LED zdroje 
v analytické instrumentaci (kapilární elektroforéze) byla popsána v [42], kde byly 
ocharakterizovány vlastnosti 255 nm LED zdroje a po zapojení do analytického 
elektroforetického systému byla otestována detekce separovaných bazí 
nukleotidů. Uspořádání a charakterizace tohoto detektoru bylo popsáno v práci 
[43]. Použití hluboké UV emise (255 nm LED v absorbančním detektoru 
pro kapalinovou chromatografii) bylo poprvé popsáno v [44]. Byla popsána 
konstrukce detekční cely, elektronické zapojení LED a fotodiody a otestování 
detekce separace modelové směsi benzoátů na koloně C18 izokratickou elucí. 
Sharma a spol. popsal použití LED UV absorpčního detektoru s velmi nízkým 
detekčním limitem pro kapilární kapalinovou chromatografii [36]. Autoři Bui a 
Hauser použili novější LED zdroje pro UV emisi (založené na odlišném 
materiálovém substrátu) v detekčním systému pro kapilární elektroforézu [45]. 

V současné době se vývoj LED technologie zaměřuje na dosažení co 
nejnižších vlnových délek v UV oblasti. Problémem je jejich životnost a cena 
technologie [46]. 

Největší pozornost výzkumu je v současné době věnována vývoji LED 
v oblasti 220 až 280 nm [47]. Materiálové substráty použitelné jako polovodiče 
pro přípravu LED s emisí v UV oblasti jsou dva. První je historicky dříve používaný 
a stále ještě vyvíjený substrát založený na AlGaN [48]. Druhý substrát, rozšiřující 
se v poslední době, je založený na AlN [49]. 

Charakterizací LED zdrojů pro UV oblast, zejména starší (AlGaN) řady, se 
zaobírala práce z roku 2015 [50].  
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3  CÍLE PRÁCE 

3.1  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  př i  ana lýze  
kase inových f rakc í  a  v  p rocesu fermentace 
v inného moštu  

 Optimalizace analytické separace základních kaseinových frakcí 
v lyofilizovaném kravském mléce pomocí metody kapilární 
elektroforézy s cílem zlepšení účinnosti separace oproti 
publikovaným pracím. 

 Optimalizace postupu a aplikace kapilární elektroforézy při 
stanovení základních organických kyselin ve vinném moštu. 

 Aplikace optimalizovaného systému ke sledování změn profilu 
organických kyselin v průběhu kvašení vinného moštu vybranými 
kvasinkami.   

3.2  Přenosný modulární  mikrof lu id ický  
průtokový systém  

 Z dostupných komerčních součástí sloužících jako mikrofluidické 
zařízení na promývání mikročipových kanálků, kapilární kolony a 
vstřikovacího ventilů navrhnout, zapojit a otestovat možnost užití 
této sestavy jako mikrofluidický přenositelný chromatografický 
systém. 

 Použití elektroluminiscenčních zdrojů hluboké UV emise pro 
fotometrickou detekci. 

 Charakterizovat nově dostupné LED zdroje pro hlubokou UV emisi, 
založené na nověji používaném materiálovém substrátu (AlN). 
Ověřit spektrální charakteristiky a optoelektrické vlastnosti a 
porovnat tyto vlastnosti s LED zdrojem založeném na 
polovodičovém substrátu (AlGaN). 

 Otestovat miniaturizovaný chromatografický systém v 
izokratickém i gradientovém módu za použití jednoduchého 
absorbančního detektoru o různých vlnových délkách, hlubokého 
UV LED absorbančního detektoru při separaci modelových analytů. 
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4  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  pro  analýzu 
kase inů  

Použité experimentální postupy a chemikálie vycházejí z diplomových 
prací ing. Ivany Mičíkové (Mičíková, 2009) a Ing. Ireny Dvořákové (Dvořáková, 
2010) v kapitole 3 (Experimentální část). 

Bylo připraveno a zanalyzováno 144 vzorků o navážce 12 mg/mL. 
Podrobné složení krmné dávky, uspořádání a rozvržení výživového pokusu 
a přehled odběrových period byly popsány v diplomové práci Ireny Dvořákové 
[51]. 

4.2  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  v  procesu 
fermentace v inného mošt u 

V experimentu bylo užito 4 druhů vinného moštu. Mošty se lišily jednak 
druhem produkce (integrovaná a ekologická) a každá produkce byla zastoupena 
moštem z červené i bílé odrůdy. Každý z těchto moštů byl zaočkován kvasinkami 
z komerčně dostupnými sušenými vinnými kvasinky (Saccharomyces cerevisiae 
(komerční označení BS6, Vinařské potřeby, Česká republika) a paralelně ten 
samý druh moštu byl zaočkován izolovaným autochtonním kvasinkovým 
kmenem Saccharomyces cerevisiae (1-09). Použitá metodika byla převzata 
z publikovaného zdroje [23] s optimalizací místa nástřiku a podmínek promývání 
pro zajištění opakovatelnosti. 

 
 
Tabulka 1: Schéma uspořádání fermentací a časy odběru vzorků. 

 

Odrůda: Odrůda:

Produkce: Integrovaná Integrovaná Ekologická Ekologická Produkce: Ekologická Ekologická

Produkční kultura: Komerční Izolovaná Komerční Izolovaná Produkční kultura: Komerční Izolovaná

Datum odběru Datum odběru

3.10.2010 1 1 1 1 25.9.2010 1 1

5.10.2010 3 3 3 3 27.9.2010 3 3

8.10.2010 6 6 6 6 29.9.2010 5 5

10.10.2010 8 8 8 8 1.10.2010 7 7

12.10.2010 10 10 10 10 3.10.2010 9 9

15.10.2010 13 13 13 13 5.10.2010 11 11

17.10.2010 15 15 15 15 8.10.2010 14 14

19.10.2010 17 17 17 17 10.10.2010 16 16

8.11.2010 37 37 37 37 12.10.2010 18 18

20.12.2010 79 79 79 79 15.10.2010 21 21

6.3.2011 155 155 155 155 8.11.2010 45 45

20.12.2010 87 87

6.3.2011 163 163

Den fermentace/odběru

SauvignonRulandské modré

Den fermentace/odběru
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4.3  Přenosný modulární  mikrof lu id ický  
průtokový systém  

Experimentální postupy, uspořádání a užitá instrumentace jsou popsány 
v odborné publikaci prošlé recenzním řízením [52]. 

4.4  Elektro luminiscenční  zdroje  (LED)  h luboké 
UV emise  pro  fotometr ickou detekc i  
na  přenosných sy stémech 

Byly testovány nově komerčně dodávané LED zdroje, emitující záření 
v oblasti vlnových délek pod 300 nm, založené na odlišném materiálovém 
substrátu (nitridy hliníku – AlN). Všechny tyto UV LED jsou k dohledání pod 
katalogovým označením OPTAN255H (255 nm), OPTAN255J (255 nm) 
a OPTAN280J (280 nm) a byly dodány společností CRYSTAL IS, NY, USA. Dříve 
používané UV LED zdroje byly založené na substrátu obsahující nitridy hliníku 
s galiem (AlGaN). Postupy převzaty z práce [53]. 

Pro spektrální charakterizaci emitovaného signálu byl použit 
miniaturizovaný USB spektrofotometr USB2000+XR1-ESOO2000+ (Ocean Optic, 
Germany). LED zdroje byly přiloženy na vstup do spektrofotometrické štěrbiny 
(souběžně se štěrbinou).  

Měření zářivého výkonu (mW) a elektrického výkonu (mW) probíhalo 
v uspořádání, které zobrazuje Obrázek 1. 

 
Obrázek 1: Uspořádání měřícího systému pro měření zářivého a elektrického výkonu. 
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Aplikace LED fotometrického detekčního systému na přenosném 
miniaturizovaném chromatografickém systému 

Pro detekci analytů procházející křemennou kapilárou byl užitý 
jednoduchý LED absorbanční detektor [54]. Pro základní charakterizaci 
uvedeného detektoru byl zvolen postup běžný pro charakterizaci absorbančních 
detektorů dle publikace [55].  

Nové řady UV LED zdrojů byly testovány v detekčním systému v několika 
uspořádáních napojených na mikrofluidické zařízení schopné poskytnout 
průtokovou vstřikovací analýzu, nebo separace na kapilární koloně. Pro obojí 
byly zvoleny modelové analyty a rovněž byla testována možnost tandemové 
techniky spojení optické detekce a elektrochemické 
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5  VÝSLEDKY A DISKUSE 

5.1  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  p ř i  ana lýze  
kase inových f rakc í  

Byly optimalizovány a validovány podmínky elektroforetické separace 
(složení elektrolytů, pufrů a volba separačního systému) při analýze kaseinových 
frakcí. 

Obrázek 2 ukazuje vzorový elektroforeogram směsi standardů 
s identifikacemi jednotlivých píků představující genetické varianty kaseinových 
frakcí. Pro porovnání je znázorněn i elektroforeogram reálného vzorku. 

 
Obrázek 2: Příklad elektroforeogramu roztoku standardů (nahoře) a reálného vzorku kravského mléka 

(dole). Směsný standard frakcí kaseinů 4 mg/mL každé frakce. Identifikace píků : 1 = αS1, 2 = αS0, 3 = κ, 4 = βB, 5 = 
βA1, 6 = βA2 

Všech 6 frakcí mělo dostatečné rozlišení (nad 1,0 mezi nejbližšími píky κ 
a βB). V porovnání s reálným vzorkem je patrna dobrá opakovatelnost analýz 
(do 3 % RSD). V této práce se poprvé podařilo řádně rozseparovat všech 6 těchto 
frakcí, oproti pracem uvedeným v literárním přehledu. Separace s takto dobrým 
rozlišením nebyla dosud v literatuře popsána. Bylo dosaženo lepších výsledků 
zejména pro beta frakce, než popisuje práce [14]. Tito autoři popisují separaci 7 
frakcí kaseinů s dobou analýzy do 40 minut, ale s ne úplně rozlišenou frakcí βA3. 
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Metoda popisovaná v této dizertační práci popisuje separaci s dobou analýzy 
do 125 minut, ale s úplným rozlišením všech frakcí kaseinů. 

Pro běžnou praxi je metoda dostačující pro zjištění všech separovaných 
frakcí při použití zařízení umožňující kontinuální dávkování vzorků bez nutnosti 
obsluhy.    

5.2  Využ i t í  kapi lární  e lektroforézy  v  procesu 
fermentace v inného moštu  

Dle převzaté metodiky [23], bylo optimalizováno místo nástřiku. 
Separace na krátké dráze probíhala na 25 cm kapiláry umístěné za detektorem. 
Rozlišení dvou nejblíže migrujících píků bylo úplné a doba analýzy oproti nástřiku 
na druhé straně se zkrátila na polovinu (z 8 minut na 4). Oproti separaci 
na inletové straně zde nebylo možno temperovat prostor jako u inletového 
prostoru a separace probíhala za ambientní laboratorní teploty. Nemělo to však 
vliv na opakovatelnost analýz. Protékající proud činil 5,5 µA, tak že nedocházelo 
k výraznému uvolňování Jouleova tepla a nebyl problém s lokálním přehříváním 
vzorku rozpuštěného ve vodném prostředí.  

 
Obrázek 3: Porovnání dávkování na odlišných stranách kapiláry. A: Záznam dávkování na inletové 

straně (efektivní délka 50 cm). B: dávkování na outletové straně. Směs standardů organických kyselin – 
identifikace píků: 1.vinná, 2.citronová, 3.jablečná, 4.mléčná, 5.jantarová, 6.octová, EOF elektroosmotický tok. 
Ostatní podmínky viz. Experimentální část. Na ose y zachycen signál změn absorbance (1 mV = 1 mAU). 

 
Relativní směrodatná odchylka (RSD) ploch píků a migračních časů byla 

pod 3%. Šum signálu byl vyhodnocen z časového úseku 3 minut a činil 1.10-5 
absorbanční jednotky (AU). Limit detekce činil 5 mg.dm-3 pro všechny analyty. 
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Limit kvantifikace činil 15 mg.dm-3 pro stanovované analyty. Výtěžnost byla 
kolem 90%, takže matriční vlivy byly minimální.  

Po polovině doby kvašení se u všech vzorků projevilo jablečno-mléčné 
kvašení, což souhlasí s předpoklady uvedené v úvodu do problematiky. Došlo zde 
k rozvoji autochtonních bakterií mléčného kvašení. Kyselina jablečná byla 
spotřebovávána a vytvářela se kyselina mléčná. Výraznější projev tohoto kvašení 
byl u červených vín. V průběhu celého hlavního kvašení docházelo k odbourávání 
kyseliny vinné, což souhlasí s poznatky, že tato kyselina je substrátem pro činnost 
kvasinek. Mírný nárůst v počáteční fázi a následně udržování koncentrace bez 
výraznějších změn vykazovaly kyseliny octová, citronová a jantarová. Neměnnost 
obsahu těchto kyselin prokazuje, že nedocházelo k octovému kvašení ani jiným 
vadám vína.  

Výraznější změny profilu kyselin u červené odrůdy Rulandské modré byly 
markantnější oproti bílé odrůdě Sauvignon. Rozdíly byly znatelné zejména 
u rychlosti odbourání kyseliny vinné, kdy u červené odrůdy bylo toto odbourání 
rychlejší. Z hlediska jablečno-mléčné fermentace docházelo u červených vín 
k razantnějšímu poklesu kyseliny jablečné a celkově vyšší koncentraci výsledné 
kyseliny mléčné na konci kvasného procesu. U kyselin octové, citronové 
a jantarové nedocházelo k výrazným změnám ani rozdílům mezi kvašenými 
odrůdami moštů ani mezi rozdílnými druhy kvasinek. Vliv užité agrotechniky 
na profilaci organických kyselin neměl větší vliv přímo. Je možné, že některé 
složky postřiků mohly částečně ovlivnit diverzitu a chování mikroflóry a to se 
sekundárně mohla projevit různým profilem jablečno-mléčné fermentace a 
rychlostí odbourání kyseliny vinné. 

Vliv na různý profil kyselin při kvašení mohly mít jednak rozdílná diverzita 
mikroflóry u červené a bílé odrůdy a odlišné chování mikroflóry způsobené 
rozdílným složením složek moštu. Červené víno obsahuje značně více 
polyfenolických látek, které zcela mění charakter vína, jiná byla i cukernatost a 
částečně jiné mohly být i teplotní podmínky dané rychlostí prokvášení. Vliv 
těchto parametrů nebyl studován z důvodu rozsáhlosti nutné práce a nebylo to 
primárním cílem této práce. Zde šlo o základní screening sledování výrazných 
změn v zastoupení organických kyselin.    

5.3  Přenosný modulární  mikrof lu id ický  
průtokový systém  

V této části práce bylo zkompletováno a otestováno mikrofluidické 
zařízení použitelné jako miniaturizovaný přenositelný kapalinový chromatograf 
S minimem nutných laboratorních úprav. Důraz byl dán i na modifikovatelnost 
systému a kompatibilitu s dalšími součástmi systému nepatřících ke standardní 



20 
 

výbavě komerčně dostupných částí. Tato část práce byla opublikována 
v zahraničním impaktovaném časopise [52]. Zde je také proveden popis sytému, 
potřebná diskuse a jsou zde uvedeny příklady aplikací a různé módy tohoto 
sytému. 

Jako optický detekční systém byl užitý v podobě kapilárního detektoru 
dříve publikované práce [53]. Jejich charakterizace a testování je popsáno jako 
samostatná kapitola (5.4). V přiložené práci.  

Z údajů na krokovém motoru bylo možné dohledat v technických 
specifikacích výrobce krokových motorů (Haydon Linear Motors Co., Ltd., Čína), 
že maximální síla kterou je schopen tento typ motoru vyvinout je 7 Newtonů. 
Skrze Pascalův zákon z plochy a maximální síly (7 N) byl kalkulován maximální 
tlak, který jsou pumpy schopny vyvinout pro jednotlivé velikosti pístů. 
Diskutované údaje ukazuje Tabulka 2. 

 
Obrázek 4:Schéma výpočtu maximálního tlaku pump (vlevo). Graf kalkulovaných hodnot maximálního 

tlaku pro různé objemy pístů (5, 10 a 100 µL) (uprostřed). V grafu jsou na vedlejší ose znázorněny i maximální 
softwarem dovolené limity pro nastavení průtoků.  

 
Tabulka 2: Uvedené nastavitelné hodnoty dle technických specifikací a skutečné hodnoty nastavitelné 

v ovládacím software (v závorkách) pro jednotlivé rozměry stříkaček (tabulka vlevo). Kalkulované hodnoty 
velikosti objemu jednotlivého kroku krokového motoru pro jednotlivé velikosti stříkaček (tabulka vpravo). 

   
 
Tlakové limity a charakterizace pump byla ověřována i experimentálně, 

pomocí tlakového sensoru umístěného v systému. Pro testování byla zvolena 
5 µL a 20 µL stříkačky, které byly předpokládány pro použití na systémy 
s chromatografickou kolonou, vzhledem k nejvýše dosažitelným tlakům 
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a nejmenším fluktuacím během dodávání kapaliny. Systém byl charakterizován 
za podmínek pumpování vody a metanolu. Jako simulace odporu namísto 
kolony. Měření naráželo na tlakové limity tlakového sensoru (do 800 kPa). Tato 
hodnota byla pro měření limitující a tlaky pro větší průtoky byly extrapolovány, 
jak zobrazuje Obrázek 5 a výsledky pro 5 µL a 20 µL stříkačky shrnuje Tabulka 3. 

 
Obrázek 5: Experimentální ověření tlaku v závislosti na průtoku. Měření pomocí začleněného tlakového 

sensoru.  

  
Tabulka 3: Extrapolované hodnoty tlaků při maximálním průtoku pro vybrané stříkačky pro dvě různá 

vodná prostředí. 

 
 
Maximální tlak pro průtok, kdy ještě nedocházelo k úniku kapaliny pro 5 

µL stříkačku byl 60,4 bar. Nad tento průtok (tlak) bylo zaznamenáno nižší 
množství vytlačené kapaliny, než byla nastaveno, takže logicky začalo docházet 
k úniku kapaliny kolem pístu, nebo do přepínacího ventilu. Tlak 6000 kPa byl 
dostačující a i průtok kolem 1,5 µL/min byl vzhledem k průměrům kapilár a kolon 
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které dosahovaly maximálně 100 µm dostatečný i pro rychlé analýzy. Tlakové 
limity a průtoky se samozřejmě lišily dle užité stříkačky a podmínek měření.  

V módu průtokové vstřikovací analýzy bylo testováno i chování systému 
na vyvíjení izokratické a gradientové eluce. Izokratická eluce byla 
řešena pumpováním pouze jedné mobilní fáze dvěma stříkačkami. 

V módu gradientové eluce byla situace složitější nutností nastavit 
časovou synchronizaci průtoků a přepínání jednotlivých pump. Gradient byl 
vytvářen postupným zvyšováním průtoku pumpy čerpající mobilní fázi B 
(organická fáze např. methanol) a  postupným snižováním průtoku pumpy 
dodávajících mobilní fázi A (vodná fáze, např. octan amonný). K tomu ještě bylo 
třeba zauvažovat správné načasování přepnutí mezi pumpami vytlačujícími 
kapalinu do systému a nasávající kapalinu z rezervoáru a opět minimalizovat 
tlakové rázy vzniklé rozběhem pump a přepínáním přepínacího ventilu 
spuštěním vytláčení před přepnutím ventilu. Testování systému se zátěží (s 
kolonou) probíhalo za pomocí 23 mM roztoku octanu amonného (A) a metanolu 
(B). Obě situace znázorňuje Obrázek 6. 

 
 

 
Obrázek 6: Vizualizace gradientové eluce za použití vodného roztoku Tartrazinu (5mM) jako mobilní 

fáze B a vody jako mobilní fáze A. Generování gradientu začíná od 100% A do 100% B. V záznamu je uvedena i 
hodnota šumu (N) v absorbančních jednotkách. Systém byl testován ve FIA módu bez kolony za použití 5µL 
stříkaček, průtok (A+B) byl 0,5 µL/min a použity byly 100µm kapiláry. Detekce probíhala při 470 nm LED 
abosrbančním detektorem.  
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Nejmenší hodnoty šumu vykazovaly hodnoty v oblasti nevyšších průtoků 
A nebo B. To korelovalo s pozorováním a předpoklady danými určováním chyb 
z nejmenšího možného rozlišení kroku motoru.  

Na rozdíl od předchozích prací uvedených v úvodu této práce došlo 
k poskládání komerčně dostupného miniaturizovaného, modulárního 
a přenositelného střednětlakého chromatografického systému. Tlak vyvinutý 
pumpami dostačoval na běžné analýzy a byl dostatečný na protlačení kapaliny 
monolitickou kapilární kolonou v rozsahu, kdy nedocházelo k únikům kapaliny 
v důsledku vysokých tlaků. Celková opakovatelnost pro analýzy v gradientovém 
módu se pohybovala do 5% RSD, což korelovalo s jinými pracemi [56]. 

  

 
Obrázek 7: Fotografie modulární střednětlaké chromatografické stanice. Přiložena jednodolarová 

australská mince pro porovnání. Celá sestava je cca 25 cm x 25 cm velká a váží cca 0,7 kg.  

5.4  Elektro luminiscenční  zdroje  h luboké UV 
emise  pro  fotometr ickou detekc i  

Proměřením emisních spekter LED zdrojů na hlubokou UV detekcibyly 
získány údaje o skutečné hodnotě polohy maximální emise (nejsilnější pík) a 
informace o parazitním emisním pásu ve viditelné oblasti. Tato emise je typická 
pro LED zdroje zejména emitující kolem 255 nm a byla již dříve zaznamenána 
v práci [53]. Naměřená emisní spektra pro LED zdroje na 255 nm založených 
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na materiálových substrátech starší řady AlGaN a novější řady AlN ukazuje 
Obrázek 8. 

 
Obrázek 8: Emisní spektra 255 nm LED zdrojů: A: LED starší řady UV–TOP255-HL–TO39; B: OPTAN255H, 

založená na novějších materiálových substrátech.  

Emise parazitního viditelného záření v oblasti 350-580 nm je u novější 
řady založené na AlN o několik řádů nižší. Rovněž šířka píku hlavního signálu je 
výrazně užší, což zvyšuje selektivitu vlnové délky. Odpadá tak větší potřeba 
užívat přídavné optické filtry na selekci žádaného emisního signálu, užité 
například v práci [57]. 

Došlo k proměření nejvýznamnější oblasti zesilování intenzity spekter 
a bylo tak možno posoudit závislosti růstu emise v hluboké UV oblasti 
i ve viditelné oblasti na vloženém napětí a proudu. Polohy maxima ve viditelné 
oblasti (kolem 470 nm) byly znormalizovány k poloze maxima při 255 nm. Situaci 
zachycuje Obrázek 9. 
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Obrázek 9: Změny spekter poskytovaných LED OPTAN255H v průběhu měněného vloženého napětí. 

Nahoře: výběr tří hodnot blízkých začátku emise záření, normalizováno k maximu polohy kolem 255 nm. Dole: 
grafická závislost poloh maxim v UV a VIS oblasti v průběhu celé škály vkládaného napětí. 

Z měření vyplynulo, že při zvyšování napětí vkládané na LED zdroj se 
zvyšovaly intenzity emisního záření. Byl pozorován poměr zvyšování intenzity 
v UV a VIS oblasti a bylo zjištěno, že intenzita emise v UV oblasti roste razantně 
rychleji, než ve VIS oblasti a tuto oblast mnohonásobně překračuje. Toto 
pozorování potvrzuje hypotézu, že parazitní emisní pás ve VIS oblasti je dán spíše 
poruchami materiálů a nečistotami, než fluorescenčním efektem, který by 
zvyšováním intenzity záření v UV oblasti zvyšoval i intenzitu záření ve VIS oblasti.  

Z naměřených parametrů byly spočítány hodnoty zářivého výkonu 
a v závislosti na elektrickém výkonu a z těchto hodnot byly přepočítány 
% konverze elektrického výkonu na zářivý výkon, čili kolik elektrické energie se 
přemění na emitované záření. Situaci zachycuje Chyba! Nenalezen zdroj 
odkazů.. V případě UV LED zdrojů jsou to pouze desetiny procent oproti VIS LED 
zdroji, který dosahoval kolem 10 %. Celkově takto nízké emisní výtěžky v UV 
oblasti jsou zatím běžné a i proto oblast výzkumu v hledání nových materiálů a 
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jejich kombinace a možností ve vývoji polovodičů emitujících záření pod 300 nm 
je stále jedním z velkých zájmů vědecké i průmyslové oblasti. Souhrnné výsledky 
týkající se charakterizace LED zdrojů shrnuje Tabulka 4.  
 

Tabulka 4: Souhrnná data získaná z měření a technické dokumentace pro testované LED zdroje. 

 

 
 

Charakterizace LED detektorů 

Metodikou vhodnou pro charakterizaci optických detektorů různých 
uspořádání [55] byly charakterizovány LED absorbanční detektory – kapilární se 
štěrbinou a nanolitrová Z-cela. Efektivní délka pro kapilární LED detektor byla 
stanovena na 95,2 µm. Udávaný vnitřní průměr použité kapiláry byl 100 µm. 
Vzhledem k zakřivením a nerovnostem kapiláry, může být logicky efektivní délka 
kratší. Většina záření je určitým způsobem rozptýlena a jen velmi malá část jde 
přímou cestou skrz kapiláru. % rozptýleného světla 0,79 je také slušné, většina 
komerčně dodávaných optických detektorů má toto procento do 1 %. 
V uspořádání kdy byl LED zdroj (255 nm) v určité vzdálenosti od štěrbiny Z-cely 
byla efektivní délka cely stanovena na 3 mm oproti deklarovaným 8 mm. 
To mohlo být způsobeno větším rozptylem světla a nedostatečným prostupem 
světla kapilárou v Z-cele, % bočního světla bylo rovněž do 1 %.  

Použití LED detektoru v miniaturizované chromatografické sestavě 

Jako první byl zkoušen LED kapilární absorbanční detektor se štěrbinou. 
Byl zapojen do systému na vyvíjenou chromatografickou platformu v módu 
izokratické separace na chromatografické koloně a jako modelové analyty 
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pro separaci sloužila směs derivátů kyseliny p-hydroxybenzoové (parabeny). 
Chromatografický záznam úspěšné separace ukazuje Obrázek 10.  

 
Obrázek 10: Chromatografická izokratická separace směsi parabenů. Podmínky viz experimentální 

část. 

Toto uspořádání poskytovalo uspokojivé detekční limity (řádově 
mmoL/dm3), separace jednotlivých analytů byla dostatečná (rozlišení nad 1,5). 
Šum základní linie byl pod 10-4 absorbančních jednotek (AU). Poměr signál 
k šumu byl 10. Varianta zvýšení limitů detekce je použití komerčně dostupné Z-
cely určené pro průtoky v řádech µL/min. 

Chromatografický záznam systému s použitím Z-cely ukazuje Obrázek 11. 
Zde je patrné výrazné zvýšení hodnoty signálu k šumu na 20 a absorbanční šum 
základní linie se snížil o řád (pod 5.10-5 AU). 

 
Obrázek 11: Gradientová separace analytů s užitím průtokové Z-cely a LED zdroje s hlubokou UV emisí. 

Identifikace píků: 1. L-DOPA (0.08 mM), 2. octopamine (0.13 mM), 3. synephrine 0.12 mM), 4. phenylephrine 
(0.12 mM) a 5. 5-hydroxytryptophan (0.09 mM). Další podmínky viz experimentální část.  

Poslední testovanou variantou bylo tandemové spojení různých 
detekčních technik v jedné analýze. Testováno bylo spojení měření absorbance 



28 
 

v hluboké UV oblasti a elektrochemické detekce (amperometrické). Ověření  
spojení LED detektoru založeného na LED zdroji pro hlubokou UV emisi 
ve spojení s elektrochemickým detektorem. bylo realizováno v módu průtokové 
vstřikovací analýzy. Jako testovaný analyt byl zvolen methylparaben. Analýzu 
a získané signály ukazuje Obrázek 12.  

 

 
Obrázek 12: FIA analýza methylparabenu při testování tandemového spojení LED detekce s 255 nm LED 

a amperometrické detekce.  
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6  ZÁVĚREČNÉ SHRNUTÍ  A BUDOUCÍ 
VÝZKUMNÉ SMĚRY 

V rámci dizertační práce byla řešena problematika použití 
elektromigračních technik při stanovení vybraných analytů, vývoje 
přenositelného chromatografického systému a charakterizace novějšího typu 
UV LED zdroje a detekčního systému. Podstatné závěry by se daly shrnout 
následujícím způsobem: 

Při použití konvenčních technik došlo k aplikaci stávajících metod na větší 
počet vzorků bez jejich další optimalizace a vývoje metod. Cílem práce bylo získat 
výsledky obsahu příslušných látek (kaseinů a organických kyselin). 

 Pomocí techniky kapilární zónové elektroforézy byla dosažena separace 6 
základních kaseinových frakcí v jedné analýze. Ta zabrala delší čas (asi 110 
minut, ale zahrnovala úplnou separaci všech frakcí, oproti předchozím 
publikovaným článkům. 

 Kapilární zónová elektroforéza byla aplikována na analýzu vzorků vinného 
moštu kvašeného rozdílnými kvasinkami. Byl sledován průběh kvašení 
z hlediska změn základních krátkořetězcových organických kyselin. Mezi 
vzorky moštu kvašeného rozdílnými kvasinkaminebyly pozorovatelně velké 
rozdíly, pouze rychlost odbourání kyseliny jablečné na mléčnou byla rozdílná. 
Výsledky byly publikovány v časopise obsaženém v databázi Scopus. 

 Byla vyvinuta a otestována mikrofluidická přenositelná chromatografická 
stanice. Použity byly až na vstřikovací ventil a detekční systém komerčně 
dostupné součásti. Jednotlivé části systému byly charakterizovány: testovány 
tlakové limity, šum, schopnost přesně generovat a reprodukovat gradient. 
Sestava byla testována pro izokratickou separaci směsi barviv a parabenů a 
gradientová eluce byla demonstrována na směsi barviv. Problematika byla 
publikována v renomovaném impaktovaném vědeckém časopise zaměřeného 
na novinky v analytické chemii. 

 Byly charakterizovány nově komerčně dostupné LED zdroje emitující záření 
v oblasti hluboké UV emise založené na materiálovém polovodičovém 
substrátu AlN. Byly stanoveny spektrální charakteristiky, zářivý výkon 
a elektrické volt-ampérové charakteristiky. LED zdroje byly implementovány 
do různých forem LED absorbančních detektorů – jednoduchého štěrbinového 
kapilárního detektoru a do Z-cely a tyto detektory byly charakterizovány 
z hlediska linearity a efektivní optické délky. Použití detektorů bylo 
demonstrováno na analýzách modelových analytů – parabenů. Bylo úspěšně 
otestováno spojení absorbančního detektoru a elektrochemického 
amperometrického detektoru pro použití analýz v jednom kroku. Tato část 
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problematiky je sepisována pro podání v impaktovaném časopise a byla 
prezentována na řadě posterů, z nichž jeden získal ocenění prvního místa 
v posterové sekci na mezinárodní mikrofluidickém sympoziu. 

 
Do budoucna je zde prostor pro implementace daných přenositelných 

technik v analýzách přímo na místě odběru, nebo začlenění daných technik 
přímo do procesu technologické výroby. Nabízí se zde i možnost propojení 
s dalšími detekčními systémy a transfer metod ze stávajících stolních přístrojů na 
přenositelné systémy. To platí i pro použité konvenční techniky aplikací 
elektromigračních technik na analýzy organických kyselin a kaseinových frakcí, 
které mají prostor pro transfer metod na jednodušší miniaturizované systémy, 
posouzení předností a nedostatků těchto přesunů. Nabízí se i kombinace 
vyvíjených technik s poznatky publikovanými autory ze současné doby, pro 
zvýšení limitů detekce, opakovatelnosti a reprodukovatelnosti analýz a celkové 
snížení nákladů. 
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