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Abstrakt

K analyze biologicky aktivnich latek v pfirodnich materidlech se pouziva rada
separacnich metod. K separaci nabitych castic byla s uspéchem pouzita kapilarni
elektroforéza. Uvedena technika byla v této praci pouzita pri stanoveni 6 frakci
kaseinll, ve 144 vzorcich, pochazejicich z pokusu vlivu vyzZivy na produkci kaseinQ.
Poprvé byly separovany tyto frakce s Uplnym rozliSenim vsech frakci. Kapilarni
elektroforéza byla aplikovana také pri stanoveni kratkoretézcovych organickych
kyselin v pribéhu kvaseni vinného mostu, pro urceni profilu zmén téchto kyselin
a porovnani vlivu rozdilnych kvasinek na zastoupeni téchto kyselin v mostech.
Analyzy neprokazaly rozdil ve zméné organickych kyselin, pouze rychlost odbourani
kyseliny jablecné se |liSila. Byl vyvinut prenosny miniaturizovany systém
pro kapalinovou chromatografii. Byly testovany jednotlivé komponenty a systém byl
pouzit pfiizokratické i gradientové eluci rGznych analytl (potravinova barviva,
parabeny). Byly charakterizovdany nové rady elektroluminiscenénich diod (LED),
zaloZzené na odliSném materidlovém substratu a porovnavany se starsi radou diod.
Byly charakterizovany detekéni systémy s pouZitim téchto zdrojd a jejich pouziti
demonstrovdno pfi  detekci analytl v pritokové vstfikovaci analyze
a chromatografické separaci. Poprvé tak byly charakterizovany tyto zdroje a byl
osvétlen plvod parazitniho emisniho pdsu vyskytujici se u LED zdroj( v oblasti kolem
255 nm. Tento plvod byl dan poruchami materidlového substratu. PfedloZzend prace
pfinasi poznatky tykajici se levnych, prenositelnych systémi a detekénich zafizenich
z oblasti analytické chemie.

Klicova slova

Separace, kapilarni zonova elektroforéza, kaseiny, organické kyseliny,
pfenosné a miniaturizované systémy, kapalinova chromatografie,
elektroluminiscen¢ni diody (LED), charakterizace prenositelnych a detekénich
systéma
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1 UVOD

Pfenositelnost, zmensovani rozméru zafizeni a minimalizace spotfeby
chemikalii a vzork( je jednim z vyznamnych smérU analytické chemie. S rozvojem
tohoto sméru je ¢im dal vice umozniovan presun analytické instrumentace z
laboratofi pfimo do mista odbéru vzorkd a v idealnim pfipadé je instrumentace
za¢lenéna piimo do kroku (bio)technologické vyroby. Zadouci je i automatizace
vzorkovani a propojeni ,on-line“ analyz v redlném c¢ase, bez nutnosti
transportovat vzorek do laboratofi. Limitujici je ¢asto komeréni (ne)dostupnost
jednotlivych komponent. V pfipadé jejich nedostupnosti sice je moziné je
sestrojovat v laboratornich podminkach, ale je to prakticky neopakovatelné
dalSimi osobami a vSe je vadzano na zruénost a znalosti ¢asto i jednoho
vyzkumnika. Proto je cesta hledani moznosti miniaturizace a prenositelnych ¢asti
a jejich kombinace stdle cestou, tak jak jde vyvoj, aktudlni i pro védecké pole.
Jednou z nejjednodussich separacCnich technik, kterd je nejddle v oblasti
miniaturizace se stala kapildarni elektroforéza. Ta vynikda instrumentalni
jednoduchosti a nenaro€nosti na spotfebu vzork(i a chemikadlii. Proto ji i v
pripadé uziti komercni stolni instrumentace lze radit mezi nizkonakladové
techniky.

Kapilarni elektroforéza se pouziva v potravinarském a biotechnologickém
odvétvi s cilem v budoucnu tuto techniku zaclerfiovat pfimo do provozu. Nachazi
uplatnéni napf. pfistanoveni kaseinl, které jsou vyznamnou slozkou
mlékarenského a syrarského pramyslu, pfi sledovani procesu fermentace
vinného mostu, zrani vina, a sloZzeni vysledného produktu.



2  PREHLED RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vyuiiti kapilarni elektroforézy pro analyzu
kaseinovych frakci

Mléko je sekre¢ni produkt mléénych Zlaz savcl slouzici jako zakladni zdroj
vyzivy mladat. Jedna se o homogenni, polydisperzni kapalinu, jejiz slozeni
a vlastnosti jsou zna¢né proménné v zavislosti na pavodu mléka. Vyrazné zavisi
na odlisSnosti jedincu, regionalité jejich vyskytu, rocnim obdobi a podminkdach
skladovani mléka [1]. V dalSim textu, pokud nebude uvedeno jinak, bude vse
vztazeno ke kravskému mléku. To obsahuje v priméru 4 % tuku, 3,2 % bilkovin —
z nich 2,6 % kaseinovych a 0,6 % sérovych, neboli syrovatkovych, 4,6 % laktozy,
a 0,7 % popelovin. Zbytek tvofi z asi 87 % voda. Prevazujici slozka mléka — mlécné
bilkoviny, jsou zastoupeny v séru ve formé koloidni disperze [2].

Dusikaté latky urcuji jeho zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti a jsou
dilezité z nutricniho hlediska. Obsah bilkovin se podili také na ekonomice
mlékarenstvi. Dle jejich obsahu je mléko proplaceno. Celkové dusikaté latky jsou
oznacovany jako ,hruba bilkovina“. Z nich asi 5 az 7 % tvofi dusikaté latky
nebilkovinného charakteru, kterymi jsou mocovina, amoniak, kreatin a dalsi.
Odectenim téchto latek od hrubé bilkoviny se ziska ,,Cista bilkovina®. Z jejiho
celkového mnozstvi v mléce tvofi zhruba z 80 % procent kaseiny a zbytek jsou
sérové proteiny. Kaseinové frakce jsou v kravském mléce zastoupeny
v nasledujicim poméru: as 42 %, B 25 % a k9 %. Zbytek do 80 % kaseinovych
bilkovin v mléce, asi 4 %, tvori degradacni produkty B-kaseinu. Kromé frakce k
jsou vSechny vysoce citlivé na pritomnost vapniku v mléce. Praveé proti vysrazeni
je chrani pritomnost k-kaseinu [3].

Hlavni slozkou kaseinové frakce jsou as-kaseiny. Jsou to fosfoproteiny
a v kravském mléce se vyskytuji jako as; a as; modifikace, oba ve Ctyrech
genetickych variantach oznacovanych A, B, C a D, lisicich se primarni strukturou.
Retézce B-kasein( se vyskytuji se v 7 genetickych variantach. Produkty degradace
B-kaseinl jsou oznacovany jako y-kaseiny. Ve dvou genetickych variantach se v
kravském mléce vyskytuje k-kasein [4].

Obecné obsah dusikatych latek kolisa v zavislosti na fadé faktor(, kterymi
jsou vyziva plemeno, dojivost, sezéna, stadium laktace a zdravotni stav dojnic.
Zejména vliv vyZivy se projevuje na celkové produkci bilkovin i na zastoupeni
jednotlivych slozek mléka. Slozeni a vlastnosti mléka ovliviiuje vyznacnym
zpUsobem i plemenna pfislusnost. To ma zasadni vyznam na technologické
zpracovani mléka z hlediska termostability a syfitelnosti. Zastoupeni jednotlivych
frakci bilkovin je dano predevsim geneticky a nelze je vyznamné ovlivhovat [5].
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Lze shrnout, Ze stanoveni frakci kaseinli je poZadovano z nékolika
dlvodl. V zemédélsko-technologickych ucelech skladba a mnozstvi frakci mize
identifikovat plvod mléka v zavislosti na plemenné riznorodosti skotu. Déle
slouzi k odhaleni falSovani miseni mlék rdznych plvodu. Urcuje i jeho vhodnost
pro nasledné zpracovani mléka zejména pro syrarské ucely, napr. i proteolyzu
kaseinli. Kromé toho se kaseiny podileji vyznamné na tvorbé ceny mléka pfi
vykupu pro jeho dalsi zpracovani. Stanoveni obsahu jednotlivych kaseinovych
modifikaci i celkového mnozstvi kasein( pfi prvovyrobé umoziuje sledovani
skladby frakci v zavislosti na vyzivé, k odhaleni nemoci nebo poruch skotu [6].
Analyzy kaseinovych frakci, se daji vyuzit i ze zdravotniho hlediska ke zjisténi
vyskytu potencidlné alergennich slozek. VSechny tyto pozadavky vedou k vyvoiji
co nejjednodussi a nejlevnéjsi, ale zaroven efektivni metody pro analyzy kaseind.
Uvedené pozadavky spliiuje technika kapildrni elektroforézy, pomoci niz lze
separace proteinll Uspésné provadét [7] a [8].

NejrychlejsSi zmény sloZzeni mléka se dosahuji slozenim vyzivy.
PoZadované Ziviny obsaziené v krmivu jsou absorbovany a transportovany
do mlécnych Zlaz, odkud jsou vylu¢ovany do mléka [9].

Stanoveni kaseinovych frakci kapildrni elektroforézou

Validace kapilarni elektroforézy pro stanoveni kaseinu v ovéim mléce
byla publikovdna v roce 1999. Separovany byly dvé as frakce kasein(i a dvé B
frakce. Analyza trvala do 35 minut. VSechny analyty byly od sebe Uplné rozliSeny
[10]. Metoda byla v roce 2000 aplikovana na studovani syreni ovciho syra [11].

Metoda soubéZného stanoveni syrovatkovych proteind, kaseinli a para
kaseinu v mléce a mléénych produktech byla publikovana v roce 2001 [12].
Vedle dalSich protein( byly pIné rozliSeny dvé as, jedna k a tfi B frakce kasein(.

Vroce 2003 byla publikovana studie podminek separace kasein(
kravského mléka [13]. Separovany byly dvé as, tfi B a jedna k frakce kaseind,
s nelplnym rozliSenim. Linearita byla stanovena v oblasti od 2 do 10 mg/I.
Analyza probihala méné nez 40 minut.

V roce 2010 byla publikovana studie vyuzivajici tyto separacni podminky
pro porovnani kaseinového slozeni korejskych kozich mlék s HolStynskym
plemenem. S Uplnym rozliSenim byly separovdny dvé o5 a k frakce kasein( a
s neuplné rozliseny byly nékteré B frakce. Analyza trvala do 40 minut [14].



2.2 Vyuiziti kapilarni elektroforézy v procesu
fermentace vinného mostu

Sledovani procesu fermentace vinného mostu, zrani vina, a slozeni
vysledného produktu je stale aktualnim tématem. Z pohledu analytického
zpracovani vzorku je vino, mosty a hrozny relativné jednoduchd matrice
s pomérné komplexnim obsahem latek. Poznatky o slozeni této matrice maji
velky primyslovy vyznam jak z hlediska rozvoje tohoto odvétvi, tak i pro rutinni
kontroly procesu. Vino je produkt kvaseni ovocného mostu, kdy se sacharidy
pfeménuji na alkohol, oxid uhli¢ity ajako vedlejsi produkty metabolismu
kvasinek nebo hrozn( vznikaji dalsi senzoricky vyznamné slozky — organické
kyseliny, vyssi alkoholy, estery, aldehydy a dalsi [15].

Kromé senzorického vlivu maji organické kyseliny vyznam i stabilizacni,
pfipadné jako ukazatel mikrobidlni kontaminace a nezadoucich pochodda.
Nékteré kyseliny, jako vinnda a jablec¢na jsou jiz obsazeny v mostu a slouzi jako
substrat pro kvasinky. V pribéhu hlavniho kvaseni a nasledné pfi zrani vina, nebo
jeho dlouhodobém skladovani se v dlsledku metabolickych procest skladba
kyselin méni a dochazi k jejich pfeménam, nebo odbourdavani [16].

Oproti chromatografickym separacnim technikam se elektromigracni
techniky pro analyzu organickych kyselin vyznacuji rychlejSimi a lacinéjSimi
analyzami s nizkou ekologickou naroc¢nosti na spotfebované chemikalie, coz je
vhodné zejména pro rutinni analyzy [17].

V oblasti analyzy potravinarskych tekutych matric elektromigraénimi
metodami byla publikovdna fada odbornych plvodnich ¢lank( shrnutych do
prehledové publikace napfr. [18].

Dizertacni prace pojednava o vyuziti analyz nizkouhlikatych organickych
kyselin kapilarni zdnovou elektroforézou (CZE). NéplIni prace je sledovani rozdilu
zastoupeni vybranych organickych kyselin v priilbéhu fermentace vinného mostu
utilizovaného rlznymi kvasinkami za podminek rlzného agrotechnického
oSetfeni vinohradu. Vliv pouZzité zemédélské techniky se promita do vysledného
organoleptického dojmu a ma vliv na biologické a chemické slozeni vysledného
mostu a tim i vysledného produktu vina [19]. Pfedmétem této prace neni analyza
fenolickych latek, ttislovin a dalSich slozek hroznt, mostu a vina.

Soucasné védecké trendy se soustfeduji na miniaturizované a
prenositelné techniky. Ty jsou méné robustni, proto je ddvdna prednost
konvencnim analytickym technikam.

Stanovovani organickych kyselin ma smysl z nékolika davodua. Jednak
pro senzorické posouzeni profilu kyselin ve viné a mozZnost jeho ovlivnéni.
Sledovani umeélého dokyselovani jako falSovani a pfidavani nepovolenych



mnozstvi kyselin. Ddle to jsou divody technologické — sledovani stavu procesu,
jeho vyvoje a moznost jeho okamzité regulace. Dlvodem je isledovéani a
odhaleni kontaminace a poruseni technologické kazné, kdy lze vcas odhalit
nezadouci kvaseni, odchylky od standardniho pribéhu a vznik neZadoucich
kyselin. Dlvody jsou i legislativni — sledovani dodrZzovani obsahu pfedepsanych
latek a spravna kategorizace vina. Na pocdtku procesu muZe informace
o zastoupeni kyselin slouzit pro ziskdni udaj vedouci ke spravnému nastaveni
pocatecnich podminek, jako je Uprava kyselosti mosStu pro spravny pribéh
procesu. A na zavér procesu je stanoveni vyuZitelné pfi zmifnovaném procesu
jableéno-mlééného kvaseni, které musi byt pozorné sledovano na vyvoj
a premeény kyselin [20] a [21].

Separace organickych kyselin s kratkym fetézcem elektromigracnimi technikami

Nejvice praci bylo publikovano na analyzy majoritnich kratkoretézcovych
organickych kyselin elektromigracni technikou v usporadani kapilarni zénové
elektroforézy (CZE). NejCastéji je vyuzity spektrofotometricky detekéni systém
vyuZzivajici UV oblasti v médu primé [22], ¢i neprimé [23] fotometrické detekce.
Pro specialnéjsi pripady, kdy je tfeba identifikace analytd a/nebo se nalézaji
ve stopovych mnoiZstvich je vyuZito spojeni elektromigracnich technik
s hmotnosti detekci [24]. V posledni dobé doslo k odklonéni od kontaktni
vodivostni detekce [25] abyla plné nahrazena nabojovou bezkontaktni
vodivostni detekci (C4D), jak uvadi prehledna review [26]. Porovnani, pFistupy a
prehled analytickych metod pro stanoveni organickych kyselin v tomto roce byla
popsana v praci [27].

2.3 Prenosny modularni mikrofluidicky
prutokovy systém

Dnesni doba vyZzaduje v mnoha oblastech nizkonakladové, prenositelné,
miniaturizované a automatizovatelné systémy, schopné zaclenéni pfrimo
do procesu chemickych, biotechnologickych, potravinarskych a farmaceutickych
vyrob, pfipadné schopné provozu pfimo na misté v Zivotnim prostredi [28].
S postupem rozvoje moznosti zmensSovat jednotlivé casti pristrojové
instrumentace nastal trend miniaturizace pratokovych systému [29].

Oblasti s nejpomalejsSim rozvojem miniaturizace techniky je oblast
kapalinové chromatografie. Teprve v posledni dobé doslo k vyraznéjSimu
progresu Vv miniaturizovatelnosti a prenositelnosti instrumentace v oblasti
kapalinové chromatografie [30]. NejvétSim omezenim rozvoje miniaturizace
v oblasti kapalinové chromatografie byla nedostupnost kapildarnich kolon
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s dostate¢né malymi chromatografickymi ¢asticemi, nebo monolitickych kolon.
Proto az v poslednich letech doslo k rozvoji u- a nano-LC technik [31]. Soucasné
sméry (od roku 1990) vyvoje instrumentace pro separacni védy jsou
»lab-on-a-chip” a ,,micro-total-analysis-systems®, Cili laboratorni postupy a kroky
umisténé na jednom Cipu a celkové analyzy provedené v mikroméritku v jednom
kroku [32].

Vyvoje prenositelnych kapilarnich a miniaturizovanych systémud pro
kapalinovou chromatografii, vetné teorie a praxe, byly nékolikrat publikovany
védeckou spolecnosti v rdmci akademického vyzkumu. Vétsinou se jednalo o
laboratorné sestavené instrumentace [33], coZz bylo prorozvoj této oblasti
limitujici.

Rada prenositelnych LC systémd, vyvijenych v laboratornich
podminkach, byla z oblasti iontové chromatografie (IC), kterd je méné narocna
na praci s mobilni fazi a na generaci gradientu. Prenositelné systémy z IC oblasti
diky své nendarocnosti jsou vyuzitelné pri podminkach méreni na misté dokladuje
prace [34], kde byl uZity jednoduchy LC systém z fady nizkotlakych systéma,
pouzivajici otevrené kapilarni kolony.

Jednou ze soucasnych praci v oblasti miniaturizovanych prenositelnych
LC systém( publikoval Sharma a kol. [35]. Zde byl popsan pfenositelny nano-LC
systém [36]. PIné automatizovany prenositelny iontovy chromatograf pouzitelny
na analyzy v misté odbéru vzorku publikoval Elkin [37]. Kapilarni LC a nano-LC
techniky uzité v analyze potravin shrnula prehledna review [38].

Filozofie navrhd miniaturizovanych LC systému je zamérena na flexibilitu.
Tim je mysSlena moznost za¢lenéni uzivatelem pozadovanych krokd, jako pfiprava
vzorkd pfimo v systému, nebo post-kolonovd deprivatizace, za soucasného
zachovani prenositelnosti systému a nizké ceny. Prehlednou nejaktudlnéjsi
review prenositelnych miniaturizovanych LC systému zpracoval Sharma a kol.
[30].

Z literarni reSerSe plyne, Ze rozvoj prenositelnych systému je otazkou
nékolika poslednich let a jesté zdaleka neni vSe doreSeno. Je zde pomérné Siroky
prostor pro redlné aplikace na tyto systémy.

2.4 Elektroluminescencni zdroje hluboké UV
emise pro fotometrickou detekci

Emise svétla v hluboké UV oblasti je z analytického hlediska jednou
z nejvyuzitelnéjsi oblasti vinovych délek, zejména pro jeji univerzalnost, ale i
selektivitu. Terminologicky se oblast od 200 do 280 nm oznacuje jako hluboka
UV (z angl. deep-UV) oblast, nékdy také jako UVC.

11



Komeréné dostupné detektory jsou bézné osazovany deuteriovymi
lampami, rtutovymi vybojkami, nebo xenonovymi lampami. Posledni zminované
jako jediné jsou schopné pulsniho rezimu. VSechny zminéné vyZaduiji slozitéjsi
fidici elektronickou vybavu, jsou nakladné a jejich Zivotnost je kolem 2000 hodin.
Poskytuji i rozdilné spektralni emisni profily a pro jejich vyuziti pro danou
vinovou délku je nutné pouzit optické filtry, nebo mfizku. Vyhodou LED zdrojl je
jejich selektivita, protoze emituji zareni v uzkém rozmezi vinovych délek. Jsou
schopné pracovat v pulsnim mddu, cozZ je vyhoda pro zvyseni intenzity zareni
a i pro vétsi Zivotnost — vyrobci v dnesni dobé udavaji az 6000 hodin.

Jednou z nejrozsirenéjsich oblasti pouziti hluboké UV emise, v posledni
dobé zasahujici i do oblasti uziti LED zdrojll, je oblast sterilace povrcht [39],
potravin a kapalin [40]. Srozvojem LED technologie, zvySovanim Zivotnosti
a vykonu LED zdrojd poskytujicich emisi zareni v hluboké UV oblasti se tyto
zdroje ¢im dal vice prosazuji v oblasti analytické instrumentace jako soucast
detekéniho systému. Aktualizovany prehled a trendy LED instrumentace
z pohledu analytické chemie publikoval v roce 2014 Macka a kolektiv [41].

Jednou z prvnich praci v oblasti poutZiti hluboké UV emise z LED zdroje
v analytické instrumentaci (kapilarni elektroforéze) byla popsana v [42], kde byly
ocharakterizovany vlastnosti 255 nm LED zdroje a po zapojeni do analytického
elektroforetického systému byla otestovana detekce separovanych bazi
nukleotidl. Usporaddani a charakterizace tohoto detektoru bylo popsdno v préci
[43]. PouZiti hluboké UV emise (255 nm LED v absorbanénim detektoru
pro kapalinovou chromatografii) bylo poprvé popsano v [44]. Byla popsdna
konstrukce detekcni cely, elektronické zapojeni LED a fotodiody a otestovani
detekce separace modelové smési benzodtl na koloné C18 izokratickou eluci.
Sharma a spol. popsal pouziti LED UV absorpcniho detektoru s velmi nizkym
detekénim limitem pro kapilarni kapalinovou chromatografii [36]. Autofi Bui a
Hauser pouZili novéjsi LED zdroje pro UV emisi (zaloZzené na odliSném
materidlovém substratu) v detekénim systému pro kapilarni elektroforézu [45].

V soucasné dobé se vyvoj LED technologie zaméfuje na dosazeni co
technologie [46].

Nejvétsi pozornost vyzkumu je v soucasné dobé vénovana vyvoji LED
v oblasti 220 az 280 nm [47]. Materialové substraty pouzitelné jako polovodice
pro pripravu LED s emisi v UV oblasti jsou dva. Prvni je historicky dfive pouzivany
a stale jeSté vyvijeny substrat zaloZzeny na AlGaN [48]. Druhy substrat, rozSifujici
se v posledni dobé, je zaloZzeny na AIN [49].

Charakterizaci LED zdrojli pro UV oblast, zejména starsi (AlGaN) rady, se
zaobirala prace z roku 2015 [50].
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3  CILE PRACE

3.1 Vyuiiti kapilarni elektroforézy pfti analyze
kaseinovych frakci a v procesu fermentace
vinného mostu

e Optimalizace analytické separace zakladnich kaseinovych frakci
v lyofilizovaném kravském mléce pomoci metody kapilarni
elektroforézy scilem zlepSeni Uclinnosti separace oproti
publikovanym pracim.

e Optimalizace postupu a aplikace kapilarni elektroforézy pfri
stanoveni zdkladnich organickych kyselin ve vinném mostu.

e Aplikace optimalizovaného systému ke sledovani zmén profilu
organickych kyselin v pribéhu kvaseni vinného mostu vybranymi
kvasinkami.

3.2 Prenosny moduldrni mikrofluidicky
pritokovy systém

o Zdostupnych komercnich soucasti slouzicich jako mikrofluidické
zafizeni na promyvani mikrocipovych kandlk(, kapildrni kolony a
vstfikovaciho ventill navrhnout, zapojit a otestovat moznost uZziti
této sestavy jako mikrofluidicky pfenositelny chromatograficky
systém.

e Pouziti elektroluminiscen¢nich zdroji hluboké UV emise pro
fotometrickou detekci.

e Charakterizovat nové dostupné LED zdroje pro hlubokou UV emisi,
zalozené na novéji pouzZivaném materidlovém substratu (AIN).
Ovérit spektralni charakteristiky a optoelektrické vlastnosti a
porovnat tyto vlastnosti s LED zdrojem zalozeném na
polovodi¢ovém substratu (AlGaN).

e Otestovat miniaturizovany  chromatograficky  systém v
izokratickém igradientovém maddu za pouziti jednoduchého
absorbanéniho detektoru o rliznych vinovych délkach, hlubokého
UV LED absorbancniho detektoru pfi separaci modelovych analytd.
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v 7

4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vyuiiti kapilarni elektroforézy pro analyzu
kasein(

Pouzité experimentalni postupy a chemikalie vychazeji z diplomovych
praci ing. Ivany Micikové (Micikovd, 2009) a Ing. Ireny Dvordkové (Dvorakova,
2010) v kapitole 3 (Experimentalni ¢ast).

Bylo pfipraveno a zanalyzovano 144 vzorkl o navaice 12 mg/mL.
Podrobné sloZeni krmné davky, usporddani a rozvrieni vyzZivového pokusu
a prehled odbérovych period byly popsany v diplomové praci Ireny Dvorakové
[51].

4.2 Vyuziti kapildrni elektroforézy v procesu
fermentace vinného mostu

V experimentu bylo uZito 4 druhl vinného mostu. Mosty se lisSily jednak
druhem produkce (integrovana a ekologicka) a kazda produkce byla zastoupena
mostem z Cervené i bilé odriidy. Kazdy z téchto mostl byl zaockovan kvasinkami
z komeréné dostupnymi susenymi vinnymi kvasinky (Saccharomyces cerevisiae
(komeréni oznaceni BS6, Vinatské potieby, Ceskd republika) a paralelné ten
samy druh mostu byl zaockovan izolovanym autochtonnim kvasinkovym
kmenem Saccharomyces cerevisiae (1-09). Pouzitd metodika byla prevzata
z publikovaného zdroje [23] s optimalizaci mista nastfiku a podminek promyvani
pro zajisténi opakovatelnosti.

Tabulka 1: Schéma usporddadni fermentaci a ¢asy odbéru vzorkd.

Odruada: Rulandské modré Odruda: Sauvignon
Produkce: Integrovana Integrovana Ekologicka Ekologicka Produkce: Ekologicka Ekologicka
Produkeéni kultura: Komeréni I1zolovana Komeréni Izolovana Produkeéni kultura: Komeréni Izolovana
Datum odbéru Den fermentace/odbéru Datum odbéru Den fermentace/odbéru
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
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4.3 Prenosny modularni mikrofluidicky
pritokovy systém

Experimentalni postupy, usporadani a uzita instrumentace jsou popsany
v odborné publikaci proslé recenznim fizenim [52].

4.4 Elektroluminiscenc¢ni zdroje (LED) hluboké
UV emise pro fotometrickou detekci
na prenosnych systémech

Byly testovany nové komeréné dodavané LED zdroje, emitujici zareni
v oblasti vinovych délek pod 300 nm, zaloZzené na odliSném materidlovém
substratu (nitridy hliniku — AIN). VSechny tyto UV LED jsou k dohledani pod
katalogovym oznacenim OPTAN255H (255 nm), OPTAN255) (255 nm)
a OPTAN280J (280 nm) a byly dodany spole¢nosti CRYSTAL IS, NY, USA. Drive
pouzivané UV LED zdroje byly zaloZzené na substratu obsahujici nitridy hliniku
s galiem (AlGaN). Postupy prevzaty z prace [53].

Pro spektrdlni charakterizaci emitovaného signdlu byl pouzit
miniaturizovany USB spektrofotometr USB2000+XR1-ESO02000+ (Ocean Optic,
Germany). LED zdroje byly pfilozeny na vstup do spektrofotometrické Stérbiny
(soubézné se stérbinou).

Méreni zafivého vykonu (mW) a elektrického vykonu (mW) probihalo
v usporadani, které zobrazuje Obrazek 1.

Signadl z fotodiody

Napéti na LED
(HA)

(V)

Zdroj

Kremikova fotodioda m | | konstan

proudu

Obrdzek 1: Usporfaddni mériciho systému pro méreni zarivého a elektrického vykonu.

15



Aplikace  LED  fotometrického  detekCniho  systému na  prenosném
miniaturizovaném chromatografickém systému

Pro detekci analytll prochdazejici kfemennou kapildrou byl uzity
jednoduchy LED absorbanéni detektor [54]. Pro zakladni charakterizaci
uvedeného detektoru byl zvolen postup bézny pro charakterizaci absorbancnich
detektor( dle publikace [55].

Nové rfady UV LED zdroju byly testovany v detekénim systému v nékolika
usporadanich napojenych na mikrofluidické zafizeni schopné poskytnout
pratokovou vstrikovaci analyzu, nebo separace na kapilarni koloné. Pro oboji
byly zvoleny modelové analyty a rovnéz byla testovana moznost tandemové
techniky spojeni optické detekce a elektrochemické
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyuiiti kapilarni elektroforézy pfi analyze
kaseinovych frakci

Byly optimalizovany a validovany podminky elektroforetické separace
(slozeni elektrolytt, pufrt a volba separacniho systému) pfi analyze kaseinovych
frakci.

Obrazek 2 ukazuje vzorovy elektroforeogram smési standard(
s identifikacemi jednotlivych pik( predstavujici genetické varianty kaseinovych
frakci. Pro porovnani je znazornén i elektroforeogram realného vzorku.
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Obrazek 2: Priklad elektroforeogramu roztoku standardu (nahore) a redlného vzorku kravského mléka
(dole). Smésny standard frakci kaseint 4 mg/mL kaZdé frakce. Identifikace pikd : 1 = as;, 2 =aso, 3=k, 4=865 5=
Ba1, 6 = B4z

Vsech 6 frakci mélo dostatecné rozliSeni (nad 1,0 mezi nejblizsimi piky k
a Bs). V porovnani s redlnym vzorkem je patrna dobrd opakovatelnost analyz
(do 3% RSD). V této prace se poprvé podafilo fadné rozseparovat vSech 6 téchto
frakci, oproti pracem uvedenym v literarnim prehledu. Separace s takto dobrym
rozliSenim nebyla dosud v literature popsana. Bylo dosaZzeno lepSich vysledk(
zejména pro beta frakce, nez popisuje prace [14]. Tito autofi popisuji separaci 7
frakci kaseinll s dobou analyzy do 40 minut, ale s ne Uplné rozliSenou frakci Bas.

17



Metoda popisovana v této dizertacni praci popisuje separaci s dobou analyzy
do 125 minut, ale s Uplnym rozliSenim vSech frakci kasein(.

Pro béZnou praxi je metoda dostacujici pro zjiSténi vSech separovanych
frakci pfi pouZiti zafizeni umoZiujici kontinualni davkovani vzork( bez nutnosti
obsluhy.

5.2 Vyuziti kapilarni elektroforézy v procesu
fermentace vinného mosStu

Dle prevzaté metodiky [23], bylo optimalizovdno misto nastriku.
Separace na kratké draze probihala na 25 cm kapilary umisténé za detektorem.
Rozliseni dvou nejblize migrujicich pikd bylo Uplné a doba analyzy oproti nastfiku
na druhé strané se zkratila na polovinu (z 8 minut na 4). Oproti separaci
na inletové strané zde nebylo moZno temperovat prostor jako u inletového
prostoru a separace probihala za ambientni laboratorni teploty. Nemélo to vsak
vliv na opakovatelnost analyz. Protékajici proud cinil 5,5 pA, tak Ze nedochazelo
k vyraznému uvolfiovani Jouleova tepla a nebyl problém s lokdlnim pfehrivanim
vzorku rozpusténého ve vodném prostredi.
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Obrdzek 3: Porovndni ddvkovdni na odliSnych strandch kapildry. A: Zdznam ddvkovdni na inletové
strané (efektivni délka 50 cm). B: ddvkovdni na outletové strané. Smés standardd organickych kyselin —
identifikace piki: 1.vinnd, 2.citronovd, 3.jable¢nd, 4.mlécnd, 5.jantarovd, 6.octovd, EOF elektroosmoticky tok.
Ostatni podminky viz. ExperimentdlIni ¢dast. Na ose y zachycen signdl zmén absorbance (1 mV = 1 mAU).

Relativni smérodatna odchylka (RSD) ploch pik(i a migracnich ¢asu byla
pod 3%. Sum signalu byl vyhodnocen z ¢asového Useku 3 minut a &inil 1.107°
absorbanéni jednotky (AU). Limit detekce ¢inil 5 mg.dm™ pro vsechny analyty.
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Limit kvantifikace ¢&inil 15 mg.dm™ pro stanovované analyty. VytéZnost byla
kolem 90%, takze matricni vlivy byly minimaini.

Po poloviné doby kvaseni se u vSech vzorkd projevilo jable¢no-mlécné
kvaseni, coz souhlasi s predpoklady uvedené v Uvodu do problematiky. Doslo zde
k rozvoji autochtonnich bakterii mlécného kvaseni. Kyselina jablecna byla
spotfebovavana a vytvarela se kyselina mlécna. Vyraznéjsi projev tohoto kvaseni
byl u ¢ervenych vin. V priibéhu celého hlavniho kvaseni dochdazelo k odbouravani
kyseliny vinné, coz souhlasi s poznatky, Ze tato kyselina je substratem pro ¢innost
kvasinek. Mirny narlst v pocatecni fazi a nasledné udrzovani koncentrace bez
vyraznéjsich zmén vykazovaly kyseliny octova, citronova a jantarova. Nemeénnost
obsahu téchto kyselin prokazuje, Ze nedochazelo k octovému kvaseni ani jinym
vadam vina.

Vyraznéjsi zmény profilu kyselin u ¢ervené odridy Rulandské modré byly
markantnéjsi oproti bilé odriidé Sauvignon. Rozdily byly znatelné zejména
u rychlosti odbourani kyseliny vinné, kdy u cervené odrldy bylo toto odbourani
rychlejsi. Z hlediska jablecno-mlécné fermentace dochdzelo u cervenych vin
k razantnéjsimu poklesu kyseliny jable¢né a celkové vyssi koncentraci vysledné
kyseliny mlééné na konci kvasného procesu. U kyselin octové, citronové
a jantarové nedochazelo k vyraznym zméndm ani rozdillm mezi kvasenymi
odrddami mostl ani mezi rozdilnymi druhy kvasinek. Vliv uZité agrotechniky
na profilaci organickych kyselin nemél vétsi vliv pfimo. Je moziné, Zze nékteré
slozky postfikl mohly ¢astecné ovlivnit diverzitu a chovani mikrofléry a to se
sekunddrné mohla projevit rlznym profilem jableéno-mlééné fermentace a
rychlosti odbourani kyseliny vinné.

Vliv na rGzny profil kyselin pti kvaSeni mohly mit jednak rozdilna diverzita
mikrofléry u cervené a bilé odrlidy a odliSné chovani mikrofléry zplsobené
rozdilnym sloZzenim slozek mostu. Cervené vino obsahuje znaéné vice
polyfenolickych latek, které zcela méni charakter vina, jina byla i cukernatost a
Castecné jiné mohly byt i teplotni podminky dané rychlosti prokvaseni. Vliv
téchto parametrd nebyl studovan z dlvodu rozsahlosti nutné prace a nebylo to
primarnim cilem této prace. Zde Slo o zakladni screening sledovani vyraznych
zmén v zastoupeni organickych kyselin.

5.3 Prenosny modularni mikrofluidicky
pritokovy systém

V této casti prace bylo zkompletovano a otestovano mikrofluidické
zafizeni pouzitelné jako miniaturizovany prenositelny kapalinovy chromatograf
S minimem nutnych laboratornich Uprav. Duraz byl dan i na modifikovatelnost
systému a kompatibilitu s dalSimi soucastmi systému nepatficich ke standardni
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vybavé komercné dostupnych casti. Tato cast prace byla opublikovana
v zahrani¢nim impaktovaném cCasopise [52]. Zde je také proveden popis sytému,
potifebnd diskuse a jsou zde uvedeny pfriklady aplikaci a rizné moédy tohoto
sytému.

Jako opticky detekéni systém byl uzity v podobé kapilarniho detektoru
dfive publikované prace [53]. Jejich charakterizace a testovani je popsano jako
samostatna kapitola (5.4). V prilozené praci.

Z udaji na krokovém motoru bylo mozZné dohledat v technickych
specifikacich vyrobce krokovych motord (Haydon Linear Motors Co., Ltd., Cina),
Ze maximalni sila kterou je schopen tento typ motoru vyvinout je 7 Newtond.
Skrze Pascaltv zdkon z plochy a maximalni sily (7 N) byl kalkulovan maximalni
tlak, ktery jsou pumpy schopny vyvinout pro jednotlivé velikosti pist(.
Diskutované udaje ukazuje Tabulka 2.

200 3000
160 ‘ E
= E
2 2000 =§
) ) L §120 =
Piston | ¢ 5 J = g
= a
\ g 80 £
(-] 1000 E
h 4 = 8
' 40 =
o [ I
5 20 100
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Obrazek 4:5chéma vypoctu maximalniho tlaku pump (vlevo). Graf kalkulovanych hodnot maximdlniho
tlaku pro riizné objemy pisti (5, 10 a 100 ul) (uprostred). V grafu jsou na vedlejsi ose zndzornény i maximadlini
softwarem dovolené limity pro nastaveni pritokd.

Tabulka 2: Uvedené nastavitelné hodnoty dle technickych specifikaci a skutecné hodnoty nastavitelné
v ovlddacim software (v zdvorkdch) pro jednotlivé rozméry strikacek (tabulka vlevo). Kalkulované hodnoty
velikosti objemu jednotlivého kroku krokového motoru pro jednotlivé velikosti strikacek (tabulka vpravo).

StFikackové pumpy:
Technické specifikace vs. (rozsahy akceptované softwarem)

F [ul/min] Vetsicariy [U]

1.0~ 5600 (0.073 - 2800) 80 (0-100) Objem strikacky Velikost kroku
(L) (uL)

0.5-2800 (0.036 - 1410) 40 (0-50) 5 0.008

0.2—1100 (0.0145—560) 20 (0-20) 20 0.033

0.10-560 (0.0073 —280) 8 (0-10) 30 0.170

0.05-280 (0.0036—141) 4 (0-5)

Tlakové limity a charakterizace pump byla ovéfovana i experimentalng,
pomoci tlakového sensoru umisténého v systému. Pro testovani byla zvolena
5uL a 20 pulL strikacky, které byly predpokladdny pro pouZiti na systémy
s chromatografickou kolonou, vzhledem knejvySe dosazitelnym tlakim
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a nejmensim fluktuacim béhem dodavani kapaliny. Systém byl charakterizovan
za podminek pumpovani vody a metanolu. Jako simulace odporu namisto
kolony. Méreni nardzelo na tlakové limity tlakového sensoru (do 800 kPa). Tato
hodnota byla pro méreni limitujici a tlaky pro vétsi pritoky byly extrapolovany,
jak zobrazuje Obrazek 5 a vysledky pro 5 pL a 20 pL strikacky shrnuje Tabulka 3.

Méreno tlakovym sensorem

: 0 -8 bar
70 ' ( ) Extrapolovéano:
- 59.4 bar
s F

60

S o & o ®
%

50

40

Tlak {bar)

30

20

10

Pratok (pL/min)
Obrazek 5: Experimentdini ovéreni tlaku v zavislosti na pritoku. Méreni pomoci zaclenéného tlakového
sensoru.

Tabulka 3: Extrapolované hodnoty tlak( pri maximdlnim priatoku pro vybrané strikacky pro dvé riznd
vodnd prostredi.

Tlak (bar)

Maximalni pfi maximalnim priitoku
prutok
(uL/min)
Voda Metanol
116
Strikacka
RSD=2 59.4 40.7
SpL (% )
Strikacka 96
53.5 36.3
20pL (%RsD=1)

Maximalni tlak pro prutok, kdy jesté nedochazelo k Uniku kapaliny pro 5
uL strikacku byl 60,4 bar. Nad tento pritok (tlak) bylo zaznamendno nizsi
mnozstvi vytlacené kapaliny, nezZ byla nastaveno, takze logicky zacalo dochazet
k Uniku kapaliny kolem pistu, nebo do prepinaciho ventilu. Tlak 6000 kPa byl
dostacujici a i pratok kolem 1,5 pL/min byl vzhledem k prdméram kapilar a kolon
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které dosahovaly maximalné 100 um dostatecny i pro rychlé analyzy. Tlakové
limity a pritoky se samoziejmé lisily dle uzité stfikacky a podminek méreni.

V maddu pritokové vstiikovaci analyzy bylo testovano i chovani systému
na vyvijeni izokratické a gradientové eluce. lzokratickda eluce byla
feSena pumpovanim pouze jedné mobilni faze dvéma strikackami.

V médu gradientové eluce byla situace slozZitéjSi nutnosti nastavit
¢asovou synchronizaci pritok( a prepinani jednotlivych pump. Gradient byl
vytvaren postupnym zvySovanim pritoku pumpy cerpajici mobilni fazi B
(organickd faze napf. methanol) a postupnym snizovanim pritoku pumpy
dodavajicich mobilni fazi A (vodna faze, napf. octan amonny). K tomu jesté bylo
tfeba zauvaZovat spravné nacasovani prepnuti mezi pumpami vytlacujicimi
kapalinu do systému a nasavajici kapalinu z rezervodru a opét minimalizovat
tlakové razy vzniklé rozbéhem pump a prepinanim prepinaciho ventilu
spusténim vytlaceni pred prepnutim ventilu. Testovani systému se zatézi (s
kolonou) probihalo za pomoci 23 mM roztoku octanu amonného (A) a metanolu
(B). Obé situace zndzornuje Obrazek 6.

100% B N ~2.88.10 AU

0.2 mAU

50/50% N~4.23.10-3AU

A =Voda
B =5mM Tartrazin/voda

% A N~3.47.10“AU
rrin
Obrdzek 6: Vizualizace gradientové eluce za pouZiti vodného roztoku Tartrazinu (5mM) jako mobilni
fdze B a vody jako mobilni faze A. Generovdni gradientu zacind od 100% A do 100% B. V zdznamu je uvedena i
hodnota sumu (N) v absorbancnich jednotkdch. Systém byl testovdn ve FIA mdédu bez kolony za pouZiti 5uL
stfikacek, prutok (A+B) byl 0,5 ul/min a pouZity byly 100um kapildry. Detekce probihala pfi 470 nm LED
abosrbancnim detektorem.
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Nejmensi hodnoty Sumu vykazovaly hodnoty v oblasti nevyssich pritok
A nebo B. To korelovalo s pozorovanim a predpoklady danymi uréovanim chyb
z nejmensiho mozného rozliseni kroku motoru.

Na rozdil od predchozich praci uvedenych v dvodu této prace doslo
k poskladani komeréné dostupného miniaturizovaného, modularniho
a prenositelného strednétlakého chromatografického systému. Tlak vyvinuty
pumpami dostacoval na bézné analyzy a byl dostatecny na protlaceni kapaliny
monolitickou kapilarni kolonou v rozsahu, kdy nedochdzelo k unikim kapaliny
v dUsledku vysokych tlakd. Celkova opakovatelnost pro analyzy v gradientovém
maodu se pohybovala do 5% RSD, coz korelovalo s jinymi pracemi [56].

Obrdzek 7: Fotografie moduldrni stfednétlaké chromatografické stanice. PriloZena jednodolarovd
australské mince pro porovnadni. Celd sestava je cca 25 cm x 25 cm velkd a vazi cca 0,7 kg.

5.4 Elektroluminiscenc¢ni zdroje hluboké UV
emise pro fotometrickou detekci

Proméfenim emisnich spekter LED zdroji na hlubokou UV detekcibyly
ziskdny udaje o skute¢né hodnoté polohy maximalni emise (nejsilnéjsi pik) a
informace o parazitnim emisnim pdasu ve viditelné oblasti. Tato emise je typicka
pro LED zdroje zejména emitujici kolem 255 nm a byla jiz dfive zaznamenana
v praci [53]. Namérena emisni spektra pro LED zdroje na 255 nm zaloZzenych
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na materialovych substratech
Obrazek 8.

starsi rady AlGaN a novéjsi fady AIN ukazuje
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Obrazek 8: Emisni spektra 255 nm LED zdroju: A: LED starsi fady UV-TOP255-HL-T0O39; B: OPTAN255H,
zaloZend na novéjsich materidlovych substrdtech.

Emise parazitniho viditelného zareni v oblasti 350-580 nm je u novéjsi
fady zaloZzené na AIN o nékolik rada nizsi. Rovnéz Sirka piku hlavniho signalu je
vyrazné uzsi, coz zvysuje selektivitu vinové délky. Odpada tak vétsi potreba
uzivat pridavné optické filtry na selekci Zzadaného emisniho signalu, uzité

napriklad v praci [57].

Doslo k proméreni nejvyznamnéjsi oblasti zesilovani intenzity spekter

abylo tak moino posoudit

zavislosti rdstu emise v hluboké UV oblasti

i ve viditelné oblasti na vlozeném napéti a proudu. Polohy maxima ve viditelné
oblasti (kolem 470 nm) byly znormalizovany k poloze maxima pfi 255 nm. Situaci

zachycuje Obrazek 9.
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Obrazek 9: Zmény spekter poskytovanych LED OPTAN255H v pribéhu ménéného viloZeného napéti.
Nahore: vybér tii hodnot blizkych zacdtku emise zdreni, normalizovdno k maximu polohy kolem 255 nm. Dole:
grafickd zavislost poloh maxim v UV a VIS oblasti v priibéhu celé skaly vkladaného napéti.

Z méreni vyplynulo, Ze pfi zvySovani napéti vkladané na LED zdroj se
zvySovaly intenzity emisniho zareni. Byl pozorovan pomér zvySovani intenzity
v UV a VIS oblasti a bylo zjisténo, Ze intenzita emise v UV oblasti roste razantné
rychleji, nez ve VIS oblasti a tuto oblast mnohonasobné prekracuje. Toto
pozorovani potvrzuje hypotézu, Ze parazitni emisni pas ve VIS oblasti je dan spise
poruchami materidld a nedistotami, nez fluorescenénim efektem, ktery by
zvySovanim intenzity zareni v UV oblasti zvySoval i intenzitu zafeni ve VIS oblasti.

Z namérenych parametrd byly spocitdny hodnoty zafivého vykonu
a v zavislosti na elektrickém vykonu a ztéchto hodnot byly prepocitany
% konverze elektrického vykonu na zarivy vykon, Cili kolik elektrické energie se
pfeméni na emitované zareni. Situaci zachycuje Chyba! Nenalezen zdroj
odkazl.. V pripadé UV LED zdrojl jsou to pouze desetiny procent oproti VIS LED
zdroji, ktery dosahoval kolem 10 %. Celkové takto nizké emisni vytézky v UV
oblasti jsou zatim béZné a i proto oblast vyzkumu v hledani novych material( a
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jejich kombinace a moznosti ve vyvoji polovodi¢i emitujicich zareni pod 300 nm
je stale jednim z velkych zajm( védecké i primyslové oblasti. Souhrnné vysledky
tykajici se charakterizace LED zdrojl shrnuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Souhrnnd data ziskand z méreni a technické dokumentace pro testované LED zdroje.

LED zdroj VioZeny  papati Elektricky VInové délka  Zafivy Sitka emisniho Z4fivy vykon Zivotnost Material Cena
(katalog. oznageni) Proud ) vykon hlavniho vykon hlavniho piku  4ja technicke¢  (Hodiny)*** polovodice (usD $)
(ma) (mw) piku (mw)** (nm) dokumentace
(nm)*
AIN
OPTAN255H 100 7,653 765,3 260 0,55 11 0,5-1,0 mwW 3000 300
AIN
OPTAN255) 100 8,123 812,3 257 0,79 11 1,0-2,0mwW 3000 300
AIN
OPTAN280J 100 9,023 902,3 279 1,48 12 1,0-2,0 mw 3000 300
OVLGBOC6B9 InGaN
20 3,105 62,1 469 5,14 22 7200 mcd 100 000 0,5
(470 nm)
UV-TOP255-HL—
30 6,5 150 260 0,30 12 0,2 mW 100 AlGaN 300

TO39)****

* Emisni maximum pii maximdlni inenzite; ** Politdno pro vinovou délku piku o maximdlni intenzité
uZitim hodnoty vioZzeného proudu; *** Pro kontinudlni mod, pro 50% poklesu intenzity; **** Parametry

pfevzaty 7 wyrobnich technickych specifikaci a nebo méreny v publikaci (Macka a kol.,2009).

Charakterizace LED detektoru

Metodikou vhodnou pro charakterizaci optickych detektorl rtznych
usporadani [55] byly charakterizovany LED absorbancni detektory — kapilarni se
Stérbinou a nanolitrova Z-cela. Efektivni délka pro kapilarni LED detektor byla
stanovena na 95,2 um. Udavany vnitfni pridmér pouzité kapilary byl 100 um.
Vzhledem k zakfivenim a nerovnostem kapilary, mize byt logicky efektivni délka
kratsi. VétSina zareni je urcitym zplsobem rozptylena a jen velmi mald ¢ast jde
pfimou cestou skrz kapilaru. % rozptyleného svétla 0,79 je také slusné, vétsina
komeréné dodavanych optickych detektord ma toto procento do 1 %.
V usporadani kdy byl LED zdroj (255 nm) v uréité vzddlenosti od Stérbiny Z-cely
byla efektivni délka cely stanovena na 3 mm oproti deklarovanym 8 mm.
To mohlo byt zplsobeno vétsim rozptylem svétla a nedostate¢nym prostupem
svétla kapilarou v Z-cele, % boc¢niho svétla bylo rovnéz do 1 %.

PouZiti LED detektoru v miniaturizované chromatografické sestavé

Jako prvni byl zkousen LED kapilarni absorbancni detektor se Stérbinou.

Byl zapojen do systému na vyvijenou chromatografickou platformu v médu
izokratické separace na chromatografické koloné a jako modelové analyty
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pro separaci slouzila smés derivata kyseliny p-hydroxybenzoové (parabeny).
Chromatograficky zaznam uspésné separace ukazuje Obrazek 10.
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Obrdzek 10: Chromatografickd izokraticka separace smési parabeni. Podminky viz experimentdlni
cdst.

Toto usporadani poskytovalo uspokojivé detekéni limity (fadové
mmol/dm3), separace jednotlivych analytd byla dostateéna (rozliSeni nad 1,5).
Sum zékladni linie byl pod 10* absorbanénich jednotek (AU). Pomér signal
k Sumu byl 10. Varianta zvySeni limitl detekce je pouZiti komeréné dostupné Z-
cely uréené pro pratoky v fadech pL/min.

Chromatograficky zaznam systému s pouzitim Z-cely ukazuje Obrazek 11.
Zde je patrné vyrazné zvyseni hodnoty signalu k Sumu na 20 a absorbancni Sum
zékladni linie se sniZil o fad (pod 5.10” AU).
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Obrazek 11: Gradientovd separace analyti s uzitim pritokové Z-cely a LED zdroje s hlubokou UV emisi.
Identifikace piki: 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). Dalsi podminky viz experimentdlIni ¢dst.

Posledni testovanou variantou bylo tandemové spojeni rlznych
detekénich technik v jedné analyze. Testovano bylo spojeni méreni absorbance
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v hluboké UV oblasti a elektrochemické detekce (amperometrické). Ovéreni
spojeni LED detektoru zaloZzeného na LED zdroji pro hlubokou UV emisi
ve spojeni s elektrochemickym detektorem. bylo realizovano v médu pritokové
vstfikovaci analyzy. Jako testovany analyt byl zvolen methylparaben. Analyzu

a ziskané signaly ukazuje Obrazek 12.
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Obrazek 12: FIA analyza methylparabenu pri testovdni tandemového spojeni LED detekce s 255 nm LED

a amperometrické detekce.
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6 ZAVERECNE SHRNUTI A BUDOUCT
VYZKUMNE SMERY

V  rdmci dizertaéni prace byla reSena problematika pouZiti
elektromigracnich technik pfi stanoveni vybranych analytli, vyvoje
prenositelného chromatografického systému a charakterizace novéjSiho typu
UV LED zdroje a detekéniho systému. Podstatné zavéery by se daly shrnout
nasledujicim zplsobem:

PFi pouziti konvencnich technik doslo k aplikaci stavajicich metod na vétsi
pocet vzork( bez jejich dalSi optimalizace a vyvoje metod. Cilem prace bylo ziskat
vysledky obsahu pfislusnych latek (kaseinl a organickych kyselin).

e Pomoci techniky kapilarni zonové elektroforézy byla dosazena separace 6
zakladnich kaseinovych frakci v jedné analyze. Ta zabrala delSi ¢as (asi 110
minut, ale zahrnovala Uplnou separaci vSech frakci, oproti predchozim
publikovanym ¢lank{m.

e Kapilarni zénova elektroforéza byla aplikovdna na analyzu vzorkd vinného
mostu kvaseného rozdilnymi kvasinkami. Byl sledovan pribéh kvaseni
z hlediska zmén zakladnich kratkoretézcovych organickych kyselin. Mezi
vzorky mostu kvaseného rozdilnymi kvasinkaminebyly pozorovatelné velké
rozdily, pouze rychlost odbourani kyseliny jablecné na mlécnou byla rozdilna.
Vysledky byly publikovany v ¢asopise obsazeném v databazi Scopus.

e Byla vyvinuta a otestovana mikrofluidickd prenositelnd chromatograficka
stanice. Pouzity byly az na vstfikovaci ventil a detekéni systém komercné
dostupné soucasti. Jednotlivé Casti systému byly charakterizovany: testovany
tlakové limity, Sum, schopnost presné generovat a reprodukovat gradient.
Sestava byla testovana pro izokratickou separaci smési barviv a parabenu a
gradientova eluce byla demonstrovana na smési barviv. Problematika byla
publikovana v renomovaném impaktovaném védeckém Casopise zaméreného
na novinky v analytické chemii.

e Byly charakterizovany nové komeréné dostupné LED zdroje emitujici zareni
v oblasti hluboké UV emise zalozené na materidlovém polovodi¢ovém
substratu AIN. Byly stanoveny spektralni charakteristiky, zafivy vykon
a elektrické volt-ampérové charakteristiky. LED zdroje byly implementovany
do rliznych forem LED absorbanénich detektort — jednoduchého stérbinového
kapildarniho detektoru a do Z-cely a tyto detektory byly charakterizovany
z hlediska linearity a efektivni optické délky. Pouziti detektorli bylo
demonstrovano na analyzach modelovych analytl — paraben(. Bylo Uspésné
otestovano spojeni absorbanéniho detektoru a elektrochemického
amperometrického detektoru pro pouziti analyz v jednom kroku. Tato cast
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problematiky je sepisovdana pro podani vimpaktovaném casopise a byla
prezentovdna na fadé poster(, z nichZ jeden ziskal ocenéni prvniho mista
v posterové sekci na mezinarodni mikrofluidickém sympoziu.

Do budoucna je zde prostor pro implementace danych prenositelnych
technik v analyzach prfimo na misté odbéru, nebo zaclenéni danych technik
pfimo do procesu technologické vyroby. Nabizi se zde i moznost propojeni
s dalSimi detekénimi systémy a transfer metod ze stdvajicich stolnich pfistroji na
prenositelné systémy. To plati i pro pouzité konvencni techniky aplikaci
elektromigracnich technik na analyzy organickych kyselin a kaseinovych frakci,
které maji prostor pro transfer metod na jednodussi miniaturizované systémy,
posouzeni prednosti a nedostatkl téchto presund. Nabizi se i kombinace
vyvijenych technik s poznatky publikovanymi autory ze soucasné doby, pro
zvyseni limit( detekce, opakovatelnosti a reprodukovatelnosti analyz a celkové
snizeni naklada.
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