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Abstrakt

Kapilarni elektroforéza je Siroce pouZzivanou separa¢ni metodou analytické chemie. Pokud je
do zakladniho elektrolytu piidana interagujici latka, selektor, lze tuto metodu vyuzit i pro
separace enantiomerti nebo latek s velmi podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
V analytické praxi se Casto vyuzivaji také smési selektort, jednak zamérné ptipravené pro
dosazeni lepsi separace, jednak proto, ze komeréné dodavané derivatizované selektory mohou
byt ve skutecnosti smésmi latek liSicimi se stupném derivatizace a polohou substituentt.
Matematicky popis elektromigrace analytu v systémech s vice selektory muize usnadnit
hledani optimalnich separa¢nich podminek a zaroven poskytuje uziteCny vhled do

mechanismu separace v téchto z aplika¢niho hlediska velmi vyznamnych systémech.

V ramci této prace byl pfedstaven a experimentdlné ovéfen model elektromigrace
analytu interagujiciho se smési dvou selektort, ktery vychazi z obecnéjSiho popisu systému
s libovolnym poctem selektorti. Tento model ukazuje, ze smés, ve které se vzajemny pomer
koncentraci selektori neméni, lze pokladat za selektor jeden. V ptipadé zamérné kombinace
dvou selektor 1ze pomoci tohoto popisu piedpoveédét, jak se budou separacni schopnosti

.....

celkovou koncentraci.

Déle byl predstaven model elektromigrace, ktery poprvé zahrnoval vedle interakce
analytu s vice selektory i moznost acidobazické disociace analytu. Model ukazuje, ze
zavislost efektivni mobility na koncentraci selektoru, odvozena pro jedinou volnou formu
analytu interagujici s jedinym selektorem, je obecné platnd pro systémy se stechiometrii
komplexace 1:1. Tento model také umoziuje na vzdjemné provazané komplexacni a
acidobazické rovnovahy nahlizet odd€lené a zvolit perspektivu vhodnou pro optimalizaci
dané¢ho separac¢niho systému. Zavery vyplyvajici z modelu byly experimentdlné ovéfeny na

systému slabé jednosytné kyseliny jako analytu a dvou selektort.

Pro urceni komplexacnich parametrii, se kterymi pracuji vySe zminéné elektromigrac¢ni
modely, je kliCové stanoveni spravné efektivni mobility analytu. Z toho divodu byla v rdmci
této prace navrzena metoda umoziujici méteni efektivni mobility v systémech, kde muize
nabity selektor interagovat s markerem elektroosmotického toku a tak vysledky méfeni
znehodnotit. Dale byl navrzen zpusob, kterym lze ur¢it spradvny migra¢ni Cas analytl

podléhajicich elektromigracni disperzi bez nutnosti nelinedrni regrese experimentalnich dat.



Abstract

Capillary electrophoresis is a widely used separation method of analytical chemistry. Addition
of a selector into the background electrolyte extends its applicability to separation of
enantiomers or of compounds of similar physicochemical properties. In analytical practice,
mixtures of selectors are also commonly used — either prepared intentionally to achieve better
separation or because commercially available selectors may be mixtures of compounds
differing in the degree of substitution and substituent positions. Mathematical description of
these systems, which are highly relevant in analytical practice, can simplify search for optimal

separation conditions. Also, it provides a useful insight into the separation mechanism.

In this work, a model of electromigration of an analyte interacting with a mixture of two
selectors is proposed and experimentally verified. This model results from a more general
description of systems with an arbitrary number of selectors. The model shows that a selector
mixture can be treated as a single selector if the ratio of the respective selector concentrations
is kept constant. When the mixture is prepared intentionally, this description predicts, how
separation potential of the mixture changes with its composition. Thus it allows the optimal

composition and total concentration of the selector mixture to be chosen.

Consequently, a generalized model of electromigration was proposed that for the first
time considers analyte undergoing acid-base equilibria along with complexation with multiple
selectors. The generalized model shows that the dependency of the effective mobility on the
selector concentration, which was originally developed for the case of a single free form of an
analyte interacting with a single selector, is generally applicable for systems with 1:1
complexation stoichiometry. The model also enables decoupling of the highly interconnected
complexation and acid-base dissociation equilibria. Therefore, the most suitable perspective
can be chosen for the particular system optimization. Assumptions resulting from the
generalized model were experimentally verified on a system of a week monoprotic acid as an

analyte and two selectors.

Determination of complexation parameters serving as input for the above mentioned
models requires measurement of correct effective mobilities of analytes. Therefore, this work
proposes a method enabling measurement of unbiased effective mobilities in system in which
a charged selector may interact with a neutral marker of the electroosmotic flow. A procedure
is also proposed for determination of correct migration time of analyte peaks deformed by the

electromigration dispersion without the need of nonlinear regression.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

A-B-CD
ACE
BGE
B-CD

CD

CE
DM-B-CD
EMD
EMO
EOF
HVL
Malt-B-CD

MaMsg

MaSs

SaMs

SaSs

S-B-CD

6-monodeoxy-6-monoamino-f-cyclodextrin

afinitni kapilarni elektroforéza (affinity capillary electrophoresis)
zakladni elektrolyt (background electrolyte)

nativni B-cyclodextrin

cyclodextrin

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)
heptakis(2,6-di-O-methyl)-pB-cyclodextrin

elektromigracni disperze

elektromigra¢niho potadi analytl (electromigration order)
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

Haarhoffovou — van der Lindeho (funkce)
6-O-a-maltosyl-B-cyclodextrin

(systém, model) s vice volnymi formami analytu a vice selektory

(multi-free-analyte-form multi-selector)

(systém, model) s vice volnymi formami analytu a jednim selektorem

(multi-free-analyte-form single-selector)

(systém, model) s jednou volnou formou analytu a vice selektory

(single-free-analyte-form multi-selector)

(systém, model) s jednou volnou formou analytu a jednim selektorem

(single-free-analyte-form single-selector)

nedefinované sulfatovany B-cyclodextrin

parametr HVL funkce odpovidajici plose piku

parametr HVL funkce odpovidajici poloze piku
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Ctot

Tr
Ctot

A.“AB,eff

Alpg ey,

fi (@

HVL(t)

Xai

Xsj

!
a,HA

/
a,HAS

1A
a,HAS ]

!
Kaisj

M
KAiS

parametr HVL funkce odpovidajici symetrickému rozsiteni piku
parametr HVL funkce odpovidajici asymetrické deformaci piku
frakce maximalni vysky piku

analyticka koncentrace selektoru

analyticka koncentrace j-té¢ho selektoru

celkova koncentrace selektorti v systému (soucet analytickych koncentraci vSech
ptitomnych selektori)

celkova koncentrace selektoru, pfi které dochazi k zaméné elektromigracniho
potadi analyti

rozdil efektivnich mobilit separovanych enantiomert A a B

rozdil efektivnich mobilit separovanych enantiomerl zplisobeny interakci s j-tym

selektorem
zéavislost parametru a; ptislusné HVL funkce na asymetrii piku
funk¢ni hodnota HVL funkce v Case ¢

molarni zlomek i-t€ volné formy analytu vzhledem k celkovému mnozstvi
volného analytu

molarni zlomek j-tého selektoru ve smési selektorti

¢islovaci index pro volné formy analytu

¢islovaci index pro selektory

koncentracné definovana acidobazické disociacni konstanta analytu

koncentracné definovana acidobazicka disocia¢ni konstanta komplexu analytu se

selektorem

koncentracné definovana acidobazicka disociacni konstanta komplexu analytu

s j-tym selektorem

koncentracné definovana komplexacni konstanta interakce i-té volné formy

analytu s j-tym selektorem

M-souhrnnéd komplexacni konstanta interakce i-té volné formy analytu se smési

selektoru
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!
ASj

1
ATSj
I'pH
KASj
M
Kas

M
Ka%s

IMaMg
KAS

IpH
KAS

!
KBSj
KI

HAS

!
Knas fi

'M
KHAS

'M
Ks

koncentra¢né definovana komplexacni konstanta interakce analytu se selektorem

koncentra¢né definovanad komplexacni konstanta interakce disociované formy
analytu se selektorem

koncentra¢né definovana komplexacni konstanta interakce analytu s j-tym

selektorem

koncentra¢né definovana komplexacni konstanta interakce disociované formy

analytu s j-tym selektorem

pH-souhrnnéd komplexacni konstanta interakce analytu pfitomného ve vice

volnych formach s j-tym selektorem

souhrnna komplexa¢ni konstanta interakce analytu se smési selektort (M-
souhrnna komplexa¢ni konstanta)

M-souhrnnd komplexacni konstanta interakce disociované formy analytu se smési

selektoru

souhrnnd komplexacni konstanta interakce analytu pfitomného v libovolném

poctu volnych forem se smési selektorti (MaMs-souhrnnd komplexacni konstanta)

komplexa¢ni konstanta interakce analytu ptitomného ve vice volnych formach se

selektorem (pH-souhrnna komplexa¢ni konstanta)

pievodni parametr mezi asymetrii piku a Sitkou piku v a-frakci jeho maximalni
vysky a parametrem a, ptislusné HVL funkce

koncentracné definovana komplexacni konstanta interakce analytu B s j-tym

selektorem

koncentracné definovana komplexacni konstanta interakce protonované formy

analytu se selektorem

koncentracné definovand komplexacni konstanta interakce protonované formy

analytu s j-tym selektorem

M-souhrnnéd komplexacni konstanta interakce protonované formy analytu se smési

selektoru

souhrnnd komplexa¢ni konstanta interakce analytu A nebo B se smési selektorti
(M-souhrnna komplexa¢ni konstanta)

pocet volnych forem analytu v systému
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Ha
Ua-
Haefr

Uai

MaMg
A
Haisj
ll%is
!
Has
Ha-s
Ugsj

pH
Hysj

M
Ugs

MygMg
AS

pH
Has

Up
Upeff
Ups1

Ups2

Ky

pfevodni parametr mezi asymetrii piku a Sitkou piku v a-frakei jeho maximalni

vysky a parametrem a, ptislusné¢ HVL funkce
mobilita volné formy analytu

mobilita volné disociované formy analytu
efektivni mobilita analytu A

mobilita i-té volné formy analytu

souhrnnd mobilita volného analytu ptfitomného v libovolném poctu volnych forem

(MaMs-souhrnna mobilita volného analytu)

mobilita komplexu i-té volné formy analytu s j-tym selektorem
M-souhrnnd mobilita komplexu i-té volné formy analytu se smési selektorti

mobilita volného analytu pti daném pH (pH-souhrnna mobilita volného analytu)
mobilita komplexu analytu se selektorem
mobilita komplexu disociované formy analytu se selektorem

mobilita komplexu analytu s j-tym selektorem

pH-souhrnna mobilita komplexu analytu ptitomného ve vice volnych formach s j-

tym selektorem

souhrnna mobilita komplexu analytu se smési selektori (M-souhrnna mobilita

komplexu)

souhrnna mobilita komplexu analytu ptitomného v libovolném poctu volnych

forem se smési selektort (MaMs-souhrnna mobilita komplexu)

souhrnnd mobilita komplexu analytu ptitomného ve vice volnych formach se

selektorem (pH-souhrnna mobilita komplexu)
mobilita volné formy analytu B

efektivni mobilita analytu B

mobilita komplexu analytu B s prvnim selektorem
mobilita komplexu analytu B se druhym selektorem

mobilita volné formy chirdlniho analytu stejna pro oba enantiomery
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Ura mobilita volné protonované formy analytu

Unas mobilita komplexu protonované formy analytu se selektorem

Us,j mobilita komplexu chirdlniho analytu a j-tym selektorem stejna pro oba
enantiomery

u¥ souhrnna mobilita komplexu analytu A nebo B se smési selektorti (M-souhrnna

mobilita komplexu)

N pocet selektort v systému
q asymetrie piku
r koeficient vyjadiujici miru, s jakou prvni selektor ptispiva k rozdilu mobilit

enantiomerd v systému se dvéma selektory

S koeficient vyjadiujici miru, s jakou druhy selektor ptfispiva k rozdilu mobilit

enantiomerd v systému se dvéma selektory

t cas

ty ¢as odpovidajici maximu piku

Tysp faktor chvostovani piku podle Amerického 1€kopisu (U. S. Pharmacopeia tailing
factor)

Wo,05 Sitka piku v 5 % jeho maximalni vysky

Wo s Sitka piku v poloviné jeho maximalni vysky

Wy Sitka piku v a-frakci jeho maximalni vysky

Wg Sitka piku v f-frakci jeho maximalni vysky

WL0,05 leva polosiika piku v 5 % jeho maximalni vysky

Wig levé polosiika piku v a-frakei jeho maximalni vysky

Wpy prava polositka piku v a-frakci jeho maximalni vysky
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1 Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je Siroce pouzivanou separa¢ni metodou analytické chemie.
Pridavek interagujici latky (selektoru) do zékladniho elektrolytu rozsituje pole vyuzitelnosti
CE naptiklad o separace neutralnich analytl, separace latek s velmi podobnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, a zejména o enantioselektivni separace. Velkou vyhodou CE je
moznost snadno meénit pouzity selektor a jeho koncentraci. V analytické praxi se vyuziva
Siroka Skala chiralnich selektort: crown-ethery, makrocyklickd antibiotika, proteiny, chiralni
micely, cyklofruktany a dalsi [1, 2]. NejCastéji pouzivanymi chirdlnimi selektory v CE jsou
cyklodextriny (CD) [1-7], cyklické oligosacharidy skladajici se nejbéznéji ze Sesti (o-
cyklodextrin), sedmi (pB-cyklodextrin) nebo osmi (y-cyklodextrin) glukopyranozovych
jednotek.

Soucasné s vyuzivanim selektorit v CE se rozvijel také matematicky popis takovych
systémt. Diivodem k sestavovani matematickych modeli elektromigrace byla a je moznost
pfedpovédét vysledek separace na zékladé fyzikalné-chemickych parametrii systému, coz
muze vyznamné¢ usnadnit hledani optimdlnich podminek pro konkrétni separaci. Stejné

dualezité ale je, ze modely umoziuji 1épe pochopit mechanismy, které k separaci vedou.

1.1 Popis elektromigrace v komplexujicich systémech

Systémy s jednou formou volného analytu a jednim selektorem (SaSs systémy)

Pravdépodobné prvni matematicky popis elektromigrace v komplexujicim systému byl
piedstaven uz v roce 1969 [8, 9]. Nicméné jako nejstarsi vztah popisujici efektivni mobilitu”
analytu podléhajiciho komplexaci se selektorem, se vétSinou uvadi model publikovany

Wrenem a Rowem roku 1992 [10].

Pokud se analyt vyskytuje ve vice formach, mezi kterymi se ustavuje rychld rovnovaha

(ve srovnani s elektroforetickou migraci), lze efektivni mobilitu tohoto analytu obecné

* Pfesngjsim vyrazem by byla ,elektroforetickd mobilita, protoZe termin ,,mobilita méa obecn&j$i vyznam.
Jelikoz se vsak tato dizertacni prace zabyva pouze elektroforézou a nehrozi zmateni pojmut, bude piivlastek
,elektroforetickd* vynechavan.
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vyjadiit jako vazeny prumér mobilit jeho jednotlivych forem, pfi¢emz vahou je molarni
zlomek ptislusné formy analytu vzhledem k jeho celkové (analytické) koncentraci. V piipadé
popsaném v modelu Wrena a Rowa je jedinou takovou rovnovéahou interakce analytu A se

selektorem S charakterizovana komplexa¢ni konstantou Kj:

A+S=AS Kjs = —ocz (1)

Konstanta K,s je definovina pomoci rovnovaznych koncentraci (nejedna se o
termodynamickou konstantu, ktera by byla definovana pomoci aktivit; K¢ zavisi nejen na
teploté, ale 1 na iontové sile). Analyt je tedy pfitomen ve dvou formach: volné
nekomplexované form¢ A s mobilitou p, a ve formé komplexu AS s mobilitou pys a jeho

efektivni mobilitu p, . ¢ 5 lze vyjadiit vztahem:

_Ha + tasKys[S]
Haerf = "1 ¥ K9]

2)

Pro praktické uziti je tfeba zavést aproximaci, ze rovnovazna koncentrace volného selektoru
[S] je rovna analytické koncentraci selektoru cg (zanedba se tbytek volného selektoru

zpusobeny interakci s analytem):

[S] = cs 3)

Dosazenim podminky (3) do rovnice (2) ziskdme zdvislost efektivni mobility analytu na
koncentraci selektoru v zakladnim elektrolytu (BGE, background electrolyte) publikovanou

Wrenem a Rowem [10]:

_ Ha + pasKyscs
Haeff = "1 ¥ Kigcs

(4)

16



Vztah (4) je platny pouze za nasledujicich podminek:

(i) Teplota je konstantni, coz je obecné ,kategorickym imperativem* ve fyzikalni chemii.
S teplotou se méni jak rovnovazné konstanty, tak mobility vSech castic v roztoku.
Instrumentace pro CE umoznuje termostatovat vétSinu délky kapilary, a proto Ize tento

pozadavek zpravidla pokladat za splnény.

(ii) Tontova sila je konstantni. Komplexa¢ni konstanta K, je definovana pomoci
koncentraci a je tedy platna pouze pro danou hodnotu iontové sily BGE. Mobility p, a
Uas Jsou rovnéZ zavislé na iontové sile a za konstantni parametry v rovnici (4) je lze
pokladat pouze pokud se pii zméné koncentrace selektoru iontova sila zachova
konstantni. Tato podminka je splnéna v pfipadé neutrdlnich selektorti, pokud nedochazi
k jejich vyznamné interakci s nékterou slozkou zakladniho elektrolytu [11]. V ptipadé
nabitych selektori je nutné zvySeni koncentrace selektoru kompenzovat snizenim
koncentrace slozek zdkladniho elektrolytu [12, 13] nebo zavést do rovnice (4)

prislusnou korekei [12].

(111) Je mozné zavést aproximaci (3) — ubytek volného selektoru zplsobeny komplexaci
s analytem je zanedbatelny. Tato podminka je vzdy splnéna na okraji piku analytu.
V ptipad¢, ze uvniti zony analytu dochazi v disledku komplexace k vyznamnému
ubytku selektoru, neni disledkem posun piku jako celku, ale jeho deformace do
trojahelnikového tvaru [14, 15]. Prolozeni takového piku Haarhoff — van der Lindeho
(HVL) funkci [16, 17] poskytuje migra¢ni ¢as odpovidajici nekonecnému ziedéni
analytu [18], pfi kterém je podminka (3) automaticky splnéna (viz téz kapitolu 1.2).

(1v) Viskozita BGE je konstantni. Pii vysokych koncentracich selektoru je mobilita analytu
ovlivnéna nejen komplexaci, ale 1 zménou viskozity BGE. V literatufe je vSak popsano

nékolik zpusobi, jak pfi matematickém zpracovani tento efekt korigovat [12, 19, 20].

(v) Dochazi pouze ke komplexaci o stechiometrii 1:1 (analyt : selektor). Tato
stechiometrie samoziejm¢ neni jedind mozna, nicméné je vSeobecné pokladdna za

nejrelevantnéjsi, zejména pokud jde o interakci s cyklodextriny [21, 22].

Vsechny matematické popisy elektromigrace v komplexujicich systémech, o kterych bude
tato dizertacni prace dale pojednavat, vychdzeji z modelu (4) a vySe zminéné podminky

platnosti se tim padem vztahuji i na né&.

Na zaklad€ rovnice (4) byla odvozena fada dal§ich modelli popisujicich SaSs (single-

free-analyte-form single-selector) systémy [19, 23-27]. Jejich cilem bylo pomoci efektivnich
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mobilit separovanych analyti vyjadfit parametry kvantifikujici GispéSnost separace: rozdil
efektivnich mobilit [10, 19], relativni rozdil mobilit (rozdil mobilit déleny jejich priimérem)
[28], selektivitu (pomér mobilit) [28], rozliseni [23, 24] nebo pocet teoretickych pater [27].
Nekteré z modelli zavadéji dalsi aproximaci, a sice ze pii chirdlni separaci je mobilita
vzniklého komplexu s stejnd pro oba enantiomery [10, 19, 23, 24]. Tento predpoklad lze
pokladat za opravnény v piipadé interakce s jedinym definovanym selektorem, jelikoz oba
takové komplexy maji stejny naboj a podobnou strukturu. Piestoze velka ¢ast SASs modelt se
zaméfovala na chirdlni separace, vztah (4) lze samoziejmé pouZit 1 pro optimalizaci

nechiralnich separaci, pii kterych se vyuziva komplexace se selektorem [26, 29].

Popis systémi s vice formami volného analytu a jednim selektorem

(MaSs systémy)

Nevyhodou modelu (4) (a SASs modeli na n€j navazujicich) bylo, ze braly v iivahu pouze
jednu formu volného analytu. Latkami separovanymi kapildrni elektroforézou jsou ale Casto
slabé kyseliny, baze nebo amfolyty podléhajici elektrolytické disociaci. Ob¢ piitomné formy
(naptiklad disociovana a protonovana u slabé kyseliny) pak mohou interagovat se selektorem
s ruznymi komplexa¢nimi konstantami za vzniku komplext o riznych mobilitach. Tim padem
pH zakladniho elektrolytu, kterym je fizen stupen disociace analytu, mize mit velky vliv na

vysledek separace.

Popisem MaSs (multi-free-analyte-form single-selector) systémi se dlouhodobé
zabyvala skupina profesora Vigha [30-33]. Pro efektivni mobilitu slabé jednosytné kyseliny

[30] byl odvozen nasledujici vztah:

! [H3O+] !
Ua- + Kg-spta-sCs + K r (uma + KirastuasCs)
a,
‘uA.Eff = , [H3O+] ) (5)
1+ Ky-stta-scs + K (1 + Kjjas¢s)
a,HA

kde py-, ta-s a K4~ jsou mobilita volného disociovaného analytu, mobilita jeho komplexu
se selektorem a prislusna komplexa¢ni konstanta; pya, Hpas @ Kpas jsou mobilita volného

protonovaného analytu, mobilita jeho komplexu se selektorem a piislusna komplexacni
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konstanta, [H;0%] je koncentrace oxoniového kationtu v BGE a K ;;, je disocia¢ni konstanta

analytu definovand pomoci koncentraci:

(6)

’ _
Ka,HA =

Obdobny vztah byl odvozen i pro slabé jednosytné baze [31]. Modely popisujici MaSs
systémy byly publikovany i1 dal§imi skupinami [34-38].

Lelievre et al. [34] ukazali, ze pii konstantnim pH lze zavislost efektivni mobility slabé

jednosytné kyseliny na koncentraci selektoru popsat funkci formalné shodnou se vztahem (4):

pH pH ,,'pH
Ha + HasKyg Cs

1 +K£Hcs

Uperr = (7)

kde uZH, #Z? a K A’;H jsou mobilita volného analytu, mobilita komplexu a komplexacni

konstanta pii daném pH:

pH _ Kgpatia- + [H30 |piya

= : 8

upH _ Kgnasta-s + [H307] ©)
K. yas + [H;07]

KlpH — K, a,HAS 10

AS HAS K(;,HA+[H30+] ( )

K; nas je (koncentratné definovana) acidobazicka disociacni konstanta komplexu analytu se
selektorem. Jeji hodnota je jednoznatné dana disociatni konstantou analytu K;,, a

komplexa¢nimi konstantami jeho disociované a nedisociované formy K,-¢ a Kjj4s:

1A
P K (1)
a,HAS — *a,HA K’

HAS

19



Parametry ,uZH, ,ug? a K A‘;H byly pozdéji [37] vyjadifeny i pro dvojsytnou kyselinu. Tyto
parametry jsou zavislé na hodnoté pH (a iontové sile) BGE. Leli¢vriv model (dale bude
oznacovan jako pH-souhrnny model) tedy umoziuje optimalizovat koncentraci selektoru
v BGE, ale nikoli pH, které musi zastat konstantni. Na druhou stranu model teoreticky
potvrzuje, ze optimalizacni postupy vyvinuté pro SaSs systémy lze pouzit i v piipadé MaSs

systémitl, pokud se pH BGE neméni.

V ptipadé chirdlnich separaci je dalezitou vyjimkou z ptedeslého tvrzeni predpoklad
stejné mobility pro komplexy obou enantiomera se selektorem: Jak je zjevné z rovnic (9) a
(11), parametr :“Z? nezavisi jen na mobilitach komplexa fyzicky ptitomnych v roztoku (o
nichz lze predpokladat, ze se pfiliS neliSi pro oba enantiomery v daném disociovaném
respektive protonovaném stavu), ale zavisi 1 na hodnotach komplexa¢nich konstant (o nichz
lze naopak predpokladat, Ze se pro oba enantiomery li$i — protoze jinak by pii stejné mobilité
komplexii interakce se selektorem nevedla k separaci). To odpovidd experimentdlnim
vysledkim Moffadela ef al. [37], ktefi pi1 popisu chiralni separace pomoci pH-souhrnného

modelu pozorovali, Ze pH-souhrnné mobility komplexti se pro dvojici enantiomert liSily.

Systémy s jednou formou volného analytu a vice selektory

(SaMs systémy)

V analytické praxi se Casto pouzivaji smési selektort. Je to jednak proto, ze komercné
vyrabéné derivatizované cyklodextriny jsou ve skute¢nosti mnohdy smési selektort lisicich se
jak stupném substituce, tak polohou substituenti [39-41]. Nékdy jsou ale smési selektora
piipravovany zamérn¢ za Ucelem dosazeni lepsi separace [2, 5, 7, 42, 43]. Publikované
teoretické popisy SaMs (single-free-analyte-form multi-selector) systéml v CE byly shrnuty

v ptehledovém ¢lanku, ktery je zatazen na konci této kapitoly (Publikace I).

Prvni matematicky model elektromigrace analytu v BGE se dvéma selektory byl
publikovan v roce 1994 [44] a byl pfirozenym rozSifenim modelu (4) o interakci s dalSim

selektorem:

ta + Uas1Kas1Cs1 + tas2KasaCsz
1+ Kjs51651 + KysoCs2

Haerr = (12)
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kde cg; a cg, jsou koncentrace prvniho a druhého selektoru, K5, a K5, jsou komplexacni
konstanty analytu s prvnim a druhym selektorem a pyg; a Uasy jsou mobility komplexii

analytu s prvnim a druhym selektorem.

V nésledujicich dvaceti letech byla publikovana fada praci zabyvajicich se teoretickym
popisem SaMs systému (jsou podrobné rozebrany v Publikaci I). Velka ¢ast z nich vychazela
z modelu (12) [44-51]. Tyto modely obsahuji dvé nezéavislé proménné — koncentrace dvou
modely. Naptiklad pro grafické zndzornéni zavislosti optimalizovaného parametru (relativni
rozdil mobilit [47], selektivita [47], rozliSeni [45]) je nutné vykreslit tfidimenzionalni graf,
piipadné studovat zavislost toliko na koncentraci jednoho selektoru pii konstantni koncentraci
selektoru druhého [45-48]. Proto autofi Casto vyuzivali matematicky popis SaMs systému
pouze ke kvalitativnimu vysvétleni pozorovanych experimentalnich vysledkt, jako naptiklad
zamény migracniho potradi analytti [44, 46, 52-54]. Mezi pétapadesati pracemi, ve kterych byl
k separaci pouzit BGE obsahujici dva cyklodextriny, jenom ve tfech byly optimalni
koncentrace selektorti vybrany na zékladé vypocti a pomoci elektromigracniho modelu [45,

49, 50].

Alternativnim pfistupem pouzivanym pro chirdlni separace pomoci dvou selektorti je
vyjadiit rozdil efektivnich mobilit separovanych enantiomertt A a B, Auug c5f, jako vazeny
prumér rozdili efektivnich mobilit generovanych interakci sjednim a s druhym

selektorem, Apigp erf1 @ Alap efr,2 [50, 54, 55]:

Abpperr =71 Alaperra + S Alapesr,2 (13)

Rozdil mobilit generovany j-tym selektorem, Apgperr i, je odvozen zrovnice (4) se

zavedenim ptedpokladu, ze mobilita komplexu je stejnd pro oba enantiomery:

(:“S,j - :uf)(Kl;Sj - KA;Sj)CSj
1+ (Kés]' + KA’lSj)CSJ' + KI;SjKA;SjCSZj

Apspesr,j = (14)
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kde us = py = up je mobilita volného analytu (stejna pro oba enantiomery), fs;j = lasj =
tps; je mobilita komplexu analytu se sektorem, Kjs; a Kpg; jsou komplexacni konstanty
prvniho a druhého enantiomeru se selektorem a cg; je koncentrace selektoru. Koeficienty r a

s vrovnici (13) nejsou pifesné specifikovany, ale pii pouzivani tohoto modelu se obecné
predpoklada, ze se jedna o kladna ¢isla zavisla na parametrech komplexace a koncentracich
obou selektord. Vztah (13) tedy neni mozné pouzit pro vypocet optimalnich koncentraci obou
selektort. Je ale v praxi hojné vyuzivan ke kvalitativnimu posouzeni, jaké selektory je vhodné
zkombinovat, aby pfidani obou selektori do BGE pfineslo lepSi separaci ve srovndni se
situaci, kdy je ptidan pouze jeden z nich [56-59]. Za ptedpokladu, Ze r a s jsou kladna Cisla,
musi byt Cleny Auap err1 @ Alap er2 budto oba kladne, nebo oba zaporné, aby kombinace
selektori separaci nezhorSovala. Z toho vyplyva, Ze pokud maji selektory opacny vliv na
mobilitu enantiomera (mobility effect) — komplexace s jednim selektorem pohyb enantiomert
zrychluje, komplexace se druhym zpomaluje, pak musi mit 1 opa¢ny rozpozndvaci vzorec
(recognition pattern) — enantiomer, ktery interaguje siln€ji s jednim selektorem, interaguje se
druhym slabéji. Naopak, pokud maji oba selektory souhlasny vliv na mobilitu enantiomerti —
komplexace s obéma selektory pohyb enntiomerti bud’to zrychluje, nebo zpomaluje, musi mit
také souhlasny rozpoznavaci vzorec — oba selektory komplexuji silnéji se stejnym
enantiomerem. Nicméné v pozd¢jSich publikacich [43, 50] dosli autoii modelu k zavéru, ze ve
druhém z vySe uvedenych piipadii nebude sice smiseni selektori separaci vyrazné zhorSovat,

ale ani ji nezlepsi a je vyhodnéjsi pouzit pouze jeden (ten ,,selektivnéjsi®) z obou selektort.

Nicméné, jak je uvedeno v Publikaci I, ve skutecnosti mohou parametry r a s v rovnici
(13) nabyvat jak kladnych, tak zapornych hodnot a vySe zminéné zavery tedy nejsou obecné
platné. To je nazorné¢ demonstrovano na hypotetickém (nicméné¢ redlné¢ mozném) systému
chirdlniho analytu a dvou selektori: V tomto pfipad¢ maji oba selektory souhlasny vliv na
mobilitu (interakce s obéma pohyb enantiomeri zpomaluje) a opa¢ny rozpozndvaci vzorec —
podle vySe uvedenych pravidel odvozenych z rovnice (13) by smiseni takovych dvou
selektori mélo separaci pouze zhorSovat. Bylo ale ukdzano (Publikace I, Figure 2), ze smés
téchto dvou selektori miize generovat vétsi rozdil efektivnich mobilit enantiomer 1 vétsi
selektivitu (pomér efektivnich mobilit) ve srovnani s optimalni koncentraci jednoho nebo

druhého selektoru pouzitého samostatné.
Rozsitenim modelu (4) (respektive (12)) ziskali Peng et al. [60] vztah popisujici
efektivni mobilitu analytu v SAMs systému s libovolnym poctem selektorti, N, (kazdy tvoii

s analytem komplex o stechiometrii 1 : 1):
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ta + Uas1Kas1Cs1 + tas2KasoCoot. . Hasn KasnCsn
14 Ky51651 + KpspCs0F - + Koy Csy

Kaeff = (15)

Zjevnou nevyhodou modelu (15) je jeho N-dimenzionalita, kterd by znaéné¢ komplikovala
jeho pouziti k optimalizaci separace v praxi. Karanack et al. [61] pozdé&ji ukazali, jak Ize tento

model vyrazné zjednodusit. Koncentraci kazdého ze selektorti v systému lze vyjadiit jako:

Csj = XsjCtot (16)

kde ys; je molarni zlomek j-t€ho selektoru ve smési a ¢, je celkova koncentrace selektori
(soucet koncentraci vSech pritomnych selektorti). Dosazenim z rovnice (16) do rovnice (15) a

naslednou Upravou vznikne vztah:

ta + (Uas1 Kas1Xs1 + Has2 Kasa Xsat+- - FHasn Kasy Xsn) Ceot
1+ (K1 xs1 + KpgoXs2t+. - Koy Xsn)Crot

Uperr = (17)

V piipad¢€, ze sloZzeni smési (vzajemny pomér koncentraci selektorti vyjadieny molarnimi

zlomky ys;) je konstantni, pak zavedenim nasledujici substituce:

N
Ka§ = Kasixs1 + Kasaxsa+... +KasnXsn = z - Kusixsj (18)
J=
M = tasiKasixs1 + tasaKasoXs2+. . HiasnKasn Xsn _ Y1 tasiKasiXs; (19)
A3 KisiXxs1 + KpsaXsat- - +Kpsn Xsn K5
lze ziskat vysledny vyraz pro efektivni mobilitu analytu interagujiciho se smési selektort:
M M
Ha + UasKys Ceor
Haerr = (20)

1+ KAI_\?/I Ctot
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Rovnice (20) je formaln¢ shodnd s vyrazem (4) popisujicim systém, kde analyt interaguje
pouze s jednim selektorem. Pokud je slozeni smési selektorti konstantni, Ize na smés selektorti
pohlizet jako na selektor jediny, jehoZ interakce s analytem je charakterizovana M-souhrnnou
(M-overall) komplexaéni konstantou K;¥ a M-souhrnnou mobilitou komplexu ubs. Tyto
parametry Ize pro danou smés zméfit experimentalné metodou afinitni kapilarni elektroforézy
(ACE, affinity capillary electrophoresis) [20, 62] a nasledné je pouzit k hledani optimalni
celkové koncentrace selektoru — a to bez ohledu na fakt, ze konkrétni sloZeni smési (ys;) a

komplexa¢ni parametry pro jeji jednotlivé slozky nejsou zndmy.

Karanack et al. ve své praci [61] pouzivali k separaci smés dvou derivatizovanych
cyklodextrinti, z nichz kazdy byl ve skutecnosti sim smési selektorti liSicich se stupném
substituce a polohou substituentd. Modelem (18) — (20) demonstrovali, Ze pro popis takového
systému muze byt pouzit vztah (12) (odvozeny pivodné pro smés dvou ,,Cistych* selektorti) a
dale se souhrnnym modelem (18) — (20) nepracovali. Pravdépodobné z toho diivodu model

zapadl, dokud nebyl nezavisle znovu odvozen a publikovan nasi skupinou [63, 64].

Z modelu (18) — (20) (déle bude oznacovan jako M-souhrnny model) vyplyva, ze
optimalizacni strategic odvozené pro SaSs systémy lze pouzit pro optimalizaci celkové
koncentrace smési selektorit v SAMs systémech — ovSem opét s toutéz dalezitou vyjimkou
jako v ptipad¢ pH-souhrnného popisu (7) — (10): V ptipad¢ chiralnich separaci nelze a priori
piedpokladat, ze M-souhrnni mobilita komplexu pXs bude stejna pro oba enantiomery. Tento
parametr nelze chapat jako mobilitu n¢jaké castice fyzicky pfitomné v roztoku, ale jednoduse
jako parametr ulc zavislosti (20), tedy mobilitu, ke které se limitng blizi efektivni mobilita
analytu se vzrustajici celkovou koncentraci smeési selektort. Z rovnice (19) vyplyva, ze
hodnota tohoto parametru zavisi jak na mobilitdich jednotlivych komplexii p,g;, tak na
komplexacnich konstantach a slozeni smési. I pokud budou pro kazdy jednotlivy selektor
j mobility komplexu stejné pro oba enantiomery, ale ty budou rizné pro riizné selektory, pak
se budou vysledné pX u obou enantiomeri lisit (pokud se alespoii pro jeden selektor budou
liSit komplexacni konstanty obou enantiomert). Timto mechanismem je mozné vysvétlit
velkou separaéni schopnost nedefinované sulfatovanych cyklodextrinii [64], kterd je velmi

vyznamna v analytické praxi.

M-souhrnny model poskytl uzite¢ny vhled do mechanismu separace se smésmi

selektorti, jako jsou komeréné dodavané derivatizované cyklodextriny, u kterych uZivatel
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neznd presné slozeni smési. Vyuziti tohoto ptistupu také pro popis zdmérné piipravovanych

smési dvou selektort, stejn¢ jako experimentalni ovéteni, je ukazano v Publikaci 1.

Na rozdil od systému s jednim selektorem, pro které existuji MaSs modely zminované
vyse, publikované modely elektromigrace v systémech s vice selektory dosud nezahrnovaly
moznou acidobazickou disociaci analytu. Takové rozsifeni modelu (18) - (20) na MaMs
(multi-free-analyte-form multi-selector) systémy, kde vice volnych forem analytu interaguje

s vice selektory je predstaveno v Publikacich Il a IV.

1.2 Stanoveni spravné efektivni mobility

Vsechny elektromigratni modely rozebirané¢ v pfedeslé kapitole pracuji s parametry
komplexace — komplexa¢nimi konstantami a mobilitami komplexu. Ty je nutné stanovit
experimentalng, zpravidla proloZenim zavislosti efektivnich mobilit daného analytu na
koncentraci selektoru vhodnou funkci (ACE metoda [20, 62]). Ur€eni spravné efektivni
mobility analytu je proto kli¢ové pro stanoveni komplexacnich parametra a jejich néslednou

vyuZitelnost v riznych optimalizacnich strategiich.

Tato dizertacni prace se detailnéji vénuje dvéma tskalim, se kterymi se experimentator

pii stanovovani spravné efektivni mobility mtize potykat:

(1) stanoveni mobility elektroosmotického toku v zakladnich elektrolytech obsahujicich

nabitou interagujici slozku;

(i1) urceni migrac¢niho ¢asu u pikti deformovanych elektromigracni disperzi.

Elektroosmoticky tok a jeho stanoveni

Elektroosmoticky tok (EOF, electroosmotic flow) v elektroforéze je zpiisoben nabojem na
vnitini sténé kapilary (ten vznik4d naptiklad disociaci silanolovych skupin na povrchu
nemodifikované kiemenné kapilary) a projevuje se pohybem celého obsahu kapildry smérem
k jedné z elektrod [65]. Rychlost analytu vii¢i kapilaie a detektoru je tak dana souctem jeho
pohybu skrz roztok zpiisobeného elektromigraci, a pohybu roztoku jako celku zplsobeného
elektroosmotickym tokem. Pro urceni efektivni mobility analytu (rychlosti pohybu skrz
roztok vztaZzené na jednotkovou intenzitu elektrického pole) je tedy tieba spravné stanovit

mobilitu EOF a tu odecist od celkové, zjevné mobility analytu. V literatufe je popsana fada
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zpusobil stanoveni mobility EOF, které¢ jsou shrnuty naptiklad v ptehledovém ¢lanku Wanga

et al. [66].

Nejcastéjsi je pouziti neutralniho markeru (znaCkovace), ktery nema vlastni
elektroforetickou mobilitu, pohybuje se pouze ptisobenim EOF, a z jeho piku zaznamenaného
detektorem je pak rychlost EOF stanovena. V piipadé¢ komplexujicich systémil s nabitymi
selektory ale tato metoda muze selhat, protoze selektor mize vedle analytu interagovat i
s EOF markerem — ten pak diky této interakci ziskdva nenulovou efektivni mobilitu, kterd se
navic (obdobné jako u analytu) s koncentraci selektoru méni. Stanovené efektivni mobility

analytu jsou pak zatiZzené systematickou chybou.

Fuguet et al. [67] porovnavali, nakolik rizné EOF markery interaguji ¢i neinteraguji
s nabitymi micelami v BGE a které markery jsou tedy vhodné ke stanoveni mobility EOF
v miceldrni elektrokinetické chromatografii. Takové srovnani pro nabité cyklodextriny
(zejména cyklodextriny nedefinované sulfatované, které patii k nejoblibenéjSim selektorim

v CE [4, 68, 69, 70]) nebylo k dispozici.

V roce 1997 vyvinuli Williams a Vigh [71] metodu pro stanoveni efektivni mobility
v BGE obsahujicich interagujici slozku. Zona neutrdlniho EOF markeru byla obklopena
Sirokymi zonami BGE bez interagujici slozky, zona analytu se pak nachazela v zon¢ BGE,
ktery nabitou interagujici slozku obsahoval. Analytem mohla byt, a Casto byla, latka bézné
slouzici jako EOF marker. Metoda umoziovala odhalit jeji pfipadnou ,,mobilizaci® interakci
s nabitou interagujici slozkou BGE - snabitym selektorem. Konkrétné se jednalo o
definované (single-isomer) sulfatované cyklodextriny [72-74]. Metoda byla zalozena na
urceni vzdalenosti mezi EOF markerem a analytem pfed a po kratké aplikaci napéti. Jeji
velkou nevyhodou nicméné bylo, ze UV detektor musel byt umistén piiblizn€ uprostied délky

kapilary, coz v komercnich ptistrojich zpravidla neni mozné.

V Publikaci V' je predstavena metoda stanoveni efektivni mobility v BGE s nabitou
interagujici slozkou, kterou lze pouzit v komeréné dostupném pftistroji pro CE bez potieby
dodate¢nych tprav. Pomoci této metody byla porovndna vhodnost ¢tyf ¢asto pouzivanych
EOF markert pro vyuZziti v BGE obsahujicim nedefinované sulfatovany B-cyklodextrin (smés
selektorti o rlizném stupni derivatizace a poloze substituentil) hojn€ pouZivany v analytické

praxi.
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Elektromigra¢ni disperze a parametry HVL funkce

Pokud v z6n€ analytu zavisi pohyblivost analytu na jeho vlastni koncentraci, pak dochazi
k deformaci tvaru jeho piku z Gaussovského na trojuhelnikovy (za ptedpokladu, ze ptivodné
byl vzorek davkovéan jako velmi tzka zéna). Tento jev se nazyva elektromigracni disperze

(EMD) a mtize k nému dochézet z nasledujicich pticin:

(i) zména vodivosti (a tedy i intenzity pole) ve srovnani s BGE v dusledku pfitomnosti
analytu [75];
(11) nedostate¢na pufracni kapacita BGE (a tedy zména =zastoupeni jednotlivych

disociacnich stavil analytu se zménou jeho koncentrace v zon¢) [75];

(111) vyznamny ubytek volného selektoru v zoné€ analytu v disledku komplexace (a tedy

narist frakce volného analytu s rostouci celkovou koncentraci analytu) [14, 15].

Z linearizované¢ho modelu elektromigrace s malou nelinearni poruchou bylo odvozeno, Ze tvar

piku deformovaného EMD dobie vystihuje HVL funkce [16, 17, 18]:

a, ( 1/t—a, 2)
a,azV2m P 2( a )

1 1 t—a @D
AR 7(1 + erf(ﬁa;))

HVL(t) =

kde t je Cas, parametr a, odpovida plose piku, a, jeho poloze vyplyvajici z efektivni mobility
analytu pii jeho nekone¢ném ziedéni, a, popisuje difuzni (symetrické) rozsifeni piku a a;
charakterizuje nesymetrickou deformaci piku’. Na Obrazku 1 je ukdzano, jak se u piku
deformovaného EMD méni poloha jeho maxima s celkovou koncentraci analytu, zatimco
parametr a; se neméni. Pravé z parametru a, je tedy vhodné stanovovat efektivni mobilitu

analytu, ktera je ndsledn¢ vyuzita naptiklad k uréeni komplexaénich parametra.

V ptipadé Gaussovského piku jsou zndmy vztahy mezi jeho geometrickymi vlastnostmi
(poloha maxima, Sitka v poloviné vysky) a parametry ptislusné Gaussovy funkce (stfedni
hodnota, rozptyl). Pro HVL pik ale dosud takové vztahy nebyly odvozeny. Jedinym
zpiisobem, jak pro dany pik analytu stanovit parametry odpovidajici HVL funkce, byl export

* V literatue se uZivaji dva rlizné zplisoby parametrizace HVL funkce, které se ovSem li§i pouze v definici
parametru a;. V této praci je pouzivan zptisob uvedeny v praci Hrusky et al. [18].
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experimentalnich dat a jejich prolozeni HVL funkci pomoci vhodného softwaru pro nelineérni
regresi — coz vyzaduje vymezeni rozsahu dat pro analyzu, ode¢teni zakladni linie a pfedev§im
prvotni odhad parametrtt HVL funkce, které jsou nasledné softwarem optimalizovany. Odhad
parametrt je klicovy pro uspésné vyhodnoceni experimentalnich dat a vyzaduje jistou miru
zkuSenosti.

Vztahy mezi ,,viditelnymi® charakteristikami piku — geometrickymi vlastnostmi HVL
funkce, a jejimi parametry, které umoziuji vypocet téchto parametrii bez pouziti nelinearni

regrese, jsou odvozeny v Publikaci V1.

Obrazek 1: Zména tvaru piku deformovaného elektromigracni disperzi s rostouci koncentraci analytu; plnymi
svislymi ¢arami jsou vyznacena maxima pikdl, svisla pferusovana ¢ara znaci polohu parametru a; ptislusné HVL
funkce — hodnota tohoto parametru se s koncentraci analytu nemeéni a je tedy stejna pro vSechny tfi zobrazené

piky.
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Publikace 1

Twenty years of development of dual and multi-selector models

in capillary electrophoresis: A review

L. Miillerova, P. Dubsky, B. Gas

Electrophoresis 2014, 35, 2688-2700.
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2 Cile dizertac¢ni prace

Cilem této prace bylo predevSim rozsitit poznatky o elektromigraci v systémech s vice

selektory:

(i) Experimentaln¢ ovéfit vyuzitelnost M-souhrnného modelu pro popis a predikei
vlastnosti separacnich systémi pfipravenych smisenim dvou definovanych

cyklodextrinli a demonstrovat vyhody tohoto ptistupu (Publikace II).

(1) Rozsifit M-souhrnny model o moZnost acidobazické disociace analytu a
experimentalné demonstrovat platnost rozSifeného modelu na systému slabé jednosytné

kyseliny jako analytu a dvou definovanych cyklodextrinli jako selektort (Publikace I11
all).

Dalsi cile pak souvisely se stanovenim spravné efektivni mobility analytu:

(1) Navrhnout metodu pro stanoveni efektivni mobility v systému s interagujici slozkou
BGE pouzitelnou v komeréné dostupném pftistroji pro CE a s jeji pomoci posoudit
vhodnost populdrnich EOF markert pro pouziti v BGE s nedefinované sulfatovanym

cyklodextrinem (Publikace V).

(i1) Odvodit vztahy mezi geometrickymi charakteristikami elektroforetick¢ho piku
deformovaného elektromigracni disperzi a parametry HVL funkce popisujici tento pik,
piedevSim migraénim Casem odpovidajicim efektivni mobilit¢ analytu pii jeho

nekonecném ziedéni (Publikace VI).
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3 Experimentalni podminky

Elektroforetické experimenty byly provadény na piistroji Agilent *°CE pro kapilarni
elektroforézu (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Pfistroj je vybaven vestavénym
UV/Vis detektorem s diodovym polem a bezkontaktnim vodivostnim detektorem vyvinutym
v nasi laboratofi [76]. K ovladani ptistroje a sbéru dat slouzil software ChemStation (Agilent
Technologies). K méteni pH slouzil PHM 240 pH/ION metr (Radiometer analytical, Kodan,
Dénsko).

Byly pouZzivany kifemenné kapilary z vnéjSi strany pokryté polyimidovym potahem.
Pouzité chemikalie byly vysoké Ccistoty, voda byla deionizovana systémem Rowapur a

Ultrapur (Watrex, San Francisco, USA).

Ke zpracovani a vyhodnoceni dat slouzily programy Origin 8.1 (OriginLab Corporation,

Northampton, USA) a Microsoft Office Excel.

Detailni experimentalni podminky jsou vzdy popsany v ptislusné publikaci, a proto zde

nejsou podrobné uvadény.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Pouziti M-souhrnného modelu pro definované smési dvou selektori

Podle M-souhrnného modelu (18) — (20) lze smés selektord o konstantnim sloZeni
(konstantnim poméru molarnich koncentraci jednotlivych selektorti ve smési) pokladat za
selektor jeden. Model také ukazuje, jak jsou komplexaéni parametry tohoto ,,souhrnného*
selektoru provazany s komplexa¢nimi parametry jednotlivych slozek smési. V ptipadé, ze
jsou do BGE zamérné pridavany dva rizné selektory za ucelem dosazeni lepsi separace, pak
je sloZeni smési znamo a komplexacni parametry smési mohou byt piedpovézeny na zakladé

komplexacnich parametrti obou Cistych selektorti pomoci M-souhrnného modelu.

Pro smés toliko dvou selektorti piechazeji vztahy (18) a (19) do nasledujicich tvart:

Ki¥ = Kisixs1 + Kasaxsz = Kasixs: + Kas2 (1 — xs1) (22)

v HasiKasiXs1 + as2KasoXs2  MasiKasiXs1 + tas2Kaso (1 — Xs1)
Has = KIM - KIM
AS AS

(23)

kde ys; a x5, = (1 — x51) jsou molarni zlomky prvniho a druhého selektoru ve smési.
Efektivni mobilita analytu pro konkrétni slozeni smési a celkovou koncentraci selektoru je
pak dana vztahem (20). Pokud je stejnym zplsobem vyjadiena i efektivni mobilita druhého
analytu, Ize pomoci M-souhrnného modelu zkoumat, jak se méni separacni potencial smési se

zménou jejiho slozeni, ptipadné zvolit optimalni yg; a c;o pro danou separaci.

V Publikaci II byl tento piistup experimentalné oveien. Jako modelové analyty byly
zvoleny ibuprofen a flurbiprofen. Piestoze se jedna o chirdlni latky, v tomto piipad¢ nebyla
provadéna chiralni separace (pfi zvoleném pH neni interakce s CD enantioselektivni), ale
ibuprofen byl bran jako prvni analyt a flurbiprofen jako analyt druhy. Dale jsou ptfi daném pH
oba tyto analyty pIné¢ disociovany s vlastni mobilitou u, # 0 a neacastni se Zadné
acidobazické rovnovahy (jedna se tedy o SaMs systém). V praci byla zkoumana jejich
elektromigrace v systémech se dvéma riznymi dvojicemi selektort: heptakis(2,6-di-O-
methyl)-B-cyclodextrinu (DM-B-CD) s 6-O-a-maltosyl-B-cyclodextrinem (Malt-B-CD) tvoftily
prvni dvojici cyklodextrinli a DM-B-CD s nativnim B-cyclodextrinem ($-CD) dvojici druhou.

Nejprve byly metodou ACE stanoveny komplexa¢ni parametry K ¢ a p,45 obou analytl

s jednotlivymi selektory (v SaSs systémech). Nésledné byly experimentdlné¢ zméfeny M-
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souhrnné komplexaéni parametry K’ a uc pro riizna sloZeni smési (reprezentovand frakci
prvniho selektoru yg;) a pro obé zkoumané dvojice selektori. Pro experimentalni stanoveni
téchto souhrnnych komplexac¢nich parametrt byla opét pouzita metoda ACE — se smési dvou
selektori o konstantnim yg; se zachdzelo jako sjednim selektorem. Takto zméfené M-
souhrnné parametry byly porovnany s parametry vypoctenymi pomoci rovnic (22) a (23)
z parametri jednotlivych selektort (Publikace II, Table 2). Shoda mezi zméfenymi a
spoCtenymi parametry byla velmi dobrd, pozorované rozdily mezi nimi byly, podle

dlouhodobych zkuSenosti nasi vyzkumné skupiny, srovnatelné s presnosti ACE metody.

Za zminku také stoji porovnani kvality fitu, jmenovité chyb parametri stanovenych
ACE metodou, v SaSs a SaMs systémech. Zavislost efektivni mobility na (celkové)
koncentraci selektoru je v obou pifipadech prokladana stejnou funkci. Pokud by chyby
stanoveni byly v systémech se dvéma selektory vyznamné vyssi ve srovnani se SaSs systémy,
zpochybiiovalo by to zavér M-souhrnného modelu, Ze smés selektorti o konstantnim sloZeni
lze pokladat za selektor jediny. Vysledky ale ukazuji (Publikace 11, Table 1 a Table 2), ze
chyby stanoveni se nijak nelisi, bez ohledu na to, zda byla metoda ACE aplikovana na SaSs

nebo SaMs systém, coZ spravnost M-souhrnného modelu potvrzuje.

Schopnost M-souhrnného modelu predpovidat kvalitu separace je demonstrovana
graficky (Publikace II, Fig. 4A a4B) — vtomto piipadé¢ byl jako parametr kvantifikujici
kvalitu separace pouzit pomér efektivnich mobilit separovanych analytti neboli selektivita.
Selektivity ve smési selektorti predpovézené pomoci M-souhrnného modelu z komplexacnich
parametr obou Cistych selektorii (plné ¢ary) jsou v dobré shod¢ se selektivitami zméfenymi
experimentalné (symboly). Piestoze nékteré experimentalni body se s predikci neshoduji zcela
piesné, tvar zavislosti a dulezité charakteristiky daného separac¢niho systému (pfitomnost a

piiblizna poloha maxima, zdména migracniho potadi) jsou predpovézeny spravné.

Ma-1li byt M-souhrnny model pouZzit k optimalizaci separa¢niho systému se dvéma
selektory, je tfeba optimalizovat dv€ nezavisle proménné: celkovou koncentraci selektoru c;.¢
a molarni frakeci prvniho selektoru ve smési yg; (frakce druhého selektoru je jednoznacné
urCena vztahem s, = 1 — xs1). To je obdobna situace jako v ptipadé pivodniho modelu
elektromigrace v systému se dvéma selektory (12), kde jsou nezavislymi proménnymi
koncentrace obou selektorti cg; a cg,. Nicméné, prechod od cg; a c¢g; v plivodnim modelu

rwr

K ctor @ Xs1 V M-souhrnném modelu pfindsi vyznamné vyhody.
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Ptedevsim koncentrace selektorti cg; a ¢, mohou ob€ v principu riist do nekonecna a je
naro¢né predstavit si chovani systému pii vSech jejich moznych kombinacich. Na druhou
stranu M-souhrnny model ukazuje, Zze chovani smési selektord je zavislé na poméru jejich
koncentraci, respektive na frakci yg;, ktera mize nabyvat pouze hodnot od nuly do jedné.
V ramci takto dobfe definovaného rozsahu slozeni smési lze studovat vlastnosti systému — to
bylo jednak ukazano na experimentalnich vysledcich v Publikaci 11, a dale je demonstrovano

na Obrazku 2 pro hypoteticky (nicmén¢ realn¢ mozny) systém.

Z modelu (18) — (20) vyplyva, Zze M-souhrnnd komplexacni konstanta miize nabyvat
pouze hodnot mezi hodnotami komplexacnich konstant prvniho a druhého selektoru
(Publikace II, Fig.3A; Obrazek 2E, preruSované cary). Totéz plati 1 pro M-souhrnnou
mobilitu komplexu, kterd se ale na rozdil od komplexacni konstanty neméni s yg; linearné
(Publikace II, Fig. 3B; Obrazek 2E, plné ¢ary). Stejné tak 1 efektivni mobilita jednoho analytu
pi1 dané celkové koncentraci selektoru se bude vzdy nachdzet v rozmezi daném efektivnimi
mobilitami tohoto analytu v BGE obsahujicim ekvivalentni koncentraci prvniho respektive
druhého selektoru (Obrazek 2A a 2B). Nicméné toto uz neplati pro rozdil efektivnich mobilit
dvou analyttl (Obrazek 2C), nebo jejich pomér (Publikace 11, Fig. 4; Obrazek 2D) — jinak by
smes dvou selektorit nikdy nemohla zlepSovat separaci ve srovnani s jednotlivymi selektory.
Tento efekt je mozné pozorovat v piipadé dvojice selektori DM-B-CD a B-CD pfii vyssich
koncentracich c;,¢ (Publikace II, Fig. 4A). V piipad¢ hypotetického systému na Obrazku 2
pak smés poskytuje jak vétsi rozdil mezi mobilitami analytii (Obrazek 2C, yg; = 0,7) tak i
lepsi selektivitu (Obrazek 2D, yg; = 0,3; 0,5 a 0,7) ve srovnani s optimalni koncentraci obou
Cistych selektort. Tyto grafy ilustruji, jak se prabéh zavislosti selektivity na celkové
koncentraci méni s ménicim se slozenim smési — a ze zmény tvart téchto zavislosti mohou

byt znacné ,,neintuitivni®.

Dal$im jevem, na némz lze demonstrovat vhodnost M-souhrnného modelu pro popis
separacniho systému se dvéma selektory je zdména elektromigra¢niho potadi analyt (EMO,
electromigration order). Zda a pii jaké koncentraci selektoru dojde k zaméné EMO analyti A
a B, lze zjistit nalezenim takové koncentrace c;,, ktera pro dané slozeni smési (ys;) spliuje
podminku py s = ppers. Za efektivni mobility obou analytl pig.rr a tpery l1ze dosadit ze
vztahu (20), coz vede ke kvadratické rovnici, jejimz feSenim jsou koncentrace, pti kterych
k zdméné¢ EMO dochazi — ty pak lze vynést jako funkci sloZeni smési ys; (Publikace II,
Fig. 2; Obrazek 2F). Stejnym zplsobem lze graficky pracovat s dal§imi charakteristikami

systému, jako je naptiklad koncentrace odpovidajici maximélnimu rozdilu mobilit.
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M-souhrnny model je vhodnym néstrojem pro popis separacnich systémui se dvéma
selektory. Zejména umoziuje snadno identifikovat, zda smiseni dvou konkrétnich selektori
miize vést ke zlepSeni separace a pokud ano, Ize jej vyuzit k nalezeni optimalniho slozeni a
celkové koncentrace smési selektorti vzhledem k podilu (nebo rozdilu) efektivnich mobilit
analytti nebo naptiklad i z hlediska jejich migracniho pofadi. Vyhodou tohoto modelu také je,
ze se nejedna o rozsifeni jednodussiho modelu o pfitomnost druhého selektoru, ale spiSe
o specialni ptipad obecného modelu popisujiciho komplexaci s libovolnym poctem selektora.
Model tak nabizi uzitecny vhled do mechanismi, které se v SAMs systémech podileji na

separaci.
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Obrazek 2: Graficka analyza vlastnosti hypotetického separacniho systému pomoci M-souhrnného modelu.
Zavislost efektivni mobility prvniho (A) a druhého (B) analytu, rozdilu efektivnich mobilit (C) a poméru
efektivnich mobilit (D) na celkové koncentraci selektoru v systémech s jednotlivymi Cistymi selektory
(pferusované cary, c;,; odkazuje na koncentraci Cistého selektoru) a se smésmi téchto selektorti (plné cary),
slozeni smési (frakce prvniho selektoru, yg,) uvedeno v grafech; (E) zavislost M-souhrnnych komplexacnich
konstant (pferuSované ¢ary) a M-souhrnnych mobilit komplexd (plné ¢ary) na slozeni smési; (F) zavislost
koncentrace ¢, pii které dochazi k zimén& EMO, na slozeni smési. Mobility volnych analytd p, =
= pg =20-10°m?V-'s!; mobility komplexti sprvnim selektorem a se druhym selektorem pq =
= pggr = 12:10°m?V's!, pag, = Upsy = 2-10°m?>V-'s!; konstanty komplexace analytdi s prvnim selektorem
K5, = 1900 ML, Kpg, = 2000 M a se druhym selektorem Ky, = 5250 M, Kpo, = 5000 ML,
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Publikace I

Separation efficiency of dual-selector systems
in capillary electrophoresis

L. Miillerova, P. Dubsky, B. Gas

Journal of Chromatography A 2014, 1330, 82-88.
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4.2 Generalizovany model elektromigrace v interagujicich systémech
(MaMs model)

V minulosti se mnoho autorti zabyvalo popisem systémi, ve kterych analyt interaguje s vice
nez jednim selektorem (jak je shrnuto v Publikaci I). Nicméné zadny z téchto modeld (véetné
M-souhrnného modelu probiraného v predeslé kapitole) nezahrnoval dalsi mozné rovnovahy,
kterych se analyt miize ucastnit vedle komplexace — predevsim rovnovahy acidobazické. Na
druhé strané elektromigrace analytli, které jsou slabymi jednosytnymi kyselinami nebo
bazemi a interaguji s jednim selektorem, byla zevrubné popséana naptiklad skupinou profesora

Vigha [30-33].

V Publikaci 11l je ptedstaven generalizovany model elektromigrace v interagujicich
systétmech se stechiometrii interakce 1:1 (analyt : selektor). Tento model vychazi
z M-souhrnného modelu a popisuje efektivni mobilitu analytu, ktery je piitomny
v libovolném poctu L volnych (nekomplexovanych) forem, mezi kterymi se ustavuje rychla
rovnovaha. Tyto rovnovahy nejsou pro potteby modelu specifikovany, ale z praktického
hlediska jsou vyznamné zejména rovnovahy acidobazické a jednotlivymi volnymi formami
analytu se pak mini jednotlivé disociacni stavy slabé kyseliny, bdze nebo amfolytu. Pro
kazdou volnou formu analytu lze definovat molarni zlomek y,; jako pomér jeji molarni
koncentrace ku celkové molarni koncentraci volného analytu. Kazd4a z téchto volnych forem
analytu interaguje s kazdym z N ptitomnych selektorti. VSechny vznikajici komplexy maji
stechiometrii 1:1 a interakci i-té volné formy analytu s j-tym selektorem charakterizuje

v 7 ’ .
komplexacni konstanta K ;s

_ lAs)]

A +S;=2AS; Kjis; = Al

(24)

Pro kazdy selektor Ize definovat molarni zlomek ys; jako pomér koncentrace tohoto selektoru

ku celkové koncentraci vSech ptitomnych selektorti ¢, (stejn€ jako v M-souhrnném modelu).
Komplexace sice ovliviiuje celkovou koncentraci volného analytu, ale uZ ne jeho distribuci

mezi jednotlivé volné formy, proto hodnoty y,; nezavisi ani na koncentracich pfidanych
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selektorti, ani na hodnotdch komplexacnich konstant. Efektivni mobilitu analytu v takovém

systému popisuje rovnice:

ZLL=1 Xailtai + Z%:l(XAi : Z?Ll K,c;isj.uAiSjXSj) " Ctot
1435 (xar 'Z?’:1 K,c;iSjXSj) " Ctot

Hpefr = (25)

kde py; je mobilita i-té formy voln€ho analytu a uy;s; mobilita komplexu mezi i-tou formou

volného analytu a j-tym selektorem.

Pokud je slozeni smési selektori konstantni (neméni se vzajemné poméry koncentraci
jednotlivych selektorli, ys; = konst. pro vSechna j) a jsou konstantni i podminky, na kterych
zéavisi distribuce volného analytu mezi jeho jednotlivé formy ()y4; = konst. pro vSechna i;
v piipadé, Ze mezi jednotlivymi volnymi formami analytu se ustavuji acidobazické
rovnovahy, je takovou podminkou konstantni pH zakladniho elektrolytu — piesnéji
koncentrace oxoniovych iontd [H30']), pak je jedinou nezavisle proménnou v rovnici (25)

celkova koncentrace selektort a rovnice piechazi na tvar:

MaM IMaMs MaM
MA . B MAA S + KASA S‘uASA Sctot (26)
erf TM 4 M
1+ KASA Sctot
kde
L
MM
Ha'0 = Zmum 27
i=1
L N
M M ,
Kys™° = ZXAL' Z KaisjXs; (28)
i=1 j=1
MaMs _ 1L=1XAi Zﬁy=1KA’liSj#AiSjXSj
#AS - K’MAMS (29)
AS
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Rovnice (26) je (stejné¢ jako rovnice (20) v M-souhrnném modelu) forméln€¢ shodna
s ptivodnim vztahem (4) pro mobilitu analytu, ktery je pfitomny pouze v jedné volné formé¢ a
interaguje pouze s jednim selektorem. Z toho vyplyva, ze v tomto ptipad¢ (konstantni y,; a
Xsj) lze libovolny MaMs systém (spliujici podminky (i)-(v) uvedené v kapitole 1.1) pokladat
za SaSs systém: zavislost efektivni mobility analytu na celkové koncentraci selektoru ma
zndmy hyperbolicky tvar. To ukazuje jednak, ze pro hledani optimélni celkové koncentrace
smési je mozné vyuzit optimalizacni postupy odvozené pro SaSs systémy (s vyjimkou
predpokladu shodné mobility komplext pii separaci dvojice enantiomerti), jednak univerzalni
pouzitelnost hyperbolické zavislosti (4) pro elektroforetické systémy se stechiometrii

komplexace 1:1.

Stoji za zminku, ze MaMs model ziistava aplikovatelny 1 v ptipadé€, kdy acidobazické
disociaci podleéha selektor. V takovém piipad€ se definuji molarni frakce yg; pro jednotlive
formy selektoru a je tfeba zajistit, aby tyto nezavisely na celkové koncentraci selektoru c;,;.
Toho 1ze dosahnout dostate¢nou pufra¢ni kapacitou BGE nebo zménou koncentraci jeho
nekomplexujicich slozek, aby se kompenzovala zména pH a iontové sily zpiisobena
piidavkem selektoru (obdobny zpisob se pouziva k zajisténi konstantni iontové sily

v systémech s plné nabitymi selektory [12]).

Radu dfive publikovanych elektromigraénich modeli popisujicich systémy se
stechiometrii komplexace 1:1 Ize chapat jako specialni ptfipady generalizovaného MaMs

modelu (25) nebo jeho souhrnné formy (26) — (29):

(1) Pokud je ptitomna pouze jedna volnad forma analytu a ta interaguje pouze s jednim

selektorem (L = 1; N= 1), piechéazi rovnice (25) na ptivodni vztah Wrena a Rowa (4).

(11) V ptipad€ Ze analyt je slaba jednosytna kyselina nebo baze, ktera interaguje s jednim
selektorem (L = 2; N = 1), a zavislost molarnich frakci obou volnych forem analytu na
[H30"] se vyjadii explicitng, piechazi rovnice (25) na vztah publikovany skupinou
profesora Vigha pro slabé kyseliny (5), respektive pro slabé baze [31].

(ii1) Pro systém uvedeny v bodé¢ (ii) ptfechazi souhrnnd forma MaMs modelu (26) — (29) na

pH-souhrnny model Leliévra et al. (7) — (10). Obdobné pro dvojsytnou kyselinu (L = 3;
N = 1) na model Moffadela et al. [37].

(iv) Pokud je pfitomna pouze jedna volnad forma analytu a ta interaguje s vice selektory
(L =1; N > 1), ptechazi model (26) — (29) na M-souhrnny model (18) — (20), ktery je
pro piipad dvou selektorti podrobnéji rozebran v predesié kapitole.
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V MaMs systémech se ustavuje fada navzajem propojenych rovnovah, které maji vliv na
vyslednou efektivni mobilitu analytu. Na Obrazku 3 jsou tyto rovnovéhy znizornény pro
nejjednodussi MaMs systém: slabou jednosytnou kyselinu interagujici se dvéma selektory.
Vyhodou MaMs modelu je, ze umoznuje nahlizet na MaMs systémy z riznych perspektiv.
Jak uz bylo uvedeno, Ize na tento komplikovany systém nahlizet jako na systém, kde jedina
forma volného analytu interaguje s jedinym selektorem, a popsat jej pomoci SaSs modelu.
Obdobn¢ je také mozné popsat (a optimalizovat) tento systém pomoci MaSs modeld naptiklad
Lelievra et al. [34] nebo Vigha et al. [30-33] (pH-explicitni ptistup), nebo pomoci SaMs
modeld napiiklad dualniho modelu Lurie ef al. [44] nebo M-souhrnného modelu (18) — (20)
(M-explicitni ptistup).

Pti pH-explicitnim pfistupu je sloZeni smési selektort konstantni (ys; = konst. pro

vSechna j). Vysledky sumaci podle jednotlivych selektorti jsou tedy také konstantni a rovnici

(25) Ize zapsat:

ll _ Yic1 Xailtai + Xic1 XaiKaiethis * Crot (30)
Aets 1+ ZLL=1 XAiKA% " Ceot

Ka-s51 Ka-s
AS = S+ A+5—AS

4 r r
Ka,HASl Ka,HA Ka,HASZ

Kpas1 Ky as2
HAS, = S, + HA+S,—>HAS,

Obrazek 3: Nejjednodussi MaMs systém — slaba kyselina (disociovana, A-, a protonovana, HA, forma)
interaguje se dvéma selektory (Si a S2); Ky-s1, Ka-s25 Kiras1 @ Kjjas, jsou komplexaéni konstanty disociované
formy s prvnim a druhym selektorem a protonované formy s prvnim a druhym selektorem, K, ;;, je acidobazicka
disocia¢ni konstanta volného analytu, K yas1 @ K, yas, jsou acidobazické disociacni konstanty obou vzniklych
komplexti (jejich hodnota je déna rovnici (11) a neni tedy nutné je experimentalné stanovit); pro vetsi
prehlednost nejsou ve schématu uvedeny oxoniové kationty.
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kde

N
Kit =) Kiss, (1)
]:
i1 KaisjbaisiX
Jj=1DAISjHAISJAS]
s = = (32)
AiS

Komplexaéni konstanta Kt a mobilita komplexu plis jsou M-souhrnné komplexadni
parametry charakterizujici interakci i-t€ formy volného analytu s danou smési selektort, se
kterou tedy lze zachazet jako se selektorem jedinym. Tyto parametry lze naptiklad stanovit
experimentalné pii takovém pH zékladniho elektrolytu, kdy je analyt pfitomen pouze v této
formé¢. Dale lze v rovnici (30) explicitné vyjadfit zavislost molarnich frakci jednotlivych
volnych forem analytu na [H3O'] a optimalizovat separaci vzhledem k pH a celkové
koncentraci smési selektorii, pfi¢emzZ se systémem se zachazi, jako by v ném byl pfitomen
pouze jeden selektor. Pro nejjednodussi MaMs systém je tento pohled schematicky zndzornén

na Obrazku 4.
Pti M-explicitnim pfistupu jsou podminky fidici distribuci volného analytu mezi jeho
jednotlivé formy udrzovany konstantni (y,; = konst. pro vSechna 7). Konkrétn¢ pro analyt

podléhajici acidobazické disociaci musi byt konstantni pH zakladniho elektrolytu. Po

pieorganizovani sumaci v rovnici (25):

Yioq Xaittai + 252 (s Xl XAiKﬁiSjHAiSj) " Ctot

Baerf = : (33)
il 1+ Z 1()(5] i= 1XAiKAiSj) " Ceot
1ze MaMs model zapsat jako:
'pH pH
+ Z] 1)(5] AI;] .qu] Ctot
Haerr = TpH (34)
1+ Z, 1XS]KAS] Ctot
kde
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L
uhy = z Xaitai (35)
l_

L
ImH ]
Kysj =Z- XaiKaisy (36)
1=
pH _ 4i=1AAIPAISjFALS]
sy === (37)
ASj

Komplexa¢ni konstanta K fgf a mobilita komplexu uﬁ?j pak charakterizuji interakci (¢astecné

disociované¢ho/protonované¢ho) analytu s j-tym selektorem. Ty lze stanovit experimentalné
zméfeni v BGE, ktery obsahuje konkrétni selektor, a nasledné je pouZzit jako vstupni
parametry napiiklad M-souhrnného modelu popsan¢ho v predesié kapitole a optimalizovat
separaci vzhledem ke slozeni a celkové koncentraci smési selektort, pfiCemz se systémem se
zachazi tak, jako kdyby v ném byla pfitomna pouze jedna forma volného analytu.

Schematicky je tento piistup zndzornén pro nejjednodussi MaMs systém na Obrazku 5.

Experimentalné byly jak pH-explicitni, tak M-explicitni piistup ovéieny v Publikaci IV
na modelovém systému R-flurbiprofenu jako analytu (slabd jednosytnd kyselina) a
jednomocného kladné nabitého 6-monodeoxy-6-monoamino-B-cyclodextrinu (A-B-CD) spolu

s nativnim B-CD jako selektory.

pH-explicitni pFistup: Pro dvé riizna sloZeni smési byly experimentalné stanoveny K, a
phts disociované a nedisociované formy z méfeni pfi takovém pH BGE, kde je
R-flurbiprofen témét zcela disociovan (pH 6,28) respektive témef zcela protonovan (pH
2,02). Na zaklad¢ téchto parametrii byly piedpovézeny efektivni mobility analytu
v téchto smésich pii pH 4,01 pomoci modelu Williamse a Vigha (5). Tento model byl
puvodné odvozem pro casteéné disociovany analyt interagujici pouze s jednim
selektorem (L = 2, N = 1). Nicméné diky pH-explicitnimu ptfistupu MaMs modelu
(Obrazek 4) jej lze aplikovat i1 pro tuto situaci, kdy castecné disociovany analyt
interaguje se smési selektord (L = 2, N = 2). Dobra shoda pfedpovédi s mobilitami
experimentalné zmétenymi (Publikace 1V, Table 3A, Fig. 1) spravnost tohoto piistupu

potvrzuje.
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M
KA‘S

; ; PH-explicitn/
KA_Sl KA_SZ
A—J‘\S1 o — |§1|+ ¢-+ S,l——AS; KM,
>Stot + A T A S
Ko nas Kona  Kopnso Ky na

u ~ X '/Stot"' HA &— HA S
S)+ HA +

Y
— —
HAS, —— Si——=HAS, Kihs
KHASl KHASZ
M
K HAS

Obrazek 4: Nejjednodussi MaMs systém z pH-explicitni perspektivy — na systém se nahlizi, jako by obé
volné formy analytu interagovaly pouze s jednim selektorem (Si), interakci charakterizuji M-souhrnné
komplexaéni konstanty K;Y¢ a K;i¢ pro disociovanou a protonovanou formu analytu (vyznam dalsich
symbolu je uveden u Obrazku 3; pro vétsi piehlednost nejsou ve schématu uvedeny oxoniové kationty).

Ka-s1 Ka-s2
AS—— S5+ A+5T—=AS

f ! i
Ko nasa K :f;{ Ko na K :fsg Kl yas2
HAS, =<—— S, + HA + 5, >HAS,
r
K;IAS'I KHASZ
KrpH KrpH

AS, <=L 5 1 A +5, =2 as,

M-explicitn/

Obrazek 5: Nejjednodussi MaMs systém z M-explicitni perspektivy — na systém se nahlizi, jako by s obéma
selektory interagovala jen jedna volnd forma analytu, jejiz interakce s jednotlivymi selektory charakterizuji
pH-souhrnné komplexacni konstanty K ;1?11'1 ak /'1?12'1 (vyznam dalSich symboli je uveden u Obrazku 3; pro vétsi

prehlednost nejsou ve schématu uvedeny oxoniové kationty).
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M-explicitni pristup: Pii pH 4,01, kdy je analyt pouze castecné disociovan a tedy
ptitomen v obou svych formach, byly zméfeny K /;’;7 a uﬁ?j pro oba selektory. Na
zaklad¢ téchto parametrli byly pomoci M-souhrnného modelu (20) — (23) piedpovézeny
efektivni mobility R-flurbiprofenu ve smésich téchto dvou selektort o ¢tyfech riznych
slozenich (Etyfech raznych yg;) pfi tomto pH. Jejich shoda s mobilitami experimentalné
stanovenymi byla velmi dobrd (Publikace IV, Table 3B, Fig. 1). Podobné jako
v ptedchozim ptipadé se tak prokéazalo, ze model (20) pivodné platny pro interakci
jediné formy analytu se smesi selektort (L = 1, N > 1) mize byt diky M-explicitnimu
pristupu MaMs modelu (Obrazek 5) vyuzit 1 v ptipade, kdy se selektory interaguji dveé
volné formy analytu (L =2, N=2).

V Publikaci IV je dale ukézéno, Ze pokud je zavislost efektivni mobility analytu na celkové
koncentraci selektoru (pii konstantnim pH a piipadné slozeni smési) prokladana
hyperbolickou funkci (26), pak kvalita proloZeni (vyjadfena parametrem R?) se nelidi bez
ohledu na to, zda se jedna o SaSs, MaSs, SAMs nebo MaMs systém (Publikace 1V, Table 2).
To je zcela vsouladu s MaMs modelem a potvrzuje vySe zmin€nou univerzalni

aplikovatelnost tohoto vztahu na systémy se stechiometrii komplexace 1:1.

M-explicitni a pH-explicitni ptistup lze chéapat jako svym zpiisobem ,,ortogonalni, jak
je schematicky naznaceno na vlozeném obrazku (Publikace IV, Fig. 1). Ve skute¢nosti byly
tyto pristupy n¢kdy mimodék pouziviny uz v minulosti (napiiklad stanovovani
pH-souhrnnych komplexacnich parametrti se selektory, které byly ve skutecnosti smésmi
selektori [37]). Generalizovany model elektromigrace v interagujicich systémech se
stechiometrii interakce 1:1 predstaveny v Publikacich III a IV ale poprvé poskytuje teoreticky
zéklad pro zachdzeni s MaMs systémy. Model ukazuje, Ze provdzané komplexacni a
acidobazické rovnovahy, jichz se analyt ucastni, od sebe lze separovat a pracovat s nimi
oddélené. Experimentator mize zvolit takovy zplisob optimalizace, ktery je nejvyhodnéjsi pro
konkrétni separaci, a tento model mu poskytuje informace o tom, za jakych podminek lze

kterou optimalizacni strategii vyuzit.
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Publikace 111

Generalized model of electromigration

with 1:1 (analyte:selector) complexation stoichiometry:
Part 1. Theory

P. Dubsky, L. Miillerova, Martin Dvorak, B. Gas

Journal of Chromatography A 2015, 1384, 142-146.
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Publikace IV

Generalized model of electromigration
with 1:1 (analyte:selector) complexation stoichiometry:

Part I1. Application to dual systems and experimental verification

L. Miillerova, P. Dubsky, B. Gas

Journal of Chromatography A 2015, 1384, 147-154.
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4.3 Efektivni mobilita EOF markert v BGE obsahujicim
sulfatovany B-CD stanovena dvoudetektorovou metodou

Pro stanoveni komplexacnich parametrii, které jsou vstupnimi parametry elektromigracnich
modeltl probiranych v kapitolach 4.1 a 4.2, metodou ACE je tfeba zméfit efektivni mobility
analytu v BGE o nékolika riiznych koncentracich selektorti. V piipadé, ze selektor je nabity,
miize byt stanoveni efektivni mobility analytu komplikovano interakci EOF markeru se

selektorem.

Jak bylo tfe€eno v tvodni kapitole 1.2, vhodna metoda pro stanoveni efektivni mobility
analytii v zdkladnich elektrolytech, jejichz ncktera nabitd slozka (typicky selektor) muze
interagovat s markerem elektroosmotického toku, byla vyvinuta ve skupiné profesora Vigha
uz vroce 1997 [71]. Nicméné pro fungovani této metody je nezbytné umisténi UV
absorp¢niho detektoru ptiblizn¢ uprostied kapilary, zatimco v komerc¢nich pfistrojich je
vzdalenost mezi timto detektorem a vystupnim koncem kapilary konstrukéné pevné dand a
pomérné kratkd (8,5 cm v pfipad¢ instrumentace Agilent Technologies pouZivané v této

praci).

Proto byla v Publikaci V' navrZzena nova metoda zaloZend na stejném principu, ale
proveditelna v komer¢ni instrumentaci. I ndmi navrzend metoda je zaloZzena na stanoveni
vzdéalenosti mezi zonou markeru umisténou v neinteragujicim BGE a zdénou vzorku
nachazejici se v BGE obsahujicim interagujici slozku. Metoda vyuziva dva detektory: UV
absorp¢ni detektor s diodovym polem umistény u vystupniho konce kapilary a bezkontaktni
vodivostni detektor plivodné vyvinuty v na$i skupiné [76], ktery je ovSem nyni bézné
komercné dostupny u vyrobce piistroje, firmy Agilent Technologies. Konstrukce kazety, do
které¢ se umistuje kapilara, umoziuje situovat mezi oba detektory dal$i smycku kapilary,
takze vzdalenost mezi obéma detektory je pfiblizné stejna, jako mezi vstupem do kapilary a

prvnim (vodivostnim) detektorem, jak je ukazano na Obrazku 6.

Pribéh méfeni dvoudetektorovou metodou je schematicky znazornén v Publikaci V
(Figure 1), podrobny popis jednotlivych fazi metody i zplsob vyhodnoceni vysledkl je

uveden v sekci 3.1 této publikace.
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Obrazek 6: Navinuti kapilary pro meéfeni dvoudetektorovou metodou; 1 — vodivostni detektor; 2 — UV
absorpcni detektor; 3 — elektrody pripojené ke zvroji vysokého napéti; 4 — vialky s BGE; 5 — kazeta pro umisténi
kapilary; A — tsek kapilary od vstupu k vodivostnimu detektoru; B — tisek kapilary od vodivostniho detektoru
k UV absorp¢nimu detektoru.

Dvoudetektorova metoda byla v Publikaci V' vyuzita ke stanoveni efektivni mobility
ctyt Casto pouzivanych EOF markert — dimethyl sulfoxidu, mesityl oxidu, nitromethanu a
thiomocCoviny — v BGE obsahujicim nedefinované sulfatovany B-CD (S-B-CD) v koncentraci

60 g/l (odpovida priblizné¢ 30 mM). Stanovené mobility jsou uvedené v Publikaci V (Table 2).

Nejvyssi efektivni mobilita zplisobend interakci se S-B-CD byla pozorovana
u thiomocoviny (-3,0-10°m?V-'s™), coZ ukazuje, Ze tato latka neni vhodnym markerem pro
metodou stale métitelné, efektivni mobility byly zjistény pro dimethyl sulfoxid a nitromethan
(-1,510°m?V's!). Lze tedy konstatovat, ze tyto litky jsou ze zvoleného setu nejméné

nevhodné jako EOF markery, nicméné ity se S-f-CD slabé interaguji.

Ziskané vysledky byly dale ovéfeny métenimi pomoci CE v klasickém uspotadani. Tak
samoziejmé nebylo mozné zméftit absolutni hodnotu efektivni mobility daného EOF markeru.
Nicméné kdyZ byly ve vzorku nadavkovany markery dva, bylo moZzné stanovit rozdil jejich
efektivnich mobilit (rozdil neni ovlivnén mobilitou elektroosmotického toku). Tento rozdil
pak byl porovnén s rozdilem efektivnich mobilit stanovenych dvoudetektorovou metodou a
vysledky byly v ramci experimentalni chyby shodné (Publikace V, Table 3), coZz potvrzuje

spolehlivost vysledkli dvoudetektorové metody.
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Publikace V

Determination of effective mobilities of EOF markers
in BGE containing sulfated B-cyclodextrin
by a two-detector method

L. Miillerova, P. Dubsky, J. Svobodova, B. Gas

Electrophoresis 2013, 34, 768-776.
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4.4 Urceni parametri HVL funkce z geometrickych charakteristik piku

HVL funkce (21) je vhodnym popisem tvaru piku deformovaného elektromigracni disperzi.
V kontextu této dizertacni prace je vyznamny piedevsim jeji parametr a,, ktery ma vyznam
migrac¢niho casu odpovidajiciho efektivni mobilité¢ analytu pii jeho nekone¢ném ziedéni.
Hodnotu tohoto parametru je tedy tfeba urcit pro dany EMD deformovany pik analytu, aby
bylo mozné z dané¢ho elektroforetického experimentu spravné vyhodnotit efektivni mobilitu

analytu — kterd pak slouzi naptiklad ke stanoveni komplexacnich parametrii metodou ACE.

Tvar EMD deformovaného piku lze také popsat pomoci urCitych geometrickych
charakteristik, které mize naptiklad automaticky odecitat software pro sbér elektroforetickych

dat. Témito charakteristikami jsou:
(1) cas odpovidajici maximu piku, t,,;

(ii) $itka piku v ur¢ité frakci jeho maximalni vysky w,, a € (0;1) (napiiklad w5 — $itka
v poloving vysky);
(111) asymetrie piku g. Ta miize byt definovana naptiklad jako pomér Sitek piku ve dvou
riznych frakcich jeho maximalni vySky wg/wy, Ci jako pomér pravé a levé polositky
v ur€ité frakci maximalni vysky piku wp,/w;,. ChemStation software dodavany spolu
s CE pristroji firmy Agilent Technologies pouziva faktor chvostovani piku podle
Amerického I¢kopisu (U. S. Pharmacopeia tailing factor), Tysp = Wq 95/ (2 'WL0,05),
pomér §itky piku v 5 % vySky ku dvounasobku levé polositky v 5 % vysky.
Nicméné vztah mezi témito ,,viditelnymi® geometrickymi charakteristikami piku na jedné
stran¢ a na strané¢ druhé parametry odpovidajici HVL funkce (21), které¢ maji fyzikalni
vyznam, neni pfimocary. Proto bylo dosud nutné urcit parametry HVL funkce nelinedrni
regresi, coz vyzadovalo export experimentalniho elektroferogramu do vhodného softwaru
(naptiklad Origin).
Jak je detailn¢ odvozeno v Publikaci VI, asymetrie piku q zé&visi z parametri HVL
funkce pouze na parametru as, q = f;(az). Lze tedy definovat zavislost parametru a; na

geometrické charakteristice asymetrie piku g:

az = fg (@) (38)
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Dale lze odvodit vztah mezi parametry a, (migracni ¢as odpovidajici efektivni mobilit¢) a a,

(symetrické rozsifeni piku) a geometrickymi charakteristikami £y, a wy:

a; =ty —wy - Ky(az) =ty — w, - K,(q) (39)

a; = Wy * La’(aS’) =Wq - La(Q) (40)

Hodnoty pfevodnich parametrti K, a L, pro zvolené o zavisi opét pouze na parametru a; a

tedy skrze rovnici (38) na geometrické charakteristice asymetrie piku gq.

Bohuzel, zavislost zadného z parametri a;, K, a L, na geometrické charakteristice q
nelze vyjadiit analytickym vyrazem. Nicméné pro zvolenou hodnotu o a dany zplsob
vyjadieni asymetrie piku q lze zavislost téchto parametrti na hodnoté g urcit numericky. To
bylo v Publikaci VI provedeno pro a = 0,5 a q = Tysp, protoZe wy s a Tysp jsou geometrické
charakteristiky piku odecitané automaticky softwarem ChemStation. Ziskané zavislosti jsou
uvedeny v Publikaci VI (Figure 1). Tyto zavislosti byly zaneseny do souboru MS Excel (lze
stdhnout ze stranek nasi vyzkumné skupiny [77]), ktery na jejich zakladé prepocita
geometrické charakteristiky t);, Wy 5 a Tysp poskytnuté softwarem ChemStation na parametry

prislusné HVL funkce a4, a, a a;.

Spravnost takto urcenych parametrti byla v Publikaci VI ovéfena jejich porovnanim
s vysledky fitovani pikii pomoci programu Origin 8.1 a to jednak pro piky simulované
v programu Simul 5 Complex [78], jednak pro redlny elektroferogram (Publikace VI, Table 1,
Table 2, Figure 3). Shoda byla velmi dobra. V ptipad¢ realného elektroferogramu byla chyba

srovnatelna s frekvenci, s jakou jsou experimentalni data pfistrojem zaznamenédvana.

Parametry HVL funkce spoctené vysSe uvedenym zpiisobem lze pouzit piimo —
napiiklad parametr a; pro vypocet efektivni mobility analytu pfi jeho nekone¢ném ziedéni,

nebo mohou slouzit jako velmi piesny pocatecni odhad pro nelinearni regresi.
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Publikace VI

Determination of the correct migration time

and other parameters of the Haarhoff—van der Linde function
from the peak geometry characteristics

P. Dubsky, M. Dvoi4k, L. Miillerova, B. Ga3

Electrophoresis 2015, 36, 655-661.
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5 Zavér
Predkladana dizertacni prace byla zaméfena na matematicky popis komplexujicich systémi
kapilarni elektroforézy, ve kterych analyt interaguje se dvéma ¢i vice selektory, ptipadné se

vedle komplexaci ucastni jesté acidobazickych rovnovah. Dale se prace zabyvala stanovenim

spravné efektivni mobility analytu v komplexujicich systémech.

Pro popis systémi, kde pIln¢ nabité analyty interaguji se zdmérné pripravenou smesi
dvou selektort, byl pouzit souhrnné-komplexacni model. Tento model ukazuje, Ze pokud se
neméni sloZeni smési (reprezentované molarni frakei prvniho selektoru ve smési), 1ze se smési
zachazet jako s jednim selektorem. Parametry komplexace analytu s timto ,,souhrnnym*
selektorem lze pro dané sloZzeni smési pomoci tohoto modelu spocitat z parametri
charakterizujicich komplexaci analytu s kazdym cistym selektorem zvlast. Ze souhrnnych
komplexacnich parametrti 1ze nasledné¢ predpovédet zavislost efektivni mobility analytu na
celkové koncentraci smési selektorti. Tento model poskytuje uzite¢ny vhled do mechanizmu
separace diky tomu, ze molarni frakce prvniho selektoru ve smési miize nabyvat pouze hodnot
od nuly do jedné, zatimco zavislost efektivni mobility analytu, pfipadné vhodného parametru
charakterizujictho uspésnost separace, jako je rozdil nebo pomér mobilit separovanych
analyti, sleduje tvar odpovidajici komplexaci s jedinym selektorem. Experimentalné byl tento
koncept ovéfen na modelovém systému dvou plné nabitych analyti a dvou rtznych dvojic
neutralnich selektori. Byla pozorovdana velmi dobrda shoda mezi piedpovézenymi a
zméfenymi souhrnnymi komplexacnimi parametry pro jednotlivé smési a potvrdila se i
schopnost modelu ptedpovidat zavislost poméru mobilit analyti (selektivity) na celkové

koncentraci smési selektoru.

Analyty, kterymi jsou Casto slabé kyseliny, baze nebo amfolyty, se mohou v systému
vyskytovat ve vice volnych formach, mezi kterymi se ustavuji acidobazické rovnovahy.
Kazda z téchto forem pak mize vytvaret komplexy s pfitomnymi selektory. Zahrnutim téchto
rovnovah do souhrnné-komplexacniho modelu byl vytvofen generalizovany model
elektromigrace v komplexujicich systémech se stechiometrii komplexace 1:1. Tento model
vilbec poprvé popisuje systémy, ve kterych vice volnych forem analytu interaguje s vice
selektory. Dulezitou vlastnosti tohoto modelu je, ze umoZiuje nahliZzet na tyto velmi sloZzité
systémy rGznymi zplsoby, ukazuje za jakych podminek a jakym zpisobem lze vzajemné

provazané acidobazické a komplexacni rovnovdhy od sebe oddélit a pracovat s nimi
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samostatné. Platnost modelu byla experimentalné¢ ovéfena na nejjednodus§im mozném,
nicméné z praktického hlediska velmi vyznamném, systému s vice volnymi formami analytu a
s vice selektory: slabou jednosytnou kyselinou jako analytem a dvéma cyklodextriny, z nichz
jeden byl neutralni a jeden kladn¢ nabity. Pro dva rtzné zplsoby piedpovédi efektivni
mobility analytu v takovém systému, které generalizovany model umoznuje, byla pozorovana
shoda mezi predikci a experimentem. Vysledky dale potvrdily, Ze v souladu
s generalizovanym modelem je zavislost elektivni mobility analytu na celkové koncentraci
selektoru, pivodné odvozend pro jedinou formu volného analytu interagujici s jedinym
selektorem, univerzalné pouzitelna pro systémy se stechiometrii komplexace 1:1 bez ohledu

na to, zda jedna nebo vice volnych forem analytu interaguje s jednim nebo vice selektory.

Ve druh¢ ¢asti této prace byla predstavena dvoudetektorova metoda umoziujici stanovit
spravnou efektivni mobilitu analytu v systému, kde milze nabita interagujici slozka
zakladniho elektrolytu, napfiklad nabity selektor, interagovat s markerem elektroosmotického
toku. Stanoveni spravné efektivni mobility je kliCové pro uréeni komplexacnich parametra, se
kterymi pracuji vySe zminované elektromigracni modely. Pomoci navrzené metody byla
posouzena vhodnost ¢ty popularnich EOF markert pro pouziti v zdkladnim elektrolytu
obsahujicim jeden znejCastéji pouzivanych selektorti, nedefinované sulfatovany -
cyklodextrin. Jako nejméné nevhodné markery se ukazaly dimethyl sulfoxid a nitromethan

(nicméné 1ty se selektorem slabé interaguji).

Déle byl navrzen zpiisob, kterym lze z geometrickych charakteristik elektroforetick¢ho
piku deformovaného elektromigracni disperzi urcit parametr odpovidajici HVL funkce, ktery
ma vyznam migracniho €asu analytu pti jeho nekonecném ziedéni, a to bez potieby nelinearni
regrese. To znacn¢ usnadni vyhodnoceni spravnych migracnich ¢asii a potazmo 1 efektivnich
mobilit a komplexacnich parametri v komplexujicich systémech, ve kterych dochazi
k elektromigracni disperzi zon analytl,, napiiklad z divodu vyznamného ubytku selektoru

v zon€ analytu v disledku silné komplexace.
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