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1. Predmluva

Tato disertacni préce je zaloZzena na souboru 10 ¢lanka publikovanych v recenzovanych
¢asopisech, ve kterych jsem spoluautor nebo hlavni autor. V doprovodném komentéri k témto
clankaim je kréatce rozebrana jejich ngpln a je piidano nekolik ilustrativnich prikladt z
publikovanych praci nebo doprovodné informace a obrazky. Tyto ¢lanky jsou ocislovany
fimskymi ¢islovkami | az X ajsou sefazeny chronologicky od nejstarSi prace po nejnovejsi.

Témata obsaZzené v té&o disertacni praci byla vypracovana na Katedie fyzikdni a
makromol ekularni chemie Prirodovédecke fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Rad bych podékova svému Skoliteli Prof. RNDr. Bohuslavu GaSovi, CSc. a také véem mym
kolegim zajejich cenné rady a vytvoieni piijemného pracovniho prostiedi.



2. Linearizace elektroforetického problému

Elektroforéza je separacni metoda zaloZena na pohybu nabitych latek v roztoku v elektrickém
poli. Podle daného experimentalniho usporadani a vlastnosti nékterych slozek systému muzeme
elektroforézu rozdélit do nékolika typickych moda. Zakladnim modem je kapilarni zénova
elektroforéza (CZE), jgiz jednoduché experimentalni usporadani je vhodnym vychozim bodem
pro teoreticky popis elektroforetického procesu. Separaéni prostiedi (kapilara nebo ¢ip) je
vyplnéno zakladnim elektrolytem neboli separacnim pufrem (BGE), do kterého se vpravi vzorek
se separovanymi latkami (analyty). Po aplikaci dektrického pole s typickou intenzitou desitek
kV/m se anayty za¢nou délit na zakladé rozdilné elektroforetické rychlosti (mobility). Na konci
separacniho prostoru jsou detekovany a vysledkem separace je graficky zédznam, elektroferogram
(také elektroforeogram). Rada teoretickych poznatktt ze zonové elektroforézy muze byt
pienesenai do ostatnich médu, jakymi jsou napiiklad izotachoforéza (ITP), gelova elektroforéza,
micelarni  elektrokinetickd chromatografie (MEKC), elektrochromatografie v naplnénych
kapilarach (CEC) aizoelektrické fokusace (IEF).

Rozsahly prehled znalosti v teorii elektromigrace do pocatku devadesatych let je uveden v knize
» The Dynamics of Electrophoresis® [1]. Je tam ¢erpano z praci Biera, Moshera a Thormanna,
ktefi se vyznamné podileli nanumerickych implementacich elektroforetickych systémi. Poppe ve
svych ¢lancich uvadi uceleny model elektromigrace a zabyva se jevem systémovych pika [2, 3] a
tvaru piku anaytu v predavkovanych systémech [4]. Beckers, Bo¢ek a Gebauer a se v. mnoha
svych pracich zabyvaji mimo jiné sloZenim zon anayti, symetrii pika analyta a systémovymi
piky [5, 6, 7].

NaSe laboratoi se v teorii elektromigrace zacala angaZzovat uz v sedmdesatych a osmdesatych
letech, kdy byla elektromigrace modelovana na hybridnich pogitacich v pracich Gase aFidlera[8,
9]. Matematicky model popisoval elektromigra¢ni a difazni pohyb a byl aplikovan na
izotachoforézu. Pozdéji jsme analyzovali elektromigraci ovlivnénou teplotnimi efekty [10].
Vyvinuli jsme prvni poc¢itacovy program, ktery byl schopen simulovat elektroforetické separace
na osobnich pocitatich a podali jsme vysvétleni nékolika rudivych jevii doprovazejicich
elektromigraci [11]. Pozdgji jsme program rozsSitili pro modelovani migrace dlabych
jednosytnych eektrolyta v kyselé nebo zasadité oblasti pH [12]. Na zakladé praci Poppeho [2, 4]
jsme formulovali linearni model elektromigrace pro silné [13], slabé jednosytné elektrolyty [14] a
pozdgji pro vicesytné elektrolyty a obecné amfolyty [I].

Z&kladni dgje, které urcuji chovani elektroforetického systému ve vodném prostiedi, jsou:
autoprotolyza vody popsana rovnovaznou konstantou vody K,, (pKy) a udava vztah mezi
koncentraci hydroxoniovych a hydroxidovych iont,
disocia¢ni rovnovahy popsané disociatnimi konstantami K, (pKi_,), které definuji
zastoupeni jednotlivych iontovych forem s ndbojem z i-té latky v daném pH,



makroskopicka podminka elektroneutrality, ktera zarucuje elektroneutralitu roztoku. Je
to vazna podminka vyuzivané pro uréeni koncentrace hydroxoniovych ionti (pH),
elektromigrace ionta v roztoku v ptitomnosti elektrického pole. Konstanta iumérnosti
mezi rychlosti iontu a intenzitou elektrického pole je elektroforeticka mobilita u;, pro
iontovou formu s n&bojem zi-té latky

asoustava parcianich diferencidnich rovnic kontinuity, které vyjadiuji latkovou bilanci
a popisuji vyvoj koncentrag¢nich profila jednotlivych latek v ¢ase. Pro ptipad linearniho
modelu se uvazuje pouze elektromigrace.

Linearizace fidicich rovnic (rovnic kontinuity) je zakladni matematicky pristup pti hledani feSeni
dynamickych systémui, protoZze poskytuje nejjednodusSi mozné vyjadieni, de piesto stale
zachycuje podstatu studovaného jevu.

V elektroforéze a dalSich separacnich technikach je zékladnim (neporuSenym) stavem
homogenné nagplnény prostor separanim médiem (negj¢astéji  roztok pufru). Typické
experimentalni  uspoiddani, které lze teSit pomoci linearizece, je CZE a ji podobné
elektroforetické mody, kde je vzorek davkovan do homogenniho systému (MEKC, volna gelova
elektroforéza atd.). Zde je cely separacni prostor uniformé vyplnén zakladnim elektrolytem
(BGE) a nastiik vzorku zpasobuje v systému lokalizovanou poruchu, ktera tim, jak se sloZeni
vzorku blizi doZzeni BGE, miZe vymizet (nulova porucha). SloZzeni BGE je tedy srovnhavaci
sloZeni systému, vacéi kterému se linearizace provadi a sloZeni vzorku je pocétecni porucha
dynamického diferencidniho systému.

V elektroforetickém systému N dozek systému linearizujeme soustavu N diferencidlnich rovnic
kontinuity, které miuZeme prepsat do maticové formy:

L VRS 4

qt Kgae X

(1)

kde ¢ je sloupcovy vektor analytickych koncentraci N slozek systému, které jsou funkci ¢asu, t, a
polohy, x. Podil veli¢in proudové hustoty, j, a vodivosti, kgce, ktery oznatuje intenzitu
elektrického pole v neporuseném BGE, dava matici systému M rozmér elektroforetické mobility.
Parcidlni diferencidlni rovnice (1) ma jednoduché feSeni: je to sada rovnic tzv. postupnych vin,
které jsou matematickym vyjadienim elektroforetickych zén [13]:

6
Loz
kBGE (4]

(2)

vvi(x,t)=vvi‘”§<-

kde wi(x,t) je funkce popisujici i-tou elektroforetickou zénu, wi"(x) je pocétesni podminkaal ; je
vlastni ¢islo matice M s rozmérem mobility (eigenmobility). Zény si zachovavaji poc¢étecni tvar
nastiiku a kazda se Siti z mista nastiiku svoji viastni rychlosti (mobilitou), ktera prislusi jednomu



vlastnimu ¢islu matice M. Kazdy anayt tvorii jednu zénu, jgiz mobilita | , dand matici M, je
totozna s efektivni mobilitou analytu v daném pH. Dalsi vlastni ¢ida, jejichZz pocet odpovida
poc¢tu slozek BGE, jsou mobility (eigenmobility) systémovych zon (pikt). Do vlastnosti téchto
zon teoreticky prispivai vsechny slozky BGE a nelze je tedy ztotoznit skonkrétni sloZkou.
Systémové zony jsou sloZzeny z poruch koncentraci obecné v3ech sozek BGE. Velikost
(amplituda) téchto poruch je dana sloZzenim néstiiku (poc¢étecni poruchou systému) a vlastnimi
vektory piisdudgjici danym vlastnim ¢islam [VI]. Zony anadytd jsou v tomto ohledu zcela
obdobné a2 na to, Ze mgji v zoné navic nenulovou koncentraci svého anaytu. Tyto poruchy
koncentracnich profili BGE pak umoziuji detekovat systémové zony i anayta s nedostatecnou
piimou odezvou v detektoru pomoci technik nepiimé nebo univerzalni detekce. Nejcastéjsi
pouzivany zptsob nepiimé detekce je UV/VIS fotometricka detekce, ve které je obvykle jedna
slozka BGE aktivni pii vinovych délkéch UV nebo viditelného zaieni. Priklad univerzalni
detekce, kde v3echny slozky systému prispivai do signdlu detektoru, je napiiklad bezkontaktni
vodivostni detektor (CCD), ktery pouZivame v naSi laboratori [15].

V¢étSina zakladnich el ektrolytt ma tu vlastnost, Ze obsahuje jednu nebo dvé stacionarni systémové
mobility (I = 0). Po dosazeni nulové hodnoty | do rovnice (2) ziskdme stacionarni funkci, ktera
je nezavisla na ¢ase. Tyto funkce se nazyvai regulacni funkce nebo konzervacni zakony (napr.
Kohlrauschova regulacni funkce) a o jejich typech pojednava nami ngpsané review [VII]. V
tomto review se také diskutuji elektroforetické systémy bez regulaéni funkce a navic
formulujeme nové regulacni funkce pro systémy s jednou slabou vicesytnou latkou a amfolytem.
V obou systémech muze byt libovolny pocet slabych jednomocnych latek nebo silnych
elektrolyti s libovolnou valenci.

Vzgjemnym vynasobenim pravého sloupcového a levého fadkového vlastniho vektoru daného
vlastniho ¢idla ziskdme matici amplitud, P, jejiz prvky jsou smérnice zavidosti poruchy BGE v
dané zoné na pocatecnich poruchéch ve vzorku [1, VI]. Tedy kazda (i-t4) zona ma piislusnou
matici amplitud P; a kazdy jeji j-ty fadek obsahuje smérnice poruch v j-té sloZce systému. V
Table 1 je piiklad matic amplitud pro systém fosfore¢nanového BGE, ve kterém byly slozky
zadavany v tomto poradi: 6 mM NaOH, 5 mM kyselinafosfore¢na akyselina octova jako analyt.

Table 1: Matice amplitud pro systém sozeny z6 mM Na“ (NaOH), 5mM kyseliny fosforecné a andytu kysdiny
octové. Prvni ¥&dek matic amplitud piisusi sm&rnicim poruch v profilu Na*, druhy piislusi ke kyseling fosforecné a
tieti ke kyseling octové. Obdobné doupce pifslusi ve stejném poradi po¢étecnim poruchém ve vzorku. V ypocitano v
programu PeekMaster 5.2 s korekci naiontovou silu. SP oznatuje systémovy pik (zonu).

Analyt (k. octovd) Anionicky SP Stacionarni SP
(-38,8 10° m?v's?) (45,1 10° m*v's?) (0,010 m?vish
2® 0 0190 % 20,445 - 0534 - 05985 29555 0534 0,408
go 0 - 0961 g 0463 0555 0,622 = 50,463 0,445 0,340
0 1 4 & 0 0 0 4 &0 0 0 5



Zatimco tadky matice prisluseji jednotlivym porucham v slozkach systému v dané zong, sloupce
jsou propojeny s poruchami ve vzorku. Je-li napriklad sloZzeni vzorku: 7 mM Na' (porucha
+1mM), 4,5 mM kyselina fosforecné (porucha -0,5 mM) a 0,8 mM kyselina octova (porucha
+0,8 mM), bude kupriikladu vysledna porucha kyseliny fosfore¢né (druhd slozka) v zéné
anionického systémového piku s mobilitou —45,1 ~ 10° m?V's' néadedujici: —0,463*1 +
0,555*(-0,5) + 0,622*0,8 = —0,243.

Matice amplitud v Table 1 také ilustruji nékteré jgjich charakteristické vlastnosti:

- Matice amplitud prisluSgjici anaytu ma pouze jeden nenulovy sloupec, ¢ehoz piimym
dusledkem je pfima uméra mezi poruchou koncentraéniho profilu BGE v zéné andytu
(odezvav detektoru) a koncentraci analytu ve vzorku.

U v8ech systémovych zdn jsou prvky v radcich piipadgjicim analytam nulové, protoze v
systémoveé zoné je vzdy koncentrace vSech analyta nulovd, tudiz se v nich nemohou tvorit
nenuloveé poruchy.

Alespon jedna stacionarni systémovéa zoéna ma zpravidla vdechny koeficienty kladné.

Pomoci prvka matic amplitud maZeme vypocitat smérnici odezvy pri urcitém druhu detekce na
mnoZzstvi analytu ve vzorku. V piipadé nepiimé UV/VIS detekce se tato smérnice oznatuje TR
(transfer ratio) [16, 17] aje totoZna s piislusnym prvkem v matici amplitud daného anaytu. Diky
tomu, Ze jsou obecné zndmeé vztahy pro vodivost roztoku a pro elektroforetickou rychlost anaytu
a jgich derivace podle koncentraci jednotlivych sloZzek systému [I], tak mtizeme v kombinaci s
piislusnym prvkem matice amplitud vypocitat dalsi dvé charakteristické veli¢iny pro analyt —
jeho smérnici odezvy ve vodivostnim detektoru (by) [18] a mird pasobeni elektromigra¢ni
disperze nazénu anaytu (S, relative velocity slope) [19].



3. Software pro elektroforetické vypoéty a ssimulace

Elektroforéza je flexibilni technika s fadou moda (CZE, IEF, ITP), které mohou byt redizovany v
raznych experimentalnich konfiguracich (kapilara, ¢ip, plosny gel). Proto je vyvoj teorie,
simulaénich agoritma a simulatnich programa dialeZity pro  hlubSi  porozumeéni
elektroforetickych déju, ziskavani experimentalni konstant a optimalizaci technik [1, 20, 21, 22,
23, 24]. V nasi laboratoti jsme k tomuto G¢elu mimo jiné vyvinuli programy PeakMaster a Simul,
které jsou voln¢ dostupné na naSi internetové strance [25]. Oba programy vyZaduji vstupni
konstanty definujici slozky elektroforetického systému (acidobazické disociaéni konstanty a
elektroforetické mobility) a pocatecni rozloZeni koncentraci. Oba také umoZznuji korekci
vstupnich konstant na iontovou silu [26] a obsahuji rozséhlou databazi vstupnich dat, ktera je
zaloZzend na Hirokawové databézi [27].

Vyvoj teorie a jeji uplatnéni v simulatnich programech ma zasadni ptinos pro praxi —
experimentétorovi se naskytd moznost si otestovat a optimalizovat experiment pomoci pocitace a
tim uSetiit ndklady naexperimenty i ¢as straveny hledanim vhodnych slozek BGE (technika ,,dry-
lab*). Je samozigimé, Ze spravnost vypocta zavisi na mire souhlasu teoretického modelu
elektroforézy s redlitou. Pri vaznéjSim nesouhlasu simulace s experimentem ale také ziskavame
duleZitou informaci — rozdil mezi experimentem a simulaci je vysledkem jednoho nebo vice jevi,
které byly zanedbany nebo dokonce doposud nejsou zndmy a tedy ziskavame indicii, Ze tyto
efekty hrgji vyznamnou roli a mohou byt identifikovany. Podobny vyznam maji simulacni
programy pro vyuku elektroforézy.

3.1. Program PeakMaster 5

Linearizace elektroforetického problému [1] byla v naSi skupiné implementovana do programu
PeakMaster 5 [II, 111], ktery slouzi k ndvrhu pufrujicich roztokt a optimalizaci separace zonové
elektroforézy. Je to uZivatelsky nendroc¢ny program, ktery obsahuje rozsdhlou databazi
disociacnich konstant a elektroforetickych mobilit béznych latek, pomoci které I1ze velmi rychle
prozkoumat a optimalizovat zvoleny roztok.

Po zadani sloZeni BGE program poskytne uZivateli podrobnou charakteristiku acidobazickych a
elektroforetickych vlastnosti roztoku:
pH, iontova sila, specificka vodivost a odpor a pufratni kapacitu roztoku
efektivni mobility sloZzek BGE a analyti, zastoupeni iontovych koncentraci
mobility systémovych zon
odezvy anaytu pii nepiimé UV/VIS detekci (TR), vodivostni detekci (by) a mira pasobeni
elektromigracni disperze (S
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Tyto data mohou byt vysledné vizualizovany vykreslenim formou elektroferogramu, jehoz vystup
muze uzivatel upresnit pomoci zadani polarity elektrod, velikosti vioZzeného napéti, celkové a
detekeni vzdalenosti a velikost a smér elektroosmotického toku. Pozice systémovych pikia v
elektroferogramu jsou znazornény svislymi ¢arami a piky analyta jsou vykresleny pomoci HVL
funkce, kterd umi zachytit i zménu tvaru vlivem elektromigracni disperze [28]. Ve verzi
programu 5.2 je piidano nové okno ,Amplitudes*, které zpracovava vliv dozeni vzorku na
sloZeni elektroforetickych zon [VI].

Program PeakMaster 5 miizeme pouZzit na nalezeni vhodného sloZzeni BGE pro CZE z hlediska
dobré separace, odezvy detektoru nebo elektromigracni disperze. Také je vyuzivan ke zjisténi
poctu a predpokladanych pozic systémovych piki. To ndm muiZze napovédét, jaky miaze byt jejich
dopad na vysledek optimalizované separace. Takovyto piiklad je ve Figure 1, kde je zkouman
dopad kontaminace roztoku amoniaku, ktery je pouzit jako BGE, uhli¢itanovymi ionty na
separaci nékterych aminokyselin. V ¢lanku [1X] popisujeme mozZnost uZiti programu k prevedeni
experimentalné stanovenych iontovych mobilit korigovanych na disipaci Jouleova tepla na
l[imitni iontové mobility (hodnoty pii nulové iontové sile). Tento postup |ze jednoduSe aplikovat
na slabé jednomocné nebo silné vicemocné e ektrolyty.

=il
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k. Edit.. ASPARAGIME ] -29.055 9988 441693 417742 31.543 -33.456
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pH 10.444 1=
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| 4
Figure 1: Okno programu PeakMaster 5.2. Priklad pouZiti programu. Elektroferogram zobrazuje piimou detekci
nekterych aminokyselin v roztoku amoniaku (MS kompatibilni BGE). Testuje se kontaminace BGE uhli¢itanovymi
ionty, ktera zptisobi vytvoreni nového systémového piku. Ten svoji pritomnosti v oblasti detekce analyta vyrazné
zvy§i dektromigracni disperzi analytu.
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3.2. Program Simul 5

Program Simul 5 [V] 1eSi dynamicky jednodimenzionalni model elektromigrace [29] numericky a
tudiz poskytuje piesné reSeni daného modelu pro libovolné pocétecni usporadani bez nutnosti
zanedbani nelinedrniho chovani, jako je tomu u programu PeakMaster 5. Vysledkem simulace
jsou koncentracni profily vSech zadanych sloZzek a na nich zavislych velicin (pH, vodivost,
iontova sila, intenzita elektrického pole). Hlavni okno programu je ukézano ve Figure 2. Z&kladni
verze programu je uverejnéna na strankach nasi skupiny [25].

=»® SIMUL 5: C:\Simul 5\Projects\IEF train 20mM, t=35s.sna — IEIIiI
Tools Option PSQ-Player SDS CE-Effects | Help || Exit
-~ 0 C iti
BN = I b Fun et || | Compasiion Fis Add | S
Mew ) Openl Save Dpenl & Set Delete I # name twpe| n | p | clin | o pka =
Time [s] VEOF [m/s] Save | © A ool |- SODIUM Llof[t1] o [20] 137
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Figure 2: Hlavni okno programu Simul 5. Simulace IEF 17 amfolytd, na které pisobi izotachoforeticky efekt
zpasobeny migraci krajnich (elektrodovych) ionta (tzv. ITP train).

Mnoho elektroforetickych moda je uréeno svym specifickym pocétecnim usporédanim (rozloZeni
koncentraci, typy slozek, okrgové podminky atd.), proto k zadani poc¢éecniho stavu slouzi
nékolik zakladnich i pokrocilych nastrojia. Stgjné jako program PeakMaster i tento program
obsahuje databazi latek s disociacnimi konstantami a e ektroforetickymi mobilitami, coz
umoziuje rychlé zadani dozeni systému. Zakladni zpasob spocéiva v tom, Ze se zada pocatecni
rozloZeni jednotlivych slozek (anayte, BGE, leading, terminating). Takto |ze jednoduse sestavit
simulace CZE, ITP a IEF, jegjichZ koncentracni profily jsou typicky sloZeny ze tii segmentt (¢ésti
sraznou koncentraci).
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Pokrocilé néstroje pro nastaveni po¢atecnich koncentracnich profilt umoZziuji rozdélit simulacni
prostor na libovolny pocet segmenti, ve kterych je mozné nadefinovat nejen urcité koncentrace
sloZzek, de i razné hodnoty jejich disociatnich konstant a elektroforetickych mobilit, coz
napiiklad umoznuje simulaci rozhrani roztok/gel.

Vyznamnou vyhodou programu je to, Zze program prabézné vykresluje simulovana data a tim
umoznuje uZivateli ndhled a vizudni kontrolu prabéhu simulace. To je uZitecné piedevsim pri
zadavani simulace, kdy se ¢asto metodou ,, pokus-omyl“ hledgji nejvhodnéjsi smulacni podminky
a parametry. Program Simul 5 je uZivatelsky naro¢néjSi nez program PeakMaster 5, ale diky
komplexnosti programu uZivatel naopak ziskéva detailni nahled do vyvoje elektroforetickych
systému, ktery umoziuje hlubsi pochopeni chovani redlného problému.

3.3. Nové vlastnosti vyvojové ver ze programu Simul 5

Vyvoj programu Simul 5 je jednou z hlavni nplni této disertacni préce, proto vyvojova verze
programu obsahuje fadu vylep3eni, které vyrazné rozSifuji pouZzitelnost programu:

Akcelerator vypoctu. Je to novy dgoritmus zaloZzeny na nahrazeni vypoctové naro¢né algebraické
podminky elektroneutrality. Algebraicka rovnice je nahrazena jgji diferencidni formou, ktera
popisuje vyvoj pH (koncentrace vodikovych ionti) v ¢ase a prostoru.

Pufrujici membrany. Program umoZniuje zadat sloZku, ktera je zcelaimobilizovana atim simuluje
piitomnost pH pufrujicich membran pro simulaci techniky IET (isoelectric trapping) [30, 31].
Membranu maZe tvoiit libovolny pocet sloZzek. Jejich koncentracni profil je v ¢ase nemeénny,
pouze se zU¢astnuji acido-bazickych rovnovah.

Elektrody. Jako jeden z parametri simulace je mozné zadat nepropustnou okrajovou podminku
pro viechny latky. lonty migrujici k tomuto okraji se na ném kumuluji zatimco protiionty okrg
opousteji, coz formané vystihuje elektrodové reakce tvorby kysiku a na opatném konci tvorby
vodiku. Toto také umoznuje sledovat zménu pH v okoli elektrod. Tato vlastnost programu
udrzuje mnozstvi vsech slozek v simulatnim prostoru konstantni, jeZ je nezbytné pro nékteré
isoelektrické simulace (IEF, IET), které je potrebasimulovat do vysSich ¢asi.

Michani segmentii. Je to moZnost promichavani (homogenizace) segmenti s volitelnou rychlosti,
kde rychlost znamena dobu nebo pocet vypoctovych kroku potiebnych k tomu, aby se segment
zcelahomogenizoval . Implementace michani je nutna pii simulacich IET systému.

Micelarni méd a komplexotvorné rovnovahy. Program umoZziuje definovat slozku, kterd bude po
piekroc¢eni kritické micelérni koncentrace (CMC) tvorit micely s urcitym agregacnim ¢islem.
Dale je mozné simulovat komplexotvorné rovnovahy téchto micel nebo obecného ligandu
(specidni pripad micely pii volbé nulové CMC a agregatniho ¢isla 1) s dasi latkou bez ohledu
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najeji naboj. Ve Figure 3 je ukazan simulovany piiklad metody ,, sweeping”“, ktera je zaloZzena na
mobilizaci neutralniho analytu ¢elem fronty micel. Tim dochazi k postupnému nakoncentrovani
vzorku, jehoz mira zavisi nasile komplexace latky s micelou.

—0s
0.012 —9s
18 s
——24s
31ls

0.010

0.008

0.006

0.004

Analyte Concentration [mM]

0.002

0.000

Position in Capillary [mm]

Figure 3: Simulace metody sweeping. Neutrdini analyt je maobilizovan ¢elem fronty micd (M, ¢ervena barva).
Simulace je zaznamendnav riiznych ¢asech (¢asy abarvy viz legenda obréazku).

Pseudo-2D simulace. Je to neprava dvojdimenziondni simulace, ktera umoziuje zadat razné
praiezy (piicné plochy) podél separa¢niho kandlu v pripadech, kdy uZivatel nepotiebuje ziskat
radialni koncentracni profily latek. ZvySeni prafezu se pouzivd k simulaci elektrodovych
nadobek, které jsou zpravidla SirSi nez separacni kana (jak u kapilani tak u cipové
elektroforézy). Toto rozSireni prarezu stabilizuje vypocet pii simulaci elektrod jako okrgjové
podminky.
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4. Systemove piky: predikce a experiment

Z&kladni elektrolyt (BGE) je roztok slabych nebo silnych elektrolyta s pripadnym piidavkem
dalSich dozek (modifikatort) a hraje ngvyznamnéjs roli pii elektroforetické separaci, protoze
zgjist'uje vhodné pH, elektrickou vodivost a pufra¢ni kapacitu separacniho prostiedi. Stejné jako
jednotlivy andyt, kazda dozka z&kladniho elektrolytu vnédSi do chovani elektromigra¢niho
systému novy stupen volnosti [2, 32], ktery se projevi jako samostatna zéna v kapilére a pik v
elektroferogramu. Tento fakt je jiZz dlouho znam a to predevSim z chromatografie a je obecné
oznacovan pojmem ,systémovy pik“. Vlastnosti tohoto piku, piedevsim jeho elektroforetickou
mobilitu, nelze ztotoznit smobilitou Zadné slozky zakladniho elektrolytu, protoZe je obecné
vyslednici vlastnosti vSech slozek zékladniho elektrolytu, tedy celého systému. Odtud pochézi
piiviastek , systémovy“. Systémova zona je porucha v koncentracich z&kladniho elektrolytu v
kapilaie, proto ji lze detekovat pouze metodou citlivou na slozky BGE (napf. neprima
fotometrick& detekce nebo vodivostni detekce). Studii systémovych piku se zabyvalo mnoho
autoru jak v chromatografii, tak elektroforéze [3, 7, 32, 33, 34, 35].

Pritomnost systémovych piki v elektroferogramu je ¢asto spojena s vaznymi nepiijemnostmi,
napt. kvili moznosti jegjich zamény za analyty nebo necistoty, pokud se vyskytuji v oblasti
detekce analyzovanych latek. Tomu ae lze ¢asto predgjit jiz okamZiku navrhu separacniho
systému pouzitim simulagnich programi. Na druhou stranu, systémové piky mohou mit také
pozitivni piinos — nedavno jsme pomoci teorie elektromigrace a programu PeakMaster naezli
unikétni vyuziti vlastnosti systémovych pika pro stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC)
micel, ptitomnych v BGE [X]. Metoda je zaloZena na matematickém zavéru z lineérni teorie, Ze
pii piekroceni CMC se skokovité zmeni mobilita nékterych systémovych piki. Velka vyhodatéto
metody je, Ze oproti vétSing ostatnich metod, kde se pii piekroceni CMC zméni pouze smérnice
zavidosti sledované veliciny na koncentraci detergentu, se v této metodé pii prekroéeni CMC
detekuje skok v pozici piku.

Linearizaci elektromigracniho pohybu muzeme pouzit i pro sledovani vzgjemné pozice a kiizeni
dvou elektroforetickych zon (analytu nebo systémové zony) v zévidosti na libovolném
parametru, ktery ovliviuje jgich pozice (mobility), napi. pH nebo koncentrace nékteré slozky.
Pro dvé vlastni ¢islamatice systému (M) atedy i pro dvé mobility zon je znamo, Ze miZe dojit k
tiem typickym piipadtim vzgjemného kiiZeni [36].

Prvni typ je pticné kiiZeni (transversal crossing). V piipadé pricného kiiZzeni zon dvou anayta
dochézi z hlediska linearni teorie k jejich pouhému prekryvu. Pokud se de kiiZi zona analytu se
systémovou zénou, nastane v praseciku mobilit zon k jevu zvaném resonance [13]. Spojené zony
anaytu a systémového piku vytvoii ve vSech koncentracnich profilech slozek BGE esovity tvar
zony (prekmit), jehoz amplituda roste s ¢asem. Tento Utvar je pak pozorovan pri detekci citlivé na
slozky BGE [Il1, VI]. Naopak samotny koncentracni profil anaytu podléha anomalni disperzi
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(schizophrenic zone broadening) [37], ktera muzZe az znemoznit pifimou detekci vzorku. V téchto
piipadech je nutné optimalizovat sloZeni BGE v programu PeakM aster atim odstranit tento jev.

222 4

Resonance +y

Figure 4: Resonance piku anaytu
(kyselina octova) se systémovym
pikem. Detekce pomoci vodivostniho
detektoru. SloZzeni BGE: 7,15 mM
NaOH a 5 mM kyselina fosforecnd,
218+ pH 7.0. SloZeni vzorku: 7,15 mM
5 ; 5 ; o0 ; o ; NaOH, 5,0 mM kyselina fosforecnd,
' ' ' ' 05 mM kyselina octova a 0,5 mM
thiomo¢ovina jako EOF marker.
Prevzato z [V 1], Figure 2, profil R.

220+

Conductivity response [mV]

Time [min]

Dalsi pripady se tykaji pouze dvou systémovych zon. Z nich nejbéznéjsi je jejich neuskutecnéné
kiiZeni (avoided crossing). V téchto ptipadech se dvé systémoveé mobility mohou k sobé priblizit
libovolng blizko, ae neprotnou se. Castym piipadem neuskutenéného kiiZeni je formalni
piechod systémové mobility ze zapornych hodnot do kladnych nebo naopak a zaroven zachovani
jedné témeét nulové hodnoty systémové mobility. Ve Figure 5 jsou tii piiklady bindrnich BGE, u
kterych dochézi k neuskutecnénému kiiZeni dvou systémovych mobilit. Ve vynosu se sleduje
zavidost dvou systémovych mobilit (plna kiivka) a pH (preruSovana kiivka) na koncentraci
piidaného NaOH do BGE. Zatimco je jedna systémova mobilita vzdy blizko nule, druha postupné
piechazi z kladnych hodnot do z&pornych. Ale pti detailnim posledu na kiivky vidime, Ze k
piechodu z kladnych hodnot do zépornych dochézi tak, Ze kladna systémova mobilita se stane
nulovou a puvodné nulova mobilita se stane zaponou — viz detally kiivek pro Figure 5 (a) a (c).
Figure 5 (b) ukazuje specidni pripad, kdy k priblizeni hodnot systémovych mobilit dochézi
zpozvolna a vzniké interval koncentraci NaOH (nebo ekvivalentni interval pH), v némz obé
systémové mobility jsou vyrazné nenulové a tudiZz systém nema regulacni funkci [I, VII, 38].
Figure 6 ukazuje experimentalni zaznam takového systému bez stacionérnich systémovych zon
[1]. Jedna se o &tavelanovy BGE s UV absorbujicim imidazolem okolo hodnoty pH 4. K detekci
systémovych zén a markeru elektroosmotického toku (EOF marker) byla pouZita nepiima UV
detekce v koncentracnim profilu imidazolu. Vidime, Ze oba systtmové piky jsou zcela
separovany od EOF markeru.
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Figure 5: Vypogitana zavisl ost systémovych mobilit a
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z[I], Figure 1.
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Figure 6: Experimentalni zaznam dvou systémovych piki
Vv binarnim &avel anovém BGE, ktery nema stacionérni
systémové zony. Slozeni: 5,0 mM kyselina $'avelov, 6,4
mM imidazol (pro neptimou UV detekci pti 200 nm), pH
3,7.Vzorek: 4,7 mM kyselinastavelovd, 6,75 mM
imidazole, 0,35 mM thiomoc¢ovina (UV marker EOF).
Napéti: —15 kV. Kapiléra pokryta kationickym polymerem
(Polybren). Prevzato z [11], Figure 2.

Posledni pripad je komplexni kiizeni (Complex Crossing). SloZeni redlného BGE, u kterého by
dochazelo k tomuto typu kiiZeni, jsme predpovédéli pomoci vypoctu v programu PeakMaster 5 a
nasledné jsme nas piredpoklad experimentalné potvrdili [I1V]. V téchto systémech dochazi k tomu,
Ze pri protnuti dvou systémovych mobilit piejdou jejich hodnoty z redlnych hodnot do hodnot
komplexné¢ sdruzenych. Redlnym obrazem tohoto systému jsou oscilaéni struktury ve vSech
koncentra¢nich profilech BGE s centrem odpovidajicim redlné hodnoté komplexnich mobilit. Ve
Figure 7 je vypocitany vynos dvou systémovych mobilit binarniho BGE 0,21mM dikarboxylové
kyseliny a variabilni koncentrace imidazolu. Pripad (A) je vypocet s kyselinou Stavelovou, ktera
reprezentuje obecny pripad neuskutecnéného kiiZzeni. Druhy pripad (B) je vynos kyseliny
sebakové, kde existuje jisty interval koncentraci imidazolu, ve kterém dochazi ke komplexnimu

ktizeni.
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Figure 7: Vypocitané systémové mobility pro
dva binani BGE obsahujici urcitou
dikarboxylovou kysdinu v  koncentraci
0,21 mM avariabilni koncentraci jejiho proti-
iontu imidazolu.

(A) Kysdina &'avelovd — klasicky pripad
dvou systémovych mobilit, které se
neprotnoul.

(B) Kysdlina sebakova — komplexni kiizZeni.
Redlnym obrazem komplexné sdruzenych
systémovych mobilit  jsou oscilace
koncentracniho profilu.

Barvy kiivek: ¢ernd — redlné hodnoty, modra
— redna ¢ast komplexnich hodnot, ¢ervend a
fialovd — komplexni ¢asti. Prevzato z [IV],
Figurel.

Experimentalni ovéireni vynosu kyseliny sebakové (B) je ve Figure 8, kde byl méien stied
intervalu koncentrace imidazolu, ve kterém systém osciluje (0,323 mM imidazol). Vyznam
nalezeni téchto oscilujicich systému jednak rozsiiuje obecné znalosti elektroforézy, ale piedevsim
prokazuje spravnost matematické formulace elektroforetického problému. Souhrnny pohled na
problematiku linearni teorie, systémovych piku a experimentalnich ovéieni zminénych v této

kapitole je zpracovano v review [VIII].
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B . mM imidazolu.

(A) UV absorpeni z&znam neptimé
detekce v profilu imidazolu.
(B) korespondujici vodivostni zaznam.
Pozice vodivostniho detektoru byla
5,3 cm pied UV detektorem.
Nagpéti: 30 kV (¢ervend), 20 kV
(fidovd), 10 kV (modrd) a5 kV
(zelend).
Popisek ,M* je EOF marker indikujici
ptvodni pozici davkované zony
unaSené pouze EOF. Vertikalni
teckované Useky vyznatuji zvétSenou
oblast umisténou vpravo. Ukazuje
detail oscilaci. Prevzato z [IV],
Figure 3.
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5. Zavér

Tématem mé disertacni prace byl vyvoj softwarovych prostiedka pro optimalizaci zakladnich
elektrolyti v elektroforéze, studium systémovych piki a obecné teorie elektromigrace.
Spolupracoval jsem na interpretaci amplitud a programovani vypocéetniho jadra v programu
PeakMaster 5. Hlavni ndplni mé prace byl vyvoj programu Simul 5. Béhem mého studia jsem do
n¢j zabudoval mnoho nastroju, které jsem zde komentova a které vyznamné rozsituji jeho
aplikaci.

Oba programy jsou s oblibou pouzivany na mnoha univerzitach a pracovistich po celém svété.
PredevSim program PeakMaster si ziska velmi Sirokou zakladnu uZivatelu, jak vyzkumnika
pouzivgjicich elektroforetické separacni metody, tak z dalSich analytickych disciplin diky
rychlému vypoctu pH libovolné slozitych roztoki s velmi dobrou korekci naiontovou silu.

Dédle jsem spolupracova na naezeni nékterych redlnych systémi, které jsou zaozeny na
linearizaci elektromigracniho problému a vlastnostech systémovych piku jako napiiklad nalezeni
oscilujicich elektrolyta, systémi bez stacionarnich systémovych zén (tj. bez regulacnich funkci)
nebo vyuziti systémovych piku v micelarnim prostiedi ke zjisténi kritické micelarni koncentrace.
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