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Kapitola 1

Seznameni s problematikou

elektromigrace

1.1 Elektroforéza

Elektroforéza je separacni metoda, kterd vyuzivd migrace nabitych castic v elek-
trickém poli. Jeji schématické znazorneéni je zobrazeno na obrazku 1.1. Pomoci této metody
lz¢ separovat malé anorganické 1 organické ionty, nabité latky polymerniho charakteru
(fragmenty DNA/ bilkoviny) nebo dokonce chromozémy, mikroorganismy, ¢i celé buriky.
Naptiklad gelova elektroforéza je témeér jedina technika vyuzivana v genomice a proteo-
mice pro slozité separace, kde je potieba délit tisice ruznych latek. V poslednich letech
doslo k velkému rozvoji kapildrnich technik a technik vyuzivajicich mikroc¢ipu.

Elektroforéza v sobé zahrnuje mnoho jednotlivych separa¢nich technik. Kritérii k jejich
déleni je nékolik. Muzeme je napiiklad délit podle prostorového usporadani: elektroforéza
v trubici, v kapildfe, na desce, ¢i na ¢ipu. Dalsi mozné kritérium je piislusné separacni
prostiedi: roztok, vice roztoku, gel, rozhrani vice gelu atd. Jestlize jsou do separac¢niho
prostiedi pfidany dalsi latky s urcitou funkei, mluvime o tzv. aditivech. Aditivy mohou
byt povrchové aktivni latky, chirdlni selektory atd.

Mezi konkrétni pouzivané techniky fadime: kapilarni zénovou clektroforézu (CZE),
kapilarni izotachoforézu (ITP), kapildrni gelovou elektroforézu (CGE), elektrokinetickou
kapilarni chromatografii (EKC), kapilaruf izoclektrickou fokusaci (IEF), elektrochromato-
grafii v naplnénych kapilarach (CEC), bioafinitni kapildrni elektroforézu (BACE). Nékteré
z nich budou podrobnéji popsany dile.

1.2 Obecné principy elektroforézy

O obecnych principech elektroforézy pojednavaji napiiklad prace [1, 2].
Jestlize umistime i-tou ¢astici s ndbojovym ¢islem z do elektrického pole o intenzité

E, ptsobi na ni sila elektrického pole F:
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Roztok elektrolytd
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Obréazek 1.1: Obecné schéma elektroforetického pristroje.

F, = zeE, (1.1)

kde e je elementdrni naboj (1,602.107'C). Pohyb vyvolany ptsobenim této sily je brzdén
frikénf silou prostiedi. Pokud méa dany ion polomeér r, pak velikost frikénf sily £y mizeme

vyjadrit Stokesovym zdkonem:

Fy = 6mnru;, (1.2)

kde v; je rychlost pohybu iontu a 7 je viskozita prostfedi. Jedna se o sily stejného sméru,

ale opacné orientace. Ve velmi kratké dobé (107! — 107'% s) dojde k vyrovnani obou sil:

Fy=F, (1.3)

a Castice se zacne pohybovat konstantni rychlosti. Velikost rychlosti je imérnd intenzité
elektrického pole E:

v; = sgn(z)w; B, (1.4)

kde u; je nezdpornd veli¢ina nazyvand iontova mobilita. Ze vztahu (1.3) s pouzitim rovnice
(1.4) miuzeme odvodit:

= 6';—; (15)
Z této rovnice vyplyva, ze iontova mobilita je pfimo umérna naboji iontu a nepiimo
umeérnd jeho poloméru a viskozité roztoku. Iontové mobility jsou charakteristiky jednot-
livych ionti, které jsou vztazené k danému prostredi a teploté. Mobility iontl silnych

elektrolytu vztazené k dané iontové sile a teploté se nazyvaji aktualni mobility. Mobility
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iontu v nekonectném ziredéni se nazyvaji limitni mobility. Limitni iontové mobility pro
teplotu 25°C jsou tabelované chemické konstanty.

Pokud bychom se zabyvali migraci slabych elektrolyti, je zfejmé, ze mobility takovych
latek budou zavislé na stupni disociace a tudiz na pH prostiedi. Mobilita slabych elektro-
lyti vztazena k danému pH, teploté a iontové sile se nazyva efektivni mobilita. Efektivni

mobilitu ¢-té komponenty roztoku lze vyjadrit:

pi
" ‘
Ueffi = Z sgn(z)u; 00, = Et (1.6)

z=n;
V této rovnici je u; , aktudlni mobilita dané iontové formy (s ndbojovym éislem z) kom-
ponenty 7 a soucet probihd ptres vsechny iontové formy. Moldrni zlomek iontové formy s
nabojovym éislem 2, a; , spocitame:

Q;, = %, (1.7)

Gi

zde ¢;, je koncentrace prislusné iontové formy a ¢; je analytickd koncentrace i-té kom-
ponenty. Celkovou elektroforetickou rychlost i-té komponenty znaéime wv; (viz. rovnice
1.6).

K celkovému pohybu ionti casto prispiva také elektroosméza. Povrch kiemennych
kapilar je tvoren silanolovymi skupinami (OSi-OH), které se ve vodé chovaji jako slabd
kyselina a disociuji. Na sténach je vazany naboj, ktery je ve vrstvé roztoku u stén kom-
penzovan volnymi ionty. Elektrické pole piisobi na tento prebytek volného naboje a uvede
vrstvu do pohybu. Ta poté strhne cely prufez roztoku, ¢imz zpusobi tok celého objemu
kapilary. Chovani elektroosmotického toku (EOF) je velmi zavislé na slozeni roztoku.

Zakladni charakteristikou roztoku je experimentdlné dostupnd veli¢ina nazyvana spe-

cifickd vodivost «:

N  p
K = F(’LLHCH + UoHCOH + Z Z lz\ui7zci’z). (18)

i=1 z=n,
Soucet probiha pres vsechny komponenty roztoku (je jich N) a v pripadeé, ze se jednd o
slabé elektrolyty vyskytujici se ve vice iontovych forméach, pak i pfes vSechny tyto formy.
Prvni dva prispevky odpovidaji iontim rozpoustedia (HT a OH ™ iontiun).

V piipadé, ze zname specifickou vodivost vodice a proudovou hustotu j (proud vztazeny

na jednotku plochy), dokazeme urcit intenzitu elektrického pole 7z Ohmova zakona:

J=RKE. (1.9)

Podrobnéji bude teorie tykajici se elektromigrace popsdna ve druhé kapitole (oddil 2.3).
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1.3 Zakladni experimentalni usporadani elektroforézy

Kapilarni zonova clektroforéza (CZE) je, jak nazev napovida, kapilarni technika. Jeji
schematické znazornéni je zobrazeno na obrdzku 1.2. Kromeé toho, Ze cela separace probiha
v tenké kapildfe (vnitini pramér byva 20-100 um), jsou pro toto uspoiradani charakteris-
tické dvé véci. Za prvé je cely separacni systém naplnén homogennim roztokem nazyvanym
zékladni elektrolyt (background electrolyte, BGE), za druhé je vzorek davkovan nejlépe v
mensim mnozstvi na jednom konci kapilary. Separované latky se déli na zékladé ruznych
elektroforetickych rychlosti v daném prostiedi. Je ziejmé, ze cilem kazdého analytického
chemika je najit takové prostiedi (BGE), ve kterém se elektroforetické rychlosti jednot-
livych separovanych latek budou co nejvice lisit. Je vhodné davkovat vzorky v malém
mnozstvi, protoze vzorek pak prakticky nemeéni vodivost zdkladniho elektrolytu a rovnice
popisujici migrace latek lze povazovat za linearni. Tvary pikt jednotlivych latek, které jsou
rozmyvany difuzi, nabyvaji Gaussovskych tvaru. V pripad¢ davkovani velkého mnozstvi
vzorku muze dochézet k vyznamnéjsim zménam ve vodivosti v oblasti ddvkovaného vzorku.
V tomto piipadé nelze rovnice povazovat za linearni a jejich nelinearita se projevi fe-
noménem elektromigracni disperze. Vysledné piky latek nabyvaji trojuhelnikovité tvary.
Kapilarni uspofidini také zarucuje dobry odvod Jouleova tepla, coz dovoluje pouzit vy-
sokych intenzit elektrického pole a zvysit tak Uéinnost a rychlost separaci. Nejc¢astéjsimi
detektory pro CZE jsou UV absorpéni detektory.

Izotachoforéza (ITP) je elektroforéza realizovana v diskontinualnim systému elektro-
lyti. Schematické znazornéni ITP je zobrazeno na obrazku 1.3. Vzorek iontii urcenych k
separaci (kationty nebo anionty) se davkuje mezi tzv. vedouci a tzv. koncovy elektrolyt.
Tyto elektrolyty musi byt voleny tak, aby mobility separovanych ionti byly mensi nez
mobility prislusnych iontil (kationtu, ¢i anionti1) ve vedoucim elektrolytu a zaroven vetsi
nez mobility ionti v koncovém elektrolytu. Protion vedouciho elektrolytu se voli tak, aby
mél pufracéni kapacitu pti daném pH separace (protion koncového elektrolytu miize byt
viceméné libovolny). V idedlnim ptipadé se po urcité dobé od aplikace stejnosmérného
elektrického pole ustavi ustdleny (staciondrni) stav. Pfi tomto stavu putuji ionty stej-
nou rychlosti v oddélenych zéndch vyrovnané podle velikosti svych mobilit. Zény jsou
oddéleny ostrymi rozhranimi, které jsou udrzovany tzv. samozaostiovacim efektem. K
detekei iontu se v piipadé I'TP nejcastéji pouziva vodivostni detektor. Vysledny elektro-
ferogram systému, ktery dosahl ustaleného stavu, mé klasicky stupiiovity prubéh. Vyska
stupné odpovida kvalité separované latky a délka je imeérnd kvantité. Koncentrace iontu
univalentnich elektrolytu nebo multivalentnich silnych elektrolytii v jejich zonach lze zjis-
tit. pomoci Kohlrauschovy regulacni funkce.

Izoelektrickd fokusace (IEF) je technika pouzivand pro separace amfoternich latek,
zejména proteini. Schematické znazorneni I'TP je zobrazeno na obrazku 1.4. Tato metoda
je zaloZena na principu separace latek s rozdilnymi izoelektrickymi body (pl) v umeéle
vytvofeném pH gradientu. Tento gradient muze byt vytvoien na specialnich gelovych

matricich nebo také pfimo v roztoku v kapilafe. V tom piipadé se k jeho generovani
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Obréazek 1.2: Schematické zndzornéni uspofadani kapildarni zénové elektoforézy. Délka
kfemenné kapilary je typicky 10 - 100 cm.

<“—1—— Koncovy elektrolyt
H «—— Naddvkovany vzorek
9 Vedouci elektrolyt

Zdroj napéti —— —
-

<—= Detektor (vodivostni)
b \

Elektroda
™~ Semipermeabilni membrdna

“——— Vedouci elektrolyt

Obrazek 1.3: Schematické znazornéni uspotradani izotachoforézy.
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pouziva smeés mnoha nosnych amfolyti majicich rizné izoelektrické body. Separované
latky migruji kapildrou rychlosti, kterd je imeérna jejich naboji. V ptipadé, ze dosdhnou
mista s pH odpovidajicim jejich pl, celkova elektroforeticka rychlost je nulova a latka se v
tomto misté kumuluje. Dochazi tedy k fokusaci latek na mista, kde pH odpovida jejich pl.
Pohyb obsahu kapilary smérem k detektoru se realizuje pouzitim tlaku pfipadné zménou
elektrolytu v elektrodovych nadobkéch.

pl

Pozice_

Zdroj napéti

Obrazek 1.4: Schematické zndzornéni uspotradani izoelektrické fokusace.

Pri miceldrni elektrokinetické chromatografii (MEKC) se do separac¢niho systému pfi-
dava pseudostacionarni faze reprezentovand micelami. Micely tvotfi povrchové aktivni
latky napi. molekuly dodecylsulfatu sodného (SDS). Maji hydrofobni jadro tvofené ali-
fatickymi Fetézci a hydrofilni obal nabitych sulfatovych skupin. Protoze jsou nabité, po-
hybuji se v elektrickém poli. S micelami mohou interagovat neutralni latky a vytvéret
pfechodné komplexy (ty jsou samoziejmé v elektrickém poli také pohyblivé). Analyty

tedy mohou byt separovany, jestlize se lisi jejich interakéni konstanty s micelami.



Kapitola 2

Pocitacova simulace elektromigrace

2.1 Pocitacova simulace elektromigrace - prehled

V poslednich letech se poc¢itacovd simulace stala nedilnou souc¢ésti teoretického vyzku-
mu prakticky ve vSech védnich disciplindch. Stejné tak je tomu i v ptipadé teoretického
studia clektroforetickych separaci. Velky rozvoj pocitacovych simulaci byl umoznén ob-
rovskym rozvojem pocitacovych technologii obecné. Predevsim kapildrni zénova elektro-
foréza a izotachoforéza se staly velmi populdrnimi ve smyslu porovnavani teoretickych
predpovédi s experimenty. Je to dano predevsim tim, Ze experimenty jsou vétSinou snadno
proveditelné a reprodukovatelné a tim, ze matematicky aparat popisujici déje pii téchto
technikéch probihajici je relativné jednoduchy. Velka vyhoda oproti napiiklad chromato-
grafickym metodam je ta, ze dokdzeme presné formulovat matematické rovnice popisujici
probihajici déje a k jejich feseni potiebujeme jen maly pocet vstupnich dat. To, Ze tyto
rovnice jsou parcialni diferencialni rovnice druhého radu a ze je dokdzeme obecné resit
jen numericky, je jista dan, kterou za tyto vyhody musime zaplatit.

Pocitacovymi simulacemi elektromigrace se zabyvalo mnoho autori. Ja vychéazim z
obecného délenf softwaru pro simulaci elektromigrace, které ve svych ¢léancich 3, 4, 5] pre-
zentuje Reijenga. Programy rozdéluje na tzv. "steady state” a dynamické. Prvné jmeno-
vand¢ obsahuji ve svych vypoctech nejriiznejsi aproximace a neresi numericky pohybové di-
ferencialni rovnice. Tyto programy jen na zakladé zjednoduseni simuluji vysledny elektro-
ferogram. Naproti tomu dynamické programy jsou zalozeny na teseni diferencidlnich rovnic
a podavaji kompletni nahled do dynamiky probihajicich déju. Je zfejmé, ze oba typy pro-
graml maji jisté vyhody i nevyhody. Programy simulujici jen vysledny elektroferogram
jsou daleko jednodussi na ovladani, jejich vypocet neni piilis ndroény na vykon pocitace
a ve velmi kratké dobé (zlomky vtefin) ndm poskytnou cennou informoci o elektrofore-
tickém systému. Programy tohoto typu jsou velmi vhodné pro optimalizaci separacnich
podminek konkrétniho experimentu nebo pro tréninkové tcely (pravé v takovém kon-
textu o nich ve svych pracich Reijenga pise) a jsou urceny predev§sim pro analytickou
praxi. Mohou se v8ak s uspéchem pouzit jen v ptipadech, kdy jsou splnény podminky

pouzitych aproximaci (nejsou tedy obeené pouzitelné) a neposkytuji ndm nahled do dy-
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namiky probihajicich déji. Oproti tomu dynamické programy jsou obecné pouzitelné, lze
s nimi simulovat jakykoliv mdd elektoforézy (CZE, ITP, IEF..., zdlezi pouze na formu-
laci pocatecnich a okrajovych podminek), a informuji nds o dynamice probihajicich déji.
Tyto programy jsou narocnéjsi na ovladani (uzivatel musi mit alespon zdkladni znalost
numerického algoritmu) a pfedevsim na vykon pocitace, takze se s nimi obvykle simuluje
jen mald ¢ast separace.

Prestoze se problematikou pocitacovych simulaci elektromigrace zabyvalo a zabyva
relativié mnoho autoru, programu, které by byly dostupné koncovému uzivateli, je velini
malo. Vétsina autori implementuje matematicky model formou pocitacového programu,
ktery pouzivaji pro teorctické studium nejruznéjsich fenomdénu elektromigrace. Verejue
dostupné jsou programy Reijengy a dalsich [4, 5, 6, 7], které jsou nabizeny komercné.
Pro nekomercni dcely jsou na internetové adrese [8] dostupné programy typu freeware
vyvinuté na nasi fakulté v laboratofi prof. Gase.

Skupina autoru kolem Reijengy se intenzivné zabyvala otdazkami pocitacovych simu-
laci. Vytvorili "steady state” programy simulujici nejen elektroforetické separace, ale také
chromatografické separace. Tyto programy nesou ndzvy GCSIM (simulace plynové chro-
matografie), HPLCSIM (simulace vysoce tc¢inné kapalinové chromatografie), MECSIM
(simulace miceldrni eletrokinetické chromatografie), HPCESIM (simulace kapilarni zénové
elektroforézy). Vytvorili také dynamicky program pro simulace kapilarni zénové elektro-
forézy a izotachoforézy [9].

V édncich [6, 7] je predstaven zmineny pocitacovy program HPCESIM. Jednd se
o rychly "steady state” simula¢ni program dovolujici grafickou ilustraci nékolika efektu
ovliviiujicich vysledny elektroferogram kapilarni zéonové elektroforézy. Vstupnimi daty do
programu jsou: a) vlastnosti analyti: pK, konstanty, limitn{ iontové mobility pro teplotu
25°C, b) instrumentdlni parametry: délka kapilary, vnitini prumeér kapilary, tloustka stény
kapildry, zeta potencidl, teplota chlazeni, napéti, polarita, ¢) vlastnosti zdkladniho elektro-
lytu: pH, iontova sila, efektivni mobility iontu. Graficky vystup simuluje vysledny elektro-
ferogram. Program byl napsan v prostiedi QuickBasicu a podporuje moznost sifového
spusténi (proto je vhodny pro pedagogické ucely). Obsahuje v sobé databazi analyti s
jejich pK, konstantami a limitnimi iontovymi mobilitami [10, 11, 12], takze usnadni praci
uzivateli. Pfi zaddvani sta¢i vybrat ldtku ze seznamu. Simuluje se tzv. linearni mod elek-
troforézy. Piedpokladd se, ze se analyty vzdjemne neovliviiuji a pohybuji se v homogennim
prostredi tvoreném zakladnim elektrolytem. Teoreticky model je zalozeny na vypoctech
migrace a disperze jednotlivych Tatek. Pro uzaviené systémy se migracéni cas latky ¢,

pocita podle vzorce:

N Euef’

kde L, je délka kapilary k detektoru, F je intenzita elektrického pole (poé¢itana z vkladaného

(2.1)

tm

napéti a celkové délky kapildry) a u.; je efektivni mobilita analytu vztazend ke konkrétniimu

pH, iontové sile a teploté. U otevienych systému se pfida piispévek elektroosmotického
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toku. Zajimava je predevsim korekce efektivnich mobilit na konkrétni teplotu, ktera se
provadi iteracnim procesem. Nejprve se spocitd hodnota proudu s hodnotou specifické
vodivosti pro teplotu chlazeni, poté se spocitd teplota s piispévkem disipované energie
(konkrétni vzorce viz. ¢lanek [6]), ndsledné se upravi hodnota specifické vodivosti (teplotni
zavislost 2,5% na 1°C) a znovu se provadi vypocet proudu. Jakmile hodnota specifické
vodivosti splni konvergenéni kritérium, vypocet se zastavi. Hodnoty efektivnich mobilit
vSech analyti se upravi na kone¢nou hodnotu teploty. Vzorce pro korekce efektivnich mo-
bilit analytil na konkrétni iontovou silu lze nalézt ve ziinéném ¢lanku. Model popisujici
disperzi je zalozen na modelu teoretickych pater. Vsechny zohlednéné faktory majici vliv
na disperzi piku latek jsou povazovany za nezavislé. Celkova vyska teoretického patra H

je pocitana jako soucet dil¢ich vysek teoretickych pater jednotlivych faktoru H;:

H=) H. (2.2)

Uvazovany jsou vlivy davkovani vzorku, difuze, termdlui disperze, disperze zpusobené
elektroosmotickym tokem, elektromigracni disperze. K vypoctim vlivu téchto jevu jsou
pouzity vzorce vyskytujici se v literatufe (konkrétné viz. clanek [6]). Je vsak t¥eba pfi-
pomenout, Ze program v sobé obsahuje urcitd zanedbani a aproximace. Napiiklad neni
uvazovan vliv adsorpénich efektu vedoucich k nesymetrickym pikiam, predpoklada se, ze
analyty se béhem separace vzdjemné neovliviiuji, mobility jsou brany jako zavisejici na
teploté, pK, konstanty nikoliv.

V éldnku [7] jsou porovnany vysledky programu HPCESIM s experimenty a prezen-
tovan vliv jednotlivych faktorii na vysledny elektroferogram. Je zde naptiklad predveden
vliv doby davkovani vzorku na rozliseni piku analytu a také rozdil mezi daivkovanim z vody
a z konkrétniho pufru. Soucasné je demonstrovan vliv elektroosmézy (ovliviiuje celkovou
dobu migrace), pH (ovlivni selektivitu i ic¢innost), ¢i iontové sily. Vysledky experimentu
jsou konfrontovany s vysledky simulaci.

Program byl pozdéji rozsiten o moznost simulaci chiralnich separaci v kapilarni zénové
elektroforéze [4]. V piipadeé téchto simulaci musi uzivatel do programu navic zadat kon-
centraci chirdlnfho selektoru, konstanty tvorby komplexu s chirdlnim selektorem neiontové
a iontové formy analytu, relativni rozdily mezi témito konstantami obou optickych izo-
mert, mobilitu komplexu analyt-selektor, pomeér enantiomeru ve smési, parametry tykajici
se zmény mobilit komponent roztoku se zmeénou viskozity zptsobenou pfidanim chiralniho
selektoru. Vypocet vyslednych mobilit a migracnich ¢asu je opét zalozen na jednoduchém
"steady state” modelu, ktery pro vypocet mimo jiné predpoklddd malé mnozstvi analytu
ve srovnani s chirdlnim selektorem. V pfipadé znalosti potfebnych parametru muze byt
tento program vhodny ndstroj naptiklad pro stanoveni optimalui koncentrace chirdlniho
selektoru. Implementace programu HPCESIM pro operacni systém MS Windows nese
nazev CESIGHT a jejim tvircem je Martens.

Reijenga a dalsi také vytvorili dynamicky program pro simulace CZE a ITP. Tento
program je predstaven v praci [9], kde jsou také relativné podrobné diskutovany jednotlivé
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vypocetni algoritimy pro nuinerické reSeni parcidlnich diferencidlnich rovnic, které migrace
latek popisuji, metodou siti. V ¢élanku jsou popisovany jejich vyhody i nevyhody z hle-
diska nezadoucich numerickych oscilaci. Postupné jsou prezentovany metody implicitni i
explicitni a metody kombinované. Pro vypocty derivaci podle prostorové proménné jsou
predvedeny: symetrické diferenén{ vzorce (”central difference scheme”), ”upwind scheme”
nebo "higher order scheme”. Posledné jmenované jsou vhodné pro simulace velmi strmych
koncentra¢nich gradienti. Jak jiz bylo zminéno, programem lze simulovat CZE i ITP,
zalezi jen na pocatecni konfiguraci. V programu je mozno vybrat vypocetui algoritmus,
ktery lze béhem vypoc¢tu ménit. Kapildara muze byt libovolné dlouhd, vypocet se provadi
jen v urcité oblasti. Testovacim Kritéricm pro spravnost vypoctu je zakon zachovani hioty
(v kazdém ¢asovém kroku probiha srovnani analytickych koncentraci jednotlivych kom-
ponent s pocatecnimi koncentracemi). Autofi hodnoti vypocetni algoritmy pouzité pro
simulaci ITP, kterd dosdhne rovnovazného stavu, také porovnavanim s predpovédmi vy-
tvofenymi pouzitim Kohlrauschovy regula¢ni funkce. Jako velmi vyhodné se pro simulaci
ITP ukazalo pouzit na zacatek simulace implicitni vypocetni metody, symetrické dife-
rencni vzorce, pti prechodu k rovnovaznému stavu pouzit explicitni vypocetni metody s
“higher order scheme”.

Dalsf skupina, kterd se vyznamné podilela na rozvoji pocitacové simulace elektromi-
grace je skupina autorii kolem Thormanna. Kniha s nazvem: ” The Dynamics of Electro-
phoresis” [13], jejimiz autory jsou Mosher, Saville a Thormann obsahuje mnoho dulezitych
informaci tykajicich se dynamiky clektroforézy. Jedna kapitola pojedndva primo o pocita-
cové simulaci, déle je zde uveden rozsahly ptrehled znalosti v problematice elektromigrace
do pocatku devadesatych let. Je ¢erpano predevsim z praci Biera, Moshera a Thormanna.
Tito autofi vyvinuli vlastni dynamicky simulaéni program zalozeny na principech elektro-
neutrality, zakona zachovani hmoty a naboje. Matematicky model je jednodimenziondlni
a mobility jednotlivych komponent roztoku jsou povazovany jako nezavislé na iontové sile
a teploté (pfedpokladaji se izotermické podminky). Vstupnimi daty do programu jsou:
pocatecni rozlozeni koncentraci jednotlivych komponent, prislusné pK, konstanty a li-
mitni iontové mobility, velikost konstantni proudové hustoty, ¢i napéti, délka kapilary a
jeji segmentace. Vystupem je: profil koncentraci jednotlivych komponent, profil pH, profil
specifické vodivosti, proudova hustota jako funkce ¢asu. Program dovoluje pouzivat az 150
konstituentii, které mohou byt jednomocné slabé kyseliny, ¢i béaze nebo biprotuf amfolyty.
Autofi vSak program nezvetejiuji (v ¢lanku [14] je zminéno, ze prace s programem muze
byt prezentovana v domovskych laboratorich na Univerzite v Bernu a Tasmanii). Jejich
posledni prace se zabyvaji simulaci prekoncentrace slabych bazi s vyuzitim pohyblivého
pH rozhran{ [14] a simulaci dynamiky izoelektrické fokusace [15, 16].

V ¢lanku [14] se autofi vénuji problematice prekoncentrace slabych bazi. Zaméruji se
na dynamiku procesu fokusace slabych bdzi na pohyblivém pH rozhrani. Jedna se o ¢isté
teoretickou praci a jako prostiedek k simulacim byl pouzit jiz dfive zminény pocitacovy

program. Dale je zde diskutovan vliv soli, konkrétné NaCl na schopnost prekoncentrace
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slabych bézi. Slabé baze se fokusuji na pohyblivém pH rozhrani tvofeném z jedné strany
pufrem o nizkém pH (2,85) a z druhé strany ddvkovacim pufrem o vyssim pH (8,6). Oba
pufry jsou slozeny z kyseliny mravené¢i a mravencanu sodného. Béhem separace stiidd pufr
o nizkém pH pufr o vyssim pH v oblasti puvodni ddvkovaci zény, zpusobuje protonizaci
analytu (slabé bdze) a jejich pohyb k pomaleji se pohybujicimu pH rozhrani. Jakmile
dosahnou jeho predni strany, tedy oblasti pufru o vyssim pH, kumuluji se zde, protoze
jejich rychlost v tomto prostiedi je v idedlnim pfipadé velmi mald. Autofi zminuji tii
mozné situace a predvadeji je na vlastnich simulacich. Prvnf a také idedln{ situace nastane,
jestlize rychlost analytu v pufru o nizsim pH (v4 ) je vétsi nez rychlost pohybujiciho se
pH rozhrani (vg) a ta vétst nez rychlost analytu v davkovacim pufru o vyssim pH (vag).
V takovém pifpadé nastdva fokusace analytu popsana vySe. Jestlize vg > var > vag,
potom protonizaci urychlené analyty nedostihnou rychlé pH rozhrani a nemuze dochézet
k jejich koncentraci. V poslednim ptipadé, kdyz va g > va s > vp, pak jakmile urychlené
analyty dostihnou pH rozhrani, nenakumuluji se zde, ale pfedbihaji ho. a nedochézi k
vyznamnému nakoncentrovani. Autofi ve svych simulacich demonstruji vliv pK, konstant
slabych bazi a jejich iontovych mobilit na prekoncentraci. Dale je v ¢lanku prokazano,
ze piidavek NaCl do davkovaciho pufru (pufr o vyssim pH) zpisobi zpomaleni pohybu
pH rozhrani a dovoli tak nakoncentrovavat i slabsi baze, ¢i baze s niz8imi iontovymi
mobilitami. Zpomalen{ pohybu pH rozhrani také snizuje délku kapildry potiebnou pro
separaci. Autofi se snazili o simulace s redlnymi hodnotami proudovych hustot, proto 50
mm simulované ¢asti kapilary rozdelili na 20 000 segmentu a pouzili konstantni napeti
2000 V (to odpovida velikosti intenzity elektrického pole 400 V/cm). Proudové hustoty
odpovidaly hodnotdm 17 000-23 000 A/m?. Kazd4 simulace vSak za takovych podminek
trvala 5 dni a datové soubory piesahovaly velikost 450 MB.

V pracich [15, 16] se autofi vénuji problematice izoelektrické fokusace. V ¢lanku [15]
je simulacemi pfiblizena dynamika této techniky (prezentované simulace se blizi realité:
k vytvotreni pH gradientu typu pH 3-10 bylo pouzito 140 nosnych amfolyti, pouzita in-
tenzita elektrického pole byla 300 V/cm). Ustaveni pH gradientu nosnymi amfolyty lze
obecné rozdélit do dvou fazi. Prvni fdze se nazyva faze separacni. Pii této fazi dojde k
separaci nosnych amfolytii a k vytvoreni pH gradientu. Tento gradient vSak neni zcela
stabilni. K jeho stabilizaci dojde az v druhé fazi, tzv. stabilizac¢ni. Jelikoz vysledny dyna-
micky rovnovazny stav je difuzné kontrolovany, je tato faze mnohondsobneé delsi nezli faze
separacni (obvykle trvd okolo 8000 minut). Autofi svymi simulacemi dokazuji, ze tento
stav neni ve standardnim laboratornim experimentu (kde se navice jeste pridd vliv elektro-
osmoézy a teplotni jevy) z diivodu dlouhého ¢asu dosazitelny. Déle je zde sledovan vliv
pK, konstant a iontovych mobilit nosnych amfolyti na ustavovani rovnovazného stavu.
Obecny zaveér prezentovany v clanku fik4, ze zmény vedouci ke snizeni vodivosti systému
(zvyseni rozdilu mezi pK, konstantami jednotlivych biprotnich amfolyt, sniZeni jejich
iontovych mobilit) vedou ke snizeni odezvy nosnych amfolytu na elektrické pole a tudiz

je ¢as potiebny k ustaveni rovnovazného stavu delsi. Izoelektrickou fokusaci a jevy v ni
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se vyskytujicimi (napfiklad tzv. "plateau fenomén” typicky pro rovnovazny stav nosnych
amfolytu s izoelektrickymi body vy3simi nez 9 a nizsimi nez 5) se autofi dosti podrobné
vénuji v praci [13].

Price [16] se zabyva studiem izoelektrické fokusace proteini. Autofi pouzivaji vyse
zminény simula¢ni program pro teoretické studium separace a vysleky simulaci porovnavaji
s vysledky experimetni. V piipadé simulace separace proteinii jsou potieba dva vstupn{
parametry: difuzni koeficient proteinu (slouzici k vypoétu hydrodynamického poloméru
proteinu) a tabulkovd zdvislost celkového ndboje proteinu na pH. Pomoci téchto para-
metri program pocita efektivni mobilitu proteini.

Dalsi skupina. ktera se podilela na rozvoji pocitacové simulace elektromigrace, je
skupina autori kolem Doseho. V praci [17] predstavuji svilj simulaéni program, ktery
vyuzivaji ke studiu dynamiky elektromigrace [18]. Opét se jednd o jednodimenzionlni
simula¢ni program, komponentami roztoku mohou byt jen silné elektrolyty. Ani tento
model neuvazuje teplotui efekty. Model je stejné jako modely ostatnich autoru zalozen na
principu zachovani hmoty a ndboje a principu elektroneutrality. Kapilara je rozdélena na
N segmenti a diferencidlni rovnice popisujici pohyb iontu jsou feseny metodou siti. Pro
vypocet derivaci podle prostorové promeénné jsou pouzity symetrické diferencéni vzorce. Na
zaCatku a na konci kapildry jsou fiktivni rezervodry s konstantnimi koncentracemi vsech
latek, které se nezahrnuji do vypoctu, jen jsou jejich hodnoty pouzity k vypoétu derivaci
v sousednich segmentech. Vysledkem simulace muze byt profil koncentrace jakékoliv latky
v ¢asc nebo elektroferogram (Casovd zavislost koncentraci viech latek v konkrétnim bodd)
v libovolném bodé (simuluje detektor v libovolné pozici). Implementovany algoritnmus
sleduje, v jakych segmentech se hodnoty prvnich i druhych derivaci rovnaji nule, tyto
segmenty jsou oznaceny jako inaktivni (nedochdzi ke zméndm koncentraci) a nenf v nich
nadbytecné pocitana intenzita elektrického pole, ¢i zména koncentrace. Kontrola inakti-
vity je provadéna v kazdém vypocetnim kroku. Program byl napsén v programovacim
jazyku FORTRAN. V préci [17] autofi prezentuji vysledky simulaci provedenych timto
programenm, tj. simulace linedrniho i nelinedarnfho médu CZE i simulace ITP. Clanek (18]
se vénuje simulacim distorze piku analytu v zékladnim elektrolytu slozeném ze dvou druhu
koiontu (vsechny elektrolyty jsou silné).

Otézkami simulac{ elektromigrace se zabyvali také Ermakov a dalsi. V praci [19] pfed-
stavuji viastni dynamicky simuldtor. Jejich model je schopny simulovat separace slabych
univalentnich kyselin a bazi. Opét se jedné o jednodimenzionéalni model nezahrnujici teplo-
tni efckty a predpokladajici homogenitu obsahu kapilary ve vertikdluiin sméeru (kolmém
na smér migrace). Ve zminéné praci autofi prezentuji simulace I'TP slabych jednosytnych
kyselin. Nejprve jsou stanoveny podminky stability rozhrani zon a predpovédi simulaci,
které jsou posléze dokdzany samotnymi simulacemi. V ¢ldnku je ukazdno, ze v zdvislosti
na slozeni vedouciho elektrolytu je mozno rozdélit dvé slabé kyseliny v obou moznych
potadich, ptipadné rozdéleni nedosdhnout a ziskat tzv. "mixed zone”. Déleni zavisi jen na
pH pufru vedouciho elektrolytu. Ermakov se ve svych dalsich pracich zabyval ITP v ky-
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selych a bazickych oblastech [20], porovndvanim numerickych algoritmu fesicich soustavy

diferencidlnich rovnic [21] nebo také simulac{ migrace v mikrokandlech [22].

2.2 Simulaéni programy vyvinuté v nasi laboratori

Jak jiz bylo zminéno, simula¢ni programy vyvinuté na nasi fakulté v laboratoii profe-
sora Gase zaujimaji mezi ostatnimi simulatory elektroforézy jedinecné misto. Programy
PeakMaster a Simul jsou totiz dopracované do uzivatelsky ptijemné formy (hlavni for-
muldfe obou programu viz. obrazky 2.1 a 2.2 ) a jsou na internetové adrese [8] nabizeny
zdarma pro nekomercni uziti.

Program PeakMaster je diky snadné obsluze a velké rychlosti vypoctil urcen predevsim
pro analytickou praxi. Tento program nesimuluje dynamiku probihajicich procesi, ale jen
vysledny elektroferogram. Velkou prednosti oproti jinym programum je schopnost uréovat
mobility vsech systémovych zén (eigenzén). Skupina profesora Gase navézala na Poppeho,
ktery vypracoval metodu, ve které linearizoval rovnice elektromigrace a ukazal. Ze jejich
feseni vede k maticovému problému vlastnich ¢isel (”eigenvalue problem”). Vytvorili ma-
tematicky model zalozeny na linearizovanych rovnicich popisujicich elektromigraci a po-
jmenovali vlastni ¢isla matice, které maji vyznam mobilit, eigenmobilitami. Déle ukézali,
ze eigenzony (zény pohybujici se s prislusnymi eigenmobilitami) lze rozdélit do dvou
druhii. Prvn{ z nich se pohybujf stejnou rychlosti jako analyty (zmeény v koncentraci kom-
ponent zakladniho elektrolytu, které doprovézeji pohyb analyti). Druhy typ jsou tzv.
systémove cigenzony. Ty se pohiybuji v kapilafe nezavisle na pritomnosti analytu a je-
li pouzita neptima nebo vodivostni detekce, mohou zkomplikovat detekci analytu. Své
vysledky prezentovali v osérii ¢lanku zakoncenyeh praci predstavujici zminény program
PeakMaster [23]. Vstupnimi daty do programu jsou: koncentrace jednotlivych kompo-
nent zakladniho elektrolytu a mnozstvi analyta. pfislusné limitni iontové mobility, pK,
konstanty (k dispozici je databdze Hirokawovych dat [10, 11, 12]), délka kapilary, délka
kapilary k detektoru, polarita, napéti, mobilita EOF a vybér typu detekce (k dispozici
jsou pfima pro konkrétni analyt, nepfima pro konkrétni slozku zdkladniho elektrolytu
a vodivostni). Vysledkem je nejen elektroferogram, ale také vypocitané nékteré dulezité
hodnoty, napt. mobility vsech systémovych zo6n, pH nebo pufracni kapacita roztoku, veli-
kost elektromigracni disperze analyti. Je tfeba pfipomenout, ze program PeakMaster lze
vyuzit jen v pripadech simulace CZE, kdy mnozstvi analytu naddvkovaného do prostredi
zékladniho elektrolytu je relativné malé ve srovnani s mnozstvim zakladniho elektrolytu,
protoze jen tehdy je linearizace roviie popisujici elektromigraci ospravedlnitelna. Poslednd
verze programu (verze 5.2) pfedstavena v préci [24] dokaze ze znalosti experimentdlniho
usporadani pocitat vSsechny parametry nejen piku odpovidajicich jednotlivym analytim,
ale také systémovych piku.

Problematikou systémovych zén se zabyvalo mnoho autoru. V ¢ldnku [25] je uveden

prehled znalosti o systémovych zénach.
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Obrazek 2.1: Hlavnf formulaf programu PeakMaster (verze 5.1).

2.3 Simul 5.0

Dynamicky simulétor elektroforézy nese ndzev Simul. Program Simul zaujimé v této
praci dulezité postaveni, proto bude probran podrobnéji. Posledni verze byla predstavena
v ¢lanku [26]. V dobé psani této bakaldiské prace Mgr. Vlastimil Hruska rozsifoval tuto
verzi a vytvarel uzivatelsky pfijemnéjsi prostfedi. Program dokéze pracovat s libovolnym
poc¢tem multivalentnich elektrolyti a amfolyti. Jednd se o mocny nastroj pro simu-
laci elektroforézy v jakémkoliv médu (CZE, ITP, IEF, ...). Navic dokdze uvazovat vliv
iontové sily na mobilitu a aktivitu jednotlivych iontu. Mezi jeho typické pouziti patii:
vysetfovani systémovych zén, simulace prekoncentraci, rezonance, optimalizace experi-
mentl atd. ”Silnym” se stdava zejména ve spolupraci s programem PeakMaster. Na rozdil
zkusenéjsi uzivatele.

Matematicky model implementovany do softwareové podoby je jednodimenzionalni
(uvazuje se pouze axidlni prostorovd proménnd x) a vychdzi z rovnice kontinuity, rov-
novahy autoprotolyzy vody a disocia¢nich rovnovah jednotlivych komponent roztoku a
rovnice elektroneutrality. Zaklady uvedeného matematického modelu jsou nasledujici:

Latkovy tok i-té latky J; vyjadiuje jeji latkové mnoztvi proslé jednotkovou plochou
za jednotku casu:
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Obrazek 2.2: Hlavn{ formuldf programu Simul (verze 5.0).

1 On;
J= ==, 2.3
T (2.3)
Pouzité symboly maji obvykly vyznam: A - plocha, n; - latkové mnozstvi i-té latky, ¢ -
cas. Jestlize se i-ta komponenta roztoku muze vyskytovat v nékolika formach, pak pro

celkovy latkovy tok i-t¢ komponenty J; muzeme napsat:

5= (24)

zZ=nN,
kde J; , jsou latkové toky jednotlivych forem komponenty a soucet probiha pres vSechny
tyto formy. V matematickém modelu implementovaném do programu Simul jsou uvazovany

tfi prispévky k latkovému toku: konvekce, difuze a elektromigrace:

_ gk dif '
Jia = JE T g, (2.5)
Pro latkovy tok z-té formy i-té komponenty roztoku zpiisobeny konvenkei Ji’fgm’ muzeme
psat:

‘]'fzmw = C4 zVkonv (26)
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KAPITOLA 2. POCITACOVA SIMULACE ELEKTROMIGRACE

kde vkony je rychlost konvekce. Konvekee, tedy tok roztoku jako celku, muze byt zpisobena
napiiklad elektroosmotickym tokem (vxony, = veor), rozdilem vysek hladin roztoku v elek-
trodovych nadobkach, pliisobenim tlaku, atd. Pro latkovy tok z-té formy ¢-té komponenty

roztoku zpusobeny difuzi inf plati:
001’.:
or '

kde D, , je difuzni koeficient piislusné formy i-té komponenty. Pro elektromigra¢ni pii-

J4 = -D,, (2.7)

spevek k latkovému toku z-té¢ formy -t¢ komponenty roztoku J9 plati:

I = sgn(z)cizui E. (2.8)

Kdybychom z rovnic (2.4), (2.5), (2.6), (2.7) a (2.8) dosadili do rovuice kontinuity pro

t-tou komponentu:

de; 0J;
ot~ or’ (2.9)
dostali bychom:
ac; d & 0¢; , ¢
E = % g(Di’z 8‘7" — S.(]n(z)ci.z“'i,zE) — ?)E()F%. (21())

Jestlize je v roztoku celkem N komponent, potom mame takovych rovnic pravé N. Pokud

zname jednotlivé latkové toky, pak pro proudovou hustotu plati:

i=F)>_ i(zj,,z) + Ju — Jou. (2.11)

1=1 z=n,
Zde jsou stejné jako v rovnici (1.8) oddéleny prispévky vsech komponent roztoku a iontu
rozpoustédla. Prispévek konvekce k proudové hustoté je vlivem rovnice elektroneutrality
nulovy. Dosazenim z rovnic (2.5). (2.6), (2.7) a (2.8) do rovnice (2.11) a vyjadfenim

intenzity elektrického pole ziskame:

j F oc oc N & oc;
E=2-"(-Dyp=2 4 Doy - D; ,=15). 2.12
P K( H 5 + Pon Oz ;;Z . ) (2.12)

Z této rovnice vyplyva, ze intenzita clektrického pole v roztocich elektrolyti neni jen
prosty podil proudové hustoty a specifické vodivosti, jak by tomu bylo podle Ohmova
zékona (1.9), ale obsahuje jesté dalsi prispevek (druhy élen na pravé strané této rovuice).
Tento prispévek je zpusoben ruzné velkou difuzi jednotlivych iontu. Celkové proudova
hustota je jako potfebny vstupni idaj do rovnice (2.12) bud zadana (v pripadé médu
konstantniho proudu, pouzivd se ¢asto pro simulace I'TP), nebo se pocita z celkového
vkladaného napéti déleného resistivitou elektrolytu integrovanou podél celé kapilary (maod

konstantniho napéti). Prislusny méd si vybird uzivatel.
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KAPITOLA 2. POCITACOVA SIMULACE ELEKTROMIGRACE

Koucentrace jednotlivych forem konkrétni komponenty roztoku jsou spolu spojeny

fadou disocia¢nich rovnovah. Pro né muzeme psat:

= G2 2 n.i=1,2,.,N. (2.13)

K, , znaci kyselé disocia¢ni konstanty, p; a n; jsou nejvyssi a nejnizsi limity disociace dané

latky. Koncentrace hydroxidovych a vodikovych ionti jsou spojeny rovnici:

Ky = CiuCon, (214)

kde Kw je iontovy produkt vody. V praci [27] je prezentovéno, jak lze z rovnic (2.13)
clegantuim zpisobem vyjadrit velicinu «y, jako funkci ¢y (tedy vlastne pH). Posledni

dulezitou rovnici je rovnice elektroneutrality (G(cy) funkee):

N Pi
cyy — cony + Z Z Z2C; , = 0. (215)

i=1 z=n,
V této rovnici je pfi znalosti analytickych koncentraci jednotlivych komponent roztoku
neznama pouze cy, protoze koncentrace ¢; , lze vyjadrit pomoci ¢; a o ,, viz. rovnice (1.7)
a oy, je zavislé pouze na cy. Rovnice (2.15) se v programu Simul (ale také v programu
PeakMaster) vyuziva k vypoc¢tum pH.

Pouzity matematicky model je zaloZzeny na rovnicich (1.8), (2.10), (2.12 - 2.15). V
téchto rovnicich vsak neni uvazovan vliv iontové sily. Pokud uzivatel v programu zapne
korekeci na iontovou silu, potom se v kazdém casovém kroku a pro kazdy bod kapilary
v numerickém vypoctu upravuji hodnoty iontovych mobilit na pfislusnou iontovou silu
s pouzitim Onsager-Fuossovy teorie a hodnoty koncentraci za tcelem ziskani aktivit s
pouzitim Debye-Hiickelovy teorie.

Vysledné parcidlni diferencialni rovnice jsou feSeny numericky. Jsou sestaveny z rovnic
(1.8), (2.10) a (2.12). Kapildra je rozdelena na n segmentu délky Az (Ax = L/n, L je
délka kapildry), derivace podle prostorové proménné jsou pocitany pomoci symetrickych

diferenc¢nich vzorcii z koncentra¢niho profilu znamého v case t:

~

d((x) clx+1)—clz—1)

oz 2Ax ’
D*c(x) clz+1) - 2¢(x) +c(z—1) ,
o~ e | (2.16)

Dojde tedy k nahrazeni puvodnich N parcidlnich diferencialnich rovnic typu (z,¢) na
nN obyéejnych diferencidlnich rovnic typu (t). Casové diferencialni rovnice jsou feSeny
metodou prediktor-korektor, timto zpusobem jsou ziskdvany koncentracni profily v case

t + dt. Numerickd metoda probihd ve dvou krocich. Nejdiive prediktor odhadne novou
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e Rozdéleni kapilary na n segmenti, pocateéni koncentraéni profil latky i: ¢;.
e V kazdém bodé vypocet kofeni G-funkce Newtonovou metodou. Zisk ¢y ! Graficky vystup - pH.
e 7 hodnot cy vypocet koncentraéniho profilu vsech forem latky i: ¢; ..

o Jestlize se jednd o méd konstantniho napéti, je potieba spocitat také proudovou hustotu. Vypodéet
specifické vodivosti v kazdém bodé (graficky vystup - specifickd vodivost), pfevod na rezistivitu,
proudova hustota je spoctend jako celkové napéti délené resistivitou elektrolytu integrovanou podél

celé kapilary.

e Zisk koncentraéniho profilu latky i: ¢; v éase t + dt: v kazdém bodé feSeni soustavy n/N obycejnych

diferencidlnich rovnic. Graficky vystup - ¢;.

atd.

Obrazek 2.3: Schéma posloupnosti vypocta v programu Simul.

hodnotu a tu pak korektor opravi. Rozdil mezi predikci a korekef je vyuzit k odhadu chyby
kroku vypoctu, ktery slouzi k automatické ipravé hodnoty dt. Pocet bodt v kapildfe musi
uzivatel nastavit dostatecné velky, aby nedochéazelo ke znatelnym numerickym oscilacim.
Obrazek 2.3 znazoriiuje posloupnost vypoctu v programu Simul.

Vstupnimi daty do programu jsou: profil poc¢atecnich koncentraci jednotlivych latek,
vlastnosti latek: pK, konstanty, limitni iontové mobility v8ech forem, parametry experi-
mentu: délka kapilary, napéti, mobilita EOF, pozice detektoru, parametry dulezité pro
vypocty: pocet bodu v kapilafe, pozadovanéd chyba, pocdteéni dt, moznost optimalizace
dt (prediktor-korektor), zahrnuti EOF do diferencidlnich rovnic, pouziti samotné difuze,
pohyb ¢i stalost vypocetnich stén a mnoho dalsich. Program ulehéuje uzivatelim praci s
vysledky, dovoluje ulozeni prubéhu simulace do videosouboru, ktery je mozné kdykoliv v
programu spustit (tzv. PSQPlayer).

Pro simulace uvedené v této bakaldiské praci (kapitola 4.1) byla pouzita verze pro-
gramu specialné upravend Mgr. Vlastimilem Hrugkou, ktera oproti na internetu volné do-
stupné verzi [8] obsahuje urcité nadstavby. Prvni z nich je tzv. miceldrn{ méd (pfip. ”SDS
mode” ). Tento méd umoznuje simulovat systémy obsahujici povrchové aktivni{ latky typu
dodecylsulfatu sodného (SDS) tvofici micely. Uzivatel do programu mimo jiné zadava:
kritickou miceldrni koncentraci povrchové aktivnich latek, ¢islo agregace, mobilitu micel,
mobilitu komplexu analyt-micela (pro jednotlivé analyty), pK konstantu tvorby kom-
plexu s micelami (pro jednotlivé analyty). Model uvazuje rovnovahy tvorby komplexu

neutralnich forem latek (pouze) s micelami. Tyto rovnovdhy muzeme popsat rovnicemi:

A+ M= A'M (2.17)

kde A° zndzoriiuje neutralni formu analytu, M micelu a A°M komplex analytu s micelou.

Program s vyuzitim znalosti analytické koncentrace SDS (pfipadné jiné povrchové aktivni
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latky) spocitd v daném ¢ase analytické koncentrace micel ve vsech bodech kapilary (rozdil
koncentrace povrchoveé aktivni latky a kritické miceldrni koncentrace déleny &islem agre-
gace) a ze soustavy rovnic pro rovnovazné konstanty reakci (2.17) jednotlivych analyti
zjisti, jaké mnozstvi konkrétni neutralni latky je v daném ¢ase a misté prostoru ve formé
komplexu s micelami. Toto mnozstvi analytu se pohybuje s mobilitou zadanou uzivatelem.

Dalsi nadstavba spoc¢iva v moznosti simulace jen malé ¢asti kapildry s tim, Ze pro-
gram predpokldda zbytek kapilary naplnény homogennim roztokem slozenim odpovidajici
pravému konci malé simulované ¢asti. Uzivatel pak zadava jak velka je zbyvajicl ¢ast ka-
pilary (tzv. ” fake”). Hodnota napéti musi odpovidat napéti vkladanému na celou délku
kapilaru (soucet délky simulované ¢dsti a ” fake”). Naptiklad pii simulacich odpovidajicim
experimentum, kde byla pouzita kapildra délky 75 cm, muzeme simulovat jen 5 cm ka-
pilary s tim, ze ” fake” je dlouhy 70 cm. Do simula¢éniho programu pak musime zadat
celkové napéti, které bylo pfi experimentu na 75 cm dlouhou kapildru vklddéno. Tato
uprava se ukazala byt naprosto nezbytnou pro simulaci systému, kde vzniké lokalni "ne-
vodiva zéna”. V piipadé simulace samotné kratké kapilary ma totiz lokalni nevodivost
velkou vahu a zptsobi vyznamny pokles elektrického proudu.

Program Simul byl stejné jako program PeakMaster napsan v prosttedi C++ (Borland
C++ Builder 6 Professional) a je uréen pro platformu Microsoft Windows.

V préci [28] vyuzivaji autofi programu Simul (verze 4) jako néstroje k simulacim a

studiu prekoncentraci fenolovych derivatu metodou ”dynamic pH junction”.
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Kapitola 3
Cile prace

s v 7

1. Vramci reSersni ¢asti prace podat prehled o stavu problematiky pocitacové simulace
elektromigrace.

2. Predstavit rozsifenou verzi programu Simul 5.0 (o micelarni méd).
3. Simulacemi ”sweepingu” prezentovat micelarni maéd.

4. Pomoci rozsitené verze programu Simul 5.0 nasimulovat prekoncentraci kyseliny
benzoove na pH rozhrani dvou ruznych pufri a jeji nasledny ”sweeping” a potvrdit

predpoklady vytvorené na zédkladé experimentu.
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Kapitola 4

Prakticka cast

4.1 Provedené simulace a jejich diskuse

Jednim z cili této bakaldiské prace bylo sezndmeni s programem Simul a prove-
deni simulace konkrétniho elektroforetického systému. Simulace prezentuji micelarni méd
(obrazky 4.1 a 4.2) a prekoncentraci kyseliny benzoové (obrdzky 4.3, 4.4 a 4.5). Animace

vytvorenych simulaci jsou pfilozeny v multimedialni piiloze.

4.1.1 Simulace ”sweepingu”

V prvuim pripadeé se jedna o simulaci dynamiky ”sweepingu”. Jako analyt je pouzita
kyselina benzoova. Jeji koncentrace je v obou simulacich nastavena na hodnotu 5.107°
mmol.dm ™3, &fka injekéni zény je 2 mm. Pouzity pufr obsahuje kyselinu fosforeénou v
koncentraci 50 mmol.dm~* a hydroxid sodny v koncentraci 30 mmol.dm~3. V tomto pufru
(pH = 2,43) je kyselina benzoova (pK, = 4,203) disociovana jen z 1,62% (vypocty pro-
vedeny programem PeakMaster) coZ znamend, ze by se bez pfitomnosti micel prakticky
nepohybovala. Kyselina je do pohybu uvedena micelami dodecylsulfatu sodného (SDS).
Koncentrace SDS nalevo od analytu (viz. pfislusnd animace v multimedidlni piiloze) je
10 mmol.dm~3. Nastaveni micelarniho médu je pro viechny simulace stejné: mobilita mi-
cel - 40 m?V ~'s ! mobilita komplexu kyseliny benzoové s micelami - 40 m2V~!s™!, &fslo
agregace - 64, kritickd micelarni koncentrace - 0,5 mmol.dm~3. Kapildra m4 délku 25 mm,
vnitini pramér 50 pm(pro vsechny simulace stejné) a je rozdélena na 2000 segmentu. Je
pouzito napéti 200 V a zdporné polarity. Obrézek 4.1 reprezentuje "sweeping” kyseliny
benzoové, je-li pK konstanta tvorby komplexu s micelami nastavena na hodnotu -3. 'V
pfipadé obrazku 4.2 je tato hodnota -4. Hodnota této pK konstanty rovnajici se -3 od-
povida 91% neutralni formy kyseliny benzoové ve formé komplexu s micelami, pokud je
rovnovazna koncentrace micel 10 mmol.dm=3. Hodnota pK konstanty rovnajici se -4 pak
odpovidd 99% neutralni formy kyseliny benzoové ve formé komplexu. Proces ” sweepingu”
Ize rozdeélit do dvou fazi. V prvni dochdzi k nakoncentrovani (doslovnému ”nameteni”

analytu), v druhé pak k pohybu analytu a postupnému rozmyvani jeho koncentra¢niho
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Obrézek 4.1: Graf "sweepingu” kyseliny benzoové, pK konstanta tvorby komplexu s mi-

celami je -3, ostatni parametry simulace viz. text.
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Obrazek 4.2: Graf ”sweepingu” kyseliny benzoové, pK konstanta tvorby komplexu s mi-
celami je -4, ostatni parametry simulace viz. text.
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profilu vlivem difuze (piky nabyvaji Gaussovskych tvaru). Obrazky 4.1 a 4.2 prezentuji,
ze v pripadé nizsi pK konstanty tvorby komplexu s micelami dochédzi k vétsimu nakon-
centrovani v prvni fazi a rychlejsimu pohybu analytu, tudiz k mensimu rozmyvani piki.
konstanta. V piipadé MECK (viz. kapitola 1.3) je zéddouci rozdil mezi pK konstantami

jednotlivych analytu.

4.1.2 Simulace prekoncentrace kyseliny benzoové

Cilem téchto simulaci bylo sledovat dynamiku prekoncentrace kyseliny benzoové na
pH rozhrani dvou riznych pufru a nésledny ”sweeping” nakoncentrované kyseliny pomoci
micelarntho médu. Tyto simulace dopliiuji experimenty provedené na Palackého univerzité
v Olomouci a mély by byt soucasti vznikajiciho ¢lanku.

Elektroforéza jakozto i¢inna analytickd separa¢ni metoda ma samoziejmé také jisté
nevyhody. Jednou z nich ve srovnani napt. s vysoce icinnou kapalinovou chromatografif je
nizsf citlivost spektrofotometrické detekce zpusobend kratsi optickou drahou v detektoru.
Davkovani dovoluje pouzit jen omezenych objemu vzorku, a proto prekoncentrace analytu
hraje velmi dulezitou roli pfi snizovani detekéniho limitu. Bylo vyvinuto mnoho prekon-
centracnich metod, za zminku stoji predevdim ”field amplified stacking”, "transient iso-
tachophoresis”, "dynamic pH junction” nebo ”sweeping” (pro prekoncentraci nepolarnich
analyti). Experimenty provedené na Palackého Univerzité v Olomouci si kladou za cil
predvést novou prekoncentraéni techniku zalozenou na fokusaci analyti na pH rozhrani
v kombinaci se ”"sweepingem”. Tato metoda je vhodna napf. pro prekoncentraci kyse-
liny benzoové nebo kyseliny sorbové. Tyto kyseliny se v potravinafstvi pouzivaji jako
konzervaéni latky, proto by této metody mohlo byt vyuzito k jejich velmi citlivé de-
tekei. Byly provedeny také experimenty analyzujicl slozeni pomerancového dzusu nebo
slune¢nicového oleje.

Jak jiz bylo zminéno, 1ze celou prekoncentraci rozdélit do dvou fézi. Pro prvni bylo
predpovézeno, ze probihd na rozhrani vstupni vialky a kapilary. Na tomto misté se stykaji
dva rozdilné elektrolyty. Prvni, kterym je naplnéna zbyvajici ¢ast kapilary, je slozen z
50 mmol.dm™ fosfatového pufru o pH 2,5 (koncentrace sodného iontu v simulacich: 32,3
mmol.dm™3). Druhy elektrolyt (ve vstupni vialce) se skldd4 z 50 mmol.dm~3 bordtového
pufru o pH 9,5 (koncentrace sodného iontu v simulacich: 37 mmol.dm~3) a analytu,
tedy kyseliny benzoové o pifslusné koncentraci (pro simulace zvolena koncentrace 10~°
mmol.dm™3). Kyselina benzoové se pohybuje v boritovém pufru, dokud nedorazi na
rozhrani s fosfatovym pufrem, kde se zastavi (neni zde déle disociovdna) a dochazi k
jejimu nakoncentrovani. V druhé fazi se vymeni vstupni vialka za vialku obsahujici stejny
fosfatovy pufr (pH = 2,5), ve kterém je navic SDS o piislusné koncentraci (pro simulace
zvolena koncentrace 150 mmol.dm™3).

Simulovat oblast rozhrani vialky a kapildry by bylo velmi obtizné (trojdimenzionalni

problém), proto jsem rozhrani elektrolytu umistil ve svych simulacich dovnitf kapilary.
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pH. spec. vodivost (107 S/m)

Pozice v kapilafe (mm)

Obrazck 4.3: Graf vzniku v ¢asc se rozsifujici "nevodivé zoény” a prezentace pohybu pH
rozhrani. Profil specifické vodivosti predstavuji ¢erchované kiivky, profil pH plné. Délka
kapildry: 10 mm, segmentace kapilary: 2000 boda, napéti: 100 V (pro 75 cm dlouhou

kapildru), polarita: zdpornd, koncentrace komponent elektrolyti viz. text.
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Obrazek 4.4: Graf faze fokusace kyseliny benzoové na pH rozhrani. Parametry simulace

viz. text.
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Obrézek 4.5: Graf ”"sweepingu” kyseliny benzoové. Parametry simulace viz. text.
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Pii takovémto nastaveni vznika diky neutralizacni reakci v misté styku obou elektro-
lytu oblast s velmi nizkou specifickou vodivosti (~ 107* S.m™'), kterd se navic v case
rozsifuje (viz. obrazek 4.3). Tato "nevodivd zéna” zptsobuje numerickou nestabilitu simu-
lace. Proto jsem pro simulaci 50 mm dlouhé kapildry a napéti 1000 V (pro 75 cm dlouhou
kapilaru, hodnota napéti je desetkrat nizsi, nez pfi experimentech) musel kapilaru rozdélit
na 20 000 segmentu. Simulace jedné minuty nakoncentrovani kyseliny benzoové pti téchto
podminkach trvala piiblizné 10 dni (simulovdno na pocitaci: Intel Pentium 3.00GHz, 1.00
GB RAM). Obrazck 4.4 znazoriuje prubceh tohoto nakoncentrovani. Parametry simulace
jsou néasledovné: délka kapildry - 50 mm, segmentace - 20 000 bodi, napéti - 1000 V (pro
75 cm dlouhou kapilaru), polarita - zdpornd, koncentrace komponent elektrolytii viz. vyse.
Simulaci ”"sweepingu” nakoncentrované kyseliny benzoové predstavuje obrazek 4.5.
Parametry simulace jsou nasledovné: délka kapilary - 50 mm, segmentace - 20 000 seg-
mentu, napéti - 2500 V (pro 75 cm dlouhou kapildru), polarita - zdpornd, koncentrace
SDS - 150 mmol.dm ™3, pK konstanta tvorby komplexu kyseliny benzoové s micelami - -4,
koncentrace ostatnich komponent elektrolyti, nastaveni micelarntho médu viz. vyse.
Jak jiz bylo zminéno, nelze simulovat pfesné podminky experimentélniho usporadéni.
Na zakladé vysledki experimenti (béhem faze nakoncentrovani kyseliny benzoové na pH
rozhrani nedochazi k poklesu proudu, tato fize trvd az 4 hodiny), lze usoudit, ze pokud
na skutecném rozhrani vznikd oblast se snizenou specifickou vodivosti, probihd faze na-
koncentrovani analytu zfejmé na rozhrani vstupni vialky a kapildary (pfestoze simulace
prezentuji pohybujici se pH rozhrani, neni pri nich pocitdno s EOF). V opa¢ném piipadé
by muselo dochézet alespon k malému poklesu proudu, diky vzniku rozsifujici se "nevodivé
zony”. Tyto zavéry by musely byt potvrzeny dalsimi experimenty (napf. pouzitim acidoba-
zickych indikatoru a sledovdnim kapildry v aparaturach toto umoziujicich). Pro samotné
nakoncentrovani kyseliny benzoové neni misto pH rozhrani ptili§ dilezité. Dilezité je, ze
simulace potvrzuji vznik ostrého pH rozhrani, na kterém se pfes jeho pohyb silné foku-
suje kyselina benzoova (viz. obrazek 4.4). Simulace ”sweepingu” potvrzuje pfedpovézenou
mobilizaéni fazi (viz. obrdzek 4.5). Na této simulaci neni patrné dalsi nakoncentrovani
analytu vlivem pohybu micel. Protoze fdze nakoncentrovani pii simulaci trvala pouze
minutu, doslo k nakoncentrovani relativné malého mnozstvi analytu, ale ke vzniku ob-
rovského koncentracniho gradientu. Difuze m4 pii tak velkém koncentra¢nim gradientu

rozhodujici vliv.
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1. V druhé kapitole je podéan piehled o stavu problematiky poéitacové simulace elek-

tromigrace. Prostor je vénovan pracim autort skupin kolem Reijengy, Thormanna,
Doseho a Ermakova. Hlavni duraz je kladen na pocitacovy software, ktery vznikl na

nasi fakulté, v laboratofi profesora Gase.

Podrobné je pfedstaven simula¢ni program Simul (ve verzi 5.0) s dalsimi rozsifenimi
oproti této volné dostupné verzi. Nejvétsim rozsitenim je tzv. miceldarni méd umoz-
nujici simulovat systémy obsahujici povrchove aktivni latky typu dodecylsulfatu
sodného (SDS) tvorici micely. Program muze byt uziteény pro optimalizaci experi-

menti, pri kterych se takové systémy pouzivaji.

. Provedené simulace (obrazky 4.1, 4.2) prezentuji zminény micelarni méd.

. Ve treti kapitole jsou predstaveny vysledky simulaci prekoncentrace kyseliny ben-

zoové. Simulace prezentuji novou prekoncentraéni techniku zalozenou na fokusaci
analyti na pH rozhrani v kombinaci se ”sweepingem”. Tato metoda se hodi napft.
pro prekoncentraci kyseliny benzoové nebo kyseliny sorbové. Vytvorené simulace
podavaji detailni informace o dynamice pfislusnych déji a odhaluji vznik v case se
rozsifujici oblasti se snizenou specifickou vodivosti (" nevodivd zéna”) v jednodimen-
zionalnim pfiblizeni. Tato zéna i mechanismus jejiho vzniku by mohla byt zajimava
pro dalsi teoretickd studia. Vytvorené simulace jsou v kvalitativnim souladu s prove-
denymi experimenty a dokazuji obé faze prekoncentrace kyseliny benzoové i misto
samotné prekoncentrace. Simulace doplinuji experimenty provedené na Palackého

univerzité v Olomouci a mély by byt soucasti vznikajictho ¢lanku.
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