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Zavér

Vldknovy vodivostni detektor popsany v této praci je
charakteristicky atypickym pfistupem k feSeni problému ne-
gativniho vlivu separaniho pole na vlastni signdl vodivostni-
ho detektoru.Vlastnosti tohoto detektoru Ize shrnout v nékoli-
ka bodech:

Detektor umoziiuje vodivostni detekci pfimo u usti sepa-
racni kapildry a to pii bézné uzivanych hodnotdch separacniho
napéti i pii pouziti separatnich kapilar o velkém vnitfnim
praméru i.d. > 70 um, které jsou uzivany pro rutinni analyzy.

Z provedenych meéfeni je ziejmé, Zze detektor nepfispiva
k deformaci tvaru piku.

Vliv detektoru na sniZen{ u€innosti separace je charakteris-
tickym jevem u detektort eliminujicich vliv pole, u nichZ je
vetsi geometricky objem nutnou podminkou.

Odezva detektoru by la ve studovaném oboru linedrni funk-
ci koncentrace a jeji zéavislost na délce detekéniho vlakna
i pritokové rychlosti mobilni fize vykazovaly ocekdvany cha-
rakter.

Umisténi detektoru ke konci kapilary je velice snadné
a délka detekéniho vldkna je nastavena pomoci mikrometric-
kého Sroubu. V piipadé poskozeni separac¢ni kapilary je snadna
moznost pfemisténi detektoru ke kapildfe jiné. Téz konstrukce
detektoru je jednoduchad, neklade naroky na volbu specidlnich
materidlt, konstrukénich pomtcek ani schopnosti konstruk-
téra.

Autori dekuji za financni podporu Fondu rozvoje vysokych
skol, grant &. 1363/1998.
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P. Tama, F. Opekar, and 1. Jelinek (UNESCO Labora-
tory of Environmental Electrochemistry, Department of Ana-
Iytical Chemistry, Charles University, Prague): Conducto-
metric Detector for Capillary Electrophoresis Based on
a Hydrophilic Strip

A thin hydrophilic strip of cellophane is attached to the tip
of the separation capillary so that the solution flowing from
the capillary passes through the strip to the solution in the
outlet vial. The conductivity of the strip is measured between
a metallic contact to the strip and an auxiliary platinum elec-
trode placed in the outlet vial solution. An interference of the
measured signal with a separation electric field coming out
from the capillary is eliminated in this arrangement. The
detector was employed in determining potassium and sodium
ions in mineral waters.
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Uvod

Supramolekuldrni chemie, obor zabyvajici se studiem ne-
kovalentnich komplexti molekul, pfedstavuje novou interdis-
ciplinarni oblast na pomezi analytické chemie, organické che-
mie, fyzikdlni chemie a biochemie. Inspirovana pfirodou sje-
jim jedine¢nym souborem molekul, jez specificky komplexuji
se svymi substraty na principu zdmku a kliCe, ¢i novéji dle
teorie indukovaného pfizptisobeni, se snazi vytvafet receptory
(ligandy), které jsou schopny selektivné komplexovat pouze
jeden typ substratu (analytu).

Pro takovéto latky se nabizi vyuZzitijako selektivni 1éCiva,
¢i nosice 1éki, pii separaci slozitych smési latek a v neposledni
fad¢ pii detekci latek v analytické chemii. Rtzné ligandy zde
nachézeji uplatnéni v kapalinové chromatografii jako speci-
fické staciondrni fiaze vzniklé fixaci ligandu na vhodny poly-
merni sorbent. V optickych metodédch se vyuzivéa princip tzv.
optod, kdy ligand fixovany na nosi¢i méni v pfitomnosti
substratu své optické vlastnosti. V neposledni fadé jsou to
elektrochemické aplikace supramolekuldrnich ligandd, ty se
zde vyuZivaji jako ionofory v membranovych elektrodach',
nebo jsou fixovdny na povrch kovu v elektropolymernich
iontové selektivnich elektroddch” (ISE).

Membranové ISE sestdvaji ze svodové, vétSinou argento-
chloridové elektrody, kterd je od vnéjsiho méfeného roztoku
oddélena tenkou membrdanou. Ta je slozena z PVC nosice
avysokomolekuldrniho nepolarniho rozpustidla (orfo-nitrofe-
nyloktylether, dioktylftalat, dibutylsebakat a dalsi), které tvofi
prostfedi komplexace. Kromé aktivniho ligandu je téZ v ma-
1ém mnoZzstvi v membrané ptitomen lipofilni ptidavek, ktery
zlepSuje parametry elektrody.

Pro navrh optimdlné fungujici elektrody je tieba znat
zpusob a parametry komplexace systému ligand-substrat. Jed-
nim z téchto parametri je konstanta stability takovéhoto kom-
plexu. Pro optimalni funkci ISE nesmi byt konstanta stability
pfilis mala, protoZe by nedochézelo ke komplexaci a ke vzniku
méfeného potencidlu. A nesmi byt téZ ptili§ velkd, nebot by se
ligand v membrané napevno véazal se substritem a doslo by
k jeho pasivaci’.

Vzhledem k vyznamu konstant stability bylo vyvinuto
mnoho metod pro jejich stanoveni'. Nejobvyklejsijsou, kromé
potenciometrického stanoveni, NMR spektroskopie, UV/VIS
spektrofotometrie, fluorimetrie, konduktometrie.

Tato prace ziskala 3. cenu v soutézi odbornych praci studentt analytické chemie 20. listopadu 1998 na VSCHT v Praze
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Pro vyzkum ligandl pro ISE je vhodné zvolit potenciomet-
rickou metodu stanoveni, nebot ta umoziuje zjisfovat kon-
stanty stability za stejnych podminek, ¢i podminek velice
blizkym tém pro které byl dany ligand navrZzen a aplikovan.

UrCovani konstant stability pfimou
potenciometrii a potenciometrickou titraci

Potenciometrie je metoda pomoci niZ se zjistuje potencidl
elektrody, ktery je funkci koncentrace substritu v méfeném
roztoku. Je-li substrdt znaten M a volnd forma ligandu je

7 + .
protonovana (HL™), pak pro rovnovahu:

M+HL" < ML+H (D

kde ML je komplex substrdtu a ligandu, plati pro konstantu
stability komplexu [3 vztah:

M |r1]

[M][HL]

kde [3 je konstanta stability komplexu ML aM , HL* , ML a H*
jsou rovnovazné koncentrace substratu, protonovaného ligan-
du, komplexu a vodikovych iontt.

Analogicky plati obdobnd rovnovédha pro tvorbu protono-
vané formy ligandu

2

L+ H' < HLY 3
a pro konstantu stability této protonované formy £, plati:
[11-]
s “

Ra= o= —
O [LE] K.
kde L je koncentrace deprotonovaného ligandu a K, je diso-
cia¢ni konstanta. Ddle je moZzno napsat hmotnostni bilance:

(M) = [M] + [ML] &)
o(L) = [L] + [ML] + [HL"] ©
c(H") = [H]+ [HL"] 7

ve kterych je ¢(M) celkova koncentrace substratu, c(L.) celkova
koncentrace ligandu a c¢(H™) celkova koncentrace vodikovych
iontd v roztoku. Z rovnic 2,4, 5, @. 7je mozno explicitné vy-
jadrit konstantu stability, ptfipadné lze tyto vztahy upravit pro
jiny stechiometricky pomér. Tyto rovnice pro pfimé méfeni
jsou pouzitelné pro zjisfovani konstant stability komplexu, ale
vysledek je zpravidla zatizen zna¢nou experimentdlni chybou.
V pripadé nezndmého poméru substrat-ligand obdrzime sousta-
vu rovnic, jejiz feSeni je vyrazné slozitéjsi, zejména po nume-
rické strdnce a je potfeba naméfit vice boda, nejlépe titra¢ni
metodou. V literatufe je tento algoritmus podrobné popsin
a k dispozici je specializovany software, jenZje jeho aplikaci .

Pfimé potenciometrické méfenije vhodné pro pomalu se
ustavujici rovnovahy, kdeZzto titrace pro systémy, kde se rov-
novaha ustanovuje relativné rychle.
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Vyse popsané potenciometrické stanoveni bylo pouzito na
mnoho riznych systémi ligand—substrat—referentni ion. Jevi
se jako vhodnd metoda pro stanoveni za riznych podminek,
zejména pii pouziti iontové selektivnich elektrod. Tyto elek-
trody jsou dostupné pro mnoho iontd, které je mozno s vyho-
dou pouzit jako referentni ionty (z kationtd napt. H, NH,
Li*, Na*, K*, Ca?*, z aniontii: CI',Br, I', NO;, SO*, PO}).
Metoda je ddle velice vhodnd i pro stanoveni konstant stability
supramolekuldrnich komplext. V literature je popsino mnoho
riznych aplikaci napf. komplexace morfolinu a formalde-
hydu®, komplexace ATP sriiznymi organickymi aminy a ami-
nokyselinami lysinem a histidinem’.

Metoda membrany se dvéma kompetitivnimi
ionofory

Metoda méfeni konstant stability pomoci membranovych
ISE s membrdnou obsahujici dva kompetitivni (soutézivé)
ionofory’, je metodou, jejiz nespornou vyhodou je snadnost
meéfeni zejména pro systémy s dobie zndmym mechanismem
komplexace.

Tato metoda je zalozena na méfeni napéti ¢lanku sestdva-
jiciho z referentni a membrdnové iontové selektivni elektrody,
jejiz membrana obsahuje dva ionofory. Hlavni ionofor kom-
plexuje substrat z roztoku a vytvafi zkoumany komplex. Dru-
hy referentni ionofor je selektivni pouze na referentni ionty.
Potencidl vySe uvedené elektrody se porovnadva s iontové se-
lektivni elektrodou, jejiz membrana obsahuje pouze referentni
ionofor. Z rozdilu téchto potencidlii pti konstantni koncentraci
substratu i referentniho iontu je mozno vypocitat konstantu
stability.

U této metody je velice dulezity vybér vhodné dvojice
referentni ion-referentni ionofor. Musi byt splnéna podminka,
7e referentn{ ionofor nesmi vazat substrat. V literatute’ jsou
popsany nasledujici ionofory citlivé na H": ETH 5350, ETH
2458, ETH 5418 a ETH 2439 (vyvinuty na ETH Zurich,
Svycarsko).

Pro rovnovéhu referentni ionofor—referentni ion:

C+H"+s CH' 0]
kde C znadi referentni ionofor, H* je vodikovy kation, ktery
je zde pouzity jako referentni ion a CH* je protonovany
referentni ionofor.

Pro tuto rovnovdhu pak plati vztah:

o] L

"I-'ii = In

£ R1
F

kde Epje potencial ISE s referentnim ionoforem, E° zahrnuje
vSechny konstantni prispévky potencialt, C a CH* jsou kon-
centrace neprotonované a protonované formy referentniho
ionoforu, a;. je aktivita vodikovych iontli a R, T a F jsou
plynova konstanta, absolutni teplota a Faradayova konstanta.
Po vlozeni nabojovych a hmotnostnich bilanci do rov. 9
pak vznika vztah:
Jr{l-lrl t‘ {

In
I Cin

Ey=E"+ e )ty (10)
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kde cca cpp jsou celkové koncentrace referentniho ionoforu
a lipofilni latky za pfedpokladu, Ze koncentrace volnych pro-
tonti v organické fizi membrany je zanedbatelné mald v po-
rovnani s koncentraci protonované formy referentniho iono-
foru, coz je opravnény predpoklad pfi piebytku referentniho
ionoforu nad lipofilni latkou.

Membrdng s referentnim ionoforem

V této membrané probiha nasledojicd déj:

ME + 2CHZ, ¢ (11}

kde M je substrdt ve vodng €i organické fdzi.
K je rovnoviznd konstanta vyménné reakee (/). Po-

rexch 4> 4 : "
kud ji desadime do vztaho (9) obdriime:

| 1
R
Ey=E"+ 3 “'l‘li¥;' Koo | (12)
{ L
Po dosazeni podminky neutrality:
C |J=:t--\‘,1._'] I’}I_J‘J
pak plati vztah:
o B Ze w0 )
Epp=E+ —In| =M k.. (14)
&\ O J

Odezva pro membridnu obsahujici
méfeny a referentni ionofor

Je-li moZny pouze jeden stechiometricky pomér, pak pod-
minka elektroneutrality md tvar:
Cip==2 |-“|_-”1-] (13)

Po dosazeni vztahu pro konstantu stability a podminky
neutrality (rov. /5) do rov. /2 dostaneme vztah:

(L]

,. T
Ey=E"+ Il_‘,_‘, L“I S B K l

M) |

a po dosazeni z pisludnych hmotnostnich bilanct:

(16)

je celkovi koncentrace métencého ionoforn v membrané.
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Hodnota konstanty stability se ziskd odectenim potencidlu
membrany s a bez méfeného ionoforu, tj. odeétenim rovnic
(17)a (14)

¥ i1
f

T
|

RT ol
Ay =—In If-'l — = B | (18)
:.!L L & -I ¥ )
explicitng vyjidieno:
5 | oo Aw-2F “| o
3 & g
g S t RT )

ZAavér

Potenciometrické stanoveni konstant stability se dvéma
kompetitivnimi ionofory je vhodnd a rychld metoda pro vy-
zkum komplexaci. Dalsi jeji vyhodou je mald experimentdln{
naro¢nost. Je pouzitelnd zejména pro stanovovani konstant
stability v fadach chemicky podobnych latek a pro jejich
porovnavani. Potenciometrické stanovenije ddle vyhodné pro
stanovovani konstant stability komplex®i ligand-substrat, kde
ligand je potenciometrickym receptorem. Umoziuje také stu-
dium chovéni liganddl v podminkéch blizkych podminkam pro
néz byl tento ligand navrZen a aplikovan.

Auto#i timto dékuji Grantové agenture CR (grant & 203/
96/0740 a 203/97/1099) a Ministerstvu skolstvi CR (grant VS
97135) za finanéni podporu.
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M. Krond’ak, V. Kral, T. V. §i§kanové, and R. Volf
(Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Prague): Potentiometric Determination of Sta-
bility Constants

The article summarizes potentiometric methods for deter-
mining stability constants, in particular in supramolecular
chemistry applications. Potentiometric titrations using an ion-
selective electrode with a membrane containing one or two
competitive ionophores were used.





