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Ptiprava roztokt, absorpcni spektrofotometrie

Priprava roztokil

Roztoky jsou homogenni soustavy sloZené ze dvou ¢i vice sloZek. SloZeni roztok (tedy
udaje o kvantitativnim zastoupeni jednotlivych slozek) lze vyjadfovat riznymi zpusoby.
Volba zptisobu se ¥di podle tielu, k némuz ma tidaj o obsahu slouzit. Udaje jsou vztaZzeny

vzdy na urcité mnoZstvi roztoku nebo rozpoustédla.

Slozeni roztokii Ize obecné vyjadfit:
a) pomérnym zastoupenim vybrané slozky v soustavé

b) podilem mnozstvi dané slozky a objemu soustavy

Pomérné zastoupeni slozky v soustavé

Slozeni roztoku mutiZzeme vyjadfit pomérnym zastoupenim dané slozky v soustavé

podle pouzité veliciny v hmotnostnich, objemovych ¢ molarnich zlomcich.
Hmotnostni zlomek

Hmotnostni zlomek walatky A v roztoku vyjadfuje podil hmotnosti rozpusténé latky

m
a celkové hmotnosti roztoku a je definovan vztahem: Wy = mA, kde ma je hmotnost latky A
s

v roztoku (hmotnost slozky A) a ms je celkova hmotnost roztoku. Hmotnostni zlomek urdéité
slozky soustavy je relativni veli¢ina a nabyva hodnot od nuly do jedné (0 < wa < 1). Ma-li
hmotnostni zlomek hodnotu 0, znamena to, ze latka neni v soustavé pfitomna. Hodnoty 1 pak

dosahuje zlomek tehdy, je-li sloZka v soustavé pfitomna sama (jedna se o ¢istou latku).

Casto se pouzivd vyjadfeni o hmotnostnim sloZeni soustavy v procentech jako
hmotnostni procento nebo procentovy obsah latky v soustavé. V podstaté se vsak jedna jen
o vyjadfeni hmotnostniho zlomku v procentech (% w/w). ProtoZe procento je jedna setina, tj. 1
% = 0,01; 1ze pak hmotnostni zlomek zapsat napf. wa= 0,15 neboli wa= 15 %. Dalsi mozna
vyjadfeni hmotnostniho zlomku pro malé obsahy latek v soustavé jsou promile, tj.jedna
tisicina 1 %o = 0,001, nebo jednotky ppm (éteme , pipiem”, parts per milion), které znamenaji
jednu miliontinu, tedy 1 ppm = 10-. Obsah slozky v ppm znamend napf. hmotnost latky v pug
na 1g soustavy nebo v g na 1 tunu soustavy.

Od uvedené definice hmotnostniho zlomku pripoustime v laboratofi tyto odchylky:

1. Je-li rozpoustédlem destilovana voda, pak mnozstvi rozpusténé latky vztahujeme
k objemu rozpoustédla. Napf. 100 ml 20% NaOH pfipravime rozpusténim 20 g
NaOH v 80 ml H:20.

2. Roztoky s obsahem latky mensim nez 5 %, tedy s hustotou blizkou jedné, pfipravime

rozpusténim piislusného mnozstvi latky pfimo v zvoleném objemu vody.
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Objemovy zlomek

Objemovy zlomek ¢a latky A v roztoku vyjadfuje podil objemu rozpusténé latky
4
a objemu celého roztoku a je definovan vztahem: @4 = V_A’ kde Va je objem latky A v roztoku
s

a Vsje celkovy objem roztoku. Objemovy zlomek slouzi k vyjadfovani sloZeni zejména soustav
kapalin a plynti, nebot odméfovani objemu kapalin a plynti je snadné€jsi nez jejich odvazovani.
Objemovy zlomek je opét relativni veli¢ina, kterd mtiZe nabyvat hodnot od 0 do 1. Lze jej
rovnéz vyjadfovat v objemovych procentech (% v/v), popf. jednotkdch promile ¢ ppm.
Vsechny objemy musi byt méfeny za stejnych podminek (teplota, tlak). Celkovy objem
soustavy nelze nahrazovat souctem objemii jednotlivych sloZek, protoZe miuze dochazet
k objemové kontrakci, popt. objemové dilataci (zmenSeni ¢i zvétSeni vysledného objemu).
Pouze v pripadé, kdy lze objemové zmény pii smichani zanedbat (napf. velmi zfedéné

roztoky), plati, Ze soucet objemt vsech slozek roven celkovému objemu soustavy.
Molarni zlomek

Molarni zlomek x4 latky A v roztoku lze vyjadrit jako podil latkového mnoZstvi dané

slozky a celkového latkového mnoZstvi vSech sloZek v roztoku a je definovan vztahem: X4 =

n
n_A’ kde na je latkové mnozstvi latky A v roztoku a ns je celkové latkové mnozstvi jednotlivych
s

slozek v roztoku. Molarni zlomky, stejné jako zlomky hmotnostni a objemové, jsou velic¢iny
relativni a mohou nabyvat hodnot od 0 do 1. Lze je rovnéz vyjadfovat v molarnich procentech
(zapis mol %), promile a ppm. Vzhledem k platnosti Avogadrova zdkona (stejnd latkova
mnozstvi plynt za stejnych podminek zaujimaji stejny objem) je obsah slozky v soustavé

plynti vyjadfeny molarnim zlomkem rovny objemovému zlomku. Tedy ¢a = xa.

Dalsi moznosti, jak vyjadfit slozeni roztokii, je definovani podilu mnozstvi rozpusténé
latky a celkového objemu roztoku, tedy veli¢iny vztazené na objem roztoku. Tyto velié¢iny

obecné oznacujeme jako tzv. koncentrace.
Koncentrace latkového mnozstvi

Koncentrace latkového mnozstvi ¢, (c) udava latkové mnozstvi rozpusténé latky A obsazené v
n
celkovém objemu roztoku. Lze ji vyjadfit vztahem: €4 = V_A’ kdy [c4] = molxdm?3, kde n4 je
s

latkové mnozstvi slozky A v roztoku Vs je objem roztoku. V chemii se nejéastéji vyjadiuje
koncentrace latkového mnozstvi v jednotkach molxdm (popt. molxI'). BéZné se této velic¢iné
nespravné fikd ,moldrni koncentrace”. Pfivlastek ,moldrni” totiz naznacuje, Ze rozmér
velic¢iny je mol! a zde tomu tak neni. Vhodnym zkrdcenym terminem pro ca je pojem latkova

koncentrace.
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Hmotnostni koncentrace

Hmotnostni koncentrace ¢n (w/v) vyjadfuje hmotnost rozpusténé latky A v daném

objemu roztoku. Je definovana vztahem: C,,, = %, kdy [c]=kgxdm=, kde ma je hmotnost
s

slozky A v roztoku a Vs je objem roztoku. Hlavni jednotkou hmotnostni koncentrace je jiz
uvedeny kgxdm3, ale pro béZnou praxi se uziva dilcich jednotek jako je gxcm?, gxdm3. Ve velmi
ztedénych vodnych roztocich je hodnota hmotnostni koncentrace prakticky shodna s

hmotnostnim zlomkem. Oznaceni pro hmotnostni koncentraci neni v literatufe jednotné.

Smésovani a fedéni roztoku

V praxi se Casto setkdvame s potfebou pfipravy roztoku uréitého sloZzeni, mame-li
k dispozici roztoky téZe latky, ale jiného sloZeni. SloZeni roztokti lze upravovat pfidanim
rozpusténé latky, pfidanim ¢i odpafenim rozpoustédla nebo smisenim roztokii rtizného
sloZeni, pfipadné ochlazenim nasyceného roztoku. Uvedené procesy 1ze popsat nasledovné:
a) Zahustovani roztokw — proces, pfi kterém dochazi ke zvysovani obsahu rozpusténé latky,
diisledkem cehoz vznikd ,roztok koncentrovanéjsi”. ZahusStovani roztokti lze provést
pfidanim rozpusténé latky, odpafenim casti rozpoustédla, pridanim roztoku s vySSim

obsahem rozpusténé latky.

b) Redéni roztokid — proces, pfi kterém dochazi k poklesu obsahu rozpusténé latky,
diisledkem cehoz vznikd ,roztok zfedénéjsi”. Redéni roztoki se provadi pridanim
rozpoustédla, pfidanim roztoku s niz§im obsahem rozpusténé latky a pfipadné ochlazenim

nasyceného roztoku.

Ulohy na sméSovani a fedéni roztokti feSime pomoci:
e SméSovaci rovnice

e Kfizového (sméSovaciho) pravidla s naslednou tmérou

SMESOVACI ROVNICE

Pro vypocet potiebného mnozstvi sméSovanych slozek nebo vysledného slozeni
roztoku se pouziva sméSovaci rovnice, kterd vychazi z hmotnostni bilance soustavy. Smisime-

li dva roztoky o zndmém slozeni, 1ze urcit celkovou hmotnost a sloZeni vysledného roztoku:
my +my = my, Mwq + MyWwy = M3W3, kde m1, mz, ms jsou hmotnosti jednotlivych

roztokd w1, w2, ws jsou hmotnostni zlomky jednotlivych roztokd.

Redime-li roztok ¢istym rozpoustédlem (vodou) je hmotnostni zlomek rozpusténé
latky roven nule (w = 0) a druhy bilan¢ni vztah se zjednodus$i na vztah: myw; = maws.
Pridavame-li ¢istou rozpusténou latku v bezvodém stavu, je hmotnostni zlomek roven jedné
(w=1).
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Roztoky v laboratorni praxi vétsinou odméfujeme a jejich mnozstvi udavame
objemem. Ve sméSovacich rovnicich Ize tedy hmotnost nahradit sou¢inem objemu a hustoty
(m =Vxp). Pro vyjadfeni hustoty se béZné uziva vedle hlavni jednotky kg-m- i g-cm (zejména
pouzivame-li hmotnosti latek v gramech a objemy v cm?). Pfi vypoctech v béznych
laboratornich podminkach lze poditat s hustotou vody o (H20) = 1 g-cm?, tedy objem vody

v cm?® se Ciselné rovna pfiblizné jeji hmotnosti v gramech.
Pro vypocty pfi sméSovani roztokii je mozné pouZzit rovnéZ vztah zaloZeny na bilanci

latkového mnozstvi rozpusténé latky: nqy + Ny = N3z = ¢1V41 + ¢V, = c3V3, kde ny,
12, n3 jsou latkova mnozstvi rozpusténé latky ci, ¢, c3 jsou latkové koncentrace roztokt Vi, Vz,

V3 jsou objemy roztokd.

Pfi sméSovani roztokti nesmime automaticky vychazet pouze z objemové bilance
a scitat jednotlivé objemy, protoze dochdzi k objemové kontrakci, ¢i dilataci. Abychom mohli
pouzit bilan¢ni vztah vyuzivajici objemy roztok, je nutné vzdy uvazit, zda je mozné zanedbat
zménu objemu pfi miSeni roztokt. Plati, Ze vysledny objem nemtiZe byt roven souctu objemi

vychozich roztokt, jestliZe:

* znacné koncentrovany roztok je fedén cistym rozpoustédlem
¢ hustoty miSenych roztokii jsou velmi rozdilné
¢ koncentrace miSenych roztoki jsou relativné vysoké

¢ je-li vysoky rozdil mezi teplotami miSenych roztok

KRIZOVE (SMESOVACI) PRAVIDLO

KftiZzové pravidlo vychdzi rovnéz z hmotnostni bilance a sméSovaci rovnice. Vyjadfuje
vlastné hmotnostni dily miSenych roztokii, které je tfeba upravit imérou na pozadované

hmotnosti. Pravidlo 1ze obecné schematicky zapsat takto:

W1 \ /W% - W2
/ W3\
W, W;-Ws
kde w1 je hmotnostni zlomek roztoku 1, w2 je hmotnostni zlomek roztoku 2, ws je hmotnostni

zlomek vysledného roztoku. ws — w2 jsou hmotnostni dily roztoku 1 po smiseni a w: — w3 jsou

vvvvv

rovnici.
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Absorpcni spektrofotometrie

Kromé pfipravy roztokii presného sloZeni se budete béhem tohoto laboratorniho
cviceni vénovat také méfeni na absorpénim spektrofotometru. PouZita spektrofotometricka
metoda je zaloZena na Lambert-Beerové zdkonu, ktery definuje vztah mezi absorbci svétla
avlastnostmi wurcité latky, kterou svétlo prochazi. V roce 1852 vyjadfil A. Beer
pohlcovani svétla prostfedim jako absorbanci, coZ je zdporné vzaty dekadicky logaritmus
transmitance. Déle zjistil, Ze hodnota absorbance zavisi na koncentraci latky v roztoku. Tuto
zavislost formuloval matematicky nasledujicim vztahem: A(A) = £(4) x % ¢ kde A(A) je
absorbance svétla, (A) je molarni extinkéni koeficient dané latky na dané vinové délce svétla
A, lje délka optické drahy, c je koncentrace latky v roztoku. Z tohoto zdkona je patrna pfima
zavislost absorbance svétla latkou na jeji koncentraci v roztoku. Toho mtiiZzeme vyuZit ke

stanoveni koncentrace latky v roztoku.

Presné informace k uvedené problematice najdete v tfeti pfedndsce z pfedmétu
KBF/OSP1 Optické spektroskopie 1, ktery vyucuje pan doc. Kubala pravé nyni (LS, 2. roénik
oborit. BF a MBF). PrednaSky jsou dostupné na webu Katedry Dbiofyziky
(http://biofyzika.upol.cz) vsekci Vyuka/Studijni materidly pod ndazvem pfislusného

predmétu. Doporucuji tedy nastudovat uvedeny material.

Uloha 1: Pripravte koncentra¢ni fadu skalice modré a urcete jeji extinkcni koeficient

za pouziti absorp¢ni spektrofotometrie

Pomticky: predvazky, vazenka, lzicka, kadinka 10 ml, Stétecek, mikrozkumavky,
automatické  pipety, Spicky, stojanky, spektrofotometrické  kyvety,

spektrofotometr, ochranné rukavice
Chemikalie: pentahydrat siranu médnatého, voda
Postup:

1. Navazte spravné mnozstvi skalice modré k pfipravé 5 ml zasobniho roztoku
o koncentraci 1 M.

Zapnéte vahy do elektrické sité.

Vlozte vazenku do vahového prostoru.

Vynulujte vahy stisknutim tlacitka TARE (ZERO).

Plastovou 1Zickou nebo kopisti pfidejte na vazenku potfebné mnozstvi modré

SNSRI

skalice. V Zadném ptipadé neodebirejte chemikalii.

Zaznamenejte zjiSténou hmotnost modré skalice.

Skalici presypte do kadinky.

Pokud navazite vice ¢ méné skalice, prizplisobte vysledny objem
rozpoustédla tak, abyste ziskali 1 M zasobni roztok.


http://biofyzika.upol.cz/

Uloha 2 A:

Pomficky:
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9. Zasobni roztok zfed'te vodou tak, abyste ziskali fadu roztokti modré skalice
o koncentracich 5, 10; 20; a 40 mM.

10. Zméfte absorbanci pripravenych roztoki na absorpénim spektrofotometru,
zkontrolujte pfesnost pipetovani.

11. Ziskané hodnoty maximalni absorbance pfi zjisténé vinové délce vyneste
do tabulky:

Konceroltrace 5 mM 10 mM 20 mM 40 mM
roztokd ¢
Amax

Amax

12. Urdete extink¢ni koeficient roztoku skalice modré o koncentraci 10 mM.

Pripravte zasobni roztok pufru TAE 50x, ktery budete pouzivat v nasledujicich

cvicenich

vahy, kddinka, 1Zicka, odmérny valec, odmérnd barika, magnetické michatko,

magneticka michacka

Chemikalie: TRIS, kyselina octova, Na2EDTA, deionizovana voda

Postup:

1. Na pripravu roztoku TAE 50x v objemu 50 ml potfebujete:
12,1 g TRIS
0,93 g Na2EDTA
2,86 ml CHsCOOH (99,7%)

2. Navazte nebo odméite prislusny objem vysSe uvedenych slozek pufru
do vhodné nddoby s pfiblizné 35 ml deionizované vody, kterou budete
pouzivat pro piipravu pufru. Dejte rozpoustét na magnetickou michacku.
Pouzijte magnetické michatko vhodné velikosti.

3. Po rozpusténi vSech slozek doplnte vodou do objemu 50 ml a upravte
hodnotu pH roztoku pomoci pH metru (tpravu pH provedte béhem cviceni

Konduktometrie a méfeni pH).
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Uloha 2 B: Piipravte migra¢ni pufr pro SDS-PAGE, ktery budete pouzivat v nasledujicich

cvicenich

Pomiticky: vahy, kadinka, IZicka, odmérny vdlec, magnetické michatko, magneticka

michacka
Chemikalie: TRIS, glycin, dodecylsiran sodny (SDS), deionizovana voda
Postup:

1. Na pfipravu 500 ml migrac¢niho pufru potiebujete:
1,5 g TRIS
7,2 g Glycinu
5 ml SDS (10%)

2. Navazte nebo odméite prislusny objem vyse uvedenych slozek pufru
do vhodné nadoby s pfiblizné 350 ml deionizované vody, kterou budete
pouzivat pro pfipravu pufru. Dejte rozpoustét na magnetickou michacku.
Pouzijte magnetické michatko vhodné velikosti.

3. Po rozpusténi vsech slozek doplnite vodou do objemu 500 ml a upravte
hodnotu pH roztoku pomoci pH metru (dpravu pH provedte béhem cviceni

Konduktometrie a méfeni pH).



