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Konduktometrie a potenciometrie

Kyselost ¢i zasaditost vodnych roztoki urcuje koncentrace hydroxoniovych iontd,

které vznikaji protolyzou pfislusné kyseliny: HA + H,0 < H30% + A~

Pro jednoduchost se obycejné piSou jen ionty H* a uvedena rovnice ma tvar

Vv

vroce 1907 velicinu: pH = —log cy+, kde c,. je koncentrace vodikovych kationtt.

Obecné se vsak pfi méfeni pH neuplatiiuje skutecna koncentrace iontti, ale jen koncentrace
ucinna neboli aktivita @, ., coz je hodnota zmenSena vlivem vzajemného ptisobeni iontt.
Aktivita ay+_cy+ pouze pro velmi zfedéné kyseliny. ProtoZe vSak nds zajima predevsim
aktivitni koncentrace H, tj. ta, ktera urcuje chemickou ucinnost, byla definice pH v roce 1924

pieformulovanana pH = — log ay+.

Ve vodé se ustavuje rovnovaha H,O <> H" +OH . Disociaci vody charakterizuje

aH"' aAgH~

disocia¢ni konstanta vody: K H,0 = . Pro ¢istou vodu pfi 25 °C je iontovy soucin

aH,o0
vody ay,,K,,=a,.a,, =10"*mol -1 aa, =a,, =10"mol-1"", a tedy pH = 7.

Pro kyselé roztoky nabyva pH hodnot < 7 a pro zdsadité nabyva hodnot > 7.

POTENCIOMETRICKE MERENT pH

Potenciometrické meéfeni pH se zaklddd na méfeni rozdilu potencidli méfici
a referencni elektrody. Méfeni pH tedy spociva v méfeni elektromotorického napéti ¢lanku,
pfiéemz kazdd z elektrod predstavuje vlastné poloclanek clanku. Kromé nepraktické
vodikové elektrody lze jako méfici elektrodu pouzit dalsi indikaéni elektrody (nejéastéji
sklenénd), jejichZ potencidl je nepfimo ovlivnén aktivitou H*. Pro jejich potencial E obecné

plati Nernstova rovnice:

2,303 XRXT 2,303 XRXT

E=k+ -

univerzalni plynova konstanta (8.314 ] mol! K!), absolutni teplota a Faradayova konstanta

logay+ =k — PH, kde k je konstanta. R, T a F jsou
(9,6484-10* C mol). Jako referencni elektrody se pouziva kalomelova nebo argentchloridova
elektroda (tzv. elektrody druhého druhu), které maji znamy konstantni reprodukovatelny

potencial ~ Enr.  Elektromotorické  napéti  méfictho  clanku  U. pak je
2,303XRXT
Uy =E —Eyop = K —

kalibraci pomoci roztoktt o zndmém pH. Méfené napéti U. je tedy za konstantni teploty
linedrni funkci pH. Pro teplotu 25 °C (298,15 K) je U, = K — 0,0592 X pH. Strmost linearni
zavislosti pfi pokojové teploté je tedy kolem -59,2 mV/pH.

PH, kde Kje konstanta, kterd musi byt urdena
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Potenciometricky se pH urcuje méfenim potencidlu vhodné elektrody. Prakticky se

uzivd pouze sklenéna elektroda. Télo je tvofeno sklenénou trubickou, responsivnim

elementem je tenka sklenéna membrana obvykle tvaru banicky na spodnim konci. Tato je

naplnéna standardnim vnitfnim roztokem (0,1 M HCl), v némZ je ponorfena argentchloridova

elektroda. Pro specidlni tcely mohou mit elektrody riéizny tvar. Pfi praci s pH metrem

(obr. 1) se fidime navodem vyrobce.

.

‘J

Obr. 1: pH metr s elektrodou

Obecny postup a zasady prace, zejména zachazeni s elektrodou, jsou nasledujici:

1.

S elektrodou manipulujeme opatrné, sklenéna banicka je velmi tenka a kfehka. Pokud
pripravovany roztok michdme, dbame na to, aby elektroda byla mimo dosah
michatka.

Elektroda, kterou pouzivdme, nesmi vyschnout. Uchovavame ji ponofenou v pufru
o pH, pfi kterém nejcastéji méfime. Pokud se s ni denné nepracuje, kontrolujeme ji
a doplniujeme odpafenou vodu.

Referencni kalomelova elektroda muize byt samostatnd nebo kombinovana se
sklenénou. Jeji téleso tvaru sklenéné trubicky je vyplnéno vnitinim roztokem KCI
a vodivé spojeni s vnéjsSim méfenym roztokem zajistuje frita.

Pfed méfenim je nutno pfistroj selektrodou kalibrovat. Elektrodu vyjmeme
z roztoku, ve kterém je uchovavana, oplachneme ji destilovanou vodou a odsajeme
prebytek vody. Ponofime elektrodu do standardniho pufru o pH nejblizSim tomu,
které bude mit i méfeny roztok a kalibra¢nim tlacitkem nastavime na digitalnim
vystupu hodnotu pH standardniho pufru. Elektrodu vyjmeme ze standardu, opét
oplachneme a ponofime do méfeného vzorku. Kalibraci je nutno provadét pfi
kazdém novém zapnuti pfistroje.

Casto se ke kalibraci vyuZivaji dva pufry — miizeme pracovat ve vétsim rozmezi pH

aniz bychom museli pfistroj pti kazdém méfeni znova kalibrovat.
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ACIDOBAZICKE INDIKATORY

Nékteré organické latky méni uspofadani dvojnych vazeb v molekule v zavislosti
na pH prostfedi, coz se projevi zménou zabarveni roztoku. Napfiklad caj zméni barvu
pfidanim citronové stavy. Takovym latkam fikame acidobazické indikatory. Kyselost
muzeme méfit pfiddnim indikdtoru do roztoku a porovnanim barvy s kalibrovanou

barevnou skalou. PouZivaji se naptiklad tyto latky:

Indikator Zména

Lakmus z kyselé cervené formy na zdsaditou modrou

Fenolftalein z kyselé bezbarvé formy na zasaditou fialovou v oblasti pH 8,0 - 9,8
Methyloranz z kyselé oranzové formy na zasaditou Zlutou v oblasti pH 3,1 - 4,5

Bromthymolova modf z kyselé Zluté formy na zdsaditou modrou v oblasti pH 6,0 - 7,6
Thymolova modf z kyselé cervené formy na zasaditou zlutou v oblasti pH 1,2 - 2,8

Methylova Zlut z kyselé cervené formy na zasaditou zlutou v oblasti pH 2,9 - 4,0

Pro hrubou orientaci o kyselosti méfeného roztoku se k méfeni pH pouziva lakmusovy
papirek, coz je prouzek papiru napustény lakmusem. Ponékud pfesné€jsi tdaj o kyselosti

meéfeného roztoku poskytuje univerzdlni indikatorovy papirek, jehoZz zbarveni se méni s pH

méfeného roztoku od cervené az po tmavé modrou (barevnou skalu vystihuje tabulka

hodnot pH bézné zndmych roztokt, kterou vidite nize).
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‘ Kyselina v bateriich

i ZaludecCni Stavy

: Citronova Stava

i
: Coca-cola

‘ Ocet a
‘ Stava z pomeranée nebo jablka 35 =
‘ Pivo 45 :
‘ Kava 5.0 a
o
‘ Kysely dést <56 ,
§SIiny onkologickych pacientt 45-57 '

: Micko

: Cista voda

‘ Sliny zdravého ¢lovéka

i
i Krev

i
: Mof'ska voda

: Mydlo 9,0 - 10,0

: Cpavek pro domaci pouziti

i
i HaSené vapno

‘ Louh sodny pro domaci pouZiti
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Ml%C3%A9ko
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Mo%C5%99e
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Hydroxid
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PUFRY

DtleZitymi roztoky pouZivanymi v molekularné-biologickych a biochemickych
laboratofich jsou pufry. Jednd se o smési slabé kyseliny nebo slabé zasady a jejich soli.
Takovyto systém je za urcitych podminek schopen udrZovat témeéf neménné pH, jestlize
knému priddvame kyselinu ¢i zdsadu. Tento stav trva do té doby, neZ se reakcemi
spottebuje vétsina nedisociovanych molekul kyseliny ¢i iontt soli a fidicim jevem prestane
byt disociace pouzité kyseliny. Pufr ma maximalni pufracni kapacitu tehdy, kdyZ je jeho pH

¢iselné rovno pKa pouZité slabé kyseliny.

Vybér vhodného pufru se fidi pfedevsim pozadovanou hodnotou pH, iontovou silou,
moznymi interakcemi s ostatnimi komponentami reakéni smési atd. SloZeni vhodného pufru
lze nalézt v laboratornich pfiruckach. VZdy je nutné skutecnou hodnotu pH pufru méfenim
ovéfit a pfipadné ji upravit roztokem silné kyseliny ¢i zasady. VétSina pufrti podléha
mikrobialni kontaminaci. BéZné pufry uzivané v biochemickych laboratornich postupech

pokryvaji neutrdlni azZ mirné alkalickou oblast cca pH 6,0 - 9,0.

Uloha 1: Urcete pH zfedénych vodnych roztoki kyseliny octové.

Pomiticky: pH metr, kddinky, odmérné valce, pipety, Spicky, indikatorovy papirek
Chemikalie: kyselina octova, destilovana voda

Postup:

1. Pfipravte zasobni roztok CHsCOOH o latkové koncentraci 0,1 molxI*
a objemu 50 ml. Pfi praci s koncentrovanou kyselinou si pocinejte velice
opatrné, praci provadéjte v dobfe tdhnouci digestofi za pfimého dozoru
vedouciho praktika.

2. Redénim zasobniho roztoku vodou p¥ipravte sadu roztokt kyseliny octové
o koncentracich 103, 104, 105, 106 a 107 molxI™.

3. Zmeéfte pH pfipravenych roztokd lakmusovym papirkem.

4. Zmétfte pH pripravenych roztoki pH metrem a zjisténé hodnoty

zaznamenejte do nasledujici tabulky:

CHsCOOH
[molx1"]
pH

103 10+ 105 10 107

5. Vytvofte graf zavislosti pH na koncentraci z hodnot ziskanych pomoci pH

metru a diskutujte ziskané vysledky.
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Uloha 2A: Upravte pH pufru TAE 50x, ktery budete pouzivat v nasledujicich cvi¢enich

Pomiticky: pufr TAE namichany béhem minulého cvieni, pH metr, kadinka, pipety,
Spicky, stricka s vodou

Chemikalie: standardni roztoky na kalibraci pH metru, kyselina ¢i hydroxid pro tpravu pH
Postup:

Seznamte se s obsluhou pH metru.
Elektrodu pH metru nejprve kalibrujte pomoci standardnich roztoki.
Zjistéte pH roztoku pfipraveného v minulém cviceni.

Upravte pH roztoku na hodnotu 8 za pouziti kyseliny ¢i hydroxidu.

S e

Hotovy pufr skladujte pfi teploté 4 — 7 °C.

Uloha 2B: Upravte pH migraéniho pufru pro SDS-PAGE, ktery budete pouzivat

v nasledujicich cvic¢enich

Pomiticky: migracni pufr namichany béhem minulého cviceni, pH metr, kddinka, pipety,

$picky, stficka s vodou
Chemikalie: standardni roztoky na kalibraci pH metru, kyselina ¢i hydroxid pro apravu pH
Postup:

Seznamte se s obsluhou pH metru.
Elektrodu pH metru nejprve kalibrujte pomoci standardnich roztoki.
Zjistéte pH roztoku pfipraveného v minulém cviceni.

Upravte pH roztoku na hodnotu 8,3 za pouziti kyseliny ¢i hydroxidu.

SNSRI .

Hotovy pufr skladujte pfi teploté 4 — 7 °C.

MERENI VODIVOSTI

Vodivost se méfi ve vodivostni nddobce (cele), ve které je vzorek (elektrolyt) mezi
platinovymi elektrodami plochy Sve vzdalenosti I. Méfena vodivost G (charakteristika

vzorku i geometrie méfici cely) je pfimo Umérnd mérné vodivosti elektrolytu x
(charakteristika samotného vzorku), ploSe S a nepfimo umérna I: &G = K% Jednotkou
vodivosti G je 1 Siemens [S], jednotkou mérné vodivosti « je [Sxcm™]. Pomér % urcuje tzv.
odporovou konstantu vodivostni nadobky (cely) C. Mérna vodivost elektrolytu xje

K = C X G. Odporova konstanta souvisi pouze s uspofadanim elektrod vodivostni cely
a lze ji zméfit pomoci roztoku zndmé mérné vodivosti (napt. roztoku KCl). Vodivostni cela

se uchovava na vzduchu. V principu nepodléhd starnuti. Nevhodné skladovani, méfeni
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silnych kyselin a zdsad ¢i organickych rozpoustédel a vysoké teploty zkracuji zivotnost
sondy. Pro disténi se pouziva destilovana voda, saponaty nebo 10 % kyselina octova. Pri

silném znecisténi pouzivame lih a to maximalné po dobu 5 minut.
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Obr. 2: ptistroj pH/Cond 340i s vodivostni celou TetraCon 325

Uloha 3: Zméite mérnou vodivost suspenze kvasinek pred a po ohfevu
Pomfticky: pfistroj pH/Cond 340i, kadinky, termoblok

Chemikalie: kvasnice, 10mM NaCl

Postup:

1. Pfipravte 150 ml 10mM NaCl ze zasobniho roztoku 4M NaCl.

2. Pfipravte suspenzi kvasinek v 10mM NaCl - pipetovanim resuspendujte
0,05g kvasnic v 20 ml 10mM NaCl.

3. Zméite mérnou vodivost suspenze kvasinek za RT.

4. Zahftejte suspenzi pti 70 °C po dobu 5 min.

5. Opét zméfte mérnou vodivost suspenze kvasinek.

6. Diskutujte zjisténé rozdily.



