6. cviceni Biochemicky tstav LF MU

MERENi A VYPOCET PH ROZTOKU

pH roztoki kyselin, zdsad a soli

Aktivita vodikovych iontl ap+ v roztoku se vyjadiuje pomoci vodikového exponentu pH:
pH = —log an*. Ve zfedénych roztocich lze aktivitu vodikovych iontli nahradit latkovou koncen-
traci vodikovych ionti cyt (v jednotkach mol/l), pak pH = —log cut. Odlogaritmovanim hodnoty
pH dostaneme koncentraci vodikovych iontl v roztoku cyt = 10P1. Ve vodnych roztocich existuje
mezi ionty H" a OH™ nepfima zavislost, soucin jejich koncentraci je pti dané teploté konstantni
(iontovy soucin vody). Pro teplotu p¥iblizn& 20-25 °C plati: cu* con— = 107! mol?/12. Po zlogarit-
movani vztahu vychazi: pH + pOH = 14. Vodné roztoky, v kterych koncentrace H" je rovna kon-
centraci OH™, tj. 1077 mol/l, oznaujeme jako neutralni (pH = pOH = 7). Roztoky o hodnoté&
pH < 7, tj. koncentrace H" pfevlada nad koncentraci OH™, ozna¢ujeme jako kyselé; pokud je
pH > 7 tak jako zdsadité (alkalicke).

Pti vypoctech pH a cu* z koncentrace kyselin a zésad je nutno rozliSovat mezi silnymi (Uplné di-
sociovanymi) a slabymi kyselinami a zasadami (rovnovazny stav charakterizovany jejich disoci-
aéni konstantou Ka, resp. Kg) — viz Lékaiska chemie I, kap. 10.

Hydrolyza

Ve vodnych roztocich rozpustnych soli se kromé molekul vody vyskytuji téz hydratované ionty,
vzniklé disociaci dané soli. Pokud tyto ionty pochazeji od slabé kyseliny, resp. zasady chovaji se
viéi molekulam vody jako baze (odebiraji molekuldm vody H), resp. kyseliny (pfedavaji moleku-
lam vody H"). Reakce iontd s molekulami vody se oznacuje jako hydrolyza. Vznikaji-li béhem
hydrolyzy ionty H", tak roztok soli reaguje kysele, pokud se molekuly vody rozkladaji za vzniku
iontu OH, tak zasadité. V pripadé, ze po disociaci soli ve vodé podléhaji hydrolyze oba ionty, tak
vysledna hodnota pH roztoku soli zavisi na iontu, ktery je relativné silnéjsi (tj. pochazi od slabsi
kyseliny/baze). V ptipad¢ aniontl tzv. ,,kyselych soli“ (vzniklych disociaci hydrogensoli), reaguje
¢ast téchto aniontli s vodou jako baze, ¢ast jako kyselina a vysledné pH roztoku je pfi dané teploté
konstantni — viz Lékaiska chemie I, kap. 10.

Odhad pH pomoci acidobazickych indikatora

Neékteré organické slouceniny méni své zbarveni v zavislosti na pH prostiedi. Jedna se o slabé
kyseliny nebo zasady, u nichZ se zbarveni nedisociovanych molekul 1i$i od zbarveni iontt. Ozna-
¢ujeme je jako acidobazické indikatory. Pouzivaji se pro hruby odhad hodnot pH. Oblast barevné-
ho ptechodu je u jednotlivych indikatort riizna, stied barevného piechodu vzdy odpovidéa pH rov-
nému pKa indikatoru. Pouzivaji se v roztoku nebo jako papirky napusténé roztokem jediného in-
dikatoru nebo smési nékolika indikatort.

Roztok indikatoru (zpravidla ve ziredéném alkoholu v koncentraci 1-10 g/l) se v mnoZzstvi
1-2 kapky obvykle ptfidava do malého vzorku zkoumaného roztoku. Po protfepani se posuzuje
zbarveni roztoku porovnanim s tabulkou barevnych pfechodd nebo u smésnych indikatort porov-

nanim s barevnou stupnici dodavanou vyrobcem.

Indikatorové papirky jsou prouzky filtra¢niho papiru napusténé vhodnym indikatorem nebo smési
indikatord. Kromé bé€znych papirkd lakmusovych se vyrabé&ji papirky s univerzalni smési indika-
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torl pro rozsah pH 0-12 nebo pro rtizné uzsi rozsahy pH, kde lze urcit pH s piesnosti na desetiny
jednotky pH. Hodnotu pH uré¢ime porovnanim zbarveni indikatorového papirku po jeho namoceni do
roztoku s barevnou stupnici.

Priklady acidobazickych indikatora

Acidobazicky indikator Barevny prechod pH barevného prechodu
Cervena — Zluta 1,2-2,8
Thymolova modf
Zluta — modra 8,0-9,6
Methyloranz Cervena — Zluta 3,044
Bromthymolova modf Zluta — modra 6,0-7,5
Lakmus ¢ervena — modra 5,0-8,0
Fenolftalein bezbarvy — Cervenofialovy 8,2-10,0

Potenciometrické méieni pH

Potenciometrické méteni pH je zaloZzeno na métfeni rovnovazného elektromotorického napéti gal-
vanického ¢lanku tvofeného dvéma elektrodami ponofenymi do méfeného roztoku. Jedna elek-
troda je srovndvaci (referentni) se znamym konstantnim elektrodovym potencialem, nejéastéji

kalomelova nebo argentchloridova
{ rtr elektroda. Kalomelova je tvofena rtuti

a pastou ze rtuti a kalomelu (Hg,Cly)

Sklenéna Srovnavaci v Vv ,
Ag/AgCl clektroda elektroda ponorenou vétSinou do nasyceneho

p roztoku KCI (E = +241 mV pfti 25 °C).
Argentchloridova elektroda je tvofena

A

HCI, 0.1 mol dm™ stfibrnym dratkem pokrytym AgCl,

- elektrolytem je bud nasyceny KCI

>4 (E=+197 mV pii 25 °C) nebo roztok
~ KCl o presné definované koncentraci.

Sklenéna elektroda Galvanicky &lanek tvofeny sklenénou  Druha elektroda je indikacni (mérna),

a referencni elektrodou . coq - , .. ,
jejiz potencial je funkci aktivity vodi-

kovych iontl a(H"), zavisi tedy na pH. Indika¢ni elektrodou je sklenéna elektroda. Ma tvar batiky
vyfouknuté na konci sklenéné trubicky a je vyrobena ze specialniho skla. Je naplnéna roztokem o
znamé a konstantni hodnoté pH, do n€hoz zasahuje vnitini srovnavaci elektroda, ¢asto argentchlo-
ridova. Jako elektrolyt se s vyhodou pouziva zfedéna kyselina chlorovodikova (0,1 mol/l), ktera je
ve vodném roztoku uplné disociovana na H* a CI". Chloridové anionty zaji$tuji spravnou funkci
Ag/AgCl elektrody, zatimco ionty H" umoziuji definovat pH uvniti elektrody.

Castéji se pouzivaji kombinované sklenéné elektrody, které maji ve svém plasti zabudovanou
1 vngjsi srovnavaci elektrodu; obé elektrody, sklenéna i vn€jsi srovnavaci, jsou tak v jediném téle-
se.
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Kombinovana sklenena elektroda Pii ponofeni elektrody do méteného roztoku vznikd mezi vnéjsi
a vnitfni stranou sklenéné membrany potencialovy rozdil, jehoz
Vnéjsi srovnavact _ Wit srovngvaci velikost je umérnad rozdilu pH meéfené¢ho a vnitiniho roztoku.
i i slelrocs Ponévadz roztok uvnitt elektrody je vzdy stejny, zavisi vysledny
: potencial pouze na hodnoté¢ pH méfeného roztoku (Nernstova
rovnice):
Vol s Sklenéna
" elektroda E ., ~ konst.+ ElnaﬂJr
] nF

Pro pievedeni piirozeného logaritmu na dekadicky a teplotu 25 °C dostavame:

E ~ konst. + 2,3-8,314J - 298 K log

a = konst.— 0,059 pH
IND 1-96487 C HF TP

Ze vztahu odvozeného z Nernstovy rovnice vyplyva, Ze pii desetinasobné zméné aktivity H*
v méfeném roztoku (coz odpovidd ApH = +1) a teploté 25 °C se zmeéni elektromotorické napéti
sklenéné elektrody o £(—59,16) mV (pfi teploté 37 °C 0 61,5 mV).

Vyse uvedeny vztah plati pouze za predpokladu, ze elektromotorické napéti galvanického ¢lanku,
jehoz soucasti je vzorek nebo puftr, je dano vyhradné aktivitou vodikovych iontl. Ve skuteCnosti
je aktivita vodikovych iontii ovlivnéna pfitomnosti ostatnich iontl v roztoku. Proto spravna hod-
nota pH mlZe byt stanovena pouze ve ziedénych (s koncentraci < 0,2 mol/l) vodnych roztocich
jednoduchych latek. V pfipadé¢ méfeni pH nevodnych roztokt, suspenzi, koloidnich roztokl nebo
roztokd s vysokou iontovou silou ziskané hodnoty pH neodpovidaji pfesné skute¢nosti.

Pti urcité hodnoté pH je potencial sklenéné elektrody nulovy a tedy nezavisly na teploté. Tato
hodnota pH se oznacuje jako isopotencidlovy bod. Vétsina sklenénych elektrod je konstruovana
s isopotencialovym bodem pii pH 7,0.

Protoze sklo neni piili§ dobry vodi¢ ani pro ionty H*, je nutné, aby pouzity voltmetr mél vysoky
vstupni odpor, zajistujici vérnou reprodukci vytvofeného membranového

potencialu. B&zné pH-metry jsou elektronické voltmetry s velkym vnitinim

hou dosahovat presnosti desetkrat vétsi, pouzivaji se k méfeni pH krve @ '
v klinicko-biochemickych laboratotich. K dispozici jsou rovnéz pirenosné ¥
pristroje pro méfeni v terénu (tzv. pH-testery), které sice nedosahuji $pic-
kové presnosti métfeni, ale umoznuji velmi rychlé a snadné ziskani dat. Prtester

Protoze elektromotorické napéti ¢lanku (Umérné vodikovému exponentu - pH) zavisi na teplote,
dokonalosti odezvy elektrod a spolehlivosti méfidla, kalibruje se pH-metr pfed méfenim nejméné
dvéma roztoky o znamé a stalé hodnoté pH (oznacuji se jako pH-standardy, pH-pufry). Existuje
velké mnozstvi pH-pufrt, které se pfili§ neméni ani pfi lehkém nafedéni roztoku nebo pfidani
malého mnozstvi cizich latek. Protoze hodnota iontového soudinu vody je zavisla na teploté, je na
teploté zavisla i hodnota pH roztoku. Vybrané primarni pH-pufry a jejich hodnoty pH v zavislosti
na teplot€ jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Slozeni a hodnoty pH primarnich standardnich roztokd v zavislosti na teploté

pH-standardy* 0°C 15°C 20°C 25°C 40 °C
0,05m hydrogenftalat draselny 4,003 3,999 4,002 4,008 4,035
0,0087m NaH,PO4 + 0,0304m K,HPO, 7,534 7,448 7,429 7,413 7,380
0,01m tetraboritan sodny 9,464 9,276 9,225 9,180 9,038

*Slozeni je vyjadfeno v mol/kg vody (zkratka m), aby se eliminovala teplotni zavislost pfi jejich pfipravé

Pro piipravu pH-standardd pfimo ze soli je nutno pouzit zchladlou pfevafenou demi-vodu
(j. prostou CO>) s malym piidavkem KCI (1 kapka nasyceného roztoku do 50 ml) — pH roztoku
by mélo byt mezi 6,0-7,0.

Pokud elektroda ztraci schopnost rychlé odezvy na zménu pH, je mozné provést jeji regeneraci.
Regenerace se provadi ponofenim elektrody na 10 min do roztoku NaOH (0,1-1,0 mol/l) a po
oplachnuti vodou na 10 min do roztoku HCI (0,1-1,0 mol/l). Po regeneraci je nutno elektrodu opét
aspon na 15 min ponofit do uchovavaciho roztoku.

PRAKTICKA CAST

Ukol 6.1 Méfeni pH roztoku kyselin, zasad a soli

Pouziti indikatorovych papirku. Papirky se smo¢i malym mnozstvim zkoumaného roztoku. Roz-
tok se nanese na papirek napf. pomoci tyCinky nebo pipety. Hodnota pH se odhadne porovnanim
zbarveni papirku bezprosttedné po jeho namoceni s barevnou stupnici na obalu.

Pro presnéjsi odhad pH s presnosti na desetiny 1ze pouzit napt. indikatorové papirky PHAN. Jedna se
o prouzky papiru napusténé uprostied napfic¢ v pruhu roztokem ptislusného indikatoru — tzv. ,,indika-
torovy* pruh. Po obou stranach indikatorového pruhu maji papirky natisténou barevnou stupnici pro
okamzité srovnani — tzv. ,;srovnavaci“ prouzky. Stupnice s hodnotami pH odpovidajici srovnavacim
prouzkiim je pro kazdy druh papirku soucasti obalu. Pfi pouziti se vhodné vybrany papirek (podle
rozmezi pH) kratce ponofi do roztoku (cca 1 s), a to tak, aby byly navlhéeny i1 vSechny srovnavaci
prouzky a ihned se porovnava zabarveni indikatorového pruhu s barevnymi tony srovnavacich prouz-

ki. Pro barevné odpovidajici ,,srovnavaci“ prouzek se nalezne hodnota pH na stupnici na krabicce.

Zakladni pokyny pro praci s pH-metrem
= Sitovy vypina¢ pH-metru je nutno zapnout nejméné 5 min pred mefenim.

= Potenciometr pro kompenzaci vlivu teploty se nastavi na teplotu meéfeného

roztoku.

= U nekterych pH-metrl se nastavuje rovnéz tzv. isopotencialovy bod (podle —hladina roztoky

_uchovavaci roztok

typu elektrody, vétsinou 7,0).

Uchovavani kombinované
elektrody
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= Nejvetsi pozornost je tieba vénovat membrané sklenéné elektrody, ktera je velmi kiehka.

= FElektroda se neustale uchovava ponotena do roztoku KCI (3 mol/l) nebo ,,uchovavaciho* roztoku
(na krat$i dobu lze pouzit vodovodni vodu okyselenou na pH 4).

= Pfi méfeni pH kombinovanou elektrodou musi byt ponofen do roztoku rovnéz vodivy spoj mezi
sklené€nou a vné&jsi referentni elektrodou. Jeho umisténi zavisi na typu sklenéné elektrody.

= Pfi vyméné méfenych roztok se elektroda oplachuje demi-vodou.
= FElektrodu nikdy mechanicky neotirdme, pouze bunicitou vatou lehce odsajeme kapky vody.

= Ke kalibraci pH-metru se pouZziji postupné dva roztoky pufrti o pfesné¢ znamych hodnotach pH.
Pufry se voli tak, aby hodnota jejich pH byla blizka hodnotam méfenych roztokd.

= Hodnoty pH pufrii na displeji se nastavi pomoci dvou potenciometrii pro kalibraci (zavisi na typu
pH-metru). Nejdiive se kalibrace obvykle provadi pii pH 7 (blizkosti isopotencialového bodu elek-
trody) a pak pii pH 4 (pokud se o¢ekava méteni v kyselé oblasti) nebo pti pH 9 (pokud se piedpo-
klada meéteni v alkalické oblasti). Alkalické a neutralni pH-pufry vSak rychle absorbuji vzduSny
CO; a stavaji se ¢asem kyselejsi. Pro presnou kalibraci je proto nutné pouzivat vzdy Cerstvé pripra-
vené pufry. Pokud byly kalibra¢ni roztoky v lednicce, nechaji se ohfat na pokojovou teplotu.

= Pokud je tfeba michat roztokem pii méfeni pH, tak jen mirné, aby se omezilo rozpousténi vzdusné-
ho CO» v roztoku.

= Pfi méfeni pH koncentrovanych roztoki je nutno sklenénou elektrodu kondiciovat ponofenim do
vzorku roztoku aspon na 1 min a pak po osuseni elektrody ponofit ji do nové Casti stejného vzorku
a odecist pH.

= Pfi méfeni pH velmi zfedénych roztokl je tieba elektrodu ekvilibrovat ponofenim min. do 3 po

sob¢ jdoucich ¢asti vzorku a teprve potom ponoftit do méfeného roztoku a odecist hodnotu pH.

= Po skon¢eni méfeni v praktickém cviceni je nutno elektrodu oplachnout a ponofit do vodovodni
vody (nikoliv do demi-vody).

= Kombinovana sklenéna elektroda se uchovava ponofena tak, aby vodivy spoj mezi sklenénou
a vn&jsi referentni elektrodou ztistal nad hladinou uchovavaciho roztoku.

= Pokud dojde nedopatfenim k vysuSeni -elektrody, mize byt regenerovdna ponechanim

v ,,uchovavacim* roztoku pfes noc.

Material: Roztoky HCI, CH;COOH, NH3, NaOH, NaCl, NH4Cl, CH3COONa, NaHCO3, Na2CO3, Na3POs, Na2HPOq,
NaH2PO4 (koncentrace vSech roztokt ptiblizné 0,1 mol/l). Univerzalni indikatorové papirky (pH 0-12), indi-
katorové papirky pH-PHAN, pH-metr, 2 kalibra¢ni roztoky pufrti (hodnoty pH uvedeny na $titku), odmérné
bariky 50 ml, odmérny valec 25 ml, nastavitelna mikropipet 1 ml, prosté a alkalicka kyselka, Coca-Cola.

Provedeni:
a) Mereni pH roztoku kyselin, zasad a soli

= Proméite pH pfipravenych roztokl kyselin, zasad a soli pomoci univerzalnich indikato-
rovych papirkt. Papirek velmi krdtce smocte v méfeném roztoku a bezprostfedné porov-
nejte jeho zbarveni s barevnou stupnici.
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= S vyuzitim ziskanych vysledkt v pfedchozim ukolu, proméite pH roztokt soli s pouzitim
prislusného pH-PHAN papirku.

= Proméite pH pfipravenych roztoku kyselin, zasad a soli pomoci pH-metru.

1. Vysledky zaznamenejte do tabulky. Porovnejte hodnoty pH naméfené univerzalnimi
indikatorovymi papirky a sklenénou elektrodou. Zhodnot'te presnost méteni.

pH stanovené pomoci
Roztok

(0,1 mol/1) Univerzalniho pH-PHAN
pH-papirku papirku

Iontova rovnice hydrolyzy
pH-metru

2. Na zaklade¢ teorie hydrolyzy vysvétlete hodnoty pH roztoki soli — uvedte iontové rovnice.

3. Jaké bude zbarveni roztoku fosforecnanu sodného, pokud do né¢ho kapnete nékolik kapek
roztoku fenolftaleinu?

4. Vysvétlete, pro¢ skute¢ny roztok chloridu sodného ma hodnotu pH < 7?

5. U roztokit kyselin a zdsad porovnejte naméfené hodnoty s vypoctenymi
(pKa(CH3;COOH) = 4,75; pKs(NH3) = 4,75).

b) Redeéni roztokii kyselin a jejich hodnota pH

= Roztok HCI z ptfedchoziho ukolu 100krat nated’te do 50ml odmérné banky a zmétrte pH
pomoci pH-metru.

= Pomoci odmérného valce 100krat zfedény roztok HCI nated’te dale 2krat na vysledny
objem 50 ml. Opét zméite pH.
6. Porovnejte namétené hodnoty s vypoctenymi.

7. Jak se zméni pH roztoku jednosytné kyseliny, pokud roztok zfedime demi-vodou
a) 100krat; b) 2krat?

8. Jaké bude pH roztoku, pokud naiedite vychozi roztok HCI 10°krat?

c) Redeni roztokii soli a jejich hodnota pH
= Roztok Na,CO; z pfedchoziho tkolu 100krat nafed’te do 5S0ml odmérné banky a zméite
pH pomoci pH-metru.

= Roztok NaH,PO, z pfedchoziho tkolu 100krat natfed’te do 50ml odmérné banky a zméite
pH pomoci pH-metru.

9. Porovnejte, jak se méni pH roztoku pii fedéni v zavislosti na typu soli.

10. Vypoététe pH roztoki Na,HPO4 (0,1 mol/l) a NaH,POs (0,1 mol/l); pKa(HsPO4) =2,1;
pKa(H2PO4 ") = 7,2; pKa(HPO4*) = 12,3) a porovnejte s nam&fenymi hodnotami.



6. cviceni Biochemicky tstav LF MU

d) pH ruznych typii vod a napoji

= Zmgéite pomoci sklenéné elektrody pH vzorku vodovodni a demi-vody, prosté a alkalické
kyselky, Coca-Coly.

= Demi-vodu a alkalickou kyselku povafte 10 min a znovu zmé&ite pH.

11. Porovnejte namétené hodnoty pH u rtiznych typl vod a vysvétlete rozdilné hodnoty.
12. Porovnejte hodnotu pH pied a po povafeni vzorku vody a vysvétlete rozdilné hodnoty.

13. Které slozky v napoji Coca-Cola zptisobuji aciditu roztoku?



