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Jméno:

Obor: Datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Tris je zkratkou organické slouéeniny HO

tris(hydroxymetyl)aminometan (Obr. 1), kterda je velmi casto

poZivana v biochemii a molekuldrni biologii jako pufracni latka. Z HO. NH
Rl

chemického hlediska se jedna o primdrni amin, ktery se ve HO

vodném roztoku chova podle disociacni rovnovahy (1):
a TRIS

Tris-NH3" = H" + Tris-NH, (1)

Z hlediska Bronstedovy teorie kyselin a zasad lze i na protonizované baze pohlizet

jako na kyseliny a Ize tudiz definovat ndsledujici disociacni konstantu:

(2)

ProtoZe hodnoty disociaénich konstant mohou byt rlzného fadu, uddvaji se

z praktického hlediska v podobé svych logaritma (resp . zapornych logaritma) jako pKa.

Na obrazku 2 je znazornén pribéh acidobazické titrace, kdy pokud je k bazickému
roztoku postupné pridavana kyselina, dochazi k neutralizaci a pH roztoku se sniZuje jen
zvolna. Tato casti titracni kfivky se Casto oznacuje jako oblast pufracni, kdy s pfidavkem
titracniho Cinidla (baze nebo kyseliny) se pH roztoku méni jen pozvolna. Bod, kdy je latkové
mnozstvi kyseliny rovno latkovému mnozstvi baze nazyvdme bodem ekvivalence. V oblasti
bodu ekvivalence se smérnice titracni kfivky vyznamné méni a nasledné v oblasti velkého

nadbytku kyseliny se pH méni opét jen zvolna.
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Obrdzek 2: Titracni kfivka slabé zasady silnou kyselinou

PRAKTICKA CAST

A. Stanoveni koncentrace HCI titraci roztokem NaOH

PFi smichani k. chlorovodikové a hydroxidu sodného probiha neutralizacni reakce podle
rovnice:

HCl + NaOH — H,0 + NaCl
B&hem neutralizaéni reakce reaguji ionty H® kyseliny pFitomné v roztoku
s pridavanymi OH™ ionty hydroxidu za vzniku molekuly H,0. Jakmile je veskerd kyselina

zneutralizovana, dojde pfi dalsim pridavku hydroxidu ke vzniku nadbytku OH iontl

v roztoku. Tento stav lze urcit pomoci vhodného indikatoru, v naSem pripadé fenolftaleinu.
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Postup prdce:

1. Do titracni bariky odpipetujte 5 ml roztoku HCl a pridejte nékolik kapek fenolftaleinu.

2. Titrujte 0.1 M roztokem NaOH. Titrace je skonena v okamziku, kdyz se posledni
kapkou ptidavaného cinidla z byrety zbarvi titrovany roztok HCl doCervena. Barevné
zméné indikatoru odpovida pod ekvivalence.

3. Titraci opakujte tfikrat a na zakladé priamérné hodnoty ze tfi titraci vypocitejte

presnou koncentraci roztoku HCI.

Vysledky:

Vnaon (ml) Voram (ml) Cha (M)

B. Stanoveni disociacni konstanty TRIS (tris(hydroxymetyl)laminometan)

Postup prdce:

Kalibrace pH metru

1. Oteviete menu pro kalibraci zmacknutim tlac¢itka <CAL>

2. Pomoci tlacitka <CAL> zvolte typ pouzivanych pufr( [AutoCal DIN]; typ pufrd Ctl.

3. Dukladné oplachnéte elektrodu destilovanou vodou a ponofte ji do prvniho pufru
(pufr o pH 4.0).

4. Spustte méreni zmacknutim tladitka <ENTER>.

5. Namérena hodnota je kontrolovdna na stabilitu (stability control); na displeji blika
[AR] a zobrazi se nominalni hodnota pH daného pufru.

6. Pockejte na dokonceni méreni nebo méreni ukoncete zmacknutim tlacitka <ENTER>.
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7. Objevi se zobrazeni pro dalsi kalibra¢ni pufr; zobrazi se Ct2.

8. Dukladné oplachnéte elektrodu destilovanou vodou a ponofrte ji do druhého pufru
(pufr o pH 7.0).

9. Spustte méreni zmacknutim tladitka <ENTER>.

10. Namérena hodnota je kontrolovdna na stabilitu (stability control); na displeji blika
[AR] a zobrazi se nominalni hodnota pH daného pufru.

11. Pockejte na dokonceni méfeni nebo méreni ukoncete zmacknutim tlaCitka <ENTER>.

12. Obijevi se zobrazeni pro dalsi kalibracni pufr; zobrazi se Ct3.

8. Dikladné oplachnéte elektrodu destilovanou vodou a ponofte ji do tfetiho pufru
(pufr o pH 10.0).

9. Spustte méreni zmacknutim tladitka <ENTER>.

10. Namérena hodnota je kontrolovdna na stabilitu (stability control); na displeji blika
[AR] a zobrazi se nomindlni hodnota pH daného pufru.

11. Pockejte na dokoncéeni méreni nebo méreni ukonéete zmacknutim tlacitka <ENTER>.

Vlastni méreni

1. Do 100 ml kadinky napipetujte presné 1,0 ml roztoku TRIS a nafedte jej 30 ml vody.

2. Do kadinky vloZte magnetické michadlo, kadinku postavte na magnetickou michacku
a spustte michani.

3. Zkalibrovanou elektrodu oplachnéte vodou, osuste kouskem bunicité vaty a ponorte
do naredéného roztoku TRIS v kadince. Pfi ponoreni elektrody do roztoku si dejte
pozor, aby elektroda nebyla v kontaktu s michadlem a aby byla ponorena frita
elektrody.

4. Odectéte hodnotu pH.

5. Do titrovaného roztoku pridejte pipetou 1,0 ml odmérného roztoku kyseliny
chlorovodikové a po ustédleni hodnoty pH metru odectéte pH.

6. Tento postup opakujte 20 krat, az do konecné spotieby 24,0 ml.
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7. Vyneste v programu Excel titracni kfivku (zavislost pH na objemu pridané kyseliny
chlorovodikové) a proloZzenim bodU urcete bod ekvivalence (inflexe titracni krivky).

8. Vypoditejte koncentraci predloZzeného roztoku TRIS a v poloviné spotfeby k bodu
ekvivalence poté odectéte pKa TRIS.

9. Zhodnotte, v jakém rozsahu pH se da TRIS pouZivat jako pufr.

Vysledky:

Cuc (MM) Vekv (ml) Crris (MM) pKa TRIS

Titraéni kfivka (zavislost pH na objemu pfidané kyseliny chlorovodikové)
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Zhodnoceni, v jakém rozsahu pH se da TRIS pouzivat jako pufr
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