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Praktické cvičení z biochemie a exkurze v areálu Biocentra PřF UP Olomouc
Techniky používané v chemických laboratořích
1. Odměřování v chemii

2. Spektrofotometrie

1. Odměřování v chemii

1.1 Váhy a vážení


Ke stanovení váhového množství látky se používají v chemické laboratoři váhy. Princip vážení je porovnání neznámé hmotnosti předmětu (navažovací lodička, vzorek) se známou hmotností standardu (závaží). Mechanické zařízení je založeno na docílení rovnováhy na páce a má tvar známých miskových vah. Na stejném principu byly dříve konstruovány i analytické váhy (postupné přidávání závaží).

V současné době se již užívají jednomiskové váhy používající promítací stupnice na stínítko. V laboratoři se používají pro přesné navážení látek analytické váhy a pro méně přesné vážení předvážky. 

1.2 Odměřování roztoků

K odměřování objemů kapalin slouží odměrné válce, pipety, byrety a odměrné baňky (Obr.1).
Odměrné válce (Obr. 1-a) se používají jen k přibližnému odměřování kapalin. Na přesnější měření objemů se používají pipety buď pouze pro určitý objem, nebo dělené a byrety u nichž je možno kohoutkem regulovat vytékání kapaliny.  Při plnění pipet je třeba vždy dbát toho, aby ústí pipety bylo stále ponořeno pod hladinou kapaliny (jinak by se nasál vzduch do pipety). Po nasátí kapaliny nad rysku označující požadovaný objem uzavřeme horní konec pipety ukazovákem – ne palcem. A opatrným uvolňováním prstu po kapkách vypouštíme kapalinu. Při odečítání je nutno mít oko ve stejné úrovni se značkou. Odečítáme vždy spodní okraj menisku. Tyto skleněné pipety, do kterých se nasává tekutina ústy nebo pomocí balonku se dnes už v moderních laboratořích nepoužívají, jsou nahrazeny automatickými pipetami, které mohou být konstruovány na určitý fixní objem, nebo jsou nastavitelné v určitém rozsahu objemů.


Automatické pipety jsou vyráběny pro různé rozsahy objemů (5-1 mL, 1000-200 (L, 200-20 (L, 20-2 (L a 2-0,2 (L). Objem se nastavuje otočením šroubu na stupnici. Nasávání a vypouštění kapaliny přes nasaditelnou špičku je ovládáno pístem, který má tři polohy – klidovou, pro nasávání a pro vypouštění (obr. 2).

Odměrné baňky (Obr. 1-b), stejně jako pyknometry jsou kalibrovány na dolití – to znamená, že při jejich naplnění obsahují právě požadovaný objem. Hrdlo odměrných baněk je poměrně úzké a je opatřené ryskou. Plní se tak, aby se spodní okraj menisku dotýkal rysky a při plnění musíme mít oko v úrovní rysky. Odměrné baňky se vyrábějí v objemech od 5 mL do 2 L. Odměrné baňky se používají k přípravě roztoků o přesné koncentraci. Byrety, sloužící k  odběru kapalin při titracích (Obr. 1-e), jsou to skleněné trubice opatřené dělícími značkami. Před výtokem je umístěn kohoutek nebo pružná tlačka s hadičkou. 
Obr. 1  Pomůcky k měření objemů (a- odměrný válec, b-  odměrná baňka, c- skleněná pipeta nedělená, d - skleněná pipeta dělená, e - byreta, f - automatická pipeta)
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Obr. 2  Práce s automatickou pipetou
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1.3 Experimentální část


V praktické části cvičení se seznámíte s analytickými váhami a naučíte se vážit na předvážkách. Vaším úkolem bude co nejpřesněji napipetovat 10 x 5 ml (resp. 1 ml) destilované vody do kádinky. Hustotu vody budeme pro jednoduchost považovat rovnu 1 g/ml. Počet gramů bude odpovídat počtu odměřených ml.

Na začátku měření si zvažte prázdnou suchou kádinku (váhu kádinky si zaznamenejte do tabulky). Poté napipetujte 10 x 5 ml nebo 10 x 1 ml do kádinky. Poté předvážky vynulujte a zvažte kádinku s napipetovanou vodou. V tabulce odečtěte váhu kádinky.

Tabulka 1: Pipetování

	Hmotnost kádinky (g)

	
	

	Hmotnost kádinky a vody (g)

	10 x 1 ml
	10 x 5 ml

	
	

	Hmotnost vody (g)

	
	

	

Chyba stanovení (%)

	
	


2. Spektrofotometrie

2.1. Teoretický úvod

Viditelné  záření tvoří malý úsek z oblasti elektromagnetického vlnění v rozmezí délek 400-700 nm. Přilehlá oblast rozmezí vlnových délek 200-400 nm se nazývá blízká ultrafialová oblast, 700-2000 nm se pak nazývá blízká infračervená oblast. Celá oblast vlnových délek se také nazývá oblastí elektronových spekter.   

Přístroje, které měří spektrální veličiny se nazývají spektrofotometry. Téměř všechny biologicky zajímavé látky kromě sacharidů mají v oblasti UV-VIS (200 - 700 nm) charakteristické absorpční pásy a jejich koncentrace se tak dá stanovit na základě jejich spektrálních vlastností. 


Interakcí záření s atomy a molekulami, dochází k jeho absorpci, tj. k přijetí kvanta energie a atom nebo molekula se dostane do stavu exitovaného.  Interakce záření s hmotou se sleduje na absorpčním spektru (závislostí množství absorbovaného záření na jeho vlnové délce).


Vztah mezi absorbancí a koncentrací látky vyjadřuje Lambert-Beerův zákon:

A = (·c·l,
kde A se nazývá absorbance, jedná se o bezrozměrnou veličinu, l je délka kyvety, ve které se měří (obvykle 1 cm), c je koncentrace látky v mol.l-1 a ( je konstanta úměrnosti, která se nazývá molární absorpční koeficient.  


Při měření koncentrace látek se porovnává intenzita paprsku, který není oslaben absorpcí (referenční) a paprsku, který prošel kyvetou se vzorkem. V laboratořích se běžně používají jednopaprskové přístroje, kdy se nejprve proměří absorbance referenčního vzorku a poté se proměří absorbance vzorku. Moderní spektrofotometry uloží intenzitu záření referenčního vzorku (jinak také slepý vzorek či blank) do paměti a při proměřování vzorků se pak na display objevují hodnoty absorbancí jednotlivých vzorků.

2.2 Experimentální část

Úkol: Stanovení koncentrace a hmotnosti Cu2+ v neznámém vzorku
Materiál a chemikálie

Spektrofotometr, kyvety, kádinky, velké zkumavky, pipety, síran měďnatý o koncentraci 100 mmol·l-1, neznámý vzorek síranu měďnatého

Postup

Naředěním zásobního roztoku síranu měďnatého o koncentraci 100 mmol·l-1 si připravte sadu roztoků o koncentracích 75, 50, 25, 15, 10 a 5 mmol·l-1. Do označených zkumavek napipetujte roztok síranu měďnatého a destilovanou vodu o objemu uvedeném v tabulce 2 a poté promíchejte obsah zkumavek pomocí vortexu..

Do spektrofotometru vložte kyvetu s destilovanou vodou, vyblankujte přístroj a proměřte absorbanci roztoků o známé koncentraci v pořadí od nejméně koncentrovaného po nejkoncentrovanější, poté změřte i koncentraci neznámého vzorku. Sestrojte kalibrační přímku, určete koncentraci neznámého vzorku a hmotnost mědi ve vzorku. Molární hmotnost mědi je 63,546 g·mol-1
Tabulka 2: Spektrofotometrické stanovení měďnatých iontů
	koncentrace CuSO4 (mmol·l-1)
	ml 100 mM CuSO4

	ml 0,5  H2O


	A

	100
	---
	---
	

	75
	7,5
	2,5
	

	50
	5
	5
	

	25
	2,5
	7,5
	

	15
	1,5
	8,5
	

	10
	1
	9
	

	5
	0,5
	9,5
	

	NV č.
	
	
	


Koncentrace neznámého vzorku č ........ je: …… mmol·l-1, což odpovídá …… mg mědi v předloženém vzorku.
Kalibrační přímka
Závislost absorbance na vlnové délce pro  Cu2+ a Co2+ (SPEKTRA)
Zakreslete spektrální záznamy pro měďnaté ionty.
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