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Eloszo

Az orvosi kémia gyakorlatok célja az elméleti tudas elmélyitése és kiegészitése. A
hallgato, mikozben a kisérleteket végez a laboratdériumban, belathatja, hogy a kémia elméletét
hogyan lehet alkalmazni, illetve a kozvetlen tapasztalatok révén, jobban megértheti az
elméleti 6rdkon elsajatitott fogalmakat. Az utdbbi években jelentésen novekedett a hallgatoi
létszam, csokkent a gyakorlati orak szama, és az Intézet ) helyre koltozott. Mindezek a
valtozéasok szilikségessé tették a gyakorlatok atszervezését. Jegyzetiink az uj helyzetnek ¢€s a
kor igényeinek megfeleléen foglalja 0ssze mindazt, amire egy orvostanhallgatonak a kémia
gyakorlatok elvégzéséhez sziiksége van.

A hallgat6 az Elméleti Tombben talalhatd gyakorlati termekhez kozeledve eldszor az
ujonnan beadllitott szekrénysorokra lehet figyelmes, ahova gyakorlat eldtt utcai ruhdjat és
taskajat elhelyezheti. Munkavédelmi és tlizvédelmi szempontok miatt a gyakorlati terembe
csak a munka elvégzéséhez sziikséges eszkozoket viheti magaval. A jegyzet ugy irédott, hogy
tartalmazza a munka megértéséhez ¢és kivitelezéséhez sziikséges 0sszes informaciot, tehat ez
az egyetlen konyv, amit a hallgatonak magéval kell hoznia a laboratériumba.

Egy rovid altalanos bevezet6 utan a jegyzetben megtalalhato a kisérletek elméleti
alapja ¢és részletes leirasa. Minden egyes feladatot 1épésrdl 1épésre reprodukalhatd modon
irtunk le. A gyakorlati feladatok leirasa utan néhany mintaszamitas példajan keresztiil
mutatjuk be, hogy a kisérletek soran kapott eredményeket hogyan lehet kiértékelni. A
mintafeladatok a szamos lehetséges megkozelités koziil csak egy, a hallgatok tobbsége altal
konnyen értheté megoldast mutat be. Természetesen barmely mas korrekt kiértékelési
modszer is elfogadhatd. Az ez utdn kovetkezd kérdések és szamitési feladatok lehetdveé teszik,
hogy a hallgatdo felkésziilés utan ellendrizze sajat tudasat. Ezen fejezetek ismeretében
mindenki kelléen felkésziilve kezdheti el a gyakorlati munkat. A jegyzet egyben munkafiizet
is, az elvégzett kisérletek eredményeit a ,,Gyakorlat” cimi fejezetekben rogziti a hallgato,
majd az itt megadott kérdések, és feladatok megvalaszolasaval kiértékeli eredményeit. A
gyakorlatok megfelel6 szintii elvégzését a gyakorlatvezetd a jegyzet végén filiggelékben
talalhaté lapon aldirasaval igazolja. Kérjiik, hogy a gyakorlat befejezése utan toltse ki a
tablazatot, irja be a kisérlet datumat és cimét, mieldtt a gyakorlatvezetd alairasat kérné.

Annak ellenére, hogy az 1) jegyzetben jelentdsen kibdvitettiik a gyakorlatok elméleti
alapjait, a jegyzet meérete mégis csokkent, ugyanis csak azokat a feladatokat irtuk le,
amelyeket a hallgatok a kiadas évében maguk is elvégeztek, vagy demonstracios gyakorlat
alkalmaval megtekinthettek. A jegyzet irdsa sordn a szerzok €s a szerkesztd felhasznaltdk az
el6z6 évek tapasztalatait és a 2002-ben kiadott jegyzet egyes fejezeteit. Eztton szeretnénk
koszonetet mondani azoknak, akik javaslataikkal, megjegyzéseikkel hozzdjarultak a korabbi
jegyzetben talalhatd pontatlansdgok kijavitasahoz. Kiilondsen koszonjiik kollégainknak, Dr.
Sziics Kornélianak, Dr. Téth Bélanak és Dr. Vereb Gyorgynek, hogy az altaluk korabban irt
fejezetek anyagét rendelkezésilinkre bocsatottdk. A jegyzet gépelésében és szerkesztésében
nyujtott technikai segitségért Hoszpodarné Patka Andrednak tartozunk kdszonettel.
Koszonjiik Dr. Gergely Pélnak, az intézet igazgatdjanak, hogy a jegyzet megirasat tamogatta,
¢s tandcsaival segitette.

Bar a szerzok és a szerkeszté mindent megtettek annak érdekében, hogy a gépelési és a
megfogalmazasbeli hibakat kikiiszoboljék, a jegyzet korabbi (2010) kiadasa utan a feladatok
anyag ¢és iddigényének optimalizaldsa ¢és a kisebb hibak korrigalasa sziikségessé tette néhany
oldal ujra irasat. EzGiton mondunk kdszonetet Dr. Toth Bélanak, hogy hasznos javaslataival
elésegitette szadmos hiba korrigaldsat. Tovabbra is varjuk az olvasok kritikdjat és javitd
szandéku javaslatait.

Debrecen, 2016. marcius 10.
A szerzOk és a szerkeszto



BALESETVEDELMI ES TUZVEDELMI ELOIRASOK

A kémiai laboratérium veszélyes munkahely. A kisérletes munka soran elkertilhetetlen

mard, mérgezo, tliz- €s robbandsveszélyes anyagok alkalmazasa. A tapasztalat azt igazolja,
hogy a laboratoriumi balesetek ¢és tlizesetek elkeriilheték a megfelelé ovintézkedések
betartdsaval. Ennek feltétele, hogy ismerjiik a veszély forrasat, valamint a megel6zés és
elharitas eszkozeit és modjait. Az egyes feladatok leirdsakor erre kiilon felhivjuk a figyelmet.
Azonban még a laboratoriumi munka megkezdése elott célszeri a legfontosabb altalanos
jellegti eléirasok megismerése. Sajat és kollégai egészségének megdrzése érdekében tartsa be
az alabbi szabdlyokat. A munkavédelmi ¢és tlizrendészeti szabalyok ismerete a laboratoriumi
munka eléfeltétele.
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Munkavédelmi szabalyok

A laboratériumban enni tilos. Viz ivasara hasznalja a kijelolt ivopoharat.

A laboratériumban viseljen véddkdpenyt, zartorrt cipot.

Tlizze fel, ha a haja hosszu és keriilje a hosszu nyaklanc, fiilbeval6 viselését.

Csak a sziikséges konyvet és fiizetet szabad a gyakorlati teremben tartani.
Gumikesztyl, védészemiiveg hasznalata kotelezd tomény savak, ligok hasznalatanal.
Tartsa tisztdn a munkahelyét, a kiomlott vegyszereket semlegesitse és torolje fel.

A borre cseppent savat és Iugot azonnal mossa le b vizzel (a H2SO4 kivételével, amit
el6észor szaraz ruhaval alaposan toroljon le), ezutan semlegesitse a savat 2 %-0S
NaHCOs, a lugot 0, 5 %-os ecetsav hig oldataval.

Ha sav vagy lug keriil a szembe, vizzel 6blogesse szemmosd poharbdl, majd a savat
2%-os borax, a lugot 2%-o0s borsav oldattal kozombdositse. A szemsériilés utan azonnal
forduljon szakorvoshoz.

Ne pipettazzon tomény savat, lagot, szérumot, nyers szovetmintat szajjal, csak
ballonos vagy automata pipettaval.

Ha fertézésveszélyes anyag keriil a borre, 0, 2 %-os Neomagnol oldattal tobbszor
mossa le (1 tabletta fél liter vizben oldva), ezutin végezzen alapos szappanos
lemosast, amit langyos vizes 0blités kovessen.

Ha mérgez6 anyaggal dolgozik (pl. H2S, Clz, Brz, NO2, NO), hasznalja a vegyifuilkét.
Ne kostolgassa a vegyszereket €s azok szaglasat is dvatosan végezze.

Ne felejtse el, hogy a mérgez6 anyagok harom uton keriilhetnek a szervezetbe: orron
at, szajon at, béron at (féleg zsiroldékony anyagok), ezért legyen dvatos és olvassa el
figyelmesen a kisérletek leirasat, majd értelmezze azt. Csak ezutdn végezze el a
kisérletet. A gyakorlat elvégzése utan ne felejtsen el kezet mosni.

Ha folyadékot melegit, dontse oldalra a kémcsovet, és ne irdnyitsa sem maga, sem
tarsa felé, mivel a forrasban 1évé folyadék konnyen kifroccsenhet. A kémcsovet ne
tartsa kozvetleniil a langba huzamosabb ideig, hanem ugy melegitse, hogy egész
feliiletét egyenletesen €rje a Bunsen-¢gd langja.

Soha ne Ontson vissza vegyszert abba az ilivegbe, amib6l azt kivette, mert ez a
vegyszer elszennyezését okozhatja.

A szerves oldoszereket a kijelolt gytijtdedénybe gylijtse, ne Ontse a lefolyoba, mivel ez
kornyezetszennyezést okoz.

Az eltort hdmérébol kifolyt Hg-t szorja be kénporral. Az igy keletkezd higany(l1)-
szulfid méar nem mérgezo.

Keriilje a torott tiveg- €s porcelaneszk6zok hasznalatat.
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Kovesse az eldirasokat figyelmesen, €és ne végezzen meg nem engedett kisérleteket.

crer

leirtaknak.

Centrifuga hasznélata soran mindig itigyeljen arra, hogy az egymassal szembe
helyezett centrifuga csovek ki legyenek egyensulyozva.

A legkisebb balesetet is jelentse a gyakorlatvezetdnek.

Tiizvédelmi szabalyok

A laboratoriumban, a laboratorium eléterében és az egész épiiletben tilos dohdnyozni.
A dohényzas csak az arra kijelolt helyen engedélyezett.

A laboratériumban gazégot csak a kisérletekhez szabad hasznalni. A munka befejezése
utdn a gazcsapot mindig el kell zarni.

Elektromos fiitOtestet, rezsot csak hdszigeteld alatét alkalmazasaval szabad hasznélni.
Elektromos miszerek fali csatlakozoit a kisérlet befejezése utan a konnektorbdl ki kell
hazni.

Tuzveszélyes folyadékkal vald kisérletezés kozben a laboratériumban alaposan
szelléztessen, szerves olddszerek nyilt langon valdé melegitése tilos. Illékony
tlizveszélyes anyaggal (pl. éter) fiilke alatt dolgozzon.

Olyan vegyszereket, amelyek egymdsra hatdsa kovetkeztében tliz vagy robbands
torténhet, ne ontson Ossze. Ezeket egyiittesen tarolni sem szabad.

A csatorndba tilos olyan oldatokat oOnteni, amelyek tliz- vagy robbandsveszélyes
anyagot tartalmaznak, ill. gazt fejleszthetnek.

Tanulja meg a rendelkezésre all6 kézi tlizolto késziilekek kezelését, legyen tisztdban a
tlizoltd késziilék, biztonsagi zuhany elhelyezkedésével is.

Tliz esetén zérja el a f6 gazcsapot, kapcsolja ki az elektromos aramot, ¢és fegyelmezett
magatartassal igyekezzen a tiizet eloltani a rendelkezésére 4ll6 tlizvédelmi
eszkozokkel, ezt jelentse a gyakorlatvezetonek is. Elektromos tiizet tilos vizzel
oltani, hasznaljon széndioxidos tiizoltd késziiléket!

A tlizoltok telefonszama: 105. A tlizoltdsagot csak akkor hivja, ha a rendelkezésre allo
eszkozokkel a tiizet nem lehet eloltani.



LABORATORIUMI ALAPMUVELETEK

Laboratoriumi eszkozok

A mindennapos laboratoriumi gyakorlatban hasznalt eszk6zoket az 1. dbra mutatja be.
A f6zbépoharak és a lombikok folyadékok tarolasara szolgalnak, Erlenmeyer-lombikban a
folyadékok melegitése is elvégezhetd. A tolcsér folyadék atontését segiti, €s a Biichner-
tolcsérrel egyiitt szlirésre is hasznalhaté. A razotdlcsérben egymassal nem elegyedd
folyadékok elvalasztisa és az ezen alapuld extrakcid végezhetd el. Oraiivegen altalaban
szilard anyagokat mérnek ki. Szilard anyagok poritasat dorzscsészében végzik. A
vaskarikaval télcsér vagy lombik, a biirettafogoval biiretta rogzitheté allvanyon. Melegitéshez
hasznalatos a gazégd. A melegités gazlangon kozvetleniil is elvégezhetd, de kényelmesebb és
biztonsdgosabb, ha a tégelyt vashdromlabra helyezett vasharomszogon, az Erlenmeyer-
lombikot pedig azbesztes drothdlon melegitjiik. A forré targyak megfogasara szolgal a
tégelyfogo.

Térfogatmérés

A legfontosabb térfogatmérd eszkozok a 2. abrdn lathatok. A méréhengert, pipettat és
biirettat kifolyasra, mig a mér6lombikot feltdltésre hitelesitették. Ezeken az eszkozokon a
folyadékszintet szemmagassagbol kell leolvasni a fénytorésbdl addédd Un. parallaxis hiba
kikiiszobolésére. Az iivegedény falat nedvesitd folyadékok (pl. vizes oldatok) felszine
homora. Vizes oldatok térfogatat gy lehet meghatarozni, hogy a folyadékfelszin
(meniszkusz) legals6 pontjanak helyzetét olvassuk le a mérdeszkoz (pl. biiretta) skaldjan (2.
dbra). Ez alol a szabdly aldl kivételt képez, amikor a mérendd folyadék nem &tlatszo, ilyenkor
a homoru meniszkusz felsé szélének helyzetét kell leolvasni.

A mér6lombikot, mérdhengert és biirettat (szlikség esetén tdlcsér segitségével) az
iivegbe maratott jelig kell feltolteni, a pipettaba pedig a jel felé kell a folyadékot felszivni. A
pipetta végét mutatoujjunkkal fogjuk be (2. dbra), a folyadék kiengedése a mutatoujj dvatos
elmozditasaval torténik. A folyadék kiengedésekor a pipetta végét érintse a taroloedény
faldhoz. Biirettabol a folyadékot az alsé csap nyitasaval lehet cseppenként adagolni. A hasas
pipetta egyetlen, pontosan meghatarozott térfogat kimérését teszi lehetévé, az osztott
pipettaval egy adott térfogattartomanyban lehet kisebb pontossaggal mérni. Mar6 és mérgezo
anyagokat szajjal pipettazni tilos! Ezeket az anyagokat ballonos vagy automata pipettaval
kell kimérni. Az automata pipettdn a kimérendd folyadéktérfogatot a pipetta tetején 1évo
skalan kell beallitani. A folyadék adagolasa a dugattya alsé helyzetbdl iitkozésig torténd fel,
majd teljes lenyomasaval torténik (2. abra). Igen kis térfogatok pontos méréséhez
mikropipettat hasznalunk. A pipetta hegyére miianyag pipettacsucsot (konuszt) helyeziink,
majd a fels6 gombot az elsd iitkozésig lenyomjuk. A pipettacsiicsot a mérendd folyadékba
helyezziik és a gomb felengedésével felszivjuk a folyadékot (2. dbra). Ezutan a pipettacsicsot
a kémcs0 falahoz érintve a felsé gombot teljesen lenyomjuk. (Az elsd iitkdzéskor kinyomjuk a
felszivott folyadékot, a masodik iitkozéskor levegdvel utdna oblitjiik a pipettacsiucs falara
tapado folyadékot.) Mérés utan a hasznalt pipettacsticsot el kell tavolitani.

Feladat. Desztillalt vizzel gyakorolja a kiilonboz6 térfogatmérd eszkozok hasznalatat!
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1. abra. A laboratoriumban hasznalt legfontosabb eszkozok
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2. abra. Térfogatmérd eszkozok



Sziirés

Sziiréssel lehet elvalasztani egy folyadékot a benne 1évo feloldatlan szilard anyagtol. A
szlirés tehat tobbkomponensii, heterogén rendszer szétvalasztisara szolgaldé modszer.
Szliréshez olyan porézus, nagyfelilleti anyagokat hasznéalunk, amelyeknek poérusatméréije
kisebb, mint a szilard anyag szemcsenagysaga ¢és igy csak a folyadékot engedik at (pl.
szlrdpapir, porozus iivegkorong, miianyag sziirélap).

1. feladat. Csapadék sziirése sziirépapiron

Hajtson négyrét egy négyzet alakura kivagott sziir6papirt és vagja negyedkor alakura.
Szétnyitva formaljon tolcsért beldle gy, hogy az egyik oldalan harom, a masik oldalan egy
réteg papir legyen (3. dbra). Ezutan helyezze a papirsziirt iivegtdlcsérbe, majd nedvesitse
meg kevés desztillalt vizzel, hogy jol tapadjon a tdlcsérhez. A szlirOpapir nagysagat ugy
valassza meg, hogy a széle 0,5-1 cm-re legyen a tdlcsér széle alatt. A szlirendé anyagot
iivegbot mentén csurgatva ontse a tdlcsérbe helyezett szlirOpapirra.

3. dbra. Sziiropapir hajtogatdsa és sziirés sziiropapiron

Ontsén egy kémcsdbe 3-4 cm® 0,5 M CuSOs oldatot és adjon hozza 1 cm® 0,5 M NaOH
oldatot.

CUSO4 +2 NaOH —>» CU(OH)2 + Nast4

Sziirje le a képzOodott csapadékot. A szlirés utan a szlirlethez 0,5 M NaOH oldatot adjon
feleslegben.



Oldatkészités
Az oldat olyan folyékony halmazallapoti, homogén rendszer, amely tobb komponenst
(oldoszert és oldott anyagot) tartalmaz. Az oldott anyag koncentracioja kifejezhetd molaritas,

molalitas, moltort ill. %-os koncentracioban (1. tablazat).

1. tablazat. Koncentracioegységek

Definici6 Elnevezés Jelolés
gramm anyag 100 g oldatban t5megszézalék m/m %

cm” anyag 100 cm* oldatban térfogatszazalék vIv %
gramm anyag 100 cm® oldatban vegyesszézalék miv %

mol anyag 1 dm? oldatban molaritas M, mol/dm?
mol anyag 1 kg oldoszerben molalitas m, mol/kg
az egyik oldat komponens moljainak

szama aranylik az Osszes komponens | oy X
moljainak szdméhoz

crer

megfeleld térfogati oldoszerben valo feloldasaval vagy toményebb oldat megfeleld térfogatra
torténé higitasaval. A szilard anyagot elektromos taramérlegen (4. dbra), ill. pontos

4. abra. Elektromos taramérleg

10



Hasznalati utmutato elektromos taramérleghez

A mérés megkezdése elott kapcsolja be a késziiléket az ,,ON” felirati gomb
megnyomasaval. A kijelzon minden részlet lathatova valik, majd a mérleg modell szdma és a
szoftver ellendrzo felirata jelenik meg. Ezt kovetden a mérleg automatikusan taraz és a kijelzo
nullat mutat. EI6sz6r a mérendd anyagot tarté edényt helyezziik a mérlegre. Az edény tomegét
megmérve Ujra tarazunk, a miiszer memoridja rogziti ezt az értéket. Igy a kovetkez6 1épésben
kozvetleniil a mérendd anyag tomegét olvashatjuk le a kijelzon.

1. Tegyiik az iires edényt a mérlegre, a tdmege megjelenik a kijelzon.

2. Tarazzunk az ,,ON TARE” felirati gomb megnyomasaval. A kijelz6 nulla értéket
mutat, az edény tomegét elraktdrozza a memoriaban.

3. Tegyiik a mérendé mintat az edénybe és olvassuk le a kijelzén a minta tomegét.

4. A tarol6 edény és a minta eltavolitdsa utdn a mérleg kijelzdjén a tarold edény tomege
jelenik meg negativ eldjellel.

Ismételt tarazasig (,,ON TARE”) a memoria tarolja a méréedény tomeg értékét.

2. feladat. Oldatkészités

Készitsen NaCl-bol, Na2SOs-bdl vagy szachardzbol a gyakorlatvezetd altal megadott
Szamitsa ki, hogy mennyi szilard anyag sziikséges az oldathoz! (Molaris tomegek NaCl=58,5
g/mol; NaxS0sx10H.0=322,2 g/mol; C12H201> (szachar6z)=342,3 g/mol). Taramérlegen
mérje ki a szamitott tomeget!

A papirlapon lemért anyagot szorja féz6poharba és oldja fel annyi vizben, amennyiben
razogatds hatasara éppen feloldodik. Ezutan tdlcséren keresztiil ontse az oldatot a megfeleld
méretli mérélombikba, és desztillalt vizzel a fézépoharat haromszor Oblitse utana. Végiil a
mérdlombikot toltse fel a jelig, és a bedugott szaju lombik tobbszori megforditasaval az

crer
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Mintafeladatok

1. Készitsen 50,0 cm?®, 8 m/v % (vegyesszazalék) NaCl-oldatot. Mennyi NaCl-ra van sziikség
az oldat elkészitéséhez?

A vegyesszazalék jelentése alapjan 100,0 cm? oldat 8 g NaCl-ot tartalmaz. Az 50,0 cm?, 8 m/v
% oldat oldott anyag tartalmat a kdvetkez6 dsszefiiggéssel hatarozhatjuk meg:

Oldott anyag tomege=50.0 cm® _80g9 _ 409

100,0cm®

crer

kristalycukor (szacharéz, C12H22011) 150,0 cm? vizben valo felold4saval késziilt. A szachardz
molekulatdmege: 342,3 g/mol, az oldat stiriisége 1,006 g/cm®.

(@) A molalitas az oldott anyag molokban kifejezett mennyisége 1 kg oldoszerben.
El6szor kiszamitjuk, hogy a 2 g oldott anyag (szachar6z) hany mélnak felel meg.

A szachar6z molokban kifejezett anyagmennyisége:

mol 3
=5,84 x10°mol

20931734

Ezutidn meghatarozzuk a 150 cm? viz tomegét. Mivel a viz stirtisége 1,0 g/cm?, a 150,0 cm?®
térfogat 150,0 grammnak, azaz 0,150 kilogrammnak felel meg.

Az oldat molalitisa a kdvetkezd 0sszefiiggéssel szamithato:

5,84 x 10 °mol
0150 kg

Molalitas = =0,039 mol/kg

(b) A molaritas az oldott anyag molokban kifejezett mennyisége 1 dm?® oldatban.

A szacharoz oldat tdmege 152,0 g (150,0 g viz és 2,0 g szacharoz) siirlisége: 1,006 g/ cm?, ez
alapjan meghatarozhato a térfogata:

152¢g

w = 151,1 Cm3 = 0,1511 dm3
, g/cm

Térfogat =

Az oldat molaritasa a kovetkezd dsszefiiggéssel szamithato:

5,84 x107% mol

osiiqy = 00386 mol/dm’

Molaritas =
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Kérdések

Soroljon fel 6t térfogatmérd eszkozt.

Mit jelent az oldat molaris koncentracidja, mi a mértékegysége?

Mit jelent az oldat molalis koncentracioja, mi a mértékegysége?

Mit jelent az oldat tomeg szazalékos koncentracidja, mi a mértékegysége?
Mit jelent az oldat vegyes szdzalékos koncentracidja, mi a mértékegysége?

Adja meg a moltort fogalmat?

Gyakorlo feladatok

1. Készitsen 150,0 cm®, 4 m/v % (vegyes szazalék) CaClz-oldatot mérélombik segitségével.
Mennyi CaClz —ra van sziikség az oldat elkészitéséhez?

crer

stiriisége: 1,025 g/ cm®, a NaCl koncentracidja 3,50 m/m %.

3. Mennyi annak a NaOH oldatnak a tomegszazalékban kifejezett koncentracioja, amely 1,5
mol NaOH 0,7 dm? vizben valo feloldasaval késziilt? A NaOH molaris tdmege 40,0 g/mol.
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Gyakorlat
Détum:
1. feladat. Csapadék sziirése sziirépapiron

Mit tapasztalt a CuSO4 ¢s NaOH oldat 6sszedntése utan?

Milyen szinl lett a kapott sziirlet?

frja fel a reakcidegyenletet!

Mit tapasztalt, ha feleslegben NaOH oldatot adott a szlirlet egy részéhez? Miért?

2. feladat. Oldatkészités
Feloldand6 anyag:
Koncentracio:
Meérélombik térfogata:

Szamitas

Bemért anyag tomege:

A készitett oldat koncentracidja: mol/dm?; m/v% (vegyes%).
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MINOSEGI ANALIZIS

A kémiai analizis célja az anyagok alkotorészeinek (atomok, atomcsoportok)
megismerése €s viszonylagos mennyiségiik meghatarozéasa. A kémiai analizis két nagy részre
oszthatd: mindségi (kvalitativ) és mennyiségi (kvantitativ) analizis.

A kvalitativ analizis az elemek, vegyliletek azonositasaval, ill. ezek keverékeiben az
egyes komponensek felismerésével foglalkozik. Sokszor mar az anyagok fizikai sajatsagaibol
is kovetkeztethetiink a mindségiikre, Osszetételiikre. gy a siirliségnek, olvadaspontnak,
forraspontnak, szinnek, szagnak stb. jelentdsége lehet az anyagok azonositasdban. Megbizhato
kovetkeztetést azonban a mindségi Osszetételre vonatkozoan csak kémiai reakciok alapjan
vonhatunk le. Erre szolgalnak a kiilonféle reagensek, amelyeket ugy valasztunk meg, hogy
lehetdleg gyors, érzékeny és jellemzd reakcidkat idézzenek eld. Elbtérbe keriilnek azok a
reakciok, ahol szinvaltas vagy uj fazis (csapadék, gaz) képzodése kovetkezik be.

A mindségi elemzéskor az anyagot oldott allapotban vizsgaljuk. Mar maga az a tény,
hogy az anyag hogyan oldodik vizben, savakban, vagy lugokban, felvildgosit arr6l, hogy
milyen anyagrol lehet sz6. A tulajdonképpeni analizis azonban az oldat vizsgéalataval
kezdddik. A vizsgaland6 oldat egy-egy részletéhez ismert reagensek oldatait adjuk és
megfigyeljiik, hogy milyen szinli csapadék keletkezik, illetve milyen valtozas kovetkezik be.
A reakciok java részét kis térfogatban, kémcsdreakcié forméjdban végezziik, igy az idd- és
anyagigény egyarant minimalis.

Az ivoviz kémiai vizsgalata

Minden természetes viz tartalmaz ionokat. A tengervizben az oldott sok
koncentracidja meglehetdsen magas, legnagyobb koncentraciéban CI-, Na* és Mg?* fordul eld.
Az ivovizek els6sorban a kézetekbdl és asvanyokbol a viz aramlasa soran kioldott sokat
tartalmaznak, koncentraciojuk a geoldgiai ¢és a kornyezeti tényezOktdl fiigg. Az ivovizben
leggyakrabban Ca?*, Na*, Mg?*, K*, Fe?*, Fe®* és NH4" kationok, illetve HCOs", COs*, OH",
S04%, CI', NOs', F, és POs%* anionok fordulnak elé. A szervezetre karos anyagokat az ivoviz
nem tartalmazhat.

A természetes - felszini és felszin alatti - vizekbe kiilonb6zd szennyezd anyagok
keriilhetnek. gy az amménia (illetve az ammoéniumion), tovdbba a nitrit- és nitration
megjelenése bomld szerves anyagok illetve baktériumok jelenlétére utal. A nitrationok
onmagukban régebbi szennyezésre, vagy mitragya bemosodéasara utalnak. A foszfationok
jelenléte miitragya vagy mosdszer szennyezddés kovetkezménye lehet. Nem alkalmasak
kozvetlen fogyasztasra a magas vas-, szulfat- és kloridion tartalmu vizek sem (kellemetlen
szag €s iz).

Amig a vizben oldodd, szennyezd hatasu anyagok nem keriilnek nagy feleslegbe,
addig a viz Ontisztuldsa természetes Uton lejatszodik. Az oldott gazokat vagy egyéb elillano
szennyezOdéseket az dramlas soran a vizbe keriild levegd 1izi ki, a szilard szennyez6 anyagok
pedig lassi aramlas sordn a vizgylijtében iilepednek ki. Ezen kiviil a vizben 1évd
mikroorganizmusok is segitik a vizbe keriild novényi és allati eredetli szennyezések
elbontasat.

A vizben el6forduld ionok jellemzd szinreakciokkal mutathatok ki. A fellépd
szinintenzitdsbol fél kvantitativ modon becsléssel, vagy kvantitativ mddon fotometrids

crer
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1. feladat. Ammoniumion meghatarozaisa

A meghatarozas lényege, hogy a Nessler-reagens” (kalium-[tetrajodo-merkurat(Il)]
lagos oldata) ammoénium sokkal bazisos Hg(Il)-amido-jodidot képez, amely kis
koncentracioban sargasvords szinezodést okoz, nagyobb koncentracioban pedig vordsbarna
csapadékot alkot:

NH4Cl + 2 K2[Hgl4] + 4 KOH — HgO-Hg(NH)I + KCI + 7 KI + 3 H2.0

Mivel a Nessler-reagens ltigot tartalmaz, a vizsgalando viz Ca?*- és Mg?*-tartalma
hidroxidok forméjaban kicsapodik. Ezért a Nessler-reagenshez el6zéleg Seignette-sot (K-Na-
tartaratot) adunk, amely a kalcium- és magnéziumionokkal komplexet alkot, és igy ezeket
oldatban tartja (ez az un. "kevert" Nessler-reagens™).

Szindsszehasonlitd hengerben mért 50 cm® vizhez adjon 5 cm® "kevert" Nessler-
reagenst ¢és az oldatot razza jol 6ssze. A keletkezd sargasvoros szinezOdés intenzitasabol a 2.
tablazat segitségével kovetkeztethet az ammoniumion mennyiségére.

2. tablazat. Ammoniumion meghatarozdsa ivovizben

Szinez6dés Ammoniumion (NH3) tartalom
feliilrdl nézve oldalrél nézve jelolés koncentracio-
tartomany
(mg/dm?)
szintelen szintelen nincs 0
¢szrevehetd sarga | szintelen gyenge nyom 0-0,05
szinez6dés
vilagossarga alig észreveheto nyom 0,05-0,2
sarga elszinez6dés
sarga halvanysarga er0s nyom 0,2-1,0
vorosesbarna hatarozott sarga sok 1,0-3,0
sOtét vorosesbarna | vorosesbarna igen sok 3,0 felett
szinezddés

* Nessler-reagens készitése: 10 g Hgl, -t dorzsdljon el vizzel (kb. 40 cm®) porcelan csészében. Kevés vizben (10 cmd)
oldjon fel 5 g Kl-t és az eldérzsdlt Hgl-hoz hozzaadva ismét dorzsdlje at. Kb. 40 cm?® vizben oldjon 20 g NaOH-t. A
szobahdmérsékletre lehiitdtt keverékhez dntse hozza, majd 100 cm®-re tdltse fel desztillalt vizzel. Néhany napig hagyja
allni, ez alatt az oldat kitisztul, ezutan mar hasznalhato.

™ Kevert Nessler-reagens készitése: kozvetleniil vizsgalat el6tt a Nessler-reagenst, Seignette-so 50%-os oldataval 1:1
aranyban keverje 0ssze és a keveréket még kétszeresére higitsa desztillalt vizzel.
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Az ammonia a ndvényi és allati szerves anyagok korai rothadéasi terméke. Ezért
ammoniumion kimutatdsa alapjan gyanithatd, hogy a vizbe friss emberi vagy allati iiriilék (és
ezzel feltehetden korokozé baktérium) jutott. Eppen ezért vezetékes vizek ammoéniumionokat
nem tartalmazhatnak (a megengedett hatarérték 0,0-0,1 mg/dm?®). Ezzel szemben kutvizek
nyomokban (0,05-0,2 mg/dm®) tartalmazhatnak ammonium ionokat, ezekbe ugyanis a
levegdbdl is bekeriilhet ammonia.

2. feladat. Nitrition meghatdarozdsa
A meghatarozas azon alapszik, hogy a nitritek savanyl kozegben oxidald hatast
fejtenek ki, pl. a jodidiont jodda oxidaljak:

2HI+2HNO2 —» I +2NO + 2 H0

A felszabadulo I; keményitével kék szinreakciot ad, amelynek intenzitasa a vizben
1év0 nitrit mennyiségégével egyenesen aranyos.
Szin dsszehasonlitd hengerbe ontson

50 cm? vizsgalando vizet,

1 cm® 25%-os foszforsavat,

4 cm® 0,5%-o0s keményitd oldatot,

1 cm® 10%-os K oldatot.
Osszekeverés utan hagyja allni 30 percig sotétben. A képzodott szin intenzitasat, illetve a
nitrit tartalmat 3. tabldzatbdl becsléssel allapitsa meg.

3. tablazat. Nitrition meghatdrozdsa ivovizben

Szinezddés Nitrition (NO3) tartalom
feliilr6l nézve oldalroél nézve jelolése koncentracio-

tartomany
(mg/dm?)

szintelen szintelen nincs 0,0

halvanykék szintelen gyenge nyom 0,0-0,03

vilagoskék, még | halvanykék nyom 0,03-0,1

atlatszo

sotétkék, vilagoskék erés nyom 0,1-0,3

atlatszatlan

fekete atlatszatlan | sotétkék sok 0,3-0,5

fekete atlatszatlan | kékeszold igen sok 0,5 felett

A nitritek régebbi faecalis szennyezddésre utalnak, mint az ammonia. A megengedett
hatarérték vizvezetékek vizében 0,0-0,03 mg/dm?, kutak vizében 0,01-0,1 mg/dm?®.
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3. feladat. Szulfation meghatarozasa

A szulfationok BaClz-dal oldhatatlan, fehér szinli barium-szulfat csapadékot adnak:

Na2SO4 + BaCl. — BaSO4 + 2 NaCl

A csapadék hig savakban nem oldédik.

A vizsgalando vizbdl 25 cm3-t mérjen szindsszehasonlito hengerbe és adjon hozza
5%-os sosavas BaCl, oldatbol” 25 cm®-t. Figyelem, a BaCl oldat mérgezd! Jol dsszekeverve
fél oraig hagyja allni. A képz6dd zavarosodas mértékét sotét alapon, feliilrdl és oldalrol nézve

segitségével.

4. tablazat. Szulfation meghatadrozdsa ivovizben

crer

Sotét alapon

Szulfition (SO7) tartalom

feliilrol oldalrol jelolése koncentracio-
tartomany
(mg/dm?)
zavarosodas nem | zavarosodas nem nincs 0
latszik latszik
gyenge zavarosodas nem nyom 0-12
zavarosodas latszik
fehér zavarosodas | gyenge zavarosodas kevés 12-40
fehér zavarosodas | iilepedés kozepes 40-200
megfigyelhetd
fehér erdsen llepedd sok 200-1000
csapadek
fehér a csO fenekén porszerti | igen sok 1000 folott
csapadék

A vizben taldlhatd szulfationok egy része geologiai eredetli, de jelentds emelkedés
figyelhetd meg hazi vagy ipari szennyvizek hatasara. A magas szulfation-tartalmi vizek

kellemetlen szaguk és iziik miatt nem alkalmasak fogyasztésra.

* Sésavas BaCl, készitése: oldjon 50 g BaCl,x2H,0-t kevés deszt.vizben, adjon hozza 500 cm® 10%-0s HCI-t, majd

deszt.vizzel 1 dm?®-re egészitse ki mérélombikban.
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4. feladat. Vasion meghatarozasa
A vas(lll)-ionok KSCN-dal savanyi kdzegben rdézsaszin (nagyobb koncentracioban
sOtétvords) szinezddést okoznak vas(Ill)-tiocianat keletkezése miatt. A szin intenzitdsa a

crcr

FeCls + 3 KSCN — Fe(SCN)s + 3 KCI

A reakciot vas(Il)-ionok nem adjak, ezért a vas(Il)ionokat kevés KMnOjs-tal oxidaljuk a
meghatarozas kivitele elétt. A KMnOs szine a meghatirozast nem zavarja, mivel a KMnOq
feleslegét a feleslegben alkalmazott KSCN elszinteleniti.

Szin &sszehasonlito hengerben 50 cm? vizsgilando vizhez adjon 2,5 cm?® 10%-0s
sosavat és 3 csepp 0,02 M KMnOa-t. Osszekeverés utan hagyja 10 percig allni, majd 1-2 cm®
20%-0s KSCN oldatot adva hozza ujabb 10 perc varakozas utdn olvassa le a rdzsaszin (vagy
sOtétvoros) szinezddést. Az 5. tablazat segitségével adja meg a vizminta vasion-tartalmat
mg/dm? koncentraciéban.

5. tablazat. Vasion meghatdrozdsa ivovizben

Szinezédés Vasion (Fe*" + Fe?") tartalom
feliilrol oldalrol jelolés koncentracio-
tartomany
(mg/dm?)
szintelen szintelen nincs 0
mar észrevehetd | szintelen igen gyenge 0-0,1
rozsaszinii nyom
hatarozott mar észreveheto gyenge nyom 0,1-0,3
rozsaszinli rozsaszinli
rozsaszinl hatarozottabb nyom 0,3-0,5
rozsaszini
vildgosvoros rozsaszini kozepes 0,5-1,5
vOros vilagosvoros sok 1,5-3,0
sOtétvoros vOros igen sok 3,0 folott

A felszini vizek vastartalmat a fémfeldolgozo, pacolo iizemek, tovabba a kiilszini
banyaiizemek szennyvizei szolgaltatjdk. A nagy vastartalmu vizek nem alkalmasak kozvetlen
fogyasztasra. Az ivoviz vasion tartalma nem haladhatja meg a 0,1 mg/dm?®koncentraciot.

Kérdések
frja fel az ammoéniumion meghatarozasanak alapjaul szolgalo reakcidegyenletet!
Irja fel az nitrition meghatarozasanak alapjaul szolgal6 reakcidegyenletet!

frja fel a szulfation meghatarozasanak alapjaul szolgald reakcidegyenletet!
Irja fel a vasion meghatarozasanak alapjdul szolgalo reakcidegyenletet!
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Gyakorlat
Datum:

Az ismeretlen vizminta szama:
Adja meg a vizsgalat eredményeit az alabbi tablazatban:

lon Szinez6dés Jelolése Koncentracio
(mg/dm?3)
felilrol oldalrél
NHZ
NO3
SO f{
Fed*

Mindsitse a vizmintat az alabbi 6sszefoglald alapjan!

Kifogastalan ivoviznek az olyan vizet tekintjiik, amely az aldbbi kdvetelményeknek
felel meg:

Szin, datlatszosag: szintelen, teljesen atlatszo, lebegd részektdl mentes.
Szag: szagtalan, idegen szagtdl mentes

Homérséklet: 7-12°C kozott.

Amméniumion: legfeljebb 0,05 mg/dm?®

Nitrition: legfeljebb 0,05 mg/dm?®

Szulfation: legfeljebb 50 mg/dm?

Vasion: legfeljebb 0,1 mg/dm?®

....... szamu vizminta thaté/emberi fogyasztasra alkalmatlan. (A megfeleld valaszt huzza ald.)

Indokolja valaszat!
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Szervetlen sok és komplexek vizsgalata

A sok fémionbol (vagy Osszetett kationbdl) és savmaradék-anionbol allo vegyiiletek,
amelyek bazis és sav egymasra hatasakor keletkeznek. A sok kevés kivétellel ionracsot alkoto
kristalyos vegyiiletek, amelyeknek olvadéka és vizes oldata vezeti az elektromos aramot,
mivel egymastol elkiiloniilo kationokra és anionokra disszocidlnak. A sok kiilonb6zd fajai
ismeretesek.

A szabalyos sok egyféle fémionbol és savmaradékbol allnak [pl. NaCl, K2SOa,
Al(NO3)s].

A savanyu sok fémionon és savmaradékon kiviil savi hidrogént is tartalmaznak, a
tobbértékii sav nem minden hidrogénjét helyettesiti fémion [pl. NaHSOs, KH2POy4].

A bdzisos sok fémion és savmaradék mellett hidroxidiont is tartalmaznak, a tobbértékii
bazis nem minden hidroxicsoportjat helyettesiti savmaradék [pl. Bi(OH)2NOs].

A kettds sok kétféle so egyiittes kristalyositasakor keletkeznek, pl.:
K2SOs4 + Alx(SOs)3 — 2 KAI(SO4)2

A keletkezett kettds s6 tudomanyos neve kélium-aluminium-szulfat, trividlis neve timso.
Leggyakrabban a Na*, K*, NH4*, illetve AP*, Cr** és Fe®* kationokbol lehet kettés sot
kristalyositani. A kettds sok oldatdban az alkotorészek (az egyes ionok) megtartjak eredeti
tulajdonsagaikat.

A komplex ionokban, a fémionok elektronburkaba ionok vagy semleges molekulak
kapcsolodnak szabad elektronparjukkal. A komplexben kotott elektronpar-donor ionokat vagy
molekulakat ligandumoknak nevezziik. A kapcsolodd ligandumok szama a koordindcios
szam. A komplex ion t6ltése a fémion és a ligandumok toltésének algebrai dsszege (pl.
[Ni(CN)4]*, [Co(NH3)s]*"). A fémionhoz koordinalt kovalens kotéssel kotott ligandumok
ligandumok nem tartjdk meg eredeti tulajdonsagaikat. A komplexképzddést gyakran
szinvaltozas és az oldhatosag novekedése kiséri. A komplex ion stabilitdsat a kdzponti ion
(atom) és a ligandumok kozotti kotés erdssége szabja meg. Ha a kotés gyenge, akkor a
komplex nem stabil, konnyen disszocidl alkotorészeire. Ha a kotés erdssége nagy, a komplex
stabil és alkotorészei nem mutathatok ki a komplex oldataban.

A komplex sokban a masodik koordindcios szférat elektrosztatikus kolcsonhatassal
olyan ionok hozzak létre, amelyek oldatban teljesen disszocidlnak és kémiai reakciokkal
azonosithatok, pl. Ko[Ni(CN)a], [Co(NH3)4]Cla.
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1. feladat. Komplexképzddés kimutatasa

(@) Réz(II)-szulfat oldathoz részletenként 6ntsén vizes ammonia oldatot feleslegben, a
képz6dé csapadék feloldasaig. A Cu®* az NHz molekuldkkal komplexet alkot, a koordinciés
szam 4.

(b) Nikkel(11)-szulfat oldathoz adjon kevés NaOH oldatot, majd feleslegben NH3 vizes
oldatat. A Ni?* az NHs-val olyan komplexet képez, amelyben a koordinacids szam 6.

rrrrrr

(a) Dérzscsészében poritson el kevés timsot KAI(SO4)2, oldja fel kb. 10 cm? desztillalt
vizben és ossza szét harom kémcsSbe a K*, APP* és SOF kimutatasa céljabol.

(b) Ontsén kémesébe 2 cm® 1,7 m/m% AgNOs oldatot, adjon hozza cseppenként 30,0
m/m% KSCN oldatot, mig a kezdetben képz6d6 csapadék ismét feloldodik és K[Ag(SCN);]
komplex képz8dik. Ossza az oldatot harom részre a K*, Ag* és SCN vizsgalata érdekében.

Vizsgalja meg a kettds so ¢és a komplex s6 disszociacidjabol szarmazéd ionokat. Az
egyes ionok az alabbi reakcidkkal mutathatok ki:

K* kimutatésa: 3 K* + [Co(NO2)s]> — Ks[Co(NO»)s

sarga csapadék

AP kimutatésa: AP* + 3 NH3@q) + 3 H20g) — AI(OH)s + 3 NHj
fehér csapadék

SO7 kimutatasa: SO7+ Ba?* — BaSQ4
fehér csapadék

Ag" kimutatésa: Ag"+ClI" — AqgCl
fehér csapadék

SCN- kimutatasa: 3 SCN™+ Fe3* — Fe(SCN)3

vOros szinez6dés

Keérdeések

frjon példat altalanos sora (név és képlet).

frjon példat savasan disszocialé sora (név és képlet).

frjon példat bazisosan disszocialo séra (név és képlet).

frjon példat kett8s sora (név és képlet).

frjon példat komplex sora (név és képlet).

frja fel a réz(I1)-szulfat oldat reakcidjat ammonia vizes oldataval, a termék neve és a véarhato
valtozasok feltiintetésével. (A Cu?* koordinacios szama az ammoniaval adott komplexében 4).
Nikkel(I1)-szulfat oldat reakcioja NaOH-val, majd feleslegben adott ammonia-oldattal:
reakcidegyenlet, a termék neve, megfigyelendd valtozasok (A Ni?* koordinacids szama az
ammoniaval alkotott komplexében 6).

Mi a legjelentdsebb kiilonbség a kettds és komplex sok kozott?

frja fel az eziist-klorid és a diammin-eziist(I)-klorid képletét. Milyen eltérés varhat6 az
oldhatosagukban?
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Gyakorlat

Datum:
1. feladat. Komplexképzddés kimutatasa

(a) Milyen valtozasokat tapasztalt, mikdzben réz(Il)-szulfat oldathoz vizes ammonia-oldatot
adott?

Az oldat szine a kisérlet el6tt:
A keletkez6 csapadék szine:
A keletkezd komplex szine:

frja fel a reakcidegyenleteket.

(b) Milyen valtozasokat tapasztalt, mikozben nikkel(II)-szulfat oldathoz NaOH, majd vizes
ammonia-oldatot adott?

Az oldat szine a kisérlet el6tt:
A keletkez6 csapadék szine:
A keletkez6 komplex szine:

frja fel a reakcioegyenleteket.

rrrrrr

------

oldataban?

(b) Irja fel a kalium-[ditiocianato-argentat(I)] képzSdésének egyenletét és a keletkezett

......

23



Cukorkimutatasi eljarasok

A szénhidratok a ndvény és allatvilagban elterjedt szénvegyiiletek. A
monoszacharidok, oligoszacharidok a sejtek és szovetek kozvetlen enegiaforrasai, mig a
poliszacharidok tartalék tapanyagként, ill. tdmaszto- és vazanyagként szolgalnak.

Kémiai szempontbdl a szénhidratok polihidroxi-aldehidek vagy polihidroxi-ketonok,
ill. beldliik szarmaztatott vegyiiletek. A szénhidratok kimutatdsa az oxo- ill. hidroxilcsoport
olyan reakcidin alapszik, amelyek jellemz0 szinvaltozassal vagy csapadékképzddéssel jarnak.

Redukcion alapulo cukorkimutatdasi eljardasok

Minden monoszacharid redukalo hatast az aldehid-, vagy a ketocsoport altal aktivalt
hidroxicsoport jelenléte kovetkeztében. A fruktdz példaul pozitiv reakciot mutat Fehling
reagenssel, mert ligos kozegben glilkdzza ¢s manndzza alakul. Az atalakuléds alapja a keto-
enol tautomerizacio.

s °
c
H——OH
HO—F—— H
H OH A
CH,OH \c|/ R

——0 —— OH / CH,OH
HO— —— H

— H (OH) HO D-glikoéz
H——1—OH H———OH \

H————OH H——OH H o
CH,OH CH,OH c/
D-frukt6z endiol ) HO H
koztitermék

HO H
H OH
H OH

CH,0OH
D-mannoéz

Az oligoszacharidok koziil azok redukalnak, amelyek szabad glikozidos hidroxilcsoportot
tartalmaznak.
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1. feladat. Fehling-reakcio

Fehling reagenst frissen készitsen, 0sszemérve méréhengerrel 1 térfogat Fehling I
(7%-0s CuSOgs) oldatot és 1 térfogat Fehling II (3%-0s NaOH + 35%-0s K-Na-tartarat)
oldatot. El6szor kék szinti Cu(OH). csapadék képzodik, amelyet ibolyaszinli komplexionna
alakit a K-Na-tartarat). Ezutan &ntson egy kémcsdbe kb. 2 cm?® kevert Fehling-reagenst (I és 11
keverékét) és 2 cm? vizsgalando, cukortartalmi oldatot. Fézze a kémcsé tartalmat 3 percig.
Pozitiv reakcid esetén voros csapadék (Cu20) képzddik, mivel redukald anyagok hatdsara a
Cu?*-ionok Cu*-ionokka redukalodnak.

@) @)
R—— C { + 2Cu** +40H —» R—C < +Cu,0 + Hy0
H OH  Voros
csapadéek

2. feladat. Nylander-proba

Adjon kb. 2 cm® vizsgilandé oldathoz 2 cm® Nylander-reagenst™. Fézze a kémcsd
tartalmat 3 percig. Pozitiv reakcio esetén a bizmut(I1l)-ionok fém bizmutta redukalodnak, igy
fekete csapadék keletkezik.

0 o)
3R—C< + 2Bi% +6OH'—>3R—C< +2Bi+3H,0
H

OH fekete
csapadék

Cukrok dehidratdlasdan alapulo meghatarozds

Erés 4svanyi savak hatdsdra a ketohexdzokbdl intramolekularis vizelvondssal
heterociklusos vegyliletek, furfurolszarmazékok keletkeznek. A furfurol-szarmazékokbol
tomény savak hatdsdra alacsonyabb szén-atomszamu aldehidek jonnek létre, amelyek
kiilonbozé fenolszarmazékokkal (a-naftol, antron, rezorcin stb.) szines anyagokka
kondenzalodnak. A dehidrataldsi reakciok megfeleld koriilmények kozott aldohexdzok (pl.
gliik6z) és ketohexozok (pl. fruktdz) megkiilonboztetésére alkalmasak.

3. feladat. Seliwanoff-reakcio

Ontsén kémcsSbe 1-2 cm?® vizsgalando oldatot, 1-2 cm?® Seliwanoff-reagenst (0,5%-0s
rezorcin tdmény sosavas oldata). Osszerazas utdn melegitse a kémcsovet 5 percig kb. 80°C-0s
vizfiirddben. Pozitiv reakcid esetén ¢€lénkpiros szin, ill. csapadék képzodik. (A szachardz
hosszabb forralas utan enyhén pozitiv szinreakciot mutat, a tomény HCI hidrolizalé hatasara
képz6do fruktoz jelenléte miatt.)

* A Nylander-reagens dsszetétele: Bi(OH);NOs (3%), NaOH (10%), K-Na-tartarat (4%)
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Gliikoz kimutatdsa enzimatikus modszerrel

A glikozt a glikoz-oxidaz (GOD) enzim glikonsavva oxidalja H2O2 képzddése
mellett; a H202 pedig a koromogént a peroxidaz (POD) enzim segitségével szines termékké
oxidalja.

GOD
glikoz + H,O + O, —— > gliikonsav + H20;

POD
H20, + kromogén-H, — kromogén + 2 HO
szintelen szines

A reakci6 a gliikoz-oxidaz specificitasa miatt csak gliikk6z jelenlétében pozitiv.

4. feladat. Gliikoz kimutatasa gliikoz-oxiddzzal
A reagenspapir glikkoz-oxidazt, peroxidazt és kromogént (pl. o-tolidin) tartalmaz.
Martsa a reagenspapirt a vizsgalandé oldatba majd kb. fél percig hagyja levegon allni.
Pozitiv reakcio esetén a kromogénre jellemz6 kék vagy lila szinvaltozés 1ép fel. A glikéz

crer

megbecsiilni.

Diszacharidok vizsgalata

A diszacharidok két monoszacharidbol tevédnek Gssze, amelyek glikozidos kotéssel
kapcsolodnak. A kotés savas vagy enzimatikus hidrolizissel hasithatdé. Két monoszacharid
Osszekapcsolodasakor az egyik cukormolekula alkoholos hidroxil csoportja és a masik
molekula glikozidos hidroxil (hemiacetal) csoport kozott alakul ki specialis kémiai kapcsolat,
amit glikozidos kotésnek neveziink. A glikozidos kotés kialakulasa soran a kotésben az 1.
szaml szénatommal résztvevd molekuldban a hemiacetdl szerkezetbdl acetal képzddik. A
masik molekula 4. szénatomja nem alakit ki acetdl szerkezetet. A kotés kialakulasa
kondenzacids reakcid, amely soran egy molekula viz tdvozik. A diszacharidok két csoportra
oszthatok:

Redukalo  disszacharidok, az egyik monoszacharid glikozidos OH-csoportja
kapcsolodik a masik monoszacharid alkoholos (és nem a glikozidos) OH-csoportjaval. A
diszacharid molekulaban, pl. a két glikoz molekulabdl glikozidos kotéssel képz6dd
maltozban (amit a kovetkez6 oldalon mutatunk be), szabad glikozidos OH-csoport marad, s
ennek kovetkeztében redukal.
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CH,OH o CH,OH
hemiacetal

J“/—O ‘H/

ul e Hi\f“_T/‘H

alkohol
a-D-gliik6z B-D-gliik6z
hidrolizis kondenzacio
- H,O + H,O
CH,OH . H,OH
‘ 2 /acetal CH0 A/hemiace:tail
H H
maltoz

(o-D-gliikopiranozil-(1+ 4)-f-D-gliikopiranoz)
A szabad glikozidos HO- csopotot félkovér szedés jelzi.

Nemredukadlé disszacharidokban mind a két monoszaccharid molekula glikozidos OH-
csoportja részt vesz a glikozidos kotésben. Az ilyen diszacharidokban (pl. a kovetkezd
oldalon lathatd szachar6z) mar nem talalhatd glikozidos OH-csoport, éppen ezért nem
redukélnak.

A szachar6z kénsav jelenlétében torténd hidrolizise sordn a gliikoz és a fruktdz 1:1
aranyu elegye képzodik, amelyet invert cukornak neveziink. Az invert cukor képzddésekor
optikailag aktiv gliikkoz és fruktdz keletkezik, amelyek a sikban polarizalt fény specifikus
forgatoképességét pozitiv értékrol negativra valtoztatjak. Ez a keverék a méz f0 szénhidrat
Osszetevaje.

5. feladat. Szacharoz hidrolizise (invertdldsa)

Mérjen kémcsébe kb. 5 cm® szachardz oldatot, 4-5 csepp 10%-0s H2SQOa-t, és 15 percig
100°C-os vizfiirdében vald melegités utdn adjon hozza 2 cm?® 10%-0s NaOH-t (a sav
semlegesitésére). Végezze el a Fehling-probat és a Seliwanoff-reakciot hidrolizis eldtt és
hidrolizis utan.
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CH,OH

‘—o H CHZOH

JA‘ ‘/ Lo _‘ ‘_LCHZOH

OH
szacharoz
(a-D-gliikopiranozil-(1+ 2)-B-D-fruktofuranozid)

+ H20 | +H2S04

CH,OH

CH,OH
‘—O H 2 9] H

Jh\‘ ‘ ‘ ! HO\/H?CHZOH

a-D-glukoz B-D-fruktoz

Kérdések
Nevezze meg a gliikkdz specifikus kimutatasara alkalmas eljarast.

B-D-fruktofurandz szerkezeti képlete. Mi a frukt6z specifikus kimutatasara alkalmas reagens
neve?

o-D- maltéz szerkezeti képlete. Jelolje meg a glikozidos kotést. Redukald cukor-e a maltdz?
Szachar6z szerkezeti képlete. Jelolje meg a glikozidos kotést. Redukalo cukor-e a szachar6z?
Milyen reakciok mennek végbe a Fehling I €s Fehling II reagens 6sszedntésekor?

A Fehling-reakcio egyenlete egy aldehiddel (reakcid egyenlet).

Milyen modszerek segitségével lehet a gliikoz és fruktdz jelenlétét ezen cukrok keverékében
kimutatni?

A gliik6z enzimatikus kimutatasanak reakcioi.

Mik az invertcukor 0sszetevdi? Hogyan allithat6 el invertcukor szachar6zbol? Min alapszik
az eljaras?
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Gyakorlat

Datum:

Az 1.-5. feladatok leirasa alapjan végezze el a tablazatban feltiintetett reakciokat a megadott
cukrokkal. A tablazatban 0sszegezze tapasztalatait (a pozitiv reakcidkat + jellel, a negativ

reakciot — jellel jeldlje).

Reakcio gliikoz | fruktdoz | invert- | maltoz szachar6z szacharoz | Ismeretlen

cukor hidrolizis | szdma:
utan

1. Fehling

2. Nylander

3. Seliwanoff

4. Gliikoz-

oxidaz

A tablazat alapjan a

Indokolja feleletét!

szamu ismeretlen
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MENNYISEGI ANALIZIS

A mennyiségi analizis valamely anyag ismert mindségli alkotdrészeinek
mennyiségérol ad felvilagositast. A mennyiség meghatdrozasa torténhet kémiai, valamint
miiszeres analitikai eljarasokkal. A kémiai mennyiségi analizis sordn a meghatdrozando
alkotorészt kémiai reakcioba vissziik, ¢s a felhasznalt reagens térfogatabol (térfogatos
analizis/titrimetria), vagy a keletkez6 termék tomegébdl (gravimetria) kovetkeztetiink a
meghatarozand6 alkotorész mennyiségére. A miiszeres analitikai eljarasok az anyagok
mennyiségével Osszefiiggésben levo fizikai-kémiai tulajdonsagok mérésén alapulnak.

TERFOGATOS ANALIZIS

crer

rrrrrrrr

oldathoz val6 adagolasat pedig titrdaldsnak nevezzik. A reakcié végpontjan a vizsgalando
anyag ¢és a mérdoldat kémiailag egyenértékii mennyiségei vannak jelen. Az ekvivalenciapont
elérésé¢hez sziikséges mérdoldat-térfogatbdl kiszdmithatd a meghatarozand6 anyag
koncentracioja.

A térfogatos analizis feltételei az alabbiak:
1. A méréoldat és a meghatarozandd anyag kozott egyértelmii és gyors reakcio

crer

mérdoldattal.

2. Az ekvivalenciaponton az oldat fizikai-kémiai tulajdonsagaiban ugrasszerii valtozas
kovetkezzék be (pl. az oldat vagy a hozzdadott indikator szinvaltozésa, az oldat
vezetoképességének, az oldatba mertiil6 elektrod potencidljanak valtozasa).

A titralasi eljarasok a reakcid tipusa szerint az alabbi fobb csoportokba oszthatok:
(1) sav-bazis titralasok
(2) redoxititralasok
(3) komplexometrias titralasok

(4) csapadékos titralasok

Sav-bazis titralasok

crer

A sav-bazis titraldsok soran bézisok koncentraciojat hatarozzuk meg sav
mérdoldatokkal (alkalimetria) vagy savakét bdazis mérdoldatokkal (acidimetria). A
reakcioelegy pH-ja a titralas soran allandoan valtozik. A titralasi gorbék a reakcidelegy pH
értékét a mérdoldat térfogatanak fiiggvényében mutatjak.

30



Erds savat erds bazissal titrdlva nemhidrolizald s6 és viz keletkezik. Az erds
¢s OH™ ionokbol. A reakcidelegy pH-ja a feleslegben levd sav vagy bazis koncentraci6jabol
szamithatd. Az ekvivalenciaponton a H" és OH™ ionok molaris koncentracidja egyenld, azaz
az oldat pH-ja 7,0 (5. dbra).

14
pH [
12
10+~
8 -
............ ---9  Ekvivalenciapont
6- :
i E
4r— E
ol :
yo— :
1 1 1 H 1 S L
10 20 30 40
NaOH térfogata (cm?)

5. dbra. Erds sav titrdldasa erds bazissal
20,0 cm® 0,100 M HCl titrdalasa 0,100 M NaOH oldattal.

A titralas végpontjanak kozelében a pH meredeken emelkedik, igy az ekvivalenciapont
jelzésére minden olyan sav-bazis indikator alkalmas, amelynek atcsapasi zonaja pH 3-10 kozé
esik (pl. metilnarancs: pH 3,1-4,4; 6. dbra). Az ekvivalenciapontot miiszeres modszerrel is
megallapithatjuk (elektrometria, konduktometria).
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CH
™
CH,

+

OH]||H

o »CHs
HO,S N—N N pH < 3,1
H CH,
6. abra. A metilnarancs indikator szerkezete
pH > 4.4 oldatban az indikator sarga, amely pirosba csap at, ha a pH < 3,1.

Gyenge sav erds bazissal valo titralasa soran (7. dbra) a bazis hozzaadasakor
pufferoldat jon létre (pl. ecetsav-natrium-acetat puffer), amely az ekvivalenciapontig jelen van
a reakcioelegyben. A gyenge savhoz ekvivalens mennyiségli bazist adva az oldat pH-ja ligos
a keletkez6 s6 anionhidrolizise kdvetkeztében.

14
pH 3
12f

10F Ekvivalenciapont

........................

b - - - - - -

1
1
)
]
|
|
|
|
]
|
]
1
|
!
|
I
I
!
'
|
|
1

I ——

1
10 20 30
NaOH térfogata (cm?)

7. abra. Gyenge sav titraldasa erds bazissal
25,0 cm® 0,100 M CH3COOH titraldsa 0,100 M NaOH oldattal.
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Az ekvivalenciapont jelzésére olyan indikator hasznalhato, amely pH > 7 tartomdnyban
valtoztatja szinét (pl. fenolftalein: pH 8,3-10,0; 8. dbra).

HO OH 90\
O N

N
PN OH- P
0

TN
<
TN
&)

O —
- 0°
\ / H+ S
C CN
\ 0
0

8. dbra. A fenolftalein indikator szerkezete
pH < 8,3 ertéknél a fenolftalein szintelen, mig piros, ha a pH > 10,0.

A titrdlas kivitelezése

A biirettdba egy kis tolcséren at toltson egy kevés méréoldatot. Oblitse 4t a biirettat,
majd toltse fel mérdoldattal a jel f6l€. Vegye ki a tolcsért, majd engedje le a folyadék szintjét
a jelig.

A vizsgaland6 oldat kivant mennyiségét hasas pipettaval mérje Erlenmeyer-lombikba,
¢s adjon hozza néhany csepp indikétort. Tl sok indikator hasznédlata meghamisithatja a mérés
eredményét, hiszen az indikatorok maguk is gyenge savak illetve bazisok. A lombikot a
biiretta ald helyezve kezdje adagolni a mérdoldatot. Egyik kezével kezelje a biiretta csapjat, a
masikkal razogassa korkorosen az Erlenmeyer-lombikot. Az ekvivalenciaponthoz kozeledve a
becseppentés helyén egyre tartosabb szinvaltozast észlelhetd, ami Osszerazas hatésara eltiinik.
A mérdoldatot cseppenként adagolja tovabb, amig egyetlen csepp hatdsara az oldat szine
megvaltozik. A szinatcsapas jobban érzékelhetd, ha a lombikot fehér papirra vagy
csempelapra helyezi.

A titralas végpontjat elérve jegyezze fel a mérdoldat allasat a biirettdban. A fogyott
mérdoldat térfogatat a végsd €s a kiindulasi értek kiilonbsége adja meg. Ismételje meg a
titralast. A mérdoldatfogyasok szdmtani kozépértéke alapjan szamitsa ki a vizsgalt oldat

crcr
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Szdamitas
Ha a titralds soran a reaktansok 1:1 molardnyban reagalnak egymassal, akkor a
végbemend reakcio egyenlete altalanos formaban

A+B—>C+D

cyey

crer

hogy Vs cm® B oldat teljes reakciojahoz Va cm?® térfogatd ca mol/dm?® koncentracioju
mérdoldat sziikséges.

crer

mol Vv ,
(CA WJ(lOSO deJ = 0,001ca - Va mol, amely 0,001ca - Va mol B anyaggal reagal. A B

oldat térfogata Vg cm® = 0,001Vs dm?.

A B molaris koncentracidja:

0,001c, -V, mol Cp-V,

Cs = - = mol/dm?
0,001V, dm Vg
Az ismeretlen oldat molaritasat tehat az alabbi képlet alapjan szamithatjuk:
cs= 2 Va
VB

Altalanos esetben az A és B anyag molaranya a:b és a reakcié egyenlete
aA+bB—cC+dD

Ve cm?® B oldat teljes reakciojahoz legyen sziikséges ismét Va cm® ca mol/dm? koncentracioju
mérdoldat.

crer

(Id. fent). Mivel a mol A b mol B-vel ekvivalens, 0,001ca - VA mol A anyag %'0,00].CA'VA

mol B anyaggal reagal, amely 0,001Vg dm? oldatban talalhato.

A B molaris koncentracidja:

b

—-0,001c, -V
Cg = a AA — b'CA'VA
0,001V, a-Vg
A B anyag molaritasa az utobbi, altalanos esetben tehat az alabbi képlet alapjan szamithat6 ki:
co = b-c, -V,
a-Vg
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Eros savak titralasa

crer
cre

crer

toménységi (pl. 0,1000 M) HCI oldattal torténhet.

A kisérlet kivitelezése

Mérjen ki 10,0 cm® 0,1000 M HCI oldatot hasas pipettidval Erlenmeyer-lombikba.
Adjon hozza 1-2 csepp metilnarancs indikatort, és titrdlja NaOH mérdoldattal mindaddig,
amig az indikator szine vorosbol hagymavordsbe csap at. A lug egy cseppjének foloslegére az
oldat szine sargara valtozik. Jegyezze fel a fogyott NaOH térfogatat. Ismételje meg a titralast
kétszer, a HCI oldat 10,0-10,0 cmi-es részleteivel. Harom értékelhetd fogyas atlagabol

Szdmitas
mol
dm?®
amely 0,001 mol NaOH-val reagal az alabbi reakcidegyenlet alapjan:

HCl(ag) + NaOH(aq) — NaCl(aq) + H20(1)
Ha a HCI kdzombésitésére V ecm?® lag fogyott, akkor a NaOH moléris koncentracidja

c _ 0,00lmol 1 mol/dm?
o —_— —— —_ —
NOR T 9 001vdm® v

10,0 cm® 0,1000 M HCI Ldm3 0,1000
1000

j: 0,001 mol HCI-t tartalmaz,

crer

A kiserlet kivitelezese
Pipettidzzon Erlenmeyer-lombikba 10,0 cm?® ismeretlen koncentracioji H2SO4 oldatot, és 1-2
csepp metilnarancs indikatort hozzdadva titrdlja meg az el6z6 feladatban vizsgalt NaOH
mérboldattal. Ismételje meg a titralast a H2SO4 tijabb 10,0 cm®-es részletével.
Szamitas
1000 cm® 1,000 M NaOH 1/2 mol (49 gramm) kénsavval reagal az alabbi reakcidegyenlet
értelmében:

2 NaOH(aq) + H2SOs(aq) — NazSOs(aq) + 2 H20(1)

A NaOH mérdoldat pontos koncentracidjanak ismeretében szamitsa ki a H2SOs

crer
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Mintafeladatok

crer

sziikséges 10,0 cm® 0,0985 M HCI kdzombésitéséhez.

A NaOH ¢s HCI 1:1 moélaranyban reagalnak egymassal, ezért

c _ CHCI 'VHCI
NaOH — ————
VNaOH
3
onaon = L098OM -100em™ _ o0y
10,25cm?

2. 10,0 cm® H2SO4 oldatot 7,5 cm® 0,0976 M NaOH semlegesit. Adja meg a H2SO4 oldat

crer

98,0 g/mol.)

A reakci6 egyenlete:
2 NaOH(aq) + H:S0s(agq) — Na:SOs(aq) + 2 H2O(l)

0,0976 mol

(a) 7,5 cm® 0,0976 M NaOH 1 gm?
3
1000 dm

j: 7,32 - 10 mol NaOH-t

tartalmaz, amely % 7,32- 10 mol = 3,66 - 10" mol H2SO4-val reagal.
A H2S0; oldat térfogata 10,0 cm® = 0,010 dm?, molaritisa

-4
CH2504 = M = 0’0366 M
0,010dm

(b) 1000 cm® 0,0366 M HSOs oldatban | 0,0366 ™1 | 98,0 -9 | 23,587 g HxSOs van,
dm? mol
m

100 cm?®-ben pedig 0,3587 g H2SO..
A H2S0O; oldat tehat 0,3587 vegyes%-0s.
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Keérdeések

crer

crer

indikator)?

Hogyan hatarozhato meg a kénsavoldat koncentracidja sav-bézis titraldssal? irja fel a reakcio
egyenletét. Metilnarancsot vagy fenolftaleint hasznalna-e az ekvivalenciapont jelzésére?

Rajzolja fel a HCl oldat NaOH oldattal vald titrdlasanak gorbéjét. Jeldlje meg az
ekvivalenciapontot és a hozza tartozo pH-értéket.

Gyakorlo feladatok

sziikséges 10,0 cm® 0,1204 M HCl semlegesitéséhez. Adja meg a NaOH oldat koncentraciojat
vegyes%-ban. (A NaOH moldris tomege 40,0 g/mol.)

2. Mennyi a molaritdsa annak a NaOH oldatnak, amelybdl 10,0 cm® -t 5,6 cm® 0,1564 M HCI
ko6zombosit? Hany mg NaOH-t tartalmaz 0,500 dm® NaOH oldat? (A NaOH molaris tdmege
40,0 g/mol.)

3. Egy ismeretlen H2SO4 oldat 5,0 cm?®-es részletének teljes reakciojahoz 12,5 cm®0,1684 M

crer

(A H2SO4 molaris tomege 98,0 g/mol.)
4. Szamitsa ki annak a H2SO4 oldatnak a molaritasat, amelybdl 22,0 cm® szlikséges 10,0 cm®

0,1246 M NaOH ko6zombdositésére. Milyen térfogatii oldatban van 1,0 g HoSO4? (A H2SO4
molaris tdomege 98,0 g/mol.)
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Gyakorlat
Datum:

crer

A titralt HCI oldat térfogata: 10,0 cm®
A titralt HCI oldat molaris koncentracioja: 0,1000 M

Titralas szama

1. 2.

Biirettaallas titralas elott (cm?®)

Biirettaallas titrlds utdn (cm®)

Fogyott NaOH térfogata (cm?®)

NaOH iétlagfogyas (cm?®)

Szamitas

A NaOH mérdoldat pontos koncentracidja: mol/dm?.
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e rer

Az ismeretlen H2SO4 oldat szama:
A titralt HoSOg4 térfogata:
A NaOH méréoldat koncentracioja (1. feladat):

Titralas szama

Biirettaallas titralas eldtt (cm?®)

Biirettaallas titralas utan (cm®)

Fogyott NaOH térfogata (cm?)

NaOH atlagfogyas (cm®)

Szamitas

A(z)  szamu kénsavoldat koncentracidja: mol/dm?®,

vegyes%.
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Gyenge savak titralasa

crer

crer

natrium-acetat anionhidrolizise miatt fenolftalein indikatort hasznalunk, amely a pH 8,3-10,0
tartomanyban szintelenrdl vorosre valtoztatja szinét. A fenolftalein a szénsavnal gyengébb
sav, ezért a levegd COz-jara igen érzékeny.

A kisérlet leirdsa

Pipettiazzon 10,0 cm?® ismeretlen koncentracioju ecetsavat Erlenmeyer-lombikba, adjon
hozza 2-3 csepp fenolftalein oldatot, majd razogatas kozben titralja halvanyrozsasziniire. A
titralas végpontjat a 15 masodpercig megmarado szin jelzi (hosszabb allas kdzben az indikator
a levegdbdl old6do CO2 hatasara elszintelenedik).
Szamitas

1 mol NaOH 1 mol (60,0 g) ecetsavval reagal az alabbi reakcidegyenlet szerint:

CH3COOH(aq) + NaOH(ag) — CH3COONa(aq) + H20(1)

Héarom titralas atlaga alapjan szamitsa ki, hany mg ecetsavat tartalmaz a titralt 10,0 cm?®

cres

2. feladat. Szabad sésav aciditas és dsszaciditas mérése gyomornedv-modellben
Az er0s és gyenge sav egymas melletti meghatarozasa azon alapszik, hogy az erds sav

------

------

szarmaz6 hidrogénionok egyesiilnek a hidroxidionokkal. A masodik ekvivalenciapont
jelzésére az anionhidrolizis miatt fenolftaleint hasznalunk (4tcsapdsi tartomanya: pH 8,3-10,0,
8. abra).

A gyomornedyv sésavat és gyenge savakat (savanyu foszfatokat, koros esetben tejsavat)
tartalmaz. A gyomornedv savtartalmat régebben a szabad soOsav aciditdssal és az
osszaciditassal jellemezték. A szabad sésav aciditas (mmol HCl/dm?) a 100 cm?
gyomornedvre a metilnarancs atcsapasaig fogyo 0,100 M NaOH cm?-einek szamaval adhat6
meg. Az dsszaciditdas (6sszes sav. mmol/dm®) megegyezik a 100 cm® gyomornedvre a
fenolftalein 4tcsapasaig fogyd 0,100 M NaOH cm?®-einek szaméval.
az 1 Ora alatt kivalasztott sésav mennyiségét hatarozzdk meg titralassal és adjak meg
mmol/ora egységben. Az éhgyomri szekrétum leszivdsa utan az egy Oran at folyamatosan
(vagy négyszer 15 percenként) gylijtott gyomornedv térfogatit lemérik és ennek részletét
(dltaldban 5 cm>-t) titraljak. El8szor az alapszekréciot (Basal Acid Output = BAO) hatarozzak
meg, majd — a sosavtermelés Pentagastrin injekcioval torténd stimuldlasa utan — mérik a
maximalis savszekréciot (Maximal Acid Output = MAO).
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A kisérlet leirdsa
Mérjen Erlenmeyer-lombikba 10,0 cm® gyomornedv-modellt (pipettaval), 1-2 csepp
metilnarancs indikatort és 2-3 csepp fenolftalein indikatort. Titrdlja kozelitéleg 0,1 M,

cre

szin megjelenéséig. Jegyezze fel a fogyott mérdoldat térfogatat, majd titralja tovabb a mintat a
fenolftalein halvanyvoros szinének megjelenéséig.

crer

mmol/dm3-ben.

Mintafeladatok
1. Egy ismeretlen ecetsavoldat 10,0 cm3-nek titralasakor 14,55 cm® 0,1025 M NaOH fogyott.

crer

10,0 cm® ecetsavoldatban? (Az ecetsav molaris tomege 60,0 g/mol.)
A reakci6 egyenlete

CH3COOH(aq) + NaOH(ag) — CH3COONa(aq) + H20(1)
A fogyott NaOH moljainak szdma

(14,55 3)(0,1025 mol
—  dm e

1000 Ldm? j =1,491- 107 mol,

amely 1,491-10°° mol ecetsavval reagal. Az ecetsavoldat térfogata 10,0 cm® = 0,010 dmd. Az
ecetsav molaritasa

1,491-10° mol
0,010dm?®
1 dm?® (= 1000 cm®) 0,1491 M ecetsav

=0,1491 M

(0,1491 moi j(60,0 Lj = 8,946 g ecetsavat tartalmaz.
dm mol

100 cm® oldatban tehat 0,8946 g ecetsav van. Az ecetsav koncentracioja 0,8946 vegyes%.

4
10 cm®0,1491 M ecetsav 081% 0 g = 89,46 mg ecetsavat tartalmaz.

2. 100 cm® gyomornedvet 0,1025 M NaOH-val titraltak metilnarancs és fenolftalein
jelenlétében. A biirettadllast a NaOH oldat hozzaadasa elétt és az indikatorok szinvaltozasakor az
alabbi tablazat tartalmazza. Szamitsa ki a minta szabad sésav aciditasat és 0sszaciditasat.

Biirettaallas titralas el6tt 0,15 cm?®
Biirettadllas a metilnarancs atcsapasakor 3,80 cm?®
Biirettaallas a fenolftalein atcsapasakor 9,25 cm?
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A HCI semlegesitésére 3,80 cm3-0,15 cm® = 3,65 cm® NaOH fogyott. A reagilt NaOH
moljainak szama

(3,65 3j(0,1025mol

dm® | ——

1000 Ldmy? j =3,74 - 10 mol,

amely 3,74-10"* mol HCI-t semlegesitett. A savoldat térfogata 10,0 cm® = 0,010 dm? volt.
Az oldat szabad sosav aciditasa

3,74-10* mol (1000 mmol
0,010dm? 1mol

) =37,4 mmol/dm3.

Az erds és gyenge savat semlegesitd NaOH térfogata 9,25 cm®- 0,15 cm® = 9,10 cm?, benne

(9,10 3j(0,1025 mol
dm® | ————

1000 T j = 9,33 :10"* mol NaOH volt,
m

amely 9,33-10"* mol 6sszes savat semlegesitett. Mivel a savoldat térfogata 0,010 dm?® volt, az
oldat 6sszaciditasa

(9,33~10"‘mo|}(1000 mmol

. j =93,3 mmol/dm3.
0,010dm 1mol

Keérdeések

Hogyan hatarozhaté meg egy vizes ecetsavoldat koncentracidja sav-bazis titralassal? (a) Irja
fel a reakcio egyenletét. (b) Milyen indikatorral jelezné az ekvivalenciapontot?

Hogyan hatarozhatd meg erds sav és gyenge sav koncentracidja egymas mellett?
Mit értiink a gyomornedv szabad sosav aciditdsan és Osszaciditasan?
Mit ad meg a gyomor alap és maximalis savszekrécioja (a BAO és a MAO)?

Rajzolja fel az ecetsav NaOH oldattal val¢ titralasdnak gorbéjét. Jeldlje meg a jellegzetes
pontokat.
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Gyakorlo feladatok

1. 5,0 cm? ecetsavoldat semlegesitésé¢hez 22,5 cm® 0,250 M NaOH sziikséges. Szamitsa ki az

crer

5,0 cm® oldat? (Az ecetsav molaris tomege 60,0 g/mol.)

2. 5,0 cm?® ecetsavoldatot 45,0 cm?® vizzel 50,0 cm®-re higitottunk. A higitott oldat 10,0 cm3-ét
titralva 5,2 cm® 0,145 M NaOH fogyott. Mennyi az eredeti ecetsavoldat molaritasa? Hany mg
ecetsav van 5,0 cm® eredeti oldatban? (Az ecetsav molaris tomege 60,0 g/mol.)

3. Egy sosavat és ecetsavat tartalmazo oldat 10,0 cm®-ét metilnarancs és fenolftalein
jelenlétében 0,148 M NaOH-val titraltunk. 8,5 cm® NaOH hozzaadasakor a metilnarancs
hagymaszinii lett. A fenolftalein atcsapasakor 12,5 cm® NaOH fogyott (a titralas kezdetétsl

crer

egységben. (A HCI molaris tomege 36,5 g/mol. Az ecetsav molaris tomege 60,0 g/mol.)

4. 100,0 cm? ecetsavoldatot és 200,0 cm? sésavoldatot elegyitve 300,0 cm? oldatot kaptunk,
melynek 15,0 cm®-ét 0,1520 M NaOH-val titraltuk (Id. el6z6 feladat). A metilnarancs
atcsapasakor 8,0 cm®, a fenolftalein vords szinének megjelenésekor a titralas kezdetétdl mérve
14,2 cm® NaOH fogyott. Szamitsa ki a sosav és az ecetsav molaris koncentraciojit az
elegyben és az eredeti oldatokban. (A HCI molaris tomege 36,5 g/mol. Az ecetsav molaris

tomege 60,0 g/mol.)
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Gyakorlat

Datum:

crer

Az ismeretlen ecetsavoldat szama:
A titralt ecetsav térfogata:
A NaOH mérdoldat koncentracioja:

Titralds szdma
1. 2.

Biirettallas titralas elott (cm®)

Biirettaallas titralas utan (cm®)

NaOH fogyas (cm?)

NaOH atlagfogyas (cm®)
Szdmitas
10,0 cm® szamu ecetsavoldat mg ecetsavat tartalmaz.
Koncentracidja vegyes%, ill. mol/dm?.
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2. feladat. Szabad sosav aciditas és dsszaciditas mérése gyomornedv-modellben

A gyomornedv-modell szama:
A titralt minta térfogata:
A NaOH mérdoldat koncentracioja:

Titralas szama

Biirettaallas titralas eldtt (cm?®)

Biirettadllds a metilnarancs atcsapasakor (cm?®)

Biirettaallas a fenolftalein 4tcsapasakor (cm?®)

Az erds savra fogyott NaOH térfogata (cm®)

Az bsszes savra fogyott NaOH térfogata (cm®)

Az er0s savra fogyott NaOH atlagos térfogata
(cm°)

Az Osszes savra fogyott NaOH atlagos térfogata
(cm°)

Szamitas

A(z) szamu gyomornedv szabad sésav aciditasa:

Osszaciditasa:
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Redoxititralasok

A redoxititralasok soran redukaldszereket oxidaldé mérdoldatokkal, oxidaldoszereket
pedig redukalé mérdoldatokkal hatarozunk meg. A lejatszodd folyamat a két redoxirendszer
kozott végbemend elektronatadas:

0X1 + nee — red;"®
red,"® —— 0Xx, + ne-

0X1 + red," —— red;™ + ox»

Ha a két redoxirendszer standard redoxipotencidlja eléggé kiilonbozik, akkor a
folyamat egyensulyi allanddjanak értéke nagy, és a nagyobb standardpotencidlti rendszer
teljesen oxidalja a kisebb standardpotencialt rendszert. A titralas soran az oldat aktualis
redoxipotencidlja allandéan valtozik, mivel valtozik az oxidalt és redukalt formak
koncentracidardnya. Az ekvivalenciapont kornyékén a valtozas ugrasszerli. A redoxipotencial
valtozasat a 9. abra mutatja.

17 ¢~
16
15 F
14 |-
13 |
12 - J» Ekvivalenciapont
11 F
10 |
09 |-
08
o7

0.6—/A"""lllj
60 80 100 120 140

A titralas %-a

Redoxipotencial (V)

9. abra. A redoxipotencial valtozdsa egy tipikus redoxititralas sordan
Redukaloszer titraldasa oxidaloszer mérdoldataval.
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Ha a mérdoldat oxidalt alakja szines, redukalt alakja pedig szintelen, akkor a titralas
végpontjat jelezheti a mérdoldat elsé csepp feleslege (permanganometria). A jod keletkezése
vagy elhasznalddasa keményitdvel vald érzékeny szinreakcidjaval jelezhetd (jodometria). Az
un. irreverzibilis redoxiindikatorok olyan szerves festékek, amelyeket az oxidaldszer igen kis
feleslege elroncsol és elszintelenit. A reverzibilis redoxiindikatorok olyan reverzibilis
redoxirendszereknek tekinthetok, amelyeknek oxidalt és redukalt formdja eltérd szini, és
standardpotencialjuk megfelel a titralt rendszer ekvivalenciapontjanak kozelében fellépd
potencialvaltozasnak. A redoxititralasok koziil a jodometrias ¢&s bromatometrias
modszerekkel ismerkediink meg.

Jodometrias titralasok

A jodometria oxidalé- és redukaldszerek meghatirozasat egyarant lehetévé teszi,
mivel az alabbi redoxirendszer standardpotencialja kozepes nagysagu:

+2e — 21~ °=+0,62V

A mérések egy részében joddal oxidalnak kisebb standardpotencialt redoxirendszereket, és a
foloslegben hasznalt jod at nem alakult részét mérik vissza. A meghatarozdsok masik
csoportjaban jodidionokkal redukalnak nagyobb standardpotencialt redoxirendszereket, és a
keletkezd jod mennyiségét hatarozzak meg.

A jod meghatarozasa natrium-tioszulfat mérdoldattal torténik:

2 Na2S203 + |2 — 2 Nal + Na2S406

natrium-tioszulfat natrium-tetrationat

A jodometria indikatora a keményitd, amely joddal kék szinli zarvanyvegyiiletet
képez.

crer

A natrium-tioszulfat oldat koncentracioja allas kozben valtozik, mivel a vizben oldott
natrium-tioszulfat szén-dioxiddal €s oxigénnel 1ép reakcidba €s részben atalakul.

crer

A natrium-tioszulfat oldat pontos koncentracidjat ismert mennyiségli joddal
reagaltatva hatarozzuk meg, amelyet a legegyszeriibben szamitott mennyiségii KIOs-tal
szabadithatunk fel KI-bol savas kozegben:

KIO3+5KI+6 HCl - 3 I + 3H20 + 6 KCI
A reakci6 ionegyenlete
05 +51"+6H"—>31,+3H0

A felszabadul6 jodot Na2S203 oldattal titraljuk:
2 NaxS;03 + 12 — 2 Nal + Na2S40e
A fenti reakcio nettd ionegyenlete

25,037 + 1o —> 21 ™+ S406>”
Az Osszevont egyenlet

KIO3 + 5 Kl + 6 HCI + 6 Na2S203 — 6 KCI + 6 Nal + 3 NaxS406 + 3 H20,
amely ionos formaban a kovetkezo:
03" +51 +6H"*+6S,032 — 61 +3 S406> + 3 H0
1 mol 103™ tehat 6 mol S03%" ionnal reagal.
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A kisérlet leirdsa

Mérjen Erlenmeyer-lombikba 10,0 cm® 1/600 M KOs oldatot (pipettaval), 5-6 cm?®
1%-os HCI oldatot (mérShengerrel) és 5 cm® 5%-0s Kl oldatot (egy masik méréhengerrel). A
lombikban jod szabadul fel, melynek mennyiségét a KIO3 mennyisége szabja meg, mivel a KI
¢s a HCI foloslegben van. A felszabaduld jod a foloslegben 1évé Kl-dal barna szinii
komplexet alkot (Lugol oldat).

A felszabadult jodot titralja halvanysarga szinig a kozelitéleg 0,01 mol/dm® natrium-
tioszulfat oldattal. Ekkor adjon hozzd néhany csepp 1%-o0s keményitd oldatot, ¢€s titralja
tovabb a kék szin eltiinéséig. Jegyezze fel a kék szin eltiinéséhez sziikséges natrium-tioszulfat
térfogatat. Végezzen harom parhuzamos titralast.

Szamitas
10 cm?® 1/600 M KO3 oldatban levé KIOs moljainak szama:

1mol 10,0 , , 1
5 dm® |=———mo
600dm* )\ 1000 60000
Az bsszevont reakcidegyenlet alapjan a KIOs és a Na2S,03 molaranya 1:6. Igy a KIOz-bol
felszabadulo jod

(L mot K10, || 8MINaz5:04 1 5501 mo
60000 1mol K10,
natrium-tioszulfattal 1ép reakcioba.

Ha a natrium-tioszulfat atlagfogyasa V cm?®, akkor koncentracioja:
0,0001mol } 1  mol
0,001vdm® ) 10V dm®

CNaz2S203 = (

erer

A meghatarozas az etanol kalium-dikromattal (K2Cr.O7) val6 kvantitativ oxidacidjan
alapul. A kélium-dikromat savas kozegben - redukaloszer jelenlétében - 3 oxigénatom
felszabaditasa kozben oxidal:

K2Cro07 + 4 H2SO4 —> Cra(SO4)s + K2SO4 + 4 H20 + 3 °0”
kalium-dikromat krom(I1I)-szulfat

A kalium-dikromat az etil-alkoholt ecetsavva oxidalja:
CH3CH20H + 2 ’O’ (kalium-dikromatbol) — CH3-COOH + H20

Az oxidaciot a kdlium-dikromat feleslegével végezziik. A reakcio lejatszodasa utan az
oldathoz kalium-jodidot adunk, amelybdl a nem reagalt kalium-dikromat jodot szabadit fel:

2KI+’0’ + H2SO4 — 12 + K2SO4 + H20
A felszabadulo jodot natrium-tioszulfattal titraljuk:
2 NazS203 + 12 — 2 Nal + Na2S406
Az etanol oxidalasanak 6sszevont egyenlete:
4 KoCr07 + 22 H2SO4 + 3 CH3CH20H + 12 KI + 12 NaxS03 —
— 4 Crz(S04)3 + 3 CH3-COOH + 25 H20 + 10 K2SO4 + 12 Nal + 6 Na2S406
1 mol etanol tehat 4 mol NazS20s-tal egyenértékii (3:12 molarany).
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Vakprobat is kell késziteni, hogy meghatarozzuk az 0Osszes kalium-dikromattal
felszabadithatd jod mennyiségét, ill. az erre fogyd natrium-tioszulfdit mennyiségét. A
vakprobaban és az etanolos probaban felszabaduld jod titralasahoz sziikséges natrium-
tioszulfat oldatok térfogatanak kiilonbségébdl szamithato ki az oxidalt etanol mennyisége. A
fenti reakciokon alapul a Widmark-féle véralkohol meghatarozas. A  véralkohol

crer

A kisérlet leirdsa

Mérjen zarhaté reagenscsébe 0,100 cm?® ismeretlen etanol oldatot (mikropipettaval) és
1,0 cm® koncentralt H2SOg4-ban oldott 0,25%-0s K:Cr.O7 oldatot (automata pipettaval).
Keverje 0ssze és tartsa 80°C-on 30 percig, majd hiitse le csapviz alatt.

Mérjen 5 cm?® desztillalt vizet Erlenmeyer-lombikba, dntse hozzi a reakcidelegyet és
mossa utana a reagenscsovet haromszor. Adjon hozza 2.5 cm® 5%-0s Kl oldatot (osztott
(kozelitéleg 0,01 mol/dm?3-es) Na2S,03 mérdoldattal keményité indikator jelenlétében.

A vakprébdhoz mérjen Erlenmeyer-lombikba 10 cm?® desztillalt vizet, 1,0 cm?®

kénsavas K,Cr,O7-t (automata pipettaval) és 2,5 cm® 5%-os KI oldatot. Titralja meg a
felszabadult jodot a kozelitdleg 0,01 mol/dm® Na;S,03 mérdoldattal keményité indikator
jelenlétében.

A vakproba ¢és az ismeretlen mérésekor kapott fogyasok kiilonbségébdl szamitsa ki a
vizsgalt minta etanoltartalmat %o-ben, azaz mg/cm3-ben. Az etanol molaris tomege: 46,1
g/mol.

Szamitas

Legyen a NayS,03 koncentracidja ¢ mol/dm® és V = Vyak - Vminta @ vakprobéra és a

mintara fogyott Na2S,03 térfogatanak kiilonbsége. V ecm® Na,S;03-ban a Na;S20s moéljainak

szama
¢ mol \Y/ s cV
7 | ====dm” | = —— mol.
1dm* )\ 1000 1000

. . . cV
Mivel az etanol és Na2S203 molaranya az dsszevont reakcidegyenlet alapjan 1:4, 1000 mol

cV
NaS20
2273 1000

mol etanollal egyenértékdi.

Az etanol tdmege mg-ban

( cV mol](%;g j[lOOOmg }115 Vg,

4000 1mol 1g
Mivel az oldat térfogata 0,100 cm®, a minta etanolkoncentracioja:
_11,5¢cvVmg _ 3
Cetanol = W =115 cV mg/cm
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Mintafeladatok

1. Egy ismeretlen Na;S,0s3 oldatbol 7,1 cm?® fogyott az 5,0 cm® 1/600 M KIOs oldatbdl
feleslegben vett kalium-jodiddal és sosavval felszabaditott jod titralasakor. Szémitsa ki a

crer

5,0 cm?® 1/600 M KO3 oldatban a moljainak szama

1mol 50 3 5
5 dm® | = mo
600dm*~ A\ 1000 600000

Mivel 1 mol KIO3 6 mol Na2S203-mal egyenértéki (1. feladat), ﬁ mol K103

> 6 =5 10®° mol Na,S203 reagal. A Na,S203 oldat térfogata 7,1 cm® = 7,1.10 dm®.
600000
A Na2S203 molaritasa
5-107° mol
CNa2s203 = P S—y = 0,007 M
7,1-107dm

crer

1,0 cm® kalium-dikromat-kénsav reagenssel oxidaltak. Az oxidalészert feleslegben
alkalmaztdk. Az oxiddloszer maradékanak meghatirozasa céljabol KI hozzaadasaval jodot
szabaditottak fel, amelyet 0,010 M Na2S;03 oldattal titréltak. A végpont eléréséhez 3,50 cm?
0,010 M NazS203 hozz4adasara volt sziikség.

Egy fiiggetlen reakcioban jodidionokat oxidaltak 1,0 cm®kélium-dikromét-kénsav reagenssel.
A felszabadult jod titralasakor 5,10 cm® 0,010 M NazS,03 oldat fogyott. Szamitsa ki az etanol

crer

Vvak = 5,10 Cm3
Vminta = 3,50 cm3

Az etanol mennyiségének megfelelé 0,010 M Na2S203 térfogata V= Vvak - Vminta
V =5,10 cm® - 3,50 cm® = 1,60 cm®
A Na;S;03 méljainak szdama 1,60 cm® 0,010 M NazS,03 oldatban

L8 4 (0,010 ™) = 16105 mol.
1000 dm

Mivel 1 mol etanol 4 mol Na»S>0z-mal ekvivalens (2. feladat), 1 mol Na2S203 % mol

1,6-10"°

etanolnak, 1,6-10° mol NazS;03 pedig mol = 4.10° mol etanolnak felel meg.

Ennek tomege
(4-10° mol )| 2219 |= 184.10 g = 0,184 m.
1 mol

Mivel az etanol oldat térfogata 0,100 cm®, koncentracija

0,184 mg
0,100 cm®

Cetanol =

= 1,84 mg/cm?®
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Kérdések
Mire hasznalhat6 az I2 /2]~ redoxirendszer a jodometriaban?

Hogyan hatarozhaté meg a jod koncentracioja? Irja fel az egyenletet.
Hogyan detektalhat6 az ekvivalenciapont a jodometridban?

Réviden ismertesse az etanolmeghatarozés elvét. irja fel a reakcidegyenleteket.

Gyakorlo feladatok

1. Egy NazS,03 oldat koncentraciojat joddal hataroztak meg, amelyet 5,0 cm® 0,004 M KIO3
oldatbol szabaditottak fel foloslegben adott KI és HCI segitségével. A jod titralasa soran 21,6
cm?® NazS20s oldat hozzaadasa utan tiint el a jod-keményité komplex kék szine. Szamitsa ki a
Na2S203 oldat molaritasat.

crcr

fogyott 10,0 mg kalium-jodatbodl feleslegben vett kalium-jodiddal és sosavval felszabaditott
jod titralasakor. (A KIO3 molaris tomege 214,0 g/mol.)

3. 0,25 cm?® oldatban levd etanolt kalium-dikromét-kénsav reagenssel oxidaltak (2. feladat).
Az oxidaloszer maradékaval felszabaditott jod teljes reakcidjahoz 2,6 cm® 0,050 M Na2S;03
volt sziikséges. A vakprobara 5,1 ecm® 0,050 M NazS;0s fogyott. Szamitsa ki az etanol

crer

molaris tomege 46,1 g/mol.)
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Gyakorlat
Datum:

crer

A titralt KIO3 oldat koncentracidja: 1/600 M
térfogata: 10,0 cm?®

Titralas szama

1. 2.

Biirettaallas titralas elott (cm?®)

Biirettaallas titrlds utdn (cm®)

Na2S,03 fogyas (cm®)

Na,S,0; atlagfogyas (cm?)

Szamitas

A Na2S>03 pontos koncentracidja: mol/dm?®,
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crer

Az ismeretlen etanol oldat szdma:
A NazS203 méréoldat koncentracidja az 1. feladat alapjan:

Titralas

Vak Minta

Biirettaallas titralas elott (cm®)

Biirettallas titralas utan (cm®)

Na2S,03 fogyas (cm®)

Vak-minta (cm®)

Szamitas

A(z) szdmu etanol oldat koncentracidja: mg/cm? (%o).
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Bromatometrias titralasok

A bromatometrias titralasok soran KBrOsz mérdoldatot vagy kozvetlen oxidaciora
hasznalunk, vagy visszaméréses titralasok soran alkalmazzuk. A bromation redukaloszerek
hatasara bromidionna redukalodik

BrO, +6H"+6e” > Br~ +3H0 fed =+ 1,42V

Ha a minta oldata erésen savas ¢és nagymennyiségii bromidot tartalmaz, akkor az
oxidaciét a KBrOs mérdoldatbol felszabaduld brém végzi:

BrO,+5Br  +6H"— 3Br2+3H20

A titralas végpontjat elérve a KBrOs els6 csepp feleslege hatasara felszabaduld brom egy
alkalmas  redoxi-indikator  szinvaltozasaval vagy egy azofesték irreverzibilis
elszintelenedésével érzékenyen detektalhato.

A visszaméréses titralasokat elsdsorban szerves vegyliletek meghatarozasara
hasznaljak. A KBrOgs oldattal foloslegben felszabaditott brom hataséra a vegyiilet oxidacioja,
addicioja vagy szubsztiticioja jatszodik le. A brom feleslegét altaldban jodometris
modszerrel mérik vissza.

1. feladat. Zsiradékok jodbromszamanak meghatarozasa
A zsirok és olajok telitetlenzsirsav-tartalmukkal ardnyos mennyiségii halogént képesek
addiciondlni. Az olajsav brémaddicidja pl. a kdvetkezd egyenlet szerint jatszodik le:

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH)7-COOH + Br, —»> CH3—(CH2)7-C|H-C|H-(CH2)7-COOH
Br Br

A zsiradékok telitetlenségének mértékét a jodbromszam fejezi ki, amely megadja a 100 g
vizsgalati anyag altal addicionalt brommal egyenértékii jod mennyiségét grammokban
kifejezve.

A broémot savas kdzegben a bromat- és bromidionok reakciojaval szabaditjuk fel:

BrO, +5Br~ +6 H"— 3Br2+3 H20

A szubsztiticios reakciok visszaszoritasara a halogénezést sotétben, szobahdmérsékleten és
meghatarozott ideig kell végezni. Mivel a vizsgalati anyag vizben nem oldodik, a bromozas a
vizes fazis alatt elhelyezkedd kloroformos vagy szén-tetrakloridos fazisban jatszodik le. A
bromfolosleget az addicio lejatszodasa utdn a vizes fazisban jodometridsan meérjik, a
reakciokeverékhez adott KI-bol szabadda valt jod titralasaval.

A vakprdobaval a bromozésra hasznalt 6sszes brom, ill. az ezzel egyenértékli jod mennyisége
hatarozhat6 meg:

Bro+21™ > 1L+2Br~
I + 2 Na2S203 — 2 Nal + NaxS40s6

A vakpréba és a bromozas utdn megmaradt bromfelesleg kiilonbsége adja meg az
addicidhoz elhaszndlodott halogén mennyiségét, amelyet I g-okban fejeziink ki 100 g
vizsgalati mintara vonatkoztatva.
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A kisérlet leirdsa
A mintaoldatok CCls-dal vagy CHClz-mal higitott természetes olajok vagy zsirok. A
higitas mértéke a mintat tartalmazo iivegen fel van tiintetve.

Mérje jol zard, 100 cm®-es iivegdugds Erlenmeyer-lombikba az alabbi anyagokat:
1,0 cm? higitott étolaj (automata pipettaval),
4 cm® CCl4 vagy CHClI3 (mérdhengerrel),
10 cm® 0,0021 M KBrOgz (pipettaval),
2,5 cm? 0,8%-0s KBr (méréhengerrel) és
5 cm?® 1%-o0s HCI (méréhengerrel).

A lombikot a HCI bemérése utan megnedvesitett iivegdugdval gyorsan dugja be, majd alapos
Osszerazas utan fél oran at sotét helyen hagyja allni. Kdzben az dsszerazast kétszer-haromszor
ismételje meg. Ezutan pipettizzon a lombikba 2,5 cm® 5%-0s Kl-t, razza ssze és a kivalt
jodot 0,010 M Na»S»03 oldattal titralja meg keményitd indikator jelenlétében. A tioszulfatot
kis részletekben adagolja, minden adag utdn alaposan rédzza Ossze a lombikot, hogy a szén-
tetrakloridos vagy kloroformos fazisban 1€v6 jod a vizes fazisba keriilve reakcioba Iépjen.

A vakproba (amely a vizsgalati minta helyett 1 cm® CCls-ot vagy CHCls-ot tartalmaz)
osszemérés utan 2,5 cm® 5% Kl és keményité indikator hozzaadasat kovetéen azonnal
titralhat6 anélkiil, hogy sotétben tartana.

A meghatarozas befejezése utin a szerves oldészert (CCls-ot vagy CHCls-ot)
tartalmazod anyagot kiilon erre a célra szolgalé edénybe gytijtse Ossze, ne ontse a lefolyoba!

Szamitas
1 mol |2 (molaris tomege: 253,8 g/mol) 2 mol Na»S,0s-tal reagal.
1,0 dm® 0,010 M NazS,03 0,010 mol NazS,0s-ot tartalmaz, tehat 1,0 cm3-ben 0,00001 mol
Na>S203 van.
0,00001 mol NazS,03 5-10°° mol I,-dal reagal, amelynek tomege

. 25389 ) _ _
(5-10° mol] =222 |= 0,00127 g = 1,27 mg
1 mol

1,0 cm® 0,010 M NazS,0s tehat 1,27 mg lo-dal ekvivalens.

A vizsgalt minta higitdsdnak figyelembevételével szdmitsa ki, hany g joddal egyenértékii
brémot addiciondl a minta 100 g-nyi mennyisége. A zsiradék kloroformos vagy szén-
tetrakloridos oldatanak stirtisége kozelitleg 1 g/cm?.

Néhany zsiradék jodbromszama
csukamajolaj 140-170
disznozsir 50-65
lenolaj 160-190
napraforgoolaj 122-135
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Mintafeladat

1,0 g olajat kloroformban oldva 200,0 cm? oldatot kaptunk, amelybdl 1,0 cm®-t hasznéltunk az
olaj jodbroémszdmanak meghatarozdsara. Az addicié utdn megmaradé brém a jodidionokat
jodda oxidalta. A jod teljes reakciojahoz 5,1 cm® 0,010 M NazS;03 volt sziikséges. A
vakprobara, melyet 1,0 cm® CHCls-mal készitettiink 1,0 cm?® olaj helyett, 10,3 cm® 0,010 M
Na>S203 fogyott. Szamitsa ki az olaj jodbrémszamat.

A 200-szoros higitasti olajminta 1,0 cm3-nyi részlete altal addiciondlt brommal egyenértékii
jod

V = Vvak — Vminta = 10,3 cmd — 51 cmd = 5,2 cm®
0,010 M NazS203-tal reagal.

1,0 cm® 0,010 M NazS:03 1,27 mg lp-dal reagal (1. feladat, szdamitds), igy 5,2 cm® 0,010 M
Na>S203 5,2 -1,27 mg = 6,60 mg joddal Iép reakcidba.

1,0 cm® 200-szoros higitasu olaj 1/200 g higitatlan olajat tartalmaz, amely 6,60 mg = 0,0066g
joddal egyenértékili bromot addicionalt. 1 g higitatlan olaj tehat 200-0,0066 g = 1,32 g, 100 g

higitatlan olaj pedig 100- 1,32 g =132 g joddal egyenértékii bromot vett fel.
Az olaj jodbrémszama 132.

Kérdések
Mit értiink a zsirok és olajok jodbrémszdman?
Hogyan hatrozhaté meg a zsirok és olajok jodbromszama? irja fel az egyenleteket.

Miért kell vakprobat is késziteni?

Gyakorlo feladatok

1. 1,0 g olajat CHCls-ban oldva 16,0 cm?® oldatot kaptunk és 1,0 cm® oldatot az olaj
jodbromszamanak meghatarozasara hasznéaltunk. Az addicidhoz f6ldslegben allitottunk eld
bromot 0,017 M KBrOz-bol foloslegben alkalmazott KBr és HCI segitségével. A brém
maradéka altal jodidionokbol felszabaditott jod teljes reakcidjahoz 3,5 cm® 0,100 M NazS;03
volt sziikséges. A vakmintdra 10,1 cm® 0,100 M NayS;0s fogyott. Szamitsa ki az eredeti
olajminta jodbromszamat.

2. 2,0 cm® 10-szeres higitdsti mintat hasznalva meghataroztuk egy olaj jodbromszamat. A
bromot foloslegben allitottuk elé 10,0 cm® 0,050 M KBrOs oldatbol KBr és HCI
hozzaadasaval. A nem reagalt brom jodidionokbol annyi jodot szabaditott fel, amely 2,5 cm?®
0,305 M NazS203 oldattal 1épett maradéktalanul reakcioba. A vakmintara 10,1 cm® 0,305 M
Na>S203 fogyott. Szamitsa ki az eredeti (higitatlan) minta jodbromszamat.
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Gyakorlat
Datum:

1. feladat. Zsiradékok jodbromszamdanak meghatdrozasa

A zsiradékminta szdma:

Az eredeti minta higitdsdnak mértéke:
A minta térfogata:

A NazS>,03 mérdoldat koncentracioja:

Titralas

Vak Minta

Biirettaallds titralas elétt (cm®)

Biirettaallas titrlds utdn (cm®)

Méréoldat fogyas (cm?)

Vak-minta (cm®)

Szamitas

A(z) szdmu minta jodbromszama:
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Komplexometrias titralasok

A fémionok komplexometrids meghatdrozdsdnak feltétele, hogy a fémion a
komplexképzd vegyiilettel nagy stabilitdsi komplexet képezzen, a keletkezett komplex
sztochiometrids Osszetételii legyen, a titralas végpontjat jol lehessen észlelni és a reakcio
gyorsan jatszodjék le.

Gyakran alkalmazott komplexképz6 az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA):

HOOC —CH; H,— COOH
N —CH2 —CH; —N

HOOC —CHz H, — COOH

Az EDTA dinatriumsé kiilonb6zé neveken keriil kereskedelmi forgalomba (Komplexon-Ill,
Selecton By) és a legtobb két- és haromértéki fémionnal 1:1 aranyd, nagy stabilitasu
kelatkomplexet képez, igy a Ca?* ionnal is:

Ca?*+ EDTA — Ca®*-EDTA
A keletkezett komplex szerkezetét a 10. abra mutatja be.

10. abra. A Ca®*-EDTA keldatkomplex térbeli szerkezete
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Egy fémion EDTA-val torténd titrdlasa sordan a fémion-koncentracid csokken, az
ckvivalenciapont kdrnyezetében a csokkenés ugrasszerii (/1. dabra).

102}

108}

0 Ekvivalenciapont
10—10

Szabad fémion
koncentracié (M)

14

| | | |
50 100 150 200
A titralas %-a

crer

A komplexometrids titralasok végpontjanak észlelése Uin. fémindikatorokkal torténik.
Ezek olyan szerves vegyiiletek, amelyek a mérendd fémionnal eredeti sziniiktdl eltérd szint
kelatkomplexet képeznek. A 1étrejovd fémion-indikator-komplex kisebb stabilitast, mint a
fémion-EDTA-komplex. Pl. a kalciumionok mennyiségi meghatarozdsanal a végpont
észlelésére murexid indikatort hasznalunk. Ennek miikddése a kovetkezd egyenlettel irhato le:

Ca?*-murexid + EDTA — Ca?*-EDTA + murexid

voros komplex szintelen kékesibolya
komplex indikéator

A titralas soran a Ca?* feleslegben van, és ennek kovetkeztében a Ca?" az EDTA-val és
a murexiddel is komplexet képez. Amikor csdkken a szabad Ca?" koncentracidja, az EDTA
megbontja a Ca?*-murexid-komplexet, és igy a titralas végén a felszabadult indikator lila

szine jelenik meg. A titralas végpontjat tehat a szabad indikator szinallandosaga jelzi.
A murexid indikator egy gyenge sav sdja, ammonium-purpureat:

H H
\ ° < <
o=< N / >=O NH?
N N\
g ©° 0 Yy
Szinét a pH is befolyasolja.
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Hasonlo elven miikddik a Mg?* meghatarozdsa soran hasznalt eriokromfekete-T
indikator is.
Mg?*-eriokromfekete-T + EDTA — Mg?*-EDTA + eriokromfekete-T

ciklamenszini szintelen kék

Az eriokromfekete-T azofesték: 1-(1-hidroxi-2-naftilazo)-6-nitro-2-naftol-4-szulfonsav.

OH OH

0,S N=

0,N

1. feladat. Kalciumionok meghatdrozasa

Mérjen Erlenmeyer-lombikba 10,0 cm?® ismeretlen koncentraciju Ca?* oldatot
(pipettaval), 2 cm® 10%-0s NaOH-t (mérShengerrel) és 5 csepp murexid indikatort. A
keletkezO vords oldatot titralja 0,020 M EDTA oldattal az indikator lila szinének
megmaradasaig. Ismételje meg a titralast még kétszer.

Szamitsa ki, hogy 1 cm® 0,020 M EDTA oldat hany mg Ca®*-nak felel meg. A Ca?* és
az EDTA 1:1 molaranyban reagal, a Ca molaris tomege 40,1 g/mol. Az atlagfogyasbdl adja

meg, hany mg Ca®*-ot tartalmaz az oldat 100 cm3-e. Adja meg az oldat Ca®*-koncentraciojat
mol/dm?3-ben is.

2. feladat. Kalcium- és magnéziumionok meghatarozasa egymas mellett

A Ca?" és Mg®" egymas melletti titralasat tobb tényezd teszi lehetévé. Az EDTA
stabilabb komplexet képez a kalciumionokkal, mint a magnéziumionokkal. Ha a pH értéke
12-nél nagyobb, csak a kalciumionok Iépnek reakcioba az EDTA-val, a magnéziumionok
ilyen magas pH értéken rosszul oldodo, nem disszocidldé Mg(OH)z-ot alkotnak. A végpont
jelzéséhez kiilonb6z6 indikatorokat haszndlunk a kétféle fémion titralasa soran.

Elészor murexid indikator jelenlétében a kalciumionokat titraljuk pH 12 folott. A
reakcidelegy megsavanyitasa utan (ami a murexid indikator elbomlasat eredményezi és enyhe
melegitéssel gyorsithaté), eriokromfekete-T indikator jelenlétében a Mg?* titralhatd
NH3/NH4Cl1 pufferben, pH 10 értéknél.

A kisérlet leirdsa

Mérjen Erlenmeyer-lombikba 10,0 cm?® ismeretlen koncentracioji CaCl, + MgCl»
oldatot, 2 cm® 10%-0s NaOH-t (méréhengerrel) és 5 csepp murexid indikatort. Az elegyet
titralja 0,020 M EDTA mérdoldattal vorosbol lildba torténd szinatcsapasig. Ezutan adjon
hozza 3 cm® 5 M HCI-t (ekkor a murexid elszintelenedik), 10 cm® 5%-os amméniaoldatot
(mérShengerrel) és 5 csepp eriokromfekete-T indikatort. Titralja tovabb a magnéziumionokat
0,020 M EDTA oldattal, amig az eriokromfekete-T ciklamenszinbdl azurkék szinbe csap at.
Végezzen harom parhuzamos titralést.

Szamitsa ki, hogy 1 cm® 0,020 M EDTA oldat hiny mg Mg?*-nak felel meg. A Mg?*
¢s az EDTA 1:1 molaranya komplexet képez, a Mg molaris tomege 24,3 g/mol. Adja meg az
ismeretlen oldat Ca?* és Mg?*-tartalmat mg/100 cm3-ben, valamint mol/dm3-ben.
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3. feladat. 4 viz kalcium- és magnézium-tartalmanak (6sszes keménységének) meghatarozasa

A természetes vizek keménységét els6sorban a benniik oldott kalcium- ¢és
magnéziumionok okozzdk. A fenti un. ,,0sszes keménység” két részre bonthatd. A valtozo
keménységet - amely forralassal megsziintetheto - a fémek hidrogén-karbonatjai okozzak, mig
az alland6 keménység a kalcium- és magnézium egyéb, vizben old6do soéinak (klorid, szulfat)
tulajdonithato.

A viz keménységét keménységi fokokban fejezziik ki. Egy német keménységi foku az
olyan viz, amelynek 100 cm®-e 1 mg CaO-val egyenértékii Ca- és Mg-sot tartalmaz.

A vizben oldott Ca- és Mg-sOk egyiittes meghatarozdsa EDTA-val torténik
eriokromfekete-T indikator jelenlétében.

A kisérlet leirdsa

Mérjen 50,0 cm?® vizsgalandé vizet Erlenmeyer-lombikba. A hidrogén-karbonatok
elbontasara adjon hozza 0,100 M HCI-t, éspedig 0,5 cm3-rel tobbet, mint amennyi a viz fél-
lugossaganak megfelel (a viz ligossagan az 1 dm® viz kozombositéséhez sziikséges 1 M HCl
cm?®-einek szamat értjiik, ami megegyezik a 100 cm? vizet semlegesité 0,1 M HCl ecm®-einek
szamaval). Forralja a vizet a képzddd szén-dioxid eltavolitasdig, majd hiitse le 50°C-ra.
Ezutan adjon hozza 2 cm® NHs/NH4Cl puffert (6sszetétele: 12% NHs, 7% NH4Cl, pH 10) és 6
csepp eriokromfekete-T indikatort. Titralja 0,020 M EDTA mérdoldattal az indikéator
ciklamenbdl azurkékbe torténd szinatcsapasaig. Harom parhuzamos titralast végezzen.

Szamitsa ki, hogy 1 cm® 0,020 M EDTA hany mg CaO-nak felel meg. Az EDTA
atlagos fogyasa alapjan adja meg a viz keménységét német keménységi fokokban. A CaO
molaris tomege 56,1 g/mol.

Mintafeladatok

1. Egy Ca?" ionokat tartalmazo oldat 10,0 cm3-ét titrdltuk 0,010 M EDTA-val, murexid
jelenlétében. Az indikator szine 8,0 cm® EDTA hozziadasa utan valtozott ciklamensziniirdl
kékre. (a) Hany mg Ca®" egyenértékii 1 cm® 0,010 M EDTA-val? A Ca molaris tdmege 40,1
g/mol. (b) Adja meg a 100 cm® oldatban levé Ca®" tomegét. (c) Szamitsa ki az oldat
molaritasat.

(@) 1 cm® 0,010 M EDTA-ban

3
i cmaio’ollé) rr;ol ][1010((j)m - J: 1-10"° mol EDTA van.
m cm

Mivel a Ca?* és az EDTA molaranya 1:1, 1-10° mol EDTA 1-10° mol Ca?*-val 1ép reakcidba.
Ennek tomege

(1-10‘5 molxllo'1g J: 4,01-10%g=0,401 mg
1mol

(b) 8,0 cm® 0,010 M EDTA 8,0-0,401 mg = 3,208 mg Ca?*-nal reagal, amelyet 10,0 cm® oldat
tartalmaz. 100 cm? oldatban tehét 32,1 mg Ca®* van.
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(c) 8,0 cm® 0,010 M EDTA-ban 8,0-10"° mol EDTA van, amely 8,0-10° mol Ca?*-t kot meg.
Az oldat térfogata 10,0 cm® = 0,010 dm?3, igy a Ca?* molaritasa

8,0-10®° mol

0,010 dm?® =0.008M

Ccaz2+ =

2. 10,0 cm® Ca?* és Mg?* ionokat tartalmazo, 12- nél nagyobb pH-ju oldatot 0,020 M EDTA-
val titraltak murexid és eriokromfekete T indikator jelenlétében. A murexid tartds
szinvaltozasat 7,0 cm® 0,020 M EDTA hozzaadasa utan észlelték. Ezutan a pH-t 10-re
allitottak, és folytattdk a titralast. Az eriokromfekete T szinvaltozasakor dsszesen 15,3 cm?
EDTA-t adtak az oldathoz. Szamitsa ki a Ca®* és Mg?* koncentraciojat (a) mg/100 cm?®, (b)
mol/dm3 egységben. (A Ca molaris tdmege 40,1 g/mol. A Mg molaris tomege 24,3 g/mol.)

(a) 1000 cm® 0,020 M EDTA-ban

3
(1 cm:"(o’020 mol j( Ldm j: 2-10° mol EDTA van, amely 2-10° mol Ca?*

1dm?® 1000 cm?

vagy 2-10° mol Mg?" ionnal reagal. 1 cm® 0,020 M EDTA igy

(2 -10° moI{A'lor’ifl j: 8,02 -10*g = 0,802 mg Ca** vagy

(2 -10° mol { Zf;iogi J: 4,86-10* g = 0,486 mg Mg?* ionnal képez komplexet.

1.cm® 0,020 M EDTA tehat 0,802 mg Ca? vagy 0,486 mg Mg?* ionnal ekvivalens.
A titralas soran 7,0 cm® 0,020 M EDTA reagalt a Ca®* ionokkal, 15,3 cm® pedig a Ca®* és
Mg?* ionokkal. A Mg?* ionok megkotésére tehat

15,3 cm3-7,0 cm® = 8,3 cm® EDTA fogyott.
10,0 cm® oldatban

(7,0 cm3{0’810;r29j = 5,614 mg Ca?* ion és
cm

(8,3 cm%ﬂj = 4,034 mg Mg?* ion van.
cm
100 cm® oldatban tehat 56,14 mg Ca®" és 40,34 mg Mg?* van, azaz

a Ca?* koncentrécioja 56,1 mg/100 cm®,
a Mg?* koncentracioja 40,3 mg/100 cm?®,

(b) 7,0 cm® 0,020 M EDTA oldatban 7- 2-10° mol = 1,4- 10 mol EDTA van, amely

1,4-10* mol Ca?* ionnal reagal. A Ca®* 10,0 cm® = 0,010 dm?® oldatban van oldva, molaris
koncentracidja

_1,4-10™ mol

Ccaz+ = ——=0,014 mol/dm3.
0,010dm
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8,3 cm® 0,020 M EDTA oldatban 8,3- 2-10° mol = 1,66- 10* mol EDTA van, amely
1,66- 10“ mol Mg?* ionnal reagal. Az oldat térfogata 10,0 cm® = 0,010 dm?, igy a Mg?*
molaris koncentracidja
-4
CMg2+ = M = 0,017 mol/dm?.
0,010dm

3. Egy vizminta keménységét 0,020 M EDTA-val titralva hataroztdk meg, eriokromfekete T
jelenlétében. 50,0 cm® mintara 7,8 cm® 0,020 M EDTA fogyott. Adja meg a viz keménységét
német keménységi fokban. (A CaO molaris tomege 56,1 g/mol.)

1 mol EDTA 1 mol Ca?* + Mg?* iont kot meg, amely 1 mol (56,1 g) CaO-val egyenértékii.

1 cm® 0,020 M EDTA oldatban 2:10° mol EDTA van (2. mintafeladat), amely 2-10° mol
CaO-nak felel meg. Ennek tomege

(2 -10° mol{wj: 1,12-10%g=1,12mg
mol
100 cm® vizmintaban levé Ca?* és Mg?* ionnal egyenértékii CaO tdmege
3
(7,8 cm? 112 mg 100 cm3 =17,5mg
lcm 50cm
A vizminta keménysége 17,5 német keménységi fok.

Kérdések

[rja fel az EDTA szerkezeti képletét.

Milyen mélaranyti komplexet képez az EDTA a kalcium- ill. magnéziumionokkal?
Mi okozza a viz keménységét?

Hogyan hatarozhat6 meg a viz keménysége?

Gyakorlo feladatok

1. Adja meg a Ca®* koncentraciojat abban az oldatban, amelynek 20,0 cm®-ére 5,6 cm® 0,050
M EDTA fogyott. Hiny mg Ca®* van 1 dm?® mintaban? (A Ca®" molaris tdmege 40,1 g/mol.)

2. Egy Ca?" és Mg?" ionokat tartalmazo oldat 10,0 cm®-es részletét EDTA mérdoldattal
titraltak a 2. feladatban leirtak szerint, azzal a kiilonbséggel, hogy az EDTA koncentracidja
0,050 M volt. A murexid tartds szinvaltozasa 2,6 cm® EDTA hozzaadasa utan kovetkezett be.
Az eriokromfekete T atcsapasahoz a titralas kezdetétdl mérve 5,9 cm® EDTA volt sziikséges.
(a) Szamitsa ki a Ca?* és Mg?" molaritasat. (b) Hany mg Ca?* és Mg?" van 100,0 cm?®
oldatban?

3. 40,0 cm® vizminta titralasakor 6,5 cm® 0,010 M EDTA fogyott. Adja meg a viz
keményseégét német keménységi fokban.

4. Adja meg a keménységét annak a vizmintanak német keménységi fokban, amelyet Ggy
készitettek, hogy 500 mg kalcium-kloridot feloldottak 1 dm? ionmentes vizben. A keletkezett
oldat térfogata pontosan 1 dm® (A CaCl, molaris tomeg 111,0 g/mol.)
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Gyakorlat

Datum:

1. feladat. Kalciumionok meghatdarozadsa
Az ismeretlen Ca®* oldat szama:

Egy titralashoz hasznalt térfogat:
Az EDTA mérdoldat koncentracidja:

Titralas szama

2.

Biirettadllas titralas eldtt (cm?®)

Biirettaallas titralas utan (cm?®)

EDTA fogyas (cm®)

Atlagos fogyas (cm®)

Szamitas

A(z) szam1 oldat 100 cm?®-e

Az oldat Ca?*-koncentracioja:

mg Ca?*-ot tartalmaz.

mol/dm?3.
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2. feladat. Kalcium- és magnéziumionok meghatdarozasa egymas mellett

Az ismeretlen oldat szama:
Egy titralashoz hasznalt oldat térfogata:
Az EDTA mérdoldat koncentracidja:

Titralas szama

1. 2. 3.

Biirettaallas titralas elott (cm?®)

Biirettaallas a murexid atcsapasakor (cm?®)

Biirettaallas az eriokromfekete-T
atcsapasakor (cm®)

A Ca?"-ra fogyott EDTA térfogata (cm®)

A Ca?* meghatarozas atlagos fogyasa (cm®)

A Mg?*-ra fogyott EDTA térfogata (cm?)

A Mg?" meghatarozas atlagos fogyasa (cm®)

Szamitas

A(2) szamu ismeretlen Ca?*-tartalma: mg/100 cm®, mol/dm?;

Mg?*-tartalma: mg/100 cm?, mol/dm?.
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3. feladat. 4 viz kalcium- és magnéziumion-tartalmanak (6sszes keménységének)
meghatarozasa

Az ismeretlen szama:
Titralt térfogata:
Az EDTA mérboldat koncentracioja:

Titralas szdma
1. 2. 3.
Biirettallas titralas elott (cm?®)
Biirettaallas titrlds utdn (cm®)
A mérdoldat fogyasa (cm®)
Atlagos fogyas (cm®)
Szamitas
A(z) szdmu vizminta keménysége német keménységi fok.
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MUSZERES ANALIZIS

A miiszeres analizis korébe olyan médszerek tartoznak, amelyek a kémiai Osszetételt
valamely fizikai, ill. fizikai-kémiai sajatsag miiszeres mérése alapjan vizsgaljak. A minOségi
analizisben hasznalt miszeres eljards példaul a szinképelemzés. A miiszeres mérések
alkalmazasa azonban sokkal elterjedtebb a mennyiségi analizisben.

A miszeres analizis felhasznalhatdé kémiai valtozasok (pl. titraldsi folyamat
végpontjanak) jelzésére, illetve a vizsgalt anyag Osszetételének megallapitasara fizikai-kémiai
tulajdonsagai alapjan annak megvaltoztatasa nélkiil. Optikai sajatsdgok mérésén alapszik a
fotometria, polarimetria, nefelometria, turbidimetria stb., elektromos sajatsagokat hasznal fel
az elektrometria, konduktometria, elektrogravimetria, polarografia stb.. A termikus analizis a
héeffektusokbol kovetkeztet az §sszetételre.

A miiszeres analizis modszerei altalaban pontosak, gyorsak, szelektivek ¢és
automatizalhatok, ezért az orvosi laboratériumokban is gyakran alkalmazzak o6ket.

SPEKTROFOTOMETRIA

A fotometria a vegyiiletek fényelnyeld képességén (fényabszorpcidjan) alapszik. A
kiilonb6z6 vegyliletek a fehér fényb6l mas és mas hulldmhosszi sugarakat nyelnek el. Az
abszorpcid hulldmhossz szerinti eloszlasa (az abszorpcios spektrum) jellemzd lehet az egyes
vegyiiletekre; az abszorpcidé mértéke pedig az abszorbedld anyag koncentracidjatol fiigg. A
fotometria tehat mindségi és mennyiségi elemzésre egyarant alkalmas.
athalado fény intenzitdsvaltozasat kolorimetria, fotometria, ill. spektrofotometria segitségével
mérhetjik.

A spektrofotometridban szigordan monokromatikus fényt hasznalunk, annak
abszorpcidjabol hatarozzuk meg az ismeretlen oldat/anyag koncentraciojat.

Az abszorbancia (A) az anyag fényelnyel6 képességének a mértéke. Extinkcionak (E)
vagy optikai siiriiségnek (OD) is nevezziik. Ertéke a beesd fény intenzitasa (lo) és az
ateresztett fény intenzitasa (I) hanyadosanak a logaritmusa (/2. dbra).

A:Iog%

Ertéke 0 (teljes fényatbocsajtas) és oo (teljes fényelnyelés) kozott lehet.

—
/

s 7
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A transzmittancia (T) a fényatereszté képesség szazalékban kifejezett értéke:

T=1"100

lo
Ertéke 100%-t01 0%-ig terjed.
A spektrofotometria alaptérvénye a Bouguer-Lambert-Beer (BLB)-térvény az
optikailag egynemt, a fényt részben elnyelé anyag (oldat) esetében a kovetkez6 matematikai
Osszefliggéssel fejezheto ki:

lo

A:IogT:g-c-I

ahol A = az oldat abszorbanciaja, ¢ = az oldat koncentracidja, € = abszorpcids koefficiens
vagy specifikus abszorbancia és | = az oldat rétegvastagsaga cm-ben (v0. 12.abra).
A specifikus abszorbancia vagy abszorpcids koefficiens (€) az egységnyi

koncentraci6ju és rétegvastagsagli oldat fényelnyelé képessége. Az & o nem mas, mint az 1

crer

crer

beszéliink.

A BLB-torvény szerint az abszorbancia ugyanazon anyag esetén csak az oldat
koncentraciojatol és rétegvastagsagatol fliggden valtozik, és allandd rétegvastagsag mellett az
oldat koncentracidjaval egyenesen ardnyos. Ezért 4llandd rétegvastagsag mellett a
koncentracio az abszorbancia mérésével hatarozhat6 meg. A BLB-térvény csak hig oldatok
szigorian monokromatikus fénnyel torténd vizsgalatakor alkalmazhato.

A biokémiai rendszerek vizsgalatakor elsésorban az ultraibolya és a lathatod
szinképtartomanyban végzett spektrofotometrids mérések terjedtek el. Viszonylag egyszerii
berendezést igényel a lathato szinképtartomanyban (400-800 nm) torténd fotometralas. Ebben
a tartomanyban a szines oldatok vizsgalhatok. Nagyon sok vegyiilet szines vagy kémiai
reakcioval szines vegyiiletté alakithato at.

A nukleotidoknak és szarmazékaiknak, valamint az aromas gylriit tartalmazé
aminosavaknak (tirozin, triptofan, fenilalanin) az ultraibolya tartoméanyban (200-350 nm)
jellemzd abszorpcids maximuma van. A fehérjék koncentracidja tirozin és triptofan tartalmuk
révén pl. 280 nm-nél spektrofotometriasan meghatarozhatd (13. dbra). A nukleotidok

crer

triptofdn
hel
(@]
£
)
~N
72}
Ra)
(2]
>
k3 L
et tirozin
/\fe\nilalanin
L 1 1

240 260 280
hullimhossz (nm)

13. abra. Aromas aminosavak abszorpcios spektruma
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crcr

hulldmhossz értéket, ahol a meghatdrozandé anyag elnyelési maximuma van, mert a mérés itt
valik a legérzékenyebbé. Szines oldatok esetén az oldat szine az abszorbedlt fénnyel
komplementer szinii. Az elnyelési maximum pontos meghatarozasa az abszorpcids spektrum,
vagyis az abszorbancia értékének a hulldmhossz fliggvényében valdo mérése alapjan torténik
(/3. dabra).

A gyakorlatban valamely oldat abszorbanciajanak meghatarozasakor relativ
abszorbanciat mériink. Ekkor a vizsgaland6 anyag fényelnyelését az un. reagensvakkal
szemben hatarozzuk meg, azaz ennek a transzmittanciajat tekintjiik 100 %-nak. (A reagens-
vak a vizsgaland6 anyag kivételével a méréskor hasznalt 6sszes komponenst tartalmazza.) Ily
modon kiisz6boljik ki az oldoszer, a reagensek és a vizsgalandd anyag nem-specifikus
fényelnyelésébdl szarmazd hibat. (A gyakorlatban az is elterjedt eljards, hogy a késziilék
"nullazasat" desztillalt vizzel végezziik és a vakként hasznalt oldat abszorbanciaértékét
levonjuk a vizsgaland6 oldat abszorbanciaértékébdl, igy is megkapjuk a vizsgalandé anyagra
jellemzd relativ abszorbanciaértéket.)

A BLB-torvény érvényességét az adott koncentracidtartomanyban kalibracios gorbe
felvételével ellendrizziik. A kalibracios gorbe a vizsgilandd anyag elnyelési maximumdénak
hullamhosszan mért abszorbancia és koncentracid kozotti Osszefiiggést tiinteti fel, amely a
BLB-torvény érvényessége esetén egyenest ad. A kalibracios gorbe segitségével az ismeretlen
oldat koncentracidja konnyen megallapithato (/4. dbra).

Standard,

dard,

Abszorbancia

Standard, c

ismeretlen

- —————_5 - =

Koncentracié

14. abra. Ismeretlen koncentracio megallapitasa kalibrdcios gorbe alapjan

Stabil, j6 mindségli késziilék hasznalatakor elég a kalibracios gorbét idOnként
ellendrizni. A BLB-torvény érvényessége esetén, az abszorbancia és a koncentracio kozotti

crcr

crer

Chi i . . i
minta = Aﬂmta ; és ebbdl Cminta= A\mnta

* Cstandard
Cstandard Astandard tandard
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A spektrofotométer

A fotometria alapmiiszere a spektrofotométer. Elvi felépitése a 15. dbran lathato. A
fenyforras kelti a kivant hullamhossztartomanyba esé elektromagneses sugarzast. Ultraibolya
fény eldallitdsara hidrogén vagy deutérium kisiilési lampa, lathato fény eldallitasara pedig
volframizzo hasznéalhatd. Az elektromagneses sugarzas a monokromdatoron halad keresztiil,
amely a fényt hulldmhossz szerint 6sszetevdire bontja. Monokromatorként kvarcprizmat vagy
optikai racsot hasznalnak.

Fenyforras

(==

11 L

Mérémuiszer
TR
Rés
e _/ ‘ l U
Kivetta Erdsito
Monokromator Detektor
— ——|

15. abra A spektrofotométer [0 szerkezeti egységei

A monokromatikus fény a résen keresztiil a mintara jut (an. egysugaras fotométerek),
vagy pedig egy prizma segitségével két sugarnyaldbra bomlik, ebbdl az egyik a mintdn halad
keresztiil, a masik pedig a vonatkoztatdsi rendszeren (in. kétsugaras fotométerek). A résnek a
spektrofotométerek felbontoképessége szempontjabdl van jelentGsége. A résszélesség
csokkentésével a feloldoképesség novekszik ugyan, de a fényintenzitas, és igy a detektorban
keletkezd jel ezzel parhuzamosan csokken. A mintaoldat az un. kiivertaban taladlhatd. A
kiivettak atlatszo, pontosan meghatarozott méretli edénykék, amelyek ultraibolya mérésekhez
kvarcbol, lathatd spektrumban torténd mérésekhez livegbdl, vagy atlatsz6 miianyagbol
késziilnek. A mintan athaladd monokromatikus fénynyalab a detektorra (fényelem vagy
fotocella) jut, amelyben intenzitdsaval aranyos elektromos jelet hoz létre. A jel elektronikus
erdsités utdn a miszer skalajan, illetve digitalis kijelzén leolvashatd, vagy a regisztrald
egységen egy diagrampapiron, mint kirajzolt jel jelenik meg (un. regisztrald fotométerek). A
kijelz6 — valaszthato médon — abszorbancia (A), transzmittancia (T), vagy megfeleld faktorral
torténd szorzas utjan nyert koncentracio (C) értéket mutat.

A gyakorlaton hasznalt Spectronic 20 fotométer (/6. dbra) a lathatd tartomanyban
mérd egysugaras fotométer. Bekapcsolaskor a késziilék az un. sotétaramot automatikusan
kompenzalja és a kijelzén 0 (zérd) abszorbancia érték jelenik meg. Fotometraldshoz a
vizsgalandé minta fényabszorpcidjanak ismerete, illetve az ennek megfelelé hullamhossz
bedllitasa sziikséges. Ezt kdvetden a fény utjaba helyezziik a vakprobat és transzmittanciajat
100 %-ra allitjuk a ,,0 ABS” (zér6 abszorbancia) gomb/érzékelé megnyomasaval (az
abszorbancia értéke ekkor 0). A vakprobara torténd ,,nulldzas” utdn a mintat helyezziik a fény
utjaba és leolvassuk a kijelzon az abszorbancia értékét.
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16. abra. A Spectronic 20 spektrofotométer feliilnézeti képe

A Spectronic 20 spektrofotométer kezelési utasitasa

=

o

Kapcsolja be a késziilék hatlapjan 1évo fokapcsolot.

Allitsa be a kivant hullimhosszat a nm gombok nyomésaval novelve (nm A), vagy
csokkentve (nm V) a kijelzett értéket, amig meg nem jelenik a kijelzén a kivant
hullamhossz.

Vilassza ki a mérési modot az A/T/C gomb ismételt megnyomasaval. Az, A, T, illetve ¢
megjelenése mutatja, hogy a mérések eredményét abszorbanciaban, transzmittanciaban
vagy az abszorbanciabol szamitott koncentracio egységekben Kapjuk meg.
Leggyakrabban az abszorbanciat valasztjuk.

Helyezze be a vakprobat (szinreakcid elegy meghatarozandé minta nélkil) a
kiivettahdzba. A kiivettat csak kb %4 részig toltse meg és a kiils6 oldalat gondosan tordlje
szarazra. A fény utjat nyil mutatja.

Zarja le a kiivettahazat.

Nyomja meg a ,,0 ABS” (zéro abszorbancia) gombot addig, amig a kijelzén a 0 érték
meg nem jelenik (ekkor a vakproba abszorbanciaja 0, transzmittanciaja 100 %).

Vegye ki a vakprobat és helyezze be a mintat. A kiivetta megtoltése a vakprobahoz
hasonloan torténik.

Olvassa le a minta abszorbancidjat. A kiivettahaz lezarasakor a kijelzén megjelenik az
abszorbancia értéke.

Figyelmeztetés! A Kkiivettait ne toltse tele a vizsgialandé oldattal, hogy a

kiivettatarté szennyezodését elkeriilje. A kiivettatartoba csak gondosan letorolt kiivettat
helyezzen és csak az opalos (vagy bordazott) oldalan fogja meg!

Sorozatmérésekhez rendszerint ugyanazt a kiivettat hasznaljuk. Ebben az esetben

célszerli a mintdkat ndvekvo szinintenzitas sorrendjében fotometralni. Kiontés utan a kiivettat
nyilasaval lefelé papirvattara helyezve leitatjuk, nagyon pontos mérésekhez kevés mintaval at
is Oblitjiik a fotometralas elott.

A laboratériumi munka végén, illetve a mérések befejezésekor, a spektrofotométert ki

kell kapcsolni, azonban keriiljiik az ismételt ki- és bekapcsolasokat.
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Anorganikus foszfat fotometrias meghatarozasa

Az anorganikus foszfat (Pj) fotometrids meghatarozasa a klinikai diagnosztikdban
(szérum, vizelet) és a biokémiai kutatasokban egyarant fontos.

A Pi meghatirozés elve, hogy az ammonium-molibdenat az anorganikus foszfattal
savas koOzegben sarga szinli foszfor-molibdénsavat képez, amely redukaloszerekkel
molibdénkékké redukalhatd. A Taussky-Shorr eljarasnal ugyanazon oldat tartalmazza az
ammonium-molibdenatot, a kénsavat €s a redukaldszerként alkalmazott vas(I)-iont (ez az Un.
P-reagens”). A keletkezd kék szin erdssége egyenesen aranyos a Pi-tartalommal,
kifejlodéséhez 2 perc elegendd és a szin 30 percig stabil marad. A fényelnyelés maximuma
720 nm-en mérhetd.

1. feladat. Kalibracios gorbe felvétele
Mérje kémcesovekbe a tablazatban feltiintetett oldatokat a megadott mennyiségben!

Bemérendd anyag (cm®) | Reagensvak | Standard 1 Standard 2 Standard 3
Pi torzsoldat

(10 ug foszfor/cm?®) - 0,25 0,5 1,0
H.O 2,0 1,75 15 1,0
P-reagens 1,4 1.4 1,4 1,4

A keletkezett kék szint kb. 5-10 perc mulva fotometralja 1 cm rétegvastagsagu
kiivettaban 720 nm-nél. A standard oldatok fotometralasat "reagensvakkal" szemben végezze.

A nyert abszorbanciaértékeket abrdzolja grafikusan: az abszcisszdn a mérékozegbe
bevitt foszfat foszfortartalmat pg-ban, az ordinatan pedig a hozzatartoz6 abszorbanciaértéket
tintesse fel. Ha a foszfattartalmat pmol-ban akarja kifejezni, akkor a pg-ban kifejezett P-
értéket a foszfor relativ atomtomegével 31-gyel kell osztani!

erer

Pipettazza kémcsdbe a kdvetkezd oldatokat:

1,0 cm?® ismeretlen koncentracidju P;j oldat,
1,0 cm? desztillalt viz,
1,4 cm® P-reagens.

A kék szin kialakulasa utan fotometralja "reagensvakkal" szemben 720 nm-en. A kalibracios
gorbe segitségével hatdrozza meg a minta anorganikus foszfattartalmat. Szamitsa ki az oldat

crer

“ A P-reagens készitése: 5 g FeSOax7 H.0, vagy 5 g Mohr-s6 [Fe(NHa)2(SO4)-x H20] kristalyokat oldjon fel
kb. 70 cm? vizben, adjon hozza 10 cm® 5 M H,SO.-ben oldott, 10%-0s (NH4),MoO; oldatot és az egészet toltse
fel 100 cm®-re mérélombikban. A fényre érzékeny P-reagenst barna iivegben, hiitészekrényben kell tarolni.
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Mintafeladat

tartalom 25 pg/cm3 és a szérum 2,5-szO6rés higitasi! A mérési mod teljes mértékben
megegyezik a fent leirtakkal. A szérum Pi koncentracidja alacsony, normalis vagy magas (a
normal koncentracié-tartomany: 1,0-1,5 mmol/dm?)?

Cszérum Pi= 25 ug/cm3
V=1cm®=10 x 10* dm?

Higitas= 2,5-sz0r0s

A szérum Pj tartalma: 25 pg/cm3x 2,5 = 62,5 ug/cm?.

Mpi _ 6,25x 10°
M, ~ 31g/mol

9_ 2 X 105 mol

_ Np; _ 2 x 10 mol
PPV T10x 104 dm3

= 2 x 10 mol/dm® =2 mmol/dm?3(mM)

A human szérum Pj koncentracidja a normal értéknél magasabb.

Kérdések

Mi az abszorbancia (képlettel)?

Mi a transzmittancia (képlettel)?

Adja meg a fotometria alaptorvényet!

Mi az abszorpcids spektrum (példa vazlatos rajzzal)?

Mik a spektrofotométer fobb részei (a fény utjdnak megteleld sorrendben)?

Ismertesse az anorganikus foszfat Taussky-Shorr féle meghatarozasanak elvi alapjait!

Gyakorlo feladat

Egy Pi tartalmu oldat abszorbancidja 720 nm-en 1 cm-es kiivettdban mérve 0,2. Ha az
g értéke 10 Mtcm™, mennyi az oldat P; koncentracidja?
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Gyakorlat

Datum:

1. és 2. feladat. Kalibracios gorbe felvétele és ismeretlen oldat anorganikus foszfat

crer

Standard 1 Standard 2 | Standard3 | ... szamu
ismeretlen
A minta P 25 5 10
tartalma [pg]
Abszorbancia
Kalibrécios gorbe
Szamitas
....... szamu ismeretlen oldat foszfattartalma pgP/cm?® | ami
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Szerves foszfatvegyiiletek savlabil foszfattartalmanak meghatarozasa

A pirofoszfat savanhidrid kotést tartalmaz, amely savval fézve hidrolizal és
anorganikus foszfat keletkezik:

O O 0,5M H,SO, vagy O
) ! I ) 1M HCI - : -
0-P-0-P-0 - > 2 ["0-P-O
I I 100°C, 7perc "
@) @) @)
pirofoszfat foszfat

Ugyanakkor a legtobb foszfat-észter kotés savas kozegben nem hidrolizal (kivétel pl. a
glikozidos hidroxil csoport észterkdtése). A fentiek alapjan a bioldgiai fontossagu pirofoszfat
vegyliletek pl. nukleotidok mennyisége meghatarozhaté a savas hidrolizissel keletkez6 Pi
(savlabil foszfat) mennyiségébdl.

Saviabil foszfitnak az 1 M egyértékii asvanyi savban 100 °C-on 7 perc alatt
hidrolizalod6 foszfatot nevezziik (P7). A Taussky-Shorr-eljarassal a hidrolizissel felszabaditott
anorganikus foszfat meghatarozhato6 (az eljaras a szervesen kotott foszfatot nem méri).

Az ATP harom foszfatjabol kettd, az ADP két fosztatjabol pedig egy szabadithato fel
anorganikus foszfat (Pi) formajaban savas hidrolizissel:

hidrolizis
ATP » AMP + 2P
100°C, 7 perc
hidrolizis
ADP » AMP + P;

100°C, 7 perc

A gliik6z-1-foszfat esetében a gliikoz 1-es szénatomjan 1évo glikozid-kotést
foszfatcsoport savlabil:

hidrolizis
gliik6z-1-P > gliikdz + P
100°C, 7 perc

1. feladat. ATP, ADP és G-1-P savlabil foszfattartalmanak meghatarozasa

crc

crer

551 g/mol, ADP = 472 g/mol, G-1-P = 336 g/mol.)
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Két kémcsObe mérje 0ssze a kovetkezo oldatokat és végezze el a hidrolizist:

Vak minta P7 meghatarozas

2,0 cm® H,0 1,0cm? vizsgéaland6 oldat
----------------- 1,0 cm?® 2,25 M H2SO04
hidrolizis 100 C, 7 perc | =mememmmmeeeeeen

1,4 cm?® P-reagens hidrolizis 100 'C, 7 perc
1,4 cm® P-reagens

Ossztérfogat 3,4 cms Ossztérfogat 3,4 cm?

Fotometralja a mintakat allas utan (5 perc szobahdmérsékleten) 720 nm-en, reagens-
vakkal (2,0 cm® H20 + 1,4 cm? P-reagens) szemben.

Az anorganikus foszfat meghatirozds soran készitett kalibracios gorbe alapjan
hatarozza meg az abszorbancianak megfelelé P-tartalmat pg-ban, és a P7-tartalom alapjan

crer

crer

leolvasott P7 tartalma (25,2 ng/cm®) alapjan! Az ATP molekulatdmege 551 g/mol.

A P7 tartalmat a P; kalibracios gorbe alapjan hatarozzuk meg. Mivel az ATP harom
foszfatja koziil kettd P7 formajaban savas hidrolizissel felszabadithato, ezért a szamitas a
kovetkezo:

Mp 252 ug/cm?®
M, ~ 31 ug/umol

Np, = =0,8 pmol/cm?3

n
nATp=7PL = 0,4 p.m0|/Cm3

Matp= Natp X Ma7p=0,4 umol/cm3 x 551 pg/umol = 220,4 pg= 0,22 mg/cm?
Kérdesek

Mit neveziink savlabil foszfatnak?

frja fel az ATP képletét, az anhidridkétések megjelolésével. irja fel az ATP hidrolizisét sav
jelenlétében.

[rja fel a glitkoz 1-foszfat képletét és hidrolizisének egyenletét.

Gyakorlo feladat

16,5 pg/cm®. A G-1-P molekulatdmege 336 g/mol.
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Gyakorlat
Datum:
1. feladat. ATP, ADP és G-1-P savlabil foszfattartalmanak meghatdarozasa

Toltse ki a kovetkezo tablazatot az ,, Anorganikus foszfat fotometrias meghatarozdasa” cimii
gyakorlaton készitett kalibracios gorbe segitségével.

Minta Ismeretlen Abszorbancia P7
minta szama | hidrolizis utan (ug P)
ATP
ADP
G-1-P

(a) Az ATP savlabil foszfattartalmanak meghatarozasa

Szamitas

....... szdmu ismeretlen ATP-oldat koncentracidja: pmol/cm®, azaz 1 cm? minta
mg ATP-t tartalmaz.

(b) ADP savlabil foszfattartalmanak meghatarozasa

Szamitas

....... szamu ismeretlen ADP-oldat koncentracioja: pmol/cm?, azaz 1 cm® minta
mg ADP-t tartalmaz.

(¢) Gliikoz-1-foszfat (G-1-P) savlabil foszfattartalmanak meghatarozasa

Szamitas

....... szamu ismeretlen G-1-P-oldat koncentracioja: umol/cm?, azaz 1 cm® minta
mg G-1-P-t tartalmaz.
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Vastartalom fotometrias meghatarozasa

A vastartalom fotometrids meghatarozasa vérszérumbol és vizeletbdl igen elterjedt
klinikai-kémiai modszer. Segitségével a vasfelszivodas, illetve raktarozas zavaraira lehet
kovetkeztetni. A szervezet vastartalma 4-5 g. A vas a hemoglobin, mioglobin és tobb enzim
(citokromok, peroxidaz, katalaz stb.) fontos alkotorésze.

A szérumban a vas egy transzportfehérjéhez, a transzferrinhez kotott allapotban fordul
eld. Ezt a vasmennyiséget nevezziik szérumvasnak.

Fiziologias koriilmények kozott a vérben 1évo transzferrin kb. 1/3 része van vassal
telitve. Azt a vasmennyiséget, amely még a transzferrinhez kotddhet, telitetlen vaskoto
kapacitasnak nevezziikk. A transzferrin teljes vaskéto képességét pedig teljes vaskoto
kapacitasnak (TVK) nevezziik. A TVK azt az dsszes vasmennyiséget jelenti, amelyet 1 dm?®
szérum képes megkotni. Ha a TVK értékébdl levonjuk a szérumvas értékét, a telitetlen
vaskoto-kapacitast kapjuk meg. A szérum vastartalmanak ¢€s vaskotd kapacitasanak
normalértékei a kdvetkezdk:

Koncentracié (pmol/dm?) N6 Férfi
Szérumvas 18+6 2015
Teljes vaskotd kapacités 5449 60+10
Telitetlen vaskoto kapacitas 36+10 40+10

A szérumvas normalértéke a nokben kb. 10%-al alacsonyabb, mint a férfiakban.

Vashidnyos dallapotban: vérzés, vasszegény taplalkozds, vasfelszivodasi zavarok
kovetkeztében (pl. a gyomor miitéti eltavolitasa utan) elészor a TVK értéke nd, majd emellett
a szérumvas csokkenése 1s bekovetkezik. A vashidnyos allapotot jol felszivodo vas(Il)-
komplexekkel lehet hatdsosan gyogyitani.

A fotometrids vasmeghatarozas alapja, hogy a vas(Il)-ionok bato-fenantrolin-
diszulfonattal érzékeny szinreakciot adnak, amely kvantitativ meghatarozasra is alkalmas. A
mérés elvégzésénél kiilondsen tigyelni kell az livegeszkozok tisztasagara. Az iivegfeliilethez
kotédott vasionok csak tobbnapos sosav-oldatban torténd aztatassal tavolithatok el. Ezért
célszerli a meghatarozast miianyag csovekben végezni.

1. feladat. Kalibracios gorbe készitése vastartalom méréséhez
M¢érje milanyag csovekbe a tablazatban feltiintett anyagokat a megadott sorrendben!

Bemérend6 anyag Reagensvak | Standard 1 | Standard 2 | Standard 3
Aszkorbinsav ~5 mg ~5 mg ~5 mg ~5 mg
(mikrospatulahegynyi)
Deszt.viz 1cm? 0,8 cm3 0,5 cm? O
Fe-torzsoldat™ (1ug/cm?®) - 0,2cm3 0,5 cm? 1cm?
Reagens” 1cm? 1cm? 1cm? 1cm?

“Reagens: 0,68 nmol/dm? bato-fenantrolin-diszulfonsav-Na, 0,4 M natrium-foszfat pufferben (pH 5,5).

“Fe-térzsoldat: 860 mg Fe(NH4)(S04)2x12 H,0 oldva 16 cm® 6 M HCl-ben és desztillalt vizzel 1000 cm®-re feltdltve.
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Az aszkorbinsav bemérése mikrospatulaval torténik. HozzavetSlegesen 5 mg aszkorbinsav
mennyisége megegyezik egy spatulahegynyi bemért anyag mennyiségével. Osszerazas utan
hagyja allni a kémcsoveket szobahomérsékleten 10 percig. Ezalatt a vas(Ill)-ionokat az
aszkorbinsav vas(ll)-ionokka redukalja; ezek a reagenssel vords szinii komplexet alkotnak.
Ezutan fotometralja az oldatokat 1 cm rétegvastagsag kiivettdban 535 nm hullamhosszon
reagensvakkal szemben.

Megjegyzés: Az Fe-torzsoldat bemérése eldtt csak halvany rozsaszinli lehet a csovek
tartalma. Ha valamelyik csé tartalma pirosabbd valik (vasszenyezddés miatt) 0j csOben Uj
reakciokozeget kell 6sszemérni.

Készitsen kalibracios gorbét: az ordinatan az abszorbanciat, az abszcisszan az Fe
mennyiségét tlintesse fel pg-ban.

2. feladat. Ismeretlen oldat vastartalmanak meghatdarozdsa

Pipettazza két miianyag kémcsObe a tablazatban megadott anyagokat az adott
sorrendben. (Az aszkorbinsav kiméréséhez hasznéaljon egy kisméretli spatulat, egy spatula
hegynyi anyag kb. 5 mg-nak felel meg.)

Bemért anyag Reagens vak | Ismetlen minta
Aszkorbinsav * kb. 5 mg kb. 5mg
Desztillalt viz 1,0cm? -
Reagens** 1,0 cm?® 1,0 cm?
Ismeretlen minta - 1,0 cm®

Keverje jol 6ssze a kémcsoveket és hagyja szobahOmérsékleten allni 10 percig. A szines
oldatok abszorbancidjat a reagens vak-kal szemben 535 nm hulldmhosszon hatdrozza meg
spektrofotométerben. A kalibracids gorbe felhaszndlsaval szamitsa ki az oldat vastartalmat
ug/cm?® egységben.

3. feladat. Vastartalmu tabletta vastartalmanak meghatdarozaisa

Bontson szét egy kapszulat és tartalmat fézépoharban kb. 20 cm®-nyi 0,01 M HCl-val
szuszpendalja el. Mossa at a szuszpenziét 100 cm3-es mérélombikba HCl-oldattal, tdltse fel a
jelig, majd keverje jol 6ssze (100-szoros higitds). Tovabbi higitas céljabol pipettazzon 0,1
cm?®-t 50 cm3-es mérélombikba és HCl-oldattal t5ltse fel a jelig (ez tovabbi 500-szeres higitast
jelent). Ennek az oldatnak 1,0 cm3-ébsl végezze a meghatarozast a kovetkezd moédon.
Pipettazza egy milanyag kémcsbébe a tablazatban megadott anyagokat az adott sorrendben.
(Az aszkorbinsav kiméréséhez hasznaljon egy kisméretli spatulat, egy spatula hegynyi anyag
kb. 5 mg-nak felel meg.)

Bemért anyag Minta
Aszkorbinsav * | kb. 5 mg
Desztillalt viz -

Reagens** 1,0 cm?®
Ismeretlen minta | 1,0 cm®

Keverje jol 6ssze a kémcsovet és hagyja szobahdmérsékleten allni 10 percig. A szines oldatok
abszorbancidjat a reagens vak-kal szemben 535 nm hulldmhosszon hatarozza meg
spektrofotométerben.

* Az aszkorbinsavat kisméretli spatulaval lehet bemérni. Egy spatula hegynyi anyag kb. 5 mg.
** A reagens Osszetétele: 0,68 mmol/dm? batofenatrolin diszulfonsav dinatrium s6 0,4M foszfat pufferben
(pH 5,5)

79



Szamitas
ugFe 100 50
HeE ==

Fe—tartalom= 1000 xﬁ 10

(mg/kapszula)

A mért abszorbancia értékeknek megfeleldé pg Fe mennyiségeket a kalibracios
gorbérdl olvassa le.

4. feladat. Szérum vastartalmanak meghatdrozasa

A szérumban 1év0 transzferrinhez kotott vasat meghatarozas el6tt fel kell szabaditani,
ami detergenssel vagy pH 5,5-re valo savanyitassal torténik. A szabadda valt vas(III)-ionokat
aszkorbinsavval redukaljuk és a keletkezé vas(Il)ionokat bato-fenantrolin-diszulfonattal
reagaltatjuk. A képzddd komplex vords szinét fotometraljuk. Szérumfehérjék jelenléte a
meghatarozast nem zavarja, ezért TCA-val torténd fehérjementesitésre csak erdsen szinezett
(pl. hemolitikus) savé esetén van sziikség.

Meérje mlianyag csOvekbe a tablazatban feltiintett anyagokat!

Bemérend anyag | Reagensvak | Szérumvak | Fe-torzsoldat | S2orum
(préba)

Aszkorbinsav
(mikrospatulahegynyi) ~5 mg ~5 mg ~5 mg ~5 mg
0,4 M foszfat puffer
(pH 5,5) p 1cmd - _
Reagens 1cm? - 1cmd 1cmd
Deszt.viz 1cm? - - -
Szérum - 1cmd - 1 emd
Fe-torzsoldat
(1ug Fe/cm?®) - . 1cemd )

Osszerazas utan hagyja allni szobahdmérsékleten 30 percig a kémcsdveket, majd
fotometralja az oldatokat 1 cm rétegvastagsagi kiivettaban reagensvakkal szemben 535 nm
hullamhosszon, kivéve a szérum vak-ot, amit deszt. vizzel szemben kell leolvasni.

Szamitas

Ap—A/ C

Av 1
Ahol Ap a proba abszorbanciaja reagensvakkal szemben, Ay a szérumvak abszorbanciaja deszt.
vizzel szemben és A a Standard Fe-tdrzsoldat abszorbanciaja reagensvakkal szemben.
A szérum vastartalma pmol/dm?3-ben:

szérum Fe (uglcm®)x1000/55,8 = szérum Fe (umol/dm?®)
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Mintafelaldat

Hatdrozza meg egy humdin szérumminta vastartalmat umol/dm3-ben, ha a mért
abszorbancidk 535 nm-en a kovetkezok:

A= 0,354
Av= 0,026
As=0,658

és Mre= 55,8 g/mol.

A standard oldat koncentracidja 1 pg Fe/cm?®,

0,354-0,026
0,658

M, = = 0,45 pg Fe 1 cm3-ben

M  45x107g
n = = = 8,6 10 mol
Mg 55,8 g/mol X

c.o_Me _ 86X 10° mol
V. T10x10%*dm?

= 8,6 x 10° mol/dm® =8.6 pmol/dm? (mM)

Kérdések
Mit neveziink szérumvasnak?
frja le a vastartalom fotometrids meghatarozasanak médszerét!

Mi a teljes vaskoto kapacitas és a szérumvas?

Gyakorlo feladat

Egy ismeretlen vastartalmt oldat abszorbanciaja 535 nm-en 0,5. Teljesen megegyezd
koriilmények kozott mérve egy 1,0 x 10 M vastartalmt oldat abszorbancisja 0,2. Hatarozza

crer
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Gyakorlat

Datum:

meghatarozasa

crer

Probak

Standard 1

Standard 2

Standard 3

... Szamu
ismeretlen

Vastartalom [pg Fe]

0,2

0,5

1,0

Abszorbancia

Kalibréacios gorbe

Szamitas

....... szamu ismeretlen oldat vastartalma:

pg/cm?.
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3. feladat. Egy tabletta vastartalmanak meghatarozaisa

A tabletta neve:

Az egy kapszulat tartalmazo (véghigitast) oldat térfogata:

A higitas mértéke:

A meghatarozashoz
hasznalt minta térfogata

Abszorbancia

ug Fe

1 kapszula
vastartalma

1,0cm?

Szamitas

A mérések atlaga alapjan egy kapszula vastartalma

4. feladat. Szérumvas meghatdrozadsa

Szamitas

A szérum vastartalma

pg/em’;
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Kvantitativ fehérjemeghatarozasi modszerek

A fehérjék korszerli meghatdrozasa spektrofotometrids modszerekkel torténik. A
fehérjék szinte kivétel nélkiil abszorbealjadk a 280 nm hullamhossza UV fényt, ami aromas
aminosavak, foként triptofan jelenlétére vezethetd vissza. Mivel a kiilonbozé fehérjék
triptofantartalma erésen eltér egymastol, a leolvasott abszorbancia csak durva tdjékoztatast
nytjt a vizsgadlt anyag fehérjetartalmarol. Pontos meghatarozas ultraibolya
spektrofotometridval csak akkor végezhetd, ha a vizsgalt frakcio tiszta €s jol azonosithato.
Ebben az esetben a fehérjekoncentraciot az abszorpcids koefficiens segitségével szamithatjuk
ki, amely természetesen a kiilonboz6 fehérjékre mas-mas értékii. Bar a fehérjék a fény lathato
tartomdnydban nem abszorbedlnak, kémiai reakciokkal szines, fotometralhaté termékké
alakithatok.

Gyakran alkalmazott eljaras a biuret-reakcio, amely soran a fehérjék peptidkotései a
réz(Il)-ionokkal lugos kozegben ibolyaszinli komplexet képeznek. A komplex abszorpcios
maximuma 545 nm-nél van. Mivel mar két peptidkotés esetében is fellép az ibolya szini
reakcio, fehérjéken kiviil a peptidek is meghatirozhatok ezzel az eljardssal. A minta elézetes
higitasa nélkiil a modszer az 1-10 mg/cm? koncentracio-tartomanyban hasznalhato.

A fehérjekoncentracio kiilonbozo festékekkel is meghatarozhaté. A Bradford modszer
alapja az, hogy a Coomassie Brilliant Blue G-250 festék a fehérjék bazisos oldallancaihoz
kapcsolodva szinvaltozast mutat. A képzddo fehérje-festék komplex abszorpcids maximuma
595 nm. A fehérje kotodése a kolloid festékszemcsékhez gyors folyamat és a fehérje-festék
komplex kolloid oldatban marad kb. 1 oraig, igy az eljards gyors és nem sziikséges a
szinreakcié pontosan adott idében torténd leolvasasa. Ezzel a médszerrel 0,1-1 mg/cm?
fehérje hatarozhaté meg. Elonye egyszerilisége, gyorsasaga €s nagy érzékenysége.

1. feladat. Fehérjetartalom meghatarozasa biuret-reakciéval
A fehérjetartalmat szarvasmarha (bovin) szérum albumin (BSA) tdrzsoldatra

vonatkoztatjuk.

Mérje négy kémcsdbe a tablazatban megadott anyagokat!

Bemérendd anyag (cm?®) Reagensvak Standard Proba Szérum
Ismeretlen fehérje-oldat - - 0,5 -
Szérum - - - 0,05

5 mg/cm?® BSA - 0,5 - -
0,9% NacCl 0,5 - - 0,45
Biuret-reagens” 2,0 2,0 2,0 2,0

Fertozések elkeriilése végett a szérumot automata, vagy ballonos pipettaval kell mérni!
A biuret-reagens hozzaadasa utan azonnal razza Ossze a mintakat, 30 percig tartsa 6ket
szobahdmérsékleten, majd fotometralja 545 nm-en reagensvakkal szemben.

* Biuret-reagens készitése a kovetkezd: 1,5 g CuSOsx5 H20 és 6 g K-Na-tartarat feloldasa 500 cm® H20-ben. Ehhez az
oldathoz 300 cm?® 0,1 % KI-t tartalmazd 10%-os karbonatmentes NaOH hozzdadasa majd kiegészitése desztillalt vizzel 1
dm?3re. Ha csapadék keletkezik, a reagens nem hasznalhato. A KI minimalizalja a csapadék keletkezését. A reagens milanyag
edényben tartando.
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Az 5 mg/cm® BSA-t tartalmazé standard fényelnyelése alapjan szamitsa ki, hogy
mennyi az ismeretlen oldat, ill. a szérumfehérje koncentracidja g/dm3-ben.
Szdmitas
Apréba _ Fehérjepréba(mg)
Astandard 5mg

Vegye figyelembe, hogy az ismeretlen fehérje-oldatbol 0,5 cm?, a szérumbol 0,05 cm?®
tartalmazza a mért mennyiséget.

Kiértékelés

A felnéttek normal szérumfehérje (6sszfehérje) értéke: 60-80 g/dm3. Az emelkedett
szérumfehérje koncentracido (hiperproteinémia) oka lehet folyadékvesztés vagy az
immunglobulinok koéros felszaporoddsa. A szérumfehérje koncentracid csokkenése
(hipoproteinémia) vesebetegségekben fordul elé a fokozott albuminiirités (albuminuria)
kovetkeztében, tovabba a szérumfehérje szintézis zavaraiban.

2. feladat. Fehérjemeghatarozas Bradford szerint
Meérje harom kémcesdbe a kovetkezd oldatokat:

Bemérendd anyag (cm®) Reagensvak Standard Proba
Ismeretlen oldat - - 0,05
500 pg/cm® BSA - 0,05 -
Deszt.viz 0,05 ) )
2,5 2,5 2,5

Bradford-reagens”

Gyors Osszerazas és két perc varakozas utan fotometralja 595 nm-en reagensvakkal
szemben.

Szamitas

Lo Apréba 3
Fehérje x500 (ug/cm)

préba =
tandard

* Bradford-reagens osszetétele: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250; 4 tf. % etilalkohol; 8,5 tf. % foszforsav. A
reagenst hasznalat eldtt szlir6papiron at kell sziirni.
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Mintafeladat

cres

crer

hasznaltuk standard mintaként. Megegyezé koriilmények kozott mérve a standard
abszorbancidja 0,11. Ertékelje ki a szérum fehérjetartalma a normal értékek kozott van-e?

A szérum fehérjetartalma:

, 0,36
Fehérjes:srum(MQ) = Mx 5mg = o1 X 5mg = 16,36 mg 0,05 cm3-ben
tandard y

A szérum fehérjekoncentracioja:
16,36 mg : 0,05cm?® = 327,3 mg/cm® = 327,3 g/dm?®

A szérum fehérjekoncentracioja a normal érték (60-80 g/dmq) felett van.

Kérdések

Soroljon fel spektrofotometrias fehérjemeghatarozasi modszereket!

Mi az alapja a fehérjekoncentracio biuret-reakcioval torténd meghatarozasanak?
Mi az alapja a fehérjetartalom Bradford-reagenssel torténé meghatarozasanak?
Adja meg a humén szérum fehérjekoncentracié normal értékét!

Gyakorlo feladat

crer

As95=0,2).
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Gyakorlat

Datum:

1. feladat. Fehérjemérés biuret-reakcioval

Ismeretlen szama:

Fehérje-oldat Abszorbancia Fehérje koncentracio
(mg/cmd)
Standard 5.0
Ismeretlen fehérje-oldat
Szérum
Szdmitas
....... szdmu ismeretlen fehérje-oldat koncentréaciodja: mg/cm®,
A szérum 0sszes fehérje koncentracioja: mg/cm?, azaz g/dm?3, ami a

normalértékhez viszonyitva magasabb/alacsonyabb/megfeleld (hlizza ald a megfeleld valaszt).

2. feladat. Fehérjemeghatdrozas Bradford modszerével

Ismeretlen minta szama:

Vizsgalando

Abszorbancia

Koncentracié (ug/cm®)

Standard

500

Ismeretlen fehérje-oldat

Szamitas

....... szamu ismeretlen fehérje koncentracidja:
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Gliikoz kvantitativ meghatarozasa

A kvantitativ szénhidrat meghatarozasok koziil az orvosi gyakorlatban elsdsorban a
glikéz koncentracidjanak (vércukor) meghatarozasdra van sziikség. A vér glikoz
vércukor érték (hiperglikemia) leggyakrabban cukorbetegségben (diabetes mellitus) fordul
eld, de emelkedik a vér gliikkozkoncentracioja szénhidrat felvétele utan is (alimentdris
hiperglikémia). Hiperglikémiaban, ha a vércukorszint meghaladja a vese un. “kiiszobértékét”
gliikoz jelenik meg a vizeletben (gliikozuria). A normalis alatti vércukor érték (hipoglikéemia)
pl. inzulin taltermelésben vagy annak tuladagolasa esetén fordul elé. 1 mmol/dm? alatti
vércukorszint eszméletvesztéssel és gorcsokkel jaro életveszélyes allapotot okoz.

1. Redukcion alapulo modszerek. A szénhidratokkal egyiitt egyéb redukald anyagok
(kreatin, kreatinin, hiigysav, aszkorbinsav, glutation stb.) is reagalnak, igy a mérés a valodi
szénhidrat tartalomnal magasabb értéket ad.

2. Aldoz meghatarozas o-toluidinnal. Az aldézok o-toluidinnal tdmény ecetsavas
kézegben 100°C-on szines vegyiiletet (Schiff-bazist) alkotnak, a szin intenzitdsa a gliikoz
koncentracidval aranyos.

A glikoz mellett egyéb aldoézok is adjak a reakcidt, ezek azonban normalis
koriilmények kozott nem fordulnak el a vérben. Igy az eredmény gyakorlatilag a "valodi"
gliikozértéket kozeliti meg.

3. Enzimatikus modszerek. Nagy specifitasuk miatt jelentdségiik egyre jobban
novekszik. A meghatarozasra az egyik lehetség a glilkozoxidaz (GOD) és peroxidaz (POD)
kapcsolt reakcidjanak alkalmazasa. A gluk6zoxiddz a kdvetkezd reakciot katalizalja:

gliilkézoxidaz
gliikéz + H20 + O2 » glikkonsav + H20:

A keletkez6 H202 mennyiségét “indikatorreakcid™ segitségével hatarozhatjuk meg:

peroxidaz
H20: + kromogén-H> »  kromogén + 2 H20
redukalt forma oxidalt forma
(szintelen) (szines)

A Trinder-reagensben a kromogén a fenol és p-amino-fenazon keveréke, amelyek oxidalodva

crer

aranyos ¢és fotometralhato.

OH H3C N
RY

fenol p-amino-fenazon

Ennek a modszernek nagy elonye, hogy mivel a glilkdzra specifikus, az un. “maradék
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redukciot” add anyagok nem zavarjak és a fruktozémia vagy galaktozémia elkiilonitésére is
alkalmas. A peroxiddz azonban nemcsak a kromogénre képes a H»O; oxigénjét atvinni,
hanem mas oxidalhaté anyagokra is (pl. bilirubinra), emiatt ez a modszer sargasdgban
szenvedO betegeknél - a vér magas bilirubintartalma miatt - a ténylegesnél alacsonyabb
gliikozértéket ad. A gliikozoxidazos modszer egyszeriisége és a reagensek stabilitdsa miatt ma
az egyik leggyakrabban alkalmazott kvantitativ gliikozmeghatarozasi eljaras.

1. feladat. Ver gliikozkoncentrdciojinak enzimatikus meghatdarozasa
Az enzimatikus meghatirozas Trinder-reagenssel” torténik. Mérje kémcsovekbe a
tablazatban feltiintetett anyagokat!

Bemérendd anyag (cm?) Reagensvak Szérum Gliikéz-standard

Glukoéz-standard

(5 mmol/dm?) - - 0,02
Szérum - 0,02 -
Trinder-reagens 2,5 2,5 2,5

Hagyja 4llni a csoveket szobahdémérsékleten 30 percig. Fotometralas 520 nm-en 1 cm-es
rétegvastagsag mellett reagensvakkal szemben.
A szérum gliikkdzkoncentracidja az alabbi 6sszefiiggés alapjan szamithato ki:

3
Caie: MMONAM™ Ay
Smmol/dm®  Ayangarg

Mintafeladat

crer

reagens vakkal szemben mérve 520 nm-en 0,054. A standard gliikéz oldat abszorbancidja
0,12!

Cgiiks: MM = Aseun 5mM = 0054 5mM
Astandard 0’12

rum= 2,25 mmol/dm?3
Kérdések Caatrum

Sorolja fel a vércukor kvantitativ meghatarozasara hasznalhato modszereket!

Mi a vér gluko6z koncentracié normal értéke?

frja fel a glitkozkoncentracié enzimatikus modszerrel torténd meghatarozasakor lejatszodo
reakciok egyenletét. Mi a modszer elénye?

Gyakorlo feladat
Mi a 3,1 mM gliikkdz-oldat abszorbancidja 520 nm-en mérve, ha a gliikoz standard (5 mM)
mért abszorbancia értéke 0,09?

* Trinder-reagens készitése: Gyarilag Gsszeallitott GOD + POD keveréket 1 liter 0,1 M pH 7,0 foszfat pufferben
oldunk. Ebben az enzim-puffer keverékben a GOD koncentracio 12 U/cm? a POD koncentracié 1,2 U/cm?®. Ez az
enzim-puffer keverék 4 °C-on harom honapig tarthaté el. 100 cm® enzim-puffer keverékhez 250 mm® gyérilag
Osszeallitott kromogén oldatot adunk (amely 4 M fenolt és 0,6 M p-amino-fenazont tartalmaz). A kromogént is
tartalmazo6 Trinder-reagens naponta frissen készitendd az enzim-puffer keverékbol.
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Gyakorlat

Datum:

1 feladat. Szérum gliikéztartalmdanak enzimatikus meghatdrozdsa
Abszorbancia értékek

Aszérum=

Astandard =

Szamitas

A szérum gliik6z koncentracioja: mmol/dm3

Ertékelje ki, hogy a szérum glitkdzkoncentracidja a normal értékek kozott van-e.
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POLARIMETRIA

A polarimetria a polarizalt fénnyel kapcsolatos kvantitativ vizsgélatokkal foglalkozik.
A mérés soran optikai forgatoképességet, azaz a sikban polarizalt fény rezgési sikjanak
elfordulasat mérjiikk . Linearisan, sikban polarizalt (polaros) fényrél akkor beszéliink, ha az
elektromos térerdsségvektor (és igy természetesen a magneses is, csak az elektromosra
mer6legesen) egyetlen sikban rezeg. A természetes fényben sem az elektromos
térerdsségvektornak, sem a magneses térerdsségvektornak nincs kitiintetett rezgési irdnya,
minden rezgési irany azonos valdszintiséggel talalhaté meg. A természetes fénybdl megfeleld
szlir6kkel (polarizatorokkal) tetszés szerinti rezgésiranyt fény kivalaszthato.

Az optikailag aktiv anyagok a sikban polarizalt fény polarizacids sikjat elforgatjak. Ha
az anyag csak kristalyos allapotban aktiv (pl. kvarc), megolvadt vagy oldott allapotban nem,
akkor a jelenség oka a kristalyszerkezetben van. Ha ellenben az optikai aktivitas oldott vagy
megolvadt allapotban is megmarad, akkor a forgatoképesség magyarazatat a
molekulaszerkezetben kell keresni. Optikailag aktivak azok az anyagok, amelyek
molekuldjdban van olyan szénatom, amelyhez 4 kiilonb6zé ligandum kapcsolodik
(aszimmetrids szénatom, kiralitdscentrum). Az ilyen vegyiileteknek két olyan térbeli
szerkezete van, amelyek egymasnak tiikdrképei, azaz nem forgathatok egymasba.

Egy optikailag aktiv anyag oldatdnak forgatoképessége (a) adott hémérsékleten €s
hullamhosszon aranyos az oldat koncentraciojaval (C), az oldat rétegvastagsagaval (I) és a
fajlagos forgatoképességgel:

o= [a]g x|xc
ahol | az adott réteg vastagsaga dm-ben, ¢ pedig az oldat koncentracidja g/cm? egységben. A
fajlagos forgatoképesség [a], anyagi minbségre jellemzO allandd, ami azt a szoget jelenti,
amellyel a sikban polarizalt A hullamhosszasagh fény polarizacios sikja elfordul, ha T °C-on a
kérdéses anyag 1 dm vastagsagu rétegén athalad, feltéve, hogy az aktiv anyagnak 1 g-ja van 1
cm?®-ben feloldva. A gyakorlatban a fajlagos forgatoképességet altaldban 25 °C-ra és 589 nm

hullamhosszra (az un. natrium-D spektrumvonal hullamhosszara) szoktak megadni [a] 2D5 .
A forgatOképesség mérése felhasznilhatdé az optikailag aktiv anyagok

crcr

szamolasa révén az optikailag aktiv anyag azonositiséara, tisztasdganak ellendrzésére is
alkalmazhato.
Az optikai forgatoképességet polariméterrel mérjik (/7. abra).

Analizator

— =] (—fr—————— ————

Polariméter Skala

J——

17. abra Polariméter

Polarizator

Nagyito
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A polariméter {6 részei: a sikban polarizalt fényt eldallité polarizator, az aktiv oldatot
befogadd, végein planparallel iiveglemezekkel lezart, ismert hosszasagu, esetleg
termosztalhatd cs@ az un. polarimétercs6 €s az analizator. Polarizatorként és analizatorként
altalaban Un. Nicol-féle prizmat hasznalnak, amely csiszolt mészpatkristalybol all. A mészpat
a természetes fényt két egymdasra merdleges iranyban polarizalt részre bontja. Megfeleld
csiszolassal elérhetd, hogy csak az egyik polarizalt fénysugar jusson at a prizman, a masik
visszaverddjék (polarizator). Az igy eldallitott polarizalt fény egy masik prizman (analizator)
csak akkor haladhat at, ha az utobbinak a fOmetszete parhuzamos az elséével. Ha a
fometszetek merdlegesek egymasra, akkor a masodik prizma teljesen elnyeli a rdes6 fényt. A
fényintenzitds-maximum vagy fényintenzitas-minimum azonban csak mérsékelt pontossaggal
allithat6 be. Az emberi szem viszont igen érzékenyen meg tudja azt allapitani, hogy a latotér
két felének megvilagitasa azonos-e. A polariméter felépitése ezt a félarnyék modszernek
nevezett beallitast teszi lehetévé, amikor a polarizator és analizator 90°-os allasa esetén a
latomezoben észlelhetd latotér egyenletesen (de nem teljesen) sotét. A késziilék nullpontjat
tehat gy allapitjuk meg, hogy a polarimétercsdvet desztillalt vizzel toltve meg beallitjuk a
félarnyékot. Ha a sikban polarizalt fény optikailag aktiv anyagon halad 4at, akkor a
polarizatorbol kilépé fény sikja elfordul Ezt a latotér kozépsé részén megjelend eltérd
intenzitasu sav jelzi. Emiatt az analizatort (amely eredetileg merdlegesen helyezkedett el a
polarizator fOmetszetéhez viszonyitva, teljes kioltast okozva) az eredeti helyzetétdl
valamilyen szoggel el kell forgatni, hogy ismét 1étrej6jjon a teljes kioltas, azaz a latdtérben
visszaallitsuk a félarnyékot. Ha az analizdtort az Oramutatd jarasanak irdnyaban kell
elforgatni, akkor jobbra (+) forgatd anyaggal van dolgunk, ellenkezd esetben viszont balra
forgatd anyagrol beszéliink (-).

Szénhidratok polarimetrias vizsgalata

A szénhidratok a dihidroxi-aceton kivételével optikailag aktiv vegyiiletek, igy
polarimetrias modszerrel, optikai forgatas alapjan a specifikus forgatoképesség ismeretében
az egyes szénhidrat oldatok koncentracidja meghatarozhat6. A legfontosabb cukrok specifikus
forgatoképességét a 6. tablazat foglalja Gssze.

co_ @
Ix[a]
6. tabldazat Mono- és diszacharidok specifikus forgatoképessége
Cukor [o] 2"
D-gliiko6z +52,7
D-frukéz -93,0
Szacharoz +66,5
Invertcukor (D-gliikoz: D-fruktoz, 1:1) -20,2
Maltéz +136,0
D-mannéz +14,2
D-galaktoz +80,5

“Az adatok egyensilyi elegyekre vonatkoznak (14sd mutarotacid).

hatdroztdk meg. A vizeletben azonban mas optikailag aktiv anyagok is megjelenhetnek
(fehérjek, B-hidroxivajsav, gliikuronsav, cisztin, laktoz, galaktoz stb.), ezért a polarimetrias
meghatdrozas nem eléggé specifikus. A vizelettel iiritett glilkdoz mennyiségi meghatarozasa
napjainkban spektrofotometrids modszerrel, specifikus szinreakciokkal (o-toluidines, ill.
enzimatikus cukormeghatdrozas) torténik.
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Ellenorlzze mérés elott a polariméter 0 helyzetét. Buborékmentesen desztillalt vizzel

toltse meg a polariméter csdvét, majd a csovet a polariméterbe helyezve allitsa be az un.
félarnyékot. A polariméter latdbmezejében harom savot lathat. Ezek koziil a két szélso
fényintenzitdsa egyenld, a kozéps6é viszont eltérd (vagy vilagosabb, vagy sotétebb). Az
analizator elforditasaval elérhetd, hogy a latomezében mindharom rész egyformén vilagos
legyen. Ilyenkor az analizator teljes mértékben atengedi a polarizalt fényt. Kb. 90°-0s
elforditas utdn pedig a harom térrész egyforman sotét lesz (teljes kioltas). Ez a pont a
késziilék nulla pontja.
Oblitse at a polariméter csdvét a vizsgalandd oldattal, hogy a mérés alkalméaval az oldat ne
higuljon fel. Ezutan t6ltse meg a polariméter csovét a vizsgalando oldattal buborékmentesen.
A csovet a polariméterbe helyezve, az analizatort addig forgassa el, hogy a latotérben a harom
térrész egyforma -sotét- legyen. Mivel a gliikkdz jobbra (az 6ramutatd jardsaval megegyezd
iranyba) forgat, az analizatort is az Oramutatd jarasanak iranyaba kell elforgatni. Frukt6z
meghatarozasakor ellentétes iranyban kell az analizatort elforgatni, mivel a frukt6z balra
forgat.

A koncentréci(’) kiszémitéséhoz sziikséges speciﬁkus forgatéképesség a 6. tabldzatban

A krlstalyos kereskedelmi D-gliikoz a-D-gliik6zt tartalmaz. Az a-D-gliikéz specifikus
forgatoképessége kozvetleniil a feloldas utan [a]ﬁ,s = +112°. Vizes oldatban a gliikkoz a- és B-

D-gliikkoz egyensulyi keverékévé alakul at, mikozben a glilkézoldat specifikus
forgatoképessége megvaltozik. A forgatoképesség valtozasa a mutarotacio.

CH,OH \ e CH,OH
H-C—OH o OH
| oH | — HO—(F*—H — ‘ >‘
L OH
\ |/ H-C-OH \ ‘
H=C—OH
CH,OH
a-D-gliikkéz [a]*°p = +112° B-D-gliikoz [a]*°p = +17,8°

Az a- és B-D-gliikkoz ardnya a feloldas utan kb. 1 6ra milva mar megkdzeliti, de csak kb. 24
ora mulva éri el az egyensulyi allapotot. Ekkor [a]ZDS: +52,7°. Az egyenstlyi keverék 37% a-
€s 63% B-D-gliikozt tartalmaz. A mutarotaciot savak €s bazisok, tovabba a gliikomutarotaz
enzim gyorsitja.
A kisérlet leirdsa

Mérjen le taramérlegen 4 g gliikozt, oldja fel desztillalt vizben és tltse fel 20 cm>-re
méréhengerben (c = 0,2 g/cm®). Kozvetleniil ezutan tdltse a polariméter csdvébe az oldatot és
olvassa le az optikai forgatas szogét. Leolvasds utan a gliikoz oldatbol 15 cm3-t tdltsdn vissza
a méréhengerbe és pipettazzon hozza 0,2 cm® 0,1 M NaOH-t. Kezdje el az idodmérést.
Osszekeverés utdn toltse vissza az oldatot a polarimétercsébe. A lug hozzdadasatol szamitva
2,4,6,8,12, 16 ¢s 20 perc elteltével olvassa le az optikai forgatas szogét.

Abrazolja grafikusan a specifikus forgatoképesség idSbeni valtozasat: az abszcisszan
az 1dat tlintesse fel percekben, az ordinatan a gliikoz oldat specifikus forgatoképességét. A 0

perces [a]ZDS értéket a lug nélkiili gliikoz oldat forgatasabol szamitsa ki.
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Minta feladatok

e ey

crer

o=2,64°
[a] ZDS =52,7
| =1,00 dm
a 2,64 g
e *=1ooxs27 " Pom
x| s WU X2, cm
¢ =0.05 g/cm®

2. 2,0 g (+)-glicerinaldehidet 10,0 cm? vizben feloldva oldatot készitettiink. 25°C
hémérsékleten polarimetrids mérést végeztiink 100 mm hosszusagu polariméter csdvet
hasznalva. Az mért forgatoképesség értéke 1,74°. Szamolja ki a (+)-glicerinaldehid specifikus

forgatoképességét!
o =1,74°
| —100mmx—+M, 20dM 1 50 dm
1000mm 1m
2040 3
c=—=—-=0,20g/cm
10,0 cm?® 9/
[04
[a]f;zm [a]zi: ,
X 1,00x0,20
[a]y =87
Keérdesek

Adja meg az optikailag aktiv anyag koncentracidja és az optikai forgatoképesség kozotti
Osszefliggést és a képletben szerepld jelek definicigjat.

Mit jelent a fajlagos forgatoképesség?

Hogyan azonositana egy ismeretlen szénhidratot polarimetria segitségével?

Mi a mutarotaci6? Szerkezeti képletekkel mutassa be a gliikk6z példajan!

Az a-D-gliikoz képlete, a glikozidos hidroxil csoport jelolésével.

Az B-D-gliik6z képlete, a glikozidos hidroxil csoport jelolésével.

A D-gliik6z nyilt lancu alakjanak képlete.

Gyakorlo feladat
Szamitsa ki annak a szénhidrat oldatnak a specifikus forgatoképességét, melynek 0,2 g/cm®

crer

polariméter cs6 hossza 1,00 dm. A 6. tabladzat segitségével adja meg a szénhidrat nevét!
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Gyakorlat

Détum:

A polarimétercsé hossza (1): dm
A polariméter nullapontja: 0

1. feladat. Koncentracié meghatdrozas

(a) Ismeretlen gliik6z oldat szama:

o= °

Szamitas

....... szamu gliikéz oldat koncentracioja

(b) Ismeretlen fruktoz oldat szama:

o= °

Szamitas

....... szamu fruktdz oldat koncentracidja
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I= dm Cglucose= glcm3

Toltse ki az alabbi tablazatot!

Id6 [perc] o [a] 2

D

o (o ([ |IN |O

16
20

Grafikus abrazolas

A gliik6z vizes oldatanak specifikus forgatoképessége az egyensuly bedllta utan:
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ELEKTROMETRIA

Potenciometria (elektrometria) néven foglaljuk 6ssze az elektrodpotencial mérésére
visszavezethetd modszereket. A Nernst-egyenlet szerint egy elektrod elektrodpotencialja
kovetkezd Osszefliggéssel adhatd meg:

o RT
e=&’+—Inc
nF
ahol €° a standard redukcids elektrodpotencial, R az egyetemes gazallando, T az abszolut
homérséklet, n az elektronszam-valtozas, F a Faraday allandd c az oxidalt forma
koncentracioja, fémelektrod esetén példaul a fémion koncentracidja. Az elektrodpotencialbol
tehat kiszamithatjuk az ismeretlen koncentracidt. Egyetlen elektrod abszolut potencialjat
azonban nem lehet mérni, mindig két elektrod kozti potencialkiilonbség mérhetd.
o RT
E = &aioa ~€anca = E nE InQ
ahol E° a katod és az anod standard redukcios elektrodpotencial értékének a kiilonbsége, Q a
reakcid hanyados. A mérdelektrodot egy masik, Un. Osszehasonlitd, vagy mas néven
referencia-clektroddal galvanelemmé kell tehat kapcsolni, s az igy Iétrejove elem
elektromotoros erejének (E) mérésébdl szamitjuk ki a mérdelektrod potencialjat. Referencia-
elektrodként masodfaju (kalomel, vagy Ag/AgCl) elektrod hasznalhatd, amelyre jellemzo,
hogy miikodése kdzben az ionkoncentracidé nem valtozik, igy elektrodpotencialja dllando. Az
elektrodpotencial-skala vonatkoztatasi alapja a standard hidrogénelektréd, melynek standard
redukcios elektrodpotencialja megallapodas szerint €°= 0,0 V.

Elektrometrias pH-mérés és az elektrolitok egyensulyanak vizsgalata

A pH, a hidrogénion-koncentracid tizes alapu negativ logaritmusa, pH = -Ig [H*]. A
pH legpontosabban elektrometridsan hatarozhatdé meg. Az elektrometrids pH-méréskor a
leggyakrabban hasznalt pH-érzékeny mérdelektrdd az iivegelektrod. Mitkodésének elve, hogy
ha tivegbdl vékonyfall gombot készitiink €s azt hidrogénionokat tartalmazo oldatba meritjiik,
gyakorlatban igen elterjedt a kombindlt elektrod (18. dbra) hasznalata, amelyben egybeépitve
talalhatdo a mérd- és a referencia-elektrod, kozottik pordzus diafragma biztositja az
elektromos kapcsolatot (az anionok vandorlasat). Elonye, hogy kis térfogatban is hasznalhato

T~ Elektromos vezeték

Belst elvezetd

elektrod D/ Utantéltd nyilas

Referencia —

elektrod

S——

——— Porézus keramia dugo
Uveg elektrod

Puffer

pH érzekeny Uvegmembran

18. abra. A kombinalt elektrod
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A kombinalt elektrod felépitése

Ag | AgCls), puffer | tiveg | Mérend6 oldat || KClag), AgCls) | Ag
bels referencia  iiveg keramia referencia
elektrod elektrod dugo elektrod

Az elektromotoros eré a mérendd oldat pH értékétdl fiigg. Tizes alapt logaritmusra attérve €s
az allandokat (T = 298 K, F = 96500 Coulomb) 6sszevonva

E =K'+ 0,0592 pH
ahol K' a referencia és az iivegelektrod mindségétol fligg.

Az elektrod kezelése

A kombinalt elektrodot hasznalaton kiviil telitett KCI oldatban kell tarolni; tigyelve
arra, hogy a diafragma is az oldatba meriiljon. Ez biztositja, hogy se az tivegelektrdod feliilete,
se a diafragma ne szaradjon ki, és az elektrodban 1év0 telitett KCI oldat ne higuljon fel.

Az elektrodot mérés elott desztillalt vizzel mossa le, majd itassa le szlirOpapirral.
Mérés alkalmaval ugy helyezze az elektrodot a mérendd oldatba, hogy abban a diafragma is
elmertiiljon, de az elektrdd ne érintkezzék a mérdedény oldalaval és aljaval.

pH méro

A méré- ¢és referencia-elektrodbol Osszedllitott elem elektromotoros —erejét
csOvoltmérdvel mérjiik, amelynek nagy belsd ellenallasa lehetévé teszi az elektromotoros erd
mérését (mV skala). A pH-mérok skalajan kozvetleniil a pH olvashaté le. A pH-skalat az
alabbi képlet alapjan készitették:

__elektromotbrosers (V)

H
k 0,0592

A kiilonbozd tipust pH-mérdk kezelése kis mértékben eltérhet egymastol, ezért
gondosan olvassa el a késziilékhez mellékelt haszndlati utasitast.

1. feladat. Ismeretlen oldat pH-janak meghatarozasa elektrometriasan

A mérés megkezdése eldtt végezze el a késziilék hitelesitését a hitelesité pufferek
segitségével a késziilék hasznalati utasitdsanak megfelelden. Emelje ki az elektrodot a
hitelesitd pufferbdl, oblitse le desztillalt vizzel €s itassa le papirvattaval. Féz6poharba toltve a
ismeretlen oldat egy részletét hatdrozza meg a pH-értéket.

2. feladat. Higitas hatdsa erds és gyenge sav pH-jdara
Mérje meg elektromos pH mérdvel a kiilonb6zo higitasu, 0,001 M, 0,01 M, 0,1 M
HCI- és ecetsav- oldatok pH-értékét.
Szamitsa ki a varhato pH-értékeket az alabbi képletek felhasznalasaval:
pPHHc = -Ig[HCI]
A sosav er0s sav, teljes mértékben disszocidl, igy a H™-ion koncentracid megegyezik a sosav

crer

Az ecetsav gyenge sav, vizes oldatban csak kis mértékben disszocial (pKa = 4,76).

PH e coon = —% lg( K, x [CH,COOH ]) = 2,38 — % lg[CH ,COOH |
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3. feladat. Erds sav elektrometrias titrdalasa

Az elektrometrias pH-mérés alkalmas savak ¢€s bazisok titralassal torténd
meghatarozasara is. Ennek a moddszernek elénye a pontossdg mellett az, hogy szines, ill.
zavaros oldatokban is lehet6vé teszi a mérést.

Mérjen ki 100 cm?® kb. 0,01 M (nem pontos koncentraciéjit) HCI oldatot 250 cm3-es
fozopoharba. Titralja meg kevergetés kozben 0,1 M NaOH oldattal, kovesse az oldat pH-
valtozasat elektrometriasan.

Abrézolja grafikusan a mért pH-értékeket 0; 5; 7,5; 9; 10; 11; 12,5 és 20 cm® 0,1 M
NaOH adasa utan. A legnagyobb pH-ugras az ekvivalencia pont koriil varhatdé. Az
ekvivalenciapont a titralasi gorbe inflexidos pontjan van. Grafikusan hatarozza meg az
inflexios pont/ekvivalencia pont helyzetét!

Mekkora az oldat pH-értéke a HCl-val egyenértékii NaOH hozzaadasa utan az

crer

eléréséhez sziikséges 0,1 M NaOH fogyas alapjan!

4. feladat. Gyenge sav elektrometrias titralasa

Mérjen ki 100 cm® kb. 0,01 M (nem pontos koncentraciéju) ecetsavat 250 cm>-es
fé6z6poharba és titralja meg 0,1 M NaOH oldattal, kovesse a pH valtozasat elektrometridsan.

Abrézolja grafikusan a 0; 2; 5; 8; 9; 10; 11; 12; 15 és 20 cm® 0,1 M NaOH adagolasa
utan leolvasott pH-értékeket. Allapitsa meg a gorbe inflexiés pontjat, ami megfelel az
ekvivalenciapontnak.

Mennyi az oldat pH-ja az ecetsavval egyenértékiit NaOH hozzaadasa utan? Szamitsa ki

crer

alapjan.

5. feladat. Pufferoldat pufferkapacitisanak elektrometrias vizsgalata

Pufferoldatnak nevezziik a gyenge savat és sojat (konjugdlt bazisat) vagy gyenge
bazist ¢és sojat (konjugalt savat) tartalmazo oldatokat. A pufferoldatok pH-ja csak Kis
mértékben valtozik, ha nagyobb mennyiségii savat vagy erds bazist adunk hozza. Mitkkodeéstik
a kozos ion hatasan alapul. A pufferkapacitds a pufferold képességet jelenti; értéke a 1000
cm? pufferoldat pH-jat 1 egységgel eltold 1 M HCI, illetve 1 M NaOH cm?®-einek szama.

(a) Savval szembeni pufferkapacitds

Mérjen ki 20 ecm3-t a vizsgiland6 pufferoldatbol és adjon hozza 30 cm?® desztillalt
vizet. Allapitsa meg az oldat pH-jat elektrometriasan és adjon hozza 0,1M HCI-t biirettabol
mindaddig, amig a pufferoldat pH-ja kb. 1 egységgel nem csokken.

fogyas,ml(0,1M HCI)x 5
pH - pH

Pufferkapeitas,,, =

kezdeti végss
(b) Luggal szembeni pufferkapacitds

Mérjen ki ijabb 20 cm®-t a vizsgalandd pufferoldatbol és higitsa 30 cm?® desztillalt
vizzel, majd 0,1 M NaOH adagolasaval novelje a pH értékét kb. 1 egységgel.

Szamitsa ki a puffer savval és luggal szembeni kapacitasat.

fogyas,ml(0,1M NaOH) x5
PH ¢,; — PH

Pufferkapaitas,,, =

végsé kezdeti
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Minta feladatok

crey

pH=-1g 0,2
pH = 0,699

2. Szamolja ki 0,02 M koncentraciéju CHsCOOH oldat pH értékét! Ko= 1,8 x 107,
1 1 s 1 S
pH = -5 lg(K, x [CH,COOH ]) = -5 lg(1,8x10~° x 0,02) = -5 Ig 3,6x107~7 = 3,22

pH=3,22

3. Hangyasav oldat titralasa soran 10,0 mL 0,10 M NaOH oldatot adtunk 30,0 mL 0,15 M
HCOOH oldathoz. Szamolja ki a pH értékét! Karcoon) = 1,7 x 10,

HCOOH + NaOH = HCOONa + H20

0,15 mol/L x 0,03 L = 0,0045 mol HCOOH van a titraland6 oldatban, amelyhez adtunk

0,1 mol/L x 0,01L = 0,001 mol NaOH-ot.

HCOOH még feleslegben van: 0,0045 — 0,001 = 0,0035 mol. Az oldat térfogata:30,0 + 10,0 =
40,0mL=0,04 L

HCOOH koncentrécioja: 0,0035 mol/ 0,04 L =0,0875 M

A semlegesitési reakcioban képzddott 0,001 mol HCOONa

HCOONa koncentracioja: 0,001mol/ 0,04 L = 0,025 M

A titrdlas soran ebben a pontban a gyenge sav és s6ja (konjugalt bazisa) is jelen van.

A Hendelson Hasselbach egyenlet szerint:

[konjugélt bazis |

pH=pK, +log
[ayenge sav]
oH =pK_ + log LHCOONa] oH = 3,770 - 0,544 = 3,226
[HCOOH]
pH = 3,226

4. 10 cm® sosavat 0,1 M NaOH oldattal titraltunk. Az ekvivalenciapontig 10,5 cm®0,1 M NaOH

crer

pontban?
NaOH + HCI = NaCl +H.0

A semlegesitéshez sziikséges NaOH mennyisége 0,1mol/dm?® x 0,0105 dm? = 0,00105 mol
1 mol NaOH 1 mol HCI -val reagal a reakcidegyenlet szerint.

Tehat 0,00105 mol HCI volt 10 cm?® meghatérozandé oldatban.

A s6sav koncentraciéja: 0,105mol/1000cm?,

A so6sav koncentracidja: 0,105 M. Az ekvivalenciapontban a pH = 7,0, mivel az
ekvivalenciapontban so6 és viz van jelen és a képzddott s6 (NaCl) nem hidrolizal.
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Kérdések

A pH-mérés soran hasznalt elektrodok felépitése és miikddése.

Rajzolja fel az erds sav titralasi gorbéjét erds bazissal, az ekvivalenciapont feltiintetésével.
Rajzolja fel az gyenge sav titralasi gorbéjét erds bazissal, az ekvivalenciapont feltiintetésével.
A pufferkapacitas fogalma.

Az acetat-puffer komponenseinek reakcioja erds savval illetve erds bazissal
(reakcioegyenletek).

A foszfat-puffer 6sszetevdi és a foszfat-puffer pH-jat meghatarozo 6sszefiiggés.

Gyakorlo feladatok

1. Szamolja ki 0,4 M koncentracioja HCI oldat pH-jat!

T

s

ecetsav K értéke 1,8x107).

4. Mekkora pH valtozast okoz a HCI, ill. az ecetsav 10-szeres és 100-szoros higitasa?
Indokolja meg miért!

5. 25,0 cm® 0,1 M HClI oldathoz 5,0 cm® 0,1 M NaOH oldatot adtunk. Szamolja ki a pH-t!
6. 25,0 cm® 0,1 M CH3COOH oldathoz 5,0 cm® 0,1 M NaOH oldatot adtunk. Mennyi lesz az igy

kapott oldat pH értéke? Hany cm® 0,1 M NaOH fogy az ekvivalenciapontig? pKacrscoon) = 4,76
Mennyi lesz az oldat pH-ja az ekvivalencia pontban?
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Gyakorlat

Datum:

1. feladat. Ismeretlen oldat pH-jdnak meghatdrozasa

Ismeretlen szama:

pH =

2. feladat. Higitdas hatdsa erds és gyenge sav pH-jdra

Sav HCI CH3COOH
koncentracio szamolt pH mért pH szdmolt pH mért pH
0,1M
0,01 M
0,001 M
Szamitas

Hasonlitsa 6ssze a mért és a szamitott értékeket!

Magyarazza meg a HCl ¢s CH3COOH pH értékei kozotti kiilonbségeket!
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3. feladat. Erds sav elektrometrias titraldsa

A HCI oldat szama:
A HCI oldat térfogata:

0,1 M NaOH
fogyas (cm®)

pH

0,0

5,0

7,5

9,0

10,0

11,0

12,5

20,0

NaOH oldat koncentracioja: 0,1 M

Abrézolja a mért pH értékeket a fogyott NaOH (cm®) fiiggvényében!

Az oldat pH-értéke az ekvivalenciaponton:

Az ekvivalenciaponthoz tartoz6 0,1 M NaOH fogyas: cm?,

Szamitas

A HCI oldat pontos koncentracidja:

103




4. feladat. Gyenge sav elektrometrids titrdaldsa
A CH3COOH oldat szama:
A CH3COOH oldat térfogata: NaOH oldat koncentracioja: 0,1 M

0,1 M NaOH pH
fogyas (cm?®)
0,0
2,0
5,0
8,0
9,0
10,0
11,0
12,0
15,0

20,0
Abrézolja a mért pH értékeket a fogyott NaOH (cm®) fiiggvényében!

Az oldat pH értéke az ekvivalenciaponton:
Az ekvivalenciaponthoz tartoz6 0,1 M NaOH fogyas: cm?®
Szamitas:

A CH3COOH oldat pontos koncentracioja: M.
Miért tér el az ecetsav €s a sosav titralasi gorbéje?
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5. feladat. Pufferkapacitas vizsgalata
Az ismeretlen szama:

(@) Savval szembeni pufferkapacitds

fogyott 0,1M kezdeti pH végs6 pH
HCI (cm?®)

A pH

pufferkapacitas

Szamitas

(b) Luggal szembeni pufferkapacitas

fogyott 0,1M kezdeti pH végs6 pH
NaOH(cm?®)

A pH

pufferkapacitas

Szamitas
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KROMATOGRAFIA

A kromatografia (sz66sszetétel, a gorog ypopo: kroma, szin és a ypagew: grafein, irni
szavakbol all 6ssze) gylijtéfogalma azon laboratoriumi eljarasoknak, amelyeket keverékek
elvalasztasdhoz hasznalunk.

A kromatogrdfiaban haszndlatos alapfogalmak

- A mozgo fazis az oldoszerbdl és a benne oldott, elvalsztandd anyagokbol allo keverék,
amely az allo fazison keresztiil mozog.

- Az dllo fazis egy olyan anyag, amely helyhez kotott az elvalasztasi folyamat soran, illetve
a mozgo fazis és az elvalasztandd anyagok rajta keresztil mozognak, illetve hozza
kotddnek.

- A retencios ido az a jellemzd 1d6, mialatt egy bizonyos molekula egy bizonyos
kromatografids elvalasztas soran, kontrollalt korilmények kozott keresztiilhalad a
kromatografids rendszeren.

- Azeluens egy olddszer elegy, ami a mozgo fazist alkotja.

- A kromatogramm a kromatografias elvalasztas vizualis megjelenitése. Az egyes
megjelend csucsok, vagy mintazatok az elvalasztott keverék egyes Osszetevoit jelenitik
meg.

A kromatogrdfia elmélete

A kromatografias elvalasztas soran a molekulak allo- és a mozgo fazis kozotti eltérd
megoszlasat haszndljuk ki a keverékek elvalasztisara. A keverékek komponensei az 4llo
fazissal toltéseik, relativ oldhatésaguk, vagy abszrpcid alapjan 1éphetnek kapcsolatba.

A kromatografias elvalasztas folyamatdnak megértéséhez induljunk ki abbdl a
feltételezésbol, hogy a mozgo- és az allo fazis egyensulyban van. A megoszlasi hanyados (K),
amely leirja az elvalasztando anyagok megoszlasat a kovetkez6 egyenlet definialja:

_ Az elvdlasztando anyag koncentracioja az allo fazisban
~ Az elvdlasztando anyag koncentrdacioja a mozgo fazisban

A K fiiggetlen a koncentraciotdl, és valtozhat, ha a kisérleti koriilmények megvaltoznak,
példaul ha a homérséklet emelkedik vagy csokken. A K értékének novekedésével az
elvalasztand6 anyag egyre erésebben kotddik az allo fazishoz, vagyis egyre lassabban mozdul
a mozg6 fazishoz képest.

A retencioval egy adott anyag vandorolasi sebességét jellemezziik, amellyel egy adott
kromatografids rendszerben mozog. A papirkromatografiaban a retenciot a retencios faktorral
(Ry) fejezziik ki, amely az adott anyag és az eluens frontja altal megtett ut hanyadosa:

Az elvalasztando anyag altal megtett ut
Az oldoszerfront altal megtett ut

Rf =

Az Rf értéke 0 és 1 kozott valtozhat (Rf = 1 esetén az elvélasztando anyag az eluenssel egyiitt
mozog, mig ha az R¢ = 0, akkor az anyag nem mozdul el a felvitel helyérdl).
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Oszlopkromatgrafidban, amikor az elvéalasztott anyagok az eluenssel egyiitt eludlodnak, a
retenciot retencios idovel jellemezziik. A retencios id0 (tr) a mintafelvitel és a mintak detektalasa
kozott eltelt ido.

A kromatografias elvalasztas a mintafelvitellel kezdddik, amit a mintak futtatdsa kdvet. A
futas soran a mozgé fazis mozgasa elkezdddik, és a kromatografids elvalasztas megtorténik. A
folyamat végpontjanak megallapitasa torténhet az elvalasztandd anyagok mozgasanak
kovetésével, vagy ezen anyagok a kromatografids rendszerbdl torténd tdvozasanak
megfigyelésével. Az elvalasztott anyagok futdsdnak grafikus megjelenitését kromatogrammnak
nevezziik.

A kromatogramm kvalitativ elemzése soran az egyes csucsokhoz tartozé komponenseket
azonitjuk. Az azonositdshoz az ismeretlen csucsok helyét jol ismert standardokhoz hasonlitjuk és
az azonos helyen megjelend csucsok azonos anyagokra utalnak. A kromatogrammokbdl egy
adott anyag mennyiségét is meg lehet hatarozni az elvalasztds utdn. Az egyes anyagok
mennyisége aranyos a csucsok magassagaval, illetve a gorbe alatti terlilettel. A kvantitativ
meghatarozashoz ismert koncentracioju oldatokkal kalibralni kell a mérésiinket, késdbb ezekhez
az oldatokhoz hasonlitjuk az ismeretlen oldatot.

60

natrium L.
50 ammonium

" kalium

30

20 4
magnézium

Vezetbképesseg [LS)

kalcium

Retencios idd (perc)

19. dbra Egy tipikus kromatogramm
A vezetoképesség emelkedése jelzi az egyes kationok megjelenését. Az egyes kationok és az
egyes csucsok egymashoz rendelése a kromatogramm kvalitativ elemzése. A gorbék alatti
teriilet ardanyos az adott anyag mennyiségével. A koncentracio ilyen meghatarozasat a
kromatogramm kvantitativ elemzésének nevezziik.
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Papirkromatografia

A papirkromatografia (PK) ¢és a vékonyrétegkromatografia (VRK) egyiitt a
rétegkromatografiak koz¢ tartoznak. A VRK ¢és a PK kozotti alapveto kiilonbség van az allofazis
természetében, mig technikai részleteiket tekintve (mintafelvitel, kifejlesztés és detektalas)
nagyon hasonloak.

A PK-ra a gyakorlatban kiilonb6z6 cellul6z papirokat (a Whatman, vagy a Schleicher —
Schiill papirok), illetve {ivegszalas papirokat, melyek szilika géleket tartalmaznak. Az 4all6 fazist
a papir és a hozza kapcsolodo viz alkotja, mig a mozgo fazist a szerves oldoszer alkotja.

A PK soran az elvélasztds az alabbi elv szerint zajlik le. Az elvalasztando oldat egy
cseppjét a sziirGpapirra cseppentjiik és raszaritjuk. A szlrépapirt egy, az eluenst tartalmazo
kadba helyezziik. Az eluens a kapillaris er6tél hajtva a papir rostjai mentén aramolni kezd.
Amikor az eluens eléri a foltot a beszaritott anyag egy része beoldodik. A tovabb aramlé eluens
uj, friss felszinhez ér, ahol az oldott anyagok egy része reszorbealodik, hogy azon a ponton is
bealljon az oldategyensuly. Ugyanakkor tiszta eluens érkezik ugyanarra a teriiletre és a lerakott
anyagok ujra beoldodnak. Ahogy az eluens tovabb aramlik az oldott anyagok egyiitt haladnak
vele az eluens vandorlasi iranyaban. Az egyes anyagok vandorlasi sebessége attol fiigg, hogy
milyen erdsen abszorbedlodnak a cellulozhoz és milyen mértékben oldodnak vissza az
eluensben.

Megfelel6 id6 eltelte utan a papirt eltavolitjuk az oldoszerbdl, majd megszaritjuk, és ha
szilkséges, a lathatova tételéhez sziikséges reagenssel kezeljik. A PK-t altalaban oldatok
kvalitativ analizisére hasznaljuk.

Fontos megjegyzés! A kisérlet soran puha ceruzat hasznaljunk a papiron jelolésre. Ne sértsiik
meg a papir rostjait!

1. feladat. Elemiszerszinezékek elvilasztisa felszallé papirkromatogrdfiaval

Ebben a kisérletben élelmiszerszinezékeket fogunk elvalasztani. Ezeket a mesterséges
élelmiszerszinezékeket ételek vagy italok szinezésére hasznaljak, ennek megfeleléen fontos,
hogy pontosan azonosithatoak legyenek. Az egyes vegyiileteket azonosithatjuk
papirkromatografia sordn, amennyiben tiszta standard engedélyezett szinezékekhez viszonyitjuk
az ismeretlen mintakat.
A gyakorlaton az alabbi, a Magyar Szabvany altal engedélyezett, élelmiszerszinezékeket
vizsgaljuk meg:

Amaranth (malnavoros),
Eritrozin (voros),
Indigdkarmin (kék),
Neukokcin (cseresznyepiros),
Tartrazin (citromsarga).
A kisérlet leirdsa
Egy 20 X 20 cm-es Whatman No.1 szlir6papirra rajzoljunk ceruzaval az alapjatol 2,5 cm-re egy

az alappal parhuzamos vonalat, majd ezen a vonalon jeldljink ki 6, egymastdl egyenld
tavolsagra 1évo pontot, mint azt a 20. dbrdn lathatjuk. A pontokat szamozzuk el 1- 6-ig.
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Startpontok
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20. abra. Sziiropapir elokészitése élelmiszerszinezékek kromatografidajahoz

A megjelolt pontokra az alabbi mintakbol vigyen fel egy-egy cseppet az eppendorf csovek alatt
1év0 pipettahegyek segitségével.

Startpont Minta

Amaranth standard oldat
Indigokarmin standard oldat
Neukokcin standard oldat
Tartrazin standard oldat
Standardok keveréke (1-4)
Meghatarozand6 minta

OO, WN B

Hajszéritoval széritsa meg a felvitt mintakat, majd formaljon hengert a sz{irdpapirbol és rogzitse
a henger végeit tizégéppel. Helyezze sziirdpapir hengert egy futtatd edénybe, amelyben 1 cm
szintmagassagban all a futtato folyadék (2,5%-0s Na-acetat : cc. NH4OH : deszt.viz=2:5:93
elegye). Zarja le a futtatd edény fedelét és futtassa meg a kromatografiat (21. dbra).

~——
i Lo
I A

\ e/

21. abra Kromatografalo edény felszallo papirkromatogrdfiahoz
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Amikor az olddszer eléri a papir tetejét vegyiik ki a kromatogrammot az edénybdl és miutan
megjeloltiik az oldoszerfront helyzetét szaritsuk meg a kromatogrammot. Szamitsa ki az
egyes foltokhoz tartozd Rf értékeket és a szamitott Rf értékek, illetve a foltok szine alapjan
azonositsa az ismeretlen oldat komponenseit.

2. feladat. Fémionok elvailasztdisa horizontdlis papirkromatogrdfiaval

Ebben a kisérletben kor alaku Schleicher-Schiill vagy Macherey-Nagel sziirGpapirt és
horizontalis elrendezést fogunk hasznalni. Egy 9 cm atmérdjii szlirOpapir kozepére egy 20
Forintos érmével rajzoljon egy kort. Az igy kapott iven helyezzen el 6 pontot egymastol egyenld
tavolsagra €s szdmozza meg 1 — 6-ig. (22. abra). Lyukassza ki a szlirOpapir kdzepét.

2 «—— szlirbpapir

~.startpontok -~/ oldészer

22. dabra Sziirépapir elékészitése horizontdlis papirkromatografidhoz és a kromatogramm
kifejlesztése

Az alébbi oldatokat vigye fel a megfelel6 pontokra:

Startpont Minta

NiSO; oldat

Co(NOs): oldat

CuSO; oldat

FeCls oldat

A standard oldatok keveréke
Ismeretlen minta

SOOI WN -

A kiadott négyzet alak sziir6papir darabbdl formaljon egy vékony oszlopot, amit illesszen a kor
alaku sziirpapiron Kialakitott lyukba. Ontson friss eluenst (aceton: 20 %-os HCIl = 88 : 12
elegye) egy Petri csészébe, majd helyezze a Petri-csészére a kor alaka sziirGpapirt, tigy, hogy a
kisméretti, utolag beillesztett szlirépapirdarab beleérjen az eluensbe. Fedje le a Petri-csészét a
tetejével (22. abra).

A kromatogrammot addig engedje futni, amig 1 cm-re meg nem kozeliti az olddszerfront a papir
szélét. Vegye ki a kromatogrammot, dobja el a kandcként hasznalt szlirépapirdarabot. Jelolje
meg az oldoszerfront helyét a papiron korben, majd szaritsa meg a papirt. Vizsgalja meg a
fémionok szinét €s rogzitse a jegyzOkonyveébe. Bar a fémionoknak van sajat sziniik, a jobb
lathatosag érdekében rubeansavval permetezziik be a papir teljes felszinét, és Gjra megszaritjuk a
papirt. A fémionok szines foltokat fognak adni:

lon Szin

Ni%* kék

Co? sarga

Cu? zbldesbarna
Fe®* sargasbarna

Azonositsa az ismeretlen oldat komponenseit!
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Kérdések

- Mi a kromatografia alapja?

- Mi az eluens?

- Mi a mozgo fazis?

- Mi az allofazis?

- A papir kromatografiaban esetében mi alkotja az egyes fazisokat?

- Mit jelent az Rf?

- Hogyan szamithat6 ki az Rf értéke?

- Az Rf milyen értékeket vehet fel?

- Ismertesse az élelmiszerszinezékek azonositasara alkalmazott felszallo kromatografiat!
- Ismertesse a fémionok azonositdsara alkalmazott horizontélis kromatografiat!

- Hogyan azonosithat6 egy ismeretlen anyag kromatografias eljarasokkal?
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Gyakorlat
1. feladat. Elemiszerszinezékek elvilasztisa felszallé papirkromatogrdfiaval
Datum:

Ismeretlen minta sorszama:
Papir: Whatman No.1
Eluens: 2.5% (m/v) Na-acetat - cc. NH4OH - viz (2:5:93)

Futasi id6: perc
Oldészerfront altal megtett t: cm
Startpont szinezék A folt szine Az adott folt altal | Rt
megtett Ut (cm)
1. Amaranth
2. Indigokarmin
3. Neukokcin
4. Tartrazin
5. .
Keverék (standard)
1. folt
2. folt
3. folt
4. folt
6. Ismeretlen minta
1. folt
2. folt
3. folt

....... szamu ismeretlen élelmiszer-szinezék Gsszetétele:
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2. feladat. Fémionok elvalasztasa horizontdlis papirkromatogrdfidval

Datum:

Ismeretlen minta sorszama:

Papir: Macherey-Nagel (9 cm atmérdjii)
Futtat6 folyadék: aceton: 20%-0s HCI (88:12)

Futtatasi id6:

Oldoészerfront ltal megtett ut:

perc

cm

A folt szine A megtett
Start- uthossz (cm)
pont Fémionok az elso rubeansavas Ry
szaritas utan el6hivas
utan
1. Ni*
2. Co?
3. cu®
4, Fe?*
5. Keverék
(standard)
1. folt
2. folt
3. folt
4. folt
6. Minta
1. folt
2. folt

....... szamu minta a kovetkezd fémionokat tartalmazza:
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Ioncserélé kromatografia

Az iocserés kromatografia soran egy szildrd matrixhoz kotédod ionok cseréje torténik meg
a matrixot koriilvevo oldat ionjaival.

A szilard matrixot ioncserélének nevezziik. Az ioncserélot oldhatatlan anyag (mdtrix)
alkotja, mely athatolhatdé bels6 molekuléris szerkezettel rendelkezik €s felszinén kovalensen
kotott toltéssel rendelkezd csoportok (kétott ionok). A kotott ionok toltését disszociabilis
ellenionok egyensulyozzak ki. Az ellenionok ,.kicserélhetéek™ egyéb, azonos toltésii, a matrixot
koriilvevo oldatban talalhatdak ionokra.

Az ellenionok toltésétdl fliggden megkiilonboztetlink kation- ¢€s  anincseréld
kromatografiat. Ha a matrix fix ionjai pozitiv toltéstiek, akkor ezzel szemben negativ ellenionok
talalhatoak, az ilyen ioncseréld gyantat anioncserélonek nevezziik. Ezzel szemben, ha a matrix
fix ionjai negativ toltésiiek, akkor ezzel szemben pozitiv ellenionok taldlhatéak, az ilyen
ioncseréld gyantat kationcserélének nevezziik.

A matrixot nagy molekulatomegili, keresztkotott polimer alkotja. Az anioncserélé
gyvantak felszinén aminocsoportok (&ltalaban kvaterner ammonium csoportok) taldlhatoak. A
kvaterner ammonium csoportok pozitiv tdltését ekvimolaris mennyiségi OH -ion egyensulyozza
ki. Ezek ez ionok egy NaCl oldatbol kicserélddnek a Cl™-ionokra (23.4 dbra).

A kationcserélé gyantak szulfo-, Kkarboxil-, vagy fenol csoportokat hordoznak a
felsziniikdn, amelyek negativ toltésiiek. A negativ toltéseket ekvimolaris mennyiségii kation (pl.
H*-ionok) egyensulyozza ki. NaCl oldat ioncseréld kromatografiaja soran a H*-ion Na'-ionra
cserélodik ki (23.B dbra).

A B
anta ellenion szahad ion . .
(_g__ i, 00 ( \ ( \ anta ellenion szabad ion
kotott
i " etsttion | ) )
N g /Cst
matrix — N<-CH; | -~ OH- Cl MAtrix — Q.- e H* Na*
| CH; 3
. gl |
CH
matrix — N<-CH, | - cr OH-
CH, matrix —8Qy; - Na* H*

23. dbra. Az anion (A) és a kationcsere (B) folyamata

Az ioncseréld kromatografia altaldnosan elterjedt és alkalmazott technika a biokémiaban
fehérjék vagy nukleinsavak (cDNS vagy RNS) tisztitdsara. Az elvéalasztas soran az oszlopot a
megfeleld pufferrel ekvilibraljuk, majd felvisszik a mintit. Az elvalasztandd molekula a
matrixhoz kotddik az ellenionok leszoritasa utan. A gyantdhoz nem ko6t6dd anyagokat mosassal
eltavolitjuk. A kotott molekuldk eludlhatéak az oszloprél magas ionerejii pufferrel torténd
oldattal val6 mosassal (24. abra).
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24. abra. A kationcsere vdzlata
A gyantat ekvilibraljuk a megfelelé ellenionokkal és a mintakat felvissziik az oszlopra.
A mintak behatolnak az gyantaszemcsék kozé.
Az elvdlasztando ion kotédik a negativ toltésii gyantaszemcsékhez az ellenionok
eltavolitasaval.
A nem kotédo anyagokat mosdssal eltavolitjuk.
Megkezdjiik az eluciot az eluciohoz sziikséges magas ionerejii oldattal. Az elucios oldatok
kationjai erosebben kotédnek a gyantahoz az elvalasztando anyagnal.
Az elvalasztando anyag helyet cserél az ujonnan felvitt kationnal és tavozik, eludlodik az
oszloprol. Az elvalasztott anyagot osszegylijtjiik.

mo owp

n

1. feladat. Kationcserélé kromatografia

Ebben a kisérletben NaCl oldat kationcserélé kromatografigjat fogjuk elvégezni. A NaCl
oldat Na-ionjait cseréljiik le a gyanta H'-ionjaira (ezek az eredeti ellenionok!). Az inoncseréld
gyantat kromatografias oszlopba helyezték.

FONTOS! A gyantat ne hagyjuk soha kiszaradni, allandéan legyen rajta folyadék! Az
oszlop atfolyasi sebessége ne haladja meg a 2 cm®/perc sebességet.
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Minta vagy puffer

25. dabra. A Kromatogrdfids oszlop felépitése

A NaCl oldat felvitele
Helyezziink egy Erlenmeyer lombikot az oszlop ald. Engedjiik ki a felesleges vizet az
oszlopbdl. Amikor a vizfelszin éppen eléri a gyanta szintjét zarjuk el a leeresztd csapot €s
mérjiink pipettaval 5 cm?® ismeretlen NaCl oldatot az oszlop tetejére.
Helyezziink egy 1y, iires és tiszta Erlenmeyer lombikot az oszlop ala.
Nyissuk meg a csapot és engedjiik, hogy a sooldat belépjen a gyantaba. Gyjtsiik a kifolyo
oldatot ez Erlenmeyer lombikba. Amikor a NaCl oldat szintje egyvonalba ér a gyanta szintjével
zarjuk el az oszlopot.

Elucio

- Pipettaval vigyen fel 3 x10 cm?® vizet az oszlopra.

- Nyissa meg az oszlopot €s gytijtse az elualodo oldatot tovabbra is ugyanabba az Erlenmeyer
lombikba.

- Mérjen ki 2 x 10 cm?® elualédott oldatot két ij Erlenmeyer flaskaba.

Merés

Hatarozza meg a két minta HCl tartalmat 0.1 M NaOH oldattal torténd titralassal

metilnarancs indikétor jelenlétében.

2. feladat. Anion cserélé kromatografia

A maradék kation cserélt eluatum (az 1. feladatbél) 2 cmd3-ét vigyiik fel az
anioncseréld oszlopra, majd mossuk tovabb az oszlopot 10 cm® deszt.vizzel. Gyiijtsiik a
kifoly6 oldatot egy Erlenmeyer lombikba.

A lecsepegd oldatnak ellenérizze a pH-jat indikatorpapirral és a Cl~ tartalmat
AgNO:s oldattal. Vesse 0ssze a felvitt és az elualt mintak pH-jat és Cl~ -reakciojat.
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Mintafeladat

A kisérletben 5 cm® NaCl oldatot vetettiink ala kationcserélé kromatografidnak. Az oszlopra 5
cm? oldatot vittiink fel, majd az oszlopot 30 cm?® vizzel mostuk, és 35 cm? eluenst gyijtottiink a
kisérlet soran. Az eluensbél 3 x 10 cm® mintat 0,1 M NaOH oldattal titraltuk.

A harom parhuzamos titralas az alabbi eredményt adta:

1. titralas: 9,9 cm?®
2. titralas: 10,2 cm?®
3. titralas: 10,2 cm?®

A titralasok atlaga: (9,9 cm3+10,2 cm®+10,2 cm®)/3 = 10,1 cm®
10,1 cm® 0.1 M NaOH oldat NaOH tartalma:

1000 cm?® oldat 0,1 mol NaOH
10,1 cm® oldat x mol NaOH

x= (0,1 mol NaOH * 10,1 em®) = 0,00101 mol NaOH = 1,01 mmol NaOH
1000 em®

A titralas soran az alabbi reakci6 jatszodik le:
HCIl + NaOH — NaCl + H.O

A NaOH ¢és a HClI aranya 1:1, igy a 10 cm3 minta 1.01 mmol NaCl-ot tartalmaz. A teljes elucios
térfogat 35 cm® (5¢cmd, az eredeti minta térfogata + 30 cm?®, a viz térfogata), vagyis a teljes NaCl
mennyisége:

10 cm?® 1,01 mmol

35cm® x mmol

x = 35cm®* 1,01 mmol = 3,535 mmol
10 cm?®

Az oszlopra tehat 3,535 mmol NaCl-ot vittiink fel.
5 cm® NaCl oldatban 3,535 mmol NaCl talalhato, vagyis a NaCl oldat koncentracidja:
¢ (mol/dm?) = NaCl méljainak szdma / a minta térfogata (dm?®)

3,535 mmol NaCl = 0,003535 mol NaCl
5cm? = 0,005 dm?®

¢ =0,003535 mol NaCl / 0,005 dm? = 0,707 mol/dm?

Az eredeti NaCl oldat koncentrdacidja tehat 0,707 cm®/dm?,
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Kérdések

Rajzolja le a kationcserél6 gyanta szerkezetét a kotott- és az ellenionok jelolésével!
Rajzolja le az anioncserél6 gyanta szerkezetét a kotott- és az ellenionok jelolésével!
frja fel a kationcsere egyenletét!

frja fel az anioncsere egyenletét!

NaCl oldaton kationcserét végeztiink el, milyen lesz az eluens pH-ja?

Gyakorlo feladatok

1. NaCl oldatot kationcserélé kromatografias oszlopon futtattunk. Az oszlopra 10 cm®
oldatot vittiink fel és az oszlopot 20 cm® vizzel mostuk. A 30 cm® elualédott oldatot 3 x
10 cm®részekre osztva 0,1 NaOH oldattal titraltuk. A titralasok eredménye a

kovetkezd: 15,2 cm3, 14,9 cm?® és 15,0 cm. Mi volt a NaCl oldat eredeti koncentracioja?

2. NaCl oldatot anioncseréld kromatografias oszlopon futtattunk. Az oszlopra 5 cm®
oldatot vittiink fel és 30 cm? vizzel mostuk. A 35 cm? elualodott oldatot 3 x 10 cm®
részekre osztva 0,1 HCI oldattal titraltuk A titralasok eredménye a kovetkezd: 5,2 cm®,
4,9 cm? és 5,0 cm®. Mi volt a NaCl oldat eredeti koncentracidja?
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Gyakorlat

1. feladat. Kationcserélé kromatogrdfia
Datum:

Az ismeretlen minta sorszama:

Kationcser¢lé gyanta: Varion KS kationcseréld gyanta
Eluens: desztillalt viz

Atfolyasi sebesség: cm®/min
A felvitt NaCl oldat térfogata: cm?®

Az eluélodott oldat térfogata: cm?®
Titralds

A titralt oldat térfogata:
Titralashoz hasznalt oldat: 0,1 M NaOH

1. titralas: cm?®
2. titralas: cm?

A titralasok atlaga: cm

Szamitas

A felvitt minta NaCl tartalma: mmol
A NaCl oldat eredeti koncentracioja: mol/dm?
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2. feladat. Anion cseréld kromatografia

pH CI

Ismeretlen NaCl oldat

Kationcserélordl kapott eludtum

Anioncserélordl kapott eluatum

frja le a kationcsere, az anioncsere és a Cl ™ -tartalmat kimutaté reakcio egyenletét.
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Gélsziirés

A gélsziirés vagy gélkromatografia a megoszlasi kromatografidk kozé tartozik, ebben az
esetben az elvélasztand6 anyagok mérete az elvalasztds alapja. A mozg6 fazis a kisérletben
hasznalt puffer, mig az 4ll6 fazis egy porozus gél. A gél poérusait a mozgd fazist alkotd oldat tolti
ki. A gélt makromolekuldk alkotjak (dextran, agardz, vagy poliakrilamid), amelyet jol nedvesit
az alkalmazott oldoszer. Ezek a gélek altalaban kovalensen keresztkotott szerkezetiiek, amelyek
haromdimenzios oldhatatlan halézatot képeznek.

A gélben az elvalas azon alapszik, hogy a minta egyes molekulai méretiikb6l adoddan
mas-mas eséllyel képesek belépni a g€l porusaiba. Nagyméretii molekulak sosem képesek
belépni az allo fazisba, igy keresztiilfutnak a gél darabjai kozotti nagyméretii csatornakban
gyorsan, anélkiil, hogy barmi is visszatartana. Kisebb molekulak, melyek képesek belépni a gél
poérusaiba, az el6bbinél lassabban futnak végig az oszlopon, mert az allo fazis kisebb porusaiba
belépve lassabban képesek mozogni. Vagyis a molekulak méretilknek megfelel6en elualédnak az
oszloprol (26. abra).
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26. abra. A gélsziirés folyamata
O gél gyongyok, « e kis és nagyméretii molekulak

Kisérletiinkben Sephadex G-25 toltetet fogunk hasznalni. A Sephadex G terméknév
pontosan definialja a gél kémiai Osszetételét, a Sephadex G tipusu tolteteket dextran alkotja. Az
egyes Sephadex G toltetek mas-mas molekulatomeg tartomanyban képesek az oldott anyagok
elvalasztasara. A megadott tartomany feletti molekulatomegii anyagok teljesen kizarodnak a
gélbol, nem képesek belépni a gyongyok poérusaiba, ezt a felsé molekulatomeget kizarasi
molekulatomegnek nevezzik. A kizéarasi molekulatomegnél nehezebb molekuldk eludlédnak az
oszloprol el6szor, azonban nincs kozottiik elvalas! A molekulatomeg tartomany als6 hatara alatti
molekulatdmegli molekuldk utoljara eludlodnak, és hasonldan nincs kozottik elvalas. A
Sephadex G-25 toltetek elvalasztasi tartomanya 1000-5000 Da és a kizarasi molekulatomeg 5000
Da.
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A gélkromatografids oszlopok esetében nincs sziikség regeneralasra, az elvéalasztas utan,

ha meggy6zddiink arrdl, hogy a felvitt anyagok teljes egészében eltavoztak a gélbdl, ujra
hasznélhatjuk az oszlopot.

1. Kisérlet Tojasfehérje somentesitése gélsziiréssel

Szamozzon fel két sorozat kémcsovet 1-t61 12-ig.

Helyezzen egy iires f6zOpoharat az oszlop ala.

Hasznélat el6tt mossa at a gélagyat 5 cm® pufferoldattal. Az atfolyasi sebességet allitsa 0,5-1
cm?®/perc sebességre stopper és a kiadott méréhenger segitségével. Amikor a pufferoldat szintje
eléri a gélagyat zarja el az oszlopot.

Pipettaval mérjen 1 cm?® tojasfehérje-(NH4)2SO4 oldatot a gélre. Az oszlopot megnyitva
engedje belépni az oldatot a gélagyba. Amikor az oldat szintje eléri a gélagyat zarja el az
oszlopot.

Helyezze az egyik felszamozott kémcsdsorozatot az oszlop ald és az oszlopot megnyitva 1
cm3-es frakciokat gyiijtson (1 cm® ~ egy ujjbegynyi oldat). Természetesen az oszlopot a
szlikséges mennyiségli pufferrel mossa a kisérlet soran.

Toltse a frakciok kb. felét a masik kémcsésorozatba. Az egyik sorozatban végezze el SOs>
ionok kvalitativ meghatarozasat, minden cs6hoz adjon 1 cms BaCl, oldatot. A masik sorozat
esetében hatarozza meg az oldatban 1évé fehérjéket, minden cséhdz adjon 2 cm® Biuret
reagenst.

Kérdések

Mi a gélsztirés elve?

Gélsziirés sordn mi az 4ll6 és mi a mozg6 fazis?

Mit neveziink kizarasi molekulatomegnek?

Hogyan lehet ammonium-szulfat pufferben oldott tojasfehérje oldatot gélsziiréssel
somenteseiteni?
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Gyakorlat

1. feladat. Tojdsfehérje somentesitése gélsziiréssel
Datum:

G¢l tipusa: Sephadex G-25 toltet

Atfolyasi sebesség: 0,5 cm®/min

Elvalasztandé minta: 1 cm? tojasfehérje-(NH4)SO4 oldat
Puffer: 0,01 M Na- glicerofoszfat (pH 6,8)

Frakciok térfogata: 1 cm®

Frakcio 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 [9 |10 |11 |12
sorszama
Fehérjetartalom

SO} tartalom

(A fehérje kimutatasa biuret, a SO~ kimutatisa BaCl, reagenssel torténik. Jelolje +-szal a

pozitiv reakciot ado frakciokat. A szinintenzitas ill. csapadékképzodés mértékét +++, ++, + és
- jelekkel érzékeltesse.)

A szamu frakciok tartalmazzdk a somentes fehérjét.

A szamu frakciok tartalmazzak az NH4SO4 sot.

123



REAKCIOKINETIKAI VIZSGALATOK

A reakcidkinetika a kémiai folyamatok sebességét meghataroz6 torvényszeriiségekkel
¢s a reakciomechanizmus felderitésével foglalkozik. Egy kémiai reakcio sebességén a

srer

értjik. A kovetkez6 egyiranyu reakcio sebességét tobbféleképpen is kifejezhetjiik;

A+B—->C
_ _d[A] _ d[B] _d[C]
Cdt dt dt

ahol v a reakciosebességet, [A], [B] és [C] a kiindulasi anyagok illetve a termék
kiindulasi anyagok (- jel) vagy a termékek (+ jel) egyikére is vonatkoztathatjuk.

Az el6z6 kémiai reakcid kezdeti sebességét a kiindulasi anyagok koncentracidja és a
reakciokoriilmények hatarozzak meg;

v=kIA]"[B]"

ahol k a reakcid sebességi allandoja, amely adott reakcio esetén csak a hémérséklettol fligg és
m-+n a reakcio rendiisége.

felezési ideje - az az iddtartam, amely alatt az atalakuld anyag koncentricioja a kezdeti
értéknek felére csokken - pedig fliiggetlen a kezdeti koncentracioktol.

v=k[A]
In 2
t, = T

fgy a kinetikusan elsérendii reakciok a sebességi allandé mellett a felezési idével is jol
jellemezhetdek.
Kinetikusan maésodrendli reakcidk sebessége egy anyag koncentracidjanak

v =k[A]? vagy v = K[A][B]
A felezési 1d6 az elsd esetben forditottan aranyos a kezdeti koncentracioval, [A]o.
tl/2: L
k[Al,
A reakciok kinetikus rendje csak elemi reakcid esetén egész szam. A legtobb
folyamatban pl. az Osszetett reakciokban a reakcid kinetikus rendje tortérték. Az Osszetett

reakcidok kozé tartoznak az egyensulyra vezetd folyamatok, amelyekben a reakcid termékei
egyben az ellentétes iranyu folyamat kiindulési anyagai.
ki
aA+bB <—= cC
k2
Az egyensulyi folyamat brutt6 sebessége a két ellentétes iranyl folyamat sebességének a

kiilonbsége.
V=Vi-V2
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Egy id6 mulva bedll az egyensulyi allapot, azaz az elére- és visszahaladd reakciok sebessége
egyenléveé valik.
Vi=\V2

Egyensulyban levO rendszerben adott koriilmények kozott az anyagok koncentracidja
(egyensulyi koncentracio) nem valtozik az idoben és a folyamat brutt6 sebessége nulla, v = 0.

A kémiai reakciok sebességét a kiinduldsi koncentraciok ¢és a homérséklet
megvaltoztatasaval, valamint katalizatorok alkalmazasaval lehet befolydsolni. A katalizator
noveli a reakcid sebességét, de az egyensulyt nem befolyasolja.

Az etilacetat elszappanositasanak vizsgalata

Az etilacetat elszappanositasa soran NaOH hatasara natrium-acetatra €s etil-alkoholra
hidrolizal:

k1

[
NaOH + CHs;-C-O-CH,-CH; ~—== CHs3-COO Na" + CHs-CH»-OH
ko

Kezdetben az etilacetat és a natrium hidroxid koncentracidja magas, de a termékek még
nincsenek jelen a reakcioelegyben. Ekkor a reakcié egyiranynak tekinthet6, mivel a termékek
hianydban a visszaalakulds elhanyagolhatd. A reakcid sebességét a reagdld anyagok
koncentracidja hatarozza meg;

v1 = ki [CH3COOC;zHs] [NaOH]

ahol k1 a reakcio sebességi allando.

A reakcio elérehaladtaval az elszappanositas sebessége fokozatosan csokken. Egyrészt
azért, mert csokken a kiindulési anyagok koncentracidja, masrészt a termékek mennyiségének
emelkedésével a visszafelé halado reakcio is lejatszodik, amelynek sebessége

v2 = ko [CH3COONa] [C2Hs0H]

ahol k2 a reakci6 sebességi allando. A bruttd reakcid sebességét a két elemi 1épés sebességének
kiilonbsége hatarozza meg.

V =V - V2 = ki [CH3COOC;Hs] [NaOH] - k. [CH3COONa] [C2H50H]

Egyenstlyban az oda- és visszaalakulds sebessége azonos. A reakcidsebesség — az
egyensuly eléréséig folyamatosan valtozik, ezért a reakciot a ki és ko sebességi allandokkal,
illetve a felezési idOvel lehet jellemezni. A NaOH koncentracioja jol kovethetd sav-bazis
titralassal, ezért a felezési 1d6 konnyen meghatdrozhat6. Mivel az elszappanositas els6 fazisaban
a reakci6o masodrendiinek tekinthetd, a felezési 1d6 fligg a kiindulasi koncentraciotol.

1. feladat. 4 reakciosebesség vizsgdlata szobahémérsékleten

crer

kisérletben végezze, mivel a reakcio sebessége a kezdeti pillanatokban olyan nagy, hogy a
mintavétel és a titralds ideje alatt mar lényeges mennyiségli NaOH fogyna. Ennek
kikiiszobolésére mérjen Erlenmeyer-lombikba 10 cm?® hiitott desztilllt vizhez 5 cm® 0,25 M
NaOH oldatot, majd tovabbi hiités utan 5 cm?® etilacetatot és azonnal titralja meg 0,1 M HCI
oldattal fenolftalein indikator jelenlétében. A titrdlds végpontjat (ekvivalencia pontot) az
indikator szinének eltlinése jelzi.
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(b) Mérjen négy Erlenmeyer-lombikba 10-10 cm?® desztillalt vizet pipettaval és allitsa
a lombikokat jeges vizbe. Mérjen ki méréhengerrel 40 cm? etilacetatot és 40 cm® 0,25 M
NaOH oldatot, majd Ontse a két oldatot egy csiszolatos Erlenmeyer-lombikba. A keveréket
razza Ossze €s dugja be a lombikot, nehogy az illékony etilacetat elparolgasa hibat okozzon.
Jegyezze fel az Osszekeverés idOpontjat, amely a reakcid kezdetét jelenti. Mérjen ki a
reakcidelegybél 10-10 cm® mintat 2, 5, 10 és 20 perc utan a 10-10 cm?® desztillalt vizet
tartalmazd, eldre lehiitott Erlenmeyer-lombikokba. (A lehiités és a higitas az elszappanositasi
reakcio lelassulasat eredményezi.) Mintavétel utan azonnal titralja meg a mintakban
valtozatlanul megmaradt NaOH-t 0,1 M HCI oldattal fenolftalein indikator jelenlétében.

2. feladat. Reakciosebesség vizsgalata 50 °C-on

Ismételje meg az 1.b feladatot ugy, hogy a reagalé anyagokat (40 cm? etilacetat és 40
cm?® 0,25 M NaOH oldat) 50 °C-os vizfiirddben kiilon-kiilon melegitse eld. Az eldinkubalt két
oldatot ontse Ossze, majd a reakcidelegyet helyezze vissza az 50 °C-os vizfiirddbe. Vegyen a
reakcio 1, 4, 8 és 12-ik percében 10-10 cm® mintit az elézetesen lehiitdtt és 10-10 cm?®
kell Gjra megmérnie, az 1.a feladatban meghatarozott értéket hasznalhatja.

Hasonlitsa 0ssze a két kiilonb6zé hdmérsékleten végzett reakcio kinetikajat, hatarozza
meg a felezési id6t és az egyensuly eléréséhez sziikséges idot.

Mintafeladatok

1. Az alabbi kémiai reakcié mind az A, mind a B anyagra nézve elsérendii:
A + B — Termék(ek)

Adja meg a reakciosebességi egyenlet.

v =K[A][B]

2. Szamitsa ki egy elsérendii kémiai reakcio felezési idejét, ha k = 5,7x10° s1?

Ly, = InTZZ 0,693/5,7x10° s = 1,22x10%s

Kérdések

Mit értiink reakcidsebességen?

Adja meg a reakcidsebességi egyenlet altalanos formajat, definidlja a rendiiséget és a
reakcidsebességi allandot.

Ertelmezze az els6rendii reakciot, adja meg annak altalanos sebességi egyenletét és felezési
idejét.

Ertelmezze a masodrendii reakciot.

Mi az a harom tényez0, amely alapvetden befolyasolja a kémiai reakciok sebességét?

frja fel az etil-acetat elszappanositési reakcidjanak egyenletét és sebességi egyenletét.

Gyakorlo feladatok
1. Az alabbi kémiai reakci6 az A anyagra nézve masodrendli, a B anyagra nézve pedig
elsOrendi:
A + B — Termék(ek)
Adja meg a reakcidsebességi egyenlet.
2. Szamitsa ki egy elsérendli kémiai reakcio sebességi allanddjat, ha ty2= 1600 s?
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Gyakorlat

Détum:
A laboratoérium hémérséklete (szobahdmérséklet): °C
Szobahémérséklet......°C 50 °C
t (min) fogyott HCI (cm?®) t (min) fogyott HCI (cm?®)
0 0
2 1
S 4
10 8
20 12

A kapott eredményeket abrazolja grafikusan. Az abszcisszdn (x tengely) az id6t
percekben, az ordinatan (y tengely) a kiilonbozé idépontokban fogyott sosavat cm®-ekben
tiintesse fel.
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Hogyan valtozott a NaOH koncentracioja az id6 elérehaladtaval?

Hogyan tudna igazolni, hogy a reakcié kinetikusan masodrendi?

A rendszer hany perc mulva érte el az egyensulyi allapotot
szobahdmérsékleten:
50 °C-on:

Az etilacetat elszappanositasi reakcidjanak felezési ideje?
szobahdmérsékleten:
50 °C-on:

Hasonlitsa 6ssze a kétféle homérsékleten kapott felezési idoket!

A hémérséklet emelése hogyan befolyasolja a reakcid sebességét?
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Jodidion oxidacidjanak vizsgalata Landolt-modszerrel

Specidlis esetben lehet6ség van a reakcidsebesség un. Landolt-moddszerrel torténd
meghatarozasara. A Landolt-modszer lényege, hogy az id6egység alatt atalakult
anyagmennyiség helyett egy adott (ismert és a kiillonb6zdé sorozatméréseknél allando)
anyagmennyiségvaltozashoz (Ac) sziikséges id6t mérjiik.

A Ac allandésaga esetén a reakciosebesség (V) forditva aranyos a reakcid lejatszodasahoz
sziikséges idovel (t):
Ac
V=—
t

A Landolt-moédszeralkalmazasa csak bizonyos feltételek mellett lehetséges: (1) egy
anyag a tanulmdnyozni kivant reakcid termékei koziil valamelyikkel reakcioba 1€p, azt a
képzOddésénél nagyobb sebességgel elfogyasztja, (2) de nem 1ép reakcidoba a tanulmanyozni
kivant reakcio kiindulési anyagaival €s koztitermékeivel, (3) az dsszetett reakcioban ennek az
anyagnak a mennyisége a limital6 tényezd.

A jodidionok és a perszulfationok kozotti redoxireakcid sebessége a reaktansok

crer

21 + S0 — I + 2S04”
Tioszulfat lesz az az alkalmas anyag, amely a reakcioban képzddé joddal gyorsan elreagal.
I+ 25,08 —» 21 + S4,06

Mivel a tioszulfationok és a jod kozott végbemend reakcid sebessége joval nagyobb, mint a
tanulmanyozni kivant reakcioé, ezért a jod csak a tioszulfat teljes mennyiségének oxidacidja
utan jelenik meg észlelhetd koncentracidban. Ha kevés keményitét is tesziink a
reakcioelegybe, akkor a jod megjelenését a reakcidelegyben a jodkeményitd kék szinével
lathatova tehetjik.

1. feladat. 4 jodidion koncentrdcio hatisa a jodid - perszulfit reakcio sebességére
szobahomérsékleten
Négy db 100 cm3-es f6zdpoharba mérje dssze a kovetkezd reakcidelegyeket:

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
Desztillalt viz 10 10 10 10
0,005 M NazS>03 (cm®) 10 10 10 10
0,2% keményitd (cm®) 5 5 5 5
0,2 M KI (cm®) 12,5 9,4 6,3 3,1
0,2 M KNO3 (cm?®) - 3,1 6,2 9,4

Mérjen 4 db kémcesébe 12,5 - 12,5 cm® 0,1 M K2S,0s oldatot.
Ontse a K2S,0s oldatokat az dsszedllitott reakcioelegyekhez (1-4. minta) és mérje meg a jod-
keményit6 kék szinének megjelenéséig eltelt idot (az tn. Landolt-idot).
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2. feladat. Cu(ll)-ionok katalitikus hatasanak vizsgalata

A jodidionok és a perszulfationok kozotti redoxireakciot Cu(Il)-ionok katalizaljak.
Mérje meg a Landolt-idét Cu(Il)-ionok jelenlétében az 1. feladat 1. minta reakcidelegyet tigy
megismételve, hogy a 12,5 cm® 0,1 M K2S;0s oldathoz adjon elézetesen 0,4 cm® 0,01 M
CuSO4 oldatot.

Mintafeladat

crer

Bemért KI térfogata = 12,5 cm?

Bemért KI koncentracidja = 0,2 M

A reakcioelegy térfogata = viz térfogata+Na»S>03 térfogata+keményitd térfogata+KI térfogata
+ K2S,0s térfogata = 10 cm® + 10 cm® + 5 cm® + 12,5 cm® 12,5 cm® = 50 cm?

KI higulésa a reakcioelegyben=bemért KI térfogata : reakcidelegy térfogata =12,5:50=1:4

KI koncentracidja a reakcidelegyben = 0,2 M : 4 = 0,05M

Kérdések

Mi a reakcidsebesség Landolt-modszerrel torténd mérésének 1ényege?

Milyen Osszefiiggés van a reakciosebesség és a Landolt-id6 kozott?

Hogyan hatarozhaté meg a Landolt-id6 a jodid-perszulfat reakcioban?

Hogyan befolyésolja a jodidionok koncentracidja a Landolt-iddt és a reakcidsebességet a

jodid- perszulfat reakcioban?

Hogyan befolyasolja a Cu(Il) -ionok jelenléte a Landolt-iddt és a reakcidsebességet a jodid-
perszulfat reakcioban és milyen szerepet toltenek be ezen 1onok a reakci6 soran?

Gyakorlo feladatok

crer

crer
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Gyakorlat
Datum:

1. feladat. 4 jodidion koncentracio hatdsanak vizsgalata

A laboratorium hémérséklete: °C
1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
I” koncentracid
(mol/dm?)
Landolt-id6 (min)

crer

Landolt-id6t, illetve a reakciosebességet!

Milyen szerepet t6lt be a reakcio kozegben a KNOz-oldat?

2. feladat. Katalizator hatasanak vizsgalata

A katalizator nélkiili reakci6 (1. feladat 1. minta) Landolt-ideje: perc
A katalizalt reakcié Landolt-ideje: perc

Hasonlitsa 0ssze a katalizalt és a nem katalizalt folyamat reakciosebességét!

Hogyan befolyésolja a reakcid sebességét a katalizator és miért?
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ENZIMREAKCIOK VIZSGALATA

Az enzimek Katalitikus funkcioju fehérjék, amelyek az €16 szervezetben kiilonféle
anyagok (Un. szubsztratok) atalakulasat gyorsitjak. Mas katalizatorokhoz hasonléan, az
enzimek hatasara sem valtozik meg a termodinamikai egyensuly, a reverzibilis reakciok
sebességét mindkét irdnyban azonos mértékben novelik meg.

L. Michaelis és M. Menten olyan egyszert kinetikai modellt javasolt 1913-ban, amely
szerint az enzim (E) és szubsztratja (S) komplexet (ES) képez reverzibilis reakcioban (K1 és ko
sebességi allandokkal) és tovabb alakul (ks sebességi allandoval) termékké (P-vé).

ky k3
E+S =—— ES —> P+E
ko

A termék nem alakul vissza szubsztratta, a ks folyamat egyiranyu, mert a S nagy feleslegben
van jelen az E-hez képest. Ha ki sokkal nagyobb, mint ks, ami a reakciok tobbségére igaz, akkor
az ES koncentracidja, [ES], gyorsan elér egy allando (steady-state) koncentraciot.

A teljes reakcio sebességét a termék képzodésének sebessége hatarozza meg.

v = k3[ES]

Az ES steady-state koncentracidja meghatarozhatd. A steady-state allapot viszonylagos
allandosagot jelent, amikor az ES keletkezésének sebessége, vi= Kki[E][S]; megegyezik
elbomlasanak sebességével, Vo=ko[ ES]+k3[ES]=(k2+ks)[ES]; és [ES] allandonak tekinthetd.

Ki[E][S] = (ke+ks)[ES]

[EI[S]

B2 Tk 7

A harom sebességi allandot helyettesitjiik egy 0j konstanssal, az un. Michaelis-dllandoval:

Igy az ES steady-state koncentracidja

_ [EIIS]
[ES] = K,

A S nagy feleslege miatt a steady state [S] alig kiilonbozik a bevitt [St]-tol, [S; ]~ [S]. Masrészt
a szabad [E] a bevitt [Et]-nal joval kisebb, mert az enzim nagy része ES komplexben van.

[E] = [Ex] - [ES].
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Ezt behelyettesitve az [ES]-t kifejez6 egyenletbe

[ES]= ([ET]—[ES])E—];

M

_ [S]
[ES1=[E Dy Ty

A termékképzodés sebessége

v=k[ES] =k, [E 1. )

[S]+K,,
A sebesség akkor maximalis (Vmax), ha az enzim telitve van a szubsztrattal. Ilyenkor [S]>>Kwm,
ezért i =1,¢és
[S]+ K,

Vmax = kS[ET]

Behelyettesitve a Vmax-ot a termékképzddés sebességi egyenletébe megkapjuk az enzim-katalizalt
reakciok Michaelis-Menten egyenletét:

V=V 51
[ST+Ky

A Michaelis-Menten egyenletben szerepl6 két allando, Vmax és Km, az egyes enzimekre jellemz6
érték.
A 274. abra a Michaelis-Menten egyenlet grafikus abrazolasa. Alacsony [S]-nal, amikor

crer

amikor [S]>>Kw, a sebesség maximalis, V=Vmax, és fliggetlen a S koncentracigjatol.

Ha v=1/2v_, ;
akkor
1 I N
2 ™ T[S]+K,,
€s
[S]=Kwm.

Vagyis Kv az a szubsztratkoncentracid, ahol az enzimreakcié sebessége a maximalis
reakcidsebesség felével egyenld.
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A
v v v
o max meredekség = Km/Vimax
Vm2ax A tengelymetszet
i /Ky
‘. tengelymetszet
; [/\ 1Vmax
| N -

27. abra. Enzimreakcio sebességének valtozasa a szubsztratkoncentracioval
A. A Michaelis-Menten kinetikat kévets enzimekre jellemzé a hiperbolikus szubsztrdattelitési
gorbe. V: reakciosebesség, [S]: szubsztratkoncentracio, Vmax: maximalis reakciosebesség és
Kwm: Michaelis-dllando. B. Linewaver-Burk abrdzolas.

A Vmax és Km értékének pontos meghatirozasa a 274. dbrdn bemutatott grafikon
segitségével pontatlan. A hiperbolikus gorbe linearizalasaval a meghatarozas pontossaga
novelheté. A Linewaver-Burk technika szerint (27B. dbra) a szubsztrat koncentracio
reciprokdnak (1/[S]) fiiggvényében abrazoljuk a reakcio sebesség reciprokat (1/ V). Az igy kapott
egyenes tengelymetszete az 1/ v tengelyen az 1/ Vmax, mig az 1/[S] tengelyen -1/Km értékeknek
felelnek meg.

Az enzimek katalitikus aktivitdsa nemcsak a szubsztratkoncentraciotol, hanem a kozeg
pH-jatol, a hémérséklettél és az ionerdsségtol is fligg. Az enzim aktivitasa érzékenyen
befolyasolhato kiilonbozd aktivatorokkal €s inhibitorokkal, amelyek gyorsitjak, ill. lassitjdk a
reakciod sebességét. Normalis anyageserében az enzimaktivitas aktivalasa és gatlasa egyarant
fontos szerepet jatszik a metabolikus folyamatok szabalyozasdban. Sok esetben a mérgezések
¢s bizonyos gyogyszerféleségek hatasa is specifikus enzimatikus reakciok gatlasara vezethetd
vissza.

Az enzimreakci6 sebességét, az enzimaktivitast, kiilonféle egységekkel szokas
jellemezni. Az SI mértékegység a katal (roviditve kat), aminek jelentése a masodpercenként
atalakitott szubsztrat moljainak szama (1 kat = 1 mol/sec). Az aktivitas egység (U) az 1 perc
alatt atalakitott szubsztrat pmol-jait adja meg (1 U = 1 umol/perc). 1 U = 1/60 micro katal =
16,67 nano katal, illetve 1 kat = 60 000 000 U.

Az enzimfehérje tomegére vonatkoztatott aktivitas az Gn. specifikus aktivitas (Kat/kg,
vagy U/mg). Az enzimek hatékonysagara jellemz6 érték a molekuldaris aktivitas, amely az 1
mol enzim altal 1 perc alatt atalakitott szubsztrat moljainak szamat jelenti.
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Glikogén foszforilaz aktivitasanak mérése

A glikogén foszforilaz a glikogén lebontasat katalizalja fizioldgids koriilmények
kozott
glikogén() + Pi == glikogén(-1) + gliikkdz-1-foszfat

ahol n a glikogénben levo gliikkozil egységek szama és Pi az inorganikus foszfat. A
szovetekben a Pj koncentracié tobbszordsen meghaladja a gliikoz-1-foszfat (gliikoz-1-P, G-1-
eltolva in vivo koriilmények kozott.

A glikogén foszforilaz azonban in vitro a glikogén szintézisét is katalizalhatja, ha
foloslegben alkalmazzuk a gliik6z-1-P-t, amelybdl az enzim gliikézt képes beépiteni a
glikogén molekulaba P felszabaditasa kozben (also nyil). A glikogén foszforilaz enzimatikus
aktivitdsa a szintézis iranyaban aranyos a felszabaditott Pi-tal és ennek fotometrids
meghatarozasaval jol mérhetd. Az enzimaktivitdst az idéegység alatt képz6dd P
mennyiségében (umol-ban) fejezziik ki.

Nyugalmi allapoti izomban a glikogén foszforilaz inaktiv, b formaban talalhato.
Hormonalis vagy idegi hatdsra az enzim aktiv, a alakba megy at foszforildci6 révén. A
glikogén foszforilaz a 6nmagaban aktiv, mig a glikogén foszforilaz b aktivitasat csak egy
aktivator, az adenozin-5'-monofoszfat (AMP) jelenlétében lehet mérni.

1. feladat. Glikogén foszforilaz b aktivitasanak mérése AMP aktivator jelenlétében
A glikogén foszforilaz b aktivitasat pH 6,8-on és 30 °C-on torténé inkubalassal
hatarozza meg az alabbiak szerint.

Harom kémcso6ben allitsa dssze az alabbi reakcioelegyeket:
0,1 cm? higitott glikogén foszforilaz b
0,1 cm?® Na-glicerofoszfat puffer (pH 6,8)
0,1 cm?® 4 %-os glikogén oldat (elsé szubsztrat)

Inkubalja az elegyeket 30 °C-on 5 percig, hogy a reagensek felvegyék a reakcio
homérsékletét, majd mindegyik mintdhoz adja hozzd a szintén eldmelegitett masodik
szubsztratot és az aktivator AMP-t tartalmazé oldatot:

0,1 cm® 4 mM AMP-t tartalmazé 64 mM G-1-P oldat

Inkubalja a mintakat 30 °C-on: 1. kémcs6: 5 percig,
2. kémcso: 10 percig,
3. kémcso: 15 percig.

A reakci61dd elteltével adjon a mintakhoz
1,6 cm® 5 % triklorecetsav (TCA) oldatot!
A TCA az oldatban a glikogén foszforilaz fehérje kicsapasaval leéllitja a reakciot.

A leallitott reakcioelegyekben hatirozza meg a képz6dott Pi mennyiségét Taussky-Shorr
modszere szerint:

2,0 cm® TCA-val leallitott reakcidelegy

1,4 cm? P-reagens

3,4 cm? végtérfogat
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Osszerazas utdn az oldatokat kb. 5 percig, a kék szin teljes kifejlédéséig hagyja allni, majd az
5, 10 és 15 perces probakat fotometralja a vakprobaval szemben 720 nm-en az Anorganikus
foszfat fotometridas meghatdrozdsa ciml gyakorlatnak megfeleléen.

A vakprobat az aldbbi oldatok dsszemérésével készitse el, a megadott sorrendben:
0,1 cm? higitott glikogén foszforilaz b
0,1 cm® Na-glicerofoszfat puffer (pH 6,8)
0,1 cm?® 4 %-os glikogén oldat
1,6 cm®* TCA
0,1 cm® AMP-t tartalmazo gliikoz-1-P oldat
1,4 cm® P-reagens
3,4 cm? végtérfogat

Az 5, 10 és 15 perces probak abszorbancia értékeibdl hatarozza meg a Pi mennyiségét
a korabban (4norganikus foszfat fotometrias meghatdarozasa) készitett kalibracios gorbébdol.
Szamitsa ki a tomény glikogén foszforilaz b aktivitasat az alabbi képlet segitségével.

P (g)

31g/mol x0.1cm? x reakcididd (s)

Aktivitas (ukat /cm®) = xhigitas

ahol 31 g/mol a foszfor molaris tomege és 0,1 cm?® a higitott enzim térfogata a mérési kozegben.

e rer

crer

crer

Kémcsd Glikoz-1-P (mM)
jelzése | ] Inkubalasi
bemért vég- idé (perc)
koncentraciéo | koncentracio
1 8 2 15
2 16 4 15
3 32 8 10
4 64 16 5
5 128 32 5

Vakprobakeént az el6z0 feladatban késziilt vakproba hasznalhato.

136




Gyakorlo feladat
0,1 cm?® 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b aktivitasat mértiik 10 percig 1. feladatban
leirtak szerint. A felszabaditott Pi mennyisége 15 ng-nak adodott. Szamitsa ki
a) a 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b aktivitasat ukat/cm?® egységben, valamint
b) a tomény glikogén foszforilaz b aktivitasat pkat/cm? egységben, ha M, = 31 a foszforra.
a) 10 perc reakci6ido alatt
0,1 cm® 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b 15 pg foszfort hasitott ki a
szubsztratbol. Ugyanennyi 1d6 alatt
1.0 cm® 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b
1.0 cm?/0.1 cm3x15ug =150 pg foszfort hasit ki.
31 g foszfor = 1 mol foszfor
31 ug foszfor = 1 umol foszfor
150 pg foszfor = 150ug /31ug x1umol = 4,83 umol foszfor
tehat 1.0 cm® 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b 10 perc alatt 4,83 umol foszfort hasit
ki a szubsztratbol.

1 kat =1 mol/sec és 1 ukat =1 umol/sec

Reakci6ido: 10 perc = 10x60 sec = 600 sec

600 sec alatt 4,83 umol foszfor szabadul fel (szubsztrat alakul at)

1 sec alatt 4,83/600 = 0,008 umol foszfor szabadul fel (szubsztrat alakul at)
tehat a 100-szorosan higitott glikogén foszforilaz b aktivitasa 0,008 pkat/cm?®.
b) a tomény glikogén foszforilaz b aktivitasa pedig

100x0,008 ukat/cm® = 0,8 ukat/cm?.

Keérdeések

Abrazolja az enzimreakciok sebességét a szubsztratkoncentracio fiiggvényében. Jeldlje a
grafikonon a Km és vmax paramétereket.

Adja meg a Michaelis-Menten kinetikat leird 6sszefiiggést a jelolések értelmezésével.

crer

Mi a szubsztratja a glikogén foszforilaznak a gyakorlaton szerepld aktivitismérési
reakcioban?

Milyen hatassal van az AMP a glikogén foszforilaz b-alakjanak aktivitasara?

Hogyan befolyasolja a gliikoz-1-foszfat koncentracidja a glikogén foszforilaz altal katalizalt
reakcio sebességét?

Mi a Km €s vmax paraméterek jelentése?

Szamitdsi feladat

0,1 cm® mértik a Szdmitdsi példaban leirtak szerint 5, 10 és 15 perces reakciokban. A
felszabaditott Pi mennyisége 21, 44 ¢és 80 ug-nak adodott. Szamitsa ki

a) az 50-szeresen higitott glikogén foszforilaz b aktivitasat ukat/cm3-ben mindhdrom reakcioban,
b) a harom aktivitas atlagat, valamint

¢) a tomény glikogén foszforilaz b aktivitasat pkat/cms-ben,

d) és U/cm>-ben.
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Gyakorlat
Datum:

1. feladat. Az enzimaktivitas meghatdrozasa AMP aktivator jelenlétében
A mérési eredmények alapjan szamitsa ki a foszforilaz aktivitdsat pkat/cm?® egységben!

Kémcsd Inkubalasi A720 Pi(ng) | pkat/cmd
1d6 (perc)
1. 5
2. 10
3. 15
Szamitsa ki a harom enzimaktivitas atlagat: pkat /cm?

Abrézolja grafikusan a képz6dott Pi mennyiségét az id6 fliggvényében!

Szamitsa ki a glikogén foszforilaz kezdeti aktivitasat a grafikon segitségével és hasonlitsa
Ossze a fent kiszamitott atlag értékkel!

Az 1d6 elérehaladtaval miért csokken a reakcid sebessége?
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2. feladat. 4 szubsztratkoncentracio, [G1P], hatdasanak vizsgadlata

Meérési eredményei alapjan toltse ki az alabbi tdblazatot!

[G1P] 1/[G1P] Time Ao Pi Aktivitss | 1/aktivitas
(mM) (1/mMm) (min) (n9) (ukat/cm®) | (cm®/ pkat)
2 15
4 15
8 10
16 5
32 5

cres

A grafikon segitségével becsiilje meg a Vmax és Km értékét.

Vmax.

Kwm:
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Abrazolja az aktivitds reciprok értékét a glikoz-1-foszfat koncentracié reciprokanak
fliggvényében.

A Linewaver-Burk abrazolasbdl is hatarozza meg a Vmax €s Km értékét!

Vmax.

Km:

Hasonlitsa 0ssze a becsiilt (el6z6 oldal) és a Linewver-Burk modszerrel meghatarozott
értekeket!
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