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1. Uvod

V poslednich letech se stale vice ozyva potfeba po dokonalejsi a presnéjsi
znalosti chemické stranky lidského téla a reakcich, které se v ném odehravaji. Proto se
patra po citlivéjSich, rychlejsich analytickych metodach, které by umoznily identifikaci
dilezitych chemickych latek, z nichz se sklada lidské télo nebo latek které v lidském téle
vznikaji.

Jednim z moznych studijnich prostfedki je UV/Vis-spektrometrie. V dnesni dobé
se ji bézn¢ urcuje koncentrace jednotlivych latek. Urcit koncentraci vice latek najednou,
maji-li prekrytd absorpéni spektra, zatim nelze, bez pomoci softwaru s modelovym
programem na principu neutronové sit¢ Pomoci UV/Vis-spektrometrie miizeme studovat
chemické rovnovahy v roztocich, véetné interakci kovovych iontl s ligandem. Takovym
ligandem muze byt baze nukleové kyseliny, ktera vytvaii s pfisluSnym kovem rizné
stabilni komplexy. Tvorba komplexu a jeho stabilita v zdvislosti na rGznych
experimentalnich podminkéch je pfedmétem vyzkumu bakalafské a navazujici diplomové
prace. Konkrétné se jedna o méd’naté ionty a adenin. Tento systém byl vybran proto, ze
purinové baze tvoii s médi komplex, ktery ma specifické elektrochemické vlastnosti a do
dnesni doby neni znamo, jaké je jeho pfesné slozeni a jak je ovlivnén slozenim roztoku.

Ukolem mé bakalaiské prace bylo prozkoumat, jak se méni absorpéni spektrum
adeninu, poptipad¢ adenosin monofosfatu v pfitomnosti a bez ptfitomnosti médnatych

iontl v zavislosti na riznych experimentalnich podminkach.



2. Teoreticka cast

2.1. Méd’ a jeji vlastnosti

M¢éd’ patii k d-prvkam, presnéji mezi prvky 11. skupiny, které jsou oznacovany
jako mincovni kovy. Do této skupiny patii i zlato a stiibro, které se nachazeji v elementarni
formé v ptirod€. Zlato a stiibro se pouzivaly jako platidla uz pted 6000 lety. Méd’ je zndma
jiz 7000 let a pted 5000 lety, kdy byla poznana jeji schopnost tvofit s cinem tvrdé bronzy,
zacala v lidskych déjinach doba bronzova.

M¢ed se nachazi ptevazné ve sloucCenindch se sirou nebo ve formé oxidi a
hydroxid-uhli¢itanti, patii mezi prvky ptechodné, které zapliiuji vedlej$i podskupiny
periodické tabuky, oznagené jako B. Jejich elektronové konfigurace je ns*(n-1)d''°. Tento
obecny vzorec pro elektronovou konfiguraci neplati u vSech prvkl. Nékteré prvky nemaji
orbital s Upln¢ zaplnény, naptiklad méd ma v orbitalu s jen jeden elektron. Pocet
valen¢nich elektronii u d—prvka souhlasi s ¢islem podskupiny od podskupiny III. B do
podskupiny VII. B a v VIIIL. B jest¢ u Fe, Ru, Os je ¢islo podskupiny stejné jako pocet
valen¢nich elektronti. Pak pocet elektrontii roste. To znamena, ze napiiklad méd’ ma 11
valen¢nich elektronii. Ve srovnani s alkalickymi kovy maji Cu, Ag a Au mensi iontové
poloméry, vyssi prvni a naopak niz$i druhé a tieti ionizacni energie. Neupln¢ obsazeny
systém nd-orbitalii maji pouze jako katioty [8, 10].

D-prvky jsou za normalni teploty pevné latky — kovy (s vyjimkou Hg), s pomérné
velkou hustotou, jejich atomy vytvareji krystalovou miizku. Med vytvaii plosné
centrovanou kubickou miizku. Atomy kovu jsou vni vdzany kovalentnimi vazbami.
Pevnost vazby zptisobuje kujnost. Valen¢ni elektrony opousti elektronové obaly atomil
kovli a volné se pohybuji po krystalové miizce. To zpusobuje elektrickou a tepelnou
vodivost.

Typickym oxidacnim stupném pro méd’ je I+, méd v oxidacnim d&isle I+ je
schopna existence v roztoku pouze jako komplex [8, 10].

Pro slou¢eniny méd’né jsou typicka koordinacéni Cisla dvé (linearni fetézce) a Ctyfi
(tetraedr) Vazby ve slou¢eninach méd’'natych maji pievazné kovalentni charakter, uplatiuji
se o - 1 w - vazby. VétSina téchto latek je modra nebo zelend, bezbarvé jsou pouze tehdy,
posune-li se absorpce spojena s d-d-pfechody z viditelné do blizké infracervené oblasti

(bezvody siran méd’naty). Pti vyskytu past prenosu naboje (pienos elektront z ligandii na



centralni kovovy kation a obracen¢) ve viditelné oblasti se barva méni na hnédou az
cervenou [10].

M¢édnatych komplexti je znam velky pocet, ovSem n- komplexy, sendviCové
komplexy ani jednoduché alkyl- nebo arylderivaty méd’naté nejsou schopny existence
(alkyl- 1 arylderivaty méd'né existuji). Z hodnot oxidacné redukcnich potencidlii plyne, ze
v roztocich musi koncentrace kationti médnatych fadové ptevySovat koncentraci iontil
méd'nych (K. je ptiblizng 10° mol™). Slou¢eniny médnaté se snadno redukuji na méd’né
pouze tehdy, jsou-li vzniklé komplexy Cu' stabilni a nerozpustné, jev je typicky pro

komplexy obsahujici ligandy s redukénimi vlastnostmi jako I, CN", SCN’, thiomocCovina

8].

2.2. Adenosinmonofosfat

Adenosinmonofosfat patfi mezi nukleotidy. Nukleotidy jsou fosforylované
nukleosidy, tedy latky sloZzené znukleové béaze (purinové nebo pyrimidinové baze),
pctiuhlikatého monosacharidu (ribosa nebo deoxyribosa) a jednoho nebo vice zbytki
kyseliny fosfore¢né [11]

Nukleotidy jsou stavebnimi kameny nukleovych kyselin a kofaktort, které v
bunice prenasSeji energii (konkrétné Gibbsovu energii), Ucastni se procest biologickych
syntéz (mj. kondenzacnich reakci) a mezibunééné komunikace [11].

Nézev  nukleotidu odpovidda stavbé¢ daného nukleosidu: naptiklad
adenosinmonofosfat je nukleotid skladajici se z adenosinu = nukleosidu tvofeného bazi
adeninem a ribosou, a jednou molekulou fosfatu. Umisténi fosfatové skupiny v
nukleotidech se znaci Cislici s ¢arkou ('). Naptiklad adenosin-3'-monofosfat znamena, ze
fosfatova skupina je navazana na tfetim atomu ribosy [11]

Nejcastéji je fosforylovan uhlik Cislo 5, proto se v tomto piipadé oznaceni
vynechdva, napt. adenosin-5"-monofosfat = adenosinmonofostat [9, 11].

Pro zjednoduSeni nazvoslovi byly zavedeny Ctyf-nebo tfipismenné zkratky. Prvni
pismeno je malé a znaci, jestli je soucasti nukleotidu ribosa (nepiSe se nic) nebo
deoxyribosa (mal¢ d). Je-li struktura nukleotidu cyklickd, oznacuje se malym c (cyklicky
adenosin-3",5"-monofosfat = cAMP). Druhé, velké pismeno oznacuje druh nukleové baze:

A: adenin

C: cytosin

G: guanin



T: thymin

U: uracil

Treti a Ctvrté pismeno urcuji pocet fosfatovych skupin (mono-, di-, tri-) a
ptitomnost fosfatu (P). Naptiklad deoxycytintrifosfat ma zkratku d-CTP.

Fosfatové skupiny v nukleosiddifosfatech a nukleosidtrifosfatech jsou navazané
jedna za druhou anhydridovou vazbou. Fosfatové skupiny jsou schopny ptenaSet funkéni
skupiny a pfi hydrolyze téchto vazeb se uvolni velké mnozstvi energie (A G <—30 kJ/mol).
Proto jsou nukleosidy sloufeninami, které umoziuji aktivaci reaktanti a prib&h
endergonickych reakci. V levém sloupci na obrazku (Obr. 2) je nukleotid s ribosou, jako
cukernou slozkou, v pravém sloupci je nukleosid s deoxyribosou jako cukernou slozkou.

Jednotlivé fadky se od sebe 1i8i poctem navazanych fosfatovych skupin [9, 11].
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Obr. 2 Nazvoslovi nukleotidi podle méniciho se poc¢tu zbytki kyseliny fosfore¢né [9].



2.3. Spektrometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV/Vis oblasti patii mezi spektralni
metody, které jsou =zaloZzeny na interakci elektromagnetického zéafeni s hmotou.
V zavislosti na intenzit¢ a vlnové délce zafeni, snimz latka interaguje, miiZzeme
predpokladat, jaké ma latka vlastnosti. Zkoumame-li jen jednu latku, mizeme urcit jeji
koncentraci z velikosti absorbance, nebot” hodnota absorbance je piimo Umérna
koncentraci, métime-li za stejnych podminek, jako je naptiklad vinova délka, tloustka
kyvety, pH... Pfi interakci molekuly se zafenim dochazi ke zménam energie molekuly
v elektronovych orbitalech, a ve vibracnich i rota¢nich hladinach, jinymi slovy, dochazi
k excitaci molekuly [3, 4].

AE=E;—Ey=h.v

h - Planckova konstanta

v — frekvence dopadajiciho zafeni

AE — energie, kterou musi atom nebo molekula piijmout pii piechodu

ze zakladniho do excitovaného stavu

E | — energie atomu nebo molekuly v excitovaném stavu

E( — energie atomu nebo molekuly v zdkladnim stavu

Excitovand molekula ptechdzi zpét do zakladniho stavu bez radiace, zétiva
energie se méni v energii tepelnou a zvySuje se kineticka energie molekuly. Absorpce
zafeni v UV/Vis oblasti mlze byt doprovazena rozptylem zafeni na micelach,
makromolekulach a ¢asteckach [4].

Mérnymi spektrofotometrickymi veli¢inami jsou transmitance, absorptance a
absorbance. Transmitance, jinak feCeno propustnost, je podil intenzity zareni proslého a
vstupujiciho do vzorku: T =1/ Iy. Transmitance mtize dosahovat hodnot od 0 do 1, Casto je
udavana v procentech: T = 1 / Iy J100, pak se hodnoty pohybuji od 0 do 100 %.
Absorptance se da vyjadrit jako a = 100 — T %, hodnoty se pohybuji od 100 do 0 %.
Absorbance je zdpornym logaritmem propustnosti: A = — log T. U vétSiny piistroji jsou
platnymi hodnotami absorbance A = 0,1 — 1,1 kvili rozptylu zafeni a nestabilni funkci
zdroje a detektoru [5] .

Nejcastéjsim vyuzitim absorpcni UV/Vis spektrometrie je kvantitativni analyza
zalozena na platnosti Bouger-Lambert-Beerova zakona, pro tyto ucely vyniké ptesnosti,

rychlosti, citlivosti a experimentalni nenaro¢nosti [4, 5].



2.3.1. Bouger-Lambert-Beertiv zakon

Bouger-Lambert-Beeriv zdkon vyjadiuje vztah mezi absorbanci a intenzitou

dopadajiciho a proslého zaieni, popft. tloustkou vrstvy a koncentraci analytu:

A=—logl/Iy =¢,-c-1

A — absorbance

[ — proslé zareni

Iy — dopadajici zareni

€, — molarni absorpéni koeficient (1 - mol” - em™)
¢ — molarni koncentrace métené latky (mol - 1)

1 — tloustka kyvety (cm)

Bouger-Lambert-Beertiv zakon plati jen pro ziedéné roztoky, méfené pomoci
pfisné monochromatického svétla. Plati v homogennich i heterogennich systémech.
V priitbéhu méteni se nesmi ménit pocet a charakter absorbujicich Castic, absorbance je

totiz ptimo imérna poctu absorbujicich ¢astic a mohlo by nastat jeji zvySeni [4, 5].
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3. Instrumentace a metodika méreni

3.1. Titrator

Titrator je pfistroj sjehoz pomoci se dosahne piesnéjSich vysledki pfi titraci,
nebot’ je zatiZzen niz§i chybou, nez pii davkovani titracniho ¢inidla ¢lovékem. Na titratoru
se zvoli rychlost davkovani titraéniho &inidla v ml min”. Tato hodnota nam udava, kolik
ml titra¢niho ¢inidla se za jednu minutu nadévkuje. Davkovani titraéniho ¢inidla se spousti
a zastavuje zmacCknutim tlacitka STOP. Pomoci titratoru davkujeme pifesné mnoZzstvi

titracniho ¢inidla, objem pouzitého titraéniho Cinidla se zobrazi na displeji.

3.2. pH metr

pH se da zméfit pomoci pH metru, pH metr mé&ii pomoci vodikové elektrody aktivitu H™ ,
pH se vypo¢itd pomoci vztahu — log [H']. Hodnota pH se zobrazi na displeji piistroje.
Hodnotu pH miizeme také ziskat z méfeni potencialu, avSak k tomu je zapotiebi kalibrace

elektrody (viz experimentalni ¢ast str.13).

3.3. UV/Vis spektrometr

Spektrometr je schopen automaticky snimat absorpéni kiivku, tj. zavislost
propustnosti nebo absorbance na vinové délce ve vybraném spektru vinovych délek.
Laboratorni spektrometry pouzivame pro vinové délky ultrafialového spektra (A =190 az
400 nm) a viditelného spekra (A = 400 az 800 nm) [5].

Ptfi prométovani absorpéni kiivky v UV/Vis oblasti se pouzivaji dva zdroje zateni.
Pro vinové délky 180 az 360 nm se zafazuje deuteriova vybojka a nad 360 nm wolframova
Zarovka.

Dale se spektrometr skladd z monochromatoru se vstupni a vystupni Stérbinou.
Monochromatické svétlo ziskdme pomoci miizky nebo hranolu. Pfednost se dava
miizkovému monochromatoru. Sitka §térbiny se pohybuje od 10 nm (jednoduché
monochromatory) po 0,1 nm (kvalitni monochromatory).

Absorpéni prostiedi tvofi obsah kyvety. Kyveta mize byt kiemenna nebo
sklenénd, ma piesné definované rozméry, volitelnym rozmérem je tlouStka kyvety,
nejcastéji se pouzivaji jednocentimetrové kyvety.

Jako detektory se nejcastéji pouzivaji fotoelektrické¢ detektory citlivé na

ultrafialové a viditelné zafeni.
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3.4. Postup pri méreni spekter

Proces méteni spekter ma vétSinou 3 faze. V prvnim kroku si zvolime blank a
zmé&fime jeho signal. Signal blanku bude slouzit jako pozadi pro dal$i méteni, vi¢i némuz
se bude meéftit. Obvykle to byva rozpoustédlo. NejcastejsSim rozpoustédlem je voda nebo
ethanol. VUci pozadi se budou v nasledujicich métenich od¢itat hodnoty absorbance.

Ke spektrofotometru mize byt piipojen pocita¢ vybaveny vhodnym software.
S jeho vyuzitim Ize snadno manipulovat s naméfenymi daty Proméfenim pribéhu spektra
rozpoustédla a ulozenim v piipojeném pocitaci se ziska signal rozpoustédla, ktery budeme
povazovat za blank pro dal$i métfeni na spektrometru, kterym se méfi absorbance v urcité
oblasti vlnovych délek. Poté se rozpoustédlo znovu zméii. Pokud pti zméteni toho samého
rozpoustédla, spektrometr naméii odchylku od nuly v rozmezi + 0,0001 (Graf. 5), je kyveta
Cistd a pfistroj pfipraveny k méfeni, nastavené pozadi je spravné a vysledky nebudou
zatizeny chybou. [5].

Po zméfeni pozadi, je mozné zaCit méfit zkoumanou latku. Je sledovéano, jak
roztok této latky absorbuje elektromagnetické zafeni pti rGznych vlnovych délkach.
Rozsah vinovych délek, v némz bude vzorek absorbovat, zalezi jen na jeho vlastnostech.
Velikost absorbance je zavisla na koncentraci latky v roztoku.

Po zméfeni vzorku nasleduje vyhodnoceni spektra. VétSinou nds zajima urcita
oblast spektra, nebot’ n¢které latky mohou absorbovat v riznych ¢astech spektra s riznou
intenzitou. Absorbance ve sledované oblasti by v§ak neméla ptesahnout jednicku. Hodnoty
absorbance, které ptesahnou 1, nelze pokladat za piesné, ani za spravné, protoze hodnota
absorbance nebude piimo imérna koncentraci.

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV/Vis oblasti se mize také vyuZzit
k ovéteni, zda v roztoku dochézi k reakci, ptipadné jaky ma tato reakce vliv na chemickou
strukturu nami zkoumané molekuly. Na grafu (Graf. 17) mizeme vidét vliv chemické
reakce na zménu absorbance v disledku zmény chemické struktury [5].

Z grafu (Graf. 17) kdy byl roztok AMP titrovan z alkalické oblasti do bazické je
patrné, ze roztok AMP ma pfi rizném pH odlisné hodnoty absorbance. To je zptisobeno
tim, Ze se vyskytuje v odlisSnych chemickych strukturdch. Rozdil ve strukturach je

zpusoben nabojem [11].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité chemikalie

* Kyselina chlorovodikova 35 % — HCI1 (PENTA)

e Chlorid méd’naty dihydrat — CuCl, - 2H,0 (SIGMA — ALDRICH)

* Adenosin-5"-monofosfat disodny — C;(HgNsO7;PNa, (REANAL — BUDAPEST)
* Hydroxid sodny — NaOH (SIGMA — ALDRICH)

4.2. Pristrojové vybaveni

* UV/Vis spektrometr (UNICAM UV4), kifemenna kyveta tloustky 1,0 cm,
program:Vision 32 Version 1.21.

* Termostat (LABO — MS s.r.0.)

* pH metr (CYBERSCAN)

 HAMILTON SINGLE PORES elektroda (UTECH INSTRUMENTYS)

* AE 240 vahy (METTLER)

* TITRONIC UNIVERSAL titrator (SCHOTT INSTRUMENTYS)

4.3. Kalibrace elektrody.

Roztok HCI o koncentraci 0,02 M, objemu 50 ml byl titrovan roztokem NaOH o
ptiblizné koncentraci 0,05 M. Ze zacatku byly ptidavky 0,05 ml az 1 ml, jakmile rozdil
potencialti mezi jednotlivymi piidavky byl vétsi nez 20 mV, zmensSily se piidavky, aby byl
dostatek bodl kolem bodu ekvivalence. Za bodem ekvivalence, kdyz se potencial témet
neméni, se piidavky opét zvySily na 0,5 ml az 1 ml. Z naméfenych hodnot, které jsou
uvedené v tabulce(Tab. 1), se vypocita prvni a druha derivace. Absolutni hodnoty prvni
derivace bodu v bodé¢ ekvivalence nejvétsi (Graf. 2). Bod ekvivalence se v druhé derivaci
projevi zménou zapornych hodnot druhé derivace na kladné, spojnice bobu s maximalni

hodnotou a minimalni hodnotou vypocitané druhé derivace bude protinat osu x (Graf. 3).
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Graf. 1 Prabéh potenciometrické titracni kiivky v okoli ekvivalen¢niho bodu E = f (V).
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Graf. 2 Pribéh potenciometrické titra¢ni kiivky v okoli ekvivalenéniho bodu AE / AV = f
V)
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Graf. 3 Pribeh potenciometrické titradni kiivky v okoli A’E / AV? = f (V)

Prvni derivaci A' vypocitame:

Ar:(EZ_El) Vm'/g
V, =V,
A= (303 ,2 - 304 ) Va’vg
(0,5 -0)
A= 1,6 Ve

A' - hodnota prvni derivace

Ei, E; - hodnoty potenciali

(D

Vo, + V)

(0,5 + 0)

0,25 ml

Vi, V, - objemy ptidaného hydroxidu, pouzitého pfi titraci

V'ave - rozdil objemt hydroxidu, pouzitého pii titraci

Druhou derivaci A" vypocitame:

A": ,(Az_Ai) V/I’VG
(V a6 2 =V a6 1)
" _1,6 - _1,2 "
A" = ( ( )) VAVG
(0,25 - 0,75)
A" =08 V ive

A"-hodnota druhé derivace

)
I + V' )

avg 9 avg 1

2

_ (0,25 +0,75)

2

= 0,5 ml



Ay', Ay'-hodnota prvni derivace

V" avgz — rozdil rozdilti objemt ptidaného hydroxidu, pouzitého pfi titraci

Tab. 1 Vyhodnoceni titrace HCl pomoci NaOH
Vv E |[Viave| A" [V"avg| A"

(ml) |(mV)| (ml) (ml)

0 | 304 | 0,25 1,6 0,5 0,8
05 3032 0,75 12 1 1,6

1 [3026| 1,25 2 1,5 12
1,5 | 3016 | 1,75 1,4 2 0,8

2 3009 2,25 1,8 2.5 0,4
2,5 300 2,75 -2 3 0

3 | 299 | 325 2 35 0,8
3,5 298 3,75 -1,6 4 -0,8

4 2972 425 2 4,5025 |0,465929

45 2962 | 4,755 [-1,76471| 5,005 |-0,55222
501 | 2953 | 5,255 |-2,04082] 5,5025 |-0,32158

55 | 29043 | 5,75 22 6 |2.27E-13

6 |2932] 625 22 6,5 0,4
6,5 | 2921 6,75 2 7 0,8

7 2911 7,25 2,4 7,5 0,4
7,5 | 2899 | 7,75 22 8 1,2

8 | 2888 825 28 | 8,505 [0,588235
8,5 | 2874 | 876 2,5 9,01 |-3,6E-13
9,02 | 286,1 | 9,26 2,5 | 9,505 [-1,02041
9,5 | 2849 9,75 3 10 0,4

10 | 283,4 | 10,25 -2,8 10,63 |[1,878225
10,5 | 282 11,01 [-1,37255| 11,26 |[162,7451

11,52 280,6 | 11,51 80 11,63 [ -346,667
11,5 | 279 11,75 -3,2 12 -0,4
12 | 2774 | 12,25 -3,4 12,5 -0,8
12,5 | 275,7 | 12,75 -3,8 13 0,4
13 | 273,8 | 13,25 -3,6 13,5 -0,8
13,5 | 272 13,75 -4 14,005 |-1,58371

14 270 14,26 |-4,80769| 14,51 |1,698718
14,52 | 267,5 | 14,76 |-3,95833| 15,13 |-1,67793
15 2656 | 15,5 -5,2 16 -1,4
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16 [ 2604 16,5 6,6 17 2

17 2538 | 175 -8,6 18 4.6

18 2452 18,5 | -132 | 18,875 [-10,1333
19 | 232 | 1925 | -20,8 | 19,505 [-31,2368
19,5 [ 221,6 | 19,76 |-36,7308| 20,01 |[-277,372
20,02 [ 202,5 [ 20,26 |-175,417] 20,455 |-1389,53
20,5 | 1183 | 20,65 [-717,333] 20,775 |1513,333
20,8 | 96,9 | 209 | -339 | 21,075 [738,2857
21 [-164,7] 2125 | -80,6 | 21,5 95,2

21,5 | 205 | 21,75 | =33 | 22,0025 [25,74257
22 221522255 | 20 | 22,5075 [12,27723
22,51[-231,7] 22,76 | -13,8 | 23,0075 [6,027623
23,01 [-238,6 | 23,255 [-10,8163 | 23,5075 | 3,520525
23,5 [-243,9| 23,76 [-9,03846| 24,0125 | 3,34955
24,02 [-248.,6 | 24,265 |-7,34694 | 24,51 [0,832986
24,51 [-252,2 [ 24,755 |-6,93878 | 25,0025 |3,512678
25 [-2556| 2525 | -52 | 25,505 [0,392157
25,5 [-258.2 25,76 5 | 26,1375 | 1,1372
26,02 [ -260,8 | 26,515 |-4,14141| 27,01 |0,612182
27,01 [ -264,9 [ 27,505 |-3,53535| 28,005 |0,664066
28 |-268.4 28,505 [-2,87129| 29,005 [0,447045
29,01 [-271,3 [ 29,505 |-2,42424] 30,005 |-0,15002
30 [-273,7] 30,505 |-2,57426| 31,005 |0,453045
31,01 [-276,3 | 31,505 [-2,12121] 32,0025 [ 0,121821
32 [-2784] 325 2 33 0,4

33 [-280,4[ 33,5 1,6 | 34,0025 [0,015763
34 | -282 [ 34,505 [-1,58416 35,005 [0,271027
35,01 [-283,6 | 35,505 [-1,31313] 36,0025 [0,013197
36 |-2849( 36,5 -1,3 37 0,2

37 [-286,2] 375 1,1 | 38,0075 [ -0,15974
38 [-287,3| 38,515 |-1,26214 39,0175 [ 0,342058
39,03 [-288,6 | 39,52 [-0,91837] 29,7625 [0,323716
40,01 [ -289,5 [ 20,005 |-7,23569 | 10,0025 | -0,36169

V tabulce jsou zvyraznéné hodnoty druhé derivace, z kterych se pocital bod ekvivalence.

Bod ekvivalence se vypocita:
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Vi Vi) I
A +|A)

I/e_ AVG

V. =2060818 ml

Presna koncentrace NaOH:

Craor = Ve lChq

C oo = 20,60818 [0,02
Crooy =0,0485 M

pH pro jednotlivé potencialy se spocital pomoci vztahu:

1= (4 150) = (Cyaorr [V yaor)

—log-H+
- (50+7)
gl = (002150) - (0.0485 [0)
. (50+0)
~log|H* | =1,69897

(4)

)

Aby se zjistila zavislost mezi potencialem a pH vynesly se hodnoty namétenych

potencialli a vypocitanych hodnot do grafu (Graf. 6). Z grafu byla zjisténa smérnice

vyjadiujici zavislost mezi naméfenym potencidlem a vypocitanym pH.
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Graf. 6 Zavislost namétenych hodnot potencidlu na dopocitanych hodnotach pH

Z grafu je vidét, ze potencidl je linearni funkci pH Z linearni zavislosti se mize
dopocitat —logl_H +] k jakymkoliv potencialim méfenym touto elektrodou, a to podle
vztahu(6) ktery je platny pro elektrodu, s niz jsme méftili

(6)
E = 402,19 - 57,481 Oog|H * |

Kdyby se cislo pied logl_H +] rovnalo hodnoté 59, méla by -elektroda

“nerstovskou funkci® avSak rozdil neni velky, proto je elektroda vhodna k métfeni. Linearni
zavislost vodikové elektrody, ktera mefi presn¢ a spravng je:

(7
E = konst — 59 log[H+]

Pro zjisténi odchylky vypocitanych hodnot pH od skutec¢nych, byl vypocitan
iontovy soucin vody podle vztahu (9)

Za E byly dosazeny namé&fené hodnoty potenciald,. [OH'] se vypocitalo z rovnice

(8)
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OH_- _ |(cNaOH (50) = (¢ier W yvuon )|

: (50+7)

1 100,02 30) - (0,0485 [0
-1 1002750) - 00485 D)

) (50+0)
OH™|=0,005971M

pK, = —logl_OH_] + (—10g|_H+])

pK, =13,48

Tab. 2 Vypocitané hodnoty pH a pOH a z nich pKw

-loglH'|[ [OH] [-log[OHT| pKw
11,25 |0,005971| 2,22 |13,48
11,33 |0,006892| 2,16 (13,50
11,40 |0,007725| 2,11 13,51
11,46 |0,008524| 2,07 |13,53
11,50 |0,009309| 2,03 |13,53
11,55 |0,010092| 2,00 |13,54
11,62 |0,011501 1,94 13,56
11,68 | 0,01281 1,89 [13,57
11,73 |0,014054| 1,85 |13,58
11,77 |0,015191 1,82 13,59
11,82 |0,016277| 1,79 (13,60
11,85 |0,017274| 1,76 |13,62
11,89 |0,018221 1,74 13,63
11,92 |0,019113| 1,72 (13,63
11,94 10,019961 1,70 [13,64
11,97 |0,020747| 1,68 |13,65
11,99 10,021497| 1,67 |13,66
12,01 |0,022209| 1,65 (13,66
12,03 |0,022903| 1,64 |13,67
12,05 |0,023531 1,63 |[13,67

20
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Tabelovany iontovy soucin vody, za standardnich laboratornich podminek,

teploté 25°C, tlaku 1000 kPa je 13,83 odchylka vypocitanych iontovych soucinti vody od

tabelované hodnoty 0.16 az 0,32 je tolerovatelna.

4.4.

Absorpce CuCl, v UV/Vis oblasti

Pro zjisténi oblasti spektra, vniz CuCl, absorbuje zafeni a ovéteni, zda je

absorbance piimo imérna koncentraci roztoku CuCl,, byla zméfena absorbance roztok

CuCl, o riiznych koncentracich.

Jako pozadi byl pouzijeme signal vody (Graf. 4). Z grafu je vidét Ze chyba se

pohybovala v rozmezi +0,001.Do bloku

absorbance

0,0015

0,001

F “"’W

l.

n ﬂ" M‘W B ! bl Mﬁ’ﬁf !ﬁ i

Il

||" lwl

||| lll
w' :

h

'I" Il l"l III

.:'l!

”&I\ii lnllﬂll" ’Il, ||" |||W||W‘II Hﬁ % |||W|||
v'| i iy
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vinova délka (nm)

Graf. 4 Absorp¢ni spektrum vody, je-li jako pozadi zvolen signal vody

To znamena ze kyveta byla Cista a ptistroj byl ptipraveny k méteni.
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Graf. 5 Absorp¢ni spektra CuCl,o riznych koncentracich. Koncentrace CuCl, jsou

uvedeny u jednotlivych spekter.

Roztok CuCl, absorbuje silné¢ pii vinovych délkadch do 350 nm a od 550 nm.

K porovnani vlivu zmény koncentrace na nartst absorbance je nejvhodnéjsi hodnota pfi

vlnové délce 811 nm, protoze pii ni absorbance nabyva maxima.

Tab. 3 absorbance chloridu méd’natého pii vinové délce 811 nm

[CllClz]
™M) 0,0007510,0075]0,0125]0,025 10,03 0,035 |0,04 [0,05 (0,06 0,075
A g 0,0117 0,0862{0,14110,25240,3006|0,3594|0,404|0,5093|0,6281 | 0,8025
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Graf. 6 Zavislost absorbance roztoku CuCl, na koncentraci roztoku CuCl, pii vinové délce

811 nm

Z grafu je patrné, Ze absorbance je pfimo iumérna koncentraci CuCl,. Uvedené
roztoky CuCl, nebyly upravovany na stejnou iontovou silu a s ménici se koncentraci se

meénila 1 iontova sila roztoku. Iontova sila se vypocitd pomoci vztahu

(11)
_IN( xa
1232k <)

I — iontova sila
¢ — koncentrace latky v roztoku

z-naboje iontd, z nichz se latka sklada
= % Z (Ci x le)
1= e 2 )enle, v
= % [(0.075%22)+ +2x (0,075 x12)]

1=0225 M
I - iontova sila

ccu2+— koncentrace méd’natych iont
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ccl— koncentrace iontd chloridu

Tab. 4 Vypocitané iontové sily pro uvedené koncentrace roztokti CuCl,.

I (M)

0,002

0,023

0,038

0,075

0,09

0,105

0,12

0,15

0,18

0,225

[CuCl,] (M)]0,0008

0,008

0,013

0,025

0,03

0,035

0,04

0,05

0,06

0,075

4.5.

Ke zjisténi zavislosti absorbance na iontové sile byly méfeny roztoky o riizné
iontové sile a konstantni koncentraci CuCl, (0,03 M). Za nejnizsi iontovou silu byla
vybrana iontova sila 0,1 M, protoze vybrany roztok CuCl, mél podobnou iontovou silu
(0,09 M) a hodnotu absorbance mél kolem 0,3. Predpoklada se, ze se vzristajici iontovou
silou bude rast i absorbance. Iontova sila byla upravovdana se 1 M NaCl. Spravna

koncentrace NaCl se k iontovym sildm dopocitala pomoci vztahu:

Vliv iontové sily na absorpci zareni roztokem CuCl, v
UV / Vis-oblasti.

1= g w2 ranley <)ol <)l w0

015 =%[(0,03 x22 )+ 42 (0,03 %12 )+ 2]

c=0,01 M NaCl

Tab. 5 Dopocitané koncentrace NaCl k iontovym silam pii konstantni koncentraci CuCl,

I [[CuClL]]| [NaC]]
M) M) M)
0,1 0,03 | 0,01
0,15 | 003 [ 006
0,2 0,03 | 0,11
025 | 003 [ 016
0,3 0,03 | 021
0,5 0,03 | 041
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Graf. 7 Absorp¢ni spektrum roztoku CuCl, o koncentraci 0,03 M a rGznych iontovych

silach, velikost iontovych sil je uvedena v grafu.

Absorbance se pohybovala v rozmezi 0,25 az 0,40 pro dalsi studium jsou to

hodnoty nizké, proto se dale pouzil roztok s nejvyssi iontovou silou (0,5 M) a vyssi

koncentraci (0,05 M CuCl,).

Tab. 6 lontova sila 0.5 pti riznych koncentracich CuCl,

I |[CuCl] | [NaCl|
M) M) M)
0,5 0,03 | 041
0,5 0,05 | 035
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Graf. 8 Absorbance roztoku CuCl, pii iontové sile 0,5 M

Absorbance tohoto roztoku o koncentraci CuCl, = 0,05 M,se pohybovala kolem
0,6 pro vinové délky kolem 800 nm. Oblast absorbance kolem 0,5 je pro pro méfeni
absorbance nejvyhodnéjsi, nebot’ zde dochédzi k nejmenSim chybam, proto koncentrace
CuCl; 0,05 M je idealni i pro méfeni nizsich iontovych sil samotného CuCl,. Méfi-li se
absorbance komplexu AMP s cu®’ pouzije se roztok CuCl, o koncentraci 0,01 M, nebot’
AMP bude zvySovat absorpci.

Pro dosazeni absorpce mezi 0,5 az 1, se pouzije roztok AMP o koncentraci 0,05
M. To znamena, Ze podle vyse uvedeného vztahu (11) bude mit iontovou silu 0,15 M. Jako
titrani €inidlo se pouzije CuCl, o koncentraci 0,01 M, a iontova sila 0,15 M, které se
dosahlo pfidanim NaCl. Koncentrace NaCl v titra¢nim ¢inidle byla 0,12 M.

Pti titraci CuCl, pomoci AMP se vytvofila sraZenina, jiZz pfi poméru molarnich
mnozstvi 1 : 0,08 (ligand: Cu2+), tato srazenina byla stala, az do ptidavku 0,56 mol AMP to
znamena, ze se zacala rozpoustét az pii poméru molarnich mnozstvi 1 : 0,56. Pfi obracené
titraci se titroval 0,05 M roztok CuCl,, roztokem AMP o koncentraci 0,01 M a NaOH o
koncentraci 0,12 M. Pfi poméru molarnich mnozstvich 22 : 30 (ligand: Cu2+) se opét

vytvofila sraZenina.
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4.6. Vliv experimentalnich podminek na absorpci zareni
AMP a komplexu AMP s médi v UV oblsti

4.6.1. Zavislost absorpce komplexu v UV na ménici se koncentraci CuCl,

Dalsi oblasti, v niz komplex AMP s médi absorboval, byla UV oblast. Roztoky
byly nafedény a méteny v rozsahu vinovych délek 200 az 300 nm, kde absorbuje AMP.
Roztoky nebyly upravovany na urcitou iontovou silu. Koncentrace AMP byla 0,0001 M.

Tab. 7 Hodnoty pH a potencidlu, pii ménici se koncentraci CuCl,
pH| E | V | [Cu*] | [AMP] I

(mV)|(mD) | (M) M) M)
6,581 21,9 [ 0 [ 0,0003 | 0,0001 [0,0003
6,57 22,3 {0,02{0,00036 | 1,00E-04 | 0,0009
6,56 23,1 (0,04 (0,00042 |9,99E-05 [0,0015
6,52 25,5 [0,06]0,00048 | 9,99E-05 | 0,0021
6,50 26,9 [0,08|0,00054 |9,98E-05 | 0,0027
6,431 30,9 [ 0,1 [ 0,0006 |9,98E-05[0,0033
6,41 31,8 [0,12]0,00066|9,98E-05 | 0,0039
6,40 32,5 (0,14 (0,00072{9,97E-05 [ 0,0045
6,39 33,2 [0,16]0,00078 |9,97E-05 | 0,0051
6,38 33,4 (0,18]0,00084 | 9,96E-05 | 0,0057
6,38 33,5 [ 0,2 [ 0,0009 |9,96E-05 [0,0063
6,30 38,3 [ 0,3 [ 0,0012 [9,94E-05[0,0093
6,24| 41,7 | 0,4 | 0,0015 |9,92E-05(0,0123
6,191 44,8 | 0,5 [ 0,0018 [9,90E-05(0,0153
6,15 46,8 | 0,6 | 0,0021 |9,88E-05(0,0183
6,11| 49,1 | 0,7 | 0,0024 |9,86E-05(0,0213
6,07| 51,7 | 0,8 | 0,0027 |9,84E-05[0,0243
6,04| 53,4 [ 0,9 [ 0,003 |9,82E-05(0,0273
6,00 55,7 1 | 0,0033 |{9,80E-05(0,0303
5,821 66,2 | 1,5 | 0,0048 |9,71E-05(0,0453
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5,791 67,51 2 | 0,0063 |9,62E-05(0,0603
5,721 72 | 2,51 0,0078 |9,52E-05(0,0753
5,66 753 | 3 | 0,0093 |9,43E-05(0,0903
5,561 80,8 | 4 |[0,0123 |9,26E-05(0,1203
5,52 83,3 |4,5]0,0138 |9,17E-05(0,1353
5,491 85 5 10,0153 |9,09E-05(0,1503

0 —002 004 006
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Graf. 9 Absorp¢ni spektra komplexu pti riznych koncentracich CuCl, a konstantni
koncentraci ligandu [AMP] = 0,0001 M, iontova sila nebyla upravovana na konstantni

hodnotu, objemy pfidané¢ho CuCl, jsou uvedeny.

Absorbance komplexu dosahovala hodnot kolem 1,3. Mé&filo se i napéti, jeho

zmeéna byla v rozsahu 21,9 mV — 85,4 mV, to znamena ze pH kleslo z hodnoty 6,6 na 5,5.
Kolem vInové délky 260 nm roztoky AMP a CuCl, o ménicich se koncentracich
CuCl, mély podobnou zménu absorbance. Proto bylo vhodné sestrojit graf zavislosti

absorbance roztoku pii stejné vinové délce na koncentraci roztoku (Graf. 10). Ukazuje se,
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ze narist koncentrace je velmi podobny. Vlnové délky niz§i nez 250 nm mohly byt

ovlivnény absorpci médi, nikoliv komplexu.

Tab. 8 Hodnoty absorbance komplexu AMP s médi pii vinovych délkach 250 nm, 260 nm,

270 nm, 280 nm, pro jednotlivé koncentrace roztoku.

[Cu2+] |[AMP] (250 nm|260 nm |270 nm |280 nm

M) M)

6,00E-09|0,0003 [0,8894 |1,1548 |0,7885 [0,1968

7,20E-090,00036|0,9204 |1,1948 |0,8268 [0,2177

8,40E-09 {0,0004210,9301 |1,2066 |0,8397 (0,2280

9,60E-09|0,00048 {0,9468 |1,2262 |0,8580 |0,2404

1,08E-080,00054|0,9427 |1,2209 |0,8567 |0,2431

1,20E-08|0,0006 (0,9432 |1,2207 |0,8573 [0,2437

1,32E-08|0,00066 (0,9487 |1,2280 |0,8647 [0,2481

1,44E-080,00072{0,9519 [1,2301 |0,8675 |0,2514

1,56E-08|0,00078 {0,9505 |1,2287 |0,8674 [0,2512

1,68E-080,00084 | 0,9573 |1,2354 10,8748 |0,2570

1,80E-0810,0009 |0,9541 (1,2331 |0,8722 |0,2553

2,40E-0810,0012 {0,9722 |1,2499 |0,8892 [0,2696

3,00E-08|0,0015 |0,9752 |1,2503 |0,8949 [0,2739

3,60E-08 10,0018 [0,9889 |1,2649 |0,9090 |0,2856

4,20E-080,0021 |0,9887 |1,2624 {0,9091 |0,2866

4,80E-08(0,0024 10,9918 |1,2635 [0,9121 |0,2893

5,40E-08 10,0027 |[1,0006 |1,2709 10,9187 [0,2944

6,00E-08|0,003 |1,0044 [1,2736 |0,9222 |0,2978

6,60E-08 10,0033 |1,0172 [1,2813 |0,9315 {0,3030

9,60E-0810,0048 [1,0172 |1,2813 [0,9315 |0,3030

1,26E-0710,0063 |1,0390 |1,2985 |0,9481 |0,3166

1,56E-07|0,0078 |1,0453 |1,3010 |0,9501 [0,3169

1,86E-07]0,0093 |1,0557 |1,3069 |0,9543 [0,3186

2,46E-07]0,0123 |1,0848 [1,3268 [0,9699 |0,3294

2,76E-07|0,0138 [1,0964 |1,3341 [0,9752 |0,3322

29



3,06E-07{0,0153 |[1,1096 |1,3448 |0,9845 (0,3384

1,4

12

0,8

absorbance

0,6

0,4

0,2
——250 — 260 270 280

0 T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001

[CuClz] (M)

Graf. 10 Zména absorbance roztoku AMP a CuCl, v zavislosti na [CuCl,] pfi vybranych
vlnovych délkach

Z grafu vyplyva, Ze se s rostouci koncentraci CuCl, méni absorbance, tato zména
neni linearni. To znamena, Ze na nariist absorbance ma vliv tvorba komplexu. Bylo potieba
zjistit, zda je tvorba komplexu ovlivnéna iontovou silou, kterd se s rostouci koncentraci

CuCl, zvySuje, nebo je ovlivnéna zménou pH.

4.6.2. Zavislost absorbance komplexu v UV oblasti na ménici se iontové sile

Byla provedena dvé méfeni o riiznych iontovych silach. Bylo vyhodné dosdhnout
padesatindsobného molarntho mnozstvi AMP s malou chybou zpisobenou fedénim
roztoku. Proto bylo pouzito roztoku CuCl, 0,025 M jako titracniho ¢inidla, ktery ma
iontovou silu 0,075 M. Pridanim 5 ml tohoto roztoku k 50ml AMP o koncentraci 0,00005

M, roztok AMP se upravi na stejnou iontovou silu pomoci NaCl, ziskame pomér molarnich
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mnozstvi 1 namp : 50 ncycp. NaCl bude v roztoku s AMP o koncentraci 0,07485 M.

Iontova sila 0,075M byla nejmensi iontova sila, které se za téchto podminek mohlo

dosahnout.
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= 0,500 —0,02 0,04
0,9000 + —0,06 0,08 ——0,1
——0,12 0,14 0,16
0,8000 -
——0,18 —0,2 ——0,25
0,7000 4 0,3 ——0,4
0,6000 - s,
° ¥ —x—2y5
[
c
©
€ 0,5000 -
[=]
(7]
£
©
0,4000 -+
0,3000 -

0,0000 -+ ¥ 7 ¥ ¥ : =
230,0000 240,0000 250,0000 260,0000 270,0000 280,0000 290,0000 300,0000

vinova délka (nm)

Graf. 11 Absorbance AMP pii [ = 0,075 M v zavislosti na ménici se koncentraci CuCl,

v grafu jsou uvedeny objemy titraéniho ¢inidla v ml

Dalsi experiment byl proveden pii dvojnasobné iontové sile tj. iontové sile
0,15 M. To znamena, ze titrované AMP mélo koncentraci 0,00005 M a NaCl m¢l
koncentraci 0,14985 M. V titranim ¢inidle bylo CuCl, o koncentraci 0,025 M a NaCl o
koncentraci 0,075 M.
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Graf. 12Absorbance AMP pfi [ = 0,15M v zavislosti na ménici se koncentraci CuCl,

v grafu jsou uvedeny objemy titra¢niho ¢inidla v ml

Tab. 9 Hodnoty absorbance pti vinové délce 260 nm koncentrace AMP je 0,00005 a

koncentrace CuCl, se méni, potencidly, pro roztoky o iontové sile 0,075 M a 0,15 M.

vV, |E E [[CuCl] [[AMP] Axo |Axo [dog[H] |-log [H']
1=0,075 | 1=0,15 1=0,075M |I1=0,15M 1=0,075M 1=0,15M
(ml) |mv) |@mv) |[(M) (M)

0 38,9 | 48,1 0 0,00005 0,5896 | 0,5896 6,29 6,13
0,02 | 41,2 |48,5| 0,0005 4,998E-05 0,6012 | 0,5950 6,25 6,12
0,04 | 434 (49,6 | 0,001 4,996E-05 0,5945 | 0,5970 6,21 6,10
0,06 | 44,7 50 0,0015 4,994E-05 0,5999 | 0,5970 6,19 6,10
0,08 | 44,9 | 50,8 | 0,002 4,992E-05 0,5995 | 0,5983 6,18 6,08

0,1 | 45,6 |51,6 | 0,0025 4,99E-05 0,6024 | 0,5979 6,17 6,07
0,12 | 46,7 | 51,8 | 0,003 4,988E-05 0,5987 | 0,6059 6,15 6,07
0,14 | 47,2 | 52,4 | 0,0035 4,986E-05 0,6022 | 0,6075 6,14 6,05
0,16 | 47,5 | 52,8 | 0,004 4.9841E-05 | 0,6070 | 0,6091 6,14 6,05
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0,18 | 48 |[53,3] 0,0045 | 4,9821E-05 | 0,6103 | 0,6119 6,13 6,04
0,2 | 48,8 | 53,5| 0,005 | 4,9801E-05 | 0,6126 | 0,6117 6,12 6,04
0,25 | 49,9 | 54,9 0,00625 | 4,9751E-05 | 0,6149 | 0,6173 6,10 6,01
0,3 51 |55,5] 0,0075 | 4,9702E-05 | 0,6185 | 0,6202 6,08 6,00
0,35 52 |[56,3]0,00875 | 4,9652E-05 | 0,6202 | 0,6258 6,06 5,99
0,4 | 52,8 | 56,9 | 0,01 4,9603E-05 | 0,6232 | 0,6274 6,05 5,98
0,45| 53,8 | 57,6 | 0,01125 | 4,9554E-05 | 0,6279 | 0,6294 6,03 5,97
0,5 | 54,6 | 58,4 | 0,0125 | 4,9505E-05 | 0,6333 | 0,6371 6,02 5,95
1 62,6 | 652 0,025 4,902E-05 | 0,6554 | 0,6686 5,88 5,83
1,5 | 68,5 | 70,5 | 0,0375 | 4,8544E-05 | 0,6761 | 0,7120 5,78 5,74
2 73,1 | 75,1 0,05 4,8077E-05 | 0,7028 | 0,7515 5,70 5,66
2,5 77 | 78,7 0,0625 | 4,7619E-05 | 0,7274 | 0,7797 5,63 5,60
3 80,3 | 81,8 | 0,075 4,717E-05 | 0,7475 | 0,8028 5,57 5,55
3,5 | 83,5 | 85,4 0,0875 | 4,6729E-05 | 0,7622 | 0,8399 5,52 5,49
4 86,1 | 87,5 0,1 4,6296E-05 | 0,7874 | 0,8845 5,47 5,45
4,5 | 88,4 |89,5| 0,1125 | 4,5872E-05 | 0,8028 | 0,9009 5,43 5,41
5 90,3 | 91 0,125 | 4,5455E-05 | 0,8242 | 0,9336 5,40 5,39

Byla zjiSténa zavislost absorbance komplexu pfi vinové délce 260 nm na
koncentraci CuCl, v roztoku, protoze pii ni absorpce dosahuje maxima (Graf. 13).
Béhem méfeni se ménil 1 potencidl. Zména potencialu je na prvni pohled stabilni,

proto byla vynesna zavislost v grafu.
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Graf. 13 Zavislost absorbance na ménici se koncentraci CuCl, v roztoku AMP + CuCl, pro
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pravdépodobné zplisobena vlivem pH. To naznacuji grafy zéavislosti absorbance na pH

Z grafu vyplyva, ze zavislost je linearni, to znamend, Ze nariist absorbance je

nebo na E.
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Graf. 14 Zavislost potencidlu na zméné koncentrace CuCl, v roztoku AMP+ CuCl; pro dvé
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4.6.3. Zavislost absorbance komplexu v UV na ménicim se pH

Aby se mohla zacit méfit zavislost na pH, bylo zapotiebi standardizovat roztoky, s nimiz
budeme pracovat. Koncentrace HCI byla znama, bylo potieba standardizovat roztok NaOH
nebot’ jeho slozeni se vliven CO, ¢asem méni. Standardizace se provedla stejnym potupen
jako pfi kalibraci elektrody. Ziskala se zavislost naméfenych hodnot potencidlu na

teoretickych hodnotach pH.

300
s
E 250 -
w
y = -57,891x + 402,81
R? = 0,998 ¢

200 T T T T T T T T T T T T 1

19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32

pH

Graf. 19 Zavislosti potencialu na pH pfi standardizaci NaOH pouzitého k titraci AMP a
HCI a roztoku AMP a HCl a CuCl,

Ze zavislosti potencidlu na pH byl vypocitan iontovy soucin vody, aby se zjistilo,

zda méteni na elektrod¢ neni zatizené chybou.

Tab. 11 vypocitané hodnoty pH a pOH a z nich vypocitané pK,,

-log[H'] | [OH'] (M) | -log[OH ] | pKy
10,46 | 0,000392 3,41 13,87
10,63 | 0,000535 3,27 13,91
10,76 | 0,000685 3,16 13,92
10,94 | 0,000982 3,01 13,95
11,01 | 0,001348 2,87 13,88
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11,21 | 0,001709 2,77 13,97
11,29 | 0,002063 2,69 13,98
11,36 | 0,002412 2,62 13,98
11,42 | 0,002756 2,56 13,98
11,47 | 0,003094 2,51 13,98
11,52 | 0,003427 2,47 13,98
11,56 | 0,003756 2,43 13,99
11,59 | 0,004079 2,39 13,98
11,63 | 0,004397 2,36 13,98
11,66 | 0,004711 2,33 13,98
11,69 | 0,00502 2,30 13,99
11,71 | 0,005324 2,27 13,99
11,73 | 0,005625 2,25 13,98
11,75 | 0,00592 2,23 13,98
11,77 | 0,006212 2,21 13,98

Odchylka vypocitané hodnoty iontového soucinu vody 0,04 az 0,15 od tabelované hodnoty

13,83 je tolerovatelna, protoze neptesahuje jedno procento.

Roztok AMP o koncentraci 0,00005 M a I = 0,15 M okyseleny 1 ml 0,5 M HCI,
se titroval z pH = 2 do pH = 11, stejnymi piidavky NaOH.
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Graf. 15. Titrace AMP z kysel¢é oblasti do bazické pro pH od 2,00 do 3,47 a od 10,27 do
11,78, hodnoty pH jsou uvedeny

Graf vypada celistve, avSak chybi spektra pro pH od 3,47 do 10,27. Bylo potieba

provést dalsi méfeni, protoZe spektra ndlezici ke kyselé oblasti maji absorpéni maximum

pfi nizsi vinové délce nez spektra ndlezici k bazické oblasti.
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Graf. 16Absorp¢ni spektra roztoku AMP a HCI titrovaného NaOH hodnoty pH jsou

uvedeny u jednotlivych spekter

U samotného AMP se hodnota kolem neutrdlniho pH téméf neménila, k poklesu

absorpce zafeni doslo az v bazické oblasti.
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Graf. 17. Absorpcni spektrum roztoku AMP o pH = 2,11 (zelené) apH =11,74
(modfe)

Roztok AMP byl upraven na pH = 2,11 pomoci HCI, pH = 11,74 bylo dosazeno
titraci ptivodniho kyselého roztoku, roztokem NaOH. Absorpcni maximum pii pH = 2,11
bylo 0,52 pti vinové délce 257 nm a pti pH = 11,74 bylo absorbéni maximum 0,303 pfi

vlnové délce 260 nm

Pro srovnani byla studovana analogicka situace u komplexu s médi.
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Graf. 18 Absorp¢ni spektra roztoku AMP s CuCl, a HCI titrovaného NaOH vypocitané
hodnoty pH jsou uvedeny u jednotlivych spekter

Z grafu (Graf. 18) je vidét Ze spektra kolem pH =7 se prekryvaji, stejné jako u
samotného AMP doslo k zastaveni poklesu absorpce a k posunu maxima.

Byla vynesena zavislost absorbance na pH. Bylo potieba zjistit presné pH pro
namétené potencialy. Titraci roztoku HCI, pomoci NaOH se roztok NaOH standardizoval.
Vysledky byly dvakrat derivovany. Zjistény ekvimolarni objem byl 10,5ml a bylo
dopocitano spravné pH(Tab. 10)
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Tab. 10 Hodnoty absorbance pti 260 nm pro vypocitané hodnoty pH

V naon | E -fog [H']|[CuCl] [A

(ml) |(mV) (M)

0 286 (2,02 0,00005 |0,556
2,01 (280,44 (2,11 4,81E-05[0,51567
4 271,7 2,26 4,63E-05 | 0,48081
6 260,3 [2.,46 4,46E-05 | 0,44484
8 240,9 (2,80 4,31E-05(0,41841
9,06 [218,9 [3,18 4,23E-05 | 0,40284
9,51 [198,9 [3,52 4,20E-05[0,40182
9.84 [140,9 (4,52 4,18E-05 | 0,40397

9,95 (93,5 |534 4,17E-05[0,39945

10 59 5,94 4,17E-05{0,3982

10,05 (21 6,60 4,16E-05{0,39899

10,1 [-68,8 |[8,15 4,16E-050,4045
10,15 |[-121,5(9,06 4,16E-05(0,40767
10,2 [-141,9(9,41 4,15E-050,40707
10,25 [-157 9,67 4,15E-05(0,40525

10,36 [-175,9110,00 4,14E-05 [ 0,40452

10,4 |-180,1{10,07 4,14E-05|0,40246

10,6 |-197,4(10,37 4,13E-050,40123

10,8 [-208 [10,55 4,11E-050,40054

11,32 [-224,2110,83 4,08E-050,39343

12,01 |[-236,5(11,04 4,03E-05(0,38357

12,62 |-2439(11,17 3,99E-05|0,37784

13,29 [-250,3 11,28 3,95E-05]0,36991

14 -255 |11,36 3,91E-05|0,36139
15 -260,8 (11,46 3,85E-05|0,3491
16 -265,2 (11,54 3,79E-05|0,34135
17 -268,9111,60 3,73E-05]0,32991
18 -272 | 11,66 3,68E-0510,31927

20 -276,9111,74 3,57E-0510,30429
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Graf. 20 Titra¢ni kiivka z kyselé oblasti do bazické pro AMP (modie) a pro komplex s

CuCly(fialové).

0,6 -

0,55 +

0,5

0,45 -

absorbance

04

0,35 -

0,3

pH

Graf. 21 Zavislost absorbance na pH roztoki AMP a HCI (modfe) a roztoku AMP , HCl a

CuCl, (fialove)
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Byla vybrana oblast pH mezi hodnotou 3 a 10 a proloZena body, aby se zjistilo jaka

je v této oblasti zavislost pH na absorbanci.

y = 0,0006653x + 0,4594600
0,48 1 R?=0,4113396
0,47 - .
0,46 - '_.__./l___l——l———I__I
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% 042 - R? = 0,224337
© 0,41 7 . N ® 0o, .
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0,38 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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pH

Graf. 22 Vybrana oblast zavislosti absorbance na pH roztokiit AMP a HCI (modfe) a
roztoku AMP a HCI a (fialov¢) 260 nm

Po vyneseni zavislosti absorbance na pH pro oblast pH piiblizné mezi hodnotou
3a 10, bylo zfejmé, ze absorbance nartstd. Narust je nepatrny, proto byl v programu
Medusa nasimulovéana dana situace a ukazalo se, ze komplex je v roztoku zastoupen jen

z deseti procent.
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5. Zavér

Cilem bakalafiské prace, bylo zjistit vliv experimentalnich podminek, jako je pH, iontova
cila, koncentrace ligandu a kovu, na absorpéni spektrum adenosin monofosfatu
s ptfidavkem médi. Bylo zjisténo, Ze AMP a komplex AMP s médi absorbuje pii vinovych
délkach v UV oblasti do 280 nm. Spektra ve viditelné oblasti nebyla zkoumana z diivoda
srazeni AMP pii danych koncentracich. Byla zjiSténa optimalni koncentrace AMP 1 médi
pro méfeni v jednocentimetrové kyveté. Porovnanim spekter AMP bez médi a s médi bylo
dokdzano, ze se komplex Cu®" s AMP tvofi. Dulezitym zjiSténim, kterého se da vyuzit
v budoucim studiu bylo, Ze tvorba komplexu je ovlivnéna zménou pH a Ze se komplex pii
vysokych koncentracich Cu-AMP srazi, avSak pifi nizkych koncentracich nevznika
v dostateném molarnim poméru médi k AMP, aby vyznamnéj$Sim zplisobem ovlivnil
absorbanci V dalSich méfenich by mély byt ureny protonizacni konstanty. To bude mozné
za predpokladu, Ze se vyhneme koncentracim, pii nichZz dochazi ke srazeni komplexu. To
znamend, ze budeme pracovat v nizkych koncentracich, aby absorbance komplexu
nepiesahovala 1 v UV oblasti. Komplex absorbuje pouze v UV kolem 260 nm a
ve viditelné oblasti kolem 800 nm. Jako nejschiidnéjsi cesta se jevi titrace roztoky o stejné
iontové sile a koncentraci AMP 5 az 7 krat vyssi nez 0.00005 M v dvoumilimetrové
kyveté. Druhou moznosti je méfit spektrum ve viditelné oblasti a pro detekci AMP, jako
komplexu s m&dnatym iontem pouzit péticentimetrovou kyvetu. V prvnim piipadé se
nemusi podafit dosahnout dostate¢né vysokého poméru koncentraci vytvoreného komplexu

k AMP
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