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Stanoveni obsahu fosfore¢nanu (ndvod)

e CHEMIE

Zadani ulohy

Experimentalné ovérte obsah fosforecnand ve tfech vybranych mycich (pra-
cich, cisticich) prostfedcich. Zaradte jak prostredky bezfosfatové (s oznacenim
~phosphate free"), tak i prostredky bez tohoto oznaceni.

PomuUcky

pocitac s USB portem

PASPORT USB Link (Interface)

nebo Xplorer

PASPORT spektrofotometrické cidlo
(v originalu Colorimetric sensor)
software DataStudio

destilovana voda

kyselina askorbova CgHgOsg
(NH4)sM0702,

NaH,PO, (c = 0,1 mol/l)

H,SO, (98%)

zkumavky (14 ks), stfedni
odmeérna banka 100 ml (1 ks)
pipety s balonkem (3 ks), 1 ml,
5ml, 10 ml

popisovac zkumavek (lihovy fix)
stojanek na zkumavky
pracovni navod

pracovni list

ochranné pracovni pomicky
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Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndavodem. Vétsi-
na chemikdlii v tomto praktickém cviceni je zdravi skodli-

va. Dbejte zvysSené opatrnosti a s chemikdliemi zachdzejte
vzdy dle instrukci pedagoga. Nikdy nepipetujte Usty (vZdy
pouzivejte baldnek). V laboratofi pouZivejte ochranné bry-
le, plast a pripadné dalsi pomicky v souladu se sprdvnou

laboratorni praxi.

Teoreticky uvod

Slouceniny fosforu jsou pro zivé organizmy velice dUlezité.
Jde predevsim o ionty odvozené od kyseliny trihydrogen-
fosfore¢né — fosfore¢nanové a hydrogenfosfore¢nanové
anionty. Ty jsou zakladni stavebni soucasti DNA a RNA,
dale se podili na stavbé kosti a zubU, haraji také nezastu-
pitelnou roli pfi vnitrobunécném prenosu signalu — aktivaci
a deaktivaci urcitych enzym0. V neposledni fadé jsou fos-
fore¢nanové ionty vazany v ATP (adenosintrisfosfat), coz
je zakladni forma vyuzitelné ,chemické" energie v burice.
Burika si v této formé skladuje energii ziskanou pri odbou-
ravani slozitych latek typu sacharidg, lipidd i proteind —
tzv. katabolismus. Naopak pfi syntéze téchto latek — tzv.
anabolismu — energii z ATP burika vyuzije. Také stahy svalQ
jsou mozné diky vyuziti energie, ktera je obsazena v ATP.
A mohli bychom ve vyctu jesté dlouho pokracovat.
Fosforecnany hraji také dilezitou roli v souvislosti s mine-
ralni vyzivou rostlin. Jsou totiz pro rostliny spolecné s du-
sicnany a draselnymi (popf. vapenatymi a horecnatymi)
solemi jednémi ze zakladnich mineralnich zivin. Tim pa-
dem jsou fosforecnany zakladni soucasti rGznych ,umé-
lych® hnojivovych smési pouzivanych vzemédélstvi—napf.
granulaty jako NPK, Cererit (NPKMqg) a dalsi.

Dalsim mistem, kde mdzeme fosforecnany (polyfosforec-
nany) potkat jsou rdzné myci, praci a Cistici prostredky.
Tam pUsobi jednak jako tzv. zmékcovadla vody (odstrani
vapenaté a horecnaté ionty z vody, cimz umozni podstat-
né lepsi pUsobeni detergent(), ale také mirné posunuiji
pH do zasadité oblasti, ¢imz je zase umoznéno treba lepsi
myti nadobi (rGznych zbytkd jidel). V dnesni dobé je celd
rada prostredkd, které jsou tzv. ,bez fosfati". Jejich piso-

kyselina trihydrogenfosforecnd

fosforecnanovy aniont

3D model ATP
Obrazek 1
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beni je nahrazeno celou fadou latek, mimo jiné napf. enzymy a zeolity (latky na bazi
hlinito-kfemicitand). U nékterych téchto latek se ovsem casem ukazalo, Ze jsou
z hlediska Zivotniho prostredi a ¢lovéka také problematické — vyvolavaji u nékterych
lidi alergické reakce, mohou pUsobit jako analogy nékterych hormond, vyvolavaji
sterilitu u obojzivelniky, atd.

A proc je nadbytek fosforecnanl v nasem zivotnim prostredi tak problematicky?
Jedna se o jev nazyvany EUTROFIZACE.

KOLOBEH FOSFORU VE VODNIM PROSTREDI

anorganicka forma fosforu # zména na organickou formu » organicka forma

(z réiznych zdroja - pfirodni (sinice, fasy a dalsi rostliny) (konzumace bylozravci a predatory)
i souvisejici s lidskou ¢innosti) ‘ ‘ ‘
\ odumfeni odumfeni vylucovani

ndvrat anorganické formy

do vodniho sloupce \ ¢ | I /
zména organické formy na anorganickou
(dekompositoti)

Obrdazek 2

Eutrofizace je soubor pfirodnich a uméle vyvolanych procesd vedoucich ke zvysSo-
vani obsahu anorganickych Zivin vod. Eutrofizace je pfirodni déj, ktery v disledku
lidské Cinnosti presahl pfirozené meze. Pfirodni eutrofizace je zpUsobena uvolfiova-
nim sloucenin dusiku a fosforu, pripadné silikatd, z pddy, sedimentd a odumrelych
vodnich organizmd. Uméla eutrofizace je zpU-
sobena intenzivni zemédélskou vyrobou, né-
kterymi druhy primyslovych odpadnich vod,
pouzivanim fosfore¢nan( v pracich, disticich
a mycich prostredcich a zvysenou produkci ko-
munalnich odpadnich vod a odpadd fekalniho
charakteru. Zakladnim projevem eutrofizace
je vznik masivniho vodniho kvétu, ktery pro-
dukuje Casto také toxické latky. Nasleduje cela
rada komplexnich jevU, které souvisi s kysliko-
vym rezimem vodniho ekosystému. Vysledkem
je odumirani urcitych typU organizm0 a tim pa-
dem celkova zména ekosystému. Jeden z dob-
fe znamych scénard vede az k hromadnému
vymirani vétsiny vodnich organizm0 a vzniku A 5 ,

Za pé ch aj ici ,mrtve" VOdy. Obrdzek 3 — Eutrofizace Kaspického jezero
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Podle mnozstvi ,fosforu® obsazeného ve vodach Ize rozlisit vody:
e oligotrofni c (PO,3) <10 mg/l

e oligo-mesotrofni c (PO,3") 10-20 mgy/I

e mesotrofni c (PO,3") 20-50 mg/!I

e eutrofnic (PO,3) 50-100 mg/I

e hypertrofnic (PO,3) >100 mg/l

(Prevzato z: Koci, V., Burkhard, J., Marsdlek, B.: Eutrofizace na prelomu tisicileti. Eutro-
fizace 2000, 10. 10. 2000, Praha)

Jak budeme obsah fosfore¢nani sledovat? Pouzita kolorimetricka metoda je zalo-
Zzena na Lambertové-Beerové zakoné, ktery definuje vztah mezi absorbci svétla
a vlastnostmi urcité latky, kterou svétlo prochazi. Tato zavislost je vyjadfena mate-
maticky nasledujicim vztahem:

A,=E, .l ¢, (1.0)

kde A4, je absorbance svétla, E, absorbéni koeficient dané latky, / je draha svétla ura-
zena v roztoku (délka drahy), ¢, je molarni koncentrace latky v roztoku.

Vice teoretickych informaci naleznete v Uloze ,Stanoveni koncentrace latky v roz-
toku", na kterou tato Uloha navazuje.

Protoze fosforecnany nejsou samy o sobé barevné, musime je nechat zreagovat
s urcitou latkou tak, abychom dostali barevny produkt. K tomu pouzijeme roztok
obsahuijici kyselinu askorbovou a molybdenanové anionty v silné kyselém prostredi.
Vysledkem reakce s fosforecnany je fosfomolybdenanovy komplex, ktery je po re-
dukci kyselinou askorbovou zbarven modre. Absorbanci takto zbarveného roztoku
budeme méfit pfi 660 nm.

Pouzita metoda je velice citliva, a tak je nezbytné pracovat s nabobim, které je
velice peclivée umyto a vymyto destilovanou vodou.

» V nasledujicim praktickém cviceni se pokusime experimentalné ovérit obsah
fosforecnand ve trech vybranych mycich (pracich, Cisticich) prostredcich.
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Priprava ulohy (prakticka priprava)

Postup prace

Nejprve zpracujte slovnicek a teoretickou pfipravu na ,pracovnim listé" a teprve
potom zacnéte pracovat v laboratofi.

Nastaveni HW a SW

1. Pripojte spektrofotometrické cidlo (Pasco Colorimeter) pres USB rozhrani
(PASSPORT USB interface nebo Xplorer) k pocitaci. Tim se automaticky otevre
konfiguracni dialog.

L
g
" A\

2. Vyberte a otevrete odpovidajici konfiguracni soubor DataStudia
12_spektrofotometrie_fosforecnany.ds

Poznamka: Konfiguracni soubory automaticky oteviou potrebnd okna a nastavi
vychozi parametry. V této uloze budete mérit pouze pomoci spektrofotometrické-
ho cidla pri vinové délce 660 nm.

Priprava méreni
1. Pred zapocetim prace si prectéte cely ,pracovni navod".
2. Pfiprava roztokd:

|. Roztoky pro stanoveni fosforecnand (roztok A + B):

a) Roztok A (pokud jiz neni pfipraveny) je 10% roztok kyseliny askorbové
v destilované vodé. Tento roztok je staly nékolik mésicQ.

b) Roztok B (pokud jiz neni pfipraveny) je 0,42% roztok heptamolybdena-
nu amonného v 0,5M kyseliné sirové. Tento roztok pripravime tak, ze
rozpustime 4,2 g heptamolybdenanu amonného (je mozné pouzit ade-
kvatni mnozstvi molybdenanu) v 26,5ml H,SO, (94-96%) a doplnime
destilovanou vodou do 11.

c) Roztok pouzivany k detekci fosfore¢nand pripravime vzdy Cerstvy smi-
senim 6 objemovych dili roztoku B a jednoho dilu roztoku A (B:A = 6:1).
Pro nase potreby péti kalibrac¢nich bodd a naslednych tfi nezndmych
vzork(d budeme potrebovat roztok na 8 stanoveni (a néjakou rezervu na-
vic), tj. smisime 5ml roztoku A a 30 ml roztoku B. Protoze je ale vhodné
provést méreni kazdého vzorku nejméné dvakrat, pripravime si dvojna-
sobné ¢i trojnasobné mnozstvi detekéniho roztoku (upresni pedagog).
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Il. Kalibra¢ni roztoky:

a) Odmeérte presné 1 ml 0,1 M roztoku NaH,PO, (c = 0,1 mol/l) do odmérné
banky (100 ml) a doplrite destilovanou vodou po rysku.

b) Oznacte pét suchych Cistych zkumavek Cisly (1-5) a umistéte je do sto-
janku na zkumavky.

c) Postupné napipetujte prvni pipetou 0,1; 1; 4; 7; 10 ml nafedéného rozto-
ku NaH,PO, do zkumavek oznacenych Cisly 1-5.

d) Nasledné pridame destilovanou vodu tak, aby byl vysledny objem
ve vsech zkumavkach 10 ml (do posledni tedy jiz nic nepfidavame).

e) Redénije znazornéno v nasledujici tabulce:

Zkumavka | Vysledna Redeni Vychozi Voda
koncentrace vychoziho roztok
[mol/l] roztoku (x) [ml] [ml]
1 0,00001 100 0,1 9,9
2 0,00010 10 1 9
3 0,00040 2,5 4 6
4 0,00070 1,428 7 3
5 0,00100 pOvodni zfdény . 10 0

lll. Neznamé vzorky:

a) Ze zvoleného myciho prostredku odeberte 1 ml (v pripadé praskového
prostfedku navazte 1 g)

b) K odebranému mnozstvi pridejte 9 ml destilované vody (tak dostaneme
roztok o vysledném objemu pfiblizné 10 ml, pfipadné mizeme roztok
pripravit v 10 ml odmérné barice). Pro nasledné vypocty budeme pocitat
s desetinasobnym zredénim pUvodniho prostredku.

c) Kazdy prostredek je jiny, proto je tfeba nejdfive vyzkouset redéni tak,
abychom se dostali pri méreni absorbance do rozsahu nasi kalibracni
primky. Zeptejte se vaseho pedagoga, zda nemate pouzit u vasich testo-
vanych prostredkd jiného redéni.

d) Timto zpdsobem pripravte 3 vzorky zGznych prostredkd a ozvacte je jako
VZ1,VZ2 aVZ3.

3. Stanoveni obsahu fosforecnani — priprava vlastni zkousky:

a) Oznacte devét suchych cistych zkumavek Ccisly (1'-9') a umistéte je

do stojanku na zkumavky.

b) Postupné napipetujte prvni pipetou do vSech zkumavek 3,5 ml roztoku
k detekci fosforecnanU (viz priprava roztokd — roztok A + B). Roztok ne-
smi byt modry!
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c) Nasledné pridejte do prvnich péti zkumavek pripravené kalibracni roz-
toky 1-5. Do nasledujicich tfi zkumavek pfipravené neznamé vzorky
a do polsledni destilovanou vodu. Pridavame vzdy 1,5 ml.

d) Postup je znazornén v nasledujici tabulce:

Zkumavka | Roztok A+B | Stanovovany vzorek Uéel
1 3,5ml 1,5ml kal. roztoku NaH,PO, 1 | Kalibracni p.
2' 3,5ml 1,5ml kal. roztoku NaH,PO, 2 | Kalibracni p.
3 3,5ml 1,5ml kal. roztoku NaH,PO, 3 | Kalibracni p.
4' 3,5ml 1,5ml kal. roztoku NaH,PO, 4 | Kalibracni p.
5! 3,5ml 1,5ml kal. roztoku NaH,PO, 5 | Kalibracni p.
6' 3,5ml 1,5ml roztoku VZ1 Neznamy vz.
7' 3,5ml 1,5ml roztoku VZ2 Neznamy vz.
8' 3,5ml 1,5ml roztokuVZ3 Neznamy vz.
9 3,5ml 1,5ml destilované vody Kontrolni vz.

e) Vyckejte 15 minut pri pokojové teploté a poté zmérte absorbance rozto-
kd ve zkumavkach 1'-8'. Jako prvni provedte kalibraci spektrofotometru
uvedenou v nasledujicim bodé.

(Rychlejsi variantou je vlozit zkumavky na 2 minuty do vodni lazné
s teplotou 80 °C.)

4. Kalibrace spektrofotometru

|. Naplnite kyvetu kontrolnim roztokem (kontrolni ,slepy" vzorek 9') a pevné ji

uzavrete vickem.

Il. Kyvetu peclivé otfete bunicinou (popr. mékkym papirovym ubrouskem),
abyste odstranili vsechny nedistoty (otisky prst0, atd.).

lll. Otevite viko spektrofotometu, vlozte kyvetu a viko dobre zavrete (az
zacvakne).

IV. Stisknéte kalibracni tlacitko na spektrofotometru. Probihajici kalibrace je
signalizovana rozsvicenim LED (svitici dioda) v kalibracnim tlacitku.

V. Pockejte, dokud LED nezhasne. Pak otevete viko a vyjméte kyvetu. Uvodni
nastaveni spektrofotometru je hotovo — mUzete méfit vase vzorky.

Vlastni méreni (zaznam dat)

Kyvetu pred mérenim vzdy dobre vyplachnéte destilovanou vodou a nasledné dva-
krat asi 1 ml roztoku, ktery se chystate mérit. Pri méreni kalibracnich roztokd je tre-
ba postupovat od nejmensich koncentraci fosforecnand po ty nejvétsi. Dbejte na to,
aby bylo dobre zavreno viko spektrofotometru (musi zacvaknout).

Poznamka: S kyvetou prudce netrepte, aby se v ni neutvorily bublinky.

PRACOVNi NAVOD e STANOVEN( OBSAHU FOSFORECNANC e CHEMIE o 17
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8.
9.

Vlozte kyvetu s vzorkem ze zkumavky oznacené 1".

. Zaznamenavani dat zahajte kliknutim na tlagitko Start (* Stat ).

e Tladitko Start (* Stat ) se zméni na tlacitko Keep ( ¥ Keep|). V prvnim Fad-
ku tabulky absorbance a koncentrace se zobrazi prvni hodnota koncentrace
(0,00001 mol/l) a odpovidajici hodnota absorbance. Na cislicovém displeji se
zobrazi zmérena absorbance.

. Kliknutim na tlacitko Keep ( ¥ Keep ) zaznamenejte hodnotu absorbance prvniho

vzorku.

Otevrete viko kolorimetru a vyjméte kyvetu. Vylijte roztok z kyvety (do nadoby
na odpad podle instrukci vaseho pedagoga). Kyvetu vyplachnéte a pokracujte
dalSim vzorkem.

. Po zméreni absorbance obsahu prvnich péti zkumavek kliknéte na tlacitko

Stop (® stop |) —z téchto hodnot sestrojite nasledné kalibracni primku.

Do spektrofotometru umistime kyvetu se vzorkem ze zkumavky 6' (neznamy
vzorek VZ1)

Kliknéte na volbu Experiment (Espsiment) a zvolte moznost Monitor Data
(Maniter bata ). Sledujte hodnotu absorbance na Cislicovém displeji. Jakmile se hod-
nota ustali, zaznamenejte ji do pracovniho listu. Zaznamenavani dat ukoncete
kliknutim na tlacitko Stop (™ stop ).

Takto promérte vSechny tfi neznamé vzorky (zkumavky 6', 7' a 8').

Je vhodné celé méreni jesté jednou az dvakrat zopakovat.

Analyza namérenych dat

Namérené hodnoty absorbanci si prepiste do tabulky svého ,pracovniho listu".

Sestrojte kalibracni kfivku (vice informaci naleznete v uloze ,,Stanoveni koncent-
race latky v roztoku", na kterou tato uloha navazuje).

1.

Pomoci kalibracni kfivky urcete koncentraci neznamého roztoku.

Tip: Kliknéte na tlaitko funkce Smart Tool (3]). Uistéte kurzor & do kalibra¢ni-
ho grafu tak, aby hodnota na ose y odpovidala namérené absorbanci neznamého
vzorku a odectéte neznamou koncentraci na ose x.

Zaznamenejte zjiSténou hodnotu koncentrace do ,pracovniho listu" (tabulka
s vysledky).

Své vysledky v DataStudiu ulozte (nabidka File —> Save Activity As...) na misto,
které mate vyhrazeno k ukladani svych soubor0.

4. Odpovézte na otazky v ,pracovnim listu".

. Dle instrukci ucitele uklidte své pracovni misto
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