pracovni niavod s metodickym
komentdfem pro ulitele

Overeni
obsahu vitaminu C

pripravil T. Feltl

tloha cislo

Cile

Seznameni s potenciometrickymi redoxnimi titracemi na prikladu stanoveni obsahu vitaminu C v rtz-

nych zdrojich.

odrobnéjsi rozbor cila

+ Zopakovat — vitaminy a jejich role, vitamin C.

+ Pouzit odpovidajici instrumentalni vybaveni (ORP
elektrodu PASCO) ke studiu redoxnich reakci.

» Sestavit a pouzit titra¢ni aparaturu.

+ Analyzovat a vyvodit zavéry z grafu casové zmény
napéti (elektrodového potencidlu) zaznamenané
v priibéhu chemické reakce.

+ Na zdkladé naméfenych hodnot vypocitat koncentra-
ci kyseliny askorbové ve vzorku.

+ Vysvétlit probihajici reakci a dét ji do vztahu s ptso-
benim vitaminu C v zZivych organizmech.

arazeni do vyuky

Experiment je vhodné zaradit v raimci uciva o vitami-
nech (vlastnostech vitaminu C), ale napt. také v rdmci
uciva o redoxnich déjich v organické chemii, analytické
chemii (titrace, jodometrie), klasifikaci chemickych
reakci ¢i ptisoben{ antioxidantt.

ZS: demonstrace; SS: lab. cvi¢en{

Zadani ulohy
S vyuzitim redoxni jodometrické titrace (ORP elek-

trody) stanovte koncentraci kyseliny askorbové
v nékolika riznych vzorcich.

Technickd uskali, tipy a triky

Ve vyssich rocnicich je mozné zaradit v ramci biochemie
variantu experimentu, kdy budou studenti stejnym zpiso-
bem sledovat redoxni zmény v $ipkovém caji nebo jiném
libovolném extraktu z ovoce obsahujiciho vétsi mnozstvi
vitaminu C. Pro kontrolu je vhodné zaradit i materidl,
ktery obsahuje relativné malé mnozstvi vitaminu C (napf.
bramborové hlizy). Je tfeba si uvédomit, Ze pouzitd meto-
da neni pro kys. askorbovou nikterak specifickd, nicméné
vzhledem k pouzitému jodometrickému systému, jehoz
redoxni potenciél je pomérné maly, mizeme predpoklé-
dat, Ze kys. askorbova bude ve vétsiné pripadii reagovat
prednostné.

asova narocnost

Dvé vyucovaci hodiny (2 x 45 min).

avaznost experimentti

Pred timto experimentem je vhodné absolvovat nékteré
zdkladni cviceni obsahujici titra¢ni stanoveni koncen-
trace urcité latky. Vhodn4 je napf. dloha ¢. 8 (Konduk-
tometricka titrace) nebo tloha ¢. 10 (Stanoveni H,PO,
v Coca-Cole“).

ezipfedmétové vztahy

biologie — role vitaminQ v Zivych organizmech

Pomiicky

PASCO rozhrani pro pripojeni elektrody s teplotnim ci-
dlem (PS-2147), PASCO oxida¢né-redukéni ¢idlo — ORP
elektroda (CI-6716), datalogger PASCO SPARK, popf.
Xplorer GLX nebo PASCO USBLink, odmérnd ban-
ka 50ml, odmérny valec 50ml, kddinka 100 ml, pipeta
1-5 ml, byreta 20 ml, stojan, svorka pro uchyceni elek-
trody, magnetickd michacka s michadlem, stricka s des-
tilovanou vodou, tfeci miska s tlouckem, chemikalie (KI,
0,05M roztok I,, 0,017 M roztok K,Cr,O,, 0,1 M roztok
Na,S,03, 10% roztok H,SO,), experimentdlni materidl —
tableta vitaminu C (Celaskon), pomerancovy dzus, popi-
sovac (lihovy fix), pracovni ndvod, pracovni list

Experimentem k poznani
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Redoxni reakce - opakovani

V ramci ptipravy na praktické cviceni
je vhodné pripomenout zptsob vycislo-
vani redoxnich chemickych rovnic, kde
se pravé vychazi z jednotlivych polore-
akef a poctu prenesenych elektrond.

Objev vitaminu C

Dlouhodoby nedostatek vitaminu C

je historicky dobfe zndmy. Projevuje

se totiz jako nemoc oznacovand jako
kurdéje (skorbut, Mollerova-Batlowo-
va choroba, avitaminéza vitaminu C).
Zaznamy o této nemoci se objevuji

jiz z dob objevnych moreplaveckych
cest v 15. stoleti. Nemoc se projevu-

je predevsim krvacenim z désni az
vypadavanim zubd, krvacenim pod
kazi, do svalti, do nehtovych liazek,
vnitfnich organd, sniZenou odolnosti
proti nemocem a poruchou krvetvorby.
Némoftnici byli po mésice odkdzani

na dietu skladajici se ze suseného hoveé-
ziho masa a suchard. Zadny vitamin C
tim padem v potravé neprijimali. Snaha
1ékarti o zkroceni a likvidaci nemoci
dlouho neprinésela vysledky. Teprve
skotsky 1ékar James Lind publikoval

v roce 1772 préci, v niz demonstroval,
ze denni pridél napoje, ktery obsahoval
ocet, morskou vodu a $tdvu ze dvou
pomeranci a jednoho citronu, rychle
vylécil i tézky skorbut a umoznil navrat
nemocnych ndmofnika do sluzby jiz
po 6 dnech 1é¢by. (Tento objev byl
ucinén jiz v roce 1747.)

K objevu vitaminu C doslo ale az
mnohem pozdéji, a to v roce 1928, kdy
ho objevil madarsky chemik Albert
Szent-Gyorgyi, a zjistil, Ze se hojné
vyskytuje v potravinach rostlinného
ptvodu. Zajimavé je, Ze drtiva vétsina
savci si dokaze vitamin C sama vytva-
tet. Clovék predstavuje v tomto sméru
velice vzacnou vyjimku (dalsi je napf.
morde).

Teoreticky uvod

Chemické déje mtzeme rozdélit podle raznych kritérii. Hovorime tak o re-
akcich acidobazickych, srazecich, redoxnich a dalsich. V tomto praktic-
kém cviceni se zamérime na reakce redoxni.

Zvlastni pozornost si jisté zaslouzi redoxni reakce odehravajici se v zivych
organizmech. Redoxnimi déji je protkana celd fada metabolickych drah.
Bez oxidace a redukce by nemohlo probihat napf. $tépeni lipidd, ziskavani
senergie” v dychacim retézci, fotosyntéza a celd rada dalsich zivotné da-
lezitych déjt.

Na druhou stranu je tfeba nékterym redoxnim reakcim zabrénit. Typicky
se jednd o nezadouci pasobeni oxidac¢nich cinidel, které mohou svym
pusobenim na nevhodném misté buriku poskodit. (Nebezpec¢né je posko-
zeni napf. na rovni DNA.) Proto jsou pro bunku dulezité lakty, kterym
rikame antioxidanty, protoze jsou schopny nezadouci oxidaci zabranit.
Mezi antioxidanty patfi celd rada prirodnich barviv a také nékteré vita-
miny. Jednim ze zdstupcd vitamina s antioxida¢nim pdsobenim je pravé
vitamin C neboli kyselina askorbova. Jedna se o latku, ktera je pro lidsky
organizmus esencidlni (tzn., Ze nase télo si tuto latku nedokdze vyrobit
a musi ji pfijimat v potravé). Kyselina askorbova je nutnd pro spravny pru-
béh rady metabolickych reakci u rostlin i Zivocicht (¢asto zastava funkci
tzv. kofaktoru enzymi — viz tloha ¢. 16).

Nasledujici obrazek znazornuje kyselinu askorbovou v oxidované a redu-
kované formeé.

HO

oxidace

redukce

’f-\\ ’f-\\
/, \ 14 \
(HO]  {OH
\\N_f’ \\Q_f’
redukovana forma
k. askorbové

~— ~—

oxidovana forma
k. askorbové

Obr. 1: Kyselina askorbova v redukované a oxidované formé

Ke studiu redoxnich vlastnosti kyseliny askorbové pouzijeme special-
ni elektrodu, ktera je schopna mérit redoxni potencial latek v roztoku
(ORP elektroda). Pokud bude v roztoku dochézet k oxidaci nebo k re-
dukci, bude se redoxni potencidl ménit a my zaznamendme zménu napéti.
Vzhledem k tomu, ze o kyseliné askorbové vime, ze je antioxidantem, bu-
deme roztok kyseliny askorbové titrovat roztokem jodu a sledovat zménu
napéti zaznamenanou pomoci ORP elektrody.

Motivace

Vitamin C je mezi zaky obecné zndmou latkou. Jednou z moznosti je zacit
s lahvic¢kou tabletek s vitaminem C v ruce (nebo si doneseme nékolik plodit
sipkové rtize). Nékterému z zaki ddme ochutnat a zptame se, jak by ochut-
nanou latku charakterizoval. Zdkladnim vjemem bude kyseld chut. Nava-
zat mizeme tim, ze vitamin C bude patrné kyselina, kdyz chutnd kysele.
Nasledné uvedeme jeho vzorec a zminime se o jeho dilezitych chemic-
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Ovéreni obsahu vitaminu C

kych vlastnostech (oxidace a redukce v anorganické a organické chemii).
Zeptame se zakd na vyznam vitaminu C pro nas organizmus a uvedeme
historické pozadi jeho objevu. Z4ci ¢asto slychaji v reklamach o antioxi-
dantech. Rozvineme diskuzi o tom, co to antioxidant je a jaké bude jeho
pusobeni v nasem organizmu.

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. Dbejte zvySené opatr-
nosti a s chemikaliemi zachédzejte vzdy v souladu s instrukcemi na oba-
lu. Nikdy nepipetujte Gsty. V laboratofi pouzivejte ochranné bryle, plast
a pripadné dalsi pomicky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

I, (Xn, N, R 20/21-50, S 23-25-61)

K,Cr,O, (T+, N, O, R 45-46-60-61-8-21-25-26-34-42/43-48/23-50/53, S 53-45-60-61)
H,SO, (C, R 35, S 26-30-45)

Priprava ulohy

Roztok jodu pripravime tak, ze ve tfeci misce rozetfeme 10g KI s 13g I,
a z této smeési pripravime 11 vodného roztoku. Protoze se obsah jodu v roz-
toku s ¢asem méni, je tfeba vzdy pred jeho pouzitim stanovit jeho presnou
koncentraci (roztok tzv. standardizovat). Roztoky K,Cr,O, a Na,S,05
jsou treba pravé ke standardizaci roztoku jodu. Pokud bychom standar-
dizaci roztoku jodu neprovedli, mohly by byt nase vysledky zatizeny znac-
nou chybou. V ramci pracovniho postupu pro zéky neni postup standar-
dizace uveden. V prvnim kroku je tieba standardizovat roztok thiosiranu
a ten poté pouzit ke standardizaci roztoku jodu. Predpoklada se, ze tuto
¢ast provede pedagog predem podle nésledujiciho postupu:

1) Standardizace roztoku Na,S,0;:
Do titra¢ni banky dame 1g pevného KI a déle priddme 50 ml H,O,
10 ml roztoku K,Cr,0; a 5ml roztoku H,SO,. Ztitrujeme roztokem
Na,S,0;. (Typicka spotteba je kolem 10ml.) Bod ekvivalence deteku-
jeme vizualné nebo s vyuzitim ORP elektrody (viz ,Postup prace®).
Vypocteme skute¢nou koncentraci roztoku dosazenim do vztahu:
c(Na,S,0;) = 6-c(K,Cr,05) - V(K,Cr,0,)/V(Na,S,03), konkrétné tedy
¢ = 1,02/(spotteba titra¢niho ¢inidla v ml).

2) Standardizace roztoku I,:
Do titrac¢ni banky pipetujeme 10 ml roztoku I, a 50 ml H,O. Titruje-
me roztokem Na,S,0;. (Typicka spotieba pro cerstvy roztok je kolem
10ml.) Bod ekvivalence detekujeme vizualné nebo s vyuzitim ORP elek-
trody (viz ,,Postup prace”). Vypocteme skute¢nou koncentraci roztoku
dosazenim do vztahu:
c(I,) = c(Na,S,0;) - V(Na,S,05)/(2- V(1,)), konkrétné tedy
¢ = (zjisténd koncentrace titr. ¢inidla) - (spotfeba titr. ¢inidla v ml)/20.

Predem je nutné také zajistit néktery z vitaminovych pripravki a dalsi vzo-
rek s predpokladanym obsahem vitaminu C — napf. dzus. Nejlépe je vyuzit
primo tablety obsahujici jako ti¢innou latku pouze vitamin C (tablety Ce-
laskon). Tim se vyvarujeme piipadnych problémi s dal$imi redukujicimi
latkami, které mohou byt v tabletach pritomny. U dZusu je vhodné vybrat
alespon jeden takovy, ktery ma na obalu uvedeny obsah vitaminu C. Kaz-
dd skupina by si ale méla donést jiny dzus. Tak bude mozné v zavéru cvi-
¢eni vybrat ten dzus, ktery je vitaminem C nejvice obohacen.

Na své dataloggery PASCO SPARK nahrajte soubor ch06-obsah_vitami-
nu_C-sablona.spk. (Soubor je dostupny na portalu www.expoz.cz.)

Priprava a standardizace roztoku

Nedejte se odradit ponékud ¢asové
cely postup alespon jednou absolvuje-
te, zjistite, Ze pfiprava a standardizace
potfebnych roztokt vim zabere méné
nez hodinu.

Technicka uskali, tipy a triky

Vzhledem k moznym problémim

s dal$imi redukujicimi ldtkami v table-
tach vitaminovych pfipravkd je vhod-
né predem experiment vyzkouset.

V pripadé, ze je cviceni zafazeno

do seminare ve vyssich ro¢nicich, je
vhodné ponechat také standardizaci
roztokd na zacich.

Experimentem k poznani
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ORP elektroda

U michadélko

magnetické

i — }&/ michadlo

Obr. 2: Schéma sestavené titracni aparatury

Stabilita vitaminu C

Zajimavé je napf. porovnani obsahu
vitaminu C v Cerstvé otevieném dzusu
s dzusem, ktery stél tyden ve sklenici.

Pouziti pocitadla kapek

V této tloze budete mérit pouze
pomoci ORP elektrody a vyuZijete
klasickou byretu. Alternativné mtzete

pouzit namisto byrety pocitadlo kapek.

Tim vSechny titrace urychlite a zauto-
matizujete, coZ je vhodné predevsim
pfi analyze vétstho mnozstvi vzorkad.

Uloha umoziiuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Idealni jsou dvou-
¢lenné pracovni skupiny. Prvni zak pracuje na pripravé titra¢ni apara-
tury — bod ¢. 1, druhy zak pripravuje vzorky — bod ¢. 2. Nastaveni HW
a SW a vlastni titraci provadi nasledné spolec¢né.

Postup prace

Ulohu mtiZzeme rozdélit do nékolika krok:
1) Priprava titraCni aparatury

a) Na stojan upevnéte drzak a do néj byretu. Pokracujte druhym drza-
kem, ve kterém bude ndsledné upnuta ORP elektroda.

b) Pod stojan umistéte magnetickou michacku. Na ni postavte 100 ml
kadinku, ve které budete reakci provadét. Na zaver do kadinky vloz-
te magnetické michadlo.

c) Na télo ORP elektrody nasadte druhé magnetické michadélko (je
v prislusenstvi k elektrodé). Upnéte ORP elektrodu do drzaku.
Ovérte si, ze elektroda bude pfi objemu 60 ml dostate¢né ponore-
n4, a pritom bude alespon 1 cm nad dnem kadinky. Pokud tomu tak
neni, pouzijte jinou kddinku vhodnéjsi velikosti.

d) Naplite byretu roztokem jodu o znamé koncentraci tak, aby byla
hladina u hodnoty 0.

e) Tim mate titra¢ni aparaturu pripravenou.

2) Priprava vzorku

a) Vitaminovy pripravek:
Rozpustte vitaminovy pripravek v mensim mnozstvi destilované
vody. Kvantitativné roztok prevedte do 50 ml odmérné barky a do-
plnte vodou po rysku.
Pokud neni tableta vitaminového pripravku dobfe rozpustnd, je
vhodné tabletu predem rozetrit v treci misce. Roztok si oznacte
jako vzorek ¢. 1.

b) Dzus:
Z Cerstvé otevieného dzusu odmérte odmérnym valcem 50 ml. Ten-
to vzorek si oznacte jako vzorek ¢. 2. Pokud dzus obsahuje kousky
duzniny, je vhodné ho pred vlastni titraci prefiltrovat. Neni to ale
nezbytné, protoze se ukdzalo, ze s ORP elektrodou miizete mérit
i pfimo v nefiltrovaném, pomérné hustém vzorku.

3) Nastaveni HW a SW, vlastni méfeni — titrace (viz nasledujici ¢asti).

Nastaveni HW a SW

1) K rozhrani PASCO SPARK pripojte rozhrani pro pripojeni elektrody
(»Precision pH and Temperature plus ORP/ISE Amplifier”, PS-2147).

2) Pomoci BNC konektoru pripojte vlastni elektrodu (CI-6716). Po nasu-
nuti konektoru pootocenim objimky konektor zajistéte.

3) Na svém dataloggeru SPARK si oteviete soubor ch06-obsah_vitami-
nu_C-sablona.spk.

Vlastni méreni a zaznam dat

1) Vitaminovy pripravek:
a) Do kadinky odmérte 10ml vzorku ¢. 1. Pridejte 50 ml destilované
vody a poté 5ml 10% kys. sirové.
b) Spustte magnetickou michacku a nastavte stfedni otacky michdni.
(Pfi malych otackach by dochazelo k nedostate¢nému michéni.)
¢) Zkontrolujte, zda je elektroda v michaném roztoku radné ponorena.
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Obr. 3:

Pripravené pracovni misto s jiz pripojenou ORP elektrodou

d) Na dataloggeru prejdéte v otevieném souboru na druhou stranu.

e)

g)

Tam je tabulka, do které se budou namérené hodnoty postupné za-
znamenavat.

Zaznamendavani dat zahajte kliknutim na tlacitko Start. Tlacitko se
zméni na zelené zatrzitko. Pokazdé, kdyz budete chtit zaznamenat
aktudlni hodnotu, kliknéte na toto tlacitko. Hodnota se objevi v ta-
bulce a dojde k automatickému presunuti na dalsi radek.

Pred kliknutim na toto tlacitko vzdy vyckejte ustaleni hodnoty po-
tencialu.

Hodnotu odpovidajici spotfebovanému objemu titra¢niho roztoku
doplnte ru¢né. (V horni ¢asti tabulky kliknéte na tlacitko s tabul-
kou. Ze zobrazenych nastroja vyberte sipku a kliknéte do sloupce
s objemem. Poté kliknéte na tlacitko s pismenem T. Nyni mulzete
zadat objem odecteny z byrety.)

Prvni titrace je orientacni a miizete postupovat po kroku 0,5ml.
(Pfi druhé a treti titraci pouzijte jiz v oblasti, kde se budete blizit
bodu ekvivalence, mensi krok.)

h) V titraci pokracujte nékolik ml i po dosazeni bodu ekvivalence. (Gra-

ficky priabéh titrace je zaznamenany na strance ¢. 3 ve vasem otevre-
ném souboru — ukizka na obr. 4.)

A BEY
= 800]
£ 600
g
,S 400
5
200 k
o—=—
0.0 1.0 20 | 3.0 4.0 5.0
: Objem {ml)
|
B | ]
= I
< |
5350 |
2
g |
% 300 :
f
250 Y
|
200 ‘ |
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
Objem (ml)
Obr. 4: Urceni bodu ekvivalence — dole klasickd potenciometricka titracni ktivka,

nahofte jeji prvni derivace (strana ¢. 3 v otevieném souboru na dataloggeru)

Experimentem k poznani

Ovéreni obsahu vitaminu C - uloha cislo 17



17

Ovéreni obsahu vitaminu C

chemie

Koncentrace a redéni

Pri vypoctech nezapomerite, ze

s dzusem jste pracovali v jeho ptivodni
nefedéné podobé. (Pfi stanoveni bylo
pouzito 50 ml.) V pripadé tablety jste
pouzili pouze 1/5 z celkového objemu
pripraveného roztoku (tj. 10 ml (pfi
titraci) z celkového mnozstvi 50 ml).

Hodnoceni vysledka

Zakladem pro vyhodnoceni vaseho
experimentu je porovndni zjisténych
hodnot obsahu kyseliny askorbové

s o¢ekdvanymi hodnotami (tj. hodno-
tami uvedenymi vyrobcem). Vzhledem
k relativné malym koncentracim vita-
minu C v nékterych dZusech je kazda
nepresnost pfi odmétovani a pfipra-
vé roztoku faktorem, ktery vyrazné
ovlivni celkovy vysledek. Stejné tak je
potfeba poditat s pfipadnym starim
materidluy, se kterym pracujete (napf.
stary, nékolik let otevieny, Celaskon
bude obsahovat zna¢né mensi mnoz-
stvi sledované latky nez preparat nové
zakoupeny).

Syntéza a zavér

Na zavér je vhodné zakdm shrnout:

» Co jsou to vitaminy.

+ Jak vypadd vitamin C, jakou roli
hraje v nasem organizmu.

» K ¢emu se pouzivaji titracni metody,
jaké vypocty musime zvladat.

+ Co jsou to potenciometrické titrace
a jak se daji vyuzit v pfipadé redox-
nich reakef.

« Jak analyzovat prabéh titrac¢ni ktiv-
ky, co je to bod ekvivalence.

+ Jaké mnozstvi vitaminu C jsme
zjistili v jednotlivych dzusech. Ktery
z nich byl na vitamin C nejbohatsi?

An
1)

i) Ukoncete zdznam dat kliknutim na tlacitko Stop.

j) Zreagovany obsah kadinky zlikvidujte dle instrukci pedagoga.

k) Po prvnim orienta¢nim provedeni titraci jesté alespon dvakrat
zopakujte.

1) Na zavér si nezapomente soubor ulozit pod svym nazvem pro dalsi
pouziti a pripadny tisk protokolu.

Dzus:

a) Dzus obsahuje vétsinou podstatné méné vitaminu C nez vitaminovy
pripravek v predchozi ¢asti, a proto budete pracovat s vétsim obje-
mem puvodniho vzorku.

b) Do kadinky odmérte 50ml vzorku ¢. 2. Pridejte 10 ml destilované
vody a poté 5ml 10% kys. sirové.

c) Dalsi postup je stejny jako v pripadé vitaminového pripravku (viz
bod ¢. 1b-1).

alyza namérenych dat

K analyze je urcena stranka ¢. 3 ve vasem otevieném souboru. V dolni
casti zde vidite ziskanou krivku. Oznacujeme ji jako ,potenciomet-
rickou titracni kiivku®. Prostudujte jeji prabéh. V horni ¢ésti je graf,
na kterém je, diky derivaci spodni kfivky (maximum), dobfe patrny
bod ekvivalence. Na strané ¢. 4 je pak jesté zobrazena druhd deriva-
ce, u které muzeme, v nékterych pripadech, bod ekvivalence detekovat
lépe nez na grafu prvni derivace.

Z dostupnych grafii odectéte co nejpresnéji objem spotfebovaného
titra¢niho ¢inidla. (Vyuzijte tlacitko Ndstroje grafu a nasledné Sipku.
Poté kliknéte v grafu na bod odpovidajici dosazené ekvivalenci a v hor-
ni ¢asti odectéte spotfebovany objem jako hodnotu x).

Ze zjistenych tdaji dopocitejte koncentrace kyseliny askorbové v pti-
vodnich vzorcich. (Reakce mezi titracnim ¢inidlem a kys. askorbovou
probiha v poméru 1:1.) Zkonfrontujte tyto hodnoty s hodnotami uda-
vanymi vyrobci.

Hodnoceni prace zaku

L)

)

)

*

)

Sestavili a pouzili Zaci mérici aparaturu spravné?
Postupovali zaci korektné podle pracovniho navodu?
Vypracovali zdci spravné své pracovni listy?
Interpretovali Zaci vysledky spravné?

Shrnuli zaci nové poznatky v zavéru?
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