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Predgovor

Ucbenik "Stehiometrija za Studente veterine" je e@en boddim veterinarjem, ki se boste
tako v prvem letniku pri predmetu Biokemija, kot §tevilnih predmetih v naslednijih letnikih
sretali s kemijskim rdunanjem.

Pri delu v laboratoriju se stgjemo s pripravo raztopin in izvedbo analiz. Bédeeterinarji
se boste stali s pripravo raztopin pri analizah zdravil, kadtrzivil zivalskega izvora,
pripravi razredevalcev za konzerviranje semena, pripravi injekdijgsaztopin in Se bi lahko
naStevali. Wbenik obravnava osnovne stehiometrijske pojme mijsko ra&unanje vezano
na pline, raztopine, kisline, baze in pufre. Préwa so slike za lazje razumevanje in primeri,
ki po stopnjah prikazujejo strategijo i2Ztamov. Na koncu skript vsakega poglavja so navedene
naloge z reSitvami za utrditev znanja.

Nova dopolnjena izdaja, je didakto izboljSana glede na prvo izdajébenika, ki je izSel leta
2012. Vse resSitve tanskih nalog so v novi, dopolnjeni izdaji v posetngoglavju na koncu
uc¢benika. Wbenik je razSirjen s poglavji o dd@anju analita z metodo umeritvene krivulje,
primerjavi metod in diagnostim vrednotenjem testov. Poglavje o umeritvenilvikiah je
dodano, ker se Studenti prvega letnika pri vajaBigkemije in tudi v naslednjih letih pri
drugih predmetih seteljejo z njihovo uporabo. V poglavju o primerjavi toé in
diagnosttnem vrednotenju testov so opisani primeri, ki zagmuporabo v veterinarski
medicini. Na koncu tbenika je dodano poglavje o razvoju testa v vesesiki medicini, ki
zajema spektrofotometno dol@anje analita, diagnostio vrednotenje testa in skladnost
meritev, kjer smo uporabili Ze pred tem predstanjprimerjavo metod.

Naj bo w«&benik v pomd¢ k lazjemu razumevanju kemijskegacuaanja in kokinskih
razmerij, uporabi umeritvenih krivulj in razumevanprimerjave metod ter diagnastem

vrednotenju testov, s katerimi se boste&avali pri Studiju.

Petra ZrimsSek

Ljubljana, 2016
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1. Osnove stehiometrije
1.1 Osnovni stehiometrijski pojmi in kemijski zako ni

Stehiometrija (grSko "stoiheion™ — snov, "metron” — meridravnava koliinske odnose pri
kemijskih reakcijah.

Atomsko Steviloje Stevilo protonov oziroma elektronov elementastrezavrstnemu Stevilu

elementa v periodnem sistemu.
Masno Steviloje vsota protonov in nevtronov elementa.

Atomska enota mase|f) omoga@a primerjavo mas posameznih elementov. Definirarieof
1/12 mase ogljikovega izotopd{in zna3a 1,660566 x TOkg.

Atomska masaje masa 1 atoma elementa.

Gostota () nam pove maso izbrane prostornine snovi. Definijariet razmerje med maso
(m) in prostornino (V).
p=m/lV

Osnhova enota gostote je kgim

Relativha atomska masa (Ar) jeStevikna kolcina, ki pove, kolikokrat je masa déknega
atoma veja od enote atomske mase (1/12 mase ogljikovegapadcC?).

Ar (atoma) = m (atoma) &

Relativha molekulska masa (Mr) jeStevikna kolina, ki pove, kolikokrat je masa daékne
molekule vé&ja od enote atomske mase (1/12 mase ogljikovegagadC?).

Izotopi so atomi istega elementa, ki se razlikujejo v $tlemevtronov, Stevilo protonov je
enako. V naravi v8na elementov vsebuje izotope. Relativha molekulsiesa elementa je
povpreje relativnih molekulskih mas izotopov elementa, g@gmer so uposStevani delezi, s

katerimi so izotopi prisotni v naravi.
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Izraun relativne molekulske mase spojine
Relativha molekulska masa spojine je vsota reldgthatomskih mas elementov, ki spojino
sestavljalo:
e Mr(AxBy) = X [Ar(A)+Y[Ar(B)
e Mr: relativna molekulska masa molekule AxBy
e X: Stevilo atomov A v molekuli

e Y: Stevilo atomov B v molekuli

Primer St. 1.1: Relativha molekulska masa vode

Strateqija izréuna:

Relativno molekulsko maso vode izomamo kot vsoto relativnih atomskih mas elemeritov,
so zastopani v molekuli. V molekuli vode sta dvanad vodika (H) in en atom kisika (O),
zato je relativna molekulska masa vode vsota dvaikarelativne atomske mase vodika (Ar
(H)) in relativne atomske mase kisika (Ar (O)):
Mr(H,0) =2[Ar(H) +1[Ar(O) =2[1+1[16=18

Ar(H) = 1 ; relativna atomska masa vodika (H)

Ar(O) = 16 ; relativnha atomska masa kisika (O)

2: Stevilo atomov H v molekuli D

1: Stevilo atomov O v molekuli ¥D

Mr (H,O) = 18; relativha molekulska masa vode@H

Mnozina snovi (n) je oshovna fizikalna kalina v kemiji, ki omogoéa najenostavnejSi tia
spremljanja poteka kemijskih reakcij. Povezanageesilom in maso delcev.
Enota za mnozino snovi je mallol je tista mnozina snovi, ki vsebuje toliko delceto(aov,
molekul, ionov), kolikor je atomov v 12 g ogljikoga izotopa &. Izra&tunali so, da je v 12 g
ogljikovega izotopa & S&tevilo ogljikovih atomov 6,0221367 x 200menjeno tevilo so
poimenovali po italijanskem kemiku Amedeu AvogadAnyogadrovo Stevilo oziroma
Avogadrovo konstanto (N z enoto delec/mol.

Na = 6,02 x 1G> mol*
Poenostavljeno lahko ¢emo, da vsak mol katerekoli snovi (neodvisno odopmg vsebuje
enako $tevilo delcev, to je 6,02 X10Enake mnoZine snovi torej vedno predstavljajckena
Stevilo delcev.
Na Sliki 1.1 je prikazana kd@lina posameznih snovi, ki predstavlja 1 mol snovi.

10
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acetilsalicilna bakrov klorid Zelezov (Ill)
kislina dihidrat oksid
CgoHgOy CuCl,-2 H,O Fe,O3
180,2¢ 170,59 159,7 ¢

Slika st. 1.1: 1 mol posameznih snovi

Stevilo delcev (N)ie sorazmerno mnozini snovi (n).
N(X) = Na ZA(X)

Molska masa snovi (M; enota g/molje masa enega mola snovi. M je izpeljana fizikalna

koli¢ina, ker je kvocient dveh osnovnih fizikalnih kati, mase (m) in mnozine (n).

n= % [mol]

M :% [g/mol]

Molsko maso elementa iznanamo iz relativhe atomske mase elementa (Ar), knofsaso
spojine pa iz relativne molekulske mase spojine)(Mr

Molska masa elementa je njegova relativha atomsisamzrazena v g/mol.

Molska masa spojine je njena relativna molekulskaanizrazena v g/mol.

Primer 3t. 1.2: Molska masa spojine

Senina (CONH,) je bela vodotopna snov, ki jo z urinom i&go predvsem sesalci. Med
drugim se uporablja tudi kot umetno gnojilo, keehsje precej dusSika. Iztanaj molsko

maso sénine.

11
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Strateqija izrduna:

1. Najprej izr&unamo molekulsko maso&ene (Mr). Pogledamo v periodni sistem, kjer
najdemo Ar posameznih elementov, ki so zastopapiojini s€nine:
Mr (CON;Hy) = 1[Ar(C) + 1[Ar(O) + 2[Ar(N) + 4Ar(H) =
=102 + 1016 + 204 + 40 =60
2. Molsko maso dobimo tako, da molekulsko maso izrazing/mol:
M (CONH4) = 60 g/mol

Primer St. 1.3: Molska masa kristalohidrata

Kristalohidrati so spojine, ki imajo v svoji kristé strukturi vezano vodo.

Izratunaj molsko maso kristalohidrata bakrovega sulfeatahidrata (CuSO5H,0), ki ga
imenujemo tudi modra galica.

Strateqgija izréuna:

V kristalohidratu CuS® 5H,O je na eno molekulo CugQ@ezanih 5 molekul vode @@).

Relativha molekulska masa kristalohidrata je tosgjta relativne molekulske mase CuS©

petkratnika relativne molekulske maseCH Velja tudi, da je molska masa kristalohidrata
vsota molske mase Cug( petkratnika molske mase®.
1. Izra&unamo relativno molekulsko maso CuSO

Mr (CuSQ) = Ar (Cu) + Ar (S) + 4Ar (O) = 163,55 + 132,07 + 416,00 = 159,62
2. Izr&unamo relativno molekulsko maso®t

Mr (H2O) = 2[Ar(H) + 1[Ar(O) = 201,01 + 116,00 = 18,01
3. Izr&unamo relativnho molekulsko maso CuS6H,0O:

Mr (CuSQ BH,0) = Mr (CuSQ) + 5Mr(H,0) = 159,62 + §18,01 = 249,67
4. Molsko maso CuSP5H,0 dobimo,ce relativno molekulsko maso CusGH,O izrazimo
v g/mol:

M (CuSQ [BH;0) = 249,67 g/mol

Primer st. 1.4: Mnozina snovi

Aspirin vsebuje acetilsalicilno kislino, katere faula je GHsO4. lzratunaj mnozino
acetilsalicilne kisline v tableti aspirina, ki vagé 500 mg te kisline!

Strateqija izréuna:

12
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Enota za mnozino snovi je mol. Torej moramo darati Stevilo molov, ki predstavljajo

MNOZiNo SNOVi.
1. Najprej izr&unamo molekulsko maso acetilsalicilne kisline:
Mr (CgHgO4) = 9 [Ar (C) + 8[Ar(H) + 4[Ar (O) =902 + 81 + 4116 = 180,16
2. Molska masa acetilsalicilne kisline je njena molska masa, izrazena v g/mol:
M (CgHgO,4) = 180,16 g/mol
3. Maso acetilsalicilne kisline pretvorimo v enoto g:
m (GHsO,) = 500 mg = 50@03%y = 0,5 g
4. Iz podatkov o molski masi (M) in masi (m) iZzmamo mnozino (Stevilo molov)
acetilsalicilne kisline:

n="_ 05gmol _ 0,00278mol

1.2. Osnovni kemijski zakoni

Zakon o ohranitvi mase pri kemijski reakciji (1780, A. Lavoisier, M.V. Lomonosov)
Masa snovi, ki v reakcijo vstopajo (reaktanti),ejeaka masi snovi, ki pri reakciji nastanejo
(produkti). Celotna masa snovi se pri reakciji peemeni; vsota mas reaktantov je enaka

vsoti mas produktov.

CH,+ 20,— . CO, + 2H,0
2 a» °
@ o

(ar) @0 (25) ()

rF -

Slika st. 1.2: Shematski prikaz kemijske reakcije
Na Sliki St. 1.2 je prikazana kemijska reakcija nmeetanom (Ch) in kisikom (Q), pri cemer

nastaneta ogljikov dioksid (Gin voda (HO). Zakon o ohranitvi mase lahko preverimo tudi

na podlagi enakega Stevila atomov vseh elementdevinan desni strani ertae.

13
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Zakon o stalni sestavi (zakon o stalnih masnih razarjih) (1801, J. Proust)
Elementi se spajajo v spojino v stalnem masnem eggmMasno razmerje, v katerem se

elementi spajajo, je vselej enako, stalno in nemmyiod néina, kako reakcijo izvedemo.

Zakon o mnogokratnem masnem razmerju (1803, Dalton)

Ce tvorita dva elementa ¥espojin, potem so mase enega elementa, ki se spajapakimi
masami drugega elementa, v razmerju naravnih St&logokratno masno razmerje je
razmerje naravnih Stevil; je torej razmerje masganelementa, ki se spajajo z enako maso

drugega elementa v raatih spojinah, ki jih ta dva elementa tvorita.

Primer st. 1.5: Mnogokratno masno razmerje vodikam Kisika

Vodik in kisik tvorita molekulo vode (D) in molekulo vodikovega peroksidaBb).

H.0: 1 molekula: 2 atoma H 1 atom O
1 mol 29H 1690
m(O; HO) = 8[m(H)
H,0,: 1 molekula 2 atoma H 2 atoma O
1 mol 29gH 32g0

m(O; HO,) = 16L(H)
Mnogokratno masno razmerje kisika v molekuli vodleadikovega peroksida:
m(O; HO) : m(O; HO,) =8:16=1:2
Iz zgornje izpeljave razberemo, da je mnogokratnasmo razmerje kisika v vodi in

vodikovem peroksidu v razmerju naravnih Stevil (perih celih Stevil).

1.3. Sestava kemijskih spojin
Stevilo delcev je sorazmerno mnoZzini snovi (povezav Avogadrovim S$tevilom), zato
razmerje Stevila atomov posameznih elementov virgpajoloca razmerje mnozin teh
elementov v spojiniFormula spojine torej dol@da mnozinsko sestavo.
S pojmomprocentni sestav snoviozn&ujemo masne delezeo( posameznih elementov v

spojini, ki jih lahko izrazimo v odstotkih. Iztanamo ga iz kemijske formule s po&im

pretvorbe mnozin (molov snovi) posameznih elememtoraso (grame snovi). Pri izuanih

14
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upoStevamo relativne atomske mase elementov (Argelativne molekulske mase spojine

(Mr) (Slika &t. 1.3).

Masa (m) Kemijska formula

AN /

Molska masa (M) Relat!vna atomska masa (Ar)
n=m/M Relativha molekulska masa (Mr)

Mnozina snovi — mol (n)

Slika st. 1.3: Shematski prikaz prefanavanja na relaciji

kemijska formula — mnoZzina snovi — masa

Iz znane sestave kemijske spojine, izrazene v rhageiezih, lahko doldmo enostavno
(empiriéno) formulo spojine. Ce hatemo dol@iti pravo (molekulsko) formulo spojine
moramo poznati molsko maso spojine oziroma podatké&aterih lahko le-to izkainamo.

Shema strategije pret@navanja je prikazana na Sliki St. 1.4.

Masni delez elementov (w) Empiri¢éna formula

] Izracun razmerja
Ar (atomi), Mr med Stevili

(spojina) atomov v spojini

= N(atom) [ Ar(atom)
Mr (spojing

Slika St. 1.4: Shematski prikaz strategije iZtana masnih delezov v spojini oziroma

empiri¢ne formule spojine

15
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Primer 8t. 1.6: Procentni sestav spojine

Izratunaj procentni sestav spojine amonijevega nitfdtdyNO,)

Strateqija izrduna:

1. Izra&&unamo molekulsko maso spojine MNHO-:
Mr (NHsNO,) = 2 Ar(N) + 40Ar(H) + 2DAr(O) =2014 + 401 + 2 16 = 64
2. lzra&&unamo masne deleZze posameznih elementov v spojini
Masni delez elementa iznanamo tako, da produkt Stevila atomov elementaojirspin Ar
elementa delimo z Mr spojine.

W)= N(N)IAr(N) _ 2014

= = 0,4375= 4375%
Mr(NH,NO,) ~ 64

= =22 =0,0625= 625%
Mr(NH,NO,) 64

40) = N(O)[Ar(O) _ 2[16

- = = 0,5000= 5000%
Mr(NH,NO,) 64

Amonijev nitrat sestavlja 43,75% duSika, 6,25% kadn 50,00% kisika.

Primer St. 1.7: Empiriéna formula spojine

Doloci empiricno formulo para-amino benzojske kisline (PABA)j&ksestavljena iz 61,32 %
ogljika (C), 5,14 % vodika (H), 10,21 % dusSika (IN)23,33 % kisika (O).

Strateqija izrduna

1. Dolxitev empirgne formule spojine je obratna pot od dafee procentnega sestava
spojine, ki je prikazan v Primeru &t. 1.6.
2. 1z engbe za masni deleZ elementa v spojini izrazimo Etetbmov elementa v spojini:

w= N (atom) [ Ar(atom) o N(atom) = a(atom) Mr (spojina
Mr (spojing Ar(atom)

3. NapiSemo in izkaunamo razmerje med Stevili atomov v spojini:
a(C)IMr a(H)IMr a«(N)IMr «(O)[Mr _

Ar(C) ~ Ar(H) = Ar(N) = Ar(0)
_awC) w(H). o(N) «w(O) _06132 00514 01021 0,2333_
CAr(C) Ar(H) Ar(N) Ar©) 12 1 14 ~ 16
=0,0511:0,0514:0,00729:0,01458= 7:7:1:2

N(C):N(H): N(N) :N(O) =

4. Empirgna formula spojine je £1;NO;
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1.4. Stehiometrijsko ra €éunanje
PODATEK IZRACUN
Masa A (g) Masa B (g)
I A
M (A) M (B)
‘l‘ Koeficienti |
mnozZinaA(mol) —— AinB —> mnozina B (mol)
(enacha)
Enaéba: 2 H + O - 2 H,O
Molekule: 2 molekuli H + 1 molekula N 2 molekuli HO
Mnozina (mol): 2 mol H + 1 mol Q N 2 mol O
Masa (Q): 409 H + 32,090Q - 36,0 g HO

Slika St. 1.5: Shema stehiomeatriega prera@unavanja

Primer St. 1.8: Nevtralizacija

Pri nevtralizaciji kisline in baze nastaneta sovada. Izr&unaj maso natrijevega hidroksida
(NaOH), ki je potrebna za nevtralizacijo 50 g zoe@ (V1) kisline.
Enaba: HSO,+ 2 NaOH- 2 H,O + NaSOy

Strateqija izrduna:

1. Glede na urejeno kemijsko €ba napiSemo stehiometrijsko razmerje:
n (H:SQ):n(NaOH):n(HO):n (NaSQ)=1:2:2:1
2. Iz eng&be razberemo, da za nevtralizacijo enega me&C4potrebujemo dva mola NaOH.

N(H2SOQ:) 1

Kerje ——==
n(NaOH) 2

je torej n(NaOH) = 2n(H 2SQy)

3. Izr&unamo mnozino (Stevilo molov),80;:
m(H 2SO:) =509
M (H2SQ:) =98g/ mol

n(H>S0s) = % = 5298m°' = 051mol
g
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4. Izra&éunamo mnozino (Stevilo molov NaOH), ki jo potrebuje
n(NaOH) = 2n(H 2SQx) = 2[D51Imol = 102mol

5. Izr&unamo maso NaOH:
m(NaOH) = nM = 102mol[B99g/mol = 40,79

Za nevtralizacijo 50 g 60O, potrebujemo 40,7g NaOH.

Prebitek (presezek) reaktanta

V reakcijski zmesi reaktanti niso nujno v stehionpgtem razmerju; lahko je en reaktant (ali
ve¢ reaktantov) v prebitku (presezku) in zato ne zir@agopolnoma. MnoZine zreagiranih
reaktantov in nastalih produktov so vedno delte s stehiometrijskim razmerjem glede na
reaktant, ki popolnoma zreagira (ni v prebitkujK&5t. 1.6).

pred reakcijo po reakciji
")
o \ 4
) (C
g8eo? s
Q ® ¢ ®» 09

10H,in7 0, 10 H,0in 2 0,
Kisik (O,) je v presezku

Reakcija: 2H, + O, - 2H,0

Slika St. 1.6: Prebitek reagenta v reakcijski zmesi

Primer St. 1.9: Prebitek reaktanta v reakcijski zmesi

Izratunaj maso vode, ki nastarie, je v reakcijskih zmesi pred reakcijo 20 g vodiKa) in
112 g kisika (Q).
Reakcija: 2H+ O, - 2 H,0O

Strateqgija izrauna:

1. Vedno, ko imamo podatek o k&hi snovi za vé reaktantov, najprej preverimde je
kateri od reaktantov v prebitku.

2. lzr&&éunamo mnozine reaktantov, to je Stevilo molov kasik vodika.

18
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m(O2) 1129

n(O2) = = =7mol
M(O2) 169

n(H2) = m = @ =10mol
M(H2) 29

5. NapiSemo molsko razmerje, v katerih reagirata kisikodik
n(Hy) :n(0G) =2:1=10:5
n(Hy) =2 . n(Q)
4. Iz stehiometrijskega razmerja sklepamo¢elareagira ves §ito je 10 molov, potrebujemo
5 molov G (2 mola kisika sta v prebitkul’e pa bi Zeleli, da zreagira 7 molov kisika, bi
potrebovali 14 molov vodika (vodika v tem primémmanjka").
5. Reakcija torej pote tako, da zreagira ves vodik (10 molov) s 5 milika, 2 mola kisika
pa ostaneta v prebitku.
6. Stevilo molov nastale vode je enako Stevilu maeagiranega vodika
n(H 2) = n(H20) =10mol
7. Izra&&unamo maso nastale vode
m(H 20) = n(H20) [M (H 20) =10mol [18g/mol =180g

Masa nastale vode je 180 g.

Izkoristek reakcije

Dejanska masa, ki nastane pri reakciji in jo lahkerimo, ni vedno enaka stehiomé&temu
izratunu. Teoretina masa je masa snovi, ki nastane v skladu s stelnidnim izrafunom.
Dejanska masa je masa shovi, ki nhastane pri patskeije. Povezavo med teoteid maso

in dejansko maso snovi imenujemo izkoristek re@kj).

_ dejanskamasa

izkoristek (%) : n
teoret masa

(100
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enacba 2 Hy(g) + 0,9 —> 2H,0()
molekule 2 molekuli H, + 1 molekula O, — 2 molekuli H,O
mnozina (mol) 2 mol H, + 1 mol O, —> 2 mol H,O
masa (g) 4.0 g Hy + 32080, —  36.0gH,0

dejanska masa

Slika St. 1.7: Izkoristek reakcije

Primer St. 1.10.: Izkoristek reakcije

Izratunaj izkoristek reakcijgse pri popolni reakciji 4 g vodika (hinastane 32 g vode {8).
Reakcija: 2H + O, - 2H,0

Strateqija izréuna:

1. NapiSemo molsko razmerje, v katerih reagiragikkin vodik ter nastane voda:
n(Hz) : n(G,) : n (H0) = 2:1:2
n(H0) = n(H)
2. Izra&gunamo Stevilo molov vodika, ki zreagira; to je emdkevilu molov vode, ki nastanejo:

m(H2) _ 4gmol _
M (H?2) 29

n(H,O0) =n(H2) = 2mol

3. Izr&&unamo maso vode, ki bi nastala,bi reakcija potekla stehiometrijsko — maamo
teoreténo maso nastale vode:

m(H.0O) = n(H,O) OM(H,0) = 2 mol[1L8g/mol = 36 g
4. Dejanska masa vode, ki nastane je, 32 g (gtgiBe). Izréunamo izkoristek reakcije —
kvocient med dejansko in teor&to maso:

dejanskamasa= 32g

=0,8889= 888%%
teoretmasa 369

izkoristek: 7 =

Izkoristek reakcije je 88,89%.
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1.5.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5
1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

1.11.
1.12.

1.13.

1.14.
1.15.

1.16.

1.17.

1.18.

Naloge

Izr&unaj mnozino kalijevega sulfata v 250¢3Q,!

Izr&unaj maso niklja v 1kg NiSQ7H,0!

Koliko atomov silicija in koliko atomov kisike v kristalu SiQ, ki ima maso 5 g!
lzr&unaj mnozino kisika, ki jo predstavlja 12,7 g kesi{O,)!

lzr&unaj maso vzorca, ki vsebujélB18 molekul AgOs!

Gostota Zivega srebra (Hg) je 13,6 kg/dm8a%b nalijemo 14,0 mL Zivega srebra.
Izratunaj maso, mnozino in Stevilo atomov Zivega sretieg prostornini!

Kako dolga bi bila veriga iz atomov zlata (Atg bi v ravni vrsti med seboj povezali
vse atome 1g zlata? Polmer atoma zlata je 1,4484=(10"°m).

Koliko molekul je v imrhvode (HO), e je gostota 1.000g/ml?

Izr&unaj procentni sestav saharozgh;,01;!

Izr&unaj procentni sestav ABQy); [IL8H,O! KolikSen je % vode v tej spojini?
Izr&unaj masni delez elementov v Zveplovi (VI) kisl{pi,SOy)!

Dol@i formule spojinée so masni delezi elementov naslednii:

a.w(Zn)=52,14 %u(C)=9,58 %,u(0)=38,28 %

b. w(K)=26,58 %,u(Cr)=35,34 %(0)=38,06 %

c. w(K)=31,90 %,w(C1)=28,90 % (0)=39,20 %

Dol@i formulo spojinege 9,94 g spojine vsebuje 2,6 g dusSika, 0,74 g \mktalo
pa je klor!

Dola@i formulo srebrovega oksidae 3,01 g tega oksida vsebuje 2,80 g srebra!
Izr&unaj maso KO in maso C@ ki jo dobimo pri popolni oksidaciji 10 g glukoze!
Reakcija: GH1.05 + 6G - 6CQ + 6HO

Izr&unaj maso manganovega dioksida, ki secizkie v raztopino, ki vsebuje 1 g
KMnO4 dodamo KJ! Koliko g KJ potrebujemo za popoteakcijo?

Reakcija: 2KMnQ + KJ + HO - 2MnO, + 2KOH + KJ@

Izr&unaj maso in mnozino NHin CQ,, ki se sprosti pri hidrolizi 100 g uree!
Reakcija: HN-CO-HLbN + HO - 2NH; + CQ

Pri raztapljanju magnezija v zveplovi (VIskni nastane 36 g magnezijevega sulfata.
KolikSni masi Zveplove kisline in magnezija za¢kt& za to reakcijo?

Reakcija: Mg + 6O, -~ MgSQ + H

21



ZrimSek P: Stehiometrija za Studente veterine

1.19. Koliko gramov aluminija (Al) potrebujemo zastanek 5 molov aluminijevega oksida
(Al,03), ¢e reakcija potée 80%7?
Reakcija: 3 Si@+ 4 Al - 3 Si+ 2 AbO3
1.20. Za superovulacijo ovce uporabimo hormon FBhkEl stimulirajoti hormon), ki ga
apliciramo s padajomi dozami hormona. Vsaka stekléka FSH vsebuje 700 I.U.
(internacionlanih enot) hormona FSH. Kao raztopino FSH pripravimo tako, da
liofiliziranemu FSH v stekleki dodamo 20 ml destilirane vode. Kona raztopina
vsebuje tudi 0,9% natrijev klorid (NacCl) in 1,8%/(preservativa.
a. Vsaki ovci apliciramo skupno 350 I.U. hormon&estih dozah. Prvi dve dozi sta
dvakrat veji od zadnjih Stirih. l1zréunaj volumen posameznih doz pripravka FSH, ki
ga apliciramo eni ovci.
b. Izratunaj, koliko steklerik FSH potrebujemo za superovulacijo 5 ovc.
1.21. V laboratoriju moramo pripraviti raztopino paslednjem protokolu:
- glukoza (GH1206): 1,500 g
- natrijev acetat dihidrat (GG&EOONa . 2 HO): 3,700 g
- natrijev karbonat (N&03): 1,200 g
- dopolni do 100 ml z destilirano vodo.
Za pripravo omenjene raztopine imamo Vv laboratargwoljo glukozo, natrijev acetat
(CH3COONa) in natrijev karbonat dihidrat (M20O; (02 H0).
Izratunaj maso omenjenih sestavin, ki jih potrebujem@rgaravo raztopine, da bodo

njihove koncentracije enake, kot so v protokolu!
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2. Plini

2.1. Splosna plinska ena ¢ba

Tlak, prostornina in temperatura so medsebojno sodvikoltine. Zaprt sistem, ki je
napolnjen s plinom ali plinsko zmesjo navadno oelietb z naslednjimi fizikalnimi
kolicinami:

e P:tlak [Pa]

e T:temperatura [K]

e V: prostornina [L]

e n: mnozina plina [mol]
Ob tem si velja nazorno predstavljati, kaj predgiatiak in kako se delci plina obnasajo pri
segrevanju in stiskanju.
V plinu se delci (molekule in atomi) gibljejo nejero in pri tem trkajo med seboj in ob stene
posode, v kateri hranimo plin. Tlak plina je postedrkov delcev plina ob steno posode.
Pri segrevanju (pri visji temperaturi) se delcingligibljejo hitreje in v dolkenemcéasu zato
veckrat trcijo ob stene posode, zato je tlak plin&jv€prostornina posode pa ob tem ostaja
enaka).
Ce plin stisnemo in se temperatura pri tem ne spnent® Stevilo delcev plina v enoti
prostornine v&e; vetja bo gostota plina. Posleédo bo veé delcev, ki bodo tili ob stene
posode, zato bo tlak plinagje
Ce Zelimo, da se tlak pri segrevanju ohrani (Stetrkov delcev ob stene posode se ne bo
poveialo), potem se mora posesi prostornina posode (predpostavimo, da imamogons
preminim batom). Delci plina se pri poviSani temperatuaimre gibajo hitreje, vendar je

njihovo Stevilo v enoti prostornine manjSe, zatalak plina ne spremeni.

Plinski zakoni veljajo za idealne pline ali idealpknske zmesi. "ldealni plin" je plin, v
katerem med molekulami ni privdaih sil (interakcij), lastni volumen molekul pagéede na
volumen posode, v kateri je plin, zanemarljivo nemjhTako stanje ne obstaja, se mu pa
mnogi "realni plini" priblizajo pri nizkem tlakun temperaturi, ki je veliko viSja od
temperature kaplji& plina. Idealni plin bi bil namgetisti, ki bi bil sestavljen iz ttkastih

delcev, med katerimi ne bi bilo nobenih priré sil.
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ObnasSanje idealnih plinov opiSemsg@osno plinsko enébo:
PIV =nlRIT

R jesplosna plinska konstantan ima vrednost 8,314 J/molK

Pri obnaSanju plinov se pogosto&nemo s tako imenovanimi "normalnimi pogoji".
Normalni pogoji so:

* Py=101,3kPa

¢ To=273,15K (=0 °C)

e Vo=22,4L/mol
Vo imenujemo tudi molski volumen plina. Velja, da binkateregakoli plina pri normalnih
pogojih zavzema prostornino 22,4 L. Standardni pqmoso definirani pri tlaku 101,3 kPa in
temperaturi 298,15 K (25 °C).

SploSno plinsko konstanto R iztmamo tako, da povezemo v plinski é&pnavrednost
spremenljivk pri normalnih pogojih (p.n.p.) za 1Irpbna.

PolVmo _ 1013kPal 224L
To mol[27315K

R= = 841%PaL/ molK = 8314J / molK

Pri prer&unavanju z uporabo splosne plinsked@apogosto naletimo na pretvorbo r&azihn
enot v osnovne in sicer:

e Pa=N/mM

e N =kgm/$

e J=Nm = kgr/s*

Primer St. 2.1.: Prostornina balona s helijem

Izratunaj maso helija (He), ki bi napolnil balon s povetno 1500 L pri tlaku 101,3 kPa in
temperaturi 140 °C.

Strateqija izréuna:

1. NapiSsemo splosno plinsko €ba

PIV =nlRIT
2.V nalogi je zahtevan izkan mase, zato Stevilo molov (n) v splosni plingkabi izrazimo
kot n=m in sicer P [V :m

M M (He)
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2. 1z engbe izrazimo maso helija, vstavimo podatke in masaunamo.
2.2. vraunu piSemo vse enote, ki se morajo pokrajSati;amclk mora ostati
enota za maso, to je gram (Qg)
2.3. enote kot so Pa in J medtuaanjem pretvorimo v osnovne enote
2.4. temperaturo pretvorimo v stopinje Kelvina

[V [M(He) _ 1013kPal1500L [2gmolK _

RT  mol(B314J @1315K
_1013010° N1500010° m® 2gmolK _
© m2mol[(B314Nm@#1315K

m(He) = P

8849

V balonu s prostornino 1500 L je pri temperatur®@d@ in tlaku 101,3kPa 88,4 g helija.

2.2. Plinski zakoni

2.2.1. Boyle — Mariottov zakon

Boyle — Mariottov ov zakonopisuje stanja dot@ne mnozine plina pri stalni (konstantni)
temperaturi. Pri konstantni temperaturi je prodidta in prostornine konstanten; tlak in
prostornina plina sta v obratnem sorazmerju.

e P.V=Kk pri T = konst.

Primer St. 2.2.: Plini pri konstantni temperaturi

Pogoje, pri katerih se nahaja plin (P in V) pri ktamtni temperaturi indeksiramo z 1 (pogoj
1) in z 2 (pogoj 2).

P [V, =n[RIT

P, [V, =n[RIT
Ce se isti plin (enaka mnoZina) nahaja pri enakipematuri, lahko zapisemo:

PV,=PRI,=nRO=KkK

Iz zgornje en&be razberemo, da sta tlak in prostornina plinatabraorazmernd® . V = k
(Slika st. 2.1.).
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Slika St. 2.1.: Pri konstantni temperaturi sta tlak prostornina plina obratno sorazmerna

2.2.2. Gay — Lussac — ov zakon

Gay — Lussac — ov zakoropisuje stanja dolene mnozine plina pri stalni (konstantni)

prostornini.
. $ =k pri V= konst.

Pri konstantni prostornini sta tlak in temperatsogazmerna. Tlak nar&s premo sorazmerno
S temperaturo, to pomeni da tlak dmoe mnozine plina z nata§oco temperaturo

enakomerno naras.

Primer st. 2.3.: Plini pri konstantni prostornini

Pogoje, pri katerih se nahaja plin (P in T) pri &@mtni prostornini indeksiramo z 1 (pogoj 1)
in z 2 (pogoj 2).

P [V =n[RIT,

P,V =n[RIT,

Ce isti plin (enaka mnoZina) zavzema enako prostoriahko zapisemo:

Iz zgornje enébe razberemo, da sta tlak in temperatura plin&grstantni prostornini

sorazmernaE =k (Slika st. 2.2.).

LI_
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T =400 K T=200K

Slika St. 2.2.: Pri konstantni prostornini sta tlak temperatura plina sorazmerna

2.2.3. Charles — ov zakon

Charles — ov zakoropisuje obnasanje dalene mnozine plina pri stalnem tlaku.

. Vo k  pri P =konst.
T

Pri konstantnem tlaku sta prostornina in tempesapuemo sorazmerna. Prostornina dele
mnozZzine plina pri istem tlaku enakomerno né&aas temperaturo; velja tudi, da temperatura

dolo¢ene mnozine plina pri istem tlaku enakomerno ri@arafprostornino.

Primer St. 2.4.: Plini pri konstantnem tlaku

Pogoje, pri katerih se nahaja plin (V in T) pri ktemtnem tlaku indeksiramo z 1 (pogoj 1) in
z 2 (pogoj 2).

PV, =n[RIT,
PIV, =n[RIT,
Ce se isti plin (enaka mnoZina) nahaja pri konstemttlaku, lahko zapisemo:
ViV _nR_
T T, P

|z zgornje enébe razberemo, da sta prostornina in temperatuna i konstantnem tlaku

sorazmerna¥ =k (Slika st. 2.3.).
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T =400 K T =200 K

Slika St. 2.3.: Pri konstantnem tlaku sta prostona in temperatura plina sorazmerni

2.2.4. Avogadrov zakon

Avogadrov zakon (Avogadrova hipoteza)pravi, da je v enakih prostorninah plinov pri
enakih pogojih (enaki temperaturi in enakem tlakoako Stevilo molekul (enaka mnozina)
plina.

. ﬂ = konst
T

Primer St. 2.5.: Plini pri konstantnem tlaku, prostornini in temperaturi

Pogoiji, pri katerih se nahajata dva plina, so ef@knake P,V in T); njuno mnozino oziao

zZnyinny;
PIV =nRIT
PIV =n,[RIT
Iz en&b izrazimo ny in Nz in zapiSemo:
Plv. n =n
ROT ' °

Iz zgornje en&be razberemo, da je mnoZzina dveh plinov pri enphiojih enaka.

Primer St. 2.6.: Plini pri konstantni temperaturi i n konstantnem tlaku

Pri konstantni temperaturi in konstantnem tlakuglkimen plina odvisen samo od Stevila
delcev (molekul ali atomov) oziroma mnozine plisteyila molov) (Slika st. 2.4.).

! =k P, T: konst.
n
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Pogoje, pri katerih se nahajata plina (V in n)kamstantnem tlaku in temperaturi indeksiramo
z 1 (pogoj 1) in z 2 (pogoj 2).

PV, =nRT

PV, =n,RT

Ce sta oba plina pri enakih pogojih (P, T), lahkpi&amo

Iz zgornje enébe razberemo, da sta volumen in mnoZzina (Stevilmmdtevilo delcev) plina

pri konstantni prostornini in temperaturni soraznaer V. k
n

T =400 K T =400K

Slika St. 2.4.: Pri konstantni temperaturi in korsttnem tlaku je volumen plina odvisen

samo od Stevila delcev

Primer st. 2.7.: Molski volumen plina pri normalnih pogoijih

Izratunaj volumen enega mola plina pri normalnih pogojih
Strategija izraéuna:
1. UpoStevamo normalne pogoje:
To=0°C =273,15K
Po=101,3 kPa
2. R&unamo molski volumen plina, zato upoStevamo n=1 mol

3. NapiSemo splosno plinsko €ba
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PIV =nlRIT
4. Iz splosne plinske edlae izrazimo prostornino (volumen); ker upoStevanwmalne
pogoje piSemo oznakeygVTy, Po:

n[RCT, _1mol[BA13] [27315K _ 1mol[(B314Nm27315K m’
V, = 2 = el 3 31 =0,0224m* =224L
P, molK1013kPa molK101310°N

1 mol kateregakoli plina ima pri normalnih pogojblumen 22,4 |; to velja za vse pline
(Avogadrov zakon oziroma hipoteza: v enakih prosta@h plinov je pri enakih pogojih

enako Stevilo delcev).

Primer St. 2.8.: Segrevanje balona

Pri 25 °C je prostornina balona 75 L. Na katerogeraturo moramo balon segré, Zelimo,
da se njegova prostornina pdaena 100 L?
Strategija izréduna:

1. NapiSemo podatke:

T=25°C

Vi=75L

Vo= 100L

T,=7?
2. Predpostavke: tlak se ne spreminja, prav tak&tenglo delcev plina v balonu, ker je balon
zaprt sistem.
Torej velja: PIV =n[RIT P, n: konst

PV, =n[RIT,

PV, =n[RIT,

3. Glede na to, da so P, n in R konstante, lahp&emo:
VilVe
T T,

4. 1z en&be izrazimo }

_T,V, _29815K [100L
V, 75L

T, =39753K =12438°C

Balon s prostornino 75 L je s temperature 25 °Cgloto segreti na 124,38 °C, da se njegova
prostornina pow&a na 100 L.
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2.3. Gostota plina

Gostota plinag) je definirana kot kvocient med maso plina in yohom plina.

p=3r
v

Masa plina je povezana z mnozino plina, torej latdd sploSno plinsko eiho preuredimo
in pri tem upoStevamo gostoto plina.
PIV =nl[RIT

UpoStevamo, da ja = 5
PV ="RT = PM=""RrT
M \%

Ob upostevanju gostote pling & Vm)' velja naslednja zveza:

PIM = p[RIT

2.4. Plinske zmesi

Plinsko zmes sestavljata dva alcv@inov. Daltonov zakon o delnih tlakih pravi, da je tlak

zmesi plinov enak vsoti delnih (parcialnih) tlakpgsameznih komponent v zmesi.

Parcialni tlak plinske komponente i, B tlak, ki bi ga imela komponenta pri istih pagoj
(volumen in temperatura) kot plinska zmes.

Paricalni tlak plinske komponente v zmesi je presmazmeren njenemu mnozinskemu
delezu.

Velja namre:

PV =nRI = pricemer so R, T in V konstantne
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Parcialna prostornina plinske komponente je prostornina, ki bi jo imé&@amponenta pri

istih pogojih (tlak in temperatura) kot plinska zne

Velja namre:
Py =nRT o %=RT
n, P
PV=nlRT o L=RIT
n P

Parcialna prostornina plinske komponente v zmesi pjemo sorazmerna hjenemu

mnozinskemu delezu, ker velja:

vV, Vo
— =— 0ZiIroma
n n

<

<|
s |=

o . V. . : . .
Prostorninski delez plinske komponente v zme\,\/sl)(Je enak njenemu mnozinskemu delezu (

n. . : :
—), ki ga ozn&imo tudi z x
n

Na Sliki St. 2.5. je prikazana shema stehiomie&ga preré&unavanja, ki naj bo v pomiqri
izracunih.

‘ masa: m [g] ’

1

Ar (Mr), M[g/mol]

Volumen: 224 Mnoiin:: A N, St. delcev:
V [L] p.n.p L/mol et N [at., molek.]
A

M[g/mol]

Volumen
raztopine: V [L]

Slika St. 2.5.: Shema stehiomatriega prer@unavanja - plini
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2.5.

2.1.
2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.

Naloge z reSitvami

Izr&unaj molski volumen idealnega plina pri -10D in tlaku 303,9 kPa!

Izr&unaj masi NgCOs in HCI, ki ju potrebujeS za nastanek 50 litrov £@n.p!
Koliko g NaCl in koliko g vode nastane pri reakeiji

Reakcija: NaCO; + 2HCI— CO, + 2 NaCl + HO

Izra&unaj volumen vodika p.n.p. (273,15K in 101,3kPa)y& potrebujemo, da iz 6m
duSika pripravimo amoniak!

Reakcija: 3R+ b — 2NH

Izra&unaj volumen Zveplovega (V1) oksida, ki nastanekptaliticni oksidaciji 3000m
zveplovega (1V) oksidase sta plina pri 400 in tlaku 105kPa! Izkoristek reakcije je
70%.

Reakcija: 2SO+ O —» 2SQ

Izr&unaj volumen zraka p.n.p., ki se porabi pri gorehfumola vodika! Volumski
delez kisika v zraku je 21%.

Reakcija: 2H2 + 02 — 2 H20

V vodno raztopino vodikovega bromida (HBr) jawao 509 plinaste zmesi duSika
(N2) in amoniaka (NH). Pri tem nastane 130g amonijevega bromida ,8tH
Izracunaj masni delez amoniaka v prvotni zmesi!

Reakcija: NH + HBr - NH,Br

Izr&unaj prostornino zraka, ki je potrebna, da zgddi premoga z masnim delezem
ogljika 55% ? Masni delez kisika v zraku je 21%.

Reakcija: C + O - CQo

Avto je zjutraj parkiran v garaZi pri temperatl0 °C. Tlak v gumah je znaSal 310
kPa. Koliko bo znaSal tlak v gumah poleti sredi @dpeva, ko se bo temperatura gum
dvignila na 40 °C? Predpostavimo, da se prostargum ne spremeni.

V jeklenki neznane prostornine je plin pri paraturi 20 °C. Merilec tlaka kaze 250
kPa. Pri kateri temperaturi bi razneslo jeklerdeyentil raznese pri tlaku 700 kPa?
KolikSno prostornino bo zavzemala deloa kolEina plina pri standardnih pogojitie
enaka kolina plina zavzema pri normalnih pogojih prostornirftip00 L?

120 L nekega plina povzeopri 18 °C tlak 96,3 kPa. KolikSen tlak bo povaia ista

kolicina plina,ce jo segrejemo na 55 °C in stisnemo na 100 L?
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2.12.

2.13.

2.14.

2.15.

2.16.

Izr&unaj volumen klora (G) pri 20 °C in tlaku 1 atm, ki ga porabimo za oksidacijo
0,10 n? vodikovega sulfida (b8)pri normalnih pogojih!

Reakcija: HS + C4 — 2HCI + S

S klorom (G) oksidiramo 17,03 g amoniaka (MHKolikSen volumen klora pri 36C

in 103 kPa se porabi pri reakciji in kolikSen voeimdusSika () dobimo pri 28°C in
99,3 kPa?

Reakcija: 2NH + 3Ch — N, + 6HCI

Izr&unaj volumen ogljikovega dioksida (GQki nastane pri 900C in 109 kPage
Zarimo 125 t apnenca, v katerem je masni delezj&adpa karbonata (CaGPp91,5
%! Reakcija potée le 75 %.

Reakcija: CaC® — CaO + CQ

Dol@eno koltino plina stisnemo na 2/3 &sne prostornine in ohladimo na
poloviéno vrednost zgetne temperature (merjene v stopinjah Kelvina). Ka& bodo
te spremembe odrazile na tlaku plina?

Skice prikazujejo razha stanja plinov. Odgovori na zastavljena vprasSanjgke v
posodah predstavljajo mnozino plina.

a. Tri posode imajo enako prostornino in enako tapoiro. V kateri je tlak najég

in v kateri najmanjsi?

° © 0 O @) @)
© O @)
@) © BOO @) c| © @)

b. V kateri posodi je tlak naj¢g in v kateri najman;jsi?

T=20 °C T=30 °C
T=20 °C T=30°C
@) @) @) @)
@) @)
A © ° @) B © ° @) C ©° @) D ©° O
@) @)
c. V vseh posodah je enak tlak. V kateri posodiéjeperatura najnizja in v kateri
najvisja?
@) ° @) °
@) @) @)
An® oo 8 o c® e/ ne ©
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3. Raztopine

Raztopina je trdna, tek®a ali plinasta homogena snov. Raztopine so lahko di
veckomponentni sistemi. V primeru, da je raztopina ldmponetna, imenujemo
komponento, ki je v «&ni, topilo, komponento, ki je v manjSini, gapljenec. NajpogostejSe
so tek@e raztopine, med njimi pa najbolj razsirjene tigte katerih je topilo voda. Pri vodnih
raztopinah je topljenec snov, ki jo raztapljamoodiv(topilo). Vodne raztopine nastanejo z
raztapljanjem plinastih (npr. kisik, ogljikov didKs ...), tekaih (etanol, ocetna kislina, ...) in
trdnih (natrijev klorid, glukoza, ...) snovi v vodKoli¢ino raztopljenega topljenca in s tem

sestavo raztopine izrazamo z réazimi kolicinami.

3.1. Razmerja v raztopinah

Med komponentama A in B v raztopinah lahko izrazmadicna razmerja.

Masno razmerje je razmerje med masama komponent A in B.

m(A)

Masno razmerije: £ =
m(B)

Mnozinsko razmerje je razmerje med mnozZinama komponent A in B, toagmerje med
Stevilom molov komponent A in B. Mnozinsko razmggeenako tudi razmerju med Stevilom
delcev (molekul, ionov, atomov) komponent A in B.

Mnozinsko razmerje: y :_n(A)

n(B)
Volumsko razmerje je razmerje med prostorninama (volumnoma) kompoA&ntB.

V(A

Volumsko razmerje: ¢ _ﬁ
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3.2. Delezi v raztopinah

Deleze posameznih komponent v raztopinah lahkaim@ glede na maso (masni delez),
mnozino (mnozinski delez) in volumen (volumski dgle
V primeru, da je v raztopini (oznaka r) komponefttopljenec (oznaka T) in komponenta B

topilo (oznaka t), velja;

m(A) __ m; _my
m(A)+m(B) m +m m

Masni delez: A =

r

n(A) _ n; N,

MnozZinski delez: X (A) = =
n(A)+n(B) n;+n,

V(A _Vr
V() V

r

Volumski delez: ¢(A) =

Pri raztopinah vsota volumnov posameznih komponeintenaka volumnu raztopine!
UpoStevati je potrebno gostoto raztopin. Samo (initp pri enakih pogojih velja, da je

volumen plinske zmesi enak seStevku parcialnihmolov posameznih plinov.

3.3. Koncentracija raztopin

Koncentracija raztopine pove, kolikSna kol topljenca (T) je raztopljena v dokni

koli¢ini topila (t) ali raztopine (r).

Masa raztopine je enaka vsoti mase topljenca iitetop

m =m; +m

Masna koncentracija ) je definirana kot masa topljenca (T), ki je razjepa v volumski

enoti raztopine (r):

_m
=T /I, mg/ml, ...
4 v [9/l, mg/ml, ...]

r
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Mnozinska koncentracija (c) ki jo imenujemo tudimolarna koncentracija, je definirana
kot mnozina topljenca (Stevilo molov topljenca, Kj, je raztopljena v volumski enoti
raztopine (r), to je v 1 L raztopine.

c=r [mol/l]
Y;

r

Molalna koncetracija (b) je definirana kot mnozina topljenca (Stevilo motopljenca, T), ki

je raztopljena v masni enoti topila (t), to je kd topila.

= [mol/kg]
m

Procentna koncentracija (%) raztopine predstavlja masni delez topljenag) (v raztopini,
ki je izraZzen v odstotkih:

9% =" [100= w, (100
m

T

3.4. Povezava med razli énimi koncentracijami

Koncentracije so medsebojno odvisne. Njihovo meadjseb odvisnost uporabljamo pri

prer&unavanju koncentracij.

Zveza med masno koncentracijo in gostoto raztopine:

_o @V,
\Y/ V

r r

:ﬁ r —
Y=y w; [P,

r

Zveza med mnozinsko in masno koncentracijo:

c=—T=—1T =Y o y=cIM,

C:”i:m: [_)'o_f = C[MT:pr[a‘T
V. M, M

37



ZrimSek P: Stehiometrija za Studente veterine

3.5. Prera€unavanje koncentracij

MesSanje raztopin

Pri meSanju dveh raztopin nastane nova raztopdwa@eno koncentracijo.
Veljata naslednji dejstvi:
1. Masa nove raztopine gpje enaka vsoti mas prvotnih raztopin (im n).
M= M+ m;
2. Masa topljenca v novi raztopini {g) je enaka vsoti mas topljenca v prvotnih raztopina
(mr1in myy)

Mr3= My + M2

Vemo, da je masa topljenca enaka produktu masepiaztin masnemu delezu topljenca v
njej, zato lahko zapiSemo:

mg Loy = my Ckea + My Ly

V, [p, L, =V, [p, [dy +V, [P, v,

Iz en&be vidimo, da volumen nastale raztopine ni enaki v&umnov prvih dveh raztopin,

torej:
V, 2V, +V,
Velja namre:
v, = Va0, +V, [, o,

3

Py [0

Redéenje raztopin

Raztopino re¢éimo, ¢e k prvotni raztopini dodamo topilo. V tem primerstane kotiina
topljenca v prvotni raztopini enaka kihi topljenca v nastali raztopini:

Myr1 = M2

my O = mp Dk

Vi 0P, Ly, =V, [, [dv,

Enako velja za mnozino topljenca; Stevilo molovjeca v prvotni raztopini je enako
Stevilom molov topljenca v nastali raztopini:
Nni=nNo

cVi=c, Vs
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Primer st. 3.1.: Redenje raztopine z znanim masnim delezem

Izratunaj masni delez klorovodikove kisline (HCI) v ragini, ki jo dobimoce k 200 ml 5%
raztopine HCI z gostoto 1,05 g/ml dodamo 50 ml ved@stoto 1 g/ml!

Strateqgija izrduna:

1. Ker gre za retknje raztopine, je masa topljenca v pripravljeatopini enaka masi
topljenca v prvotni raztopini:

my (HCI) = m, (HCI)
2. Izr&unamo maso HCI s porjo masnega deleza HCI v prvotni raztopini:

My (HCI) = mp (HCI) = My O (HCI) = Viy 0o Oea(HCI) =

=200 mlIL,05 g/ml.0,05 = 10,5¢g

3. Izra&&unamo masni delez HCI v nastali raztopini; upoStevada je masa nastale raztopine
enaka seStevku mase prvotne raztopine in mase vode:

M2 = M1 + Myoda

_ M, (HCIl) _ m,(HCl) _ 1059
m., m,+m,, 200mI05g/ ml+50midg/ml

=0,0404

r2

Masni delez HCI v nastali raztopini je 0,0404.

Primer st. 3.2.: Redenje raztopine z znano mnozinsko koncentracijo

Izratunaj mnozinsko koncentracijo (molarnost) NaCl \togini, ki nastanete k 100 ml 0,25
M raztopine NaCl dodamo vodo do 1,5 I!
Strategija izréduna:

1. Mnozina topljenca NaCl v nastali raztopini jeaka mnoZzini NaCl v prvotni raztopini:
ni= Ny

2. Mnozino izrazimo s poném molarne koncentracije
C1V1 = CV7

3. 1z zgornje engbe izrazimo mnozinsko koncentracijo v nastali rpaid(c,) in jo

izratunamo:

o =GVi _ 025mol DL

2 =0,0167mol/L = 0,016
v, L 5L

Mnozinska koncentracija v nastali raztopini je GDM.
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Primer St. 3.3.: MeSanje dveh raztopin z znanim masm delezem

ZmeSamo dve raztopini; k 120 g 13,0% raztopine ouwld70 g 24,5% raztopine. IZtaaj
masni deleZ oziroma procentni sestav dobljene paztd

Strateqgija izrduna:

1. Masa nastale raztopine je enaka vsoti masemphvztopin:
M3 = My + M2

2. Masa topljenca v nastali raztopini je enakaivs@ts topljencev v prvotnih raztopinah:
Mr3 = My + M2

3. Maso topljenca izrazimo z masnim delezem in nmagtopine:
s s = ay [y + ap [N

4. |z zgornje engbe izrazimo masni deleZ v nastali raztopud)(in ga izr&unamo:

_ @[, +w, [, 01300209+ 0245270y _

0210
M 390g

W

V dobljeni raztopini je masni delez topljenca 0,210

Primer St. 3.4.: MeSanje dveh raztopin z znano mnaisko koncentracijo
ZmeSamo 200 ml 1M raztopine HCI z gostoto 1,03 gimBOO ml 2M raztopine HCI s

koncentracijo 1,05 g/ml. Izéanaj mnozZinsko koncentracijo nastale raztopitee,je njena
gostota 1,045 g/ml.
Strategija izréduna:

1. Mnozina topljenca v nastali raztopini je enalsmtv mnozine topljenca v prvi in drugi
raztopini:
N3 =nN3+ Ny
2. Stevilo molov (n) izrazimo z molarno koncentjaén volumnom raztopine:
CG.Vs=C1. Vi+ &. b
3. Izrazimo koncentracijo v nastali raztopirg)(c
_GlV +c, ¥,
3 _V—3

4. Volumen nastale raztopine izrazimo z maso intgjosin izr&unamo koncentracijo v

nastali raztopini:

. GV tc IV, ((;1mll+c2 [V, )p3 _ ((:1mll+c2 W/Z),O3 _ (¢ ¥V +c, V) oy
L= = = =

V3 rnS rn.l. + m2 Vl wl +V2 @2
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_ (imol/L [02L +2mol/L[03L)! 1045/ ml

= 1605\
0,2L [103g/ml+ 03L [105g / ml

Koncentracija nastale raztopine je 1,605 M.

Primer St. 3.5.: Priprava raztopine z raztapljanjem kristalohidrata

Pripravimo raztopino, tako da v 100 ml vode z gtwsfiog/ml raztopimo 12 g N&05.10 H0.
Izratunaj masni delez topljenca v raztopini.

Strateqgija izrduna:

1. Kadarkoli raztapljamo v vodi kristalohidrat, doio raztopino brezvodne soli v vodi. V
primeru raztapljanja N&€O; 10 H,0 dobimo raztopino N&Os. Ker je v eni molekuli
kristalohidrata NgCOs; 0 H,0 ena molekula soli N&EOs je tudi v enem molu N&O; 10
H20, 1 mol NaCGQ;, Torej velja:

n (NaCO; L0 H0) = n (N&COs)
2. Izra&&unamo mnozino (Stevilo molov) NaOs; v raztopini:

m(Na,CO, [10H,0) _ 12g [inol

n(Na,CO,) =n(Na,CO, [10H,0) = M (Na,CO, [10H,0) _ 2858g
3 2

= 0042mol

3. Izr&unamo maso N&Os:
m (NaCQ;3) = n (NaCOs) [M (NaCO;s) = 0,042 mol [1105,8 g/mol = 4,444 g
4. Izra&unamo masni delez NaO; v raztopini:

m(Na,CO;) _ m(Na,CO;,) _ 4444

LA = =0,0397
m(raztoping m(Na,CO, [10H,0) + m(H,0) 12g+100g

a(Na,CO;) =

Masni delez topljenca, to je MaOs v raztopini je 0,0397.

3.6. Naloge

3.1. Pripraviti Zelimo 1 liter tek@ga gojiga za bakterije, ki bo med drugim vsebovalo 15
g agarja v prahu, ekstrakt mesa pa mora vseboOgib 2nase agarja. 1ztanaj maso
ekstrakta mesa, ki ga potrebujemi® imamo na voljo ekstrakt, ki vsebuje 5 %
necistoc!

3.2. Za razkuZevanje moramo pripraviti 5 litrov J6lumskih % zonitona. lztainaj
volumencistega zonitona, ki ga potrebujemo za pripravoaine za razkuzevanje!

3.3.  Koliko g soli je potrebno za 100 mL 1 M raztepnaslednjih spojin:
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3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.
3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

N&COs, N&S, CaCi [(bH,0, KH,PO,

Zatehtamo 100 g galuna (AIK(9® O12H,0). Pri segrevanju vsa voda izpari.
Izratunaj maso vode, ki je izparela!

Izr&unaj volumen vode (gostota je 1 g/mL) in volumistega etanola ({EisOH) z
gostoto 0,78 g/mL, ki ju potrebujes za pripravaogam A in B:

A. 1 kg 60 % raztopine (utezni procenti)

B. 1 liter 60 % raztopine (volumski procenti)

Izratunaj mnozinsko koncentracijo obeh raztopde, je gostota raztopine A 0,86
g/mL!

Izr&unaj mnozinsko koncentracijo HCl z masnim deleze&y0 3% in gostoto 1,18
g/mL!

KolikSen volumen ocetne kisline s koncentadj125 M naj odmerimo, da lahko
pripravimo 1,0 liter raztopine s koncentracijo ™2

lzr&unaj maso 92 % natrijevega karbonata dihidrata,@®a [2H,0), ki ga
potrebujemo za pripravo 1 litra 20 % raztopine gtgtw 1,15 g/mL!

Zatehtamo 15,2 g natrijevega hidroksida (NaQ¢tgunaj maso vode, ki jo moramo
dodati, da dobimo 20 % raztopino!

Izr&unaj maso 30 % raztopine, ki jo lahko pripravim@@0 g MnSQ [7H,0!

10 g 95 % modre galice (Cus06H,0) raztopimo v 100 g vode. Iznanaj masni
delez bakrovega sulfata (Cud@ raztopini!

lzr&unaj maso vodika, ki se razvijée na 112,8 kg tehémega zeleza z masnim
delezem Fe 95,2% zlijemo raztopino zveplove (V§like z masnim delezem 860,
20%? Izrgunaj maso raztopine zveplove (VI) kisline, ki zattges za reakcijo!
Reakcija: Fe + b0 — FeSQ + H,

lzr&unaj mnozino Zveplove (VI) kisline v 1 litru akunatbrske HSO, katere
procentna koncentracija je 28% in ima gostoto 1g2®2!

Izr&unaj masni delez NaOH v raztopite raztopimo 50,69 natrija v 414,69g vode!
Reakcija: 2Na + 20 — 2NaOH + H

Z raztapljanjem fosforjevega (V) oksida v wvothstane fosforjeva (V) kislina.
Izratunaj maso raztopine, ki nastare, raztopimo 32.6g s in je masni delez
H3PO, v raztopini 85,1%!

Reakcija: s + 3HO — 2 HPOy
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3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.28.

Pri suSenju (kjer vsa voda iz kristalohidregpari) 49,939 NzCOsXH,O dobimo
37,25 g NaCOs. Dolai formulo kristalohidrata.

Izr&unaj maso 95% bakra, ki reagira s prebitnodkodi dusikove (V) kisline (HNG),
da se pri tlaku 4/80* Pa in temperaturi 2T razvije 12,48 litrov dusikovega oksida
(NO)! Reakcija potée 75%.

Reakcija: 3 Cu + 8 HN® - 3 Cu(NQ), + 2 NO + 4 HO

Kravje mleko vsebuje 4,5 g laktoze;48>,0:1) v 0,1 L mleka. Izréunaj molarno
koncentracijo laktoze v mleku!

Izr&unaj maso natrijevega cianida (NaCN), ki se nakaj@®0 ml krvi, ¢e njegova
koncentracija ustreza letalni koncentraciji v kkiije 3,8 x 10°M!

lzr&unaj masno koncentracijo raztopine duSikove (V)ilkks z masnim delezem
HNO3 19,0 % in gostoto 1,11 g/mL!

Raztopina klorovodikove kisline ima masniedeHCI 20,0 % in gostoto 1,10 g/mL.
Izratunaj masno in mnozinsko koncentracijo raztopine welumen vodikovega
klorida pri 20°C in tlaku 98,6 kPa, ki je raztopljen v 1,0 liteiraztopine!

V 1,0 liter vode z gostoto 1 g/mL uvajamo lifov HCI pri normalnih pogojih.
Izratunaj masni delez HCI v raztopini! Volumen raztopieel,0 | in gostota 1,05
g/mL.

V 2,0 litrih vode z gostoto 1 g/mL raztopifigs kg NaCOs; 010 HO z masnim
delezem 85,0 %. KolikSen je masni delezGl@; v raztopini?

Izr&unaj maso modre galice (Cus® H0), ki vsebuje 7,0 % restoc in volumen
vode, ki ju potrebujemo za 1500 g raztopine z nmasdeleZzem bakrovega sulfata
(CuSQ) 20,0 %! Gostota vode je 1,00 g/mL.

V skladi8u je steklen balon, v katerem je koncentriranaop@ina amoniaka z masnim
delezem amoniaka 30,4 % in gostoto 0,894 kg/l¢lemaj maso in volumen amoniaka
p.n.p., ki je raztopljen v 50 litrih te raztopine!

Zveplova kislina vsebuje v 10,0 mL raztopi0 g HSQs. Kolikden volumen te
kisline naj odmerimo za 1,0 liter raztopine z mmgsko koncentracijo $$0, 0,05 M?
Izr&unaj volumen Zveplove (VI) kisline g80,) z masnim delezem 96 % in gostoto
1,84 g/mL, ki jo potrebujemo za pripravo 250 mltogene Zveplove (VI) kisline z
masno koncentracijo 24,5 mg/mL!

Izr&unaj maso natrijevega karbonata dihidrata,(@ (02 H,O) z masnim delezem

98,5 %, ki jo potrebujemo, da pripravimo 1 litezti@ine s koncentracijo 2 M!
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3.29.

3.30.

3.31.

3.32.

3.33.

3.34.

3.35.

3.36.

3.37.

3.38.

Izr&unaj volumen Zveplove (VI) kisline g80,) z masnim delezem 96 % in gostoto
1,84 g/mL, ki naj jo odmerimo za 5 litrov raztopis&oncentracijo 0,1 M!

V vodi raztopimo 8,6 g kalijevega manganath) (KMnO 4) in v raztopino uvajamo
kalijev jodid (KJ). Izr&unaj maso kalijevega jodida, ki jo porabimo za fexjo, ce
dodamo 10 % presezka!

Reakcija: 2 KMnQ + KJ + HO — 2MnGO, + 2KOH + KJQ

Za nevtralizacijo 100 ml zveplove (VI) kigiz gostoto 1,21 g/mL porabis 356,9 mL
NaCO;s raztopine, ki ima gostoto 1,1 g/mL in vsebuje HI0 NaCOs. Koliko litrov
CO, nastane p.n.p.? Izranaj mnozinsko in procentno koncentracijo zvepl¢ve
kisline!

Reakcija: NgCO; + HSO, —» NaSO, + HO + CO

PomeSamo 54,2 g natrijevega hidroksida (Na®@H$2,7 g Zveplove (VI) kisline
(H2SOy). Izradunaj, koliko gramov natrijevega sulfata @$&y) nastane!

Reakcija: 2NaOH +480, - NaSO, + 2HO

lzr&unaj volumen klora (G) pri 25 °C in tlaku 105,3 kPa, ki ga porabimo za
oksidacijo 0,1 Mvodikovega sulfida (k8) pri normalnih pogoijih!

Reakcija: HS + C - 2HCI + S

Izr&unaj mnozinsko koncentracijo zveplove (V1) kislit,SOy), ¢e pri nevtralizaciji
20 ml te kisline porabis 32,4 mL 0,1 M natrijevelgidroksida (NaOH)! Izr&aunaj
procentno koncentracijo zveplove (V1) kisline, je gostota te raztopine 1,04 g/mL!
Reakcija: 2NaOH + 0, - NaSO, + 2HO0

Izr&unaj mnozinsko koncentracijo klorovodikove kislift¢Cl), ¢e pri nevtralizaciji
0,184 g NaCQO; porabis 33,12 ml HCI!

Reakcija: NaCO; + 2HCI - HCO; + 2NaCl

Izr&unaj maso raztopine NaOH z masnim delezem 40 %ajkjo razredimo z vodo,
da pripravimo 2000 g raztopine z masnim delezemMa0o %. KolikSno maso vode
dodamo za pripravo omenjene raztopine?

Izr&unaj volumen vode, ki ga moramo dodati k 500 ml H®&oncentracijo 1,05 M,
ki ima gostoto 1,028 g/mL, da pripravimo raztopmdoncentracijo 1,0 M, ki ima
gostoto 1,02 g/mL! Gostota vode je 1,0 g/mL.

K 250 ml raztopine NaOH z masno koncentra8(¢5 g/L in gostoto 1,032 g/mL
dodamo 100 ml vode. Iztanaj mnozinsko koncentracijo raztete raztopinece je

njena gostota 1,021 g/mL! Gostota vode je 1 g/mL.
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3.39. lIzr&unaj volumen Zveplove (VI) kisline z masnim delezéf % in gostoto 1,83
g/mL, ki jo moramo dodati k 1,0 litru raztopine pleve (V1) kisline s koncentracijo
0,975 M in gostoto 1,055 g/mL, da bo mnozinska leoi@cija raztopine 1,0 M in
njena gostota 1,066 g/mL.

3.40. ZmeSamo 5,0 litrov Zveplove (V1) kisline zgna koncentracijo 130,0 g/L in gostoto
1,085 g/mL ter 5,0 litrov zveplove (V1) kisline znozinsko koncentracijo 1,0 M in
gostoto 1,06 g/mL. Izeanaj masni delez zveplove kisline in mnozinsko lestiracijo
nastale raztopin€g je njena gostota 1,07 g/mL!

3.41. Koliksno maso Zveplove (VI) kisline z masrdeleZzem 98 % in kolikSno maso vode
potrebujemo, da pripravimo 500,0 g raztopine z nmasielezem zveplove (VI) kisline
15,0 %?
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4. Kisline, baze in pufri

4.1. Definicija kisline in baze

Arrheniusova definicija kisline pravi, da je kislina spojinaj k vodni raztopini tvori
oksonijeve ione (kD"). Baza pa je po Arrheniusovi definiciji spojind, \kvodni raztopini
tvori hidroksidne ione (OHL

Brgnsted in Lowry sta definirala kisline in bazerehodom protona z ene snovi na drugo.
Kislina je snov, ki odda proton.

Bazaje snov, ki sprejme proton.

Kislina vedno odda proton bazi. Kislina (HA), kidalproton, preide v konjugirano bazo)A
baza (B), ki proton sprejme, pa preide v konjugir&islino (HB"). Reakcijo, pri kateri kislina

odda proton bazi, imenujenpootolitska reakcija ali protoliza:

HA + B o A + HB*
kislina 1 baza 1 baza 2 kislina 2
(konjugirana baza) (konjugirana kislina)

Reakcija protolize je ravnotezna reakcija. V katarger je pomaknjeno ravnotezje, je odvisno
od tega, kako mma je neka kislina ali baza. MaejSa kislina je tista, ki laze odda proton,
mocnejSa baza pa tista, ki @reeje veze proton.

V vodnih raztopinah kislin je akceptor protonov aogrotolitsko reakcijo v tem primeru

imenujemohidroliza.

HA + H.O - A + H3O"

kislina voda konjugirana baza oksonijev ion
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4.2. Moéne kisline in mo €ne baze

Med moéne kisline spadajo tiste spojine, ki v vodni raztopini pomotra disociirajo na
protone (vodikove ione, Blin kislinski preostanek (A
HA - A + H*

kislina konjugirana baza proton

V vodni raztopini se proton poveze z molekulo vodeastane oksonijev ion:
H* + H,0 o H30"

proton voda oksonijev ion

Pri popolni ionizaciji méne (enovalentne) kisline velja, da je koncentracgatalih

oksonijevih ionov enaka koncentraciji kisline:

[H:0"]= HA/

Pri hidrolizi klorovodikove kisline z vodo nastakenjugirana kislina HO" in konjugirana
baza Cl
HCI + H,O - cr + H30"
kislina 1 baza 1 baza 2 kislina 2
Molekule klorovodikove kisline mnogo lazje oddajmiwne kot oksonijevi ioni, zato je v tem
primeru HCI me@nej3a kislina kot KD". Voda je pri tej reakciji ménejSa baza kot kloridni

ioni, zato je ravnotezje reakcije pomaknjena popuola v desno.

Med moéne bazespadajo tiste ionsko zgrajene substance, ki v ivi@topini disociirajo na
hidriksidni anion (OH) in kation (M"):
MOH o M* + OH"

baza konjugirana kislina hidroksidni ion

Pri popolni ionizaciji moéne (enovalentne) baze velja, da je koncentracijatafih

hidroksidnih ionov enaka koncentraciji baze:

[OH /= /MOH/
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Primer St. 4.1.: Koncentracija oksonijev ionov v ratopini moéne kisline

Izra¢unaj koncentracijo oksonijevih ionov v 0,1 M zvegl¢V1) kislini (H,SOy).
Strateqija izréuna

1. bSO, je maina kislina, zato v vodi popolnoma disociira:
HSO,  +  2H,0 - Sl + 2 HO"

2. bSO, je dvovalentna kislina. Kot vidimo iz zgornje €ba, ena molekula $$0, odda pri
hidrolizi dva protona (H). MnoZzina (Stevilo molov) kD" je torej enako dvakratniku mnozine
H,SOy

n (H:0") =2 n (HSQ)

¢ (HO") O =2 ¢ (HSQy) [V,

c (H:0") =2 c (HSQ) =2 [J0,1M = 0,2M
V raztopini 0,1 M Zveplove (VI) kisline je 0,2 M sénijevih ionov (popolna disociacija
mocne kisline). Velja torefHs0" /=2 H,SQy/

4.3. Lastna ionizacija vode

Kemijsko popolnomacista voda kaze nizko, vendar merljivo prevodnosizrok za
prevodnost vode so prisotni ioni, ki so posledastne ionizacije vode (Slika St. 4.1.):

2 HO o HsO " + OH"
H,O(1) H,O(/) H,0%(aq) OH™(aq)

Slika St. 4.1.: Lastna ionizacija vode

Oksonijevi in hidrokisdni ioni v vodi so rezultatghajanja protonov med molekulami vode.

RavnoteZna konstanta za zgornjo reakcijo pri 25°C

« - [HoJor]_

32711078
© [H,0f
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RavnoteZna konstanta reakcije protolize vode je m&jhna, kar pomeni, da sta koncentraciji
obeh vrst ionov nizki in ne vplivata na koncetracifode. Zato lahko poenostavimo, da je
koncentracija vode konstantna; pri temperaturiQ%e’ta 55,3 M. Velja torej:

K H,0/% = Hs0"] fOH]=3,27 . 10*®.55,3°= 1,01 710"

Produkt koncentracije oksonijevih in hidroksidniimov imenujemaonski produkt vode
(tudi konstanta lastne ionizacije vode). Vrednoshskega produkta vode pri 25 °C
zaokroZimo na 1,00 . T6.

Kw = 30"/ fOH]=1,00 /10"
lonski produkt vode ima ¥isti vodi in v vodnih raztopinah kislin, baz alilskonstantno

vrednost. Odvisen je le od temperature; s temperatel visa.

V kemijskocisti vodi sta koncentraciji oksonijevih in hidroBsih ionov enaki, zato velja:
[H:0'/J=[OH] =  Ms0'J?=[OH/?=1,0010"
/Hs0'/= fOH /=1,00 .10’

4.4. pH

Koncentracija oksonijevih in hidroksidnih ionov yevodnih raztopinah obajno zelo nizka,
zato je bila uvedena nova kéiha, pH, ki izraza koncentracijo vodikovih ionovogaritemski
obliki:

pH = - log /H:0"/
pH je negativni desetiSki logaritem koncentracije &sonijevih ionov.

pOH = -log /OH/
pOH je negativni desetiski logaritem koncentraoigonijevih ionov.

pH je merilo kislosti in baZnosti raztopin (Slika st. 4.2., Slika St. 4.3.).

Logaritmiranje ionskega produkta vode nas pripégenaslednje zveze.
/Hs0"//OH ]=1,00/710"

-log Hs0"/+ (-log fOH]) = 14
pH + pOH =14
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[Hs0*] > [OH] [Hs0%] = [OH] [H307] < [OH]
kisle raztopine nevtralne raztopine bazi€ne raztopine
pH<7 pH=7 pH > 7

Slika St. 4.2.: Kisle, nevtralne in baife raztopine

V nevtralnih raztopinah sta koncetraciji oksonijevih in hidroksidnih ionewaki:
/H30"/= fOH/=1,00.10"
pH =7

V kislih raztopinah je koncentracija oksonijevih ionov viSja kot kont@cija hidroksidnih
ionov, torej velja:

/Hs0"/>1,00. 10"

pH <7

V baziénih raztopinah je koncentracija hidroksidnih ionov viSja kot kemtracija
oksonijevih ionov, torej velja:

JOH] >1,00.10°

POH<7,pH>7

O 1 2 3 4 5 6 7 &® 10 11 12 13 14
kislo nevtralno baziéno

Slika 3t. 4.3.: pH nara& — koncentraija HO" se zmanj3uje, koncentracija Olse povéuje

Primer St. 4.2.: pH mane kisline

Izracunaj pH 0,05 M klorovodikove kisline.

Strateqija izrduna:

1. HCI je m@na kislina, zato popolnoma disociira:
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HCI + H.0O = Cl- + H30"
2. Koncentracija nastalinH;O" ionov je zaradi popolne disociacije enaka koneaijir
raztopljene HCI:
[HCI] =[Hs0"] = 0,05 M
3. lzr&unamo pH:
pH = - log [H30"] =-1og 0,05 = 1,3
pH 0,05 M HCl je 1,3.

Primer st. 4.3.: pH ma&&ne baze
Izra¢unaj pH 0,005 M raztopine Mg(OH)
Strateqija izréuna

1. Mg(OH), je dvovalentna baza, ki ima ionsko strukturo wodi popolnoma disociira:
Mg(OH), _ Mg?  + 2 OH

2. |z zgornje reakcije je razvidno, da ob disogiagake molekule Mg(OH)nastaneta dva
iona OH: to pomeni, da je koncentracija OHlvakratnik koncentracije raztoplijenega
Mg(OH),. Izrafunamo koncentracijo OH

[OH] = 2[ Mg(OH),] =2 /0,005 M =0,01 M
3. V primeru rdunanja pH baznih raztopin najprej izk&aunamo pOH raztopine in nato pH
(tako, da vrednost pOH odsStejemo od 14):

pOH =-log[OH] =-log 0,01 =2

pH=14-pOH=14-2=12
pH 0,005 M raztopine Mg(OH)e 12.

4.5. Sibke kisline in Sibke baze

Elektroliti so snovi, katerih vodne raztopine prevajajo el&hkirtok. Prevodnost raztopin
elektrolitov je posledica elektrolitske disociaciespontanega razpada molekul toplijenca na
ione. Sibke kisline in Sibke bazev raztopinah ne disociirajo popolnoma. Merilo jako
elektrolita jestopnja disociacije ), ki je definirana kot razmerje med Stevilom dis@eiih

molekul (N) in Stevilom vseh molekul elektrolitad)N

a=—
NO
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a > 0,8: mani elektroliti (npr. HCI, HSO,, NaOH, vse soli)
a < 0,3: Sibki elektroliti (npr. CECOOH, NH;)

a = 0: neelektroliti (etanol, glukoza)

Primer St. 4.4.: Stopnja disociacije Sibke kisline
V 1,00 ml 0,03 M ocetne kisline (GBOOH) je 4,3/10"" acetatnih ionov (CECOO).

Izratunaj stopnjo disociacije ocetne kisline v tej randl

Strateqija izrduna

1. Ocetna kislina je Sibka kislina, ki v vodi deldisociira. ZapiSemo stopnjo disociacije:
N
a=—
NO
2. Stevilo molekul ocetne kisline izrazimo s pafieamnozine (Stevila molov) in

Avogadrovega Stevila. UpoStevamo, da je n&/c

g=N_ N _ N _ 43010 Lmol
N, n,IN, cVIN, 003mol(10001L[602[10%°

= 0024= 24%

Stopnja disociacije ocetne kisline je 2,4%.

Ocetna kislina je Sibka kislina; zapiSemo &wahidrolize inravnotezno konstanto
CH;COOH + H,O o CH;COO- + H30"

« - [n;0"]lch,coo]
° [cH,co0H][H,0]

Predpostavimo, da so koncentracije vodnih razt&jsin in baz nizke, zato poenostavimo —

koncentracijo vode vzamemo kot konstantno:

_ [H,07][cH,coo]

_[H,0][eH.coo7]
¢ [cH,COOH ]konst = 3

[CH,COOH]

= K. &onst=K

Produkt dveh konstant, Kin konst, je nova konstanta, ki jo imenujemavnotezna

konstanta kisline (Ky).

Zvezo med pH raztopine in koncentracijo kisline (Hé&r njene konjugirane baze A lahko

izpeljemo iz en&be za konstanto disociacije in sicer tako, da g@atamiramo:
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Kaz% > [H,07]= Ka%

pH = pK, +Iog%ﬁ—1A] Hendersen — Hasselbalchova @&aa
ZapiSemo ensbo disociacije ocetne kisline, ki spada med Sikdkbrie ter podpiSemo
koncentracije posameznih komponent pred reakcijorawnotezju:
CH;COOH + H,O o CH;COO" + H30"
Pred reakcijo
c 0 0
V ravnotezju
c-X X X
c—clLa cLa cLa
- z&etna koncentracija kisline je ¢
- X je zmanjSanje koncentracije kisline zaradi zamije — ta je enaka koncentraciji nastalih
Hs0O" in CHsCOO™ ionov
- ker velja, da je stopnja disociacija)(delez ionizirane kisline, je koncentracija® in

CH3COO™ ionov v raztopini enakaa.

Konstanto K lahko torej zapiSemo:

_[HoJler,coo] | xx - ¢ _catea _cat _ a?

= = ¢
: [CH,COOH] c-x ¢c-x c-ca 1l-a 1-a

K

Disociacije Sibke baze (B) poteka po istih prinkigot disociacija Sibke kisline, zato lahko
disociacijo Sibke baze iravnotezno konstanto Sibke baze (K zapiSemo kot:
B + H.O o BH* + OH"

_[OH‘][BH*]_ xXx  x* _calta ca® _ a’
- B " c-Xx c-x c-ca l-a 1l-a

Ky

Pri Sibkih kislinah in Sibkih bazah je stopnja digsxije zelo nizkad<<1); to pomeni, da je
koncentracija HO" ionov in OH ionov v ravnotezju veliko manj3a od prvotne koncatije

kisline (x<<c). Zato lahko poenostavimo:
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1-a =1

Enabi K, in K, sta z upoStevanjem poenostavitve naslednii:

A
o
I

2 _JoH | _
C

Vrednost pH Sibke kisline oziroma Sibke baze latdtej izra&unamo (ob upoStevanju zgornje
poenostavitve) preko koncentraci®f ionov in OHionov:

[H.0']= VK.
lor =K,

Ko zdruzimo zgornji dve ertai dobimo zvezo:
Ka Ky = Ky (Ky: ionski produkt vode)
Logaritmiranje enébe pa poda naslednjo zvezo:
PKa+ pKp = pKw
Enaba pove, da je s konstantq Kki velja za Sibko kislino (npr. GE€OOH), hkrati podana
tudi konstanta Kza kislini konjugirano bazo (G&00).

4.6. Soli

Soli, ki jih raztopimo v vodi, disociirajo na katie in anione, ki so obdani s ptagn molekul
vode; pravimo, da so ioni hidratizirani. Vodne oguhe soli so lahko kisle, ba&rie ali

nevtralne.

Raztopine soli, ki so nastale pri nevtralizaciji méne kisline in maine baze, so nevtralne.
Tak primer je natrijev klorid (NaCl), ki pri raztj@nju v vodi razpade na natrijeve (Nan
kloridne (CI) ione:

NaCl - Nd + ClI
loni, med katere spadata tudi Nia CI' , z molekulami vode ter oksonijevimi ioni &) in

hidroksidnimi ioni (OH) ne reagirajo. To pomeni, da sta koncentraciDHin OH ionov v
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takih raztopinah enaki kot v kemijskdsti vodi, to je 1,00.10. pH raztopine je enak 7;

raztopina je torej nevtralna.

Raztopine soli, ki so nastale pri nevtralizaciji méne kisline in Sibke baze, so kisle
Taka je raztopina amonijevega bromida ¢BH. Pri raztapljanju sol NkBr disociira na
bromidne ione (B} in amonijeve ione (NK). loni Br ne reagirajo z molekulami vode ter
oksonijevimi ioni (HO") in hidroksidnimi ioni (OH), amonijevi ioni NH* pa reagirajo z
molekulami vode. Reakcija v ravnoteZzju je naslednja

NH,” + HO o NH + HO
Nastanejo HO" ioni, torej bo raztopina kisla.
Zapisemo entho za Sibko kislino in upostevamo, da je koncefjmadNH," enaka
koncentraciji soli, ker sol v vodi popolnoma discxiin da je koncentracija NHenaka
koncentraciji HO" v ravnotezju.

K _[H&O+][N!—|3]_[H30+]2
(NI I

Ker smo v zgornji en#i zapisali K za ione NH', ki delujejo kot kislina, upostevamo e

zvezo K, = Ka Kp in izrazimo koncentracijo D"

+1|2 K
K, _|H:07] > [H07]= Jeom
K, c K,
lzratunamo pH raztopine:
pH = -log[Hs0"]

Raztopine soli, ki so nastale pri nevtralizaciji méne baze in Sibke kisline, so ba&mne.
Primer je raztopina natrijevega acetata §CBONa), ki v vodni raztopini disociira na
natrijeve ione (N3 in acetatne ione (CG3€00). loni Na ne reagirajo z molekulami vode ter
oksonijevimi ioni (HO") in hidroksidnimi ioni (OH), acetatni ionpa reagirajo z molekulami
vode. Reakcija v ravnoteZju je naslednja:

CHCOO + HO ~ CHCOOH + OH
Nastanejo OHoni, torej bo raztopina baa.
ZapiSemo en®o za Sibko bazo; upostevamo, da je koncentraciisCOO enaka
koncentraciji soli, ker sol v vodi popolnoma disoiin da je koncentracija GBOOH enaka

koncentraciji OHv ravnotezju.
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_[en,cooH]lon] _[on-]?
~ |cH,coo| T«

Ker smo v zgornji en#bi zapisali i za ione CHCOQ, ki delujejo kot baza, upoStevamo Se
zvezo K, = Ka Kp in izrazimo koncentracijo D"

> > [oH]= [cXw

c K

a a

Izratunamo pOH in pH raztopine:
pOH = -log [OH]
pH =14 - pOH

Primer St. 4.5.: Izrac¢un pH soli
Izratunaj pH 0,1 M raztopine NM\Os. Konstanta disociacije NHe 1,80/710°.

Strateqija izrduna

1. NH4NO; je sol, zato v vodi popolnoma disociira.

NHs;NO; - NHs + NO;
2. NH," ioni reagirajo z vodo (deloma, ker disociacijgnpolna); nastanejo4@" ioni, zato
je raztopina kisla:

NHs + HO o NHs + HO'
3. Podano imamo konstanto disociacijedNHo je konstanta disociacije Sibke baze.;,Njd
njena konjugirana Sibka kislina, zato za zgorngkogo velja (upoStevaj poenostavitve, str.
58, 59).

K

= Ky = [H3O+]2 = [H3O+]: —Y[¢=

. K [D1= 745010° M
K, c K,

5

10000~
180010°

4. |zr&unamo pH
pH = -log[H30"] = - log (7,4510°) = 5,12
pH 0,1 M NH,NO;3 je 5,12.
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4.7. Titracije kislina - baza

Titracija je volumetréna metoda dolkanja sestave spojin. Nevtralizacijska titracija ¢é§im
na ionski reakciji nevtralizacije. V reakciji neatizacije dosezemekvivalentno totko, ko
kislina in baza popolnoma zreagirata. Reaktan&lifld in baza) sta takrat v stehiometrijskem

razmerju.

{

\ \

T

[

—— raztopina
NaOH

i

%ﬂﬁ(gw(w}

raztopina
HNO,

Slika St. 4.4: Titracija kisline z bazo

Pri titraciji moramaocim bolj natano dol@iti ekvivalentno t@ko, zato:

- zelo natatno merimo prostornini kisline in baze, ki ju morammesSati, da doseZzemo
ekvivalentno téko (uporabimo pipete in birete, Slika St. 4.4)

- izberemo primeren indikator, s katerim ugotovimdajksmo dosegli ekvivalentnodkon
(Slika §t.4.5.)

Indikatorji so snhovi, ki spremenijo barvo v ozkem olatjugpH in jih izberemo glede na pH
ekvivalentne toke titracije. Idealno je, da je pKa indikatorja knaH ekvivalentne téke
titracije. Indikatorji so ohiajno Sibke kisline, ki v vodi disociirajo:

In + HO o In + HO*
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Ob spremembi pH se spremeni struktura indikaterjpasledino njegova barva. Spremembo
barve opazimo, ko je ene oblike priblizno 10X ket druge. Indikatorje dodajamo v majhnih

klo¢inah, da ne bi porusili kislinsko — baznega ravagteker so sami Sibke kisline.

indikator
kristal vijolicno

timol modro - -
2,4,-dinitrofenol

bromfenol modro -
bromkrezol zeleno -

metil rdece

alizarin - -
bromtimol modro -

fenol rdece .

fenolftalein -
alizarin rumeno |

Slika St. 4.5.: Barvni in pH prehodi raztnih indikatorjev
(Vir: The McGraw-Hill Companies, Inc.)

Pri titraciji baze s kislino uporabimo npr. indikatmetiloranz, ki je v bazni raztopini
rumeno obarvan, ima barvni prehod pri pH med 3 ite5je v kislem znédlno ¢ebulno
obarvan.

Pri titraciji kisline z bazo uporabimo npr. indikatfenolftalein, ki je v kislem brezbarven, ima

barvni prehod v obmigu pH med 8 in 10 in je v bagiem ciklamno obarvan.

V ekvivalentni t@ki titracije kislina — baza sta stehiometrijski ki kisline in baze enaki in

zreagirata med seboj, kar pomeni, da je v ekvitaldocki raztopina soli.

Pri titraciji mo ¢ne kisline z m@no bazo(Slika St. 4.6.) nastala sol ne hidrolizira, zpo
tem primeru v ekvivalentni t&i edino pomembno ravnotezje ionizacija vode. Rpain@® je

zato v ekvivalentni t&ki nevtralna, pH je enak 7.
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V ekvivalentni t@ki je:

N kislina = Nbaza
[HsO] =[OH]
pH

13.0

ekvivalentna

tocka
7.0F--—---—-- -1 4

1.0 ! ‘
0 50.0 100.0

volumen dodane baze

Slika St. 4.6.: Titracija mdne kisline z méno bazo

T

7). Razen na zatku in na koncu titracije sta kislina in baza vnatezju; pH se spreminja v
skladu s Hendersen - Hasselbalchovoc¢boaV ekvivalentni toki, kjer sta koncentracija
kisline in njene konjugirane baze enaki, je pH epkkkisline.

Tudi pri titraciji Sibke baze z maéno kislino nastane sol, ki hidrolizira; raztopina je v tem
primeru kisla (pH < 7).

Na Sliki St. 4.7. je prikazana primerjava med tijgkima krivuljama meéna kislina — moéna

baza in Sibka kislina — ndna baza.
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pH
14 —71

ekvivalentna
tocka

pH>7

Sibka kislina

L N

ekvivalentna /

tocka

pH=7

mo ¢na Kislina

Volumen dodane baze

Slika St. 4.7.: Primerjava titracijskih krivulj ména kislina — ma@‘na baza in Sibka kislina —

moc¢na baza

Ne glede na to, ali je kislina Sibka ali dma pa pri nevtralizaciji enakega volumna Sibke ali
mocne kisline, ki imata enako koncentracijo, vednogbimo enako mnoZzino baze. Pravimo,

da imata kislini enakekupno kislost

Primer St. 4.6.: Titracija

Pri titraciji 20 ml raztopine natrijevega hidrokaidNaOH) porabimo 16,0 ml 0,125 M
raztopine zveplove (VI) kisline @#$0y). Izratunaj molarno koncentracijo raztopine
natrijevega hidroksida!

Strategija izrduna:

1. NapiSemo reakcijo nevtralizacije:

HSO, + 2 NaOH - 2HO0 + NaSOy
2. 1z engbe razberemo, da je mnozina NaOH, ki jo titriraranaka dvakratniku mnozine
H,SQO,, ki jo porabimo pri titraciji:
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n (NaOH) =2 n (HSQy)

3. Stevilo molov (n) izrazimo s porjo molarne koncentracije in volumna raztopine:
n (NaOH) =2 n (KHSQy)
¢ (NaOH)LV (NaOH) = Z& (H,SOy) LV (H2SOy)

4. |1z zgornje engbe izrazimo koncentracijo NaOH in jo iztanamo:

2[®(H,S0,)V(H,SO,) _ 2[D125mol(DO16L _
V(NaOH) L CDD20L

c(NaOH) = 0,2mol/ L

Raztopina NaOH ima mnozinsko koncentracijo 0,2 imol/

4.8. Pufri

Na sliki St. 18 opazimo, da se pri titraciji kiginv blizini ekvivalentne ttke pH hitro
spremeni tudi pri majhnih dodanih kéihah baze. Nasprotno pa se v okiig kjer sta
koncentracija Sibke kisline in koncentracija saibpzno enaki, pH ob dodatku baze le malo
spremeni; to obmipe imenujemo pufersko obnje.

Pufri so obEajno raztopine zmesi Sibkih kislin in soli teh kisk manimi bazami ali pa
zmesi Sibkih baz in soli teh baz z #&mémi kislinami. Ce raztopini pufra dodamo majhno
kolicino baze ali kisline, se pH raztopine skoraj neespni; pravimo, da se pufri "upirajo”
spremembi pH.

Pufri imajo velik pomen v zivih sistemih, kjer secina metabolnih procesov odvija pricteo
dolo¢enem pH. Vloga in funkcija proteinov je namm@dvisna od njihove strukture, ta pa od
pH. Kislinski in bazéni preostanki aminokislin, ki sestavljajo proteinep sposobni
izmenjevati protone z okolico, ptemer se spremeni elekini naboj spojine, ki lahko preide
v novo obliko. Pogoje za potek metabolnih reakajrganizmu zagotavljajo prav pufri; npr.
pH krvi mora biti 7,4, slina deluje pri pH okoli6,delovanje encimov v Zelodcu pa zahteva

kisel medij s pH v obm#u 1,6 do 2,0.

Oglejmo si primer pufra, ki je sestavljen iz ocekigine (CHCOOH) in natrijevega acetata
(CH3COONa). Pri protolizi ocetne kisline nastanejo at@tioni (CHCOO) in oksonijevi
ioni (HsO"), pri disociaciji soli (natrijevega acetata) v v natrijevi ioni (N&) in acetatni
ioni (CH3;COQ). V raztopini se torej vzpostavi ravnotezje:

CH;COOH + H,O o CH;COO + HsO"
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pH raztopine pufra lahko zapiSemo s Hendersen Hedsbovo enébo:

pH = pK, +Iog%ﬁ—p} =pK, +|Og—[[CC::I—HI:(C::ggH]]

V primeru, ko sta koncentraciji acetatnih ionowoicetne kisline enaki, je pH raztopine enak
pKa ocetne kisline (log 1 je nandrenak 0).

Ce raztopini dodamo nekaj rme kisline, se sistem izogne pdaaju koncentracije
oksonijevih ionov tako, da se ravnotezje pomakreve. Dodani H ioni (ki nastanejo ob
popolni disociaciji méne kisline) reagirajo z C€OO ioni, kar pomeni, da reakcija potev
levo. Sprememba koncentracijg® bi bila veija, ¢e bi ma&no kislino dodali vodi.

V primeru, da acetatnemu pufru dodamoc¢nmbazo NaOH (v vodi popolnoma disociira na
Na' ione in OHione), se ravnotezje pomakne v desno.

Majhne spremembe v koncentraciji®f se odraZzajo v zelo majhnih spremembah pH tudi
zato, ker je pH logaritem koncentracijg®!. Sprememba koncentracije od 1 do 1.000.000 se
na logaritemski skali namte&kaze v spremembi od 0 do 6. Pri majhni spremdidpD’] bo

torej sprememba pH zanemarljivo majhna.

Primer St. 4.7.: pH pufra

Izratunaj pH 0,1 M acetatnega pufra, ki je sestavlje? ml natrijevega acetata (GEKOONa)
in 16 ml ocetne kisline (C4COOH).
Ka (CH;COOH) = 1,8.10

Strateqija izréuna:

1. V puferski raztopini so acetatni ioni in oceknslina v ravnotezju.
CH;COOH + HO -~ CHCOO + HO'

2. pH izr&unamo po Hendersen Hasselbalchovicbha

_ Ix]

pH = pK, +I09[H A
3. V zgornji endbi upoStevamo, daj%&‘] =N in [HA] :Vn¢
raztopina raztopina

CaVa

pH = pKa+Iog—]]:—Iog Ka+log%:—log K, +log =

[
HA r SHA Cha Viha
01M [0PO2L

= -log18M107° +lo =
91 g 01M [I0p16L

384
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Podatka o volumnu raztopine (oziroma gostot ramjopé potrebujemo, ker se préamanju
V. pokrajSajo (glej réun).
pH pufra je 3,84.

Primer st. 4.8.: pH pufra po dodatku mane kisline — primer A

lzratunaj pH raztopine, ki nastan& k 0,1 M acetatnemu pufru, ki je sestavljen iz 2 m
natrijevega acetata (GBOONa) in 16 ml ocetne kisline (GEOOH), dodamo 2 ml 0,1 M
HCI.

Ka (CH;COOH) = 1,8 . 18

Strateqija izrduna:

1. Pred dodatkom HCI je bilo v pufrski raztopinsteinje ravnotezje

CH:COOH + HO - CHCOO + HO'

2. Dodamo HCI, ki je m&na kislina, zato v vodni raztopini popolnoma dig@cha Clin H*
ione. H reagirajo z acetatnimi ioni in ravnotezje se pongak levo.

3. Izra&unamo mnozine acetatnih ionov in ocetne kislingpostavljenem ravnotezju.

NA-(po dodatku HC= Ma-(pred dodatkom HC~ MHCI =
= 0,1mol/L[D,002L - 0,1mol/L[N,002L = 0 mol
NHA(po dodatku HC)= MHA(pred dodatkom HClF NHCI =
= 0,1mol/L[D,016L + 0,1mol/LLD,002L = 0,0018 mol
4. Vidimo, da je bila mnozina dodanih” Honov (ki so nastali zaradi popolne disociacije
dodane HCI) enaka mnozini acetatnih ionov v prveaziiopini. Zato je po dodatku stanje v
raztopini enako, kate bi imeli samo raztopino ocetne kisline.
5. Najprej izrégunamo koncentracijo ocetne kisline v nastali ramiopPredpostavimo
aditivnost raztopin (volumen nastale raztopine pake vsoti volumnov raztopin, ki jih

zmeSamo — predpostavimo, da so gostote raztopkegna

_ 0,0018mol

n
C(CH3COOH) - pododatkuHCI 002(]_

nastalaraztopina

= 009mol/L

6. Izrafunamo pH po naslednji formuli:

pH = —log[H,0"| = JKale =,/18(10°° (009 =2,89

63



ZrimSek P: Stehiometrija za Studente veterine

Primer st. 4.9.: pH pufra po dodatku maine kisline — primer B

lzratunaj pH raztopine, ki nastang k 0,05 M acetatnemu pufru, ki je sestavljen ml2
natrijevega acetata (GBOONa) in 16 ml ocetne kisline (GEIOOH), dodamo 2 ml 0,1 M
HCI.

Ka (CH;COOH) = 1,8.10

Strateqgija izréuna:

1. Pred dodatkom HCI je bilo v puferski raztopiastednje ravnotezje
CH:COOH + HO «~ CHCOO + HO'
2. Dodamo HCI, ki je m&na kislina, zato v vodni raztopini popolnoma dig@cha Clin H*
ione. H reagirajo z acetatnimi ioni in ravnotezje se pongak levo.
3. Izra&&unamo mnozine acetatnih ionov in ocetne kislingpostavljenem ravnotezju.

NA-(po dodatku HC= Ma-(pred dodatkom HC~ MHCI =

= 0,051 mol/L [M,002L - 0,1mol/LLD,002L = - 0,0001 mol

4. Negativni predznak nam pove, da je mnoZina dbdati ionov (ki so nastali zaradi
popolne disociacije dodane HCl)&& od mnoZine acetatnih ionov v prvotni raztopihiioni
ostanejo v raztopini in so pokazatelj pH.

nuso+ (v nastali raztopini) = 0,0001 mol

H;O'vnastaliraztopini  _ 0,000Imol

= 005mol/L
\Y/ 0020L

[H3O+]= ’

nastaleraztopine
pH = -log[H30"] = 2,3
pH po dodatku je 2,3.

Primer St. 4.10.: pH pufra po dodatku ma@ne kisline — primer C

Izratunaj spremembo pH raztopine, ki nastaek 0,05 M acetatnemu pufru, ki je sestavljen
iz 6 ml natrijevega acetata (GEIOONa) in 12 ml ocetne kisline (GEOOH), dodamo 2 ml
0,1 M HCI.

Ka (CH;COOH) = 1,8.10

Strateqija izrduna:

1. V pufrski raztopini so acetatni ioni in ocetnalika v ravnotezju.
CHCOOH + HO o CHCOO + HO'

2. pH izr&unamo po Hendersen Hasselbalchovicbha
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- Co Vo
pH = pKa+Iong—1 =-logK, +log Ve _ -logK, +log———2= =
[H ] Vr I]]HA HA Y HA
~log 180105 +log SOM EOOLZAL _ ) 116
005M [10006L

+

2. Dodamo HCI, ki je m&na kislina, zato v vodni raztopini popolnoma digacna Clin H
ione. H reagirajo z acetatnimi ioni in ravnotezje se pongak levo.
3. Izra&unamo mnozine acetatnih ionov in ocetne kislingpostavljenem ravnotezju.

NA-(po dodatku HC)= Ma-(pred dodatkom HC~ MHCI =
= 0,05mol/L[D,06L — 0,1mol/LLD,002L = 0,0028 mol

NHA(po dodatku HC)= MHA(pred dodatkom HClF NHCI =
= 0,05mol/L[D,012L + 0,1mol/LN,002L = 0,0008 mol
4. Vidimo, da sta mnnozini acetatnih ionov in oeckrsline po dodatku HCI ¢g od 0. pH

izracunamo po Hendersen-Hasselbalchovicena

AV, _ 0,0028 _
H = pK, +lo [ ]=—Io K, +lo -log18M10~° +lo = 4203
p p 9 g er mHA 9l 0———— 0,0008 2

Primer st. 4.11.: pH raztopine po dodatku HCI razt@ini soli Sibke kisline

lzratunaj spremembo pH raztopingg k 18 ml 0,2 M natrijevega acetata ({CHDONa)
dodamo 2 ml 0,21M HCI.

Strateqija izréuna:

1. V raztopini natrijev acetat poplnoma hidroliziracetatne ione in Néone. Acetatni ioni
se v raztopini obnasajo kot Sibka baza. Vzpostavasnotezje:
CH,COOO + HO - CHCOOH + OH

2. pH raztopine iziaunamo po naslednji formuli

K -14
H, = ~log[H,0"|= /K, &= | o= lfgéllg_S 02=902

3. Po dodatki HCL nastali Honi reagirajo z acetatnimi ioni, ravnotezje serpakne v

desno. MnoZina acetatnih ionov v raztopni se znaamastanejo molekule ocetne kisline:

NA-(po dodatku HC= Ma-(pred dodatkom HC~ MHCI =
= 0,2mol/L[D,018L — 0,1mol/L[D,002L = 0,0034 mol

NHA(po dodatku HC)= MHcl =
= 0,01mol/L[D,002L = 0,0002 mol
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4. pH izr&unamo po Hendersen-Hasselbalchovicbna

A
pH, = pK, +log
’ [HA] r HA
5. Izra&&unamo spremembo pH:
ApH = pH, — pH =9,02 - 5,98 = 3,04

pH se spremeni za 3,04.

4.9. Naloge

n,Vv
=-logK  +log——"— = -log18M10~° +lo
gK, QV 0 gL g

0,0034

=598
0,0002 ?

4.1. lzr&unaj konstanto Ka 0,01 M GBOOH! Stopnja protolize je 0,042.

4.2. Izr&unaj mnoZinsko koncentracijos8" ionov v 0,08 M HNG, ¢e je K, 4,511.0%!

4.3. lzr&unaj koncentracijo amonijevih ionov v raztopini,j&idobis,ce zmesas 1,0 liter
0,1 M NH; in 1,0 liter 0,02 M NaOH. Predpostavi aditivhosbgtornin.

Kb (NHs) = 1,74[10°
4.4. lzr&unaj pH 0,1 M NaOH!

4.5. lzr&unaj mnozinsko koncentracijo raztopine {CKDOH, ¢e je pH raztopine 3,38 in

stopnja disociacije 0,042!

4.6. 100,00 ml raztopine s pH 2,40 dodas 200,0amlopine s pH 0,90. Izanaj pH
dobljene raztopine. Predpostavi aditivnost prosioimpopolno disociacijo!

4.7. lzr&unaj stopnjo protolize 0,1 M HCOOKe je Ka (HCOOH) = 2,110

4.8. lzr&unaj pH 0,01 M CHCOOH,¢e je stopnja protolize 4,2 %!

4.9. V enem litru je 3,010°°hidroksidnih ionov. Izréunaj pH raztopine!
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5. Dolo €éanje koncentracije analita z metodo
umeritvene krivulje

Metode, ki jih uporabljamo za dalanje koncentracije analita, socugma relativhe, zato
koncentracijo dolgéamo z umerjanjem. Ena od najpogostejSih metod amjerjje metoda
umeritvene krivulje, ki jo dobimo tako, da priprend standardne raztopine z znanimi
koncentracijami dolkanega analita in slepi preizkus (slepo probo). kot@acije analita v
standardnih raztopinah morajo biti v koncentrag@jgkobmdju, kjer je odziv instrumenta
linearen (linearno obnée dolaanja). Slepi preizkus pripravimo tako, da vsebajgapina
vse komponente, ki so prisotne v standardnih razébp razen dokanega analita.
Pripravljenim standardnim raztopinam izmerimo odziwnstrumentom (npr. absorbanco s
spektrofotometrom), s slepim preizkusom pa instminuenerimo — od dobljenega signala za
standardno raztopino oziroma vzorca odstejemo astgddobljeno za slepi preizkus.
Za premico, ki jo dobimo z metodo umeritvene kigeye zn&ilno, da je vsota odklonov
posameznih &k od nje manjSa od katerekoli druge mozne premice.
Enaba premice je naslednja:
y=a+blx

x in y: koordinati posameznedke na premici

a: odsek na ordinatni osi (vrednost slepega preekuslepe probe)

b: naklon premice (pri regresijski premici ga imgmio tudi regresijski

koeficient)
Vzorec pred meritvijo pripravimo in ustrezno razfiatb, tako da je koncentracija vzorca v
koncentracijskem obndqu, za katerega smo pripravili umeritveno krivuljamerimo signal
za vzorec in iz grafa étamo koncentracijo analiza v vzorcu, ali pa joaoho ralunsko.

Pri tem upoStevamo réenje vzorca.

5.1. Spektrofotometri €no dolo €anje analita

Koncentracije analitov v raztopinah lahko d@mo na podlagi absorpcije svetlobe v
raztopini.Ce vemo, kateri del spektra absorbirajo iskani etgiv(eri kateri valovni dolzini je
maksimum absorpcije), lahko iz k&he absorbirane svetlobe ugotovimo njihovo

koncentracijo v raztopini.
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Pri metodi umeritvene krivulje, kjer uporabljamo nitev absorpcije, moramo instrument
najprej umeriti. Ogledali si bomo umeritev dvozamkega spektrofotometra, ki ga
uporabljamo na vajah.

Umeritev izvajamo tako, da izberemo valovno dolzinoustreznim filtrom, obe kiveti
napolnimo s slepo probo in umerimo instrument rai@oma na 100 % T. Meritev izvajamo
tako, da v referaimi kiveti pustimo slepo probo, vzaro kiveto pa napolnimo s standardno
raztopino ali z vzorcem in izmerimo absorbanco. eBmmba v absorbanci je

premosorazmerna spremembi v prepustnosti svetlefzerni kiveti.

Primer St. 5.1.: Kvantitativho doloéanje proteinov v serumu

Proteine v vzorcu kvantitativno dd@lono z biuretsko reakcijo, ki je spedcifia za peptidno
vez. Kot reagent uporabimo bakrov sulfat (CySCki ga dodamo alkalni raztopini
proteinskega vzorca. Med €uioni reagenta in Stirimi duSikovimi atomi iz peptih vezi
proteina se tvori kompleks, ki daje znao modro vijoléno obarvanje z maksimumom
absorpcije pri 540 nm. Koncentracija proteinov ggagmerna z intenziteto barve raztopine,

kar dola&imo spektrofotometéno z merjenjem absorbance po reakciji.

Priprava standardnih raztopin in slepeqga preizkasameritveno krivuljo

Najprej pripravimo osnovno proteinsko raztopino aéentracijo 10 mg/mL BSA (goveji
serumski albumin).

Pripravimo standardne proteinske raztopine s kdrnaeijami 1 2, 4, 6, 8 in 10 mg/mL iz
osnovne proteinske raztopine in PBS (fosfatnegeapufiodatkom NacCl). Kot slepi preizkus
uporabimo PBS. Predpostavljamo, da je gostota pazenaka.

Priprava standardnih proteinskih raztopin:

Tocke na umeritveni standardna osnovna prot. razt PBS
krivulji proteinska raztoping c=10 mg/mL V [mL]
c[mg/mL] V [mL]

1 1 1 9

2 2 2 8

3 4 4 6

4 6 6 4

5 8 8 2

6 10 10 0
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Priprava vzorcev

Vzorce seruma razrénno v razmerju 1:10 s PBS.

lzvedba reakcije in priprava umeritvene krivulje

lzvedemo biuretsko reakcijo za slepi preizkus, dgéadne raztopine in vzorec. S slepo probo
spektrofotometer najprej umerimo in izmerimo abaode standardnih raztopin in vzorca pri
540 nm.

Iz podatkov za absorbance standardnih raztopinSerao umeritveno krivuljo: &o Vv
odvisnosti od koncentracije BSA v standardni raitoPremico nariSemo meddkami na
grafu oziroma v programu Excell uporabimo funkcijwend line" (linearno), ki nariSe
premico, ki ustreza linearni regresiji in napiSeasdo. Iz grafa oditamo koncentracijo
proteinov oziroma jo izkunamo iz enébe. Pri tem upoStevamo, da je bil vzorec seruma
recten 1:10.

Umeritvena krivulja: A pri 540 nm v odvisnosti od
koncentracije proteinov

y = 0,0941x + 0,0163

A pri 540 nm
oo
[e) IR N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Slika st. 5.1.: Umeritvena krivulja za biuretskoalkcijo

Vzorec seruma, ki smo ga k&ld 1:10 in smo zanj pri biuretski reakciji dob#is4o= 0,5, ima
glede na umeritveno krivuljo koncentracijo 5,14 mb/ Za dol@itev proteinov v serumu
moramo koncentracijo, dobljeno iz umeritvene kijeybomnoziti z 10, ker smo analizirali

vzorec seruma, ki je bil rédn 1:10. Koncentracija proteinov v serumu je téed mg/mL.
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6. Primerjava metod z numeri €énimi meritvami

Pri merjenju kateregakoli parametra je potrebnodpveako uporabo nove metode le-to
primerjati z uveljavljeno (standardno) in ugotoyvdli sta metodi skladni. Zanima nas, kaksne
so individualne razlike med meritvama z r&zima metodama, kakSno je pov{ee
individualnih razlik in kako se individualne raztiksipajo okrog omenjenega powjee Pri
tem uporabljamo grafne metode in preproste iZume; ob tem ne smemo pozabiti na
testiranje ponovljivosti metod. Preden metode prjamo, moramo naméepreveriti, ali je

njihova ponovljivost ustrezna.

6.1. Napaéno uporabljene metode

V literaturi vetkrat zasledimo, da avtorji za ugotavljanje ujemangd metodami uporabljajo
nap&ne statistine metode kot so npr. parni t-test ali korelacijsieficient.

Pri parnem t-testu preverjamo ¢eino hipotezo, ki predpostavlja, da ni razlike med
skupinama. V primeru, ko so parne razlike (razhked meritvama istega vzorca z régima
metodama) velike (kar nakazuje na neenakost meddaeta), a so po nakiju enakomerno
razporejene okrog &le, dobimo z uporabo t-testa statiath neznéilen rezultat. 1z tega lahko
zakljwimo le, da v povprgu med metodama ni razlik, ne moremo pa trditi,sta metodi
skladni. Pomembna je nanirezlika med parnimi meritvami.

Korelacija je statistina metoda, ki podaja informacijo o povezavi medngaestevilskima
spremenljivkama. Pearsonov korelacijski koeficieptj katerem primerjamo originalne
Stevilske rezultate, je merilo za linearno povezamoed dvema Stevilskima spremenljivkama.
Spearmanov koeficient korelacije rangov pa predistamonotono povezanost med
spremenljivkama, ker ne primerjamo originalih speafjivk, ampak njihove range.

V primeru, da bi primerjali Stevilske rezultate mer z dvema metodama, bi bil korelacijski
koeficient torej le merilo za linearno odvisnost dnmeritvami, pridobljenimi z dvema
razlicnima metodama. Gr&fmo to pomeni, da nam korelacijski koeficient pokako blizu
ravni ¢rti so ta’ke v razsevnem grafu. Korelacijski koeficient medritwvami dveh metod je
lahko visok,ceprav se metodi ne ujemata. Na Sliki 6.1. so gnafiprikazane meritve z
metodo A v odvisnosti od metode B. lkkuaan Pearsonov korelacijski koeficient je visok (r
0,989; P<0,001), vendar dke ne lezijo blizu premici enakosttr{i pod kotom 45°), kar

pomeni, da se metodi ne ujemata.
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3,57
r=0,989 °
3,0 P<0,001 o
2,54
2,04 °

1,57

¢ (M/ml) - metoda A
[ )

1,01 °

0,5+

0,0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

¢ (M/ml) - metoda B

Slika St. 6.1.: Razsevni graf s premico ujemanjaraaritve z metodama, ki sta v visoki

korelaciji, a se ne ujemata

Pri preverjanju ujemanja metod oziroma skladnogtiitev nas nameezanima, kako blizu so
tocke v razsevnem grafu premici enakosti, taéfje pod kotom 45°. Slika 6.2. prikazuje
meritve z metodama A in C, ki se ujemata, saj seos razsevnem grafu blizu premici
enakosti. Posledino je tudi korelacija med metodama A in C statrgii zn&ilna (r=0,983;
P<0,001).

V primeru, da se metodi med seboj ujemata, je koinski koeficient med meritvami visok,
ne drzi pa, dae je korelacijski koeficient med meritvami visoka de potem ujemata tudi

metodi.
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3,07

r=0,983
25/  |P<0,001

2,01
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¢ (M/ml) - metoda C

Slika St. 6.2.: Razsevni graf s premico ujemanjamaritve z metodama, ki sta v visoki

korelaciji in se med seboj ujemata

6.2. Bland — Altmanov na ¢in ugotavljanja ujemanja med metodami

Pri primerjavi metod pogosto uporabljamo absoluta®zevne grafe, ki jih imenujemo tudi
Bland-Altmanovi grafi. Za vsako meritev z dvema auzt so izréunane razlike in te razlike
prikazane v odvisnosti od povgja meritev z obema metodama. Povpie vrednost teh
razlik (d) je merilo za povpt®o napako med metodamée je ta vrednost blizu #e, to
pomeni da se metodi ujemata glede na paypr@i prisotne sistemdtie napake), ne pomeni
pa to, da se metodi ujemata tudi na podlagi indi@idih meritev. Za ugotavljanje ujemanja
parnih meritev  moramo daldi meje ujemanja. Zgornjo in spodnjo mejo ujemanja
izracunamo kot d + 2g , pri ¢emer je d srednja vrednost razlik za vse parne tweeri
(povpre&na razlika) in g standardna deviacija razlik; gi/gmenujemo tudi "British Standard
Institution repeatabiliy / reproducibiity coefficig' in dola&ta maksimalno razliko, ki se lahko
pojavi med dvema parnima meritvama. cBkujemo, da bo 95 % absolutnih razlik med
parnimi meritvami lezalo v mejah omenjenega koefita, ce se metodi ujemata. Lahko
recemo tudi, da je omenjeni koeficient tista vrednastraj katere p¢akujemo, da bo lezalo
95% razlik parnih meritev. V kolikor ni sistemate razlike med metodama, bod@ke v
grafu enakomerno razporejene nad in goi, ki ustreza rdelni razliki med metodama
(Slika 6.3.).
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Slika st. 6.3.: Bland — Altmanov graf

Poleg mej ujemanja, ki jih izéanamo, je potrebno uposStevati tudi kéimii vidik dopustnih
razlik, kar bo predstavljeno v nadaljevanju na gimnujemanja metod za merjenje krvnega

tlaka pri psih.

6.3. Predstavitev klini €nega problema

Za meritve krvnega tlaka je kot "zlati standatt/eljavljena invazivha metoda merjenja
arterijskega krvnega tlaka. Zaradi njene téhaizahtevne izvedbe in invazivnosti, pa so v
klini¢ni praksi malih zivali Siroko uporabljane oscilomé&te metode za merjenje krvnega
tlaka. V nadaljevanju bo predstavljeno ugotavljamjemanja merjenja krvnega tlaka z
invazivno metodo in z visoko nataro oscilometino metodo (Memo diagnostics Pro, S+B
MedVet GmBH, Babenhausen, Germany) pri anestehinasih.

Najprej za vsako meritev sisttiega arterijskega tlaka (SAP), diastnkga arterijskega tlaka

(DAP) in srednjega arterijskega tlaka (MAP) taraamo razlike med parnimi meritvami,

dobljenimi z obema navedenima metodama. Pri ugatgul ujemanja med metodama
uporabimo Bland — Altmanovo metodo, ki je predgend v poglavju 6.2. Pri naSem

vrednotenju razlika med meritvama predstavlija kazlidoblieno med oscilometrio in

invazivno metodo.
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Poleg mej ujemanja (d + 2SD) razlike preverimo tadklinicnega vidika, pricemer smo
upoStevamo kriterije, ki jih je dodd ameriSki kolegij za veterinarsko interno mediin
(American College of Veterinary Internal MedicideCVIM):
povpre&na razlika med parnima meritvama za SAP in DAP gnj§a od +
10 mmHg
50 % vseh meritev za SAP in DAP mora biti znotragjemeskladnosti pri
10 mmHg referetne metode
80 % vseh meritev za SAP in DAP mora biti znotragjemeskladnosti pri
20 mmHg referetne metode.

6.4. Primerjava metod za merjenje krvnega tlaka pri  psih

V tabeli 6.4. je prikazano ujemanje razlik s kijteACVIM. Ve ¢ kot 80% meritev DAP in
MAP z oscilometdno metodo je znotraj 20 mmHg glede na invazivhooaet Meritve za
MAP in DAP ustrezajo tudi kriteriju, da je &&ot 50% meritev znotraj meje neskladnosti pri
10 mmHg, medtem ko meritve SAP ne ustrezajo tererku.

Parameter razlika meje ujemanja| <+10 mmHg| <*20 mmHg
(mm Hg)" (mmHg) (%)’ (%)’
ACVIM kriteriji ~ <+10 niso dol@ene > 50 > 80
HDO - invazivna (SAP) 7.4 -24.810 39.5 36 70
HDO - invazivha (DAP) -6.6 -28.31t0 15.2 52 87
HDO - invazivha (MAP) -0.5 -20.7 10 19.8 67 95
Legenda:

" ACVIM (American College of Veterinary Internal Mesiie) kriteriji za vrednosti

sistolicnega in diastotinega tlaka (Brown et al. 2007); poudarjene vredrsastijemajo z
ACVIM kriteriji

"razlika:povprena razlika med meritvami: (HDO — invazivni tlak )
"delez meritev s HDO (sistolii arterijski tlak (SAP), diastalni arterijski tlak (DAP), srednji

arterijski tlak (MAP)), ki so znotraj intervatel0 mmHg oziroma20 mmHg glede na
ustrezno meritev, dobljeno z invazivho metodo

Tabela 6.4.: Tabela ujemanja HDO metode in invazvmetode za merjenje arterijskega

krvnega tlaka
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Slika St. 6.5.: Bland — Altmanov graf ujemanja menja SAP s HDO in invazivho metodo

Povpréne razlike med metodama sicer ustrezajo ACVIM kjagen, vendar iz Bland —
Altmanovega grafa (Slika St. 6.5.) razberemo, dansdtve SAP z oscilometimo metodo v
povpreju visje od meritev z invazivho metodo (pov§ma razlika je +7,4 mmHg). Poleg tega
lahko opazimo tudi, da so razlike med meritvamij@es primeru merjenja nizjih SAP, kar
kaze na sistemd&to napako med primerjanima metodama.cg \@e primerjavi metod za
merjenje tlakov si lahko prebereteclankih (Deflandre in Hellebrekers, 2008; Domanjko-
Petrt s sod., 2011; Seliskar s sod., 2013).

Meritve DAP z oscilomettho metodo so podcenjene glede na meritve z refeogen
invazivno metodo (povptea razlika je -6,6 mmHg) (Slika 6.6.). Razlike m&tAP,
izmerjenim z oscilometno metodo in invazivno metodo pa se enakomerngegpbkrog
nicelne razlike med metodama (Slika 6.7.), po¥peerazlika med metodama pa je majhna (-

0,5 mmHg).
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Bland — Altmanov graf ujemanja mernja MAP s HDO in invazivho metodo
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7. Diagnosti €no vrednotenje testov

Rezultat testa lahko uporabimo kot diagnogiimerilo za potrditev bolezni pri bolni ali njeno
izkljucitev pri zdravi zivali. Vsaka zival je torej lahkbolna (pozitivna) ali zdrava
(negativna). V primeru, ko diagnosti test temelji na numemih meritvah, se lahko
odlogimo, ali je verjetno, da bo Zival bolnée bodo numeéne meritve pod ali nad daleno
vrednostjo. V ta namen moramo poznati karakterstilagnostinega testa:
obcutljivost, ki nam pove, kako dginkovit je test pri ugotavljanju bolnih
zivali
specifenost, ki nam pove, kako¢inkovit je test pri ugotavljanju zdravih
Zivali
Pri diagnostinem vrednotenju testov uporabimo analizo ROC (weceioperating
characteristics), ki temelji na kompletni tabeli22xV predstavljenem poglavju bomo
obravnavali osnovne diagnasie parametre in primer njihovega iamaa na podlagi
klinicnega primera. Meo tej tematiki lahko preberete v poglavju "Adalital techniques” v
knjigi Statistics for Veterinary and Animal Sciesd@etrie A. in Watson P., 2013).

7.1. Kompletna 2x2 tabela inizra €un diagnosti €nih parametrov

Kot "zlati standard" za diagnozo bolezni se labgorabi informacije razinih analiz kot so
klini¢ni pregled Zivali, laboratorijske analize in podobiZival torej opredelimo kot bolno
(D+; pozitivha diagnoza) ali zdravo (D-; negativdegnoza). Test, katerega diagné&rsbi
zn&ilnost zelimo ovrednotiti, pa nam poda pozitiver)&li negativen (T-) rezultat glede na
razlicno postavljene mejne vrednosti med setom pozitivnimegativnih rezultatov testa.
Tako pri zdravi kot pri bolni Zivali je moggozitiven ali negativen rezultat testa, zato lahko
glede na diagnozo in rezultat testa rezultate tamder Stiri kategorije:
DP = dejansko pozitivni
(bolne zivali (D+) s pozitivnim rezultatom tegiat))
DN = dejansko negativni
(zdrave Zivali (D-) z negativnim rezultatom te€la))
LN = lazno negativni

(bolne zivali (D+) z negativnim rezultatom te¢fa))
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LP = lazno pozitivni

(zdrave zivali (D-) s pozitivnim rezultatom tegiat))

S pomdajo razvrstitve rezultatov testa v kompletno tab@x2 (Slika 28) izraunamo

specifenost in okiutljivost diagnostinega testa.

diagnoza
Test D+ D-
T+ DP LP DP + LP
T- LN DN LN + DN
DP + LN LP + DN

Tabela 7.1.: Kompletna tabela 2x2 za iZtan diagnostenih parametrov testa

Obéutljivost testa nam pove, kaka@iakovit je test pri ugotavljanju bolnih Zivali. l&unamo

jo kot razmerje med Stevilom bolnih Zivali s poaiiim rezultatom testa (Stevilno dejansko
pozitivnih rezultatov v testu; DP) in Stevilom vsbblnih Zivali (vsota dejansko pozitivnih

rezultatov testa (DP) in lazno negativnih rezulatsta (LN)) . Predstavlja torej delez bolnih

Zivali, ki jih s testom odkrijemo kot pozitivne.

obcutljivost= __bP
DP + LN

Specifiécnost testa nam pove, kakocinkovit je test pri ugotavljanju zdravih zivali.
lzratunamo jo kot razmerje med Stevilom zdravih Zivalinggativhim rezultatom testa
(Stevilno dejansko negativnih rezultatov v testlN)Dn Stevilom vseh zdravih Zivali (vsota
dejansko negativnih rezultatov testa (DN) in lazpozitivnih rezultatov testa (LP)) .
Predstavlja torej delez zdravih zivali, ki jih stem odkrijemo kot negativne.

DN

speciféchost=———
DN +LP

Zanesljivosttesta je definirana kot povgje med obutljivostjo in specifénostjo testa.
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Uporabnost diagnosténega testaozna&imo z "likelihood ratio” (LR). LR za pozitivni
rezultat testa (LR+) nam pove, kolikokrat bolj etno je, da bo imela v testu pozitiven
rezultat bolna kot zdrava zival. Omenjeni paramgtetahko v veliko pom® kliniku pri
postavljanju diagnoze. Na primeée je LR+ = 5, to pomeni, da je petkrat bolj verggtda bo
pozitiven rezultat testa prisoten pri bolni kot pdravi Zivali.Ce je LR+ enak 1, to pomeni,
da je enako verjetno, da bo pozitiven rezultatatgst zdravi ali pri bolni zivali, torej je tak
test neuporaben. Visoki LR+ pri vrednostih nad &Razujejo, da je na podlagi testa mégo
potrditi bolezen, medtem kot vrednoti pod 0,1 payeda lahko bolezen ovrzemo. Prav tako
kot LR za pozitivni rezultat testa (LR+), lahkoazunamo tudi LR za negativni rezultat testa
(LR-), ki nam pove, kolikokrat bolj verjeten je ragtyni rezultat testa pri zdravi kot pri bolni
zivali. Oba omenjena parametra uporabnosti diaghwesija testa (LR+ in LR-) lahko
izratunamo iz osnovnih diagno&tih parametrov, to je @btljivosti in speciftnosti, pri
c¢emer vrednosti izrazimo v delezih (od 0 do 1) invregstotkih (96).

LR+ = olzutljivost / (1 - specifnost)

LR- = (1 - olgutljivost) / specifénost

7.2. Analiza ROC

Optimalne diagnostne parametre dotomo pri mejni vrednosti med setom pozitivnih in
negativnih rezultatov v testu, pri kateri je zapesst testa najvisja.

Analiza ROC (receiver operating characteristicsemelji na razvrstitvi rezultatov v
kompletno tabelo 2x2. Odvisnost medcothivostjo in specifénostjo testa prikazemo s
krivuljo ROC. Krivulja ROC je graf otutljivosti (dejansko pozitivhe vrednosti testa) v
odvisnosti od lazno pozitivne vrednosti testa (Inumsi specifinost) pri razknih mejnih
vrednostih med setom pozitivnih in negativnih réatav testa. Diagonala v grafu prikazuje
nakljucno razvrstitev rezultatov v pozitivne in negativibmber diagnostni test ima visoko
obcutljivost in visoko specitinost, kar pomeni, da vrednosti lezijo blizu levexgmrnjega
kota krivulj ROC. Grafina predstavitev je prikazana v nadaljevanju, v @ggl 7.4. na sliki
St. 29.

Kompletna analiza ROC, vki§no z izr&unom povrSine pod krivuljo ROC (area under the

curve (AUC)) nam poda indeks zanesljivosti, s katdahko ovrednotimo diagnostii test.
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7.3.  Predstavitev klini énega problema

Krave molznice v zgodnjem poporodnem obdobju prja velike koléine mleka, niso pa
sposobne konzumirati zadostne kile krme. Posledica tega je, da krave preidejdodobje
negativne energetske bilance (NEB) in metainelga stresa, ki se kaze v mobilizaciji ¢ws

iz telesnih rezerv in v Stevilnih drugih kompenzatb mehanizmih. Raziskovalne ekipe po
vsem svetu se danes ukvarjajo z vpraSanjem, kagavioleti in obvladovati NEB in s tem
zmanjSati njen vpliv na metabolizem, proizvodnjepnodukcijo in nekatere kuzne bolezni
krav molznic. V nadaljevanju bo predstavljeno owretgnje diagnosine vrednosti razmerja
med ma&obami in beljakovinami v mleku (koeficient M/B) kgiokazatelja podaljSanega
poporodnega premora pri kravah molznicah.

V predstavljeno ovrednotenje je vidgnih 51 krav molznic, pri katerih so reprodukcijski
parametri izrdunani iz podatkov hlevskih evidenc, rezultati armlimleka pa dostopni iz
rednih ml€nih kontrol (delezi ma®b, beljakovin, laktoze, grine v mleku). Raziskava ima
neposreden praki rezultat, saj rezultati omogajo veterinarjem praktikom na enostaven
n&ain ugotavljati metabodni stres, ukrepati in s tem izboljSati reprodulgijstatus vcredah

krav molznic.

7.4. Diagnosti €éno vrednotenje razmerja M/B kot pokazatelja
podaljSanega poporodnega premora pri kravah molznic ah

Pri ugotavljanju diagnostne vrednosti razmerja med niabami in beljakovinami (M/B) v
mleku kot pokazatelja podaljSanega poporodnegaqmeso upostevani naslednji kriteriji:
1. Poporodni premor (PP): krave so razdeljene v dugisi, ki jih locuje poporodni
premor:
PP+: poporodni premor je krajSi od mejne vrednosti
PP-: poporodni premor je daljSi od mejne vrednosti.
V tem poglavju je predstavljeno vrednotenje pri mejrednosti poporodnega premora 120
dni, ki je zn&ilen za slovenskeérede krav molznic.
2. Razmerje med masbami in beljakovinami v mleku (M/B) — rezultaesta": glede na
vrednost M/B v mleku tako imenovane rezultate testalelimo v dve skupini:
pozitivha: pozitivni testni rezultat (M/B+) nam pistavlja krave, pri

katerih je vrednost M/B pod mejno vrednostjo
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negativna: negativni testni rezultat (M/B-) namdstavlja krave, katerih

M/B je bil nad mejno vrednostjo.

Kompletna tabela 2x2

Vzorce razdelimo v pozitivne in negativne gledgooporodni premor (PP) in M/B, ptemer
dobimo Stiri kategorije rezultatov:

dejansko pozitivhe (PP+, M/B+)

dejansko negativne (PP-, M/B-)

lazno pozitivhe (PP-, M/B+)

lazno negativne (PP+; M/B-)
Analiza ROC nam omodo izracun olutljivosti in speciftnosti za vsako mozno mejno
vrednost med setom pozitivnih in negativnih rezoka Pri tem uporabimo &analniski
program, npr. Analyse-it, General + Clinical Laliorg statistics, version 1.71. Glavna
diagnosténa parametra, @htljivost in specifénost, nam povesta, kaka@inkovita je meritev
M/B v primeru, ko Zelimo identificirati krave s jemjem poporodnega premora pod ali nad
dologeno izbrano mejno vrednostjo. @bljivost je za vsako mejno vrednost izuaana kot
delez krav s pozitivnimi rezultati testa (M/B+) kupini krav s PP pod mejo kriterija in
specifcnost kot delez negativnih rezultatov testa (M/Br) kravah s PP nad vrednostjo

izbranega kriterija.

Krivulja ROC
Odvisnost med dlutljivostjo in specifénostjo testa prikazemo s krivuljo ROC.

Na sliki 7.2.je predstavljena krivulja ROC za kriterij poporodagoremora 120 dni, pri kateri
je izra&unana tudi povrSina pod krivuljo ROC (AUC), ki pstalvlja univerzalni statistni
kriterij diagnosténe zanesljivosti.
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Slika st. 7.2.: Krivulja ROC za kriterij poporodnagporemora 120 dni

Izbira optimalne mejne vrednosti

Izbiro optimalne mejne vrednosti M/B zac&vanje med skupinama krav s poporodnim
premorom pod oziroma nad 120 dnevi prikazemo zogmnagpeciftnosti, olgutljivosti in
Youden indeksa (J=@hbtljivost+specifénost-1) kot funkcije vseh potencialnih mejnih
vrednosti M/B. V naSem primeru ugotavljamo, da west M/B pri 1,34 najbolje kuje
skupini krav s poporodnim premorom, daljSim ozirokrajSim od 120 dni. Pri tej mejni
vrednoti je specitinost za doldanje M/B78,1%, medtem ko je dbtljivost nizja, 68,4%. Pri
klini¢ni uporabi testov je pomembno, da zanesljivo labgotovimo, ali je rezultat testa
pozitiven oziroma negativen. V naSem primeru dioh®, da v primeru, ko j&/B nizji od 1,1
lahko z 90% zanesljivostjo trdimo, da bo pri krpgporodni premor krajSi od 120 dni (visoka
obcutljivost), medtem ko z wekot 90% zanesljivostjo lahko demo, da bo pri kravah, kjer je
M/B viSji od 1,44 poporodni premor daljsi od 120 @nisoka specitnost) (Slika 7.3.).
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Slika st. 7.3.: Graf speci#nosti, okfutljivosti in Youden indeksa kot funkcije vseh

potencialnih mejnih vrednosti M/B
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8. Primer razvoja testa za uporabo v veterinarski
medicini

8.1. Redukcijski test z resazurinom za ugotavljanje kakovosti semena

Redukcijski test z resazurinom se uporablja zaawjeinje kakovosti humanega semena, na
podraju veterinarske medicine pa ga v literaturi zastemlipredvsem pri ugotavljanju
kakovosti Zrebevega, bikovega, ovnovega in meé@gega semena.

Redukcijski test z resazurinom temelji na sposotinogetaboléno aktivnin semetic
reducirati redoks barvilo resazurin v resorufiners vodikovih ionov s sem&o na
resazurin omogta encim diaforaza. Redukcija barvila se kaze vreprebi barve iz modre
(resazurin) v roza (resorufin) in naprej v belch{droresorufin).

Spremembo barve resazurina lahko daino na podlagi barvne skale, ki si jo pripravimo
sami in je sestavljena iz barvne lestvice od modioeroza, vendar pa pri tem zaradi
subjektivnin ocen analitika lahko pride do napakatoz se v glavhem uporablja
spektrofotomettino dola@evanje produkta reakcije.

Test z resazurinom ima visoke korelacije z ramini parametri semena, kot so koncentracija
semedic, gibljivost in koncentracija ATP v semenu, venda te opravljene v glavhem na

vzorcih humanega semena.

8.2. Razvoj testa za merjaS €evo seme

V nadaljevanju je predstavljen razvoj in diagn@sti vrednotenje spektrofotomeine
aplikacije redukcijskega testa z resazurinom zaawjanje kakovosti merjggvega semena.
Spektrofotometitno dola@anje produkta reakcije je poleg analize humanihraeodo razvoja
omenjenega testa zaslediti le pri ugotavljanju iked ovnovega semena.

Kakovost semena ovrednotimo na podlagi analize samki obsega parametre, kot so
koncentracija semeéit v ejakulatih, njihova gibljivost, morfologija inprezivitvena
sposobnost. Razvoj testa obsega optimizacijo pkatapraun korelacij s parametri semena,
ter diagnostino vrednotenje testa. V predstavljeni razvoj tgstarklju¢enih 41 vzorcev
nativnega merj@agvega semena.

V primeru spektrofotometfne dol@itve produkta mora biti vzorec, katerega absorbanco
merimo, bister. Po kaanem redukcijskem testu z resazurinom zato uporalgkstrakcijo
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obarvanega produkta z butanolom, nadaljnje cegirdmje in meritve absorbanc produkta v
butanolni frakciji. Na ta nan se izognemo morebitni interferenci vzorca z alastisedlino
po centrifugiranju.

Glede na raztine valovne dolzine, pri katerih avtorji merijo aldls@nce in glede na razvoj
novega testa, najprej posnamemo absorpcijska speldsazurina in resorufina. Iz
absorpcijskih spektrov ugotovimo maksimum absoep@sazurina pri 610 nm in maksimum
absorpcije resorufina pri 575 nm (Slika 8.1.). @lauh prekrivanje pikov pri 575 nm, se
odlocimo za meritve absorbance nastalega produkta wnbbmi& frakcijah pri 610 nm, Kjer

absorbanca resazurina ne interferira z reduciraiika) to je resorufinom.

A

/
/
A
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4

4000 50 $00 $50 0 0 200 7% 800 500
~
resazurin resorufin
A max pri 610 nm A max pri 575 nm

Slika st. 8.1.: Absorbcijski spekter resazurinan@sorufina

Optimizacija postopka testa zavzema optimizacijcstrakcije z butanolom, daidev
optimalne reditve in volumna vzorca ter koncentracije dodanegsarurina in dotatev
optimalnegaasa inkubacije.

Ponovljivost testa dotdmo z zadostnim Stevilom ponovitev (npr. s 16 pahami 7
razlicnin vzorcev v predstavljenem primeru). Poware koeficient variacije (CV) je znaSal
7,8%, kar ustreza zahtevam za ponovljivost.

Korelacije med rezultati testa z resazurinom inli&ammi parametri testa izéanamo z
neparametinim Spearmanovim korelacijskim koeficientom. Earaamo smo tudi korelacije s
sperm indeksom; ta je izfanan kot koncentracija sem#&n v vzorcu, pomnoZzena S

kvadratnim korenom produkta med odstotkom gibljiinhodstotkom morfoloSko normalnih
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semedic. Korelacije s koncentracijo semi#ry delezem Zivih in gibljivih seméit in sperm
indeksom so visoke, nad 0,80 (P<0,001), korelazijalelezem morfolosko normalnih
semedic pa nizja, pod 0,4, vendar Se vedno st&tstizn&ilna (P<0,01). Test ovrednotimo
tako glede na koncentracijo gibljivih sendenkot na sperm indeks in to za r&née mejne
vrednosti med pozitivnimi in negativnimi vzorci. Madaljevanju poglavja bo predstavljeno
diagnosténo vrednotenje redukcijskega testa z resazurinadegha sperm indeks, ker ta
hkrati zajema & parametrov semena, kot so koncentracija, giblfiimsmorfologija in je
torej pomemben pokazatelj kakovosti semena. Up@mimejna vrednost med dobrimi in
slabimi ejakulati je bila 180 M/mL. Rezultati skapi dobrih ejakulatov so v testu z
resazurinom nizji, ker je redukcija resazurina sorefin in s tem sprememba barve iz modre
Vv roza premosorazmerna Stevilu metabadi aktivnih semedic. Z neparamet&nim Mann-

Whitney-U testom ugotovimo stati&tio zn&ilno razliko med skupinama (P<0,001).

8.3. Diagnosti €éno vrednotenje redukcijskega testa z resazurinom gl ede
na "sperm indeks"

Redukcijski test z resazurinom diagn®st ovrednotimo na podlagi kompletnih tabel 2x2 in
analize ROC (receiver operating characteristicg)lo®dmo diagnostine parametre kot so
specifenost, olgutljivost, zanesljivost in razmerja LR. V naSem nperu predstavljata

obcutljivost in speciftnost sposobnost testa za odkrivanje dobrih ozirslat@ih ejakulatov.

Omenjene diagnostie parametre iztanamo na podlagi razvrstitve rezultatov v kompletno
tabelo 2x2.

Vzorce razdelimo v pozitivne in negativne, to jedudbre in slabe glede na parameter semena
npr. sperm indeks. Rezultate testa z resazurinomap@elimo v pozitivne in negativne na
podlagi razléno postavljenih mejnih vrednosti med setom poziktivin negativnih rezultatov.
Rezultate tako glede na parameter semena in rezefita z resazurinom razdelimo v Stiri

kategorije: dejansko pozitivne in negativne in @jpozitivne in negativne.

Odvisnost med dlutljivostjo in specifénostjo testa prikazemo s krivuljo ROC (receiver
operating characteristic). Za razviti test dobimwijo, katere vrednosti lezijo blizu levega
zgornjega kota, kar pomeni, da ima diagrimstiest visoko otutljivost in visoko specifinost
(Slika 8.2.). PovrSina pod krivuljo ROC (AUC) znd¥a22.
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J AUC = 0,922; P<0,001
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Slika st. 8.2.: Krivulja ROC za redukcijski testegsazurinom glede na sperm indeks

Izbiro optimalne mejne vrednosti med setom pozitivin negativnih rezultatov testa z
resazurinom prikazemo z grafom speeibsti, olgutljivosti in  Youden indeksa
(J=okutljivost+specifénost-1) kot funkcije vseh potencialnih mejnih vredi absorbace pri
610 nm (Slika 8.3.). Optimalna mejna vrednost pA09 najbolje I6uje med dobrimi in
slabimi vzorci semena. Pri tej mejni vrednosti jamme& speciftnost testa 91,7 % in
obcutljivost testa 94,1 %. Na podlagi razmerja LR lalmkemo, da bomo absorbanco, nizjo
ali enako optimalni mejni vrednosti, zasledili 24,Bolj pogosto pri dobrih kot pri slabih
vzorcih semena.

V klini¢ni praksi je pomembno, da lahko zanesljivo dotw dobre in slabe vzorce semena.
Zato iz prej omenjenega grafa (Slika 8.3.) dotm dve mejni vrednosti, pri katerih lahko
zanesljivo doléimo dobre oziroma slabe vzorce semeng;oAki je enaka 0,341 nam
omoga@a 100% identifikacijo slabih vzorcev semena, medtempri As1o, enaki 0,121 s

95,8% zanesljivostjo identificiramo dobre vzorcensea.
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Slika st. 8.3.: Graf speci#nosti, okfutljivosti in Youden indeksa kot funkcije vseh

potencialnih mejnih vrednosti A pri 610 nm

8.4. Stabilnost butanolnih ekstraktov

Redukcijski test z resazurinom ovrednotimo z mggenabsorbance pri 610 nm v butanolni
frakciji. Med razvojem testa se odpre vpraSanje,elabsorbanca vzorca enaka tuck,
meritve ne opravimo takoj, ampak v naslednjih dnéhprimeru pozitivnega odgovora to
pomeni, da bi se uporabnost testacnm poveala; izvedba testa bi bila mago tudi na
terenu, meritve pa opravljene v naslednjih dneh tozusposobljeni instituciji.

Pri ugotavljanju skladnosti meritev moramo primerngarne meritve istega vzorca med sabo.
lzvedemo analizo ujemanja metod, ki je opisana glgpgu 6. lzr&gunamo razliko med
parnima meritvama vsakega individualnega vzorcaviednotenju naSega testa v dotev
skladnosti meritev vkljgimo 112 individualnih vzorcev in njihovo absorbanizmerimo na
dan izvedbe testa, po 24 urah in po 7 dneh. Vzored meritvami absorbance hranimo pri
4°C. Meje ujemanja meritev iznanamo kot srednjo vrednost razlik med parnimi marti,
pove&ano oziroma zmanjSano za 2 standardni deviacijikraa tako dobimo zgornjo in
spodnjo mejo ujemanja. V nasem primeru ugotovimemanje meritev med takojSnjim

merjenjem absorbance in merjenjem po 24 urah; @9razlik je znotraj mej ujemanja. Tudi
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meritve absorbanc prigd po enem tednu so bile skladne meritvam na dardimveesta, saj
je 95,54 % razlik med parnima meritvama v intervalej ujiemanja (Slika 8.4.). To pomeni,
da so butanolni ekstrakti stabilni in lahko izmeriabsorbanco ¥asu znotraj enega tedna po

izvedeni reakciji. Predvidevana potencialna uporabavitega testa je torej mozZna in
relevantna.

40-
30- .
5 ] .
© 204
™ r—-—==-=-- =T ¥ — — — zgornja meja ujemanja
S 10- .
<% 1 o .. an" .'
8 ° = o D povpre&na razlika
ﬁ -104 ™ & ] I{h .
[ | n w n s . . ) .
- 04 - T 7 -.— — = spodnja meja ujemanja
-30

0 100 200 300 400 500 600
povpreEje A,

Slika st. 8.4.: Bland — Altmanov graf ujemanja mésv As10 v butanolnih ekstraktih 0. in 7.

dan
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1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.

1.10.

1.11.
1.12.
1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.

1.21.

9. ReSitve nalog

9.1. Osnove stehiometrije

n (kSQy) = 1,44 mol
m (Ni) =114 g
N (Si) = 51L0° atomov; N (O) = I11.0?® atomov
n (Q) = 0,3969 mol
m=1,64310°g
m=190,4g; n=0,949 mol; N =50
| = 8,8010° km
N = 3,34010"
w (C) =42,11%7w (H) = 6,43%;w (O) = 51,46%
w (Al) = 8,11 %;w (S) = 14,41 %w (O) = 72,07 %w (H) = 5,41%;
w (H20) = 48,65%
w(H) = 2,04 %;u(S) = 32,65 %w(0) = 65,31 %
a: ZnC@ b: K,Cr,0Oy; ¢: KCIOs
NH,CI
AgO
m (CQ) =14,67g;m (KO) =69
m (MnQ) = 0,55 g; m (KJ) = 0,525 g
m (NH) =56,78 g; n (NB) = 3,34 mol; m (CQ =73,48 g; n (CQ = 1,67 mol
m (Mg) =7,29 g; m (}33Oy) = 29,4 g
m=337,25¢g
a:l.,2.doza:V=25ml 3., 4., 5., 6za V=1,25ml
b: 3 steklenike FSH (porabimo 2,5 stekl€ke)
m (CHCOONa) = 2,570 g
m (NaCOQO; - 2H,0) = 1,608 g
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9.2. Plini

21. V=4,737L

2.2. m(NaCQ;) = 235,93 g; m (HCI) = 162,7 99

23. v=18n

2.4, V=2100m

25. V=5333L

26. ©=4515%

27. m=6,98t

2.8. P =3428kPa

29. T=820,82K

2.10. v=10,73L

2.11. P =130,25kPa

2.12. V=0,1073h

2.13. V(Ch=36,71L;V(N)=12,61L

2.14. V=7610'm’

2.15. B=3%R

2.16. a: B: najvgi tlak; A: najmanijsi tlak
b. D: najveji; A: najman;si

c. A: najnizja; D: najviSja
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3.1.
3.2.
3.3.

3.4.
3.5.

3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

3.10.
3.11.
3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.
3.19.
3.20.
3.21.
3.22.
3.23.
3.24.
3.25.
3.26.
3.27.
3.28.

9.3. Raztopine

m=3,16 g

V=75mL

m (NaCQs;) = 10,58 g; m (Ng5) = 7,78 g; m (CaGlbH,O) = 21,89 g;
m(KH,PQOy)=13,52 g

m = 45,56 g

A:V (etanol) = 769,23 mL; V (voda) = 400 ni.= 11,15 M
B: V (etanol) = 600 mL; V (voda) = 400 mL; ¢c = 10,M
c =11,64 M

vV=08L

m = 335,07 g

m =60,8 g

m = 363,33 g

w = 0,0552

m (H) = 3,85 kg; m (HSQy), = 943 kg

n = 3,434 mol

o (NaOH) = 19,07 %

m=529g¢g

NaCO;2H,0

m=30,779

c=0,132 M

m = 1,86.10g

y =211 mg/mL

y=219,99 mg/mL;c=6,03M;V=1489 L
w=0,102

w=0,0629

mM(CuS®b H,0) = 504,58 g; V (HO) = 995,42 mL

V =17905,24 L

V =4,08 mL

V =3,468 mL

m = 287,979
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3.29.
3.30.
3.31.
3.32.
3.33.
3.34.
3.35.
3.36.
3.37.
3.38.
3.39.
3.40.
3.41.

V =27,74 mL

m =4,967 g

VvV =8,312L; c=3,71 Mp=0,3005

m =90,72 g

V=105L

¢ =0,081 M= 0,00763 = 0,763 %
c=0,1057 M

m (raztopina 1) = 1250g; mAB) = 750 g
V (HO) = 21,5 mL

c=0,553 M

V =592 mL

c=1,16 Mw = 0,1063

m (HSOy)r = 76,53 g; m(KD) =423,47 g
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9.4. Kisline, baze in pufri

41. K,=1,84.1C0
42. c¢=58.186M
43. [NH4=87.10M
44. pH=13

45. ¢=9,92.16M
4.6. pH=1,07

4.7. o=0,046

48. pH=3,38

49. pH=107
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