Biochemicky tstav LF MU

ROZTOKY PUFRU

Pufry (tlumivé roztoky, ustoje) jsou roztoky latek, které nedovoluji, aby doslo k podstatnéjSim
zménam hodnoty pH po pfidavku kyseliny nebo zasady anebo po jejich zfedéni. Jedna o roztoky
slabych kyselin a jejich soli (tj. konjugovanych bazi) nebo o roztoky slabych zasad a jejich soli
(tj. konjugovanych kyselin) nebo o roztoky soli vicesytnych kyselin (které spolu tvofi
konjugovany par). Nazev jednoduchych pufri vzdy pochdzi ze jména konjugované baze nebo
akronymu kyseliny, napf. hydrogenuhli¢itanovy nebo HEPES pufr. Koncentrace pufru je
definovana jako soucet koncentraci kyselé a bazické slozku pufru - typické koncentrace jsou
20-100 mmol/I.

Hodnotu pH daného pufru 1ze vypocitat pomoci Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice:

_ (B]
pH= pK, + Iogm

kde [HB], [B] jsou latkové koncentrace zakladnich slozek (tj. kyseliny HB a jeji konjugované baze B) ve vysledném roztoku
pufru, pKa je zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty kyseliny HB.

Pomér latkovych koncentraci slozek ve vysledném pufru lze nahradit pomérem latkovych
mnozstvi danych slozek, plati tedy:
n
pH= pK, + log—-
Mg
Pon¢vadz latkové mnozZstvi n se rovna soucinu c - V, lze latkové mnozstvi v rovnici nahradit
souc¢inem vychozich koncentraci cus, cs a objemi Vug, Vs zakladnich slozek pfed jejich

smichanim:

Vi
pH=,0/(A+IofBHVB
¢

HB “ HB

Z uvedeného vztahu vyplyva, ze je-li vychozi koncentrace zékladnich slozek stejna (cus = ¢B), 1ze do rovnice pro vypocet pH
pufru dosadit pouze pomér vychozich objemti ¥s/Vus. Podobné byl-li pufr piipraven smichanim stejnych objemi zakladnich
slozek (VuB = VB), 1ze do Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice dosadit pouze pomér vychozich koncentraci cs/cus.

Ze vztahu je patrné, ze pH pufru zavisi na pouzité kyseliné (hodnota pKa), na teploté (hodnota
pKa) a na logaritmu poméru latkovych koncentraci/latkovych mnozstvi slozek. V ptipadé rovnosti
koncentraci ([HB] = [B]), resp. latkovych mnozstvi bazické a kyselé slozky pufru (nus = ng) se pH pufru
rovna disociacni konstanté pKa dané kyseliny HB.

Schopnost pufru tlumit zmény pH vyjadfuje veli¢ina pufraéni kapacita £, ktera je definovana
jako latkové mnozstvi H" nebo OH" vyvolavajici zménu pH v 1 litru pufru o jednotku:

ﬂ _ A/‘]HJ',OH’
V ApH
PonévadZ pii ApH = +£1 je vzdy aspon v jednom sméru piekracovana oblast dobré ucinnosti pufru
(pKa=£ 1), v praxi se hodnoti jako latkové mnozstvi H" ¢i OH™, které v 1 litru pufru vyvola zménu
ApH=1%0,1.
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Grafickym vyjadfenim Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice jsou titraéni kirivky slabych
kyselin nebo zasad (jejich horizontalni ¢ast). Pfi postupném piidavani zfedénych roztokd silné
kyseliny nebo zasady (tzn. pii titraci pufru) se pH zpocatku méni jen pozvolna, po prekroceni
hodnoty pH = pKa = 1 jsou zmény jiz znacné. Z pribehu titra¢ni kfivky pufru dané koncentrace
(cus + cB) lze uréit pufraéni kapacitu pro kteroukoliv hodnotu pH. Pufraéni kapacita pufru je
maximalni pfi pH = pKa. Jednoduchy pufr je pouzitelny pfiblizné v rozmezi hodnot pH od
(pKa — 1) do (pKa + 1), coz odpovida poméru [B]/[HB], resp. ns/nus od 0,1 do 10. Redénim pufru
klesa jeho kapacita, pficemz hodnota pH se neméni. Kapacita dobrych pufri dosahuje prakticky
az hodnoty 0,2 mol/Il.
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Piprava pufra

Pii piipravé pufru je tfeba dopiedu zvazit, jaky objem pufru je tfeba pfipravit, jaké bude mit pH
a koncentraci, jaka slaba kyselina/konjugovana baze bude pouzita a jakd bude jeho iontova sila, resp.
osmolarita. Z hlediska pufra¢ni kapacity je nejlepsi takovy pufr, jehoZ kysela slozka ma pKa v rozsahu
pozadovaného pH + 1. Pfi vybéru slozeni pufru je dilezitd jeho potencidlni toxicita, pfip. interakce
slozek pufracniho systému se studovanym chemickym/biologickym systémem. Rovnéz ekonomika
ovliviiuje vybér zakladnich slozek pufru, ¢im levngjsi, tim leps$i. lontova sila pufru je velmi dilezita
napt. zhlediska stability biomolekul. Bilkoviny jsou nejstabilngjsi pii iontové sile, ktera odpovida
prostiedi uvnitt bunék, tj. kolem 150 mmol/l. Pii iontové sile vyssi nez 500 mmol/l dochazi k rozvinuti
bilkovin (poruseni sekundarni, terciarni a piip. kvartérni struktury) a tedy k jejich denaturaci. Je-li tfeba,

iontovou silu nebo osmolaritu pufri 1ze zvysit ptidavkem neutralni soli.

Je-li pufr tvofen slabou kyselinou/bdzi a konjugovanou slozkou, je pufracni rozsah pomérné uzky
pKa = 1. V nékterych piipadech je potieba pufrovat $irSi rozsah pH. Pro tyto ucely se pfipravuji rizné
viceslozkové pufry (pufracni smési). Pokud pufracni slozky viceslozkové smési maji hodnotu pKj lisici
se maximalné€ o 2 pH jednotky, pufracni kapacity jednotlivych pufracnich systému jsou aditivni.
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P1i ptiprave pufri se vychazi bud’ z roztokd slabych kyselin, resp. zasad a jejich soli, nebo z pevnych soli
vicesytnych kyselin nebo jejich roztokill, anebo se ¢asteCné neutralizuje slaba kyselina, resp. zdsada
silnou zasadou, resp. kyselinou.

Nejbéznéjsi postupy pii piipravé pufru:

1. Navazeni kyselé i bazické slozky pufru. S pouzitim Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice a rovnice
definujici koncentraci pufru (= [HB] + [B]) (. dvou rovnic o dvou neznamych) se vypoctou
pozadované latkové koncentrace kyselé a bazické slozky pufru, které se pak prevedou na latkova
mnozstvi, kterd jsou potfebna pro piipravu pozadovaného objemu pufru. Pomoci molekulové
hmotnosti se latkova mnozstvi slozek pufru pfevedou na jejich hmotnosti, ktera se rozpusti
v pozadovaném objemu vody.

2. Castecnad neutralizace jedné slozky pufiu. Nejdiive se vypodte, jaka hmotnost (objem roztoku) slabé
kyseliny/zasady je tfeba pro pfipravu pozadovaného objemu pufru dané koncentrace. Vypoctené
mnozstvi slabého elektrolytu se rozpusti/natedi ve vod¢ pfiblizné na 90 % pozadovaného konecného
objemu. Za stalého michani a méfeni pH sklenénou elektrodou se ptidava po kapkach silny hydroxid,
resp. kyselina (napf. 6M-NaOH, resp. 6M-HCIl) dokud hodnota pH pufru nedosdhne pozadované
hodnoty. Poté se pufr doplni na pozadovany konecny objem deionizovanou vodou. V piipad¢, Ze
kyselou soucasti pufru je protonizovana baze (napi. HTris"), navazuje se pfednostné slaba baze, ktera
se pak CasteCn¢ neutralizuje silnou kyselinou.

Tato metoda muZze byt pomérné zdlouhava, protoze po pridavku silné zasady/kyseliny dochazi
k zahtivani neutralizovaného roztoku a pro spravné odecteni hodnoty pH (zavisi na teplot¢) je tieba
¢ekat, dokud se roztok nevytemperuje zpét na svoji pivodni teplotu.

3. Metoda dvou roztokii. Pufr se pfipravi smisenim odpovidajicich objemt roztokti kyselé a bazické
slozky, které maji stejnou koncentraci (a iontovou silu, je-li pozadovéana) jakou ma mit vysledny pufr,
a to vtakovém poméru (zjisténém z Hendersonovy-Hasselbalchovy rovnice), aby se dosahlo
pozadované hodnoty pH.

4. Tabulkova metoda. V tabulkach se nalezne odpovidajici mnozstvi kyselé a bazické slozky
pozadovaného pufru, které se rozpusti ve vode na cca 90 % koneéného objemu pufru, ovéti se jeho pH
a piipadné¢ se upravi na pozadovanou hodnotu ptidavkem silné kyseliny/hydroxidu, a nakonec se

doplni deionizovanou vodou na kone¢ny objem.

Zabranéni mikrobidlni kontaminace pufri. Mikroorganismy mohou snadno znehodnotit pufr jiz
béhem kratké doby i piesto, Ze je pufr uchovavan pfi teplot¢ kolem 4 °C (napt. fosfatovy pufr lze
uchovavat maximalné tyden v lednici). Existuje n€kolik moznosti jak zabranit mikrobialni kontaminaci.
Nejjednodussi zptisob je skladovani pufru pii teploté blizké nule nebo pripravit si zasobni roztok
o vysoké koncentraci, ktery se pred pouzitim nafedi. Zde je nutno pocitat s tim, Ze nékteré pufrové
systémy méni své pH pfi fedéni. Jinou moznosti je roztok pufru sterilizovat bud’ filtraci (pfes filtry 0,2
nebo 0,45 um) nebo autoklavovanim, anebo se prida azid sodny v koncentraci 0,02 % (3 mmol/l).

VEtsi mnozstvi pufru 1ze uchovavat ve zmrazeném stavu. Ped pouzitim je nutno rozmrazit celé mnoZzstvi

pufru a roztok zamichat. Po odebrani potiebného objemu je mozné zbytek opét zmrazit.
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Zvlastni pozornost pii piipravé a ptipadné sterilizaci zasluhuji pufry, obsahujici hydrogenuhliitan. Pfi ptipravé se roztok micha
jenom kratce a ne moc intenzivné. Pufr se musi uchovavat v uzavienych nadobach, sterilizovat jej 1ze pouze filtraci (nelze jej
autoklavovat, pii teplot& nad 20 °C se HCOs™ za¢ina rozkladat na CO2 a COs>).

Nékteré pufry oznacujeme jako tékavé, tvorené slozkami, jez mohou byt snadno a Upln¢ odstranény
z roztoku (mravenci nebo octova kyselina, amoniak, uhli¢itan amonny, pyridin, tricthanolamin).

Biologické pufry. Nékteré pufracni smési byly vyvinuty specialné pro vyuziti v biochemii. Oznacujeme je jako biologické pufiy
(v angl. literatufe nebo téZ po svém objeviteli jako Good’s buffer). Jedna se o pufry tvofené vétsSinou N-substituovanym taurinem
nebo glycinem, spliujici urdita kriteria, velmi dilezita pro zajisténi pribéhu biochemickych reakcich, napt.: musi byt dobie
rozpustné ve vod¢ a soucasné nepropustné bunécnou membranou; pro zajisténi maximalni pufracni kapacity hodnota pKa kyselé
slozky musi byt v blizkosti fyziologického pH (tj. pH 6-8); musi byt chemicky stabilni a odolné vici enzymové nebo
neenzymové degradaci; neinterferuji s bézné uzivanymi spektrofotometrickymi metodami (neabsorbuji zafeni nad 230 nm).
Vétsinou se oznaCuji pismennymi  zkratkami, vzniklych z chemickych nazvii Dbazickych slozek, napf.
MES (2-morpholinoethanesulfonate), ADA (N-(2-acetamido)iminodiacetate), PIPES (piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonate),
ACES (N-(2-acetamido)-2-aminoethane-sulfonate), BES (N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonate),
TES (N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfo-nate), HEPES (N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N'-2-ethanesulfonate).

PRAKTICKA CAST

Ukol 8.1 P¥iprava hydrogenfosfitovych pufri s rozdilnymi hodnotami pH

Material: Roztoky hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosfore¢nanu sodného (oba roztoky o stejné
koncentraci 0,05 mol/l). 2 délené pipety 10 ml, pipetovaci nastavce, zkumavky, popisova¢, pH-metr.

Provedeni:

= Ptipravte 6 zkumavek a podle tabulky pipetujte do kazdé roztok baze (Na;HPO,) a roztok
konjugované kyseliny (NaH,PO,). Celkovy objem pufru je 10 ml.

Zkumavka 1 2 3 4 5 6

HPO,* (ml) 2,0 4,0 5,0 6,0 8,0 9,0

[B] (mmol/1)

H>POy4 (ml) 8,0 6,0 5,0 4,0 2,0 1,0

[HB] (mmol/1)

vypoctené
pH

zmétfené

= Zméite pH ptipravenych pufrii pomoci pH elektrody.

1. Vypoctéte a doplitte do tabulky koncentrace obou slozek ve vysledném pufru (o objemu 10 ml)
a hodnoty pH jednotlivych fosfatovych pufra (pfi dané iontové sile je pKa(H2PO4) = 6,80).

2. Porovnejte hodnoty pH vypoctené a naméiené.
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¥t 3. Na kterych dalsich faktorech, kromé teploty, zavisi vysledna hodnota pH pufirt?

&
N

. Jaka je koncentrace pfipraveného hydrogenfosfatového pufru v jednotlivych zkumavkach?

& 5. Rozepiste pfesny navod pro piipravu 0,5 litru hydrogenfosfatového pufru o stejné koncentraci
a hodnot¢ pH jako ma pufr ve zkumavce €. 3 pomoci ¢astecné neutralizace kyseliny fosforecné
hydroxidem sodnym (kon. HsPOu je 85 % o hustoté 1,70 g/ml, M:(H3PO4) = 98,00, M:(NaOH) = 40,0).

st 6. Vyznacte do titracni kiivky kyseliny fosfore¢né mozné pufracni oblasti pH.

POF
pH 12

10

1 ekv. 2 ekv. 3 ekv.

& 7. Vypoctéte pH fosfatového pufru, ktery obsahuje 138 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 7,8 mMm
Na,HPO4.12H,0 a 1,4 mM KH,PO4 (pKA1 = 2,1; pKAz = 7,2; pKA3 = 12,3).

Ukol 8.2 Titrace pufru. Zji$téni pufraéni kapacity

Material: Roztoky octové kyseliny a octanu sodného (oba roztoky 0,1 mol/l), odmérné roztoky HCI a NaOH (0,1 mol/l,
pfesna koncentrace zji$téna v pfedchozim praktickém cviceni). Plastové kadinky, nastavitelné davkovace
10 ml, pH-metr, 2 byrety délené po 0,1 ml s nalevkou na odmérné roztoky, magneticka michacka, bunicita
vata.

Provedeni:

Priprava koncentrovaného pufru (20 ml)

= Do plastové kadinky odméite davkova¢em 10 ml roztoku octové kyseliny a 10 ml roztoku
octanu sodného a pufr promichejte.

Priprava dvakrat ziedeného pufru (20 ml)

= Do plastové kadinky odméite davkovacem 5 ml roztoku octové kyseliny, 5 ml roztoku
octanu sodného a 10 ml deionizované vody.
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Titrace pufru kyselinou (postup stejny pro koncentrovany i ziredény pufr)
= Zm¢éite pH-metrem vychozi hodnotu pH pufru s pfesnosti na desetiny.

= Roztok pufru titrujte 0,5 ml pfidavky odmérného roztoku HCI. Po kazdém ptidavku
odmérného ¢inidla promichejte a odectéte hodnotu pH. Titraci ukoncete pfi dosazeni
hodnoty pH < 3.

Titrace pufru zdasadou (postup stejny pro koncentrovany i ziedény pufr)
= Zmgéite pH-metrem vychozi hodnotu pH pufru s pfesnosti na desetiny.

= Roztok pufru titrujte 0,5 ml pfidavky odmeérného roztoku NaOH. Po kazdém piidavku
odmérného ¢inidla promichejte a odectéte hodnotu pH. Titraci ukoncete pfi dosazeni
hodnoty pH < 12.

= Naméiené udaje zaznamenejte ve forme tabulky do protokolu:

Vua (ml) kaonc. pufr szi'ed’. pufr Vnaon (ml) kaonc. pufr szi"ed’. pufr

0 0

8. Jaka je koncentrace pfipraveného koncentrovaného octanového pufru?

9. Porovnejte naméfené vychozi hodnoty pH koncentrovaného a zfedéného pufru a srovnejte je
s teoretickou (vypoctenou) hodnotou.

10. Z naméetenych idaji sestrojte na milimetrovy papir do jednoho grafu titracni kiivky obou pufra.

pH

ApH=0,5 . Ya
pPKA —€-------- ~%-- vychozi pH ";7@/

AVyt AVou
A A
|
V(HCl) +—— 0 - V(NaOH)
Anut = cuct AVut Anon- = cNaoH AVon-
AnH+ 8 _ An OH-
ﬂw B Vpufru ApH o l/pufru ApH

TitraCni kfivka octanového pufru a postup pfi ur€eni jeho pufraéni kapacity (pro ApH = 0,5)
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12.
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14.

15.

16.

17.
18.
19.
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Z titracnich kiivek koncentrovaného a ziedéného pufru odectéte jaké latkové mnozstvi HCI
(Anygt) a latkové mnozstvi NaOH (Anon-) vyvola v pfipravenych pufrech ApH = +0,5.
Vypoctéte a porovnejte pufracni kapacity fut a fon~ koncentrovaného a zfedéného octanového
pufru. Jak zfedéni pufru ovlivni jeho pufracni kapacitu?
Srovnejte koncentraci koncentrovaného pufru se zjist€énou hodnotou pufracni kapacity.
Podle sestrojen¢ho grafu rozhodnéte, zda octanovy pufr vykazuje stejnou pufracni schopnost
do kyselé i alkalické oblasti?
S pouzitim titra¢ni kiivky vypoctéte pufracni kapacitu St a for~ (pro ApH = 0,5)
koncentrovaného pufru, jehoz sloZeni odpovida na kiivce bodu s hodnotou pH = 5,7 (vychozi
bod).
Na zaklad¢ vysledkd zdtivodnéte, zda kapacita pufru zavisi

a) na celkové koncentraci pufru (tzn. hodnoté [B] + [HB]));

b) na poméru slozek [B]/[HB].

Jaky vliv ma fedéni na hodnotu pH pufru?
Pro jakou oblast pH lze pouzit octanovy pufr?
Dopliite do tabulky vybranych jednoduchych pufrt bazickou a kyselou pufracni slozky:

Efektivni pKa a S L s q
rozsah pH @25 °C) Nazev pufru Pufraéni baze Pufraéni kyselina

1,7-2,9 2,15
5,8-8,0 7,20 (hydrogen)fosfatovy

- 12,33
2,2-3,6 2,35 Iveinoud

cinov
8,8-10,6 9,78 & Y
2,2-6,5 3,13
3,0-6,2 4,76 citratovy
5.5-72 6.40
3,6-5,6 4.76 octanovy (acetatovy)
6,0-8,0 6,35 hydrogenuhli¢itanovy (bikarbonatovy)
9,5-11,1 10,33 uhli¢itanovy
6,8-8,2 7,48 HEPES*
7,5-9,0 8,06 Trizma (tris)*
8,5-10,2 9,23
Naz2B4O7
- 12,74 boratovy
- 13,80
H3PO4
1,8-12,0 - univerzalni Brittoniv-Robinsoniv CH3;COOH
H3BOs

*tris(hydroxymethyl)aminomethan; * 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinthansulfonova kyselina

CH,OH HOCH,CHz. ../ \ )

\ N N—CH,CH,SO5
HoN—G—CH;OH AN

CH,OH



