PRIPRAVA PUFRU, MEREN] pH

Méreni pH

V biochemické laboratofi métime pH pomoci pH-metrd. pH-metry jsou citlivé voltmetry,
které ptevadi méteny potencial na jednotky pH. Principem méieni je potenciometrické méteni
potencidlu pomoci vhodné elektrody. Nejbéznéji se pouziva sklenénd elektroda. Sklenéna
membrana je naplnéna vnitinim roztokem (0,1 M HCI), v némz je ponoiena argentchloridova
elektroda. Potencial se méfi proti referencni kalomelové elektrod€. Ta je bud samostatnd,
nebo kombinovana se sklenénou. Jeji télo je vyplnéno vnitinim elektrolytem (nasyceny roztok
KCIl) a vodivé spojeni s vnéj§im méfenym roztokem zajiStuje pirepazka. V horni Casti
kalomelové elektrody je uzavieny otvor, kterym lze v piipad€¢ potieby dopliiovat vnitini
elektrolyt.

Pti praci s pH-metrem postupujeme podle navodu k vlastnimu pH-metru. Plati v§ak né€kolik
zékladnich pravidel, ktera jsou pro vSechny pfistroje spolecna:

1. S elektrodou manipulujeme opatrné.

2. Elektroda se nesmi nechat vyschnout. Uchovavame ji ponoienou do vody nebo
roztoku, ktery nejCastéji métime.

3. Pfed méfenim je nutné pfistroj s elektrodou kalibrovat pomoci standardnich pufrii o
znamém pH (co nejbliz§im tomu, ktery bude mit méfeny roztok). Po ustaleni hodnoty
pH tuto hodnotu zkorigujeme na hodnotu standardu.

Priprava pufru

Slozeni vhodného pufru lze nalézt v laboratornich ptiruckach, kde podle tabulek smichame
ptislusné (obvykle dva) roztoky tak, aby bylo dosazeno pozadované hodnoty pH. VZzdy je ale
nutné se méfenim presveédcCit, ze piipraveny pufr ma pozadované pH, pifipadné tuto hodnotu
upravit jednim ze dvou vychozich roztokl nebo kyselinou ¢i zésadou. Nejcastéji pouzivané
pufry v biochemii a jejich vychozi latky jsou uvedeny v nésledujici tabulce:

Pufr kyselina zasada rozsah pH
Acetatovy CH3;COOH | CH3COONa (ptipadné CH3;COOK) |3,5-5,5
Fosfatovy NaH,PO, Na,HPO, 5,5-8.0
Tris-HCI HCI Tris 7,0-9,0
Boratovy H;BO;3 Naz;BO; 7,5-9,5
Glycinovy HCI glycin 2,0-35

- kysely

- zasadity glycin NaOH 8,5-10,5
Uhliditanovy | NaHCO; Na,COs3 9,0-10,5
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Vedle pozadované hodnoty pH se vybér slozek tidi také jejich moznymi specifickymi vlivy na
reakéni smés. Nékdy muze dojit k vysrazeni nékterych slozek smési pufrem, k interakci
slozek pufru s bilkovinami, k inhibici enzymt nebo k vyuZzivéani slozek pufru jako substratu.
Vétsina pufrit podléhd mikrobidlni kontaminaci. Pro nékteré ucely je mozné pufry
konzervovat (azid, methiolat), ale vétSinou se skladuji nekonzervované.

Uloha 1: Priprava 100 ml 0,1 M fosfatového pufru o daném pH

Chemikalie a pomucky:

NaH,POy

Na,HPO,

predvazky

pH-metr

kalibracni pufry

Postup:

Podle tabulky pfipravte pufr odpovidajici molarity a *pH

PoZzadované ml ml

pH NaH2PO4 NazHPO4
7,0 19,5 30,5
7,2 14 36
7,4 9,5 40,5
7,6 6,5 43,5
7,8 4,5 45,5

* zvolte si podle tabulky pH pufru, které budete pfipravovat

1. Pfipravte si zasobni roztoky jednotlivych slozek o koncentraci dvojnisobné nez je
vysledna koncentrace pufru (pocitejte s rezervou objemu pro piipadnou upravu vysledného
pH).

2. Smichejte roztoky v odpovidajicim poméru a dotedte destilovanou vodou na vysledny
objem.

3. Hodnotu pH pfipraveného pufru ovéite métenim.

Vypocty:
Vypoclet navazky a ptipravy zasobnich roztoki NaH,PO4 a Na,HPO, potiebnych pro pifipravu
pufru o zvoleném pH:

Vysledky méreni pH:
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