
 

P�ÍPRAVA PUFR�, M��ENÍ pH 

M��ení pH

V biochemické laborato�i m��íme pH pomocí pH-metr�. pH-metry jsou citlivé voltmetry, 

které p�evádí m��ený potenciál na jednotky pH. Principem m��ení je potenciometrické m��ení 

potenciálu pomocí vhodné elektrody. Nejb�žn�ji se používá sklen�ná elektroda. Sklen�ná 

membrána je napln�na vnit�ním roztokem (0,1 M HCl), v n�mž je pono�ena argentchloridová 

elektroda. Potenciál se m��í proti referen�ní kalomelové elektrod�. Ta je bu� samostatná, 

nebo kombinovaná se sklen�nou. Její t�lo je vypln�no vnit�ním elektrolytem (nasycený roztok 

KCl) a vodivé spojení s vn�jším m��eným roztokem zajiš�uje p�epážka. V horní �ásti 

kalomelové elektrody je uzav�ený otvor, kterým lze v p�ípad� pot�eby dopl�ovat vnit�ní 

elektrolyt.  

P�i práci s pH-metrem postupujeme podle návodu k vlastnímu pH-metru. Platí však n�kolik 

základních pravidel, která jsou pro všechny p�ístroje spole�ná: 

1. S elektrodou manipulujeme opatrn�. 

2. Elektroda se nesmí nechat vyschnout. Uchováváme ji pono�enou do vody nebo 

roztoku, který nej�ast�ji m��íme. 

3. P�ed m��ením je nutné p�ístroj s elektrodou kalibrovat pomocí standardních pufr� o 

známém pH (co nejbližším tomu, který bude mít m��ený roztok). Po ustálení hodnoty 

pH tuto hodnotu zkorigujeme na hodnotu standardu.  

P�íprava pufr�

Složení vhodného pufru lze nalézt v laboratorních p�íru�kách, kde podle tabulek smícháme 

p�íslušné (obvykle dva) roztoky tak, aby bylo dosaženo požadované hodnoty pH. Vždy je ale 

nutné se m��ením p�esv�d�it, že p�ipravený pufr má požadované pH, p�ípadn� tuto hodnotu 

upravit jedním ze dvou výchozích roztok� nebo kyselinou �i zásadou. Nej�ast�ji používané 

pufry v biochemii a jejich výchozí látky jsou uvedeny v následující tabulce: 

Pufr kyselina zásada rozsah pH 
Acetátový CH3COOH CH3COONa (p�ípadn� CH3COOK) 3,5 – 5,5 

Fosfátový NaH2PO4 Na2HPO4 5,5 – 8,0 

Tris-HCl HCl Tris 7,0 – 9,0 

Borátový H3BO3 Na3BO3 7,5 – 9,5 

Glycinový  
- kyselý 

HCl  glycin 2,0 – 3,5  

- zásaditý glycin NaOH 8,5 – 10,5 

Uhli�itanový NaHCO3 Na2CO3 9,0 – 10,5 



 

Vedle požadované hodnoty pH se výb�r složek �ídí také jejich možnými specifickými vlivy na 

reak�ní sm�s. N�kdy m�že dojít k vysrážení n�kterých složek sm�si pufrem, k interakci 

složek pufru s bílkovinami, k inhibici enzym� nebo k využívání složek pufru jako substrátu. 

V�tšina pufr� podléhá mikrobiální kontaminaci. Pro n�které ú�ely je možné pufry 

konzervovat (azid, methiolát), ale v�tšinou se skladují nekonzervované. 

Úloha 1: P�íprava 100 ml 0,1 M fosfátového pufru o daném pH

Chemikálie a pom�cky: 
NaH2PO4

Na2HPO4

p�edvážky 

pH-metr 

kalibra�ní pufry 

Postup:  
Podle tabulky p�ipravte pufr odpovídající molarity a *pH     

Požadované 
pH 

ml 
NaH2PO4

ml 
Na2HPO4

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 p�ipravovat 

1. P�ipravte si zásobní roztoky jednotlivých složek o koncentraci dvojnásobné než je 

výsledná koncentrace pufru (po�ítejte s rezervou objemu pro p�ípadnou úpravu výsledného 

pH). 

2. Smíchejte roztoky v odpovídajícím pom�ru a do�e�te destilovanou vodou na výsledný 

objem.  

3. Hodnotu pH p�ipraveného pufru ov��te m��ením. 

Výpo�ty: 
Výpo�et navážky a p�ípravy zásobních roztok� NaH2PO4 a Na2HPO4 pot�ebných pro p�ípravu 

pufru o zvoleném pH: 

Výsledky m��ení pH: 

 


