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LABORATIVT ARBETE

BEREDA BUFFERTLOSNINGAR
NIKLAS DAHREN




Vad ar en buffertlosning (buffert)?

v Buffertlosningar: En buffertldsning ar en vattenldsning som vanligtvis innehaller en svag syra och syrans
konjugerande/korresponderande bas (den bas som syran ger upphov till ndr syran deprotoneras/protolyseras)
och som har ett specifikt pH-varde. Basen som ingar ar vanligtvis ocksa en relativt svag bas.

+ Konjugerande
v" Funktionen hos buffertlésningen: bas
= Funktionen av en buffertldsning ar att uppratthalla ett specifikt pH-varde och motverka pH-forandringar.

=  Buffertlosningen fungerar som en fysiologisk "stotdampare”, som motverkar pH-forandringar.

= Nar vi t.ex. utfor laborationer med DNA, RNA, enzymer, proteiner etc. sa ar det jatteviktigt att dessa
bibehaller sina laddningar och sina 3D-strukturer. Vi anvander darfor en buffertlésning med ett anpassat
och specifikt pH-varde for de molekyler vi laborerar med. Buffertlosningen hjalper ocksa till att motverka
pH-forandringar vid tillsats av andra amnen som annars skulle kunna paverka pH-vardet.

= Ett felaktigt pH-varde kan fa molekyler att denaturera och gora att molekylerna darmed tappar sin
funktion, och det vill vi givetvis undvika.

v' Bufferten maste besta av en svag syra och en svag bas: Tack vare att syran och basen &r svaga sa reagerar dessa
bara i lag grad med vattenmolekyler och kommer darfor finnas kvar i vattenlésningen i hoga koncentrationer
“redo att attackera inkraktare som vill paverka pH-vardet”. Det leder till en bra buffertverkan.




Nar vi blandar syran med basen minskar
koncentrationen av bada dessa (de spads ut)

Buffertlosningen:
Attiksyra + Acetatjoner

Basen: Acetatjoner
(natriumacetat)

Syran: Attiksyra

 » &

50 ml 0,10 mol/dm3 HACc 150 ml buffertlésning: 100 ml 0,10 mol/dm3 Ac-
0,033 mol/dm3 HAc

0,067 mol/dm3 Ac
Cz(HAC): Vl. Cl/ V2 = 0,050 dm3 ’ 0,10 Cz(AC-): Vl. Cl/ V2 = 0,100 dm3 ’ 0,10
mol/dm?3/ 0,150 dm3= 0,033 mol/dm?3 mol/dm?3/ 0,150 dm3= 0,067 mol/dm?3




Deprotonering/protolys av attiksyra och
berakning av attiksyrans syrakonstant

v'  Deprotonering/protolys av dttiksyra (flera olika

skrivsatt): Ofta férenklar vi och tar

inte med H,0 och H;0% i
formlerna utan enbart H*!

HAc - H" + Ac™
CH;COOH = CH;CO0O™ +HT
CH;COOH + H,0 = CH;CO0O™ + H;0"

Formel for att berdakna K,-vardet (syrakonstanten):

Formel for attiksyra:

[CH;COO|[H']

Allman formel for alla syror:

Nar vi tillsatter attiksyra (i fast form) till en vattenlosning
kommer attiksyran bara deprotoneras/protolyseras till viss
del (det ar en svag syra). Acetatjonerna (etanoatjonerna)
som bildas fungerar som baser och plockar upp vatejoner/
protoner vilket innebar att vi efter en liten stund kommer
fa en jamvikt dar reaktionen gar lika fort at bada
riktningarna.

[H+] [A
Ko = = K, = [CH;COOH]

v" Formel fbr att berakna pK,-vardet:

pPK, = — log K,

K,-vardet (och pK,-vardet) visar hur stark syran ar. Ett lagt
K,-varde (men hogt pK,-varde) visar att jamviktsekvationen
ar forskjuten at vanster och att vi darfoér har en lag
koncentration av vatejoner, H* (eller oxoniumjoner, H;0%) i
|6sningen eftersom syran enbart har deprotonerats/
protolyserats till viss del. Attiksyra dr en svag syra med K-
vardet 1,8 - 10> samt pK,-vardet 4,74.




Buffertformeln - variant 1

Vatejonkoncentrationen (eller C,av syran

oxoniumjonkoncentrationen) /

Forklaring av formeln: Formeln HA_

anvands bl.a. nar vi vill ta reda + [ ]
pa en bufferts pH-viarde. Hog [H ] — Ka X -
koncentration av syran och en [A_ ]

hog syrakonstant innebar att

vatejonkoncentrationen blir hog \

och darmed blir pH-vardet lagt. Syrakonstanten ¢, av basen

Med hjalp av ovanstaende formeln kan vi berdakna vatejonkoncentrationen (och oxoniumjonkoncentrationen) och
sedan kan vi med hjalp av foljande samband berdkna buffertens pH-varde:

pH = —log[H"]




Buffertformeln — variant 2 och 3

_ _ Fordelen med dessa varianter av buffertformeln
Mmuslog?rltmen ar att man, om man vet syrans pK,-virde, kan
av K,-vardet C,av syran berikna pH-vardet direkt!

f [Hﬁ A
pH = pK, — log m pH =pK, + log m

\ Denna variant kallas fér Henderson-
Hasselbalch-ekvationen.

C, av basen

Om vi inte vet syrans pK,-varde men vet K,-vardet sa kan vi berdakna syrans pK,-varde med féljande formel:

pK, = —log K,




Uppgift 1:
En acetatbuffertlosning bereds genom att 50 mi attiksyra (HAc) med
koncentrationen 0,10 M blandas med 100 ml av basen natriumacetat
(NaAc) med koncentrationen 0,15 M. K, for attiksyran ar 1,8-10-°. Vad
blir pH-vardet i bufferten?

Losning:
1. Rakna ut ratt koncentration (c,) av syran resp. basen efter att syran och basen har blandats med varandra (de har

da blivit utspadda med varandra). Vi anvander spadningsformeln for att gora detta (V;: ¢; =V, ¢, ). Vi satter in de
kdnda vardena i formeln och raknar sedan ut ¢, genom att skriva om spadningsformeln.

Vi.¢;  0,050dm3-0,10 M

HAC: 0,050 dm3 0,10 M 0,150 dm? C, =

= 0,033 M
V, 0,150 dm3

Vi.¢;  0,100dm3-0,15M

Ac: 0,100 dm3 0,15M 0,150 dm3 C, = =0,1M

Vv, 0,150 dm3




Forts. 16sning:

Vi satter nu in de kdnda vardena i buffertformel 1, 2 eller 3 (alla fungerar lika bra!) och berdknar pH-vardet.

Buffertformel 1:

HA
= Forst anvander vi buffertformel 1: [H'] = K, x <[[A]]) =[H"]=1,8x107° x (

=  Sen maste vi berdkna pH: pH = —log(5.94 x 107°) ~ 5.23

0,033

— —6
01 )_5,94><10 M

Buffertformel 2:

= Forst maste vi berdkna pK,: pK, = —log(K,) = —log(1, 8 x 10_5) = 4, 744727495

HA 0,033
= Sen anvinder vi buffertformel 2: pH = pK, — log <[[A]]) = pH = 4,744727495 — log ( ¥ ) ~ 5,23

Svar: pH-vardet av var buffert blir 5,23.




Med hjalp av "den omskrivna buffertformeln”
kan vi enkelt gora en buffert med ratt pH-varde

v Viktigt att bufferten har ratt pH-varde: Nar vi bereder (tillverkar/blandar) en buffertlésning vill vi géra en
buffertlosning som har ett pH-varde som ar anpassat till de molekyler som vi ska laborera med. T.ex. kan ett

felaktigt pH-varde (for hogt eller for 1agt) paverka jon- och vatebindningar mellan sidokedjorna i ett protein
(p.g.a. att laddningar dndras) vilket innebar att proteinet denatureras, forlorar sin 3D-struktur och darmed
ocksa sin funktion.

v" Om vi skriver om buffertformeln sa kan vi l4ttare gora en buffert med korrekt pH-virde: Med hjalp av de olika
varianterna av buffertformeln kan vi (som har visats tidigare) berakna vilket pH-varde en buffert har. Men det
kdnns som onodigt arbete om vi forst ska gissa vilka varden vi ska satta in i buffertformeln for att vi ska fa ratt
pH-varde pa var buffert. Det blir en massa onddiga berdkningar tills vi kommer fram till ratt proportioner mellan
syran och basen. Istdllet kan vi skriva om buffertformeln och férenkla den en aning. Vi kan da pa ett mycket

enkelt satt berakna hur mycket vi ska tillsatta av syran resp. basen for att fa det pH-varde vi vill att bufferten ska
ha.




Den omskrivna buffertformeln

Vatejonkoncentrationen C, av syran

N —
S

Buffertformeln — variant 1:

H']  [HA]

K, AT

Syrakonstanten C, av basen

v" Den hir omskrivna buffertformeln visar att férhallandet mellan [H*] och K, &r lika som férhallandet mellan
syrans koncentration och basens koncentration.




Den omskrivna buffertformeln

Vatejonkoncentrationen C, = %
=Y [HA]C

K. (AT o

Syrakonstanten %

v ¢, ar lika for bade syran och basen om vi utgar fran stamlésningar av syran och basen som har samma
koncentration, t.ex. att bada har koncentrationen 0,1 M. Mitt tips ar att gora det eftersom allt blir mycket enklare
da!

vV, ar lika fér bade syran och basen eftersom totalvolymen efter spadningen (c,) blir lika fér bade syran och basen
om vi blandar dessa med varandra.

v Slutsats: Det enda som skiljer mellan syran och basen ar alltsa V,, vilket &r den volym vi tar av syran och basen till
var buffertlosning. Detta leder oss till en annu enklare buffertformel...




Den omskrivna och forenklade buffertformeln;
“Volymbuffertformeln”

- [H+] _ %(Syra) OBS: ¢, maste vara lika for

syran och basen for att

Ka o ‘/'l(bas) denna formeln ska fungera.

v" Volymférhallandet mellan syran och basen: Ovanstaende formel anvands for att berdkna volymférhallandet mellan
syran och basen nar vi ska gora var buffertlésning. Om vi delar vatejonkoncentrationen med K,-vardet far vi ut

volymforhallandet mellan syran och basen (i %). Vi vet da hur vi ska ga tillvaga for att kunna géra en buffert med det
avsedda pH-vardet.

v" 0BS: Denna formel fungerar dock enbart om vi utgar fran stamlésningar av syran och basen med samma
koncentration (c; ska alltsa vara lika for bade syran och basen).

Volymbuffertformeln = Mitt egna pdhittade namn!




Tillvagagangssatt vid beredning av en buffert

1. Gor stamlosningar: Forsta steget ar att bereda en stamldsning av en svag syra resp. en stamlosning av syrans
konjugerande/korresponderande bas med samma koncentration (det blir mycket enklare da!). T.ex. en syra resp.
en bas med konc. 0,1 mol/dm3.

2. Bestam lampligt pH-varde: Vi bestammer sedan vilket pH-varde buffertlésningen ska ha, tex. pH-vardet 4,7.
.. v - . . ) +71 —pH
3. Rakna ut vatejonkoncentrationen med hjalp av féljande formel: [H ] =10

4. Rakna ut volymen av syran resp. basen: Vi raknar nu ut hur stor volym vi ska ha av syran jamfoért med basen
genom att anvanda den omskrivna och forenklade buffertformeln; ”buffertlésningsformeln”. Vi delar alltsa
vatejonkoncentrationen pa K,-vardet och multiplicerar sedan med 100. Vi far da ut i procent hur stor volym av

syran vi ska ha jamfort med basen. n
H"]  Vi(syra)

K,  Vi(bas)

5. Bestam totalvolym och bered bufferten: Vi bestammer lamplig totalvolym av bufferten och raknar utifran
totalvolymen ut hur manga ml vi ska ha av syran resp. av basen. Till sist blandar vi syran med basen.




Uppgift 2:

Bered minst 500 ml acetatbuffert med pH-vardet 6,3. Utga fran
stamlosningar av attiksyra och natriumacetat som bada har konc.
0,2 M. K, for attiksyra ar 1,8:10-°. Hur stor volym attiksyra resp.
natriumacetat ska vi tillsatta till bufferten for att fa ratt pH?

LOosning:

1. Viborjar med att rakna ut den vatejonkoncentration som behovs for att fa pH-vardet 6,3:
[H"] =10PH =10%63 =5,01-107 mol/dm3

2. Viraknar nu ut hur stor procentuell volym vi ska ha av syran jamfort med basen genom att anvanda
"buffertlésningsformeln”. Vi delar da vatejonkoncentrationen pa K,-vardet:

H*]  Vi(syra) => [H'] 5,01-107
K,  Vi(bas) K. 1,810

= 0,028 =2,8%

Ovanstaende betyder: Om vi har 100 ml av basen sa ska vi ha 2,8 ml avsyran ~ Svar: Vi blandar t.ex. 500 ml av basen
(= 2,8 %). Vi behover minst 500 ml buffert i detta exempel sa darfor ar det och 14 ml av syran sa totalvolymen
lampligt att ta t.ex. 500 ml av basen och 14 ml av syran (500 - 0,028 = 14). blir 514 ml. Da blir pH-vardet 6,3.




Vill vi bereda exakt 500 ml buffertlosning sa
kan vi gora pa foljande satt:

v Vi utgar fran foregaende uppgift dar vi kom fram till att syran ska ha en volym som motsvarar 2,8 % av basens
volym (ej av totalvolymen):

Vi skriver ned vad vi kanner till:
Basens volym = x

Syrans volym = 0,028x

Totalvolym = 500 ml

Hela bufferten = x + 0,028x = 500 ml

| praktiken: Overfér med en mikropipett
13,62 ml av syran till en 500 ml matkolyv,
Vi l&ser ut x: tillsatt sedan basen direkt i matkolven upp
x +0,028x = 500 till 500 ml-strecket.

1,028x = 500
x=500/1,028 = 486,381323

Vi berdaknar basen och syrans volym:

Basens volym = x = 486,4 ml|

Syrans volym = 0,028x = 0,028 - 486,381323 = 13,62 ml
Total volym = 486,4 ml + 13,62 ml = 500,0 ml




Alla formler

- [H[E Eﬁ—] H*] =10
- (0 S,
oo (B4) DY

pH = pK, + log ([[3]]) [II{{:] N ‘1/}1((813::))
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