D. DABIC i D. PETRIN: Puferi u nastavi. Il. Priprema i upotreba, Kem. Ind. 69 (5-6) [2020) 311-319

Puferi u nastavi. Il. Priprema i upotreba

D. Dabic™ i D. Petrin

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, SveuciliSte u Zagrebu
Marulic¢ev trg 19, 10 000 Zagreb

31

KEMIJA U NASTAVI

Ureduje: Nenad Raos

https://doi.org/10.15255/KUI.2019.055
KUI-20/2020

Strucni rad

Prispjelo 29. listopada 2019.
Prihvaceno 21. sijecnja 2020.

Ovo djelo je dano na koristenje pod
Creative Commons Attribution 4.0
International License

Sazetak

U ovom tekstu razmatra se kako odabrati pufer ovisno o svrsi i kako ga pripraviti, pri ¢emu je navedeno nekoliko nacina pri-
premanja puferskih otopina. Uz naglaseno nuzno razumijevanje konstanti disocijacije kiselina, Citateljima se nastoji pribliziti
ispravan nacin pripremanja zeljenih puferskih otopina. To se ponajprije odnosi na uzimanje u obzir svih faktora koji mogu
utjecati na neki puferski sustav. U tekstu se zato obraduju vazni pojmovi i povezuju s njihovim primjenama u znanstvenom i
inzenjerskom svijetu. Takoder, pojasnjava se pojam kapaciteta pufera i njegova uloga, pojam ionske jakosti te na sto ona utjece.
Navedena su bitna svojstva koja pufer treba imati te kako produljiti trajanje puferskih otopina. Na kraju se moze provjeriti sto
su zapravo puferi te su dani zadatci s ciljem samostalne provjere usvojenosti rjesavanja racunskih zadataka.

Kljucne rijeci

Priprema pufera, kapacitet pufera, ionska jakost, koeficijenti aktiviteta, racunski zadatci, nastava kemije

1. Uvod

Zanimljivo bi bilo zapitati se $to su mislili Fernbach i Hubert
1900. dok su proucavali amilazu. Naime, primijetili su da
se otopina cudno ponasa jer se opire promjeni vrijednosti
pH. No eto, 120 godina kasnije kada je potpuno jasno $to
je to bilo (fosfatni pufer je bio u igri), nastaje drugi problem
da se poimanje pufera ponekad uzima zdravo za gotovo
tijekom studija. A to dovodi do ucenja navedenog gradi-
va bez razumijevanja (kako se to pocesto naziva, ucenja
napamet ili “bubetanja”). Sukladno tome, studenti imaju
poteskoca s rjesavanjem racunskih zadataka koji ipak zahti-
jevaju razumijevanje, sto se moze provjeriti kroz navedene
zadatke na kraju ovoga rada. Posebno je to naglaseno kroz
racunske zadatke jer se pojedini zadatak moze postaviti na
razli¢ite nacine. Drugim rijecima, potrebno je primijeniti
steCena znanja ne samo na ispitu nekog kolegija nego i na-
kon toga u zivotu. Da bi to bilo ostvarivo, prvo i osnovno je
ovladati obradenim pojmovima kroz prvi dio rada (Puferi u
nastavi. . Mjerenje vrijednosti pH i osnove teorije pufera),
koji je objavljen u proslom broju, kao i kroz ovaj tekst. To
je osobito vazno jer je to prvi i temeljni korak u rjeSavanju
racunskih zadataka. Naime, posebno uodljiv nedostatak
osnova kemije prema nasim iskustvima moze biti u krivim
odgovorima na sljedeca pitanja: a) ako je koncentracija na-
trijeva acetata 10 mM u 100 ml, kolika je mnoZina i mno-
Zinska koncentracija natrijeva acetata u 2 ml te otopine;
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b) ako se u 10 ml otopine amonijeva formijata mnoZinske
koncentracije (c = 0,40 M) doda 3 ml vode, kolika je ma-
sena koncentracija amonijeva formijata u takvoj otopini? To
se rezultira i na puferima, pa se ovo moze nazvati nultom
razinom koju je potrebno svladati. Jednostavno, ne bi se
smjelo dovesti u pitanje da povedi broj studenata to ne zna
na diplomskom studiju fakulteta nakon polozenih kolegija
iz vise grana kemije. Dakle, cilj ovoga teksta je razjasniti
osnovne pojmove, $to bi u konacnici omogucilo potenci-
jalno rjesavanje vecih problema u razlic¢itim podrucjima
vezano uz pufere. To se odnosi na upotrebu pufera u indu-
strijskoj proizvodniji higijenskih proizvoda (Sampona ili sa-
puna), gdje je bitno pH takvih proizvoda odrzati priblizno
jednakim vrijednostima pH ljudske koze (pH = 5,5) kako
ne bi doslo do iritacija.? Takoder u analizi kvalitete rijecnih
i jezerskih voda primjenjuje se puferski kapacitet kao poka-
zatelj.* U biokemiji je pak vazno usko pH podrucje za odvi-
janje odredenih reakcija (npr. reakcije inhibicije enzima ili
interakcija s enzimskim supstratima), pa se u te svrhe upo-
trebljavaju i pripremaju razni puferi (DTT, MOES, fosfatni,
boratni, bikarbonatni).* U daljnjem tekstu je navedeno ne-
koliko nacina pripremanja puferskih otopina sto je pomalo
zapostavljeno i premalo spominjano na nastavi kemije, a
svakako je primjenjivo i osobito korisno znati.

2. Odabir pufera

Kako odabrati pufer ovisi o tome sto se zeli s puferom od-
nosno u koje ga se svrhe Zeli upotrebljavati. Ne vrijede ista
nacela ako pufer sluzi samo odrzavanju stalnih vrijednosti
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pH nekog sustava. Ili ako se pak pufer upotrebljava u bi-
oloskim sustavima kod enzima gdje, ovisno o vrsti pufera,
moze dodi do inhibicije proteina. Dakle, nuzno je odabrati
pufer odredene vrijednosti pH u skladu sa svrhom za koju
se uporabljuje (npr. pokretnu fazu sustava HPLC-MS/MS)
kao i voditi racuna o koncentraciji i do koje mjere se pufer
moZze mijesati s vodom, a da pritom ne dode do nezeljenih
reakcija (talozenja). Izrazito je vazno znati je li takav pufer
hlapljiv i prikladan za spektrometar masa kod elektroras-
prienja kao izvora ionizacije. Treba imati to na umu jer
takav problem zna biti prisutan u kromatografskim labo-
ratorijima, a cijena takve pogreske iznosi barem nekoliko
tisu¢a kuna. Osim toga, prisutni su i dodatni troskovi zbog
priviemene nemogucnosti rada na instrumentu.

Jedan od prvih koraka u pripravljanju pufera svakako je pro-
nalazak kemikalija s poznatim vrijednostima pK, (tablica 1)
na temelju kojih se pripravljaju puferi. Zatim slijedi odabir
optimalnog pufera, o cemu Ce rijec biti kasnije u tekstu.
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A $to su zapravo konstante K, i pK,? Konstanta disocijacije
kiseline je ravnotezna konstanta cija brojcana vrijednost
prikazuje omjer ravnoteznih koncentracija disociranog i
nedisociranog oblika kiseline. Ona, u principu, govori koli-
ki pH mora biti da bi neka tvar primila ili dala proton (vo-
dikov ion). Budud¢i da konstanta disocijacije kiseline/baze
moze varirati preko deset redova velicine, prikladnije ju je
logaritmirati i iskazati kao potenciju s bazom 10 dodajuci
ispred slovo p. Isto kako se koncentracije oksonijevih iona
iskazuju pH izrazom. Sto je pK, (pKy) vrijednost veca, to
je kiselina (baza) slabija, tj. slabije disocira. Vazno je za-
kljuciti da za razliku od velicine pK,, vrijednost pH ovisi
o koncentraciji kiseline. Posljedi¢no, koncentrirana octena
kiselina koja pripada u slabe kiseline moze imati nizi pH
od jake kiseline (npr. razrijedene dusi¢ne kiseline). Osim
toga, prema Bronsted-Lowryjevoj teoriji, kiseline su vrste
koje mogu otpustiti hidron (proton), pa je tako ocekivano
CH,COOH kiselina. Medutim, je li neka tvar kiselina ili
baza relativan je pojam, uvijek u odnosu na kiselost ota-

Tablica T — Prikaz vrijednosti K, i pK, razrijedenih vodenih otopina cesto koristenih slabih kiselina
nulte ionske jakosti pri 25 °C (brojevi u zagradama predstavljaju stupanj disocijacije

Table 1 - IIZLS?LI)rI](i)constants for diluted aqueous solutions of some commonly used weak acids, at
zero ionic strength and 25 °C (with degrees of dissociation given in parentheses)®

Kiselina HA A K, pK,

jodna (iodic) HIO, 10,~ 1,66 - 107" 0,78
oksalna (oxalic) (1) H,C,0, HC,0,~ 5,62 - 1072 1,25

sumporna (sulphuric) (2) HSO,~ SO,*" 1,02-107? 1,99
fosforna (phosphoric) (1) H,PO, H,PO,~ 6,92 - 1073 2,16
kloroctena (chloroacetic) CH,CICOOH | CH,CICOO~ 1,35-1073 2,87
limunska (citric) (1) H,C,H;0, H,CH;O,~ 7,41-10™ 3,13
fluorovodic¢na (hydrofluoric) HF F= 6,31 -10* 3,20
dusikasta (nitrous) HNO, NO,~ 5,62 -10°* 3,25
mravlja (formic) HCOOH HCOO~ 1,78 -10°* 3,75
oksalna (oxalic) (2) HC,0,~ C,0,~ 1,55-107* 3,81

mlijecna (lactic) HC;HO, C,H,O4~ 1,38 -107* 3,86
benzojeva (benzoic) C,H,COOH C,H,COO~ 6,31 -107° 4,20
limunska (citric) (2) H,C,H;O,~ HCH;0,>~ 1,74 -107° 4,76
octena (acetic) CH,COOH CH,COO~ 1,74 -107° 4,76
uglji¢na (carbonic) (1) H,CO, HCO,~ 4,47 - 1077 6,35
limunska (citric) (3) HC,H,0.2~ CH.0,3 3,98-1077 6,40
arsenska (arsenic) (2) H,AsO,~ HAsO,>~ 1,74 -1077 6,76
fosforna (phosphoric) (2) H,PO,~ HPO,*~ 6,17 - 1078 7,21

hipoklorasta (hypochlorous) HCIO ClO~ 3,98 -107° 7,40
hipobromasta (hypobromous) HBrO BrO~ 2,82-107° 8,55
cijanovodicna (hydrocyanic) HCN CN- 6,17 -107"° 9,21

amonijev ion (ammonium ion) NH,* NH, 5,62 -107'° 9,25
fenol (phenol) C¢H;OH CH:O~ 1,02 -10°" 9,99
L—askorbinska (L—ascorbic) (2) HCHO4~ CeHOg* 2,00 - 107" 11,70
fosforna (phosphoric) (3) HPO,*~ RO*= 4,79 -107" 12,32
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pala i drugih prisutnih tvari. Tako octena kiselina moze i
primiti proton od vrlo jake kiseline, tvore¢i CH,COOH,™,
pa je CH;COOH baza, a ne kiselina.
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Udio pojedine specije /%

Slika T —Ovisnost udjela i raspodjele ionizacijskih specija mole-
kule 4-(2-aminoetil)benzojeve kiseline o vrijednosti pH

Fig. T —Dependence of mole fractions of ionic species for
4-(2-aminoethyl)benzoic acid and their distribution on pH

Na primjeru 4-(2-aminoetil)benzojeve kiseline (slika 1)
koja ima dvije pK,-vrijednosti (pK,;(~COOH) = 4,14 te
pK.»(=NH,) = 9,80) moze se vidjeti kako udio pojedine
specije ovisi o vrijednosti pH. Vrijednosti pK, izracunate
su u programu Chemicalize.® Kako onda odabrati pufer i
kakve veze ima njegov pK, s tim? Ovisno o pH zeljenog
medija i drugim karakteristikama odabire se prikladni kise-
lo-bazni par, imajuci u vidu da je pufersko djelovanje naju-
cinkovitije u podrucju gdje je pH jednak pK,. Prema tome,
treba odabrati takav kiselo-bazni par ¢ija ¢e vrijednost pK,
biti $to bliza zeljenom pH. Tako je za pripremu puferirane
otopine vrijednosti pH = 4 dobro upotrebljavati otopinu
mlijecne kiseline (pK,(HC;H;O;) = 3,86) i njezine soli,
natrijeva laktata. Ako se pak zeli pripremati luznati medij
pH = 9, pogodna ¢e biti otopina amonijaka i amonijeva
klorida (pK,(NH,*) = 9,25). Naravno, nema jedinstvenog
pravila koliko se pH i pK, smiju razlikovati, osim sto je po-
zeljno da se ne prekoraci bas vrijednost jedne pH-jedinice.
U svakom slucaju, bitno je znati kakva se uloga ocekuje od
kapaciteta pufera, tj. kolika treba biti jakost pufera.

3. Kapacitet pufera

Kapacitet pufera definira se kao mjera sposobnosti pufe-
ra da se odupire promijeni vrijednosti pH nakon dodatka
kiseline ili baze. Dakle, kapacitet pufera iznosi 1 kada se
1 mol neke kiseline ili baze doda 1 litri pufera i pri tome se
pH promijeni za jednu jedinicu pH.

B = dcy/d(pH) = —dc,/d(pH) (1)

Izraz (1) uveo je D. D. Van Slyke dok je prouc¢avao promjene
pH krvi s obzirom na koncentracije CO, i HCO,™ iona.” Do-
datkom kiseline promjena pH je po iznosu negativna (pH se
smanjuje), a kako je vrijednost kapaciteta uvijek pozitivan
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broj, potrebno je u izraz staviti minus kada se radi o kiselini.
Pisanje izvoda se preporucuje jer ako se samo za rac¢unanje
kapaciteta pufera prikaze takav izraz (2); oznaka c, pred-
stavlja koncentraciju pufera odnosno ukupnu koncentraciju
kiseline u protoniranom i deprotoniranom obliku.?

p=1In10{c, K, [HV([H'] + K> + Ky/[H"] + [H*]} (2)

To dovodi do naizgled teskog gradiva sto svakako nije do-
bro ni za motivaciju studenata. Naime, kad je god moguce,
kao mozda u ovom slucaju, treba smanijiti opseg gradiva pa
se moze samo spomenuti koje sve prisutne tvari u otopini
prilikom rac¢unanja kapaciteta pufera treba uzeti u obzir.
Na nastavi matematike moze se protumaciti, medu osta-
lim,° da kapacitet pufera predstavlja kontinuiranu i neli-
nearnu funkciju koja se moze derivirati, sto je prikazano
matematickim zapisom (1).

Bitnu ulogu puferski kapacitet ima kod rijecnih voda gdje je
usko pH-podrucje nuzno za opstanak vecine organizama.
Ako je kapacitet prenizak te je pH vode izvan raspona ka-
paciteta, to moze imati pogubne posljedice za Citav rijecni
ekosustav. Shodno tome, puferski kapacitet se cesto primje-
njuje u analizi da bi se utvrdila kvaliteta vode."® Inace, u slu-
¢aju smjese pufera moze se primijeniti svojstvo aditivnosti pa
je tako kapacitet pufera smjese slabe kiseline i baze mnogo
veci nego kod spojeva medusobno vrlo sli¢nih pojedinacnih
vrijednosti pK,. Kapacitet pufera obicno ovisi o koncentraciji
upotrijebljenog pufera, pa je tako vedi sto je koncentracija
pufera veca.? Za pH to nije slucaj jer on ne ovisi o apsolutnoj
koncentraciji pufera ve¢ o omjeru koncentracija njegovog
(konjugiranog) kiselo-baznog para.

Na slici 2 moze se vidjeti kako kapacitet pufera ovisi o pH
otopine te kako je to povezano s udjelima specija u oto-
pini. Bududi da intenzivna i ekstenzivna svojstva vrijede
i za pufere koji imaju oba svojstva, to je dobar nacin za
prisjetiti se gradiva iz op¢e kemije s pitanjem koje bi to
bilo intenzivno, a koje ekstenzivno svojstvo pufera. U slu-
¢aju primjene pufera skupa s organskim otapalima vrijedi
uzeti u obzir da najcesce upotrijebljena organska otapala u
kromatografiji (metanol i acetonitril) smanjuju kapacitet, ali
i pK, pufera." Uz to, ako se i pripravlja npr. 20 mM pufer
u vodenoj otopini (kanal A), prilikom mijesanja s 40 % or-
ganskog otapala (iz kanala B) dolazi do razrjedenja, sto ta-
koder smanjuje kapacitet pufera.
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Slika 2 — Kapacitet acetatnog pufera koncentracije 0,1 M
Fig. 2 — Buffer capacity of 0.1 M acetic buffer
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Svaki puferski sustav ima podrucje djelovanja u kojem je
najucinkovitiji, pa se opcenito pH bira ovisno o vrijednosti
pK, tako da ciljani pH bude =1 od pK,. Dakle, sve dok
mnoZzina jedne tvari ne bude do 10 puta veca ili manja od
druge, moze se nacelno govoriti o puferima. Prema tome,
ako je vrijednost pK, = 6,86, onda je taj pufer djelotvoran
u podrucju pH od 5,86 do 7,86. Iznimka je karbonatni
pufer koji je ipak uc¢inkovit u odrzavanju pH krvi na 7,4 jer
moze odrzavati koncentracije hidrogenkarbonata i ugljiko-
va dioksida u omjeru 20: 1. Aminokiseline takoder mogu
biti puferi jer se ponasaju kao slabe kiseline ili baze pa
tako mogu reagirati i kao kiseline i baze, npr. alanin i glicin
djeluju kao puferi. Uobicajeni kapacitet pufera najcesce
iznosi izmedu 0,0001 i 0,01. Ipak da pH-raspon ne mora
biti samo +1 od pK,-vrijednosti, pokazuje Britton-Robin-
sonov pufer. To je poznati univerzalni pufer koji djeluje u
pH-podrucju 2 — 12, a sastoji se od smjese 0,04 M H;BO;,
0,04 M H;PO, 10,04 M CH,COOH, pri ¢emu se pH pode-
ava s 0,2 M NaOH po potrebi."

Sljedeci primjer moze pokazati koliko je nuzno da se unu-
tar organizma vrijednost pH odrzava unutar uskih grani-
ca. Uobicajeno je za ljude da se pH krvi odrzava izmedu
7,351 7,45 (vrijedi imati na umu da je pri 37 °C pH krvi
neutralan na pH = 6,80, a ne na 7,00). Mala promjena
vrijednosti pH s 7,35 na 7,45 predstavlja promjenu kon-
centracije vodikovih iona u krvi za oko 20 %. Takvo stanje
organizma kada vrijednost pH padne ispod 7,35 naziva se
acidoza, a ako poraste iznad 7,45, alkaloza. Opcenito vri-
jedi da promjena pH krvi u ljudskom organizmu za =0,2
od normalne (srednje) vrijednosti, tj. izvan granica 7,2 i 7,6
redovito ima smrtne posljedice.' Dakle, vaznost pufera za
postojanje ljudskog Zivota je neprocjenjiva. Buduci da se
kod razdjelne kromatografije Cesto primjenjuje puferira-
na pokretna vodena faza, korisno je znati da je kapaci-
tet pufera od 0,01 do 0,1 uglavnom dovoljan za vecinu
kromatografskih odredivanja u farmaceutskoj industriji. To
znaci da su koncentracije od 50 do 500 mM dovoljne, no
u praksi se obi¢no ide na nize koncentracije (priblizno od
5 do 20 mM), a kod MS-detektora i nize (iako je tada ka-
pacitet pufera vrlo nizak).

4. Zive li puferi dulje od muhe?

Traju li puferi duze od Zzivotnog vijeka ku¢ne muhe
(15 — 30 dana), zasigurno je tesko definirati jer ovisi o
vise ¢imbenika. No svakako je nuzno poduzeti odredene
korake kako bi se produljilo vrijeme upotrebljivosti pufera.
Dakle, potrebno je smanijiti i sprijeciti stvaranje bakterija i
gljivica, posebno u podruc¢ju pH 6 — 8, pa se puferi cuva-
ju pri nizim temperaturama, upotrebljavaju se sterilni fil-
tri (promjera pora od 0,22 mm) ili se dodaje natrijev azid
koncentracije 3 mmol I7" (0,02 %). Medutim, treba paziti
da aditivi pufera budu u koncentraciji pri kojoj ne utje-
¢u negativno na sustav, posebno ako se radi o bioloskim
uzorcima. Primjerice, dodatak EDTA, DTT, Mg** u pufer
moze rezultirati promjenom vrijednosti pH. Good i sur."
dali su pregled znacajnih svojstava koje pufer treba imati.
To je topljivost, permeabilnost kroz bioloske membrane,
vrijednost pK, koja odgovara potrebnom rasponu i njihove
promjene ovisne o temperaturi i o razrjedenju. Odrede-
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ni pufer karakterizira i interakcija s drugim tvarima (poput
enzima, metalnih iona), podrucje UV-apsorpcije, netoksic-
nost i cijena. Naravno, i to da se neki puferi poput MOPS-a
i HEPES-a raspadaju u autoklavu zbog povisene tempera-
ture.

5. Sto je ionska jakost i je li uopée vazna?

Jos su Lewis i Randall 1921. opisujuci koeficijente aktivite-
ta za jake elektrolite uveli pojam ionske jakosti.™ To je bilo
i ostalo od velikog znacaja jer je uoceno da prisutnost svih
iona, kao i njihovi naboji znatno utjecu na razlicita svojstva
(konstantu disocijacije, topljivost soli).

Prema tome, ionska jakost otopine koja se temelji na mno-
zinskoj koncentraciji (/) jednaka je polovini zbroja produ-
kata koncentracija (c) i kvadrata nabojnih brojeva (z?) svih
iona prisutnih u promatranoj otopini (jedn. (3)). Drugim
rijecima, ioni u otopini stvaraju elektricno polje i upravo
mjeru jacine toga polja iskazujemo (koncentracijskom ili
molalitetnom) ionskom jakosti. Za otopine koje nisu adi-
tivne po volumenu preporucuje se koristiti molalne ionske
jakosti (I,; molkg™").

Radi lakseg uocavanja, korisno je naglasiti da je I. za KCI
Cetiri puta manji nego za otopinu MgSO, zbog razlic¢itih
nabojnih brojeva. Racunski se moze provjeriti i da ce I, za
AICl, biti Sest puta veca u odnosu na I (KCl). No prava pita-
nja mogu pokazati i druge aspekte. Na primjer, studentima
se moze dati da izracunaju ionsku jakost za slabi elektrolit
(CH,COOH) ili za tesko topljivu sol (CdS), sto moze biti
“skakljivo” (engl. tricky) pitanje. Zato se tu mogu potaknuti
studenti skloni programiranju kako bi dogli na svoje.

lo=1/2) cz? (3)

Zasto nam je vazna ionska jakost? Medu ostalim jer ionska
jakost ima utjecaj na koeficijente aktiviteta, kao i koefi-
cijenti aktiviteta na nju. Prema Debye-Hiickelovoj teoriji
koeficijenti aktiviteta mogu se procijeniti pri odredenim
uvjetima. Da brojc¢ana vrijednost koncentracije (u mol ")
bude jednaka aktivitetu, nuzno je da koeficijent aktiviteta
bude jednak 1. On je za krutine 1, ali za otopine to i nije
tako. Slicno kako se ponasanje idealnih plinova opisuje
tako da molekule nemaju utjecaja jedna na drugu, tako i
kod idealnih otopina mozemo zanemariti doprinos medu-
molekulskih interakcija. Tada se navodi da su koeficijenti
aktiviteta jednaki 1.

Medutim, otopine nisu idealne. Pri ve¢im koncentracija-
ma (mmol|~"), Cestice su blize jedna drugoj, pa dolazi do
odstupanja zbog privlacnih i odbojnih sila. Te sile ovise i
o udaljenosti medu Cesticama i o njihovom naboju, pa se
takav utjecaj bolje opisuje ionskom jakosti. Ona, osim uda-
lienosti iona (koncentracije), u obzir uzima i jac¢i utjecaj
visestruko nabijenih iona (izraz (3)), pa se zato naboj uzima
na kvadrat, kao i u elektrostatskim reakcijama. Utjecaj nei-
dealnosti pocinje biti znacajan ve¢ pri koncentracijama od
1T mmol I7" jer se nabijene Cestice osjecaju na dosta vecim
udaljenostima (sila pada s kvadratom udaljenosti), a van
der Waalsove sile sa Sestom potencijom.
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Nadalje, postavlja se pitanje sto napraviti kada su koefici-
jenti aktiviteta manji od 1, a mijenjaju se ovisno o ionskoj
jakosti?

Opcenito je poznato da linearizacija nekakve funkcije
olaksava racun jer se odredeni oblik svodi na jednadzbu
pravca. Medutim, koeficijenti aktiviteta se mijenjaju (po-
sebno pri vecim ionskim jakostima) i rezultat toga je da ovi-
snost £ o log ¢ nije uvijek linearna. Sto tada napraviti kada
ne mozemo pripremiti otopine istog aktiviteta? U tom slu-
¢aju koeficijenti aktiviteta mogu se drzati stalnima tako $to
se dodaje inertni elektrolit koji ¢e povecati ionsku jakost.
Mada ne treba zaboraviti da Nernstova jednadzba vrijedi
samo za otopine niskih ionskih koncentracija (< 107 M)."®
A ni to da se potenciometrom s pripadaju¢om elektrodom
(indikatorskom i referentom elektrodom) mijeri uvijek akti-
vitet, a ne koncentracija iona (npr. H*, Na*, CI).

Nadalje, dodatkom neke soli u otopinu pufera nemoguce
je izbjeci utjecaj ionske jakosti na konstantu disocijacije sto
pak utjece na odnos pH i pK, (kapacitet pufera). Ipak, nuz-
no je znati kako pripremiti pufer uz podesavanje ionske
jakosti. Ne treba zaboraviti da i puferi svojom disocijacijom
doprinose ionskoj jakosti. Tada je najbolje uzeti to u obzir
i dodati onoliko soli koliko je potrebno da bi se postigla
Zeljena ionska jakost (pritom je uracunat i doprinos ionske
jakosti od strane pufera).

Naravno, pojednostavljenje i zanemarivanje razlicitih ¢im-
benika utjece na rezultate. No, dok su odstupanja prihvat-
ljiva, to je koristan nacin kako pripremiti pufer s odrede-
nom ionskom jakosti (posebno jer se uzima u obzir i ionska
jakost samog pufera). Dakle, ionska jakost vazan je cimbe-
nik u mnogim podrucjima znanosti i industrije, osobito kod
istrazivanja enzimskih reakcija jer pri takvim uvjetima treba
paziti na Sto je vise moguce parametara. Osnovno je da
treba raditi pri takvim ionskim jakostima koje odgovaraju
fizioloskim uvjetima. To znaci da koncentracija NaCl ili KCl
treba biti izmedu 100 i 200 mM.™ U suprotnom, ionska
jakost moze utjecati na kataliticku aktivnost enzima ako
uvjeti nisu slicni fizioloskim. Vrijedi imati na umu i Cinje-
nicu da fosfatni pufer tvori otprilike sedam puta vise iona
u mediju nego tris pufer pri istoj vrijednosti pH. Takoder,
ako se upotrebljava tris- HCI, a vrijednost pH se podesava
s NaOH, to uzrokuje nastanak natrijeva klorida. Posljedica
toga je povecana koncentracija soli. To moze kao posljedi-
cu imati drugacije ponasanje proteina.

6. Primjena stecenog znanja u laboratoriju
Puferi u laboratoriju mogu se pripremiti na nekoliko na-
c¢ina:
1) pripravom pufera iz slabe kiseline i

njezine konjugirane baze,

2) pripravom pufera iz slabe baze i
njezine konjugirane kiseline,

3) pripravom pufera iz slabe kiseline i jake baze,
4) pripravom pufera iz slabe baze i jake kiseline.
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Dakle, iz slabe kiseline i njezine konjugirane baze moze se
pripraviti acetatni pufer pH = 4, mnozinske koncentracije
natrijeva acetata ¢ = 0,2 M. Za izra¢un moze se upotrijebi-
ti H—H jednadZzba koja vrijedi za koncentracije kod kojih
je Coctene kiseline > 1 00 ' Ka

pK, = pH + log(INaOAcl/[HAC)). (4)

Iz jedn. (4) moze se odrediti da je uz natrijev acetat po-
trebno i 1,125 M octene kiseline. Medutim, ako se zeli
pripremiti pufer samo upotrebom octene kiseline, tada
je potrebno uzeti vise octene kiseline (c = 1,325 M) te
zatim dodati 0,2 mol NaOH (titrirati do ciljane vrijedno-
sti pH). Danas se mogu naci u priru¢nicima podatci koji
navode volumen i koncentraciju jedne tvari, zatim volu-
men i koncentraciju druge tvari. Njihovim mijeSanjem u
zadanim omjerima moze se isto pripraviti pufer (kao iz
primjera broj 1). Medutim, prema nasim iskustvima, to je
dugotrajniji nacin za koji je potrebno i vise posuda, a Cesto
dovodi do pogreske. Umijesto toga, lako se odvaze odre-
dena tvar i otopi (u recimo 900 ml vode), potom se samo
titrira jakom luzinom/kiselinom do zeljene vrijednosti pH
i na kraju nadopuni vodom do oznake u odmjernoj tikvici
(od 1000 ml). Prilikom odvage odredene tvari (primjerice
kalijeva citrata dihidrata) veoma je vazno uzeti u obzir i
masu vode ako je prisutna, sto znaci da ce se vagati veca
masa kako bi se priredila Zeljena koncentracija pufera. Isto
kao sto se kod odvage neke tvari, npr. farmaceutika koji se
nalaze u obliku soli, odvaze veéa masa (moZe se izracu-
nati za koliko puta i pomocu gravimetrijskog faktora). To
je jedna od pogresaka koje su nazalost karakteristicne za
pocetnike i za veliku vecéinu studenata kemije. Osim sto je
vrlo vazno znati steCeno znanje primijeniti u laboratoriju,
vazno je i to obaviti u razumnom vremenu. Tako se moze
postaviti pitanje kako pripraviti 1,00 | pufera vrijednosti
pH = 9,10 koncentracije pufera 0,500 M upotrebljavajuci
samo NH,Cl(s), 1,00 M NH, i deioniziranu vodu. Poanta je
rijesiti zadatak u kratkom vremenu.

pH = pK, + log(INH,OHJ/INH,*]) (5)
m(NH,Cl) = c(NH,C) - V(otopine) - M(NH,Cl) (6)
Vi(NH,) = ¢,(NH;) - V,(NH,)/c,(NH,) (7)

Uvrstavanjem zadanih vrijednosti u jedn. (5) dobije se da
ravnotezna koncentracija iznosi: [NH,*] = 0,690 M te se
preko jedn. (6) i (7) dode do toga da odvagom 37 g NH,Cl
i dodatkom 500 ml amonijaka koncentracije 1,00 M te
nadopunjavanjem vode do oznake u odmijernoj tikvi-
ci od 1,00 | moze se pripraviti pufer zadanih vrijednosti.
Isto tako za pripravu 50 ml puferirane otopine vrijednosti
pH = 7,00 potrebno je odvagati 0,52 g NaHSO; i 0,39 g
Na,SO,, s time da pK,(HSO;") iznosi 7,21. U nastavku je
dan primjer jednog zadatka za vjezbu uz navedeno rjese-
nje:

Zadatak 1. Izracunaj masu amonijeva klorida koji tre-
ba dodati u 250 ml otopine amonijaka masenog udje-
la w(NH;) = 5,0 %, gustoce p = 0,98 gml~" da bi se
dobio pufer ¢iji je pH = 9,8 ako je pK,(NH;) = 4,75.

Rjedenje: 10,84 g.
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Dakle, poanta je znati odabrati odredenu kemikaliju i pri-
premiti pufer, npr. vrijednosti pH = 9,00 odredenog vo-
lumena i koncentracije. Tako se, primjerice, na laborato-
rijskim vjezbama moze izvesti sasvim jednostavna vjezba
koja se, buduci da je toliko jednostavna, gotovo nikad ne
izvodi kao sama za sebe. Na vjezbama se ne preporucuje
dati studentima da upotrebljavaju “kuharicu” u kojoj pise
koliko Cega treba pomijesati, ve¢ se moze postaviti pita-
nje kako bi pripremili pufer (V = 200 ml, pH = 7,00 i
¢ = 0,01 M), a da imaju na raspolaganju sljedece kemika-
lije: NaH,PO,(s), Na,HPO,(s), Na;PO,(s), propionsku ki-
selinu, natrijev propionat, NaOH(aq) c(NaOH) = 1,00 M,
HCl(aqg) c(HCl) = 1,00 M i destiliranu deioniziranu vodu
uz sve potrebno laboratorijsko posude.

Za kraj je ostavljen brzi pristup izracuna potrebne odvage
odgovarajucih kemikalija za pripravu pufera. Dovoljno je
potraziti buffer calculator i rezultat pretrazivanja pokazat
¢e nekoliko razlicitih kalkulatora za pripravu pufera kod
kojih je moguce podesavati i ionsku jakost. Primjer jednog
takvog kalkulatora moze se pronacdi i otvoriti u referenciji
pod brojem 17.

U konacnici, kako bi znanje bilo prakti¢no i primjenjivo,
vrijedi ispitati razumije li student kako je elektromotivnost
povezana s pH? Kada mu se na vjezbama objasni da uroni
kombiniranu elektrodu, stisne “CAL” i potom je ispere. Na-
kon toga da uroni istu elektrodu u uzorak, stisne “READ” pa
ocita s ekrana vrijednost pH. I to je to. Sto je iz toga naucio,
gotovo nista. Medutim, sto ako voditelj vjezbi umjesto pH
promijeni da se na ekranu prikazuju drugacije brojke (one
za elektromotivnost). Tada nastane problem iz kojeg slijede
pitanja Sto je to i Sto s tim. Daljnja mjerenja u pravilu se
ne mogu provesti bez pomoci voditelja jer sve ostane na
pokusaju kako sad iz toga preracunati na zeljenu vrijednost
pH. Medutim, upravo nakon vlastitog pokusaja studenata
da rijese problem pa tek onda nakon objasnjenja voditelja
vjezbi uslijedi razumijevanje i postizanje zeljenog ishoda.
Stoga, to je izvrstan nacin za provjeru stvarnog znanja.

7. Kratka provjera znanja odabira pufera

Pogledajmo jesu li sljedeci spojevi puferi ako se nalaze u
vodenoj otopini u jednakim koncentracijama: 1) NaOAc
i KOAC, 2) HF i F*, 3) Na,SO, i NaHSO,, 4) NH,OAC i
NH,Cl, 5) K,HPO, i NaH,PO,, 6) KHSO, i H,SO,, 7) amo-
nijak i salmijak, 8) HCOOH i HCOONa, 9) HCl i NaCl,
10) C,H.NH, i C,H,NH,NO,, 11) H,PO, i NaH,PO,,
12) NH; i (NH,);PO, 13) HN; i NH;, 14) monohidrat [i-
munske kiseline (C,HzO, - H,O) i trinatrijev citrat dihidrat
(CeHsO;Na; - 2 H,0), 15) piridin i piridinijev klorid, 16)
HCIO i NaClO, 17) otopina koja nastaje mijeSanjem
0,20 M NH; i 0,70 M HCI, 18) otopina koja nastaje mije-
sanjem 0,20 M NH; i 0,20 M HCI. Odgovori idu redom:
1) ne, 2) da, 3) ne, 4) ne, 5) ne, 6) ne, 7) da, 8) da, 9) ne,
10) da, 11) da, 12) da, 13) ne, 14) da, 15) da, 16) da, 17)
da, 18) ne.

Osim navedenih primjera, jeste li znali i da primjerice mor-
ska voda,® Coca-Cola™ i izbjeljivac’ djeluju kao puferi?
Osim toga da konzervirani vo¢ni sokovi imaju znatno vedi
kapacitet pufera nego gazirani sokovi i Cajevi.?® Ocigledno,
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navedeni primjeri sadrze tvari koje stvaraju pufere, od fos-
fata, citrata do hipoklorita. Nadalje, uvijek je vazno gledati
Siri kontekst. Tako na primjer, vrijedi razmisliti, ako se zeli
pripremiti pufer vrijednosti pH = 4,8, je li bolje upotrije-
biti acetatni ili citratni pufer (pK, su navedene u tablici 1).
Poanta je da oba pufera imaju slicne pK, tako da ¢e oba
imati slican kapacitet. No citratni je bolji jer ima jos dvije
konstante pK, koje su priblizno blizu (dok kod fosfata to
nije slucaj), pa mogu i u tom podrucju djelovati kao pufer.
Ipak, ako se radi o pripravi pokretne faze pufera za anali-
zu spektrometrom masa, onda svakako treba zaboraviti na
citratni pufer zato sto nije hlapljiv i talozi se, a i utjece na
koroziju nehrdajuceg celika. Za one koji promisljaju i izvan
okvira vrijedi napomenuti da unato¢ razli¢itim prisutnim
literaturama koje definiraju raspon pH (od 0 do 14), pH
moze biti i negativan, tj. izvan navedene skale,?' i da su
zabiljezeni takvi primjeri cak i u realnim vodama.?> Osim
toga, zanimljivo je razmisliti koje su jo$ prisutne poteskoce
u eksperimentalnom mjerenju pH manjima od 1, osim sto
uobicajene pH-elektrode nisu pogodne za takve uvjete.
Problem je jos i u puferskim otopinama. Efikasni puferi za
tako niske pH nisu mogudi jer da bi se postigla tako ni-
ska vrijednost pH, kisela komponenta pufera trebala bi biti
jaka kiselina s velikom konstantom disocijacije. A upravo ta
velika konstanta disocijacije Cini puferski kapacitet malim.
Naravno, prisutni su i drugi utjecaji.

8. Racunski zadatci

1) Kao pokretna faza u tekucinskoj kromatografiji visoke
djelotvornosti, ali i u drugim tehnikama, vrlo cesto se
upotrebljava otopina pufera kako bi, primjerice razvili
optimalnu metodu za razdvajanje smjese 20 farmaceu-
tika iz otpadnih voda. Tako uzmimo da je zadatak kro-
matograficara snimiti ukupno 71 uzorak. Metoda po
uzorku traje 20 min uz protok 0,5 mlmin~". Za potrebe
eksperimenta odabrana je 10 mM koncentracija pufe-
ra. Koliko minimalno treba pripraviti pufera kako bi se
analiza mogla pustiti preko noci (a da pumpa ne ostane
bez otapala, eluensa) te kako pripraviti potrebne otopi-
ne pufera octene kiseline i natrijeva acetata vrijednosti
pH = 5,8 ako pK, (CH;COOH) je 4,8. Moze li se kao
otapalo za pripravu pufera umjesto vode upotrijebiti
acetonitril? A moze li se upotrijebiti metanol?

2) Ako se u cadu koja sadrzi 0,044 mol NaH,PO, i
0,061 mol Na,HPO, u jednoj litri te otopine doda
T ml 40 % otopine NaOH, za koliko ¢e se promijeniti
pH tog pufera? pK,(NaH,PO,) = 6,86.

3) Koliki je pH pufera koji je dobiven mijeSanjem 20 ml
0,035 M mlijecne kiseline (C;H;O;H) i 25 ml 0,040 M
laktatnog iona (C;H;0;).%

4) Izracunajte pH otopine amonijeve luzine koncentraci-
je 0,025 moldm™. Koliki ¢e biti pH ako se u 250 ml te
otopine doda 1,40 g amonijeva klorida te za koliko ¢e
se promijeniti pH ako se u 250 ml dobivene otopine
koja sadrzi NH,OH i NH,Cl doda 0,004 mol NaOH?
K,(NH,OH) = 1,8-10"".

5) Mravlja kiselina cesto se dodaje kao aditiv u pokretnu
fazu spremnika HPLC instrumenta. Izracunajte koliki
pH mozete ocekivati za 2 1 0,15 % mravlje kiseline.
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6) U niskoj graduiranoj ¢asi otopljeno je u 50 ml vode
0,550 g metilamina (K, = 4,4 -10™) te je potom ista
otopina titrirana s 0,0116 gl~' HCI. Koliki je pH prije
pocetka titracije, u tocki ekvivalencije, a koliki nakon
dodatka 50 ml te 100 ml HCI?

7) U odmjernoj tikvici od 100 ml studentica Andela do-
bila je u sklopu vjezbi 25 ml nepoznatog uzorka neke
slabe monoprotonske kiseline mnozinske koncentraci-
je 0,02 M. Navedeni uzorak je potom nadopunila do
100 ml te je prije pocetka titracije pH te otopine izno-
sio 4,22. Koliko treba Andela u 100 ml otopine dodati
ml 10 mM otopine NaOH da pH otopine iznosi 5,222

*

Esencijalna aminokiselina L-histidin hidrofilnog je ka-
raktera i jedna je od triju aminokiselina s bazicnim
ogrankom. Kao takva iznimno je vazna u regulaciji i
upotrebi esencijalnih elemenata poput zeljeza, ba-
kra, molibdena, cinka i mangana. Takoder, histidin
je vazna aminokiselina za formiranje razlicitih veza i
interakcija izmedu metala, enzima i drugih tvari po-
put superoksid-dismutaze.?*?> Za potrebe istrazivanja
Menkesove bolesti koja se javlja zbog nedostatka ba-
kra, potrebno je najprije izracunati koliko miligrama
KOH treba dodati u 10 ml otopine L-histidina hidro-
klorida c = 0,02 M da se dobije potpuno deprotonirani
oblik histidina, a koliko da se dobije pufer pH = 9,0,
kako bi se pripremile navedene otopine. pK,, = 1,8;
pK., = 9,2; pK,(imidazolna skupina) = 6,0.

L

Kolika je koncentracija dihidrogenfosfatnih iona
(pK, = 6,8) u otopini ¢iji pH iznosi 7,25 ako je ukupna
koncentracija fosfata 0,20 M?

10

=

Koliki je pH otopine koja sadrzi 0,6 mol mravlje kiseli-
ne i isto toliko natrijeva formijata? Koliko iznosi pH na-
kon dodatka 0,172 mol HCI, a koliko nakon 0,12 mol
NaOH u tu otopinu?

11) Ako 100 ml otopine sadrzi 0,300 mol HF, koliko grama
NaF treba dodati u tu otopinu da bi pH te otopine bio
pH = 3,00 ako je K, = 7,2-107*.

12) U kojoj ¢e od sljede¢ih kombinacija nastati pufer u
¢asi od 2 | vode kada se pomijesa:

a) T mol HNO, i T mol KNO,
b) 1 mol HBri 2 mol KF

¢) T mol HBr i 1 mol KF

d) T mol HBr i 2 mol KOH?

9. Cemu sve to?

Rjesavanje problemskih zadataka individualnim i timskim
radom izrazito je vazan element u nastavi. Jednako kao
Sto je razvijanje i stjecanje odgovornosti svakog pojedin-
ca unutar grupe. Stoga, nije cilj obrazovanja samo znati
reproducirati odredena znanja. Isto tako, bolje je kada je
u fokusu nastave ucenik, a ne ucitelj. Nazalost, takav pri-
stup ex-cathedra jos uvijek je poprilicno zastupljen kako u
srednjoskolskoj tako i na fakultetskoj razini. Jos je tragi¢nije
kada uz to nastavnik svodi nastavu na citanje s PowerPoint
prezentacije. Zato je u nastavku navedeno kako poticati
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radoznalost i timski rad na “dosadnim” dijelovima kemije,
medu koje se ubrajaju i puferi. To se moze postici tako da
jedna grupa treba “sagraditi” svoju pH-elektrodu (ili ba-
rem pronaci sve potrebne informacije kako bi to napravili)
i objasniti cemu sluzi pojedini dio. Za to vrijeme druga dva
tima trebaju prodati taj proizvod (koji smiju nadograditi),
ali i argumentirati zasto kupiti bas njihov. Stoga, izradivanje
prirucnika i poznavanje potrebnih pojedinosti oko izrade
pH-metra u financijskim okvirima (Sto je takoder vazno)
samo je jedan mali, ali vazan korak u obrazovanju. To je
korak pripreme za realne situacije koje slijede nakon sko-
lovanja.

Treci tim koji se Zeli probiti na trziste ima zadatak osporiti
prodaju pH-metara od drugog tima jer ne pruzaju po nji-
hovu misljenju primjerenu metodologiju mjerenja pH slo-
Zenih uzoraka (polucvrstih uzoraka hrane, bioloskih, emu-
zija itd.). Taj tim treba istraziti i nuditi prednosti primjene
njihove elektrode, a profesor za to vrijeme moze postavlja-
ti pitanja studentima. Tako, na primjer, koji bi pH teorijski
dobili kada bi ga racunali za 1- 108 M otopinu HCI. Poanta
je da sami razmisle ima li taj rezultat smisla te Sto u takvom
slucaju mogu napraviti? Sto je to zapravo logaritam (mnogi
to zaborave,?® u tom slucaju preporucujemo pogledati lite-
raturu broj 26). Zatim, ako se pH promijeni s 4 na 2, koliko
puta se povecala koncentracija oksonijevih iona? Kako to
da je pH destilirane vode rijetko kada 7,0, ve¢ je nesto nizi?
Koja su ogranicenja Henderson-Hasselbachove jednadz-
be? Je li je i zaSto potrebno umjeravanje pH-clanka prije
potenciometrijske titracije? Svakako, mogu biti postavljena
i zahtjevnija pitanja, npr. je li prilikom mjerenja pH potreb-
no mijesati otopinu? Utjece li na pH ako otopina 0,01 %
mravlje kiseline sadrzi 20 % acetonitrila? Sto ako otopina
nije mijeSana za vrijeme mjerenja pH uzoraka, ali je zato
mijesana za vrijeme umjeravanja pH-clanka na magnetskoj
mijesalici? Kako prisutnost sulfida u otopini kod mjerenja
pH moze utjecati na referentnu elektrodu? Je li topljivost
AgCl u otopini KCl veca nego u vodi? Kako bi dodatak Ag*
u KClI utjecao na takvu referentnu elektrodu? Ne ocekuje
se od studenata da nuzno daju to¢ne odgovore, nego da
raspravljaju i kriticki razmisljaju, sve kako bi jednoga dana
znali pristupiti rjeSavanju novih problema, unatoc¢ tome $to
mozda u prvi tren pomisle da ne znaju odgovor.

10. Zakljucak

U clanku su razmatrani temeljni pojmovi poput konstante
disocijacije i kapaciteta pufera s obzirom na to da se na-
vedeni pojmovi znatno primjenjuju u kemiji (u tekucinskoj
kromatografiji), kemiji okolisa (otpadnim vodama), bio-
medicinskom podrucju (radu s enzimima) i sl. Kroz tekst
se nastojalo dati jasnija tumacenja nedostatno razumljivih
pojmova vezanih uz pufere. Pokusalo ih se primijeniti na
ve¢em broju primjera iz prakse zele¢i pomoci onima koji
tu nailaze na poteskoce. Zato se u tekstu nalaze i rijeSeni
primjeri zadataka, a na kraju su dodani rac¢unski zadatci
kako bi citatelji mogli sami provjeriti i prosiriti svoje zna-
nje. Posebno jer studenti Cesto znaju reéi da im nedostaje
zadataka iz kojih bi vjezbali jer eto takvih koji budu na is-
pitu nema nigdje. Stoga treba poticati studente da se sluze
raznovrsnom literaturom poput casopisa Journal of Chem-
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ical Education te Casopisa na hrvatskom jeziku Kemija u
industriji. To znaci da im se mogu preporuciti ¢lanci Kemije
u nastavi.

Nadalje, kako bi obradeni pojmovi bili vise naglaseni,
pozeljno je tijekom studija upotrebljavati razlicite pro-
gramske pakete s ciliem olaksavanja shvacanja gradiva
koje se uci. Naime, na Sveucilistu u Zagrebu u sklopu
odsjeka Kemije na PMF-u izvode se vjezbe molekulskog
modeliranja, dok se na FKIT-u studenti u manjoj mje-
ri susreCu s programima za razvoj metoda, optimiranje
i vodenje kromatografskih analiza. Pozitivno je Sto se
MATLAB cesto upotrebljava kao i Mathematica. Medutim,
isto tako moze se upotrebljavati i program Chemicalize
(kao i drugi slicni programi), ali za proucavanje ovisnosti
topljivosti i logP o udjelu pojedinih tvari, kao i za procje-
nu vrijednosti pK, onih spojeva za koje ne postoje ekspe-
rimentalno odredeni podatci. Stoga se na nastavi jasnije
moze vidjeti kako se vrijednosti pK, mijenjaju ovisno o pri-
padaju¢em pH. Bududi da su potrebne znacajne promjene
u nastavi kemije vezano uz unaprjedenje prethodno nave-
denih pojmova, jedan od nacina kako to napraviti moze
biti primjenom navedenih alata.

Osim toga, umjesto klasi¢nih seminarskih radova o cijeloj
jednoj analitickoj metodi, mogu se dati i zadatci koji se
ticu svih koji rade u laboratoriju, a to je priprema eksperi-
menata. To znaci da studenti trebaju sami pripraviti pufe-
re za umjeravanje pH-clanka, teorijski potkrijepiti kako bi
izmjerili pH morske vode, vodovodne i deionizirane vode
te opisati Sto oCekuju od dobivenih rezultata. Nakon toga,
mogu se poprilicno brzo i napraviti navedeni eksperimenti
kako bi studenti sami pratili i naveli opazeno. Pri tome,
treba omoguditi usporedivanje rezultata pa jedna grupa
neka upotrijebi kupovne otopine pufera za umjeravanje
pH-¢lanka, druga one koje su sami pripravili, a tre¢a da
prati kako bi temperatura mogla utjecati kod navedenih
eksperimenata. Zaklju¢no, potrebno je unaprjedivati prak-
ticna znanja, ali novijim pristupom, onako kako je prof.
Sikirica naveo: “znanje tece od onih koji nesto znaju prema
onima koji to jo$ ne znaju, a ne nuzno od starijih prema
mladima”.*” Stoga, vazno je “razbijati” barijeru izmedu
profesora i studenata tako da se potice studente da postav-
ljaju pitanja i kriticki razmisljaju.

Popis kratica
List of abbreviations

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina
— ethylenediaminetetraacetic acid
DTT - ditiotretol

— dithiothreitol

MOPS - 3-(N-morfolino)propansulfonska kiselina
— 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

(
HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetanosulfonska kiselina
— 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

Tris — tris(hidroksimetil)Jaminometan
— tris(hydroxymethyl)aminomethane
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SUMMARY

Buffers in Education. Il.
Preparation and Use

Dario Dabi¢” and Damjan Petrin

The text discusses how to choose buffers depending on the purpose, and how to prepare them in
several ways. With the necessary understanding of acid dissociation constants and buffer mecha-
nisms, it is meant to give the readers the correct approach when preparing desired buffer solutions
by taking into account all factors that may affect the buffer system. Therefore, the text covers im-
portant concepts, and links them with their applications in the world of science and engineering. It
also explains buffer capacity and its role, as well as the concept of ionic strength and how it affects
the pH. At the end, explanations of buffers are summarized and some numerical problems are
given to enable self-evaluation of the comprehension of the given subject.

Keywords
Preparation of buffers, buffer capacity, ionic strength, coefficient of activity,
numerical problems, chemical education

Faculty of Chemical Engineering and Professional paper
Technology, University of Zagreb Received October 29, 2019
Marulicev trg 19 Accepted January 21, 2020

10 000 Zagreb, Croatia


https://aminoacidsguide.com/His.html
https://doi.org/10.15255/KUI.2019.025
https://doi.org/10.15255/KUI.2019.025

