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Vlastnosti pufrd
Predstaveni kapitoly

Tato kapitola se vénuje pufrim — roztokim, které dokaZou udrZovat stabilni pH i po
pridani kyselin nebo zasad. Stabilni pH je nezbytné jak pro spravnou funkci enzym0 a bunék v
lidském téle, tak pro spolehlivost laboratornich metod. V kapitole se podivdme na princip
fungovani pufrli, pufraéni kapacitu a Henderson-Hasselbalchovu rovnici, ptirozené pufrovaci

systémy v organismu, laboratorni pufry a faktory ovliviiujici jejich stabilitu.
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1 Teoreticky uvod — pH

pH je Cislo, které vyjadfuje kyselost nebo
zasaditost roztoku. Definuje se jako zaporny logaritmus
koncentrace oxoniovych ionttl [Hs0*]. Cim vice proton(
roztok obsahuje, tim je pH nizsi (roztok je kysely), a
naopak pfi jejich nedostatku je pH vyssi (roztok je
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vody se navzajem ¢astecné stépi na [H3O*] a [OH™]. Soucin
jejich koncentraci je konstantni (Kw=10"* pfi 25 °C), proto
plati vztah pH + pOH = 14.

Hodnota pH zasadnim zplsobem ovliviiuje
pribéh chemickych reakci, zejména ve vodném prostredi.
Enzymové reakce jsou na pH obzvlasté citlivé — posun pH
mimo jejich optimalni rozmezi mize vést k poklesu

katalytické aktivity nebo az k Uplné inaktivaci enzymu.
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Example

Sodium Hydroxide
Household Bleach

Ammonia Solution
Soap

Detergent

Milk of Magnesia

Eges

Blood

Pure Water
Milk

Coffee |
Tomato Juice
Orange luice

Soda Pop
Vinegar
Lemon Juice

Hydrochloric Acid

(Zdroj: https://courses.lumenlearning.com/umes-
cheminter/chapter/the-ph-scale/)

Kazdy enzym ma své charakteristické optimum (napf. pepsin v Zaludku pfi pH 1-2, trypsin ve

stfevé pri pH 8-9). pH ma zasadni vliv i na konformaci bilkovin, stabilitu membran, distribuci iont(

nebo nevazebné interakce v organismu. Proto je nezbytné udriovat pH vnitfniho prostfedi v

uzkém fyziologickém rozmezi, napf. v krvi kolem hodnoty 7,35-7,45.

Tento ukol zajistuji pufry, které tlumi zmény pH po pfidani kyselin nebo zasad.

t

ucinnos

~7,4 PH
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Pepsin — nejvice ucinny v kyselé oblasti
Trypsin — nejvice Ucinny v alkalické oblasti
(Pti fyziologickém pH jsou oba neaktivni)

Amylaza — Ucinna pti fyziologickém pH
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2 Coje to vlastneé pufr?

Pufry jsou roztoky, které maji schopnost udrzovat relativné stalou hodnotu pH i po pfidani
mensiho mnozstvi kyseliny nebo zdsady. Tato vlastnost je klicova jak v biologickych systémech,
tak v laboratorni praxi. Z chemického hlediska se jedna o roztoky obsahuijici slabou kyselinu a jeji
konjugovanou zasadu (pfipadné slabou zasadu a jeji konjugovanou kyselinu). Jejich ucinnost je
zaloZena na rovnovaze disociace slabé kyseliny, kdy pridané protony nebo hydroxidové ionty jsou
zachyceny pfislusnou slozkou pufru a nedojde k vyznamné zméné pH.

2.1 Priklady sloZeni pufr
Jak jiz bylo zminéno, pufr je vodny roztok sloZzeny z konjugovaného paru — slabé kyseliny a jeji

soli se silnou zdsadou nebo slabé zasady a jeji soli se silnou kyselinou.

e Kysely pufr: acetatovy pufr (CH3COOH + CH3COONa), bikarbonatovy pufr (H,CO; +
NaHCOs).

e Zasadity pufr: amoniakalni pufr (NHs + NH,Cl).

2.2 Mechanismus ucinku

Princip jejich Ucinku spociva v pritomnosti slabé kyseliny a jeji konjugované zasady. Pti pfidani
kyseliny (H*) reaguje konjugovand baze (napf. acetdtovy anion, CH;COO~) s protonem a vznikd
zpét slaba kyselina (CHsCOOH). Pfi pfidavku zasady (OH") naopak slaba kyselina neutralizuje
hydroxidové ionty za vzniku vody a své konjugované baze. Diky témto reakcim je narist
koncentrace volnych iontl H* ¢i OH™ omezen a pH zlstava relativné stabilni. Pufry funguji
nejefektivnéji v oblasti kolem hodnoty svého pKa, kdy jsou slaba kyselina i jeji konjugovana baze
zastoupeny ve srovnatelném mnoZstvi.

e Slabd kyselina zachyti pridané OH™ ionty a brani zvyseni pH.

e Konjugovana baze zachyti pfidané H* ionty a brani poklesu pH.

Ustav lékarské biochemie, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, UK



Vlastnosti pufr REV MU 09/2025

Pojdme si to vice rozebrat:

Jako modelovy ptiklad kyselého pufru slouzi acetatovy pufr, tvoreny kyselinou octovou
(slaba kyselina) a octanem sodnym (sul slabé kyseliny se silnou zdsadou).

e  P¥i pridavku silné zasady (napf. NaOH):
Hydroxidové anionty reaguiji s kyselinou octovou a vznika octan. Tim se sice ¢ast volné
kyseliny octové spotfebuje, ale protoze je kyselina octova jen slabé disociovand
(napt. jen z 1 %), koncentrace iontl H* se sniZi pouze mirné. Zména pH je tedy mnohem
mensi, nez by nastala bez pfitomnosti kyseliny octové.

e  P¥i pridavku silné kyseliny (nap¥. HCI):
Protony z ptidané kyseliny reaguji s octanovymi anionty za vzniku kyseliny octové.
Protoze je kyselina octova opét jen slabé disociovana, nepfispéje do roztoku velkym
mnozstvim H*. Koncentrace H* se proto zvysi jen ¢astecné oproti situaci bez pritomnosti
octanu sodného.

Otdzka: Co se stane, kdyZ pridame silnou kyselinu do roztoku obsahujiciho pouze vodu

’) versus roztoku s acetdtovym pufrem?
[ ]

3 Henderson-Hasselbalchova rovnice a pufracni kapacita

3.1 Henderson-Hasselbalchova rovnice:

Henderson-Hasselbalchova rovnice ndm pomaha pochopit, jak se stabilni pH udrZuje. Vychazi
z toho, Ze v kazidém roztoku obsahujicim slabou kyselinu a jeji ,zasaditou” formu (tzv.
konjugovanou bazi) zavisi pH na jejich vzajemném poméru. Kdyz je mnozstvi kyselé a zasadité
slozky stejné, pH odpovida tzv. pK,, cozZ je hodnota charakteristicka pro danou kyselinu.

Henderson-Hasselbalchova rovnice umozZiuje vypocet pH pufru na zdkladé koncentraci jeho
[A”]
pH =pK, +log
[HA]

slozek:

Otdzka: Jaky bude pomér bdze a kyseliny, pokud pH = pKa + 1? Co kdyZ pH = pKa — 1?

?
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3.2 Pufracni kapacita

Pufraéni kapacita predstavuje miru schopnosti pufru odoldvat zménam pH pfi pridani kyseliny
nebo zasady. Vyjadfuje mnoZstvi silné kyseliny ¢i baze, které |ze do pufru pfidat, aniz by doslo ke
zméné pH o vice neZ jednu jednotku. Hodnota pufracni kapacity tedy urcuje, jak ,,silny” je pufr pfi
stabilizaci prostredi.

Nasledujici obrazek ukazuje zavislost pH na pridavku NaOH pfi titraci kyseliny octové, kde ¢ast
krivky oznacena cervenou svorkou pfiblizné vymezuje oblast vySe popsaného acetdtového pufru.

p|-|A ipufraéni !

i kapacity
:
1
1

bod ekvivalence

st pufrd

Vo2 Vi vV ((;H‘)

Nejvyssi ucinnost pufru, tedy schopnost odoldvat zménam pH pfi pridavku jak kyseliny, tak
zasady, nastdva tehdy, kdyz je pomér mezi kyselinou a jeji konjugovanou bézi 1:1. V tomto bodé
je pH roztoku rovno pK, dané kyseliny. Napfiklad u kyseliny octové (pK, = 4,76) je maximalni
ucinnost pufru pfi poméru kyseliny octové a octanu sodného 1:1, coz odpovida poloviné
ekvivalen¢niho bodu titrace.

Pufra¢ni kapacita uddva, jak velké mnoZstvi silné kyseliny nebo zasady je potfeba pfidat, aby
se pH zménilo o jednu jednotku. Cim je tato hodnota vy3si, tim stabiln&jsi je roztok vici vykyvim
pH.

3.3 Faktory ovlivaujici pufracni kapacitu

e Koncentrace sloZek pufru: vyssi koncentrace kyseliny a jeji baze znamena vyssi pufracni
kapacitu.

e Pomeér mezi kyselinou a bazi: maximalni Ucinek ma pomér 1:1 (viz. pfedchozi kapitola).
Odlisny pomér posouva pH smérem ke kyselym nebo zasaditym hodnotam.

o Typ kyseliny a baze: nejucinnéjsi jsou pufry, jejichz pK, leZi co nejblize poZzadovanému
pH prostredi.

Prakticky p¥iklad: acetatovy pufr (CH:COOH/CH3COONa) plsobi nejlépe v rozmezi pH 3,7-5,7.
Pomérem sloZek Ize pH upravit podle konkrétnich potfeb reakce ¢i experimentu.
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4 Laboratorni pufry a jejich pouziti

V laboratorni biochemii jsou pufry nezbytné pro stabilizaci pH béhem chemickych i

biologickych reakci. Vytvareji definované prostredi, které zajistuje reprodukovatelnost,

spolehlivost a presnost vysledkti. Spravné zvoleny pufr zaroven minimalizuje riziko denaturace

biomolekul a zachovava aktivitu enzyma.

4.1 Vlastnosti laboratornich pufrt

?

Stabilni pH v poZadovaném rozsahu.
Kompatibilita s biologickymi systémy (netoxické, bez nezadoucich interakci).
Odolnost pfi sterilizaci (autoklavovani, filtrace) bez ztraty Gcinnosti.

Otdzka: Proc je dulezZité pouZit pufr pfi méreni enzymatické aktivity v in vitro
podminkdch?

4.2 NejcCastéji pouzivané laboratorni pufry

PBS (phosphate buffered saline) je fyziologicky roztok, ktery kombinuje fosfatovy pufr
(H2PO4~/HPO427) s ionty Na* a Cl~. Fosfatovy systém stabilizuje pH kolem 7,4, zatimco soli
zajistuji izotonii s télnimi tekutinami. Diky tomu je PBS idealni prostfedi pro praci s
burikami a tkanémi, kde napodobuje pfirozené podminky. VyuZivd se v imunologii,
bunécné biologii i pfi imunoanalyzach (napf. ELISA).

Tris-HCI (tris(hydroxymethyl)aminomethan) je organicka baze, kterd v kombinaci s HCI
vytvari pufr Gcinny v oblasti pH 7,0-9,0. Protonace/deprotonace aminoskupiny zajistuje
stabilni pH. Diky tomuto rozmezi je Tris-HCI velmi univerzalni a vyuziva se v molekularni
biologii — od elektroforézy DNA pies proteinové extrakce az po Western blot.

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) je tzv. Goodlv pufr,
ktery se vyznacuje minimalni teplotni zavislosti. Je tvofen sulfonovanou organickou bazi,
jejiz protonace udrzuje pH v rozmezi 6,8-8,2. To je zvlast dileZité pro citlivé enzymatické
reakce a pro péstovani bunécénych kultur, kde i malé zmény pH mohou ovlivnit
Zivotaschopnost bunék.

MOPS  (3-(N-morfolino)propanesulfonova  kyselina), ¥ MES  (2-(N-morfolino)
ethansulfonova kyselina). Oba tyto pufry patfi také mezi Goodovy pufry a funguji na
principu protonace sulfonové skupiny. MOPS (pH kolem 7,2) a MES (pH kolem 6,1) se
pouzivaji zejména pfi praci s RNA a pfi biochemickych experimentech, kde je potreba
stabilni prostfedi v mirné kyselé az neutralni oblasti pH.
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e TAE, TBE: TAE (Tris—acetat—EDTA) a TBE (Tris—borat—EDTA) jsou specializované pufry pro
elektroforézu nukleovych kyselin. Zaklad tvofi Tris, ktery udrzuje pH, zatimco acetat nebo
borat slouzi jako konjugovana bdaze. Pridané EDTA chelatuje dvoumocné kationty (napf.
Mg?*), ¢imz brani degradaci DNA enzymy. Tyto pufry tedy nejen stabilizuji pH, ale zaroven
chrani nukleové kyseliny béhem analyzy.

Pozndamka: ,,Goodovy pufry“ jsou skupinou specidlné navrZenych pufra, které vznikly v 60.
letech diky biologovi Normanu Goodovi s cilem poskytnout idedlIni prostredi pro biologické
a biochemické experimenty. Jsou ucinné v oblasti pH blizké fyziologickym podminkdm (6—
8), maji nizkou toxicitu, jsou stabilni a jejich vlastnosti se jen mdlo méni s teplotou. Nejsou

NSV

rozkladdany enzymy a nezasahuji do biologickych procest ani neinterferuji s ionty, coZ z nich cini
univerzdlni ndstroj pro prdci s burikami a biomolekulami.

5 Prirozené pufrovaci systémy v lidském téle

Udrzeni stabilni hodnoty pH je klicovym predpokladem spravné funkce bunék, enzym( a
celého metabolismu. V lidském organismu pUsobi nékolik pfirozenych pufrovacich systémdu, které
brani prudkym zméndm pH pfi metabolickych a respiracnich procesech.

Bikarbonatovy pufr (H,CO; / HCO;37)

vvvvvv

je na rovnovaze mezi oxidem uhlicitym, kyselinou uhlic¢itou a bikarbonatem (sodnym):
CO,+H,0=H,CO3=H"+HCO35~

Rovnovéahu ovliviiuje dychaci systém (odstrafiovani CO,) a ledviny (reabsorpce a sekrece
HCO3").

Acidobazicka rovhovéha

pH krve
Co, HCOj;
i ¢
O I o
Plice Ledviny

Zajimavost: Lidské sliny maji pH kolem 6,5—7,4 a obsahuji bikarbondtovy pufr, ktery chrani
zuby pred kyselinami z jidla a ndpoja.
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Hemoglobinovy pufr

V Cervenych krvinkach se hemoglobin podili na udrZzovani acidobazické rovnovahy tim, Ze
vaze protony, které vznikaji pfi preméné CO, na hydrogenuhlic¢itan. DulezZité je, Ze hemoglobin
bez navazaného kysliku (deoxyhemoglobin) vaze protony lépe neZ hemoglobin nasyceny
kyslikem. Tento jev se oznacuje jako Bohrav efekt a vysvétluje, proc se kyslik snadnéji uvolriuje v
tkanich, kde je vyssi tvorba CO, a tim i vice proton(.

Fosfatovy pufr (H,PO,~ / HPO,?")

Vyznamny predevsim v intracelularnim prostoru a v moci. Je Gcinny kolem pH 6,8, proto
hraje zasadni roli v regulaci pH v ledvinach.

Zajimavost: Fosfatovy pufr ve sladu je klicovy pro sprdvnou aktivitu enzymui pri vyrobé
g piva. Proto md i pivovarnictvi ,,pufrovaci chemii”.

Proteinovy pufr

Plazmatické proteiny, zejména albumin, obsahuji ionizovatelné skupiny, které mohou
prijimat ¢i uvolfiovat protony. Tento systém se vyznamné podili na pufrovani krevni plazmy.

6 Uplatnéni pufracnich systému v diagnostice

Fyziologické pufry (bikarbonatovy, fosfatovy, hemoglobinovy a proteinové) spolecné udrzuji
stabilni pH krve a tkani, coZ je nezbytné pro spravnou funkci bunék. Jejich poruchy vedou k
acidobazickym nerovnovaham, které se hodnoti pomoci analyzator( krevnich plynd méfenim pH,
pCO, a HCOs™. Tyto parametry ukazuji, zda je porucha metabolickad nebo respiracni a zda probiha
kompenzace.

Klinicky se rozlisuji Ctyfi zakladni typy poruch: respiracni acidéza (hypoventilace, napf.
CHOPN), respiracni alkaldza (hyperventilace), metabolickd acidéza (napf. ketoaciddza, selhani
ledvin, intoxikace) a metabolicka alkal6za (opakované zvraceni, nadmérné diuretikum, podani
bikarbonatu).

Terapie vychazi z diagnostiky — nej¢asté;jsi je podani NaHCO; u téZzkych metabolickych aciddz,
nebo cilend alkalizace moci pfi intoxikacich ¢i [écbé urolitidzy a infekci. Monitorovani pH, pCO; a
HCO3™ ma zdsadni vyznam hlavné u kriticky nemocnych pacient(l, kde umoznuje véas odhalit Zivot
ohroZujici poruchy vnitfniho prostiedi.

Vice k ABR bude probirano v letnim semestru v ramci tématu ,Vnitini prostredi,
metabolismus ledvin“.

Ustav lékarské biochemie, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, UK



Vlastnosti pufr REV MU 09/2025

Shrnuti

Pufry jsou roztoky, které diky rovnovdze mezi slabou kyselinou a jeji konjugovanou
zasadou (nebo naopak) udrZuji stabilni pH. lJejich Gcinnost je popsana Henderson-
Hasselbalchovou rovnici a zavisi na pufracni kapacité. V lidském téle hraji klicovou roli
bikarbondatovy, hemoglobinovy, fosfatovy a proteinovy pufr. V laboratofi se pufry vyuzivaji k
zajiSténi stabilniho prostredi pfi enzymatickych reakcich, imunologickych testech nebo bunécnych
kulturdch. Nespravna pfiprava, skladovani nebo vliv CO, mohou vést k chybdam méreni. Pufry tak
predstavuji nezbytny nastroj v biologii, mediciné i kazdodenni laboratorni praxi.

Kontrolni otazky

=

Jaky je princip fungovani pufru pfi ptidani kyseliny nebo zdsady?
2. Jak zni Henderson-Hasselbalchova rovnice a kdy se pouziva?
3. Pfijakém poméru kyselina : baze ma pufr nejvyssi i€innost?

vevs

5. Jaky je rozdil mezi bikarbonatovym a fosfatovym pufrem?
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