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Skrétowo tres¢ zadania 10:
Sporzadzi¢ 200 ml roztworu wodnego (mieszanina X) zawierajgcego:

e 50 mM bufor Tris-HCI o pH 8,0

e 0,05% Triton X-100 (v/v)

e 50 nmoli dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (zredukowana forma — NADH)
e 20 pg/ml fluorku fenylometylosulfonylu (PMSF)

e 5mM H2S04

Masz pod reka:

» Opakowanie Trisu firmy Roth (nr katalogowy 5429.3) — przygotuj sobie roztwor
wyjsciowy: 0,5 M bufor Tris-HCI o pH 8,0

» Roztwor 10% Tritonu X-100 (v/v)

» Opakowanie NADH firmy Sigma-Aldrich (nr kat. N1161) — korzystajgc z informacji

producenta przygotuj sobie roztwér wyjsciowy NADH, ktéry bedzie 1000x bardziej

stezony niz w mieszaninie X

Roztwor PMSF o stezeniu 20 mg/ml

Butelka 96% kwasu siarkowego cz.d.a. firmy Roth (nr kat. 4623.3)

Butelka kwasu solnego 37% cz.d.a. firmy Roth (nr kat. 4625.1)

Woda dejonizowana

YV VYV

Rozwigzanie zadania 10
Przygotowanie roztworow wyjsciowych:

1. Tris-HCI pH 8,0: w zlewce na 1 L zwazy¢ 60,6 g Tris, rozpusci¢ w kilkuset (np. 800) ml
H20, doprowadzi¢ pH do 8,0 (pH-metr) za pomoca stezonego HCI (rada praktyczna: pod
sam koniec dodawania kwasu dobrze jest wzig¢ mniej stezony, np. 3 lub 5 M, zeby nie
.przedobrzy¢”), przela¢ do cylindra na 1 L i dopetni¢ do 1 L. Mozna zrobi¢ mniej tego
buforu, w zaleznosci od potrzeb — np. 200 ml, wtedy zwazymy 5x mniej Trisu, czyli 5,05 g,
rozpuscimy w mniejszej ilosci wody, np. w ~100 ml, i doprowadzimy pH jak wyzej). Mamy w
ten sposéb 0,5 M Tris-HCI pH 8,0

2. NADH. W informacji producenta podano:
Mcz NADH = 709,4 g/mol, zawartos¢ NADH w produkcie = 98%, NADH rozpuszcza sie w
0,01 M NaOH i jest stabilny w sSrodowisku zasadowym (niestabilny w nizszych pH), nie
nalezy przygotowywacé roztwordéw o stezeniu > 5 mM, 100 mg kosztuje 323 PLN.

Stezenie NADH w mieszaninie X ma wynosi¢ 50 nmoli/0,2 L = 250 nM, a wiec trzeba
zrobié roztwdr 250 uM (1000x bardziej stezony). lle zrobi¢ tego roztworu? Zeby wyjsciowy
roztwor NADH rozcienczy¢ 1000x w 200 ml mieszaniny X, to musimy mie¢ przynajmniej 0,2
ml (200 ml : 1000x) 250 uM NADH. Ale z drugiej strony musimy wzig¢ pod uwage jak matg
ilos¢ NADH jesteSmy w stanie zwazy¢ w miare dokfadnie i niektopotliwie i dobrze by byto,
zeby tego roztworu wystarczyto nam na catg serie doswiadczen (taka jest idea roztworow



wyjsciowych — zeby nie wazyc¢ przy kazdym eksperymencie, tylko rozcienczac — jest to
szybsze i tatwiejsze).

Jesli cztowiek nie pamieta wzorow to postuzmy sie logikg (zwrdccie uwage na zamiane
jednostek — g na ug, czyli mole zamieniajg sie na pmole i wtedy stezenie bedzie uM,
oczywiscie jesli objetos¢ mamy 1 L). Te zamiane robimy po to, aby mie¢ wszystko w takich
samych jednostkach na poziomie mikro, mozna oczywiscie operowac caty czas molami,
wtedy 250 uM =250 * 10°M) :

Jesliw 1 L rozpuscimy 709,4 ug NADH (czyli 1 ymol) to uzyskamy 1 uyM roztwér, zatem ile
substancji musimy wzigc¢, aby uzyskac roztwér 250 yM? Obliczymy to z proporciji:
709,4 yg — 1 uM

X =250 uM

X =250 uyM *709,4 ug : 1 yM = 177350 pg, czyli zeby zrobi¢ 250 uM NADH musimy
zwazy¢ 177,35 mg i rozpusci¢ w 1 L 0,01 M NaOH.

Ale jest to duzo za duzo i nie jest to praktyczne ani ze wzgledow finansowych ani z uwagi
na trudnos$¢ przechowywania (roztwory NADH przechowujemy w -20°C, najlepiej w matych
porcjach zuzywanych w kolejnych eksperymentach).

Praktyczne bytoby zrobienie 100x mniej tego roztworu, czyli 10 ml. Wezmy jeszcze pod
uwage, ze NADH w NADH jest wg producenta 98%. Wobec tego:

1,7735mg : 0,98 = 1,81 mg. A wiec wazymy 1,8 mg NADH i rozpuszczamy w 10 ml 0,01 M
NaOH — mamy 250 uM NADH.

Wida¢, ze w praktyce mozna byto poming¢ te informacje producenta i zatozy¢, ze jest 100%
NADH w NADH. Jesli wezmiemy pod uwage doktadnos¢ odmierzania roztworow pipetami i
dopetniania mieszaniny do 200 ml w cylindrze — doktadno$¢ zwazenia ~1,8 mg jest w
zupetnosci wystarczajgca i miesci sie w granicach czutosci wag analitycznych dostepnych
w przecietnym laboratorium biochemicznym.

. H2SOa4. Mcz = 98. Stezony kwas jest 96% i ma gestos¢ d = 1,84 g/ml
Obliczamy liczbe gramoéw w 1 L roztworu (ktory wazy 1840 g) z proporciji:

100 g 96% (m/m) H2SO4 — 96 g H2SO4
1840 g 96% (m/m) H2SO4 — x

X = 1766 g H2SO4 (w 1 L 96% roztworu tego kwasu)

lle moli kwasu bedzie w 1 L (czyli jakie to stezenie molowe)? 1766 g/L : 98 g/mol = 18
mol/L — 18 M



Czyli mamy juz wszystkie roztwory wyjsciowe, teraz wystarczy tylko odpowiednio je
rozcienczy¢ w mieszaninie X:

Dodawany Stezenie Stezenie lle razy Jakg objetos¢
roztwor roztworu sktadnika w trzeba roztworu
wyjsciowy wyjsciowego | mieszaninie | rozcienczy¢? | wyjsciowego dodac
(Cp) X (Ck) (Cp: Ci)* do mieszaniny X?

(Vx : krotnos$¢
rozcienczenia)**

Tris-HCI pH 8,0 0,5M 50 mM 10x 20 ml
Triton X-100 10% 0,05% 200x 1ml
NADH 250 uM 250 nM 1000x 0,2 ml
PMSF 20 mg/ml 20 pg/ml 1000x 0,2 ml
H2SO4 18 M 5mM 3600x 0,0556 m|***

* Trzeba pamieta¢ aby jednostki byly takie same, a wiec np. w przypadku Tris-HCI: 500 mM : 50 mM = 10x. W
przypadku NADH i PMSF od razu wida¢ po jednostkach, ze réznica miedzy Cp i Ck jest 1000-krotna

**Objetos¢ naszej mieszaniny Vx = 200 ml

***Lepiej bytoby sobie przygotowaé bardziej rozcienczony roztwér H2SOa, np. taki, ktory trzeba bedzie rozcienczyc¢
200x (nie musimy wowczas otwiera¢ za kazdym razem butli ze stezonym kwasem pod wyciggiem, tylko mozemy
postuzy¢ sie rozcienczonym kwasem i pracowac¢ na haszym stole laboratoryjnym). Czyli nasz rozciehczony kwas
musiatby by¢ 1 M (5 mM * 200x = 1000 mM). Zatem stezony kwas siarkowy musimy rozciehczy¢ 18x. Najlepiej
przygotowac sobie objetos¢, ktéra nam wystarczy na catg serie doswiadczen, niech to bedzie 36 ml — tatwo policzy¢
36 ml : 18x = 2 ml stezonego kwasu musimy doda¢ do 34 ml wody dejonizowanej (36 ml — 2 ml). Jesli mamy roztwér
wyjsciowy H2S0O4 0 stezeniu 1 M, to bedziemy dodawac 1 ml (Vx * krotnos¢ rozcienczenia — 200 ml : 200x)

Dopetniamy wodg dejonizowang do 200 ml. Praktyczna porada: lepiej najpierw do cylindra dodaé
pewng ilos¢ wody, np. kilkkadziesigt ml, dodac skfadniki i uzupetni¢ do korncowej objetosci.
Czasami zmieszanie ze sobg stezonych substancji moze spowodowac wytrgcenie sie ktorejs z
nich.

W biochemii bardzo rzadko uzywa sie kolb miarowych, doktadnos¢ ,cylindrowa” do robienia
réznych buforéw i mieszanin zwykle wystarcza.

To zadanie mozna byto rozwigzac¢ kilkoma sposobami:

1. Obliczajac ilosci substancji (moli, gramow), ktére trzeba doda¢ do mieszaniny X aby
uzyskac zadane stezenie. Nalezy postuzy¢ sie wzoremc = n:V,czyli n=c*V

Dla Tris-HCI: n =50 mmol/L * 0,2 L =10 mmol

Czyli wiemy, ze do mieszaniny X musimy doda¢ 10 mmoli Tris-HCI. Mamy 0,5 M Tris-HCI
jako bufor wyjsciowy. Obliczmy objetos¢ przeksztatcajgc wzor: V = n : C, pamietajac, ze
jednostki muszg sie zgadzac

V =10 mmoli: 0,5 M =10 mmoli : 0,5 mmol/ml =20 ml

Dla PMSF: 20 pg/ml * 200 ml = 4000 pg = 4 mg — tyle musimy doda¢ do mieszaniny X.
Roztwér wyjsciowy ma stezenie 20 mg/ml, a wiec V =4 mg : 20 mg/ml = 0,2 ml



2. Korzystajgc ze wzoru €1 * vi = C2 * v2
Dla Tris-HCI: 500 mM * x =50 mM * 200 ml, x = 20 ml

Dla PMSF: 20 mg/ml * x = 20 pg/ml * 200 ml. Pamietamy o jednostkach:
x = 20 pg/ml *200 ml : 20000 pyg/ml, zatem x = 0,2 ml

Dla Tritonu X-100: 10% * x = 0,05% * 200 ml, zatem x = 0,05% * 200 ml : 10%,
czylix =1 ml

Jesli chodzi o stezenia %, to pamietajmy, ze jest to ilos¢ gramow substancji w 100 ml roztworu
(m/v), albo ilos¢ ml substancji w 100 ml roztworu (v/v), albo ilo§¢ gramoéw substanciji w 100 g
roztworu (m/m) i postuzmy sie tg wiedza.

Dla Tritonu X-100*: 0,05% stezenie(v/v) oznacza 0,05 ml 100% Tritonu w 100 ml roztworu, a
wiec 0,1 ml 100% Tritonu w 200 ml naszej mieszaniny X. My mamy 10% roztwér wyjsciowy
Tritonu, czyli 10x bardziej rozcienczony, a wiec musimy wzig¢ go 10x wiecej niz 100% Tritonu.
Zatem 0,1 ml * 10 = 1 ml.

*Triton X-100 jest niejonowym detergentem, 100% zwigzek ma konsystencje gestej cieczy (troche
jak kisiel), ktorg sie trudno pipetuje. 10% roztwdr zachowuje sie praktycznie jak woda — tatwy od
pipetowania, stgd zawsze lepiej zrobi¢ sobie taki roztwor wyjsciowy.



