DENEY 7 TAMPON COZELTILER, TAMPON KAPASITESI ve
TAMPONLAMA BOLGESI

7.1. AMAC

e Bir tampon ¢ozeltinin nasil hazirlandigini 6grenmek.
e Bir tampon ¢ozeltinin tampon kapasitesini belirlemek.

e Bir tampon ¢ozeltinin tamponlama bolgesini belirlemek.

7.2. TEORI

Tampon ¢ozeltiler, az miktarda asit veya baz eklendigi zaman pH'indaki degisimlere
direng gosteren sulu sistemlerdir. Tampon cozeltiler, zayif bir asit (proton verici) ve onun
konjuge bazindan (proton alic1) olusur. Tamponlama, bir ¢cdzeltideki, bir proton vericisi (HA)
ve onun konjuge proton alicis1 (A”) arasindaki denge reaksiyonundan kaynaklanr.
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Verilen herhangi bir tamponun pH’si, Henderson-Hasselbalch esitligi vasitasiyla,

icerdigi zayif asidin pKa’st ve onun konjuge bazinin mol oraninin logaritmas: ile

iliskilendirilmektedir:

[A7]
H = pK. + log -2 1
PEL = PRa T 108 A

Daha genel olarak soyle yazilir,

[proton acceptor]

pH = pK, + log [proton donor]

Bir tampona H* veya OH" eklendiginde sonug, zayif asidin ve onun anyonunun rolatif
(goreceli) konsantrasyonlariin oranindaki kiiciik bir degisimidir ve boylece pH’da kiiciik bir
degisim olur. Sistemin bir bileseninin konsantrasyonundaki diisiis, bir digerindeki artis ile

tamamiyla dengelenmis olur. Tampon bilesenlerinin toplami degismez, sadece oranlari

degisir.



Tampon kapasitesi, genellikle tampon ¢6zeltinin konsantrasyonuna baghdir. Yiiksek
konsantrasyondaki tamponlar daha yiliksek tamponlama kapasitesine sahiptir. Diger bir
degisle, pH, tampon bilesenlerinin tam konsantrasyonuna bagli degildir ancak oranlarina
baghidir. Tampon kapasitesi, verilen bir tamponun eklenen asit veya baza karsi pH’ indaki
degisimlere direng giosterme yetenegini tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. Bir litre
tampona bir mol asit veya alkali (baz) eklendigi zaman tampon kapasitesi bir (1) olur ve pH
bir birim degisir.

Tamponlama Bolgesi: Her konjuge asit-baz ¢ifti, etkili bir tamponu olusturan
karakteristik bir pH bdlgesine sahiptir. HA ve A" arasindaki denge yiiziinden olusan
tamponlamadan dolayi, bu denge ¢ogunlukla pH degerlerinin pKa £ 1’¢ esit olmasiyla tespit
edilir.

Sicaklik katsayis1 (ApKa/°C) degerleri: Bir tamponun pKa’sit ve dolayisiyla pH’si
sicaklikla ¢cok az degisir. Sicaklik ve aktivitenin matematiksel iligkisi karmagik olabilmesine
ragmen, sicaklikla pKa’nin gergek degisimi yaklagik olarak lineerdir. Tablo 7.1, biyolojik
deneylerde ¢ogunlukla kullanilan se¢ilmis gesitli tamponlarin pKa ve ApKa/°C degerlerini

gOstermektedir.

Tablo 7.1. Biyolojik ¢cahsmalarda kullanilan bazi1 tampon ¢ézeltiler

Common

Name Molecular Weight pk, at 25°C* ApK, /ATC
MES 195.2 6.15 —0.011
PIPES 3243 .80 — 00085
Imidazole 681 T.00 —0.020
MOPS 231.2 7.20 —0.013
TES 251.2 T.50 —0.020
HEPES 2603 T.55 —0.014
HEPPS 2523 &.00 —0.015
Tricine 79.2 515 —0.021
Tris 121.1 5.30 —0.031
CHES 207.3 9.50 —0.029
CAPS 221.3 1040 —0.032
Walues listed for the buffers at an infinite dilution.




Cogu biyokimyasal deney pH’dan etkilenir ve pek c¢ok biyokimyasal deney sistemi
pH’sinin kontrol edilmesi gerekliligi bu sebeptendir. Bunu basarmanin genel bir yolu, bu
deneyleri tampon sistemlerinde gergeklestirmektir. Bu ylizden, biyokimyasal deneyimler
genellikle tampon hazirlamay1 gerektirir. Bu deneyin amaci, istenen pH’da bir asetik asit-
sodyum asetat tamponunu size hazirlatarak tampon hazirlanmasini gostermektir.

Istenen pH’da bir tampon hazirlamak icin, uygun miktarlarda zayif bir asit ve onun
konjuge bazin1 igeren bir ¢ozeltiyi hazirlamak gerekir.

Tampon hazirlamanin bir yolu, uygun bir zayif asit ve onun konjuge bazinin gerekli

miktarlarini karistirmaktir. Bir diger yol, zayif bir asitten ¢ikarak onun konjuge bazini giiglii
bir baz ekleyerek olusturmay1 veya tersine, konjuge bir bazdan ¢ikilip giiclii bir baz ekleyerek
zayif bir asit olusturmay1 kapsar. Eger bir pH metre kulanilabilirse, uygun karisim tampon
hazirlanmasi igin kullanilabilir ¢ozeltilerin karigtirilmasiyla “deneme-yanilma”yla da elde
edilebilir. Ancak, pH metrenin bulunmadigi durumlarda sahip deginilse veya bu yaklasim
kullanilmak istenmezse, kullanilan maddelerin uygun miktarlar1 biyokimyasal el-
kitaplarindan veya Henderson-Hasselbalch esitliginden hesaplanarak bulunabilir. Bu deneyde

sonraki yaklagim (Henderson-Hasselbalch esitligi) kullanilacaktir.

7.3. MADDE VE MALZEMELER

Malzemeler Kimyasallar
pH Metre 1 M Asetik Asit Cozeltisi
Buret ve Biret Tutucu 1 M Sodyum Asetat Cozeltisi
Manyetik Karistiric 1 M Sodyum Hidroksit(NaOH)
Iki Ayakli Stant Gozeltisi
250 mL beher
100 mL mezdr
Cam pipet
Distile su




7.4. DENEYIN YAPILISI

Bir titrasyon diizenegi bir manyetik karistirici, beher ve biiret (veya pipet) ile birlikte

uygun bir stanttan olusur (Sekil 7.3).

Sekil 7.1. pH Titrasyonu icin kullamlan deney diizenegi

pH 5.0 olan 0.1 M 100 mL'lik Asetik Asit-Sodyum Asetat tamponunu hazirlayiniz. Boyle
bir tamponun 100 mL’sindeki asetik asit ve asetat iyonlarinin miktarlarin1 hesaplamak i¢in

Henderson-Hasselbalch esitiligini kullaniniz:

1) Size saglanacak 1 M asetik asit (CH3COOH) ve 1 M sodyum asetat (CH3COONa)
cozeltilerinin uygun miktarlarin1 karistirarak, bu tamponun 100 mL’lik 6rnegini
hazirlayiniz.

2) Istenen tamponun ikinci bir 100 mL’lik 6rnegini, uygun miktarlardaki asetik asit
ve saglanacak 1 M sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltilerinden alip karistirarak
hazirlaymiz. Not: Bu durumda asetik asidin dogru miktariyla basladigimizdan emin
olun. iki tampon &rnegini hazirladiktan sonra laboratuvar sorumlusu ile her birinin

pH’sim kontrol ediniz.

Hazirladiginiz tampon cozeltileri saklayin!



Tampon kapasitesi: Bir tamponun amaci, ¢ozeltiye ya asit ya da baz eklendigi zaman
pH’daki degisimleri minimize etmektir. Bir tamponun pH degisimlerine direnme yetenegi
tampon bilesenlerinin kesin konsantrasyonuna ve her birinin oranina baghdir. Verilen bir
pH’da konsantre bir tampon, diliie (seyreltilmig) bir tampondan daha iyi bir tamponlama
kapasitesine sahip olacaktir. Verilen bir konsantrasyonda bir tamponun tamponlama
kapasitesi, tamponu hazirlamak i¢in kullanilan asidin pKa’st pH’sina esit oldugu zaman
maksimum olacaktir.

1) iki tampon &rneginizin pH’smi &lctiikten sonra asetik asit-sodyum asetat
tamponunuzun yaklasik olarak 200 mL olacak sekilde birlestiriniz.

2) 200 mL'lik tampon ¢ozeltiden 20 mL alip 100 mL'lik temiz bir erlene ilave edin. 100
mL'ye saf su ile tamamlaym ve iyice karistirin. Simdi, konsantrasyonlar1 5 kat
farkh olan iki tane tampon ¢6zeltiye sahipsiniz.

3) Hazirladigimmiz seyreltilmemis tampon cozeltiden 25 mL alip, temiz bir behere
koyun. pH'sin1 pH metre ile 6l¢lin. 1 mL 0.1 N NaOH ilave edip, iyice karistirin ve
pH'si1 6l¢iin. 1 mL NaOH ilavesine, asetik asitin pKa degerinin bir fazlasina ¢ikana
kadar devam edin. Bu noktadan sonra pH, asetik asitin pKa degerinin iki fazlasina
c¢ikana kadar 0.5 mL NaOH ilave edip, pH" 6l¢iin. (Asetik Asit igin pKa = 4.75).

4) Hazirladiginiz seyreltilmis tampon cozeltiden 25 mL alip, temiz bir behere koyun.
pH' 11 Sl¢ilin. Seyreltilmemis tampon ¢ozetinin pH'siyla aynt mi? 0.5 mL 0.1 N
NaOH ilave edip, iyice karistirin ve pH'sin1 6l¢lin. 0.5 mL NaOH ilavesine, asetik
asitin pKa degerinin yaklasik olarak iki fazlasina ¢ikana kadar devam edin.

5) Hazirladigimiz seyreltilmemis tampon ¢ozelti 6rneginden 25 mL alip, temiz bir
behere koyun. pH'sin1 pH metre ile 6l¢iin. 1 mL 0.1 N HCl ilave edip, iyice karistirin
ve pH'sin1 dl¢iin. 1 mL HCI ilavesine, asetik asitin pKa degerinin bir eksigine diisene
kadar devam edin. Bu noktadan sonra pH, asetik asitin pKa degerinin yaklagik iki
eksigine diisene kadar 0.5 mL HCl ilave edip, pH'" 6lgiin.

6) Son olarak, seyreltilmis tampon cozelti 6rneginden 25 mL alip, temiz bir behere
koyun. pH'sin1 pH metre ile 6l¢iin. 0.5 mL 0.1 N HCI ilave edip, iyice karistirin ve
pH'sin1 dl¢lin. 0.5 mL HCI ilavesine, asetik asitin pKa degerinin yaklasik olarak iki

eksigine diisene kadar devam edin.



7.5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tablo 1. Hazirladigimiz Tampon Cozeltilerin pH Degerleri

Tampon Cozelti pH

1

2

Tablo 2. Seyreltilmemis Tampon Cdzeltinin Titrasyonu

NaOH (0.1 N) Hacmi, mL pH

Tablo 3. Seyreltilmis Tampon Cozeltinin Titrasyonu

NaOH (0.1 N) hacmi, mL pH

Tablo 4. Seyreltilmemis Tampon Cozeltinin Titrasyonu

HCI (0.1 N) hacmi, mL pH

Tablo 5. Seyreltilmis Tampon Cozeltinin Titrasyonu

HCI (0.1 N) hacmi, mL pH




EK BILGILER:
Bir tamponun Molaritesi ve Iyonik Siddeti:

Biyokimyasal literatlriin kimisinde tampon cozeltiler molariteleri, kimisinde de iyonik
siddetleri bakimindan tanimlanirlar. Sonu¢ olarak bu kavramlarin bilinmesi gerekir. Daha
onemlisi ise iyonik siddet kavraminin dneminin farkinda olmanin gerekliligidir.

Bir tampon ¢ozeltinin molaritesi, igindeki Bronsted asidi veya bazi ve onun konjuge
bazi1 veya asidinin konsantrasyonlarmin toplami olarak tanimlanir. Ornegin, litresinde 0,045
mol asetik asit ve 0,055 mol sodyum asetat iceren bir asetik asit-asetat tamponunun molaritesi
0,100 olur.

Iyonik siddet kavrami molariteden iki yolla ayridir. Birincisi, iyonik tiirlerin ¢ozeltide
goriildiigii diisiiniilmesidir. Ikincisi ise, bu iyonik tiirlerin hem konsantrasyonlarinin hem de
yiiklerinin disiiniilmesidir. Matematiksel olarak bir ¢6zeltinin iyonik siddeti (W), asagidaki

gibi tanimlanir:

1 2
n=3z X6

Ci “1” iyonunun konsantrasyonu, Zj bu iyonunun yiikiinii ifade eder. Bu deneyde ve ¢ogu
biyokimyasal literatirde p iyonik siddeti belirtirken, biyokimyasal literatiirde bu

nicelik/kavram i¢in siklikla “I”” nin kullanimiyla da karsilasilacaktir.
ORNEK HESAPLAMA

e 0,1 M NaCl' Gn iyonik siddeti asagidaki gibi hesaplanabilir:

1
u= E([Na*](l)2 +[CI7](-D?)

p=[0.1)(1) + (0.1)(1)]

N =

1
p=5(01+01)=01

Bu durumda iyonik siddet ¢ozeltinin konsantrasyonuna esit olur. Bu, tek degerlikli iyonlardan

olusan elektrolitlerin tlim ¢ozeltileri i¢in dogru olacaktir.



e 0.1 M (NH4)2SOy4' iin iyonik siddeti asagidaki gibi hesaplanabilir:

1
u= E([NH4](1)2 +[50,]1(=2)%)

1
p=51002)(1) + (0.1)(#)]

1
p=5(02+04)=03

Bu durumda iyonik siddet, sayisal olarak ¢ozeltideki konsantrasyondan daha biiyiik olur. Bu,

cok degerlikli iyonlardan olusan elektrolitlerin tiim ¢ozeltileri i¢in dogru olacaktir.

fyonik siddet kavrami yiiklii maddeleri iceren sistemler icin 6nemlidir ¢iinkil, bu maddeler
arasindaki ¢ekme ve itme kuvvetleri ¢dzeltinin iyonik giicii arttig1 zaman azalacaktir. Ornegin,
asetik asit i¢in iyonlagsma sabiti ¢ozeltinin iyonik siddeti arttiginda artar. Biyokimyada bunun
daha belirgin 6nemi, yiiklii ¢6ziinenler ve iyon degistirme kromatografisinde kullanilan yiiklii
iyon degistirici matrisin arasindaki etkilesimlerde, proteinlerdeki yiklii gruplar arasindaki
molekiil i¢i reaksiyonlarda ve yliklii maddelerle proteinlerin molekiiller arasi reaksiyonlarinda

goriiliir. Tiim bu etkilesimler iyonik siddetteki etkilesimlerden etkilenirler.

ORNEK HESAPLAMALAR

Boliim 1: Belirlenen pH’da bir tampon elde etmek icin 1 M Asetik Asit, 1 M Sodyum

Asetat ve suyun birlestirilmesi

Burada, iki esitligi kullanacagiz. Birincisi, Henderson-Hasselbalch esitliginin yeniden

duzenlenmesidir:

Esitlik I : 10®H-pka) — 1471 _ (A7)

[HA]  HA

Esitlik I bize, konjuge asit ve konjuge bazin (istenen pH ve ilgili asitin pKa’s1
bakimindan) konsantrasyonunun (veya ekivant olarak miktarlarini) gereken oranini verir.

Ikinci esitlik asagidaki gibidir:

Esitik I1:  [HA]+[A"]=0.1M



Esitlik II basitge, 0,1 M olmas1 gereken konjuge asit ve konjuge bazin
konsantrasyonlarinin birlestirilmesini belirtir.

Burada, [HA] ve [A"]’den olusan iki bilinmeyenli, iki adet denkleme ulastigimiza dikkat
ediniz:

Esitlik I’den,

[A7] = [HA]x10®PH-PKa)
Esitlik II’de [A"] yerine konuldugunda,
[HA] + [HA](10PH-PK)) = [HA] x (1 + 10PH-PK)) = 0.1M

[HA]’nin bulunmasi i¢in yeniden diizenlenir,

HAT = 0.1M
[HA] = 1 + 10(PH-PKq)

Ve, bu esitlik kullanilir:
[A"] = 0.1 M — [HA]

Simdi, asetik asidin bilinen (veya sOylenen) pKa’s1 4,76 ve belli bir pH’daki (mesela,
4,06) tamponu hazirlamak i¢in, kullanmamiz gereken 1 M asetik asit ve 1 M sodyum asetat

cozeltilerinden ne kadar alinmas1 gerektigini kolaylikla bulabiliriz:

0.1M 0.1M  0.1M

= = = = 0.083M
141097 14020 1.20

[HA]

[A7] = 0.1 M —0.083 M = 0.017 M

Bu konsantrasyonlar 100 mL’lik son c¢ozeltideki konsantrasyonlardir. Basit ancak
bununla birlikte 1 M stok ¢Ozeltilerin hacimlerinin ne olacagini hesaplamak i¢in verilen bu

son konsantrasyonlarin kullanilmasi gerekir (N1.V1=N2.V2 formiluyle).

Bolim 11: Aym pH ve konsantrasyondaki tamponun 1 M asetik asit, 1 M sodyum

hidroksit ve su kullanilarak hazirlanmasi

Hazirlanacak bu tampon ¢ozeltideki asetat iyonunun tamaminin asetik asitten gelecegini
diisiindiigiimiizde (asetik asite NaOH eklenerck olusturulacaktir), hesaplamalar temel olarak
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yukarida verilen birinci 6rnektekiyle aynidir. NaOH, asetik asit ve suyun heniiz belirlenmemis

miktarlarini bulabilmek i¢in ayni iki esitligi kullanmamiz gerekir:

10PH-PKa) — % - % (Esitlik 1)

[HA]+[A"]=01M  (Esitlik 2)

Boylece, son ¢6zeltideki bazin asite orani Esitlik 1 ile bulunur ve asetik asit ve asetatin

konsantrasyonlar1 toplami 0.1 M olmalidir. Kullanacagimiz asetik asitin hacmi ne olursa

olsun asetat iyonlar1 oradan gelecegi i¢in, biz 1 M asetik asitin 10 mL’sini almamiz gerekir

(10 mL alinip 100 mL’ye saf suyla tamamlanir ve konsantrasyon 0.1 M olur).

Yani, 1 M asetik asitten 10 mL alinir. Simdi, geriye kalan islem, yeterli miktarda asetat

iyonu olusturacak uygun hacimdeki 1 M NaOH’ 1 Esitlik 1 ile belirlemek olacaktir. Ancak bu

yukarida birinci Ornekte verilen oranla aymidir dolayisiyla, yukaridaki Ornekte verilen

miktarlarla ayni hacimlerde 1 M NaOH ve 1 M asetat ekliyoruz. 1 M NaOH’in eklenmesi,

Esitlik 1’e gore gerekli orani veren, dogru miktarda asetat iyonunun olusmasini ve yeterli

miktardaki asetik asitin ayrilmasini saglayacaktir.

7.6. SORULAR

1.

pH (ordinat) ve tampona eklenen asit veya bazin mmol (apsis) grafigini ciziniz.
Tamponlarimizin her biriyle (seyreltilmis ve seyreltilmemis) iliskili olan noktalar

araciliiyla piirtizsiiz bir egri (en uygununu) ¢iziniz.

. Hangi tampon c¢06zelti daha iyi bir tampondur? Hangi pH'da tampon cozeltiler pH

degisimlerine karsi en iyi direng gostermistir?

Bu deneyin ilk bolumunde seyrelterek hazirladiginiz tamponun molaritesini ve iyonik
siddetini hesaplayimiz.

Yaptiginiz deneydeki tampon c¢ozeltiyle aynt pH'daki, iyonik siddeti 0.1 olan asetat
tamponunu nasil hazirlarsiniz?

1 M KH2PO4ve 1 M KoHPO4'dan 1 L 0.1 M pH 7.0 olan tampon ¢ozeltiyi hazirlayimniz.
(Fosforik asit i¢in pKa degerleri sirasiyla, 2,1, 7,2 ve 11,8°dir).

pH 7.0 olan bir asetik asit-sodyum asetat, bir Tris-hidroklorlr-Tris ve bir fosfat tamponuna
HCI ve NaOH ilave edildiginde her birinin nasil davranacagini denge esitlikleriyle

gOsteriniz.
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