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CUVANT INTRODUCTIV

Volumul de fata deschide o serie de carti intitulate Metode de Cercetare n
Biofizica Medicala si Biotehnologia Celulara in care sunt predate metode
si tehnici de laborator pentru studenti de ciclu de invatamant de master.
Aceste manuale Tsi propun sa realizeze o punte intre notiunile teoretice
necesare intelegerii principilor de baz& ale unor metode de cercetare
performante de biofizica si biotehnologie, aspectele practice de lucru in
laborator si aplicatiile concrete ale acestora in cercetarea biomedicala.
Autorii sunt cadre didactice la Programul de Master de Biofizica Medicala
si Biotehnologie Celulara organizat de Universitatea de Medicina si
Farmacie Carol Davila din Bucuresti si se adreseaza licentiatilor facultatilor
cu profil medical si cu profil inrudit: biochimie, biologie, biofizica, bioinginerie,
agronomie etc. De aceea autorii au incercat sa aduca la un numitor comun
cunogtinte teoretice si aptitudini de laborator care sa ofere competente
interdisciplinare utilizatorilor acestor volume.
Volumul de fata contine capitole dedicate unor situatii clasic intalnite ntr-un
studiu de laborator, dar care trebuiesc rezolvate corect pentru a asigura
reproductibilitate experimentala si capitole In care sunt detaliate tehnici
specifice biofizice si de biotehnologie celulara ce pot fi utilizate in
cercetarea biomedicalda de excelentd. O parte din protocoalele
experimentale prezentate in volumul de fata reprezintd variante
imbunatatite si aduse la zi ale unor lucrari cu titlu similar elaborate in sanul
aceluiasi grup didactic si publicate in 2002 in Manualul de lucrari practice
Biofizica si Biotehnologie Celulara - Metode de cercetare. Insa cea mai
mare parte din lucrarile propuse in acest volum sunt complet noi si de nivel
aprofundat deschizdnd drumul volumelor ulterioare prin care autorii isi
propun sa realizeze un program educational de nivel international.
Mihaela G. Moisescu
Eugenia Kovacs
Tudor Savopol






1. SOLUTII S| TAMPOANE

Introducere

Solutiile sunt amestecuri omogene si izotrope, stabile in conditii
experimentale date, alcatuite din cel putin doua componente chimice, dintre
care una se numeste solvent, iar celelalte substante dizolvate (soluti).
Exista solutii in toate starile de agregare:

. solutii solide — se mai numesc gi aliaje,
. solutii lichide — cele mai uzuale,
. amestecuri gazoase — amestecurile gazoase sunt intotdeauna

solutii (nu exista gaze nemiscibile).

Raportul dintre cantitatea de substanta dizolvatd si cantitatea totala de
solutie (sau solvent) se numegte concentratie. Concentratia unei solutii se
poate exprima in mai multe feluri, in functie de necesitatile experimentale
pe care trebuie sa le serveasca.

Definitii ale concentratiilor

1. Concentratia procentuald a unei solutii reprezintd masa de solut (m,)
(exprimata Tn grame) care se gaseste dizolvata in 100 g solutie (adica de
solvent plus toti solutii prezenti).

Formula de definitie este prin urmare:

m
cp =100-—2

ms

(unde my reprezintd masa totalda a solutiei), iar unitatea de masura este
procentul.

Exemplu: sa se prepare 25 g solutie 5% NaCl in apa (de acum incolo vom
presupune implicit ca solventul este apa).

Rezolvare: din relatia de mai sus se poate calcula cantitatea de NaCl (my)
care trebuie sa se gaseasca in cele 25 g solutie (m; ):



cp-mg 5-25
100 100

Mygcr = Mg = =125¢9

Procedura prepararii consta in a cantari 1.25 g NaCl, peste care se adauga
apa distilata pana la greutatea totala dorita a solutiei (25 g), adica 25 —
1.25 = 23.75 g apa.

Prepararea unei solutii procentuale necesita deci cantarirea atat a solutului
cat si a solventului si tocmai din acest motiv este mai putin practica.

Se foloseste uneori o varianta a acestei definitii: concentratia procentuala
volumetrica, definitd ca masa de substanta (exprimata in grame) dizolvata
in 100 mL solutie. Se noteaza de obicei cu w/v adica este o concentratie
~weigth per volume”.

2. Concentratia molara reprezinta numarul de moli de substanta dizolvata
care se gasesc intr-un volum de un litru (=1000 mL) de solutie. Formula de
definitie este:

_ v _ md
MEVD) LV

unde v reprezintd numarul de moli de substamtd dizolvata, V(L) este
volumul solutiei (exprimat in litri), m; este masa de solut (in grame), iar u
este masa molard a solutului (g-mol™'). Unitatea de masura a
concentratiei molare este mol - L™, care se mai numeste si molar si se
noteaza cu M.

De exemplu, cand spunem ca avem o solutie 0.1 M NaCl, inseamna ca
intr-un litru din acea solutie gasim dizolvati 0.1 moli NaCl.

Exemplu: sa se prepare 50 mL solutie 0.1 M NaCl.

Rezolvare: tinand cont de faptul cad masa molara a NaCl este
23 +35.5=585g-mol™%, rezultd cd masa de clorurd de sodiu care
trebuie cantarita este:

50
mg=cy-u-V({L)=01mol-L™1-585g -mol™?! "T000 L=02925g

Procedura de preparare consta in a cantari 0.2952 g de clorurad de sodiu
care se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 50 mL dupa care balonul
se aduce la semn cu apa distilata.



Avantajele definirii concentratiei molare constau in:

. Solutiile sunt ugor de preparat (nu necesita cantarirea solventului,
care uneori — de exemplu in cazul solventilor volatili — poate fi foarte
anevoioasa si chiar neplacuta!)

. Calculele stoechiometrice se efectueazad mult mai usor cu solutii a
caror concentratie este definita molar, pentru ca putem calcula foarte ugor
numerele de moli de substanta dizolvata in diferite volume de solutie.

3. Concentratia echivalenta (i se mai spune si concentratie normala sau
valara) se defineste ca fiind numarul de echivalenti gram (sau vali) dintr-o
substanta care se gasesc intr-un litru (1000 mL) de solutie.

Unitatea de masura este val-L™ sau N.

Amintim cum se calculeaza cantitatea echivalenta (E,) de substanta pentru
principalele clase de substante:

Acizi: masa molara a acidului se imparte la numarul de atomi de hidrogen
ionizabili (bazicitatea acidului). Exemple:

Egner = % =36.5g val™?

Eg n,s0, = MH22504 =49g-val™*

Baze: masa molara se imparte la numarul de protoni pe care ii poate
accepta baza (adica la aciditatea bazei). Exemple:

UNaoH -

Eg Naon = Cll =40g-val™"
Hca(om) _
Eg cacom, = — 2 =379 val™?

Saruri si oxizi: masa molara se imparte la produsul dintre numarul cationilor
si sarcina electrica a acestora. Exemple:

UNa,s0, 142

Eg nayso, = ox1 2 719 -val™?!
MUcas(Po,), 310 _
Eg caypoy), = g3x 24 2 = e = 51.6667 g - val™!



in cazul reactiilor redox, calculul se efectueazad prin mpartirea masei
molare la numarul de electroni transferati de molecula respectiva in cursul
reactiei.

Definitia concentratiei normale este:

nEg my
Cn = =
NTVW) T E VL)

unde ng reprezinta numarul de echivalenti gram de substanta dizolvata

(numarul de vali) si se calculeaza ca raport intre masa de substanta
dizolvata si echivalentul gram al substantei respective, V(L) este volumul
de solutie exprimat in litri, iar E, este echivalentul gram al substantei
dizolvate.

Exemplu: sa se prepare 200 mL solutie 0.2 N Na,S0,.

Rezolvare: masa de sulfat disodic de cantarit este:

mg=cy-Eg-V(L)=02val-L™"-71g-val™"-0.2L =2.8400g

Procedura de preparare consta in cantarirea acestei mase, transferarea ei
intr-un balon de 200 mL si aducerea la semn cu apa distilata.

4. Concentratia molala este definita ca numarul de moli de substanta
dizolvata intr-un kilogram de solvent. Aceasta concentratie este mai putin
folosita in experimentele obisnuite de laborator. Ea este foarte utila atunci
cand este necesara masurarea unor parametri termodinamici ai solutiilor.

5. Fractia molara a unui compus dintr-un amestec este raportul dintre
numarul de moli ai compusului respectiv si numarul total de moli ai tuturor
compusilor din amestec (inclusiv solventul). Acest tip de concentratie este
util in special in calcule termodinamice.

Comparatie intre diferitele tipuri de concentratii

Concentratia procentuald se foloseste atunci cand nu este necesara o
mare precizie. De obicei nu se prepara prin cantariri pretentioase si nu se
foloseste pentru prepararea unor amestecuri stoechiometrice (adica
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amestecuri care sa respecte proportiile chimice in care diferite substante
reactioneaza).

Concentratia molard este o concentratie care se foloseste pentru solutiile
preparate cu mare precizie. Cantarirea se face intotdeauna cu precizie de
,4 zecimale” adica de zecime de miligram (sensibilitatea obisnuita a
balantelor analitice). Marele avantaj al acestor solutii este ca raportul
stoechiometric Tn care doua substante reactioneaza este acelasi cu raportul
volumelor unor solutii de molaritati egale ale celor doua substante.
Folosirea concentratiei normale simplificad si mai mult calculele pentru c3a,
indiferent de raportul molar in care doi compusi chimici reactioneaza,
pentru o amestecare stoechiometrica se vor folosi volume egale din solutii
de normalitati egale (pentru ca intotdeauna substantele participa la o
reactie in cantitati echivalente, conform uneia dintre legile fundamentale ale
chimiei).

Demonstrati aceasté afirmatie pentru cazul particular al neutralizérii NaOH
CU H,S50,!

Daca se utilizeaza exprimarea molara a concentratiei, atunci, pentru a
obtine un amestec stoechiometric, va trebui sa folosim (la concentratii
molare egale) volume de solutie care se aflda in rapoarte egale cu
rapoartele molare ale ecuatiei reactiei chimice respective.

Demonstrati aceasta afirmatie pentru cazul particular al neutralizarii
Ca(OH), cu HCl!

Interconversii ale diferitelor tipuri de concentratii

De foarte multe ori este util sa trecem de la un mod de exprimare a
concentratiei unei solutii la altul.

Transformarea concentratiei procentuale in concentratie molara

Deoarece concentratia procentuald este exprimata in functie de masa
totala de solutie, iar cea molara in functie de volumul solutiei,
interconversia celor doua marimi necesita cunoasterea densitatii solutiei, p.
Relatia de interconversie este:

oo Plgeem™)
M™100-u(g -mol~1) *
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Demonstrati relatia!

Transformarea concentratiei normale in concentratie molara

Relatia intre aceste doua definitii este mult mai simpla. Raportul lor
reprezinta raportul de masa intre masa molara a substantei dizolvate si
masa echivalentului gram al aceleiagi substante:

_ u(g-mol™™)
Cny = Cy Eg(g R Ual_l)

Demonstrati relatia!
Exemplu: o solutie 1 M H,S0, este identica cu o solutie 2 N H,S0, pentru
ca, in acest caz

u  98g-mol?

E_g - 98/2 g -val™?!

=2val -mol™?

In cazul unei solutii NaOH, valorile celor douad concentratii sunt identice
deoarece raportul u/E, este egal cu unitatea.

Solutii tampon

Solutiile tampon sunt amestecuri care au proprietatea de a mentine
constanta aciditatea (bazicitatea) mediului in care se gasesc.

Pentru a descrie aceste solutii este necesar sa recapitulam cateva notiuni
de baza legate de acizi si baze. In primul rand s& ne reamintim c& acizii
sunt substante care pot ceda protoni, iar bazele sunt substante care pot
accepta protoni.

Acizii si bazele pot fi clasificati in ,tari" si ,slabi". Se numesc acizi si/sau
baze slabe cei care, in solutie, sunt incomplet disociati, ei existand in
solutie ca un amestec aflat la echilibru intre forma disociata si cea
nedisociatd. De exemplu, acidul acetic exista in solutie ca amestec aflat la
echilibru continand ioni de acetat (CH;COO", notat in continuare A7), ioni
de hidroniu (pe care ii vom reprezenta pentru simplificare ca ioni de
hidrogen, H*) si molecule nedisociate de acid acetic (CH;COOH, notat
AH), conform ecuatiei chimice:
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AH<:1:>H++A‘

2

unde k; este constanta de viteza a procesului de disociere a moleculei de
acid acetic, iar k, este constanta de viteza a procesului de neutralizare a
ionului acetat.

Afirmatia de mai sus este valabila pentru orice acid slab.

Viteza procesului de disociere, — d[AH]/dt, depinde de valoarea constantei
de viteza de disociere, k; si de concentratia acidului din solutie, conform
legii:

— d[AH]/dt = k,[AH]

In mod similar, viteza de asociere depinde de constanta de vitezd k,,
precum si de concentratiile speciilor A" si H*, conform relatiei:

—d[A7]/dt = k,[AT][H]
Deoarece in conditiile echilibrului, cele doua viteze sunt egale, rezulta ca:

ky[AH] = ko [AT][H]
sau
ky _ [AT][H*]
k,  [AH]

Raportul k,/k, = K, se numeste constanta de aciditate a aciduui respectiv.
Rezulta succesiv:

[A7][H]

Ke ="Tam7—
v Ki[AH]
=

in care concentratia ionilor de hidrogen este exprimata in functie de
valoarea constantei de aciditate si de raportul concentratiilor la echilibru ale
acidului nedisociat si a ionului conjugat corespunzator.
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pH si pKa
Prin definitie
pH = logyo[H"]

In mod similar pK, se defineste ca fiind pK, = log;,[K,]. Prin logaritmarea
expresiei concentratiei de protoni si tindnd cont de aceste definitii, obtinem:

pH = pK, + logloE
[AH]
in situatia speciala in care concentratia ionilor A~ este egald cu cea a
moleculelor de acid nedisociat, raportul [A~]/[AH] devine egal cu unitatea
si prin urmare pH = pK,. In cazul acidului acetic, pK, = 4.745 M~ in solutii
apoase, la 20 °C.
In mod similar se poate defini si o constantd de bazicitate K, si
corespunzator un pK,. Relatia intre cele doua marimi, in cazul solutiilor

apoase, este:

pK, + pK, = 14

Efectul de tamponare; capacitatea de tamponare

Sa examinam modul cum variaza aciditatea unei solutii netamponate la
care se adauga o anumita cantitate de acid tare.

Sa presupunem ca adaugam 100 mL solutie HCl 1072 M (pH = 2 deoarece
acidul clorhidric este un acid tare, deci complet disociat), la un litru solutie
netamponata de 1M NaCl (aflata, deci, initial la pH = 7). Deoarece
contributia ionilor de hidrogen proveniti de la solutia de acid este cu cateva
ordine de marime mai mare decét cea a ionilor proveniti de la solutia salina,
putem, cu o buna aproximatie, sa calculam aciditatea solutiei finale tinand
cont numai de ei: notand cu [H*]; concentratia protonilor din solutia de acid
dinainte de amestecare si cu [H+]f concentratia protonilor dupa
amestecarea solutiilor, putem scrie succesiv:

[H+]iVi = [H+]fo
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