Preparazione di soluzioni tampone

Nei laboratori di biologia / biologia molecolare / biochimica e/o di biotecnologie ti capiterà spesso di preparare soluzioni tampone.

Sai che cos’e’ una soluzione tampone e come si realizza? Sai quale tipo di H2O si utilizza?

I più comuni tamponi utilizzati sono quelli ottenuti con le seguenti sostanze (tra parentesi sono riportati i pesi molecolari)

sali di fosfato (NaH2PO4 ( H20, PM 137,99 g/mol; Na2HPO4, PM 141,96 g/ml)

TRIS (PM 121,1 g/mol)

HEPES (PM 238,31 g/mol)

NaCl (PM 58,44 g/mol)

KCl (74,55 g/mol)

Problema:
Calcola le quantità di sali da pesare per ottenere 125 ml di TRIS 0,2 M, pH 7.5, NaCl 1,5 M.

Dopo aver pesato i sali come procedi per la preparazione del tampone?

Con quale sostanza porti a pH la soluzione?

(vedi istruzioni per usare il pHametro)

In che momento porti a volume?

Avendo a disposizione 1 cilindro da 200 ml, 1 da 500 ml e 1 da 1 litro, quale utilizzi per portare a volume?

La soluzione che hai ottenuto è una soluzione concentrata 10 volte (10x) che deve essere diluita per ottenere la soluzione finale: 20 mM TRIS, pH 7.5, 150 mM NaCl. Come procedi per fare 500 ml di questa soluzione avendo a disposizione quella 10x? Devi portare a pH di nuovo dopo aver fatto la diluizione?

Problema :
Calcola le quantità di sale da pesare per ottenere 250 ml di Na2HPO4 20 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, Tween 20 0.05% (v/v).

Il Tween 20 è un detergente che si acquista in forma liquida. V/V significa “volume su volume”, cosa significa invece w/v e cosa cambiava nella preparazione del tampone se avessi trovato questo tipo di dicitura?

Problema :
Calcola quanta albumina (in laboratorio la troverai sempre identificata come BSA: Bovine Serum Albumin; è in polvere) devi pesare per fare 115 ml di una soluzione di PBS (Phosphate buffer Saline, è un tampone fosfato che frequentemente si usa in laboratorio) contenente lo 0,5% di BSA.

Problema:
Il TCA (Acido Tricloroacetico) sciolto in H20 in percentuale variabile è una soluzione che si utilizza frequentemente in laboratorio per precipitare le proteine prima di caricarle in una gel-elettroforesi. Tenendo conto di avere una soluzione di TCA al 50% e sapendo che la percentuale finale di TCA necessaria a determinare la precipitazione delle proteine è il 6%, che volume di TCA al 50% aggiungerai a 35 microlitri di una miscela proteica per farla precipitare?

Problema:
Immagina di avere 180 microlitri di una soluzione contenente 0,03% BSA e di volerla portare allo 0,1%. Quanti microlitri devi aggiungere avendo a disposizione una soluzione di BSA al 10%.

Problema:
Il DTT (Ditiotreitolo) è un agente riducente che viene utilizzato (fra le altre cose) nella preparazione del tampone di caricamento delle proteine in gel-elettroforesi.

Quanti microlitri di una soluzione di DTT 0.5 M devi aggiungere a 250 microlitri di tampone di caricamento per avere una concentrazione di DTT finale 5 mM?

