Voda a pH

Peter J. Kennelly a Victor W. Rodwell

BIOCHEMICKY VYZNAM

Voda je prevazujici chemickou slozkou Zivych orga-
nism. Jeji unikatni fyzikalni vlastnosti, zahrnujici
schopnost solvatovat Siroké spektrum organickych
a anorganickych molekul, jsou odvozeny od di-
poldrni struktury vody a jeji mimorddné kapacity
pro tvorbu vodikovych vazeb. Zpusob, jakym voda
interaguje se solvatovanymi biomolekulami, ovliv-
fuje strukturu kazdé z nich. Jako vyjimecny nukle-
ofil je voda reaktantem nebo produktem v mnoha
metabolickych reakcich. Voda ma slabou tendenci
disociovat na hydroxylové ionty a protony. Kyse-
lost vodnych roztoki je obecné vyjadiovana za po-
uziti logaritmické pH stupnice. Hydrogenuhlic¢itany
a jiné pufry normalné udrzuji pH extraceluldrni
tekutiny mezi 7,35 a 7,45. Podezfeni na poruchy
acidobazické rovnovihy jsou ovéfovdny méfenim
pH arterialni krve a obsahu CO, ve vendzni krvi.
Pticiny acidéz (pH krve < 7,35) zahrnuji diabetické
ketoaciddzy a aciddzy vyvolané nadbytkem kyseliny
mlécné. Alkal6zy (pH > 7,45) mohou byt dtisledkem
zvraceni kyselého obsahu Zaludku. Regulace rovno-
vahy vody zavisi na hypothalamovém mechanismu,
ktery ovlada zizen, na antidiuretickém hormonu
(ADH), na retenci nebo vymésovani vody ledvi-
nami a na ztratich odparenim. Nefrogenni diabetes
insipidus, ktery zahrnuje neschopnost koncentrovat
mo¢ nebo nastavit sotva patrné zmény osmolarity
mimobunééné tekutiny, prameni z malé citlivosti
ledvinovych tubuldrnich osmoreceptortt na ADH.

VODA JE IDEALNi BIOLOGICKE
ROZPOUSTEDLO

Molekuly vody tvofi dipdly

Molekula vody je nepravidelny, slabé zkoseny Ctyi-
stén s kyslikem v jeho stfedu (obr. 2-1). Dva vodiky
a dva volné elektronové pary zbyvajicich dvou sp’
hybridizovanych orbitali kysliku zabiraji rohy ¢tyt-
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sténu. Uhel mezi atomy vodiku (105 stupni) se
slabé lif od idedlniho thlu ¢tytsténu, ktery je 109,5
stupné. Amoniak md také tvar ¢tyfsténu s uhly 107
stupnii mezi jeho atomy vodiku. Voda je dipdl, mo-
lekula s elektrickym nébojem nesymetricky rozlo-
zenym kolem jeji struktury. Silné elektronegativni
atom kysliku odtahuje elektrony od vodikovych ja-
der a zanechdva je s ¢aste¢nym kladnym nabojem,
zatimco jeho dva nepdrové elektrony vytvéieji ob-
last lokalniho zaporného néboje.

Voda, silny dipél, ma vysokou dielektrickou
konstantu. Jak je popsano kvantitativné Coulom-
bovym zakonem, sila interakce F mezi opa¢né na-
bitymi ¢asticemi je nepfimo umérnd dielektrické
konstanté & obklopujiciho prostfedi. Dielektricka
konstanta pro vakuum je 1, pro hexan 1,9, pro etha-
nol 24,3 a pro vodu 78,5. Voda proto silné snizuje
pritazlivou silu mezi nabitymi a poldrnimi ¢asti-
cemi ve srovnani s bezvodym prostfedim s niz$imi
dielektrickymi konstantami. Jeji silny dipdl a vysokd
dielektricka konstanta umoziiuji vodé rozpoustét
velkd mnozstvi iontovych sloucenin, jako jsou soli.

Molekuly vody tvofi vodikové vazby

Céstené nestinénd vodikova jédra kovalentné
vazana na kyslikovy nebo dusikovy atom, ktery
odtahuje elektrony, mohou interagovat s volnym
elektronovym parem jiného kyslikového nebo du-
sikového atomu a tvotit vodikovou vazbu. Protoze
molekuly vody maji obé tyto vlastnosti, davaji pred-
nost tvorbé vodikové vazby navzdjem mezi sebou
za vzniku uspotfadanych atvard (obr. 2-2). Vodikové
vazby hluboce ovliviiuji fyzikdln{ vlastnosti vody
a jsou pri¢inou jeji mimorddné vysoké viskozity,
povrchového napéti a bodu varu. V priméru kazda
molekula vody v kapalném stavu asociuje pomoci
vodikovych vazeb se 3,5 jinymi molekulami. Tyto
vazby jsou nejen pomérné slabé, ale i kratkodobé,
s polo¢asem Zivotnosti jedné mikrosekundy a krat-
$im. K roztrzeni vodikové vazby v kapalné vodé
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OBR. 2-2. Vlevo: Asociace dvou dipolarnich molekul
vody pomoci vodikové vazby (te¢kovana &ara). Vpravo:
shluk (klastr) ¢tyt molekul vody, vytvofeny pomoci
vodikovych vazeb. Vsimnéte si, Ze molekula vody miize
slouzit sou¢asné jako donor vodiku i jako akceptor vodiku.
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OBR. 2-3. Také polarni skupiny se podileji

na vodikovych vazbach. Na obr. jsou ukdzany vodikové
vazby vytvofené mezi ethanolem a vodou, mezi
dvéma molekulami ethanolu a mezi karbonylovym
kyslikem peptid(i a vodikem aminoskupiny sousedni
aminokyseliny.

je zapotfebi pouze asi 4,5 kcal/mol, méné nez 5%
energie potfebné k roztrzeni kovalentni O—H vazby.

Vodikové vazby umoziluji vodé rozpoustét
mnoho organickych biomolekul, obsahujicich
funkéni skupiny, které se mohou podilet na tvorbé
vodikovych vazeb. Kyslikové atomy aldehydd, ke-
tont a amidt naptiklad poskytuji volné elektronové
péry, které mohou slouzit jako akceptory vodiku.
Alkoholy a aminy mohou slouzit jako akceptory
vodiku i donory nestinénych vodikovych atomt pro
tvorbu vodikovych vazeb (obr. 2-3).

INTERAKCE S VODOU
OVLIVNUJE STRUKTURU
BIOMOLEKUL

Kovalentni a nekovalentni vazby
stabilizuji biologické molekuly

Kovalentni vazba je nejvétsi sila, kterd drzi molekuly
pohromadé (tab. 2-1). Nekovalentni sily, prestoze
maji mensi velikost, znaéné ptispivaji ke struktufe,
stabilité a funkéni schopnosti makromolekul v Zi-
vych burikdch. Tyto sily, které mohou byt bud pfi-
tazlivé, nebo odpudivé, zahrnuji interakce jak uvnitt
biomolekuly, tak mezi ni a vodou, kterd tvoi{ hlavni
slozku okolniho prostiedi.

Biomolekuly zaujimaji takovou
konformaci, aby jejich polarni a nabité
skupiny byly na jejich povrchu

Vétsina biomolekul je amfipatickd, to znamena, Ze
maji oblasti bohaté na nabité nebo polérni funkéni
skupiny i oblasti s hydrofobnim charakterem. Pro-
teiny maji sklon svinovat se tak, aby R-skupiny
aminokyselin s hydrofobnim postrannim fetézcem
byly uvnitf molekuly. Aminokyseliny s nabitym
nebo polarnim postrannim fetézcem (napf. arginin,
glutamat, serin) jsou obecné ptitomné na povrchu,
v kontaktu s vodou. Podobné modely pievazuji
ve fosfolipidovych dvojvrstvach, kde nabité skupiny
fosfatidylserinu nebo fosfatidylethanolaminu jsou
v kontaktu s vodou, zatimco jejich hydrofobni po-
stranni fetézce, tvofené acyly mastnych kyselin, se
spolu shlukuji (klastruji) za vylouceni vody. Tento
model maximalizuje moznost tvorby energeticky
preferovanych interakei néboj - dipol, dipol - di-
pol a vodikovych vazeb mezi polarnimi skupinami
v biomolekule a vodou. Také minimalizuje energe-
ticky neptiznivé kontakty mezi vodou a hydrofob-
nimi skupinami.

TAB. 2-1.

Vazebné energie pro atomy

biologického vyznamu

0-0 34 0=0 96

5. 51 C-H 99

C-N 70 =S 108
S-H 81 O-H 110
G 82 c=C 147
c-0 84 C=N 147
N-H 94 €=0 164




Hydrofobni interakce

Hydrofobni interakce jsou tendence nepoldrnich
slou¢enin k »samoasociaci« ve vodném prosttedi.
Tato »samoasociace« neni fizena ani vzdjemnym
pfitahovénim, ani - jak se nékdy nespravné tikd —
hydrofobnimi vazbami. »Samoasociace« minimali-
zuje energeticky nevyhodné interakce mezi nepo-
larnimi skupinami a vodou.

Jestlize vodiky nepoldrnich skupin, jako jsou
methylenové skupiny uhlovodikd, netvoii vodikové
vazby, musi ovliviiovat strukturu vody, kterd je ob-
klopuje. Molekuly vody sousedici s hydrofobnimi
skupinami jsou omezeny v poctu orientaci (stupné
volnosti), které jim dovoluji zicastnit se maximal-
niho poctu energeticky vyhodnych vodikovych
vazeb. Maximalni tvorba ndsobnych vodikovych
vazeb miize byt udrzovédna jen zvySenym uspordda-
nim ptiléhajicich molekul vody, provazenym pokle-
sem entropie.

Z druhého zikona termodynamiky vyplyvd, ze
optimdlni volnd energie smési uhlovodik - voda je
funkci jak maximalni entalpie (z vodikové vazby),
tak minimalni entropie (maximum stupnd vol-
nosti). Nepolarni molekuly maji tendenci tvotit ka-
picky, aby minimalizovaly plochu odkrytého povr-
chu a zmensovaly pocet ovlivnénych molekul vody.
Podobné ve vodném prostiedi Zivych bunék hydro-
fobni casti biopolymert sméfuji k tomu, aby byly
schovény uvnitt struktury molekuly nebo uvnitf li-
pidové dvojvrstvy, ¢imz se zmens{ kontakt s vodou.

Elektrostatické interakce

Interakce mezi nabitymi skupinami pomahaji tvaro-
vat strukturu biomolekul. Elektrostatické interakce
mezi opacné nabitymi skupinami uvnitt biomolekul
nebo mezi nimi jsou nazyvany solné mistky. Solné
mustky jsou svou silou srovnatelné s vodikovymi
vazbami, ale plisobi na vétsi vzdalenosti. Proto ¢asto
usnadnuji vazbu nabitych molekul a ionti k protei-
nim a nukleovym kyselinam.

Van der Waalsovy sily

Van der Waalsovy sily vznikaji pfitahovdnim mezi
prechodnymi dipély tvofenymi rychlym pohybem
elektront viech neutrdlnich atom®. Znaéné slabsi
nez vodikové vazby, ale potencidlné extrémné
pocetné van der Waalsovy sily klesaji Sestkréat se
vzdalenosti oddélenych atomu. Proto pusobi jen
na velmi malé vzdalenosti, typicky 2—4 A.

Nasobné sily stabilizuji biomolekuly
Dvojita $roubovice DNA ilustruje ptispévek ndsob-
nych sil ke struktufe biomolekul. Zatimco kazdé
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jednotlivé vldkno DNA je drzeno pohromadé ko-
valentnimi vazbami, dvé vldkna Sroubovice jsou
drzena pohromadé vyhradné nekovalentnimi in-
terakcemi. Tyto nekovalentni interakce zahrnuji
vodikové vazby mezi nukleotidovymi bdzemi (Wat-
sonovo-Crickovo pdarovani bédzi) a van der Waal-
sovy interakce mezi nahromadénymi purinovymi
a pyrimidinovymi bdzemi. Sroubovice sta¢i nabité
fostatové skupiny a polérni sacharidy (ribosu a de-
oxyribosu), tvotici patet DNA, k vodé, zatimco re-
lativné hydrofobni nukleotidové baze jsou schovany
uvnitf. Rozvolnéna pétet maximalizuje vzdalenosti
mezi negativné nabitymi fosfaty a tak minimalizuje
neptiznivé elektrostatické interakee.

VODA JE VYBORNY NUKLEOFIL

Metabolické reakce ¢asto zahrnuji atak volnych elek-
tronovych part, které jsou v elektronové bohatych
molekuldch, nazyvanych nukleofily, na elektronové
chudé atomy — elektrofily. Nukleofily a elektrofily
nemusi mit bezpodmineéné formalni zéporny nebo
kladny naboj. Voda, jejiz dva volné elektronové
pary sp’ elektront nesou ¢aste¢ny zdporny naboj, je
vyborny nukleofil. Jiné nukleofily biologického vy-
znamu obsahuji kyslikové atomy fosfatt, alkoholi
a karboxylovych kyselin; siru thiolt; dusik amini
a imidazolovy kruh histidinu. BéZné elektrofily ob-
sahuji karbonylovy uhlik v amidech, esterech, alde-
hydech a ketonech a fosforové atomy fosfoestera.

Disledkem nukleofilniho ataku vody je obecné
$tépeni amidovych, glykosidovych nebo esterovych
vazeb, které drzi biopolymery pohromadé. Tento
proces se nazyva hydrolyza. Opacné, jsou-li mo-
nomerni jednotky spojovdny navzdjem za vzniku
biopolymerti, jako jsou proteiny nebo glykogen,
je voda produktem, napt. béhem tvorby peptidové
vazby mezi dvéma aminokyselinami:
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Zatimco hydrolyza je termodynamicky upfed-
nosthovanou reakci, amidové a fosfoesterové vazby
polypeptidii a oligonukleotidii jsou stélé ve vodném
prostfedi bunék. Toto zddnlivé paradoxni chovéni
odrazi skute¢nost, ze termodynamické ovlddani
rovnovéhy reakce neurcuje, jakou rychlosti bude
probihat. Je-li to zapotfebi, proteinové katalyzatory,
enzymy, zvétuji rychlost hydrolytickych reakci
v bunikdch. Proteasy katalyzuji hydrolyzu proteinti
na jejich slozky aminokyseliny, zatimco nukleasy
katalyzuji hydrolyzu fosfoesterovych vazeb v DNA
a RNA. Aktivitu téchto enzymt je tieba citlivé ovl4-
dat, aby bylo zaji$téno, ze pisobi na vhodné cilené
molekuly ve vhodnou dobu.

Mnohé metabolické reakce zahrnuji
presun skupin

Mnoho enzymovych reakei zodpovédnych za syn-
tézu a $tépeni biomolekul zahrnuje pfesun chemické
skupiny G z donoru D na akceptor A za vzniku
komplexu mezi akceptorem a piendSenou skupinou
A-G:

D-G+A = A-G+D
\

Hydrolyza a fosforolyza glykogenu napt. zahr-
nuje presun glukosylovych skupin na vodu nebo
na fosfity. Rovnovazna konstanta pro hydrolyzu
kovalentnich vazeb silné podporuje vznik §tép-
nych produktil. Naopak v mnoha piipadech reakce
s pfesunem skupiny, které vedou k biosyntéze mak-
romolekul, zahrnuji termodynamicky nevyhodnou
tvorbu kovalentnich vazeb. Enzymy piekondvaji
tuto bariéru sprazenim téchto reakci s reakcemi
termodynamicky vyhodnymi, takZe celkové zména
volné energie podporuje syntézu biopolymeru. Je
nukleofilni charakter vody a jeji vysoka koncentrace
v bunkach pti¢inou toho, Ze biopolymery, jako pro-
teiny a DNA, jsou pomérné stalé? A jak muaze do-
chazet k syntéze biopolymerti ve vodném prosttedi?
Odpovédi na obé otazky jsou vlastnosti enzym.
Kdyby neexistovala enzymovd katalyza, ani reakce
termodynamicky vysoce zvyhodnéné by nemusely
probihat rychle. Presné a diferencované ovlddani
aktivity enzymi a jejich lokalizace ve specidlnich
organeldch urcuji, za jakych fyziologickych podmi-
nek bude biopolymer syntetizovan nebo degrado-
vén. Nové syntetizované biopolymery nejsou bez-
prostfedné hydrolyzovany, z&asti proto, Ze aktivni
centra biosyntetickych enzymi udrzuji substrity
v prostfedi, ze kterého muze byt vyloucena voda.

Molekuly vody vykazuji slabou, ale
dulezitou tendenci k disociaci

Schopnost vody ionizovat, i kdyz slabé, ma ustfedni
vyznam pro Zivot. Jelikoz voda mtize pusobit jako
kyselina i jako bédze, muize byt jeji ionizace zna-
zornéna jako intermolekuldrni pfesun protonu
za tvorby hydroniového iontu (H,0") a hydroxylo-
vého iontu (OH"):

H,0 +H,0 22 H,0" + OH"

Piesunuty proton je ve skute¢nosti asociovan se
shlukem (klastrem) molekul vody. Proton neexis-
tuje v roztoku jen jako H,O", ale také jako multi-
mery H;O," a H,0O,". Proton je pfesto bézné uvadén
jako H*, i kdyz je ve skute¢nosti silné hydratovan.

Protoze hydroniové a hydroxylové ionty jsou
kontinualné rekombinovany za tvorby molekul
vody, nemuzeme fici, Ze individudlni vodik nebo
kyslik je ptitomen jako ion, nebo jako soucdst mo-
lekuly vody. V jednom okamziku je jako ion a v dal-
$im jako soucast molekuly vody. Nejsou tedy uvazo-
vany jednotlivé ionty nebo molekuly. Namisto toho
hovorime o pravdépodobnosti, Ze v jistém okamziku
je vodik pritomen jako ion, nebo jako ¢ast molekuly
vody. Protoze 1 g vody obsahuje 3,46 - 10** molekul,
miize byt ionizace vody popsdna statisticky. Prohla-
sit, Ze pravdépodobnost, Ze vodik existuje jako ion,
je 0,01, znamend, ze v daném Casovém okamziku je
jedna moznost ze sta, Ze existuje jako ion, a 99 moz-
nosti ze sta, Ze je soucasti molekuly vody. Skute¢nd
pravdépodobnost, Ze vodikovy atom existuje v Cisté
vodé jako vodikovy ion, je asi 1,8 - 107°. Pravdépo-
dobnost, Ze je soucasti molekuly vody, je tak téméf
jednotka. Vyjadfeno jinym zpusobem, na kazdy vo-
dikovy a hydroxylovy ion v ¢isté vodé ptipada 1,8
bilionu nebo 1,8 - 10° molekul vody. Pfesto vodikové
a hydroxylové ionty pfispivaji znacné k vlastnostem
vody.

Pro disociaci vody plati vztah

[H][oH ]

[H,0]

Zavorky reprezentuji molarni koncentrace (pfesné
fe¢eno moldrni aktivity) a K je disocia¢ni kon-
stanta. ProtoZe hmotnost 1 molu (mol) vody je 18 g,
1 litr (1000 g) vody obsahuje 1000 : 18 = 55,56 molu.
Cistd voda je tak 55,56molarni. ProtoZe pravdépo-
dobnost, ze vodik v ¢isté vodé bude existovat jako
vodikovy ion, je 1,8 - 10~°, bude moldrni koncentrace
[H'] iontd (nebo [OH"] iontw) v ¢isté vodé vysled-



kem soucinu pravdépodobnosti 1,8 - 10~ a molarni
koncentrace vody 55,56 mol/l, coz je 1,0 - 10”7 mol/l.
Nyni mliZzeme spocitat K pro ¢istou vodu:

o [Jor] [07]h07]
~ [m0] T [5556]
=0,018- 10" =1,8- 10"mol/l

Molarni koncentrace vody 55,56 mol/l je pfilis
vysoka, aby byla vyznamnou mérou ovliviiovdna
disociaci. Je tudiZ povazovéna v podstaté za kon-
stantni. Tato konstanta muZe proto byt vé&lenéna
do disocia¢ni konstanty K a poskytnout novou uzi-
te¢nou konstantu K, , nazyvanou iontovy soucin
vody. Vztah mezi K, a K je ukdzan niZe:

[ on]
[H,0]
K, = (K)[H,0] = [H* ][oH"]

= (1,8 10™mol/l )(55,56 mol/l )

=1,8-10"mol/l

=1,00 - 107*(mol/ )’

Vsimnéme si, Ze rozméry K jsou moly na litr
arozméry K, jsou moly” na litr*.

Jak nézev naznacuje, iontovy soucin K, je ¢iselné
shodny se souc¢inem molérnich koncentraci H*
aOH™:

K, =[H"][oH ]

Pti 25 °C K, = (107)%, nebo 10™* (mol/1)%. Pii tep-
lotach pod 25 °C je K,, 0 malo mensi nez 10 a pfi
teplotach nad 25 °C je o malo vétsi nez 107*. Uvnitf
stanovenych limiti vlivu teploty je K, rovno 1074
(mol/1)* pro v8echny vodné roztoky, tedy i pro roz-
toky kyselin a zdsad. K, pouzivime k vypoctu pH
kyselych i bazickych roztok.

pH JE ZAPORNY LOGARITMUS
KONCENTRACE VODIKOVYCH
IONTU

Termin pH byl zaveden v roce 1909 Sérensenem,
ktery definoval pH jako zdporny log koncentrace
vodikovych jonti:

pH = —log [H*]

Tato definice, i kdyZ neni zcela pfesnd, postacuje
k mnoha biochemickym uceltim. Vypocet pH roz-
toku se provadi nasledovné:
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1. Vypocte se koncentrace vodikovych ionta [H*] .
2. Vypocte se zaklad dekadického logaritmu [H'].
3. pH je zdporna hodnota ¢isla vypocteného v bo-
dé2.
Napt. pro ¢istou vodu pti 25 °C,

pH = —log [H" | = —log 107 = —(-7) = 7,0

Tato hodnota je také zndma jako power (anglicky),
puissant (fracouzsky) nebo potennz (némecky) ex-
ponentu, proto se pro ni pouzivd pismeno p.

Nizké hodnoty pH odpovidaji vysokym koncen-
tracim H* a vysoké hodnoty pH odpovidaji nizkym
koncentracim H*.

Kyseliny jsou donory protonti a baze akceptory
protoni. Silné kyseliny (jako HCI, H,SO,) kom-
pletné disociuji na anionty a kationty i v silné kyse-
lych roztocich (o nizkém pH). Slabé kyseliny diso-
ciuji jen zéasti v kyselych roztocich. Podobné silné
baze (jako NaOH, KOH) - ale ne slabé baze (jako
Ca[OH],) - jsou kompletné disocioviny pfi vyso-
kych pH. Mnohé biochemikilie jsou slabé kyseliny.
Vyjimky zahrnuji fosforylované intermedidty, je-
jichz fosforylova skupina obsahuje dva disociova-
telné protony, z nichZ prvni je silné kysely.

Nasledujici priklady ukazuji, jak se poéitd pH ky-
selych a bazickych roztokd.

Ptiklad 1: Jaké je pH roztoku, jehoz koncentrace
vodikovych iontt je 3,2 - 10* mol/I?

pH = —log LH*J
=—log (3,2- 10*)
= —log (3,2) - log (1 0‘4)
=-05+40
= 3,5

Ptiklad 2: Jaké je pH roztoku, jeho? koncentrace
hydroxylovych ionti je 4,0 - 10™* mol/I?

Nejprve definujeme hodnotu pOH, kterd je
rovna - log [OH™] a mtize byt odvozena z definice
K .

K, =[H]J[oH =10
Tudiz
log[H" ] + log[ OH" | = log10™*
nebo

pH+ pOH = 14
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Reseni problému jinym postupem:
I‘OHfJ =40-10"
pOH = —log [OH’]
= —log (40 107)

= —log (4,0) - log (10
= 0,60 + 4,0
=34

Nyni

pH=14-pOH =14 -3,4
=106

Uvedené piiklady ilustruji, jak logaritmicka
pH stupnice usnadiiuje podavani informaci a po-
rovnavani koncentraci vodikovych iontd, které
se vzajemné fadoveé lisi, to je 0,00032M (pH 3,5)
a 0,000000000025M (pH 10,6).

P#iklad 3: Jakd je hodnota pH (a) 2,0 - 107> mol/l
KOH a (b) 2,0 x 10™° mol/l KOH?

OH™ pochazeji ze dvou zdrojii, KOH a vody.
Protoze pH je stanovovano z celkové [H'] (a pOH
z celkové [OH]), musi byt uvazovany oba zdroje.
V prvnim ptipadé (a) je piispévek vody k celkové
[OH"] zanedbatelny. To ale nemuze byt feceno pro
druhy ptiklad (b):

=

Molarita KOH 2, 102 - . 20 e
[OH7] z KOH 2,0-10% 20102
[OH1zvody 100 1,0-107
Celkova [OH] 2,00001 - 102 21-10°

pH miize byt vypocteno, jak je uvedeno vyse.

Uvedené priklady predpokladaji, ze silna baze
KOH je v roztoku kompletné disociovina, a Ze
koncentrace OH™ byla tudiZ rovna koncentraci
KOH plus koncentraci OH™ ptéivodné pritomnych
ve vodé. Tento predpoklad je spravny pro zfedéné
roztoky silnych bdzi nebo kyselin, ale ne pro slabé
baze nebo kyseliny. Protoze slabé elektrolyty diso-
ciuji v roztocich jen slabé, musime k vypoctu pH
roztok slabych kyselin nebo bazi pouzit disociacni
konstantu. Ta ndm umozZni vypocitat hodnoty [H*]
(nebo [OH]) pro danou molaritu slabé kyseliny
(nebo béze) a z ni nasledné pH.

Funkéni skupiny, které jsou slabymi
kyselinami, maji velky fyziologicky
vyznam

Mnoho biochemikalii ma funk¢ni skupiny, které
jsou slabymi kyselinami nebo bazemi. Karboxylové

skupiny, aminoskupiny a estery kyseliny fosforecné,
jejichz disociace do druhého stupné klesa v rozmezi
fyziologickych koncentraci, jsou ptitomny v protei-
nech a nukleovych kyselindch, ve vétsiné koenzymi
a vétsiné intermedidrnich metabolitd. Znalost diso-
ciace slabych kyselin a bazi je tak zdkladem k po-
rozuméni vlivu intracelularntho pH na strukturu
a biologickou aktivitu. Separace, zalozené na po-
hybu nabitych &istic, jako je elektroforéza a iontové
vyménna chromatografie, jsou také dobie pocho-
pitelné v pojmech disocia¢niho chovani funkénich
skupin.

Protonované ¢astice (jako HA nebo R-NH,") na-
zyvame kyseliny a neprotonované c¢astice (jako A~
nebo R-NH,) jejich konjugované baze. Podobné
mizeme mluvit o bazich (jako A~ nebo R-NH,)
a jejich konjugovanych kyselinach (jako HA nebo
R-NH,"). Déle jsou uvedeny reprezentativni slabé
kyseliny (vlevo), jejich konjugované baze (upro-
stied) a pK, hodnoty (vpravo):

R—CH,—COOH R—CH,—COQ~ pK, =4-5
R—CH,—NH,* R—CH,R—NH,, pK, =9-10
H,CO, HCO,” , pK, = 6,4
H,PO," HPO,”H =~ pK, =72

Relativni silu slabych kyselin a zdsad vyjadiu-
jeme v pojmech jejich disocia¢nich konstant. Nize
jsou uvedeny vyrazy pro disocia¢ni konstanty (K,)
pro dva reprezentanty slabych kyselin, R~-COOH
a R-NH,".

R—COOH &= R—COO™ + H"

[R—coo™ |[H7]
. [R—COOH]
R—NH," = R—NH, +H*
[R—NH,|[H"]

* [rR—NH;]

Protoze ¢iselné hodnoty K, pro slabé kyseliny jsou
zdpornd exponencidlni ¢isla, vyjadfujeme K, jako
pK,, kde

pK, = —logk,

Viimnéme si, ze pK, ma stejny vztah ke K, jako
pH k [H*]. Cim silngjsi kyselina, tim nizsi je pK,
hodnota.

pK, je pouzivana k vyjadreni relativni sily jak
kyselin, tak zdsad. Pro jakoukoliv slabou kyselinu
je jejim konjugitem silnd baze. Podobné je konju-
gatem silné béze slaba kyselina. Relativni sily bazi
jsou vyjadfovany pomoci pK, jejich konjugovanych



kyselin. Pro vicesytné slouceniny, obsahujici vice
nez jeden disociovatelny proton, je &iselny subskript
ptitazovan ke kazdé disociaci v poradi relativnich
acidit. Pro disociaci typu

R—NH; — R—NH, + H*

pK, odpovida pH, pfti kterém je koncentrace kyse-
liny R-NH," rovna koncentraci baze R-NH,.

Z vyse uvedenych rovnic, uvadéjicich vztah mezi
K, a [H'] a koncentracemi nedisociovanych kyselin
a jejich konjugovanych bézi vyplyva: kdyz

[R—CO0" | = [R—COOH]

nebo kdyz

RNH

]=[R—NH,"]
pak
K, =[H"]

Kdyz asociované (protonované) a disociované (kon-
jugované béze) castice jsou pritomné ve stejnych
koncentracich, pievazujici koncentrace vodikovych
ionttl [H*] je ¢iselné rovna disocia¢ni konstanté K.
Zlogaritmujeme-li ob¢ strany rovnice uvedené vyse
a vyndsobime je -1, dostaneme tyto vyrazy:

K, =[H]
—logkK, = —Iog[H*]

Protoze —logK, je definovany jako pK, a -log
[H*] definuje pH, muzZe byt rovnice pfepsana jako
pK, = pH
To znamend, Ze pK, kyselé skupiny je pH, pii kterém
protonované a neprotonované ¢astice jsou pritomné
ve stejnych koncentracich. pK, pro kyselinu mize
byt stanovena ptiddnim 0,5 ekvivalentu alkalického

hydroxidu na ekvivalent kyseliny. Vysledné pH bude
stejné jako pK, kyseliny.

Hendersonova-Hasselbalchova rovnice
popisuje chovani slabych kyselin
a pufri
Hendersonova-Hasselbalchova rovnice je odvozena
nize.

Slaba kyselina HA ionizuje takto:

HA = H + A”
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Rovnovaznd konstanta pro tuto disociaci je

_[HlA]

T [HA]
Ki{zovym vynasobenim dostaneme
[H][A] = K.[HA]

Vydélime obé strany rovnice [A7]:

1
W=k

Zlogaritmujeme obé strany rovnice

log[H* ] = log [Ka %J
H

= logK, + log

[HA]
[~]
Vyndsobime obé strany rovnice —1:

log [EA—]
(7]

Nahradime pH a pK, -log [H'] a -log K, pak:

—Iog[H*] = —logkK, —

[HA]
pH = pK, —log ——
[A7]

Inverzi posledniho vyrazu odstranime zna-
ménko minus a dostaneme Hendersonovu-Hassel-
balchovu rovnici:

A
pH=pK, +log ——=

[HA]

Hendersonova-Hasselbalchova rovnice ma vy-
sokou predpovédni hodnotu v protonové rovno-
véaze. Napf.

1. Je-li kyselina pfesné z poloviny zneutralizo-
vana, [A-] = [HA].

Za téchto podminek

[~]

pH = pK, +Iog——pK +Iog——pK +0

Tedy v poloviné neutralizace pH = pK,.
2. Je-li pomér [A7]/[HA] =100: 1,
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pH = pK +logm
SRTTY
pH = pK, +log 100/1 = pK, + 2

3. Je-li pomér [A"]/[HA] =1: 10,

pH = pK, +log 1/10 = pK, + (1)

Je-li rovnice vypocitdna pii poméru [A7]/[HA]
pohybujicim se od 10° do 107 a vypoétené hodnoty
pH jsou vyneseny do grafu, pak graf popisuje tit-
ra¢ni ktivku pro slabou kyselinu (obr. 2-4).

=} 1.0 —1.0

=]

EE

S8 osf Hos
2z :
O

oy e
29 o6 406 3
2 > =
g2 >
T2 04 404 @
5E ©
E(B

S< o2} 402

S >

< c

23

E's O_I I 1 L I | L 10

OBR. 2-4. Titra¢ni k¥ivka pro kyselinu typu HA. Bod
uprostfed kfivky oznacuje pKa 5,0.

Roztoky slabych kyselin a jejich soli
pufruji zmény pH
Roztoky slabych kyselin nebo bazi a jejich konju-
gaty maji schopnost pufrovat, tj. odolavat zménédm
pH pfi pridavku silné kyseliny nebo bdze. Protoze
mnohé metabolické reakce jsou provazeny uvolné-
nim nebo spotiebou protont, jsou nékteré z nich
uvnitf buniky pufrovany. Oxida¢ni metabolismus
produkuje CO,, anhydrid kyseliny uhli¢ité, kterd
jv ptipad¢, Ze by nebyla pufrovina, mohla by zptso-
bovat silné acidézy. Udrzovani konstantniho pH za-
hrnuje pufrovani fosfity, hydrogenuhli¢itany a pro-
teiny, které piijimaji nebo uvoliiuji protony a bréni
tak zménam pH. Pfi pokusech za pouziti tkdfiovych
extraktli nebo enzymt je konstantni pH udrzovéno
ptidavkem pufrii, jako je MES ([2-N-morfolino]
ethansulfonovd kyselina, pK, 6,1), anorganicky fos-
fit (pK,, 7,2), HEPES (N-hydroxyethylpiperazin-
N’-2-ethansulfonovéd kyselina, pK, 6,8) nebo Tris
(tris[hydroxymethyl]aminomethan, pK, 8,3). Hod-
nota pK, vztazend k pozadovanému pH je hlavni
charakteristikou pro vybér pufru.

Pufrovani miZe byt sledovdno pH metrem pti
titraci slabé kyseliny nebo baze (obr. 2-4). Mtizeme
také vypocitat posun pH, provézejici ptidavek ky-
seliny nebo baze k pufrovanému roztoku. V uvede-

ném ptikladu ma pufrovany roztok (slabd kyselina,
pK, = 5,0, a jeji konjugovana baze) na pocatku jednu
ze Ctyt hodnot pH. Vypocitime posun pH, ktery na-
stane, kdyz k 0,1 miliekvivalentu KOH je ptidén 1
miliekvivalent kazdého roztoku:

Pocatecni pH 500 53] 560 586
[A ] oestesni 050 070 080 0,88
[HAT cesreen 050 030 020 012
([AT/THAD poesteent 1,000+ 233 4,00 733

IA Jyoneens 060 080 090 098
[HA]oneens 040 020 010 002
(IATV/THAD onecny 1,50 4,00 900 490
log ([AV/IHAD oneeny 0,18 060 095 1,69
konec¢né pH 518 560 595 6,69
ApH 0,18 0,60 0,95 1,69

Vsimnéme si, Ze zména pH na miliekvivalent
ptidaného OH" zavisi na poc¢ate¢nim pH.

Roztok odolava zméndm pH nejucinnéji pii hod-
notach pH blizkych pK,. Roztok slabé kyseliny a jeji
konjugované bédze pufruji nejuc¢innéji v rozmezi pH,
pK, * 1,0 jednotky pH.

Obr. 2-4 také ilustruje ¢isty néboj na jedné mo-
lekule kyseliny jako funkci pH. Frakéni ndboj -0,5
neznamend, Ze jednotliva molekula nese frakéni né-
boj, ale Ze pravdépodobnost, Ze dand molekula ma
jednotkovy zdporny naboj v kterémkoliv ¢asovém
okamziku, je 0,5. Uvaha o ¢istém naboji na mak-
romolekuldch jako funkci pH poskytuje zdklad pro
separacni techniky, jako je iontové vyménna chro-
matografie nebo elektroforéza.

Sila kyseliny zavisi na struktuie
molekuly

Mnoho biologicky zajimavych kyselin m4 vice nez
jednu disociujici skupinu. Pfitomnost zdporného
naboje v sousedstvi brani ztraté protonu z blizké
skupiny a tim zvysuje jeji pK,. To je patrné z pK,
hodnot pro tfi disociujici skupiny kyseliny fosfo-
recné a citronové (tab. 2-2). Vliv sousedniho néboje
klesd se vzdalenosti. Druha pK, pro kyselinu jan-
tarovou, kterda ma dvé methylenové skupiny mezi
svymi karboxylovymi skupinami, je 5,6, zatimco
pK, pro kyselinu glutarovou, kterd ma jesté jednu
methylenovou skupinu navic, je 5,4.

Hodnoty pK, zavisi na vliastnostech
prostiredi

pK, funkéni skupiny je také silné ovliviiovdno okol-
nim prostiedim. Prostfedi mtze pK, bud zvysovat,
nebo snizovat v zdvislosti na tom, je-li nedisocio-



TAB. 2-2. Relativni sily vybranych kyselin

biologického vyznamu'

3,75

mravenci pK
miedna ok 3,86
octova pK 4,76

uhli¢ita 637

10,25
jantarova 421
glutarova

fosfore¢na pK;

2,15
pK, 6,82
K, 12,38
citronova pK; 3,08
pK, 4,74
pK; 5,40

'Poznamka: Hodnoty uvedené v tabulce jsou hodnoty pK, (~log
disociacni konstanty) vybranych kyselin s jednim, dvéma a tfemi
protony.

vana kyselina nebo jeji konjugovand béze nabitou
Castici. Vliv dielektrické konstanty na pK, mtize byt
pozorovan po ptidavku ethanolu do vody. pK, kar-
boxylové kyseliny vzriistd, zatimco pK, aminu klesd,
protoze ethanol sniZuje schopnost vody solvatovat
nabité castice. Hodnoty pK, disociujicich skupin
uvnitf proteint jsou hluboce ovliviiovany jejich lo-
kdlnim prostiedim, v¢etné pfitomnosti nebo nepti-
tomnosti vody.
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SOUHRN

Voda tvoii pomoci vodikovych vazeb shluky
(klastry) se svymi molekulami nebo s jinymi
donory ¢i akceptory protont. Vodikové vazby jsou
odpovédné za povrchové napéti, viskozitu, kapalny
stav pii pokojové teploté a rozpoustéci silu vody.
Slouceniny, které obsahuji O, N nebo S, mohou
slouzit jako donory nebo akceptory vodikovych
vazeb.

Makromolekuly méni vodikové vazby na vnitinim
povrchu za vodikové vazby s vodou. Entropické
sily zptisobuji, Ze makromolekuly nastavuji polarni
oblasti smérem k vodnému rozhrani a skryvaji
nepoldrni oblasti.

Solné mustky, hydrofobni interakce a van der
Waalsovy sily se podileji na tvorbé molekuldrni
struktury.

pH je zdporny log [H']. Nizké pH charakterizuje
kyselé roztoky a vysoké pH oznacuje bazické
roztoky.

Sila slabych kyselin je vyjadfovana pomoci pK,,
zdporného log disocia¢ni konstanty kyseliny. Silné
kyseliny maji nizké hodnoty pK, a slabé kyseliny
vysoké hodnoty pK.,.

Pufry brdni zméné pH pfi vzniku nebo spottebé
protont. Maximalni pufra¢ni kapacita je + 1 pH
jednotka na obé strany od pK,. Mezi fyziologické
pufry patii hydrogenuhli¢itany, fosfaty a proteiny.
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