Termodynamika

PF. 2.1
Pro uplnou oxidaci glukosy reakci
CsH1206(s) + 602(g) — 6H20(1) + 6CO2(g)

bylo pfi teploté 25°C a tlaku 1 atm zméieno spalné teplo 673 kcal‘mol™'. Vypoététe zménu
vnitini energie systému doprovazejici tuto reakci.

Reseni: CeH1206(s) + 602(g) — 6H20(1) + 6COx(g) (biodegradace glukosy)

dU =dQ +dW (zména vnitini energie byla zplisobena tim, Ze si systém s okolim vymeénil teplo
g a praci w)

Pfi zanedbani rozdilu objemu glukosy a vody nedochazi k objemové praci, a tedy lze psat:
dU=dQ — dU =-673 + 0 = -673 kcal ‘mol’!

Zahrnujeme znaménkovou konvenci, podle které w a ¢ maji kladné hodnoty, kdyz je pfislusna
energie prenaSena smérem do systému a maji zaporné hodnoty, kdyz systém ptisluSnou energii
vydava.

Pi. 2.2
Ureasa katalyzuje reakci
(NH2)>CO + H,0 — CO; + 2NH3

Vypoctéte objemovou praci spojenou s hydrolysou 1 molu mocoviny pii teploté 25°C za
konstantniho tlaku. Pfedpokladejte, Ze produkty reakce jsou idedlni plyny, které se zcela uvolni
z roztoku.

Reseni: Vychazime ze stavové rovnice idealniho plynu:

pV =nRT

Pro objemovou praci plati vztah: dW = -pdV

-W =nRT (uvazujeme, ze I mol vychozi latky se premeénil na 3 moly produktu)

-W = 3-8,314:298 = 7,43 kJ-mol’!

PF. 2.6

Hodnoty A4H oxidace glukosy a kyseliny stearové kyslikem ¢ini -2880 a -11381 kJ-mol™! pii 37
°C. Relativni molekulové hmotnosti téchto sloucenin jsou 180 a 284.

a) Vypocitejte mnozstvi tepla, jez se uvolni oxidaci 1 g uvedenych substrat. Pokuste se
objasnit dal$i faktory, které¢ zvyhodiuji ukladani zasobni energie organismii ve forme
esterll mastnych kyselin.

b) Pii probuzeni ze zimniho spanku vzrista télni teplota kiecka o 30 °C. Primérné mérné
teplo jeho tkani ¢ini 3,3 J-K!-g'l. Vypocitejte, kolik tukové tkané spotiebuje kiecek o



hmotnosti 100 g pfi probuzeni ze zimniho spanku; za hodnotu spalné¢ho tepla tuku
muzete pouzit hodnotu vypoctenou pro kyselinu stearovou. Tukova tkan kiecka
predstavuje asi 2% jeho télesné hmotnosti. Je toto mnozstvi dostateéné pro uvazovany
ucel?
Reseni:
a) 1 gglukosy = $= 5,55-10 mol glukosy

Oxidaci 1 g glukosy se uvolni: 5,55:107 - 2880-10° = 15984 J-g'' = 16 kJ-g™!

1 g kyseliny stearové = ﬁ =3,52:10"* mol kyseliny stearové
Oxidaci 1 g kyseliny stearové se uvolni: 3,52-:10 -11381:10°=40073,9 J-g'! =
40,007 kJ-g!

Krom¢ niz§iho energetického vytézku je nevyhodou sacharidii i velké mnozstvi
asociované vody, kterd nefunkéné zvySuje hmotnost organismu.

dQ=c-m-dt —-dQ=3,3-100-30 =9900 J
m=20 _ 0254
40074

Zasoba 2 g tukové tkan¢ pokryva energetickou potiebu kiecka pii dehibernaci

Pi. 2.7
Clovék o hmotnosti 70 kg produkuje po nasyceni v klidu piiblizné 8 MJ tepla za den (basalni
metabolismus)
a) Odhadnéte, o kolik stupniti by vzrostla za den télni teplota ¢lovéka pfi zamezeni vymény
tepla s okolnim prostiedim. Priimérmé mérné teplo lidského téla je asi 4 kJ-K!-kg!

b) Jednim z dileZitych mechanismii odvodu tepla z té€la do okoli je vypafovani vody.
Vypoctéte, kolik vody by muselo byt odpatreno za den, kdyby teplota byla regulovana
pouze timto mechanismem. Molarni skupenské teplo vypafovani vody je 44 kJ-mol!

¢) Slunce ma hmotnost 1,99-10°° kg a za den vyzéii 3,37-10%' J elektromagnetické energie.
Srovnejte merny tepelny vykon ¢loveéka a Slunce a pokuste se vysvétlit priciny rozdilu
obou hodnot.

Reseni:
3
a) Q=mcAt— At= 87010 = 28,57 °C
AH AH
b) AHWP =——-n,, =——>—n,, ZM = [81,2 mol
n 44
wp wp

m = nyy Mr=181,2 .18 = 3261,6 g = 3,26 kg



8-10°

c) Meémy tepelny vykon ¢lovéka: Q_ =1,14-10° J-den-kg"!

m
. ., 0 337-10°" o
Mérny tepelny vykon Slunce: == >———=16,9 J-den"!-kg"!
Y Iepeiny vy m 1,99-10 ®

Pr. 2.8

Glukosa -6-fosfat byl pomoci glukosa-6-fostatfosfatasy hydrolyzovan pti pH 7 a 25 °C za
vzniku glukosy a anorganického fosfatu. Koncentrace G-6-P na pocatku reakce byla 0,1
mol-dm?. V rovnovéze ziistalo zachovano pouze 0,05% vychozi latky. Vypodtéte rovnovaznou
konstantu a piislusnou standardni zménu Gibbsovy energie pro rozklad G-6-P a pro jeho
syntézu z glukosy a anorganického fosfatu.

Reseni:
Glukosa-6-fosfat —glukosa + Pi

[glukosa] Pi]
Khydrolysa =
ydrely [glukosa — 6 — P]

0,05 % vychozi latky......5:10° mol-dm™ glukosy -6-P (v rovnovaze)

99,95 % produktd......... 0,09995 mol dm™ glukosy a 0,09995 mol dm™ Pi (v rovnovaze)
2
Khydrolysa = [0’0999_§] = 199,8 = !
5-10

syntéza

AG’ yaronsa =—RT I K =-8,314-298-5,297 = -13,124 kJ-mol™ = -AG ynieza

hydrolysa

Pr. 2.18

Pti biosyntéze bilkovin je velmi dilezité, aby se spravna t-RNA vazala na aminoacyl-t-RNA-
ligasu pfislusnou dané aminokyselin€. V ptipadé izoleucin-t-RNA-ligasy z E coli je vazba t-
RNA'" charakterizovana hodnotami AH? = 0 kJ mol™ a AS®= 142 J mol'K"". vazb& t-RNA "
za stejnych podminek odpovidaji hodnoty AH? = 33,4 kJ mol! a AS®= 2257 J mol'K"".
Vypoctéte poméry obou piislusnych vazebnych konstant (tzv. preferencni faktor) pro spravnou
a nespravnou t-RNA pfi 293 a 313 K za piedpokladu, Zze hodnoty AH? a AS® jsou v tomto
teplotnim intervalu konstantni.

Reseni:

t-RNA" pii 293 K
AG’= AH?- T AS = 0-293-142 = -41606 J mol"!
— 41606

AG® = -RT InK — -41606 = -8,314293-InK — InK = ———————
-8,314-293

= 17,08 —K =e!7% =
2,62-107

t-RNAY# pi 293 K



AG’= AH?- T AS" = 33,4:10°-293-225,7 = -32730,1 J mol’!

AG’= -RT InK — -32730,1 = -8,314-293-InK — InK = _—321301 13,436 —K =e!3436=
-8,314-293

6,84-10°

Klle

X7 =38,3

Analogicky se vypocita t-RNA" a t-RNAY? p¥i 313 K a vyjde:

t-RNA" p¥i 313 K
AG® = -44446 ] mol’!
K =2,62107

t-RNAY? pri 313 K
AG"=-37244,1 ] mol!
K =1,64-10°

Klle

K Val

=15,86

Pr. 2.24

Reakce: pyruvatkinasa
fosfoenolpyruvat+ ADP ___—» pyruvat+ ATP

je jednim z hlavnich zdrojii ATP pro zralou ¢ervenou krvinku; neobsahuje totiZ mitochondrii,
a tudiz v ni neprobih4 citratovy cyklus ani aerobni fosforylace. Pro 37 °C byla uréena AG® =-
32,6 kJ mol™. In vivo jsou koncentrace ATP, ADP a fosfoenolyruvatu udrzovany na hodnotach
1850, 138 a 23 umol-dm™. Uréete maximalni koncentraci pyruvatu, pfi niZ reakce probiha zleva
doprava.

Resen:
[pyruvatATP] (
[ fosfoenolpyruvdt] ADP]
[pyruvar]1850-10 o
23-10°[138-10°¢|
[pyruvar]1850-10°¢]
3,174-107°
n [pyruvat]-1850-107° < 32,6-10°
3,174-107° 8,314-310
, 1850-10°  32,6-10°
Inlpyruvid] +n 3174107 \8314-310
1, 32,6-10° 1850-10°
hl[pymmtksgmglo 07

AG" + RT In

AG’ +RT In

-32,6-10° +8,314-310-In (0




, 32,6-10° 1850-107°
[pyruvatke|| ———— |- h——
8314-310 3.174-10
[pyruvét]( 0,534 mol-dm™

Fyziologicka koncentrace pyruvatu v erythrocytech je 51 pmol-dm™, tedy vice nez o &tyfi fady
nizsi.

Pi. 2.25

V srdci krysy promyvaném Zzivnym roztokem o teplot¢ 308 K byly nalezeny nasledujici
koncentrace metaboliti (mol-dm™): [fruktosa-6-fosfat] = 60-10°, [fruktosa-1,6-bisfosfat] =
9:10°, [ATP] = 5,3-10°, [ADP] = 1,1-10° a [AMP] = 60-10°. Hodnota AG" reakce
katalyzované fosfofruktokinasou je rovna -17,7 kJ mol™!, tato hodnota pro reakci katalyzovanou
adenylatkinasou (piiklad 2.22) &ini +2,1 kJ mol!. Vypocitejte AG pro obé reakce in vivo.
Posud’te moznost uplatnéni obou enzym pfi regulaci metabolismu.

Resenti:

Reakce:
Fruktosa-6-fosfat + ATP — fruktosa-1,6-bisfosfat + ADP

[ fruktosa—1,6 — bisfosfat | ADP]
[ fruktosa— 6 — fosfit[ATP]
o-10°J11-107]
160-10°[5,3-107 |
AG;=-26585,7 J mol" =-26,6 kJ mol!

AG,=AG’ + RT In

AG,=—17,7-10° +8314-308-In

Reakce:
2ADP — ATP+AMP

[4TP] AMP]

[4DP]4DP]
[5.3-10°Jos5-10¢]
L1102

AG;=-153,5 J mol! =-0,153 kJ mol!

AG, =AG’ + RT In

AG,=21-10" +8,314-308In

Za podminek in vivo je fosfofruktokinasova reakce znacné€ vzdéalena od rovnovahy; diky tomu
se mohla stat vyznamnym regula¢nim bodem glykolysy. Adenylatkinasova reakce je naproti
tomu témeft v rovnovaze a jeji uplatnéni jako regulacniho stupné neni pravdépodobné.



Pr. 2.27

Pro redoxni par NAD*/NADH ¢&ini AE” (pro pH 7) -0,32 V, pro oxalacetat/malat -0,175 V. Pro
pH 6 jsou hodnoty AE”Nap"nabn = -0,29 V a AE” gxalacetamatat = -0,116 V. Vypoditejte
rovnovaznou konstantu pro oxidaci malatu pomoci NAD" pfi pH 7 a pH 6.

Reakce:
malat> + NAD" — oxalacetat> + NADH + H'

PropH 7:
AE’=-0,32- (-0,175) =-0,145V

AG"= -z-F-AE°
AG®=-296485 (-0,145) = 27980,65 J mol™!

AG’ = -RTInK
27980,65 = -8,314-298:In K
_27980,65
~ —8314-298
K=1.2410"

Pro pH 6:
AE’=-0,29- (-0,175)=-0,174 V

AG°=-z-F-AE’
AG°=-2-96485- (-0,174) = 33576,78 J mol"

AG® = -RTInK

33576,78 = -8,314-298-In K
_ 33576,78
 —8314-298

K=1,30-10"

Nekovalentni interakce

Pi. 4.1

Pokuste se predpovédét poradi, ve kterém se budou vymyvat z kolony Sephadexu G-200
nasledujici bilkoviny: cytochrom-¢ (RMH = 96000), ATP-sulfurylasa (RMH = 440000),
glukosaoxidasa (RMH = 154000) a xanthinoxidasa (RMH = 300000). Jaké faktory, krom¢
velikosti molekul, ovliviiuji elu¢ni objemy pfi gelové chromatografii na Sephadexu?

Reseni:

Uvazujeme-li gelovou chromatografii, separace zde probihd na zaklad¢ velikosti pora gelu.
Molekuly vétsi nez pory gelu nemohou pronikat do pérti a prochazeji pres kolonu stejnou
rychlosti jako mobilni faze.



Separace: 1) ATP-sulfurylasa (RMH = 440000)
2) xanthinoxidasa (RMH = 300000)
3) glukosaoxidasa (RMH = 154000)
4) cytochrom-c (RMH = 96000)

Krom¢ velikosti molekul maji na separaci vliv dalsi faktory, a to:
a) tvar molekul — nesférické molekuly maji zdanliveé vétsi objem a vytékaji z kolony diive
b) hydrofobita molekul — hydrofobni ¢asti na povrchu bilkoviny ¢asto intergauji s nosi¢em
a zyvSuji tak elucni objem
¢) naboj molekul — Sephadex n¢kdy obsahuje malé mnozstvi COO- skupin, které mohou
zpomalovat pohyb bilkovin s vysokym kladnym nabojem

Pi. 4.2

Roztok obsahujici kyselinu asparagovou (pl = 2,98), glycin (pl = 5,97). threonin (pI = 6,53),
leucin (pI = 5,98) a lysin (pl = 9,74) v citratovém pufru pH 3,0 byl nanesen na sloupec Dowex
-50 (katex), ktery byl uveden do rovnovéhy se stejnym pufrem. Sloupec pak byl déle timto
pufrem promyvan. V jakém potadi tyto aminokyseliny ze sloupce vytekly?

Reseni:

1. kyselina asparagova (pl = 2,98)

Neutralni aminokyseliny se separuji podle stoupajici hydrofobity, tj v poradi: threonin, glycin,

leucin
2. threonin (pI = 6,53), jedna se o polarni, hydrofilni amk (viz vzorec)

OH O threonin

HsC OH
NH,

3. glycin (pI = 5,97), jedna se o nepolarni, hydrofobni amk (viz vzorec)

OH
H 5 N /\[r glycin
O

4. leucin (pl = 5,98), jedna se o nepolarni, hydrofobni amk (viz vzorec)

leucin



5. lysin (pl =9,74)

P¥. 4.10
Zmeéna enthalpie spojend s denaturaci (rozbalovanim) molekuly ribonukleasy pti pH 6 je +209
kJ mol!. Zména entropie pii tomto procesu je +554 J mol "K'
a) Vypoctéte Gibbsovu energii tohoto procesu pii teploté 298 K
b) Pti jakeé teploté 1ze oCekavat, ze denaturace probéhne spontdnné? Zhodnot'te velikosti
zadanych 1 vypoctenych ¢iselnych hodnot.

Regeni:
a) AG=AH-TAS
AG =209-103-298-554
AG = 44 kJ mol!

a)Z uvedeného vyplyva, ze AG > 0, tj. denaturace neprobéhne spontanné. To pii teploté 25
°C ani neni mozné.

b) Aby mohla denaturace probéhnout spontanné, musi AG <0
AH-TAS<0
209-10°-554T <0
T > 377 K (tj. ~ 100 °C) — je zde pfili§ mald pravdépodobnost, aby konformace
enzymu RNasy byla stabilni az do bodu varu vody. Ve skutecnosti se teplota prechodu
této bilkoviny pohybuje, podobné jako u ,,béZnych* bilkovin, mezi 50 a 70 °C.



Elektrochemie

Pf. 6.8
,Glycin je mozno zakoupit jako glycinhydrochlorid, isoelektricky glycin (zvany téz glycin-
volna base) nebo jako glycinat sodny (pKi = 2,34; pK> =9,6).
a) Napiste vzorce téchto tii forem
b) Vypoctéte pH jejich roztokii o koncentraci 0,1 mol-dm-3
c) Predstavte si, ze potiebujete gylcinhydrochlorid (Gly.HCIl) a v laboratoii méate jen
isoelektricky glycin. Popiste stru¢né nejjednodussi postup, pomoci néhoz byste si mohli
pevny Gly.HCI pfipravit.

Reseni:
a) CI'NH3'-CH,-COOH  glycinhydrochlorid

NH;"-CH,-COO isoelektricky glycin
NH,-CH»-COONa* glycinat sodny

b) Glycinhydrochlorid
pH slabé kyseliny

_pKa,—loge _ 234-1og0,1 _
2

pH

1,67

Isoelektricky glycin
pH=pl

pKa, + pKa,  234+9,6

H=npl =
p D 5

=5,97

Glycinat sodnv

K, -

=14 PKs—logC

pKatpKs = 14 — pKp = 14 — pKa — pKp = 14-9,6 = 4,4
pH=l4—w —pH=11,3

c) Pfipravi se nasyceny roztok glycinu ve zfedéné HCI za horka. Po ochlazeni se odfiltruje
mate¢ny roztok a vznikly pevny Gly.HCI se vysusi v exsikatoru nad pevnym NaOH.



PF. 6.9

Vypoctéte isoelektricky bod dipeptidu histidyl-histidinu, jsou-li hodnoty disociacnich konstant
pfi 25 °C nasledujici:

-COOH: pK; = 2,25

Imidazolové skupiny: pKz = 5,6 a pK3 = 6,8

-NH3": pKs = 7,8

Reseni:
Aminokyselina His (Arg, Lys) obsahuje dv¢ bazické skupiny a je nutno rozhodnout, které dvé
skupiny disociuji v okoli isoelektrického bodu a z nich vypocitat kyzeny pramér.

pKa, + pKa,

2
Uvazujme ty skupiny, které se titruji na ob¢ strany od izoelektrického bodu:
_ pKa,+pKa;  78+6,8
- 2 2

Bazické aminokyseliny: pl =

pl

=73

Pi. 6.10

Kyselina octova byla postupné fedéna tak, ze prvni zkumavka obsahovala 0,32M kyselinu,
druhd 0,16 M, teti 0,08M atd.; objem kazdé zkumavky byl 5 ml. Do kazdé zkumavky byl
pridan 1 ml roztoku kaseinu v 0,1 M octanu sodném. Nejvice kaseinu se vysrazelo ve ¢tvrté
zkumavce. Jaky je piiblizné isoelektricky bod kaseinu, uvazujeme-li pouze isoelektrickou
precipitaci? pKa kyseliny octové je 4,75.

Reseni:
1. zkumavka: 0,32M kys. octova (5 ml)+1 ml kaseinu v 0,1M octanu sodném; V celk. =6
ml
2. zkumavka: 0,16M kys. octova (5 ml)+1 ml kaseinu v 0,1M octanu sodném; V celk. = 6
ml
3. zkumavka: 0,08M kys. octova (5 ml)+1 ml kaseinu v 0,1M octanu sodném; V celk. = 6
ml

4. zkumavka: 0,04M kys. octova (5 ml)+1 ml kaseinu v 0,1M octanu sodném; V celk. = 6
ml. Ve 4. zkumavce se vysrazelo nejvice kaseinu.

Jaky je pl kaseinu v 1zoelektrické precipitaci?

Izoelektrickd precipitace: kazdy protein ma jiné pl a vysrazi se ze smeési proteinti v roztoku,
ktery méa pH = pl.

SloZeni 4. zkumavky: 0,04M kys. octova (5 ml)

1 ml kaseinu v 0,1M octanu sodném

V celk. = 6 ml
Koncentrace 0,04M CH3COOH (5 ml) v 6 ml: 0,033 M CH3;COOH
Koncentrace 0,1M CH3COONa (1 ml) v 6 ml: 0,0166M CH3COOH

0,01636 445

pH = pKa, +log S 4,75 + log
c

a 3



pH =pl=4,45

Pi. 6.11
Popiste piipravu 1 litru 0,2M acetatového pufru o pH 5,0, vychdzime-li z pevného trihydratu
octanu sodného (RMH = 136) a 1 M kyseliny octové (pKa = 4,75).

pH=pKa, +log & — 50=4,75+log & — 50-4,75=log <= — 0,25=log =
C C C C

a a a a

& =10%% > c—S=1,77—> 1,77 ca=cs
C C

a a

cs +ca=0,2 mol/l > 1,77 catca=0,2 — 2,77ca = 0,2 — ¢a = 0,072 mol/l CH:COOH
cs=1,77 ca — ¢s=1,77-0,072 = 0,127 mol/l

cirVi=c2V2
1-'Vi=0,072-1
V1=0,0721=72 ml CH3;COOH

m=c'V-Mr
m=0,127-1-136
m=17,3 g CH3COONa

Pro ptipravu 1 1 0,2M acetatového pufru je potieba 72 ml CH3COOH a 17,3 g CH3COONa,
které se doplni vodou na objem 1 litr.

Pi. 6.13
Vypocitejte iontovou silu pufru slozeného z lysinu (c= 0,03 mol-dm-3, pK1 =2,18) a HCl o pH
2,18.

Lysin vytvafi 4 disociované formy

HClopH 2,18
pH = -log [H']
2,18 = -log [H']
[H] = 10218
[H] = 6,6:10°M

1:%2@.;2 - 1:%2(0,03-12 +0,03-1 +0,03-1> +0,03-1° + 6,6-107 +6,6-107 )

I1=0,067M



