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1. Solucions tampo
[Atenci¢: al final del document, en I’annex I, teniu una breu descripcio dels fonaments i
de les equacions que governen els equilibris acid-base. Tambe hi trobareu, com a
exemples, explicacions de com resoldre alguns problemes. Aquest material pot ajudar-
vos a la resolucié dels problemes sobre solucions tampd.]

1.1.- Calculeu les concentracions de les especies del tamp6 acid acetic/acetat
sodic 0,1 M, pH 5,0.
Dades: acid acetic pKg 4,75. [CH;COOH= 0,0365 M i CH;COO ™= 0,0635 M|

1.2.- Disposeu d’una soluci6 tampd acid acetic/acetat sodic en que les
concentracions de les dues especies son: 0,065 M d’acid acetic 1 0,035 M
d’acetat. Calculeu:

(a) El pH de la solucio.

(b) La concentraci6 de la substancia tampo.
Dades: acid acetic pKg 4,75. [(a) pH 4,49 1 (b) 0,1 M]

1.3.- S’ha preparat una solucié tamp6 mesclant 0,013 mol d’acid acétic, 0,007
mol d’acetat sodic 1 aigua fins a 200 mL.

(a) Quin ¢s el pH d’aquesta solucid?

(b) I la seua concentracio?

(c) Es veurien afectats la concentracio i/o el pH del tamp¢ si el volum final

fora 1 L en comptes de 200 mL?

Dades: acid acétic pKa 4,75. [(a) pH 4,49; (b) 0,1 M; (c) la concentracié canvia: 0,020
M; pero no el pH]

1.4.- Com prepararieu 1 L de solucio tampo acid acetic/acetat sodic 0,1 M, pH
5,0, a partir d’acid acetic glacial (17,5 M) 1 acetat sodic solid (Mr 82,03)?
Dades: acid acetic pKg 4,75. [acid acétic 2,06 mL, acetat sodic 5,25 g i aigua fins 1 L]

1.5.- Quin ¢és el pH d’una soluci6 preparada mesclant 0,74 mL d’acid acetic
glacial (17,5 M), 0,58 g d’acetat sodic solid (Mr 82,03) 1 aigua fins a 200 mL?
Dades: acid acetic pKga 4,75. [pH 4.49]

1.6.- Quin ¢és el pH d’una soluci6 preparada mesclant 1,15 mL d’acid acetic

glacial (17,5 M), 0,28 g de NaOH solid (Mr 40) 1 aigua fins a 200 mL? Dades:
acid acetic pKga 4,75. [pH 4,49]

1.7.- L acid acetic t€ un pKg al voltant de 4,7. Les segiients solucions tampd
d’acetat de pH 4,7: (A) I mM, (B) 10 mM 1 (C) 100 mM:
(a) Ordeneu-les de major a menor capacitat per amortir els canvis de pH
resultants de 1’addici6 de H'.



(b) Quina quantitat de H' serien capaces d’amortir 100 mL de cadascuna
de les tres solucions?

(c) Si aquestes solucions foren més acides que pH 4,7, tindrien més o
menys capacitat amortidora de H'? I si el pH féra més alt que 4,7?

(d) Discutiu les qgiiestions anteriors en el cas de ’addici6 de OH .
[(a) C>B>A; (b) A: 0,05 mmol; B: 0,51 C: 5]

1.8.- El pH intern d’una cel-lula hepatica ¢és 6,65. Calculeu les concentracions
de les especies components del tampo fosfat si la concentracio total de fosfat en
el fetge és de 30 mM. Pot, en aquestes condicions, el tamp6 fosfat actuar com a
tampd? Per que? En cas afirmatiu, a quin pH presentaria la maxima capacitat
tampo? Dades: acid fosforic pKa; 2,12; pKa, 6,90 1 pKasz 12,67. [fosfat
monoprotic 10,78 mM; fosfat biprotic 19,22 mwM; si pH=pKa+1; pH=pKar= 6,90]

1.9.- El Tris cristal-li es pot comprar en la forma que té¢ el grup amino lliure
[(HOCH2)3CNHjy; Mr 121] o com a clorhidrat [(HOCH2)3CNH3*Cl-; Mr
157,5].
(a) Si en el laboratori només tenim la sal 1 solucions de HC1 1 M 1 de NaOH
1 M, de quina manera prepararieu 250 mL d’una soluci6 tamp6 Tris 0,1
M pH 8,57 (pKa Tris 8,1).
(b) Si tinguérem la forma de Tris que té el grup amino lliure, el tampo
I’haurieu preparat de la mateixa manera o no? Per que?
(c) La capacitat tampo de la solucio Tris 0,1 M pH 8,5 €s la mateixa si es
prepara el tampo de qualsevol de les dues maneres o0 no?
[(a) 3,94 g Tris'Cl-, 17,5 mL NaOH 1 M i aigua q. s. per a 250 mL, (b) no, hauria utilitzat
HCI, perqué: Tris’ + H — Tris"; (c) si]

1.10.- Descriu la preparacio d’1 L de tamp6 fosfat potassic 0,045 M pH 7,5
partint de:

(a) fosfat monopotassic (136 Da) 1 fosfat bipotassic (174 Da);

(b) solucions 0,045 M dels dos fosfats anteriors;

(¢) acid fosforic 15 M 1 KOH 1,5 M;

(d) fosfat monopotassic 1 KOH solid (56 Da);

(e) fosfat bipotassic 1 HCI 2 M;

(f) fosfat tripotassic (212 Da) 1 HC1 2 M.

Dades: els pKga de I’acid fosforic son: 2,1; 6,91 12,3.

[Completant amb aigua fins a 1 L, el tampo6 contindra: (a) 6,264 g bipotassic 1 1,224 ¢
monopotassic; (b) 0,8 L bipotassic 1 0,2 L monopotassic; (c) 3 mL fosforic 1 54 mL KOH;
(d) 6,12 g monopotassic 1 2,02 g KOH solid; (e) 7,83 g bipotassic 1 4,5 mL HCI 2 m; (f)
9,54 g tripotassic 1 27 mL HCI 2 M]



1.11.- Ismael 1 David son dos estudiants de segon curs que estan realitzant les
practiques. En una de les sessions prepararen una solucido tampd acetat sodic
prenent 9,5 mL d’acid acetic, 3,8 g de NaOH 1 aigua fins a 1 litre.
(a) Quina ¢és la concentracio del tampd que prepararen? I el pH?

Durant la preparacio de la soluci6 tampo, un d’ells, per error, afegi 20 mL
d’acid clorhidric 1 M. Ismael suggeri que no importava molt 1 va dir: “bah, al
cap 1 a la fi, com que es tracta d’una solucidé amortidora, el pH no variara”. En
canvi, [’opinidé de David era ben diferent: “com que el HCI €s un acid fort,
segur que el pH de la solucio tampd disminueix™.

(b) Quin dels dos estudiants té ra6? Per que? Calculeu el canvi de pH, si

penseu que se n’ha produit una variacio.

Dades: acid acetic (Mr 60,05; densitat 1,05 g/mL, 17,5 M; pKa 4,75); hidroxid
sodic Mr 40. [(a) 0,166 M, pH 4,88: (b) pH 4,66]

1.12.- Hom pretén estudiar in vitro la reaccié enzimatica catalitzada per 1I’enzim
glucoquinasa de fetge de rata:

Glucosa + ATP — Glucosa-6-fosfat + ADP + HT

Per tal de mantenir el pH al voltant de 7,6, que €s ’0Optim de 1’enzim,
disposem de dos tampons diferents: fosfat 0,2 M pH 7,6 1 Tris 0,2 M pH 7,6.
Durant la reaccié es producixen 0,04 equivalents de H*/L. Quin ¢és el tampd
més adient per mantenir les condicions de la reacci6 més properes a les
optimes? Per que? Calculeu el pH de cadascun dels tampons al final de la
reaccio.

Dades: pKaz de I’acid fosforic = 6,9; pKa del Tris = 8,1. [Fosfat pH 7,14; Tris pH
6,72]

1.13.- S’ha preparat una solucié tampé HEPES (pKa= 7,5) dissolent en aigua
0,012 mol de la substancia zwitterionica HEPES 1 0,038 mol de la substancia
anionica HEPES, en un volum final d’1 L. Calculeu el pH 1 la concentracio
d’aquest tampo. Es veurien afectades la concentracio i el pH del tampo si el
volum final férade 2 L en lloc d’1 L? [pH 8,0]

1.14.- Una de les practiques de I’assignatura de Bioquimica consisteix en
I’extraccid de la caseina de la llet per precipitacio isoelectrica. La llet es
tampona a un valor de pH prop del pI de la proteina. A¢o es fa afegint 5 mL
d’acetat sodic 0,5 M1 5 mL d’acid acetic 0,6 M a 60 mL de llet.

(a) Quines substancies actuen com a tampo?

(b) Quines son les concentracions de les formes protonada 1 desprotonada de

I’acid acetic presents en el tampd?
(c) Quin ¢s el valor de pH al qual s’aconsegueix tamponar la solucio?



Dada: pKj acid acetic 4,76. [(b) acetat 36 mm, acétic 43 mM; (¢) pH 4,68]

1.15.- De quina manera prepararieu 100 mL d’una soluci6é Tris 0,1 M, pH 7,9
(pKa= 8,1) a partir dels dos productes solids (TrisO, Mr 121 i Tris CI', Mr
157,5)? Feu els calculs adients.

(a) Quines son les concentracions de les dues formes del Tris presents en
aquest tampo?

(b) Quin valor de pH tindra el tamp6 després d’haver-se usat per dur a terme
una reaccid en la qual es produeixen 0,01 equivalents de H per litre de
soluci6?

[(a) 0,061 M del protonat 1 0,039 M del neutre; (b) pH 7,71]

1.16.- Una solucio tampo es prepara de la manera segiient: 4,035 g de la forma
protonada d’un parell acid-base es dissolgueren en aigua, s’hi afegiren 25 mL
de NaOH 1 M i aigua fins que es completa un volum final de 250 mL.
(a) Quina ¢s la concentracio de la substancia tampo?
(b) Quines son les concentracions de les formes protonada 1 desprotonada
presents en el tampo?
(¢) Quin ¢s el valor de pH del tamp6 preparat?
(d) Les solucions tamp6 son capaces d’amortir els canvis de pH ocasionats
per qualsevol quantitat d’acid? Per que?
Dades: Mr de la substancia protonada= 134,5; pKa= 6,0. [(2) 0,15 M; (b) 0,020 m
de la protonada 1 0,100 M de la desprotonada; (c) pH 6,7]

1.17.- Heu de preparar una solucio tamp¢ fosfat 0,1 M de pH 7,5. Al laboratori
teniu: H3PO4 0,1 M, NaH2PO4 0,1 M, NapHPO4 0,1 M 1 Na3PO4 0,1 M.

(a) De quines solucions us servirieu per fer-ne el tampo6? Justifiqueu la
resposta.

(b) Les distintes especies i0niques majoritaries de fosfat estaran presents en
el tampd en quantitats equivalents? En cas contrari, quina predominara?
Justifiqueu la resposta.

(c) Calculeu les concentracions d’aquestes especies ioniques.

(d) Quins volums de les solucions 0,1 M agafarieu per obtenir 1 L del tampo
0,1 M pH 7,57

Dades: els pKga de 1’acid fosforic son: 2,1; 6,91 12,3. [(c) 0,08 m del fosfat disodic i
0,02 M del fosfat monosodic; (d) 0,8 L de fosfat disodic 1 0,2 L del monosodic]

1.18. Disposeu de les solucions d’acid acetic 0,20 M 1 d’acetat sodic 0,15 M.
(a) Com prepararieu 200 mL de solucié tampo6 0,1 M pH 4,97
(b) Suposant que durant la preparacio de la solucido amortidora les etiquetes
que identificaven les solucions s’intercanviaren, quin valor de pH tindria



la soluci6? Quines serien les concentracions de les espécies ioniques del
tampd?
(c) La solucid final, €s tan bon tamp6 com la que s’hauria obtingut en el cas
que no es canviaren les etiquetes? Justifiqueu la resposta.
Dades: pKa de ’acid acetic 4,76. [(a) 77 mL d’acetat, 42 mL d’acétic i aigua fins 200
mL; (b) 4,37; (¢) No.]

1.19. Per tal d’estudiar la cinetica d’una reaccid enzimatica en la qual es

produeixen OH™ es necessita preparar un tampo fosfat 0,1 M pH 7,1.
(a) Descriviu la preparacidé de 100 mL d’aquesta solucio tampo a partir de
fosfat monopotassic (Mr 136) 1 de fosfat bipotassic (Mr 174). Preneu 6,9
com a valor de pKa2 de I’acid fosforic.

(b) Calculeu el valor de pH del medi al final de la reacci6 considerant que es

produeixen 0,01 equivalents de OH per litre.
(c) Resulta adequat aquest tampo per a les condicions de reaccid indicades
anteriorment?
[1,06 g de fosfat bipotassic i 0,53 g de fosfat monopotassic; pH 7,28; ApH 0,18, si que és
adequat]

1.20. Es necessiten 250 mL d’una solucio tampd fosfat 0,15 M pH 7,0. Al
laboratori tenim fosfat monopotassic (Mr 136) i solucions 1 M de HCI 1 de
NaOH.

(a) Descriviu la preparacio d’aquest tampo.

(b) Si, per error, les solucions d’acid 1 de base forta foren 1,5 M en lloc
d’1,0 M, la concentracio total de la substancia tamp6 seria la mateixa? I
el pH? Calculeu-ho.

Dades: acid fosforic, pKaj 2,12; pKaz 6,90 1 pKa3z 12,67. [(a) 5,1 g de fosfat
monopotassic; 21 mL NaOH 1M 1 aigua fins a 250 mL; (b) mateixa concentraciod, pH 7,62]

1.21.- Les molecules hidrofobiques son capaces de travessar les membranes
cel-lulars, a I’estomac 1 I’intesti, 1 passar al torrent circulatori. Per contra, en
general, les molecules amb carrega o hidrofiliques no son absorbides amb tanta
rapidesa a través de les membranes. Es pot predir si un farmac pres per via oral
s’absorbira rapidament a I’estomac (pH 1,0-2,0) o bé passara a I’intesti (pH
major) abans que puga ser absorbit. Per exemple, ’ambucetamida usada com a
droga antiespasmodica presenta un pKg de 8,4 per a la ionitzacio del grup
amino que posseeix.

(a) On s’absorbira millor I’ambucetamida: en I’estomac, en la porci6 inicial

de I’intesti (pH 5,0) o en la final (pH 8,0) de I’intesti?
(b) I ’aspirina, la qual €s un acid carboxilic feble amb un pKg de 3,5?



2. Estructura i funcio de proteines

2.1.- El aminoacids contenen grups dissociables 1 poden ser utilitzats com a
substancies amortidores de pH. Descriu la preparacié de 500 mL de solucid
tampo glicina de concentracid 0,1 M 1 pH 3,0 a partir de:

(a) La sal solida de clorhidrat de glicina (H;N'CH,COOH-CI’; Mr 110,45) i

NaOH solid (Mr 40).

(b) La sal glicinat sodic (H,NCH,COO -Na"; Mr 98) i HC1 1 M.

(¢) Glicina isoeléctrica solida (H;N CH,COO’; Mr 75) i HC1 1 m.
Dades: pKaj 2,34; pKa2 9,60. [(a) 5,52 g de clorhidrat de glicina, 1,169 g de NaOH i
aigua fins 500 mL; (b) 4,9 g glicinat sodic, 59 mL HCI1 1 M 1 aigua fins 500 mL; (c) 3,75 g
glicina, 9 mL HCI 1 M 1 agua fins 500 mL ]

2.2.- El valor de pKja del grup imidazole de la histidina ¢és 6,0. A pH 7,0, quin
percentatge de molecules d’histidina tindran protonat el grup imidazole? Si la
concentracio de la histidina en la solucié de pH 7,0 és 15 mM, quin volum de
HCl 1 M hauria d’afegir-se a 1 litre de solucid per arribar al 90 % de les
molecules amb el grup imidazole amb carrega? Quin valor de pH tindria la
solucid després d’afegir HCI? [Hist+ 9,09 %; 12,14 mL; pH 5,05]

2.3.- Es disposa de 500 mL d’una solucio de clorhidrat d’histidina 0,1 M, pH
1,8. Determineu el volum de KOH 0,4 M que ¢s necessari afegir a la solucio
d’histidina per a que el seu pH siga 9,2. La solucio final, tindria capacitat
tampd? Perque? Quina seria la concentracio en histidina? [0,25 L; si; 0,1 M]

2.4.- La figura mostra la corba de valoracio de la cisteina amb un cert nombre
de punts indicats (d’1 a 7). Els valors de pKa d’aquest aminoacid son 1,86 (-
COOH), 8,88 (-SH) i 10,78 (-NH3").

14 T T T T T T

(a) Escriviu Destructura quimica de la
molecula en cadascun dels estats
d’ionitzaci6 (des de la forma mes 10
protonada a la totalment desprotonada);

(b) identifiqueu els punts de la corba de &
valoraci6 que corresponen a cadascuna 6
de les quatre especies majoritaries;

(c) identifiqueu els punts en que la carrega 4

2
0
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neta mitja de la cisteina és +1, +0,5, 01 -
2.

| 1 | 1 1

(d) identifiqueu el punt per al qual el pH ¢és

igual al pKj del grup -SH; 0 1 2 3

Equivalents OH™



(e) identifiqueu el punt en que el grup -SH esta totalment valorat;
(f) en quin rang de pH la cisteina es comporta com un bon tampd?

2.5.- Indiqueu la carrega neta (+, zero, -) de Gly, Asp, Lysi HisapH: 1;2,1; 4 1

10. [Els resultats es mostren en la Taula.] P 1| pH2.1] pH4 | pH 10

Gly | 1+ | 0,6+ | 0,01+ | 0,72

Asp | 1+ | 0,5+ | 06- | 1,65-

Lys | 2+ | 1,5+ | 1,01+ | 0,23-

His | 1,9+| 1,3+ | 0,99+ | 0,87-

2.6.- El grup y-COOH del Glu té un pKj de 4,3.
(a) Quina fraccid d’aquests grups es trobara sense protonar en una solucio
diluida de pH 5,0?
(b) I de pH 3,8?
(c) Expliqueu per que aquest pKa és més alt que el pKg del a-COOH.
[83 % Glu a pH 5,0 i 24 % Glu a pH 3,8]

2.7.- Disposem de 1 mmol del peptid Gly-Asp-Trp-Lys dissolt a pH 6,0.
(a) Formuleu I’estructura de la forma ionica predominant.
(b) Quants mL de NaOH 0,1 M es necessitarien per a passar el peptid a la
forma predominant a pH 12,5?
Dades: pKaa-NH3t 9,6; pKaf3-COOH 3,65; pKae-NH3+t 10,35; pKaa-COOH
2,18. [(b) 20 mL]

2.8.- Dels cinc aminoacids que es representen, indiqueu quins es poden
relacionar amb les frases segiients:

B} COO"~ CO0~
/COO N : CO0~
) N H.N™-CH H,N-CH '
COO Hz/N (iH S S H,N"- CH
L CH, CH, |
H;N-C-H  H( CH, ! ! (CHy )y
| N @ CH I
H C NH;
AN | CH, CH, :
H H OH ' '
A B C D E

(a) Cadena lateral alifatica.
(b) Cadena lateral basica.
(c) Tres grups ionitzables.
(d) Grup amino secundari.
(e) Carrega +1 a pH 7,0.

(f) pKa aproximadament 10.



(g) Carrega -1 a pH 13.

(h) Ordeneu de major a menor hidrofobicitat.

(1) Interval de pH on predomina cadascuna de les formes representades.

() pl similar al pH fisiologic (1 unitat de pH).

(k) Tipus d’interaccions que poden establir les cadenes laterals.

(1) Nom abreujat.

(m) Nom d’almenys dos aminoacids que siguen de la mateixa naturalesa que
cadascun dels cinc indicats.

(n) Capacitat per interrompre ’helix a.

(o) Orientacié més probable de la cadena lateral cap a I’interior o 1’exterior
de proteines solubles en aigua.

(p) Formuleu P’estructura d’un dipeptid amb dos dels aminoacids anteriors.
Assenyala D’enllag peptidic. Quina carrega tindra el dipeptid a pH
fisiologic?

2.9.- Esperarieu que una proteina que conté¢ 100 aminoacids poguera ser tan bon
tampo com els seus aminoacids constituents lliures, a concentracions molars

equivalents? [Hi ha que tenir amb compte els grups dissociables presents en la forma de
proteina 1 en la forma d’aminoacids lliures]

2.10.- S’ha aillat un tetrapeptid a partir d’un hidrolitzat de proteina, la
seqiiencia del qual és:
Leu-Asp-Phe-Gly

La solucié del tetrapeptid s’ha deixat sense voler fora del congelador
durant uns quants dies. A mes, se sospita que la preparacid pot contenir traces
d’enzims proteolitics. Expliqueu com podriem determinar, mitjan¢ant una
valoracio, si la solucio conté el tetrapeptid intacte o una mescla equimolecular
dels aminoacids constituents. Comenteu els trets que considereu més

remarcables de cadascuna de les corbes de valoracid. [Hi ha que tenir amb compte
els grups dissociables presents en la forma de tetrapeptid 1 en la forma d’aminoacids
lliures]

2.11.- (a) Relacioneu els aminoacids de la columna I amb les caracteristiques de
les seues cadenes laterals (II):

Columna I Columna II

Lys (1) alifatica apolar
Glu (2) aromatica apolar
Leu (3) basica

Cys (4) acida

Trp (5) conté sulthidril

Ser (6) conté hidroxil



(b) Formuleu I’estructura d’un dipeptid que continga dos dels aminoacids de
la columna I de I’apartat anterior i assenyaleu 1’enllac peptidic 1 els grups
funcionals de les cadenes laterals. Quina carrega neta tindra el dipeptid a
pH fisiologic? I a pH molt acid? I a pH molt basic?

(c¢) Quines son les propietats de 1’enllag peptidic i la seua relaci6 amb
I’estructura tridimensional de les proteines?

(d) Quines interaccions podrien establir les cadenes laterals dels aminoacids
del dipeptid que has formulat si aquest formés part d’una proteina

globular?

2.12.- La figura representa la corba de
solubilitat d’una proteina en funci6 del
pH per a tres quantitats de sal, NaCl.
Discutiu els resultats i feu un emfasi
especial en la possible justificacio de
la variacio del minim de solubilitat
(tant pel que fa a ’efecte del pH com
al valor de solubilitat corresponent) en

canviar la concentracié de sal. [Les
corbes indiquen, per una banda, el minim de

W

b
T

Solubilitat (mg/mL)

o
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6
pH

7

5 3 [sal]
1I- 0,1 ™M
2- 0,05Mm
3-0,01 m
8 9

solubilitat de les proteines a pH del seu pl i per altra el fenomen conegut com a “salting
In”’(solubilitzacio per salat), el que significa un increment de la solubilitat de les proteines
amb la forca 10nica (concentracio de ions o de sal)]

2.13.- La figura mostra 1’esquelet
(polipeptid sense les cadenes laterals
dels aminoacids) d’una helix o 1 d’un
full 3. Dibuixeu els ponts d’hidrogen i
la posicio aproximada de les cadenes
laterals.

A quin nivell d’estructura
tridimensional de les  proteines
pertanyen aquestes conformacions? Per
que? Citeu dos aminoacids que
desestabilitzen o siguen incompatibles
amb les estructures citades 1 expliqueu
per que.

2.14.- En la grafica es mostren els percentatges d’helix a dels polimers sintetics
poli-L-Glu (linea continua) 1 poli-L-Lys (linea discontinua) en relacié amb el



pH del medi. L P
(a) Expliqueu els resultats obtinguts.
(b) Les proteines naturals no presenten

un minim d’helix o a pH 7,0.
Aquesta dada esta en contradicciod
amb els resultats que es mostren en

la figura? Expliqueu-ho. 0 bty T
0O 2 4 o6 8 10 12 14

pH

50

% helix o

T T T T 1 T T T T

2.15.- Algunes proteines es troben ancorades a les membranes per insercidé d’un
segment de la regido N-terminal en I’interior hidrofobic de la membrana.

(a) Predieu 1 expliqueu amb detall I’estructura que probablement adoptara la
seqiiéncia:

MALFALFALFALMFLMFLMFPNGMLF

(b) Per que aquesta seqiiéncia es pot inserir a la membrana?

(c) Suposa que cadascun dels residus de Leu de la seqiiencia anterior €s
substituit per un de Asp. Alteraria aix0 necessariament [|’estructura
secundaria del fragment peptidic? Per que? Expliqueu si en aquest cas

penseu que la inserci6 de la proteina a la membrana es veuria modificada.
[Donada la naturalesa de les cadenes laterals (R) dels aminoacids la seqiiéncia pot adoptar
una estructura secundaria particular, la qual li permet inserir-se a membranes, encara que
pot ser que no tot fragment. Quina €s aquesta estructura secundaria? La substitucié de Leu
(apolar) per Asp (polar amb carrega a pH fisiologic), dos aminoacids amb R completament
diferents, impedeix la incorporaci6 a la membrana. Es aquest canvi en la naturalesa de la R
el que ho impedeix. Hi ha que explicar-ho.]

2.16.- La melitina i la O-toxina sén péptids helicoidals de 26 aminoacids.
Presenten activitat hemolitica a causa de la seua capacitat d’alterar la membrana
plasmatica dels eritrocits. Quina orientacio 1 localitzacid suposeu que tindran

les cadenes laterals dels residus d’aminoacids que les formen? [Resposta molt
semblant a la qliestié anterior]

2.17.- El bacteri anaerobic Clostridium perfringens, altament patogen, produeix
la gangrena gasosa en que¢ es destrueix 1’estructura dels teixits. Aquest bacteri
produeix un enzim que catalitza eficientment la hidrolisi de ’enllag¢ peptidic
indicat a continuacid, en que X 1 Y son un aminoacid qualsevol:

X-Gly-Pro-Y + H,0 —  -X-COO- + H3N*-Gly-Pro-Y-

Com contribueix aquest enzim a la invasio dels teixits humans pel bacteri? Per
que aquest enzim no afecta el bacteri mateix?



2.18.- Comenteu o expliqueu: “L’addici6 d’un inhibidor de la prolina-
hidroxilasa a la dieta d’una rata provoca fragilitat dels vasos sanguinis, lesions
a la pell 1 genives sagnants. Aquests simptomes son semblants als que presenten
els humans que sofreixen deficiencia en vitamina C”.

2.19.- Per que la majoria de les proteines quan es troben en solucié a pH molt
acid o molt basic perden D’activitat biologica? Per altra banda, una variacio

petita de pH pot afectar ’activitat d’un enzim, per que? [Un pH molt acid o molt
basic pot modificar 1’estat de ionitzaci6 de molts grups, en canvi una variacié petita del pH
pot afectar a un o uns pocs grups nomes]|

2.20.- L’hemoglobina ¢€s una proteina tetramerica composada per dues

subunitats o i dues subunitats [3. Les estructures d’aquestes subunitats son molt
semblants a la cadena polipeptidica de la mioglobina; tanmateix, un cert
nombre de residus hidrofilics de la superficie de la mioglobina estan
reemplacats, en llocs equivalents, per residus hidrofobics en les subunitats de
I’hemoglobina.

(a) Com pot estar d’acord aquesta observacié amb la generalitzacié que diu
que els residus hidrofobics es disposen cap a I’interior de les proteines?
(b) En aquest sentit, que es pot dir al voltant de la natura de les interaccions

que determinen I’estructura quaternaria de I’hemoglobina?
[En I’Hb I’estructura quaternaria requereix establir interaccions entre les subunitats,
aquestes no existeixen en el monomer de Mb.]

2.21.- Sovint hom pot distingir les hemoglobines
anormals (amb aminoacids substituits per mutacio)
de les normals pel seu diferent comportament
electroforétic. Assenyaleu en I’esquema d’una + -
electroforesi a pH 7,0 quina seria la posicid
relativa a I’hemoglobina normal de les variants Hb
S (Glu 6 substituit per Val) i Hb Siriraj (Glu 7
canviat per Lys).

Posicio Hb normal

2.22.- Comenteu o expliqueu: “L’hemoglobina mutant Rahere té un residu de
Thr que substitueix la Lys que ocupa la posicio 82 (EF6) de la cadena 3 normal.
Aquest canvi afecta el lloc d’uni6 del 2,3-BPG, de manera que la P3¢ no és 25

torr, com en ’hemoglobina normal, sin6 10 torr”.

2.23.- Dibuixeu una grafica que represente I’efecte de cadascun dels
tractaments segilients sobre ’afinitat de ’hemoglobina per I’oxigen (una grafica



per cada tractament) i comenteu-ne breument la resposta:
(a) dissociaci6 del tetramer 0237 en subunitats monomériques.
(b) augment de la concentracié de 2,3-BPG de 5 mM a 8 mM.

2.24.- El fetus huma t¢ la seua propia classe 100 (e
d’hemoglobina, anomenada F (a,Y,) diferent  fetals
de I’hemoglobina dels adults, anomenada A - [ > =

eritrocits

(0P3,). De les corbes de saturacid presentades
materns

en la figura, deduiu quina presenta més afinitat
per I’oxigen, ’hemoglobina F o la A. Quin pot
esser el significat fisiologic d’aquesta

diferéncia? I la causa molecular? [L’Hb fetal té )
major afinitat per 1’0, que I’adulta, tal 1 com mostra 0 pO

la grafica. Aixo permet una transferencia d’O, des de 2

I’Hb de la mare a I’Hb del fetus. Una menor capacitat d’unid6 d’algun dels efectors
al-losterics negatius pot explicar la major afinitat per part de I’Hb F]

% saturacio
N
=

2.25.- A les dones embarassades se’ls recomana no fumar, entre altres raons,
perque el tabac produeix monoxid de carboni, substancia que provoca una
disminucid6 de 1’oxigenacidé del fetus (hipoxia). Suggeriu una explicacid
bioquimica a aquest fet. [El monoxid de carboni s’uneix al mateix lloc que 1’0, sobre
I’Hb]

2.26.- El corredor favorit de la marat6 que se celebrara a La Paz (Bolivia) s’ha
entrenat durant les diverses setmanes que es necessiten per adaptar-se als 3700
metres d’altitud. Un fabricant de sabatilles esportives especials per a correr la
maratd (el qual patrocina un dels rivals del nostre favorit) I’ha invitat a passar
uns dies a una fabulosa casa en una platja propera a Lima (Per) i 1i ha
assegurat que tornara a La Paz per a correr la maraté almenys amb un dia
d’antelacio. Creieu que la invitacio és una mostra d’amabilitat o, per contra, un
intent de perjudicar-lo de cara a la carrera? (Justifiqueu la resposta emprant
grafiques.)

2.27.- S’ha recollit sang d’un pacient i se n’ha aillat 100 |
I’hemoglobina. A una tercera part d’aquesta se li va

afegir CO2 1 2,3-BPG (mostra a), a una altra tercera : %
part, CO2 (mostra b) i la resta es va mantenir sense g [
tractament (mostra C). En la figura es presenten les § >0 i
corbes de saturacié per oxigen de les tres mostres o

d’hemoglobina 1 d’una mostra de sang (linia
discontinua). Quina corba correspon a cadascuna de

les mostres?




2.28.- Els eritrocits de les aus 1 les tortugues contenen una molecula reguladora
de I’afinitat de 1’hemoglobina per I’oxigen diferent del 2,3-bisfosfoglicerat
(2,3-BPG). Quina de les substancies seglients es pot pensar que sera més
efectiva per exercir aquesta funcié reguladora?

(a) Glicerol.

(b) Hexafosfat d’inositol.

(c) Arginina.
Expliqueu en que consisteix aquesta regulacid. Justifiqueu les respostes. No
oblideu que les hemoglobines dels vertebrats son molt similars.

2.29.- Els pacients que pateixen insuficiéncia respiratoria presenten una clara
disminucié de la pressid parcial d’oxigen als pulmons, 50 torr en lloc de 100
torr. En aquests casos, la injeccid intravenosa de 2,3-BPG els resulta
beneficiosa.

Teeo=="
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(a) Expliqueu per que el 2,3-BPG té aquest
efecte amb ’ajuda de la grafica en quée
es mostra el comportament de
I’hemoglobina del pacient abans 1
després del subministrament de 2,3-
BPG.

(b) Com actua a nivell molecular el 2,3-

BPG? ---"""I t t f
0 25 50 75 100

pO» (torr)

Fraccié de saturacié (Y)
o
‘»

(Advertiment: la pO2 als teixits del malalt €s de 25 torr)




Abreviatura, massa molecular i pKga dels grups ionitzables dels aminoacids

. a . . pPKa pKa
Aminoacid |Abreviatura 0-COOH B-NHz+ pKa R | Mr
Acid aspartic Asp D 2,09 9,82 3,86 | 113
Acid glutamic | Glu E 2,19 9,67 4,25 | 147
Alanina Ala A 2,34 9,69 - 89
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 | 174
Asparagina Asn N 2,02 8,80 - 132
Cisteina Cys C 1,71 10,78 8,33 | 121
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 - 165
Glicina Gly G 2,34 9,60 - 75
Glutamina Gln Q 2,17 9,13 - 146
Histidina His H 1,82 9,17 6,00 | 155
Isoleucina Ile 1 2,36 9,68 - 131
Leucina Leu L 2,36 9,60 - 131
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 | 149
Metionina Met M 2,30 9,20 - 131
Prolina Pro P 1,99 10,60 - 115
Serina Ser S 2,21 9,15 - 105
Tirosina Tyr Y 2,20 9,11 10,07 | 181
Treonina Thr T 2,63 10,43 - 119
Triptofan Tp W 2,38 9,39 - 204
Valina Val V 2,32 9,62 - 117




3. Enzimologia
[Atencid: al final del document, en I’'annex Il, teniu explicacions sobre fonaments
d’enzimologia necessaris per a fer els problemes. També hi trobareu alguns problemes
resolts. Aquest material pot ajudar-vos a la comprensié i resolucio dels problemes.]

3.1.- Calculeu la proporcid entre les concentracions de substrat requerides per
tal d’aconseguir una saturacio del 80 % 1 del 10 %, respectivament, i suposeu
un enzim amb cinetica de saturacio hiperbolica. ([S]so:[S]10= 36)

3.2.- Suposeu que un enzim segueix una cinética de Michaelis-Menten amb una
Km= 1 mM. La velocitat inicial és 0,1 mM/min a concentracid de substrat 10
mM. Es duplicaria la velocitat inicial si la concentracio de substrat fora 20 mm?

3.3.- Per tal d’estudiar la dependencia de la velocitat d’una reaccid catalitzada
per un enzim amb la concentracid de substrat, s’afegeix una quantitat constant
d’enzim a una serie de mescles de reaccid que contenen concentracions
diferents de substrat. Les velocitats inicials de reaccio es determinen en mesurar
la quantitat de substrat consumit o de producte produit per unitat de temps.
Considerant aco i els valors que figuren en la Taula:

(a) Quina €s la Vmax d’aquesta reaccio? [S] (M) vy (Lmol/min)
(b) Per que vy ¢és constant en 2.0 107! 60
concentracions de substrat per 20102 60
damunt de 2,0-107 m? 50107 0
(¢) Quina ¢s la concentracio d’enzim : =
lliure en una concentracio de substrat 2,0-10 - 48
de 2,010 M? 1,5-10° 45
1,3-10° 12

3.4.- La hidrolisi del pirofosfat a ortofosfat €s important per impulsar reaccions
biosintetiques com la sintesi del DNA. Aquesta reaccid hidrolitica ¢s
catalitzada en Escherichia coli per una pirofosfatasa que té una massa
molecular de 120 kDa 1 es troba constituida per sis subunitats identiques.
L’enzim purificat t¢ una Vmax de 2.800 unitats per mg d’enzim. En aquest cas,

una unitat €s definida com la quantitat d’enzim que hidrolitza 10 pmol de

pirofosfat en 15 min a 37 °C, sota condicions d’assaig estandard.
(a) Quantes molecules de pirofosfat hi son hidrolitzades per s 1 per mg
d’enzim?
(b) Quants mols de centre actiu hi ha en 1 mg d’enzim? Cal suposar que
cadascuna de les subunitats té un centre catalitic.

(c) Calculeu el nombre de recanvi de I’enzim. )
[(a) 2800 unitats d’activitat (Img d’enzim, E)= 10-10° mol x 2800 u/15 min= 1,86-10"



mol/(min‘mg E)= 31,1:10° mol/(s'-mg E). Passant mol a molécules: 31,1-10° x
6,023-10”= 1,9-10" molécules/(s'mg E); (b) 1-10” g d’E/120000= 8,3-10” mol E, per 6
subunitats: 8,3-10° mol E x 6= 5,0-10® mol de centre actiu; (c) nombre de recanvi=
31,1:10°/5,0-10%= 622 5]

3.5.- Una soluci6o de mido a I’1% (p/v), pH 6,7, és digerida amb 15 pg d’a-
amilasa (152 kDa). Es determina la velocitat de produccid de maltosa (342 Da)
1 es troba que la velocitat inicial maxima és de 8,5 mg de producte format per

minut. Calculeu el nombre de recanvi i I’activitat especifica.

[Calculem mol de producte/min= 8,5-107 g/ 342= 24,8-10° mol/min= 414,2-10° mol/s.
Mol d’enzim a-amilasa= 15-10°g/152000= 9,9-10""', NR= 414,2-107/9,9-10"'= 4184 s';
L’activitat especifica (AE)= Vya/mg d’enzim: AE= 414,2-107/ 15-10” mg= 2.8-10” mol
maltosa‘s”-mg amilasa™ ]

3.6. Suposeu que la glucosa es pot convertir en una altra substancia mitjancant
un enzim. La Taula segiient recull, per aquest cas hipotetic, les velocitats de la
reaccio per a diferents concentracions de glucosa.

(a) Introduiu aquestes dades de

velocitat inicial enfront de Ia [glucosa] Vo
concentracio de glucosa i uniu els (M) (mmol-L"-min™)
punts mitjancant una corba suau. 1,010 150
Analitzeu la corba 1 determineu la 2.0 107 256
Vmax 1 la Km de I’enzim que 1,0-10™ 600
catalitza aquesta reaccio. 3,0:.10™ 770

(b) Utilitzeu un altra representaciod 5.0-10™ 218

grafica per a determinar de nou la
Vmax 1 Km de I’enzim. Quins
valors son més fiables? Per que?

3.7- Un dels objectius de Ila

biotecnologia actual és la construccio vy (Lmol/min)
d’enzims més eficients en la catalisi, [A] (mM) Eg Em
emprant tecniques de DNA 0,20 0,25 0,29
recombinant. Mitjan¢ant la mutagénesi 0,33 0,33 0,40
dirigida, hom pot obtenir enzims 0.50 0.39 0.50
modificats, respecte de [’enzim 0,66 0’43 0’57
silvestre, en posicions molt definides de 1:00 0250 0266

I’estructura 1 amb propietats noves. Una
vegada obtingut 1’enzim mutant es
procedeix a 1’analisi dels seus parametres cinétics 1 es comparen amb els de
I’enzim sense modificar. Amb aquestes tecniques, I’enzim que catalitza la



transformacié de la substancia A en B (anomenem-lo Eg) és modificat a una
forma mutant (Em). La Taula segiient recull els resultats d’una analisi cinética
dels dos enzims davant la variaci6 de la concentracio de A.

(a) Si sabem que en els dos casos s’emprara 0,1 ug d’enzim (Mr= 90 000),
quina de les dues formes transforma més quantitat de substrat per unitat
de temps sota condicions Optimes d’assaig?

(b) Determineu graficament els parametres cinetics per a les dues formes de
I’enzim. Quina de les dues formes mostra mes eficacia sobre el substrat?

[(b) Km (Es) 0,31 mM; Vmax (Es) 0,62 pmol'min™; Km (Em) 0,5 mM; Vmax (Em) 1
pmol-min'l; eficacia Kegt/Km 3-10" M7 -s™! (Es) 12,9 10" m'-s! (Em)]

3.8.- La fumarasa catalitza la conversio del fumarat en L-malat. L’enzim esta
constituit per quatre subunitats ideéntiques.

[fu(l:l;f)a t vo (mmol-min™)
2,0 2,5
3,3 3,1
5,0 3,6
10,0 4,2

(a) Calculeu-ne graficament la Km a partir de les dades de la Taula.
(b) Calculeu el nombre de recanvi de I’enzim tenint en compte que en

I’assaig enzimatic s’utilitzaren 10 pL d’una soluci6 2-10™ M d’enzim.
[(a) Km 2 mM; (b) nombre de recanvi: 1,04:10° s™']

3.9.- El fetge embrionari conté un enzim per a la reaccido: S — P. El fetge dels
adults també conté aquesta activitat. En la Taula es mostren dades cinetiques
d’ambdoés enzims:

Vo (nmol/min)
Extracte de fetge
[S] (M) adult, E, embrionari, E,
2,5-10° 1,54 6,66
5,0-10° 2,86 10,00
7,0-10° 3,78 11,67
1,0-10™ 5,00 13,33
2,010 8,00 16,00
3,0-107* 10,00 17,10




(a) Determineu graficament els parametres cinetics (Vmax 1 Km) de les dues
activitats enzimatiques. Quines conclusions podeu traure sobre la
naturalesa de les activitats E; 1 E, a partir de I’analisi de les grafiques
anteriors?

(b) En aquest experiment s’utilitzaren 10 pl. d’una solucié de I’enzim E; de
250 pg'mL™". Calculeu el nombre de recanvi d’aquest enzim sabent que la

Mr és de 75.000.
[(a) By Km 0,33 mM, Vmax 20 nmol-min™; B> Km 0,055 mM, Vmax 20 nmol-min”; (b)
nombre de recanvi 10 s'l]

3.10.- Un enzim (Mr 29 600) catalitza la reaccio:

S —- P+ H"

El seglgiment dil 119\;0863}31 sé)efectua eln [S]-10° | volum de NaOH per a
neutralitzar am .a 1 M e.s (M) tornar a pH 6,9 (mL)
protons que apareixen en 1 min

" a , 0,3 1,04
d’incubacié a 30 °C en tamp6 fosfat 05 1.45

(pPKa2 = 6,9), 6 mMm, pH 6,9. Cada 0 7925

Volqm d’assaig conté¢ 1 ug d’enzim. A 3:() 3:38

partir de les dades de la Taula, calculeu: 9.0 4,05

(a) Km

(b) Vmax, expressada com a mol H*/min
(c) el nombre de recanvi
[(2) Km 10 pM; (b) Vimax 446 umol HT min™; (¢) nombre de recanvi 2,2-10° s™']

3.11.- La descarboxilaci6 d’un B-cetoacid t€¢ lloc amb una velocitat inicial
determinada per la velocitat de formacié de CO2. L’assaig de I’enzim en funci6

de diferents concentracions de substrat ha donat els resultats de la Taula:

[cetoacid] mmol CO; alliberats
(mM) durant el primer min
2,500 0,026
1,000 0,022
0,714 0,019
0,526 0,017
0,250 0,011

(a) Calculeu la Km 1 la Vmax per a I’enzim



(b) Si en cadascun dels assaigs enzimatics s’utilitza 2,5 pug d’enzim (125

kDa), quin ¢€s el nombre de recanvi sota aquestes condicions?
[(a) Km 0,48 mM; V ;;c 32 pmol-min"l; (b) nombre de recanvi 26 000 s"l]

3.12.- El producte d’una reaccid6 (A— B) té
color 1 presenta un maxim d’absorbancia a 600

nm. Com que I’absorbancia €s proporcional a la -
concentraci6 de producte, les mesures [A] (mM) | vy"(AA/min)
obtingudes amb un colorimetre permeten fer 2,5 0,13
I’estudi cinetic de ’enzim que catalitza aquesta 5,0 0,21
reaccio. En la Taula es mostren els resultats d’un 10 0,30
d’aquests estudis en qué la velocitat inicial de la 20 0,37
reaccid (vg) s’expressa com la variacio 40 0,43

d’absorbancia produida per minut (AA/min) per
a cadascuna de les concentracions de substrat
utilitzades.

(a) Determineu els parametres cinetics de I’enzim, Vmax 1 Km.
(b) Sabent que en aquests experiments s’ha utilitzat 1 nmol d’enzim, podeu
calcular el nombre de recanvi de I’enzim? En cas que no, quina dada o

experiment addicional caldria?
[(a) Vmax 0,53AA/min; Km 7,69 mM]

3.13.- La renina €s una proteasa que hidrolitza 1’a,-globulina del serum. A
partir de les dades cinetiques recollides en la Taula segiient:

[0,-globulina] V, (Lmol/min)
(nm) sense pepstatina | amb pepstatina
0,13 1,25 0,60
0,20 1,72 0,87
0,40 2,50 1,47
0,58 2,94 1,92
0,77 3,33 2,27

(a) Calculeu, a partir de la grafica de la representacidé de dobles inversos,
Km 1 Vmax.
(b) Calculeu el nombre de recanvi de la renina sabent que en I’assaig
s’utilitzaren 2 nmol d’enzim.
(c) La pepstatina €és un pentapeptid microbia que en I’assaig s’utilitza com
a inhibidor. Quin tipus d’inhibici6 exerceix? Expliqueu-ho.
[(2) Vmax 5,55 pmol/min; Km 0,45 uM; (b) nombre de recanvi 46,3 s™']



3.14.- Els resultats de dos estudis sobre 1’activitat catalitica de la glicogen-
sintasa es mostren en la Taula. Els assaigs es feren mantenint constant la
concentracio de I’acceptor poliglucosa i variant la d’UDP-glucosa, en preséncia
1 en absencia de ATP. Determineu graficament el tipus d’inhibici6 1 el valor de
K.

[UDP-glucosa] (mM) |v, (umol glucosa incorporada-min'l)

sense ATP amb ATP 2,5 mMm
0,8 10,0 2,0
1,4 12,5 3,3
3,3 22,0 6,7
5,0 25,0 10,0

[Ki 0,44 mM]

3.15.- L’enzim 6-fosfogluconat-deshidrogenasa catalitza la descarboxilacio
oxidativa de I’acid 6-fosfogluconic, d’acord amb la reaccid segiient:

6-fosfogluconic + NADPt —  ribulosa-5-fosfat + CO, + NADPH + H*

Aquest enzim s’inhibeix per I’agent quimic I. Amb les dades cinetiques de
la Taula, determineu el tipus d’inhibici6 exercida per 1 sobre la 6-
fosfogluconat-deshidrogenasa. La concentracio de 1’acid 6-fosfogluconic es
manté constant 1 se’n varia la de NADP™,

vy (unitats arbitraries)
[NADP1]-105 (m) control +I (1,5-10-5 M)
2 2,12 1,11
3 2,70 1,47
4 2,94 1,73
6 3,33 2,32
10 3,85 2,78

Determineu els parametres cinetics (i Ki) en presencia 1 en absencia de 1.
[Vmax= 4,8 u. a., Km= 2,5-10-5 M; Km(i)= 6,3-10-5 M; Ki=9,8 pm]

3.16.- Una preparacio de glutamat-deshidrogenasa (Mr 60.000) conté¢ 10 mg de
proteina per mL. Si 20 uL d’aquesta preparacid s’assagen variant les
concentracions de glutamat, en abséncia i en presencia d’un inhibidor s’obtenen



els resultats que s’indiquen en la Taula (fixeu-vos que ja hi son representats els

Inversos):
ST vo ! (min-mmol’l)
(mM'l) sense | [I]=2 mM
1 0,2 0,6
2 0,3 1,1
3 0,4 1,6
4 0,5 2,1

(a) Calculeu els valors de Vmax 1 Km en abséncia 1 en presencia d’inhibidor.
(b) De quin tipus d’inhibicio es tracta?
(c) Calculeu el nombre de recanvi

[(2) Vmax (£I) 10 mmol-min™; Km 1 mm; Km(j) 5 mM; (¢) nombre de recanvi 50 000 s

3.17. La hidrolisi de fenil-B-D-galactosid per la [-D-galactosidasa ¢és
. e g eq . o+ . ...
parcialment inhibida per ions Be®. Es mesuraren les velocitats inicials en
diferents concentracions de substrat, en abseéncia 1 en presencia d’ions, 1 es

varen obtenir els resultats que es recullen en la Taula.

(S] (M) v, 10° (mol's™'-g"! d’E)
-Be?" +Be?"
100 7,70 3,85
50 6,24 3,00
20 4,00 1,92
10 2,50 1,22
5 1,39 0,69

La massa molecular de I’enzim ¢és de 75000 Da. Segons aquestes dades,
determineu:

(a) El tipus d’inhibicio.

(b) La Km.

(c) El nombre de recanvi.
[(b) Km 28,6 mM; (c) nombre de recanvi 7,5 s™' |

3.18.- L’enzim malat-deshidrogenasa del citosol catalitza la reaccio:
oxalacetat + NADH + H*— L-malat + NAD*

Aquest enzim ha estat aillat 1 purificat del cor de porc 1 s’ha estudiat
I’efecte que sobre ’activitat enzimatica tenen ’AMP 1 la nicotinamida. Els



assaigs s’han fet a 25 °C contenint el medi d’incubacid de I’enzim,
concentracions variables de substrat, en tampo borat sodic 50 mMm, pH 7.5 1
oxalacetat 5 mM. La velocitat de reacci6 s’ha mesurat seguint la variacid de
I’absorci6 de llum de 340 nm per al NADH.

A340/min
INADH] (mM) control nlcotlnzllnnl:;da, 200 AMP, 20 mM
0,200 1,250 0,880 0,769
0,100 1,080 0,625 0,526
0,066 0,909 0,476 0,400
0,050 0,833 0,400 0,322
0,040 0,740 0,333 0,270

Determineu la Km per al NADH. Calculeu Kj per ambdoés inhibidors. En
funcio de llur estructura, discutiu-ne 1’acci6 inhibidora.
[Km= 0,043 mm; Kmg)(Nicotinamida)= 0,143 mm;  Km()(AMP)= 0,20 mm,
Ki(Nicotinamida)= 86 mM; Kj(AMP)= 5,5 mM]

3.19.- Una empresa farmaceutica esta interessada en 1’obtencié d’un farmac que
actue inhibint I’enzim mevalonat-quinasa de la ruta de biosintesi del colesterol.
A tal efecte, s’ha encarregat un estudi per concixer els parametres cinetics de
I’enzim, els resultats dels quals es mostren en la Taula 1.

(a) Sabent que en I’assaig s’han utilitzat 10 nmol d’enzim, calculeu
graficament els valors de Km, Vmax 1 el nombre de recanvi. Amb ’objecte
de trobar un inhibidor, uns investigadors han sintetitzat compostos (I1, I2 1
I3) estructuralment similars al mevalonat que en cas d’actuar inhibint ho
farien de manera competitiva. Per tal de seleccionar el més efectiu hauran
de calcular Ki de cadascun d’ells. Els investigadors proposen, per
minimitzar les despeses, calcular aquest parametre a partir de la mesura,
en presencia de [I]= 1 mM, de la vy a una tnica concentracié de mevalonat
de 5 mM. Els resultats obtinguts de 1’assaig dels tres inhibidors es mostren
en la Taula 2.

(b) Calculeu graficament els valors de Km™.

(¢) Quin é¢s el valor de Ki de cadascun d’aquests inhibidors? En la teua
opinid, quin inhibidor funcionaria millor com a farmac per blocar la
sintesi del colesterol? Justifiqueu la resposta.



Taula 1 Taula 2

[mevalonat] (mM) | v, (mmol/min) Inhibidor | v, (mmol/min)
1,25 0,13 I, 0,22
2,50 0,21 I, 0,29
5,00 0,29 I5 0,14
10,00 0,37

[(@) Viax 0,456 mmol/min; Km 2,86 mM; K, 775 s’l; (¢) Ki(Iy) 1,06 mm; Kj(I5) 0,35 mm; I,
no inhibeix|

3.20.- El virus de la Immunodeficiencia Humana I (HIV-I) codifica una
proteasa monomerica (Mr 21500) que €s essencial per a I’empaquetament 1 la
maduracio del virus. Aquesta proteasa catalitza la hidrolisi d’un peptid amb una
keat de 1 000 s™ i una Km de 75 mM.

(a) Que significa que el valor de Km siga 75 mM?

(b) Calculeu Vmax per a una concentracioé d’enzim de 0,2 mg/mL.

(¢) Un compost sintétic (I) que només es diferencia del peptid substrat de la
proteasa en el fet que els enllagos peptidics -CO-NH- estan substituits per
-CH,-NH-, no ¢s hidrolitzat per la proteasa, sind que t€é una accio
inhibidora. En les mateixes condicions experimentals que les emprades
amb el substrat natural, en preséncia del compost I, a una concentracié de
2,5 uM, la Vmax €s de 9,3 mM/s, mentre que el valor de Km €s més alt.
Quin tipus d’inhibidor €s I? L’accio inhibidora d’I, esta d’acord amb la
seua estructura? Justifiqueu la resposta.

(d) Feu sobre una Unica grafica les representacions que origina I’equacié de
Michaelis-Menten en el cas de la reaccid no inhibida 1 de la inhibida.

(e) Les representacions dels valors inversos de velocitat enfront dels inversos
de concentraci6 de substrat us permeten calcular els wvalors dels
parametres cinetics Vmax 1 Km? [ diagnosticar el tipus d’inhibicio?
Justifiqueu les respostes.

[(b) Vmax= 9,3 mM/s]

3.21.- Molts productes d’is quotidia, com sén detergents, pasta dentifrica,
bombons farcits de xarops 1 cervesa, contenen enzims afegits. Proposeu quin
tipus d’enzims poden ser continguts en aquests productes i1 discutiu-ne les
funcions possibles.

3.22.- El tofu ¢és un producte present en les llavors de la soja amb un alt
contingut proteic 1 que és molt emprat pels orientals en alimentacio. Es prepara
mitjangant un tractament termic que elimina els potents inhibidors de tripsina
presents en la soja. Expliqueu les raons per les quals en la preparacid del tofu es
fan aquests tractaments.



3.23.- La leucina-aminopeptidasa velocitat
catalitza la hidrolisi d’enllacos peptidics. Substrat relativa
La Taula presenta les dades de velocitat  [1 [ _Leu-L-Ile 100
relativa per a tres substrats. II D-Leu-Gly 0

III L-Ala-L-Leu 10

(a) Per que s’observa tan gran diferéncia d’activitat entre el substrat I i el I1?
(b) Ientre I’T 1 el III?

3.24.- En un determinat enzim, un residu de Ala esta localitzat en una butxaca
on s’uneix el substrat. Una mutacié que consisteix en la substitucido d’aquest
residu per un de Gly no afecta ’activitat de I’enzim. Tanmateix, si I’Ala ¢és
substituida per Glu, aix0 porta una perdua completa d’activitat. Suggeriu una
explicaci6 a les observacions anteriors.

3.25.- Per a un enzim que segueix la cinctica de Michaelis-Menten, Km €s un
parametre cinétic que no varia en un assaig d’activitat enzimatica. Quin assaig
farieu, amb D’objectiu de comprovar el que acabem de dir, emprant una
representacio de Lineweaver-Burk?

3.26.- La figura adjunta representa una Vv
cinctica tipica de Michaelis-Menten.

Per a les frases segiients indiqueu en
quina regid (A, B, C) s’aplica millor.
Justifiqueu les respostes.

(a) El centre actiu esta ocupat pel
substrat la major part del temps.

(b) El centre actiu es troba lliure la
major part del temps. [S]

(c) Es el rang de [S] en el qual funcionen la majoria dels enzims in vivo.

(d) Inclou el punt d’abscissa Km.

(e) La velocitat esta limitada principalment pel nombre de centres catalitics.

(f) La velocitat esta limitada pel nombre de molécules de S.

3.27.- L’alumne A, havent estudiat en el laboratori la cinética de Ia
quimotripsina amb un substrat adient, ha obtingut els seglients valors
experimentals: Km= 4,9 mM, Vmax= 1,50-107 mM/min. L’alumna B, per
contra, ha trobat els valors segiients amb el mateix substrat 1 les mateixes
condicions de temperatura i pH: Km = 5,0 mM, Vmax = 7,0-107 mM/min. En



comparar els resultats, A exclama: “Hem descobert que la quimotripsina té
almenys dos isoenzims”. L’alumna B li contesta: “No necessariament, podria
ser que la concentracid d’enzim fora diferent”. A quin dels dos 1i doneu la ra¢?
Com podriem resoldre la discrepancia? Aquests mateixos estudiants es
plantejaren investigar 1’efecte d’una substancia inhibidora de [’activitat
quimotripsina. Expliqueu amb detall com farieu I’experiment 1 com podrieu
determinar el tipus d’inhibicid.

Nota: Cal considerar tots els factors que haurien de controlar durant la mesura de
’activitat enzimatica.

3.28.- Comenteu la frase: “Si I’enzim té un nombre de recanvi de 100 s’
significa que necessita 100 segons per a transformar un mol de substrat”.

3.29.- L’eficiencia catalitica de molts enzims depen del pH. La quimotripsina
mostra un valor maxim de kcat/Km a pH 8,0 (Fig. 1). Quin ¢s el significat

d’aquesta observacid? Una analisi detallada mostra que kcat augmenta
rapidament entre pH 6 1 8 i roman constant a valors de pH m¢s alts. Tanmateix,
Km augmenta rapidament entre pH 8 1 10 (Fig. 2).

Expliqueu les observacions i obteniu conclusions sobre la naturalesa dels
residus d’aminoacid que poden ser critics per a I’accié de la quimotripsina.

Figura 1 Figura 2

Keat/Km Keat

pH pH

3.30.- Un investigador preten millorar 1’activitat d’un enzim que catalitza la
transformacié de S en P. Com que se sap que en el centre actiu de I’enzim la
Lys'® té un paper essencial, I’investigador es planteja la substitucié d’aquest
residu per Arg (Lys'“—Arg'"”, que origina I’enzim mutant 1) o per Glu
(Lys'“—>Glu'®, que origina ’enzim mutant 2). Seguidament, ’investigador
determina els parametres cinetics Km 1 kcat per als tres enzims (original, mutant
1 1 mutant 2) 1 obtingué¢ els resultats segiients:



Km (M) keat (s™)
Enzim original 5x10° 1.000
Mutant 1 (Lys'”—>Arg'") | 500x10° | 1.000
Mutant 2 (Lys'”—>Glu'"?) Sense activitat

(a) Definiu keat.

(b) Quin és el significat de Km? D’acord amb la diferéncia que hi ha entre els
valors que presenta aquest parametre entre I’enzim original 1 1’enzim
mutant 1, que en podeu deduir?

(c) Com es veu afectada la Vmax del mutant 1 respecte de I’original?

(d) Amb la substituci6 de Lys'” per Arg'™ (enzim mutant 1), variara
I’eficiéncia catalitica de I’enzim? Justifiqueu la resposta.

(e) A la vista del parametre enzimatic que es modifica amb la mutacié Lys'”
— Arg'”, quina pot ser la funci6 del residu Lys ' en el centre actiu de
I’enzim?

(f) Expliqueu per qué la substitucié Lys'®* — Glu'* inactiva ’enzim.

3.31.- Qualsevol enzim ¢s inhibit en certa manera per concentracions altes del
producte de la reaccid que catalitza. Quan el producte esta present en
concentracio elevada pot inhibir ’enzim romanent al lloc actiu o separar-se 1
tornar-se a unir, 1 impedir aixi la unié del substrat. Els enzims controlats
mitjancant retroinhibici6 son regulats al-lostéricament i manifesten una
caracteristica estructural especial que no presenten els enzims regulats de
manera no al-lostérica. Quina és aquesta caracteristica i com fa possible que els
enzims regulats de manera al-lostérica siguen controladors més efectius que els
que sOn inhibits només pels seus productes de la reaccid?

3.32.- De quina manera afecta a un enzim de Michaelis un inhibidor
irreversible? I un de reversible? Podrieu usar la dialisi per tal de distingir els
dos tipus d’inhibidors?

3.33.- El metanol ¢s molt toxic perque es transforma metabolicament en
formaldehid per I’accié de I’alcohol deshidrogenasa. Part del tractament medic
per a l’enverinament amb metanol consisteix a subministrar grans dosis
d’etanol. Expliqueu per que penseu que aquest tractament €s efectiu.

3.34.- En la columna I figuren tres mecanismes moleculars de regulacid
enzimatica i en la II alguns trets que poden caracteritzar aquests mecanismes.
Relacioneu ambdues columnes:



|
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(1) al-losterisme
(2) modificaci6 covalent
(3) repressio genetica

(a) canvi conformacional

(b) inhibicid per producte final

(c) control de la concentraci6 d’enzim

(d) unio de lligand a lloc diferent en el centre
actiu

(e) fosforilacio de residus de Ser

(f) inhibici6 irreversible

3.35.- La figura segiient presenta alguns resultats corresponents a la mesura de
’activitat de 1’aspartat-transcarbamoilasa (linia continua).

(@) Podem dir que I’enzim presenta

cooperativitat respecte

(Asp)?

(b) Quina informacié podeu obtenir sobre
I’estructura tridimensional de I’enzim?
(c) Dibuixeu sobre la mateixa grafica la
cinctica de I’enzim en presencia d’un
efector positiu 1 un altre negatiu que
afecten Dafinitat de

substrat Asp.

(d) Com podrieu explicar la corba

al substrat

Activitat relativa

I’enzim pel

corresponent a l’assaig  emprant | Aspartat]

I’enzim  previament

escalfat a

temperatura moderada (linia

discontinua)?

3.36.- La figura mostra la variacio de la velocitat de reaccid de 1’enzim piruvat-
quinasa en funcidé de la concentracié de substrat en abseéncia (corba A) i
presencia (corba B) de fructosa-1,6-bisfosfat (F-1,6-BP).

(a) A que podem atribuir la cinetica

sigmoide?

(b) Com influeix F-1,6-BP sobre

I’activitat de I’enzim?

(c) Quin mecanisme pot explicar
I’efecte que s’observa de F-1,6-BP

sobre 1’activitat?

[S],




3.37.- Els diferents isoenzims de la lactat-deshidrogenasa (LDH) son tetramers
amb dos tipus de cadenes polipeptidiques (A 1 B), cadascuna d’elles de Mr
33500. Aquests 1soenzims de LDH tenen diferents valors de Vmax 1 Km per al
piruvat (vegeu la figura). L’isoenzim predominant en muscul esquelétic conté
quatre cadenes de tipus A, la qual cosa afavoreix la rapida transformacio de
piruvat en lactat, mentre que al cor predomina la forma que conté quatre
cadenes B que afavoreix la rapida transformacio6 de lactat en piruvat.

1/ VO
Ay4: Miscul esqueletic
By: Cor
[Piruvat]

(a) Que son isoenzims?

(b) Quina ¢s la Mr de I’holoenzim d’LDH

(c) Quantes formes isoenzimatiques son teoricament possibles?

(d) Compareu els valors dels parametres cinctics dels isoenzims que es
mostren en la figura. Quin dels dos és més eficag?



4. Estructura i funcio d’acids nucleics

4.1.- Les dues cadenes complementaries d’'un DNA tenen la mateixa
composicio en bases? Es verifica que A+G = C+T?

4.2.- Enumereu les diferéncies en composicid quimica entre DNA 1 RNA.

4.3.- El virus del mosaic del tabac (TMV) conté un RNA de doble cadena com
a genoma. Si la proporcidé d’adenina és 28 %, quina ¢s la composicid en les
altres bases? [U =28 %, C =G =22 %]

4.4.- Un fragment de DNA de doble cadena conteé 1 000 bp i un 58 % son G+C.
Quants residus de desoxitimidina hi ha? [420]

4.5.- Si I’analisi d’un genoma viric resulta en: 32 % A, 16 % G, 40 % T 112 %
C, que podeu concloure sobre la seua estructura?

4.6.- Un ovul de Drosophila conté 0,17 pg de DNA distribuit en quatre
cromosomes, la longitud relativa dels quals €s 1:28:45:45. Calculeu la longitud
del cromosoma de grandaria intermedia si cada parell de bases té una Mr de 642

i una longitud de 0,34 nm. [Calculem els parells de bases totals: (0.17-10"7g/642) x
6,023-10%=1,59-10° pb. La longitud total: 1,59-10° x 0,34-10”m= 0,0542 m= 54,2 mm. El
cromosoma mitja €s el 28/(1+28+45+45)= 0,23: 23% del total, aixi que 54,2 x 0,23 = 12,7
mm]

4.7.- Un cromosoma huma mitja conté 108 bp de DNA.

(a) Si cada parell de bases t¢ una Mr de 660 1 hi ha uns 2 g de proteina
(histones 1 no histones) per g de DNA, quina és la massa d’un
cromosoma en g?

(b) Si estiguera totalment estés, quina mida faria?

(c) Si un cromosoma real fa uns 5 um, quina ¢s la relaci6 de grandaries o
grau de compactacio?

(d) La formacié de nucleosomes 1 la del solenoide de 30 nm explica en part
la compactacié del DNA en la cromatina. Si el solenoide conté sis
nucleosomes per volta i t¢ un pas de rosca de 10 nm, quin ¢s el grau de

compactacid assolit? Compareu amb el resultat de I’apartat anterior.
[(a) 10° x 660= 6,6-10"" g/mol de cromosoma i aixi la massa de la molécula de DNA és:
(6,6-10" g/mol) / (6,023-10* molécules/mol)= 1,09-10"*g/molécula= 0,1095 pg. Sumant
la massa de les proteines: 0,1095 + (2 x 0,1095)= 0,33 pg; (b) 10° x 0,34 10°= 0,034 m =
3,4 cm; (c) 0,034 m/ 5-10° m= 6800; (d) un nucleosoma conté uns 200 pb de DNA, i 6
nucleosomes 1200 pb que fan un longitud de 1200 x 0,34-10° m = 4,1-10”" m, la qual es
troba en 10 nm, el que significa una compactacio de: 4,1:107/ 10-107°= 41]



4.8.- La Taula recull el contingut (%) de G 1 C de diverses mostres de DNA
aillades de diferents espécies aixi com les temperatures de fusid (Tm)
corresponents.

(a) Representeu una grafica que

il-lustre aquests resultats. . % o
(b) Useu la grafica i formuleu |Especie G+cy | Tm CC)
una expressio que relacione la Llevat 35,8 84.0
temperatura de fusid6 d’una Huma 37.5 4.7
mostra amb el seu contingut Rata 40,0 85,7
de G+C. _ .. |B.subtilis 44.0 87,5
(c) Durant una investigacio E. coli 51.0 90.0

s’obtingueren dues mostres P. aeruginosa 68,0 97’()
mes de  DNA ambunfy nereylosis | 703 | 98,0

percentatge de G+C de 41,8
% 1 39,6 %, respectivament.
Calculeu la Tm.

4.9.- El cromosoma d’E. coli conté 4,60-106 bp.
(a) Si la velocitat de replicacido d’una sola forqueta de replicacio és de 1
000 pb/s, quant tardara a replicar-se el cromosoma sencer del bacteri?
(b) Sota condicions molt favorables, el temps de generacidé d’E. coli és de
20 min. Com ¢€s possible aixo si la forqueta de replicacid no pot anar a

més de 1000 bp/s 1 nomes hi ha un origen de replicacid?
[35 min]

4.10.- El genoma d’E. coli té aproximadament 4,6 Mbp i conté uns 2 000 gens.
El genoma d’un mamifer pot tenir unes 3 Gbp 1 se’n transcriuen uns 50 000
gens. St un gen mitja en el bacteri t¢ 2000 bp de llargaria, calculeu el
percentatge del genoma bacteria que no es transcriu. Calculeu la proporcio del
genoma de mamifers que constitueixen els exons, suposant que la grandaria

dels seus productes genics €s també 2 kb. [Més d’un 85 % del genoma bacteria es
transcriu; els exons representen un 3,3 % del genoma de mamifer. ]

4.11.- Compareu els enllagcos d’hidrogen (grups donadors 1 acceptors,
orientacio, etc.) en les helixs a de les proteines 1 en la doble helix de DNA.
Comenteu la funcio d’aquests en I’estabilitzacié d’ambdues estructures.

4.12.- Les histones son proteines nuclears basiques. Quines cadenes laterals
d’aminoacids contribuiran probablement a la uni6 de les histones amb el DNA?



4.13.- La figura segiient presenta 100
unes corbes de fusio per a poli(AT)
[a], poli(GC) [b] 1 per a un DNA
natural [c]. Expliqueu per qué
s’observen  diferencies en les
temperatures de  fusi6  (Tm,
temperatura necessaria per assolir un
50 % de desnaturalitzacio).

% forma desplegada
Ln
fa]
{

N
S

o

20 40 60 80 100120 140 160
Temperatura (°C)

4.14.- Durant la manipulacio de fragments de DNA, sovint es tallen en trossos
més petits emprant endonucleases de restriccio. Les de tipus II tallen
especificament determinades seqiiencies palindromiques. Escriviu la cadena
complementaria 1 identifiqueu la  seqiiencia  palindromica  del
polidesoxinucleotid esquematitzat a continuacid. Consulteu un text per tal de
coneixer quin enzim pot tallar aquesta seqiiencia 1 com ho faria.

5" TGTAAGCTTCTTGA 3°

4.15.- El genoma d’E. coli conté alguns “punts calents” on les mutacions
ocorren amb una freqiiéncia superior en uns altres llocs del cromosoma. Alguns
d’aquests es caracteritzen per la presencia de la base 5-metilcitosina. Si es
considera 1’elevada tendencia a desaminar-se d’aquesta base, per que la seua

presencia dona lloc a mutacions freqiients? [La desaminaci6, la pérdua del grup
amino, de la 5-metilcitocina converteix la base citosina en timina]

4.16.- Si es descobrira una especie que continguera una DNA-polimerasa amb
activitat polimeritzadora en direccid 3°—5’ a més de ’activitat polimeritzadora
5’—3’, quines activitats enzimatiques 1 altres proteines ja no serien necessaries
per a la replicacio del DNA? Quines serien les caracteristiques generals de la
replicacio en aquest nou organisme?

4.17.- Una solucio aquosa cont¢ DNA-polimerasa III 1 les sals magnesiques de
dATP, dGTP, dCTP 1 dTTP. Se separen quatre aliquotes d’aquesta solucio i
s’hi afegeixen les segiients molecules de DNA:

Aliquota 1: una cadena circular tancada de 1 000 nucleotids.

Aliquota 2: una doble cadena circular tancada de 1 000 nucleotids.
Aliquota 3: una cadena circular tancada de 1 000 nucleotids aparellats amb
500 nucleotids d’una cadena lineal que t¢ I’extrem 3°-OH lliure.

Aliquota 4: una molecula lineal de doble cadena que conté 1 000 pb de
nucleotids amb el 3’-OH lliure en cadascun dels extrems.



En quina de les quatre aliquotes pot haver sintesi de DNA? Justifiqueu la
resposta.

4.18.- A diferencia de la DNA-polimerasa, ’RNA-polimerasa no té activitat
correctora. Per qué¢ aquesta mancanca no disminueix la viabilitat cel-lular? Si
un organisme tinguera un enzim que emprara un RNA com a motlle per a
sintetitzar el DNA, quin efecte tindria aixo sobre la taxa de mutacio de
I’organisme?

4.19.- La RNA-polimerasa ¢s un exemple de proteina que s’uneix a DNA.
Citeu-ne unes altres. També €s un exemple d’enzim amb subunitats catalitiques
i reguladores. Citeu-ne unes altres.

4.20.- La cordicepina 5’-trifosfat €és un analeg de I’ATP amb [’estructura

seguent:
NH,

L)

®—-®—-®-o

H OH

Suposant que aquest compost €s reconegut per I’RNA-polimerasa, quin
efecte pot tenir 1’addicid d’aquesta droga en un cultiu de bacteris? I en un cultiu

de cel-lules animals? [Hi ha que fixar-se en ’estructura de I’analeg, en particular sobre
els grups funcionals que participen en la formacido de enllagos necessaris per a formar
polinucleotids]

4.21.- Enumereu tres caracteristiques del tRNA que el diferencien de ’'mRNA i
de 'rRNA.

4.22.- La RNasa P ¢és una ribonucleoproteina responsable de la maduracié dels
precursors dels tRNA. El tractament de la RNasa P amb proteases no n’afecta
I’activitat mentre que la capacitat catalitica es perd totalment en presencia de

RNasa A. Expliqueu-ho. [Recordeu que hi ha enzims que no sén de naturalesa proteica
1 per tant no son afectats per activitats destructives proteases]

4.23.- L’an¢mia falciforme €és una malaltia genética causada per una mutacio en
el gen que codifica la cadena 3 de I’hemoglobina humana. En les cel-lules
malaltes trobem un polipeptid que en la posicio 6 t€ una Val en compte del Glu



que hom pot trobar a I’hemoglobina normal. Quin canvi en el gen justifica més
probablement aquesta substitucio? [Necessiteu el codi genétic per a respondre]

4.24.- L’'mRNA que especifica la cadena a de I’hemoglobina humana cont¢ la
seqiliencia segiient:
........ UCCAAAUACCGUUAAGCUGGA...

El tetrapeptid C terminal codificat per part d’aquesta seqiiencia és:
-Ser-Lys-Tyr-Arg
En I’hemoglobina Constant Spring, la regio corresponent de la cadena o és:
-Ser-Lys-Tyr-Arg-Gln-Ala-Gly-...

Quina és la possible mutacid que origina 1’hemoglobina Constant Spring?
[Necessiteu el codi genetic]

4.25.- Oligonucleotids amb la seqiiéncia Shine-Dalgarno bloquen la traduccio
en bacteris, pero no en cel-lules eucariotiques. Per que?

4.26.- Quan en un sistema acel-lular actiu en la sintesi proteica s’afegeix un
poliribonucleotid artificial format per un triplet repetit [per exemple, poli(XYZ)
en que X, Y 1 Z son qualsevol dels quatre ribonucleotids], per que se sol obtenir
una mescla de dos o tres tipus de polipeptids? Predieu els productes de la
traduccido de (GUA), 1 de (UUA),. [Depén de com son llegits els codons, “d’on
comenga’ la lectura dels triplets, del marc de lectura]

4.27.-Tenint en compte les regles d’aparellament de bases i el codi genetic:

(a) Escriviu la seqiiencia de la molecula de mRNA que se sintetitzaria a
partir de la segiient cadena motlle de DNA 1 assenyaleu-ne els extrems
5713,

5’>-GCGTTATCTAGTACCGTTAAG-3’

(b) Quina seqiiencia d’aminoacids codifica la molécula de mRNA
sintetitzada en 1’apartat anterior (se suposa que el fragment llegit
comenca en I’extrem 5°). Indiqueu els extrems amino- 1 carboxil-
terminal del fragment polipeptidic resultant.

4.28.- A continuacid, es mostren unes micrografies realitzades per Oscar Miller
sobre la sintesi de I'rRNA en nucleol d’una cel-lula eucariotica (A) 1 la
transcripcio 1 traduccid simultanies en bacteris (B), aixi com uns esquemes
interpretatius.
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(a) Identifiqueu en cada cas els components dels esquemes.

(b) Si es tracta d’un acid nucleic, localitzeu els extrems 3’ 1 5° respectius.

(c) En B hi ha sintesi de polipeptid; dibuixeu-lo 1 indiqueu-ne la longitud
relativa 1 ’extrem N o C.

(d) Indiqueu la direccid d’avang dels diferents complexos enzimatics.

(e) Els processos mostrats en B poden océrrer de la mateixa manera en
cel-lules eucariotiques?

Codi genetic

\primera posicié Tercera posicié
Pl (oxtrom 5 Segona posicio (extrem 3)
U B A G
Phe Ser Tyr U
U Phe Ser Tyr C
Leu Ser Stop A
Leu Ser Stop G
Leu |[[Pro || [ EEe U
G Leu Pro His C
Leu Pro T A
Leu Pro Gin G
Ile Thr Asn U
A Ile Thr Asn &
Ile Thr Lys A
Met The Lys G
Val Ala Asp U
G Val Ala As; G
Val Ala Glu A
Val Ala Glu G




ANNEX |
Nocions basiques sobre solucions tampo.
Alguns problemes resolts

lonitzaci6 de I'aigua
L’aigua €s una molécula neutra, perd6 amb una certa tendencia a
jonitzar-se.
H,O & OH + H'

En aigua pura s’acompleix: [H]= [OH] = 107 M, i en qualsevol
solucio I'equacié que governa aquest equilibri és:

[H]-[OH]= Ky = 10" M* (a 25 °C)
Conegut com a producte ionic de l'aigua, K.
Per a qualsevol solucio:

quan: [H]1>10" M [H]=10" M [H]< 10" M
la solucid és: Acida Neutra Basica (alcalina)

Per tal d’evitar exponencials, es defineix: pH = -log [H'] i aixi,

quan: pH<7 pH=7 pH> 7
la solucio és: Acida Neutra Basica (alcalina)

L’escala de pH oscil-la entre: 0-----7-----14
Els fluids biologics solen tenir un pH entre 6,5-7,5, conegut com a
pH fisiologic.

Acids i bases
Un acid és una substancia que genera protons (H"):

HA— A + H'

Exemples: HCI— CI + H”
CH3-COOH — CH3COO™ + H

Una base és una substancia que capta protons, per la qual cosa fa
disminuir la [H™] i, per tant, puja el pH.



B+ H —BH"
Exemples: NH; + H* — NH,"
NaOH + H" — Na® + H,O

Qualsevol acid, en dissociar-se passa a una forma amb capacitat
de captar protons, és a dir amb propietats d’'una base (base conjugada).
HA S A (+ H
acid base conjugada

Les bases conjugades tenen propietats complementaries al acids
dels quals deriven, aixi, a un acid que cedeix facilment protons i
correspon una base conjugada amb dificultat per unir-los.

De la mateixa manera, qualsevol base quan es protona es
transforma en una espécie amb capacitat de cedir protons, és a dir, en
un acid (acid conjugat).

B (+ H') S BH
base acid conjugat

Aci només considerarem els acids, i les bases son estudiades en
tant que els seus acids conjugats corresponents.

Acids forts: son aquells que, dissolts en aigua, es dissocien
completament i alliberen tots els H" possibles. En la solucid no queda
forma sense dissociar. Exemples d’acids forts:

HClI — CI'+ H" (en aigua no hi haura forma HCI, sense dissociar)
H,S0,—S0,* + 2H* (en aigua no hi haura forma H,SO,, sense dissociar)

Acids febles: son aquells que es dissocien parcialment i aixi en la
solucio existeixen les especies dissociada i no dissociada en equilibri:

HA 5 A+ H
Exemples:
CH3;-COOH S CH5;COO + HY
acetic acetat
HCOOH & HCOO + H
formic formiat

NH,” S NH; + H+
amonic amoniac



La forca dels acids, la tendéncia a cedir protons, queda
determinada per la constant d’equilibri de la reaccio, coneguda com a
constant acida de dissociacio Ka,

_IAHY
2 [HA]

Com més desplacada cap a la dreta esta una reaccid de
dissociacid, major és K5 i més fort és I'acid.
Per tal d’evitar els exponencials (igual que amb el pH), es defineix
el pKa com:
pKa=-log Ka

Un acid és més fort com més gran és el seu valor de Ka o, el que
és el mateix, més xicotet és el seu pKa.
Exemples de K3 i pKg d’acids febles:

acid Ka pKa
formic 1,78-10" 3,75
acetic 1,74:10 4,76
butiric 1,54-10 4,82
NH;" (amoénic) 5,62:107"° 9,25

Com que Ka i [H'] estan relacionats, pKa i pH també:
Si traiem logaritmes de I'equacié de Ka:
log Ka = log [H'] + log ([A)/[HA])
i els ordenem: - log [H'] = - log Ka + log ([A]/[HA]).
Per definicid de pKa i pH i si els substituim, resulta:

[A]

[AH] Equacio de Henderson-Hasselbalch

pH = pK,+ log

Aquesta equacié vincula el pH d’una soluci6 amb la relacié de
concentracions de forma dissociada i no dissociada d’'un acid feble



present en la solucid. Coneguda la relacié d’'un acid i la seua base
conjugada ([A')/[HA]), es pot coneixer el pH de la solucid i a l'inreves.

El fet que els acids febles, en solucid aquosa, existeixen en
equilibri amb les seues formes dissociades fa que aquestes substancies
actuen com a amortidores del pH. Un amortidor de pH, o tampd com
també se’ls coneix, és una substancia que ofereix resisténcia als canvis
de pH quan s’afegeixen acids o bases fortes a la solucid en qué es
troben.

Si s'afegeixen H', per exemple un acid fort, a una soluci6
tamponada, la forma dissociada de la substancia tampo reacciona amb
els H" afegits i forma I'acid conjugat. Aixi, la majoria dels H" addicionats
son eliminats i no contribueixen al pH i, per tant, aquest baixa molt poc:
la solucio es resisteix a la baixada de pH.

HA @& A + H'ft

L’addicié d’'una base forta (OH") a la solucié amortidora elimina H,
pero la dissociacié de la forma protonada del tampd els repon i, per
tant, el pH no puja:

HA =» A + npll

Es considera que un acid feble funciona com a tampo en l'interval
de pH al voltant del seu pKa + 1. La maxima capacitat tampé d'un acid
feble té lloc quan [HA]=[A] que, d’acord amb I'equacié de Henderson-
Hasselbalch, és quan pH=pKa.

La capacitat tampo
d’'un acid feble es manifesta
en la seua corba de
valoracié6. Una valoracio
consisteix en 'addicid, a poc
a poc, d’'una base forta (per
exemple NaOH) sobre Ia
solucié de I'acid, en qué cal pKa
mesurar a cada moment el
pH de la solucié.

pH

[HA]>[AT]

[HAI=[AT]

/—__f [HAI<[AT]

AI\)OJLO‘ICD\I

0 0,5 1,0
Equivalents de OH"



Inicialment, com que es tracta d’'un acid feble, predomina la forma
no dissociada [HA]>[A]. Quan s’hi afegeix base forta, aquesta
reacciona amb els H" de la soluci6 i desplacga I'equilibri de dissociacio
de I'acid feble cap a la dreta, major dissociacioé:

HA £ A~ +
NaOH

HA » A + H'

Quan s’han afegit exactament 0,5 equivalents de base forta, la
meitat de I'acid s’haura desprotonat i es compleix que [HA]=[AT]. Ara, i
d’acord amb I'equacié de Henderson-Hasselbalch, resulta que pH=pKa,
el pH de la solucié coincideix amb el pKa de I'acid.

Si es prossegueix addicionant OH", continua la dissociacié i ara es
compleix que [HA]<[A']. La desprotonacié completa arriba quan s’ha
afegit 1 equivalent de base forta.

La capacitat amortidora de I'acid feble s’observa en la regi6é en qué
la linia és quasi horitzontal i coincideix amb pH=pKax1. En aquesta
zona, una addicié important de NaOH no genera un canvi important del
pH (de fet, el canvi de pH és molt petit). Aquesta resisténcia al canvi de
pH no s’observa en solucions sense capacitat amortidora de pH.

Acids poliprotics

Hi ha acids que contenen més d'un grup dissociable, com per
exemple l'acid fosforic (HzPO4) i tots els aminoacids (HsN'-CHR-
COOH). Aquests acids poliprotics tenen tants valors de pKa com grups
dissociables. Aixi, si posem per cas l'acid fosforic, els equilibris de
dissociacio i els valors de pKa corresponents son:

HPO, S HPO, S HPOZ s POS
pKa1=2,1 pKa2=6,9 pKa3=12,7

Les corbes de valoracid dels acids poliprotics son més complexes,
amb tantes zones tampd com valors de pKa. Amb solucions d’acids
poliprotics es treballa considerant-la una mescla de diferents acids amb
diferents pKa.



Tampons fisiologics

El principal amortidor del pH intracel-lular és el fosfat HPO,*
/HPOy, i el pKa2 = 6,9, corresponent al segon equilibri, realitza la
funcio tampé.

Bicarbonat/anhidrid carbonic: és el tampd més important en el
plasma sanguini, on el HCO3 es troba en una elevada concentracio
(mitjana de 24 mm). La concentracio del CO, és meés baixa, pero es
produeix constantment des dels teixits. El didoxid de carboni reacciona
rapidament amb l'aigua (de fet, I'enzim anhidrasa-carbonica del plasma
accelera aquesta reaccio) i genera acid carbonic. El pKa d’aquest acid
és 6,1, lluny del pH plasmatic (7,2), perdo com que el CO, és exhalat
continuament en el pulmons, el conjunt d’aquest sistema tampona
efectivament la sang a pH fisiologic:

COy(gas) & COy(dissolt) + H,O & H,CO3 & HCOs + H'

Si es genera un excés de H', el bicarbonat HCO3 els capta, tot el
sistema es desplaca cap a I'esquerra i més quantitat de CO; és exhalat.
En un medi alcali el H,CO3 es dissocia i tot el sistema es desplaca cap
a la dreta i en manté el pH.

Tampons no fisiologics

S'utilitzen molt en investigacié bioquimica per tal d’evitar els canvis
de pH durant reaccions i processos experimentals. N’hi ha molts, pero
entre els més emprats es troba el Tris: Tris (hidroximetil) aminometa,
amb un pKa= 8,1.

Alguns dels problemes proposats resolts
1.1.-Calculeu les concentracions de les especies del tampod acid acetic/acetat
sodic 0,1 M, pH 5,0. Dades: acid acetic pKg 4,75. [CH;COOH= 0,0365 M i
CH;COO™= 0,0635 M]

L’equilibri implicat: CH3;COOH & CHsCOO™ + H'
HA s A + H

Apliguem 'equacié de Henderson-Hasselbalch a aquest equilibri:



pH= pKa + log([CH3COO]/[CH3COOH]) (1)

A més a més, les concentracions de les dues especies sumen la
concentracio6 total del tampé (0,1 m).

[CHsCOOT + [CH;COOH] = 0.1 (2)

Aixi, tenim un sistema de dues equacions (1 i 2) amb dues
incognites ([CH3COO7 i [CH3COOH])).

5,0=4,75 + log([CH3COO}/[CH3COOH]) =
0,24= log([CH3COQO]/[CH3COOH])

[CH3COO})/[CHsCOOH]= antilog(0,24) =
[CH3COO/[CH;COOH]= 1,738

[CH;COO]= 1,738-[CH;COOH]
1,738-[CH;COOH]+[CH;COOH]= 0,1 =

2,738-[CH;COOH]= 0,1 =
[CH3COOH]= 0,0365 M = [CH3COO]= 0,0635 M

1.5.- Quin ¢és el pH d’una soluci6 preparada mesclant 0,74 mL d’acid acetic
glacial (17,5 M), 0,58 g d’acetat sodic solid (Mr 82,03) 1 aigua fins a 200 mL?
Dades: acid acetic pKg 4,75. [pH 4,49]

L’equilibri del tampo és:  CH3COOH S CHsCOO + HY
Calculem els mol de cada espécie:
Acid acétic 0,74-10° L x 17,5 mol/L= 0,013 mol =
0,013 mol/0,2 L= 0,065 M (200 mL=0,2 L)
Acetat sodic 0,57 g/82,03 (g/mol)= 0,007 mol =
0,007 mol/0,2 L= 0,035 ™M

Si apliguem l'equacié de Henderson-Hasselbalch a [I'equilibri
implicat:

pH= pKa + log([CH3COO)/[CH;COOH])
pH= 4,75 + log(0,035/0,065)= 4,49.




1.7.- L acid acetic t€ un pKga al voltant de 4,7. Les segiients solucions tampd
d’acetat de pH 4,7: (A) I mM, (B) 10 mM 1 (C) 100 mM
(a) Ordeneu-les de major a menor capacitat per amortir els canvis de pH
resultants de 1’addicio de H'.
(b) Quina quantitat de H" serien capaces d’amortir 100 mL de cadascuna
de les tres solucions?
(c) Si aquestes solucions foren més acides que pH 4,7, tindrien més o
menys capacitat amortidora de H'? I si el pH fora més alt que 4,7?

(d) Discutiu les qgiiestions anteriors en el cas de I’addicié de OH .
[(a) C>B>A; (b) A: 0,05 mmol; B: 0,51C: 5]

(a) Ordeneu-les de major a menor capacitat per amortir els canvis de
pH resultants de ’addicié de H".

L’equilibri acid-base implicat com a amortidor del pH és:
CHs-COOH S CH3-COO + H amb pKa= 4,7

Per a les tres solucions, el pH coincideix amb el pKa de I'acid
acétic, en aquest pH les concentracions de forma protonada i
desprotonada coincideixen (si s’aplica l'equacidé de Henderson-
Hasselbalch):

[CH3-COOH]= [CH3-COO]

Aixi, en aquest pH és on presenten la maxima capacitat amortidora
del pH.

Per altra banda, a més concentraci6 d'ambdues espécies, més
capacitat tamp¢ tindra la solucid, per aixo:

C (100 mm) > B (10 mm) > A (1 mm)

(b) Quina quantitat de H' serien capaces d’amortir 100 mL de
cadascuna de les tres solucions?

Calcularem, per a cada solucio, la concentracié i el nombre de mol
de les espécies del tampo:
(A) tampd acetat 1 mm, pH=4,7

4,7 = 4,7 + log([CH3;-COO]/[CH3-COOH])



[CH3-COOT + [CH3-COOH]= 1 mm

Si solucionem aquest sistema de dues equacions amb dues
incognites
[CH3-COOH]= 0,5 mm [CH3-COO= 0,5 mm

En 100 mL: mol CH3-CO0™=0,1 L x 0,510 mol/L=0,05-10"mol,

mol CH3-COOH=0,1 L x 0,5-10° mol/L=0,05-10">mol

Per tant, la quantitat de H" que poden ser amortits (“absorbits”) per
aquesta solucio (A), si es desplaga I'equilibri cap a I'esquerra, gairebé
coincideix amb la quantitat de forma desprotonada (CH3-COQO") del
tampd: 0,05-107° mol

(B) tampo acetat 10 mm, pH= 4,7

De la mateixa manera que hem fet per a (A), arribem a:
0,5-10° mol de H*

(C) tampo acetat 100 mm, pH= 4,7
També arribem en aquest cas a: 5:-10° mol de H*

(c) Si aquestes solucions foren més acides que pH 4,7, tindrien major o
menor capacitat amortidora de H'? I si el pH féra més alt que 4,7?

Amb un pH menor que 4,7, la concentracio de la forma protonada
és major que la de la forma dissociada (facilment deduible de I'equacio
de Henderson-Hasselbalch)

[CH3-COOH] > [CH3-COQO]

i aixi les solucions presentarien una capacitat més baixa per a absorbir
H*, per a amortir la baixada de pH que suposa I'addici6é de protons.

Amb un pH major que 4,7, la concentracic de la forma
desprotonada €s major que la de la forma protonada (facilment deduible
de l'equacié de Henderson-Hasselbalch): [CH3-COOH] < [CH3-COQ7.
Per aix0, la capacitat d’absorbir H" es veuria augmentada i resistiria
meés la baixada de pH per I'addicié de protons.



(d) Discutiu les qiiestions anteriors en el cas de ’addicio de OH .

L’addicié d’'una base forta, de OH", consumeix protons (H* + OH
— Hy0), la qual cosa tendeix a augmentar el pH de la soluci6. En
preséncia d’'un tamp¢, la forma protonada es dissocia (CH;-COOH =
CH3-COO™ + H"), repon gran part dels protons consumits i resisteix aixi
la pujada de pH.

Per tant, en l'apartat (a), el raonament és el mateix i aixi la
capacitat de resistir 'augment de pH en eliminar H* per I'addicié de OH
de les solucions segueix l'ordre: C>B>A. En l'apartat (b), també seguint
el mateix raonament, s’arriba a:

OH™ amortits per (A)= 0,05-10"° mol
OH" amortits per (B)= 0,5-10" mol
OH amortits per (C)=5-10" mol

Per a 'apartat (c), quan el pH féra inferior a 4,7, la resisténcia a
'increment de pH per l'addici6 de OH" seria major, ja que la
concentracié de forma protonada és més gran ([CH3-COOH]>[CHj3-
COQ). Per contra, amb pH>4,7, la concentracié de forma protonada és
meés petita i aixi la capacitat d’amortir el canvi de pH per I'addiciéo de OH"
€s més baixa.

1.10.- Descriviu la preparacié d’1 L de tamp¢6 fosfat potassic 0,045 M pH 7,5
partint de:

(a) fosfat monopotassic (136 Da) i fosfat bipotassic (174 Da);

(b) solucions 0,045 M dels dos fosfats anteriors;

(¢) acid fosforic 15 M i KOH 1,5 M;

(d) fosfat monopotassic i KOH solid (56 Da);

(e) fosfat bipotassic i HCI 2 M;

(f) fosfat tripotassic (212 Da) i HCI1 2 M.

Dades: els pKa de I’acid fosforic son: 2,1, 6,9 i 12,3. [Si completem amb aigua
fins a 1 L, el tampd contindra: (a) 6,264 g bipotassic 1 1,224 g monopotassic; (b) 0,8 L
bipotassic 1 0,2 L monopotassic; (¢) 3 mL fosforic 1 54 mL KOH; (d) 6,12 g monopotassic i
2,02 g KOH solid; (e) 7,83 g bipotassic 1 4,5 mL HCI 2 M; (f) 9,54 g tripotassic 1 27 mL
HCI 2 M]



L’acid fosforic és poliprotic i presenta els equilibris de dissociacio
seguents:

. H+ - . H+ N . H+ .
HsPOs, S H,POs, S HPOy S POy
pKa1=2,1 pKa2=6,9 pKa3=12,3

Com que el tampd que s’ha de preparar ha de tenir pH 7,5, les
espécies que el compondran sén: H,PO4 5 HPO,™. Aquest equilibri
inclou l'interval de pH =pKa = 1, és a dir, entre pH 5,9 i pH 7,9. Les
altres dues espécies del fosfat (HsPO, i PO,>) practicament no
existeixen en aquest valor de pH i no es consideraran en els calculs.

Aixi, l'equilibri implicat: H,POs S HPO,* + H*
si apliquem I'equacié de Henderson-Hasselbalch:

pH= pKaz + log([HPO4*]/[H.PO,]) =
7,5=6,9 + log([HPO,*1/[H2PO.]) =
0,6= log([HPO,*)/[H,PO.]) = [HPOLZ]/[H.POL]= 4,0 (1)

A més, la concentracio total de fosfat és de 0,045 M, per tant:
[HPO,*] + [HoPO4]= 0,045 M (2)

Es resol el sistema de dues equacions (1) i (2) i s’arriba a:

[HoPO,]= 0,009 M (9 mM)
[HPO4*]= 0,036 M (36 mM)

Aquestes soOn les concentracions que hi haura presents de les
dues especies per a obtenir una solucio tampo fosfat 0,045 m i pH 7,5. |
aquest mateix tampo el podrem preparar de diferents maneres
depenent d’allo que tinguem al laboratori, per exemple:

(a) Fosfat monopotassic (136 Da) i fosfat bipotassic (174 Da).

Quina quantitat de fosfat monopotassic (KH,PO,4) i fosfat
bipotassic (K;HPO,) es necessita per a preparar 1 L d’aquesta solucio
tampo?

Com que disposem dels solids de les dues espécies implicades
en I'equilibri anterior, en forma de sals potassiques, hem de calcular
els grams de cadascuna delles que cal afegir per a obtenir la
concentracié adient en 1 L de solucié final:



Fosfat monopotassic: 1 L x 0,009 mol/L x 136 g/mol= 1,224 g
Fosfat bipotassic: 1 L x 0,036 mol/L x 174 g/mol= 6,264 g

El tampd es preparara dissolent 1,224 g de fosfat monopotassic
(KH2PO,) i 6,264 g de fosfat bipotassic (K;HPO,4) en aigua i completant
fins a 1 L. El pH de la solucié sera 7,5 (es pot comprovar al pHmetre).

(b) Solucions 0,045 M dels dos fosfats anteriors.

Disposem ja de les solucions seguents: fosfat monopotassic 0.045
M, KH,POy, i fosfat bipotassic 0,045 M, K;HPO,.

Com hem calculat anteriorment, agafarem 0,009 mol de KH,;POy:
0,009 mol x 1 L/0,045 mol= 0,2 L. I, a més, agafarem 0,036 mol de
KoHPO4: 0,036 mol x 1 L/0,045 mol=0,8 L.

(¢) Acid fosforic 15 M i KOH 1,5 m.

En aquest cas no es disposa de les dues espécies directament
implicades en el tampo, sinG que es parteix d’'una solucié concentrada
de la forma totalment protonada: H3;PO,, acid fosforic. Per dissociar
aquesta forma fins aconseguir les dues espécies desitjades, i amb les
proporcions adequades per a obtenir un pH de 7,5, es disposa de la
base forta KOH (hidroxid potassic).

/H ) /H 5.
HsPOs, S H,PO, S HPO4
pKa1=2,1 pKa2=6,9

Primerament, prepararem una solucié de 0,045 M d’acid fosforic, ja
que és l'unica forma del fosfat de la qual disposem:

0,045 mol/L x 1 L x L/15 mol= 0,003 L= 3 mL de H3PO4

Després, calcularem el volum de KOH 1,5 M necessari per a
dissociar l'acid fosforic i desplagar els equilibris fins arribar a les



proporcions adients: H,PO,", 0,009 M i HPO,*, 0,036 M. Ho farem de la
manera seguent:

i) Calcularem quants mol de OH" (en forma de KOH) s6n requerits
per a dissociar completament 0,045 M de H3;PO, i aconseguir una
soluci6 0,045 m de H,POy:

/'H+
HsPO, S HoPO4
Inicial 0,045 m
Final 0,045 M

0,045 mol/L x 1 L= 0,045 mol de KOH

ii) Ara afegirem suficient OH (KOH) per a aconseguir dissociar
0,036 M de I'espécie H.PO, i originar 0,036 M de I'espécie HPO4*
/'H+
H,PO, S HPOS”
Inicial 0,045 m
Final 0,009m 0,036 M

0,036 mol/L x 1 L= 0,036 mol de KOH

Sumem les dues quantitats de KOH: 0,045 + 0,036= 0,081 mol de
KOH.

Calculem ara el volum de KOH 1,5 M que conté 0,081 mol:

0,081 mol x 1 L/1,5 mol= 0,054 L= 54 mL KOH 1,5 wm.

Per tant, el tampo6 es preparara mesclant 3 mL de H3PO4 15 M i 54
mL de KOH 1,5 M, completant a 1 L amb aigua. La soluci6 tindra un pH
de 7,5.

(d) Fosfat monopotassic i KOH solid (56 Da).

Tot el fosfat de la solucié provindra de la forma H,PO,", des de la
seua sal KH,PO,. Aixi, calculem els grams d’aquesta sal en qué hi ha
0,045 mol:

0,045 mol x 136 g/mol= 6,12 g



Ara, amb 0,036 mol KOH es dissociara I'espécie H.,PO,, per
aconseguir 0,036 mol de I'espécie HPO,* requerida. Calculem els
grams de KOH que contenen 0,036 mol: 0,036 mol x 56 g/mol= 2,02 g.

El tampo es preparara amb 6,12 g de fosfat monopotassic, 2,02 g
de KOH i aigua fins a 1 L. El pH d’aquesta soluci6 tampé sera 7,5.

(e) Fosfat bipotassic i HC1 2 M.

De les dues especies de la substancia tampd, disposem de la
forma dissociada (HPO,*) com a sal potassica (K:HPO,). Aixi, tot el
fosfat de la solucié vindra des d’aquesta sal, ja que necessitarem 0,045
mol, que en pes son:

0,045 mol x 174 g/mol= 7,83 g de K;HPO4

Amb I'acid fort, I'acid clorhidric (HCI), desplacarem I'equilibri cap a
esquerra i protonarem 0,009 M (0,009 mol en 1L) de HPO,* per a
aconseguir 0,009 m (0,009 mol en 1 L) de I'espécie H,PO4:

..— HCl
_H

H,POs S HPO”
Inicial 0,045 mol
Final 0,009 m 0,036 M
Seguidament, calculem el volum de HCI 2 M que conté 0,009 mol:

0,009 mol x 1 L/2 mol= 0,0045 L= 4,5 mL

El tampo es preparara amb 7,83 g de fosfat bipotassic, 4,5 mL de
HCIl i aigua fins a 1 L. El pH d’aquesta solucio tampé sera 7,5.

(f) Fosfat tripotassic (212 Da) i HC1 2 M.

Tot el fosfat present en la solucid provindra de [I'espécie
completament dissociada, PO,>, en forma de sal tripotassica, K3zPQO;.
Amb l'acid fort, HCI, desplacarem l'equilibri cap a I'esquerra fins que



aconseguim les espécies HPO,> i H,PO, i en les proporcions
adequades:

A . A
H,PO, & HPO, S POy
0Ka2=6,9  pKa3=12,3

En primer lloc, prepararem una solucié 0,045 M fosfat tripotassic:
0,045 mol/L x 1 L x 212 g/mol= 9,54 g de K3POq4

A continuacid, calculem el volum de HCI 2 M necessari per a la
protonacié del PO,

i) mol de HCI requerits per a protonar completament 0,045 M de
PO, i aconseguir una solucié 0,045 M de HPO,*:

H+
H,POZ & PO
Inicial 0,045 m
Final 0,045 m

0,045 mol/L x 1 L = 0,045 mol de HCI

ii) Ara afeglrem suficient HCI per a aconseguir protonar 0,009 M de

I'espécie HPO,4“ i originar 0,009 M de I'espéecie H,PO4
H+
HPO, & HPO
Inicial 0,045 ™M
Final 0,009 m 0,036 M

0,009 mol/L x 1 L= 0,009 mol de HCI

Sumem ambdues quantitats de HCI: 0,045 + 0,009= 0,054 mol de

HCI.
Calculem ara el volum de HCI 2 M que conté 0,054 mol:

0,054 mol x 1 L/2 mol= 0,027 L= 27 mL HCI 2 m.

Aixi, el tampo es preparara mesclant 9,54 g de K;PO4 i 27 mL de
HCI 2 M, ajustant a 1 L amb aigua. La solucié tindra un pH de 7,5.




1.11.- Ismael 1 David son dos estudiants de segon curs que estan realitzant les
practiques. En una de les sessions prepararen una solucid tampd d’acetat sodic
prenent 9,5 mL d’acid acetic, 3,8 g de NaOH 1 aigua fins a 1 litre.

(a) Quina ¢s la concentracio del tamp6 que prepararen? I el pH?
Durant la preparacido de la solucid tampo, un d’ells, per error, afegi 20 mL
d’acid clorhidric 1 M. Ismael suggeri que no importava molt, 1 va dir: “bah, al
cap 1 a la fi, com que es tracta d’una solucidé amortidora, el pH no variara”. En
canvi, ’opinid del David era ben diferent: “com que el HCI ¢€s un acid fort,
segur que el pH de la solucié tampo6 disminueix”.

(b) Quin dels dos estudiants té rad? Per que? Calculeu el canvi de pH, si

penseu que se n’ha produit una variacio.

Dades: acid acetic (Mr 60,05; densitat 1,05 g/ml, 17,5 M; pKa 4,75); hidroxid
sodic Mr 40. [(a) 0,166 M, pH 4,88:; (b) pH 4,66]

(a) Quina és la concentracio del tampo que prepararen? I el pH?
L’equilibri del tampd implicat és:
CH3-COOH S CH3-COO + H' amb pKa= 4,7

A partir de la mescla realitzada, calculem les concentracions de
I'acid i de la base conjugada en la solucio final:
9,5 mL d’acid aceétic (17,5 M) per a un volum d’1 L

9,5:10° L x 17,5 mol/L= 0,166 M= [CH3;COOH]

Com que totes les formes del tampd, protonada (CH3COOH) i
desprotonada (CH3-COQ), deriven de I'acid acétic, la concentracio del
tampo és: 0,166 M.

Ara, si afegim base forta, NaOH, es dissocia I'acid acetic i es forma
acetat. Els mol d’acetat formats son els mateixos que els de NaOH
afeqit:

mol NaOH= 3,8 g/40 g-mol ™= 0,095 mol, que per a un litre

Molaritat de NaOH= 0,095 mol/1L= 0,095 M

Per tant, les concentracions d'ambdues espécies del tampo son:
[CH3;COO]= 0,095 m; [CH3COOH]= 0,166 - 0,095= 0,071 ™

Si apliguem lI'equacié de Henderson-Hasselbalch



pH=4,75 + log(0,095/0,071)= 4,88

(b) Quin dels dos estudiants té rao? Per que? Calculeu el canvi de pH,
si penseu que se n’ha produit una variacio.

En afegir un acid fort, HCI, part del protons addicionats hauran estat
absorbits pel tampd i s’haura desplacat I'equilibri acid-base cap a
'esquerra:

CH3;-COOH 4 CH3-COO™ + H*

Calculem les concentracions d’ambdues espécies del tampd
després de 'addicié dels 0,02 mol de HCl a 1 L de solucio:

[CH3COO]= 0,095 M - 0,02 M= 0,075 M
[CH3COOH]= 0,071 + 0,02= 0,091 M

Si apliqguem l'equacié de Henderson-Hasselbalch, calculem el pH
de la solucio resultant després de I'error:

pH= 4,75 + 1og(0,075/0,091)= 4,66
L’estudiant David és el que té rad encara que el canvi de pH produit

(ApH= 0,2 unitats) no és molt importat. El tampd preparat pot, aixi i tot,
ser utilitzat, tot dependra del seu us posterior.

1.12.- Hom pretén estudiar in vitro la reaccié enzimatica catalitzada per I’enzim
glucoquinasa de fetge de rata:

Glucosa + ATP — Glucosa-6-fosfat + ADP + H+
Per tal de mantenir el pH al voltant de 7,6, que €s I’0ptim de 1’enzim,
disposem de dos tampons diferents: fosfat 0,2 M pH 7,6 1 Tris 0,2 M pH 7,6.
Durant la reaccid, es producixen 0,04 equivalents de H¥/L. Quin ¢és el tampd
més adient per mantenir les condicions de la reaccid6 més properes a les
optimes? Per que? Calculeu el pH de cadascun dels tampons al final de la
reaccio.



Dades: pKaz de I’acid fosforic= 6,9; pKa del Tris= 8,1. [Fosfat pH 7,14; Tris pH
6,72]

El tampd fosfat és poliprotic i els equilibris de dissociacié sén:
H3PO, S/HH2P04' ‘:./H HPO,> o PO,>
pKa1=2,1 pKa2=6,9 pKa3=12,3
A pH 7,6, les uniques espécies que hi ha i formen el tampd son:
H,POs S HPOs” + H
Si apliquem 'equacié de Henderson-Hasselbalch:
pH= pKa2 + log([HPO,*]/[H.PO4])
7,6= 6,9 + log([HPO4*)/[H2PO4]) = 0,7= log([HPO4*]/[H2PO41)
[HPO4*1/[HPO4T= 5,0 (1)itambé: [HPO,*] + [HoPO4]= 0,2 M (2)

Si resolem el sistema de dues equacions, arribem a:
Fosfat monopotassic: [H2PO4]= 0,033 M (33 mM)
Fosfat bipotassic: [HPO4*1= 0,167 M (167 mMm)

Aquestes son les concentracions presents perque el tampo6 fosfat
0,2 M tinga un pH 7,6.

Si durant la reaccio es produeixen 0,04 equivalents de H'/L, les
concentracions finals (f) dambdues espécies seran:

[HoPO4 1= 0,033 M+ 0,04 M= 0,073 M
[HPO,%]s= 0,167 M - 0,04 M= 0,127 M

Amb l'equaci6 de Henderson-Hasselbalch determinem el pH
resultant després de I'aparicio dels 0,04 mol/L de H".

pH= 6,9 + log (0,127/0,073)= 6,9 + log (1,74)= 6,9 + 0,24= 7,14
Amb el Tris, I'equilibri participant com a tampo és:

Tris" & Tris® + HY pKa = 8,1



Amb I'equaci6é de Henderson-Hasselbalch:

7,6= 8,1 +log ([Tris®)/[Tris*]) = -0,5= log([Tris"})/[Tris™])
([Tris® ]/% ris’])= 0,316 (1)
i també [Tris"] + [Tris']= 0,2 M (2)

Si resolem el sistema de dues equacions, tenim:
[Tris"]= 0,152 M (152 mm)
[Tris’]= 0,048 M (48 mMm)

Aquestes soOn les concentracions presents perque el tampo Tris 0,2
M tinga un pH 7,6.

Si durant la reaccié es produeixen 0,04 equivalents de H/L, les
concentracions finals (f) dambdues espécies seran:

[Tris*]= 0,152 M + 0,04 M= 0,192 M
[Tris’= 0,048 M - 0,04 M= 0,008 M

i si apliguem de nou I'equacié de Henderson-Hasselbalch, determinem
el pH resultant:

pH= 8,1 + 10g(0,008/0,192)= 8,1 + log(0,042)= 8,1 -1,38= 6,72

Amb els resultats obtinguts, el tampo fosfat €és meés adient per a
mantenir el pH del medi de reaccio el més prop possible del pH optim
de I'enzim. Amb fosfat com a tampd, el pH descendeix des de 7,6 a
7,14, mentre que amb Tris el descens és més important, de 7,6 a 6,72.

2.1.- El aminoacids contenen grups dissociables 1 poden ser utilitzats com a
substancies amortidores de pH. Descriu la preparacié de 500 mL de solucid
tampo glicina de concentracié 0,1 M 1 pH 3,0 a partir de:

(a) La sal solida de clorhidrat de glicina (HsN'CH,COOH-CI; Mr 110,45) i

NaOH solid (Mr 40).

(b) La sal glicinat sodic (H,NCH,COO -Na'; Mr 98) i HC1 1 M.

(c) Glicina isoeléctrica solida (H;N CH,COO’; Mr 75) i HC1 1 m.
Dades: pKai 2,34; pKaz 9,60. [(a) 5,52 g de clorhidrat de glicina; 1,69 g de NaOH i
aigua fins 500 mL; (b) 4,9 g glicinat sodic; 59 mL HCI 1 M 1 aigua fins 500 mL; (¢) 3,75 g
glicina, 9 mL HCl 1 M 1 agua fins 500 mL]

La glicina és diprotica i aixi els equilibris de dissociacio son:



/'H+ et H+
HsN'CH,COOH S  H3N'CH,COO S HuNCH,COO
pKa1=2,34 pKa2=9,60
A pH 3,0 les uniques espécies que hi ha i formen el tampd soén:

H3N+CH2COOH S H3N+CH2COO- + H*
Gly* Gly™

Si apliguem l'equacié de Henderson-Hasselbalch:
pH= pKa1 + log([Gly"J/[Gly"])
3,0= 2,34 + log([Gly"J/[Gly™]) = 0,66= log([Gly"J/[Gly"])
[Gly")/[Gly'] = 4,57 (1)itambé: [Gly"] + [Gly']) = 0,1 M (2)
Si resolem el sistema de dues equacions, arribem a:
[Gly']= 0,018 M (18 mM)
[Gly"™]= 0,082 M (82 mM)

Agquestes soOn les concentracions presents perque el tampo
glicina/glicinat 0,1 m tinga pH 3,0.

Calculem ara els mol de cada espécie en la solucio:

Gly™: 0,5 L x 0,018 mol/L = 0,009 mol
Gly™ 0,5 L x 0,082 mol/L = 0,041 mol

i la concentracioé total: 0,5 L x 0,1 mol/L = 0,05 mol

(a) La sal solida de clorhidrat de glicina (H;N'CH,COOH-CI'; Mr
110,45) i NaOH solid (Mr 40).

Tota la glicina de la solucio provindra de la Gly*, des de la seua sal
clorhidrat de glicina (Gly"CI"). Aixi, calculem els grams d’aquesta sal:

0,05 mol x 110,45 g/mol= 5,52 g de clorhidrat de glicina

Amb NaOH desplacarem [l'equilibri cap a la dreta fins que
aconseguim 0,041 mol de I'espécie Gly™:



0,041 mol x 40 g/mol = 1,69 g de NaOH

(b) La sal glicinat sodic (H,NCH,COO™-Na"; Mr 98) i HCI 1 M.

Ara tota la (glicina de la soluci6 provindra de [I'espécie
completament dissociada, Gly’, en forma de sal glicinat sodic (Na'Gly).
Aixi, calculem els grams d’aquesta sal:

0,05 mol x 98 g/mol= 4,9 g de glicinat sodic

Amb l'acid fort, HCI, desplacarem I'equilibri cap a I'esquerra fins
que aconseguim les espécies Gly™ i Gly" i en les proporcions
adequades:

HCI Na'Gly
% y

HCI
) +/ /
a AL

Gly" 5 Gly" S5 QGly

La addicio de 0,05 mol de HCI protona completament 0,05 mol de
Gly™ per a aconseguir 0,05 mol de Gly™. Ara afegirem suficient HCI per a
aconseguir protonar 0,009 M de I'espécie Gly™ i originar 0,009 mol de
I'espécie Gly”

Sumem ambdues quantitats de HCI: 0,05 + 0,009= 0,059 mol de
HCI.

Calculem ara el volum de HCI 1 M que conté 0,059 mol:

0,059 mol / 1(mol/L) = 0,059 L= 59 mL HCI 1 wm.
(¢) Glicina isoeléctrica solida (H;N"CH,COO’; Mr 75) i HC11 m.

L’espécie Gly™ és I'linica disponible aixi que els grams a pesar per
a tenir 0,05 mol son:

0,05 mol x 75 g/mol= 3,75 g de glicina isoelectrica



Afegirem HCI per a desplacar I'equilibri cap a I'esquerra fins que
aconseguim 0,009 mol de Gly™:

g

0,009 mol / 1 (mol/L) = 0,009 L = 9 mL HCI 1 M

Glicina isoeléctrica solida

H

'
+ ‘/H +
Gy S Gly

2.2.- El valor de pKg del grup imidazole de la histidina és 6,0. A pH 7,0, quin
percentatge de molecules d’histidina tindran protonat el grup imidazole? Si la

concentracio de la histidina en la solucié de pH 7,0 és 15 mM, quin volum de
HCl 1 M hauria d’afegir-se a 1 litre de soluci6 per arribar al 90 % de les
molecules amb el grup imidazole amb carrega? Quin valor de pH tindria la
solucid després d’afegir HCI? [Hist+- 9,09 %; 12,14 mL; pH 5,05]

Abreujadament els equilibris de dissociacioé de la histidina son:

His™ S His™ & His™ S His
pKa1 pKaR=6,0 pKa2
A pH 7,0 les uniques especies que hi ha son:
His'™™ & His"

Amb I'equaci6 de Henderson-Hasselbalch:

pH= pKaR + log([His"]/[His""])

7,0= 6,0 + log([His"]/[His"™]) = 1= log([His")/[His™ )

[His™]/[His™™] = 10 itambé: [His™] + [His™™]) = 100 (%)

i arribem a: [His™]=90,9 % i[His"™]=9,1 %

Sent la concentracié total 15 mM, podem calcular les
concentracions de cadascuna de les especies:

[His*] = 90,9 % x 15 mM=> 13,635 mM



i [His™ = 9,1 % x 15 mM = 1,365 mM

Per saber el volum d’HCI necessari per a produir el canvi en els
percentatges de les especies calculem les concentracions finals
d’aquestes:

His™ s His™
Inicial 1,365 mM (9,1%) 13,635 mM (90,9%)
Final 13,5 mM (90%) 1,5 mM (10%)

mol HCI a afegir= 13,5mM - 1,365mM= 12,13 mM= 0,0121 mol
i el volum d’'HCI 1M necessari: 0,0121 mol/1 (mol/L)= 0,0121 L=
12,13 mL.

Podem conéixer el pH final aplicant de nou l'equacié de
Henderson-Hasselbalch:

pH= pKar + log([His™]/[His*™])

pH= 6,0 + log(10/90) = 6,0 + log (0,11) = 5,05

2.5.- Indiqueu la carrega neta (+, zero, -) de Gly, Asp, Lysi His a pH: 1; 2,1; 4 1

10. [Els resultats es mostren en la Taula.]
Com a exemples calcularem la carrega de la Gly als diferents pH:
Els equilibris corresponents de la glicina son:

Gly* 5 Gly" S5 Gly
0Ka1=2,34  pKa2=9,60

A pH 1,0 només considerem l'existencia del primer equilibri de
dissociacio:
Gly" S Gly"
pKa1=2,34

| aixi podem establir el seguent sistema d’equacions expressant les
concentracions com a fraccions molars :

pH= pKa1 + log ([Gly"J/[Gly])
[Gly'] + [Gly™] = 1



1,0 = 2,34 + log ([Gly"J[Gly"]) = [Gly"J/[Gly'] = 0,046
i arribem a:
[Gly'] = 0,96
[Gly™] = 0,04

La carrega neta (Q) és: 0,96 (+) + 0,04 (0) = +0,96

A pH 2,1, de nou nhomés existeix el primer equilibri i aplicant de nou
el sistema de dues equacions anterior (perd ara amb pH 2,1), arribem a:
[Gly'] = 0,63
[Gly™] = 0,365

LaQ=0,63 (+) + 0,365 (0) = +0,63
A pH 4,0, considerem com a bona aproximacio que homeés existeix

el primer equilibri. Amb el sistema de dues equacions (pH 4,0) arribem
a:

[Gly*] = 0,02
[Gly*] = 0,98

i Q=0,02 (+) + 0,98 (0) = +0,02 (proper per tant al punt isoeléctric
(pl) de 'aminoacid)

A pH 10 només existeix el segon equilibri de dissociacio:

Gly" S Gly
pKa2=9,60
| ara el sistema d’equacions a aplicar és:

pH= pKaz + log ([Gly V[Gly™])
[Gly™] + [Gly] =1

10 = 9,6 + log ([GlyT/[Gly*]) = [Gly][Gly*] = 2,51

[Gly]=0,72
[Gly™]=0,28

La carrega neta: Q = 0,28 (0) + 0,72 (-) =-0,72



ANNEX Il
Nocions basiques per alaresolucio de problemes
d’enzimologia

Determinacio de parametres cinéetics: Vmax, Km, Kcat i Kcat/Km

Determinacio grafica de Km i Vmax

En els problemes en qué s’han de deduir parametres cinétics a
partir de dades de [S]i de vy, sempre cal obtenir primerament els valors
dels inversos i indicar correctament les unitats que els corresponga.
Aquests valors s’utilitzen per a fer una representacioé de dobles inversos
(Lineweaver-Burk).

Amb paper mil-limetrat es representen els valors inversos de
concentracié de substrat, és a dir 1/[S] (o el que és el mateix, [S]", eix
X, abscisses) enfront dels valors inversos de vy, és a dir 1/vy (0 el que
és el mateix, vo, eix y, ordenades) corresponents. Centreu la grafica i
utilitzeu una escala adequada per als valors representats. Indiqueu
sempre, sobre els eixos de la grafica, alldo que es representa i les
unitats que els corresponen. Ajusteu els punts obtinguts a una recta.

Deduiu el punt de tall amb 'eix d’'ordenades (eix y), que correspon
a 1/VVmax. Extrapoleu la recta fins que talle I'eix d’abscisses (eix x), que
es correspon amb -1/Km. A partir d’aquests valors, que tindran unitats
inverses, calculeu les magnituds de Vmax i Km, respectivament.
Recordeu incloure les unitats corresponents.

- Ymax[S] A _Km 1, 1
O Km +[S] Vo Vmax [S]  Vméx
vy (M/s) 1o (Ms)”
1 BN AR R RN EEEEEEREEEEENmEEEEEEETEIEEEARSEE
1 max

pendent= Km/Vmax

-1/Km \

[S] (W) ” 1S] (M)
Representacio directa Representacié dobles inversos




La velocitat de reaccié vy es defineix com la variacio de la
concentracid de substrat o producte amb el temps, per tant, les unitats
de vo son M/s (M's™) o els seus submdltiples (mMm/s, um/s, etc). No
obstant aix0, moltes vegades se’ns proporciona nomeés [l'activitat
enzimatica, que expressa la quantitat de substrat transformat o
producte generat per unitat de temps i aixi les unitats s6n: mol/s
(mol's™) o els seus submdltiples. En aquests casos, es procedeix
d’'igual manera considerant l'activitat enzimatica com a vp. En altres
ocasions, fins i tot s'utilitzen unitats arbitraries per a expressar vy, i
també el procediment és el mateix. Només heu de considerar en
aquests casos que la Vmax deduida tindra les mateixes unitats que
aquelles de vq proporcionades.

Molt sovint, les magnituds de concentracié o de vy proporcionades
sén molt petites, per exemple 10™. Per tal d’evitar arrossegar molts
decimals o els exponencials durant la representacié grafica i aixi facilitar
els calculs posteriors, préviament les magnituds es multipliquen per un
factor (en 'exemple x 10°) que converteix els valors numérics en altres
molt més manejables. Aquest factor multiplicador s’ha d’indicar,
juntament amb les unitats, en la Taula de dades que conté els valors
resultants. Cal tenir en compte aquest factor per a obtenir els valors
inversos i els valors finals dels parametres cinetics.

Calcul del nombre de recanvi o Kcat

El nombre de recanvi (kcat) es calcula a partir de la Vmax deduida
graficament sabent que Vmax= kcat'[E]o. On [E]o és |la concentracio total
d’enzim. Aixi, kcat= Vmax/[E]o, i les unitats resultants, s™ (o min™"). Amb
enzims oligomerics, amb més d’'un centre actiu, cal dividir pel nombre
de centres actius. El nombre de recanvi expressa la quantitat maxima
(en mol/lL o mol) de substrat transformat per unitat de temps
(habitualment segons) i per mol/L o mol de centre actiu d’enzim.

Sempre cal tenir en compte la manera en qué s’expressa la vy, ja
que la quantitat o concentracid total d’enzim ([E]p) ha de venir
expressada de manera similar a vo per poder calcular la kcat. Per
exemple, quan la vy s’expresse en mmM/s, la concentracio total d’enzim
haura d’estar expressada en mM. Pero si vy apareix en mol/s, aleshores
cal expressar la quantitat d’'enzim, o de centres actius, en mol.

Sovint s’ha de calcular la concentracié molar total o el nombre total



de mol de I'enzim a partir dels grams o dels grams/L que proporciona
I'enunciat del problema. En aquest cas, ha d’indicar la massa molecular
de I'enzim.

Determinacio de 'eficacia catalitica d’'un enzim

El quocient kcat/Km és una constant cinética de segon ordre
aparent i aixi t& unitats de M"-s™. Aquesta constant combina, en el
mecanisme de Michaelis-Menten (E + S S ES — E + P),
I'efectivitat de la transformacié del substrat unit (ES) en producte (P,
segona etapa del mecanisme) i I'efectivitat de la unié productiva del
substrat (S) i de I'enzim (E) lliures (primera etapa). Frequentment, el
quocient kcat/Km es considera indicatiu de I'eficacia dels enzims.

La identificacid de kcat/Km com a constant de segon ordre i de la
seua importancia com a indicador de l'eficiencia dels enzims es pot
veure clarament quan la concentracio de S és baixa, quan [S]<<[E]o. En
aquestes condicions, I'aproximacio, [E]=[E]o, duu a 'equacid cinética de
segon ordre: vo=(kcat/Km)[S][E] (realment aquesta equaci6 és valida per
a qualsevol [S]), la qual origina el tram recte en la representacio de
Michaelis-Menten de v enfront de la [S].

/

zona on
Vo =Kcat[Elo

k
Zona on Vg =Kc—at ‘[SIIE]
m

[S]

El quocient kcat/Km sovint es coneix com a constant d’especificitat
perqué informa de la preferéncia d’'un enzim per substrats alternatius.



Exemple de resolucio de problema d’obtencio de
parametres cinetics d’un enzim: problema 3.10.

3.10.- Un enzim (Mr 29 600) catalitza la reaccio:

S > P+ H
El seguiment del procés s’efectua neutralitzant amb NaOH 0,1 M els protons
que apareixen en 1 min d’incubaci6 a 30 °C en tamp6 fosfat (pKazx = 6,9), 6
mM, pH 6,9. Cada volum d’assaig conté 1 ug d’enzim. A partir de les dades de
la Taula, calculeu:

[S]'l()5 volum de NaOH per a
(M) tornar a pH 6,9 (mL)
0,3 1,04
0,5 1,45
1,0 2,25
3,0 3,38
9,0 4,05

(a) Km;
(b) Vmax, expressada com a mols Ht/min;

(c) el nombre de recanvi.
[(2) Km 10 pM; (b) Vmax 446 pmol H-min™'; (c) nombre de recanvi 2,2:10° ']

En la reccid catalitzada per aquest enzim, els protons sén un dels
productes i sén aquests els mesurats per a obtenir la vy. La variacio de
la concentracio de H" amb el temps es determina a partir dels mL de
NaOH necessaris per a neutralitzar-los. Pot considerar-se una manera
indirecta d’estimacié de la velocitat de la reaccio. En la Taula, la
concentracid del substrat apareix multiplicada per un factor 10°, i aco

significa que les [S] emprades realment son les seglents (el
desenvolupament que ve immediatament a continuacié té la intencio de facilitar
I'explicacio d’aquest exemple i NO cal fer-lo usualment en la resolucié dels

problemes):

[S] (M) | [S]-10° (M) 1/[S] (M) (1/[S])-10° (M)
0,3-10° 0,3 3,33:10° 3,33
0,5-107 0,5 2,0-10° 2,0
1,010 1,0 1,0-10° 1,0
3,0:107 3,0 0,33:10° 0,33
9,0-10™ 9,0 0,11-10° 0,11

Per a facilitar els calculs, tots els valors de [S] ha estat multiplicats



per 10° i queda indicat dalt de la columna corresponent. A I'hora
d’obtenir els inversos, els valors numeérics els multipliquem pel factor
10, i de nou ho indiquem en la seua columna.

Calculem també els inversos de vo. En aquest cas, la velocitat és
donada en mL/min (mL de NaOH 0,1 M necessaris per a neutralitzar els
H" generats). Construim una nova Taula amb els dobles inversos:

(1/[S])-10° (M| (1ivg) (ML/min)™
3,33 0,961
2,0 0,690
1,0 0,444
0,33 0,296
0,11 0,247

Representem aquestes dades, 1/[S]:10° M" en abscisses i 1/vo
(mL/min)™" en ordenades.

1/vy (mL/min)-!
1.2

1.0}
0.8}

0,6}
1/ Vmax

\&i-
1/Km-105

-2 -1 0 1 2 3 4
(1/[s])-10° (M)

Des de la grafica obtenim:
(a) Km.

(-1/Km)-10®°= -1 = Km= 1-10"° M= 10 uM



(b) Vmax, expressada com a mols H*/min.

1/Vmax= 0,2244 = Vmax= 4,46 mL/min, que hem de passar a
unitats de mol de H"min, per a la qual cosa tenim en compte la
concentracié de NaOH utilitzat:

Vmax= 4,46 mL/min x 0,1 mol/L x 1L/10°mL= 0,000446 mol/min= 446
pmol H*/min

(¢) El nombre de recanvi.

El nombre de recanvi (kcat) el calculem a partir de la Vmax deduida
graficament quan sabem que Vmax=Kcat'[E]o. Primer calculem la
quantitat d’enzim en mol, unitats en qué tenim també la velocitat inicial
(mol H*/min). Segons I'enunciat, cada mesura ha estat obtinguda amb 1
ug (1-10° g) d’enzim, la massa molecular del qual és de 29 600, aixi:

Mol totals d’enzim= 1-10"°/29 600= 3,38-10"" mol

Nombre de recanvi= kcat= Vmax (mol/s)/mol E,.

Nombre de recanvi= kcat= 446-10° mol-min™"/3,38:10"" mol d’E=
132,0-10° min

dividint ara per 60 per a obtenir-lo en segons:

nombre de recanvi= kcat= 2,2:10° s™

Problemes d’inhibici6 reversible

En general, els problemes d’inhibicio es resolen de la mateixa
manera descrita anteriorment: utilitzant la representacid de dobles
inversos per a deduir els parametres cinetics Km i Vmax en abséncia i
en preséncia de l'inhibidor.

Les representacions grafiques resultants i la manera en qué sén
modificats els parametres cinétics per la presencia de l'inhibidor permet
deduir el tipus d’inhibicidé (competitiva, acompetitiva o mixta) exercida
per I'inhibidor particular.



Competitiva Km,ap > Km
Vmax,ap = Vmax

E+S = ES*= E+P
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A partir de Vmax,ap i Km,ap, parametres cinétics resultants de
'analisi en presencia de [linhibidor, es dedueix la constant de
dissociacio de I'inhibidor en I'enzim, Ki.

En la inhibicio competitiva, la Ki es determina des de: Km,ap=
Km-{1+([I[/Ki)}.

Per a la inhibicid6 acompetitiva, a partir de: Km,ap= Km/(1+[l}/Ki) o
de Vmax,ap= Vmax/(1+[11/Ki).

En cas que es tracte d’'una inhibicié6 mixta en que l'inhibidor s’uneix
igualment a I'enzim lliure (E) i al complex ES, Kj s’obté de:



Vmax,ap= Vmax-{1+([l}/Ki)}.

En tots aquests casos, €s necessari coneixer la concentracié de
I'inhibidor (una dada del problema). La Ki té unitats de concentracié (Mm,
o els seus submultiples).

Exemple de resolucio de problema d’inhibicié reversible:
problema 3.15

3.15.- L’enzim 6-fosfogluconat-deshidrogenasa catalitza la descarboxilacié
oxidativa de I’acid 6-fosfogluconic, d’acord amb la reaccid segiient:

6-fosfogluconic + NADP* — ribulosa-5-fosfat + CO, + NADPH + Ht

Aquest enzim s’inhibeix per 1’agent quimic I. Amb les dades cinetiques de la
Taula, determineu el tipus d’inhibici6 exercida per I sobre la 6-fosfogluconat-
deshidrogenasa. La concentracid de I’acid 6-fosfogluconic es manté constant i
es varia la de NADP+.

v, (unitats arbitraries)
[NADPT]-105 (M) control +I (1,5-10-5 M)
2 2,12 1,11
3 2,70 1,47
4 2,94 1,73
6 3,33 2,32
10 3,85 2,78

Determineu els parametres cinetics (i Ki) en presencia 1 en abseéncia de I.
[Vmax= 4,8 u. a., Km=2,5-10-> M; Km(jy= 6,3-10-5 M; Kj= 9,8 um]

En primer lloc, deduim els inversos dels valors de concentracio del
substrat (NADP") i de les velocitats inicials (vo) en abséncia i preséncia
de l'inhibidor I. En aquest problema, les unitats de velocitat inicial sén
unitats arbitraries, perd aixd no impedeix poder obtenir els parametres
cinétics de l'enzim. Aix0 si, la Vmax deduida estara en unitats
arbitraries.

Aixi, obtenim la Taula seguent:



1/vo (unitats arbitraries)™

1/[NADP]-10-5 (v | control | +1(1,5-10-5 m)
0,50 0,47 0,90
0,33 0,37 0,68
0,25 0,34 0,58
0,17 0,30 0,43
0,10 0,26 0,36

A continuacio, representem aquests valors (1/vo vs 1/[S]), sense
oblidar afegir les unitats en els eixos corresponents.

1/vy (u.a.)!
1,0}

+ inhibidor
0.8}

0.6f

1/Vmax
A/Km-10-5 ’
~ «1/Km,ap-10-5 for
\\ \'\. T
'.—" 'I

0.4 -0,2 0 0,2 0.4
1/[NADP*]-105 (M-1)

s

Des de la grafica obtenim els parametres cinétics:

Sense inhibidor:  (-1/Km):10°=-0,40 — Km=2,5:10" M
Amb inhibidor: (-1/Km,ap)-10'5= -0,16 — Km,ap= 6,3:10° M

Amb inhibidor i sense: 1/Vmax= 0,21 — Vmax=4,8 u. a.
Com que Vmax,ap = Vmax i Km,ap > Km, la inhibicio exercida per
I'agent | és de tipus competitiva.

Ara podem deduir Ki, ja que: Km,ap= Km{1+([I]/Ki)}

Ki= [1]/{(Km,ap/Km)-1} — Ki=1,5-10"/{(6,3-10°/2,5-10) -1}
Ki= 0,98:10°= 9,8 um



5. Bioenergetica

5.1.- Com ¢s possible que si la reaccido de la glucosa en atmosferes oxidants
(glucosa + 6 O,— 6 CO, + 6 H,0) és molt exergonica (AG’ = -2 872 kJ/mol)
aquesta substancia siga estable quan s’emmagatzema en recipients del
laboratori? Completeu la resposta amb una grafica.

5.2.- Per tal de determinar el valor de AG d’una reaccidé a I’'interior d’una
cel-lula, quina informaci6 necessitarieu?

5.3.- Fosfoglucomutasa catalitza la reaccio:
glucosa-1-fosfat — glucosa-6-fosfat

Experimentalment, s’ha trobat que la mescla de reaccio en 1’equilibri conté

5,0 % de glucosa-1-fosfat, a 25 °C. Calculeu (a) la K’eq i (b) AG" d’aquesta
reaccio. (R= 8,32 J/K-mol).

[(a) 19; (b) -7,3 kJ/mol]

5.4.- Quina ¢s la direccid de cadascuna de les reaccions segiients si totes les
substancies reaccionants estan presents inicialment en  quantitats
equimoleculars? Utilitzeu les dades de la taula de valors de AG® adjunta.

a. ATP + creatina — creatina fosfat + ADP

b. ATP + fructosa — fructosa-6-fosfat + ADP
c. ATP + piruvat — fosfoenolpiruvat + ADP
d. ATP + glucosa — glucosa-6-fosfat + ADP

AGT!
Maolecule kcal/mol kJ/mol
Glucose-6-phosphate =3.3 =13.8
Fructose-6-phosphate 3.8 159
Glucose- | -phosphate 5 208
o s ADP 4+ P Hal =05
ATEP —— AMP + PP =74 —32.2
PP, —3.0 a5
Phosphocreatine =16.3 —43 1
Gilyeerate- 1 3-bisphosphate —11.8 —49.4
Carbamoyl phosphate =123 =51.5
Phosphoenolpyruvate ~14.8 =619

En el cas de la reacci6 (c), calculeu AG” ila K eqa 25 °C (R= 8,32 J/K-mol).
[31,4 kJ mol-1; 3,2:10°]



5.5.- Calculeu el valor de AG fisiologica de la reaccio catalitzada per isocitrat-
deshidrogenasa a 25 °C 1 pH 7,0, sabent que:
[NAD']/[NADH]= 8
[a-oxoglutarat]= 0,1 mM
[1socitrat]= 0,02 mM
1 considerant condicions estandard per al COs.
(Dades: AG" de la reacci6 és -33 kI mol™; R=28.3 J mol K'l)
Aquesta reaccid és un possible punt de control metabolic. Expliqueu-ho.

Calculeu la K’eq.
[-34,16 kJ/mol; T=6,25-10" M i K’.= 6,22-10° M]

5.6.- La relacio [ATP]/[ADP] en cel-lules de llevat respirant activament ¢€s
aproximadament 10. Quin ha de ser el valor de la relaci6 [3-fosfoglicerat]/[1,3-
difosfoglicerat] intracel-lular perque la reaccié (3PG + ATP — 1,3BPG + ADP)
catalitzada per la fosfoglicerat-quinasa siga termodinamicament favorable en la

direccio de sintesi de 1,3-difosfoglicerat? Hom sap que AG® de la reaccio és 18
kJ mol" a la temperatura de 25 °C.
[>145]

5.7.- La fosfoarginina és una forma de reserva de grups fosfat en alguns
organismes. El valor de AG® de la hidrolisi d’aquest compost és -32 kJ/mol.
(a) Calculeu AG de la reaccid que ocorre en musculs a 25 °C 1 pH 7,0 quan
les concentracions de fosfoarginina, arginina 1 Pj son respectivament 0,07
M, 0,03 M 10,005 M. (R= 8,3 J/mol-K).
(b) Calculeu el valor de K’eq de la reaccio.
(c) Qué sén AG’ i AG’? Per qué son diferents?
[AG= -47,2 kJ/mol; K’eq= 4,23-10° M]

5.8.- Algunes reaccions biosintétiques termodinamicament desfavorables (A—
B) ocorren perqué en acoblar-se a la reacci6 ATP — ADP + Pj (AG" = -32
kJ/mol) s’aconsegueix desplacar sensiblement 1’equilibri de la reaccio.

(a) Calculeu la K’¢q de la reaccio biosintetica desfavorable A— B, que t€ un
valor de AG" de 25 kJ/mol.

(b) Escriviu la reaccié acoblada i calculeu-ne el valor de AG® .

(c) Moltes cel-lules tenen relacions de [ATP]/[ADP] de 400 o superiors.
Calculeu la relacio [B]/[A] quan in vivo la [ATP]/[ADP] és de 400, la [Pj]
¢s de 5 mM 1 el AG de la reaccid acoblada €s de -15 kJ/mol a 25 °C.

(Dades: R= 8,3 J/mol-K)
[K’eq=4,03-107; AG” = -7 kJ/mol; [B]/[A]= 3 120]



5.9.- La conversio de glucosa a lactat s’acompanya d’un AG” de -217 kJ mol-!.
En una c¢l-lula anaerobica, aquesta conversio s’acobla a la sintesi de 2 mols de
ATP per mol de glucosa.

(a) Calculeu el AG” de la reaccié acoblada (AG® d’hidrolisi de ATP és -32,2
kJ mol-1).

(b) Calculeu I’eficiencia del procés.

(c) Considerant la mateixa eficiencia que en anaerobiosi, quants mols de ATP
per mol de glucosa s’obtindrien en un organisme aerobic on la glucosa ¢€s
oxidada a CO, i H,O (AG’ = -2 867,5 kJ mol™)?

[(a) -153 kJ mol-1; (b) 30 %; (c) 26,4 mol ATP/mol glucosa].

5.10.- Una persona d’uns 70 kg consumeix aproximadament 11 700 kJ per dia.
(a) Si considerem que els sistemes d’utilitzaci6 d’energia tenen una
eficiencia del 50 % 1 que AG per a la reaccio de sintesi de ATP a partir de
ADP 1 P; és +50 kJ/mol, calculeu quants grams de ATP sintetitza
diariament aquesta persona? (Dada: ATP, Mr = 551).
(b) Si considerem que la quantitat de ATP corporal ¢s d’aproximadament 50
g, calculeu el nombre de vegades que 1 molecula de ATP se sintetitza 1
degrada cada dia.
[(a) 64,5 kg; (b) 1 290 vegades]

5.11.- Caminar consumeix aproximadament 65 kcal/km. Per a la hidrolisi de
ATP (ADP + P;), la reaccido que impulsa la contraccid6 muscular, el valor de
AG" és -7,3 kecal/mol (-30,5 kJ/mol).
(a) Calculeu quants grams de ATP han de produir-se per a caminar 1 km.
(b) La sintesi de ATP esta acoblada a ’oxidaci6 de la glucosa (AG” = - 686
kcal/mol). Quants grams de glucosa es metabolitzen realment per
produir aquesta quantitat de ATP? (suposeu que I’oxidacié de la
glucosa solament s’utilitza per a generar ATP 1 que el 40 % de I’energia
generada en aquest procés s’empra per a fosforilar el ADP. La massa

molar de la glucosa és 180 g/mol 1 la del ATP és 507 g/mol).
[4 512,3 gde ATP; 42,6 g de glucosa]

5.12.- Els mamifers de I’Artic, per exemple els rens, contenen en les potes i
unglots una quantitat d’acids grassos insaturats superior a la de la resta del cos.
T¢ algiin avantatge fisiologic aquest fet?

5.13.- La concentracié de creatina en I’orina ¢€s aproximadament 40 vegades
superior a la del serum. Calculeu el valor de AG requerit per al pas de creatina
des de la sang a I’orina, a 37 °C. (R= 8,3 J mol” K.

[9,5 kJ/mol]



5.14.- La concentracio extracel-lular de Cl" és de 123 mM 1 la intracelular és 4
mM. En quina direccio fluira el CI' a través del seu canal obert quan el
potencial de membrana es trobe en I’interval de -60 mV a +30 mV?

[-2,7 kJ/mol; -11,37 kJ/mol]

5.15.- Calculeu el cost energetic del funcionament de la bomba sodi-potassi. El
potencial de la membrana plasmatica, on la bomba es localitza, és de -0,07 V en
el sentit de fora cap a dins. L organisme esta a 37 °C, F= 96,5 kJ/mol-V.(Dades:
[Na']=10 mM i [Na'].= 140 mM; [K']= 100 mM i [K'].= 5 mM).

[42,5 kJ/mol]

5.16.- El procés de sintesi de ATP en mitocondri esta estretament acoblat al
transport de H™ a través de la membrana mitocondrial interna des de 1’espai
intermembrana fins a la matriu. S’han mesurat les concentracions de H' a
ambdods costats de la membrana interna durant aquest procés 1 ha resultat que a
I’espai intermembrana 15 €s vegades superior al que hi ha a la matriu; mentre
que el potencial transmembrana (AY), definit com el potencial en I’interior
menys el de I’exterior, resulta que en aquests mitocondris era de -0,15 V.
(a) Calculeu el valor de AG de la reaccio de tornada d’1 mol de protons cap
a la matriu mitocondrial.
(b) A la vista dels valors anteriors, quants mols de protons han de retornar
a traveés de la ATP-sintasa perque siga possible la sintesi d’1 mol de
ATP?
Dades: La reaccio de sintesi de ATP té un valor de AG” de 30,5 kJ/mol i de AG
de 57 kJ/mol; R= 8,3 J/mol-K; T=298 K 1 F= 96 kJ/mol-V.
[-21,1 kJ/mol; 3 mols de protons]

5.17.- Quin ¢és el rendiment de ATP de la fosforilacié oxidativa acoblada a la
cadena de transport electronic si la diferéncia de potencial estandard per a la
parella NAD'/NADH ¢és -0,32 V i per a la parella 1/2 Op/H70 ¢és +0,82 V?

Preneu AG’ d’hidrolisi de ATP com -30,5 kJ mol"'. Considereu que en la
cel-lula hi ha condicions estandard 1 que en el procés se sintetitzen 2,5 ATP.
(Dades: 25 °C, R=8,3 Jmol™” K™, F= 96,5 kI mol” V')

[34,7%].

5.18.- Quan I’ascorbat €s substrat de la cadena respiratoria s’oxida i transfereix
2 electrons al citocrom €. Quina ¢€s la relacio P/O d’aquest proces? Quina €s
I’eficiéncia de la fosforilacid oxidativa acoblada a 1’oxidacié de I’ascorbat?
(Dades: E” (ascorbat)= 0.08 V; E” (1/20/H,0)= +0,82 V; F=96,4 kJ mol'V;
AG" hidrolisi ATP= -30,5 kJ mol™).

[10,7%]



5.19.- Com es pot explicar, segons la teoria quimiosmotica, que el 2,4-
dinitrofenol estimule indefinidament el consum d’oxigen en una suspensio de
mitocondris? Per que la injeccio de 2,4-dinitrofenol a una rata provoca
immediatament un augment de la temperatura corporal?

5.20.- La sindrome de Luft esta causada, possiblement, per una alteracio de la
permeabilitat als protons de la membrana mitocondrial interna. Expliqueu els
simptomes observats en aquesta malaltia: hipertérmia, respiracido augmentada i
debilitat muscular.

5.21.- El teixit adipds marro6 €s una forma de teixit adipos que es troba a la part
superior de I’esquena de molts animals joves. Els mitocondris d’aquest teixit
tenen una relacid6 P/O < 1 per a la sintesi de ATP acoblada a 1’oxidacio del
NADH. Quina pot ser la possible funcio d’aquest teixit?

5.22.- Quan se subministra 1’analgesic Demerol (meperidina) a una suspensio
de mitocondris respirant activament, es redueix el consum de O, 1 les relacions
NADH/NAD" i Q/QH, augmenten considerablement. Qué inhibeix el Demerol?

5.23.- Les subunitats ¢ del component F, de la ATP-sintasa mitocondrial
formen un canal i0nic a través de la membrana interna. Quan algun dels residus
essencials de glutamic o d’aspartic de la subunitat C reacciona amb
diciclohexilcarbodiimida (DCCD), la subunitat és incapag¢ de participar en el
transport de H'. Com afectara el DCCD al transport electronic mitocondrial?
Que¢ es podria esperar que passara quan s’afegeix un desacoblador (2,4-DNP)
als mitocondris tractats amb DCCD? Com es veuria afectada la sintesi de ATP
en els casos anteriors? Raoneu la resposta.

5.24.- Si afegim oligomicina a una suspensio de mitocondris actius, s’observa
una disminucid del transport electronic 1 de la sintesi de ATP. Si després
d’aquest tractament amb oligomicina s’afegeix 2,4-dinitrofenol, es produeix un
augment de la velocitat del transport d’electrons sense variacid de la sintesi de
ATP. Que¢ inhibeix I’oligomicina? Doneu una explicaci6 en termes de la teoria
quimiosmotica.

5.25.- Tant I’oligomicina com el cianur inhibeixen la fosforilacié oxidativa
quan el substrat és NADH o succinat. El dinitrofenol pot usar-se per distingir
entre aquests dos inhibidors. Explica-ho.

5.26.- Cal esperar que el NADH afegit a una suspensid de particules
submitocondrials s’oxide? Si el que s’afegeix €s citocrom C, s’oxidaria?



5.27.- En experiments sobre el funcionament de la cadena respiratoria s’empren
mitocondris aillats als quals se’ls subministra succinat o D-B-hidroxibutirat
com a font d’electrons per a la cadena de transport electronic.

La utilitzacié de D-B-hidroxibutirat es basa en el fet que aquest compost
pot actuar com a font de NADH mitocondrial, ja que en matriu mitocondrial
una deshidrogenasa el transforma en acetoacetat segons la reaccio:

D-B-hidroxibutirat + NAD" — acetoacetat + NADH + H"

(a) Discutiu la utilitat de subministrar D—fB-hidroxibutirat, en lloc de
directament NADH com a font d’electrons en experiments respiratoris
amb mitocondris aillats.

(b) I si ’experiment s’haguera fet amb particules submitocondrials, podria
haver-se administrat directament NADH? Expliqueu-ho.

5.28.- L’atractilosid, un inhibidor de la translocasa ADP/ATP, bloca la
fosforilacio oxidativa en mitocondris; en canvi, en particules submitocondrials
no té aquest efecte. Tanmateix, els desacobladors, els inhibidors del transport
d’electrons 1 1’oligomicina, afecten ambdds sistemes. Expliqueu aquestes
observacions.

5.29.- El cianur és toxic perqué s’uneix als atoms de Fe’* del complex format
pels citocroms a1 as, 1 inhibeix la cadena respiratoria.

(a) Per que el cianur impideix que l’oxigen accepte electrons de la
cadena?

(b) Un antidot en cas d’enverinament amb cianur ¢és el subministrament
immediat de nitrit sodic (NaNO,), ja que els nitrits transformen el Fe**
de I’hemoglobina a Fe’" (metahemoglobina). Donada I’afinitat del
cianur pel Fe’* del grup hemo, suggeriu de quina manera pot actuar el
nitrit per a reduir els efectes del cianur sobre la cadena respiratoria
mitocondrial.

(c) Una altra terapia utilitzada en casos d’enverinament per cianur
consisteix en el subministrament de quantitats elevades de blau de
metile. Expliqueu quin ¢€s el fonament d’aquest antidot, sabent que el
potencial de reducci6 en condicions estandard del blau de metilé (E° =
+0,01 V) ¢€s similar al de la ubiquinona (+0,04).

5.30.- Una deficiencia de coure en una cel-lula pot causar una alteracio en la
fosforilacio oxidativa. Per que?



5.31.- Per a I’exit de la teoria quimiosmotica de Mitchell fou essencial la
possibilitat de preparar particules submitocondrials. L’assaig d’aquestes
particules per observar la sintesi de ATP dona com a resultat que la produccio
de ATP és baixa en presencia de ADP, O, i un tamp¢ fisiologic de pH 7,0. si
considerem que el sistema de transport d’electrons 1 la particula FoF{ funcionen

amb normalitat. Quin canvi, relativament poc important, en el sistema d’assaig,
es podria fer per tal que augmentara la fosforilaci6 oxidativa? Per que?

5.32.- En un medi hipotonic, els mitocondris s’unflen 1 s’afecten llurs
membranes. Per consegiient, en aquests mitocondris pot augmentar la velocitat
de respiraci6 fins que arribe a ser la de I’estat respiratori 3 (velocitat de
respiracid maxima perque no hi ha limitacié de O,, ADP o substrat reduit),
encara que no s’afegisca ADP. A més, simultaniament amb 1’augment de la
velocitat de respiracio, la P/O disminueix a 0. Suggereix una explicacid a
aquestes observacions. Si en lloc de mitocondris foren cloroplastos, que
passaria?

5.33.- Dibuixeu una grafica, com les que es mostren més avall, que represente
I’evolucio del consum d’oxigen en funcid del temps (linea continua) 1 la sintesi
de ATP en funcio6 del temps (linea discontinua) que trobarieu en un experiment
respiratori en el qual una suspensi6 de mitocondris féra incubada
seqiencialment amb els compostos seglients, de manera que quan s’hi afegeix
un producte, tots els afegits anteriorment encara hi son:

1. succinat (pot entrar al mitocondri)
. ADP + P;

. oligomicina

. dinitrofenol

. Totenona

. clanur

AN U =W

Justifiqueu el que ocorre després de 1’addicio del compost corresponent en
cada etapa, en base als vostres coneixements sobre el funcionament de la
cadena  respirartoria  mitocondrial 1 la  fosforilacid6 = oxidativa
(electrofosforilacio).



5.34.- En la figura es representen els resultats obtinguts d’un estudi de
respiracid6 amb mitocondris en suspensio en un medi que conté P; en excés (les
fletxes indiquen ’addici6 d’algun component al medi).

Substrat (excés)

Mitocondris J ADP
c 4
L ADP
3 Atractilosid + ADP
S
e l X
@ K
I=
(D]
o
[
(@]
O
Temps

(a) Quin substrat pot haver-se addicionat?
(b) Dibuixeu sobre la figura, en linia discontinua, la grafica corresponent a

la produccié de ATP al llarg d’aquest experiment.
(c) Interpreteu els resultats basant-vos en la teoria quimiosmotica. Quin

compost pot ser X?

5.35- Quan en un
experiment s’incuben
mitocondris en un tampo
fosfat en preséncia de
succinat, no e€s consumeix
oxigen fins que no s’afegeix
ADP (vegeu la figura). El
consum d’oxigen s’atura
quan s’acaba el ADP o
s’afegeix  oligomicina 1
recomenca quan s’afegeix
2,4-dinitrofenol (2,4-DNP).
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)
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Dibuixeu sobre la figura, en linia discontinua, la grafica corresponent a la
produccié de ATP al llarg d’aquest experiment i interpreteu, basant-vos en la
teoria quimiosmotica, els resultats de les dues representacions (variacio de la
concentracid d’oxigen i1 de la de ATP). Que¢ s’hauria d’afegir en lloc de
I’oligomicina per tal que el 2,4-DNP no tinguera cap efecte?



5.36.- La reduccié del NADPT en els cloroplastos es pot resumir amb la reaccio
seguent:

H,0 + NADPt—1/2 0, + NADPH + H*

Aquest procés €s favorable? Que ¢és el que el fa possible en la naturalesa?
(Dades: E* 1/2 Oy/H,0= 0,82 V; E° NADP'/NADPH= -0,32 V; F= 96,5
kJ/mol. V)

[AG” =220 kJ/mol]

5.37.- El fong Bipolaris maydis ocasiona grans pérdues en agricultura. La
malaltia que causa en les plantes €s deguda a una toxina que fa que Uinicament
la membrana interna mitocondrial resulte permeable a ions i a molecules
petites. Quin proces afecta aquesta toxina? Com ¢€s possible que aquesta toxina
afecte les plantes, organismes que sintetitzen ATP en el cloroplast durant la
fotosintesi?

5.38- La llum que reben les algues que viuen a 100 m de profunditat €s verda.
L’analisi de la composicido d’aquestes algues mostra que la major part dels
pigments que contenen son de color roig (ficoeritrines) 1 que la quantitat de
clorofil-la a €s petita. Quina funcid tenen ambdos tipus de pigments en aquestes
algues?

5.39.- En els experiments de Jagendorf, en que un gradient de pH imposat
artificialment provoca la sintesi de ATP, 1’addici6 de DCMU fa innecessari
mantenir els cloroplastos en la foscor. Per que?

5.40.- En el fotosistema I, encara que estiguen presents uns altres pigments, sols
el pigment P700 cedeix electrons a la cadena de transport d’electrons on 1’tltim

acceptor és el NADPT. Quina funcio tenen aquests altres pigments?

5.41.- El DCMU ¢s un herbicida que inhibeix el transport d’electrons del
fotosistema II al fotosistema I, a nivell de la plastoquinona. Expliqueu quin sera
el seu efecte sobre:

(a) la fotoreduccio del NADPT;
(b) I’escisio6 fotolitica de 1’aigua.

5.42.- Comenteu 1/0 expliqueu les frases segiients:
(a) L’augment del pH de I’estroma afavoreix la sintesi de ATP en el
cloroplast.



(b) En el procés de fotofosforilacio ciclica no es genera NADPH 1 la sintesi
de ATP no s’acompanya d’alliberament d’oxigen perque el fotosistema II

no intervé.

(c) Per cada molécula de O, que es produeix en el fotosistema I,
s’absorbeixen 4 fotons en la cadena de transport fotosintética, 2 en el

fotosistema I 1 2 en el fotosistema II.

5.43.- Quan la relaci6 [NADPH]/ [NADP'] als cloroplastos és elevada, la
fotofosforilacio €s predominantment ciclica. En aquesta situacid, s’allibera O,?

Es produeix NADPH?

544.- Un investigador ha
comprat un electrode d’oxigen
per tal d’utilitzar-lo per a mesurar
la  producci6 o el consum
d’oxigen d’un alga unicel-lular
cucariota  fotosintetica. Quan
submergeix [I’electrode en un
cultiu d’aquest alga 1 il-lumina
amb llum blanca, 1’investigador
observa que la concentracid
d’oxigen en la solucid evoluciona
com indica el tram A de la figura
annexa. Als dos  minuts,
I’investigador afegeix DCMU al
cultiu 1 ocorre el que s’observa en
el tram B. Atés que s’esperava

[O

5]

DCMU

l Antimicina A

l

2 3 4 5 6

Temps (min)

que el tram B fora horitzontal, 1’investigador pensa que ’aparell no funciona
correctament; pero discutint amb un col-lega, aquest li recomana que afegesca
antimicina A a la suspensidé d’algues, la qual cosa fa als 4 minuts d’haver
comencat I’experiment. A partir d’aquell moment, 1’evoluci6 de 1’oxigen es
correspon amb el tram C. Interpreteu la grafica obtinguda 1 indiqueu, per a cada
tram, quin proc€s o processos biologics expliquen 1’evolucié de la concentracio
d’oxigen en el cultiu d’algues 1 de quina manera son afectats pels composts

quimics que se li han afegit.

Advertiment: DCMU ¢és un compost que impedeix la reduccid de la
plastoquinona. L’antimicina A impedeix la reduccio del citocrom c.




6. Metabolisme

6.1.- Als voltants del 1930, Albert Szent-Gyo6rgyi féu la interessant observacio
que 1’addici6 de petites quantitats d’oxalacetat o malat a suspensions de muscul
de colom, estimulaven el consum d’oxigen de la preparacid. Sorprenentment, la
quantitat d’oxigen consumit era bastant superior a la quantitat necessaria per a
una oxidacido completa (a CO, 1 H,O) de ’oxalacetat o del malat. Com ho
explicarieu?

6.2.- En els experiments que permeteren dilucidar el cicle de 1’acid citric, Krebs
observa que I’addicié de malonat a extractes de muscul esqueletic de colom
inhibeix la utilitzaci6 de piruvat i provoca I’acumulaci6 de succinat.
(a) Per que utilitza preparacions de muscul de vol de colom per fer aquests
estudis?
(b) Per que inhibeix el malonat?
(c) Que va concloure Krebs quan va trobar que, en les preparacions tractades
amb malonat, s’acumulava succinat després de 1’addicio de citrat, isocitrat
o a-oxoglutarat?
(d) Com s’explica que, en les preparacions tractades amb malonat, també
s’acumule succinat després d’afegir fumarat, malat o oxalacetat?
(e) Com expliqueu que se supere la inhibicio de la utilitzaci6 de piruvat si
amb el piruvat s’afegeix oxalacetat, malat o fumarat?

6.3.- Relacioneu la funcié quimica amb cadascun dels cofactors recollits en la
Taula:

Cofactor Funcié quimica
1. NAD" a. Transport de grups acil
2. FAD b. Transport de CO,
3. CoASH c. Oxidaci6 de grups hidroxil
4. Lipoamida |d. Reaccions reductores per a la sintesi d’acids grassos
5. TPP e. Oxidaci6 per a formar dobles enllacos carboni-carboni
6. Biotina f. Transportador de grups acil acoblat amb oxidacio-reduccio
7. NADH g. Reducci6 de dobles enllagos carboni-carboni
8. FADH, h. Reduccio de grups carbonil
9. NADPH 1. Descarboxilacio de a-oxoacids

6.4.- Anomeneu els enzims del cicle de 1’acid citric que catalitzen reaccions
d’oxidoreduccio (redox). Escriviu la reaccid que catalitzen i indiqueu els
cofactors que hi participen acceptant equivalents de reduccid 1 quina €s la seua
destinacio.




6.5.- En el cicle de I’acid citric de cel-lules animals es produeix GTP
directament mitjangant fosforilacié a nivell de substrat. En quina etapa es
produeix? Expliqueu el mecanisme d’aquesta reaccid 1 per que es considera
aquesta sintesi equivalent a sintetitzar un ATP.

6.6.- La glicolisi pot funcionar sota condicions anaerdbies 1 aerobies, mentre
que el cicle de I’acid citric és estrictament aerobic en eucariotes. Per que?

6.7.- (a) Expliqueu i/0 comenteu la frase: “El carboni metil de cada molécula
d’acetil CoA que entra en el cicle de 1’acid citric sempre correspon al
C3 del piruvat”.
(b) Quina ¢és la funcid del cicle de 1’acid citric?

6.8.- L oxalacetat es forma en 1’ltima etapa del cicle de I’acid citric. Pot haver
sintesi neta d’oxalacetat a partir d’acetil CoA, utilitzant només enzims 1
cofactors del cicle de 1’acid citric, sense que disminuisquen els altres
intermediaris?

6.9.- El fluoroacetat és un raticida que quan entra en la cel-lula es transforma en
fluoroacetil CoA. En el cor de rates tractades amb aquest compost, s’observa
una disminucié dels intermediaris del cicle de I’acid citric, excepte de citrat
que, per contra, s’acumula. Com actua i per que ¢€s fatal aquest veri?

6.10.- La malaltia del beriberi esta provocada per una deficiéncia de tiamina.
Aquests malalts tenen elevats nivells de piruvat 1 a-oxoglutarat en sang. Quins
enzims 1 reaccions metaboliques esdevindran més lentes en un individu que
pateix beriberi?

6.11.- Expliqueu els avantatges que té per a la cel-lula cadascuna de les
reaccions reguladores segilients:
a. La isocitrat-deshidrogenasa s’activa per ADP.
b. La piruvat-carboxilasa s’activa per acetil CoA.
c. El complex de I’a-oxoglutarat-deshidrogenasa s’inhibeix per ATP.
d. La isocitrat-deshidrogenasa i el complex de 1’a-oxoglutarat-
deshidrogenasa s’activen per Ca”".

6.12.- La glucosa que entra en una cel-lula és rapidament fosforilada a glucosa-
6-fosfat. Indiqueu tres destinacions metaboliques d’aquesta molecula
fosforilada. Sota quines circumstancies metaboliques tindran lloc cadascun
d’ells? Anomeneu els enzims reguladors implicats en aquests processos i
escriviu la reaccio que catalitzen.



6.13.- Si s’afegeix fosfat marcat radioactivament (*°P;) a un extracte cel-lular de
fetge, s’incorporara la marca radioactiva a algun dels intermediaris o productes
de la glicolis1? Expliqueu-ho.

6.14.- L’arsenat (AsO4)  és
quimicament similar al fosfat 1 pot
substituir-lo en la major part de, sin6
en totes, les reaccions 100 F
fosforolitiques. Tanmateix, els esters
d’arsenat so6n molt poc estables i
s’hidrolitzen espontaniament. Per 50 |
exemple, gliceraldehid-3-fosfat-
deshidrogenasa pot utilitzar arsenat
en lloc de fosfat (arsenolisi en lloc
de fosforolisi). El producte glicerat- [ATP]
l-arseno-3-fosfat pot hidrolitzar-se,

no enzimaticament, a 3-fosfoglicerat

1 arsenat.

% activitat
PFK-1

(a) Per que es diu que I’arsenat és un desacoblador de la fosforilacio a
nivell de substrat?

(b) Per que I’arsenat és una substancia toxica per un organisme que depén
absolutament de la glicolisi per cobrir les seues necessitats
energetiques?

(c¢) Doneu algun altre exemple de reaccid que es puga desacoblar amb
arsenat.

6.15.- S’ha descobert un mutant d’un organisme anaerobi facultatiu que té una
gliceraldehid-3-fosfat-deshidrogenasa que catalitza 1’oxidaci6 directa de
gliceraldehid-3-fosfat a 3-fosfoglicerat sense passar per cap intermediari. El
mutant sobreviu en medi aerobi, perd no en un d’anaerobi. Expliqueu les
possibles causes d’aquest comportament.

6.16.- Per a wuna concentraci6 determinada de FO6P, 1’activitat
fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) augmenta a causa de I’increment de Ila
concentracido de ATP. A partir d’un determinat valor, concentracions creixents
de ATP causen la inhibici6 de PFK-1 (vegeu la figura). Com ¢és possible que
I’ATP siga substrat 1 inhibidor de PFK-1? Quin és el mecanisme de regulacid
de D’activitat de PFK-1 pel ATP i1 quin ¢€s el seu significat a nivell de la
regulaci6 de la glicolisi?



6.17.- Louis Pasteur, en estudiar la fermentacié alcoholica del llevat, observa
que 1’addici6 d’oxigen a un cultiu anaerobi originava una drastica disminucio
de la velocitat de consum de glucosa. Aquest efecte pot ser contrarestat per
I’addici6 de 2,4-dinitrofenol.
(a) Per que disminueix el consum de glucosa en presencia d’oxigen?
Justifiqueu la resposta en termes d’enzims concrets.
(b) Per que el 2,4-dinitrofenol contraresta aquest efecte?

6.18.- En un eritrocit en el qual s’estiga produint la glicolisi, quin sera ’efecte
d’un sobtat increment de:

(a) glucosa-6-fosfat;

(b) fructosa-2,6-bisfosfat;

(c) AMP;

(d) fructosa-1,6-bisfosfat

6.19.- En un cultiu bacteria anaerobi s’acumula lactat a mesura que progressa la
fermentaci6. Decidiu si les situacions segiients son certes o falses. Justifiqueu
les respostes.
(a) El més probable €s que el cultiu estiga creixent en glucosa ja que pocs
altres compostos poden ser fermentats pels bacteris.
(b) EI cultiu no pot produir CO,

(c) Si es fa entrar aire continuament en el cultiu, el nivell de lactat continuara
augmentant.

(d) L’addici6 de malonat, que inhibeix la succinat-deshidrogenasa, blocara la
produccio6 de lactat perqué impedeix la reoxidacio del NADH a NAD".

(e) La transformaci6 de piruvat en lactat es produeix en dues etapes i I’inica
funci6 que té és evitar I’acumulacio de piruvat en la cel-lula per tal que no
es modifique el pH citosolic.

(f) Com que la reaccio catalitzada per la lactat-deshidrogenasa no produeix
cap ATP, la glicolisi anaerobia podria ser més eficient si el piruvat fora el
producte final de la ruta en lloc del lactat.

6.20.-S’ha observat que quan certs llevats es cultiven en un medi deficient en
ferro, la produccié d’etanol augmenta respecte a la d’un cultiu aerobi normal.
Doneu una explicacio bioquimica a aquest fet.

6.21.- Després d’un exercici muscular intens, la concentracié de lactat en sang
augmenta molt. Quina ¢€s la causa metabolica d’aquest fenomen? Al cap d’un
periode curt de temps, aquest lactat torna al nivell normal. Quina n’ha estat la
destinacio?



6.22.- Durant I’exercici muscular intens, la glicolisi subministra 1I’ATP
necessari per a la contraccid muscular. La reaccio catalitzada per la lactat-
deshidrogenasa, tot 1 que no subministra ATP, €s essencial en aquest proces.
Quina ¢€s la funcié d’aquesta reaccio?

6.23.- El pancrees allibera glucagd en resposta a nivells baixos de glucosa en
sang. En les c¢l-lules hepatiques, el glucagd t€ un paper clau en la regulacid de
les velocitats de les rutes oposades glicolisi-gluconeogenesi mitjangant el
control de la concentraci6 de fructosa-2,6-bisfosfat.

(a) Per qu¢e I’hormona glucagd regula selectivament el funcionament
d’enzims implicats en el metabolisme d’hidrats de carboni en les
cel-lules hepatiques pero no en altres teixits?

(b) Si el glucagd produeix un descens en els nivells de fructosa-2,6-
bisfosfat, de quina manera pot induir un increment de la concentraci6 de
glucosa en la sang?

6.24.- Expliqueu per que els malalts amb una deficiencia en glucosa-6-fosfatasa
hepatica son hipoglucemics.

6.25.- Calvin i els seus col-legues utilitzaren 1’alga unicel-lular Chlorella per
estudiar les reaccions d’assimilacié del carboni en la fotosintesi. Ells incubaren
amb '“CO, suspensions il-luminades d’algues i seguiren al llarg del temps
I’aparicid de '“C en dos compostos (X, Y) en dues condicions diferents.
Suggeriu les i1dentitats de X 1Y.

(a) Després d’incubar amb llum 1 CO, no marcat, s’apaguen els llums i s hi
afegeix '*CO,. En aquestes condicions, X és el primer compost que
apareix marcat amb '*C; Y no es marca.

(b) Les algues s’il-luminen i s’incuben amb '“CO,. Es mantenen
il-luminades fins que tot el '“CO, ha desaparegut. En aquestes
condicions, X es marca rapidament, pero perd la radioactivitat amb el
temps, mentre que Y es fa més radioactiu amb el temps.

w, | *C “o, |
llum |  Foscor X Y

Temps Temps



6.26.- Expliqueu 1/0 comentes les frases segiients:

(a) L’enzim que catalitza la sintesi i la degradacio de fructosa-2,6-bisfosfat,
I’efector al-losteric més potent de fosfofructoquinasa-1 1 de fructosa-1,6-
bisfosfatasa, esta fosforilat o desfosforilat en resposta a senyals
hormonals.

(b) La ribulosa-1,5-bisfosfat-carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) participa de
manera important en el metabolisme dels animals donat que proporciona
el poder reductor (NADPH) que necessiten per a la biosintesi d’acids
grassos.

(c) cAMP ¢és I’inic segon missatger que es coneix 1, a més, sempre es troba
en la mateixa concentracid en I’espai extracel-lular, on exerceix els seus
ben coneguts efectes glicogenogenics.

(d) Una funcid principal del ATP ¢és subministrar energia per a processos
endergonics no favorables, com ¢€s el del transport d’electrons des de
I’aigua fins al NADP+ en la fotosintesi.

6.27.- Un nad6 de dos mesos d’edat fou ingressat en un hospital perque
presentava hipotonia (debilitat muscular) 1 no augmentava de pes. Després de
fer-1i diverses proves, se li diagnostica un defecte en una de les subunitats del
complex multienzimatic de la piruvat-deshidrogenasa.

(a) Com expliqueu que les concentracions plasmatiques de lactat 1 d’alanina
foren anormalment elevades? Feu referencia a les reaccions de formacio
d’aquests metabolits.

(b) L’excés de lactat i d’alanina pot explicar-se per un defecte en la piruvat-
carboxilasa? Expliqueu-ho.

(c) Una reduccio d’un 40 % en els sucres de la dieta és molt efectiva per a
alleujar els simptomes de 1’acidosi lactica en els malalts que tenen aquest
defecte genctic de la piruvat-deshidrogenasa. Expliqueu en que es
fonamenta aquesta terapia.

6.28.- Per que els animals no emmagatzemen grans quantitats de glicogen en el
muscul quan se’ls alimenta amb una dieta rica en sucres?

6.29.- Un mateix senyal hormonal pot regular simultaniament i coordinadament
la biosintesi 1 degradacid de glicogen. Expliqueu-ho.



6.30.- Quin ¢s I’efecte de cadascuna de les situacions seglients sobre la velocitat
a la qual es metabolitza el glicogen?

(a) un augment de la [Ca2+].

(b) un augment de la [glucago].

(¢) un augment del nivell de glucosa en sang.

(d) Pactivacio de la glicogen-fosforilasa-fosfatasa.
(e) inhibicid de 1’adenilat-ciclasa.

Per que?

6.31.- El senyal intracel-lular iniciat per ’aparicio del segon missatger cAMP
es desactiva gracies al funcionament d’una fosfodiesterasa que hidrolitza cAMP
a AMP. S’ha trobat que la cafeina inhibeix 1’activitat d’aquesta fosfodiesterasa.
Discutiu quin efecte tindra aquest compost sobre el metabolisme de la glucosa 1
del glicogen.

6.32.- Una mostra de glicogen d’un malalt hepatic s’incuba amb P;, glicogen-
fosforilasa normal i ’enzim desramificant normal. La relacié entre glucosa-1-
fosfat 1 glucosa formada en aquesta reaccio €s de 100. Quina ¢és la deficiéncia
enzimatica meés probable del glicogen en aquest malalt?

6.33.- Per tal d’estudiar el metabolisme del glicogen muscular es marca
radioactivament el glicogen muscular d’una rata i, després d’injectar-li
adrenalina, es troba que:

(a) si la rata es trobava en repos, la marca radioactiva apareixia unicament
en forma d’un compost gasos d’un carboni;

(b) si la rata estava realitzant un exercici anaerobic intens, la marca
radioactiva es trobava als 2 min en sang, en forma d’un compost de 3
carbonis; 1 al cap d’uns 30 min, la marca radioactiva apareixia, en sang,
en forma de glucosa.

Identifiqueu els diferents compostos que apareixen marcats
radioactivament en sang després de la injeccidé d’adrenalina, feu un esquema
dels processos que tenen lloc en cada cas (a 1 b) i1 indiqueu-hi els organs
implicats.

6.34.- Quina ¢és la funcio dels fosfolipids en les lipoproteines? Per que €s

necessari que les apolipoproteines tinguen dos dominis, 1’un hidrofilic 1 1’altre
hidrofobic?



6.35.- Compareu la sintesi i degradaci6 d’acids grassos pel que fa a:
(a) localitzacio subcel-lular;
(b) transport de substrats al compartiment on tenen lloc;
(c) reductors 1 oxidants;
(d) organitzacié del sistema enzimatic.
Afegiu-hi un altre aspecte diferent entre ambdos processos.

6.36.- Persones amb nivells anormalment baixos de carnitina en els musculs
pateixen de debilitat muscular durant I’exercici moderat. A més, els seus
musculs tenen nivells significativament alts de triacilglicerols.

(a) Expliqueu aquests dos efectes.
(b) Poden aquestes persones metabolitzar el glicogen muscular
aerobicament?

6.37.- Contrariament al que diu la llegenda, els camells no emmagatzemen
aigua en llurs gepes. Aquestes son grans diposits de greix que constitueixen una
font important d’aigua. Expliqueu-ho.

6.38.- Expliqueu per que¢ un esquimal amb una dieta inadequada d’hidrats de
carboni pot millorar el seu estat nutricional si menja greix amb acids grassos de
nombre imparell d’atoms de carboni.

6.39.- En un sistema in vitro és necessaria la preséncia de HCO; perqué hi haja
sintesi d’acids grassos. Tanmateix, si s’utilitza bicarbonat marcat
isotopicament, no s’observa la incorporacid del carboni marcat del bicarbonat
en els acids grassos naixents. Expliqueu aquesta aparent contradiccio.

6.40.- En un experiment, s’injecta, a una rata, alanina marcada amb “Cenla
posicid 3 1 després de dues hores se li va extraure el fetge, del qual
s’extragueren els lipids. S’observa que el palmitat aillat contenia isotop
radioactiu. Com es pot justificar aquest fet? Indiqueu, en un esquema breu, les
transformacions que tingueren lloc.

6.41.- Quan la produccié d’acetil CoA supera la capacitat del cos per a oxidar-
lo, s’acumulen acetoacetat, D-B-hidroxibutirat 1 acetona, que generades en
grans quantitats poden superar la capacitat amortidora de la sang i fer disminuir
el pH de la sang. Aquesta acidificacio afecta negativament la capacitat dels
eritrocits per transportar 1’oxigen 1, conseqiientment, el cervell pot quedar privat
d’oxigen 1 es produeix un coma mortal. Expliqueu com una dieta molt baixa en
calories pot originar aquesta produccio massiva de cossos cetonics.



6.42.- Expliqueu de quina manera pot ajudar una dieta baixa en hidrats de
carboni 1 greixos a disminuir el greix corporal.

6.43.- El residu de serina de I’acetil CoA-carboxilasa, qu¢ ¢és diana de la
proteina-quinasa dependent de AMP, esta substituit per alanina. Quina sera la
conseqliencia metabolica d’aquesta mutacid?

6.44.- A diferencia del fetge, el teixit adipos no té glicerol-quinasa. Quina
conseqiiencia t¢ aquesta absencia sobre la destinacio del glicerol obtingut
després de la mobilitzacio dels triacilglicerols de reserva? Si les cel-lules
adiposes no contenen glicerol-quinasa, de quina manera obtenen el glicerol-3-
fosfat necessari per a la sintesi de triacilglicerols?

6.45.- Mostreu com el nitrogen de I’alanina pot apar¢ixer com a 16 amoni.
Quina ¢s la destinaci6 d’aquest amoni?

6.46.- En relaci6 amb el metabolisme nitrogenat, com afectaria un mamifer una
disminuci6 del nombre de mitocondris en les seues cel-lules hepatiques. I una
disminucié d’arginasa. Per que?

6.47.- La ureasa és un enzim que es troba en moltes plantes 1 microorganismes.
La font comercial més freqiient n’és la bajoca Canavalia eusiformis. Quan a
conills ben alimentats se’ls injecta ureasa, immediatament tenen fortes
convulsions 1 moren, per que?

6.48.- Expliqueu per que la produccié d’urea esta disminuida de manera
important durant el dejuni prolongat (40 dies) en comparacié amb el de 3 dies.

6.49.- Per qu¢ es dona instruccions de beure molta aigua a la gent que
consumeix una dieta alta en proteines?

6.50.- Es tracta de relacionar les rutes metaboliques amb els compartiments
cel-lulars on tenen lloc:

(1) Citosol;

(2) Mitocondri;

(3) Glioxisoma;

(4) Membrana interna mitocondrial;

(5) En citosol i mitocondri parcialment;

(6) Estroma;

(7) Membrana plasmatica de bacteris;

(8) Membrana tilacoidal.



() Glicolisi; () Gluconeogenesi; () Sintesi d’urea; () Sintesi d’acids
grassos; () Cicle del glioxilat; () Cicle de 1’acid citric; () Ruta oxidativa
dels fosfats de pentosa; () B-oxidacio dels acids grassos; () Fosforilacié
oxidativa; () Fotofosforilacid; ( ) Formacio de cossos cetonics; () Sintesi i
degradacio del glicogen; () Cicle de Calvin; () Descarboxilacidé oxidativa
del piruvat.

6.51.- De les transformacions bioquimiques segiients indiqueu, sobre les linies,
s1 generen:
(1) NADPH; (2) NADH; (3) ATP; i (4) no generen cap dels anteriors:

(a) glucosa — piruvat: ;

(b) piruvat — COy: ;

(¢) glucosa-6-fosfat — ribosa-5-fosfat: ;

(d) glucosa — etanol:

(¢) NADH — NAD' (en la resplracm mitocondrial): ;
(f) electrons de 1’aigua — ferredoxina: ;

(g) B-hidroxibutirat — acetoacetat: ;

(h) palmitoil CoA —38 acetil CoA: ;

(i) glutamat — a-oxoglutarat + NH, ;

(j) piruvat — glucosa

6.52.- Del diagrama segtient:

Glicolisi @

¢ ATP
oxidacio — 7 @
acids grassos [——p» CICI,G acid @ @
aminoacids citric sintesi utilitzacio

(VD) ¢ ADP

Cadena transport @
electronic

(a) Indiqueu la localitzaci6 subcel-lular d’1, I 1 III.

(b) Especifiqueu les unions que s’han d’afegir entre IV 1 la resta del
diagrama.

(c) Quan no hi ha oxigen, en quin procés s’acumula lactat? Per que?



(d) En quin(s) procés(sos) es requereix FAD?
(e) Quin efecte produiria sobre IV, 1’addici6 de:

—malonat (inhibidor de succinat-deshidrogenasa)
—2,4-dinitrofenol

(f) Dels enzims segiients: 1. Fosfofructoquinasa-1; 2. Piruvat-
deshidrogenasa i 3. ATP-sintasa.
—En quin procés (d’I a VI) participen?
—Especifiqueu la reaccio que catalitzen.
—Indiqueu llur localitzaci6 subcel-lular.
—Quines conseqliencies metaboliques provocaria llur caréncia?

(g) Assenyaleu-ne dos processos metabolics relacionats amb V tot indicant-
ne la localitzacio6 tissular 1 subcel-lular.

(h) Indiqueu quin proces, que no apareix en l’esquema, esta també
relacionat amb IV. On es localitza?

6.53.- De I’esquema del metabolisme intermediari que es presenta, anomeneu:
(a) Els enzims als quals es refereixen desde I’l a1’11.
(b) Les rutes o processos metabolics que hi participen (A-E).
(c) Els intermediaris o productes finals que es formen (a-f).

4 Triacilgicerols
A B sintesi Lipasa sensible
ATP a hormones

PEP acids grassos

fosfats
pentosa

aminoacids i CO,

togéni

aminoacids / / / ,A

glucogenics Fosfat __-~
NADH — triosa 4
FADH, D PR



6.54.- Després d’un dejuni prolongat niVe‘H. 8t cossos cetonics
s’observa que els nivells plasmatics plasmatlc6
d’acids grassos 1 co0ssos cetonics (mM) glucosa
augmenten, mentre que el nivell de 4t scids grassos
glucosa plasmatica disminueix, com
es veu en la figura. Interpreteu el 2
significat ~ metabolic ~ d’aquestes . s
observacions. 2 4 6,. § 10
dies d’inanicid
6.55.- De I’esquema mostrat indiqueu:
HEXOSA
¢ 1 (a) Un titol per al procés global.
ALA —2 3 PIRUVAT (b) El nom de les etapes o processos que hi
¢ 3 participen, mostrats amb el nameros 1-9.
ACETIL CoA (c) La seua localitzaci6 tissular 1 subcel-lular.
¢ 4 (d) Els enzims reguladors dels processos 1, 3 1 4.
MALONIL CoA (e) Quines etapes requereixen NADT i/o
ys NADP+.
ACIL CoA (f) Quins processos consumeixen ATP.
6 (g) Completeu les etapes que considereu de mes
TRIACILi}LICEROLS significat per tal d’entendre el procés global.
7
VLDL
¢ 8
ACIDS GRASSOS
¢ 9
TRIACILGLICEROLS

6.56.- Es tracta d’establir les
interrelacions entre els principals
organs que metabolitzen
combustibles:
(a) Assenyaleu amb fletxes els
metabolits que son importats
1 exportats per cada organ.
(b) Indiqueu les principals rutes

FETGE

del metabolisme energetic i
que estan implicades amb els
metabolits que es consideren

en la figura, 1 la participacid
dels diferents organs en
aquestes rutes.

COR
1
CERVELL
I1
COSS0S cetf)nics]
TEIXIT ADIPOS
‘ilcid gras-alblimina| V
lactat
Ala
VLDL /\
-—-——'—--‘_______..—-""‘-—
MUSCUL

IV



6.57.- Expliqueu 1/0 comenteu les frases segiients:

(a) Un cultiu bacteria anaerobi que fermenta glucosa no produeix CO,.

(b) Si per enginyeria genctica s’arribara a produir un enzim que poguera
utilitzar indistintament NAD+ o NADP* en reaccions redox, la
degradaci6 d’hidrats de carboni es veuria afectada.

(c) Si amb la dieta es prenen aminoacids en excés, llurs atoms de carboni
son transformats en hidrats de carboni 1 en greixos.

(d) El cicle de Calvin esta regulat, d’alguna manera, per la llum.

6.58.- Expliqueu 1/0 comenteu les frases segiients:
(a) Quan es prenen amb la dieta aminoacids en exces, els seus atoms de
carboni sOn convertits en hidrats de carboni 1/0 greixos.
(b) Mutants d’E. coli deficients en F-1,6-BPasa no poden créixer amb
glicerol o succinat 1 mostren un requeriment absolut per hexoses.
(c) Després d’un dejuni prolongat, els nivells en sang d’acids grassos 1 de
cossos cetonics augmenten mentre que els de glucosa disminueixen.

6.59.- Expliqueu i/o comenteu les frases segiients:

(a) L’anoxia, falta d’oxigen, és el principal perill per a la supervivencia del
cervell. S’ha observat que després de tan sols un minut d’anodxia, les
velocitats de glicolisi 1 de formacio de lactat augmenten de 5 a 8
vegades.

(b) Si algun amic vostre es queixa d’estar acumulant greix 1 de tenir 5 kg de
sobrepes, el podeu consolar dient-li que si en lloc de greix haguera
acumulat les mateixes calories en forma d’hidrats de carboni, el seu
sobrepés seria bastant més gran.

(c) El catabolisme dels acids grassos ¢és un procés que requereix
necessariament oxigen. En canvi, els hidrats de carboni, en moltes
cel-lules poden metabolitzar-se en abséncia d’oxigen.

6.60.- La Taula mostra Activitat
l,aCtlYltat d’alguns  enzims (umol substrat per min i per g de teixit)
de musculs pectorals (de vol) , .
. : Enzim Coloma | Gallina
de coloma 1 de gallina. _
o . Hexoquinasa 3,0 2,3

. bQil_m cs el. colmbustlb}e Glicogen-fosforilasa 18,0 120,0
metabolic principal per a la :
producci6 de ATP en el F(.)sfofrl.lctoqumasa—l 24,0 143,0
teixit muscular de cadascuna |Citrat-sintasa 100,0 15,0
de les aus? Justifiqueu les [Lactat-deshidrogenasa 5,0 30,0
respostes. Triacilglicerol-lipasa 70,0 10,0




6.61.- Chlamydomonas reinhardtii és un alga unicel-lular eucariotica que pot
creixer en la foscor si s’utilitza 1’acetat com a unica font d’energia i de carboni.
A partir d’aquesta molecula, 1’alga obté tota 1’energia que necessita 1 sintetitza
tots els components carbonats cel-lulars. Com és possible? Feu un esquema que
mostre les rutes metaboliques que participen en la formacidé d’hidrats de
carboni, acids grassos 1 aminoacids, 1 energia (ATP) a partir de [’acetat.
Indiqueu el nom de les rutes que hi participen.
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