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NASTAVNI TENST

pH I puferi

doc. dr. sc. Jasna Lovrié, Zavod za kemiju i biokemiju,
Medicinski fakultet SveugiliSta u Zagrebu

“Life is a struggle, not against the Money Po-
wer, not against malicions animal magnetism, but
against hydrogen ions”

H. L. Mencken

ako gospodin Mencken nije bio
niti biokemicar, niti fiziolog, znao
je kolika je vaznost vodikovog iona
za odrzavanje zivota. Organizam je
vodena sredina u kojoj su enzimski
sustavi djelotvorni samo kod optimalne
koncentracije vodikovih iona i ve¢ samo
mala odstupanja mogu dovesti do znacaj-
nih promjena u njihovoj aktivnosti. Una-
to¢ tome, ili ba$ zato §to se u organizmu
nalazi u izrazito malim koncentracijama
u usporedbi s nekim drugim za Zivot
neophodnim ionima (tablica 1.), vaznost
H" je neprogcjenjiva. Vodikovi ioni se
neprekidno oslobadaju i/ili vezu tijekom
mnogobrojnih fizioloskih procesa. I sama
voda je izvor H', no zbog vrlo slabe ioni-
zacije (K = 1,8 X 10" mol/L pri 25°C)
koncentracija H* u ¢istoj vodi iznosi samo
1 X 107 mol/L, $to je zanemarivo malo u
usporedbi s koncentracijom neioniziranih
molekula vode (55,3 mol/L). Ako biiz 1L
vode nasumic¢no uklanjali 10 cestica (H,O,
OH ili H") u sekundi, trebalo bi nam 2
godine neprekidnog rada da bi naisli na
samo jedan H*. Proces ionizacije vode u
ravnotezi definiran je konstantom ioniza-

cije, K.

_[H][OH]
© O]

Mnozenjem K s ravnoteznom koncen-
tracijom vode dobiva se nova konstanta

koju nazivamo ionski produkt vode, K, i
koja pri 25° C iznosi:

K, =K [HO] = [H][OH]
=1 X 10" mol?/1%,

pa vrijedi [H*] = [OH] = 107 mol/L

Kako su [H'] i [OH] vtlo male vrije-
dnosti, uvrijezilo se izrazavanje kiselosti

llustracije: Slaven Ahdovié

kao negativnog logaritma [H*] ili [OH],
odnosno kao pH ili pOH vrijednost (pH
= -log[H™)). Stoga se ionski produkt vode
moze izraziti kao pH + pOH = 14, odno-
sno u ¢istoj vodi pH = pOH = 7.

Iz izraza za K jasno je da porast [H'] u
otopini uzrokuje smanjenje [OH7 i obrnu-
to. Bududi da je pH skala logaritamska (a
ne aritmeticka), male razlike u pH vrije-
dnosti odgovaraju velikim razlikama u
koncentraciji vodikovih iona (slika 1.).
Ako se neke dvije otopine razlikuju za
samo 1 pH jedinicu, tada se koncentracije
H* iona u tim otopinama razlikuju 10
puta. Tako je u vo¢nom soku pH 3,4, [H]
10 000 puta veca od koncentracije H* u
krvi pri pH 7,4.

Gotovo su svi bioloski procesi ovisni o
pH vrijednosti te se moze re¢i da meta-
bolicke reakcije teku povoljno samo kod

odredenog i nepromjenljivog pH. Enzimi,
kao i druge bioloski vazne molekule, po-
sjeduju ionizabilne funkcionalne skupine
s karakteristikama slabih kiselina ili baza
(pK vrijednosti). Protonirane amino- i
karboksilne skupine aminokiselina, kao
i fosfatne skupine u nukleotidima (nprt.
u ATP-u), djeluju kao slabe kiseline te je
njihov stupanj ionizacije direktno ovisan o
pH medija u kojem se nalaze. Treba imati
na umu da su ionske interakcije klju¢ne
u stabilizaciji molekula proteina kao i u
vezanju supstrata za odgovarajuéi enzim.
Zivi organizmi zahtijevaju specifi¢ni i kon-
stantni pH u svim tjelesnim tekucinama
odtzavajudi biomolekule u njihovom opti-
malnom ionskom stanju. Organizam je
razvio regulacijske sustave za odrzavanje
pH unutar uskih granica. Tako se pH krvi
odrzava izmedu 7,35 1 7,45. Mala promje-

Slika 1. Skala pH vrijednosti nekih vodenih otopina
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na pH od 7,35 ((H'] = 4,47 X 10® mol/L)
na 7,45 ((H'] = 3,55 X 10® mol/L) pred-
stavlja promjenu [H*] u krvi od oko 20%!
Mnogi metabolicki poremecaji imaju za

posljedicu promjenu u vrijednosti pH.
Acidoza je stanje organizma kada pH
krvi padne ispod 7,35, a moze biti respi-
racijska i metabolicka. Glavni uzroci me-
tabolicke acidoze su: povecano stvaranje
metabolickih kiselina (mlije¢ne kiseline)
ili njihovo nedovoljno izlucivanje preko
bubrega, dugotrajno gladovanje (stvaranje
ketonskih tijela), gubitak baza iz tjelesnih
tekudina, uzimanje odredenih lijekova (sa-
licilati) ili hrane itd. Acidoza se javlja i u
nekim metabolickim bolestima kao sto je
npt. diabetes mellitus. Respiracijska acidoza
je posljedica poremecaja disanja a Cesto se
javlja u patoloskim stanjima u kojima su
osteceni disni centri (uznapredovali kro-
ni¢ni bronhitis). Kada se vrijednost pH
krvi spusti ispod 7, sredi$nji ziv¢ani sustav

ulazi u stanje depresije $to uzrokuje komu,
a moze nastupiti i smrt.

Slika 2. Mehanizam djelovanja pufera na primjeru octena

Alkaloza je stanje u kojem se pH vti- kiselina/acetatni ion

jednost krvi povecéa iznad 7,45, a kao i
acidoza, moze biti metabolicka i respiracij-

ska. Pojacani fizicki napori ili emocionalni
stres uzrokuju hiperventilaciju koja vodi u
respiracijsku alkalozu. Metabolicka alkalo-
za nastaje uslijed dugotrajnog povracanja
(izbacivanje HCI iz Zeluca), kod uzimanja
bazi¢nih lijekova (natrijevog bikarbonata),
trovanja cijanidima, pojacanog lucenja al-
dosterona, itd., sto dovodi do prekomjer-
nog pobudivanja CZS, te nastupa spazam
misic¢a. Opéenito vrijedi da promjena pH u
organizmu za 0,4 pH jedinice u bilo kojem
smjeru moze imati fatalne posljedice.

Iz svih navedenih razloga jasno je da u
organizmu postoje vtlo djelotvorni sustavi
koji se opiru promjeni koncentracije vo-
dikovih iona - puferski sustavi. Osnovno
svojstvo 1 svrha pufera je zastita otopine
od unutarnjih i vanjskih utjecaja koji bi
proizveli promjenu pH. Oni ublazavaju
efekte dodatka jake kiseline ili baze, a na-
stale promjene pH su znacajno manje od
onih do kojih bi doslo kada otopina ne bi
bila puferirana. PUFERI su dvokompo-
nentni sustavi u ravnotezi koji se sastoje
od smjese slabih kiselina i njihovih soli ili
slabih baza i njihovih soli. Tako se nprt.

acetatni puferski sustav sastoji od octene

kiseline i natrijevog acetata ili amonijakalni

puferski sustav od amonijevog hidroksida
i amonijevog klorida. Prema Bronstedovoj  Slika 3. Titracijska krivulja
teotiji kiselosti, pufeti su smjese slabe kise- ~ dihidrogenfosfata, IIzI'Il“- S jakom bazom
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line (octena kiselina, CH,COOH) i njene
konjugirane baze (CH,COO, acetatni
ioni), odnosno smijese slabe baze (amoni-
jev hidroksid, NH ,OH) i njene konjugira-
ne kiseline (amonijev ion, NH,"). Homeo-
stazu vodikovih iona odrzava konjugirani
par kiselina-baza dok ioni natrija odnosno
kloridni ioni nisu bitni za odrzavanje pH
vrijednosti! Karakteristika slabe kiseline
je da u vodenoj otopini slabo ionizira, $to
znaci da se u ravnoteznom stanju kiselina
nalazi pretezito u neioniziranom obliku
(proton donor) za razliku od soli koja je u
pravilu potpuno disocirana. Upravo zbog
potpune disocijacije, pufersku sol cine
anioni koji djeluju kao bazna komponenta
pufera (proton akceptor). U vodenoj je
otopini umnozak K X K za svaki konju-
girani par kiselina-baza jednak ionskom
produktu vode K .

Slika 2. prikazuje mehanizam djelova-
nja pufera na primjeru octena kiselina/
acetatni ion. Sposobnost pufera da veze
dodane H" ili OH" ione moze se obja-
sniti Le Chatelierovim nacelom koje kaze
da svaka promjena koja se izvodi na
sustavu u ravnotezi dovodi do takovog
pomaka ravnoteze kojim se sustav opire
vanjskom nasilju. Konkretno to znaci da
proton donot, octena kiselina (HA) koja je
u vodenoj otopini prakticki neionizirana,
sadrzava rezervnu kolicinu H iona, koji
mogu neutralizirati visak OH" tvoreéi
H,O. Do neutralizacije dolazi jer se sustav
opire promjeni ravnoteze koja je nastala
unosom OH. Istovremeno s reakcijom
neutralizacije teéi ¢e i dodatna ionizacija
octene kiseline da bi se u sustavu nado-
knadili H" ioni utroSeni neutralizacijom
s OH ionima. Ako u acetani pufer do-
damo jaku kiselinu, takoder ne dolazi do
osjetnog povecanja pH vrijednosti jer e
konjugirana baza, CH,COO, vezati H" te
¢e nastati molekula octene kiseline. Opée-
nito mozemo reéi da je djelovanje pufera
posljedica dviju reverzibilnih reakcija koje
teku istovremeno da bi se odrzale ravnote-
ze koje su odredene konstantama K i K.

Svaki puferski sustav ima podrudje
djelovanja u kojem je mnajucinkovitiji.
Podrudje djelovanja pufera odreduje se
iz titracijske krivulje puferske kiseline s
jakom bazom. Na slici 3. prikazana je kri-
vulja titracije dihidrogen fosfata, H,PO,
kisele komponente fosfatnog pufera s
jakom bazom. Postupnim dodavanjem
OH' trosi se HPO, a nastaje HPO 2,
bazi¢na komponenta. Kada je upravo

Slika 4. Karhonatni puferski sustav-sastav i omjeri ravnoteinih
koncentracija komponenti pufera; promjena omjera koncentracija
komponenti pufera vodi u acidozu ili alkalozu

polovica kiseline neutralizirana, koncen-
tracije kiseline i konjugirane baze postaju
jednake, odnosno pH postaje jednak pK.
U tocki ekvivalencije, kada je sva kiselina
neutralizirana, konjugirana baza je jedina
komponenta pufera. Pufer je najucinkovi-
tiji kada sadrzava obje komponente pufera
u jednakoj kolicini, odnosno kada je pH
jednak pK. Za fosfatni pufer to je pK =
6,86. Opcenito se smatra da je podrucje
djelovanja pufera jednako pK *1. Prema
tome, fosfatni pufer je djelotvoran samo
u podrucju pH od 5,86 do 7,86. Fosfatni
pufer je odgovoran za regulaciju pH unu-
tar stanice gdje je koncentracija fosfata
visestruko veda nego u izvanstanicnom
prostoru. U krvi, omjer koncentracija
H,PO,/HPO > iznosi 1/4.

Za racunanje pH vrijednosti puferskih
sustava kotisti se Henderson-Hasselbalchova
Jednad$ba. Za kiseli pufer se navedena
jednadzba izvodi iz iztaza za konstantu
ionizacije slabe kiseline, K,

ooAap k= AHT
HA=A+HT K=

iz koje se zatim moze izraziti [H'].

o [HA]
HY = K2
H= K [A]

Logaritmiranjem jednadzbe i mnozenjem
s —1 dobiva se izraz:

- [A]
=pK +log ——
pH=pK +log FA]

Bududi da je u puferskoj smjesi kiselina
vrlo slabo ionizirana, a sol gotovo potpu-
no disocirana, jasno je da prakticki svi
anioni potjecu iz puferske soli, te se kon-
centracija aniona moze zamijeniti koncen-
tracijom soli. Henderson-Hasselbalchova
jednadzba se stoga najcescée izrazava kao:

pH:pKa +log _[sol]

[kiselinal

Iz jednadzbe je vidljivo da pH pufera
direktno ovisi o vrijednosti konstante ioni-
zacije slabe kiseline ili baze, kao i o odnosu
koncentracija kisele i bazi¢ne komponente
pufera u otopini.

Henderson—Hasselbalchova jednadzba
pokazuje da je pK kiseline brojé¢ano jednak
pH otopine kada su molarne koncentra-
cije puferske kiseline i njene konjugirane
baze jednake (slika 3).

pH=pK +log 1,0= pK +0=pK
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Slika 5. Karbonatni puferski

sustav je otvoreni sustav koji

ukljucuje tri reakcije ravnoteze izmedu plinovitog l:llz u pluéima

i HCO,-u krvnoj plazmi

Iz jednadzbe je takoder vidljivo da se
razrjedivanjem pufera pH prakticki ne
mijenja jer se razrjedivanjem ne mijenja
ni odnos koncentracija kisele i bazi¢ne
komponente.

Sposobnost pufera da odrzava nepro-
mijenjenu pH vrijednost izrazava se ka-
pacitetom. Kapacitet pufera je definiran
koli¢inom jake baze odnosno jake kiseline
koja dodana u 1 L pufera izaziva promjenu
pH za 1 pH jedinicu. Stoga se kapacitet
pufera moze izracunati prema izrazu:

An(baze)
ApH

_ An(kiseline)
ApH

pufera

(puers) V g
a ovisi o koncentraciji i kemijskom sa-

stavu pufera.
Konstantni  pH

odrzava se putem tri puferska sustava:

tielesnih  tekucina
proteinskog, karbonatnog i fosfatnog,
Citoplazma sadrzi veliku koli¢inu proteina
pa je pufersko djelovanje proteina najvece
— ¢ini oko 75% ukupnog puferskog dje-
lovanja u organizmu. Ve¢ je naglaseno da
protonirane amino- i karboksilne skupine
aminokiselina djeluju kao slabe kiseline,
npr. histidinski bo¢ni ogranci (pK =6,0)
mogu puferirati u podrucju koje je blisko
neutralnom. I hemoglobin ima pufersko
djelovanje. Hemoglobinski pufer se sastoji
od dva sustava: hemoglobina, Hb-/HHb
i oksihemoglobina, HbO,/HHbO,. He-

moglobin je vazan pufer u eritrocitima.

Najvazniji puferski sustav u izvanstani-
¢noj tekudini je karbonatni. Karbonatni
pufer ¢ine karbonatna kiselina (otopljeni
CO,) i njena konjugirana baza, hidrogen-
karbonatni ion (slika 4.). To je otvoreni
puferski sustav jer je CO, u plu¢ima u
ravnotezi s CO, otopljenim u krvi. Obzi-
rom da se koncentracija otopljenog CO, u
krvi drasticno mijenja s brzinom disanja,
karbonatni pufer je prakticki u ravnotezi
s neiscrpnim rezervama CO,. Taj sustav
ukljucuje tri reakcije ravnoteze izmedu
plinovitog CO, u plucima i hidrogenkar-
bonata u krvnoj plazmi (slika 5.)

CO,(@+H,02 H,CO, 2 H+HCO,

Kada H* ulazi u krvotok, HCO, vezu
H" stvarajuci karbonatnu kiselinu, H,CO,
(A) koja spontano prelazi u CO, i H,O.
Pojacano stvaranje CO, (B) povecava tlak
CO, u pluénim alveolama (C) sto dovodi
do pojacanog izdisanja CO,. Unosenjem
jake baze, pH krvi raste, pa reakcije teku u
suprotnom smjeru. OH" ioni vezu slobo-
dne H* ione, $to uzrokuje dodatnu ioniza-
ciju karbonatne kiseline pa se istovremeno
povecava kolicina HCO, iona. Zbog
ionizacije ¢e se smanjivati koncentracija
karbonatne kiseline pa dodatna koli¢ina
CO, reagira s H,O daju¢i nove molekule
H,CO,, a to znaci da se kolicina CO, u
krvi smanjuje. Brzina disanja se vtlo brzo
prilagodava toj ravnotezi da bi se pH kevi
odrzao konstantnim.

Kako je moguce da je karbonatni pufer
(uz hemoglobin) ipak u¢inkovit u odrzava-
nju pH krvi na 7,4 kada je pK_karbonatne
kiseline 6,1? Dobru ucinkovitost puferira-
nja karbonatni pufer postize zahvaljujuéi
tome §to kao otvoreni puferski sustav
moze odrzavati koncentracije [HCO,]/
[CO,] u omjeru 20/1 (slika 4.).

U organizmu se kiselo-bazna ravnoteza
primarno kontrolira preko dva sustava
organa: plu¢a (CO,) i bubrega (HCO,).
Henderson-Hasselbalchova jednadzba, u
klinickoj praksi, poprima oblik:

pH=pK +log bubr}ezi
: pluca
S pCO,

gdje je S konstanta topljivosti CO, u
krvi pri odredenoj temperaturi.

Kiselo-baznu ravnotezu u organizmu
reguliraju 3 sustava: kemijski puferski su-
stavi tjelesnih tekucina (trenuta¢no djeluju
u sprjecavanju promjene [H*]), disni sustav
(disanjem unutar nekoliko minuta izbacuje
se CO,) 1 bubrezi (najsnazniji regulacijski
sustav Cije se puferiranje mjeri u satima
ili ¢ak danima). Djelovanje svih puferskih
sustava u organizmu je medusobno ovisno
jer su svi puferi u zajednickoj otopini u
ravnotezi s istom koncentracijom vodiko-
vih iona - nacelo izohondri¢nosti. Po-
remecaji u radu jednog puferskog sustava
odrazavaju se na rad svih ostalih. S

Tablica 1.
Koncentracije nekih iona u plazmi
Ion nmol/L
H* 40
K* 4 000 000
Ca* 2 500 000
Mg2+ 1000 000
Na* 140 000 000
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