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Teoreticko-prakticka cast

Prakticka dloha €. 1 (60 minut, 40 bodov)
Téma: Biochémia - Enzymatické reakcie

VSetky zname zivé organizmy na Zemi su zavislé od enzymov. V tejto ulohe sa zameriame na
enzymy zo skupiny polyfenoloxidaz, ktoré su Casté v rastlinach, kde maju obranné funkcie.
Ak sa pletivo poskodi, déjde k oxidacii fenolickych zlu¢enin tymito enzymami a vysledkom je
hnedé sfarbenie — preto tuto reakciu mdzeme lahko pozorovat. KedZe sa aktivita
polyfenoloxidaz prejavuje zmenou farby, je aj ekonomicky vyznamna, pretoze stmavnuté
ovocie a zelenina su menej atraktivne pre spotrebitelov.

Prakticka uloha: Inhibicia polyfenoloxidazy v Supe bananu

Casto pouzivanou latkou na zabranenie hnednutia je kyselina citrénova. Mohli by sme preto
navrhnut, Ze kyslé pH inhibuje aktivitu polyfenoloxidazy. Kyselina citrénova je vsak zaroven
chelacné ¢inidlo, t. j. dokaze viazat i6ny kovov. KedZe pre fungovanie polyfenoloxidaz su
potrebné mednaté kationy v ich aktivhom centre, kyselina citrénova by preto mohla enzym
znefunkcnit prave vychytavanim tychto iénov. V tejto Ulohe urobite jednoduchy pokus,
pomocou ktorého sa pokusite tieto dva mechanizmy odlisit. Porovnate rychlost hnednutia po
ovplyvneni roztokom 1% kyseliny citrénovej a 0,01 % kyseliny chlorovodikovej, ktoré maju
priblizne rovnaké pH. Okrem toho eSte porovnate priebeh reakcie aj pri pouziti
koncentrovanejsieho roztoku HCI.

Pomocky a material: cca. 1,5 cm hruby prieCny rez bananu, 4 Sparadl|3, destilovana voda, 1
% roztok kyseliny citrénovej, 1 % a 0,01 % roztok kyseliny chlorovodikovej, kvapkadlo (alebo
sklend tycinka) pre kazdy roztok, Petriho miska alebo ind podlozka

Postup:

1. Odstrante Supu z rezu bananu a polozte ju do Petriho misky vonkajSou stranou navrch

2. Z kazdého z pripravenych roztokov kvapnite na Supu jednu v priemere asi 0,5 cm velku
kvapku. Davajte pozor aby boli kvapky priblizne rovnako velké a v dostato¢nych rozostupoch,
aby sa nezmiesali. Zaznamenajte si poradie roztokov.

3. Pre kazdu kvapku prepichujte Supu viackrat Sparadlom az kym sa nevsiakne. Pokuste sa
tento krok urobit ¢o najrychlejSie za sebou, aby bol zaciatok reakcie pre vsetky podmienky
porovnatelny.

4. Vyhodnotte farebné zmeny po 5 a 10 minttach od zaciatku reakcie.

Vysledky:



1) S pouzitim nasledujucej tabulky vyhodnotte farebné zmeny po 5 a 10 minttach. Pre kazdy
sledovany ¢as oznacte krizikom jeden riadok, ktory najlepSie vystihuje vami pozorovanu
zmenu.

cas odpoved | dest. voda 1% HCI 0,01 % HCI 1% k. citrénova

5
10
minut

2) Zhodnotte nasledujuce tvrdenia na zaklade ziskanych vysledkov. Ak je mozné dané
tvrdenie vyslovit na zaklade vasich vysledkov, oznacte ho znamienkom “+”, ostatné tvrdenia

u

oznacte “-“.

Pouzita koncentracia kyseliny citronovej bola dostato¢na na uplInu inhibiciu
polyfenoloxidazy.

Pri porovnatelnom pH je kyselina citrénova lepsi inhibitor polyfenoloxidazy




ako HCI, ¢o moze byt spésobené jej chelaénymi schopnostami.

Polyfenoloxidaza bola najucinnejsie inhibovana roztokom s najnizsim pH.

Optimalne pH pre aktivitu polyfenoloxidazy v bananovej Supke je 8.

Dopliujuce ulohy

3) 0,01 % roztok kyseliny chlorovodikovej ma pH priblizne 2,5. Aké je potom priblizné pH jej
1% roztoku?

A.0,5
B.1
C.5
D.10

4) Ako uz bolo spomenuté, aby doslo k vzniku hnedych produktov i¢inkom polyfenoloxidaz,
zvy€ajne musi byt pletivo mechanicky poskodené. KedZe je zndme, ze fenolické substraty
tejto reakcie sa nachadzaju vo vakuolach, mohli by sme predpokladat, ze samotné enzymy
sa nachadzaju v inej Casti bunky a k ich kontaktu so substratmi déjde iba pri jej poskodeni.
Aby ste zistili, kde v rastlinnych bunkach sa polyfenoloxidazy nachadzaju, izolovali ste z nich
jednotlivé organely a v ziskanych vzorkdch O1 - 04 ste sledovali pritomnost
polyfenoloxidazy a inych typickych enzymov. Vysledky vidite v tabulke nizsie.

enzym 01 | 02 | 03 | 04
polyfenoloxidaza + + - -
RuBisCO + - - -
citrat syntaza - + - -
7-dehydrocholesterol reduktaza - - + -
RNA polymeraza Il - - - +

Ktoré organely v tomto experimente obsahovali polyfenoloxidazy (oznacte vSetky spravne
moznosti)?

A. chloroplasty

B. mitochondrie

C. endoplazmatickeé retikulum
D. jadro



5) Pri pridavani substratu do enzymatickej reakcie sa reakéna rychlost zvysuje, az kym nie su
vSetky molekuly enzymu obsadené. Vtedy sa dosiahne maximdlna reakénd rychlost.
Zavislost reakcnej rychlosti od koncentracie substratu vidite na grafe nizsie.

reak&na rychlost

koncentracia substratu

\J

Ak vSak do reakcie pridame inhibitor, tvar tejto krivky sa zmeni. Inhibitory maju rézne
mechanizmy fungovania. Niektoré z nich natrvalo znefunkcnia molekuly enzymu, kym iné
sutazia o aktivne miesta so substratom. Pritomnost tychto druhov inhibitorov sa prejavi
roznymi zmenami krivky reakénej rychlosti. Nasledujice grafy (A — D) zobrazuju potenciélne
vysledky merania reakcnej rychlosti po pridani réznych latok, z ktorych niektoré su inhibitory.
Kontrolnd reakcia je znazornena plnou cCiarou, kym reakcia s pridanim neznamej latky

preruSovanou ciarou.
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Ktory z grafov predstavuje vysledok experimentu po pridani inhibitora sutaziaceho so

substratom?

6) Ako uZ bolo spomenuté, polyfenoloxidazy su zdavislé na mednatych katiénoch v aktivnom
centre a je mozné ich inhibovat chelacnymi cinidlami, ktoré tieto iény vychytavaju. Velmi
ucinnym chelaénym ¢inidlom je latka nazyvana EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova).
Ktory z grafov v Ulohe 5 by ste oCakavali ako vysledok experimentu, kde pridanou latkou je

EDTA? odpoved:

7) V nasledujlicej tabulke vidite pary niektorych enzymov so vzorcami ich znamych
inhibitorov. Uvazujte o Strukture substratov daného enzymu a zakrazkujte pre kazdy par
enzym-inhibitor, ¢i je pravdepodobnejsie, Ze dany ibhibitor sutazi alebo nesutazi so
substratom o vazbu na aktivhe miesto.

enzym inhibitor odpoved
HoN
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DNA polymeraza O//P\OH\@?N sutazi / nesutazi
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OH OH
O
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RNA polymeraza N~ sutazi / nesutazi
HO
O~ "OH
(@)
cytochromoxidaza KCN sutazi / nesutazi
alkoholdehydrogenaza BiCl, sutazi / nesutazi




8) Pre aktivitu mnohych enzymov je doélezitad ich kvartérna Struktura, pretoZe vytvaraju
homooligoméry — komplexy viacerych identickych molekul daného enzymu. Zaujimavym
prikladom regulacie aktivity enzymov prostrednictvom ich kvartérnej struktury je pomerne
nedavno objaveny fenomén morfeinov. Morfeiny su proteiny, ktoré mozu prepinat medzi
dvoma stabilnymi konformaciami ako monomeéry. Tieto dva monoméry zaroven davaju
vzniknut oligomérom s inymi vlastnostami. Na obrazku nizsie vidite schematicky priklad
morfeinu, ktorého dva oligoméry (zobrazené ako kruh a kosostvorec) umoziuju prepinanie
medzi hexamérom a oktamérom.
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V bunkach regulacia morfeinov funguje najcastejSie tak, ze prepinanie medzi formami je
riadené vazbou malych molekul (napr. metabolitov). Predstavte si, Ze ste testovali ako dve
latky, X a Y, ovplyviuju prepinanie medzi formami morfeinu z predchadzajiceho obrazku.
Vysledky experimentu vidite na grafoch nizsie, ktoré zobrazuju kvantitativne chromatogramy
morfeinovych foriem separovanych na zaklade molekulovej hmotnosti. V tabulke oznacte “+”
tie tvrdenia, ktoré moézete vyslovit na zaklade ziskanych vysledkov. Ostatné tvrdenia oznacte

“n
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Latka X stabilizuje oktamér

Latka X stabilizuje hexamér

Za Standardnych podmienok sa dany morfein vyskytuje prevazne vo forme
oktaméru

Monoméry tohto morfeinu sa lisSia molekulovou hmotnostou

Latka Y destabilizuje hexamér

Latka Y destabilizuje oktamér

9) Rovnovahu medzi morfeinovymi formami mozu ovplyvnit aj genetické mutécie. Jednym
zo znédmych morfeinov je enzym porfobilinogén syntdza (PBGS), ktord je dolezitd pre
metabolizmus hemoglobinu a vyskytuje sa ako hexamér alebo oktamér. Mutacie
znefunkénujuce tento enzym su pric¢inou niektorych foriem porfyrie. Zistilo sa, Zze hexamérna
a oktamérna forma maju iné katalytické vlastnosti, pricom niektoré z mutacii zodpovednych
za porfyriu menia ich zastipenie v bunkach. V nasledujicom grafe vidite zavislost aktivity
tychto dvoch foriem od pH. Hexamérna forma je oznaCena StvorCekmi a oktamérna
krazkami. Aktivita enzymov je vyjadrenda ako pM produktu na miligram proteinu za minutu.

Na zaklade grafu a predchadzajuceho textu rozhodnite o pravdivosti nasledujucich tvrdeni.

“un

Pravdivé tvrdenia oznacte “+" a ostatné tvrdenia oznacte “-".

(

60

Awio) [sulawexay eyinipe eyoydads
Specificka aktivita oktamérnej formy ( 2] )




Oktamérna a hexamérna forma maju pri pH 9 porovnatelnu aktivitu

Mutacie, ktoré sposobuju porfyriu, zvysuju zastupenie oktamérnej formy

Za fyziologickych podmienok méze bunka znizit aktivitu PBGS prepnutim na
oktamérnu formu

Optimalne pH pre aktivitu oboch foriem je 6

Za fyziologickych podmienok pochadza vacsina enzymovej aktivity PBGS
v normalnych bunkach z oktamérnej formy

Po skonceni krajského kola Vas radi privitame v spoloc¢nej diskusii o ulohach na platforme
Discord, na serveri “Biologicka olympiada”. Link ndjdete v autorskych riesSeniach.



