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Abstract
This study investigates the reaction rate of enzymes in a chemical reaction and how differential

equations can express the zeroth, first and second order reactions. The reaction rate is influenced by
the concentration of substrate and enzyme, pH-value, temperature and inhibitors. Enzyme kinetics
can be studied by the Michaelis-Menten equation and other models. Michaelis-Menten is simplified
by focusing on the part of the reaction where the concentration of substrate is maximal. The
constants Ky and Vnax of the Michaelis-Menten equation describe the reaction rate. By performing
a spectrofotometric experiment with varying amount of substrate, the reaction rate of the enzyme
alkaline phosphatase (AP) is determined. Fitting the data to the Michaelis-Menten equation reveals
the values of Ky and Vimax to K= 1764 uM and Vpax = 4476 pM/min. The double reciprocal plot
of the equation gives the Lineweaver-Burk plot. The values of Ky and Vg are discussed by
comparing Lineweaver-Burk (Ky = 708,2 uM or 825,2 pM and Vnax = 764,5 pM/min) to
Michaelis-Menten. It is hypothesized that the values calculated by Lineweaver-Burk are more
precise, since Vg is not determined asymptotic, but by using linear regression.
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Indledning

I hverdagen kendes enzymer fra bl.a. vaskepulver, industrien og reaktioner i vores krop. De spiller
en vigtig rolle biologien — livet ville faktisk ikke vaere muligt uden enzymer. Inden for
matematikken er differentialligninger et godt redskab til analyse af enzymkinetik. Med enzymet
alkalisk fosfatase som eksempel belyses i denne opgave betydningen af matematiske modeller for
fastleggelse af enzymers aktivitetskarakteristika.'

Differentialligninger
En differentialligning er en ligning, hvor der indgér en eller flere differentialkvotienter (afledede

funktioner) af en ukendt funktion samt en funktion y(x). Ved lesning af differentialligninger er
lesningerne funktioner. Dette skyldes, at bdde y’ og y indgar.

Differentialligninger er af forskellige ordener. Ordenen angiver, hvor mange gange ligningen skal
differentieres. En differentialligning er linezr, hvis der kun indgdr led i ligningen med y i forste og
nulte potens (led uden y). Der er ingen led med y i andre potenser eller specielle funktioner af y som
f.eks. sin(y). Hvis der indgar led med y i mere end forste potens, kaldes differentialligningen for
ikke-lineer.

En lineeer 1. ordens differentialligning kan generelt skrives:
y' + a(x)y = b(x)

hvor a(x) og b(x) kaldes koefficienter, der kan veere funktioner (ikke-konstante) eller reelle tal
(konstante). Hvis b(x) er nul, kaldes differentialligningen homogen. I en inhomogen
differentialligning er funktionen b(x) forskellig fra nul.?

Lgsninger
Den fuldsteendige losning betegner alle mulige funktioner til differentialligningen. En partikuleer

losning er en funktion, der opfylder differentialligningen. Hvordan differentialligninger loses,
athenger af differentialligningens form. Nogle kan loses ved stamfunktionsbestemmelse, mens
andre lgses ved brug af bestemte modeller. 3

En metode til analytisk (eksakt) lesning af differentialligninger er separation af variable, hvor man,
som navnet antyder, separerer de variable pa hver sin side af lighedstegnet. Derefter kan
differentialligningen loses ved at integrere. Separation af variable kan bruges til losning af
differentialligninger p& formen:

dy _
a-f(x)'g(y)

! Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 63
2 http://www.kennethhansen.net/MatM yst/3-DifTerentialligninger.pdl
3 Clausen, Flemming, Gert Schomacker og Jesper Tolne: Gyldendals Gymnasiematematik, 2007. S. 33
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Hejre siden skal altsa veere et produkt af to funktioner, hvor den ene funktion kun afhanger af x og
den anden kun af y. P4 den méde kan x og y separeres, sd de stér p hver sin side af lighedstegnet.4

Vakstmodeller
Differentialkvotienten y'(t) angiver vaksthastigheden for y(t) til tidspunktet t. Ved opstilling af

vakstmodeller tages der ofte udgangspunkt i hypoteser omkring vaksthastigheden. Man kigger pa,
hvordan y’ atheenger af y. Tre simple vakstmodeller og deres losninger:

Differentialligning Lesning Betegnelse
y =k y@®) =kt+c Linezr veekst
y' = ky y(t) = ce** Eksponentiel vakst
y' =b—ay (O = b + ce-at Begranset eksponentiel vaekst
a

Differentialligningsmodeller
Differentialligninger er et vigtigt veerktgj til beskrivelse og analysering af problemer inden for

mange videnskabelige discipliner.® En differentialligningsmodel bestér af en differentialligning og
dens losning samt forskellige variable og parametre. Ofte bygger modeller pa en antagelse eller en
tilneermelse. Der indgar en vaksthastighed, der kan udtrykkes som en differentialkvotient. Modellen
kan f.eks. kontrolleres ved at udfere forseg eller ved at sammenligne med data.’

Reaktionskinetik
Reaktionskinetik er studiet af, hvor hurtigt kemiske reaktioner forleber, og hvilke faktorer der

pévirker reaktionshastigheden. Kinetik kommer af det graeske kinetikos, der betyder bevagelse.
Reaktionshastigheden beskriver, hvor hurtigt reaktanter omdannes til produkter ved en kemisk
reaktion. Forlgbet af en kemisk reaktion kan folges ved at méle koncentrationen af en (eller flere) af

reaktanterne som funktion af tiden. ®

Der ses pa et simpelt eksempel, hvor reaktanterne A og B omdannes til produktet C:
A+B=>C

[C] er koncentrationen af produktet C i moler (mol/L). [C] dannes pr. tids@ndring, og
reaktionshastigheden v udtrykkes ved:

4

itp://www.kennethhansen.net/MatMyst/3-Differentialligninger.pdf

5 Clausen, Flemming, Gert Schomacker og Jesper Tolng: Gyldendals Gymnasiematematik, 2007. S. 39-41
® htf p://www.springer.com/mathematics/dynamical+systems/book/978-1-441 9-5782-5

" Clausen, Flemming, Schomacker, Gert & Tolne, Jesper: Gyldendals Gymnasiematematik, 2007. S. 65-66
8 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3, 2008. S. 6

Side 4 af 41



Tilsvarende kan reaktionshastigheden for omdannelsen af reaktanterne A og B udtrykkes ved:
_AlA] _ _A[B],
At At

Grafen for koncentrationen af reaktanten A som funktion af tiden:
A [A]

[Alo

tid

i
tangent

4

Kurven er stejlest i starten, dvs. at [A] falder hurtigst i starten. Efterhdnden som reaktionen forlgber,
flader kurven mere og mere ud, dvs. at [A] falder langsommere og langsommere. For at finde ud af
hvor hurtigt reaktionen forlgber til et bestemt tidspunkt indtegnes en tangent til kurven for [A] til
det tidspunkt, reaktionshastigheden enskes bestemt, og derefter bestemmes tangentens
heeldningskoefficient. Tangentens haldningskoefficient kaldes differentialkvotienten og skrives

som y'(t) eller %. Differentialkvotienten y’(t) angiver vaksthastigheden for funktionen y i punktet

t. Tangentheldningen er altsd @ndringen af A’s koncentration pr. tid, dvs. reaktionshastigheden.
Idet differentialkvotienten angiver vaksthastigheden, kan reaktionshastigheden v udtrykkes ved:
__di4]
T dt

dt beskriver det korte tidsrum, hvor &ndringen af [A] netop er d[A]. Da reaktanten A omdannes
under reaktionen, dvs. [A] falder, er &ndringen af [A] negativ. Reaktionshastigheden regnes altid
numerisk - som en positiv sterrelse.'”

Hastighedsudtryk
Reaktionshastigheden kan ogsa beskrives ud fra hastighedsudtrykket, der atha@nger af reaktanternes

koncentration. Ud fra ovenstiaende eksempel opstilles folgende hastighedsudtryk:
v=k-[A]"[B]"

® Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 103-104
10 K ristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3,2008. S. 6
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Hastighedskonstanten k kan athenge af temperaturen. Hastighedsudtrykket for en kemisk reaktion
kan kun findes eksperimentelt. Et reaktionsskema viser nemlig forholdet mellem reaktanternes og
produkternes stofmangder — og viser ikke hvordan reaktionen foregar. Til gengaeld viser
hastighedsudtrykket, hvilken sammenhang der er mellem reaktionshastigheden og
reaktantkoncentrationerne — altsi hvordan reaktionen foregér.

Eksponenterne, som koncentrationerne oplaftes til, angiver reaktionens orden. I ovenstdende
hastighedsudtryk er reaktionen af m’te orden med hensyn til A, og af n’te orden med hensyn til B.
Den totale reaktionsorden er m + n. De fleste reaktioner er enten af 0., 1. eller 2. orden.'!

Forsteordensreaktion
For en farsteordensreaktion:

A->C

opstilles hastighedsudtrykket:
v=k-[A]

Definitionen af reaktionshastigheden ud fra tangentheldningen er v = — %. Settes de to udtryk
lig hinanden, fas:

d[4]
“ar - F Ml
Dette er en homogen 1. ordens linezr differentialligning pé formen y' = —k - y. Ligningens

fuldstaendige lesning beskriver koncentrationen af A som funktion af tiden. Reaktionshastigheden er
ligefrem proportional med [A].

Differentialligningens lgsning skal opfylde begyndelsesbetingelsen [A] = [A]o for t = 0. Denne
betingelse er startkoncentrationen for [A]. Differentialligningen kan loses ved separation af de
variable, idet variablerne [A] og t kan skrives pa hver sin side af lighedstegnet:

d[A]
- _CF =k-dt
Venstre side omskrives:
! d[A] = k-dt
(4]

Koncentrationen [A] til et vilkarligt tidspunkt t kan opstilles som punkt: (t,[A]). Ud fra
begyndelsesbetingelsen kan falgende punkt opstilles: (0,[A]o)." Der integreres fra (0,[A]o) til
(t,[A]), da &ndringen af [A] netop er udtryk for reaktionshastigheden"og for at fjerne d[A] og dt:

1 parbo, Henrik og Annette Nyvad: Kend Kemien 3, 2010. S. 15
12 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3, 2008. S. 10-11
13 hitp://chemwiki.ucdavis.edu/Physical Chemistry/Kinetics/Reaction_Rates/Second-Order Reactions
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4 q t
—f[A]oDl—]d[A] —J;kdt

Ligningerne lases ved brug af stamfunktionerne:

1
f;dx = In(x),hvor x > 0

fkdx=k-f1dx=k-x

Ovenstaende stamfunktioner medforer:
[A] t
~[In([A =kt
In(lAD] = kle]

Grenserne indsattes og udregnes:
—In[A] + In[A], =k -t

Udtrykket omskrives ved at treekke kt fra og laegge In[A] til pa begge sider:
In[A] = —k -t + In[4],

Udtrykket er en linezr funktion p4 formen y = ax + b. Det kaldes det integrerede hastighedsudtryk
for en forsteordensreaktion. Hvis In[A] afbildes som funktion af't, fs en ret linje med
hzldningskoefficienten —k. Linjen skaerer 2. aksen i punktet (0,In[A]o).

In[A]
A ¢
=
In[Alo “”w.-q,,,x
T~ haldning= - k
\M
""-a-._\\‘,

Idet den oprindelige differentialligning beskriver reaktionshastigheden, enskes et udtryk, der direkte
giver koncentrationen af A som funktion af tiden. Den naturlige logaritme, In, med grundtal e
opfylder: In(x) = y & e = x. Af definitionen fremgar det, at In(e*) = x og €™ = x. Ved at
indsette grundtallet e i alle led fas:

[A] = [A]o - e7**

B hitt p://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Kinetics/Reaction_Rates/Second-Order Reactions
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Det ses, at udtrykket er en eksponentiel funktion pa formen y = b - a*. For en forsteordensreaktion
aftager koncentrationen af A altsa eksponentielt med tiden."

Andenordensreaktion med ens reaktanter
For en andenordensreaktion:

A+A->C
2A>C

opstilles hastighedsudtrykket:
v=k-[A]-[A] = k-[A]?

Definitionen pé reaktionshastigheden v = — 44 eettes lig med hastighedsudtrykket:
dt

d[A]
—_— =k -[47?
ar — K 1A]
Dette er en 1. ordens homogen ikke-liner differentialligning pa formen y’ = —k * y2.

Ligningen lgses ved separation af variable, hvor der ganges med dt og divideres med [AT:

[Al]z d[A]l = k-dt

Der integreres fra begyndelsesbetingelsen (0, [A]o) til et vilkérligt tidspunkt t med koncentrationen
[A]; (t,[A]), s& d[A] og dt kan fjernes:

_f:j e Al = fkdt

For at lase ligningen benyttes stamfunktionen:

1 1
[ L=
X X

[A]
[ [A]] [;14]0

Grenserne indsettes, og ligningen forkortes:
1 1

14l 14l

Ligningens losning er:

=k-t

7 ] — lazgges til pa begge sider:

14 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3,2008. S. 10-11
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—1—_k't+—1—
[A] [4]o

Denne ligning er pa formen for en lineer funktion y = ax + b. Hvis E}] plottes som funktion af t,

fas en ret linje med heldningen k, hastighedskonstanten, og en skering med 2. aksen i .

[Alo”
AT
[A] =

Et udtryk for halveringstiden for en andenordensreaktion kan udledes ud fra ligningen:

_I_—k.t_’_i
(4] [4],

hvor [A] er koncentrationen til et vilkérligt tidspunkt t, og [A] er startkoncentrationen til tiden t =
0. Ved halveringstiden er t = ty,, hvilket medforer:

(AL, = 5141y

Ligningen kan derfor omskrives til:

——1 k-ty,+ ———1
=Kl
%. (4], [A],
Hvis L traekkes fra fas:
[A]o
1 1
k b t1/2

T, Al

Da:
1 2

314, Mo

15 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3, 2008. S. 16-17
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kan udtrykket forkortes:

2 ! =k-ty, © 1—k¢
[Al, [Al, Y27 [Al, e
Ved at dividere med k fas:
1
f/2 = 1 Tal,

Dette er et udtryk for halveringstiden for en andenordensreaktion, og differentialligningen er
hermed lost.'®

Grafen viser [A] som funktion af tiden t:
A

(Al

[Al,

|‘

-

=
=

1=
=

EI

>

st
5

1, 31, 7:t,

Det ses, at halveringstiden er athengig af startkoncentrationen [A]o. Koncentrationen [A] aftager,
efterhdnden som reaktionen forlaber, og som det fremgér af grafen, vil der dermed ga leengere og
laengere tid mellem halveringen af [A}.Y

Andenordensreaktion med forskellige reaktanter
Hvis reaktionen s séledes ud:

A+B=>C
ville koncentrationen af de to reaktioner ikke vzre ens, og hastighedsudtrykket v = k - [A]? ville
dermed ikke kunne benyttes. I stedet opstilles:

v=k-[A][B]

16 Ltip://chemwiki.ucdavis.edu/Physical Chemistry/Kinetics/Reaction Rates/Second-Order Reactions
17 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3,2008. S. 17
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Reaktionshastigheden beskrives ud fra felgende:
d[A]

~S = k(4] [B]

Dette er en 1. ordens lineser homogen differentialligning, hvor reaktionshastigheden er ligefrem
proportional med reaktantkoncentrationerne [A] og [B] samt en konstant. For at kunne integrere
den, skal man vide, hvordan koncentrationerne A og B forholder sig til hinanden. Hvis det antages,
at x er koncentrationen for hver af reaktanterne til tiden t, og at [A]o og [B]o er
startkoncentrationerne, sa vil koncentrationerne til tiden t vere:

[A] = [A]o —x 0g [B] = [B]o — x

Differentialligningen kan derfor skrives som:

d[4]
Tdt k- ([Alo — x) - (IBlo — x)
Idet vaeksthastigheden — dAl _ ax g,
at ~ adt
dx
- =k ((Alo—x) (1Bl =)

Ligningen omskrives ved at gange med dt og dividere med ([A]o — x) - ([B], — x):

9 = k-dt
([A]O —x) ([B]o —x) B

Da x = 0 til tidspunktet t = 0, kan der integreres mellem de to graenser'®:

fx 1 d —ftk dt
o Alo—2-(Blo—x)

Integralet pa venstre side lases ved brug af stambroker, der omskriver udtrykket til formen %, s

ligningen kan loses’. Derudover bruges ogs4 stamfunktionen | % dx = In(x) + k:
= (m(G=5) -G =)+
b—a "a—x "\p—x

Venstre side omskrives til ovenstiende, og hgjre siden loses ogsé:
1

m'(ln(ﬁ_—x)‘m(m;l-—x)%“"'t

Konstanten k er et tal og kan derfor samles pa hejre side. Der ganges med startkoncentrationerne
[A]o og [B]o i de to udtryk for In, s& [A] og [B] igen kan indferes:

1§ http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical Chemistry/Kinetics/Reaction_Rates/Second-Order Reactions
' http://www.matnatverdensklasse.dk/skoler/broek.htm
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i O 25) g, =) =+
Ud fra antagelserne [A] = [A]o — x og [B] = [B]o — x fas:
(Bl = [Aly (in ([a]]o) Bk (%)) =k-t

Der omskrives ved at bruge logaritme-reglen In(a) — In(b) = In (%):

1 o
Blo—14l, \ ™| 18, || = %"

[B]

Ved at gange med den omvendte [[f]]— fas:
0

1 (IBl-[Al\\
[Blo — [Alo (ln ([B]u : [M)) =kt
Der ganges med [B]o — [4]o:

[B] - [Alo _ L
ln(m)—([B]o—[A]o) k-t

Hermed er differentialligningen last. Det ses, at udtrykket er p4 formen y = ax + b.
20

Nulteordensreaktion
De fleste reaktioner med kun en reaktant folger enten forsteordens- eller andenordenskinetik, men i

nogle tilfeelde er reaktionen af nulte orden.*’

For en nulteordensreaktion:
A>C

opstilles hastighedsudtrykket:
v=k-[A]°=k

Reaktionshastigheden er lig med en konstant og er derfor uafhangig af [A].

2 http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical Chemistry/Kinetics/Reaction_Rates/Second-Order_Reactions
2! Bugge, Carsten Skovsa: Bioteknologi 2, 2010. Appendiks til s. 60-72
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Hastighedsudtrykket sattes lig med definitionen pa reaktionshastigheden v = — didj,

dIA] dt '
== k
Dette er en 1. ordens homogen linezr differentialligning pa formen y' = —k.
Ved separation af variable fas:
—d[A] = k-dt

Der integreres fra begyndelsesbetingelsen t = 0 og [A] = [A]o til et vilkarligt tidspunkt t med

koncentrationen [A]:
[4] t
— [ ara) = f kdt
[4]o Y

Granserne indsattes, og der forkortes:
—[A]l+[A)p =kt

[A]o treckkes fra pé begge sider:
~[A] = —[Alo + k-t

Der divideres med -1 i alle led for at &ndre fortegn:
[A] = [A]o — k-t

Dermed er differentialligningen lost.

Ligningen er pa formen for en lineer funktion y = ax + b. Hvis [A] plottes som funktion af t for en
nulteordensreaktion med hensyn til [A], er grafen en ret linje:

[A]o \\\
~ haeldning = -k

T~

T

t
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[A] aftager lineeert med tiden, og haldningskoefficienten er %=

Enzymer
Et enzym er et protein, der virker som en biokemisk katalysator. Enzymer forager hastigheden af en

biokemisk reaktion med en faktor pa mere end en million uden selv at blive forbrugt og kraver ikke
en &ndring i temperatur eller pH.23 P4 den made kan processer, der normalt kreever haje
temperaturer, forlobe hurtigt ved lave temperaturer. Biokemiske processer ville ikke kunne forlgbe
uden enzymer, og de foregar derfor overalt i levende organismer, herunder mennesket.”*

Enzymers opbygning

Nogle enzymer bestér kun af protein, andre skal bruge cofaktorer eller coenzymer for at fungere. En
cofaktor er et ikke-proteinopbygget hjelpemolekyle/-ion. Cofaktorer er typisk enkle ioner som
Ca?*, Fe?*, Mg*", Zn*" eller Cu?*. Det kan ogsa vere storre organiske stoffer som f.eks. ATP, der
kun midlertidigt sidder fast pa enzymet. Disse cofaktorer kaldes et coenzym.* Coenzymer kan
bevaege sig fra et enzym til et andet og pa den made bruges i forskellige reaktioner — genbruges
ligesom enzymet.”® Hvis et enzym indeholder en hjelpegruppe kaldes proteindelen for et apoenzym
og hele enzymet for et holoenzym. Er hjelpegruppen lost faestnet til aminosyrekeden, kaldes det en
cofaktor. Er hjelpegruppen derimod bundet til proteinet med en elektronparbinding, kaldes den en

prostetisk gruppe.”’

Proteiner og aminosyrer
Enzymer er opbygget af protein med op til flere tusinde aminosyrer. Aminosyrer indeholder en

aminogruppe og en carboxylsyregruppe. Radikalet R ger aminosyrerne forskellige. Den generelle
formel for proteiner:

Hydrogen Carboxylsyregruppe

H ©
|l
H,N — C—C — OH

|
/ R -

Aminogruppe ~Radikal
28

22 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3,2008. S. 19

23 Stryer, Lubert: Biochemistry, 1988. S. 177

2 Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 68
% Bruun, Kim og Per Godsk Petersen: Gymnasie BIOS, 2008. S. 72

2 Borup, Vibeke Diness og Jakob Dal: Basal Biokemi, 2012. S.124

2" Bruun, Kim og Per Godsk Petersen: Gymnasie BIOS, 2008. S. 72

8 Bugge, Carsten Skovsg, Kresten Casar Torp og Stephan Vogelius Wiener: Bioteknologi 2, 2011. S. 51
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Aminosyrer er bundet sammen med peptidbindinger. En peptidbinding dannes mellem to
aminosyrer ved en kondensation mellem aminogruppen og carboxylsyregruppen under fraspaltning
af vand. Den rade farve markerer peptidbindingen:

Amino acid Amino acid
H ® H ®
H-—lil-—(lz-—t;--l'?,')_ﬂ- H"-—*! —~C—C—OH
= "

N\

~ HO
Polypeptide chain
ol
H—N—C—c - — €~ ¢ —o
0 H O

I opbygningen af proteiner i levende organismer indgér tyve forskellige aminosyrer. Disse tyve
aminosyrer har forskellige egenskaber pga. radikalernes variation i sterrelse, polaritet og ladning.

Proteiners struktur
Proteinernes egenskaber afhanger af molekylestrukturen. Deres struktur inddeles i primeer,

sekundzr, tertizer og kvarternzr struktur. Primerstrukturen af et protein angiver reekkefolgen af
aminosyrer i proteinet. Den er afgerende for peptidkedens rumlige struktur og dens kemiske
egenskaber. Et protein kan godt besta af flere peptidkaeder.29

Sekund®rstrukturen angiver strukturen af peptidets rygrad — hvordan proteinet er foldet. De to
vigtigste strukturer kaldes o-helix og B-foldeblad. a-helixen har en vindeltrappestruktur og er
dermed ret kompakt, mens B-foldebladet bestar af to eller flere fuldt udfoldede polypeptidkzder,
der giver en &ben struktur (se billede herunder). I a-helixstrukturen fastholdes aminosyrerne af
hydrogenbindinger mellem N-H-gruppen pa en aminosyre og C=O-gruppen pé en anden aminosyre
fire aminosyreled vaek fra N-H-gruppen. I B-foldebladsstrukturen ligger polypeptidkederne i en
udfoldet zig-zag-form og bindes sammen med hydrogenbindinge pé tvars af kademe.

2 Kristiansen, Kim Rongsted og Gunnar Cederberg: Aurum — kemi for gymnasiet 2,2007. S. 286 og 288-291
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f e —
=" |} s
His=— C .
/ ;A-"\
| ]
=
O=¢ /C" = C
\ e {
c—N=H
H— : .
R %= ]
a 2GR
o.-helix o \

Figur 7. Eksempler p3
sekundzerstruktur i enzymet
glucoseoxidase. a. a-helix, og
b. B-foldeblad.

Tertierstrukturen angiver proteinets overordnede struktur — hvordan peptidkaden foldes sammen. I
den tertizre struktur er det radikalerne, der danner bindingerne, som enten er disulfidbindinger,
hydrogenbindinger eller ionbindinger. Kvarternaerstrukturen angiver den samlede struktur
sammensat af flere forskellige proteiner med hver sine peptidkader, der kaldes underenheder.

Underenhederne holdes ogsa sammen af bindinger mellem radikalerne.

Billedet viser alle fire strukturer for h&emoglobin:

polypeptide polypeptide
chain chain

polypeptide [ polypeptide
chain chaln

heme

A. primary structure B. secondary structure C. tertiary structure D. quaternary structure

Summary of the four levels of protein
OC¢ ON Rgroups(OH ('O mmHemegroups structure, using hemoglobin as an example.

31

*® Bugge, Carsten Skovsg, Kresten Casar Torp og Stephan Vogelius Wiener: Bioteknologi 2, 2011. S. 54-55

31 http://deesapbio.blogspot.dk/2010/09/chapter-three.html
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Det aktive site
Nar proteinet foldes, danner aminosyrerne en fordybning i proteinet, der kaldes det aktive site. >

Enzymets aktive site indeholder béde en bindingsdel og en katalyseringsdel. Bindingsdelen binder
substratet (og evt. cofaktorer) til enzymet, mens katalyseringsdelen danner og bryder bindinger, dvs.
sarger for at den kemiske reaktion sker. Enzymer er specifikke, hvilket betyder, at de ofte kun
katalyserer én bestemt biokemisk reaktion.*® Trods enzymernes store forskelle i struktur, specificitet
og made at katalysere pa, kan der angives en rakke generelle karakteristika for det aktive site:

1. Det aktive site fylder kun en lille del af enzymet, og de fleste aminosyrer i enzymet er
dermed ikke i kontakt med substratet.

2. Det aktive site er en tredimensionel fordybning eller lomme, der er dannet af forskellige
aminosyresekvenser i polypeptidkadens primare struktur.

3. Substratet bindes til enzymets aktive site med svage intermolekylare krefter som dipol-
dipol-krafter, dispersionskraefter og hydrogenbindinger

4. Enzymernes bindingsspecificitet athanger af reekkefelgen af atomer (/aminosyrer) i det
aktive site, dvs. strukturen. For at passe ind i det aktive site skal substratets tredimensionelle
struktur matche denne rekkefalge. Denne model, hvor substratet passer perfekt i enzymets
aktive site, kaldes lock-and-key. Substratet passer til enzymet, som en negle passer til en 1as:

»

Substrate

. LAy | )
Active site
N\
a p € ES complex
Enzyme
//
— e

Nogle enzymers aktive site ndres dog markant, nér substratet bindes. Den perfekt
matchende form opnds altsé ferst, efter substratet er bundet. Denne model kaldes induced fit:

™

Substrate /

\ b ES complex

Enzyme

34

32 Bugge, Carsten Skovsg, Kresten Casar Torp og Stephan Vogelius Wiener: Bioteknologi 2, 2011. S. 62
33 Jensen, Hans Chr., Jakob Schigdt og Ulla Christensen: Enzymkinetik, 2009. S. 4
3 Stryer, Lubert: Biochemistry, 1988. S. 185-187
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Enzymkinetik
Enzymkinetik er studiet af den kemiske reaktion, der katalyseres med et enzym. Man méler

reaktionshastigheder ved forskellige substrat- eller enzymhastigheder under kontrollerede forhold
for at fastlagge enzymaktiviteten. Enzymkinetik bygger pa generel reaktionskinetik.>’

Nedenstaende billeder viser trinene i en enzymreaktion. Aktiveringsenergien Ea er mindre for
reaktionen med enzym end uden enzym. Enzymet foreger reaktionshastigheden ved at nedsatte
aktiveringsenergien, mens reaktionens energiafgivelse AG er den samme med eller uden enzym.

Enzymet E bindes til substratet S, s
L ——— der dannes et enzym-substrat-
e 3 kompleks ES. Derefter katalysereres
E. | | (uden enzym) : reaktionen i det aktive center, si der
— . via et mellemtrin (aktiveret
E kompleks EX) dannes et enzym-
: \ f produkt-kompleks EP. Det
' )} aktiverede kompleks er en
AG E P \ overgangstilstand, hvor bindingen
! S— - ooz mellem ES brydes, og bindingen
E+P  mellem EP dannes. Komplekset EP
splittes herefter op i enzym E og
produkt P. Enzymet er ikke blevet &ndret og kan igen reagere med substrat.

"F

~

Michaelis-Menten
I 1913 fremsatte tyskeren Leonor Michaelis og canadieren Maud Menten en simpel model for

enzymreaktioner, som ses pé billedet’’:
s N s N s N

2 > & —)XK

\_SUBSTRAT ENZYM \ ENZYM-SURSTRAT-KOMPLEKS ) \_ PRODUKTER ENZYM )

E+S ES E+P

38

Modellen beskriver, hvordan substratet S bindes til enzymet E for at danne et enzym-substrat-
kompleks ES, der enten kan gendanne S og E eller omdannes til produktet P og enzymet E:

E+S=—ES > E+P

** Bugge, Carsten Skovse, Kresten Casar Torp og Stephan Vogelius Wiener: Bioteknologi 2, 2011. S. 66

36 Jensen, Hans Chr., Jakob Schiedt og Ulla Christensen: Enzymkinetik, 2009. S. 4

37 Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 116
*% hutp://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Grundskoleprojekter/Enzymerfolkeskolen/teori/enzymer
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ki er hastighedskonstanten for dannelsen af ES, k., er hastighedskonstanten for dissociationen af ES
(den omvendte reaktion), og k; er hastighedskonstanten for dannelsen af E + P.

Michaelis-Menten-ligningen, der beskriver sammenhangen mellem substratkoncentrationen [S] og
reaktionshastigheden V, kan opstilles ud fra modellen:
V= Vinax " [S]

Ky + [S]

Michaelis-Menten-ligningen med V plottet som funktion af [ST:

= "l’lltlglx
............................ LM D NN

he)

[ 1}

L

a0

p =]

v

[}

L

v

c

[v]
Y =]
-

1)

[ 5}
o

i Km
. 1
Substratkoncentration 40
Initialhastigheden

Initialhastigheden er hastigheden i begyndelsen af reaktionen. I Michaelis-Menten-modellen ses der
pa initialhastigheden — lige nér S og E er blandet. Her er der dannet sa lidt produkt, at ES-
komplekset ikke kan gendannes. Man kan derfor se bort fra hastighedskonstanten k, som derfor
ikke fremgér ovenfor. Initialhastigheden skrives som vy.

Steady State
Koncentrationen af S, E, ES og P plottet som funktion af tiden:
A

koncentration
koncentration

0 tid

3 Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 116-118
o http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/enzymer/teori/enzymer/enzymkinet ik
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Den bla graf er en forsterrelse af forholdene meget tidligt i reaktionen, der ses nede i venstre hjerne
pé den gule graf. Det ses, at [S] >> [E], hvilket betyder, at selvom S hurtigt bindes til E og danner
ES, sa bliver koncentrationen af frit substrat ikke andret. Der er hele tiden et overskud af S, sé alle
enzymer er mattet med S. Dette betyder, at [S] ikke pavirker ligningen.*! Nér S og E blandes, stiger
[ES] hurtigt. Der opstar en tilstand, hvor ES dannes med samme hastighed, som det spaltes, dvs.
[ES] er konstant. Denne tilstand kaldes steady state.**

Udledning af Michaelis-Menten-ligningen
Michaelis-Menten-ligningen antager, at [S] >> [E], hvor reaktionen er i den initiale steady state.

Ud fra definitionen for reaktionshastigheden opstilles:

v =ty (] 5] = 22
V=k2-[E.S‘]=£lg:—]

Nar [S]>> [E], vil alle enzymer konstant vere bundet til et ES-kompleks, dvs. der vil ikke veere
nogen ledige aktive sites, som S kan bindes til, og dannelsen af produkt sker langsomt. Det nederste
hastighedsudtryk er det langsomste og dermed det hastighedsbestemmende, sd V kan beskrives
derudfra. Steady state antager, at [ES] er konstant. For at [ES] er konstant, skal ES dannes med
samme hastighed, som det dissocieres, dvs. VEsdissociation = VESdanneise:
Vesdanneise = K1 ° [E]- [S]
Vesaissociation = k-1 * [ES] + k3 - [ES]

De to udtryk sattes lig hinanden:
ky - [E]-[S] = k-1 [ES]+ k3 - [ES]

De omskrives ved at sette [ES] uden for parentes:
ky - [E]-[S] = (k-1 + k) - [ES]

Derefter divideres der med k; og [ES] pa begge sider, og Michaelis-konstanten Ky indferes for at
forsimple udtrykket:
[E]-[S]  (k-1+k;)
= =K M
[ES] ky

Idet enzymet ikke dissocieres ved processen, er den totale enzymkoncentration lig med
begyndelseskoncentrationen af enzymet, hvor substratet endnu ikke er bundet til enzymet. Under
reaktionen er enzymet E enten frit eller bundet til substrat i ES-kompleks, og den totale

enzymkoncentration er:

# Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Anette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 118-119
“2 Jensen, Hans Chr., Jakob Schigdt og Ulla Christensen: Enzymkinetik, 2009. S. 8
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[Er] = [E] + [ES] & [ES] = [Er] — [E]

Dette indsattes i hastighedsudtrykket V = k, - [ES]:
V =k; - ([Er] - [ED

[E] isoleres i Michaelis-konstanten Ky, = [’;5] ved at gange med [ES] og dividere med [S]:
Kwm - [ES]
[£] = M=
[S]
Dette indsattes i V = k, - ([Er] — [E]):
Ky - [ES]
V=ky ([Ef] ———
2 ( T] [S] )

[ES] isoleres i hastighedsudtrykket V = k, - [ES] ved at dividere med k, s& der stér [ES] = kl, og
2

indsettes i ovenstdende udtryk:

KM b V
V =k, ([Er] -
2 ( T [S] B kZ)
k, ganges ind i parentesen, og da % = 1 fas:
2
KM * V

V =k, [Er]— [S]

Den maksimale hastighed Vpax nds, nér alle enzymer er mattet med substrat i ES-kompleks, dvs.
ndr den totale enzymkoncentration [Ey] = [ES]. Hastighedsudtrykket V = k, - [ES] kan derfor
omskrives til V4, = k3 * [ES], som indsattes i ovenstdende ligning:

K M V

V' fmax =TT
KuV

IS leegges til pa begge sider:

Reglen x + ax = x(1 + a) bruges:
V-1+ =1
( [S] max

Der divideres med 1 + %z
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Vmax

V=1+K"’
ST

Der ganges med [S] pé hejre side:
_ [ST - Vinax
Cs)- B
[S]
[S] ganges ind i parentes:
[ST " Vinax

IS 1, sa der fés:
[s] _
V= |5] ) Vmax
[S]+ Ky

Dette er Michaelis-Menten-ligningen, s& den er hermed bevist. ® Da det er initialhastigheden, der
underspges, skrives ligningen undertiden som:

[S] - Vinax

o= 51+ K

KM 0og Vmax
KM 0g Vmax er konstanter. Starrelsen pa Ky for et enzym athaenger af substratet og af miljeforhold

som pH, temperatur og ionbindinger. Michaelis-konstanten Ky udledes fra hastighedskonstanterne i
Michaelis-Menten-modellen:

da k; er s lille i forhold til k.;, at det ikke har nogen betydning, om den laegges til.

Den generelle dissociationskonstant K for reaktionen E + S > ES:
o ELIS]_ ke

[ES] kq
hvilket er det samme som Ky, der dermed er dissociationskonstanten for ES-komplekset, nar k; er
meget mindre end k_;. Under disse forhold vil Ky beskrive enzymets evne til at binde sig til
substratet (kaldes affinitet). En haj Ky medferer, at [ES] er lille i forhold til [E], dvs. at
substratbindingen er svag (lav affinitet). En lav Ky medferer omvendt, at [ES] er stor i forhold til
[E], dvs. at substratbindingen er sterk (hej affinitet).

# Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Annette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 116-121
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Vmax €T reaktionens maksimale hastighed (faktisk den teoretisk maksimale hastighed, idet Vpax kun
kan opnds, hvis ALLE enzymer er bundet med substrat i ES-kompleks), dvs. et udtryk for
enzymernes aktivitet. Vo kaldes enzymets turnover number og er det antal substratmolekyler, som
et enzymmolekyle kan omdanne til produkt pr. tidsenhed, nar enzymet er fuldsteendig meettet med
substrat (dvs. reaktionshastigheden er maksimal). Vimax er dermed lig med hastighedskonstanten k;
for dannelsen af E og P.** Vmax afhanger af pH og tempera’cur.45

Ved lav [S], nér [S] << Kp(sa det ikke betyder noget om [S] laegges til i n@vneren), er:
V= [S ] " Vinax
Ky

Det betyder, at V er ligefrem proportional med [S], og omdannelsen til produkt svarer til en
forsteordensreaktion mht. [S], hvilket er det forste naesten linezre stykke p4 Michaelis-Menten-

grafen.

Ved hgj [S], nér [S] >> Ky, er enzymerne mettet med substrat i et ES-kompleks, og:

V = Vinax
da noget meget stort i telleren ([S]) delt med noget meget stort ([S]) + noget meget smat (Kn) i
navneren (som ift. [S] er ubetydeligt), bliver 1.

Det betyder, at V er maksimal og dermed uathangig af [S], og omdannelsen til produkt svarer til en
nulteordensreaktion mht. [S], hvilket er kurvens udfladning pa Michaelis-Menten-grafen.

Nér Ky = [S], er:
_ Vinax " [S] _ Vinax " Km

V‘KM+[S]'KM+KM=V"'“"'

1
2
Ky er altsé den substratkoncentration, hvor hastigheden er det halve af den maksimale veerdi.

Enzymers reaktionshastighed
Enzymers aktivitet handler om, hvor effektive enzymer er til at spalte substrater. Enzymaktiviteten

kan bestemmes ved at méle hastigheden af den reaktion, som enzymet katalyserer, dvs. aktiviteten
afhenger af reaktionshastigheden. Et enzyms reaktionshastighed angives ofte, som hvor mange
enzymmolekyler der skal til for at danne et pM produktmolekyler pr. minut. Reaktionshastigheden
afthenger af flere faktorer:

¢ Enzymets koncentration

e Substratets koncentration

* Stryer, Lubert: Biochemistry, 1988. S. 190-191
3 http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/enzymer/teori/enzymer/enzymkinetik
“ Stryer, Lubert: Biochemistry, 1988. S. 189-191
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e Temperatur
° pH
¢ Enzymhaemmere (inhibitorer)

Enzymkoncentration

For at kunne underspge hvilken effekt det har at oge enzymkoncentrationen, skal der vare
tilstreekkeligt med substrat. P4 den
made undgér man, at
reaktionshastigheden athenger af
substratet, men at det kun er
enzymkoncentrationen, der
undersgges.?” Reaktionen er altsd
af 0. orden og har
hastighedsudtrykket v = k, der
beskriver en lineser sammenhaeng.
Dette kan ses pa grafen til hgjre, ' N Enz;mkon;tr;m:
hvor reaktionshastigheden er

plottet som funktion af enzymkoncentrationen. Konstanten k afhaenger af hvilket enzym, man

undersopger, samt af faktorer som pH og temperatur. Jo hgjere enzymkoncentrationen er, jo mere
substrat vil dannes pr. tid — og jo hgjere vil reaktionshastigheden vare.®

Reaktions-
hastighed

Substratkoncentrationen

Ved underspgelse af substratkoncentrationens betydning opstilles et forseg, hvor
substratkoncentrationen gges, mens alt andet holdes konstant. Grafen beskriver sammenhengen,
hvor reaktionshastigheden er plottet som funktion af substratkoncentrationen:

@ substrat

(L) enzym
A ® enzym-substrat
Vmax  (maksimalhastighed)

-kompleks

reaktions-starthastighed (M/s)

v

[S] substratkoncentration ™)

*" Torp, Kresten Caesar: Biokemibogen, 2007. S. 85
8 http://www.worthington-biochem.com/introbiochem/substrateConc.htm]
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Reaktionshastigheden ages i takt med tilseetningen af substrat, indtil man nar en bestemt hej
substratkoncentration, hvor der nesten ingen hastighedsforagelse sker. Dette skyldes, at alle ledige
enzymer er bundet til substrat, og at omdannelsen til produkt dermed ikke kan ske hurtigere. Man
siger, at enzymet er mattet med substrat. Selvom man tilfgjer mere substrat, vil
reaktionshastigheden ikke oges, da der ikke er nogle ledige enzymer til at binde substrat. Kurven
flader derfor ud og opnér en konstant hastighed, der ses som Vmax pa kurven. Ved lave
substratkoncentrationer er der kun nok substrat til, at f af enzymerne kan bindes til substrat. En
lille ogning af substratkoncentrationen medforer en tilsvarende ogning af reaktionshastigheden, da
der er mange ledige enzymer, som det senest tilforte substrat kan bindes til. 49

Temperatur
Hastigheden for en kemisk reaktion vokser i takt med, at temperaturen oges. Hastigheden for

reaktioner katalyseret med et enzym gges ogsa i takt med stigende temperatur, men kun si laenge
temperaturen ikke er for hej. Enzymer har et temperaturoptimum og efter dette punkt falder
reaktionshastigheden, hvis temperaturen fortsat gges.”? Dette haenger sammen med proteinernes
egenskaber. Nér proteinerne udsattes for hgj temperatur over leengere tid, vil deres rumlige
(tertieere) struktur gdelegges, og enzymet mister deres evne til at binde substratet og fremme dets
omdannelse. Man siger, at enzymet denaturerer. Hvis en denatureret enzym nedkeles, kan enzymet
ikke fa sin enzymvirkning tilbage, da strukturen er gdelagt for altid. Enzymer i levende organismer
mister deres virkning ved lidt over 40 °C, hvilket er lige over legemstemperaturen pa 37 °C, s&
cellerne skal hele tiden danne nye enzymer. >' Grafen viser reaktionshastigheden plottet som
funktion af temperaturen:

A
L]
* ,' A: eksponentielt forleb
= Y B: denaturering
C: temperaturoptimum
0 —»
0 50

temperatur (°C)
Hastigheden stiger taet p& eksponentielt ved lavere temperaturer, men steder p4 en kemisk
begraensning ved enzymets temperaturoptimum, hvor hastigheden herefter falder markant.> Et
enzyms temperaturoptimum angiver det tidspunkt, hvor enzymets aktivitet er hgj est.>

* Gasbjerg, Peder K., Gunnar Sggaard Jensen, og Annette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 92-93
%% Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen og Annette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 95-96
31 Bugge, Carsten Skovse, Kresten Casar Torp og Stephan Vogelius Wiener: Bioteknologi 2, 2011. S. 70

52 Gasbjerg, Peder K., Gunnar Sggaard Jensen, og Annette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 95-96
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H
gnzymer har et pH-optimum, hvor reaktionshastigheden er hgjest, og et pH-interval hvor
enzymerne kan katalysere reaktionen ved en lavere reaktionshastighed. pH-vardien pavirker
enzymerne, da de sure og basiske aminosyrers ladning i enzymet andres ved forskellige pH-vardier
(ved hhv. at afgive og optage en hydron). En &ndring af ladningerne medforer en a&ndring af
styrken af de intermolekylare bindinger mellem aminosyrerne, og dette edeleegger enzymets
rumlige (tertieere) struktur. Den rumlige struktur i det aktive site pavirkes ogsé, hvilket kan sveekke
bindingen af substratet til det aktive site. Hvis pH-veaerdien for et enzym altsa endres meget i
forhold til dets pH-optimum, vil det, ligesom ved hejere temperaturer, blive denatureret. I
modsatning til ved opvarmning andres enzymets struktur dog ikke permanent, og ved en
genoprettelse af pH-optimum far enzymet sin struktur og aktivitet tilbage. Grafen viser,
reaktionshastigheden plottet som funktion af pH-vaerdien:

VA

, spyt-
pepsin amylase trypsin

123 456 7 8 910 pH

De tre fordgjelsesenzymer pepsin, spytamylase og trypsin har forskellige pH-optimum. Pepsin
virker bedst i surt miljg, spytamylase virker bedste i neutralt miljg, og trypsin virker bedst i basisk
milje.>*

Enzymhaemmere (inhibitorer)
En inhibitor er et hemmende stof for et enzym. Enzymhamning kan inddeles i to typer: reversibel

og irreversibel. Reversible inhibitorer binder sig ikke-kovalent til enzymet, mens irreversible
inhibitorer binder sig kovalent til enzymet. Den reversible hemning kan derudover inddeles i
kompetitiv og non-kompetitiv. Kompetitive inhibitorer bindes i enzymets aktive site og blokerer
dermed for substratets binding. Non-kompetitive inhibitorer binder sig til enzymet et andet sted end
det aktive site (kaldet regulatorisk center), si enzymet &ndres. Dette neds&tter enzymets katalytiske
evne.

Spektroskopi

Hvordan stoffer absorberer eller udsender elektromagnetisk straling i bestemte balgelangder kan
undersgges ved spektroskopi, der er en eksperimentel metode til méling af, hvor meget et stof
absorberer lys ved en given belgelaengde. Til méling af dette anvendes et spektrum, der viser, hvor
meget lys et stof absorberer eller udsender ved forskellige balgelangder.

33 Torp, Kresten Caesar: Biokemibogen, 2007. S. 86
%% Gasbjerg, Peder K., Gunnar Segaard Jensen, og Annette Balle Serensen: Bioteknologi — en basisbog, 2011. S. 94-95
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UV-vis-spektroskopi

Farvede stoffer indeholder kemiske forbindelser, der absorberer lys i
det synlige omrade ved bestemte balgeleengder. Dette sker, nér
elektronerne kommer i en hgjere energitilstand. Mange elektroniske
energispring ligger i det ultraviolette omrade. Dette kaldes UV-vis-
spektroskopi. Belgeleengden af det lys, der absorberes, bestemmer
stoffets farve. Vores gjne ser blandingsfarven af de farveomrader,
der ikke absorberes af stoffet. Blandingsfarverne, vi ser, er i
komplementeerfarven til den farve, stoffet absorber. De farver, der er
over for hinanden, kaldes komplementerfarver (se farvecirkel).

Spektrofotometer
Til UV-vis-spektroskopi bruges et spektrofotometer. Et spektrofotometer méler, hvor meget lys, der

ved en bestemt bolgelengde, kan passere igennem en oplosning. Nedenstiende billede viser,
hvordan et spektrofotometer virker:
En pare sender hvidt lys
Fotocelle Méleapparat gennem et streggitter, der

. ] spalter lyset i et kontinuert
4P t e | spektrum. Det drejelige gitter
i kan udvelge en lille del af
Kuvette spektret (monochromatisk
med oplasning lys), der sendes gennem en
Spalte spalte og derefter gennem en
Il kuvette, der indeholder en
h Steggitter oplesning af det stof, som
(drejeligt)
gnskes undersogt. Noget af
Lan:pe Egalte det udvalgte lys vil (evt.)
blive absorberet af stoffet,
hvilket svaekker lysintensiteten. Derneest rammer lyset en fotocelle, der forsterker signalet, s&
intensiteten kan afleeses pa et maleinstrument.

Transmittans og absorbans
Forst fyldes kuvetten med det rene oplesningsmiddel (referenceoplesningen), sa lysintensiteten I,

kan males af det lys, der passerer igennem stoffet. Derefter méles lysintensiteten I af det lys, der

passerer igennem det farvede stof (analysen). Forholdet mellem I og I, kaldes transmittansen:

T—I
=T

Ved UV-vis-spektroskopi anvendes absorbansen i stedet for transmittansen. Absorbansen forkortes
med A og har ingen enhed. Den afhaenger af belgelengden af lyset, der sendes igennem stoffet, da
den storste absorption svarer til stoffets komplementaerfarve.5 5

%% Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3, 2008. S. 78-82
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Lambert-Beers lov
A afhenger derudover af koncentrationen af det farvede stof, lysvejen / gennem stoffet (altsé

kuvettebredden) og en konstant &, som kaldes ekstinktionskoefficienten (eller den molare
absorptionskoefficient). ¢ athanger af belgelengden af lyset og af stoffet, der underseges. Enheden
er cm "ML, da standardsterrelsen for kuvetter er 1 cm.

Absorbansen udtrykkes i Lambert-Beers lov:
A=¢g-1-[stof]

Absorptionsspektret for det pagaeldende stof har et karakteristisk forleb, der kan males ved at
optegne absorbansen som funktion af belgelengden.*® Det er vigtigt at vide, ved hvilken
belgelengde stoffets absorptionsmaksimum findes, da det bruges ved spektroskopi til at give den
mindst mulige afvigelse fra Lambert-Beers lov. Belgelaengden med den maksimale absorption er et
udtryk for, at mest muligt lys bliver absorberet af stoffet, hvilket medforer, at en minimal mengde
lys udsendes. P4 den made undgéar man maleusikkerheder mellem absorberet og udsendt lys, og
absorbansen afhanger kun af koncentrationen af stoffet.”’

Hvis grafen for méleresultaterne, med A som funktion af [stof], giver en ret linje gennem (0,0) med
en forklaringsgrad r° pa over 0,95 opfyldes Lambert-Beers lov. Denne graf kaldes en standardkurve.
Standardkurven for farvestoffet opstilles ved at male absorbansen af forskellige oplesninger med
kendte koncentrationer, si en efterfalgende mélt absorbans kan omregnes til en koncentration.
Absorbansen af hver af oplgsningerne males ved den samme belgelengde.
Ekstinktionskoefficienten for den valgte belgelangde af stoffet bestemmes ud fra standardkurvens
heeldning, der er € - [, og koncentrationen kan nu beregnes. 58

Alkalisk fosfatase (AP)
AP (fra engelsk: alkaline phosphatase) er et enzym med EC nummeret (Enzyme Classification)

3.1.3.1. EC nummeret tildeles efter de reaktioner, enzymerne katalyserer. > Forste tal beskriver
enzymets overordnede funktion, der er samlet i 6 hovedklasser. Det forste tretal angiver, at AP
tilharer enzymgruppe 3 og dermed er en hydrolase. AP spalter fosfatestre ved hjalp af hydrolyse
(optagelse af et vandmolekyle), sd der dannes en alkoholforbindelse og en fosfatforbindelse:

O

Oy AP H Ong’

P~y t HO R—O ¥ 7/ 0
R—O Mg®*. Zn* HO

Fosfatester Alkohol Fosfat

% H.C. @rsted Ungdomslaboratorium — Kemisk Institut: Enzymkemi — alkalisk phosphatase, 2006. S. 5
57 Petrucci, Ralph H.: General Chemistry — Fifth Edition, 1989. S. 930

58 Kristiansen, Kim Rongsted: Aurum — kemi for gymnasiet 3, 2008. S. 83-84

% Jensen, Hans Chr., Jakob Schiedt og Ulla Christensen: Enzymkinetik, 2009. S. 5
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AP kraever to cofaktorer, Zn>* og Mg?*, for at kunne fungere.

AP findes i alle vaev, men hos pattedyr (mennesker) findes det is@r i galde, lever, nyre, knogler og
placenta (moderkagen). AP har basisk pH-optimum. Bovint (kalve-) AP (isoenzym fra pattedyr) har
pH-optimum ved 9,8. Det er opbygget som hos andre pattedyr med to ens peptidkeder, der

indeholder to kulhydratenheder samt Zn?* og Mg®*.%

AP fra humant tarmepitel:

61

De forskellige farver viser de to peptidkaeder. De store molekyler er kulhydrat, mens de enkelte
molekyler er Zn>* og Mg?" samt markeren Sr** (til strukturopklaring).

Forsgg til bestemmelse af Kv 08 Vmax
AP er et stabilt enzym og derfor velegnet til laboratorieforseg. I forseget anvendes bovint (kalve-)

AP med pH-optimum pa 9,8. 4-nitrofenylfosfat (pNPP) egner sig godt som substrat til maling af
APs aktivitet ved pH 9,8. AP spalter pNPP til 4-nitrofenol (pNP) og fosfat (P):
0]

0
= | - AP /7\ |
ON-—( ( )/\,— -0—P—0 + H0 —3==* ON—(( ))—OH + HO—P—O
N $ ==y é
PNPP pNP P

pNP er gult med absorptionsmaksimum ved 405 nm og derfor kan dannelsen af pNP maéles

5 Nielsen, Lasse Bjarne, Marianne Schou Nielsen og Marie Eiland: Alkalisk fosfatase i undervisningen, 2011. S. 63-64
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spektrofotometrisk ved at folge absorbansandringen AA som funktion af tiden ved 405 nm. Det
forventes, at APs reaktion med pNPP folger Michaelis-Menten-ligningen.**

Fremgangsmade for AP forsgg
I kuvetten blandes:

e DEA-buffer: 1 M diethanolamin (DEA), 1 mm MgCl, samt HCI, s& pH er 9,8
e Demineraliseret vand
e Forskellige koncentrationer af substrat

Felgende skema angiver mangderne:

Preve nr. DEA-buffer Vand Sunstrat, 15 mM Enym, 5 [S]
pL pL pL U/mL pL pM
1 500 487,5 2,5 10 37,5
2 500 485 5 10 75
3 500 480 10 10 150
4 500 475 15 10 225
5 500 470 20 10 300
6 500 450 40 10 600
7 500 410 80 10 1200
8 500 170 320 10 4800

Vand tilfagjes, si det totale volumen er det samme i alle forseg, og resultaterne derved kan
sammenlignes. [S] er beregnet efter formien:

c(S) =§

hvor n findes ved at gange substratkoncentrationen pd 15 mM med voluminet i pL, der tilsattes i

hvert forseg:
Cismm ° VS _ 15- 103 |J.M - VS _ I.lM

= =155-.
Veora 1000 uL WL s

c(S) =

Forsaget udferes ved stuetemperatur pa 20 °C. Det er vigtigt, at mélingen startes umiddelbart efter,
at enzymet er kommet i, da reaktionen jo gar i gang. Nar enzymet er tilfgjet kuvetten, startes
spektrofotometrets maling i LoggerPro ved belgelengden 405 nm, pNPs absorptionsmaksimum.

Resultater for AP forsgg
Malingerne samles i et koordinatsystem med absorptionen ved 405 nm som funktion af tiden:

%2 Nielsen, Lasse Bjarne, Marianne Schou Nielsen og Marie Eiland: Alkalisk fosfatase i undervisningen, 2011. S. 63-64
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At kurverne i maling 6,7 og 8 efter noget tid bliver ustabile og nermer sig asymptotisk maksimum
skyldes, at alle ledige enzymer er bundet til substrat, og at omdannelsen til produkt dermed ikke kan
ske hurtigere.

Der tegnes en tangent til kurvens forste linesre stykke, hvor s lidt produkt som muligt er dannet
(dvs. [S] er maksimal). Der ses altsa pé initialhastigheden v, (altsd starthaeldningen som er %),

hvilket er en af forudseetningerne i Michaelis-Menten-ligningen, der senere skal bruges til
beregning af Ky 0g Viax. Nedenstiende graf viser kurven fra méling 1 ([S] = 37,5 pM) med
absorbansen som funktion af tiden:

o

27 Linedr Fitfor Laust | Absorbance a1405,0 nm
Abs-405 0 =mi+b
T 0.00

1 ' ' ' ' 1 ' ' ) ' |
100 150 200
Time (s)
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Starthaldningen for alle otte malinger tegnes som pa ovenstéende graf (med en forklaringsgrad 1’ si
teet pa 1 som muligt) og noteres i et skema:

Prove nr. [S] Initialhastighed vy (=)

}IM s-l At
1 37,5 0,002348
2 75 0,006333
3 150 0,02338
4 225 0,02516
5 300 0,03453
6 600 0,08478
7 1200 0,09379
8 4800 0,193

Fremgangsmade for standardkurve
Der opstilles en standardkurve for pNP, sé ekstinktionskoefficienten kan findes og derefter bruges i

Lambert-Beers lov til at omregne absorbansandringen pr. tid % til initialhastigheden vy.

Produktet pNP oplases i DEA-bufferen med pH 9,8, og der laves en forsegsraekke med forskellige,
kendte koncentrationer. Oplgsningen med den hgjeste koncentration, som ses pa billedet til hgjre, er
udgangspunktet for fortyndingerne:

Kuvetten fyldes med de forskellige oplesninger af kendte koncentrationer og placeres i et
spektrofotometer, der er forbundet til Logger Pro p4 computeren. Absorbansen méles som funktion
af belgeleengden (nm) for alle oplesningerne:
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1.5=

Absorbance

00—~

! It »
400 600 80O
Wavelength (nm)

Dette er absorptionsspektret for pNP. Den farve, der absorberes af oplesningen, er lilla, og det er
komplementeerfarven gul, som ses i oplesningen. P4 kurven ses, at pNP har absorptionsmaksimum
omkring 405 nm, og derfor males absorbansen ved denne bglgelangde.

Resultater for standardkurve
Skemaet viser forsggsreekkens koncentrationer og de malte absorbanser:

Koncentration Absorbansen
pM
48 2,66
3,6 2,62
1,2 2,48
0,8 2,42
0,4 2,57
0,2 2,38
0,1 1,79
0,05 1,00
0,03 0,77
0,01 0,26
0,005 0,13
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Standardkurven for pNP med absorbansen plottet som funktion af [pNP] laves ud fra de fem
oplesninger med den laveste koncentration, da dette giver den bedste rette linje med en

forklaringsgrad pa 0,99, og Lambert-Beers lov er derfor opfyldt:
\2"— '/I‘

. #
I /

| /

//
P4 A=17,1115" [pNP] +0,1227
R? =0,9921

2
[v)
8
a
K
ey

I

0.2

[PNP]/uM

Ekstinktionskoefficienten & for pNP ved 405 nm bestemmes ud fra standardkurvens h&ldning, der

er € - |. Heldningen er:
17111,5(M - cm™) - 1 cm

Lambert-Beers lov kan bruges til at beregne koncentrationen af produktet (pNP) ud fra malinger af
absorbansen:

A

I dette forsag er koncentrationsandringen pr. tid interessant, da det er et udtryk for
enzymaktiviteten. Koncentrationseendringen pr. tid bestemmes ud fra absorptionsandringen pr. tid,
som er det lineere stykke i starten af reaktionsforlgbet (startheldningen), dvs. reaktionshastigheden

kan beskrives ved differentialligningen:

dA
_ d[pNP] _ ac
dt el

Absorptionsandringen pr. tid %—‘3 kan ved brug af ekstinktionskoefficienten omregnes til

initialhastigheden i pM/min:

Qu
o N

& |g;|
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Der ganges med 60 for at 3 det i minutter og 10° for at f3 resultatet i uM®:

)+ 1053 "

-1
starthzldning(s™") - 60(“““ = starthaeldning-3506,41§li\-/[r-l-

17111,5(M~1-cm~1) - 1cm

v =

Regression til Michaelis-Menten
Starthaldningerne for alle otte malinger med absorptionsaendringen pr. tid ganges med

omregningsfaktoren 3506,41 ;—l::l for at 4 udregnet initialhastigheden vy _der ses i kolonnen med bla
skrift:

[PNPP}/ pM|AA/AL (1) |vo /(UM / min)

375 40,17

75 108,36

150 400,06

225 430,52

300 590,86

600 1450,71

1200 160488

4800 3302,51

Initialhastigheden v plottes som funktion af [pNPP] med regression til Michaelis-Menten-
ligningen:

_/—'—"’_"’—F'/
o
3000~ s
_-—""—/'—
Auto Fitfor: Data Set | ve / (uM / min) //'
ve /(UM /min) = Vmax*x/(x+Km) T
Vmax: 4476 +/- 4115
Km: 1764 +/- 358,0 P
RMSE: 1648 //
2000+
c
E
= L ]
i=r
~ L J
s
1000-]
.'/II
|
fr‘r
| ot
¥
0"* T o L) L} l il | ) T t L} L} n ) L ) ) L} L} I L} L} L} T ll
0 1000 2000 3000 4000 5000
[PNPP]/uM

6 Nielsen, Lasse Bjarne, Marianne Schou Nielsen og Marie Eiland: Alkalisk fosfatase i undervisningen, 2011. S. 65
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Ovenstaende graf har samme form som Michaelis-Menten-grafen, hvilket betyder, at AP’s reaktion
med pNPP falger Michaelis-Menten kinetik. Kurven bruges til at bestemme konstanterne Vyax 0g
Kum. Vmax afleses, hvor enzymerne er meettet med substrat, og hastigheden er konstant, dvs. der hvor
kurven flader ud. Ky kan afleeses pa x-aksen som halvdelen af Vya«. Ud fra regression til Michaelis-
Menten-ligningen i LoggerPro er konstanterne beregnet til:
Vimax = 4476 pM/min
Km = 1764 pM

Lineweaver-Burk-plot
Ud fra et Michaelis-Menten-plot kan der ikke findes en endelig vaerdi for V., da konstanten findes

asymptotisk, dvs. n@rmer sig en ret linje uden nogensinde at nd den. Hvis ikke regression kunne
bruges til bestemmelse af Ky, skulle vardien findes ud fra den substratkoncentration, der giver

%, og ville dermed heller ikke blive ngjagtig. Konstanterne Ky 0g Vimax kan bestemmes precist

ved at transformere Michaelis-Menten-ligningen til en lineer funktion. Ved at tage den reciprokke
veerdi til Michaelis-Menten-ligningen fés (udledning: se appendiks 1):
1 Ky 1 1

= —
V. Viax [S] Vinax

Denne ligning kaldes Lineweaver-Burk.*

Plottes 1/V, som funktion af 1/[S] fas:

1/V,y| Slope = Ky/Viax

Intercept = -1/Ky

I Intercept = 1/ V4

0 1/[S] 65

Grafens heldning er Ky /Vinax- Skeeringen med 1.-aksen er —1/K),, og skeringen med 2.-aksen er
1/V,nax- Kmkan enten findes ud fra heeldningen Ky /Vipax (hvis Vimax kendes) eller ved at
ekstrapolere grafen, s& dens skering med 1.-aksen kan afleses som —1/Ky.

 hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK22557/

P http://oregonstate.edu/instruct/bb450/spring 1 3/stryer7/8/figure_08 _12.jpg
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Resultater ud fra Lineweaver-Burk
I skemaet ses x-vardierne 1/[S] og y-veerdierne 1/V,, der er udregnet fra forsegets data, hhv. [S]

og initialhastigheden V:

1/[S] [Initialhastighed Vo 1/Vo
0,0267 40177802 0,024889
0,0133 108,3671295 0,009228
0,0066 400,06687 0,002500
0,0044 43052534 0,002323
0,0033 590,860095 0,001692
0,0016 1450,71297 0,000689
0,0008 1604,887585 0,000623
0,0002 33025195 0,000303

De udregnede x- og y-verdier plottes med 1/V, som funktion af 1/[S]:

004+ 1/Vo = 0,9264 * 1/5]- 0,001308
r2 =0,9852

*
0,02- /
'

1/Vo

0,00—

I i L i L} 1 1 L} 1 1 r 1] 1 1 L} L} l
001 0 0,01 0,02 0.03 0,04
1/18]

Enheden p4 1.-aksen er 1/uM og 1/(pM/min) pa 2.-aksen. Linear regression til Lineweaver-Burk-
plottet giver en forklaringsgraf r p& 0,99. Forskriften for funktionen er:

| 1
— =0,9264 - == — 0,001308
o [S]

Vmax udregnes som 1/skaringen med 2. —aksen, og den numeriske verdi tages, da hastigheden
ikke kan vaere negativ:

— =764, i
1—0,001308] _ %> HM/min
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Kwum kan findes ved at beregne skaeringen med 1.-aksen, hvor y-verdien er 0:

0,001308 1

1 i
0 =10,9264-—=—0,001308 & & —==0,001412

[S] 09264  [S] _ [S]
P4 grafen skeerer linjen 1.-aksen i 1/K), i stedet for i —1/K),, og Ky er derfor:
0001412 ' 08.2HM
Ud fra heldningen er Ky:
oeo, 0,9264 < o8 _ Ky © Ky = 825,2 uM
Ky 09264 M T Bu = Baosl

Konstanternes vardi ud fra Lineweaver-Burk:
Viax = 764,5 uM/min
Km = 708,2 uM eller 825,2 uyM

Konstanternes vardi ud fra Michaelis-Menten:
Viax = 4476 pM/min
Ku = 1764 uM

Diskussion
Lineweaver-Burk-plottets verdier er mere praecise end i Michaelis-Menten, da V. ikke afleses

asymptotisk. Der findes dog en ulempe ved plottet, idet punkterne med lave substratkoncentrationer
(hvor vardierne for 1/[S] og 1/V, er hejest) ikke vaegtes ligeligt i den linezre regression. Ved disse
punkter er pracisionen for bestemmelse af reaktionshastigheden lavest, da den mindste mangde
produkt er dannet.

Lineweaver-Burk er den mest anvendte metode til linearisering af data. Andre metoder til
linearisering er Hanes-plottet og Eadie-Hofstee-plottet, som begge undgér problemet om uligeveegt i
den linezre regression. Til gengeld findes der andre ulemper. Hanes plottes som ([S], [S]/V). Da
[S] findes pa begge akser, medforer plottet en usikkerhed i pipetteméling (og dermed [S]), hvilket
betyder lavere precision i bestemmelse af Ky 0g Vimax. Eadie-Hofstee plottes som (V/[S], V). Her
findes V pa begge akser, og usikkerheder i mélingen af reaktionshastigheden er dermed sterre, som
ogsé medforer lavere praecision til bestemmelse af Ky og Vnax.26

Konklusion
Enzymkinetik er baseret pa generel reaktionskinetik, hvor differentialligninger opstilles for 0., 1. og

2. ordens reaktioner til beskrivelse/undersggelse af reaktionshastigheden. Enzymers
reaktionshastighed er et mal for enzymaktiviteten og pavirkes af enzym- og

66 , ]
http://www.ucl.ac.uk/~ucbedab/enzass/substrate.htm
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substratkoncentrationen, temperaturen, pH og inhibitorer. Enzymer katalyserer reaktioner med en
faktor p4 mere end en million og er opbygget af protein, der indeholder lange keder af aminosyrer,
og det aktive site, hvor substratet bindes, og reaktionen sker. Forsoget med alkalisk fosfatase viser,
at reaktionen folger Michaelis-Menten kinetik. Ud fra regression til Michaelis-Menten-ligningen,
der bygger pa antagelsen om, at en enzymreaktion forleber i initial steady state, bestemmes
konstanterne Ky 0g Viax, hvor Ky = 1764 uM og Vipax = 4476 pM/min.

Perspektivering
Enzymet alkalisk fosfatase har forskellige anvendelser. Den fysiologiske funktion af AP kendes

ikke helt precist, men i pattedyr har det bl.a. betydning for dannelsen af knoglestrukturer, idet det
fierner pyrofosfat, der ellers haammer denne dannelse. Inden for bioteknologien bruges det f.eks. til
at fjerne fosfat fra proteiner og DNA, si der undgas ringslutning. I medicinsk sammenha&ng er AP
et markerenzym, hvor det bl.a. kobles til antistoffer i blodet ved brug af kovalente bindinger. AP er
blodmarker for bl.a. galdesten og kreftsygdomme som knogle- og prostatakreeft.S” I medicinsk
anvendelse er det vigtigt at anvende den bedste modelleringsmodel, der tager hajde for de forhold,
der findes i kroppen, og som analysen udferes under. Dermed fas de mest precise resultater, hvilket
er af stor betydning i forbindelse med sygdomsbehandling. Vigtigheden af at velge den rette model
er anskueliggjort i denne opgave, hvor resultaterne i Lineweaver-Burk-plottet og Michaelis-
Menten-ligningen er meget forskellige.

Appendiks 1 - Udledning af Lineweaver-Burk
Lineweaver-Burk udledes af Michaelis-Menten-ligningen:

V= Vinax * [S]

Ky + [S]
Der star egentlig % pa venstre side. Tages den reciprokke vardi pa begge sider, fés:

1_ Ky+ [S]

V' Vinax " [S]

Udtrykket omskrives ved at gange Ky, + [S] uden for broken:

1 1
f,‘=m'(1(m+[5])

es ind i parentesen:
Vmax'[s] gang p

1 Ky [S]
V - Vinax * [S] * Vinax * 151

Da B 1, fas:
[s]

87 Nielsen, Lasse Bjarne, Marianne Schou Nielsen og Marie Eiland: Alkalisk fosfatase i undervisningen, 2011. S. 63-64
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1 Ky 1
= +
|4 Vmax ' [S ] Vmax

Derefter deles forste brek pa hajre side i to led:
1 Ky 1 1

=
V Vmax [S] Vmax

Dette er Lineweaver-Burk-plottet pa formen y = ax + b, sa ligningen er dermed udledt.%®
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