Amalie Avnborg 2.y SRO

18/3-12

STUDIERETNINGSOPGAVE

2.9
2012

Navn: me&\.\ﬁ A\J \n\‘b(s
Klasse: 2)’

Studieretningsfag og -niveau: Mot A, biclele A Y%S B

Opgaven skrives i fagene: 1. Metemahle 2, Bickdknoloas

Vejledernes underskrift:

tag 1) L2200 (taa2) /10l fP_~

Opgaveformulering (fastlagt af vejlederne):
En 2y mlanetil

M‘\ N C\S\ C \/(U(_\L rTolels ﬂ'UI_i L"C{Q

Elevens underskrift A-ﬂcv{»\b ﬂ»—'f\\a:,}/

23



Amalie Avnborg 2.y SRO 18/3-12

SRO for 2.y 2012

Opgaveformulering:

Med udgangspunkt i enzymet catecholase, som du har lavet to forspg med, skal
du lave enzymkinetiske undersggelser.

Du skal redeggre for centrale begreber i enzymkinetik, idet du, i den udstraekning det
er muligt, bade redegegr for den biokemiske og den matematiske betydning af
begreberne.

Du skal beskrive den teoretiske baggrund for den enzymatiske proces og herunder
komme ind pa enzymers opbygning og funktion, temperatur og pH afhaengighed samt
inhibitorer.

Efterfglgende skal du opstille en matematisk model der kan beskrive de fundne data.
Denne model skal efterprgves med brug af regression.

Modellens beregninger og de fundne data skal sammenlignes og du skal prgve at
redeggre for evt. forskelle.

Du skal redeggre for de anvendte eksperimentelle metoder, herunder hvorfor de er
valgt og for fejlkilder, og du skal vise de relevante beregninger.

Du skal forklare princippet i mindste kvadraters rette linje. Du skal herunder give en
redeggrelse/bevis for, hvorledes stigningstal og konstantled i en linezer regression
beregnes. lllustrer med et lille selvvalgt datasaet bestaende af tre talsaet metoden ved
handkraft og sammenlign med resultatet ved brug af IT-vaerktgj.

MJ/Be
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Abstract

This paper combines mathematics and biotechnology in the attempt to shed light on how mathematical
methods can be useful in the analysis of information from a biotechnical experiment. The paper
describes the function and structure of enzymes and how enzymes are influenced by temperature,
acidity and inhibitors. The paper will furthermore account for enzyme kinetics and the important
concepts Vimax and Ky and how these are connected in Michealis-Menten’s equation and Lineweaver-
Burk’s equation. The paper will include an example of how these two equations are being used to find
Vmax 09 KM. Additionally the paper illustrates how to do linear regression and determine the best
straight line by using the least squares method. The least squares method will be used to find the best
linear expression for the graph made by the Lineweaver-Burke equation. At last the paper sums up
what have been examined and concludes that IT-tools are probably using the least squares method and

that the inhibitor used in the experiment is an uncompetitive inhibitor.
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Indledning

Denne opgave vil beskaftige sig med emnerne enzymkinetik, og hvorledes mindste kvadraters metode
benyttes i arbejdet med lineaer regression.

Der vil veere et redegerende afsnit, hvor der is@r laegges vegt pa enzymers opbygning og funktion, samt
hvilke faktorer der pavirker enzymer.

Derneest vil det vises, hvorledes linear regression kan benyttes til at analysere biokemiske forsggsdata. Da
mindste kvadraters metode kan bruges forskelligt, vil her blive fokuseret pa sumformler. Herunder vil ogsa
veere en forklaring af mindste kvadraters metode samt en kort gennemgang af et forsog med enzymet
catecholase.

Til arbejdet med forsegsdataene vil Michaelis-Mentens ligning og Lineweaver-Burks ligning blive brugt.

Enzymer og enzymKkinetik

Overalt 1 og omkring os sker der biokemiske reaktioner.
Mange af disse biokemiske processer forleber meget
langsomt eller slet ikke, hvis ikke de katalyseres af en & Vi i

f
katalysator, som oftest et enzym. /

Nar en proces katalyseres af et enzym nedsettes den

Energi

mangde energi, der kraeves for at processen forleber,

kaldet aktiveringsenergien. P4 denne méde kan enzymer

oge hastigheden af kemiske reaktioner med faktorer fra
50 til 10,
Hvad der er i stand til at @ge hastigheden i sé stor grad,

Reaktion

vil det naeste afsnit forteelle om.

Enzymer er proteiner der er sammensat af to dele. Det samlede enzym kaldes holoenzym og bestar af en
cofaktor og et apoenzym.

Apoenzymet er selve proteindelen og har i sig selv ingen katalytisk evne.

En cofaktor er en ikke-protein forbindelse, der er nedvendig for at enzymet kan fungere. Cofaktorer kan vare
flere forskellige ting blandt andet metalioner eller vitaminer. Er cofaktoren en organisk forbindelse, kaldes det

et coenzym. (Bruun & m.fl., 2010)

Nér man beskriver enzymers struktur, geres det pa fire niveauer: primeer, sekundeer, tertieer og kvartaer
struktur.

Enzymer er som alle andre proteiner opbygget af aminosyrer, der danner polypeptidkader, og
aminosyresekvensen er det, der kaldes den primeere struktur. Aminosyresekvensen er unik for hvert enzym og

bestemmes af generne.
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Polypeptidkaedernes form, som a-helixer eller B-foldebladsstruktur, er den sekundare struktur. Den
sekundere struktur bestemmes af hvilke aminosyrer, der indgér i aminosyreskevensen.

Den tertizere struktur er maden disse polypeptidkader ligger placeret i forhold til hinanden.

Den kvartaere struktur er ikke at finde hos alle enzymer, da det er hvorledes enzymets subunits er placeret i
forhold til hinanden. Denne struktur athaenger af om enzymet indeholder flere undergrupper. (Bruun & m.fl.,
2010)

Nar et enzym skal katalysere en proces, foregar det i to trin.

Forst skal enzymet (E) genkende substratet (S), binde sig hertil og danne et enzymsubstratkompleks (ES).
Substratet binder til enzymets aktive center, der i de fleste tilfaelde vil @ndre form, nir det bindes til substratet.
Dette gares for at sikre, at komplekset er lukket teet sammen, sa der ikke kan komme vand ind. Modellen
kaldes induced fit.

Alle enzymer er specifikke for en bestemt proces, da deres struktur passer til netop ét substrat.

Derefter gér selve katalysen 1 gang, og substratet omdannes til et produkt (P).
Efterhdnden som enzymet omdanner substratet til produkt, vil mangden af substrat blive mindre og

mengden af produkt blive sterre, men enzymerne forbruges ikke.
Processen ses her som en reaktionsligning:

Kilde: Sigurdskjold side 1 Her er ki, k.; og k; hastighedskonstanter der beskriver, hvor hurtigt

k enzym og substrat bindes (k;) og spaltes igen (k.;), og hvor hurtigt

E+S==ES——E+P.
*- o
- . s . > katalysen foregér (k).
Dak; ogk L er st ka, vil det katalytiske tri
Bindingaf  Kemlyfisktin a ki ogk.; som regel er storre end ko, vil det katalytiske trin vaere
substrat det hastighedsbegransende trin. Den maksimale hastighed athanger

altsé af k. (Sigurskjold)

Da enzymer er biologiske molekyler, er der forskellige faktorer, der pavirker enzymers arbejde, heriblandt
temperatur og surhedsgrad.

Da enzymer er proteiner, vil de denaturere og udfoldes, hvis de befinder sig i det forkerte miljo. Dette
resulterer 1 det, der kaldes temperatur- og pH-optimum.

De fleste enzymer har temperaturoptimum omkring kropstemperatur, altsa ved 35-40°C, men der findes ogsa
termofile og psykrofile enzymer, der kan arbejde ved henholdsvis langt hgjere temperaturer og lavere.

Er temperaturen lavere end det optimale, seenkes reaktionshastigheden uden at gdelaegge enzymet, mens
enzymet vil miste sin tredimensionale struktur ved for hgje temperaturer.

Hvis enzymet befinder sig i et miljo, der er for surt eller basisk, vil nogle af aminosyrerne skifte ladning, og

det vil pavirke enzymets rumlige struktur. (Blicher, Proteinstruktur, 2011)
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En anden faktor, der kan pavirke enzymers arbejde, er inhibitorer. Der findes tre forskellige slags inhibitorer,
der virker pé hver sin made, men falles for dem er, at de heemmer enzymaktiviteten ved at binde sig til
enzymet uden at blive omsat.

Den mest udbredte form for inhibering er kompetitive inhibitorer. De konkurrerer s at sige med substratet
om pladsen i enzymet, ved at binde sig til samme aktive center som substratet, og hermed forhindre binding
af substrat.

Ved kompetitiv inhibering foreges Ky, mens Vi, forbliver det samme. Hvad Ky og Vi e, vil jeg komme
ind pa senere i opgaven.

I modsatning til kompetitive inhibitorer, vil nonkompetitive inhibitorer ikke binde samme sted som
substratet. En non-kompetitiv inhibitor vil altsa ikke konkurrere med substratet, men i stedet haemme ved at
forplante sin virkning gennem proteinstrukturen, ofte med deformering til folge. Dette vil nedsatte den
katalytiske hastighed. Nonkompetitive inhibitorer kan derfor genkendes pa at V., seenkes, mens Ky, er
uzndret.

Den sidste form for haemning er den ukompetitive inhibitor, der ligesom den nonkompetitive inhibitor binder
sig til et andet sted end substratet, og s@nker den katalytiske hastighed. Ukompetitive inhibitorer kan dog
forst binde sig til enzymet, efter at substratet er bundet og har abnet for bindingen af inhibitoren.

Ved ukompetitiv inhibering senkes Ky dog ogsé, da der kraeves mindre substrat at nd det halve af den
maksimale hastighed. (Sigurskjold)

I arbejdet med enzymer er det ogsa vasentlig at have kendskab til enzymkinetik, altsi laeren om enzymers
bevagelse og deres reaktionshastigheder.

Indenfor enzymkinetik beskaeftiger man sig iser med de to sterrelser Ky 0g Viax.

Vmax €r den maksimale hastighed hvormed enzymer kan omdanne substrat til produkt, og da k; er en

konstant, og som sagt er det hastighedsbegraensende trin, vil den maksimale hastighed vaere proportional med

maengden af enzym V. = k, - [E]. 120

Hastigheden hvormed enzym omdanner substrat til produkt vil

stige, nér substratkoncentrationen stiger, og nerme sig den

v (M min™)

maksimale hastighed. Den maksimale hastighed nas, nar alle
enzymer er “mettet” af substrat.

Pa billedet ses hastigheden afbilledet ved Michaelis-Mentens

(] ; ; 1‘0 1; 2‘(] 2‘5 3‘)
. . . . . o K [T PR
ligning, som jeg vil komme ind pa senere, hvor V. dog er en Kilde: Sigurskjold side 3

asymptote, s hastigheden vil kun n&erme sig Vmax, men aldrig nd Vipax.

K er en konstant kaldet Michaelis-konstanten. Den er sammensat af hastighedskonstanterne k;, k.; og ks 1
k_q+ky

sammenhangen K, = p
1
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Ky er et udtryk for enzymets evne til at binde substrat. Jo mindre Ky, er, jo bedre er enzymet til at genkende

substratet. Dette ses ved, at Ky er den substratkoncentration, hvor enzymet arbejder med halvdelen af den
maksimale hastighed. Det vil sige, at hvis v = % Vinax Vil [S] = Kj;. Enzymet vil altsd hurtigere nd den
maksimale hastighed, jo mindre Ky, er, og grafen vil da vaere stejlere i begyndelsen.

Er enzymet pavirket af en inhibitor der seenker Ky og/eller Vi, skrives dette som Ky ™ 0g Va7, da det er
den tilsyneladende Ky;0g Viax.

Vinax'[S]

. Dette kaldes Michaelis-Menten
Km+[S]

Der er folgende sammenhaeng mellem Vi, 0g Kyyat v =

ligningen. Ved at benytte Michaelis-Menten ligningen fas en hastighedsgraf, der viser hastigheden som
funktion af substratkoncentrationen.

Michaelis-Menten ligningen kan matematisk omskrives til en ret linje, ved at bruge de reciprokke veerdier.
Km 1 1

Vmax [5] Vinax

Dette kaldes et Lineweaver-Burke plot og fas ved ligningen % =

Km 1

Man kan da aflaese som grafens haldning og

max Vmax

som konstantleddet, skeeringspunktet med y-aksen.

Lineweaver-Burks plot anvendes ofte til at analysere eksperimentelle data, da det er nemt at afleese data
herfra. Michaelis-Mentens plot er dog mere precist, da eventuelle sma usikkerheder vil blive mere udtalte

ved den reciprokke verdi. (Sigurskjold)

Forsgg med catecholase

Catecholase er et enzym, der findes naturligt i alle planter og indgér i plantens forsvarssystem. Catecholases
substrat er catechol, der omdannes til det beskyttende og antibakterielle o-benzoequinon.

I forseget med catecholase, blev enzymaktiviteten undersegt bade med og uden inhibitor. Dette er gjort ved at
opstille to fortyndingsrakker, for at finde hastigheden ved forskellige substratkoncentrationer. Inihibitoren
benyttet i dette forseg er phenylthiocarbamid (PTC). Herefter er der malt pa enzymaktiviteten ved hjalp af et
spektrofotometer. Dette kan lade sig gare, idet substratet catechol er farvelest, mens produktet o-
benzoequinon har en gulbrun farve. Ved forseg med forskellig bolgelengde, er det blevet bestemt, at lys med
belgelengden 540 nm absorberes bedst af 0-benzoequinon.

Enzymaktiviteten kan altsd nu méles som a&ndring 1 absorbans per tid, da en stigning 1 produkt vil resultere 1
en stigning 1 absorbans. Ved undersogelse af enzymaktivitet benyttes ofte spektrofotometri, da det er en nem,
billig og sikker metode at méle aktiviteten pracist.

Der skal dog tages hejde for, at da enzymoplesningen 1 dette forseg er kartoffelekstrakt, kan oplesningen
indeholde en smule catechol 1 sig selv, hvilket der ikke tages hgjde for i substratkoncentrationerne.

Endvidere kan der som 1 alle former for eksperimentelle gvelser ske fejl ved afvejning og afmaling.
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Med inhibitor Uden inhibitor

Ved at udfere lineaer regression pé disse grafer fas hastighed som @ndring i absorbans per tid som haldning,
V= i—':. Disse verdier kan ved hjelp af Lambert-Beers lov omregnes til hastighed i &endring af

substratkoncentration per tid, der kan benyttes til at lave en hastighedsgraf med Michealis-Menten ligningen.
Lambert-Beers lov foreskriver, at absorbansen er proportional med stoffets absorptionskoefficient (€) ved den
givne belgelangde, i dette forseg 540 nm, stoffets molere koncentration (¢) og lysvejens laengde, tykkelsen

af kuvetterne, (1), altsi A = e-c -l

For at fa udtrykt hastigheden som @ndring i koncentration per tid omregnes saledes:

v_Ac_AA 1
T At Al e

Da lysvejens leengde er 1cm, er det muligt at se bort fra at gange med 1, og man kan da omregne ved at gange

heldningerne fra graferne med i De resterende enheder vil da vaere mM, mM'l, cm, cm’ og sekunder,

hastigheden vil derfor automatisk komme ud i sekunder, derfor regnes her uden enheder. (Forsegsvejledning)

Absorptionskoefficienten findes ved:

A 0,834
E=—= —
cl

= 0,1158333

Hastighederne i1 @ndring i substratkoncentration per tid beregnes séaledes:

A4 1 0,002719 —~— = 0,023

Run 3: = =
Atl € 0,1158333
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Fraveer af inhibitor
Tilstedevaerelse af inhibitor
Run | [S] AA/AL Ac/At Run | [S] AAIAL Ac/At
mM s mMs™ mM s mMs™
3 1,300 0,002719 0,02347338130 8 3,600 0,0007384 0,006374676261
4 0,900 0,002358 0,02035683454 9 1,800 0,0006553 0,005657266189
5 0,450 0,001936 0,01671366907 10 0,900 0,0006803 0,005873093527
6 0,225 0,001270 0,01096402878 11 0,450 0,0005174 0,004466762591
12 0,225 0,0004765 0,004113669066

Ud fra disse oplysninger tegnes nu to hastighedsgrafer med hastigheden i endring af koncentration per tid op

af andenaksen, og substratkoncentrationen hen af forsteaksen.

Ved at udfere non-linezr regression med Michaelis-

V. Menten ligningen fas at
‘ Ky = 0,3240 =0 02781mM
M=, m  max =Y sek

- P mM
KPP =0,1457mM  V,EP = 0,0064—-

Bade Ky 0g Vinax s@enkes altsa af inhibitoren, der

derfor mé vaere en ukompetitiv inhibitor.

. . . A
Michealis-Menten plot der viser v = TC

Red (gverst) uden inhibitor BIa (nederst) med inhibitor

Denne hastighedsgraf kan som tidligere omtalt omskrives til en lineariseret form, Lineweaver-Burk plottet:
Ogsa her kan V. 0g Kyrafleeses, men der vil veere en
smule usikkerhed 1 disse vaerdier, da Lineweaver-Burk
plot som tidligere omtalt ikke er ligesé praecist

- somMichaelis-Menten plot.

mM
Ky = 0,3602mM  Vyngx = 0,02884—-
3 . mM
. _ K,F? =0,1300 mM V2P = 0,006303 -

Lineweaver-Burk plot

Orange (gverst) med inhibitor ~ Grgn (nederst) uden inhibitor
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Analyse af forsggsdata

Ved analyse af forsegsdata, er det ofte en god idé at bruge regression. P4 den made kan man fa et udtryk, der
kan forudsige udfald, samt en mulighed for at undersege, om der er en sammenhang mellem forsggsdataene.
Ved arbejde med enzymkinetik kan man som tidligere omtalt komme frem til et lineaert Lineweaver-Burk
plot, derfor vil kun linear regression blive omtalt her.

Ud over linezr regression findes der forskellige former for nonlinezer regression, blandt andet eksponentiel

regression og potens regression.

Lineaer regression ved mindste kvadraters metode

Ved linear regression undersgger man om en reekke punkter ligger pé en ret linje og dermed har
sammenhangen y = ax + b.

En raekke punkter kan godt have en linezer ssmmenhaeng uden at ligge preecis pa en ret linje, men hvis dette er

tilfeldet, hvordan skal linjen sa laegges?

Det kan man finde ud af ved hjaelp af mindste kvadraters metode.

Ved mindste kvadraters metode laver man et kvadrat fra hvert punkt lodret
op eller ned til den rette linje, og den bedste rette linje er da den, hvor
summen af kvadraternes areal er mindst. 1

Grunden til, at man benytter arealet af kvadrater og ikke bare afstanden,

er, at man da undgar problemer med negative vardier, der ellers vil

fremkomme, eftersom punkterne ligger bade over og under linjen. (Carstensen & Frandsen, MAT 1, 1997)
Afstandskvadratet findes da ved:
D =d? +d3+ - d2.

Eller ved at benytte sumformler:

n
D (@ xi+b—y)?
i=1
Hvor n er antallet af veerdier, her punkter, i leber fra 1 til n, a er haeldningskoefficienten og b er

konstantleddet, skaeringspunktet med y-aksen.

Ud fra denne definition pa afstandskvadratet, kan a og b isoleres til folgende formler:

LY ™ xi'zyi " n
Syl
_ =l 1

1
2 -
. i=
n n b
2 n
n- X, — X.
= i=1
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Hvordan a og b beregnes ved hjelp af disse to formler vil her demonstreres med datasattene fra forseget med

catecholase.

Mindste kvadraters metode pa forsggsdata

Ved at kigge pa Lineweaver-Burk plottet ses det tydeligt, at punkterne ikke ligger preecist pa de to rette linjer,

der er tegnet. Om den valgte linje sa er den bedste rette linje, kan underseges ved at bruge mindste kvadraters

metode.

Jeg far brug for at kende summen af x-vaerdierne, summen af y-vardierne, summen af x- og y-verdiernes

produkt og summen af x-vaerdierne kvadreret.

Uden inhibitor:
X y X'y X
0,556 | 42,6014466 | 23,66747033 | 0,308642
1,111 | 49,12355101 | 54,58172335 | 1,234568
2,222 | 59,8312672 | 132,9583716 | 4,938272
4,44444 | 91,20734906 | 405,3659958 |19,753086
Sum 8,333 | 242,7636139 | 616,573561 |26,234568

Her benyttes 4 punkter, altsa er:

n=4
Det ses i1 skemaet at:

4
Zx.-y. = 616.573561
= 171

Tallene kan nu indsttes i formlerne, og haeldningskoefficienten og konstantleddet kan beregnes.

4
Dox=8333
i=1

4

i=1

a=12.48880999

0= 4-616.573561 — 8.333-242.7636139

4-26.234568 — 8.333%

_ 2427636139 — 12.48880999-8.333

b 4

b=34.67359008

> )= 2427636139
L

fo =26.234568
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Den bedste rette linje for disse tal har altsa folgende forskrift:
y=12,49 - x + 34,67

For at kunne sammenligne med heldningen og konstantleddet fra grafen, ma disse vaerdier forst omregnes, da

LoggerPro viser Ky 0g Vimax 0g ikke haeldningen og konstantled.

Heeldningen 1 Lineweaver-Burke plottet er som tidligere navnt Ku _ 23002mM _ 12,49.

Vinax  0,028847
sek
Konstantleddet i Lineweaver-Burk plotter findes som tidligere nevnt ved
1 1
Vmax  0,02884—
se

Forskriften fundet ved hjelp af mindste kvadraters metode er altsd magen til forskriften fundet af LoggerPro,
og herfra kan det konkluderes, at den af LoggerPro valgte linje er den bedste rette linje.

De samme beregninger kan gores pd Lineweaver-Burke plottet for enzymaktivitet med inhibitor.

Med inhibitor:

X y X'y X

0,277778

156,8707

43,5752

0,07716

0,555556

176,7638

98,20212

0,308642

L111111

170,268

189,1867

1,234568

2,222222

223,8758

497,5018

4,938272

4444444

243,092

1080,409

19,75309

Sum

8,611111

970,8703

1908,875

26,31173

Da der her er et talset mere, er n = 5

Ellers udferes beregningerne pd ngjagtig samme made:

5
D =8611111
i=1

5

i=1

5
Dy, =970.8703 lel.-yl. = 1908.875
p=

5
D2 =2631173
i=1
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,_ 5:1908.875 — 8.611111:970.8703 a=20.62630814
5.26.31173 — 8.611111°

_ 970.8703 — 20.62630814-8.611111 b=158.6509742

b 5

Forskriften for den bedste rette linje bliverday = 20,3 - x + 158,65.

For at sammenligne med den af LoggerPro fundne linje mé vaerdierne Ky og Voo igen omregnes til

haeldning og konstantled:

) Kopp 0,13 mM
Heldning = 255 = — = 20,63
& vapp 0,006303%
1 1
Konstantled = —z5 = - = 158,65

Vimax ~ 0,0063037-

LoggerPro har altsa igen fundet den bedste rette linje.

Konklusion

Efter besvarelse af den givne opgaveformulering kan en raekke konklusioner drages. Ved hjelp af
matematiske vaerktojer som Michaelis-Mentens ligning, Lineweaver-Burks ligning og linezr regression kan
enzymkinetiske vardier bestemmes. Ved at bestemme Ky 0g Vi for enzymet catecholase, har det veeret
muligt at bestemme, at PTC er en ukompetitiv inhibitor. Det mé formodes, at IT-varktojer benytter mindste
kvadraters metode til bearbejdning af data ved linezer regression, da der opnés de samme resultater ved at

bruge IT-verktajer og beregne haeldningskoefficient og konstantled ved mindste kvadraters metode.
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Bilag 1: Forsggsdata

SRO

(S]

U

1/18]

1/U

1/

3,6

0,006375

0,277778

156,8707

1,8

0,023473

0,005657

0,555556

42,60145

176,7638

0,9

0,020357

0,005873

1,111111

49,12355

170,268

0,45

0,016714

0,004467

2,222222

59,83127

223,8758

0,225

0,010964

0,004114

4,444444

91,20735

243,092

[S] = substratkoncentration

U = uden inhibitor

| = med inhibitor
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Linear Fit for: Data Set | VU
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Correlation: 0,9967
100 - ! RMSE: 2,133

Lineweaver-Burk plot over forsggsdata
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Bilag 2
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Michaelis-Menten plot over forsggsdata

Bilag 3

0,020 -
B
Auto Fit for. Data Set | U
Uden inhitxtor = ax/{b+x])
a 0,02781 +/- 0,0008438
b 0,3240 +/- 0,03146
RMSE: 0,0005012
0,015
= Ml
o Auto Fit for: Data Set | |
Med inhibitor = ax/(b+x)
a 0,006443 +/- 0,0003300
b 01457 +/- 0,04155
RMSE. 00003604
|
0,010+
i ®
0,005
. e
1 2
(0,627, 0,00933548) [S]
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Bilag 4: Graf over absorbans pertid med inhibitor

Abs-530,4 = mt+b
0,15 - m (Slope): 0,0006803

b (Y-Intercept). 0,09840
Correlation: 0,9944
RMSE: 0,0004177

0.11

Absorbance at 5394 nm

0,09

Lmear Fit for: Run 10 | Absorbance at 538 4 nm

Abs-539.4 = mi+b

m (Slope): 0,0006553

b (Y-intercept): 0,08827
Correfation: 0,8337

0,13 f \ RMSE: 0,001455
-~ : N

Linear Fit for Run 8 | Absorbance at 539 4 aak

Linear Fit for- Run 11 | Absorbance at 539.4 nm
Abs-539,4 = mt+b

< m (Slope} 0,0005174

b (Y-Intercept): 0,08998

Correlation: 0,.8914

RMSE: 00003855

Abs-530 4 = mi+b
m (Slope): 000073584

b (Y-Intercept). 0,08420
Correlation; 00825
RMSE 0,0008099

o 3\/\!\’\’\/\/\)\/\/\(‘\

Linear Fit for: Run 12 | Absaorbance at 539 4 nm
Abs-539,4 = mt+b

__ m (Slope): 0,0004765

b (Y-Intercept): 0,07195
Correlation: 0,9748
RMSE: 0,0006300

0,07
0
{21,79,0,10456)

50
Time (s)

100
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3

e
Linear Fit for. Run 6 | Absorbance 8l 539.4 nm
Abe-539 4 » misb
m (Shope): 0.001270
b (Y-Intercept). 0.3303

0.5 Corelaton: 0,9064

RMSE: 0001124

04

Linaar Fit for. Run § | Absorbance at $39.4 nm
Abs-539 4 = mt+b

m (Siope). 0,0010356

b {Y-Intercept) 0,2647

Correlation: 0,9987

RMSE 0,001032 o

03

xa
| Lingar Fit for Run 3 | Absorbance at 5394 nm
| Abs-538.4 = mi+b
m (Slope): 0,002719
| b (Y-Intercept). 0,1006
0.2 Corrotation: 09963
RMSE: 0,001053

Absorbance at 539 4 nm

Lnear Fit for; Run 4 | Absorbance at 535 4 nm
Aps-539 4 = mt+b

m (Sope): 0.002358

b (Y-Intercept). 0.1020

Corredation: 0,5992

0.1
RMSE: 0,0009568

0 50 100
(36,76, 0,2701) Time (s)

Bilag 5: Graf over absorbans per tid uden inhibitor

Bilag
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Enzymkinetik med catecholase

I denne gvelse skal vi arbejde med enzymet catecholase (ogsa kaldet catecholoxidase eller polyphenoloxidase).
Enzymet forekommer almindeligt i planterceller i sma vesikler og kan udvindes fra f. eks. frisk kartoffelsaft.
Enzymet er en del af plantens forsvarssystem. Enzymets substrater er catechol (ogsa kaldet pyrocatechol eller
1,2-dihydroxybenzen) og dioxygen fra luften. Produktet er o-benzoequinon. Ligevaegten er forskudt helt mod
hgjre.

Substraterne er farvelgse, mens o-benzoequinon har en gulbrun farve, som kan males med et
spektrofotometer.

Formal:

| dette forsgg undersgges enzymkinetikken for catecholase. Desuden undersgger vi den heemmende virkning
af phenylthiocarbamid.

Materialer:

- Friske mellemstore kartofler

- Kartoffelskreaeller og kniv

- Blender

- Filter, sugekolbe og Biichnertragt
- Veaegt

- 13 Reagensglas

- 500 mL og 250 mL koniske kolber
- 10 mL, 100 mL og 250 mL maleglas
- Prop

- Reagensglasstativ

- Isogisbad

- 1,2-Dihydroxybenzen (catechol)

- Phenylthiocarbamid (PTC)

- Demineraliseret vand

- Pipetter og pipettespidser

- Spektrofotometer
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- Kuvette
- Computer med LoggerPro til dataopsamling

Fremgangsmade:

1. Spektrofotometret teendes, og bglgeleengden indstilles til 540 nm.

2. Der skal fremstilles 2 fortyndingsserier. To reekker reagensglas med 6 i hver sattes op i et stativ. Glassene i
hver serie maerkes 1-6. Den ene serie maerkes yderligere med PTC. | hver raekke bliver koncentrationen i et
reagensglas halvdelen af koncentrationen i det foregaende.

3. lglas 2-6i hver serie pafyldes 5 mL vand.

4. Afvej 159 mg catechol og oplgs det i 200 mL vand i en konisk kolbe. Denne oplgsning har en koncentration
pa 7,2 mM.

5. Afvej 230 mg PTC og oplgs det i 100 mL vand i en konisk kolbe. Denne oplgsning har en koncentration pa
15,0 mM.

6. 10 mL af catecholoplgsningen hzldes i hver af de to glas nr. 1.

7. | begge serier overfgres 5 mL fra glas nr. 1 til glas nr. 2, og der blandes. Derefter gentages proceduren med
5 mL fra glas nr. 2 til glas nr. 3 osv., indtil glas nr. 6 indeholder 10 mL. Hermed har vi en to
fortyndingsserier, hvor koncentrationen i et glas er to gange mindre end i det foregaende.

8. Tilsaet 20 pL PTC-oplgsning til hvert glas 1-5 i serien maerket PTC og 40 pL til glas nr. 6 og bland.

9. En kartoffel skraelles, skaeres i sma stykker og blendes med en smule isvand. Kartoffelsaften filtreres pa en
Bilichnertragt og sugekolbe. Kartoffelekstraktet (= enzymoplgsningen) saettes straks i et tilproppet
reagensglas pa is. Der skal vaere mindst muligt luft i glasset.

10. Tilszet 1 mL fra glas nr. 1 (uden PTC) til et reagensglas market Abs. Tilseet 2 mL vand og 100 pL
enzymoplgsning til dette glas, rgr rundt, og lad det sta.

11. Tilseet 3 mL vand og 100 pL enzymoplgsning til en kuvette, og bland ved at vende kuvetten et par gange.
Seet kuvetten i spektrofotometret og nulstil apparatet. Kartoffelekstraktet har en lille absorbans, som vi
automatisk korrigerer for ved at nulstille apparatet med en prgve med enzymoplgsning uden substrat.

12. Tag kuvetten op, og heeld indholdet ud. Overfgr 3 mL fra glas nr. 1 (uden PTC) til den samme kuvette.
Tilseet 100 pL enzymoplgsning til kuvetten, og bland. Saet kuvetten i spektrofotometret, og start
dataopsamlingen (3 min., 30-60 malinger pr. min.).

13. Gentag punkt 12 med glas nr. 2, og fortseet, indtil alle glas er malt i begge serier.

14. Mal til sidst absorbansen af indholdet i glasset maerket Abs.

Resultater og databehandling:

Find hastigheden af omsatningen for hver maling i den fgrste del af kurven, som er retlinet. Hastigheden kan

udtrykkes som andringen i absorbans AA pr. a&ndring i tid At:

AA
V=—

COAtS @)

Ifglge Lambert-Beers lov er absorbansen proportional med stoffets absorptionskoefficient € ved den givne

bglgelengde, stoffets molaere koncentration c og lysvejens laengde |

A=¢-c-l. (2)

Ligning (2) kan omskrives til
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c=—. (3)

A
e-l

Hvis man har malt en andring i absorbans, AA, vil det svare til en a&ndring i stofmangdekoncentration:

Ac="2. (4)

Absorbansen A har ingen enhed, € har enheden M™ cm™, ¢ har enheden M (molaer = mol/L), og I har enheden
cm. Kuvettens bredde er 1 cm, sa / = 1 cm. Hvis absorptionskoefficienten ¢ for o-benzoequinon kendes, sa kan
hastigheden udtrykt i koncentration pr. tidsenhed kan findes som

Ac A1

V=—= = (5)
At At-lcm ¢

For at bestemme ¢ har vi lavet en prgve, der far lov til at reagere fuldstaendigt til o-benzoequinon (punkt 14).
Omskrivning af ligning (1) giver
A
c-l
Absorbansen A er malt under punkt 14, c=7,2 mM (= 0,0072 M), og / = 1 cm. Den fundne vaerdi for € anvendes
efterfglgende til at beregne hastighederne som andring i koncentration pr. tidsenhed.

Bade dataopsamling og dataanalyse foregar i LoggerPro. De ra data bestar af absorbans som funktion af tiden.
| LoggerPro finder man og markerer lineare stykker i begyndelsen af kurverne og fitter rette linjer.
Heeldningerne af disse rette linjer er AA/At, som omregnes til Ac/At ved at dividere med ¢ ifglge ligning (5).

Fremstil ved hjeelp af LoggerPro bade Michaelis-Menten plots og Lineweaver-Burk plots for begge serier og

app

bestem henholdsvis Ky 0g Vimax (uden PTC) og Kn*® 0g Vimax" (med PTC). Som substratkoncentrationer bruges

vaerdierne for koncentrationen af catechol i fortyndingsserierne.

Ved beregningerne af substratkoncentrationerne skal du huske fortyndingen med enzym- og PTC-
oplgsningerne.

Spgrgsmal til rapporten:

Eftervis beregningerne af koncentrationerne af catechol og PTC.

Hvilke plots er mest palidelige — Michaelis-Menten eller Lineweaver-Burk? Begrund dit svar.
Hvilken type plot er bedst til at afggre hvilken type haammer, der er tale om?

Hvilken type haemmer er phenylthiocarbamid?

Beregn inhiberingskonstanten K.

Vurdér, om PTC er en god, middelmadig eller darlig hemmer?

ok wnNRE

Side 23 af 23



