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Eksperiment
Undersogelse af enzymkinetikken for lactase

Pattedyrs, ogsa menneskets, modermeelk indeholder disaccharidet lactose som ogsa kaldes

maelkesukker.
Fra fedslen kan pattedyr danne enzymet lactase, som katalyserer hydrolyse af lactose til D-glucose

og D-galactose:
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Disse monosaccharider udger en vigtig energikilde i dyr og mennesker i den ferste levetid. Men
evnen til at kunne danne enzymet lactase forsvinder hos pattedyr og de fleste mennesker, sa lactose
ikke laengere kan nedbrydes i tyndtarmen. Laes mere herom side 45-46.

| forseget benyttes et syntetisk substrat, ortho-nitrophenyl-3-D-galactopyranosid (forkortet ONPG) i
stedet for disaccharidet lactose. Substratet spaltes af lactase til ortho-nitrophenol (forkortes ONP)
og B-D-galactose:

o_ o Lactase H
OH H + H,O —/—— OH H +
H H
? H H HO

H OH
H OH
o-nitrophenyl- B-D-galactopyranosid B-D-Galactose o-nitrophenol (ONP)
(ONPG) Gult farvestof

Lactose erstattes af ONPG da udviklingen af det gule produkt ONP kan felges med spektrofotometri
ved en belgeleengde pa 420 nm. ONP falger ved 420 nm Lambert-Beers lov med den molare
absorptionskoefficient, €. 4,50 - 103 M - cm-'.

1. Opskriv Lambert-Beers lov for ONP ved 420 nm.

2. Vis hvordan denne sammenhaeng kan benyttes til at omregne de malte absorbanser til aktuelle
stofmaengdekoncentrationer af ONP.

| forseget falges reaktionens forleb ikke ved at folge aendringen i substratets koncentration, men
ved at folge et af reaktionens produkter (ONP). Men da forholdet mellem substratet ONPG og
produktet ONP er 1:1, vil metoden derfor svare til, at man malte direkte pa substratet.
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Reaktionshastigheden vil da veere givet som:

— _ d[ONPG] _ d[ONP]
- e~ de M

| forseget bestemmes initialhastigheden v ved en bestemt stofmaengdekoncentration af substratet,
mens alle andre parametre i fors@get, fx enzymkoncentration, pH og temperatur holdes konstant.
Et eksempel pa en madling er vist i figur 1.

| 1]

Linezer tilpasning for: Seneste | Absorbans ved %balgelaegnde nm
Abs-%bolgelengde = mt+b

m (Stigning): 0,003793

b (Y-skaering): 0,1569

Correlation: 1,000

1,0+ RMSE: 0,001451
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Figur 1. Méling af absorbansen ved 420 nm som funktion af tiden for den enzymkatalyserede omdannelse af ONPG til ONP.

Absorbansen vokser som funktion af tiden og pa det ferste stykke er der en linezer sammenhaeng.

3. Forklar at det linezere stykke af grafen i figur 1 viser at reaktionshastigheden v er konstant i dette
tidsrum. (Hjeelp: Inddrag Lambert-Beers lov opskrevet i opgave 1 og definitionen af
reaktionshastigheden i (1)).

Ved beregning af initialhastighederne v ud fra de malte veerdier af absorbansen benyttes en faktor
13,3 - 103. Denne veerdi ganges pa den malte absorption for at fa initialhastigheden v malt i
enheden pmM/min.

Her folger en forklaring pa denne omregning. Det antages at mélingerne af absorptionen felger
Lambert-Beers lov:

AZS}L'I'[P]

| det felgende betegner Ao og A1 henholdsvis absorbansen malt til tiden to og absorbansen malt til
tiden t;.
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De tilhagrende koncentrationer af produkt er [P]o og [P]i. Reaktionshastigheden v defineret ud fra
produktet er felgende:

A1 Ao
d[P] _ A[P P],-[P el eql 1 44
v:[]z[]=[]1[]o:z Al _ VA4 )
dt At ti—to t1—to gl At

Sterrelserne ¢, og [ er konstanter hvis vaerdier er kendte. For ONP ved 420 nm er den molare
absorptionskoefficient givet tidligere. | forsgget males haeldningen a (se figur 1, a = AA—':) for den
linezere sammenhaeng mellem tiden t og absorbansen A. Haeldningen a er malt i enheden sekunder.
For at fa enheden af hastigheden i enheden m”—::l, laves felgende omregning:

AA 1 1

1-108E . 60=—-q=> =

Vg=—"—=
0 gl At 4,5-103 M~1-cm~1-1,00 cm M min s
1 omregning omregning af tid
gl
100000060 M M
— g xp,=133-103a == (3)
4500 min min

Sterrelsen a (haeldningen) males i forseget.!

Enzymer karakteriseres ved deres effektivitet til at spalte substrater. Ofte anvendes Michaelis-Menten
kinetik til at beskrive sammenhangen mellem koncentrationen af substrat, [S], og
reaktionshastigheden v. Laes mere herom side 52-54. | forsgget males reaktionshastigheden som
initialhastigheden (begyndelseshastigheden). Michaelis-Menten kinetik er beskrevet ved felgende
sammenhang:

_ o _Is]
U = Vmax Km+[S] (4)

Pa grafen pa figur 2 ses forlgbet af sammenhaengen i (4).
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Figur 2. Eksempel pa et Michaelis-Menten plot til initialhastigheden som funktion
af substratkoncentrationen for en enzymbkatalyseret reaktion.

1 Faktoren 13,3-10° kun geelder i denne sammenhaeng, og ikke generelt for Michaelis-Menten kinetik.
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Man kan vurdere om en enzymkatalyseret reaktion felger Michaelis-Menten kinetik ved at male
sammenhgrende veerdier af koncentration af substrat, [S], og reaktionshastigheden vo (der skrives et
nul, fordi det er initialhastigheden, dvs. hastigheden ved start af reaktionen). Svarer
sammenhaengen til grafen i figur 2, felger reaktionen en Michaelis-Menten kinetik, og konstanterne
Km 0g Vmax kan derfor bestemmes.

En anden metode er at omskrive Michaelis-Menten ligningen (4) saledes, at man far felgende
linezere sammenhaeng:

1_fm 1, 1 (5)

v Vmax [S] Vmax

En afbildning af denne linezere sammenhaeng kaldes et Lineweaver-Burk plot. Hvis data acceptabelt
kan beskrives ved den linezer ss mmenhaeng i (5), siges reaktionen at folge en Michaelis-Menten
kinetik. Konstanterne Km 0g vimax kan herefter bestemmes ud fra den rette linjes haeldning og
skeering med y-aksen.

Formalet er at undersege om enzymet lactase ved reaktion med ONGP fglger en Michaelis-Menten
kinetik, samt at bestemme Ky 0g Vmax for enzymet.

Apparatur

= Spektrofotometer tilknyttet LoggerPro
= 3,0 mL kuvette med lag
= Mikropipetter med spidser (10-100 pL, 100-1000 pL, 0,5-5 mL)

Kemikalier

= Phosphatpuffer: 0,1 m puffer med pH 7,0.

* Lactaseoplesning: Lactozym 2600L fra Novozymes® fortyndet 1:75 med 0,1 M phosphatpuffer
(pH 7,0).

= 20 mm ONPG oplest i demineraliseret vand.

= Demineraliseret vand

Affald

Alt affald opsamles i beholderen maerket organisk.
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Fremgangsmade

1. Spektrofotometer med computer opsaettes.
Kalibrering: Spektrofotometeret kalibreres med demineraliseret vand.
Indstilling af malinger: Under Konfigurer spektrofotometer vaelges ‘Absorbans vs tid” og
bolgeleengden 420 nm. Under Dataopsamling vaelges 'varighed 180 s’ og 'prevehastighed 1
prove/sekund’.

2. Phosphatpuffer og ONPG blandes i kuvetten efter tabel 1.

Prove nr. V(Phosphatpuffer) V(ONPG), (20 mm) | V(lactaseoplesning)
1 2870 30 100
2 2810 90 100
3 2750 150 100
4 2600 300 100
5 2450 450 100
6 2300 600 100
7 2000 900 100
8 1700 1200 100
Tabel 1.

3. VIGTIGT: Naeste trin skal ga sa hurtigt som muligt, sa laes hele punktet igennem, inden det

udferes:

= Enzymet tilseettes.

= Plastlaget saettes pa kuvetten, som vendes et par gange (dette bevirker, at der blandes
grundigt).
(Preve-blandingen skal vaere godt blandet fer malingen startes. Pas dog pa ikke at fa skabt
luftbobler i kuvetterne. Det forstyrrer malingerne.)

= Kuvetten placeres i spektrofotometret. Husk at kuvetten skal vende rigtigt.

= Malingerne startes. Efter 180 sekunder stoppes malingen.

4. Der tilfgjes en tangent til kurvens farste linezere stykke, og haeldningen noteres i tabel 2.
5. Malingen gemmes med klar angivelse af koncentrationen af ONPG. Luk ALDRIG LoggerPro ned,
da kalibreringen forsvinder! Brug i stedet ‘Gem som’ og gem med naeste ONPG-koncentration i

navnet FAR naeste maling. De tidligere malinger er da gemt under tidligere navn og
kalibreringen er taget med over i ny fil til ny maling.

6. Kuvetten rengeres grundigt, og der fortsaettes fra punkt 2 med naeste forseg.

Vigtigt: For hvert forsgg iagttages det, om kurven for (tid, absorbans) stiger jaevnt og uden hakker.
Det iagttages desuden, om der er luft i kuvetten (kreever nyt forseg), og om farven ser fornuftig ud.
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Resultater og diskussion

Generelt: Serg for at have forklarende tekst, klar metode og beregning med enheder samt
konklusioner i jeres besvarelser af nedenstdende.

a (malti vo —

Preve nr. |[[ONPG] (mM) forsaget)? M [ONPG] Yo Evt. kommentar
(s Goie) (mM) )
uM

Tabel 2.

1. Beregn koncentrationen af ONPG i kuvetten til hvert forseg, og indsaet de beregnede
koncentrationer af ONP i tabel 2. Nedenfor er vist et eksempel med prove nr.1:

1= Nsubstrat _ Co Vsubstrat

[ONPG

Vtotalt B Vtotalt
20 mM - 30 pL 600

~ (2870 + 30 + 100)uL. _ 3000

[ONPG] M = 0,200 mM = 200 uM

2. Hastigheden vo bestemmes ud fra haeldningen a og ligning (2). Indsaet hastighederne i
tabel 2.

3. Omregn sammenhangende veerdier af koncentration af ONPG og initialhastighed
([ONPG], v) til sasmmenhangende vaerdier af invers ONPG-koncentration og invers

initialhastighed (; 1).

[ONPG]’ v
Vis eksemplarisk beregning. Indsaet de beregnede veerdier i tabel 2.

4. Llav et Lineweaver-Burk plot til ssmmenharende veerdier af ([ONlPG] vi)
0

5. Diskutér om den enzymkatalyserede reaktion felger Michaelis-Menten kinetik.

6. Bestem Ku 0g vimax for reaktionen ud fra Lineweaver-Burk plottet.

2 Heeldning skal males pa kurve der viser absorbans som funktion af tid
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7. Lav et Michaelis-Menten plot. Benyt LoggerPro til at plotte sammenhgrende vaerdier af
(JONPG], vy):

= Abn et nyt Loggerpro-dokument og indsaet

sammenhgrende vaerdier af ([ONPG], v,). 0= |a"x/(b+x) |
= Under Curve Fit (#) vaelges Define Function. SRl M plot
= Indtast forskriften f(x) = a - x/(b + x), Figur 3. Michaelis-Menten

funktionsforskriften indtastet i LoggerPro.

angiv MM plot som beskrivelse og tryk OK.
= Tryk herefter Try Fit og efterfalgende OK
nar regressionen er udfert.

8. Bestem Ku 0g vimax for reaktionen ud fra Michaelis-Menten plottet.

9. Sammenlign Kv 0g vimax bestemt ud fra de to forskellige plot. Er der fordele og ulemper ved
de to metoder til bestemmelse af Ky 09 Vimax.

Konklusion
Skriv en samlet konklusion.
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