Biokemirapport Enzymkinetik Gobind og Manan

2. Del: Praesentation oq diskussion af resultater.

1.
Reaktionshastighed til tiden 1, 2, 3, og 4 minutter pa progresskurverne svarende til 1 U/mL og 0,064 mM.

AA-1
A=c-¢glec=—— £=18500M*.cm™
&

t: 1,0 min.: € = AAg'l oc= (1%_228 iﬂzf)cifr? =5,95.10° M =V, =595 xM / min
t:2,0min.: C = % Sc= (1(:;3(; :AB_?)C?T =324-10°M =V, = 3,24 xM / min
t:30min. C = AAg'l oc= (1%‘;?)5 &4?);;:21 =1,62-10°M =V, =1,62 M / min
£ 4,0 min: ¢ = % oc= (1%23; &4?)(:?? ~1,08-10° M =V, =1,08 zM / min

Efter tilsaetning af substrat:

AA-1 (0,69 0,60)-1cm
< C=

t: 1,0 min.: ¢ = = S =486-10"M =V, =4,86,M /min
& 18.500M ~-cm

t20min: c=2A 1 e (0’77_0'7_12) .1CT =2,70-10°M =V, =2,70uM / min
& 18.500M ™ -cm

t:3,0 min.: C = M- (082 _0’7_?) ‘1CT =1,62-10°M =V, =1,62uM /min
& 18.500M ~-cm

t: 4,0 min.: C = AA-l = (084-082)-dem _ 1,08-10°M =V, =1,08uM / min

£ 18.500M *.cm™

Arsager til at hastigheden falder kan veere:

1. Enzymets metning med substrat aftager med faldende substratkoncentration
2. Enzymet hemmes af reaktionsproduktet

3. Reaktionens reversibilitet gar sig geeldende

4. Enzymet denatureres i maleperioden

Ud af disse er det kun punkt 1. der influerer pa den aktuelle kurve. Dvs. at der er en "gvre” grense for hvor mange

substratmolekyler, der kan sidde pa enzymet, da enzymet har et begraenset antal aktive centre. Nar enzymet séledes er
meettet, vil hastigheden af forsgget ikke leengere veere afhangig af enzymkoncentration.
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Vi kan ogsa se, at enzymet ikke hemmes af reaktionsproduktet. | sa fald vil vi fa en progresskurve, der vil illustrere, at
der stadigvaek er noget substrat tilbage i oplasning. Produktkoncentration, som kan aflaeses af progresskurven vil ikke
svarer fuldsteendigt til substratkoncentration.

Hvad angdr reaktionens reversibilitet, s3 er den heller ikke aktuel, da reaktionen er sterkt forskudt mod hgjre.
Reaktionen sker fuldstendig.

Da et enzym er et protein, vil en denaturering ogsa kun forekomme ved andring af temperatur og pH. Ingen af disse
faktorer blevet &ndret under forsggets udfarelse.

2.
Beregning af [S] i reaktionsblanding:
For hver maleserie blandes: Buffer 1000,00 pL
Substrat 500,00 pL
Enzym + 100,00 puL
Total 1600,00 puL
Vi har:
Csubstratopl.,Fzr 'Vsubstratopl . Far = Csubstratopl.,Efter 'VTotaI,Efter g
C _ Csubstratopl.,Fﬂr 'Vsubstratopl.,Fﬂr
substratopl ., Efter V
Total ,Efter
Eksempel:
6 —6
Csubstratopl.,Fzr = 0’064 mM Vsubstratopl.,Fzr =500-10"L VTotaI,Efter =1600-10"L
C . Csubstratopl .Far 'Vsubstratopl.,Fﬂr C B 0,064 mM -500 '1076 L —0.02 MM
substratopl ., Efter — VTota|,Efter substratopl ., Efter — 1600 _10—6 L - m

Se tabel 1 for andre resultater.

Beregning af [E] i reaktionsblanding:

Enzymoplesning: 0,25 units/ml [E]=0,01 uM
0,50 units/ml [E]=0,02 uM
1,00 units/ml [E]=0,04 uM
Cenz -V
ym, Far enzym,Far
Cenzym,F:ar 'Venzym,Fﬂr = Cenzym,Efter 'Venzym,Efter = Cenzym,Efter = V
enzym, Efter
Eksempel:
—6 —6
Cenzym,Fﬂr =0,01 /JM Venzym,ler =100-10"L VTotaI,Efter =1600-10"L
C _ Cenzym,Fﬂr 'Venzym,Fm —C _ 0101 ILlM 10010_6 L —6.25 10_4 ,UM
[Efter — [Efter — -6 = Ye
enzym er VTOtaI’Efter enzym er 1600 .10 L

Se tabel 1 for andre resultater.

Beregning af V, (M/min) i reaktionsblanding:

AA-1
£

£=18500M~*.cm™

Vi bruger formlen: AA=cCc-¢-1<Cc=
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Vi kan sé beregne de forskellige hastigheder, idet: AA/min = c/min = V,,.
1/[S], 1/[vo] og [S]/ v, kan s& udregnes udfra de beregnede starrelser.

Vi kan pa bilag 10 se, at der er en linzre sammenhang mellem intialhastighed og enzymkoncentration. Dog ma man
sige, at ved lave substratkoncentrationer er den relative stigning i initialhastighed er lille i forhold til den relative
stigning i initialhastighed ved en hgj substratkoncentration.

Pa grafen har vil med stiplede linier tilstreebt den linesere sammenhang, som ikke er helt tydelig udfra de malte vaerdier.

3.

Se bilag 11.

Denne kurve viser, at processen har tre faser. | begyndelsen en ret linie (1° ordens kinetik), derefter en afbgjning
(blanding af 0"ordens og 1"ordens kinetik) og sd en vandret del (0"ordens kinetik). Denne kurveform forklares ved
dannelse af et enzym-substrat-kompleks (E+S <> ES — P+E), idet reaktionshastigheden ved lav substratkoncentration
vil veere afhaengig af antallet af de sammensted mellem enzym- og substratmolekyler, der fgrer til dannelse af
enzymsubstratkompleks. Ved konstant enzymkoncentration, men stigende substratkoncentration, vil antallet af
sammenstgd vokse med koncentrationen af substrat, indtil der er opndet sd hgj en substratkoncentration, at alle
enzymmolekyler er omgivet af sd mange substratmolekyler, at der kun er mulighed for dannelse af nye
enzymsubstratkomplekser, efterhdnden som disse komplekser spaltes til frit enzym og reaktionsprodukter. Den
hastighed, hvormed denne reaktion foregar, er uafhaengig af substratkoncentrationen og er karakteristisk for enzymet.

4.

Se bilag 12.

Vi kan pa kurven aflaese Vs 0g Ky Som det fremgar af grafen, sé er k,, er den samme for alle enzymkoncentrationer,
mens Vs er &ndret. Det passer fint med vores teori om, at affiniteten er upavirket ved forskellige
enzymkoncentrationer; derfor samme K.

Det kan faktisk sammenlignes med et forsgg, hvor der forekommer non-kompetitiv heemning. Ved non-kompetitiv
hemning giver dannelse mellem enzym og inhibitor som bekendt anledning til &ndring i enzymets konformation.

Noget af enzym bliver derfor gjort inaktiv, eller sagt pa en anden méde: koncentration af (det aktive) enzym bliver
&ndret.

Vi kan ogsa se, at jo starre enzymkoncentration vi har, jo starre V., har vi ogsa.

1,0Units/mL = 1,0 gmol substrat omsat pr. min. pr. mL
Cenzym = 0’04 IUM

~1,0-107° mol pr. min.

cat = - <k, =25.000 min™
0,04-10™° M x0,001L
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Tabel 1.
Substrat- Enzym- Reaktionsblanding
oplgsning oplgsning
mM Units/ mL [S] (mM) [E] QLM) AA [ min. Vo QLM/min) 1/[S] 1/vp [S]/ vo
0,25 6,25-10™ 0,03 1,57 6,38-10"" 12,74
0,064 0,50 0,02 1,25-10°° 0,06 3,24 50,0 3,08-10" 6,17
1,00 2,50-10°° 0,13 7,03 1,42.10" 2,84
0,25 6,25-10 0,05 2,70 6,17-10" 14,80
0,128 0,50 0,04 1,25-10°° 0,12 6,49 25,0 1,54-101 6,16
1,00 2,50-10°° 0,30 16,2 6,17-10° 2,47
0,25 6,25-10™ 0,09 5,08 1,97-10" 15,75
0,256 0,50 0,08 1,25-10° 0,23 12,4 12,5 8,04-107 6,45
1,00 2,50-10°° 0,34 18,1 5,52.10 4.42
0,25 6,25-10™ 0,14 7,73 1,29-10* 20,70
0,512 0,50 0,16 1,25-10°° 0,38 20,3 6,25 4,93.10° 7,88
1,00 2,50-10° 1,11 60,0 1,67-10% 2,67
0,25 6,25-10™ 0,25 13,5 7,40-10° 23,70
1,024 0,50 0,32 1,25-10°° 0,66 35,7 3,12 2,80-102 8,96
1,00 2,50-10°° 1,33 71,9 1,39-107 4,45
0,25 6,25-10" 0,38 20,3 4,93-107 61,58
4,00 0,50 1,25 1,25-10°° 0,80 43,2 0,80 2,31-10% 28,94
1,00 2,50-10°° 1,50 81,1 1,23-10% 15,41
0,25 6,25-10™ 0,32 17,0 5,87-102 147,06
8,00 0,50 2,50 1,25-10°° 0,86 46,5 0,40 2,15-10 53,76
1,00 2,50-10°° 1,60 86,48 1,39-102 28,91
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Diskussion af reaktionshastighedens afha&ngighed af temperaturen.

6

Undersggelse af temperaturafhaengigheden af en enzymatisk proces stader pa den vanskelighed, at enzymer, ligesom
andre proteiner, denaturerer ved opvarmning, hvorved enzymaktiviteten forsvinder. Vanskeligheden kan delvis undgas
ved, at man bestemmer hastigheden i sa kortvarig forsgg, at der ikke nar at ske nogen veasentlig nedsattelse af
enzymkoncentrationen pd grund af varmedenaturering. Man far da en kurve for sammenhangen mellem
reaktionshastighed og temperatur, som skitseret pa bilag 13.

1.

Se bilag 13.

Det fremgér heraf, at reaktionshastigheden stiger eksponentielt med stigende temperatur. Den nedadgdende del af
kurven skyldes en irreversibel varmedenaturering af enzymet. Faldet er meget brat, hvilket haenger sammen med den
abnormt hgje temperaturkoefficient for proteinernes varmedenaturering.

Man kan, som det fremgar af kurven ikke pa entydig made tilleegge et enzym eller en enzymatisk reaktion et bestemt
temperaturoptimum, idet dette bl.a. vil afhange af forsggstiden. Jo kortere forsggstid, jo hgjere vil man finde det
tilsyneladende temperaturoptimum.

8.

Temperatur Absorbans Vo (M/min) Absorbans Vv, (#M/min) %
10°C 4
37°C 12
50° C 23
60° C 23

Se bilag 14.

3. Del: Reaktionshastighedens afhaengighed af pH.

Q.
Glas Enzym Buffer Absorbans Vo (#M/min)
7A 0,2 (U/mL) 0,1 M Tris HCI, pH 7,0 0,104 1,12
8A 0,2 (U/mL) 0,1 M Tris HCI, pH 8,0 0,178 1,92
9A 0,2 (U/mL) 0,1 M glycinbuffer, pH 9,0 0,266 2,88
10 A 0,2 (U/mL) 0,1 M glycinbuffer, pH 10,0 0,687 7,43
11A 0,2 (U/mL) 0,1 M CAPS-buffer, pH 11,0 0,792 8,56
12 A 0,2 (U/mL) 0,1 M CAPS-buffer, pH 12,0 0,397 4,29

Undersggelse af pH-afhangigheden af en enzymatisk proces giver et resultat som vist pa bilag 15.
Kurven viser nermest et symmetrisk fald i reaktionshastighed til begge sider for optimumveerdien.

Glas Enzym Buffer Absorbans Vo (£M/min)
7B 0,2 (U/mL) 0,1 M Tris HCI, pH 7,0 0,066 0,71
8B 0,2 (U/mL) 0,1 M Tris HCI, pH 8,0 0,070 0,76
9B 0,2 (U/mL) 0,1 M glycinbuffer, pH 9,0 0,065 0,70
10B 0,2 (U/mL) 0,1 M glycinbuffer, pH 10,0 0,070 0,76
11B 0,2 (U/mL) 0,1 M CAPS-buffer, pH 11,0 0,062 0,67
12B 0,2 (U/mL) 0,1 M CAPS-buffer, pH 12,0 0,070 0,76
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10.

Kontinuerlig registrering af produkt dannelse i det givne tilfeelde ikke mulig, hvilket skyldes at produktets
absorptionskoefficient er pH-afhangig. Man er derfor ngd til at standse reaktionen til en defineret tid og male til en
defineret alkalisk pH.

11.

Forsgget udfares pé falgende made:
- Vi tilsetter noget substrat til en oplgsning med enzym. Reaktionen starter.
- Reaktionen stoppes med natriumhydroxid, der har en hgj pH, hvorfor enzymet denatureres og
reaktionen stopper gjeblikkeligt.
- Absorbansen males i de forskellige praver.

Til forsgget har vi i gvrigt valgt nogle forsagsbetingelser, der tilgodeser netop vores formal med gvelsen:
- Substratkoncentration: hgj = Vo= V. Konstant 0"ordens kinetik.
- Temperatur: holdes konstant.
- Reaktionstid: 5 min.
- Enzymmangde: 100 uL = 0,2 < absorbans < 0,8
- pH: buffre med forskelligt pH

Kvantitering af alkalisk phosphatase i ukendt prgve.

Glas Enzym Absorbans Csubstra/min. Enzymkonc. Units Katal.
(uM/min) (uM/min)
1A 1x 1,540 16,6
1A 1x 1,680 18,2
17,40 17,40 2,9-107
2A 2 X 0,775 8,38
2A 2 X 0,790 8,54
16,92 16,92 2,810
4 A 4 x 0,412 4,45
4 A 4 x 0,411 4,44
17,78 17,78 3,0-10”
0,2A 5 X 0,762 8,24
0,2 A 5 X 0,794 8,58
(42,05) 11
Gennemshit 17,36 17,36 2,9-107
Glas Enzym Absorbans
1B 1x 0,080
1B 1x 0,085
2B 2 X 0,058
2B 2 X 0,071
4B 4 x 0,050
4B 4 x 0,040
02B 5 X 0,059
02B 5 X 0,062
12.
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Enzymkoncentration og specifik aktivitet i den ukendte prave:

c =4,0mg/mL

protein,tabel

Gobind S. Kalsi & Shahid Q. Manan
5. semester 1998
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