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Enzymkinetik med en spektrofotometrisk analysemetode

Teori:

@velsen benytter ssmme metode som kroppen anvender til nedbrydning af alkohol i leveren, hvor
coenzymet NAD" reduceres til NADH samtidig med at ethanol oxideres til ethanal efter fplgende
reaktionsskema:

CH3CH,OH + NAD" - CH3CHO + NADH + H* (1)
Processen katalyseres af enzymet alkohol-dehydrogenase (pH-maximum = 9,0).

Denne ligevaegt er ved normale betingelser forskudt mod venstre, hvorved denne reaktion ikke
umiddelbart kan benyttes til bestemmelse af ethanol-koncentrationer. Dette problem Igses ved at
tilseette enzymet aldehyd-dehydrogenase, som katalyserer den videre oxidation af ethanal til
ethansyre:

CHsCHO + NAD* + H,0 - CH3COOH + NADH + H* ()

Dette tvinger ifglge Le Chateliers princip ligeveegten () mod hgjre, hvorved alt ethanol omdannes til
ethansyre, hvis man sgrger for at tilseette enzymer og anvende NAD" i overskud.

Den forbrugte maengde NAD* bestemmes spektrofotometrisk. Da alle reaktionsdeltagere er
farvelgse maler man i det ultraviolette omrade, hvor det viser sig, at NADH har et absorptions-
maximum ved ca. 340 nm, hvorimod ingen andre reaktionsdeltagere absorberer i dette omrade.

Ifglge Michaelis-Menten modellen (for teori se f.eks. Kemi Forlagets haefte Hans Chr. Jensen et al:
Enzymkinetik) er der for en enzymkatalyseret proces fglgende sammenhang mellem
initialhastigheden v og substratkoncentrationen [S]:
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hvor Viay er lim[S]_,oo v og Ky, er den sakaldte Michaelis-konstant, som er mal for hvor steerk

bindingen er mellem substratet og enzymet — jo mindre Ky, jo mere effektiv er substratbindingen.

| pvelsen males sammenhangende vaerdier af initialhastigheden og substratkoncentrationer,
hvorefter der i Logger-Pro tilpasses til den bedst mulige Michaelis-Menten kurve.

Apparatur og kemikalier:
UV-spektrofotometer med tilhgrende kuvetter
Computer med Logger-Pro installeret.

Vaegt, diverse pipetter med tilhgrende sugebold, bagerglas.



Ethanol.

Analyseseet til ethanolbestemmelse indeholdende pufferoplgsning (pH = 9,0), opl@sning af alkohol-
dehydrogenase og tabletter, som indeholder aldehyd-dehydrogenase og NAD" (Boehringer
Mannheim kat. nr. 176290 — bestilles pa tIf. 42912266).

Eksperimentelt:

For at fa brugelige resultater er det ngdvendigt at arbejde meget omhyggeligt og renligt! Af
gkonomiske grunde vil det vaere rimeligt at dele arbejdet, sa hvert hold kun laver en enkelt maling.

Forbind spektrofotometret til computeren, opstart Logger Pro og lad spektrofotometret varme op.

Da analysemetoden er meget fglsom skal vi arbejde med meget fortyndede oplgsninger. Man
starter laver fgrst en stamoplgsning i en 1 liters malekolbe, som indeholder 5,00 g ethanol pr. liter —
sgrg for at ethanolen overfgres kvantitativt og at malekolben rystes grundigt efter blandingen.
Denne oplgsning benyttes til at lave nye fortyndinger (100-300 gange), som skal bruges til at lave en
standardkurve, der viser sammenhangen mellem ethanolkoncentration og absorbans. Disse
standardoplgsninger fremstilles i henhold til skemaet nedenfor — find selv ud af, hvordan dette
gores mest praecist (husk: brug pipetter og malekolber!)

Der fremstilles en reagensoplgsning fra analyseszettet ved at oplgse 24 tabletter i 40 mL
pufferoplgsning.

Til at kalibrere spektrometret laves i en kuvette en oplgsning bestaende af 3,00 mL reagens-
oplgsning, 100 pL dem. vand og 50 pL enzymsuspension (alkohol-dehydrogenase). Lad prgven sta i
8-13 min. Spektrometret indstilles til at male ved 340 nm, hvorefter der kalibreres pa denne prgve.

Oversigtsskema:

. . Ethanolindhold - | Ethanolindhold -
Opl@sning Fortyndingsfaktor Absorbans fortyndet ufortyndet
stamoplgsning 100 0,0500 g/L 5,00 g/L
stamopl@sning 200
stamopl@sning 300

For hver af ovenstaende standard-opl@sninger ggres fglgende:

e Overfgr 3,00 mL reagensoplgsning til en kuvette og tilsaet 100 pL standard-oplgsning (ifglge

skema)

e Lad kuvetten sta ca. 3 min.

e Tilseet 50 pL enzymsuspension og rgr forsigtigt med en lille spatel.
e lad sta 5-10 min.
e Mal absorbansen ved 340 nm




Til at bestemme initialhastighederne laves nedenstaende forsggsraekke. | Logger-Pro vaelges Time

Based Datacollection , og der males i 200 sekunder — 2 malinger pr. sekund. Bglgelaengden er
fortsat 340 nm.
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| hvert forsgg gores fglgende:

Overfgr 3,00 mL reagensoplgsning til en kuvette og tilseet 100 uL af den fortyndede ethanol-
opl@sning (ifglge skema)

Lad kuvetten sta ca. 3 min.

Seet kuvetten i spektrofotometret

Start dataopsamlingen samtidig med, at der tilsaeettes 50 pL enzymsuspension og der rgres
hurtigt med en spatel.

Efterbehandling:

Anvend de fgrste 5 malinger til at tegne en standardkurve — benyt ligefrem regression i
Logger Pro. Kommenter resultatet — Er det i overensstemmelse med Lambert-Beers lov?

| hvert af de 8 forsgg bestemmes sa godt som muligt tangenthaeldningen ved forsggets start
— brug Logger Pro til at tilneerme den bedste tangent.

Under 1. har | fundet sammenhangen mellem absorbansen og ethanolkoncentrationen.
Benyt dette til at bestemme initialhastigheden i de 8 forsgg.

Indtast sammenhgrende veerdier af Cethanol ([S]/mMM) og initialhastighed (v/mM*s'1 ) i Logger
Pro. Veelg derefter Analyze/Curve Fit/Define Function, hvorefter fglgende funktion defineres:

FS) =4/ + )
hvor S er substratkoncentrationen (Cethanol) 0g A 0g B er konstanterne i Michaelis-Menten
ligningen — henholdsvis V. 0g Ky Veelg Automatic Fit Type / Try Fit. Bestem pa denne
made Vox 08 Ky
Vurder metoden




