Enzymer

Alle levende celler indeholder enzymer. Enzymer er nodvendige for
de kemiske processer der foregar i kroppen. Nar maden skal fordgijes,
sker det vha. enzymer. Ndr glucosemolekyler skal bindes sammen til
stivelse, eller cellen skal danne nye proteiner, kan det ogsa kun ske
vha. enzymer. Et eksempel pd et enzym er katalase der ses pa figur 19.

Enzymet bruges nar cellerne under seerlige omstaeendigheder danner
hydrogenperoxid, H,O, (brintoverilte). Hydrogenperoxid er meget
reaktivt og dermed skadeligt for cellerne. I de fleste celler findes der-
for katalase som kan nedbryde hydrogenperoxid. Katalase er natu-
rens mest effektive enzym, det kan uskadeliggore 40 millioner hy-
drogenperoxidmolekyler i sekundet.

Enzymer er opbygget af store proteinkeader der er foldet, s& de far en
bestemt rumlig struktur som er specifik for det pageldende enzym.
Der er ofte knyttet en metalion og en organisk cofaktor til enzymet, se
figur 20. Nar enzymet er specifikt, betyder det at dets rumlige struktur
passer lige praecis sammen med det eller de molekyler, som det skal
virke pa.

Figur 19. Enzymet katalase indeholder fire
aktive centre hvor hydrogenperoxid bindes
og nedbrydes.

Metalion
Aktivt center
Cofaktor
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Figur 20. Enzymer er store komplekse mole-
kyler opbygget af proteiner. De indeholder
ofte ogsa en metalion og en cofaktor som fx
kan veere et vitamin.
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[ menneskekroppen har enzymerne ofte et temperaturoptimum der Reaktions-
ligger pé ca. 37 °C, mens det i andre organismer der er tilpasset kolde hastighed
eller varme omgivelser, kan vaere helt anderledes. Fx kan bakterier der
lever i varme kilder, have et temperaturoptimum ner kogepunktet.

Figur 21. To substratmolekyler bindes sam- Figur 21 viser hvordan et enzym forst binder to stoffer, substrater, og
men af et enzym gennem to processer. Farst  derefter medvirker til at danne en binding imellem dem. Resultatet

bindes de to molekyler til enzymet. Derefter o1 ot nyt molekyle, ogsa kaldet produktet. Herefter frigores produktet

bindes de sammen. Der dannes et produkt Pepsin  Amylase

som sa frigeres fra enzymet.

Substrater

Enzym

Enzym-substratkompleks

Produkt dannes

Enzym

VAR KAPITEL 1

Produkt

fra enzymet der s er klar til at omdanne nyt substrat. Enzymer kan
altsd binde molekyler sammen som i eksemplet med stivelse. Des-
uden kan de ofte reagere begge veje, dvs. at de bade medvirker til at
opbygge og nedbryde bindinger.

Reaktionshastighed

Enzymers aktivitet males i hvor mange substratmolekyler der om-
dannes pr. sekund. Dette kaldes reaktionshastigheden. Denne has-
tighed er aftheengig af maengden af substrat og antallet af enzymer.
Desuden er temperaturen og pH afgerende for hvor effektivt et en-
zym virker.

Figur 22 viser hvilken betydning temperaturen har for reaktionshas-
tigheden. Ved lave temperaturer foregér reaktionerne meget lang-
somt hvorefter hastigheden stiger med temperaturen, indtil den nar
et maksimum. Dette er enzymets temperaturoptimum. Jges tempe-
raturen yderligere, vil enzymet blive ustabilt, og proteinstrukturen
begynder at @ndre sig. Ved meget hgje temperaturer vil enzym-
strukturen blive helt gdelagt. Enzymet er denatureret. Det kendes fx
fra bagning hvor geeren ofte udreres i lunkent vand eller melk, sa
gerenzymerne hurtigt kan fa bredet til at have. Er veesken blevet for
varm ndr man tilseetter geeret, vil bradet slet ikke heeve.

Reaktions-
hastighed

Temperaturoptimum
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Figur 22. Enzymets reaktionshastighed afheenger af temperaturen. Reaktions-
hastigheden angiver hvor mange molekyler enzymet kan omdanne pr. tids-
enhed, fx i sekundet.

Figur 23 viser to enzymers reaktionshastigheder ved forskellige
pH-veardier. Ogsa her er der tale om en bestemt pH-veerdi hvor re-
aktionshastigheden er maksimal, det kaldes pH-optimum. Pepsin
har fx et pH-optimum der ligger langt under amylases. Det er til-
passet den pH der er i mavesakken, mens amylase virker bedst ved
neutral pH.

Enzymer findes ikke kun i kroppens celler, de anvendes ogsa i indu-
strien til en lang reekke processer ved fremstilling af fx ol, vin bred
og medicin. Enzymer kendes ogsa fra vaskepulver. Her skal enzymer-
ne bade kunne fungere ved hgj temperatur og ved vaskepulverets
hoje pH.

T >
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Figur 23. Enzymets reaktionshastighed af-
haenger af pH-veerdien. Forskellige enzymer
er tilpasset til at fungere ved forskellige
pH-veerdier.




Mikrobiologi

Virus, bakterier og andre organismer der er for smé til at kunne ses
med det blotte gje, kaldes for mikroorganismer. Den gren af biolo-
gien der beskeftiger sig med dem, kaldes for mikrobiologi. Alle pro-
karyoter er mikroorganismer, men der findes ogsa mange forskellige
slags eukaryote mikroorganismer som fx gersvampe, encellede dyr
(protozoer) og mikroskopiske alger, se figur 40. Mikrobiologer arbej-
der bl.a. med at kortlaegge jordens mangfoldighed af mikroorganis-
mer samt deres funktion og komplekse samspil med andre organis-
mer og deres omgivelser.

Mikroorganismer er afgerende for omsatning af organisk stof i jor-
dens gkosystemer fx som en uundvaeerlig del af nedbryderfadekaeder,
men de udfylder ogsd mange andre nicher i naturen. Mikroskopiske
alger og cyanobakterier laver fotosyntese og indgdr som primarpro-
ducent i greesningsfedekaderne. Nogle encellede dyr lever som pa-
rasitter og kan ved infektion af en veartsorganisme, ligesom mange
bakterier og virus, fordrsage forskellige sygdomme.

Figur 40.

a. Sygdommen malaria opstér nér de rade
blodceller inficeres med protozoen Plas-
modium falciparum, som her er vist med
gult.

b. Geerceller dyrket pé agar i petriskal.

¢. Euglena er en encellet mikroorganisme
der kan lave fotosyntese.
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Figur 41. Dedsfald pga. barselsfeber i % af
antal fedsler pa de to forskellige fedeklinikker.

KAPITEL 2

Mikroorganismer kan forarsage sygdom

Nogle mikroorganismer kan fordrsage sygdom hos mennesker. S3-
danne sygdomme kaldes med et faelles begreb for infektionssygdom-
me, og de sygdomsfremkaldende mikroorganismer betegnes som
patogene. Erkendelsen af mikroorganismers rolle ved nogle former for
sygdom opstod gradvist igennem 1800-tallet, og det medforte bl.a,
en forstaelse af vigtigheden af god hygiejne.

Barselsfeber og handhygiejne

En af de forste der arbejdede videnskabeligt med effekten af hand-
hygiejne, var den Ungarske laege Ignaz Semmelweis der var ansat pa
et hospital i Wien fra 1846-1849. Semmelweis var optaget af at for-
std arsagerne til sygdommen barselsfeber der hvert ar kostede mange
modre livet kort tid efter fodslen.

Hospitaleti Wien hvor Semmelweis arbejdede, havde siden 1833 haft
to forskellige fodeafdelinger. I starten blev de to fodeafdelinger dre-
vet pd samme made, men fra 1841 blev den forste afdeling primeert
passet af leegestuderende, mens den anden blev passet af jordemor-
studerende. Semmelweis undersggte bl.a. forskellen i dedelighed i de
to forskellige klinikker, se figur 41.
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Han opstillede en hypotese om at der blev overfort sygdomsfremkal-
dende partikler via de leegestuderendes hander fra de lig, de obduce-
rede pa hospitalet, til de kvinder de hjalp pa fedeafdelingen. Derfor
indforte Semmelweis i sommeren 1847 en regel om at de laegestude-
rende altid skulle vaske deres haender i en chlorkalk-oplgsning for de
tilsd kvinderne pa fodeafdelingen. Dadeligheden i den forste fode-
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klinik faldt umiddelbart derefter til et niveau svarende til den anden
fodeklinik pa hospitalet, se figur 42.

Semmelweis’ data ser ud til at vise en sammenhaeng mellem indfor-
sel af bedre hdndhygiejne og risikoen for at kvinder der af barsels-
feber, og ser derfor ud til at understotte hans hypotese. Hans ideer
passede dog ikke med tidens gaengse forstaelse af sygdom. Da han
ikke kunne fremvise det sygdomsfremkaldende stof, og derfor hel-
ler ikke redegore tilfredsstillende for en mulig drsagssammenhang,
modte hans ideer stor modstand blandt hans kollegaer. Vigtigheden
af handvask og hygiejne blev derfor ikke i forste omgang alment
accepteret. Forst flere ar senere, efter Semmelweis’ ded i 1865, blev
mikroorganismers sygdomsfremkaldende rolle og hygiejnens vig-
tighed anerkendt af leegevidenskaben.

COVID-19 pandemien

[ dag ved vi at god hygiejne mindsker risikoen for at blive smittet
eller smitte andre med mange infektionssygdomme. Et eksempel er
det relativt nyopdagede coronavirus SARS-CoV-2 der kan forarsage
sygdommen COVID-19. Indledende studier tyder pa at SARS-CoV-2
muligvis er udviklet i flagermus, og at de forste mennesker sand-
synligvis blev smittet i anden halvdel af 2019. Hvorvidt smitten er
sket direkte fra en flagermus eller gennem en anden dyrevart, er
stadig uafklaret. Det nyopdagede coronavirus store smitsomhed

blandt mennesker medforte en verdensomspaendende epidemi
(pandemj).
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Figur 42. Degdsfald pga. barselsfeber pa den
forste fadeklinik, angivet p& manedsbasis.
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beskrive den videnskabeligt pa tilfredsstillende vis. Der findes mere
0.000 navngivne bakteriearter, men man ved at der findes man-

Figur 43. Mundbind og handsprit blev hur-
tigt en del af dagligdagen under COVID-19

pandemien.

Figur 44. @l og meelk er eksempler pa
drikkevarer der ofte er pasteuriseret.

KAPITEL 2

Pandemien medforte bl.a. nedlukninger af dele af samfundet, regler
for forsamlinger og opfordringer til adfaerdsmaessige andringer og
forbedret hygiejne hos befolkningerne, se figur 43. Pandemien har
medfert store sundhedsmeessige, sociale og skonomiske konsekven-
ser i det meste af verden.

Pasteurisering

Louis Pasteur levede i 1800-tallet og var en af datidens storste viden-
skabsmeend. Han var bl.a. medvirkende til at afkreefte teorien om
spontan genese som beskrevet pa side 12. Pasteur arbejdede ogsa
med forskellige gaeringsprocesser og opfandt en metode til at be-
handle mad og drikkevarer s& man mindsker risikoen for skadelig
bakterievaekst. Metoden kaldes i dag for pasteurisering og bestar i at
man opvarmer fodevaren, typisk til mellem 60 og 80 °C i kortere el-
ler laeengere tid. Derved draebes de fleste skadelige mikroorganismer
uden at fodevarens smag og ernaringsveerdi forringes, hvilket typisk
vil veere tilfeeldet ved en kogning ved 100 °C. Pasteurisering er en vee-
sentlig arsag til at mange typer mad og drikkevarer har en relativ lang
holdbarhed, se figur 44.

Der er bakterier alle vegne

Da de fleste bakterier primeert formerer sig ukennet, er det biologiske
artsbegreb som forklares pa side 198, ikke saerlig godt til at definere
hvornar to bakterier tilhgrer samme art. Desuden kan meget forskel-
lige bakterier i nogle tilfeelde udveksle gener med hinanden fx ved
hjelp af overforsel af plasmider. Det ser man bl.a. ved udvikling af
antibiotikaresistens som er beskrevet neermere pa side 208. Bakterie-
arter er derfor i stedet typisk bestemt ud fra fysiologiske egenskaber,
og hvor stor genetisk lighed deres genomer har.

Bakterier er ekstremt talrige pd jorden. Typisk kreeves det at man et
i stand til at isolere og dyrke en bakterie i en renkultur, for man kan

end 3 }
se flere. Der er mange bakterier, man endnu ikke har fundet ud af at

dyrke i renkultur og derfor kendes deres eksistens kun ud fra fund af
deres DNA. DNA-studier af jordprover har vist at der findes mellem fa
hundrede og maske op til flere hundrede tusinde forskellige bakterie-
arter pr. gram jord, men tallene er meget usikre.

Bakterier er vigtige for vores helbred

Nogle bakterier kan medfeore sygdomme, mens andre bakterier er
gavnlige for helbredet. En gennemsnitlig menneskekrop indeholder
ca. 10 gange sa mange bakterier som menneskeceller. Bakterierne fin-
des normalt pa kroppens indre og ydre overflader, heraf langt de fleste
i fordgjelsessystemet, se figur 45. Der findes ogsa mange bakterier pa
huden og slimhinderne. Finder man bakterier i blod eller veeyv, er der
tale om en infektion hvor bakterierne har gennembrudt kroppens
ydre forsvarsbarriere. Dem vil immunforsvaret forsgge at bekampe
da de normalt vil medfere sygdom og kan veere livstruende.

Der forskes meget i hvordan bakterier pavirker helbredet. Der findes
fx firmaer der tilbyder at lave DNA-analyser af den bakterielle mang-
foldighed i ens afforing. De senere ar er flere laeger begyndt at ekspe-
rimentere med at udfere feecestransplantationer. Her overfores tarm-
bakterier fra en rask til en syg person der fx lider af kronisk tarmbe-
tendelse, i habet om at bakterierne fra den raske persons tarmsystem
kan have en gavnlig effekt pa den syge. Flere forseg har vist lovende
resultater, men der er stadig mange uafklarede sporgsmal inden for
dette forskningsomrade.

Figur 45. Farvet elektronmikroskopi af en
rod blodcelle med feekalier og forskellige
tarmbakterier. Preven er fra en patient med
blod i afferingen.
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Bakterie med ringformet kromosom

Kromosomet er kopieret og
delingsprocessen er begyndt
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Delingsprocessen er afsluttet

Figur 46. Bakteriers celledeling.

Prokaryoter

Kugleformede bakterier (kokker)
fx: Staphylococcus aureus

r=0,4 yum
O:4x = 2,01 pm?
V:%7ar = 0,268 um?
o/v = 7,5pm™’

Stavformede bakterier
fx: Eschericia coli

Mikrobiel vaekst

Nar bakterier under de rette omsteendigheder deler sig ukennet, bli-
ver de til to genetisk identiske bakterier der sa hver isaer igen kan dele
sig. Bakterier har kun ét kromosom. Inden bakterien deler sig, laves
der en kopi af kromosomet hvorefter de to identiske kromosomer be-
vaeger sig til hver sin ende af cellen. Celledelingen afsluttes ved at
cellen deles pd midten sd der derved dannes to nye bakterier, se fi-
gur 46.

Vaekstfaktorer

Hvor hurtigt en mikroorganisme kan dele sig, atheenger af mange
forskellige faktorer som fx temperatur, pH og koncentrationen af
nedvendige neringsstotffer. Forskellige mikroorganismer har ved
optimale vakstbetingelser meget forskellige vaeksthastigheder. Den
atheenger bl.a. af deres evne til at producere ngdvendige enzymer og
optage naringsstoffer fra det vaekstmedie, de lever i.

Da optagelsen af neeringsstoffer normalt foregar igennem cellemem-
branen, har sterrelsen og formen af mikroorganismen stor betyd-
ning. Mindre celler har normalt en storre overflade i forhold til deres
volumen end store celler. Formen er dog ogsa vigtig for overflade/
volumen-forholdet af en celle, se figur 47.

Et storre overflade/volumen-forhold muligger en mere effektiv nee-
ringsstofoptagelse igennem cellemembranen. Det er en af grunde-
ne til at bakterier som Escherichia coli normalt har veesentlig hgjere
vaekstrater end fx eukaryote gaerceller, der er meget storre.

Eukaryoter

Geerceller
fx: Saccharomyces cerevisae

h=32um

.r=0,6pm

O: 27 + 27rh = 14,3 pm? O: 47 = 201 um?
V: n?h = 3,62 um> V:%ar = 268 uym?
o/v = 12 pm™’ o/v = 0,75 pm™'

Figur 47. Eksempler pa overflade/volumen-forhold hos forskellige typer mikroorganismer.

KAPITEL 2

Temperaturen pdvirker veeksthastigheden

Optagelseshastigheden af naringsstoffer og hastigheden af cellens
biokemiske reaktioner afhaenger direkte af temperaturen. Ved hgjere
temperaturer beveeger molekyler sig hurtigere og derfor sker diffusi-
onen ogsa hurtigere. Hastigheden pa enzymatiske reaktioner athan-
ger bl.a. af hvor hurtigt substrat og enzym medes og binder til hin-
anden, og denne hastighed afh@nger bl.a. af molekylernes beveaegel-
seshastighed. Det betyder at mikroorganismernes veaksthastighed
pges med stigende temperatur, dog kun til et vist punkt. Alle mikro-
organismer har et temperaturoptimum hvor deres vaksthastighed er
hojest. Ved hojere temperatur denaturerer mikroorganismernes en-
zymer, og derved der mikroorganismerne. Forskellige mikroorganis-
mer er tilpasset et liv i forskellige miljoer og dermed ogsa forskellige
temperaturer. Mange bakterier har et relativt sneevert temperaturin-
terval hvori de kan overleve og formere sig.

Mikroorganismer der er tilknyttet mennesket, har typisk et tempera-
turoptimum ved 37 °C eller lidt derover. Sddanne bakterier kaldes for
mesofile bakterier. De kan som regel dyrkes i et varmeskab ved ca. 37 °C.
Bakterier der trives i hoje temperaturer, kaldes for termofile bakterier.
Figur 48 viser hvordan vaeksthastigheden af to forskellige typer bakte-
rier atheenger af temperaturen.

Mad og drikkevarer er hyppige kilder til bakterielle infektioner og
dermed til sygdom hos mennesker. Derfor er det vigtigt at man ken-
der til god kekkenhygiejne, og behandler og opbevarer fodevarer pa
hensigtsmeessige mader. Der er bakterier alle vegne, ogsé pa vores
hander, og det er meget let at komme til at overfore bakterier til en
madvare under tilberedning. Hvis bakterierne i disse madvarer efter-
folgende far gode veekstbetingelser, fx hvis den opbevares for varmt,
s& kan fa bakterier i lgabet af nogle timer bliver til mange og fordrsage
alvorlig sygdom.

Bakterievaekstens afhangighed af temperaturen forklarer hvorfor det
er hensigtsmeessigt at opbevare mange typer fodevarer pa kol, da det
begranser veeksten af ugnskede bakterier. Ligeledes findes her for-
klaringen pa hvorfor det er vigtigt at fx fersk kyllingekad opvarmes
sd alt kedet opnar en temperatur pa 75 °C under tilberedningen. De
hoje temperaturer vil dreebe mange patogene bakterier som fx sal-
monella- og campylobacter-bakterier hvis de skulle veere til stede, se
figur 49.

B Mesofile bakterier

Vaekstrate . :
B Termofile bakterier
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Figur 48. Veeksthastigheden hos bakterier
afheenger bl.a. af temperaturen.
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Figur 49. Antal danskere diagnosticeret med
salmonella- eller campylobacterinfektion i
perioden fra 2001-2016.
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Figur 50. Den mikrobielle veekstkurves fire
faser.

KAPITEL 2

Geerceller foretreekker et surere miljo end bakterier

Mens de fleste bakterier foretreekker en surhedsgrad taet pa 7, lever
mange gersvampe bedre ved en lidt lavere pH, se figur 367 side 257.
Det udnytter man bl.a. ved syltning hvor pH saenkes for at und-
ga uensket bakterieveekst. Der findes dog ogsa bakterier hvis pH-
optimum er markant forskellig fra 7. Det kan fx veare bakterier der
er tilpasset livet under basiske forhold. De har udviklet fordgjelses-
enzymer der fungerer bedst ved en pH hgjere end 7. Denne type for-
dojelsesenzymer med et hgjt pH-optimum anvendes bl.a. industri-
elt i vaskemidler hvor sebestofferne normalt gor oplesninger basis-
ke. Enzymerne der anvendes i vaskemidlerne produceres i dag som
oftest i store geeringstanke vha. genmodificerede mikroorganismer.
Laes mere pa side 48 om hvordan man kan skabe en genmodificeret
mikroorganisme.

Den mikrobielle vaekstkurve

Veaeksten af bakterier folger typisk det forleb der er vist i figur 50. Det-
te forlgb kaldes for den mikrobielle veekstkurve og bestar af fire faser.
Den forste fase kaldes for nglefasen hvor bakterierne bl.a. danner
de nedvendige enzymer og tilpasser deres livsprocesser til det giv-
ne miljo. Nolefasen kan vare kortere eller leengere tid og er generelt
kendetegnet ved at antallet af bakterier er nogenlunde konstant. Pd
et tidspunkt begynder bakterierne at vokse i antal, og populationen
befinder sig nu i den eksponentielle fase.

Antal bakterier i preven

Nolefase | Eksponentiel Stationeer fase | Dedsfase Fa celler
fase Levende
E & -
Dade celler

Tid fra start

[ den eksponentielle fase deler bakterierne sig hurtigere, og der dannes
flere nye bakterier end der der. Veekstraten i denne periode er nor-
malt nogenlunde konstant. Antallet af bakterier folger derfor i en
eksponentiel vakstfunktion indtil vaeksten bliver begranset. Vak-
sten begreenses typisk af mangel pa resurser eller plads.

Efter en periode med eksponentiel vakst begynder vaksten at afta-
ge indtil antallet af bakterier i en periode forbliver konstant. Denne
fase kaldes for den stationcere fase, og den er kendetegnet ved at an-
tallet af nydannede bakterier svarer til antallet af bakterier der der.
I denne fase opbruger bakterierne typisk de sidste naringsstoffer og
udskiller forskellige affaldsstoffer. Pa et tidspunkt er forholdene ikke
leengere gode nok til at bakterierne kan opretholde deres nadvendige
livsprocesser, og populationen bevager sig derefter over i den sidste
fase hvor populationen falder i sterrelse. Dadsfasen er karakteriseret
ved at antallet af bakterier der der, overstiger antallet af nye. Nogle
typer bakterier er dog i stand til at ga i en slags dvaletilstand i stedet
for at de og kan forblive i denne tilstand i meget lang tid indtil miljo-
forholdene eventuelt igen bliver gunstige.

Afhaengigt af dyrkningsforholdene kan man pavirke hvor leenge bak-
terierne vil befinde sig i de forskellige faser. Hvis man ser pd kolo-
nier pa en agarplade, folger bakterierne i hver koloni den mikrobi-
elle vaekstkurve. Ved at tage bakterier fra en koloni og udplade dem
pé nye agarplader kan man genstarte en ny nelefase efterfulgt af de
andre faser. Ved dyrkning af bakterier i seerlige garingstanke er det
muligt lobende at regulere pa forskellige faktorer, fx ved at tilfore
neeringsstoffer og fjerne affaldsstoffer fra naeringsmediet, se figur S1.

Derved kan man opretholde en population af mikroorganismer i en
stationaer fase i meget lang tid. Dette kan veaere nyttigt hvis mikroor-
ganismen i denne fase producerer stoffer man ensker som fx enzy-
mer eller hormonet insulin.

Figur 51. Mikroorganismer kan dyrkes i store

geeringstanke.
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Eksponentiel vaekst

Under de rette omstendigheder kan en bakterie som E. coli dele sig
ca. hvert tyvende minut. Det betyder at antallet af bakterier i en pro-
ve potentielt kan fordobles hvert tyvende minut. Selvom der i begyn-
delsen kun er én enkelt bakterie, kan der i lgbet af 7-8 timer ende
med at veere flere millioner. Den type udvikling hvor antallet af in-
divider eendres med en fast faktor i en given tidsperiode, kaldes for
en eksponentiel udvikling eller eksponentiel veekst. Generelt kan en
eksponentiel udvikling veere bade aftagende og voksende, men i for-
hold til bakteriel vaekst er det primeert relevant at tale om voksende
eksponentielle udviklinger. Eksponentiel vaekst af bakterier kan kun
fortseette indtil en abiotisk eller biotisk faktor begraenser veeksten. En
abiotisk faktor kan fx veere konkurrence om plads, mens en biotisk fak-
for kan veere maengden af neeringsstoffer. For bakterier vil disse fakto-
rer typisk veere begraensende efter nogle timer eller dage, atheengigt
af omstendighederne. Eksponentiel vaekst hos bakterier kan beskri-
ves med det matematisk udtryk der er vist i ligning (1):

My=b-da

I dette udtryk er y antallet af bakterier til tidspunktet x. Begyndel-
sesveerdien b er antal bakterier fra start (x =0), og a er en konstant
der kaldes for fremskrivningsfaktoren. Fremskrivningsfaktoren viser
hvor mange gange y stiger, hvis x stiger med 1. Bemeerk at fordi der
er tale om et voksende antal bakterier,erb >0 oga > 1.

Fremskrivningsfaktoren a kan ogsé skrives som ligning (2):
@2@a=1+r

Veekstraten r angiver hvor stor en procentdel y vokser med, hvis x
stiger med 1.

Nogle gange ses ligninger for eksponentiel veekst pa formen vist i
ligning (3):

B3)y=b-e?

Ved at sammenligne ovennevnte to ligninger med hinanden kan
man ved hjelp af en potensregneregel vise at fremskrivningsfakto-
ren a i ligning (1) er lig med e i ligning (3).

Antal bakterier fordobles i hver generation

Hvis generationstiden for en bakterie kendes, og det antages at alle
bakterier deler sig samtidigt, kan udtrykket i ligning (1) omskrives til
et udtryk som funktion af antal generationer. Ved ubegranset vakst
deler bakterierne sig med en konstant rate og derfor fordobles antal-
let af bakterier i hver generation. Derfor mé fremskrivningsfaktoren
avaere 2, nar tiden regnes i antal generationer. Hvis antallet af bakte-
rier i forste generation kaldes for N, og antal generationer siden start
for t, kan antallet af bakterier efter et bestemt antal generationer (N,)
ifolge den eksponentielle vakstmodel bestemmes til at veere som vist
iligning (4):

(4) N;=N,- 2!

I dette tilfeelde er det klart at fordoblingstiden er praecis én genera-
tion, da det jo var preemissen for udledningen af dette funktions-
udtryk. Tabellen i figur 52 viser hvordan antallet af bakterier stiger
i labet af 20 generationer, hvis man starter med €n enkelt bakterie i
generation 0.

Generation Antal bakterier
0 1
1 2
2 4
3 8
B 16
5 32
6 64
7 128
8 256
9 512
10 1.024
11 2.048
12 4.096
13 8.192
14 16.384
15 32.768
16 65.536
17 131.072
18 262.144
19 524.288
20 1.048.576

Figur 52. Ved ubegreenset veekst fordobles
antallet af bakterier ved hver generation.
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Figur 53. Data fra et veekstforseg med

E. coli-bakterier.

a. Eksponentiel regressionsmodel.

b. Residualplot for den eksponentielle
regressionsmodel. Kan der vaere en
biologisk forklaring pa at sidste male-
punkt ser ud til at ligge veesentligt under
den eksponentielle regressionsmodel?

KAPITEL 2

Bakteriers generationstid

Hvis man eonsker at bestemme en bakteries generationstid ud fra for-
sogsdata, kan det gores med eksponentiel regression. Figur 53 viser
et eksempel pa regression udfert pa data fra et forseg med E. coli-bak-
terier.

Det ses at regressionsligningen her er angivet pa formen vist i lig-
ning (3). Forst beregnes fremskrivningsfaktoren a, ud fra regressions-
ligningen.

a = €' =e%%%%? = 1,020405
Derefter beregnes vaekstraten r ved hjaelp af ligning (2).

r=a-1=1,020405-1=0,020405= 2 %

Det vil sige at antallet af E. coli-bakterier i dette forseg i gennemsnit
er steget ca. 2% pr. minut.

En bakteries generationstid er det samme som fordoblingstiden, og
det er kendt fra matematikken at man kan finde fordoblingstiden
(T,) for en eksponentiel udvikling vha. felgende udtryk:

_ Log(2)
®) 2= Togta)

2

Generationstiden maéles i den enhed der er brugt i de konkrete data,
sd 1 dette eksempel males den i minutter, og generationstiden for
E. coli-bakterierne i det viste forsgg er saledes:

(6) T,= Log(2)

=99 343 minutt
27 Tog(1,020405)  ~ > Minuter

som svarer til 34 minutter og 18 sekunder.
Som neaevnt kan eksponentiel vaekst ikke fortsaette evigt, og veeksten

af enhver population vil pa et tidspunkt blive begrenset som beskre-
vet under afsnittet om den mikrobielle vaekstkurve pé side 40.

Koncentrationsbestemmelse af bakterier

Koncentrationen af bakterier i en prove kan bestemmes pa flere for-
skellige méder. I flere af metoderne er det en fordel forst at lave en
seriel fortyndingsrakke af en prove. Princippet i en fortyndingsrcekke
er vist i figur 54. Tre nyttige, men meget forskellige metoder til kon-
centrationsbestemmelse er beskrevet i de efterfolgende afsnit.

Opteelling i tellekammer

Et teellekammer er et objektglas til mikroskopi hvorpé der er indridset
et meget pracist optellingsnet med felter med et kendt volumen. Efter
at en prove er tilfort til teellekammeret, teelles antallet af bakterier i
et bestemt antal felter. Hvis der er for mange eller fa bakterier i teelle-
kammeret til at der kan opnas et preecist mal, ma der valges en anden
fortynding af preven. Ud fra antal bakterier, det samlede volumen af
de undersggte felter og fortyndingsfaktoren kan den samlede koncen-
tration af bakterier i preven beregnes, se figur 55. Typisk laves flere
forskellige teellinger hvorefter et gennemsnit af mélingerne beregnes.

Figur 55. Et teellekammer kan anvendes til at
beregne koncentrationen af bakterier i en prave.

N
—

.

L’ L’ = &/ &
Fortyndings

-faktor: 1:10 1:100 1:1000 1:10.000 1:100.000

Figur 54. En faktor-10-fortyndingsraekke
laves ved hele tiden at overfere fx 1 mL
af en opblandet prove til 9 mL vaeske.
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Figur 56. Pladeudspredning af en fortyn-

Antal kolonier ved pladeudspredning

Ved pladeudspredningsmetoden laves en pladeudspredning af flere
forskellige fortyndinger af proven indtil der findes en fortynding, der
giver et antal kolonier der er let at teelle. Der ma dog ikke veere sa fa
at det giver for stor usikkerhed pa mélingen. Hver koloni stammer fra
én bakterie fra den péforte prove. Nar det tilforte volumen af proven
og fortyndingsfaktoren kendes, kan der derefter beregnes hvor man-
ge bakterier der ca. er i proven, se figur 56.

Som med teellekammermetoden laves der typisk flere forseg hvor-
efter der tages et gennemsnit af resultaterne. Pladeudspredningsme-

dingsreekke kan anvendes til at beregne toden kan kun give brugbare malinger hvis bakterierne kan dyrkes
koncentrationen af bakterier i en prove. pa det valgte medie.
1T mL 1T mL 1T mL 1T mL 1T mL
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1T mL T mL T mL T mL
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Fortyndingsfaktor: 1:10 1:100 1:1000 | 1:10.000 1:100.000

Koncentrationsbestemmelse
For det mest praecise resultat veelges normalt en plade med mellem 30 og 300 kolonier.
Her opnas dette ved fortyndingsfaktoren 1:10.000, hvor der er 38 synlige kolonier.

Husk at en koloni stammer fra en bakterie i den oprindelige preve. Koncentrationen findes
ved at dividere antallet af kolonier med fortyndingsfaktoren.

Koncentration = w =380.000 M

——mL
10.000

Absorptions- og turbiditetsmalinger

Hvis man gnsker at folge vaeksten i en flydende kultur af mikroorga-
nismer, kan der enten benyttes et spektrofotometer eller en turbiditets-
madler. Det grundleeggende princip i de to metoder er meget ens, men
apparaterne der benyttes, er lidt forskellige og maler lidt forskellige
ting.

Et spektrofotometer méler absorbansen af lys ved en bestemt bglge-
leengde (). Da der er en sammenheng mellem antallet af mikroorga-
nismer i preven og hvor meget lys der bliver absorberet, kan vaeksten
i en flydende kultur males ved lgbende at udtage prover, se figur 57.
For at kalibrere malingerne kan der samtidig fx benyttes pladeud-
spredning eller teelling i teellekammer pa enkelte malinger, og ud fra
disse kan der konstrueres en standardkurve.

Apparatet isolerer Proven absorberer
en bestemt noget af lyset
bolgeleengde

Forskellige balge-
leengder spredes

Lyskilde

Figur 57. Et spektrofotometer maler absor-
bans af lys ved bestemte belgelaengder.

Turbiditetsmalinger maler ikke absorbansen af lys, men derimod
spredningen af det lys der sendes ind i prgven. Jo flere mikroorganis-
mer i progven lyset kan ramme, jo mere spredes lyset, og ved at male
hvor meget lys der rammer en detektor i maleinstrumentet, fas et
mal der korrelerer med antallet af mikroorganismer i prgven. Som
ved spektrofotometermetoden er det nedvendigt at kalibrere mélin-
gerne med fx pladeudspredning eller teellekammermetoden hvis der
onskes en absolut koncentration og ikke blot relative malinger.

I begge metoder kan det vaere hensigtsmeessigt at benytte en fortyn-
dingsraekke for at fa preecise malinger, og ogsd her er det ofte en god
idé at lave flere parallelle forseg og sa tage et gennemsnit.

Prevens absorbansniveau vises
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EXN  KAPITEL 2

Industriel anvendelse af mikroorganismer
Mikroorganismer benyttes til mange formal i industrien. Mange
forskellige enzymer produceres og udvindes fra geeringstanke med
mikroorganismer. I nogle tilfeelde er det enzymer som mikroorganis-
men naturligt producerer. Man anvender her ofte foradlede mikro-
organismer der producerer storre mangder af det onskede enzym,
end normalt. I nogle tilfeelde er mikroorganismen ogsa blevet gen-
modificeret. Det kan ske pé flere forskellige méder. En mikroorganis-
me kan have faet indsat et eller flere gener fra en anden organisme.
Det gor at den producerer et gnsket produkt, fx et enzym, den nor-
malt ikke kan producere. Genmodificeringen kan udferes ved hjelp
af plasmidtransformation med plasmider der indeholder det onskede
gen - sikaldte rekombinante plasmider. Figur 58 viser princippet i
den metode.

Nar en mikroorganisme er blevet genmodificeret sa den producerer
det gnskede produkt, skal produktionsprocesserne efterfolgende op-
timeres pa forskellig vis. Det kan bl.a. vaere ved at optimere pa abi-
otiske faktorer som temperatur, pH og neringsmedie. Pd grund af
mutationer vil der labende opsté sma forskelle i deres DNA. Det be-
tyder at nogle med tiden vil miste evnen til at producere det gnske-
de produkt, mens andre pga. de tilfaeldige mutationer ved et tilfeelde
kan i en oget eller pa anden vis bedre produktion. Ved lebende at
screene og udvalge de bedst egnede mikroorganismer kan man over
tid foraedle produktionsstammen og optimere produktionen.

Da der er flere forskelle pa pro- og eukaryoters generelle genstruktur,
proteinsyntese og efterfolgende bearbejdning af nye proteiner, er det
nogle gange en fordel at producere de onskede stoffer i en eukaryot
organisme som fx geer. Hormonet insulin er et eksempel pd dette.
Folk der lider af type 1-diabetes, kan ikke selv producere det livsned-
vendige hormon insulin i tilstraekkelige mangder og skal derfor have
det tilfort udefra

Da menneskets immunforsvar reagerer pa fremmede proteiner, er det
ikke uproblematisk at tilfgre insulin fra fx svin eller kger som man el-
lers gjorde i store dele af det tyvende arhundrede. Der kan ogsa opsta
problemer hvis man producerer human insulin i bakterier, s& derfor
produceres human insulin i dag som regel i genmodificerede gaercel-
ler. Den danske virksomhed Novo Nordisk er blandt verdens forende
virksomheder til insulinproduktion.
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Figur 58. Plasmidtransformation af bakterie.
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