Differentialekvationer och reaktionskinetik

Enzymkatalys, Chymotrypsin

Enzymer är naturens egna katalysatorer och sk enzymkatalyserade reaktioner spelar en mycket viktig roll i cellers och levande organismers kemi, dvs. biokemi. Reaktionsvägarna kan bestå av flera olika delsteg och reaktionsintermediärer vilket i allmänhet gör enzymreaktioner till mycket komplexa förlopp. Den allra enklaste typen av enzymreaktion åskådliggörs i (R1) och har endast en mellanprodukt, ES, där det sista reaktionssteget till slutprodukten, P, endast antas vara en framåtreaktion. 

(R1)
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Som en första approximation kan vi anta att (R1) är en elementarreaktion. Detta kinetikproblem kan lösas analytiskt genom att införa en steady-state approximation med avseende på enzymkomplexet, ES. Problemet löstes för första gången av Leonor Michaelis och Maude Menten. De gav ett uttryck på bildandet av produkten, d[P]/dt, och har formeln;
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[E]t är den totala enzymmängden och KM är Michaelis-Menten-konstanten vilket också är en reaktionskarakteristika. Detta uttryck kan generaliseras till att gälla mycket mer allmänna fall än (R1) och ofta bruka man säga att förlopp som låter sig modelleras med en sådan typ av ekvation har en Michaelis-Menten-kinetik

. I denna uppgift skall vi bla undersöka korrektheten av denna approximation.

Läshänvisningar: Biochemistry s.368-378
a)
Visa Michaelis-Mentens uttryck i fallet (R1).

I denna uppgift skall vi undersöka hydrolysen av en N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin. Detta förlopp är något mer komplicerat än (R1) dvs. steget mellan det första enzymkomplexet  och slutprodukten sker i mer än ett steg. Trots detta har ändå reaktionen en Michaelis-Menten-kinetik. Genom att införa en konstant kcat, som är en funktion av alla hastighetskonstanter från komplexet till slutprodukten, kan vi i alla fall använda (R1) som modell med k2 = kcat. Märk väl att för det enklaste fallet är verkligen k2 = kcat.
b)
Modellera systemet genom att ställa upp hastighetsuttrycken för reaktionerna ovan. Simulera sedan systemet i MATLAB genom att lösa de ovan uppställda systemet av kopplade differentialekvationer samt åskådliggör lösningen grafiskt. Låt begynnelsevillkoret och hastighetskonstanter till systemet vara:

[E]0 = 0.5M       [S]0 =1M

k11 = 0.01 dm3 mol-1 s-1  k12 = 0.000587s-1  kcat = 0.069 s-1
Visa även beteendet hos den totala enzymmängden, [E]t, i reaktionen.

i)
Stämmer steady-state-approximationen med avseende på  ES? Tips: Undersök d[ES]/dt.

ii)
Om den stämmer, när inträder steady-state?

iii)
Omsättningsgraden x av ett ämne A definieras som 
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. Vad är omsättningsgraden av 

N-acylaminosyraestern som funktion av reaktionstiden?

c)
Använd nu de beräknade data till att anpassa ett Michaelis-Menten-uttryck, i minstakvadratmetodens mening, med parametrar kcat och KM. 

i)
Lägg in den anpassade kurvan tillsammans med de andra (från b)) och undersök hur väl de stämmer överens. 

Tips: Använd kommandot gradient. 

ii)
I allmänhet är förhållandet mellan substratkoncentrationen och enzymkoncentrationen mycket större än 1:2 som simulerats. Låt 

[E]0 = 1·10-3M       [S]0 = 2M

Anpassa ett nytt Michaelis-Menten-uttryck med dessa startkoncentrationer. Hur väl stämmer steady-state-approximationen i detta fall? 

iii)
Finn ett numeriskt villkor på förhållandet [E]0/[S]0  för att steady-state-approximationen skall gälla eller, för vilka värden på [E]0/[S]0 är förhållandet mellan de beräknade produktutbytet och Michaelis-Mentens ekvation ||P||/||PM|| < 0.95? Vad är vanliga enzym- och  substratkoncentrationer i biokemi?

d)
I många fall kan det vara fördelaktigt att tillföra reaktanterna kontinuerligt till reaktorn.




Modellen ovan måste då modifieras så att vi tar hänsyn till ett inflöde av reaktanter och ett utflöde av produkter. För varje ämne måste därför en materialbalans (även kallad kontinuitetsekvationen) över reaktorn ställas upp som beskriver vad som kommer in, vad som kommer ut samt vad som bildas däri. En allmän materialbalas för ett ämne A i reaktionen 


[image: image5.wmf]B

A

B

r

A

n

n

¾

®

¾


kan se ut på följande sätt:
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I ekvationen ovan är q de totala volymflödet, cAin och cAut är koncentrationen av A i in- respektive utflödet, VR är reaktorvolymen och (A är den stökiometriska koefficienten för A i reaktionen r.

 i)
Implementera nu materialbalansen i modellen (utformad i b)) och simulera systemet med begynnelsevillkoren. 

d[E]/dt = 1 M s-1  d[S]/dt = 2M s-1   [E]0 = [S]0 = 0 M

VR = 100 dm3    q =1 dm3 s-1
ii)
Vad är omsättningsgraden av N-acylaminosyraestern i det här fallet?

iii)
Det är önskvärt att låta den totala enzymmängden vara konstant under reaktionsförloppet. Detta kan uppfyllas genom att återföra enzymet till reaktorn eller att enzymet är låst till ett katalysatorelement.  Modifiera nu modellen så att enzymmängden hålls konstant i reaktorn och visa grafiskt reaktionsförloppet. 

iv)
Beräkna återigen omsättningsgraden av N-acylaminosyraestern. Sett till omsättningsgraden, rangordna de tre fallen.

v)
Hur ändras produktutbytet i de två senare fallen dvs med eller utan enzymrecirkulering?

vi)
Öka volymen till VR = 1m3. Gynnar detta produktutbytet?
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