Projekt 9

2005-11-24

Simon Andersson Åkerblom, Albin Vadenbo



Niklas Sandberg, Thomas Ekvall

Bioteknik/Kemiteknik med fysik

Chalmers Tekniska Högskola






Rapport Projekt 9

Enzymkatalys, Chymotrypsin
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Sammanfattning

Syftet med projektet var att med en så kallad steady-state-approximation bestämma koncentrationerna vid hydrolys av N-acylaminosyraester med Chymotrypsin. Beräkningarna gjordes i MATLAB. När vi varierade koncentrationerna kom vi fram till att reaktionshastigheten beror på koncentrationen av det katalyserande enzymet.

Inledning

Målet med Projekt 9 är att simulera rektionsförloppet för en enzymkatalyserad reaktion. För att göra detta används MATLAB. Utifrån givna koncentrationer av startämnen skall koncentrationen av både produkter och reaktanter bestämmas med avseende på tiden. Projektet vi valde handlade om en hydrolys av N-acylaminosyraester med Chymotrypsin.

Teoretisk bakgrund
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(1)
Reaktionen (1) beskriver den enklaste typen av enzymkatayserade reaktioner. Det är den som ligger till grund för vår uppgift. E är enzymet i reaktionen, det finns kvar i oförändrad mängd efter reaktionen. S är substratet, P är produkten och ER är en mellanprodukt (den här reaktionen har endast en). Det första reaktionssteget beskriver en jämvikt där reaktion kan gå åt båda hållen medan det andra endast går åt höger. k11,k12 och k2 är hastighetskonstanter för reaktionen som hänger ihop med respektive pil. I detta experiment var k11=0,01dm3mol-1s-1,k12=0,000587s-1 och k2=0,069s-1 enligt handledningen. 
Detta problem antar man kan lösas genom en så kallad steady state approximation, vilket innebär att koncentrationen av ES nått sitt maximum, dvs derivatan av koncentrationen av ES med avseende på tiden är noll.
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De två forskare som först löste detta problem hette Leonor Michaelis och Maude Menten. De ställde upp ett uttryck för reaktionshastigheten d[P]/dt, ekvation (3).
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 och [E]t =[E]+[ES] (den totala enzymmängden). (3)
Reaktioner som kan lösas med den här modellen säger man har Michaelis-Menten-kinetik. 

Experimentell metodik.

Reaktionsförloppet vi skulle simulera var följande:
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K är hastighetskonstanter, E är enzym, S är det reagerande ämnet, ES mellanprodukt och P slutprodukten. Uppgiften var att göra en funktionsfil i MATLAB som skulle räkna ut koncentrationerna av dom olika ämnena under tiden som reaktionen fortskred. För att göra detta använde vi oss av hur koncentrationerna förhåller sig till reaktionshastigheterna. Vi satte koncentrationerna till [E]=u1, [S]=u2, [ES]=u3 och [P]=u4 vilket gav följande uttryck för hastigheterna:


r11=k11u1u2
r12=k12u3
r2=k2u3

Reaktionshastigheterna för varje ämne fås genom att man deriverar koncentrationen med avseende på tiden. Detta leder till att:


u’1=-r11+r12+r2
reaktionshastigheten för E

u’2= r11+r12

reaktionshastigheten för S

u’3=r11-r12-r2
reaktionshastigheten för ES
u’4=r2

reaktionshastigheten för P


I uppgiften så är k-värdena och startkoncentrationerna för E och S kända vilket gör att vi kan sätta upp uttrycken för reaktionshastigheten. För att få fram koncentrationerna vilket uppgiften handlade om så får vi söka den primitiva funktionen till hastighetsuttrycken. Detta gjorde vi i MATLAB med hjälp av m-filen my_ode2.m. Dom givna värdena var:

[S]0=0.5M

[E]0=1M

k11=0.01dm3mol-1s-1
k12=0.000578 dm3mol-1s-1

k2=0.069 dm3mol-1s-1
Efter att vi studerat dom givna exemplen så började vi att skriva vår egen funktionsfil. Vi kallade den för reaction.m. Här är u’1 till u’4 ersatt med 4x1 matrisen y. 
function y = reaction(t,u)

global k11 k12 k2        %hämtar dom globala värdena som verifierats i    skriptfilen

r11=k11*u(1)*u(2);       %reaktionshastighet

r12=k12*u(3);            %reaktionshastighet

r2=k2*u(3);              %reaktionshastighet

y(1,1)=-r11 + r12 + r2;  % reaktionshastigheten för ämne E 

y(2,1)=-r11+r12;         % reaktionshastigheten för ämne S 

y(3,1)=r11-r12-r2;       % reaktionshastigheten för ämne ES 

y(4,1)=r2;               % reaktionshastigheten för ämne P
För att underlätta när vi skulle köra programmet så gjorde vi en skriptfil som anropade både my_ode2 och reaction. Skriptfilen gav vi namnet reactiontest.m. Här verifierade vi variablerna som användes, anropade de två andra m-filerna och plottade sedan de uträknade koncentrationerna i en graf. Skriptfilen fick följande utseende:
global k11 k12 k2

k11=0.01;

k12=0.000587;

k2=.069;

min=20; %antalet minuter

int=[0,min*60]; %tidsintervallet i sekunder

C0=[0.5; 1;0 ; 0]; %start koncentrationerna E, S, ES, P

h=0.1; %steglängd

[t,u]=my_ode2('reaction', int, C0 ,h); 

figure(1)

clf

plot(t,u)

legend('E','S','ES','P')
Resultat och slutsatser
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Diagrammet visar koncentrationerna för de ingående ämnen reagerar och produceras med avseende på tiden.

[E]0=0,5M, [S] 0=1M,[ES] 0=0M samt [P] 0=0M

Eftersom koncentrationen är satt på y-axeln och tiden på x-axeln så kommer derivatan för en kurva i diagrammet vara reaktionshastigheten, r = ∆c / ∆t. Man inser då att där kurvorna tenderar att plana ut, kommer hastigheterna vara nära noll. Det är rimligt att säga att det sker efter ca 20min (1200 s).

Den mörkblå grafen visar enzymet i reaktionen. Den kan lätt identifieras eftersom det är en katalysator, som ska deltaga i reaktionen utan att själv förbrukas. Totalt sett är koncentrationen av enzymet densamma innan reaktionen som efter.

Reaktionen mellan E och S är en jämvikt. Dessa två bildar hela tiden ES som i sin tur faller sönder till reaktanterna igen. Hastigheterna för de två reaktionerna är bestämda  vilket gör att kvoten [ES] / ([E]*[S])  hålls konstant. Men ES deltar i en reaktion till där E och P bildas. Den reaktionen är ingen jämvikt. Totalt sett innebär det, om man ser till reaktanter och slutprodukt, att det inte är frågan om en jämvikt. Alla S kommer efter en viss tid att ha bildat P.

Tittar man på den röda grafen ser man att den har en maximipunkt (d[ES]/dt = 0). Detta är steady-state för ES. Man kan givetvis hävda att derivatan är noll efter lång tid, men ett kriterium är att det fortfarande finns ES kvar. Med hjälp av MATLAB bestämde vi maximipunkten för grafen ES till t = 30s, det är alltså då steady-state inträder. Det bör understryckas att inte är frågan om ett helt korrekt värde utan en approximation

 En slutsats man kan dra är att om man ändrar startkoncentrationerna så ändras tidpunkten då steady-state inträder. I diagrammet nedan ser man samma reaktion fast med ändrade startvärden. Här kommer steady-state att vara vid t=40s (detta är också bestämt med MATLAB). 
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Diagrammet visar koncentrationerna för de ingående ämnen reagerar och produceras med avseende på tiden.

[E]0=0,5M, [S] 0=1M,[ES] 0=0M samt [P] 0=1M

�2p.  Mkt bra.  /stig





_1195812851.unknown

_1195812868.unknown

_1194520591.unknown

_1195812708.unknown

_1083762732.unknown

