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Santrauka. Straipsnyje nagrinéjama paprasty netiesiniy diferencialiniy lygciy sistema, kuri apraso lipaze
katalizuojamos askorbo rigities palmitato hidrolizés kinetika. Si sistema buvo sprendZiama analiti¥kai
ir gautas sistemos sprendinys formuliy pavidalu. Remiantis apskaic¢iuotu sprendiniu buvo istirta pradinio
sroves augimo greicio priklausomybé nuo ivairiy parametry. Palyginti eksperimentiniai [3] ir modeliavimo
rezultatai.

Raktiniai ZodZiai: kompiuterinis modeliavimas, fermentinés reakcijos kinetika, lipazé.

Ivadas

Veikiant nattiralios aplinkos veiksniams bei sutrikus pusiausvyrai tarp laisvuju radikaly
susidarymo organizme ir ten veikianCiu apsauginiu antioksidanty sistemu, gali
pasireiksti oksidacinis stresas, skatinantis ligy atsiradima. Laisvieji radikalai pazeidzia
audinius, oksiduodami baltymus, lipidus ir DNR. Déka antioksidanty (pvz. L-askorbo
ragsties (vitamino C)) Zmogaus organizmas yra apsaugomas nuo oksidacinio poveikio.
Sukiirus optimaliomis salygomis veikiancia askorbo riigSties elektrokatalizinés oksi-
dacijos ant feroceno (Fc) funkcing grupe turinCiu savitvarkiu monosluoksniy sistema
galima pritaikyti hidrolizuojancio fermento (Thermomyces lanuginosus lipazés, TLL)
aktyvumo ir jo substrato (askorbo riigsties palmitato, ARP) koncentracijos elektro-
cheminiam nustatymui. Siame straipsnyje nagrin¢jama maisto papildo — ARP ir TLL
sistema. ARP yra alternatyvus vitamino C $altinis. Lipazés placiai naudojamos maisto,
tekstilés, odos, kosmetikos, popieriaus pramonéje [2]. Platus lipaziu praktinis pritaiky-
mas reikalauja patikimy ir greity fermento aktyvumo nustatymo metoduy. Biochemijos
instituto darbuotojai yra pasiille nauja amperometrinj lipazés aktyvumo nustatymo
metoda [5], kuriame sukamasis diskinis Au elektrodas modifikuojamas redokso ak-
tyviuoju savitvarkiu monosluoksniu, yra talpinamas i 0.01 M fosfatini buferi, turintj
0.1 M NaClOy ir 0.25% Tritono X-100 (pH = 7.0, 40°C). Prie anodiniy elektrodo po-
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tencialu, ne tiesiogiai ant Au, bet per savitvarki monosluoksni vyksta askorbo rigsties
elektrooksidacija [3]. Pagrindiné Sio darbo uZduotis yra kompiuterinis nagrinéjamos
sistemos modeliavimas, bei eksperimentiniuy rezultaty palyginimas su modeliuotais.

1. Modelis

Fermentinés reakcijos faziy salycio riboje kinetika [6] yra aprasoma tokiu modeliu
k

k ki
E_E*+ S E*S E*+ P
kg k_y

Teigiama, kad vyksta vandenyje tirpaus fermento griZtamas prasiskverbimas
1 salyCio pavirsiy, kuri sudaro Tritono X-100 micelés ir ARP. Sio proceso metu, li-
pazé i§ E buvio pereina i E*. Prasiskverbes fermentas jungiasi su substrato molekule
sudarydamas ,,Michaelis-Menten* kompleksa E*S. Fermentinés reakcijos metu vi-
taminas C (produktas) yra vandenyje tirpus ir greitai difunduoja nuo faziy salycio
pavirSiaus.

Matematiskai Sio modelio kinetika apraSome tokia lygc€iu sistema:

* ! * i

[Eo]:[E]+[E]~V+[E S] 2 (1)
d[E*S

[dt L [E)IS1 = (ka4 kD[ E*S). @)
d[E*

[dt : =kp[E1+ (ko +k-1[E*S] = (ka + ki [ST)[ E]. 3)
diP) dex , conq L

ar ~ar el @

Cia [ Ey] — pradiné bendra fermento koncentracija, [ E] — laisvo fermento koncentracija,
[E*] — prasiskverbusio fermento koncentracija, [ E*S] — prasiskverbusio fermento ir
substrato komplekso koncentracija, [S] — pradiné pavirS§iné substrato ARP koncen-
tracija, [ — terpeje esanciu miceliu pavirSiaus plotas, V — bendras sistemos taris, k,, —
prasiskverbimo greicio konstanta, k; — desorbcijos greicio konstanta, k; — E*S kom-
plekso susidarymo greicio konstanta, k_; — E*S komplekso skilimo greiio konstanta,
ko — kataliziné greicio konstanta, [ P] — produkto koncentracija tirpale, o ¢ — laikas.

Reakcija yra homogeniska visame tiryje, todél erdvinés koordinatés nenagriné-
jamos. Sudéjus (1)—(4) lygciu sistemos (2) ir (3) lygtis turime

d[E*] n d[E*S]
dt dt
Pasinaudoje (1) lygtimi gauname
d[E*] n d[E*S]
dt dt

=kp[E] —kq[E*]. S))

1 1
+ [E*] (k,, v + kd> +kp - [E*S]- V= kplEol. (6)
Isdiferencijave (4) lygti pagal laika ir po to panaudoje (2) ir (4) turime

d*[P] d[P] \ I
7+(k2+k71)7=k1k2[E ][S]~V. (7)
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Isdiferencijave Sia lygti dar karta pagal laika gauname

d3[P] dZ[P] d[E*]
TR + (k2 +k-1) =kika o 18Iy (3)
Irase iSraiSkas
d’[P] d[P] d[P]
[E*]: Tdi? + (ko + k- ) [E*S] “dt_
kika - [S1- & kz%
2 3
dIE'S) _ G dten) _ e+ k)Gl + G o
dt kz'é, dt klkz'[S]-é
1 (6) turime
1P + [P] A+ 4LP] A=A (10)
dr3 dr? ' T 2=

1
A1:k2+k,1+k1~[S]+kp-v+kd,

1 1
Ay=(ko+k_1)- (kp - = +kd> +kikp - [S]- =,
Vv Vv
1
A3=kpk1k2~[5][Eo]~7- (11)
Zinodami, kad pradiniu laiko momentu [ P]= 0 (10) lygties sprendinys yra
Asz Asz Ajz _L
Pl= "¢ - f] —1 + — rn —1 y 12
[P]= , +A2r1(€ )+ A2r2(€ ) (12)

Ay, /A-44,

kur ry ir r yra lygties A —Air+1=0 Saknys, t.y. ri2 = e

Taigi, apskaiCiavus produkto koncentracija pagal (12) ir pasmaudOJ(; (9) galime
apskaiciuoti prasiskverbusio fermento koncentracija, bei prasiskverbusio fermento ir
substrato komplekso koncentracija, jei [S] = So = const, [Eg] = Ep = const:

Ag _e rl + 2 —|—(k2—|—k,1)(1 —e 1 —eia)

[E7]= 7 ,
A kiky - [S]- 3
Asl—e M —e
(5] =2 ———F— (13)
2 k2 v
Pritaikius stacionarumo salyga E* ir E*S koncentracijy kitimui laike
dlE*S dlE*
J I_ 0 LE] =0, (14)

de dt
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i§ (1)—(4) lygciu seka, kad

dIP] _dea __ kolEollS] )
dtdi L TKE 4K+ (8]

Cia K = % pavirSiné Michaelio-Menten konstanta.

ApskaiCiavus produkto t.y. askorbo riigSties koncentracija laike randamas ARP
bioelektrokatalizinés oksidacijos pradinio sroveés augimo greitis, kuris yra iSreiskia-
mas lygtimi [1]

d Iiar
dt

1 dCA
1440 dt’

=0.62n, FAD? w'/?y=1/°. (16)

Cia n,—elektrony skaiCius, F —Faradéjo konstanta, A—elektrochemiskai aktyvaus elek-
trodo plotas, D 4 —askorbo riigsties difuzijos koeficientas tirpale, D,, —askorbo riigsties
difuzijos koeficientas dializin¢je membranoje, kuria, saugant nuo uZterSimo terpéje
esanciais ARP ir Triton X-100, uzdengtas Au elektrodo pavirSius, § —difuzinio sluok-
snio storis prie membranos pavirsiaus, &,, —membranos storis, w —kampinis elektrodo
sukimosi greitis, v—skyscio klampis, P; —vitamino C pralaidumo koeficientas terpéje
P, =D, /6, P, —vitamino C pralaidumo koeficientas membranoje P,, = D,, /6,
dcy /dt — ARP fermentinés hidrolizés greitis, Ir,; —katalizinés srovés stipris.

2. Rezultatai

Kompiuterinis nagrin¢jamos sistemos modeliavimas buvo atliekamas su tokiomis
parametry reikSmémis: F = 9.65 - 10* C/mol, [Eg] =2.35- 10~8 mol ecm™3, [S] =
6.7-1072mol em™2, I =7.5-10°cm?, V = 10 cm?, n, =2, A = 0.08 cm?, Dy =
6.5 x 107°%cm?/s, D,, = 6.5 x 1077 ecm?/s, § =4.3 - 103 cm, 8, =3 - 1073 —
3.1072cm, w = 10.5s71, v =0.01 em?/s, k, = 0.025 cm/s, kg = 100571, k =
1.12-10° cm?/(mol-s), k_; = 10 s~ ky =75, s~! [4].

EksperimentiSkai registruojant ARP bioelektrokatalizinés oksidacijos (tariama
ARP koncentracija 1 mM) smailés srovés pradini didéjimo greiti (d Iy, /dt), nus-
tatyta Sio elektrocheminio parametro vertés priklausomybé nuo tariamos (priimant,
kad visas preparate esantis baltymas yra aktyvi TLL forma) TLL koncentracijos
terpéje (1 pav.) [3]. Eksperimentuose naudotas sukamasis diskinis Au elektrodas,
padengtas FcC4COOCg¢SH monosluoksniu ir dializine membrana. Elektrochemiskai
aktyvaus elektrodo (Au) plotas yra A = 0.08 cm?. Kampinis diskinio elektrodo suki-
mosi greitis w = 10.5 s~!. Kompiuteriniai skai¢iavimai atlikti, kai askorbo riigities
difuzijos koeficientas membranoje D,, = 3.5 - 1072 cm?/s ir dializinés membranos
storis 8, = 3 - 1072 cm. Grei¢iu konstantos: k; = 1.12 cm? mol s~ 1, k_y=10s"1,
k, =100 cm/s, kg =0.025s"!, ky =755 1.

IS 1 pav. matyti, kad eksperimentiniai ir modeliavimo rezultatai yra artimi ir rezul-
tatai rodo bioelektrokatalizinio proceso greicio tiesing priklausomybe nuo fermento
koncentracijos.

Kadangi atliekant eksperimentus yra nezinomos prasiskverbimo, desorbcijos, E*S
komplekso susidarymo, E*S komplekso skilimo, kataliziné grei¢iu konstantos, todél
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svarbu iStirti $iy konstanty itaka pradiniam srovés augimo greiciui arba produkto kon-
centracijai. E % S komplekso susidarymo grei¢io konstantos &y cm - mol~!s~! jtaka
pradiniam srovés augimo greitiui, bei katalizinés greitio konstantos k» s~ jtaka pra-
diniam srovés augimo greiciui yra pateiktos 2 ir 3 pav. Tariama TLL koncentracija 59
uM ir tariama ARP koncentracija 3 mM. Pastebéta, kad d I, / dt tiesiSkai priklauso
nuo katalizinés greicio konstantos. Prasiskverbimo, desorbcijos, E*S komplekso ski-
limo greicio konstantos itakos pradiniam srovés augimo greiciui neturi.

Tiriama vitamino C pralaidumo koeficiento membranoje priklausomybé pradiniam
srovés augimo greiciui ir produkto koncentracijai. Kei¢iamas membranos storis &, =
(3-1072,2-1072,1072,7-1073,5-1073, 3- 1073}, paliekant askorbo rigsties di-
fuzijos koeficienta pastovy D, = 3.5 - 1072 cm?/s (tokiu biidu gaunami skirtingi vi-
tamino C pralaidumo koeficientai membranoje). Vitamino C pralaidumo koeficientas
terpéje 1.5 - 1073 cm/s. Tariama TLL koncentracija 59 M ir tariama ARP koncen-
tracija 3 mM.
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IS 4 pav. matyti, kad pradinés srovés augimo greicio priklausomybé nuo vitamino
C pralaidumo koeficiento membranoje yra tiesiné, o produkto t.y. vitamino C koncen-
tracija nuo pralaidumo koeficiento membranoje nepriklauso.

3. ISvados

IS eksperimentiniy ir modeliavimo rezultaty galima padaryti tokias iSvadas:

Naudojant R. Verger [6] fermentinés reakcijos kinetikos modeli galime atlikti kom-
piutering Thermomyces lanuginosus lipazés sistemos aktyvumo analizg.

Tiek eksperimentiskai, tiek skaitmeniSkai nustatyta askorbo riigSties palmitato
bioelektrokatalizinés oksidacijos smailés srovés pradinio didéjimo greicio (d I, / dt)
tiesiné priklausomybé nuo tariamos TLL koncentracijos terpéje. Modeliavimo rezul-
tatai artimi eksperimentiniams.

Patvirtinta, kad d Iy, /dt tiesiSkai priklauso nuo katalizinés greiCio konstantos
vertés. Prasiskverbimo, desorbcijos, E*S komplekso skilimo greicio konstantos jtakos
pradiniam sroveés augimo greiciui neturi.

Nustatyta, kad pradinés srovés augimo greicio priklausomybé nuo vitamino C
pralaidumo koeficiento membranoje yra tiesine, o produkto, t.y. vitamino C koncen-
tracija nuo pralaidumo koeficiento membranoje nepriklauso.
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SUMMARY

J. Dabulyté-Bagdonaviciené, F. Ivanauskas, V. Razumas. Computational modeling of the kinetics of
lipase catalyzed reaction

The kinetics of lipase catalyzed reaction (hydrolysis of ascorbic acid palmitate), described by the system of
simple non-linear differential equations was presented. The system was solved analytically and the result
expressed by formula. With reference to calculated solution the current dependence on various parameters
was performed. The comparison of experiments [3] and calculated results was made.

Keywords: computer simulation, kinetics of enzyme reaction, lipase.



