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Santrauka. Straipsnyje nagrinėjama paprast ↪u netiesini ↪u diferencialini ↪u lygči ↪u sistema, kuri aprašo lipaze
katalizuojamos askorbo rūgšties palmitato hidrolizės kinetik ↪a. Ši sistema buvo sprendžiama analitiškai
ir gautas sistemos sprendinys formuli ↪u pavidalu. Remiantis apskaičiuotu sprendiniu buvo ištirta pradinio
srovės augimo greičio priklausomybėnuo ↪ivairi ↪u parametr ↪u. Palyginti eksperimentiniai [3] ir modeliavimo
rezultatai.

Raktiniai žodžiai: kompiuterinis modeliavimas, fermentinės reakcijos kinetika, lipazė.

↪
Ivadas

Veikiant natūralios aplinkos veiksniams bei sutrikus pusiausvyrai tarp laisv
↪

uj
↪

u radikal
↪

u
susidarymo organizme ir ten veikianči ↪u apsaugini ↪u antioksidant ↪u sistem ↪u, gali
pasireikšti oksidacinis stresas, skatinantis lig

↪
u atsiradim

↪
a. Laisvieji radikalai pažeidžia

audinius, oksiduodami baltymus, lipidus ir DNR. Dėka antioksidant
↪

u (pvz. L-askorbo
rūgšties (vitamino C)) žmogaus organizmas yra apsaugomas nuo oksidacinio poveikio.
Sukūrus optimaliomis s ↪alygomis veikianči ↪a askorbo rūgšties elektrokatalizinės oksi-
dacijos ant feroceno (Fc) funkcin

↪
e grup

↪
e turinči

↪
u savitvarki

↪
u monosluoksni

↪
u sistem

↪
a

galima pritaikyti hidrolizuojančio fermento (Thermomyces lanuginosus lipazės, TLL)
aktyvumo ir jo substrato (askorbo rūgšties palmitato, ARP) koncentracijos elektro-
cheminiam nustatymui. Šiame straipsnyje nagrinėjama maisto papildo – ARP ir TLL
sistema. ARP yra alternatyvus vitamino C šaltinis. Lipazės plačiai naudojamos maisto,
tekstilės, odos, kosmetikos, popieriaus pramonėje [2]. Platus lipazi

↪
u praktinis pritaiky-

mas reikalauja patikim
↪

u ir greit
↪

u fermento aktyvumo nustatymo metod
↪

u. Biochemijos
instituto darbuotojai yra pasiūl

↪
e nauj ↪a amperometrin

↪
i lipazės aktyvumo nustatymo

metod
↪

a [5], kuriame sukamasis diskinis Au elektrodas modifikuojamas redokso ak-
tyviuoju savitvarkiu monosluoksniu, yra talpinamas

↪
i 0.01 M fosfatin

↪
i bufer

↪
i, turint

↪
i

0.1 M NaClO4 ir 0.25% Tritono X-100 (pH = 7.0, 40◦C). Prie anodini
↪

u elektrodo po-
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tencial
↪

u, ne tiesiogiai ant Au, bet per savitvark
↪
i monosluoksn

↪
i vyksta askorbo rūgšties

elektrooksidacija [3]. Pagrindinė šio darbo užduotis yra kompiuterinis nagrinėjamos
sistemos modeliavimas, bei eksperimentini

↪
u rezultat

↪
u palyginimas su modeliuotais.

1. Modelis

Fermentinės reakcijos fazi
↪

u s
↪

alyčio riboje kinetika [6] yra aprašoma tokiu modeliu

E
kp−→←−
kd

E∗ + S
k1−→←−

k−1

E∗S
k2−→E∗ + P

Teigiama, kad vyksta vandenyje tirpaus fermento gr
↪
ižtamas prasiskverbimas

↪
i s

↪
alyčio pavirši

↪
u, kur

↪
i sudaro Tritono X-100 micelės ir ARP. Šio proceso metu, li-

pazė iš E būvio pereina
↪
i E∗ . Prasiskverb

↪
es fermentas jungiasi su substrato molekule

sudarydamas „Michaelis-Menten“ kompleks
↪
a E∗S. Fermentinės reakcijos metu vi-

taminas C (produktas) yra vandenyje tirpus ir greitai difunduoja nuo fazi
↪

u s
↪

alyčio
paviršiaus.

Matematiškai šio modelio kinetik
↪
a aprašome tokia lygči

↪
u sistema:

[E0] = [E] + [E∗] · I

V
+ [

E∗S
] · I

V
, (1)

d[E∗S]
dt

= k1
[
E∗][S] − (k2 + k−1)

[
E∗S

]
, (2)

d[E∗]
dt

= kp[E] + (k2 + k−1)[E∗S] − (
kd + k1[S])[E∗], (3)

d[P ]
dt

= dcA

dt
= k2

[
E∗S

] · I

V
, (4)

čia [E0] – pradinė bendra fermento koncentracija, [E] – laisvo fermento koncentracija,
[E∗] – prasiskverbusio fermento koncentracija, [E∗S] – prasiskverbusio fermento ir
substrato komplekso koncentracija, [S] – pradinė paviršinė substrato ARP koncen-
tracija, I – terpėje esanči

↪
u miceli

↪
u paviršiaus plotas, V – bendras sistemos tūris, kp –

prasiskverbimo greičio konstanta, kd – desorbcijos greičio konstanta, k1 – E∗S kom-
plekso susidarymo greičio konstanta, k−1 – E∗S komplekso skilimo greičio konstanta,
k2 – katalizinė greičio konstanta, [P ] – produkto koncentracija tirpale, o t – laikas.

Reakcija yra homogeniška visame tūryje, todėl erdvinės koordinatės nenagrinė-
jamos. Sudėjus (1)–(4) lygči

↪
u sistemos (2) ir (3) lygtis turime

d[E∗]
dt

+ d[E∗S]
dt

= kp[E] − kd

[
E∗]. (5)

Pasinaudoj
↪
e (1) lygtimi gauname

d[E∗]
dt

+ d[E∗S]
dt

+ [
E∗](kp · I

V
+ kd

)
+ kp · [E∗S

] · I

V
= kp[E0]. (6)

Išdiferencijav
↪
e (4) lygt

↪
i pagal laik

↪
a ir po to panaudoj

↪
e (2) ir (4) turime

d2[P ]
dt2 + (k2 + k−1)

d[P ]
dt

= k1k2
[
E∗][S] · I

V
. (7)
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Išdiferencijav
↪
e ši

↪
a lygt

↪
i dar kart

↪
a pagal laik

↪
a gauname

d3[P ]
dt3

+ (k2 + k−1)
d2[P ]
dt2

= k1k2
d[E∗]

dt
· [S] · I

V
. (8)

↪
Iraš

↪
e išraiškas

[
E∗] =

d2[P ]
dt2 + (k2 + k−1)

d[P ]
dt

k1k2 · [S] · I
V

,
[
E∗S

] =
d[P ]
dt

k2 · I
V

,

d[E∗S]
dt

=
d2[P ]
dt2

k2 · I
V

,
d[E∗]

dt
= (k2 + k−1)

d2[P ]
dt2 + d3[P ]

dt3

k1k2 · [S] · I
V

(9)

↪
i (6) turime

d3[P ]
dt3 + d2[P ]

dt2 · A1 + d[P ]
dt

· A2 = A3, (10)

čia

A1 = k2 + k−1 + k1 · [S] + kp · I

V
+ kd ,

A2 = (k2 + k−1) ·
(
kp · I

V
+ kd

)
+ k1kp · [S] · I

V
,

A3 = kpk1k2 · [S][E0] · I

V
. (11)

Žinodami, kad pradiniu laiko momentu [P ] = 0 (10) lygties sprendinys yra

[P ] = A3

A2
t + A3

A2
r1

(
e
− t

r1 − 1
) + A3

A2
r2

(
e
− t

r2 − 1
)
, (12)

kur r1 ir r2 yra lygties A2r
2 − A1r + 1 = 0 šaknys, t.y. r1,2 = A1±

√
A2

1−4A2

2A2
.

Taigi, apskaičiavus produkto koncentracij
↪

a pagal (12) ir pasinaudoj
↪
e (9) galime

apskaičiuoti prasiskverbusio fermento koncentracij
↪

a, bei prasiskverbusio fermento ir
substrato komplekso koncentracij

↪
a, jei [S] = S0 = const, [E0] = E0 = const:

[
E∗] = A3

A2

1
r1

e
− t

r1 + 1
r2

e
− t

r2 + (k2 + k−1)
(
1 − e

− t
r1 − e

− t
r2

)
k1k2 · [S] · I

V

,

[
E∗S

] = A3

A2

1 − e
− t

r1 − e
− t

r2

k2 · I
V

. (13)

Pritaikius stacionarumo s
↪
alyg

↪
a E∗ ir E∗S koncentracij

↪
u kitimui laike

d[E∗S]
dt

= 0,
d[E∗]

dt
= 0, (14)
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iš (1)–(4) lygči
↪

u seka, kad

d[P ]
dt

= dcA

dt
= k2[E0][S]

kd

kp
· V

I
K∗

m + K∗
m + [S] , (15)

čia K∗
m = (k2+k−1)

k1
paviršinė Michaelio-Menten konstanta.

Apskaičiavus produkto t.y. askorbo rūgšties koncentracij ↪a laike randamas ARP
bioelektrokatalizinės oksidacijos pradinio srovės augimo greitis, kuris yra išreiškia-
mas lygtimi [1]

dIkat

dt
= 0.62neFAD

2/3
A w1/2v−1/6 · 1

1 + P t

Pm

· dcA

dt
, (16)

čia ne–elektron
↪

u skaičius, F –Faradėjo konstanta, A–elektrochemiškai aktyvaus elek-
trodo plotas, DA –askorbo rūgšties difuzijos koeficientas tirpale, Dm–askorbo rūgšties
difuzijos koeficientas dializinėje membranoje, kuria, saugant nuo užteršimo terpėje
esančiais ARP ir Triton X-100, uždengtas Au elektrodo paviršius, δ – difuzinio sluok-
snio storis prie membranos paviršiaus, δm –membranos storis, w –kampinis elektrodo
sukimosi greitis, v – skysčio klampis, Pt – vitamino C pralaidumo koeficientas terpėje
Pt = DA /δ, Pm – vitamino C pralaidumo koeficientas membranoje Pm = Dm /δm,
dcA /dt – ARP fermentinės hidrolizės greitis, Ikat – katalizinės srovės stipris.

2. Rezultatai

Kompiuterinis nagrinėjamos sistemos modeliavimas buvo atliekamas su tokiomis
parametr ↪u reikšmėmis: F = 9.65 · 104 C/mol, [E0] = 2.35 · 10−8 mol cm−3, [S] =
6.7 · 10−12mol cm−2, I = 7.5 · 105 cm2, V = 10 cm3, ne = 2, A = 0.08 cm2, DA =
6.5 × 10−6 cm2/s, Dm = 6.5 × 10−7 cm2/s, δ = 4.3 · 10−3 cm, δm = 3 · 10−3 −
3 · 10−2 cm, w = 10.5 s−1, v = 0.01 cm2/s, kp = 0.025 cm/s, kd = 100 s−1, k1 =
1.12 · 109 cm2/(mol·s), k−1 = 10 s−1, k2 = 75, s−1 [4].

Eksperimentiškai registruojant ARP bioelektrokatalizinės oksidacijos (tariama
ARP koncentracija 1 mM) smailės srovės pradin

↪
i didėjimo greit

↪
i (dIkat /dt), nus-

tatyta šio elektrocheminio parametro vertės priklausomybė nuo tariamos (priimant,
kad visas preparate esantis baltymas yra aktyvi TLL forma) TLL koncentracijos
terpėje (1 pav.) [3]. Eksperimentuose naudotas sukamasis diskinis Au elektrodas,
padengtas FcC4COOC9SH monosluoksniu ir dializine membrana. Elektrochemiškai
aktyvaus elektrodo (Au) plotas yra A = 0.08 cm2. Kampinis diskinio elektrodo suki-
mosi greitis w = 10.5 s−1. Kompiuteriniai skaičiavimai atlikti, kai askorbo rūgšties
difuzijos koeficientas membranoje Dm = 3.5 · 10−9 cm2/s ir dializinės membranos
storis δm = 3 · 10−2 cm. Greiči

↪
u konstantos: k1 = 1.12 cm2 mol−1s−1, k−1 = 10 s−1,

kp = 100 cm/s, kd = 0.025 s−1, k2 = 75 s−1.
Iš 1 pav. matyti, kad eksperimentiniai ir modeliavimo rezultatai yra artimi ir rezul-

tatai rodo bioelektrokatalizinio proceso greičio tiesin
↪
e priklausomyb

↪
e nuo fermento

koncentracijos.
Kadangi atliekant eksperimentus yra nežinomos prasiskverbimo, desorbcijos, E∗S

komplekso susidarymo, E∗S komplekso skilimo, katalizinė greiči
↪

u konstantos, todėl
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1 pav. ARP bioelektrokatalizinės oksidacijos
pradinio srovės augimo greičio priklausomybė

nuo tariamos TLL koncentracijos terpėje.

2 pav. E ∗ S komplekso susidarymo greičio
konstantos k1, cm · mol−1 s−1

↪itaka pradiniam
srovės augimo greičiui.

3 pav. Katalizinės greičio konstantos k2, s−1
↪itaka

pradiniam srovės augimo greičiui.
4 pav. Vitamino C pralaidumo koeficiento

membranoje priklausomybė pradiniam srovės
augimo greičiui.

svarbu ištirti ši
↪

u konstant
↪

u
↪
itak

↪
a pradiniam srovės augimo greičiui arba produkto kon-

centracijai. E ∗ S komplekso susidarymo greičio konstantos k1 cm · mol−1s−1
↪
itaka

pradiniam srovės augimo greičiui, bei katalizinės greičio konstantos k2 s−1
↪
itaka pra-

diniam srovės augimo greičiui yra pateiktos 2 ir 3 pav. Tariama TLL koncentracija 59
µM ir tariama ARP koncentracija 3 mM. Pastebėta, kad dIkat /dt tiesiškai priklauso
nuo katalizinės greičio konstantos. Prasiskverbimo, desorbcijos, E∗S komplekso ski-
limo greičio konstantos

↪
itakos pradiniam srovės augimo greičiui neturi.

Tiriama vitamino C pralaidumo koeficiento membranoje priklausomybė pradiniam
srovės augimo greičiui ir produkto koncentracijai. Keičiamas membranos storis δm =
{3 · 10−2, 2 · 10−2, 10−2, 7 · 10−3, 5 · 10−3, 3 · 10−3}, paliekant askorbo rūgšties di-
fuzijos koeficient

↪
a pastov

↪
u Dm = 3.5 · 10−9 cm2/s (tokiu būdu gaunami skirtingi vi-

tamino C pralaidumo koeficientai membranoje). Vitamino C pralaidumo koeficientas
terpėje 1.5 · 10−3 cm/s. Tariama TLL koncentracija 59 µM ir tariama ARP koncen-
tracija 3 mM.
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Iš 4 pav. matyti, kad pradinės srovės augimo greičio priklausomybė nuo vitamino
C pralaidumo koeficiento membranoje yra tiesinė, o produkto t.y. vitamino C koncen-
tracija nuo pralaidumo koeficiento membranoje nepriklauso.

3. Išvados

Iš eksperimentini
↪

u ir modeliavimo rezultat
↪

u galima padaryti tokias išvadas:
Naudojant R. Verger [6] fermentinės reakcijos kinetikos model

↪
i galime atlikti kom-

piuterin
↪
e Thermomyces lanuginosus lipazės sistemos aktyvumo analiz

↪
e.

Tiek eksperimentiškai, tiek skaitmeniškai nustatyta askorbo rūgšties palmitato
bioelektrokatalizinės oksidacijos smailės srovės pradinio didėjimo greičio (dIkat /dt)

tiesinė priklausomybė nuo tariamos TLL koncentracijos terpėje. Modeliavimo rezul-
tatai artimi eksperimentiniams.

Patvirtinta, kad dIkat /dt tiesiškai priklauso nuo katalizinės greičio konstantos
vertės. Prasiskverbimo, desorbcijos, E∗S komplekso skilimo greičio konstantos

↪
itakos

pradiniam srovės augimo greičiui neturi.
Nustatyta, kad pradinės srovės augimo greičio priklausomybė nuo vitamino C

pralaidumo koeficiento membranoje yra tiesinė, o produkto, t.y. vitamino C koncen-
tracija nuo pralaidumo koeficiento membranoje nepriklauso.
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SUMMARY

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

The kinetics of lipase catalyzed reaction (hydrolysisof 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.


