Sveuciliste u Zagrebu

‘. ’ Fakultet kemijskog

inZenjerstva i tehnologije

FKITMCMXIX

Reaktoriibioreaktori
Enzimska kinetika

Prof. dr. sc. Zvjezdana Findrik Blazevi¢



Enzimska reakcijska kinetika
(Enzimska kinetika)

Enzimska reakcijska kinetika je dio biokemijskog
inZzenjerstva Koji se bavi izucavanjem brzine enzimskih
reakcija. Dijelimo ju na:

o Kinetika enzimskih reakcija u homogenoj fazi

o Kinetika enzimskih reakcija u heterogenoj fazi



Brzina enzimske reakcije

-Brzina enzimske reakcije je intenzivna veli¢ina.

-Definirana je kao promjena broja molova tvari u
jedinici vremena.

-Brzina enzimske reakcije je opisana kinetickim
modelom.



Brzina enzimske reakcyje

KINETICKI MODEL enzimske reakcije je
matematickil 1zraz koji opisuje vezu 1zmedu
brzine enzimske reakcijje 1 veli¢ina stanja
reakcijskog sustava: koncentracije, temperature

1/111 tlaka.

(_ rA)= f(CA’CB ""CC ’CD 1 p)

Kineticki model se postavlla na temelju
eksperimentalnih kinetickih istraZivanja.



Kinetic¢ki Model

ZASTO SU POTREBNI KINETICKI MODELI ?

=zbog procjene konverzije u reaktoru
=zbog procjene volumena reaktora

= za poopcavanje fizicke slike procesa
&za optimiranje procesnih uvjeta
~za oponasanje (simulaciju procesa)

=~za procjenu procesnih varijabli 1 parametara



Kineticki Model
RAZVO] MODELA:

-1zbor modela
-1spitivanje valjanosti modela
-poopcavanje modela

-potvrda modela (procjena parametara)



Kinetic¢ki Model

IZBOR NAJBOLJEG MODELA

Analiza pogreske:

N
SD = ;\/Z(Yexp. _Ymod.)2
1

N
SD2 = ﬁ - (Yexp. _Ymod.)z

N - broj eksperimentalnih tocaka
k — broj parametara koji se procjenjuju



Kineticki Model

IZBOR NAJBOLJEG MODELA

Kriteriji za 1zbor:

v'najjednostavniji model uz prihvatljivu gresku

v'najmanji broj parametara

v'model izveden na temelju fizicke slike ili mehanizma reakcije

v'model s najmanjim kvadratnim odstupanjem



Enzimska reakcijska Kinetika

Michaelis-Menteni¢ina kinetika:

kl
E+S<:>ESL>P+E
k2

dc,
= —K, - C - Cg + K, - Cyg
dt
dc_.
- =K, -Cg " Cs —k, "Ces _ks'CEs
dt
dc,
dt =K, - Cgq
Pretpostavljeni mehanizam enzimski
katalizirane reakcije dan je reakcijskom
shemom i pretpostavlja nastajanje

medukompleksa U ravnoteznoj reakciji. Nastali
medukompleks izmedu enzima i supstrata se u
slijednoj reakciji raspada na produkt i
nepromijenjeni enzim, a reakciju karakterizira
konstanta brzine reakcije k.

PRETPOSTAVKA PSEUDOSTACIONARNOG STANJA —
koncentracija medukompleksa je priblizno konstanstna.

dc
ES _ g
dt
kl Ce Cs_kz'CEs_k3 CES:O

k1 "Ce - Cq
Ces = K K
» T Ky
Ceo = Cg T Cxs

JednadZba je izvedena na temelju mehanizma reakcije 1 odredenih pretpostavki.



Enzimska reakcijska Kinetika

Michaelis-Menteni¢ina kinetika:

k1 '(CEo _CES).CS
C_. = [/ (k. + Kk
ES k2+k3 ( 2 3)

(k2+k3)°CEs :kloch.CS_kl.CES.CS

k.-c..+k -c..=k -c_ -c. —k -c__-cC

kl'CEs 'Cs+k2'CEs+k3'CEs :kl'CEo'Cs

CEs(k1°Cs +k2+k3):k1'CEo'Cs

k1 "Cro " Cs

C —
ES
kl-cS +k2+k3




Enzimska reakcijska Kinetika

V., = Ko Kataliticka konstanta enzima
- ike nultog reda X
é I
" o | VvV =k -cC
podru&je Michaelis-Mentenic¢ine kinetike m 3 El
=
e xvm/ 2
E | Cs
hw | rS —
| podrucje kinetike prvog reda -+ CS
| K
= " ) _
| Parametri modela :

c, [mmol dm's]

V,, — maksimalna reakcijska brzina

V_(iliV.)iK,

K., — Michaelis-ova konstanta (koncentracija supstrata kod
koje je reakcijska brzina jednaka polovini maksimalne)



Enzimska reakcijska Kinetika

Parametri modela (kineti¢ki parametri) :
V, (V)1 K.

V., — maksimalna reakcijska brzina
K., — Michaelis-ova konstanta — govori o afinitetu enzima prema
supstratu; Sto je niza vrijednost, to su enzim 1 supstrat kompatibilniji.

Sto je k, vecéa vrijednost u odnosu na k,+K,, to je K _

k, +k manji — iz toga slijedi da je reakcija nastajanja
K "l medukompleksa ES brza, a time 1 enzim 1ma dobar

afinitet prema supstratu

Sto je k, manja vrijednost u odnosu na k,+ks, to je K,
vecl, te je brzina nastajanja medukompleksa ES manja.
Ovakav enzim 1ma loS afinitet prema supstratu.



Enzimska reakcijska kinetika

Michaelis-Mentenic¢ina kinetika:

Koncentracijski profili u vremenu
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Cg,=0,005 mol L
0.10 - I

—l C k]_: 10 mOI-lL S_l
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N kl k k2:0,1 S_l
O 0.06- E + S= ES —#P + E

" k,=0,1 51
< 0.04 A
=)
o
S 0.024
S
c .
e .
X 0.00+—= : e E—

0 100 200 300 400
vrijeme, t/s

Pretpostavka pseudostacionarnog stanja prili¢no to¢na



Enzimska reakcijska kinetika
Michaelis-Mentenic¢ina kinetika:

Ako eliminiramo bilancu za meduprodukt dobit ¢emo ovakvu simulaciju

r — Vm .CS
L=
K +c
m S
0.10
— N V. =k
_— — -C
o
S 0.08- m 3 ko
- -1 -1
o V_ =0,0005 mol L"s
O k, K, m
% 9-097 + S =ES —P + E K 4K
O ]
kz Km — z S
0.04 -
kl
ICU- 1
e -1
S 0.02- C K =0,02 mol L
| - S m
= |
3
S 0.00 : : . . . , : ,
2 0 100 200 300 400

Vrijeme, t/s



Eksperimentalne metode procjene brzine
reakcije

Kineticka mjerenja

‘ro:f(CA), Ca=f (1) I
Procjena
parametara Pr—
nelinearna ¢ IneticKi
regresija & ‘ model I
v
Vm, Km,Ki
Simulacija Bilance
metoda 4+— .
— tvari
Runge-Kutta — u
v
‘ Konverzija I




Eksperimentalne metode procjene parametara

Integralna metoda procjene
Bit integralne metode procjene parametara je u analitickom rjeSavanju diferencijalnih 1li
algebarskih jednadzbi koje se dobiju uvrstavanjem kinetickog u reaktorski model. RjeSenje
jednadZzbe wuz odgovaraju¢e pocetne uvjete predstavlja model kojim se testiraju
eksperimentalni podaci metodom linearne ili nelinearne regresije.

Diferencijalna metoda procjene
Postupak diferencijalnom metodom se razlikuje od integralne metode u tome $to se
pretpostavljeni kineti¢cki model ne uvr§tava u reaktorski model 1 ne rjeSava dobivena
diferencijalna 1li algebarska jednadZzba, vec¢ se za svaki eksperimentalni rezultat odreduje
brojc¢ana vrijednost brzine reakcije, a na osnovi reaktorskog modela. Na taj nacin izra¢unate
brzine reakcije su eksperimentalni podatak kojim se ulazi u testiranje kinetickog modela

Metoda pocetnih brzina
Brzina reakcije se mjeri samo s malom promjenom koncentracyja (X, < 10 %) tako da se

eventualna povratna reakcija moze zanemariti, kao 1 koncentracija nastalog produkta — koji
eventualno moze inhibirati reakciju.



Integralna metoda procjene parametara

POSTUPAK:
1. Pretpostavimo kineticki model

r,=k- f(ci):k-c:-c:-cf...

2. Kineti¢cki model se uvrStava u reaktorski model eksperimentalnog
reaktora

dc dc
A =— : k'f(CA):_ -
npr. kotlasti dt dt
c,.—¢C c,,—¢C
rA — AO A k . f (CA ) — AO A
111 protoc¢no kotlasti ‘ ‘

3. Dobivena diferencijalna, odnosno algebarska jednadzba se rjeSava
analiticki

4. Eksperimentalni podaci, tj. parovi podataka c,-t i1 ¢, — 7 moraju
zadovoljiti rjeSenja prethodnih jednadZbi uz odredeni kriteryj to¢nosti.
Uskladivanje ekperimentalnih podataka 1 modela se moZe provesti
numerickim metodama linearne 1 nelinearne regresije.



Integralna metoda procjene parametara

Primjer: Mjerenja u kotlastom reaktoru

Mjerne podatke ¢emo testirati na kinetiku 1. reda r,=k-c,
dc
A
=—r, =—k-cC
A A
dt
t Ca
[h] | [mol L]
0 2,00 ;
2 1,67 =
4 1,42 5
<
6 1,25 <
8 1,11 i
10 | 1,00
S,
20 | 067 =
=
30 | 050 =
20 | 040 S
50 | 033 2
60 0,29 O’O 1 | L | L | L | L | L |
0 10 20 30 40 50 60

Vrijeme, t / h



Integralna metoda analize

Michaelis-Menteni¢ina kinetika:

0.10 - [ CEO:O,OOS mol L1
+, 0081 P kl_ 10 mol-1iL st
E | k,=0,1 s
S 0064
5 ky=0,1 s
0,04 -

g

0,02

0,00 4=

vrijeme, t/s



Integralna metoda analize

Michaelis-Menteni¢ina kinetika:

dCs  V,,eCq
dt K, +Cs
) “ dCP . Vm .CS
E o dt K, +Cq
S 006 - E + S—ES—P + E
e K,
Vp =kseCe,
g V. =0,0005mol L's™
_ ky +kj
0 ' 00 200 300 400 Km -
Vrijeme, t/s kl

K., =0,02mol L™



Integralna metoda analize

Michaelis-Menteni¢ina kinetika:

dCs V(g

dt K, +Cs

C,
r— : V C A

max. A




Diferencijalna metoda procjene parametara

Pretpostavljeni kineticki model se ne uvrstava u reaktorski model.

Za svaki mjerni rezultat se odreduje broj¢ana vrijednost brzine reakcije, a na
osnovi reaktorskog modela.

Brzine reakcyje i1zra¢unate na taj nac¢in su mjerni podatak s kojim se ulazi u
testiranje modela.

Na osnovi parova podataka r, — £(c) se - METODA - TANGENTE
procjenjuju konstante u modelu. o

-1

r'A:k-f(Ci)

1,5

CA mol L

Tako se na primjeru kotlastog reaktora 1z
reaktorskog modela vidi da je brzina
reakcije ustvari derivacija koncentracije
po vremenu, odnosno nagib tangente
povucene na krivulju u tocki koja se
dobije iz odnosa c, — t

—— Ogledalo

1,0

0,5

Konce ntracija,

dC 0,0 L 1 L | L 1 . 1 . 1 , 1

r - A [0} 10 20 30 40 50 60

dt Vrijeme, t /h



Diferencijalna metoda procjene parametara

Mjerenja u protocnom kotlastom reaktoru omogucuju
direktno racunanje brzine reakcije 1z reaktorskog modela —
bilance tvari za reaktant ili produkt: o 0 O

U kotlastom reaktoru moramo diferencirati c-t krivuljuoka%éto é)e
bilo prikazano na prethodnom slide-u

Na temelju transformiranih podataka tj. ovisnosti reakcijske brzine o koncentraciji
testiramo odabrani kineticki model kako slijedi na slici ispod:

Reakcija I reda: Enzimska reakcija:
0.4 100

< 0.31 r-A:k.(:A — 80

= - tg o = k :E
- - £

—1 0.2 '

= .

= £

—0.1- -

T , T T

O 1 2 3 -1 4 5 0] 50 100 150 200

c /mol L 23 .
c [mmol dm 7]



Metoda pocetnih brzina — eksperimentalna metoda za
odredivanje brzina reakcyje

Kineticki eksperimenti se trebaju voditi u eksperimentalnim reaktorima koji
zadovoljavaju pretpostavke i1dealnih tipova reaktora. Tada su reaktorski modeli
najjednostavniji, a brzina reakcije ovisi o malom broju parametara.

Isto je tako moguce podesiti sastav reakciske otopine da se olaks$a naknadna
racunska obrada podataka. Upravo to omogucuje metoda pocetnih brzina reakcije.

Brzina se mjer1 pri malim promjenama koncentracije konverzija <10 %
jer se tada eventualna povratna reakcija, kao 1 utjecaj koncentracije
nastalog produkta moZze zanemariti.
Prema tome myjere¢i po¢enu brzinu moZemo odrediti samo konstantu
napredujuce reakcije. Da bi dobili vise tocaka potrebno je izvest1 serije
eksperimenata uz razlicite pocetne koncentracije reaktanata A.

» Ovo je pogodna metoda za odredivanje brzine sloZenih 1 kataliti¢kih-
biokatalitickih reakcija

» Zahtijeva veliku to¢nost mjerenja koncentracija reaktanta.

A
(_rA) -

Ca
At




-1
CA/moIL

1,0

0,5

0,0

Metoda pocetnih brzina

Mjerenja u kotlastom reaktoru-diferenciranje

tga= er

vrijeme, t/ h

Povla¢i se tangenta u vremenu 0 ¢iji
je  nagib odgovara  pocetnoj
reakcijskoj  brzini. Potrebno je
provesti ¢itav niz eksperimenata kod
razlicitth pocetnih  koncentracija
reaktanata, ¢,y

Da bi se dobila ovisnost brzine
reakcije o koncentracyji, potrebno je

provesti serjju ovakvih
eksperimenata koje onda daju
rezultat prikazan na sljedecem

shide-u.



Metoda pocetnih brzina

Enzimska reakcija:

11
rA/moI L h

0,16

0,14
0,12
0,10 -
0,08 -
0,06 —
0,04

0,02

0,00

(_ rA)=

Ve Ca
&)+ Ca

—o

-1
CA/moI L

T
3,0



Metoda pocetnih brzina
Mjerenja u kotlastom reaktoru

Enzimska reakcija inhibicija sa supstratom:

Eksperimentalni podact:

C, [mmol L]

I, [mmol Ltmin-

Kineti¢ki parametr

Procjena parametara:

Parametar Pocetna Nelder- Rosenbrock | Gauss-Newton | Marquardt
vrijednost Mead metoda metoda metoda
metoda

Vm 80 65,8412098 | 65,8412564 - 65,8412835
mmol L-*min-! 65 65,8412895 | 65,8411620 65,8412886 65,8412864
Km 5 0,12906027 | 0,12910608 - 0,129060888
mmol L 0,1 0,12906076 | 0,12906011 0,129060925 | 0,129060909
Ki 15 7,3433771 7,3433363 - 7,343355753
mmol L 7 7,3433391 7,3434017 7,34335444 7,343355005

']

0 0
0,05 18,5
0,1 32,5
0,2 35,5
0,3 41,4
0,4 49,6
0,5 50,3
0,6 51,8
1,0 52,5
2,0 49,6
4,0 41,4
6,0 35,5
8,0 31,0
10,0 28,1

Razli¢ite metode procjene parametara daju bliske rezultate




Metoda pocetnih brzina

Enzimska reakcija inhibicija sa supstratom: c

Vrijednosti parametara procjenjenth Neld-Mead-ovom metodom uz razli¢itu pogresku:

e[—1

Parametar 0,0001 0,00001 0,000001 0,0000001 1E-12

Vm 53,0176880 | 54,4235808 | 54,7997293 | 65,729992 65,8412098
mmol L-imin-!

Km 0,06260999 | 0,07033519 | 0,07380535 | 0,12863409 | 0,12906027
mmol L1

Ki 18,1877399 | 17,7170726 | 17,5846576 | 7,37570399 | 7,34337705
mmol L1

Razli¢ite vrijednosti zadane pogreske rezultiraju razlicitim vrijednostima kinetickih parametara



Metoda pocetnih brzina

Enzimska reakcija inhibicija sa supstratom:

Slaganje podataka i modela s vrijednostima parametara procjenjenih Neld-Mead-ovom

metodom uz razli¢itu pogresku:

60

...Sto rezultira razlicitim simulacijama

kao sto je pokazano na slici - _
..5to Je pogreska veca, t0O je | 401/
odstupanje modela od & ]
eksperimentalnih podataka vece = 307
%<20 .
10 -
0]

50 4

s e = 0,0001
- - - -g=0,00001

e = 0,000001
e = 0,0000001
e =1le-12

® experiment

2

4 6 B 10
CA/ mmol L




Metoda pocetnih brzina

. Vm .CA
Kn+Ca

Lineweaver-Burkov pravac: 1 [ 1 J
(-ra) Ca

15,0

Enzimska reakcija: ( ) )
—I'a

12,5

1(r)

Nagib=K /V




Metoda pocetnih brzina

Michaelis-Mentenic¢ina kinetika(_rA) _ Vin®Ca
Ky +Ca
Kompetitivna inhibicija: (—ry) = Vin*Ca
Ky ® (1+ CPJ +C,
Kip
: .. e e V., eC,
Antikompetitivna inhibicija: (—ra) = c
K,+C,e (1+ ']
i
Inhibicija supstratom: (=ry) = Vin *Ca
K, +C,+ Cy’
m A K



Metoda procjene parametara

METODA NAJMAN]JIH KVADRATA

Kada se na temelju eksperimentalnih podataka Zeli dobiti matemati¢ki izraz koji
povezuje dvije medusobno zavisne veli¢ine, naj¢esSce se upotrebljava
metodanajmanjih kvadrata.

Metoda se sastoji u tome da se pretpostavi neka matematicka funkcija koja bi mogla
opisati mjerenjem odredenu zavisnost dviju veli¢ina, a zatim se u funkciji izra¢unaju
(procjene) konstante (parametri). Nakon toga se izracunaju vrijednosti veli¢ina
pomocu funkcije koje se onda usporeduju s eksperimentalnim podacima. Postupak se
ponavlja tako dugo dok se ne zadovolji kriterij metode najmanjih kvadrata, a taj je da je
kvadratno odstupanje eksperimentalnih 11zra¢unatih vrijednosti veli¢cina minimalno.

> [yi = F(x)F =min
k



Numeri¢ka metoda rje$avanja diferencijalne jednadzbe

METODA RUNGE-KUTTA 4. REDA ZA RJESAVANJE OBICNE
DIFERENCIJALNE JEDNADZBE

y=1T(X,y)

s pocetnim uvjetima: y(x ) =y,
Ako je

gdje je h unaprijed zadani korak, onda izmeduy_,,,y, 1Xx_ postojiveza:

Y =Yntar ek +a, ek, +azek; +a, ek,
gdje su
ky=he f(x,,Yn)
ky=hef (X-+a20hyn+ﬂﬁ0kﬂ
ky=he f (Xn+a30h Yn+ﬂ31’k1+ﬂ32’k2)
(Xn +a,eh, y,+ B4 0K +,342‘k2+,343'k3)

kKy=he f



Numeri¢ka metoda rje$avanja diferencijalne jednadzbe

Jednom od metoda za rjeSavanje sustava linearnih
jednadzbi dobiju se vrijednosti parametaraa 1 b, tako daje
formula za rjeSavanje diferencijalne jednadzbe slijjedeca:

Yn+1 = Yn +%(k1+2’k2+2'k3+k4)

a koeficijenti k su ove vrijednosti

k,=he f




