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Wykaz przyjetych w pracy oznaczen i symboli

SYMBOL:
A

B
C(X.Y)
CE

Cg1

Cp

Chom
Cs
Cs+p
Cso
Cx.0

Cx .k
DP

Int(x)
ki, ko
k3

kip
kis
kwm
Kst
ki
Ig
I8am

I8ap

fg catk

OPIS: {Objasnienia podane w nawiasach odnosza si¢ do procesu hydrolizy skrobi}
Funkcja charakterystyczna w modelu iteracyjnym, 4 € (0.1)

Funkcja potaczen w modelu iteracyjnym, B € (N N {0})

Kowariancja migdzy cechami X 1Y

Stezenie enzymu, [mg/ml]

Stezenie monomeréw {glukozy} mogacej powsta¢ w wyniku calkowitej
hydrolizy biopolimeru {skrobi}, [mg/ml]

Stgzenie produktu, [mg/ml]

Stezenie produktu oznaczone na podstawie symulacji komputerowej, [mg/ml]

Ste¢zenie substratu, [mg/ml]

Sumaryczne stg¢zenie substratu i produktu, [mg/ml]

St¢zenie poczatkowe substratu, [mg/ml]

St¢zenie substancji x na poczatku reakceji, [mg/ml]

St¢zenie substancji x na koncu reakcji, [mg/ml]

Stopien polimeryzacji, DP € N, [-]

Wartos¢ catkowita liczby x

Stale kinetyczne réwnania empirycznego, [ml/mg-min]

Stala kinetyczna rowna odwrotnosci liczby obrotow enzymu, [min'l]
Stala inhibicji, [mg/ml]

Stata inhibicji produktem reakcji, [mg/ml]

Stala inhibicji substratem reakcji, [mg/ml]

Stata Michaelisa-Menten, [mg/ml-min]

Stata przeskalowania st¢zenia dla modelu iteracyjnego, [mg/ml-n]
Stata przeskalowania czasu dla modelu iteracyjnego, [min/n]
Liczba podjednostek monomeréw {glukozy} w ukladzie, [-]

Liczba podjednostek monomerow {glukozy} w czasteczce biopolimeru
liniowego {amylozy}, [-]

Liczba podjednostek monomeréw {glukozy} w czasteczce biopolimeru
rozgalezionego {amylopektyny}, [-]

Catkowita liczba podjednostek monomeréw {podjednostek glukozy}
w rozpatrywanym ukladzie, [-]
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My
N
NRE

ne
Nk

Ng p

Piak
Pink
Pwak
p(x.y)
R
RE

Masa molowa, [kg/mol]
Liczba naturalna

Oznaczenie konca biopolimeru podatnego na atak egzo-hydrolaz
{oznaczenie koncow nieredukujacych w czasteczkach amylozy i amylopktyny}

Numer podjednostki monomeru {glukozy}, n € N, [-]
Numer iteracji,n € N, [-]

Liczba czasteczek enzymow, ne € N, [-]

Numer iteracji dla konca symulacji, [-]

Liczba czasteczek produktow dla koncowej symulacji, [-]

Zmienna okreslana kazdorazowo w sposob losowy, bedaca liczba rzeczywisty
z przedziatu domknigtego od 0 do 1.

Prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej; pia € [0, 1]
Prawdopodobienstwo zajscia inhibicji nieckompetycyjnej; pink € [0, 1]
Prawdopodobienstwo ataku wielokrotnego: pyak € [0, 1]

Punkt o wartosci odcigtej x i rzednej y

Dodatnia liczba rzeczywista

Oznaczenie konca (koncow) biopolimeru niepodatnych na atak egzo-hydrolaz
{oznaczenie koncoéw redukujacych w czasteczkach amylozy 1 amylopktyny}

Wspotcezynnik korelacji liniowej Pearsona ryy € [-1, 1]
Wspolczynnik determinacji ry,” € [0, 1]

Srednie odchylenie cechy x

Srednie odchylenie cechy y

Czas reakcji, [min]

Jednostka dyskretnego czasu reakcji (przyjgto, ze 1t° = ty)

Sredni czas zderzenia aktywnego, [s]

Dyskretny czas przebywania czasteczki enzymu w ukladzie, [s]
Sredni czas zderzenia aktywnego z inhibicja akompetycyjna, [s]
Sredni czas trwania kompleksu inhibitor kompetycyjny-substrat, [s]
Sredni czas zderzenia aktywnego z inhibicja niekompetycyijna, [s]
Sredni czas zderzenia nieaktywnego, [s]

Czas reakcji opisujacy powstawanie produktu P wyznaczony w symulacji
komputerowej, [s]

Dyskretny czas reakcji, [min]
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twak
Vimax
VR

“’aam
Wdg,

wam

Whum

wbg,

wegap

wglam

wglap

Wham

Whep

WPap

Sredni czas pojedynczego cyklu podczas ataku wielokrotnego, [s]
Maksymalna szybkos¢ reakeji, [mg/ml-s]
Szybkos¢ reakcji, [mg/ml-s]

Liczba wigzan a-1—4-glikozydowych w czasteczce amylozy, ktére potencjalnie
sg podatne na atak a-amylazy, [-]

Liczba wigzan o-1—4-glikozydowych w czasteczce amylopektyny, ktore
potencjalnie sg podatne na atak o-amylazy, [-]

Liczba wigzan o-1—4-glikozydowych w czasteczce amylozy, [-]
Liczba wigzan a-1—4-glikozydowych w czasteczce amylopektyny, [-]

Liczba wigzan o-1—>4-glikozydowych w czasteczce amylozy potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania 3-amylazy, [-]

Liczba wigzan a-1-—>4-glikozydowych w czasteczce amylopektyny potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania f-amylazy, [-]

Liczba wigzan a-1—4-glikozydowych w czasteczce amylopektyny potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania egzo-a-D-glukanazy, [-]

Liczba wigzan o-1—4-glikozydowych w czasteczce amylozy potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania glukoamylazy, [-]

Liczba wigzan a-1—>4-glikozydowych w czasteczce amylopektyny potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania glukoamylazy, [-]

Numer wigzania a-1—>4-glikozydowego w czasteczce amylozy, liczac od konca
redukujacego, hydrolizowanego w wyniku ataku enzymu amylolitycznego, [-]

Numer wigzania o-1—4-glikozydowego w czasteczce amylopektyny, liczac od
konca redukujacego, hydrolizowanego w  wyniku ataku  enzymu
amylolitycznego, [-]

Liczba wigzan a-1—6-glikozydowych w czasteczce amylopektyny potencjalnie
mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania pullulanazy, [-]

Zmienna niezalezna
Srednia arytmetyczna x
Modut liczby x

Monomer {podjednostka glukozy} o numerze porzadkowym y, ,.grot strzaty
wskazuje koniec RE w danej podjednostce; x jest wartoscia binarng funkcji
charakterystycznej A4 okreslonej dla danego monomeru y

”

ek

Monomer {podjednostka glukozy} o numerze porzadkowym y, ,.grot strzaly
wskazuje miejsce przylaczenia lancuchu podrzednego zawierajacego dany
monomer do tancucha nadrzednego; x jest wartoscia binarng funkcji
charakterystycznej 4 okreslonej dla danego monomeru y

Nadanie zmiennej x wartosci zmiennej y
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Y Zmienna zalezna

Srednia arytmetyczna y

|

1 Jednostka licznosci czasteczek. Przejeto, ze 11 odpowiada obecnosci jednej
czasteczki w ukladzie modelowym.

E Numer porzadkowy przyporzadkowywany czasteczkom enzymoéw w ukladzie
modelowym, § € N, [-]

& W przypadku rownan multienzymatycznych dodatkowe indeksy dolne . B, y oznaczaja

iz dany parametr odnosi si¢ odpowiednio do a-, 3- lub glukoamylazy.
4 W Tabeli 1.3. przyjeto oznaczenia za autorami poszczegélnych cytowan.

#  Podane w nawiasach kwadratowych wymiary poszczegdlnych oznaczen sa zgodne
z wykorzystanymi w pracy publikacjami, z ktorych zaczerpnig¢to czg$¢ danych

doswiadczalnych [14, 15, 16, 18, 54, 61, 67, 80, 85, 99, 100, 151, 153].
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1. Wstep

1.1. Zastosowanie procesu enzymatycznej degradacji biopolimerow

Biopolimery naturalne sg jednym z podstawowych substancji tworzacych srodowisko
zycia czlowieka. Sg one obecne migdzy innymi w naszym pozywieniu, ubraniach, materiatach
konstrukcyjnych, a takze sa one w nas samych. Stanowia olbrzymia baz¢ surowcowa
wykorzystywana przez czlowieka, a ich popularnosci nalezy si¢ doszukiwac przede wszystkim
w szybkiej odnawialnosci, przystgpnej cenie, stosunkowo latwym metodom pozyskiwania,
a takze w tym, ze sa przyjazne dla srodowiska naturalnego. Podzial polimeréw naturalnych

przedstawiono w tabeli 1.1.

Tab. 1.1. Podzial biopolimeréw naturalnych [125].

polimery przyklad biopolimeru

naturalne
polinukleotydy polimery kwasow rybonukleinowych

(polimer kwasu dezoksyrybonukleinowego - DNA, polimer kwasu rybonukleinowego - RNA)

poliweglowodany polisacharydy (celuloza, skrobia, chityna, guma arabska)
poliamidy polipeptydy (biatka)
poliweglowodory kauczuk naturalny (cis-poli(izopren))

Procesy enzymatycznej degradacji biopolimeréw towarzysza nam w wielu dziedzinach
zycia codziennego. Przykladowo szereg z nich przebiega w organizmach ssakow: przy
wysitku fizycznym hydrolizowany jest w watrobie glikogen, podczas przyjmowania
pozywienia obecne w $linie i soku zoladkowym hydrolazy degraduja wystgpujace
w pozywieniu polimery naturalne. Na skal¢ przemystowa procesy hydrolizy biopolimerow
wykorzystywane sa migdzy innymi przy produkcji zywnosci, w przemysle papierniczym,
tekstylnym, widkienniczym, poligraficznym, chemicznym, motoryzacyjnym, meblarskim, bu-
dowlanym, pralniczym, skorzanym oraz w kosmetyce i lecznictwie [58, 154, 177, 178]. W ta-
beli 1.2. przedstawiono przykladowe zastosowania preparatow enzymatycznych w roznych
galeziach przemyshu. Procesy enzymatycznej modyfikacji skrobi, w szczegolnosci procesy

enzymatycznej hydrolizy skrobi, wzmiankowane w tytule pracy przedstawiono w tabeli 1.3.
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Tab. 1.2. Zastosowanie preparatow enzymatycznych w procesach degradacji biopolimerow [58. 120,

168, 177].

typ enzymow

przykladowe zastosowanie

enzymy amylolityczne

przemysl farmaceutyczny i cukierniczy (produkcja glukozy)

enzymy proteolityczne

przemysl migsny i rybny (zmigkczanie migsa. produkcja hydrolizatow i zelatyn)
przemysl piwowarski (zapobieganie zmetnieniu piwa)

przemysl serowarski (koagulacja bialek mleka, dojrzewanie serow)

enzymy pektolityczne

przemysl owocowo-warzywny (zwigkszanie wydajnosci przy tloczeniu owocow. klarowanie)

P-galaktozydaza i f-fruktozydaza

przemysl mleczarski (zapobieganie krystalizacji laktozy)
przemysl cukierniczy (produkcja sztucznego miodu)

DNA’zy | RNA"zy

biologia molekularna (fragmentacja i modyfikacja materialu genetycznego)

Tab. 1.3. Przyklady zastosowania enzymow amylolitycznych w przemysle spozywezym i medycynie

[17, 165, 166, 167, 180].

Substancje pochodne
skrobi natywne;j

Enzymy uzywane w
procesach technologicznych

Przykladowe zastosowania w przemysle

skrobia modyfikowana

a-amylazy

Przemysl cukierniczy i pickarniczy (poprawienie zdolnosci wyrastania
ciasta); zagestnik (np. produkeja ketchupow); wypelniacz / substancja
stabilizujaca / czynnik zapobiegajacy zbrylaniu si¢ produktow (zupy
blyskawiczne), przechowalnictwo produktow spozywezych - czynnik
ograniczajacy powstawanie ziaren lodu oraz regulujacy wilgotnosé

Przemysl browarniczy i gorzelniczy (przeksztalcenie skrobi w
sacharydy fermentujace)

Produkcja tworzyw i opakowan biodegradowalnych

Medycyna:  antyutleniacze, enkapsulowanie lekow, wypelniacze,
dezintegranty. Podloze fluidyzacyjne, czynnik utrzymujacy wilgotnosc,
czynnik zapobiegajacy zbrylaniu sig substancji

syropy maltozowe

B-amylazy
(c-amylazy — wstgpne uplynnianie
skrobi)

Przemysl  cukierniczy  (zapobieganie
zwickszanie  konsystencji,  polepszenie
wydluzenie trwalosci produktow)

krystalizacji
walorow

sacharozy,
smakowych,

syropy glukozowo-
maltozowe

glukoamylazy, f-amylazy
(c-amylazy — wstgpne uplynnianie
skrobi)

Produkcja lodow, konfitur i dzemow, syropow owocowych, sokow,
ciastek, mrozonej zywnosci

syropy glukozowe

glukoamylazy
(c-amylazy — wstgpne uplynnianie
skrobi)

Przemysl cukierniczy i pszczelarski

syropy o wysokim wskazniku
cukrow fermentacyjnych

a-amylazy

Przemysl piwowarski i piekarniczy

syropy fruktozowe

izomerazy fruktozowe
(izomeryzacja glukozy do
fruktozy)

Produkcja napojow (Coca Cola. Pepsi Cola). produkcja zywnosé dla
dietetykow (fruktoza metabolizowana jest bez udzialu insuliny)

syropy wysokofruktozowe

izomerazy fruktozowe

Przetworstwo owocow, produkcja konfitur i syropow owocowych

syropy maltodekstrynowe a-amylazy Przemysl  spozywczy (regulatory  wilgotnosci,  wypelniacze).
przemysl cukierniczy (produkcja lodow. mrozonek, cukierkow),
przemysl farmakologiczny (enkapsulacja lekow - ochrona przed
utlenianiem)

maltoza krystaliczna (-amylazy Wlewy dozylne u dietetykow
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7 zastosowan enzymoéw w przemystowych procesach modyfikacji i przetwarzania
biopolimerow wyplywa szereg korzysci. Podstawowe z nich to:

e preparaty enzymatyczne cechuje okreslona specyficznosé, dzigki czemu mozliwe jest
uzyskanie okreslonych produktow reakcji [59].

e obnizenie kosztow prowadzenia procesow [177],

e umozliwienie prowadzenie reakcji w fagodnych warunkach [13],

e enzymy obnizaja energig aktywacji [59, 144],

e enzymy katalizuja reakcje w matych ilosciach w pordwnaniu ze stgzeniem substratu (cg <<cs),
a ich dziatanie moze by¢ tatwo kontrolowanie i jednoczesnie tatwo przerwane [22],

e w przypadku enzymow stosowanych w produkcji zywnosci wazne jest, ze nie sa one
toksyczne i nie wplywaja negatywnie na pogorszenie waloréw organoleptycznych produktow
(np. przy produkcji serow z wykorzystaniem podpuszki lub przy produkcji syropow
maltozowych [120, 177]),

e stosowane powszechnie w przemysle enzymy sa wzglednie tanie i fatwo pozyskiwane
[22, 120] - ich produkcja nie wymagaja deficytowych surowcow, a jedynie odpowiedniej
(bio)technologii,

e procesy enzymatyczne sa ona ogol bardziej przyjazne dla srodowiska naturalnego,

niz analogiczne procesy ,.konwencjonalne™ [165].

Aktualnie obserwuje si¢ staly wzrost zainteresowania przemystu procesami
enzymatycznej degradacji biopolimeréw. Prognozuje si¢, iz wiek XXI bedzie okresem
gwaltownego rozwoju biologii molekularnej 1 biotechnologii. Na bazie naturalnych
biopolimeréw opracowanych zostanie i wdrozonych do masowej produkcji szereg tworzyw
biodegradowalnych o szerokiej gamie zastosowan. Opracowane zostang nowe preparaty
enzymatyczne. a koszt ich produkcji ulegnie radykalnemu obnizeniu. Przy pozyskiwaniu
zywnosci w wigkszym stopniu zostana wykorzystane substancje produkowane przez rosliny
wodne. Mutacje genetyczne pozwolg obnizy¢ koszty i zwigkszy¢ produkcje najbardziej
powszechnego polimeru roslinnego - skrobi. Takze przemyst paliwowy i motoryzacyjny
w wigkszym stopniu bedzie wykorzystywal substancje pochodne polimeréw naturalnych,
przyktadowo obecnie w wielu krajach swiata trwajq badania nad mozliwoscia wykorzystania
produktow uzyskiwanych ze skrobi i celulozy (np. alkoholu etylowego) jako taniego,

proekologicznego paliwa [154].
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1.2. Kinetyka reakcji enzymatycznej degradacji biopolimeréw

Opis matematyczny procesOw enzymatycznej degradacji biopolimerow jest niezwykle
ztozony. Wynika to przede wszystkim ze struktury czasteczek biopolimeru oraz z obecnosci
w ukladzie reakcyjnym szeregu substratow (polimerow o réznej masie czasteczkowej),
produktéw posrednich oraz produktow koncowych. Problemem jest takze zapis samej reakcji
degradacji biopolimeru oraz jednoznaczne okreslenie st¢zenia polimeru [150]. Przyktadowo
podczas reakcji degradacji liniowego polimeru przez endo-hydrolazy substrat ,,rozcinany™ jest
na dwie mniejsze czasteczki, ktéore moga by¢ wykorzystane ponownie jako substraty
w nastgpnych etapach reakcji. Analizujac przebieg omawianej reakcji, mozemy stwierdzic,
iz w pierwszym jej etapie st¢zenie masowe substratu” jest praktycznie stale, natomiast
stezenie molowe substratu paradoksalnie rosnie! Dodatkowo trzeba zaznaczy¢, ze mechanizm
reakcji enzymatycznej degradacji biopolimerow moze zaleze¢ zaréwno od pochodzenia
uzytego w reakcji preparatu enzymatycznego, struktury substratu [121], jak i jego zrodia
i sposobu przechowywania [68]. Moze si¢ on takze zmienia¢ podczas przebiegu reakeji'.

Spotykane w literaturze sposoby opisu kinetyki procesow degradacji enzymatycznej

biopolimeroéw przedstawiono w tabeli 1.4. Generalnie mozna je podzieli¢ na:

1) modele ciggte:

a) opierajace si¢ na rownaniach kinetycznych bazujacych na modelu Henriego [27], ktory
zaklada powstanie odwracalnego kompleksu enzym-substrat, podlegajacego dalszej
nieodwracalnej przemianie do produktu (produktéow) i wolnej czasteczki enzymu
wedtug schematu:

E+SoES—>E+P,

b) inne modele deterministyczne (np. ekspotencjalne rownanie empiryczne [61, 122]),

2) modele nieciagle opisujace uklad w sposob dyskretny (np. analiza klasterowa [65]).

" Jako czasteczki substratu rozumie si¢ tu wszystkie czasteczki potencjalnie podatne na dzialanie danego enzymy
(egzo-hydrolazy).
" Dotyczy to zwlaszcza przypadku, gdy w pierwszym etapie reakcji enzym hydrolizuje lepiej dostepny i bardziej
podatny substrat, prowadzac do pozostania w ukladzie czasteczek mniej podatnych na dzialanie enzymu.
W praktyce czesto uwidacznia si¢ to zmiana kinetyki na pierwszorzedowa pod koniec reakcji.
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Tab. 1.4. Przykladowe modele Kinetyczne stosowane do opisu reakcji enzymatycznej degradacji
biopolimeréw (w tabeli przyjeto oznaczenia za autorami poszczegdlnych artykutow).

Enzym (enzymy)

Warunki eksperymentu
[literatura]

Proponowany opis kinetyki reakcji

a-amylaza z Schwanniomyces castelli

1% skrobia; 32°C: pH 5.0 [111]

roéwnanie Michaelisa-Menten z inhibicjg
produktem reakcji:

po AP Vi 5]
dt [S1+K, 1+

a-amylaza z Saccharomycopsis fibuliger

0.1% + 0,9% skrobia; 32°C;
pH 4.8 [130]

réwnanie Michaelisa-Menten z inhibicja
produktem reakcji

a-amylaza z Bacillus licheniformis
(Thermamyl 120L)

1% + 8% skrobia kukurydziana:
100°C: pH 6.0 [68]

réwnanie Michaelisa-Menten

a-amylaza ze stodu

ckstrakt slodowy: 40 + 70°C [83]

reakcje pierwszego rzedu dla kazdego
produktu; reakcja pierwszego rzedu opisujaca
dezaktywacje enzymu

a-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl 60L)

35% + 55% skrobia pszeniczna;
80°C [116]

model nieliniowy:
V= .f(cx * cw ¥ C!:' )

a-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl 60L.)

30% + 50% skrobia pszeniczna:
90 + 120°C [43]

nieodwracalna reakcja pierwszego rzgdu

a-amylaza z Bacillus licheniformis
(Termamyl)

1% skrobia kukurydziana:
60 + 65°C: pH=6.0 [117]

dm
—d}-—-f(k.[E,],a',m)

a-amylaza z Bacillus subtilis

1% skrobia pszeniczna [47]

nastgpcze reakcje pierwszorzedowe

a-amylaza z Bacillus licheniformis

6.6% + 40% skrobia; 100°C;
pH 7.0 [160]

rownanie Michaelisa-Menten

a-amylaza z Bacillus stearothermophilus

24% + 36% skrobia kukurydziana:

93 = 115°C; pH 5.3 + 6.7:
0 + 200 ppm wapnia [45]

pierwszorzedowa dezaktywacja enzymu i
kinetyki uplynniania skrobi

a-amylaza (Thermamyl Novo
Laboratories)

skrobia kukurydziana;
60°C + 80°C: pH 6,0 [117]

model uplynniania bazujacy na zmianie masy
ziaren skrobi; uwzgledniono pierwszorzedowa
reakcje dezaktywacji enzymu:

E(t)=E, P

a-amylaza z Bacillus sp. typ IIA (Sigma)

skrobia ziemniaczana (Aldrich):
20°C; pH 4.5 [100]

metoda catkowa polgczona z symulacja
komputerowa:

L (Rt L R T

=
K-ce Cs

a-amylaza z trzustki wieprzowej
(EC 3.2.1.1)

amyloza: 40°C; pH 6,9 [97]

symulacja Monte Carlo z atakiem
wielokrotnym

glukoamylaza z Rhizopus niveus

maltozooligosacharydy:
25°C; pH 4.5 + 5.2 [134]

atak losowy

glukoamylaza

35% maltodekstryna: pH 4.5 [69]

kinetyka Michaelisa-Menten z inhibicja
kompetycyjna produktem

a-amylaza z Bacillus sp. typ 11A (Sigma)

skrobia ziemniaczana (Aldrich):
20°C; pH 4.5 [155]

model zakladajacy rozréznienie typow™
podjednostek glukozy w ukladzie:
opis kinetyki poprzez uklad 6 rownan
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Tab. 1.4. Ciag dalszy.

Enzym (enzymy)

Warunki eksperymentu
[literatura]

Proponowany opis kinetyki reakeji

glukoamylaza z Rhizopus delmar

maltoza. skrobia Wako, skrobia
Katayama; 50°C: pH 4.5 [71]

zmodyfikowane réwnanie Michaelisa-Menten
z inhibicjg produktami (parametry kinetyczne
Ky iV, zmieniaja si¢ liniowo w zaleznosci od
masy substratu)

endo-(1—3).(1—4)-p-D-glukanaza

B-glukan (masa 216 kDa oraz 413
kDa) [20]

symulacja Monte Carlo (pojedynczy atak
losowy), okreslone stgzenie .,wykrywalnych”
substratow:

W,=W,(1+at)e™

a-amylaza z Bacillus licheniformis:
izoamylaza z Pseudomonas
amyloderamose

amyloza i amylopektyna:
50°C: pH 6.0 [106,107]

model Michaelisa-Menten rozpatrujacy cztery
typy reakcji przebiegajacych w roztworze i
zakladajacy inhibicje niskoczasteczkowymi
produktami reakcji

a-amylaza z Bacillus sbtilis (Koch-Light
0394t):

B-amylaza ze stodkich ziemniakow
(Bochringer 15471)

dwie frakcje skrobi (1%):
a-amylaza: 30°C; pH 5.5:
[B-amylaza: 30°C: pH 4.8 [47]

dwie pierwszorz¢dowe reakeje nastgpeze:
A—>B—2C

(atak pojedynczy, atak wielokrotny, atak na
kilka tancuchow)

«- i B-amylaza

stod: 35 + 75°C [83]

uklad reakcji rownoleglo-nast¢pczych dla
nierozpuszczalnych i rozpuszczalnych
skladnikow

a-amylaza z Bacillus subtilis:
glukoamylaza

skrobia ziemniaczana:
30°C; pH 5.25 [37]

przyrost rozpuszezalnych cukrow:
d[G] — Vm([S(}]-'-[S])
dt K, (1+5)+ (S, 1+[SD

B-amylaza (zakupiona w BDH Ltd.)
pullulanasa z Aerobacter aerogenes

skrobia ziemniaczana wstgpnie
zhydrolizowana a-amylaza [87]

wielomian piagtego stopnia:
fix)=x’+ax'+bx’ +ex’ +dx +e

a-amylaza (Miles-Taka-Therm L-170) z
Bacillus licheniformis:
glukoamylaza (Diazyme 1.-200)

maka z manioku: 85 + 100°C:
pH 5.2 + 7.0 [145]

rozszerzenie modelu kinetycznego Smith'a
(1970):

dc,
dt

=-K-(C,)"

endo-B-1.4-glukanaza’
exo-B-1.4-glukanaza'
B-glukozydaza®

celuloza [102]

model bazujacy na kinetyce Michaelisa-
Menten, uwzgledniajacy atak losowy.
inhibicje produktami koncowymi reakcji oraz
wystgpowanie trzech typow enzymow w
ukladzie

endo-p-1.4-glukanaza z Thichoderma
reesel

exo-B-1.4-glukanaza z Thichoderma
reesei

mikrokrysztaly celulozy:
40°C: pH 4.8 [92]

model zakladajacy prawdopodobieristwo
zajécia ataku fatszywego Py
G 2-P, +1

G, DP-P, -05

" endo-B-1,4-glukan 4-glukanohydrolaza (EC 3.2.1.4)
¥ 1,4-B-D-glukan cellobiohydrolaza, cellobiohydrolaza, exoglukanaza (EC 3.2.1.91)
* B-D-glukozydowa glukohydrolaza (EC 3.2.1.21)
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Wigkszos$¢ przedstawionych w tabeli 1.4. opiséw reakcji zaktada jednorodnosé
substratu’ oraz powstawanie jednego produktu. Tym samym nie sa rozrézniane rozne frakcje
substratow oraz produktow posrednich powstajacych w reakcji, a w przypadku wystapienia
kilku ,klas” produktéw, nie umozliwiaja one wyznaczenia ich udzialbw w mieszaninie
reakcyjnej. Takze opisy reakcji multienzymatycznych nie okreslaja zakresu wspolpracy
miedzy enzymami oraz nie podaja wpltywu zmiany proporcji stgzenn enzymow w ukladzie na
sktad produktu koncowego. Opracowane rownania kinetyczne niejednokrotnie zwigzane sg ze
$cisle okreslonym ukladem preparat enzymatyczny - substrat oraz stosowana metodyka
pomiaréw' [20, 109, 114, 139, 124].

Generalnie spotykane w literaturze modele kinetyczne przyjmuja uproszczony zapis
procesu enzymatycznej kinetyki reakcji degradacji biopolimerow zakladajac ich
jednoetapowosc¢ [130, 160] lub opisujac ich przebieg poprzez szereg reakcji nastgpczych [83].
W rzeczywistosci enzymatyczna degradacja biopolimeréw jest procesem wspoibieznym,
w ktorym zachodzi szereg reakcji rownoleglo-nastgpezych [150]. Nawet jesli rozpatrzymy
reakcje hydrolizy liniowego polisacharydu (maltodekanozy) zlozonego z dziesigciu
podjednostek glukozy pod wplywem a-amylazy przebiegajacej wg schematu na rys. 1.1.
widzimy, Ze reakcja moze potoczy¢ si¢ wieloma drogami z utworzeniem réznych produktow
posrednich i koncowych.

Drugim uproszczeniem jest wzmiankowane przyjecie jednorodnosci substratu.
W praktyce biopolimery naturalne sg na ogoét zbiorem czasteczek o réznej masie
czasteczkowej i o roznym stopniu usieciowania w przypadku czasteczek rozgalgzionych. Tym
samym proces powinien by¢ rozpatrywany jako reakcja multisubstratowa, w ktorym nastepuje

okreslony rozklad wielkosci (masy) czasteczek substratu.

" W przypadku skrobi niektorzy autorzy zakladaja wystepowanie dwoch frakcji substratu [61, 162].
" Przykladowo, praca [100] opisuje de facto kinetyke uwalniania wolnych kofncow redukujacych w czasteczkach
skrobi oznaczanych w reakcji z DNS [85], podczas gdy w [20] opisano kinetyke degradacji czasteczek skrobi
wiazacych sie z Callofluorem.
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1)
Migjsce hydrolizy wiazania a-1.4- T Obszar wigzania sig a-amylazy z
glikozydowego wzgledem obszaru = =i substratem (5 podjednostek
wiazacego substrat dla c-amylazy glukozy w domenie wiazacej
2)
Substrat 1 etap hydrolizy 2 etap hydrolizy 3 etap hydrolizy Produkty koncowe
(10 podjednostek
glukozy)
2+{2+6)""2+(2+(%+4D 2.2:2.-4
2+(2+(3+3) 2,2:3.3
2+8 2+(3+5) —p 2+(3+(2+3)) 2:2:3.3
2+(4+4) 2,4,4
2+(5+3) =¥ 2+((2+3)+3) 2533
3+(2+5) =P 3+(2+(2+3)) 2:2:3.3
3+?<E 3+4(3+4) 3,3,4
3+(4+3) 3,3,4
10 : 4+(2+4) 2.4.4
4=k (ava) 3,3,4
s-;q< S5+(2+3) = (2+3)+(2+3) 2,2,3,3
(2+3)+5 —P» (2+3)+(2+3) 2,124:3,3
(2+4)+4 2,4,4
6+4=="F (313)+4 3,3,4
/ (2+5)+3 —» (2+(2+3))+3 2.2,3,3

7*-3? (3+4)+3 3,3,4
(4+3)+3 3,3,4

Rys. 1.1. Schemat hydrolizy czasteczki amylozy (maltodekanozy) przy udziale o-amylazy.

1). Przykladowy schemat wiazania si¢ o-amylazy do substratu. Na rysunku przyjeto, ze domena
wigzaca o-amylazy asocjuje z pigcioma kolejnymi podjednostkami glukozy, a hydroliza wiazania
a-1.4-glikozydowego nastgpuje w domenie wiazacej, miedzy druga, a trzecia podjednostka glukozy
liczac od kofica redukujgcego w lancuchu policukru.

2). Mozliwe warianty reakcji hydrolizy laficucha amylopektyny zawierajacego 10 podjednostek
glukozy przy udziale a-amylazy o preferencjach substratowych zdefiniowanych na rys. 1.1. Przyjgto,
ze hydroliza wiazania nastgpuje jedynie, gdy cala domena wiazaca a-amylazy zwiazana jest
z substratem. Na rysunku zaznaczono liczb¢ podjednostek glukozy w policukrach (2 - maltoza,
3 - maltotrioza, 4 - maltotetroza, itd.)
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Przyktadowe sposoby opisu uktadow multisubstratowych przedstawiono w tabeli 1.5.
Najczesciej wykorzystywanymi do opisu kinetyki reakcji sq: rownanie empiryczne, rownanie
multisubstratowe Michaelisa-Menten oraz modele wykorzystujace metode Monte Carlo

opisujaca prawdopodobienstwo zajscia poszczegdlnych reakcji [21, 140].

Tab. 1.5. Sposoby opisu reakcji multisubstratowych.

Proponowany opis kinetyki reakcji Uwagi
rownanie mulisubstratowe Michaelisa-Menten. rozrozniane sa wszystkie ..typy” czasteczek
model ogdlny rozrozniajacy wszystkie typy substratow, ktore substratow: kinetyk¢ hydrolizy kazdego ..typu”
wystepuja w ukladzie [25, 155] substratu opisujg niezalezne stale kinetyczne
} .m;l\ i -t
7 e A
V=l S N

N Co
1+) 2
| Kur.j
J=

rownanie empiryczne zakladajace istnienie okreslonej liczby frakcji | zaklada si¢ istnienie okreslonej liczby frakcji

substratu [122] substratow, dla ktéorych wyznacza si¢ stale
koo PP k. oCpe ety 2 N kbl ek . i A

g =Cyp X €™ "+c\\{}-x,,-e - ';+---+Cs'o'3‘]'€ it I\lm.l?.czm. oplsu_!que.prq;dkmt de_sr_radac_]l danej

: : s ' frakcji  (analogicznie  do  opisu  rozpadu

ix 1 promieniotwérczego mieszaniny izotopow)

o

I=1

sztuczna sie¢ neuronowa (algorytmy PLS2 oraz PCR). opis ukladu metody numeryczne polegajace na tworzeniu

wieloskladnikowego [9] ~powigzan”™ pomigdzy zadanymi wektorami

. zmiennych (punktami doswiadczalnymi
analiza klasterowa [65] yeh (p ymi)

model Kinetyczny . fuzzy logic”, opis ukladu enzymatycznego uklad opisuje si¢ poprzez nalozenie szeregu
poprzez szereg warunkow warunkow opisujacych ,Jlokalnie” zachodzace
{.if” ... then” ) [73] reakcje

metody Monte Carlo [76] okredlane jest prawdopodobiefstwo  zajscia

poszczegolnych reakcji czastkowych

W przypadku opisu procesow degradacji biopolimerow multisubstratowe réwnanie
empiryczne najczesciej stosuje si¢ do opisu procesu hydrolizy enzymatycznej skrobi, gdzie dla
uproszczenia rozréznia si¢ tylko dwie jej frakcje. Stosowanie réwnan multisubstratowych
rozrozniajacych wigcej frakcji lub opisujacych st¢zenia wszystkich skladnikow uktadu przy
opisie procesow hydrolizy biopolimerow jest wysoce klopotliwe nawet w przypadku
biopolimeréw niskoczgsteczkowych. Przykltadowo opis hydrolizy czasteczki maltodekanozy
przedstawionej schematycznie na rys. 1.1. pociaga za soba konieczno$¢ rozwiazania ukladu
kilkunastu rownan kinetycznych opisujacych mozliwe etapy reakcji. Dla wigkszych
czasteczek biopolimerow liczba pojedynczych réwnan kinetycznych moze siggaé kilkuset
tysigcy, dlatego poszukuje si¢ alternatywnych metod opisania uktadéw multisubstratowych
operujacych mniejsza liczba zmiennych. Jedna z takich metod jest stochastyczna metoda

Monte Carlo oméwiona w nastgpnym podrozdziale.
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1.3 Wykorzystanie metod Monte Carlo przy opisie reakcji degradacji
biopolimerow

W przeciwienstwie do metod deterministycznych, opisujacych uklady przez
np. podanie szeregu rownan deterministycznych, metody Monte Carlo opisuja uktad w sposéb
stochastyczny poprzez okreslenie prawdopodobienstw zajscia pojedynczych reakcji
czastkowych [70, 104]. W przypadku opisu procesu enzymatycznej degradacji biopolimerow,
mozna wyr6zni¢ dwie zasadnicze grupy modeli wykorzystujacych metody Monte Carlo:

1) modele Monte Carlo, w ktorych w sposob losowy okres$la si¢ czasteczke biopolimeru
i miejsce w czasteczee, wzgledem ktorego zachodzi reakcja enzymatyczna [20],
2) modele Monte Carlo, w ktoérych w sposob losowy okresla si¢ prawdopodobienstwo zaj$cia

reakcji (hydrolizy wiazania w czasteczce biopolimeru) [113].

Przyklad przedstawiajacy hydroliz¢ liniowego polimeru zlozonego z 44 monomerow
powigzanych 43 wiazaniami przedstawiono na rysunku 1.2. W najprostszym przypadku
przyjmuje si¢, iz kazde wigzanie miedzy monomerami moze by¢ rozerwane w wyniku
pojedynczego aktu hydrolizy zachodzacego w cyklicznych odstgpach czasu At. Okreslenie
hydrolizowanego wigzania w danym cyklu, mozliwe jest w oparciu o metod¢ Monte Carlo,
ktora w tym przypadku sprowadza si¢ do losowego wyznaczenia ,.rozcinanego™ wigzania

(zaznaczonego na rys. 1.2. symbolem <),

Rys. 1.2. Schemat hydrolizy liniowego biopolimeru - symbolem 3< (kolor czerwony) zaznaczono
miejsce ..cigcia” polimeru w danym etapie reakcji.

" Przykladowa animacje komputerowa przedstawiajaca ,losowa” hydrolize wiazan w czasteczce liniowego
polimeru (hydroliza amylozy przy udziale a-amylazy) przedstawiono w zalaczniku.
16
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Teoretyczne podstawy zastosowania stochastycznego opisu reakcji chemicznych
zostaly opublikowane w latach piecdziesiatych i szesédziesiatych [104, 110], jednakze
dopiero w latach siedemdziesigtych Gillespie [39] zaproponowal zastapienie statych
kinetycznych, prawdopodobienstwem zajscia reakcji na jednostke czasu (w modelu w sposéb
losowy typowano reakcj¢ przebiegajaca w danym momencie; do opisu czasu reakcji uzyto
ekspotencjalnego rozktadu gestosci). Mimo, iz zagadnienie stochastycznego opisu reakcji byto
podejmowane w wielu opracowaniach, do konca lat osiemdziesiatych wigkszo$¢ prac miata
charakter teoretyczny [70, 76, 89, 90, 110, 119, 123, 138] i rzadko byla weryfikowana przez
autorow w oparciu o wigksza pule danych doswiadczalnych. Wykorzystujac metode Monte
Carlo. na poczatku lat dziewig¢édziesiatych podjgto proby numerycznej symulacji procesu
degradacji wigkszych czasteczek, w tym takze procesu hydrolizy liniowych polisacharydow
[99, 113, 137]. Przykladowe zastosowania metody Monte Carlo przy opisie procesow

enzymatycznej degradacji biopolimerow przedstawiono w tabeli 1.6.

Tab. 1.6. Przyktadowe zastosowania metody Monte Carlo przy opisie proceséw hydrolizy biopolimerow.

opis stosowanej metody

substrat

czynnik depolimeryzujgcy

Monte Carlo

liniowe homopolimery
o wzorze ogdlnym (C4H,(05),

(celuloza lub amyloza)

H,SO,

(hydroliza kwasna w zakresie
temperatur 90 + 135°C)

liniowy substrat zapisywany jest jako
Markowian [76], rozpatrywane s
wszystkie wiazania w homopolimerze,
W oparciu o generowany gquasilosowy
numer okresla si¢ czy dane wigzanie
uleglo rozerwaniu [113]

liniowy homopolimer
(1-3),(1—>4)-B-D-glukan
z jeczmienia (Sigma No. Kat.
81H0472 My, = 216 kDa oraz

otrzymany laboratoryjnie
My =413 kDa)

endo-(1—3),(1—>4)-B-D-glukanaza
(EC 3.2.1.73)

czasteczki substratu sa w sposob losowy
.cigte” na nowe czasteczki substratu o
mniejszej My (random  attack).
symulacja jest przerywana w momencie
osiagnigcia zadanej liczby iteracji,
osiagnigcia  minimalnego  stgzenia
wykrywalnych™ substratow, etc. [20]

skrobia ziemniaczana

endo-o-amylaza
z trzustki wieprzowej

(EC3.2.1.1)

uwzgledniano tylko czasteczki amylozy
i lancuchy A w  czasteczkach
amylopektyny  (pominigto  strukturg
rozgal¢ziona amylopektyny -
linearyzacja substratu™); zalozono atak
wielokrotny  przyjmujac. ze enzym
.slizga™ si¢ po substracie uwalniajac
kolejne czasteczki produktow;
okreslono prawdopodobienstwo
dysocjacji  produktywnego kompleksu
enzym-substrat [97]

" W obydwu pracach symulacji dokonywano wykorzystujac program napisany w Fortranie. Przyjeto, iz
czasteczka liniowego polimeru reprezentowana jest przez lanicuch Markova (76, 157], wzgledem ktérego losowo
wprzesuwa si¢” (random walk) czynnik depolimeryzujacy, powodujac hydrolize wiazan [123].
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Zastosowanie metod Monte Carlo do opisu procesu enzymatycznej degradacii
biopolimeréw umozliwia migdzy innymi modelowanie reakcji multisubstratowych
1 wspotbieznych, uwzglednienie wszystkich skladnikow wystepujacych w ukladzie oraz
okreslenie chwilowych stezen wszystkich reagentow [113, 124]. W oparciu o modele Monte
Carlo opisywane sa roznorodne uklady monoenzymatyczne zawierajgce liniowe
(lub ..zlinearyzowane™ [97]) czasteczki substratow. Dyskusyjng sprawg jest pomijanie przez
autorow wszystkich cytowanych prac poswigconych modelowaniu reakcji degradacji
biopolimeréw z wykorzystaniem metody Monte Carlo [20, 89, 97, 99, 110, 113, 119, 123,
138] oddziatywan inhibicyjnych mogacych potencjalnie wystepowaé¢ w uktadach [61, 99, 100,
101,102, 121].

Aktualnie obserwuje si¢ gwaltowny wzrost zainteresowania metodami Monte Carlo,
czego przyczyn mozna upatrywa¢ w gwaltownym rozwoju mikroelektroniki, gdyz nawet
$redniej klasy komputer osobisty obecnie umozliwia zapisanie w pamieci RAM ukladu
zawierajacego nawet kilka milionow monomeréw oraz modelowanie przebieg
skomplikowanych procesow stochastycznych [152]. Jednoczesnie radykalnemu obnizeniu
ulegl czas wykonania obliczen oraz koszty maszyn liczacych. Dzigki swoim zaletom metody
Monte Carlo sa coraz czgsciej wykorzystywane do opisu i modelowania omawianych

procesow oraz do uzyskania dodatkowych informacji o badanych uktadach [154, 156].
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1.4. Podsumowanie przegladu literaturowego

Przewazajaca czg$¢ spotykanych w literaturze modeli kinetycznych opisujacych
procesy enzymatycznej hydrolizy biopolimeréw wprowadza uproszczenie zakladajace
jednorodno$¢ substratu oraz powstawanie w reakcji jednego produktu koﬁcowego*.
Przedstawione w tabeli 1.4. réwnania kinetyczne opisujg jedynie procesy szczegélowe,
natomiast nie zostal zdefiniowany model ogélny. W przypadku degradacji biopolimerdéw przy
udziale egzo- i endo-hydrolaz przedstawione w rozdziale 1.2. rownania deterministyczne nie
pozwalaja na okreslenie zmiany rozkladu koncentracji masowej poszczegdlnych polimerow,
a jedynie opisujg sumaryczne stgzenie wszystkich polimeréw w ukladzie. Brak jest modelu
matematycznego odzwierciedlajacego  specyfik¢ procesu degradacji  enzymatycznej

biopolimerdw, ktory umozliwialby jednoczesne uwzglednienie:

L) struktury substratu (struktura liniowa lub/oraz rozgateziona [118, 175]),

L) multisubstratowosci reakcji oraz powstawania szeregu produktow koncowych i posrednich
[47, 61, 151],

() reakcji multienzymatycznych (proces hydrolizy skrobi przy udziale mieszaniny enzymow
amylolitycznych [17]; proces degradacji celulozy przy udziale mieszaniny hydrolaz [24]),

L) oddzialywan inhibicyjnych zachodzacych w ukladzie (np. inhibicja egzo-p-glukanazy
celobiozg uwalniang w wyniku reakcji hydrolizy celulozy [92]).

* Zalozenie to uniemozliwia zastosowanie powyzszych modeli do opisu wielu procesow technologicznych, takich
Jak proces uplynniania i scukrzania skrobi, gdzie uzyskiwany skltad konicowy mieszaniny reakcyjnej decyduje
o wykorzystaniu produktu reakcji [17, 120, 154].
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2. Cele pracy

Celem pracy bylo opracowanie uniwersalnego modelu pozwalajacego na opis i analize
procesdw enzymatycznej degradacji biopolimeréw za pomocg symulacji komputerowej.
Ze wzgledu na specyfike procesu, szczegdlny nacisk w pracy postanowiono potozy¢ na
uwzglednienie struktury substratu (liniowa lub/oraz rozgaleziona) oraz mozliwo$é
rozpatrywania ukladow multisubstratowych, w ktorych dopuszcza si¢ zajécie szeregu reakcji
wspotbieznych. Przyjeto, iz model powinien pozwala¢ na analize zmian wszystkich st¢zen
chwilowych substratow, produktow posrednich oraz produktow koncowych powstajacych
w reakcji depolimeryzacji. Model ten powinien umozliwia¢ analize ukladow
multienzymatycznych powszechnie wykorzystywanych w procesach przemystowych. Ponadto
powinien cechowa¢ si¢ duza elastycznoscia i posiada¢ mozliwos¢ tatwej modyfikacji
pozwalajacej na uwzglednienie dodatkowych zjawisk towarzyszacych poszezegdlnym
procesom, takich jak np. dezaktywacja enzymu, inhibicja substratowa lub inhibicja

produktami reakcji.

Przyjeto, iz opracowany model zostanie wykorzystany do opisu procesu
enzymatycznej hydrolizy skrobi przy udziale enzymow amylolitycznych. Za wyborem ukladu
modelowego przemawialo:
¢ szerokie wykorzystywanie w przemysle procesu enzymatycznej degradacji skrobi [17]),

@ zlozono$¢ substratu (mieszanina polimerdéw o strukturze liniowej i rozgal¢zionej [82]),

@ charakter produktu (mieszanina oligosacharydow i dekstryn granicznych [47]),

@ wystegpowanie w procesie inhibicji kompetycyjnej [100] oraz interakcji pomiedzy
enzymami (synergizm / konkurencja) [37, 127],

@ multienzymatyczno$¢ (np. proces scukrzania i uplynniania skrobi przeprowadzane przy
udziale mieszaniny endo- i egzo-amylaz [177]),

¢ brak modeli matematycznych uwzgledniajacych zlozonosé procesu,

@ dostgpnos¢ danych kinetycznych opisujacych omawiany proces z udzialem réznych

preparatow enzymatycznych.
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3. Model iteracyjny enzymatycznej hydrolizy biopolimerow

3.1. Ogolne zatozenia modelu

1.

Przyjmuje sig¢, ze substratem w reakcji enzymatycznej hydrolizy biopolimerow sa
monomery tworzgce wigzania chemiczne, potencjalnie podatne na atak enzymatyczny.
Reprezentatywna probka substratu sklada si¢ z zadeklarowanej liczby czasteczek
o przyjete] strukturze, z ktérych kazda posiada okreslong liczbe wigzan pomigdzy
monomerami biopolimeru. Model nie naklada ograniczen na liczbg rozpatrywanych
w ukladzie czasteczek meréw oraz enzymoéw. Dopuszcza si¢ rozpatrywanie ukladow
zawierajacych czasteczki enzymow o roznych preferencjach substratowych i o réoznym
mechanizmie dzialania.

Czas trwania reakcji jest dyskretny i sklada si¢ z nastepujacych po sobie okresowo zderzen
enzymu z czasteczkami meréw wystgpujacymi w ukladzie. Rozrozniane sa zderzenia
aktywne (produktywne) prowadzace do hydrolizy wigzania pomig¢dzy sgsiednimi
monomerami w czasteczcee biopolimeru oraz zderzenia nieaktywne (nieproduktywne) nie
prowadzace do degradacji biopolimeru. Szczegdlnym przypadkiem zderzenia
nieaktywnego rozpatrywanym w modelu jest zderzenie enzymu z czasteczka inhibitora
kompetycyjnego. W ogélnym przypadku czasy poszczegdlnych zderzen moga byé rozne.
W poszczegolnych okresach reakcji zachodzi kontakt migdzy enzymem a przypadkowym
wigzaniem pomig¢dzy monomerami biopolimeru. Czasteczka biopolimeru i hydrolizowane
wigzanie okreslane jest w sposob losowy (metoda Monte Carlo). Zaklada si¢ jednostajny
rozktad prawdopodobienstwa zderzenia enzymu z danym biopolimerem wzgledem liczby
merow w nim zawartych (wzgledem masy biopolimeru).

Prawdopodobienstwo rozerwania wigzan migdzy monomerami tworzacymi biopolimer
zalezy od preferencji enzymu wzgledem atakowanego wigzania. W szczegdlnym
przypadku, gdy rozpatrywany jest kontakt enzymu z wigzaniem juz rozerwanym, warto$¢
prawdopodobienstwa wynosi zero (reakcja nie zachodzi).

Postep reakcji okreslany jest suma rozerwanych wigzan w czasteczkach biopolimeréw.

W przypadku uktadow wieloenzymatycznych dopuszcza si¢ rozpatrywanie w danej chwili

wielu proceséw jednostkowych, w ktdrych uczestnicza poszezegodlne czasteczki enzymow.
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3.2. Parametry modelu

W modelu zdefiniowano parametry opisujace czasteczki substratow (biopolimerow)

oraz charakteryzujace enzymy. Zostaly one przedstawione w tabelach 3.1 i 3.2. Przez pojgcie

,,odleglo$¢™ rozumie si¢ w modelu liczbg¢ monomeréw w danym fragmencie tancucha. Numer

iteracji n, zwigzany jest z zapisem rekurencyjnym procesu depolimeryzacji.

Tab.3.1. Parametry modelu opisujace substrat (patrz rozdziat 3.3.).

substrat

liniowy

przykladowy biopolimer

amyloza

parametry modelu
opisujgce substrat

$rednia liczba monomerow
w czasteczce polimeru

przyjete oznaczenia przy
opisie modelu

igam Ugam € Ar}

rozgaleziony
(struktura drzewa [118])

amylopektyna

$rednia liczba monomerow
w czasteczce polimeru

IHIgap Ugap € N)

stopien polimeryzacji [96]

DP (DP € N ; DP < g,,)

mieszanina polimerow
o strukturze liniowej
i rozgalezionej

skrobia

stosunek liczba czasteczek
polimeru o strukturze
liniowej i rozgalgzionej

stosunek ten okreslaja
wprowadzone w modelu funkcja
charakterystyczna A4 oraz funkcja
rozgalgzien B

liczba i struktura czasteczek biopolimeru okreslona jest poprzez zdefiniowana modelu funkcj¢ charakterystyczna
i funkcje opisujaca rozgalezienia.

Tab. 3.2. Parametry modelu opisujace czasteczki enzymow (patrz rozdzial 3.4.).

parametry opisujace kinetyke procesu

parametry modelu charakteryzujace enzym

czas zderzenia aktywnego: ty, (tyx € R )
czas zderzenia nieaktywnego: toy (tyx € R )

czas zderzenia z inhibicja kompetycyjna: ti (szczegdlny przypadek
zderzenia nieaktywnego prowadzacy do utworzenia odwracalnego
kompleksu enzym - inhibitor kompetycyjny), (ti. € R )

substratowe enzymu

parametry modelu opisujace preferencje

odleglos¢ podatnych na atak enzymatyczny wiazan od koncow
biopolimeru (polimer liniowy i rozgaleziony)

odleglos¢ podatnych na atak enzymatyczny wiazan od punktow
rozgalezienia biopolimeru (polimer rozgalgziony)

czas przebywania czasteczki enzymu w ukladzie: t. (t. € R )

liczba czasteczek enzymow w ukladzie modelowym: ne (ne € N)

(& € [1..ne])

numer porzadkowy czasteczki enzymu (umozliwia rozroznienie czasteczek enzymow w ukladzie modelowym): &
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Przyjmuje si¢, ze w rozpatrywanym ukladzie istnieje skonczona liczba monomerow
Igcane Oraz czasteczek enzymow ne. Parametrem odpowiadajacym czasowi reakcji jest
w modelu dyskretny czas reakcji tr. ktory okreslany jest w sposob iteracyjny na podstawie
zaleznosci:
ts, =;::;§=I (ten )e, ; (ty, €RY),
gdzie t. jest czasem przebywania czasteczki enzymu o numerze porzadkowym & w ukladzie.
W modelu przewidziano mozliwo$¢ wprowadzenia dodatkowych parametrow pozwalajacych
na uwzglednienie m. in. typu ataku enzymatycznego oraz wystepujacych w ukladzie innych

oddziatywan inhibicyjnych.

3.3 Opis czasteczek substratow

3.3.1. Polimery liniowe

W pracy przyj¢to, ze podjednostki monomeréw w czasteczkach biopolimerow beda
przedstawiane symbolicznie jako strzatki. W celu odréznienia od znakow powszechnie
przyjetych w notacji chemicznej, przyjeto ze dla wyrdznienia podjednostki monomerow beda
oznaczane jako strzatki z podwdjnym beltem: ,,=”. Wybrano arbitralnie, ze zwrot strzalek
bedzie zgodny z kierunkiem degradacji biopolimeru pod wplywem egzo-hydrolaz. Koniec
biopolimeru podatny na atak egzo-hydrolaz oznaczono literami NRE, koniec biopolimeru nie
ulegajacy hydrolizie pod wptywem dziatania egzo-hydrolaz oznaczono symbolem RE". Przy
numerowaniu podjednostek monomerow w czasteczce polimeru, przyjeto numeracj¢ od konca
RE w kierunku konca NRE, zaznaczajac numer porzadkowy nad strzatka symbolizujaca
podjednostk¢ monomeru. Numerowane sa wszystkie podjednostki monomerow w ukladzie,
poprzez przypisanie im kolejnych liczb naturalnych poczawszy od liczby jeden. Przyjeto
takze, iz pojedyncza czasteczka monomeru posiada takze konce NE i NRE, ktore moga byc

~wolne” lub zaangazowane w tworzenie wigzan pomiedzy poszczegdlnymi monomerami.

" Proponowany zapis jest zgodny ze zwyczajowa konwencja stosowana przy opisie amylopektyny, gdzie
symbolem NRE oznacza si¢ koniec nieredukujacy (nonreducing end), a symbolem RE koniec redukujacy
(reducting end).

23



Piotr Wojciechowski
Rozdzial trzeci — Model iteracyjny enzymatycznej hydrolizy biopolimeréw

Orientacja koncow RE i NRE w wolnym monomerze, jest analogiczna do orientacji koncow
w monomerach zawartych w polimerze liniowym. W przypadku syntezy biopolimeru
wigzanie chemiczne tworzy si¢ pomigdzy konncami RE i NRE ,,scalanych” monomerow.

W celu opisania wigzan migdzy czasteczkami monomerdéw, w oparciu o pojecie
lancucha Markowa [91], wprowadzono binarng funkcje charakterystyczng A zdefiniowang
nastepujaco:

1. Kazdemu monomerowi n, zostaje przypisana binarna wartos¢ zero lub jeden, okreslajaca

czy tworzy on wigzanie z innym monomerem poprzez koniec RE: 4 € (0.1) .

2. Wartos¢ zero przyjmuje funkcja dla danego monomeru n, jesli posiada on niezwigzany
koniec RE: A4,=0.

3. Wartos¢ réwna jednosci przyjmuje funkcja dla danego monomeru n, jesli jest on
polaczony wigzaniem chemicznym poprzez koniec RE z innym monomerem: A4,=1.

4. Monomerowi o numerze porzadkowym n = 1, zostaje przypisana wartos¢ funkcji rowna

zero: A,=0.

Zdefiniowana funkcja charakterystyczna umozliwia migdzy innymi:

# okreslenie liczby czasteczek meréw w ukladzie - odpowiada ona liczbie monomerdow
w ukladzie, dla ktorych wartos¢ funkcji charakterystycznej 4 przyjmuje wartosé zero,

# okreslenie liczby wigzan pomiedzy wszystkimi czasteczkami merdéw wystepujacymi
w ukladzie - odpowiada ona liczbie monomerow w ukladzie, dla ktorych wartosé funkcji
charakterystycznej 4 przyjmuje wartos¢ jeden,

# okreslenie ilosci merow wystepujacych w danej czasteczce biopolimeru.

W dalszej czgsci pracy przyjeto, ze w schematycznym opisie czgsteczki polimeru, warto$é
opisanej powyzej funkcji charakterystycznej bedzie zapisywana dla danego monomeru
w miejscu wskazanym przez grot strzatki symbolizujacej podjednostke glukozy. Zgodnie
z zaproponowanymi zasadami, czasteczk¢ polimeru zlozona z pigciu podjednostek mozna

przedstawi¢ symbolicznie jako:

4 5

| 2 3
e OeleleleleE e
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Przedstawiona konwencja notacji umozliwia takze zapis reakcji depolimeryzacji.
Przyktadowo, hydrolize powyzszej czasteczki przy udziale egzo-hydrolazy z uwolnieniem

dimeru mozna zapisa¢ nastgpujaco:

3 4 5 5

Ol ol ] —mominien , (o] == 0em] =
W przypadku polimeru liniowego, w oparciu o zaproponowana funkcj¢ charakterystyczna,
mozna sprowadzi¢ zapis reakcji do zapisu binarnego. Omawiang powyzej reakcj¢ mozna
zapisa¢ jako:
0111] —e-hdezd 5 01101
Proponowana konwencja umozliwia takze zapis ukladu zawierajacego mieszaning czasteczek
biopolimerow. Przykladowo, trzy czasteczki biopolimerow liniowych zbudowanych z 4000

monomerdéw kazda, mozna przedstawi¢ symbolicznie jako:

3999 4000 4001 4002 7999 8000 8001 8002 11999 12000

Velel. lale0alel. lele:0elal. lele,
co odpowiada, przy przyjetej notacji binarnej, zapisowi:
011...11011...11 011...11.
Sumaryczna liczba monomeréow w ukladzie podawana jest poprzez liczbe [gcau,
natomiast liczba czasteczek liniowych i ich wielko$¢ okreslana jest przez funkcje

charakterystyczng A. Parametr /g,,, okresla srednig liczba monomeréw w biopolimerze.

3.3.2. Polimery rozgatezione

Polimery rozgalezione zdefiniowano w pracy opierajac si¢ na modelu zakladajacym
analogi¢ strukturalng czasteczki biopolimeru rozgal¢zionego do struktury drzewa [151].
W czasteczce biopolimeru rozgatezionego rozrézniono trzy typy tancuchow':

» lancuch C - sklada si¢ z powigzanych w sposob liniowy monomerow, wyrdzniane sa dwa

konce RE i NRE. Obrazowo mozna przedstawi¢ lancuch C jako pien drzewa.

' Przyjete nazwy fancuchow zgodne sa ze zwyczajowymi oznaczeniami stosowanymi przy opisie czasteczek
amylopektyny [17, 18, 118]. W zafaczniku przedstawiono w formie graficznej wybrane modele struktury
amylopektyny wyrozniajace poszczegdlne typy tancuchow.

25



Piotr Wojciechowski
Rozdzial trzeci — Model iteracyjny enzymatycznej hydrolizy biopolimeréw

Y

tancuchy B - skladaja si¢ z powigzanych w sposob liniowy monomerow. Konce RE
lancuchow B sa zwiazane z lancuchem C lub innymi tancuchami B, tworzac punkty

rozgalezienia. Konce NRE sa wolne. W strukturze drzewa odpowiadaja one konarom.

» lancuchy A - sktadaja si¢ z powigzanych w sposéb liniowy monomeroéw. Analogicznie jak
w przypadku tancuchow B, konce RE tancuchéw A sa zwigzane z tancuchem C lub
tancuchami B poprzez punkty rozgal¢zienia. W przeciwienstwie jednak do tancuchow B,
do tancuchéw A nie sg przylaczone kolejne tancuchy. W stosowanej analogi do drzewa,

tancuchy A odpowiadajq galeziom.

W pracy dodatkowo przyjeto rozréznienie na tancuchow na podrzedne i nadrzedne,
przyjmujac nastepujacg definicje: ,Jancuch X jest podrzedny wzgledem tancucha Y, jezeli jest
on przylaczony w punkcie rozgalgzienia do liniowego tancucha Y; tym samym lancuch Y jest
nadrzedny wobec fancucha X”. Liczba monomeréw w poszczegdlnych lancuchach jest
nieograniczona. Przylaczenie tancucha podrzednego do tancucha nadrzednego. odbywa sig¢
poprzez utworzenie wigzania chemicznego pomiedzy koncem RE monomeru zawartego
w tancuchu podrzednym a specyficznym miejscem w monomerze w tancuchu nadrzednym
(jest ono rozne od konca RE i NRE). Odleglosci pomig¢dzy punktami rozgal¢zienia okreslone
sa przez liczbg DP. Z przyjetego opisu wynika, iz polimer rozgal¢ziony posiada jeden koniec
RE oraz konce NRE, ktérych liczba odpowiada sumie tancuchdéw ilosci A, Bi C.

W celu zachowania zgodnosci z zaproponowanym wczesniej sposobem oznaczania
schematycznego czasteczek polimeréw, przyjeto ze podjednostki monomerdéw przylaczone
bezposrednio do fancucha nadrz¢dnego, beda przedstawiane jako strzalki z podwojnym beltem
skierowane w dol: . Grot strzalki wskazuje na monomer w lancuchu nadrzednym, do
ktorego w punkcie rozgalezienia przylaczony jest tancuch podrzedny. Przy numerowaniu
podjednostek monomerow, przyjeto iz beda im przypisywane numery poczawszy od konca
RE w kierunku koncow NRE, zaznaczajac numer jej nad strzatka symbolizujaca podjednostke
glukozy. Numerowane sa kolejno podjednostki glukozy w lancuchu ..gléwnym™ C, nastgpnie
numerowane sa podjednostki w fancuchu B, ktory jest najblizej konca RE tancucha C.
W nastgpnym etapie numerowane s kolejno podjednostki glukozy w tancuchach podrzednych

wzgledem tancucha B, poczynajac od miejsca ich przylaczenia do tancucha nadrzednego.
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Procedura ta jest powtarzana dla kolejnych tancuchow A i B w kierunku konca NRE
fancucha C.

Przykladowo czasteczke biopolimeru rozgal¢zionego zbudowana z 54 podjednostek
monomerow (zawierajaca dwudziestopodjednostkowy tancuch C z przylaczonymi dwoma
lancuchami B, z ktérych kazdy posiada po jednym przyczepionym lancuchu A) mozna

przedstawi¢ w formie zaprezentowanego ponizej schematu:

34 35 s 3 38 39 40

Heclelelelele

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
llclelelelaelaelelalaelaelaele

50 51 52 53 54

Hiclelele

42 43 44 47 48 49

41 45 46
eclaclalaelaelaelaele

3 4 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0<:15:lc1<:1é1<£1<:1<: cslelelelelelelclelelel e

Nazwijmy lancuch zawierajacy podjednostki monomeréw o numerach porzadkowych 1+20
tancuchem C, lancuch zawierajacy podjednostki monomerow 21+33 lancuchem B, lancuch
zawierajacy podjednostki monomerow 34+40 tancuchem A,, lancuch zawierajacy pod-
jednostki 41+49 lancuchem B, oraz lancuch zawierajacy podjednostki 50+55 fancuchem A.
Jak latwo zauwazy¢ z powyzszego schematu, zaprezentowana przykladowo czasteczka
biopolimeru, posiada jeden koniec RE (przy pierwszej podjednostce glukozy), pi¢¢ koncow
NRE (przy podjednostkach glukozy 20, 33, 40, 49 i 54) oraz cztery punkty rozgal¢zienia
(zlokalizowane przy podjednostkach 8, 12, 27 i 45). Wigzania chemiczne odpowiedzialne za
tworzenie punktow rozgalezienia wystepuja miedzy monomerami: 21-8, 34-27, 41-12 oraz

50-45.

W celu opisania struktury biopolimeru rozgal¢zionego wprowadzono w pracy

dodatkowa funkcje B zdefiniowang nastgpujaco:

1. Wartosci funkcji opisujacej rozgalezienia B zawierajq si¢ w zbiorze liczb naturalnych

z wlaczeniem wartosci zero: Be (N w{0}) .

2. Funkcja przyjmuje warto$¢ zero dla n-tego monomeru, jesli posiada wolny koniec RE lub
przynalezny jej koniec RE uczestnicy w tworzeniu struktury liniowej poprzez utworzenie

wigzania chemicznego z koncem NRE w poprzedzajacym go monomerze: B, =0 .
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3. Funkcja przyjmuje wartos¢ dodatnia” dla danego monomeru, jezeli jest przylaczony
bezposrednio do niej tancuch podrzedny w stosunku do liniowego lancucha, w ktérym
znajduje si¢ dany monomer. Wartosci funkcji przypisywany jest numer przyporzadkowany
monomerowi zawartemu w bezposrednio przylaczonym tancuchu podrzednym: B, =n.

W dalszej czgsci pracy funkcje B nazwano funkcjq opisujqcq rozgalezienia. W przypadku
opisu czasteczek rozgalezionych, opis funkcji charakterystycznej 4 nie ulega zmianie
w poréwnaniu z definicja zawarta z rozdziale 3.3.1.

Zalozmy, 2ze wspomniana w poprzednim przykladzie czasteczka biopolimeru
rozgalezionego, ulega najpierw atakowi egzo-hydrolazy na wiazanie migdzy monomerami
18 i 19 w lancuchu C, a nastgpnie pojedynczemu atakowi endo-hydrolazy na wiazanie
pomigdzy monomerami 23 i 24 w lancuchu B;. Schematycznie mozemy ten proces

przedstawi¢ nastgpujaco:

1U1<:1<§1<:1<': —le

21 23 24 25 27 28 29 30 32 33
1U1<:Icl<:1c1<:1<=1<:1<;ﬂl<:1<:1<:1¢:
elelele

41 42 43 45 47 48 49

lUlclclclclclc:lclc:

9 10 12 13 14 15 16 17 18 19

O<:1<:1<:l<:1<:l<:1c1<:l<:1<:l<:l<:]<:1<:]<:1<:I<:1<:1<:1<:
d egzo — hydrolaza

34 35 36 I8 39 40

licicicieciacic

21 22 23 25 26 27 28 29 30 il 32 i3

1 et Pl o ol B bty o B b, Ly o
0 51 52 83

icielele

42 43 44 45 46 47 48 49

1U1<:l<:1<:l<=1<=lc1cl<:

6 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0<:l<:l<:l<:l<:1<:l<:1<:1<:l<:1<:1<:1<:1<:l<::1<:1<:1<:0<:l<:
{ endo — hydrolaza

1] Pt AR B G P

25 26 27 28 29 30 31 32 33
1U1<:1<:0<:1<:1<:1<:1<:1<q:01<:l<:1<:1<:
icielele

a1 49 @ 44 45 46 47 48 49

Hiclelelelelelele

4 6 7 9 10 1 12 13 14 15 16 17 I8 19 20

O<:1<:1<:l<:1c:1<:l<:1<:]<:1<:1<:1<:]<:1<:1<:]<:1<:I<:O<:1<:

2 23

" W pracy nie uwzgledniono opisu czasteczek cyklicznych, jednakze istnieje mozliwos¢ rozszerzenia modelu
uwzgledniajacego wystgpowanie cyklopolimerow, poprzez rozszerzenie wartosci funkcji B na zbior liczb
catkowitych i przyjecie, ze jej warto$¢ ujemna oznacza iz dany monomer tworzy wiazanie z monomerem
0 NiZszym numerze A.
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Jak wida¢, w wyniku tych dwdéch reakcji czasteczka zostala rozszczepiona na trzy
mniejsze czasteczki, z utworzeniem dwoch dodatkowych koncéw redukujacych (podjednostki
191 24).

W pracy przyjeto ze kazdemu monomerowi w ukladzie zostaje przypisana para liczb:
pierwsza z nich odpowiada wartosci funkcji charakterystycznej A, druga funkcji polaczen B
okreslonej dla danego polimeru. Zgodnie z powyzszym, omawiany przyklad mozna zapisa¢

jako:

{{0,0};{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};
{1,413:41,03:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};
{1,0};{1,0};{1,0};{1,0}:{1,34};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:
{1,03:{1,03:{1,03:{1,03:{1,0}:{1,0}:{1,03:{1,0};{1,0};{1,0}:{1,0};
{1,503:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}}

d egzo — hydrolaza
£40,03;41,03:{1,0}:{1,0}:{1,0}:£1.0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};
{1.41}:{1,0}:{1.0}:{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0}:{0,0}:{1,0};{1,0};{1,0};
{1,03:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,34};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};
£1,01:41,03:41,03:41,0:41,03:{1,0};{1,03:{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0};

£1,501:41,03:41.0}:{1,03:{1,03:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1.0}}
 endo — hydrolaza
£10,03:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1.0}:{1,0}:{1.0}:
{1,41}:{1,03:{1,0}3;{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0};{0,0}:{1,0}:{1,0};{1,0};
{1,0}:{0,0};{1,0}:{1,0}:{1,34};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};
{1,03;{1,03:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0};{1,0}:{1,0};{1,0};{1,0};{1,0};
{1,503:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}}

W opracowanym modelu miara postgpu reakcji jest zdefiniowana w pracy binarna
funkcja charakterystyczna 4. Zmiana jej wartosci z jeden na zero odpowiada pojedynczemu
procesowi hydrolizy wiazan migdzy monomerami tworzacymi biopolimer. Sumaryczna liczba
monomerdéw w ukladzie podawana jest poprzez liczbe /g .u, 1108¢ czasteczek okresla funkcja
charakterystyczna A, natomiast struktur¢ czasteczek funkcja opisujaca rozgalezienia B.
Parametrem /g,, okresla si¢ srednig liczb¢ monomeréw w biopolimerze rozgalgzionym,

natomiast o ilosci punktow rozgalg¢zienia decyduje parametr DP.

29



Piotr Wojciechowski
Rozdzial trzeci — Model iteracyjny enzymatycznej hydrolizy biopolimerow

3.4. Preferencje substratowe enzymow

Oddzialywanie enzymu z substratem zdefiniowane jest w modelu poprzez okreslenie
parametrOw czasowych opisujacych czasy poszczegolnych zderzen oraz poprzez
zadeklarowanie preferencji substratowych enzymu. W dalszej czesci pracy dopuszczono
mozliwo$¢ wprowadzenia takze innych parametrow opisujacych prawdopodobienstwo
hydrolizy wiazania w przypadku ataku enzymu na .,podatne™ wiazanie mi¢gdzy monomerami,
narzucajace dodatkowe warunki na zadeklarowane preferencje substratowe enzymu oraz
parametrow zwigzanych z modelowaniem mechanizmu ataku enzymatycznego.

W modelu wprowadzono pojecie czas zderzenia aktywnego' ta, przez ktére w pracy
rozumie si¢ dlugosé cyklu, w wyniku ktorego dochodzi do wlasciwego procesu hydrolizy
enzymatycznej, skladajacego si¢ z szeregu etapéw fizycznych i chemicznych (wiazanie
substratu z enzymem, szereg reakcji enzymatycznych prowadzacych do hydrolizy wigzan
miedzy monomerami, uwalnianie produktu z centrum aktywnego enzymu, dysocjacja enzymu
i produktow [59]). Podobnie, przez czas zderzenia nieaktywnego ty rozumie si¢ diugoscé
cyklu, w ktérym dochodzi do kontaktu enzymu z substratem oraz jego ponownego
oddysocjowania bez zajscia reakcji hydrolizy wigzania migdzy ~monomerami.
W szczegdlnosci rozpatrywana jest mozliwos¢ kontaktu enzymu z okreslonym merem
(inhibitorem kompetycyjnym) prowadzaca do utworzenia odwracalnego kompleksu enzym-
inhibitor kompetycyjny’. W tym przypadku nie zachodzi reakcja enzymatyczna, a czas
zderzenia z inhibicja kompetycyjng tix jest dluzszy od czasu zderzenia nieaktywnego tyax.

Preferencje susbstratowe dla kazdego typu enzymu okreslane sa poprzez zdefiniowanie
wigzania podatnego na atak enzymatyczny oraz jego polozenia w czasteczce. Podatnos¢
wigzania na hydrolize przy udziale danego enzymu okreslana jest poprzez podanie jego
odlegtosci od koncdéw RE i NRE oraz punktow rozgalezienia (przyktad deklaracji parametrow
modelu okreslajacych preferencje substratowe enzymow amylolitycznych przedstawiono
w rozdziale 4, tabela 3.3.). Dla uproszczenia przyjmuje si¢, ze w przypadku ataku enzymu na

podatne wigzanie migdzy monomerami prawdopodobienstwo hydrolizy wynosi 1. Dopuszcza

" Czas zderzenia aktywnego koresponduje z pojeciem liczby obrotéw enzymu (ang. turnover number), bedacym
odwrotnoscia statej k; w modelu Michaelisa-Menten [144].
" Animacje¢ komputerowa przedstawiajaca wplyw stezenia enzymu oraz inhibitora kompetycyjnego na szybkosé
reakcji enzymatycznej przedstawiono w zalaczniku.
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si¢ istnienie okreslonego meru, ktorego zaatakowanie przez enzym prowadzi do inhibicji
kompetycyjne;.

W celu rozréznienia czasteczek enzymow. wszystkim czasteczkom enzymow
w ukladzie przyporzadkowuje si¢ numery porzadkowe &, bedace kolejnymi liczbami
naturalnymi poczawszy od liczby 1. Dodatkowo dla kazdej czasteczki enzymu
w rozpatrywanym ukladzie obliczany jest w sposob dyskretny czas przebywania enzymu
w ukladzie t., bedacy sumg czaséw zderzen aktywnych, czasow zderzen nieaktywnych

i czasOw zderzen z inhibicja kompetycyjna, w ktérych uczestniczyla dana czasteczka enzymu.

3.5. Algorytm symulacji

Og6lny  schemat blokowy modelu enzymatycznej hydrolizy biopolimeru

przedstawiono na rysunku 3.1. Wyrézniono na schemacie nast¢pujace bloki:

1) Nadanie wartosci poczatkowych parametrom modelu:

a) Okreslenie substratu. Zadeklarowanie sumarycznej ilosci wszystkich meréw /g qu
w rozpatrywanym ukladzie. Okreslenie ilosci czasteczek biopolimerow oraz ich
struktury, poprzez przypisanie poszczegélnym monomerom odpowiednich wartosci

funkcji charakterystycznej 4 oraz funkcji rozgalezien B.

b) Okreslenie enzymu. Zadeklarowanie ilosci czasteczek enzymoéw w ukladzie ne oraz
wartosci czasow poszczegolnych zderzen oraz okreslenie preferencji substratowych
enzymu. W przypadku rozpatrywania inhibicji kompetycyjnej, zadeklarowanie typu
(typéw) monomerdw, z ktorymi zderzenie enzymu prowadzi do inhibicji. Parametrom
okreslajacym czas przebywania poszczegdlnych enzymow w ukladzie zostaje
przypisana wartosc¢ zero.

¢) Zerowanie numeru iteracji i wartosci dyskretnego czasu reakcji:n=0;tg =0.

2) Wyznaczanie czasu dyskretnego reakcji. W modelu przyjeto, ze dyskretny czas
reakcji tg wyznaczany jest w oparciu o Srednig arytmetyczna czasOw przebywania

wszystkich czasteczek enzymow w uktadzie:
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3)

4)

5)

6)

ne

tR = ﬁz(tb)g .
E=1

W szczegolnosci w przypadku rozpatrywania w ukladzie jednej czasteczki enzymu
(ne = 1), dyskretny czas reakcji odpowiada czasowi przebywania danego enzymu:
ty :(te)l :

Okres$lenie czy w uktadzie znajduja si¢ czasteczki (wiazania miedzy
monomerami) potencjalnie podatne na atak enzymatyczny. W sposob
rekurencyjny poczawszy od monomeru 2 do monomery /g.. W oparciu o preferencje
substratowe dla rozpatrywanych w ukladzie enzymow, okreslana jest podatnos¢ substratu
na atak enzymatyczny. Dla ukladow multienzymatycznych rozpatrywane sa wszystkie
rodzaje enzymow. W przypadku wykrycia przynajmniej jednego wiazania potencjalnie
podatnego na atak enzymatyczny, zwigkszany jest o jedno$¢ numer iteracji i proces
symulacji jest kontynuowany. Brak podatnych wigzan na atak enzymatycznych

utozsamiany jest z pelnym przereagowaniem substratu (koniec reakcji ©@).

Okreslenie numeru porzadkowego enzymu ¢&. dla ktéorego bedzie
rozpatrywany atak w danej iteracji. Przyjmuje si¢. ze w danej iteracji rozpatruje si¢
czasteczke enzymu, dla ktorej warto$¢ parametru t. jest najnizsza. W przypadku, gdy
parametr t. osigga t¢ sama warto$¢ dla kilku czasteczek enzymoéw rozpatrywany jest
enzym o przyporzadkowanym najnizszym numerze porzadkowym &. (Przyklad
wyznaczania dyskretnego czasu reakcji @ i okreslania kolejnosci rozpatrywania
enzymow @ przedstawiono dla ukladu zawierajacego pig¢ czasteczek enzymow

przedstawiono w dodatku II).

Losowe okres$lenie czasteczki i wigzania w czasteczce, ktore atakuje enzym.
W sposob (pseudo)losowy (metoda Monte Carlo [89]) generowana jest liczba n
o rozkladzie jednostajnym z przedziatu od 1 do Ig.u (n € N, 1 <n<lg.u). Liczba ta
okresla monomer, jego polozenie w czasteczce (funkcje 4 1 B) oraz obecnos¢ wigzania

zlokalizowanego przy konicu NR danego monomeru (wartos¢ funkeji 4,,).

Czy enzym hydrolizuje atakowane wigzanie? Okresla si¢ czy atakowane wigzanie

odpowiada zdeklarowanym dla danego enzymu preferencjom susbtratowym. Przyje¢to,
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7)

8)

9

iz prawdopodobienstwo hydrolizy atakowanego wigzania w przypadku gdy odpowiada on
preferencjom substratowym enzymu wynosi jeden.

Zderzenie aktywne. Odpowiada ono procesowi hydrolizy pojedynczego wiazania
w czasteczce biopolimeru, co w modelu wyrazane jest poprzez zmiang wartosci funkcji

charakterystycznej A4 dla danego monomeru:
Ana1=1 > (A=0.

W przypadku ataku produktywnego na punkt rozgal¢zienia zmianie ulega takze funkcja
opisujaca rozgalezienia B. Czas przebywania danego enzymu w ukladzie zwigkszany jest

o dlugos¢ cyklu odpowiadajacemu czasowi zderzenia aktywnego dla danego enzymu:
(te)z = (te)z + (tak)e
Zderzenie nieaktywne. W modelu rozpatruje sig¢, czy enzym nie zaatakowal czasteczki
inhibitora kompetycycjnego. Jesli tak, dochodzi do zderzenia nieproduktywnego
z inhibicja kompetycyjna. Czas przebywania enzymu w ukladzie, zwigkszany jest
o dtugos¢ cyklu odpowiadajacego czasowi zderzenia z inhibicja kompetycyjna:
(te)e = (te)e + (tik)e -
W przeciwnym razie zachodzi zderzenie nieaktywne, wyrazone zwigkszeniem czasu
przebywania enzymu w ukladzie o wartos¢ tpay:
(te)e = (te)z + (thak)z
Przyjmuje si¢, ze w obu przypadkach zderzen nieaktywnych, nie zachodzi reakcja
enzymatycznej hvdrolizy, a wartosci funkcji charakterystycznej 4 i funkcji opisujacej
polaczenia B nie ulegaja zmianie.
Zapis symulacji. W przypadku symulacji komputerowej wyprowadzane (zapisywane)
sq parametry modelu opisujace stan ukladu modelowego dla n-tej iteracji. Proces

modelowania enzymatycznej hydrolizy biopolimeru kontynuowany jest od punktu ®.
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Start ©

v

Nadanie warto$ci poczatkowych parametrom modelu ©.

v

Wyznaczenie czasu dyskretnego reakcji @:

tg

ne

=% 2 (t.);

=

v

Okreslenie, czy w ukladzie znajduja si¢ czasteczki (wiazania migdzy
monomerami) potencjalnie podatne na atak enzymatyczny @.

NIE

*TAK

Zwigkszenie numeru iteracji:
n—n+l

v

Okreslenie enzymu &, dla ktorego atak bedzie rozpatrywany w danej iteracji @.

v

Losowe okreslenie czasteczki i wigzania w czasteczce, ktére atakuje enzym ©.

v

Czy enzym hydrolizuje atakowane wiazanie ®?

TAK

Zderzenie aktywne @:
hydroliza wiazania,
(te)e = (te)e + (ta)e

NIE

Czy enzym zaatakowal czasteczkg inhibitora
kompetycyjnego ®?

NIE TAK

Zderzenie nieaktywne ®:
(te)ﬁ % (te){; + (tnak}ﬁ

Zderzenie z inhibicjq kompetycycing ®:
(te): = (te)e + (ti):

\

Wyprowadzenie (zapis) parametrow
modelu dla n-tej iteracji @.

A4

Koniec @

Rys. 3.1. Ogolny schemat blokowy modelu enzymatycznej hydrolizy biopolimeru z uwzglednieniem inhibicji

kompetycyjnej.
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3.6. Rozszerzenia modelu

W pracy przewidziano mozliwo$¢ modyfikacji modelu pozwalajacej na uwzglednienie

szeregu zjawisk i procesOw, zardbwno natury chemicznej jak i fizycznej. W tym celu

wprowadza si¢ dodatkowe parametry oraz naklada si¢ dodatkowe warunki na przedstawiony

model ogdlny. Mozliwe jest koniunkcja prezentowanych w niniejszym rozdziale opcji, co

umozliwia dostosowanie modelu iteracyjnego do opisu badanego zagadnienia. W tabeli 3.3.

przedstawiono przykladowe mozliwosci adaptacji

i rozbudowy modelu iteracyjnego

przedstawionego w rozdziale 3.2. Uwzgledniono najczgsciej raportowane w literaturze

[17, 61, 72, 100, 115, 118, 144, 154] zjawiska towarzyszace procesom enzymatycznej

degradacji biopolimeréw, a w tym w szczegélnosci zjawiska towarzyszace procesom

enzymatycznej hydrolizy skrobi.

Tab. 3.3. Przykladowe mozliwosci rozszerzenia modelu.
przedstawionego narys. 3.1.

Numery ,,w koétkach™ odnosza si¢ do blokéw schematu

uwzgledniane w modelu zjawisko (opis / komentarz)

rozszerzenie modelu

Zderzenie ,dead end" - inhibicja nieodwracalna

(W wyniku zderzenia czasteczki enzymu z okreslonym inhibitorem
dochodzi do jej .zatrucia” poprzez utworzenie nieodwracalnego
kompleksu enzym-inhibitor. St¢zenie czasteczek enzymu zdolnych
katalizowa¢ reakcje hvdrolizy ulega zmniejszeniu. [131])

1. Przyjmuje si¢ mozliwos¢ istnienia w  ukladzie czastek,
z ktorymi kontakt enzymu prowadzi do nieodwracalnej
dezaktywacji danej czasteczki enzymu @,

2. Rozpatrywana jest dodatkowo mozliwos¢ zderzenia enzymu
z inhibitorem nieodwaraclnym &. W przypadku zderzenia z
nim, nastgpuje usunigeie czasteczki enzymu z ukladu. Liczba
czasteczek enzymu w ukladzie maleje o jeden: ne — ne-1.

3. Dodatkowo rozpatruje si¢. czy w ukladzie sa aktywne

czasteczki enzymu @. Ich brak réwnoznaczny jest z koncem
reakeji ©@.

Dezaktywacja enzymu

(W rzeczywistych ukladach fizycznych obserwuje si¢ naturalny
spadek ilosci czasteczek enzymow zdolnych przeprowadza¢ reakcje
enzymatyczna [27]. W przeciwienstwie do zderzenia . dead end”™ jest
to proces samorzutny, zachodzacy nawet w przypadku gdy enzym
nie uczestniczy w reakcji. Zalezny on od wielu czynnikow
fizycznych i chemicznych, takich jak np.: temperatura, pH roztworu,
obecnos¢ bialek stabilizujacych, sposob immobilizacji enzymu.
[5. 14,15, 41,45, 135, 160])

1. Zaklada si¢, Ze liczba czasteczek enzymow w ukladzie ulega
zmniejszeniu w miar¢ postgpu reakcji.

2. Przyjmuje si¢ funkcje okreslajaca szybkos¢ dezaktywacji
enzymu (np. na podstawie ilosci zderzen aktywnych, w ktorych
uczestniczyl dany enzym lub na postawie czasu przebywania
danego enzymu w ukladzie - sredni czas Zycia enzymu).

3. Dodatkowo rozpatruje si¢, czy w ukladzie sa aktywne

czasteczki enzymu @, Ich brak réwnoznaczny jest z koncem
reakcji @,

Zmniejszenie liczby obrotow enzymu w trakcie reakc;ji

(W trakcie reakeji enzymatycznej moze dochodzi¢ do naturalnego
procesu starzenia” si¢ enzymu, objawiajace si¢ spadkiem
maksymalnej szybkosci reakcji. [122])

. Dopuszcza si¢ zwickszanie wartosci czasu  zderzenia
aktywnego dla danego enzymu w miarg postepu reakeji @.

([l’-‘ )L )n < ([tc )Q)n-l

Uwzglednienie podatnosci poszczegélnych wigzan na atak
enzymatyczny

(W standardowym modelu przyjeto  dla  uproszczenia, ze
w przypadku ataku enzymu na wiazanie odpowiadajace
preferencjom substratowym tego enzymu prawdopodobienstwo jego
hydrolizy wynosi 1. W rzeczywistosci mozna spodziewac sig roznego
rozkladu prawdopodobienstwa okreslajacego  podatnos¢  wiazan
w substracie na atak enzymatyczny.)

1. Do modelu wprowadza si¢ dodatkowa funkcj¢ okreslajaca czy
w  przypadku ataku enzymu na wiagzanie chemiczne
odpowiadajace jego preferencjom substratowym ® zachodzi
produktywne @, czy nieproduktywne ®.
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Tab. 3.3. Ciag dalszy.

uwzgledniane w modelu zjawisko (opis / komentarz)

rozszerzenie modelu

Uwzglednienie dostepnosci (sterycznosci) substratu,
zréznicowanie powinowactwa enzymu do substratu

(W modelu zalozono liniowy rozklad prawdopodobienstwa ataku na
poszczegolne wiazania, jednakze mozna wyobrazi¢ sobie inny
rozklad prawdopodobienstwa, np. zakladajacy iz elementy skrajne
beda czesciej atakowane niz elementy lezace wewnatrz czasteczki
substratu. [173])

Przyjmuje si¢ rozny rozklad prawdopodobienstwa ataku
enzymow na poszczegodlne wiazania w  czasteczkach
biopolimerow (np. w funkeji odleglodci od koncow czasteczki)
Q.

Reakcje nieenzymatyczne

(Rownolegle z procesem enzymatycznej depolimeryzacji w ukladzie
moze zachodzi¢ szereg reakcji nieenzymatycznych wplywajacych na
przebieg procesu. Spowodowane to moze byé np. wplywem
czynnikow fizycznych lub zabrudzeniem preparatow stosowanych w
reakcji.)

W modelu dopuszcza sig istnienie reakcji przebiegajacych
rownolegle z reakcjami enzymatycznymi

Przyjmuje si¢, ze co okreslona iteracje lub w okreslonych
odstgpach czasu tg modeluje si¢ dodatkowa reakcje
nieenzymatyczna.

Po kazdym cyklu okresla sig, czy w ukladzie pozostaly
czasteczki enzymow oraz wiazania podatne na atak danych
enzymow @,

Reakcje kondensacji

(Enzymatycznemu  rozkladowi  biopolimerow — moga  takze
towarzyszy¢ reakcje kondensacji (reverse reactions). Obserwowane
sq one szczegolnie w ostatnim etapie procesu, gdzie wysigpuje
wysokie stgzenie produktow reakeji, przy bardzo niskim stezeniu
substratow. [98])

Zaklada sig, 2ze w ukladzie roéwnolegle z procesem
depolimeryzacji moze zachodzié proces polimeryzacji.

W celu uwzglednienia mozliwosci kondensacji monomerow
rozszerza si¢ model, przyjmujac iz w przypadku ataku enzymu
na  pojedynczy monomer &  rozpatrywane  jest
prawdopodobienstwo jego kondensacji z innymi merami
w ukladzie.

Zmiana ilosci czagsteczek w ukiadzie

(W modelu uwzgledniono mozliwosé symulacji procesow. w ktorych

nastgpuje dodanie lub usunigcie okreslonego skladnika z ukladu,

takich jak np.:

#  wstepne uplynnianie  skrobi przy udziale egzo-amylaz
z pozniejszym dodaniem enzymow scukrzajacych [177],

# usuwanie  produktow  reakcji  w  celu
korzystnigjszych warunkow procesu.)

osiagnigeia

Przyjmuje si¢, ze zarowno liczba merow w ukladzie /lg..u jak
i liczba czasteczek enzymow ne w ukladzie moze ulec zmianie.

Naklada si¢ w bloku @ dodatkowa mozliwos¢ usunigeia lub
wprowadzenia  do  ukladu  okreslonych  czasteczek.
W przypadku  wprowadzenia zmian, aktualizowane sa
odpowiednie parametry modelu.

Dodatkowo rozpatruje sig, czy w ukladzie sa aktywne
czasteczki enzymu @. Ich brak rownoznaczny jest z koncem
reakcji @.

Uwzglednienie wplywu czynnikow fizycznych na szybkos$c
reakcji

(Zgodnie z ogolng teorig zderzen, przyjmuje si¢ ze czasy
poszczegolnych zderzen czasteczek sa lub moga by¢ uzaleznione od
szeregu czynnikow fizycznych, takich jak np. temperatura, gestosc,
badz lepkos¢ mieszaniny reakcyjne).[27. 31, 77, 81, 94, 139,
141,149, 159])

Przyjmuje sig. iz wartosci czasow zderzen tu, tak. tic moga ulec
zmianie w trakcie trwania procesu i sa okreslong funkcjg
dodatkowo rozpatrywanych parametrow modelu.

Okreslenie konica reakcji

(W modelu przyjeto za koniec reakcji iteracjg, dla ktorej
w reprezentatywnej probce substratu zostaja wyczerpane wiazania
podatne na atak enzymow. W niektorych procesach koniec reakeji
utozsamia si¢ z momentem, w ktorym ustala si¢ rownowaga migdzy
czgsteczkami  substratow. a  czasteczkami  produktow, lub
z momentem w ktorym szybkosé reakcji spada ponizej okreslonego
poziomu.)

Odpowiedniej modyfikacji ulega blok @, definiujacy koniec
reakcji. (Przykladowo koniec reakcji mozna rozpatrywac jako
ustalenie si¢ okreslonej proporcji migdzy liczba czasteczek
substratow 1 produktow reakcji lub mozna uzalezni¢
przerwanie procesu symulacji od liczy kolejnych zderzen
nicaktywnych.)

Uwzglednienie zderzen enzym-enzym

(Generalnie w pracy przyjeto, Zze zderzenia enzym-enzym nie beda
rozpatrywane, co wynika z faktu iz dla wigkszosci reakcji
enzymatyeznych  ¢s>>c¢g, jednakze w razie koniecznosci
przewidziano mozliwos¢ uwzglednienia takze tego rodzaju zderzen
w ukladzie. [74])

Przyjmuje si¢ w bloku ©®, iz okreslany w sposob
pseudo(losowy) parametr n wyznaczany jest z przedzialu od 1
do lge.ntne-1. Jezeli wyznaczona wartos¢ jest liczba
z przedzialu od jeden do lges. to tak jak poprzednio
odpowiada to zderzeniu enzymu z podjednostka glukozy,
natomiast jesli jest z przedzialu od lgeut] do lgeutne-1 to
oznacza to zderzenie enzym-enzym. Zderzenie enzym-enzym
traktowane jest jako zderzenie nicaktywne.
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3.6.1. Inhibicja akompetycyjna i niekompetycyjna

W tabeli 3.4. przedstawiono modyfikacje modelu pozwalajace na uwzglednienie

inhibicji akompetycyjnej i niekompetycyjnej’. Rozpatrywanymi czasteczkami inhibitoréw

moga by¢ zaréwno czasteczki substratow (inhibicja substratowa), jak i produktéw posrednich

oraz produktow koficowych (inhibicja produktami reakcji).

Tab. 3.4. Rozszerzenie modelu - uwzglednienie inhibicji niekompetycyjnej i akompetycyjne;j.

typ inhibicji (opis)

wprowadzane parametry modelu

rozszerzenie modelu

inhibicja akompetycyjna # i - czas zderzenia z inhibicja Modyfikowany jest blok @ schematu przedstawionego na rys. 3.1.

(inhibitor wiaze si¢ akompetycyina (tiak = taak). We Ifaremnga:nizu :;t:[I;:JO ern'ﬁ:mu na wigzanie odpowiadajace jego

wylacznie z kompleksem #  pi - prawdopodobienstwo i wym.

enzym-substrat powodujac zajécia inhibicji akompetyeyjnej | 1. w  sposob  (pseudo)losowy wyznaczana jest  wartosé

spadek szybkosci reakcji) (piak € [0..1]) parametru pomocniczego P (p e [0..1]: p # piak).
okreslajacego czy do utworzeniu kompleksu aktywnego
enzym-substrat przylacza si¢ dodatkowo inhibitor.

2. jezeli pik <p to zderzenie jest traktowane jako zderzenie
aktywne (enzym nie jest zwigzany z inhibitorem), dochodzi
do hydrolizy substratu w danym migjscu, zwigkszany jest
czas reakcji dla danego enzymu: (te): = (te): + (e .

3. jezeli pux > p to zderzenie jest traktowane jako zderzenie
aktywne z inhibicjq akompetycyjng, dochodzi do hydrolizy
substratu w danym miejscu, zwigkszany jest czas reakcji dla
danego enzymu o czas trwania zderzenia aktywnego
z inhibicja akompetycyina: (te): = (L) + (tiak)e .

Szczegolowy przyklad modelu  uwzgledniajacego  inhibicje

akompetycyjna przedstawiono w dodatku I11.J.

inhibicja niekompetycyjna | #  ty - czas zderzenia z inhibicja Modyfikowany jest blok @ schematu przedstawionego na rys. 3.1.
iel sty ovt . T madk - - e - 2 .

(inhibitor  wiaze sie 2z nickompetycyjna (fink = toak) . W,lErz}pfadku I;latl\ltl er!q_mu na wigzanie odpowiadajace jego

enzymem lub kompleksem | # p - prawdopodobienstwo e eIE O POy

enzym-substrat  powodujac zajscia inhibicji [ 1. w  sposob  (pseudo)losowy wyznaczana jest wartos¢

spadek szybkosci reakcji) niekompetycyjnej (pik € [0..1]) parametru pomocniczego P (P e [0.1]; p # poak),

okreslajacego czy inhibitor niekompetycyjny zwigzany jest
z enzymem lub kompleksem enzym-substrat,

2. jezeli piw <p to zderzenie jest traktowane jako zderzenie
aknywne (enzym nie jest zwiazany z inhibitorem), dochodzi
do hydrolizy substratu w danym migjscu, zwigkszany jest
czas reakcji dla danego enzymu: (te): = (L): + (tak)e .

3. jezeli piw = p to zderzenie jest traktowane jako zderzenie
aktywne z inhibiciq niekompetycyjng, dochodzi do hydrolizy
substratu w danym migjscu, zwigkszany jest czas reakcji dla
danego enzymu o czas trwania zderzenia aktywnego
z inhibicja niekompetyeyina: (to)e — (tede + (e .

4. w szezegolnosci  w  przypadku  zwiazania  enzymu
z inhibitorem nickompetycyjnym wydluzeniu moze ulec
takze czas zderzenia nieaktywnego,

Szezegdlowy  przyklad  modelu  uwzgledniajacego

akompetycjna przedstawiono w zalaczniku I11LK.

inhibicje

* Wykresy obrazujace wplyw stezenia inhibitora i substratu na predkosé reakcji dla poszczeg6lnych typow
inhibicji przedstawiono w zafaczniku.
t Przypadek, gdy (tiy = tn.) mozna rozpatrywac jako wprowadzenie aktywatora.
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3.6.2. Atak wielokrotny

W modelu przyjeto, iz po kazdym akcie ataku enzymu na czasteczkg substratu lub
produktu dochodzi do jego oddysocjowania i ponownego ataku na inna czasteczke. Istnieje
takze inna mozliwo$¢, ktora zaklada ze enzym Slizga si¢ (ang. sliding) po czasteczce [17, 97].
Sytuacja ta moze zachodzi¢ np. w przypadku endo-hydrolazy, ktore slizgaja si¢ poczawszy od
jednego z koncow czasteczki uwalniajac krotkie oligomery.

Aby  opisa¢  atak  wielokrotny = wprowadzono  dodatkowy  parametr:
prawdopodobienstwo ataku wielokrotnego: p,.a. ktory opisuje zachowanie si¢ enzymu, tj. czy
enzym oddysocjowuje od substratu, czy atakuje kolejne wiazanie w danej czasteczce.
Teoretycznie czas jednego cyklu przy pojedynczym .cigciu” w przypadku ataku
wielokrotnego powinien by¢ krotszy niz w przypadku ataku pojedynczego, gdyz nie wystgpuje
zjawisko oddysocjowania enzymu od substratu i ponownej asocjacji enzym-substrat. Dlatego
do opisu mozna wprowadzi¢ takze dodatkowy parametr czasu, ktory opisuje czas
pojedynczego cyklu przy ataku wielokrotnym: ty.. W tabeli 3.5 przedstawiono modyfikacje
modelu pozwalajace uwzgledni¢ wystgpowanie ataku wielokrotnego. Przyktadowy schemat

blokowy ataku wielokrotnego przedstawiono w dodatku III.L.

Tab. 3.5. Rozszerzenia modelu - atak wielokrotny.

wprowadzane parametry

typ ataku (opis) rozszerzenie modelu

modelu
pojedynczy atak taricuchowy # pa - prawdopodobienstwo | W przypadku wystapienia ataku produktywnego @
- single chain attack ataku wielokrotnego (puax = 1) | w oparciu o wprowadzony parametr py okreslona jest

; sy " mozliwos¢ zajscia ataku wielokrotnego:
(Enzym _slizga™ si¢ po czasteczce, | # (. - czas ataku na pojedyncze

hydrolizujac kolejne wiazania pomigdzy wiazanie podczas ataku | 1. w sposob (pseudo)losowy wyznaczana jest
monomerami, az do calkowitej degradacji wielokrotnym (tyax < tak). wartos¢ parametru pomocniczego p
biopolimeru  liniowego lub napotkania (p € [0.1]: p # pua).

punktu rozgalgzienia w  przypadku o L .

polimerow rozgalezionych.) 2. Jcalteh Puak < p tO przyjmuje sie, 12 altachod'_n ata}:

wielokrotny, atakowane jest kolejne wiazanie

wielokrotny atak tarficuchowy #  pa - prawdopodobienstwo w danej czasteczce. W przypadku gdy odpowiada

- multiple chain attack ataku wielokrotnego ono preferencjom substratowym enzymu dochodzi

(Puak € [0..1]) do hydrolizy substratu  w danym migjscu,
zwigkszany jest czas reakcji dla danego enzymu:
(Le)e = (te)z + (twak)e .

(Enzym slizgajac” si¢ po substracie
uwalnia kolejne czasteczki produktow. | #  t,y - czas ataku na pojedyncze

Istnieje  mozliwos¢  oddycosjowania wiazanie podczas ataku
enzymu od hydrolizowanego lancucha wielokrotnym (tyak < ta). 3. przypadek  gdy  pua>p  utoZzsamiany  jest
przed jego calkowity degradacja). z oddysocjowaniem enzymu od substratu.
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4. Modelowanie procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi

Przedstawiony w rozdziale trzecim model ogélny enzymatycznej degradacji
biopolimeréw uscislono do opisu procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi przy udziale
enzymow amylolitycznych. Skupiono si¢ na analizie ukladéw enzymatycznych, dla ktorych

dysponowano danymi doswiadczalnymi.

4.1. Opis danych doswiadczalnych

W pracy wykorzystano dane kinetyczne udost¢pnione przez panig dr Jolante Bryjak
z Zakladu Inzynierii Bioprocesowej Instytutu Inzynierii Chemicznej i Urzadzen Cieplnych
Politechniki Wroctawskiej, okreslajace przebieg enzymatycznej hydrolizy skrobi pod
wplywem roznych enzyméw amylolitycznych [14, 15, 16, 18, 54, 61, 67, 80, 85, 99, 100, 151,
153]. Zakres stezen enzymdw oraz skrobi, wraz z informacja o ilosci serii pomiarowych dla
kazdego badanego ukladu enzymatycznego przedstawiono w tabeli 4.1. Aktywnos¢ amylaz’
mierzono okreslajac kolorymetrycznie przyrost ilosci cukréw zawierajacych koniec
redukujacy. Metodyka pomiaru opiera si¢ na redukcji w srodowisku kwasnym kwasu
3,5-dinitrosalicylowego przez grupy aldehydowe lub ketonowe cukréw do kwasu 3-amino-5-
nitrosalicylowego (reakcja z DNS [42, 85]). W obecnosci fenolu powstaje zottawo-brunatny
kompleks. ktory stabilizuje si¢ roztworem pirosiarczanu sodowego i1 winianu sodowo-
potasowego. Stezenie cukrow redukujacych oznaczane bylo spektrofotometrycznie przy
dhugosei fali 2=550 nm w oparciu o probg kontrolng i przeliczane wzglgdem krzywej
standardowej sporzadzonej wczesniej dla roztworu glukozy. Szerszy opis analityki
przedstawiono w zalaczniku.

Stosowang nomenklature nazewnictwa cukrow i enzymow amylolitycznych oraz
sposOb  wyrazania stg¢zen poszczegolnych skladnikéw roztworu przyjeto zgodnie

z cytowanymi pracami zawierajacymi wykorzystane dane eksperymentalne.

' Za jednostke aktywnosci przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w warunkach testu (T=20°C, czas reakcji 3 min,
optymalne pH) powoduje powstanie zabarwienia adekwatnego zabarwieniu uzyskanemu dla 1 mg glukozy.
39



Piotr Wojciechowski

Rozdzial IV — Modelowanie procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi

Tab. 4.1. Zakres stezen i liczba serii danych kinetycznych uzytych do weryfikacji modelu enzymatycznej

hydrolizy skrobi.

enzym zakres stezen enzymu | zakres stezen substratu liczba serii danych
a-amylaza immobilizowana . .
PP 2,55+ 47.5 [ug/ml] 0.19 + 24,28 [mg/ml] 18
natywna f-amylaza . =929 24
Ao 0 50 + 400 [ug/ml] 0.28 + 29.55 [mg/ml]
B-amylaza z jeczmienia
immobilizowana na no$niku 30,0 = 305,0 [pg/ml] 2.33 + 22,91 [mg/ml] 13
akrylowym
glukoamylaza . .
s hprealics higs 0.31 + 2,83 [ug/ml] 1.21 + 48,56 [mg/ml] 16
. a-amylaza 0.15 + 4,50 [ug/ml]
Syner 4,55 + 5.20 [mg/ml] 8
gizm

glukoamylaza

45 + 360 [pg/ml]

Przykladowa

seri¢ danych dos$wiadczalnych dla jednego

stgzenia enzymu

i poczatkowego stezenia substratu przedstawiono w tabeli 4.2. Stezenie produktow cp wyraza

sumaryczne stezenie wszystkich cukrow powstalych w reakcji bez rozrdéznienia masy

(wielkosci) uwalnianych produktéw posrednich i koﬁcowych*. Ze wzgledu na limitowang

objetos¢ pracy, szczegolowej prezentacji wszystkich danych dos$wiadczalnych dokonano

w zalaczniku.

" W stosowanej w analityce reakcji z DNS [72, 85] oznacza si¢ jedynie ilosé korcow redukujqeych (koncéw RE)
obecnych w czasteczkach cukrow. Poniewaz zaréwno czasteczki amylozy, amylopektyny, jak i wolnej glukozy

posiadaja po jednym koncu redukujacym, liczba oznaczanych wolnych korncow redukujqcych odpowiada, wiec
liczbie czasteczek cukrow w ukladzie [100, 151].
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Tab. 4.2. Przykladowe dane eksperymentalne opisujace degradacje skrobi przy udziale a-amylazy z Bacillus sp.
immobilizowanej na no$niku akrylowym (cgo = 19,00 mg/ml; ¢ = 33,5 pg/ml).

czas cP
|min:s| [mg/ml|
0:00 0,00
0:14 0,34
0:32 0,88
0:53 1,59
1:12 213
1:57 3,47
3:06 5,29
5:00 7,42
7:09 9,50
7:43 9,58
10:04 11,33
14:55 13,47
19:57 14,51
30:00 16,43
40:05 16,69
50:00 17,19
59:37 17,43
83:00 18,43
130:00 18,83
140:00 18,99

4.2. Symulacja procesu hydrolizy skrobi

4.2.1. Opis programu

W oparciu o przedstawiony w rozdziale 3.5. algorytm opracowano program
pozwalajacy na komputerowa symulacj¢ omawianych zagadnien. Przy tworzeniu programu
zalozono mozliwos¢ okreslenia podstawowych parametrow modelu, takich jak np. ilos¢
czasteczek substratow i enzymow w ukladzie modelowym, definiowanie substratu, wybor

rodzajow enzymow, okreslenie czasu poszczegdlnych zderzen oraz wyboru opcji symulacji
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zwigzanych np. z okresleniem typu inhibicji. Przyjeto, ze program bedzie pracowal w trybie
tekstowym. generujac plik z wynikami symulacji. Rozwigzanie takie umozliwilo
importowanie wynikéw symulacji bezposrednio do arkuszy kalkulacyjnych Microsoft® Excel
i KyPlot [169], co pozwala na szybkie dokonanie niezbgdnych przeliczen (wyznaczanie
statych przeskalowania) i wizualizacj¢ danych.

Konstrukcja programu zostala przedstawiona w dodatku IV. Dodatkowo
w zalaczniku zawarto omawiany program wraz z kodami zrodlowymi (wersja
w TurboPascalu 7.0 firmy Borland oraz KickPascalu 3.5 firmy Maxon Computer GmbH.).
Zalaczone kody zrodtowe do programu zawierajg niezbedne komentarze pozwalajgce na
modyfikacje nie uwzglednionych w pierwotnej wersji programu.

W programie predefiniowano nastgpujace enzymy: o-amylaz¢ uplynniajaca,
a-amylaze scukrzajaca, [-amylaze, glukoamylaze, pullulanazg¢ i enzym usuwajacy
rozgalezienia. Wartosci zadeklarowanych w programie parametréow modelu przedstawiono

w rozdziale 4.2.2.

4.2.2. Okreslenie parametrow modelu dla procesu hydrolizy skrobi

W oparciu o dostgpne zrodta literaturowe [8, 20, 97, 108, 124, 158, 180] wyznaczono
parametry modelu opisujace proces hydrolizy skrobi przy udziale enzyméw amylolitycznych -
zostaly one przedstawione w tabeli 4.3. Przyjeto, ze merami sa podjednostki glukozy
powigzane wigzaniami o-1—>4-glikozydowymi oraz a-1—6-glikozydowymi (punkty
rozgalezienia) [52. 100, 150, 175]. W ukladzie rozpatruje si¢ mieszaning dwoch polimerow
wchodzacych w sklad skrobi: polimeru liniowego (amylozy) oraz polimeru rozgal¢zionego
(amylopektyny'). Opis skrobi przedstawiono w dodatku I.A. Podzial enzymow
amylolitycznych oraz schemat ich dziatania przedstawiono w dodatku I.B. Animacje
komputerowa przedstawiajaca atak losowy oraz atak wielokrotny zawarto w zalaczniku.
W przypadku deklaracji czasow poszczegdlnych zderzen wymienione poprzednio zrédia
literaturowe podaja jedynie stosunki czaséw poszczegélnych zderzen. Dlatego w pracy do
opisu dyskretnego czasu reakcji wprowadzono jednostke [t'] przyjmujac definicje, iz 1t

odpowiada $redniemu czasowi pojedynczego zderzenia aktywnego.
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Tab. 4.3. Okreslenie parametrow modelu dla procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi ziemniaczanej przy uzyciu
enzymow amylolitycznych.

substrat przyjete parametry modelu

niskoczasteczkowa skrobia $rednia ilos¢ podjednostek glukozy w czasteczce amylozy: /g, = 4000
ziemniaczana firmy

Sigma-Aldrich® érednia ilosé podjednostek glukozy w czasteczce amylopektyny: /g, = 7450

stopien polimeryzacji dla amylopektyny: DP = 25
stosunek amylozy do amylopektyny: 30 : 70 %

enzymy amylolityczne przyjete zalozenia w modelu

o-amylaza podatne na atak sa wiazania a-1—4-glikozydowe lezace wewnatrz czasteczek
skrobi; przyjeto ze a-amylaza nie ulega inhibicji kompetycyjnej; ty = tyy

[-amylaza podatne na atak sa wiazania o-1—4-glikozydowe migdzy druga a trzecia
podjednostka glukozy od koncéw NRE w czasteczce skrobi; reakcja zostaje
.zatrzymana na punktach rozgalezienia”; inhibitorem kompetycyjnym jest
dimer  glukozy  (maltoza)  uwalniany  jako  produkt  reakcji;
tak = gk = V2 tix & 2tk

glukoamylaza (hydrolizujaca | podatne na atak sa kolejne wigzania o-1—4-glikozydowe poczawszy od
wiazania o-1-—>4-glikozydowe) | koncow NRE w czasteczce skrobi; reakcja zostaje ,.zatrzymana na punktach
rozgalezienia™; przyjeto ze glukoamylaza nie ulega inhibicji kompetycyjnej;

tak o tmi.k

glukoamylaza (hydrolizujaca | podatne na atak sa kolejne wiazania o-1-—4-glikozydowe poczawszy od
wigzania o- | —4-glikozydowe | koncow NRE w czasteczce skrobi; hydrolizowane sa takze wiazania o-1—6-
oraz a-1—6-glikozydowe) glikozydowe stanowiace konce NRE w czasteczkach amylopektyny [66];
przyjeto  ze  glukoamylaza nie ulega inhibicji  kompetycyjnej;
tak(14) = taak & 1120551556

pullulanaza (enzym hydrolizowane sa wiazania o-1—6-glikozydowe wewnatrz czasteczek
usuwajacy rozgalezienia) amylopektyny; przyjeto ze pullulanaza nie ulega inhibicji kompetycyjnej;
ta = 20t

Za koniec reakcji w symulacji komputerowej uznawano iteracj¢ dla ktorej wystapito
tysigc kolejnych zderzen nieaktywnych lub osiagni¢to pelne przereagowanie substratu.
Odpowiada to przyjetemu w pracach eksperymentalnych sposobowi prowadzenia
doswiadczen, w ktorych przyjeto, ze jezeli w kolejnych pomiarach st¢zenie produktu zmienia
si¢ 0 mniej niz 3% (zakladany btad pomiarowy) to przerywane sa cykliczne pomiary st¢zenia

,.koncow redukujacych™ [85, 1511

" Rysunki przedstawiajace strukture amylopektyny przedstawiono w zataczniku.
" Zalozenie to podyktowane bylo takze rozrzutem punktow do$wiadczalnych pod koniec reakcji oraz
mozliwoscia wystgpowania reakcji kondensacji (reverse reaction) [98]. Nalezy tu nadmieni¢, iz ze wzgledoéw
ekonomicznych zdecydowana wigkszosci proceséw przemystowych hydrolizy skrobi, prowadzi si¢ z szybkoscia
nie mniejsza niz 15% szybkosci maksymalnej dla danych warunkow. Dodatkowo w przypadku diugich czasow
reakcji zwigksza si¢ prawdopodobienstwo zakazenia ukiadu i rozktadu mikrobiologicznego produktow [120].
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4.2.3. Waga parametrow modelu

Przeprowadzajac szereg symulacji komputerowych przeanalizowano jak zmiana
wybranych parametréw modelu wplywa na uzyskiwane w symulacji wyniki. Ze wzgledu na
objetosé pracy przedstawiono jedynie wplyw zdefiniowania substratu na sklad koncowy
produktu w przypadku hydrolizy skrobi przy udziale a-amylazy. W tabelach 4.4 +4.7.
przedstawiono jaki wplyw na sklad koncowy produktu wywiera zmiana okreslonego

parametru opisujacego substrat.

Tab. 4.4. Wplyw stosunku amylozy do amylopektyny na sklad produktu konicowego w procesie hydrolizy skrobi
przy udziale a-amylazy. Przyjeto, ze stopiei polimeryzacji dla amylopektyny wynosi 25. Za koniec reakcji
w symulacji uznano iteracje dla ktorej wystapito 1000 kolejnych zderzen nieaktywnych.

stosunek Produkty korficowe
amylozy do
amylopektyny glukoza maltoza maltotrioza maltotetraoza | maltopentaoza maltoneksaaz UEKS.W'W
w skrobi a graniczne
100% : 0% 25,71% 13,31% 9,25% 31,73% 19,05% 0,00%
50% : 50% 0,00% 28,46% 12,65% 8,53% 29,72% 15,42% 4,39%
30% : 70% ar 26,11% 14,57% 8,72% 27,76% 15,78% 6,46%
0% : 100% 27.37% 15,05% 8,80% 24,39% 13,96% 9,71%

Tab. 4.5. Wplyw stopnia polimeryzacji amylopektyny na sklad produktu koficowego w procesie hydrolizy skrobi
przy udziale a-amylazy. Przyjeto ze stosunek amylozy do amylopektyny wynosi 30% + 70%. Za koniec reakcji w
symulacji uznano iteracje¢ dla ktorej wystapito 1000 kolejnych zderzen nieaktywnych.

¥ Produkty koficowe

amylopektyny glukoza maltoza maltotrioza maltotetraoza | maltopentaoza maitohgksaoz g?:;tg::
15 27,20% 13,45% 9.83% 23,65% 13,23% 11,83%
20 0,00% 28,91% 12,61% 8,46% 25,48% 15,52% 8,30%
25 26,28% 14,70% 8,10% 26,96% 16,32% 6,48%
30 27,16% 13,22% 9,34% 29,68% 14,37% 5,22%

Tab. 4.6. Wplyw wielkosci czasteczki amylozy na sktad produktu koncowego w procesie hydrolizy przy udziale
a-amylazy. Za koniec reakcji w symulacji uznano iteracj¢ dla ktorej wystapito 1000 kolejnych zderzen
nieaktywnych.

ilo§¢ Produkty koficowe
podjednostek
glukozy )
W czasteczee maltoza maltotrioza maltotetraoza maltopentaoza maltoheksaoza
amylozy
100 26,18% 14,05% 9,83% 31,30% 18,64%
1000 26,51% 14,20% 8,96% 32,36% 17,96%
10000 2517% 14,70% 7,82% 33,44% 18,87%
100000 2514% 14,74% 7.77% 33,45% 18,90%
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Tab. 4.7. Wplyw liczby monomeréw w rozpatrywanym ukladzie na sklad produktu koncowego w procesie
hydrolizy przy udziale a-amylazy. Za koniec reakcji w symulacji uznano iteracj¢ dla ktérej wystapito 1000
kolejnych zderzen nieaktywnych.

Produkty koncowe
oo maltoza maltotrioza maltotetraoza maltopentacza maltoheksaoza
11450 24,78% 14,35% 8,98% 31,50% 18,30%
114500 25,75% 14,26% 9,.21% 31,80% 18,27%
1145000 25,54% 13,49% 9,65% 31,44% 18,77%

Analizujac uzyskane wyniki symulacji stwierdzono, iz stosunkowo duzy wplyw
(do 10%) na obecnos$¢ w substracie dekstryn granicznych ma przyjety stosunek amylozy do
amylopektyny w skrobi oraz stopief polimeryzacji amylopektyny. Wiaze si¢ to z liczba
punktow rozgalezia obecnych we wszystkich czasteczkach znajdujacych si¢ w rozpatrywanym
ukladzie. Natomiast stosunkowo maty wpltyw (ponizej 1%) na sklad koncowy ma wielkos¢
rozpatrywanych czasteczek oraz ich liczba w rozpatrywanym ukladzie. Jest to o tyle
korzystne, iz rozne zrodla literaturowe [38. 52, 56, 78, 84, 96, 117, 127] podaja zblizone
wartosci skladu procentowego skrobi ziemniaczanej (25 + 30 % amylozy, 70 + 75 %
amylopektyny) oraz stopnia polimeryzacji dla amylopektyny (22 <DP <27), natomiast
znaczne roznice wystepuja przy okreslaniu masy czasteczek. Przyczyn tego zjawiska mozna
upatrywa¢ w réznym sposobie pozyskiwania skrobi ziemniaczanej oraz mozliwosci jej

czesciowej degradacji zachodzacej w procesie oczyszczania i przygotowania roztworow.

W pracy zweryfikowano takze powtarzalno$¢ uzyskanych wynikéw symulacji.
W tym celu wykonywano dziesigciokrotnie symulacj¢ komputerowa przy identycznych
zadeklarowanych wielkosciach startowych modelu, a nastgpnie okreslano odchylenie
standardowe liczby czasteczek okreslonych cukrow zliczanych w ukladzie modelowym [26].

Dla proby dziesigecioelementowej odchylenie standardowe s, , wyznaczane bylo z zaleznosci:

10

s el -

Sp, =10 Z|”m np
i=|

gdzie n, jest liczba czasteczek danego cukru, a n, jest wartoscig srednig dla wszystkich

prob.
Generalnie mozna stwierdzi¢, ze powtarzalnos¢ wynikow symulacji rosta wraz ze
wzrostem ilosci uwzglednianych podjednostek glukozy zawartych w  substracie

w rozpatrywanym ukladzie modelowym. Przykladowo w przypadku rozpatrywania substratu
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zawierajacego 1000 podjednostek glukozy, wielkos¢ odchylenia standardowego dla
sumarycznej ilosci substratu wyrazona w procentach wynosila okolo 5%, natomiast gdy
substrat zawierat 10 000 glukozy, standardowe odchylenie bylo mniejsze od jednego procenta
(patrz zatacznik). Na rysunku 4.1 przedstawiono zmiang ilosci produktu reakcji wyznaczong

w dziesigciu kolejnych symulacjach komputerowych danego procesu.

3000
2500
o —— Sym1
2000 Sym2
% Sym3
=
3 1500 Symd
%ﬁ —Sym5
2 — Synb
1000
—— Syn7
—Sym8
500 symo
—— Sym10
0
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

numer iteracji

Rys. 4.1. Powtarzalno$¢ wynikéw symulacji. Przedstawiono zmiang ilosci produktu reakcji podczas
enzymatycznej hydrolizy skrobi wyznaczong w dziecigciu kolejnych symulacjach komputerowych. Symulacje
przeprowadzono dla ukladu zawierajacego 11450 podjednostek glukozy. Odchylenie standardowe iloSci
produktu wynosito 0,59%.

4.3. Translacja uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego

Przejscie z uktadu modelowego do rzeczywistego odbywa si¢ w dwoch niezaleznych
etapach: przeliczeniu ilosci czasteczek rozpatrywanych w modelowym uktadzie na st¢zenia
molowe [mol/dm’] oraz dyskretnego czasu reakcji tz na jednostki czasu [s].

Przyjmijmy, ze w pewnej objgtosci jednostkowej znajduje si¢ okreslona liczba

czasteczek substratu i enzymu'. Stezenie poczatkowe w ukladzie modelowym (wyrazane

' Gdy znana jest masa molowa enzymu, mozliwe jest okreslenie ilosci czasteczek polimeru przypadajacych na
jedna czasteczke enzymu ze stosunku $redniej masy jednego mola czasteczek skrobi do masy molowej danego
enzymu. W przypadku tym dla uproszczenia mozna przyjac, Zze objetos$é jednostkowa odpowiada takiej objetosci,
w ktorej znajduje si¢ jedna czasteczka enzymu (uktady monoenzymatyczne) oraz okreslona liczba czasteczek
polimeru.
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poprzez funkcje charakterystyczng) odpowiada stezeniu poczatkowemu w ukladzie

rzeczywistym wyrazonemu poprzez stgzenie molowe (c—9 [mmol/ml]) lub stgzenie masowe

(ci=0 [mg/ml]). Stezenie koncowe w ukladzie modelowym, odpowiada ilosci powstalych

czgsteczek w ukladzie, w ktorym wszystkie czasteczki substratow i produktéw posrednich

zostaly przeksztalcone na produkty koncowe. W praktyce za stgzenie koncowe produktow,

przyjmuje si¢ takie stezenie, ktére jest osiggane po pewnym czasie (tx) i ktore nie ulega

pozZniejszym zmiang (przy zachowanych warunkach reakcji). W tabeli 4.8. zestawiono

przykltadowe wielko$ci wyznaczane przy badaniu kinetyki reakcji enzymatycznej degradacji

skrobi z symulacja komputerowa.

Tabela 4.8. Przykladowe zestawienie wielkosci wyznaczanych przy badaniu kinetyki reakcji enzymatycznej
degradacji skrobi z symulacja komputerowa.

REAKCIA CHEMICZNA

MODEL (SYMULACJA KOMPUTEROWA)

WIELKOSC OPIS WIELKOSC OPIS
Stezenie poczatkowe substratu Stezenie substratu w chwili t=0, | Liczba czasteczek [-] dla iteracji | Liczba  czasteczek  okreslona

cs.0 [mg/ml] rowne ilosci koncow || n=0. przez funkcj¢ charakierystyczng
redukujacych oznaczonych A (“liczba zer”) dla iteracji n=0
w reakeji z DNS. (poczatek reakcji).

Stezenie koncowe cukrow Stegzenie koncowe  cukrow | Liczba czasteczek [-] dla iteracji | Liczba  czasteczek  okreslona

Csepk [mg/ml] w chwili t=t,. rowne ilosci | n=n. przez funkcj¢ charakterystyczna
koncow  redukujacych  ozna- A (“liczba zer”) dla iteracji n=n_

czonych w reakeji z DNS.

(koniec reakcji)

Stezenie koncowe produkiow
cs i [mg/ml]

Stezenie  koncowe  produktow.

Poniewaz w reakcji z DNS nie
rozronialne  sa  czasteczki
substratow, produktow

posrednich i koncowych, rowne
jest ono roznicy oznaczonemu
stgzeniu mieszaniny w chwili t
minus stgzenie poczatkowe:

Cpk = Cs+pk - Cs0

Réznica liczby czasteczek dla
iteracji n=n, minus liczba
czasteczek dla iteracji n=0.

Liczba czasteczek powstalych
podczas symulacji.

Stezenie glukozy przy calkowitej
hydrolizie skrobi  do  wolnej
glukozy

gt [mg/ml]

Stezenie glukozy w ukladzie przy
calkowitej hydrolizie policukrow
do wolnej glukozy (np. pod
wplywem  goracego  kwasu
solnego).

I2catk

Calkowita liczba podjednostek

glukozy ~w  rozpatrywanym
ukladzie, rowna ilosci
parametrow funkcji
charaktervstyczne).
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W przypadku metody graficznej, translacja parametrow modelu do wielkosci

opisujacych uklad rzeczywisty odbywa si¢ w dwoch etapach, ktore omdéwione zostaty ponize;j.

Za punkt staly przyjeto punkt opisujacy poczatek reakceji hydrolizy (t=0,n=0).

Wyznaczenie stalej przeskalowania stezenia (rys. 4.2). Parametrom modelu opisujacym

licznos¢ czasteczek w ukladzie modelowym, przypisane zostaje stgzenie cukrow

wyrazone w mg/ml.

|.a.

1.b.

Okreslane jest stezenie koncowe produktow cy p [mg/ml] powstajacych pod koniec
reakcji. Stezenie to moze by¢ okreslone na podstawie pojedynczego pomiaru po
odpowiednio dtugim czasie reakcji lub poprzez wyznaczenie asymptoty do ktorej
zblizaja si¢ wielkosci opisujace punkty doswiadczalne.

Okreslana jest ilo$¢ czasteczek produktéw ngp [1], ktore powstaly w uktadzie

* . . . i - r
modelowym . Nastgpnie wyznaczana jest stala przeskalowania stezenia rGwna:

K _ Swp | mg
*ong,lmley

Dokonywana jest translacja ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego,

poprzez pomnozenie wielkosci odpowiadajacych licznosci czasteczek w ukladzie

modelowym przez wyznaczona wartos¢ stalej przeskalowania stezenia Ky .

Wyznaczenie stalej przeskalowania czasu Kk, (rys. 4.3). Parametrowi modelu okreslajacego

dyskretny czas reakcji [t’] zostaje przypisany czas reakcji [min].

2.a.

2.b.

2.c.

2.d.

Dla poczatkowych punktéow doswiadczalnych, ktére odzwierciedlaja przebieg
reakcji z maksymalna predkoscia, wyznaczane jest rownanie prostej.

Analogicznie wyznaczane jest rownanie prostej dla poczatkowych wielkosci
opisujacych ilos¢ czasteczek produktu w uktadzie modelowym.

Wyznaczana jest stala przeskalowania czasowego, ktora jest rowna co do wartosci
ilorazowi wspolczynnika nachyleni prostej wyznaczonej w punkcie 4.2.a. przez
warto$¢ wspdlczynnika nachylenia prostej wyznaczonego w punkcie 4.2.b.
Dokonywana jest translacja ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego,
poprzez pomnozenie wielkosci odpowiadajacych dyskretnemu czasowi reakcji

w ukladzie modelowym przez wyznaczong wartos¢ stalej przeskalowania czasu,

* W przypadku symulacji komputerowej warto$é ta jest podawana przez program lub moze zosta¢é wyznaczona
w oparciu o asymptote¢ w przypadku gdy nalozony jest warunek o przerwaniu symulacji dla zadanej liczby
kolejnych zderzen nieaktywnych.
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stezenie [mg/ml]
| ]

0.2 = prod. (do$w .) [mg/mli]

00 =
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czas [min]

a) Przykladowe dane eksperymentalne dla procesu hydrolizy skrobi przy udziale c-amylazy scukrzajacej (cso=1.16 mg/ml; ¢g=5,30 pg/ml).
Okreslenie stezenia koncowego produktu na podstawie asymptoty (linia przerywana), do ktorej zblizaja si¢ wartosci okreslajace stezenie
produktu mierzone eksperymentalnie.
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b) Dane z symulacji komputerowej. Okreslenie koncowej ilosci czasteczek w ukladzie modelowym.
Wyznaczenia stalej przeskalowania stezenie kg = cip / nip [mg/ml-].

14

12 ; ? Crk
1,0
08

06

+ prod. (sym.) [mg/ml]
=prod. (dosw.) [mg/mi]

0.4

stezenie [mg/ml]

02 4;

s

00 &

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
czas {[min] vs [t']}

c¢) Przeskalowanie licznosci czasteczek z ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego w oparciu o wyznaczong stala przeskalowania
slgzenie (pomnozenie wielkosci odpowiadajacych ilosci czasteczek w ukladzie modelowym przez wyznaczona wartosc Ky ).

Rys. 4.2. Schemat przeskalowanie licznodci czasteczek z uktadu modelowego do ukfadu rzeczywistego
(liczno$¢ czasteczek [1] — stgzenie [mg/ml]).
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stezenie [mg/ml]
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0,2
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0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
czas [min]

a) Dane eksperymentalne. Okreslenie wspolczynnika nachylenia prostej (linia przervwana) dla poczatkowych punktow doswiadczalnych,
dla ktorych reakcja przebiega z maksymalna predkoscia.

12

1,0

stezenie [mg/ml]

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
czas [t']

b) Dane z symulacji komputerowej (dokonano wczesniejszego przeskalowania stezenia). Okreslenie wspolczynnika nachylenia prostej (linia
przerywana) dla poczatkowych punktow z symulacji dla ktorych reakcja przebiega z maksymalng predkoscia.
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¢) Przeskalowanie licznosci czasteczek z ukladu modelowego do ukladu rzeczywistego w oparciu 0 wyznaczone wspolczynniki nachylenia
prostych.

Rys. 4.3. Schemat przeskalowanie czasu z uktadu modelowego do uktadu rzeczywistego
(dyskretny czas reakcji [t'] — czas [min]).
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Okreslenie stalej przeskalowania czasu w oparciu o dane eksperymentalne umozliwia
prognozowanie kinetyki reakcji dla roznych wartosci stezen cgg oraz cg. W przypadku
przyjecia, iz czas procesu degradacji skrobi w danych warunkach reakcji jest wprost
proporcjonalny do stezenia enzymu i odwrotnie proporcjonalny do ilosci substratu, stalg

przeskalowania czasowego dla danego ukladu mozna wyznaczy¢ z zaleznosci:

-
. Ce Cp
_Cs Cg
k, =——k;,
Cso Cg

gdzie: brak indeksow gornych oznacza, iz wielkosci odnosza si¢ do uktadu doswiadczalnego:
indeksami gornymi ‘** zaznaczono wielkosci dla badanego uktadu modelowego. Dodatkowo
przyjmuje sig, ze:

Cg <<Cso.
Stala przeskalowania st¢zenia umozliwia natomiast przeliczenie liczby czasteczek
poszczegolnych skladnikow ukladu modelowego (st¢zenie procentowe) na stgzenie molowe.
W przypadku calkowitego przereagowania substratu przyjmuje sig:

k= Cr.p _ Cso [ mg il
st *
n, n,, Lml-t

e

4.4. Poréwnanie danych doswiadczalnych z symulacja komputerowg

W celu zachowania przejrzystosci pracy szczegdlowe zestawienie danych
eksperymentalnych z symulacjami komputerowymi dla kazdej serii danych przedstawiono
w zalaczniku. Dane zostaly przedstawione w postaci powigzanych wzajemnie arkuszy
kalkulacyjnych zawierajacych:
<  dane eksperymentalne uzyskane dla procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi,
<  wartosci parametrow modelu, ktore zostaly przyjete podczas symulacji komputerowych

omawianych procesow,
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-
.’.

4

-
*

7
...

wyniki symulacji komputerowych dla danego procesu’ (oprocz  stgzenia
.sumarycznego” cukrow redukujacych oznaczanego w stosowanej reakcji z DNS,
przedstawiono stezenia wybranych cukréow wchodzacych w sklad mieszaniny

reakcyjnej),
wyznaczone stale przeskalowania,

zestawione w pojedynczych arkuszach dane eksperymentalne z wynikami symulacji

komputerowych (po dokonaniu translacji),

interpretacje graficzna przedstawiajaca zmiang st¢zenia cukrow w czasie trwania
reakci,

zbiorcze zestawienie danych wraz z wyznaczonymi wspolczynnikami determinacji
okreslajacymi dopasowanie modelu do danych empirycznych (patrz rozdziat 4.5.2.),

dodatkowo do kazdego pliku dotaczono informacj¢ o jego zawartosci oraz ,.zdjecie”

ekranu komputera przedstawiajace pracg opracowanego programu.

Na rysunkach 4.4.+4.8. przedstawiono przykladowe zestawienie danych

eksperymentalnych z wynikami symulacji komputerowych.

25
@ produkty (glukoza)
=] (dane eksperymentalne)
o
2,0
—— produkty (glukoza)

? (symulacja komputerow a)
=)
E 15
&
=
3
o 10
=
@
P
»

0,5

0,0

0 5 10 15 20 25 30 35
czas [min]

" Wyniki symulacji komputerowej byly zapisywane do pliku co setna iteracje.
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Rys. 4.4. Zestawienie danych doswiadczalnych z symulacja komputerowa dla procesu enzymatycznej hydrolizy
skrobi przy udziale glukoamylazy (cg = 2,53 pg/ml; cgo = 2,58 mg/ml).

25 A produkty
a (dane do$w iadczalne)

—— produkty
2,0 (symulacja komputerow a)

maltoza
(symulacja komputerow a)

1.5 maltotrioza

(symulacja komputerow a)

maltotetraoza
1,0 (symulacja komputerow a)

—— maltopentaoza
(symulacja komputerow a)

stezenie cukréw [mg/ml]

0,5
’ —— maltoheksaoza

(symulacja komputerow a)

0,0 — produkty posrednie

symulacja komputerow a)
0 20 40 60 (s R

czas [min]

Rys. 4.5. Zestawienie danych do$wiadczalnych z symulacja komputerowa dla procesu enzymatycznej hydrolizy
skrobi przy udziale a-amylazy (cg = 7,3 pug/ml; cso = 2.48 mg/ml). Na wykresie naniesiono dodatkowo stg¢zenia
cukréow o DP = | + 6 oraz stezenia produktow posrednich wyznaczone w symulacji komputerowej (nie byly one
oznaczane bezposrednio w stosowanej w analityce reakcji z DNS).

3.0 < produkty
(dane do$w iadczalne)

G — produkty
(symulacja komputerow a)

glukoza
(symulacja komputerow a)

maltoza
(symulacja komputerow a)

maltotrioza
(symulacja komputerow a)

—— maltotetroza
(symulacja komputerow a)

stezenie cukrow [mg/ml]

—— maltopentaoza
(symulacja komputerow a)

—— maltoheksaoza
(symulacja komputerow a)

0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 —— produkty po$rednie
(symulacja komputerow a)

czas [min]

Rys. 4.6. Zestawienie danych doswiadczalnych z symulacja komputerowa dla procesu enzymatycznej hydrolizy
skrobi przy udziale mieszaniny enzymow a-amylazy i glukoamylazy - uklad synergistyczny (cg, = 4,5 pg/ml; cg,
=45 pg/ml; csp = 5 mg/ml). Dodatkowe stezenia cukrow naniesiona na wykres analogicznie do rys. 4.5.
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Rys. 4.7. Zestawienie danych do$wiadczalnych z symulacja komputerowa dla procesu enzymatycznej hydrolizy
skrobi przy udziale natywnej B-amylazy (cg = 200 pg/ml; cgo = 1,79 mg/ml). Przyjeto, ze produktem reakcji jest
maltoza, a w ukladzie pozostaja niezhydrolizowane czasteczki dekstryn granicznych.

1
. — produkty (maltoza)
T (symulacja komputerow a)
— produkty (maltoza)
/ (dane eksperymentaine)
E /
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E /
3
°
£
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J
0
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Rys. 4.8. Zestawienie danych do$wiadczalnych z symulacja komputerowa dla procesu enzymatycznej hydrolizy
skrobi przy udziale f-amylazy immobilizowanej na no$niku akrylowym (cg = 150 pg/ml; cgq = 17,07 mg/ml).
Przyjeto, ze produktem reakcji jest maltoza, a w ukladzie pozostaja niezhydrolizowane czasteczki dekstryn
granicznych.
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W pracy podjeto takze probe weryfikacji modelu w oparciu o dostgpne w literaturze

informacje na temat zmian frakcji poszczegélnych cukréw podczas procesu enzymatycznej

hydrolizy skrobi oraz koncowego sktadu mieszaniny reakcyjnej. Niestety zgromadzone dane

nie opisuja uktadéw enzymatycznych dla ktérych dysponowano danymi kinetycznymi (rézne

typy enzymow amylolitycznych, odmienne warunki reakcji’). W Tabeli 4.9. zestawiono

informacje pochodzace ze zrodel literowych [8, 52, 47, 66. 78, 84, 98, 106, 108, 117, 121,

124, 161] z wynikami symulacji komputerowych. Ich interpretacja nie umozliwia

jednoznacznej oceny poprawnosci modelu, a jedynie pozwala stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki

mieszcza si¢ w zakresie stezen uzyskanych dla zblizonych uktadow enzymatyczny.

Tabela 4.9. Zestawienie udzialow procentowych produktéw wg danych literaturowych z symulacja komputerowa.
W przypadku -amylazy i glukoamylazy przyjeto, ze dekstryny graniczne odpowiadaja niezhydrolizowanemu
substratowi i nie zostaly uwzglednione jako produkt reakcji.

udzial w produkcie

-amylaza

reakcji jest maltoza

ukled enzymatyezny Rt zrodla literaturowe symulacja komputerowa
glukoza 0+5% 0%
maltoza 15+40% 29 %
maltotetraoza 10 +25% 14 %
a-amylaza uplynniajaca maltotetraoza 8%
maltopentaoza 30 + 60 % 27 %
maltoheksaoza 16 %
dekstryny graniczne 5+18% 7%
dominujacym produktem ~ 100 %

(w ukladzie pozostaja

glukoamylaza

synergizm
a-amylaza - glukoamylaza

maltoza (w_uklad?,le _pozostajq niezhydrolizowane
niezhydrolizowane AR Do s
dekstryny graniczne) yny e
dominujacym produktem kW%
Jacym p (ilo$¢ pozostatych w ukla-
reakcji jest glukoza ; :
: . dzie dekstryn granicznych
glukoza (w ukladzie pozostaja \ C
c : zalezy od wyboru opcji
niezhydrolizowane ydrolizy wiszah
dekst rani » .
chstlyny graniozne) a-1—6-glikozydowych™)
glukoza do 98 % 75+95%"
maltoza 25+5%
maltotrioza ~0%
maltotetraoza 2:35% ~0%"
maltopentaoza ~0%
maltoheksaoza ~0%"

* Wiekszos¢ spotykanych cytowan dotyczy Zrodet amerykanskich [66, 117, 145, 162], gdzie gléwnie badana jest
skrobia uzyskiwana z kukurydzy lub manioku, podczas gdy w pracy stosowano skrobig ziemniaczana.

* Skiad koricowy mieszaniny reakcyjnej w przypadku uktadu o-amylaza-glukoamylaza zalezal od stosunku ilosci
czasteczek obu enzymow w rozpatrywanym ukfadzie modelowym.
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4.5. Dyskusja btedow

W celu okreslenia stopnia odwzorowania przebiegu kinetyki reakcji przez symulacje¢
komputerowa w pracy podjeto dyskusje bledow. Przedstawiono rachunek korelacji dotyczacy
zbiorowosci generalnej reprezentowanej przez zbidr wszystkich danych kinetycznych [11, 12,
129]. Za autorami poszczeg6lnych prac [14, 15, 16, 18, 54, 61, 67, 80, 85, 99, 100, 151, 153]
przyjeto ze maksymalny blad pomiarowy dla pierwszych etapow reakcji wynosit 5%,
natomiast pod koniec reakcji wystgpowal wigkszy rozrzut punktéw doswiadczalnych (az do
20%). Przyczyn duzego rozrzutu danych eksperymentalnych dla dtugich czasow prowadzenia
procesu hydrolizy mozna dopatrywa¢ si¢ w .cofaniu si¢ reakcji” (wystapienie reakcji
kondensacji [98]), rozkladzie mikrobiologicznym (mozliwos¢ zakazenia mikrobiologicznego
wynikla z braku sterylnosci prowadzenia procesu), zanieczyszczeniu —preparatu
enzymatycznego oraz bardzo powolnej hydrolizie dekstryn granicznych i niejednorodnosci

substratu.

4.5.1. Okreslenie zgodnosci danych eksperymentalnych z wynikami symulacji

komputerowej

W pracy rozwazono mozliwos¢ przyjecia za kryterium bledu modutu réznicy czasow

A(t){.f. =‘(’){.-- _(f,.-m )‘ lub modulu réznicy stezen A(c,,); =‘(c,,)F —(cj._“,m)f dla danych

doswiadczalnych i wynikow uzyskanych w symulacji komputerowej. Jednakze w przypadku
wyznaczania modulu roznicy czasow uzyskiwano stosunkowo duzy blad wzgledny dla
punktow reprezentujacych koncowy etap reakcji, przy stosunkowo matym bledzie wzglednym
dla punktow reprezentujacych poczatek reakcji. Ilustruje to rysunek 4.9.. na ktéorym kolorem
zielonym zaznaczono punkt danych - lezy on stosunkowo blisko w sensie euklidesowym
krzywe] przestawiajacej wyniki symulacji komputerowej, jednakze przy poréwnywaniu
wartosci rzeczywistej z warto$cig oczekiwana dla danego stgzenia produktu reakcji cp
uzyskany blad wzgledny jest rzgdu 30%. Podobna sytuacja zachodzi gdy wyznaczamy modut
roznicy stezen dla danych poczatkowych (duze bledy wzgledne dla punktow poczatkowych,
male bledy dla punktow koncowych).
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Rys. 4.9. Interpretacja graficzna wyznaczenia wzglednego biedu czasu reakeji (opis w tekscie). Wykorzystano
przykladowe dane dla procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi przy udziale natywnej p-amylazy
(cg = 100 pg/ml: cgo = 3,90 mg/ml).

W  zwigzku z powyzszym, w pracy przyjeto, ze kazdemu punktowi
eksperymentalnemu p(t,c) przyporzadkowywany jest punkt reprezentujacy wyniki symulacji
komputerowej p(tsym.Coym) Znajdujacy si¢ w najmniejszej odleglosci w sensie euklidesowym
od danego punktu doswiadczalnego (metoda najmniejszych kwadratow [26, 30, 129]).
Interpretacje graficzng opisanego przyporzadkowania przedstawiono na rysunku 4.10.
Kryterium bledu okreslono w rozdziale 4.5.2. w oparciu o porownanie wartosci odcigtych t,
tym oraz wartosci rzednych c, cym dla odpowiednich par punktéw reprezentujacych dane

doswiadczalne i wyniki symulacji komputerowej.

[ [mgfml]‘/—‘

Lovm

>

czas [min]

Rys. 4.10. Przyporzadkowanie punktowi doswiadczalnemu p(t.c) (kolor zielony) punktu reprezentujacego wyniki
symulacji komputerowej p(tsym.Csym) (kolor granatowy).
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4.5.2. Wspotczynnik determinacji

Za kryterium blgdu w pracy przyjeto wspolezynnik determinacji  (kwadrat
wspolczynnika korelacji Pearsona). Przyjeto, Zze zbiorowos¢ jest badana ze wzgledu na dwie
zmienne X i Y, a realizacja tych zmiennych w probie n-elementowej zestawiana jest w postaci
dwoch szeregow szezegdtowych. W prostokatnym ukladzie wspoétrzednych na osi odcigtych
zaznaczane sa zmienne niezalezne, a na osi rzednych wartosci zmiennych zaleznych. Punkty
odpowiadajace poszczegdlnym wartosciom cech, tworza korelacyjny wykres rozrzutu [12].
Natezenie wspolzaleznosci badanych zmiennych wyrazono liczbowo za pomoca kwadratu
wspolezynnika korelacji Pearsona ryy [129]. Wspolczynnik korelacji liniowej Pearsona
przyjmuje wartosci z przedziatu [-1,1] i wyznaczany jest poprzez standaryzacj¢ kowariancji:

3 (x, -%)- (v, - 7)

i=n

_ A, r)

r, =
8,8,

“ \/i(x; 950, -5)

i=1

gdzie X,y sa wartosciami $rednimi x, y: a s, oraz s, sg odchyleniami standardowymi tych cech

[86]. Kowariancj¢ migdzy cechami X'i } wyznaczono ze wzoru:
CX. 1) =33 (x -%)-(, - 7)-
i=l
W pracy do opisania miary dokladnosci dopasowania regresji do danych empirycznych
postuzono si¢ wspodlczynnikiem determinacji, ktéry liczbowo roéwny jest kwadratowi
wspolczynnika korelacji Pearsona i przyjmuje wartosci z przedziatu [0,1] lub w ujgciu
procentowym [0%, 100%]. Informuje on jaka cz¢$¢ zaobserwowanej w prdbie calkowe;

zmiennosci Y zostala zdeterminowana regresja wzgledem X [30].
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Dla kazdej serii danych wyznaczono® po dwa wspotezynniki determinacji okreslajace:
1. Sile zwigzku prostolinijnego migdzy dwiema cechami reprezentujacymi czas reakcji dla
punktow doswiadczalnych oraz odpowiadajace im wartosci czasu uzyskane w symulacji

komputerowej. Warto$¢ wspotezynnika determinacji .,czasu™ okreslana byla ze wzoru:

2

n
" Z(I: - ’_) ) (t symi r_\_\'m,: )
- i=n
(r [ - } = = = ’
JZ (‘(: - I_)Z ({ symji I_.'._rm,a )
i=1 1=1

gdzie t - jest czasem reakcji dla punktow doswiadczalnych, fy,, - czasem wyznaczonym

w oparciu o symulacje komputerowa, symbolami 7 oraz 7, oznaczono wartosci Srednie.

2. Silte zwiazku prostolinijnego migdzy dwiema cechami reprezentujacymi st¢zenie cukrow
oznaczanych w reakcji z DNS oraz odpowiadajacym im wartoscig stezen uzyskanych
w symulacji komputerowej. Warto$¢ wspolczynnika determinacji ,.stezenia produktow”

okreslana byla ze wzoru:

z (CI’.: - C!' ) (Cf‘ sy - ('l.f‘.\ym,r )
n n
Z (C«"J —Cp ) (Cf’ swm,i C!’.\_rm.f )

i=l i=1

gdzie ¢, odpowiada stgzeniu produktow (cukrow zawierajacych konce redukujace)

oznaczanych w reakcji z DNS, ¢, odpowiada st¢zeniu tychze cukrow okreslonego na

sym

podstawie symulacji komputerowych, symbole ¢, oraz ¢, , oznaczaja wartosci Srednie.

Doktadny sposob wyznaczenia wspolczynnikow determinacji  przedstawiono na
przyktadzie w zalaczniku. Na rysunku 4.11. przedstawiono korelacyjny wykres rozrzutu
opisujacy korelacj¢ wybranych danych doswiadczalnych z symulacja komputerowa.

Uzyskane wartosci wspotczynnikéw determinacji wahaly si¢ w przedziale od 0,97 do
1,0 co s$wiadeczy o bardzo wysokiej korelacji punktow doswiadczalnych z symulacja
komputerowg [21]. Wartosci wspotczynnikow determinacji wyznaczone dla wszystkich serii

danych zostaly przedstawione w zalaczniku.

" Przy wyznaczaniu wspolezynnika determinacji postuzono si¢ funkcjami PEARSON oraz WSP.KORELACII
wbudowanymi standardowo w arkusz kalkulacyjny Microsoft” Excel 97.
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a) CZAS vs. CZAS_SYM
CZAS_SYM = 02880 + ,99914 * CZAS
Correlation: r = 1,0000

90
70
s 50 1
)..
wl
2
N 30
10
-10 ~o. Regression
-10 10 30 50 70 90 85% confid.
CZAS
b) CP vs. CP_SYM
CP_SYM =-,1358 + 1,0257 * CP
Correlation: r = 99939
b=
)_
t":'I
o
o
~O. Regression
2 2 6 10 14 18 22 95% confid.
CcP
Rys. 4.11. Korelacyjny wykres rozrzutu. Przedstawiono powiazanie punktéw doswiadczalnych

z odpowiadajacymi im punktami uzyskanym w symulacji komputerowej (rys. 4.11.a - wykres rozrzutu danych
reprezentujacych czas reakcji dla punktow doswiadczalnych z odpowiadajacymi im warto$ciami czasu
uzyskanymi podczas symulacji komputerowej ; rys. 4.11.b - wykres rozrzutu danych reprezentujacych stgzenie
produktow dla punktéw dos$wiadczalnych z korelujacymi z nimi stezeniami produktu uzyskanymi podczas
symulacji komputerowej). W przyktadzie wykorzystano dane dla procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi przy
udziale a-amylazy (cg = 33,5 pg/ml; cgo = 19,0 mg/ml).

Interpretacji graficznej dokonano w oparciu o program Statistica 6.0 firmy StatSoft Inc. wykorzystujac funkcje
.Pearson Product - Moment Correlation” zawarta w module ,,Basic Statistic and Tables - Correration matrices”.
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4.6. Czas wykonywania obliczen

Wazna kwestia, aczkolwiek czesto pomijana przez autorow, w przypadku symulacji
komputerowych jest czas potrzebny na uzyskanie wynikéw symulacji danego procesu
enzymatycznego. Dla omawianych w pracy zagadnien przecigtny czas wykonania jednej
symulacji wynosit okofo 10 + 20 minut, natomiast translacja do ukfadu fizycznego okoto
5+ 10 minut. Mozna wigc przyjaé iz rozwigzanie numeryczne modelu jest osiggane
w rozsadnym czasie pozwalajacym na praktyczne zastosowanie modelu. Opracowany
program umozliwia zapis wybranych parametrow modelu do pliku co pozwala na
wezesniejsze przygotowanie symulacji oraz umozliwia szerszg analiz¢ modelu i uzyskanych

danych’.

4.7. Dodatkowa weryfikacja modelu

Przy modelowaniu procesu hydrolizy skrobi przy udziale enzymow amylolitycznych
oparto si¢ na danych kinetycznych uzyskanych w ramach niezaleznych badan prowadzonych
w Zakladzie Inzynierii Bioprocesowej w Instytucie Inzynierii Chemicznej. Czg$¢ parametrow
modelu zostala przyjeta na podstawie danych literaturowych ze Swiadomoscia 1z moga one nie
w pelni opisywa¢ uklady dla ktérego dysponowano danymi kinetycznymi. Niewatpliwie
duzym atutem pracy, bylaby mozliwo$¢ dysponowania kompletem danych kinetycznych
opisujacych przebieg procesu hydrolizy dla okreslonego enzymu i substratu. Pozwolilo by to
nie tylko na pelniejszg weryfikacje modelu, a takze na doktadniejsze wyznaczenie wszystkich
parametrow modelu. Zaproponowano przeprowadzenie dodatkowych eksperymentow
pozwalajacych lepiej zdefiniowa¢ stosowane we wczesniejszych badaniach odczynniki

chemiczne i preparaty enzymatyczne. Proponowane analizy miatyby na celu:

# okreslenie $redniej masy czasteczkowej skrobi ziemniaczanej uzytej w badaniach

kinetycznych,

" Przykladowo wykorzystujac wygenerowana przez program tablice przedstawiajaca ilo$¢ poszczeg6lnych
cukréw w ukladzie mozliwe jest okreslenie niezbgdnych parametrow modelu multisubstratowego Michaelisa-
Menten [24].
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#*

(1,

wyznaczenie ilosci podjednostek glukozy przy catkowitej hydrolizie substratu (hydroliza
kwasna) oraz okreslenie stopnia polimeryzacji dla amylopektyny,

analize skltadu mieszaniny reakcyjne dla wybranych etapow reakeji [161],

zbadanie mozliwosci wystgpienia w ukladzie reakcji kondensacji (np. poprzez dodanie do

mieszaniny glukozy, maltozy, maltotriozy i maltotetraozy enzyméw amylolitycznych

i okreslenie, czy w ukladzie zachodzi reakcja kondensacji tych cukrow),

okreslenie stabilnosci enzymu w ukladzie oraz wystepujacych oddziatywan inhibicyjnych
(np. poprzez wprowadzenie pewnej ilosci inhibitora w poczatkowym etapie reakcji — dla
uktadu z B-amylaza odpowiadaloby to wprowadzeniu okreslonej ilosci maltozy do ukiadu
reakcyjnego).

Badania te mozna wykona¢ w oparciu o standardowe procedury laboratoryjne

19, 20, 28, 29, 32, 34, 35, 38, 40, 42, 44, 45, 53, 71, 77, 79, 95, 121, 127, 147, 164, 176]

niemniej ze wzgledu na stosunkowo wysoki koszt ich wykonanie planuje si¢ przeprowadzi¢

w pdzniejszym terminie.

4.8. Wyniki modelowania procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi

W wyniku modelowania komputerowego procesow hydrolizy skrobi przy udziale

enzymow amylolitycznych dla rozpatrywanych uktadow:

a

rozszerzono informacje o ukladach doswiadczalnych poprzez wyznaczenie stgzen
poszczegdlnych sacharydow (w zalaczniku przedstawiono przykladowo zmiang st¢zenia
glukozy, maltozy, maltotriozy, maltotetraozy, maltopentaozy, maltoheksaozy oraz

produktow posrednich w trakcie reakcji),

okreslono zmiany jakim podlegaja podczas reakcji czasteczki amylozy i amylopektyny
(podezas symulacji komputerowych wyprowadzano informacje na temat ilosci koncow
redukujacych oraz niezhydrolizowanych wiazan o-1-4 1 oa-1->6-glikozydowych
znajdujacych si¢ w czasteczkach obecnych w ukladzie - zatacznik),

wyznaczono stale przeskalowania, co umozliwia prognozowania zachowania si¢ ukladow
zawierajacych inne stezenia substratéw i1 enzymow, niz uklady dla ktérych dysponowano
danymi do$wiadczalnymi. (W tabeli 4.10. zestawiono wyznaczone stale przeskalowania
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dla modelu iteracyjnego z parametrami wybranych modeli ,.klasycznych™. Szczegolowy
sposOob wyznaczenia statych kinetycznych wraz z okreslona dla kazdego modelu funkcja

bledu przedstawiono zalaczniku.),

o dla ukladu synergistycznego a-amylaza-glukoamylaza w  zakresie  danych
doswiadczalnych okreslono jak zmiana stezen poszczegolnych enzymoéw wplywa na sktad

koncowy mieszaniny reakcyjnej (wyniki przedstawiono w zalaczniku),

0 umozliwiono analiz¢ wplywu zmiany okreslonych parametréw ukladu na przebieg procesu
(np. okreslenie wplywu stopnia polimeryzacji amylopektyny na skiad konicowy produktu),
0 stosunkowo mate bledy symulacji mogg sugerowaé o trafnosci przyjetych zalozen oraz
pozwalaja przypuszcza¢ ze rzeczywisty przebieg reakcji zblizony jest do schematu
przedstawionego w modelu, niemniej do potwierdzenia powyzszej hipotezy wymagane

jest przeprowadzenie dalszych badan laboratoryjnych sugerowanych w podrozdziale 4.7.

Przyjete przy modelowaniu wartosci parametrow modelu przedstawiono w zalaczniku.
W oparciu o opracowany program mozliwe jest prognozowanie zachowania uktadow
multisubstratowych i multienzymatycznych w oparciu o dane eksperymentalne uzyskane dla
ukladow monosubstratowych. Istnieje potencjalna mozliwosé ekstrapolowania wynikow poza
zakres danych doswiadczalnych uzytych do wyznaczania stalych przeskalowania. Program
pozwala analizowa¢ takze wplyw potencjalnie wystepujacych w ukladzie oddziatywan
inhibicyjnych na przebieg procesu hydrolizy skrobi, co zostalo przedstawione w rozdziale.

.

" Stale wyznaczono w oparciu o dostepne dane kinetyczne wykorzystujac modut SOLVER zawarty w arkuszu
kalkulacyjnym Microsoft" Excel 97. Wybrano program estymowania stycznej metoda Newtona z tolerancja 5%
i narzucong zbieznoscia 0,001.
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Tab. 4.10. Zestawienie wyznaczonych parametréw wybranych modeli kinetycznych (dla uktadu dwuenzymatycznego uwzgledniono stgzenia obydwu enzymow)

Spos6b wyznaczenia stalych kinetycznych oraz przyjete kryteria blgdow przedstawiono w zalaczniku.

uklad enzymatyczny
rownanie kinetyczne

immobilizowana a-amylaza

immobilizowanap-amylaza
Z jeczmienia

natywna f}-amylaza
Z jgczmienia

glukoamylaza
z Apergillus niger

synergizm

a-amylaza-glukoamylaza

rownanie Michaelisa-Menten [93]:
V= k3 : cf',' E c,\'
ky + ¢

ki =48.8 [min™]
ki =5.47 [mg/ml]

k:=10.83 [min™]
ki = 175.3 [mg/ml]

ks = 16,42 [min™']
J‘(_]f: ]0?8 |mg)’m|]

ks =298.20 [min™]
k= 13106 [mg/ml]

ki o= 73,98 [min™']
kyia=451.6 [mg/ml]
ks, = 0,877 [min™']
ky ,=202.1 [mg/ml]

rownanie Hilla [46]:

n
_ ky-cpcg

ks = 51,01 [min™']
ky = 5.42 [mg/ml]

ks =25.91 [min™]
kv = 1740 [mg/ml]

k;=5822 [min™']
ki =92.93 [mg/ml]

ky=423 [min™]
ky; =779 [mg/ml]

v = = .
n=091[- =060 -] n=048[-] n=0.11[]

ky + C.s'" o
rownanie Michaelisa-Menten kse=472.9 [min']
 inhibicja kompetycyjng produktem [115] ks = 7,84 [min"] k;=9.96 [min"] ks = 11,62 [min"] ks = 435 [min"] ko= 15,34 [mg/ml]

ksy-cp-Cs

L k ’ ky ep
M T+

k= 0,152 [mg/ml]
k= 0,0035 [mg/ml]

k= 1750 [mg/ml]
kip= 0,249 [mg/ml]

ki = 107.2 [mg/ml]
kp=0371 [mg/ml]

ki = 12999 [mg/ml]
kp= 0,230 [mg/ml]

ks , =470,0 [min™]
ky = 240.6 [mg/ml]
kip »=10,0407 [mg/ml]

rownanie Michaelisa-Menten z inhibicja substratowa
oraz kompetycyjng produktem [115]:
ki-c, c
— 3" Cp "Gy '
4

kycp | oes
ky +cg +-C0 45

s

ks =45.69 [min™]

ki = 4,12 [mg/ml]
kp=0,0181 [mg/ml]
k= 0,793 [mg/ml]

ki = 15,62 [min™']
k= 1745 [mg/ml)]
kp= 0,158 [mg/ml]
k= 2.839 [mg/ml]

ks =228.9 [min”]
’(U = 57.92 [mgfm]]
kip=0,0103 [mg/ml]
kis= 0,126 [mg/ml]

ks =400,4 [min™]

k= 0,587 [mg/ml]
kip=2,16-10° [mg/ml]
ks = 0,0344 [mg/ml]

rownanie Michaelisa-Menten
z inhibicja nickompetycyjna produktem [115]:

ky-cp ¢

vy=
5 (ky+c5)cp
ky +cs+ k

i

ks =133.63 [min™]
kv =6.27 [mg/ml]
& =0.071 [mg/mli]

k:=15,99 [min™]
k= 174,44 [mg/ml]
k.= 0,154 [mg/ml]

ks =13.75 [min™]
ki = 106,57 [mg/ml]
k= 0,366 [mg/ml]

ks =316.47 [min"']
ki = 12999 [mg/ml]
k = 0.3494 [mg/ml]

rownanie Michaelisa-Menten
z inhibicja akompetyceyjng produktem [115]:
e k3 i c.‘;' i C.\'

CyCp

ky +cg+ K

ks =138,6 [min™]
ky, = 708,7 [mg/ml]
k, = 0,0100 [mg/ml]

ks = 10,62 [min’']
ki, = 174,93 [mg/ml]
k= 0,00748 [mg/ml]

ki =21.44 [min"]
ki = 106,27 [mg/ml]
k= 0.0169 [mg/ml]

k; = 1807 [min™]
ki = 1020 [mg/ml]
k= 0,000105 [mg/ml]

rownanie Michaelisa-Menten - , metoda calkowa™ [23]:

r= k_,L-k “(cp +ky -In :U)

ks = 14,43 [min™']
kyy=0,77 [mg/ml]

ks = 0,446 [min’']
ki, =2.987 [mg/ml]

ks = 2,068 [min™']
ki =2.201 [mg/ml]

k;=353.9 [min-1]
ky = 5577 [mg/ml]

rownanie empiryczne [61. 122]:

—kycpt —ky-cpt

k; =0.433 [ml/mg-min]
k>=4.32 [ml/mg-min]

k;=0.037 [ml/mg-min]
k>= 15,946 [ml/mg-min]

k; = 0,195 [ml/mg-min]
k:= 5,956 [ml/mg-min]

k; =0,0289 [ml/mg-min]
k>=10,0214 [ml/mg-min]

k;=10,55 [ml/mg-min]
k>=3,55 [ml/mg-min]

Cy =Cgp-X-€ +cCg0-(1—X)-e x=0214[] x=0.95[] x=0,984 [-] x = 0,501 [] x=022[]
metoda Lineara-Burka
(linearyzacja rownania Michaelisa-Menten) [75]: k:=1.203 [min'] ks = 0,155 [min™] ks=1-10" [min™"] ks =0,2421 [min™]

N G| +k.u__1_

v V max Vmax s

ki = 1,000 [mg/ml]

kiy=255.7 [mg/ml]

ki =2,05-10" [mg/ml]

k= 1895 [rngfml]

wyznaczone stale przeskalowania dla modelu
enzymatycznej hydrolizy skrobi

= 5,06 -10° [min/n]
kg = cso/np [mg/ml-]

k=3.23 10" [min/n]
ky = cso/npy [mg/ml]

k= 8.52 -10° [min/n]
ki = cso/npy [mg/ml-1]

k=195 -107 [min/n]
ky = cso/npy, [mg/ml-1]

ke = 1,50 -10® [min/n]
kiy=3,16 -10° [min/n]
ks = Cso/npy, [mg/ml-1]
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5. Przyktadowe zastosowania modelu iteracyjnego

W  niniejszym rozdziale

przedstawiono

przykltadowe zastosowania modelu

iteracyjnego, skupiajac si¢ na prezentacji mozliwosci trudnych do osiagnigcia w oparciu

0 ,klasyczne™ modele bazujace na opisaniu procesow poprzez podanie rownan kinetycznych.

5.1. Modelowanie procesow laboratoryjnych i przemystowych

Opracowany model iteracyjny moze zosta¢ wykorzystany do modelowania reakcji

enzymatycznej degradacji biopolimerow zarowno w skali laboratoryjnej jak i przemystowej

(tabela 5.1). Na rysunku 5.1. przedstawiono zakres podstawowych informacji uzyskiwanych

w wyniku modelowania omawianych reakcji depolimeryzacji.

Tab. 5.1. Przykladowe zastosowania modelu iteracyjnego.

zastosowanie modelu iteracyjnego

przyklad

okreslenie skladu mieszaniny reakcyjnej
z wyszczegolnieniem wszystkich skladnikéw uktadu

podanie wartosci stgzen wszystkich polisacharydow
uczestniczacych w procesie enzymatycznej hydrolizy
skrobi

rozszerzenie informacji o ukladzie

okreslenie zmian w strukturze amylopektyny i amylozy
zachodzacych w wyniku reakcji enzymatycznej
hydrolizy

planowanie doswiadczen

okreslenie na podstawie preferencji substratowych
enzymOw amylolitycznych maksymalnej liczby cukréw
mogacych powsta¢ w wyniku hydrolizy skrobi

modelowanie ztozonych procesow przemystowych

(uklady multienzymatyczne i multisubstratowe)

opis  procesu  wstgpnego  uplynniania  skrobi
z poOzniejszym jej scukrzaniem; okreslenie skladu
koncowego mieszaniny w zaleznosci od warunkow
prowadzenia reakcji

optymalizacja proceséw przemystowych

w przypadku stosowania mieszaniny enzymow
amylolitycznych, okreslenie optymalnego stosunku
migdzy  enzymami w  ukladzie reakcyjnym;
dla procesow w ktorych enzymy ulegaja procesowi
dezaktywacji, mozliwe jest takze wyznaczenie
optymalnego czasu wprowadzenia danego enzymu do
uktadu.

wyznaczanie parametrow innych modeli w oparciu
o model iteracyjny

patrz rozdziat 5.2.

okreslenie typu wspotpracy miedzy enzymami:
konkurencja / synergizm

patrz rozdziat 5.3.

analiza oddziatlywan inhibicyjnych oraz mechanizmu
ataku enzymow

patrz rozdziat 5.5.
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& Parametry startowe modelu
Opis czasteczek substratu:
i ilos¢ podjednostek monomerow w polimerze rozgalgzionym,
% ilos¢ podjednostek monomerow i DP dla polimeru rozgalezionego.
Opis enzymow:
% preferencje substratowe,
% czasy (stosunek diugosci cyklow) poszczegolnych zderzen.

llosé poszezegolnych czasteczek w ukladzie.

N

B Symulacja procesu enzymatycznej hydrolizy polimeru

\

& Wyniki symulacji @

M Analiza zmiany skladu mieszaniny reakcyjnej
(z wyszczegolnieniem  wszystkich typow  merow  w  ukladzie)
w funkcji dyskretnego czasu reakcji. okreslenie koncowego skladu
procentowego mieszaniny reakcyjnej.

M Okreslenie zmian w strukturze substratu i produktow posrednich
zachodzacych w wyniku reakcji.

\

() Translacja do ukladu

(Wyznaczenie statych przeskalowania.)

& Dane do$wiadczalne (,,kinetyka™)

rzeczywistego ¢ Zmiana stezenia oznaczanych (wykrywanych)
w danej metodzie analitycznej merdw w funkceji

czasu reakcji.

\

& Wyniki symulacji ©

M Okreslenie zmian stezenia [mg/ml] wszystkich skladnikow ukladow
(nie tylko oznaczanych analitycznie) w funkcji czasu trwania reakcji
depolimeryzacji [min].

M  Rozszerzenie informacji o ukladzie w stosunku do wejsciowych
danych doswiadczalnych opisujacych kinetyke reakcji
(np. okreslenie ilos¢ wiazan miedzy monomerami podatnych w danym
momencie reakcji na atak enzymatyczny).

1 Modelowanie ukladow dla innych wartosci  stezen, niz dane
doswiadczalne.

M Prognozowanie zachowania si¢ ukladow multienzymatycznych
i multisubstratowych w oparciu o dane eksperymentalne uzyskane dla
uktadow monoenzymatycznych.

M  Analiza potencjalnego wplywu oddzialywan miedzy enzymami
(synergizm / konkurencja), mechanizmu ataku enzymatycznego oraz
oddzialywan inhibicyjnych na przebieg reakcji.

Rys. 5.1.

Zakres informacji uzyskiwanych w wyniku modelowania proceséw degradacji biopolimer6w.
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5.2. Wyznaczanie parametréw innych modeli w oparciu o model
iteracyjny

Prezentowany model iteracyjny mozna wykorzysta¢c do wyznaczenia parametrow
innych modeli oraz do opisania i analizy stechiometrii reakcji enzymatycznej degradacji
biopolimeréw. Przykladowo stala przeskalowania czasu koresponduje z liczbq obrotow
enzymu [27, 131, 144], ktora jest parametrem modelu Michaelisa-Menten. W' rozdziale
przedstawiono przykladowe zastosowania modelu iteracyjnego do okreslenia parametrow
modeli deterministycznych i stochastycznych spotykanych w literaturze przy opisywaniu

procesu hydrolizy skrobi przy udziale enzymow amylolitycznych.

5.2.1. Okreslenie ilosci substratu

Ze wzgledu na charakter reakcji degradacji biopolimerow, przy opisie reakcji
wygodnie jest zalozy¢ iz substratem w reakcji nie jest sama czasteczka, lecz wigzania podatne
na dzialanie poszczegolnych enzymow [100, 150, 151]. Uproszezenie to pozwala okresli¢
postgp reakcji oraz unikna¢ wielu pozornych paradoksow, zwigzanych ze wzrostem lub
pozornie stalym st¢zeniem substratu przy wyrazeniu jego koncentracji poprzez st¢zenie

masowe lub stezenie molowe (tabela 5.2.).

Tab. 5.2. Zmiana st¢Zenia substratu w poczatkowym etapie reakcji. W tabeli okresleniem ,substrat” przyjeto
oznacza¢ czasteczki mogace ulec hydrolizie w wyniku dziatania danego enzymu amylolitycznego.

model iteracyjny:

enzym stgzenie molowe SigoRie MAsOWe ilo§¢ wigzan glikozydowych

4 calkowita ilo§¢ wiazan
o-1-4-glikozydowych maleje

= stgzenie masowe substratu, o jeden

rozumiane jako calkowita masa
wszystkich czgsteczek substratow
w danej objetosci, nie ulega zmianie

a-amylaza T stgzenie molowe substratu rosnie ilos¢ potencjalnie podatnych na atak
a-amylazy wigzan a-1—4-
glikozydowych okreslana jest
rekurencyjnie

4 calkowita ilosé wiazan
a-1—4-glikozydowych w ukladzie
1 stezenie masowe substratu maleje o maleje o jeden

masg uwalnianej czasteczKi maltozy | iloé¢ potencjalnie podatnych na atak
p-amylazy wigzan o-1-—>4-
glikozydowych maleje o dwa

f-amylaza = stgzenie substratu nie ulega zmianie

 calkowita ilos¢ wigzan
a-1->4-glikozydowych maleje
o jeden
ilos¢ potencjalnie podatnych
na atak glukoamylazy wiazan
a-1—4-glikozydowych maleje
o jedno

{ stezenie masowe substratu maleje o

lukoamylaza = stezenie substratu nie ulega zmianie s :
g bl ¢ & masg uwalnianej czasteczki glukozy
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W  przypadku opisu procesu hydrolizy skrobi, w niektérych ~modelach
deterministycznych [15, 54, 61, 67, 72, 80, 85] i stochastycznych [97, 100, 150] przyjmuje sig,
ze substratem dla enzymow amylolitycznych jest pewna pula wigzan o-glikozydowych
laczacych podjednostki glukozy . Dla skrobi sumaryczna ilos¢ wiazan glikozydowych moze
by¢ okreslona z zaleznosci:

Mw 8, [mol/dm?],
162

na—],-i
gdzie ng.) 4 jest iloscia wigzan glikozydowych w danej czasteczce, a My jest jej masa molowa.
Dla amylozy wielko$é n.,4 odpowiada ilosci wigzan o-1—4-glikozydowych. Natomiast
w przypadku amylopektyny powyzszy wzor podaje zaleznos¢ okreslajaca catkowita ilos¢
wigzan o-1—-4 i (x-l—>6-glikozydowych+. Problemem jest natomiast okreslenie ilosci wigzan
glikozydowych podatnych na dziatanie danego enzymu oraz oszacowanie jak zmienia si¢ ta
wielko$¢ w trakcie reakcji [64]. Nalezy tu zaznaczy¢ iz r6zni autorzy odmiennie definiuja
liczbe wiazan podatnych na dzialanie enzymu, przyjmujac na przyklad iz jest ona
proporcjonalna do ilosci wszystkich wigzan glikozydowych, odpowiada sumarycznej ilosci
wszystkich wigzan potencjalnie mogacych ulec hydrolizie pod wptywem danego enzymu lub
wyznaczajac ilo$¢ miejsc podatnych na dziatanie enzymu w okreslonym czasie [20, 24, 97,
102, 113]. Niezaleznie od przyjetej definicji miejsca podatnego na dzialanie enzymy,
opracowany model iteracyjny pozwala okresli¢ te wielkosci w sposob rekurencyjny dla
zdefiniowanego ukladu, a tym samym moze dostarczy¢ parametrow wykorzystywanych
w innych modelach. W tabeli 5.3. przedstawiono wyznaczone w oparciu o model iteracyjny
wielko$ci opisujace ilo$¢ wigzan glikozydowych podatnych na atak p-amylazy dla
przyktadowych czasteczek amylozy i amylopektyny.

" W pracach [15, 67, 80, 85, 151], z ktérych zaczerpnigto dane doswiadczalne wykorzystane w niniejszej pracy
przyjeto, ze substratem w reakcji sa wiazania glikozydowe, natomiast produktem reakcji sa konce redukujqce
uwalniane w wyniku procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi i oznaczane w reakcji z DNS.
"W celu okreslenia ilosci wiazan o-1-4 glikozydowych w czasteczce amylopektyny konieczna jest dodatkowa
informacja podajaca stosunek wiazan a-1—4 do ilos¢ wiazan a-1—6-glikozydowych.
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Tab. 5.3. 1los¢ miejsc podatnych na atak -amylazy dla amylozy i amylopektyny w zalezno$ci od przyjetej
definicji miejsca podatnego na atak enzymu.

przyjete okreslenie iloSci miejsc

amyloza zlozona z 1225 podjednostek

amylopektyna o stopniu polimeryzacji
DP = 25 zloZzona

podatnych na atak f-amylazy glukozy 2 1225 podjednostek glukozy
call_mwna ilos¢ wigzan 1224 ~ 1200
a-1—4-glikozydowych w czasteczee
~25

ilos¢ wiazan podatnych na atak
B-amylazy w . danej chwili”

1
(jeden koniec nieredukujacy)

(liczba ta odpowiada ilosci ..skrajnych
galezi” w amylopektynie)

catkowita ilo$¢ wszystkich wigzan
w substracie potencjalnie podatnych na
dzialanie B-amylazy

612
(hydrolizowane jest co drugie wiazanie
poczawszy od konca nieredukujacego)

~ 300
(hydroliza wiazan o-1—4-
glikozydowych zostaje zatrzymana
przed ,.,punktami rozgalgzienia™)

ilos¢ wiazan a-1—4-glikozydowych, o
ktore moze by¢ zubozony substrat w
przypadku jego catkowitej hydrolizy

przy udziale f-amylazy

1224
(amyloza hydrolizowana jest przez
B-amylazg ..do konca™)

~ 600
(w ukladzie pozostaja
niezhydrolizowane
dekstryny graniczne)

5.2.2. Okreslenie udziatéw poszczegolnych frakcji polisacharydow w skrobi

W literaturze spotyka si¢ podzial skrobi na dwie frakcje [79]: bardziej podatna na
dzialanie enzymu amylolitycznego 1 frakcj¢ wolniej hydrotizowana*. Przyjmuje sig¢, ze
poczatkowy stosunek tych frakeji odpowiada stosunkowi amylozy do amylopektyny w skrobi
lub ilo$¢ wiazan bardziej podatnych na hydroliz¢ okresla si¢ eksperymentalnie [162].
Dla uproszczenia przy opisie kinetycznym przyjmuje si¢, ze stosunek obydwu frakeji jest
zachowany podczas reakcji depolimeryzacji [61], mimo iz na podstawie rozwazan
teoretycznych mozna przypuszczaé, ze szybciej calkowicie zostanie zhydrolizowana frakcja
bardziej podatna na dziatanie enzymu. Opracowany model iteracyjny umozliwia oszacowanie
zmian stosunku iloSciowego pomigdzy dwoma frakcjami skrobi, do jakich dochodzi w trakcie
reakcji depolimeryzacji.

Interesujacym wydaje si¢ takze analiza stosunku wigzan podatnych na dzialanie
enzymu do ilosci catkowitej wigzan glikozydowych w ukladzie' oraz badanie jak zmienia sie
stezenie amylozy i amylopektyny w trakcie reakcji. Przyktadowo zauwazono, ze w przypadku

hydrolizy skrobi przy udziale a-amylazy uplynniajacej, czasteczki amylozy i1 amylopektyny sg

" Nie uwzglednienie zlozonos$ci substratu moze prowadzi¢ np. przy opisie reakcji w oparciu o model Michaelisa-
Menten, iz reakcja w rzeczywistosci w pierwszym etapie przebiega szybciej (degradowany jest substrat lepiej
hydrolizowalny), a w koncowym wolniej (degradowany jest substrat o bardziej ,,oporny” na dzialanie enzymu)
niz wynikaloby to z opisu kinetycznego zakladajacego monosubstratowos¢ reakcji.
"W literaturze [61] stosunek ten uzywany bywa do okreslenia wzglednej dostgpnosci substratu dla danego
enzymu
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hydrolizowane ze zblizong predkoscig. Natomiast w przypadku hydrolizy skrobi przy udziale
glukoamylazy  (zalozono atak  wielokrotny i mozliwo$¢  hydrolizy  wigzan
a-1—-6-glikozydowych), glukoamylaza szybciej hydrolizowata czasteczki amylozy, podczas

gdy w przypadku amylopektyny ,,zwalniata™ na punktach rozgalezienia.

5.2.3. Wyznaczenie statych kinetycznych z zastosowaniem symulacji
komputerowej

Model iteracyjny, poprzez dostarczenie dodatkowych informacji o uktadzie, umozliwia
wyznaczenie wartosci stalych wystgpujacych w .klasycznych™ rownaniach kinetycznych.
Zgodnie z [27, 146], aby wyznaczy¢ stale kinetyczne rownan deterministycznych opisujacych
mieszane typy inhibicji potrzebna jest znajomos¢ przebiegu stgzen inhibitora”. Na ogot dla
uktadow wieloskladnikowych informacja ta jest trudna do wuzyskania na drodze
doswiadczalnej [42], wymaga zastosowania dodatkowych procedur analitycznych powodujac
wzrost kosztow eksperymentow. Natomiast zastosowanie modelowania komputerowego
umozliwia we wzglednie krotkim czasie rozszerzenie informacji o ukladzie o niezbegdne
stgzenia inhibitora (inhibitoréw).

Przyktadowo zaldézmy, ze rozpatrujemy hipotetyczny przypadek, gdy o-amylaza
inhibowana jest kompetycyjnie poprzez maltotrioz¢ bedaca jednym z produktow reakeji oraz
ze dysponujemy jedynie pomiarami kinetycznymi przedstawiajacymi zmiang stgzenia cukrow
redukujacych w czasie. Cheace rozpatrzyé model Michaelisa-Menten poszerzony o inhibicje

substratowg produktem reakcji:
B> przeprowadzamy symulacj¢ danego procesu,

X zestawiamy dane eksperymentalne z wynikami symulacji komputerowej, uzyskujac oprocz
informacji o zmianie st¢zenia produktu reakcji w czasie, dodatkowo takze zmiang st¢zenia

inhibitora (maltotriozy) wzgledem czasu reakcji,

" Graficzny sposob wyznaczenia stalych kinetycznych dla ukladéw o-amylaza-skrobia, w ktérych wystepuje
mieszany typ inhibicji: inhibicja kompetycyjna-niekompetycyjna lub inhibicja niekompetycyjna-akompetycyjna
przedstawiono w [27, str. 148 + 150].
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B wooparciu o rozszerzony wektor zmiennych przedstawiajacych zmiang stezen substratu
(dane dos$wiadczalne) 1 maltotriozy (symulacja komputerowa) w czasie reakcji

wyznaczamy szukane state kinetyczne (stale ks, ks oraz k;p).

W tabeli 5.4. przedstawiono stale kinetyczne dla ukladu o-amylaza - skrobia
wyznaczone w oparciu o dane Kkinetyczne dla o-amylazy scukrzajacej i symulacje
komputerowa zgodnie z przedstawionym powyzej przykladem. Arkusz kalkulacyjny

przedstawiajacy sposOb wyznaczenia parametrow znajduje si¢ w zalaczniku.

Tab. 5.4. Wyznaczone stale rownan kinetycznych w oparciu o symulacje komputerowa (opis w tekscie).

rownanie Kinetyczne wyznaczone stale kinetyczne
rownanie Michaelisa-Menten: Siaki Michiaelisa:
k ; Liczba obrotow: '
_ RK3°CpCg . Menten:
Eitey k=408 fonn ] Ky = 5,47 [mg/ml]

réwnanie Michaelisa-Menten z

PR : Stala inhibicji
inhibicja kompetycyjna

i - Stata Michaelisa- kompetycyjnej
produl;tem reakcji: Liczha ubmww; Menten: produktem reakcji
“CptCy =42,14 [min’ i0zq):
V= 3 I ‘I.\ - k.i s [mln ] k.ﬂ == 7.69 ]0-3 [mg/ml] (mﬂf‘fﬂfrff)-q),
ky +c + 50 k= 5,44-10"* [mg/ml)

5.2.4. Wyznaczenie parametréow startowych dla innych programow
symulacyjnych

Dyskusyjnym jest wykorzystanie modelu iteracyjnego do wyznaczenia parametrow
innych programéw symulacyjnych. W praktyce wykorzystano opracowany model iteracyjny
do wyznaczenia parametrow programu edukacyjnego Gepasi [171], ktory umozliwia
w oparciu o przyjete rownania kinetyczne symulowanie procesOw enzymatycznych oraz
metabolicznych [128, 133]. Przykladowo, dla serii danych opisujacych proces hydrolizy
skrobi przy udziale o-amylazy przeprowadzono symulacj¢ komputerowa wykorzystujac
przedstawiony w pracy model iteracyjny. W jej wyniku uzyskano dodatkowe informacje
o ukladzie, ktore uwzgledniono przy deklarowaniu parametrow startowych w programie
Gepasi. Na rysunku 5.2. przedstawiono symulacje procesu Kkinetycznego opisywanego
poprzez rownanie monosubstratowe Henriego (parametrow startowe wyznaczono w oparciu

o model iteracyjny). Wersje¢ instalacyjng programu Gepasi zamieszczono w zalaczniku.
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Rys. 5.2. Symulacja reakcji przebiegajacej wg mechanizmu Henriego przy wykorzytaniu programu Gepasi.

5.3. Modelowanie typu oddzialywan pomiedzy enzymami
(synergizm, konkurencja)

W pracy zaproponowano stochastyczny opis uktadow wieloenzymatycznych.
Z powodzeniem udalo si¢ uwzgledni¢ w modelu takie zjawiska jak synergizm® lub
konkurencja+ pomigdzy réznymi typami enzymoéw uczestniczacych w reakcji enzymatycznej
degradaciji skrobi [2, 36, 37, 92, 155]. Wzajemne interakcje pomigdzy enzymami moga by¢

okreslone z zastosowaniem modelu iteracyjnego mig¢dzy innymi w oparciu o analizg:

1. zmiany liczby miejsc podatnych na dziatanie danego enzymu po wprowadzeniu do uktadu

modelowego czasteczek innego enzymu,

2. zmiany ilosci zderzen aktywnych i nieaktywnych w okreslonym czasu po dodaniu innego

enzymu,

roznicy  skladu  mieszaniny reakcyjnej dla ukladow  monoenzymatycznych

(%)

1 multienzymatycznych.

Przykladem synergistycznego oddzialywania miedzy enzymami, jest udostepnianie substratu dla
B- i glukoamylazy (koncow nieredukujacych) przez o-amylazg, hydrolizujaca wiazania a-1-—4-glikozydowe
wewnatrz tancucha poliglukozowego.

" Konkurencja nazywamy przypadek gdy rozne enzymy wspolzawodnicza z soba o dany substrat
(np. B- i glukoamylaza konkurujg migdzy soba przeprowadzajac atak na konce nieredukujace substratow).
W zalaczniku V przedstawiono symulacjg dla ukladu B-amylaza-glukoamylaza, w ktérym obydwa enzymu
konkurujg pomiedzy soba o dostep do koncéw nieredukujacych w czasteczkach skrobi.
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Przyklad wspotpracy pomigdzy enzymami amylolitycznymi podczas procesu hydrolizy
skrobi przedstawiono na rysunku 5.3. Dla ukladu zawierajacego mieszaning enzymow
o- i P-amylazy obserwuje si¢ wyzszy poziom degradacji skrobi, niz dla ukladow
zawierajacych pojedyncze enzymy. Wynika to z faktu, iz a-amylaza, udostgpnia B-amylazie
miejsca polozone wewnatrz czasteczek amylopektyny oraz z mozliwosci hydrolizy przez

B-amylaze krotkich oligosacharydow uwalnianych przez o-amylazg.

—— alfa-amylaza
beta-amylaza

alfa + beta-amylaza

stezenie cukrow redukujacych
[mg/ml]
w

0 20 40 60 80 100
czas [min]

Rys. 5.3 Zmiana stezenia cukrow redukujacych podczas reakcji hydrolizy skrobi przy udziale o-amylazy,
-amylazy i mieszaniny rownomolowej obydwu enzymow.

Przy modelowaniu procesow, w ktorych zachodza oddzialywania synergistyczne
pomigdzy enzymami istotne jest okreslenie wplywu stosunku st¢zen uzytych enzymoéw na
sktad poszczegdlnych frakcji produktow powstajacych w reakcji. Jest to szczegdlne wazne
w przypadku modelowania proceséw, w ktorych pozyskuje si¢ syropy glukozowe, gdyz ilos¢
frakcji poszczegolnych cukrow w produkcie koncowym decyduje o zastosowaniu syropow
glukozowych [17, 154]. W tabeli 5.5. przedstawiono wplyw stosunku ilosci czasteczek

a-amylazy i glukoamylazy na sktad koncowy produktu.

Tab. 5.5. Wplyw stosunku ilosci a-amylazy do glukoamylazy na skiad koficowy mieszaniny reakcyjnej.

stosunek Produkty koficowe
;:'l:?)ilniﬁai; glukoza maltoza maltotrioza maltotetraoza | maltopentacza maltoh:ksaoz g?:;tg::
100 : 1 3,30% 26,61% 13,65% 8,73% 26,11% 15,09% 6,21%
10:1 63,36% 26,13% 4,43% 2,58% 0,90% 0,27% 2,36%
1:1 70,99% 26,29% 0,48% 0,17% 0,05% 0,01% 2,03%
1:10 81,02% 16,68% 0,26% 011% 0,06% 0,02% 1,87%
1:100 91,05% 6,83% 0,09% 0,06% 0,03% 0,03% 1,80%
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Opracowany model iteracyjny umozliwia takze modelowanie procesow
synergistycznych, w ktorych wprowadza si¢ do uktadu po okreslonym czasie drugi enzym.
Przykladem takiego procesu, wykorzystywanego na skalg¢ przemystowa, jest wstgpne
uplynnianie skrobi przez a-amylazy z pozniejszym dodaniem enzymu scukrzajacego [2, 17,
152]. Na rysunku 5.4. przedstawiono symulacje procesu hydrolizy skrobi przy udziale
mieszaniny enzymow: o-amylazy i glukoamylazy [36] (pionowa zielona linia zaznaczono

czas, po ktorym zostaje wprowadzona do ukladu glukoamylaza).

5
—— cukry redukujgce

4 glukoza
%, maltoza
£ 3
3 maltotrioza
0
(=
3
] —— maltotetroza
o 2
c
S —— maltopentaoza
&
[}

1 —— maltoheksaoza

—— produkty posrednie
0
0 100 200 300 400
czas [min]

Rys. 5.4. Symulacja procesu wstepnego uplynniania skrobi i péZniejszego dodania enzymu uplynniajacego.
W symulacji przyjeto, ze do ukladu zawierajacego czasteczki a-amylazy, po wystapieniu 50 kolejnych zderzefi
nieaktywnych zostanie wprowadzony enzym scukrzajacy - glukoamylaza. Czas po ktérym dodano drugi enzym
reprezentuje na wykresie pionowa, zielona linia. (Przebieg symulacji przedstawiono w zataczniku).

5.4. Efektywnos¢ wykorzystania enzymu

Parametrem waznym szczegOlnie ze wzgledow ekonomicznych jest efektywnosé
wykorzystania enzymu. Parametr ten jest roznie okreslany w zaleznosci od specyfiki procesu,
jednak generalnie okresla sie nim dla danych warunkow prowadzenia reakcji zdolnosé
katalityczng enzymu [150]. Wykorzystujac model iteracyjny efektywnos¢ wykorzystania

enzymu w ukladzie mozna wyrazi¢ np. poprzez okreslenie stosunku ilosci zderzen aktywnych
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do calkowitej ilosci zderzen enzymu z czasteczkami cukrow. Na rysunku 5.5. przedstawiono

w jaki sposob zmienia si¢ ilo$¢ zderzen w ukladzie o-amylaza skrobia.
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Rys. 5.5. Efektywno$¢ wykorzystania enzymu w ukladzie wyrazona jako ilo$¢ zderzen aktywnych w stosunku do
calkowitej ilosci zderzen enzymu z czasteczkami cukrow. Wykorzystano dane dla a-amylazy uptynniajacej (ce
=335 pg/ml ; cgo = 19,0 mg/ml).

5.5. Analiza oddziatywan inhibicyjnych oraz mechanizmu ataku enzymoéw

W modelu zdefiniowano roéznorodne oddzialywania inhibicyjne” oraz uwzgledniono
podstawowe modele ataku enzymu na substrat (atak losowy, pojedynczy atak tancuchowy,
wielokrotny atak tancuchowy)’. Umozliwia to modelowanie ukladéw, w ktérych zachodza
wymienione oddziatywania oraz analiz¢ wptywu okreslonych oddziatywan na zachowanie
ukladu enzymatycznego oraz prognozowanie mechanizmu reakcji enzymatycznej [131, 146].
Przyktadowo rozpatrzono hydroliz¢ skrobi przy udziale mieszaniny enzymow a-amylazy
i B-amylazy. W ukladzie tym, zachodzi inhibicja kompetycyjna -amylazy maltoza uwalniang
w trakcie procesu hydrolizy powodujac spadek szybkosci reakcji adekwatny do stgzenia
inhibitora. W ukladzie mozna takze zaobserwowal nieznaczne réznice w udziale

procentowym poszczegélnych produktow reakeji. Symulacje obydwu omawianych procesow

przedstawiono na rysunku 5.6.

" W opracowanym programie komputerowym zawartym w zalaczniku wprowadzono mozliwo$¢ wyboru opcji
zwiazanych z inhibicja poszczegélnych enzyméw amylolitycznych. Zostaly one zdefiniowane w oparciu
o dostepne zrédfa literaturowe [6, 7, 14, 15, 17, 34,35, 38,41, 53,71, 78, 117, 145, 148, 151, 162, 177].

W zalaczniku przedstawiono przykladowa symulacje procesu hydrolizy skrobi przez (-amylaze
z uwzglednieniem wielokrotnego ataku tanicuchowego [17, 97].
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Rys. 5.6. Symulacja procesu hydrolizy skrobi przy udziale mieszaniny enzymow o- i B-amylazy. Na rysunku
5.6.a. przedstawiono zmiang st¢zenia produktéw w funkcji czasu przy zalozonym braku wystgpowania inhibicji
w ukfadzie. Rysunek 5.6.b. uzyskano przyjmujac w symulacji komputerowej ze B-amylazy jest inhibowana
kompetycyjnie maltoza uwalniana w reakcji. (Dla ulatwienia poréwnania przebiegow stezen, na obydwu
wykresach przyjeto jednakowe zakresy wartosci na poszczegdlnych osiach.)

W symulacji zalozono, ze substratem reakcji jest skrobia zawierajaca 30% amylozy i 70% amylopektyny oraz
przyjeto jednakowy stosunek aktywnosci obu enzymow. Za koniec symulacji uznano iteracj¢ w ktorej nastapito
1000 kolejnych zderzen nieaktywnych.
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5.6. Opis enzymatycznej biodegradacji biopolimeréw

Przedstawiony w pracy model enzymatycznej degradacji biopolimerow mozna
zaadaptowa¢ do opisu wigkszosci proceséw degradacji enzymatycznej biopolimeréw zaréwno
o strukturze liniowej, zblizonej do amylozy, jak i rozgal¢zionej o strukturze rozgalg¢zionej
zblizonej do amylopektyny. Adaptacja przedstawionego w rozdziale trzecim modelu do opisu
procesow degradacji innych biopolimeréw odbywa si¢ w trzech etapach:

1. zdefiniowanie reagentow (okreslenie substratu, produktow posrednich i1 koncowych

reakcji),
2. okreslenie mechanizmu dzialania enzymow przeprowadzajacych degradacije,

3. wyboru w modelu iteracyjnym przedstawionych opcji odzwierciedlajacych specyfike

danego procesu.

Przyktadowo., procesem Kktory jest rownie intensywnie badany jak hydroliza
enzymatyczna skrobi i ktory cieszy si¢ duzym zainteresowanie przemystu jest proces
enzymatycznej hydrolizy celulozy [125]. Celuloza jest naturalnym polisacharydem
o strukturze liniowej. wystepujacym w wigkszoséci organizméw roslinnych, zlozonym
z polaczonych ze soba wiazaniami p-1—4-glikozydowymi podjednostek glikozy
(rysunek 5.7.).

H OH CH,OH
Rys. 5.7. Schemat podjednostki celulozy.

Proces hydrolizy celulozy, mozna utozsami¢ z procesem hydrolizy amylozy,
przyjmujac ze hydrolizowane sg wiazania B-glikozydowe taczace monomery glikozy (zamiast
wigzan a-glikozydowych w czasteczce amylozy) 1 odpowiednio definiujac mechanizm ataku
enzymow hydrolizujacych celulozg. W tabeli 5.6. przedstawiono okreslone na podstawie
danych literaturowych [20, 33, 92, 102, 103, 113, 124, 126, 148] parametry modelu opisujace

proces degradacji celulozy przy udziale celulaz.
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Tab. 5.6. Okreslenie parametréow modelu dla biodegradacji celulozy.

substrat przyjete parametry modelu
celuloza $rednia ilos¢ podjednostek glikozy w czasteczkach celulozy (polimer liniowy)
cellulazy przyjete zalozenia w modelu

endo-1—>4-B-glukanaza’

podatne na atak sa wiazania 3-1—4-glikozydowe lezace wewnatrz czasteczek
celulozy

egzo-1—>4-B-glukanaza'

podatne na atak sg skrajne wiazania (-1-—4-glikozydowe w czasteczkach
celulozy; inhibitorem kompetycyjnym jest dimer glikozy (celobioza)
uwalniana jako produkt reakcji [92]; wiazania przy koncu nieredukujacym sa
hydrolizowane 1,7 razy szybciej, niz pozostale wiazania p-1—>4-glikozydowe
[113]

1—>4-B-glukozydazy*

katalizuja hydroliz¢ celobiozy do glikozy

" E.C. 3.2.14; endoglukanaza;4-glukanohydrolaza endo-1.4-B-D-glukanu (hydrolizuje czasteczke celulozy
wewnatrz fancucha, analogicznie jak a-amylaza w przypadku amylozy).

+

E.C. 3.2.1.91; celobiohydrolaza; celobiohydrolaza 1,4-B-D-glukanu (katalizuje uwalnianie czasteczek

celobiozy, analogicznie do dzialania $-amylaza na czasteczke amylozy).
*E.C. 3.2.1.21; B-glukozydaza; glukozydaza B-D-glukozydowa.
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6. Podsumowanie

6.1. Opis modelu

Opracowany model iteracyjny spelnia wszystkie zalozenia jakie postawiono przy
okreslaniu celow pracy. Opierajac si¢ na metodzie Monte Carlo zaproponowano
stochastyczny sposob opisu reakcji enzymatycznej degradacji biopolimerow. Zgodnie z teorig
zderzen przyjeto, iz w ukladzie reakcyjnym dochodzi do nieustannych zderzen czasteczek
enzymu z czasteczkami substratow. Rozrézniono zderzenia produktywne, w wyniku ktoérych
zachodzi reakcja enzymatyczna oraz zderzenia nieproduktywne nie prowadzace do hydrolizy
substratu [97, 151]. W modelu uwzgledniono takze mozliwos¢ takze zderzenia enzymu
z czasteczkami inhibitoréw. Przedstawiony w rozdziale trzecim algorytm zaklada iteracyjnos¢
procesu degradacji biopolimeru. Atakowang przez enzym czasteczke okresla si¢ w sposob
(pseudo)losowy. Schemat ogdlny modelu enzymatycznej degradacji biopolimerow

przedstawiono na rysunku 6.1.

Nadanie wartosci poczatkowych parametrom modelu. _1

A

Wyznaczenie czasu dyskretnego reakcji. l

‘ NIE

| Okreslenie czy w ukladzie znajduja si¢ czasteczki substratu? I———
* TAK

| Okreslenie czasteczki enzymu, dla ktorego atak bedzie rozpatrywany w danej iteracji. |

v

| Losowe okreslenie czasteczki i wiazania w czasteczee, ktore atakuje wyznaczona czasteczka enzymu. |

| Czy enzym moze zhydrolizowac atakowane wigzanie? l

M \NIE

Zderzenie aktywne | | Czy enzym zaatakowal czasteczkg inhibitora kompetycyjnego? |
— NE y TAK
| Zderzenie nieaktywne | | Zderzenie z inhibicjq kompe.fycyqan
\
- A \ Koniec

Rys. 6.1. Ogolny schemat blokowy modelu enzymatycznej hydrolizy polimeru.
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6.2. Uzyskane wyniki

Opracowano uniwersalny model umozliwiajacy symulacje wigkszosci procesow
enzymatycznej degradacji biopolimeréw. W przeciwienstwie do modeli spotykanych
w literaturze, umozliwia on jednoczesne uwzglednienie zlozonosci substratu oraz
symulowanie proceséw multisubstratowych i multienzymatycznych, w ktérych dopuszcza sig
mozliwo$¢ wystapienia szeregu dodatkowych oddzialywan enzyméw z okreslonymi
sktadnikami ukladu. Zaproponowano zapis omawianej reakcji w oparciu o zdefiniowane
w modelu binarna funkcje charakterystyczng oraz funkcje polqczen. Podano parametry
startowe modelu dla ukladow: skrobia - amylazy (rozdzial 4.2.2.) oraz celuloza - celulazy
(rozdziat 5.6.).

Na bazie opracowanego modelu stworzono program komputerowy umozliwiajacy
symuluj¢ omawianych w rozdziale czwartym procesow (opis programu zostal zamieszczony
w dodatku IV). Przeanalizowano wplyw wybranych parametréw modelu na uzyskiwane
wyniki symulacji (np. stopnia polimeryzacji amylopektyny na sklad koncowy produktu).
Przedstawiono algorytm, pozwalajacy na szybka translacj¢ parametréw modelu do
odpowiadajacych im wielkosci fizycznych. Opracowany model iteracyjny wykorzystano do
modelowania reakcji enzymatycznej hydrolizy skrobi przy udziale enzymoéw amylolitycznych,
uzyskujac bardzo wysoka zgodnos¢ danych doswiadczalnych z symulacjami komputerowymi.
Uwzgledniono specyfike opisywanego procesu (np. budowe skrobi, inhibicj¢ kompetycyjna
B-amylazy maltoza uwalniang podczas reakcji). Okreslono przebiegi st¢zen powstajacych
w reakcji oligosacharydow i produktow posrednich. W przypadku ukladu o- i B-amylaza
potwierdzono  wystepowanie oddzialywan synergistycznych pomiedzy enzymami.
Dla analizowanych ukladéw enzymatycznych wyznaczono parametry modelu pozwalajace
na modelowanie opisywanych procesow dla innych wartosci stgzen enzymu i substratu,
niz wykorzystane w pracy dane eksperymentalne. Rozszerzono informacje o ukladach
eksperymentalnych (m.in. wyznaczono przebiegi stgzen produktow posrednich i wybranych
oligocukrow oraz okreslono zmiany jakim podlegaja podczas reakcji czasteczki amylozy
i amylopektyny). Podjeto takze probe symulacji proceséw nie opisane przez dostepne dane

doswiadczalne”. Wyniki wszystkich symulacji zostaly przedstawione w zataczniku.

" Wykonano m. in. symulacje komputerowa procesu, w ktorym po okreslonym czasie zostaje wprowadzony do
uktadu drugi enzym (rys.5.4.).
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6.3. Zalety modelu

"%

pracy zaprezentowano zalozenia modelu iteracyjnego opisujacego proces

enzymatycznej degradacji  biopolimerow. Ponizej przedstawiono podstawowe zalety

opracowanego modelu iteracyjnego:

M Model iteracyjny pozwala na uwzglednienie:

v

v

budowy biopolimeru (struktura liniowa lub rozgal¢ziona [106]),
miejsca ataku enzymu na czasteczke substratu [151],

mechanizmu ataku enzymatycznego (atak losowy, pojedynczy atak tancuchowy,
wielokrotny atak tancuchowy [17]),

roznych powinowactw enzymow do czasteczek substratu [50],

wystepowania roznych typow inhibicji (inhibicja substratowa, produktami reakcji,
kompetycyjna, nieckompetycyjna, akompetycyjna [144]),

wzajemnych interakcji migdzy enzymami (synergizm, konkurencja [24]),

reakcji nieenzymatycznych przebiegajacych réwnolegle z rozpatrywanym
procesem enzymatycznej degradacji biopolimeru (np. izomeryzacji lub kondensacji
[98]),

wplywu czynnikow fizycznych, takich jak np.: temperatura, ggstosé lub lepkoscé
roztworu [27],

zmiany warunkOow procesu lub st¢zenia reagentow podczas trwania reakcji,
co umozliwia np. uwzglednienie inaktywacji enzymu lub analiz¢ ukladu, do

ktorego wprowadzamy po okreslonym czasie inny enzym.

M Model iteracyjny pozwala na okreslenie przebiegéw stgzen wszystkich zdefiniowanych

reagentéw w analizowanym ukladzie.

M Parametry modelu iteracyjnego koresponduja z parametrami charakterystycznymi dla

innych modeli (np. liczba zderzen aktywnych = liczba obrotéw enzymu).

M Model iteracyjny jest jednym z nielicznych modeli, ktory opisuje jednoczesnie uklady

multienzymatyczne 1 multisubstratowe (w tym takze uklady w ktérych wystepuje
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mieszanina substratdéw o strukturze liniowej i rozgalezionej) pozwalajac na okreslenie
zmian st¢zen wszystkich reagentoéw w ukladzie.

Model ulatwia badanie stechiometrii reakcji i pozwala na pelniejsza analize ukladu
poprzez rozszerzenie informacji o ukladzie (np. okreslenie ilosci miejsc w substracie
podatnych na dzialanie okreslonego typu enzymu: okreslenie stopnia wykorzystania
enzymu poprzez wyznaczenia dla danego enzymu stosunku zderzen aktywnych i zderzen

nieaktywnych, w ktorych uczestniczy w okreslonym przedziale czasu).

Modyfikacja modelu pozwala na symulowanie proceséw, w ktorych sa selektywnie
odprowadzane lub dodawane reagenty podczas trwania reakcji (np. procesy o charakterze
ciaglym, procesy w ktorych odprowadzamy substraty).

W poréwnaniu z innymi modelami multisubstratowymi [25, 122, 155], model iteracyjny
operuje malq liczba parametrow.

Na podstawie zdefiniowanych w modelu funkcji charakterystycznej A oraz funkcji
polgczen B, mozliwe jest $ledzenie i analizowanie zmian jakim ulega biopolimer podczas
procesu jego degradacji.

Model iteracyjny cechuje duza elastyczno$¢ pozwalajaca na jego adaptacj¢ do opisu,

symulacji i optymalizacji réznorodny procesow przemystowych i laboratoryjnych.

6.4. Mozliwosci zastosowania modelu

Dzigki uwzglednieniu szeregu zjawisk towarzyszacym procesom enzymatycznej

hydrolizy biopolimeréw, opracowany model iteracyjny moze nalez¢ szerokie zastosowanie

m.in. do:

=

opisu, symulacji i optymalizacji procesow przemystlowych (np. procesu uplynniania

i scukrzania skrobi przy udziale mieszaniny egzo- i endo-amylaz),

rozszerzenia informacji o ukladzie (np. poprzez okreslenie st¢zen wszystkich reagentow
wystepujacych w badanym ukladzie, okreslenie zmian w strukturze substratu

zachodzacych podczas reakcji),
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= prognozowania zmiany okreslonych parametrow ukladu na przebieg reakeji
depolimeryzacji (np. okreslenie wplywu stosunku ilosci a-amylazy do glukoamylazy
w preparacie enzymatycznym na sklad produktu koncowego uzyskiwanego w procesie

hydrolizy skrobi - tabela 5.5.),
=  wyznaczenia parametrow innych modeli (rozdziat 5.2),
=  okreslenia wzajemnych interakcji pomigdzy enzymami (rozdziat 5.3),

=  analizy oddzialywan inhibicyjnych oraz mechanizmu ataku hydrolaz (rozdziat 5.4).

Modelowanie omawianych procesow jeszcze 5 lat temu wymagalo drogich maszyn
liczacych, jednak obecnie nawet na $redniej klasy komputerze domowym mozliwa jest
symulacja ukladow zawierajacych tysiace podjednostek monomeréw tworzacych biopolimery.
Tym samy stworzona zostala mozliwos¢ szybkiego i taniego modelowania oraz analizowania

przebiegow skomplikowanych reakcji enzymatycznej degradacji biopolimerow.

83



Piotr Wojciechowski
Dodatek | - Opis skrobi i wybranych enzymow amylolitycznych

Dodatek 1

Opis skrobi i wybranych enzyméw amylolitycznych

A. Opis skrobi

B. Opis wybranych enzyméw amylolitycznych
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A. Opis skrobi

Skrobia nalezy do najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie wielocukrow,
stanowiac podstawowy material zapasowy w komorkach roslinnych. Powstaje ona w wyniku
asymilacji dwutlenku wegla przez fotosyntezujace rosliny. Jest glownym skladnikiem
weglowodanowym pokarmu czlowieka obecnym w wigkszosci warzyw, a takze we
wszystkich potrawach macznych [48, 105].

Pod wzgledem chemicznym jest produktem niejednorodnym, zlozonym z dwoch
glukanow: amylopektyny (15+80%) i amylozy (20+85%). Amyloza jest liniowym polimerem
ztozonym z reszt D-glukozy powiazanych wigzaniami o-1-—4-glikozydowymi (rys. 1.1a),
natomiast amylopektyna jest polimerem rozgalezionym, zawierajacym dodatkowo pewna
ilo§¢ wiazan a-1—>6-glikozydowych (rys 1.1b)". W roztworach wodnych amyloza tworzy
roztwory koloidalne, w przeciwienstwie do amylopektyny, ktora ogrzana w wodzie pgcznieje
i tworzy klajster (kisiel, krochmal). Stosunek amylozy do amylopektyny w skrobi oraz
stosunek ilosci wigzan a-1—>4 do a-1—->6 w czasteczkach amylopektyny zalezy nie tylko od
gatunku rosliny, z ktorej pochodzi, ale i od jej wieku, okresu i warunkéw wegetacji, a takze
w mniejszy stopniu od sposobu pozyskiwania skrobi. Powyzsze roznice w budowie
i wielkosci czasteczek skrobi wplywaja w sposob znaczacy na jej wlasciwosci
fizykochemiczne, a takze organoleptyczne (przykladowo na rys. 1.2. przedstawiono wplyw
modyfikacji skrobi na jej konsystencjg).

Srednia masa amylozy ze skrobi ziemniaczanej waha si¢ od 4 do 17 kDa. natomiast
amylopektyny od 200 do 600 kDa. Niektore prace wzmiankujgq o bardziej zlozong budowe
skrobi, przedstawiajac ja jako ..ziarno” ztozone z dwodch warstw rézniacych si¢ wzajemnie
proporcjami amylozy (w wigkszym stopniu skupionej we wnetrzu ziarenek) i amylopektyny

(przewazajacej w otoczce ziarenek) [10, 173, 174, 181].

" Stosunek liczby wiazan a-1—4-glikozydowych do ilosci wiazan o-1->6-glikozydowych okreslany bywa
w literaturze jako stopien polimeryzacji DP (ang. polimerization degree).
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a)
0
koniec kcniec_
nieredukujacy H OH H OH H OH  redukujacy
b)

punkt rozgalezienia
(wigzanie a-1-6-glikozydowe)

fancuch podrzgdny

tancuch glowny  CH,OH

Rys. I.1. Budowa czasteczki skrobi [88, 175].

a) struktura czasteczki amylozy;

b) fragment czasteczki amylopektyny (kolorem niebieskim zaznaczono fragment okreslany jako
punkt rozgalezienia w czasteczce).

natywna skrobia z natywna skrobia wosko- natywna skrobia z natywna skrobia skrobia tradycyjnie
kukurydzy podobna z kukurydzy manioku (tapioca) NOWATION" 2300 modyfikowana

Rys. 1.2. Poréwnanie przykltadowych typow skrobi (roztwory skrobi zabarwiono czerwonym
barwnikiem, wg National Starch and Chemical Company) [166].
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B. Opis wybranych enzymoéw amylolitycznych

Amylazy sa enzymami produkowanymi zaréwno przez rosliny, zwierzgta, jak

i grzyby. U kregowcow pelnia one funkcje typowych enzymow trawiennych i sa obecne m.in.

w $linie i wydzielinie trzustkowej. W $wiecie roslinnym, wystepujg one zwlaszcza w ziarnach

kielkujacych zb6z, gdzie nastgpuje ich synteza majaca za zadanie ,uaktywnienie”

zgromadzonego w formie skrobi materialu energetycznego. Podstawowe kryteria podziatu

enzymoOw amylolitycznych spotykane w literaturze przedstawiono w Tab. I.1.

Tab. I.1. Rozne kryteria podziatu enzyméw amylolityczaych.

Kryterium podzialu enzyméw amylolitycznych:

Typy enzyméw amylolitycznych:

< ze wzgledu na typ hydrolizowanego wiazania O  hydrolizujace wiazania a-1—4-glikozydowe:
glikozydowego e o-amylazy,
. B-amylazy,
¢ endo-o-amylazy.
O hydrolizujace wiazania a-1-6-glikozydowe:
e enzymy znoszace rozgalgzienia (izoamylazy, pullulanazy)
QO  hydrolizujace wiazania a-1—->4- i a-1—>6-glikozydowe:
*  glukoamylazy,
o pullulenazy.
<> ze wzgledu na miejsce hydrolizowanego O endoamylazy: O  egzoamylazy:
wiazania glikozydowego w czasteczee skrobi e a-amylazy, o [-amylazy,
(cigcie .z brzegu™ lub wewnatrz lancucha™) e  pullulenazy, e glukoamylazy,
o cyklodekstrynazy. e egzo-a-amylazy.
< ze wzgledu na zachodzace procesy QO  amylazy uplynniajace: QO  amylazy scukrzajace:
e w-amylazy, . B-amylazy,
- izoamylazy, e glukoamylazy,
. pullulenazy, e egro-g-amylazy.
*  cyklodekstrynazy.
< ze wzgledu na pochodzenie O  roslinne, O zwierzgce,
O bakteryjne, QO grzybowe.
< ze wzgledu na forme anomeryczna produktow O  amylazy uwalniajace produkty w formie anomerycznej
(np. a-amylazy, cyklodekstynazy),
O amylazy uwalniajace produkty w formie niecanomerycznej
(B-amylazy i glukoamylazy).
o ze wzgledu na budowe przestrzenna oraz centow | O struktura walca (B/a)s .
aktywnych amylaz O struktura (B/a)s {B-amylazy}
Q  struktura walca (o/a) {glukoamylazy}.
@ ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne O  termostabilne,
O |, kwasne”, ,zasadowe” (optimum pH),
O metalozalezne (wymagajace obecnosci jonow metali, np. Mgz". Co™,
Mn®" lub wrazliwe na obecnos¢ jonow Ca’").
<> ze wzgledu na czynnik wywolujacy inhibicje O  inhibowane substratem,
enzymu O  inhibowane produktem (produktami) reakcji,
O  inhibowane (ulegajace inaktywacji) pod wplywem innego czynnika.
- ze wzgledu na mechanizm inhibicji O enzymy ulegajace inhibicji  kompetycyjnej,  nickompetycyjngj,

akompetycyjnej, itp.
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Enzymy amylolityczne, zgodnie z klasyfikacja stworzong w 1961 roku przez Komisj¢
Enzymowa Miedzynarodowej Unii Biochemicznej, zaliczane sgq do klasy hydrolaz, podklasy
hydrolaz atakujacych wigzania glikozydowe (EC 3.2.). Klasyfikacja na podpodklasy oparta
jest na polozeniu hydrolizowanego wigzania glikozydowego w czasteczce substratu.
Ze wzgledu na charakter pracy przedstawiono skupiono si¢ jedynie na przedstawieniu
schematu dzialania wybranych enzyméw amylolitycznych oraz innych enzymow zwiazanych

z procesem hydrolizy skrobi.

o-amylazy (EC 3.2.1.1) - hydrolizuja wigzania a-1—4-glikozydowe usytuowane wewnatrz
czasteczki skrobi. Wiekszo$¢ o-amylaz nie hydrolizuje wiazan o-1-—>4-glikozydowych
znajdujgcych sie w bezposrednim sasiedztwie miejsc rozgal¢zienia w czasteczkach
amylopektyny. Schemat dziatania o-amylazy na czasteczke amylopektyny przedstawiono na
rys. 1.3. Dodatkowo w zalaczniku zawarto animacj¢ komputerowa przedstawiajaca atak

losowy a-amylazy na czasteczk¢ amylopektyny.

Przykladowe produkty reakcji:

T
WA S

Rys. [3. Schemat ataku o-amylazy na czasteczkg¢ amylopektyny. Podjednostki glukozy
w czasteczkach skrobi zaznaczono szesciokgtami, miejsca ataku enzymu na wiazania glikozydowe
zaznaczono strzatkami, czerwonym kolorem oznaczono koniec redukujacy w tancuchu.
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egzo-a-amylazy - katalizuja reakcj¢ uwalniania od koncéw nieredukujacych skrobi liniowych

oligosacharow. W zaleznosci od typu enzymu zawieraja one od trzech do sze$ciu reszt

glukozowych.
E, Eq
E
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(020,00, 0,00 0,0, 0L 000, 0L 0L 02020
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E, ° E,
o000
0000, 0,0 0000050 O-O-O-0-C (020, 0,0,0,020,0,02020202020
(0020, 0,0,0,0
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(0200 0L 0,000,002 0) (0L 0L 0,0, 0,02 0202020202020
(020020200 o000

Rys. 1.4. Schemat ataku egzo-o-amylaz na czasteczke amylozy, zaznaczono miejsca ataku
poszczegblnych typow egzo-o-amylaz (oznaczenia jak na rys. 1.3.).

pullulanazy (EC 3.2.1.41) - hydrolizuja wiazania o-1—6-glikozydowe w czasteczce skrobi.
Wyr6zniane sa takze amylopullulanazy i neopullulanazy hydrolizujace zaré6wno wiazania
a-1—6-glikozydowe, jak i wigzania a-1—>4-glikozydowe. Produktami reakcji hydrolizy
skrobi przy udziale amylopullulanaz i neopullanaz jest mieszanina krétkich oligochacharydow
(DP = 3 + 8) pozbawiona praktycznie dekstryn granicznych zawierajacych wigzania o-1—6-

glikozydowe [163].
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B-amylazy (EC 3.2.1.2) - katalizuja hydroliz¢ wigzan o-1-—4-glikozydowych migdzy druga,
a trzecia podjednostka glukozy liczac od konca nieredukujacego w czasteczce skrobi.
W zaleznosci od wielkosci od budowy centrum aktywnego enzymu, reakcja hydrolizy skrobi,
zostaje zatrzymana w odleglosci od 2 do 5 podjednostek glukozy od miejsca potozenia
wigzania o-1—6-glikozydowego. Przyjmuje si¢, ze niektore P-amylazy ulegajg inhibicji
kompetycyjnej maltoza uwalniang w wyniku reakcji. Na rys. 1.5. przedstawiono schematy

ataku B-amylazy na czasteczke amylopektyny oraz roznych mechanizmow reake;ji.

Produkty hydrolizy.

b) l Produkty:
o0
OC-OC-O0O0O0O0O0O0000000
&) Produkty:
f\/\f\f\j 500
o-Oo-O0-000
4 /_\l Produkty:
N NS 800

Rys. I.5. Schemat ataku -amylazy (oznaczenia jak na rys. [.3.).

a) atak P-amylazy na czasteczke amylopektyny,

Mozliwe mechanizmy dziatania B-amylazy [17]:

b) atak losowy (ang. random attack) - adsorpcja, pojedyncze cigcie wiazania glikozydowego,
desorpcja z uwolnieniem jednej czasteczki maltozy.

¢) wielokrotny atak fancuchowy (ang. multiple chain attack) - adsorpcja, seria cig¢ prowadzaca do
sekwencyjnego uwalniania  czasteczek maltozy, desorpcja. Animacj¢ komputerowa
przedstawiajaca ten typ ataku (3-amylazy na czasteczke amylozy zaprezentowano w zataczniku.

d) pojedynczy atak fancuchowy (ang. single chain attack) - adsorpcja, hydroliza do konca lancucha
co drugiego wigzania a-1—4-glikozydowego u uwalnianiem czasteczek maltozy, desorpcja.
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glukoamylazy (y-amylazy) (EC 3.2.1.3) - uwalniajg czasteczki glukozy, hydrolizujac
wigzania o-1—>4-glikozydowe od nieredujacego konca lancucha poliglukozowego. Wigkszos¢
glukoamylaz posiada réwniez zdolno$¢ hydrolizy takze wigzan o-1—6-glikozydowych

znajdujacych si¢ przy nieredukujacej reszcie glukozowej w tancuchu.

Produkty reakc;ji:

Rys. 1.6. Schemat ataku glukoamylazy na czasteczke oznaczenia jak na rys. 1.3.).

izoamylazy (EC 3.2.1.68) - hydrolizuja wigzania a-1—>6-glikozydowe wewnatrz czasteczki

skrobi, powodujac uwolnienie liniowych polisacharydow.

Produkty reakcji:

Rys. I.7. Schemat ataku izoamylaz na czasteczke amylopektyny (oznaczenia jak na rys. 1.3.).

" Potocznie izoamylazy nazywane sa enzymami znoszacymi rozgalezienia.
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Oprocz hydrolaz w procesach zwiagzanych konwersja skrobi i glukozy stosowane sg takze inne

enzymy, takie jak:

cyklotransferazy (EC 2.4.1.19) - naleza do klasy transferaz, i podobnie jak egzo-o-amylazy
katalizuja reakcj¢ uwalniania oligosacharydow od koncoéw nieredukujacy —skrobi.
W przeciwienstwie jednak do egzo-o-amylazy uwalniane produkty nie sa w formie liniowe;j,

lecz maja forme zamknigtych pierscieni cyklodekstrynowych (rys. 1.8.).

gamma-glikozylotransferaza

beta-glikozylotransferaza

alfa-glikozylotransferaza

Y

a0, 0,0,0,0,0,0,0202020,02020

gamma - alfa
20202020000 Oo-O-C-O0-0-0O-00 O-O-O0-O0-O-0O000
gamma-cyklodekstryna beta-cyklodekstryna alfa-cyklodekstryna

Rys. 1.8. Schemat ataku cyklotransferaz na czasteczk¢ amylozy, zaznaczono miejsca ataku
poszczegolnych typow cyklotransferaz (oznaczenia jak na rys. 1.3.).

izomerazy ksylozowe (izomeraza glukozowa) (EC 5.3.1.5) - wykorzystywana przemystowo

gldwnie w procesie izomeryzacji D-glukozy do D-fruktozy (rys. 1.9.).

CH,OH
CH,0H g
R OH
izomeraza ksylozowa
i
55 H  OH
H CH,OH
H OH OH H

Rys. 1.9. Schemat dzialania izomerazy ksylozowej, na przyktadzie izomeryzacji glukozy do fruktozy.
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glikozylotransferaza rozgal¢zien o-glukanu (amylo-1—4-1—6-glukozylotransferaza),
katalizuje reakcje przeniesienia fragmentu liniowego tlaficucha poliglukozowego
z utworzeniem wigzania o-1—>6-glikozydowego [121], zgodnie ze schematem

przedstawionym na rys. 1.10.

OO OO OO OO OFORO-COFCF

lancuch podrzedny

lancuch glowny

O-O-0-0-0-3-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0

Rys. 1.10. Schemat dzialania glikozylotransferazy rozgalezien o-glukanu na czasteczke amylozy.
Kolorem zielonym zaznaczono przenoszony fragment poliglukozowy, pozostale oznaczenia zgodne
rys. L.3.

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze nawet enzymy otrzymywane w roznych szczepow tego
samego gatunku bakterii, moga si¢ rozni¢ powinowactwem do substratu, wrazliwoscig na
temperature, a takze wydajnoscia procesu konwersji skrobi. Enzymy, w tym enzymy
amylolityczne moga takze prowadzié¢ reakcje odwrotne (ang. reverse reaction). Uwidacznia
si¢ to szczegdlnie w koncowym etapie reakcji, gdy wystepuje niedobdr substratu, przy
jednoczesnie wysokim st¢zeniu produktu. Przykladowo glukoamylaza moze katalizowac
reakcje .laczenia” sie¢ czasteczek glukozy 2z utworzeniem m.in.: o.B-trehalozy
(o-D-glukopyranozylo-B-d-glukopyranozy), kojibiozy (2-0-a-D-glukopyranozylo-D-glukozy),
nigerozy (3-0-o-D-glukopyranozylo-D-glukozy), maltozy (4-a-D-glukopyranozylo-D-glukozy),
izomaltozy (6-0-o-D-glukopyranozylo-D-glukozy), maltotriozy (4-0-a-D-glukopyranozylo-
maltozy), panozy (6-0-a-D-glukopyranozylo-D-maltozy), izopanozy (4-0-a-D-
glukopyranozylo-izomaltozy) oraz izomaltotriozy (6-0-a-D-glukopyranozylo-D-izomaltozy)
[98].
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Dodatek 11
Przyklad wyznaczenia czasu reakeji

dla ukladu multienzymatycznego
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A. Przyktad wyznaczenia czasu reakcji dla uktadu multienzymatycznego

Zaloézmy, ze w opisywanym przykladzie rozpatrujemy pigé czasteczek enzymow (trzy
a-amylazy i po jednym [-amylazy i glukoamylazy). W celu lepszego zobrazowania
przypiszmy odpowiednim stalym czasowym wartosci liczbowe charakteryzujace poszczegolne
enzymy :
$  o-amylaza: czas zderzenia aktywnego: ty.x = 20 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:

tanak = 7 [ns],

#  P-amylaza: czas zderzenia aktywnego: tp.x = 15 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:
tpnak = O [ns] oraz dodatkowo czas zderzenia nieaktywnego z inhibicja kompetycyjng
maltoza: tyix = 30 [ns]

#  glukoamylaza: czas zderzenia aktywnego: t,.x = 8 [ns]; czas zderzenia nieaktywnego:
tgnak = 5 [ns],

Czasteczki enzymoOw zostaly ponumerowane w nastgpujacy sposob: trzem czasteczka

a-amylazy zostaly przypisane numery: 1, 2 i 3. B-amylazie numer 4, a glukoamylazie

numer 5. Poniewaz na poczatku symulacji wartosci wszystkich parametréw t. wynosza zero,

o kolejnosci rozpatrywania poszczegélnych zderzen enzymoéw decyduje parametr €.

Rozpatrzmy jak hipotetycznie moze przebiega¢ proces hydrolizy policukru w przedstawionym

uktadzie wedtug przedstawionego modelu:

(0) W chwili rozpoczgcia symulacji, wartosci parametru t. dla wszystkich czasteczek
enzymu Wynoszg zero.

(1) Poniewaz wszystkie wartosci t. sa sobie réwne, jako pierwsza rozpatrywana jest
czasteczka enzymu o najnizszej wartosci parametru &. W przykladzie jest to a-amylaza,.
Symulowany jest akt pojedynczego zderzenia a-amylazy wg zalozen odpowiedniego
modelu (model hydrolizy skrobi przy udziale o-amylazy). Zal6zmy, ze doszlo do
zderzenia aktywnego, czas reakcji dla =1, wynosi: (te); = (te)1 + taak = 0 + 20 = 20 [ns].

(2) Podobnie jak w (1) rozpatrujemy zderzenia o-amylazy,. Przyjmijmy, Ze i tym razem

dochodzi do zderzenia aktywnego: (te)2 = (te)2 + taak = 0 + 20 = 20 [ns].

" Podane tu wartosci stuza jedynie zilustrowaniu przykladu i nie sa zwiazane z konkretnym enzymem.
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3)

4)

&)

(6)

(7

®)

)

(10)

Rozpatrujemy trzecig czasteczke a-amylazy;. Tym razem zalézmy, ze doszlo do
zderzenia nieaktywnego: (te)3 = (te)s + tanak =0+ 7 =7 [ns].

Tym razem rozpatrywang czasteczka enzymu jest B-amylaza, jesli doszto do zderzenia
aktywnego to: (te)s = (te)a + thak =0+ 15 =15 [ns].

Ostatnia czasteczka enzymu, dla ktorej warto$¢ parametru t. jest roOwna zero jest
glukoamylaza. Przyjmijmy, iz doszlo do zderzenia nieaktywnego: (te)s = (te)s + tgnak =
0+5=35[ns].

Rozpatrywane jest zderzenie enzymu, dla ktérego wartos¢ parametru t. jest najmniejsza.
Poniewaz aktualne wartosci parametréow t. wynosza: (te); =20; (te)2 =205 (te); =7,
(t)s=15 1 (t)s =5, najnizsza wartos¢ ma parametr t. dla enzymu o numerze
porzadkowym 5, takze ponownie rozpatrywany jest atak glukoamylazy. Zat6zmy, ze tym
razem dochodzi do zderzenia aktywnego: (tc)s = (te)s + teak =5 + 8 = 13 [ns].

Tym razem, najnizszgq warto$¢ parametru t, ma o-amylazas. Jesli dojdzie do zderzenia
aktywnego 10: (te)s = (to)s + tga = 7+ 20 = 27 [ns].

Rozpatrywany jest atak glukoamylazy, w przypadku zderzenia nieaktywnego:
(te)s = (te)s + tgnak = 13 + 5= 18 [ns].

W dziewigtej iteracji najnizsza warto$¢ parametr te przyjmuje dla B-amylazy. Zalozmy
enzym zaatakowal czasteczke maltozy 1 doszlo do inhibicji kompetycyjne;j:
(t)s = (te)s + toak = 15 + 30 =45 [ns].

Kolejno rozpatrujemy atak czasteczki glukoamylazy, w przypadku zderzenia

nieaktywnego: (te)s = (te)s + thax = 18 + 5 =23 [ns].

Symulacja reakcji przebiega, az zakonczenia reakcji. Rozpatrywany przyklad dla

pierwszych dziesieciu cykli symulacji przedstawiono w skroconej formie w tabeli IL1.

Dyskretny czas reakcji zostal wyznaczony z zaleznosci:

Ly :%g(te)i .
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Tab. 1. Przykiad symulacji uktadu zawierajacego pig¢ czasteczek enzymdw. Literg = oznaczono w tabeli symbol
zderzenia jakie jest rozpatrywanie wzgledem danej czasteczki enzymu (ak - zderzenie aktywne; nak - zderzenie
nieaktywne, ik - inhibicja kompetycyjna).

lteraca a-amz(laza. a-amflazag (l—am-)j lazas B—amglazzu y—amilazas c‘::i—;?:éi
(E=1) (£=2) (£=3) (=4) (&=5)

n E (te)e- =, (te)e=2 = (te)e=s Zq (te)e-4 Es (te)e=s tr
0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 0
1 ak 020 - 0 - 0 - 0 - 0
2 - 20 ak 0—-20 - 0 - 0 - 0 8
3 - 20 - 20 nak 07 - 0 - 0 9.4
4 - 20 - 20 - 7 ak 0—15 - 0 12,4
5 - 20 - 20 - 7 - 15 nak 0-5 13,4
6 - 20 - 20 - 7 - 15 ak 513 15
7 - 20 - 20 ak 727 - 15 - 13 19
8 - 20 - 20 - 27 - 15 nak |13—18 20
9 - 20 - 20 - 27 ik 1545 - 18 26
10 - 20 - 20 - 27 - 45 nak | 1823 27

Interpretacj¢ graficzna obrazujgca zmiang wyznaczanych czasow

pierwszych iteracji przestawiono na rys. II.1.

250
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@ 100
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(2]
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0 20 40 60 80
numer iteracji [n]
Rys. II.1. Zalezno$¢ czasow reakcji (t.): oraz tg w funkcji numeru iteracji (n).

Rys. II.1. Zalezno$¢ czasow reakcji (t.): oraz tg w funkcji numeru iteracji (n).
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Dodatek III
Algorytmy szczegélowe hydrolizy amylozy i amylopektyny

przy udziale wybranych enzymoéw amylolitycznych

A. Hydroliza amylozy przy udziale -amylazy.
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A. Hydroliza amylozy przy udziale f~-amylazy.

)

Czasteczkami substratéw sa czasteczki amylozy, (/g,, =4 ) oraz ( wum =3 ).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy i maltotriozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre§lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okre§lana jest liczba z przedzialu 1+/g.u, ktora

w jednoznaczny sposob okre$la podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz

wigzanie przy weglu C, w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczk¢ amylozy, w miejscu
podatnym na dzialanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylozy w miejscu niepodatnym na dzialanie
-amylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.

Miejscem podatnym na dziatanie B-amylazy jest wiazanie a-1—4 migdzy druga i trzecia podjednostka

glukozy w czasteczce amylozy, liczac od konca nieredukujacego wiazanie podatne na atak B-amylazy

posiada numer ( w,,, - 2 ).

[lo$¢ wigzan o-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania

B-amylazy wynosi: wh,, = Int( (W, - 1)/ 2).

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

7.1 liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy maleje o dwie: [/gun]n = [1€am - 2]ne1.
7.2. ilo§¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylozy maleje o dwa: [Wamln = [Wam - 2015
T3 krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w faficuchu amylozy pozostaje bez zmian: [/g.,]a = [I€an]n+1,
8.3. ilos¢ wigzan a-1—>4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wuuln = [Wamlns1,

8.4. krok symulacji zwigekszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjg, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach
amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania B-amylazy wynosi zero: wb,, = 0.
Miara postepu reakcji jest ilo$¢ koncodw redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy

przez f-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale p-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylozy przy udziale 3-amylazy - schemat blokowy.

START

i

Amyloza (§ 1)
igum = 4
Wom = !gmrr‘]
‘Wbum = lnt((“‘(h‘!l @ ]) "II 2)
n=0
Wham > 0 Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
> w czasteczce, ktore atakuje -amylaza. <
§4)
Czy enzym jest wstanie ,rozciac” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)
TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
!gmu == ’lgum '22 n=n-+l -
Wam = Wam =
“’bum’ i “’bum e ]
n=n+1

KONIEC
SYMULACJI
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B. Hydroliza amylozy przy udziale glukoamylazy (y-amylazy).

o

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylozy, ( /g,, = 3 ) oraz (w,, =22).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki glukozy i maltozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczKi

zawarte w roztworze. W sposdb losowy okre$lana jest liczba z przedzialu 1+/g.u, ktora

w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz

wigzanie przy weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczk¢ amylozy, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylozy w miejscu niepodatnym na dzialanie
glukoamylazy lub enzym atakuje inng czasteczke.

Miejscem podatnym na dzialanie glukoamylazy jest wiazanie o-1—>4 migdzy pierwsza i druga

podjednostkg glukozy w czasteczce amylozy liczac od konca nieredukujacego, wigzanie podatne na

atak B-amylazy posiada numer ( w,,, - 1).

lloéé wiazan o-1—4 w czasteczce amylozy potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania

B-amylazy wynosi: whg,, = Int(w, / 2).

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka glukozy:

Fils liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy maleje o jedna: [Igum]s = [1€am - 1n:1,
7.2. ilo$¢ wiazan o-1—4 w czasteczce amylozy maleje o jedno: [wy,lo = [Wam = s
7.3 krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylozy pozostaje bez zmian: [/g,u]n = [/gumln+15
8:3: ilos¢ wiazan o-1—4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wuyly = [Wanlns 1

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach
amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania glukoamylazy wynosi zero:
Whym = 0.

Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy

przez glukoamylazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale glukoamylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylozy przy udziale glukoamylazy - schemat blokowy.

START

l

Amyloza (§ 1)
Igm=3
W = a1
whyn = Int(wg, / 2)

—

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
p| W czasteczce, ktore atakuje glukoamylaza. [«

(§4)

l

Czy enzym jest wstanie ,,rozcia¢” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

Wby, = 0

TAK NIE

Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)

;gum = fgum -1 n=n-+l1 -
Wam = Wam = 1

”’bum = “’buarr =1

n=n+l
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SYMULACJI
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C. Hydroliza amylozy przy udziale a-amylazy.

10.

Czasteczkami substratéw sa czasteczki amylozy, ( /g, =4 ) oraz (wum = 3).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy i maltotriozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W sposdb losowy okreslana jest liczba z przedzialu 1+/g.u, Ktéra
w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz
wigzanie przy weglu C, w danej podjednostce.

Rozpatrywane sg dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczk¢ amylozy, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,
4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylozy w miejscu niepodatnym na dzialanie

a-amylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.
Miejscem podatnym na dzialanie a-amylazy sa wiazania a-1—>4 wewnatrz fafncucha poliglukozowego
amylozy. Wiazanie hydrolizowane przez oc-amylazg¢ w czasteczce amylozy musi by¢ co najmniej
oddalone o dwie reszty glukozowe od konca redukujacego i o dwie reszty glukozowe od konca
nieredukujacego: 2 < why, <(Wap-2).
llo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy, ktore potencjalnie sg podatne na atak o-amylazy wynosi:
Wgm = Wam = 2.
W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka amylozy rozcinana jest na dwa policukry:
Pl suma iloSci podjednostek glukozy w obu powstalych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyjsciowe]j czasteczce amylozy: [/€umola = [IZam, 1Ins1 T [1€am 2015
7.2, suma dostepnych dla a-amylazy wiazan a-1—4 w powstatych czasteczkach policukrow,
maleje w stosunku do wyjsciowej czasteczki amylozy o:
7.2.1. 3 wiazania: [Wha|o=[Wham - 3]ner» 2dy 1 2 < whyy < (Wap - 2)

(np. 1111111111 —2=221 s 11 1114011111),
1.2.2. 2 Wiqzania: [Wham]n:[w’{?wri = 2]“-' 1s gd)'t whum =2lub Whnm = { Wam = 2 )

a-amylaza a-amylaza

(np. 0111111 ———————> 01401111 lub 0111111 —————>01111+401),
7.2.3. 1 wigzanie: [WhyyJo=[Wham = a1, gdy why,, = 2 oraz why, = (Wap - 2)

(0111 —amiEe 1401 ),

7.3, krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2 liczba podjednostek glukozy w faricuchu amylozy pozostaje bez zmian: [/gmln = [/€am]ni 1,
8.3. ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylozy pozostaje bez zmian: [Wauly = [Wamlnt1s

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilo$¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach
amylozy, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania a-amylazy wynosi zero: wa,, = 0.
Miarg postgpu reakcji jest ilosé¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy amylozy
przez a-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy amylozy przy udziale o-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza amylozy przy udziale a-amylazy - schemat blokowy.

TAK

START

'

Ig,m=4
Wam = fgam'l
Wdgm = w'um'l

Amyloza (§ 1)

—

Wagy, > 0

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje a-amylaza.

§4)

l

Czy enzym jest wstanie ,,rozcia¢” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK

Zderzenie aktywne: (§ 7)

[ig:m:,u]n = [igum.!]nﬂ + [igunr.Z]n*l
n=n+1

NIE

Zderzenie nieaktywne: (§ 8)

n=n-+l

v

Okreslenie ilosci pozostatych wigzan a-1—4 w czasteczkach amylozy,
ktore potencjalnie sg podatne na atak o-amylazy (§ 7.2)

2 <

Whap < Wap=2

(§7.2.1)

H = W=
Hd’l’" “um 3

Czy w ukladzie pozostaly czasteczki
substratu (amylozy)? (§ 9)

Whum =2 Whm" =2
lub oraz
Whum = wwr:'z ‘r{’hr,," = W‘,,“-Q
(§722) (§7.2.3)
Wam = wum'z Wam = wmn'l
NIE KONIEC

Wiy =0

> SYMULACJI
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D. Hydroliza skrobi przy udziale f~amylazy.

Czasteczkami substratow sa czasteczki amylozy i amylopektyny.

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dekstryn granicznych.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okre§lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposéb losowy okreslana jest liczba z przedzialu 1+/g.u, ktora

w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz

wigzanie przy weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1, aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu
podatnym na dzialanie enzymu,

4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylopektyny w miejscu niepodatnym na
dzialanie B-amylazy lub enzym atakuje czasteczke produktu,

Miejscem podatnym na dzialanie B-amylazy sa wiazania o-1—>4 migdzy druga i trzecia podjednostkg

glukozy w tancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od kofica nieredukujacego.

Hydrolizowane wiazanie musi byé oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac od punktu

rozgalezienia.

llo$¢ wiazan a-1->4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku

dzialania $-amylazy wynosi:

Int(w

¥ - 2)
‘.vb s (F‘U.l *
ap ; 2
gdzie y jest iloscia tancuchow w czasteczce amylopektyny, a x iloscia podjednostek glukozy w danym
tancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgalezienia.

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

Tl liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie: [/gapln = [1gap - 2]n1.

T2 ilos¢ wigzan o-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa: [w,ply = [Wap - 2]ui1s

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tlafcuchu amylopektyny pozostaje bez zmian:
[/8apln = [Igapln+1s

8.3. ilo$¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [wyply = [Waplai1,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjg, dla ktorej ilos¢ wiazan o-1—4, w czasteczkach
amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania -amylazy wynosi zero:
whg, = 0.

Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncéw redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez B-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale B-amylazy.

Symbolem paragraf- "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnos$niki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza skrobi przy udziale B-amylazy - schemat blokowy.

START

l

Substrat (§ 1)
gy, 2 100
“’ap B tllgal,':' l
s Int(w,,, =2)
wh, =2 ——"—(§6)
n=0

l

Zderzenie nieaktywne: (§ 8)

wb{ii?l = 0 . .. . .
' Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
P w czasteczce, ktore atakuje B-amylaza.
§4)
Czy enzym jest wstanie ,,rozciac” wigzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)
TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7)
18ap = Igap - 2 n=n-+l
Wap = Wap=2
whey, = whyp - 1
n=n+1

KONIEC
SYMULACJI
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E. Hydroliza skrobi przy udziale glukoamylazy (y»-amylazy).

Czasteczkami substratow sa czasteczki skrobi (amylozy i amylopektyny).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki glukozy, maltozy i dekstryn granicznych.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki

zawarte w roztworze. W sposob losowy okre$lana jest liczba z przedziatu 1+lg..u. ktora

w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz

wigzanie przy weglu C, w danej podjednostce.

Rozpatrywane s dwa typy zderzen:

4.1, aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w miejscu
podatnym na dziatanie enzymu,

4.2, nieaktywne - Kiedy enzym, atakuje czasteczk¢ amylopektyny w miejscu niepodatnym na
dziatanie glukoamylazy lub enzym atakuje inng czasteczke.

Miejscem podatnym na dzialanie glukoamylazy sa wiazania o-1—>4 migdzy pierwsza i druga

podjednostka glukozy w flancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od konca

nieredukujacego. Hydrolizowane wigzanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac

od punktu rozgalezienia.

llo§¢ wiazan a-1->4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku

dzialania B-amylazy wynosi:
wgl,, =3 Int(w,,, —2):
x=l

gdzie y jest ilo$cia tancuchow w czasteczce amylopektyny, a x iloscia podjednostek glukozy w danym
fancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgalezienia.
W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

i liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o jedna: [Iga,]n = [1gap = a1

7.2. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o jedno: [wply = [Wap = 1]ns1s

7.3; krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n => n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w lancuchu amylopektyny pozostaje bez zmian:
(gl = Ugapluens

8.3. ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [w,, ], = [Wgpla1s

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejszg iteracje, dla ktorej ilos¢ wigzan o-1—4, w czasteczkach
amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania glukoamylazy wynosi zero:
wely, = 0.

Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncéw redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez glukoamylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale glukoamylazy.

Symbolem paragraf- "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnos$niki do powyzszego tekstu.
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Dodatek 111 - Algorytmy szczegéltowe hydrolizy amylozy i amylopektyny...

Hydroliza skrobi przy udziale glukoamylazy - schemat blokowy.

START

l

Skrobia (§ 1)
g, > 100
Wap = (241

wgl, = ZI"““'.,, =2 (§6)

!

welay > 0

>

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje glukoamylaza.

§4)

l

Czy enzym jest wstanie ..,rozcia¢” wigzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK

Ialg{.rlr) = !gup -1
Wap = Wp- |
PR Wg!up = “'Jg!ﬂj'! -1
n=n+l

Zderzenie aktywne: (§ 7)

NIE

Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
n=n+l

KONIEC
SYMULACJI
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F. Hydroliza skrobi przy udziale a-amylazy.

Czasteczkami substratow sa czasteczki skrobi (amylozy i amylopektyny).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dekstryny graniczne.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedzialu 1+/g.u. ktora
w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz
wiazanie przy weglu C, w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1, aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke cukru, w miejscu
podatnym na dzialanie enzymu,
42, nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke polimeru w miejscu niepodatnym na dzialanie

a-amylazy lub enzym atakuje inng czasteczke.
Miejscem podatnym na dzialanie a-amylazy sa wigzania o-1—4 wewnatrz lafncucha poliglukozowego.
Wiazanie hydrolizowane przez a-amylaze w czasteczce amylozy musi by¢:

5.1. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe od konca redukujacego,

5.2, co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe od konca nieredukujacego,

5.3. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe miejsca rozgalezienia w kierunku konca
redukujacego,

54. co najmniej oddalone o dwie reszty glukozowe miejsca rozgalgzienia w kierunku konca
nieredukujacego w tancuchu nadrzednym,

5.5 co najmniej oddalone o trzy reszty glukozowe miejsca rozgalgzienia w kierunku konca

redukujacego w tancuchu podrzgdnym.
[lo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczkach policukréw, ktére potencjalnie s podatne na atak o-amylazy
zliczana jest w sposéb rekurencyjny. Roéwna jest ona sumie wszystkich wigzan o-1—4 w czasteczce
amylopektyny spetniajacych jednoczesnie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. + 5.5.
W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka polimeru rozcinana jest na dwa policukry:

Tils suma ilosci podjednostek glukozy w obu powstalych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyjsciowej czasteczce amylopektyny: [lgg,oln = [lgup il +
[/8ap. 215

T2 suma dostepnych dla a-amylazy wiazan o-1—4 w powstatych czasteczkach policukrow
obliczana jest wg § 6.

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w tancuchu polimeru pozostaje bez zmian: [/g,,]n = [/€apln+15

8.3. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce polimeru pozostaje bez zmian: [w,ply = [Wapln:1.

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejszg iteracjg, dla ktorej ilo$¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach
policukréw, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania a-amylazy wynosi zero:
wd,, = 0.

Miara postepu reakcji jest ilo§¢ koncoéw redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez a-amylazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale a-amylazy.

Symbolem paragraf'- "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Dodatek 111 - Algorytmy szczegélowe hydrolizy amylozy i amylopektyny...

Hydroliza skrobi przy udziale a-amylazy - schemat blokowy.

START

'

Substrat (§ 1)
lg,p 2 100
Wap = 141
way, (patrz § 6)

—

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
P w czasteczee, ktore atakuje a-amylaza. <
Wagp > 0 4
Czy enzym jest wstanie ,,rozcia¢” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)
TAK NIE

Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
[iguﬂ.ﬂ]n = “gsrp.!]nll + [".‘_Zup.)]ml n=n+1 —
n=n+ 1

v

Okreélenie ilosci pozostatych wigzan a-1—4 w czasteczkach amylozy
i amylopektyny, ktére potencjalnie sa podatne na atak a-amylazy (§ 6)

Czy w ukladzie pozostaly czasteczki NIE q KONIEC
substratu (amylopektyny i amylozy)? B SYMULACJI
(§ 9) Wdgp = 0
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Dodatek 111 - Algorytmy szczegdlowe hydrolizy amylozy i amylopektyny...

G. Hydroliza skrobi (amylopektyny) przy udziale pullulanazy.

Czasteczkami substratow sa czasteczki skrobi (amylopektyny).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki amylozy.

Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedzialu 1+/g.u. ktora
w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej sig¢ zawiera oraz
wiazanie przy weglu C; w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1. aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczk¢ cukru, w miegjscu
podatnym na dzialanie enzymu,
42, nieaktywne - Kiedy enzym, atakuje czasteczke polimeru w miejscu niepodatnym na dzialanie

a-amylazy lub enzym atakuje inng czasteczke.

Miejscem podatnym na dzialanie pullulanazy sa wiazania a-1—6 w czasteczkach amylopektyny. Aby

wiazanie o-1—6 lacza tancuch nadrzedny z podrzednym uleglo hydrolizie w wyniku dzialania

pullulanazy, musza by¢ pelnione jednoczes$nie nastepujace warunki:

5.1 czasteczka amylopektyny musi zawiera¢ dwie podjednostki glukozy w fancuchu nadrzednym,
liczac od miejsca rozgalezienia w kierunku konca redukujacego,

5.2 czasteczka amylopektyny musi zawiera¢ jedna podjednostke glukozy w tancuchu nadrzg¢dnym,
liczac od miejsca rozgalezienia w kierunku konca nieredukujacego,

5.3. hydrolizowane wiazanie a-1—6 musi by¢ oddalone przynajmniej o trzy podjednostki glukozy
(zarowno w tancuchu nadrzednym, jak i podrzednym) od innych punktéw rozgalgzienia.

[los¢ wiazan a-1—6 w czasteczkach amylopektyny, ktore potencjalnie sa podatne na atak pullulanazy

zliczana jest w sposdb rekurencyjny. Rowna jest ona sumie wszystkich wigzan a-1—-6 w czasteczce

amylopektyny spetniajacych jednoczesnie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. + 5.3.

W wyniku zderzenia aktywnego, czasteczka polimeru rozcinana jest na dwa policukry:

7:1. suma ilosci podjednostek glukozy w obu powstalych policukrach odpowiada ilosci
podjednostek glukozy w wyjsciowej czasteczce amylopektyny: [lg,oln = [/gapi]aer +
Ugap..’]n*ls

7.2 suma dostepnych dla pullulanazy wiazan o-1—4 w powstalych czasteczkach policukrow
obliczana jest wg § 6.,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w taficuchu polimeru pozostaje bez zmian: [Ig,,], = [/gapla+1,

8.3. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce polimeru pozostaje bez zmian: [w,,l, = [Waplas1s

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—6, w czasteczkach
amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania pullulanazy wynosi zero:
Wp,, = 0.

Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez pullulanaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale pullulanazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza skrobi przy udziale pullulanazy - schemat blokowy.

START
Skrobia (§ 1)
[g,, = 100

“'up = [gap' 1
“”p:.-p (Patrz § 6)

]

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
»| wczasteczce, ktore atakuje pullulanaza. [

Wpap > 0 (§4)
Czy enzym jest wstanie ,,rozciac” wigzanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE
Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)
["gup.”]n = “gup.!]nﬂ £ ['Igup.."]n-ﬂ n=n +l =
n=n+l

v

Okreslenie ilosci pozostalych wiazan a-1—6 w czasteczkach amylopektyny,
ktore potencjalnie sa podatne na atak pullulanazy (§ 6)

Czy w ukladzie pozostaty NIE KONIEC

czasteczki substratu? (§ 9) B »  SYMULACJI
Wpap =0
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H. Hydroliza skrobi przy udziale egzo-a-D-glukanazy.

Czasteczkami substratow sa czasteczki skrobi (amylozy i amylopektyny).

Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltooligosacharydéw zawierajacych od 4 do 7
podjednostek glukozy oraz dekstryny graniczne.

Symulacja reakcji odbywa sie w oparciu o losowe okre§lenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W spos6b losowy okre§lana jest liczba z przedzialu 1+/g..u ktéra
w jednoznaczny sposob okresla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz
wiazanie przy weglu C, w danej podjednostce.

Rozpatrywane sa dwa typy zderzen:

4.1, aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczk¢ amylopektyny, w miejscu
podatnym na dzialanie enzymu,
4.2. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylopektyny w miejscu niepodatnym na

dzialanie glukoamylazy lub enzym atakuje inna czasteczke.
Miejscem podatnym na dzialanie egzo-a-D-glukanazy sa wiazania a-1—4 zlokalizowane w fancuchach
A, B lub C czasteczek amylopektyny, oddalone od 4 do 7 podjednostek glukozy liczac od konca
nieredukujacego danego lancucha. Aby atakowane wiazanie o-1—4 uleglo hydrolizie w wyniku
dzialania egzo-a-D-glukanazy musza by¢ spetnione jednoczesnie nastgpujace warunki:

5:l: hydrolizowane wigzanie musi by¢ oddalone od 4 do 7 podjednostek glukozy od korca
nieredukujacego danego tancucha,

52, potencjalnie ,odcinany” 1laficuch maltooligosacharydowy nie moze zawiera¢ miejsc
rozgalezienia,

5.3. hydrolizowane wiazanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od

miejsca rozgalgzienia.
llo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczkach amylopektyny, ktore potencjalnie sa podatne na atak egzo-a-D-
glukanazy zliczana jest w sposob rekurencyjny. Réwna jest ona sumie wszystkich wigzan o-1-—6
w czasteczce amylopektyny spetniajacych jednocze$nie wszystkie warunki zawarte w pkt. 5.1. + 5.3.
W  wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka
maltooligosacharydu zawierajacego odpowiednio od 4 do 7 podjednostek glukozy:

7.1. liczba podjednostek glukozy w lancuchu amylopektyny o okreslona ilo$¢ podjednostek
glukozy: [fgap]n = [lgap]n*l + [lgamdns1 - [18amlnn =4 + 7,

7.2. suma dostepnych dla egzo-a-D-glukanazy wiazan o-1—4 glikozydowych w czasteczce
amylopektyny obliczana jest wg § 6,

7.3. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:

8.1. liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,

8.2. liczba podjednostek glukozy w faricuchu amylopektyny pozostaje bez zmian:
[18ap)s = [Igap)as1s

8.3. ilo§¢ wigzan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [Wy]n = [Waplni1s

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracje, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—4, w czasteczkach
amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dziatania egzo-a-D-glukanazy wynosi
zero: weg,, = 0.

Miara postgpu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez egzo-a-D-glukanazg.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale egzo-o-D-

glukanazy. Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu.
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Hydroliza skrobi przy udziale egzo-a-D-glukanazy - schemat blokowy.

START

l

Skrobia (§ 1)
18,y > 100
w:}p = ‘:ga;r'l

weg,, (patrz§ 6)

]

wegam > 0 Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
w czasteczce, ktore atakuje

egzo-o-D-glukanaza.

(§4)

l

Czy enzym jest wstanie ,,rozciac” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 5)

TAK NIE

Zderzenie aktywne: (§ 7) Zderzenie nieaktywne: (§ 8)

(patrz § 7.1.
Wap = Wap= |
weg,, (patrz § 7.2.)
n=n+1

weg, =0

§9

KONIEC
SYMULACJI

[igap]n:[!gap]mI+[!gwn]n*] n=n-+l il
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I. Inhibicja kompetycyjna - hydroliza skrobi przy udziale p-amylazy
z uwzglednieniem inhibicji kompetycyjnej produktem reakcji (maltozg)

Z inhibicja kompetycyjng spotykamy si¢ gdy inhibitor wspétzawodnicy z substratem w obsadzeniu
centrum aktywnego enzymu. Jednoczesne wiazanie si¢ substratu i inhibitora kompetycyjnego z enzymem jest
wykluczone. Przykladem inhibicji kompetycyjnej moze by¢ wspomniana na inhibicja maltoza B-amylazy.
W tym przypadku maltoza powstajaca w wyniku reakcji, jako analog substratu, moze ulec zwigzaniu z miejscem
aktywnym enzymu. Poniewaz jednak [B-amylaza nie jest wstanie zhydrolizowa¢ maltozy. reakcja zostaje
zatrzymana do momentu oddysocjowania maltozy od B-amylazy. Opisany przypadek nosi nazwe inhibicji
kompetycyjnej produktem reakcji.

Cecha charakterystyczna inhibicji kompetycyjnej jest mozliwos¢ jej cofnigcia przy dostatecznie duzym
stezeniu substratu. Zjawisko to wykorzystuje si¢ np. przy zatruciu metanolem lub glikolem etylenowym,
a leczenie polega na podaniu bardzo duzej ilosci etanolu [3].

W przypadku rozpatrywania inhibicji celowe jest operowanie czasem reakcji (tg), oraz czasami
zderzenia aktywnego (t,;), zderzenia nieaktywnego (t,q) i inhibicji kompetycyjnej (ti). Uwzglednienie inhibicji
kompetycyjnej zaklada nalozenie na weze$niejsze modele nastgpujacych zalozen:

I W modelu uwzgledniany jest czas reakcji.

2; W momencie rozpoczecia reakeji warto$¢ zmiennej okreslajacej czas reakcji wynosi zero (tg = 0 ).
3. Rozpatrywane sg trzy typy zderzen:
3.1. zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu podatnym na jego dzialanie,
3.2; zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu niepodatnym na jego dzialanie lub enzym atakuje inna czasteczke, nie bedaca
substratem i inhibitorem,
335 zderzenie prowadzqce do inhibicji kompetycyjnej - zachodzace w przypadku kiedy enzym
atakuje czasteczke inhibitora kompetycyjnego (np. maltozy w przypadku p-amylazy).
4. W wyniku zderzenia aktywnego:
4.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden,
42, enzym katalizuje hydroliz¢ okre$lonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem
przyjetym w danym modelu dla okreslonego procesu enzymatycznego,
4.3, czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego: tg = tg + ty.
3 W wyniku zderzenia nieaktywnego:
5.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
5.2 czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego: tg = tg + tyak.
6. W wyniku zderzenia prowadzacego do inhibicji:
6.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
6.2. czas reakcji zwigkszany jest o $redni czas trwania kompleksu enzym-inhibitor kompetycyjny:
tg = tg + ti.

Na sasiedniej stronie przedstawiono przykladowy model uwzgledniajacy inhibicje kompetycyjna
opisujacy omawiany przypadek inhibicji B-amylazy powstajaca w trakcie procesu scukrzania skrobi maltoza.
Zaznaczone na schemacie symbolem § numery odwolan dotycza przedstawionych powyzej modyfikacji modelu.
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Hydroliza skrobi przy udziale B-amylazy z uwzglednieniem inhibicji
kompetycyjnej produktem reakcji (maltoza) - schemat blokowy.

“rbum =0

START

l

Skrobia
Igop > 100
Wap = [gap'l

wbw, = Z

n=20
tg =0(§2)

¥ ' |
Int(w,, , —2)

v

Losowe okreslenie czasteczki i migjsca |
w czasteczce, ktore atakuje B-amylaza.

l

Czy enzym jest wstanie ,,rozciac” wiazanie
w atakowanej czasteczce?

TAK

"..gup = "rgu;r » 2
wap = Wu;;' 2
why, = wh,, - |

Zderzenie aktywne: (§ 4)

NIE

Czy enzym ,zderzyl” si¢ z
czasteczkg inhibitora (maltozy)?
(§3.2.oraz § 3.3.)

TAK

Zderzenie nieaktywne prowadzqce
do inhibicji kompetycyjnej: (§ 6)
n=n+l

R = tg + L

n=n+1

te™ tg + ty NIE
Zderzenie nieaktywne: (§ 5)
n=n+l

wb”,, =0 R = Tr T lhak
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J. Inhibicja akompetycyjna - hydroliza skrobi przy udziale enzyméw
amylolitycznych z uwzglednieniem inhibicji akompetycyjnej

Inhibicja akompetycyjng dotyczy przypadku, gdy inhibitor wiaze si¢ z kompleksem substrat-enzym,
powodujac wydtuzenie czasu reakcji. Inhibitor akompetycyjny jest wstanie przylaczy¢ si¢ jedynie do kompleksu
enzym-substrat.

Przy tworzeniu modelu rozwazano dwie rownorzedne ze wzgledu na otrzymywane wyniki metody
uwzglednienia inhibicji akompetycyjnej. Pierwsza zakladala, iz w przypadku zderzenia aktywnego, bedzie
rozpatrywana mozliwo$¢ zderzenia czasteczki kompleksu enzym-substrat z inhibitorem kompetycyjnym. Druga
mozliwo$¢ sprowadzala sie do zastapienia rozpatrywania zderzen losowych, poprzez okreslenie
prawdopodobienstwa takiego zdarzenia. Po przeprowadzeniu szeregu teoretycznych rozwazan zdecydowano si¢
wybraé drugi sposob, gdyz uzywajac prawdopodobiefistwa wystapienia inhibicji akompetycyjnej stosunkowo
latwo mozna uwzgledni¢ inne zjawiska wystgpujace w ukladzie. Przykladowo, mozna zalozy¢, ze
prawdopodobienstwo to jest funkcja dlugosci (masy) czasteczki substratu zwiazanego z enzymem.

Podobnie jak w przypadku inhibicji kompetycyjnej, w model uwzgledniajacy inhibicje akompetycyjna
zaklada parametry opisujace czasy poszczegolnych procesow: czas reakcji (tg), czas zderzenia aktywnego (tu),
zderzenia nieaktywnego (t,,) i inhibicji akompetycyjnej (ti,). Dodatkowo wprowadzono dodatkowy parametr
nazwany prawdopodobierstwem zajscia inhibicji akompetycyjnej pix. Uwzglednienie inhibicji akompetycyjnej
zaklada nalozenie na wczesniejsze modele nastgpujacych zalozen:

1. W modelu uwzgledniany jest czas reakcji.

2. W momencie rozpoczecia reakcji warto$¢ zmiennej okreslajacej czas reakcji wynosi zero (tg = 0 ).
3. Rozpatrywane sg trzy typy zderzen:
3k zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczkg substratu

w miejscu podatnym na jego dziatanie; kompleks enzym-substrat nie jest stabilizowany przez
obecnos¢ inhibitora akompetycyjnego,

32, zderzenie aktywne z inhibicjq akompetycyjng - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje
czasteczke substratu w miejscu podatnym na jego dzialanie, a powstaly kompleks enzym-
substrat jest stabilizowany przez obecno$¢ inhibitora akompetycyjnego co wplywa na
wydluzenie reakcji: ty < tiak

3.3. zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu niepodatnym na jego dzialanie lub enzym atakuje inng czasteczke, nie bedaca
substratem i inhibitorem,

4, W celu opisania prawdopodobienstwa zajscia inhibicji akompetycyjnej, zostal wprowadzony
dodatkowy parametr p;; okreslajacy prawdopodobienstwo tej reakcji. Zostal on zdefiniowany
nastgpujaco:

4.1. prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej okreslane jest liczba rzeczywisty

z przedziatu domknigtego od zera do jeden: piy € [0, 1],
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4.2.

4.3.

4.4.

dla substancji nie wykazujacych powinowactwa do kompleksu enzym-substrat (nie bedacych
inhibitorami akompetycyjnymi) warto$¢ prawdopodobienstwa zajscia inhibicji akompetycyjnej
przyjmuje wartosc zero: pi = 0,

w miarg wzrostu powinowactwa inhibitora kompetycyjnego do kompleksu enzym-substrat
warto$¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej zbliza
si¢ do jednosci. Warto$¢ jeden oznacza, ze kazdy kompleks enzym-substrat zostaje zwigzany
z czasteczka inhibitora akompetycyjnego: pix = 1,

warto$é parametru okreslajacego prawdopodobienstwo zajscia inhibicji akompetycyjnej moze
by¢ takze zdefiniowana poprzez okreslenie zaleznosci, np. poprzez okreslenie funkcji piu od
masy kompleksu enzym-substrat: pj, = f(mgs) lub ilosci czasteczek inhibitora w ukladzie:

Piak = f(Ciat)-

5. W wyniku zderzenia aktywnego, badz zderzenia aktywnego z inhibicja akompetycyjna:

a.14
5.2.

krok symulacji zwigkszany jest o jeden,

enzym katalizuje hydrolize okreslonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem

przyjetym w danym modelu dla okreslonego procesu enzymatycznego,

W oparciu 0 parametr p;y oraz o parametr pomocniczy p, bedacy kazdorazowo wyznaczang

losowo liczba rzeczywista z przedzialu domknigtego od zera do jeden, okreslana jest

mozliwos¢ zajscia inhibicji akompetycyjne;j:

5.3.1.  jezeli pjyx = p to wartos¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu
do poki nie zajdzie warunek: pi # p.

5.3.2.  jezeli pyx < p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne bez inhibicji

akompetycyjnej, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego:
tg = tg + g

5.3.3. jezeli pi > p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne z inhibicia

akompetycyjna, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego

z inhibicja akompetycyjna: tg = tg + tigy.

6. W wyniku zderzenia nieaktywnego:

6.1.
6.2.

krok symulacji zwigkszany jest o jeden

czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego: tg = tg + tpay.

Na sasiedniej stronie przedstawiono ogdlny model uwzgledniajacy inhibicje akompetycyjna.

Zaznaczone na schemacie symbolem § numery odwotan dotycza przedstawionych powyzej modyfikacji modelu.
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Hydroliza skrobi przy udziale enzyméw amylolitycznych z uwzglednieniem
inhibicji akompetycyjnej - schemat ogolny
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Substrat
"’gap
Wap
“']Dup
n=0

tg = 0 (patrz § 2)

i

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
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l

Czy enzym jest wstanie ,,rozcia¢” wigzanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Okreslenie prawdopodobienstwo zajscia Zderzenie nieaktywne:
inhibicji akompetycyjnej, wyznaczenie =n+l1 [
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Zderzenie aktywne bez inhibicji akomp.: Zderzenie aktywne z inhibicjq akomp.:
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tr = tg + ty (patrz § 5.3.2) tg = tg + ti (patrz § 5.3.3)

v v
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v
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czasteczki substratu?

NIE KONIEC
e SYMULACJI

(czas reakcji = tg) 119




Piotr Wojciechowski
Dodatek 111 - Algorytmy szczegélowe hydrolizy amylozy i amylopektyny...

K. Inhibicja niekompetycyjna i (de)aktywacja enzymu - hydroliza skrobi przy
udziale enzymoéw amylolitycznych z uwzglednieniem inhibicji niekompetycyjnej
i deaktywacji enzymu

W inhibicji substrat i inhibitor niekompetycyjny moga si¢ jednoczes$nie wiaza¢ z danym enzymem,
co oznacza iz centrum aktywne enzymu nie pokrywa si¢ z miejsce przylaczania inhibitora niekompetycyjnego.
W efekcie inhibitor moze przylacza¢ sie zaréwno do czasteczki wolnego enzymu jak i do kompleksu enzym-
substrat. Przy opisywaniu inhibicji niekompetycyjnej postuzono parametrami analogicznymi do wprowadzony
przy opisie wczesniej prezentowanych typ inhibicji. Parametrami tymi sa: czas reakcji (tr), czas zderzenia
aktywnego (t,), zderzenia nieaktywnego (t,4) i inhibicji niekompetycyjnej (i) oraz prawdopodobienstwem
zajscia inhibicji nieckompetycyjnej pi. Opisanie inhibicji niekompetycyjnej zaklada natozenie na poprzednio
przedstawiane modele nastgpujacych zatozen:

L. W modelu uwzgledniany jest czas reakcji.

2. W momencie rozpoczgcia reakcji warto$¢ zmiennej okreslajace]j czas reakcji wynosi zero (tg =0 ).
3. Rozpatrywane sa trzy typy zderzen:
3.1. zderzenie aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu

w miejscu podatnym na jego dziatanie; a do czasteczki enzymu nie jest przelaczona czasteczka
inhibitora niekompetycyjnego,

32. zderzenie aktywne z inhibicjq niekompetycyjnq - zachodzace w momencie, kiedy enzym
atakuje czasteczke substratu w miejscu podatnym na jego dzialanie, jednoczesnie do enzymu
poza jego centrum aktywnym przylaczona jest czasteczka inhibitora niekompetycyjnego, co
wplywa na wydtuzenie reakcji: ty, < tig.

3.3, zderzenie nieaktywne - zachodzace w przypadku, kiedy enzym atakuje czasteczke substratu
w miejscu niepodatnym na jego dziafanie lub enzym atakuje inna czasteczke, nie bedaca
substratem i inhibitorem,

4. W celu opisania prawdopodobienstwa zajscia inhibicji niekompetycyjnej, zostal wprowadzony
dodatkowy parametr p;,; okreslajacy prawdopodobiefistwo tej reakcji. Zostal on zdefiniowany
nastgpujaco:

4.1, prawdopodobienstwo zajscia inhibicji niekompetycyjnej okre$lane jest liczba rzeczywista
z przedzialu domknigtego od zera do jeden: p;, € [0, 1],

4.2, dla substancji nie wykazujacych powinowactwa do enzymu poza jego centrum aktywnym
(nie bedacych inhibitorami niekompetycyjnymi) warto$¢ prawdopodobienstwa zajscia inhibicji
niekompetycyjnej przyjmuje wartosc zero: pip = 0,

43. w miarg wzrostu powinowactwa inhibitora niekompetycyjnego do czasteczki enzymu z
wylaczeniem jego centrum aktywnego, wartos¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo
zajscia inhibicji niekompetycyjnej zbliza si¢ do jednosci. Warto$¢ jeden oznacza, ze kazdy
kazda czasteczka enzymu jest zwiazana z czasteczka inhibitora niekompetycyjnego: pix = 1,

44. wartos$¢ parametru okreslajacego prawdopodobienstwo zajscia inhibicji niekompetycyjnej moze
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by¢ takze zdefiniowana poprzez okre$lenie zaleznosci, np. jako funkcja stgZenia inhibitora

niekompetycyjnego w ukladzie: pj, = f(Cine).

5. W wyniku zderzenia aktywnego, badzZ zderzenia aktywnego z inhibicja niekompetycyjna:
5. krok symulacji zwigkszany jest o jeden,
5.2. enzym katalizuje hydroliz¢ okreslonego miejsca w czasteczce substratu, zgodnie z opisem

przyjetym w danym modelu dla okre$lonego procesu enzymatycznego,

5.3. W oparciu o parametr p;,; oraz o parametr pomocniczy p, bedacy kazdorazowo wyznaczang
losowo liczba rzeczywista z przedzialu domknigtego od zera do jeden, okreslana jest
mozliwo$¢ zajscia inhibicji niekompetycyjnej:

5.3.1.  jezeli pyy = p to warto$¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu
do pdki nie zajdzie warunek: piu # p,

5.3.2. jezeli pi < p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne bez inhibicji

nickompetycyjnej, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego:
tg = tg T tak.

5.3.3. jezeli pi > p to zderzenie traktowane jest jako zderzenie aktywne z inhibicja

niekompetycyjna, a czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia aktywnego

z inhibicja niekompetycyjna: tg = tg + tiy.

6. W wyniku zderzenia nieaktywnego:
6.1. krok symulacji zwigkszany jest o jeden
6.2. czas reakcji zwigkszany jest o czas trwania zderzenia nieaktywnego: tg = tg + tyu.

Na sasiedniej stronie przedstawiono ogo6lny model uwzgledniajacy inhibicje niekompetycyjna.
Zaznaczone na schemacie symbolem § numery odwolan dotycza przedstawionych powyzej modyfikacji modelu.

Przylaczenia czasteczki inhibitora niekompetycyjnego wydtuza czas reakcji w poréwnaniu z procesem
katalizowanym przez enzym wolny od obecnodci inhibitora, czyli: tx >ty Jednakze istnieja czasteczki
(aktywatory), ktére powoduja dodatkowa aktywacje enzymu: ti, < ty. W opracowanym modelu symulowanie
tego procesu sprowadza si¢ od strony matematycznej do wyznaczenia wielkosci parametru p;,, wlasciwie do
konkretnego ukladu substrat-enzym-aktywator oraz przypisaniu parametrowi ty, zamiast czasu aktywnego
zderzenia z inhibicja niekompetycyjna, czasu zderzenia aktywnego z aktywacja enzymu. Reasumujac jezeli
czasteczka enzymu zwiazana jest z inhibitorem to czas pojedynczego zderzenia aktywnego ulega
odpowiedniemu wydtuzeniu, a jezeli z aktywatorem to skréceniu, w stosunku do czasu reakcji katalizowanej
przez wolny enzym. Aktywatorem enzymu, moze by¢ nie tylko substancja chemiczna, ale takze promieniowanie,
np. mikrofalowe lub $wiatlo dostarczajace do ukladu dodatkowej energii ulatwiajacej lub umozliwiajacej
przebieg reakcji'. Przy opisie reakcji tego typu, uwidacznia sig¢ trafnos¢ przyjetego w modelu opisu reakcji, gdyz

poprzez wprowadzona stala prawdopodobienstwa, mozemy uwzgledni¢ wplyw dodatkowych czynnikéw.

" Enzym poprzez stabilizuje struktury odpowiadajace stanowi posredniemu reakcji obniza energie aktywacji
reakcji (AG”). Natomiast promieniowanie elektromagnetyczne moze dostarczac energie, niezbedna do zajscia tej
reakcji, a tym samym powodujac, ze redakcja jest termodynamicznie mozliwa lub/i dodatkowo ja przys$pieszajac
[4].
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Hydroliza skrobi przy udziale enzymoéw amylolitycznych z uwzglednieniem
inhibicji niekompetycyjnej - schemat ogo6lny

START
Substrat
Igap
wu'p
H".‘Oup
n=>0

tr = 0 (patrz § 2)

l

TAK Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
> w czasteczce, ktore atakuje <
enzym amylolityczny.
Czy enzym jest wstanie ,,rozciag¢” wigzanie
w atakowanej czasteczce?

TAK NIE
Okreslenie  prawdopodobienstwo  zajscia Zderzenie nieaktywne: ||
inhibicji  niekompetycyjnej, ~ wyznaczenie n=n+l
parametru losowego p € [0, 1]; (patrz § 5.3). tr = tg + thax (patrz § 6)

Pink < P

Pink > P

Zderzenie aktywne bez inhibicji niekomp.:
»ciecie substratu w okreslonym miejscu”
n=n+1l

tg = tp *+ ta (patrz § 5.3‘2)

Zderzenie aktywne z inhibicjq niekomp.:
.cigcie substratu w okreslonym miejscu”
n=n+1

tg = tg + tiy (patrz § 5.3.3)

v

v

Okreslenie ilosci pozostalych wigzan w czasteczkach,
ktére potencjalnie sa podatne na enzymu amylolitycznego.

!

Czy w ukladzie pozostaly

czasteczki substratu?

NIE KONIEC
SYMULACJI

(czas reakcji = tg)
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L. Atak wielokrotny - hydroliza skrobi przy udziale f~amylazy z uwzglednieniem ataku
wielokrotnego

Aby opisa¢ atak wielokrotny wprowadzono dodatkowy parametr: prawdopodobierstwo ataku

wielokrotnego: p,, ktéry opisuje zachowanie si¢ enzymu, tj. czy enzym oddysocjowuje od substratu, czy dokona

kolejnego cigcia. Teoretycznie czas jednego cyklu przy pojedynczym cigciu w przypadku ataku wielokrotnego,

powinien byé¢ krotszy niz w przypadku ataku pojedynczego. gdyz nie wystepuje zjawisko oddysocjowania

enzymu od substratu i ponownej asocjacji enzym-substrat. Dlatego. do opisu mozna wprowadzi¢ takze

dodatkowy parametr czasu, ktéry opisujace czas pojedynczego cyklu przy ataku wielokrotnym: ty,. Ponizej

przedstawiono zatozenia ataku wielokrotnego w przypadku -amylazy.

L

2

=

Czasteczkami substratow sa czasteczki skrobi (amylozy i amylopektyny).
Przyjmuje si¢ ze czas reakcji w chwili rozpoczgcia symulacji wynosi zero: tg = 0.
Koncowymi produktami reakcji sa czasteczki maltozy, maltotriozy i dekstryn granicznych.
Symulacja reakcji odbywa si¢ w oparciu o losowe okreslenie miejsca ataku enzymu na czasteczki
zawarte w roztworze. W sposob losowy okreslana jest liczba z przedzialu 1+/g.u, ktora
w jednoznaczny sposob okreéla podjednostke glukozy wraz czasteczke cukru w ktorej si¢ zawiera oraz
wigzanie przy weglu C, w danej podjednostce. Jesli doszto do zderzenia aktywnego (patrz § 4.1. oraz
§ 4.2.) to rozpatrywane jest prawdopodobienstwo zajscia ataku wielokrotnego:
4.1 Prawdopodobienstwo ataku wielokrotnego okreslone jest liczba rzeczywista z przedzialu
domknigtego od zera do jeden: p, € [0,1].
4.2, Okreslany jest parametr pomocniczy p, bedacy kazdorazowo wyznaczang losowo liczba
rzeczywista z przedzialu domknigtego od zera do jeden:
4.2.1. jezelip, = p to warto$¢ p jest wyznaczana w sposob losowy ponownie do momentu do
poki nie zajdzie warunek: pix # p,
422, jezeli p, < p to w przypadku gdy enzym jest wstanie dokona¢ kolejnego cigcia,
zderzenie traktowane jest jako atak wielokrotny (patrz § 8.),
423. jezeli py > p to w sposdb losowy okreslana jest liczba z przedzialu |+/g .,
okreslajaca kolejna podjednostke glukozy atakowang przez B-amylaze.
Rozpatrywane sa nastgpujace typy zderzen:
5.1, aktywne - zachodzace w momencie, kiedy enzym atakuje czasteczke amylopektyny, w migjscu
podatnym na dziatanie enzymu,
5.2. aktywne z atakiem wielokrotnym - zachodzi w momencie, gdy w poprzedniej iteracji doszio do
zderzenia aktywnego P-amylazy z substratem i enzym atakuje ponownie dany fancuch
w kolejnym miejscu podatnym na jego dzialanie,
5.3. nieaktywne - kiedy enzym, atakuje czasteczke amylopektyny w miejscu niepodatnym na

dzialanie B-amylazy lub enzym atakuje czasteczke produktu.
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6.

10.

Miejscem podatnym na dzialanie B-amylazy sa wiazania o-1—>4 miedzy druga i trzecia podjednostka
glukozy w tancuchu A, B lub C czasteczki amylopektyny, liczac od konca nieredukujacego.
Hydrolizowane wiazanie musi by¢ oddalone co najmniej o trzy podjednostki, liczac od punktu
rozgalezienia.
llo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku
dzialania B-amylazy wynosi:

il Z‘: Int(w,,, —2) ’

=] 2

gdzie y jest iloscia tancuchéw w czasteczce amylopektyny, a x iloscia podjednostek glukozy w danym
lancuchu liczac od konca nieredukujacego do pierwszego miejsca rozgalgzienia.

W wyniku zderzenia aktywnego, od konca nieredukujacego odcinana jest czasteczka maltozy:

8.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie: [/g,,]n = [1g4p - 2]n+1.
8.2. ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa: [wy, ]y = [Wap = 2101,

8.3. czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia aktywnego: tg = tg + t,

8.4. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia aktywnego z atakiem wielokrotnym, od konca nieredukujacego odcinana jest

czasteczka maltozy:

9.1. liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny maleje o dwie: [/g,pln = [1g4p - 2]n+1s
0.2. ilo§¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny maleje o dwa: [w,,]y = [Wap - 2]ue1,
9.3. czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia aktywnego z atakiem wielokrotnym:
tr = tr T tyaks
94. krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.

W wyniku zderzenia nieaktywnego:
10.1.  liczba czasteczek w ukladzie pozostaje bez zmian,
10.2.  liczba podjednostek glukozy w tancuchu amylopektyny pozostaje bez zmian:
[gapla = [1&apln-1-
10.3.  ilo$¢ wiazan a-1—4 w czasteczce amylopektyny pozostaje bez zmian: [w,ply = [Waplus1,
10.4.  czas reakcji zwigkszany jest o czas zderzenia nieaktywnego: tg = tg + tya,
10.5.  krok symulacji zwigkszany jest o jeden: n = n+1.
Za koniec reakcji przyjmuje si¢ najmniejsza iteracjg, dla ktorej ilos¢ wiazan a-1—->4, w czasteczkach
amylopektyny, potencjalnie mogacych ulec hydrolizie w wyniku dzialania B-amylazy wynosi zero:
wh,, = 0.
Miarg postepu reakcji jest ilos¢ koncow redukujacych uwalnianych podczas procesu hydrolizy
amylopektyny przez B-amylaze.

Na sasiedniej stronie przedstawiono schemat blokowy hydrolizy skrobi przy udziale B-amylazy.

Symbolem paragraf - "§" zaznaczono na schemacie blokowym odnosniki do powyzszego tekstu. Analogicznie

moze by¢ rozpatrywany atak wielokrotny glukoamylazy, z tym, ze zamiast maltozy uwalniane sa czasteczki

glukozy.
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Hydroliza skrobi przy udziale B-amylazy z uwzglednieniem ataku

wielokrotnego - schemat blokowy.

START
k=0 (§2)

l

Skrobia (§1)
1, > 100
wup = !gup']
v Inl[n'ﬂp ,—2)
wh,, = ;,17 (§7
n=»0

l

Losowe okreslenie czasteczki i miejsca
> w czasteczce, ktore atakuje B-amylaza. <
(§4)
Czy enzym jest wstanie ,,rozcigc” wiazanie
w atakowanej czasteczce? (§ 6)
Zderzenie aktywne: (§ 8) Zderzenie nieaktywne: (§ 10)
!gr:p:fgup‘z n=n+l T
Wap = Wap = 2 tR = tR + tnak
H'bup = Wbup b |
tr = tp + tak ; ; 5
e ——— | Czy w ukladzie pozostaly czasteczki substratu?
TAK
“'bum > 0
NIE NIE
Czy dochodzi do ataku wielokrotnego? (§ 4.1+4.2) Whe, = 0
(§11)
TAK
v

Atak wielokrotny: (§ 9) KONIEC

[8ap = I8ap - 2 SYMULACJI

“’(rp = Wup' 2

Whyp, = why, - 1

tR = R + tyak

n=n+1
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M. Transferazy

Proponowany w pracy zapis reakcji degradacji polimerow przy uzyciu zdefiniowanej funkgji charakterystycznej 4 i funkcji
rozgalezien umozliwia takze zapis reakcji katalizowanych przez transferazy. Ponizej przedstawiono schemat dzialania amylo-1-—6-
glikozydazy®, katalizujacej przeniesienie lancucha podrzednego na koniec nieredukujacy lancucha nadrzednego wraz z zapisem reakcji
w formie przyjetego w pracy ltancucha liczb:

13 4 15 16 17 a8

Hiclelelele
] 9 10 11 12

1 2 3 4 5 [ 7
leleclaeclalalaslaelaslaelaslaele

FE0.03. 1100, E1.0Y. £ 1,03, 1.0%. 41,00 (1,131,100, 1,034 1,00 (1,01, 11,03.£1,01.11,03,{1,0}.11.0}.{1.0}.11.0}}
L (amylo-1—>6-glikozydaza)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
lclclelelalaclaelelaelaelalaelalaelelaeleles
(10.03.01,01.11.0}. 01,01, 11.0}.41.0}.{1,01.{1.0}.£1,0}.{1.03.11.0}.11.0}.£1.0}.{1.0}.£1.0}.{1.0}.£1.0,11,0}}

Po uwzglednieniu specyficznosci enzymu, schemat blokowy modelu opisujacego dzialanie transferazy, jest analogiczny

z schematem przedstawionym narys, 3.1,

N. Powinowactwo enzymu do substratu

W dotychczasowych rozwazaniach przyjeto, ze prawdopodobienstwo zderzenia (ataku) enzymu ze wszystkimi podjednostkami
glukozy w objetosci modelowej jest takie samo lub w przypadku ataku wielokrotnego, wprowadzono zmienna okreslajaca
prawdopodobienstwo zajécia tego zjawiska. Mozna jednak wyobrazi¢ sobie inny rozklad prawdopodobienstwa, przykladowo mozemy
przypuszezaé ze elementy skrajne amylopektyny (podjednostki glukozy lezace blisko koncow lancuchow) beda czesciej atakowane, niz
fragmenty lezace wewnatrz struktury czasteczki.

W celu uwzglednienia tego zjawiska przyjmuje sie, ze rok lad prawdopodobienstwa ataku enzymu na poszczegélne monomery
w ukladzie jest nieliniowy. Przyjmuje sig. ze gestosé¢ prawdopodobienstwa ataku na dany monomer, moze by¢ okreslona przykladowo jako
funkcja jego polozenia wzglgdem konca lancucha w ktorym si¢ zawiera lub moze by¢ wyznaczana w oparciu 0 energie powinowactwa
centrum enzymu (porownaj rvs. IIL.1). Dopuszcza si¢ takze zadeklarowanie tablicy okreslajacej poszczegdlne prawdopodobienstwa,
przykladowo dla nast¢pujacej czasteczki amylopektyny zlozong z dziesigciu podjednostek glukozy:

9 1o

LANEE |
R P P =

] 2 3 4 5 6
Islelslaelesle
(10,0110} 01734103, 1,04 1L01,{ 1.0}, 11,0} ,11,0}.{1.0} )

standardowo w modelu prawdopodobienstwo ataku enzymu na kazda podjednostke glukozy, ktore w tym przypadku wynosi: 1/10:

Py=010;P,=010:P:=0,10;P,=0,10:Ps=010: P, =010 :P; =010 : Py =010 ; Py = 0,10 . Pjy = 0,10 .

Jezeli jednak przyjmiemy ., Zze najbardziej prawdopodobny jest atak enzymu na dwie skrajnie polozone podjednostki glukozy

w kazdym lancuch, a prawdopodobienstwo ataku na punkt rozgalgzienia jest najnizsze, tablica rozkladu prawdopodobienstwa ataku enzymu
na podjednostki glukozy w omawianej w przykladzie czasteczki moze wygladac nastepujaco:

Pr=015:P,=0,10;P;=0,04;P;,=0,07:Ps=0,10;, P, =0,15;:P;=0,07; Py =0,07 ; P,=0,10; Py =0,15 .

W przypadku uwzglednienia powinowactwa enzymu do substratu na wszystkie prezentowane w pracy schematy blokowe,
naklada si¢ warunek. iz przy wyznaczaniu (pseudo)losowym czasteczki oraz miejsca w danej czasteczce atakowanego przez enzym,

przyimuje si¢ dodatkowa funkcje lub tablice definiujaca gestos¢ prawdopodobienstwa ataku na poszezegolne monomery.

Enzymem ktory katalizuje reakcje odwrotna przy procesach anabolicznych jest glikozylotransferaza rozgalezien o-glukanu
(amylo-1.4->1.6-glukozylotransferaza).
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bomasoamwsan

P-amylaza z ziaren soji [63].
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Uplynniajaca a-amylaza z B. subtilis. Scukrzajaca a-amylaza z B. subtilis [49].

Energia powinowactwa zostala wyznaczona w oparciu 0 metody
kinetyczne [55] - kolor niebieski oraz w oparciu o analiz¢ produktu
[136] - kolor bordowy.

Rys. III.1. Zestawienie energii powinowactwa centrum aktywnego do substratu (fragmentu substratu) dla
réznych enzymow amylolitycznych [50]. Na osi odcigtych zaznaczono numery podjednostek glukozy, z ktorymi
wiaze si¢ centrum Kkatalityczne danego enzymu, na osi rzednych przedstawiono energi¢ powinowactwa

A; [kcal/mol]. Strzatkami zaznaczono hydrolizowane wigzanie w substracie.
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O. Zestawienie warunkoéw definiujacych zderzenia aktywne dla wybranych
enzymow amylolitycznych

W tabeli 111.1. zreasumowano warunki definiujace zderzenia aktywne dla przedstawionych w dodatku

enzyméw amylolitycznych. Parametry podane w trzeciej kolumnie okreslajace specyficzno$é enzymow

(specyficzno$é substratowa) wobec skrobi odnosza si¢ scisle do enzyméw wykorzystanych w pracach

do$wiadczalnych badajacych kinetyke procesu hydrolizy skrobi [14, 15, 16, 18, 54, 61, 67, 80, 85, 99, 100, 151].

Tab. 111.1. Podatnosé¢ wiazan glikozydowych na dzialanie poszczegolnych enzyméw amylolitycznych.

Enzym Opis dzialania enzymu Warunki definiujgce zderzenia aktywne
Hydrolizowane sa wiazania | Zderzenie aktywne zachodzi w przypadku gdy atakowane wiazanie
o-1—4-glikozydowe  wew- | a-1—4-glikozydowe jest jednoczesnie:
natrz czasteczek skrobi. = Oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od konca

E nieredukujacego NRE,

% = Oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od kornca

& redukujacego RE,

3 = Dla czasteczek rozgalezionych atakowane wiazanie musi by¢
oddalone co najmniej o dwie podjednostki glukozy od miejsca
rozgalezienia w lancuchu glownym i o trzy w lafncuchu
podrzgdnym

Uwalniane sa  czasteczki | Zderzenie aktywne zachodzi w przypadku gdy atakowane wiazanie
maltozy od nieredukujacych | a-1—4-glikozydowe spelnia jednocze$nie nastgpujace warunki:

. | koncow czasteczek skrobi.| o, Oddalone jest o dwie podjednostki glukozy od koiica

= W pl:zypadku a{nylopektyn_y nieredukujacego czasteczki,

g reakeja. hydrolizy  zostaje | Oddalone jest przynajmniej o dwie podjednostki glukozy od kofica

¥ jeaizymena  ha punktach redukujacego czasteczki,

= |rozgalezienia. . : . . . B

= Dla polimeréw rozgatezionych hydrolizowane wiazanie musi by¢
oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od punktu
rozgalgzienia.
Uwalniane sa  czasteczki | Zderzenie aktywne zachodzi w przypadku gdy atakowane wiazanie
wolnej glukozy od | a-1—4-glikozydowe spelnia jednocze$nie nastepujace warunki:
nieredukujacych koncow | &  Oddalone jest o jedna podjednostke glukozy od konca
czasteczek skrobi. nieredukujacego czasteczki,

E = Oddalone jest przynajmniej o dwie podjednostki glukozy od konca

= redukujacego czasteczki,

g = Dla polimeréw rozgalezionych hydrolizowane wiazanie musi by¢

< oddalone co najmniej o trzy podjednostki glukozy od punktu

e rozgalezienia.

Dodatkowo dla glukoamylaz hydrolizujacych wigzania
a-1—6-glikozydowych dopuszcza sig¢ mozliwo$¢ hydrolizy wiazan
o-1—6-glikozydowych gdy sa one zlokalizowane bezposrednio na
koncach nieredukujacych czasteczek amylopektyny.
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Charakterystyka programu komputerowego przeznaczonego do symulacji

reakcji hydrolizy skrobi przy udziale enzymoéw amylolitycznych

W oparciu o przedstawiony w pracy model hydrolizy skrobi przy udziale enzymow

amylolitycznych opracowano program komputerowy umozliwiajacy komputerowa symulacj¢

w/w procesu. Ponizej przedstawiono podstawowe cechy programu:

& Algorytm programu opiera si¢ na przedstawionym w pracy modelu zakladajacym

iteracyjnos¢ procesu. Dzialanie kazdego enzymu zostalo zdefiniowane w oddzielnej

procedurze. Zdefiniowano takze niezalezne funkcje okreslajace, czy w ukladzie dostgpne

sa czasteczki substratu (wigzania glikozydowe) podatne na dzialanie danego enzymu.

& W programie predefiniowano nastgpujace enzymy amylolityczne:

=
=
LA

=

a-amylaze scukrzajacq oraz a-amylaze uplynniajaca,
-amylaze,
glukoamylaze,

pullulenaze (enzym usuwajacy rozgalg¢zienia).

&) Uzytkownik ma mozliwos¢ bezposredniego zadeklarowania w programie:

Ji-h

\/i-‘:

S

ilosci poszezegdlnych czasteczek enzymow w ukladzie,

okreslenia substratu (wielkosci czasteczek, stosunku amylozy do amylopektyny
oraz stopienia polimeryzacji dla amylopektyny)

czasOw poszczegllnych zderzen,

wyboru zdefiniowanych oddziatywan inhibicyjnych,

wyboru mechanizmu ataku (dla p- i glukoamylazy istnieje mozliwos¢ okreslenia
ataku wielokrotnego, podanie wartosci prawdopodobienstwa ataku wielokrotnego
rownej 1 jest jednoznaczne z rozpatrywaniem pojedynczego ataku tarcuchowego),
mozliwa jest zmiana takze wybranych parametrow modelu zwigzanych z dodaniem
lub usunigciem z uktadu modelowego okreslonej ilosci czasteczek glukozy, badz
maltozy; przerwaniem symulacji w zaleznosci od ilosci kolejnych zderzen

nieaktywnych lub numeru iteracji; okresleniem inaktywacji enzymu, itp.
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\m

Pozostale parametry programu mozna zmodyfikowaé, dokonujac zmian w kodzie
zrédlowym programu.

W programie istnieje mozliwos¢ wyboru opcji zapisu okreslonych parametréw symulacji
do pliku. Dane zapisywane sa w postaci pliku tekstowego, liczby reprezentowane sa
.z kropka dziesi¢tng” i oddzielone sq znakiem $rednika (format CSV). Dane w tym
formacie moga by¢ m. in. importowane do arkuszy kalkulacyjnych Microsoft” Excel oraz
KyPlot [169]. Dodatkowo istnieje mozliwos¢ okreslenia kroku, co ile iteracji majg by¢
wyprowadzane dane.

W trakcie dziatania programu wyswietlana jest informacja o zmianie jego podstawowych
parametrow. Istnieje mozliwo$¢ zatrzymania programu, zmiany jego okreslonych
parametrow, wyswietlenia funkcji charakterystycznej i funkcji polaczen oraz ponowne
uruchomienie programu pozwalajace na kontynuacje symulacji.

Ze wzgledu na dostepnos$¢ licencji oraz przejrzystos¢ kodu program napisano
wykorzystujac Pascal jako jezyk programowania [60]. Opracowano dwie wersje
programu:

# Przeznaczona na komputery klasy PC z procesorem 486 lub lepszym.
Wykorzystano kompilator TURBO PAscAL 7.0 firmy Borland International.
Program pracuje w srodowisku MS-DOS’, przyjeto maksymalny rozmiar tablicy
wszystkich zmiennych réwny 64kb.

H Przeznaczona na komputery Amiga™ z procesorem Motorola 68060 lub lepszym,
pracujagcym pod kontrolg systemu Amiga OS 3.0+. Wykorzystano kompilator
KICKPASCAL (© Maxon Computer GmbH.).Rozmiar tablicy danych ograniczony
jest iloscig dostgpnej pamigci oraz wolnej pamigei na dysku twardym.

W programie zdefiniowano dwie tablice okreslajace:

d funkcje charakterystyczng - Tablica A, wartosci zmiennych typu boolean, wartosé
TRUE oznacza obecnos$¢ wigzania glikozydowego przy weglu C,, wartos¢ FALSE
oznacza brak wigzania (koniec redukujacy).

H funkcje polgczenn - Tablica B, w celu przy$pieszenia dzialania programu

rozszerzono dziedzing wartosci funkcji na zbidr liczb naturalnych. Przyjeto, ze

" Przy wystartowaniu programu z poziomu systemu Windows, program uruchamia si¢ ,.w okienku DOS’owym”.
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wartos$¢ -n bedzie oznacza¢ iz dana podjednostka glukozy w tancuchu podrzednym
przylaczona jest do podjednostki glukozy w tancuchu nadrzgdnym o numerze n.

Czasteczki cykliczne w modelu nie sg rozpatrywane.

Ponizej przedstawiono zapis procesu hydrolizy skrobi zgodnie z przyjeta
w programie notacja (przypadek przedstawiony w rozdziale 2.3.1., podkresleniem
zaznaczono miejsce ataku poszczegdlnych enzymow).,:

££0,03:41.03:41,03:£1.03:41.03:¢1.0}:£1,0}:{1.0}:{1,0):{1,03:(1.0};
(LA101.03:11.00:01,0}:01,03:41,03:41.0}:£1.03:{1.,0}:{1.-83:¢1.0}:
(1.0:41,03:11,03:41,0}:41.343:41.03:£1.03:41,03:{1.0):£1.0}:{1.0};
(127350010} 01,035 41.03: 0 1.03:41,03: 41,0354 112354 1,03:£1.0}:{1.0}:
(1,503:41,03:{1,0}:01.0}:£1.03:{1.-45}:£1.03:{1.0}:11.0}:{1.0}}

d B —amylaza

£40,03:41.03:41,0):41,01:41,03:{1,0}:41,0}:{1,0}:41,0}:{1.0}:11.0}:
LA L0 L0 0L L0 L0} 1.0} 10.0):{ 1.0} { 1.-8}:4 1.0}
{1,03:£1.03:41,03:41,0};41,34}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:{1.0}:{1,0}:{1,0}:
{1,-27}:{1,0}:41,0}:{1,0}:41,0};41,0}:{1,0}:{1,-12}:{1,0}:{1,0}:{1,0};
(L5010 L0 O L0} 1-45) 4 1.0} 1O L0} 1.0} 3

V a—amylaza
140,03:41,0}:41,0}:{1.0}:41.0}:{1,0}:{1,0}:{1,0}:41,0}.{1,0}:{1,0};
(1413:01,0):(1.0}:(1.0}:¢1.0):{1,0}:{1.0:£0.0}:{1.0}:{1.-8}:{ 1.0}
(1.0}:£0,0}:1.0}:(1.0}:(1.34}:{1.0}:£1,0}:£1,0}:(1,0}:{1,03:{1,0};

(L-273:01,0}: 01,0} 01,03 £1,0}:1,08:€1.03:€1,-12}:¢1,03:£1,03:{1,0};
(1,50}: (1,035 £1,085(1,03:£1.03:{1,-45):{1,0}:{1,0}:{1.0}:{1.0}}

W Na podstawie czasow reakcji dla poszczegdlnych enzymoéw okreslana jest czasteczka
enzymu, Ktorej atak rozpatrywany jest w danej iteracji. Nast¢pnie w oparciu o generator
liczb (pseudo)losowych okreslana jest czasteczka i miejsce ataku enzymu. Na podstawie
analizy warunkow zdefiniowanych w programie, okreslane jest czy dochodzi do ..cigcia
substratu™. W zaleznosci od przebiegu symulacji odpowiednio modyfikowana jest funkcja
charakterystyczna, funkcja polaczen, zwigkszany jest numer iteracji oraz zmianie ulegaja

odpowiednio pozostale zmienne programu.

Skompilowane wersje programu wraz z ich kodami zrodlowe zawarto w zalaczniku.
Dodatkowo w kodach zrodlowych zawarto komentarze identyfikujace zmienne oraz opisujace
zadeklarowane w programie funkcje i procedury. W tabeli IV.1. przedstawiono w formie

»zdje¢ ekranu” przyklad uzytkowania programu komputerowego SKROBIA.

132



Piotr Wojciechowski
Zalacznik — Plyta CD @

Zalgcznik
Plyta CD

= 4

135



Piotr Wojciechowski
Zalacznik — Plyta CD @

Plyta CD

Ze wzgledu duza objeto$¢ arkuszy danych zawierajacych wyniki symulacji do pracy
zalaczono nosnik multimedialny w formie piyty CD-ROM (standard ISO9660 data disk).
Jej zawarto$¢ przedstawiono w tabeli Z.1. Po wykryciu pltyty w napedzie CD-ROM,
w komputerach pracujacych pod kontrola systemu Windows 98% automatycznie wezytywany
jest dokument hipertekstowy z zawartoscig plyty. Na innych platformach sprzgtowych
sugerowane jest wezytanie do przegladarki stron WWW pliku INDEX.HTM znajdujacego sig
w glownym katalogu na plycie CD. Zalecane jest uzycie przegladarki internetowe;j
obstugujacej ramki. Cze¢s¢ dokumentéw hipertekstowych zawiera aktywne potaczenia
internetowe ze stronami WWW i plikami wykorzystanymi w pracy. Sprawdzono poprawnos¢

odczytu plyty na komputerach zgodnych z IBM PC, Amiga, Macintosh oraz Silicon Graphics.

Tab. Z.1. Spis zawartosci plyty.

katalog zawarto$¢ katalogu

SKROBIA Program SKROBIA umozliwiajacy symulacj¢ procesu hydrolizy skrobi przy udziale predefiniowanych
enzymow amylolitycznych. Zalaczono programy skompilowane wersje programu przeznaczone na
komputery zgodne z IBM PC 486+ oraz na komputery Amiga 4000 (procesor MOTOROLA 68060, system
OS 3.0) wraz z kodami zZroédlowymi.

EXCEL Arkusze Kalkulacyjne w formacie Microsofi® Excel zawierajace:

1. pelne zestawienie danych kinetycznych wykorzystanych pracy.

2. wyniki symulacji komputerowych przeprowadzonych dla proceséw opisywanych przez dane kinetyczne
(wyniki ~ symulacji  zestawiono z  poszczegdlnymi  seriami  danych  do$wiadczalnych
w osobnych arkuszach; w symulacjach komputerowych modelowano m.in. stgzenie cukréw DP =1+ 6
oraz dekstryn granicznych),

3. wyznaczone stale kinetyczne dla wybranych modeli liniowych,
przykltady modelowania innych procesow, niz uklady dla ktorych dysponowano danymi
doswiadczalnymi.

HTML Dokumenty hypertekstowe zawierajace miedzy innymi:

1. histori¢ rozwoju enzymologii,

2. schemat dzialania wybranych enzyméw amylolitycznych wraz z animacjami komputerowymi
przedstawiajacymi mechanizmy ataku enzymatycznego,

opis typow inhibicji produktami reakeji [27. 131, 144],

przyklad procesu technologicznego pozyskiwania skrobi modyfikowanej z kukurydzy,

opis stosowanej analityki wykorzystujacej reakcje¢ z DNS [72],

N kW

wybrane adresy Internetowe zawierajace informacje Zwigzane zZ degradacja
i wykorzystaniem biopolimerow [165 + 181].

PUBLIKACJE | Przeglad  publikacji autora niniejszej pracy doktorskiej. Artykulu zostaly przedstawione
w formie plikow hypertekstowych.

LITERATURA | Udostgpnione przez autoréw publikacje cytowane w pracy doktorskiej.
(Prace zostaly zapisane w oryginalnej formie dostarczonej przez autorow.)

INSTALL Wersje instalacyjne programow:
1. Gepasi [171] (program wykorzystano do symulacji w rozdziale 5.5.).
2. KyPlot |169] (arkusz danych)

WORD Tres¢ niniejszej pracy doktorskiej w formie plikow Microsofi® Word.

ADOBE Dokumenty tekstowe i hypertekstowe przekonwertowane do formatu Adobe Portable Document Format (pdp.
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