Λύσεις ασκήσεων Εργαστηρίου ΚΧ3 της 18 - 1 – 2016 

Οι λύσεις παρουσιάζονται για την μια ομάδα, για την άλλη είναι ανάλογες.

Ψ1 ) Το ενζυμο ορού Ε0, μετατρέπει το συστατικό Κ σε Λ με ενεργότητα 60 UI/Lit. α) Δώστε τον ορισμό της ενεργότητας & εξηγήστε σε τι ανταποκρίνεται αυτός για την παραπάνω μετατροπή. β ) Δώστε, με απλές εξηγήσεις, την αντίδραση μετατροπής του Κ σε Λ σύμφωνα με τον μηχανισμό Μικαέλις Μέντεν (υπόστρωμα, σύμπλοκο κλπ).

Λύση.

α ) Η ενεργότητα εδώ αναφέρεται στα ενζυμα. Ο ορισμός της αναφέρεται στα μmol του υποστρώματος (δηλαδή στην ποσότητα του υποστρώματος) που το ενζυμο που βρίσκεται στο διάλυμα το μετατρέπει σε προϊόν σε 1 min σε ορισμένες συνθήκες. Μετριέται σε  διεθνείς μονάδες (U.I). Στην πρακτική μετριέται σε διεθνείς μονάδες ανά λίτρο (I.U/lit) του διαλύματος που περιέχει το ενζυμο.

Έτσι στην αντίδραση της άσκησης το ενζυμο Ε0 μετατρέπει 60 μmol/min του Λ σε Κ.

β ) Ο μηχανισμός Μικαέλις Μέντεν λέει ότι αρχικά το ενζυμο συνδέεται με το υπόστρωμα του προς σχηματισμό συμπλόκου ενζύμου υποστρώματος με το οποίο βρίσκεται σε ισορροπία  και στην συνέχεια μας παρέχει το προϊόν και το ενζυμο. Έτσι έχουμε το παρακάτω κλασσικό σχήμα.
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Ψ2 ) Το ενζυμο ΕΙ μετατρέπει το συστατικό Ι σε Κ & για τον κινητικό καθορισμό της ενεργότητας του επεμβαίνει ο όρος ΔΑ/Δt. α ) Αν μόνο το Ι απορροφά στα 500 nm, από τις μετρήσεις ποιου συστατικού και για ποια χρονική διάρκεια θα προέλθουν οι τιμές για Α και για t; β ) Η απορρόφηση θα αυξάνετε, θα ελαττώνεται ή θα παραμένει σταθερή κατά την διάρκεια των μετρήσεων; Εξηγήστε σαφώς τις απαντήσεις σας.

Λύση.

α ) 

Ο όρος ΔΑ/Δt ανταποκρίνεται σε μεταβολή της απορρόφησης προς την μονάδα του χρόνου, δηλαδή σε ταχύτητα, και εδώ συγκεκριμένα της παρακάτω αντίδρασης,
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Επειδή μόνο το Ι απορροφά στα 500 nm, το φωτόμετρο λοιπόν στα 500 nm θα βλέπει μόνο και μόνο τις μεταβολές απορρόφησης του Ι. Επειδή το Ι είναι αντιδρών, αυτό θα ελαττώνεται διότι θα μετατρέπεται σε Κ και συνεπώς θα έχουμε και την ελάττωση της απορρόφησης Α μέσα στον χρόνο. Δηλαδή από αυτή την ελάττωση, που εκφράζεται από το ΔΑ/Δt, θα έχουμε την ταχύτητα της μετατροπής του Ι σε Κ. 

Οι τιμές για Α και για t θα προέλθουν από τις μετρήσεις (πίνακα) της απορρόφησης συναρτήσει του χρόνου (Α = f (t)) και για όσον χρόνο εμείς θέλουμε (πχ για 10 λεπτά ανά 20 sec για κάθε μέτρηση). Εννοείται δηλαδή για τουλάχιστον πάνω από 1 λεπτό από την στιγμή που αρχίζει η αντίδραση. 
β ) Όπως είναι ευνόητο από τα παραπάνω η απορρόφηση Α θα μειώνεται μέχρι να καταναλωθεί το Ι οπότε από εκείνη την στιγμή θεωρητικά θα παραμείνει σταθερή.

Ψ3 ) Υπολογίστε την Vmax με τις μονάδες της γνωρίζοντας ότι έχουμε, S = 2.10−5Μ, Km = 4.10−6Μ και Vi = 8 . 10−5 Μ/min. 
Δίνεται Vi = Vmax (S/(Km +S)).

Λύση.

Vi = Vmax (S)/(Km + (S)) ==► (S) Vmax = Vi (Km + (S)) ==► 
==►(S) Vmax = Vi Km + Vi (S) ==► Vmax = Vi Km/(S) + Vi (S)/ (S) ==►

Vmax = Vi Km/(S) + Vi =►Vmax =[ 8. 10−5 Μ/min . 4.10−6 Μ/2.10−5Μ]+ 8. 10−5Μ/min
=►Vmax = 16 10−6 Μ/min + 8. 10−5Μ/min =►Vmax = (16 10-110−5 + 8. 10−5) Μ/min 

==► Vmax = 10−5(1,6 + 8) Μ/min ==► Vmax = 9,6 10−5 Μ/min
Ψ4 ) Καθορίζουμε την ταχύτητα ενζύμου με Km = 10−6Μ, με το υπόστρωμα του S σε 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις. Με S1 = 10−5Μ και με S2 = 10−3Μ. α ) Πόσες αρχικές ταχύτητες θα πετύχουμε και γιατί; εξηγήστε με γραφική παράσταση. β ) Με ποια από αυτές τις 2 παραπάνω συγκεντρώσεις θα πλησιάσουμε την Vmax και γιατί.
Λύση.

α ) Με 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος θα πετύχουμε 2 διαφορετικές αρχικές ταχύτητες, Αυτό είναι εμφανές από την απλή βασική γραφική παράσταση της ταχύτητας συναρτήσει του υποστρώματος (V = f (S)). 
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===►Υπόστρωμα S1 ταχύτητα V1,  υπόστρωμα S2 ταχύτητα V2. 

Σημείωση: Στο ίδιο αποτέλεσμα φτάνουμε και με την γραφική παράσταση απορρόφηση Α συναρτήσει του χρόνου t (δηλαδή της ταχύτητας) με 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος. Η ταχύτητα εκφράζεται από την εφαπτομένη (εφ1 και εφ2), δηλαδή την κλίση για κάθε συγκέντρωση. Η εφαπτομένη ανταποκρίνεται στο ΔΑ/Δt και όπως βλέπουμε η εφ2 έχει μεγαλύτερη κλίση και άρα μεγαλύτερη ταχύτητα. Αυτό το βλέπουμε στο παρακάτω σχήμα.
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β ) Με την συγκέντρωση που είναι πιο μεγάλη, και όπως φαίνεται από τις παραπάνω γραφικές παραστάσεις, θα πλησιάσουμε την Vmax. Δηλαδή με την S2 = 10−3Μ. 
Α. Αντωνίου 
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