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Διάφορες ασκήσεις για πιθανές εξετάσεις εργαστηρίου 
Κλινικής Χημείας ΙΙΙ τον Σεπτέμβριο 2015.
	Παραθέτω εδώ πιο κάτω διάφορες ασκήσεις (οι περισσότερες είναι ερωτήσεις κατανόησης παρά ασκήσεις) τις οποίες θα πρέπει να μπορούν να λύσουν και να απαντήσουν οι σπουδαστές που θα παρουσιαστούν στις εξετάσεις. Οι σπουδαστές θα πρέπει να είναι ικανοί να απαντήσουν σε τέτοιου είδους θέματα για τις εξετάσεις εργαστηρίου. Α. ΑΝΤΩΝΙΟΥ


1 ) α) Ποια είναι η απαραίτητη προϋπόθεση ώστε οι αναφερόμενες σε πίνακα τιμές ταχύτητας και υποστρώματος (δηλαδή οι τιμές που χρειάζονται για την κατασκευή της γραφικής παράστασης V =f (S)) να έχουν έννοια (να είναι έγκυρες);

α) Θα πρέπει οπωσδήποτε το υπόστρωμα S να είναι σε μεγάλη περίσσεια σε σχέση με το ενζυμο Ε. Δηλαδή να έχουμε S>>Ε. Στην αντίθετη περίπτωση οι μετρήσεις δεν μπορεί να χρησιμοποιηθούν σε διάφορους υπολογισμούς. Τα αποτελέσματα δεν δίνουν τίποτε το σωστό.
β) Τι είναι και τι σημαίνει τάξη αντίδραση;.

β) Γενικά ο όρος τάξη αντίδρασης αναφέρεται στις συγκεντρώσεις των αντιδρώντων που αντιδρούν μεταξύ των για να σχηματίσουν ένα προϊόν. Αναφέρεται συγκεκριμένα στον εκθέτη της συγκέντρωσης ενός αντιδρώντος με τον όποιον αυτό συμμετέχει σε μια συγκεκριμένη αντίδραση. 

Ο έκθετης αυτός (και συνεπώς και η τάξη της αντίδρασης σε σχέση μ’ αυτό το αντιδρών) έχει τα ακόλουθα βασικά χαρακτηριστικά:

1. Μπορεί να είναι θετικός αριθμός από το μηδέν έως και το άπειρο θεωρητικά. 

2. Δεν είναι υποχρεωτικά ακέραιος, μπορεί να είναι και κλασματικός.

3. Δεν συμπίπτει υποχρεωτικά με το στειχειομετρικό συντελεστή της αντίδρασης.
4. Δεν καθορίζεται παρά μόνο πειραματικά και όχι με άλλο τρόπο. 
Σημείωση: Όταν λέμε τάξη αντίδρασης ως προς ένα αντιδρών εννοούμε τον εκθέτη του με τον όποιο αναφέρεται η συγκέντρωση του στον κινητικό νόμο σχηματισμού κάποιου προϊόντος. Η συνολική τάξη αντίδρασης όταν επεμβαίνουν περισσότερα αντιδρώντα, τότε αυτή ισούται με το άθροισμα των εκθετών των αντιδρώντων.

● Έτσι πρώτης τάξης αντίδραση, σε σχέση βεβαίως με το S, είναι αυτή όπου το S συμμετέχει με εκθέτη 1. Όπως βλέπουμε στον απλό τύπο κινητικής Μικαελις Μεντεν, το υπόστρωμα S συμμετέχει πάντα με εκθέτη 1 διότι V = Vmax (S)/Km + (S).

► Μόνο στις περιπτώσεις που απλοποιήσουμε τον παραπάνω τύπο, τότε, στις μεγάλες συγκεντρώσεις S βλέπουμε ότι από μια τιμή S και πέρα δεν έχουμε καμία μεταβολή της ταχύτητας, αυτή παραμένει σταθερή. Δηλαδή έχουμε πάντα V = Vmax  μ’ άλλα λόγια S0 (S0 = 1) και αυτό όσο και να αυξάνουμε την συγκέντρωση του S. 
2 ) Διαθέτουμε ισομοριακό μίγμα δυο ισοενζύμων (ίσες ποσότητες ένζυμων που καταλύουν την ίδια αντίδραση), με κινητική συμπεριφορά τύπου Michaelis Menten. Για το ένζυμο 1 έχουμε Km1 = 4.10-6 Μ, και για το ένζυμο 2 έχουμε Km2 = 2. 10-4 Μ. Στο μίγμα τους προσθέτουμε αντιδραστήρια και το κοινό τους υποστρώματα S σε πολύ μεγάλη περίσσεια, π.χ συγκέντρωση 1 Μ. Πιο από τα δυο ισοένζυμα θα φθάσει θεωρητικά πρώτο στην Vmax του και γιατί; 

Λύση.

Κατ’αρχάς θα πρέπει να σημειωθεί ότι και τα δυο ένζυμα θα κορεσθούν, διότι η ποσότητα του υποστρώματος (1 Μ) είναι αρκετή για να γίνει αυτό. Αυτή η συγκέντρωση είναι συγκεκριμένα πολύ μεγαλύτερη απο100 φορές από το Km2, καθώς και 100 φορές από το Km1. Είναι επίσης 100 φορές μεγαλύτερη και από το σύνολο των δυο Km. Θα κορεσθεί όμως πρώτο το ένζυμο με το μικρότερο Km.

Αυτό φαίνεται όταν στην εξίσωση της κινητικής 
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, αντικαταστήσουμε στην μια περίπτωση το Km2 και στην άλλη το Km1
Το Km1 του ένζυμου 1, είναι σχετικά πιο μικρό από το Km2 του ένζυμου 2. Έτσι θεωρητικά στο μίγμα των ενζύμων, για μικρότερη συγκέντρωση υποστρώματος S, το ένζυμο με Km1 θα κορεσθεί πρώτο, εφ’ όσον γι’ αυτό χρειάζεται μικρότερη ποσότητα υποστρώματος και θα φθάσει πρώτο στην Vmax. Στην δε συνέχεια θα κορεσθεί το ένζυμο με το Km2 και θα φθάσει στην δική του Vmax. Η ποσότητα 1Μ υποστρώματος, όπως ήδη αναφέραμε, αρκεί για να κορεσθούν και τα δυο ένζυμα. 

Δοκιμάστε την λύση της άσκησης με την γραφική παράσταση, ταχύτητα συναρτήσει υποστρώματος (V = f (S) ), με τα δυο ένζυμα πάνω στην ίδια παράσταση.

3 ) Σε καθορισμό ενεργότητας ενζύμου ακολουθούμε το φυλλάδιο ανάλυσης και κάνουμε φωτομετρήσεις κάθε 30 sec. Το φωτομετρούμενο προϊόν έχει μια σταθερά απορρόφησης, Κ(λ) = 6220 lit. mol-1 cm-1 στο μήκος κύματος μετρήσεως. Οι μετρήσεις γίνονται σε κυψελίδα μήκους 1cm και ο συνολικός όγκος του μίγματος αντιδραστηρίων κλπ εντός κυψελίδας είναι 2,5 ml. Οι τιμές φωτομέτρησης που καταγράφουμε είναι, χρόνος μηδέν Α = 0,2. και στην συνεχεία έχουμε τις ακόλουθες τιμές 0,22 – 0,24 – 0, 26 – 0,28 – 0,30.

α) Ποια είναι η ταχύτητα της αντίδρασης σε ΔΑ/min;

β) Πόση είναι η μεταβολή της συγκέντρωσης του προϊόντος ανα λεπτό;

γ) Πόσο προϊόν σχηματίζεται ανα λεπτό στην κυψελίδα?

Λύση. 

	Απορρόφηση-χρόνος σε sec
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	α) Με τις τιμές του πίνακα (απορρόφηση-χρόνος) κατασκευάζουμε την παραπάνω γραφική παράσταση. Η κλίση της γραφικής παράστασης ανα λεπτό, μας δίνει την ταχύτητα σε ΔΑ/min η οποία συγκεκριμένα είναι 0,04 Α/λεπτό.


β) Η συγκέντρωση της ουσίας μπορεί να καθορισθεί από την παραπάνω γραφική παράσταση παίρνοντας δυο τιμές απορρόφησης που απέχουν κατά ένα λεπτό. Η διαφορά της Α (απορρόφησης) στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις δίνει την μεταβολή της συγκεντρώσεως του προϊόντος ανα λεπτό. Έτσι π.χ έχουμε,

Α 30 sec = 6220.l.C.30 sec 
και   Α 90 sec = 6220.l.C 90 sec. 
[image: image8.emf]


Α 90 sec - Α 30 sec = (6220.l.C.90 sec ) - (6220.l.C.30 sec ) 
[image: image9.emf]

 

Α 90 sec - Α 30 sec = 6220.l.(C.90 sec -.C.30 sec ) 
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 0,04 / 6220 = Δ C 
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 Δ C = 6,43 10-6 moles lit-1 min-1
γ) Γνωρίζουμε ότι το γινόμενο, (συγκέντρωση) x (όγκος) δηλαδή C.V, μας παρέχει σαν αποτέλεσμα την μάζα ή την ποσότητα της διαλυμένης ουσίας στον συγκεκριμένο όγκο. Εδώ λοιπόν, χρησιμοποιώντας τα παραπάνω αποτελέσματα, μπορούμε να υπολογίσουμε αυτήν την ποσότητα προϊόντος ανα λεπτό.

Δ C x V = 6,43 10-6 moles lit-1 min-1  x  2,5 10-3 lit = 16,075 10-9 moles min-1

Άρα η ποσότητα του προϊόντος που σχηματίζεται στην διάρκεια 1 λεπτού (μόνο ποσότητα) είναι = 16,075 10-3 μmoles min-1 x min. 
[image: image13.emf]

 16,075 10-3 μmoles.

4 ) Λαμβάνοντας υπ’ όψιν όλους τους περιορισμούς, μεγάλη περίσσια υποστρώματος, σχετικά μεγάλη ταχύτητα συζευγμένης αντιδράσεως κ.λ.π, μελετάμε την ενεργότητα του ενζύμου χ με την βοήθεια συζευγμένης αντιδράσεως ενζύμου ψ., Για την μέτρηση χρησιμοποιούμαι δοκιμαστικό σωλήνα όπου τοποθετούμε 0,01 ml ορό και 2,99 ml διάφορα αντιδραστήρια. Στην συνέχεια τοποθετούμε τον σωλήνα στο υδατόλουτρο στους 300 C για 5 λεπτά. Κατόπιν προσθέτουμε 0,5 ml υποστρώματος και αρχίζουμε τις μετρήσεις για τον καθορισμό της ενεργότητας. 

Η σταθερά απορρόφησης του μετρουμενου προϊόντος στο μήκος κύματος της μέτρησης είναι Κ(λ) = 6220 lit. mol-1 cm-1 και το μήκος της κυψελίδας 1cm.

α) Γνωρίζονται ότι η αντίδραση Α→Β γίνεται με το ένζυμο χ και η B→C γίνεται με το ένζυμο ψ Δώστε την σειρά των αντιδράσεων ποια είναι 1η και ποια 2η και γιατί.

β) Τα 0,5 ml υποστρώματος που προσθέσαμε για να αρχίσουμε τις μετρήσεις σε τι ανταποκρίνονται, στο Α, στο Β, στο C, στο χ η στο ψ.? Εξηγήστε.

γ) Δώστε τον τύπο ενεργότητας ένζυμου στις αναλύσεις ρουτίνας και εξηγήστε σε τι ανταποκρίνεται ο κάθε όρος.

δ) Αν από το παραπάνω μίγμα των 3,5 ml που χρησιμοποιούμε στην μέτρηση, πάρουμε μόνο 2 ml το τοποθετήσουμε στην κυψελίδα και αρχίσουμε τις μετρήσεις, τι θα αντικαταστήσουμε στον τύπο της ενεργότητας ρουτίνας στο VΔ και VΣ;. Όπως γνωρίζουμε αυτοί ανταποκρίνονται αντίστοιχα στον όγκο δείγματος και στον συνολικό όγκο σε cm3. Η ίδια ερώτηση όταν πάρουμε 2,5 ml από το μίγμα. 

Λύση.

α) Έχουμε δυο αντιδράσεις. Μια όπου συμμετάσχει το ένζυμο χ και μια όπου συμμετάσχει το ένζυμο ψ. Βεβαίως το προϊόν της αντίδρασης του χ χρησιμοποιείται από την δεύτερη αντίδραση του ενζύμου ψ. Έτσι έχουμε τις δυο παρακάτω αντιδράσεις 

Αντιδράσεις 
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 και την παρακάτω

σύζευξη των αντιδράσεων στην σειρά. 
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β) Αυτό που προσθέτουμε με τα 0,5 ml μπορεί να είναι το συστατικό Α ή το ένζυμο χ, διότι μόνον έτσι με την πρόσθεση ενός και μόνο συστατικού ξεκινάει όλη η αλυσίδα των αντιδράσεων. Άρα μέσα στο μίγμα που θα προσθέσουμε τα 0,5 ml υπάρχουν.

· Είτε το ένζυμο ψ και το συστατικό Α.

· Είτε το ένζυμο χ και το ένζυμο ψ.

Όμως από την άσκηση είναι δεδομένο ότι προσθέτουμε 0,5 ml υποστρώματος. Έτσι γίνεται φανερό ότι στο μίγμα υπάρχουν τα ένζυμα χ και ψ και εμείς προσθέτουμε το υπόστρωμα Α, με συνέπεια γίνονται οι 2 απαραίτητες αντιδράσεις με την παραγωγή του μετρούμενου προϊόντος C για την μελέτη της ενεργότητας του ένζυμου χ. 

γ) 
Ενεργότητα. = 
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Όπου Κ(λ) = σταθερά απορρόφησης της φωτομετρώμενης ουσίας στο μήκος κύματος λ της μετρήσεως, εδώ του προϊόντος C. Όπου VΔ και VΣ αντίστοιχα, όγκος δείγματος που βάζουμε στον σωλήνα μαζί με τα αντιδραστήρια και συνολικός όγκος δείγματος και αντιδραστηρίων στον σωλήνα. Οι όγκοι VΔ και VΣ μετρώνται με τις ίδιες μονάδες. Όπου l είναι το μήκος της κυψελίδας που γίνονται οι μετρήσεις και που συνήθως είναι 1 cm.

δ) Το VΔ ανταποκρίνεται στον όγκο του δείγματος του ορού που χρησιμοποιούμε στην ανάλυση και βάζουμε στον σωλήνα με τα άλλα αντιδραστήρια, εδώ 0,010 cm3 και όχι όσο βάζουμε στην κυψελίδα του φωτομέτρου για φωτομέτρηση όπως εδώ 2 cm3.

Το VΣ ανταποκρίνεται στον συνολικό όγκο του σωλήνα (αντιδραστήρια + ορός) όπου γίνεται η αντίδραση, δηλαδή σε 3,5 cm3 και όχι όσο βάζουμε στην κυψελίδα φωτομέτρου για φωτομέτρηση όπως εδώ 2 cm3.

► Πρέπει να γίνει κατανοητό ότι ο όγκος δείγματος για την ανάλυση είναι ο όγκος που αναμιγνύουμε με τα αντιδραστήρια στον σωλήνα ανάμιξης για να γίνουν οι αντιδράσεις. Επίσης ότι, αν για διάφορους λόγους δεν χρησιμοποιήσουμε για την φωτομέτρηση το παραπάνω σύνολο παρά ένα μέρος του, τίποτε δεν αλλάζει στο VΔ και VΣ. 

5 ) Με τα δεδομένα της προηγούμενης άσκησης καθώς και του γεγονότος ότι η απορρόφηση στην κυψελίδα μεταβάλλεται γραμμικά από Α = 0 έως Α = 0,2 σε110 sec,

α ) υπολογίστε την ενεργότητα του μελετουμένου ενζύμου.

β) Σε περίπτωση που χρησιμοποιούσαμε 0,030 ml ορό και όλα τα άλλα ακριβώς τα ίδια (ίδιοι όγκοι κλπ). Θα άλλαζε κάτι στις τιμές που θα βάζατε στον τύπο υπολογισμού της ενεργότητας σχετικά με την προηγούμενη ανάλυση και στο αποτέλεσμα της ανάλυσης;

Λύση

α) Στον τύπο της ενεργότητας έχουμε μεταβολή της απορρόφησης/min και όχι ανά sec. Όπως η απορρόφηση μεταβάλλεται γραμμικά μέχρι 110 sec υπολογίζουμε το ΔΑ/ min 

60 sec   
[image: image17.emf] 1 min

110 sec 
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ΔΑ/Δt = 0,2/1,83 
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 0,1092 ΔA/min
Ενεργότητα = 
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 EMBED ChemDraw.Document.6.0 [image: image23.emf] (0,1092/6,22 103) x (3,5 / 0,01)103

[image: image24.emf] Ενεργότητα = 6,1447 IU/lit 

β) Θα άλλαζε το VΔ που θα γινόταν 0,030 ml. Κατά συνέπεια θα άλλαζε και ο συνολικός όγκος, το VΣ θα γινόταν 3,52 ml (δηλαδή 0,030 + 2,99 +0,5). Κατά συνέπεια ο λόγος VΣ/VΔ θα άλλαζε επίσης και συγκεκριμένα θα γινόταν πιο μικρός. 

Επίσης θα άλλαζε και η ΔA min, η οποία θα μεγάλωνε ανάλογα αφού θα είχαμε πιο πολύ ένζυμο. Οι παραπάνω αυξομειώσεις θα γινόταν έτσι ώστε το αποτέλεσμα να παραμείνει το ίδιο, δηλαδή. Η ενεργότητα να παραμείνει η ίδια εφ’ όσον έχουμε τον ίδιο ορό. Κατά συνέπεια εδώ μπορούμε να υπολογίσουμε και την ΔA/min. Αυτό το τελευταίο βεβαίως θεωρώντας ότι είμαστε στην περιοχή γραμμικής μεταβολής.

	Σημείωση. Ότι αναφέραμε εδώ για τις συγκεντρώσεις, στην κινητική των ενζύμων, άφορα την θεωρία και είναι σωστό. Στην πρακτική όμως, π.χ ενεργότητα, οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις είναι μικρότερες απ’ ότι στην θεωρία. Είναι όμως μικρότερες για όλα τα συστατικά και όχι μόνο για ένα. Εάν δηλαδή η συγκέντρωση ενός συστατικού είναι π.χ 130 φορές μικρότερη απ’ότι στην θεωρία και για τα άλλα συστατικά η συγκέντρωση είναι επίσης 130 φορές μικρότερη. Κατ’ αυτό τον τρόπο υπάρχει πάντα συμφωνία με την θεωρία. Κατά συνέπεια ο σπουδαστής δεν θα πρέπει να απορεί για τις τάξεις μεγέθους αντιδραστηρίων και ενζύμων. 


6 ) Θέλετε να σχηματίσετε μέσα σε σωλήνα το συστατικό Α που βλέπετε στην αντίδραση   Α + Β ↔ Γ + Δ.  (προσοχή στο ↔)  α) Ποιο ή ποια συστατικά θα βάλετε στον σωλήνα και γιατί; β ) Μετά από μεγάλο χρόνο (θεωρητικά άπειρο χρόνο) ποιο ή ποια συστατικά θα υπάρχουν στον σωλήνα; Εξηγήστε τις απαντήσεις σας.

7 ) Καθορίζουμε την ταχύτητα ενζύμου με Km = 10−6Μ, με το υπόστρωμα του S σε 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις. Με S1 = 10−5Μ και με S2 = 10−4Μ. Υπολογίστε την ταχύτητα που επιτυγχάνουμε, σε % ποσοστό της Vmax, και βγάλτε ένα συμπέρασμα με ποια από αυτές τις 2 συγκεντρώσεις θα πλησιάσουμε την Vmax και γιατί.
8 ) Εξηγήστε με απλό και συγκεκριμένο τρόπο γιατί δεν επιτυγχάνουμε την Vmax ενός ενζύμου όταν διπλασιάσουμε την συγκέντρωση του υποστρώματος του S που ανταποκρίνεται στο Km του αφού είναι γνωστό ότι όταν έχουμε S = Km τότε έχουμε και την Vmax/2 (δηλαδή την μισή της Vmax). 

Δίνεται V = Vmax (S)/(Km + (S)).

9 ) Ποια είναι η αναλογία μεταξύ της συγκέντρωσης του υποστρώματος S και της σταθεράς του Μικαελις Μεντεν όταν η ταχύτητα V της ενζυμικής αντίδρασης είναι ίση με το 88% της Vmax (είναι δηλαδή το 0,88 της Vmax)

10 ) Ενζυμο παρουσιάζει για το Α υπόστρωμα Km = 5 10-4 Μ και για το Β υπόστρωμα Km = 10-4 Μ. α) Τι σημαίνει αυτό από κινητική άποψη; β) Τι θα συμβεί κινητική άποψη αν σε δοχείο που περιέχει τα υποστρώματα Α και Β σε μεγάλη συγκέντρωση (πχ Α = 10-1 Μ και Β = 10-1 Μ), βάλουμε το παραπάνω ενζυμο;

11 ) α) Υπολογίστε την Vmax ενζυμικής αντίδρασης όταν η ταχύτητα της είναι V = 0,4 μΜ/min, το ενζυμο έχει Κm = 200 mΜ και το S είναι, S = 20.104 μΜ  β) Αφού δώστε τον ορισμό της αρχικής ταχύτητας εξηγήστε κατόπιν αν η παραπάνω αναφερόμενη ταχύτητα (V = 0,4 μΜ/min) είναι μια αρχική ταχύτητα ή όχι και γιατί.

12 ) Δώστε μια απλή αλλά αιτιολογημένη απάντηση στις ακόλουθες ερωτήσεις. α) Πως κατασκευάζουμε την γραφική παράσταση V = f (S), (από πού περιέρχονται οι τιμές) όταν διαθέτουμε το ενζυμο και το κατάλληλο υπόστρωμα που αυτό μετατρέπει; β) Σε μια γραφική παράσταση (V = f (S)) για ένα ενζυμο έχουμε και μια Vmax . Αυτή η Vmax είναι η ίδια όποια και να είναι η συγκέντρωση του ενζύμου ή όχι; 
13 ) Για την μέτρηση ενεργότητας του ενζύμου Ε0 είσαστε σε συνθήκες υποστρώματος τέτοιες ώστε να έχετε ((S)/Km + (S)) = 0,92. Μπορείτε να καθορίσετε την ενεργότητα του Ε0 μ’ αυτές τις συνθήκες υποστρώματος ή όχι; Εξηγήστε.

14 ) Εξηγήστε σαφώς τα παρακάτω α ) ποια είναι η διαφορά μεταξύ των όρων, ταχύτητα (V) ενζυμικής αντίδρασης και Vmax αυτής της ίδιας αντίδρασης. β ) Η Vmax μεταβάλλεται αν αυξήσουμε την συγκέντρωση του υποστρώματος με την οποία την επιτύχαμε; γ) δώστε ένα αριθμητικό παράδειγμα ταχυτήτων ( δηλαδή V= … και Vmax= ….) αυτής της ίδιας αντίδρασης με τις μονάδες μέτρησης των.

15 ) Δυο σπουδαστές καθορίζουν την Vmax του ενζύμου Ε1 σε ορούς 2 ασθενών με την ίδια μέθοδο και βρίσκουν ότι τα ενζυμα τους παρουσιάζουν την ίδια Vmax. α ) εξηγήστε σαφώς αν αυτό σημαίνει ότι υποχρεωτικά θα βρουν και την ίδια ενεργότητα ή όχι. β ) Εάν τώρα αραιώσουν στο μισό τον ορό των ασθενών και επαναλάβουν ακριβώς την ίδια διαδικασία καθορισμού ενεργότητας θα δώσουν τελικό αποτέλεσμα ενεργότητας ασθενούς διαφορετικό ή όχι από ότι στο α; Εξηγήστε. 
16 ) Καθορίζετε φωτομετρικά την ενεργότητα του ενζύμου Χ0 του ορού σε IU/Lit βάσει της απλής αντίδρασης: Αντιδραστήρια + Χ0 → Χρώμα. (Απορρόφηση στα 620 nm) α) Δώστε περιληπτικά την διαδικασία καθορισμού καθώς και τους ≈ συνήθεις όγκους (όπως γίνεται στο εργαστήριο) ορού και αντιδραστηρίων που θα χρησιμοποιήσετε και αναφέρετε την χρήση κάθε συστατικού που βάζετε στον σωλήνα. β) Εξηγήστε ποια γραφική παράσταση θα κάνετε με τα αποτελέσματα των μετρήσεων σας και σε τι αυτή θα χρησημεύσει. 

17) Ενζυμο εχει Κm = 10-4 Μ. Θέλετε να πλησιάσετε όσο γίνεται περισσότερο την Vmax του. Με ποια συγκέντρωση του υποστρώματος S θα το πετύχετε; (S) = 10-2 Μ ή (S) = 10-3 Μ. Εξηγήστε την απάντηση σας χρησιμοποιώντας και μια περίπου αλλά κατάλληλη γραφική παράσταση (V = f (S)) για να γίνει εμφανές ότι λέτε. 
18 ) Καθορίζετε με την ίδια ακριβώς μέθοδο (όγκοι, λ, κυψελίδα, κλπ ίδια) την ενεργότητα του ιδίου ενζύμου σε 2 διαφορετικά δείγματα ορού βάσει του IU/Lit = ((VΣ/v K(λ).1.)].(ΔΑ/Δt) και βρίσκετε ότι η ενεργότητα του ενός δείγματος είναι 30 IU/Lit και του άλλου 90 IU/Lit. Εξηγήστε τι μεταβάλλεται στον παραπάνω τύπο για τον υπολογισμό της ενεργότητας του κάθε δείγματος και την αίτια αυτής της μεταβολής.

19 )  Δυο εργαστήρια (Χ, Ψ) καθορίζουν την ενεργότητα της GΡT του ιδίου ορού με την ίδια μέθοδο, Το Χ σε θερμοκρασία 27 0C και το Ψ στους 37 0C. Τα αποτελέσματα που τα εργαστήρια θα δώσουν σε IU/Lit και οι φυσιολογικές τιμές, γι’ αυτόν τον ορό, θα είναι οι ίδιες ή θα διαφέρουν; Εξηγήστε την απάντηση σας.
20 ) Σπουδαστής εκτελεί άψογα τον καθορισμό ενεργότητας της GOT ασθενούς με αυξημένη GOT. Όμως, μετά από ανάμιξη, ανάδευση και εισαγωγή της κυψελίδας στο φωτόμετρο και μηδενισμό έχει συνεχώς απορρόφηση μηδέν (Α = 0). α) Εξηγήστε τι συμβαίνει β) Ο σπουδαστής αραιώνει αρκετά τον ορό και επαναλαμβάνει τον καθορισμό ενεργότητας. Εξηγήστε αν θα πετύχει ή όχι τον καθορισμό ενεργότητας. 

21 ) Αναφέρετε ότι γνωρίζετε (περιληπτικά) ενός από τα ενζυμα GOT, GPT, ALP, LDH και περιγράψτε την χρήση της ενεργότητας του στις διαγνώσεις. 
22) a) Σε προσδιορισμό της ενεργότητας της ALP παρατηρήσαμε γραμμική μεταβολή απορρόφησης από Α = 0 στον χρόνο μηδέν (t = 0), έως Α = 0,3 στον χρόνο t = 5 min. Αν η ενεργότητα της ALP δίνεται από τον τύπο IU/lit = 10 (Vολ/vδ)(ΔA/Δt) και χρησιμοποιήσαμε 2,4 ml αντιδραστήρια και 0,1 ml ορό, βρείτε την ενεργότητα. β) μετά από τα 5 min δεν έχουμε γραμμική μεταβολή της απορρόφησης. Μπορούμε να βρούμε την  ενεργότητα του σ’ αυτή την περίπτωση ή όχι; Εξηγήστε.
23 ) Ενζυμο έχει Km = 10-4 Μ, & Vmax= 10 mM/min. Μετράμε την ταχύτητα του V. με S = 10-2 Μ καθώς και με S = 10-4 Μ. Δώστε τις τιμές της ταχύτητας V σ’ αυτές τις 2 περιπτώσεις με τις μονάδες της.
 Δίνεται ο τύπος, V = Vmax (S)/(Km + (S)).
24) Ενζυμο έχει Km = 10-6 Μ & Vmax= 30 mM/min. Τι συγκεντρώσεις υποστρώματος (S) θα χρησιμοποιήσετε, α) για να πετύχετε την Vmax; β) Για να πετύχετε ταχύτητα του τύπου V = Κ (S); 

Όπου Κ= σταθερά
και V = Vmax (S)/(Km + (S)).
25 ) Αναφέρετε ότι γνωρίζετε (περιληπτικά) ενός από τα ενζυμα GOT, GPT, ALP, LDH και περιγράψτε την χρήση της ενεργότητας του στις διαγνώσεις. 
26) Η ενεργότητα ενός ενζύμου δίνεται από τον τύπο IU/lit = 25 (Vολ/vδ)(ΔA/Δt). Χρησιμοποιοντας 0,9 ml αντιδραστήρια και 0,1 ml ορό, έχουμε γραμμική μεταβολή απορρόφησης από Α = 0 στον χρόνο μηδέν (t = 0), έως Α = 0,4 στον χρόνο t = 4 min και από τα 4 έως τα 8 min δεν έχουμε γραμμική μεταβολή. Βρείτε την ενεργότητα του ενζύμου και εξηγήστε την απάντηση σας. 
27 ) Ενζυμο έχει Km = 10-4 Μ, & Vmax= 10 mM/min. Ποια θα είναι η ταχύτητα του με S = 10-6 Μ καθώς και με S = 10-4 Μ. Δώστε τις τιμές της ταχύτητας V σ’ αυτές τις 2 περιπτώσεις. Η ενζυμική ταχύτητα δίνεται από τον τύπο, V = Vmax (S)/(Km + (S)).
28) Ενζυμο έχει Vmax= 20 mM/min & Km = 10-4 Μ. Τι συγκεντρώσεις υποστρώματος (S) θα χρησιμοποιήσετε. α) για να πετύχετε την Vmax; β) Για να πετύχετε την Vmax/2; Εξηγείστε τις απαντήσεις σας 

Δίνεται V = Vmax (S)/(Km + (S)). 


29) Σε καθορισμό ενεργότητας ενζύμου η αντίδραση αρχίζει αφού αναμίξουμε ταχέως και βάλουμε σε κυψελίδα φωτ/ρου τα κατάλληλα αντιδραστήρια και τον ορό. Αν το υπόστρωμα S αρκεί για 8 min, όταν το ενζυμο βρίσκεται στην Vmax , εξηγήστε αν μπορούμε ή όχι (βάσει γραφικής παράστασης) να καθορίσουμε την ενεργότατα μετρώντας την απορρόφηση α) αμέσως μετά την ανάμιξη β) μετά από 2 min γ) μετά από 4 min  και δ) μετά από 7,5 min.

30)    Θέλετε να προσεγγίσετε όσο γίνεται περισσότερο την Vmax ενζύμου το όποιο έχει Κm = 10‒6 Μ. Για να το πετύχετε τι συγκέντρωση του υποστρώματος του (S) θα χρησιμοποιήσετε; (S) = 10‒5 Μ ή (S)= 10‒4 Μ. Εξηγήστε την απάντηση σας.

31) α ) Δώστε έναν απλό ορισμό την αρχικής ταχύτητας ενζύμου. β ) Εξηγήστε τον ορισμό σας με την βοήθεια μιας απλής γραφικής παράστασης της ταχύτητας ενζυμικής αντίδρασης συναρτήσει του χρόνου (δηλαδή V = f (t)) για 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος S3,  S2,  S1, όπου S3> S2 και S2> S1. 

32)   Καθορίζετε με την ιδία ακριβώς μέθοδο (δηλαδή όγκοι, λ, κυψελίδα,..κλπ τα ίδια) την ενεργότητα ενός ενζύμου σε μια σειρά δειγμάτων βάσει του απλού τύπου IU/Lit = (1/K(λ).1.) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ) όπου Κ(λ) = 6,23 103 το VΣ = 2,2 ml και το Vδ = 100 μl. Βάσει των δεδομένων η ενεργότητα κάθε δείγματος μπορεί να δοθεί από την εξίσωση IU/Lit = (σταθερή τιμή) (μεταβλητή τιμή δείγματος). Ποια είναι η σταθερή τιμή και σε τι ανταποκρίνεται και τι είναι η μεταβλητή τιμή. Εξηγηστε.
33 ) Καθορίζετε με την ίδια ακριβώς μέθοδο (δηλαδή όγκοι, λ, κυψελίδα, κλπ ιδια) την ενεργότητα του ιδίου ενζύμου σε 2 διαφορετικά δείγματα βάσει του τύπου IU/Lit = (1/K(λ).1.) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ) και βρίσκετε ότι η ενεργότητα του ενός δείγματος είναι διπλάσια της άλλης. Εξηγήστε τι μεταβάλλεται στον παραπάνω τύπο για τον υπολογισμό της ενεργότητας του κάθε δείγματος και την αιτία αυτής της μεταβολής.


34 ) Σε μέτρηση ταχύτητας ενζύμου έχουμε το υπόστρωμα του S = 10‒2 Μ. Αν το ενζυμο έχει Km = 10‒5 Μ και Vmax = 2 mmol/lit. min,α) δώστε τον απλοποιημένο τύπο της ταχύτητας V = Vmax S/(Km + S) & εξηγήστε τους λόγους απλοποιήσεως του β) Σ’ αυτές τις συνθήκες μπορούμε να μετρήσουμε ενεργότητα ναι ή όχι; Εξηγήστε


35 ) Σε μέτρηση ταχύτητας ενζύμου έχουμε το υπόστρωμα του S = 10‒5 Μ. Αν το ενζύμου έχει Km = 10‒3 Μ και Vmax = 3 mmol/lit. min α) δώστε τον απλοποιημένο τύπο της ταχύτητας V = Vmax S/(Km + S) & εξηγήστε τους λόγους απλοποιήσεως του β) Σ’ αυτές τις συνθήκες μπορούμε να μετρήσουμε ενεργότητα ναι ή όχι; Εξηγήστε


36)   Καθορίζετε την ενεργότητα του ιδίου ενζύμου 2 δειγμάτων 10 μl και 20 μl του ιδίου ορού με το ίδιο πρωτόκολλο και με τον ίδιο συνολικό όγκο VΣ = 2,2 ml α) θα βρείτε την ίδια ενεργότητα του ενζύμου; β) Ποιες τιμές θα αλλάξουν στις 2 περιπτώσεις στον τύπο IU/Lit = (1/K(λ).1.) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ) και γιατί; Εξηγήστε. 


37)   Σε ενζυμική αντίδραση τύπου Μικαελις Μεντεν έχουμε τα ακόλουθα στιγμιαία δεδομένα: S = 10‒4 , Km = 10‒4 Μ και Vmax = 3 mol/lit. min ,. Βρείτε την στιγμιαία ταχύτητα της αντίδρασης σ’ αυτές τις συνθήκες με τις μονάδες της.

38 ) α) Δώστε τον ορισμό ενεργότητας ενζύμου και εξηγήστε τι σημαίνει για την αντίδραση :  Χ ====► Ψ,  που γίνεται με το ενζυμο Ε0, ενεργότητα = 50 IU/Lit. β) κάνοντας μετρήσεις του Ε0 σε ένα άλλο ορό με τον ίδιο ακριβώς τρόπο βλέπουμε ότι η ΔΑ/Δt είναι το 1/5 της προηγούμενης. Τι σημαίνει αυτό για το Ε0 και για το Ψ. Δίνεται ότι:  IU/Lit = (1/Κ(λ). l) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ).  Εξηγήστε τις απαντήσεις σας.
39 ) Έχοντας τα ακόλουθα δεδομένα, δώστε τιμή και μονάδες του Km όταν Vi = 10-3 M/min, Vmax = 10-2 M/min και S = 10-3 Μ. Δίνεται Vi = Vmax (S)/(Km + S))
40 ) Εξηγήστε τις συνθήκες (σχέση) που πρέπει να έχει το S, ως προς το Km καθώς και η συγκέντρωση του ενζύμου ώστε να μπορούμε να μετρήσουμε την ενεργότητα ενός ενζύμου στον ορό;
       Δίνεται ότι Vi = Vmax (S)/(Km + S)
41 ) Μεταξύ των παραγόντων που επηρεάζουν την ταχύτητα ενζυμικής αντίδρασης είναι το pH και η θερμοκρασία. Εξηγήστε με την βοήθεια γραφικών παραστάσεων πως την επηρεάζουν και γιατί.
42 ) Με την χρήση 0,2 ml ορού και 3,8 ml αντιδραστηρίων πετύχαμε, για την LDH, ενεργότητα 100 IU/Lit. Ξανακάνουμε τον ίδιο καθορισμό με το ίδιο ακριβώς τρόπο αλλά τώρα με 0,1 ml ορού και 3,9 ml αντιδραστηρίων. α ) τι ενεργότητα θα πετύχουμε και γιατί β ) Τι θα αλλάξει στον παρακάτω τύπο υπολογισμού ενεργότητας που είναι:  IU/Lit = (1/Κ(λ). l) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ).  Εξηγήστε την απάντηση σας.
43 ) Βάσει των παρακάτω δεδομένων δώστε τιμή και μονάδες του S όταν έχουμε Vi = 10-4 M/min, Vmax = 10-3 M/min και Κm = 10-3 Μ. Δίνεται Vi = Vmax S/(Km + S)
44 ) Το ενζυμο Ε3 καταλύει την αντίδραση Β + Κ◄===►Χ.  α) Αν το Β απορροφά στα 500 nm και το Χ στα 600 nm, σε τι λ θα βάλετε το φωτόμετρο και τι θα περιέχουν τα αντιδραστήρια για την μέτρηση και γιατί; β) Σύμφωνα με το τι βάλατε δώστε την περίπου γραφική παράσταση Α = f (t) εξηγώντας την μορφή της..
45 ) Η αντίδραση Δ + Φ◄===►Ζ + Ψ, καταλύεται από το ενζυμο Ε4 α) Αν το Ψ απορροφά στα 400 nm & το Δ στα 700 nm, σε τι λ θα βάλετε το φωτόμετρο και τι θα περιέχουν τα αντιδραστήρια για την μέτρηση και γιατί β) Σύμφωνα με το τι βάλατε δώστε την περίπου γραφική παράσταση Α = f (t) εξηγώντας την μορφή της.
46 ) Παράγοντες που επηρεάζουν την ταχύτητα ενζυμικής αντίδρασης είναι η συγκέντρωση ενζύμου και υποστρώματος. Εξηγήστε με γραφικές παραστάσεων πως την επηρεάζουν και ποια είναι η χρησιμότητα των στον καθορισμό ενεργότητας.

47 ) Με την χρήση 0,2 ml ορού και 3,8 ml αντιδραστηρίων πετύχαμε, για την LDH, ενεργότητα 100 IU/Lit. Ξανακάνουμε τον ίδιο καθορισμό με το ίδιο ακριβώς τρόπο αλλά τώρα με 0,3 ml ορού και 3,7 ml αντιδραστηρίων. α ) τι ενεργότητα θα πετύχουμε και γιατί β ) Τι θα αλλάξει στον παρακάτω τύπο υπολογισμού ενεργότητας που είναι:  IU/Lit = (1/Κ(λ). l) (ΔΑ/Δt) (VΣ/Vδ).  Εξηγήστε τις απαντήσεις σας.
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