Περιληπτικές Οδηγίες για την επίλυση της άσκησης Κινητική Ενζύμων με τη βοήθεια της Συμπλήρωσης των πινάκων που δίνονται στο Αρχείο της άσκησης.

1. Το ζητούμενο είναι να υπολογίσετε την Vmax + Km.
2. Η ταχύτητα μιας αντίδρασης ορίζεται ως το προϊόν που παράγεται ή το αντιδρών που μετατρέπεται, στη μονάδα του χρόνου.
3. Στην άσκηση στο εργαστήριο με την αλκαλική φωσφατάση, μετατρέπουμε το υπόστρωμα π-νιτροφαινυλο-φωσφορικό (διαφορετικές συγκεντρώσεις του), στο προϊόν π-νιτροφινόλη (με απόσπαση εστεροποιημένης φωσφορικής ομάδας λόγω της δράσης του ενζύμου αλκαλική φωσφατάση).
4. Άρα, εμείς στο τέλος της αντίδρασης φωτομετρούμε το προϊόν (που έγινε κίτρινο με τη προσθήκη αλκαλικού παράγοντα) και θέλουμε να συσχετίσουμε την επίδραση της συγκέντρωσης του υποστρώματος στην ταχύτητα της αντίδρασης (δηλ. πόσο προϊόν δημιουργήθηκε), στη μονάδα του χρόνου (σε ένα συγκεκριμένο χρονικό πλαίσιο που ορίσαμε εμείς για την αντίδραση, 10 λεπτά).
5. Άρα από τις τιμές της OD (κίτρινο χρώμα, δηλαδή π-νιτροφαινόλη), υπολογίζουμε τη συγκέντρωση της π-νιτροφαινόλης, με τη βοήθεια της πρότυπης καμπύλης. (OD/0.18).
6. Μετά για να υπολογίσουμε την V, αντικαθιστούμε στον πίνακα, στις μονάδες τις τιμές που ξέρουμε. Δηλαδή, συγκέντρωση προϊόντος (που μόλις υπολογίσαμε, χρόνος αντίδρασης 10 λεπτά και όγκος αντίδρασης 3 ml). Βρίσκουμε το V για κάθε συγκέντρωση υποστρώματος που δοκιμάσαμε. 
7. Για το S (Substrate) το τελικό, πρέπει να πάμε με το νόμο των αραιώσεων C1V1=C2V2 και να λύσουμε ως προς C2. To C1 το ξέρουμε από τον αρχικό πίνακα (πόσο υπόστρωμα βάζαμε σε κάθε σωλήνα), το V1 το ξέρουμε (3 ml αντίδραση βάλαμε, δείτε και τον αρχικό πίνακα τις ποσότητες και αθροίστε τες….3 ml θα βρείτε!). Το V2 το ξέρουμε, αφού προσθέσαμε + 3 ml NaOH για να τερματίσουμε την αντίδραση, δηλαδή 6 ml). Άρα υπολογίζουμε κάθε S τελικό με βάση το νόμο των αραιώσεων…
8. Και αντιστρέφουμε τα V και τα S που μόλις υπολογίσαμε (δηλ. 1/V + 1/S) και σε ένα σύστημα αξόνων x-ψ βάζουμε τις τιμές για να δημιουργήσουμε το διάγραμμα διπλού αντιστρόφου ώστε να υπολογίσουμε στην τετμημένη και τεταγμένη το Vmax και την Km.
Σημαντική παρατήρηση: Ο πίνακας που δίνει τις ποσότητες των υποστρωμάτων είναι με φθίνουσα ποσότητα υποστρώματος, αλλά εμείς στον πάγκο, στο πείραμα, τα βάλαμε ανάποδα τη σειρά των διαλυμάτων, δηλαδή από το μικρότερο υπόστρωμα στο περισσότερο. Άρα και οι απορροφήσεις αυξάνονται. Δηλαδή οι αυξανόμενες συγκεντρώσεις υποστρώματος περιμένουμε να δίνουν περισσότερο προϊόν (άρα και περισσότερο χρώμα), όχι ανάποδα! Οπότε αντιστοιχίστε σωστά τις τιμές για να σας βγει το διάγραμμα…δηλαδή βάλτε αυξανόμενη συγκέντρωση
υποστρώματος με αυξανόμενη τιμή απορρόφησης στο διάγραμμα…

