Ферментативные биосенсоры (7 баллов).
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Современная аналитическая химия часто сталкивается с необходимостью определения биологически важных соединений. Среди множества вариантов анализа наиболее часто используют методики с применением ферментов, специфичных к аналиту. Получаемый в ходе ферментативной реакции продукт (его количество пропорционально концентрации реагирующего вещества) может быть легко детектирован или определен количественно.
Рассмотрим модельную ферментативную реакцию, в которой на ряду с продуктом выделяются гидрокcид ионы согласно схеме: , где S – субстрат – анализируемое вещество, а Р – продукт ( в общем случае, S и Р могут быть как ионами, так и нейтральными молекулами).
Реакция протекает в буферном растворе, необходимом для поддержания надлежащего функционирования фермента. Количественная оценка осуществляется путем регистрации повышения рН в результате ферментативной реакции и потребления S.
Измерения проводили в растворе объемом 1 мл, содержащем фосфатный буфер (NaH2PO4 и Na2HPO4 в равных концентрациях) и фермент. Затем к раствору последовательно добавляли субстрат S, с концентрацией в диапазоне от 0,001 до 0,005 М. В предположении, что концентрации субстрата и фермента постоянны, выполняется следующая зависимость: η= k [S] t, где η – число молей гидроксид-ионов, выделяющихся в единицу времени, t –время с момента добавления субстрата, а k – константа, характерная для данной концентрации фермента.
Вопросы:
1. В условиях эксперимента k = 0,004 мин-1. Укажите концентрацию буфера, который следует выбрать для получения максимального изменения рН (но не более, чем на 1) после 10 минут и в заданном концентрационном диапазоне субстрата. Объясните свое решение. Вы можете использовать буферы следующих концентраций (по обеим формам – кислотной и основной): 0,05, 0,005, 0,0005, 0,0001 M.
2.  Для выбранного буфера рассчитайте начальное значение рН (до добавления субстрата) и рН через 10 минут для двух отдельных добавок субстрата, чтобы получить концентрацию в исследуемом растворе: 0,001 и 0,005 М.
3. Укажите направление и вычислите изменение потенциала стеклянного электрода (ΔE), происходящее в ходе описанного выше эксперимента (пункт 2.) при добавлении субстрата к буферу (т.е. при его концентрации в исследуемом растворе: 0,001 и 0,005 М). 
4. Рассчитайте концентрацию субстрата S в образце, если было зарегистрировано изменение потенциала на 10 мВ. Учитывая, что наименьшее измеримое изменение потенциала составляет 1 мВ, рассчитайте минимальную концентрацию S, которая может быть определена с использованием этого метода.
5. Предложите два способа понизить минимальную концентрацию, измеряемую с помощью его метода.
Константы диссоциации фосфорной кислоты:
Ka1 = 6 .10-3; Ka2 = 6 .10-8; Ka3 = 5 .10-13
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