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   4'  מעבדה מס�ביוכימיה 
  קינטיקה של אינברטאז משמרי�

  
   : הניסוימטרות

  
 .הפקת האנזי�  .א
  .קביעת הפעילות האנזימאטית של אינברטאז בשיטת סאמנר  .ב
 .על פעילות האנזי� טמפרטורה השפעת   .ג
 

  הניסויביצוע 
    הפקת האנזי�–חלק א 

  
  ערכי� נרשמו בפרק ריכוז התוצאות, בוצע כנדרש

  
   סאמנרקביעת הפעילות האנזימאטית של אינברטאז בשיטת –חלק ב 

  
  .מנראעקומת כיול לסוכר מחזר בשיטת ס: 1. טבלה מס

  
O.D 
של 

תמיסה 
לאחר 
  מיהול

מיהול 
תמיסה 
  מרוכזת

O.D. 

550nm 

  ריאגנט
  מנראס

[ml]  

ריכוז 
 סוכר
 מחזר

]mg/ml[ 
  

  מי�
  וקקי�מז

[ml] 

  תמיסה
  של סטנדרטית
  פרוקטוז

0.5mg/ml  

[ml]  

 תמיסה
  של טנדרטיתס

  לוקוזג
0.5mg/ml 

[ml]  

תמיסה 
  של סטנדרטית

 מחזר סוכר
0.5mg/ml 

[ml] 

  'מס
 מבחנה

    0.000  2.0 2.0     0.0  1 

    0.030  2.0 
0  

2.0     0.0 '1 

    0.148  2.0 1.6     0.4 2 

    0.145  2.0 
0.2  

1.6     0.4 '2 

    0.162  2.0 1.2     0.8 3 

    0.174  2.0 
0.4  

1.2     0.8 '3 

    0.248  2.0 0.8     1.2 4 

    0.265  2.0 
0.6  

0.8     1.2 '4 

    0.312  2.0 0.4     1.6 5 

    0.328  2.0 
0.8  

0.4     1.6 '5 

0.657  1:2  1.21  2.0 0.0     2.0 6 

0.622  1:2  1.19  2.0 
1  

0.0     2.0 '6 

    0.550  2.0  1.4    0.6    7  

    0.637  2.0  
0.3  

1.4    0.6    '7  

    0.762  2.0  0.8    1.2    8  

    0.778  2.0  
0.6  

0.8    1.2    '8  

0.572  1:2  1.248  2.0  1.4  0.6      9  

0.593  1:2  1.256  2.0  
0.3  

1.4  0.6      '9  

0.600  1:5  2.312  2.0  0.8  1.2      10  

0.635  1:5  2.363  2.0  
0.6  

0.8  1.2      '10  
  

אקצית סאמנר ית, תגובה חיובית בריהגלוקוז אמור להיות הסוכר שי ) :6 סעי* 68' עמ( בהתא� לשאלה בחוברת 
  .פרוקטוז איננו סוכר מחזר. 

ולכ, בתנאי� בסיסיי� מתרחשת  ,  NaOHלמבחנות עקומת הכיול הוספנו  , 3 שאנו ערכנו את ניסוי א- מכיוו,
  .זפרוקטות במבחנות הג� תגובה חיובינצפה לראות , טאוטומריה
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  השפעת הטמפרטורה על מידת פעילות האנזי� –' גחלק 
  

  :1:200הכנת מיהול אנזי� 
  3הכנת מיהול האנזי� לניסוי 

   : כמות אנזי� במבחנהדוגמת חישוב

4: 1:10ריכוז האנזי� מהמיהול  545.
mg

m�

  

  ) !1:200(קש  כדי להגיע למיהול המבו20לכ, יש למהול מיהול זה פי 
    :חישוב הריכוז החדש 

1 1

2

2

4 545 1
0 227

20

.
.

mg M
m

mg
m

M

CV
C

V

×
= = =

�

�

�
�

 

  .ל" מ19 –נפח מי� להשלמה 
 כמות האנזי� –לכ, , ל של תמיסת אנזי�" מ1בכל מבחנה הכנסנו , כמות אנזי� במבחנות הריאקציה האנזימטית

  :במבחנה 

2
0 227 1 0 227. .

mg m mg
m

m C V C= = = × =
�

�

i  

  
  פעילות האנזי� מידתהשפעת הטמפרטורה על : 2' טבלה מס

  

O.D. 
  אנזי�

  ]ל"מ[
  זמ%

 אינקובציה
  אנזי�

 ]ל"מ[
  סובסטרט

 ]ל"מ[

' טמפ
  מעשית

  ]מעלות צלזיוס[

  'טמפ
  רצויה

  ]מעלות צלזיוס[
 מבחנה' מס

0.205   1 1 1.  
0.195 1   1 

0  0  
2.  

0.248   1 1 3.  
0.223 1   1 

20  20  
4.  

0.354   1 1 5.  
0.254 1   1 

37  37  
6.  

0.260   1 1 7.  

0.197 1   1 
50  50  

8.  

0.188   1 1 9.  
0.197 1   1 

60  60  
10.  

0.163   1 1 11.  
0.197 1   1  

70  70  
12.   

0.208   1 1  13.   
0.222 1  

 דקות 10
 אינקובציה

 המתאימה 'בטמפ

 1  
100  100  

14.   

   .15  בקרה         0.187
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  ריכוז התוצאות
   הפקת האנזי�–חלק א 

  
  !פ משקל השמרי�"ריכוז האנזי� יחושב ע

  

0  – שמרי�משקל ה 5.
g

  

11 :נפח המי� 
m�

  

  :המקוריתריכוז התמצית 

0 5 500
45 45

11 11

.
[ ] .

g m g

mg
m

m m

E = = ≅
�

� �

 

  :1:10ריכוז המיהול  

1 1

2

2

45 45 1
4 545

10

.
.

mg M
m

mg
m

M

CV
C

V

×
= = =

�

�

�
�

 

  
  

   סאמנרקביעת הפעילות האנזימאטית של אינברטאז בשיטת –חלק ב 
  

  ותגובת סאמנר ע� חד סוכרי�מת כיול לסוכר מחזר עקו: 3. טבלה מס
  

O.D.  
 ממוצע

O.D.  
550nm 

  סוכרכמות 

  ]mg[ מחזר 
 סוכרריכוז 

  ]mg/ml[ מחזר

תמיסה 
 של סטנדרטית
 פרוקטוז

0.5mg/ml 
[ml]  

תמיסה 
 של סטנדרטית

 0.5mg/ml גלוקוז
[ml]  

תמיסה 
 של סטנדרטית

 מחזר סוכר
0.5mg/ml 

[ml] 

  'מס
 מבחנה

0.000  0      0.0  1 
0.015  

0.030  0  
0  

    0.0 '1 

0.148      0.4 2 
0.147  

0.145  
0.4  0.2  

    0.4 '2 

0.162      0.8 3 
0.168  

0.174  
0.8  0.4  

    0.8 '3 

0.248      1.2 4 
0.257  

0.265  
1.2  0.6  

    1.2 '4 

0.312      1.6 5 
0.320  

0.328  
1.6  0.8  

    1.6 '5 

0.657      2.0 6 
0.640  

0.622  
2  1  

    2.0 '6 

0.550    0.6    7  
0.594  

0.637  
0.6  0.3  

  0.6    '7  

0.762    1.2    8  
0.700  

0.778  
1.2  0.6  

  1.2    '8  

0.572  0.6      9  
0.583  

0.593  
0.6  0.3  

0.6      '9  

0.600  1.2      10  
0.618  

0.635  
1.2  0.6  

1.2      '10  

 !שוב נציי, כי בגלל התנאי� הבסיסיי� חלה טאוטומריה ונצפה לראות תגובה חיובית ג� במבחנות הפרוקטוז  •

 ).ל " מ2( כמויות הסוכר נקבעו בהתא� לנפח העבודה  •
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  השפעת הטמפרטורה על מידת פעילות האנזי� –' גחלק 
  :להל, טבלת התוצאות כנדרש בתדרי- 

  פעילות האנזי� מידתל השפעת הטמפרטורה ע: 4' טבלה מס

. .O D∆ 
O.D.  
550nm  

  אנזי�
  ]ל"מ[

  אנזי�
 ]ל"מ[

  ' טמפ
  ]מעלות צלזיוס[

' מס
 מבחנה

0.205   1 1.  0.01 
0.195 1   

0  
2.  

0.248   1 3.  0.025 
0.223 1   

20  
4.  

0.354   1 5.  0.1 
0.254 1   

37  
6.  

0.260   1 7.  0.053 
0.197 1   

50  
8.  

0.197   1 9.  0.034 
0.163 1   

60  
10.  

0.197   1 11.  0.009 
0.188 1   

70  
12.   

0.208   1 13.   
0.0141 

0.222 1   
100  

14.   

   .15  בקרה    0.187 

37oשל ' נית, לראות כי הפרש העכירות הגדול ביותר התרחש בטמפ

c
  

   סאמנרקביעת הפעילות האנזימאטית של אינברטאז בשיטת –חלק ב 
  .ות הסוכר בכל מבחנה וחישבנו ערכי בליעה ממוצעי� לדופליקטי�חישבנו את כמ

  עקומת כיול לסוכר מחזרנתוני� סופפי� עבור : 5. טבלה מס

O.D.  
 ממוצע

  סוכרכמות 
  ]mg/ml[ מחזר סוכרריכוז   ]mg[ מחזר 

 0.5mg/ml מחזר סוכר של תמיסה סטנדרטית
[ml] 

 מבחנה 'מס

0  0.0  1 
0.015  

0  
0  

0.0 '1 

0.4 2 
0.147  0.4  0.2  

0.4 '2 

0.8 3 
0.168  0.8  0.4  

0.8 '3 

1.2 4 
0.257  1.2  0.6  

1.2 '4 

1.6 5 
0.320  1.6  0.8  

1.6 '5 

2.0 6 
0.640  2  1  

2.0 '6 

      
 0.5mg/ml גלוקוז של תמיסה סטנדרטית

[ml]  
  

0.6  7  
0.594  0.6  0.3  

0.6  '7  

1.2  8  
0.700  1.2  0.6  

1.2  '8  

      
 פרוקטוז של תמיסה סטנדרטית

0.5mg/ml  
[ml]  

  

0.6  9  
0.583  0.6  0.3  

0.6  '9  

1.2  10  
0.618  1.2  0.6  

1.2  '10  
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  :דוגמת חישוב לכמות סוכר 

2
0 2.

mg
m

C =
�

 

  ל" מ2 – כולל במבחנהנפח 
 כמות האנזי� –לכ, , יסת אנזי�ל של תמ" מ1בכל מבחנה הכנסנו , כמות אנזי� במבחנות הריאקציה האנזימטית

  :במבחנה 

2
0 2 2 0 4. .

mg m mg
m

m C V C= = = × =
�

�

i  

  .והפרוקטוז, הגלוקוז,  המחזרנשרטט גר* של עכירות התמיסה כנגד כמות הסוכר
  :להל, הגר* שמתקבל 

גר' מס' 1: עקומת כיול לסוכר מחזר

y = 0.2665x - 0.009

R
2
 = 0.8687

y = 0.1767x + 0.4875

R
2
 = 1

y = 0.0583x + 0.5475

R
2
 = 1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 0.5 1 1.5 2 2.5

כמות סוכר [מ"ג]

O.D.550nm

עבור סוכר מחזר עבור גלוקוז עבור פרוקטוז

עבור סוכר מחזר עבור גלוקוז עבור פרוקטוז

  
  

  השפעת הטמפרטורה על מידת פעילות האנזי� –' גחלק 
  

ובנתוני , י שימוש במשוואות קווי המגמה"י האנזי� ע" כמות הסוכר שהופקה ע נוכל לחשב את1' מגר* מס
. .O D∆כאשר  , 4'  של טבלה מס. .O D∆ ,את ההפרש בעכירות בי, מבחנות שבה� עבר האנזי� מציי 

, ה מציי, למעשה את מידת פעילות האנזי�ער- ז, . האינקובציה לבי, המבחנות בה, לא עבר האנזי� אינקובציה
  .דהיינו אפס,  כחוסר פעילות –ער- שמתקבל שלילי מוגדר 

  
   חישובי מהירות ריאקציה ופעילות ספציפית אנזימטית :6 'טבלה מס

  

  הדגרה' טמפ  ד"מס
.  ]מעלות צלזיוס[  .O D∆  

כמות סוכר מחזר 
  ]ג"מ[מעקומת הכיול 

  יהמהירות ראקצ
  ]ג סוכר מחזר בדקה"כמות מ[

  )SA(פעילות ספציפית 
510−

i]ג "ג סוכר מחזר למ"מ

  ]שמרי�

1. 0  0.01 0.084 0.0084 1.678 

2. 20  0.025 0.150 0.0150 3.002 

3. 37  0.1 0.481 0.0481 9.625 

4. 50  0.053 0.274 0.0274 5.475 

5. 60  0.034 0.190 0.0190 3.797 

6. 70  0.009 0.079 0.0079 1.589 

7. 100  -0.02 0  0  0  
  

0o' עבור טמפ( דוגמת חישוב 

C
: (  

0          :משוואת הגר* שהתקבלה עבור סוכר מחזר  2665 0 009. * .y x= −  

        :לכ, נסדר את המשוואה ונוסחת העבודה תהיה 
[ ]0 009

0 2665
[ ]

. . .

.
sugar mg

O D
m

∆ +
=  
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0o' ועבור טמפ

C
:         

[ ] [ ]0 009 0 01 0 009
0 084

0 2665 0 2665
[ ]

. . . . .
.

. .
sugar mg mg

O D
m

∆ + +
= = =  

  
  . דקות110ג ב" מ0.084הזו נוצרו ' כלומר בטמפ

          :מהירות הריאקציה 
0 084

0 0084
10 min

[min] min

[ ] .
.

sugar mg mg

mg

m
v

t
= = =  

   ) :SA( פעילות ספציפית 

5
0 084

1 68 10
10 500

min min

.
[ ] .

sugar

sugar

YeastYeast

msugar

m

mYeast m

m
SA

t m

−
= = = ⋅

⋅ ⋅
 

 לצור- 1015 בגר* הוא בפקטור של 1Yציר ה [ית של האנזי� בתלות בטמפרטורהנשרטט גר* של הפעילות הספציפ
  :להל, הגר* שהתקבל , ]נוחות מתמטית

גר' מס' 2: פעילות ספציפית כתלות בטמפרטורה

0

2

4

6

8

10

12

0 20 37 50 60 70 100

(SA)[mg(s)/mg(yeast)*t(min)]*10-5

T[degC]

  
נחשב את השיפוע בתחו� , לגר* יש צורה ליניארית,  מעלות צלזיוס 20137אנו רואי� כי בטווח הטמפרטורה של 

  :קצב הריאקציה זה כאשר שיפוע זה יהיה למעשה 

5 637 20
9 625 3 002

10 4 10
37 20 37 20

. .
o o

C C sugar

o
cYeast

mg

mg min T

SA SA
K

− −

⋅ ⋅

− −
= = ⋅ ≅ ⋅

− −
 

  
  

  :נחשב כמות סוכר מצטברת עבור טווחי הטמפרטורה השוני� 
  

  כמות סוכר מחזר מצטברת כתלות בטמפרטורה: 7' טבלה מס
  

  טווח טמפרטורה 
  ]מעלות צלזיוס[ 

  כמות סוכר מצטברת
  ]ג"מ[

0120  0.084  
20137  0.234  
37150  0.715  
50160  0.989  
60170  1.179  
701100  1.258  
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   :7' פ טבלה מס"נשרטט גר* ע

גר' מס'  4 :  כמות סוכר מחזר מצטברת כתלות בטמפרטורה

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 20 37 50 60 70

T[degC]

msugar[mg]

  
37oשל ' הוא בטמפ, ) פירוק הסוכר ( כלומר קצב פעילות האנזי� , ניכר בבירור כי שיפוע הגר* המקסימאלי 

c
  

100o'  מהטמפכאשר נתעל�[ לגר* כמתואר בתדרי- יה מתמטיתמניפולצנבצע 

C
  שכ, אי, לה משמעות מתמטית

  :]וג� לא ביוכימית
  

  חישוב ערכי� לוגריתמיי� לצור1 חישוב אנרגית שפעול: 8' טבלה מס
  

  הדגרה' טמפ  ד"מס
  ]מעלות צלזיוס[ 

  מהירות ראקציה
]  ]ג סוכר מחזר בדקה"כמות מ[ ]o

T K 
1[ ]o

T K
−

  
  )SA(פעילות ספציפית 

510−
i]ג "ג סוכר מחזר למ"מ

  ]שמרי�

Ln[SA] 

8. 0  0.0084 273 0.0037 1.678 -4.78089 

9. 20  0.0150 293 0.0034 3.002 -4.19897 

10. 37  0.0481 310 0.0032 9.625 -3.03398 

11. 50  0.0274 323 0.0031 5.475 -3.5982 

12. 60  0.0190 333 0.0030 3.797 -3.96413 

13. 70  0.0079 343 0.0029 1.589 -4.83496 

14. 100  0  373 0.0027 0    
  

]1 1  כתלות ב Ln[SA]נשרטט גר* של  ]o
T K

−
כאשר הערכי� שמענייני� אותנו ה, הערכי�  כדי לחשב את אנרגית האקטיבציה 

20בטמפרטורות של  0o o

C C
  .נטורציה 1הגבוהות יותר האנזי� עובר ד' שכ, בטמפ, פ כלל ארהניוס"אריזציה שמתנהגת עיש ליני� ש −

  :להל, הגר* שהתקבל 

גר' מס' 5: לוגרית� טבעי של SA כתלות בער1 ההופכי של הטמפרטורה

y = -3904.9x + 3.1898

R
2
 = 0.9272

-11.5

-11

-10.5

-10

-9.5

-9

0.0025 0.0027 0.0029 0.0031 0.0033 0.0035 0.0037 0.0039

1/T[1/k]

ln[SA]
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A  :נוסחאות העבודה 
RT

G
k lnln +

∆−
=   RT

G

AeK

∆−

=  

  :חישוב אנרגיית האקטיבציה

  :ונחל2 את האנרגיה )  מעלות צלזיוס 37' בטמפ( מ, הגר* ' נציב נק

ln ln
G

k A
RT

++
−∆

= +  

3 03398 3 1898. .
G

RT

++
−∆

− = +  

6 22378.
G

RT

++
∆

− =  

6 22378 6 22378 1 982 310 3824 3 8. . . .
J KJ

G RT
++

∆ = − ⋅ = − × × ≅ − ≈ −  

 : מהספרותאנרגיה חופשית

hydrolysis of sucrose Sucrose + H2O --> glucose + fructose ∆G
++

= -7.0 Kcal=-1.673 KJ 

  

    :סטייהחוז חישוב א

3 8 1 673
100 127

1 673

. ( . )
%

.

− − −
× ≅

−
 

העובדה כי בניסוי שהשתמשנו בנייר טעויות מיהול אפשריות ו, א- לנוכח תנאי הניסוי, התקבלה סטייה גדולה
עצ� העובדה כי קיבלנו ער- , דבר שיצר בלבול רב, פראפיל� במקו� בגולות שמחק לנו את הרישו� מהמבחנות

מוכיח כי הגענו לער- אמפירי מקורב של אנרגית , דל של הער1 מהספרותבאותו סדר גואנרגית שפעול שהוא 
  .י אינברטאז"השפעול של הידרוליזת סוכרוז ע

  

  דיו% ומסקנות
  

  עקומת כיול לסוכר מחזר 
  

שיפוע עבור פרוקטוז .נית, לראות כי העקומה עבור סוכר מחזר ועבור גלוקוז ה� בעלות שיפוע דומה .1
אמור להיות מקביל לציר האופקי שכ, פרוקטוז איננו מחזר ולכ, לא היה שכ, העקו� הפוי היה , שונה

והפרוקטוז , התרחשה טאוטומריה,  והוספנו בסיס3א- מכיוו, שעשינו את ניסוי , מגיב ע� ראגנט סאמנר
  .א- בשיעור קט, יותר מהגלוקוז והסוכר המחזר, הותמר לסוכר מחזר וכ, התרחשה תגובה

,  ג" מ1.6לכמות סוכר של ומת הסוכר המחזר מאבדת את הליניאריות מעבר רק עק, העקומות ליניאריות .2
 .ככל הנראה התמיסה עכורה מדי וקריאת בליעת האור כבר איננה אינדיקציה לצור- עקומת כיול

 של הגיליו, האלקטרוני עבור ק, 1LINEST כדי לקבוע את רמת הדיוק נוכל להשתמש בפונקצית ה .3
 :וכר המחזר המגמה של עקומת הכיול של הס

  :להל, התוצאות 

נקודת חיתו-שיפוע

0.2665-0.0090ער-

  0.05180.0627שגיאה
0כלומר הדיוק בקביעת העקומה הוא  27 0 05( . . )∆ = ±  

            :שגיאה באחוזי� 
0 05

100 18
0 27

.
%

.
⋅ =  

  .היינו מקבלי� תוצאה טובה יותר, ג " מ2א� היינו משמיטי� את הנקודה של שבה כמות הסוכר היא 
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   כתלות בגורמי� קינטיי� שוני�עילות אנזי�בדיקת פ
  

  .בליעת האור הייתה נמוכה מאוד שכ, לא הייתה בה פעילות אנזימטית,  שימשה כבקרה15' מבחנה מס .1

 , 200זה איננו מקרה שכ, אנו צריכי� למהול ריכוז התחלתי זה פי , כמות הסוכר ההתחלתית היא בעוד* .2
סביר להניח שלא , ות הסוכר ההתחלתי לא הייתה מעט בעוד*כ- שא� כמ, ומרווח הטעויות כא, די גדול

פ עקרו, לה "עוד פרמטר לעוד* הסוכר הוא לעודד את תהלי- הפירוק לפעול ע, היינו מבחיני� בשינויי�
 .שכ, אינברטאז רק מהווה זרז לתהלי-. שטליה

הפעילות , כפי שציפינושכ, אכ, קיבלנו תוצאות פעילות אנזימטית בדיוק , ריכוז האנזי� מתאי� לתהלי-  .3
, עלתה מעבר לכ-' ודעכה ככל שהטמפ, הגו*' מקסימאלית בטמפ, קרות' האנזימטית הייתה נמוכה בטמפ

 .לא הובחנה פעילות אנזימטית, רתיחה' ובטמפ
  

  השפעת טמפרטורה על פעילות האנזי�
  

היא ' ילות המקסכאשר הפע, ואת התיאוריה, צורת הגר* של הפעילות האנזימאטית תואמת את הציפיות .1
גבוהות מראות על חוסר ' וטמפ, מעבר לכ- מעידות על פעילות נמוכה יותר' טמפ, הגו*' בטווח טמפ

  .נטורציה1 פעילות כתוצאה מדה

37o 1 עבור פעילות אנזי� ' מקס' טמפ .2

C
 

100o 1' מינ' טמפ .3

C
 

קצב ההצטברות עולה ומגיע , עולה' כר ממשי- להצטבר ככל שהטמפגר* הצטברות הסוכר מראה כי הסו .4

37oשל ' לשיא בתחו� טמפ

C
 .זו הקצב הול- ודוע-'  מעבר לטמפ

האופטימאלית של ' זו הנקודה בה נמצאת הטמפ, כאשר קצב היווצרות התוצר הוא מקסימאלי, כאמור .5
 .האנזי�

  .התוצאותתשובות לחלק זה ניתנו בריכוז  .617



  מעבדה–ביוכימיה 

הפקה 

 ובידוד

אינברטאז 

 משמרים
 ח מעבדה"דו
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  מטרות הניסוי
 :תו� שימוש בשיטות הבאות, ז משמרי�אהפקה וניקוי אינברט .1

  . ריווי אמוניו� סולפט60%�20י שיקוע האנזי� ב� ריכוזי "ניקוי ראשוני ע  .א
-G ע� ספדקס תמולקולארי מסננת תכרומטוגרפייי "ז מאמוניו� סולפט עאהפרדת אינברט  .ב

25. 

  .וואה בי� יעילות שיטות הפרדה אלוהש .2
  

  ריכוז תוצאות
   משמרי�זאינברטאהפקת : 1' טבלה מס

  

  ]ל"מ[נפח המי�   ]ג"מ[כמות השמרי� 
ריכוז שמרי� 

  ]mg/ml[בתמיסה 
נפח התמצית 

  ]ל"מ[

ריכוז שמרי� 

  ]mg/ml[בתמצית 

2000  10  200  5.4  370.4  

  
  :משקל השמרי� שנמדד

 2.0000 2000
g mg
=  

   :חישוב ריכוז השמרי� בתמיסה

2000
200

10

mg

mg
mm

=
�

�

 

  הפרדת התערובת המכילה אמוניו� סולפט ואנזי�
  

� ותאור  הפסקנו את ההפרדה בשל הופעת תמולקולארי מסננת תבכרומטוגרפיי בהפרדה 18 מספר היפרקצי
  ).צבע צהוב ( ניטרופנול 

  

  בדיקות ספקטופוטומטריות
  

  דפורדאברקביעת ריכוז חלבו  בפרקציות שונות בעזרת שיטת :2'  מסטבלה
  

12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1    

                        A

                     B

                      C

                      D
בופר 
  BSA  אלוציה

  יהיפרקצ
10  

  יהיפרקצ
9  

   יהיפרקצ
8  

   יהיפרקצ
7  

   יהיפרקצ
6  

   יהיפרקצ
5  

   יהיפרקצ
4  

   יהיפרקצ
3  

   יהיפרקצ
2  

   יהיפרקצ
1  E

בופר 
  BSA  אלוציה

תמיסת 
אנזי� 
60%  

תמיסה 
 מקורית

  יהיפרקצ
18  

  יהיפרקצ
17  

  יהיפרקצ
16  

  יהיפרקצ
15  

  יהיפרקצ
14  

  יהיפרקצ
13 

  יהיפרקצ
12  

  יהיפרקצ
11 F

  

  דפורדאבר של הפרקציות השונות בשיטת D.O(ערכי ה:3' טבלה מס
  
12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1    
                        A  
                      B  
                      C  
                      D  
0.108  0.121 0.108  0.124  0.118  0.110  0.106  0.111  0.585  1.345  0.100  0.101  E  
0.119  0.127  0.127  0.119  0.126  0.136  0.126  0.122 0.119 0.120 0.120 0.119 F 
  

  .Eliza בוצע בעזרת מכשיר דפורדאברריכוז החלבו� בשיטת 
  .י המרצה להמש� עבודה"מודגשות בצהוב ה� אלו שנבחרו עהפרקציות ה
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  מנראס בשיטת זאינברטאקביעת פעילות אנזימתית של 
  

   של סוכרוזאנזימתיתי הידרוליזה " עזאינברטאקביעת פעילות :4טבלה מס 
  

' מס
  מבחנה

אפיו  תכולת  
  המבחנה

מי� 
  מזוקקי�

  ]ל"מ[

  אנזי�
  ]ל"מ[

  

  סובסטרט
  ]ל"מ[

O.D 

[540nm] 

ל לפני מיהו
קריאה 
  שנייה

O.D 

[540nm]  
  )קריאה שנייה(

O.D 

[540nm]  

  סופי

1.   
ביקורת 
  �ריאגנטי

2      0.000        

2.   
ביקורת אנזי� 

תמצית 
  מקורית

1.9  0.1    0.008        

3.   
בקורת 
  סובסטרט

1  0  1  0.003        

4.   
תמיסת אנזי� 

  מקורית
11.575  0.463  1:25  2�גדול מ  1  0.1  0.9  

5.   

תמיסת אנזי� 
לאחר שיקוע 

60%�ב AS  
1.156  0.289  1:4  2�גדול מ  1  0.5  0.5  

        0.242  1  1     1 פרקצייה   .6

        0.495  1  1    2 פרקצייה   .7

26.6  0.665  1:40  2�גדול מ  1  1    3 פרקצייה   .8  

10.14  0.507  1:20  2�גדול מ  1  1    4 פרקצייה   .9  

        0.419  1    1  1 סוכר מחזר   .10

        0.586  2      2 סוכר מחזר   .11
  

  :הערות 
  
  .נעשה שימוש בגר. כיול מוכ� ממעבדה קודמת,  לא הוכנו3� ו 2מבחנות  *
�במבחנות בה� קריאת ה* O.D.הייתה גבוהה מ �  .ובוצעה קריאה חוזרת, בוצע מיהול כנדרש  , 2
  ולכ� שמענו לעצת הזוג שלידינו , ל ריאגנט סאמנר יש להוסי."בתדרי� המעבדה לא כתוב כמה מ* 
, א� מכיוו� שמדובר בפרופורציה למידת העכירות, ל" מ2ט סאמנר במקו� ל ריאגנ" מ1ושמנו ) אור� ושרית ( 

   !ובתמיכת המרצה כמוב� שונות מהצפוילא ציפינו לקבל תגובות 
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   :4' להל� גר. עקומת הכיול שהוכ� בהתא� למעבדה מס
  

גר- מס' 1: עקומת כיול לסוכר מחזר

y = 0.2665x - 0.009

R2 = 0.8687

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 0.5 1 1.5 2 2.5

כמות סוכר [מ"ג]

O.D.550nm

  
  

  סיכו� התוצאות
  סיכו� התוצאות: 5' טבלה מס

  

  ' מס
  נהמבח

התמיסות 
  הנבדקות

ריכוז 
סוכר 
  מחזר

[ ]
mg

mo e�

  

סוכרוז 
  שהתפרק

[ ]moleµ
  

ריכוז 
אנזי� 
יחידות 

  ל"למ

כמות 
  אנזי�
  יחידות

ריכוז כלל 
חלבו� 
  בדגימה

[ ]
mg

m�

 

כמות כלל 
חלבו� 
  בדגימה

[ ]mg
  

פעילות 
  פציפית ס

[ ]
mg

enzyme units

protein

−

  

יעילות 
  ניקוי

ניצולת 
הפקת 
  אנזי�

תמיסת אנזי�   
     6.622 1.920 0.960 12.710 6.355 127.097 21.734  מקורית

  
תמיסת אנזי� 
לאחר שיקוע 

60%�ב AS  
2.186 12.782 0.640 1.280 1.020 2.032 0.630 0.095 105.900 

 84.034 0.026 0.171 1.613 0.810 0.276 0.138 2.754 0.471  1 הפרקציי  2

 1130.252 0.004 0.026 21.700 10.847 0.553 0.277 5.530 0.946  2 פרקצייה  3

 491.597 0.467 3.094 9.436 4.718 29.195 14.597 291.948 49.923  3 פרקצייה  4

 93.280 0.940 6.220 1.800 0.895 11.135 5.568 111.353 19.041  4 פרקצייה  5

  
   :1'  מסהפרקצייכל דוגמאות החישוב עבור 

  
  mg/ml 1 בה השתמשנו הוא BSAשל  ריכוז התמיסה הסטנדרטית.1

   :חישוב ריכוז החלבו� בתמיסות הנבדקות יעשה לפי הנוסחה

( )

( )

. .
[ ] [ . . .]

. .

sample

standard

O D
protein B S A

O D
= ⋅  

[Protein]מציי� את ריכוז החלבו� בדגימה   
  

    :דוגמה לחישוב ריכוז חלבו� 

0.100
[ ] 1 0.806

0.124
mg mg

m m

protein = ⋅ =
� �
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� הינו ממוצע קריאות ה0.124הער�  • O.D 3' טבלה מס( בי� שתי דגימות הסטנדרט.( 
  
י מכפלת הריכוז "יבוצע עחישוב כמות החלבו� בתמיסות הנבדקות ל בכל המבחנות לכ� " מ2ח הדגימה הינו נפ

  .בנפח הדגימה

0.806             :דוגמה לחישוב כמות חלבו�  2 1.612
mg m mg

m

× =
�

�

  

  
  .שב בעזרת גר. הכיולוחתחישוב כמות הסוכר המחזר בתמיסות הנבדקות 

.  :נוסחת קו המגמה הינה 0.2665  - 0.009
sugar

O D W= ⋅ ,   

              : ג "מכמות הסוכר המחזר ב
. . 0.009

0.2665
sugar

O D
W

+
=   

�בחילוק התוצאה ב  2mlנקבל את הריכוז .  
�ל את ער� הנכפו, במקרה בו היינו צריכי� למהול את התמיסהO.Dבפקטור המיהול .  

  :דוגמה לחישוב ריכוז הסוכר המחזר 

0.242 0.009
0.942

0.2665
sugar mg

W
+

= ≅  

  : ריכוז הסוכר  

0.942
[ ] 0.471

2

mg

mg
mm

sugar = =
�

�

 

  . לכמות הסוכרוז שהתפרקהביחס ישרכמות הסוכר המחזר שהשתחרר בריאקציה 
  
  

  :נשתמש בנתו� כי, מול�כדי לחשב את כמות הסוכרוז במיקרו

 (sucrose)M.W.  = 342 342000 0.342
g mg mg

mole mole moleµ

= =  

   :מול�במיקרודוגמה לחישוב כמות הסוכרוז 

0.942
2.754

0.342

mg

mole

mg
mole

µ

µ

=  

  :  סוכרוז בדקה בתנאי הריאקציהמול�מיקרוכמות האנזי� המפרקת  ( חישוב יחידות אנזי�

minmin

2.754
0.2754

10

mol

mol

µ

µ
=  

  :ל" מ2 –נחלק בנפח הדגימה  ( חישוב ריכוז יחידות האנזי�

 

0.2754

0.1377
2

mol
min

mol

m min m

µ

µ

⋅

=
� �

 

  :חילוק כמות האנזי� בכמות החלבו� ( חישוב פעילות ספציפית

 
Enzyme units

Enzyme units

mg protein mg protein 

0.2754 
0.171 

1.612  
≅      

=  : לפי הנוסחא ( חישוב מידת הניקוי
 פעילות ספציפית בפרקציה

 מידת הניקוי
 פעילות ספציפית בתמצית

   

  =
0.1707 

0.0258
6.6219 

 

×: לפי הנוסחא (  חישוב הניצולת
 כמות חלבו� בפרקציה

 ניצולת=100
 כמות חלבו� בתמצית

    

  × ≅
mg

mg

1.6219
100 84.5%

1.9194
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  תדיו  ומסקנו
  

בשיטת ההפרדה  , 6' יה מסימהטבלה נית� לראות כי מידת הניקוי הגבוהה ביותר התקבלה בפרקצ •
 ריתאית מסננת מולקוליבעזרת כרומטוגרפ

 מכא� ששיטת ההפרדה  אמוניו� סולפט60%� ב לאחר שיקועוי נמוכה ביותר התקבלהמידת ניק
  .זי�וי האנעזרת כרומטוגרפיית מסננת מולקולארית יעילה יותר לניקב

למטרת תגובת השיקוע אפקטיבית יותר בבידוד האנזי� אינברטאז משאר החלבוני� בתמיסה ולא  •
 .קבלתו בצורה נקייה

יעילות הניקוי ,  היא בעלת הפעילות הספציפית5' יה מסי כי פרקצ5'  מסכ� נית� לראות בטבלהכמו  •
ה זו מכילה את האנזי� בצורתו האפקטיבית והנקייה ביותר יפרקצי. ת בי� הגבוהות ביותרוהניצול

 .מבי� כל הפרקציות שהתקבלו

כי בדגימה ,  דבר זה אינו מפתיע–ניצולת מקסימאלית התקבלה בשיטת השיקוע באמוניו� סולפאט  •
 .זו לא כל החלבו� בפרקצייה הוא האנזי� אינברטאז

  
 סיכו�

  

שיטות ' י שימוש במס"ע) ג� לשמור על פעילותו ( ז משמרי� ותו� כדי כ� אזי� אינברטנית� להפיק אנ •

 .שבחלק� השתמשנו בניסוי זה 

ניצולות : למשל ( או שגויי� /ו י� לא מדויקכי�קבלת ער, מתו� התוצאות נית� לראות, ע� זאת •

 ל " מ1הוספת  ,�שביניה,  במכלול של גורמי� שגיאות אלו ככל הנראה מקור, )100% �גבוהות מ

 אי עמידה בזמני� בהוספת האנזי� למבחנות , שצוינה קוד�עקב טעותל " מ2ריאגנט סאמנר ולא 

  .'  וכדאלה

  שיקוע באמוניו� סולפאט – שיטה יעילה לבידוד חלבוני� •

  תכרומטוגרפיית מסננת מולקולארי �ספציפי שיטה יעילה לניקוי חלבו  •



 6'  מעבדה מס–ביוכימיה 

    השפעת ריכוזהשפעת ריכוזהשפעת ריכוזהשפעת ריכוז
     הסובסטרט הסובסטרט הסובסטרט הסובסטרט

    ונוכחות מעכבונוכחות מעכבונוכחות מעכבונוכחות מעכב
    על הפעילותעל הפעילותעל הפעילותעל הפעילות
 של טריפסיןשל טריפסיןשל טריפסיןשל טריפסין

 

 ח מעבדה"דו



                                                                                                                                                                                                                                                                                
  6 ' מסמעבדה

  
  :נושא המעבדה

  
  השפעת ריכוז הסובסטרט ונוכחות מעכב על הפעילות של טריפסי�

  
  מטרות הניסוי

  
 .Vmax � וKmהשפעת ריכוז הסובסטרט על פעילות האנזי� טריפסי� וחישוב ערכי  .1
  

קביעת ,  על מהירות הריאקציהPABAהשפעת ריכוזי� שוני� של הסובסטרט בנוכחות המעכב  .2

 .Kiב וחישוב אופי העיכו
  

  ריכוז תוצאות
  

   השפעת ריכוז הסובסטרט על פעילות הטריפסי�:1 ' מסטבלה
  

  ' מס
  מבחנה

ריכוז 

LPNA  

)M(  

נפח 
סובסטרט 

)ml(  

בופר טריס 
pH 7.8 

0.14M 

(ml) 

HCl 

0.002

M 

(ml) 

טריפסי� 
300µg/ml  

(ml) 

  מצתחו
 �חומ
30% 

(ml) 

O.D. 

410nm 

1.   0.002  0.05  2  -  0.3  0.5  0.235  

2.   0.002  0.05  2  -  0.3  0.5  0.205  

3.   0.002  0.05  2  0.3  -  0.5  0.000  

4.   0.005  0.05  2  -  0.3  0.5  0.568  

5.   0.005  0.05  2  -  0.3  0.5  0.873  

6.   0.005  0.05  2  0.3  -  0.5  0.016  

7.   0.01  0.05  2  -  0.3  0.5  1.068  

8.   0.01  0.05  2  -  0.3  0.5  1.094  

9.   0.01  0.05  2  0.3  -  0.5  0.003  

10.   0.015  0.05  2  -  0.3  0.5  1.631  

11.   0.015  0.05  2  -  0.3  0.5  1.565  

12.   0.015  0.05  2  0.3  -  0.5  0.005  

13.   0.02  0.05  2  -  0.3  0.5  1.609  

14.   0.02  0.05  2  -  0.3  0.5  1.460  

15.   0.02  0.05  2  

5
ב
ה 
צי
ב
קו
ינ
א
ה
ר
פ
ת 
קו
ד
 

   
3
0
ºC

 

0.3  -  

20
ב
ה 
צי
ב
קו
ינ
א
ת 
קו
ד
 

  
3
0
ºC

 
 

0.5  0.006  

  



   השפעת המעכב על פעילות הטריפסי�  :2' מסטבלה 
  

  ' מס
  מבחנה

ריכוז 

LPNA  

)M(  

נפח 
סובסטרט 

)ml(  

PABN 

0.001

M 

(ml) 

HCl 

0.002

M 

(ml) 

טריפסי� 
300µg/

ml  

(ml) 

  מצתחו
 �חומ
30% 

(ml) 

O.D. 

410nm  

16.   0.002  0.05  2  -  0.3  0.5  0.241  

17.   0.002  0.05  2  -  0.3  0.5  0.263  

18.   0.002  0.05  2  0.3  -  0.5  0.014  

19.   0.005  0.05  2  -  0.3  0.5  0.222  

20.   0.005  0.05  2  -  0.3  0.5  0.293  

21.   0.005  0.05  2  0.3  -  0.5  0.002  

22.   0.01  0.05  2  -  0.3  0.5  0.333  

23.   0.01  0.05  2  -  0.3  0.5  0.293  

24.   0.01  0.05  2  0.3  -  0.5  0.005  

25.   0.015  0.05  2  -  0.3  0.5  0.350 

26.   0.015  0.05  2  -  0.3  0.5  0.332 

27.   0.015  0.05  2  0.3  -  0.5  0.008 

28.   0.02  0.05  2  -  0.3  0.5  0.411 

29.   0.02  0.05  2  -  0.3  0.5  0.527 

30.   0.02  0.05  2  

5
ב
ה 
צי
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קו
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פ
ת 
קו
ד
 

   
3
0
ºC

 

0.3  -  

20
ב
ה 
צי
ב
קו
ינ
א
ת 
קו
ד
 

  
3
0
ºC

 
 

0.5  0.008  

  
   ריכוז התוצאות  :3'  מסטבלה

  

' מס
 O.D410nm∆∆∆∆  מבחנה

[S]  

(mM) 

SA 

(µmol/mgE·min)  
1/[S] (1/mM)  

1/SA  

(mgE·min/ µmol) 

SA/[S]  

(liter/mgE·min)  

1 0.235 0.043 0.035 23.500 28.683 0.819 

2  0.205 0.043 0.030 23.500 32.880 0.715 

4  0.552 0.106 0.082 9.400 12.211 0.770 

5  0.857 0.106 0.127 9.400 7.865 1.195 

7  1.065 0.213 0.158 4.700 6.329 0.743 

8  1.091 0.213 0.162 4.700 6.178 0.761 

10  1.626 0.319 0.241 3.133 4.145 0.756 

11  1.56 0.319 0.231 3.133 4.321 0.725 

13  1.603 0.426 0.238 2.350 4.205 0.559 

14  1.454 0.426 0.216 2.350 4.636 0.507 

16  0.227 0.043 0.034 23.500 29.694 0.791 

17  0.249 0.043 0.037 23.500 27.070 0.868 

19  0.22 0.106 0.033 9.400 30.638 0.307 

20  0.291 0.106 0.043 9.400 23.163 0.406 

22  0.328 0.213 0.049 4.700 20.550 0.229 

23  0.288 0.213 0.043 4.700 23.404 0.201 

25  0.342 0.319 0.051 3.133 19.709 0.159 

26  0.324 0.319 0.048 3.133 20.804 0.151 

28  0.403 0.426 0.060 2.350 16.726 0.141 

29  0.519 0.426 0.077 2.350 12.987 0.181 

∆O.D410nm ההפרש בי� המבחנה הנבדקת ומבחנת הבקרה שלה� .  
  



  פיתאהצגה גרריאות דופליקטי& לצור% ממוצעי ק ריכוז :4' מסטבלה 
  

' מס
 O.D410nm∆∆∆∆  מבחנה

∆∆∆∆O.D410nm  
  ממוצע

S  

(mM) 

SA 

(µmol/mgE·min)  
1/[S] (1/mM)  

1/SA  

(mgE·min/ µmol) 

SA/S  

(liter/mgE·min)  

1 0.235 

2  0.205 
0.220 0.043 0.033 23.500 30.638 0.653 

4  0.552 

5  0.857 
0.705 0.106 0.105 9.400 9.568 0.261 

7  1.065 

8  1.091 
1.078 0.213 0.160 4.700 6.253 0.131 

10  1.626 

11  1.56 
1.593 0.319 0.236 3.133 4.231 0.087 

13  1.603 

14  1.454 
1.529 0.426 0.227 2.350 4.410 0.065 

16  0.227 

17  0.249 
0.238 0.043 0.035 23.500 28.321 0.653 

19  0.22 

20  0.291 
0.256 0.106 0.038 9.400 26.381 0.261 

22  0.328 

23  0.288 
0.308 0.213 0.046 4.700 21.884 0.131 

25  0.342 

26  0.324 
0.333 0.319 0.049 3.133 20.242 0.087 

28  0.403 

29  0.519 
0.461 0.426 0.068 2.350 14.621 0.065 

∆O.D410nm ההפרש בי� המבחנה הנבדקת ומבחנת הבקרה שלה� .  

 : 1מבחנה עבור ת חישוב אודוגמ •

 
  :ריכוז תוצר חישוב 

A = C · ε · l 
ε = 8.8 µmol/ml·cm  ; l = 1 cm 

0.235 = C · 8.8 · 1  
C = 0.0267 µmol/ml  

  ) :במולי� ( חישוב כמות תוצר 
Qsf  = C · V 

Q = 0.0267 µmol/ml · 2.35ml ≅  0.063 µmol  
   :כמות האנזי� במבחנה הייתה

= 300µg/ml · 0.3ml =90µg = 0.09mg  QE  = C · V  
  

 20זמ� הריאקציה היה , ג אנזי� בדקה"י מ"ע שהתפרק µmol' פעילות ספציפית מוגדרת ככמות הסובסטרט ביח
  : לכ� הפעילות הספציפית דקות

SA = 0.063 µmol /0.09mg·20min = 0.035
 
µmol/mgE·min  

  

 �תערובת הריאקציה במבחנות חישוב ריכוז סובסטרט ב       

1 1 2 2

2

5

2

2.35 0.002 0.05

4.3 10 0.043
M mM

C V C V

C

C −

⋅ = ⋅

⋅ = ⋅

= ⋅ =

 

1/S,1/SA  ה� פשוט הערכי� ההופכיי� של S,SAו �SA/S היא פשוט המנה המתמטית של S,SA ולכ� לא 
  . ערכי� אלו�3 תוצגנה דוגמאות חישוב ל

  



בשלושת השיטות , בנוכחות ובהעדר מעכב, לות הפעילות הספציפית בריכוז הסובסטרט של תתפיא גרהצגה
  :הבאות

   עקומת מיכאליס מנטי�– 1' שיטה מס

0.000

0.050

0.100

0.150

0.200

0.250

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

S[µµµµM]

SA[µmol/mgE·min]

ללא מעכב עם מעכב

עקומת מיכאליס מנטין עבור אנזים ומעכב עקומת מיכאליס מנטין עבור אנזים ללא מעכב

  
  עקומת מיכאליס מנטי� עבור פעילות טריפסי� ללא מעכב ובנוכחות מעכב: 1' גר( מס

  

max � �ימנט סי משוואת מיכאלי"הגר% מתואר ע

m

V S
V

K S

⋅
=

+
  

ריכוזי הסובסטרט בה� השתמשנו לא אפשרו קבלת , בעקומה שהתקבלה בשיטה זו אי� מעבר לסדר אפס

  . בשיטה זוVmax � ו Kmמהירות מקסימאלית ולכ� לא נית� לחשב את ערכי 
  

   ברק  עקומת לינוואייר –2' שיטה מס

y = 0.5014x + 17.969

R2 = 0.6634

y = 1.2652x + 0.1182

R2 = 0.9832

0

5

10

15

20

25

30

35

0 5 10 15 20 25

1/[S] (1/mM)

1/SA (mgE·min/ 

µmol)

ללא מעכב עם מעכב עם מעכב ללא מעכב

  
  קר בראיינוו עקומת לי:2' מסגר( 

           :לינוואייר ברק י משוואת " מתואר ע2גר% 
max max

1 1 1 m
K

V V S V
= + ⋅  

  :ללא מעכב  Vmax   ו Kmחישוב ערכי 
   ) :�Y ע� ציר ההער& ההופכי של נקודת החיתו& של משוואת הגר%( חישוב המהירות המקסימאלית 



max

max / min

1
0.1182

8.46
mol mgE

V

V µ ⋅

=

=
 

  ) :�X& ההופכי השלילי של נקודת החיתו& של משוואת הגר% ע� ציר ההער(חישוב קבוע מיכאליס מנטי� 

(y=0)

m

m

0.1182
y = 1.2652x + 0.1182 x=

1.2652

1 0.1182
x = ( ) 0.093

K 1.2652

K 10.7mM

y −
⇒ ⇒

= − − =

=

 

  :בנוכחות מעכב Vmax    ו Kmחישוב ערכי 
  

  ) :הער& ההופכי של נקודת החיתו& של משוואת הגר% ( חישוב המהירות המקסימאלית 

max

max /( )

1
17.969

0.055
mol mgE min

V

V µ ⋅

=

≅
 

  ) :�Xהער& ההופכי השלילי של נקודת החיתו& של משוואת הגר% ע� ציר ה(  חישוב קבוע מיכאליס מנטי�

(y=0)

m

m

17.969
y =  0.5014x + 17.969 x=

0.5014

1 17.969
x = ( ) 35.83

K 0.5014

K 0.028mM

y −
⇒ ⇒

= − − ≅

≅

 

מכא� , אותו היחסולא ב קטני� בנוכחות מעכב  Km � ו  Vmaxנית� לראות כי ערכילינוואייר ברק י משוואת "עפ

  .תחרותיהינו עיכוב , PABA, סיק כי אופי המעכב הנבדקית� להנ
 

  הופסטט אדי עקומת –2' שיטה מס
  

y = -0.3256x + 0.23

R
2
 = 0.8583y = -0.0379x + 0.0564

R
2
 = 0.4985

0.000

0.050

0.100

0.150

0.200

0.250

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

SA/S (liter/mgE·min)

S
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µ
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o
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m

g
E
·m
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)

ללא מעכב עם מעכב ללא מעכב עם מעכב

  
   עקומת אדי הופסטט:3 ' מסגר(

  :י משוואת אדי הופסטט "% מתואר עהגר

max

m m

VV V

S K K
= − +  



  : ללא מעכב Vmax   ו Kmחישוב ערכי 

max / min0.23

0.23
0.7064

0.3256

mol mgE

m mM

V

K

µ ⋅=

= =
 

  :בנוכחות מעכב Vmax    ו Kmחישוב ערכי 

max / min0.0564

0.0564
1.49

0.0379

mol mgE

m mM

V

K

µ ⋅=

= =
 

  

 הינו �maxV מאחר ו, נית� להסיק כי המעכב הינו מעכב תחרותי, קבר�ראיינווילאחר הצגת התוצאות במשוואת ל

  . משתנה בהתא� לריכוז המעכבKm � ורק ערכו של, בקירוב, ער& קבוע
  

עיכוב לבי� מבנה הכימי  נית� להסיק כי קיימת התאמה מבנית בי� אופי �PABAפ המבנה הכימי של המעכב"ע
  .של המעכב

  .השוני כימי היחידי הוא בשייר הצדדי, LPNAלמעכב קיימת טבעת בנזנית כמו לסובסטרט 

  .לכ� המעכב הינו מעכב תחרותי. יכול להקשר במקו� הסובסטרט עכב הדמיו� הרב במבנה הכימיPABAהמעכב 
  

   בשיטות השונותmaxV  וmKריכוז תוצאות : 6' טבלה מס
  

max

mol
V

mgE min
µ

⋅ [ ]m mM
K  

  השיט

  ע� מעכב  ללא מעכב  ע� מעכב  ללא מעכב

  -  -  -  -  �ימיכאליס מנט

  0.028 10.7 0.055 8.46  ברקר איילינוו

 1.49 0.7064 0.0564 0.23  טטסאדי הופ

  
  :מציאת ריכוז סופי של המעכב

1 1 2 2

1

4

2

0.001 2 2.35

8.5 10 0.85
M mM

C V C V

C

I C −

⋅ = ⋅

⋅ = ⋅

= = ⋅ =

 

  : Kiקבוע שב את ערכו של היח
  

   :�α נמצא תחילה את ערכו שלKiבכדי לחשב את ערכו של הקבוע 
  

maxV

k
a m×
=
α

 

a �%ערכי , שיפוע הגרKmו �Vmaxידועי� וכבר חושבו .  
  

  :ברק�נחשב לפי עקומת לינוואייר

 
0.028

0.5014
0.055

α ×
=  

 

 0.0008α ≅  
  
  
  



  :כעת נציב את הערכי� המתקבלי�

[ ]
iK

I
+= 1α  

[ ]0.00085
0.008 1

0.856

i

i mM

K

K

= +

=

 

  :הופסטט�נחשב לפי עקומת אדי

 

0.0564
0.0379

0.3369

0.00072

α

α

×
− =

=

 

  :כעת נציב את הערכי� המתקבלי�

[ ]0.00085
0.0072 1

0.916

i

i mM

K

K

= +

=

 

  : התבצעה לפי הנוסחא הבאהKmappחישוב  
0.000856

i M
K =   

Km = 0.0686(µmol/mgE·min)  

I = 0.00085M 
  :קבר�ראייחישוב לפי עקומת לינוו

[ ]0.00085
0.0686 1

0.000856
mappK

 
= × + 

 
 

0.136
mapp M

K =  

  :הופסטט�חישוב לפי עקומת אדי

0.000916
i M

K =  

I = 0.00085M 

0.00149
m M

K =  

[ ]0.00085
0.00149 1

0.000916
mappK

 
= × + 

 
 

0.00028
mapp M

K =  

 
  :יה חישוב מספר המחזור של הריאקצ

 שזוהי ג� המהירות י מולקולת אנזי� בשנייה"ט שהתפרקו ע הינו מספר מולקולות סובסטרK3) (מספר המחזור
  .המקסימאלית

max max

11 secsec

1 24

0.09

0.00375

0.00375

mol trypsin mg

mg

T moltrypsin

cat

T

X

E X

V V
K

E

µ

µ

−

     

→

→

= =

= =

 

  :ללא מעכב ברקבשיטת לינוואייר 
Vmax = K3 = 0.055(µmol/mgE·min) 

Kcat  = 0.055(µmol/mgE·min)⋅24mg/µmol = 14.67units/min= 0. 24units/sec 
  
  



  :בנוכחות מעכב ברק איירבשיטת לינוו
Vmax = K3 = 0.055(µmol/mgE·min) 

Kcat  = 0.055(µmol/mgE·min)⋅24mg/µmol = 14.67units/min= 0. 24units/sec 
  :ללא מעכבבשיטת אדי הופסטט 

Vmax = K3 = 0.23(µmol/mgE·min) 

Kcat  =  61.33 units/min= 1.02 units/sec 
  

  :בנוכחות מעכב אדי הופסטט בשיטת
Vmax = K3 = 0.0564(µmol/mgE·min) 

Kcat  =  15.04 units/min= 0.2506 units/sec 
  

  : ומסקנותסיכו&, דיו� בתוצאות
  

  :תשובות לשאלות בחוברת 

,  ובה� לא התרחשה הריאקציההמבחנות שלה� לא הוס% האנזי� טריפסי�מבחנות הבקרה בניסוי ה�  •
  ).3,6,9,12,15,18,21,24,27,30' מבחנות מס(מבחנת בקרה הות הייתה לכל זוג מבחנות ז

 של המבחנות הנבדקות מהבליעה של מבחנת .�O.Dער& ה פרשה לצור& –תפקיד� של מבחנות הביקורת 
  .הבקרה

 :י חישוב  אחוז סטייה "נות תעשה ע בשיטות השוKm � ו Vmaxהשוואת התוצאות שנתקבלו עבור ערכי  •
  

m  שיטה mol
ml

K µ 
[units/sec]cat

K  I mol
ml

K µ  

 - - -  �ימנטמיכאליס 

  0.856 0.24 0.055  ייר ברקאוולינ

 0.916 0.2506 0.0564  הופסטטאדי 

 6.550% 4.417% 2.545%  שגיאה

  

גיעה כלומר המהירות לא ה, שהתקבלה בשיטה זו אי� מעבר לסדר אפס מנטי� –מיכאליס בעקומה  •

 .Vmax � וKmלערכה המקסימאלי ולכ� לא נית� לחשב דרכה את ערכי 

 . שנמצא בניסוי הינו עיכוב תחרותיPABAאופי העיכוב של  •

ב הנתוני� של הניסוי אותו ביצענו אכ� הגענו למסקנה כי "ע,  הינו מעכב תחרותי PABAידוע כי המעכב  •
 .תאימי�לכ� הריכוזי� שבה� השתמשנו מ, הוא אכ� מעכב תחרותי

חומצות וע כי האנזי� טריפסי� ספציפי ל וידאמינו בסיסיות'  בעלת קבתארומאטיהמעכב מכיל טבעת  •
, המקבל מטע� חיובי בתמיסה, שיירי� טעוני� שלילית ולכ� המעכב" כיס"בסיסיות ובמבנה האמיניות 

ה המעכב מכא� שקיימת התאמה בי� מבנ. של האנזי� ולעכב את הריאקציה" כיס"יוכל להיקשר ל
 .לאופי העיכוב

   :Km לבי� Kiהשוואה בי� 
  

  : נקבל �KI ערכי ה2 השיטות ונשווה אותו לממוצע של 2 � ב�Km ערכי ה2א� נעשה ממוצע של 

0.7064 1.49
1.092

2
m mM

K
+

= =  

0.916 0.856
0.886

2
I mM

K
+

= =  

 אינו רחוק KIערכו של לו א& מכיוו� ש גבוה יותר ולכ� לאנזי� יש  יותר אפיניות Kmמתברר שערכו של 
  .מכא� נובעת התחרות האופיינית של המעכב, ממנו

  
  :ת מסקנוסיכו& ו

  .למדנו להכיר מנגנו� עיכוב אנזימטי •

 . ומספרי מחזור קבועי מעכב,קבועי מיכאליס מנטי�, התנסינו בחישובי מהירות ריאקציה •

  .יכובוקבענו את אופי הע,  ריכוזי מעכב על מהירות הריאקציהבדקנו השפעות •



 7'  מעבדה מס–ביוכימיה 

פרקציונציה של התא פרקציונציה של התא פרקציונציה של התא פרקציונציה של התא 

יות יות יות יות וווופעילפעילפעילפעילמידור מידור מידור מידור וווו
    יותיותיותיותאטאטאטאטאנזימאנזימאנזימאנזימ

    בכבד שלבכבד שלבכבד שלבכבד של
 בעלי חייםבעלי חייםבעלי חייםבעלי חיים

 ח מעבדה"דו



   7' ביוכימיה מעבדה מס
  יות בכבד של בעלי חיי�אטיות אנזימומידור פעילפרקציונציה של התא ו :נושא המעבדה

  
   :מטרות הניסוי

  
 .הפקת אברוני� שוני� מרקמת כבד .1

  .אנזימי� במיקומ� בתאבדיקת פעילות ה .2

   :ריכוז תוצאות

   בפרקציות השונות�LDH וMDHבדיקת פעילות אנזימתית של האנזימי� : 1 'טבלה מס

   'מס

  מבחנה

  ציטוזול

 ]ל"מ[

  מיטוכונדריות

 ]ל"מ[

  מיטוכונדריות

 ]ל"מ[  מומסות

  מאלט

 ]ל"מ[

 לקטט

  ]ל"מ[

  מי�

 ]ל"מ[

  קוקטייל

 ]ל"מ[

HCl 

]ל"מ[  

O.D. 

(450 nm) 

1  0.2 - - - - 0.2 2 4 0.032 

2  0.2 - - 0.2 - - 2 4 0.091 

3  0.2 - - - 0.2 - 2 4 0.207 

4  - 0.2 - - - 0.2 2 4 0.032 

5  - 0.2 - 0.2 - - 2 4 0.364 

6  - 0.2 - - 0.2 - 2 4 0.054 

7  - - 0.2 - - 0.2 2 4 0.03 

8  - - 0.2 0.2 - - 2 4 0.357 

9  - - 0.2 - 0.2 - 2 4 0.061 

10  - - - - - 0.4 2 4 0.029 
  מקרא

   ביקורת–מספרי מבחנות המסומני� באפור 

   איפוס–מספרי מבחנות המסומני� בשחור 

   :נתוני התחלה

        ' ג6.8: ד משקל הכב
  ג" מ1001= ' ג1.001:  משקל דגימת הכבד שנלקחה להמגו!

  ל" מ4.5 : ו!נפח הנוזל העלי
  ל" מ7:  ת החלקיקי�ינפח פרקצי

  ל" מ2 : ית החלקיקי� המומסי�יפרקצנפח 
  

   )איפוסחו( ממבחנת ה( ל " מ0.2  :חישוב נפח הסובסטרט בכל מבחנה

1 1

2

2

0.04 2.4
0.2

0.5
m

C V
C

V

×
= = ≅

�
 

  :חישוב ריכוז הכבד בפרקציות שונות

  תוצאות חישוב ריכוז כבד בפרקציות השונות: 2' טבלה מס

  ]ל"מ/ג"מ[ כבד ריכוז  פרקצייה אחרי מיהול  פרקצייה לפני מיהול
 222.4   ציטוזול

 143   ונדריותמיטוכ

 130   מיטוכונדריות מומסות

 4.448  ציטוזול  
 14.3  מיטוכונדריות  
 13  מיטוכונדריות מומסות  
 :ציטוזולנוזל הריכוז הכבד בדוגמת חישוב עבור 

  ג" מ1001+משקל הכבד

          ל" מ4.5+נפח נוזל הציטוזול
1001

222.4
4.5

mg
m

m
C C

V
= ⇒ = =

�

  



  :המהולחישוב ריכוז הכבד בנוזל הציטוזול דוגמת 

1          :  החישוב בוצע לפי הנוסחא 1

1 1 2 2 2

2

C V
C V C V C

V
= ⇒ =  

C1= התחלתי כבדריכוז  ,C2= סופיכבדריכוז  , V1=נפח התחלתי , V2=נפח סופי  

1
222.4

mg
m

C =
�

 , 
1

0.5mV =
�
, 

2
25mV =

�
 

2

222.4 0.5
4.448

25
mg

m
C

×
= =

�

 

  :בחנות הריאקציה הכבד בכל אחת ממכמותחישוב 

  תוצאות חישוב כמות כבד במבחנות הריאקציה: 3' טבלה מס

   כבד כמות  מבחנות ריאקציה
  ]ג"מ[

 0.8896  )ציטוזול  ( 1+3
 2.86  )מיטוכונדריות  ( 4+6

 2.6  )מיטוכונדריות מומסות  ( 7+9
)ללא כבד (  0  )איפוס  (10  

  

  :נוזל מהציטוזול � 3�1מבחנות דוגמת חישוב עבור 

:  פ הנוסחא"עהחישוב בוצע 
m

C
V

=  

0.2
m

V =
�

, 4.448
mg

m

C =
�

 �  0.2 4.448 0.8896
mg

m
C m

V
= ⇒ = × =  

  � בפרקציות השונותמיאנזיהפעילות ריכוז תוצאות חישובי  :4טבלה מס 

  פעילות אנזי�
A

m in
∆  

  פציפיתספעילות 

l iv e r

A
g

מבחנה   ∆
  'מס

)450( nmA∆  
  משקל כבד

[ ]liverg  
  לקטט  מלאט  לקטט  מלאט

2  0.059 0410896.8 −×  0.0118    66.322    

3  0.175 0410896.8 −×    0.035    196.718  

5  0.332 031086.2 −×  0.0664    116.084    

6  0.022 031086.2 −×    0.0044    7.692  

8  0.327 0310691.1 −×  0.0654    193.377    

9  0.031 0310691.1 −×    0.0062    18.332  

  

   :2ת חישוב לפי מבחנה אודוגמ

  :∆Aחישוב 

 
059.0032.0091.0

.... _

=−=∆

−=∆

A

DODOA
  מבחנהמבחנהביקורת

  min5=t          :) דקות 5עבור זמ& אינקובציה של (  אנזי�חישוב פעילות 








 ∆
==

∆

min

0118.0
5

059.0
A

t

A
  



  :חישוב פעילות ספציפית

104

0.059
66.322

8.896 10 liverg
liver

A

g
−−

∆
= =

×
  

   :פציפית של כל אנזי� בתאס( כל הפעילות הסחישוב 

  .ות נוזל הציטוזול ואת פרקציית נוזל המיטוכונדריות המומסתיפרקצילחישוב זה בחרנו את 

בחרנו את פרקציית המיטוכונדריות המומסות כיוו! שרצינו לכלול ג� את הפעילות שמתרחשת בתו/ 

  .המיטוכונדריה

  :LDHחישוב עבור 

liver

A
g

196.718 18.332 215.05
 
 
  

∆
+ =  

  :MDHחישוב עבור 

liver

A

g

66.322 193.377 259.699
 ∆
 
 

+ =  

  התחלקות יחסית של האנזימי� בתא

האנזימי� שעל ממברנת ,  ימי� שמרחפי� בציטוזולהאנז, י� מתחלקי� לשלוש קבוצות עיקריותהאנזימ

  . נזימי� הנמצאי� במטריקס המיטוכונדריאליוהא, התא

  :חישוב התחלקות יחסית

  ריכוז תוצאות חישוב התחלקות יחסית: 5' טבלה מס

  פרקצייה  אנזי�
  התחלקות יחסית 

[%]  
 17.65  ציטוזול

  MDH  30.89  מיטוכונדריות
  51.46  מיטוכונדריות מומסות

  88.32  ציטוזול

  LDH  3.45  מיטוכונדריות
   8.23  מיטוכונדריות מומסות

  :ציטוזול התפרקציי בMDHדוגמת חישוב עבור 

%100 =×
T

ן

E

E
  

%65.17100
377.193084.116322.66

322.66
=×

++
  

  :בכל אחת מהפרקציות LDH+MDHשל האינזימי� חישוב ס( כל הפעילות הספציפית 

  כ פעילות אנזימטית בפרקציות השונות"תוצאות חישוב סה: 6' טבלה מס

  פרקצייה
   יחסי ריכוז

liver

A

g

 ∆ 
  

  

 263.040  ציטוזול
 123.776  מיטוכונדריות

 211.709  מיטוכונדריות מומסות

66.322   : הציטוזולתדוגמת חישוב עבור פרקציי 196.718 263.04

liver

A

g

 ∆
 
 

+ =  



   :במטריקסחישוב הריכוזי� היחסיי� של האנזימי� בציטוזול ו

  תוצאות חישוב ריכוזי אנזי� יחסיי�: 7' טבלה מס

  פרקצייה  אנזי�
   יחסי ריכוז

[%]  
 25.54  ציטוזול

MDH  
 29.76  מטריקס מיטוכונדריאלי

 91.15  ציטוזול
LDH  

 4.95  מטריקס מיטוכונדריאלי

 : הציטוזולת בפרקצייMDHדוגמת חישוב עבור 

%54.25100
)084.116377.193(084.116322.66

322.66
=×

−++
  

   :דיו&

  ות הביקורתמבחנ

  .10 הוקבוצה שנייה מבחנ. 1,4,7קבוצה אחת מכילה את מבחנות , מבחנות הביקורת מתחלקות לשתי קבוצות

וכ/ , היאקציי אשר הייתה בתא לפני תחילת הרNADH הינו להראות את כמות ה1,4,7תפקיד! של מבחנות 

  . ג� בהעדר האנזי� המתאי�NADHנית! להסביר אי/ נוצר 

או במילי� אחרות , לקטט והקוקטייל/ הבליעה של המאלט הינו להראות את כמות10ה  של מבחנהתפקיד

  .זוהי מבחנת האיפוס שבה השתמשנו

  . הינו נמו/ מאדNADHוזאת כיוו! שבמבחנות אלה ריכוז ה, תוצאות הבליעה במבחנות הביקורת הינ! נמוכות

  :השפעת הטריטו&

 – .O.Dהדבר מתבטא בירידת ערכי ה , וכונדריההטריטו! הינו דטרגנט הגור� להמסת ממברנת המיט

  . והצטללות התמיסה

גיב מ ו האנזי� מלאט דהידרוגנאז יוצא מהמטריקס המיטוכונדריאלי,כאשר ממברנת המיטוכונדריה מומסת

+ע� ה
NADמהקוקטייל ולא רק ע� ה +

NADהמיטוכונדריאלי .  

  :מסקנות

 .ת כי כל אנזי� פועל בחלק אחר של התאנית! לראו •

•  MDH75%(דריה  פועל בעיקרו במיטוכונ( 

  )91%( פועל בעיקר בציטוזול LDH ה •

ולכ! היא מתבצעת א/ ורק , אי! נגישות לחלק ממשתתפי מעגל הגליקוליזה אל תו/ המיטוכונדריה •

תוצאות הניסוי , דריה מתרחש במיטוכונ)מעגל קרבס  (  מעגל החומצה הציטריתתיאקציר , בציטוזול

  .ל הידוע לנו מהספרות"שלנו תואמות את הנ


