הכנה למתכונת מעבדה – כתה י"ב ביולוגית

בקרה – לוודא שהשינוי נובע כתוצאה מהעמדת הניסוי (מהגורם שאנו משנים)ולא מגורמים אחרים

בקרה חיצונית – מבחנה ללא הגורם הנבדק- משמש להשוואה

בקרה פנימית – השוואה בין התוצאות השונות של התהליך (למשל בין מבחנות הניסוי , כשבכל אחת שינינו את ריכוז החומר שאת השפעתו בודקים)

חזרות – אמצעי למניעת טעויות ולהגברת מהימנות התוצאות. 

כמו כן גם מבחן סטטיסטי של מדגם יאפשר הסקת מסקנות בצורה מהימנה.

כשלוקחים מדגם גדול יותר יש יותר סיכוי לתוצאות מהימנות (שהרי יש שונות בין אותם אורגניזמים ואסור להסתמך על אחד שאולי שונה)

בכל ניסוי להקפיד שיהיו חזרות ובקרות !!!

בדיקה כמותית – עונה על מספרים כגון: גודל,ריכוז,אורך – הינה מדידה עם מכשור עזר אובייקטיבי.

בדיקה איכותית – בדיקה ע"י תצפית בלבד(בעין), פחות מדויקת. סימון ע"י + או - , יש תופעה או אין תופעה.

השערה – אם.....אז....

או: ככל ש.........אז......

השערה מכילה בתוכה את המשתנה התלוי בניסוי, ואת המשתנה הבלתי תלוי.

ההשערה מתייחסת לקשר הצפוי בין המשתנים הנבדקים
בסוף הניסוי אמורים לאשש או לדחות את ההשערה.

שאלת מחקר :. זוהי  שאלה המתייחסת לקשר שבין שני גורמים הניתנים למדידה. שאלה כזו מכוונת לביצוע של ניסוי שבו בודקים את הקשר שבין שני הגורמים. 

גורם אחד הוא המשתנה הבלתי תלוי (או המשתנה המשפיע).  

הגורם השני הוא המשתנה התלוי (או המשתנה המושפע). 

כיצד משפיע...... על ..............?.

משתנה תלוי – אותו גורם שאנו מחפשים כתוצאה מתהליך כלשהו. (בגרף ימוקם על ציר Y)

משתנים בלתי תלויים – אותם גורמים שאנו משנים במהלך הניסוי. למשל:טמפרטורה,PH,ריכוז.(בגרף ימוקם על ציר X)

העלאת תוצאות בגרף:

1. בציר Y נמקם את המשתנה התלוי (זה שתלוי במשתנה השני)

2. על ציר X נמקם את המשתנה הבלתי תלוי
3. סוג הגרף יקבע ע"י המשתנה הבלתי תלוי: אם הבלתי תלוי הוא רציף (כמו טמפרטורה,PH,ריכוז= משתנה המקבל אינסוף ערכים בין כל שני ערכים) נבחר בעקום  (במחשב נקרא גרף זה פיזור XY)
אם הבלתי תלוי הוא לא רציף (בדיד, כמו שמות)– נבחר בדאגרמת עמודות
4. בגרף יש להקפיד על:
 מתן כותרת- שתכלול את שני המשתנים ומי משפיע על מי

 שמות המשתנים על כל ציר

ציון יחידות

צרוף מקרא

אם משתמשים בנייר עלינו להקפיד שכל מרווח שווה גודל(למשל כל משבצת בנייר המילימטרי ) יהיה שווה בערכו למרווחים האחרים. 

****תוצאות איכותיות – יועלו בטבלא.
גם בטבלא יש להקפיד על כותרות, שמות המשתנים,יחידות +כותרת לטבלא.

לשים לב אם מבקשים טבלת תוצאות או טבלת מערך ניסוי או שתיהן יחד !

אינדיקטורים – חומרים מזהים. למשל: יוד– הוא אינדיקטור לעמילן(בנוכחות עמילן משנה צבע מצהוב לשחור)

בנדיקט – אינדיקטור לזיהוי גלוקוז.

ביורט – אינדיקטור לזיהוי חלבון

· אפשר לזהות חומרים גם באמצעות תמיסות אינדיקטור וגם באמצעות מקל מזהה- למשל לזיהוי גלוקוז. משווים את שינוי הצבע למקרא צבעים, וכך יודעים באופן איכותי אם יש גלוקוז מעט/הרבה. (לא מתקבל מדד מספרי).

· יש אפשרות למדידת PH בעזרת אינדיקטור(כמו פנול פתלאין שמשנה צבעו: (חסר צבע-בנוכחות חומצה, ורוד בנוכחות בסיס) או בעזרת מקלוני PH (טובלים מקלון בתמיסה ומשווים את שינוי הצבע למקרא שנותן מדד מספרי). איזו מהבדיקות איכותית ??
PH= מדד המעיד על מידת החומציות או הבסיסיות של תמיסה.

תמיסה חומצית – עשירה ביונים של H3O+ -> PH קטן מ-7    (דוגמא: HCL)

תמיסה בסיסית – עשירה ביונים של OH-    -> PH גדול מ- 7 (דוגמא:NAOH)

תמיסה ניטרלית- ריכוז יוני OH- = ריכוז יוניH3O+    , PH =7 (דוגמא: מים מזוקקים)

תגובת סתירה - היא תגובה כימית, המתרחשת בין בסיס לחומצה, ותוצריה הם מים (ומלח.)
בתגובת הסתירה, מגיבים יוני הידרוניום (H3O+) חומציים עם יוני הידרוקסיד (OH) בסיסיים ליצירת מים (   O 2  H ).
המלח הנוצר במהלך התגובה הוא תוצר התרכבותם של היונים שנותרו בתמיסה לאחר יצירת המים.

בסתירה מלאה, יגיבו כל המגיבים בתמיסה, כך שלא ייוותרו חומצה או בסיס בתוצרים. לתמיסה שעברה סתירה מלאה, יש pH = 7 והיא נייטראלית. 

בבואנו לסתור תמיסה בריכוז לא ידוע עלינו להיעזר בטיטור על-מנת להגיע לסתירה מדויקת. בטיטור בדרך כלל יעשה שימוש באינדיקטורים
בופר – תמיסה השומרת על PH .(בופר עשוי מחומצה חלשה והמלח שלה או בסיס חלש והמלח שלו). כשמכינים תמיסות אפשר למהול אותן במים, ואפשר לבצע מהולים בבופר.

טיטרציה – תהליך בו נעזרים על מנת לקבוע ריכוז של חומר בתמיסה.

לוקחים תמיסות בהן ריכוז החומר אותו אנו מחפשים ידוע, בנפח קבוע.

מטפטפים אינדיקטור לתמיסות, וסופרים טיפות עד שינוי צבע.

מכינים עקום כיול – גרף שעל ציר X שלו הריכוזים הידועים (שבדקנו כמה טיפות צריך לשינוי צבע עבורם).

על ציר Y – מספר הטיפות שנדרש לשינוי צבע .

לאחר שהצבנו את התוצאות בגרף, נוכל נציב את מספר הטיפות שקיבלנו עבור הריכוז הלא ידוע ונחלץ מהגרף את הריכוז המתאים למספר טיפות זה.

הכלי לטפטוף – פיפטת פסטר – לשים לב לקחת רק טיפה אחת בכל פעם, ולערבב.

מיהול – ירידה בריכוז, ע"י הוספת מים.

ריכוז – כמות חומר בנפח (יחידות ריכוז: מולר M , או מילימולר    mM
או  גרם למיליליטר, גרם לליטר,מיקרוגרם למיליליטר  וכו')

ריכוזי תמיסות בסדרה חשבונית: , M 0.6          ,0.4,   M  0.2 
ריכוזי תמיסות בסדרה הנדסית: 0.1,    0.01,       0.001,,,,,

סדרה הנדסית אחרת: 2,4,8,16 M
חישוב ריכוז יעשה ע"י הנוסחא:

C1*v1 = c2*v2
V1 – נפח תמיסת האם                                C1 – ריכוז תמיסת האם

V2- נפח סופי של תמיסה מהולה

C2-  ריכוז התמיסה המהולה

כמות – ביחידות גרם, מיליגרם (אלפית הגרם), ,מיקרוגרם (מיליונית הגרם)

נפח – ביחידות מיליליטר    ml, סמ"ק (1 מיליליטר=1 סמ"ק), 

חישוב כמות יעשה ע"י הכפלת הריכוז בנפח התמיסה (יש לצמצם יחידות ולוודא שמקבלים יחידות של ריכוז)

ממוצע – נבצע כאשר יש כמה חזרות. (במחשב פונקציית: average)

סטיית תקן – מודד את שיעור הסטייה מהממוצע. ככל שסטיית התקן גדולה יותר, כך הערכים במדגם מפוזרים יותר סביב הממוצע. (במחשב פונקציית stdev)

תהליכים:

1. תהליך הפוטוסינתזה - התהליך בעזרתו הצמח מפיק את מזונו (סוכר גלוקוז)

הצמח משתמש במים ופחמן דו חמצני+אור, ומייצר סוכר וחמצן.





2 O+C6H12O6
<-------
 H2O+ CO2
תהליך הפוטוסינתזה נעשה בכלורופלסטים המכילים כלורופיל (פגמנט ירוק)

בדיקת קיום תהליך הפוטוסינתזה נעשית ע"י פליטת חמצן ואיסופו או קליטת פחמן דו חמצני. 

פחמן דו חמצני במגע עם מים גורם ליצירת חומצה (פחמתית H2CO3)
2. תהליך הנשימה – מתקיים בכל ייצור חי (גם בצמחים !), בכל תא. ללא נשימה אין אנרגיה, אין חיים.
בתהליך נשימה תאית התא ,התא משתמש בחמצן וגלוקוז ומתקבלת אנרגיה (ATPׂ), וגם פחמן דו חמצני ומים.


ATP+H2O+ CO2   <-------     2 O+C6H12O6
(יש יצורים, כמו חיידקים מסוימים ,המסוגלים לנשימה אנארובית – ללא חמצן, בה מופקת פחות אנרגיה)

3. דיות – טרנספירציה –איבוד מים  נעשה דרך הפיוניות (הפתחים בעלה) – דרך אותן פיוניות נעשה גם חילוף הגאזים.

יותר פיוניות פתוחות כדי לאפשר חילוף גאזים לפוטוסינתזה, כך חל איבוד מים גדול יותר .

מהם המשפיעים על פתיחה/סגירת פיוניות ?

4. אוסמוזה – מעבר מימס (מים) מתמיסה מהולה לתמיסה מרוכזת דרך קרום בררני, שלא מאפשר למומס לעבור. (המעבר נעשה כיוון שלחלקיקים יש נטייה לשיויון ריכוזים. המעבר הוא פסיבי)
5. דיפוסיה – מעבר חלקיקים (גז/נוזל/מוצק) להשוואת תנאים במרחב. למשל: מומסים ינועו מריכוז גבוה לנמוך, גזים מלחץ גבוה לנמוך, וחום ממקור חם למקום קר יותר. התנועה פסיבית.
מה משפיע על דיפוסיה?

א. טמפרטורה

ב. גודל החלקיקים

ג. שטח הדיפוסיה  

ד. מרחק הדיפוסיה
ב. מפל הריכוזים (הפרש הריכוזים).

6. פלסמוליזה – יציאת מים מתוך תאי צמח, כאשר תוכן התא מהול, והסביבה החיצונית מרוכזת . חלקיקי המים נעים דרך הקרום, התא מאבד מים, דופן התא נשארת במקום, קרום ניתק מדופן, וכל החלולית ותוכן התא קטנים בנפחם.
*תמיסה היפרטונית – תמיסה שריכוז המומסים הבלתי חדירים שבה גבוה מריכוזם בתמיסה השנייה.
* תמיסה היפוטונית יחסית לתא – תמיסה אשר ריכוז המומסים שבה נמוך מריכוז המומסים בתא

תמיסות איזוטוניות – ריכוז המומסים שלהן שווה.     

7. תהליכים אנזימטים – האנזים הוא זרז (קטליזטור) חלבוני. אנזימים מאפשרים קיום תהליכים בתא החי.
כל אנזים מבצע סוג תהליך אחד, ופועל על סובסטרט אחד, תוך התאמה מרחבית בינהם. בגמר הפעולה האנזים לא נפגע לא מבחינת הכמות ולא מבחינת האיכות, ומסוגל לפעול שוב.

לאנזים מבנה מרחבי (4 רמות אירגון)  ואתר פעיל – שאליו נקשר הסובסטרט.

נוסחאת התהליך האנזימטי


      תוצרים E+S( ES( E+  

קצב התגובה האנזימטית - מוגדר כמספר מולקולות התוצר הנוצרות ביחידת זמן. כדי לקבוע קצב של תגובה אנזימטית, אפשר למדוד:

א.  את  קצב היווצרות התוצר על ידי בדיקת השינוי בריכוז התוצר עם הזמן. ב. אפשר גם למדוד את קצב היעלמות המצע, על ידי מדידת ריכוז המצע שנשאר במערכת התגובה עם הזמן.
 
גורמים שונים משפיעים על קצב התגובה של אנזימים, בהם ריכוז הסובסטרט (המצע) ,טמפרטורה, pH, ריכוז האנזים,  ונוכחות של חומרים שונים המגבירים או מעכבים את פעילות האנזים. בהמשך תוכלו לקרוא על  השפעתם של אחדים מן הגורמים האלה.

גורמים המשפיעים על אנזימים:

1. ריכוז סובסטרט (סובסטרט = החומר עליו פועל האנזים). בריכוזים נמוכים של סובסטרט – ככל שנעלה את ריכוז הסוסטרט כך יגדל קצב התגובה, אך בריכוזים גבוהים של סובסטרט נגיע למצב שבו קצב התגובה אינו משתנה עוד. (במצב זה גורם אחר מגביל את קצב התגובה. למשל: כל האנזימים רוויים בסובסטרט ולא יעזור אם נוסיף עוד סובסטרט).
כיצד יראה הגרף של השפעת ריכוז הסובסטרט על קצב פעילות אנזים ?
ב. טמפרטורה – 

לכל אנזים יש טמפרטורה מיטבית (אופטימלית) לפעילותו, ובה קצב התגובה הגבוה ביותר. אם נבדוק את השפעת הטמפרטורה על הפעילות של אנזימים שונים, צורת העקומה שנקבל תהיה דומה, אולם הטמפרטורה המיטבית תשתנה בהתאם לאנזים הנבדק.

הטמפרטורה משפיעה על פעילות האנזים בשתי צורות:

·      ככל שהטמפרטורה גבוהה יותר האנרגיה שיש למולקולות המשתתפות בתגובה, גבוהה יותר. מולקולות האנזים והמצע נעות מהר יותר, מתנגשות זו בזו בתדירות גבוהה יותר, ולכן עולה קצב התגובה. טמפרטורות נמוכות מידי מעכבות את התהליך האנזימטי (חום=אנרגיה),  

· מאחר שמרבית האנזימים הם חלבונים, טמפרטורות גבוהות מידי גורמות לשינוי המבנה המרחבי שלהם. בשל שינוי המבנה, עלולה להיפגע ההתאמה בין  האתר הפעיל למצע, ולכן קצב התגובה יורד, עד שבטמפרטורה מסוימת אין יותר התאמה בין מבנה האנזים למבנה המצע, והתגובה אינה יכולה להתרחש. תהליך הפגיעה במבנה האנזים נקרא דנטורציה.
· כאשר עובדים עם אנזים, על מנת לאפשר לכל האנזימים במבחנות טמפרטורה אופטימלית מכינים אמבט בטמפרטורה מתאימה.

אופן הכנת אמבט: כוס כימית + מדחום, שמים מים רותחים, ומאזנים לטמפרטורה המתאימה בעזרת מי ברז. לשים לב שבמהלך הניסוי הטמפרטורה עלולה לרדת ויש להוסיף ולאזן אותה בעזרת מים חמים !

ג. PH  - בערכי pH שמחוץ לתחום ה- pH  המיטבי (אופטימלי) , נגרמים שינויים במבנה האתר הפעיל של האנזים וכך נפגעת ההתאמה האופטימלית בין האנזים למצע וחלה ירידה בפעילות האנזים. 
הגורמים העלולים לגרום להרס אנזים (דנטורציה) הם: טמפרטורה גבוהה מידי או PH .

לכל אנזים טמפרטורה אופטימלית  (הטובה ביותר ) עבורו, ו- PH אופטימלי עבורו.

ד. מעכבים – קיימים 2 סוגי מעכבים אנזימטים:

1. מעכב תחרותי – דומה בצורתו לסובסטרט, נקשר לאתר הפעיל של האנזים, ובזמן שהוא קשור הסובסטרט לא יכול להקשר – מכאן העיכוב. 

קישור המעכב הוא הפיך, ולכן תוספת של סובסטרט יכולה להתגבר על עיכוב זה. 
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עיכוב תחרותי: הסובסטרט (S) והמעכב (I) מתחרים על האתר הפעיל

2. מעכב לא תחרותי – לא דומה לסובסטרט. נקשר לאנזים לא באתר הפעיל וגורם לשינוי באתר הפעיל של האנזימים , ובכך פוגע בפעילותו.

מעכבי אנזימים מופיעים גם בצורה טבעית ומעורבים בוויסות המטבוליזם. לדוגמה, אנזימים הפועלים במסלול מטבולי עשויים להיות מעוכבים על ידי תוצרים זמניים במסלול. סוג זה של משוב שלילי מאט את הזרם במסלול כאשר התוצרים מתחילים להיבנות והוא דרך חשובה לקיום הומאוסטזיס בתא.
מעכבים מלאכותיים משמשים לעתים קרובות כתרופות, אך גם כמדבירי חרקים כדוגמת מלתיון, או כחומרים קוטלי עשבים, או כחומרי חיטוי .

ה. מוליקולות מסייעות לאנזימים – 

קוֹ‏פָ‏קְטוֹ‏ר (גורם משלים)- הוא חומר הדרוש לאנזים על מנת לזרז תגובה כימית מסוימת. חלק מהקופקטורים הינם תרכובות אי-אורגניות כגון אטומי המתכת: אבץ, מגנזיום, ברזל ונחושת.
 לקופקטורים אורגניים  קוראים בשם קואנזימים – והם בעיקר ויטמינים.

קוֹ‏אֵנְזִים- הוא מולקולה שמסייעת לאנזים ספציפי בתפקודו כזרז ואינו מתכלה כתוצאה מכך.
בדרך כלל הכוונה לתרכובות אורגניות לא-חלבוניות שמסייעות לפעולת האנזימים . רוב הקואנזימים הם ויטמינים.

הקואנזים הכרחי לפעולתו של האנזים, והוא מזרז את התגובה הכימית הרלוונטית. קואנזים יכול להיות קשור באופן קבוע לאנזים, כלומר להוות את האתר הפעיל שלו, או להיות מולקולה עצמאית אשר בשעת הצורך נקשרת אליו. דוגמא לקואנזימים: ויטמין C או 12 B  .

8. תהליך נביטה –הוא שלב המעבר מזרע לצמח. זהו תהליך בו העובר שבזרע עובר ממצב תרדמה למצב של פעילות פיסיולוגית מואצת, כתוצאה משינוי בתנאים הסביבתיים. זרעים יבשים לא נושמים – לא חיים. הדרישות המינימליות לתחילת תהליך הנביטה הן: מים, אויר וטמפרטורה מתאימה.
כאשר שמים את הזרעים במים מתחיל תהליך הנביטה. האנזימים מתחילים לפעול בסביבה מימית. למשל: אנזימים מבצעי נשימה (להפקת אנרגיה), אנזימים מפרקי עמילן (שנמצא בפסיגים או באנדוספרם = רקמת מזון המצויה סביב העובר בזרע.) האנדוספרם מכיל את חומרי התשמורת הפחמימניים, החלבוניים והשומניים הדרושים להזנת הנבט עד להתפתחות עלים ירוקים. עם הנצת העלים מתחיל גם תהליך הפוטוסנתזה שבסופו יתקבל גלוקוז שישמש את הצמח הגדל לבנייה ונשימה.
במהלך הנביטה מתרחשים תהליכי נשימה ניתן לעקוב אחריי התהליך ע"י בדיקת קצב  הפדח שנפלט שיוצר תגובה חומצית בסביבה מימית, או ע"י  קצב צריכת החמצן.
ניתן לעקוב אחריי חיונותם של זרעים בעזרת טטרזוליום אשר משנה צבעו בסביבה מחזרת, מחסר צבע לוורוד אדום. בזרעים המתעוררים מתרדמה ומתחילים לבצע תהליכים אנזימטיים כמו נשימה תאית, נוצרת סביבה מחזרת. לכן שינוי צבע הטטרזוליום לאדום בסביבת הזרעים מראה כי הזרעים חיוניים.
*קטניות- בשורשיהן נעשה קיבוע חנקן אטמוספירי, בעזרת בקטריות סימביונטיות החיות על שורשיהן. לתכונה זו חשיבות רבה באקולוגיה ובחקלאות, משום שהיא מאפשרת את העשרת הקרקע בחומרי הזנה, לאחר שנצרכו על ידי גידולים חקלאיים או על ידי הפרעה כגון שריפה. תכונה זו גורמת גם לתכולת חלבון גבוהה יותר בקטניות, בהשוואה לצמחים אחרים.
