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ЗАДАНИЯ 
практического тура XXV Всероссийской олимпиады  

школьников по биологии. Белгород – 2009 г.  
11 класс. Лаборатория Биохимии. 

 
Сначала внимательно прочитайте всё задание! 

 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ФОСФАТА ПО МЕТОДУ ФИСКЕ-
СУББАРОУ В МОДИФИКАЦИИ ХЕРСА И РАСЧЕТ АКТИВНОСТИ И 

КИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ 
 
 Для определения неорганического фосфата Вам предоставляются следующие 
реактивы: 

1. Четыре пробирки (пробы 1-4), в которые налито по 1 мл раствора глюкозо-6-фосфата 
с одинаковой концентрацией. В эти пробирки заранее либо не был добавлен 
(пробирка 1), либо был добавлен (пробирки 2-4) фермент щелочная фосфатаза 
(отщепляет неорганический фосфат от глюкозо-6-фосфата) до конечной 
концентрации фермента 20 мкг/мл. В пробирки 2-4 добавлялась щелочная фосфатаза 
из трех разных источников (три разных фермента, возможно, с разной активностью!). 
Пробирки инкубировались 10 мин при 25°С, после чего реакция была остановлена.  

2. Молибденовый реактив - (NН4)2MoO4, 1,25% в 2,5 Н серной кислоте (Будьте 
аккуратны и осторожны при работе с кислотой!!! Используйте для набора 
раствора в пипетку резиновую грушу!) 

3. Рабочий раствор эйконогена (α-1,2,4-аминонафтолсульфоновой кислоты).  
4. Стандартный (калибровочный) ряд пробирок с разным содержанием  неорганического 

фосфата (Р) (6 пробирок, содержащих 0, 6,2 мкг, 12,4 мкг, 18,6 мкг, 24,8 мкг и 31 мкг 
неорганического фосфата (в расчете на Р). Стоят в штативах на столах). 

 
Задание 1 (12 баллов). Определите содержание неорганического фосфата в пробах 1-4 и 
впишите полученные результаты в Таблицу 1. 
Ход определения: К исследуемому раствору, содержащему неорганический фосфат (пробы 
1-4), приливают дистиллированную воду до 2,2 мл, 0,25 мл молибденового реактива и 0,1 мл 
раствора эйконогена. ВНИМАНИЕ! Перед началом работы определите цену деления 
пипеток! Содержимое пробирок перемешивают и оставляют на 10-15 мин при комнатной 
температуре. Пока развивается окраска, выполните Задание №2. 
№ 

пробы 
Раствор 
гл-6-ф, 
мл 

Н2О, мл 
(до 2,2 
мл) 

(NН4)2
MoO4, 
мл 

Эйко-
ноген, 
мл 

Содержан
ие Р, мкг 
в пробе 

Содержани
е Р, мкмоль 
в пробе 

Активность щелочной 
фосфатазы, 

мкмоль/мин на 1 мг 
белка 

1 
 

1,0 1,2 0,25 0,1   - 

2 
 

1,0 1,2 0,25 0,1    

3 
 

1,0 1,2 0,25 0,1    

4 
 

1,0 1,2 0,25 0,1    
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После развития окраски сравните пробирки 1-4 с пробирками из стандартного ряда и 
определите в них содержание неорганического фосфата (в мкг в пробе). Пересчитайте это 
содержание на микромоли. Рассчитайте активности фермента щелочной фосфатазы в пробах 
2-4, выразив её в мкмоль/мин на 1 мг белка. Впишите полученные данные в Таблицу 1. 
 
Задание 2 (8 балов). В Таблице 2 приведены значения активности щелочной фосфатазы (в 
мкмоль/мин на 1 мг белка), измеренные при разных концентрациях глюкозо-6-фосфата в 
отсутствие и в присутствии ингибитора ферментативной активности глюкозо-6-сульфата.  
 

Концентрация глюкозо-6-фосфата, мМ Активность 
фермента 
 

1 2,5 5 7,5 10 

- ингибитор 
 

3,13 5,26 6,89 7,51 8,01 

+ ингибитор 
 

1,67 3,23 4,88 5,81 6,58 

 
На прилагаемом листе миллиметровой бумаги постройте графики зависимости активности 
фермента от концентрации субстрата в прямых и в двойных обратных координатах (в 
координатах Лайнуивера-Берка). По графику рассчитайте значения Км и Vмакс для глюкозо-6-
фосфатазы в отсутствие и в присутствии ингибитора. Внесите полученные значения в 
Таблицу 3. НЕ ЗАБУДЬТЕ УКАЗАТЬ РАЗМЕРНОСТЬ ПОЛУЧЕННЫХ 
КИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ. Определите и запишите в Таблицу 3 тип 
ингибирования щелочной фосфатазы глюкозо-6-сульфатом. 
 

Величина Кинетический параметр 
- ингибитор + ингибитор 

Размерность 

Км 
 

   

Vмакс 
 

   

Тип ингибирования 
 

 

 
Закончив работу, штативы и заполненные листы ответов оставьте на рабочем месте и 

позовите преподавателя, который примет Вашу работу. 
Все расчеты производить только на обратной стороне листов ответа! 


