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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

 

 

κοπός των εργαστηριακών ασκήσεων είναι η συµπλήρωση και η εδραίωση των 

γνώσεων που αποκτά ένας φοιτητής στο µάθηµα της Βιοχηµείας. Οι ασκήσεις 

γράφτηκαν για να καλύψουν τα σπουδαιότερα κεφάλαια της Βιοχηµείας όπως πρωτεΐ-

νες, ένζυµα, οξειδοαναγωγικά συστήµατα, έκφραση ενζύµων στο γονιδιακό επίπεδο, 

αποµόνωση DNΑ και κοπή πλασµιδιακού DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού. Πι-

στεύουµε ότι το βιβλίο µε τις ασκήσεις αυτές θα αγαπηθεί από τους φοιτητές και θα 

τους επιτρέψει  να κατανοήσουν βαθύτερα τις ιδιότητες των µακροµορίων ως και τους 

διαφόρους βιοχηµικούς µηχανισµούς.  Ευχαριστούµε τους Dr Χ. Μπαµπάτσικο, Dr Ρ. 

Παπή, Κ. Ιωάννου και Β. Κλωναρίδου για την πολύτιµη βοήθεια κατά τη συγγραφή των 

ασκήσεων αυτών. 
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ΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΑΣΚΗΣΕΙΣ 
ΣΤΟ ΜΑΘΗΜΑ ΤΗΣ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ
ΟΙ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΑΣΚΗΣΕΙΣ 

ΣΤΟ ΜΑΘΗΜΑ ΤΗΣ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ
 

 

 

ι βιοµοριακές επιστήµες, όπως η βιοχηµεία και η µοριακή βιολογία 

µελετούν τη µοριακή βάση της ζωής. Οι επιστήµες αυτές αναπτύχθη-

καν παράλληλα µε την ανάπτυξη διάφορων εργαστηριακών τεχνικών και επιδε-

ξιοτήτων. H σηµασία τους γίνεται εµφανής από τη µεγάλη χρονική αναλογία 

που κατέχουν στα προγράµµατα σπουδών στα γνωστικά πεδία των βιοεπιστη-

µών.  

 Ένα εργαστηριακό βιβλίο βιοχηµείας φιλοδοξεί να συµβάλει στην εκπαί-

δευση των φοιτητών εδραιώνοντας την ύλη που διδάσκονται στο µάθηµα της 

Βιοχηµείας.  

 Η παρακολούθηση των εργαστηριακών ασκήσεων βιοχηµείας προαπαιτεί 

βασικές γνώσεις ποσοτικής χηµικής ανάλυσης καθώς επίσης και γνώση βασι-

κών εργαστηριακών τεχνικών όπως η δηµιουργία διαλυµάτων, η χρήση γυάλι-

νων και άλλων σκευών, η ετοιµασία διαδοχικών αραιώσεων κ.λ.π. 

 Στο εργαστήριο ο φοιτητής θα διδαχθεί, µεταξύ των άλλων, και τεχνικές που 

στοχεύουν στο διαχωρισµό, αποµόνωση και µελέτη των ιδιοτήτων των βιοµο-

ρίων. Τα βιολογικά µακροµόρια έχουν ιδιαίτερα πολύπλοκες δοµές και είναι 

ευαίσθητα στις συνθήκες του περιβάλλοντος. Έτσι η βιοχηµική εργαστηριακή 

άσκηση συχνά απαιτεί υποµονή, δηµιουργικότητα και ικανότητα στην αντιµε-

τώπιση προβληµάτων.  

 

 

Πρακτικές συµβουλές για το Εργαστήριο Βιοχηµείας 

 

α) Για τον επιβλέποντα εκπαιδευτή 

 

 Η επιτυχία των φοιτητών αυξάνεται πολύ όταν ο επιβλέπων τους βοηθήσει 

στα σηµεία που παρουσιάζονται δύσκολα ή δυσνόητα γι αυτούς. Μία καλή τε-

χνική είναι ο επιβλέπων να κάνει ένα περιληπτικό σχεδιάγραµµα για τα πειρά-

µατα που είναι να γίνουν κάθε µέρα. Αυτό δίνει στους φοιτητές µία σαφέστερη 

εικόνα για τα κύρια στάδια του πειράµατος. 

 Ο 
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 Πρέπει να κάνουµε τους φοιτητές να αισθάνονται άνετα στο εργαστήριο και 

προκειµένου να έχουν µία θετική εργαστηριακή εµπειρία θα πρέπει ο επιβλέ-

πων: 

 1.  Να προβλέπει τα πιθανά λάθη που θα κάνουν οι ασκούµενοι και να τους τα 

επισηµαίνει. 

 2.  Να έχει ευχέρεια µε τη διαδικασία του πειράµατος και να µπορεί να επικε-

ντρωθεί στη θεωρία του κατά τη σύντοµη εισαγωγή που προηγείται της ερ-

γαστηριακής άσκησης. 

 3.  Να επιβραβεύει διαρκώς τις µικρές τους επιτυχίες στη διεκπεραίωση α-

πλών χειρισµών. 

 4.  Να ελέγχει το βαθµό συµµετοχής και αυτενέργειας στην άσκηση των φοι-

τητών παίρνοντας παρουσίες σε ανύποπτο χρόνο, µία ή περισσότερες φο-

ρές. 

 5.  Να µονογράφει τις µετρήσεις τους στο τέλος της άσκησης. 

 

 

β) Για τον ασκούµενο φοιτητή 

 

 Προκειµένου να ολοκληρωθεί µε επιτυχία µια εργαστηριακή άσκηση, οι 

φοιτητές πρέπει να ακολουθούν τους ακόλουθους απλούς κανόνες: 

 1.  Πρέπει να βρίσκονται στο εργαστήριο την προκαθορισµένη ώρα, γιατί µια 

καθυστερηµένη προσέλευση παρακωλύει την εκτέλεση της άσκησης στο 

συγκεκριµένο χρόνο. 

 2.  Επειδή συνήθως τα εργαστήρια γίνονται κατά ζεύγη φοιτητών, ο κάθε φοι-

τητής πρέπει να διακατέχεται από πνεύµα συνεργασίας διότι η ανταλλαγή 

ιδεών και η καλή συνεργασία µέσα στη δυάδα φέρνει και καλά αποτελέ-

σµατα. Παρόλα αυτά, η γραπτή παρουσίαση των αποτελεσµάτων πρέπει να 

φέρει την προσωπική σφραγίδα του καθενός. 

 3.  Πρέπει να κάνουν καλή διαχείριση του εργαστηριακού χρόνου γιατί αυτό 

θα τους βοηθήσει σε: 

� καλύτερη αίσθηση ελέγχου πάνω στην άσκηση 

� αποφυγή βεβιασµένων µετρήσεων 

� επίτευξη µεγαλύτερης απόδοσης σε λιγότερο χρόνο 

 4.  Πρέπει να είναι εφοδιασµένοι µε το εργαστηριακό βιβλίο, την εργαστηρια-

κή µπλούζα και την απαραίτητη γραφική ύλη. 
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 5.  Πρέπει να σέβονται τους κανόνες ασφαλείας του Εργαστηρίου και  

 6.  Μετά το τέλος της άσκησης πρέπει να αφήσουν τη θέση τους καθαρή έχο-

ντας τοποθετήσει τα χρησιµοποιηµένα γυάλινα σκεύη στις προκαθορισµέ-

νες θέσεις. Σεβαστείτε τις συσκευές και τα υάλινα σκεύη της Βιοχηµείας 

που είναι ακριβά.  

 7.  Οι φοιτητές πρέπει οπωσδήποτε να έχουν προετοιµαστεί για την άσκηση 

από το σπίτι, διαφορετικά θα είναι σα να εκτελούν µία “συνταγή µαγειρι-

κής”. Πρέπει δηλαδή να έχουν διαβάσει την άσκηση τουλάχιστον µία φορά 

πριν µπουν στο εργαστήριο. Αν το κάνουν αυτό θα µπορούν να λύσουν τυ-

χόν απορίες µε κατάλληλες ερωτήσεις στον επιβλέποντα, θα τους πάρει λι-

γότερο χρόνο να τελειώσουν την άσκηση και τέλος θα ευχαριστηθούν την 

άσκηση περισσότερο. 

 8.  Οι παρατηρήσεις και τα αποτελέσµατα πρέπει να καταγράφονται τη στιγµή 

που συλλέγονται και όχι µετά το εργαστήριο. 

 9.  Οι φοιτητές δεν πρέπει να απογοητεύονται αν ένα πείραµα τους δώσει α-

πρόσµενα αποτελέσµατα. Η εργαστηριακή πείρα δείχνει ότι µερικές φορές 

το πείραµα αποτυγχάνει, για πολλούς και διάφορους λόγους, σε µια δυάδα, 

αλλά µπορεί να δουλεύει τέλεια σε µια άλλη δυάδα που βρίσκεται στην άλ-

λη άκρη του εργαστηριακού πάγκου. Αν κάτι τέτοιο συµβεί προσπαθήστε 

να βρείτε µε τη βοήθεια του επιβλέποντα την πηγή του λάθους και να την 

εξαλείψετε. 
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ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣΒΑΣΙΚΕΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ
 

 

 

1. ∆ουλεύοντας και µεταγγίζοντας υγρά 

 

 Η επιλογή των συσκευών για τη µέτρηση υγρών εξαρτάται από τον όγκο, 

την απαιτούµενη ακρίβεια και από το πόσες φορές πρέπει να γίνει η συγκεκρι-

µένη εργασία. 

 

Πιπέτα Pasteur 

 Πρέπει να κρατιέται όπως δείχνει το Σχήµα 1. 

 Πρέπει να χρησιµοποιούνται µε µεγάλη προσοχή όταν µεταγγίζονται επικίν-

δυνα διαλύµατα. Πρέπει να εισχωρεί µέσα στο διάλυµα ενώ ακόµη εφαρµόζου-

µε πίεση στον ωστήρα (φούσκα). 

 
Aντίχειρας και δείκτης
πιέζουν την πλαστική φούσκα

Τα μεσαία δάκτυλα
υποστηρίζουν το κύριο
σώμα της πιπέττας

 

Σχήµα 1. Πως κρατούµε µια πιπέτα Pasteur. 
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 Για να αποφεύγονται οι επιµολύνσεις από διάλυµα σε διάλυµα θα πρέπει η 

ποσότητα του προσλαµβανόµενου υγρού να µην ανέρχεται µέχρι τον ωστήρα 

της πιπέττας. 

 

Ογκοµετρικοί κύλινδροι και ογκοµετρικές φιάλες 

 Πρέπει να τοποθετούνται σε οριζόντιο στήριγµα και να πληρούνται µε το 

διάλυµα λίγο κάτω από τη ζητούµενη χαραγή. Στη συνέχεια, και µε τη βοήθεια 

µιάς πιπέττας Pasteur, αργά-αργά να συµπληρώνεται ο όγκος έτσι ώστε ο µηνί-

σκος του υγρού να εφάπτεται της χαραγής. 

 

Προχοΐδες 

 Πρέπει να στηρίζονται σε κατάλληλες βάσεις και να βρίσκονται σε κάθετη 

θέση. Προσοχή, µη σφίγγετε πολύ τη λαβίδα της προχοΐδας. Βεβαιωθείτε ότι η 

στρόφιγγα της προχοΐδας είναι κλειστή και γεµίστε τη χρησιµοποιώντας ένα 

χωνί. Πριν από τη χρήση ανοίξτε τη στρόφιγγα και αφήστε να ρεύσει µία µικρή 

ποσότητα διαλύµατος. Στη συνέχεια πάρτε 

την ανάγνωση του µηνίσκου καταγράφοντας 

την ένδειξη στις σηµειώσεις σας. Μεταγγίστε 

µετά ανοίγοντας τη στρόφιγγα και στο τέλος 

πάρετε τη νέα ανάγνωση του µηνίσκου. Ο 

όγκος που µεταγγίστηκε ισούται µε τη δια-

φορά ανάµεσα στις δύο αναγνώσεις. Οι τιτ-

λοδοτήσεις συνήθως γίνονται χρησιµοποιώ-

ντας ένα µαγνητικό αναδευτήρα που εξα-

σφαλίζει καλή ανάδευση. 

 

Σιφώνια (πιπέτες) 

 ∆ιατίθενται σε διάφορα σχήµατα και ό-

γκους και κατατάσσονται σε βαθµονοµηµένα 

και σε σιφώνια πληρώσεως (Σχήµα 2). Πριν 

τη χρήση, φροντίστε να παρατηρήσετε την 

κλίµακα του όγκου πάνω στο σιφώνιο.  

 Για λόγους ασφαλείας δεν πρέπει να γίνε-

ται αναρρόφηση µε το στόµα, αλλά να χρη-

σιµοποιούνται οι ωστήρες (poire). 

 

(α) (β) (γ)  

Σχήµα 2. Σιφώνιο πληρώσεως 

και βαθµονοµηµένα. 
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Αυτόµατες πιπέτες 

 Υπάρχουν δύο τύποι: 

� για δουλειά ρουτίνας µε αραιά υδατικά διαλύµατα. Η πιο διαδεδοµένη αυ-

τής της κατηγορίας είναι η πιπέτα Gilson (από 20 µl – 1000 µl) (Σχήµα 3). 

� για πυκνά ή πτητικά υγρά ή για τεχνικές στη µοριακή βιολογία (PCR) (από 

1 µl – 20 µl). 

 

 

Στρόφιγγα 
ρύθμισης όγκου

Κλίμακα όγκου

Σωλήνας

Αναλώσιμο
ακροφύσιο

Απομάκρυνση
ακροφύσιου

Στέλεχος απομάκρυνσης
ακροφύσιου

Στέλεχος εφαρμογής πίεσης

 

Σχήµα 3. Αυτόµατη πιπέτα Gilson. 

 

 

 Πιπέτες της πρώτης κατηγορίας υπάρχουν αυτές που µεταγγίζουν σταθερό 

και δεδοµένο όγκο, και αυτές στις οποίες ο όγκος ρυθµίζεται κάθε φορά. Σε 

όλους όµως τους τύπους, βεβαιωθείτε ότι έχετε καταλάβει την αρχή λειτουργίας 

τους όσον αφορά την κλίµακα του όγκου καθώς και πως ρυθµίζουµε κάθε φορά 

τους διαφορετικούς όγκους. Οι αυτόµατες πιπέτες λειτουργούν πάντοτε µε τα 

κατάλληλα αναλώσιµα ακροφύσια (tips). 
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2. Έκφραση της συγκέντρωσης και αλληλοµετατροπές µονάδων 

 

 Η συγκέντρωση των ουσιών στις διάφορες βιοχηµικές ασκήσεις εκφράζεται 

συνήθως ως µοριακότητα (M). ∆ιάλυµα 1 M είναι αυτό που περιέχει  1 γραµ-

µοµόριο (mol) διαλυµένης ουσίας σε ένα λίτρο διαλύµατος. Με άλλα λόγια 

µπορούµε να γράψουµε ότι ένα διάλυµα 1 M περιέχει 1 mol/L ή 1 mmol/ml ή 1 

µmol/µl.  Επιπλέον, ένα διάλυµα 1 mM περιέχει 1 mmol/L ή 1 µmol/ml. Αλλος 

τρόπος έκφρασης της συγκέντρωσης είναι η επί της εκατό περιεκτικότητα (%). 

Ενα διάλυµα 1% συνήθως σηµαίνει 1 g/100 ml διαλύµατος και θα έπρεπε ορθό-

τερα να γράφεται 1% w/v. Επίσης ένα διάλυµα 1% w/w σηµαίνει ότι διαλύσαµε  

1 g  ουσίας σε 100 g του διαλύµατος. Ο φοιτητής θα πρέπει να µπορεί να κάνει 

αλληλοµετατροπή από µοριακότητα σε εκατοστιαία αναλογία.  

 Ένας πολύ χρήσιµος τύπος στην εργαστηριακή πρακτική είναι ο τύπος: 

C1 · V1 = C2 · V2   (νόµος αραίωσης) 

που χρησιµοποιείται όταν θέλουµε να πάµε από τα πυκνότερα σε αραιότερα 

διαλύµατα. Όπου  C1 και V1  η αρχική συγκέντρωση και ο αρχικός όγκος ενώ  

C2  και  V2  η τελική συγκέντρωση και ο τελικός όγκος αντίστοιχα. 
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ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ
 

 

 

1. Γενικές αρχές 

 

 Εδώ εκµεταλλευόµαστε την αλληλεπίδραση ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβο-

λίας µε την ύλη. Όταν φωτόνια προσπέσουν πάνω στα ηλεκτρόνια µιας ένωσης, 

η ενέργεια των πρώτων διεγείρει τα δεύτερα σε υψηλότερες ενεργειακές στάθ-

µες και η απορρόφηση αυτής της ενέργειας δίνει τα φάσµατα απορρόφησης 

των διαφόρων ενώσεων. 

 Εάν όµως, για λόγους ενέργειας, ηλεκτρόνια διεγερθέντα µεταπίπτουν από 

υψηλότερες σε χαµηλότερες ενεργειακές στάθµες, τότε η εκπεµπόµενη ενέργεια 

δίνει τα φάσµατα εκποµπής.  

 Οι διαφορετικές φασµατοσκοπικές τεχνικές µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

για ποικίλους λόγους:  

� πιστοποίηση ενώσεων από τη λήψη των φασµάτων απορρόφησης και εκ-

ποµπής 

� ποσοτικός προσδιορισµός των ενώσεων είτε µεµονωµένα είτε µε την πα-

ρουσία και άλλων ουσιών µετρώντας την ένδειξη ενός σήµατος ενός συ-

γκεκριµένου µήκους κύµατος. 

� καθορισµό της µοριακής δοµής 

� παρακολούθηση χηµικών αντιδράσεων, είτε µετρώντας την εξαφάνιση µιας 

ένωσης, είτε την εµφάνιση ενός προϊόντος µε την πάροδο του χρόνου. 

 Η φασµατοµετρία ορατού – υπεριώδους αξιοποιεί την απορρόφηση της α-

κτινοβολίας µε µήκος κύµατος που κυµαίνεται από 200 έως 700 nm. Η αρχή 

αυτής της τεχνικής στηρίζεται στο νόµο Lambert-Beer ο οποίος ορίζει ότι η 

απορρόφηση εξαρτάται αφενός από τη συγκέντρωση της ουσίας που απορροφά 

και αφετέρου από το εύρος της διαδροµής του φωτός. 

 Εξ ορισµού, η απορρόφηση δίδεται από τον τύπο: 

0IA log
I

=  
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(επειδή είναι ένας λογάριθµος, γι’ αυτό και δεν έχει µονάδες) όπου  Io  είναι η 

ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας και  I  η της διερχόµενης. Τώρα µπο-

ρούµε να γράψουµε το νόµο του Lambert - Beer ως:  

A = ε · C · l 

όπου  ε  είναι ένας µοριακός συντελεστής απορρόφησης ή απόσβεσης της µε-

τρούµενης ουσίας σε καθορισµένο µήκος κύµατος  λ, C  είναι η συγκέντρωση 

του απορροφώντος διαλύµατος και  l  είναι το µήκος της διαδροµής του φωτός 

µέσα από το διάλυµα (ή διαφορετικά το πάχος της κυψελίδας κατά µήκος της 

διαδροµής του φωτός). 

 

 

2. Το φασµατόµετρο, ορατού/υπεριώδους 

 

 Τα κύρια µέρη του οργάνου φαίνονται στο Σχήµα 4. Λάµπες βολφραµίου 

χρησιµοποιούνται ως πηγή ακτινοβολίας στην περιοχή του ορατού (π.χ. 400-

700 nm). Λάµπες δευτερίου χρησιµοποιούνται στη φασµατοσκοπία του υπε-

ριώδους (200-400 nm). Στη συνέχεια παρεµβάλλεται ο µονοχρωµάτορας που 

είναι ένα πρίσµα από τον οποίο βγαίνει µία στενή δέσµη από µήκη κύµατος. 

Αυτή η περιοχή µηκών κύµατος στα συνήθη φασµατοφωτόµετρα είναι  

5-10 nm. Στη συνέχεια αυτή η δέσµη του φωτός διέρχεται από µία σχισµή η 

οποία περιορίζει ακόµη περισσότερο το εύρος και την ένταση της ακτινοβολίας. 

Τα περισσότερα φασµατοφωτόµετρα ορατού/υπεριώδους δέχονται κυψελίδες 

µε οπτικό µήκος διαδροµής (l) 10 mm. Οι πλαστικές κυψελίδες µιας χρήσης 

είναι κατάλληλες για δουλειά ρουτίνας στην ορατή περιοχή, όταν χρησιµο- 

 

 

Πηγή 
φωτός

Επιλογέας
μήκους
κύματος

Μονοχρω-
μάτορας

Κυψελίδα 
δείγματος

Ανιχνευτής

Ενισχυτής
σήματος

 

Σχήµα 4. ∆ιάταξη ενός φασµατοφωτοµέτρου ορατού/υπεριώδους. 



18 Γενικά για τις Εργαστηριακές Ασκήσεις της Βιοχηµείας 

 

ποιούνται υδατικά ή αλκοολούχα διαλύµατα, ενώ οι γυάλινες κυψελίδες είναι 

χρήσιµες για άλλους οργανικούς διαλύτες. Οι γυάλινες και πλαστικές κυψελίδες 

απορροφούν το υπεριώδες γι’ αυτό για µήκη κύµατος µικρότερα των 300nm 

χρησιµοποιούνται κυψελίδες από χαλαζία. Μετά τη διέλευση της µέσα από το 

δείγµα η δέσµη του φωτός προσπίπτει πάνω στον ανιχνευτή που συνήθως είναι 

ένα φωτοκύτταρο και έτσι η προσπίπτουσα ακτινοβολία µετατρέπεται σε ηλε-

κτρικό σήµα. 

 

 

3. Ποσοτική φασµατοσκοπική ανάλυση 

 

 Μία καθαρή ένωση σε διάλυµα µπορεί να προσδιορισθεί ποσοτικά χρησιµο-

ποιώντας τον νόµο του Lambert-Beer, µε την προϋπόθεση ότι γνωρίζουµε το 

συντελεστή µοριακής απόσβεσης  ε. 

 Αυτή η απλή διαδικασία δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε ένα διάλυµα που 

περιέχει διάφορες ενώσεις που όλες απορροφούν στο συγκεκριµένο µήκος κύ-

µατος. Σε αυτήν την περίπτωση µπορούµε να υπολογίσουµε το ποσόν της κάθε 

ένωσης µετρώντας την απορρόφηση σε διαφορετικά µήκη κύµατος και εφαρ-

µόζοντας κατάλληλο αλγόριθµο. 

 

NADH

Α340

Μήκος Κύματος (nm)
200 300 400 500

NAD+

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5. 

Φάσµατα απορρόφησης του νικοτιναµιδο-

αδενινο-δινουκλεοτιδίου στην οδειδωµένη 

(NAD+) και στην αναγµένη (NADH) µορ-

φή. Παρατηρείστε το µέγιστο απορρόφησης 

στα 340 nm (A340) που χρησιµοποιείται για 

προσδιορισµό του NADH. 
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ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ
 

 

 

Γενικά 

 Η χρωµατογραφία είναι µία τεχνική που χρησιµοποιείται για να διαχωρίσει 

µεµονωµένα συστατικά µέσα σε ένα δείγµα, µε βάση τις διαφορές τους σε ορι-

σµένα φυσικά χαρακτηριστικά τους όπως π.χ. το µέγεθος του µορίου, το σχή-

µα, το φορτίο, την πτητικότητα, τη διαλυτότητα κ.λ.π. 

 Ιστορικά, το πρώτο πείραµα χρωµατογραφίας έγινε από το Ρώσο χηµικό 

Mikhail Tswett, ο οποίος το 1903 διαχώρισε χρωστικές φυτών χρησιµοποιώ-

ντας µία στήλη γεµάτη µε ανθρακικό ασβέστιο. 

 Η βάση όλων των τύπων της χρωµατογραφίας είναι ο λεγόµενος συντελε-

στής κατανοµής (Kd) ο οποίος περιγράφει τον τρόπο µε τον οποίο µία ένωση 

κατανέµεται ανάµεσα σε δύο µη αναµίξιµες φάσεις  Α και Β.  Η τιµή του  Kd  

για µία δεδοµένη θερµοκρασία είναι σταθερή και δίνεται από τον τύπο:  

συγκέντρωση στη φάση Α 
Kd = 

συγκέντρωση στη βάση Β 

 Σε γενικές γραµµές όλα τα χρωµατογραφικά συστήµατα αποτελούνται από 

µία στατική φάση η οποία µπορεί να είναι στερεή, πηκτή (gel), υγρή ή ένα 

µείγµα στερεού-υγρού, και µια κινητή φάση η οποία µπορεί να είναι υγρή ή 

αέρια και η οποία ρέει πάνω ή διαµέσου της στατικής φάσης. Η επιλογή των 

δύο φάσεων γίνεται έτσι ώστε οι ενώσεις που θέλουµε να διαχωριστούν, να 

έχουν διαφορετικούς συντελεστές κατανοµής. 

 

Τύποι χρωµατογραφίας 

 Μπορούµε να πετύχουµε χρωµατογραφικούς διαχωρισµούς µε δύο βασικές 

τεχνικές: 

 Χρωµατογραφία στήλης: εδώ η στατική φάση βρίσκεται µέσα σε µία γυά-

λινη ή πλαστική ή µεταλλική στήλη, ενώ η κινητή φάση περνά δια µέσου της 
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στήλης είτε λόγω βαρύτητας ή µε τη χρήση 

περισταλτικής αντλίας, µε διοχέτευση αε-

ρίου υπό πίεση. Αυτός είναι ο συνηθέστε-

ρος τύπος χρωµατογραφίας. Το προς δια-

χωρισµό δείγµα εισάγεται στην κορυφή της 

στήλης έτσι ώστε να δηµιουργήσει µία δια-

κριτή ζώνη. Στη συνέχεια το δείγµα εκλού-

εται από την κινητή φάση. Εάν οι διάφορες 

ουσίες του δείγµατος έχουν διαφορετικούς 

συντελεστές κατανοµής, θα διαχωριστούν 

µέσα στη στήλη, και θα εκλουσθούν (εξέλ-

θουν) σε διαφορετικούς χρόνους όσο η 

κινητή φάση θα περνά δια µέσου της στή-

λης. Εάν κάτω από τη στήλη τοποθετηθεί 

κλασµατοσυλλέκτης, χειροκίνητος ή αυτό-

µατος, µπορούν να συλλεγούν τα διαφορε-

τικά κλάσµατα καθώς βγαίνουν από τη 

στήλη, µε όγκο 2-5 %. του όγκου του υλι-

κού της στήλης (Σχήµα 6). 

 Ο χρόνος που χρειάζεται ένα συστατικό 

για να εξέλθει από τη στήλη ονοµάζεται 

χρόνος κατακράτησης tR (retention time), 

ενώ ο όγκος της κινητής φάσης που απαι-

τείται για την έκλουση ενός συγκεκριµένου 

συστατικού από τη χρωµατογραφική στή-

λη, ονοµάζεται όγκος κατακράτησης VR 

(retention volume) 

 

 

Χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδος 

(TLC) ή επίπεδη χρωµατογραφία 

 Εδώ η στατική φάση ενσωµατωµένη σε 

µία κατάλληλη µήτρα επιστρώνεται µια λε-

πτή στοιβάδα πάνω σε µία γυάλινη, πλαστική ή µεταλλική πλάκα. Η κινητή 

υγρή φάση διαπερνά κατά µήκος την πλάκα της λεπτής στοιβάδας που κρατιέ-

ται οριζόντια ή κατακόρυφα, ωθούµενη (η υγρή φάση) από τριχοειδή φαινόµε-

να. Στην κατηγορία αυτή συµπεριλαµβάνεται και η χρωµατογραφία χάρτου 

Δοχείο 
κινητής φάσης

Κινητή φάση

Υάλινη στήλη

Υλικό στήλης

Υαλοβάμβακας

Έκλουσμα

 

Σχήµα 6. Συσκευή για χρωµατο-

γραφία στήλης 
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στην οποία η στατική υγρή φάση υποστηρίζεται από τις ίνες κυτταρίνης που 

περιέχει το χαρτί. Στην επίπεδη χρωµατογραφία το δείγµα επιστάζεται µε µι-

κροσύριγγα ή τριχοειδή σωλήνα σαν µία κηλίδα στη µία άκρη της χρωµατο-

γραφικής πλάκας.  

 
Θάλαμος ανάπτυξης

Μέτωπο διαλύτη

Κατεύθυνση μετακίνησης
των συστατικών 
του δείγματος

Σημείο τοποθέτησης
δειγμάτων

Διαλύτης
κινητή φάση

Υάλινη πλάκα με
επίστρωση silica gel  

Σχήµα 7. ∆ιάταξη ενός συστήµατος TLC 

 

 Στη συνέχεια αφήνεται να στεγνώσει εντελώς και µεταφέρεται µέσα σε ειδι-

κό χρωµατογραφικό θάλαµο ο οποίος περιέχει στη βάση του µία λεπτή στρώση 

από το διαλύτη. (Σχήµα 7). Ο διαλύτης (κινητή φάση) αρχίζει να διατρέχει την 

πλάκα (ή το φύλλο) και συνήθως αφήνεται να διατρέξει µία απόσταση 15-18 

cm από τη βάση της πλάκας (ή 80-90 % του µήκους της). Μπορούµε να περι-

γράψουµε την κίνηση ενός συγκεκριµένου συστατικού του δείγµατος αναφερό-

µενοι στον παράγοντα συγκράτησης RF όπου: 

απόσταση που διανύθηκε από το συστατικό 
RF  = 

απόσταση που διανύθηκε από το διαλύτη 

 Η τιµή του RF είναι χαρακτηριστική για κάθε ένωση και συγκεκριµένο σύ-

στηµα διαλυτών και αντανακλά την κατανοµή της ένωσης αυτής ανάµεσα στη 

σταθερή και κινητή φάση. Μπορεί να βρει κανείς πίνακες µε τιµές RF για διά-

φορα βιολογικά µόρια. 

 

Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Πίεσης (HPLC) 

 Η χρωµατογραφία στήλης αρχικά χρησιµοποιούσε µεγάλες και µαλακές 
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στατικές φάσεις που απαιτούν ροή χαµηλής πίεσης για την αποφυγή συµπίεσης 

του υλικού. Έτσι οι διαχωρισµοί ήταν χρονοβόροι και χαµηλής ανάλυσης. Ό-

µως, στη συνέχεια µε την ανάπτυξη της τεχνολογίας παρήχθησαν µικρόκοκκα 

υλικά πλήρωσης που αντέχουν σε µεγάλες πιέσεις και σχεδιάστηκαν αντλίες 

µεγάλης πίεσης µε σταθερή ροή. Σήµερα έχουν εξελιχθεί συστήµατα υψηλής 

απόδοσης όπως η HPLC (High Pressure-Performance Liquid Chromatography). 

Τα συστήµατα αυτά µπορούν να λειτουργούν µε πίεση που φτάνει τα 10 MPa, 

υποχρεώνοντας την κινητή φάση να ρέει µε µεγάλη ταχύτητα και έτσι να πετυ-

χαίνουν µείωση του χρόνου και παράλληλα µειωµένο εύρος της κορυφής πράγ-

µα που οφείλεται στα µικρόκοκκα υλικά πλήρωσης της στήλης. 

 Οι στήλες HPLC είναι συνήθως κατασκευασµένες από ανοξείδωτο ατσάλι 

και έχουν µήκος 15-50 cm και εσωτερική διάµετρο 1 έως 4 mm παρόλο που 

στο εµπόριο διατίθενται και ακόµη µικρότερα µεγέθη. Μπορούν να αγορα-

σθούν έτοιµες µε το υλικό πληρώσεως τοποθετηµένο. Πολλοί όµως ερευνητές 

προτιµούν να πακετάρουν οι ίδιοι τις στήλες για λόγους οικονοµικούς.  

 Ανάλογα µε τη χρωµατογραφική αρχή διαχωρισµού (απορρόφηση, κατανο-

µή, ιοντοανταλλαγή, αποκλεισµός) χρησιµοποιούνται και τα ανάλογα υλικά 

πληρώσεως. 

 
Σωλήνας 
μεταφοράς 
διαλύτη

Σωλήνες
κλασματοσυλλέκτη

Βαλβίδα
εισαγωγής
μίγματος

Καταγραφή
χρωματο-

γραφήματος

Αντλία Στήλη Ανιχνευτής

Δοχείο
διαλύτη

Φίλτρο  

 Σχήµα 8. ∆ιάταξη ενός συστήµατος HPLC 

 

 Στην υγρή χρωµατογραφία κανονικής φάσης, η στατική φάση είναι µία 

πολική ένωση όπως π.χ αλκυλονιτρίλιο ή µία αλκυλαµίνη και η κινητή φάση 

είναι ένας µη πολικός διαλύτης π.χ εξάνιο. 

 Στην υγρή χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης (RP-HPLC), η στατική 

φάση είναι µία µη πολική ένωση π.χ οκτασιλάνιο (OS) και η κινητή φάση είναι 

ένας πολικός διαλύτης όπως π.χ νερό/ακετονιτρίλιο ή νερό/µεθανόλη. 
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 Η επιλογή του συστήµατος προώθησης του διαλύτη (κινητή φάση) διά µέ-

σου της στήλης εξαρτάται από τον τύπο του διαχωρισµού που γίνεται:  

� Ισοκρατικός διαχωρισµός: ένας µόνο διαλύτης ή µείγµα διαλυτών διατηρεί-

ται σταθερός καθ’όλη τη διάρκεια της ανάλυσης. 

� ∆ιαχωρισµός διαβαθµισµένης συγκέντρωσης: η σύσταση της κινητής φά-

σης αλλάζει µε την πάροδο του χρόνου µε τη χρήση προγραµµατιστή. 

 Οι στήλες στα συστήµατα HPLC είναι συνδεδεµένες µε έναν ανιχνευτή υ-

ψηλής ευαισθησίας, π.χ. οι πρωτεΐνες µπορούν να ανιχνευθούν φασµατοφωτο-

µετρικά µε ένα φωτόµετρο που ανιχνεύει την απορρόφηση στα 280 nm. Άλλοι 

ανιχνευτές µετρούν αλλαγές στο φθορισµό, στην αγωγιµότητα κλπ. 

 Η ταχύτητα, η ευαισθησία και η πολλαπλή χρησιµότητα της HPLC την κα-

θιστούν ως την πιο κατάλληλη µέθοδο διαχωρισµού µικρών µορίων βιολογικού 

ενδιαφέροντος. Ο διαχωρισµός µεγαλοµορίων, ιδιαίτερα πρωτεϊνών και νου-

κλεϊνικών οξέων, απαιτεί στήλες από τιτάνιο ή γυαλί καθώς και τη χρήση χα-

µηλότερων πιέσεων για την αποφυγή της µετουσίωσης. Τα συστήµατα αυτά 

είναι γνωστά ως FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography). 

 

Χρωµατογραφικοί µηχανισµοί διαχωρισµού 

 Ανάλογα µε το µηχανισµό, σύµφωνα µε τον οποίο γίνεται ο διαχωρισµός, 

προκύπτουν τα εξής είδη χρωµατογραφίας: 

 

 1.   Χρωµατογραφία προσρόφησης 

 Είναι ο πιο κλασικός µηχανισµός χρωµατογραφίας. Στηρίζεται στην ιδιότη-

τα µερικών στερεών προσροφητικών ουσιών να συγκρατούν διάφορα µόρια 

πάνω στην επιφάνειά τους µε ασθενείς µη ιοντικές ελκτικές δυνάµεις διπόλου-

διπόλου, µε δεσµούς υδρογόνου και µε δεσµούς Van der Waals. Εδώ ο διαχω-

ρισµός γίνεται ανάµεσα σε ουσίες µε παρόµοια δοµή αλλά διαφορετική πολικό-

τητα. Καθώς ο διαλύτης (κινητή φάση) εκλούει σταθερά το προσροφητικό υλι-

κό (στατική φάση) οι διαφορές στη δύναµη της δέσµευσης είναι αυτές που δί-

νουν το διαχωρισµό. 

 Το συνηθέστερο προσροφητικό υλικό είναι η πηκτή διοξειδίου του πυριτίου 

(Silica gel) καθώς και το τριοξείδιο του αλουµινίου (Al2O3). Στο µηχανισµό 

προσρόφησης στηρίζονται τόσο η επίπεδη λεπτής στοιβάδας χρωµατογραφία 

(TLC) όσο και η χρωµατογραφία στήλης, ενώ ανάλογα µε την πολικότητα στα-

τικής και κινητής φάσης διακρίνουµε τις χρωµατογραφίες κανονικής και αντί-

στροφης φάσης.  
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Στερεά στατική φάση
με πολικές ομάδες

Ροή κινητής φάσης

Μη πολικά μόρια
περνούν γρήγορα
από τη στήλη

Πολικά μόρια
συγκρατούμενα
με αλληλεπίδραση
διπόλου - διπόλου

 

Σχήµα 9. Χρωµατογραφία προσρόφησης 

 

 Η χρωµατογραφία αυτή βρίσκει εφαρµογή στο διαχωρισµό ουσιών µε πα-

ρόµοια δοµή αλλά διαφορετική πολικότητα.  

 Στη χρωµατογραφία µε κρυσταλλικό υδροξυαπατίτη (Ca10(PO4)6(OH)2) η 

σπουδαιότερη εφαρµογή είναι ο διαχωρισµός µονόκλωνου από δίκλωνο DNA. 

 

 2.   Χρωµατογραφία κατανοµής 

 Όπως και οι άλλοι τύποι χρωµατογραφίας έτσι και η χρωµατογραφία κατα-

νοµής στηρίζεται στις διαφορετικές τιµές του συντελεστή κατανοµής kd και 

του παράγοντα κατακράτησης k΄ των προς διαχωρισµό ουσιών. Εδώ και η 

στατική και η κινητή φάση είναι υγρές και µπορούν να υποδιαιρεθούν σε δύο 

κατηγορίες: την υγρή-υγρή χρωµατογραφία στην οποία η υγρή στατική φάση 

είναι υποστηριζόµενη από ένα στερεό ή µία πηκτή (µήτρα) µε απλό φυσικό 

τρόπο, και στην υγρή χρωµατογραφία δεσµευµένης φάσης στην οποία η στα-

τική είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένη µε µία µήτρα (matrix). 

 Ενώσεις οι οποίες είναι περισσότερο διαλυτές στην κινητή φάση θα εκλου-

σθούν γρηγορότερα ενώ εκείνες οι οποίες προτιµούν περισσότερο τη στατική 

φάση θα καθυστερήσουν. Στη χρωµατογραφία κατανοµής κανονικής φάσης η 

στατική φάση είναι ένας πολικός διαλύτης, κυρίως νερό, υποστηριζόµενος από 

µία στερεή µήτρα (π.χ. ίνες κυτταρίνης στη χρωµατογραφία χάρτου) και η κινη-

τή φάση είναι ένας µη πολικός οργανικός διαλύτης.  

 Στη χρωµατογραφία κατανοµής αντίστροφης φάσης η στατική φάση είναι 

ένας µη πολικός διαλύτης (π.χ. ένας υδρογονάνθρακας  C18 , όπως το δεκαο-

κτοσιλάνιο – Si – C18H37)  το οποίο είναι χηµικά συζευγµένο µε ένα πορώδες 

υποστηρικτικό υλικό (π.χ. silica) ενώ η κινητή φάση µπορεί να επιλεγεί από ένα 
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ευρύ φάσµα πολικών διαλυτών, συνήθως νερό ή υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα 

που περιέχει ακετονιτρίλιο. Υγρή χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης (RP-

HPLC) χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό µη πολικών, πολικών και ιοντικών 

βιοµορίων, όπως πεπτιδίων, πρωτεϊνών, ολιγοσακχαριτών και βιταµινών. 

 
Υγρή στατική φάση

Ροή κινητής φάσης

Αδρανής 
υποστηρικτική 

μήτρα

Πολικά μόρια
περνούν γρήγορα
από τη στήλη

Μη πολικά μόρια
εκλεκτικά διαλύονται
στην στατική φάση

 

Σχήµα 10. Χρωµατογραφία κατανοµής υγρού-υγρού 

 

 3.   Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής 

 Αυτός ο τύπος της χρωµατογραφίας βασίζεται στην έλξη ανάµεσα σε αντί-

θετα φορτισµένα σωµατίδια. Πολλά βιολογικά µόρια, π.χ τα αµινοξέα και οι 

πρωτεΐνες έχουν πάνω τους οµάδες που ιονίζονται και το γεγονός ότι µπορούν 

να φέρουν ένα καθαρό θετικό ή αρνητικό φορτίο, µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

στο διαχωρισµό αυτών των ενώσεων. Το καθαρό φορτίο που εµφανίζουν αυτές 

οι ενώσεις εξαρτάται από την τιµή  pka  και το  pH  όπως, ως γνωστόν, ορίζει η 

εξίσωση των Henderson –Hasselbalch. 

 ∆ιαχωρισµοί µε βάση την ιοντοανταλλαγή λαµβάνουν χώρα, κυρίως, µέσα 

σε στήλες οι οποίες είναι γεµάτες µε έναν ιοντανταλλάκτη (π.χ. ρητίνη). Υπάρ-

χουν δύο τύποι ιοντοανταλλάκτη: ο κατιοντανταλλάκτης και ο ανιοντοανταλ-

λάκτης. Ο κατιοντοανταλλάκτης φέρει αρνητικά φορτισµένες οµάδες οι οποίες 

θα έλξουν θετικά φορτισµένα κατιόντα. Ο ανιοντοανταλλάκτης έχει θετικά 

φορτισµένες οµάδες που θα έλξουν αρνητικά φορτισµένα ανιόντα.  

 Για τις περισσότερες πρακτικές εφαρµογές επιλέγουµε µια ιοντοανταλλα-

κτική ρητίνη και ένα ρυθµιστικό διάλυµα έτσι ώστε οι προς διαχωρισµό ενώ-

σεις να δεσµευθούν πάνω στη ρητίνη µε ηλεκτροστατικές δυνάµεις καθώς περ-
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νούν µέσα από τη ρητίνη, ενώ οι υπόλοιπες ενώσεις του δείγµατος εκλούονται 

γρήγορα. Στη συνέχεια οι ενώσεις που έχουν συγκρατηθεί εκλούονται από τη 

στήλη όταν διέλθει η κινητή φάση που έχει αυξανόµενες συγκεντρώσεις άλα-

τος. Μόρια που είναι ασθενώς συγκρατηµένα από τη ρητίνη θα εκλουσθούν 

πρώτα, ενώ άλλα που είναι ισχυρότερα δεσµευµένα θα εκλουσθούν σε υψηλό-

τερες συγκεντρώσεις αλάτων. 

 

 4.   Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 

 Εδώ η στατική φάση είναι υπό µορφή σφαιριδίων πηκτώµατος που περιέ-

χουν πόρους ορισµένου µεγέθους. Το µέγεθος των πόρων ελέγχεται έτσι ώστε, 

σε µοριακό επίπεδο, οι πόροι να συµπεριφερθούν σαν πύλες οι οποίες θα επι-

τρέψουν στα µικρά µόρια να περάσουν µέσα τους, ενώ παράλληλα θα αποκλεί-

σουν τα µεγάλα. Εν τούτοις, αυτό το παράδειγµα της πύλης δεν είναι ένα φαι-

νόµενο του “όλα ή τίποτα”. Μόρια µε ενδιάµεσα µεγέθη διέρχονται µερικώς 

από τους πόρους. 

 Τα υλικά πληρώσεως που χρησιµοποιούνται περιλαµβάνουν δεξτράνια (π.χ. 

Sephadex) αγαρόζη (Sepharose, Bio-Gel) πολυακρυλαµίδιο (Bio-Gel P), πολυ-

στυρένια (Bio-Beads) κ.λ.π. 

 

Στατική φάση είναι μία
μικροπορώδης πηκτή

Μόρια μετρίου
μεγέθους έχουν
πρόσβαση σε
μεγαλύτερους πόρους

Τα μικρά μόρια έχοντας
πρόσβαση σε ολόκληρη
τη μήτρα, περνούν
πιο αργά από τη στήλη

Ροή κινητής φάσης

Μεγάλα μόρια
αποκλείονται από
τη διάβαση των πόρων
και έτσι περνούν γρήγορα
τη στήλη

 

Σχήµα 11. Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 
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 Η κύρια εφαρµογή της χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης είναι ο καθαρι-

σµός βιολογικών µακροµορίων, διευκολύνοντας το διαχωρισµό µεταξύ µεγά-

λων και µικρών µορίων. Εξ άλλου οι χρόνοι έκλουσης σφαιρικών πρωτεϊνών 

καθορίζονται κατά πολύ από τα σχετικά µοριακά τους βάρη. Έτσι έχει δειχθεί 

ότι για ένα µεγάλο εύρος µοριακών βαρών οι χρόνοι έκλουσης είναι µία περί-

που γραµµική λογαριθµική συνάρτηση του Μ.Β. Εάν λοιπόν κατασκευάσουµε 

µία πρότυπη καµπύλη µε πρωτεΐνες παρόµοιου µεγέθους και γνωστών Μ.Β. 

µπορούµε να βρούµε τα Μ.Β. άλλων πρωτεϊνών. 

 

Έκλουσμα

Κινητή
φάση

Μήτρα
Μεγάλα αποκλειόμενα μόρια
Μικρά μόρια του δείγματος

Έκλουσμα

Κινητή
φάση

 

Σχήµα 12. ∆ιαχωρισµός µορίων διαφορετικών διαστάσεων  

µε την χρωµατογραφία µοριακής διήθησης. 

 

 

 5.   Υδρόφοβη χρωµατογραφία 

 Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για να διαχωρίσει πρωτεΐνες και εκµεταλ-

λεύεται το γεγονός ότι πολλές πρωτεΐνες έχουν επάνω στην επιφάνειά τους υ-

δρόφοβες περιοχές, που τις δηµιουργούν υδρόφοβα αµινοξέα (π.χ. λευκίνη, 

ισολευκίνη, βαλίνη, φαινυλαλανίνη). Οι πρωτεΐνες διαφέρουν ως προς τη φύση 

και την έκταση των υδρόφοβων περιοχών. 
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Στερεά 
υποστηρικτική

μήτρα

Ροή κινητής φάσης

Πρωτεϊνικό μόριο

Υπόλοιπα συστατικά
διέρχονται γρήγορα
δια μέσου της στήλης

Υδρόφοβος
προσδέτης

Υδρόφοβες
περιοχές

 

Σχήµα 13. Υδρόφοβη χρωµατογραφία 

 

 Η αρχή σε αυτόν το χρωµατογραφικό µηχανισµό µοιάζει µε την αρχή της 

χρωµατογραφίας αντίστροφης φάσης (RP-HPLC) κατά το ότι περιλαµβάνει 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στα συστατικά του δείγµατος και στη µη 

πολική στατική φάση. Η διαφορά τους όµως είναι ότι στην RP-HPLC µετά το 

διαχωρισµό τους οι πρωτεΐνες χάνουν τη βιολογική τους δραστικότητα (παρόλα 

αυτά µερικές επανακτούν τη δραστικότητά τους όταν διαλυθούν σε υδατικά 

διαλύµατα). 

 Οι υδρόφοβοι προσδέτες (ligands) που είναι τοποθετηµένοι πάνω στη στατι-

κή φάση είναι και αραιότερα τοποθετηµένοι και λιγότερο χηµικά υδρόφοβοι 

απ΄ ότι στην RP-HPLC και αυτό το γεγονός προκαλεί ηπιότερη συγκράτηση 

των πρωτεϊνών. Η έκλουσή τους (των πρωτεϊνών) µπορεί τέλος να επιτευχθεί 

χρησιµοποιώντας υδατικά διαλύµατα, και οι πρωτεΐνες αποµονώνονται µε άθι-

κτη την τρισδιάστατη δοµή τους. 

 

 

 6.   Χρωµατογραφία αγχιστείας 

 Με τη µέθοδο αυτή τα βιοµόρια καθαρίζονται µε βάση τη βιολογική τους 

εξειδίκευση µάλλον, παρά τις διαφορές στις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες, ενώ 

η απόδοση του καθαρισµού µπορεί να είναι µεγάλη (ως και 1000 φορές).  
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 Η τεχνική περιλαµβάνει την ακινητοποίηση µιας συµπληρωµατικής δεσµευ-

µένης ουσίας (ligand) πάνω σε µία στερεά µήτρα µε τέτοιο τρόπο ώστε να δια-

τηρείται η ικανότητα του ligand να δεσµεύσει άλλες ενώσεις πάνω του. Όταν 

ένα βιολογικό δείγµα διέλθει µέσα από µία στήλη, που έχει πληρωθεί µε αυτήν 

την ειδική µήτρα αγχιστείας, τότε το µόριο που µας ενδιαφέρει θα δεσµευτεί 

πάνω στον υποδοχέα (ligand), ενώ τα υπόλοιπα συνυπάρχοντα µόρια θα εκλου-

σθούν µε το ρυθµιστικό διάλυµα. Η έκλουση του µορίου που µας ενδιαφέρει θα 

γίνει είτε αλλάζοντας το pH ή την ιονική ισχύ του ρυθµιστικού διαλύµατος. 

Αυτό θα έχει ως συνέπεια την εξασθένηση των µη οµοιοπολικών αλληλεπιδρά-

σεων µεταξύ αυτού του µορίου και του υποδοχέα, ή µε επακόλουθο τη δέσµευ-

ση άλλων ενώσεων που παρουσιάζουν µεγαλύτερη αγχιστεία για τον υποδοχέα.  

 
Προσδέτης

Ροή κινητής φάσης Υπόλοιπα συστατικά
που εκλύονται

Συμπληρωματικό μόριο
προσδεδεμένο με ειδική
αλληλεπίδραση με τον προσδέτη

Στερεά
υποστηρικτική

μήτρα

Βραχίονας

 

 Σχήµα 14. Χρωµατογραφία αγχιστείας 

 

 Όπως έγινε κατανοητό ο υποδοχέας πρέπει να έχει εξειδικευµένη µεν, αντι-

στρεπτή δε, αλληλεπίδραση µε το προς καθαρισµό µόριο. Θα πρέπει επίσης να 

έχει µία δραστική χηµική οµάδα η οποία θα του επιτρέψει την οµοιοπολική του 

δέσµευση πάνω στη µήτρα. Η πιο ιδανική ουσία για να χρησιµοποιηθεί ως µή-

τρα είναι η αγαρόζη.  
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ΜΕΘΟΔΟΙ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣΜΕΘΟΔΟΙ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ
 

 

 

 Η ηλεκτροφόρηση είναι µία µέθοδος διαχωρισµού που βασίζεται στην κίνη-

ση φορτισµένων µορίων µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Ανόµοια µόρια κινού-

νται µε διαφορετικές ταχύτητες, και τα συστατικά ενός µείγµατος διαχωρίζο-

νται εάν βρεθούν µέσα σε κατάλληλο ηλεκτρικό πεδίο. Είναι µία ευρύτατα 

χρησιµοποιούµενη τεχνική, ιδιαίτερα για την ανάλυση πολύπλοκων µειγµάτων 

ή για την απόδειξη της καθαρότητας (οµοιογένειας ) βιοµορίων που έχουν απο-

µονωθεί. 

 Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα φορτισµένων µορίων εξαρτάται από: 

� Το καθαρό φορτίο: Αρνητικά φορτισµένα µόρια (ανιόντα) µετακινούνται 

προς την άνοδο (+), ενώ θετικά φορτισµένα (κατιόντα) µετακινούνται προς 

την κάθοδο (-). Τα µόρια που φέρουν υψηλό σθένος µετακινούνται γρηγο-

ρότερα προς το ηλεκτρόδιο µε το αντίθετο φορτίο από µόρια µε µικρότερο 

σθένος. 

� Το µέγεθος: η αντίσταση λόγω τριβής που υφίστανται τα µόρια που κινού-

νται µέσα σε ένα διάλυµα (η µία πηκτή) είναι η αιτία για το γεγονός ότι τα 

µικρά µόρια κινούνται γρηγορότερα από τα µεγάλα. 

� Το σχήµα: η τριβή επηρεάζεται και από το σχήµα του µορίου και έτσι η 

κινητικότητα θα είναι διαφορετική ανάµεσα σε σφαιρίνες και ινώδεις πρω-

τεΐνες ή ανάµεσα σε γραµµικό και κυκλικό DNA. 

� Ένταση ηλεκτρικού πεδίου: η κινητικότητα αυξάνει µε αυξανόµενη τάση 

του πεδίου, αλλά στην πράξη υπάρχουν περιορισµοί στη χρήση υψηλής τά-

σης για να µην αναπτυχθούν θερµικά φαινόµενα. 

 Αριθµητικά η κινητικότητα (µ) µίας ένωσης δίδεται από τον τύπο: 

q E
µ

r

⋅

=  

όπου  q  είναι το καθαρό φορτίο του µορίου, r είναι η µοριακή ακτίνα και  Ε  η 

ένταση του πεδίου. Τη µεγαλύτερή της εφαρµογή η ηλεκτροφόρηση τη βρίσκει 
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στο διαχωρισµό µεγαλοµορίων κυρίως πρωτεϊνών και νουκλεϊνικών οξέων. 

Επειδή, όπως έχουµε προαναφέρει, το καθαρό φορτίο µιας πρωτεΐνης εξαρτάται 

από το pH γι’ αυτό και η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών γίνεται πάντοτε σε 

ένα σταθερό και συγκεκριµένο pH, το οποίο εξασφαλίζεται από ένα ρυθµιστικό 

διάλυµα. 

 Ο διαχωρισµός των ενώσεων γίνεται πάνω σε ένα υποστηρικτικό µέσο (υ-

πόστρωµα) που συνήθως είναι χαρτί ή πηκτή (gel). 

 Η ηλετροφόρηση χάρτου συνήθως χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό µι-

κρών φορτισµένων µορίων. Ένα φύλλο διηθητικού χάρτου που έχει υγρανθεί µε 

ένα ρυθµιστικό διάλυµα διατάσσεται ανάµεσα σε δύο υποδοχές (λεκάνες) στις 

οποίες καταλήγουν τα ηλεκτρόδια. Μία σταγόνα του δείγµατος που πρόκειται 

να ηλεκτροφορηθεί επιστάζεται πάνω στο χαρτί και στη συνέχεια ανοίγουµε το 

διακόπτη του ρεύµατος. 

 

Κατεύθυνση
της ηλεκτροφόρησης

 

Σχήµα 15. Τοποθέτηση δείγµατος σε συσκευή ηλεκτροφόρησης 

 

 Μετά από µερικές ώρες και καθώς τα µόρια έχουν µετακινηθεί πάνω στο 

χαρτί, το χαρτί αφαιρείται, ξηραίνεται και βάφεται µε µία χρωστική η οποία 

εκλεκτικά χρωµατίζει τις προς ανάλυση ενώσεις. Κάθε κηλίδα που εµφανίζεται 

πάνω στο χαρτί ταυτοποιείται µετά από σύγκριση µε µία οµάδα προτύπων ου-

σιών. 
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 Η ηλεκτροφόρηση πηκτής είναι µία τεχνική ηλεκτροφόρησης που χρησι-

µοποιείται για διαχωρισµό πρωτεϊνών και νουκλεϊνικών οξέων. Παρασκευάζε-

ται ένα φύλλο πηκτής (gel) από πολυακρυλαµίδιο ή αγαρόζη και τοποθετείται 

ανάµεσα σε δύο ηλεκτρόδια.  

 Οι µικρές πρωτεΐνες µετακινούνται εύκολα δια µέσου της πηκτής ενώ οι 

µεγάλες µένουν στην κορυφή κοντά στο σηµείο εκκίνησης. Μετά το διαχωρι-

σµό σε ζώνες για να αποφευχθούν φαινόµενα µεταηλεκτροφορητικής διάχυσης, 

γίνεται σταθεροποίηση των ζωνών µε κατεργασία τους µε τριχλωροξικό (TCA). 

 Στη συνέχεια ακολουθεί η χρώση του ηλεκτροφορήµατος και η πλέον συνή-

θης χρωστική γιά πρωτεΐνες, είναι το Coomasie Blue S οταν πρόκειται γιά πη-

κτή, και το Ponceau S όταν πρόκειται για χρώση πρωτεϊνών πάνω σε οξική κυτ-

ταρίνη. Η τελευταία είναι µία λιγότερο υδρόφιλη δοµή από την κυτταρίνη του 

χαρτιού µε αποτέλεσµα καλύτερη ανάλυση. 
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 ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών µπορεί να γίνει είτε απευθείας µε 

µέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 280nm είτε µε διάφορες µεθό-

δους σχηµατισµού χρώµατος.  

 

Φασµατοµετρικός προσδιορισµός πρωτεΐνης 

 Η µέθοδος του φασµατοµετρικού προσδιορισµού πρωτεΐνης στηρίζεται στην 

ιδιότητα των πρωτεϊνών να απορροφούν στην υπεριώδη περιοχή µε µέγιστο στα 

280 nm, λόγω της παρουσίας των αρωµατικών αµινοξέων τυροσίνης και κυρίως 

τρυπτοφάνης. Η µέθοδος έχει αρκετά µειονεκτήµατα όπως η µη ικανοποιητική 

ακρίβεια και εξειδίκευση, δεδοµένου ότι και άλλες ουσίες εκτός από τις πρωτεΐ-

νες απορροφούν στα 280 nm. Έχει όµως το µεγάλο πλεονέκτηµα ότι κατά τη 

µέτρηση το πρωτεϊνικό παρασκεύασµα δεν καταστρέφεται. Καθαρά διαλύµατα 

πρωτεϊνών συγκέντρωσης 1 mg/ml πρωτεΐνης, παρουσιάζουν απορρόφηση στα 

280 nm περίπου 1,0 όταν προσδιορίζονται σε κυψελίδα 1 cm. Τα νουκλεϊνικά 

οξέα µε µέγιστο απορρόφησης στα 260 nm παρουσιάζουν σηµαντική απορρό-

φηση και στα 280 nm. Μπορεί να γίνουν οι κατάλληλες διορθώσεις, δεδοµένου 

ότι ξέρουµε για καθαρές πρωτεΐνες ο λόγος της απορρόφησης στο 280/260 nm 

είναι περίπου1,75, ενώ για καθαρά νουκλεϊνικά οξέα ο λόγος 280/260 nm είναι 

0,5. Υπάρχουν πίνακες που δίνουν τις ενδιάµεσες τιµές και αντιστοιχούν σε 

µίγµατα πρωτεϊνών και νουκλεϊνικών οξέων. 

 

Μέθοδος διουρίας (Biuret) 

 Οι πεπτιδικοί δεσµοί των πρωτεϊνών όταν αντιδράσουν µε αραιό διάλυµα 

θειϊκού χαλκού σε αλκαλικό περιβάλλον σχηµατίζουν εσωτερικά σύµπλοκα µε 

χαρακτηριστικό ιώδες χρώµα. Η µέθοδος αναφέρεται ως Biuret µέθοδος διότι η 

διουρία δίνει θετική αντίδραση µε το χαλκό.  

 Η ευαισθησία της µεθόδου δεν είναι πολύ ικανοποιητική και απαιτεί για το 

σχηµατισµό συµπλόκου 1-20 mg πρωτεΐνης. 

 

 Ο 
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Μέθοδος Lowry ή Folin-Ciocalteu 

 H µέθοδος αυτή που χρησιµοποιείται από το 1951 απαιτεί την παρασκευή 

δύο διαλυµάτων και χρόνο περίπου 1,5-2 ώρες. Το χρώµα που δηµιουργείται 

ύστερα από αντίδραση της πρωτεΐνης µε το αλκαλικό διάλυµα του χαλκού, ό-

πως στην περίπτωση διουρίας, και την περαιτέρω αναγωγή των φωσφοροµολυ-

βδαινικών και φωσφοροβολφραµικών αλάτων από την τυροσίνη και την τρυ-

πτοφάνη των πρωτεϊνών έχει ένα µέγιστο απορρόφησης και µπορεί να µετρη-

θεί. Επειδή οι διάφορες πρωτεΐνες περιέχουν διάφορα ποσά τυροσίνης και τρυ-

πτοφάνης θα πρέπει να αναφέρεται η πρωτεΐνη µε την οποία σχεδιάζεται η πρό-

τυπος ευθεία. Η ευαισθησία της µεθόδου απαιτεί µέχρι και 5 mg πρωτεΐνης. 

 

Μέθοδος Bradford 

 Η µέθοδος Bradford στηρίζεται στο γεγονός ότι η χρωστική Coomassie Bril-

liant Blue G-250 αλλάζει χρώµα όταν συνδέεται µε πρωτεΐνες σε αραιά όξινα 

διαλύµατα. Το σύµπλοκο χρωστικής-πρωτεΐνης απορροφά στα 595 nm. H µέ-

θοδος αυτή έχει τα εξής πλεονεκτήµατα: 

I. είναι απλή γιατί η µέτρηση γίνεται ύστερα από ανάµειξη του διαλύµατος 

της πρωτεΐνης µε ένα µόνο διάλυµα χρωστικής. 

II. είναι πολύ γρήγορη 

III. είναι πολύ ευαίσθητη γιατί επιτρέπει τον προσδιορισµό µέχρι και 5 µg 

πρωτεΐνης και 

IV. οι παράγοντες που την παρεµποδίζουν είναι πολύ λιγότεροι. 

 Από κάθε µίγµα µεταφέρονται ορισµένα µl (π.χ. 100 µl) ενζυµικού διαλύµα-

τος σε σωλήνα, συµπληρώνεται στα 2 ml µε απεσταγµένο νερό και προστίθε-

νται 2 ml αντιδραστηρίου Bradford. Το τυφλό περιέχει 2 ml H2O και 2 ml αντι-

δραστηρίου Bradford. Τα δείγµατα ανακινούνται και ύστερα από µερικά λεπτά 

µετριέται η απορρόφηση στα 595 nm. Τα δείγµατα δεν πρέπει να µείνουν πε-

ρισσότερο από 1 ώρα. Από την πρότυπη καµπύλη υπολογίζονται τα mg πρωτεΐ-

νης του κάθε ενζυµικού παρασκευάσµατος. 

 Παρασκευή του αντιδραστηρίου Bradford: ∆ιαλύονται 0,2 g Coomassie 

Brilliant Blue G250 σε 200 ml H3PO4 85%. Αναδεύεται καλά για µία νύχτα και 

στη συνέχεια αραιώνεται µε Η2Ο µέχρι 1 L. ∆ιηθείται και φυλάσσεται σε θερ-

µοκρασία δωµατίου. 
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Άσκηση

1 η Πρωτεΐνες:
Απομόνωση και Μελέτη 
Ιδιοτήτων Μυοσίνης

 
 

 

Σκοπός 

 Στην άσκηση αυτή θα µελετηθούν ορισµένες ιδιότητες της µυοσίνης, µιας 

πρωτεΐνης που αποτελεί µέρος του πρωτεϊνικού συστήµατος συστολής των 

σκελετικών µυών. Η µυοσίνη εκτός από τις συσταλτές της ιδιότητες, παρουσιά-

ζει και ενζυµική δράση, µια και υδρολύει τη  γ-φωσφορική οµάδα του ATP 

κατά την αντίδραση: 

2

µυοσίνη
ATP H O ΑDP Pi Ενέργεια+ → + +  

 Η µυοσίνη είναι µία πρωτεΐνη µεγάλης µοριακής µάζας  (480 kDa)  που α-

ποτελείται από έξι πολυπεπτιδικές αλυσίδες: δύο όµοιες βαριές αλυσίδες  (200 

kDa)  και τέσσερις ελαφριές αλυσίδες  (20 kDa περίπου η κάθε µία).  

 

Ελικοειδές σπείραμα α-έλικας
(20 Α    1340 A)

Eλαφρές αλυσίδες

-OOC
-OOC

Σφαιρική περιοχή
(40 Α    110 A)

 

Σχηµατική απεικόνιση µυοσίνης. 

 

 Ηλεκρονιοµικρογραφίες έχουν δείξει ότι το µόριο αποτελείται από µια 

σφαιρική περιοχή µε διπλή κεφαλή η οποία συνδέεται µε ένα πολύ µακρύ ρα-

βδίο. Το ραβδίο είναι µία διπλή α-έλικα η οποία σχηµατίζεται από τις βαριές 

αλυσίδες. Σε κάθε κεφαλή, δύο διαφορετικές ελαφριές αλυσίδες συνδέονται µε 
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κάθε βαριά αλυσίδα. Η αλληλουχία των αµινοξέων για τις µυοσίνες πολλών 

ειδών είναι γνωστή είτε από µελέτες των ίδιων των πρωτεϊνών, είτε των αντί-

στοιχα κλωνοποιηµένων γονιδίων. Οι µυοσίνες από τελείως διαφορετικά είδη 

οργανισµών, έχουν πολλά κοινά δοµικά χαρακτηριστικά. Ένα τέτοιο χαρακτη-

ριστικό, που είναι σηµαντικό για τη λειτουργία του µορίου, είναι ο διαχωρισµός 

σε µια σφαιρική κεφαλή µε το αµινο-τελικό άκρο και σε µια ουρά µε το καρβο-

ξυλικό άκρο των πεπτιδίων. 

 Όλες οι µυοσίνες εµπεριέχουν την αµινοξική αλληλουχία: 

Gly–Gln–Ser–Gly–Ala–Gly–Lys–Thr 

που είναι παρόµοια µε τις αλληλουχίες που βρίσκονται στα ενεργά κέντρα άλ-

λων ενζύµων που υδρολύουν  ATP  (ATPασών). Η λυσίνη σ’αυτήν τη διατηρη-

µένη αλληλουχία συνδέεται µε την α-φωσφορική οµάδα του  ATP.  

 

 

A. Παρασκευή µυοσίνης 

 

Αρχή 

 Η µυοσίνη κατατάσσεται στις σφαιρίνες και είναι δυσδιάλυτη στο νερό και 

ευδιάλυτη σε αραιά διαλύµατα ουδέτερων αλάτων. Έτσι η µυοσίνη εκχυλίζεται 

από σκελετικούς µυς µε  0,5 M KCl,  και καθιζάνει από το εκχύλισµα µε προ-

σθήκη µεγάλου όγκου ψυχρού αποσταγµένου νερού, διότι η ιονική ισχύς του 

διαλύµατος γίνεται πια τόσο µικρή, ώστε η µυοσίνη να µη µπορεί να παραµείνει 

στο διάλυµα. Η διαδικασία αυτή της «εναλάτωσης» και καθίζησης της µυοσί-

νης είναι αµφίδροµη και µπορεί να επαναληφθεί αρκετές φορές ώστε να απο-

µακρυνθούν από το διάλυµα άλλες ανεπιθύµητες πρωτεΐνες. 

 

Εκτέλεση 

 Παίρνουµε καλοαλεσµένο κιµά από µυς µοσχαριού και εκχυλίζουµε τη µυο-

σίνη µε  0,5 M KCl  σε µια αναλογία  300 γρ. κιµά για κάθε ένα λίτρο αλατού-

χου διαλύµατος. Το αιώρηµα διηθείται µέσα από διπλή γάζα για να αποµα-

κρυνθούν δυσδιάλυτα κοµµάτια ιστού και το διαυγές εκχύλισµα αραιώνεται 

έως οκτώ λίτρα µε κρύο απεσταγµένο νερό. Το µίγµα αφήνεται στο ψυκτικό 

θάλαµο έως την άλλη ηµέρα. Η µυοσίνη που έχει πια κατακαθίσει, µαζεύεται 

µε φυγοκέντρηση και αιωρείται σε αποσταγµένο νερό. Η µυοσίνη που παρα-

σκευάζεται µ’αυτόν τον τρόπο είναι κατά 80-90% καθαρή. 



Πρωτεΐνες: Αποµόνωση και Μελέτη Ιδιοτήτων Μυοσίνης 39 

 

Β. Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών µε τη µέθοδο  

της διουρίας 

 

Αρχή 

 Ουσίες που περιέχουν τουλάχιστον δύο πεπτιδικούς δεσµούς, σχηµατίζουν 

σε αλκαλικό περιβάλλον σύµπλοκα µε ιόντα χαλκού  (Cu2+),  που έχουν έντονη 

ιώδη ή ερυθροϊώδη χροιά. Η αντίδραση αυτή ονοµάζεται αντίδραση διουρίας, 

γιατί η απλούστερη ουσία που τη δίνει θετική είναι η διουρία: 
 

NH2

NH2

Διουρία Σύμπλοκο συναρμογής

NH
C O

C O

NH

C
CHR

Cu++

NH

NH

C R
C Ο

NH
O

 
 

 Να σηµειωθεί ότι η διουρία δεν βρίσκεται στους ζωντανούς οργανισµούς, 

αλλά απλώς δίνει την ίδια αντίδραση όπως και ένα απλό πεπτίδιο. Τα φάσµατα 

απορρόφησης των συµπλόκων διαφόρων πρωτεϊνών µε χαλκό είναι παρόµοια, 

αλλά όχι και πανοµοιότυπα. Έτσι µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε την καζεΐνη 

του γάλακτος σαν πρότυπο για όλες τις συνηθισµένες πρωτεΐνες χωρίς να έχου-

µε σφάλµα µεγαλύτερο του 10% κατά τον ποσοτικό προσδιορισµό της συγκέ-

ντρωσης των πρωτεϊνών. 

 

Εκτέλεση 

 Ετοιµάστε µια σειρά από 5 δοκιµαστικούς σωλήνες µε αυξανόµενες ποσό-

τητες διαλύµατος καζεΐνης γάλακτος  (2.5 mg/ml  µέσα σε  4 mM NaOH) και  4 

mM NaOH  σύµφωνα µε τον πίνακα 1.1. 

 Προσθέστε τελευταίο το αντιδραστήριο της διουρίας και ανακατέψτε καλά 

το περιεχόµενο των σωλήνων. Το χρώµα αναπτύσσεται στη µεγαλύτερη του 

ένταση µέσα σε 20 λεπτά και είναι σταθερό για 1 ώρα. Ο σωλήνας 1 είναι το 

τυφλό (δείγµα αναφοράς που περιέχει όλα τα αντιδραστήρια εκτός από πρωτεΐ-

νη).  

 Τοποθετήστε στο φωτόµετρο µήκος κύµατος 540 nm και µηδενίστε την κλί-

µακα της οπτικής πυκνότητας µε το τυφλό στη θέση µετρήσεως. Προσδιορίστε 

την οπτική πυκνότητα του περιεχοµένου των σωλήνων 2-5. 
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Πίνακας 1.1 

Αριθµός  

σωλήνα 

Καζεΐνη 2,5 mg/ml 

(ml) 

4 mM NaOH 

(ml) 

Αντιδραστήριο  

διουρίας (ml) 

1 (τυφλό) 0,0 5,0 3,0 

2 1,0 4,0 3,0 

3 2,0 3,0 3,0 

4 4,0 1,0 3,0 

5 5,0 0,0 3,0 

 

 Κατασκευάστε πρότυπη καµπύλη από τις αναγνώσεις σας και από τη γνω-

στή περιεκτικότητα των σωλήνων σε πρωτεΐνη. Με βάση την καµπύλη αυτή θα 

µπορέσετε να προσδιορίσετε τη συγκέντρωση των διαλυµάτων της µυοσίνης. 

 

 

Γ. Επίδραση της ιονικής ισχύος στη διαλυτότητα της µυοσίνης 

 

Αρχή 

 Η διαλυτότητα όλων των ιονισµένων ενώσεων επηρεάζεται σηµαντικά από 

την παρουσία άλλων ιόντων, µια και όλα τα ιόντα µέσα σ’ ένα διάλυµα περι-

βάλλονται από µια «ιονική ατµόσφαιρα» µε ιόντα αντίθετης φόρτισης.  

 Η διαλυτότητα µιας πρωτεΐνης αναφέρεται συνήθως στο «ποσοστό κορε-

σµού» του πρωτεϊνικού διαλύµατος από ένα ουδέτερο άλας όπως το θειικό αµ-

µώνιο. 

 Στην πραγµατικότητα δεν έχει τόση σηµασία η συγκέντρωση του άλατος 

όσο η ιονική ισχύς (I) του διαλύµατος που εκφράζεται µε τον τύπο: 

I = ½ Σ C Z
2
 

όπου C = µοριακή συγκέντρωση του ιόντος 

 Z = αριθµός φορτίων του ιόντος 

 Σ = το σύνολο των γινοµένων  CZ
2  για κάθε ιόν στο διάλυµα 

 Έτσι η ιονική ισχύς παίρνει υπόψη της όχι µόνο τη συγκέντρωση αλλά και 

το σθένος, µε αποτέλεσµα η επίδραση της ιονικής ατµόσφαιρας δισθενών και 

τρισθενών ιόντων σε άλλα ιόντα, να είναι ανάλογη του τετραγώνου του αριθ-

µού των φορτίων. 
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 Η διαλυτότητα µιας πρωτεΐνης µεγαλώνει παρουσία χαµηλών σχετικά συ-

γκεντρώσεων ουδέτερων αλάτων (εναλάτωση), ενώ παρουσία υψηλών συγκε-

ντρώσεων των ίδιων αλάτων οι πρωτεΐνες κατακρηµνίζονται σαν ιζήµατα (εξα-

λάτωση). Οι αλβουµίνες είναι διαλυτές τόσο σε αποσταγµένο νερό όσο και σε 

αλατούχα διαλύµατα χαµηλής ιονικής ισχύος. Κατακρηµνίζονται όµως σε πολύ 

υψηλές συγκεντρώσεις ουδέτερων αλάτων. Οι σφαιρίνες, πάλι, είναι δυσδιάλυ-

τες σε καθαρά αποσταγµένο νερό, διαλύονται σε αραιά αλατούχα διαλύµατα 

και κατακρηµνίζονται από υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων. 

 Στο πείραµα που ακολουθεί, η µυοσίνη αιωρείται σε διαλύµατα θειικού αµ-

µωνίου αυξανόµενης συγκέντρωσης. Μετά την ανάµιξη και εξισορρόπηση των 

µιγµάτων παίρνουµε µε φυγοκέντρηση τη µυοσίνη που έµεινε αδιάλυτη και την 

προσδιορίζουµε µε τη µέθοδο της διουρίας, αφού πρώτα τη διαλύσουµε σε  

0,5 M KCl. 

 

 

Εκτέλεση 

 Ετοιµάστε και αριθµήστε µια σειρά σωλήνων φυγόκεντρου, όπως στον πί-

νακα 1.2. Προσθέστε  3,0 ml  αιωρήµατος µυοσίνης  (∼12 mg/ml),  που το έχετε  

 

Πίνακας 1.2  

Αριθµός σωλήνα 50% Θειικό αµµώνιο (ml) Αποσταγµένο νερό (ml) 

1 0,0 2,5 

2 0,2 2,3 

3 0,5 2,0 

4 2,0 0,5 

5 2,5 0,0 

 

αναµίξει καλά µέσα σε κάθε σωλήνα. Αναµίξτε ήπια το περιεχόµενο των σω-

λήνων, αφήστε τους να παραµείνουν ήρεµοι για 1-2 λεπτά και φυγοκεντρήστε 

τους για 10 λεπτά. Ισοζυγίστε τον σωλήνα 3 µε άλλον που περιέχει νερό και 

φυγοκεντρήστε τους τον έναν απέναντι στον άλλο. Αποχύστε τα υπερκείµενα 

υγρά και προσθέστε  3,0 ml 0.5 M KCl  σε κάθε σωλήνα. Αναµίξτε ήπια το 

περιεχόµενο των σωλήνων έως ότου τα ιζήµατα διαλυθούν επαρκώς. Ετοιµάστε 

µια άλλη σειρά δοκιµαστικών σωλήνων όπως στον πίνακα 1.3. 
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Πίνακας 1.3  

Αριθµός 

σωλήνα 

∆ιάλυµα από  

αντίστοιχο σωλήνα  

του πίνακα 1.2 (ml) 

0,5 M KCl 

(ml) 

Αντιδραστήριο  

διουρίας 

(ml) 

1 2,0 3,0 3,0 

2 2,0 3,0 3,0 

3 2,0 3,0 3,0 

4 2,0 3,0 3,0 

5 2,0 3,0 3,0 

6 (τυφλό) 0,0 5,0 3,0 

 

 Προσθέστε το αντιδραστήριο διουρίας τελευταίο και αναµίξτε. Μετά από 10 

λεπτά τουλάχιστον, προσδιορίστε την οπτική πυκνότητα του περιεχοµένου των 

σωλήνων  1-5 στα 540 nm,  µηδενίζοντας το φωτόµετρο µε το σωλήνα 6 (τυ-

φλό). 

 Προσδιορίστε το ποσό της µυοσίνης που δεν διαλύθηκε στις διάφορες ιονι-

κές συγκεντρώσεις, µε τη βοήθεια της πρότυπης καµπύλης. Ονοµάστε τις τιµές 

αυτές Α. Επειδή η µυοσίνη είναι τελείως αδιάλυτη στο νερό, το ποσό της µυο-

σίνης στο σωλήνα 1 θα ισούται µε το ποσό της µυοσίνης που προστέθηκε σε 

όλους τους σωλήνες. Ονοµάστε την τιµή αυτή Β. Είναι φανερό ότι το ποσό της 

µυοσίνης που διαλυτοποιήθηκε σε κάθε σωλήνα είναι ίσο µε Β-Α. Σε χιλιοστο-

µετρικό χαρτί βάλτε στην τεταγµένη τις τιµές Β-Α και στην τετµηµένη τις αντί-

στοιχες τιµές της ιονικής ισχύος. Υπολογίστε την ιονική ισχύ όπως µάθατε νω-

ρίτερα στην άσκηση. Σας θυµίζουµε ότι 1 ml 50% διαλύµατος θειικού αµµωνί-

ου περιέχει 0,5 γρ. θειικό αµµώνιο. 

 

 

∆. Επίδραση του pH στη διαλυτότητα της µυοσίνης 

 

Αρχή 

 Η τιµή εκείνη του  pH  που το µόριο µιας πρωτεΐνης δε θα µετακινηθεί προς 

την άνοδο ή την κάθοδο, όταν βρεθεί σε ηλεκτρικό πεδίο καλείται ισοηλεκτρικό 

σηµείο. Το ισοηλεκτρικό σηµείο όµως δεν εξαρτάται αποκλειστικά και µόνο 

από την κατάσταση του ίδιου του πρωτεϊνικού µορίου. Αντίθετα, εξαρτάται, 
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µέχρις ενός σηµείου τουλάχιστον, και από τη φύση άλλων ιόντων µέσα στο 

διάλυµα. Σύµφωνα µε τις αποδεκτές απόψεις για τους ηλεκτρολύτες, κάθε ιόν 

σε διάλυµα περιβάλλεται από µια ατµόσφαιρα ιόντων καθώς και από µόρια 

νερού που συµπεριφέρονται σαν διπολικά ιόντα. Έτσι πολλά θετικά και αρνητι-

κά φορτία των πρωτεϊνικών µορίων έλκουν κατά κάποιο τρόπο, άλλα ιόντα, 

αντίθετης όµως φόρτισης και µ’ αυτόν τον τρόπο δηµιουργείται µια «ιονική 

ατµόσφαιρα» που έχει ως αποτέλεσµα µερική εξουδετέρωση ή κάλυψη των 

φορτίων της πρωτεΐνης. Σε κάποιο φορτισµένο σηµείο της πρωτεϊνικής επιφά-

νειας µπορεί για διάφορους λόγους να δεσµευτεί ισχυρά ένα ξένο ιόν. Μολονό-

τι µια τέτοια δέσµευση είναι απόλυτα αµφίδροµη, εντούτοις όµως µπορεί να 

µεταβάλει τόσο την κατανοµή των φορτίων όσο και το καθαρό φορτίο της πρω-

τεΐνης. Για τους λόγους αυτούς το ισοηλεκτρικό σηµείο µιας πρωτεΐνης, όπου 

παρατηρείται η λεγόµενη ισοηλεκτρική καταβύθιση, θα διαφέρει κάπως, ανά-

λογα µε τη φύση των υπόλοιπων ιόντων του διαλύµατος. Για τις περισσότερες 

πρωτεΐνες η διαφορά στο ισοηλεκτρικό σηµείο δεν θα είναι σηµαντική, ενώ για 

άλλες, το ισοηλεκτρικό σηµείο θα µεταβληθεί σηµαντικά ανάλογα µε την ιονι-

κή σύσταση του διαλύµατος. 

 

Εκτέλεση 

 Στο πείραµα που ακολουθεί, η µυοσίνη είναι διαλυµένη σε  KCl 0,5 M.  

Ετοιµάστε µια σειρά από σωλήνες φυγόκεντρου όπως δείχνει ο πίνακας 1.4. 

Προσθέστε τα αντιδραστήρια µε τη σειρά που γράφονται στον πίνακα, από τα 

αριστερά προς τα δεξιά. 

 

Πίνακας 1.4 

Αριθµός  

σωλήνα 

1,0 Μ  

οξικό οξύ 

(ml) 

1,0 Μ  

οξικό νάτριο 

(ml) 

Αποσταγµένο 

H2O 

(ml) 

∆ιάλυµα  

KCl–µυοσίνη 

(ml) 

pH 

1 2,0 0,0 2,0 2,0 2,8 

2 1,7 0,3 2,0 2,0 3,9 

3 0,6 1,4 2,0 2,0 4,9 

4 0,1 1,9 2,0 2,0 6,0 

5 0,0 2,0 2,0 2,0 7,3 

 

 Προσθέστε τη µυοσίνη τελευταία. Ανακατέψτε το περιεχόµενο των σωλή-

νων και αφήστε τους να σταθούν για  2 λεπτά τουλάχιστον. Φυγοκεντρήστε 
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τους σωλήνες για  10 λεπτά.  Αφαιρέστε  2,0 ml  από το υπερκείµενο κάθε σω-

λήνα και µεταφέρετέ τα σε αντίστοιχους αριθµηµένους δοκιµαστικούς σωλήνες 

όπως στον πίνακα 1.5. 

 

Πίνακας 1.5 

Αριθµός  

σωλήνα 

Περιεχόµενο 

αντίστοιχου 

σωλήνα 1.4 

(ml) 

∆ιάλυµα  

KCl–µυοσίνη 

(ml) 

0,5 M KCl 

(ml) 

Αντιδραστήριο 

διουρίας 

(ml) 

1 2,0 0,0 3,0 3,0 

2 2,0 0,0 3,0 3,0 

3 2,0 0,0 3,0 3,0 

4 2,0 0,0 3,0 3,0 

5 2,0 0,0 3,0 3,0 

6 (τυφλό) 0,0 0,0 5,0 3,0 

7 0,0 2,0 3,0 3,0 

 

 Προσθέστε τελευταίο το αντιδραστήριο διουρίας. Μετά από 10 λεπτά προσ-

διορίστε την οπτική πυκνότητα του περιεχοµένου των σωλήνων στα 540 nm, 

µηδενίζοντας το φωτόµετρο µε το περιεχόµενο του σωλήνα 6 (τυφλό). Από την 

πρότυπη καµπύλη προσδιορίστε το ποσό της πρωτεΐνης σε κάθε πειραµατικό 

σωλήνα. Το ποσό της πρωτεΐνης στο σωλήνα 7 είναι ίσο µε το ολικό ποσό της 

πρωτεΐνης που βάλατε σε κάθε πειραµατικό σωλήνα. Από τα αποτελέσµατα σας 

προσδιορίστε το ποσό της πρωτεΐνης που καθιζάνει στους πειραµατικούς σω-

λήνες. Κατασκευάστε καµπύλη σε χιλιοστοµετρικό χαρτί βάζοντας στην τεταγ-

µένη τα ποσά της πρωτεΐνης και στην τετµηµένη τις αντίστοιχες τιµές του pH. 

 

 

Ε. Επίδραση της µετουσίωσης της µυοσίνης στη διαλυτότητα,  

στις ελεύθερες σουλφυδρυλοµάδες και στην ενζυµική της 

δράση 

 

Αρχή 

 Η µετουσίωση των σφαιρικών πρωτεϊνών µε θερµότητα, ουρία, ακραίες 

τιµές του pH κλπ., έχει ως αποτέλεσµα µεγάλες αλλαγές στις ιδιότητες τους. 
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Μεταξύ των άλλων, το «ξεδίπλωµα» που παθαίνουν τα πρωτεϊνικά µόρια κατά 

τη µετουσίωση, προκαλεί ελάττωση της διαλυτότητας του µορίου και εµφάνιση 

ορισµένων οµάδων, όπως σουλφυδρυλοµάδων, που αλλιώς δε θα ήταν προσιτές 

σε χηµικά αντιδραστήρια. Το πιο βασικό όµως κριτήριο για τη µετουσίωση µιας 

πρωτεΐνης είναι η απώλεια της βιολογικής της δράσης. 

 Στο πείραµα που θα κάνουµε τώρα θα µελετηθούν οι επιπτώσεις της µετου-

σίωσης της µυοσίνης 1) στη διαλυτότητα, 2) στη βιολογική δράση και 3) στην 

εµφάνιση σουλφυδρυλοµάδων που πριν τη µετουσίωση δεν ήταν προσιτές σε 

χηµικά αντιδραστήρια. Οι επιπτώσεις στην πρώτη ιδιότητα θα διαπιστωθούν µε 

απ’ευθείας παρατήρηση διαλύµατος µυοσίνης που έχει θερµανθεί. 

 Η βιολογική δράση της µυοσίνης θα ελεγθεί προσδιορίζοντας την απελευθέ-

ρωση ορθοφωσφορικών από το ATP παρουσία µυοσίνης, σύµφωνα µε την εξί-

σωση 

2

µυοσίνη
ATP H O ΑDP Pi+ → +  . 

 Το ποσό των φωσφορικών που απελευθερώνεται είναι ανάλογο της βιολογι-

κής δράσης της µυοσίνης. Όπως είναι γνωστό, τα ανόργανα φωσφορικά αντι-

δρούν µε µολυβδενικά ιόντα σε όξινο περιβάλλον και δηµιουργούν φωσφοµο-

λυβδενικό σύµπλοκο. Παρουσία κάποιου αναγωγικού παράγοντα π.χ. αµινο-

ναφθολσουφονικού οξέος (ANSA), το σύµπλοκο αυτό ανάγεται σε ένα µπλε 

παράγωγο που η ένταση του σε διάλυµα είναι ανάλογη προς τη συγκέντρωση 

του φωσφοµολυβδενικού συµπλόκου και ως εκ τούτου ανάλογη προς το ποσό 

των ανόργανων φωσφορικών. 

 Η ανίχνευση ελεύθερων σουλφυδρυλοµάδων στηρίζεται στην ιδιότητα τους 

να ανάγουν έναν οξειδοαναγωγικό δείκτη σύµφωνα µε την αντίδραση: 

R – SH + HS – R + δείκτης  →  R – S – S – R + δείκτης 

 (µε χρώµα) (χωρίς χρώµα) 

 Ο δείκτης που θα χρησιµοποιηθεί στην άσκηση είναι 2,6 διχλωροφαινολ-

ινδοφαινόλη που έχει έντονο µπλε χρώµα στην οξειδωµένη µορφή και γίνεται 

άχρωµος όταν αναχθεί. 

 

Εκτέλεση 

 Ετοιµάστε µια σειρά από δοκιµαστικούς σωλήνες όπως στον πίνακα 1.6. 

 Αφήστε τους σωλήνες 1, 2 και 5 σε θερµοκρασία δωµατίου. Τοποθετήστε 

τους σωλήνες 3 και 4 σε βραστό νερό για 4 λεπτά και µετά ψύξτε τους κάτω 
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από τη βρύση. Φυλάξτε τους σωλήνες 4, 5 και 6 για το πείραµα που ακολουθεί. 

Συγκρίνετε την ένταση του χρώµατος του δείκτη στους σωλήνες 1, 2 και 3. 

Καταγράψτε τις παρατηρήσεις σας. Ετοιµάστε 4 σωλήνες φυγόκεντρου όπως 

δείχνει ο πίνακας 1.7. 

 

Πίνακας 1.6 

 Προσδιορισµός –SH Προσδιορισµός ATP-άσης 

Αριθµός σωλήνα 1 2 3 4 5 6 

 ml ml ml ml ml ml 

KCl-µυοσίνη 0,0 1,0 1,0 2,0 2,0 1,0 

2,6 διχλωροφαινολ-

ινδοφαινόλη 

0,2 0,2 0,2 0,0 0,0 – 

Αποσταγµένο νερό 4,8 3,8 3,8 4,0 4,0 – 

8Μ ουρία – – – – – 1,0 

 

Πίνακας 1.7 

 Αριθµός σωλήνα 

Περιεχόµενο σωλήνων 1 2 3 4 

 ml ml ml ml 

Ρυθµιστικό διάλυµα 0,1 Μ  Tris-HCl pH 8.0 0,5 0,5 0,5 0,5 

0,1 M CaCl2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Αποσταγµένο νερό 0,5 0,5 0,5 1,0 

0,01 M ATP 0,3 0,3 0,3 0,3 

Μυοσίνη που θερµάνθηκε (σωλήνας 4 του πίνακα 1.6) – 0,5 – – 

Μυοσίνη (σωλήνας 5 του πίνακα 1.6) 0,5 – – – 

Μυοσίνη µε ουρία (σωλήνας 6 του πίνακα 1.6) – – 0,5 – 

 

 Βάλτε σε όλους τους σωλήνες πρώτα το ρυθµιστικό διάλυµα, µετά το χλω-

ριούχο ασβέστιο και στη συνέχεια το αποσταγµένο νερό και το ATP. Στη συνέ-
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χεια µεταφέρετε από 0,5 ml των διαλυµάτων µυοσίνης του πίνακα 1.6 όπως 

αναφέρεται στον πίνακα 1.7. Μετά από παραµονή 15 λεπτών ακριβώς σε υδα-

τόλουτρο 37οC, προσθέστε σε κάθε σωλήνα 0,2 ml 50% τριχλωροξικό οξύ 

(TCA). Φυγοκεντρήστε τους σωλήνες για 5 λεπτά στη µέγιστη ταχύτητα και 

ετοιµάστε µια νέα σειρά από δοκιµαστικούς σωλήνες όπως δείχνει ο πίνακας 

1.8. 

 

Πίνακας 1.8 

Αριθµός  

σωλήνα 

Όξινο  

µολυβ/κό  

(ml) 

H2O  

(ml) 

Υπερκείµενο  

(ml) 

Πρότυπο  

φωσφορικών  

1 µmol/ml  

(ml) 

ANSA  

(ml) 

1 1,2 7,8 0,5 – 0,5 

2 1,2 7,8 0,5 – 0,5 

3 1,2 7,8 0,5 – 0,5 

4 1,2 7,8 0,5 – 0,5 

5 (τυφλό) 1,2 8,3 – – 0,5 

6 1,2 7,8 – 0,5 0,5 

7 1,2 7,5 – 0,8 0,5 

8 1,2 7,3 – 1,0 0,5 

9 1,2 6,8 – 1,5 0,5 

 

 Προσθέστε πρώτα το διάλυµα H2SO4-µολυβδενικό και το νερό σε όλους 

τους σωλήνες. Στη συνέχεια µεταφέρετε από 0,5 ml στους σωλήνες 1 – 4 του 

πίνακα 1.8, από τους αντίστοιχους του πίνακα 1.7. Οι σωλήνες 6 – 9 του πίνακα 

1.8 θα σας δώσουν τα στοιχεία να κατασκευάσετε την πρότυπη καµπύλη των 

φωσφορικών. Τελευταίο προσθέστε το διάλυµα του αµινοναφθολσουλφονικού 

οξέος (ANSA) Μετά από 30 λεπτά προσδιορίστε την οπτική πυκνότητα των 

διαλυµάτων στα 660 nm. Μηδενίστε το φωτόµετρο µε το σωλήνα 5. Κατα-

σκευάστε την πρότυπη καµπύλη των φωσφορικών και από αυτήν προσδιορίστε 

το ποσό των φωσφορικών που απελευθερώθηκαν στους σωλήνες 1 – 4 του πει-

ράµατος του πίνακα 1.7. 

 




