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™KO¶O™ TøN A™KH™EøN ENZYMO§O°IA™

ÎÔfi˜ ÙˆÓ ·ÛÎ‹ÛÂˆÓ Â›Ó·È Ó· ÂÍÔÈÎÂÈˆıÂ› Ô ÊÔÈÙËÙ‹˜ ÌÂ ÙËÓ ÂÎ¯‡ÏÈÛË, ÙÔÓ

Î·ı·ÚÈÛÌfi Î·È ÙÔÓ ÔÛÔÙÈÎfi ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÂÓ˙‡ÌˆÓ. K·Ù¿ ÙË ‰È¿ÚÎÂÈ· ÙˆÓ

·ÛÎ‹ÛÂˆÓ EÓ˙˘ÌÔÏÔÁ›·˜ ı· Á›ÓÂÈ ÚÔÛ¿ıÂÈ·:

·) Ó· Î·ı·ÚÈÛÙÂ› ÌÂÚÈÎÒ˜ ¤Ó· ¤Ó˙˘ÌÔ, 

‚) Ó· ÌÂÏÂÙËıÂ› Ë ÎÈÓËÙÈÎ‹ ÙÔ˘ ÂÓ˙‡ÌÔ˘ ·ÚÔ˘Û›· Î·È ·Ô˘Û›· ·Ó·ÛÙÔÏ¤· Î·È 

Á) Ó· ÂÏÂÁ¯ıÂ› Ë Î·ı·ÚfiÙËÙ· ÙÔ˘ ·Ú·ÛÎÂ˘¿ÛÌ·ÙÔ˜ ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÛÂ Ë-

ÎÙ¤˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. 

E›ÛË˜ ı· Á›ÓÂÈ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÂÓ˙˘ÌÈÎ‹˜ ‰Ú·ÛÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÌÂ Ú·‰ÈÂÓÂÚÁfi

˘fiÛÙÚˆÌ·. EÈÏ¤¯ıËÎÂ Ó· ÌÂÏÂÙËıÂ› ·Ê’ ÂÓfi˜ Ë ÈÌ‚ÂÚÙ¿ÛË (‚-ÊÚÔ˘ÎÙÔÊÔ˘-

Ú·ÓÔÛÈ‰¿ÛË) ·fi ˙‡ÌË ÁÈ·Ù› Â›Ó·È Û¯ÂÙÈÎ¿ ÛÙ·ıÂÚfi ¤Ó˙˘ÌÔ Î·È ÌÔÚÔ‡Ó Ó· Á›-

ÓÔ˘Ó fiÏÂ˜ ÔÈ ‰ÈÂÚÁ·Û›Â˜ Î·ı·ÚÈÛÌÔ‡ ÛÂ ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘, ·Ê’ ÂÙ¤ÚÔ˘ Ë

·ÔÎ·Ú‚ÔÍ˘Ï¿ÛË ÙË˜ ÔÚÓÈı›ÓË˜ ·fi ÙÔ ‚·ÎÙ‹ÚÈÔ ÙË˜ E. coli ÁÈ·Ù› Ô ÌÈÎÚÔÔÚÁ·-

ÓÈÛÌfi˜ ·˘Ùfi˜ ÔÏÏ·Ï·ÛÈ¿˙ÂÙ·È Â‡ÎÔÏ· Î·È Ë ‰Ú·ÛÙÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ ÂÓ˙‡ÌÔ˘ ÛÙ·

ÂÎ¯˘Ï›ÛÌ·Ù· ·˘Ù¿ Â›Ó·È ·ÚÎÂÙ¿ ÛÙ·ıÂÚ‹.

E˘¯·ÚÈÛÙÒ ÙÔ˘˜ Û˘ÓÂÚÁ¿ÙÂ˜ ÌÔ˘ ÁÈ· ÙÈ˜ Â‡ÛÙÔ¯Â˜ ·Ú·ÙËÚ‹ÛÂÈ˜ ÙÔ˘˜ ˆ˜ Î·È

ÙÔÓ B.A. K˘ÚÈ·Î›‰Ë ÁÈ· ÙË ‰ÈfiÚıˆÛË ÙˆÓ ÎÂÈÌ¤ÓˆÓ.

K¿ıÂ ˘fi‰ÂÈÍË ‹ ÎÚÈÙÈÎ‹ Â›Ó·È Â˘ÚfiÛ‰ÂÎÙË.

¢.A. K˘ÚÈ·Î›‰Ë˜
£ÂÛÛ·ÏÔÓ›ÎË, ºÂ‚ÚÔ˘¿ÚÈÔ˜ 2000
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¶O™OTIKO™ ¶PO™¢IOPI™MO™ ¶PøTE´NøN

ÔÛÔÙÈÎfi˜ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÌÔÚÂ› Ó· Á›ÓÂÈ Â›ÙÂ ·Â˘ıÂ›·˜ ÌÂ Ì¤-

ÙÚËÛË ÙË˜ ÔÙÈÎ‹˜ ·ÔÚÚfiÊËÛË˜ ÛÙ· 280 nm ‹ ÌÂ ‰È¿ÊÔÚÂ˜ ÌÂıfi‰Ô˘˜ Û¯Ë-

Ì·ÙÈÛÌÔ‡ ¯ÚÒÌ·ÙÔ˜.

º·ÛÌ·ÙÔÌÂÙÚÈÎfi˜ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÙÔ˘ Ê·ÛÌ·ÙÔÌÂÙÚÈÎÔ‡ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌÔ‡ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ÛÙËÚ›˙ÂÙ·È ÛÙËÓ

È‰ÈfiÙËÙ· ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Ó· ·ÔÚÚÔÊÔ‡Ó ÛÙËÓ ˘ÂÚÈÒ‰Ë ÂÚÈÔ¯‹ ÌÂ Ì¤ÁÈÛÙÔ ÛÙ·

280 nm, ÏfiÁˆ ÙË˜ ·ÚÔ˘Û›·˜ ÙˆÓ ·ÚˆÌ·ÙÈÎÒÓ ·ÌÈÓÔÍ¤ˆÓ Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ Î·È Î˘Ú›ˆ˜

ÙÚ˘ÙÔÊ¿ÓË˜. H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ¤¯ÂÈ ·ÚÎÂÙ¿ ÌÂÈÔÓÂÎÙ‹Ì·Ù· fiˆ˜ ÙË ÌË ÈÎ·ÓÔÔÈËÙÈ-

Î‹ ·ÎÚ›‚ÂÈ· Î·È ÂÍÂÈ‰›ÎÂ˘ÛË, ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ Î·È ¿ÏÏÂ˜ Ô˘Û›Â˜ ÂÎÙfi˜ ·fi ÙÈ˜

ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ·ÔÚÚÔÊÔ‡Ó ÛÙ· 280 nm. Œ¯ÂÈ fiÌˆ˜ ÙÔ ÌÂÁ¿ÏÔ ÏÂÔÓ¤ÎÙËÌ· fiÙÈ

Î·Ù¿ ÙË Ì¤ÙÚËÛË ÙÔ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎfi ·Ú·ÛÎÂ‡·ÛÌ· ‰ÂÓ Î·Ù·ÛÙÚ¤ÊÂÙ·È. K·ı·Ú¿

‰È·Ï‡Ì·Ù· ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË˜ 1 mg/ml ÚˆÙÂ˝ÓË˜, ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ·ÔÚ-

ÚfiÊËÛË ÛÙ· 280 nm ÂÚ›Ô˘ 1,0 fiÙ·Ó ÚÔÛ‰ÈÔÚ›˙ÔÓÙ·È ÛÂ Î˘„ÂÏ›‰· 1 cm. T·

ÓÔ˘ÎÏÂ˚ÓÈÎ¿ ÔÍ¤· ÌÂ Ì¤ÁÈÛÙÔ ·ÔÚÚfiÊËÛË˜ ÛÙ· 260 nm ·ÚÔ˘ÛÈ¿˙Ô˘Ó ·ÚÎÂÙ‹

·ÔÚÚfiÊËÛË Î·È ÛÙ· 280 nm. MÔÚÂ› Ó· Á›ÓÔ˘Ó ÔÈ Î·Ù¿ÏÏËÏÂ˜ ‰ÈÔÚıÒÛÂÈ˜, ‰Â-

‰ÔÌ¤ÓÔ˘ fiÙÈ Í¤ÚÔ˘ÌÂ ÁÈ· Î·ı·Ú¤˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ô ÏfiÁÔ˜ ÙË˜ ·ÔÚÚfiÊËÛË˜ ÛÙÔ

280/260 nm Â›Ó·È ÂÚ›Ô˘ 1,75, ÂÓÒ ÁÈ· Î·ı·Ú¿ ÓÔ˘ÎÏÂ˚ÓÈÎ¿ ÔÍ¤· Ô ÏfiÁÔ˜

280/260 nm Â›Ó·È 0,5. Y¿Ú¯Ô˘Ó ›Ó·ÎÂ˜ Ô˘ ‰›‰Ô˘Ó ÙÈ˜ ÂÓ‰È¿ÌÂÛÂ˜ ÙÈÌ¤˜ Î·È

·ÓÙÈÛÙÔÈ¯Ô‡Ó ÛÂ Ì›ÁÌ·Ù· ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Î·È ÓÔ˘ÎÏÂ˚ÓÈÎÒÓ ÔÍ¤ˆÓ.

M¤ıÔ‰Ô˜ ‰ÈÔ˘Ú›·˜ (Biuret)

OÈ ÂÙÈ‰ÈÎÔ› ‰ÂÛÌÔ› ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ fiÙ·Ó ·ÓÙÈ‰Ú¿ÛÔ˘Ó ÌÂ ·Ú·Èfi ‰È¿Ï˘Ì·

ıÂÈ˚ÎÔ‡ ¯·ÏÎÔ‡ ÛÂ ·ÏÎ·ÏÈÎfi ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ Û¯ËÌ·Ù›˙Ô˘Ó ÂÛˆÙÂÚÈÎ¿ Û‡ÌÏÔÎ· ÌÂ

¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎfi ÈÒ‰Â˜ ¯ÚÒÌ·.  H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·Ó·Ê¤ÚÂÙ·È ˆ˜ Biuret Ì¤ıÔ‰Ô˜ ‰Èfi-

ÙÈ Ë ‰ÈÔ˘Ú›· ‰›ÓÂÈ ıÂÙÈÎ‹ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÌÂ ÙÔ ¯·ÏÎfi.

H Â˘·ÈÛıËÛ›· ÙË˜ ÌÂıfi‰Ô˘ ‰ÂÓ Â›Ó·È ÔÏ‡ ÈÎ·ÓÔÔÈËÙÈÎ‹ Î·È ··ÈÙÂ› ÁÈ· ÙÔ

Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi Û˘ÌÏfiÎÔ˘ 1-20 mg ÚˆÙÂ˝ÓË˜.

O
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M¤ıÔ‰Ô˜ Lowry ‹ Folin - Ciocalteu(5)

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·˘Ù‹ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ·fi ÙÔ 1951 ··ÈÙÂ› ÙËÓ ·Ú·ÛÎÂ˘‹

‰‡Ô ‰È·Ï˘Ì¿ÙˆÓ Î·È ¯ÚfiÓÔ ÂÚ›Ô˘ 1,5-2 ÒÚÂ˜. TÔ ¯ÚÒÌ· Ô˘ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ›Ù·È

‡ÛÙÂÚ· ·fi ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ÌÂ ÙÔ ·ÏÎ·ÏÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· ÙÔ˘ ¯·ÏÎÔ‡, fiˆ˜

ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ‰ÈÔ˘Ú›·˜, Î·È ÙËÓ ÂÚ·ÈÙ¤Úˆ ·Ó·ÁˆÁ‹ ÙˆÓ ÊˆÛÊÔÚÔÌÔÏ˘-

‚‰·ÈÓÈÎÒÓ Î·È ÊˆÛÊÔÚÔ‚ÔÏÊÚ·ÌÈÎÒÓ ·Ï¿ÙˆÓ ·fi ÙËÓ Ù˘ÚÔÛ›ÓË Î·È ÙÚ˘ÙÔ-

Ê¿ÓË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ. EÂÈ‰‹ ÔÈ ‰È¿ÊÔÚÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó ‰È¿ÊÔÚ· ÔÛ¿

Ù˘ÚÔÛ›ÓË˜ Î·È ÙÚ˘ÙÔÊ¿ÓË˜ ı· Ú¤ÂÈ Ó· ·Ó·Ê¤ÚÂÙ·È Ë ÚˆÙÂ˝ÓË ÌÂ ÙËÓ ÔÔ›·

‚Á·›ÓÂÈ Ë ÚfiÙ˘Ô˜ Â˘ıÂ›·. H Â˘·ÈÛıËÛ›· ÙË˜ ÌÂıfi‰Ô˘ ··ÈÙÂ› Ì¤¯ÚÈ Î·È 5 mg

ÚˆÙÂ˝ÓË˜.

M¤ıÔ‰Ô˜ Bradford(1)

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ Bradford ÛÙËÚ›˙ÂÙ·È ÛÙÔ ÁÂÁÔÓfi˜ fiÙÈ Ë ¯ÚˆÛÙÈÎ‹ Coomassie

Brilliant Blue G-250 ·ÏÏ¿˙ÂÈ ¯ÚÒÌ· fiÙ·Ó Û˘Ó‰¤ÂÙ·È ÌÂ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÛÂ ·Ú·È¿ fiÍÈ-

Ó· ‰È·Ï‡Ì·Ù·. TÔ Û‡ÌÏÔÎÔ ¯ÚˆÛÙÈÎ‹˜-ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ·ÔÚÚÔÊ¿ ÛÙ· 595 nm. H

Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·˘Ù‹ ¤¯ÂÈ Ù· ÂÍ‹˜ ÏÂÔÓÂÎÙ‹Ì·Ù·: 

·) Â›Ó·È ·Ï‹ ÁÈ·Ù› Ë Ì¤ÙÚËÛË Á›ÓÂÙ·È ·fi ·Ó¿ÌÂÈÍË ÙÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÙË˜ Úˆ-

ÙÂ˝ÓË˜ ÌÂ ¤Ó· ÌfiÓÔ ‰È¿Ï˘Ì· ¯ÚˆÛÙÈÎ‹˜, 

‚) Â›Ó·È ÔÏ‡ ÁÚ‹ÁÔÚË, 

O C

NH2

Cu++

OH–

NH2

‰ÈÔ˘Ú›·

ÂÙ›‰ÈÔ Û‡ÌÏÔÎÔ ÂÙÈ‰›Ô˘ - ‰ÈÔ˘Ú›·˜

NH2

O C

CH CHR

N H

R

NH

O C

C

O

NH

O C

N H

O C

O C

NH2

NH2

Û‡ÌÏÔÎÔ ‰ÈÔ˘Ú›·˜

NH

O C Cu++

Cu++

C O

NH2

NH2

NH

C O

Cu++

OH–
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Á) Â›Ó·È ÔÏ‡ Â˘·›ÛıËÙË ÁÈ·Ù› ÂÈÙÚ¤ÂÈ ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi Ì¤¯ÚÈ Î·È 1 mg Úˆ-

ÙÂ˝ÓË˜ Î·È 

‰) ÔÈ ·Ú¿ÁÔÓÙÂ˜ Ô˘ ÙËÓ ·ÚÂÌÔ‰›˙Ô˘Ó Â›Ó·È ÔÏ‡ ÏÈÁfiÙÂÚÔÈ.

Afi Î¿ıÂ Ì›ÁÌ· ÌÂÙ·Ê¤ÚÔ˘ÌÂ ÔÚÈÌ¤Ó· ml (.¯. 100 ml) ÂÓ˙˘ÌÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·-

ÙÔ˜ ÛÂ ÛˆÏ‹Ó·, Û˘ÌÏËÚÒÓÂÙ·È ÛÙ· 2 ml ÌÂ ·ÂÛÙ·ÁÌ¤ÓÔ ÓÂÚfi Î·È ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È

2 ml ·ÓÙÈ‰Ú·ÛÙËÚ›Ô˘ Bradford. TÔ Ù˘ÊÏfi ÂÚÈ¤¯ÂÈ 2 ml H2O Î·È 2 ml ·ÓÙÈ‰Ú·-

ÛÙËÚ›Ô˘ Bradford. AÓ·ÎÈÓÒÓÙ·È Ù· ‰Â›ÁÌ·Ù· Î·È ‡ÛÙÂÚ· ·fi ÌÂÚÈÎ¿ ÏÂÙ¿ ÌÂ-

ÙÚÈ¤Ù·È Ë ·ÔÚÚfiÊËÛË ÛÙ· 595 nm. T· ‰Â›ÁÌ·Ù· ‰ÂÓ Ú¤ÂÈ Ó· ÌÂ›ÓÔ˘Ó ÂÚÈÛ-

ÛfiÙÂÚÔ ·fi 1 ÒÚ·. Afi ÙËÓ ÚfiÙ˘Ë Î·Ì‡ÏË ˘ÔÏÔÁ›˙ÔÓÙ·È Ù· mg ÚˆÙÂ˝ÓË˜

ÙÔ˘ Î¿ıÂ ÂÓ˙˘ÌÈÎÔ‡ ·Ú·ÛÎÂ˘¿ÛÌ·ÙÔ˜.

¶·Ú·ÛÎÂ˘‹ ÙÔ˘ ·ÓÙÈ‰Ú·ÛÙËÚ›Ô˘ Bradford: ¢È·Ï‡ÔÓÙ·È 0,2 gr Coomassie

Brilliant Blue G250 ÛÂ 200 ml H3PO4 85%. AÓ·‰Â‡ÂÙ·È Î·Ï¿ ÁÈ· Ì›· Ó‡¯Ù· Î·È

ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ·Ú·ÈÒÓÂÙ·È ÌÂ H2O Ì¤¯ÚÈ 1 lit. ¢ÈËıÂ›Ù·È Î·È Ê˘Ï¿ÛÛÂÙ·È ÛÂ ıÂÚ-

ÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘.
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XPøMATO°PAºIKE™ TEXNIKE™

¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›·, Ì›· ·’ ÙÈ˜ Î·Ï‡ÙÂÚÂ˜ ÙÂ¯ÓÈÎ¤˜ ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ

Î·È ÁÂÓÈÎ¿ ‚ÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÌÔÚ›ˆÓ, ·Ó·Ù‡¯ıËÎÂ ÌÂ ÂÍ·ÈÚÂÙÈÎ‹ Ù·¯‡ÙËÙ· Ù· ÙÂ-

ÏÂ˘Ù·›· ÂÓ‹ÓÙ· ¯ÚfiÓÈ·. ™ÙË ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· Ù· Û˘ÛÙ·ÙÈÎ¿ ÙÔ˘ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎÔ‡ ÂÎ-

¯˘Ï›ÛÌ·ÙÔ˜ ‰È·¯ˆÚ›˙ÔÓÙ·È ÏfiÁˆ ÙË˜ ¯ËÌÈÎ‹˜ Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ·˜ ÚÔ˜ ÙË ÛÙÂÚÂ¿ Ê¿ÛË

(ÛÙ‹ÏÂ˜ ÚÔÛÚfiÊËÛË˜, ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜ ÈfiÓÙˆÓ Î.Ï.) ‹ ÙËÓ ÎÈÓÔ‡ÌÂÓË Ê¿ÛË (·¤ÚÈÔ˜

‹ ˘ÁÚ‹ ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›·).

H ÂÈÏÔÁ‹ ÙÔ˘ ÛÙÂÚÂÔ‡ ÊÔÚ¤· ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ·fi ÙËÓ ›‰È· ÙËÓ Ê‡ÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ-

˚ÓÒÓ Ô˘ ÚfiÎÂÈÙ·È Ó· ‰È·¯ˆÚÈÛÙÔ‡Ó. £· Ú¤ÂÈ Ó· Ï·Ì‚¿ÓÔÓÙ·È ˘fi„Ë ÙÔ ÌÂ-

Á¤ıÔ˜ ÙˆÓ ÛÊ·ÈÚÈ‰›ˆÓ ÙÔ˘ ÊÔÚ¤·, Ë ÂÈÊ¿ÓÂÈ· ÙÔ˘ ÊÔÚ¤·, Ë ¯ËÌÈÎ‹ Û‡ÛÙ·ÛË

Î·ıÒ˜ Î·È Ô ÏfiÁÔ˜ ÙˆÓ ˘‰ÚfiÊÔ‚ˆÓ ÚÔ˜ ÙÈ˜ ˘‰ÚfiÊÈÏÂ˜ ÔÌ¿‰Â˜ Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ Ô

ÊÔÚ¤·˜. ø˜ ÊÔÚÂ›˜ ÁÈ· ÙËÓ Î·ı‹ÏˆÛË ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ¤¯Ô˘Ó ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÔ ¯ÚËÛÈÌÔ-

ÔÈËıÂ› Ë Î˘ÙÙ·Ú›ÓË, Ù· ‰ÂÍÙÚ¿ÓÈ·, Ë ·Á·Úfi˙Ë Î·È ÙÔ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ.

XÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· ÚÔÛÚfiÊËÛË˜

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·˘Ù‹ ÛÙËÚ›˙ÂÙ·È ÛÙË Ê˘ÛÈÎ‹ ÚÔÛÚfiÊËÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÛÙËÓ

ÂÈÊ¿ÓÂÈ· ÙÔ˘ ·‰È¿Ï˘ÙÔ˘ ÊÔÚ¤·. Œ¯Ô˘Ó ¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÂ› ·ÓfiÚÁ·ÓÔÈ ÊÔÚÂ›˜

(·ÏÔ˘Ì›Ó·, ˘‰ÚÔÍ˘··Ù›ÙË˜, Î·ÔÏ›ÓË˜, ÊˆÛÊÔÚÈÎfi ·Û‚¤ÛÙÈÔ, ÌÂÓÙÔÓ›ÙË˜) Î·È

ÔÚÁ·ÓÈÎÔ› ÊÔÚÂ›˜ (ÂÓÂÚÁfi˜ ¿ÓıÚ·Î·˜, ¿Ì˘ÏÔ, ÎÔÓÎ·Ó·‚·Ï›ÓË A, Î˘ÙÙ·Ú›ÓË).

MÂÈÓ¤ÎÙËÌ· ·˘Ù‹˜ ÙË˜ ÌÂıfi‰Ô˘ Â›Ó·È fiÙÈ ÔÏÏ¤˜ ÚÔÛÚÔÊËÌ¤ÓÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜

·ÔÎÔÏÏÒÓÙ·È Â‡ÎÔÏ·, ÁÈ·Ù› ÔÈ ‰˘Ó¿ÌÂÈ˜ ÚÔÛÚfiÊËÛË˜ Â›Ó·È ÔÏ‡ ·ÛıÂÓÂ›˜.

Œ¯ÂÈ fiÌˆ˜ ÙÔ ÏÂÔÓ¤ÎÙËÌ· ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ÙˆÓ ÂÓ˙‡ÌˆÓ, ÁÈ·Ù› ÂÏ¿¯ÈÛÙË ‹ Û¯Â-

‰fiÓ Î·Ì›· ·ÏÏ·Á‹ ÛÙË ‰ÔÌ‹ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ‹ ÙÔ˘ ÂÓÂÚÁÔ‡ Î¤ÓÙÚÔ˘ ‰ÂÓ ·Ú·ÙË-

ÚÂ›Ù·È.

XÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· ÈÔÓÈÎ‹˜ ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜

OÈ ÈÔÓÈÎÔ› ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙÂ˜ ·ÔÙÂÏÔ‡ÓÙ·È ·fi ¤Ó· ˘ÏÈÎfi Ô˘ Â›Ó·È ·‰È¿Ï˘ÙÔ ÛÙÔ

ÓÂÚfi Î·È ÂÚÈ¤¯ÂÈ ËÏÂÎÙÚÈÎ¿ ÊÔÚÙÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÔÌ¿‰Â˜, Û˘Ó‰Â‰ÂÌ¤ÓÂ˜ ÔÌÔÈÔÔÏÈÎ¿

ÌÂ ÙÔ Ï¤ÁÌ· ÙÔ˘. OÈ ÊÔÚÙÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÔÌ¿‰Â˜ ÙÔ˘ ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙË ÌÔÚÔ‡Ó Ó· ‰ÂÛÌÂ‡-

Ô˘Ó ·ÌÊ›‰ÚÔÌ· ·fi ÙÔ ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ ÈfiÓÙ· ·ÓÙÈı¤ÙÔ˘ ÊÔÚÙ›Ô˘. ŒÙÛÈ ÔÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜

ˆ˜ ÌÂÁ·ÏÔÌfiÚÈ· ÌÂ ‰È¿ÊÔÚ· ÊÔÚÙ›· ı· ‰ÂÛÌÂ‡ÔÓÙ·È Î·È ı· ‰È·¯ˆÚ›˙ÔÓÙ·È ÌÂ

ÙÈ˜ ÛÙ‹ÏÂ˜ ÈÔÓÈÎ‹˜ ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜ ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ÔÛfi ÙˆÓ ËÏÂÎÙÚÈÎÒÓ ÙÔ˘˜ ÊÔÚ-

Ù›ˆÓ. ŸÙ·Ó Ô ÊÔÚ¤·˜ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÔÌ¿‰Â˜ ıÂÙÈÎ¿ ÊÔÚÙÈÛÌ¤ÓÂ˜ Î·È Û˘ÓÂÒ˜ ‰Â-

ÛÌÂ‡ÂÈ ·ÚÓËÙÈÎ¿ ÊÔÚÙÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÔÓÔÌ¿˙ÂÙ·È ·ÓÈÔÓÈÎfi˜ ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙË˜
Î·È Ë ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· ·ÓÈÔÓÈÎ‹˜ ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜. H ·ÓÙ›ÛÙÚÔÊË ‰È·‰ÈÎ·Û›·, fiÙ·Ó

H
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‰ËÏ·‰‹ Ô ÊÔÚ¤·˜ ÂÚÈ¤¯ÂÈ ·ÚÓËÙÈÎ¿ ÊÔÚÙÈÛÌ¤ÓÂ˜ ÔÌ¿‰Â˜ ÔÓÔÌ¿˙ÂÙ·È Î·ÙÈÔÓÈ-
Îfi˜ ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙË˜ Î·È Ë ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· Î·ÙÈÔÓÈÎ‹˜ ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜ (¶›Ó·Î·˜ 1).

¶›Ó·Î·˜ 1

¶ÚÈÓ ·fi Î¿ıÂ ¯Ú‹ÛË ÔÈ ·ÓÈÔÓÈÎÔ› ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙÂ˜ ÚÂÙÔÈÌ¿˙ÔÓÙ·È ˆ˜ ÂÍ‹˜:

AÈˆÚÔ‡ÓÙ·È ‰È·‰Ô¯ÈÎ¿ ÛÂ 0,5 N NaOH, 0,5 N HCl Î·È 0,5 N NaOH. MÂÙ¿ ·fi

Î¿ıÂ ·ÈÒÚËÛË Ï¤ÓÔÓÙ·È ¿Óˆ ÛÂ ¯ˆÓ› Buchner ÌÂ ¿ÊıÔÓÔ ÓÂÚfi Ì¤¯ÚÈ Ó· ÛÙ·-

ıÂÚÔÔÈËıÂ› ÙÔ pH. T¤ÏÔ˜ ·ÈˆÚÔ‡ÓÙ·È ÛÂ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· Ô˘ ÚfiÎÂÈÙ·È Ó·

¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÔ‡Ó. H Î·ÙÂÚÁ·Û›· ·˘Ù‹ ÔÓÔÌ¿˙ÂÙ·È ·Ó·Á¤ÓÓËÛË ÙÔ˘ ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙË.

K·Ï¿ ·Ó·ÁÂÓÓËÌ¤ÓÔÈ ·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙÂ˜ ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È ÛÂ ÛÙ‹ÏË ÂÈı˘ÌËÙÔ‡ ÌÂÁ¤-

CH2CHCH2OCH2CH2N

CH2 CH2CH2OH
CH3

CH3

N+

·ÓÈÔÓÈÎfi˜

(·ÛıÂÓ‹˜)

·ÓÈÔÓÈÎfi˜

(·ÛıÂÓ‹˜)

Î·ÙÈÔÓÈÎfi˜

(·ÛıÂÓ‹˜)

Î·ÙÈÔÓÈÎfi˜

(ÈÛ¯˘Úfi˜)

Î·ÙÈÔÓÈÎfi˜

(ÈÛ¯˘Úfi˜)

·ÓÈÔÓÈÎfi˜

(ÈÛ¯˘Úfi˜)

·ÓÈÔÓÈÎfi˜

(ÈÛ¯˘Úfi˜)

·ÓÈÔÓÈÎfi˜

(·ÛıÂÓ‹˜)

Dowex 2

Dowex 50

DEAE-Î˘Ù·Ú›ÓË ‹

DEAE-Sephadex

Octylamino-Sephadex

P–Î˘ÙÙ·Ú›ÓË

HN(CH2)8NH3

CM–Î˘ÙÙ·Ú›ÓË

TEAE-Î˘ÙÙ·Ú›ÓË

ECTEOLA-Î˘ÙÙ·Ú›ÓË

OH

P O–O

O–

O

+

+

H

C2H4OH

C2H4OH

OCH2COO–

EÓÂÚÁfi˜ ÔÌ¿‰·ŸÓÔÌ· ÊÔÚ¤·
I‰ÈfiÙËÙ·

·ÓÙ·ÏÏ¿ÎÙË

SO3
–

H
C2H5

C2H5

OCH2CH2N+

C2H5

C2H5

C2H5

OCH2CH2N+
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ıÔ˘˜. ŸÙ·Ó Ë ÛÙ‹ÏË ÏËÚˆıÂ›, ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· ÙÔ˘Ï¿¯ÈÛÙÔÓ

5 ÊÔÚ¤˜ ÙÔÓ fiÁÎÔ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜. ¶ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÙÔ ‰Â›ÁÌ· Î·È Î·ÙfiÈÓ

ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È Ì¤¯ÚÈ˜ fiÙÔ˘ Ë ·ÔÚÚfiÊËÛË ÊÙ¿ÛÂÈ ÛÙÔ ÌË‰¤Ó. OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Ô˘ ‰Â-

ÛÌÂ‡ÙËÎ·Ó ·fi ÙË ÛÙ‹ÏË ÌÔÚÂ› Ó· ÂÎÏÔ˘ÛıÔ‡Ó Â›ÙÂ ÌÂ ·˘Í·ÓfiÌÂÓÂ˜ Û˘ÁÎÂ-

ÓÙÚÒÛÂÈ˜ ·Ï¿ÙˆÓ (NaCl ‹ KCl) ‹ ÌÂÙ·‚¿ÏÏÔÓÙ·˜ ÙÔ pH ÙÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜.

XÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· ÌÔÚÈ·Î‹˜ ‰È‹ıËÛË˜

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÛÙËÚ›˙ÂÙ·È ÛÙÈ˜ È‰ÈfiÙËÙÂ˜ ÙˆÓ ÔÏ˘ÌÂÚÒÓ ‰ÂÍÙÚ·Ó›ˆÓ ‹ ·ÎÚ˘Ï·-

ÌÈ‰›ˆÓ Ó· ÂÈÙÚ¤Ô˘Ó ‹ Ó· ·ÔÎÏÂ›Ô˘Ó ÙË ‰È¤ÏÂ˘ÛË ÌÔÚ›ˆÓ Ì¤Ûˆ ÙˆÓ ÛÊ·ÈÚÈ-

‰›ˆÓ ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜, ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ‚·ıÌfi ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌÔ‡ ÙÔ˘˜. OÈ ÌÂÁ¿ÏÔ˘

ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ‚¿ÚÔ˘˜ Ô˘Û›Â˜ ‚Á·›ÓÔ˘Ó ÚÒÙÂ˜ ·fi ÙË ÛÙ‹ÏË Î·È ·ÎÔÏÔ˘ıÔ‡Ó ÔÈ ÌÈ-

ÎÚfiÙÂÚÔ˘ ÌÔÚÈ·ÎÔ‡ ‚¿ÚÔ˘˜ Ô˘Û›Â˜. H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·˘Ù‹ Ì·˜ ÂÈÙÚ¤ÂÈ Ó· ÚÔÛ-

‰ÈÔÚ›˙Ô˘ÌÂ Î·È ÙÔ ÌÔÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜ ‰È·ÊfiÚˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ.

H ‰ÔÌ‹ ÙÔ˘ Sephadex (‰ÂÍÙÚ¿ÓË, ÔÏ˘ÁÏ˘Îfi˙Ë), Â›Ó·È Ë Î¿ÙˆıÈ:

CH2

OH H

HH OH

H

HO

O

O

O

O
O

O CH2

H

HH

H O

HO
OH H

H

O CH2

CH2

CH2

CH2

O

HOH

H

HO

H H

HC OH

H

H

H

H OH

HO

H

HO

OH H

O CH2

OH

OHH

H

H
H

OO

O

O
H

HH

H OH
O

OH H
O

CH2

CH2

OH

CH2

HC OH

O
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T· ˘ÏÈÎ¿ ÁÈ· ÙÈ˜ ÛÙ‹ÏÂ˜ ÌÔÚÈ·Î‹˜ ‰È‹ıËÛË˜ Ú¤ÂÈ Ó· ·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó ÛÂ ·ÈÔ-

ÓÈÛÌ¤ÓÔ ÓÂÚfi ·fi 1 Ì¤¯ÚÈ 4 ËÌ¤ÚÂ˜ ‹ Ó· ıÂÚÌ·›ÓÔÓÙ·È ÛÙÔ˘˜ 90 ÆC ·fi 1 Ì¤¯ÚÈ

4 ÒÚÂ˜, ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ‚·ıÌfi ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌÔ‡ ÙˆÓ ÛÊ·ÈÚÈ‰›ˆÓ. AÔ¯‡ÓÔÓÙ·È Ù·

ÌÈÎÚ¿ ÛÊ·ÈÚ›‰È· ÙÔ˘ ˘ÂÚÎÂÈÌ¤ÓÔ˘ 3-4 ÊÔÚ¤˜, Á›ÓÂÙ·È ··¤ÚˆÛË Î·È Ë ÛÙ‹ÏË

Û˘Ó‹ıˆ˜ ÏËÚÒÓÂÙ·È ÛÙË ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ‰ˆÌ·Ù›Ô˘. T¤ÏÔ˜ Ë ÛÙ‹ÏË ÍÂÏ¤ÓÂÙ·È ÌÂ

ÙÔ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· fiÁÎÔ˘ ÙÔ˘Ï¿¯ÈÛÙÔÓ 2 ÊÔÚ¤˜ ÙÔÓ fiÁÎÔ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜.

H ÚÔ‹ ÛÙË ÛÙ‹ÏË ÂÏ¤Á¯ÂÙ·È Â›ÙÂ ÌÂ ‰È·ÊÔÚ¿

ÙË˜ ˘‰ÚÔÛÙ·ÙÈÎ‹˜ ›ÂÛË˜ ‹ ÌÂ ·ÓÙÏ›·. H ·ÎÚÈ‚‹˜

ÚÔ‹ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜ ¤¯ÂÈ ÛËÌ·Û›· ÙfiÛÔ ÁÈ· ÙÔÓ Î·Ïfi

‰È·¯ˆÚÈÛÌfi fiÛÔ Î·È ÁÈ· ÙËÓ Â·Ó·ÏË„ÈÌfiÙËÙ·

ÙË˜ ÌÂıfi‰Ô˘.

TÔ ‰Â›ÁÌ· (Û˘Ó‹ıˆ˜ 2-5 ml) ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ÚÔ-

ÛÂÎÙÈÎ¿ ¿Óˆ ÛÙË ÛÙ‹ÏË, ·Ê‹ÓÂÙ·È Ó· ÂÚ¿ÛÂÈ

Ì¤Û· ÛÙËÓ ËÎÙ‹ Î·È ·Ì¤Ûˆ˜ ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È 5-10

ml ÙÔ˘ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜. H ÛÙ‹ÏË ÛÙË Û˘-

Ó¤¯ÂÈ· Û˘Ó‰¤ÂÙ·È ÌÂ ÙÔ ÚÂ˙ÂÚ‚Ô˘¿Ú ÙË˜ ÛÙÔ Î·-

ıÔÚÈÛÌ¤ÓÔ ‡„Ô˜ Î·È Ë Û˘ÏÏÔÁ‹ ÙˆÓ ÎÏ·ÛÌ¿ÙˆÓ

Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ·˘ÙfiÌ·ÙÔ ÎÏ·ÛÌ·ÙÔÛ˘ÏÏ¤ÎÙË.

E¿Ó ÚÔÛÙÂıÂ› ¤Ó· Ì›ÁÌ· ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ .¯. 10

mg/ml ·Ï‚Ô˘Ì›ÓË˜ MB = 67.000, 10 mg/ml o‚·Ï-

‚Ô˘Ì›ÓË˜ MB = 43.000, 10 mg/ml Î˘Ùfi¯ÚˆÌ·

c MB = 12.300 Î·È 5 mg/ml K2CrO4 MB = 200

·fi Ì›· ÛÙ‹ÏË ÌÂ ˘ÏÈÎfi Ï‹ÚˆÛË˜ Sephadex G75

ı· ¿ÚÔ˘ÌÂ ÙÔ ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi Ô˘ Ê·›ÓÂÙ·È ÛÙÔ ™¯‹Ì· 1.

™¯‹Ì· 1. ¢È·¯ˆÚÈÛÌfi˜ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÛÂ ÛÙ‹ÏË ÌÔÚÈ·Î‹˜ ‰È‹ıËÛË˜ Sephadex G75.

E¿Ó Á›ÓÂÈ ÌÈ· ¿ÏÏË ÁÚ·ÊÈÎ‹ ·Ú¿ÛÙ·ÛË ÛÂ ËÌÈÏÔÁ·ÚÈıÌÈÎfi ¯·ÚÙ› fiÔ˘ ÛÙÔÓ

Î¿ıÂÙÔ ¿ÍÔÓ· ‚¿˙Ô˘ÌÂ Ù· MB ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Î·È ÛÙÔÓ ÔÚÈ˙fiÓÙÈÔ ÙÔÓ ·ÚÈıÌfi

ÎÏ¿ÛÌ·ÙÔ˜ Î¿ıÂ ÎÔÚ˘Ê‹˜, ‚Ï¤Ô˘ÌÂ fiÙÈ ·›ÚÓÔ˘ÌÂ Ì›· Â˘ıÂ›· ÁÚ·ÌÌ‹ (™¯‹-

0.2

™˘ÓÔÏÈÎfi˜ fiÁÎÔ˜

AÔÚÚfiÊËÛË
ÚˆÙÂ˝ÓË˜

280 nm 0.4

NÂÎÚfi˜ fiÁÎÔ˜

0.6

0.8

1.0
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Ì· 2). Afi ÙÔ ‰È¿ÁÚ·ÌÌ· ·˘Ùfi, ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÒÓÙ·˜ ÙËÓ ›‰È· ÛÙ‹ÏË ÌÂ ÙÈ˜ ›‰ÈÂ˜

Û˘Óı‹ÎÂ˜, ÌÔÚÔ‡ÌÂ Ó· ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê‹ÛÔ˘ÌÂ ¤Ó· ¿ÁÓˆÛÙÔ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎfi ÂÎ¯‡ÏÈ-

ÛÌ· Î·È Ó· ‚ÚÔ‡ÌÂ ÌÂ ·ÚÎÂÙ‹ ·ÎÚ›‚ÂÈ· ÙÔ ÌÔÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Î¿Ùˆ

·fi ÌË-ÌÂÙÔ˘ÛÈˆÙÈÎ¤˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜.

™¯‹Ì· 2. EÈÏÂÎÙÈÎ‹ Î·Ì‡ÏË ÌÔÚÈ·Î‹˜ ‰È‹ıËÛË˜ ÛÂ Sephadex G-200 Ô˘ ‰Â›¯ÓÂÈ ÙËÓ Î›-
ÓËÛË ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ Ì¤Û· ÛÙË ÛÙ‹ÏË K·Ó Û˘Ó·ÚÙ‹ÛÂÈ ÙÔ˘ MÔÚÈ·ÎÔ‡ B¿ÚÔ˘˜.

H ¯ÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›· ÌÔÚÈ·Î‹˜ ‰È‹ıËÛË˜ ‰È¤ÂÙ·È ·fi ·Ï¤˜ Ì·ıËÌ·ÙÈÎ¤˜ Û¯¤-

ÛÂÈ˜ Ô˘ ÔÏÏ¤˜ ÊÔÚ¤˜ Ì·˜ ‚ÔËıÔ‡Ó ÛÙËÓ ÂÍ·ÁˆÁ‹ Û˘ÌÂÚ·ÛÌ¿ÙˆÓ ÌÂ ·ÚÎÂÙ‹

·ÎÚ›‚ÂÈ·. Ÿˆ˜ Ê·›ÓÂÙ·È ÛÙÔ Û¯‹Ì· 3, Ô Û˘ÓÔÏÈÎfi˜ fiÁÎÔ˜ ÙÔ˘ ˘ÏÈÎÔ‡ Ï‹Úˆ-

ÛË˜ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜, Vt, ·ÔÙÂÏÂ›Ù·È ·fi ÙÔÓ ¯ÒÚÔ Ô˘ Î·Ù·Ï·Ì‚¿ÓÔ˘Ó Ù· ÛÊ·ÈÚ›-

‰È· ÙË˜ ËÎÙ‹˜, Vx, Î·È ÙÔ ¯ÒÚÔ Ô˘ Î·Ù·Ï·Ì‚¿ÓÂÈ ÙÔ ˘ÁÚfi Á‡Úˆ ·fi Ù· ÛÊ·È-

Ú›‰È·, Vo, Ô˘ ÔÓÔÌ¿˙ÂÙ·È Î·È ÓÂÎÚfi˜ fiÁÎÔ˜ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜ Î·È Â›Ó·È Û˘Ó‹ıˆ˜ ÙÔ

35% ÙÔ˘ Û˘ÓÔÏÈÎÔ‡ fiÁÎÔ˘ Vt .

Vt = Vo + Vx

O fiÁÎÔ˜ ¤ÎÏÔ˘ÛË˜, Vc, ÌÈ·˜ ‰È·ÏÂÏ˘Ì¤ÓË˜ Ô˘Û›·˜ Â›Ó·È ÙÔ ÔÛfi ÙÔ˘ ‰È·Ï‡-

Ì·ÙÔ˜ ¤ÎÏ˘ÛË˜ Ô˘ ‚Á·›ÓÂÈ ·fi ÙËÓ ÛÙ‹ÏË ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘ ¯ÚfiÓÔ˘ Ô˘ Ë ‰È·ÏÂÏ˘-

Ì¤ÓË Ô˘Û›· ÂÈÛ¤Ú¯ÂÙ·È ÛÙËÓ ÂÈÊ¿ÓÂÈ· ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜ Î·È ÙÔ˘ ¯ÚfiÓÔ˘ ÙË˜ ÂÌÊ¿ÓÈ-

ÛË˜ ÛÙÔ Í¤Ï˘Ì· ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜. ™ÙËÓ Ú¿ÍË ÙÔ Vc ÌÂÙÚ¿Ù·È ·fi ÙÔ Ì¤ÛÔÓ ÙË˜ ÎÔ-

Ú˘Ê‹˜ Ô˘ ÂÌÊ·Ó›˙ÂÙ·È Ë Ô˘Û›·. OÈ ·Ú¿ÌÂÙÚÔÈ ·˘ÙÔ› ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È Û˘Ó‹-

ıˆ˜ ÌÂ ÙÚÂÈ˜ ÙÚfiÔ˘˜ ÁÈ· Ó· ÂÚÈÁÚ¿„Ô˘Ó ÙÔ ‚·ıÌfi Î·Ù¿ ÙÔÓ ÔÔ›Ô Ì›· ‰È·ÏÂ-

Ï˘Ì¤ÓË Ô˘Û›· Î·ı˘ÛÙÂÚÂ› Ì¤Û· ÛÙËÓ ËÎÙ‹ ÙË˜ ÛÙ‹ÏË˜.

O Û¯ÂÙÈÎfi˜ fiÁÎÔ˜ ¤ÎÏÔ˘ÛË˜ ÈÛÔ‡Ù·È ÌÂ ÙÔ ÏfiÁÔ: �
V

V

o

c�

0.2

103 104 105 106

0.4

0.6

0.8

1.0

MÔÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜

K·Ó

Bacitracin

Myoglobin

Ovalbumin

Bovine serum albumin
Pyruvatc kinase

Thyroglobulin

Ribonuclease A

Chymotrypsinogen

Apoferritin
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™¯‹Ì· 3.

ÛÙ·ıÂÚ¿ Î·ı˘ÛÙ¤ÚËÛË˜ R, Ô˘ Â›Ó·È ÙÔ ·ÓÙ›ÛÙÚÔÊÔ ÙÔ˘ Û¯ÂÙÈÎÔ‡ fiÁÎÔ˘ ¤ÎÏÔ˘-

ÛË˜:

R = ��
V

V

o

c��
–1

= �
V

V

c

o�

Î·È Ô Û˘ÓÙÂÏÂÛÙ‹˜ Î·Ù·ÓÔÌ‹˜:

K·Ó = 
Vc – Vo�

Vx

VÔ Vx Vt
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H§EKTPOºOPH™H

ÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË Â›Ó·È Ë ‰ÈÂÚÁ·Û›· Î·Ù¿ ÙËÓ ÔÔ›· ÊÔÚÙÈÛÌ¤Ó· ÌfiÚÈ· fiˆ˜

DNA, RNA Î·È ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ËÏÂÎÙÚÈÎ¿ Â‰›· Ì¤Û· ÛÂ ‰È·Ï‡Ì·-

Ù· ‹ ËÎÙ¤˜. H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Ù· ÙÂÏÂ˘Ù·›· ¯ÚfiÓÈ· ¤¯ÂÈ ·Ó·Ù˘-

¯ıÂ› ¿Ú· ÔÏ‡ Î·È ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÁÈ· ÙÔ ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi ‹ Ù·˘ÙÔÔ›ËÛË fiÏˆÓ

ÙˆÓ ‚ÈÔÏÔÁÈÎÒÓ ÌÔÚ›ˆÓ. TÂÚ¿ÛÙÈÂ˜ ÂÊ·ÚÌÔÁ¤˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ ÛÂ ËÎÙ¤˜

¤¯Ô˘ÌÂ Î˘Ú›ˆ˜ Î·Ù¿ ÙÔÓ Î·ı·ÚÈÛÌfi ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ.

E¿Ó ¤Ó· ÌfiÚÈÔ ÌÂ ÊÔÚÙ›Ô q ÙÔÔıÂÙÂ›Ù·È ÛÂ ËÏÂÎÙÚÈÎfi Â‰›Ô, Ì›· ‰‡Ó·ÌË

ÂÊ·ÚÌfi˙ÂÙ·È Ë ÔÔ›· ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ·Ô ÙÔ ÊÔÚÙ›Ô ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ Î·È ÙËÓ ÈÛ¯‡ ÙÔ˘ Â-

‰›Ô˘. H Û¯¤ÛË ·˘Ù‹ ÂÎÊÚ¿˙ÂÙ·È ˆ˜ ÂÍ‹˜:

F = �
E

d
�qq

fiÔ˘ E Ë ‰È·ÊÔÚ¿ ‰˘Ó·ÌÈÎÔ‡ ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘ ËÏÂÎÙÚÔ‰›Ô˘ Î·È d Ë ·fiÛÙ·ÛË ÌÂÙ·-

Í‡ ÙÔ˘˜. O ÏfiÁÔ˜ �
E

d
� Û˘Ó‹ıˆ˜ ·Ó·Ê¤ÚÂÙ·È ˆ˜ ‰˘Ó·ÌÈÎfi ÙÔ˘ Â‰›Ô˘.

H ‰‡Ó·ÌË F, fiˆ˜ ÂÎÊÚ¿˙ÂÙ·È ·fi ÙËÓ ÂÍ›ÛˆÛË ÙÔ˘ Stokes, ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ·fi

ÙÔ Ì¤ÁÂıÔ˜ Î·È ÙÔ Û¯‹Ì· ÙÔ˘ ÌÔÚ›Ô˘ Î·È ÙÔ ÈÍÒ‰Â˜ ‰È¿ Ì¤Ûˆ ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ ÎÈÓÔ‡-

ÓÙ·È Ù· ÌfiÚÈ· F = 6rn˘ fiÔ˘ r Â›Ó·È Ë ·ÎÙ›Ó· ÙÔ˘ ÛÊ·ÈÚÈÎÔ‡ ÌÔÚ›Ô˘, n ÙÔ

ÈÍÒ‰Â˜ Î·È ˘ Ë Ù·¯‡ÙËÙ· ÌÂ ÙËÓ ÔÔ›· ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È Ù· ÌfiÚÈ·. ™˘ÓÂÒ˜:

�
E

d
� = 6rn˘

H Û¯¤ÛË ·˘Ù‹ ÌÔÚÂ› Ó· ÌÂÙ·ÙÚ·Â› ˆ˜ ÂÍ‹˜:

˘ = 

Ô˘ ‰Â›¯ÓÂÈ fiÙÈ Ë Ù·¯‡ÙËÙ· Î›ÓËÛË˜ ÙˆÓ ÌÔÚ›ˆÓ Â›Ó·È ·Ó¿ÏÔÁÔ˜ ÙË˜ Ù¿ÛË˜ Î·È

ÙÔ˘ ÊÔÚÙ›Ô˘ ÙˆÓ ÌÔÚ›ˆÓ ·ÏÏ¿ Â›Ó·È ·ÓÙÈÛÙÚfiÊˆ˜ ·Ó¿ÏÔÁÔ˜ ÙÔ˘ ÌÂÁ¤ıÔ˘˜ ÙÔ˘

ÌÔÚ›Ô˘ Î·È ÙÔ˘ ÈÍÒ‰Ô˘˜ ÙÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜. EÊfiÛÔÓ Î¿ıÂ ÌfiÚÈÔ ·Ó·Ì¤ÓÂÙ·È Ó·

¤¯ÂÈ ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÙÈÎfi Ì¤ÁÂıÔ˜ Î·È ÊÔÚÙ›Ô, ÌÂÙ·Ó·ÛÙÂ‡ÂÈ ÛÂ Û˘ÁÎÂÎÚÈÌ¤ÓË ı¤ÛË

Ì¤Û· ÛÙÔ ËÏÂÎÙÚÈÎfi Â‰›Ô ÁÈ· ‰Â‰ÔÌ¤ÓÔ ¯ÚfiÓÔ.

HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÛÂ ËÎÙ¤˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÔÊfiÚËÛË˜ ÛÂ ËÎÙ¤˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÈÌÈ‰›Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›-

Ù·È ÁÈ· ÙÔ ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ‹ ÓÔ˘ÎÏÂ˚ÓÈÎÒÓ ÔÍ¤ˆÓ, ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ÌÔ-

ÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜ Î·È ÙÔ ÊÔÚÙ›Ô ÙÔ˘˜.

T· ËÎÙÒÌ·Ù· ÙÔ˘ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÈÌÈ‰›Ô˘ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÔ‡ÓÙ·È ÌÂ ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌfi ÙÔ˘

Eqq
�
6qdqqrqn

H
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·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ Î·È ÙÔ˘ N, N¢ ÌÂı˘ÏÂÓÔ‰ÈÛ·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘.

TÔ Ì¤ÁÂıÔ˜ ÙˆÓ fiÚˆÓ ÙÔ˘ ÔÏ˘ÌÂÚÔ‡˜ Ô˘ ÚÔÎ‡ÙÂÈ Â›Ó·È Û˘Ó¿ÚÙËÛË ÙÔ˘

‚·ıÌÔ‡ ÙÔ˘ ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌÔ‡, Ô ÔÔ›Ô˜ ÔÈÎ›ÏÂÈ ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÈ˜ Û˘ÁÎÂÓÙÚÒÛÂÈ˜

ÙˆÓ ÌÔÓÔÌÂÚÒÓ. H ·ÓÙ›‰Ú·ÛË ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌÔ‡ ·Ú¯›˙ÂÈ ÌÂ ÙËÓ ÚÔÛı‹ÎË ÙÔ˘ ˘ÂÚ-

ıÂÈ˚ÎÔ‡ ·ÌÌˆÓ›Ô˘ Ô˘ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ› ÂÏÂ‡ıÂÚÂ˜ Ú›˙Â˜:  S2O8
2– . 2SOñ�4 Ô˘ Ì·˙›

ÌÂ ÙÔ ÊˆÙÔ¯ËÌÈÎfi Î·Ù·Ï‡ÙË ÙÔ TEMED ‰È·‰›‰ÔÓÙ·È ÛÙÔ Û‡ÛÙËÌ· ÔÏ˘ÌÂÚÈ-

ÛÌÔ‡ Û‡ÌÊˆÓ· ÌÂ ÙËÓ ·ÓÙ›‰Ú·ÛË:

2SO4 nCH2 CH (CH2 2CH2CH NH )C+

CONH2 O

CH

CONH

CONH

CH CH CHCH2CH2

CH2

CONH

CONH

CONH

CONH

CONHCONH

CONH2CONH2

CONH2

CH2

CH2 CH2

CH CH CH CH CHCH2CH2 CH2 CH2

CH2

CH2

CH CH CH CHCH2CH CH2 CH2 CH2

CONHCONH2

CONH2

+

CH2 NH2CH

AÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ TÂÙÚ·ÌÂı˘ÏÂÓÔ‰È·Ì›ÓË (TEDMED)

C

O

CH2 CH2 CH2NH NHCH CH

N, N¢ÌÂı˘ÏÂÓÔ‰ÈÛ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ

C

O

C

O

H3C CH3

H3C CH3

N NCH2 CH2
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MË - Û˘ÓÂ¯‹˜ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË(2)

H ËÏÂÎÙÚfiÊÔÚËÛË ÌÔÚÂ› Ó· Á›ÓÂÈ ÛÂ ‰‡Ô ÂÈ‰ÒÓ Û˘ÛÎÂ˘¤˜ (™¯‹Ì· 4). E›ÙÂ

™¯‹Ì· 4A. ™˘ÛÎÂ˘‹ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ ÛÂ Î˘ÏÈÓ‰ÚÈÎÔ‡˜ ÛˆÏ‹ÓÂ˜.

™¯‹Ì· 4B. ™˘ÛÎÂ˘‹ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ ÛÂ Â›Â‰Ë Ï¿Î·.

AÛÎ‹ÛÂÈ˜ EÓ˙˘ÌÔÏÔÁ›·˜22



ÛÂ Û˘ÛÎÂ˘‹ ÌÂ Î˘ÏÈÓ‰ÚÈÎÔ‡˜ ÛˆÏ‹ÓÂ˜ (Û¯‹Ì· 4A) ‹ ÛÂ Û˘ÛÎÂ˘‹ ÌÂ Â›Â‰Â˜

Á˘¿ÏÈÓÂ˜ Ï¿ÎÂ˜ (Û¯‹Ì· 4B). O ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌfi˜ ÙˆÓ ËÎÙˆÌ¿ÙˆÓ Á›ÓÂÙ·È ÛÂ Î˘-

ÏÈÓ‰ÚÈÎÔ‡˜ ÛˆÏ‹ÓÂ˜ (4¥100 mm). H Û‡ÛÙ·ÛË ÙÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÚÈÓ ÙÔÓ ÔÏ˘ÌÂ-

ÚÈÛÌfi Â›Ó·È 10% w/v ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ, 0,16% w/v ‰È˜-·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ, 0,35 M Tris-HCl

pH 8,9. O ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌfi˜ Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ÙËÓ ÚÔÛı‹ÎË ÛÂ ÙÂÏÈÎ‹ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË

0,023% v/v TEMED Î·È 0,07% w/v ˘ÂÚıÂÈ˚ÎÔ ·ÌÌÒÓÈÔ. AÊÔ‡ Á›ÓÂÈ Ô ÔÏ˘ÌÂ-

ÚÈÛÌfi˜, Û¯ËÌ·Ù›˙ÂÙ·È ‹ÎÙˆÌ· ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ ÙÔ ‡„Ô˜ Â›Ó·È 7,5 cm (‹ÎÙˆÌ· ‰È·-

¯ˆÚÈÛÌÔ‡). ™ÙËÓ Â¿Óˆ ÂÈÊ¿ÓÂÈ· ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ ÚÔÛÙ›ıÂÙ·È ‰È¿Ï˘Ì· Ô˘ Ë

Û‡ÛÙ·Û‹ ÙÔ˘ Â›Ó·È 4,5% w/v ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ, 0,21% w/v ‰È˜-·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ, 0,125 M

Tris-HCl pH 6,7. O ÔÏ˘ÌÂÚÈÛÌfi˜ ÙÔ˘ Ó¤Ô˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ÙËÓ ÚÔÛı‹-

ÎË TEMED Î·È ˘ÂÚıÂÈ˚ÎÔ‡ ·ÌÌˆÓ›Ô˘ ÛÙÈ˜ ÚÔËÁÔ‡ÌÂÓÂ˜ Û˘ÁÎÂÓÙÚÒÛÂÈ˜, ÌÂ

·ÔÙ¤ÏÂÛÌ· ÙÔ Û¯ËÌ·ÙÈÛÌfi ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ ÂÈÛÙÔ›‚·ÍË˜ Ô˘ ÙÔ ‡„Ô˜ ÙÔ˘ Â›-

Ó·È 1 cm.

H Û‡ÛÙ·ÛË ÙÔ˘ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Ô˘ ÚfiÎÂÈÙ·È Ó· ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚË-

ıÔ‡Ó Â›Ó·È 25 mM Tris-HCl pH 8,3 Î·È ÂÚÈ¤¯ÂÈ 20% v/v ÁÏ˘ÎÂÚ›ÓË˜ Î·È 0,02%

w/v Î˘·ÓÔ‡ ÙË˜ ‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜. H Û‡ÛÙ·ÛË ÙÔ˘ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ ËÏÂ-

ÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Â›Ó·È 190 mM ÁÏ˘Î›ÓË, 0,05 mM EDTA, 5 mM ‚-ÌÂÚÎ·ÙÔ·Èı·-

ÓfiÏË, 25 mM Tris-HCl pH 8,3.

H ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ·Ú¯›˙ÂÈ ÌÂ ÚÂ‡Ì· ¤ÓÙ·ÛË˜ 0,5 mM A/ËÎÙ‹. MÂÙ¿ ·fi 20

ÏÂÙ¿ ·ÓÂ‚·›ÓÂÈ ÛÙÔ 3 mM A/ËÎÙ‹. H ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË Û˘ÓÂ¯›˙ÂÙ·È Ì¤¯ÚÈ˜ fiÙÔ˘

Ë ¯ÚˆÛÙÈÎ‹ ÊÙ¿ÛÂÈ ÛÙËÓ ¤ÍÔ‰Ô ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜.

™ÙËÓ ·Ú¯‹ Ù· ·ÓÈfiÓÙ· ÁÏ˘Î›ÓË˜ ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È Ì¤Û· ÛÙÔ ‰Â›ÁÌ· Î·È ÛÙËÓ ËÎÙ‹

Û˘ÛÛÒÚÂ˘ÛË˜. EÎÂ› Ù· ·ÓÈfiÓÙ· ÁÏ˘Î›ÓË˜ ·ÓÙÈ‰ÚÔ‡Ó ÌÂ ÙÔ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì·

Tris-HCl ¯·ÌËÏfiÙÂÚÔ˘ pH Î·È ÙÈÙÏÔ‰ÔÙÔ‡ÓÙ·È. H ÙÈÙÏÔ‰fiÙËÛË ·˘Ù‹ ÌÂÈÒÓÂÈ ÙÔ

Ì¤ÛÔ ·ÚÓËÙÈÎfi ÊÔÚÙ›Ô ÙˆÓ ·ÓÈfiÓÙˆÓ Î·È ÙÔ˘˜ ÚÔÛ‰›‰ÂÈ ÌÈÎÚfiÙÂÚË ÎÈÓËÙÈÎfiÙË-

Ù·. AÓÙ›ıÂÙ·, ÛÙÔ pH 6,9 ÔÈ ÂÚÈÛÛfiÙÂÚÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÌÂÙ·Ê¤ÚÔ˘Ó ·ÚÎÂÙ¿ ÌÂÁ¿-

ÏÔ ·ÚÓËÙÈÎfi ÊÔÚÙ›Ô ÒÛÙÂ Ó· ˘ÂÚË‰Ô‡Ó ÙÈ˜ ‰˘Ó¿ÌÂÈ˜ ÙÚÈ‚‹˜ Î·È Ó· ·ÚÔ˘ÛÈ¿-

˙Ô˘Ó ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚË ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ· ·’ ·˘Ù‹ ÙˆÓ ÈfiÓÙˆÓ ÁÏ˘Î›ÓË˜. ŒÙÛÈ Á›ÓÂÙ·È Û˘Û-

ÛÒÚÂ˘ÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÈÔ ÌÚÔÛÙ¿ ·fi Ù· ÈfiÓÙ· ÁÏ˘Î›ÓË˜. OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ Î·-

ıÒ˜ ÂÈÛ¤Ú¯ÔÓÙ·È ÛÙËÓ ËÎÙ‹ ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡ ÙÈÙÏÔ‰ÔÙÔ‡ÓÙ·È ÛÂ pH 8,9 Î·È ÚÔ-

Î·ÏÂ›Ù·È Ì›· ˘ÛÙ¤ÚËÛË ÛÙËÓ ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ¿ ÙË˜ ÏfiÁˆ ÙÚÈ‚ÒÓ, Ô˘ ¤¯ÂÈ ˆ˜ ·ÔÙ¤-

ÏÂÛÌ· Î¿ıÂ ÚˆÙÂ˝ÓË Ó· ÌÂÙ·ÙÔ›˙ÂÙ·È ·Ó¿ÏÔÁ· ÌÂ ÙÔ ÊÔÚÙ›Ô Î·È ÙÔ Ì¤ÁÂıfi˜

ÙË˜ ÛÂ pH 8,9.

MÂ ‚¿ÛË Ù· ·Ú·¿Óˆ Î¿ıÂ ÚˆÙÂ˝ÓË ÍÂ¯ˆÚ›˙ÂÈ Î·È ÌÂÙ·ÎÈÓÂ›Ù·È ÛÂ ‰È·-

ÊÔÚÂÙÈÎfi ÛËÌÂ›Ô (™¯‹Ì· 5). O ·ÎÚÈ‚‹˜ Î·ıÔÚÈÛÌfi˜ ÙˆÓ ˙ˆÓÒÓ ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ

·ÓÈ¯ÓÂ‡ÂÙ·È ÌÂ ÔÏÏ¤˜ ÌÂıfi‰Ô˘˜ ‚·Ê‹˜.
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™¯‹Ì· 5. ¢È·¯ˆÚÈÛÌfi˜ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÌÂ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË Ì¤Ûˆ ÌË-Û˘ÓÂ¯Ô‡˜ ËÎÙ‹˜ Ô-
Ï˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô.

¶ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÂÓ˙˘ÌÈÎ‹˜ ‰Ú¿ÛË˜ ÌÂÙ¿ ÙËÓ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË

E¿Ó ı¤ÏÔ˘ÌÂ Ó· ÚÔÛ‰ÈÔÚ›ÛÔ˘ÌÂ Î·È ÂÓ˙˘ÌÈÎ‹ ‰Ú¿ÛË ÒÛÙÂ Ó· ‚ÚÂıÂ› ÛÂ

ÔÈ· ÚˆÙÂ˚ÓÈÎ‹ ˙ÒÓË ·ÓÙÈÛÙÔÈ¯Â› ÙÔ ¤Ó˙˘ÌÔ Ô˘ ÌÂÏÂÙÔ‡ÌÂ, ÔÚÈÛÌ¤ÓÂ˜ ·fi ÙÈ˜

ËÎÙ¤˜ ÌÂÙ¿ ÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Îfi‚ÔÓÙ·È ÛÂ ÎÔÌÌ¿ÙÈ· ÙˆÓ 0,5 ‹ 1,0

mm. K¿ıÂ ÎÔÌÌ¿ÙÈ ÂÌ‚·Ù›˙ÂÙ·È ÛÂ 0,5 ml Ú˘ıÌÈÛÙÈÎÔ‡ ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ Î·È ÚÔÛ-

‰ÈÔÚ›˙ÂÙ·È Ë ÂÓ˙˘ÌÈÎ‹ ÙÔ˘ ‰Ú¿ÛË.

XÚÒÛË ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ¿Óˆ ÛÂ ËÎÙ¤˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘

·) MÂ Coomassie Brilliant Blue
°›ÓÂÙ·È Î·Ù’ ·Ú¯¿˜ ÛÙÂÚ¤ˆÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· 20% w/v ÙÚÈ¯Ïˆ-

ÚÔÍÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ ÁÈ· 30 min Î·È ¯ÚÒÛË ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· 50% v/v ÌÂı·ÓfiÏË˜, 10% v/v

ÔÍÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ Î·È 0,1 w/v Coomassie Brilliant Blue R 250 ÁÈ· 12 h. O ·Ô¯Úˆ-

Ì·ÙÈÛÌfi˜ ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ Á›ÓÂÙ·È ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· 7% v/v ÔÍÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ Î·È 10% v/v

ÌÂı·ÓfiÏË˜. H ‰È·Ù‹ÚËÛË ÙÔ˘ ËÎÙÒÌ·ÙÔ˜ Á›ÓÂÙ·È ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· 7% ÔÍÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜.

‚) MÂ ÓÈÙÚÈÎfi ¿ÚÁ˘ÚÔ(6)

H ‚·Ê‹ ÌÂ ÓÈÙÚÈÎfi ¿ÚÁ˘ÚÔ, ·Ó Î·È ÈÔ ÔÏ‡ÏÔÎË, ¤¯ÂÈ ÂÚ›Ô˘ 100 ÊÔÚ¤˜

67.000

M.B.

43.000
K·ı·ÚÈÛÌ¤ÓË

ÚˆÙÂ˝ÓË

MB 50000

30.000

20.100

K˘·ÓÔ‡Ó ÙË˜ ‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜

AÏ‚Ô˘Ì›ÓË ÔÚÔ‡ ‚Ô‰ÈÔ‡

O‚Ô˘Ï‚Ô˘Ì›ÓË

K·Ú‚ÔÓÈÎ‹ ·Ó‡‰Ú·ÛË

AÓ·ÛÙÔÏ¤·˜ ÙÚ˘„›ÓË˜
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ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚË Â˘·ÈÛıËÛ›· ·fi fiÙÈ Ë ‚·Ê‹ ÌÂ ÙË ¯ÚˆÛÙÈÎ‹  Coomassie Brilliant

Blue R-250 Î·È ÌÔÚÂ› Ó· ·ÓÈ¯ÓÂ‡ÛÂÈ ÔÛfiÙËÙÂ˜ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ Ì¤¯ÚÈ 1 ng.

MÂÙ¿ ÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ ·ÎÔÏÔ˘ıÂ› ÛÙÂÚ¤ˆÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÁÈ·

30 ÏÂÙ¿ ÛÂ ˘‰·ÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì· Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 50% v/v ÌÂı·ÓfiÏË, 10% v/v ÔÍÈÎfi

ÔÍ‡ Î·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ÁÈ· ¿ÏÏ· 30 ÏÂÙ¿ ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· 10% v/v ÁÏÔ˘Ù·Ú·Ï‰Â˛‰Ë˜

Î·È Ï‡ÛÈÌÔ ÙË˜ ËÎÙ‹˜ ÌÂ ¿ÊıÔÓÔ ·ÈÔÓÈÛÌ¤ÓÔ ÓÂÚfi, Î·Ù¿ ÚÔÙ›ÌËÛË fiÏÔ ÙÔ

‚Ú¿‰˘. AÊÔ‡ ÍÂÏ˘ıÂ› Î·Ï¿ ·Ê‹ÓÂÙ·È ÁÈ· 30 ÏÂÙ¿ ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· 5 mg/ml ‰ÈıÂÈ-

ÔıÚÂ˚ÙfiÏË˜ Î·È ·Ì¤Ûˆ˜ ÌÂÙ¿ ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· 0,1 w/v ÓÈÙÚÈÎÔ‡ ·ÚÁ‡ÚÔ˘, ÁÈ· ¿ÏÏ· 30

ÏÂÙ¿. T¤ÏÔ˜ Á›ÓÂÙ·È Ë ÂÌÊ¿ÓÈÛË ÙˆÓ ˙ˆÓÒÓ ÌÂ ‰È¿Ï˘Ì· Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ 50 ml

37% (v/v) ÊÔÚÌ·Ï‰Â˛‰Ë ÛÂ 100 ml 3% (w/v) ·ÓıÚ·ÎÈÎfi Ó¿ÙÚÈÔ.

ŸÙ·Ó ÂÌÊ·ÓÈÛÙÔ‡Ó ÔÈ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎ¤˜ ˙ÒÓÂ˜ Ë ‚·Ê‹ ÛÙ·Ì·Ù¿ ÌÂ ÙË ÚÔÛı‹ÎË 5

ml ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ 2,3 M ÎÈÙÚÈÎÔ‡ ÔÍ¤Ô˜ ·Ó¿ 100 ml ˘ÁÚÔ‡ ÂÌÊ¿ÓÈÛË˜. ¶Ú¤ÂÈ Ó·

ÛËÌÂÈˆıÂ› fiÙÈ Û’ fiÏ· Ù· ·Ú·¿Óˆ ÛÙ¿‰È· ¯ÚÂÈ¿˙ÂÙ·È ‹È· ·ÏÏ¿ Û˘ÓÂ¯‹˜ ·Ó·-

Î›ÓËÛË ÙË˜ ËÎÙ‹˜.

HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË Î¿Ùˆ ·fi ÌÂÙÔ˘ÛÈˆÙÈÎ¤˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜ - HÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÌÂ SDS(4)

H ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ÛÂ ËÎÙ¤˜ ÔÏ˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ ÌÂ ÙÔ ÌÂÙ¿ Ó·ÙÚ›Ô˘ ¿Ï·˜

ÙÔ˘ ıÂÈ˚ÎÔ‡ ‰ˆ‰ÂÎ˘Ï›Ô˘ (Sodium docecyl sulfate, SDS) ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÁÈ· ÙÔÓ

¤ÏÂÁ¯Ô Î·ı·ÚfiÙËÙ·˜ ‰È·ÊfiÚˆÓ ·Ú·ÛÎÂ˘·ÛÌ¿ÙˆÓ, ÙÔ ¯·Ú·ÎÙËÚÈÛÌfi ˘ÔÌÔ-

Ó¿‰ˆÓ ÌÈ·˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ Î·È ÙËÓ Â‡ÚÂÛË ÌÔÚÈ·ÎÒÓ ‚·ÚÒÓ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎÒÓ ·Ï˘Û›‰ˆÓ.

TÔ ÚˆÙÂ˚ÓÈÎfi ·Ú·ÛÎÂ‡·ÛÌ· ·ÓÙÈ‰Ú¿ Î·Ù’ ·Ú¯¿˜ ÌÂ ÂÚ›ÛÛÂÈ· ÌÂÚÎ·-

ÙÔ·Èı·ÓfiÏË˜ (HOCH2CH2SH) Î·È SDS. K¿Ùˆ ·’ ·˘Ù¤˜ ÙÈ˜ Û˘Óı‹ÎÂ˜ ÔÈ Á¤-

Ê˘ÚÂ˜ -S - S - Ô˘ ˘¿Ú¯Ô˘Ó ÛÙÈ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ·Ó¿ÁÔÓÙ·È Î·È ÙÔ SDS ÂÓÒÓÂÙ·È ÌÂ

ÙÈ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÒÓÙ·˜ ·ÓÈÔÓÈÎ¿ Û‡ÌÏÔÎ·. OÈ ·ÓÈÔÓÈÎ¤˜ ·Ô‰È·Ù·ÁÌ¤-

ÓÂ˜ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ‰È·¯ˆÚ›˙ÔÓÙ·È ÛÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· ËÏÂÎÙÚÔÊÔÚÂÙÈÎ¿ ÛÂ ËÎÙ¤˜ ÔÏ˘·-

ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ ÛÂ ÂÚÈ‚¿ÏÏÔÓ Ô˘ ÂÚÈ¤¯ÂÈ SDS. TÔ SDS ‰›‰ÂÈ ÛÙ·ıÂÚfi ÏfiÁÔ

·ÓÈÔÓÈÎÔ‡ ÊÔÚÙ›Ô˘ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ÚÔ˜ ÙË Ì¿˙· ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ Î·È ÌÂ ‚¿ÛË ÙÔ

ÏfiÁÔ ·˘ÙÔ‡ Î·È ÙÔ Ì¤ÁÂıÔ˜ ÙˆÓ fiÚˆÓ ÙË˜ ËÎÙÒÓ ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È Î·È ‰È·¯ˆÚ›˙ÔÓÙ·È

ÔÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜. ™˘ÓÂÒ˜ Ë ÎÈÓËÙÈÎfiÙËÙ· ÙÔ˘ SDS-ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ÏÔÁ·ÚÈı-

ÌÈÎÒ˜ ·fi ÙÔ ÌÔÚÈ·Îfi ‚¿ÚÔ˜ ÙË˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜.

™¯‹Ì· 6. AÔ‰È¿Ù·ÍË ·Ï˘Û›‰ˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÌÂ ÌÂÚÎ·ÙÔ·Èı·ÓfiÏË Î·È SDS.

‚
Met - SH

SDS

·

‚

· ·

‚

2 +2
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H Ì¤ıÔ‰Ô˜ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÌÂ ÂÈÙ˘¯›· ÁÈ· ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÌÂ

SDS-ËÏÂÙÚÔÊfiÚËÛË Â›Ó·È ·˘Ù‹ Ô˘ ÂÚÈÁÚ¿ÊÙËÎÂ ·fi ÙÔÓ Leammli(4).

H ËÎÙ‹ ÁÈ· ÙËÓ SDS-ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË ·ÔÙÂÏÂ›Ù·È ·fi ‰‡Ô Ì¤ÚË:

·) TËÓ ËÎÙ‹ ‰È·¯ˆÚÈÛÌÔ‡ 9 cm Ô˘ Â›Ó·È 7,5% w/v ÛÂ ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ, ÔÏ˘ÌÂ-

ÚÈÛÌ¤ÓË ¯ËÌÈÎ¿ ÌÂ TEMED 0,025% v/v Î·È ˘ÂÚıÂÈ˚Îfi ·ÌÌÒÓÈÔ 0,0025%

w/v, ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· ÙÂÏÈÎ‹˜ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË˜ Tris-HCl 375 mM pH 8,8 Î·È SDS

0,1% Î·È

‚) TËÓ ËÎÙ‹ ÂÈÛÙÔ›‚·ÍË˜ (stacking gel) 1 cm ‡„Ô˘˜ Ô˘ Â›Ó·È 3%  w/v ÛÂ

·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ ÛÂ ‰È¿Ï˘Ì· Tris-HCl 125 mM pH 6,8 Î·È 0,1% SDS, ÔÏ˘ÌÂÚÈ-

ÛÌ¤ÓË fiˆ˜ Î·È ÛÙËÓ ÚÔËÁÔ‡ÌÂÓË ÂÚ›ÙˆÛË ÌÂ TEMED Î·È ıÂÈ˚Îfi ·Ì-

ÌÒÓÈÔ. TÔ ‰È¿Ï˘Ì· ÙÔ˘ ·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ (pH 8,3) ÂÚÈ¤¯ÂÈ Tris (‚¿ÛË) 0,025 M,

ÁÏ˘Î›ÓË 0,192 M Î·È SDS 0,1%.

TÔ ‰Â›ÁÌ· (0,1 - 0,2 ml) ÂÚÈ¤¯ÂÈ ÛÂ ÙÂÏÈÎ‹ Û˘ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË Tris-HCl 62,5 mM

pH 6,8, SDS 2% ÁÏ˘ÎÂÚfiÏË 10%, 2-ÌÂÚÎ·ÙÔ·Èı·ÓfiÏË 5% Î·È Î˘·ÓÔ‡ ÙË˜

‚ÚˆÌÔÊ·ÈÓfiÏË˜ 0,001% ˆ˜ ‰Â›ÎÙË. OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ‰È·Ï˘ÙÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÙÂÏÂ›ˆ˜

ÌÂ ‚Ú¿ÛÈÌÔ ÙÔ˘ ‰Â›ÁÌ·ÙÔ˜ ÁÈ· 1,5 ÏÂÙ¿. H ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË Á›ÓÂÙ·È ÌÂ 3 m

A/ËÎÙ‹, ÒÛÔ˘ Ó· Êı¿ÛÂÈ Ô ‰Â›ÎÙË˜ ÛÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙˆÓ ËÎÙÒÓ ÚÔ˜ ÙËÓ ¿ÓÔ‰Ô.

MÂÙ¿ ÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙË˜ ËÏÂÎÙÔÊfiÚËÛË˜ ÔÈ ËÎÙ¤˜ ‰¤¯ÔÓÙ·È Î·ÙÂÚÁ·Û›· ÌÂ 50%

TCA ÁÈ· 12 ÒÚÂ˜ Î·È ÔÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ‚¿ÊÔÓÙ·È ÁÈ· Ì›· ÒÚ· ÛÙÔ˘˜ 37 ÆC ÌÂ

‰È¿Ï˘Ì· 0,1% Coomassie Blue ÛÂ 50% TCA. OÈ ËÎÙ¤˜ ÙÂÏÈÎ¿ ÍÂ‚¿ÊÔÓÙ·È

ÌÂ Â·ÓÂÈÏËÌÌ¤ÓÂ˜ ÂÎÏ‡ÛÂÈ˜ ÌÂ 7% ÔÍÈÎfi ÔÍ‡.

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ·˘Ù‹ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È Î·È ÁÈ· ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙÔ˘ ÌÔÚÈ·ÎÔ‡

‚¿ÚÔ˘˜ ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ.

IÛÔËÏÂÎÙÚÈÎ‹ ÂÛÙ›·ÛË ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ(3)

H Ì¤ıÔ‰Ô˜ ÙË˜ ÈÛÔËÏÂÙÚÈÎ‹˜ ÂÛÙ›·ÛË˜ Â›Ó·È ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ËÏÂÎÙÚÔÊfiÚËÛË˜ Úˆ-

ÙÂ˚ÓÒÓ, ÌÂ ÙË ‰È·ÊÔÚ¿ fiÙÈ Ô ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi˜ Á›ÓÂÙ·È ÛÂ Ì›· ÛÙ·ıÂÚ‹ ‰È·‚¿ıÌÈÛË

pH, Ô˘ ‰ËÌÈÔ˘ÚÁÂ›Ù·È ·Ó¿ÌÂÛ· ÛÙ· ‰‡Ô ËÏÂÎÙÚfi‰È· Î·È ÛÙ·ıÂÚÔÔÈÂ›Ù·È ·fi

·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜. OÈ ÚˆÙÂ˝ÓÂ˜ ÎÈÓÔ‡ÓÙ·È Ì¤Û· ÛÂ ËÏÂÎÙÚÈÎfi Â‰›Ô ‚¿ÛË ÙÔ˘ ÊÔÚÙ›-

Ô˘ ÙÔ˘˜ Î·È ÂÛÙÈ¿˙ÔÓÙ·È ÛÂ ÂÚÈÔ¯‹ ÙË˜ ËÎÙ‹˜ fiÔ˘ ÙÔ pH Â›Ó·È ›‰ÈÔ ÌÂ ÙÔ ÈÛÔË-

ÏÂÎÙÚÈÎfi ÙÔ˘˜ ÛËÌÂ›Ô ÌÈ·˜ Î·È ÂÎÂ› ÙÔ Î·ı·Úfi ÙÔ˘˜ ÊÔÚÙ›Ô ÂÍÔ˘‰ÂÙÂÚÒÓÂÙ·È. OÈ

·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜ Â›Ó·È ÔÏ˘·ÌÈÓÔÔÏ˘Î·Ú‚ÔÍ˘ÏÈÎ¤˜ ÂÓÒÛÂÈ˜, ÌÂ ÌÈÎÚfi ÌÔÚÈ·Îfi ‚¿-

ÚÔ˜ (500-1.000), Î·Ï‹ ·ÁˆÁÈÌfiÙËÙ· Î·È Î·Ï‹ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎ‹ ÈÎ·ÓfiÙËÙ· ÙÔ˘ pH ÛÙËÓ

ÂÚÈÔ¯‹ ÙÔ˘ ÈÛÔËÏÂÎÙÚÈÎÔ‡ ÙÔ˘˜ ÛËÌÂ›Ô˘.

H ÙÂ¯ÓÈÎ‹ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÂ›Ù·È ÁÈ· ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙÔ˘ ÈÛÔËÏÂÎÙÚÈÎÔ‡ ÛËÌÂ›-

Ô˘ (pI) ÌÈ·˜ ÚˆÙÂ˝ÓË˜ ‹ ÁÈ· ÙÔ ‰È·¯ˆÚÈÛÌfi ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ‚¿ÛË ÙÔ˘ pI ÙÔ˘˜. H Î›-

ÓËÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÛÙËÓ ÈÛÔËÏÂÎÙÚÈÎ‹ ÂÛÙ›·ÛË Ú¤ÂÈ Ó· Á›ÓÂÈ ·ÓÂÌfi‰ÈÛÙ·,

ÌÂ ‚¿ÛË ‰ËÏ·‰‹ ÌfiÓÔ ÙÔ ÊÔÚÙ›Ô ÙÔ˘˜, ÁÈ’ ·˘Ùfi Î·È ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ËÎÙ¤˜ Ô-
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Ï˘·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘ ÌÂ fiÛÔ ÙÔ ‰˘Ó·ÙfiÓ ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚÔ˘˜ fiÚÔ˘˜, ‰ËÏ·‰‹ ÌÈÎÚ‹˜ Û˘-

ÁÎ¤ÓÙÚˆÛË˜ ·ÎÚ˘Ï·ÌÈ‰›Ô˘. H ÂÛÙ›·ÛË Á›ÓÂÙ·È Ì¤Û· ÛÂ „˘ÁÂ›Ô (4 ÆC) ÁÈ· Ó· ÌËÓ

·Ó·Ù‡ÛÛÂÙ·È ÌÂÁ¿ÏË ıÂÚÌÔÎÚ·Û›· ¿Óˆ ÛÙËÓ ËÎÙ‹. ŸÏ· Ù· ‰È·Ï‡Ì·Ù· ÚÈÓ

¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÔ‡Ó, ··ÂÚÒÓÔÓÙ·È ÒÛÙÂ Ó· ·ÔÌ·ÎÚ˘ÓıÂ› ÙÔ ‰È·Ï˘Ì¤ÓÔ CO2, Ë

·ÚÔ˘Û›· ÙÔ˘ ÔÔ›Ô˘ ÂËÚÂ¿˙ÂÈ ÙËÓ ·Ó¿Ù˘ÍË ÙË˜ ‰È·‚¿ıÌÈÛË˜ ÙÔ˘ pH.

T· Û˘ÛÙ·ÙÈÎ¿ ÙÔ˘ Û˘ÛÙ‹Ì·ÙÔ˜ Â›Ó·È Ù· ÂÍ‹˜:

¢È¿Ï˘Ì· Î·ıfi‰Ô˘: 10 mM ·Èı·ÓÔÏ·Ì›ÓË˜

¢È¿Ï˘Ì· ·Ófi‰Ô˘: 10 mM ÊˆÛÊÔÚÈÎfi ÔÍ‡

¶ËÎÙ‹: 5,76% ·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ

0,24% ‰ÈÛ-·ÎÚ˘Ï·Ì›‰ÈÔ

10% ÛÔÚ‚ÈÙfiÏË

2% ·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜ Â‡ÚÔ˘˜ pH 3-10

0,05% (NH)2S2O8

0,04% v/v TEMED

T· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÂÚÈ¤¯Ô˘Ó 40% ÛÔÚ‚ÈÙfiÏË, 2% ·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜ Î·È 0,001% ÂÚ˘ıÚfi ÙÔ˘

ÌÂı˘ÏÂÓ›Ô˘ (pI: 3,75).

H ËÎÙ‹ ÚÔÂÛÙÈ¿˙ÂÙ·È ˘fi ÛÙ·ıÂÚ‹ ¤ÓÙ·ÛË ÚÂ‡Ì·ÙÔ˜ 3 mA ÁÈ· 30 ÏÂÙ¿

Î·È ÌÂÙ¿ ÙËÓ ÙÔÔı¤ÙËÛË ÙˆÓ ‰ÂÈÁÌ¿ÙˆÓ ·ÎÔÏÔ˘ıÂ› ÂÛÙ›·ÛË ÌÂ ÛÙ·ıÂÚ‹ Ù¿ÛË

100 V ÁÈ· 1 ÒÚ· Î·È 350 V ÁÈ· 5 ÒÚÂ˜.

°È· ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙË˜ ÙÈÌ‹˜ ÙÔ˘ pH Î·Ù¿ Ì‹ÎÔ˜ ÙË˜ ËÎÙ‹˜, Ì›· ‰È·‰ÚÔ-

Ì‹ ÙË˜ Â›Â‰Ë˜ ËÎÙ‹˜ Îfi‚ÂÙ·È ÛÂ ÎÔÌÌ¿ÙÈ· Ì‹ÎÔ˘˜ 3 mm ·fi Ù· ÔÔ›· ÂÎ¯˘-

Ï›˙ÔÓÙ·È ÔÈ ·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜ ÌÂ 1 ml ‰È˜-·ÈÔÓÈÛÌ¤ÓÔ Î·È ··ÂÚˆÌ¤ÓÔ ÓÂÚfi ÌÂ ·Ó¿-

‰Â˘ÛË ÁÈ· 2 ÒÚÂ˜ ÛÙÔ˘˜ 4 ÆC. MÂÙ¿ ÙÔ Ù¤ÏÔ˜ ÙË˜ ·Ó¿‰Â˘ÛË˜ Á›ÓÂÙ·È Ì¤ÙÚËÛË ÙÔ˘

pH ÌÂ ÌÈÎÚÔ-ËÏÂÎÙÚfi‰ÈÔ.

°È· ÙÔÓ ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi ÙË˜ ‰Ú·ÛÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÂÓ˙‡ÌÔ˘ Î·Ù¿ Ì‹ÎÔ˜ ÙË˜ ËÎÙ‹˜,

Ì›· ¿ÏÏË ‰È·‰ÚÔÌ‹ ÙË˜ Â›Â‰Ë˜ ËÎÙ‹˜ Îfi‚ÂÙ·È ÛÂ ÎÔÌÌ¿ÙÈ· Ì‹ÎÔ˘˜ 3 mm Î·È

Ù· ÎÔÌÌ¿ÙÈ· ÙÔÔıÂÙÔ‡ÓÙ·È ÛÂ ÎˆÓÈÎ¿ ÛˆÏËÓ¿ÎÈ· Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÈÛË˜ (eppendorf).

™Ù· eppendorf ÚÔÛÙ›ıÂÓÙ·È 250 ml 4 ÊÔÚ¤˜ ˘ÎÓfiÙÂÚÔ Ú˘ıÌÈÛÙÈÎfi ‰È¿Ï˘Ì·, 50

Ìl ‰È·Ï‡Ì·ÙÔ˜ BSA (1Ìg/Ìl), 92,5 Ìl H2O Î·È ·Ú·Ì¤ÓÔ˘Ó ÁÈ· 12 ÒÚÂ˜ ÛÙÔ˘˜ 4

ÆC. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· Á›ÓÂÙ·È Ô ÚÔÛ‰ÈÔÚÈÛÌfi˜ ÙË˜ ‰Ú·ÛÙÈÎfiÙËÙ·˜ ÙÔ˘ ÂÓ˙‡ÌÔ˘.

™Â ÂÚ›ÙˆÛË Ô˘ ı¤ÏÔ˘ÌÂ Ó· Á›ÓÂÙ·È ¯ÚÒÛË ÙˆÓ ˙ˆÓÒÓ ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ ÔÈ

·ÌÊÔÏ‡ÙÂ˜ ·ÔÌ·ÎÚ‡ÓÔÓÙ·È ÌÂ Û˘ÓÂ¯Â›˜ ÂÓ·ÏÏ·Á¤˜ ÙË˜ ËÎÙ‹˜ ÛÂ 7% ÔÍÈÎfi ÔÍ‡

ÁÈ· 48 ÒÚÂ˜. ™ÙË Û˘Ó¤¯ÂÈ· Á›ÓÂÙ·È Ë ¯ÚÒÛË ÙˆÓ ÚˆÙÂ˚ÓÒÓ fiˆ˜ ÂÚÈÁÚ¿ÊÂÙ·È

ÛÙÔ ÚÔËÁÔ‡ÌÂÓÔ ÎÂÊ¿Ï·ÈÔ.
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ÙÂ¯ÓÈÎ‹ Ô˘ ‚Ô‹ıËÛÂ ¿Ú· ÔÏ‡ ÛÙËÓ Î·Ù·ÓfiËÛË ÙˆÓ ˘ÔÎ˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÛÙÔÈ-

¯Â›ˆÓ Â›Ó·È Ë Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÈÛË. M›· ÌÂÁ¿ÏË ÔÈÎÈÏ›· ÔÚÁ¿ÓˆÓ ˘¿Ú¯ÂÈ Û‹ÌÂ-

Ú· ÛÙËÓ ·ÁÔÚ¿ Ô˘ ÂÈÙÚ¤Ô˘Ó Ó· Á›ÓÂÈ Ë Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÈÛË Î˘ÙÙ·ÚÈÎÒÓ ÂÎ¯˘ÏÈ-

ÛÌ¿ÙˆÓ ÌÂ Û¯ÂÙÈÎ‹ Â˘ÎÔÏ›·, ·fi Ï›Á· ml Ì¤¯ÚÈ ¯ÈÏÈ¿‰Â˜ Ï›ÙÚ·. ™ÙËÓ ·Ï‹ ÙÔ˘˜

ÌÔÚÊ‹ ÔÈ Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔÈ Â›Ó·È fiÚÁ·Ó· Ô˘ ·ÔÙÂÏÔ‡ÓÙ·È ·fi ¤Ó· ÌÂÙ·ÏÏÈÎfi Úfi-

ÙÔÚ· ÌÂ Ô¤˜ fiÔ˘ Ì·›ÓÔ˘Ó Ù· ÛˆÏËÓ¿ÎÈ· ÌÂ Ù· Î˘ÙÙ·ÚÈÎ¿ ·Ú·ÛÎÂ˘¿ÛÌ·Ù·

Î·È ¤Ó·Ó ÎÈÓËÙ‹Ú· ÂÚÈÛÙÚÔÊ‹˜ ÛÙÈ˜ Î·Ù¿ÏÏËÏÂ˜ Ù·¯‡ÙËÙÂ˜. ŸÏ· Ù· ¿ÏÏ· Ô˘

‚Ï¤Ô˘ÌÂ Û‹ÌÂÚ· Á‡Úˆ ·fi Ì›· Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔ Â›Ó·È ÂÍ·ÚÙ‹Ì·Ù· Ô˘ ÂÈÙÚ¤Ô˘Ó

‰È¿ÊÔÚÔ˘˜ ¯ÂÈÚÈÛÌÔ‡˜. ™Â ‚ÈÔ¯ËÌÈÎ¿ ÂÚÁ·ÛÙ‹ÚÈ· ‰‡Ô ‚·ÛÈÎÔ› Ù‡ÔÈ Ê˘ÁfiÎÂ-

ÓÙÚˆÓ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È: ÙË˜ ·Ó·Ï˘ÙÈÎ‹˜ ÎÏ›Ì·Î·˜ Î·È ·Ú·ÛÎÂ˘·ÛÙÈÎ‹˜ ÎÏ›-

Ì·Î·˜. OÈ ·Ó·Ï˘ÙÈÎ¤˜ Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔÈ Ô˘ ¯ÚËÛÈÌÔÔÈÔ‡ÓÙ·È ÁÈ· ‰Â›ÁÌ·Ù· ÙË˜ Ù¿-

ÍÂˆ˜ ÙˆÓ ml ÔÓÔÌ¿˙ÔÓÙ·È Î·È ˘ÂÚÊ˘ÁfiÎÂÓÙÚÔÈ ‰ÈfiÙÈ ÌÔÚÔ‡Ó Î·È ÊÙ¿ÓÔ˘Ó

˘„ËÏ¤˜ ÛÙÚÔÊ¤˜ (¿Óˆ ·fi 30.000 ÛÙÚÔÊ¤˜/ÏÂÙfi). AÓÙ›ıÂÙ·, ÔÈ ·Ú·ÛÎÂ˘·-

ÛÙÈÎ¤˜ Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔÈ ÏÂÈÙÔ˘ÚÁÔ‡Ó ÌÂ ÌÂÁ·Ï‡ÙÂÚ· ‰Â›ÁÌ·Ù· 10-20.000 ml Î·È ‰ÂÓ

ÊÙ¿ÓÔ˘Ó ÛÂ ÔÏ‡ ˘„ËÏ¤˜ ÛÙÚÔÊ¤˜.

H Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÚÈÛË ‚·Û›˙ÂÙ·È ÛÙÔ ÁÂÁÔÓfi˜ fiÙÈ ÔÔÈÔ‰‹ÔÙÂ ·ÓÙÈÎÂ›ÌÂÓÔ ÎÈÓÔ‡-

ÌÂ Î˘ÎÏÈÎ¿ ˘fiÎÂÈÙ·È ÛÂ ÌÈ· Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚË ‰‡Ó·ÌË F. TÔ Ì¤ÁÂıÔ˜ ÙË˜ ‰‡Ó·ÌË˜ F

ÂÍ·ÚÙ¿Ù·È ·fi ÙË ÁˆÓÈ·Î‹ Ù·¯‡ÙËÙ· ˆ, Î·È ÙËÓ ·ÎÙ›Ó· ÂÚÈÛÙÚÔÊ‹˜ r. H ‰‡Ó·-

ÌË F ÂÎÊÚ¿˙ÂÙ·È Û˘Ó‹ıˆ˜ ˆ˜ Û¯ÂÙÈÎ‹

F = ˆ2qr

Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔ˜ ‰‡Ó·ÌË (º) ‹ ·ÚÈıÌfi˜ ÔÏÏ·Ï¿ÛÈÔ˜ ÙÔ˘ g Î·È ÈÛÔ‡Ù·È ÌÂ

º = 

°È· Ó· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈËıÂ› fiÌˆ˜ ˆ˜ ÛÙÚÔÊ¤˜ ·Ó¿ ÏÂÙfi (revolution per minute,

rpm), Ë ÁˆÓÈ·Î‹ Ù·¯‡ÙËÙ· ı· Ú¤ÂÈ Ó· ÂÎÊÚ·ÛıÂ› ˆ˜

ˆ = 

EÔÌ¤Óˆ˜: º = = (1.1q110–5)(rpm)2qr

E¿Ó ı¤Ï·ÌÂ Ó· ˘ÔÏÔÁ›ÛÔ˘ÌÂ ÙËÓ ÙÈÌ‹ º ÛÙËÓ ÎÔÚ˘Ê‹ ÙÔ˘ ‰ÔÎÈÌ·ÛÙÈÎÔ‡ Ûˆ-

Ï‹Ó· Ô˘ ¤¯ÂÈ ·ÎÙ›Ó· 4,8 cm ·fi ÙÔ Î¤ÓÙÚÔ Î·È ÙËÓ ÙÈÌ‹ º ÛÙÔÓ ˘ıÌ¤Ó· ÙÔ˘
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ÛˆÏ‹Ó· fiÔ˘ Ë ·ÎÙ›Ó· 8,0 cm (™¯‹Ì· 7) ı· ¿ÚÔ˘ÌÂ ÙÈ˜ ÂÍ‹˜ ÙÈÌ¤˜:

ºÎÔÚ˘Ê‹˜ = 7,73 ¥ g

º˘ıÌ¤Ó· = 12,89 ¥ g

™¯‹Ì· 7. ¢È¿ÁÚ·ÌÌ· ÙÔÌ‹˜ ÚfiÙÔÚ· ÛÙ·ıÂÚ‹˜ ÁˆÓ›·˜ Ô˘ ‰Â›¯ÓÂÈ ÙÈ˜ ·ÔÛÙ¿ÛÂÈ˜ ·fi ÙÔÓ
¿ÍÔÓ· ÂÚÈÛÙÚÔÊ‹˜ ÙË˜ ÎÔÚ˘Ê‹˜, ÙÔ˘ Ì¤ÛÔ˘ Î·È ÙÔ˘ ˘ıÌ¤Ó· ÙÔ˘ ÛˆÏ‹Ó· Ê˘-
ÁÔÎ¤ÓÙÚÔ˘.

™˘ÓÂÒ˜ Ë Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚË ‰‡Ó·ÌË Ô˘ ·ÛÎÂ›Ù·È ÛÙËÓ ÎÔÚ˘Ê‹ Â›Ó·È ÌÈÎÚfiÙÂÚË

·fi ÙË Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔ ‰‡Ó·ÌË Ô˘ ·ÛÎÂ›Ù·È ÛÙÔÓ ˘ıÌ¤Ó·. °È’ ·˘Ùfi ˆ˜ ÙÈÌ‹ º Ï·Ì-

‚¿ÓÂÙ·È Ô Ì¤ÛÔ˜ fiÚÔ˜ ÙˆÓ ÙÈÌÒÓ ÙË˜ ÎÔÚ˘Ê‹˜ Î·È ÙÔ˘ ˘ıÌ¤Ó· ÙÔ˘ È‰›Ô˘ ÛˆÏ‹-

Ó·. TÔ ÛËÌ·ÓÙÈÎfiÙÂÚÔ ÛÙËÓ ÂÚ›ÙˆÛË ·˘Ù‹ Â›Ó·È Ó· Î·ıÔÚÈÛÙÂ› ÌÂ ·ÎÚ›‚ÂÈ· Ë

ÙÈÌ‹ r.

H Ê˘ÁfiÎÂÓÙÚÔ˜ ‰‡Ó·ÌË Ô˘ ÚÔÎ‡ÙÂÈ ÛÂ Î¿ıÂ Ù·¯‡ÙËÙ· ‹ ÛÙÈ˜ ·ÓÙ›ÛÙÔÈ¯Â˜

ÛÙÚÔÊ¤˜ ·Ó¿ ÏÂÙfi, rpm, ÛÂ Û¯¤ÛË ÌÂ ÙÔÓ ¿ÍÔÓ· ÂÚÈÛÙÚÔÊ‹˜, ÔÚ›˙ÂÙ·È ˆ˜ “fi-

ÛÂ˜ ÊÔÚ¤˜ ÙË ‰‡Ó·ÌË ÙË˜ ‚·Ú‡ÙËÙ·˜” ‹ “Â› fiÛÂ˜ ÊÔÚ¤˜ ÙÔ g”. Y¿Ú¯Ô˘Ó Û˘-

ÓÂÒ˜ ›Ó·ÎÂ˜ ÁÈ· Î¿ıÂ Ù‡Ô˘ ÚfiÙÔÚ· fiÔ˘ ÌÔÚÂ› Ô Î¿ıÂ ÂÚÂ˘ÓËÙ‹˜ Ó· ‚ÚÂÈ

ÙËÓ ·ÓÙÈÛÙÔÈ¯›· ÌÂÙ·Í‡ ÙÔ˘ rpm Î·È “Â› ÊÔÚ¤˜ ÙÔ g”. ŒÙÛÈ ÙÔ “Â› ÊÔÚ¤˜ ÙÔ g”

Ì·˜ ‰ÈÂ˘ÎÔÏ‡ÓÂÈ Ó· ¯ÚËÛÈÌÔÔÈ‹ÛÔ˘ÌÂ Û˘ÛÎÂ˘¤˜ ÌÂ ¿ÏÏÔ˘ Ù‡Ô˘ ÚfiÙÔÚÂ˜ ·Ï-

Ï¿˙ÔÓÙ·˜ ÙËÓ Ù·¯‡ÙËÙ· Î·È ÙÔ ¯ÚfiÓÔ Ê˘ÁÔÎ¤ÓÙÈÛË˜ ÒÛÙÂ Ó· ¤¯Ô˘ÌÂ ÙÔÓ ›‰ÈÔ

·ÚÈıÌfi “Â› ÊÔÚ¤˜ ÙÔ g”.

20Æ

rmin(4.8 cm)

rav(6.4 cm)

rmin(8.0 cm)

ÕÍÔÓ·˜
ÂÚÈÛÙÚÔÊ‹˜
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