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Πείραμα 1: Μέηρηζη ηης ενεργόηηηας ηης Φωζθαηάζης 

 

Η ελεξγόηεηα ηεο θσζθσηάζεο κεηξηέηαη κε κία ελδπκηθή αληίδξαζε πνπ κεηαηξέπεη ηελ 

θσζθσξηθή ληηξνθελόιε (pNPP) (ππόζηξσκα) ζε ληηξνθελόιε (pNP) (πξντόλ) ειεπζεξώλν-

ληαο θσζθνξηθά ηόληα. Σν πξντόλ ηεο αληίδξαζεο, ε p-ληηξνθελόιε (pNP) απνξξνθά θσο 

κήθνπο θύκαηνο 400 nm, κε ζπληειεζηή απνξξνθεηηθόηεηαο ε400 nm  19000 M-1 cm-1 ζε ςειό 

pH.  

Δπεηδή όκσο ην δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο κε ηε θσζθαηάζε είλαη ειαθξά όμηλν, γηα λα 

κπνξέζνπκε λα πνζνζηηθνπνηήζνπκε ην πξντόλ ηεο αληίδξαζεο, ηε pNP, κε απνξξόθεζε, 

πξέπεη πξώηα λα θάλνπκε ην δηάιπκα αιθαιηθό.  

΢ην πξώην πείξακα ζα παξαθνινπζήζεηε ηελ εμέιημε ηεο αληίδξαζεο παίξλνληαο ηαθηηθέο 

κεηξήζεηο απνξξόθεζεο γηα θάζε ιεπηό γηα 1 ml αθαζάξηζην εθρύιηζκα. Γηα θάζε κέηξεζε 

ζα κπνξείηε κεηά λα κεηαηξέςεηε ηελ απνξξόθεζε ζε ζπγθέληξσζε πξντόληνο. 

 

Πην θάησ βιέπεηε ηελ θπςειίδα όπνπ:  

 A, Απορρόθηζη (απόιπηνο αξηζκόο, ρσξίο κνλάδεο) 

ε, ΢σνηελεζηής απορρόθηζης (M-1  cm-1). 

C, ζσγκένηρωζη διαλύηη σπό μελέηη (M=mol litre-1 ). 

L, κήθνο δηαδξόκνπ ηνπ θσηόο (cm) (ε απόζηαζε πνπ 

ζα ηαμηδέςεη ε δέζκε θσηόο κέζα ζην δηάιπκα ζαο) 

I0, Έληαζε ηνπ θσηόο πνπ πξνζπίπηεη. (αξηζηεξά) 

 I, Έληαζε ηνπ θσηόο πνπ δηαπεξλά ην δηάιπκα (δεμηά), 

Μεηαδίδεηαη. (Δίλαη πάληα πην κηθξή από ηελ πξνζπί-

πηνπζα αλ ππάξρεη απνξξόθεζε). 

 

Η απνξξόθεζε θσηόο είλαη κηα θπζηθνρεκηθή ηδηόηεηα ελόο δηαιύκαηνο πνπ εθθξάδεη ην 

βαζκό ζηνλ νπνίν έλαο δηαιύηεο απνξξνθά θσο ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο θύκαηνο. Η 

απνξξόθεζε είλαη πάληα αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ δηαιύηε (C) θαη ηεο απόζηαζεο (L) 

ηελ νπνία δηαλύεη ην θσο ζην δηάιπκα. Η ζηαζεξά ζηελ εμίζσζε είλαη ν ζπληειεζηήο απνξ-

ξόθεζεο ε πνπ ζρεηίδεηαη κε ην είδνο ηνπ δηαιύηε δειαδή ηα εηδηθά ηνπ ραξαθηεξηζηηθά. Έηζη 

ε ζρέζε ηππνπνηείηαη σο εμήο: A=ε C L. Η απνξξόθεζε Α (ABS) είλαη απόιπηνο αξηζκόο!!! 

κεηαηξέπεηαη εύθνια ζε ζπγθέληξσζε (mol / Litre) αθνύ ην ε δίλεηαη ζε κνλάδεο (Μ) ή (mol/L 

) ή (mol.litre-1 ) επεηδή ε ηηκή ηεο απνξξόθεζεο είλαη αξηζκόο απιόο ρσξίο κνλάδεο  αθνύ 

έρεηε ηελ ηηκή ηνπ ε γηα ηε pNP =19000 mol. Litre-1, όπσο θαη ην L πνπ είλαη 1 cm.  

 

Θα θάλεηε κεηξήζεηο γηα δύν δηαθνξεηηθέο αξαηώζεηο ηνπ εθρπιίζκαηνο - ελδύκνπ ζην πεί-

ξακα 1. Θα βξείηε έλα ζσιήλα κε ηελ εηηθέηα “1x enzyme” πνπ ζα πεξηέρεη αθαζάξηζην 

εθρύιηζκα παηάηαο πνπ πεξηέρεη ην έλδπκν θσζθαηάζε. Μεηά ζα βξείηε έλα ζσιήλα 

15-ml πνπ πεξηέρεη 3% NaCl. Υξεζηκνπνηώληαο ηε κηθξνπηπέηα ξ1000 λα αθαηξέζεηε 

1 ml από ηα 10ml δηαιύκαηνο NaCl. Σώξα έρεηε 9 ml NaCl. ΢ε απηά ηα 9 ml λα πξν-

ζζέζεηε 1ml  από ην δηάιπκα ηνπ ελδύκνπ κε ηελ εηηθέηα “1x enzyme”. Με απηό ηνλ 

ηξόπν έρεηε δεκηνπξγήζεη έλα δηάιπκα ελδύκνπ αξαησκέλν 10 θνξέο δειαδή “0.1x en-
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zyme” ( όπσο βιέπεηε ην ζήκα x ζεκαίλεη πόζεο θνξέο αξαησκέλν ή ζπγθεληξσκέλν 

είλαη ην κίγκα ηνπ ελδύκνπ). Να μαλά νλνκάζεηε – λα βάιεηε λέα εηηθέηα ζε απηό ην 

ζσιήλα “0.1x enzyme”  πνπ πξηλ έγξαθε 3% NaCl. Μεηά ζα βξείηε άιινπο 6 άδεηνπο 

γπάιηλνπο δνθηκαζηηθνύο ζσιήλεο. Να ηνπο νλνκάζεηε όπσο αλαθέξεηαη πην θάησ κε 

ηελ έλδεημε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ελδύκνπ θαη ην ρξόλν αληίδξαζεο: 

“0.1x”, 20 min 

“1x”, 20 min 

“0.1x”, 10 min 

“1x”, 10 min 

“0.1x”, 1 min 

“1x”, 1 min 

 

Q.1.1. Να πεξηγξάςεηε ην ρξνλνδηάγξακκα ηνπ πεηξάκαηνο έηζη ώζηε λα κπνξέζεηε λα θά-

λεηε όιεο ηηο αληηδξάζεηο δείρλνληαο κε (○) ηελ έλαξμε ηνπ πεηξάκαηνο θαη (●) γηα ηε ιήμε 

ηνπ πεηξάκαηνο, γηα θάζε αληίδξαζε ζην θύιιν απαληήζεσλ. Να δώζεηε ηνπιάρηζην 1 ιεπηό 

κεηαμύ ηεο εθθίλεζεο ηνπ θάζε πεηξάκαηνο. 

Q.1.2. Να θάλεηε ηα πεηξάκαηα γηα ηελ ελδπκηθή αληίδξαζε όπσο πεξηγξάθεη ην πρωηόκολ-

λο κέζνδνο πην θάησ θαη κε βάζε ην ρξνλνδηάγξακκα πνπ εηνηκάζαηε πην πάλσ, ζηελ εξώ-

ηεζε Q.1.1. Γηα θάζε ηη θαηλνύξην πνπ θάλεηε λα αιιάδεηε ην ξύγρνο ηεο πηπέηηαο γηα λα α-

πνθύγεηε ηελ επηκόιπλζε. Ακέζσο κόιηο εηνηκάδεηε έλα κίγκα λα αλακηγλύεηε θαιά ην ζσ-

ιήλα θηππώληαο ηνλ ειαθξά κε ην δάθηπιν ζαο ην θάησ κέξνο ηνπ. Μελ ην θνπλήζεηε πάλσ 

θάησ. Μόιηο νινθιεξώζεηε ηηο αληηδξάζεηο κπνξείηε λα κεηξήζεηε ηελ απνξξόθεζε A400 γηα 

θάζε δνθηκαζηηθό ζσιήλα (θάζε αληίδξαζε). Να θαηαγξάςεηε όιεο ηηο κεηξήζεηο ζαο ζηνπο 

αλάινγνπο πίλαθεο ζην Φύιιν Απαληήζεσλ θαη κεηά λα βάιεηε ηηο κεηξήζεηο ζαο ζε γξαθη-

θή παξάζηαζε. Πξνζέμηε όκσο! Δπεηδή γηα λα κεδελίζνπκε ην ζπεθηξνθσηόκεηξν ρξεζη-

κνπνηήζακε κόλν λεξό (θαη όρη ηππηθό κάξηπξα) ε γξαθηθή παξάζηαζε  δε ζα πεξλάεη από 

ην κεδέλ (0). 

 

Πξσηόθνιιν γηα κέηξεζε ηεο ελεξγόηεηαο ηεο θσζθαηάζεο.  

1. Να αλακίμεηε 0.12 ml από ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα ηνπ Ομηθνύ Ναηξίνπ 0.5 M (pH 5.6) 

θαη 0.24 ml από ην ππόζηξσκα  pNPP 5 mM ζε έλα άδεην δνθηκαζηηθό ζσιήλα. Η α-

ληίδξαζε ζα αξρίζεη κόιηο πξνζζέζεηε  0.24 ml ηνπ ελδπκηθνύ δηαιύκαηνο (ηνπ εθρπιί-

ζκαηνο δειαδή, απηό πξέπεη λα γίλεη γηα όιεο ηηο αξαηώζεηο πνπ έρεηε θάλεη θαη γηα 

ηνπο δηαθνξεηηθνύο ρξόλνπο ηεο αληίδξαζεο . 

2. Μεηά ηελ πάξνδν ηνπ ρξόλνπ αληίδξαζεο 1, 10 θαη 20 ιεπηά κπνξείηε λα ηεξκαηίζεηε 

ηελ αληίδξαζε πξνζζέηνληαο 0.6 ml από ην δηάιπκα NaOH 0.5 M. Σν NaOH ζηακαηά 

ηελ αληίδξαζε θαη κεηαηξέπεη ην pNP (ην πξντόλ ηεο αληίδξαζεο), ζε θίηξηλν ρξώκα 

πνπ απνξξνθά θσο ζε κήθνο θύκαηνο 400 nm A400nm, 

3. Όηαλ έρεηε ηεξκαηίζεη όιεο ηηο αληηδξάζεηο, λα κεηξήζεηε ηελ απνξξόθεζε ΑΒS ζηα 

400 nm (A400) γηα όια ηα δείγκαηα. Πξνζέμηε. Καιύηεξα είλαη λα πάξεηε ηηο κεηξήζεηο 

ζαο κε ηε ζεηξά από ηελ πην κηθξή ζπγθέληξσζε πξντόληνο (ηα δείγκαηα γηα ην 0.1 ρ) 

ζηε κεγαιύηεξε (ηα δείγκαηα γηα ην 1 ρ). Δπίζεο κεηαμύ κεηξήζεσλ  λα ζηξαγγίδεηε 

θαιά ηελ θπςειίδα πξηλ λα ηε μαλαρξεζηκνπνηήζεηε. Απιά αδεηάζηε ηελ, ηηλάμηε ηελ 
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θαη ζηξαγγίζηε ηελ αλάπνδα ζε έλα θνκκάηη απνξξνθεηηθό ραξηί. Μελ αγγίμεηε κέζα 

ζηελ θπςειίδα.  

 

Πσο ζα θάλεηε ηελ Δλδπκηθή Αληίδξαζε ηεο Φσζθαηάζεο 

 

0.5 M Ομηθό Νάηξην (pH 5.6) 0.12 ml 

5 mM pNPP 0.24 ml 

Έλδπκν 0.24 ml 

0.5 M NaOH 0.6 ml 

΢πλνιηθόο όγθνο 1.2 ml 

 

 

Q.1.3. Πνηα ελδπκηθή ζπγθέληξσζε δίλεη θαιύηεξε επζεία γξακκηθή ζρέζε ρξόλνπ t θαη α-

πνξξόθεζεο A400; Να βξείηε ηελ θιίζε ηεο θαιύηεξεο επζείαο πνπ έρεηε επηιέμεη. (ζα ηε 

ρξεζηκνπνηήζεηε πην θάησ. 

 

Q.1.4. Υξεζηκνπνηώληαο ηελ θιίζε πνπ ππνινγίζαηε πην πάλσ ζηελ Q. 1.3, λα ππνινγίζεηε 

ηελ ελεξγόηεηα ηνπ ελδύκνπ ζηε κνξθή ηεο κεηαβνιήο-Γηαθνξά (Γ) ηεο απνξξόθεζεο A400 

αλά ιεπηό αλά ml (min-1 ml-1) γηα ηε δηάιπκα ηνπ ελδύκνπ πνπ ήηαλ «1x enzyme».  

 

Q.1.5. Να κεηαηξέςεηε ηελ Γηαθνξά –Μεηαβνιή ηεο Απνξξόθεζεο πνπ πήξαηε ζηε Q.1.4 

ζε Γηαθνξά ΢πγθέληξσζεο. Να ρξεζηκνπνηήζεηε ηε ζηαζεξά ε {ε400 pNP (19000 M-1 cm1)} 

όπσο έρεη πεξηγξαθεί λσξίηεξα. Η απάληεζε ζαο πξέπεη λα εθθξάδεηαη ζε: Μεηαβνιή ζπ-

γθέληξσζεο ηνπ pNP, αλά ιεπηό αλά ml ( min-1.ml-1) γηα ην δηάιπκα “1x enzyme”. 

 

Q.1.6. Να κεηαηξέςεηε ηελ Γηαθνξά ΢πγθέληξσζεο πνπ ππνινγίζαηε ζηε Q.1.5 ζε Γηαθνξά-

Μεηαβνιή ζηνλ αξηζκό ησλ κνξίσλ ηνπ pNP. Να ρξεζηκνπνηήζεηε ηε ζηαζεξά ε {ε400 pNP 

(19000 M-1 cm-1)} όπσο έρεη πεξηγξαθεί λσξίηεξα. Η απάληεζε ζαο πξέπεη λα εθθξάδεηαη 

ζε: moles, αλά ιεπηό αλά ml ( moles min-1.ml-1) γηα ην δηάιπκα “1x enzyme”. 

 

Q.1.7. Να ππνινγίζεηε ηε ζπλνιηθή ελεξγόηεηα  ζε (mol.min-1 ) γηα ηα 4 ml ηνπ ΑΡΥΙΚΟΤ  

δηαιύκαηνο  “1x enzyme” . 
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Πείραμα 2: Καθοριζμός ηης ζσγκένηρωζης ηης Πρωηεΐνης  

 

Η ζπγθέληξσζε ηεο ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο  κπνξεί λα ππνινγηζηεί ρξεζηκνπνηώληαο γλσζηέο 

ζπγθεληξώζεηο κίαο γλσζηήο ζηάληαξ πξσηεΐλεο όπσο ηεο αιβνπκίλεο ζην αίκα κνζραξηνύ 

(BSA). ΢ην δεύηεξν πείξακα, ζα ππνινγίζεηε ηε ζπγθέληξσζε ηεο ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο ζην 

δηάιπκα “1x enzyme” ζε ζρέζε κε ηε ζπγθέληξσζε ηεο ζηάληαξ πξσηεΐλεο BSA, ρξεζηκν-

πνηώληαο ηε κέζνδν  Bradford. Η κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζην γεγνλόο όηη ε απνξξόθεζε ζε 

ι=595 nm, ηεο ρξσζηηθήο Coommassie Brilliant Blue απμάλεηαη όηαλ ε ρξσζηηθή είλαη ζπλ-

δεδεκέλε κε πξσηεΐλε έηζη όζν απμάλεηαη ε ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο απμάλεηαη θαη ε 

απνξξόθεζε Α595 nm 

Πέληε δηαθνξεηηθά δείγκαηα BSA ζε 5 δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο (0.4, 0.2, 0.1, and 0.05 

mgπξσηεΐλεο. ml-1) εηνηκάζηεθαλ θαη έηπραλ ηεο ίδηαο επεμεξγαζίαο κε έλα επηπξόζζεην 

δείγκα κε άγλσζηε ζπγθέληξσζε ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο! Σν άγλσζην δείγκα είλαη ην “0.1x  

enzyme”. Σν πείξακα έγηλε θαη πήξακε απνξξνθήζεηο γηα θάζε δείγκα γλσζηήο θαη άγλσ-

ζηεο πξσηεΐλεο, όπσο θαίλνληαη ζηνλ πην θάησ πίλαθα: 

Πίλαθαο 

Sample /Γείγκα [BSA]
Απνξξόθεζ

εOD595

(mg ml
-1

)

0 0.000 

0.05 0.070 

0.1 0.143 

0.2 0.261 

0.4 0.521 

 '0.1x enzyme ' solution 

/ 0.1x (10θνξέο 

αξαησκέλν δηάιπκα 

από εθρύιηζκα, κε 

ελδπκν)
0.180  

Q.2.1. Να θηηάμεηε κία γξαθηθή παξάζηαζε πνπ λα απεηθνλίδεη ηε γξακκηθή ζρέζε απνξξό-

θεζεο OD595  θαη ζπγθέληξσζεο ηνπ BSA. Να βάιεηε ηα ζεκεία κε όζε κεγαιύηεξε αθξίβεηα, 

λα νλνκάζεηε ηνπο άμνλεο θαη λα βάιεηε ηηο αλάινγεο κνλάδεο, ε απνξξόθεζε είλαη απιόο 

αξηζκόο. Να ζρεδηάζεηε ηελ θαιύηεξε επζεία. 

 

Q.2.2. Με βάζε ηελ επζεία πνπ πήξαηε ζην Q.2.1. λα ππνινγίζεηε ηε ζπγθέληξσζε ζπλνιη-

θήο πξσηεΐλεο ζην δείγκα “0.1x enzyme” θαη από απηό λα ππνινγίζηε ηε ζπγθέληξσζε ζην 

“1x enzyme” 

 

Q.2.3. Σώξα κπνξείηε λα ππνινγίζεηε ηελ εηδηθή ελεξγόηεηα ηνπ ελδύκνπ (ελεξγόηεηα αλά 

ιεπηό αλά mg ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο, γηα ην δείγκα “1x enzyme”.  


