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ΠΔΡΙΛΗΦΗ 
 

  Η βόεηα β-γαιαθηνζθαηξίλε (bovine β-Lg), κία κε-γιπθνδπιησκέλε 

ιηπνθαιίλε, είλαη ε βαζηθή πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ γάιαθηνο πνιιώλ 

ζειαζηηθώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ κεξπθαζηηθώλ.                            

Η ιεηηνπξγηθόηεηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ζπλδέεηαη κε ηελ πξόζδεζε, 

πξνζηαζία θαη κεηαθνξά πδξόθνβσλ κνξίσλ. Μειέηεο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε δηάθνξεο ηερληθέο γηα ηελ πξόζδεζε ππνζηξσκάησλ 

ζηελ πξσηεΐλε β-γαιαθηνζθαηξίλε έδεημαλ όηη κπνξεί λα δεζκεύεη ζην 

ιηπόθηιν θάιπθά ηεο δηάθνξα πδξόθνβα ππνζηξώκαηα όπσο ιηπαξά νμέα, 

ιηπίδηα, ξεηηλνεηδή, κηθξά αιθάληα, αιεηθαηηθέο θεηόλεο θαη αξσκαηηθέο 

ελώζεηο. Γηα ηε κειέηε ηεο πξόζδεζεο επηιέρζεθε ε κέζνδνο ITC, επεηδή ε β-

γαιαθηνζθαηξίλε δελ είλαη έλδπκν θαη δελ κπνξεί λα κεηξεζεί ε πξόζδεζε κε 

άιιν ηξόπν όπσο κε θαζκαηνθσηνκεηξηθέο θαη ελδπκηθέο κεζόδνπο, θαηά ηηο 

νπνίεο παξάγνληαη έγρξσκα πξντόληα. Γη’ απηό ε κέζνδνο ITC είλαη ε πην 

ελδεδεηγκέλε γηα ηε κειέηε πξόζδεζεο ρεκηθώλ νπζηώλ ζε κε ελδπκηθέο 

πξσηεΐλεο. Κξπζηαιινγξαθηθέο θαη άιιεο θπζηθνρεκηθέο κειέηεο 

θαηαδεηθλύνπλ ζαθώο ηελ πξόζδεζε ιηπόθηισλ ελώζεσλ ζηνλ θάιπθα ηεο 

πξσηεΐλεο. ηελ παξνύζα εξγαζία, έγηλε κηα πξνζπάζεηα κειέηεο ηεο 

πξόζδεζεο ζπλζεηηθώλ ιηπαξώλ νμέσλ κε ηε βόεηα β-Lg ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

κέζνδν ηεο Θεξκηδνκεηξίαο Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (Isothermal Titration 

Calorimetry- ITC) κε ζθνπό ηε δηεξεύλεζε ηεο πξόζδεζεο ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ πδξόθνβσλ πξνζδεηώλ κε ηελ ππό κειέηε πξσηεΐλε. Σα 

ζπλζεηηθά θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα πνπ επηιέρζεθαλ σο πξνζδέηεο είλαη ηα 

εμήο: δεθαπεληαλντθό (pentadecanoic acid-C15:0) θαη δεθαεπηαλντθό νμύ 

(heptadecanoic acid-C17:0). Δπηιέρζεθαλ ηα ζπγθεθξηκέλα ιηπαξά νμέα, 

επεηδή: είλαη ζπλζεηηθά θαη δελ έρεη κειεηεζεί κέρξη ζηηγκήο ε πξόζδεζή ηνπο 

κε ηελ β-Lg, είλαη ρακεινύ κνξηαθνύ βάξνπο θαη παξνπζηάδνπλ πςειή 

δηαιπηόηεηα ζε ζρέζε κε ηα ζπλζεηηθά ιηπαξά νμέα κε πεξηζζόηεξα άηνκα 

άλζξαθα ζηελ αιπζίδα ηνπο. Οη πξνζδέηεο ηείλνπλ λα δεζκεπηνύλ κε ηέηνην 

ηξόπν ώζηε λα κεγηζηνπνηήζνπλ ηελ θάιπςε ηεο πδξνθνβηθήο επηθάλεηάο 

ηνπο ζηελ θνηιόηεηα ηνπ ιηπνθάιπθα, αθήλνληαο πνιηθέο ή πδξνθηιηθέο 

νκάδεο εθηεζεηκέλεο ζην δηαιύηε.  
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Η Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (ITC) είλαη κηα ζεκαληηθή κέζνδνο 

γηα ην ραξαθηεξηζκό κνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ θαη γηα ηελ θαηαλόεζε ηεο 

ζεξκνδπλακηθήο πξόζδεζεο βηνινγηθώλ κνξίσλ θαη βηνινγηθώλ ζπζηεκάησλ. 

Η βαζηθή αξρή ιεηηνπξγίαο ηεο κεζόδνπ ηνπ ITC αθνξά ηε κέηξεζε ηεο 

ζεξκόηεηαο ηνπ ζρεκαηηζκνύ (ή δηάζπαζεο) κε νκνηνπνιηθώλ δεζκώλ θη 

απηή ε πιεξνθνξία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ 

ζεξκνδπλακηθώλ παξακέηξσλ ηεο πξόζδεζεο κ’ έλα άιιν. Σν όξγαλν ITC 

πνπ είρακε ζηε δηάζεζή καο γηα ηε κειέηε ηεο ζύλδεζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηα 

ιηπαξά νμέα είλαη εηδηθά ζρεδηαζκέλν γηα λα κεηξάεη ηε ζύλδεζε ηνπ 

πξνζδέηε. Η απμεκέλε επαηζζεζία θαη ηα πνιύ ρακειά όξηα αλίρλεπζεο 

κεηαβνιήο ηεο ζεξκόηεηαο ζην ππό κειέηε ζύζηεκα, επηηξέπνπλ αθξηβείο 

ζεξκηθέο κεηξήζεηο ζε ρακειόηεξεο ζπγθεληξώζεηο απ’ όηη ήηαλ δπλαηόλ 

πξνεγνπκέλσο. πλεπώο, ε κέζνδνο ITC απνηειεί κηα εμαηξεηηθά αθξηβή θαη 

επαίζζεηε κέζνδν πξνζδηνξηζκνύ πνπ κπνξεί λα δώζεη έλα ζεξκνδπλακηθό 

πξνθίι ηεο πξόζδεζεο ζ’ έλα κόλν πείξακα. Η κειέηε ησλ κνξηαθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ηεο πξόζδεζεο βηνινγηθώλ κνξίσλ θαη βηνινγηθώλ 

ζπζηεκάησλ κε ηε κέζνδν ITC κπνξεί λα έρεη εθαξκνγή ζε πνιινύο ηνκείο 

όπσο ζηε Βηνρεκεία θαη ηε Βηνηερλνινγία, ζηε Φαξκαθνινγία γηα 

νξζνινγηζηηθό ζρεδηαζκό θαξκάθσλ, ζηε Βηνθπζηθή, ζηε Ναλνηερλνινγία, 

ζηα Βηνθαύζηκα θαη ζ’ άιινπο θιάδνπο ηεο επηζηήκεο 
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ABSTRACT  
 

    Bovine β-Lactoglobulin (β-Lg), a non-glycosylated lipocalin, is a major whey 

protein of many mammal species, including ruminants. Functionality of the 

specific protein is associated with the binding, and probable transportation of 

hydrophobic molecules. Binding studies conducted with various techniques, 

showed that the ligand binding site can accommodate various hydrophobic 

substrates such as fatty acids, lipids, retinoids, small alkanes, aliphatic 

ketones and aromatic compounds. The ITC technique was chosen because β-

Lg isn’t an enzyme and it isn’t possible the binding to be measured with other 

technique, like spectrophotometric and enzymatic methods, in which coloured 

product is produced. For the above reasons, the ITC is the most appropriate 

method for binding study of chemical substances to non enzymatic proteins. 

Crystallographic and other physicochemical studies clearly demonstrate 

presence of the ligand in the hydrophobic calyx. In this work, we studied the 

binding of synthetic saturated fatty acids to the bovine β-Lg using the ITC 

(Isothermal Titration Calorimetry) method in order to elucidate its ability to 

make complexes with hydrophobic ligands. Synthetic saturated fatty acids, 

which have been chosen as ligands are: the pentadecanoic (PDA) and the 

heptadecanoic acid (HDA). The specific odd number carbon atoms fatty acids 

were selected because in order to investigate in non-natural fatty acid could 

also bind to the protein. They are also selected because their molecular 

weight is low and thus more soluble. Ligands tend to bind in such a way to 

maximize hydrophobic surface shielding in the lipocalyx cavity, leaving polar 

or hydrophilic groups exposed to solvent. Isothermal Titration Calorimetry 

(ITC) is an important method for the characterization of molecular interactions 

and for the understanding of binding thermodynamics of biological molecules 

and biological systems. The basic principle of ITC method relay in the heat 

measurement of noncovalent bond formation (or disruption). This information 

is used to determine the thermodynamic parameters of a molecule’s binding 

to another. The Nano-ITC instrument, which was at our disposal for the 

binding study of fatty acids to the protein, is specifically designed to measure 

ligand binding and reaction kinetics. Increased sensitivity and lower detection 
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limits permit accurate thermal measurements at lower concentrations than 

previously possible. Therefore, ITC is the only assay method that can give a 

thermodynamic profile of the binding event in one experiment. Studying the 

molecular interactions of binding biological molecules and biological systems 

by ITC method may have applications in many sections like Biochemistry and 

Biotechnology, Pharmacology for rational drug design, Biophysics, 

Nanotechnology, Biofuels and other branches of science, which are activated 

in the most advanced research.                                                                                                                                    
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1 ΔΙΑΓΧΓΗ 
 

  Σν γάια ησλ κεξπθαζηηθώλ θαη ζπγθεθξηκέλα ησλ βννεηδώλ παξνπζηάδεη κηα 

πνιύ πινύζηα θαη πνηθίιε ζύζηαζε. Απνηειείηαη από πξσηεΐλεο, 

πδαηάλζξαθεο, ιηπίδηα, νξγαληθά νμέα, αλόξγαλα ζπζηαηηθά ζηα νπνία 

ζπκπεξηιακβάλνληαη θαη ηρλνζηνηρεία, βηηακίλεο, έλδπκα θαη λεξό. ]2,1[  Η κειέηε 

ησλ πξσηετλώλ ηνπ γάιαθηνο παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν επηζηεκνληθό ελδηαθέξνλ, 

θαζώο θάπνηεο απ’ απηέο είλαη ηθαλέο λα δεζκεύνπλ κηθξά νξγαληθά κόξηα ή 

ηόληα θαη έηζη δξνπλ σο εηδηθνί κεηαθνξείο. Καηά ζπλέπεηα, νη πξσηεΐλεο ηνπ 

γάιαθηνο ρξεζηκνπνηνύληαη επξύηαηα ζηε θαξκαθνβηνκεραλία, ζηε 

βηνκεραλία ηξνθίκσλ θαζώο επίζεο θαη ζηελ θνζκεηηθή βηνκεραλία.    

   

                                            

 

  ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία κειεηνύκε κία από ηηο πξσηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ 

γάιαθηνο, ηε β-γαιαθηνζθαηξίλε ηόζν από δνκηθή όζν θαη από ιεηηνπξγηθή 

πιεπξά, ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε ζπλζεηηθά θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα 

[δεθαπεληαλντθό νμύ (PDA) θαη δεθαεπηαλντθό νμύ (HDA)], ηελ αληίδξαζε 

ζύλδεζεο ησλ πξναλαθεξζέλησλ πξνζδεηώλ κε ηε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε 

θαζώο θαη ηελ θηλεηηθή απηήο ηεο αληίδξαζεο, ρξεζηκνπνηώληαο κηα εμαηξεηηθά 

Δηθόλα 1: Σξηζδηάζηαηε απεηθόληζε ηεο ηξηηνηαγνύο δνκήο ηεο β-γαιαθηνζθαηξίλεο (β-Lg),                

                                                      πξσηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο.
]3[
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αθξηβή κέζνδν πξνζδηνξηζκνύ, ηε Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο 

(Isothermal Titration Calorimetry, ITC).  

2 ΘΔΧΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ 
 

  Η πεξηεθηηθόηεηα ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο ζε πξσηεΐλεο θπκαίλεηαη από 3,3 

g/100 mL έσο 3,9 g/100 mL κε κέζν όξν ~ 3,5 g/100 mL. Οη πξσηεΐλεο ηνπ 

βόεηνπ γάιαθηνο δηαθξίλνληαη ζην πξσηετληθό θιάζκα ησλ θαδετλώλ πνπ 

ζπληζηά ~ 2,9% θαη ζην θιάζκα ησλ πξσηετλώλ ηνπ νξνύ ηνπ γάιαθηνο πνπ 

απνηειεί 0,6%. Σα επηκέξνπο είδε ησλ πξσηετλώλ, ηα νπνία απαξηίδνπλ ηα 

δύν παξαπάλσ θύξηα πξσηετληθά θιάζκαηα ηνπ γάιαθηνο, είλαη ηα εμήο: ]5,4[  

Πξωηεΐλεο βόεηνπ γάιαθηνο 

 g/L % νιηθώλ πξωηεϊλώλ 

Οιηθέο πξωηεΐλεο 33 100 

Οιηθέο θαδεΐλεο 26 80 

αs1 10 34 

αs2 2,6 8 

β 9,3 28 

θ 3,3 10 

Οιηθέο πξωηεΐλεο 
νξνύ γάιαθηνο 

6,3 20 

α- γαιαθηαιβνπκίλε 1,2 4 

β- γαιαθηνζθαηξίλε 3,2 10 

αιβνπκίλε 0,4 1,5 

αλνζνζθαηξίλεο 0,7 2 

πξωηεόδε πεπηόλε 0,8 2,5 

 

Πίλαθαο 1:Πεξηεθηηθόηεηα πξσηετλώλ βόεηνπ γάιαθηνο ζε g/L θαη πνζνζηό (%) ηνπ 

εθάζηνηε είδνπο επί ηνπ ζπλόινπ απηώλ.
]3[
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Δηθόλα 2 : Γηάγξακκα πνπ απεηθνλίδεη ηελ εθαηνζηηαία αλαινγία                                 

ηεο β-γαιαθηνζθαηξίλεο επί ηνπ ζπλόινπ ησλ πξσηετλώλ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο.
]3[
 

 

 

Δηθόλα 3 : Γηάγξακκα πνπ απεηθνλίδεη ηελ εθαηνζηηαία αλαινγία                                  

ηεο β-γαιαθηνζθαηξίλεο επί ηνπ ζπλόινπ ησλ πξσηετλώλ ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ 

γάιαθηνο.
]3[
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2.1 ΠΡΧΣΔΨΝΔ ΓΑΛΑΚΣΟ 

2.1.1 Καδεΐλεο 

 Δίλαη ην θιάζκα ησλ θσζθνπξσηετλώλ πνπ θαζηδάλεη ύζηεξα από νμίληζε ζε 

pH 4,6 θαη ζε ζεξκνθξαζία 20 0 C. Απνηεινύλ ην 75-80% ησλ πξσηετλώλ ηνπ 

γάιαθηνο (2,4-2,9 g %) θαη κε βάζε ηε δηάηαμε (νκνινγία) ησλ ακηλνμέσλ ζην 

κόξην ηνπο δηαθξίλνληαη ζε  αs1-, αs2-, β- θαη θ- θαδεΐλεο. 

 αs1-θαδεΐλε: Απνηειεί ην 1,2-1,5% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ γάιαθηνο θαη κε 

ειεθηξνθόξεζε δηαρσξίδεηαη ζε πέληε γελεηηθέο παξαιιαγέο: A, B, C, D θαη 

E. Η παξαιιαγή B θπξηαξρεί ζην βόεην γάια θαη έρεη 199 ακηλνμέα. Οη 

παξαιιαγέο B, A θαη C έρνπλ νθηώ θσζθνξηθέο νκάδεο, ελώ ε D έρεη 

ελληά. ]6,5[   

 αs2-θαδεΐλε: Απνηειεί ην 0,3-0,4% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ  γάιαθηνο. Μ’ απηή 

ηαπηίδνληαη θαη ηα θιάζκαηα πνπ ραξαθηεξίδνληαλ κέρξη ζήκεξα σο αs3-, αs4- 

θαη αs6-. Όια ηα θιάζκαηα έρνπλ ηελ ίδηα ζεηξά θαη αξηζκό ακηλνμέσλ (207), 

αιιά δηαθέξνπλ σο πξνο ηνλ αξηζκό ησλ θσζθνξηθώλ νκάδσλ, νη νπνίεο 

θπκαίλνληαη από 10 έσο 13. Απαληά ζε 4 γελεηηθέο παξαιιαγέο, πνπ 

ραξαθηεξίδνληαη σο A, B, C θαη D. Η παξαιιαγή D έρεη 9 ακηλνμέα ιηγόηεξα. ]7[  

Οη A θαη D παξαηεξνύληαη ζηηο επξσπατθέο θπιέο ηνπ Bos taurus, ελώ ε C 

βξίζθεηαη κόλν ζην γάια ηνπ Bos grunniens. 

 θ-θαδεΐλε: Απνηειεί πνζνζηό ~ 0,3 – 0,4% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ γάιαθηνο θαη 

απαληά κε κνξθή πνιπκεξώλ θ-θαδετλώλ πνπ ζπλδένληαη κε δηζεητθνύο 

δεζκνύο. Με ειεθηξνθόξεζε δηαπηζηώλνληαη δύν γελεηηθέο παξαιιαγέο,       

A θαη B, κε 159 ακηλνμέα ε θαζεκία θαη  Mr ≈19.000. ]8[ Σν κόξην ηεο πεξηέρεη 

ζρεδόλ πάληνηε πδαηάλζξαθεο θαη επνκέλσο είλαη γιπθνπξσηεΐλε.                

Η δηάζπαζή ηεο κε ξελλίλε γίλεηαη ζηε ζέζε 105-106 θαη παξάγεηαη έηζη ε 

παξα-θ-θαδεΐλε (1-105) θαη έλα γιπθνκαθξνπεπηίδην (106-169). 

 β-θαδεΐλε: Απνηειεί ην 0,9-1,1% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ γάιαθηνο θαη   απαληά   

ζε  πνιιέο   γελεηηθέο   παξαιιαγέο (A 1 , A 2 , A 3 , C, D θαη E). Δίλαη ε 

πεξηζζόηεξν πδξόθνβε θαδεΐλε. Οη θαδεΐλεο γ1 ,γ2 θαη γ3 πνπ βξίζθνληαη ζην 

λσπό γάια, πξέπεη λα ζεσξνύληαη σο ηειηθά πεπηίδηα ελδπκηθήο δηάζπαζεο 
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ηεο β-θαδεΐλεο. ]10,9[ Έηζη ε γ1-θαδεΐλε είλαη ηκήκα ηεο β- θαδεΐλεο από ηε ζέζε 

29 έσο ηε ζέζε 209, ε γ2-θαδεΐλε από ηε ζέζε 106 έσο ηε 209 θαη ε γ3-θαδεΐλε 

από ηε ζέζε 108 έσο ηε 209. Η δηάζπαζε ηεο β-θαδεΐλεο γίλεηαη κε ηελ 

επίδξαζε ηεο πιαζκίλεο, κηαο πξσηεάζεο πνπ ππάξρεη ζην γάια. ]11[   

 Οη πξναλαθεξόκελεο θαδεΐλεο απαληνύλ ζην γάια ζε κνξθή ζπκπιόθσλ,   

ηα νπνία θαινύληαη κηθθύιηα θαη βξίζθνληαη ζε θνιινεηδή δηαζπνξά ζηελ 

πδάηηλε θάζε. ]4[   

 

Δηθόλα 4: ρεκαηηθή απεηθόληζε θαδετληθνύ κηθθπιίνπ. A: έλα ππνκηθθύιην, B: 

πξνεμέρνπζα αιπζίδα, C: Φσζθνξηθό αζβέζηην, D: θ-θαδεΐλε, E: θσζθνξηθέο 

νκάδεο.
]12[
 

 

2.1.2 Πξωηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ γάιαθηνο   

 Οη θπξηόηεξεο πξσηεΐλεο πνπ απνκέλνπλ ζηνλ νξό ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο, κεηά 

από ηελ θαζίδεζε ησλ θαδετλώλ θαη ζπληζηνύλ ην 20% ησλ πξσηετλώλ ηνπ 

γάιαθηνο  είλαη νη εμήο: αιβνπκίλε (BSA), α-γαιαθηαιβνπκίλε (α-La), 

αλνζνζθαηξίλεο (Igs) θαη β-γαιαθηνζθαηξίλε (β-Lg).                              

 Μαδί κε ηηο νξνπξσηεΐλεο ηνπ γάιαθηνο ηαπηνπνηείηαη έλα κηθξό θιάζκα από 

πξσηεόδεο θαη πεπηόλεο, ην νπνίν απνδείρηεθε όηη πξνέξρεηαη, όπσο θαη      

νη  γ-θαδεΐλεο, από ελδπκηθή δηάζπαζε ηεο β-θαδεΐλεο.    
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 αιβνπκίλε (BSA): Έρεη ηηο ίδηεο θπζηθέο θαη αλνζνγελεηηθέο ηδηόηεηεο 

κε ηελ αιβνπκίλε ηνπ νξνύ ηνπ αίκαηνο ηεο αγειάδαο. Απνηειεί ην            

0,01-0,04% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ γάιαθηνο κε Mr ≈ 66.000 gr/mol θαη ην κόξην 

ηεο απνηειείηαη από 582 ακηλνμέα. 

 

Δηθόλα 5 : Σξηζδηάζηαηε αλαπαξάζηαζε ηξηηνηαγνύο δνκήο ηεο αιβνπκίλεο ηνπ 

νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο.
]13[
 

 α-γαιαθηαιβνπκίλε (α-La): Απνηειεί ην 0,06-0,17% ησλ ζπζηαηηθώλ 

ηνπ γάιαθηνο θαη είλαη απαξαίηεηε ζηε ζύλζεζε ηεο ιαθηόδεο ζε ζπλδπαζκό 

κε ην έλδπκν γαιαθηνζπι-ηξαλζθεξάζε. Απαληά ζε ηξεηο γελεηηθέο 

παξαιιαγέο: α- La- A, α- La- B θαη α- La- C. ην γάια ηνπ Bos taurus 

επηθξαηεί ε α- La- B. ]14[  Όιεο νη γελεηηθέο παξαιιαγέο έρνπλ 123 ακηλνμέα θαη 

Mr =14.000 gr/mol. Η ζεηξά ησλ ακηλνμέσλ θαη ε  δηάηαμε ηνπ κνξίνπ ζην 

ρώξν κνηάδεη κ’ εθείλε ηεο ιπζνδύκεο, ρσξίο όκσο λα έρνπλ δηαπηζησζεί 

θνηλέο ηδηόηεηεο. Οη Hopper ]15[  θαη Mac Kenzie (1973) ]15[  δηαπίζησζαλ θαη 

δεπηεξεύνπζεο γαιαθηαιβνπκίλεο, νη νπνίεο πεξηέρνπλ θαη πδαηαλζξαθηθέο 

νκάδεο. 
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Δηθόλα 6: Σξηηνηαγήο δνκή βόεηαο α-γαιαθηαιβνπκίλεο.
]3[
 

 

 ανοζοζθαιπίνερ (Igs): IgG1, IgG2, IgA, IgM.  

 

Δηθόλα 7: Μνξηαθέο δνκέο ησλ αλνζνζθαηξηλώλ IgG, IgA & IgM πνπ 

πεξηιακβάλνληαη ζηηο πξσηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο.
]16[
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2.2 β-ΓΑΛΑΚΣΟΦΑΙΡΙΝΗ (β-Lg) 

  πληζηά ηελ θύξηα νξνπξσηεΐλε (0,2-0,4% ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ γάιαθηνο) 

θαη απαληάηαη ζε 7 γελεηηθέο παξαιιαγέο, νη νπνίεο ραξαθηεξίδνληαη σο A, B, 

C, D, E, F, G θαη Dr (Droughtmaster). Η πνηθηιία β-Lg Β απαληάηαη θπξίσο ζην 

γάια ησλ βννεηδώλ θαη έρεη 162 ακηλνμέα ζην κόξην ηεο. Σνλ ίδην αξηζκό 

ακηλνμέσλ έρνπλ θαη νη άιιεο παξαιιαγέο κε πνηνηηθέο κόλν δηαθνξέο σο 

πξνο ηα ακηλνμέα. Η παξαιιαγή Dr έρεη επηπιένλ κηα πδαηαλζξαθηθή αιπζίδα 

ζην πεπηίδην πνπ νξίδεηαη κεηαμύ ησλ ζέζεσλ 15 θαη 40. Η πδαηαλζξαθηθή 

απηή αιπζίδα απνηειείηαη από N- αθεηπινλεπξακηληθό νμύ, γιπθνδακίλε, 

γαιαθηνδακίλε, καλλόδε θαη γαιαθηόδε. ]17[  πληζηά ην 10% ηνπ ζπλόινπ ησλ 

πξσηετλώλ ηνπ γάιαθηνο θαη ην 50% ησλ πξσηετλώλ ηνπ ηπξνγάιαθηνο. 

Φπζηνινγηθά, απαληάηαη σο δηκεξέο κε Mrsubunit ≈18.400 gr/mol. Κάζε 

κνλνκεξέο πεξηιακβάλεη 162 ακηλνμηθά θαηάινηπα, κ’ έλα ειεύζεξν θαηάινηπν 

Cys θαη 2 δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο.  

 

Δηθόλα 8: Γηζνπιθηδηθέο γέθπξεο κεηαμύ Cys106-Cys119 θαη Cys66-Cys160 ζην 

κνλνκεξέο ηεο β-Lg. [RCSB Protein Data Bank (PDB) coordinates 1BSY]
]18[
 

 

 Απνηειεί κέινο ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ πξσηετλώλ πνπ νλνκάδνληαη 

ιηπνθαιίλεο, κε ραξαθηεξηζηηθή δνκή ελόο β-βαξειηνύ κε νθηώ 
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αληηπαξάιιεινπο β-θιώλνπο. ]19[ Οη ζπγθεθξηκέλεο είλαη θπζηθνί θνξείο γηα 

βηνδξαζηηθέο ελώζεηο, θαζώο απνηεινύλ πξσηεΐλεο πνπ δεζκεύνπλ 

πδξόθνβνπο πξνζδέηεο ]20[ (π.ρ. βηηακίλεο, ιηπαξά νμέα, ξεηηλόιε) θαη έρνπλ  

έλα δπλακηθό ξόιν ζηελ πξόζδεζε, πξνζηαζία θαη κεηαθνξά βηνδξαζηηθώλ 

ζπζηαηηθώλ ζε ιεηηνπξγηθά ηξόθηκα, εμαηηίαο ηεο ηθαλόηεηάο ηνπο λα 

ζρεκαηίδνπλ ζύκπινθα πξσηεΐλεο – πξνζδέηε, πηζαλόλ πξνζηαηεύνληαο ηα 

ζπζηαηηθά από ηελ νμείδσζε θαη απνηθνδόκεζε θαη επίζεο παξέρνληαο ην 

κέζν ηεο επαγόκελεο από εξέζηζκα απειεπζέξσζεο. Έηζη, δξα σο 

εμεηδηθεπκέλνο κεηαθνξέαο, όπσο ε νξνπξσηεΐλε πνπ πξνζδέλεη ξεηηλόιε 

(Retinol Binding Protein, RBP). ]20[  Σέινο, εκπιέθεηαη ζηε ξύζκηζε ηεο 

ελδπκηθήο δξαζηηθόηεηαο ηεο πξνγαζηξηθήο ιηπάζεο. ]22,21[  

 Η β-γαιαθηνζθαηξίλε (β-Lg) ζπληίζεηαη ζην καζηηθό αδέλα ηεο αγειάδαο, 

εθθξίλεηαη ζην γάια θαη απνκνλώζεθε γηα πξώηε θνξά ην 1934. ]23[ Πξνθαιεί 

κηα αιιεξγηθή αληίδξαζε ζηνλ άλζξσπν θαη απνηειεί κία από ηηο αηηίεο ηεο 

αιιεξγίαο ζην αγειαδηλό γάια. Απνηειεί ππνπξντόλ από ηελ παξαγσγή 

ηπξηνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο θαη ζπληζηά ην 50-65% ησλ μεξώλ ζηεξεώλ ησλ 

νξνπξσηετλώλ ή ην 10-12% ησλ νιηθώλ πξσηετλώλ ηνπ αγειαδηλνύ γάιαθηνο. 

Δμαηηίαο ηεο αθζνλίαο ηεο θαη ηεο ζρεηηθά εύθνιεο απνκόλσζήο ηεο ζηε 

θπζηθή κνξθή ηεο, ε β-γαιαθηνζθαηξίλε ρξεζηκνπνηείηαη επξύηαηα ζηε 

βηνκεραλία γηα ηελ αύμεζε ησλ πξσηετληθώλ πεξηερνκέλσλ ζε ηξόθηκα θαη 

πνηά. Η βόεηα β-Lg είλαη κηα  εκπνξηθά ζεκαληηθή νξνπξσηεΐλε ηνπ γάιαθηνο 

κε κε απόιπηα ζαθή βηνινγηθή ιεηηνπξγία, αλ θαη είλαη πξνθαλήο ε πςειή 

δηαηξνθηθή ηεο αμία. Απηή ε πξσηεΐλε δεζκεύεη κηα πνηθηιία πξνζδεηώλ ζηνλ 

θεληξηθό θάιπθά ηεο. (Δηθόλεο 9,10). ]25,24,20,19[ Η ηξηζδηάζηαηε δνκή θαη ε 

ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο β-γαιαθηνζθαηξίλεο επηβεβαηώλνπλ όηη αλήθεη ζηελ 

νηθνγέλεηα ησλ ιηπνθαιηλώλ. ]20[   
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Δηθόλα 9: Σξηζδηάζηαηε απεηθόληζε ηνπ ζπκπιόθνπ ηεο ιηπνθαιίλεο β-

γαιαθηνζθαηξίλεο (β-Lg) κε ην παικηηηθό νμύ (PA). ηνλ θεληξηθό θάιπθα ηεο 

πξσηεΐλεο θαζίζηαηαη νξαηή ε ζέζε ζύλδεζεο ηνπ πξνζδέηε (πιήξεο αηόκσλ). 

[RCSB Protein Data Bank (PDB) coordinates 1BSY-1GXA complex]
]19[
 

 

 

Δηθόλα 10: Υάξηεο ειεθηξνληαθήο ππθλόηεηαο γύξσ από ηνλ   

   εζσηεξηθό θάιπθα πξόζδεζεο ηεο βόεηαο β-Lg πνπ ζρεκαηίδεη ζύκπινθν   

   κε ηε ρνιεζηεξόιε.
]20[
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2.2.1 Ληπνθαιίλεο 

  Η β-γαιαθηνζθαηξίλε ζπγθαηαιέγεηαη ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ησλ θαιηζηλώλ 

θαη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ιηπνθαιηλώλ. Οη ιηπνθαιίλεο είλαη ηππηθά κηθξέο (160-

180 θαηάινηπα ζε κήθνο), εμσθπηηαξηθέο πξσηεΐλεο θαη είλαη ηθαλέο λα 

πξνζδέλνπλ κηθξά πδξνθνβηθά κόξηα (όπσο ε ξεηηλόιε), πξνζδέλνληαη ζε 

εηδηθνύο ππνδνρείο ηεο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο θαη ζρεκαηίδνπλ νκνηνπνιηθά 

θαη κε νκνηνπνιηθά ζύκπινθα κε άιια δηαιπηά καθξνκόξηα. Οη πξσηεΐλεο 

ιηπνθαιίλεο έρνπλ επίζεο ηαμηλνκεζεί θπξίσο σο πξσηεΐλεο-κεηαθνξείο. ]26[    

Η νηθνγέλεηα ησλ ιηπνθαιηλώλ είλαη κηα κεγάιε θαη πνηθίιε νηθνγέλεηα 

πξσηετλώλ κε ιεηηνπξγίεο πνπ πνηθίινπλ από ην θακνπθιάδ εληόκσλ έσο  ηε 

κεηαθνξά κηθξώλ πδξνθνβηθώλ κνξίσλ, κε ραξαθηεξηζηηθή  ηελ πξσηεΐλε ηνπ 

νξνύ ηνπ γάιαθηνο πνπ πξνζδέλεη ηε ξεηηλόιε. ]27[ Οη κέρξη ηώξα 

πξνζδηνξηζκέλεο θξπζηαιιηθέο  δνκέο απνθαιύπηνπλ όηη ε ηππηθή ιηπνθαιίλε 

είλαη έλα β- βαξέιη κε νρηώ αληηπαξάιιεινπο β-θιώλνπο δηεπζεηεκέλνπο κε 

ηέηνην ηξόπν ώζηε λα ζρεκαηίδνπλ έλαλ θσληθό θεληξηθό θάιπθα ή θνηιόηεηα, 

όπνπ εληνπίδεηαη ν πδξνθνβηθόο πξνζδέηεο. ]28[   

2.2.2 Γνκή β-γαιαθηνζθαηξίλεο 

  Η β-Lg είλαη κία κηθξή πξσηεΐλε ζθαηξίλε, δηαιπηή ζε αξαηό δηάιπκα 

άιαηνο ]20[  παξνπζηάδεη ζηαζεξόηεηα ζε pH 2, ]30,29,19[ κε 162 ακηλνμηθά 

θαηάινηπα (MW ∼18.400 Daltons) γηα θάζε κνλνκεξέο ην νπνίν 

αλαδηπιώλεηαη ζ’ έλα 8-θισλν, αληηπαξάιιειν β-βαξέιη κε κηα α-έιηθα ηξηώλ 

ζηξνθώλ ζηελ εμσηεξηθή επηθάλεηα θαη έλαο έλαηνο β-θιώλνο πιεπξηθά ηνπ 

πξώηνπ θιώλνπ. Οη δνκέο ηεο ηξηγσληθήο θξπζηαιιηθήο κνξθήο ηεο 

παξαιιαγήο Α ηεο βόεηαο β- γαιαθηνζθαηξίλεο ζε pH 6.2, 7.1 θαη 8.2 έρνπλ 

πξνζδηνξηζηεί κε κεζόδνπο πεξίζιαζεο αθηίλσλ X. Η πιεπξηθή αιπζίδα ηνπ 

Glu ηνπ θαηαινίπνπ 89 είλαη θξπκκέλε ζε pH 6.2 θαη εθηίζεηαη ζε pH 7.1 θαη 

8.2. Απηή ε ρσξνδηαηαμηθή αιιαγή, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο ζειηάο 84-90, 

παξέρεη κηα δνκηθή βάζε γηα κηα πνηθηιία pH-εμαξηώκελσλ ρεκηθώλ, θπζηθώλ 

θαη θαζκαηνζθνπηθώλ θαηλνκέλσλ, ζπιινγηθά γλσζηά σο  κεηάπησζε 

Tanford. ]34,33,32,31[   
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2.2.3 Καηάινηπα θαη δεπηεξνηαγείο δνκέο  

  Η β-γαιαθηνζθαηξίλε πεξηέρεη δύν δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο                        

(Cys 66 – Cys 160 θαη Cys 106 – Cys 119) θαη κία ειεύζεξε ζεηνι-νκάδα    

(Cys 121) (Δηθόλα 11). 

 

Δηθόλα 11: Μία ζρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πξσηνηαγνύο δνκήο ηεο β-Lg, ε 

νπνία απνηειείηαη από 162 ακηλνμηθά θαηάινηπα, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 5 

θαηαινίπσλ Cys. 2 δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο εληνπίδνληαη ζηα θαηάινηπα Cys-106 κε 

Cys-119 θαη Cys-66 κε Cys-160. Μία ειεύζεξε Cys βξίζθεηαη ζηε ζέζε 121.
]35[
Ο 

θσδηθόο ηεο βόεηαο β-Lg ζηελ protein data bank (pdb) είλαη 1BEB.
]36[
Καηάινηπα πνπ 

ζπγθξνηνύλ ηελ α-έιηθα, ην β-πηπρσηό θύιιν θαη ην βξόγρν αλαπαξίζηαληαη κε 

εμάγσλα ζε θόθθηλν, ηεηξάγσλα ζε κπιε θαη θύθινπο ζε γθξη, αληίζηνηρα. Οη 

πξάζηλεο γξακκέο ππνδεηθλύνπλ ηηο ζέζεηο ησλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ. Όπσο 

απεηθνλίδεηαη ε β-Lg έρεη 2 β-πηπρσηά θύιια. Οη B–D θιώλνη θαη ην κηζό N- ηειηθό 

άθξν ηνπ A θιώλνπ (ζεκαίλεηαη σο AN) απνηεινύλ ην έλα β- θύιιν, ελώ νη E–H 

θιώλνη θαη ην κηζό ηνπ C- ηειηθνύ άθξνπ ηνπ A θιώλνπ (ζεκαίλεηαη σο AC) απνηεινύλ 

ην άιιν β- πηπρσηό θύιιν.
]35[
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Γνκέο ηεο β-Lg έρνπλ αλαθεξζεί από αξθεηέο νκάδεο κε θξπζηαιινγξαθία 

αθηίλσλ X θαη κέζνδν NMR, νη νπνίεο απνδεηθλύνπλ όηη πξόθεηηαη θαηά θύξην 

ιόγν γηα πξσηεΐλε κε δνκή β-πηπρσηνύ θύιινπ. Σν β-βαξέιη ή όπσο 

απνθαιείηαη θάιπθαο, είλαη θσληθό θαη δεκηνπξγείηαη από δύν β- πηπρσηά 

θύιια: νη B–D θιώλνη θαη ην N-ηειηθό κηζό ηνπ A θιώλνπ (δείρλεηαη σο AN) 

ζρεκαηίδνπλ έλα β-πηπρσηό θύιιν θαζώο θαη νη E–H θιώλνη θαη ην C-ηειηθό 

κηζό ηνπ A θιώλνπ (δείρλεηαη σο AC) ζρεκαηίδνπλ ην άιιν β-πηπρσηό θύιιν. 

ηελ εμσηεξηθή επηθάλεηα ηνπ β-βαξειηνύ, κεηαμύ ησλ G θαη H θιώλσλ, 

εληνπίδεηαη ε α- έιηθα ηξηώλ ζηξνθώλ. Οη βξόγρνη πνπ ζπλδένπλ ηνπο           

β-θιώλνπο ζην θιεηζηό άθξν ηνπ θάιπθα, νη BC, DE θαη FG είλαη γεληθά 

αξθεηά κηθξνί, ελώ εθείλνη ζην αλνηρηό άθξν, νη AB, CD, EF θαη GH είλαη 

ζεκαληηθά κεγαιύηεξνη θαη πεξηζζόηεξν εύθακπηνη. ηνλ θάιπθα, ππάξρεη κία 

κεγάιε θεληξηθή θνηιόηεηα, ε νπνία πεξηβάιιεηαη από πδξνθνβηθά θαηάινηπα 

θαη είλαη πξνζηηή ζην δηαιύηε. Απηή ε θνηιόηεηα παξέρεη ηελ θύξηα ζέζε 

ζύλδεζεο ηνπ πξνζδέηε (Δηθόλα 9). ]37[   

2.2.4 Γελεηηθέο παξαιιαγέο 

  Γελεηηθά, ε β-γαιαθηνζθαηξίλε κπνξεί λα ππάξρεη σο κία από ηηο αξθεηέο 

παξαιιαγέο, αλάκεζα ζηηο νπνίεο νη παξαιιαγέο A θαη B είλαη νη πην 

άθζνλεο. Οη A θαη B παξαιιαγέο ηεο πξσηεΐλεο δηαθέξνπλ ε κία από ηελ 

άιιε ζηα ακηλνμηθά θαηάινηπα ζηηο ζέζεηο Asp64 (Gly64 ζηελ παξαιιαγή B) 

θαη Val118 (Ala118 ζηελ παξαιιαγή B). Απηέο νη δηαθνξέο ζηελ πξσηνηαγή 

δνκή θαζηζηνύλ ηηο δύν παξαιιαγέο ειαθξώο δηαθνξεηηθέο όζνλ αθνξά ην 

ηζνειεθηξηθό ζεκείν, ηε δηαιπηόηεηα, ηηο ηδηόηεηεο απην-ζύλδεζεο, θαζώο θαη 

ηελ πίεζε θαη ηε ζεξκνθξαζηαθή ζηαζεξόηεηα. Ωζηόζν, ηα δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ A θαη B παξαιιαγώλ ηεο βόεηαο β-Lg είλαη νπζηαζηηθά 

όκνηα. ηε θπζηθή ηεο θαηάζηαζε, ε β-γαιαθηνζθαηξίλε είλαη θαηά θύξην ιόγν 

κία πξσηεΐλε κε δνκή β- πηπρσηνύ θύιινπ πνπ πεξηέρεη ελληά β- θιώλνπο θαη 

ηξεηο α- έιηθεο. Ο ππξήλαο ηεο πξσηεΐλεο ζρεκαηίδεηαη από έλα 

πεπιαηπζκέλν β-βαξέιη (έλαλ θάιπθα) πνπ ζπληίζεηαη από νθηώ 

αληηπαξάιιεινπο β-θιώλνπο (A έσο H). ]32[   
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2.2.5 Γηκεξέο/Μνλνκεξέο 

 ε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ε πιεηνλόηεηα ηεο βόεηαο β- γαιαθηνζθαηξίλεο 

ζρεκαηίδεη έλα δηκεξέο (Δηθόλα 12). ε pH< 3, ην δηκεξέο δηαζπάηαη ζε 

κνλνκεξή ηα νπνία δηαηεξνύλ ηε θπζηθή ηνπο δηακόξθσζε. Σα δηκεξή κόξηα 

β-γαιαθηνζθαηξίλεο ππάξρνπλ ζηελ αλνηρηή δηακόξθσζε ζε βαζηθό pH,  ελώ 

ππάξρνπλ ζηελ θιεηζηή δηακόξθσζε ζε όμηλν pH, κεηά από κεηάπησζε 

Tanford πνπ πθίζηαληαη πεξίπνπ ζε νπδέηεξν pH. ]36[   

 

Δηθόλα 12: Σν δηκεξέο ηεο β-Lg
]37[
 

 

2.2.6 Πξνζδέηεο θαη ελεξγέο ζέζεηο  

  Η πξαγκαηηθή ιεηηνπξγία ηεο β-Lg είλαη άγλσζηε, αιιά έρεη πξνηαζεί όηη 

εκπιέθεηαη ζηε κεηαθνξά ξεηηλόιεο θαη/ή ιηπαξώλ νμέσλ. Πξνζδέλεη ξεηηλόιε 

κε πςειόηεξε ζπγγέλεηα απ’ όηη ε RBP. ]39,38[  Η β-Lg πεξηέρεη δύν θαηάινηπα 

ηξππηνθάλεο, ηελ Trp 19 ζηνλ A θιώλν θαη ηελ Trp 61 ζηνλ C θιώλν. Η 

πξώηε εληνπίδεηαη ζηνλ πδξνθνβηθό ππξήλα, ελώ ε δεύηεξε εθηίζεηαη ζην 

δηαιύηε ζηε θπζηθή δνκή, θάλνληαο απηέο ρξήζηκνπο αληρλεπηέο γηα 

παξαθνινύζεζε ρσξνδηαηαμηθώλ αιιαγώλ, νη νπνίεο είλαη εηδηθέο σο πξνο ηε 

ζέζε ]38[ θη ν θζνξηζκόο ηνπο κεηαβάιιεηαη όηαλ πξνζδέλεηαη ε ξεηηλόιε. ]40[  Η 

ζπγθξπζηαιισκέλε β-Lg κε παικηηηθό νμύ θαη ε θαζαξή δνκή απνθαιύπηεη 

όηη ν πξνζδέηεο δεζκεύεηαη ζηελ θεληξηθή θνηιόηεηα κ’ έλαλ ηξόπν όκνην κε 

ηελ πξόζδεζε ηεο ξεηηλόιεο ζηε ζρεηηθή ιηπνθαιίλε, ηελ νξνπξσηεΐλε πνπ 

πξνζδέλεη ξεηηλόιε. Η θαξβνμπινκάδα ζπλδέεηαη ζηε Lys-60 θαη ζηε Lys-69 

ζηελ είζνδν ηεο θνηιόηεηαο. Η πδξνθνβηθή νπξά  εθηείλεηαη ζε κία ζρεδόλ 

πιήξσο εθηεηακέλε δηακόξθσζε ζην θέληξν ηεο πξσηεΐλεο. ]25[   
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 Δπηπξνζζέησο, κειέηεο ζηελ ηζνξξνπία κνλνκεξνύο-δηκεξνύο θαη ζηε 

δξαζηηθόηεηα ηεο ζεηνι-νκάδαο ηεο Cys121, ε νπνία εληνπίδεηαη “ζακκέλε” 

βαζηά κεηαμύ ηεο α- έιηθαο θαη ηνπ H θιώλνπ, απνθάιπςαλ άιιεο ζεκαληηθέο 

ηδηόηεηεο ηεο β-Lg. Η ζηαζεξόηεηα  ηεο δνκήο επίζεο εμαξηάηαη ζε ηόζν 

κεγάιν βαζκό από ηελ εμσηεξηθή ζειηά θαηά πξνζέγγηζε ζην θαηάινηπν 64 ή 

ζηνλ β θιώλν κε ηελ ειεύζεξε ζεηνι-νκάδα. ]40[  Η β-Lg έρεη ζέζεηο πξόζδεζεο 

γηα πδξνθνβηθνύο (κε πνιηθνύο) πξνζδέηεο όπσο ηα ιηπαξά νμέα (π.ρ. 

νθηαλντθό, δεθαλντθό, ιαπξηθό, κπξηζηηθό, παικηηηθό, βξσκνδεθαλντθό, 

ζηεαηηθό, νιετθό, ιηλνιετθό νμύ θ.α), ηε βηηακίλε Α (ξεηηλόιε), ηε βηηακίλε D2 

(εξγνθαιζηθεξόιε), ηε βηηακίλε D3 (ρνιεθαιζηθεξόιε), ην ξεηηλντθό νμύ, ην κε 

ηνληθό απνξξππαληηθό DDM (n-Dodecyl-β-D-maltoside) θαζώο θαη πξνζδέηεο 

ιαθηόδεο. ]41[
                                                                                                     

  Η πξνζβαζηκόηεηα ζηνλ θάιπθα είλαη pH-εμαξηώκελε. Αλάιπζε NMR θαη 

αθηίλσλ X έδεημε όηη ε πξόζβαζε δηακεζνιαβείηαη από ηελ επθίλεηε EF ζειηά. 

Όιεο νη δνκέο κε πξνζδέηεο πνπ δεζκεύνληαη ζηνλ θάιπθα εκθαλίδνπλ κηα 

αλνηρηή EF ζειηά, πξνηείλνληαο όηη απηή ε ζέζε είλαη πξνζβάζηκε ζε 

νπδέηεξν pH. Δπηπιένλ ε ρνιεζηεξόιε θαη ε βηηακίλε D2 απνηεινύλ 

πξνζδέηεο ηεο  βόεηαο β-Lg, θαζώο ζπλδένληαη ε θαζεκία μερσξηζηά ζηελ 

θεληξηθή θνηιόηεηα πξόζδεζεο ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ζε pH 7.3. ]20[  

Καλέλαο από ηνπο δύν πξνζδέηεο δελ είλαη πιήξσο νξαηόο ζηνπο ράξηεο 

ειεθηξνληαθήο ππθλόηεηαο θαη νη ιηγόηεξν θαιά δηαηεηαγκέλεο πεξηνρέο είλαη 

νη πνιηθέο ηειηθέο νκάδεο ζηελ είζνδν ηεο ζέζεο πξόζδεζεο. ]20[                  

  Δθηόο από ηα νξγαληθά κόξηα πνπ απνηεινύλ πξνζδέηεο ηεο β-Lg, 

απνδείρηεθε κέζα από πεηξάκαηα όηη αθόκε θαη ηόληα κπνξεί λα παίδνπλ ηνλ 

ίδην ξόιν. πγθεθξηκέλα, ζ’ έλα μερσξηζηό πείξακα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε, 

έλα ηόλ πδξαξγύξνπ (Hg2+) πξνζδέζεθε ζηελ ειεύζεξε Cys121 κ’ έλαλ ηξόπν 

πνπ κεηέδσζε κηα κηθξή δνκηθή αιιαγή από ηo Asp137 δηακέζνπ ηεο Arg148 

ζηε δηεπηθάλεηα ηνπ δηκεξνύο κνξίνπ ηεο β-Lg. ]20[  Γελ είλαη μεθάζαξν εάλ ε 

γλσζηή δηάζηαζε πνπ πξνθύπηεη από ηελ αληίδξαζε ηεο β-Lg κε ην HgCl2 

απνξξέεη απ’ απηή ηε δηαηαξαρή. ]20[ Η β-Lg, εθηόο από ηελ ηθαλόηεηά ηεο λα 

δεζκεύεη κε πνιηθνύο  πξνζδέηεο, κπνξεί λα ζπλδέεη αθόκε θαη πνιηθνύο 

(πδξνθηιηθνύο) πξνζδέηεο κε ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ην ζάθραξν πνπ 

επηθξαηεί ζην γάια, ηε ιαθηόδε. Δλώ νη αθξηβείο ζέζεηο δέζκεπζεο ησλ 
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πδξνθνβηθώλ πξνζδεηώλ ζηνλ ιηπόθηιν θάιπθα ηεο β-Lg είλαη γλσζηέο, νη 

ζέζεηο γηα πδξνθηιηθνύο πξνζδέηεο παξακέλνπλ απξνζδηόξηζηεο. ]41[  Μέζσ 

ηεο ρξήζεο ηνπ κνξηαθνύ ειιηκεληζκνύ, αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε 

ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο  γλσζηώλ ιηπαξώλ νμέσλ κε ζθνπό λα εμεηαζηνύλ 

πξνζεθηηθά νη αηνκηζηηθνί θαζνξηζηηθνί παξάγνληέο ηνπο θαη έπεηηα 

πξνβιέθζεθαλ νη ζέζεηο αιιειεπίδξαζεο γηα ηε ιαθηόδε κε ην κνλνκεξέο θαη 

ην δηκεξέο κόξην ηεο β-Lg. ]41[  Δπηθπξώζεθε ε πξνζέγγηζε έλαληη ησλ δνκώλ 

ηεο β-Lg πνπ ζπγθξπζηαιιώζεθαλ κε πξνζδέηεο θαη αλαθέξζεθε κηα 

ππνινγηζηηθή νξγάλσζε κε κεησκέλν αξηζκό εύθακπησλ θαηαινίπσλ, ηα 

νπνία είλαη ηθαλά λ’ αλαπαξάγνπλ πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα κε πςειή 

αθξίβεηα. ]41[  Σπθινί ειιηκεληζκνί κε θαη ρσξίο εύθακπηεο πιεπξηθέο αιπζίδεο 

ζηελ β-Lg θαηέδεημαλ όηη: (1) 13 πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλνη πξνζδέηεο 

πξνζαξκόδνληαη ζηνλ θάιπθα, απαηηώληαο ειάρηζηε θίλεζε κέρξη θαη 7 

θαηαινίπσλ από ηα 23 πνπ ζπγθξνηνύλ απηή ηε ζέζε πξόζδεζεο. (2) Η 

ιαθηόδε δελ πξνζδέλεηαη ζηνλ θάιπθα παξά ηελ ζηεξενδηακνξθσηηθή 

επθακςία, αιιά πξνζδέλεηαη ζηε δηεπηθάλεηα ηνπ δηκεξνύο θαη ζε κία 

ελαιιαθηηθή ζέζε C. (3) Γελ εληνπίδνληαη πξνζβάζηκεο ιπζίλεο θνληά ζηε 

ζέζε C. (4) Η ιαθηόδε ζρεκαηίδεη δεζκνύο πδξνγόλνπ κε θαηάινηπα θαη από 

ηα δύν κνλνκεξή, ζηαζεξνπνηώληαο ην δηκεξέο κέζσ κηαο δνκήο πνπ κνηάδεη 

κε δαγθάλα. ]41[  

 πλνιηθά, απηά ηα απνηειέζκαηα βειηηώλνπλ ηελ θαηαλόεζε γηα ηηο ζέζεηο 

πξόζδεζεο ηεο β-Lg, ειαηηώλνληαο ζεκαληηθά ηα θαηάινηπα ηνπ θάιπθα πνπ 

ειέγρνπλ ηε ζύλδεζε ηνπ πξνζδέηε. Δπηπιένλ, ηα απνηειέζκαηα δίλνπλ 

έκθαζε ζηε ζεκαζία ηεο δηεπηθάλεηαο ηνπ δηκεξνύο σο κία αλεπαξθώο 

εμεξεπλεκέλε, βηνινγηθά ζεκαληηθή ζέζε πξόζδεζεο ηδηαίηεξεο ζεκαζίαο γηα 

πδξνθηιηθνύο πξνζδέηεο. Δπηπξόζζεηα, νη αλαιύζεηο πξνηείλνπλ όηη ε β-Lg 

είλαη κία ηζρπξή πξσηεΐλε ζθαισζηάο γηα πνιιαπιή ζύλδεζε πξνζδεηώλ, 

θαηάιιειε γηα ζρεδηαζκό πξσηετλώλ θαζώο πξνάγεη ηελ κνξηαθή θαηαλόεζε 

ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ησλ πξνζδεηώλ ηεο ζε ζεκείν πνπ επηηξέπεη ηνλ 

επηδέμην ρεηξηζκό γηα ηνλ έιεγρν ηεο πξόζδεζεο. ]41[      

2.2.7 Βηνινγηθή ιεηηνπξγία 

  Δθηόο από πξνζδέλνπζα πξσηεΐλε, ε β-Lg επίζεο ζεσξείηαη όηη έρεη 

ιεηηνπξγία κεηαθνξέα εηδηθά γηα δηάθνξνπο πξνζδέηεο κέζσ ηνπ πεπηηθνύ 
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ζπζηήκαηνο, θαζώο ν θάιπθαο κπνξεί λα πξνζηαηεύεη νπνηνλδήπνηε 

πξνζδέηε εηζρσξεί/δεζκεύεηαη ζηελ θνηιόηεηα. ]20[   

2.2.8 Υξήζεηο / Δθαξκνγή 

2.2.8.1 Βιομηχανία Τποθίμων & Φαπμακοβιομηχανία 

  Η αιιειεπίδξαζε ηεο β-γαιαθηνζθαηξίλεο κε πδξνθνβηθά κόξηα θαη κε 

άιιεο πξσηεΐλεο, θαζώο θαη ε επαηζζεζία ηεο ζε ρεκηθή, ζεξκηθή θαη βαξηθή 

απνδηάηαμε, όια κε ζθνπό ηελ θαζηέξσζε ζρέζεσλ αλάκεζα ζηε δνκή, ζηηο 

ηδηόηεηεο θαη ζηε ιεηηνπξγηθόηεηα θαζώο θαη ζηε δπλεηηθή ρξήζε ηεο ζηε 

βηνκεραλία ηξνθίκσλ θαη θαξκάθσλ. ]24[ Η βηνκεραλία ηξνθίκσλ έρεη επξέσο 

αμηνπνηήζεη ηελ β-Lg γηα λα απμήζεη ηε ιεηηνπξγηθόηεηα (αηζζεηήξηα, ζύζηαζε, 

ζξεπηηθή) ζε εκπνξηθέο ηξνθέο θαη ηελ εθαξκνγή ζε πνηά θαζώο επίζεο θαη 

σο νηθνλνκηθή πεγή πξσηεΐλεο γηα ηελ αύμεζε ηνπ ζπλνιηθνύ πξσηετληθνύ  

πεξηερνκέλνπ ηνπ πξντόληνο ηνπο. Πξόζθαηα, ε θαξκαθνβηνκεραλία εξεπλά 

θαη αλαπηύζζεη ην ζρεδηαζκό θαξκάθσλ πνπ ρξεζηκνπνηνύλ ηελ β-Lg σο 

θνξέα ζηε κεηαθνξά αληηνμεηδσηηθώλ, θαξκάθσλ θαη βηηακηλώλ ζην 

έληεξν. ]42[   

2.2.8.2 Ανηιοξειδωηική θύζη 

  ηε γαιαθηνβηνκεραλία, ην βόεην γάια ζπρλά ζεξκαίλεηαη γηα παζηεξίσζε  

(62,5°C γηα 30 min) θαη απνζηείξσζε. Απηή ε ζεξκηθή επεμεξγαζία κπνξεί λα  

επάγεη νμεηδσηηθέο απώιεηεο πξσηετλώλ, αθόξεζησλ ιηπηδίσλ, βηηακηλώλ, 

ελεξγώλ ελδύκσλ θαη αλνζνινγηθώλ παξαγόλησλ. Η ζύλδεζε ησλ ειεύζεξσλ 

ζεηνι-νκάδσλ ηεο β-Lg κε ζέξκαλζε (100 °C γηα 2 min) ή ε ρεκηθή 

ηξνπνπνίεζε ηεο β-Lg κε θαξβνμπκεζπιίσζε γηα λα κπινθάξεη ηηο ζεηνι-

νκάδεο, θαηέιεμε ζε ζεκαληηθή απώιεηα ηεο αληηνμεηδσηηθήο δξαζηηθόηεηαο. 

Σα δεδνκέλα πξνηείλνπλ όηη ε Cys-121 παίδεη έλα βαζηθό ξόιν ζηελ 

αληηνμεηδσηηθή θύζε ηεο β-Lg. Δπεηδή ε β-Lg είλαη εμαηξεηηθά επαίζζεηε ζηε 

ζεξκηθή απνδηάηαμε, γηα λα δηαηεξήζεη ηελ αληηνμεηδσηηθή ηεο θύζε, ηα 

γαιαθηνθνκηθά πξντόληα πνπ θαηαλαιώλνληαη θαζεκεξηλά, δελ πξέπεη λα 

ππεξζεξκαίλνληαη κε ζθνπό λα δηαηεξνύλ ηελ αληηνμεηδσηηθή ηεο θύζε. ]35[  

Από ηηο νξνπξσηεΐλεο , ε β-γαιαθηνζθαηξίλε θαηέρεη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό, 

απνηειεί άθζνλε πεγή ακηλνμέσλ δηαθιαδηζκέλεο αιπζίδαο εηδηθά ηεο Leu, ε  
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νπνία παίδεη έλα ξόιν-θιεηδί ζηελ έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο ηεο 

πξσηετλνζύλζεζεο πνπ επηηαρύλεη ηελ αλάθακςε θαη ηελ πξνζαξκνγή ζην 

ζηξεο (άζθεζε) θαζώο επίζεο θαη κηα  Cys κε ειεύζεξε ζεηνι-νκάδα, ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη (απαηηείηαη) ζην ζώκα γηα λα παξάγεη ηελ αληηνμεηδσηηθή 

γινπηαζεηόλε. ]43[   

2.3 ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΔΑ Χ ΠΡΟΓΔΣΔ ΣΗ β-Lg  

  Η κεγαιύηεξε θαη πην πνιύ κειεηεκέλε νκάδα πξνζδεηώλ ηεο β-

γαιαθηνζθαηξίλεο είλαη απηή ησλ ιηπαξώλ νμέσλ. Ληπαξά νμέα είλαη ηα 

αιεηθαηηθά κνλνθαξβνληθά νμέα. Σα πεξηζζόηεξα απ’ απηά έρνπλ άξηην 

αξηζκό αηόκσλ άλζξαθα. Τπάξρνπλ ηόζν θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα όζν θαη 

αθόξεζηα κε έλαλ ή πεξηζζόηεξνπο δηπινύο δεζκνύο. Από ηα θνξεζκέλα 

ιηπαξά νμέα, ηα πην δηαδεδνκέλα ζηε θύζε είλαη ην παικηηηθό νμύ θαη ην 

ζηεαηηθό νμύ, ελώ από η’ αθόξεζηα ηα ιηπαξά νμέα παικηηειατθό, ειατθό, 

ιηλειατθό θαη ιηλνιεληθό. ]45,44[   

 Οη Spector θαη Fletcher έδεημαλ όηη ε β-Lg πξνζδέλεη κε ηελ πην πςειή 

ζπγγέλεηα παικηηηθό, ζηεαηηθό θαη αθόξεζην νιετθό νμύ. ]46,21[  Δπίζεο, ε β-

γαιαθηνζθαηξίλε παξνπζηάδεη πςειή ζπγγέλεηα γηα άιια καθξηάο αιπζίδαο 

αθόξεζηα cis ιηπαξά νμέα, π.ρ. ιηλνιετθό θαη ιηλνιεληθό νμύ. ]47[  Γείρηεθε όηη ε 

ζπγγέλεηα κε θπζηθά αθόξεζηα ιηπαξά νμέα ζε cis ζηεξενδηάηαμε είλαη 

πςειόηεξε απ’ όηη ζε trans ηζνκεξή. ]47[  Οη πην πνιιέο κειέηεο έδεημαλ όηη ε β-

Lg πξνζδέλεη κόξηα ελόο ιηπαξνύ νμένο αλά κνλνκεξέο, αλ θαη κεξηθέο 

κειέηεο ππέδεημαλ κεγαιύηεξν αξηζκό πξνζδεηώλ. ]48,47[  Μεηαμύ ησλ 

πξνζδεηώλ ηεο β-Lg πεξηιακβάλνληαη επίζεο ιηπαξά νμέα πνπ έρνπλ 

επεξγεηηθέο επηδξάζεηο ζηελ αλζξώπηλε πγεία όπσο ην cis-παξηλαξηθό νμύ, ην 

νπνίν έρεη δπλεηηθή αληηθαξθηληθή δξαζηηθόηεηα ]49[ ή εηθνζηδπνεμαελντθό νμύ 

(DHA) πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ πξόιεςε θαη ζεξαπεία θαξδηαγγεηαθώλ 

αζζελεηώλ θαη δπζιεηηνπξγίαο ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο. ]48[  Άιιεο 

κειέηεο δείρλνπλ όηη ε β-Lg κπνξεί επίζεο λα πξνζδέλεη ζπδεπγκέλν ιηλνιετθό 

νμύ (CLA) – κίγκα ηζνκεξώλ ζέζεο θαη ζηεξενδηακόξθσζεο (cis, trans) 

δεθανθηαδηελντθνύ νμένο. ]50[  Σν ζύκπινθν β-Lg – CLA παξνπζηάδεη πνιύ 

θαιή ζηαζεξόηεηα ζε γαζηξεληεξηθέο ζπλζήθεο in vitro θαη κπνξεί 
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ελδερνκέλσο λα ρξεζηκνπνηεζεί σο θνξέαο ηνπ CLA γηα ελδνθπηηάξηα 

κεηαθνξά ζηε ζηνρεπκέλε ζεξαπεία ηνπ θαξθίλνπ ηνπ εληέξνπ. ]51[   

 Πξόζθαηα απνδείρηεθε όηη ην ζύκπινθν β-Lg κε ην άιαο λαηξίνπ ηνπ νιετθνύ 

νμένο είλαη ππεύζπλν γηα θπηηαξνηνμηθόηεηα έλαληη ησλ αλζξώπηλσλ 

θαξθηληθώλ θπηηάξσλ. ]52[  Αθόκε βξέζεθε όηη ην ζύκπινθν β-Lg κε ιηλειατθό 

νμύ πξνζηαηεύεη ηα Caco-3 θύηηαξα από ηηο θπηηαξνηνμηθέο επηδξάζεηο ηνπ 

ιηλειατθνύ θαη έρεη πξνηαζεί όηη ε β-Lg κπνξεί λα δξα σο κνξηαθόο 

κεηαθνξέαο πνπ κεηαβάιιεη ηελ βηνπξνζβαζηκόηεηα ηνπ 

ιηλειατθνύ/ιηλνιετθνύ νμένο. ]53[  ηελ παξνύζα εξγαζία κειεηώληαη 2 

ζπλζεηηθά ιηπαξά νμέα, ηα νπνία δελ απαληώληαη ζηε θύζε αιιά είλαη 

ηερλεηά, ην δεθαπεληαλντθό νμύ [Pentadecanoic acid, PDA] & ην 

δεθαεπηαλντθό νμύ [Heptadecanoic acid, HDΑ] σο πξνζδέηεο ηεο βόεηαο β-Lg 

κε ηε κέζνδν ITC. Σν PDA είλαη ζπάλην ζηε θύζε θαη εληνπίδεηαη ζε πνζνζηό 

ηνπ 1,2% ζην ιίπνο ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο. ]54[  Σν HDA απαληάηαη σο 

ηρλνζηνηρείν ζην ιίπνο θαη ζην ιίπνο ηνπ γάιαθηνο ησλ κεξπθαζηηθώλ. ]55[   
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Δηθόλα 13: θειεηηθή δνκή ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο, 

δεθαπεληαλντθνύ νμένο  [Pentadecanoic acid, PDA]. 
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Heptadecanoic acid (C17), C17H34O2  

Δηθόλα 14: θειεηηθή δνκή ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο,  

δεθαεπηαλντθνύ νμένο [Heptadecanoic acid, HDA]. 
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2.4 ΘΔΡΜΙΓΟΜΔΣΡΙΑ ΙΟΘΔΡΜΗ ΣΙΣΛΟΓΟΣΗΗ 

(ISOTHERMAL TITRATION CALORIMETRY–ITC) –        

ΜΔΛΔΣΗ ΠΡΟΓΔΗ ΛΙΠΑΡΧΝ ΟΞΔΧΝ ΣΗΝ β-Lg  

 H Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (Isothermal Titration Calorimetry-

ITC) απνηειεί κία ζεκαληηθή κέζνδν γηα ην ραξαθηεξηζκό ησλ κνξηαθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ θαζώο θαη γηα ηελ θαηαλόεζε ηεο ζεξκνδπλακηθήο ηεο 

πξόζδεζεο βηνινγηθώλ κνξίσλ θαη βηνινγηθώλ ζπζηεκάησλ. ]56[   

 Απνηειεί ηε κνλαδηθή ηερληθή πνπ θαζηζηά δπλαηή ηελ απεπζείαο κέηξεζε 

ηεο ελεξγεηηθήο ηεο πξόζδεζεο βηνινγηθώλ δηαδηθαζηώλ, πεξηιακβάλνληαο ηε 

ζύλδεζε δηαθόξσλ ζπκπιόθσλ όπσο: (α) πξσηεΐλεο – πξνζδέηε,                   

(β) πξσηεΐλεο – πξσηεΐλεο, (γ) πξσηεΐλεο – DNA, (δ) πξσηεΐλεο – 

πδαηάλζξαθα, (ε) πξσηεΐλεο – ιηπηδίνπ θαη (ζη) αληηγόλνπ – αληηζώκαηνο. Η 

ηερληθή ITC πξνζδηνξίδεη κε αθξίβεηα ζ’ έλα θαη κόλν πείξακα ηηο εμήο 

ζεξκνδπλακηθέο παξακέηξνπο πξόζδεζεο: ηελ ειεύζεξε ελέξγεηα πξόζδεζεο 

Gibbs (ΓG), ηε ζηαζεξά πξόζδεζεο (Kb), ηε ζηνηρεηνκεηξία ηεο αληίδξαζεο 

ζύλδεζεο (n), ηελ ελζαιπία πξόζδεζεο (ΓH), ηελ εληξνπία πξόζδεζεο (ΓS) 

θαη ηηο κεηαβνιέο ζεξκνρσξεηηθόηεηαο (ΓCp) ζε ζηαζεξή πίεζε, νη νπνίεο 

ζπζρεηίδνληαη κε ηελ πξόζδεζε. ]56[   

2.4.1 Ση θαζνδεγεί ηελ πξόζδεζε 

  Καηά ηελ αληίδξαζε πξόζδεζεο θαζελόο μερσξηζηά από ηα ζπλζεηηθά 

θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα PDA θαη HDA ζηελ πξσηεΐλε β-Lg ηνπ νξνύ ηνπ 

βόεηνπ γάιαθηνο, παξαηεξείηαη κε νκνηνπνιηθή αιιειεπίδξαζε ησλ 2 κνξίσλ 

κέζσ πδξνθνβηθώλ νκάδσλ ή ηκεκάησλ. Η εμεηδίθεπζε πξνθύπηεη από ηε 

ζπκπιεξσκαηηθόηεηα ηνπ ζρήκαηνο θαη ηεο πνιηθόηεηαο, ηε δεκηνπξγία 

δεζκώλ πδξνγόλνπ, ηηο ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο θ.ιπ.                        

  Η πξόζδεζε έρεη ελζαιπηθέο θαη εληξνπηθέο ζπληζηώζεο. ηηο ελζαιπηθέο 

ζπληζηώζεο πεξηιακβάλνληαη απμεκέλνη δεζκνί πδξνγόλνπ, θαιύηεξεο 

αιιειεπηδξάζεηο van der Waals, ειεθηξνζηαηηθή ζύδεπμε θ.ιπ.                          

Οη ρσξνδηαηαμηθέο αιιαγέο (ζπλήζσο κε επλντθέο) θαη ε απειεπζέξσζε 

δηαηεηαγκέλσλ κνξίσλ H2O, όηαλ αιιειεπηδξνύλ πδξνθνβηθέο νκάδεο (πνιύ 

επλντθή) εληάζζνληαη ζηηο εληξνπηθέο ζπληζηώζεο. Σα δύν κόξηα πνπ 

αιιειεπηδξνύλ θαη πξνζδέλνληαη κεηαμύ ηνπο πξέπεη λα έρνπλ κεγαιύηεξε 

ζπγγέλεηα ην έλα γηα ην άιιν απ’ όηη γηα ην δηαιύηε. ]56[   
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2.4.2 Σν πείξακα ηηηινδόηεζεο 

  Γεληθά πξαγκαηνπνηείηαη ηηηινδόηεζε ηνπ πξνζδέηε (ηηηινδόηε) κέζα ζηελ 

πξσηεΐλε “ππνδνρέα” (πξόηππν ή ηηηινδνηνύκελν δηάιπκα). Δπεηδή ζηελ 

πξνθεηκέλε πεξίπησζε ε πξσηεΐλε-“ππνδνρέαο” β-Lg πνπ κειεηάηαη είλαη 

πεξηζζόηεξν δπζδηάιπηε από ηα εμεηαδόκελα ιηπαξά νμέα-πξνζδέηεο PDA 

θαη HDA, ζηα πεηξάκαηα ηηηινδόηεζεο πνπ δηεμήρζεζαλ ε β-Lg απνηεινύζε  

ηνλ ηηηινδόηε θαη ηνπνζεηήζεθε ζηε ζύξηγγα, ελώ θαζέλα μερσξηζηά από ηα 

PDA θαη HDA ζπληζηνύζαλ ην ηηηινδνηνύκελν δηάιπκα θαη ηνπνζεηήζεθαλ 

ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC. Η ζηνηρεηνκεηξία (“n”, αξηζκόο 

πξνζδεηώλ/κόξην πξσηεΐλεο) πξνζδηνξίδεηαη από ην ελδηάκεζν ζεκείν. Η 

ζηαζεξά πξόζδεζεο (“Ka” ή “Kb”, πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη ν πξνζδέηεο) θαη ε 

ελζαιπία ηεο πξόζδεζεο (ΓH) πξνζδηνξίδνληαη από ηελ εθαξκνγή ηεο 

θακπύιεο. Η Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο παξέρεη ηελ πην 

αθξηβή κέηξεζε ηεο Ka. ηελ πεξίπησζε ηνπ Nano - ITC, πξαγκαηνπνηείηαη 

κέηξεζε ηεο ζεξκόηεηαο ζρεκαηηζκνύ (ή δηάζπαζεο) ηνπ κε 

νκνηνπνιηθνύ δεζκνύ θη απηή ε πιεξνθνξία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκό ησλ ζεξκνδπλακηθώλ παξακέηξσλ ηεο πξόζδεζεο. πλεπώο, 

θαζίζηαηαη δπλαηή ε ιήςε ηνπ ζεξκνδπλακηθνύ πξνθίι ηεο πξόζδεζεο 

πνπ ζπλαπνηειείηαη από ηε ζηαθεπά ππόζδεζηρ (Κb), ηελ ενθαλπία 

ππόζδεζηρ (ΓH), ηε ζηοισειομεηπία (n), ηελ ενηποπία ππόζδεζηρ (ΓS), ηελ 

ελεύθεπη ενέπγεια ππόζδεζηρ (ΓG) θαη ηε θεπμοσωπηηικόηηηα ζε ζηαθεπή 

πίεζη (ΓCp).   

 Γη’ απηό ινηπόλ, ε Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο απνηειεί ηε 

κνλαδηθή ηερληθή πξνζδηνξηζκνύ πνπ κπνξεί λα δώζεη όιεο ηηο παξαπάλσ 

πιεξνθνξίεο ζ’ έλα θαη κόλν πείξακα! ]56[   

 

ΓG Gibbs Διεύζεξε Δλέξγεηα ρεκαηηζκνύ 

Απζόξκεηεο αληηδξάζεηο, ΓG<0 

Κb ηαζεξά Πξόζδεζεο 

Γείρλεη πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη                      

ν πξνζδέηεο 

n ηνηρεηνκεηξία 

Αξηζκόο ζέζεωλ πξόζδεζεο / κόξην ζηόρνπ 
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ΓH Δλζαιπία 

Γείρλεη ην ζρεκαηηζκό ζπγθεθξηκέλωλ 

δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη ηηο αιιειεπηδξάζεηο 

van der Waals. 

ΓS Δληξνπία 

Γείρλεη ην ζρεκαηηζκό πδξνθνβηθώλ             

ή κε εηδηθώλ δεζκώλ. 

ΓCp Θεξκνρωξεηηθόηεηα 

Γείρλεη ρωξνδηαηαμηθέο αιιαγέο πνπ 

ιακβάλνπλ ρώξα πάλω ζηελ πξόζδεζε. 

Πίλαθαο 2: Θεξκνδπλακηθνί παξάγνληεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο
]56[
 

 Σν κεράλεκα ITC κεηξάεη απεπζείαο ηελ ελζαιπία πξόζδεζεο (ΓH) θαη ηε 

ζηαζεξά πξόζδεζεο (Kb). Η ζπγγέλεηα πξόζδεζεο επεξεάδεηαη από ηελ 

ελζαιπία (ΓH) θαη ηελ εληξνπία (ΓS). ]56[   

 

2.4.3 Αξρέο ηεο κεζόδνπ ITC  

 

  Οη αξρέο ζηηο νπνίεο βαζίδεηαη ε ζπγθεθξηκέλε ηερληθή είλαη νη εμήο:               

(i) ην όξγαλν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηηο κεηξήζεηο, απνηειεί έλα 

ζεξκηδόκεηξν ξνήο ζεξκόηεηαο πνπ θαζίζηαηαη ιεηηνπξγηθό ζύκθσλα κε ηελ 

αξρή αληηζηάζκηζεο ηεο δπλακηθήο ελέξγεηαο. Τπεξεπαίζζεηα όξγαλα ITC 

όπσο ην Nano - ITC TA Instruments είλαη εηδηθά ζρεδηαζκέλα λα κεηξάλε ηε 

ζύλδεζε ηνπ πξνζδέηε ζηελ πξσηεΐλε θαη ηελ θηλεηηθή ηεο αληίδξαζεο (εηθόλα 

15).  
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Δηθόλα 15: (Α) Μεράλεκα Nano-ITC, (Β) Δγθάξζηα ηνκή κεραλήκαηνο,                         

(Γ) Μεγέζπλζε θειηώλ.
]56[
 

 

 Δθηόο από απμεκέλε επαηζζεζία, παξνπζηάδνπλ ρακειόηεξα όξηα 

αλίρλεπζεο, ηα νπνία επηηξέπνπλ αθξηβείο ζεξκηθέο κεηξήζεηο ζε ρακειόηεξεο 

ζπγθεληξώζεηο απ’ όηη ήηαλ δπλαηόλ πξνεγνπκέλσο. (ii) Πξαγκαηνπνηείηαη 

κέηξεζε ηνπ απαηηνύκελνπ πνζνύ ηεο ηζρύνο (κcal/sec) γηα ηε δηαηήξεζε κηαο 

ζηαζεξήο ζεξκνθξαζηαθήο δηαθνξάο κεηαμύ ηνπ θειηνύ ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ 

θειηνύ αλαθνξάο, ηα νπνία ζπληζηνύλ αλαθνξηθά δύν από ηα θύξηα ζπζηαηηθά 

κέξε ηνπ κεραλήκαηνο ITC θαη ζα αλαιπζνύλ δηεμνδηθόηεξα παξαθάησ. (iii) 

Αξρηθά, ην ζύζηεκα αλαηξνθνδόηεζεο εθαξκόδεη ζπλερώο κηα κηθξή ηζρύ ζην 

θειί ηνπ δείγκαηνο, ε νπνία θαζνξίδεη ην επίπεδν ηεο γξακκήο αλαθνξάο. (iv) 

Κάζε έλεζε από ην δηάιπκα ηεο ζύξηγγαο (πξνζδέηεο) ππξνδνηεί ηελ 

αληίδξαζε πξόζδεζεο, ε νπνία εμαξηάηαη από ηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο θαη ηε 

ζπγθέληξσζε ησλ αληηδξώλησλ [καθξνκόξην (Μ) & πξνζδέηεο (L)] ζην θειί  
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θαη ζρεκαηίδεηαη έλα ζπγθεθξηκέλν πνζό ηνπ ζπκπιόθνπ  

καθξνκνξίνπ/πξνζδέηε (ML). (v) Ο ζρεκαηηζκόο ηνπ ζπκπιόθνπ (ML) 

ζπλνδεύεηαη από απειεπζέξσζε (εμώζεξκε αληίδξαζε) ή απνξξόθεζε 

(ελδόζεξκε αληίδξαζε) ζεξκόηεηαο, ε νπνία πξνθαιεί κηα δηαθνξά ζηε 

ζεξκνθξαζία κεηαμύ ησλ δύν θειηώλ. (vi) Σν ζύζηεκα αλαηξνθνδόηεζεο είηε 

κεηώλεη είηε απμάλεη ηελ εθαξκνδόκελε ζεξκηθή ηζρύ γηα ηελ αληηζηάζκηζε κηαο 

ηέηνηαο ζεξκνθξαζηαθήο αληζνξξνπίαο. (vii) Μεηά από θάζε έλεζε, ην 

ζύζηεκα θηάλεη ζηελ εμηζνξξόπεζε θαη ε ζεξκνθξαζηαθή ηζνξξνπία 

απνθαζίζηαηαη. (viii) πλεπώο, ην θαηαγεγξακκέλν ζήκα δείρλεη έλα πξόηππν 

ηππηθήο απόθιηζεο κε ηε κνξθή κηαο θνξπθήο. (ix) Με νινθιήξσζε ηεο 

πεξηνρήο θάησ από ηελ θνξπθή θαη ζεσξώληαο ηε βαζηθή γξακκή σο 

αλαθνξά, παξέρεηαη ην πνζό ηεο ζεξκόηεηαο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ έλεζε. (x) 

Καζώο ην αληηδξώλ κόξην ζην θειί γίλεηαη θνξεζκέλν, ην ζεξκηθό ζήκα 

κεηώλεηαη κέρξη κόλν ηε ζεξκόηεηα ππνβάζξνπ, εμαηηίαο ελόο κε 

ζπγθεθξηκέλνπ θαηλνκέλνπ (π.ρ. αξαίσζε πξνζδέηε, ηξηβή πγξώλ). ]56[  (εηθόλα 

16) 

 

Δηθόλα 16: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηνπ ζήκαηνο πνπ ιακβάλεηαη                          

από ην κεράλεκα Nano - ITC.
]56[
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3 ΚΟΠΟ ΔΡΓΑΙΑ 
 

   Με ηελ παξνύζα εξγαζία γίλεηαη πξνζπάζεηα κειέηεο ηεο πξόζδεζεο  

ζπλζεηηθώλ θνξεζκέλσλ ιηπαξώλ νμέσλ: δεθαπεληαλντθνύ (PDA) θαη 

δεθαεπηαλντθνύ (HDA) νμένο ζηε βόεηα β-γαιαθηνζθαηξίλε (bovine β-Lg) κε 

ηε Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (Isothermal Titration Calorimetry, 

ITC), κε ζθνπό ην ραξαθηεξηζκό ησλ κνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ θαζώο θαη 

ηελ θαηαλόεζε ηεο ζεξκνδπλακηθήο ηεο πξόζδεζεο  ησλ πξναλαθεξζέλησλ 

βηνινγηθώλ κνξίσλ. πληζηώληαο κηα παγθνζκίσο εθαξκόζηκε κέζνδν, ε  

Θεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο έρεη δύν βαζηθέο εθαξκνγέο ζηηο 

επηζηήκεο ηεο δσήο. (α) Υξεζηκνπνηείηαη γηα ηε κειέηε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ 

πξόζδεζεο κεηαμύ πξσηετλώλ θαη θαξκάθσλ ή πξνζδεηώλ θαη ππνδνρέσλ 

θαζώο θαη (β) γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ησλ ηαρπηήησλ ηεο ελδπκηθήο 

θαηάιπζεο θαη ηεο αλαζηνιήο ηνπ πξντόληνο ή ηνπ θαξκάθνπ.                          

  Γη’ απηό ινηπόλ ε κειέηε ηεο πξόζδεζεο ζπλζεηηθώλ κνξίσλ ζηε β-Lg, 

πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο κε εμαηξεηηθή αθζνλία ζηε θύζε, 

παξνπζηάδεη ηδηαίηεξα ζεκαληηθό εξεπλεηηθό ελδηαθέξνλ ζηε Φαξκαθνινγία 

θαη ζπγθεθξηκέλα ζηνλ ηνκέα ηεο Φαξκαθνγελσκηθήο, θαζώο βνεζά ζηελ 

αλαθάιπςε λέσλ πξσηνπνξηαθώλ ηξόπσλ γηα ηε βειηίσζε ηνπ ζρεδηαζκνύ  

θαξκάθσλ πνπ ήδε ππάξρνπλ, έηζη ώζηε λ’ απνθηήζνπλ πεξηζζόηεξα 

πιενλεθηήκαηα (π.ρ. κεγαιύηεξε δξαζηηθόηεηα, θαιύηεξε απνξξόθεζε από 

ηνλ νξγαληζκό, ιηγόηεξεο παξελέξγεηεο) ή λέσλ πην πξνεγκέλσλ θαξκάθσλ 

ηειεπηαίαο γεληάο. Η εμαηξεηηθήο ζεκαζίαο κειέηε ηεο πξόζδεζεο ζπλζεηηθώλ 

ιηπαξώλ νμέσλ, ηα νπνία δελ απαληώληαη ζηε θύζε κπνξεί λα καο δώζεη 

πιεξνθνξίεο γηα ηε ρξήζε ηεο β-Lg σο έλα γεληθόηεξν θνξέα ιηπόθηισλ 

κνξίσλ θαζώο επίζεο θαη γηα ηελ αλαγλώξηζε, πξόζδεζε θαη κεηαθνξά 

θαξκάθσλ ζε δηάθνξα ζεκεία ηνπ νξγαληζκνύ.      
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4 ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ  
  

4.1 ΤΛΙΚΑ 

 Protein: β-Lactoglobulin from bovine milk (by Sigma-Aldrich)  

≥90% (PAGE), lyophilized powder,  M.W.= 18.400 g/mol  

 

Synthetic saturated fatty acids: Ligands  

 

 Pentadecanoic acid ~99% (capillary GC) (by Sigma-Aldrich) 

Molecular form: C 15 H 30 O 2  , M.W.= 242,40 g/mol  

 

 Heptadecanoic acid  ≥98% (by Sigma-Aldrich) 

Molecular form: C 17 H 34 O 2 , M.W.= 270,45 g/mol 

 

 Trizma® base  Tris(hydroxymethyl)aminomethane  (by Sigma-Aldrich)                                                                              

Primary Standard and Buffer,  ≥99.9% (titration), crystalline                                           

Molecular form: NH 2 C(CH 2 OH) 3  , M.W.= 121,14 g/mol                                                                        

 

 Buffer solution: Tris-HCl (100mM – pH 8)  

 

 EtOH solution: Ethanol, absolute, 100%  (by Sigma-Aldrich)                                 

Molecular form: C 2 H 5 OH , M.W.= 46,07 g/mol    

 MeOH solution:  Methanol,  ≥99,9%  (by Sigma-Aldrich)                     

Molecular form: CH 3 OH , M.W.= 32,04 g/mol                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 Filtered distilled water (f.dH2O) 

 

 Eppendorfs: 1,5 ml  θαη  2 ml  

 

 Αινπκηλόραξην γηα δύγηζε 

 

 Φίιηξα (0,4 κm) 
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4.2 ΟΡΓΑΝΑ 

 Μεράλεκα Nano-ITC TA Instruments 

 

 Αλαιπηηθόο δπγόο 

 

 Αληιία θελνύ Buchner                                                                                                                     

 

 Απηόκαηεο πηπέηεο 

 

 Περάκεηξν 

 

 πζθεπή Vortex (ρεηξνθίλεηε & απηόκαηε) 

 

 Φπγόθεληξνο 

 

4.3 ΔΛΔΓΥΟ ΔΤΑΙΘΗΙΑ ΣΟΤ ΜΗΥΑΝΗΜΑΣΟ NΑΝΟ-ITC: 

ΠΔΙΡΑΜΑΣΑ ΣΙΣΛΟΓΟΣΗΗ ΜΟΝΟ ΜΔ dH2O Δ dH2O 

 Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ηηηινδόηεζεο, ζηα νπνία 

ρξεζηκνπνηήζεθε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό (filtered dH2O) ηόζν σο 

ηηηινδόηεο κέζα ζηε ζύξηγγα, όζν θαη σο πξόηππν δηάιπκα ζην θεληξηθό θειί. 

θαη ην θειί αλαθνξάο. Σα ζπγθεθξηκέλα πεηξάκαηα δηεμήρζεζαλ κε άκεζν 

ζθνπό ηε δηαπίζησζε ηεο εμαηξεηηθά κεγάιεο επαηζζεζίαο πνπ δηαθξίλεη ην 

κεράλεκα Nano-ITC TA Instruments, ην νπνίν είρακε ζηε δηάζεζή καο ζην 

εξγαζηήξην γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ. Αλαθέξεηαη όηη ζηα 

δηαγξάκκαηα πνπ έπνληαη, ηα νπνία ειήθζεζαλ θαηά ηε δηεμαγσγή ησλ 

παξαθάησ πεηξακάησλ, θάζε θνξπθή αληηζηνηρεί ζε κηα απιή ηηηινδόηεζε ηνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα θαη ηα δεδνκέλα ηεο ηηηινδόηεζεο κεηξηνύληαη ζε κJ/sec. 
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4.3.1 1ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία  

  Καηά ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL dH2O θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 κL ε 

θαζεκία. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 

θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Δπίζεο, ζην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 1,5 

mL θηιηξαξηζκέλνπ dH2O.Σν ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ ησλ ελέζεσλ (injection 

interval) νξίζηεθε ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 

25ν C ζην κεράλεκα.  

 

 

Δηθόλα 17: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

  Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O θάζε 300 

sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην 

ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 4 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. 
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Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην 

πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ 

αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ ζε λεξό.  

 

4.3.2 2ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

1η εκηέλεζη: ’ απηό ην πείξακα ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL dH2O θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 κL ε 

θαζεκία. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 

θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο  γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Δπηζεκαίλεηαη όηη ρξεζηκνπνηήζεθε ην ίδην 

stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κε ην 1ν πείξακα. Δπίζεο, ζην θειί αλαθνξάο 

ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ (injection interval) νξίζηεθε ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C ζην κεράλεκα.  

 

Δηθόλα 18: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O)  

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 
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Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

  Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O θάζε 300 

sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην 

ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 40 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε.  

Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην 

πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα απνηειέζκαηα ήηαλ αξθεηά πςειά θάηη πνπ δελ 

αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ ζε λεξό. Δλδερνκέλσο λα ππήξρε θάηη κέζα 

ζην θεληξηθό θειί (π.ρ. κηθξνζσκαηίδηα ζθόλεο) πνπ επέδξαζε αξλεηηθά ζηα 

απνηειέζκαηα ή ίζσο λα ζπλέβαιε ην γεγνλόο όηη ρξεζηκνπνηήζεθε ην ίδην 

stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ηνπ 1νπ πεηξάκαηνο. 

 

2η εκηέλεζη: Σν θηιηξαξηζκέλν dH2O παξέκεηλε ην ίδην ζην θεληξηθό θειί, 

όπσο θαη ζην θειί αλαθνξάο θαη ζηε ζύξηγγα θαζώο ην κεράλεκα δελ 

αλνίρηεθε θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. 

Μεηαβιήζεθε κόλν ην ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ ηεο 5εο έλεζεο ηεο 1εο 

εθηέιεζεο θαη ηεο 1εο έλεζεο ηεο 2εο εθηέιεζεο, ην νπνίν έγηλε 3600 sec (1h). 

Αθνινύζσο, νξίζηεθε ην ρξνληθό δηάζηεκα ησλ ππόινηπσλ ελέζεσλ ζηα 300 

sec (5 min). Η ζεξκνθξαζία ηνπ πεηξάκαηνο ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C. Πξηλ 

ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε 

πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

ελέζεηο. Έπεηηα κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 1 ώξαο κεηαμύ ηεο 5εο θαη 

6εο έλεζεο ηεο 2εο εθηέιεζεο. Μεηά ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ αθόκε 5 ελέζεηο,      

5 κL ε θαζεκία, δίρσο αληηθαηάζηαζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό 

θειί, ζην θειί αλαθνξάο θαη ζηε ζύξηγγα θαζώο θαη πάιη ην κεράλεκα δελ 

αλνίρηεθε. Οη ελέζεηο 6ε έσο θαη 10ε ξπζκίζηεθαλ λα έρνπλ ρξνληθό δηάζηεκα 

300 sec/έλεζε θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C ζην κεράλεκα. 

Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε 

πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

ελέζεηο. 
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Δηθόλα 19: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζηα 

ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα πνπ πξναλαθέξζεθαλ ζηελ πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία ηεο 2εο εθηέιεζεο. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max heat rate) 

πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 40 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε 

είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ 

πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα απνηειέζκαηα ήηαλ αξθεηά 

πςειά, θάηη πνπ δελ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ ζε λεξό. Λακβάλνληαο  

ππόςηλ ηελ 1ε θαη ηε 2ε εθηέιεζε ηνπ 2νπ πεηξάκαηνο ζπλάγεηαη ην 

ζπκπέξαζκα όηη πηζαλόηαηα γηα ηα απνηειέζκαηα πνπ ειήθζεζαλ, 

επζύλνληαη κηθξνζσκαηίδηα ζθόλεο (βξώκηθν θειί) πνπ εληνπίζηεθαλ ζην 

θεληξηθό θειί όπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ε αληίδξαζε πξόζδεζεο θαη όρη ην ίδην 

stock θηιηξαξηζκέλνπ λεξνύ ηνπ 1νπ πεηξάκαηνο, παξόηη κεηά ην πέξαο θάζε 

πεηξάκαηνο πξαγκαηνπνηνύληαλ ιεπηνκεξήο θαη εμνλπρηζηηθόο θαζαξηζκόο 

ηνπ κεραλήκαηνο θαη ησλ εμαξηεκάησλ ηνπ.   
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Γηα άιιε κία θνξά επηβεβαηώλεηαη ε πνιύ πςειή επαηζζεζία ηνπ 

κεραλήκαηνο ITC, θαζώο αθόκε θαη ην απεηξνειάρηζην ζσκαηίδην ζθόλεο  

πνπ ηπρόλ εληνπίδεηαη ζην εζσηεξηθό ηνπ θεληξηθνύ θειηνύ κπνξεί λα “δώζεη” 

ζήκα θαη λα αιινηώζεη ηα απνηειέζκαηα ηνπ πεηξάκαηνο.  

 

4.3.3 3ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 1η εκηέλεζη: ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζηε ζύξηγγα ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL 

dH2O θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ αξρηθά 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Πξηλ ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 

2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 

Δπηζεκαίλεηαη όηη ρξεζηκνπνηήζεθε ην ίδην stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κε ην 

1ν πείξακα. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL απ’ απηό ην stock 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ 1ε - 5ε νξίζηεθε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C ζην κεράλεκα. Αθέζεθε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 

(injection interval) 3600 sec (1h) κεηαμύ 5εο θαη 6εο έλεζεο ρσξίο λ’ αλνίμεη ην 

κεράλεκα θαη έπεηηα επηιέρζεθαλ λα γίλνπλ άιιεο 5 ελέζεηο (6ε -10ε), 5κL ε 

θαζεκία. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, ξπζκίζηεθε ην ρξνληθό δηάζηεκα 

κεηαμύ θάζε έλεζεο ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ηνπ πεηξάκαηνο 

ζηνπο 25ν C. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ηειεπηαίσλ 5 ελέζεσλ, ην 

κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο  γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη 

έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 
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Δηθόλα 20: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

  Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε -5ε έλεζε, 3600 sec (1h) κεηαμύ 5εο 

θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

3 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ εμαηξεηηθά θαιά θαη αλακελόκελα γηα ηε δηάρπζε λεξνύ ζε 

λεξό. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε ην γεγνλόο όηη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην 

ζπγθεθξηκέλν πείξακα ην ίδην stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ηνπ 1νπ πεηξάκαηνο, 

δε θαίλεηαη λα επεξέαζε αξλεηηθά ηα απνηειέζκαηα όπσο επηβεβαηώζεθε θαη 

ζην 2ν πείξακα. 

 

2η εκηέλεζη: Αλνίρηεθε γηα ιίγν ην buret ηνπ κεραλήκαηνο αιιά δελ 

αληηθαηαζηάζεθε ην θηιηξαξηζκέλν dH2O νύηε ζην θεληξηθό θειί, νύηε ζην θειί 

αλαθνξάο νύηε θαη ζηε ζύξηγγα. Μεηά ηνπνζεηήζεθε θαη πάιη ην buret ζην 
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κεράλεκα θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Οξίζηεθε ην 

ρξνληθό δηάζηεκα ησλ ελέζεσλ 1ε - 5ε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε 

ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 

2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 

Μεηά ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 5 πξώησλ ελέζεσλ, ην buret δελ αλνίρηεθε 

μαλά θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία, εθόζνλ 

κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 30 min κεηαμύ ηεο 5εο θαη 6εο έλεζεο. Από 

ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε ην ρξνληθό δηάζηεκα αλά έλεζε ξπζκίζηεθε ζηα 

300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ζηνπο 25ν C ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 6ε – 10ε , ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε 

πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

ελέζεηο.  

 

Δηθόλα 21: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε - 5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 
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5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

2 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. πλεπώο, ην άλνηγκα ηνπ buret δελ επέδξαζε αξλεηηθά ζηα 

απνηειέζκαηα.       

 

4.3.4 4ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

  Καηά ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί από ην stock λεξνύ ηνπ 1νπ 

πεηξάκαηνο, ζηε ζύξηγγα ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL dH2O θαη  

πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Δπίζεο, ζην θειί αλαθνξάο 

ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL θηιηξαξηζκέλνπ dH2O απ’ ην ίδην stock. Σν ρξνληθό 

δηάζηεκα αλά έλεζε νξίζηεθε ζηα 300 sec γηα ηηο ελέζεηο 1ε – 5ε θαη ε 

ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 1ε - 5ε , ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε 

πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

ελέζεηο. Έπεηηα κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 1 ώξαο κεηαμύ 5εο θαη 6εο 

έλεζεο, ρσξίο λα αλνηρηεί ην κεράλεκα θαη αθνινύζσο ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 

άιιεο 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. ηηο ελέζεηο 6ε - 10ε, νξίζηεθε ην ρξνληθό 

δηάζηεκα αλά έλεζε ζηα 300 sec θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C 

ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 6ε - 10ε , ην κεράλεκα 

έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 
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Δηθόλα 22: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε - 5ε έλεζε, 3600 sec (1h) κεηαμύ 5εο 

θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο  

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

4 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. Σν γεγνλόο όηη ρξεζηκνπνηήζεθε ην stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O από 

ην 1ν πείξακα δελ επέδξαζε αξλεηηθά ζηα απνηειέζκαηα. 

 

4.3.5 5ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

1η εκηέλεζη: ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο επηζεκαίλεηαη όηη 

ρξεζηκνπνηήζεθε θξέζθν θηιηξαξηζκέλν dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζην θειί 

αλαθνξάο θαη ζηε ζύξηγγα. Σνπνζεηήζεθε ινηπόλ 1,5 mL θξέζθνπ 
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θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζηε ζύξηγγα ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL 

θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O θαη αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 

κL ε θαζεκία. Δπίζεο, ζην θειί αλαθνξάο πξνζηέζεθε 1,5 mL θξέζθνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ 1ε - 5ε νξίζηεθε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα 

ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθέζεθε έλα 

ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) 1800 sec (30min) κεηαμύ 5εο θαη 6εο 

έλεζεο ρσξίο λ’ αλνίμεη ην κεράλεκα θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ άιιεο 5 

ελέζεηο (6ε -10ε), 5κL ε θαζεκία. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, νξίζηεθε ην 

ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ θάζε έλεζεο ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα 

λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 

 

 

Δηθόλα 23: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 
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Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε -5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

2 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε ην γεγνλόο όηη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην 

ζπγθεθξηκέλν πείξακα θξέζθν θηιηξαξηζκέλν dH2O, δε θαίλεηαη λα 

δηαθνξνπνίεζε ηα απνηειέζκαηα ζε ζύγθξηζε κ’ απηά πνπ ειήθζεζαλ όηαλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην ίδην stock θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κ’ απηό ηνπ                  

1νπ πεηξάκαηνο.  

 

2η εκηέλεζη: Αλνίρηεθε ην buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη αληηθαηαζηάζεθε ην 

θηιηξαξηζκέλν dH2O ζην θεληξηθό θειί, όρη όκσο ζην θειί αλαθνξάο νύηε θαη 

ζηε ζύξηγγα. Μεηά ηνπνζεηήζεθε θαη πάιη ην buret ζην κεράλεκα θαη  

ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Οξίζηεθε ην ρξνληθό 

δηάζηεκα ησλ ελέζεσλ 1ε - 5ε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία  

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα 

ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθόηνπ έγηλαλ νη 5 

πξώηεο ελέζεηο, ην buret δελ αλνίρηεθε μαλά θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 

ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία, εθόζνλ κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 30 min 

κεηαμύ ηεο 5εο θαη 6εο έλεζεο. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, ην ρξνληθό 

δηάζηεκα αλά έλεζε νξίζηεθε ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα 

λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 
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Δηθόλα 24: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε - 5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

5 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. πλεπώο, ην άλνηγκα ηνπ buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη ε 

αληηθαηάζηαζε ηνπ λεξνύ από ην θεληξηθό θειί δελ επεξέαζε αξλεηηθά ηα 

απνηειέζκαηα. Ούηε ε ρξήζε θξέζθνπ ζ’ απηό ην πείξακα νύηε κε θξέζθνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζηα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα ζπλέβαιε ζηε κεηαβνιή 

ησλ απνηειεζκάησλ.      

4.3.6 6ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

1η εκηέλεζη: ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο επηζεκαίλεηαη όηη 

ρξεζηκνπνηήζεθε θξέζθν θηιηξαξηζκέλν dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζην θειί 
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αλαθνξάο θαη ζηε ζύξηγγα. Σνπνζεηήζεθε ινηπόλ 1,5 mL θξέζθνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζηε ζύξηγγα ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL 

θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O θαη αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 

κL ε θαζεκία. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL θξέζθνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ 1ε - 5ε νξίζηεθε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα 

ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθέζεθε έλα 

ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) 1800 sec (30min) κεηαμύ 5εο θαη 6εο 

έλεζεο ρσξίο λ’ αλνίμεη ην κεράλεκα θαη έπεηηα ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 

ελέζεηο (6ε -10ε), 5κL ε θαζεκία. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, νξίζηεθε ην 

ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ θάζε έλεζεο ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα 

λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  

 

Δηθόλα 25: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 
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Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε  από  1ε -5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

353,5 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα δελ ήηαλ θαιά, πηζαλόηαηα εμαηηίαο βξώκηθνπ θειηνύ.  

 

2η εκηέλεζη: Αλνίρηεθε ην buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη αληηθαηαζηάζεθε ην 

θηιηξαξηζκέλν dH2O ζηε ζύξηγγα, ελώ ζην θεληξηθό θειί θαη ζην θειί 

αλαθνξάο παξέκεηλε ην ίδην κ’ απηό ηεο 1εο εθηέιεζεο ηνπ 6νπ πεηξάκαηνο. 

Μεηά ηνπνζεηήζεθε θαη πάιη ην buret ζην κεράλεκα θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 

5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Οξίζηεθε ην ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ ησλ ελέζεσλ 

1ε - 5ε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν C 

ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην κεράλεκα 

έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθόηνπ έγηλαλ νη 5 πξώηεο ελέζεηο, ην buret 

δελ αλνίρηεθε μαλά θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία, 

εθόζνλ κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 1800 sec (30 min) κεηαμύ ηεο 5εο 

θαη 6εο έλεζεο. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, ην ρξνληθό δηάζηεκα αλά 

έλεζε νξίζηεθε ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25ν  

C ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην 

κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη 

έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  
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Δηθόλα 26: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε - 5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

2 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. πλεπώο, ην άλνηγκα ηνπ buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη ε 

αληηθαηάζηαζε ηνπ λεξνύ κόλν από ηε ζύξηγγα επεξέαζε ζεηηθά ηα 

απνηειέζκαηα. 

4.3.7 7ν Πείξακα 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

1η εκηέλεζη: ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα ηηηινδόηεζεο επηζεκαίλεηαη όηη 

ρξεζηκνπνηήζεθε θξέζθν θηιηξαξηζκέλν dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζην θειί 

αλαθνξάο θαη ζηε ζύξηγγα. Σνπνζεηήζεθε ινηπόλ 1,5 mL θξέζθνπ 
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θηιηξαξηζκέλνπ dH2O ζην θεληξηθό θειί, ζηε ζύξηγγα ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL 

θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O  θαη αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ 5 ελέζεηο, 5 

κL ε θαζεκία. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL θξέζθνπ 

θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ 1ε - 5ε νξίζηεθε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα 

ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθέζεθε έλα 

ρξνληθό δηάζηεκα (injection interval) 1800 sec (30min) κεηαμύ 5εο θαη 6εο 

έλεζεο ρσξίο λ’ αλνίμεη ην κεράλεκα θαη έπεηηα ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 

ελέζεηο (6ε -10ε), 5κL ε θαζεκία. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, νξίζηεθε ην 

ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ θάζε έλεζεο ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία 

ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ 

ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα 

λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.    

 

Δηθόλα 27: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε -5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 
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5εο θαη 6εο έλεζεο θαη 300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο  

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

2 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ 

ζε λεξό. 

 

2η εκηέλεζη: Αλνίρηεθε ην buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη αληηθαηαζηάζεθε ην 

θηιηξαξηζκέλν dH2O ζηε ζύξηγγα, ελώ ζην θεληξηθό θειί θαη ζην θειί 

αλαθνξάο παξέκεηλε ην ίδην κ’ απηό ηεο 1εο εθηέιεζεο ηνπ 7νπ πεηξάκαηνο. 

Μεηά ηνπνζεηήζεθε θαη πάιη ην buret ζην κεράλεκα θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 

αξρηθά 5 ελέζεηο, 5 κL ε θαζεκία. Οξίζηεθε ην ρξνληθό δηάζηεκα κεηαμύ ησλ 

ελέζεσλ 1ε - 5ε ζηα 300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε 

ζηνπο 25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 1ε – 5ε, ην 

κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη 

έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. Αθόηνπ έγηλαλ νη 5 πξώηεο ελέζεηο, ην 

buret δελ αλνίρηεθε μαλά θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ άιιεο 5 ελέζεηο, 5 κL ε 

θαζεκία, εθόζνλ κεζνιάβεζε έλα ρξνληθό δηάζηεκα 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

ηεο 5εο θαη 6εο έλεζεο. Από ηελ 6ε έσο θαη ηε 10ε έλεζε, ην ρξνληθό δηάζηεκα 

αλά έλεζε νξίζηεθε ζηα 300 sec (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 

25νC ζην κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ 6ε – 10ε, ην 

κεράλεκα έκεηλε ζε θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη 

έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  
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Δηθόλα 28: Σηηινδόηεζε θηιηξαξηζκέλνπ απεζηαγκέλνπ λεξνύ (filtered distilled H2O) 

κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν απεζηαγκέλν λεξό. 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O κέζα ζε θηιηξαξηζκέλν dH2O ζε 

ρξνληθό δηάζηεκα 300 sec/έλεζε από 1ε - 5ε έλεζε, 1800 sec (30 min) κεηαμύ 

5εο θαη 6εο έλεζεο θαη  300 sec/έλεζε από 6ε -10ε έλεζε. Ο κέγηζηνο ξπζκόο 

ζεξκόηεηαο (max heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 

2 κJ/έλεζε θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην 

γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ πνιύ ρακειά όπσο θαη ζηελ 1ε εθηέιεζε ηνπ 7νπ 

πεηξάκαηνο, θάηη πνπ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε λεξνύ ζε λεξό. πλεπώο, ην 

άλνηγκα ηνπ buret ηνπ κεραλήκαηνο θαη ε αληηθαηάζηαζε ηνπ θηιηξαξηζκέλνπ 

dH2O κόλν από ηε ζύξηγγα δελ επεξέαζε ηα απνηειέζκαηα. 
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4.4 ΠΔΙΡΑΜΑΣΑ ΣΙΣΛΟΓΟΣΗΗ ΜΔ ΣΗ ΒΟΔΙΑ β-Lg ΚΑΙ ΣΑ 

ΤΝΘΔΣΙΚΑ ΚΟΡΔΜΔΝΑ ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΔΑ: 

ΓΔΚΑΠΔΝΣΑΝΟΨΚΟ (PDA) ΟΞΤ & ΓΔΚΑΔΠΣΑΝΟΨΚΟ (HDA) 

ΟΞΤ 

 

 Γηα ηε κειέηε ηεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο ησλ ζπλζεηηθώλ θνξεζκέλσλ 

ιηπαξώλ νμέσλ: δεθαπεληαλντθνύ (PDA) θαη δεθαεπηαλντθνύ (HDA) νμένο 

(πξνζδέηεο) ζηελ πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο,                            

ηε β-γαιαθηνζθαηξίλε, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ηηηινδόηεζεο ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ζηα πξναλαθεξόκελα ιηπαξά νμέα. Αλ θαη γεληθά 

ζε πεηξάκαηα ηηηινδόηεζεο, ηηηινδνηείηαη ν πξνζδέηεο (ηηηινδόηεο) κέζα ζηελ 

πξσηεΐλε “ππνδνρέα” (πξόηππν δηάιπκα), ζηα ζπγθεθξηκέλα πεηξάκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο ηηηινδόηεο ε βόεηα β-γαιαθηνζθαηξίλε θαη σο πξόηππν 

ην δηάιπκα ηνπ δεθαπεληαλντθνύ  θαη ηνπ δεθαεπηαλντθνύ νμένο ζε μερσξηζηά 

πεηξάκαηα. πλεπώο ην δηάιπκα ηεο β-Lg, ηνπνζεηήζεθε ζηε ζύξηγγα θαη 

ηηηινδνηήζεθε κέζα ζην ηηηινδνηνύκελν δηάιπκα ηνπ PDA ή ηνπ HDA,            

ην νπνίν ηνπνζεηήζεθε ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο Nano-ITC. Ο 

ιόγνο γηα ηνλ νπνίν ηα δηαιύκαηα πξσηεΐλεο θαη ιηπαξώλ νμέσλ 

ηνπνζεηήζεθαλ αληίζηξνθα απ’ όηη ζπλεζίδεηαη ζ’ έλα θιαζηθό πείξακα 

ηηηινδόηεζεο είλαη ν εμήο: ε β-γαιαθηνζθαηξίλε είλαη πεξηζζόηεξν δπζδηάιπηε 

από ην δεθαπεληαλντθό θαη ην δεθαεπηαλντθό νμύ θαη γη’ απηό ηνπνζεηήζεθε 

ζηε ζύξηγγα, ελώ ηα ιηπαξά νμέα σο πεξηζζόηεξν δηαιπηά ζην θεληξηθό θειί, 

όπνπ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ε αληίδξαζε πξόζδεζεο.  

 

4.4.1 SDS-PAGE γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό θαζαξόηεηαο ηεο β-Lg 

 

 Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο θαζαξόηεηαο ηνπ πξσηετληθνύ δείγκαηνο ηεο βόεηαο 

β-Lg πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα εξγαζία, πξαγκαηνπνηήζεθε 

ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή πνιπαθξπιακίδεο κε ρξήζε SDS [Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)], ε πην επξέσο 

ρξεζηκνπνηνύκελε ειεθηξνθνξεηηθή κέζνδνο πξσηετλώλ. Απνηειεί ηελ πην 

αμηόπηζηε κέζνδν γηα ην δηαρσξηζκό θαη ηελ αλάιπζε πξσηετληθώλ δεηγκάησλ.    
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Δηθόλα 29: Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή πνιπαθξπιακίδεο κε ρξήζε SDS            

(SDS-PAGE) γηα ην δηαρσξηζκό ηεο β-Lg από ηηο ππόινηπεο πξσηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ 

βόεηνπ γάιαθηνο. 

 

4.4.2 Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) κέζα ζην PDA (10%) 0,05 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) 

 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα απμαλόκελεο ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

PDA (10%) 0,05 mM ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 250 κL β-Lg 0,2 mM θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 15 ελέζεηο, 

όπνπ 1ε έλεζε: 5κL θαη 2ε – 15ε έλεζε:15κL. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 

1,5 mL θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα νξίζηεθε ζηα 

300sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην 

κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 
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θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο. 

 

Δηθόλα 30: Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM ζην PDA (10%) 0,05 mM 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ δηαιύκαηνο β-Lg 0,2 mM κέζα ζε δηάιπκα PDA (10%) 0,05 

mM ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα (300 sec/έλεζε).Σα δεδνκέλα ηεο 

ηηηινδόηεζεο κεηξηνύληαη ζε κJ/sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max 

heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 175,9 κJ/έλεζε 

θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο 

ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα απνηειέζκαηα 

ήηαλ πνιύ πςειά, θάηη πνπ δελ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε ηνπ δηαιύκαηνο ηεο 

β-Lg 0,2 mM κέζα ζην δηάιπκα PDA (10%) 0,05 mΜ, πηζαλόηαηα εμαηηίαο 

βξώκηθνπ θειηνύ ή/θαη θαθνηαηξηάζκαηνο (mismatch) κε EtOH. Καθνηαίξηαζκα 

κε EtOH ζεκαίλεη πώο ην ζπγθεθξηκέλν δηάιπκα ηεο β-Lg παξαζθεπάζηεθε κε 

EtOH δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο (100%), από ηε ζπγθέληξσζε ηεο EtOH 

(10%) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ 

δηαιύκαηνο ηνπ PDA.  
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Δηθόλα 31: Αλάιπζε πξόζδεζεο ηνπ PDA (10%) ζηελ β-Lg ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

κέζνδν ITC απμαλόκελσλ ελέζεσλ. 

 Η πεξηνρή θάησ από θάζε θνξπθή νινθιεξώλεηαη θαη εθαξκόδεη ζ’ έλα 

κνληέιν κηαο ζέζεο αλεμάξηεηεο πξόζδεζεο γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηε 

ζηαζεξά ζύλδεζεο (Ka), ηελ ελζαιπία (ΓΗ), ηε ζηνηρεηνκεηξία (n), ηε ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο (Kd) θαη ηελ εληξνπία (ΓS). Η ζεξκόηεηα αξαίσζεο 

αθαηξέζεθε από ηελ νινθιεξσκέλε πεξηνρή ηεο θνξπθήο. Από ηε ζύλδεζε 

ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο PDA (10%)    0,05 mM ζηελ 

πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο β-Lg 0,2 mM πξνέθπςαλ ηα εμήο 

απνηειέζκαηα, ηα νπνία απνηεινύλ ην ζεξκνδπλακηθό πξνθίι ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο: Ka =4,960e+06 1/M,    dH= -33,62 

kJ/mol, n= 0,465, Kd= 2,016e-07 M θαη dS= 15,41 J/mol·K  

Πίλαθαο 3: Ιδηόηεηεο πξόζδεζεο (πξνζδηνξηζκόο ηεο ζηαζεξάο ζύλδεζεο- Κa, ηεο 

ζηνηρεηνκεηξίαο-n, ηεο ελζαιπίαο- ΓH, ηεο ζηαζεξάο απνδέζκεπζεο- Kd θαη ηεο 

εληξνπίαο- ΓS) ηνπ PDA κε ηελ β-Lg όπσο απηέο πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν 

ITC. 

 

 Η ζηαζεξά πξόζδεζεο Ka δείρλεη πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη ην PDA ζηε β-Lg. 

Η ελζαιπία πξόζδεζεο dH δείρλεη ην ζρεκαηηζκό ζπγθεθξηκέλσλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ θαη ηηο αιιειεπηδξάζεηο van der Waals. Η ζηνηρεηνκεηξία n 

απνδίδεη ηνλ αξηζκό ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο / κόξην ζηόρνπ. Η ζηαζεξά 

 

Ka [M
-1] x 106 n dH (kJ/mol) Kd [M] x 10-7 dS (J/mol·K) 

PDA 4,960 x 106
 0,465 -33,62 2,016 x 10-7 15,41 
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απνδέζκεπζεο Kd πόζν εύθνια δηίζηαηαη ην ζύκπινθν PDA – β-Lg. H 

εληξνπία dS δείρλεη ην ζρεκαηηζκό πδξνθνβηθώλ ή κε εηδηθώλ δεζκώλ.  Οη 

ζεξκνδπλακηθνί παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο είλαη ε 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS. Έλα αξλεηηθό dH ζεσξείηαη όηη είλαη έλα 

επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ     van der Waals. Η κεηαβνιή ηεο ελζαιπίαο εμαξηάηαη 

από ηελ ηζρύ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ β-Lg  – PDA πνπ ζρεηίδεηαη  κε ην 

δηαιύηε. Έλα ζεηηθό dS ζεσξείηαη όηη είλαη έλα επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη 

ζην θξύςηκν ησλ πδξνθνβηθώλ νκάδσλ θαη ζηελ απειεπζέξσζε ύδαηνο. Η 

αληηζηάζκηζε ελζαιπίαο - εληξνπίαο παίδεη ξόιν ζηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. Η 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS ίζσο δξνπλ ζε ζπλέξγεηα ή ζε αληίζεζε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο πξόζδεζεο. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε, νη dH θαη dS δξνπλ 

ζε αληίζεζε, γηαηί ε dH είλαη αξλεηηθή θαη ε dS είλαη ζεηηθή. Η ειεύζεξε 

ελέξγεηα είλαη ΓG≤0 γηα κηα απζόξκεηε δηαδηθαζία θαη πξνζδηνξίδεηαη από ηηο 

dH θαη dS. Όζν πην αξλεηηθή ε ΓG, ηόζν κεγαιύηεξε ε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. 

4.4.3 Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM (Tris-HCl 50 mM + 

10% EtOH) κέζα ζην PDA(10%) 0,05 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) 

 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα απμαλόκελεο ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

PDA (10%) 0,05 mM ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 100 κL β-Lg 0,2 mM θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 9 ελέζεηο, όπνπ 

1ε έλεζε: 5κL θαη 2ε – 9ε έλεζε:10κL. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 1,5 

mL θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα νξίζηεθε ζηα 

300sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην 

κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 

θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  
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Δηθόλα 32: Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM ζην PDA (10%)  0,05 mM 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ δηαιύκαηνο β-Lg 0,2 mM κέζα ζε δηάιπκα PDA (10%) 0,05 

mM ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα (300 sec/έλεζε).Σα δεδνκέλα ηεο 

ηηηινδόηεζεο κεηξηνύληαη ζε κJ/sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max 

heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 69,46 κJ/έλεζε 

θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο 

ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ζπκπεξαίλεηαη όηη ηα απνηειέζκαηα  

ήηαλ πνιύ   πςειά, θάηη πνπ δελ αλακέλεηαη γηα ηε δηάρπζε ηνπ δηαιύκαηνο 

ηεο β-Lg 0,2 mM κέζα ζην δηάιπκα PDA (10%) 0,05 mΜ, πηζαλόηαηα εμαηηίαο 

βξώκηθνπ θειηνύ ή/θαη θαθνηαηξηάζκαηνο (mismatch) κε EtOH.  
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Δηθόλα 33: Αλάιπζε πξόζδεζεο ηνπ PDA (10%) ζηελ β-Lg ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

κέζνδν ITC απμαλόκελσλ ελέζεσλ. 

 Η πεξηνρή θάησ από θάζε  θνξπθή νινθιεξώλεηαη θαη εθαξκόδεη ζ’ έλα 

κνληέιν κηαο ζέζεο αλεμάξηεηεο πξόζδεζεο γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηε 

ζηαζεξά ζύλδεζεο (Ka), ηελ ελζαιπία (ΓΗ), ηε ζηνηρεηνκεηξία (n), ηε ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο (Kd) θαη ηελ εληξνπία (ΓS). Η ζεξκόηεηα αξαίσζεο 

αθαηξέζεθε από ηελ νινθιεξσκέλε πεξηνρή ηεο θνξπθήο. Από ηε ζύλδεζε 

ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο PDA (10%)   0,05 mM ζηελ 

πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο β-Lg 0,2 mM πξνέθπςαλ ηα εμήο 

απνηειέζκαηα, ηα νπνία απνηεινύλ ην ζεξκνδπλακηθό πξνθίι ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο: Ka = 1,106e+07 1/M,    dH= -9,732 

kJ/mol, n= 0,187, Kd= 9,042e-08 M θαη dS= 102,2 J/mol·K 

Πίλαθαο 4: Ιδηόηεηεο πξόζδεζεο (πξνζδηνξηζκόο ηεο ζηαζεξάο ζύλδεζεο- Κa, ηεο 

ζηνηρεηνκεηξίαο-n, ηεο ελζαιπίαο- ΓH, ηεο ζηαζεξάο απνδέζκεπζεο- Kd θαη ηεο 

εληξνπίαο- ΓS) ηνπ PDA κε ηελ β-Lg όπσο απηέο πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν 

ITC. 

 Η ζηαζεξά πξόζδεζεο Ka δείρλεη πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη ην PDA ζηε β-Lg. 

Η ελζαιπία πξόζδεζεο dH δείρλεη ην ζρεκαηηζκό ζπγθεθξηκέλσλ δεζκώλ 

 

Ka [M
-1] x 106 n dH (kJ/mol) Kd [M] x 10-7 dS (J/mol·K) 

PDA 11,06 x 106 0,187 -9,732 0,9042 x 10-7 102,2 
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πδξνγόλνπ θαη ηηο αιιειεπηδξάζεηο van der Waals. Η ζηνηρεηνκεηξία n 

απνδίδεη ηνλ αξηζκό ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο / κόξην ζηόρνπ. Η ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο Kd δείρλεη πόζν εύθνια δηίζηαηαη ην ζύκπινθν PDA – β-Lg. H 

εληξνπία dS δείρλεη ην ζρεκαηηζκό πδξνθνβηθώλ ή κε εηδηθώλ δεζκώλ.        

Οη ζεξκνδπλακηθνί παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο 

είλαη ε ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS. Έλα αξλεηηθό dH ζεσξείηαη όηη είλαη 

έλα επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ van der Waals. Η κεηαβνιή ηεο ελζαιπίαο εμαξηάηαη από 

ηελ ηζρύ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ β-Lg – PDA πνπ ζρεηίδεηαη  κε ην δηαιύηε. 

Έλα ζεηηθό dS ζεσξείηαη  όηη  είλαη έλα επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζην 

θξύςηκν ησλ πδξνθνβηθώλ νκάδσλ θαη ζηελ απειεπζέξσζε ύδαηνο. Η 

αληηζηάζκηζε ελζαιπίαο - εληξνπίαο παίδεη ξόιν ζηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. Η 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS ίζσο δξνπλ ζε ζπλέξγεηα ή ζε αληίζεζε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο πξόζδεζεο. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε, νη dH θαη dS δξνπλ 

ζε αληίζεζε, γηαηί ε dH είλαη αξλεηηθή θαη ε dS είλαη ζεηηθή. Η ειεύζεξε 

ελέξγεηα είλαη ΓG≤0 γηα κηα απζόξκεηε δηαδηθαζία θαη πξνζδηνξίδεηαη από ηηο 

dH θαη dS. Όζν πην αξλεηηθή ε ΓG, ηόζν κεγαιύηεξε ε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. 

 

4.4.4 Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) κέζα ζην HDA (10%) 0,05 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) 

 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα απμαλόκελεο ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

HDA(10%) 0,05 mM ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 100 κL β-Lg 0,2 mM θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 10 ελέζεηο, 

όπνπ 1ε έλεζε: 5κL θαη 2ε – 10ε έλεζε:10κL. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 

1,5 mL θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα νξίζηεθε ζηα 

300sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην 

κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 

θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  
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Δηθόλα 34: Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM ζην HDA (10%) 0,05 mM 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

 Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ δηαιύκαηνο β-Lg 0,2 mM κέζα ζε δηάιπκα HDA (10%) 0,05 

mM ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα (300 sec/έλεζε).Σα δεδνκέλα ηεο 

ηηηινδόηεζεο κεηξηνύληαη ζε κJ/sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max 

heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 396 κJ/έλεζε θαη 

ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο ηηκέο 

πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ε 1ε έλεζε δελ ήηαλ ηόζν θαιή πηζαλόηαηα 

εμαηηίαο θαθνηαηξηάζκαηνο (mismatch) κε EtOH, ελώ νη ππόινηπεο ελέζεηο   

(2ε-10ε) ήηαλ θαιέο γηα ην HDA.   
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Δηθόλα 35: Αλάιπζε πξόζδεζεο ηνπ HDA (10%) ζηελ β-Lg ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

κέζνδν ITC απμαλόκελσλ ελέζεσλ. 

 Η πεξηνρή θάησ από θάζε  θνξπθή νινθιεξώλεηαη θαη εθαξκόδεη ζ’ έλα 

κνληέιν κηαο ζέζεο αλεμάξηεηεο πξόζδεζεο γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηε 

ζηαζεξά ζύλδεζεο (Ka), ηελ ελζαιπία (ΓΗ), ηε ζηνηρεηνκεηξία (n), ηε ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο (Kd) θαη ηελ εληξνπία (ΓS). Η ζεξκόηεηα αξαίσζεο 

αθαηξέζεθε από ηελ νινθιεξσκέλε πεξηνρή ηεο θνξπθήο. Από ηε ζύλδεζε 

ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο HDA (10%)  0,05 mM ζηελ 

πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο β-Lg 0,2 mM πξνέθπςαλ ηα εμήο 

απνηειέζκαηα, ηα νπνία απνηεινύλ ην ζεξκνδπλακηθό πξνθίι ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο: Ka = 2,621e+06 1/M,   dH= -90,63 

kJ/mol, n= 0,277, Kd= 3,816e-07 M θαη dS= -181,1 J/mol·K 

 

Πίλαθαο 5: Ιδηόηεηεο πξόζδεζεο (πξνζδηνξηζκόο ηεο ζηαζεξάο ζύλδεζεο- Κa, ηεο 

ζηνηρεηνκεηξίαο-n, ηεο ελζαιπίαο- ΓH, ηεο ζηαζεξάο απνδέζκεπζεο- Kd θαη ηεο 

εληξνπίαο- ΓS) ηνπ HDA κε ηελ β-Lg όπσο απηέο πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν 

ITC. 

 

Ka [M
-1] x 106 n dH (kJ/mol) Kd [M] x 10-7 dS (J/mol·K) 

HDA 2,621 x 106 0,277 -90,63 3,816 x 10-7 -181,1 
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 Η ζηαζεξά πξόζδεζεο Ka δείρλεη πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη ην HDA ζηε β-Lg. 

Η ελζαιπία πξόζδεζεο dH δείρλεη ην ζρεκαηηζκό ζπγθεθξηκέλσλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ θαη ηηο αιιειεπηδξάζεηο van der Waals. Η ζηνηρεηνκεηξία n 

απνδίδεη ηνλ αξηζκό ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο / κόξην ζηόρνπ. Η ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο Kd δείρλεη πόζν εύθνια δηίζηαηαη ην ζύκπινθν HDA – β-Lg.H 

εληξνπία dS δείρλεη ην ζρεκαηηζκό πδξνθνβηθώλ ή κε εηδηθώλ δεζκώλ. Οη 

ζεξκνδπλακηθνί παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο είλαη ε 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS. Έλα αξλεηηθό dH ζεσξείηαη όηη είλαη έλα 

επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζην ζρεκαηηζκό  δεζκώλ πδξνγόλνπ  θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ van der Waals. Η κεηαβνιή ηεο ελζαιπίαο εμαξηάηαη από 

ηελ ηζρύ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ β-Lg  – HDA πνπ ζρεηίδεηαη  κε ην δηαιύηε. 

Έλα αξλεηηθό dS είλαη έλα κε επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζε απώιεηα 

ζηεξενδηαηαμηθώλ βαζκώλ ειεπζεξίαο σο απνηέιεζκα ηεο πξόζδεζεο. Η 

αληηζηάζκηζε ελζαιπίαο - εληξνπίαο παίδεη ξόιν ζηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. Η 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS ίζσο δξνπλ ζε ζπλέξγεηα ή ζε αληίζεζε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο πξόζδεζεο. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε, νη dH θαη dS δξνπλ 

ζε ζπλέξγεηα γηαηί είλαη θαη νη δύν αξλεηηθέο.  Η ειεύζεξε ελέξγεηα είλαη ΓG≤0 

γηα κηα απζόξκεηε δηαδηθαζία θαη πξνζδηνξίδεηαη από ηηο dH θαη dS. Όζν πην 

αξλεηηθή ε ΓG, ηόζν κεγαιύηεξε ε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. 

 

4.4.5 Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH) κέζα ζην HDA (10%) 0,05 mM (Tris- HCl 50 mM + 

10% EtOH). 

 

Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα απμαλόκελεο ηηηινδόηεζεο ηνπνζεηήζεθε 1,5 mL 

HDA(10%) 0,05 mM ζην θεληξηθό θειί ηνπ κεραλήκαηνο ITC, ζηε ζύξηγγα 

ηνπνζεηήζεθαλ 100 κL β-Lg 0,2 mM θαη ξπζκίζηεθε λα γίλνπλ 10 ελέζεηο, 

όπνπ 1ε έλεζε: 5κL θαη 2ε – 10ε έλεζε:10κL. ην θειί αλαθνξάο ηνπνζεηήζεθε 

1,5 mL θξέζθνπ θηιηξαξηζκέλνπ dH2O. Σν ρξνληθό δηάζηεκα νξίζηεθε ζηα 

300 sec/έλεζε (5 min) θαη ε ζεξκνθξαζία ξπζκίζηεθε ζηνπο 25νC ζην 

κεράλεκα. Πξηλ ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ ελέζεσλ, ην κεράλεκα έκεηλε ζε 
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θαηάζηαζε πεηξάκαηνο 2 ώξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί θαη έπεηηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη ελέζεηο.  

 

Δηθόλα 36: Απμαλόκελε ηηηινδόηεζε ηεο β-Lg 0,2 mM ζην HDA (10%) 0,05 mM 

 

Απνηειέζκαηα - πδήηεζε 

  Κάζε θνξπθή πνπ απεηθνλίδεηαη ζην δηάγξακκα, αληηζηνηρεί ζε κηα απιή 

ηηηινδόηεζε ηνπ δηαιύκαηνο β-Lg 0,2 mM κέζα ζε δηάιπκα HDA (10%) 0,05 

mM ζε ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα (300 sec/έλεζε).Σα δεδνκέλα ηεο 

ηηηινδόηεζεο κεηξηνύληαη ζε κJ/sec. Ο κέγηζηνο ξπζκόο ζεξκόηεηαο (max 

heat rate) πνπ ιήθζεθε από ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα είλαη 168,7 κJ/έλεζε 

θαη ε αληίδξαζε είλαη εμώζεξκε. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ην γξάθεκα θαη ηηο 

ηηκέο πνπ πξνέθπςαλ από ην πείξακα, ηα απνηειέζκαηα ήηαλ εμαηξεηηθά θαιά 

γηα ην HDA.  
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Δηθόλα 37: Αλάιπζε πξόζδεζεο ηνπ HDA (10%) ζηελ β-Lg ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

κέζνδν ITC απμαλόκελσλ ελέζεσλ. 

  Η πεξηνρή θάησ από θάζε θνξπθή νινθιεξώλεηαη θαη εθαξκόδεη ζ’ έλα 

κνληέιν κηαο ζέζεο αλεμάξηεηεο πξόζδεζεο γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηε 

ζηαζεξά ζύλδεζεο (Ka), ηελ ελζαιπία (ΓΗ), ηε ζηνηρεηνκεηξία (n), ηε ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο (Kd) θαη ηελ εληξνπία (ΓS). Η ζεξκόηεηα αξαίσζεο 

αθαηξέζεθε από ηελ νινθιεξσκέλε πεξηνρή ηεο θνξπθήο. Από ηε ζύλδεζε 

ηνπ ζπλζεηηθνύ θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο HDA (10%)  0,05 mM ζηελ 

πξσηεΐλε ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ γάιαθηνο β-Lg 0,2 mM πξνέθπςαλ ηα εμήο 

απνηειέζκαηα, ηα νπνία απνηεινύλ ην ζεξκνδπλακηθό πξνθίι ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο: Ka = 1,203e+06 1/M, dH= -49,04 

kJ/mol, n= 0,249, Kd= 8,311e-07 M θαη dS= -48,08 J/mol·K  

Πίλαθαο 6: Ιδηόηεηεο πξόζδεζεο (πξνζδηνξηζκόο ηεο ζηαζεξάο ζύλδεζεο- Κa, ηεο 

ζηνηρεηνκεηξίαο-n, ηεο ελζαιπίαο- ΓH, ηεο ζηαζεξάο απνδέζκεπζεο- Kd θαη ηεο 

εληξνπίαο- ΓS) ηνπ HDA κε ηελ β-Lg όπσο απηέο πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν 

ITC. 

 Η ζηαζεξά πξόζδεζεο Ka δείρλεη πόζν ηζρπξά δεζκεύεηαη ην HDA ζηε β-Lg. 

Η ελζαιπία πξόζδεζεο dH δείρλεη ην ζρεκαηηζκό ζπγθεθξηκέλσλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ θαη ηηο αιιειεπηδξάζεηο van der Waals. Η ζηνηρεηνκεηξία n 

 

Ka [M
-1] x 106 n dH (kJ/mol) Kd [M] x 10-7 dS (J/mol·K) 

HDA 1,203 x 106 0,249 -49,04 8,311 x 10-7 -48,08 
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απνδίδεη ηνλ αξηζκό ησλ ζέζεσλ πξόζδεζεο / κόξην ζηόρνπ. Η ζηαζεξά 

απνδέζκεπζεο Kd δείρλεη πόζν εύθνια δηίζηαηαη ην ζύκπινθν HDA – β-Lg. H 

εληξνπία dS δείρλεη ην ζρεκαηηζκό πδξνθνβηθώλ ή κε εηδηθώλ δεζκώλ. Οη 

ζεξκνδπλακηθνί παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο είλαη ε 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS. Έλα αξλεηηθό dH ζεσξείηαη όηη είλαη έλα 

επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζην ζρεκαηηζκό  δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ van der Waals. Η κεηαβνιή ηεο ελζαιπίαο εμαξηάηαη από 

ηελ ηζρύ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ β-Lg – HDA πνπ ζρεηίδεηαη  κε ην δηαιύηε. 

Έλα αξλεηηθό dS είλαη έλα κε επλντθό γεγνλόο θαη νθείιεηαη ζε απώιεηα 

ζηεξενδηαηαμηθώλ βαζκώλ ειεπζεξίαο σο απνηέιεζκα ηεο πξόζδεζεο. Η 

αληηζηάζκηζε ελζαιπίαο - εληξνπίαο παίδεη ξόιν ζηε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο. Η 

ελζαιπία dH θαη ε εληξνπία dS ίζσο δξνπλ ζε ζπλέξγεηα ή ζε αληίζεζε θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο πξόζδεζεο. ηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε, νη dH θαη dS δξνπλ 

ζε ζπλέξγεηα γηαηί είλαη θαη νη δύν αξλεηηθέο. Η ειεύζεξε ελέξγεηα είλαη ΓG≤0 

γηα κηα απζόξκεηε δηαδηθαζία θαη πξνζδηνξίδεηαη από ηηο dH θαη dS. Όζν πην 

αξλεηηθή ε ΓG, ηόζν κεγαιύηεξε ε ζπγγέλεηα πξόζδεζεο.  
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5 ΣΔΛΙΚΑ ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ  

 

 Από ηα πεηξάκαηα ηηηινδόηεζεο πνπ δηεμήρζεζαλ, ζηα νπνία 

ρξεζηκνπνηήζεθε θηιηξαξηζκέλν dH2O ηόζν σο ηηηινδόηεο όζν θαη σο 

ηηηινδνηνύκελν δηάιπκα, ειέγρζεθε ε εμαηξεηηθά  πςειή επαηζζεζία ηνπ 

κεραλήκαηνο ITC θαζώο θαη ηα ρακειόηεξα όξηα αλίρλεπζεο πνπ παξνπζηάδεη  

θαη δηαπηζηώζεθε όηη πξαγκαηνπνηεί αθξηβείο ζεξκηθέο κεηξήζεηο ζε 

ρακειόηεξεο ζπγθεληξώζεηο. Αθνινύζσο, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα 

απμαλόκελεο ηηηινδόηεζεο δηαιύκαηνο ηεο πξσηεΐλεο ηνπ νξνύ ηνπ βόεηνπ 

γάιαθηνο, β-γαιαθηνζθαηξίλεο (β-Lg) κέζα ζε δηάιπκα ζπλζεηηθνύ 

θνξεζκέλνπ ιηπαξνύ νμένο δεθαπεληαλντθνύ (PDA) θαη δεθαεπηαλντθνύ 

(HDA) νμένο ζε μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ο ζθνπόο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 

πεηξακάησλ ήηαλ ε κειέηε ηεο αληίδξαζεο πξόζδεζεο κηαο πξσηεΐλεο, ε 

νπνία ζπλαληάηαη ζε αθζνλία ζην γάια ησλ βννεηδώλ θαη δηαθξίλεηαη από 

ηδηαίηεξα πςειό επηζηεκνληθό ελδηαθέξνλ, κε ζπλζεηηθά θνξεζκέλα ιηπαξά 

νμέα, πνπ δελ απαληώληαη ζηε θύζε, κε ηε κέζνδν πξνζδηνξηζκνύ ηεο 

Θεξκηδνκεηξίαο Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (Isothermal Titration Calorimetry, 

ITC).  

 ’ απηά ηα πεηξάκαηα αλαιύζεθε ε πξόζδεζε ησλ δύν πξναλαθεξζέλησλ 

ιηπαξώλ νμέσλ μερσξηζηά ζηελ πξσηεΐλε β-Lg κε ηε κέζνδν ITC 

απμαλόκελσλ ελέζεσλ θαη πξνέθπςε ην ζεξκνδπλακηθό πξνθίι ηεο εθάζηνηε 

αληίδξαζεο πξόζδεζεο πνπ πεξηειάκβαλε ηνπο ζεξκνδπλακηθνύο 

παξάγνληεο: dH, Ka, n, Kd θαη dS. Από ηηο ηηκέο ησλ ζεξκνδπλακηθώλ 

παξαγόλησλ ησλ αληηδξάζεσλ πξόζδεζεο πνπ ειήθζεζαλ από ηα 

πεηξάκαηα, θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα όηη ην δεθαπεληαλντθό (PDA) νμύ 

πξνζδέλεηαη πην ηζρπξά ζηελ β-Lg, όπσο απνδεηθλύεηαη από ηηο πςειόηεξεο 

ηηκέο ηεο ζηαζεξάο πξόζδεζεο Ka γηα ην PDA, ζε ζύγθξηζε κε ην 

δεθαεπηαλντθό (HDA) νμύ.  Από ηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε πξόζδεζεο 

ζπκπεξαίλεηαη όηη ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε ζύκθσλα κε ηα δνκηθά θαη 

ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ ηε δηαθξίλνπλ, θαζώο θαη ιόγσ ηεο εμαηξεηηθά 

πςειήο αθζνλίαο ηεο ζηε θύζε, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ζηνλ εξεπλεηηθό 

ηνκέα ηεο Φαξκαθνινγίαο θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηε Φαξκαθνγελσκηθή, 

θαζώο βνεζά ζηελ αλαθάιπςε λέσλ πξσηνπνξηαθώλ ηξόπσλ γηα ηε 
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βειηίσζε ηνπ ζρεδηαζκνύ θαξκάθσλ πνπ ήδε ππάξρνπλ, έηζη ώζηε λ’ 

απνθηήζνπλ πεξηζζόηεξα πιενλεθηήκαηα (π.ρ. κεγαιύηεξε δξαζηηθόηεηα, 

θαιύηεξε απνξξόθεζε από ηνλ νξγαληζκό, ιηγόηεξεο παξελέξγεηεο) ή λέσλ 

πην πξνεγκέλσλ θαξκάθσλ ηειεπηαίαο γεληάο. Απηή ε εμαηξεηηθήο ζεκαζίαο 

κειέηε πξόζδεζεο είλαη ηθαλή λα δώζεη πιεξνθνξίεο γηα ηε ρξήζε ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο σο έλα γεληθόηεξν θνξέα ιηπόθηισλ κνξίσλ θαζώο 

επίζεο θαη γηα ηελ αλαγλώξηζε, πξόζδεζε θαη κεηαθνξά θαξκάθσλ, 

αληηνμεηδσηηθώλ θαη βηηακηλώλ ζην έληεξν θαη ζε νπνηνδήπνηε άιιν ζεκείν 

ηνπ νξγαληζκνύ απαηηείηαη κέζσ ηεο θπθινθνξίαο ηνπ αίκαηνο. Η επξεία 

αμηνπνίεζε ηεο β-Lg από ηελ βηνκεραλία ηξνθίκσλ έρεη σο ζηόρν ηελ αύμεζε 

ηεο ιεηηνπξγηθόηεηαο (ζύζηαζε, αηζζεηήξηα, ζξεπηηθή) εκπνξηθώλ ηξνθώλ, 

ηελ αύμεζε ηνπ ζπλνιηθνύ πξσηετληθνύ πεξηερνκέλνπ ηξνθίκσλ κ’ απηή ηελ 

νηθνλνκηθή πεγή πξσηεΐλεο θαη ηελ εθαξκνγή ηεο ζε πνηά. Δλ θαηαθιείδη, ε 

κειέηε ησλ κνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο πξόζδεζεο ιηπαξώλ νμέσλ ζηελ 

β-Lg κε ηε κέζνδν ITC κπνξεί λα έρεη εθαξκνγή ζε πνιινύο άιινπο ηνκείο 

ηεο επηζηήκεο όπσο ζηε Βηνρεκεία θαη ηε Βηνηερλνινγία, ζηε Βηνθπζηθή, ζηε 

Ναλνηερλνινγία θαη ζηα Βηνθαύζηκα, νη νπνίνη δξαζηεξηνπνηνύληαη εμίζνπ ζε 

πξνεγκέλε έξεπλα. 
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