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Τετάρτη   19/12 17-18 Ενότητα 20.ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΙΚΩΝ 
ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΩΝ 

Η.Μ. 

  ΔΙΑΚΟΠΕΣ ΧΡΙΣΤΟΥΓΕΝΝΩΝ  
13    

Τρίτη         8/1 11-13 Ενότητα 20. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΤΩΝ 
ΕΝΖΥΜΙΚΩΝ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΩΝ 
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ΚΑΝΟΝΕΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ 
 

 
Για την ασφάλεια όλων πρέπει να ακολουθούνται πάντoτε οι κάτωθι κανόνες: 

1) Κανείς δεν πρέπει να εργάζεται µόνος του στο εργαστήριο χωρίς την παρουσία 
κάποιου µέλους του προσωπικού. 

2) Αφήστε εξωτερικά ενδύµατα και ογκώδη αντικείµενα (π.χ. σάκους) έξω από το 
εργαστήριο ή σε ειδικό χώρο του εργαστηρίου. Σκόρπια πράγµατα σε πάγκους και 
πατώµατα µπορεί να προκαλέσουν ατύχηµα και υπάρχει κίνδυνος να καταστραφούν 
και τα ίδια. 

3) Φοράτε πάντα ποδιά µόλις µπείτε στο εργαστήριο. 

4) Απαγορεύεται να καπνίζετε, να τρώτε ή να πίνετε στο εργαστήριο. 

5) Για δικό σας όφελος διαβάστε το φυλλάδιο που περιγράφει την άσκηση πριν  το 
εργαστήριο και ακολουθήστε προσεκτικά τις οδηγίες που σας δίνονται για την 
εκτέλεση κάθε άσκησης. Επειδή συχνά δίνονται επιπλέον προφορικές εξηγήσεις 
στην αρχή του εργαστηρίου είναι απαραίτητο να έρχεστε ακριβώς στην ώρα σας.  
Γενική αρχή κάθε πειραµατικής δουλειάς: Σκεφθείτε και προγραµµατίσετε 
πριν ενεργήσετε. 

6) Μην γεµίζεται τις πιπέτες (σιφώνια) ρουφώντας µε το στόµα - χρησιµοποιείστε 
τις pi-pumps ή poire που σας δίνονται για χρήση µε τα σιφώνια. Αν δεν ξέρετε αν 
κάτι είναι τοξικό ρωτήστε. Ακόµα καλύτερα: Μη ρουφάτε τίποτα µε το στόµα. 

7) Χρησιµοποιείστε την απαγωγό εστία και φορέστε γυαλιά ασφαλείας κάθε φορά 
που χειρίζεστε πολύ καυστικά αντιδραστήρια, π.χ. πυκνά οξέα ή βάσεις, διαλύµατα 
µε αποπνικτικούς ατµούς κ.λ.π. 

8) Στρέψετε το στόµιο σωλήνων που θερµαίνονται µακριά από σας και άλλα 
πρόσωπα. Προσοχή πώς πιάνετε θερµά γυαλικά. Μη φέρετε ποτέ εύφλεκτα υλικά 
(π.χ. αιθανόλη, αιθέρα) κοντά σε γυµνή φλόγα.  

9) Αν χύσετε κάτι σκουπίστε το αµέσως µε χαρτοπετσέτα - βρεγµένοι πάγκοι και 
πατώµατα είναι επικίνδυνα. Αν χύσετε κάτι τοξικό αναφέρετέ το αµέσως στον 
υπεύθυνο του εργαστηρίου. 

10) Προσοχή στη χρήση βιολογικών υγρών, (αίµα, οροί, κ.λ.π.)-µη ρουφάτε τίποτε µε 
το στόµα, φοράτε γάντια και τοποθετείστε τα µεν αναλώσιµα (π.χ. χαρτικά, 
πλαστικά) που ήρθαν σε επαφή µαζί τους σε ειδικό σάκο απορριµάτων τα δε 
γυαλικά σε ειδικό δοχείο µε απολυµαντικό. 

11) Εξοικειωθείτε µε την λειτουργία κάθε οργάνου και ακολουθήστε τις οδηγίες 
χρήσης του. Αν δεν είστε σίγουροι πως να χρησιµοποιείστε ένα όργανο ή µία 
συσκευή συµβουλευτείτε ένα µέλος του προσωπικού - έτσι προλαµβάνεται τυχόν 
βλάβη που µπορεί να προξενηθεί στο όργανο και εσείς έχετε εµπιστοσύνη στα 
αποτελέσµατα που παίρνετε. 
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12) Βεβαιωθείτε ότι ξέρετε πού βρίσκονται στο εργαστήριο και πώς χρησιµοποιούνται ο 
πυροσβεστήρας, το κουτί πρώτων βοηθειών και τα δοχεία για πλύσιµο µατιών. 
Γρήγορη αντιµετώπιση ενός µικρού ατυχήµατος µπορεί να εµποδίσει την 
δηµιουργία ενός µεγάλου. 

13) Στο τέλος κάθε άσκησης αφήστε τον πάγκο σας καθαρό και τακτικό. Ξεπλύνετε 
όλα τα βρώµικα γυαλικά και τοποθετείστε τα στα δοχεία για πλύσιµο και 
ακολουθήστε ότι οδηγίες σας δοθούν σχετικά µε τα αντιδραστήρια. 
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EΡΓΑΣΤΗΡΙΑ ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ 
 
 

Οι εργαστηριακές ασκήσεις είναι απαραίτητο συµπλήρωµα των διαλέξεων. Σκοπός τους 
είναι να σας εξοικειώσουν µε την χρήση εργαστηριακών τεχνικών, την χειρισµό  οργάνων και 
την διεξαγωγή διαφόρων δοκιµασιών που χρησιµοποιούνται συχνά στη χηµεία, και βιοχηµεία 
καθώς και στο να σας βοηθήσουν να κατανοήσετε µερικές έννοιες που δεν γίνονται σαφώς 
αντιληπτές θεωρητικά. 

Τις ασκήσεις θα τις κάνετε σε οµάδες. Οι οµάδες σχηµατίζονται στην αρχή του εξαµήνου 
και παραµένετε στην ίδια οµάδα όλο το εξάµηνο. Σηµειώστε όλοι τα αποτελέσµατα καθώς τα 
παίρνετε σε κάθε άσκηση και δείξτε τα στον υπεύθυνο του εργαστηρίου πριν φύγετε. Πριν 
φύγετε υπογράψτε επίσης το παρουσιολόγιο. Η ευθύνη για να υπογράψετε είναι δική σας 
αλλιώς θα θεωρηθεί ότι δεν παρακολουθήσατε το εργαστήριο. 
 Οι παρουσίες στα εργαστήρια, καθώς και η παρουσία και επεξεργασία των  
αποτελεσµάτων στα φροντιστήρια είναι υποχρεωτικές και η επίδοση σας θα ληφθεί υπόψη 
στον τελικό βαθµό του µαθήµατος, (συνεισφέρει έως ένα 20% στον τελικό βαθµό). Μόνο σε 
ειδικές περιπτώσεις (λόγοι υγείας) επιτρέπεται έως µία απουσία / εξάµηνο αλλά και τότε πρέπει 
να γραφεί η εργασία (χρησιµοποιείστε τα αποτελέσµατα των άλλων φοιτητών της οµάδας σας).  

Δεν επιτρέπεται να εξετασθούν στο µάθηµα φοιτητές που δεν έχουν παρακολουθήσει και 
γράψει όλες τις εργαστηριακές ασκήσεις. Δεν γίνεται εξέταση στο εργαστήριο, αλλά το 
περιεχόµενο των εργαστηριακών ασκήσεων αποτελεί εξεταστέα ύλη. 
Τα αποτελέσµατα κάθε εργαστηριακής άσκησης τα παρουσιάζετε σε ειδικά έντυπα 
(απαντητικά φυλλάδια) που σας δίνονται στη διάρκεια των φροντιστηρίων µετά την γενική 
συζήτηση των αποτελεσµάτων. Στα έντυπα αναγράφετε το όνοµα και τον αριθµό µητρώου σας, 
τον αριθµό της οµάδας σας, καθώς και τα ονόµατα των άλλων δύο φοιτητών και την ηµεροµηνία 
διεξαγωγής της άσκησης.  

Στη διάρκεια του φροντιστηρίου µεταφέρετε τα πειραµατικά δεδοµένα  που βρήκατε στο 
προηγούµενο εργαστήριο (παρουσιασµένα σε πίνακες, σχεδιαγράµµατα κ.λ.π.) στο απαντητικό 
φυλλάδιο. Mε βάση τα δεδοµένα αυτά λύνετε το συγκεκριµένο αναλυτικό πρόβληµα, π.χ. 
προσδιορισµός άγνωστης συγκέντρωσης και σηµειώνετε τα τελικά συµπεράσµατα και 
παρατηρήσεις (π.χ. αν πήρατε τα αναµενόµενα αποτελέσµατα, αν όχι γιατί όχι, πηγές πιθανών 
λαθών στα πειράµατα κ.λ.π). Τέλος απαντάτε τυχόν ερωτήσεις που σας ζητούνται. Γενικά στο 
γράψιµο αποφύγετε πλατειασµούς, επαναλήψεις και ασάφειες. Το ζητούµενο είναι µία συνοπτική 
παρουσίαση όπου ερµηνεύετε µε σαφήνεια τα αποτελέσµατά σας.  

Τα συµπληρωµένα έντυπα παραδίδονται στο τέλος κάθε φροντιστηρίου. Οι εργασίες θα 
βαθµολογηθούν µε κριτήρια α) ακρίβεια των αποτελεσµάτων, β) κατανόηση του πειράµατος και 
γ) σωστή ερµηνεία των αποτελεσµάτων.  Είναι απαραίτητο ο µέσος όρος της βαθµολογίας 
των εντύπων να είναι τουλάχιστον πέντε (5) για να θεωρηθεί η παρακολούθηση των 
εργαστηρίων και φροντιστηρίων επιτυχής. Τα απαντητικά φυλλάδια δεν επιστρέφονται. 
Ξεχωριστό φροντιστήριο αφιερώνεται στη συζήτηση των τυπικών πειραµατικών σφαλµάτων 
όπως και των σφαλµάτων στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων.         
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ΥΔΑΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 

 
 

Θεωρητικό µέρος 
 
 Διαλύµατα ονοµάζουµε τα οµογενή συστήµατα χηµικών ουσιών που έχουν την 
ίδια χηµική σύσταση και τις ίδιες ιδιότητες σε οποιοδήποτε µέρος τους. Συνήθως η ουσία 
που βρίσκεται στο διάλυµα σε µεγαλύτερη αναλογία ονοµάζεται διαλύτης ενώ η άλλη (-
ες) ουσία (-ες) διαλυµένη. Ανάλογα µε την φάση (στερεά, υγρή ή αέρια) του διαλύτη και 
της διαλυµένης ουσίας µπορεί να υπάρχουν 9 διαφόρων ειδών διαλύµατα (όσοι οι 
συνδυασµοί των τριών φάσεων µεταξύ τους). Στη Βιοχηµεία και Ιατρική µεγαλύτερη 
σπουδαιότητα  έχουν τα υδατικά διαλύµατα, δηλαδή διαλύµατα όπου µια ουσία είναι 
διαλυµένη στο νερό.   
 Σκοπός των σηµειώσεων αυτών είναι να εξοικειωθήτε µε τους διάφορους 
τρόπους  εκφράσεως της συγκεντρώσεως υδατικών διαλυµάτων και µε τις διάφορες 
ιδιότητες διαλυµάτων που επηρεάζονται από την συγκέντρωση. Οι όροι και έννοιες που 
αναπτύσσονται παρακάτω χρησιµοποιούνται ευρύτατα στη Χηµεία, Βιοχηµεία κ.α. 
 
 Ι. Τρόποι εκφράσεως συγκεντρώσεως υδατικών διαλυµάτων      
 
 Υπάρχουν διάφοροι τρόποι εκφράσεως της ποσοτικής σύστασης ενός διαλύµατος.  

1)  Μοριακή συγκέντρωση κατ’ όγκο (Molarity=mol/l=M). Αυτή εκφράζει τον 
αριθµό των γραµµοµορίων της διαλυµένης ουσίας σε 1 λίτρο διαλύµατος (όχι διαλύτου). 
Ετσι 1Μ διαλύµα CaCl2 περιέχει 111g CaCl2 σε 1000ml διαλύµατος. Η παρασκευή 
τέτοιων διαλυµάτων είναι εύκολη αλλά έχει το µειονέκτηµα ότι  η συγκέντρωση 
εξαρτάται από την θερµοκρασία (µεταβολή του όγκου). Συνήθως αναφέρεται σε 
θερµοκρασία 25οC, εκτός αν ορίζεται µια άλλη θερµοκρασία. [Υπενθυµίζεται ότι ένα 
γραµµοµόριο (mole)=6x1023 µόρια (αριθµός  Αvogadro)]. 

2)  Μοριακή συγκέντρωση κατά βάρος (Molality=m). Αυτή εκφράζει τον 
αριθµό των γραµµοµορίων της διαλυµένης ουσίας σε 1kg διαλύτου (όχι διαλύµατος). 
Ετσι 1m διάλυµα CaCl2 περιέχει 111g CaC2 σε 1000g νερό. Η συγκέντρωση τέτοιων 
διαλυµάτων δεν εξαρτάται από την θερµοκρασία. 
 3) Κανονικότητα διαλύµατος (Normality=Eq/l=N). Αυτή εκφράζει τον αριθµό 
των γραµµοϊσοδύναµων της διαλυµένης ουσίας σε 1 λίτρο διαλύµατος (όπου 
γραµµοϊσοδύναµο = µοριακό βάρος ουσίας δια του συνόλου των θετικών ή αρνητικών 
φορτίων n, ∴ N = M/n). Ετσι 1Ν διάλυµα CaCl2 περιέχει: 
                                111    
                                           =  55g CaCl2    σε 1000ml διαλύµατος.    
                                  2  
 4) Σύσταση κατά βάρος (w/w). Αυτή εκφράζει την ποσότητα της διαλυµένης 
ουσίας συνήθως σε γραµµάρια ανά µονάδα βάρους διαλύµατος (συνήθως 100g), π.χ. 
5%(w/w) διάλυµα NaCl περιέχει 5g NaCl σε 100g διαλύµατος. 
 5) Σύσταση κατά όγκο (v/v). Αυτή εκφράζει τον όγκο της διαλυµένης ουσίας (σε 
ml) ανά µονάδα όγκου του διαλύµατος (συνήθως 100ml), π.χ. ένα 10%(v/v) διάλυµα 
αιθανόλης περιέχει 10ml αιθανόλης σε 100ml διαλύµατος. 
 6) Σύσταση βάρος πρός όγκο (w/v). Aυτή εκφράζει την ποσότητα της 
διαλυµένης ουσίας (συνήθως σε γραµµάρια) σε µια µονάδα όγκου του διαλύµατος 
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(συνήθως 100ml), π.χ. ένα 5%(w/v) διάλυµα NaCl περιέχει 5g NaCl σε 100ml 
διαλύµατος. 
 7) % Κορεσµός = η συγκέντρωση άλατος στο διάλυµα σαν ένα ποσοστό της 
µέγιστης δυνατής συγκέντρωσης στη δεδοµένη θερµοκρασία. Χρησιµοποιείται για να 
εκφραστεί η συγκέντρωση ενός άλατος (π.χ. (ΝΗ4)2SO4) που απαιτείται για να επιτευχθεί 
ο καθαρισµός πρωτεϊνών µε διαφορική καθίζηση (εξαλάτωση). Για να αποφευχθούν 
µεγάλες αλλαγές όγκων που συµβαίνουν µε την προσθήκη άλατος χρειάζεται να ξέρουµε 
και τον ειδικό όγκο του άλατος, v = όγκος (ml) που έχει 1g άλατος (αντίστροφο 
πυκνότητας).       
 
 ΙΙ. Αλλαγές συγκεντρώσεως - µέθοδος αραιώσεως διαλυµάτων 
 
 Μια εύκολη µέθοδος για να αλλάξουµε την συγκέντρωση ενός διαλύµατος 
αποτελεί η αραίωση. Για να µετατρέψουµε ένα πυκνό διάλυµα σε αραιότερο 
χρησιµοποιούµε την εξίσωση : 
                                        V1 x C1  = V2 x C2  
όπου V1 = όγκος (συνήθως σε ml) και C1 = συγκέντρωση (σε mol/l ή Eq/l ή w/v κ.λ.π.) 
του πυκνού διαλύµατος και V2 και C2 όγκος και συγκέντρωση του αραιού διαλύµατος 
εκφρασµένες στις ίδιες µονάδες. 
 Παράδειγµα: Εχετε ένα διάλυµα 5% (w/v) NaCl και θέλετε να παρασκευάσετε 
10ml ενός 0,154% (w/v) διαλύµατος NaCl. Πόσα ml του αρχικού διαλύµατος πρέπει να 
χρησιµοποιήσετε; 
Στην εξίσωση V1 x C1 = V2 x C2 αντικαταστείστε τις γνωστές τιµές και λύνετε ως προς V1 
που είναι το άγνωστο: 
                        V2 (ml) x C2 (w/v)                    10 x 0,154 
V1   (ml)  =                                            =                                 =  0,308 ml  
                                C1 (w/v)                                  5     
 
 ΙΙΙ. Ωσµωµοριακότητα (OSMOLARITY) διαλυµάτων 
 
 Η ωσµωτική πίεση Π, που εξασκούν τα µόρια µιας διαλυµένης ουσίας δίνεται 
από την σχέση 
        g   
                                    ΠV = nRT =              RT 
                                                            MB 
 
όπου V = ο όγκος του διαλύµατος στον οποίο είναι διαλυµένα n moles (= γραµµάρια διά 
µοριακό βάρος) ουσίας και όπου R = παγκόσµια σταθερά των αερίων και Τ = η απόλυτη 
θερµοκρασία. Οπως φαίνεται η ωσµωτική πίεση εξαρτάται από την συγκέντρωση (mol/l) 
της διαλυµένης ουσίας. Αν όµως η ουσία που διαλύεται είναι ηλεκτρολύτης τότε 
διίσταται σε δύο ή περισσότερα ιόντα που συµπεριφέρονται σαν ξεχωριστές µονάδες και 
σαν αποτέλεσµα η ωσµωτική πίεση είναι πολλαπλάσια (ανάλογα µε τον αριθµό των 
ιόντων που προκύπτουν) από αυτήν που θα είχαµε αν διαλύαµε, τον ίδιο αριθµό µορίων 
µιας ουσίας που δεν είναι ηλεκτρολύτης. Γι' αυτό χρησιµοποιούµε τον όρο 
ωσµωµοριακότητα (osmolarity) = µοριακότητα (molarity) των ξεχωριστών µονάδων 
που υπάρχουν στο διάλυµα. Για ουσίες που δεν διίστανται ωσµωµοριακότητα = 
µοριακότητα. Για ηλεκτρολύτες που διίστανται πλήρως (π.χ. άλατα) ωσµωµοριακότητα = 
µοριακότητα x n (όπου n = αριθµός των ιόντων που προκύπτουν από το µόριο του 
ηλεκτρολύτη). Το πλάσµα του αίµατος είναι 0,308 Osmolar. Ισότονα είναι τα διαλύµατα 
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που έχουν ωσµωµοριακότητα 0,308 Osmolar, διότι όταν τα κύτταρα αιωρούνται σε 
τέτοια διαλύµατα ούτε συρρικνώνονται ούτε διογκώνονται. Διαλύµατα µε 
ωσµωµοριακότητα µεγαλύτερη ή µικρότερη του 0,308 Osmolar, καλούνται, αντίστοιχα, 
υπέρτονα ή υπότονα. 
 
 IV) Ενεργότητα (α) διαλυµάτων ηλεκτρολυτών      
 
 Παρόλο που οι ισχυροί ηλεκτρολύτες διίστανται πλήρως σε υδατικά διαλύµατα, η 
φαινοµενική ή δραστική τους συγκέντρωση είναι µικρότερη από την πραγµατική, λόγω 
διαφόρων ηλεκτροστατικών επιδράσεων ανάµεσα στα ιόντα της διαλυµένης ουσίας. Π.χ. 
ένα 0,1Μ διάλυµα HCl συµπεριφέρεται σαν να περιέχει µόνο 0,086Μ Η+. Γι 'αυτό είναι 
σωστότερο σε υδατικά διαλύµατα αντί για τον όρο συγκέντρωση C (πραγµατική 
µοριακότητα) να χρησιµοποιούµε τον όρο ενεργότητα α (activity) όπου α = γC και γ = 
συντελεστής ενεργότητας (activity coefficient). Οι τιµές του γ είναι πάντα µικρότερες 
από την µονάδα και τείνουν προς το 1 σε πολύ αραιά διαλύµατα (π.χ. στο προηγούµενο 
παράδειγµα γ = 0,86). Για αραιά υδατικά διαλύµατα σε θερµοκρασία 25οC ο συντελεστής 
ενεργότητας γ ενός ιόντος που έχει φορτίο Ζ εξαρτάται από µια άλλη παράµετρο, την 
ιοντική ισχύ (Ι) του διαλύµατος, σύµφωνα µε την σχέση: -logγ = 0,51Ζ2 √Ι          
 
 V) Ιοντική Ισχύς (Ι) διαλυµάτων 
 
 Η ιοντική ισχύς Ι (ionic strength) ενός διαλύµατος δίνεται από την σχέση Ι = 
0,5ΣΜiZi

2 όπου Σ = άθροισµα, Μi = µοριακότητα ιόντος, Ζi = καθαρό φορτίο ιόντος. 
Ετσι π.χ. η ιοντική ισχύς ενός 0,1Μ διαλύµατος CaCl2 είναι: 

 I = 0,5 Σ [(0,1x4) + (0,2x1)] = 0,5 x 0,6 = 0,3 
Η σχέση ανάµεσα στο είδος (καθαρό φορτίο ιόντων) και στην ιοντική ισχύ αλάτων είναι 
η εξής: 
 
                        Άλας                                             Ιοντική Ισχύς   
 Είδος              Παράδειγµα 
             1 : 1                      KCl                                      1xM   
             2 : 1                      CaCl2                                   3xM    
             2 : 2                      MgSO4                                 4xM  
             3 : 1                      FeCl3                                    6xM  
             3 : 2                      Fe2(SO4)3                           15xΜ  
 

H ιοντική ισχύς, και εποµένως και η ενεργότητα των ηλεκτρολυτών, ενός 
διαλύµατος έχει σηµασία διότι επηρεάζει π.χ. την συµπεριφορά των µορίων κατά τον 
ηλεκτροφορητικό ή χρωµατογραφικό διαχωρισµό τους. 
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ΑΣΚΗΣΗ 1η 

 
ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ - ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑ 

 
 

Θεωρητικό µέρος 
 

Όταν ορατό (λευκό) φως περάσει από ένα γυάλινο πρίσµα αναλύεται σε ένα 
συνεχές φάσµα από φωτεινές ακτινοβολίες που έχουν διαφορετικά µήκη κύµατος 
(λ=390-770 nm) και διαφορετικά χρώµατα (ιώδες - ερυθρό). Αν, πριν περάσει από το 
πρίσµα, το λευκό φως προσπέσει σε διάλυµα µιας έγχρωµης ουσίας τότε το ορατό φάσµα 
παρουσιάζει µερικές σκοτεινές γραµµές ή ταινίες που αντιστοιχούν στις ακτινοβολίες 
που απορροφούνται από την ουσία. Το τροποποιηµένο αυτό φάσµα που προκύπτει είναι 
χαρακτηριστικό της ουσίας και λέγεται φάσµα απορροφήσεως. Από τις διάφορες 
ακτινοβολίες που απορροφούνται από µια ένωση το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας 
που απορροφάται σε µεγαλύτερο ποσοστό καλείται µήκος κύµατος µεγίστης 
απορροφήσεως (λmax) και είναι επίσης χαρακτηριστικό της συγκεκριµένης ένωσης. Το 
χρώµα µιας ουσίας οφείλεται στις ακτινοβολίες που δεν απορροφούνται, δηλαδή στα 
παρατηρούµενα (συµπληρωµατικά) χρώµατα που δίνονται στον πίνακα.                     

ΠΙΝΑΚΑΣ ΧΡΩΜΑΤΩΝ 
 

Μήκος κύµατος               Χρώµα που                   Χρώµα που 
             (nm)                        απορροφάται                παρατηρείται 

 
400   ιώδες   πράσινο-κίτρινο 
480   κυανούν  κίτρινο 
530   πράσινο  πορφυρούν (magenta) 
580   κίτρινο   κυανούν 
610   πορτοκαλί  πράσινο-κυανούν 
660   κόκκινο  κυανούν-πράσινο 
720   πορφυρό-κόκκινο πράσινο 

 
 Στο Σχήµα 1 απεικονίζεται το φάσµα απορροφήσεως της ριβοφλαβίνης(βιταµίνη 
Β2), δηλαδή η γραφική παράσταση που απεικονίζει το ποσοστό της ακτινοβολίας που 
απορροφάται από το διάλυµα της ουσίας (Α) σε διάφορα µήκη κύµατος (λ). Η ουσία 
αυτή στο ορατό φάσµα έχει µέγιστο απορροφήσεως στα 450nm (κυανούν χρώµα) και το 
υπόλοιπο φάσµα που εξέρχεται έχει κίτρινο χρώµα, γι' αυτό η ουσία είναι κίτρινη. 
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Σχήµα 1: Φάσµα απορρόφησης της ριβοφλαβίνης (συγκέντρωση 22µΜ σε 0,1Μ 

    φωσφορικού νατρίου pH 7,06 σε µήκος κυψελίδας 1cm). 
  

 
Εκτός από ορατή ακτινοβολία διάφορες χηµικές ενώσεις απορροφούν 

ακτινοβολίες στην περιοχή του υπεριώδους (200-390nm) και υπερύθρου (770-1000nm) 
φωτός. Η φασµατοφωτοµετρία ασχολείται µε τη µελέτη απορρόφησης της 
ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας από την ύλη  και ανάλογα µε την περιοχή του 
ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος που χρησιµοποιείται διακρίνεται σε φασµατοσκοπία 
υπεριώδους (UV), ορατού (Vis) ή υπερύθρου (IR) ακτινοβολίας. Η φασµατοφωτοµετρία 
βρίσκει αναλυτικές εφαρµογές (ανίχνευση, ταυτοποίηση και ποσοτικός προσδιορισµός)  
στη χηµεία, κλινική χηµεία και άλλα επιστηµονική πεδία.   
 Η ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία που απορροφάται από µία ουσία µπορεί, 
ανάλογα µε την ενέργεια που διαθέτει, να προκαλέσει διάσπαση µοριακών δεσµών (π.χ. 
ακτίνες Χ), διέγερση ηλεκτρονίων σθένους από τη θεµελιώδη στάθµη ενέργειας σε άλλη 
επιτρεπτή στάθµη ανώτερης ενέργειας (π.χ. ακτίνες υπεριώδους και ορατού φωτός), ή 
δόνηση και περιστροφή των ατόµων στο µόριο (π.χ. ακτινοβολία υπερύθρου, 
µικροκυµάτων). Τα φωτόνια λευκού φωτός που απορροφούνται από µια συγκεκριµένη 
ένωση έχουν ενέργεια που αντιστοιχεί στη διαφορά ενέργειας που απαιτείται για να 
µετακινηθούν ηλεκτρόνια από δεσµικά (ή αδεσµικά) σε αντιδεσµικά µοριακά τροχιακά 
κατάλληλης ενέργειας. Τέτοια τροχιακά εµφανίζουν κυρίως µόρια που περιέχουν 
ακόρεστα συστήµατα συζευγµένων διπλών δεσµών (χρωµατοφόρες οµάδες) και σε αυτά 
οφείλονται τα χαρακτηριστικά φάσµατα απορροφήσεως που παρατηρούνται σε µήκος 
κύµατος 200-1000nm. 

 Το ποσοστό µονοχρωµατικής ακτινοβολίας που απορροφάται από το διάλυµα 
µιας ουσίας είναι συνάρτηση της συγκέντρωσης του διαλύµατος, της διαδροµής της 
ακτινοβολίας µέσα στο διάλυµα, της φύσης της διαλυµένης ουσίας και του µήκους 
κύµατος της ακτινοβολίας και δίνεται από το νόµο των Lambert-Beer: 
 

                                                                                                   

όπου: Ιο = η ένταση της ακτινοβολίας που προσπίπτει στο διάλυµα 
 Ι = η ένταση της ακτινοβολίας που εξέρχεται από το διάλυµα 
 Κ = συντελεστής απορρόφησης (σταθερά χαρακτηριστική της ουσίας, 
                   του µήκους κύµατος της ακτινοβολίας που χρησιµοποιήθηκε και των  
                   συνθηκών της µέτρησης, όπως διαλύτης, pH, κ.λ.π.) 
 C = η συγκέντρωση της ουσίας στο διάλυµα. 
  l = το µήκος της διαδροµής που κάνει η ακτινοβολία µέσα στο διάλυµα (το  
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                  πάχος της κυψελίδας στην οποία βρίσκεται το διάλυµα).                
                                           

O όρος     ονοµάζεται απορρόφηση (absorbance - A) ή απόσβεση (extinction 

–E) ή οπτική πυκνότητα (optical density -O.D.) 
 Στην πράξη η απορρόφηση µιας ουσίας σε διάλυµα δεν υπολογίζεται άµεσα, από 
το Ι & Ιο, αλλά έµµεσα µε την χρήση ενός τυφλού διαλύµατος (blank). Φωτοµετρούµε 
δηλαδή, σε µια όµοια κυψελίδα και κάτω από όµοιες συνθήκες, την απορρόφηση του 
διαλύµατος, που περιέχει όλα τα συστατικά εκτός από την ουσία που επιθυµούµε να 
προσδιορίσουµε και ρυθµίζουµε το όργανο ώστε Α (τυφλό) = 0. 
 Επειδή η απορρόφηση δεν έχει διαστάσεις ο συντελεστής απορρόφησης Κ  
εκφράζεται σε lit/moles x µήκος, δηλαδή Μ-1 cm-1: 

 
                 
 Aν η συγκέντρωση C της ουσίας στο διάλυµα είναι 1 mole ανά λίτρο και το 
µήκος της διαδροµής, l, είναι 1cm τότε ο συντελεστής απορρόφησης της ουσίας που 
µετριέται στο λmax  
καλείται συντελεστής µοριακής απορρόφησης και συµβολίζεται µε Ε1Μ

1cm (ή ε), π.χ. 
για το NADH E1M

1cm = 6200.  
    
 Ο όρος Ι/Ιο καλείται διαπερατότητα (transmittance), συµβολίζεται µε Τ και 
συνδέεται µε την απορρόφηση µε τη σχέση:                               
                                              

A = -logT   
                                             
 ∴ Oταν δεν παρατηρείται απορρόφηση ακτινοβολίας από ένα διάλυµα τότε Ι = 
Ιο, Α = 0 και Τ = 1. 
 Κάθε διάλυµα που απορροφά ακτινοβολία έχει διαπερατότητα µικρότερη από 1 
(αν A>0 τότε Τ<1). Για ευκολία η διαπερατότητα εκφράζεται στα %, οπότε όταν Τ=1, 
%Τ=100%. Αξίζει να σηµειωθεί ότι ενώ η απορρόφηση είναι γραµµική συνάρτηση της 
συγκέντρωσης µιας ουσίας, η διαπερατότητα είναι εκθετική συνάρτηση. Eτσι ενώ η 
απορρόφηση µιας ουσίας που έχει συγκέντρωση 1C, 3C, nC είναι Α1, 3Α1, nA1, η 
διαπερατότητα είναι Τ1, Τ1

3, T1
n.       

 H φωτοµετρία είναι πολύτιµη µέθοδος για τους βιοχηµικούς γιατί επιτρέπει τον 
ποιοτικό (ταυτοποίηση, ανίχνευση) και τον ποσοτικό προσδιορισµό µιας ουσίας σε 
διάλυµα, µε την χρήση της καµπύλης του φάσµατος απορροφήσεως και της καµπύλης 
αναφοράς (πρότυπης καµπύλης).  
 Οπως έχουµε ήδη δει (Σχήµα 1) η καµπύλη φάσµατος απορροφήσεως είναι η 
συνάρτηση Α=f(λ), η οποία χρησιµεύει στην ταυτοποίηση µιας ένωσης και στον 
προσδιορισµό του λmax (του µήκους κύµατος στο οποίο η ένωση έχει την µέγιστη 
απορρόφηση). Το λmax πρέπει να χρησιµοποιείται στους ποσοτικούς προσδιορισµούς 
γιατί σ' αυτό το µήκος κύµατος µεγιστοποιείται η ευαισθησία της µεθόδου. 
 Η καµπύλη αναφοράς (πρότυπη καµπύλη) είναι η γραφική παράσταση που 
απεικονίζει το ποσοστό της ακτινοβολίας που απορροφάται από το διάλυµα µιας ουσίας 
(Α) σε µήκος κύµατος λmax σε σχέση µε την συγκέντρωση της ουσίας (C) (Σχήµα 2). Η 
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συνάρτηση Α=f(C) χρησιµεύει στο να διαπιστώσουµε αν η oυσία που εξετάζουµε 
ακολουθεί τον νόµο Lambert-Beer και στο να υπολογίσουµε την συγκέντρωση της 
ουσίας σ' ένα διάλυµα της άγνωστης συγκέντρωσης.            
 Για να κατασκευάσουµε µια πρότυπη καµπύλη, φωτοµετρούµε την απορρόφηση 
Α1, Α2, Αn, διαφορετικών αλλά γνωστών συγκεντρώσεων διαλυµάτων της ουσίας C1, C2, 
Cn, σηµειώνουµε σε χιλιοστοµετρικό χαρτί την τιµή της απορρόφησης κάθε δείγµατος 
(τεταγµένη) σε συνάρτηση µε τη γνωστή του συγκέντρωση (τετµηµένη) και ενώνουµε τα 
σηµεία. (Το τυφλό έχει Α=0, C=0). Εφ' όσον η ουσία που εξετάζουµε ακολουθεί τον 
νόµο Lambert-Beer η καµπύλη που προκύπτει είναι µια ευθεία γραµµή η µια άκρη της 
οποίας περνά από το µηδέν. Για να προσδιορίσουµε µια άγνωστη συγκέντρωση (χ) της 
ουσίας φωτοµετρούµε το δείγµα µε την άγνωστη συγκέντρωση και σηµειώνουµε την 
απορρόφηση του (Αχ). Από την τιµή Αχ στον άξονα της απορρόφησης φέρνουµε µια 
οριζόντια γραµµή η οποία τέµνει την πρότυπη καµπύλη στο σηµείο ψ και κατόπιν από το 
σηµείο ψ µια γραµµή κάθετο προς την τετµηµένη. Το σηµείο Cχ στο οποίο η κάθετος 
τέµνει τον άξονα της συγκεντρώσεως είναι η συγκέντρωση χ του διαλύµατος που 
φωτοµετρήσαµε. Συχνά σε πολύ ψηλές συγκεντρώσεις ουσίας, η σχέση Α=f(C) παύει να 
είναι γραµµική (Σχήµα 3). Η περιοχή αυτή της πρότυπης καµπύλης δεν µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό άγνωστης συγκεντρώσεως ουσίας, διότι δεν 
ακολουθείται πια ο νόµος των Lambert-Beer. 

Συχνά αντί για πρότυπη καµπύλη βρίσκουµε την απορρόφηση Αχ του δείγµατος 
ουσίας (άγνωστης συγκέντρωσης Cx) σε σύγκριση µε την απορρόφηση Απ πρότυπου 
διαλύµατος (συχνά αποκαλούµενου µάρτυρα) της ίδιας ουσίας γνωστής συγκέντρωσης 
Cπ που µετράµε στις ίδιες ακριβώς συνθήκες.  

 
 
Εφ' όσον η απορρόφηση είναι ευθέως ανάλογη προς την συγκέντρωση η C/A 

είναι σταθερά:   
                  Cπ               Cx                                       Ax        
                             =                 =  K        ∴Cx  =                 x Cπ 
                  Aπ               Αx                                       Aπ 
 
O προσδιορισµός της άγνωστης συγκέντρωσης µιας ουσίας µε την χρήση καµπύλης 
αναφοράς είναι πιο ακριβής παρά µε τη χρήση πρότυπου διαλύµατος της ουσίας, γιατί 
βασίζεται σε πολλαπλές µετρήσεις κι έτσι ελαχιστοποιούνται τυχόν σφάλµατα.       
 Μερικές φορές παρατηρούνται παρεκλίσεις από τον νόµο Lambert-Beer που 
µπορεί να οφείλονται στο ότι η ακτινοβολία που προσπίπτει δεν είναι µονοχρωµατική, ή 
το µήκος κύµατος δεν είναι το λmax, ή ότι η ουσία αλλάζει απορρόφηση µε την αραίωση 
επειδή διίσταται σε ιόντα ή συσσωµατώνεται. Για να αποφευχθεί το τελευταίο είναι 
προτιµότερο να µετριέται η απορρόφηση σε δύο ή περισσότερες συγκεντρώσεις όταν 
προσδιορίζουµε τον συντελεστή απορρόφησης. 
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Σχήµα 3  Φάσµα απορρόφησης µιας ουσίας( δεξία) και πρότυπες καµπύλες (αριστερά) 
που παρασκευαστήκαν σε λmax =241nm και λ=266nm    
 
  
Εκτός από την άµεση ποσοτική µέτρηση έγχρωµων ουσιών υπάρχει και η έµµεση 
φωτοµετρία για ουσίες που δεν απορροφούν ορατό φως. Στην βιοχηµεία χρησιµοποιούµε 
συχνά δοκιµές όπου από µια αρχικά άχρωµη ουσία σχηµατίζεται µια έγχρωµη ουσία σαν 
αποτέλεσµα χηµικής αντίδρασης:   
 
άχρωµη ένωση                  αντιδραστήρια                                 έγχρωµο προϊόν  
προς µέτρηση        +         που οδηγούν στην                           ανάλογο της ποσότητας  
(αντιδρούν)                       δηµιουργία έγχρωµων                    της άχρωµης ένωσης                                                        
                                          ενώσεων                     
 
 Τέτοιες έµµεσες δοκιµές συχνά δίνουν καµπύλες αναφοράς (Σχήµα 3) που 
αποτελούνται από µία γραµµική και από µία µη γραµµική περιοχή, που µπορεί να 
οφείλεται  
 
είτε στην έλλειψη αντιδραστηρίων που δηµιουργούν το χρώµα, είτε στην συγκέντρωση 
της ουσίας. Αντιδράσεις που δίνουν τιµές απορρόφησης εκτός της γραµµικής κλίµακας 

α 
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πρέπει να επαναληφθούν µε µικρότερες ποσότητες ουσίας (περίσσεια αντιδραστηρίων) 
για να πάρουµε τιµές εντός των ορίων της πρότυπης καµπύλης όπου η σχέση είναι 
γραµµική.       
 

Το φασµατοφωτόµετρο: Τα απλούστερα όργανα τα οποία µετρούν φάσµατα της 
περιοχής ορατού φωτός είναι τα φωτόµετρα, στα οποία η επιλογή µήκους κύµατος 
γίνεται µε έγχρωµα φίλτρα και τη µονοχρωµατική δέσµη που προκύπτει έχει εύρος 
δέσµης 5-10nm. Tα φασµατοφωτόµετρα είναι πιο ακριβή και ευαίσθητα όργανα. Σε 
γενικές γραµµές ένα φασµατοφωτόµετρο (Σχήµα 4) αποτελείται από 1) µία πηγή φωτός 
που συνήθως είναι µία λυχνία βολφραµίου, για την παροχή ορατής και εγγύς I.R. 
ακτινοβολίας, ή µια λυχνία δευτερίου, για την εκποµπή υπεριώδους ακτινοβολίας, 2) 
έναν επιλογέα µήκους κύµατος, γνωστό ως µονοχρωµάτορα (monochromator), που είναι 
ένα πρίσµα η παραθλαστική εσχάρα (diffraction grating) στο οποίο το φως της 
ακτινοβόλου πηγής αναλύεται σε διάφορα µήκη κύµατος και επιλέγεται το επιθυµητό 
µήκος κύµατος µε ακρίβεια της τάξεως των 1nm, 3) µία σχισµή (slit) µεταβλητού εύρους 
που κανονίζει την ένταση του προσπίπτοντος φωτός (Ιο), 4) ένα σύστηµα υποδοχής του 
δείγµατος, που συνήθως είναι ένας κυλινδρικός σωλήνας ή µία τετράγωνη κυψελίδα 
γνωστής διαµέτρου, κατασκευασµένου από καθαρό γυαλί ή χαλαζία για να έχει ελάχιστη 
απορρόφηση στην ορατή και υπεριώδη περιοχή του ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος, 
αντίστοιχα, 5) έναν ανιχνευτή (detector) που αποτελείται από ένα φωτοκύτταρο ή 
φωτοπολλαπλασιαστή (photocell ή photomultiplier), που µετατρέπει την ακτινοβολία 
που εξέρχεται από το δείγµα σε ηλεκτρική ενέργεια η οποία µετριέται µε 6) ένα όργανο 
ένδειξης που µπορεί να εκφράσει τις µετρήσεις σε τιµές απορρόφησης και 
διαπερατότητας. 
     
 

 
 
Σχήµα 4. Γενική διάταξη ενός φασµατοφωτοµέτρου.   
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Οδηγίες για τη χρήση του φωτόµετρου         
 
Ø Ακολουθήστε τις οδηγίες που είναι αναρτηµένες δίπλα στο όργανο = 
(Cecil ή Spectronic 20 D).       
Ø Eπιπλέον τονίζονται τα ακόλουθα:       
Ø Ρυθµίστε το φωτόµετρο ώστε όταν δεν υπάρχει φως (ρεύµα µέλανος φωτός=dark 
current) να δείχνει Τ = 0% και Α = ∞       
Ø Χρησιµοποιήστε καθαρές κυψελίδες ή σωλήνες που όταν είναι άδειες έχουν ίση 
απορρόφηση.       
Ø Ρυθµίστε το φωτόµετρο µε την κυψελίδα ή τον σωλήνα που περιέχει το τυφλό ώστε  
να δείχνει Τ= 100% και Α=0.       
Ø Κάθε φορά που επιλέγετε διαφορετικό µήκος κύµατος ξαναρυθµίστε το όργανο 
µε  το τυφλό.         
 
Πειραµατικό µέρος 
 
Υλικά: 
1 Φωτόµετρο  
1 Στατώ µε 8 σωλήνες φωτοµέτρου 
1 Κωνική φιάλη 100ml µε αποσταγµένο νερό  
1 Υδροβολέας  
1 Μαρκαδόρος  
2 Σιφώνια των 2ml  
3 Σιφώνια των 5ml,  
2 pi-pumps για µικρά και µεγάλα σιφώνια  
10ml διάλυµα 1mM KMnO4                                               
10ml      »       1M CuSO45Η2Ο                                        σε δοκιµαστικούς  
5ml        »       άγνωστης συγκέντρωσης ΚΜnO4                    σωλήνες  
5ml        »               »                 »            CuSO4                       
 
 

1) Προσδιορισµός φάσµατος απορροφήσεως υδατικού διαλύµατος 
xmM KMnO4 (ή CuSO4) 

 
 Σε δύο κυψελίδες, τις οποίες αγγίζετε από τη χαραγµένη επιφάνεια, προσθέσετε 
στην µια (Τυφλό) 3ml Η2Ο και στην άλλη (Δείγµα) 3ml υδατικού διαλύµατος xmM 
KMnO4. Σκουπίστε ελαφρά το εξωτερικό των κυψελίδων µε χαρτοµάντηλο, για να 
αφαιρεθούν τυχόν σταγόνες, δακτυλικά αποτυπώµατα κ.λ.π. και τοποθετήστε τις δυο 
κυψελίδες µέσα στο όργανο. 
 Ρυθµίστε το φασµατοφωτόµετρο σύµφωνα µε τις οδηγίες και ορίστε το µήκος 
κύµατος στα 400nm. Τοποθετήστε την κυψελίδα µε το τυφλό στην οπτική διαδροµή και 
ρυθµίστε την απορρόφηση ώστε να είναι 0, πατώντας το πλήκτρο zero. Μετακινήστε την 
κυψελίδα που περιέχει το δείγµα στην οπτική διαδροµή και σηµειώστε την απορρόφηση 
που δείχνει (Α δείγµα στα 400nm). Επαναλάβετε τις φωτοµετρήσεις, µεταβάλλοντας 
κάθε φορά το µήκος κύµατος κατά 20nm, έως λ=700nm, και µηδενίζοντας το όργανο µε 
το τυφλό για κάθε µεταβολή του µήκους κύµατος. Καταγράψτε σε πίνακα τις τιµές Α που 
αντιστοιχούν σε κάθε µήκος κύµατος. 
 Επαναλάβατε την άσκηση µε το υδατικό διάλυµα xΜ CuSO4 . 
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• Στο Φροντιστήριο : Κατασκευάστε την καµπύλη του φάσµατος απορρόφησης 
του α) xmM KΜnO4 και β) xM CuSO4 σε χιλιοστοµετρικό χαρτί και σηµειώστε το λmax 
που βρήκατε. 
 

2) Κατασκευή πρότυπης καµπύλης υδατικού 
διαλύµατος ΚΜnO4 (CuSO4) 

 
Σε 6 αριθµηµένους δοκιµαστικούς σωλήνες προσθέσετε τα κάτωθι 

αντιδραστήρια:   
 

Αντιδραστήρια  
(ml) 

σωλ. 
1 

σωλ. 
2 

σωλ. 
3 

σωλ. 
4 

σωλ. 
5 

σωλ. 
6 

Η2Ο 6,0 5,4 5,1 4,8 4,5 4,2 

Διάλυµα 1mM KΜnO4 - 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 

 
 Aνακινείστε το περιεχόµενο κάθε φωτοµετρικού σωλήνα και, χρησιµοποιώντας 
τον σωλήνα 1 σαν τυφλό, φωτοµετρήστε στο µήκος κύµατος της µεγίστης 
απορροφήσεως που προσδιορίσατε προηγουµένως. Σηµειώστε την απορρόφηση που 
δείχνει κάθε σωλήνας.      
  

 
Επαναλάβατε την άσκηση µε το υδατικό διάλυµα 1Μ CuSO4 . 
• Στο Φροντιστήριο : Κατασκευάστε την πρότυπη καµπύλη του υδατικού 

διαλύµατος α) KΜnO4 , β) CuSO4 . 
• Προσδιορίστε τη συγκέντρωση των άγνωστων διαλυµάτων.  
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ΑΣΚΗΣΗ 2η 

 
ΗΛΕΚΤΡΟΛΥΤΕΣ - ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ - 

ΜΕΤΡΗΣΗ pΗ 
 
Θεωρητικό Μέρος 

 
pΚα και pΗ 
 
 Σύµφωνα µε τον ορισµό BRONSTED-LOWRY οξύ είναι µία ουσία που είναι 
δότης πρωτονίων. Για ένα οξύ που διίσταται σύµφωνα µε την εξίσωση   

ΑΗ         Η+ + Α-    ισχύει η σχέση                          
(όπου [ΑΗ] – συγκέντρωση του οξέος, [Α-] - συζυγής βάσης του οξέος και Κα = σταθερά 
διαστάσεως οξέος). Τα ισχυρά οξέα διίστανται σχεδόν τελείως στο νερό ενώ τα ασθενή 
οξέα ιονίζονται σε πολύ µικρότερο βαθµό, δηλαδή η Κα ενός ασθενούς οξέος <<1. Για 
να αποφεύγoυµε τους εκθετικούς αριθµούς συνήθως χρησιµοποιούµε τον αρνητικό 
δεκαδικό λογάριθµο της Κα που συµβολίζουµε σαν pΚα ∴ pΚα = -logKα. Είναι φανερό 
ότι όσο ασθενέστερο είναι το οξύ τόσο µεγαλύτερη είναι η pΚα, και αντιστρόφως.  
 Το νερό συµπεριφέρεται σαν ασθενές οξύ και το γινόµενο ιόντων του ύδατος, 
Κw, στους 25οC είναι 10-14 (όπου Κw = [Η+]x[ΟΗ-]). Ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθµος 
της συγκεντρώσεως ιόντων υδρογόνου ορίζεται ως το pΗ ενός διαλύµατος.  
∴pH = -log [H+] και κατά συνέπεια pΚw = pΗ + pΟΗ = 14. Έπεται ότι όταν το pΗ = 7, 
το pΟΗ = 7 και ότι το διάλυµα είναι ουδέτερο. Σε όξινα διαλύµατα το pΗ είναι <7 και σε 
αλκαλικά διαλύµατα το pΗ είναι >7. Αν έχουµε ένα υδατικό διάλυµα ασθενούς 
µονοβασικού οξέος, του οποίου ξέρουµε την συγκέντρωση και την pΚα, µπορούµε να 
υπολογίσουµε το pΗ του διαλύµατος από την σχέση  pΗ = ½ pKα - ½ log [AH] 
 
Ρυθµιστικά διαλύµατα   
 
 Ένα ρυθµιστικό σύστηµα (Buffer) αποτελείται συνήθως από ένα οξύ ΑΗ και την 
συζυγή του βάση Α- (ή από µία ασθενή βάση και το συζυγές της οξύ) και έχει την 
ικανότητα να αντιστέκεται µικρές αλλαγές του pΗ στην περιοχή που αντιστοιχεί στην 
pΚα του. Τα ρυθµιστικά διαλύµατα έχουν µεγάλη σηµασία για την διατήρηση του pΗ 
των ζωντανών οργανισµών µέσα στα φυσιολογικά όρια. Στον άνθρωπο το κυριότερο 
ενδοκυτταρικό ρυθµιστικό σύστηµα είναι το Η2ΡΟ4

- (οξύ) / ΗΡΟ4 
2- (βάση) και το 

κυριότερο εξωκυτταρικό ρυθµιστικό σύστηµα είναι το Η2CO3 (οξύ) / ΗCO3
- (βάση). Μια 

πολύ χρήσιµη εξίσωση που συνδέει το pΗ, την pΚα και τις συγκεντρώσεις οξέος (και 
βάσης) σε ένα διάλυµα είναι η εξίσωση HENDERSON - HASSELBALCH                     
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Η εξίσωση αυτή µας επιτρέπει να υπολογίσουµε το pΗ ενός διαλύµατος όταν 

ξέρουµε την pΚα και την συγκέντρωση οξέος και άλατος (συζυγούς βάσης) που περιέχει, 
ή την συγκέντρωση οξέος και άλατος που πρέπει να έχουµε για να παρασκευάσουµε ένα 
ρυθµιστικό διάλυµα ορισµένου pΗ. Αν π.χ. έχουµε ένα διάλυµα που περιέχει 
ισοµοριακές ποσότητες οξικού οξέος (pΚα = 4,76) και οξικού νατρίου τότε, 
εφαρµόζοντας την εξίσωση, βρίσκουµε ότι το pH του διαλύµατος είναι 4,76. Αν πάλι 
θέλουµε να παρασκευάσουµε ένα ρυθµιστικό διάλυµα οξικού οξέος / οξικού νατρίου που 
να έχει π.χ. pΗ 5,6 εφαρµογή της εξισώσεως 

   µας δίνει                                                                              

 

 και µε αντιλογαρίθµηση βρίσκουµε ότι

  

                  
 
 
Μέτρηση του pΗ  
 

Το pΗ ενός διαλύµατος µπορεί να µετρηθεί µε δείκτες (µε λιγότερη ακρίβεια) ή 
µε ειδικές συσκευές που λέγονται πεχάµετρα (pΗ - meters).  

α) Οι δείκτες (Indicators) είναι συνήθως ασθενή οξέα ή βάσεις που τα αδιάστατα 
µόριά τους έχουν διαφορετικό χρώµα από τα ιόντα τους. Για ένα δείκτη ΔΗ που 
διίσταται σαν ασθενές οξύ (ΔΗ             Η+ +  Δ-) και που έχει pΚα π.χ. 5 είναι φανερό, µε 
εφαρµογή της εξίσωσης   
          
                               [Δ-]                                [Δ-] 
 pΗ = pΚα + log                 , ότι η σχέση              θα µεταβάλλεται µε το pΗ του 
διαλύµατος.     
                             [ΔΗ]                               [ΔΗ]  
 
 Αν π.χ. pΗ =5 = pΚα τότε το ποσοστό του δείκτη που είναι στην αδιάστατη 
µορφή είναι ίσο µε αυτό που είναι στην µορφή ιόντος διότι 
            Δ-                                      Δ-                                                                     Δ-                    1 

  log              = 0,  ∴              = 1.  Αν το pH = 4 τότε              =                  
           ΔΗ                     ΔΗ                                                ΔΗ          10 
                   Δ-      10 
(υπερισχύει πρωτονιοµένη µορφή του δείκτη) ενώ αν το pH = 6 τότε               =                     

                ΔΗ            1 
(υπερισχύει η βασική µορφή του δείκτη). 



 
 

17 

Αν λοιπόν η µορφή του δείκτη ΔΗ έχει χρώµα Α (έστω ερυθρό) και η µορφή Δ- 
έχει χρώµα Β (έστω κίτρινο), είναι φανερό ότι ένα υδατικό διάλυµα του δείκτη σε pH 5 
θα έχει ένα ενδιάµεσο χρώµα (πορτοκαλί), σε pH <4 θα έχει ερυθρό και σε pH> 6 θα έχει 
κίτρινο χρώµα. Βλέπουµε δηλαδή ότι σε περιοχές του pH = pKα ± 1 του δείκτη 
παρατηρούµε µεγάλες αλλαγές στο χρώµα του διαλύµατος, κι έτσι είναι δυνατόν να 
εκτιµήσουµε το pH ενός διαλύµατος µε χρήση του κατάλληλου δείκτη, δηλαδή εάν το 
pH< pKα – 1 ή pH> pKα +1 

 
β) Το πεχάµετρο είναι µία συσκευή που µετρά το δυναµικό µεταξύ δύο 

ηλεκτροδίων στο διάλυµα. Το ένα ηλεκτρόδιο είναι το ηλεκτρόδιο «αναφοράς» 
(reference electrode) και συνήθως αποτελείται από Hg-HgCl2 σε κορεσµένο ΚCl 
(ηλεκτρόδιο καλοµέλανος). Το δυναµικό του ηλεκτροδίου αυτού δεν εξαρτάται από το 
pΗ του διαλύµατος. Το άλλο ηλεκτρόδιο είναι ευαίσθητο στο pΗ του διαλύµατος και 
συνήθως είναι ένα ηλεκτρόδιο «υάλου» (glass electrode). Αυτό αποτελείται από µία 
λεπτή και εύθραυστη φούσκα ειδικού γυαλιού, που είναι διαπερατή σε Η+ και περιέχει 
Αg-AgCl σε 0,1Ν ΗCl ([H+] = 10-1Μ). Οταν το ηλεκτρόδιο αυτό τοποθετείται σ' ένα 
διάλυµα τα υδρογονοκατιόντα µέσα και έξω από την υάλινη µεµβράνη προσπαθούν να 
ισορροπήσουν, µετακινούµενα προς την διεύθυνση της  χαµηλής συγκεντρώσεως Η+. Η 
µετακίνηση αυτή προκαλεί µια διαφορά δυναµικού. 

Συνήθως το ηλεκτρόδιο «αναφοράς» και το ηλεκτρόδιο «υάλου» βρίσκονται µαζί 
στον ίδιο µίσχο και αποτελούν ένα γαλβανικό στοιχείο που είναι συνδεδεµένο µε ένα 
βολτάµετρο. Το δυναµικό που δείχνει το σύστηµα αυτό είναι κυρίως η διαφορά 
δυναµικού ανάµεσα στα δύο ηλεκτρόδια (υάλου-αναφοράς) και δίνεται από την εξίσωση 
NERNST:                           
                                                 

 

όπου : 
ΔΕ= διαφορά δυναµικού που παρατηρείται , ΔΕο – πρότυπη διαφορά δυναµικού 
(σταθερά), R=σταθερά αερίων, F= σταθερά FARADAY και [Η+]ε και [Η+]µ = 
συγκέντρωση υδρογονοκατιόντων έξω και µέσα από τη µεµβράνη. 
Επειδή, όµως, -log [H+]µ = 0 και -log [H+]ε = pΗ διαλύµατος, η εξίσωση αυτή γίνεται  
                           

                                

                                                

Εποµένως, το δυναµικό που µετράει το βολτάµετρο σχετίζεται γραµµικά µε το 
pΗ. Η µέτρηση του pΗ επηρεάζεται επίσης από την θερµοκρασία, που εµφανίζεται στον 
όρο RT 

 
Σηµείωση: Το ηλεκτρόδιο υάλου είναι εύθραυστο - χρησιµοποιήστε το προσεκτικά. 
Ανακατώστε καλά τα διαλύµατα πριν µετρήστε το pΗ τους. Μην αφήνετε το ηλεκτρόδιο 
υάλου να στεγνώσει αλλά ξεπλύντε το και βυθίστε το σε αποσταγµένο νερό µετά από 
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κάθε µέτρηση. Επίσης µην το αφήνετε σε αλκαλικά διαλύµατα περισσότερο απ' ότι είναι 
απαραίτητο. 
 
Ογκοµέτρηση (τιτλοδότηση) 
 
 Η διαδικασία κατά την οποία µετράµε το ποσό ενός αντιδραστηρίου (ενός 
πρότυπου διαλύµατος οξέος ή µιας βάσης) που καταναλώνεται κατά την πλήρη 
αντίδρασή του µε µία ορισµένη ποσότητα διαλύµατος µιας ουσίας (βάσης ή οξέος), τη 
συγκέντρωση της οποίας θέλουµε να προσδιορίσουµε, λέγεται ογκοµέτρηση (titration) ή 
τιτλοδότηση. Αν σ’ ένα διάλυµα µιας ουσίας οξέος (ΑΗ) προστεθούν βαθµιαία µικρές 
ποσότητες βάσης (ΒΟΗ) τότε τα υδρογονοκατιόντα δεσµεύονται από τα υδροξυλιόντα 
δίνοντας Η2Ο µε τον ταυτόχρονο σχηµατισµό άλατος (ΒΑ) και µεταβολή του pH του 
διαλύµατος. Το σηµείο στο οποίο υπάρχει χηµική ισοδυναµία πρότυπου διαλύµατος 
(ΒΟΗ) και ουσίας (ΑΗ), τη συγκέντρωση της οποίας προσδιορίζουµε, λέγεται ισοδύναµο 
σηµείο.  
 Για την εξουδετέρωση ΗΑ + ΒΟΗ          ΗΟΗ + ΒΑ είναι φανερό ότι απαιτούνται 
ίσες γραµµοµοριακές ποσότητες οξέος και βάσης, άσχετα µε το αν ένα οξύ είναι ισχυρό ή 
ασθενές. Αυτό συµβαίνει διότι καθώς η συγκέντρωση των ιόντων υδρογόνου 
ελαττώνεται, µε τον σχηµατισµό Η2Ο, νέα µόρια ασθενούς οξέος διίστανται. Η βαθµιαία 
δέσµευση Η+ του οξέος οδηγεί σε αύξηση του pΗ, η οποία γίνεται απότοµα γύρω από το 
ισοδύναµο σηµείο. Οταν έχουµε εξουδετέρωση ισχυρού οξέος µε ισχυρή βάση η τιµή του 
pΗ στο ισοδύναµο σηµείο είναι περίπου 7, όταν έχουµε εξουδετέρωση ισχυρού οξέος µε 
ασθενή βάση είναι µικρότερη από 7, ενώ όταν έχουµε εξουδετέρωση ασθενούς οξέος µε 
ισχυρή βάση είναι µεγαλύτερη από 7. Εποµένως τα διαλύµατα αλάτων που προκύπτουν 
είναι ουδέτερα, όξινα ή βασικά, ανάλογα µε την ισχύ του οξέος και της βάσης. (Σχήµα 
1). 
      Στις ογκοµετρήσεις εξουδετέρωσης η κανονικότητα ενός αγνώστου διαλύµατος 
προσδιορίζεται µε οξύ η βάση γνωστής κανονικότητας. Το pΗ στο οποίο υπάρχουν 
ισοδύναµες ποσότητες οξέος και βάσης είναι το σηµείο εξουδετέρωσης. Οταν π.χ. 
ξέρουµε πόσα ml NαOH γνωστής κανονικότητας χρησιµοποιήθηκαν για την 
εξουδετέρωση γνωστού όγκου HCl άγνωστης κανονικότητας, η κανονικότητα του HCl 
µπορεί να υπολογισθεί από την σχέση: 
 

Ν ΝαΟΗ x ml ΝαΟΗ = N ΗCl x ml HCl 
 

N NaOH x ml NaOH 
   ∴ N HCl =  

ml HCl 
 
 
Πειραµατικό µέρος 

 
Ασκηση 1 - Προσδιορισµός του pΗ ενός αγνώστου διαλύµατος µε δείκτες 
                    (σε διάλυµα ή σε πεχαµετρικό χαρτί) και µε πεχάµετρο 

 
α) Τοποθετήστε από 1ml διαλύµατος Α σε καθένα από 6 δοκιµαστικούς σωλήνες. 

Προσθέστε  από µία σταγόνα από κάθε δείκτη 1-6 στον αντίστοιχο σωλήνα. 
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Παρατηρήστε τι χρώµα παίρνει ο δείκτης και σηµειώστε σε ποια µορφή (όξινη / 
αλκαλική) αντιστοιχεί.         

 
Δείκτης pKα Περιοχή pH 

µεταβολής χρ. 
             Χρώµα 
    ΗΔ                    Δ- 

1. Κυανό της θυµόλης 1,5 1,2  –  2,8 
Κόκκινο           
Κίτρινο 

2. Κυανό της βρωµοφαι- 
      νόλης 

4,0 3,0  –  4,6 Κίτρινο            Μπλε 

3. Ερυθρό του µεθυλίου 5,6 4,8  – 6,4 Κόκκινο           Κίτρινο 

4. Κυανό της βρωµοθυ- 
      µόλης 

7,1 6,0  –  7,6 Κίτρινο            Μπλε 

5. Κυανό της φαινόλης 7,9 6,8  –  8,4 Κίτρινο            Κόκκινο 

6. Φαινολοφθαλείνη 9,4 8,3  –  10,1 Αχρωµο           Ροζ 

 
 

β) Τοποθετήστε µία σταγόνα του διαλύµατος Α σε κατάλληλο πεχαµετρικό χαρτί 
και σηµειώστε το χρώµα µετά από 30 sec.  

 

γ) Πάρτε 5ml του διαλύµατος Α και προσδιορίστε µε ακρίβεια το pΗ µε το 
ηλεκτρόδιο υάλου (θα σας επιδειχθεί η χρήση του πεχάµετρου).  

 
 
 
 
 

Στο Φροντιστήριο θα σχολιάσετε τις 3 τιµές pΗ που βρήκατε στο α - γ.  
 

Ασκηση 2 - Εξουδετέρωση ισχυρού οξέος µε ισχυρή βάση 
 

α) Μετρήστε µε ακρίβεια 10ml από ένα διάλυµα 0,1Ν ΗCl σε µια µικρή κωνική φιάλη 
και προσθέστε 5 σταγόνες φαινολοφθαλείνης. Γεµίστε µια προχοίδα µε ένα διάλυµα 
ΝαΟΗ άγνωστης κανονικότητας. Εξουδετερώστε το διάλυµα οξέος µε βάση, 
προσθέτοντας µικρές ποσότητες ΝαΟΗ (περίπου 1ml) και ανακατεύοντας το µίγµα κάθε 
φορά. Καταγράψτε πόσα ml ΝαΟΗ χρειαστήκατε ώσπου να πρωτοεµφανιστεί ροζ χρώµα 
που παραµένει 30 sec. Κατά τη διάρκεια της τιτλοδοτήσεως µετράτε κάθε 2-3 προσθήκες 
ΝαΟΗ το pΗ του διαλύµατος χρησιµοποιώντας πεχαµετρικό χαρτί.  

β) Επαναλάβετε το προηγούµενο πείραµα µε ένα άλλο 10ml διάλυµα 0,1Ν ΗCl στο 
οποίο προσθέτετε 5 σταγόνες κυανού της βρωµοφαινόλης, αντί για την 
φαινολοφθαλείνη, και καταγράψτε πόσα ml ΝαΟΗ χρειαστήκατε ώσπου να εµφανιστεί 
µπλε χρώµα.  
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Στο Φροντιστήριο : Θα υπολογίστε την κανονικότητα του διαλύµατος ΝαΟΗ όπως 
προκύπτει από τον κάθε ένα δείκτη. Θα σχεδιάστε την καµπύλη εξουδετερώσεως που 
προκύπτει από την χρήση πεχαµετρικού χαρτιού και θα σχολιάστε τα αποτελέσµατά σας. 
 

Ασκηση 3 - Παρασκευή και ρυθµιστική δράση 
           οξικού οξέος / οξικού νατρίου 

 
α) Υπολογίστε πόσα ml 0,2Ν CH3COOH και 0,2Ν CH3COONα θα 

χρησιµοποιήσετε για να παρασκευάσετε 10ml ρυθµιστικού διαλύµατος 0,1Ν CH3COOH 
/ CH3 COONα, pΗ 5 (pΚα οξικού οξέος = 4,76). Παρασκευάστε το διάλυµα αυτό σε µια 
µικρή κωνική φιάλη και µετρήστε το pΗ του µε το ηλεκτρόδιο υάλου. Προσθέστε 2 
σταγόνες φαινολοφθαλείνης και µετρήστε πόσος όγκος διαλύµατος 1Ν ΝαΟΗ χρειάζεται 
για να αποκτήσει το διάλυµα ροζ χρώµα. 

β) Σε µια δεύτερη φιάλη προσθέστε 10ml αποσταγµένο νερό και 2 σταγόνες 
φαινολοφθαλείνης, µετρήστε το pΗ µε το ηλεκτρόδιο υάλου και καταγράψτε τον όγκο 
1Ν ΝαΟΗ που απαιτείται για να αποκτήσει το διάλυµα ροζ χρώµα.  

Στο Φροντιστήριο : Θα συγκρίνετε την ποσότητα 1Ν ΝαΟΗ που χρειαστήκατε για την 
αλκαλοποίηση του ρυθµιστικού διαλύµατος µ' αυτήν που χρειαστήκατε για την 
αλκαλοποίηση του νερού. Τι συµπεραίνετε; 
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Καµπύλες τιτλοδότησης (ογκοµέτρησης) 
 
 
 Σχήµα 1 
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ΑΣΚΗΣΗ 3η 
 

ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ 
 
 
Θεωρητικό µέρος 
 
 Η χρωµατογραφία είναι µία διαχωριστική τεχνική που επιτρέπει το διαχωρισµό 
ενός µείγµατος ουσιών στα επί µέρους συστατικά. Η τεχνική αυτή αναπτύχθηκε το 1906 
από το Ρώσο βοτανολόγο Michael Tswett και η πρώτη εφαρµογή αφορούσε τον 
διαχωρισµό των χρωστικών ενώσεων. Με βάση την πρώτη εφαρµογή δόθηκε και η 
ονοµασία της τεχνικής – χρωµατογραφία. Η χρωµατογραφία περιλαµβάνει µια ποικιλία 
τεχνικών που όλες βασίζονται στην εκλεκτική δέσµευση και αποδέσµευση των 
συστατικών του µείγµατος από µία στατική φάση (στερεή ή υγρή) µε την βοήθεια µιας 
κινούµενης φάσης (υγρής ή αέριας). Η εκλεκτική αυτή συγγένεια (συνάφεια) των 
διαφόρων ουσιών για την στάσιµη φάση οφείλεται στις διαφορές ανάµεσα στις βασικές 
φυσικοχηµικές ιδιότητες των µορίων, όπως το µέγεθος, το φορτίο, η διαλυτότητα και η 
προσροφητικότητα. Οι διάφορες µορφές χρωµατογραφίας βασίζονται σε ένα ή 
περισσότερα από τα παραπάνω φαινόµενα. Οι χρωµατογραφικές τεχνικές έχουν µεγάλη 
ικανότητα διαχωρισµού και χρησιµοποιούνται ευρύτατα για καθαρισµό ουσιών από 
προσµείξεις, για ποιοτική ή ποσοτική ανάλυση (ανίχνευση και αποµόνωση χηµικών 
ενώσεων) και για ταυτοποίηση άγνωστων ενώσεων. 
 Τα κυριότερα είδη χρωµατογραφίας είναι:  
1. Χρωµατογραφία προσροφήσεως  
2. Χρωµατογραφία κατανοµής  
3. Χρωµατογραφία ανταλλαγής ιόντων  
4. Χρωµατογραφία πηκτής ή αποκλεισµού  
5. Χρωµατογραφία συγγένειας  
 
 

1. Χρωµατογραφία προσρόφησης (adsorption chromatography) 
 
 Η προσρόφηση είναι ένα επιφανειακό φαινόµενο κατά το οποίο τα µόρια µιας 
ουσίας συγκρατούνται στην επιφάνεια ορισµένων στερεών υλικών. Η προσρόφηση 
οφείλεται στο σύνολο των δυνάµεων (ηλεκτροστατικές, Van der Waals, δεσµοί 
υδρογόνου) που αναπτύσσονται ανάµεσα στην ουσία και στο στερεό υλικό, καθώς και 
στην φύση του διαλύτη. Υλικά που χρησιµοποιούνται σαν στερεά προσροφητικά 
χαρακτηρίζονται από µεγάλο πορώδες και ως συνέπεια αυξηµένο λόγο επιφάνεια / 
βάρος, όπως είναι τα οξείδια του αργιλίου, διοξείδιο του πυριτίου, υδροξυαπατίτης, 
ενεργοποιηµένος άνθρακας, κυτταρίνη, άµυλο κ.α.  
 Συνήθως ως κινούµενη φάση χρησιµοποιούνται οι οργανικοί διαλύτες, όπως το 
εξάνιο, αιθέρας, χλωροφόρµιο, αλκοόλες, κετόνες, και διάφοροι συνδυασµοί ύδατος µε 
οργανικούς διαλύτες. Συνήθως το µείγµα των ουσιών που θέλουµε να διαχωρίσουµε 
προστίθεται στην κορυφή µιας στήλης που περιέχει το προσροφητικό υλικό και µε την 
βοήθεια ενός διαλύτη που ρέει µέσα από την στήλη, οι διάφορες ουσίες µετακινούνται 
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αργά προς τα κάτω. Η διαδικασία αυτή λέγεται ανάπτυξη της χρωµατογραφίας και 
οδηγεί στην κατά σειρά έκλουση από την στήλη των συστατικών του µείγµατος  
 Είναι φανερό ότι όσο ασθενέστερα προσροφάται µια ουσία στο προσροφητικό 
υλικό (στάσιµη η ακίνητη φάση) τόσο ταχύτερα εκλούεται από την στήλη. Η 
χρωµατογραφία προσρόφησης χρησιµοποιείται συχνά για να διαχωρίσουν σύνθετα 
λιπίδια, στεροειδή, χλωροφύλλες κ.λ.π.  
 
 

2. Χρωµατογραφία κατανοµής (partition chromatography) 
 
 Όταν µια ουσία προστεθεί σε ένα σύστηµα από δύο φάσεις που δεν 
αναµειγνύονται η κατανοµή της ουσίας στις δύο φάσεις εξαρτάται από την διαλυτότητά 
της σε κάθε φάση. Για ορισµένη θερµοκρασία ο λόγος της συγκέντρωσης C της ουσίας 
στις δύο φάσεις Α και Β  ενός συστήµατος είναι σταθερός και ονοµάζεται συντελεστής 
κατανοµής (Κp), 

      

όπου CA
   και CB

   - συγκεντρώσεις της ουσίας στην φάση Α και Β αντιστοιχα.  
 
Δύο ή περισσότερες ενώσεις που έχουν διαφορετικό συντελεστή κατανοµής µπορούν να 
διαχωριστούν όταν η στατική φάση, που αποτελείται από ένα ακινητοποιηµένο υγρό, 
πλένεται από µια κινούµενη φάση, που αποτελείται από άλλο διαλύτη. Η ακινητοποίηση 
γίνεται η µε ισχυρή προσροφητική δέσµευση σε κάποιο υλικό-φορέα η µε χηµική 
πρόσδεση στο φορέα. Στην αρχή της χρωµατογραφίας κατανοµής βασίζεται η 
χρωµατογραφία χάρτου (paper chromatography), η χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας 
(thin layer chromatography) και η χρωµατογραφία κατανοµής αντίθετου ρεύµατος 
(counter current distribution). 
 Στις πρώτες δύο περιπτώσεις το µείγµα ουσιών που θέλουµε να διαχωρίσουµε 
τοποθετείται πάνω σε µία γραµµή βάσης σε ένα φύλλο διηθητικού χαρτιού, ή σε µια 
λεπτή στιβάδα υλικού απλωµένου σε πλάκα και η άκρη του χαρτιού ή πλάκας 
τοποθετείται στον διαλύτη που περιέχεται σε ένα αεροστεγή θάλαµο. Συνήθως 
χρησιµοποιείται ένα κορεσµένο διάλυµα ενός µη πολικού διαλύτη (π.χ. βουτανόλη) σ' 
ένα πολικό διαλύτη (π.χ. νερό). Το πολικό συστατικό του µείγµατος διαλυτών 
προσκολλάται στο στερεό υλικό (π.χ. κυτταρίνη του χαρτιού) και αποτελεί µέρος της 
στατικής φάσης. Το µείγµα διαλυτών προχωρεί χάρη στις τριχοειδικές δυνάµεις, 
παρασύρει προς το διαχωρισµό ουσίες και φτάνει κοντά στην άλλη άκρη του χαρτιού ή 
πλάκας. Η απόσταση που διατρέχει κάθε ουσία σε σχέση µε το µέτωπο του διαλύτη είναι 
χαρακτηριστική για κάθε ουσία κάτω από καθορισµένες συνθήκες, αντανακλά το Kp και 
λέγεται Rf όπου:  
 
                          απόσταση από την γραµµή βάσης της ουσίας 
             Rf =      
                                 »              »            »         »     του διαλύτη 
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 Η χρωµατογραφία κατανοµής χρησιµοποιείται ευρύτατα για τον διαχωρισµό 
σακχάρων, αµινοξέων, νουκλεοτιδίων κ.λ.π. 

 Στην αέρια - υγρή χρωµατογραφία (gas - liquid chromatography) µείγµα 
αεροποιηµένων συστατικών διαχωρίζονται µε βάση διαφορές στην κατανοµή, 
προσρόφηση και πτητικότητα. Η κινητή φάση είναι συνήθως ένα ρεύµα θερµού 
αδρανούς αερίου, π.χ. Ν2 ή He, και η στάσιµη φάση είναι ακινητοποιηµένο υγρό (π.χ. 
σιλικόνες που επικαλύπτουν ένα κονιορτοποιηµένο στερεό υλικό τοποθετηµένο σε 
στήλη). Τα συστατικά προς διαχωρισµό, που πρέπει να µην αποσυντίθενται κατά την 
θέρµανση, εξέρχονται από την στήλη µε µια σειρά που είναι αντίθετη µε την συγγένειά 
τους προς την στατική φάση. Οι περισσότερες οργανικές µη ιοντικές ουσίες είναι 
πτητικές αλλά και ενώσεις που περιέχουν πολικές οµάδες µπορούν να διαχωρισθούν µε 
την αέρια χρωµατογραφία, µετά από την δηµιουργία πτητικών  παραγώγων τους (π.χ. 
µεθυλικοί εστέρες λιπαρών οξέων).  

 
 

3. Χρωµατογραφία ανταλλαγής ιόντων (ion exchange chromatography) 
 
 Η χρωµατογραφία ανταλλαγής ιόντων βασίζεται στις ηλεκτροστατικές έλξεις 
ετερώνυµα φορτισµένων σωµατιδίων που αναπτύσσονται µεταξύ των φορτισµένων 
οµάδων µιας ρητίνης, που αποτελεί την στάσιµη στερεά φάση και των φορτισµένων 
οµάδων των µορίων διαφόρων ουσιών, που βρίσκονται στην κινητή φάση. Οι ρητίνες 
αποτελούνται από αδιάλυτα υλικά (πολυσακχαρίτες όπως η κυτταρίνη, δεξτράνη, 
αγαρόζη, ή πολυστυρένια), που περιέχουν χαρακτηριστικές οµάδες που ιονίζονται (π.χ. 
την σουλφονική, φωσφορική, καρβοξυµεθυλο-οµάδα για τις κατιοντικές ρητίνες και 
διαιθυλοαµινοαιθυλο- ή αµινική οµάδα για τις ανιοντικές ρητίνες). Τα φορτισµένα αυτά 
σωµατίδια της ρητίνης δεσµεύουν αντιστρεπτά διάφορα ιόντα από το περιβάλλον 
(κατιόντα για τις αρνητικά φορτισµένες ρητίνες και ανιόντα για τις θετικά φορτισµένες 
ρητίνες), τα οποία µπορούν να ανταλλάξουν µε άλλα ιόντα, π.χ. των φορτισµένων 
οµάδων των µορίων προς διαχωρισµό.  
 Οι ιοντοανταλλάκτες, ανάλογα µε την ισχύ των οµάδων που περιέχουν, 
κατατάσσονται σε ισχυρούς (π.χ. Dowex 50, Dowex 1) ή ασθενείς (π.χ. CM-κυτταρίνη, 
DEAE-κυτταρίνη). 
 Η ιοντοανταλλαγή εξαρτάται από το µέγεθος του φορτίου του ιόντος που 
ανταλλάσσεται (π.χ. το Ca2+ εκτοπίζει το Να+) και, αν το φορτίo είναι ίδιο, από το 
µέγεθος του ιόντος (π.χ. το Νa+ εκτοπίζει το Η+). 
 Το φορτίο διαφόρων ουσιών εξαρτάται από την pKα των οµάδων που µπορούν 
να ιονισθούν, από το pH και από την ιοντική ισχύ του διαλύτη. Είναι φανερό ότι, τα 
µόρια ουσιών που κάτω από ορισµένες συνθήκες χρωµατογραφίας, είτε δεν έχουν φορτίο 
ή έχουν οµώνυµο φορτίο µε την ρητίνη εκλούονται πρώτα, ενώ ουσίες τα µόρια των 
οποίων έχουν φορτία αντίθετα µ' αυτά του ανταλλάκτη (ρητίνης) εκλούονται αργότερα. 
Συνήθως για να πετύχουµε την έκλουση και ισχυρά συνδεδεµένων ουσιών η κινητή φάση 
µεταβάλλεται µε βαθµίδωση είτε του pH (pH gradient) είτε της συγκέντρωσης ενός 
ηλεκτρολύτη (concentration gradient). 
 Η χρωµατογραφία ανταλλαγής ιόντων χρησιµοποιείται ευρύτατα για τον 
καθαρισµό µειγµάτων ενώσεων από άλατα καθώς και για τον διαχωρισµό αµινοξέων, 
πρωτεϊνών κ.λ.π. Επειδή η αντίδραση της ιοντοανταλλαγής είναι αµφίδροµη, αν το 
προϊόν αυξηθεί πάρα πολύ τότε, σύµφωνα µε την αρχή του Le Chatelier, η αντίδραση θα 
αντιστραφεί. Το φαινόµενο αυτό λέγεται αναγέννηση της ρητίνης. 
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4. Χρωµατογραφία (διήθησης µέσω) πηκτής ή αποκλεισµού 

        (gel filtration chromatography ή exclusion chromatography). 
 
 Στην χρωµατογραφία πηκτής χρησιµοποιούνται µέσα που δρουν σαν µοριακά 
κόσκινα για να διαχωρίσουν µόρια που έχουν διαφορετικό µέγεθος και σχήµα.  
 Ορισµένα οργανικά πολυµερή (ειδικά διασυνδεµένα παράγωγα δεξτράνης, 
αγαρόζης ή πολυακρυλαµιδίου, γνωστά µε τις εµπορικές ονοµασίες Sephadex, Sepharose 
και Biogel) αποτελούνται από αδιάλυτα υδρόφιλα σωµατίδια, τα οποία έχουν την 
ικανότητα να διογκώνονται στο νερό σχηµατίζοντας ένα τρισδιάστατο πλέγµα (πηκτή ή 
gel) που έχει ένα ορισµένο µέγεθος πόρων.  
 Οταν ετοιµάσουµε µια στήλη µε την πορώδη αυτή πηκτή ο συνολικός όγκος του 
υγρού της στήλης (V ολικού υγρού) αποτελείται από τον όγκο του υγρού που βρίσκεται 
έξω από τα σωµατίδια της πηκτής (Vo) και από τον όγκο του υγρού που είναι 
παγιδευµένο µέσα στα σωµατίδια της πηκτής (Vi). Αν προσθέσουµε ένα µικρό όγκο 
διαλύµατος ουσιών που θέλουµε να διαχωρίσουµε στην κορυφή της στήλης και 
αρχίσουµε την έκλουση θα παρατηρήσουµε ότι τα µεγάλα µόρια, που λόγω του µεγέθους 
τους δεν µπορούν να εισέλθουν στα σωµατίδια της πηκτής, εκλούονται πρώτα ενώ τα 
µικρά, που έχουν να διανύσουν µεγαλύτερη διαδροµή επειδή διαπερνούν τα σωµατίδια 
της πηκτής, εκλούονται τελευταία. Ο όγκος εκλούσεως (Ve) µιας ουσίας (δηλαδή ο 
όγκος υγρού που ρέει από την στήλη πριν εµφανισθεί η ουσία) δίνεται από την σχέση: Ve 
= Vo + KdVi όπου Vo = όγκος υγρού εξωτερικού διαµερίσµατος, Vi = όγκος υγρού 
εσωτερικού διαµερίσµατος και Kd = συντελεστής κατανοµής. O Kd είναι µηδέν για 
µόρια που δεν µπορούν να εισδύσουν καθόλου µέσα στα σωµατίδια της πηκτής (οπότε 
Ve = Vo) και είναι ένα για µόρια στα οποία όλος ο χώρος της στήλης είναι προσιτός 
(οπότε Ve = Vo+Vi). Ουσίες µε Kd ανάµεσα στις δύο αυτές ακραίες περιπτώσεις 
εκλούονται ενδιάµεσα. Είναι φανερό ότι κατά πόσο µια ουσία εισέρχεται στα σωµατίδια 
της πηκτής εξαρτάται από το µέγεθος των πόρων, που εξαρτάται από τον τύπο του 
χρωµατογραφικού υλικού που χρησιµοποιήθηκε (π.χ. Sephadex G-25, G-50, G-100 
κ.λ.π.). Στο Sephadex G-50 π.χ. το Μ.Β. των µορίων που δεν εισέρχονται στα σωµατίδια 
της πηκτής (το λεγόµενο όριο αποκλεισµού) είναι ίσο ή µεγαλύτερο από 15.000.  
 Η χρωµατογραφία πηκτής µας επιτρέπει τον διαχωρισµό ουσιών Μ.Β. 1.000-
3x106  και είναι η πιο εύκολη µέθοδος για τον προσδιορισµό του µοριακού βάρους µιας 
πρωτείνης (log MΒ πρωτείνης = fVe), αν προηγουµένως βαθµονοµήσουµε την στήλη µε 
πρωτείνες γνωστού Μ.Β. (Σχήµα1). 
 Ακόµα µεγαλύτερη διαχωριστική ικανότητα προσφέρει τελευταία ο συνδυασµός 
της χρωµατογραφίας πηκτής µε την ιονταλλακτική χρωµατογραφία (µε την χρήση π.χ. 
CM-Sephadex).  
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Σχήµα 1. Προσδιορισµός Μ.Β. πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία πηκτής 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Τα διάφορα είδη χρωµατογραφίας στήλης, είτε αυτή βασίζεται στην αρχή της 
προσροφήσεως, κατανοµής, ανταλλαγής ιόντων ή αποκλεισµού µπορούν να έχουν 
παρασκευαστική η αναλυτική εφαρµογή. Στην παρασκευαστική χρωµατογραφία ο 
στόχος είναι ποσοτικός διαχωρισµός ενός µείγµατος και παραλαβή κάποιας ποσότητας (g 
η mg) ενός η περισσότερα συστατικών σε καθαρή µορφή για περαιτέρω πειράµατα. Σε 
αναλυτικές εφαρµογές ο στόχος είναι ανίχνευση, ταυτοποίηση και ποσοτικός 
προσδιορισµός µίας η περισσότερο ουσιών στο δείγµα, χωρίς να τα παραλάβουµε σε 
καθαρή µορφη. Για αναλυτικούς σκοπούς συνήθως εφαρµόζεται  υγρή χρωµατογραφία 
υψηλής απόδοσης (high performance liquid chromatograpfy, ή HPLC). Στην HPLC η 
στήλη αντί για γυαλί ή πλαστικό είναι φτιαγµένη από ανοξείδωτο χάλυβα µικρής 
διαµέτρου, για να ανθίσταται την  
 
υψηλή πίεση (π.χ. µέχρι και 5000 psi ή 3,7x107 Pa) µε την οποία προωθείται η υγρή φάση 
µέσω της στερεάς φάσης που περιέχεται στην στήλη και η έκλουση των ουσιών 
προσδιορίζεται µε ένα ευαίσθητο ανιχνευτή (Σχήµα 2). Τα πλεονεκτήµατα της HPLC 
είναι ότι ο διαχωρισµός πολύ µικρής ποσότητας δείγµατος επιτυγχάνεται σε λεπτά, ότι 
έχει µεγάλη διαχωριστική ικανότητα και µεγάλη ευαισθησία έτσι ώστε απαιτεί ελάχιστο 
δείγµα και µπορεί να ανιχνεύει ng η pg µίας ουσίας HPLC βρίσκει πολλές εφαρµογές 
σήµερα στη κλινική χηµεία για τον προσδιορισµό αµινοξέων, πρωτεϊνών, λιπαρών 
οξέων, σακχάρων, ορµονών, βιταµινών, φαρµάκων, τοξικών ουσιών κ.α.  
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Σχήµα 2. Σχηµατική διάταξη συστήµατος  Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής 

Απόδοσης (HPLC) 
 

 
5. Χρωµατογραφία συγγένειας (affinity chromatography) 

 
 Αντίθετα µε τις προηγούµενες µορφές χρωµατογραφίας η χρωµατογραφία 
συγγένειας ή συνάφειας δεν βασίζεται σε διαφορές στις φυσικές ιδιότητες των ουσιών 
προς διαχωρισµό αλλά εκµεταλλεύεται τη βιοειδική, µη οµοιοπολική, αντιστρεπτή 
σύνδεση της µακροµοριακής ουσίας που θέλουµε να αποµονώσουµε, που βρίσκεται στην 
κινητή φάση και ενός µικρού ειδικού µορίου (που λέγεται σύνδεµα ή ligand) που είναι 
συνδεδεµένο µε την στερεά φάση. 
 Το ligand µπορεί να είναι το συνένζυµο ή υπόστρωµα, όταν θέλουµε να 
διαχωρίσουµε ένα ένζυµο, το αντιγόνο, όταν θέλουµε να αποµονώσουµε αντισώµατα, ή 
ένα ολιγονουκλεοτίδιο, όταν θέλουµε να αποµονώσουµε νουκλεϊκά οξέα. Επειδή το 
σύνδεµα είναι ειδικό για µια ουσία οι άλλες ενώσεις δεν συγκρατούνται από το 
χρωµατογραφικό υλικό και εκλούονται αµέσως. Η ελευθέρωση της ουσίας που έχει 
συγκρατηθεί επιτυγχάνεται είτε µε µη ειδική είτε µε ειδική έκλουση. Στην πρώτη 
περίπτωση µεταβολή του pH ή της ιοντικής ισχύος της κινητής φάσης καταστρέφει τις 
ειδικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στην µακροµοριακή ουσία και το σύνδεµα. Στη 
δεύτερη περίπτωση προστίθεται στην κινητή φάση είτε ελεύθερο σύνδεµα ή ένα µόριο 
για το οποίο το σύνδεµα έχει µεγαλύτερη συγγένεια απ' ό,τι η ουσία µε την οποία είναι 
ήδη συµπλεγµένο και σαν αποτέλεσµα των ανταγωνιστικών αυτών αντιδράσεων 
εκτοπίζεται η ουσία που θέλουµε να διαχωρίσουµε από την στερεά φάση. Η 
χρωµατογραφία συγγένειας έχει χρησιµοποιηθεί µε µεγάλη επιτυχία για την αποµόνωση 
πολλών ενζύµων, γλυκο-, µεταλλο- ή θειο- πρωτεϊνών, υποδοχέων, ορµονών, καθώς και 
διαφόρων νουκλεικών οξέων (mRNA, ssDNA κ.α.)  
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υψηλής πίεσης 
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χρωµατογραφίας 

 
Ανιχνευτής 
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ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ 

Θεωρητικό µέρος 
 Η ηλεκτροφόρηση είναι µια µέθοδος διαχωρισµού µορίων που φέρουν φορτίο 
κάτω από την επίδραση ενός ηλεκτρικού πεδίου. Πολλά βιοµόρια περιέχουν οµάδες που 
µπορούν να ιονισθούν και έτσι σε υδατικά διαλύµατα βρίσκονται σαν κατιόντα (+ 
φορτισµένα), ή ανιόντα (- φορτισµένα) ανάλογα µε το καθαρό φορτίο που φέρουν. Οταν 
τα µόρια αυτά βρεθούν σε ένα ηλεκτρικό πεδίο θα µετακινηθούν προς το θετικό ή 
αρνητικό πόλο µε µια ταχύτητα η οποία εξαρτάται από το φορτίο, το µέγεθος και το 
σχήµα του µορίου, την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, τις ιδιότητες του µέσου στήριξης 
και την θερµοκρασία. 
 Τα παραπάνω συνοψίζονται στην εξίσωση:  

                                                                                             

όπου: V= ταχύτητα κίνησης του µορίου (cm/sec) 
          E = τάση ηλεκτρικού πεδίου (volt/cm)  
          z = καθαρό φορτίο µορίου  
          f = συντελεστής τριβής  
(Η ολική απόσταση d που µετακινείται ένα µόριο εξαρτάται από το χρόνο t που γίνεται η 

ηλεκτροφόρηση δηλαδή d = vt). 

 Βλέπουµε ότι η ηλεκτροφορητική κινητικότητα ενός µορίου αυξάνει µε την 
τάση, Ε, του εφαρµοζόµενου πεδίου, που είναι συνάρτηση (Ε=IR) της έντασης (Ι) και 
της αντίστασης (R), οι οποίες εξαρτώνται από την ιοντική ισχύ του ρυθµιστικού 
διαλύµατος, την θερµοκρασία και την φύση του στερεού υλικού που χρησιµοποιείται 
στην συσκευή ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα αυξάνει επίσης µε το 
καθαρό φορτίο z, ενός µορίου, το οποίο εξαρτάται από το pH. Για αµφολύτες όπως είναι 
οι πρωτείνες υπάρχει ένα χαρακτηριστικό pH, το ισοηλεκτρικό σηµείο (pI), όπου ο 
ολικός αριθµός των θετικών φορτίων είναι ίσος µε τον ολικό αριθµό των αρνητικών 
φορτίων και εποµένως δεν παρατηρείται µετακίνηση σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Οταν το 
pH είναι όξινο, ως προς το pI της πρωτείνης, τότε τα µόρια φέρουν καθαρό θετικό φορτίο 
και οδεύουν προς την κάθοδο, ενώ όταν το pH είναι βασικό, ως προς το pI της 
πρωτείνης, τότε τα µόρια φέρουν καθαρό αρνητικό φορτίο και οδεύουν προς την άνοδο. 
Βλέπουµε επίσης ότι η ηλεκτροφορητική κινητικότητα ενός µορίου µειώνεται µε τον 
συντελεστή τριβής f, ο οποίος εξαρτάται από τη µάζα και το σχήµα του µορίου και από 
το ιξώδες (γλοιότητα) του µέσου. 
 Οι ηλεκτροφορητικές τεχνικές είναι δύο τύπων: κινουµένου ορίου ή ζώνης. Στην 
δεύτερη περίπτωση, που έχει ευρύτατη εφαρµογή, η συσκευή ηλεκτροφόρησης 
αποτελείται από µια πηγή ηλεκτρικού ρεύµατος, που παρέχει συνεχές ρεύµα, µε 
ρυθµιζόµενη τάση (volts) ή ένταση (mA), και από µια λεκάνη χωρισµένη σε δυο 
δεξαµενές, που περιέχει ρυθµιστικό διάλυµα. Στην µια δεξαµενή είναι προσαρµοσµένο 
το θετικό και στην άλλη το αρνητικό ηλεκτρόδιο. Τα µόρια προς διαχωρισµό 
τοποθετούνται σαν κηλίδα ή ζώνη σε ένα (ηµι) στερεό υπόστρωµα όπως το χαρτί, η 
οξική κυτταρίνη, ή µια πηκτή. Το στερεό υπόστρωµα, που είναι εµποτισµένο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα, τοποθετείται πάνω σ' ένα στήριγµα στην συσκευή ηλεκτροφόρησης 
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µε το ένα άκρο του βυθισµένο στη δεξαµενή που είναι ο θετικός πόλος και το άλλο στη 
δεξαµενή που είναι ο αρνητικός. Η εφαρµογή του ηλεκτρικού πεδίου προκαλεί την ροή 
του ηλεκτρικού ρεύµατος από το αρνητικό ηλεκτρόδιο - ρυθµιστικό διάλυµα - υλικό 
ηλεκτροφόρησης - ρυθµιστικό διάλυµα - θετικό ηλεκτρόδιο και τον διαχωρισµό των 
µορίων σε ζώνες. Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης η ποσότητα, η χηµική σύσταση ή η 
ενζυµική δράση των ουσιών καθε ζώνης µπορούν να προσδιοριστούν µε χρώση ή άλλες 
κατάλληλες επεξεργασίες.  
 Στην ηλεκτροφόρηση πηκτής (gel electrophoresis) ο διαχωρισµός δεν γίνεται 
µόνο µε βάση το φορτίο αλλά και το µέγεθος του µορίου, γιατί η πηκτή δρα σαν µοριακό 
κόσκινο. Συνήθως χρησιµοποιούνται πηκτές αµύλου, αγαρόζης ή πολυακρυλαµιδίου, που 
έχουν διαφορετικά µεγέθη πόρων ανάλογα µε την συγκέντρωση και τον βαθµό 
διασταύρωσης της πηκτής. Οι πρωτείνες διαχωρίζονται συνήθως µε ηλεκτροφόρηση σε 
πηκτή πολυακρυλαµιδίου (PAGE), συχνά παρουσία SDS (άλας νατρίου του θειϊκού 
δωδεκυλίου). Η ηλεκτροφόρηση γίνεται κάθετα, µε την πηκτή σε γυάλινους σωλήνες ή 
ορθογώνιες πλάκες. Η χρήση µη συνεχούς ηλεκτροφόρησης πηκτής (disc gel 
electrophoresis) αυξάνει ακόµα περισσότερο την διαχωριστική ικανότητα της µεθόδου. 
Κατά την SDS - PAGE όλες οι πεπτιδικές αλυσίδες είναι ξεδιπλωµένες και αρνητικά 
φορτισµένες (διότι το SDS συνδέεται µε τις πρωτείνες µε την αναλογία 1,4g SDS/g 
πρωτείνης) και µετακινούνται προς την άνοδο µε ταχύτητα που είναι αντιστρόφως 
ανάλογη του λογαρίθµου του µοριακού τους βάρους. Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται 
για τον προσδιορισµό του Mr πρωτεϊνών, µε την χρήση πρωτεϊνών αναφοράς γνωστού 
Mr, και σύγκριση της σχετικής κινητικότητας Rf (µετατόπισης πρωτείνης σε σχέση µε το 
µέτωπο της χρωστικής) των αγνώστων µε το Rf των γνωστών πρωτεϊνών. (Σχήµα 3) 

 

A
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Σχήµα 3. Διαχωρισµός πρωτεϊνών µε SDS-PAGE 
Α. Γενική διάταξη συσκευής ηλεκτροφόρησης για τον διαχωρισµό πρωτεϊνών µε την 
µέθοδο SDS-PAGE 
B. Πηκτή πολυακρυλαµιδίου µετά την ανάλυση των πρωτεϊνικών ζωνών και την χρώση 
τους µε χρωστική Coomassie Brilliant Blue. Στην πρώτη διαδροµή διακρίνονται δείκτες 
(markers) µοριακών βαρών (kD) 
 

Πειραµατικό µέρος 
 
 Στην σηµερινή άσκηση θα διαχωρίσετε ένα µείγµα ουσιών µε χρωµατογραφία 
στήλης σε CM-SephadexG50 και θα σας γίνει επίδειξη συστηµάτων υγρής 
χρωµατογραφίας, HPLC και διαχωρισµού πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση ζώνης σε πηκτή 
αγαρόζης.  
 
 

1. Διαχωρισµός ουσιών µε CM-Sephadex (G -50) 
 
 Σε δύο στήλες (σιφώνια των 10ml) περιέχεται ρητίνη CM-Sephadex (G-50) σε 
ρυθµιστικό διάλυµα 0,1Μ οξικού καλίου, pH 6,0 (στήλη Α) και 1,0Μ oξικού καλίου, pH 
6,0  

 

(στήλη Β). Αφήνουµε το υπερκείµενο υγρό της στήλης να κατέβει στο επίπεδο της 
ρητίνης, προσθέτουµε 0,2ml του έγχρωµου διαλύµατος των ουσιών προς διαχωρισµό 
(Πίνακας Ι) και όταν το δείγµα εισχωρήσει µέσα στην ρητίνη, εκλούουµε την κάθε στήλη 
µε το αντίστοιχο ρυθµιστικό διάλυµα. Με ποια σειρά εκλούονται οι έγχρωµες ουσίες από 
την κάθε στήλη;  
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Μόλις αρχίσει η έκλουση της πρώτης έγχρωµης ουσίας από την στήλη Α 
αντικαταστήστε το υγρό έκλουσης µε το διάλυµα υψηλής συγκέντρωσης (1,0Μ οξικό 
κάλιο, pH 6,0). Τι παρατηρείτε;  

Στο Φροντιστήριο : Παρουσιάστε και εξηγήστε τα αποτελέσµατά σας και 
συγκεκριµένα α) σειρά έκλουσης των ουσιών, β) επίδραση της συγκέντρωσης του 
ρυθµιστικού διαλύµατος στη σειρά και ταχύτητα έκλουσης  .  
 

ΠΙΝΑΚΑΣ Ι 
 

Μείγµα έγχρωµων ουσιών προς διαχωρισµό σε CM-Sephadex 
 

Ονοµα Χρώµα Μοριακό 
βάρος 

Ιοντικός  
Χαρακτήρας 

Κυανή δεξτράνη Κυανούν > 500.000 µη ιοντικός 

Κυτόχρωµα C Ερυθρό 12,400 pI πρωτείνης 10,7 
( κατιόν σε pH <10,7) 

DNP-γλυκίνη Κίτρινο 241 ανιόν σε pH >3,0 

 
2. Ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου κάτω 
από µετουσιωτικές συνθήκες (SDS-PAGE). 
  

Κατά την πειραµατική διαδικασία θα πραγµατοποιήσετε ηλεκτροφορητικό 
διαχωρισµό µίγµατος πρωτεϊνών που θα σας δοθεί σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 
παρουσία του αποδιατακτικού µέσου SDS. Το σύστηµα που θα χρησιµοποιηθεί για τον 
διαχωρισµό του πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος αποτελείται από το πήκτωµα 
διαχωρισµού, ύψους 7 cm και πάχους 1 mm και το πήκτωµα επιστοίβαξης όπου οι 
πρωτεΐνες διανύουν απόσταση 1 cm πριν εισχωρήσουν στο πήκτωµα διαχωρισµού και 
περιέχει θέσεις εισαγωγής του δείγµατος που έχουν δηµιουργηθεί µε την βοήθεια 
οδοντωτής µήτρας. Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων θα χρησιµοποιηθεί η 
συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης HOEFER-SE250.  
 
 
Εκτέλεση του πειράµατος: Στο πρωτεϊνικό παρασκεύασµα που θα παραλάβετε (V=20 µl) 
θα προσθέσετε 5 µl διαλύµατος διαλυτοποίησης (4x) και τα δείγµατα θα θερµανθούν για 
3 min  στους 95οC ώστε οι πρωτεΐνες να αποδιαταχθούν πλήρως και να διευκολυνθεί  η 
δηµιουργία συµπλόκων  SDS-πρωτεΐνης.  Η διθειοθρεϊτόλη που χρησιµοποιείται, ανάγει 
τους τυχόν δισουλφιδικούς δεσµούς που υπάρχουν, ώστε να διαχωριστούν οι πρωτεΐνες 
στις υποµονάδες  τους. Μετά την κατεργασία τα δείγµατα τοποθετούνται στις θέσεις 
εισαγωγής του πηκτώµατος επιστοίβαξης. Στην πρώτη θέση του πηκτώµατος 
τοποθετούνται µάρτυρες µοριακών βαρών (5 µl) προκειµένου να είναι εύκολος ο 
προσδιορισµός του µοριακού βάρους των πρωτεϊνών του δειγµατος.  
 Η ηλεκτροφόρηση γίνεται κάτω από σταθερή ένταση ρεύµατος 30 mA εώς ότου ο 
δείκτης (κυανό της βρωµοφαινόλης) να εξέλθει από το πήκτωµα διαχωρισµού. Στο τέλος 
της ηλεκτροφόρησης η πηκτή εµβαπτίζεται σε µονιµοποιητικό διάλυµα (10% v/v οξικό 
οξύ, 50% v/v αιθανόλη)  που περιέχει µπλέ χρωστική (0.1% Coomasie Brilliant Blue R-
250). Ακολουθεί ο αποχρωµατισµός της πηκτής (διάλυµα: 10% v/v οξικού οξέος, 10% 
v/v αιθανόλης) και τέλος αφού οι πρωτεϊνικές ζώνες διακρίνονται καθαρά η πηκτή 
ξεπλένεται µε νερό.  
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Στο Φροντιστήριο: Παρουσιάστε τα αποτελέσµατα σας και µε βάση την 
ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πρωτεϊνών του µάρτυρα µοριακών βαρών σχεδιάστε 
καµπύλη αναφοράς (Μάζα πρωτεΐνης / σχετική κινητικότητα). Χρησιµοποιώντας την 
καµπύλη αποφανθείται για το µοριακό βάρος και το πρωτεϊνικό περιεχόµενο (ποιές 
πρωτεΐνες περιέχει) του δείγµατος σας.  
 
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ: 
Η σύσταση των επιµέρους στοιχείων του συστήµατος είναι: 
 
Διάλυµα δοχείων  
ηλεκτροφόρησης:    25 mM Tris (Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο) 
      0.19 M γλυκίνη  
      0.1% SDS (Άλας νατρίου θειϊκού δωδεκυλίου) 
      pH 8.9  
 
Πήκτωµα επιστοίβαξης:   5% ακρυλαµίδιο  

0.25% bis-ακρυλαµίδιο  
0.5% SDS  
0.125 Μ Tris-Cl pH 6.8 

για τον πολυµερισµό    0.08% APS (Υπερθειϊκό αµώνιο) 
0.04% TEMED (Ν,Ν,Ν,Ν-τετραµεθυλο-αιθυλενο-
διαµίνη) 

 
Πήκτωµα διαχωρισµού:  10% ακρυλαµίδιο  

0.62% bis-ακρυλαµίδιο  
0.5% SDS  
0.375 Μ Tris-Cl pH 8.9  

για τον πολυµερισµό   0.08% APS  
0.04% TEMED  

  
 Τα πρωτεϊνικά δείγµατα πριν εισαχθούν στο πήκτωµα επιστοίβαξης διαλύονται στο 
διάλυµα διαλυτοποίησης των δειγµάτων το οποίο αποτελείται από:  
 

0.0625 Μ Tris-Cl pH 6.8  
2% SDS  
5 mM DTT (Διθειοθρεϊτόλη) 
10% γλυκερόλη  
0.02% κυανού της βρωµοφαινόλης 

*συνήθως παρασκευάζεται σε 4 φορές πυκνότερο (4x) 
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ΑΣΚΗΣΗ 4η 

 
ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ & ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

Εισαγωγή 
Οι πρωτεΐνες έχουν καθοριστικούς ρόλους σε όλες σχεδόν τις βιολογικές 

διεργασίες και είναι κυρίως υπεύθυνες για τον φαινότυπο των διαφόρων ειδών. Ο 
ανθρώπινος οργανισµός εκφράζει πάνω από 30.000 διαφορετικές πρωτεΐνες, που είναι 
πολυµερή των ίδιων 20 L-αµινοξέων σε διαφορετικούς συνδυασµούς. 

Στις πρωτεΐνες τα αµινοξέα συνδέονται µε πεπτιδικούς δεσµούς, που 
σχηµατίζονται ανάµεσα στην α-αµινοµάδα και στην α-καρβοξυλοµάδα διαδοχικών 
αµινοξέων. Τα χαρακτηριστικά των διαφόρων πρωτεϊνών εξαρτώνται από την 
πρωτοταγή δοµή (αλληλουχία αµινοξέων) και τη διαµόρφωση (τρισδιάστατη διάταξη) 
των πολυπεπτιδικών αλυσίδων που τις αποτελούν και που καθορίζονται από την γενετική 
πληροφορία του οργανισµού. 

Τα αµινοξέα κατατάσσονται σε διάφορες κατηγορίες ανάλογα µε τις 
φυσικοχηµικές τους ιδιότητες, που σε µεγάλο βαθµό καθορίζονται από τις πλευρικές 
τους αλυσίδες (υδρόφοβα, υδρόφιλα, φορτισµένα, αφόρτιστα κλπ) και βάσει των οποίων 
είναι δυνατός ο διαχωρισµός τους. Οι πρωτεΐνες επίσης κατατάσσονται σε διάφορες 
κατηγορίες ανάλογα µε τον βιολογικό ρόλο που επιτελούν (π.χ. ένζυµα, δοµικές, 
µεταφορικές, αποθηκευτικές, αµυντικές, ρυθµιστικές πρωτεΐνες), το σχήµα τους (π.χ. 
ινώδεις, σφαιρικές), την προσθετική οµάδα που τυχόν περιέχουν (π.χ. λιπο-, γλυκο-, 
νουκλεο-, φωσφο-, µεταλλο- πρωτεΐνες) και άλλα κριτήρια. Οι πρωτεΐνες επίσης 
διαφέρουν στο µέγεθος (Μοριακό Βάρος) και στο ισοηλεκτρικό σηµείο (pI), ανάλογα µε 
τον αριθµό και το είδος των αµινοξέων που περιέχουν. 

Οι µέθοδοι αποµόνωσης, διαχωρισµού, ταυτοποίησης και µελέτης των αµινοξέων 
και των πρωτεϊνών είναι παρόµοιες και έχουν πολύ µεγάλη σηµασία στην Βιοχηµεία και 
στην κλινική πράξη. (Βλέπε Stryer, κεφάλαια 3 και 4). 

Σκοπός της σηµερινής άσκησης είναι να δούµε: 
Ι) τον διαχωρισµό αµινοξέων µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας και την ανίχνευση 
τους  µε την χρωστική δοκιµή της νινυδρίνης 
ΙΙ) πώς επηρεάζεται η διαλυτότητα πρωτεϊνών από α) το pH και β) τη θερµοκρασία 
 
Ι. ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ  
 
Διαχωρισµός αµινοξέων µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin Layer 
Chromatography – TLC) και ταυτοποίηση τους µέσω της τιµής Rf 
Στη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας η στατική φάση είναι ένα προσροφητικό όπως 
ξηροπηκτή του διοξειδίου του πυριτίου, το οξείδιο του αργιλίου ή η γη των διατόµων, 
που εφαρµόζεται σε λεπτή στρώση πάνω σε γυάλινη πλάκα η ένα φύλλο αλουµινίου 
(σαν στατική φάση λειτουργεί και το νερό που ενυδατώνει σε µεγάλο βαθµό τα υλικά 
αυτά). Μετά την εναπόθεση των δειγµάτων (π.χ. µίγµα αµινοξέων), η πλάκα 
χρωµατογραφίας τοποθετείται σε δοχείο (θάλαµος ανάπτυξης), το οποίο περιέχει 
ποσότητα µίγµατος οργανικών διαλυτών (κινητή φάση) και το επίπεδο του οποίου 
βρίσκεται κάτω από το σηµείο εφαρµογής του προς διαχωρισµό µίγµατος των ουσιών.  

Το δοχείο κλείνει ερµητικά ώστε ο θάλαµος να κορεστεί µε τους ατµούς της 
κινητής φάσης. Ο διαλύτης ανέρχεται µε τριχοειδή δράση και συµπαρασύρει τις 
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εναποτεθείσες ουσίες. Η ταχύτητα κίνησης της κάθε ουσίας εξαρτάται από την 
συγγένεια της προς τις δυο φάσεις. Δηλαδή, µια ουσία υδρόφιλη κινείται σχετικά αργά 
(διότι αλληλεπιδρά ισχυρότερα µε την πολική-υδρόφιλη στατική φάση) ενώ µια ουσία 
υδρόφοβη κινείται σχετικά γρήγορα (διότι αλληλεπιδρά ισχυρότερα µε την οργανική-
υδρόφοβη κινητή φάση). 
  Η χρωµατογραφία σταµατά όταν το µέτωπο του διαλύτη φθάσει κοντά στο 
πάνω άκρο της πλάκας. Μετά από κατάλληλη επεξεργασία ανιχνεύουµε τη θέση των 
ουσιών επάνω στην πλάκα και προσδιορίζεται η τιµή του Rf που είναι χαρακτηριστική 
παράµετρος για κάθε ουσία κάτω από τις συγκεκριµένες συνθήκες διαχωρισµού. 
Rf = (απόσταση της ουσίας από την αρχή)/(απόσταση µετώπου διαλύτη από την αρχή). 

Η ταυτοποίηση των αµινοξέων γίνεται µε την βοήθεια πρότυπων διαλυµάτων 
αµινοξέων που χρωµατογραφούνται ταυτόχρονα µε το δείγµα. Η ανίχνευση των 
αµινοξέων γίνεται µε το αντιδραστήριο νινυδρίνης.  
 
Αντίδραση Νινυδρίνης.  
Διάφορες χρωστικές αντιδράσεις χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση και τον ποσοτικό 
προσδιορισµό των ελευθέρων αµινοξέων ή αυτών που βρίσκονται συνδεδεµένα στις 
πρωτεΐνες. Αυτές οι αντιδράσεις είναι γενικές ή ειδικές. Γενική αντίδραση είναι η 
αντίδραση νινυδρίνης (βλέπε παρακάτω) στην οποία είναι δυνατόν να δώσουν σχεδόν 
όλα τα ελεύθερα αµινοξέα γιατί για την αντίδραση αυτή είναι σηµαντική η γενική χηµική 
δοµή των αµινοξέων. Οι ειδικές αντιδράσεις αντίθετα γίνονται στην πλάγια αλυσίδα 
αµινοξέων (R οµάδα) εποµένως την δίνουν τόσο τα ελεύθερα όσο και τα συνδεµένα στις 
πρωτεΐνες αντίστοιχα αµινοξέα.  

Όλα τα ελεύθερα α-αµινοξέα αντιδρούν µε νινυδρίνη και δίνουν CO2, µία 
αλδεΰδη που περιέχει ένα άτοµο άνθρακα λιγότερο από το αµινοξύ και µια κυανοϊώδη 
χρωστική. 
 
                                                                   O                                         O                      O 
 
                NH2                                      C          OH                          C                      C                                           H 
 
               R    C    COOH + 2                             C                                        C    N=C                             + CO2 + R    C=O 
 
                      H                                          C         OH                           C                      C 
 

                                                                   O                                         OH                   O 
 
         Νινυδρίνη 
 

Η αντίδραση αυτή είναι γενική και δίνεται σε pΗ 5-7 από όλα τα α-αµινοξέα που 
έχουν ελεύθερη αµινοµάδα. Η αντίδραση είναι επίσης θετική και για τις πρωτοταγείς 
αµίνες και την αµµωνία, αλλά χωρίς την παραγωγή CO2. Τα αµινοξέα προλίνη και 
υδροξυπρολίνη αντιδρούν µε την νινυδρίνη αλλά δίνουν ένα παράγωγο που έχει κίτρινο 
χρώµα. Η αντίδραση νινυδρίνης είναι πολύ ευαίσθητη και ιδανική για την ανίχνευση και 
τον ποσοτικό προσδιορισµό αµινοξέων που βρίσκονται ελεύθερα στο αίµα και στα ούρα 
ή που προέρχονται από υδρόλυση πρωτεϊνών και διαχωρισµό µε χρωµατογραφικές 
µεθόδους. Με την αντίδραση νινυδρίνης ανιχνεύεται έως 1µg αµινοξέος, αλλά ο 
προσδιορισµός ng ποσοτήτων είναι δυνατός µε την αντίδραση της φθορεσκαµίνης που 
δηµιουργεί ένα φθορίζον προϊόν. 
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Αντιδραστήρια 
Πρότυπα διαλύµατα αλανίνης, µεθειονίνης και σερίνης (0,25 mg/ml) και µείγµα των 
τριών αµινοξέων.  
Διάλυµα προπανόλης : νερού (7:3) (κινητή φάση) 
Διάλυµα  νινυδρίνης (2% σε αλκοόλη) 
 
Υλικά-Σκεύη 
Πλάκες χρωµατογραφίας (Silica gel 60), θάλαµος ανάπτυξης, τριχοειδείς σωλήνες, 
στεγνωτήρας, θερµαντικός θάλαµος. 
 

Πρακτικό Μέρος  
Τοποθετούµε το διαλύµα προπανόλης:νερού µέσα στο γυάλινο δοχείο χρωµατογραφίας.  
Κλείνουµε ερµητικά το δοχείο και περιµένουµε για 30 min ώστε η ατµόσφαιρα του 
θαλάµου να κορεσθεί από τους ατµούς του διαλύτη. Στην πλάκα χρωµατογραφίας και µε 
τη βοήθεια ενός µαλακού µολυβιού χαράσσουµε ελαφρά σε µια απόσταση 1.5 cm από το 
ένα άκρο της µια γραµµή.  Πάνω σε αυτήν την γραµµή και σε κανονικές αποστάσεις 
σηµειώνουµε  τις θέσεις  εφαρµογής  των  προτύπων  διαλυµάτων  των αµινοξέων και 
του µίγµατος. Για την εφαρµογή των διαλυµάτων συνήθως χρησιµοποιούµε τριχοειδείς 
σωλήνες. Η εφαρµογή γίνεται µε µεγάλη προσοχή και σε δυο-τρεις δόσεις, ξηραίνοντας 
µε την βοήθεια του στεγνωτήρα µεταξύ των δόσεων το σηµείο εφαρµογής (η διάµετρος 
της κηλίδας του υγρού πρέπει να παραµείνει µικρή και το στρώµα του υλικού δεν πρέπει 
να διαταραχθεί). 
  Στη συνέχεια, µε µεγάλη προσοχή, τοποθετούµε την πλάκα λεπτής στιβάδας µέσα 
στο δοχείο κατά τέτοιο τρόπο, ώστε η σειρά των κηλίδων να είναι παράλληλη προς την 
επιφάνεια του υγρού, και οπωσδήποτε πάνω από αυτήν.  

Όταν το µέτωπο του διαλύτη φθάσει τα 2 εκ. περίπου από το τέλος της πλάκας 
σταµατά η χρωµατογράφηση και µεταφέρουµε την πλάκα στον απαγωγό. Σηµειώνουµε 
προσεκτικά µε µολύβι το µέτωπο του διαλύτη και ξηραίνουµε την πλάκα µε τη  βοήθεια 
του στεγνωτήρα ή την αφήνουµε για λίγα λεπτά στον απαγωγό. 

Για να αναγνωριστούν τα σηµεία στα οποία βρίσκονται τα αµινοξέα, η πλάκα 
εµβαπτίζεται στιγµιαία σε διάλυµα νινυδρίνης, στεγνώνεται και τοποθετείται στον 
θερµαντικό θάλαµο στους 110 οC µέχρι να εµφανιστούν οι σκουρόχρωµες κηλίδες των 
αµινοξέων. Μετά την εµφάνιση των κηλίδων σηµειώνουµε µε το µολύβι το κέντρο των 
κηλίδων και υπολογίζουµε τις αποστάσεις µετακίνησης από την αρχή. 
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ΙΙ. ΔΙΑΛΥΤΟΤΗΤΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
Α. Επίδραση του pH στην διαλυτότητα των πρωτεϊνών 
Οι πλευρικές αλυσίδες (R) µερικών αµινοξικών καταλοίπων καθώς και το αµινοτελικό 
και καρβοξυτελικό κατάλοιπο των πρωτεϊνών φέρουν οµάδες που µπορούν να ιονισθούν 
(Πίνακας Ι). 
 Η ιονισµένη µορφή προκύπτει είτε από την απώλεια Η+ (για τις όξινες οµάδες), 
οπότε η πρωτεΐνη αποκτά ένα αρνητικό φορτίο, είτε από την πρόσληψη Η+ (για τις 
βασικές οµάδες), οπότε η πρωτεΐνη αποκτά ένα θετικό φορτίο. Επειδή οι οµάδες που 
µπορούν να ιονισθούν έχουν διαφορετική pΚα είναι φανερό ότι αν µια οµάδα είναι 
ιονισµένη ή όχι, και εποµένως αν η πρωτεΐνη φέρει ένα φορτίο ή όχι, εξαρτάται από το 
pΗ του διαλύµατος σύµφωνα µε την εξίσωση Henderson – Hasselbalch. 
  
                              µη πρωτονιωµένη µορφή  
pH = pKα + log    ----------------------------------------- 
                                  πρωτονιωµένη µορφή  
 

Από την εξίσωση αυτή προκύπτει ότι η pKα ισούται µε την τιµή του pH, στην 
οποία η πρωτονιωµένη και µη πρωτονιωµένη µορφή µιας οµάδας βρίσκονται σε ίσα 
ποσά στο διάλυµα. Σε τιµές pH που ισούνται µε pKα ± 1 µιας οµάδας, η οµάδα αυτή δρα 
σαν ρυθµιστής του pH του διαλύµατος.  
 

Σηµειώστε ότι οι όξινες οµάδες είναι ιονισµένες σε pΗ > από την pΚα τους, ενώ 
οι βασικές οµάδες είναι ιονισµένες σε pΗ < από την pΚα τους. 
 

 Πίνακας 1. Οµάδες αµινοξέων που ιονίζονται σε πρωτεΐνες 
 

Οµάδα Οξύ Βάση Χαρακτηριστική 
pKα 

Τελική           -COOH -COOH -COO- ~ 3,0 
                      -NH2 -NH3

+ -NH2 ~ 8,0 
Πλευρική –COOH Asp, Glu -COOH -COO- ~ 4,0 
-SH Cys -SH -S- ~ 8,5 
-OH Tyr -OH -O- ~10,0 
=N His =NH+ =N ~ 6,5 
-NH2 Lys -NH3

+ -NH2 ~ 10,0 
=NH Arg =NH2

+ =NH ~ 12,0 
 
 

Οι πρωτεΐνες φέρουν πολλά φορτία αλλά, ανάλογα µε το pΗ, το καθαρό φορτίο 
τους µπορεί να είναι θετικό ή αρνητικό. Τo pΗ στο οποίο ο ολικός αριθµός θετικών 
φορτίων µιας πρωτεΐνης είναι ίσος µε τον ολικό αριθµό αρνητικών φορτίων (καθαρό 
φορτίο πρωτεΐνης = 0) ονοµάζεται ισοηλεκτρικό σηµείο (pI). Σε pΗ = pΙ, µια πρωτεΐνη 
έχει την µικρότερή διαλυτότητα γιατί τα µόριά της συσσωµατώνονται και καθιζάνουν 
ευκολότερα. 
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Παράδειγµα: Στο κανονικό pΗ του γάλατος (6,3 - 6,6) η καζεΐνη, µια πρωτεΐνη 
που  βρίσκεται στο γάλα, είναι διαλυµένη σε κολλοειδή µορφή. Όταν όµως το pΗ του 
γάλατος ελαττωθεί, λόγω ανάπτυξης βακτηριδίων που ελευθερώνουν οξέα, και φτάσει 
γύρω στο 4,7 που είναι το pΙ της καζεΐνης, τότε η καζεΐνη θροµβώνεται και το γάλα 
πήζει. 

 
 

Πρακτικό Μέρος  
 
Καθίζηση στο ισοηλεκτρικό σηµείο. 
Σε µια σειρά από 5 πλαστικούς σωλήνες φυγοκέντρου τοποθετείστε τα κάτωθι 
αντιδραστήρια και σηµειώστε σε ποιο σωλήνα παρατηρείτε το περισσότερο θόλωµα ή 
ίζηµα: 
 

Αντιδραστήρια σωλήνας σωλήνας σωλήνας σωλήνας σωλήνας 
(ml) 1 2 3 4 5 

0,5Μ CH3COOH 7,8 7,2 5,0 1,8 0,8 
0,5M CH3COONα 0,2 0,8 3,0 6,2 7,2 

0,5% διάλυµα 
καζεΐνης 

2 2 2 2 2 

 
Υπολογίστε το pΗ του διαλύµατος κάθε σωλήνα από την εξίσωση Henderson-
Hasselbalch (pΚα CH3COOH=4,75).  
Σε ποια τιµή pH παρατηρείτε το περισσότερο ίζηµα;  
Ποια είναι η τιµή pΙ της καζεΐνης που βρήκατε; 
 
Β. Επίδραση της θερµοκρασίας στην διαλυτότητα των πρωτεϊνών 
Οι περισσότερες πρωτεΐνες αρχίζουν να µετουσιώνονται σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες 
από 40οC και η µετουσίωση είναι συνήθως πλήρης στους 60-70οC. Με την θέρµανση 
καταστρέφεται η φυσική διαµόρφωση (δευτεροταγής και τριτοταγής δοµή) των 
πρωτεϊνών και αυτό έχει συνήθως σαν αποτέλεσµα την ελάττωση της διαλυτότητας και 
την καταβύθισή τους, λόγω της δηµιουργίας τυχαίων συσσωµατωµάτων που είναι 
αδιάλυτα (Παράδειγµα η πήξη της λευκωµατίνης του αυγού). 
 

Πρακτικό Μέρος  
Καθίζηση µε θέρµανση.  
Σε 3 δοκιµαστικούς σωλήνες βάλετε από 2ml 2% διαλύµατος λευκωµατίνης και 
προσθέσετε στον σωλήνα 1, 0,2 ml Η2Ο, στον σωλήνα 2, 0,2 ml 1N HCl και στο σωλήνα 
3, 0,2 ml 1N NαΟΗ. Θερµάνετε τους σωλήνες σε υδατόλουτρο σε 100οC για 10 λεπτά 
και κρυώστε σε θερµοκρασία δωµατίου.  
Τι παρατηρείτε; 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
 

 
 Στη συγγραφή των εργαστηριακών ασκήσεων βοήθησε η πρόσβαση σε παρόµοιες 
ασκήσεις των κάτωθι εργαστηρίων 
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ΙΑΤΡΙΚΗ ΧΗΜΕΙΑ. 

 
ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ΥΛΗ ΤΟΥ ΜΑΘΗΜΑΤΟΣ. 

 
Στόχοι του µαθήµατος:  

 
1. Σε βάθος εκµάθηση επιλεγµένων κεφαλαίων γενικής, φυσικής, οργανικής και 
βιοοργανικής χηµείας µε τελικό στόχο την διαµόρφωση µιας γενικής βάσης 
γνώσεων και αντιλήψεων απαραίτητης  για την κατανόηση της βιοχηµείας, 
φυσιολογίας, φαρµακολογίας και κλινικής χηµείας. 

2. Εκµάθηση, µέσω παραδειγµάτων, της εφαρµογής των χηµικών γνώσεων στην 
ερµηνεία των βιοιατρικών φαινοµένων και την κατανόηση των βιοιατρικών 
εφαρµογών. 

3. Εισαγωγή στην βιοχηµεία πρωτεϊνών και ενζύµων 
4. Εξοικείωση των σπουδαστών µε τις αρχές ενόργανης ανάλυσης. 
5. Εξοικείωση των σπουδαστών µε τις αρχές εργαστηριακών µελετών. 

 
Εκπαιδευτικοί στόχοι των διαλέξεων:    
 
Ενότητα 1. ΠΕΡΙΟΔΙΚΟΣ ΠΙΝΑΚΑΣ – ΣΤΟΙΧΕΊΑ ΒΙΟΑΝΟΡΓΑΝΗΣ 
ΧΗΜΕΙΑΣ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Νόµος της περιοδικότητας κατά  Mendeleev και κατά Mosley και η σχέση του µε 
την ηλεκτρονιακή δοµή του ατόµου.Περιοδικές ιδιότητες των στοιχείων και 
σχέση των ιδιοτήτων αυτών µε την ηλεκτρονιακή διαµόρφωση του ατόµου: 
ενέργεια ιονισµού, ηλεκτρονιακή συγγένεια, ηλεκτραρνητικότητα, µέγεθος των 
ατόµων, µέγεθος των ιόντων, οξειδοαναγωγικές ιδιότητες.  

• Περιοδικός πίνακας από την άποψη της ιατρικής: βασικά και ιχνοστοιχεία του 
ανθρώπινου σώµατος. Τοξικά ιχνoστοιχεία και παραδείγµατα επίδρασης τους 
στην ανθρώπινη υγεία  

• Ζωογόνα στοιχεία και η επιλογή τους από τη φύση. Συνάφεια του βιολογικού 
ρόλου και των χηµικών ιδιοτήτων των ζωογόνων στοιχείων. 

• Παραδείγµατα εµπλοκής ιχνοστοιχείων σε ορισµένες παθολογικές καταστάσεις. 
Ανεπάρκεια και υπερεπάρκεια στοιχείου.  

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές:  

    
o Τοξικά ιχνοστοιχεία  και προβλήµατα µόλυνσης του περιβάλλοντος.    

 
Ενότητα 2. ΧΗΜΙΚΟΣ ΔΕΣΜΟΣ ΚΑΙ ΜΗ ΟΜΟΙΟΠΟΛΙΚΕΣ ΔΙΑΜΟΡΙΑΚΕΣ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Θεωρία των µοριακών τροχιακών. Σίγµα και πι δεσµοί. 
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• Υβριδοποίηση των ατοµικών τροχιακών (sp, sp2, dsp2, sp3 , dsp3, d2sp3 ) και η 
στερεοχηµική δοµή των µορίων. Πρότυπο  ΑΖΗΣΣ (Άπωση Ζευγών 
Ηλεκτρονίων Στοιβάδας Σθένους) 

• Μη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις και η φύση τους: δυνάµεις Van der Waals, 
London, δεσµός υδρογόνου. 

• Φυσικο-χηµικές ιδιότητες των χηµικών ενώσεων και µη οµοιοπολικές 
αλληλεπιδράσεις. 

• Ο ρόλος µη οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων στην διαµόρφωση της 
δευτεροταγούς, τριτοταγούς δοµής και αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών. 

 
 Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
 

o Μη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις και δρεπανοκυτταρική αναιµία 
Ενότητα 3. ΣΥΜΠΛΟΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ ΚΑΙ ΣΥΜΠΛΟΚΟΘΕΡΑΠΕΙΑ 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Ορισµός των σύµπλοκων ενώσεων ή ενώσεων συναρµογής.  
• Υποκαταστάτες (ligands), πολυδραστικός/ µονοδραστικός/ χηλικός 
υποκαταστάτης και χηλικά σύµπλοκα. 

• Σταθερότητα των σύµπλοκων. Σταθερότητα των σύµπλοκων µε βάση την θεωρία 
σκληρών και µαλακών οξέων και βάσεων.  

• Σταθερότητα χηλικών ενώσεων. 
• Παραδείγµατα σύµπλοκων µε βιολογική σηµασία: συµπλοκοποιηµένος σίδηρος 
στην αίµη, συµπλοκοποιηµένος ψευδάργυρος στην καρβοξυπεπτιδάση, 
ανθρακική ανυδράση. Μεταλλοπρωτεϊνες.   

• Συµπλοκοθεραπεία (chelation therapy) και οι παθολογικές καταστάσεις που 
εφαρµόζονται. Συµπλοκοποιητες που βρίσκουν χρήση στην συµπλοκοθεραπεία 
και αντίστοιχα φαρµακευτικά σκευάσµατα. 

• Aιµοσιδήρωση και φαρµακευτική αντιµετώπισή της.  
    

 
 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
  

o Φύση δεσµού στα σύµπλοκα: θεωρία δεσµού-σθένους, θεωρία κρυσταλλικού 
πεδίου. 

o Φασµατοσκοπικές και µαγνητικές ιδιότητες των συµπλόκων και ερµηνεία τους µε 
βάση τις θεωρίες δεσµού-σθένους και κρυσταλλικού πεδίου. 

o Στερεοχηµική δοµή των συµπλόκων    
 
 
Ενότητα 4. ΟΞΕΟΒΑΣΙΚΗ ΙΣΟΡΡΟΠΙΑ KAI ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ TOY 
ΣΩΜΑΤΟΣ. ΗΛΕΚΤΡΟΛΥΤΕΣ ΚΑΙ ΗΛΕΚΤΡΟΛΥΤΙΚΗ ΣΥΜΠΕΡΙΦΟΡΑ ΤΩΝ 
ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ.  
   
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
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•  Ιδιότητες των ηλεκτρολυτικών διαλυµάτων. Ηλεκτρολύτες του εξωκυττατιο - και 
ενδοκυττάριου υγρού.  

• Οξέα-βάσεις κατά Lewis. 
• pH του αίµατος 
• Ρυθµιστικά διαλύµατα, χωρητικότητα του ρυθµιστικού διαλύµατος. 
• Εξίσωση Henderson-Hasselbalch και παρασκευή των ρυθµιστικών διαλυµάτων.  
• Ρυθµιστικά συστήµατα του αίµατος. 
• Ηλεκτρολυτική συµπεριφορά των αµινοξέων.       
• Επιδράσεις του CO2, των HCO3   και του H2CO3 στο pH του αίµατος. 

 
Ενότητα 5. ΕΝΟΡΓΑΝΗ ΑΝΑΛΥΣΗ (Ι και ΙΙ). 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Φασµατοσκοπία ορατού και υπεριώδους – φυσικοχηµική βάση της µεθόδου. 
Νόµος LAMBERT - BEER. Μοριακός συντελεστής απορροφητικότητας. Αρχές 
ποιοτικής και ποσοτικής ανάλυσης µε χρήση φασµατοσκοπίας ορατού και 
υπεριώδους: πρότυπα διαλύµατα, βαθµονόµηση του οργάνου, καµπύλη 
αναφοράς. 

• Χρωµατογραφία - φυσικοχηµική βάση της µεθόδου. Αέρια και υγρή 
χρωµατογραφία . Χρωµατογραφία κατανοµής, ιονανταλλαγής, πηκτής. 
Παραδείγµατα  εφαρµογών στην κλινική χηµεία και µελέτη των πρωτεϊνών.  

• Ηλεκτροφόρηση- φυσικοχηµική βάση της µεθόδου και παραδείγµατα 
εφαρµογών.    

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 

 
o Χηµειοµετρία των µετρήσεων: ακρίβεια, επαναληψιµότητα, τυχαία και 
συστηµατικά σφάλµατα.     

o Φασµατοσκοπία µαζών , πυρηνικός συντονισµός και εφαρµογές τους στην µελέτη 
των πρωτεϊνών  

 
Ενότητα 6. ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΔΙΑΣΠΟΡΑΣ. 
  
Τι πρέπει να ξέρουν καλά. οι φοιτητές: 
 

• Συστήµατα διασποράς: µίγµατα, κολλοειδή συστήµατα, διαλύµατα. 
• Διαλυτότητα, ακόρεστα, κορεσµένα και υπέρκορα  διαλύµατα. Τρόποι 
εκφράσεως της συγκέντρωσης.  

• Υδροφιλικότητα/ υδροφοβικότητα/λιποφιλικότητα των χηµικών ενώσεων και 
πρόβλεψη των ιδιοτήτων αυτών από την µελέτη της χηµικής δοµής της ένωσης. 
Υδρόφιλες λειτουργικές οµάδες.  

• Προσθετικές ιδιότητες των διαλυµάτων: ώσµωση. Υποτονικά, ισοτονικά και 
υπερτονικά διαλύµατα. Πλασµόλυση και αιµόλυση. Φαινόµενο της ώσµωσης ως 
βάση της λειτουργίας του τεχνητού νεφρού/ αιµοκάθαρσης.  

• Κολλοειδή συστήµατα: αερόλυµα, γαλάκτωµα, αιώρηµα. 
• Κολλοειδή συστήµατα στο ύδωρ: υδρόφοβα και υδρόφιλα κολλοειδή. Θρόµβωση 
κολλοειδούς και οι µηχανισµοί της. 
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Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
 

o Αύξηση υδατοδιαλυτότητας µιας ξενοβιοτικής ουσίας ως τρόπος αποτοξίνωσης 
του οργανισµού. 
   

Ενότητα 7. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΟΡΓΑΝΙΚΗ ΧΗΜΕΙΑ.  
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Τροχιακά του άνθρακα : sp3, sp2, sp υβριδισµός. 
• Συζυγιακά συστήµατα.  
• Ηλεκτρονιακά φαινόµενα και κατανοµή του ηλεκτρονιακού νέφους στα µόρια: 
Επαγωγικό (Ι) και  συζυγιακό (R) φαινόµενα. Συντονισµός. 

• Ταξινόµηση αντιδράσεων και αντιδραστηρίων στην οργανική χηµεία. 
Πυρινόφιλα και ηλεκτρονιόφιλα αντιδραστήρια, ελεύθερες ρίζες. 

• Λειτουργικές οµάδες των οργανικών ενώσεων. 
• Μηχανισµοί αντιδράσεων πυρηνόφιλης υποκαταστάσεως SN1 , SN2 .  

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
 

o Κατάταξη οργανικών ενώσεων. 
o Γενικές αρχές ονοµατολογίας οργανικών ενώσεων. 
o Οµόλογες σειρές. 

Καρβανιόντα και καρβοκατιόντα 
 
Ενότητα 8. ΣΤΕΡΕΟΧΗΜΕΙΑ ΤΩΝ ΟΡΓΑΝΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 

• Γεωµετρική ισοµέρεια : CIS - TRANS, Z-E, προτεραιότητα υποκαταστατών. 
• Εναντιοµέρεια (οπτική ισοµέρεια) : D-L, R-S µορφές. Οπτική ενεργότητα.. (+) 
δεξιόστροφα και (-) αριστερόστροφα εναντιοµερή.  

• Προβολές FISCHER.  
• Ρακεµικά µείγµατα. Αποµόνωση εναντιοµερών. Ρακεµοποίηση. 
• Διαστερεοϊσοµέρεια, µεσοµορφές. Διαµορφοµέρεια - προβολές NEWMAN.  

  
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 

o Ειδική στροφική ικανότητα. 
 
Ενότητα 9. ΥΔΡΟΓΟΝΑΝΘΡΑΚΕΣ-ΑΡΩΜΑΤΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ-ΣΤΕΡΟΕΙΔΗ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Αλειφατικοί Υδρογονάνθρακες: αλκάνια, αλκένια, αλκίνια.    
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• Αρωµατικοί υδρογονάνθρακες: αρωµατικός χαρακτήρας, κανόνας του HUCKEL.  
• Γενικές ιδιότητες και σπουδαιότερες αντιδράσεις υδρογονανθράκων. Αντιδράσεις 
ηλεκτρονιόφιλης προσθήκης (πχ. προσθήκη υδραλογόνων σε αλκένια - κανόνας 
MARKOVNIKOV). 

• Στεροειδή: ορισµός, πρόδροµη ένωση, βασικές κατηγορίες και οι βιολογικοί τους 
ρόλοι;   

 
 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
 

o Αντιδράσεις αρωµατικής ηλεκτρονιόφιλης υποκαταστάσεως (πχ. νίτρωση 
βενζολίου). 

o Επίδραση υποκαταστατών στην ταχύτητα και στην κατεύθυνση της αντιδράσεως. 
 
Ενότητα 10. ΑΠΛΕΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥΧΕΣ ΚΑΙ ΘΕΙΟΥΧΕΣ ΟΡΓΑΝΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Αλκοόλες, πολυόλες, φαινόλες, διαλκυλαιθέρες, θειόλες, , θειοαιθέρες. 
• Μερικές αντιδράσεις των απλών οξυγονούχων και θεούχων οργανικών ενώσεων.  
• Σουλφιδικές - δισουλφιδικές οµάδες  
• Οι όξινες ιδιότητες του υδρογόνου στις αλκοόλες και τις φαινόλες. 

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
 

o Σουλφονικά οξέα και τα παράγωγα του 4-αµίνοβενζολοσουλφονικού οξέος - τα 
φάρµακα των σουλφοναµιδίων.  

 
Ενότητα 11. ΚΑΡΒΟΝΥΛΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ : ΑΛΔΕΥΔΕΣ - ΚΕΤΟΝΕΣ 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Φυσικοχηµικές ιδιότητες του καρβονυλίου.  
• Ταυτοµέρεια ενόλης - κετόνης.  
• Αντιδράσεις πυρηνόφιλης προσθήκης. Ηµιακετάλες, ακετάλες, κετάλες.  
• Αντιδράσεις συµπυκνώσεως µε αµίνες (R-NH2 ). Ιµίνες – βάσεις του Schiff.  
• Αλδολική συµπύκνωση.  
• Αντιδράσεις και προϊόντα οξειδώσεως και αναγωγής των καρβονυλικών 
ενώσεων.  

• Στοιχεία χηµείας υδατανθράκων. 
 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 

 
o Αντιδράσεις καρβονυλικών ενώσεων µε διαγνωστική αξία. 
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Ενότητα 12. ΚΑΡΒΟΞΥΛΙΚΑ ΟΞΕΑ ΚΑΙ ΤΑ ΠΑΡΑΓΩΓΑ ΤΟΥΣ. 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Γενικές ιδιότητες : ιοντισµός οξέων, συντονισµός καρβοξυλικής 
οµάδας.  

• Ακυλοπαράγωγα οξέων : ακυλαλογονίδια, ανυδρίτες, εστέρες, 
αµίδια.  

• Μηχανισµός σχηµατισµού και υδρόλυσης εστέρων καρβοξυλικών 
οξέων.  

• Ακυλοπαράγωγα οξέων : ακυλαλογονίδια, ανυδρίτες, εστέρες, αµίδια. 
• Δικαρβοξυλικά οξέα, υδροξυ-οξέα, κετονο-οξέα και ακόρεστα οξέα :    

Ιδιαίτερες ιδιότητες και µέλη µε ενδιαφέρον για τη βιοχηµεία.  
• Λιπαρά οξέα – Τριγλυκερίδια. 

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 

 
o Ακετυλοχολίνη και φυσιολογική σηµασία του.   

 
Ενότητα 13. ΑΠΛΕΣ ΑΖΩΤΟΥΧΕΣ ΟΡΓΑΝΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ. 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Αλειφατικές αµίνες: πρωτοταγής, δευτεροταγής, τριτοταγής.  Γενικές ιδιότητες - 
βασικός χαρακτήρας τους. Χαρακτηριστικές αντιδράσεις. 

• Άλατα του αλειφατικού τεταρτοταγούς αµµωνίου.  
• Αµίδια. Ιµίνες, αµινοαλκοόλες. 
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Ενότητα 14. ΕΤΕΡΟΚΥΚΛΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ - ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΑ. 

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Ορισµός ετεροκυκλικών ενώσεων. 
• Πενταµελείς ετεροκυκλικές ενώσεις  µε ένα ετεροάτοµο και τα παράγωγά τους: 
πυρρόλιο (προλίνη, πορφυρίνη), ιµιδαζόλιο (ιστιδίνη) θειοφαίνιο (βιοτίνη). 
Χηµικές ιδιότητες: αρωµατικότητα, συµµετοχή στις αντιδράσεις πυρηνόφιλής ή 
ηλεκτρονιόφιλης υποκατάστασης, οξεο-βασικές ιδιότητες. 

• Πενταµελείς ετεροκυκλικές ενώσεις µε δύο ετεροάτοµα: ιµιδαζόλιο και τα 
παράγωγά του ιστιδίνη και ισταµίνη, θειαζόλιο (θειαµίνη – βιταµίνη Β1) 

• Εξαµελείς ετεροκυκλικές ενώσεις  µε ένα ετεροάτοµο και τα παράγωγά τους: 
πυριδίνη (NAD+ , NADP+ , πυριδοξάλη). Χηµικές ιδιότητες της πυριδίνης: 
αρωµατικότητα, συµµετοχή στις αντιδράσεις πυρηνόφιλής η ηλεκτρονιόφιλης 
υποκατάστασης, οξεο-βασικές ιδιότητες. 

•  Εξαµελείς ετεροκυκλικές ενώσεις  µε δύο ετεροάτοµα και τα παράγωγά τους 
πυριµιδίνη (ουρακίλη, θυµίνη κυτοσίνη). 

•  Συµπυκνωµένοι ετεροκυκλικοί δακτυλιοι και τα παραγωγά τούς: ινδόλιο 
(τρυπτοφάνη), πουρίνη (αδενίνη, γουανίνη), ισοαλλοξαζίνη (ριβοφλαβίνη, FAD, 
FMN), πτεριδίνη (φολικό οξύ). 

• Δοµή και ιδιότητες των νουκλειοσιζίων και νουκλεοτιδίων 
.           

Ενότητα 15. ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ ΚΑΙ 

ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ  

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Χηµική δοµή των 20 πρωτεϊνογόνων αµινοξέων . Κατάταξη των αµινοξέων. 
• Ιδιότητες αµινοξέων: οξεο-βασικές ιδιότητες και αµφίφιλος χαρακτήρας τους, 
ιονισµός, καθαρό φορτίο και pH του περιβάλλοντας , ισοηλεκτρικό σηµείο. 

• Οπτική ισοµέρεια των αµινοξέων. 
• Πεπτιδικός δεσµός: σχηµατισµός, συντονισµός, στερεοχηµεία. 

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει οι φοιτητές: 
  

o Αντιδράσεις αµινοξέων: ενζυµική οξείδωση αµινοξέων, αντίδραση νινυδρίνης και 
χρήση της στην χρωµατογραφική ανάλυση των αµινοξέων. 
o Διαγνωστική σηµασία ανάλυσης αµινοξέων 
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Ενότητα 16. ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• τις συµβάσεις για την αναπαράσταση και ονοµατολογία ενός πεπτιδίου 
• τον βιολογικό ρόλο και τις βασικές ιδιότητες των πρωτεϊνών (αµφολυτικο 
χαρακτήρα, ισοηλεκτρικο σηµείο, διαλυτότητα, οπτική απορρόφηση). 

• τις έννοιες της πρωτοταγούς, δευτεροταγούς και τριτοταγούς δοµής των 
πρωτεϊνών 

• τους δεσµούς που σταθεροποιούν την τρισδιάστατη διαµόρφωση των πρωτεϊνών 
• για τις κύριες δευτεροταγείς δοµές: α-έλικα, β-πτυχωτή επιφάνεια 
• για τη τριτοταγή και τεταρτοταγή δοµή και τη στερεοδιάταξη των πρωτεϊνών  
• για τη σχέση πρωτοταγούς δοµής και τελικής τρισδιάστατης διαµόρφωσης 
• για την αποδιάταξη–µετουσίωση, αναδίπλωση πρωτεϊνών 
 

Ο φοιτητής που θα παρακολουθήσει το µάθηµα θα πρέπει να έχει ακούσει 
 

o για το διάγραµµα Rachamandran και τις δυνατές τιµές των γωνιών φ και ψ 
του πεπτιδικού δεσµού 

o για τις υπερδευτεροταγείς δοµές (µοτίβα) και δοµικές επικράτειες των 
πρωτεϊνών 

o για τις δοµές των πρωτεϊνών: ινσουλίνη, λυσοζύµη, φερρτίνη, κερατίνη, 
κυτόχρωµα b, µυοσφαιρίνη 

o για τις τράπεζες πληροφοριών των πρωτεϊνών 
o για τους µοριακούς συνοδούς και τη δράση τους 

 
 
Ενότητα 17. ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• τις βασικές αρχές των µεθόδων αποµόνωσης, καθαρισµού και ανάλυσης 
πρωτεϊνών: διαφορική φυγόκεντρηση, κλασµατική καθίζηση, διαπίδυση, 
χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας, χρωµατογραφία στήλης, ηλεκτροφόρηση, 
ισοηλεκτρική εστίαση, υπερφυγοκέντρηση, φασµατοσκοπία µαζών. 

• τις βασικές αρχές της µεθοδολογίας προσδιορισµού της αµινοξικής αλληλουχίας 
• τις βασικές αρχές των ανοσολογικών τεχνικών που χρησιµοποιούνται στην 
ανάλυση πρωτεϊνών (ELISA, ανοσοαποτύπωση, µικροσκοπία ανοσο-φθορισµού). 

 
Ο φοιτητής που θα παρακολουθήσει το µάθηµα θα πρέπει να έχει ακούσει 

o για τον ορισµό και σηµασία του πρωτεώµατος και τη σχέση του µε το 
γονιδίωµα 

o για την βασική δοµή και ιδιότητες των αντισωµάτων 
o για την σηµασία και τον τρόπο παρασκευής µονοκλωνικών αντισωµάτων 
o για την µεθοδολογία σύνθεσης πεπτιδίων 
o για την µεθοδολογία προσδιορισµού της δοµής µε κρυσταλλογραφία µέσω 
ακτίνων Χ και NMR. 
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Ενότητα 18. ΧΗΜΙΚΗ ΘΕΡΜΟΔΥΝΑΜΙΚΗ ΚΑΙ ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΟΡΡΟΠΙΑ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Σε ποίες ερωτήσεις απαντάει η χηµική θερµοδυναµική. 
• Ενθαλπία, εντροπία και ελεύθερη ενέργεια µίας χηµικής η βιοχηµικής 
αντίδρασης. Έργο και ελεύθερη ενέργεια. Πρότυπη ελεύθερη ενέργεια. Εξώθερµη 
/ ενδόθερµη αντίδραση. Εξεργονικές / ενδεργονικές αντιδράσεις  

• Σταθερά ισορροπίας µίας αντίδρασης. Παράγοντες που επηρεάζουν την σταθερά 
ισορροπίας – εξίσωση VAN’T HOFF. 

• Ελεύθερη ενεργεία και σταθερά ισορροπίας ΔGo = - RT ln Kισορ   
• Νόµος του HESS,  αρχή του LE CHATELIER. 
• Σύζευξη των χηµικών και βιοχηµικών αντιδράσεων.   

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει: 
 

o Ανοικτό, κλειστό και αποµονωµένο θερµοδυναµικό σύστηµα.  
o Στατιστική ερµηνεία της εντροπίας. 
o Χηµικό δυναµικό. 
o Πειραµατικός προσδιορισµός ενθαλπίας, εντροπίας και ελεύθερης ενέργειας  

  
Ενότητα 19. ΧΗΜΙΚΗ ΚΙΝΗΤΙΚΗ. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΧΗΜΙΚΩΝ 
ΑΝΤΙΔΡΑ-ΣΕΩΝ.  

 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Ταχύτητα των χηµικών αντιδράσεων, νόµος της ταχύτητας, τάξη της αντίδρασης. 
• Αντιδράσεις µηδενικής, πρώτης και δεύτερης τάξεως και µαθηµατική περιγραφή 
τους µε διαφορικές η ολοκληρωµένες εξισώσεις. Χρόνος ηµιζωής 
(υποδιπλασιασµού). 

• Μοριακότητα χηµικών αντιδράσεων. 
• Θεωρία των µοριακών συγκρούσεων. Ενέργεια ενεργοποιήσεως µιας αντίδρασης. 
Εξίσωση Arrhenious. 

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει: 
 

o Πειραµατικός προσδιορισµός νόµου της ταχύτητας. Σχέση νόµου της ταχύτητας 
και µηχανισµού µιας χηµικής αντίδρασης. 

o Πειραµατικός προσδιορισµός ενέργειας ενεργοποιήσεως και σταθεράς ταχύτητας 
µίας χηµικής αντίδρασης.  

o Παραλληλισµοί χηµικής κινητικής και φαρµακοκινητικής.   
 
Ενότητα 20. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗΝ ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΙΚΩΝ 
ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΩΝ. 
 

•    Καταλυτές. Ένζυµα ως καταλύτες, οι διαφορές µεταξύ ένζύµων και τους   απλούς 
καταλύτες ως προς την εξειδίκευση και τους µηχανισµούς κατάλυσης. 

• το µοντέλο των Michaelis-Menten και την εξήγηση των κινητικών ιδιοτήτων των 
ενζύµων       
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• Εισαγωγή στην κινητική των ενζυµικών αντιδράσεων το µοντέλο των Michaelis-
Menten και την εξήγηση των κινητικών ιδιοτήτων των ενζύµων 

 
Ενότητα 21. ΗΛΕΚΤΡΟΧΗΜΕΙΑ. ΟΞΕΙΔΩΣΗ-ΑΝΑΓΩΓΗ. 
 
Τι πρέπει να ξέρουν καλά οι φοιτητές: 
 

• Ηλεκτροχηµική σειρά των χηµικών στοιχείων. Ηλεκτροδιαλυτική τάση των 
στοιχείων.  

• Ηλεκτροχηµικά στοιχεία. Άνοδος και κάθοδος ενός ηλεκτροχηµικού στοιχείου. 
• Δυναµικό του ηλεκτροδίου, δυναµικό ηλεκτροχηµικού στοιχείου. Εξίσωση 

Nernst. 
• Σχέση ελεύθερης ενέργειας και δυναµικού ηλεκτροχηµικού στοιχείου.     
• Δυναµικό µεµβράνης. 

 
Τι πρέπει να έχουν ακούσει: 

o Κυριότερες αντιδράσεις οξείδωσης-αναγωγής στα βιολογικά συστήµατα. 
o Ισορροπία Donnan και διαµόρφωση δυναµικού της µεµβράνης. 

 
 
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΕΣ ΑΣΚΗΣΕΙΣ ΙΑΤΡΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ. 
 
Έπειτα από την ολοκλήρωση των εργαστηριακών ασκήσεων ο φοιτητής πρέπει να 
αποκτήσει ορισµένες γενικές δεξιότητες πειραµατικής εργασίας, δηλαδή να µπορεί: 

1. να προγραµµατίσει και να διεξάγει ένα πείραµα,  
2. να παραλαµβάνει και να επεξεργάζεται τα πειραµατικά δεδοµένα, π.χ. 
κατασκευάζοντας τις γραφικές παραστάσεις, 

3. να κρίνει τα αποτελέσµατα και να αποκαλύπτει τα ενδεχόµενα πειραµατικά λάθη,  
4. να εξάγει τα συµπεράσµατα, 
5. να χειρίζεται το βασικό εργαστηριακό εξοπλισµό – φασµατοφωτόµετρο, pH-

µέτρο, συσκευή ηλεκτροφόρησης κ.α. 
6. να γνωρίζει και να τηρεί τους κανόνες  εργαστηριακής ασφάλειας, 
7. να ακολουθεί οδηγίες,  
8. να εργάζεται σε οµάδα. 

 
 
Ειδικές δεξιότητες – πρέπει να είναι σε θέση 

 
o να παραλάβει φάσµα απορρόφησης µίας χηµικής ουσίας και να προσδιορίσει 

µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησης, 
o να ετοιµάσει τα πρότυπα διαλύµατα µε ανάλογες αραιώσεις του αρχικού (stock) 
διαλύµατος, 

o να κάνει βαθµονόµηση του φασµατοφωτόµετρου και να κατασκευάζει την 
καµπύλη αναφοράς (πρότυπη καµπύλη). 

o Να προσδιορίσει την άγνωστη συγκέντρωση µε την βοήθεια της καµπύλης 
αναφοράς.       

o να  προσδιορίσει το pH ενός αγνώστου διαλύµατος, 
o να προσδιορίσει άγνωστη συγκέντρωση ενός διαλύµατος οξέος (βάσης) µε την 
τιτλοδότησή του. 
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o να  παρασκευάσει ρυθµιστικό διάλυµα ορισµένης συγκέντρωσης και pH.  
o να διαχωρίσει τις  βιοµακροµοριακές ενώσεις µε χρωµατογραφίας πηκτής-
ιοντοανταλλαγής και να κατανοεί τους παραµέτρους που επηρεάζούν τον 
διαχωρισµό. 

o να διαχωρίσει τις βιοµακροµοριακες ενώσεις µε την ηλεκτροφόρηση και να 
κατανοεί τις παραµέτρους που επηρεάζουν τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό.  

o να αναλύσει ένα µίγµα αµινοξέων µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας. 
o να βρίσκει το ισοηλεκτρικό σηµείο µιας πρωτεΐνης µε βάση την διαλυτότητα της 
σε διαφορετικά pH. 
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