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πληνκνγξαθίεο 

 

TCA: Σξη-ρισξν νμηθό νμύ 

TEMED: Σεηξακεζπιναηζπιελνδηακίλε 

APS: Τπεξζετηθό ακκώλην 

SDS: Γσδεθασλνζετηθό λάηξην 

ddH2O: δηο-απηνληζκέλν λεξό 

NaCl: ρισξηνύρν λάηξην 

Da: κνλάδα κέηξεζεο αηνκηθήο ή κνξηαθήο κάδαο 

PEG: πνιπκεξέο πνιπαηζπιελνγιπθόιεο 

Pi: Ρπζκηζηηθό δηάιπκα θσζθσξηθώλ 

CH3COONa: νμηθό λάηξην 

pH: κέηξν νμύηεηαο ή βαζηθόηεηαο ελόο δηαιύκαηνο 

C: ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο (mg/mL)  

s: ρξόλνο ζε δεπηεξόιεπηα 

rpm: ζηξνθέο/min 

nm: κνλάδα κήθνπο θύκαηνο ηνπ θσηόο  

Μ(Μolarity): κνλάδα κέηξεζεο ηεο κνξηαθήο ζπγθέληξσζεο κηαο νπζίαο ζε έλα 

δηάιπκα 

κΜ/mg: κνλάδα κέηξεζεο νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο αλά mg πξσηεΐλεο 

T
e
: πςειή ζεξκνθξαζία  

S: αιαηόηεηα 

N: έιιεηςε αδώηνπ 

sp: είδνο 

ATPS: πδαηηθό δηθαζηθό ζύζηεκα θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο 

mL: όγθνο δεηγκάησλ 

Vr: ιόγνο θάζεσλ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο 

UV-Vis: ππεξηώδεο-νξαηό θώο   
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Πεξίιεςε 

 

Σα κηθξνθύθε ζπγθεληξώλνπλ ην ελδηαθέξνλ ηόζν ηεο επηζηεκνληθήο θνηλόηεηαο 

όζν θαη ηεο βηνκεραληθήο γηα ηελ πιεζώξα ησλ πξντόλησλ ηνπ κεηαβνιηζκνύ ηνπο  

πνπ παξάγνπλ. ηελ παξνύζα εξγαζία έγηλε πξνζπάζεηα αλάπηπμεο πξσηνθόιινπ 

θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο νιηθώλ πξσηετλώλ από Tetraselmis sp. θαη Phaeodactylum sp. 

κε ηελ εθαξκνγή πδαηηθνύ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο πνπ απνηειείηαη από 

πνιπαηζπιελνγιπθόιε θαη ξπζκηζηηθό δηάιπκα θσζθνξηθώλ (PEG/Pi). Δμεηάζηεθε ε 

επίδξαζε ζηελ θαηαλνκή ησλ νιηθώλ πξσηετλώλ ηξηώλ δηαθνξεηηθώλ ζπληειεζηώλ 

πνπ θαζνξίδνπλ ηελ θαηαλνκή ησλ πξσηετλώλ ζε δηθαζηθά ζπζηήκαηα PEG/Pi. Απηνί 

ήηαλ: ην pH (6,5, 7, 7,5, 8,5), ην κνξηαθό βάξνο ηνπ πνιπκεξνύο PEG (1500 Da, 3000 

Da θαη 6000 Da) θαη ε ζπγθέληξσζε αιαηόηεηαο (NaCl,  0% w/v, 3,5% w/v, 7% w/v, 

10% w/v). Μειεηήζεθε ε θαηαλνκή ησλ πξσηετλώλ ρξεζηκνπνηώληαο ηόζν 

εθρπιίζκαηα πνπ είραλ ππνζηεί αξρηθά θπγνθέληξεζε όζν θαη εθρπιίζκαηα πνπ δελ 

είραλ ππνζηεί.  Δπίζεο, κειεηήζεθε ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα κε ηε 

κέζνδν FRAP ζε εθρπιίζκαηα από Tetraselmis sp. θαη πξνζδηνξίζηεθε ε θαηαλνκή 

πξσηετλώλ (%) ζηηο θάζεηο ηνπ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη 

νη παξαπάλσ παξάγνληεο θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο επεξεάδνπλ ζεκαληηθά 

ηελ θαηαλνκή ησλ νιηθώλ πξσηετλώλ θαη νιηθώλ αληηνμεηδσηηθώλ ζηηο δηαθνξεηηθέο 

θάζεηο ηνπ ζπζηήκαηνο. 

 

Λέμεηο θιεηδηά: κηθξνθύθε, Tetraselmis sp., Phaeodactylum sp., πδαηηθό δηθαζηθό 

ζύζηεκα, νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα, θαηηνύζα επεμεξγαζία, ζπλεηειεζηέο 

θαηαλνκήο, θάζκαηα απνξξόθεζεο. 
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Abstract 

 

Microalgae attract the interest of  both the scientific community and the industry for 

its variety of products of their metabolism producing . In the present study the 

application of a polyethylene glycol/phosphate (PEG/phosphate) ATPS was 

development in effort to process total proteins of  Tetraselmis sp. and Phaeodactylum 

sp. The effect on the distribution of total proteins of three different factors that 

determine the distribution of proteins in two-phase systems PEG / Pi was investigated. 

These were: pH (6,5, 7, 7,5, 8,5), the polymer molecular weight PEG (1500 Da, 3000 

Da and 6000 Da) and the concentration of salinity (NaCl, 0% w/v, 3,5% w/v, 7% w/v, 

10% w/v). Furthermore,  was studied the distribution of proteins using both extracts 

that had been originally centrifugation and extracts not suffered. Also was 

investigated  the total antioxidant capacity using the method FRAP in extracts from 

Tetraselmis sp. and determined the distribution of proteins (%) in the  phases of the 

the system. The results has shown that these factors under certain conditions 

significantly affect the distribution of the total protein and total antioxidant at 

different phases of the system. 

 

Keywords: Microalgae, Tetraselmis sp., Phaeodactylum sp., Aqueous two-phase 

system, total antioxidant capacity, downstream processing, distribution factors, 

absorption spectra. 
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1.1 Μηθξνθύθε 

 

Σα θύθε είλαη κηα πνιύ κεγάιε νκάδα δηαθνξεηηθώλ απιώλ ζπλήζσο απηόηξνθσλ 

νξγαληζκώλ πξνθαξπσηηθήο ή επθαξπσηηθήο πξνέιεπζεο. Ο όξνο κηθξνθύθε 

αλαθέξεηαη ζηα κηθξνζθνπηθά θύθε θαη ζηα θσηνζπλζεηηθά βαθηήξηα ηα 

θπαλνβαθηήξηα θνηλώο θπαλνθύθε (Richmond, 2004). πλαληώληαη ζε γιπθά θαη 

ζαιάζζηα ζπζηήκαηα. Οη κεγαιύηεξεο θαη νη πνιππινθόηεξεο κνξθέο ησλ 

νξγαληζκώλ απηώλ νλνκάδνληαη θύθηα ε αληίζεζε κε ηα αλώηεξα θπηά, ηα θύθε δελ 

έρνπλ ξίδεο, βιαζηνύο θαη θύιια.. Παξάγνπλ πεξίπνπ ην ήκηζπ ηνπ αηκνζθαηξηθνύ 

νμπγόλνπ θαη ρξεζηκνπνηνύλ ηαπηόρξνλα ηελ εθπνκπή  ηνπ δηνμεηδίνπ  ηνπ άλζξαθα  

γηα αλαπηπρζνύλ θσηναπηνηξνθηθά (Rasmussen & Morissey, 2007, Shalaby, 2011, 

Rasmussen & Morissey, 2005; Morton & Steve, 2008; Simoons & Federick, 1991; 

Ζawkins & Nakamura, 1999; Rasmussen, 2005). 

 

Από θπινγελεηηθήο πιεπξάο ζηνπο πξνθαξπώηεο αλήθνπλ ηα θπαλνβαθηήξηα ή 

θνηλώο θπαλνθύθε (κπιε-πξάζηλα θύθε) ηα νπνία παξάγνπλ ρισξνθύιιε α θαη b θαη 

ην ρξώκα ηνπο νθείιεηαη ζηελ θπαλνθπαλίλε θαη θπθνεξπζξίλε. ηνπο επθαξπώηεο 

αλήθνπλ ηα ξνδόθπηα (θόθθηλα θύθε), ρισξόθπηα (πξάζηλα θύθε), θαηόθπηα (θαθέ 

θύθε), δηλνκαζηηγσηά, ρξπζόθπηα, επγιελόθπηα, θξππηόθπηα, εηεξόθνληα, 

γιαπθνθπζηόθπηα (Bhattacharya & Medlin, 1998). 

 

Σα κηθξνθύθε είηε είλαη επθαξπσηηθνί είηε πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί  απαληώληαη 

ηόζν  κεκνλσκέλα ή ζε ζπκβίσζε  κε άιινπο νξγαληζκνύο. Έρνπλ δηάθνξνπο ηύπνπο 

θπηηαξηθήο νξγάλσζεο: αηνκηθά, απνηθίεο, λεκαηνεηδήο ζρεκαηηζκνύο. Σα 

πεξηζζόηεξα απινύζηεξα θύθε είλαη καζηηγνθόξα ή ακνηβαδνεηδή θαη  απαληώληαη 

κόλα ηνπο. Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ θύθινπ δσήο ηνπο κπνξνύλ λα απνθηήζνπλ δηάθνξα 

επίπεδα νξγάλσζεο όπσο απνηθίεο, θαςνεηδή ζε κπθήιηα, θνθθνεηδή κε θπηηαξηθά 

ηνηρώκαηα, λεκαηνεηδή, παξέγρπκα ζρεκαηίδνληαο έλαλ ζαιιό, παικεινεηδή ζε 

κπθήιηα. Έρνπλ έλα επξύ θάζκα αλαπαξαγσγηθώλ ζηξαηεγηθώλ από ηελ απιή, αγελή 

θπηηαξηθή δηαίξεζε ζε πνιύπινθεο κνξθέο ζεμνπαιηθήο αλαπαξαγσγήο.  
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Δηθόλα 1: Φπινγελεηηθό δέληξν κηθξνθπθώλ. 

 

Ζ θαηεγνξηνπνίεζε ηνπο βαζίδεηαη θπξίσο ζην ρξώκα. Τπάξρνπλ θαη άιια βαζηθά 

θξηηήξηα θαηεγνξηνπνίεζεο όπσο ην είδνο ησλ ρξσζηηθώλ πνπ δίλνπλ θαη ην 

αληίζηνηρν ρξώκα ζηα θύηηαξα, ε ρεκηθή θύζε ησλ πξντόλησλ πνπ απνζεθεύνληαη 

θαη ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο (Richmond, 2004). 

 

1.1.1 Phaeodactylum sp. 

 

Σν Phaeodactylum sp. αλήθεη ζηελ ηάμε Bacillariophyceae ή δηάηνκα, πνπ απνηεινύλ 

ηελ πην θνηλό ηύπν θπηνπιαγθηνύ. Σα πεξηζζόηεξα δνπλ σο αηνκηθέο κνλάδεο ή 

ζπλδένληαη κεηαμύ ηνπο ζε αιπζίδεο θπηηάξσλ ή ζε απνηθίεο, ζε πδάηηλα θαη ρεξζαία 

ελδηαηηήκαηα. Δίλαη επθαξπσηηθνί κνλνθύηηαξνη νξγαληζκνί θαη ην ρξώκα ηνπο  

νθείιεηαη ζηελ επηθάιπςε ηνπ πξάζηλνπ ρξώκαηνο ησλ ρισξνθπιιώλ α, c1 θαη c2 θαη 

ησλ θαθέ θαη θίηξηλσλ ρξσζηηθώλ ηεο θπθνμαλζίλεο θαη β-θαξνηελίνπ (Richmond, 

2004). Σν κέγεζνο  ηνπο θπκαίλεηαη από 2 - 200κm (Ζasle et al.,1996), έρνπλ κνξθή 

αηξάθηνπ θαη θαηόπηξνπ θαη ραξαθηεξηζηηθό ησλ θπηηάξσλ είλαη όηη πεξηθιείνληαη 

εληόο ελόο θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο από νμείδην ηνπ ππξηηίνπ πνπ νλνκάδεηαη frustule 

(Horner, 2002). Σα Phaeodactylum sp. κπνξεί λα αλαπηπρηεί θαη απνπζία ηνπ ελ 

ιόγσ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο. Απηά ηα θπηηαξηθά ηνηρώκαηα παξνπζηάδνπλ κεγάιε 

πνηθηιία ζηε κνξθή ζρεκαηίδνληαο πόξνπο, ξαβδώζεηο, ιεπηό αγθάζηα θ.α. Σα 

δηάηνκα θαηεγνξηνπνηνύληαη ζε δύν ηάμεηο : ηα θεληξηθά κε αθηηληθή ζπκκεηξία θαη 
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ηα πηεξσηά κε ακθίπιεπξε ζπκκεηξία. Σν ίδην ην θύηηαξν απνηειείηαη από δύν κηζά, 

ην θαζέλα πεξηέρεη κία νπζηαζηηθά επίπεδε πιάθα ή βαιβίδα. Σν ζρήκα ηνπο είλαη 

ζπλήζσο θπθιηθό, όκσο κεξηθά θύηηαξα έρνπλ ζρήκα ηξηγσληθό, ηεηξάγσλν ή 

ειιεηπηηθό. ηα δηάηνκα πεξηιακβάλνληαη απηόηξνθνη, εηεξόηξνθνη θαη απμόηξνθνη 

νξγαληζκνί.  

 

 

Δηθόλα 2: Kύηηαξα θύθνπο Phaeodactylum sp. (Martino & Bowler, 2004). 

 

1.2.1 Tetraselmis sp. 

 

ηελ παξνύζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ην κηθξνθύθνο Tetraselmis sp., ην νπνίν 

είλαη έλα γέλνο θπηνπιαγθηόλ, κε πςειό επίπεδν ζπγθέληξσζεο ιηπηδίσλ. Οη 

ζαιάζζηνη νξγαληζκνί ην ρξεζηκνπνηνύλ ζηελ δηαηξνθή ηνπο ιόγσ ησλ ακηλνμέσλ 

πνπ έρεη ην θύθνο. Αλήθεη ζηα Υισξόθπηα, δειαδή ζηα πξάζηλα θύθε, ηα νπνία 

παξάγνπλ ρισξνθύιιε α θαη b θαζώο θαη θαξνηελνεηδή (Richmond, 2004). Δίλαη 

κνλνθύηηαξα θύθε, θηλνύληαη κε 4 καζηίγηα ζε δύν αληίζεηα δεύγε. Σν ζρήκα ηνπ 

είλαη θαξδηόζρεκν, ειιεηπηηθό ή ζρεδόλ ζθαηξηθό. Αλαπηύζζεηαη ζπλήζσο ζε κήθνο 

10κm x 14κm πιάηνο. Έρεη έλαλ ρισξνπιάζηε, ζπαλίσο απαληώληαη κε δύν θαη 

ζπλήζσο θέξεη έλα θεληξηθό ππξελνεηδέο.  
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Δηθόλα 4: Kύηηαξα θύθνπο Tetraselmis sp. ζε δηάθνξεο κνξθέο θπηηαξηθήο νξγάλσζεο (Protist 

Informatios Server). 

 

Ζ θσηνζύλζεζε ζηα κηθξνθύθε είλαη κηα νμεηδναλαγσγηθή αληίδξαζε πξνθαινύκελε 

από ηελ θσηεηλή ελέξγεηα. Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο απηήο ην δηνμείδην ηνπ 

άλζξαθα θαη ην λεξό κεηαηξέπνληαη ζε πδαηάλζξαθεο θαη νμπγόλν. O βαζηθόο 

κεραληζκόο  ηεο είλαη ε κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ κεηαμύ ησλ θσηνζπζηεκάησλ ΗΗ θαη 

Η, ε ζύλζεζε ηνπ ATP θαη κείσζε ηεο ηζρύνο (ΝADH), αθνκνίσζε ηνπ δηνμεηδίνπ 

ηνπ άλζξαθα (Cardol P. et al., 2010).  

 

ηα πξνθαξπσηηθά θύθε, ηα θπαλνβαθηήξηα (κπιε-πξάζηλα θύθε) απνπζίαδεη ν 

ππξήλαο ηνπ θπηηάξνπ θαη δηάθνξα νξγαλίδηα ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ. Τπάξρεη 

έλα θπθιηθό ρξσκόζσκα θαη απαληάηαη ζηα θπηηαξηθά ηνηρώκαηα ηνπο ελώζεηο όπσο 

νη πεπηηδνγιπθάλεο. Δπίζεο, ππάξρνπλ δηαθνξεηηθνύ κεγέζνπο ξηβνζώκαηα από 

εθείλα ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ (Losos et al., 2007; Jochem & Frank J., 2008).  

Ζ θσηνζύλζεζε ζπκβαίλεη ζε εμεηδηθεπκέλεο πεξηθεξεηαθέο θπηηαξνπιαζκαηηθέο 

κεκβξάλεο πνπ νλνκάδνληαη ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο θαη απνηειείηαη από 

ρξσκνπιάζηεο πνπ πεξηέρνπλ θσηνζπλζεηηθέο κεκβξάλεο. Δλ αληίζεζε ηα 

επθαξπσηηθά θύθε, ε θσηνζύλζεζε ιακβάλεη κέξνο ζε θσηνζπλζεηηθά νξγαλίδηα, 

ηνπο ρισξνπιάζηεο. Οη ρισξνπιάζηεο έρνπλ θπθιηθό DNA θαη παξόκνηα δνκή κε ηα 

θπαλνθύθε. 
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1.1 Δθαξκνγέο κηθξνθπθώλ 

 

Σα κηθξνθύθε έρνπλ ηξαβήμεη ην ελδηαθέξνλ ηόζν ηεο επηζηεκνληθήο θνηλόηεηαο όζν 

θαη ηεο βηνκεραληθήο γηα ηελ πιεζώξα ησλ πξντόλησλ ηνπ κεηαβνιηζκνύ ηνπο  πνπ 

παξάγνπλ. Σέηνηα πξντόληα είλαη νη ρξσζηηθέο, ιηπαξά νμέα, πνιπζαθραξίηεο, 

θαξκαθεπηηθά θαη αγξνρεκηθά, δειαδή ελώζεηο κε βηνδξαζηηθέο ηδηόηεηεο όπσο β-

θαξνηέλην, σ-3 ιηπαξά νμέα θαη αληηνμεηδσηηθά (Rasmussen & Morissey, 2007; 

Shalaby, 2011). 

 

Δπηπξόζζεηα πνιιά έλδπκα πνπ απνκνλώλνληαη από απηνύο ηνπο ζαιάζζηνπο 

νξγαληζκνύο πξνζθέξνπλ πιεζώξα πιενλεθηεκάησλ ζηε δηαηξνθή ιόγσ ηεο 

ηθαλόηεηαο ηνπο λα αληέρνπλ ζε αθξαίεο ηηκέο ζεξκνθξαζίεο θαη pH (Rasmussen & 

Morissey, 2005).  

 

Τπάξρεη πιεζώξα επηινγώλ σο πξνο ηηο εθαξκνγέο πνπ κπνξνύλ λα έρνπλ ζε 

πδαηνθαιιηέξγεηεο, βηναηζζεηήξεο, πξόζζεηα πςειήο αμίαο ζηα ηξόθηκα όπσο 

βηηακίλεο Α, Β1, Β2, Β6, ληαζίλε, βηηακίλε C, ζπηξνπιίλα, β-θαξνηέλην, 

ζηαζεξνπνηεηηθά ηξνθώλ όπσο είλαη ε θαξαγελλάλε (Morton & Steve, 2008; 

Simoons & Federick, 1991),  θαξκαθεπηηθέο νπζίεο (Skjanes et. al., 2013), 

βηνθαύζηκα, ζπκπιεξώκαηα δηαηξνθήο δώσλ (Richmond, 2004; Mosleh et. al., 2012; 

Βrayner et. al., 2011; Rodriguez-Bernaldo et al., 2010). Άιιεο εθαξκνγέο όπσο 

βειηησηηθά εδάθνπο θαη ιηπάζκαηα (ΜcHugh & Dennis, 2003), έιεγρν κόιπλζεο 

πδάησλ, κείσζε ηνμηθώλ ρεκηθώλ όπσο βαξέα κέηαιια, ρξσζηηθέο (Αrad et al., 1998) 

πξνζηαζία από ηελ απνξξνή ησλ θπηνθαξκάθσλ ζηηο γεσξγηθέο εθηάζεηο (Ζallman, 

2007). 

 

Σα κηθξνθύθε καο πξνζθέξνπλ ηελ δπλαηόηεηα σο βηνινγηθέο κεραλέο ηθαλέο λα 

εθθξάδνπλ θαη λα παξάγνπλ αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο θαη πεπηίδηα όπσο ηα 

κνλνθισληθά αληηζώκαηα. Απηό νθείιεηαη ζην γεγνλόο όηη νη νξγαληζκνί απηνί σο 

βηνινγηθό  ζύζηεκα έρεη ρακειό θόζηνο, παξάγεηαη ζε κεγάιε θιίκαθα παξέρεη 

πξνζηαζία από κνιύλζεηο ηώλ, θπηνθαξκάθσλ θαη prion, έρεη νξγαλίδηα όπσο ηα  

ηζαπεξόληα θ.α. πνπ αλαδηπιώλνπλ ηηο πξσηεΐλεο θαη γεληθά θάλνπλ ηηο απαξαίηεηεο 

ηξνπνπνηήζεηο ώζηε λα εθθξαζηεί ζσζηά κηα πξσηεΐλε. Δπηπξόζζεηα, ελ δπλάκεη 
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κείσζε ησλ ζηαδίσλ θαζαξηζκνύ ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ (Shalaby, 2011; 

Specht et. al., 2010).  

 

Γηα λα αμηνπνηεζνύλ όκσο ηόζν ηα θύθε όζν ηα πξντόληα ηνπ κεηαβνιηζκνύ ηνπο ζα 

πξέπεη λα πιεξνύλ θάπνηα θξηηήξηα. Κάπνηα από απηά είλαη  εθηόο ηεο ηθαλόηεηαο 

πςεινύ επηπέδνπ έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο, ην ρακειό θόζηνο θαη ε  δηαζεζηκόηεηα 

ησλ ζξεπηηθώλ κέζσλ γηα ηελ αλάπηπμε, ε επθνιία ηεο θαιιηέξγεηαο θάησ από 

δηάθνξεο ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο, ε ελεξγεηαθή απόδνζε, πεξηβαιινληηθέο ζπλέπεηεο, 

ν ρακεινύ θαη εύθνινο ηξόπνο θαζαξηζκνύ (Ζawkins & Nakamura, 1999; 

Rasmussen, 2005). 

 

Πνιιά από ηα κηθξνθύθε αληαπνθξίλνληαη ζηα παξαπάλσ θξηηήξηα, πάλσ ζηα νπνία 

έρνπλ γίλεη πιεζώξα εξεπλεηηθώλ εξγαζηώλ. ηελ παξνύζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε 

ην κηθξνθύθνο γιπθνύ λεξνύ Tetraselmis sp. θαη ην Phaeodactylum sp. γηα λα 

εξεπλεζεί ε θαηαλνκή  πξσηετλώλ, ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα θαζώο θαη 

ε αλάπηπμε πξσηνθόιινπ θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο κε ηελ εθαξκνγή ηνπ πδαηηθνύ 

δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο (ATPS). 

 

1.3 Ρόινο ειεύζεξσλ ξηδώλ (ROS) 

 

Σα κηθξνθύθε ζπλαληώληαη ζε δηάθνξεο πεξηνρέο, όπνπ νη ζπλζήθεο πεξηβάιινληνο 

κεξηθέο θνξέο είλαη πνιύ αθξαίεο. Κάησ από ηηο ζπλζήθεο απηέο ηα θύθε ππόθεηληαη 

ζε ζηξεο, γεγνλόο πνπ νδεγεί ζε ζρεκαηηζκό ειεύζεξσλ ξηδώλ (ROS) κέζα ζην 

θύηηαξν, δεκηνπξγώληαο πξνβιήκαηα ζ’ απηό. 

 

Οη ROS κπνξεί λα ζρεκαηηζηνύλ σο απνηέιεζκα ηεο μεξαζίαο, ηξαπκαηηζκνύ, 

επίδξαζεο δηδαληνθηόλσλ θαη θπηνθαξκάθσλ, ην όδνλ, ηε κεηαβνιηθή δξαζηεξηόηεηα 

ηνπ  θπηνύ, δηαηξνθηθέο αλεπάξθεηεο, θσηναλαζηνιή, ζεξκνθξαζία πάλσ θαη θάησ 

από ην έδαθνο, ηα ηνμηθά κέηαιια, θαζώο θαη UV ή αθηίλεο γάκκα (Smirnoff, 1993; 

Raychaudhuri et. al., 2008; Mallick et al., 2000). πγθεθξηκέλα, ην κνξηαθό Ο2 

αλάγεηαη πξνο Ο2
- 

(κηα ROS πνπ νλνκάδεηαη δηζκνπηάζε), όηαλ απνξξνθά έλα 

δηεγεξκέλν ειεθηξόλην πνπ απειεπζεξώλεηαη από ελώζεηο ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο 
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ειεθηξνλίσλ.  Σν ζνππεξνμεηδίν είλαη γλσζηό όηη  κεηνπζηώλεη ηα έλδπκα, νμεηδώλεη 

ηα ιηπίδηα θαη ην DNA. Oη ζνππεξνμεηδηθέο δηζκνπηάζεο θαηαιύνπλ ηελ παξαγσγή 

ηνπ O2 θαη Ζ2Ο2 από ππεξνμεηδίνπ (Ο2
-
), ε νπνία νδεγεί ζε ιηγόηεξν επηβιαβήο 

ελώζεηο. Οη SOD δξνπλ σο αληηνμεηδσηηθά θαη πξνζηαηεύνπλ ηα  θπηηαξηθά 

ζπζηαηηθά από ηελ νμείδσζε πνπ πξνθαινύλ  αληηδξαζηηθά είδε νμπγόλνπ (ROS) 

(Alscher, et.al, 2002). 

 

Oη ROS κπνξνύλ λα αληηδξάζνπλ κε ιηπίδηα, κεκβξάλεο, θαη πξσηεΐλεο θαη λα 

πξνθαιέζνπλ αλεπαλόξζσηεο βιάβεο ζε έλα θύηηαξν (Wolfe-Simon et.al, 2005). Τπό 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ε ζπγθέληξσζε ηνπο ζην θύηηαξν είλαη ζε ρακειά επίπεδα, 

όκσο ζε ζπλζήθεο ζηξεο όπσο αλαθέξακε παξαπάλσ ε ζπγθέληξσζε ηνπο απμάλεη 

θαη δεκηνπξγεί πξνβιήκαηα ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ. ηνπο ρισξνπιάζηεο 

κπνξεί λα πξνθαιέζεη βιάβε ζηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο, ζηηο κεκβξαληθέο 

πξσηεΐλεο νδεγώληαο ζε ιεηηνπξγηθή απώιεηα ησλ δηάθνξσλ ζπζηαηηθώλ ησλ 

θσηνζπλζεηηθώλ ειεθηξνλίσλ ζηελ κεηαθνξηθή αιπζίδα   (Khanna-Chopra et. al., 

2011). Ωζηόζν, ν νξγαληζκόο απμάλεη ηελ ζπγθέληξσζε ηεο SOD θαζώο θαη κε ηελ 

δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ δηάθνξσλ κνξθώλ, επηηπγράλεη ηελ κείσζε ηνπ νμεηδσηηθνύ 

ζηξεο.  

 

ηα θύηηαξα ησλ νξγαληζκώλ ην ζνππεξνμείδην είλαη από ηα θύξηα είδε ειεύζεξσλ 

ξηδώλ νμπγόλνπ δεκηνπξγώληαο ζε πςειέο  ζπγθεληξώζεηο πξνβιήκαηα ζηελ 

εύξπζκε ιεηηνπξγία ηνπο. Δπεηδή ην νμεηδσηηθό ζηξεο παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηηο 

θιεγκνλώδεηο αληηδξάζεηο θαη ζηελ θαξθηλνγέλεζε, ηα θπζηθά 

πξντόληα πνπ παξάγνληαη από ηα θύθε θαη θπξίσο βηνκόξηα κε αληηνμεηδσηηθή δξάζε  

έρνπλ δπλαηόηεηεο γηα ρξήζε ζε αληηθαξθηληθά θαη αληηθιεγκνλώδε θάξκαθα (Lee 

et. al., 2013). 

 

1.4  Αλάπηπμε θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο 

 

Σν απμαλόκελν ελδηαθέξνλ ηεο βηνθαξκαθεπηηθήο θαη βηνηερλνινγηθήο  βηνκεραλίαο 

λα εθκεηαιιεπηεί ηα θπηά σο έλα εκπνξηθά βηώζηκν ζύζηεκα παξαγσγήο απαηηεί ηελ 

αλάπηπμε λέσλ ζηξαηεγηθώλ γηα ηελ κεγηζηνπνίεζε παξαγσγήο ησλ πξντόλησλ. Ζ 

αλάγθε απηή νδήγεζε ζηελ έξεπλα κηαο απνηειεζκαηηθήο θαη νηθνλνκηθήο θαηηνύζαο 
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επεμεξγαζίαο εθαξκόδνληαο ην πδαηηθό δηθαζηθό ζύζηεκα ATPS  γηα ηνλ 

δηαρσξηζκό θαη ηνλ θαζαξηζκό πνιιώλ δηαθνξεηηθώλ βηνκνξίσλ (Οmidinia E. et al., 

2009). Σν ζύζηεκα απηό έρεη εθαξκνζηεί ζε δηάθνξα πεδία θαζαξηζκνύ ελώζεσλ 

όπσο αληηβηνηηθά, δηαθνξεηηθνί ηύπνη πξσηεΐλσλ π.ρ θνπηηλάζε, αλζξώπηλε 

ρπκνζξπςίλε θ.α θαζώο θαη πιαζκηδηαθό DNA (Bench et. al., 2007). 

 

H ηερληθή απηή εθκεηαιιεύεηαη ηηο ήπηεο πδξνθνβηθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ 

πξσηετλώλ θαη ησλ πνιπκεξώλ ζε πδαηηθά πεξηβάιινληα. Σα ATPS ζπζηήκαηα 

ζρεκαηίδνληαη όηαλ δύν δηαιπηά πνιπκεξή (π.ρ πνιπαηζπιελνγιπθόιε, δεμηξάλε) ή 

πνιπκεξέο θαη έλα άιαο (π.ρ θσζθνξηθό θάιην, ζεηηθό λάηξην θ.α) αλακηγλύνληαη ζε 

πδαηηθά δηαιύκαηα δεδνκέλε αλαινγία (Hatti-Kaul, 2000). Ζ δηακεξηζκαηνπνίεζε 

ησλ βηνκνξίσλ είλαη ε επηιεθηηθή δηαλνκή κεηαμύ ησλ δύν θάζεσλ θαη εμαξηάηαη από 

ηηο θπζηθνρεκηθέο ηδηόηεηεο ησλ πιηθώλ, (π.ρ κνξηαθό βάξνο ησλ πνιπκεξώλ, ηνληθή 

ηζρύ ησλ αιάησλ, ζρεηηθή αλαινγία ησλ ζπζηαηηθώλ, pH θ.α) θαη ηηο ζπλζήθεο ηνπ 

ζπζηήκαηνο πεξηβάιινληνο (Οmidinia et al., 2009).  

 

 Αλαιπηηθόηεξα, ν ηύπνο ηνπ άιαηνο  πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί είλαη ηθαλόο λα 

πξνθαιέζεη ηνλ δηαρσξηζκό ησλ θάζεσλ θαη ηελ δηακεξηζκαηνπνίεζε ηνπ βηνκνξίνπ 

ζηηο δπν θάζεηο. Αλ ε ρξήζε ηνπ άιαηνο δελ νδεγήζεη ζηνλ δηαρσξηζκό απηό πηζαλόλ 

λα νθείιεηαη ζηηο αζζελείο αιιειεπηδξάζεηο πνπ έρεη κε ην πνιπκεξέο θαη ηα κόξηα 

ηνπ λεξνύ. Σν κνξηαθό βάξνο ηνπ πνιπκεξνύο επηδξά ζηελ ζύλζεζε ησλ θάζεσλ θαη 

ζηνλ αξηζκό ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ απηνύ θαη ηεο πξσηεΐλεο, ιόγσ ησλ 

πδξόθνβσλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ αιπζίδσλ ηεο PEG θαη ηεο πδξνθνβηθήο 

πεξηνρήο ηεο πξσηεΐλεο. Άιιε ζεκαληηθή παξάκεηξνο είλαη ην pH, απμάλνληαο ηελ 

ηηκή κεηώλνπκε ηα αξλεηηθά θνξηία ησλ νμπγόλσλ ηεο PEG, νδεγώληαο ζηελ 

πξόζδεζε κε είδε αληόλησλ, απμάλνληαο ηνλ ζπληειεζηή θαηαλνκήο. Σν εύξνο ηηκώλ 

ηεο ζεξκνθξαζίαο θαζώο όηαλ απμάλεη κόξηα λεξνύ κεηαθηλνύληαη από ηελ θάζε 

PEG ζηελ θάζε ηνπ άιαηνο. Απηό έρεη σο απνηέιεζκα πην ζπκππθλσκέλε PEG θάζε 

θαη κεησκέλε ππθλόηεηα άιαηνο, νδεγώληαο ζε απνηειεζκαηηθόηεξν θαζαξηζκό. 

εκαληηθή παξάκεηξνο επίζεο είλαη θαη ν όγθνο ηνπο δείγκαηνο πνπ ζα εηζάγνπκε 

ζην ζύζηεκα όπσο θαη αλαινγία όγθνπ ησλ θάζεσλ (Νarayan & Raghavarao, 2007; 

Οmidinia et al., 2010; Rosa et al., 2007). Σειεπηαίνο αιιά εμίζνπ ζεκαληηθόο 

παξάγνληαο είλαη ην κήθνο γξακκήο (TLL), πνπ ελώλεη ηα ζεκεία κεηαμύ ησλ δύν 
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θάζεσλ ζην δηάγξακκα θάζεσλ. Μέζσ απηήο βξίζθνπκε ηελ αλαινγία ησλ όγθσλ 

ησλ δύν θάζεσλ θαζώο θαη ην θξίζηκν ζεκείν ηεο θακπύιεο. Δπηδηώθνπκε ε 

αλαινγία ησλ όγθσλ λα είλαη ίζε θνληά ζην θξίζηκν ζεκείν ώζηε λα επηηύρνπκε ηνλ 

απνηειεζκαηηθό δηαρσξηζκό ησλ θάζεσλ αιιά θαη ηνπ βηνκνξίνπ (Ζatti-Kaul, 2000). 

 

Σν ζύζηεκα ATPS πνιπκεξνύο-άιαο πξνηηκάηαη από ην ζύζηεκα πνιπκεξέο-

πνιπκεξέο ησλ πνιιώλ πιενλεθηεκάησλ. Γελ ρξεζηκνπνηεί πηεηηθέο νξγαληθέο 

ελώζεηο, όπσο δηαιύηεο, ζρεκαηηζκόο ησλ θάζεσλ ησλ πνιπκεξώλ πνπ βαζίδνληαη 

ζηε δνκή ηνπ λεξνύ, εθκεηαιιεύεηαη ηηο ηδηόηεηεο ησλ πνιπκεξώλ, όπσο ην 

πνιπαηζπιέλην γιπθόιεο, πνιπβηλπιν ππξξνιηδόλε (PVP) θιπ. θαη θαζηζηά 

ρξήζε ηνπ ζρεκαηηζκνύ θάζεσλ από ζπζηαηηθά ηα νπνία ζα κπνξνύζαλ λα 

αλαθηεζνύλ θαη λα αλαθπθισζνύλ ζε πεξηνξηζκέλν βαζκό (Raghavarao et al., 2003). 

Eπίζεο, πιενλεθηεί δηόηη έρεη ρακειό θόζηνο, ρακειό ημώδεο, ηαρύο ρσξηζκόο θάζεο, 

επξύ θάζκα πδξνθνβηθόηεηαο, θαιή αλάιπζε, πςειή απόδνζε, ρακειό θόζηνο 

πιηθώλ, κείσζε όγθνπ, πςειή ηθαλόηεηα, θαιή επαλαιεςηκόηεηα θαη θηιηθό πξνο ην 

πεξηβάιινλ γηα βηνκεραληθέο εθαξκνγέο (Αsenjo et al., 2002; Οmidinia et al., 2009). 

Σν ΑΣPS καο παξέρεη ηελ δπλαηόηεηα λα αθαηξέζνπκε αδηάιπηα ζπζηαηηθά, 

θαζαξίδνληαο παξάιιεια απνηειεζκαηηθά ην πξντόλ ζηόρν (Βench et al., 2007). 

 

Ζ PEG είλαη έλα ζπλζεηηθό πνιπκεξέο αηζέξα, νιηγνκεξέο ή πνιπκεξέο, ζπλήζσο 

θαηαζθεπαζκέλα κε πδαηηθή αληνληθνύ πνιπκεξνύο νμεηδίνπ ηνπ αηζπιελίνπ, κε κνξηαθό 

βάξνο κεηαμύ 1000-50.000g/mol (Greenwald et al., 2002). Ζ πνιπαηζύιελνγιπθόιε έρεη 

ηελ παξαθάησ δνκή (Δηθόλα 1.2): HO-CH2-(CH2-O-CH2-)n-CH2-OH. 

 

 

 

Δηθόλα 1.4 Γνκή ηεο πνιπαηζύιελν γιπθόιεο. 

 

Ζ δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ ελώζεσλ ζ’ απηά ηα ζπζηήκαηα είλαη πνιύπινθε δηόηη 

επηδξνύλ παξάγνληεο όπσο δεζκνί πδξνγόλνπ, ειεθηξηθά θνξηία, πδξόθνβεο θαη 

ζηαηηθέο επηδξάζεηο (Τung et al., 2005). Ωζηόζν, καο παξέρεη πιεξνθνξίεο γηα ην 

θνξηίν θαη ηηο πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο ζηελ επηθάλεηα ησλ θπηηάξσλ. Δπηπιένλ, 
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εληνπίδνληαη ηπρόλ κεηαβνιέο ηεο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο πνπ νθείινληαη ζε 

θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο όπσο ε δηαθνξνπνίεζε, ε γήξαλζε, ε σξίκαλζε (Hatti-Kaul, 

2000). 

 

Μειέηεο έδεημαλ όηη κε ηελ αύμεζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ πνιπκεξνύο, απμάλεηαη ε 

απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο PEG. Πξέπεη λα πξνζέμνπκε όκσο ηελ ηάζε πνπ έρνπλ νη 

κεγαιύηεξεο ζε κέγεζνο πξσηεΐλεο λα θαζηδάλνπλ ζηηο ρακειέο ζπγθεληξώζεηο PEG (Atha 

& Ηngham, 1981). Δηδηθόηεξα, ην κνξηαθό βάξνο ηεο PEG επηδξά ζηελ ζύλζεζε ησλ δύν 

θάζεσλ όπσο θαη ζηνλ αξηζκό ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πνιπκεξνύο- πξσηεΐλεο. 

Απηό νθείιεηαη ζηηο πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ αιπζίδσλ ηνπ πνιπκεξνύο 

θαη ηεο πδξνθνβηθήο πιεπξάο ηεο πξσηεΐλεο (Οmidinia et. al., 2009).  

 

Λακβάλνληαο ππόςε όια ηα παξαπάλσ ζηελ παξαθάησ παξάγξαθν παξνπζηάδνπκε ηνλ 

ζθνπό ηεο παξνύζαο κειέηεο, πνπ είρε σο ζηόρν ηελ βειηηζηνπνίεζε από άπνςε θόζηνπο 

θαη απνηειεζκαηηθόηεηαο  αλάπηπμεο θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο πξσηετλώλ από κηθξνθύθε. 

 

1.5  θνπόο ηεο παξνύζαο κειέηεο 

 

θνπόο ηεο παξνύζαο πεηξακαηηθήο κειέηεο ήηαλ ε αλάπηπμε βειηηζηνπνηεκέλνπ 

πξσηνθόιινπ θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο πξσηετλώλ από κηθξνθύθε, εθαξκόδνληαο ην 

πδαηηθό δηθαζηθό ζύζηεκα ΑTPS. Σν ζύζηεκα απηό απνηειείηαη από έλα πνιπκεξέο, ηελ 

πνιπαηζπιελνγιπθόιε (PEG) θαη άιαο θσζθνξηθώλ (K2HPO4-KH2PO4).  
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2.1 Τιηθά  

2.1.1 Βηνινγηθά πιηθά 

 

Γηα ηελ κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα ζηειέρε: Τetraselmis sp., Phaeodactylum sp. Σα 

ζηειέρε ππνβιήζεθαλ ζε επίδξαζε ηξηώλ ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο όπσο, πςειήο 

ζεξκνθξαζίαο (T
e
), ζπγθέληξσζε αιαηόηεηαο (5%ν) θαη έιιεηςεο αδώηνπ(Ν) ζην ζξεπηηθό 

κέζν. 

 

2.1.2 Υεκηθά αληηδξαζηήξηα 

 

Γηα ηελ αλάπηπμε ηεο θαιιηέξγεηαο ρξεζηκνπνηεζήθαλ ηα παξαθάησ αληηδξαζηήξηα γηα 

ηελ παξαζθεπή ηνπ ζξεπηηθνύ δηαιύκαηνο 3Ν-ΒΒΜ+V. Tν ληηξηθό λάηξην [NaNO3, 

Mr=84,99] αγνξάζηεθε από ηελ εηαηξεία BDH (Αγγιία). Σν ελπδαησκέλν ρισξηνύρν 

αζβέζηην [CaCl2 H2O, Mr=147,2 g/mol] αγνξάζηεθαλ από ηελ εηαηξεία Merck (Γεξκαλία). 

Σν ελπδαησκέλν ζετηθό καγλήζην [MgSO47H2O, Mr=246,48] αγνξάζηεθε από ηελ 

εηαηξεία Sigma-Aldrich (Γεξκαλία), ην δηβαζηθό θσζθνξηθό θάιην (ελπδαησκέλν) 

[K2HPO4
  

3H2O, Mr=174,18 g/mol] από ηελ εηαηξεία Merck (Γεξκαλία), ην ρισξηνύρν 

λάηξην [NaCl, Mr=58,44g/mol], ην δηζόμηλν θσζθνξηθό θάιην [ΚH2PO4,  Mr=136,09 

g/mol, ζθόλε] αγνξάζηεθαλ από ηελ εηαηξεία Μerck (Γεξκαλία). Σν νμηθό λάηξην 

[CH3COONa, FW=136,08] αγνξάζηεθε από ηελ εηαηξεία Mallinckrodt (Ζ.Π.Α). Tν Tris-

HCl (Trizma base,  >99,9%, C4H11NO3, F.W=121.14) ηεο εηαηξείαο Sigma-Aldrich 

(Ζ.Π.Α). 

 

Γηα ηνλ θσηνκεηξηθό πξνζδηνξηζκό νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο ησλ θπθώλ 

κε ηε κέζνδν FRAP ρξεζηκνπνηήζεθαλ ην αληηδξαζηήξην νμηθό λάηξην [CH3COONa, 

FW=136,08] αγνξάζηεθε από ηελ εηαηξεία Mallinckrodt (Ζ.Π.Α), ν ελπδαησκέλνο 

ηξηρισξηνύρνο ζίδεξνο [FeCl3H2O, Mr=270,3] από ηελ εηαηξεία Sigma-Aldrich 

(Ζ.Π.Α), ην TPTZ [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-triazine, Mr=312,33] από ηελ εηαηξεία 

Sigma-Aldrich (Διβεηία). Σν πδξνριώξην [HCl, Mr=36.46, 12M, 37% extra pure, BP, 

DAB, Ph Eur, MF] θαη ην νξζνθσζθνξηθό νμύ [H3PO4, 85% reagent grade ACS, 

ISO] από ηελ εηαηξεία Scharlau (Ηζπαλία).  
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Γηα ηελ θαηηνύζα επεμεξγαζία ησλ θπθώλ κε ηελ κέζνδν ηνπ  πδαηηθνύ δηθαζηθνύ 

ζύζηεκαηνο (ATPS) ρξεζηκνπνηήζεθαλ ε πνιπαηζπιελνγιπθόιε [PEG, Μr=1400-1600, 

Mr=2700-3300, Mr=5000-7000] από ηελ εηαηξεία Fluka (Γεξκαλία), ην δηζόμηλν 

θσζθνξηθό θάιην [ΚH2PO4, Mr=136,09g/mol, ζθόλε] αγνξάζηεθε από ηελ εηαηξεία 

Μerck (Γεξκαλία), ην δηβαζηθό θσζθνξηθό θάιην (ελπδαησκέλν) [K2HPO4 3H2O, 

Mr=174,18 g/mol] θαη ην ρισξηνύρν λάηξην [NaCl, Mr=58,44g/mol] από ηελ εηαηξεία 

Merck (Γεξκαλία). 

 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν Bradford ρξεζηκνπνηήζεθε ε ρξσζηηθή 

Coomassie Brilliant Blue (G-250) θαη ε πξσηεΐλε αιβνπκίλε (BSA) πνπ αγνξάζηεθαλ από 

ηελ εηαηξεία Merck θαη Sigma-Aldrich (Ζ.Π.Α) αληίζηνηρα. 

 

2.2 Δμνπιηζκόο 

Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξαθάησ 

ζπζθεπέο: 

 Γηα ηελ περακέηξεζε ησλ ξπζκηζηηθώλ δηαιπκάησλ έγηλε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο 

ΟRION κνληέιν 410Α. 

 Οη θπγόθεληξνη πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ζπιινγή θπηηάξσλ θαη γηα ηνλ 

δηαρσξηζκό ησλ θπηηαξηθώλ ζξαπζκάησλ θαη ηνπ ελδπκηθνύ εθρπιίζκαηνο ήηαλ Heraus 

Instruments Biofuge primo θαη eppendorf centrifuge 5804R. 

 Γηα ην ιύζηκν ησλ θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε ζπζθεπή ππεξήρσλ Sonics & 

Materials Inc Vibra Cell. 

 Ζ ειεθηξνθόξεζε ησλ πξσηετλώλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζπζθεπή ηεο εηαηξείαο Ζoefer Ζ.Π.Α, κνληέιν SE 600, ε νπνία 

είλαη ζπλδεδεκέλε κε ηξνθνδνηηθό SP 500x Ta (500 Volt,400 mA) ηεο ίδηαο εηαηξείαο. 

 Τδαηόινπηξν ηεο εηαηξείαο ΒIBBY, Stuart Scientific. 

 Ξεξό ζύζηεκα επώαζεο, Daihan LabTech, Co., LTD 

 Ζ θαζκαηνζθνπία έγηλε κε ην θαζκαηνθσηόκεηξν Perkin Elmer  UV/Vis 

spectrometer ηεο εηαηξείαο Lamba Bio θαη κε ην U-2000 spectrophotometer ηεο εηαηξείαο 

Hitachi Ltd. 

 Ζ αλάιπζε ησλ θαζκάησλ έγηλε κε ην θαζκαηνθσηόκεηξν Perkin Elmer UV/Vis 

spectrometer ηεο εηαηξείαο Lamba 16.  
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 Ζ θσηνγξάθεζε ησλ πεθηώλ ειεθηξνθόξεζεο έγηλαλ ζηελ θσηνγξαθηθή 

ζπζθεπή Mini Bis Pro 25mm ηεο εηαηξείαο Kodak. 

 

2.3 Μέζνδνη 

2.3.1 Λύζε ησλ θπηηάξσλ θαη παξαιαβή εθρπιίζκαηνο 

 

Ζ ιύζε ησλ θπηηάξσλ έγηλε κε ηελ επίδξαζε ππεξήρσλ. Ζ επίδξαζε απηή έγηλε γηα 

δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο πεξηόδνπο. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ιύζεο ην δείγκα δηαηεξείηαη  ζηνλ 

πάγν, γηα λα απνθεπρζεί ε κεηνπζίσζε ησλ πξσηετλώλ από ηελ παξαγόκελε ζεξκόηεηα 

από ηνπο ππεξήρνπο. Μεηά ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 

14.000rpm γηα 7min (4
ν
C), ώζηε λα ζπιιέμνπκε ην ππεξθείκελν.  

 

2.3.2. Πξνζδηνξηζκόο πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν Bradford 

 

Ζ κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζηελ ηδηόηεηα ηεο ρξσζηηθήο Coomassie Brilliant Blue G-250 

λα αιιάδεη ρξώκα όηαλ αιιειεπηδξά κε πξσηεΐλεο ζε όμηλν πεξηβάιινλ. Ζ ειεύζεξε 

ρξσζηηθή έρεη ρξώκα θαζηαλό θαη απνξξνθά ζηα 465nm, ελώ ην ζύκπινθν πξσηεΐλε–

ρξσζηηθή είλαη γαιάδην θαη απνξξνθά ζηα 595nm. Ζ κέζνδνο είλαη αμηόπηζηε γηα 

πξσηετληθά δείγκαηα ησλ νπνίσλ ε ζπγθέληξσζε θπκαίλεηαη από 0,04mg/mL έσο 

0,20mg/mL (40–200κg/mL). 

 

Αλαιπηηθά ε δηαδηθαζία έρεη σο εμήο: Ζ ρξσζηηθή (100 mg) δηαιύεηαη ζε 100mL πδαηηθνύ 

δηαιύκαηνο κεζαλόιεο (50%  λ/λ). ην δηάιπκα πξνζηίζεληαη 100 mL ππθλνύ θσζθνξηθνύ 

νμένο (85% w/λ). Όια ηα πιηθά πξνζηίζεληαη εληόο ζθνηεηλνύ δνρείνπ θαη ην δηάιπκα πνπ 

πξνθύπηεη απνηειεί ην ππθλό αληηδξαζηήξην Bradford, ην νπνίν δηαηεξείηαη ζηνπο 25
ν
C. 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο πξσηεΐλεο ην παξαπάλσ αληηδξαζηήξην αξαηώλεηαη κε λεξό ζε 

αλαινγία ¼ δειαδή 1 κέξνο ππθλνύ αληηδξαζηεξίνπ Bradford θαη 4 κέξε λεξνύ θαη ην 

δηάιπκα πνπ πξνθύπηεη δηαηεξείηαη ζε ζθνηεηλό δνρείν θαη ζε ζεξκνθξαζία 25
ν
C γηα 24h. 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό αγλώζηνπ δείγκαηνο πξσηεΐλεο, ζε 950κL ηνπ αξαησκέλνπ 

αληηδξαζηεξίνπ Bradford πξνζηίζεληαη 50κL πξσηεΐλεο θαηάιιειεο ζπγθέληξσζεο ώζηε 

ζηελ θπςειίδα λα ππάξρνπλ 2-10κg πξσηεΐλεο. Σν κίγκα επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία 25
ν
C 

γηα 20-35min ζε ζθνηεηλό κέξνο θαη αθνινύζσο ιακβάλεηαη ε απνξξόθεζε ζηα 595nm, 
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έρνληαο σο αλαθνξά δηάιπκα πνπ πεξηέρεη όια ηα αληηδξαζηήξηα εθηόο από πξσηεΐλε (ζε 

950κL ηνπ αξαησκέλνπ αληηδξαζηεξίνπ Bradford πξνζηίζεληαη 50κL δηο απνζηαγκέλνπ 

λεξνύ). Ζ απνξξόθεζε αλάγεηαη ζε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο κε βάζε πξόηππε θακπύιε 

αλαθνξάο, από ηελ νπνία ππνινγίδεηαη ν ζπληειεζηήο κνξηαθήο απόζβεζεο. Ζ θακπύιε 

αλαθνξάο ζρεδηάδεηαη έρνληαο σο πξόηππν γλσζηέο πνζόηεηεο (2-10 mg) αιβνπκίλεο από 

νξό κόζρνπ. 

 

πγθεθξηκέλα γηα ηα θύηηαξα κε θαη ρσξίο θπγνθέληξεζε κεηά ηελ ιύζε ηνπο  

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εμήο πνζόηεηεο:  940-945 κl αξαησκέλν δηάιπκα Bradford θαη 5-

10κl θπηηάξσλ. ηνπο κάξηπξεο αληίζηνηρα είρακε 950 κl αξαησκέλν δηάιπκα Bradford 

θαη 50κl ddH2O. 

 

Ο ππνινγηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο  έγηλε κε ηελ παξαθάησ ζρέζε: 

  

c=A x Vηει / ε x l x Vδεηγκαηνο, όπνπ Α: ηηκή απνξξόθεζεο ζηα 595nm 

                                                Vηει: ηειηθόο όγθνο δείγκαηνο  

                                                Vδείγκαηνο: όγθνο βηνινγηθνύ δείγκαηνο 

                                                 ε: θιίζε πξόηππεο θακπύιεο Bradford 

                                                 l: κήθνο νπηηθήο δηαδξνκήο (cm) 

 

2.3.3 Φαζκαηνθσηνκεηξία ππεξηώδνπο-νξαηνύ (UV- Vis) 

 

Ζ θαζκαηνθσηνκεηξία ππεξηώδνπο-νξαηνύ (UV-Vis) είλαη κηα νπηηθή κέζνδνο 

αλάιπζεο. Βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα νξηζκέλσλ νπζηώλ λα αιιειεπηδξνύλ κε  

αθηηλνβνιίεο ραξαθηεξηζηηθώλ ζπρλνηήησλ. Με ηελ θαζκαηνθσηνκεηξία UV-Vis  

ηαπηνπνηείηαη κηα άγλσζηε έλσζε, όπσο επίζεο επηηπγράλεηαη ε πνηνηηθή θαη 

πνζνηηθή αλάιπζε κηαο έλσζεο. Ζ αλίρλεπζε άγλσζησλ ελώζεσλ θπκαίλεηαη ζε έλα 

εύξνο κήθνο θύκαηνο κεηαμύ 800-200nm, θαηά ηελ επίδξαζε ππεξηώδνπο 

αθηηλνβνιίαο (200-340nm) θαη νξαηήο αθηηλνβνιίαο (800-340nm). Με ηελ κέζνδν 

απηή ιήθζεθαλ ηα θάζκαηα απνξξόθεζεο ζε πεξηνρή κήθνπο θύκαηνο 700-220nm 

ζε θπγνθεληξεκέλα θαη κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Phaeodactylum sp. θαη 

Tetraselmis sp. 
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2.3.4. Καηηνύζα επεμεξγαζία πξσηετλώλ κε εθαξκνγή πδαηηθνύ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο PEG-Pi 

  

Αξρηθά, εθαξκόζακε ην ζύζηεκα ATPS ρξεζηκνπνηώληαο ζαλ πνιπκεξέο 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (PEG) κε ηξία 3 δηαθνξεηηθά κνξηαθά βάξε: Μr=1500, 3000, 6000 

Da ζε εθρύιηζκα θπηηάξσλ πνπ είραλ ππνζηεί θπγνθέληξεζε θαη ζε εθρύιηζκα θπηηάξσλ 

πνπ δελ είρε. Δλ ζπλερεία επηιέμακε ην ζύζηεκα κε ηελ θαιύηεξε απόδνζε επεμεξγαζίαο, 

ην νπνίν ήηαλ ην ATPS (PEG, Mr= 3000) θαη εθαξκόζακε ην ίδην ζύζηεκα ζε εθρύιηζκα 

θπηηάξσλ (θπγνθεληξεκέλα θαη κε) ζε δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο ηνληθήο ηζρύνο pH θαη 

αιαηόηεηαο (% NaCl). Αλαιπηηθά ε δηαδηθαζία είρε σο εμήο: δπγίζηεθαλ 80g PEG 1500 

θαη 50g PEG 3000 & 6000 αληίζηνηρα θαη δηαιύζεθαλ ζε 20g, 50g, 50g ddH2O, 

αληίζηνηρα. ηε ζπλέρεηα δπγίζηεθαλ 22,4g KH2PO4 θαη 57,6g K2HPO4, ηα νπνία αξρηθά 

δηαιύζεθαλ ζε 100g ddH2O πξνζζέηνληαο αξγά, κέρξη λα δηαιπζνύλ πιήξσο ηα 

θσζθνξηθά θαη λα κελ δεκηνπξγεζνύλ ζπζζσκαηώκαηα. Αθνινπζεί ξύζκηζε ηνπ pH=7 

θαη ζπκπιήξσζε κέρξη ηα 200g κε ddH2O. Oη πνζόηεηεο ησλ δηαιπκάησλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ππνινγίζηεθαλ από ηνλ λόκν ηεο αξαίσζεο. Υξεζηκνπνηήζεθαλ 6 

falcon ησλ 15mL γηα ην θάζε ζύζηεκα ATPS (PEG1500, 3000, 6000 Da) γηα ηα θύηηαξα 

κε θαη ρσξίο θπγνθέληξεζε. Σν θάζε ζύζηεκα πξέπεη λα ρεη ηειηθό βάξνο 10g. 

 

Σα ζπζηήκαηα αθήλνληαη ππό αλάδεπζε γηα 1h ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη κεηά ην 

πέξαο ηνπ ζηαδίνπ απηνύ, θπγνθεληξνύκε ηα falcon ζηηο 1500rpm γηα 10min γηα λα 

επηηύρνπκε θαιύηεξν δηαρσξηζκό ησλ δύν θάζεσλ PEG-Pi. ηε ζπλέρεηα δηαρσξίδνπκε κε  

πξνζνρή ηηο δύν θάζεηο θαη ηηο δηαηεξνύκε ζε falcon ζηνπο 4
ν
C. 

 

H παξαπάλσ δηαδηθαζία εθαξκόζηεθε αθξηβώο θαη ζηελ επηινγή ηνπ ζπζηήκαηνο 

PEG3000 ζηα κε θπγνθεληξεκέλα θύηηαξα, ζηελ κειέηε ηεο επίδξαζεο ηεο ηνληθήο ηζρύνο 

pH (6,5, 7, 7,5, 8,5) θαη ζηελ ζπγθέληξσζε αιαηόηεηαο % NaCl (0% w/v, 3,5% w/v, 7% 

w/v, 10% w/v). 

 

2.3.5. Πξνζδηνξηζκόο νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο κε ηε κέζνδν FRAP 

 

Ζ κέζνδνο απηή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ηελ νιηθή αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηαο ησλ θπηηάξσλ θύθνπο Tetraselmis sp., έπεηηα από ηελ εθαξκνγή 



26 

 

ζπζηήκαηνο θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο ATPS (PEG-Pi). Αξρηθά, εθαξκόζηεθε ζε δείγκαηα 

θπηηάξσλ πνπ είραλ ππνζηεί θπγνθέληξεζε θαη ζε θύηηαξα ρσξίο θπγνθέληξεζε ζε 3 

δηαθνξεηηθά κνξηαθά βάξε PEG (1500 Da, 3000 Da, 6000 Da). Έλ ζπλερεία εθαξκόζηεθε 

ζην ζύζηεκα ATPS (PEG3000) ζε κε θπγνθεληξεκέλα θύηηαξα ζε δηάθνξεο ηηκέο 

pH=6.5, 7, 7.5, 8.5 θαη ζε ζπγθέληξσζε άιαηνο NaCl (0% w/v, 3,5% w/v, 7% w/v, 10% 

w/v). 

 

Αθνινπζήζεθε ε εμήο δηαδηθαζία: αλακείμακε ζε πνηήξη δέζεσο 10mL δ/ηνο CH3COONa 

3H2O 300 mM, pH=3,6, 1mL ΣPTZ 10mM θαη 1mL FeCl3 6H2O 20mM(δηάιπκα FRAP). 

To δηάιπκα απηό δηαηεξήζεθε ζηνπο 37
ν
C γηα 2h. ηε ζπλέρεηα ζε θπβέηα 1mL 

πξνζζέζακε 990κl FRAP θαη 10κl από ην δηάιπκα ζην νπνίν ιύζεθαλ ηα θύηηαξα, ε νπνία 

απνηέιεζε ηνλ καξηπξά καο. Έπεηηα, ζε θπβέηα 1mL πξνζζέζακε 990κl από ην δηάιπκα 

καο θαη 10κl από ην αξρηθό εθρύιηζκα θπηηάξσλ (crude) θαη 10κl από ηα  δείγκαηα καο 

από ηηο θάζεηο πνπ δηαρσξίζακε από ην ζύζηεκα ATPS ζηηο δηάθνξεο ζπλζήθεο πνπ 

εθαξκόζακε. Αθνινύζεζε αλάδεπζε θαη επώαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 4min θαη έγηλε ε 

θσηνκέηξεζε ηνπο ζηα 593nm. 

 

Ο ππνινγηζκόο ησλ ηηκώλ FRAP γίλεηαη κε ηελ κεηαηξνπή ηεο ηηκήο απνξξόθεζεο ηνπ 

δείγκαηνο αλάινγα κε ηελ απνξξόθεζε ηνπ εμεηαδόκελνπ δείγκαηνο κε ηελ απνξξόθεζε 

ηνπ πξνηύπνπ δ/ηνο αζθνξβηθνύ νμένο πνπ ζα επηιερζεί (πάληα κηθξόηεξε από ηελ 

απνξξόθεζε ηνπ εμεηαδόκελνπ δείγκαηνο).  Οη ηηκέο FRAP ππνινγίδνληαη ζε κΜ, κε ηελ 

ρξήζε ηεο παξαθάησ εμίζσζεο:  

 

Tηκή FRAP= (Αbs δείγκαηνο/Abs πξνηύπνπ) x ηηκή πξνηύπνπ 

 

Αλ αξαηώζνπκε θάπνην δείγκα ηόηε πνιιαπιαζηάδνπκε ηνλ παξαπάλσ ηύπν κε ηελ ηηκή 

ηεο αξαίσζεο. 

 

2.3.6 Γηαπίδπζε 

 

ε δηαπίδπζε ππνβιήζεθαλ νη θάζεηο PEG θαη Pi κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ ζπζηήκαηνο 

θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο ATPS ηόζν ζηα θύηηαξα πνπ είραλ ππνβιεζεί ζε θπγνθέληξεζε 

όζν θαη ζε απηά πνπ δελ είραλ. Μέζσ απηήο ηεο δηαδηθαζίαο απνκαθξύλνληαη από ην ηηο 
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δύν θάζεηο ηπρόλ πξντόληα ηνπ κεηαβνιηζκνύ ηνπ θπηηάξνπ αιιά θαη ελώζεηο κηθξνύ 

κνξηαθνύ βάξνπο. Ζ δηαδηθαζία δηαπίδπζεο επηηπγράλεηαη κέζσ σζκσηηθώλ θαηλνκέλσλ 

ζε 18–24h ζηνπο 4
ν
C. Σα ελδπκηθά εθρπιίζκαηα ηνπνζεηνύληαη ζε εκηπεξαηέο κεκβξάλεο 

θπηηαξίλεο ηεο εηαηξείαο Sigma-Aldrich (Ζ.Π.Α.) κε όξην απνθιεηζκνύ 12kDa. 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ ddH2O όγθνπ 5000mL θαη 100κl stacking buffer (Σris-HCl, pH=6,8). 

 

2.3.7.  Λπνθηιίσζε 

 

Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ πεηξάκαηνο ζηηο πεξηπηώζεηο πνπ ππήξμαλ πνιύ αξαηά δείγκαηα 

πξσηεΐλεο, κε απνηέιεζκα ε ζπγθέληξσζε ηεο λα είλαη πνιύ κηθξόηεξε από ηελ 

απαηηνύκελε γηα λα ηα ειεθηξνθνξήζνπκε. Έηζη, κε ηελ ιπνθηιίσζε, κεηώλνπκε ηνλ όγθν 

ησλ δεηγκάησλ κε εμάρλσζε, ώζηε λα ζπκππθλώζνπκε ην δηάιπκα κε ηελ πξσηεΐλε. Σα 

δείγκαηα εηνηκάδνληαη ζε eppendorf, ζηα νπνία έρνπλ αλνηρηεί κηθξέο ηξύπεο. ηελ 

ζπλέρεηα ηνπνζεηνύληαη ζε θιάζθα ζηε ζπζθεπή ιπνθηιίσζεο, ε νπνία ςύρεηαη κεηαμύ -

50
ν
C θαη -80

ν
C. Μεηά από εθαξκνγή ρακειήο πίεζεο γηα 24h, παξαιακβάλνληαη ηα 

δείγκαηα ζε ζηεξεή κνξθή ζηελ βάζε ησλ eppendorf θαη ζηε ζπλέρεηα ηα επαλαδηαιύνπκε 

ζηνλ επηζπκεηό όγθν. 

 

2.3.8. Καηαθξήκληζε πξσηετλώλ κε ρξήζε TCA 

 

Υξεζηκνπνηείηαη γηα ηνπο ίδηνπο ιόγνπο όπσο θαη ε ιπνθηιίσζε. Με ηελ ηερληθή απηή νη 

πξσηεΐλεο κεηνπζηώλνληαη θαη θαηαθξεκλίδνληαη, κε κεηαβνιή ηνπ pΖ παξνπζία TCA. 

Παξαθάησ πεξηγξάθνληαη ηα ζηάδηα ηνπ πξσηόθνιινπ θαηαθξήκληζεο: 

1. ε έλαλ όγθν πξσηετληθνύ δείγκαηνο πξνζηίζεληαη 4 όγθνη 1,5Μ TCA. 

2. Δπσάδνπκε ζηνλ πάγν γηα 20min, κεηά ηελ πξνζζήθε ηνπ TCA. 

3. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ηνπ δείγκαηνο γηα 9min ζηηο 13.000rpm. 

4. Απνκαθξύλνπκε ην ππεξθείκελν θαη πξνζζέηνπκε 150κL παγσκέλεο αθεηόλεο (-

20
ν
C) θαη θπγνθεληξνύκε ζηηο 13.000rpm γηα 8min. 

5. Απνκαθξύλνπκε ηελ αθεηόλε θαη επαλαιακβάλνπκε ην ζηάδην 4 γηα άιιε κηα 

θνξά. 

6. Σνπνζεηνύκε ην eppendorf ζην πδαηόινπηξν (95
ν
C) γηα 5-8min γηα λα εμαηκηζηεί ε 

αθεηόλε. 
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2.3.9. Ηιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε αζπλερή πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ παξνπζία 

δσδεθαζεητθνύ λαηξίνπ (SDS) 

 

Ζ κειέηε πξνζδηνξηζκνύ πξσηετλώλ από θύηηαξα Tetraselmis έπεηηα από ηελ εθαξκνγή 

πδαηηθνύ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο ATPS πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ κέζνδν ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο (κέζνδνο Laemmli, 1970). Καηά ηελ ειεθηξνθόξεζε νη πξσηεΐλεο 

δηαρσξίδνληαη κε βάζε ην θνξηίν ησλ πιεπξηθώλ νκάδσλ ηνπο. ηελ ειεθηξνθόξεζε ζε 

αζπλερή πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ, παξνπζία SDS ρξεζηκνπνηνύληαη δύν πεθηέο 

αθξπιακηδίνπ ηνπνζεηεκέλεο ζε ζεηξά. ηελ πάλσ πεθηή, ιεγόκελε θαη πεθηή 

ζπζζώξεπζεο (stacking gel) εηζάγνληαη ηα δείγκαηα. Απηή έρεη ρακειή ζπγθέληξσζε 

πνιπαθξπιακηδίνπ (5% w/v) θαη πξνθαιεί ζπζζώξεπζε ζε ζηελέο δώλεο ηνπ πξσηετληθνύ 

δείγκαηνο πξηλ εηζέιζεη ζηελ πεθηή δηαρσξηζκνύ (separating gel). Ζ πεθηή απηή έρεη 

πςειόηεξε ζπγθέληξσζε πνιπαθξπιακηδίνπ (8-20%w/v). 

 

Παξνπζία όκσο SDS ν δηαρσξηζκόο γίλεηαη απνθιεηζηηθά κε ηελ κνξηαθή κάδα θαη όρη κε 

ην θνξηίν. Δίλαη έλα ηζρπξό απνξξππαληηθό πνπ αιιειεπηδξά κε ηηο πξσηεΐλεο θαη νδεγεί 

ζηελ νιηθή απνδηάηαμε ηνπο απηώλ θαη ησλ ππνκνλάδσλ ηνπο ώζηε λα πξνθύςνπλ πνιύ 

αληνληθέο αιπζίδεο πνιππεπηηδίσλ. Δπίζεο, πξνζδίδεη έλα ζηαζεξό ιόγν αληνληθνύ θνξηίνπ 

πξνο κάδα πξσηεΐλεο, ελώ ε ζπγθέληξσζε ηεο πεθηήο δξα σο κνξηαθό θόζθηλν, όπνπ ην 

κέγεζνο ησλ πόξσλ ηεο θαζνξίδνπλ ηελ ζρεηηθή θηλεηηθόηεηα. Παξαθάησ αθνινπζεί ην 

πξσηόθνιιν ηεο κεζόδνπ, όπνπ ε πεξηεθηηθόηεηα αθξπιακηδίνπ 12,5%w/v. 

 

Πξνεηνηκαζία ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο πεθηήο δηαρσξηζκνύ (separating buffer) 

 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα πεθηήο δηαρσξηζκνύ (875κL) αλακεηγλύνληαη κε δηάιπκα SDS 

10%w/v (70κL), δηάιπκα αθξπιακηδίνπ 30%w/v (2,935κL), δηο-απηνληζκέλν λεξό 

(2.935κL), δηάιπκα APS (170κL) θαη ηέινο ζηνλ απαγσγό πξνζζέηνπκε ην ΣEMED 

(6.24κL) επεηδή είλαη θαξθηλνγόλν. Αλαδεύνπκε ην δηάιπκα θαη ην εηζάγνπκε ζε γπάιηλν 

θάζεην θαινύπη θαη αθήλνπκε λα γίλεη ν πνιπκεξηζκόο γηα 20-30min. Καιύπηνπκε ηελ 

επηθάλεηα 1mL πδαηηθνύ δηαιύκαηνο βνπηαλόιεο 50%, γηα απνηξνπή δεκηνπξγίαο 

θπζαιίδσλ. Ξεπιέλνπκε έπεηηα κε λεξό γηα 2-3 θνξέο θαη εηζάγνπκε ηελ πεθηή 

ζπζζώξεπζεο (stacking gel). Απηή απνηειείηαη από δηο απηνληζκέλν λεξό (3,450κL), 

αθξπιακίδε 30% (625κL), δηάιπκα επηζηνίβαμεο (625κL), ΑPS (170κL), SDS 10%w/v 
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(50κL) θαη TEMED (6,25κL). Αθήλνπκε λα γίλεη ν πνιπκεξηζκόο γηα 20-30min. 

Αθνινπζεί ε παξαζθεπή ηνπ δηαιύκαηνο θόξησζεο (running buffer) πνπ απνηειείηαη από 

50mL running buffer θαη 450mL ddH2O. 

 

Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

 

Γηα λα ειεθηξνθνξήζνπκε ηα δείγκαηα καο πξνεγήζεθε ν πξνζδηνξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο 

κε ηελ κέζνδν Bradford. Πξνεηνηκάδνπκε ην δείγκα ζπγθέληξσζεο 50κg, πνπ δηαιύεηαη κε 

20κL loading buffer. Σνπνζεηνύκε ηα δείγκαηα ζην πδαηόινπηξν ζηνπο 95
ν
C γηα 5min. 

Αθνινπζεί vortex θαη spin. Σν loading buffer (1Υ SDS gel-loading buffer) απνηειείηαη 

από: 50mΜ Σris–Cl (pH=6.8), 100mM dithiothreitol, 2%w/v SDS, 0,1%w/v κπιέ 

βξσκνθαηλόιε, 10%w/v γιπθεξόιε. Φνξηώλνπκε ηα δείγκαηα ζηα απιάθηα ηεο πεθηήο 

κέρξη ηα 20κL ελώ ρξεζηκνπνηνύκε θαη 10κL από ηνλ κάξηπξα. πλδένπκε ηα ειεθηξόδηα 

κε ηελ ζπζθεπή παξνρήο ξεύκαηνο, ξπζκίδνληαο ηελ έληαζε ζηα 20mΑ.  

 

Βαθή κε Coomasie Brilliant Blue R-250 

 

Μεηά ηελ ειεθηξνθόξεζε ε πεθηή εκβαπηίδεηαη ζε πδαηηθό δηάιπκα πνπ πεξηέρεη 

κεζαλόιε (45%v/v), νμηθό νμύ (7%v/v) θαη Coomasie Brilliant Blue (0,25–1%w/v), γηα 

20min. ηε ζπλέρεηα ε πεθηή απνρξσκαηίδεηαη γηα 1h ζην πδαηηθό δηάιπκα Destayning I: 

κεζαλόιε (40%v/v) θαη νμηθό νμύ (7%v/v) ελώ αθήλεηαη όιε ηελ λύρηα ζην Destayning II: 

κεζαλόιε (5%v/v) θαη νμηθό νμύ (7%v/v). 
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3.1 Αλάιπζε κηθξνθπθώλ κε θαζκαηνθσηνκεηξία ππεξηώδνπο-νξαηνύ (UV-Vis) 

 

Ζ θαζκαηνθσηνκεηξία ππεξηώδνπο-νξαηνύ (UV-Vis) είλαη κηα νπηηθή κέζνδνο 

αλάιπζεο. Βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα νξηζκέλσλ νπζηώλ λα αιιειεπηδξνύλ κε  

αθηηλνβνιίεο ραξαθηεξηζηηθώλ ζπρλνηήησλ. Με ηελ θαζκαηνθσηνκεηξία UV-Vis  

ηαπηνπνηείηαη κηα άγλσζηε έλσζε, όπσο επίζεο επηηπγράλεηαη ε πνηνηηθή θαη 

πνζνηηθή αλάιπζε κηαο έλσζεο. Ζ αλίρλεπζε άγλσζησλ ελώζεσλ θπκαίλεηαη ζε έλα 

εύξνο κήθνο θύκαηνο κεηαμύ 800-200nm, θαηά ηελ επίδξαζε ππεξηώδνπο 

αθηηλνβνιίαο (200-340 nm) θαη νξαηήο αθηηλνβνιίαο (800-340 nm).  

 

ηελ παξνύζα κειέηε γηα ηα εθρπιίζκαηα ησλ θπθώλ ην κήθνο θύκαηνο θπκάλζεθε 

κεηαμύ 700-220 nm. Αξρηθά, δπγίζηεθαλ 0,5 g θπηηάξσλ θπθώλ Phaeodactylum θαη 

Tetraselmis, ηα νπνία ελ ζπλερεία αησξήζεθαλ ζε 5 mL MeOH. Αθνινύζεζε ιύζε 

ησλ θπηηάξσλ κε ηελ ρξήζε ππεξήρσλ δηάξθεηαο 150 s. Έπεηηα, θπγνθεληξήζεθαλ 

γηα 5min ζηηο 14.000 prm. Μεηά ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο απηήο, ζπιιέρζεθε ην 

ππεξθείκελν δηάιπκα ησλ θπηηάξσλ ζην νπνίν ιήθζεθε ην θάζκα UV-Vis. ηελ 

παξαθάησ Δηθόλα 1 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα απνξξόθεζεο ησλ  δύν 

εθρπιηζκάησλ.  

 

Oη θνξπθέο πνπ παξαηεξνύληαη (Δηθόλα 1) ζηελ πεξηνρή κήθνπο θύκαηνο κεηαμύ 

650-670nm, νθείινληαη ζηελ απνξξόθεζε ηεο ρισξνθύιιεο a θαη b. Δπίζεο, κεηαμύ 

ηεο πεξηνρήο κήθνπο θύκαηνο 430-450nm, νη θνξπθέο πηζαλόλ λα νθείινληαη ζηελ 

απνξξόθεζε θαξνηελνεηδώλ θαη κεξηθώο ζηεο απνξξόθεζε ηεο ρισξνθύιιεο. H 

αλάιπζε ησλ θαζκάησλ έγηλε κε βάζε ηα θάζκαηα απνξξόθεζεο από Chlorella sp. 

θαη Tetraselmis sp. (Cho & Govindjee, 1970; Sathyendranath et al., 1987). 
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Δηθόλα 2. Φάζκα απνξξόθεζεο Phaeodactylum sp. (πξάζηλν) θαη Tetraselmis sp.(ξνδ) ζε αξαίσζε 

(1:150). 

 

Δλ ζπλερεία  πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξσηεΐλεο  κε ηελ κέζνδν 

Bradford ζηα παξαπάλσ εθρπιίζκαηα.. ηελ παξαθάησ Δηθόλα 2 παξνπζηάδνληαη νη 

ζπγθεληξώζεηο (mg/mL) ηεο πξσηεΐλεο ζηα δύν θύθε. Σελ πςειόηεξε ζπγθέληξσζε 

πξσηεΐλεο εκθαλίδεη ην Phaeodactylum sp. 

 

 

Eηθόλα 2. Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford ησλ εθρπιηζκάησλ Phaeodactylum 

sp.θαη Τetraselmis sp. 

 

220.0 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700.0 
0.00 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

1.4 

1.6 

1.8 

2.0 

2.2 

2.4 
2.50 

nm 

A  



33 

 

Αθνινύζσο, ππνινγίζηεθε ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ησλ δύν 

εθρπιηζκάησλ βάζε ηνπ πξσηόθνιινπ FRAP. Ζ νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα 

κεηξήζεθε ζε κM. ηελ παξαθάησ γξαθηθή παξάζηαζε (Δηθόλα 3) παξνπζηάδνληαη 

νη  ηηκέο FRAP (κΜ) ησλ εθρπιηζκάησλ. Σελ πςειόηεξε αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηα εκθάληζε ην Τetraselmis sp. 

 

 

Eηθόλα 3. Τπνινγηζκόο νιηθήο  αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο κε ηελ κέζνδν FRAP ησλ δεηγκάησλ από ηα 

εθρπιίζκαηα Phaeodactylum sp. θαηΣetraselmis sp. 

 

3.2 Μειέηε εθρύιηζεο νιηθώλ πξσηετλώλ από Phaeodactylum sp. θαη Tetraselmis  sp. 

ππό ηελ επίδξαζε ππεξήρσλ. 

 

ην πείξακα απηό δηαθνξνπνηήζεθαλ νη ρξόλνη ιύζεο ησλ θπηηάξσλ κε ππέξερνπο. 

Αξρηθά, 0,15g θπηηάξσλ Phaeodactylum sp. θαη Tetraselmis sp. αξαηώζεθαλ ζε 

1,5mL ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο Pi (pH=7, 100 mM). ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα 

ιύζεθαλ  ζε δηάθνξνπο ρξόλνπο. Οη ρξόλνη ήηαλ νη εμήο : 0s, 5s, 10s, 20s, 30s, 40s, 

50s, 60sec, 120s, 300s. Με ην πέξαο ηεο δηαδηθαζίαο  ηα θύηηαξα πξνεηνηκάζηεθαλ 

γηα θαζκαηνθσηνκεηξία UV-Vis θαη πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό πξσηεΐλεο κε ηελ 

κέζνδν Bradford.  

 

ηηο Δηθόλεο 4 θαη 5 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα απνξξόθεζεο κεηαμύ 700-220nm 

ζηα ρξνληθά δηαζηήκαηα πνπ ιύζεθαλ ηα θύηηαξα. 
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Δηθόλα 4:. Φάζκαηα θπηηάξσλ Phaeodactylum sp. ζε δηάθνξνπο ρξόλνπο  εθρύιηζεο ζε ππέξερνπο 0s 

(ζθνύξν θόθθηλν), 5s  (ξνδ), 10s (κπιέ),  20s (καύξν), 30s (θόθθηλν), 40s (ιαδί), 50s (πνξηνθαιί), 60s 

(γαιάδην), 100s (αλνηρηό πξάζηλν), 120s (κσβ), 300s (πξάζηλν). 

 

Με βάζε θάζκαηα άιισλ κηθξνθπθώλ όπσο Chlorella sp., Tetraselmis sp. θαη 

Phaeodactylum tricornutum, νη θνξπθέο πνπ παξνπζηάδνληαη ζε δηάθνξνπο ρξόλνπο 

εθρύιηζεο πηζαλόλ λα νθείινληαη ζηελ ρισξνθύιιε θαη ζηα θαξνηελνεηδή (Cho & 

Govindjee, 1970; Mann & Myers, 1968). Πην ζπγθεθξηκέλα  ζηελ πεξηνρή κήθνπο 

θύκαηνο 660-680nm απνξξνθνύλ νη ρισξνθύιιεο α θαη c θαη κεξηθώο ε 

θπθνμαλζίλε. ηελ πεξηνρή κήθνπο θύκαηνο 400-440nm νη θνξπθέο νθείινληαη ζηελ 

απνξξόθεζε ησλ θαξνηελνεηδώλ θαη ελόο πνζνζηνύ ρισξνθύιιεο c. 

 

Παξόκνηα θάζκαηα απνξξόθεζεο κε απηά ηνπ Phaeodactylum sp. παξνπζίαζαλ ηα 

εθρπιίζκαηα από ην Tetraselmis sp. (Δηθόλα 5). Βάζε  ησλ θαζκάησλ από Chorella 

sp. θαη Tetraselmis sp., παξαηεξνύληαη θνξπθέο απνξξόθεζεο ζε πεξηνρή κήθνπο 

θύκαηνο 650-670nm πνπ νθείινληαη ζηελ ρισξνθύιιε a, b, c θαη ζηελ πεξηνρή 

κήθνπο θύκαηνο 390-440nm, νη θνξπθέο πηζαλόλ λα νθείινληαη ζε δηάθνξα 

θαξνηελνεηδή (Sathyendranath, et.al. 1987). Παξαηεξείηαη πσο κε ηελ αύμεζε ησλ 

ρξόλσλ εθρύιηζεο απμάλνληαη θαη νη θνξπθέο απνξξόθεζεο όπσο δείρλεη ην θάζκα 

ζηα 30s. 
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Δηθόλα 5: Φάζκαηα εθρπιηζκάησλ Tetraselmis sp. ζε δηαθνξεηηθνύο ρξόλνπο εθρύιηζεο ζε ππέξερνπο 

0s (θόθθηλν), 10s (κπιε), 20s (πξάζηλν), 30s (καύξν), 40s (γαιάδην), 50s (πνξηνθαιί), 60s (ζθνύξν 

πξάζηλν), 100s (κσβ), 120s (θαθέ). 

 

 

Αθνινύζσο, έγηλε πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford. 

Παξαηεξήζεθε όηη ηελ κέγηζηε ζπγθέληξσζε εθρπιηδόκελεο πξσηεΐλεο θαη γηα ηα 

δύν εθρπιίζκαηα ήηαλ κεηά ηνλ ρξόλν 100s.  

 

ηελ παξαθάησ Δηθόλα 6 απεηθνλίδεηαη ε πνξεία εθρύιηζεο νιηθήο πξσηεΐλεο από 

ηνπο δύν νξγαληζκνύο θαηά ηελ δηάξθεηα επίδξαζεο ππεξήρσλ. Παξαηεξείηαη όηη ε 

ζπγθέληξσζε εθρπιηδόκελεο πξσηεΐλεο  γηα ην Phaeodactylum sp. βξίζθεη ην κέγηζην 

κεηά από πεξίπνπ 10s. ε αληίζεζε ην Tetraselmis sp. γηα ηελ εθρύιηζε απαηηείηαη 

ρξόλνο πεξίπνπ 60s. 
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Δηθόλα 6: Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford ζηνπο δηάθνξνπο 

ρξόλνπο εθρύιηζεο ησλ Phaeodactylum sp. θαη Tetraselmis sp. 

 

3.3 Δπίδξαζε ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο ζηα επίπεδα εθρπιηδόκελσλ πξσηετλώλ 

  

ηελ παξάγξαθν απηή παξνπζηάδεηαη ε ζπλνιηθή ζπγθέληξσζε πξσηετλώλ  ζε 

εθρπιίζκαηα κηθξνθύθνπο Tetraselmis sp., ηα νπνία αλαπηύρζεθαλ ζε ζπλζήθεο 

θαηαπόλεζεο. Μειεηήζεθε ε επίδξαζε ηξηώλ ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο όπσο, πςειήο 

ζεξκνθξαζίαο  (T
e
), ζπγθέληξσζε αιαηόηεηαο (5%ν ) θαη έιιεηςεο αδώηνπ (Ν). Με ηελ 

κέζνδν Bradford πξνζδηνξίζηεθαλ νη ζπλνιηθέο  πξσηεΐλεο ζηα εθρπιίζκαηα. ηελ Δηθόλα 

7 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηνπ πεηξάκαηνο. 

 

Παξαηεξείηαη όηη νη ζπλνιηθέο πξσηεΐλεο ζηηο ηξείο ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο  

κεηώλνληαη ζε ζρέζε  κε ην αξρηθό εθρύιηζκα, ην νπνίν αλεπηύρζε ππό θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο. Μεηαμύ ησλ ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο ηελ πςειόηεξε ζπγθέληξσζε 

πξσηετλώλ εκθαλίδεη ην εθρύιηζκα ππό ζπλζήθε θαηαπόλεζεο έιιεηςεο αδώηνπ.  
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Δηθόλα 7: Γηάγξακκα πξνζδηνξηζκνύ ζπγθέληξσζεο πξσηετλώλ κε ηελ κέζνδν Bradford ζε 

εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp., απνπζία θαηαπόλεζεο θαη ζε ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο κε πςειή 

ζεξκνθξαζία (Σ
e
), 5% ζπγθέληξσζε αιαηόηεηαο (S) θαη έιιεηςεο αδώηνπ (Ν). 

 

3.4 Αλάπηπμε θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο ζην θύθνο Tetraselmis sp. 

3.4.1 Αλάπηπμε πδαηηθνύ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο πνιπαηζπιελνγιπθόιεο 

(PEG)/θσζθνξηθώλ. 

  

Σα πδαηηθά δηθαζηθά ζπζηήκαηα (ATPS) απνηεινύλ απνηειεζκαηηθή θαη νηθνλνκηθή 

κέζνδν θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο, ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ δηαρσξηζκό θαη 

θαζαξηζκό πνιιώλ βηνκνξίσλ (Οmidinia et al., 2009). Σν ζύζηεκα απνηειείηαη από 

δύν θάζεηο, νη νπνίεο είλαη,  έλα πνιπκεξέο, ζπλήζσο πνιπαηζπιελνγιπθόιε (PEG), 

θαη έλα άιαο ζπλήζσο θσζθνξηθό ή ζεηηθό θ.α  (Hatti-Kaul, 2000). Σα 

πιενλεθηήκαηα πνπ εκθαλίδνπλ  σο ζύζηεκα θαζαξηζκνύ είλαη ην ρακειό θόζηνο, 

θαιή απόδνζε, θαιή επαλαιεςηκόηεηα θαη δελ είλαη ηνμηθό πξνο ην πεξηβάιινλ. H 

κέζνδνο απηή εθκεηαιιεύεηαη ηηο ήπηεο πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ 

πξσηετλώλ θαη ησλ πνιπκεξώλ ζε πδαηηθό πεξηβάιινλ (Αguilar & Rito-Palomares, 

2010), γηα λα γίλεη ν δηαρσξηζκόο ησλ βηνκνξίσλ ζηηο δύν θάζεηο. 

 

 Γηα ηελ ζπγθεθξηκέλε κειέηε εθαξκόζηεθε ζύζηεκα πνιπαηζπιελνγιπθόιεο 

(PEG)/θσζθσξηθώλ (Pi). Αξρηθά, κειεηήζεθε ε επίδξαζε ηνπ κνξηαθνύ βάξνπο ηεο 

PEG (1500 Da, 3000 Da, 6000 Da) ζηελ θιαζκάησζε ησλ βηνκνξίσλ ζε  εθρύιηζκα 
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Tetraselmis sp. To εθρύιηζκα είρε πξνθύςεη είηε θαηόπηλ θπγνθέληξεζεο ή ρσξίο 

θπγνθέληξεζε. Παξάιιεια κε ηελ εθαξκνγή ηνπ ζπζηήκαηνο πξνζδηνξίζηεθε ε 

ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford θαη κειεηήζεθε ε θαηαλνκή 

πξσηετλώλ θαη ε απόδνζε ηνπ θαζαξηζκνύ. ηνλ Πίλαθα 1 παξνπζηάδνληαη ηα 

απνηειέζκαηα κεηά από ηελ εθαξκνγή ησλ παξαπάλσ κεζόδσλ ζε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα. Αλαιπηηθόηεξα, νη πίλαθεο πεξηέρνπλ ηηο ζπγθεληξώζεηο ηεο πξσηεΐλεο, 

νη όγθνη θάζεσλ θαη νη ιόγνη θάζεσλ. 

 

Πίλαθαο 1: Δθαξκνγή ζπζηήκαηνο ATPS κε PEG/Pi κνξηαθνύ βάξνπο 1500 Da, 

3000 Da, 6000 Da, ζε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. 

 

Φάζεηο 

Καηαλνκή 

πξσηεΐλεο (%) 

Όγθνο θάζεσλ 

(mL) 

Λόγνο θάζεσλ 

(VPEG/VPi) 

PEG1500-Pi  

0,875 PEG 58,3 3,5 

Pi 33,7 4 

PEG 3000-Pi  

PEG 52,3 2,7  

1,08 Pi 26,6 2,5 

PEG 6000-Pi  

PEG 50,5 3  

1,66 Pi 38,5 5 

 

Παξαηεξήζεθε όηη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο θαηαλέκεηαη ζηηο  θάζεηο 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (PEG) θαη γηα ηα  ηξία εμεηαδόκελα κνξηαθά βάξε, ζε ζρέζε 

κε ηελ θάζε ησλ θσζθσξηθώλ. Ζ θάζε PEG κε κνξηαθό βάξνο 1500 Da παξνπζίαζε 

ην πςειόηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο έλαληη ησλ θάζεσλ κε κνξηαθό βάξνο 3000 Da θαη 

6000 Da.  

 

Δπηπιένλ, κειεηήζεθε ε θαηαλνκή ησλ πξσηετλώλ ζην ίδην ζύζηεκα PEG/Pi 

ρξεζηκνπνηώληαο κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. Σα απνηειέζκαηα 

θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 2. 
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Πίλαθαο 2:. Δθαξκνγή ζπζηήκαηνο ATPS κε PEG/Pi κνξηαθνύ βάξνπο 1500 Da, 

3000 Da, 6000 Da, ζε κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. 

 

Φάζεηο 

Καηαλνκή 

πξσηεΐλεο (%) 

Όγθνο 

θάζεσλ 

(mL) 

Λόγνο θάζεσλ (Vr) 

 

PEG 1500-Pi 

 

PEG 6,99 3,6 0,9 

Pi 6,86 4 

 

PEG 3000-Pi 

 

PEG 7,67 3,5 1 

Pi 8,82 3,5 

 

PEG 6000-Pi 

 

PEG 9 3 2 

Pi 5,67 6 

 

Παξαηεξήζεθε όηη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο θαηαλεκήζεθε ζηελ  θάζε 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο κε κνξηαθό βάξνο 6000 Da. Ζ θάζε θσζθνξηθώλ κε κνξηαθό 

βάξνο 3000 Da παξνπζίαζε ην πςειόηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο έλαληη ησλ θάζεσλ κε 

κνξηαθό βάξνο 1500Da θαη 6000 Da.  

 

3.4.2 Πξνζδηνξηζκόο νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο ζηηο θάζεηο PEG-

Pi. 

 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο εθαξκόζηεθε πδαηηθό 

δηθαζηθό ζύζηεκα PEG-Pi ζε θπγνθεληξεκέλα θαη κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα 

Tetraselmis sp.  ρξεζηκνπνηώληαο πνιπαηζπιελνγιπθόιε κε  κνξηαθά βάξε (1500 Da, 

3000 Da, 6000 Da). ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα κειεηήζεθε ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηα κε ηελ κέζνδν FRAP θαη ππνινγίζηεθε ε ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο 

κε ηελ κέζνδν Bradrford. ηα κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα παξαηεξήζεθε όηη νη 

θάζεηο PEG ζηα κνξηαθά βάξε 3000 Da θαη 6000 Da παξνπζηάδνπλ πςειόηεξε νιηθή 



40 

 

αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα από ηηο αληίζηνηρεο θάζεηο θσζθνξηθώλ. Αληηζέησο ζε 

κνξηαθό βάξνο 1500 Da ε θάζε θσζθνξηθώλ είρε πςειόηεξν αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηα. πγθξίλνληαο ηηο θάζεηο δηαπηζηώζεθε πσο ηελ πςειόηεξε 

αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα εκθάληζε ε θάζε PEG ζε κνξηαθό βάξνο 3000 Da, 

όπσο παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 7 . 

 

 

 

Δηθόλα 7: Γηάγξακκα νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο κΜ/mg πξσηεΐλεο ζε κε 

θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα ζην αξρηθό ελδπκηθό εθρύιηζκα (crude) θαη ζηηο θάζεηο ηνπ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο PEG/Pi ζηα κνξηαθά βάξε πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (1500 Da, 3000 Da, 6000 Da) κε ηελ 

κέζνδν FRAP. 

   

ηνλ Πίλαθα 4 πνπ αθνινπζεί παξαηίζεληαη  νη όγθνη θαη νη ιόγνη ησλ δηθαζηθώλ 

ζπζηεκάησλ ρξεζηκνπνηώληαο κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. 

 

Αθνινύζσο, ε ίδηα δηαδηθαζία επαλαιήθζεθε θαη ζηα θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα 

από  Tetraselmis sp. Παξαηεξήζεθε όηη ηελ πςειόηεξε νιηθή αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηα εκθάληζαλ νη θάζεηο θσζθνξηθώλ θαη ζηα ηξία κνξηαθά βάξε 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (Δηθόλα 8).  
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Πίλαθαο 4: Δθαξκνγή δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο ATPS κε PEG/Pi κνξηαθνύ βάξνπο 

PEG 1500 Da, 3000 Da, 6000 Da, ζε κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis 

sp. 

 

Φάζεηο 

Όγθνο 

θάζεσλ(mL) 

Λόγνο 

θάζεσλ(Vr) 

 

PEG 1500-Pi 

 

PEG 3,8 0,926 

Pi 4,1 

PEG 3000-Pi  

PEG 3,5 0,813 

Pi 4,3 

 

PEG 6000-Pi 

 

PEG 2,4 2,70 

Pi 6,5 

 

 

 

Δηθόλα 8: Γηάγξακκα νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο κΜ/mg πξσηεΐλεο ζε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα ζην αξρηθό ελδπκηθό εθρύιηζκα (crude) θαη ζηηο θάζεηο ηνπ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο 

PEG/Pi ζηα κνξηαθά βάξε πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (1500 Da, 3000 Da, 6000 Da) κε ηελ κέζνδν FRAP. 
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ηνλ Πίλαθα 5 παξαηίζεληαη  νη όγθνη θαη νη ιόγνη ησλ δηθαζηθώλ ζπζηεκάησλ 

ρξεζηκνπνηώληαο θπγνθεληξεκέλα εθρπιηζκάηα Tetraselmis sp. 

 

Πίλαθαο 5: Δθαξκνγή δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο ATPS κε PEG/Pi κνξηαθνύ βάξνπο 

PEG 1500Da, 3000Da, 6000Da ζε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. 

Φάζεηο Όγθνο θάζεσλ 

(mL) 

Λόγνο θάζεσλ 

(Vr) 

 

PEG 1500-Pi 

PEG 2,9 0,659 

Pi 4,4 

 

PEG 3000-Pi 

PEG 3 0,681 

Pi 4,4 

 

PEG 6000-Pi 

PEG 2,5 2,6 

Pi 6,5 

 

 

3.4.3 Μειέηε επίδξαζεο pH θαη ζπγθέληξσζεο άιαηνο (NaCl) ζην  δηθαζηθό 

ζύζηεκα PEG-Pi  

 

Αθνινπζήζεθε αθξηβώο ε ίδηα δηαδηθαζία εθαξκνγήο ηνπ πδαηηθνύ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο κε θάζεηο ηελ PEG θαη Pi, όπσο πεξηγξάθεθε ζηελ Παξάγξαθν 3.2.1, κε 

εμαίξεζε ηελ  δηαθνξνπνίεζε δύν παξαγόλησλ θαηαλνκήο. Απηνί ήηαλ ην pH θαη ε 

ζπγθέληξσζε άιαηνο ηνπ ζπζηήκαηνο. Ζ κειέηε έγηλε ζε κε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα ζε PEG 3000Da. Έπεηηα, πξνζδηνξίζηεθε ε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο 

ζηηο θάζεηο κε ηελ κέζνδν Bradford θαη κειεηήζεθε κε ηελ κέζνδν FRAP ε νιηθή 

αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ησλ εθρπιηζκάησλ Tetraselmis sp.  
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ηελ Δηθόλα 9 παξνπζηάδνληαη  ε θαηαλνκή ηεο πξσηεΐλεο (%) θαη ε νιηθή 

αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ππό ηε επίδξαζε ηνπ παξάγνληα θαηαλνκήο pH ζε 

ηξεηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο. 

 

 .  

Δηθόλα 9: Γηθαζηθό ζύζηεκα PEG/Pi ζε κνξηαθό βάξνο PEG (3000 Da) ζε κε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. ζε ηξία δηαθνξεηηθά pH (6,5/ 7,5/ 8,5). 

  

Παξαηεξείηαη όηη ηελ πςειόηεξε αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα εκθαλίδεη ε θάζε 

θσζθνξηθώλ ζε ηηκή pH 7,5 ελώ ηα πςειόηεξα πνζνζηά νιηθώλ πξσηετλώλ 

παξνπζηάδεη επίζεο ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε ηηκή pH 8,5 ζε ζύγθξηζε κε ηηο 

ππόινηπεο θάζεηο, όπσο δείρλνπλ ηα δηαγξάκκαηα ηεο Δηθόλαο 9.  

 

ηνλ  παξαθάησ Πίλαθα 6 παξνπζηάδνληαη νη όγθνη ηεο θάζε θάζεο ζηα δηάθνξα pH 

θαζώο θαη νη ιόγνη απηώλ αληίζηνηρα. 

 

Από ηα δηαγξάκκαηα (Δηθόλα 10) ζηηο δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο άιαηνο 

παξαηεξείηαη όηη από ηηο θάζεηο θσζθνξηθώλ ην κεγαιύηεξν πνζνζηό θαηαλνκήο 

πξσηετλώλ παξνπζηάδεη ζε ζπγθέληξσζε NaCl 7% (w/v) ελώ από ηηο θάζεηο PEG ην 

κεγαιύηεξν πνζνζηό εκθαλίδεηαη ζε ζπγθέληξσζε NaCl 10% (w/v). Όζνλ αθνξά ην 

αληηνμεηδσηηθό FRAP (κΜ/mg πξσηετλεο), ζηηο θάζεηο θσζθνξηθώλ ην πςειόηεξν 

εκθαλίδεηαη  ζε ζπγθέληξσζε NaCl 10% (w/v)  ελώ ζηηο θάζεηο PEG εκθάληζε ζε 

ζπγθέληξσζε NaCl 7% (w/v). 
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ηνλ παξαθάησ Πίλαθα 7 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηνπ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο PEG/Pi ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο NaCl (0% (w/v), 3,5% (w/v), 

7% (w/v), 10% (w/v)). 

 

Πίλαθαο 6: Δθαξκνγή ζπζηήκαηνο ATPS  PEG/Pi ζε PEG κνξηαθνύ βάξνπο 3000 

Da ζε κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. ζε δηάθνξα pH. 

 

Φάζεηο 

Όγθνο 

θάζεσλ(mL) 

Λόγνο 

θάζεσλ(Vr) 

 

pH=6,5 

PEG 4 1,14 

Pi 3,5 

 

pH=7,5 

PEG 3,5 0,875 

Pi 4 

 

pH=8,5 

PEG 3 0,83 

Pi 3,6 

 

ηελ Δηθόλα 10 παξνπζηάδνληαη  ε θαηαλνκή ηεο πξσηεΐλεο (%) θαη ηελ νιηθή 

αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα FRAP (κΜ/mg πξσηεΐλεο) ππό ηε επίδξαζε ηνπ 

παξάγνληα θαηαλνκήο άιαηνο (ΝaCl) ζε ζπγθεληξώζεηο 0% (w/v), 3,5% (w/v), 7% 

(w/v), 10% (w/v). 
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Δηθόλα 10: Γηθαζηθό ζύζηεκα PEG/Pi ζε κνξηαθό βάξνο PEG (3000 Da) ζε κε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο NaCl (0%, 3,5%, 7%, 10%). 

 

 

Πίλαθαο 7: Δθαξκνγή ζπζηήκαηνο ATPS  PEG/Pi ζε PEG κνξηαθνύ βάξνπο 3000 

Da ζε κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis  sp. ζε δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο 

NaCl ((0% (w/v), 3,5% (w/v), 7% (w/v), 10% (w/v)).  

 

Φάζεηο 

Όγθνο θάζεσλ 

(mL) 

Λόγνο θάζεσλ  

(Vr) 

0% (w/v) NaCl  

PEG 3,6 0,92 

Pi 3,9 

3,5% (w/v) NaCl  

PEG 3,5 1 

Pi 3,5 

7% (w/v) NaCl  

PEG 3 0,75 

Pi 4 

10% (w/v) NaCl  

PEG 3,3 0,94 

Pi 3,5 
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3.4.4 Μειέηε επίδξαζεο  pH ζην δηθαζηθό ζύζηεκα PEG-Pi.  

 

Αθνινπζήζεθε αθξηβώο ε ίδηα δηαδηθαζία εθαξκνγήο ηνπ πδαηηθνύ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο κε θάζεηο ηελ PEG θαη Pi όπσο πεξηγξάθεθε ζηελ παξάγξαθν 3.4.1, 

δηαθνξνπνηώληαο ηνλ ζπληειεζηή θαηαλνκήο pH. Ζ εθαξκνγή έγηλε ζε κε 

θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα ζε PEG 3000 Da. Έπεηηα, πξνζδηνξίζηεθε ε 

ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζηηο θάζεηο κε ηελ κέζνδν Bradford θαη κειεηήζεθε κε ηελ 

κέζνδν FRAP ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ησλ κε θπγνθεληξεκέλσλ 

εθρπιηζκάησλ Τetraselmis sp. ηηο Δηθόλεο 11 θαη 12 παξνπζηάδνληαη ζε 

δηαγξάκκαηα  ην πνζνζηό θαηαλνκήο πξσηεΐλεο (%) θαη ην νιηθό αληηνμεηδσηηθό 

FRAP(κΜ/mg πξσηεΐλεο).  

 

 

 

Δηθόλα 11:  Γηάγξακκα θαηαλνκήο πξσηετλώλ (%) ζε δηθαζηθό ζύζηεκα PEG (3000 Da)/Pi ζε 

δηάθνξεο ηηκέο pH. 
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Δηθόλα 13: Γηάγξακκα νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο ρξεζηκνπνηώληαο ηελ κέζνδν FRAP. 

Οη ηηκέο εθθξάζηεθαλ ζε κΜ/mg πξσηεΐλεο.  

 

Πίλαθαο 8: Δθαξκνγή ζπζηήκαηνο ATPS  PEG/Pi ζε PEG κνξηαθνύ βάξνπο 3000 

Da ζε κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp ζε δηάθνξεο ηηκέο pH.  

 Όγθνο 

θάζεσλ(mL) 

Λόγνο θάζεσλ 

(Vr) 

pH= 6,5  

PEG 4,2 1,4 

Pi 3 

pH=7,0  

PEG 3 0,93 

Pi 3,2 

pH=7,5  

PEG 3 0,85 

Pi 3,5 

pH=8,5  

PEG 3,1 1,03 

Pi 3 

 

 

Παξαηεξήζεθε όηη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο θαηαλέκεηαη από ηηο θάζεηο 

PEG ζε pH=7 θαη αληίζηνηρα ζηηο θάζεηο θσζθνξηθώλ ζε pH=8,5 (Δηθόλα11). Όζνλ 



48 

 

αθνξά ηελ νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε pH= 7 

εκθαλίδεη ην πςειόηεξν δπλακηθό ελώ από ηηο θάζεηο PEG εκθαλίδεη ζε pH=8 

(Δηθόλα 12). 

 

ηνλ Πίλαθα 8 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο εθαξκνγήο ηνπ δηθαζηθνύ 

ζπζηήκαηνο PEG (3000Da)/ Pi, ζε ηηκέο pH= 6, 7, 7,5, 8 ζε κε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα Tetraselmis sp. 
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ΤΕΖΣΖΖ 
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Σα πξάζηλα κηθξνθύθε ρξεζηκνπνηνύληαη εδώ θαη αξθεηέο δεθαεηίεο ζε δηάθνξνπο 

ηνκείο ηεο αλζξώπηλεο δξαζηεξηόηεηαο. Έρνπλ πνιιαπιέο εθαξκνγέο όπσο είλαη γηα 

αλζξώπηλε θαηαλάισζε, ζε ζπζηήκαηα πδαηνθαιιηέξγεηαο, γηα δσνηξνθέο, σο 

ρξσζηηθέο νπζίεο, ζηελ θαξκαθεπηηθή θαη θαιιπληηθή βηνκεραλία, ζηελ βηνκεραλία 

ηξνθίκσλ σο ζπκπιεξώκαηα δηαηξνθήο θαη αληηνμεηδσηηθά, ζηελ βηνκεραλία 

θαπζίκσλ σο πηζαλή ελαιιαθηηθή πεγή αλαλεώζηκεο ελέξγεηαο (Gao et al., 2012; 

Shalaby, 2011; Skjanes et al., 2012). Πνιιά από ηα πξντόληα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

ζήκεξα, απνηεινύληαη από δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο πνπ εμάγνληαη από ηελ 

βηνκάδα ησλ θπθώλ. Σέηνηνη είλαη ηα θαξνηνλνεηδή, αζηαμαλζίλε θ.α θαζώο  θαη 

δηάθνξεο άιιεο νξγαληθέο ελώζεηο όπσο ιηπίδηα, πδαηάλζξαθεο, πξσηεΐλεο  κε 

εκπνξηθή αμία. Κάπνηνη από ηνπο κεηαβνιίηεο απηνύο έρνπλ  βηνινγηθέο εθαξκνγέο  

κε  αληηνμεηδσηηθή, αληηθαξθηληθή θαη αληηθιεγκνλώδε δξάζε (Lee Jin-Ching et al., 

2013).  Ζ παξαγσγή ησλ ελώζεσλ απηώλ παξάγεηαη κέζσ ηεο θσηνζπλζεηηθήο 

δηαδηθαζίαο θαη ζε ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο κπνξνύλ λα παξάγνπλ ηηο ελώζεηο ζε 

πςειέο ζπγθεληξώζεηο. 

 

ηελ παξνύζα πεηξακαηηθή κειέηε, έγηλε πξνζπάζεηα αλάπηπμεο θαηηνύζαο 

επεμεξγαζίαο κηθξνθπθώλ κε εθαξκνγή ηνπ δηθαζηθνύ ζπζηήκαηνο PEG-Pi. 

Μειεηήζεθε ε επίδξαζε ηξηώλ ζπληειεζηώλ θαηαλνκήο: ηεο ζπγθέληξσζεο άιαηνο, 

pH θαη ην κνξηαθό βάξνο ηεο πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (PEG) ζηνλ δηαρσξηζκό ησλ 

βηνκνξίσλ. Παξάιιεια, κειεηήζεθε  ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα θαη ε 

θαηαλνκή πξσηετλώλ ζην θύθνο Tetraselmis sp. 

 

Αξρηθά, κε ηελ θαζκαηνθσηνκεηξία ππεξηώδνπο νξαηνύ (UV-Vis) έγηλε αλάιπζε 

θαζκάησλ ζε κήθνο θύκαηνο πνπ θπκάλζεθε κεηαμύ 700-220nm ζην Phaeodactylum 

sp. θαη Tetraselmis sp. Παξάιιεια, ππνινγίζηεθε ε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο κε ηελ 

κέζνδν Bradford, κε ην Phaeodactylum sp. λα παξνπζηάδεη κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε 

πξσηεΐλώλ έλαληη ηνπ Tetraselmis sp., όπσο δείρλεη ην δηάγξακκα ηεο Δηθόλαο 2. Δλ 

ζπλερεία, εμεηάδνληαο ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ηνπο κε ηελ κέζνδν 

FRAP. Σν Tetraselmis sp. παξνπζίαζε ην κεγαιύηεξν ρσξεηηθόηεηα κε 34,23κΜ ζε 

ζρέζε κε ην Phaeodactylum sp. κε 29,03κΜ (Δηθόλα 3). 
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ηα Phaeodactylum sp. θαη Σetraselmis sp. κειεηήζεθε επηπιένλ ε επίδξαζε ησλ 

ππέξερσλ ζηελ εθρύιηζε ησλ ζπλνιηθώλ πξσηετλώλ. Αθνύ ηα θύηηαξα ιύζεθαλ ζε 

δηάθνξνπο ρξόλνπο εθαξκνγήο ππεξήρσλ, αθνινύζεζε αλάιπζε θαζκάησλ ζηα 

εθρπιίζκαηα απηώλ κε θαζκαηνθσηνκεηξία UV-Vis. Σα θάζκαηα ησλ εθρπιηζκάησλ 

ησλ δύν θπθώλ παξνπζηάδνληαη ζηηο Δηθόλεο 4 θαη 5 αληίζηνηρα. ηα θάζκαηα ηεο 

Phaeodactylum sp. (Δηθόλα 4) παξαηεξήζεθαλ ίδηεο θνξπθέο κε κηθξέο δηαθπκάλζεηο 

ζηηο πεξηνρέο κε κήθε θύκαηνο 660-680nm θαη 400-440nm ζε όια ηα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα. Oη θνξπθέο ζηελ πεξηνρή 660-680nm νθείινληαη ζηελ απνξξόθεζε ησλ 

ρισξνθπιιώλ α θαη c θαη κεξηθώο θαξνηελνεηδώλ ελώ ζηελ πεξηνρή 400-440nm 

απνξξνθνύλ θπξίσλ θαξνηνλνεηδή (Cho & Govindjee, 1970; Mann & Myers, 1968).  

 

ηελ Δηθόλα 5 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα ηνπ Tetraselmis sp., όπνπ 

παξαηεξήζεθαλ θνξπθέο κεηαμύ 650-700nm ζε όια ηνπο ρξόλνπο πιελ ζηα 0s θαη 

θνξπθέο απνξξόθεζεο κεηαμύ 390-440nm ζε όινπο ηνπο ρξόλνπο εθρύιηζεο 

ειαθξώο κεηαηνπηζκέλεο. Ζ εκθάληζε ησλ θνξπθώλ ζηελ πεξηνρή κήθνπο θύκαηνο 

650-670nm νθείινληαη ζηελ ρισξνθύιιε a, b, c θαη ζηελ πεξηνρή κήθνπο θύκαηνο 

390-440nm, νη θνξπθέο πηζαλόλ λα νθείινληαη ζε δηάθνξα θαξoηελνεηδή 

(Sathyendranath, et.al, 1987). Όζνλ αθνξά ηελ ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζηα 

εθρπιίζκαηα ηνπο, ζην Phaeodactylum sp. παξαηεξήζεθε ην κέγηζην κεηά από 

πεξίπνπ 10s κε πςειόηεξε απηή ζηνλ ρξόλν 100s. ε αληίζεζε ην Tetraselmis sp. γηα 

ηελ εθρύιηζε απαηηείηαη ρξόλνο πεξίπνπ 60s, κε πςειόηεξε απηή ζηνλ ρξόλν 100s. 

 πγθξίλνληαο ηηο ηηκέο ησλ ζπγθεληξώζεσλ ζηνλ ρξόλν 100s, ην Tetraselmis sp. 

παξνπζηάδεη ηελ κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο  5,69mg/mL ζε ζρέζε κε ην 

Phaeodactylum sp. πνπ έρεη 4,05mg/mL πξσηεΐλεο (Δηθόλα 6).  

 

Με βάζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο νιηθήο αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο 

πξνζδηνξηζκέλε κε ην FRAP (κΜ) επειέγε ε ζπλέρηζε ησλ πεηξακάησλ κε ην 

Τetraselmis sp. Ζ κειέηε ζπλερίζηεθε ζε θύηηαξα Tetraselmis sp., πνπ είραλ 

αλαπηπρζεί ζε  ηξεηο ζπλζήθεο θαηαπόλεζεο κε πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγθέληξσζεο 

νιηθώλ πξσηετλώλ. Απηνί είλαη ε πςειή ζεξκνθξαζία (Σ
e
), ζπγθέληξσζε άιαηνο 

(5%S) θαη έιιεηςεο αδώηνπ (Ν). Σα απνηειέζκαηα παξαηίζεληαη ζην δηάγξακκα ηεο 

Δηθόλαο 7. Παξαηεξείηαη όηη ε ζπλνιηθή ζπγθέληξσζε πξσηετλώλ είλαη κεησκέλε ζηα 

εθρπιίζκαηα πνπ είραλ θαηαπνλεζεί ζε ζρέζε κε ην εθρύιηζκα απνπζίαο 
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θαηαπόλεζεο. πγθξίλνληαο δε ηηο ζπγθεληξώζεηο πξσηετλώλ κεηαμύ ησλ ηξηώλ 

ζπλζεθώλ θαηαπόλεζεο, ηελ κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε εκθαλίδεη ην εθρύιηζκα ππό 

έιιεηςε αδώηνπ. 

 

ε επόκελν ζηάδην ηεο κειέηεο, αλαπηύρζεθε πξσηόθνιιν θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο ζην 

Tetraselmis sp. Σν πξσηόθνιιν πνπ επειέγε ήηαλ ην πδαηηθό δηθαζηθό ζύζηεκα ATPS, κε 

θάζεηο ηελ πνιπαηζπιελνγιπθόιε (PEG) θαη θσζθνξηθώλ (Pi). Σα πιενλεθηήκαηα πνπ 

έρεη σο ζύζηεκα θαζαξηζκνύ είλαη ην ρακειό θόζηνο, θαιή αλάιπζε θαη απόδνζε, 

θαιή επαλαιεςηκόηεηα θαη δελ είλαη ηνμηθό πξνο ην πεξηβάιινλ.. Υξεζηκνπνηείηαη γηα 

ηνλ δηαρσξηζκό θαη θαζαξηζκό πνιιώλ βηνκνξίσλ (Οmidinia E. et al., 2009). Σν παξόλ 

ζύζηεκα εθαξκόζηεθε ζε θπγνθεληξεκέλα θαη κε θπγνθεληξεκέλα θύηηαξα Tetraselmis 

sp. κειεηώληαο ηελ επίδξαζε ηνπ κνξηαθνύ βάξνπο πνιπκεξνύο (PEG), ηεο ζπγθέληξσζεο 

άιαηνο θαη pH ζηνλ θαζαξηζκό θαη δηαρσξηζκό ησλ βηνκνξίσλ ηνπ Tetraselmis sp..  

 

Σα απνηειέζκαηα από ηελ κειέηε ηεο επίδξαζεο ηνπ κνξηαθνύ βάξνπο ηεο 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο PEG (1500 Da, 3000 Da, 6000 Da) ζε θπγνθεληξεκέλα 

εθρπιίζκαηα παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 1.  Πξνζδηνξίζηεθε επίζεο ε θαηαλνκή 

πξσηεΐλώλ (%) ζηηο δύν πδαηηθέο θάζεηο. Οη θάζεηο πνιπαηζπιελνγιπθόιεο (PEG) 

παξνπζίαζαλ ην κεγαιύηεξν πνζνζηό θαηαλνκήο  από ηηο θάζεηο θσζθνξηθώλ θαη ζηα 

ηξία κνξηαθά βάξε. Ζ θάζε PEG κε κνξηαθό βάξνο 1500 Da παξνπζίαζε ην 

πςειόηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο έλαληη ησλ θάζεσλ κε κνξηαθό βάξνο 3000 Da θαη 

6000 Da. ηνλ Πίλαθα 2  παξνπζηάδνληαη αληίζηνηρα ηα απνηειέζκαηα ζε κε 

θπγνθεληξεκέλα θύηηαξα όπσο παξνπζηαζηήθαλ ζηνλ πξνεγνύκελν Πίλαθα 1. Σν 

κεγαιύηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο θαηαλεκήζεθε ζηελ  θάζε πνιπαηζπιελνγιπθόιεο κε 

κνξηαθό βάξνο 6000Da. Ζ θάζε θσζθνξηθώλ κε κνξηαθό βάξνο 3000Da παξνπζίαζε 

ην πςειόηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο έλαληη ησλ θάζεσλ κε κνξηαθό βάξνο 1500Da θαη 

6000Da.  

 

πγθξίλνληαο ηα απνηειέζκαηα ζηα θπγνθεληξεκέλα θαη κε θπγνθεληξεκέλα θύηηαξα 

Teteraselmis, δηαπηζηώλεηαη όηη ηελ κεγαιύηεξε θαηαλνκή πξσηετλώλ απαληάηαη ζηηο 

θάζεηο PEG ηόζν ζηα θπγνθεληξεκέλα όζν θαη ζηα κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα. 

Δμαίξεζε απνηειεί  ζην ζύζηεκα κε θπγνθεληξεκέλσλ εθρπιηζκάησλ ε θάζε 

θσζθνξηθώλ ζην ζύζηεκα κε κνξηαθό βάξνο PEG 3000 Da, εκθαλίδνληαο κεγαιύηεξε 



53 

 

θαηαλνκή πξσηετλώλ από ηελ θάζε PEG.  Tν δηθαζηθό ζύζηεκα PEG-Pi κε PEG 1500 

Da, 3000 Da, 6000 Da εθαξκόζηεθε επίζεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο νιηθήο 

αληηνμεηδσηηθήο ρσξεηηθόηεηαο ησλ θάζεσλ κε ηελ κέζνδν FRAP. Σν δηάγξακκα 

(Δηθόλα 7) απεηθνλίδεη ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ζε κΜ/mg ζε κε 

θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα. Ζ πςειόηεξε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα 

πξνζδηνξίζηεθα ζηηο θάζεηο PEG ζηα κνξηαθά βάξε 3000 Da θαη 6000 Da από ηηο 

αληίζηνηρεο θάζεηο θσζθνξηθώλ. Δμαίξεζε απνηειεί ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε 

κνξηαθό βάξνο PEG 1500Da πνπ παξνπζίαζε ηελ πςειόηεξε νιηθή αληηνμεηδσηηθή 

ρσξεηηθόηεηα. πγθξίλνληαο ην δπλακηθό ησλ δύν θάζεσλ δηαπηζηώζεθε πσο ην 

πςειόηεξν FRAP εκθάληζε ε θάζε PEG ζε κνξηαθό βάξνο 3000 Da. Αληίζηνηρα, 

ζην δηάγξακκα (Δηθόλα 8) παξνπζηάδεηαη ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ζε 

κΜ/mg ζε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα. Παξαηεξήζεθε όηη ην πςειόηεξν FRAP 

εκθάληζαλ νη θάζεηο θσζθνξηθώλ θαη ζηα ηξία κνξηαθά βάξε 

πνιπαηζπιελνγιπθόιεο. πγθξίλνληαο ηηο ηηκέο FRAP (κΜ/mg) από ηα δηαγξάκκαηα 

δηαπηζηώλεηαη όηη ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα ησλ κε θπγνθεληξεκέλσλ 

εθρπιηζκάησλ  είλαη κεγαιύηεξν έλαληη ησλ θπγνθεληξεκέλσλ θαη ζηηο δύν θάζεηο 

PEG θαη Pi.  

 

Αθνινύζσο, επηιέγνληαο σο θξηηήξην ηελ νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα θαη 

ηελ θαηαλνκή ησλ πξσηετλώλ ζηηο θάζεηο ζηα ζπζηήκαηα κε κνξηαθό βάξνο PEG 

1500Da, 3000Da, 6000Da, επηιέρζεζαλ κε θπγνθεληξεκέλα εθρπιίζκαηα ζε κνξηαθό 

βάξνο PEG 3000Da γηα πεξαηηέξσ κειέηε ηεο επίδξαζεο δύν ζπληειεζηώλ 

θαηαλνκήο. Οη ζπληειεζηέο πνπ εμεηάζηεθαλ ήηαλ ην pH θαη ε ζπγθέληξσζε άιαηνο 

ζην ζύζηεκα ATPS (PEG/Pi).  

 

O ηύπνο ηνπ άιαηνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ηθαλόο λα πξνθαιέζεη ηνλ δηαρσξηζκό 

ησλ θάζεσλ θαη ηελ δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ βηνκνξίσλ ζηηο δπν θάζεηο. Αλ ε 

ρξήζε ηνπ άιαηνο δελ νδεγήζεη ζηνλ δηαρσξηζκό απηό πηζαλόλ λα νθείιεηαη ζηηο 

αζζελείο αιιειεπηδξάζεηο πνπ έρεη κε ην πνιπκεξέο θαη ηα κόξηα ηνπ λεξνύ. Σν 

κνξηαθό βάξνο ηνπ πνιπκεξνύο επηδξά ζηελ ζύλζεζε ησλ θάζεσλ θαη ζηνλ αξηζκό 

ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ απηνύ θαη ηεο πξσηεΐλεο, ιόγσ ησλ πδξόθνβσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ αιπζίδσλ ηεο PEG θαη ηεο πδξνθνβηθήο πεξηνρήο ηεο 

πξσηεΐλεο (Νarayan & Raghavarao, 2007; Οmidinia et. al., 2010; Rosa et al., 2007).   
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Αξρηθά, ζην πξώην κέξνο ηνπ πεηξάκαηνο κειεηήζεθε ε εθαξκνγή ε επίδξαζε ηνπ 

pH ζην ζύζηεκα. Δμεηάζηεθαλ ηξεηο ηηκέο pH=6,5/ 7,5/ 8,5. ην δηάγξακκα (Δηθόλα 

9) παξνπζηάδνληαη ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα θαη ε (%) θαηαλνκή ησλ 

νιηθώλ πξσηετλώλ. Παξαηεξείηαη όηη ε πςειόηεξε αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα 

εκθαλίδεη ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε ηηκή pH=7,5 κε κέγηζην  96,04 κΜ/mg ελώ ηελ 

κεγαιύηεξε θαηαλνκή πξσηετλώλ παξνπζηάδεη επίζεο ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε ηηκή 

pH=8,5 ζε ζύγθξηζε κε ηηο ππόινηπεο θάζεηο. 

 

ην δεύηεξν κέξνο ηνπ πεηξάκαηνο κειεηήζεθε ε επίδξαζε ζπγθέληξσζεο άιαηνο, 

ζηηο ηηκέο 0 % (w/v), 3,5% (w/v), 7% (w/v), 10% (w/v) NaCl. ηελ Δηθόλα 10 

παξνπζηάδνληαη ζε δηαγξάκκαηα ηα απνηειέζκαηα. ην κεγαιύηεξν πνζνζηό 

θαηαλνκήο πξσηετλσλ παξνπζίαδεη ζε ζπγθέληξσζε NaCl 7% (w/v) ελώ από ηηο 

θάζεηο PEG ην κεγαιύηεξν πνζνζηό εκθαλίδεηαη ζε ζπγθέληξσζε NaCl 10% (w/v). 

Όζνλ αθνξά ε νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα FRAP (κΜ/mg πξσηετλεο), ζηηο 

θάζεηο θσζθνξηθώλ ην πςειόηεξν εκθαλίδεηαη  ζε ζπγθέληξσζε NaCl 10% (w/v) 

ελώ ζηηο θάζεηο PEG εκθάληζε ζε ζπγθέληξσζε NaCl 7% (w/v). 

 

Μεηά ην πέξαο ηεο παξαπάλσ κειέηεο, εμεηάζηεθε πάιη ε επίδξαζε ηνπ pH, 

δηεπξύλνληαο ην εύξνο ηνπ pΖ. πγθεθξηκέλα κειεηήζεθαλ ζε ηέζζεξηο ηηκέο pΖ 6,5, 

7,0, 7,5, 8,5. Παξαηεξήζεθε όηη ην κεγαιύηεξν πνζνζηό πξσηεΐλεο θαηαλέκεηαη από 

ηηο θάζεηο PEG ζε pH 7 θαη αληίζηνηρα ζηηο θάζεηο θσζθνξηθώλ ζε pH 8,5 (Δηθόλα 

11). Όζνλ αθνξά ηελ νιηθή αληηνμεηδσηηθή ρσξεηηθόηεηα, ε θάζε θσζθνξηθώλ ζε 

pH 7 εκθαλίδεη ην πςειόηεξν δπλακηθό ελώ από ηηο θάζεηο PEG εκθαλίδεη ζε pH 8 

(Δηθόλα 12). 

 

πλνςίδνληαο ηα παξαπάλσ  απνηειέζκαηα παξαηεξείηαη πσο ηόζν ε ζπγθέληξσζε 

άιαηνο όζν θαη ην κνξηαθό βάξνο ηνπ πνιπκεξνύο PEG έρνπλ ζεκαληηθή επίδξαζε 

ζηελ θαηαλνκή ησλ βηνκνξίσλ ηνπ Tetraselmis sp. Ζ θαιύηεξε απόδνζε ηνπ 

ζπζηήκαηνο ATPS (PEG-Pi), παξαηεξήζεθε ηηο ζπλζήθεο κε κνξηαθό βάξνο PEG 

3000, pH 7,0 θαη 0% NaCl.  
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Ζ κειέηε θαηηνύζαο επεμεξγαζίαο κε εθαξκνγή ηνπ ζπζηήκαηνο ATPS, δίλεη ηελ 

δπλαηόηεηα πεξαηηέξσ έξεπλαο ηνπ βάζε ησλ ζεηηθώλ θαη ελζαξξπληηθώλ 

απνηειεζκάησλ πνπ ιήθζεθαλ. Δμεηάδνληαο κόλν ηξείο ζπληειεζηέο θαηαλνκήο pH, 

ζπγθέληξσζε άιαηνο θαη κνξηαθό βάξνο πνιπκεξνύο δηαπηζηώζεθε ε επίδξαζε ηνπο 

ζηνλ θαζαξηζκό θαη ηνλ δηαρσξηζκό ησλ βηνκνξίσλ. Δπηπιένλ, δηαπηζηώζεθε πσο ην 

Tetraselmis sp. κπνξεί σο θαηάιιειν βηνινγηθό ζύζηεκα λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε 

πνιιαπιέο εθαξκνγέο όπσο ζηελ βηνκεραλία ηξνθίκσλ, θαιιπληηθώλ θαη 

θαξκαθεπηηθώλ θ.α.  
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