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4. 2 Εισαγωγή-Θεωρητικό Μέρος 

4. 2. 1 Γενικά περί ενζύµων 

 Τα ένζυµα είναι οι καταλύτες της ζωής γιαυτό κοι ονοµάζονται 

βιοκαταλύτες. Τα ένζυµα είναι κυρίως πρωτεΐνες και όπως όλες οι λειτουργικές 

πρωτεΐνες, δεσµεύουν εκλεκτικά ορισµένα µόρια τα οποία στην περίπτωση των 

ενζύµων ονοµάζονται υποστρώµατα (substrates). Ο ρόλος των ενζύµων είναι η 

κατάλυση της χηµικής τροποποίησης των υποστρωµάτων τους. 

Οι βιολογικές αντιδράσεις καταλύονται από τα ένζυµα τα οποία είναι κυρίως 

πρωτεΐνες (τελευταία ανακαλύφθηκαν µόρια RNA µε ενζυµικές ιδιότητες, τα 

ριβοένζυµα, ribozymes) που παρουσιάζουν δράση και ιδιότητες παρόµοιες µε τις 

ιδιότητες των ενζύµων. 

 Όσον αφορά τη δοµή, τις ιδιότητες και τις µεθόδους καθαρισµού των 

ενζύµων ισχύουν όλα όσα αναφέρθηκαν για τις πρωτεΐνες (άσκηση 3) µια και τα 

ένζυµα, όπως αναφέρθηκε, είναι µια ειδική κατηγορία πρωτεϊνών. 

Ο τρόπος δράσης των ενζύµων είναι παρόµοιος µε αυτόν των ανόργανων 

καταλυτών. Έτσι, τα ένζυµα χωρίς να µετατοπίζουν τη θέση της χηµικής 

ισορροπίας, αυξάνουν την ταχύτητα των αντιδράσεων τις οποίες καταλύουν, 

Εικόνα 4. 1. 

 

Εικόνα 4. 1 
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Αυτό επιτυγχάνεται µε την ελάττωση της ενέργειας ενεργοποιήσεως που 

απαιτείται για τη µετατροπή των αντιδρόντων σε προιόντα της αντίδρασης. 

Ωστόσο τα ένζυµα παρουσιάζουν σηµαντικότατες διαφορές σε σχέση µε τους 

ανόργανους καταλύτες, η κυριότερη των οποίων είναι η µεγάλη τους 

εξειδίκευση. 

 
Εικόνα 4. 2 

Ενζυµικές αντιδράσεις παρουσία και απουσία ενζύµου µε µία ή δύο µεταβατικές 

καταστάσεις 

4. 2. 2 Εξειδίκευση των ενζύµων 

 Την εξειδίκευση των ενζύµων µπορούµε να την διακρίνουµε σε απόλυτη, 

υψηλή και χαµηλή.  

• Ένζυµα µε απόλυτη εξειδίκευση είναι εκείνα που δρουν αποκλειστικά σε 

ένα µόνο υπόστρωµα (π.χ. η ουρεάση που υδρολύει µόνο την ουρία).  

• Ένζυµα µε υψηλή εξειδίκευση καταλύουν τη µετατροπή ενός πολύ 

περιορισµένου αριθµού υποστρωµάτων.  

• Ένζυµα µε χαµηλή εξειδίκευση (π.χ. ορισµένες φωσφατάσες, εστεράσες 

κλπ.) µπορούν να καταλύσουν µια σειρά από παρόµοιες αντιδράσεις. 

 Αξιοσηµείωτη είναι και η στερεοεξειδίκευση που παρουσιάζουν ορισµένα 

ένζυµα, καταλύοντας π.χ. τη µετατροπή µιας από τις δυο ισοµερείς µορφές του 

ιδίου υποστρώµατος, ή αντίστοιχα παράγοντας µόνο τη µια από τις δυο πιθανές 

ισοµερείς µορφές του προϊόντος. 

4. 2. 3 Κατάταξη των ενζύµων 

 Τα ένζυµα ανάλογα µε τη φύση των αντιδράσεων που καταλύουν 

κατατάσσονται σε έξι µεγάλες κατηγορίες κάθε µια από τις οποίες χωρίζεται σε 

µικρότερες υποκατηγορίες. Οι κύριες κατηγορίες είναι: 



Bιοχηµεία 2013-2014 Άσκηση 4η 
 

Καθηγητής Δρ. Κ. Ε. Βοργιάς 
 

4 

• Οξειδοαναγωγάσες: καταλύουν την οξείδωση ή αναγωγή του 

υποστρώµατος.  

• Τρανσφεράσες: καταλύουν τη µεταφορά οµάδων από µια χηµική ένωση σε 

άλλη.  

• Υδρολάσες: καταλύουν την υδρόλυση του υποστρώµατος. 

• Λυάσες: καταλύουν τη µη υδρολυτική αφαίρεση οµάδων µε δηµιουργία 

διπλού, ή την προσθήκη οµάδων σε διπλό δεσµό. 

• Ισοµεράσες: καταλύουν ενδοµοριακές µεταθέσεις µέσα στο µόριο. 

• Λιγάσες: καταλύουν το σχηµατισµό χηµικών δεσµών µε ταυτόχρονη 

διάσπαση ATP. 

4. 2. 4 Ενεργό κέντρο των ενζύµων 

 Η αλληλεπίδραση ενζύµου-υποστρώµατος δεν γίνεται σε τυχαίες περιοχές 

του ενζύµου αλλά σε συγκεκριµένη περιοχή, η οποία στα περισσότερα ένζυµα έχει 

τη µορφή ρωγµής ή σχισµής, που σχηµατίζεται από τις αναδιπλώσεις της 

πολυπετιδικής αλυσίδας. Η περιοχή αυτή ονοµάζεται ενεργό κέντρο (καταλυτικό 

κέντρο) του ενζύµου. Ο ρόλος του ενεργού κέντρου είναι να αναγνωρίζει το 

υπόστρωµα, να το προσανατολίζει στην κατάλληλη θέση σε σχέση µε το ένζυµο 

και να του προσδίδει την κατάλληλη στερεοδιαµόρφωση. 

 Η περιοχή της πολυπεπτιδικής αλυσίδας που περιλαµβάνει το ενεργό 

κέντρο λέγεται καταλυτική περιοχή. Όταν πρόκειται για ένζυµο µε περισσότερες 

από µια υποµονάδες, τότε αυτή που περιέχει, το καταλυτικό κέντρο, λέγεται 

καταλυτική υποµονάδα. Αντίστοιχα διακρίνουµε τις ρυθµιστικές περιοχές και τις 

ρυθµιστικές υποµονάδες, που χαρακτηρίζουν τα τµήµατα του ενζύµου που δεν 

συµµετέχουν άµεσα στην κατάλυση αλλά συντελούν στη διαµόρφωση της δοµής 

και στη ρύθµιση της δράσης του ενζύµου. 
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Εικόνα 4. 3 

Σχηµατική παρουσίαση του ενεργού κέντρου της εξοκινάσης της γλυκόζη και η 

αλλαγή της δοµής του ενζύµου µετά την αλληλεπίδραση µε το υπόστρωµα 

 

4. 2. 5 Ρύθµιση της δράσης των ενζύµων 

 Η δράση των ενζύµων ρυθµίζεται είτε µε οµοιοπολικές τροποποιήσεις της 

δοµής τους, είτε µε αλληλεπίδραση µε διάφορες ενώσεις (αναστολείς ή 

ενεργοποιητές). 

 Οι κυριότερες αντιστρεπτές οµοιπολικές τροποποιήσεις της δοµής ενός 

ενζύµου οι οποίες έχουν ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση ή ανενεργοποίηση 

(αναστολή) της δράσης του είναι: 

• φωσφορυλίωση-απο φωσφορυλίωση 

• αδενυλυλίωση-αποαδενυλυλίωση 

• ουριδυλυλίωση-αποουριδυλυλίωση 

• ακετυλίωση-αποακετυλίωση 

• µεθυλίωση-αποµεθυλίωση 

 Μη αντιστρεπτή οµοιοπολική τροποποίηση γίνεται µε την περιορισµένη 

πρωτεόλυση. Ένας µεγάλος αριθµός ενζύµων συντίθεται στα µεγαλύτερα και 

αδρανή ή ελάχιστα δραστικά πρόδροµα µόρια. Η ενεργοποίηση αυτών των 

ενζύµων γίνεται µε την απόσπαση ενός ή λίγων πεπτιδίων από την πολυπεπτιδική 

αλυσίδα, που επιτυγχάνεται µε περιορισµένη πρωτεόλυση. 

 Αναστολείς (ή παρεµποδιστές) ονοµάζονται οι ουσίες εκείνες που 

αναστέλλουν τη δράση των ενζύµων. Διακρίνονται σε αντιστρεπτούς και µη 

αντιστρεπτούς αναστολείς. 
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Οι αντιστρεπτοί αναστολείς διακρίνονται σε 

• συναγωνιστικούς (οι οποίοι δεσµεύονται στο καταλυτικό κέντρο του 

ενζύµου και συναγωνίζονται µε το υπόστρωµα) και  

• σε µη συναγωνιστικούς (δεσµεύονται σε διαφορετική περιοχή από αυτή του 

ενεργού κέντρου).  

 Μια ειδική περίπτωση αντιστρεπτής συναγωνιστικής αναστολής είναι και 

εκείνη που τα προϊόντα της ενζυµικής δράσης αναστέλλουν τη δράση του ενζύµου. 

Το φαινόµενο αυτό καλείται ανάδραση (feedback inhibition). 

 Ενεργοποιητές ονοµάζονται οι ουσίες που αυξάνουν τη δράση των 

ενζύµων είτε µετατρέποντας τη στερεοδιάταξη του ενζύµου στην ενεργό µορφή, 

είτε ενωµένες αντιστρεπτά µε το ένζυµο (ή το υπόστρωµα) συµβάλλοντας στη 

δηµιουργία του συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος.  

 Ένας σηµαντικός αριθµός ενζύµων χρησιµοποιούν για τη δράση τους 

µικρού µοριακού βάρους οργανικές ενώσεις, που ονοµάζονται συνένζυµα. 

 Τα συνένζυµα που είναι απαραίτητα για την εµφάνιση της ενζυµικής 

δράσης των συγκεκριµένων ενζύµων, δεσµεύονται αντιστρεπτά στο ένζυµο 

(αποένζυµο) σχηµατίζοντας το σύµπλοκο ενζύµου-συνενζύµου (ολοένζυµο). 

Μερικά από τα συνηθισµένα συνένζυµα είναι  

• νικοτιναµιδοαδενινοδινουκλεοτίδιο (NAD) 

• φλαβινοαδενινοδινουκλεοτίδιο 

• το ακετυλοσυνένζυµο (CoA) 

• ATP 

• φωσφορική πυριδοξάλη κλπ. 

4. 2. 6 Ποσοτικός προσδιορισµός ενζύµων – Δραστικότητα ενζύµων 

 Ο ποσοτικός προσδιορισµός ενός ενζύµου δεν γίνεται µε βάση τη φύση του 

(πρωτεϊνική) και αυτό γιατί σε ένα ενζυµικό παρασκεύασµα συνυπάρχουν και 

άλλες πρωτείνες που δεν είναι ένζυµα, ή ακόµη και άλλα ένζυµα µε διαφορετική 

καταλυτική δράση, αλλά µε βάση τη δραστικότητά του.  

 Η δραστικότητα (ή ενεργότητα) ενός ενζύµου εκφράζεται συνήθως µε 

την ταχύτητα της αντίδρασης που καταλύει το ένζυµο. Ως ταχύτητα, ορίζεται η 

ποσότητα του υποστρώµατος που µετατρέπεται στη µονάδα του χρόνου.  

Ποσοτικά η δραστικότητα ενός ενζύµου εκφράζεται µε τους εξής όρους: 
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• Μονάδα ενζυµικής δράσης ορίζεται ως το ποσό του ενζύµου που µετατρέπει 

1mole υποστρώµατος σε 1 sec και λέγεται διεθνώς katal ή kat (1katal = 

1mole/sec). 

• Παλαιότερα ως µονάδα ενζυµικής δράσης χρησιµοποιούσαν το Unit που 

ορίζεται σαν το ποσό 1mmol/min, ισχύει δε 1Unit = 16,67nkat. 

• Ειδική ενεργότητα ενός ενζύµου ορίζεται ο λόγος Unit/mg πρωτείνης ή 

katal/mg πρωτείνης. 

 Οι πειραµατικές µέθοδοι προσδιορισµού της δραστικότητας των ενζύµων 

βασίζονται στη µέτρηση είτε της κατανάλωσης του αντιδρόντος, είτε της 

εµφάνισης του προιόντος της αντίδρασης και µπορεί να είναι:  

• φασµατοφωτοµετρικές 

• πεχαµετρικές 

• πολωσιµετρικές 

• χηµικές 

• µανοµετρικές 

• χρωµατογραφικές 

• ισοτοπικές. 

 Σε ένα συνηθισµένο προσδιορισµό της δραστικότητας ενός ενζύµου 

(assay), το ένζυµο επωάζεται µε το υπόστρωµα σε µια ορισµένη θερµοκρασία και 

σε ένα ορισµένο pH. Μαζί µε το assay γίνονται δυο πειράµατα ελέγχου (controls).  

 Στο ένα πείραµα ελέγχου δε βάζουµε καθόλου ένζυµο και στο δεύτερο 

βάζουµε ένζυµο µετουσιωµένο. Με τον τρόπο αυτό µπορούµε να είµαστε βέβαιοι 

ότι το αποτέλεσµα που παρατηρούµε οφείλεται αποκλειστικά στη δράση του 

συγκεκριµένου ενζύµου και όχι σε κάποια άλλη χηµική αντίδραση. 

4. 2. 7 Κινητική ενζυµικών αντιδράσεων 

Η ταχύτητα των ενζυµικών αντιδράσων επηρεάζεται από διαφορετικούς 

παράγοντες. Οι παραγοντες που επηρεάζουν την ταχύτητα µιας ενζυµικής 

αντίδρασης είναι: 

• συγκέντρωση υποστρώµατος [S] 

• συγκέντρωση ενζύµου [Ε] 

• pH διαλύµατος 

• θερµοκρασία 
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• σύσταση του διαλύτη 

• πίεση 

 Προκειµένου να µελετηθεί πειραµατικά η επίδραση κάθε ενός από τους 

παραπάνω παράγοντες, διατηρούνται σταθεροί όλοι οι υπόλοιποι και µεταβάλλεται 

µόνο ο υπο εξέταση παράγων. Έτσι, π.χ. για τη µελέτη της επίδρασης της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος στην ταχύτητα της αντίδρασης, οι πειραµατικές 

συνθήκες είναι τέτοιες ώστε να διατηρείται σταθερή η θερµοκρασία, το pH και η 

συγκέντρωση του ενζύµου. 

 Σε µια ενζυµική αντίδραση διακρίνονται τα ακόλουθα στάδια τα οποία δεν 

είναι πάντα εύκολο να τα διακρίνουµε, αλλά παραδεχόµαστε την ύπαρξή τους για 

λόγους θεωρητικούς και υπολογιστικούς. 

• Σύνδεση του ενζύµου [Ε] µε το υπόστρωµα [S] και σχηµατισµός ενός 

συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος [ES]. 

• Ενδοµοριακή ανακατάταξη (χηµική αντίδραση) του συµπλόκου [ES] που 

οδηγεί στο σχηµατισµό ενός συµπλόκου: ενζύµου-υποστρώµατος: [EP]. 

• Διάσταση του συµπλόκου [ΕP] πρός ένζυµο και προϊόν [P] 

 Η γενική αντίδραση που περιγράφει τη δηµιουργία του συµπλόκου 

ενζύµου-υποστρώµατος και τη διάσπαση του στα προιόντα είναι  

    k+1        k+2 
    E + S  ES            EP  E + P 
    k-1         k+3 

όπου  

E: ένζυµο, S: υπόστρωµα, P: προιόν, k+1 k-1, k+2, k+3 οι σταθερές ταχύτητας των 

αντιδράσεων. 

Η κινητική µιας καταλυτικής (µη ενζυµικής) αντίδρασης είναι ανάλογη της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος. Στην περίπτωση αυτή η σχέση ταχύτητας 

αντίδρασης u και της συγκέντρωσης του υποστρώµατος [S] είναι γραµµική u=ƒ(S) 

Αντίθετα σε µια ενζυµική αντίδραση, η ταχύτητα της αντίδρασης είναι 

ανάλογη της συγκέντρωσης του υποστρώµατος και του ενζύµου, µέχρι µια τιµή 

της συγκέντρωσης του υποστρώµατος [Sx] για µια δεδοµένη συγκέντρωση του 

ενζύµου [Ε]. Μετά την τιµή αυτή [Sx] η ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης είναι 

ανεξάρτητος της [S] και εξαρτάται από τη συγκέντρωση του ενζύµου. Η τιµή αυτή 

[Sx] είναι η ποσότητα του S που έχει κορέσει όλο το ένζυµο. Από το σηµείο αυτό η 

συνάρτηση u=f[S] ακολουθεί κινητική κορεσµού, όπως διαγραµµατικά 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 4. 4.  Δηλαδή οι τιµές της u είναι σχεδόν σταθερές και 
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παράλληλες πρός τον άξονα της συγκέντρωσης. Η τιµή αυτή τείνει πρός µια 

µεγίστη τιµή που λέγεται Vmax. 

 
 
 
 

 

Εικόνα 4. 4 

Το παραπάνω διάγραµµα συνοψίζει την κινητική κορεσµού των ενζυµικών 

αντιδράσεων σε τρείς φάσεις: (α) χαµηλή συγκέντρωση υποστρώµατος S, (β) 

µεσαία συγκέντρωση υποστρώµατος S, κοντά στον κορεσµό και (γ) υψηλή 

συγκέντρωση υποστρώµατος S, όπου όλα τα καταλυτικά κέντρα του ενζύµου 

είναι κατειλληµένα από το υπόστρωµα και υπάρχει επίσης ελεύθερο 

υπόστρωµα, δηλαδή κατάσταση υπερκορεσµού. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. 5 

Εξάρτηση της ταχύτητας της 

αντίδρασης από τη συγκέντρωση 

υποστρώµατος (σε περίπτωση 

σταθερής συγκέντρωσης ενζύµου). 
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Η εικόνα 4. 5 παρουσιάζει τη µεταβολή της ταχύτητας (U) συναρτήσει της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος [S].  

Η µορφή αυτής της καµπύλης για τις ενζυµικές αντιδράσεις µελετήθηκε και 

αποδόθηκε µε µαθηµατικό τρόπο από τους Michaelis-Menten το 1913. Η 

µαθηµατική απόδοση της ενζυµικής κινητικής βασίζεται στην υπόθεση ότι υπάρχει 

κάποιο σχηµατιζόµενο ενδιάµεσο σύµπλοκο το [ES]. 

Η εξίσωση (β) είναι η γνωστή εξίσωση των Michaelis-Menten 

u/Vmax=[S]/Km+[S]   (β) 

όπου: 

u = ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης 

Vmax = η µεγίστη ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης όταν η συγκέντρωση του 

υποστρώµατος είναι πολύ µεγάλη  

[S] = η συγκέντρωση του υποστρώµατος 

Km = σταθερά Michaelis-Menten  

4. 2. 7. 1 Μαθηµατική παραγωγή της εξίσωσης Michaelis-Menten 

Υπόθεση: Έστω ένα ένζυµο E αντιδρά µε ένα υπόστρωµα S και 

δηµιουργείται το σύµπλοκο ES το οποίο διασπάται σε E και προϊόν P, η ενδιάµεση 

αντίδραση ESàEP δεν λαµβάνεται, υπόψην όπως αναφέρεται στις παραδοχές που 

έγιναν για την παραγωγή της εξίσωσης, διότι η k+3 είναι πολυ µεγάλη, οπότε δεν 

ρυθµίζει την κινητική. 

    k+1        k+2 
(γ)    E + S  ES            EP  E + P 
    k-1         k+3 

όπου k+1, k-1, k+2 και k+2: οι σταθερές ταχύτητας 

Η σταθερά διάστασης του συµπλόκου ES είναι: 

 (δ)  KS = [E] [S] / [ES] 

Η ποσότητα του συνολικού ενζύµου Et ισούται µε το άθροισµα του ποσού 

του ελεύθερου E και του ποσού του ενζύµου υπό τη µορφή του συµπλόκου ES 

δηλαδή: 

 (ε)  [Et] = [E] + [ES] 
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Η ταχύτητα της ενζυµικής αντίδρασης είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του 

συµπλόκου [ES] διότι η ταχύτητα σχηµατισµού του συµπλόκου [ES] είναι πολύ πιό 

µεγάλη από την ταχύτητα διάσπασής του σε E και P. 

 (στ)  u = d[P]/dt = k+2[ES] 

Όταν όλο το ένζυµο βρίσκεται σε σύµπλοκο µε το υπόστρωµα [ES] τότε η 

u=Vmax και συνεπώς u = k+2[Et]. 

Από την εξίσωση (δ) έχουµε: 

 (ζ)  [ES]= [E] [S]/ KS 

 Από την εξίσωση (ε) έχουµε 

 (η)  [E] = [Et] - [ES] 

Συνδυάζοντας τις εξισώσεις (στ), (ζ) και (η) έχουµε: 

u = k+2[Et] [S] / [S] + KS (θ) k+2[Et]=Vmax  (ι) 

u/Vmax = [S] / [S] + Ks (κ) 

Η εξίσωση προκύπτει ως εξής: 

Η εξίσωση (στ)   u = k+2[ES] διαιρείται δια [Et] οπότε 

u/[Et] = k+2[ES]/[Et],  

αντικατάσταση [Et], βάσει της (ε), στο δεύτερο βάσει της (ε), στο δεύτερο σκέλος 

έχουµε: 

u/[Et] = k+2 [ES]/[E] + [ES] µε περαιτέρω αντικατάσταση [ES] µε 

[E] [S] / KS  βάσει της (ζ)  έχουµε: 

 

u      =   k+2[E] [S]/ KS                         u         =            [S]/ KS             

[Et]       [E]+ [E][S]/KS                      k+2 [Et]             1 + [S]/ KS  

 

 

  u      =      [S]/ KS                           u     =       [S]  

  Vmax       1 + [S]/ KS                     Vmax        KS + [S] 
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Εάν παρακολουθήσουµε τις µεταβολές των συγκεντρώσεων των S, P και 

του ενζύµου Ε και του συµπλόκου ES µε την εξέλιξη της αντίδρασης (χρόνος) θα 

παραχθεί η παρακάτω γραφική παράσταση: 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. 6 

Μακροσκοπική εικόνα της εξέλιξης µιας ενζυµικής αντίδρασης. Η µεγέθυνση 

του διαγράµµατος κοντά στην αρχή του διαγράµµατος, αφορά την αρχική 

κατάσταση της αντίδρασης όπoυ υπάρχει γραµµικότητα µεταξύ ταχύτητας της 

ενζυµικής αντίδρασης και συγκέντρωσης υποστρώµατος. 

Από την παραπάνω γραφική παράσταση (Εικόνα 4. 6) διαπιστώνουµε οτι οι 

µεταβολές των συγκεντρώσεων των [Ε] και [ES] συγκρινόµενες µε τις µεταβολές 

του υποστρώµατος και του προϊόντος είναι πολύ µικρές. Μετά απο κάποιο χρονικό 

διάστηµα που είναι πολύ µικρό, η µεταβολή d[ES]/dt=0.  

Στο σηµείο αυτό έχει αποκατασταθεί µια δυναµική ισορροπία (steady state) 

µεταξύ του ποσού του συµπλόκου που σχηµατίζεται και του ποσού που στη 

συνέχεια διασπάται προς ένζυµο και προϊόν της αντίδρασης [P]: 

d[ES]/dt = k+1[E][S] - k-1[ES] - k+2[ES] = 0 

Το υπόστρωµα δεσµεύεται σε ένα µόνο ενεργό κέντρο του ενζύµο. Εάν δεν 

συµβαίνει αυτό και το S συνδέεται σε n µέρη του ενζύµου, τότε η αντίδραση 

γίνεται: 
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nS + E <-----> ESn ------> E + P 

και η ταχύτητα της αντίδρασης θα ορίζεται ως: 

u / Vmax = [S]
n
 / [S]

n
 + Km 

και θα παίρνει τη τιµή Vmax/2 όταν [S] = Km

1/n
 

 

4. 2. 7. 2 Ποιές είναι οι υποθέσεις και παραδοχές που έγιναν για την 

παραγωγή της εξίσωσης των Michaelis-Menten 

1. Σχηµατισµός κάποιου συµπλόκου µεταξύ E και S, του ES. Η υπόθεση αυτή 

είναι το πλέον σηµαντικό σηµείο στην θεωρία των Michaelis-Menten. 

2. Στην πρώτη ηµιαντίδραση Ε+S à ES θεωρείται ότι αποκαθίσταται κάποια 

ισορροπία µεταξύ συµπλόκου ES και ελεύθερου S. Στη δεύτερη 

ηµιαντίδραση  ES à E+P γίνεται η παραδοχή ότι το σύµπλοκο διασπάται 

γρήγορα σε E και P. 

3. Η πρώτη ηµιαντίδραση είναι σηµαντικά γρηγορότερη από τη δεύτερη 

ηµιαντίδραση. 

4. Παραβλέπει το συµπλόκο ενζύµου – υποστρώµατος EP, δεχόµενοι ότι η κ+3 

είναι πολύ µεγάλη, οπότε η διάσπασή του είναι πολύ γρήγορη. 

5. Για τη συγκέντρωση του ολικού ενζύµου [Εt], έγινε η παραδοχή ότι 

[Εt]=[Ε]+[ES]. Αντίθετα για το υπόστρωµα έγινε η παραδοχή ότι η 

[St]=[S] του ελευθέρου υποστρώµατος. Αυτό συµβαίνει διότι [St] είναι 

πολύ µεγάλη, οπότε το υπόστρωµα υπό µορφή [ES] είναι αµελητέο.  

6. Μη αντιστρεπτότητα της αντίδρασης. Συνήθως τα ένζυµα καταλύουν την 

αντίδραση και προς τις δύο κατευθύνσεις, γεγονός που δεν λάβαµε υπόψην 

µας στην δεύτερη ηµιαντίδραση. 

4. 2. 7. 3 Ποιά είναι η φυσική σηµασία των σταθερών Km και Vmax 

1. Το Km εκφράζει κατά προσέγγιση τα ενδοκυτταρικά επίπεδα συγκέντρωσης 

του υποστρώµατος. 

2. Το Km είναι σταθερό και χαρακτηριστικό για κάθε ένζυµο και το υποστρωµά 

του κάτω από δεδοµένες πειραµατικές συνθήκες (pH, θερµοκρασία, πίεση 

κλπ).  
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3. Το Km µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να συγκρίνουµε ένζυµα είτε από 

διαφορετικούς οργανισµούς, είτε από διαφορετικούς ιστούς του ίδιου 

οργανισµού. 

4. Μετρώντας το Km µιας ενζυµικής αντίδρασης, µπορούµε να ρυθµίσουµε τη 

συγκέντρωση του S να είναι κατά πολύ µεγαλύτερη της τιµής του Km µε 

σκοπό να προσδιορίσουµε το Vmax και περαιτέρω τη συγκέντρωση του 

ενζύµου E, που αντιπροσωπεύει τη συγκέντρωση του συνολικού ενζύµου. 

Η προσέγιση αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί για το “σχετικά ακριβή 

ποσοτικό προσδιορισµό” ενός ενζύµου σε βιολογικά παρασκευάσµατα χωρίς 

να είναι αναγκαίος ο καθαρισµός του. 

5. Μελετώντας την επίδραση διαφόρων παραγόντων στη τιµή του Km 

µπορούµε να κατευθύνθουµε για την επίδραση αυτών των παραγόντων στο 

ένζυµο, όπως αναστολή, ενεργοποίηση κλπ. 

6. Τέλος το Km είναι ενδεικτικό για τη σχετική καταλληλότητα ενός ή 

περισσοτέρων υποστρωµάτων για ένα ένζυµο. Το καλύτερο υπόστρωµα για 

ένα ένζυµο είναι εκείνο µε τη µεγίστη τιµή στη σχέση Vmax/ Km 

4. 2. 7. 4 Μορφές γραφικής παράστασης της εξίσωσης των 

Michaelis-Menten 

 Υπάρχουν διάφοροι τρόποι παράστασης της βασικής εξίσωσης των 

Michaelis-Menten όπως περιγράφετε παρακάτω. 

4. 2. 7. 4. 1 Διάγραµµα Lineweaver-Burk 

 Οι τιµές Vmax και Km είναι σταθερές για µια συγκεκριµένη ενζυµική 

αντίδραση και συµβολίζουν αντίστοιχα τη µέγιστη ταχύτητα και τη συγκέντρωση 

του υποστρώµατος για ταχύτητα ίση µε το µισό της µέγιστης (όταν V=Vmax/2 τότε 

[S]=Km). Όσο πιο µικρή είναι η τιµή της Km τόσο πιο µεγάλη είναι η συγγένεια του 

ενζύµου προς το υπόστρωµα του. Η εξίσωση που εκφράζει την καµπύλη της 

εικόνας 4. 7 είναι  

    Vmax [S] 
   V =     (1) 
    Km + [S] 

η οποία είναι γνωστή ως εξίσωση Michaellis-Menten. Η σταθερά Km λέγεται και 

σταθερά Michaelis-Menten. 

 Επειδή ο γραφικός προσδιορισµός των Vmax και Km από το διάγραµµα 4. 4 

είναι δύσκολος, οι Lineweaver και Burk πρότειναν την εξίσωση του διπλού-

αντιστρόφου  
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(2) 

 

 

 

Η εξίσωση 2 προκύπτει µε αντιστροφή της εξίσωσης Michaellis-Menten. Το 

διάγραµµα διπλού-αντιστρόφου ή διάγραµµα κατά Lineweaver-Burk φαίνεται στην 

εικόνα 4. 7. Από ένα τέτοιο διάγραµµα είναι εύκολο να υπολογίσουµε τις Vmax και 

Km. 

 

Εικόνα 4. 7 

Προσδιορισµός της Vmax και Km από το διάγραµµα  κατά Lineweaver και Burk. 

 

4. 2. 7. 4. 2 Διάγραµµα Hofstee 

Από την αρχική εξίσωση 1/u=Km/Vmax [S]+1/Vmax πολλαπλασιάζοντας µε 

[S] και τα δύο µέλη της εξίσωσης  προκύπτει η εξίσωση: 

[S]/u=[S]/Vmax+Km/Vmax 

εάν πολλαπλασιάσουµε και τα δύο µέλη επί Vmax u/[S] προκύπτει η σχέση: u=-Km 

u/[S]+Vmax η οποία οδηγεί στη γραφική παράσταση του Hofstee. 

 



Bιοχηµεία 2013-2014 Άσκηση 4η 
 

Καθηγητής Δρ. Κ. Ε. Βοργιάς 
 

16 

 

4. 2. 7. 5 Γιατί χρησιµοποιούµε διαφορετικές µαθηµατικές 

µεθόδους υπολογισµού των Vmax και Km 

Μπορούµε να χρησιµοποιήσουµε αραιές συγκεντρώσεις ενζύµου και 

υποστρώµατος όταν και τα δύο είτε είναι σπάνια είτε κοστίζουν.  

Στην περίπτωση αυτή, η χρήση του διαγράµµατος Lineweaver-Burk θα µας 

δώσει σηµαντικά σφάλµατα, γεγονός που µπορούµε να το αποφύγουµε 

χρησιµοποιώντας άλλες µαθηµατικές εκφράσεις.  

Χρησιµοποιώντας λοιπόν µια δεδοµένη γραφική παράσταση ανάλογα µε τα 

πειραµατικά µας δεδοµένα µπορούµε να ελαχιστοποιήσουµε τα σφάλµατα 

επεξεργασίας των δεδοµένων µας. 

4. 2. 7. 6 Τύποι ενζυµικής αναστολής 

4. 2. 7. 6. 1 Μη αντιστρεπτή 

Ο αναστολέας δένεται οµοιοπολικά µε ένα από τα αµινοξέα του ενεργού 

κέντρου του ενζύµου και το αδρανοποιεί, όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην 

παρακάτω εικόνα 4. 8. 
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Εικόνα 4. 8 

Αδρανοποίηση της ακετυλχολινεστεράσης από Διϊσοπροπυλφωσφοφλουορίδιο 

 
4. 2. 7. 6. 2 Αντιστρεπτή 

4. 2. 7. 6. 2. 1. Συναγωνιστική αναστολή (competitive) 

Ο συναγωνιστικός αναστολέας (inhibitor) στη συναγωνιστική αναστολή 

παρουσιάζει οµοιότητες δοµής µε το υπόστρωµα και συνδέεται αντιστρεπτά στην 

ενεργό περιοχή του ενζύµου. Δεν επηρεάζει την Vmax της αντίδρασης αλλά αυξάνει 

την Km όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην παρακάτω εικόνα 4. 10. 

 

Εικόνα 4. 9 
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Εικόνα 4. 10 

4. 2. 7. 6. 2. 2 Μη συναγωνιστική αναστολή (non competitive 

inhibition) 

Ο αναστολέας δένεται σε διαφορετική θέση στο ένζυµο από ότι το 

υπόστρωµα. Αύξηση της [S] δεν µπορεί να υπερνικήσει την αναστολή διότι ο 

αναστολέας ενώνεται µε το ένζυµο σε µια διαφορετική περιοχή από ότι το 

υπόστρωµα όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην παρακάτω εικόνα 4. 11. 

Έτσι ο αναστολέας µπορεί να ενωθεί µε το ελεύθερο Ε καθώς και το ΕS και 

µπορεί να δώσει µορφές του ΕS που δεν διασπώνται σε προιόν. 

 
Εικόνα 4. 11 

Στη µη συναγωνιστική αναστολή, η καταλυτική δράση του ενζύµου είναι 

κανονική. Η Κm που δεν εξαρτάται από τη συγκέντρωση του ενζύµου δεν 

µεταβάλλεται. Η Vmax όµως µειώνεται, όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην 

παρακάτω εικόνα 4. 10. 
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Συνήθως συµβαίνει σε ένζυµα στα οποία η ενζυµική ενεργότητα εξαρτάται 

από οµάδες που είναι απαραίτητες για τη διατήρηση της ενεργότητάς του (πχ. -SH 

και δέσµευση βαρέων µετάλλων). 

 

Εικόνα 4. 12 

4. 2. 7. 6. 3. Ασυναγώνιστη αναστολή (un competitive) 

Είναι σπάνια µορφή αναστολής σε ενζυµική αντίδραση µε ένα υπόστρωµα 

διότι ο αναστολέας συνδέεται αντιστρεπτά µόνο µε το σύµπλοκο ES και όχι και µε 

το ελεύθερο ένζυµο όπως συµβαίνει στην µη συναγωνιστική αναστολή, όπως 

φαίνεται χαρακτηριστικά στην παρακάτω εικόνα 4. 13. 

 

Εικόνα 4. 13 

Αυξανόµενης της συγκέντρωσης του αναστολέα το Vmax και η Κm 

µειώνονται αντίστοιχα, όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην παρακάτω εικόνα 4. 

14.  
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Εικόνα 4. 14 

4. 2. 7. 7 Επίδραση του pH στην ταχύτητα 

 Τα περισσότερα ένζυµα έχουν µια ορισµένη τιµή pH στην οποία 

παρουσιάζουν το µέγιστο της ενζυµικής τους δράσης. Η βέλτιστη τιµή pH είναι 

συνήθως µεταξύ 5 και 9.  

 Ακραίες τιµές pH έχουν επιπτώσεις στις ανώτερες δοµές των ενζύµων και 

έτσι επηρεάζουν και τη δραστικότητά τους. Εποµένως η ταχύτητα θα αυξάνεται 

µέχρι µια ορισµένη τιµή του pH και στη συνέχεια θα ελαττώνεται, όπως φαίνεται 

στην παρακάτω εικόνα 4. 15. 

 

Εικόνα  4. 15 

 

 



Bιοχηµεία 2013-2014 Άσκηση 4η 
 

Καθηγητής Δρ. Κ. Ε. Βοργιάς 
 

21 

 

4. 2. 7. 8 Επίδραση της θερµοκρασίας στην ταχύτητα 

 Η αύξηση της θερµοκρασίας αυξάνει την ταχύτητα µιας ενζυµικής 

αντίδρασης µέχρι µια ορισµένη θερµοκρασία. Από εκεί και πέρα η ταχύτητα 

ελαττώνεται, όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα 4. 16, γιατί και εδώ θα έχουµε 

επίδραση της θερµοκρασίας στις ανώτερες δοµές του ενζύµοu.  

 

Εικόνα  4. 16 

 

4. 2. 7. 9 Επίδραση της συγκέντρωσης του ενζύµου 

 Σε καθαρά ενζυµικά συστήµατα, η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ευθέως 

ανάλογη της συγκέντρωσης του ενζύµου. Από ένα σηµείο και µετά η γραµµικότητα 

παύει να υφίσταται λόγω της κατανάλωσης του υποστρώµατος. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚO ΤΜHΜΑ 

4. 3 Γενικά 

 Οι φωσφατάσες είναι ένζυµα ευρέως διαδεδοµένα στη φύση. Ανήκουν στην 

3η κατηγορία ενζύµων (υδρολάσες) και καταλύουν την υδρόλυση φωσφορικών 

µονοεστέρων απελευθερώνοντας φωσφορικό ιόν (Pi). 

 Μερικά από τα ένζυµα αυτά δρούν µόνο σε συγκεκριµένα υποστρώµατα. 

Στις περιπτώσεις αυτές συνήθως δεν είναι δύσκολο να προσδιοριστεί ο 

φυσιολογικός τους ρόλος. Για παράδειγµα, η φωσφατάση της δισφωσφορικής 

φρουκτόζης καταλύει µια από τις ενδιάµεσες αντιδράσεις της γλυκονεογένεσης. 

 

1,6-διφωσφορική φρουκτόζη                         6-φωσφορική φρουκτόζη και Pi 
φωσφατάση 

 

 Υπάρχουν όµως και φωσφατάσες που δρουν σε ένα συγκεκριµένο φάσµα 

υποστρωµάτων. Τα ένζυµα αυτά ταξινοµούνται σε όξινες και αλκαλικές 

φωσφατάσες, ανάλογα µε το pH στο οποίο δρουν. 

 Στις ασκήσεις αυτές θα µελετηθούν οι γενικές κινητικές ιδιότητες της όξινης 

φωσφατάσης. Σαν πηγή του ενζύµου θα χρησιµοποιηθεί εκχύλισµα πατάτες και 

σαν υπόστρωµα η φωσφορική-π-νιτροφαινόλη.  

 Η ταχύτητα της αντίδρασης υπολογίζεται µε βάση το βαθµό υδρόλυσης του 

υποστρώµατος, ο δε βαθµός υδρόλυσης προσδιορίζεται φωτοµετρικά. Το προιόν 

της ενζυµικής αντίδρασης, η π-νιτροφαινόλη, σχηµατίζει σε αλκαλικό περιβάλλον 

παράγωγα που έχουν µέγιστο απορρόφησης στα 405nm. 

P

O

O-

OH
OO2N OH P
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Πείραµα 1ον 

4. 4 Καµπύλη αναφοράς για τον προσδιορισµό της π-νιτροφαινόλης 

4. 4. 1 Σκοπός πειράµατος 

 Η κατασκευή καµπύλης αναφοράς για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης 

της π-νιτροφαινόλης, βάσει της απορρόφησης ακτινοβολίας στα 405nm. 

4. 4. 2 Εκτέλεση 

 Σε 6 µικρούς δοκιµαστικούς σωλήνες, αναµείξατε τις ποσότητες διαλύµατος 

π-νιτροφαινόλης που αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα 4. 1, µε 0.02 M NaOH 

µέχρι τελικού όγκου 6ml. Αναδεύσατε καλά τους σωλήνες και µετρείστε την 

απορρόφηση στα 405nm χρησιµοποιώντας σαν τυφλό για τον µηδενισµό του 

οργάνου τον σωλήνα που δεν περιέχει π-νιτροφαινόλη. 

Πίνακας µετρήσεων 4. 1 

Αρ. σωλήνα Όγκος 60mM π-

νιτροφαινόλης 

Τελικός όγκος στον 

σωλήνα 

Απορρόφηση στα 

405nm 

1 0  6 ml 0 

2 1 ml 6 ml  

3 2 ml 6 ml  

4 3 ml 6 ml  

5 4 ml 6 ml  

6 5 ml 6 ml  

 

Αποτελέσµατα  

 Σχεδιάστε το διάγραµµα της απορρόφησης συναρτήσει της συγκέντρωσης 

της π-νιτροφαινόλης (σε µmoles/ml). Η καµπύλη αναφοράς που κατασκευάσατε 

θα χρησιµοποιηθεί για την ανάλυση των κινητικών δεδοµένων στα επόµενα 

πειράµατα. 

Σηµειώσεις-Παρατηρήσεις 
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Σχήµα 4. 5 

Καµπύλη αναφοράς για τον ποσοτικό προσδιορισµό της p-νιτροφαινόλης 

 

 

Πείραµα 2° 

4. 5 Καταλυτική δράση της φωσφατάσης 

4. 5. 1 Εκτέλεση 

 Σε τρεις µεγάλους δοκιµαστικούς σωλήνες προσθέστε από 1ml 

απεσταγµένου νερού στον πρώτο, 1ml ενζυµικού παρασκεύασµατος στον δεύτερο 

και 1ml ενζυµικού παρασκευάσµατος που προηγουµένως έχει θερµανθεί σε 

υδατόλουτρο 100°C για 10min στον τρίτο. Στη συνέχεια, προσθέστε στους 

σωλήνες τα άλλα διαλύµατα που αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα 4. 2.   

Αφού αναδεύσετε το περιεχόµενο των σωλήνων, τοποθετείστε τους για επώαση σε 

υδατόλουτρο 37°C για 10min. Κατόπιν µεταφέρατε 1ml από κάθε σωλήνα σε 

τρεις καθαρούς µικρούς δοκιµαστικούς σωλήνες και προσθέστε αµέσως 3ml 0.1M 

NaOH. To NaOH σταµατάει την ενζυµική αντίδραση διότι αυξάνει το pH στο 

12.5 (ισχυρό αλκαλικό) και επιτρέπει τον προσδιορισµό της π-νιτροφαινόλης που 

σχηµατίστηκε. 
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Πίνακας αντιδράσεων 4. 2 

 

Αριθµός 
σωλήνα 

0.1M 

κιτρικό 
ρυθµιστικό 

pH 4. 5 

2.  5mM 
φωσφορική 

π-
νιτροφαινόλη 

 

 Διάλυµα 

0.1M 

NaOH 

µετά την 
αντίδραση 

Δηµιουργία 
κίτρινου 
χρώµατος 

 

1 

 

2 ml 

 

2 ml 

1 ml 

απεστ. H20 

 

 

3 ml 

 

 

 

2 

 

 

2 ml 

 

2 ml 

1 ml  

ενζυµικό 
παρασκεύασµα 

 

3 ml 

 

 

 

3 

 

 

2 ml 

 

2 ml 

 

1 ml 
θερµανθέντος 

ενζυµικού 
παρασκευάσµατος 

 

3 ml 

 

 

Παρατηρήσεις 

 

 

 

Πείραµα 3ον 

4. 6 Κινητική της δραστικότητας της φωσφατάσης συναρτήσει του 

χρόνου επώασης 

4. 6. 1 Σκοπός πειράµατος 

 Επειδή η ποσότητα των προιόντων µιας ενζυµικής αντίδρασης εξαρτάται 

από τον χρόνο επώασης και τη συγκέντρωση του ενζύµου, πρέπει, πριν 

προχωρήσουµε στην κινητική µελέτη της φωσφατάσης, να προσδιορίσουµε τη 

συγκέντρωση εκείνη του ενζυµικού παρασκευάσµατος για την οποία το ποσό της 

παραγόµενης π-νιτροφαινόλης είναι γραµµική συνάρτηση του χρόνου. Αυτό στη 

συγκεκριµένη αντίδραση είναι απαραίτητο και για ένα δεύτερο λόγο, αφού τα 

παραγόµενα φωσφορικά ανιόντα αναστέλλουν τη δράση της φωσφατάσης. 

4. 6. 2 Εκτέλεση 

 Σε ένα µεγάλο δοκιµαστικό σωλήνα προσθέστε 2ml 0.1M κιτρικού 

ρυθµιστικού διαλύµατος pH 4. 5, 2ml διαλύµατος 2 (5 mM φωσφορικής π-

νιτροφαινόλης) και 1ml ενζυµικού παρασκεαύσµατος. Αµέσως µόλις αναµείξετε 
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καλά τα συστατικά του σωλήνα, µεταφέρετε 0.5ml από το µίγµα σε ένα µικρό 

δοκιµαστικό σωλήνα, που περιέχει 3ml NaOH 0.1 M για να σταµατήσει η αντίδραση 

και να αναπτυχθεί το υποκίτρινο χρώµα. Το δείγµα αυτό αντιστοιχεί σε χρόνο 

επώασης 0min. Αµέσως µετά, τοποθετείστε το µεγάλο δοκιµαστικό σωλήνα σε 

υδατόλουτρο των 37°C για επώαση. Ακριβώς σε 5min, µεταφέρετε άλλο 0.5ml από 

το µίγµα επώασης σε νέο σωλήνα που περιέχει 3ml NaOH 0.1 M για να σταµατήσει 

η αντίδραση και να αναπτυχθεί το υποκίτρινο χρώµα,. Επαναλάβετε το ίδιο στα 10 

min, κ.ο.κ., όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα. Μετρείστε την απορρόφηση 

των δειγµάτων στα 405nm χρησιµοποιώντας σαν τυφλό το δείγµα που αντιστοιχεί 

σε χρόνο επώασης 0. 

 Εξετάστε εάν το ποσό της π-νιτροφαινόλης που σχηµατίζεται (µmoles) είναι 

γραµµική συνάρτηση του χρόνου για τη διάρκεια των 30min. Εάν δεν είναι, 

επαναλάβετε το πείραµα αραιώνοντας περισσότερο το ενζυµικό παρασκεύασµα της 

φωσφατάσης µέχρις ότου βρείτε την κατάλληλη αραίωση. 

 Σηµείωση: Για τον υπολογισµό των µmoles της π-νιτροφαινόλης που 

σχηµατίσθηκε θυµηθείτε ότι ο όγκος του µίγµατος επώασης ήταν 5ml και ότι κάθε 

φορά µια ποσότητα από το µίγµα αυτό ίση µε 0.5ml για να σταµατήσει η 

αντίδραση και να αναπτυχθεί το υποκίτρινο χρώµα, αραιωνόταν µέχρι τελικού 

όγκου 3.5ml για τη µέτρηση της απορρόφησης.  

Πίνακας µετρήσεων 4. 3 

Αριθµός 

σωλήνα 

Χρόνος 

επώασης 

(min) 

Απορρόφηση 

στα 

405nm 

1 0  

2 5  

3 10  

4 20  

5 30  

 

Αποτελέσµατα 
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Πείραµα 4ον 

4. 7 Προσδιορισµός του “άριστου pH” δράσης της φωσφατάσης 

4. 7. 1 Εκτέλεση 

 Σε 7 µεγάλους δοκιµαστικούς σωλήνες προσθέστε 2ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος 0.2 M κιτρικού-αιθυλενοδιαµίνης ως εξής: στον πρώτο pH2.  0, στον 

δεύτερο pH 3.0 κ.ο.κ., όπως φαίνεται στον πίνακα 4. 4. Αναµείξατε τα άλλα 

διαλύµατα µε τη σειρά που φαίνεται στον παρακάτω πίνακα 4. 4.  Αµέσως µετά 

την προσθήκη ενζυµικού παρασκευάσµατος, µεταφέρετε 0.5ml δείγµατος από τον 

σωλήνα µε pH 8.0 σε µικρό δοκιµαστικό σωλήνα που περιέχει 3ml 0.1 M NaOH για 

να σταµατήσει η αντίδραση και να αναπτυχθεί το υποκίτρινο χρώµα, (το δείγµα 

αυτό θα χρησιµοποιηθεί ως τυφλό) και επωάστε και τους 7 σωλήνες σε 

υδατόλουτρο 37°C για 20min. 

 Στη συνέχεια µεταφέρετε 0.5ml από κάθε σωλήνα σε µικρούς 

δοκιµαστικούς σωλήνες που περιέχουν 3ml 0.1M NaOH και µετρείστε την 

απορρόφησή τους στα 405nm. 

Πίνακας µετρήσεων 4. 4 

Αριθµός 
σωλήνα 

 

pH κιτρικού-
αιθυλενοδιαµίνης 

2.5 mM 
φωσφορική 

π-
νιτροφαινόλη 

Ενζυµικό 
παρασκεύασµα 

0.1M 

NaOH 

µετά την 
αντίδραση 

Απορρόφηση 
στα 405nm 

1 2.0 2 ml 1 ml 3 ml  

2 3.0 2 ml 1 ml 3 ml  

3 4.0 2 ml 1 ml 3 ml  

4 5.0 2 ml 1 ml 3 ml  

5 6.0 2 ml 1 ml 3 ml  

6 7.0 2 ml 1 ml 3 ml  

7 8.0 2 ml 1 ml 3 ml  

 Προσδιορίστε τα µmoles της π-νιτροφαινόλης που σχηµατίσθηκε και σχεδιάστε την 

ενεργότητα (units) της φωσφατάσης συναρτήσει του pH (units=µmoles/min). 

Σηµειώσεις-Παρατηρήσεις 

 
 


