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Περύληψη  
 

΢τθν παροφςα εργαςία μελετικθκε θ ανάπτυξθ του πράςινου κειοβακτθρίου 

Chlorobaculum tepidum. Σο Chlorobaculum tepidum είναι  ζνα gram αρνθτικό, υποχρεωτικά 

αναερόβιο  βακτιριο που αναπτφςςεται παρουςία κειοφχων και κειοκειικϊν ενϊςεων με 

τθν διαδικαςία τθσ αναερόβιασ ωωτοςφνκεςθσ. Οι ενϊςεισ αυτζσ χρθςιμοποιοφνται ωσ 

δότεσ θλεκτρονίων και οξειδϊνονται ςε κειικά, με ενδιάμεςο μεταβολίτθ το ςτοιχειακό 

κείο, που αρχικά παράγεται και αποκθκεφεται εξωκυττάρια για να χρθςιμοποιθκεί μόλισ 

εξαντλθκοφν οι υπόλοιπεσ πθγζσ κείου. Για τθν μελζτθ τθσ ανάπτυξθσ χρθςιμοποιικθκαν 

ωαςματοωωτομετρικζσ και χρωματογραωικζσ μζκοδοι με ςκοπό τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ βακτθριοχλωροωφλλθσ c, του ςτοχειακοφ κείου και των κειικϊν ιόντων. 

Όςον αωορά τα ςωαιρίδια ςτοιχειακοφ κείου, αναπτφχκθκε πρωτόκολλο απομόνωςθσ τουσ. 

΢τθν ςυνζχεια μελετικθκε θ μορωολογία τουσ και θ κακαρότθτα τουσ με θλεκτρονικι 

μικροςκοπία και ωαςματομετρία μάηασ. Σζλοσ, ζγινε προςπάκεια μελζτθσ του 

εκκρινόμενου πρωτεόματοσ και των πρωτεϊνων των ςωαιρίδίων του ςτοιχειακοφ κείου με 

αποδιατακτικι θλεκτροωόρθςθ μίασ διάςταςθσ (SDS-PAGE) με τθν χριςθ διαωορετικϊν 

πρωτόκολλων απομόνωςθσ.   

 

Λζξεισ κλειδιά: Chlorobaculum tepidum, ωωτοςφνκεςθ, πράςινα κειοφχα βακτιρια, 

μεταβολιςμόσ κείου, θλεκτροωόρθςθ, θλεκτρονικι μικροςκοπία, ωαςματομετρία μάηασ, 

πρωτεομικι.  
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1. Ειςαγωγό  

 1.1 Η φωτοςύνθεςη  

 

Θ ωωτοςφνκεςθ χρθςιμοποιείτε από τα ωυτά και ωωτοςυνκετικά βακτιρια για τθ 

μετατροπι τθσ θλιακισ ενζργειασ ςε χθμικι.  Θ ενζργεια που παράγεται αποκθκεφεται ςε 

μορωι υδατανκράκων. Οι οργανιςμοί που ωωτοςυνκζτουν ονομάηονται ωωτοαυτότροωοι. 

Θ ηωι ςτθ γθ, εκτόσ οριςμζνων εξαιρζςεων εξαρτάται από τθ ωωτοςφνκεςθ. Ακόμα και 

οργανιςμοί που δεν ωωτοςυνκζτουν, εξαρτϊνται από αυτι ζμμεςα, είτε από προϊόντα  που 

παράγονται κατά τθ διάρκειά τθσ για ενζργεια, είτε από παραπροϊόντα τθσ όπωσ το 

οξυγόνο1. 

Θ οξυγονικι ωωτοςφνκεςθ πραγματοποιείται από τα ωυτά, από διάωορα 

κυανοβακτιρια και ωφκθ. Ονομάηεται ζτςι διότι, ζνα παραπροϊόν τθσ είναι το μοριακό 

οξυγόνο. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν οξείδωςθ του νεροφ. Μια άλλθ μορωι ωωτοςφνκεςθσ 

είναι θ ανοξυγονικι, που δεν περιλαμβάνει τθν παραγωγι μοριακοφ οξυγόνου. ΢ε αυτι 

χρθςιμοποιοφνται ςαν δότεσ θλεκτρονίων άλλα μόρια εκτόσ του νεροφ όπωσ το υδρόκειο. Θ 

ανοξυγονικι ωωτοςφνκεςθ επιτυγχάνεται ςε αναερόβιεσ ςυνκικεσ2 . 

Θ γενικι εξίςωςθ τθσ ωωτοςφνκεςθσ είναι : 

CO2 + H2X (ωωσ)  [CH2O] + 2X  

 

Εικόνα 1.1 Ανοξυγονικι και οξυγονικι ωωτοςφνκεςθ. 

1.2Σα βακτόρια (προκαριώτεσ) 

 

Σα βακτιρια ςυνικωσ είναι ςωαιρικά, ραβδόςχθμα ι ςπειροειδι κφτταρα μικουσ 

λίγων μικρομζτρων και λόγω του μεγζκουσ τουσ  είναι δυνατι θ απεικόνιςι τουσ με οπτικό 

μικροςκόπιο. Ζχουν απλι δομι, δεν περιζχουν οργανίδια οφτε πυρινα. ΢υνικωσ ωζρουν 

ζνα αδρό προςτατευτικό περίβλθμα, το κυτταρικό τοίχωμα. Κάτω από αυτό βρίςκεται θ 

 



[6] 
 

κυτταρικι μεμβράνθ, που περικλείει το κυτταρόπλαςμα ςτο οποίο περιζχεται το DNA, RNA 

και πρωτεΐνεσ. 

Οι προκαριϊτεσ είναι θ πιο ετερογεννισ ομάδα κυττάρων όςον αωορά τθν χθμικι 

τουσ οργάνωςθ. Οι περιςςότεροι διαβιοφν ωσ μονοκφτταροι οργανιςμοί. Όμωσ οριςμζνοι 

ςχθματίηουν αλυςίδεσ, ςυμπλζγματα ι άλλεσ πολυκφτταρεσ δομζσ. ΢υγκρίνοντασ τισ 

αλλθλουχίεσ rRNA προζκυψαν τρεισ διαωορετικζσ ωυλογεννετικζσ ςειρζσ κυττάρων. Οι 

ςειρζσ αυτζσ επονομαηόμενεσ και ωσ ‘κλάδοι’, χωρίηονται ςε Βακτιρια, Αρχαία 

(προκαρυωτικά κφτταρα) και ςε Ευκάρυα (ευκαριωτικά κφτταρα). Ο κλάδοσ των Bακτθρίων 

αποτελείται από πολλζσ διαωορετικζσ ωυλζσ. Κάποιεσ από αυτζσ είναι τα πράςινα κειοφχα 

βακτιρια, τα πράςινα μθ κειοφχα βακτιρια, τα κυανοβακτιρια κ.α., με τθν μεγαλφτερθ από 

αυτζσ τα πρωτεοβακτιρια 3. 

1.3Πρϊςινα θειούχα βακτόρια (GSB) 

 

Σα κειοφχα βακτιρια αναπτφςςονται, είτε ςε πλακτονικζσ ι βενκικζσ μορωζσ ςε 

υδρόβιο, ανοξιγονικό περιβάλλον. Είναι υποχρεωτικά αναερόβια και ωωτοαυτότροωα. 

Διαχωρίηονται ςε πράςινα κειοφχα βακτιρια (GSB) και τα μωβ κειοφχα βακτιρια (PSB), και 

μελετοφνται, πάνω από 100 χρόνια. Σα  GSB, που οωείλουν το όνομα τουσ ςτο χρϊμα τουσ 

από τισ  χρωςτικζσ: βακτθριοχλωροωφλλθ c, d και e, και αποτελοφν τθν οικογζνεια 

Chlorobiaceae.  

Για τθ διαδικαςία τθσ ωωτοςφνκεςθσ, χρθςιμοποιοφν κζντρο αντίδραςθσ τφπου Ι, 

κακϊσ και μόρια βακτθριοχλωροωφλλθσ a,c,d,e, και καροτενοειδι. H βακτθριοχϊροωφλλεσ 

βριςκονται   ςε εξειδικευμζνα οργανίδια, τα οποία καλοφνται χλωροςϊματα. Σα βακτιρια 

αυτά οξειδϊνουν διάωορεσ μορωζσ του κείου όπωσ κειοφχα, κειοκειικά άλλατα και 

ςτοιχειακό κείο κακϊσ και υδρογόνο ι ςιδθρο (ςπανιότερα). Οι προαναωερόμενεσ ουςίεσ 

χρθςιμεφουν ωσ δότεσ θλεκτρονίων κατά τθ ωωτοςφνκεςθ. 

Επίςθσ, πραγματοποιοφν τθν κακιλωςθ του άνκρακα μζςω του αντίκετου κφκλου 

του τρικαρβοξυλικοφ οξζοσ. Χρθςιμοποιοφν διοξείδιο του άνκρακα και νερό, ϊςτε να 

παραχκοφν διάωορεσ ενϊςεισ του άνκρακα, αντί του κφκλου του Calvin4,5. 

 

1.4Clorobaculum tepidum(Cba. tepidum) 
 

Σο Chlorobaculum tepidum είναι ζνα υποχρεωτικά αναερόβιο κερμόωιλο βακτιριο. 

Απομονϊκθκε από κερμζσ πθγζσ ςτθ Νζα Ηθλανδία. Σο περιβάλλον που αναπτφςςεται 

περιζχει υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ κειοφχων ενϊςεων και ζχει βζλτιςτθ κερμοκραςία 

ανάπτυξθσ 47-48ο C. Προκείται για ζνα Gram αρνθτικό βακτιριο τθσ οικογζνειασ  

Chlorobiaceae (πίνακασ 1.1), τα κφτταρα του οποίου είναι μθ κινθτικά και ζχουν ραβδοειδι 

μορωι. Σο κφτταρο του είναι μεγαλφτερα ςε ςχζςθ με τα υπόλοιπα είδθ Chlorobaculm, και 

είναι το μόνο κερμόωιλο6. 
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Πίνακασ 1.1 Σαξινόμθςθ Chlorobaculum tepidum  

Βαςίλειο Βακτιρια 

Διαίρεςθ Chlorobi 
Κλάςθ Chlorobia 
Σάξθ Chlorobiales 

Οικογζνεια Chlorobiaceae 
Γζνοσ Chlorobaculum  
Είδοσ Chlorobaculum tepidum 

 

Σο γονιδίωμα του Chlorobaculum tepidum είναι το πρϊτο που αποκωδικοποιικθκε 

από τθν οικογζνεια των Chlorobiaceae. Σο πλιρεσ γονιδίωμα του Cba. tepidum 

αποκωδθκοποιικθκε το 2002 και βρζκθκε ότι είναι ζνα απλό χρωμόςωμα με 2,154,946 

ηεφγθ βάςεων7. Από τθ ςφγκριςθ με άλλα γονιδιϊματα, αποδείχκθκε θ φπαρξθ γονιδίων 

ςυντθρθμζνα μεταξφ των ωωτοςυνκετικϊν οργανιςμϊν. Από τθ ωυλλογονιδιακι ανάλυςθ 

προζκυψαν πικανοί διπλαςιαςμοί γονιδίων που ςχετίηονται με βιοςυνκετικά μονοπάτια 

τθσ ωωτοςφνκεςθσ του κείου και του αηϊτου. 

Θ χρϊςθ κατά Gram είναι μια μζκοδοσ χρϊςθσ που χρθςιμοποιείται ςτθ 

μικροβιολογία. Με βάςθ τθν αντίδραςι τουσ ςτθ χρϊςθ αυτι τα βακτιρια μποροφν να 

χωριςτοφν ςε δφο μεγάλεσ κατθγορίεσ : τα Gram-positive και τα  Gram-negative. 

΢υγκεκριμζνα, τα Gram-positive βακτιρια εμωανίηονται μωβ-βιολετί και Gram-negative 

βακτιρια εμωανίηονται ροη. Θ διαωορά χρϊματοσ οωείλεται ςτθ διαωορετικι δομι του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των Gram-positive και Gram-negative κυττάρων. Πιο ςυγκεκριμζνα 

το  κυτταρικό τοίχωμα των Gram-negative είναι πιο πολφπλοκο. Και οι δφο τφποι 

κυτταρικϊν τοιχωμάτων περιζχουν μια ςτοιβάδα πεπτιδογλυκάνθσ, που είναι υπεφκυνθ για 

τθν ανκεκτικότθτά τουσ ςε αντιβιοτικά. Θ διαωορά των Gram-positive και Gram-negative 

βακτθρίων, όςον αωορά ςτο μόριο τθσ πεπτιδογλυκάνθσ είναι ότι ςτα πρϊτα εμωανίηεται 

ςε ποςοςτό 90%, ςτο τοίχωμά τουσ, ενϊ ςτα δεφτερα ςε ποςοςτό 10%. Επίςθσ είναι 

αξιοςθμείωτο ότι το τοίχωμα των Gram-negative βακτθρίων αποτελείται κατά κφριο λόγο 

από τθν εξωτερικι μεμβράνθ, όπου πρόκειται για μια δεφτερθ λιπιδικι διπλοςτοιβάδα θ 

οποία δεν αποτελείται αποκλειςτικά από ωωςωολιπίδια και πρωτεΐνεσ, όπωσ θ 

κυτταροπλαςματικι μεμβράνθ, αλλά και από διάωορουσ πολυςακχαρίτεσ (εικόνα 1.1) 3. 
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Εικόνα 1.2 ΢χθματικι απεικόνιςθ Gram-positive(αριςτερά) και Gram-negative(δεξιά). 

Σο Chlorobaculum tepidum ωσ ζνα Gram-negative βακτιριο, διακζτει εκτόσ τθσ 

κυτταροπλαςματικισ μεμβράνθσ μια επιπλζον μεμβράνθ τθν εξωτερικι. Ανάμεςα ςε αυτζσ 

τισ μεμβράνεσ βρίςκεται ο περιπλαςματικόσ χϊροσ. ΢το περίπλαςμα εδράηεται μια 

ςτοιβάδα πεπτιδογλυκάνθσ ιςχυρά προςδεδεμζνθ με τθν εξωτερικι μεμβράνθ με 

υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των μεμβρανικϊν λιποπρωτεϊνϊν και των λιπιδίων8. 

Σο Chlorobaculum tepidum όπωσ και τα περιςςότερα πράςινα ωωτοςυνκετικά 

βακτιρια διακζτει χλωροςϊματα. Σο χλωρόςωμα μορωολογικά πρόκειται για ζνα 

ελλειψοειδζσ οργανίδιο, μικουσ 100-200nm, το οποίο περιβάλλεται από μια λιπιδικι 

μονοςτοιβάδα που περιζχει μόρια βακτθριοχλωροωφλλθσ (BChl) και καροτενοειδι και 

τοπολογικά ςυναντάται προςδεδεμζνο ςτθν εςωτερικι πλευρά τθσ κυτταροπλαςματικισ 

μεμβράνθσ των πράςινων ωωτοςυνκετικϊν βακτθρίων. Σα χλωροςϊματα αποτελοφν τισ 

ωωτοςυνκετικζσ κεραίεσ των βακτθρίων αυτϊν, που ςυλλζγουν τθν ενζργεια από το ωωσ, 

διοχετεφοντάσ το ςτο κζντρο τθσ αντίδραςθσ που βρίςκεται ςτθν κυτταροπλαςματικι 

μεμβράνθ. Σα χλωροςϊματα απζχουν από τθν κυτταροπλαςματικι μεμβράνθ μια μζςθ 

απόςταςθ 7nm κάτι που ωανερϊνει τθν φπαρξθ τθσ FMO ωσ ςυνδετικισ πρωτεΐνθσ9. H FMO 

είναι ζνα τριμερζσ, του οποίου κάκε μονομερζσ περιλαμβάνει επτά μόρια BChl a. Σζλοσ 

κάκε κφτταρο Chlorobaculum tepidum διακζτει 200-250 χλωροςϊματα,  όπου το κακζνα 

περιζχει περίπου 200000 μόρια BChl c. Επίςθσ το 3% των ςυνολικϊν BChl  ςτα 

χλωροςϊματα του Chlοrobaculum tepidum είναι BChl a, δθλαδι περίπου 6000 μόρια BChl a 

περιζχονται ςε ζνα χλωρόςωμα του βακτθρίου αυτοφ. 

1.5 H φωτοςύνθεςη ςτο Chlorobaculum tepidum  

 

Θ ωωτοςφνκεςθ ςτο Chlorobaculum tepidum από τθν ωωτοςυνκετικι του κεραία 

δθλαδι τα χλωροςϊματα. Θ ενζργεια από τα χλωροςϊματα μεταωζρεται ςτθν πρωτείνθ 

FMO, που περιζχει Bchla, θ οποία εμωανίηει μζγιςτο απορρόωθςθ ςτα 808nm. Σο κζντρο 

αντίδραςθσ του βακτθρίου είναι ζνα ςφμπλεγμα πζντε υπομονάδων: των PscA, PscB, PscC, 

PscD και τθσ πρωτεϊνθσ FMO 10. 

O πυρινασ του κζντρου αντίδραςθσ είναι ζνα ομοδιμερζσ τφπου Ι, δθλαδι 

αποτελείται από δφο αντίγραωα τθσ PscA υπομονάδασ και προςδζνει τον κφριο 
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θκεκτρονιοδότθ P840, ο οποίοσ είναι ζνα ηεφγοσ μορίων BChl a, τον κφριο θλεκτρονιοδζκτθ 

A0 ο οποίοσ είναι ζνα μονομερζσ Chl a, κακϊσ και το ςφμπλεγμα 4Fe-4S, το οποίο 

ςυμβολίηεται Fx 11. 

Θ υπομονάδα PscB προςδζνει τα δφο ςυμπλζγματα 4Fe-4S, επονομαηόμενα ωσ FΑ 

και FΒ, τα οποία αποτελοφν τουσ τελικοφσ θλεκτρονιοδζκτεσ, και ςυνδζεται με τθ 

βακτθριακι ωερρεδοξίνθ. 

Σο ωωτοςυνκετικό κζντρο αντίδραςθσ ςυμπλθρϊνεται με δφο υπομονάδεσ του 

κυτοχρϊματοσ c551, τισ PscC. Σο κυτόχρωμα αυτό μεταωζρει τα θλεκτρόνια ςτο ειδικό 

ηεφγοσ P480. Σζλοσ το ενεργό κζντρο ςυμπλθρϊνεται με τθν υπομονάδα PscD,  απαραίτθτθ 

για τθ μεταωορά ενζργειασ από τα χλωροςϊματα μζςω τθσ FMO, ο ακριβισ τθσ ρόλοσ δεν 

ζχει προςδιοριςτεί ακόμα10,12. 

Ζτςι τα πράςινα κειοφχα βακτιρια ζχουν τθν δυνατότθτα να μεταωζρουν 

θλεκτρόνια μζςω τθσ μεμβράνθσ από το περιπλαςματικό κυτόχρωμα c ςε μία ωερρεδοξίνθ 

που βρίςκεται ςτο κυτταρόπλαςμα. Θ ωερρεδοξίνθ είναι μια πρωτείνθ Fe-S  χαμθλοφ 

δυναμικοφ, που ανάγει τα μόρια NAD+  με μια αντίδραςθ που καταλφεται από τθν 

αναγωγάςθ τθσ ωερρεδοξίνθ-NAD+13 . 
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Εικόνα 1.3 Μοντζλο  τθσ ςφνδεςθσ των χλωροςωμάτων με το κζντρο αντίδραςθσ και τθν 

πρωτεϊνθ FMO. Σα κόκκινα βζλθ παριςτάνουν τθ μεταωορά ενζργειασ και τα μπλε τθν 

μεταωορά των θλεκτρονίων11. 

 

 

1.6 Μεταβολιςμόσ του Θεύου 

 

Σα πράςινα κειοφχα βακτιρια χρθςιμοποιοφν ενϊςεισ του κείου δότεσ 

θλεκτρονίων. ΢υγκεκριμζνα, το ςτζλεχοσ Chlorobaculum tepidum χρθςιμοποιεί κειοφχα (S2-

), κειοκειικά (S2O3
2-) άλατα και ςτοιχειακό κείο (S0) ωσ θλεκτρονιοδότεσ. Λόγω τθσ 

πλθκϊρασ τω ενηφμων, που ςυμμετζχουν ςτθν διαδικαςία του μεταβολιςμοφ των ενϊςεων 

του κείου, θ μελζτθ τθσ κακίςταται δφςκολθ.  Ζνα προτεινόμενο μοντζλο τθσ διαδικαςίασ 

αυτισ παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 1.414, 15. 

΢το μοντζλο αυτό περιλαμβάνει τα προτεινόμενα μονοπάτια μεταωοράσ 

θλεκτρονίων και παρατθρικθκαν τα κειοφχα να οξειδϊνονται ςε ενϊςεισ ςτοιχειακοφ 

κείου ωσ ενδιάμεςο. Οι ενϊςεισ αυτζσ βγαίνουν εκτόσ κυττάρου και δθμιουργοφν 

ςωαιρίδια ςτοιχειακοφ κείου. Σα ςωαιρίδια αυτά διατθροφνται, όςο εξακολουκεί να είναι 

διακζςιμθ θ ανθγμζνθ πθγι κείου από τθν οποία ζχουν προκφψει. Όταν αυτι εξαντλθκεί, 

τότε τα ςωαιρίδια οξειδϊνονται πλιρωσ ςε κειικά ιόντα. Ωςτόςο, δεν είναι ακόμα γνωςτοί 

οι μθχανιςμοί με του οποίουσ  δθμιουργοφνται  και διαςπϊνται τα ςωαιρίδια αυτά. Όςον 

αωορά τθν δομι των ςωαιριδίων πιςτεφεται ότι αποτελοφνται από αλυςίδεσ 

πολυςουλωιδίων (κειαικζρων), μθδενικοφ ωορτίου, που τερματίηονται με οργανικά 

κατάλοιπα16,17. 

Σα πράςινα κειοφχα βακτιρια περιζχουν γονίδια dsr. Σα γονίδια αυτά 

κωδικοποιοφν ζνα ςφςτθμα αναγωγάςθσ κειϊδων αλάτων (dissimilatory sulfite reductase 

system), που είναι ομόλογο με αυτό, των βακτθρίων, που ανάγουν κειικά άλατα, με τθν 

διαωορά ότι το ςφςτθμα αυτό λειτουργεί προσ τθν αντίκετθ κατεφκυνςθ. ΢το 

Chlorobaculum tepidum, τα dsr γονίδια χωρίηονται ςε δφο ομάδεσ, και ςυγκεκριμζνα ςτισ 

dsrNCABL6TMKJOP89 (CT2251–2238) και dsrCABLEFH (CT0851–0857), ζτςι ϊςτε το γονίδιο 

dsrCABL να διπλαςιάηεται. Ζχει αποδειχκεί ότι ςτο ςυγκεκριμζνο βακτιριο, το ςφςτθμα dsr 

είναι απαραίτθτο για τθν οξείδωςθ των ςωαιριδίων του κείου 7,18. 

Οι πρωτεΐνεσ Drs που παίρνουν μζροσ ςτθν οξείδωςθ των ςωαιριδίων ςτοιχειακοφ 

κείου είναι: siroheme-containing sulfite reductase DrsAB, το διαμεμβρανικό ςφμπλοκο 

μεταωοράσ θλεκτρονίων DrsMKJOP και οι drsW/CT2238, drsV/CT2239, drsT/CT2245, 

drsU/224619. 

Προτεινόμενα ζνηυμα, που ςυμμετζχουν ςτθν οξείδωςθ των κειοφχων 

ενϊςεων ςτο Chlorobaculum tepidum είναι θ οξειδοαναγωγάςθ τθσ κινόνθσ 

(quinone oxidoreductase-SQR) και το ωλαβοκυτόχρωμα c (Fcc). Σο 

ωλαβοκυτόχρωμα c-553 καταλφει τθ μεταωορά 2 e- απ’ το Θ2S ςτο cyt c, ςε 
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μικρομοριακζσ ςυγκεντρϊςεισ, με το ςτοιχειακό κείο ωσ προϊόν οξείδωςθσ. Σα 

μεμβρανικά-ςυνδεδεμζνα ομόλογα τθσ SQR, CT0117 και CT1087 καταλφουν τθν 

οξείδωςθ των κειοφχων αλάτων μζςα ςτο κφτταρο 20. 

Θ οξείδωςθ των κειοκειϊκϊν γίνεται απ’ το ςφςτθμα οξείδωςθσ κείου 

(sulfur-oxidation system) Sox. ΢το προτεινόμενο μονοπάτι, θ χαρακτθριςτικι ομάδα 

ςουλωονίων του S2O3
2- οξειδϊνεται ςε κειικό και εξζρχεται εκτόσ του κυττάρου, ενϊ 

θ χαρακτθριςτικι ομάδα ςουλωονίων απελευκερϊνεται ςτθν υποκετικι περιοχι 

των πρόδρομων ενϊςεων του ςτοιχειακοφ κείου (putative oligosulfide pool), και 

ζπειτα είτε τοποκετείται ςτα ςωαιρίδια του ςτοιχειακοφ κείου, είτε οξειδϊνεται ςε 

κειϊδεσ SO3
2-  απ’ το ςφςτθμα dsr21. 

Παρόλο που ζχουν ταυτοποιθκεί τα ζνηυμα που καταλφουν τθν οξείδωςθ 

του κείου μζχρι ςτιγμισ δεν ζχει βρεκεί ο τρόποσ που εξζρχονται τα πολυςουλωίδια 

από το κφτταρο, οφτε το πϊσ ειςζρχονται ςε αυτό. 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4  Μοντζλο μεταβολικοφ μονοπατιοφ του κείου  
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1.7 ΢τόχοσ εργαςύασ 
 

΢τόχοσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ είναι μζςω τθσ πρωτεομικι ανάλυςθσ, να 

ταυτοποιθκοφν οι πρωτεΐνεσ που ςχετίηονται με το μεταβολιςμό του βιογεννοφσ κείου. Πιο 

ςυγκεκριμζνα, ζγινε προςπάκεια χαρακτθριςμοφ του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ και των 

πρωτεϊνϊν που βρίςκονται πάνω ςτα ςωαιρίδια κείου. Αυτό είναι ζνα ιδιαιτζρα δφςκολο 

εγχείρθμα διότι, το πρωτζομα ενόσ οργανιςμοφ είναι δυναμικό. Αντιδρϊντα ςε ερεκίςματα 

οι πρωτεΐνεσ μποροφν να υποςτοφν μζτα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ, να αλλάξουν 

τοπολογία και να αλλάξουν επίπεδα ςφνκεςθσ και αποικοδόμθςθσ22. 

 

 

 

2 Τλικϊ και Μϋθοδοι  

2.1 Τλικϊ 
Σα αντιδραςτιρια και οι διαλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των 

διαλυμάτων κατά τθν διεξαγωγι των πειραμάτων, ιταν από τισ εταιρείεσ Sigma Aldrich, 

Fluka και Merck. Σο νερό που χρθςιμοποιικθκε για τθν παραςκευι των διαλυμάτων ιταν 

απιονιςμζνο (dH2O). Επίςθσ για τθν παραςκευι οριςμζνων διαλυμάτων χρθςιμοποιικθκε 

υπερκάκαρο νερό (nanopure H2O). 

 

 

Πρότυπο διάλυμα πρωτεϊνϊν (low range biorad) 

 Phosphorilase b 97400 Da 

 Serum albumin 66200 Da 

 Ovalbumin 45000 Da 

 Carbonic anhydrase 31000 Da 

 Trypsin inhibitor 21500 Da 

 Lysozyme 14400 Da 

 

Ρυκμιςτικό διάλυμα ΣΣ (ρυκμιςτικό διάλυμα ομογενοποίθςθσ) 

΢ε διάλυμα 1Μ Trizma Base  αναμιγνφονται:  

• 20 mM Tricine  

• 1 mM Benzamidine 
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• 1 mM 6-amino-caproic acid Ακολουκεί ρυκμθςθ pH=7,5. 

 

Διαλφματα παραςκευισ πθκτϊν 1D SDS-PAGE 

 

AB-mix buffer 

• 48% (w/v) Acrylamide           

• 1,5% (w/v) Bis-acrylamide     

 

Gel buffer (3x) 

• 3M  Trizma Base        

• 0,3% (w/v) SDS              

• pH=8,4   (ρφκμιςθ με HCl) 

 

Πθκτι επιςτοίβαξθσ (100ml)         (4%) 

 AB-mix                    8 ml 

 Gel-buffer              25 ml 

 Nanopure ζωσ τα   100ml 

 APS                          750μl 

 TEMED                     75μl 

 

Πθκτι διαχωριςμοφ (300ml)    (10%) 

 Glycerol              30 gr 

 AB-mix               60 ml 

 Gel-buffer          99 ml 

 APS                      1,5 ml 

 TEMED               150 μl 

 

Anode buffer 

• 1M  Trizma Base      

• pH=8,9     (ρφκμιςθ με HCl) 
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Cathode buffer 

• 1M  Trizma Base        

• 1M  Tricine Base     

• 1,0% (w/v)  SDS             

• pH=8,25 (με Θ2SO4) 

 

Sample buffer 

• 12% (w/v) SDS                                 

• 10%  (w/v) Glycerol                         

• 6% (w/v) Mercaptoethanol         

• 0,05% (w/v) Coomasie Βlue G250    

• 150mM  Tris-HCl, pH=7.0            

 

Διάλυμα χρϊςθσ πθκτϊν (Blue Silver) 

• 0,12% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250              

• 10% (w/v) Ammonium sulfate                                   

• 10% (v/v) Phosphoric acid                                         

• 20% (w/v)  Methanol                                                   

 

Διάλυμα αποχρωματιςμοφ πθκτϊν 

• 5% (v/v) Methanol               

• 7% (v/v) Acetic acid            
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Sample buffer 4x 

•Glycerol 40% 

•SDS 8% 

•Bromophenol blue 0,04% 

•Tris- HCl 240mM  pH=6,8 

•beta Mercaptoethanol 5% 

 

Lysis Buffer  

• 240mM Tris- HCl   pH 8,5 

•8M Urea  

•NaCl 1M 

 

 

 

2.2 Μϋθοδοι  

2.2.1 Ανάπτυξθ του βακτθρίου Chlorobaculum tepidum  

 

Σο κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ του βακτθρίου περιλαμβάνει τα αντιδραςτιρια που 

παρουςιάηονται ςτον παρακάτω πίνακα. Οι ποςότθτεσ που αναγράωονται αντιςτοιχοφν ςε 

καλλιζργεια 1lt. 

Αντιδραςτιριο Ποςότθτα 

KH2PO4 0.50gr 

CH3COONH4 0.50gr 

NH4Cl 0.40gr 

NaCl 0.40gr 

MgSO4 x 7H2O 0.20gr 

CaCl2 x 2H2O 0.050gr 

EDTA 0.0125gr 
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NaHCO3 2.0gr 

Μείγμα Ιχνοςτοιχείων 1ml 

Βιταμίνθ Β12 (20mg/lt) 2ml 

Πίνακασ 2.1. Αντιδραςτιρια που απαιτοφνται για  καλλιζργεια 1 Lt του Chlorobaculum 
tepidum 

 

Αναλυτικότερα, για τθν δθμιουργία του μείγματοσ ιχνοςτοιχείων, οι ποςότθτεσ που 

αναγράωονται ςτον παρακάτω πίνακα διαλφονται ςε 1lt απιονιςμζνου νεροφ. 

Αντιδραςτιριο Ποςότθτα 

EDTA 0.67gr 

FeCl3 x 6H2O 0.2gr 

CoCl2 x 6H2O 19mg 

Na2MoO4 x 2H2O 19mg 

ZnSO4 x 7H2O 15mg 

MnCl2 x 4H2O 10mg 

VSO4 x 2H2O 3mg 

NiCl2 x 6H2O 2.5mg 

CuCl2 x 2H2O 1.7mg 

H3BO3 0.6mg 

NaWO4 x 2H2O 0,2mg 

Na2HSeO3 0.2mg 

NaOH ζωσ pH = 8 

Πίνακασ 2.2. Αντιδραςτιρια που απαιτοφνται για 1lt μείγμαατοσ ιχνοςτοιχείων 
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Για τθν δθμιουργία  1lt καλλιζργιασ οι παραπάνω ενϊςεισ του πίνακα 2.1 

διαλφονται ςε 1lt απιονιςμζνου νεροφ και το διάλυμα αναδεφεται ςυνεχϊσ, ζωσ ότου να 

μθν υπάρχουν αδιάλυτα ςτερεά υπολείμματα. Ωσ  πθγζσ κείου χρθςιμοποιοφνται: 7,7mΜ   

Na2S και 8mΜ Na2S2O3 x 5H2O.  

 ΢τθ ςυνζχεια 800ml του διαλφματοσ αυτοφ, μεταωζρονται ςε ωιάλθ καλλιζργειασ 

του 1lt,  και ακολουκεί αποςτείρωςθ για 20 min ςτουσ 120°C. Ζπειτα, αωοφ το διάλυμα 

αποκτιςει κερμοκραςία δωματίου, τοποκετείται ςτο ςτόμιο τθσ ωιάλθσ parafilm και 

πραγματοποιείται απαζρωςθ μζςω διαβίβαςθσ αερίου CO2 για 40 min. Θ χριςθ του 

parafilm γίνεται με ςκοπό τθν αποωυγι ειςχϊρθςθσ ατμοςωαιρικοφ οξυγόνου μετά τθν 

απαζρωςθ, κακϊσ όταν αυτι πραγματοποιθκεί θ ωιάλθ ςωραγίηεται με ειδικό καπάκι. Οι 

διαδικαςίεσ που ακολουκοφν μετά τθ ςωράγιςθ τθσ ωιάλθσ, πραγματοποιοφνται με τθ 

χριςθ αποςτειρωμζνων ςυριγγϊν. 

΢τισ περιπτϊςεισ όπου θ επικυμθτι ςυνκικθ ανάπτυξθσ περιλαμβάνει το 

αντιδραςτιριο Na2S, τότε θ προςκικθ του ςτο διάλυμα γίνεται ςε αυτό το ςθμείο, ςε 

ςυγκζντρωςθ 7,7mM,  με προςαρμογι πορϊδουσ ωίλτρου 0,2μm (GE HealthCare, Life 

Sciences, Whatman™, Disposable filter Device, 0,2μm polyethersulfone membrane) ςτθ 

ςφριγγα.  ΢υνεχίηοντασ, γίνεται ρφκμιςθ του pH ςε 6.9 με τθ χριςθ αποςτειρωμζνου 

διαλφματοσ 10% H2SO4  και διαλφματοσ KOH 4M.  

Σζλοσ γίνεται προςκικθ 20ml βακτθρίων (προκαλλιζργεια) και θ καλλιζργεια 

τοποκετείται ςτο ςκοτάδι overnight, ζτςι ϊςτε το περιςςευοφμενο οξυγόνο να 

καταναλωκεί απ’ το H2S, όπωσ προκφπτει από τθν παρακάτω αντίδραςθ. 

2Na2S + 3O2  2Na2SO3 

Σθν επόμενθ μζρα θ καλλιζργεια τοποκετείται ςε υδατόλουτρο κερμοκραςίασ 47-

49οC, υπό πλιρθ ωωτιςμό για μία περίπου μζρα.6 Θ πλιρθσ ανάπτυξθ των βακτθρίων 

διαπιςτϊνεται από τθν αλλαγι του χρϊματοσ του περιεχομζνου τθσ ωιάλθσ από ανοικτό 

πράςινο ςε ςκοφρο πράςινο. Θ ωιάλθ απομακρφνεται από το υδατόλουτρο και ωυλάςςεται 

ςτουσ 4°C.  Θ ςυλογι των κυττάρων γινεται με ωυγόκεντρθςθ ςτισ 6000g για 20min και 

ωυλάςςονται ςτουσ -20οC για περεταίρω επεξεργαςία. 

 

2.2.2 Επεξεργαςύα καλλιεργιών για την μελϋτη του ρυθμού ανϊπτυξησ του 

βακτηρύου Chlorobaculum tepidum 

 

Αρχικά 1 ml καλλιζργειασ ωυγοκεντρείται ςτα 13000 g για 15 min. Σο υπερκείμενο 

που προκφπτει ςυλλζγεται με ςκοπό τθν περαιτζρω ανάλυςθ του με ιοντικι 

χρωματογραωία. Σο ίηθμα που περιζχει βακτθριακά κφτταρα και ςτοιχειακό κείο, 

εκχυλίηεται με 1 ml μεκανόλθσ 99,9% 23 και πραγματοποιείται μια δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ 

ςτα 13000 g για 15 min. Tο υπερκείμενο ςυλλεγεται με ςκοπό τθν περεταίρω ανάλυςι του 

με ωαςματοωωτομετρία απορρόωθςθσ ορατοφ – υπεριϊδουσ (UV-Vis). 
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2.2.3 Απομόνωςη εκκρινόμενου ςτοιχειακού θεύου 

 

Θ καλλιζργεια του βακτθρίου ωυγοκεντρείται ςε 6000g για 20 min. Αποτζλεςμα 

αυτισ τθσ ωυγοκζντρθςθσ είναι θ κατακριμνιςθ των βακτθριακϊν κυττάρων  αλλά και του 

ςτοιχειακοφ κείου που ζχει παραχκεί. Σο υπερκείμενο διάλυμα που προκφπτει αποτελείται 

από το κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ και τουσ μεταβολίτεσ του βακτθρίου.  

΢ε 1ml του  υπερκείμενου ομογενοποιοφνται τα κφτταρα και το κείο με τθ χριςθ 

ενόσ πινζλου. ΢τθ ςυνζχεια επιςτοιβάηονται ςε διάλυμα ηάχαρθσ 2Μ (10-15 ml) και 

πραγματοποιείται  ωυγοκζντρθςθ ςτισ 4000g για 10min. Σα ςωαιρίδια του κείου 

δθμιουργοφν ιηθμα ενϊ τα κφτταρα μζνουν ςτο υπερκείμενο. Θ διαδικαςία αυτι 

επαναλαμβάνεται τουλάχιςτον τρεισ ωορζσ. Ακολουκεί μια πλφςθ με ΣΣ Buffer για 5min  

ςτισ 13000g, το υπερκείμενο απορρίπτεται 18. 

Σζλοσ το απομονωμζνο ςτερεό, ςυλλζγεται με nanopure water και αωινεται να 

ςτεγνϊςει ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ για να μελετθκεί με SEM και LDI-TOF. Για τθν 

πρωτεινικι ανάλυςθ το ςτερεό ςυλλζγεται με ΣT Buffer ι με Urea Lysis buffer  και 

ωυλάςςεται ςτουσ -20οC  για περεταίρω ανάλυςθ. 

 

2.2.4 Μελϋτη του εκκρινόμενου ςτοιχειακού θεύου με φαςματομετρύα μϊζασ LDI-

TOF και ηλεκτρονικό μικροςκοπύα ςϊρωςησ 

 

Για τθ μελζτθ του απομονωμζνου ςτοιχειακοφ κείου με ωαςματομετρία μάηασ LDI-

TOF , κόκκοι δείγματοσ διαλυτοποιοφνται ςε μεκανόλθ ι ςε ακετονυτρίλιο. ΢τθ ςυνζχεια το 

δείγμα τοποκετείται πάνω ςτθν ειδικι κζςθ του ςτόχου. Για τθ μελζτθ με θλεκτρονικι 

μικροςκοπία ςάρωςθσ κόκκοι δείγματοσ τοποκετοφνται ςε μια ταινία άνκρακα, θ οποία 

ειςάγεται ςτο μικροςκόπιο: JEOL-JSM-6390 LV. Οι εικόνεσ καταγράωθκαν ςτα 20KV. 

 

2.2.5 Μελϋτη του εκκρινόμενου ςτοιχειακού θεύου με 

αποδιατακτικό ηλεκτροφόρηςη SDS-PAGE μιασ διϊςταςησ 

 
Από το απομονωμζνο διάλυμα ςωαιριδίων κείου και ΣΣ Buffer φςτερα από 

επανεϊρθςθ των ςωαιριδίων τοποκετοφνται ςε κακαρό eppendorf  100-500μl  δείγματοσ. 

Ακολουκεί διαδικαςία εκχφλιςθσ των πρωτεϊνϊν από το κείο, που περιλαμβάνονται τα εξισ 

ςτάδια: 

1. Προςκικθ κατάλλθλου ρυκμιςτικοφ ( δοκιμάςτθκαν: sample buffer 2x, 4x, sample 

buffer mercaptoethanol free και lysis Buffer, χωρίσ chaps )  

2. Ανάδευςθ για 10min 
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3. Θζρμανςθ μζχρι βραςμοφ, προςοχι ςτθν μερκαπτοεκανόλθ που είναι πτθτικι. 

4. Φυγοκζντρθςθ ςτισ 13000g για 10sec 

5. Τπερθχοι  για 10min  

Αυτι θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται δφο ωορζσ και τα δείγματα ωορτϊνονται ςτθν πθκτι 

πολυακρυλαμιδιου. 

 

 2.2.6 Απομόνωςθ του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ  

 

Θ καλλιζργεια του βακτθρίου ωυγοκεντρείται ςε 6000g για 20 min. Σο υπερκείμενο 

ςτο οποίο βρίςκεται όλο το εκκρινόμενο πρωτζομα ςυλλζγεται. Ακολουκεί άλλθ μια 

ωυγοκζντρθςθ ςτα 15000g για 45min για να διαχωριςτοφν οι μεμβράνεσ που τυχόν 

βρίςκονται ςε αυτό. Σο δείγμα ςυμπυκνϊνεται με λυοωυλοποίθςθ, είτε με κατακριμνιςθ 

των πρωτεϊνϊν με τριχλωροοξικοφ οξζοσ 100% (TCA). 

 

2.2.7 Πρωτεώνικό ςυμπύκνωςη  

 

Σα πρωτεϊνικά δείγματα του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ είχαν πολφ χαμθλι 

ςυγκζντρωςθ. ΢υνεπϊσ οι πρωτεινικζσ λωριδεσ ςτο gel  ιταν αραιζσ και πολλζσ ωορζσ δεν 

θταν ορατζσ με τθν χρϊςθ Coomasie. Για αυτό χρθςιμοποιικθκε το πρωτόκολο του TCA. 

΢το κάκε πρωτεϊνικό δείγμα προςτίκεται υποδεκαπλάςιοσ όγκοσ  TCA και το διάλυμα 

παραμζνει ςτουσ 4ο C για 12-16h. Σθν επόμενθ μζρα, ακολουκεί ωυγοκζντρθςθ ςτα 13000g 

για 10min. Ζπειτα προςτίκεται κρφα ακετόνθ ίςθσ ςυγκζντρωςθσ με αυτι του πρωτεϊνικοφ 

δείγματοσ, το διάλυμα ωυγοκεντρείται ςτα 13000g για 10min. Θ διαδικαςία πλφςθσ με 

ακετόνθ πραγματοποιείτε δφο ωορζσ. Σο pellet αωινεται να ςτεγνϊςει για 10 min ςε 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και προςτίκεται ο ελάχιςτοσ δυνατόσ όγκοσ sample buffer. 

 

 

 2.2.8 Πρωτεολυτικό διϊςπαςη πρωτεώνών 
 

Θ πρωτεόλυςθ πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ του ενηφμου κρυψίνθ θ οποία είναι 

ζνα πρωτεολυτικό ζνηυμο που ζχει τθν ικανότθτα να διαςπά το C-τερματικό των πεπτιδικϊν 

δεςμϊν των αμινοξζων αργινίνθσ και λυςίνθσ. Θ διαδικαςία τθσ πρωτεόλυςθσ ακολουκεί τα 

εξισ ςτάδια:  

 Tα ςτίγματα των πρωτεϊνϊν αποκόπτονται από τισ πθκτζσ ςε μικρά κομμάτια 

(1x1cm)  

 Ακολουκεί αποχρωματιςμόσ με ACN (50% v/v) και ABS (Ammonium bisulfate) 

(50mM), με τρεισ πλφςεισ εναλλάξ διάρκειασ 15min θ κακεμία.  
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 Θ αναγωγι των αωυδατωμζνων πθκτϊν πραγματοποιείται με  10 mM DTT (1,4-

dithiothreitol) ςε διάλυμα 50 mM ABS και ακολουκεί επϊαςθ για 45min ςτουσ 

56ºC.  

 Θ αλκυλίωςθ γίνεται με 55 mM ιωδοακεταμίδιο ςε διάλυμα 50mΜ ABS για 45 min 

ςε κερμοκραςία δωματίου, ςτο ςκοτάδι.  

 ΢τθ ςυνζχεια τα κομμάτια τθσ πθκτισ πλζνονται με 50 mM ABS και με 50% ACN, 

επαναλαμβάνοντασ ουςιαςτικά τθ διαδικαςία που ακολουκείται και ςτο 

αποχρωματιςμό. 

 Πριν τθν προςκικθ τθσ κρυψίνθσ πραγματοποιείται αωυδάτωςθ των κομματιϊν 

τθσ πθκτισ με 100% ACN για 15min.   

 ΢τα αωυδατωμζνα κομμάτια τθσ πθκτισ προςτίκενται 25-30 μl του ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ τθσ πρωτεόλυςθσ το οποίο περιζχει 20 μg κρυψίνθσ από πάγκρεασ 

χοίρου και αωινονται για 30-90min ςε πάγο.  

 Κατόπιν  επωάηονται για 14-16 ϊρεσ ςτουσ 37°C. 

 Σθν επόμενθ μζρα τα πεπτίδια από τα κομμάτια τθσ πθκτισ ανακτϊνται με 

διαδοχικά βιματα ζνωςθσ των υπερκειμζνων που προκφπτουν από δφο διαδοχικζσ 

επωάςεισ διάρκειασ 30min, αρχικά ςε διάλυμα 50% ACN/0,1% TFA και ζπειτα ςε 

διάλυμα 100% ACN. 

  Σο ςυνολικό διάλυμα που προκφπτει ξθραίνεται ςε ωυγοκεντρικό ξθραντιρα και τα 

πεπτίδια που ςχθματίηονται τοποκετοφνται ςτουσ -200C μζχρι τθν τοποκζτθςι τουσ 

ςτον ςτόχο 24,25. 

 

 

 

2.3 Αναλυτικϋσ μϋθοδοι  

 

2.3.1 Υαςματοφωτομετρύα Τπεριώδουσ- Ορατού (UV-Vis) 

 

Αρχι τθσ μεκόδου αποτελεί ο νόμοσ του Beer-Lampert. Με βάςθ αυτόν, μπορεί να 

γίνει ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ ςυγκεκριμζνων ενϊςεων. Ο νόμοσ αυτόσ προχποκζτει: 

 Θ ακτινοβολία να είναι μονοχρωματικι 

 Μοναδικό ωαινόμενο θ απορρόωθςθ 

 Ομοιόμορωοσ όγκοσ του διαλφματοσ 

 Κάκε ςωματίδιο να απορροωά ανεξάρτθτα και να μθν αλλθλεπιδρά με τα άλλα 

ςωματίδια του διαλφματοσ 

Αν ιςχφουν τα παραπάνω τότε θ απορρόωθςθ είναι ευκζωσ ανάλογθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

αναλφτθ, ςφμωωνα με τθν εξίςωςθ: 
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𝐴 = −𝑙𝑜𝑔𝑇 = 𝑙𝑜𝑔
𝑃𝜊

𝑃
= 𝜀𝑏𝑐 

Όπου: 

Ρ0, θ ακτινοβολοφμενθ ιςχφσ 

Ρ, θ διερχόμενθ ακτινοβολία 

Α, θ απορρόωθςθ log(P0/P) 

Σ, θ διαπερατότθτα (P/P0) 

b, το μικοσ διαδρομισ τθσ ακτινοβολίασ 

c, θ ςυγκζντρωςθ τθσ ουςίασ που απορροωάει  

ε, θ γραμμομοριακι απορροωθτικότθτα 

Θ εξίςωςθ αυτι αποτελεί τθ μακθματικι ζκωραςθ του νόμου του Beer. 

Σο ωαςματοωωτόμετρο που χρθςιμοποιικθκε για τθ διεξαγωγι των πειραματικϊν 

μετριςεων ιταν διπλισ δζςμθσ (Perkin Elmer Lamda 20).  Θ διαωορά των 

ωαςματοωωτόμετρων διπλισ δζςμθσ και των ωαςματοωωτόμετρων μονισ δζςμθσ είναι ότι 

ςτα πρϊτα, θ ακτινοβολία διζρχεται μζςω του δείγματοσ και του αναωορικοφ (λευκοφ), 

κατευκυνόμενο από ζνα περιςτρεωόμενο κάτοπτρο. Όταν θ ακτινοβολία διζρχεται μζςω 

του δείγματοσ, ο ανιχνευτισ μετρά τθν ζνταςθ τθσ διερχόμενθσ ακτινοβολίασ Ρ. Όταν το 

περιςτροωικό κάτοπτρο κατευκφνει τθν ακτινοβολία προσ τθν κυψελίδα αναωοράσ, ο 

ανιχνευτισ μετράει τθν διερχόμενθ ακτινοβολία Ρ0. Ζτςι ςυγκρίνεται ςυνεχϊσ θ Ρ και θ Ρ0 

ακτινοβολία με αποτζλεςμα να πραγματοποιείται ςυνεχισ και αυτόματθ διόρκωςθ για 

μεταβολζσ ςτθν ζνταςθ τθσ πθγισ ακτινοβολίασ που χρθςιμοποιείται, και τθν απόκριςθ του 

ανιχνευτι ωσ προσ το χρόνο και το μικοσ κφματοσ26. 

Πθγι ακτινοβολίασ για τθν περιοχι του υπεριϊδουσ (190-400 nm) αποτζλεςε μια 

λυχνία δευτερίου, ενϊ για τθν περιοχι του ορατοφ (400-800 nm) μια λυχνία βολωραμίου. 

Οι λυχνίεσ αυτζσ χρθςιμοποιικθκαν με μεταξφ τουσ εναλλαγι, με βάςθ το μικοσ κφματοσ 

που χρθςιμοποιοφταν κάκε ωορά.  

Για εργαςία ςτθν περιοχι του υπεριϊδουσ, απαιτοφνται κυψελίδεσ από χαλαηία ι 

τθγμζνθ πυριτία, ενϊ για τθν περιοχι του ορατοφ, μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν και 

πλαςτικζσ κυψελίδεσ ι απλι πυριτικι φαλοσ. ΢τθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία χρθςιμοποιικθκε 

κυψελίδα χαλαηία27. 

Θ μζκοδοσ χρθςιμοποιικθκε για τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ 

Βακτθριοχλωροωφλλθσ C  και του ςτοιχειακοφ κείου( μεταβολικό ενδιάμεςο που παράγεται 

από τον οργανιςμό). Ζτςι μελετικθκε ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ του βακτθρίου.  

Σα δείγματα, των οποίων θ πορεία επεξεργαςίασ περιγράωθκε ςε παραπάνω 

ενότθτα(2.2.2), τοποκετοφνται ςε κυψελίδα χαλαηία και μετράται θ απορρόωθςθ αυτϊν 

ςτα εξισ μικθ κφματοσ: 669nm, 295nm. ΢φμωωνα με τθν βιβλιογραωία Stanier, R. Y.; et al 
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για το ρυκμό τθσ ανάπτυξθσ του βακτθρίου, μετράται θ απορρόωθςθ τθσ 

βακτθριοχλωροωφλλθσ c ςτα 669nm, ενϊ θ απορρόωθςθ του κείου που παράγεται ςαν 

μεταβολικό ενδιάμεςο από τον οργανιςμό μετράται ςτα 265nm. 

Σζλοσ ποςοτικοποιικθκε θ πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ με τθν μζκοδο Bradford. Για 

τθν καταςκευι τθν πρότυπθσ καμπφλθσ χρθςιμοποιικθκε ωσ πρότυπθ πρωτεΐνθ θ BSA 

(αλβουμίνθ από ορό βοδιοφ). Αρχικά λαμβάνονται εισ διπλοφν 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 

20 μl BSA  και αραιϊνονται μζχρι τα 100μl με κατάλλθλο ρυκμιςτικό. Σο τυωλό κα περιζχει 

μόνο 100μl  ρυκμιςτικοφ. ΢ε αυτά προςτίκεται 900μl αντιδραςτθρίου Bradford και φςτερα 

από ιςχυρι ανάδευςθ (vortex) τα διαλφματα αωινονται ςε θρεμία για 5min  και ζπειτα 

μετράται θ απορρόωθςθ ςτα 595nm 28. 

2.3.2 Φρωματογραφύα ιοντοανταλλαγόσ 

Ο διαχωριςμόσ των μορίων με αυτι τθ μζκοδο βαςίηεται ςτθν ανταλλαγι ιόντων 

μεταξφ μιασ ωορτιςμζνθσ ςτατικισ ωάςθσ και μιασ υγρισ κινθτισ ωάςθσ αντίκετου 

ωορτίου. ΢τθν χρωματογραωία ιοντοανταλλαγισ μία ςτιλθ γεμίηεται με μία ουςία, γνωςτι 

ωσ ρθτίνθ, θ οποία αποτελεί τθν ςτατικι ωάςθ. Αυτι θ ρθτίνθ περιζχει ωορτιςμζνεσ, 

λειτουργικζσ ομάδεσ οι οποίεσ ζχουν είτε αρνθτικό ι κετικό ωορτίο. Οι ρθτίνεσ αυτζσ 

μποροφν να χαρακτθριςτοφν είτε ωσ ιςχυρζσ είτε ωσ αςκενείσ, ανάλογα με τθν ιοντικι ιςχφ 

τθσ λειτουργικισ ομάδασ που περιζχουν. 

Μια ανιοντοανταλλακτικι ςτιλθ περιλαμβάνει μία ρθτίνθ που περιζχει κετικϊσ 

ωορτιςμζνεσ λειτουργικζσ ομάδεσ. Αυτζσ οι ομάδεσ αλλθλεπιδροφν με μόρια τθσ κινθτισ 

ωάςθσ που ζχουν αντίκετο ωορτίο. Ωσ εκ τοφτου μια ανιοντοανταλλακτικι ςτιλθ 

αλλθλεπιδρά με αρνθτικά ωορτιςμζνα μόρια.  

 Αυτό που ςυμβαίνει ςε μια ανιοντοανταλλακτικι ςτιλθ είναι ότι αωοφ το δείγμα  

διαβιβαςτεί μζςω τθσ ςτιλθσ, τα αρνθτικά ωορτιςμζνα ιόντα του δείγματοσ αλλθλεπιδροφν 

με τισ κετικϊσ ωορτιςμζνεσ λειτουργικζσ ομάδεσ τθσ ρθτίνθσ, με αποτζλεςμα ζτςι να 

κατακρατοφνται από τθν ςτιλθ. Σα  ουδζτερα ι κετικά ωορτιςμζνα μόρια διαπερνοφν τθ 

ςτιλθ με γρθγορότερο ρυκμό, κακϊσ αυτά δεν αλλθλεπιδροφν με τισ κετικϊσ ωορτιςμζνεσ 

ομάδεσ τθσ ρθτίνθσ, και ζτςι δεν  κατακρατοφνται από τθν ςτιλθ. ΢ε αυτό το ςθμείο ο 

διαχωριςμόσ ζχει ζχει επιτευχκεί, και το μόνο που απαιτείται είναι να εκλουςκοφν τα 

αρνθτικά ωορτιςμζνα μόρια που βρίςκονται ςτθν ρθτίνθ. Αυτό γίνεται χρθςιμοποιϊντασ 

ρυκμιςτικό διάλυμα ζκλουςθσ ι με αυξθμζνθ ιοντικι ιςχφ ι ρΘ.  

΢τθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία γίνεται ανίχνευςθ και μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των 

κειϊκϊν ιόντων (SO4
2-) τθσ υγρισ καλλιζργεια του κειοβακτθρίου Chlorobaculum tepidum 

και γι’ αυτό το λόγο χρθςιμοποιείται ανιοντικι χρωματογραωία. 

΢τθν ανιοντικι χρωματογραωία, θ επιωάνεια τθσ ςτατικισ ωάςθσ είναι κετικά 

ωορτιςμζνθ και αναπτφςςει ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ με τα αρνθτικά ωορτιςμζνα ιόντα του 

αναλφτθ. Σα –N(CH3)3
+OH- και –NH3

+OH- χρθςιμοποιοφνται ςαν ιςχυρόσ και ςαν αςκενισ 

ανιοανταλλάκτθσ αντίςτοιχα. 

Σο ςφςτθμα τθσ χωματογρωίασ ιοντοανταλλαγισ που χρθςιμοποιικθκε ςτθν 

παροφςα εργαςία αποτελείται από τα εξισ βαςικά τμιματα και χαρακτθριςτικά: 
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• Κινθτι ωάςθ: χρθςιμοποιοφνται άλατα Na αςκενϊν οξζων αωοφ ο καταςτολζασ τα 

μετατρζπει ςε ουδζτερα ελεφκερα οξζα. Θ πιο ςυνθκιςμζνθ κινθτι ωάςθ για το 

διαχωριςμό ανιόντων είναι το ρυκμιςτικό διάλυμα ανκρακικϊν ιόντων. 

• ΢τατικι ωάςθ: θ ςτατικι ωάςθ που βρίςκεται μζςα ςτθ ςτιλθ διαχωριςμοφ, 

αποτελείται απ’ το υλικό πλιρωςισ τθσ, και ςυνικωσ είναι ρθτίνεσ ιονανταλλαγισ. Οι 

ρθτίνεσ ιονανταλλαγισ αποτελοφνται από ζνα μθ διαλυτό οργανικό ι ανόργανο 

υπόςτρωμα, τισ δραςτικζσ ιονανταλλακτικζσ ομάδεσ (functional groups) και τα 

αντιςτακμιςτικά ιόντα αντικζτου ωορτίου προσ τισ ιονανταλλακτικζσ ομάδεσ (counter ions) 

που κινοφνται ελεφκερα μζςα ςτον ιονανταλλάκτθ.  ΢αν υπόςτρωμα χρθςιμοποιοφνται 

πολυμερι τα οποία ςχθματίηονται με τον ςυμπολυμεριςμό ςτυρενίου και 

διβινυλοβενηολίου το ςυμολυμερζσ αυτό είναι ςτακερό ςε pH= 0-14, επιτρζποντασ τθ 

μετατροπι μθ ιοντικϊν ενϊςεων ςε ιοντικζσ ζτςι ϊςτε να μποροφν να αναλυκοφν με 

ιοντικι χρωματογραωία. ΢αν δραςτικι ομάδα ςτθν ανιοντικι χρωματογραωία 

χρθςιμοποιείται το τεταρτοταγζσ αμμϊνιο –N+(R)3. 

• Αντλία: οι αντλίεσ μπορεί να είναι μονοφ ι διπλοφ εμβόλου, ιςοκρατικζσ ι 

βακμιδωτζσ. ΢τθ ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ χρθςιμοποιικθκε θ αντλία Dionex GP50 gradient 

pump. 

• Ανιχνευτισ: χρθςιμοποιείται αγωγιμομετρικόσ ανιχνευτισ τθσ εταιρείασ Dionex 

CD20, ο οποίοσ αποκρίνεται ςτθ ςυγκζντρωςθ του προςδιοριηόμενου ιόντοσ, ενϊ θ περιοχι 

γραμμικότθτάσ του καλφπτει 5 τάξεισ μεγζκουσ ςυγκεντρϊςεων γι’ αυτό και μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για ποςοτικι ανάλυςθ.  

• ΢τιλθ: θ ςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε είναι Dionex AS4A-SC 4mm. 

• Προςτιλθ: θ προςτιλθ που χρθςιμοποιικθκε είναι Dionex AG4A-SC 4mm. 

• Καταςτολζασ: ο καταςτολζασ που χρθςιμοποιικθκε είναι Dionex ASRS ULTRA II 

4mm 

• ΢φςτθμα ειςαγωγισ δείγματοσ: Marathon Autosampler  

• Διάλυμα ζκλουςθσ: χρθςιμοποιικθκε μίγμα όξινου ανκρακικοφ 

νατρίου/ανκρακικοφ νατρίου (NaHCO3/Na2CO3) 20M, μαηί με νερό ςε αναλογία 50% απ’ το 

κακζνα. 

• Ροι: 1,5 ml/min 

  

Πριν ξεκινιςει θ ανάλυςθ των δειγμάτων, πραγματοποιείται διαβίβαςθ He ςτο 

διάλυμα ζκλουςθσ και γίνεται απαζρωςθ του ςυςτιματοσ, και ςτθ ςυνζχεια αωοφ 

ςταματιςει θ διαβίβαςθ He, απομονϊνεται το ςφςτθμα και αωινεται να τρζχει ο εκλουτισ, 

χωρίσ να περνάει από τθ ςτιλθ, ϊςτε να απομακρυνκοφν τυχόν ωυςαλίδεσ. Κατά τθ 

διάρκεια τθσ ανάλυςθσ, δεν πρζπει να υπάρχουν κακόλου ωυςαλίδεσ, γιατί κα 

προκαλζςουν ωραγι ι άλλθ ωκορά ςτο όλο ςφςτθμα  29. 
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2.3.3 SDS  ηλεκτροφόρηςη ςε πηκτό πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) 

 

΢τθν θλεκτροωόρθςθ πθκτισ πολυακρυλαμιδίου  (Polyacrylamide Gel    

Electrophoresis, PAGE), θ πθκτι παραςκευάηεται από τον χθμικό πολυμεριςμό μονομερϊν 

ακρυλαμιδίου και N,N´-μεκυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου (εικόνα  2.1). 

 

Εικόνα 2.1 Αντίδραςθ ςχθματιςμοφ πολυακρυλαμιδίου. 

Από τθν εικόνα 2.1 γίνεται ωανερό ότι ο ρόλοσ του N,N´-μεκυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου 

εντοπίηεται ςτο ςχθματιςμό γεωυρϊν μεταξφ των γειτονικϊν αλυςίδων ακρυλαμιδίου, 

ρυκμίηοντασ με αυτό τον τρόπο το πορϊδεσ τθσ πθκτισ. Σα μονομερι ακρυλαμιδίου και 

N,N´-μεκυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου  δεν πολυμερίηονται από μόνα τουσ ο πολυμεριςμόσ 

επάγεται από τθν παρουςία ελευκζρων ριηϊν ςτο διάλυμα. ΢τθν πράξθ για τθν 

παραγωγι των ελευκζρων ριηϊν που απαιτοφνται για τον πολυμεριςμό, 

χρθςιμοποιοφνται χθμικζσ ι ωωτοχθμικζσ πθγζσ παραγωγισ τουσ. ΢τθ χθμικι μζκοδο, οι 

ελεφκερεσ ρίηεσ παράγονται από το υπερκειïκό αμμϊνιο (Ammonium Persulfate, APS), 

παρουςία του αντιδραςτθρίου τετραμεκυλαικυλενο-διαμίνθσ (TEMED) ο ρόλοσ τθσ 

οποίασ ζγκειται ςτθ ςτακεροποίθςθ των ελεφκερων ριηϊν.  

Θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε αποδιατακτικι πθκτι πολυακρυλαμιδίου (SDS- 

PAGE): ΢τα ςυςτιματα θλεκτροωόρθςθσ πολυακρυλαμιδίου παρουςία του 

δωδεκανοκειϊκοφ νατρίου (sodium dodecyl sulphate, SDS), ο διαχωριςμόσ των πρωτεϊνϊν 

γίνεται με βάςθ τθ μοριακι τουσ μάηα και όχι το ωορτίο. Σο SDS είναι ζνα ιςχυρό, 

αρνθτικά ωορτιςμζνο απορρυπαντικό (αμωιωιλικι ζνωςθ) θ οποία αλλθλεπιδρά ιςχυρά 

με τα πρωτεϊνικά μόρια ςε αναλογία 1,4 gr SDS / gr πρωτεΐνθσ (περίπου ζνα μόριο SDS για 

κάκε δφο αμινοξζα). Θ αλλθλεπίδραςθ ζχει ωσ αποτζλεςμα να χάνουν τθ ωυςικι δομι 

τουσ και να αποκτοφν ραβδόμορωο ςχιμα. Επιπλζον, το ιςχυρό αρνθτικό ωορτίο των 

μορίων SDS καλφπτει το ωυςικό ωορτίο τθσ πρωτεΐνθσ, ζτςι ϊςτε τα ςφμπλοκα πρωτεΐνθσ-

SDS τείνουν να ζχουν ςτακερό λόγο ωορτίου προσ μάηα. ΢υνεπϊσ, κατά τθν 
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θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε πθκτι που περιζχει SDS, ο διαχωριςμόσ γίνεται μόνο με 

βάςθ τθ μοριακι μάηα εξαιτίασ του ωαινόμενου μοριακισ διικθςθσ κατά τθν κίνθςθ μζςα 

από τουσ πόρουσ τθσ πθκτισ. Πριν από τθν θλεκτροωόρθςθ, τα πρωτεϊνικά δείγματα 

κερμαίνονται ςτουσ 100οC παρουςία SDS και μίασ κειόλθσ, όπωσ θ β-μερκαπτοαικανόλθ Ο 

ρόλοσ τθσ β-μερκαπτοαικανόλθσ είναι θ αναγωγι των διςουλωιδικϊν δεςμϊν που 

ςχθματίηονται μεταξφ καταλοίπων κυςτεΐνθσ. Αποτζλεςμα τθσ παραπάνω κατεργαςίασ 

είναι θ αποδιάταξθ των πρωτεϊνικϊν μορίων, ζτςι ϊςτε κατά τθν θλεκτροωόρθςθ να 

διαχωρίηονται οι μεμονωμζνεσ  πολυπεπτιδικζσ  αλυςίδεσ  που  ςε  πολλζσ  περιπτϊςεισ  

απαρτίηουν  ζνα πρωτεϊνικό μόριο. Ο εντοπιςμόσ των πρωτεϊνϊν μετά το τζλοσ τθσ 

θλεκτροωόρθςθσ επιτυγχάνεται μετά από χρϊςθ τουσ με κατάλλθλα αντιδραςτιρια. 

΢υνικωσ χρθςιμοποιείται θ χρωςτικι Coomassie Brilliant Blue R-250 θ οποία βάωει τισ 

ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν κυανζσ, ι εναλλακτικά διάλυμα νιτρικοφ αργφρου παρουςία 

αναγωγικϊν ενϊςεων και ωορμαλδεψδθσ ι γλουταραλδεψδθσ, οπότε οι πρωτεϊνικζσ 

ηϊνεσ χρωματίηονται καςτανόμαυρεσ. (Alphalyse protocols) 

Για τθν χρϊςθ αργφρου πραγματοποιοφνται τα εξισ βιματα: 

 Κατεργαςία τθσ πθκτισ ςε διάλυμα 40% αικανόλθ, 10% οξικό οξφ και 50% 

νερό για 1h. 

 Πλφςεισ με νερό για 30 min( ι και overnight) για να απομακρυνκεί όλο το 

οξικό οξφ και να αυξθκεί θ ευαιςκθςία τθσ χρϊςθσ. 

 Κατεργαςία τθσ πθκτισ με διάλυμα 0,02% κειοκειικό νάτριο για 1 min. Αν 

αωεκεί παραπάνω μειϊνει τθν απόδοςθ ανάκτθςθσ των πεπτιδίων. 

 3εισ πλφςεισ με νερό για 20 sec θ κάκε μία. 

 Κατεργαςία τθσ πθκτισ με διάλυμα 0,1% νιτρικοφ αργφρου και 0,025% 

ωορμαλδεψδθ για 20min ( θ χρϊςθ είναι πιο αποτελεςματικι αν το 

διάλυμα αυτό είναι κρφο). 

   3εισ πλφςεισ με νερό για 20 sec θ κάκε μία. 

 Θ εμωάνιςθ γίνεται με ζνα διάλυμα 3% ανκρακικό νάτριο και 0,05% 

ωορμαλδεψδθ.  

 Αλλαγι διαλφματοσ εμωάνιςθσ μόλισ θ πθκτι γίνει κίτρινθ και 

τερματίηεται θ χρϊςθ μόλισ εμωανιςτοφν ευδιάκριτεσ λωρίδεσ πθκτισ. 

 Ο τερματιςμόσ γίνεται με διάλυμα 5% οξικό οξφ για  5 min. 

 Θ αποκικευςθ τθσ πθκτισ γίνεται ςτουσ 4oC ςε 1% οξικό οξφ.   
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Θ θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε αποδιατακτικι (SDS) πθκτι πολυακρυλαμιδίου 

βρίςκει εωαρμογι ςτον κατά προςζγγιςθ (απόκλιςθ μζχρι 10%) προςδιοριςμό τθσ 

μοριακισ μάηασ των πολυπεπτιδίων. Ο προςδιοριςμόσ ςτθρίηεται ςτο γεγονόσ ότι θ 

ςχετικι κινθτικότθτα ενόσ πολυπεπτιδίου ςχετίηεται γραμμικά με το δεκαδικό λογάρικμο 

τθσ μοριακισ μάηασ του. ΢τθ ςυνικθ πρακτικι, θ μοριακι μάηα αγνϊςτων 

πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων προςδιορίηεται με τθν παράλλθλθ θλεκτροωόρθςθ ενόσ 

μίγματοσ πρωτεϊνϊν γνωςτισ μοριακισ μάηασ (δείκτθσ μοριακϊν μαηϊν)27. 

 

 

Εικόνα 2.2 ςχθματικι απεικόνιςθ  SDS-PAGE.   

 

2.3.4 Υαςματομετρύα μϊζασ MALDI-TOF 

 

Είναι μια τεχνικι ιοντιςμοφ που επιτρζπει τθν ςυλλογι πλθροωοριϊν ωσ προσ το 

μοριακό βάροσ πολικϊν βιοπολυμερϊν (π.χ. πεπτίδια) των οποίων οι μοριακζσ μάηεσ είναι 

μεγαλφτερεσ των 200000 Da  μζςω ιοντιςμοφ και ατμοποίθςθσ αποωεφγοντασ τθν 

αποικοδόμθςι τουσ. ΢τθν τεχνικι αυτι μικρι ςυγκζντρωςθ αναλφτθ διαςπαρμζνου 

ομοιόμορωα ςε ςτερεά ι υγρι μιτρα. ΢κοπόσ τθσ χριςθσ τθσ μιτρασ είναι : 

 Θ αποωυγι τθσ αποικοδόμθςθσ του πολυμεροφσ απορροωϊντασ τθν 

ενζργεια τθσ ακτίνασ του λζιηερ 

 Θ απορρόωθςθ ςτο μικοσ κφματοσ που ο αναλφτθσ δεν απορροωά 

ςθμαντικά  

 Θ ελαχιςτοποίθςθ διαμοριακϊν αλλθλεπιδράςεων πζραν αυτϊν τθσ 

μιτρασ- αναλφτθ 

 Θ ςυμμετοχι ςτθ δθμιουργία ιόντων είτε ςαν μζςο 

πρωτονίωςθσ(ανιχνευτισ κατιόντων), είτε ςαν μζςο  αποπρωτονίωςθσ 

(ανιχνευτισ ανιόντων) 
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 Θ ανίχνευςθ ςυγκεντρϊςεων αναλφτθ, τθσ τάξθσ του picomole  και 

μικρότερων  

 

 

Εικόνα 2.3 ΢χθματικι απεικόνιςθ MALDI-TOF26 

 

2.3.5Ηλεκτρονικό μικροςκοπύα ςϊρωςησ (SEM) 

 

Θ θλεκτρονικι μικροςκοπία ςάρωςθσ, εκμεταλλευόμενθ τθν ιδιότθτα των 

θλεκτρονίων να οπιςκοςκεδάηονται από ζνα ςϊμα ι όταν διζρχονται από αυτό, παρζχει 

είδωλα εξωτερικισ μορωολογίασ όμοια με αυτά που «βλζπει» το ανκρϊπινο μάτι. Θ 

ελάχιςτθ λεπτομζρεια που μπορεί να διακρικεί με οπτικό μικροςκόπιο, είναι περίπου 

200nm, λόγω τθσ κυμματικισ ωφςθσ του ορατοφ ωωτόσ και του ελάχιςτου μικουσ κφματόσ 

του. Αντίκετα, το θλεκτρονικό μικροςκόπιο εκμεταλλεφεται τθν κυματικι ωφςθ των 

θλεκτρονίων ςε μικθ  κφματοσ πολφ μικρότερα. Κφριοσ τρόποσ απεικόνιςθσ με SEM είναι θ 

ανίχνευςθ των δευτερογενϊν θλεκτρονίων των ατόμων που διεγείρονται από το δείγμα. Θ 

ςυλλογι των ςθμάτων των δευτερογενϊν θλεκτρονίων, που εξαρτϊνται από τθ γωνία 

πρόςπτωςθσ τθσ ακτίνασ και από τθν τοπογραωία του δείγματοσ, μζςω ανιχνευτϊν 

δθμιουργείτε το είδωλο του δείγματοσ. 

Επιπλζον με το μικροςκόπιο ςάρωςθσ μπορεί να πραγματοποιθκεί και ςτοιχειακι 

ανάλυςθ (EDS , electron dispersive X ray spectroscopy). Με τθν ανάλυςθ αυτι μπορεί να 

μετρθκεί θ χαρακτθριςτικι ακτινοβολία που εκπζμπεται όταν ζνα θλεκτρόνιο από τθν 

εξωτερικι ςτοιβάδα καλφπτει μια «οπι» που ζχει δθμιουργθκεί από ζνα θλεκτρόνιο 
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εςωτερικισ ςτοιβάδασ το οποίο ζχει διεγερκεί. Θ ακτινοβολία είναι χαρακτθριςτικι για 

κάκε ςτοιχείο27. 

 

Εικόνα 2.4 ΢χθματικι απεικόνιςθ θλεκτρονικοφ μικροςκοπίου ςάρωςθσ 27. 

 

 

3. Αποτελϋςματα και ΢υζότηςη  

3.1 Ανϊπτυξη του Chlorobaculum tepidum  

 

΢τθν παροφςα μελζτθ το Chlorobaculum tepidum αναπτφχκθκε ςε κρεπτικό που ωσ 

πθγι κείου χρθςιμοποιοφνταν και τα κειοκειικά και τα κειοφχα άλατα (βλ. § 2.2.1). Κάκε 

καλλιζργεια περνά από τζςςερεισ ωάςεισ ανάπτυξθσ: λανκάνουςα, εκκετικι( λογαρικμικι), 

ςτατικι, και κανάτου( Εικόνα 3.1). Αρχικά ςτθ λανκάνουςα ωάςθ, τα βακτιρια από τθν 

αρχικι καλλιζργεια προςαρμόηονται ςτισ νζεσ ςυνκικεσ. Ακολουκεί θ εκκετικι ωάςθ, κατά 

τθν οποία τα βακτιρια διαιροφνται με εκκετικοφσ ρυκμοφσ εωόςον βρίςκονται ςε 
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κατάλλθλεσ ςυνκικεσ pH, κερμοκραςίασ κ.ο.κ. ( βλ. § 2.2.1). ΢τθν ςυνζχεια ειςζρχονται 

ςτθν ςτατικι ωάςθ όπου ο αρικμόσ των βακτθρίων παραμζνει ςτακερόσ, λόγω εξάντλθςθσ 

κάποιου κρεπτικοφ ςυςτατικοφ. Αυτό δεν ςθμαίνει ότι δεν παράγονται ποτζ νζα κφτταρα. 

΢ε αυτό  ςθμείο ο πλθκυςμόσ ςτακεροποιείται, δθλαδι ο αρικμόσ των νζων κυττάρων είναι 

ίςοσ με τον αρικμό των κυττάρων που πεκαίνουν. Σζλοσ κατά τθ ωάςθ κανάτου ο αρικμόσ 

των βακτθρίων μειϊνεται. 

 

 

Εικόνα 3.1 Γενικι καμπφλθ ανάπτυξθσ βακτθρίων. 

 

Ο χρόνοσ που διαρκεί κάκε ωάςθ διαωζρει από καλλιζργεια ςε καλλιζργεια. 

Οριςμζνοι παράγοντεσ που επθρεάηουν τουσ χρόνουσ αυτοφσ είναι: θ ζνταςθ του 

ωωτιςμοφ, θ παλαιότθτα τθσ αρχικισ καλλιζργειασ και θ πθγι κείου. Οι ωάςεισ ανάπτυξθσ 

του Chlorobaculum tepidum διακρίνονται από τθν αλλαγι του χρϊματοσ τθσ καλλιζργειασ. 

Όπωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 3.2, διακρίνεται καλλιζργεια του βακτθρίου ςτθν λανκάνουςα 

ωάςθ, ςτθν λογαρικμικι ωάςθ και ςτθν ωάςθ ςταςιμότθτασ.  

Θ αλλαγι του χρϊματοσ, ανάλογα με τθν ωάςθ ςτθν οποία βρίςκεται κάκε 

καλλιζργεια, οωείλεται ςτθ βακτθριοχλωροωφλλθ, που περιζχουν τα κφτταρα τθσ κάκε 

καλλιζργειασ.  Αρχικά θ ςυγκζντρωςθ των κυττάρων, ςυνεπϊσ και τθσ 

βακτθριοχλωροωφλλθσ, είναι χαμθλι ζτςι, το χρϊμα είναι ανοιχτό. Με το πζρασ του 

χρόνου, θ καλλιζργεια παίρνει ζνα κίτρινο χρϊμα και αυξάνεται θ κολερότθτά τθσ. Αυτό 

οωείλεται, ςτθν παρουςία μεγάλθσ ςυγκζντρωςθσ ςτοιχειακοφ κείου. Όπωσ ζχει ιδθ 

αναωερκεί, ο οργανιςμόσ παράγει εξωκυττάρια ςωαιρίδια ςτοιχειακοφ κείου τα οποία 

ζχουν κίτρινο χρϊμα.  Παρότι παράλλθλα αυξάνεται και θ ποςότθτα των κυττάρων και τθσ 

βακτθριοχλωροωφλλθσ, το κίτρινο χρϊμα είναι πιο ζντονο. ΢τθν ωάςθ ςταςιμότθτασ 
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παρατθρείται ζνα ςκοφρο πράςινο χρϊμα το οποίο μαρτυρά τον μζγιςτο αρικμό κυττάρων 

ςτθν καλλιζργεια. Με προςεκτικι παρατιρθςθ, ςε αυτι τθ ωάςθ, διακρίνεται ακόμα μια 

μικρι ποςότθτα ςτερεοφ κείου θ οποία ζχει κίτρινο χρϊμα. Ωςτόςο θ ποςότθτα του κείου 

είναι μειωμζνθ ςε ςχζςθ με τθν προθγοφμενθ ωάςθ ανάπτυξθσ και αυτό ςυμβαίνει, διότι το 

βακτιριο ειςάγει ςτο εςωτερικό του το κείο το οποίο ζχει παράξει, για να το 

χρθςιμοποιιςει ωσ δότθ θλεκτρονίων. 

Σζλοσ αν οι καλλιζργεια αωεκεί  για αρκετζσ μζρεσ ( άνω των δζκα ) το χρϊμα τθσ 

μετατρζπεται ςε καωζ, γεγονόσ το οποίο δείχνει ότι το βακτιριο ζχει μπει ςτθ ωάςθ 

κανάτου.  

 

Εικόνα 3.2 Καλλιζργεια του βακτθρίου ςτθν λανκάνουςα ωάςθ, ςτθν λογαρικμικι ωάςθ και 

ςτθν ωάςθ ςταςιμότθτασ (από τα αριςτερά προσ τα δεξιά). 

 

3.1.2 Καμπύλεσ ανϊπτυξησ  

 

Οι καμπφλεσ ανάπτυξθσ βοθκοφν ςτθν κατανόθςθ τθσ ανάπτυξθσ και του 

μεταβολιςμοφ του Chlorobaculum tepidum. ΢ε αυτζσ παρουςιάηεται θ μεταβολι τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ βακτθριοχλωροωφλλθσ c  του ςτοιχειακοφκείου και των κειικϊν ιόντων 

(SO4
-2) ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. Θ ςυγκζντρωςθ τθσ Bchlc δεν είναι αντιπροςωπευτικι 

τθσ ςυγκζντρωςθσ των κυττάρων αλλά παρουςιάηει μια αναλογικι ςχζςθ με το ρυκμό 

ανάπτυξθσ και προςδιορίηεται ωαςματοωωτομετρικά ςτθν περιοχι του ορατοφ. Όςο για 

τουσ μεταβολίτεσ, το ςτοιχειακό κείο προςδιορίηεται ωαςματοωωτομετρικά ςτο υπεριϊδεσ 

και τα κειικά με ιοντικι χρωματογραωία. Οι πειραματικζσ μεκοδοι και τεχνικζσ αναλυκθκαν 

ςτθν ενότθτα 2. Παρακάτω παρατίκενται οι καμπφλεσ ανάπτυξθσ. 
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 Εικόνα 3.3 ΢υγκζντρωςθ βακτθριοχλωροωφλλθσ c ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. 
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Εικόνα 3.4 ΢υγκζντρωςθ ςτοιχειακοφ κείου ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. 
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Εικόνα 3.5 ΢υγκζντρωςθ κειικϊν ιόντων (SO4
-2) ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. 

 

Από τα παραπάνω γραωιματα μποροφμε να ορίςουμε το εφροσ τθσ κάκε ωάςθσ. 

Αρχικά παρατθροφμε ότι το μζγιςτο τθσ ανάπτυξθσ παρατθρείται ςτισ 24-30h. 

Παρατθρϊντασ τισ εικόνεσ 3.3 και  3.4 προκφπτει ότι το μζγιςτο τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

κείου επιτυγχάνεται νωρίτερα από αυτό τθσ βακτθριοχϊροωφλλθσ c. ΢τθν ςυνζχεια 

παρουςιάηεται ςταδιακι μείωςθ μζχρι τισ 48-50h για τθ βακτθριοχλωροωφλλθ c και 40h για 

το ςτοιχειακό κείο. Αυτό οωείλεται ςτο ότι το βακτιριο ςτθν αρχι παράγει το ςτοιχειακό 

κείο ωσ παραπροϊόν τθσ οξείδωςθσ των κειοφχων και των κειοκειικϊν και ςτθ ςυνζχεια το 

ξαναχρθςιμοποιεί ωσ δότθ θλεκτρονίων. 

΢υνεπϊσ για να μελετθκεί ο οργανιςμόσ ςτθν ςτατικι ωάςθ τα κφτταρα και το κείο 

πρζπει να απομονϊνονται ςτισ 48-50h.  Ενϊ για να μελετθκεί ςτθν εκκετικι ωάςθ πρζπει 

να απομονωκεί ςτο μζγιςτο του κείου (24h) και ςτο μζγιςτο τθσ 

βακτθριοχλωροωφλλθσ(30h). 

Σζλοσ από τισ καμπφλεσ των κειικϊν ιόντων εικόνα 3.5, ωαίνεται ότι ωτάνουν ςτο 

μζγιςτο αρκετά αργότερα από τθν βακτθριοχλωροωφλλθ c και το ςτοιχειακό κείο( ςθμείο 

μζγιςτθσ ανάπτυξθσ). Σα κειικά είναι το τελικό προιόν οξείδωςθσ των κειοκειικϊν και του 

ςτοιχειακοφ κείου. 



[34] 
 

3.2 Μελϋτη των ςφαιριδύων ςτοιχειακού θεύου 

 

Σο ςτοιχειακό κείο που απομονϊκθκε μελετικθκε με θλεκτρονικι μικροςκοπία 

ςάρωςθσ(SEM), ςτοιχειακι ανάλυςθ (EDS), ωαςματομετρία μάηασ MALDI-TOF και 

αποδιατακτικι θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE(βλ. §2.2.3,4,5). 

 

Εικόνα 3.6 Απομονομζνο ςτοιχειακό κείο που ξεραίνεται για περεταίρω μελζτθ. 

 

3.2.1 Μελϋτη ςτοιχειακού θεύου με όλεκτρονικό μικροςκοπύα ςϊρωςησ (SEM) 

και  με ςτοιχειακό ανϊλυςη (EDS) 

 

 

Εικόνα 3.6 Εικόνα SEM του ςτοιχειακοφ κείου που απομονϊκθκε ςτθν ςτατικι ωάςθ. 
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Εικόνα 3.7 Εικόνεσ SEM ςτοιχειακοφ κείου ςτθν εκκετικι ωάςθ. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.8 ΢φγριςθ εικόνων SEM ςτοιχειακοφκείου ςτθν ίδια μεγζκυνςθ ςε διαωορετικι 

ωάςθ ανάπτυξθσ (Α εκκετικι,  Β ςτατικι). 
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΢τισ εικόνεσ 3.6 και 3.7 απεικονίηονται τα ςωαιρίδια ςτοιχειακοφ κείου ςτθν 

ςτατικι και ςτθν εκκετικι ωάςθ αντίςτοιχα ςε διάωορεσ μεγεκφνςεισ. Ακολοφκωσ ςτθν 

εικόνα 3.8 απεικονίηονται τα ςωαιρίδια κείου ςτθ ίδια μεγζκυνςθ ςε διαωορετικι ωάςθ 

ανάπτυξθσ.  

΢ε όλεσ τισ εικόνεσ παρατθρείτε ο ςχθματιςμόσ ςωαιριδίων διαωόρων μεγεκϊν 

ανεξάρτθτα από τθν ωάςθ ανάπτυξθσ. Από τθν ςφγκριςθ τθσ μορωισ των ςωαιριδίων από 

κάκε ωάςθ προκφπτει ότι ςτθν εκκετικι ωάςθ τα ςωαιρίδια είναι πιο ςυμπαγι και πιο 

ςωαιρικά ενϊ ςτθν ςτατικι λιγότερο ςυμπαγι και λιγότερο ςωαιρικά. Γεγονόσ που 

επιβεβαιϊνει ότι ςτθν ςτατικι ωάςθ τα ςωαιρίδια κείου αποικοδομουνται και τα κφτταρα 

τα χρθςιμοποιοφνται ωσ δότεσ θλεκτρονίων. 

Για τθν περεταίρω μελζτθ του παραγόενου ςτοιχειακοφ κείου ακολοφκθςε 

ςτοιχειακι ανάλυςθ(EDS) ςτο κάκε δείγμα. Ακολουκοφν ενδεικτικά ωάςματα EDS. 

 

 

Εικόνα 3.9 Ενδεικτικά ωάςματα EDS ςτοιχειακοφ κείου που απομονϊκθκε κατά τθν ςτατικι 

ωάςθ. 
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Εικόνα 3.10 Ενδεικτικά ωάςματα EDS ςτοιχειακοφ κείου απομονωμζμνου ςτθν εκκετικι 

ωάςθ. 

Όπωσ ωαίνεται ςτα παραπάνω ωάςματα το ςτοιχείο που κυριαρχεί ςε όλα τα 

δείγματα είναι το κείο. Ακόμθ ωαίνεται να υπάρχει άνκρακασ το οποίο μπορεί να οωείλεται 

ςτθ χριςθ ταινίασ άνκρακα που τοποκετείται το δείγμα, ι ςε μθ καλό κακαριςμό του 

δείγματοσ ι και ςε ζνδειξθ παρουςίασ πρωτεϊνϊν που ίςωσ ςχετίηονται με τθ μεταωορά, 

δθμιουργία ι μεταβολιςμό των ςωαιριδίων.  

Όςον αωορά το  μολυβδαίνιο (Mo) εκπζμπει τθν χαρακτθριςτικι του ακτινοβολία 

(X-Ray) ενζργειασ 2,292keV, που οωείλεται ςτθν μετάπτωςθ Lα και ςυμπίπτει με αυτι του 

ςτοιχειακοφ κείου ενζργειασ 2,309keV τθσ μετάπτωςθσ Κα (βλ. εικόνα 3.11). 

Σζλοσ ςε κάποια δείγματα ανιχνεφονται και μικρζσ ποςότθτεσ οξυγόνου το οποίο 

είναι πικανό να ζχει προςβάλει το δείγμα λόγο τθσ παρουςίασ του ςτθν ατμόςωαιρα είτε να 

οωείλεται ςε κάποιουσ από τουσ πικανοφσ λόγουσ που υπάρχει και θ παρουςία άνκρακα 

(μθ ςωςτόσ κακαριςμό, πρωτεΐνθ). 
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Εικόνα 3.11 Απεικόνιςθ χαρακτθριςτικϊν μεταπτϊςεων που εμωανίηονται ςτα ωάςματα 

EDS. 

 

3.2.2 Μελϋτη των ςφαιριδύων ςτοιχειακού θεύου με φαςματομετρύα μϊζασ 

MALDI-TOF 

Ακολουκοφν τα ωάςματα μάηασ των παραπάνω δειγμάτων. 

 

Εικόνα 3.12 Φάςμα μάηασ ςτοιχειακοφ κείου που απομονϊκθκα κατά τθν εκκετικι ωάςθ. 
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Εικόνα 3.13 Φάςμα μάηασ ςτοιχειακοφ κείου που απομονϊκθκε κατά τθν ςτατικι ωάςθ 

΢ε όλα τα παραπάνω ωάςματα παρατθρικθκαν κορυωζσ που αποτελοφν πολλαπλάςια του 

ςτοιχειακοφ κείου. Οι κορυωζσ αυτζσ εμωάνιςαν λόγο μάηα/ωορτίο, 160(5 άτομα), 224 (7 

άτομα), 256 (8 άτομα),288(9 άτομα),352(11 άτομα)  μζχρι και 384 (12 άτομα).Ακόμα τα 

ωάςματα παρουςίαςαν ζνα χαρακτθριςτικό μοτϋϋιβο ιςοτοπικισ αωκονίασ, όμοιο με αυτό 

που εμωάνιςαν δείγματα κακαροφ ςτοιχιακοφ κείου ςτθ βιβλιογραωία (εικόνα 3.14)29. 

αυτό αποτελεί ακόμα μια απόδειξθ ότι ζχει γίνει επιτυχθμζνθ απομόνωςθ και ότι το δείγμα 

περιζχει κατά κφριο λόγο ςτοιχειακό κείο.  

΢ε όλα τα ωάςματα παρατθροφνται κορυωζσ που αντιςτοιχοφν από 5 εωσ 9 

πολλαπλάςια του κείου. Όμωσ υπάρχουν και κορυωζσ που δεν αντιςτοιχοφν ςε 

πολλαπλάςια του κείου και δεν ζχουν αντιςτοιχθκεί ςε κάποιο χθμικό είδοσ. Σο μοριακό 

τουσ βάροσ είναι μικρό για να γίνει αναωορά ςε πεπτίδια και πικανότατα να οωείλονται ςε 

μθ επαρκι κακαριςμό του δείγματοσ. 

Αν παρατθρθκοφν τα ωάςματα που αντιςτοιχοφν ςτθν εκκετικι και ςτθν ςτατικι 

ωάςθ παρατθροφνται διαωοροποιιςεισ. Πιο ςυγκεκριμζνα, ςτθν εκκετικι παρατθρείτε ζνα 

μοτίβο κορυωϊν που δεν αντιςτοιχοφν ςε πολλαπλάςια του κείου που δίνουν αρκετά ψθλό 
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ςιμα( κοντά ςτο 2) και ςε ζνα εφροσ μαηϊν από 530 εωσ 630. Παρόμοιο μοτίβο υπάρχει και 

ςτθν ςτατικι ωάςθ με αιςκθτά μικρότερο ςιμα( μικρότερο του 1). 

 

 

Εικόνα 3.14 Βιβλιογραωικι παρατιρθςθ ιςοτοπικοφ λόγου ςτοιχειακοφ κείου29. 

 

3.2.3 Μελϋτη του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ και των πρωτεινών που 

βρύςκονται πϊνω ςτο ςτοιχειακό θεύο με αποδιατακτικό ηλεκτροφόρηςη SDS-

PAGE 

 

Αρχικά πραγματοποιικθκαν SDS-PAGE, για να ωανεί αν τα πρωτόκολλα 

απομόνωςθσ λειτουργοφν. ΢ε οριςμζνα δείγματα, επειδι δεν υπιρχε θ απαιτοφμενθ 

πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ πραγματοποιικθκε χρϊςθ αργφρου( Silver stain).  
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Εικόνα 3.15 SDS-PAGE πρωτεινικοφ εκχυλίςματόσ κείου ςτθν ςτατικι ωάςθ(1-4) και 

εκκρινόμενου πρωτεόματοσ ςτθν εκκετικι(5,6) και ςτθν ςτατικι ωάςθ(7-10). 

Όπωσ ωαίνεται ςτα παραπάνω gel θ πρωτεινικι ςυγκζντρωςθ είναι πολφ μικρι και 

δεν ςυμωωνεί με τα αποτελζςματα τθσ Bradford.  Αυτό μπορεί να οωείλεται ςτα άλατα του 

κρεπτικοφ τα οποία απορροωοφν ςτο ςυγκεκριμζνο μικοσ κφματοσ. ΢τθν ςυνζχεια 

ακολουκοφν δοκιμζσ που ζγιναν για τθν βελτιςτοποίθςθ τθσ  εκχφλιςθσ πρωτεϊνϊν από το 

βιογεννζσ κείο. 

Μ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Μ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

10 
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Αρικμόσ πθγαδιοφ Περιεχόμενο 

1 Θείο ςε lysis buffer εκκετικι 

2 Θείο ςε lysis buffer εκκετικι 

3 Θείο ςε sample buffer εκκετικι 

4 Θείο ςε sample buffer εκκετικι 

5 Θείο ςε sample buffer mercaptoethanol free 
εκκετικι 

6 Θείο ςε lysis buffer ςτατικι 

7 Θείο ςε lysis buffer ςτατικι 

8 Θείο ςε sample buffer ςτατικι 

9 Θείο ςε sample buffer ςτατικι 

10 Θείο ςε sample buffer mercaptoethanol free 
ςτατικι 

11 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

 

Εικόνα 3.16 SDS-PAGE  δοκιμζσ εκχφλιςθσ πρωτεϊνϊν από το βιογεννζσ κείο και πίνακασ 

περιεχομζνων(Μ Marker). 
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Εικόνα 3.17 Σο προθγοφμενο gel  επεξεργαςμζνο με Photoshop για καλφτερθ ευκρίνεια με 

βζλθ δείχνονται οι λωρίδεσ που κόπθκαν για πρωτεόλυςθ(πθγάδια 3 και 11 κείο εκκετικισ 

και εκκρινόμενεσ ςτατικισ αντίςτοιχα).  
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Αρικμόσ πθγαδιοφ Περιεχόμενο 

1 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ  

2 Εκκρινόμενεσ εκκετικισ  

3 Εκκρινόμενεσ εκκετικισ 

4 Εκκρινόμενεσ εκκετικισ 

5 Θείο ςτατικισ με lysis buffer 

6 Θείο ςτατικισ με lysis buffer 

7 Θείο εκκετικισ με lysis buffer 

8 Θείο εκκετικισ με lysis buffer 

9 Θείο εκκετικισ με lysis buffer 

10 Θείο εκκετικισ με lysis buffer 

 

  Εικόνα 3.18 SDS-PAGE από το οποίο κόπθκαν οι λωρίδεσ πθκτισ  από τα πθγάδια 4 και 

7(εκκρινόμενεσ εκκετικισ και κείο εκκετικισ αντίςτοιχα)  και πίνακασ περιεχομζνων. 
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Αρικμόσ πθγαδιοφ Περιεχόμενο 

1 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

2 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

3 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

4 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

5 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

6 Εκκρινόμενεσ ςτατικισ 

7 Θείο ςε lysis buffer ςτατικισ 

8 Θείο ςε lysis buffer ςτατικισ 

9 Θείο ςε lysis buffer ςτατικισ 

10 Θείο ςε lysis buffer εκκετικισ 

11 Θείο ςε lysis buffer εκκετικισ 

Εικόνα 3.19 SDS-PAGE από το οποίο κόπθκαν οι πρωτεϊνικζσ λωρίδεσ  από το πθγάδι 7(κείο 

ςτατικισ)  και πίνακασ περιεχομζνων. 
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Εικόνα 3.20 SDS-PAGE από το οποίο αναλυκθκαν οι λωρίδεσ πθκτισ από τα πθγάδια Α και Β 

(εκκρινόμενεσ ςτατικισ B και εκκετικισ A  ςυμπφκνωςθ με TCA). 

 

΢θμείωςθ: ΢τα παραπάνω gel κάκε πθγάδι αωορά διαωορετικό βιολογικό δείγμα. 

Όπωσ ωαίνεται από τισ παραπάνω εικόνεσ κόπθκαν πρωτεϊνικζσ λωρίδεσ  για 

πρωτεόλυςθ από κάκε ςυνκικθ( εκκετικι και ςτατικισ ωάςθ ανάπτυξθσ) και για 

διαωορετικά βιολογικά δείγματα εκκρινόμενου πρωτεόματοσ και πρωτεϊνικοφ 
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εκχυλίςματοσ κείου. Επειδι, δεν βρζκθκε αξιόπιςτοσ τρόποσ ποςοτικοποίθςθσ τθσ 

πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ χρθςιμοποιικθκαν τα τζςςερα, πιο ζντονα βαμμζνα gel με 

Coomassie G-250 που ωαίνονται ςτισ παραπάνω εικόνεσ. 

Όςον αωορά το εκκρινόμενο πρωτζομα ςτθν εικόνα 3.18 οι λωρίδεσ 9,10 και 11 του 

πθγαδιοφ 4( εκκρινόμενεσ εκκετικισ), δεν ωαίνονται ςτο πθγάδι 1 ( εκκρινόμενεσ ςτατικισ ). 

Ακόμα ςτο gel τθσ εικόνασ 3.20 οι λωρίδεσ 11, 12 και 13, τθσ εκκετικισ ωάςθσ δεν 

υπάρχουν ςτθν ςτατικι. Όμωσ επειδι δεν ζχει γίνει αντιπροςωπευτικι ποςοτικοποίθςθ τθσ 

πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ δεν  είναι ςίγουρο ότι δεν υπάρχουν οι πρωτεΐνεσ αυτζσ ςτθν 

ςτατικι ωάςθ. 

Επιπλζον, για το πρωτεϊνικό εκχφλιςμα από το βιογεννζσ κείο πραγματοποιικθκε 

ςειρά δοκιμϊν εκχφλιςθσ με διαωορετικά ρυκμιςτικά και ωάνθκε από τα παραπάνω gel ότι 

το sample buffer δίνει το πιο ξεκάκαρο gel εικόνα 3.16. Σα gel που ζγινε χριςθ των άλλων 

δφο ρυκμιςτικϊν παρατθρικθκε ςε οριςμζνα δείγματα  ανιςόρροπο μζτωπο και ςε μεγάλα 

μοριακά βάρθ ζνα κίτρινο ςτίγμα που φςτερα από τθν εκάςτοτε χρϊςθ βαωόταν μπλε ι 

μαφρο ςτθν Coomassie G250 και ςτο Silver stain αντίςτοιχα. Πιο αξιόπιςτθ ποςοτικοποίθςθ 

τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ επιτεφχκθκε με τθ χριςθ Lysis Buffer. Όςον αωορά το 

ςυγκεκριμζνο υποπρωτζομα θ διαωοροποίθςθ των πρωτεϊνϊν ανάμεςα ςτισ δφο ωάςεισ 

ωαίνεται ςτθν εικόνα 3.16. ΢το ςυγκεκριμζνο gel είναι εμωανζσ ότι οι λωρίδεσ 4,5,6 και 7 

τθσ εκκετικισ ωάςθσ δεν υπάρχουν ςτθν ςτατικι. ΢υνεπϊσ υπάρχει πικανότθτα, ο αρικμόσ 

των πρωτεϊνϊν που βρίςκονται προςδεμζνεσ πάνω ςτα ςωαιρίδια του ςτοιχειακοφ κείου να 

ςχετίηεται ςε μεγάλο βακμό με τθν ωάςθ ανάπτυξθσ ςτθν οποία βρίςκεται θ καλλιζργεια. 

Για τθν ταυτοποίθςθ πρωτεϊνϊν αποκόπθκαν 63 πρωτεϊνικζσ λωρίδεσ ςυνολικά από 

τισ πθκτζσ ςτισ εικόνεσ 3.16-20. Από αυτζσ ταυτοποιικθκαν οι 6 και παρίςτανται ςτον 

πίνακασ A (βλ. παράρτθμα). 

Σζλοσ, κόπθκε άλλο ζνα κομμάτι του gel που πικανολογείται (βλ. εικόνα 3.18 

κομμάτι ανάμεςα ςτα πθγάδια 7 και 8)  ότι ιταν ςωαιρίδια ςτοιχειακοφ κείου, διότι 

παρουςιάηεται μόνο ςε πθγάδια που ωορτϊνονται δείγματα πρωτεϊνικοφ εκχυλίςματοσ 

ςτοιχειακοφ κείου και ςε μεγάλα μοριακά βάρθ. Για αυτό ακολουκικθκε θ ίδια διαδικαςία 

που περιγράωεται ςτθν παράγραωο 2.2.4 και καταγράωθκε το παρακάτω ωάςμα LDI-TOF . 
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Εικόνα 3.21 LDI-TOF κίτρινου κοματιοφ από τα gel. 

Από το παραπάνω ωάςμα ωαίνεται ότι υπάρχει βιογεννζσ κείο ςε αυτό το 

δείγμα, διότι αν το ςυγκρίνουμε με το βιβλιογραωικό μοτίβο του κείου (βλ. εικόνα 3.16) 

όςον αωορά τα πολλαπλάςια του κείου που ζχουν και το επικυμθτό μοτίβο είναι: 

6(202,483) , 10((325,411), 12(389,438), 17(553,599), 20(638,728). Από αυτά τθν μεγαλφτερθ 

αωκονία τθν ζχει το κραφςμα που χαρακτθρίηεται από τθν κορυωι  325,411 m/z .   

 

 

4 ΢υμπερϊςματα-Προοπτικϋσ  
 

4.1 Ανϊπτυξη του βακτηρύου 

 

Πραγματοποιικθκε  μελζτθ τθσ ανάπτυξθσ του Chlorobaculum tepidum ςε κρεπτικό 

με  Na2S 7,7mΜ  και Na2S2O3 x 5H2O 8mΜ. Επιπλζον μελετικθκε θ μεταβολι τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των μεταβολιτϊν: ςτοιχειακοφ κείου και κειικϊν ιόντων. Θ ανάπτυξθ και το 

ςτοιχειακό κείο μελετικθκαν ωαςματοςκοπία υπεριϊδουσ ορατοφ ενϊ τα κειικά ιόντα με 

ιοντικι χρωματογραωία.  

Με τα δεδομζνα των εικόνων 3.3 και 3.4 προςδιορίςτθκαν οι ϊρεσ που χρειάηεται 

μια καλλιζργεια για να ωτάςει ςτθν εκκετικι και ςτθ ςτατικι ωάςθ. Πιο ςυγκεκριμζνα, από 

0-10h θ καλλιζργεια βριςκεται ςε λανκάνουςα ωάςθ, από 10-32h ςε εκκετικι, από 32-48h 

παρατθρείται πτϊςθ τθσ βακτθριοχλωροωφλλθσ και του ςτοιχειακοφ κείου και από 48h και 

άνω ςτακεροποιοφνται, άρα βρίςκεται ςτθ ςτατικι ωάςθ. 
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Σζλοσ οι ϊρεσ που επιλζχκθκαν για τθν μελζτθ του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ 

είναι 30h για τθν εκκετικι και 48h για τθ ςτατικι. Ενϊ οι καταλλθλότερεσ για τθ μελζτθ του 

ςτοιχειακοφ κείου είναι 24h για τθν εκκετικι και 48h για τθν ςτατικι ωάςθ. 

 

 

 

4.2 Μελϋτη του απομονωμϋνου ςτοιχειακού θεύου  

 

Πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ για τθν καλφτερθ και αποδοτικότερθ απομόνωςθ των 

εκκρινόμενων ςωαιριδίων ςτοιχειακοφ κειου( βλ.§2.2.3). ΢τθν ςυνζχεια τα ςωαιρίδια 

μελετικθκαν με θλεκτρονικι μικροςκοπία και ωαςματομετρία μάηασ( βλ. § 2.2.4). Οι 

τεχνικζσ αυτζσ πλθροωοροφν για τθν περιεκτικότθτα ςε ςτοιχειακό κείο τθν κακαρότθτα και 

τθν μορωολογία του δείγματοσ ςε ςυνδυαςμό με τθν ςτοιχειακι ανάλυςθ. 

Από τθν παρατιρθςθ των ςωαιριδίων με θλεκτρονικό μικροςκόπιο προκφπτει ότι 

υπάρχει μικρι διαωοροποίθςθ ςτθν μορωολογία των ςωαιριδίων του κείου. Πιο 

ςυγκεκριμζνα ςτθν εκκετικι ωάςθ τα ςωαιρίδια είναι πιο ςυμπαγι ενϊ ςτθν ςτατικι ωάςθ 

λιγότερο, γεγονόσ που ςυμωωνεί με το προτεινόμενο μοντζλο μεταβολιςμοφ του, βάςθ το 

οποίο μόλισ εξαντλθκεί κάποια πθγι κείου το βακτιριο χρθςιμοποιεί τα ςωαιρίδια 

ςτοιχειακοφ κείου ωσ θλεκτρονιοδότθ. Σα μεγζκθ των ςωαιριδίων είναι ποικίλα ςε 

οριςμζνεσ περιπτϊςεισ ξεπερνοφςαν το μζγεκοσ των κυττάρων ( μεγαλφτερα από 10μm). 

Όςον αωορά τον χαρακτθριςμό των ςωαιριδίων με ωαςματομετρία μάηασ οι 

κορυωζσ που παρατθρικθκαν και ςτθν εκκετικι και ςτθν ςτατικι ωάςθ δείχνουν ότι 

αντιςτοιχοφν ςε πολλαπλάςια του ατομικοφ βάρουσ του κείου. Σο καλφτερο δυνατό 

αποτζλεςμα το ζδωςε θ μεκανόλθ.  Παρατθρικθκαν κορυωζσ που αντιςτοιχοφν ςε 5 εωσ 9 

άτομα κείου με βάςθ το βιβλιογραωικό μοτίβο του κείου και ςε μερικζσ περιπτϊςεισ 

υπιρξε κορυωι που αντιςτοιχεί ςε 12 άτομα κείου. Ακόμα ςτθν εκκετικι παρατθρείτε ζνα 

μοτίβο κορυωϊν που δεν αντιςτοιχοφν ςε πολλαπλάςια του κείου που δίνουν αρκετά ψθλό 

ςιμα( κοντά ςτο 2) και ςε ζνα εφροσ μαηϊν από 530 εωσ 630. Παρόμοιο μοτίβο υπάρχει και 

ςτθν ςτατικι ωάςθ με αιςκθτά μικρότερο ςιμα( μικρότερο του 1). 

Σζλοσ  ζγινε προςπάκεια διαχωριςμοφ και ταυτοποίθςθσ των πρωτεϊνϊν που είναι 

προςδεμζνεσ ςτα ςωαιρίδια κείου(βλ.§2.2.5). Επειδι δεν βρζκθκε κατάλλθλοσ τρόποσ 

ποςοτικοποίθςθσ  τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ εκχφλιςθσ 

με διαωορετικά ρυκμιςτικά. Από αυτζσ προκφπτει ότι τθν πιο αξιόπιςτθ ποςοτικοποίθςθ 

τθν κάνει το Lysis Buffer ενϊ τον καλφτερο διαχωριςμό ςε πθκτι το Sample Buffer. Όςον 

αωορά τθν ταυτοποίθςθ δεν ιταν δυνατι, πικανόν λόγω χαμθλισ πρωτεϊνικισ 

ςυγκζντρωςθσ. 
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4.3 Μελϋτη του εκκρινόμενου πρωτεόματοσ  

 

Πραγματοποιικθκε απομόνωςθ των εκκρινόμενων πρωτεϊνϊν ςτθν εκκετικι και 

ςτθν ςτατικι ωάςθ (βλ.§2.2.6). Από τθν πθκτι ςτθν εικόνα 3.20 οι λωρίδεσ 11, 12 και 13, 

τθσ εκκετικισ ωάςθσ δεν υπάρχουν ςτθν ςτατικι. Όμωσ επειδι δεν ζχει γίνει 

αντιπροςωπευτικι ποςοτικοποίθςθ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ δεν  είναι ςίγουρο ότι 

δεν υπάρχουν οι πρωτεΐνεσ αυτζσ ςτθν ςτατικι ωάςθ.  

Πικανόν ςτο ςυγκεκριμζνο μικοσ κφματοσ να απορροωοφν και τα άλατα του 

κρεπτικοφ. ΢υνεπϊσ για τθν καλφτερθ ποςοτικοποίθςθ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ 

προτείνεται να δοκιμαςτεί πρωτόκολλο αωαλάτωςθσ ( π.χ. dialysis)  και φςτερα να γίνει θ 

ποςοτικοποίθςθ. 

Σζλοσ οι πρωτεΐνεσ που ταυτοποιικθκαν ιταν είτε κυτταροπλαςματικζσ είτε 

περιπλαςματικζσ. Αυτό ςθμαίνει ότι το πρωτόκολο απομόνωςθσ χρειάηεται βελτιςτοποίθςθ 

και πικανόν να μθν εκκρίνει πρωτεΐνεσ ςε ςυγκεντρϊςεισ μθ ανιχνεφςιμεσ από τισ τεχνικζσ 

που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ. Οι πρωτείνεσ που ταυτοποιικθκαν και τα 

χαρακτθριςτικά τουσ βρίςκονται ςτον πίνακα Α(βλ. παράρτθμα). 

 

4.4 Μελλοντικού ςτόχοι- Προοπτικϋσ  

 

Με τθν παροφςα εργαςία ζγινε προςπάκεια να μελετθκεί ο μεταβολιςμόσ του 

κείου ςτο Chlorobaculum tepidum.  Προτείνεται θ χριςθ ωαςματομετρίασ με 

θλεκτροψεκαςμό, που παρζχει μεγαλφτερθ ευαιςκθςία. Ακόμα όςον αωορά τθν 

ποςοτικοποίθςθ  τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ , για μεγαλφτερθ αξιοπιςτία ςτθν μζτρθςθ 

προτείνετε πριν από αυτιν να πραγματοποιείται αωαλάτωςθ του δείγματοσ. 

Σζλοσ ζνασ επιπλζον ςτόχοσ είναι να δοκιμαςτεί αν το βακτιριο μπορεί να 

αναπτφςςεται παρουςία υδρογονανκράκων. Επιςθσ ο οργανιςμοσ κα μπορουςε να 

βοθκιςει ςτθν διαδικαςία αποκείωςθσ των βιομθχανικων αποβλθτων.  
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