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1.  ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η ανάπτυξη της νανοτεχνολογίας τα τελευταία χρόνια καθιστά δυνατή την ανάπτυξη 

και αξιολόγηση νανο-συστηµάτων που βασίζονται σε νανοϋλικά και παρέχουν νέες 

προοπτικές στον τοµέα των βιοαναλυτικών συστηµάτων.  Οι ερευνητικές 

προσπάθειες προσανατολίζονται κυρίως στη σταθεροποίηση ενζύµων σε νανοπορώδη 

υλικά µε διάµετρο πόρων στην κλίµακα των νανοµέτρων.  Τα νανοπορώδη υλικά 

παρουσιάζουν µεγαλύτερο ενδιαφέρον όσον αφορά την ακινητοποίηση ενζύµων σε 

σύγκριση µε άλλα υλικά λόγω της υψηλότερης δραστικής τους επιφάνειας και της 

πορώδους δοµής τους, που επιτρέπει µεγαλύτερα ενζυµικά φορτία.  Επιπλέον η 

συσχέτιση του µεγέθους των πόρων των νανοδοµών και της διαµέτρου των 

ενζυµικών µορίων φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στη σταθεροποίηση των 

ακινητοποιηµένων ενζύµων. 

Στην εργασία αυτή µελετάται η ακινητοποίηση ενζύµων σε πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου µε καθορισµένη διάµετρο πόρων ώστε να εξεταστεί η 

σταθεροποίηση των ενζύµων κατά την ακινητοποίηση.  Παράλληλα εξετάζεται η 

σταθεροποίηση ενζύµων στο εσωτερικό νανο-περιβάλλον λιποσωµάτων.  Απώτερος 

στόχος είναι η εισαγωγή-ενσωµάτωση των συστηµάτων νανοδοµών-βιολογικών 

µορίων σε συστήµατα αισθητήρων και βιοαισθητήρων για την ανάπτυξη 

βελτιωµένων αναλυτικών τεχνικών που θα παρέχουν τη δυνατότητα ποσοτικών και 

ποιοτικών προσδιορισµών µε αξιοπιστία και ακρίβεια. 

 

 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: Νανοπορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, λιποσώµατα, 

σταθεροποίηση ενζύµων, βιοαισθητήρες 
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1.  INTRODUCTION 

Recent advances in the field of nanotechnology has enabled the development and 

evaluation of nano-systems based on novel nanomaterials that offer new directions in 

the field of bio-analytical systems.  Research efforts are mainly focused on the 

stabilization of enzymes in nanoporous materials with pores or internal spaces in the 

range of nanometers.  Nanoporous materials are more exciting candidates for enzyme 

immobilization compared with conventional materials due to their large surface area 

and opened pore structure that allows high enzyme loadings.  Moreover the size 

matching between the pore size of the nanomaterials and the molecular diameter of 

the enzymes seems to provide a stabilizing effect to the immobilized enzymes. 

In this study enzyme immobilization in nanoporous silica beads with well controlled 

pore sizes is evaluated in order to verify the stabilization effect of immobilization.  

Also enzyme stabilization in the internal nanoenvironment of liposomes is examined.  

The aim of the project is the introduction of the nanomaterials-biomolecules 

complexes in biosensor systems for the development of advanced analytical 

techniques that allow for reliable quantitative and qualitative analysis. 

 

 

KEYWORDS: Nanoporous silica beads, liposomes, enzyme stabilization, biosensors. 
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2  ΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ ΚΑΙ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΕΣ 

Οι χηµικοί αισθητήρες αποτελούν κλάδο της αναλυτικής χηµείας µε ευρεία 

ανάπτυξη τα τελευταία χρόνια.  Ο χηµικός αισθητήρας σύµφωνα µε την IUPAC1 

είναι ένας µικροποιηµένος µετατροπέας σήµατος που αποκρίνεται επιλεκτικά και 

αντιστρεπτά σε χηµικές ουσίες ή ιόντα και παράγει αναλυτικό σήµα που εξαρτάται 

από τη συγκέντρωση του αναλύτη.  Τα βασικά τµήµατα του χηµικού αισθητήρα είναι 

το αισθητήριο σηµείο και ο µεταλλάκτης σήµατος2.  Στο αισθητήριο σηµείο λαµβάνει 

χώρα η χηµική αναγνώριση του αναλύτη και στη συνέχεια η χηµική πληροφορία 

µεταφράζεται µέσω του µεταλλάκτη σε ηλεκτρικό ή οπτικό σήµα το οποίο ενισχύεται 

και παρουσιάζεται. 

Βασική κατηγορία των χηµικών αισθητήρων είναι οι βιοαισθητήρες στους 

οποίους η χηµική αναγνώριση του αναλύτη επιτυγχάνεται µέσω ενός βιολογικού 

µορίου (ενζύµου, υποδοχέα, DNA).  Απαραίτητη προϋπόθεση για ένα βιοαισθητήρα 

είναι το βιολογικό µόριο να βρίσκεται σε στενή επαφή τόσο µε τον αναλύτη όσο και 

µε το µεταλλάκτη σήµατος.  Η σύζευξη του επιλεκτικού βιολογικού µορίου µε το 

µεταλλάκτη σήµατος παρέχει πολύτιµες ποσοτικές ή ηµιποσοτικές αναλυτικές 

πληροφορίες3. 

Το πιο διαδεδοµένο είδος βιοαισθητήρων είναι οι ενζυµικοί, όπου το 

βιολογικό µόριο είναι ένα ακινητοποιηµένο ένζυµο.  Οι ενζυµικοί βιοαισθητήρες 

έχουν γίνει αποδεκτοί ως αναλυτικά όργανα την τελευταία δεκαετία λόγω της 

προόδου που έχει επιτευχθεί στον τοµέα4.  Ωστόσο, υπάρχουν ακόµα κάποια 

αναλυτικά χαρακτηριστικά που απαιτούν περαιτέρω µελέτη και βελτιστοποίηση.  

Αυτά είναι η σταθερότητα των βιοαισθητήρων κατά την αποθήκευση τους ή σε 

συνθήκες συνεχούς λειτουργίας, η ευαισθησία τους και η αναπαραγώγιµη κατασκευή 

τους σε µεγάλες ποσότητες5. 

Μεταξύ αυτών των παραµέτρων, ο βασικότερος παράγοντας που επηρεάζει τα 

αναλυτικά χαρακτηριστικά είναι η σταθερότητα του βιολογικού µορίου.  Η 

σταθερότητα των βιοαισθητήρων εξαρτάται κυρίως από το χρόνο ζωής και από το 

ρυθµό αποικοδόµησης ή απενεργοποίησης του βιολογικού µορίου που 

χρησιµοποιείται.  ∆ιάφοροι παράγοντες όπως η θερµοκρασία, το pH και οργανικοί 

διαλύτες, µπορούν να οδηγήσουν σε απενεργοποίηση του βιολογικού µορίου κατά τη 

διάρκεια παρασκευής των βιοαισθητήρων ή ακόµα κατά τη διάρκεια των µετρήσεων.   



 5

Απαιτούνται λοιπόν, νέες τεχνικές και µεθοδολογίες προκειµένου να 

σταθεροποιηθούν τα ένζυµα στο αισθητήριο υλικό και να προστατευτούν από 

θερµική ή χηµική αποικοδόµηση, γεγονός που θα επιφέρει άµεση βελτίωση των 

βιοαιασθητήρων.  Οι ενζυµικοί βιοαισθητήρες και πιο συγκεκριµένα η βελτίωση της 

σταθερότητάς τους, µέσω σταθεροποίησης του ενζύµου αποτελούν το θέµα της 

παρούσας εργασίας και για το λόγο αυτό θα γίνει ιδιαίτερα αναφορά στα ένζυµα και 

στις ήδη υπάρχουσες µεθόδους σταθεροποίησης τους. 
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3.  ΕΝΖΥΜΑ 

Οι πρωτεΐνες και ειδικότερα τα ένζυµα παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο σε όλες 

σχεδόν τις βιολογικές διεργασίες, στις οποίες συµµετέχουν ως καταλύτες.  Μπορούν 

να επιταχύνουν µία αντίδραση τουλάχιστον κατά 1012 φορές6 σε σύγκριση µε την 

ταχύτητα της αντίδρασης απουσία του ενζύµου.  Η επιτάχυνση της βιολογικής 

αντίδρασης πραγµατοποιείται εξαιτίας της µείωσης της ενέργειας της µεταβατικής 

κατάστασης.  Με άλλα λόγια το ένζυµο διευκολύνει το υπόστρωµα να πάρει εκείνη 

τη δοµή στο χώρο που θα προκαλέσει τη µετατροπή του σε προϊόντα7.  Παράλληλα 

τα ένζυµα εµφανίζουν µεγάλη επιλεκτικότητα καθώς έχουν την ικανότητα να 

αναγνωρίζουν εξειδικευµένα και να δεσµεύουν ένα συγκεκριµένο υπόστρωµα και να 

το µετατρέπουν ταχύτατα στα αντίστοιχα προϊόντα. 

Η απώλεια της καταλυτικής δράσης των ενζύµων αποτελεί ένα από τα βασικά 

προβλήµατα που εµποδίζουν την ευρεία εφαρµογή τους.  Αυτό οφείλεται στην 

αδυναµία των ενζύµων να διατηρήσουν την ενεργότητα τους σε περιβάλλον που 

διαφέρει σηµαντικά από το φυσικό τους.  ∆ιάφορες παράµετροι όπως οι ακραίες τιµές 

θερµοκρασίας ή pH, αλλά και τα απορρυπαντικά, µεταβάλλουν την τριτοταγή δοµή 

των ενζύµων συµβάλλοντας στη µείωση της δραστικότητάς τους.  Η απώλεια της 

δραστικότητας µπορεί να οφείλεται σε αποδιάταξη, οξειδωτική αποσύνθεση, µη 

αντιστρεπτή αναστολή, πρωτεόλυση ή καθίζηση.  Η µείωση της ενεργότητας ενός 

ενζύµου είναι αποτέλεσµα της αποδιάταξης της τεταρτοταγούς δοµής του.  Το ένζυµο 

µεταπίπτει από την ενεργή του µορφή (Ν) στην αποδιαταγµένη του µορφή (U).  Η 

διαδικασία αυτή είναι συνήθως αντιστρεπτή και το ένζυµο µπορεί να επαναδιαταχτεί 

και να αποκτήσει και πάλι την ενεργή του µορφή.  Ωστόσο κάποια περαιτέρω χηµική 

αλλαγή στην πολυπεπτιδική αλυσίδα µπορεί να οδηγήσει σε µόνιµη απενεργοποίηση 

του ενζύµου (Ι)8. 

Η προστασία των ενζύµων από τους παράγοντες εκείνους που επηρεάζουν την 

καταλυτική τους δραστικότητα αλλά και τη σταθερότητα τους αποτελεί ένα πεδίο που 

συγκεντρώνει το ενδιαφέρον της επιστηµονικής κοινότητας. 
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3.1  Σταθεροποίηση ενζύµων 

Τα ένζυµα ως βιοκαταλύτες χρησιµοποιούνται κυρίως σε υδατικά συστήµατα.  

Η σταθερότητα των ενζύµων σε υδατικά διαλύµατα είναι περιορισµένη καθώς συχνά 

προκαλείται αποδιάταξη τους9.  Παράλληλα όµως και οι οργανικοί διαλύτες δεν 

αποτελούν το καταλληλότερο µέσο για τα ένζυµα καθώς συµβάλλουν στην 

απενεργοποίηση τους.  Ο βαθµός απενεργοποίησης εξαρτάται από το ένζυµο που 

χρησιµοποιείται και από το ποσοστό του νερού στο µέσο10.  Η παρουσία του νερού 

έστω και σε µικρό ποσοστό είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της καταλυτικής 

δράσης των ενζύµων11.  Έτσι σε κάθε περίπτωση πρέπει να βρίσκεται το 

καταλληλότερο µέσο ώστε όχι µόνο να είναι σταθερό το ένζυµο αλλά και δραστικό. 

∆ιάφοροι παράγοντες επηρεάζουν τη σταθερότητα των ενζύµων σε διάλυµα12.  

Ένας βασικός παράγοντας είναι η θερµοκρασία αφού τα ένζυµα είναι σταθερά σε 

µικρό εύρος θερµοκρασιών.  Καθώς αυξάνεται η θερµοκρασία οι δεσµοί υδρογόνου 

γίνονται πιο ασθενείς και οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µειώνονται.  Έτσι σε υψηλές 

θερµοκρασίες ευνοείται η αποδιάταξή τους.  Μία άλλη σηµαντική παράµετρος είναι 

το pH του περιβάλλοντος.  Σε πολύ χαµηλές ή πολύ υψηλές τιµές pH τα ένζυµα 

υφίστανται υδρόλυση και απενεργοποιούνται.  Πολλές φορές η παρουσία µικρής 

συγκέντρωσης αλάτων σε πρωτεϊνικά διαλύµατα ευνοεί τη σταθερότητα της 

πρωτεΐνης.  Ωστόσο όταν η συγκέντρωση του άλατος γίνεται πολύ µεγάλη αυξάνεται 

η επιφανειακή τάση του διαλύµατος µε αποτέλεσµα να παρατηρείται καταβύθιση της 

πρωτεΐνης και τελικά απενεργοποίηση της.  

Για να αποφευχθεί η απενεργοποίηση των ενζύµων σε διάλυµα έχουν 

προταθεί πολλές διαδικασίες για τη σταθεροποίησή τους.  Οι βασικότερες από αυτές 

αναπτύσσονται στη συνέχεια. 

 

Μετάλλαξη 

Στην πρωτεινική µηχανική εφαρµόζεται ευρύτατα η µετάλλαξη ενζύµων µε 

στόχο τη σταθεροποίηση και τη βελτίωση των ιδιοτήτων τους13.  Γενικά η 

αντικατάσταση συγκεκριµένων αµινοξέων στην πρωτεϊνική αλυσίδα αποσκοπεί στην 

αύξηση των πιθανών δεσµών υδρογόνου και των δυνάµεων Van der Waals ή στην 

ενίσχυση των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων στην πρωτεϊνική αλυσίδα14.  Με αυτό 

τον τρόπο επιτυγχάνεται σταθεροποίηση της δευτεροταγούς δοµής της πρωτεΐνης.  Η 

αντικατάσταση συγκεκριµένων καταλοίπων στην αλληλουχία των αµινοξέων µπορεί 

να επιφέρει αύξηση στη σταθερότητα των πρωτεϊνών.  Μάλιστα συνήθως 
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πραγµατοποιείται µετάλλαξη στα κατάλοιπα εκείνα στα οποία έχει µεγαλύτερη 

πρόσβαση ο διαλύτης.  Έχει βρεθεί ότι η εισαγωγή όξινων καταλοίπων στο αµινο-

τελικό άκρο της πρωτεΐνης και βασικών καταλοίπων στο καρβοξυ-τελικό άκρο, 

σταθεροποιεί τις έλικες της πρωτεΐνης.  Επίσης η αύξηση των δισουλφιδικών δεσµών 

στην πρωτεϊνική δοµή αυξάνει τη σταθερότητα της πρωτεΐνης εµποδίζοντας την 

αποδιάταξη της τεταρτοταγούς δοµής της13. 

 

Χηµική τροποποίηση 

Η χηµική τροποποίηση των πρωτεϊνών πολλές φορές συµβάλλει στη 

σταθεροποίηση τους.  Πολύ σηµαντική είναι η µετατροπή των µη-πολικών οµάδων 

της εξωτερικής επιφάνειας της πρωτεΐνης σε πολικές15.  Η σταθεροποίηση αυτή 

πραγµατοποιείται µε την αντικατάσταση των µη-πολικών αµινοξέων από πολικά ή µε 

δέσµευση υδατανθράκων σε επιφανειακά αµινοξέα της πρωτεΐνης.  Με αυτή τη 

διαδικασία η πρωτεΐνη αλληλεπιδρά καλύτερα µε πολικούς διαλύτες και η 

ενδεχόµενη αποδιάταξη της περιορίζεται.  Παράλληλα, η δέσµευση 

πολυαιθυλενογλυκόλης µε πολικές ή άπολες οµάδες, σε επιφανειακά αµινοξέα 

αυξάνει τη διαλυτότητα και την ενεργότητα της πρωτεΐνης σε πολικούς και άπολους 

διαλύτες αντίστοιχα. 

 

Πρόσθετα 

Η σταθερότητα των ενζύµων σε υδατικά διαλύµατα αυξάνεται µε την 

προσθήκη ορισµένων ενώσεων16, όπως οι πολυαλκοόλες, τα σάκχαρα και οι 

πολυηλεκτρολύτες, που ονοµάζονται πρόσθετα.  Τα σάκχαρα και οι πολυαλκοόλες 

αυξάνουν την επιφανειακή τάση του νερού, µε αποτέλεσµα λιγότερα µόρια νερού να 

περιβάλλουν το ένζυµο και να µην ευνοείται η αποδιάταξη του8 (εικόνα 1).  Η 

αύξηση της σταθερότητας των ενζύµων παρουσία των πολυηλεκτρολυτών όπως η 

πολυαιθυλενιµίνη17, η διαιθυλαµινοαίθυλ-δεξτράνη18 και το DNA19 θεωρείται ότι 

επιτυγχάνεται µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων που προστατεύουν το 

ένζυµο.  ∆ηµιουργείται µία δοµή κλουβιού γύρω από το ένζυµο που συµβάλλει στη 

διατήρηση της ενεργής του διαµόρφωσης. 
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Εικόνα 1.  Σταθεροποίηση ενζύµων µε πολυηλεκτρολύτες και πολυαλκοόλες. 

 

Ακινητοποίηση 

Ένας επιπλέον τρόπος σταθεροποίησης των ενζύµων αποτελεί η 

ακινητοποίηση τους σε στερεά υποστρώµατα.  Ο τρόπος αυτός σταθεροποίησης είναι 

ο πιο διαδεδοµένος ειδικά στην περίπτωση των ενζυµικών βιοαισθητήρων, καθώς µε 

την απευθείας ακινητοποίηση του ενζύµου στο µετάλλάκτη δεν απαιτείται επιπλέον 

σταθεροποίηση του ενζύµου και για το λόγο αυτό η µέθοδος περιγράφεται αναλυτικά 

παρακάτω. 

 

3.2  Σταθεροποίηση ενζύµων µε ακινητοποίηση 

∆ιάφορα οργανικά και ανόργανα υλικά έχουν χρησιµοποιηθεί ως 

υποστρώµατα για την ακινητοποίηση βιολογικών µορίων και συγκεκριµένα ενζύµων.  

Οι πιο βασικές µέθοδοι ακινητοποίησης των ενζύµων είναι η φυσική προσρόφηση, η 

οµοιοπολική δέσµευση, η διαµοριακή σύνδεση και η παγίδευση εντός πολυµερικού 

πλέγµατος20 (εικόνα 2).  

 
Φυσική προσρόφηση 

Η πιο συνηθισµένη µέθοδος ακινητοποίησης είναι η φυσική προσρόφηση σε 

στερεά υλικά.  Το  ένζυµο συγκρατείται στο υλικό στήριξης µέσω ισχυρών ιοντικών 

αλληλεπιδράσεων και δεσµών υδρογόνου καθώς και ασθενών δυνάµεων Van der 

Waals ή υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων10. 
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Α Β   

Γ  

Εικόνα 2.  Ακινητοποίηση ενζύµων µέσω Α) οµοιοπολικής πρόσδεσης σε στερεό 

φορέα, Β) παγίδευσης εντός πολυµερούς και Γ) διαµοριακής σύνδεσης. 

 

Το ενεργό κέντρο του ενζύµου δεν επηρεάζεται κατά τη φυσική προσρόφηση µε 

αποτέλεσµα να διατηρείται πλήρως η δραστικότητα του ενζύµου.  Ωστόσο πολύ 

συχνά παρατηρείται εκρόφηση του ενζύµου λόγω της ασθενούς δέσµευσής του στο 

υλικό στήριξης. 

 

Οµοιοπολική δέσµευση 

Πιο αποτελεσµατική µέθοδο ακινητοποίησης αποτελεί η οµοιοπολική 

δέσµευση σε επιφάνειες µέσω διαφόρων δραστικών οµάδων.  Συνήθως ο 

οµοιοπολικός δεσµός σχηµατίζεται µεταξύ των αµινοµάδων, καρβοξυλοµάδων, 

υροξυλοµάδων και θειολικών οµάδων των αµινοξέων του ενζύµου µε τις αντίστοιχες 

δραστικές οµάδες της επιφάνειας του υλικού δέσµευσης10.  Για τη διατήρηση της 

δραστικότητας του ενζύµου, οι συνθήκες των αντιδράσεων πρέπει να είναι ήπιες και 

τα αµινοξέα του ενεργού κέντρου είναι απαραίτητο να προστατεύονται ώστε να µη 

συµµετέχουν στον οµοιοπολικό δεσµό. 

 

∆ιαµοριακή σύνδεση 

Μία  ακόµη  µέθοδος  χηµικής  ακινητοποίησης  πραγµατοποιείται  µέσω 

διαµοριακής  σύνδεσης  των ενζύµων.  Τα  ενζυµικά µόρια  συνδέονται  µεταξύ  τους 

µέσω διαφόρων συνδετικών κρίκων, όπως η γλουταραλδεΰδη και τελικά 

σχηµατίζεται  ένα  πρωτεϊνικό  πλέγµα.  Μεγάλες  συγκεντρώσεις του ενζύµου πρέπει 
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να αποφεύγονται καθώς στην περίπτωση αυτή είναι πολύ πιθανό να προκύψει πλέγµα 

ενζύµων µε µειωµένη δραστικότητα10.  

 

Παγίδευση 

Η παγίδευση ενζύµων σε τρισδιάστατα πολυµερικά πλέγµατα 

πραγµατοποιείται µέσω διαφόρων µεθόδων πολυµερισµού.  Το πλέγµα προκύπτει 

κατά το συµπολυµερισµό των κατάλληλων µονοµερών παρουσία του ενζύµου.  Με 

τον τρόπο αυτό ελέγχονται οι συνθήκες ακινητοποίησης του ενζύµου.  Ωστόσο η 

αστάθεια των πολυµερικών πλεγµάτων αποτελεί βασικό µειονέκτηµα της µεθόδου. 

 

Γενικά η ακινητοποίηση ενζύµων σε επιφάνειες στερεών υποστρωµάτων 

περιορίζει την απενεργοποίησή τους µέσω διαδικασιών όπως είναι η συσσωµάτωση 

και η πρωτεόλυση.  Ο βαθµός σταθεροποίησης που επιτυγχάνεται διαφέρει, ανάλογα 

µε το ένζυµο και το υπόστρωµα ακινητοποίησης.  Για αυτό άλλωστε γίνονται µελέτες 

βελτιστοποίησης σε κάθε περίπτωση, ώστε να βρεθούν οι ιδανικές συνθήκες για την 

ακινητοποίηση των ενζύµων. 

Οι παραπάνω µέθοδοι ακινητοποίησης εµφανίζουν αρκετά προβλήµατα µε 

αποτέλεσµα να µην έχει επιτευχθεί ο επιθυµητός βαθµός σταθερότητας του ενζύµου.  

Τα ένζυµα είτε δεσµεύονται ασθενώς στα υποστρώµατα είτε απενεργοποιούνται λόγω 

των χηµικών αντιδραστηρίων που χρησιµοποιούνται κατά την ακινητοποίηση τους.  

Παράλληλα είναι δυσχερής η εφαρµογή των διαδικασιών ακινητοποίησης σε 

συστήµατα βιοαισθητήρων καθώς οι περισσότερες περιλαµβάνουν περισσότερα του 

ενός στάδια, µε αποτέλεσµα να µην είναι επαναλήψιµη η διαδικασία. 

Πρόσφατα όµως µαθηµατικά µοντέλα δηµιουργήθηκαν ώστε να µελετηθεί 

θεωρητικά η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τα υλικά ακινητοποίησης.  Η 

ανάπτυξη των θεωρητικών αυτών µοντέλων θεωρείται ότι µπορεί να συµβάλλει 

σηµαντικά στην καλύτερη κατανόηση του µηχανισµού σταθεροποίησης και άρα στην 

ανάπτυξη µίας καθολικής διαδικασίας ακινητοποίησης και σταθεροποίησης.  
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4.  ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ 

Οι Zhou et. al. σε πρόσφατο θεωρητικό µοντέλο21, αναφέρονται στη 

σταθεροποίηση πρωτεϊνών κατά τον εγκλωβισµό τους σε περιορισµένους χώρους.  

Στην περίπτωση αυτή οι δυνάµεις αναδίπλωσης των πρωτεϊνών διαφοροποιούνται σε 

σχέση µε αυτές των ελεύθερων πρωτεϊνών σε διάλυµα και έτσι δεν επιτρέπονται 

κάποιες διαµορφώσεις της αποδιαταγµένης αλυσίδας της πρωτεΐνης και εποµένως η 

χαλάρωση της τριτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης. 

 

 

d/2aN

∆∆
G

/k
BT

 

 

Εικόνα 3.  Μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης των πρωτεϊνών 

συναρτήσει του µεγέθους της κοιλότητας στην οποία έχουν εγκλωβιστεί.  Οι δύο 

πάνω καµπύλες είναι για κυβικές κοιλότητες ενώ οι δύο κάτω για σφαιρικές.  Το 

µέγεθος των πρωτεϊνών είναι (          ) 100 κατάλοιπα και (          ) 200 κατάλοιπα. 

 

Στη µελέτη εξετάστηκαν κοιλότητες διαφόρων µεγεθών και σχηµάτων ως 

προς την ικανότητα τους να σταθεροποιούν πρωτεΐνες.   Σε  κάθε  περίπτωση  

υπολογίστηκε  η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης της πρωτεΐνης (∆∆G kB
-1T-1) σε 

συνάρτηση µε το µέγεθος-διάµετρο της κοιλότητας (d/2aN), όπου kB είναι η σταθερά 

Boltzmann, Τ η απόλυτη θερµοκρασία, d η διάµετρος της κοιλότητας, aN η ακτίνα της 

ενεργής µορφής της πρωτεΐνης και Ν ο αριθµός των καταλοίπων της πρωτεΐνης.  Τα 

αποτελέσµατα των υπολογισµών συνοψίζονται στο γράφηµα του σχήµατος 3, όπου οι 
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δύο πάνω καµπύλες αντιστοιχούν σε κυβικές κοιλότητες ενώ οι δύο κάτω σε 

σφαιρικές κοιλότητες.  Χαρακτηριστικό είναι ότι όλες οι καµπύλες εµφανίζουν ένα 

ελάχιστο που αντιστοιχεί σε πολύ µικρές διαµέτρους των κοιλοτήτων.  Από το 

γράφηµα επίσης προκύπτει ότι στην περιοχή των πολύ µικρών διαµέτρων των 

κοιλοτήτων, η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης είναι πολύ µικρότερη για τις 

σφαιρικές κοιλότητες σε σύγκριση µε τις κυβικές.  Επιπλέον σηµαντικό είναι ότι για 

κάθε σχήµα των κοιλοτήτων, αύξηση του αριθµού των καταλοίπων της πρωτεΐνης 

συνοδεύεται από µείωση της ελεύθερης ενέργειας αναδίπλωσης και εποµένως αύξηση 

της σταθεροποίησης της πρωτεΐνης. 

 Το παραπάνω µοντέλο επιβεβαιώθηκε από µεταγενέστερο µοντέλο το οποίο 

προτείνει ότι οι πρωτεΐνες σταθεροποιούνται στο εσωτερικό σφαιρικών κοιλοτήτων22. 

Από τους παραπάνω θεωρητικούς υπολογισµούς αποδείχθηκε ότι µέγιστη 

σταθεροποίηση των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται σε σφαιρικές κοιλότητες και µάλιστα 

µε µέγεθος περίπου 2-6 φορές µεγαλύτερο από αυτό της πρωτεΐνης.  Σύµφωνα πάντα 

µε τους υπολογισµούς αυτούς και λαµβάνοντας υπόψιν ότι το µέγεθος µίας 

ενυδατωµένης πρωτεΐνης µεσαίου µεγέθους κυµαίνεται γύρω στα 10nm είναι 

προφανές ότι σφαιρικές κοιλότητες µε διάµετρο στην κλίµακα των nm, θα επιτρέπουν 

την εισαγωγή και σταθεροποίηση πρωτεϊνικών µορίων.   

Από τα παραπάνω µπορούµε να συµπεράνουµε ότι διάφορα υλικά που 

περιέχουν σφαιρικές κοιλότητες µε διάµετρο από 10 έως 300nm (νανοδοµές) 

µπορούν να αποτελούν κατάλληλα υποστρώµατα για την ακινητοποίηση και 

σταθεροποίηση των ενζύµων. 
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5.  ΝΑΝΟ∆ΟΜΕΣ 

Οι νανοδοµές βρίσκονται στο επίκεντρο του σύγχρονου ερευνητικού 

ενδιαφέροντος λόγω της ευρύτερης τάσης που υπάρχει για την ανάπτυξη 

µικροποιηµένων συστηµάτων και την εξέλιξη της νανοτεχνολογίας.  Το µέγεθος των 

νανοδοµών αλλά και οι ιδιότητες τους τις καθιστούν χρήσιµα υποστρώµατα για 

ευρύτατες τεχνολογικές εφαρµογές.  Η σύζευξη των συστηµάτων αυτών µε βιολογικά 

µόρια επιτρέπει τη µελέτη µηχανισµών µοριακής ή και βιολογικής αναγνώρισης µε 

περαιτέρω επίδραση στους τοµείς της βιοχηµικής ανίχνευσης, της γονιδιακής 

θεραπείας και της µεταφοράς φαρµάκων.  Ωστόσο πολλές από τις ιδιότητες και 

δυνατότητες των συστηµάτων αυτών παραµένουν ανεξερεύνητες. 

Με βάση τα αποτελέσµατα του µοντέλου που περιγράφηκε παραπάνω είναι 

προφανές ότι µία εξαιρετικά χρήσιµη ιδιότητα των νανοδοµών είναι αυτή της 

σταθεροποίησης των βιολογικών µορίων.  Έτσι στην παρούσα εργασία θα µελετηθεί 

η αλληλεπίδραση των ενζύµων µε τις νανοδοµές και η δυνατότητα που έχουν τα 

νανοπορώδη υλικά να σταθεροποιούν ένζυµα.  

∆ιάφορα µεσο-νανο πορώδη υλικά όπως ο άνθρακας έχουν ήδη εξεταστεί ως 

προς την καταλληλότητά τους να παγιδεύουν ένζυµα και να τα σταθεροποιούν στους 

πόρους τους. 

 

5.1  Νανοδοµές Άνθρακα 

Ο πορώδης άνθρακας έχει διαπιστωθεί ότι αποτελεί άριστο υπόστρωµα 

ακινητοποίησης ενζύµων.  H ακινητοποίηση στο υλικό αυτό πραγµατοποιείται µέσω 

φυσικής προσρόφησης των ενζύµων.  Σταθερά ένζυµα, όπως η οξειδάση της 

γλυκόζης23 αλλά και σχετικά ασταθή ένζυµα όπως η οξειδάση του πυρουβικού19, η 

οξειδάση του γαλακτικού23,24 και η ακετυλχολινεστεράση25 έχει αποδειχτεί ότι 

παρουσιάζουν µεγάλη σταθερότητα στους πόρους του άνθρακα.  Στην εικόνα 4 

φαίνεται το µέγεθος και η κατανοµή των πόρων του συγκεκριµένου άνθρακα όπως 

προκύπτει από πειράµατα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας σάρωσης (Scanning Electron 

Microscopy).  ∆ιακρίνονται δύο µεγέθη πόρων σφαιρικού σχήµατος στο υπόστρωµα 

άνθρακα που οι διαστάσεις τους είναι είτε 100-300nm είτε µικρότεροι των 70 nm.  Η 

ποικιλία αυτή στη διάµετρο των πόρων προφανώς επιτρέπει τη σταθεροποίηση 

ενζύµων διαφόρων µεγεθών. 
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Εικόνα 4.  SEM µικροφωτογραφίες Α) της επιφάνειας του άνθρακα και Β) ενός 

πόρου του άνθαρακα.  Οι παύλες αντιστοιχούν σε µήκος 100µm και 10µm 

αντίστοιχα. 

 

Εκτός από τον πορώδη άνθρακα και άλλα νανοπορώδη υλικά όπως ο 

ενεργοποιηµένος υαλώδης άνθρακας26, τα φουλερένια27 και οι νανοσωλήνες 

άνθρακα28, ,29 30 έχουν χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία για την ακινητοποίηση και 

σταθεροποίηση ενζύµων. 

Στη συνέχεια θα εστιαστούµε στα χαρακτηριστικά που εµφανίζουν άλλες 

νανοδοµές και στη δυνατότητα τους να εγκλωβίζουν ένζυµα. 

 

5.2  Πορώδη υποστρώµατα πυριτίου  

Τα πορώδη πυριτικά υποστρώµατα χρησιµοποιούνται ευρέως τα τελευταία 

χρόνια ως προσροφητικά υλικά, καταλύτες και βιοενεργές επιφάνειες.  Ανάλογα µε 

το µέγεθος των πόρων τους τα υλικά αυτά διακρίνονται σε µικροπορώδη µε διάµετρο 

πόρων µικρότερη των 2.0 nm, µακροπορώδη µε διάµετρο που ξεπερνά τα 50 nm και 

µεσοπορώδη µε ενδιάµεση διάµετρο µεταξύ 2.0 και 50.0 nm.  Η εξέλιξη στον τοµέα 

της σύνθεσης υλικών παρέχει τη δυνατότητα ρύθµισης του µεγέθους των πόρων και 

της πορωσιµότητας των πυριτικών υποστρωµάτων.  Όσο πιο µικρό είναι το µέγεθος 

των πόρων τόσο πιο µεγάλη είναι η ενεργός επιφάνεια του υλικού και εποµένως τόσο 

πιο δραστικό είναι.  Παράλληλα η δυνατότητα τροποποίησης των υλικών αυτών µε 

την εισαγωγή λειτουργικών οµάδων στην επιφάνεια τους οδηγεί σε υποστρώµατα µε 

επιθυµητές ιδιότητες. 

Πολλά πορώδη πυριτικά υποστρώµατα έχουν χρησιµοποιηθεί για την 

ακινητοποίηση πρωτεϊνών και ενζύµων.  Η ακινητοποίηση πραγµατοπείται συνήθως 
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µέσω απλής προσρόφησης ή µέσω οµοιοπολικής δέσµευσης και συµβάλλει στη 

σταθεροποίηση των βιολογικών µορίων.  Επειδή όµως η διάµετρος των πόρων 

ορισµένων πυριτικών υποστρωµάτων προσέγγιζε τη µοριακή διάµετρο των ενζύµων 

προτάθηκε η ενθυλάκωση ενζύµων στα υποστρώµατα αυτά31.  Πολύ σύντοµα 

αποδείχτηκε πειραµατικά ότι τόσο το µέγεθος των πόρων των πυριτικών 

υποστρωµάτων όσο και ο χαρακτήρας της επιφάνειας του υλικού παίζουν 

καθοριστικό ρόλο στην επίτευξη βέλτιστης σταθερότητας και ενεργότητας του 

ακινητοποιηµένου ενζύµου.  Κατά την ακινητοποίηση του ενζύµου HRP (Horse 

Radish Peroxidase) σε διάφορα πυριτικά υποστρώµατα µε διαφορετικό µέγεθος 

πόρων, η µεγαλύτερη δραστικότητα ενζύµου παρατηρήθηκε στο υπόστρωµα εκείνο 

που το µέγεθος των πόρων του ήταν παρόµοιο µε το µέγεθος του ενζύµου32.  Επίσης 

επιβεβαιώθηκε ότι ευνοείται η σταθεροποίηση πρωτεϊνών κατά τον εγκλωβισµό τους 

σε sol-gel πυριτίου όπου το µέγεθος των πόρων του είναι παρόµοιο µε το µέγεθος των 

πρωτεϊνών.  Η ακινητοποίηση της λυσοζύµης, της a-λακταλβουµίνης και της 

µυοσφαιρίνης33 στα υποστρώµατα αυτά αυξάνει τη θερµική σταθερότητα των 

πρωτεϊνών.  Παράλληλα η εισαγωγή λειτουργικών οµάδων όπως καρβοξυλοµάδων 

στην επιφάνεια των πόρων πυριτικών υποστρωµάτων συνέβαλε τόσο στην 

ενθυλάκωση µεγαλύτερης ποσότητας οργανοφωσφορικής υδρολάσης 

(organophosphorus hydrolase) όσο και σε αυξηµένη δραστικότητα του ενζύµου34. 

Υπάρχουν εποµένως κάποιες πρώτες ενδείξεις ότι τα νανο-πορώδη πυριτικά 

υποστρώµατα αποτελούν κατάλληλα υποστρώµατα για την ακινητοποίηση και 

σταθεροποίηση ενζύµων. 

 

5.3  Λιποσώµατα 

Τα λιπίδια εµφανίζουν αµφίφιλο χαρακτήρα καθώς αποτελούνται από ένα 

τµήµα που διαλύεται σε πολικούς διαλύτες και ένα δεύτερο που διαλύεται σε µη 

πολικούς διαλύτες.  Η ιδιότητα τους αυτή προάγει την αυθόρµητη συνάθροιση τους 

σε ποικίλες µικροδοµές όταν αυτά βρεθούν σε υδατικό περιβάλλον7.  Το σχήµα και το 

µέγεθος των διαφορετικών µικροδοµών που σχηµατίζονται εξαρτάται σε µεγάλο 

βαθµό από τη γεωµετρία των λιπιδίων. 

Μία τέτοια µικροδοµή αποτελούν τα λιποσώµατα.  Πρόκειται για σφαιρικά 

κυστίδια που αποτελούνται από λιπιδικές διπλοστοιβάδες οι οποίες περιβάλλουν-

εγκλωβίζουν υδατικό διάλυµα στο εσωτερικό τους.  Τα λιποσώµατα µπορούν να 

αποτελούνται από µία µόνο λιπιδική διπλοστοιβάδα που περιβάλλει τον υδατικό 
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πυρήνα (unilamellar) ή από µερικές διπλοστοιβάδες που περιβάλλουν οµοκεντρικά 

τον υδατικό πυρήνα (multilamellar)35.  Στη λιπιδική διπλοστοιβάδα οι υδρόφοβες 

ουρές των λιπιδίων προσανατολίζονται προς το εσωτερικό της µεµβράνης ενώ οι 

υδρόφιλες κεφαλές προς το υδατικό περιβάλλον στο εσωτερικό και εξωτερικό της 

µεµβράνης.   

Το µέγεθος και οι ιδιότητες των λιποσωµάτων εξαρτώνται από το 

πρωτόκολλο παρασκευής τους και τα συστατικά της διπλοστοιβάδας35.  Το µέγεθος 

τους κυµαίνεται από πολύ µικρά διαµέτρου 20nm έως πολύ µεγάλα διαµέτρου 10µm.  

Η επιλογή των συστατικών της διπλοστοιβάδας καθορίζει την ακαµψία και το φορτίο 

των λιποσωµάτων.   

Έτσι µπορούµε να έχουµε ουδέτερα ή φορτισµένα λιποσώµατα ανάλογα µε το 

φορτίο των φωσφολιπιδίων που χρησιµοποιούνται, ενώ η µεµβράνη µπορεί να είναι 

ρευστή ή άκαµπτη.  Ουδέτερα φωσφολιπίδια είναι η σφιγγοµυελίνη και η 

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνη.  Το πιο γνωστό όµως φωσφολιπίδιο είναι η 

φωσφατιδυλοχολίνη (λεκιθίνη) που χρησιµοποιείται ευρέως λόγω του µικρού της 

κόστους και του ουδέτερου φορτίου της.  Η φωσφατιδυλοχολίνη που συναντάται στη 

φύση αποτελεί µίγµα φωσφολιπιδίων µε αλυσίδα που διαφέρει ως προς το µήκος και 

το βαθµό ακορεστότητας7 (εικόνα 5).  Τα κορεσµένα φωσφολιπίδια µε µακριές 

άκυλο-αλυσίδες όπως η διπαλµιτόϋλο-φωσφατιδυλοχολίνη σχηµατίζουν άκαµπτες, 

µη διαπερατές διπλοστοιβάδες, ενώ από την ακόρεστη φωσφατιδυλοχολίνη (από 

φυσικές πηγές όπως αυγά ή σόγια) προκύπτουν διαπερατές και σχετικά ασταθείς 

διπλοστοιβάδες.  Αρνητικά φορτισµένα φωσφολιπίδια είναι η 

φωσφατιδυλογλυκερόλη, το φωσφατιδικό οξύ και η φωσφατιδυλοσερίνη.  Η 

χοληστερόλη αποτελεί ένα άλλο σηµαντικό συστατικό των βιολογικών µεµβρανών 

καθώς παίζει σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της διαπερατότητας και της ρευστότητας 

της µεµβράνης.   

Τα λιποσώµατα δηµιουργούνται παρόµοια µε τις βιολογικές µεµβράνες και 

για αυτό συχνά χρησιµοποιούνται ως µοντέλα κυτταρικών µεµβρανικών συστηµάτων. 

Παράλληλα τα λιποσώµατα έχουν την ικανότητα να εγκλωβίζουν διάφορες ενεργές 

λιπόφιλες ή υδρόφιλες ουσίες (π.χ. φάρµακα, αντιγόνα) και να τις προστατεύουν από 

πιθανή αποικοδόµηση.  Επίσης µπορούν να κατευθύνουν τις ουσίες αυτές σε 

καθορισµένα σηµεία-στόχους και στη συνέχεια να τις ελευθερώνουν.  Λόγω των 

ιδιοτήτων τους αυτών συναντώνται ευρύτατα σε συστήµατα µεταφοράς φαρµάκων36, 
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στη γονιδιακή θεραπεία και στη βιοµηχανία καλλυντικών ως συστατικά σε κρέµες 

και λοσιόν. 

 

φωσφατιδυλοχολίνη

φωσφατιδυλοσερίνηφωσφατιδυλογλυκερόλη

σφιγγοµυελίνη

φωσφατιδικό οξύ

χοληστερόλη

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνηφωσφατιδυλοχολίνη

φωσφατιδυλοσερίνηφωσφατιδυλογλυκερόλη

σφιγγοµυελίνη

φωσφατιδικό οξύ

χοληστερόλη

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνη

 
Εικόνα 5.  ∆οµές φωσφολιπιδίων. 

 

Τα λιποσώµατα όµως χρησιµοποιούνται επιτυχώς και ως µέσα 

ακινητοποίησης και σταθεροποίησης πρωτεϊνών και ενζύµων.  Τα ένζυµα όταν 

εισέρχονται στο εσωτερικό των λιποσωµάτων παραµένουν ελεύθερα µέσα σε ένα 

περιορισµένο χώρο χωρίς να µεταβάλλεται η διαµόρφωση τους.  Μάλιστα το 

µικροπεριβάλλον µέσα στο οποίο βρίσκονται είναι αρκετά βιοσυµβατό καθώς είναι 

παρόµοιο µε αυτό εντός των βιολογικών κυτταρικών µεµβρανών.  Οι υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ενζύµων και της µεµβράνης του λιποσώµατος 

σταθεροποιεί τη διαµόρφωση των ενζύµων37.  Επιπλέον τα ενθυλακωµένα ένζυµα 

προστατεύονται από προσβολή από εξωτερικούς παράγοντες (πρωτεάσες). 

Κατά την ενθυλάκωση µικρής συγκέντρωσης του ενζύµου 

ακετυλχολινεστεράση σε λιποσώµατα παρατηρήθηκε ότι το ένζυµο είναι πολύ πιο 

σταθερό από ότι όταν είναι ελεύθερο σε διάλυµα38.  Παράλληλα όµως πολλά άλλα 

ένζυµα έχει αποδειχτεί ότι σταθεροποιούνται κατά την ενθυλάκωση τους µέσα σε 

λιποσώµατα35.  Η παρουσία λιποσωµάτων µάλιστα, πολλές φορές µπορεί να 

συµβάλλει στην επαναδιάταξη ενζύµων που έχουν αποδιαταχτεί39. 

∆ιαπιστώνουµε λοιπόν ότι η ενθυλάκωση ενζύµων µέσα σε λιποσώµατα δίνει 

τη δυνατότητα στα ένζυµα να βρίσκονται σε ένα περιβάλλον που µοιάζει αρκετά µε 

το φυσικό τους περιβάλλον και παράλληλα οι διαστάσεις του λιποσώµατος είναι 

ιδανικές σύµφωνα πάντα µε το προαναφερθέν µοντέλο. 
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6.  ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΕ ΝΑΝΟ∆ΟΜΕΣ 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι να µελετηθεί η σταθεροποίηση ενζύµων 

σε νανοδοµές και συγκεκριµένα σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και σε 

λιποσώµατα.   

Αρχικά πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν προκειµένου να εξεταστεί η 

αλληλεπίδραση των ενζύµων µε τις υπό εξέταση νανοδοµές και τα προκαταρκτικά 

αποτελέσµατα που ελήφθησαν παρουσιάζονται παρακάτω.  Η παρακολούθηση των 

ενζυµικών αντιδράσεων πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροχηµικές και 

φασµατοφωτοµετρικές µεθόδους. 

 

6.1  Σταθεροποίηση ενζύµων σε πορώδη πυριτικά υποστρώµατα 

Μία αρχική µελέτη όσον αφορά στη σταθεροποίηση ενζύµων σε σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου µε πόρους διαµέτρου 10nm πραγµατοποιήθηκε µε το ένζυµο 

οξειδάση της γλυκόζης.  Το ένζυµο ακινητοποιείται στα σφαιρίδια διοξειδίου του 

πυριτίου και η δραστικότητα του προσδιορίζεται ηλεκτροχηµικά µέσω της 

αµπεροµετρικής µεθόδου. 

 

6.1.1  Κατασκευή βιοαισθητήρα οξειδάσης της γλυκόζης µε πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου. 

Η προσρόφηση του ενζύµου στα σφαιρίδια επιτυγχάνεται µε προσθήκη 

0.5g/mL σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου σε διάλυµα του ενζύµου 50mg/mL σε 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 0.1Μ pH 6.0.  Το εναιώρηµα αναδεύεται για 24h 

στους 4o C.  Ακολουθεί διήθηση του διαλύµατος µε φίλτρα 0.2 µm, διαδοχική 

έκπλυση των σφαιριδίων διοξειδίου του πυριτίου µε ρυθµιστικό διάλυµα και ξήρανσή 

τους σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Στη συνέχεια, τα σφαιρίδια µε την προσροφηµένη οξειδάση της γλυκόζης 

ακινητοποιούνται σε ηλεκτρόδιο πλατίνας µε τη βοήθεια µίας Nafion µεµβράνης.  Το 

διάλυµα Nafion (ρητίνη σε 5% διάλυµα αλκοολών µικρού µοριακού βάρους µε 15-

20% H2O) αραιώνεται µε αιθανόλη 98% σε τελική συγκέντρωση 1%, και το pH 

ρυθµίζεται στο 5.5 µε NaOH.  Έπειτα αναµιγνύονται τα σφαιρίδια µε το διάλυµα 

Nafion 1% (10mg/mL) και 10µL του τελικού διαλύµατος εναποτίθενται στην 

επιφάνεια ηλεκτροδίου πλατίνας (d = 5.9mm).  Σε χρονικό διάστηµα µίας ώρας 

παρατηρείται πλήρης εξάτµιση του διαλύτη και σχηµατίζεται µία λεπτή µεµβράνη 
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στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου.  Ακολουθεί έκπλυση της επιφάνειας του 

ηλεκτροδίου µε ρυθµιστικό διάλυµα. 

Ακολουθώντας την ίδια διαδικασία παρασκευάζεται ένα ακόµα ηλεκτρόδιο, 

στο οποίο όµως η οξειδάση της γλυκόζης ακινητοποιείται απευθείας στην επιφάνεια 

πλατίνας µε Nafion µεµβράνη.  Το ένζυµο διαλύεται σε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών 0.1Μ pH 6.0 στην επιθυµητή συγκέντρωση και προστίθεται η 

κατάλληλη ποσότητα Nafion 1%.  Η περιεκτικότητα του µίγµατος σε νερό είναι 10%.  

Η GOx-Nafion µεµβράνη σχηµατίζεται µε την προσθήκη 10µL του µίγµατος στην 

επιφάνεια ενός ίδιου ηλεκτροδίου πλατίνας. 

 

6.1.2  Συνθήκες µέτρησης 

Τα δύο ηλεκτρόδια εξετάζονται ως προς την απόκριση τους στη γλυκόζη µε 

τη µέθοδο της αµπεροµετρίας.  Για όλες τις µετρήσεις χρησιµοποιείται σύστηµα 

τριών ηλεκτροδίων, που αποτελείται από το ηλεκτρόδιο εργασίας (βιοαισθητήρας), το 

ηλεκτρόδιο αναφοράς Ag/AgCl και το βοηθητικό ηλεκτρόδιο λευκοχρύσου (Pt).  Τα 

τρία ηλεκτρόδια εµβαπτίζονται σε σταθερό όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος και 

εφαρµόζεται στο σύστηµα σταθερό δυναµικό +0.8V.  Ακολουθούν προσθήκες 

συγκεκριµένης ποσότητας υποστρώµατος γλυκόζης και σε όλη τη διάρκεια του 

πειράµατος καταγράφεται το ρεύµα.  Η θερµοκρασία παραµένει σταθερή στους 25o C 

µε τη βοήθεια θερµοστατούµενου υδρόλουτρου. 

 

6.1.3  Αποτελέσµατα 

Εξετάστηκε η σταθερότητα και των δύο συστηµάτων, µε ή χωρίς πορώδη 

σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας, 

παρακολουθώντας την ευαισθησία των αντίστοιχων βιοαισθητήρων.  Τα 

αποτελέσµατα που προκύπτουν φαίνονται στο γράφηµα 6.  Στην περίπτωση του 

βιοαισθητήρα χωρίς τα σφαιρίδια η ενεργότητα του ενζύµου µειώνεται κατά 43.5% 

µετά από 24 ώρες συνεχούς λειτουργίας.  Ωστόσο, όταν το ένζυµο είναι 

προσροφηµένο σε σφαιρίδια, όχι µόνο δεν παρατηρείται µείωση της ενεργότητας του, 

αλλά αντίθετα παρουσιάζεται µία αύξηση στην ενεργότητα του κατά 37.5%, µετά από 

24 ώρες συνεχούς λειτουργίας του αντίστοιχου βιοαισθητήρα. 

Η αύξηση που παρατηρείται στην ενεργότητα της οξειδάσης της γλυκόζης 

αποτελεί ένα γνωστό γενικά φαινόµενο που αποδίδεται σε αλλαγές στην τριτοταγή 

δοµή του ενζύµου µέσα σε πορώδη υποστρώµατα40.  Γίνεται εποµένως αντιληπτό ότι 
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όταν το ένζυµο βρίσκεται µέσα στα σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου είναι πιο 

σταθερό σε σύγκριση µε το ελεύθερο ένζυµο. 
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Εικόνα 6.  Ενεργότητα της ελεύθερης οξειδάσης της γλυκόζης (GOx) και της 

ακινητοποιηµένης GOx σε σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, σε συνάρτηση µε το 

χρόνο κάτω από συνθήκες συνεχούς λειτουργίας του αντίστοιχου βιοαισθητήρα (0.8V 

vs Ag/AgCl). 

 

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν φαίνεται γενικά να συµφωνούν µε το 

θεωρητικό µοντέλο που περιγράφηκε παραπάνω για τη σταθεροποίηση ενζύµων σε 

υλικά µε πόρους σφαιρικού σχήµατος και µεγέθους της τάξης των nm.  Οι πρώτες 

αυτές θετικές ενδείξεις θέτουν τη βάση για περαιτέρω µελέτη του συστήµατος. 

 

6.2  Σταθεροποίηση ενζύµων σε λιποσώµατα 

 Προκειµένου να µελετηθεί η σταθερότητα των ενζύµων µέσα στα λιποσώµατα 

και µε στόχο να αξιοποιηθούν τα συστήµατα λιποσωµάτων-ενζύµων για την 

ανάπτυξη βελτιστοποιηµένων βιοαισθητήρων, εξετάστηκε η ενθυλάκωση του 

ενζύµου ακετυλχολινεστεράση σε λιποσώµατα.  Η µελέτη των λιποσωµάτων 

πραγµατοποιείται σε συνεργασία µε τον καθηγητή Didier Fournier του πανεπιστηµίου 

Paul Sabatier, της Τουλούζης στη Γαλλία. 
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6.2.1  Παρασκευή λιποσωµάτων 

Αρχικά διαλύονται 5mg φωσφατιδυλοχολίνης σε 100µL ρυθµιστικού 

διαλύµατος µονόξινων και δισόξινων φωσφορικών 25mΜ pH 7.0.  Στο διάλυµα 

προστίθενται 100µL ακετυλχολινεστεράσης (200Units περίπου).  Ακολουθεί 

διαδοχική ψύξη και τήξη του διαλύµατος τοποθετώντας το για 5s σε υγρό άζωτο και 

στη συνέχεια για 30s σε υδρόλουτρο στους 37οC.  Πραγµατοποιούνται 50 κύκλοι41 

ψύξης και τήξης του µίγµατος ενώ µετά από κάθε κύκλο το µίγµα αναδεύεται καλά.  

Κατά την ψύξη του διαλύµατος η µεµβράνη των σχηµατιζόµενων λιποσωµάτων 

σπάει σε ορισµένα σηµεία λόγω της διόγκωσης του νερού στο εσωτερικό τους.  Στη 

συνέχεια κατά τη διαδικασία της τήξης, η µεµβράνη των λιποσωµάτων 

επανασχηµατίζεται, εγκλωβίζοντας διάλυµα µε ακετυλχολινεστεράση.  Έτσι µε τη 

διαδοχική ψύξη-τήξη του µίγµατος, επιτυγχάνεται η εισαγωγή της 

ακετυλχολινεστεράσης στο εσωτερικό των λιποσωµάτων.  Στη συνέχεια, το µίγµα 

αραιώνεται σε τελικό όγκο 1mL µε ρυθµιστικό διάλυµα και περνάει από νάυλον 

φίλτρο 0.2µm δέκα φορές τουλάχιστον.  Με τη διήθηση του διαλύµατος τα 

λιποσώµατα µεγάλου µεγέθους σπάνε και τελικά σχηµατίζονται λιποσώµατα µε 

παρόµοιο µέγεθος χωρίς απώλεια ενζύµου. 

 Ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία παρασκευής λιποσωµάτων 

προκύπτουν δοµές µε µία µόνο λιπιδική διπλοστοιβάδα42.  Το µέγεθος των 

λιποσωµάτων µε το ένζυµο προσδιορίστηκε µε δυναµική σκέδαση φωτός (Dynamic 

Light Scattering) (Εργαστήριο Σκέδασης Φωτός, ΙΤΕ, Α. Κ. Ρίζος).  Παρατηρήθηκε 

µία οµοιοµορφία στο µέγεθος των λιποσωµάτων και η διάµετρος τους βρέθηκε 

περίπου 300nm. 

 Το ποσοστό της AChE που εγκλωβίζεται στα λιποσώµατα υπολογίζεται µε τη 

φασµατοφωτοµετρική µέθοδο Ellman43.  Συγκρίνεται η αρχική ενεργότητα του 

ενζύµου (πριν την ανάµιξη του µε τα λιποσώµατα) και η ενεργότητα του ενζύµου που 

δεν εγκλωβίστηκε στα λιποσώµατα αλλά παρέµεινε ελεύθερο στο διάλυµα.  Η 

µέτρηση της ενεργότητας της AChE βασίζεται στην παρακολούθηση της κινητικής 

της αντίδρασης της µε το υπόστρωµα ακετυλθειοχολινιωδίδιο (ΑCThI).  Κατά την 

αντίδραση της AChE µε ΑCThI παράγεται οξικό οξύ και θειοχολίνη.  H θειοχολίνη 

στη συνέχεια αντιδρά µε το διθειονιτροβενζοϊκό οξύ που περιέχεται στο 

αντιδραστήριο Ellman και παράγεται ένα προϊόν που απορροφά στα 412nm.  Από την 

κλίση της καµπύλης της απορρόφησης σε συνάρτηση µε το χρόνο προσδιορίζεται η 
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ενεργότητα του ενζύµου (Abs min-1 mL-1).  Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή βρέθηκε ότι 

το 20% της AChE εγκλωβίζεται στο εσωτερικό των λιποσωµάτων. 

 

6.2.2  Τρόποι Ανίχνευσης 

Η παρακολούθηση των ενζυµικών αντιδράσεων βασίζεται συνήθως στην 

ανίχνευση των παραγόµενων προϊόντων.  Όταν τα προϊόντα αυτά είναι οξέα, τότε 

µεταβάλλεται η τιµή του pH του διαλύµατος και είναι εφικτή η ανίχνευση της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος του ενζύµου µέσω της µεταβολής στην τιµή του 

pH.  Οι καταλυτικές αντιδράσεις των ενζύµων ακετυλχολινεστεράση και οξειδάση 

της γλυκόζης αποτελούν χαρακτηριστικά παραδείγµατα ενζυµικών αντιδράσεων όπου 

µεταβάλλεται το pH.  Η ακετυλχολινεστεράση (AChE) καταλύει την υδρόλυση της 

ακετυλθειοχολίνης προς θειοχολίνη και οξικό οξύ ενώ η οξειδάση της γλυκόζης 

(GOx) την οξείδωση της γλυκόζης προς γλουκονικό οξύ. 

 
ακετυλθειοχολίνη  +  H2O 

AChE 

GOx 

θειοχολίνη  +  οξικό οξύ 

γλουκονικό οξύ 

 

 γλυκόζη  +  H2O 
 

Τα παραγόµενα οξέα µεταβάλλουν τοπικά το pΗ του διαλύµατος.  Η 

ανίχνευση του pH µπορεί να πραγµατοποιηθεί είτε µέσω ενός ηλεκτροδίου pH είτε 

µέσω δεικτών, που είναι ευαίσθητοι σε µεταβολές του pH.  Στην παρούσα εργασία, 

που στόχος είναι η παρακολούθηση ενζυµικών αντιδράσεων µέσα σε λιποσώµατα, 

προτιµάται η χρήση οπτικών και φθορισµοµετρικών δεικτών. 

∆ύο δείκτες, ένας οπτικός και ένας φθορισµοµετρικός, εξετάστηκαν για να 

επιβεβαιωθεί η δυνατότητα µέτρησης τοπικών µεταβολών του pH σε διάλυµα. 

Αρχικά µελετήθηκε ο οπτικός δείκτης µπλε της βρωµοθυµόλης που είναι 

ευαίσθητος σε µεταβολές του pH σε εύρος 6.0-7.6 και απορροφά στο ορατό στα 

620nm.  Σε διάλυµα του ενζύµου σε ρυθµιστικό διάλυµα  φωσφορικών 10mM 

pH=7.8, προστίθεται 1%w/v δείκτης και µετά την προσθήκη διαφορετικών 

συγκεντρώσεων υποστρώµατος καταγράφεται η µεταβολή της απορρόφησης στα 

620nm συναρτήσει του χρόνου (εικόνα 7Α).  Όπως φαίνεται στην εικόνα 7Β υπάρχει 

γραµµική συσχέτιση µεταξύ της µεταβολής της απορρόφησης και της συγκέντρωσης 

του υποστρώµατος. 
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Εικόνα 7.  Μεταβολή της απορρόφησης του δείκτη µπλε της βρωµοθυµόλης στα 

620nm Α) σε συνάρτηση µε το χρόνο για διαφορετικές συγκεντρώσεις γλυκόζης. Β) 

σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση της γλυκόζης για διαφορετικούς χρόνους. 

 

Για τη φθορισµοµετρική ανίχνευση χρησιµοποιείται ο δείκτης πυρανίνη του 

οποίου η δοµή φαίνεται στην εικόνα 10.  Η πυρανίνη χρησιµοποιείται σε ουδέτερα 

pH, έχει pKa=7.3 και τα µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής της είναι τα 460nm 

και 513nm.  Μείωση του pH προκαλεί ελάττωση στο σήµα φθορισµού της πυρανίνης.  

Μάλιστα, λόγω της µεγάλης ευαισθησίας του δείκτη στις αλλαγές του pH είναι 

δυνατή η ανίχνευση πολύ µικρών αλλαγών στο pH όπως φαίνεται στην εικόνα 8Α. 

 

t (min) pH 

Φ
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Εικόνα 8.  A) Εξασθένηση έντασης φθορισµού της πυρανίνης µε µείωση του pH. 

B) Μεταβολή της έντασης φθορισµού της πυρανίνης σε συνάρτηση µε το 

χρόνο για διαφορετικές συγκεντρώσεις γλυκόζης. 



 25

 

Ο συγκεκριµένος δείκτης προστέθηκε σε ενζυµικό διάλυµα (ρυθµιστικό 

διάλυµα φωσφορικών 10mM pH 7.8) και εξετάστηκαν δύο διαφορετικές 

συγκεντρώσεις υποστρώµατος, 0.5mM και 20mM.  Στην εικόνα 8Β παρουσιάζεται η 

γραφική παράσταση της µεταβολής της έντασης φθορισµού σε συνάρτηση µε το 

χρόνο.  Παρατηρείται ότι στο πολύ µικρό χρονικό διάστηµα των 10min, η διαφορά 

στο σήµα φθορισµού για τις δύο συγκεντρώσεις γλυκόζης είναι αρκετά µεγάλη.  

Εποµένως το σύστηµα διαθέτει την επιθυµητή ευαισθησία. 
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7.  ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

Στην παρούσα εργασία εξετάζεται η δυνατότητα ακινητοποίησης και 

σταθεροποίησης ενζύµων σε νανοπορώδη υποστρώµατα-νανοδοµές και 

συγκεκριµένα σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου και σε λιποσώµατα.  

Σύµφωνα µε θεωρητικά µοντέλα, κατά την παγίδευση ενζύµων σε κοιλότητες 

σφαιρικού σχήµατος και µεγέθους παρόµοιου µε το µέγεθος του ενυδατωµένου 

ενζύµου, µειώνεται η ελεύθερη ενέργεια αναδίπλωσης του ενζύµου και κατά 

συνέπεια αυξάνεται η σταθερότητα του.  Επιβεβαίωση αυτού του µοντέλου θα 

συµβάλλει στην αντιµετώπιση των προβληµάτων που συναντώνται στις κλασικές 

µεθόδους ακινητοποίησης των ενζύµων.  Μακροπρόθεσµα η εφαρµογή των 

σταθεροποιηµένων συστηµάτων νανοδοµών-ενζύµων σε βιοαισθητήρες θα επιφέρει 

βελτίωση στη σταθερότητά τους. 

Για την επιβεβαίωση του µοντέλου σταθεροποίησης απαιτείται να 

ακινητοποιηθούν ένζυµα σε µια σειρά από υποστρώµατα, και να εξεταστεί η 

σταθερότητά τους µε τη χρήση ηλεκτροχηµικών και οπτικών µεθόδων.  Ορισµένα  

πειράµατα που θα µπορούσαν να πραγµατοποιηθούν για το σκοπό αυτό αναφέρονται 

παρακάτω. 

 

7.1  Πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

Τα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου έχουν συγκεκριµένα 

χαρακτηριστικά πάνω στα οποία µπορεί να στηριχθεί η ακινητοποίηση και 

σταθεροποίηση των ενζύµων.  Η ευκολία δηµιουργίας οµοιοπολικών δεσµών µεταξύ 

των επιφανειακών ενεργών οµάδων του διοξειδίου του πυριτίου, µαζί µε την πολύ 

καλή κατανοµή µεγέθους των νανοπόρων αυτών των υλικών, είναι ορισµένα από τα 

σηµαντικά χαρακτηριστικά τους. 

 
7.1.1.  Ακινητοποίηση GOx και AChE σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

Τόσο η οξειδάση της γλυκόζης όσο και το ευαίσθητο ένζυµο 

ακετυλχολινεστεράση µπορούν να ακινητοποιηθούν σε πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου 

του πυριτίου που έχουν διάµετρο πόρων 10nm.  Βελτιστοποίηση των συνθηκών 

ακινητοποίησης µπορεί να  πραγµατοποιηθεί εξετάζοντας διάφορες παραµέτρους 

όπως είναι το pH και η συγκέντρωση του ενζύµου. 
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7.1.2.  Σταθερότητα GOx και AChE στα πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου 

Προκειµένου να µελετηθεί η σταθερότητα και των δύο ενζύµων στα πορώδη 

σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου, τα σφαιρίδια µε το ένζυµο πρέπει να 

ακινητοποιηθούν σε ηλεκτρόδια πλατίνας και αµπεροµετρικά να παρακολουθείται η 

ευαισθησία των βιοαισθητήρων.  Η σταθερότητα του συστήµατος τόσο κατά την 

αποθήκευση όσο και υπό συνθήκες συνεχούς λειτουργίας µπορούν να εξεταστούν. 

 

7.1.3.  Μελέτη σταθερότητας ενζύµων σε νανοπορώδη/µεσοπορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου 

 Για να επιβεβαιωθεί ότι η αντιστοιχία στο µέγεθος του ενυδατωµένου ενζύµου 

(περίπου 10nm) και της διαµέτρου των πόρων των σφαιριδίων (10nm) είναι 

καθοριστικής σηµασίας για την αποτελεσµατκή σταθεροποίηση των ενζύµων, 

µπορούν να  πραγµατοποιηθούν αντίστοιχα πειράµατα µε µεσο-πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου και να συγκριθούν τα αποτελέσµατα. 

 

7.1.4.  Μελέτη εκρόφησης ενζύµων από τα πυριτικά υποστρώµατα 

 Παράλληλα είναι δυνατό να εξεταστεί τόσο στα νανο-πορώδη όσο και στα 

µεσο-πορώδη σφαιρίδια ο ρυθµός εκρόφησης του ενζύµου προς το διάλυµα, 

παράµετρος που πολύ συχνά συναντάται στην προσρόφηση µορίων σε στερεά 

υποστρώµατα.  Η ποσότητα του ενζύµου που διαρρέει προς το διάλυµα υπολογίζεται 

βάσει της απορρόφησής του στα 280nm.  

Αναµένεται ότι η ακινητοποίηση ενζυµικών µορίων στα νανο-πορώδη σφαιρίδια 

διοξειδίου του πυριτίου θα παρέχει µεγαλύτερη σταθερότητα στα ένζυµα και θα 

εµποδίζει τη διαρροή τους προς το διάλυµα. 

 

7.2  Λιποσώµατα 

Οι λιπιδικές διπλοστοιβάδες των λιποσωµάτων περιβάλλουν ένα εσωτερικό 

υδατικό διαµέρισµα που µοιάζει µε το φυσικό περιβάλλον των ενζύµων, εντός των 

κυττάρων.  Έτσι τα ένζυµα εµφανίζουν αυξηµένη σταθερότητα εντός των 

λιποσωµάτων.  Παράλληλα οι οπτικές ιδιότητες των λιποσωµάτων (είναι διαπερατά 

στο φως) και η δυνατότητα ρύθµισης του µεγέθους τους τα καθιστά κατάλληλα για τη 

χρήση τους σε συστήµατα βιοαισθητήρων. 
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7.2.1.  Ενθυλάκωση GOx και AChE σε λιποσώµατα 

 Περαιτέρω είναι δυνατό να εξεταστεί η εισαγωγή της ακετυλχολινεστεράσης 

αλλά και της οξειδάσης της γλυκόζης στο εσωτερικό των λιποσωµάτων.  Η 

πειραµατική διαδικασία για την ενθυλάκωση της AChE είναι παρόµοια µε αυτή που 

αναφέρθηκε παραπάνω.  Είναι απαραίτητο να µελετηθούν λεπτοµερώς οι βέλτιστες 

συνθήκες ενθυλάκωσης της οξειδάσης της γλυκόζης σε αυτά τα υλικά.  Συγκεκριµένα 

πρέπει να εξεταστούν η σύσταση και η συγκέντρωση των λιπιδίων που σχηµατίζουν 

το λιπόσωµα, ο αριθµός των κύκλων τήξης και ψύξης καθώς και η σύσταση του 

ρυθµιστικού διαλύµατος.  Το µέγεθος των λιποσωµάτων µπορεί να προσδιοριστεί µε 

δυναµική σκέδαση φωτός.  Το ποσοστό της GOx που εγκλωβίζεται στα λιποσώµατα 

µπορεί να υπολογιστεί µε τη φασµατοφωτοµετρική µέθοδο Trinder44.  Σύµφωνα µε τη 

µέθοδο αυτή, κατά την αντίδραση της GOx µε γλυκόζη παράγεται υπεροξείδιο και 

µέσω του αντιδραστηρίου trinder (4-αµινοαντιπυρίνη, 4-φαίνυλο-σουλφονικό οξύ, 

Horse Radish peroxidase) µετράται η απορρόφηση του παραγόµενου υπεροξειδίου 

στα 505nm.  Το ένζυµο που δεν εισέρχεται στο λιπόσωµα και βρίσκεται ελεύθερο στο 

διάλυµα, είναι δυνατό να αποµακρυνθεί είτε µε χρωµατογραφία µοριακού 

αποκλεισµού είτε εισάγοντας στο διάλυµα πρωτεάσες που αποικοδοµούν το ένζυµο. 

 

7.2.2.  Σταθεροποίηση λιποσωµάτων 

α)  Πολυαιθυλενογλυκόλη

Όταν τα λιποσώµατα βρίσκονται σε διάλυµα πολλές φορές εµφανίζουν την 

τάση να συσσωµατώνονται µε αποτέλεσµα να καθιζάνουν.  Για το λόγο αυτό, συχνά 

προστίθενται πολικά µόρια στην εξωτερική επιφάνεια της µεµβράνης ώστε τα 

λιποσώµατα να εµφανίζουν οµοιόµορφη κατανοµή σε υδατικά διαλύµατα.  

Εισάγοντας πολυαιθυλενογλυκόλη στη διπλοστοιβάδα των λιποσωµάτων έχει βρεθεί 

ότι αυξάνεται σηµαντικά ο χρόνος κυκλοφορίας τους στο αίµα45.  Εποµένως τα 

λιποσώµατα µπορούν να τροποποιηθούν επιφανειακά µε πολυαιθυλενογλυκόλη ώστε 

να περιοριστεί η καταβύθιση τους. 
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β)  Μεθακρυλικό

Η µεµβράνη των λιποσωµάτων δεν είναι πολύ σταθερή.  Για να αποφευχθεί η 

απώλεια του εγκλωβισµένου ενζύµου προτείνεται η σταθεροποίηση της µε πολυµερή.  

Τα πολυµερή αυτά σχηµατίζονται από υδρόφοβα µονοµερή που ενσωµατώνονται στη 

µεµβράνη των λιποσωµάτων και σχηµατίζουν πιο σταθερές και συµπαγείς 

διπλοστοιβάδες.  Συγκεκριµένα, µπορεί να χρησιµοποιηθεί το υδρόφοβο µονοµερές 

µεθακρυλικό που πολυµερίζεται στο εσωτερικό της µεµβράνης των λιποσωµάτων µε 

ακτινοβολία UV46.  Με τη διαδικασία αυτή σχηµατίζεται ένα δισδιάστατο 

πολυµερικό πλέγµα στο εσωτερικό της µεβράνης που συµβάλλει στη σταθεροποίηση 

της. 

 

7.2.3.  Εισαγωγή πορινών στα λιποσώµατα 

Στη µεµβράνη των λιποσωµάτων υπάρχει δυνατότητα παγίδευσης πορινών για 

τη ρύθµιση της εισαγωγής ή αποµάκρυνσης του υποστρώµατος (εικόνα 9).  Οι 

πορίνες είναι σταθερές πρωτεΐνες που εντοπίζονται στις µεµβράνες των βακτηρίων 

και λειτουργούν ως κανάλια εισαγωγής και αποµάκρυνσης υδρόφιλων µορίων µικρού 

µοριακού βάρους (µέχρι 400Da.).  Ορισµένες πορίνες παρουσιάζουν εξειδίκευση 

επιτρέποντας τη διέλευση συγκεκριµένων µορίων ή οµάδων µορίων.   

 

ένζυµοένζυµο υπόστρωµαυπόστρωµαπορίνηπορίνηφθορισµοµετρικόςφθορισµοµετρικός
δείκτηςδείκτηςένζυµοένζυµο υπόστρωµαυπόστρωµαπορίνηπορίνηφθορισµοµετρικόςφθορισµοµετρικός
δείκτηςδείκτηςένζυµοένζυµοένζυµοένζυµο υπόστρωµαυπόστρωµαυπόστρωµαυπόστρωµαπορίνηπορίνηπορίνηπορίνηφθορισµοµετρικόςφθορισµοµετρικός
δείκτηςδείκτης
φθορισµοµετρικόςφθορισµοµετρικός
δείκτηςδείκτης

Εικόνα 9.  Η εισαγωγή πορινών στη µεµβράνη των λιποσωµάτων επιτρέπει τη 

διέλευση των υποστρωµάτων των ενζύµων. 

 

Η πορίνη που µπορεί να χρησιµοποιηθεί στα πειράµατα είναι η ΟmpF.  Η 

πορίνη αυτή αποµονώνεται από την εξωτερική µεµβράνη των βακτηρίων Escherichia 

coli47. 

 

7.2.4.  Φθορισµοµετρική aνίχνευση 

 Οι φθορισµοµετρικές µέθοδοι εµφανίζουν πολύ µεγάλη ευαισθησία και 

χαµηλά όρια ανίχνευσης.  Για το λόγο αυτό η ανίχνευση του ενζύµου στο εσωτερικό 
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των λιποσωµάτων είναι βέλτιστο να πραγµατοποιηθεί µέσω φθορισµοµετρικών 

δεικτών ή φθορισµοµετρικών υποστρωµάτων.  Η ανάπτυξη ενός ευαίσθητου 

συστήµατος φθορισµοµετρικής ανίχνευσης, όπου το ένζυµο θα είναι 

σταθεροποιηµένο µέσα σε λιποσώµατα µπορεί να οδηγήσει σε ένα βιοαισθητήρα µε 

αυξηµένη σταθερότητα και βελτιωµένα αναλυτικά χαρακτηριστικά. 

 

α)  Φθορισµοµετρικοί δείκτες 

Είναι δυνατό να εξεταστούν διάφοροι φθορισµοµετρικοί δείκτες για να βρεθεί 

ο καταλληλότερος και πιο ευαίσθητος στα συστήµατα λιποσώµατος-ενζύµου.  Οι 

δείκτες αυτοί είναι ευαίσθητοι σε µεταβολές του pH.  Αρχικά µπορεί να µελετηθεί η 

πυρανίνη που χαρακτηριστικό της είναι ότι δε διαπερνά τις µεµβράνες και είναι 

αρκετά ευδιάλυτη στο νερό.  Γι’ αυτό έχει χρησιµοποιηθεί για την παρακολούθηση 

των µεταβολών του pH στο εσωτερικό των βακτηρίων Ε.coli48. 

Παράλληλα είναι δυνατόν να εξεταστεί ο φθορισµοµετρικός δείκτης 

φλορεσίνη (fluorescein) που είναι ευαίσθητος σε µεταβολές του pH µεταξύ 6.0-7.2.  

Η φλορεσίνη περιέχει µια υδροξυλοµάδα και µία καρβοξυλοµάδα που είναι πλήρως 

ιονισµένες σε pH = 9.0 (διανιόν).  Σε χαµηλότερα pH η φαινόλη πρωτονιώνεται και 

προκύπτει το µονοανιόν.  Οι δύο αυτές µορφές της φλορεσίνης φθορίζουν.  Επίσης 

µπορεί να εξεταστεί και το παράγωγο 6-καρβοξυ-φλορεσίνη που έχει επιπλέον 

αρνητικό φορτίο και δε διαπερνά τις µεµβράνες τόσο εύκολα όσο η φλορεσίνη.   
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Εικόνα 10.  ∆οµές φθορίζοντων δεικτών. 

 

Τέλος µπορούν να µελετηθούν τα φθορίζοντα παράγωγα της κονκαναβαλίνης Α, 

όπως είναι αυτό µε τη φλορεσίνη.  Η κονκαναβαλίνη Α έχει την ιδιότητα να δεσµεύει 

σάκχαρα.  Έτσι η παρουσία σακχάρων στην επιφάνεια των ενζύµων, όπως για 
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παράδειγµα στην γλυκοπρωτεΐνη GOx, παρέχει τη δυνατότητα άµεσης πρόσδεσης 

του φθορισµοµετρικού δείκτη πάνω στο ένζυµο.   

 

β)  Φθορισµοµετρικά υποστρώµατα 

Μία εναλλακτική µέθοδος παρακολούθησης της ενζυµικής αντίδρασης είναι 

να χρησιµοποιηθούν φθορίζοντα υποστρώµατα που έχουν την ικανότητα να 

διαπερνούν τη µεµβράνη των λιποσωµάτων.  Το υπόστρωµα είναι δυνατό να περνάει 

στο εσωτερικό του λιποσώµατος όπου βρίσκεται το ένζυµο.  Εκεί µπορεί να αντιδρά 

µε το ένζυµο και να παράγεται ένα επίσης φθορίζον προϊόν το οποίο θα εκπέµπει 

ακτινοβολία σε διαφορετικό µήκος κύµατος από το υπόστρωµα.  Έτσι, σταδιακά θα 

παρατηρείται µείωση στην ένταση του φθορισµού του αντιδρώντος υποστρώµατος 

και αύξηση στην ένταση του φθορισµού του σχηµατιζόµενου προϊόντος.  Ορισµένα 

υποστρώµατα της ακετυλχολινεστεράσης µε αυτές τις ιδιότητες είναι η διακετόξυ-

φλορεσίνη (fluorescein diacetate), και η 7-ακετόξυ-4-µεθυλοκουµαρίνη (7-acetoxy-4-

methyl coumarin) (εικόνα 11).  
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Εικόνα 11.  ∆οµές φθορίζοντων υποστρωµάτων της ακετυλχολινεστεράσης. 
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