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ABSTRACT 

The present thesis was carried out in the Laboratory of Biotechnology, in the School 

of Chemical Engineering of the National Technical University of Athens. 

The subject of the present thesis was the study and the optimization of the 

conditions of hydrothermal pretreatment of bagasse and the enzyming hydrolysis of 

the pretreated material. The Sorghum bicolor is considered to be an excellent raw 

material for the production of bioethanol because of the high production of biomass 

and the high percentage of the directly fermentable sugars that are include in 

sorghum.  

Firstly, the bagasse was treated hydrothermally in various operational conditions, 

where the time of treatment ranged from 9 to 51 minutes and the temperature was 

adjusted between 170 and 240 oC. The conditions of treatment were determined 

based on the RSM where the relationship between the temperature and the time of 

treatment was investigated. 

Afterwards, the hydrolysis of the pretreated bagasse with the use of the commercial 

enzyme products  Cellic® CTec2 and the mixture of Celluclast® 1.5L and  Novozym 

188 at ratios 5:1 v/v (total cellulase activity 10 FPU/g bagasse) and for solids’ 

concentration equal to 3% w/v, was performed. The model, which was derived from 

the experiments, showed that the optimal conditions of pretreatment that lead to 

the maximum % hydrolysis of the cellulose is 229 οC and 33,8 minutes with the 

maximum predicted hydrolysis equal to 26,3%. This pair of values was close to those 

of run 8 (230 οC and  30 min) where the percentage of depolymerization of cellulose 

is 30,4%. The best results, between the two enzyme products which were used, were 

noticed for Cellic® CTec2. 

Finally, the ability of the hydrothermally treated bagasse to produce ethanol by 

implementing processes of (1) SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation) and (2)  

SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation) was investigated. More 

specifically, (a) the impact of the time of Saccharification (12 and 24 hours) and (b) 

the addition of further enzymes in the beginning of fermentation on the production 
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of ethanol in the process of the SHF was studied. It was noticed that the process of 

SHF process gives better results compared to the SSF process regarding the 

production of ethanol; ethanol was equal to 41,4 g/L at 22 hours while in the SSF 

was equal to 41,4 g/L at 96 hours. Morever, results showed that the increase of the 

time of Saccharification from 12 to 24 hours does not have a significant impact on 

the increase of the concentration sugars and the produced ethanol. Moreover, the 

addition of further enzymes contributed to the rise of the ethanol concentration 

since the produced ethanol was increased from 41,4 g/L to 47,9 g/L. 
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1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η παρούσα διπλωματική εργασία πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας της Σχολής Χημικών Μηχανικών του Εθνικού Μετσόβιου 

Πολυτεχνείου. 

Ο σκοπός της παρούσας διπλωματικής είναι η μελέτη και η βελτιστοποίηση των 

συνθηκών υδροθερμικής προκατεργασίας βαγάσσης σόργου και η ενζυμική 

υδρόλυση του προκατεργασμένου υλικού. Το γλυκό σόργο θεωρείται εξαιρετική 

πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοαιθανόλης, λόγω των υψηλών αποδόσεών του σε 

βιομάζα και του υψηλού ποσοστού άμεσα ζυμώσιμων σακχάρων του χυμού του.  

Αρχικά, η βαγάσση σόργου κατεργάστηκε υδροθερμικά σε ένα πλήθος από 

διαφορετικές συνθήκες λειτουργίας, όπου ο χρόνος κατεργασίας κυμάνθηκε μεταξύ 

9 και 51 λεπτών και η θερμοκρασία ρυθμίστηκε σε τιμές μεταξύ 170 και 240 oC. Οι 

συνθήκες της προκατεργασίας προσδιορίστηκαν βάση της μεθοδολογίας 

επιφάνειας απόκρισης (RSM) όπου διερευνήθηκε η σχέση μεταξύ θερμοκρασίας και 

χρόνου προκατεργασίας. 

Ακολούθησε υδρόλυση της προκατεργασμένης βαγάσσης με χρήση των εμπορικών 

ενζυμικών σκευασμάτων  Cellic® CTec2 και το μείγμα Celluclast® 1.5L και Novozym 

188 σε αναλογίες 5:1 v/v (ενεργότητα ολικής κυτταρινάσης 10 FPU/g βαγάσσης 

σόργου) και για συγκέντρωση στερεών 3% w/v. Από το μοντέλο που προέκυψε 

βρέθηκε ότι οι βέλτιστες συνθήκες προκατεργασίας για να επιτευχθεί η μέγιστη % 

υδρόλυση της κυτταρίνης ήταν 229 οC και 33,8 λεπτά με μέγιστη προβλεπόμενη 

υδρόλυση ίση με 26,3%. Αυτό το ζεύγος τιμών ήταν πολύ κοντά στην δοκιμή 8 (230 

οC και 30 min) με το ποσοστό αποπολυμερισμού της κυτταρίνης να ανέρχεται στο 

30,4%. Μεταξύ των δυο ενζυμικών σκευασμάτων που χρησιμοποιήθηκαν καλύτερα 

αποτελέσματα προέκυψαν κατά τη χρήση του Cellic® CTec2. 

Τέλος, μελετήθηκε η ικανότητα παραγωγής αιθανόλης από την υδροθερμικά 

κατεργασμένη βαγάσση εφαρμόζοντας διεργασίες ξεχωριστής σακχαροποίισης και 

ζύμωσης, SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation) και ταυτόχρονης 

σακχαροποίησης και ζύμωσης, SSF (Simultaneous Saccharification and 
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Fermentation). Πιο συγκεκριμένα, στη διεργασία SHF πραγματοποιήθηκε 

διερεύνηση της επίδρασης του χρόνου σακχαροποίησης (12 και 24 ώρες) καθώς και 

η προσθήκη επιπλέον ενζύμων κατά την έναρξη της ζύμωσης στην παραγωγή 

αιθανόλης. Παρατηρήθηκε ότι η SHF διεργασία είχε καλύτερα αποτελέσματα σε 

σύγκριση με την SSF διεργασία ως προς την παραγωγή αιθανόλης, καθώς η 

αιθανόλη έφτασε στα 41,4 g/L στις 22 ώρες σε αντίθεση με τη διεργασία SSF που 

έφτασε τα 41,4g/L στις 96 ώρες. Επίσης παρατηρήθηκε ότι η αύξηση του χρόνου 

σακχαροποίησης από 12 σε 24 ώρες δεν είχε πολύ σημαντική επίδραση στην 

αύξηση της συγκέντρωσης σακχάρων και της παραγόμενης αιθανόλης. Τέλος, 

βρέθηκε ότι η προσθήκη επιπλέον ενζύμων συντέλεσε στην αύξηση της 

συγκέντρωσης αιθανόλης, καθώς η παραγόμενη αιθανόλη αυξήθηκε από 41,4 g/L 

σε 47,9 g/L. 
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2. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

2.1. Βιοκαύσιμα και λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες  

2.1.1.   Εισαγωγή  

2.1.1.1  Περιβαλλοντικά προβλήματα 

Από το 18ο αιώνα με την ανάπτυξη της τεχνολογίας αλλάζει ριζικά η σχέση 

ανθρώπου περιβάλλοντος αφού οι μη ανανεώσιμες πλέον πηγές ενέργειας 

χρησιμοποιούνται αλόγιστα και τα απόβλητα που παράγονται δε μπορούν να 

αφομοιωθούν και συσσωρεύονται με τη μορφή διαφόρων ειδών ρύπανσης. Τα 

αυξανόμενα περιβαλλοντικά προβλήματα δε γίνονται κατανοητά ούτε κατά τη 

διάρκεια του 20ου αιώνα, όπου το περιβάλλον θεωρείται ανεξάντλητος πόρος για 

την ικανοποίηση των ανθρωπίνων αναγκών με αποτέλεσμα τις αρνητικές για αυτό 

συνέπειες και την εμφάνιση της οικολογικής κρίσης. Βασικές αιτίες αυτής της κρίσης 

είναι (Αθανασάκης και Κουσούρης, 1999): 

I. οι μέθοδοι της βιομηχανικής παραγωγής 

II. ο υπερκαταναλωτισμός 

III. η συσσώρευση πληθυσμού στα μεγάλα αστικά κέντρα και 

IV. η τεχνοκρατική αντίληψη για την ανάπτυξη στο βαθμό που εξαντλεί 

βάναυσα και αλόγιστα τους φυσικούς πόρους της γης στο όνομα της 

βιομηχανικής, οικονομικής και τουριστικής ανάπτυξης. 

Επίσης, τα σημαντικότερα περιβαλλοντικά οικολογικά ζητήματα που πρόσφατα 

ερευνώνται και σχολιάζονται είναι (Αθανασάκης και Κουσούρης, 1999): 

 η τρύπα του όζοντος 

 το φαινόμενο του θερμοκηπίου 

 η όξινη βροχή 

 η καταστροφή στη ζούγκλα του Αμαζονίου 

 η ατμοσφαιρική ρύπανση 

 η ηχορύπανση 

 η καταστροφή του εδάφους 
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 τα οικιακά απορρίμματα 

 τα ραδιενεργά κατάλοιπα 

 τα φυτοφάρμακα 

 η ποικιλότητα του οργανικού κόσμου στην ελληνική φύση 

 η τουριστική μας ανάπτυξη.  

 

Για όλους αυτούς τους λόγους το ενδιαφέρον των επιστημόνων, των κυβερνήσεων 

και των ιδιωτών έχει στραφεί στην ανάπτυξη και υιοθέτηση εφαρμογών και 

καινοτομιών που ενσωματώνουν πιο «φιλικές προς το περιβάλλον» πηγές 

ενέργειας. Καθώς οι προκλήσεις οι οποίες πρέπει να αντιμετωπιστούν αυξάνονται 

καθημερινά, έχει διαμορφωθεί ένα πλαίσιο πρωτοβουλιών και πολιτικών θέτοντας 

συγκεκριμένες προτεραιότητες προκειμένου να διασφαλιστεί η βιωσιμότητα των 

ενεργειακών πόρων για τους πολίτες όλου του κόσμου (Ress,1998). 

Στο πλαίσιο αυτό, η αξιοποίηση των Ανανεώσιμων και Εναλλακτικών Βιώσιμων 

Πηγών Ενέργειας (ηλιακή, αιολική, θαλάσσια, υδραυλική, βιομάζα, γεωθερμία) σε 

συνδυασμό με την προσπάθεια για την εξοικονόμηση ενέργειας, είναι κοινά 

αποδεκτό, ότι συνδέονται άμεσα με θετικά αποτελέσματα για το περιβάλλον, την 

οικονομία, τον τουρισμό, τον πολιτισμό και την ποιότητα ζωής των κατοίκων. Οι 

Ανανεώσιμες Πηγές Ενέργειας και οι πρακτικές Εξοικονόμησης Ενέργειας πρέπει να 

συμμετέχουν σήμερα περισσότερο από ποτέ στον ενεργειακό σχεδιασμό όλων των 

χωρών και των αναπτυγμένων και των αναπτυσσόμενων αλλά και του Τρίτου 

Κόσμου, ενώ η ανάπτυξη Βιώσιμων Ενεργειακών Σχεδίων και Μέτρων πρέπει να 

αποτελούν βασικό στόχο όλων των εμπλεκόμενων φορέων, σε τοπικό, 

περιφερειακό, ευρωπαϊκό και παγκόσμιο επίπεδο. Και τα μέτρα αυτά δε μπορεί να 

είναι άλλα από την απεξάρτηση από τα ορυκτά καύσιμα τη χρήση ανανεώσιμων 

μορφών ενέργειας (κυρίως της αιολικής και της ηλιακής) όπως επίσης και την 

εξοικονόμηση ενέργειας (Φλογαίτη, 1993). 

2.1.1.2. Βιοκαύσιμα 

Σύµφωνα µε την οδηγία 2003/30/ΕΚ της Ευρωπαϊκής Επιτροπής ως «βιοκαύσιµο» 

ορίζεται το υγρό ή αέριο καύσιµο για τις μεταφορές το οποίο παράγεται από 
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βιοµάζα. Ενδεικτικά παραδείγματα προϊόντων τα οποία θεωρούνται βιοκαύσιµα 

είναι τα παρακάτω (Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2003):  

i. «βιοαιθανόλη»: αιθανόλη η οποία παράγεται από βιοµάζα ή/και από το 

βιοαποικοδοµήσιµο κλάσµα αποβλήτων, για χρήση ως βιοκαύσιµο. 

ii. «βιοντίζελ βιολογικής προέλευσης»: µεθυλεστέρας ο οποίος παράγεται από 

φυτικά ή ζωικά έλαια, ποιότητα ντίζελ για χρήση ως βιοκαύσιµο. 

iii. «βιοαέριο»: καύσιµο αέριο το οποίο παράγεται από βιοµάζα ή/και από το 

βιοαποικοδοµήσιµο κλάσµα αποβλήτων, το οποίο µπορεί να καθαριστεί 

φτάνοντας ποιότητα φυσικού αερίου, για χρήση ως βιοκαύσιµο ή ξυλαέριο. 

iv.  «βιοµεθανόλη»: µεθανόλη η οποία παράγεται από βιοµάζα, για χρήση ως 

βιοκαύσιµο. 

v. «βιοδιµεθυλεστέρας»: διµεθυλεστέρας ο οποίος παράγεται από βιοµάζα, 

για χρήση ως βιοκαύσιµο. 

vi.  «βιο-ΕΤΒΕ (αιθυλοτριτοβουτυλαιθέρας)»: ΕΤΒΕ ο οποίος παράγεται από 

βιοαιθανόλη. 

vii. «βιο-ΜΤΒΕ (µεθυλοτριτοβουτυλαιθέρας)»: καύσιµο το οποίο παράγεται από 

βιοµεθανόλη.  

viii. «συνθετικά βιοκαύσιµα»: συνθετικοί υδρογονάνθρακες ή µείγµατα 

συνθετικών υδρογονανθρακών που έχουν παραχθεί από βιοµάζα. 

ix. «βιοϋδρογόνο»: υδρογόνο το οποίο παράγεται από βιοµάζα ή/και από το 

βιοαποικοδοµήσιµο κλάσµα αποβλήτων για χρήση ως βιοκαύσιµο. 

x. «καθαρά φυτικά έλαια»: έλαια από ελαιούχα φυτά, παραγόµενα µε 

συµπίεση, έκθλιψη ή ανάλογες µεθόδους, φυσικά ή εξευγενισµένα αλλά µη 

χηµικώς τροποποιηµένα, όταν είναι συµβατά µε τον τύπο του οικείου 

κινητήρα και τις αντίστοιχες προϋποθέσεις όσον αφορά τις εκπομπές. 

 

2.1.1.3. Βιοαιθανόλη από λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες  

Σύγχρονες μελέτες υποστηρίζουν ότι με τους σημερινούς ρυθμούς παραγωγής και 

κατανάλωσης των ορυκτών καυσίμων (πετρέλαιο, φυσικό αέριο και γαιάνθρακας), 

τα αποθέματα τους θα διαρκέσουν από 41 ως 700 χρόνια (Goldemberg, 2007). Έτσι 
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λόγω της αναπόφευκτης εξάντλησης των παραπάνω αποθεμάτων, υπάρχει 

ενδιαφέρον για εναλλακτικές πηγές ενέργειας, όπως τα βιοκαύσιμα (Chandel et al., 

2007; Balat et al., 2008; Demirbaş et al., 2009). 

Πολλές χώρες υποστηρίζουν ότι η παραγωγή του βιοκαύσιμου θα ελαττώσει την 

εκπομπή των αερίων του φαινομένου του θερμοκηπίου (Saxena et al., 2009). 

Ωστόσο, πρόσφατες έρευνες αναφέρουν ότι ορισμένες διαδικασίες παραγωγής 

βιοκαυσίμων μπορεί τελικά να οδηγήσουν σε επιπλέον προσθήκη αερίων του 

φαινομένου του θερμοκηπίου ή απαιτούν πολλά χρόνια για την απόσβεση του 

προστιθέμενου CO2 (Crutzen et al., 2008). 

Ωστόσο, η ασφάλεια του ενεργειακού εφοδιασμού, η ικανότητα υποστήριξης, και η 

ζήτηση στην αγορά, ελέγχουν τις παραμέτρους για την ανάπτυξη των ενεργειακών 

συστημάτων. Η βιοαιθανόλη είναι μέρος της λύσης στην ερώτηση για την ασφάλεια 

της προσφοράς και της ζήτησης για μια βιώσιμη ανάπτυξη στον τομέα των 

μεταφορών. Σε όλη την Ευρώπη, υπάρχει μια ταχεία επέκταση των μονάδων 

παραγωγής βιοαιθανόλης πρώτης γενιάς, βασισμένη στη μετατροπή της σακχαρόζης 

και του αμύλου από τους βολβούς και τα δημητριακά. Έντονο ενδιαφέρον έχει 

προκύψει στη ζύμωση της πλούσιας σε υδατάνθρακες βιομάζας (έως 70%) για να 

παρέχει τις εναλλακτικές λύσεις στις πετροχημικές πηγές για τα καύσιμα και για τους 

οργανικούς χημικούς προδρόμους. Η ζύμωση των πηγών αμύλου όπως το 

καλαμπόκι ή ο σίτος έχει αποδειχθεί οικονομικά βιώσιμη και σε κλίμακα 

παραγωγής. Εντούτοις, το δίλημμα είναι ότι αυτές οι πρώτες ύλες θα μπορούσαν 

επίσης να χρησιμοποιηθούν ως τρόφιμα ή τροφή. Επομένως, η βιομάζα αγροτικών 

παραπροϊόντων είναι μια ενδιαφέρουσα πρώτη ύλη για την παραγωγή 

βιοαιθανόλης. Η παγκόσμια, λιγνινοκυτταρινούχα βιομάζα είναι μια τεράστια 

ανεκμετάλλευτη πηγή που έχει τη δυνατότητα μιας εκτενούς βιώσιμης παραγωγής 

των βιολογικών καυσίμων για τη μεταφορά (Klinke et al., 2001).  

Η ζύμωση των λιγνινοκυτταρινούχων αερίων της πετροχημικής βιομηχανίας, 

συμπεριλαμβανομένων των δημοτικών και γεωργικών αποβλήτων, αποκαλείται 

τεχνολογία βιοαιθανόλης δεύτερης γενεάς, και αντιμετωπίζει τα υψηλότερα 

εμπόδια στην οικονομική βιωσιμότητα. Βελτιώσεις που μειώνουν τις δαπάνες, 
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βελτιώνουν την παραγωγή ή την αποδοτικότητα των διαδικασιών ζύμωσης 

βιοαιθανόλης δεύτερης γενεάς είναι απαραίτητες (Klinke et al., 2001). 

Γενικότερα αρκετοί πολιτικοί και επιστήμονες εκφράζουν αισιοδοξία πως με την 

ανάπτυξη και αξιοποίηση των βιοκαυσίμων «2ης γενιάς», όπως η βιοαιθανόλη από 

λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες, θα ικανοποιηθούν αρκετές από τις παγκόσμιες 

ενεργειακές ανάγκες (Chandel et al., 2007; Balat et al., 2008). 

2.1.2.   Βιοαιθανόλη ως καύσιμο 

Με βάση την πρώτη ύλη, η βιοαιθανόλη χαρακτηρίζεται ως πρώτης και δεύτερης 

γενεάς. Η πρώτης γενεάς παράγεται από σακχαρούχες και αμυλούχες πρώτες ύλες 

και η δεύτερης γενεάς από κυτταρινούχες και ημικυτταρινούχες (ξυλώδεις) πρώτες 

ύλες ορισμένων φυτών, γεωργικών και δασικών υπολειμμάτων και γεωργικό-

βιομηχανικών παραπροϊόντων και αποβλήτων. Οι πρώτες ύλες για την παραγωγή 

βιοαιθανόλης κατηγοριοποιούνται ως εξής: 

 Σακχαρούχες πηγές: όταν η πρώτη ύλη είναι φυτά σακχαρούχου σύστασης 

όπως σακχαρότευτλα, σακχαροκάλαμα και σόργο υπόκεινται, μετά από 

κατάλληλη φυσική προκατεργασία (όπως εκχύμωση) σε άμεση ζύμωση για 

την παραγωγή βιοαιθανόλης. 

 Αμυλούχες πηγές: όταν η πρώτη ύλη είναι ενεργειακά φυτά αμυλούχου 

σύστασης όπως οι σπόροι καλαμποκιού, σίτου και κριθής πριν το στάδιο της 

ζύμωσης προηγείται ένα στάδιο υδρόλυσης με τη χρήση αμυλασών. 

 Λιγνινοκυτταρινούχες πηγές: Όταν η πρώτη ύλη είναι λιγνινοκυτταρινούχος 

βιομάζα στην οποία κατατάσσονται τα υπολείμματα της υλοτομίας, της 

γεωργίας, της βιομηχανίας τροφίμων, τα αστικά στερεά λύματα καθώς και οι 

ενεργειακές καλλιέργειες πριν το στάδιο της υδρόλυσης προηγείται το 

στάδιο χημικής ή φυσικής προκατεργασίας (Χριστακόπουλος & Τόπακας, 

2010). 

 

Κατά τις τελευταίες δύο δεκαετίες η τεχνολογία παραγωγής βιοαιθανόλης από 

γεωργικά-λιγνινοκυτταρινούχα υπολείμματα έχει αναπτυχθεί σε τέτοιο βαθμό ώστε 
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σε μερικά χρόνια να αποτελέσει πραγματικότητα η παραγωγή σε βιομηχανική 

κλίμακα (Chandel et al., 2007; Balat et al., 2008). 

Οι ιδιότητες της αιθανόλης την καθιστούν ένα σημαντικό εναλλακτικό καύσιμο για 

τον τομέα των μεταφορών. Έχει υψηλότερο βαθμό οκτανίων από τη βενζίνη, αντέχει 

μεγαλύτερους λόγους συμπίεσης, αποδίδοντας έτσι περισσότερη ισχύ πιο 

οικονομικά. Η καύση της αιθανόλης είναι πιο καθαρή από αυτή της βενζίνης, με 

μειωμένες εκπομπές μονοξειδίου του άνθρακα (CO), οξειδίων του αζώτου (NOx) 

αλλά και μικροσωματιδίων (Saxena et al., 2009). Παρόλα αυτά, η αιθανόλη έχει 

μικρότερη πυκνότητα από τη βενζίνη (περιέχει το 66% της ενέργειας της βενζίνης), 

χαμηλότερη τάση ατμών και η καύση της οδηγεί σε αυξημένη παραγωγή αλδεϋδών, 

οι οποίες συνεισφέρουν στο σχηματισμό του φωτοχημικού νέφους (Balat et al., 

2008). Οι σημαντικότερες ιδιότητες της αιθανόλης παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.  

Πίνακας 1. Ιδιότητες της βιοαιθανόλης 

Ιδιότητες Αιθανόλη 

Αριθμός εξαδεκανίου 8 

Αριθμός οκτανίου 107 

Θερμοκρασία αυτανάφλεξης (K) 606 

Λανθάνουσα θερμότητα εξάτμισης (MJ/Kg) 0.91 

Χαμηλή θερμαντική αξία (MJ/Kg) 26.7 
                                                        (Πηγή: Balat et al., 2007) 

Η αιθανόλη αποδίδει πολύ καλά ως καύσιμο στα αυτοκίνητα, είτε σε καθαρή μορφή 

είτε ως μίγμα με βενζίνη. Τα μίγματα της βιοαιθανόλης κωδικοποιούνται 

συνδυάζοντας το γράμμα «Ε» (Ethanol) με το ποσοστό της βιοαιθανόλης και τα πιο 

συνηθισμένα είναι τα Ε85 (85% αιθανόλη-15% βενζίνη) και Ε10 (10% αιθανόλη-90% 

βενζίνη). Υπάρχουν επίσης το Ε100 (100% αιθανόλη) και το oxy-diesel, ένα μίγμα 

από 80% diesel, 10% αιθανόλη και 10% πρόσθετα και ενώσεις ανάμιξης ( Balat et 

al., 2008). 

Η παραγωγή αιθανόλης έχει αυξηθεί μέσω της εφαρμογής ερευνητικών και 

βιομηχανικών προγραμμάτων σε πολλές χώρες τα τελευταία χρόνια (Πίνακας 2). 

Όλο και σημαντικότερο ποσοστό της αγροτικής παραγωγής στρέφεται στα 

βιοκαύσιμα στα πλαίσια μιας προσπάθειας μείωσης των εισαγωγών πετρελαίου και 

μείωσης της ατμοσφαιρικής ρύπανσης. Περίπου το 9% της αιθανόλης παράγεται 
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συνθετικά, και έτσι το υπόλοιπο 91% της παγκόσμιας παραγωγής της αιθανόλης 

βασίζεται στη ζύμωση (Wheeler et al., 1991). Τέλος, να σημειωθεί ότι το 73% της 

παραχθείσας αιθανόλης παγκοσμίως αντιστοιχεί στην αιθανόλη καυσίμων, το 17% 

στην αιθανόλη ποτοποιϊας και το 10% στη βιομηχανική αιθανόλη.  

Πίνακας 2. Χρήση αιθανόλης ως καύσιμο 

Χώρα Υλικό Ποσοστό αιθανόλης στο 
μίγμα βενζίνης %v/v  

Βραζιλία  Ζαχαροκάλαμο  24  

Ηνωμένες 
Πολιτείες  

Καλαμπόκι  10  

Καναδάς  Καλαμπόκι, σιτάρι, κριθάρι  7.5-10  

Κολομβία  Ζαχαροκάλαμο  10  

Ισπανία  Σιτάρι, κριθάρι  -  

Γαλλία  Ζαχαρότευτλο, σιτάρι, καλαμπόκι  -  

Σουηδία  Σιτάρι  5  

Ινδία  Ζαχαροκάλαμο  5  

Ταϋλάνδη  Ζαχαροκάλαμο, ρύζι  10  
 (Πηγή: Murray et al., 2005; Berg et al., 2004) 

2.1.3.   Λιγνινοκυτταρινούχες πρώτες ύλες 

Υπάρχει μία ποικιλία φυτικών πηγών που μπορούν να παρέχουν τα σάκχαρα για την 

παραγωγή βιοαιθανόλης και κατηγοριοποιούνται με βάση τη σύστασή τους σε: (α) 

σακχαρούχες (όπως σακχαρότευτλο και σακχαροκάλαμο), (β) αμυλούχες (όπως 

σίτος, αραβόσιτος και κριθάρι) και (γ) λιγνινοκυτταρινούχες (Sánchez & Cardona 

2008; Balat et al., 2008; Tomás-Pejó et al., 2008). Στις τελευταίες κατατάσσονται τα 

υπολείμματα της υλοτομίας, της γεωργίας, της βιομηχανίας τροφίμων, τα αστικά 

στερεά λύματα καθώς και οι ενεργειακές καλλιέργειες (Sánchez & Cardona 2008; 

Saxena et al., 2009). Οι ενεργειακές καλλιέργειες (όπως το σόργο) φαίνεται να 

αποτελούν τη μεγαλύτερη, πολλά υποσχόμενη, μελλοντική πηγή βιομάζας για 

παραγωγή βιοκαυσίμων (Tomás-Pejó et al., 2008). 

Επειδή στην παραγωγή βιοαιθανόλης το κόστος των πρώτων υλών αποτελεί 

περισσότερο από το 1/3 του συνολικού κόστους παραγωγής της (Tomás-Pejó et al. 

2008, Kumar et al., 2008; Balat et al. 2008), η χρήση λιγνινοκυτταρινούχων πρώτων 

υλών οι οποίες αποτελούν φθηνό φυσικό πόρο (αποτελούν το 50% της παγκόσμιας 

βιομάζας) μπορεί να αποτελέσει μια σημαντική λύση (Chandel et al., 2007; Cardona 
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& Sánchez 2007; Balat et al., 2008; Kumar et al., 2008; Sánchez & Cardona 2008; 

Tomás-Pejó et al., 2008). Ο βασικός παράγοντας που περιορίζει την εκμετάλλευση 

των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών για παραγωγή βιοαιθανόλης σε βιομηχανική 

κλίμακα είναι ο υψηλός βαθμός πολυπλοκότητας της δομής και επεξεργασίας 

αυτών των υλικών (Cardona & Sánchez 2007; Sánchez & Cardona 2008; Kumar et al., 

2008). 

Τα κύρια συστατικά της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας είναι η κυτταρίνη, η 

ημικυτταρίνη και η λιγνίνη. Η κυτταρίνη είναι ένα γραμμικό ομοπολυμερές από 

μονάδες β-D-γλυκο-πυρανόζης, συνδεδεμένων με β-(1,4)-γλυκοζιτικούς δεσμούς 

και σχηματίζει ινίδια που προσδίδουν αντοχή στο φυτό. Η ημικυτταρίνη είναι ένα 

ετερογενές πολυμερές αποτελούμενο από πεντόζες (D-ξυλόζη, D-αραβινόζη), εξόζες 

(D-μαννόζη, D-γλυκόζη, D-γαλακτόζη) και οξέα σακχάρων. Εκτός από τη διαφορά 

στη σύσταση σε σχέση με την κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη αποτελείται από μικρότερα 

μήκη αλυσίδων με αρκετές διακλαδώσεις. Οι βασικές αλυσίδες της ημικυτταρίνης 

που παρατηρούνται στη φύση είναι κυρίως ξυλάνες ή μαννάνες, ανάλογα με την 

προέλευσή της. Η λιγνίνη είναι ένα διακλαδισμένο, υποκατεστημένο αρωματικό 

πολυμερές στο τοίχωμα των φυτικών κυττάρων και συνδέεται ισχυρά με τα ινίδια 

κυτταρίνης και την ημικυτταρίνη, κυρίως με δεσμούς υδρογόνου αλλά και 

ομοιοπολικούς δεσμούς. Η σύνδεση αυτή της λιγνίνης καθιστά αρκετά ανθεκτικά τα 

λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, εμποδίζοντας σημαντικά τη ενζυμική αποικοδόμησή 

τους (Tomás-Pejó et al., 2008; Kumar et al., 2008; Balat et al., 2008). 

Η σύσταση των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών διαφοροποιείται ανάλογα με τη 

προέλευσης τους. Σε γενικές γραμμές όμως, αποτελούνται κυρίως από κυτταρίνη 

(~45% του ξηρού βάρους), ημικυτταρίνη (~30% ξηρού βάρους) και λιγνίνη (~25% 

ξηρού βάρους) (Zaldivar et al., 2001). 

Πίνακας 3. Σύσταση λιγνινοκυτταρινούχων υλικών (%, ξηρό β/β). 

Πρώτη ύλη Κυτταρίνη Ημικυτταρίνη Λιγνίνη 

Λεύκα [1]  44 22 26 

Πεύκο [3]  44 22 28 

Switch grass [3]  32 25 18 

Φλοιός ρυζιού [2]  36 15 19 

Άχυρο σίτου [1]  30 22 17 
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Άχυρο κριθαριού [2]  40 20 15 

Στέλεχος αραβόσιτου [1]  38 30 23 

Σπάδικας αραβόσιτου [2]  42 39 14 

Βαγάσση σόργου [4]  40 36 4 
(Πηγές: [1] Tomás-Pejó et al. 2008, [2] Chandel et al. 2007, [3] Balat et al. 2008, [4] Dogaris et al. 

2009a) 

2.1.4.  Βαγάσση σόργου 

Tο γλυκό σόργο (Sorghum bicolor (L.) Moench) είναι ένα C4 φυτό με υψηλές 

αποδόσεις βιομάζας και χαμηλές απαιτήσεις σε αζωτούχα λιπάσματα. Το ''γλυκό 

σόργο'' αποτελεί μία από τις καλύτερες επιλογές για την παραγωγή βιοαιθανόλης, 

δεδομένου ότι μπορεί να καλλιεργηθεί και σε μη γόνιμες περιοχές, ενώ δε 

χρειάζεται πολύ νερό, σε αντίθεση με το καλαμπόκι, από το οποίο επίσης 

παράγεται βιοαιθανόλη. Τα πλεονεκτήματα του γλυκού σόργου ως πρώτη ύλη για 

την παραγωγή βιοαιθανόλης είναι η μεγάλη παραγωγή βιομάζας, η υψηλή 

απόδοση ζύμωσης (90%-92%, έναντι 85%-88% για το ζαχαροκάλαμο), η απαίτηση 

χαμηλής ενέργειας, τα λιγότερα απόβλητα μετά την παραγωγή αιθανόλης σε σχέση 

με τα σιτηρά και την ανώτερη ποιότητα (Sakellariou-Makrantonaki et al., 2007; Wu 

et al., 2009; Zhao et al., 2009). Παρόλα αυτά, η παραγωγή βιοαιθανόλης από το 

γλυκό σόργο παραμένει ακόμα σε αρχικό στάδιο, λόγω προβλημάτων στην 

αποθήκευση και την προκατεργασία του υλικού (Wu et al., 2009). 

Η εξαγωγή των σακχάρων από τα στελέχη του γλυκού σόργου οδηγεί σε ένα 

λιγνινοκυτταρινούχο υπόλειμμα, τη βαγάσση σόργου που χρησιμοποιείται ως πηγή 

για παραγωγή βιοκαυσίμων, ως ζωοτροφή, ως οργανικό λίπασμα ή εναλλακτικά 

καίγεται για παροχή άμεσης ενέργειας (Sakellariou-Makrantonaki et al., 2007; Liu & 

Lin, 2009; Zhao et al., 2009; Dogaris et al., 2009). Η κυτταρίνη και η ημικυτταρίνη της 

βαγάσσης σόργου μπορούν να υδρολυθούν για να απελευθερώσουν σάκχαρα για 

την παραγωγή βιοαιθανόλης, ενώ το υπόλειμμα της λιγνίνης και άλλα συστατικά 

μπορούν να καούν για την παραγωγή ενέργειας (Dogaris et al., 2009). 
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2.2. Παραγωγή βιοαιθανόλης  

2.2.1.  Γενικά  

Η συνθετική αιθανόλη παράγεται μέσω της καταλυτικής ενυδάτωσης (hydration) 

του αιθυλενίου, παράγωγου του πετρελαίου, σύμφωνα με την αντίδραση: 

C2H4 + H2Ο  →  C2H5OH 

αιθυλένιο + νερό (ατμός) → αιθανόλη 

Η βιοαιθανόλη μπορεί να παραχθεί από πλήθος υδατανθράκων (με γενικό μοριακό 

τύπο: (CH2O)n). Στην περίπτωση της σακχαρόζης, αυτή αρχικώς υδρολύεται προς 

γλυκόζη και φρουκτόζη, γεγονός το οποίο μπορεί να επιτευχθεί είτε από τους ίδιους 

τους μικροοργανισμούς είτε με την προσθήκη εμπορικών συσκευασμάτων 

ινβερτάσης. 

C12H22Ο11 →  C6H12O6 + C6H12O6 

Σακχαρόζη → γλυκόζη + φρουκτόζη 

Στη συνέχεια, η γλυκόζη και η φρουκτόζη μετατρέπονται σε αιθανόλη. 

C6H12O6 → 2C2H5OΗ + 2CΟ2 

γλυκόζη (φρουκτόζη) → αιθανόλη + διοξείδιο του άνθρακα 

Επίσης, το άμυλο μπορεί να μετατραπεί σε D-γλυκόζη, με τη βοήθεια του ενζύμου 

γλυκοαμυλάση. Μετά την ενζυμική υδρόλυση ακολουθεί η ζύμωση, η απόσταξη και 

η αφυδάτωση με σκοπό την παραγωγή άνυδρης βιοαιθανόλης (Demirbas, 2008). 

2.2.2.  Παραγωγή βιοαιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα 

Η ιδιαίτερα περίπλοκη δοµή των λιγνοκυτταρινούχων υλικών καθιστά πολύ 

δύσκολη την αποικοδόµηση τους από τους µικροοργανισµούς, για αυτό το λόγο 

υπόκεινται σε κάποιες διεργασίες που έχουν σαν στόχο την αποµάκρυνση της (Lee, 

1997). Κατόπιν των σταδίων αυτών λαμβάνει χώρα η ενζυμική υδρόλυση και η 

ζύμωση. Το σημαντικότερο στάδιο της παραγωγής βιοαιθανόλης αποτελεί το 

http://www.biomassenergy.gr/articles/technology/bioethanol/477-paragwgh-bioaithanolhs-biomaza-m1-ethanol-production-biomass-p1#Βιοαιθανόλη
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στάδιο της ενζυμικής επεξεργασίας της κυτταρίνης για την παραγωγή σακχάρων. 

Συνήθως του σταδίου αυτού προηγείται ένα στάδιο προκατεργασίας (Ye Sun, 2002). 

Μέσω της υδρόλυσης διασπώνται οι δεσμοί υδρογόνου των ημικυτταρινών και 

κυτταρινών με αποτέλεσμα τη μετατροπή τους σε σάκχαρα: πεντόζες και εξόζες. 

Αυτά τα σάκχαρα μπορούν στη συνέχεια να υποστούν ζύμωση για την παραγωγή 

βιοαιθανόλης. Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες μέθοδοι υδρόλυσης μπορούν να 

ταξινομηθούν σε δύο βασικές κατηγορίες: στη χημική υδρόλυση (με τη χρήση 

πυκνού ή αραιού οξέος) και στην ενζυμική υδρόλυση. Στη χημική υδρόλυση η 

προκατεργασία και η υδρόλυση μπορούν να υλοποιηθούν από κοινού σε ένα 

στάδιο (Ye Sun, 2002). 

 

 

Διάγραμμα 1: Παραγωγή βιοαιθανόλης (Ye Sun, 2002) 
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Ένα από τα πλεονεκτήματα της βιομετατροπής λιγνινοκυτταρινούχων υλικών είναι 

και η δυνατότητα δημιουργίας ενός βιοδιυλιστηρίου, αξιοποιώντας το σύνολο των 

συστατικών τους για παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας, 

παράλληλα με την παραγωγή βιοαιθανόλης, αυξάνοντας έτσι τη συνολική 

δυνατότητα κέρδους και παραγωγικότητας από τα λιγνινοκυτταρινούχα υλικά (Balat 

et al., 2008).  

2.3. Υδρόλυση της λιγνινοκυτταρίνης  

2.3.1.  Προκατεργασία 

Η λιγνινοκυτταρίνη προστατεύεται από τη συμπαγή και περιοριστική δομή της 

μήτρας της ημικυτταρίνης και της λιγνίνης. Για το λόγο αυτό, και λόγω της στενής 

σύνδεσης της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης με τη λιγνίνη, είναι απαραίτητο να 

λαμβάνει χώρα προκατεργασία της πρώτης ύλης, η οποία και να εξασφαλίζει την 

ελαχιστοποίηση της χημικής καταστροφής των ζυμώσιμων σακχάρων για την 

παραγωγή αιθανόλης σε μεγαλύτερες αποδόσεις. Με την προκατεργασία γίνεται 

δυνατή η διάσπαση της κρυσταλλικής δομής της κυτταρίνης και αυξάνεται το 

πορώδες της λιγνινοκυτταρίνης ώστε να επιτρέπεται η εισχώρηση των ενζύμων στις 

ίνες, με αποτέλεσμα οι υδατάνθρακες να είναι πλέον διαθέσιμοι για τη διεργασία 

της ενζυμικής υδρόλυσης για την παραγωγή μονοσακχαριτών και στη συνέχεια για 

τη ζύμωση αυτών προς αιθανόλη (Chandel et al., 2007; Balat et al., 2008; Sánchez & 

Cardona, 2008; Tomás-Pejó et al., 2008; Kumar et al., 2008). 

Μια αποτελεσματική προκατεργασία πρέπει να διαθέτει τα εξής στοιχεία: (α) να 

οδηγεί σε απελευθέρωση ή να αυξάνει την απόδοση παραγωγής σακχάρων κατά 

την ενζυμική υδρόλυση, (β) να αποφεύγεται η αποικοδόμηση ή απώλεια των 

υδατανθράκων, (γ) να παράγει ελάχιστα ή μηδενικά επίπεδα παραπροϊόντων που 

παρεμποδίζουν την μετέπειτα υδρόλυση και ζύμωση και (δ) να έχει χαμηλές 

απαιτήσεις σε ενέργεια, κεφάλαιο και λειτουργικά έξοδα (Balat et al., 2008; Sánchez 

& Cardona 2008). Η προκατεργασία είναι από τα πιο δαπανηρά στάδια της 

διεργασίας παραγωγής βιοαιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, αποτελώντας 

έως και το 33% του συνολικού κόστους παραγωγής (Chandel et al., 2007; Tomás-

Pejó et al., 2008). 
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2.3.1.1 Μέθοδοι προκατεργασίας  

Τις τελευταίες δεκαετίες έχει αναφερθεί ένα ευρύ φάσμα μεθόδων προκατεργασίας 

οι οποίες διακρίνονται σε τέσσερις κατηγορίες (Galbe & Zacchi, 2007; Sánchez & 

Cardona, 2008; Lee et al., 2008; Tomás-Pejó et al., 2008; Hayes, 2009):  

1. φυσικές (άλεση, κονιορτοποίηση, ακτινοβόληση κτλ),  

2. χημικές (άλκαλι, αραιό οξύ, οξειδωτικές ενώσεις, οργανικοί διαλύτες κτλ),  

3. φυσικοχημικές (προκατεργασία με ατμό, υδροθερμόλυση, υγρή οξείδωση 

κτλ) και  

4. βιολογικές, ή ακόμα και συνδυασμός των παραπάνω. 

Φυσικές προκατεργασίες 

Η φυσική προκατεργασία, δηλαδή η άλεση και ο τεμαχισμός της βιομάζας, 

διευκολύνει την ενζυμική υδρόλυση αυξάνοντας την ενεργή επιφάνεια της 

κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης και μειώνοντας την κρυσταλλικότητα της 

κυτταρίνης (Galbe & Zacchi, 2007; Kumar et al., 2008; Sánchez & Cardona, 2008; 

Tomás-Pejó et al., 2008). Παρόλα αυτά, οι συγκεκριμένες προκατεργασίες είναι 

εξαιρετικά ενεργοβόρες καθιστώντας τις απαγορευτικές για εφαρμογή σε 

βιομηχανική κλίμακα, εκτός αν συνδυαστούν με θέρμανση ή προσθήκη χημικών 

(Galbe & Zacchi, 2007; Tomás-Pejó et al., 2008; Sánchez & Cardona, 2008; Hayes, 

2009). 

Χημικές προκατεργασίες 

Οι χημικές προκατεργασίες χρησιμοποιούν διάφορες χημικές ενώσεις όπως όζον, 

οξέα, αλκάλια, υπεροξείδια και οργανικούς διαλύτες. Τα ανόργανα οξέα όπως 

H2SO4 και HCl χρησιμοποιούνται κατά κανόνα για την προκατεργασία της βιομάζας. 

Η υδρόλυση με αραιό θειικό οξύ (συνήθως κάτω από 4g/100g υλικού) έχει 

εφαρμοστεί επιτυχώς, δεδομένου ότι υδρολύεται η ημικυτταρίνη και βελτιώνεται 

σημαντικά το μετέπειτα στάδιο της ενζυμικής υδρόλυσης (Galbe & Zacchi 2007, 

Chandel et al., 2007; Sánchez & Cardona, 2008; Tomás-Pejó et al., 2008; Balat et al., 

2008; Hayes, 2009). Η χρήση πυκνού οξέος δεν ενδείκνυται, αφενός λόγω του 

υψηλού κόστους και αφετέρου λόγω πρόκλησης σημαντικών λειτουργικών 
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προβλημάτων, όπως διάβρωση των μηχανημάτων (Hamelinck et al., 2005; Sánchez 

& Cardona, 2008). 

Στην αλκαλική προκατεργασία προστίθενται αραιές βάσεις (όπως NaOH ή Ca(OH)2) 

στη βιομάζα, οι οποίες δρουν αυξάνοντας την εσωτερική επιφάνεια του υλικού. 

Αυτό γίνεται κυρίως μέσω διόγκωσης των πόρων του υλικού, μείωσης του βαθμού 

πολυμερισμού και της κρυσταλλικότητας της κυτταρίνης, διάσπασης των δεσμών 

λιγνίνης-υδατανθράκων και τέλος απομάκρυνσης της λιγνίνης (Galbe & Zacchi, 

2007; Sánchez & Cardona, 2008; Tomás-Pejó et al., 2008; Balat et al., 2008; Hayes 

2009). 

Μια άλλη προσέγγιση είναι η χρήση οργανικών διαλυτών ή μιγμάτων νερού και 

οργανικών διαλυτών με προσθήκη ενός ανόργανου οξέος (H2SO4 και HCl), με 

αποτέλεσμα τη διάσπαση των εσωτερικών δεσμών της λιγνίνης και της 

ημικυτταρίνης. Η μέθοδος αυτή αναφέρεται συνήθως ως «organosolv» και έχει 

υψηλό κόστος λόγω της χρήσης οργανικών διαλυτών (Pan et al., 2005; Galbe & 

Zacchi, 2007). 

Φυσικοχημικές προκατεργασίες 

Η φυσικοχημική προκατεργασία περιλαμβάνει μεθόδους που αποτελούν συνδυασμό 

φυσικών και χημικών μεθόδων. Η προκατεργασία με ατμό (steam pretreatment) 

είναι μια από τις πλέον χρησιμοποιούμενες μεθόδους προκατεργασίας 

λιγνινοκυτταρινούχων υλικών (Galbe & Zacchi, 2007; Tomás-Pejó et al., 2008; 

Sánchez & Cardona, 2008; Hayes, 2009). Η μέθοδος αυτή καλείται και «έκρηξη με 

ατμό» (steam explosion), λόγω της απότομης εκτόνωσης της πίεσης οδηγώντας σε 

αποδιάταξη του πλέγματος των ινών των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών. Μελέτες 

υποστηρίζουν επιπλέον ότι προκαλείται όξινη υδρόλυση από τα οργανικά οξέα που 

περιέχονται σε ορισμένα είδη βιομάζας, τα οποία δρουν ως καταλύτες στην 

υδρόλυση της ημικυτταρίνης σε ολιγο- και μονοσακχαρίτες, καθιστώντας την 

κυτταρίνη πιο ευάλωτη στη δράση των ενζύμων. Λόγω της διαφοράς στη σύσταση 

σε οργανικά οξέα, ορισμένα λιγνινοκυτταρινούχα υλικά είναι πιο εύκολο να 

διασπαστούν σε σχέση με άλλα (Galbe & Zacchi, 2007; Hayes 2009). Η 

προκατεργασία με ατμό μπορεί να βελτιωθεί με προσθήκη οξέος, όπως H2SO4 και 



ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΥΔΡΟΘΕΡΜΙΚΗΣ ΠΡΟΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ΒΑΓΑΣΣΗΣ ΓΛΥΚΟΥ ΣΟΡΓΟΥ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΒΙΟΑΙΘΑΝΟΛΗΣ 

 

Α. Μήτση, Απρίλιος 2014   22 
 

SO2, προσομοιάζοντας την υδρόλυση με αραιό οξύ αλλά με πολύ μικρότερο 

ποσοστό υγρασίας (Galbe & Zacchi, 2007; Tomás-Pejó et al., 2008). 

H υδροθερμόλυση (hydrothermolysis, liquid hot-water treatment) είναι μία 

υδροθερμική κατεργασία που δεν απαιτεί ραγδαία αποσυμπίεση και δε 

χρησιμοποιεί κανένα καταλύτη ή χημικό. Πίεση εφαρμόζεται για τη διατήρηση του 

νερού σε υγρή μορφή σε υψηλές θερμοκρασίες (160-240oC) και προκαλεί 

μετατροπές στη δομή του λιγνινοκυτταρινούχο υλικού. Ο στόχος αυτής της 

προκατεργασίας είναι η διαλυτοποίηση της ημικυτταρίνης, η αύξηση της 

προσβασιμότητας της κυτταρίνης και η αποφυγή του σχηματισμού παρεμποδιστών. 

Το μίγμα που προκύπτει μετά την προκατεργασία μπορεί να φιλτραριστεί για την 

ανάκτηση δύο κλασμάτων: α) ένα στερεό κλάσμα πλούσιο σε κυτταρίνη και β) ένα 

υγρό κλάσμα πλούσιο σε σάκχαρα που προέρχονται από την ημικυτταρίνη (κυρίως 

ξυλόζη). Για την αποφυγή του σχηματισμού παρεμποδιστών το pH πρέπει να 

διατηρείται στο 4-7. Η προκατεργασία με θερμό νερό απομακρύνει μέχρι και το 80% 

της ημικυτταρίνης και ενισχύει την ενισχύει την επιδεκτικότητα του υλικού σε 

ένζυμα. Η λιγνίνη αποπολυμερίζεται και διαλυτοποιείται μερικώς κατά την 

προκατεργασία αλλά η απολιγνινοποίηση μόνο με θερμό νερό δεν είναι δυνατή 

εξαιτίας της ανασυμπύκνωσης διαλυτών ενώσεων που προέρχονται από τη λιγνίνη. 

Γενικά, η προκατεργασία με θερμό νερό είναι ελκυστική εξαιτίας του χαμηλού 

κόστους της καθώς δεν απαιτείται καταλύτης και το κόστος κατασκευής και 

συντήρησης είναι χαμηλό εξαιτίας του χαμηλού κινδύνου για διάβρωση. Έχει επίσης 

το μεγάλο πλεονέκτημα της μειωμένης συγκέντρωσης αποικοδομήσιμων προϊόντων 

και αυτό οφείλεται στο γεγονός πως τα διαλυμένα προϊόντα της ημικυτταρίνης και 

της λιγνίνης βρίσκονται σε χαμηλή συγκέντρωση εξαιτίας των υψηλών ποσοτήτων 

νερού που χρησιμοποιούνται. Ωστόσο, αυτή η διεργασία απαιτεί υψηλές ποσότητες 

νερού και περισσότερη ενέργεια από ότι διεργασίες που όπως η προκατεργασία με 

εκτόνωση ατμού (Hayes, 2009). 

Άλλες φυσικοχημικές μέθοδοι περιλαμβάνουν την υγρή οξείδωση (wet oxidation) 

και την «εκτόνωση ίνας με αμμωνία» (Ammonia fiber explosion, AFEX). Στην πρώτη, 

η βιομάζα επεξεργάζεται σε νερό και αέρα ή οξυγόνο, σε θερμοκρασίες άνω των 

120οC, με την προσθήκη ορισμένες φορές κάποιου αλκαλικού καταλύτη. Η μέθοδος 
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αυτή είναι κατάλληλη για υλικά με χαμηλό ποσοστό λιγνίνης (Galbe & Zacchi, 2007). 

Η εκτόνωση ίνας με αμμωνία είναι μια αλκαλική μέθοδος, παρόμοια με την 

κατεργασία με ατμό η οποία όμως γίνεται σε υψηλή πίεση (πάνω από 3 MPa). Κατά 

την προκατεργασία αυτή μόνο ένα μικρό μέρος της βιομάζας διαλυτοποιείται, αλλά 

η δομή του υλικού αλλάζει, διασπώνται οι δεσμοί λιγνίνης-υδατανθράκων, 

αυξάνοντας έτσι την πρόσβαση και υδρόλυση των ενζύμων (Galbe & Zacchi, 2007; 

Balat et al., 2008; Hayes 2009). Παρά τις ενδεχόμενες υψηλές αποδόσεις, η μέθοδος 

AFEX έχει μεγάλο κόστος λόγω της χρήσης αμμωνίας και της ανάκτησής της, αλλά 

και σημαντικά θέματα ασφάλειας (Hayes, 2009). 

    Βιολογικές προκατεργασίες  

Στις βιολογικές προκατεργασίες χρησιμοποιούνται μικροοργανισμοί, όπως οι 

βασιδιομύκητες, που μπορούν να αποικοδομούν την λιγνίνη. Η μέθοδος αυτή 

θεωρείται φιλική προς το περιβάλλον και ενεργειακά οικονομική, καθώς δεν 

απαιτεί υψηλές θερμοκρασίες και χρήση χημικών. Όμως ο ρυθμός κατεργασίας των 

βιολογικών μεθόδων είναι πολύ χαμηλός ώστε να εφαρμοστούν σε βιομηχανική 

κλίμακα και ένα μέρος της πρώτης ύλης χάνεται λόγω της κατανάλωσής του από 

τους μικροοργανισμούς (Galbe & Zacchi, 2007; Kumar et al., 2008; Tomás-Pejó et al., 

2008; Balat et al., 2008; Sánchez & Cardona, 2008). 

2.3.2.  Όξινη υδρόλυση 

Η όξινη υδρόλυση της φυτικής λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας είναι γνωστή από το 

1819. Η όξινη υδρόλυση μπορεί να λάβει χώρα με διάφορα είδη οξέων, 

συμπεριλαμβανομένου του θειώδους, του θειικού, του υδροχλωρικού, του 

υδροφθορικού, του φωσφορικού, του νιτρικού και του μεθανικού οξέος. Τα οξέα 

αυτά χρησιμοποιούνται είτε πυκνά είτε αραιά. Διεργασίες με πυκνά οξέα γίνονται 

σε ήπιες θερμοκρασίες και δίνουν υψηλές αποδόσεις (π.χ. 90% της μέγιστης 

απόδοσης σε γλυκόζη, αλλά οι μεγάλες ποσότητες των χρησιμοποιούμενων οξέων 

δημιουργούν προβλήματα διάβρωσης του εξοπλισμού και η απαίτηση για 

ανακύκλωση του μεγαλύτερου μέρους των οξέων συνεισφέρει με επιπρόσθετη 

κατανάλωση ενέργειας. Αντιθέτως, το κύριο πλεονέκτημα της υδρόλυσης με αραιό 

οξύ είναι η σχετικά χαμηλή κατανάλωση οξέων. Ωστόσο, για την επίτευξη 
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αποδεκτών ρυθμών μετατροπής της κυτταρίνης σε γλυκόζη απαιτούνται υψηλές 

θερμοκρασίες, οι οποίες με τη σειρά τους αυξάνουν το ρυθμό της αποσύνθεσης των 

σακχάρων της ημικυτταρίνης και της διάβρωσης του εξοπλισμού. Η μέγιστη 

απόδοση γλυκόζης επιτυγχάνεται σε υψηλές θερμοκρασίες και μικρούς χρόνους 

παραμονής, αλλά δε ξεπερνάει το 60% της θεωρητικής τιμής. Επίσης, ορισμένα 

προϊόντα της αποδόμησης των σακχάρων παρεμποδίζουν το ακόλουθο στάδιο της 

ζύμωσης (Larsson et al., 1999a; Larsson et al., 1999b). 

2.3.3.  Ενζυμική υδρόλυση 

2.3.3.1. Γενικά 

Η βιοαποικοδόμηση της λιγνινοκυτταρίνης άρχισε να αναπτύσσεται κατά τη 

δεκαετία του 1960. Λαμβάνει χώρα σε χαμηλές θερμοκρασίες με τη χρήση ενζύμων 

ως καταλύτες και παρέχει εξειδικευμένη μετατροπή της κυτταρίνης. Η κυτταρίνη 

είναι ο κύριος πολυσακχαρίτης που απομένει μετά από τις περισσότερες 

προκατεργασίες. Επομένως, θεωρείται ότι έχει τη δυνατότητα επίτευξης 

μεγαλύτερων αποδόσεων και μειωμένου σχηματισμού τοξικών ενώσεων σε σχέση 

με την όξινη υδρόλυση. Η παραγωγή κυτταρινασών είναι κοινή για τους μύκητες. Τα 

ένζυμα αυτά υδρολύουν τους β-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Η δράση των 

κυτταρινασών είναι συνεργιστική, δηλαδή η συνδυασμένη δραστηριότητα των 

ενζύμων είναι μεγαλύτερη από το άθροισμα των δράσεων όλων των ενζύμων 

ξεχωριστά. Τρία είδη ενζύμων δρουν συνεργιστικά για την υδρόλυση της κυτταρίνης 

(Galbe & Zacchi, 2002; Balat et al., 2008; Kumar et al., 2008; Hayes, 2009):  

1. οι ενδο-β-1,4-γλουκανάσες οι οποίες προσβάλλουν εσωτερικά τις άμορφες 

περιοχές της αλυσίδας της κυτταρίνης,  

2. οι κελλοβιοϋδρολάσες ή εξωγλουκανάσες προσβάλλουν τα άκρα του 

πολυμερούς, απελευθερώνοντας κελλοβιόζη 

3. οι β-γλυκοζιδάσες οι οποίες διασπούν την κελλοβιόζη σε δύο μόρια γλυκόζης  

 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω η σχηματιζόμενη κελλοβιόζη διασπάται σε δύο μόρια 

γλυκόζης με τη δράση των β-γλυκοζιδασών. Αυτό είναι σημαντικό για την πορεία 

της υδρόλυσης επειδή η κελλοβιόζη παρεμποδίζει τη δράση πολλών κυτταρινασών. 
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Από την άλλη, η β-γλυκοζιδάσες παρεμποδίζονται από τη γλυκόζη. Έτσι, από τη 

στιγμή που τα ένζυμα παρεμποδίζονται από τα τελικά προϊόντα, ο σχηματισμός 

τους επηρεάζει αρνητικά την υδρόλυση της κυτταρίνης. Δεν είναι δυνατόν να 

βρεθούν μοναδικές βέλτιστες συνθήκες της υδρόλυσης, καθώς αυτές εξαρτώνται 

από παράγοντες όπως η σύσταση σε ξηρή μάζα, το pH, η θερμοκρασία, ο χρόνος 

παραμονής και η πηγή των ενζύμων. Γενικά, μικρότερες συγκεντρώσεις στερεών 

οδηγούν σε υψηλότερες αποδόσεις της υδρόλυσης. Η συγκέντρωση των 

κυτταρινασών έχει μεγάλη επίδραση στη μετατροπή της κυτταρίνης. Τέλος, 

αυξομειώσεις στο χρόνο της υδρόλυσης επηρεάζουν τη βέλτιστη θερμοκρασία, το 

pH και τις υπόλοιπες συνθήκες (Galbe & Zacchi, 2002). 

Για την αποτελεσματική αξιοποίηση των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών απαιτείται η 

αποικοδόμηση τόσο της κυτταρίνης όσο και της ημικυτταρίνης (Galbe & Zacchi, 

2002; Lee et al., 2006). Η ξυλάνη, το βασικό πολυμερές της ημικυτταρίνης, 

υδρολύεται σε ξυλο-ολιγοσακχαρίτες από ενδο-β-1,4-ξυλανάσες και στη συνέχεια οι 

β-ξυλοζιδάσες υδρολύουν τους ξυλο-ολιγοσακχαρίτες (κυρίως την ξυλοβιόζη) σε 

μόρια ξυλόζης. Άλλα ένζυμα που συνεισφέρουν στην αποικοδόμηση της 

ημικυτταρίνης είναι οι α-γλυκουρονιζάσες, οι α-L-αραβινοφουρανοζιδάσες, οι 

ακετυλ-εστεράσες και οι εστεράσες του φερουλικού οξέος. Η αποικοδόμηση των 

γλυκομαννάνων γίνεται από β-μαννανάσες και β-μαννοζιδάσες (Gray et al., 2006; 

Kumar et al., 2008). 

Τα υδρολυτικά ένζυμα βρίσκονται είτε ελεύθερα είτε σε συμπλέγματα. Τα 

συμπλέγματα ενζυμικών συστημάτων είναι γνωστά και ως «cellulosomes» και 

συνήθως υπάρχουν σε αναερόβια βακτήρια και μύκητες, ενώ οι αερόβιοι 

μικροοργανισμοί παράγουν συνήθως ξεχωριστά ένζυμα που εκκρίνονται στο μέσο 

ανάπτυξης (Kumar et al., 2008). 

2.3.3.2. Παραδείγματα μυκήτων που παράγουν εμπορικά ένζυμα 

Οι νηματοειδείς μύκητες είναι η κύρια πηγή εμπορικών κυτταρινασών και 

ημικυτταρινασών (Kumar et al. 2008). Οι μύκητες του γένους Trichoderma είναι από 

τους πιο αποδοτικούς μικροοργανισμούς στην υδρόλυση της κυτταρίνης, ιδιαίτερα 

ο μύκητας Trichoderma reesei που έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως για την παραγωγή 
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εμπορικών κυτταρινασών (Galbe & Zacchi, 2002; Balat et al., 2008; Kumar et al., 

2008). 

Υποψήφιοι μικροοργανισμοί για ενοποιημένες βιοδιεργασίες (CBP) παραγωγής 

βιοαιθανόλης από λιγνινοκυτταρινούχα υλικά είναι ορισμένοι μύκητες όπως 

Fusarium, Neurospora, Monilia, Rhizopus, Aspergillus, και Trichoderma. Οι μύκητες 

αυτοί παράγουν έναν μεγάλο αριθμό από υδρολυτικά ένζυμα και μπορούν να 

μετατρέπουν τα παραγόμενα από την υδρόλυση σάκχαρα σε αιθανόλη (Panagiotou 

et al., 2005; Cardona & Sánchez, 2007; Chandel et al., 2007). 

2.3.3.3. Παράγοντες που επηρεάζουν την ενζυμική υδρόλυση 

Οι κύριοι παράγοντες που επηρεάζουν την ενζυμική υδρόλυση περιλαμβάνουν το 

είδος και τα χαρακτηριστικά του υποστρώματος, την ενεργότητα των ενζύμων και 

τις συνθήκες της αντίδρασης (Sun & Cheng, 2002; Balat et al., 2008). Η μη-

αναστρέψιμη προσρόφηση των ενζύμων στο υπόστρωμα είναι μερικώς υπεύθυνη 

για την σταδιακή απενεργοποίησή τους, το οποίο όμως μπορεί να ελαχιστοποιηθεί 

με την προσθήκη κάποιων επιφανειοδραστικών ουσιών, όπως Tween και 

πολυαιθυλενογλυκόλη (Kristensen & Börjesson, 2007; Balat et al., 2008; Lee et al., 

2008). Τέλος, η δυνατότητα ανακύκλωσης των ενζύμων μπορεί να μειώσει το 

κόστος της υδρόλυσης (Steele et al., 2005; Cardona & Sánchez, 2007; Tu et al., 

2009). 

2.4. Διεργασίες παραγωγής αιθανόλης 

Στη βιβλιογραφία συχνά δηλώνεται ότι μια διαδικασία παραγωγής αιθανόλης 

βασισμένη στη λιγνινοκυτταρίνη απαιτεί έναν οργανισμό που με ζύμωση να μπορεί 

να μετατρέψει ταυτόχρονα πεντόζες και εξόζες σε αιθανόλη (Lachke, 2002; Hahn-

Hägerdal et al., 2007). Η διεργασία της ενζυμικής υδρόλυσης μπορεί να σχεδιαστεί 

με διάφορους τρόπους. Τα βήματα που ακολουθούν την προκατεργασία, δηλαδή η 

ενζυμική υδρόλυση και η ζύμωση των σακχάρων, μπορούν να διεξαχθούν 

ξεχωριστά σε διαφορετικούς αντιδραστήρες (διακριτή υδρόλυση και ζύμωση, SHF) ή 

ταυτόχρονα στον ίδιο αντιδραστήρα (ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση, SSF) 

(Galbe & Zacchi, 2002). Η βέλτιστη θερμοκρασία για την ενζυμική υδρόλυση γίνεται 
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περίπου στους 45-50oC και η ζύμωση στους 30-33oC. Βασικό πλεονέκτημα της 

διεργασίας SHF είναι η ικανότητα εφαρμογής των άριστων συνθηκών και για τις δύο 

διεργασίες. Ωστόσο η διεργασία SHF μειονεκτεί έναντι της SSF καθώς τα σάκχαρα 

που απελευθερώνονται παρεμποδίζουν τα ένζυμα κατά την υδρόλυση ενώ στη 

διεργασία SSF, τα παραγόμενα σάκχαρα καταναλώνονται άμεσα από το 

μικροοργανισμό της ζύμωσης, και αποφεύγεται η παρεμπόδιση της δράσης της β-

γλυκοζιδάσης. Επιπλέον, η ζύμη μπορεί να παρεμποδιστεί από τις υψηλές 

συγκεντρώσεις της γλυκόζης. Επομένως, είναι επίσης ένα πλεονέκτημα για τη 

ζύμωση η προσθήκη της ζύμης προτού η συγκέντρωση της γλυκόζης φτάσει σε 

υψηλά επίπεδα. Αξίζει, εντούτοις, να σημειωθεί ότι η αιθανόλη μπορεί επίσης να 

εμποδίσει τα κυτταρινούχα ένζυμα (Holtzapple et al., 1990; Yourchisin, 2004). Ένα 

ακόμη πλεονέκτημα της διεργασίας SSF σε σύγκριση με την SHF είναι η 

ενσωμάτωση των διεργασιών της υδρόλυσης και της ζύμωσης σε έναν κοινό 

αντιδραστήρα. Η διεργασία γίνεται συμβιβαστικά στους 35oC, αλλά η ανάπτυξη 

ανασυνδυασμένων στελεχών ζύμης αναμένεται να βελτιώσει την απόδοσή της. 

Τέλος, ένα σημαντικό μειονέκτημα της SSF είναι η δυσκολία ανακύκλωσης και 

επαναχρησιμοποίησης της ζύμης γιατί αναμιγνύεται με τα υπολείμματα της λιγνίνης 

(Galbe & Zacchi, 2002). 

Επίσης, μια άλλη μέθοδος είναι η άμεση μικροβιακή μετατροπή (Direct Microbial 

Conversion, DMC ή Consolidated Bioprocessing, CBP). Σ’ αύτη, όλα τα απαραίτητα 

στάδια βιομετατροπής του κυτταρινούχου υλικού σε αιθανόλη,δηλαδή η παραγωγή 

των σακχαρολυτικών ενζύμων (κυτταρινάσες, ημικυτταρινάσες), η υδρόλυση του 

υποστρώματος σε απλούστερα σάκχαρα (πεντόζες και εξόζες) και η ζύμωση αυτών 

των σακχάρων σε αιθανόλη, πραγματοποιούνται σε ένα μόνο στάδιο (Panagiotou et 

al., 2005). 

Η ζύμη Saccharomyces cerevisiae έχει εδραιωθεί στην παραγωγή αιθανόλης από 

σακχαρούχα και αμυλούχα υποστρώματα, εμφανίζει υψηλές αποδόσεις αλλά και 

ανθεκτικότητα στην αιθανόλη, σε παραπροϊόντα της ζύμωσης και σε άλλες 

παρεμποδιστικές ενώσεις που είναι παρούσες σε λιγνινοκυτταρινούχα υλικά (Galbe 

& Zacchi, 2002). Η ζύμη S. cerevisiae μεταβολίζει την γλυκόζη σε αιθανόλη μέσω του 

μονοπατιού Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Ένα διαφορετικό μονοπάτι 
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αφομοίωσης της γλυκόζης είναι το Entner-Doudoroff (ED), που αξιοποιείται 

συνοδευτικά με το EMP από πολλά βακτήρια, όπως του γένους Zymomonas. Τα 

βακτήρια αυτά είναι οι μόνοι μικροοργανισμοί που μεταβολίζουν αναερόβια τη 

γλυκόζη μέσω του ED μονοπατιού, σε αντίθεση με το EMP ή τη γλυκόλυση (Dien et 

al., 2003). Το μονοπάτι ED αποδίδει μόνο το μισό ποσοστό ATP ανά mol γλυκόζης σε 

σχέση με το EMP, με αποτέλεσμα τα βακτήρια Zymomonas να παράγουν λιγότερη 

κυτταρική βιομάζα σε σχέση με τη ζύμη και να διοχετεύουν μεγαλύτερο ποσοστό 

της πηγής άνθρακα προς μεταβολικά προϊόντα. Το βακτήριο Zymomonas mobilis 

είναι ένας άλλος μικροοργανισμός που χρησιμοποιείται στη βιομηχανική παραγωγή 

αιθανόλης, το οποίο έχει υψηλότερες αποδόσεις από τις ζύμες, λόγω της 

παραγωγής λιγότερης βιομάζας, αλλά αναπτύσσεται με πιο αργό ρυθμό (Galbe & 

Zacchi, 2002; Dien et al., 2003).  

Σε αντίθεση με την επεξεργασία των σακχαρούχων και αμυλούχων υποστρωμάτων 

όπου απελευθερώνονται μόνο μονομερή γλυκόζης, η επεξεργασία των 

λιγνινοκυτταρινούχων υποστρωμάτων οδηγεί και σε πεντόζες. Όμως η ζύμη S. 

cerevisiae και το βακτήριο Z. mobilis δε διαθέτουν την ικανότητα μεταβολισμού των 

πεντοζών. Στη φύση, ορισμένα βακτήρια, μύκητες και κάποιες ζύμες έχουν την 

ικανότητα να μεταβολίζουν πεντόζες, αλλά με χαμηλή απόδοση σε αιθανόλη. Η 

χρήση σε μεγάλη κλίμακα ζυμών που μεταβολίζουν πεντόζες παρουσιάζει 

προβλήματα λόγω της ευαισθησίας τους σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης, της 

απαίτησης για συγκεκριμένες συνθήκες αερισμού, την υψηλή ευαισθησία σε 

παρεμποδιστές και την ανικανότητα να ζυμώσουν τις πεντόζες σε χαμηλά pH 

(Agbogbo & Coward-Kelly, 2008; Jeffries et al., 2007). 

2.5. Παραγόμενοι παρεμποδιστές  

Ορισμένες ουσίες που είτε απελευθερώνονται κατά την προκατεργασία, είτε 

προϋπάρχουν στο αρχικό υλικό, όπως το οξικό οξύ, ή σχηματίζονται κατά την 

προκατεργασία, δρουν παρεμποδιστικά για τους μικροοργανισμούς. Οι κυριότερες 

παρεμποδιστικές ενώσεις που ανιχνεύονται στην υγρή φάση μετά την κατεργασία 

είναι η φουρφουράλη ή 2-φουραλεΰδη και η υδροξυμεθυλ-φουρφουράλη ή 5-

υδροξυμεθυλ-2-φουραλεΰδη (HMF), οι οποίες προκύπτουν από την αποικοδόμηση 



ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΥΔΡΟΘΕΡΜΙΚΗΣ ΠΡΟΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ΒΑΓΑΣΣΗΣ ΓΛΥΚΟΥ ΣΟΡΓΟΥ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΒΙΟΑΙΘΑΝΟΛΗΣ 

 

Α. Μήτση, Απρίλιος 2014   29 
 

των πεντοζών και εξοζών, αντίστοιχα. Η φουρφουράλη μπορεί να αντιδράσει 

περαιτέρω παράγοντας μυρμηγκικό οξύ ή πολυμερίζεται. Η υδροξυμεθυλ-

φουρφουράλη μετατρέπεται σε μυρμηγκικό και λεβουλινικό οξύ. Κατά την 

αποικοδόμηση της λιγνίνης παράγονται διάφορες φαινολικές ενώσεις (Galbe & 

Zacchi, 2007; Almeida et al, 2007).  

Η παρουσία φουρφουράλης και HMF ελαττώνει την απόδοση και παραγωγικότητα 

της αιθανόλης, παρεμποδίζει την ανάπτυξη των μικροοργανισμών ή αυξάνει τη 

διάρκεια της λανθάνουσας φάσης ανάπτυξής τους (Brandberg et al., 2004; Almeida 

et al., 2007). Οι φουρφουράλες παρεμποδίζουν ενδοκυτταρικά ένζυμα, όπως την 

αλκοολική αφυδρογονάση, την αλδεϋδική αφυδρογονάση και την πυροσταφυλική 

αφυδρογονάση (Modig et al., 2002), καθώς και δύο σημαντικά ένζυμα του 

μονοπατιού της γλυκόλυσης, την εξωκινάση και την αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (Banerjee et al., 1981). Γενικά, οι μικροοργανισμοί 

μετατρέπουν την φουρφουράλη και την HMF σε λιγότερο δραστικές ενώσεις 

χρησιμοποιώντας NAD(P)H-εξαρτώμενες αντιδράσεις αναγωγής, εξαντλώντας όμως 

τα αποθέματα σε ενέργεια και συμπαράγοντες και οδηγώντας έτσι σε αύξηση της 

λανθάνουσας φάσης, που απαιτείται για την ανάκαμψη των κυττάρων (Almeida et 

al., 2007). 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1. Μικροοργανισμός 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε ξηρή ζύμη αρτοποιίας (Γιώτης). 

3.2. Πρώτες ύλες και χημικά αντιδραστήρια 

Το γλυκό σόργο (Sorghum bicolor L., Moench) που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

διπλωματική εργασία ήταν της ποικιλίας Keller και προμηθεύτηκε από τον 

Καθηγητή του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών, Γεώργιο Σκαράκη. Η βαγάσση 

του γλυκού σόργου (sweet sorghum bagasse) προέκυψε μετά από δύο διαδοχικές 

εκχυλίσεις των σακχάρων του γλυκού σόργου σε 15% w/v υδατικό αιώρημα στους 

50οC για μία ώρα, διήθηση, εκτενή έκπλυση με νερό και τέλος ξήρανση στους 80οC 

μέχρι σταθερού βάρους. Ακολούθησε κοπή της βαγάσσης σε εργαστηριακό μύλο σε 

τελικό μέγεθος σωματιδίων ίσο με 0,50 mm. Η σύσταση του ακατέργαστου υλικού 

σε κυτταρίνη, ημικυτταρίνη και λιγνίνη ήταν ίση με 39,8%, 34,5% και 4% w/w, 

αντιστοίχως. 

Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αναλυτικού βαθμού 

καθαρότητας. Κατά τη διάρκεια των πειραμάτων ενζυμικής υδρόλυσης 

χρησιμοποιήθηκαν τα εμπορικά ενζυμικά σκευάσματα Cellic® CTec2, Celluclast® 

1,5L (κυτταρινάσες από τον μύκητα Trichoderma reesei) και Novozym 188 (β-

γλυκοσιδάση από το μύκητα Aspergillus niger)  της εταιρείας Novozymes (Δανία). 

3.3.  Όργανα 

 Φωτόμετρο, Boeco (Γερμανία) 

 pH-μετρο WTW-537 (Γερμανία) 

 Ηλεκτρονικοί ζυγοί ακριβείας 

 Θερμοστατούμενοι περιστροφικοί αναδευτήρες (Zhicheng 211C, Κίνα) 

 Ξηραντήρες 

 Φούρνος μικροκυμάτων (Microwave digestion equipment, speed-waveTM 

MWS-2, Berghof Instruments GmBH, Γερμανία) 

 Thermomixer (Eppendorf) 
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 Microplate (Molecular devices) 

 Συσκευή υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC-Shimadzu LC-

20AD), με ανιχνευτή δείκτη διάθλασης (RI-Shimadzu RID 10A).  

3.4. Υδροθερμική προκατεργασία της βαγάσσης σόργου 

Για την προκατεργασία της βαγάσσης σόργου χρησιμοποιήθηκε φούρνος 

μικροκυμάτων (Microwave digestion equipment, speedwaveTM MWS-2, Berghof 

Instruments GmBH, Γερμανία). Η συσκευή ήταν εφοδιασμένη με ανιχνευτή 

υπερύθρων για την εξ αποστάσεως μέτρηση της θερμοκρασίας, χωρίς επαφή με το 

δείγμα το οποίο βρισκόταν σε ειδικά φιαλίδια ανθεκτικά σε υψηλή πίεση και 

θερμοκρασία. Η ισχύς του φούρνου μικροκυμάτων ρυθμίστηκε στα 700 W. 

 

Εικόνα 1: Φούρνος μικροκυμάτων (Microwave digestion equipment, speedwaveTM MWS-2, 

Berghof Instruments GmBH, Γερμανία). 

 

Μελετήθηκαν ένα πλήθος από διαφορετικές συνθήκες λειτουργίας, όπου ο χρόνος 

κατεργασίας κυμάνθηκε μεταξύ 9 και 51 λεπτών και η θερμοκρασία ρυθμίστηκε σε 

τιμές μεταξύ 170 και 240οC. Για τη σύγκριση με τη βιβλιογραφία, ο συνδυασμός των 

παραπάνω παραγόντων εκφράστηκε με το δείκτη έντασης (severity factor) R0 

(Overend & Chornet, 1989), ο οποίος υπολογίζεται σύμφωνα με την ακόλουθη 

εξίσωση: 
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όπου t, ο χρόνος κατεργασίας (min) και T, η θερμοκρασία (°C). 

Η διαδικασία της προκατεργασίας πραγματοποιήθηκε σε συγκέντρωση στερεών ίση 

με 10% w/v σε αραιό διάλυμα οξικού οξέος (0,3% v/v). Πριν τη διαδικασία 

προκατεργασίας, το εναιώρημα της βαγάσσης παρέμενε για μια ώρα στους 80oC. Σε 

κάθε δείγμα προκατεργασμένης βαγάσσης σόργου διαχωρίστηκε η υγρή από τη 

στερεή φάση με διήθηση υπό κενό σε προζυγισμένο διηθητικό χαρτί και ξηράθηκε 

μέχρι σταθερού βάρους στους 80οC. Στη στερεή φάση έγινε εκτίμηση της σύστασής 

της σε κυτταρίνη και ημικυτταρίνη σύμφωνα με τη μέθοδο του NREL (§3.8) και 

πραγματοποιήθηκαν τα επακόλουθα πειράματα υδρόλυσης. 

3.5. Υδρόλυση βαγάσσης σόργου 

Για την υδρόλυση της βαγάσσης σόργου χρησιμοποιήθηκαν τα εμπορικα ενζυμικά 

σκεύασματα Cellic® CTec2 και το μείγμα Celluclast® 1.5L και Novozym 188 σε 

αναλογίες 5:1 v/v, ενώ οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε thermomixer 

(Eppendorf). Σε κάθε περίπτωση o όγκος της αντίδρασης ήταν 1.5 mL, ενώ η 

συγκέντρωση στερεών ήταν 3% w/v. Το ενζυμικό σκεύασμα αραιώνονταν 

κατάλληλα με ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών/φωσφορικών 50 mM με pH=5.0 ώστε η 

τελική ενεργότητα ολικής κυτταρινάσης να είναι ίση με 10 FPU/g βαγάσσης σόργου. 

Η θερμοκρασία της υδρόλυσης ήταν 50οC και σε κάθε μίγμα προστέθηκε αζίδιο του 

νατρίου (τελικής συγκέντρωσης 0.01% w/v) με σκοπό την αποτροπή μικροβιακής 

μόλυνσης. Σε τακτά χρονικά διαστήματα λαμβάνονταν δείγματα προκειμένου να 

μετρηθούν τα αναγωγικά σάκχαρα και η γλυκόζη μέσω ενζυμικού σκευάσματος 

(BIOSIS). Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν εις διπλούν. 
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Εικόνα 2: Thermomixer (Eppendorf) για τη διεξαγωγή της ενζυμικής υδρόλυσης. 

3.6. Μέτρηση αναγωγικών σακχάρων με τη μέθοδο DNS 

Η απελευθέρωση των αναγωγικών σακχάρων προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του 

3,5-δινιτροσακυλικού οξέως (DNS) (Miller, 1959). Σύμφωνα με τη μέθοδο του 

δινιτροσαλικυλικού οξέος, σε 250 μl δείγματος προστίθενται 250 μl διαλύματος DNS 

και πραγματοποιείται βρασμός για 5 min. Ακολουθεί προσθήκη 2 ml απιονισμένου 

νερού και φωτομέτρηση στα 540 nm. Τα αναγωγικά σάκχαρα εκφράστηκαν μέσω 

καμπύλης αναφοράς σε ισοδύναμα γλυκόζης. 

 
Εικόνα 3: Φασματόμετρο για τη μέτρηση αναγωγικών σακχάρων. 
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3.7. Μέτρηση γλυκόζης 

Ο υπολογισμός της γλυκόζης που απελευθερώνονταν πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση του εμπορικού kit της Biosis. Ο προσδιορισμός πραγματοποιήθηκε ενζυμικά 

με το σύστημα ενζύμων GOD/PAP (Glucose oxidase-peroxidase). Σύμφωνα με τη 

μέθοδο, 200 μl από το kit γινόταν προσθήκη 10 μl από το αραιωμένο ένζυμα. Αυτά 

τοποθετούνταν σε μια πλάκα 96-well ELISA microplate, η οποία επωαζόταν για 

15min σε θερμοκρασία 37οC και η απορρόφηση μετρούνταν στα 510 nm. 

3.8. Ανάλυση στερεού υπολείμματος – Μέθοδος NREL 

Η ανάλυση του στερεού υπολείμματος της προκατεργασίας σε κυτταρίνη και 

ημικυτταρίνη έγινε σύμφωνα με τη μέθοδο NREL (Sluiter, 2005). Συνοπτικά, 

περιλάμβανε την όξινη υδρόλυση 300 mg από ξηρό δείγμα με 3 mL διαλύματος 72% 

w/w θειικού οξέος για 60 λεπτά στους 30οC, έπειτα αραίωση με 84 mL απιονισμένο 

νερό και επώαση σε κλίβανο αποστείρωσης στους 121οC για 60 λεπτά. Μετά από 

εξουδετέρωση με CaCO3, τα διαλύματα αφέθηκε ώστε να διαχωριστούν τα στερεά 

από την υγρή φάση και ακολούθησε προσδιορισμός των σακχάρων στην υγρή 

φάση. 

3.9. Μέτρηση ενεργότητας ενζύμων 

Η ενεργότητα των ενζυμικών σκευασμάτων εκφράστηκε με την ολική 

κυτταρινολυτική ενεργότητα (Filter Paper Activity) και εκφράστηκε ως Filter Paper 

Unit/mL (FPU/mL) (Ghose, 1987). Πιο συγκεκριμένα, ως υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε χαρτί Whatman No 1, διαστάσεων 6x1 cm. Οι αντιδράσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε epperdorf. 

3.10. Αναλύσεις για τον προσδιορισμό αιθανόλης και σακχάρων  

Ο προσδιορισμός της αιθανόλης καθώς και των σακχάρων κατά τη διαδικασία της 

ανάλυσης στερεού πραγματοποιήθηκε σε συσκευή υγρής χρωματογραφίας υψηλής 

απόδοσης (HPLC, Shimadzu LC-20AD) με τη χρήση ανιχνευτή δείκτη διάθλασης (RI, 

Shimadzu RID 10A). Κατά τη διαδικασία προσδιορισμού της αιθανόλης 

χρησιμοποιήθηκε η στήλη Aminex HPX-87H (Bio-Rad), με κινητή φάση 5 mM H2SO4, 
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ροή 0,6 ml/min και θερμοκρασία 40οC, ενώ κατά τον προσδιορισμό των σακχάρων 

χρησιμοποιήθηκε στήλη Aminex HPX-87P (Bio-Rad), με κινητή φάση νερό millique, 

ροή 0,6 ml/min και θερμοκρασία 70οC. Και στις δύο περιπτώσεις ο όγκος του 

δείγματος ήταν 50 μL, ενώ η διάρκεια της ανάλυσης ήταν 30 και 35 λεπτά, 

αντιστοίχως. 

3.11. RSM 

Στον τομέα της στατιστικής, η μεθοδολογία επιφάνειας απόκρισης (RSM), διερευνά 

τις σχέσεις μεταξύ των διαφόρων ερμηνευτικών μεταβλητών και μία ή 

περισσότερες μεταβλητές απόκρισης. Η μέθοδος εισήχθη από τους Box και Wilson 

(1951). Η RSM βασίζεται στη χρήση μιας ακολουθίας σχεδιασμένων πειραμάτων για 

τη λήψη της βέλτιστης απόκρισης. Οι Box και Wilson (1951), έχουν προτείνει τη 

χρήση ενός πολυωνύμου δευτέρου βαθμού πάνω στο οποίο βασίζεται η 

μοντελοποίηση. Αναγνωρίζουν ότι το μοντέλο αυτό είναι μόνο μια προσέγγιση, 

αλλά το χρησιμοποιούν, διότι ένα τέτοιο μοντέλο είναι εύκολο να εκτιμηθεί και να 

εφαρμοστεί, ακόμη και σε περιπτώσεις με μικρό αριθμό δεδομένων να είναι 

διαθέσιμα. 

3.12. Σακχαροποίηση προκατεργασμένης βαγάσσης 

Αφού πραγματοποιήθηκε βελτιστοποίηση των συνθηκών προκατεργασίας, οι 

βέλτιστες συνθήκες προκατεργασίας χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή 

ποσότητας προκατεργασμένης βαγάσσης σόργου που θα χρησιμοποιηθεί για 

υδρόλυση σε υψηλή συγκέντρωση στερεών και ακόλουθη ζύμωση σε αιθανόλη. Η 

αρχική συγκέντρωση στερεών σε αυτήν την περίπτωση ήταν ίση με 18% w/v ενώ η 

ενζυμική ενεργότητα που εφαρμόστηκε ήταν ίση με 10 FPU/g στερεού από το 

ενζυμικό σκεύασμα Cellic® CTec2. Η σακχαροποίηση πραγματοποιήθηκε σε ένα 

θάλαμο σακχαροποίησης που σχεδιάστηκε από το εργαστήριο Βιοτεχνολογίας του 

ΕΜΠ και αποτελούνταν από δύο κάθετους κυλινδρικούς θαλάμους πλάτους 6cm και 

διαμέτρου 25 cm. Η ανάμιξη του υλικού πραγματοποιούνταν με την βοήθεια ενός 

μοτέρ ισχύος 0,37 KW. Η φορά που πραγματοποιούνταν η ανάμιξη είχε 

προγραμματιστεί να αλλάζει από αριστερόστροφη σε δεξιόστροφη ανά λεπτό. 
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Τέλος, η θερμοκρασία διατηρούνταν στους 50οC  με την βοήθεια ενός εξωτερικού 

μανδύα λαδιού. Η διάρκεια της ρευστοποίησης ορίστηκε σε 12 και 24 ώρες. 

 
Εικόνα 4: Θάλαμος σακχαροποίησης που σχεδιάστηκε από το εργαστήριο Βιοτεχνολογίας 

του ΕΜΠ 

 

3.13. Ζύμωση 

Αφού πραγματοποιήθηκε η ρευστοποίηση (είτε 12, είτε 24 ώρες) το 

ρευστοποιημένο υλικό χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή αιθανόλης με τη χρήση 

ξηρής ζύμης αρτοποιίας. Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν κωνικές φιάλες 

erlenmeyer των 100 mL, όπου προστέθηκαν 25 g υλικού. Η ζύμωση 

πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη ξηρής ζύμης ίση με 15 mg/g στερεού στους 30 

οC και 80 rpm. Για να ελεγχθεί η επίδραση που έχει η επιπλέον προσθήκη φρέσκου 

ενζυμικού διαλύματος, πραγματοποιήθηκαν δύο επιπλέον σειρές ζυμώσεων, όπου 

στην αρχή της ζύμωσης προστέθηκε ποσότητα ενζυμικού διαλύματος ίση με 10 

FPU/g στερεού.  
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Εικόνα 5: Κλίβανος όπου πραγματοποιήθηκε η ζύμωση σε θερμοκρασία 30 οC και 80 rpm. 

Για να μελετηθεί η επίδραση που ασκεί το ξεχωριστό στάδιο σακχαροποίησης, 

πραγματοποιήθηκε μια ακόμα σειρά πειραμάτων, όπου δεν πραγματοποιήθηκε 

ξεχωριστή σακχαροποίηση και η παραγωγή αιθανόλης πραγματοποιήθηκε με 

διεργασία ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης (Simultaneous 

Saccharification and Fermentation - SSF). Πιο συγκεκριμένα, τόσο η προσθήκη 

ενζύμων όσο και ζύμης πραγματοποιήθηκε την ίδια χρονική στιγμή και ακολούθησε 

επώαση στους 30 oC.  

Τέλος, πραγματοποιήθηκε και μια σειρά πειραμάτων όπου χρησιμοποιήθηκε μη 

προκατεργασμένη βαγάσση, για να μελετηθεί η ικανότητα υδρόλυσης και ζύμωσης 

της. Η σακχαροποίηση πραγματοποιήθηκε σε φιάλες Erlenmeyer των 100 mL με την 

προσθήκη 25 g υλικού. Μετά το πέρας της σακχαροποίησης, το υλικό ψυχόταν 

στους 30 oC και γινόταν προσθήκη της ζύμης και επακόλουθη ζύμωση. Η διάρκεια 

της σακχαροποίησης καθώς και η προσθήκη ενζύμου ήταν η ίδια με την περίπτωση 

της προκατεργασμένης βαγάσσης. 

Κατά τακτά χρονικά διαστήματα πραγματοποιούνταν δειγματοληψία και 

ακολουθούσε φυγοκέντρηση και προσδιορισμός της αιθανόλης. Αξίζει να σημειωθεί 

ότι στην περίπτωση της μη προκατεργασμένης βαγάσσης, δεν πραγματοποιήθηκε 

ρευστοποίηση του υλικού, οπότε πριν τον προσδιορισμό της αιθανόλης, 

προστέθηκε γνωστή ποσότητα νερού, ούτως ώστε να μπορέσει να παραληφθεί η 

αιθανόλη. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1. Προκατεργασία της βαγάσσης σόργου 

Το στάδιο της προκατεργασίας έχει ως σκοπό να μεταβάλλει τη δομή των 

λιγνινοκυτταρινούχων υλικών και να απομακρύνει συστατικά που εμποδίζουν την 

υδρόλυση, ώστε να βελτιωθεί ο ρυθμός της ενζυμικής υδρόλυσης και να αυξηθεί η 

απελευθέρωση ζυμώσιμων σακχάρων από την κυτταρίνη ή ημικυτταρίνη. 

Για την προκατεργασία των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών έχουν χρησιμοποιηθεί 

διάφορες φυσικές, φυσικο-χημικές, χημικές και βιολογικές μέθοδοι. Από τις φυσικο-

χημικές προκατεργασίες, η υδροθερμική προκατεργασία έχει εφαρμοστεί εκτενώς 

εδώ. Το κύριο πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου είναι η απουσία χημικών ουσιών, 

εκτός του νερού, καθιστώντας έτσι όλη τη διεργασία φιλική προς το περιβάλλον. 

Επιπλέον, η ημικυτταρίνη διασπάται στα δομικά της σάκχαρα με καλές αποδόσεις 

και μειωμένο σχηματισμό παραπροϊόντων. Το αποτέλεσμα είναι ένα διάλυμα από 

ολιγομερή και μονομερή σακχάρων, τα οποία μπορούν να αξιοποιηθούν σε 

διάφορες διεργασίες, όπως στην παραγωγή βιοαιθανόλης. 

Για την προκατεργασία της βαγάσσης σόργου χρησιμοποιήθηκε ειδικός φούρνος 

μικροκυμάτων με δυνατότητα ελέγχου και διατήρησης σταθερής θερμοκρασίας 

κατεργασίας. Αξιοποιώντας την ενέργεια των μικροκυμάτων για την ταχεία 

θέρμανση του υλικού παρουσία νερού, η βαγάσση σόργου επεξεργάστηκε με ένα 

πλήθος συνδυασμών θερμοκρασιών και χρόνου κατεργασίας. Για την εκτίμηση του 

συνδυασμένου αποτελέσματος των δύο μεταβλητών (θερμοκρασία, χρόνος), 

δηλαδή της έντασης της κατεργασίας, χρησιμοποιήθηκε ο «παράγοντας έντασης» 

Ro (severity factor), όπως υπολογίστηκε από την εξίσωση 1 (Μέθοδοι & Υλικά). 

Πίνακας 6. Συνθήκες υδροθερμικής προκατεργασίας της βαγάσσης σόργου. 

Θερμοκρασία  Χρόνος (min)  Severity factor 

180  15  3.53 

220 15 4.71 

180  45 4.01 

220  45  5.19 

200  30  4.42 

200  30  4.42 
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170  30  3.54 

230  30  5.30 

200  9  3.90 

200  51  4.65 

200  30  4.42 

 

Η ανάλυση της σύστασης του στερεού υπολείμματος μετά την υδροθερμική 

προκατεργασία (Πίνακας 7) έδειξε ότι το ποσοστό αποπολυμερισμού της κυτταρίνης 

ήταν σχετικά χαμηλό, ενώ παρατηρήθηκε εκτενής υδρόλυση της ημικυτταρίνης, ενώ 

στις πιο έντονες συνθήκες κατεργασίας (230 oC, 30 min, logR0=5.30) δεν ανιχνεύτηκε 

καθόλου ημικυτταρίνη στο στερεό. Η υδρόλυση της ημικυτταρίνης είχε ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση ενός μεγάλου ποσοστού ξυλο-ολιγοσακχαριτών 

στην υγρή φάση μετά από την υδροθερμική κατεργασία. 

Πίνακας 7. Σύσταση του στερεού υπολείμματος μετά την υδροθερμική προκατεργασία της 

βαγάσσης σόργου. 

Run Severity factor Κυτταρίνη (% w/w) Ημικυτταρίνη (%w/w) 

1 3.53 44.6 20.9 

2 4.71 63.2 3.5 

3 4.01 57.9 15.2 

4 5.19 60.9 2.0 

5 4.42 55.8 15.6 

6 4.42 57.3 13.3 

7 3.54 46.5 18.3 

8 5.30 66.8 n.d. 

9 3.90 52.6 12.4 

10 4.65 59.3 9.8 

11 4.42 55.4 14.5 
         n.d.=not detected 

Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι σε πιο «σκληρές» συνθήκες 

προκατεργασίας, η συγκέντρωση της κυτταρίνης στο υλικό είναι σημαντικά υψηλή. 

Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό, καθώς κατά την παραγωγή αιθανόλης, η υψηλή 

συγκέντρωση κυτταρίνης μπορεί να οδηγήσει σε υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης, 

έχοντας ως επακόλουθο την υψηλή παραγωγή αιθανόλης. Στην βιβλιογραφία έχουν 

αναφερθεί κατεργασίες οι οποίες μπορούν να οδηγήσουν σε παρόμοια 

αποτελέσματα όσον αφορά την συγκέντρωση της κυτταρίνης στο υλικό. Για 

παράδειγμα οι Romani et al. (2010), χρησιμοποιώντας δείγματα ξύλου Eucalyptus 

globulus μετά από 24 ώρες υδρόλυσης προσδιόρισαν το ποσοστό κυτταρίνης σε 
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διάφορες θερμοκρασίες. Τα αποτελέσματα της μελέτης τους παρατίθενται στον 

Πίνακα 8. 

Πίνακας 8. Παραγωγή κυτταρίνης σε διάφορες θερμοκρασίες στη μελέτη των Romani et al. 

(2010). 

Θερμοκρασία (0C) Κυτταρίνη (% w/w) 

195 25 

205 44 

220 75 

240 89 

250 100 

 

Σε άλλη μελέτη οι Martin et al. (2007) χρησιμοποίησαν βαγάσση με προεπεξεργασία 

στους 195 οC και για χρόνο 15 min σε αλκαλικές τιμές pΗ και προσδιόρισαν το 

ποσοστό κυτταρίνης σε 70% w/w. Τέλος, οι Moreno et al. (2013) χρησιμοποιώντας 

πολτοποιημένο άχυρο σίτου με συνολική περιεκτικότητα στερεών ίση με 22.61% 

w/v στους 220 οC, σε χρόνο 2.5 min και με τιμή R0 ίση με 3.93 προσδιόρισαν το 

ποσοστό κυτταρίνης στο 63% w/w. 

4.2. Η μεθοδολογία επιφάνειας απόκρισης (RSM) 

Πραγματοποιήθηκε προσπάθεια δημιουργίας ενός δευτεροβάθμιου μοντέλου στο 

οποίο προσαρμόστηκαν τα αποτελέσματα των πειραματισμών με βάση την εξίσωση  

2 2

0 1 1 2 2 3 1 4 2 5 1 2Eh a a x a x a x a x a x x               (2) 

Η αποτελεσματικότητα της ενζυμικής υδρόλυσης (Eh) υπολογίζεται από την 

παρακάτω εξίσωση (Vasquez et al., 2006): 

 
s

o

C
Eh

F CPn WSR 


 
     (3) 

όπου: 

Eh, το ποσοστό υδρόλυσης της αρχικής κυτταρίνης που εμφανιζόταν στην πρώτη 

ύλη,  

Cs, η συγκέντρωση των σακχάρων που απελευθερώνονται κατά την υδρόλυση (g/L),  

F, ο στοιχειομετρικός παράγοντας κατά την ενυδάτωση των μορίων κατά τη 

διάρκεια της υδρόλυσης (Fπεντόζες = 1.136 and Fεξόζες = 1.111),  
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CPno, εκφράζει τη σύνθεση της πρώτης ύλης του πολυσακχαρίτη Pn (g of Pn/g 

πρώτης ύλης, σε ξηρή βάση),  

WSR, είναι ο λόγος υγρού προς στερεό (g νερού/g πρώτης ύλης),  

ρ, η πυκνότητα των προϊόντων υδρόλυσης (1025 g/L), 

α0, σταθερά του μοντέλου, 

χ1 και χ2 οι ανεξάρτητες μεταβλητές, 

α1 και α2 οι συντελεστές των γραμμικών όρων,  

α3 και α4 οι συντελεστές των τετραγωνικών όρων και  

α5 ο συντελεστής αλληλεπίδρασης των δύο όρων. 

Για τον υπολογισμό της υδρόλυσης χρησιμοποιήθηκε μόνο η απελευθερωμένη 

γλυκόζη (Πίνακας 4) και κατ’ επέκταση η υδρόλυση της κυτταρίνης, μιας και η χρήση 

της ζύμης S. cerevisiae κατά τη διάρκεια της ζύμωσης καθιστά τη χρήση άλλων 

σακχάρων αδύνατη. Για τον υπολογισμό της υδρόλυσης χρησιμοποιήθηκαν οι τιμές 

της γλυκόζης μετά από 8 ώρες επώασης, ούτως ώστε να χρησιμοποιηθούν τιμές που 

προέκυψαν μετά από σύντομο χρονικό διάστημα υδρόλυσης, καθώς οι εκτενείς 

χρόνοι υδρόλυσης αυξάνουν το συνολικό κόστος της διεργασίας. 

Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν οι 11 συνθήκες που προέκυψαν από τον παραγοντικό 

σχεδιασμό ωστόσο παρατηρήθηκε πως το μοντέλο συνέκλινε προς μία κατεύθυνση 

χωρίς εν τούτης να παρατηρείται μέγιστη τιμή. Για να επιβεβαιωθεί ότι όντως η 

μέγιστη τιμή βρισκόταν σε αυτήν την κατεύθυνση, μια επιπλέον δοκιμή (Run 12) 

συμπεριλήφθηκε στον πειραματικό σχεδιασμό. Αυτή η συνθήκη πραγματοποιήθηκε 

σε πιο ακραίες συνθήκες.  

Πίνακας 4. Παραγωγή γλυκόζης στις 8 ώρες. 

Run Γλυκόζη (mg/ml) 

1 2.1422 

2 3.8517 

3 2.5043 

4 5.2992 

5 4.1358 

6 4.2605 

7 2.3519 

8 6.9462 

9 2.3122 
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10 3.1302 

11 4.0733 
 

Η προσαρμογή των δεδομένων της % υδρόλυσης της κυτταρίνης (Πίνακας 4) στο 

δευτεροβάθμιο μοντέλο (Εξ. 2) οδήγησε στην Εξίσωση 4. 

2 2

1 2 1 2 1 2165.9296 1.5420 0.9744 0.0035 0.0212 0.0018Eh x x x x x x              (4) 

όπου, 

X1 η θερμοκρασία προκατεργασίας (oC) και  

X2 ο χρόνος προκατεργασίας (min) 

 

Οι τιμές p και R2 προσδιορίστηκαν ίσες με 0.026 και 0.83 επιβεβαιώνοντας έτσι την 

ικανοποιητική προσομοίωση που επιτεύχθηκε με το συγκεκριμένο μοντέλο. Στον 

Πίνακα 5, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του μοντέλου σε κάθε συνθήκη. 

Πίνακας 5. Μεταβλητές της διαδικασίας που χρησιμοποιήθηκαν κατά τον κεντρικό 

σχεδιασμό του μοντέλου, παρουσιάζοντας τους συνδυασμούς επεξεργασίας και τις μέσες 

πειραματικές αποκρίσεις. 

Treatment Coding setting level 
(X1= Temperature, 

X2=duration) 

Actual level 
(X1= Temperature, 

X2=duration) 

Ενζυμική υδρόλυση  (% 
cellulose) 

 Χ1 Χ2 Χ1 Χ2 Παρατηρο
ύμενο 

Προβλεπό
μενο 

1 -1 -1 180 15 14.1 12.8 

2 1 -1 220 15 17.9 19.5 

3 -1 1 180 45 12.7 13.4 

4 1 1 220 45 25.5 22.2 

5 0 0 200 30 21.7 23.2 

6 0 0 200 30 21.8 23.2 

7 -1.414 0 170 30 14.8 14.2 

8 1.414 0 230 30 30.4 25.9 

9 0 -1.414 200 9 12.9 12.7 

10 0 1.414 200 51 15.4 14.9 

11 0 0 200 30 21.5 23.2 

12 2 1 240 45 19.0 22.4 
 

Η μεταξύ τους σχέση διερευνήθηκε περαιτέρω χρησιμοποιώντας την τρισδιάστατη 

απεικόνιση και τις ισοϋψείς καμπύλες (Διάγραμμα 2Α και 2Β, αντίστοιχα). Στο 

διάγραμμα 2 φαίνεται η σχέση της εξαρτημένης μεταβλητής (αποτελεσματικότητα 
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της ενζυμικής υδρόλυσης) και των ανεξάρτητων μεταβλητών (θερμοκρασία και 

χρόνος προκατεργασίας). Παρατηρείται ότι η διεργασία παρουσιάζει μέγιστο, το 

οποίο μετά από επίλυση της εξίσωσης 3, βρίσκεται στο ζεύγος τιμών 229οC και 33,8 

λεπτά με μέγιστη προβλεπόμενη υδρόλυση ίση με 26,3%. Παρατηρείται ότι το 

ζεύγος των τιμών αυτών είναι σχεδόν ίδιο με το ζεύγος των τιμών της δοκιμής 8, 

όπου παρόλο που το μοντέλο προβλέπει σε πολύ καλό βαθμό τα αποτελέσματα των 

υδρολύσεων στις περισσότερες συνθήκες, στη συγκεκριμένη συνθηκών εμφανίζεται 

ελαφρώς υποβαθμισμένο. Η συγκεκριμένη συνθήκη παρουσιάζει ενδιαφέρον, 

καθώς η συγκέντρωση κυτταρίνης είναι υψηλή (66,8% w/w), ενώ η υδρόλυσή της 

μετά από 8 ώρες επώασης ανήλθε στο 30,4 %. Το γεγονός αυτό είναι ενθαρρυντικό 

για εφαρμογή αυτής της προκατεργασίας σε διεργασίες SHF και SSF καθώς μπορεί 

να επιτευχθούν υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης και ακολούθως αιθανόλης. 

 

 

Διάγραμμα 2: Σχέση της εξαρτημένης μεταβλητής (αποτελεσματικότητα της ενζυμικής 

υδρόλυσης) και των ανεξάρτητων μεταβλητών (θερμοκρασία και χρόνος προκατεργασίας) 

με α) Τρισδιάστατη απεικόνιση και β) ισοϋψείς καμπύλες. 

 

4.3. Ενζυμική υδρόλυση 

Σε κάθε συνθήκη πραγματοποιήθηκε ενζυμική υδρόλυση με 3% w/v στερεά και 

λαμβάναμε δείγμα ανά τακτά χρονικά διαστήματα έως το πέρας 32 ωρών. Στη 

συνέχεια  μετρήθηκε το DNS, δηλαδή η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων και η 
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συγκέντρωση γλυκόζης. Παρακάτω παρουσιάζονται τα διαγράμματα για κάθε 

συνθήκη. 

Run 1 (180 οC, 15min) 

 

Διάγραμμα 3: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 4: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Για τη συνθήκη αυτή παρατηρούμε ότι η παραγωγή αναγωγικών σακχάρων και 

γλυκόζης δεν είναι σε μεγάλη ποσότητα όμως αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου. 

Επίσης, και στα δύο διαγράμματα παράγεται μεγαλύτερη ποσότητα γλυκόζης και 

αναγωγικών σακχάρων κατά την παρουσία του ενζύμου Cellic. Στο Διάγραμμα 3 η 

μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο 

Celluclast είναι στις 6 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 4 η μεγαλύτερη διαφορά 
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παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast  είναι στις 24 και 32 

ώρες. 

Run 2 (220 οC, 15min) 

 

Διάγραμμα 5: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 6: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Για αυτή τη συνθήκη παρατηρούμε ότι μέχρι τις 8 πρώτες ώρες η παραγωγή 

αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης και για τα δύο ένζυμα είναι σχεδόν ίδια, όμως 

μετά τις 8 ώρες το Cellic παράγει μεγαλύτερη ποσότητα και στις δύο περιπτώσεις. 

Στο Διάγραμμα 5 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων 

ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 32 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 6 η 

μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast 

είναι στις 24 ώρες. 
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Run 3 (180 οC, 45min) 

 

Διάγραμμα 7: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

 

Διάγραμμα 8: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Για αύτη τη συνθήκη παρατηρούμε ότι και στα δύο διαγράμματα η παραγωγή 

αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το ένζυμο Cellic και 

φαίνεται πιο έντονα μετά τις 8 ώρες. Στο Διάγραμμα 7 η μεγαλύτερη διαφορά 

παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 

24 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 8 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης 

ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 24 ώρες. 

Run 4 (220 οC, 45min) 
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Διάγραμμα 9: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 10: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή παρατηρούμε ότι και στα δύο διαγράμματα μεγαλύτερη είναι η 

παραγωγή αναγωγικών σακχάρων και γλύκοζης για το ένζυμο Cellic και επίσης πως 

η παραγωγή τους αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου. Στο Διάγραμμα 9 η 

μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο 

Celluclast είναι στις 32 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 10 η μεγαλύτερη διαφορά 

παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 32 ώρες. 

Run 5 (200 οC, 30min) 
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Διάγραμμα 11: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

 

Διάγραμμα 12: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή στο Διάγραμμα 11 μάλλον είναι πιθανή η ύπαρξη σφάλματος 

στην πειραματική διαδικασία καθώς η παραγωγή αναγωγικών σακχάρων με το 

ένζυμο Celluclast είναι μεγαλύτερη από το ένζυμο Cellic κατά τις 6 πρώτες ώρες, 

ενώ όπως θα δούμε παρακάτω η συνθήκη αυτή έχει εφαρμοστεί άλλες δύο φορές 

και παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή αναγωγικών σακχάρων σε όλες τις ώρες είναι 

μεγαλύτερη για το ένζυμο Cellic. Στο διάγραμμα 12 φαίνεται ότι η παραγωγή 

γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το Cellic και ειδικά μετά τις 8 ώρες. Στο Διάγραμμα 

11 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic 
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και στο Celluclast είναι στις 32 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 12 η μεγαλύτερη διαφορά 

παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 24 ώρες. 

Run 6 (200 οC, 30min) 

 

Διάγραμμα 13: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 14: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή στο Διάγραμμα 13 βλέπουμε ότι η παραγωγή αναγωγικών 

σακχάρων μέχρι και τις 4 ώρες και για τα δύο ένζυμα είναι σχεδόν ίδια ενώ μετά τις 

4 ώρες η παραγωγή με το ένζυμο Cellic είναι μεγαλύτερη από την παραγωγή με το 

ένζυμο Celluclast. Στο Διάγραμμα 14 η παραγωγή γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το 

ένζυμο Cellic ενώ και για τα δύο ένζυμα η παραγωγή αυξάνεται με την πάροδο του 

χρόνου. Στο Διάγραμμα 13 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών 

σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 24 ώρες ενώ στο 
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Διάγραμμα 14 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και 

στο Celluclast είναι στις 32 ώρες. 

Run 7 (172 οC, 30min) 

 

Διάγραμμα 15: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 16: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή στο Διάγραμμα 15 πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις μέχρι τις 32 

ώρες για το Cellic και παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή αναγωγικών σακχάρων 

αυξάνεται και για τα δύο ένζυμα με την πάροδο του χρόνου και πως η παραγωγή 

είναι μεγαλύτερη κατά τη χρήση του ενζύμου Cellic. Στο Διάγραμμα 16 μέχρι τις 4 

πρώτες ώρες η παραγωγή γλυκόζης είναι σχεδόν ίδια και για τα δύο ένζυμα από τις 

4 μέχρι τις 6 ώρες η παραγωγή γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το ένζυμο Celluclast 
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ενώ μετά τις 6 ώρες πολύ μεγαλύτερη είναι η παραγωγή γλυκόζης για το ένζυμο 

Cellic. Στο Διάγραμμα 15 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων 

ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 2 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 16 η 

μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast 

είναι στις 24 ώρες. 

Run 8 (230 οC, 30min) 

 

Διάγραμμα 17: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 18: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή στο Διάγραμμα 17 βλέπουμε ότι η παραγωγή αναγωγικών 

σακχάρων μέχρι και τις 4 ώρες και για τα δύο ένζυμα είναι σχεδόν ίδια ενώ μετά τις 

4 ώρες η παραγωγή με το ένζυμο Cellic είναι πολύ μεγαλύτερη από την παραγωγή 

με το ένζυμο Celluclast. Στο Διάγραμμα 18 μέχρι τις 6 ώρες η παραγωγή γλυκόζης 
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είναι σχεδόν ίδια και για τα δύο ένζυμα ενώ μετά τις 6 ώρες πολύ μεγαλύτερη είναι 

η παραγωγή γλυκόζης για το ένζυμο Cellic. Στο Διάγραμμα 17 η μεγαλύτερη 

διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast 

είναι στις 24 και 32 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 18 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής 

γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 8 ώρες. 

Run 9 (200 ο C, 9min) 

 

Διάγραμμα 19: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 20: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Για αυτή τη συνθήκη παρατηρούμε ότι και στα δύο διαγράμματα η παραγωγή 

αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το ένζυμο Cellic και 

φαίνεται πιο έντονα μετά τις 6 ώρες στο Διάγραμμα 19 και πιο έντονα μετά τις 8 

ώρες στο Διάγραμμα 20. Στο Διάγραμμα 19 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής 
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αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 8 ώρες ενώ 

στο Διάγραμμα 20 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic 

και στο Celluclast είναι στις 24 ώρες. 

Run 10 (200 οC, 51min) 

 

Διάγραμμα 21: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 22: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Στη συνθήκη αυτή και στα δύο Διαγράμματα 21 και 22 παρατηρήθηκε ότι η 

παραγωγή αναγωγικών σακχάρων και η παραγωγή γλυκόζης μέχρι τις 6 ώρες είναι 

μεγαλύτερη για το ένζυμο Celluclast ενώ μετά τις 6 ώρες μεγαλύτερη είναι η 

παραγωγή αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης για το ένζυμο Cellic. Στο Διάγραμμα 

21 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic 
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και στο Celluclast είναι στις 2 ώρες ενώ στο Διάγραμμα 22 η μεγαλύτερη διαφορά 

παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 32 ώρες. 

Run 11 (200 οC, 30min) 

 

Διάγραμμα 23: Μεταβολή της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων ως προς το χρόνο. 

 

Διάγραμμα 24: Μεταβολή της συγκέντρωσης γλυκόζης ως προς το χρόνο. 

Για αυτή τη συνθήκη παρατηρούμε ότι και στα δύο διαγράμματα η παραγωγή 

αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης είναι μεγαλύτερη για το ένζυμο Cellic και 

φαίνεται πιο έντονα μετά τις 24 ώρες στο Διάγραμμα 23 και πιο έντονα μετά τις 8 

ώρες στο Διάγραμμα 24. Στο Διάγραμμα 23 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής 

αναγωγικών σακχάρων ανάμεσα στο Cellic και στο Celluclast είναι στις 32 ώρες ενώ 

στο Διάγραμμα 24 η μεγαλύτερη διαφορά παραγωγής γλυκόζης ανάμεσα στο Cellic 

και στο Celluclast είναι στις 24 ώρες. 
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Από τα παραπάνω διαγράμματα παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή αναγωγικών 

σακχάρων και γλυκόζης αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου και στα περισσότερα 

η παραγωγή παίρνει ικανοποιητικές τιμές στις 8 ώρες και στις 24 ώρες. 

 

Διάγραμμα 25: Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στις 8 ώρες για όλες τις συνθήκες για 

Cellic και για Celluclast. 

 

 

Διάγραμμα 26: Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στις 24 ώρες για όλες τις συνθήκες για 

Cellic και για Celluclast. 

Από τα Διαγράμματα 25 και 26 παρατηρούμε ότι η παραγωγή αναγωγικών 

σακχάρων και για τα δύο ένζυμα είναι μικρότερη στις συνθήκες 1,7,3 με μικρότερη 

στη συνθήκη 7, ενώ μεγαλύτερη παραγωγή παρατηρείται στη συνθήκη 8. Στις 
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συνθήκες που έχουμε τη μικρότερη παραγωγή, η θερμοκρασία είναι η πιο χαμηλή 

από τις άλλες συνθήκες (180 οC, 172 οC). Η μεγαλύτερη παραγωγή παρατηρείται στη 

συνθήκη με τη μεγαλύτερη θερμοκρασία (230 οC). Όσον αφορά το χρόνο 

παρατηρείται ότι σε χαμηλές θερμοκρασίες η παραγωγή δεν επηρεάζεται από τη 

διάρκεια της προκατεργασίας όπως φαίνεται απο τη σύγκριση μεταξύ των 

συνθηκών 3 (180 οC, 45min) και 1 (180οC, 15min). Ωστόσο, όταν η προκατεργασία 

έχει γίνει στην ίδια θερμοκρασία τότε σε περισσότερο χρόνο η παραγωγή 

αναγωγικών σακχάρων είναι μεγαλύτερη (200 οC-30min, 200 οC-9min). 

 

Διάγραμμα 27: Συγκέντρωση γλυκόζης στις 8 ώρες για όλες τις συνθήκες για Cellic και για 

Celluclast. 

 

Διάγραμμα 28: Συγκέντρωση γλυκόζης στις 24 ώρες για όλες τις συνθήκες για Cellic και για 

Celluclast. 
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Από τα Διαγράμματα 27 και 28 παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή γλυκόζης και για τα 

δύο ένζυμα είναι μικρότερη στις συνθήκες 1 και 9, ενώ μεγαλύτερη παραγωγή 

παρατηρείται στη συνθήκη 8. Στις συνθήκες που έχουμε τη μικρότερη παραγωγή ο 

χρόνος είναι μικρότερος από τις άλλες συνθήκες (15min, 9min), ενώ η μεγαλύτερη 

παραγωγή παρατηρείται στη συνθήκη με τη μεγαλύτερη θερμοκρασία (230 οC) και 

σε χρόνο 30 min. 

4.4. Διεργασία ξεχωριστής σακχαροποίησης και ζύμωσης, SHF (Separate 

Hydrolysis and Fermentation) 

 

Σε αυτό το στάδιο, πραγματοποιήθηκε διερεύνηση της ικανότητας της υδροθερμικά 

κατεργασμένης βαγάσσης να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα για την παραγωγή 

αιθανόλης. Χρησιμοποιήθηκαν οι βέλτιστες συνθήκες κατεργασίας (230οC για 

30min) όπως προέκυψαν από τα προηγούμενα πειράματα. Για να παραχθεί 

σημαντική ποσότητα αιθανόλης, τα αρχικά στερεά κατά την έναρξη της 

ρευστοποίησης έπρεπε να είναι όσο το δυνατόν υψηλότερα. Στα συγκεκριμένα 

πειράματα η αρχική συγκέντρωση στερεών ορίστηκε ίση με 18% w/v. Για να 

διευκολυνθεί η σακχαροποίηση και ρευστοποίηση του υλικού, χρησιμοποιήθηκε ο 

αντιδραστήρας ρευστοποίησης ο οποίος περιγράφηκε στο κεφάλαιο Υλικά & 

Μέθοδοι. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκαν πειράματα με σκοπό τη διερεύνηση της επίδρασης του 

χρόνου σακχαροποίησης αλλά και της προσθήκης επιπλέον ενζύμων κατά την 

έναρξη της ζύμωσης. Στην περίπτωση αυτή εφαρμόστηκε η τεχνολογία της 

ξεχωριστής σακχαροποίησης και ζύμωσης, SHF (Separate Hydrolysis and 

Fermentation). Σκοπός της προσθήκης ενζύμων ήταν η υδρόλυση της κυτταρίνης 

προς γλυκόζη η οποία θα καταναλωθεί από τη ζύμη για την παραγωγή αιθανόλης. 

Όσον αφορά το χρόνο σακχαροποίησης διακρίθηκαν δυο διαφορετικοί χρόνοι, 

αυτοί των 12 και των 24 ωρών. Όπως φαίνεται και από την Εικόνα 6, το υλικό 

ρευστοποιήθηκε πλήρως ύστερα από 12 ώρες σακχαροποίησης επιτρέποντας την 

εφαρμογή βυθισμένης ζύμωσης, η οποία πλεονεκτεί έναντι της ζύμωσης στερεάς 

κατάστασης. Ταυτόχρονα δοκιμάστηκε η επιπλέον προσθήκη φρέσκων ενζύμων 



ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΥΔΡΟΘΕΡΜΙΚΗΣ ΠΡΟΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ΒΑΓΑΣΣΗΣ ΓΛΥΚΟΥ ΣΟΡΓΟΥ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΒΙΟΑΙΘΑΝΟΛΗΣ 

 

Α. Μήτση, Απρίλιος 2014   58 
 

κατά την έναρξη της ζύμωσης ώστε να μελετηθεί αν θα βελτιώσουν την απόδοση σε 

αιθανόλη. 

 

 

Εικόνα 6: Μορφή της βαγάσσης α) πριν και β) μετά τη διεργασία της σακχαροποίησης. 

Στο Διάγραμμα 29 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα για την περίπτωση των 12 

ωρών σακχαροποίησης. Μετά το πέρας της σακχαροποίησης, η συγκέντρωση 

σακχάρων βρέθηκε ίση με 76,3 g/L  γλυκόζη και 81,9 g/L  ολικά αναγωγικά. Με 

βάση τη συγκέντρωση των αναγωγικών σακχάρων (μιας και στο υλικό δε βρέθηκε 

ημικυτταρίνη) υπολογίζεται ότι υδρολύθηκε το 59,8% της συνολικής κυτταρίνης. 

Παρατηρούμε πως και η παρουσία επιπλέον ενζύμων συνεισέφερε θετικά όπως 

ήταν αναμενόμενο στην παραγωγή αιθανόλης αυξάνοντας την κατά 6,5 g/L, καθώς 

η συγκέντρωση της αιθανόλης έφτασε στα 47,9 g/L έπειτα από την προσθήκη των 

επιπλέον ενζύμων και στα 41,4 g/L κατά τη μη προσθήκη ενζύμων. Παρατηρούμε 

επίσης, πως και στις δυο περιπτώσεις η συγκέντρωση αιθανόλης κυμαινόταν σε 

σταθερά επίπεδα μετά το πέρας των 22 πρώτων ωρών. Όσον αφορά την 

παραγωγικότητα, αυτή ανήλθε στα 2,18 g/L*h και 1,88 g/L*h κατά την παρουσία 

επιπλέον ενζύμων και μη, αντίστοιχα. Οι αποδόσεις εκφρασμένες ως προς τη 

μέγιστη θεωρητική συγκέντρωση στις δυο αυτές περιπτώσεις είναι 70% και 61%, 

αντίστοιχα. 
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Διάγραμμα 29: Συγκέντρωση αιθανόλης ως προς το χρόνο για διάρκεια σακχαροποίησης 12 

ώρες για τις περιπτώσεις επιπλέον προσθήκης και μη ενζύμων. 

Παρόμοια αποτελέσματα με αυτά του διαγράμματος 29 εμφανίζονται και στο  

Διάγραμμα 30 τα αποτελέσματα του οποίου αφορούν την περίπτωση 

σακχαροποίησης  για διάρκεια 24 ωρών. Η συγκέντρωση των σακχάρων σε αυτήν 

την περίπτωση εμφανίζεται ελαφρώς μεγαλύτερη σε σύγκριση με 12 ώρες 

σακχαροποίησης και είναι ίση με 77,4 g/L γλυκόζη και 82,8 g/L ολικά αναγωγικά, 

ενώ η αντίστοιχη υδρόλυση της κυτταρίνης ήταν ίση με 60,5%. Παρατηρούμε οτι η 

αύξηση του χρόνου σακχαροποίησης από 12 σε 24 ώρες δεν είχε πολύ σημαντική 

επίδραση στην αύξηση της συγκέντρωσης σακχάρων. Αυτό το γεγονός πιθανώς να 

οφείλεται στην παρεμποδιστική δράση που ασκεί η γλυκόζη στην δράση των 

κυτταρινολυτικών ενζύμων. 

Και σε αυτήν την περίπτωση η προσθήκη επιπλέον ενζύμων συντέλεσε στην αύξηση 

της συγκέντρωσης αιθανόλης όπως ήταν αναμενόμενο. Η συγκέντρωση αιθανόλης 

διατηρήθηκε σταθερή με το πέρας 22 ωρών με τη μέγιστη διαφορά στη 

συγκέντρωση μεταξύ των περιπτώσεων προσθήκης  και μη των ενζύμων να 

ανέρχεται στα 7,9 g/L, λίγο χαμηλότερη από την περίπτωση των 12 ωρών 

σακχαροποίησης. Πιο συγκεκριμένα η μέγιστη συγκέντρωση αιθανόλης ανήλθε στα 

41,4 g/L και 48,3 g/L στις περιπτώσεις μη και επιπλέον προσθήκης ενζύμων. Η 

παραγωγικότητα ανήλθε στα 2,20 g/L*h και 1,88 g/L*h κατά την προσθήκη επιπλέον 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

  α
ιθ

α
νό

λη
 (g

/L
) 

χρόνος (hours) 

12 hours  12 hours plus enzymes 



ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΥΔΡΟΘΕΡΜΙΚΗΣ ΠΡΟΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑΣ ΒΑΓΑΣΣΗΣ ΓΛΥΚΟΥ ΣΟΡΓΟΥ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΒΙΟΑΙΘΑΝΟΛΗΣ 

 

Α. Μήτση, Απρίλιος 2014   60 
 

ενζύμων και μη, αντίστοιχα. Οι αποδόσεις εκφρασμένες ως προς τη μέγιστη 

θεωρητική συγκέντρωση στις δυο αυτές περιπτώσεις είναι 71% και 61% αντίστοιχα. 

 

 

Διάγραμμα 30: Συγκέντρωση αιθανόλης ως προς το χρόνο για διάρκεια σακχαροποίησης 24 

ώρες για τις περιπτώσεις επιπλέον προσθήκης και μη ενζύμων. 

4.5. Διεργασία ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης, SSF 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation) 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε σειρά πειραμάτων στα οποία απουσίαζε η 

διεργασία της υδρόλυσης καθώς είχαμε προσθήκη ενζύμων και ζύμης στους 30 οC 

για απευθείας ζύμωση. Στην περίπτωση αυτή έχουμε την πραγματοποίηση 

διεργασίας ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης, SSF (Simultaneous 

Saccharification and Fermentation). 
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Διάγραμμα 31: Συγκέντρωση αιθανόλης ως προς το χρόνο κατά την απουσία υδρόλυσης. 

Από το Διάγραμμα 31 παρατηρούμε πως η συγκέντρωση της αιθανόλης αυξάνεται 

με την πάροδο του χρόνου ξεκινώντας από αρχική τιμή συγκέντρωσης 13,1 g/L στις 

πρώτες 12 ώρες και καταλήγοντας στα 24,4 g/L στις 96 ώρες από όπου και έπειτα 

σταθεροποιείται. Παρατηρούμε επίσης, πως η μέγιστη συγκέντρωση αιθανόλης 

εμφανίστηκε για διάρκεια ζύμωσης 96 ωρών και ισούται με 24,4 g/L. Συνεπώς η 

παραγωγικότητα ανέρχεται στα 0.25 g/L*h και η απόδοση της διεργασίας ως προς 

τη μέγιστη θεωρητική συγκέντρωση ίση με 36%. Ακόμη στην περίπτωση αυτή, στην 

οποία δεν υπάρχει σακχαροποίηση πριν τη ζύμωση και σε θερμοκρασία 50οC όπου 

οι συνθήκες δράσης των ενζύμων είναι οι βέλτιστες, έχουμε ως αποτέλεσμα 

μειωμένη παραγωγή αιθανόλης. Συγκεκριμένα έχουμε μείωση ίση με 41% καθώς η 

μέγιστη συγκέντρωση αιθανόλης στην περίπτωση της σακχαροποίησης έφτασε τα 

41,4 g/L. Γίνεται εμφανής λοιπόν η επίδραση της SHF διεργασίας έναντι της SSF 

διεργασίας στην παραγωγή αιθανόλης. Αυτό πιθανώς οφείλεται στο γεγονός ότι η 

δράση των ενζύμων πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία χαμηλότερη από την 

βέλτιστη, με αποτέλεσμα την μειωμένη δράση τους. Σημαντικό ρόλο ενδεχομένως 

να έπαιξε και το γεγονός ότι η προσθήκη της ζύμης στο υλικό έγινε όταν αυτό ήταν 

ήδη ρευστό, με αποτέλεσμα την ευκολότερη ανάπτυξη του μικροοργανισμού 

ιδιαίτερα κατά την έναρξη της ζύμωσης. Παρόμοια θετική επίδραση της ξεχωριστής 

σακχαροποίησης βρέθηκε και από άλλους ερευνητές, όπως τους Hoyer et al. (2009), 

που χρησιμοποίησαν softwood ως πρώτη ύλη, τους Manzanares et al. (2011) που 
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χρησιμοποίησαν υδροθερμικά κατεργασμένα κλαδέματα ελιάς και τους Kim et al. 

(2011) που χρησιμοποίησαν διατροφικά απορρίμματα.  

4.6. Παραγωγή αιθανόλης χωρίς προκατεργασία της βαγάσσης σόργου 

Τέλος, πραγματοποιήθηκαν πειράματα στα οποία η βαγάσση σόργου που 

χρησιμοποιήθηκε δεν είχε υποστεί επεξεργασία. Στην περίπτωση αυτή εξετάστηκαν 

δυο διαφορετικές περιπτώσεις οι οποίες διακρίθηκαν με βάση το χρόνο 

σακχαροποίησης ο οποίος προσδιορίστηκε στις 12 και 24 ώρες. Από το Διάγραμμα 4 

παρατηρούμε πως η αύξηση του χρόνου σακχαροποίησης εμφάνισε θετική 

επίδραση στην παραγωγή αιθανόλης, παρότι η τάση της συγκέντρωσης αιθανόλης 

με το πέρας του χρόνου του πειράματος παρέμεινε η ίδια. Συγκεκριμένα παρότι η 

συγκέντρωση της αιθανόλης μειωνόταν με το πέρας του χρόνου η συγκέντρωση της 

για την περίπτωση της σακχαροποίησης για 24 ώρες ήταν σταθερά μεγαλύτερη. Πιο 

συγκεκριμένα στις 24 πρώτες ώρες διαπιστώθηκε πως η παραγωγή αιθανόλης ήταν 

σχεδόν η ίδια και στις 2 περιπτώσεις και ίση με 5,6 g/L και 6 g/L στην περίπτωση 

των 12 και 24 ωρών σακχαροποίησης αντιστοίχως. Ωστόσο, η μείωση της 

συγκέντρωσης ήταν μεγαλύτερη στην περίπτωση των 12 ωρών σακχαροποίησης με 

τη μέγιστη διαφορά συγκέντρωσης να εμφανίζεται στις 96 ώρες και να είναι της 

τάξης των 2,2 g/L. Επίσης, παρατηρούμε πως η μέγιστη συγκέντρωση αιθανόλης 

παρατηρήθηκε σε διαφορετικούς χρόνους ζύμωσης. Πιο συγκεκριμένα, για την 

περίπτωση των 12 ωρών σακχαροποίησης η μέγιστη συγκέντρωση αιθανόλης (5,6 

g/L) διαπιστώθηκε στις 24 πρώτες ώρες ζύμωσης ενώ στην περίπτωση των 24 ωρών 

σακχαροποίησης η μέγιστη συγκέντρωση (6,5 g/L) διαπιστώθηκε στις 48 ώρες 

ζύμωσης. Διαπιστώθηκε δηλαδή μια αύξηση της μέγιστης συγκέντρωσης κατά 16% 

κατά τον διπλασιασμό του χρόνου σακχαροποίησης.  
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Διάγραμμα 32: Συγκέντρωση αιθανόλης ως προς το χρόνο για την περίπτωση της μη 

επεξεργασμένης βαγάσσης και για δυο διαφορετικούς χρόνους σακχαροποίησης.  

Από τα αποτελέσματα του Διαγράμματος 32 συμπεραίνουμε πως η παρουσία 

προεπεξεργασίας είναι εξαιρετικά απαραίτητη καθώς οι συγκεντρώσεις αιθανόλης 

που προκύπτουν είναι πολύ μικρές συγκριτικά με την περίπτωση όπου είχαμε 

προεπεξεργασία του υλικού. 

Τα αποτελέσματα που επιτεύχθηκαν στην παρούσα διπλωματική εργασία ήταν 

καλύτερα από αυτά που αναφέρθηκαν από τους Kallionen et al. (2013) όπου 

πραγματοποιώντας διεργασία SSF σε βαγάσση κατεργασμένη με αλκαλική 

οξείδωση στους 50 οC, πέτυχαν συγκέντρωση αιθανόλης ίση με 38 g/L έπειτα από 

72 ώρες ζύμωσης. Οι Romani et al. (2010) χρησιμοποίησαν και αυτοί διεργασία SSF 

με πρώτη ύλη ξύλο Eucalyptus globulus σε θερμοκρασία 230 οC και πέτυχαν 

συγκέντρωση αιθανόλης ίση με 15.1 g/L μετά από 72 ώρες ζύμωσης. Σε 

μεταγενέστερη μελέτη οι Romani et al. (2012) χρησιμοποιώντας την ίδια διεργασία 

και την ίδια πρώτη ύλη και πέτυχαν αύξηση της παραγόμενης αιθανόλης σε 25.8 

g/L, σε συντομότερο χρονικό διάστημα (ίσο με 48 ώρες ζύμωσης). Επίσης, οι Souza 

et al. (2012) χρησιμοποιώντας τη διεργασία SSF με προρευστοποίηση, επιδίωξαν 

ζύμωση της βαγάσσης με ταυτόχρονη προσθήκη των μικροοργανισμών S. cerevisiae 

και Kluyveromyces marxianus επιτυγχάνοντας παραγωγικότητα αιθανόλης ίση με 

1.79 g/L*h για διάρκεια ζύμωσης 72 ώρες και θερμοκρασία 50 οC. Τέλος οι Moreno 

et al. (2013), χρησιμοποίησαν και αυτοί τη διεργασία SSF χρησιμοποιώντας ως 
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πρώτη ύλη άχυρο σίτου σε θερμοκρασία 35οC και διάρκεια ζύμωσης 72 ώρες 

πέτυχαν μέγιστη παραγωγή αιθανόλης σε συγκέντρωση 10 g/L. 

Κλείνοντας, οι Manzaranares et al. (2011) χρησιμοποιώντας τη διεργασία SHF 

επέλεξαν ως πρώτη ύλη κλαδέματα ελιάς και δυο διαφορετικά είδη 

προκατεργασίας, με ζεστό νερό και με οξύ, και για σταθερή συγκέντρωση 

υποστρώματος ίση με 17% w/w πέτυχαν παραγωγή αιθανόλης ίση με 26.1 g/L και 

22.1 g/L, αντίστοιχα. Ο χρόνος ζύμωσης και στις δυο περιπτώσεις ανήλθε στις 24 

ώρες. 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Για τη βελτιστοποίηση της υδροθερμικής προκατεργασίας της βαγάσσης 

χρησιμοποιήθηκε η μεθοδολογία επιφάνειας απόκρισης (RSM). Η ανάλυση της 

σύστασης του στερεού υπολείμματος μετά την υδροθερμική προκατεργασία έδειξε 

ότι το ποσοστό αποπολυμερισμού της κυτταρίνης ήταν σχετικά χαμηλό, ενώ 

παρατηρήθηκε εκτενής υδρόλυση της ημικυτταρίνης. Στις πιο έντονες συνθήκες 

κατεργασίας (230 oC, 30 min, logR0=5.30) δεν ανιχνεύτηκε καθόλου ημικυτταρίνη 

στο στερεό. Από τα αποτελέσματα συμπεραίνουμε πως: 

 Από την εφαρμογή του δευτεροβάθμιου μοντέλου, προέκυψε η ακόλουθη 

εξίσωση: 

2 2

1 2 1 2 1 2165.9296 1.5420 0.9744 0.0035 0.0212 0.0018Eh x x x x x x              

Οι τιμές p και R2 προσδιορίστηκαν ίσες με 0.026 και 0.83 επιβεβαιώνοντας 

έτσι την ικανοποιητική προσομοίωση που επιτεύχθηκε με το συγκεκριμένο 

μοντέλο. 

 Από την επίλυση της παραπάνω εξίσωσης προκύπτει το ζεύγος τιμών 

θερμοκρασίας και χρόνου κατεργασίας όπου παρατηρείται η μέγιστη 

υδρόλυση. Το ζεύγος αυτό είναι 229 οC και 33,8 λεπτά με μέγιστη 

προβλεπόμενη υδρόλυση ίση με 26,3%. Παρατηρείται ότι το ζεύγος των 

τιμών αυτών είναι σχεδόν ίδιο με το ζεύγος των τιμών της δοκιμής 8 (230 οC 

και 30 λεπτά), όπου παρόλο που το μοντέλο προβλέπει σε πολύ καλό βαθμό 

τα αποτελέσματα των υδρολύσεων στις περισσότερες συνθήκες, στη 

συγκεκριμένη συνθηκών εμφανίζεται ελαφρώς υποβαθμισμένο. 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε μελέτη με σκοπό τη διερεύνηση της παραγωγής 

αιθανόλης κατά την οποία διακρίναμε δυο περιπτώσεις α) η διεργασία της 

ξεχωριστής σακχαροποίησης και ζύμωσης (SHF) όπου διερευνήθηκε η επίδραση του 

χρόνου σακχαροποίησης (σε δύο διαφορετικούς χρόνους σακχαροποίησης 12 και 

24 ωρών), αλλά και η προσθήκη επιπλέον ενζύμων κατά την έναρξη της ζύμωσης 

και β) η διεργασία της ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης (SSF) όπου 

απουσίαζε η υδρόλυση καθώς είχαμε προσθήκη ενζύμων και ζύμης στους 30 οC για 
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απευθείας ζύμωση. Από τα αποτελέσματα των δυο αυτών διεργασιών 

συμπεραίνουμε πως: 

 Στη διεργασία SHF με χρόνο σακχαροποίησης 12 ωρών η μέγιστη 

παραγωγικότητα ανήλθε στα 47.9 και 41.4 g/L κατά την προσθήκη και μη 

επιπλέον ενζύμων, αντίστοιχα. 

 Στη διεργασία SHF με χρόνο σακχαροποίησης 24 ωρών η μέγιστη 

παραγωγικότητα ανήλθε στα 48.3 και 41.4 g/L κατά την προσθήκη και μη 

επιπλέον ενζύμων, αντίστοιχα. 

 H αύξηση του χρόνου σακχαροποίησης απο 12 σε 24 ώρες δεν είχε πολύ 

σημαντική επίδραση στην αύξηση της παραγόμενης αιθανόλης. 

 Στη διεργασία SSF χωρίς υδρόλυση η μέγιστη συγκέντρωση ανήλθε στα 24.4 

g/L. 

 Η διεργασία SHF φαίνεται να αποδίδει καλύτερα έναντι της διεργασίας SSF 

στην παραγωγή αιθανόλης. 

 Η απουσία προκατεργασίας είχε ως αποτέλεσμα την ελάχιστη παραγωγή 

αιθανόλης ανεξαρτήτου διάρκειας σακχαροποίησης. Αυτό το γεγονός δείχνει 

την σπουδαιότητα της κατεργασίας του υλικού πριν πραγματοποιηθεί 

σακχαροποίηση. 
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