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Ευρετήριο συντμήσεων 

Αγγλικοί χαρακτήρες 

1,3-DCP 1,3-διχλωρο-2-προπανόλη 

3-CPD 3-χλωρο-1,2-προπανοδιόλη 

BSTFA N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoro-acetamide 

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 

CSTR Continuous Strirred Tank Reactor / Βιοαντιδραστήρας συνεχούς 

έργου πλήρους ανάδευσης 

PBR Packed Bed Reactor / Βιοαντιδραστήρας σταθερής κλίνης 

α ειδική επιφάνεια για τη μεταφορά μάζας (m-1) 

A επιφάνεια διατομής αντιδραστήρα (m2)  

Bi αριθμός Biot  

C συγκέντρωση 3-CPD στο εσωτερικό των σφαιριδίων (mg.L-1) 

Cb συγκέντρωση στον κύριο όγκο του υγρού (mg.L-1) 

Cs συγκέντρωση στην επιφάνεια των σφαιριδίων (mg.L-1) 

Cin συγκέντρωση 3-CPD στην είσοδο του CSTR και PBR (mg.L-1) 

Cout συγκέντρωση 3-CPD στην έξοδο του CSTR και PBR (mg.L-1) 

d μέγιστη εσωτερική διάμετρος φιάλης (m) 

d0 διάμετρος ανάδευσης (m)  

dp διάμετρος σωματιδίου (cm) 

D ρυθμός αραίωσης (h-1) 

DAL συντελεστής διάχυσης 3-CPD (m2.s-1)  

De συντελεστής αποτελεσματικής διάχυσης της 3-CPD μέσα στο 

σφαιρίδιο (m2.s-1) 

DS ικανότητα διάχυσης στο πήκτωμα απουσία κυττάρων (m2.s-1) 

g επιτάχυνση της βαρύτητας (m.s-2)  

H ύψος στήλης (cm) 

k σταθερά ρυθμού βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης  (L διαλύματος.g-

1.h-1) 

k’ σταθερά ρυθμού βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης  (L διαλύματος.g 

ξηρής βιομάζας-1.h-1) 
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kL συντελεστής εξωτερικής μεταφοράς μάζας (m.s-1) 

n συχνότητα ανάδευσης (s-1) 

N1 ογκομετρικός ρυθμός μεταφοράς μάζας (mg.L-1.min-1) 

Q ογκομετρικός ρυθμός παροχής (mL.min-1) 

r πραγματικός ρυθμός βιοαποικοδόμησης 

robs παρατηρηθείς ρυθμός αντίδρασης για ακινητοποιημένους 

βιοκαταλύτες 

rS ρυθμός σε συνθήκες εξωτερικής επιφάνειας (χωρίς περιορισμούς 

διάχυσης)  

Rep αριθμός Reynolds σωματιδίου 

R ακτινική θέση εντός του σφαιριδίου (cm) 

R0 ακτίνα του σφαιριδίου (cm) 

Sc αριθμός Schmidt  

Sh αριθμός Sherwood  

ν κινηματικό ιξώδες (m2.s-1)  

vs επιφανειακή ταχύτητα υγρού (cm.s-1) 

VL όγκος πλήρωσης (m3)  

VR όγκος υγρής φάσης στον βιοαντιδραστήρα CSTR (mL) 

W συνολική ποσότητα ξηρών κυττάρων στα σφαιρίδια (g) 

X συγκέντρωση ξηρής βιομάζας (g.L-1) 

 

Ελληνικοί χαρακτήρες 

n παράγοντας αποτελεσματικότητας 

κ ειδικός όγκος κυττάρου (L.g-1) 

μL ιξώδες υγρού  

ρp πυκνότητα ξηρών μικροοργανισμών (g.cm-3)  

ρL πυκνότητα υγρού (g.cm-3) 

φ μέτρο Thiele  

Ω Παρατηρούμενο μέτρο για την εξωτερική μεταφορά μάζας 
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Περίληψη 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η ανάπτυξη μίας φιλικής προς το 

περιβάλλον διεργασίας για την αποτελεσματική αποικοδόμηση των αλοϋδρινών 

1,3-διχλωρο-2-προπανόλης (1,3-DCP)  και 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD). 

Οι συγκεκριμένες ενώσεις επιλέχθηκαν λόγω αφενός της επικινδυνότητας τους 

και αφετέρου λόγω της ευρείας παρουσίας τους σε βιομηχανικά απόβλητα. 

Μελετήθηκε η ικανότητα 75 βακτηριακών στελεχών να αποικοδομούν τις 

1,3-DCP και 3-CPD. Από τα στελέχη αυτά επιλέχθηκε ως πιο αποτελεσματικό το 

βακτήριο Pseudomonas putida DSM 437. Ελέγχθηκε η ικανότητα καλλιεργειών 

του συγκεκριμένου μικροοργανισμού να αποικοδομούν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 1,3-DCP ή 3-CPD. Τα ποσοστά αποικοδόμησης για την 3-CPD ήταν 

χαμηλά (31,61% για αρχική συγκέντρωση 500 mg.L-1) ενώ για την 1,3-DCP δεν 

παρατηρήθηκε αποικοδόμηση σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 100 mg.L-1. 

Προσαρμοσμένα σε χλωροπροπανόλες κύτταρα συλλέχθηκαν στην ύστερη 

εκθετική φάση, επαναδιαλύθηκαν σε μικρότερο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος 

(σε σχέση με την αρχική καλλιέργεια) και χρησιμοποιήθηκαν για την μελέτη των 

κινητικών παραμέτρων της αποικοδόμησης της 1,3-DCP, της  3-CPD και μίγματος 

αυτών. Στην περίπτωση αυτή, παρατηρήθηκε αποικοδόμηση της 1,3-DCP σε όλο 

το εύρος των συγκεντρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν (50-500 mg.L-1) ενώ 

αυξήθηκαν τα ποσοστά αποικοδόμησης και για την 3-CPD. Ο μέγιστος ρυθμός 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP υπολογίστηκε σε 2,78.10-6 mmoles.mg DCW-1 .h-1 ενώ 

ο αντίστοιχος για την 3-CPD ήταν 1,28.10-5 mmoles.mg DCW-1 .h-1. Στην περίπτωση 

του μίγματος παρατηρήθηκε μείωση του ρυθμού αποικοδόμησης της κάθε 

ένωσης χωριστά χωρίς να καταστεί δυνατή η εξαγωγή ενός κινητικού μοντέλου. 

Στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε εσωκυτταρικό διάλυμα κυττάρων P. 

putida DSM 437 προσαρμοσμένων σε χλωροπροπανόλες για τον προσδιορισμό 

του μεταβολικού μονοπατιού που ακολουθεί η αποικοδόμηση καθώς και των 

κινητικών παραμέτρων. Σε δείγματα που προστέθηκε 1,3-DCP, μετά από 24h 

επώασης, ανιχνεύθηκαν 3-CPD και γλυκερόλη επιβεβαιώνοντας το προτεινόμενο 

από τη βιβλιογραφία μεταβολικό μονοπάτι. Η αποικοδόμηση της 3-CPD 

αποδείχτηκε ταχύτερη από αυτήν της 1,3-DCP με τις μέγιστες ταχύτητες να είναι 
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2,42.10-5 και 9,61.10-6 mmoles.mg πρωτεΐνης-1 .h-1, αντίστοιχα. Ο ρυθμός 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP μειώθηκε παρουσία επιχλωρυδρίνης (του προϊόντος 

της αποχλωρίωσης της 1,3-DCP). Αντίστοιχα, παρατηρήθηκε μείωση του ρυθμού 

αποικοδόμησης της 3-CPD όταν προστέθηκαν επιχλωρυδρίνη ή γλυσιδόλη (ο 

προηγούμενος και ο επόμενος μεταβολίτης του μονοπατιού) στο διάλυμα της 

αντίδρασης. Μείωση του ρυθμού αποικοδόμησης της 3-CPD παρατηρήθηκε και 

όταν προστέθηκε 1,3-DCP στο μίγμα της αντίδρασης υποδηλώνοντας 

ενδεχομένως ανταγωνισμό των δύο υποστρώματα για το ίδιο ένζυμο.  

Τέλος, μελετήθηκε η αποικοδόμηση της 3-CPD από ακινητοποιημένα σε 

αλγινικό ασβέστιο  κύτταρα P. putida DSM 437. Χρησιμοποιήθηκαν τρεις 

διαφορετικές διεργασίες: σύστημα διαλείποντος έργου με σφαιρίδια σε κωνικές 

φιάλες, συνεχής βιοαντιδραστήρας πλήρους ανάδευσης (CSTR) και 

βιοαντιδραστήρας σταθερής κλίνης (PBR). Το σύστημα διαλείποντος έργου 

παρουσίασε υψηλότερους ρυθμούς αποικοδόμησης από τα δύο συνεχή 

συστήματα. Στα συστήματα αυτά, παρατηρήθηκε ίδια αποικοδόμηση 3-CPD σε 

συνθήκες μόνιμης κατάστασης (συγκέντρωση 3-CPD στην είσοδο 200 mg.L-1). Οι 

περιορισμοί λόγω της εξωτερικής μεταφοράς μάζας ήταν αμελητέοι σε όλα τα 

συστήματα που εξετάστηκαν (Ω<<1 και Bi>1). Αντίθετα, η ενδοσωματιδιακή 

διάχυση είχε σημαντική επίδραση σε όλα τα συστήματα. Το μέτρο του Thiele 

κυμάνθηκε από 2,5 έως 11 στο σύστημα διαλείποντος έργου ανάλογα με το 

κυτταρικό φορτίο που χρησιμοποιήθηκε για τη δημιουργία των σφαιριδίων. 

Συγκρίνοντας τα συστήματα στο ίδιο κυτταρικό φορτίο, ο PBR επηρεάζεται 

λιγότερο από τους περιορισμούς στην εσωτερική διάχυση σε σύγκριση με τον 

CSTR και το σύστημα διαλείποντος έργου παρουσιάζοντας τον υψηλότερο 

συνολικό παράγοντα αποτελεσματικότητας. 
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Abstract 

Aim of this work was the development of an environmentally friendly 

process for the degradation of the halohydrins 1,3-dichloro-2-propanol (1,3-DCP)  

and 3-chloro-1,2-propanediol (3-CPD). The ability of 75 bacterial strains to 

degrade 1,3-DCP  and 3-CPD was investigated. Pseudomonas putida DSM 437 was 

selected as the most effective one. The ability of the selected microorganism to 

degrade different concentrations of 1,3-DCP  or 3-CPD was further studied. The 

degradation percentages for 3-CPD were low (31,61% for initial 3-CPD 

concentration 500 mg.L-1). Concerning 1,3-DCP no degradation was observed at 

concentrations higher than 100 mg.L-1. 

Cells adapted to chloropropanols were harvested at the late exponential 

phase, re-suspended in buffer of smaller volume (compared to the initial culture) 

and used for the study of the kinetic parameters of the degradation of 1,3-DCP,   

3-CPD and their mixture. In this case, degradation of 1,3-DCP was observed at 

every concentration tested (50-500 mg.L-1) whereas the degradation percentages 

of 3-CPD were increased. The maximum rate of 1,3-DCP degradation was found 

2.78.10-6 mmoles.mg DCW-1 .h-1 and the respective rate for 3-CPD was 1.28.10-5 

mmoles.mg DCW-1 .h-1. However, the affinity towards both halohydrins (Km) was 

practically the same. When mixture of the two compounds was used, decrease in 

the degradation rates of both compounds was observed but the kinetic model 

that describes the concurrent degradation could not be defined. 

Moreover, cell-free extracts were used in order the degradation kinetics to 

be studied and the metabolic pathway to be elucidated. When using cell-free 

extract, apparent vmax and Km values for 1,3-DCP were  estimated at 9.61.10-6 

mmoles.mg protein-1.h-1 and 8.00 mM respectively while for  3-CPD were 2.42.10-5 

mmoles.mg protein-1.h-1 and 9.07 mM.  GC-MS analysis of cell-free extracts 

samples spiked with 1,3-DCP revealed the presence of 3-CPD and glycerol, 

intermediates of 1,3-DCP degradation pathway according to the literature. The 

degradation rate of 1,3-DCP was decreased when ECH (the product of 1,3-DCP 

dechlorination) was added to the reaction mixture. 3-CPD degradation was also 

strongly inhibited by the presence of epichlorohydrin and in less extent by 
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glycidol, intermediates of dehalogenation pathway. Additionally, the degradation 

rate of 3-CPD was decreased when 1,3-DCP was added in the reaction mixture 

showing a potential competition of both substrates for the same enzyme. 

Furthermore, 3-CPD biodegradation by Ca-alginate immobilized 

Pseudomonas putida cells was performed in batch system, continuous stirred tank 

reactor (CSTR) and a packed-bed reactor (PBR). Batch system exhibited higher 

biodegradation rates and 3-CPD uptakes compared to CSTR and PBR. The two 

continuous systems (CSTR and PBR) when compared at 200 mg/L, 3-CPD in the 

inlet exhibited the same removal of 3-CPD at steady state. External mass transfer 

limitations are found negligible at all systems examined since the observable 

modulus for external mass transfer Ω<<1 and the Biot number Bi>1.  Intraparticle 

diffusion resistance has a significant effect on 3-CPD biodegradation in all systems 

studied but to a different extent. Thiele modulus was in the range of 2.5 in batch 

system but it was increased at 11 when increasing cell loading in the beads, thus 

lowering significantly the respective effectiveness factor. Comparing the systems 

at the same cell loading in the beads PBR is less affected by internal diffusional 

limitations compared to CSTR and batch system and as a result exhibited the 

highest overall effectiveness factor.    
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1.1 Χλωριωμένες οργανικές ενώσεις 

Ως χλωριωμένες οργανικές ενώσεις ορίζονται οργανικές ενώσεις οι οποίες 

περιέχουν τουλάχιστον ένα ομοιοπολικά συνδεδεμένο άτομο χλωρίου ως 

υποκαταστάτη. Τα χλωροαλκάνια και οι χλωριωμένοι διαλύτες είναι οι πλέον 

γνωστοί αντιπρόσωποι αυτής της κατηγορίας ενώσεων.  

Χλωριωμένες οργανικές ενώσεις παράγονται είτε στη φύση είτε ως 

αποτέλεσμα της ανθρώπινης δραστηριότητας. Περισσότερες από 130 ενώσεις 

που περιέχουν χλώριο, κυρίως χλωροϋδρίνες και τα αντίστοιχα εποξείδια,  έχουν 

απομονωθεί από ανώτερα φυτά (Engvild 1986) ενώ έχει αναφερθεί εκτεταμένη 

παραγωγή χλωροϋποκατεστημένων μεταβολιτών από σαπροτροφικούς μύκητες 

(De Jong, Field et al. 1994). Στον Πίνακα 1.1 παρουσιάζονται χλωριωμένες 

οργανικές ενώσεις φυσικής προέλευσης. 

 

Πίνακας 1.1 Φυσικής προέλευσης χλωριωμένες οργανικές ενώσεις (Gribble 1994)  

Ένωση Προέλευση 
CH3Cl Θαλάσσια φύκη, γιγάντια φαιοφύκη, σαπροτροφικοί μύκητες, 

καλλιεργούμενα μανιτάρια, φυτοπλαγκτόν, δασικές 
πυρκαγιές, ηφαίστεια, καπνός τσιγάρου. 

CHCl3 Θαλάσσια φύκη, κέδρος, λεμόνια, πορτοκάλια, κριθάρι, βρύα 
ηφαίστεια, γεωτρήσεις 

CCl4 Θαλάσσια φύκη, ωκεανοί, ηφαίστεια, γεωτρήσεις 
CH2Cl2 Ηφαίστεια, Κριθάρι 
CH2ClI Θαλάσσια φύκη 
CH2BrCl2 Θαλάσσια φύκη, ωκεανοί 
CH2Br2Cl Θαλάσσια φύκη, ωκεανοί 
CHBrΙCl Θαλάσσια φύκη 
Cl2C=CHCl Ωκεανοί, ηφαίστεια 
Cl2C=CCl2 Ωκεανοί, ηφαίστεια 
CH3CCl3 Ωκεανοί 
CHFCl2 Ηφαίστεια 
CFCl3 Ηφαίστεια, Γεωτρήσεις 
CF2Cl2 Ηφαίστεια 
CHF2Cl Ηφαίστεια 
CHFCl2 Ηφαίστεια 
CHFCl2 Ηφαίστεια 
CCl2FCClF2 Ηφαίστεια 
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Ωστόσο, η φυσική παραγωγή χλωριωμένων ενώσεων στο περιβάλλον είναι 

περιορισμένη εν συγκρίσει με την ανθρωπογενούς προέλευσης εισαγωγή 

χλωριωμένων ενώσεων στο οικοσύστημα. Η δομική πολυμορφία και οι ποικίλες 

χημικές ιδιότητες των χλωριωμένων οργανικών ενώσεων έχουν οδηγήσει σ’ ένα 

μεγάλο εύρος εφαρμογών. Ενδεικτικά μπορεί να αναφερθεί η χρήση 

χλωριωμένων ενώσεων ως ζιζανιοκτόνων, εντομοκτόνων, διαλυτών, πλαστικών, 

καθαριστικών προϊόντων και ενδιαμέσων στη χημική σύνθεση. Στον Πίνακα 1.2 

παρουσιάζονται οι κύριες χλωριωμένες οργανικές ενώσεις και οι εφαρμογές 

τους.  

Η υποβάθμιση του περιβάλλοντος και ειδικότερα η μόλυνση του εδάφους, 

του αέρα και της τροφής αποτελεί ένα από τα μεγαλύτερα προβλήματα που 

αντιμετωπίζει ο εκβιομηχανισμένος κόσμος σήμερα. Σύμφωνα με την ΕΡΑ 

(Environmental Protection Agency) τα χλωριωμένα οργανικά μόρια συνιστούν τη 

μεγαλύτερη ομάδα ρυπαντών λόγω της ευρείας διασποράς τους στη βιόσφαιρα 

και της ικανότητάς τους να προκαλούν τοξικότητα, να βιοσυσσωρεύονται και να 

ανθίστανται στην αποικοδόμηση. Τα χαρακτηριστικά τους αυτά έχουν 

προκαλέσει ανησυχία όσον αφορά στις πιθανές επιπτώσεις τους στην ποιότητα 

ζωής (Fetzner and Lingens 1994).  

Η κατάληξη των χλωριωμένων μορίων, όπως και άλλων οργανικών 

ενώσεων, στο περιβάλλον καθορίζεται σε μεγάλο βαθμό από τη δεκτικότητά τους 

σε βιομετασχηματισμό από μικροοργανισμούς. Πολλές χλωριωμένες οργανικές 

ενώσεις που δεν αποικοδομούνται από βακτήρια και μύκητες έχουν την 

ικανότητα να παραμένουν στο περιβάλλον ασκώντας τοξική επίδραση για 

εκτεταμένες χρονικές περιόδους. Κατά συνέπεια, η ταυτοποίηση και χρήση νέων 

οργανισμών οι οποίοι χρησιμοποιούν χλωριωμένους ρυπαντές για την ανάπτυξή 

τους αποτελεί σημαντικό πεδίο έρευνας. Επιπλέον, η βελτίωση των διεργασιών 

για τη βιοαποικοδόμηση αυτών των ενώσεων προϋποθέτει την σε βάθος 

κατανόηση των εμπλεκόμενων οργανισμών, των θρεπτικών τους απαιτήσεων και 

του μεταβολισμού τους εν γένει. 
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Πίνακας 1.2 Κύριες χλωριωμένες οργανικές ενώσεις και εφαρμογές τους (Bhatt, Kumar et al. 2007)  

Χλωριωμένες οργανικές ενώσεις Κύριες χρήσεις 
Χλωρομεθάνια  
     Μονοχλωρομεθάνιο Παραγωγή σιλικόνων, αντιδράσεις μεθυλίωσης  
     Διχλωρομεθάνιο Προωθητικό σε σπρέι, αφαίρεση χρώματος, απολυπαντικό, διαλύτης εκχύλισης 
     Τριχλωρομεθάνιο Παραγωγή μονοχλωροδιφθορομεθανίου, εκχύλιση φαρμακευτικών προϊόντων 
Χλωροαιθάνια  
     Μονοχλωροαιθάνιο Παραγωγή αιθυλ-κυτταρίνης, παράγοντας αιθυλίωσης για την παραγωγή υψηλής  καθαρότητας 

χημικών, διαλύτης για εκχυλίσεις  
     1,1-δίχλωροαιθάνιο Πρώτη ύλη για την παραγωγή 1,1,1-τριχλωροαιθανίου 
     1,2- δίχλωροαιθάνιο Παραγωγή χλωριωμένων διαλυτών, σύνθεση διαιθυλδιαμινών 
     1,1,1-τριχλωροαιθάνιο Στεγνό καθάρισμα, διαλύτης, επεξεργασία υφασμάτων 
     1,1,2-τριχλωροαιθάνιο Ενδιάμεσο για την παραγωγή 1,1-διχλωροαιθανίου και 1,1,1-τριχλωροαιθανίου 
Χλωροαιθυλένια  
     Μονοχλωροαιθυλένιο Παραγωγή PVC, παραγωγή χλωριωμένων διαλυτών (κυρίως 1,1,1-τριχλωροαιθυλενίου) 
     Τριχλωροαιθυλένιο Διαλύτης στη βιομηχανία μετάλλου και στο στεγνό καθάρισμα, διαλύτης εκχύλισης, διαλύτης για 

παραγωγή ελαστικών και βιομηχανικών χρωμάτων 
     Τετραχλωροαιθυλένιο Διαλύτης για στεγνό καθάρισμα, απολιπαντικό μετάλλων, φινίρισμα υφασμάτων, διαλύτης 

εκχύλισης, ενδιάμεσο για την παραγωγή τριχλωροοξικού οξέος 
2-χλωρο-1,2-βουταδιένιο Μονομερές του πολυχλωροπρενίου καουτσούκ 
Χλωριωμένες παραφίνες Πλαστικοποιητές για PVC, φλογοπροστατευτικοί παράγοντες σε υφάσματα, πλαστικά, παραγωγή 

αδιάβροχων, βαφές, φινίρισμα δερμάτινων 
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Χλωριωμένες αρωματικές ενώσεις 

 

     Μονοχλωροβενζόλιο Παραγωγή νιτροφαινόλης, χλωροανιλίνης, φαινυλοδιαμίνης για την παρασκευή βαφών, 
φαρμακευτικών, χημικών 

     1,2-διχλωροβενζόλιο Παραγωγή 1,2-διχλωρο-4-νιτροβενζολίου για την παρασκευή βαφών, φυτοφαρμάκων, 
απολυμαντικών, αποσμητικών χώρου 

     1,4-διχλωροβενζόλιο Παραγωγή απολυμαντικών, αποσμητικών χώρου, φυτοφαρμάκων, παραγωγή 2,5-
διχλωρονιτροβενζολίου για την παρασκευή βαφών, παραγωγή πλαστικών 

Χλωριωμένα τολουένια Υδρόλυση της κρεσόλης, διαλύτης για βαφές, πρόδρομες ενώσεις βαφών, φαρμακευτικών, 
φυτοφαμάκων, συντηρητικών και απολυμαντικών 

Χλωροφαινόλες Προετοιμασία αγροτικών χημικών (ζιζανιοκτόνα κλπ) 
Χλωροφαινολικά οξέα Ζιζανιοκτόνα 
Χλωριωμένες αρωματικές ενώσεις 
πλευρικής αλυσίδας 

 

     Χλωρομεθυλβενζόλιο Παραγωγή πλαστικοποιητών, βενζυλικής αλκοόλης, φαινυλοξικού οξέος, αλάτων αμμωνίου, 
βενζυλικών εστέρων, βενζυλαμινών, βαφών 

     Διχλωρομεθυλβενζόλιο Παραγωγή βενζαλδεΰδης 
 

     Τριχλωρομεθυλβενζόλιο Παραγωγή φυτοφαρμάκων, βαφές και σταθεροποιητές UV  
Φυτοφάρμακα, εντομοκτόνα, 
μυκητοκτόνα 

Για την επεξεργασία σπόρων, για θεραπεία ασθενειών των φυτών, ζώων και ανθρώπων 
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1.2 1,3-διχλωρο-2-προπανόλη (1,3-DCP) 

1.2.1 Δομή και Φυσικοχημικές ιδιότητες 

Η 1,3-διχλωρο-2-προπανόλη (1,3-DCP) C3H6Cl2O είναι μία χημική ένωση η 

οποία βρίσκεται σε υγρή μορφή. Στην Εικόνα 1.1 παρουσιάζεται η δομή της 1,3-

DCP. 

 

Το μοριακό βάρος της 1,3-DCP είναι 128,99 ενώ τα φυσικοχημικά της 

χαρακτηριστικά δίνονται στον Πίνακα 1.3. 

Πίνακας 1.3 Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά της 1,3-DCP (IARC 2012b) 

Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά  
Σημείο βρασμού 174,3 οC σε 760 mm Hg 
Σημείο τήξης -4 oC 
Πυκνότητα 1,3530-1,3670 g/cm3 στους 20 οC 
Δείκτης διάθλασης 1,4830 στους 20 οC 
Διαλυτότητα Διαλυτή στο νερό (σε αναλογία έως 1:9), 

στην αλκοόλη, τον αιθέρα και την ακετόνη 

 

1.2.2 Παραγωγή και Χρήση 

Η 1,3-DCP μπορεί να συντεθεί σε μία συνεχή διεργασία με την αντίδραση 

υδροχλωρικού οξέος με επιχλωρυδρίνη (Richey 2000). Η υποχλωρίωση αλλυλ-

χλωριδίων παράγει ένα μείγμα διχλωροϋδρινών της γλυκερόλης (glycerol 

dichlorohydrins) 2,3- και 1,3-DCP σε αναλογία περίπου 7:3 (Richey 2000, Liu, 

Richey et al. 2005). 

H 1,3-DCP χρησιμοποιείται σε μεγάλες ποσότητες ως ενδιάμεση ένωση 

στην παραγωγή επιχλωρυδρίνης (NTP 2005). H αφυδάτωση της 1,3-DCP με 

οξυτριχλωριούχο φώσφορο σχηματίζει 1,3-διχλωροπροπένιο, ένα καπνογόνο 

εδάφους (εντομοκτόνο και ζιζανιοκτόνο). Η χλωρίωση της 1,3-DCP ή (της 2,3-DCP) 

με πενταχλωριούχο φώσφορο δίνει 1,2,3-τριχλωροπροπάνιο. Η υδρόλυση της 

Εικόνα 1.1 Δομή της 1,3-DCP 
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διχλωροϋδρίνης έχει χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή συνθετικής γλυκερόλης 

(NTP 2005). H 1,3-DCP έχει χρησιμοποιηθεί ως διαλύτης για σκληρές ρητίνες και 

νιτροκυτταρίνη, στη βιομηχανία φωτογραφικού βερνικιού, ως κόλλα για 

σελιλόιντ και ως συνδετικό υλικό για υδατικά χρώματα (Merck 2010). Τέλος, σε 

πρόσφατα διπλώματα ευρεσιτεχνίας αναφέρεται παλαιότερη χρήση της ως 

προστατευτικού χρώματος σε απορρυπαντικά (NTP 2005). 

 

1.2.3 Εμφάνιση 

Δεν έχει αναφερθεί εμφάνιση της 1,3-DCP ως φυσικού προϊόντος. 

Αντίθετα, η 1,3-DCP μπορεί να εμφανιστεί ως προϊόν υδρόλυσης της 

επιχλωρυδρίνης, η οποία αποτελεί κύρια πρώτη ύλη για τη χημική βιομηχανία 

καθώς και για τη βιομηχανία χάρτου. Κατά συνέπεια, έχουν εγερθεί ανησυχίες 

ότι η 1,3-DCP μπορεί να βρίσκεται  σε προϊόντα παραγόμενα από επιχλωρυδρίνη 

καθώς και στην ατμόσφαιρα χώρων εργασίας. Ωστόσο, οι ανησυχίες δεν έχουν 

επιβεβαιωθεί εκτός των περιπτώσεων βιομηχανικών ατυχημάτων και ελλιπώς 

αεριζόμενων δεξαμενών (Haratake, Furuta et al. 1993, Shiozaki, Mizobata et al. 

1994, Dulany, Batten et al. 2000). Επίσης, η 1,3-DCP μπορεί να βρίσκεται ως 

πρόσμειξη σε ακρυλικές βαφές με αποτέλεσμα την έκθεση εργατών σε μικρές 

συγκεντρώσεις της ένωσης. Επιπλέον, εργάτες μπορεί να εκτεθούν έμμεσα σε 

1,3-DCP αφού αποτελεί μεταβολίτη του 1,2,3-τριχλωροπροπανίου και του tris-

(1,3-διχλωρο-2-πρόπυλ)-φωσφορικού (NTP 2005).  

H 1,3-DCP αποτελεί, επίσης, πρόσμειξη τροφίμων και μπορεί να 

σχηματιστεί κατά την επεξεργασία διάφορων τροφών (Wenzl, Lachenmeier et al. 

2007). Απομονώθηκε για πρώτη φορά από υδρολυμένη με οξύ φυτική πρωτεΐνη, 

ένα ευρέως διαδεδομένο συστατικό που χρησιμοποιείται σε πληθώρα 

επεξεργασμένων τροφίμων (Velíšek, Davidek et al. 1978). Συνήθως, εμφανίζεται 

μαζί με την 3-χλωρο-προπανόλη (βλ. παρακάτω) η οποία θεωρείται η πλέον 

άφθονη χλωροπροπανόλη σε τρόφιμα (Wenzl, Lachenmeier et al. 2007). Και οι 

δύο εμφανίζονται κυρίως στη σόγια και σε προϊόντα αυτής. Η διεθνής 

αντιπροσωπευτική μέση έκθεση του γενικού πληθυσμού στην 1,3-DCP μέσω της 

διατροφής εκτιμήθηκε σε 0,051 μg / kg σωματικού βάρους / ημέρα (JECFA 2007). 
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Περαιτέρω έκθεση του καταναλωτικού κοινού σε 1,3-DCP μπορεί να προκύψει 

όταν χαρτί επεξεργασμένο με ρητίνες που βασίζονται στην επιχλωρυδρίνη 

χρησιμοποιείται σε επαφή με τα τρόφιμα όπως οι σακούλες τσαγιού, τα φίλτρα 

καφέ ή οι συσκευασίες κρεάτων (NTP 2005). Τέλος, όσον αφορά στα τρόφιμα, η 

1,3-DCP μπορεί να βρίσκεται και με τη μορφή εστέρων (Seefelder, Scholz et al. 

2011). 

Στο περιβάλλον η 1,3-DCP και σχετικοί ρυπαντές μπορούν να βρεθούν σε 

πολυηλεκτρολύτες επιχλωρυδρίνης-πολυαμίνης οι οποίοι χρησιμοποιούνται για 

την επεξεργασία του πόσιμου νερού (NTP 2005). Η περιβαλλοντική έκθεση σε 

1,3-DCP προκαλείται κυρίως από απόβλητα που περιέχουν επιχλωρυδρίνη. 

Έρευνες έχουν αναφέρει την παρουσία 1,3-DCP σε λύματα ελαιοτριβείου, σε 

υγρά για λεύκανση χάρτου και στην απορροή χώρου υγειονομικής ταφής 

απορριμμάτων (NTP 2005). 

 

1.2.4 Επικινδυνότητα 

Η 1,3-DCP έχει αποδειχθεί ότι συνδέεται με καρκινογενέσεις σε 

πειραματόζωα. Συγκεκριμένα όταν χορηγήθηκε σε ποντίκια 1,3-DCP σε 

συγκέντρωση 240 mg.L-1 πόσιμου νερού για 104 ημέρες παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική αύξηση στην πιθανότητα εμφάνισης των ακόλουθων 

όγκων: στο συκώτι, ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα στα αρσενικά και 

ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα και αδένωμα στα θηλυκά. στη γλώσσα/ στοματική 

κοιλότητα,  καρκίνωμα πλακωδών κυττάρων και θήλωμα. στα νεφρά, αδένωμα 

νεφρικών σωληναρίων και στο θυρεοειδή, καρκίνωμα θυλακιωδών κυττάρων στα 

θηλυκά και αδένωμα θυλακιωδών κυττάρων ή καρκίνωμα στα αρσενικά (JECFA 

2002, Williams, Leblanc et al. 2010). Μολονότι η συσχέτιση της 1,3-DCP με την 

καρκινογένεση στα πειραματόζωα είναι προφανής, ο σχετικός μηχανισμός δεν 

έχει ακόμα διευκρινιστεί.  

Δεδομένα που να συσχετίζουν την 1,3-DCP με περιπτώσεις 

καρκινογένεσης σε ανθρώπους δεν υπάρχουν. Ωστόσο,  σε περιπτώσεις 

βιομηχανικών ατυχημάτων τα οποία είχαν ως συνέπεια την έκθεση των εργατών 

σε 1,3-DCP μέσω της εισπνοής παρατηρήθηκε εκτεταμένη πρόκληση οξείας 
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ηπατίτιδας η οποία σε αρκετές περιπτώσεις απεδείχθη θανατηφόρος (Haratake, 

Furuta et al. 1993, Shiozaki, Mizobata et al. 1994). 

Σε μοριακό επίπεδο, η 1,3-DCP επήγαγε αντίστροφη μεταλλαξιγένεση σε 

στελέχη Salmonella typhimurium. Αντίστοιχα, επήγαγε μεταλλάξεις και επηρέασε 

την επιδιόρθωση του DNA σε κύτταρα Escherichia coli, προκάλεσε την επαγωγή 

της ανταλλαγής αδελφών χρωματίδων σε κύτταρα V79 κινέζικου χάμστερ ενώ 

απεδείχθη μεταλλαξιγόνος και για κύτταρα HeLa οδηγώντας σε κακοήθη 

μετασχηματισμό των ινοβλαστών των ποντικών (JECFA 2002). 

Όσον αφορά στην κυτταρική φυσιολογία,  δεδομένα in vitro δείχνουν ότι η 

επαγόμενη από την 1,3-DCP απόπτωση εξαρτάται από τη συγκέντρωση  Ca2+. 

Παράλληλα, οι ενεργές ρίζες οξυγόνου επάγονται από την έκθεση 

μελανωματικών κυττάρων ποντικού B16F10 σε 1,3-DCP (Park, Kim et al. 2009). 

Επίσης, η έκθεση αδενοκαρκινωματικών πνευμονικών κυττάρων A549 σε 1,3-DCP 

αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη, παράγει ενεργές ρίζες  οξυγόνου και 

ενεργοποιεί τα γονίδια p53 και p21CIP1/WAF1 (Jeong, Sin et al. 2007). Πρόσφατες 

έρευνες αναφέρουν ότι η 1,3-DCP επάγει την υπεριλιπιδαιμία σε κύτταρα 

ποντικού C57BL/6J μέσω του μονοπατιού σηματοδότησης ΑΜΡΚ (Lu, Huang et al. 

2014). Τέλος, η 1,3-DCP αναστέλλει την παραγωγή προγεστερόνης μέσω της 

έκφρασης στεροειδογονικών ενζύμων και της συγκέντρωσης cAMP σε κύτταρα 

Leydig ποντικού (Sun, Bai et al. 2014). 

Συμπερασματικά, ενώ δεν υπάρχουν μελέτες που να αξιολογούν τη 

γενοτοξικότητα σε κύτταρα θηλαστικών ή ανθρώπων, τα αποτελέσματα μελετών 

in vitro  δείχνουν ότι η 1,3-DCP μπορεί να αλληλεπιδρά με το χρωμοσωμικό υλικό 

στα κύτταρα. Επομένως, η 1,3-DCP ή οι μεταβολίτες της αναμένεται να 

παρουσιάζουν γενοτοξική δράση in vivo σε ιστούς-στόχους (JECFA 2002). Ως εκ 

τούτου, η 1,3-DCP θεωρείται δυνητικά καρκινογόνος για τον άνθρωπο (IARC 

2012b).  
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1.2.5 Νομοθεσία 

Βάσει της ισχύουσας νομοθεσία στις ΗΠΑ για τη χρήση ρητινών 

διμεθυλαμίνης-επιχλωρυδρίνης το όριο για υπολείμματα 1,3-DCP στις ρητίνες 

ανέρχεται σε 1000 ppm (CodeofFederalRegulations 2010). Όσον αφορά στα 

τρόφιμα, τα όρια για τα επίπεδα 1,3-DCP είναι χαμηλότερα σε σύγκριση με τα 

αντίστοιχα για την 3-CPD λόγω της χαμηλότερης συγκέντρωσης που εμφανίζει εν 

γένει (NTP 2005). Ενδεικτικά, το μέγιστο όριο για την 1,3-DCP στην Αυστραλία και 

τη Νέα Ζηλανδία είναι 0,005 mg/kg στη σόγια και σε σάλτσες, στην Ελβετία 0,05 

mg/kg σε σάλτσες ενώ στις ΗΠΑ είναι 0,05 mg/kg στην υδρολυμένη με οξύ φυτική 

πρωτεΐνη (Hamlet and Sadd 2009). 

 

1.3 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλη (3-CPD) 

1.3.1 Δομή και Φυσικοχημικές ιδιότητες 

Η 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλη (3-CPD) C3H7ClO2 είναι μία χημική ένωση η 

οποία εμφανίζεται σε υγρή μορφή. Στην Εικόνα 1.2 παρουσιάζεται η δομή της 3-

CPD ενώ στον Πίνακα 1.4 συνοψίζονται τα φυσικοχημικά της χαρακτηριστικά.Το 

μοριακό της βάρος είναι 110,54.  

 

 

Πίνακας 1.4 Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά της 3-CPD (IARC 2012a) 

Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά  
Σημείο βρασμού 114-120 οC  
Σημείο τήξης Aποσυντίθεται στους 213 oC 
Πυκνότητα 1,3218 g/cm3 στους 20 οC 
Δείκτης διάθλασης 1,4831 στους 20 οC 
Διαλυτότητα Διαλυτή στο νερό, την αλκοόλη, τον 

διαιθυλαιθέρα και την ακετόνη 
Πίεση εξάτμισης 0,195-5,445 mm Hg σε 50-100 οC 
 

Εικόνα 1.2 Δομή της 3-CPD 
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1.3.2 Παραγωγή και Χρήση  

Η αντίδραση αλλυλ-αλκοόλης με χλώριο και νερό στους 50-60 οC αποδίδει 

περίπου 88% μονοχλωροϋδρίνες και 9% διχλωροϋδρίνες (Liu, Richey et al. 2005). 

Αντίστοιχα, για την αντίδραση της γλυκερόλης με υδατικό διάλυμα 

υδροχλωρικού οξέος παρουσία μίας καταλυτικής ποσότητας οξικού οξέος 

αναφέρθηκε απόδοση της τάξης του 85-88%  (Richey 2000). Στη βιβλιογραφία, 

έχει επίσης περιγραφεί μία άνυδρη διαδικασία η οποία περιλαμβάνει την 

αντίδραση γλυκερόλης και αερίου υδροχλωρίου παρουσία οξικού οξέος (Richey 

2000). Στην Εικόνα 1.3 παρουσιάζεται ο σχηματισμός 3-CPD (3-MCPD) από 

γλυκερόλη. 

Σύμφωνα με τη Merck (2010), η 3-CPD έχει χρησιμοποιηθεί για τη μείωση 

του σημείου πήξης του δυναμίτη και ως ενδιάμεση ένωση στη βιομηχανία 

βαφών. Η 3-CPD είναι γνωστή, επίσης, ως χημικό στειρωτικό εμπορικής κλίμακας 

για τον έλεγχο των γεννήσεων των τρωκτικών (Buckle 2005, EPA 2006). Ακόμα, η 

3-CPD αποτελεί πρώτη ύλη για τη σύνθεση γουαϊφενεσίνης, ενός αποχρεμπτικού 

φαρμάκου (Yale, Pribyl et al. 1950, Bub and Friedrich 2005), για τη σύνθεση μίας 

ενδιάμεσης ένωσης για την παραγωγή της στατίνης ατορβαστατίνης (Kleemann 

2008), ενώ έχει χρησιμοποιηθεί και για τη σύνθεση ιωεξόλης, μίας ένωσης που 

χρησιμοποιείται στη στεφανιογραφία (Lin 2000).  

 

Εικόνα 1.3 Σχηματισμός 3-CPD (Collier, Cromie et al. 1991) 
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1.3.3 Εμφάνιση 

Η 3-CPD δεν εμφανίζεται ως φυσικό προϊόν. Σύμφωνα με την ΕΡΑ (2006) 

υπάρχει μικρή πιθανότητα να έρθουν σε επαφή με την ένωση εργάτες που 

απασχολούνται στην παραγωγή και χρήση χημικών στειρωτικών για τρωκτικά 

λόγω των αυστηρών προδιαγραφών συσκευασίας των εν λόγω προϊόντων. 

Όπως ήδη αναφέρθηκε (βλ. Παράγραφο 1.1.3) η 3-CPD είναι η πλέον 

γνωστή χλωροπροπανόλη που απαντάται σε τρόφιμα. Το ενδιαφέρον για τις 

χλωροπροπανόλες σε τρόφιμα, πέραν της (όξινα) υδρολυμένης φυτικής 

πρωτεΐνης, ανανεώθηκε λόγω της ανίχνευσης 3-CPD σε μία μεγάλη ποικιλία 

τροφίμων και συστατικών τροφίμων ιδιαίτερα θερμικά επεξεργασμένων 

τροφίμων όπως βύνη, προϊόντα δημητριακών και κρέας (Brereton, Kelly et al. 

2001, Hamlet and Sadd 2002a, Hamlet, Sadd et al. 2002b, Breitling-Utzmann, 

Kobler et al. 2003). Επιπλέον, η οικιακή επεξεργασία (π.χ. ψήσιμο) μπορεί να 

αυξήσει τα επίπεδα της 3-CPD στο ψωμί ή το τυρί (Crews, Lebrun et al. 2002, 

Breitling-Utzmann, Kobler et al. 2003). 

Η 3-CPD σχηματίζεται στα τρόφιμα από τη γλυκερόλη ή ακυλ-γλυκερόλες 

και ιόντα χλωρίου σε θερμικά επεξεργασμένα τρόφιμα που περιέχουν λιπαρά με 

χαμηλή ενεργότητα νερού (Hamlet, Sadd et al. 2002b, Breitling-Utzmann, Kobler 

et al. 2003, Calta, Velisek et al. 2004, Robert, Oberson et al. 2004, Hamlet and 

Sadd 2005). 3-CPD εμφανίζεται και σε καπνιστά τρόφιμα ως αποτέλεσμα της 

διαδικασίας καπνίσματος (Kuntzer and Weißhaar 2006, Jira 2010). Στην 

περίπτωση αυτή, σύμφωνα με έναν υποθετικό μηχανισμό, η 3-υδροξυακετόνη 

αποτελεί την πρόδρομη ένωση και όχι τα λιπίδια (Kuntzer and Weißhaar 2006, 

Hamlet and Sadd 2009, Velíšek 2009).  

Η μέση συγκέντρωση 3-CPD στη σάλτσα σόγιας και σε προϊόντα που 

σχετίζονται με αυτήν είναι πολύ υψηλότερη (8 mg/kg) εν συγκρίσει με 

οποιοδήποτε άλλο τρόφιμο ή συστατικό τροφίμων (ΜΟ<0,3 mg/kg). Η 

εκτιμώμενη μέση έκθεση του γενικού πληθυσμού σε 3-CPD κυμαίνεται από 0,02 

σε 0,7 μg/kg σωματικού βάρους/ημέρα (JECFA 2007). 

Στα τρόφιμα, η 3-CPD εμφανίζεται όχι μόνο στην ελεύθερη μορφή αλλά 

και ως εστέρες με λιπαρά οξέα. Ο μηχανισμός σχηματισμού των εστέρων αυτών ο 
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οποίος λαμβάνει χώρα κυρίως κατά τη διάρκεια του εξευγενισμού των ελαίων 

φαίνεται να περιλαμβάνει μία νουκλεοφιλική επίθεση από ιόντα χλωρίου (Rahn 

and Yaylayan 2011). Οι εστέρες της 3-CPD μπορεί να υδρολυθούν in vivo 

απελευθερώνοντας 3-CPD μέσω μίας υδρόλυσης που καταλύεται από μία λιπάση 

(Wenzl, Lachenmeier et al. 2007). Οι εστέρες της 3-CPD συμπεριφέρονται 

παρόμοια με τις τριακυλγλυκερόλες και υφίστανται παρόμοιο μεταβολισμό ο 

οποίος μπορεί να οδηγήσει είτε στην απελευθέρωση ελεύθερης 3-CPD είτε στην 

ενσωμάτωσή της σε σωματίδια λιποπρωτεΐνης ανάλογα με τη θέση του 3-CPD 

στο σκελετό της γλυκερόλης (Schilter, Scholz et al. 2011). 

Όσον αφορά στο περιβάλλον, η 3-CPD εμφανίζεται ως ρυπαντής του 

πόσιμου νερού σε εγκαταστάσεις καθαρισμού του νερού που χρησιμοποιούν 

κατιοντικές ρητίνες που συνδέονται με επιχλωρυδρίνη ή σε απόβλητα (Nienow, 

Poyer et al. 2009). 

 

1.3.4 Επικινδυνότητα 

Γενοτοξικές μελέτες έχουν δείξει ότι η 3-CPD επάγει την αντίστροφη 

μεταλλαξιγένεση σε στελέχη Salmonella typhimurium (Ohkubo, Hayashi et al. 

1995) και το σπάσιμο των αλυσίδων του DNA σε κύτταρα ωοθηκών κινεζικού 

χάμστερ (El Ramy, Ould Elhkim et al. 2007). 

Σε κυτταρικό επίπεδο, έχει αναφερθεί ότι η 3-CPD προκαλεί 

νευροτοξικότητα και ανοσοτοξικότητα (Lee, Byun et al. 2004, Lee, Byun et al. 

2005, Byun, Ryu et al. 2006) που μπορούν εν μέρει να αποδοθούν σε διαταραχές 

του μονοπατιού σηματοδότησης του μονοξειδίου του αζώτου (Kim 2008). 

Κυτταροτοξικότητα της 3-CPD με αποτέλεσμα αιματολογικές ασθένειες έχει 

αναφερθεί σε ποντίκια (Robjohns, Marshall et al. 2003) και πιθήκους (Kirton, 

Ericsson et al. 1970). Επίσης, μελέτες αποδεικνύουν ότι η 3-CPD επηρεάζει τη 

γλυκόλυση στα σπερματοζωάρια ποντικών αναστέλλοντας τη δράση των 

σχετικών ενζύμων (Kaur and Guraya 1981). Συγκεκριμένα, σύμφωνα με το 

προτεινόμενο μοντέλο, η δράση της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής 

γλυκεραλδεΰδης και της ισομεράσης των φωσφορικών τριοζών αναστέλλεται 

από τη β-χλωρολακταλδεΰδη, έναν μεταβολίτη της 3-CPD (Jones and Porter 1995, 
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Lynch, Bryant et al. 1998). Τέλος, η 3-CPD συνδέεται με μορφολογικές αλλαγές 

στα νεφρά και διάφορες νεφροπάθειες (JECFA 2002).  

Τα δεδομένα που αφορούν την καρκινογένεση σε πειραματόζωα εξαιτίας 

της 3-CPD είναι αντιφατικά (Lee and Khor 2015). Υπάρχουν μελέτες που 

επιβεβαιώνουν τη συσχέτιση καρκινογενέσεων σε αρουραίους (στα νεφρά, στους 

μαστούς και στα κύτταρα του Leydig) με τη χορήγηση 3-CPD (Lynch, Bryant et al. 

1998, Cho, Han et al. 2008b). Ωστόσο, τα δεδομένα αυτά δεν επιβεβαιώνονται 

από αντίστοιχες μελέτες σε ποντικούς (Cho, Han et al. 2008a, Jeong, Han et al. 

2010). Οι παρατηρηθείσες περιπτώσεις καρκινογένεσης ενδεχομένως οφείλονται 

σε γενοτοξικότητα της ένωσης αλλά ο σχετικός μηχανισμός δεν έχει 

διασαφηνιστεί (IARC 2012a).  

Δεν υπάρχουν δεδομένα καρκινογένεσης προκαλούμενης από την 3-CPD 

σε ανθρώπους. Ωστόσο, η ένωση έχει ταξινομηθεί στην κατηγορία 2Β των πιθανά 

καρκινογόνων για τον άνθρωπο (IARC 2014).  

 

1.3.5 Νομοθεσία 

Η Ευρωπαϊκή Επιτροπή θεώρησε ότι έπρεπε να επιβληθεί ένα ανώτατο 

όριο στην ημερήσια πρόσληψη 3-CPD μέσω της τροφής και έθεσε το όριο αυτό 

στα 2 μg/kg σωματικού βάρους (SCF 2001). Η τιμή αυτή υιοθετήθηκε προσωρινά 

από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας ως μέγιστη ανεκτή ημερήσια πρόσληψη 

(JECFA 2007). Επίσης, η Ευρωπαϊκή Επιτροπή έθεσε ως όριο τα 0,02 mg/kg για την 

3-CPD στην υδρολυμένη με οξύ φυτική πρωτεΐνη και τη σάλτσα σόγιας (EC 2001, 

EC 2007). 

 

1.4 Φυσικοχημική αποικοδόμηση χλωροπροπανολών 

Εξάτμιση των 1,3-DCP και 3-CPD από το έδαφος ή το νερό δεν αναμένεται 

ενώ οι εν λόγω ενώσεις είναι ασταθείς σε αλκαλικό pH (NTP 2005, Lee and Khor 

2015). Ο χρόνος ημιζωής της 1,3-DCP σε ουδέτερο pH είναι 1,4 χρόνια ενώ 

αύξηση του pH έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση του χρόνου ημιζωής σε 8 ημέρες 

(NTP 2005). Επίσης, η 1,3-DCP μπορεί να αποικοδομηθεί φωτοχημικά 

χρησιμοποιώντας H2O2 και φωτοκατάλυτικά χρησιμοποιώντας ως καταλύτη TiO2 



 
 

23 
 

(Nikolaki, Malamis et al. 2006, Nikolaki and Philippopoulos 2007, Nikolaki, Zerva et 

al. 2009). Όσον αφορά στην 3-CPD η φωτόλυση παρουσία Η2Ο2 έχει ως 

αποτέλεσμα την αποικοδόμηση της ένωσης σε διάστημα λίγων λεπτών (Nienow, 

Poyer et al. 2009) ενώ η ένωση είναι ασταθής σε υδατικά διαλύματα σε 

θερμοκρασία άνω των 80 οC (Hamlet and Sadd 2002a). 

 

1.5 Βιολογική αποικοδόμηση χλωροπροπανολών 

Οι 1,3-DCP και 3-CPD μπορούν να αποικοδομούνται βιολογικά είτε από 

θηλαστικά είτε από βακτήρια. 

  

1.5.1 Μεταβολισμός της 1,3-DCP σε κύτταρα θηλαστικών 

Λίγες μελέτες έχουν διερευνήσει το μεταβολισμό της 1,3-DCP σε 

θηλαστικά παρότι έχει αναφερθεί ότι επάγει ή/και μεταβολίζεται από την 

ισομορφή CYP2E1 του κυτοχρώματος Ρ450 (Hammond and Fry 1997, Fry, Sinclair 

et al. 1999). Μελέτες σε καλλιέργειες ηπατικών κυττάρων αρουραίου (Hammond 

and Fry 1999) και σε συκώτι in vivo (Fry, Sinclair et al. 1999) έχουν δείξει ότι η 1,3-

DCP μεταβολίζεται από το CYP2E1 σε μία αλδεΰδη η οποία καταστρέφει τη 

γλουταθειόνη (GSH). Υπό κανονικές συνθήκες, αυτός ο μεταβολίτης (η αλδεΰδη) 

φαίνεται να αποτοξικοποιείται  επαρκώς αλλά αυξημένη ενεργότητα του CYP2E1 

και/ή μειωμένη ενεργότητα αφυδρογονάσης της αλδεΰδης προάγει τη 

συσσώρευση του μεταβολίτη και κατ’επέκταση τη μείωση της GSH και την 

τοξικότητα. Παράγοντες, όπως το είδος της διατροφής, οι οποίοι τροποποιούν τα 

επίπεδα της GSH (Fouin-Fortunet, Delarue et al. 1990) στους ανθρώπους 

ενδεχομένως επηρεάζουν την τοξικότητα της 1,3-DCP.   

Στα ούρα αρουραίων στους οποίους είχε χορηγηθεί 1,3-DCP ανιχνεύθηκαν 

οι εξής μεταβολίτες: β-χλωρογαλακτικό, N,N-bis-ακέτυλ-S,S-(1,3-bis-κυστεΐνική)-

προπαν-2-όλη και N-ακετυλ-S-(2,3-διυδροξυπροπυλ)-κυστεΐνη. Σύμφωνα με τον 

προτεινόμενο μηχανισμό, επιχλωρυδρίνη σχηματίζεται ως ενδιάμεση ένωση και 

είτε ενώνεται με GSH για το σχηματισμό μερκαπτουρικού οξέος είτε υδρολύεται 

σε 3-CPD. Στη συνέχεια το 3-CPD οξειδώνεται σε β-χλωρογαλακτικό το οποίο 
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οξειδώνεται περαιτέρω σε οξαλικό οξύ. Ο σχηματισμός άλλων εποξειδίων είναι 

δυνατός αλλά μόνο σε υψηλά pH (Jones and Fakhouri 1979, JECFA 2002). 

Η αλκοολική αφυδρογονάση ενδεχομένως είναι υπεύθυνη για την 

οξείδωση της 1,3-DCP σε διχλωροακετόνη, έναν μεταβολίτη ο οποίος επιδρά στο 

DNA και μπορεί επίσης να σχηματιστεί από την αναδιαμόρφωση του μορίου της 

επιχλωρυδρίνης (Eder and Dornbusch 1988, Weber and Sipes 1992, JECFA 2002).  

Η 1,3-διχλωροακετόνη είναι γνωστό ότι καταστρέφει τη γλουταθειόνη (Garle, 

Sinclair et al. 1999) και μπορεί επίσης να παραχθεί από το μεταβολισμό στον 

οποίο συμμετέχει το CYP2E1 (Hammond and Fry 1997). 

Σε αρουραίους στους οποίους χορηγήθηκε 1,3-DCP παρατηρήθηκε 

σημαντική αύξηση των ηπατικών επιπέδων μαλονδιαλδεΰδης η οποία συνδέεται 

με τη μειωμένη ενεργότητα της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης και τη μείωση 

της GSH στο ήπαρ. Ο μηχανισμός της αναφερθείσας ηπατοτοξικότητας εικάζεται 

ότι είναι η λιπιδική υπεροξείδωση (Katoh, Haratake et al. 1998, Kuroda, Fueta et 

al. 2002). 

 

1.5.2 Βακτηριακή αποικοδόμηση της 1,3-DCP 

Όσον αφορά στη βακτηριακή αποικοδόμηση της 1,3-DCP, δύο μονοπάτια 

έχουν προσδιοριστεί στο στέλεχος Ν-1074 του Corynebacterium sp. (Natarajan, 

Qian et al. 2008) τα οποία καταλύονται από δύο ομάδες δύο ισοενζύμων. Η μία 

ομάδα των δύο ενζύμων καταλύει την μη στερεοειδική αποχλωρίωση και 

επακόλουθη υδρόλυση της 1,3-DCP. Και τα δύο ένζυμα χρησιμοποιούν (R)- και 

(S)- εναντιομερή ως υποστρώματα και τα μετατρέπουν σε ρακεμικό μίγμα (Yu, 

Nakamura et al. 1994). Η δεύτερη ομάδα ενζύμων επίσης χρησιμοποιεί (R)- και 

(S)- εναντιομερή αλλά τα μετατρέπει σε προϊόντα που υπερισχύουν τα (R)-

εναντιομερή (Nakamura, Nagasawa et al. 1992). 

Αν και το στέλεχος AD2 του Arthrobacter sp. έχει την ικανότητα να 

αποχλωριώνει την 1,3-DCP, καθώς και την 3-CPD, δεν παρουσιάζει ικανότητα 

εποξειδικής υδρολάσης και κατά συνέπεια δεν μπορεί να χρησιμοποιήσει καμία 

από τις δύο ενώσεις ως μοναδική πηγή άνθρακα (Nagasawa, Nakamura et al. 

1992). 
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Το στέλεχος Agrobacterium radiobacter AD1 μπορεί να χρησιμοποιεί την 

1,3-DCP ή την επιχλωρυδρίνη ως μοναδική πηγή άνθρακα. Το μονοπάτι 

αποικοδόμησης είναι εναντιοεκλεκτικό  και είναι παρόμοιο με αυτό του 

Corynebacterium (Van Den Wijngaard, Janssen et al. 1989, Rink, Fennema et al. 

1997). Επίσης, ένα μεταλλαγμένο στέλεχος Klebsiella pneumonia με δυσανεξία 

στο D-γαλακτικό είναι ικανό να μεταβολίζει την 1,3-DCP (Xu, Guo et al. 2009). Ο 

προτεινόμενος βακτηριακός μεταβολισμός παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.4. 

 

 

Εικόνα 1.4 Προτεινόμενο μεταβολικό μονοπάτι για την αποικοδόμηση της 1,3-
DCP από βακτήρια (De Jong, Tiesinga et al. 2003, Fetzner 2010, IARC 2012b) 

 

1.5.3 Μεταβολισμός της 3-CPD σε κύτταρα θηλαστικών 

Δεν υπάρχει ένας οικουμενικός μηχανισμός για την αποικοδόμηση της 3-

CPD που να απαντάται σε όλους τους οργανισμούς. Ωστόσο, ένα κοινό στάδιο της 

αποικοδόμησης της 3-CPD αποτελεί η αποχλωρίωση η οποία καταλύεται από μία 

αφαλογονάση τόσο στα θηλαστικά όσο και στα βακτήρια. 

Στα θηλαστικά, ο μεταβολισμός της 3-CPD θεωρείται ότι ξεκινάει με την 

οξείδωσή της σε 3-χλωροακεταλδεΰδη μέσω της δράσης της αλκοολικής 

αφυδρογονάσης η οποία στη συνέχεια μετατρέπεται σε 3-χλωρο-2-

υδρόξυπροπανοικό οξύ (γνωστό και ως χλωρογαλακτικό οξύ). Το χλωρογαλακτικό 

οξύ θεωρείται ότι παρεμποδίζει την αναπνοή και το μεταβολισμό του γαλακτικού 

(παίζοντας σημαντικό ρόλο στην πρόκληση νεφροτοξικότητας) (Jones, Porter et 
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al. 1981). Επίσης, το χλωρογαλακτικό οξύ μπορεί να επάγει ανοσοτοξικές 

επιδράσεις in vitro (Lee, Ryu et al. 2005) καθώς έχει βρεθεί ότι καταστέλλει τα Τ-

λεμφοκύτταρα, τα Β-λεμφοκύτταρα και την παραγωγή κυττοκινών. Αυτό 

αιτιολογεί την εμφάνιση νοσηρότητας και θνησιμότητας σε αρουραίους στους 

οποίους χορηγήθηκε μέσω της τροφής 3-CPD σε υψηλές και μέσες 

συγκεντρώσεις (Lee, Ryu et al. 2005). Το τελικό προϊόν του μεταβολικού 

μονοπατιού της 3-CPD στα θηλαστικά είναι το οξαλικό οξύ το οποίο έχει βρεθεί 

ότι προκαλεί νεφρική ανεπάρκεια μέσω του σχηματισμού κρυστάλλων οξαλικού 

ασβεστίου. Το οξαλικό ασβέστιο συνδέεται με την εστιακή νέκρωση, 

ανοργανοποίηση και δυσλειτουργία των νεφρών (EAEMP 2004). 

Το ανωτέρω μονοπάτι αποικοδόμησης της 3-CPD στα θηλαστικά 

επιβεβαιώνεται από μελέτες με πειραματόζωα. Από την ουρία ποντικών και 

αρουραίων στους οποίους χορηγήθηκε 3-CPD απομονώθηκαν και 

ταυτοποιήθηκαν S-(2,3-διυδροξυπροπυλ)κυστεΐνη και το αντίστοιχο 

μερκαπτουρικό οξύ Ν-ακετυλ-S-(2,3-διυδροξυπροπυλ)κυστεΐνη (Jones 1975). Οι 

Jones και Fakhouri (1979) ανέφεραν την παρουσία των μεταβολιτών 1,3-DCP, N-

ακετυλ-S-(2,3-διυδροξυπροπυλ)κυστεΐνης, και N,N-bis-αετυλ-S,S’-(1,3-bis-

κυστεΐνυλ)προπαν-2-όλης στην ουρία ζώων που είχαν εκτεθεί σε 3-CPD. Όταν 

χρησιμοποιήθηκε σημασμένη 3-CPD για τη διερεύνηση του οξειδωτικού 

μεταβολισμού της ένωσης σε αρσενικούς αρουραίους ανιχνεύτηκαν στην ουρία 

τους β-χλωρογαλακτικό οξύ και οξαλικό οξύ (Jones, Milton et al. 1978). Όλοι οι 

μεταβολίτες που ανιχνεύτηκαν στην ουρία των αρουραίων που είχαν εκτεθεί σε 

3-CPD απαντώνται στα προτεινόμενα μεταβολικά μονοπάτια αποικοδόμησης της 

3-CPD είτε στα βακτήρια είτε στα θηλαστικά (Εικόνα 1.5). Δεν υπάρχει τρόπος να 

αποδειχθεί ότι οποιοσδήποτε από τους μεταβολίτες αυτούς σχετίζεται άμεσα με 

την έκθεση σε 3-CPD  αφού το ακριβές μεταβολικό μονοπάτι αποικοδόμησης της 

3-CPD δεν έχει ακόμα καθοριστεί. 

Επίσης, σε αρουραίους που εκτέθηκαν σε 3-CPD παρατηρήθηκε αυξημένη 

ενεργότητα N-ακετυλ-β-D-γλυκοζαμινιδάσης (NAG)(Li, Liu et al. 2003). Ωστόσο, η 

NAG δεν αποτελεί έναν ευαίσθητο δείκτη  για την 3-CPD αλλά μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί εν γένει για την ανίχνευση νεφροπαθειών (Liangos, 
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Perianayagam et al. 2007). Κατά συνέπεια απαιτείται περαιτέρω μελέτη για τη 

συσχέτιση της 3-CPD με τα αυξημένα επίπεδα NAG.  

 

 
 

Εικόνα 1.5 Προτεινόμενο μεταβολικό μονοπάτι για την αποικοδόμηση της 3-CPD 
από κύτταρα θηλαστικών και βακτηρίων (Lynch, Bryant et al. 1998, Lee and Khor 
2015) 
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1.5.4 Μικροβιακή αποικοδόμηση της 3-CPD 

Στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί ότι οι ακόλουθοι μικροοργανισμοί 

παρουσιάζουν ικανότητα αποικοδόμησης της 3-CPD: Pseudomonas sp., 

Arthrobacter sp. (Van Den Wijngaard, Reuvekamp et al. 1991), Alcaligenes sp. 

(Suzuki, Kasai et al. 1992, Suzuki, Kasai et al. 1994), Saccharomyces cerevisiae (Bel-

Rhlid, Talmon et al. 2004) και Agrobacterium radiobacter (Bornscheuer and 

Hesseler 2010).  

 Το μεταβολικό μονοπάτι αποικοδόμησης της 3-CPD από 

μικροοργανισμούς δεν έχει προσδιοριστεί με βεβαιότητα. Οι Van Den Wijngaard 

et al. (1989) ανέφεραν ότι τα βακτήρια χρησιμοποιούν το ένζυμο αφαλογονάση 

της αλοϋδρίνης (halohydrin dehalogenase, HHDH, EC 4.5.1.X) για να οξειδώσουν 

την 3-CPD σε γλυσιδόλη. Ωστόσο, δεν προσδιόρισαν με ακρίβεια ποιοι 

μικροοργανισμοί ακολουθούν το συγκεκριμένο μονοπάτι (ανέφεραν μόνο ότι 

πρόκειται για θετικά κατά Gram βακτήρια). Η γλυσιδόλη αποτελεί μία γενοτοξική 

καρκινογόνο ένωση και εντάσσεται στην κατηγορία 2Α της IARC (2014). Η εν λόγω 

ένωση μπορεί να υδρολυθεί σε γλυκερόλη και αντιστρόφως μπορεί να 

αποσυζευχθεί και να σχηματίσει μερκαπτουρικό οξύ (Lynch, Bryant et al. 1998). 

Το μονοπάτι αυτό θεωρείται το επικρατέστερο (IARC 2012a, Lee and Khor 2015). 

Ωστόσο, το στέλεχος Alcaligenes sp. DS-S-7G έχει αποδειχθεί ότι διαθέτει 

έναν διαφορετικό μηχανισμό αφαλογόνωσης εξειδικευμένο για το (R)-

εναντιομερές της 3-CPD. Στο μηχανισμό αυτό συμμετέχουν δύο ένζυμα: μία 

φλαβοπρωτεΐνη (ΜΒ 70000) που μετατρέπει την (R)-3-CPD σε υδροξυακετόνη με 

την απελευθέρωση ιόντων χλωρίου υπό αερόβιες συνθήκες και ένα δεύτερο 

ένζυμο (ΜΒ 86000) χωρίς ικανότητα αποχλωρίωσης. Παρουσία NAD+, όταν το 

πρώτο ένζυμο συνδέεται με το δεύτερο, η συνεργιστική ενεργότητα 

αποχλωρίωσης είναι 4-5 φορές μεγαλύτερη. Η (R)-3-CPD τελικά αποικοδομείται 

σε οξικό και φορμικό οξύ από τη συζευγμένη δράση των δύο ενζύμων. Αυτά τα 

ευρήματα υποδεικνύουν ότι η (R)-3-CPD υφίσταται οξειδωτική αποχλωρίωση από 

τα δύο ένζυμα του Alcaligenes sp. DS-S-7G παρουσία NAD+ (Suzuki, Kasai et al. 

1994, Kasai, Suzuki et al. 1998) 
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1.6 Τα μικροβιακά ένζυμα της αποικοδόμησης των αλοϋδρινών 

Οι αφαλογονάσες χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες ανάλογα με το 

υπόστρωμά τους: τις αφαλογονάσες των αλογονοαλκανίων (haloalkane 

dehalogenases, EC 3.8.1.5), τις αφαλογονάσες των αλογονοκαρβοξυλικών οξέων 

(haloacid dehalogenases, EC 3.8.1.2) και τις αφαλογονάσες των αλοϋδρινων 

(halohydrin dehalogenases, HHDH, EC 4.5.1.X) που δρουν σε αλογονωμένα 

αλκάνια, αλογονοκαρβξυλικά οξέα και αλογονωμένες αλκοόλες, αντίστοιχα 

(Fetzner and Lingens 1994, Swanson 1999). 

 Οι αφαλογονάσες των αλοϋδρινών (HHDH, EC 4.5.1.X) ονομάζονται, 

επίσης, αλογονοαλκοολικές αφαλογονάσες, εποξειδάσες της αλοϋδρίνης ή 

λυάσες  υδρογόνου-αλογόνου της αλοϋδρίνης. Τα ένζυμα αυτά μπορούν να 

αποικοδομούν αλοϋδρίνες στα αντίστοιχα εποξείδια χωρίς να απαιτείται η 

παρουσία κάποιου συμπαράγοντα για τη διατήρηση της ενεργότητάς τους. Το 

χαρακτηριστικό αυτό δίνει στους μικροοργανισμούς τη δυνατότητα να 

επιβιώνουν σε ιδιαίτερα αντίξοα περιβάλλοντα. 

Οι HHDH μπορούν, επίσης, να καταλύουν την αντίστροφη αντίδραση (το 

άνοιγμα του εποξειδικού δακτυλίου) παρουσία νουκλεόφιλων όπως το κυανίδιο, 

το αζίδιο και νιτρώδη ιόντα (Janssen 2007). Κάποιες από τις HHDH επιδεικνύουν 

τέλεια εναντιοεκλεκτικότητα στην καταλυτική διαδικασία και θεωρείται ότι 

μπορούν να αξιοποιηθούν ως βιοκαταλύτες στη σύνθεση χειρόμορφων 

εποξειδίων και χειρόμορφων αλκοολών (Elenkov, Hauer et al. 2006, Janssen, 

Majeric-Elenkov et al. 2006). Εξαιτίας αυτών των λειτουργιών τους, οι HHDH 

βρίσκονται στο επίκεντρο του ενδιαφέροντος τα τελευταία χρόνια. 

 

1.6.1 Βιοχημικά χαρακτηριστικά των HHDH  

Πολλές HHDH έχουν απομονωθεί με συμβατικές μεθόδους όπως 

κατακρήμνιση με θειικό αμμώνιο, χρωματογραφία υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων, χρωματογραφία ιοντοεναλλαγής και μοριακή διήθηση (Van 

Den Wijngaard, Reuvekamp et al. 1991, Assis, Sallis et al. 1998, Effendi, 

Greenaway et al. 2000, Yonetani, Ikatsu et al. 2004, Higgins, Hope et al. 2005).Οι 

HHDH που έχουν μελετηθεί έως τώρα έχουν μοριακό βάρος της τάξης των 20-35 

https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/3.8.1.5
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kDa. Η ανάκτηση της ενεργότητας ήταν πολύ χαμηλή στις περισσότερες 

περιπτώσεις με την υψηλότερη ανάκτηση να φτάνει το 30%  στο ένζυμο DehA του 

Arthrobacter erithii H10a (Assis, Sallis et al. 1998). Η DehA είναι μία πρωτεΐνη που 

αποτελείται από δύο διαφορετικές υπομονάδες σε αναλογία 1:1, ενώ οι 

υπόλοιπες HHDH έχουν μόνο μία υπομονάδα (Assis, Sallis et al. 1998). 

 Στον Πίνακα 1.5 δίνονται τα βασικά βιοχημικά χαρακτηριστικά καθαρών 

HHDH. Το pH είναι ένας σημαντικός παράγοντας που επηρεάζει την ενεργότητα 

και τη σταθερότητα των ενζύμων. Τα περισσότερα ένζυμα εμφανίζουν μέγιστη 

ενεργότητα σε μέσο με pH 8,0-9,5. Το ένζυμο του στελέχους ΡΥ1 του Arthrobacter 

sp. Εμφανίζει μέγιστη ενεργότητα σε pH 9,5-10,5 (Yonetani, Ikatsu et al. 2004). Η 

βέλτιστη θερμοκρασία δράσης των HHDH κυμαίνεται μεταξύ 40 και 50 οC με 

εξαίρεση το ένζυμο HheA του Corynebacterium Ν-1074 για το οποίο η βέλτιστη 

θερμοκρασία είναι 55 οC.  

Έχει βρεθεί ότι κάποια αλογονωμένα κορεσμένα καρβονυλικά  οξέα 

μπορούν να παρεμποδίζουν τη δράση των HHDH. Για παράδειγμα, το 2-

χλωροοξικό οξύ και το 2,2-διχλωροοξικό οξύ θα μπορούσαν να προκαλέσουν μη 

ανταγωνιστική αναστολή στην ενεργότητα της DeHA (Assis, Sallis et al. 1998) ενώ 

το 2-χλωροοξικό οξύ είναι ένας ανταγωνιστικός παρεμποδιστής της HheA-AD2 με 

σταθερά παρεμπόδισης (Ki)  0,50 mM (Van Den Wijngaard, Reuvekamp et al. 

1991). Τα ιόντα βαρέων μετάλλων όπως ο Ag+, Hg2+, and Cu2+ μπορούν επίσης να 

δρουν ως αναστολείς των HHDH. 

Η εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα είναι ένα από τα πλέον σημαντικά 

χαρακτηριστικά των ενζύμων. Μεταξύ των HHDH έχουν παρατηρηθεί μεγάλες 

διαφορές όσον αφορά στην εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα (Nagasawa, 

Nakamura et al. 1992, Nakamura, Nagasawa et al. 1994, Assis, Sallis et al. 1998, 

Vlieg, Tang et al. 2001, Yonetani, Ikatsu et al. 2004). Οι HHDH γενικά δρουν σε 

αλοϋδρίνες με δύο ή τρία άτομα άνθρακα και προτιμούν τις α-υποκατεστημένες 

αλοϋδρίνες σε σχέση με τα β-υποκατεστημένα παράγωγα (Assis, Sallis et al. 

1998). Επίσης, οι ενεργότητες ως προς τις βρωμο-υποκατεστημένες ενώσεις είναι 

υψηλότερες εν συγκρίσει με αυτές των χλωρο-υποκατεστημένων ενώσεων. 
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Πίνακας 1.5 Βιοχημικές ιδιότητες διάφορων αφαλογονασών αλοϋδρινών (You, Liu et al. 2012) 

Μικροοργανισμοί Ένζυμο Μοριακό 
βάρος (kDa) 

Βέλτιστο 
pH 

Βέλτιστη 
Θερμοκρασία (oC) 

Παρεμποδιστές Αναφορές 

Agrobacterium 
NHG3 

DeHB 27,9 8,8-9,5 40-60 3-χλωροπροπιονικό οξύ, 
2-χλωροπροπιονικό οξύ, 

Zn2+, Cu2+ 

(Effendi, Greenaway et 
al. 2000, Higgins, Hope et 
al. 2005) 

Agrobacterium 
radiobacter AD1 

HheC 27,9 8,0-9,0 50 - (Vlieg, Tang et al. 2001) 
 

Arthrobacter sp. 
AD2 

HheA-AD2 29 8,5 50 2-χλωροοξικό οξύ (Van Den Wijngaard, 
Reuvekamp et al. 1991) 

Arthrobacter erithii 
H10a 

DeHA 31,5, 34 8,5-10,5 50 2-χλωροοξικό οξύ, 2,2-
διχλωροοξικό οξύ, Zn2+, 

Hg2+, 

(Assis, Sallis et al. 1998) 

Arthrobacter sp.PY1 Deh-PY1 20 9,5-10,5 40-50 - (Yonetani, Ikatsu et al. 
2004) 

Corynebacterium  
Ν-1074 

HheA 28 8,0-9,0 55 Ag+, Hg2+ (Nagasawa, Nakamura et 
al. 1992, Nakamura, 
Nagasawa et al. 1994, Yu, 
Nakamura et al. 1994) 

Corynebacterium 
Ν-1074 

HheB 32, 35 8,0-9,0 45 Ag+, Hg2+ (Nagasawa, Nakamura et 
al. 1992, Nakamura, 
Nagasawa et al. 1994, Yu, 
Nakamura et al. 1994) 

Mycobacterium sp. 
GP1 

HheB-GP1 26,2 - - - (Vlieg, Tang et al. 2001) 



 
 

32 
 

Για παράδειγμα, η ενεργότητα της HheA ως προς την 1,3-διβρωμο-2-

προπανόλη ήταν 125 φορές μεγαλύτερη σε σχέση με  αυτήν ως προς την 1,3-DCP 

(Nagasawa, Nakamura et al. 1992). Η βασική αιτία γι αυτήν τη διαφοροποίηση 

είναι ότι η ηλεκτραρνητικότητα του χλωρίου είναι ισχυρότερη σε σχέση με αυτή 

του βρωμίου, ενώ το άτομο του βρωμίου είναι μεγαλύτερο από το χλώριο με 

αποτέλεσμα ο δεσμός άνθρακα-βρωμίου να είναι πολύ ασθενέστερος σε σχέση 

με το δεσμό άνθρακα-χλωρίου και να σπάει πιο εύκολα. 

Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι κάποιες HHDH καταλύουν την 

απελευθέρωση αλογόνων όχι μόνο από αλοϋδρίνες αλλά και από αρκετές 

αλοκετόνες όπως η χλωροακετόνη και η 1,3-διχλωροακετόνη (Assis, Sallis et al. 

1998, Vlieg, Tang et al. 2001). 

 

1.6.2 Πρωτεϊνικές ακολουθίες και ταξινόμηση των αφαλογονασών των 

αλοϋδρινών 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν τις HHDH από τα είδη Agrobacterium 

radiobacter AD1, Arthrobacter sp. AD2, Corynebacterium N-1074 και 

Mycobacterium sp. GP1 έχουν κλωνοποιηθεί και αλληλουχηθεί και οι αντίστοιχες 

πρωτεϊνικές αλληλουχίες είναι διαθέσιμες (Yu, Nakamura et al. 1994, Vlieg, Tang 

et al. 2001). Τα ένζυμα αυτά ταξινομούνται συχνά σε τρεις ομάδες (ομάδα Α, Β 

και C) βάσει της ομολογίας των αλληλουχιών (Vlieg, Tang et al. 2001). Η ανάλυση 

των ακολουθιών δείχνει ότι οι HHDH μοιάζουν πολύ εντός της ίδιας ομάδας με 

ποσοστό ταυτότητας 88,7-98,3 %. Ωστόσο, παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές 

μεταξύ των διαφορετικών ομάδων με το ποσοστό ταυτότητας να κυμαίνεται 

μεταξύ 18,9 και 33,5 %. Μόνο 17 αμινοξικά κατάλοιπα είναι πλήρως 

συντηρημένα. Τα κατάλοιπα Ser132, Tyr145 και Arg149 (οι αριθμοί των 

καταλοίπων αναφέρονται στην HHDH του A. radiobacter AD1, μία HheC) 

θεωρείται ότι αποτελούν το ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης (Vlieg, Tang et al. 2001). 
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1.6.3 Δομή και μηχανισμός δράσης των αφαλογονασών των αλοϋδρινών 

Η τρισδιάστατη δομή (3D) των ενζύμων επιτρέπει τον προσδιορισμό των 

σχέσεων δομής-λειτουργίας και την καλύτερη κατανόηση των καταλυτικών 

μηχανισμών των ενζύμων. Η πρώτη τρισδιάστατη δομή μίας HHDH, της HheC από 

το A. radiobacter AD1 δόθηκε το 2001 (Vlieg, Tang et al. 2001). Η HheC εμφάνιζε 

σημαντική ομοιότητα ακολουθίας με την οικογένεια ενζύμων μικρής αλυσίδας 

αφυδρογογάσης/αναγωγάσης (short-chain dehydrogenase/reductase enzyme 

family, SDR) και η δομή της δημιουργήθηκε με υπολογιστικές μεθόδους 

χρησιμοποιώντας ως πρότυπο τις δομές μελών της ομάδας SDR. Τελικά, η δομή 

της HheC προσδιορίστηκε με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ με διακριτικό όριο τα 

3,0 Å (De Jong, Rozeboom et al. 2002) και οι κρυσταλλικές δομές των συμπλόκων 

της με βρώμιο, (R)-1-παρα-νιτρο-φαινυλ-2-αζιδο-αιθανόλη (R)-οξείδιο του 

στυρενίου και χλώριο επιβεβαιώσαν τις δομικές ομοιότητες με τις SDR (De Jong 

and Dijkstra 2003). Το ένζυμο  είναι ένα τετραμερές που μπορεί να θεωρηθεί ως 

ένα διμερές διμερών. Κάθε υπομονάδα αποτελείται από εφτά α-έλικες και εννιά 

β-πτυχωτά φύλλα. Το διμερές σχηματίζεται από δύο ζεύγη ελίκων (αΕ και αF) τα 

οποία σχηματίζουν μία δέσμη τεσσάρων ελίκων στο κεντρικό οριζόντιο επίπεδο. 

Δύο διμερή πακετάρονται κατά μήκος του κάθετου επιπέδου για να σχηματίσουν 

το τελικό τετραμερές (De Jong and Dijkstra 2003). Η τριτοταγής και τεταρτοταγής 

δομή της HheA-AD2 (Εικόνα 1.6), της ομάδας Α των HHDH, είναι παρόμοια με την 

HheC (De Jong, Kalk et al. 2006). Και τα δύο ένζυμα περιέχουν ένα κέντρο 

πρόσδεσης αλογόνου σε αντίθεση με το κέντρο πρόσδεσης NAD(P)H που 

βρίσκεται στις SDR. Τα κατάλοιπα Phe12, Asp80, Pro175, Asn176, Tyr177, Leu178, 

Phe186, Tyr187 και Trp249 (η αρίθμηση αφορά την HheC) θεωρούνται σημαντικά 

για το σχηματισμό του κέντρου πρόσδεσης των αλογόνων (De Jong, Tiesinga et al. 

2003). Η πιο αξιοσημείωτη διαφορά μεταξύ των δύο ενζύμων είναι ότι η HheA-

AD2 έχει πολύ πιο ανοιχτό κέντρο πρόσδεσης του υποστρώματος (De Jong, Kalk 

et al. 2006). Ωστόσο, έως τώρα δεν υπάρχουν αναφορές για την τρισδιάστατη 

δομή των ενζύμων της ομάδας Β των HHDH.  
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Εικόνα 1.6 (A) Τετραμερής δομή της αλογονοαλκοολικής αφυδρογονάσης HheA 
AD2 του Arthrobacter sp. AD2. Η θέση του ενεργού κέντρου  σε κάθε μονομερές 
φαίνεται από την καταλυτική σερίνη, τυροσίνη, αργινίνη σε μορφή ράβδου. (B) 
Άποψη της επαλληλίας των HheAAD2 (μωβ) και HheC (ροζ), που δείχνει το 
εκτεταμένο καρβοξυτελικό άκρο του HheC που περιέχει την πλευρική αλυσίδα 
της Trp249 που συνδέεται στη θέση πρόσδεσης του υποστρώματος της απέναντι 
υπομονάδας (τα καταλυτικά κατάλοιπα δίνονται σε μορφή ράβδου). (C) 
Στερεοδομή του ενεργού κέντρου της HheAAD2 που περιέχει το R- και το  S- 
(πράσινο και καφέ, αντίστοιχα) εναντιομερές της 1-p-νιτροφαινυλ-2-
χλωροαιθανόλης. (D) Στερεοδομή του ενεργού κέντρου του συμπλόκου  HheC · Cl 
· (R)-οξειδίου του στυρενίου (SO) σε μορφή σφαιρών-ράβδων. Το ιόν χλωρίου 
δίνεται ως πράσινη σφαίρα (De Jong, Kalk et al. 2006). 
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Η ανάλυση του καταλυτικού μηχανισμού της HheC δείχνει ότι οι Ser132-

Tyr145-Arg149 αποτελούν την καταλυτική τριάδα (De Jong, Tiesinga et al. 2003). 

Η καταλυτική διαδικασία στην οποία συμμετέχουν οι HHDH θεωρείται ότι 

χωρίζεται στο κλείσιμο και το άνοιγμα του δακτυλίου (De Jong, Tiesinga et al. 

2003, Tang, Lutje Spelberg et al. 2003). Αρχικά, η Tyr145 ως καταλυτική βάση 

λαμβάνει ένα πρωτόνιο από την υδροξυλ-ομάδα που βρίσκεται γειτονικά του 

ατόμου χλωρίου και ταυτόχρονα το οξυγόνο πραγματοποιεί νουκλεόφιλη 

επίθεση στο άτομο του άνθρακα που συγκρατεί το αλογόνο με αποτέλεσμα το 

κλείσιμο του δακτυλίου και την απελευθέρωση του ιόντος χλωρίου.Στη συνέχεια, 

το νουκλεόφιλο (CN–) ανοίγει τον εποξειδικό δακτύλιο με νουκλεόφιλη επίθεση, 

ενώ η Tyr145 δίνει ένα πρωτόνιο στο άτομο του οξυγόνου του εποξειδικού 

δακτυλίου. Με αυτόν τον τρόπο σχηματίζεται γρήγορα κυανοϋδρίνη. Σε όλη τη 

διαδικασία η Arg149 αλληλεπιδρά με την Tyr145, πολώνει την υδροξυλ-ομάδα 

της τυροσίνης και μειώνει την pKa της ενώ η Ser132 θέτει το υπόστρωμα σε 

αλληλεπίδραση με την υδροξυλ-ομάδα μίας αλοϋδρίνης ή με το άτομο οξυγόνου 

του εποξειδίου. Τα δύο στάδια του μηχανισμού αποδείχτηκαν επίσης από μία 

διαδικασία μοντελοποίησης κατά την οποία σχετικά μικρά μοντέλα ενεργών 

κέντρων χρησιμοποιήθηκαν ώστε να μελετηθούν οι μηχανισμοί των αντιδράσεων 

τους (Hopmann and Himo 2008). Ο προτεινόμενος μηχανισμός παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 1.7.  

 
 

Εικόνα 1.7 Μηχανισμός δράσης της HheC (Van Hylckama Vlieg, Tang et al. 2001, 
De Jong, Tiesinga et al. 2003, Hopmann and Himo 2008) 
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Πρόσφατα, δόθηκαν επιπλέον υπολογιστικές ενδείξεις για το ρόλο των 

HheC στην αντίδραση ανοίγματος του δακτυλίου (Senthilnathan, Tamilmani et al. 

2011). Η εναντιοεκλεκτικότητα αποτελεί ένα ακόμα αξιοσημείωτο 

χαρακτηριστικό των HHDH. Η HheC δείχνει προτίμηση προς τα (R)-εναντιομερή 

(De Jong, Tiesinga et al. 2005) ενώ, αντίθετα, η HheA-AD2 προς τα (S) (Tang, Zhu 

et al. 2012). Τρία αμινοξέα Val136, Leu141 και Asn178 (η αρίθμηση αναφέρεται 

στην HheA-AD2) θεωρούνται κλειδιά για τον έλεγχο της εναντιοεκλεκτικότητας 

(Tang, Zhu et al. 2012). 

 

1.7 Διεργασίες βιοαποικοδόμησης χλωροπροπανολών  

Έως τώρα οι περισσότερες μελέτες έχουν επικεντρωθεί στην κατανόηση 

των ενζυμικών μηχανισμών και την απομόνωση νέων μικροοργανισμών με 

ικανότητα αποικοδόμησης χλωροπροπανολών (Bhatt, Kumar et al. 2007, Janssen 

2007, Fetzner 2010, You, Liu et al. 2012). Στην κατεύθυνση αυτή έχουν 

αξιοποιηθεί οι δυνατότητες της βιοπληροφορικής όπως η αναζήτηση σε βάσεις 

δεδομένων αλληλουχιών που αναμένεται να παρουσιάζουν ενεργότητα 

αποχλωρίωσης και η πρόβλεψη της τεταρτοταγούς δομής των αντίστοιχων 

πρωτεϊνών (Schallmey, Koopmeiners et al. 2014).  Επίσης, με τεχνικές μοριακής 

βιολογίας έχει καταστεί δυνατή η υπερέκφραση ενζύμων με επιθυμητές ιδιότητες 

σε οργανισμούς μοντέλα (Xue, Liu et al. 2015). Μία ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα 

εξέλιξη αποτελεί η χρήση υπολογιστικών μοντέλων πρόβλεψης δομής-

λειτουργίας (ProSAR, Protein Structure Activity Relationships) για τον 

προσδιορισμό ενζύμων με βελτιωμένες ιδιότητες η οποία αξιολογεί την επίδραση 

μεμονωμένων μεταλλάξεων στις ιδιότητες της πρωτεΐνης (Fox, Davis et al. 2007).  

Παρά τους κινδύνους που θέτουν οι χλωροπροπανόλες για την υγεία και 

το περιβάλλον (NTP 2005, IARC 2014) η έρευνα όσον αφορά την ανάπτυξη 

διεργασιών βιοαποικοδόμησής τους είναι περιορισμένη.  

Έχει αναφερθεί βιοαποικοδόμηση χαμηλών συγκεντρώσεων 1,3-DCP  (1-

10 mg.L-1) από το Agrobacterium sp. A1 με ρυθμό αποικοδόμησης 0,5 mg .L−1.h−1  

(Fauzi, Hardman et al. 1996).  Παρόμοια αποτελέσματα όσον αφορά στην 

αποικοδόμηση της 1,3-DCP (3,1 mg.L−1.h−1) επιτεύχθηκαν και όταν 
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πραγματοποιήθηκε μικτή καλλιέργεια αποτελούμενη από είδη της οικογένειας 

Rhizobiaceae (Bastos, Bessa et al. 2002). Οι Yonetani et al. (2004) 

χρησιμοποιώντας το Arthrobacter sp. PY1 πέτυχαν ρυθμό αποικοδόμησης της 

τάξης των 23,8 mg.L−1.h−1μετά από εγκλιματισμό των κυττάρων με σταδιακή 

προσθήκη 1,3-DCP στην καλλιέργεια. Ο ρυθμός αυτός είναι ο μεγαλύτερος που 

έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία. Επίσης, ανασυνδυασμένα κύτταρα Escherichia 

coli που εξέφραζαν την HheC του Agrobacterium radiobacter AD1 

χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή επιχλωρυδρίνης από 1,3-DCP (Zou, Du et al. 

2013). Για την αποφυγή της αναστολής του ενζύμου από το υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκαν ρητίνες που προσροφούσαν την παραγόμενη επιχλωρυδρίνη 

και η ογκομετρική παραγωγικότητα ανήλθε σε 2,8 mM . L-1 . min-1. 

Όσον αφορά την 3-CPD χρησιμοποιήθηκε μία ενζυμική διαδικασία για την 

απομάκρυνσή της από τρόφιμα με παραγωγή γλυκερόλης μέσω HHDH και 

εποξειδικών υδρολασών (Bornscheuer and Hesseler 2010). Η απόδοση της 

διαδικασίας ήταν 70% μετατροπή της 3-CPD σε 7,5 h με αρχική συγκέντρωση 3-

CPD 10 mM. Επίσης, χρησιμοποιώντας το σακχαρομύκητα Saccharomyces 

cerevisiae επιτεύχθηκε 68% μετατροπή της ρακεμικής 3-CPD σε 48 h (αρχική 

συγκέντρωση 3-CPD 27 mM) παρουσία γλυκόζης. Απουσία γλυκόζης και με 

αρχική συγκέντρωση 3-CPD 7,3 mM και το αντίστοιχο ποσοστό αποικοδόμησης 

ήταν 73% σε 72 h (Bel-Rhlid, Talmon et al. 2004).  

Σε βιομηχανικό επίπεδο, η εταιρεία Daiso Co. LTD έχει χρησιμοποιήσει τα 

Pseudomonas sp. και Alcaligenes sp. ως βιοκαταλύτες για την παραγωγή 

επιχλωρυδρίνης και γλυσιδόλης με πρώτη ύλη τις χλωρυδρίνες 2,3–DCP και 3–

CPD. Η Nitto Chemical Industry Co., αντίστοιχα, έχει χρησιμοποιήσει για την 

παραγωγή επιχλωρυδρίνης ως βιοκαταλύτες τα ένζυμα (λυάση υδρογόνου-

αλογόνου της αλοϋδρίνης και εποξειδική υδρολάση) του Corynebacterium sp. N-

1074 τα οποία έχουν κλωνοποιηθεί και σε Ε.coli. Η πρώτη ύλη σε αυτή την 

περίπτωση ήταν ρακεμικό μίγμα 1,3–DCP.   
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2.1 Οι μικροοργανισμοί 

Χρησιμοποιήθηκαν τα βακτηριακά στελέχη Pseudomonas putida DSM 437, 

Pseudomonas putida DSM 12448 και Pseudomonas putida DSM 50222 (Deutsche 

Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH) καθώς και 72 

βακτηριακά στελέχη (αρνητικά κατά Gram) που παραχωρήθηκαν από το 

εργαστήριο Μικροβιολογίας του Τομέα Βοτανικής του Τμήματος Βιολογίας, 

ΕΚΠΑ.. 

 Οι μικροοργανισμοί συντηρήθηκαν  σε γλυκερόλη 30 % w/w στους -80 οC 

για χρονικό διάστημα 6 έως 12 μηνών.  

 

2.2 Όργανα 

Αναλυτικοί ζυγοί ακριβείας (EiB Mark 2060) 

Αντλία (BIORAD ECONO GRADIENT PUMP) 

Αυτόκαυστο (SANYO Labo Autoclave) 

Βιοαντιδραστήρας 20 L (MBR IMCS-2000) 

Βιοαντιδραστήρας 3 L (New Brunswick Scientific BIOFLO & CELLIGEN 310) 

Επωαστήρας (GALLENKAMP Plus II) 

Θερμοστατούμενος αναδευόμενος επωαστήρας (ZHICHENG 211C) 

Μαγνητικός αναδευτήρας (Thermolyne nuova II) 

Συσκευή υπερήχων (SonicsMaterial Vibracell) 

Φυγόκεντροι (Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH LE, Beckman J2-21, Eppendorf 

Zentrifuge 3200) 

Φωτόμετρο (BOECO S-22) 

Αέριος χρωματογράφος με ανιχνευτή ECD (SHIMADZU GC-17A)  

Αέριος χρωματογράφος / Φασματογράφος μάζας (GC Varian 450 / MS  IT 220) 

pH-μετρο (WTW pH537) 

Thermomixer (Eppendorf Thermomixer comfort 1,5 mL) 

Υδατόλουτρο (LAUDA RM6) 

 

2.3 Υλικά 

Η προμήθεια των χημικών αντιδραστηρίων έγινε από τις εταιρίες Sigma 

Aldrich και Merck. 
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2.4 Θρεπτικά υποστρώματα 

2.4.1 Nutrient Agar 

Οι μικροοργανισμοί ανακαλλιεργούνταν σε τρυβλία με θρεπτικό 

υπόστρωμα Nutrient Agar. H επώαση γινόταν στους 30 °C. Η σύσταση του 

θρεπτικού δίνεται στον Πίνακα 2.1: 

 

Πίνακας 2.1: Σύσταση Νutrient Αgar 

Συστατικό Συγκέντρωση (g/L) 

Πεπτόνη 5,0 
Βeef extract /Υeast extract 3,0 

Αγαρ 15,0 
NaCl 5,0 

 
Το pH του θρεπτικού υποστρώματος ρυθμιζόταν στο 6,8. 
 

2.4.2 Εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα για στελέχη με ικανότητα αφαλογόνωσης  

Προκειμένου να ελεγχθεί αν τα βακτηριακά στελέχη έχουν δυνατότητα 

αφαλογόνωσης χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό υπόστρωμα που περιέχει τα εξής 

συστατικά (Smejkal, Vallaeys et al. 2001):  

 

Πίνακας 2.2: Σύσταση εκλεκτικού θρεπτικού υποστρώματος  

Συστατικό  Ποσότητα (ανά λίτρο) 
Eosin B  8,0 mg 

Methylene blue  1,3 mg 
Yeast extract  0,3 g 

Bacto agar  15,0 g 
  3-χλωρο-1,2-προπανδιόλη   200 mg 

 

Το pH ρυθμίστηκε στο 7. Τα τρυβλία μετά τoν εμβολιασμό επωάστηκαν 

στους 30 °C και μετά την πάροδο 4 ημερών τα στελέχη με την επιθυμητή ιδιότητα 

εμφάνισαν μπλε αποικίες, ενώ στα υπόλοιπα δεν παρατηρήθηκε καμία 

μεταβολή. 
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2.4.3 Μέσο ανάπτυξης για υγρές καλλιέργειες- DSMZ 457 Mineral medium 

(Brunner) 

Το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη των βακτηρίων 

είναι το DSMZ 457 Mineral medium η σύσταση του οποίου είναι η εξής (Πίνακας 

2.3.1):  

Πίνακας 2.3.1 Mineral Medium 457 

Συστατικό Ποσότητα (ανά λίτρο) 
Na2HPO4 2,44 g 
KH2PO4 1,52 g 

(NH4)2SO4 0,5 g 
MgSO4 . 7H2O 0,2 g 
CaCl2 . 2H2O 0,05 g 

SL-4 10 ml 
dH2O  990 ml 

 

Η σύσταση των διαλυμάτων ιχνοστοιχείων που χρησιμοποιήθηκαν δίνεται στους 

Πίνακες 2.3.2 και 2.3.3. 

Πίνακας 2.3.2 Διάλυμα ιχνοστοιχείων SL-4 

Συστατικό Ποσότητα (ανά λίτρο) 
EDTA 0,5 g 

FeSO4 . 7H2O 0,2 g 
SL-6 100 ml 
dH2O  900 ml 

 

Πίνακας 2.3.3 Διάλυμα ιχνοστοιχείων SL-6  

Συστατικό  Ποσότητα (ανά λίτρο) 
ZnSO4 . 7H2O 0,1 g 
 MnCl2 . 4H2O 0,03 g 

H3BO3 0,3 g 
CοCl2 . 6H2O 0,2 g 
CuCl2 . 2H2O 0,01 g 
NiCl2 . 2H2O 0,02 g 

Na2MoO4 
. 2H2O 0,03 g 

dH2O 1000 ml 
  

Το pH του μέσου ρυθμιζόταν στο 6,9. Ως πηγές άνθρακα χρησιμοποιήθηκαν 

γλυκόζη, 1,3–διχλωρο-2–προπανόλη (1,3-DCP), 3-χλωρο-1,2-προπανοδιόλη (3-

CPD).  
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2.5 Καλλιέργειες  

2.5.1 Προκαλλιέργειες 

Η σύσταση του θρεπτικού μέσου ανάπτυξης πλην της πηγής άνθρακα 

παρουσιάζεται στους Πίνακες 2.3.1-2.3.3. Ως πηγή άνθρακα για τις 

προκαλλιέργειες χρησιμοποιήθηκε γλυκόζη σε συγκέντρωση 2 g.L-1. Το pH  του 

διαλύματος αλάτων ρυθμίστηκε στο 6,9.  Μετά την αποστείρωση του διαλύματος 

αλάτων (121οC, 20 min) και της γλυκόζης (109 οC, 40 min) ακολούθησε ανάμιξη 

τους υπό ασηπτικές συνθήκες. Ως εμβόλιο χρησιμοποιήθηκαν μικροοργανισμοί 

αποθηκευμένοι σε γλυκερόλη 30% w/w (100 μL-1 mL ανάλογα με τον όγκο της 

καλλιέργειας) και η επώαση πραγματοποιήθηκε  σε θερμοστατούμενο 

αναδευτήρα (200 rpm) για 24 ώρες στους 30 οC. 

 

2.5.2 Καλλιέργειες σε φιάλες τύπου Erlenmeyer 

Πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες σε κωνικές φιάλες Erlenmeyer (100 mL 

και 2 L). Η σύσταση του θρεπτικού μέσου ανάπτυξης πλην της πηγής άνθρακα 

παρουσιάζεται στους Πίνακες 2.3.1-2.3.3. Το pH  του μέσου ρυθμίστηκε στο 6,9.  

Μετά την αποστείρωση του θρεπτικού μέσου (121 οC, 20 min) και της γλυκόζης 

(109 οC, 40 min) ακολούθησε εμβολιασμός με 10 % (ο/ο) εμβόλιο από τις 

αντίστοιχες προκαλλιέργειες. Η επώαση πραγματοποιήθηκε σε θερμοστατούμενο 

αναδευτήρα (200 rpm) στους 30 οC. Ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε  1,3-DCP 

ή  3-CPD. Δειγματοληψία πραγματοποιούνταν ανά 24 ώρες. Στα δείγματα 

προσδιορίζονταν η κυτταρική ανάπτυξη, η απελευθέρωση ιόντων χλωρίου και οι 

εναπομείνασες 1,3-DCP και  3-CPD. 

 

2.5.2.1 Επιλογή στελεχών 

Στο στάδιο επιλογής στελεχών (screening) η συγκέντρωση των 1,3-DCP και  

3-CPD ήταν 100 mg.L-1. Οι καλλιέργειες είχαν όγκο 50 mL και πραγματοποιήθηκαν 

σε κωνικές φιάλες των 100 mL 
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2.5.2.2 Μελέτη ανθεκτικότητας 

Για την μελέτη της ανθεκτικότητας πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες των 

50 mL με συγκεντρώσεις 1,3-DCP ή 3-CPD 100, 200, 300, 400 και 500 mg.L-1.  

 

2.5.3 Καλλιέργειες σε βιοαντιδραστήρες  

2.5.3.1 Προσαρμογή κυττάρων σε χλωροπροπανόλες 

 Για την προσαρμογή των κυττάρων σε χλωροπροπανόλες 

πραγματοποιήθηκεκαλλιέργα σε βιοαντιδραστήρα ενεργού όγκου 2,5 L υπό 

αερόβιες συνθήκες (παροχή αέρα 1 vvm). Η σύσταση του θρεπτικού υλικού και η 

διαδικασία παρασκευής του ήταν η ίδια με παραπάνω. Ως πηγή άνθρακα 

χρησιμοποιήθηκαν γλυκόζη 2 g.L-1, 1,3-DCP 100 mg.L-1 και 3-CPD 100 mg.L-1. Η 

επώαση έγινε στους 30 οC με ανάδευση 150 rpm. 

 

2.5.3.2 Παραγωγή κυττάρων 

Για την παραγωγή κυττάρων προσαρμοσμένων σε χλωροπροπανόλες 

πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες σε βιοαντιδραστήρα ενεργού όγκου 16 L. Η 

παρασκεύη του θρεπτικού μέσου πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται 

παραπάνω και η επώαση έγινε στους 30 οC με ανάδευση 150 rpm. Η συλλογή της 

βιομάζας πραγματοποιήθηκε μετά από 90 h καλλιέγειας με φυγοκέντρηση στις 

14000 rpm. Ακολούθησε έκπλυση της βιομάζας (εις διπλούν) με NaCl 0,9%. 

 

2.6 Πειράματα συμπυκωμένης βιομάζας 

Η βιομάζα που συλλέχθηκε όπως αναφέρεται παραπάνω διαλύθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl 20 mM pH 7,0 ώστε να αυξηθεί η κυτταρική 

συγκέντρωση σε 0,5g νωπής βιομάζας/10 mL διαλύματος αντίδρασης. Στο 

διάλυμα που προέκυψε προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις 1,3-DCP, 3-

CPD και μίγματος αυτών και πραγματοποιήθηκε επώαση στους 30 οC με 

ανάδευση 200 rpm σε θερμοστατούμενο αναδευόμενο επωαστήρα. 

Πραγματοποιούνταν δειγματοληψίες ανά 24 h  και προσδιοριζόταν η 

συγκέντρωση 1,3-DCP και 3- CPD. Για να αποκλειστεί το ενδεχόμενο η μείωση της 

συγκέντρωσης των 1,3-DCP και 3-CPD να οφείλεται σε προσρόφηση των ενώσεων 
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στη βιομάζα και όχι σε αποικοδόμηση: α) η βιομάζα που παρέμεινε μετά τη 

φυγοκέντρηση των δειγμάτων εκχυλίστηκε με τη μέθοδο των Mueller and Fischer 

και β) κύτταρα απενεργοποιήθηκαν με βρασμό και επωάστηκαν σε αναδευόμενο 

επωαστήρα αφού προστέθηκε ποσότητα 1,3-DCP ή 3-CPD. Δείγματα 

λαμβάνονταν περιοδικά και ακολουθούταν η ίδια διαδικασία που περιγράφεται 

παρακάτω για τον προσδιορισμό των 1,3-DCP και 3-CPD. 

2.7 Πειράματα με εσωκυτταρικό διάλυμα 

Κύτταρα που συλλέχτηκαν όπως παραπάνω αραιώθηκαν με ρυθμιστικό 

διάλυμα Tris-HCl 20 mM pH 7,0. Από προκαταρκτικά πειράματα επιλέχθηκε η 

αναλογία κυττάρων ρυθμιστικού διαλύματος 1:1. Στο διάλυμα προστέθηκε 

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) τελικής συγκέντρωσης 5 mM για την 

αποφυγή της πρωτεόλυσης. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε διάρρηξη των 

κυττάρων με τη βοήθεια υπερήχων ισχύος 600 Watt. Ο έλεγχος της διάρρηξης 

των κυττάρων πραγματοποιήθηκε μέσω του προσδιορισμού της 

απελευθερούμενης πρωτεΐνης. Στο διάλυμα που προέκυψε προστέθηκαν 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 1,3-DCP, 3-CPD, και μίγματος αυτών και 

πραγματοποιήθηκε επώαση στους 30 οC με ανάδευση 200 rpm σε 

θερμοστατούμενο αναδευόμενο επωαστήρα. Ο συνολικός όγκος της εκάστοτε 

αντίδρασης ήταν 3 mL. Πραγματοποιούνταν δειγματοληψίες ανά τακτά χρονικά 

διαστήματα  και προσδιοριζόταν η συγκέντρωση 1,3-DCP και 3-CPD. Παράλληλα, 

δείγματα από το συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκαν και για την 

ταυτοποίηση των μεταβολιτών και τον προσδιορισμό του μεταβολικού 

μονοπατιού που ακολουθεί η αποικοδόμηση του 1,3-DCP ή του 3-CPD.  

Τέλος, ελέγχθηκε η δράση της ECH και της γλυσιδόλης ως παρεμποδιστών 

της αποικοδόμησης της 1,3-DCP και της 3-CPD. Για το σκοπό αυτό σε 

εσωκυτταρικό διάλυμα που περιείχε σταθερή συγκέντρωση 1,3-DCP ή 3-CPD 

προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις ECH  ή γλυσιδόλης. Ακολούθησε 

επώαση στους 30 οC με ανάδευση 200 rpm σε θερμοστατούμενο αναδευόμενο 

επωαστήρα και πραγματοποιούνταν δειγματοληψίες ώστε να προσδιοριστεί η 

συγκέντρωση 1,3-DCP και 3-CPD. 
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2.8 Ακινητοποίηση κυττάρων 

Η παραχθείσα βιομάζα διαλύθηκε σε NaCl 0,9%. Επιλέχθηκε αναλογία 

κυττάρων:NaCl (3:1). Το κυτταρικό διάλυμα αναμίχθηκε με αλγινικό νάτριο 4% σε 

αναλογία 1:1. Η συγκεκριμένη συγκέντρωση αλγινικού νατρίου καθώς και η 

αναλογία κυττάρων-αλγινικού νατρίου επιλέχθηκαν από προκαταρκτικά 

πειράματα με στόχο να περιοριστεί η διαρροή κυττάρων από τα δημιουργούμενα 

σφαιρίδια. Το μίγμα αλγινικού νατρίου-κυττάρων προστέθηκε στάγδην σε 

διάλυμα CaCl2 0,1 N υπό ανάδευση. Τα σφαιρίδια που δημιουργήθηκαν 

παρέμειναν στο διάλυμα CaCl2 για 1 h και στη συνέχεια εκπλύθηκαν με 

απιονισμένο νερό. 

 

2.8.1 Πειράματα με ακινητοποιημένα κύτταρα σε κωνικές φιάλες 

Πραγματοποιήθηκαν πειράματα αποικοδόμησης της 3-CPD σε κωνικές 

φιάλες: 

α) με διαφορετική ανάδευση με στόχο να μελετηθούν τα φαινόμενα 

μεταφοράς και να επιλεγεί η ανάδευση που τα ελαχιστοποιεί και 

β) με διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD ώστε να μελετηθεί η κινητική της 

αποικοδόμησης από  ακινητοποιημένα κύτταρα. 

Στην πρώτη περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν σφαιρίδια ακινητοποιημένων 

κυττάρων που περιείχαν 0,5 g νωπής βιομάζας και προστέθηκαν 10 mL 

ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl 20 mM pH 7,0 ενώ στη δεύτερη 

χρησιμοποιήθηκαν 3 g βιομάζας και 12 mL ρυθμιστικού διαλύματος για να 

επιταχυνθεί η διαδικασία. 

 

2.8.2 Βιοαντιδραστήρας ακινητοποιημένων κυττάρων 

Σε  θερμοστατούμενο δοχείο καλλιέργειας όγκου 650 mL προστέθηκαν 32 

g νωπής βιομάζας ακινητοποιημένης σε σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου και το 

δοχείο πληρώθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl 20 mM pH 7,0. Στο δοχείο 

συνδέθηκε τροφοδοσία ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl 20 mM pH 7,0 με 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD. Η διάταξη που χρησιμοποιήθηκε 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 2.1. Η ροή ρυθμίστηκε σε 12 mL/h, η ανάδευση σε  
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180 rpm και η θερμοκρασία στους 30 οC. Δείγματα λαμβάνονταν ανά 20 h 

περίπου και μετρούταν η συγκέντρωση 3-CPD μέχρι την επίτευξη μόνιμης 

κατάστασης 

 

 

Εικόνα 2.1 Σχηματική απεικόνιση βιοαντιδραστήρα συνεχούς λειτουργίας πλήρους 
ανάδευσης με ακινητοποιημένα κύτταρα. 1: τροφοδοσία, 2: αντλία, 3: υπερχείλιση 
αντιδραστήρα, 4: σημείο δειγματοληψίας, 5: έξοδος, 6: μανδύας, 7: είσοδος νερού ψύξης, 
8: έξοδος νερού ψύξης 
 

2.8.3 Κλίνη με ακινητοποιημένα κύτταρα 

Ακινητοποιημένα κύτταρα (360 g σφαιριδίων ή 45 g νωπής βιομάζας) 

πακεταρίστηκαν σε θερμοστατούμενη στήλη (Εικόνα 2.2). Το ύψος της κλίνης που 

δημιουργήθηκε ήταν 66 cm και η διάμετρος της 2,5 cm. Στην κλίνη συνδέθηκε 

τροφοδοσία ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl 20 mM pH 7,0 με διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 3-CPD. Όπως προηγουμένως, η ροή ρυθμίστηκε σε 12 mL/h, και η 

θερμοκρασία στους 30 οC. Δείγματα λαμβάνονταν ανά 20 h περίπου και 

μετρούταν η συγκέντρωση 3-CPD μέχρι την επίτευξη μόνιμης κατάστασης. 

 

 
2.9 Αναλύσεις 

2.9.1 Εκτίμηση μικροβιακής αύξησης 

 Η εκτίμηση της μικροβιακής αύξησης πραγματοποιούνταν φωτομετρικά 

με φωτομέτρηση στα 600nm. 
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Εικόνα 2.2 Σχηματική απεικόνιση βιοαντιδραστήρα σταθερής κλίνης ανοδικής ροής.  1: 
τροφοδοσία, 2: αντλία, 3: μανδύας, 4: είσοδος νερού ψύξης, 5: έξοδος νερού ψύξης, 6: 
σημείο δειγματοληψίας, 7: έξοδος  
 

2.9.2 Προσδιορισμός γλυκόζης 

 Η γλυκόζη προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του δινιτροσαλικυλικού οξέος 

(DNS)(Miller 1959). Σύμφωνα με τη μέθοδο το δι-νιτρο-σαλικυλικό οξύ σχηματίζει 

σύμπλοκο με αναγωγικά σάκχαρα κατά τη θέρμανση σε θερμοκρασία 

μεγαλύτερη των 70 οC. Τo σύμπλοκο έχει χαρακτηριστικό πορτοκαλί χρώμα που 

απορροφά στα 540 nm. Η παρασκευή του αντιδραστηρίου DNS πραγματοποιείται 

ως εξής: Σε 700 mL διαλύματος NaOH 0,5 N διαλύονται αργά και με ήπια 

θέρμανση 10 g 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος. Στη συνέχεια προστίθενται 300 g 

τρυγικού καλιονατρίου (NaKC4O6 . 4H2O) και το μίγμα ογκομετρείται μέχρι 

τελικού όγκου 1000 mL. Για τη μέτρηση χρησιμοποιήθηκαν 200 μL 

αντιδραστηρίου DNS και 200 μL δείγματος. Το διάλυμα θερμάνθηκε για 5 min 

στους 100 οC. Στη συνέχεια προστέθηκαν 1600 μL H2O και πραγματοποιήθηκε 

φωτομέτρηση στα 540 nm. 
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2.9.3 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεΐνης 

Η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης στα εσωκυτταρικά διαλύματα 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο Bradford (Bradford 1976). Η μέθοδος βασίζεται 

στην ιδιότητα της χρωστικής coomasie-brilliant blue G-250 να προσδένεται στις  

πρωτεΐνες και να δημιουργεί ένα σύμπλοκο που απορροφά στα 595 nm. 

Συγκεκριμένα, παρασκευάστηκε μείγμα αποτελούμενο από 50 mL αιθανόλη 95%, 

100 mg coomasie-brilliant blue G-250 και 100 mL H3PO4 85%. Ακολούθησε 

ανάδευση για 15 min, προσθήκη 850 mL dH2O και επιπλέον ανάδευση για 40 min. 

Σε κάθε μέτρηση για τον προσδιορισμό των πρωτεϊνών χρησιμοποιούνταν 1,25 

mL από το αντιδραστήριο που περιγράφηκε παραπάνω και 25 μL δείγματος.  

 

2.9.4 Προσδιορισμός ιόντων χλωρίου 

Ο προσδιορισμός ιόντων χλωρίου πραγματοποιήθηκε φωτομετρικά 

(Florence and Farrar 1971, Fauzi, Hardman et al. 1996). Η μέθοδος βασίζεται στην 

αντίδραση των ιόντων χλωρίου με θειοκυανιούχο υδράργυρο και το σχηματισμό 

συμπλόκου χλωρίου-υδραργύρου με ταυτόχρονη απελευθέρωση ιόντων 

θειοκυανίου που αντιδούν με ιόντα σιδήρου δίνοντας χαρακτηριστικό κόκκινο 

χρώμα. 

Σε πλάκα μικροτιτλοδότησης τοποθετήθηκαν 200 μL δείγματος, 20 μL  

αντιδραστηρίου Α, 20 μL  αντιδραστηρίου Β. Η σύσταση των αντιδραστηρίων Α 

και Β παρουσιάζεται στους Πίνακες 2.4.1 και 2.4.2. 

Πίνακας 2.4.1: Σύσταση αντιδραστηρίου Α 

Συστατικό Ποσότητα ανά 100 mL 

Fe(NO3)3 15,1 g 

 HClO4 70 % 45 mL 

 
Πίνακας 2.4.2: Σύσταση αντιδραστηρίου B 

Συστατικό Ποσότητα ανά 100 mL 

 Hg(SCN)2 4,7515 mg 
Αιθανόλη 100 % 100 mL 

 
Μετά από ανάδευση πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση στα 460 nm μέσα 

σε διάστημα μικρότερο από 1 h. 
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2.9.5 Ταυτοποίηση και ποσοτικός προσδιορισμός 3–χλωρο–1,2–προπανδιόλης και 

1,3-διχλωρο-2-προπανόλης 

2.9.5.1 Εκχύλιση 

Για την προετοιμασία των δειγμάτων προς ανάλυση πραγματοποιήθηκε 

εκχύλιση των 3-CPD και 1,3-DCP με οξικό αιθυλεστέρα (Mueller and Fischer 

1992). Σε 100 μL του υπό εξέταση δείγματος προστέθηκαν  400 μL οξικού 

αιθυλεστέρα. Στη συνέχεια, αναδεύτηκαν για 20 min σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος (1000 rpm), ακολούθησε φυγοκέντρηση και απομάκρυνση της 

οργανικής φάσης. Στην υδατική φάση προστέθηκε οξικός αιθυλεστέρας και 

επαναλήφθηκε η διαδικασία εκχύλισης δύο φορές. 

 

2.9.5.2 Παραγωγοποίηση 

Σε δείγματα που προέκυψαν από την εκχύλιση και προορίζονταν για 

ταυτοποίηση των μεταβολιτών με GC/MS πραγματοποιήθηκε παραγωγοποίηση 

(derivatization) με N,O-Bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA). 

Συγκεκριμένα, σε 500 μL δείγματος προστέθηκαν 50 μL BSTFA και ακολούθησε 

επώαση 30 min στους 60 oC. Η διαδικασία αυτή οδηγεί στη δημιουργία δεσμού 

μεταξύ ενός υδροξυλίου και μίας τριμεθυλσιλυλο-ομάδας και επιλέχθηκε λόγω 

της δυσκολίας ταυτοποίησης που παρουσιάστηκε όταν χρησιμοποιήθηκαν απλώς 

εκχυλισμένα δείγματα.  

 

2.9.5.3 Ταυτοποίηση μεταβολιτών 

Η ταυτοποίηση των μεταβολιτών πραγματοποιήθηκε με αέριο 

χρωματογράφο συνδεδεμένο με φασματογράφο μάζας με αναλυτή παγίδας 

ιόντων (Ion Τrap). Η μέθοδος ιονισμού που χρησιμοποιήθηκε ήταν η πρόσκρουση 

ηλεκτρονίων (Electron Impact, ΕΙ). Η στήλη που χρησιμοποιήθηκε ήταν η 

FactorFourTM VF-5ms (Agilent) διαστάσεων 30 m x 0.25 mm x 0.25 μm. Οι 

θερμοκρασίες του εισαγωγέα δείγματος, της γραμμής μεταφοράς και του 

αναλυτή ήταν 280, 200 και 170 oC, αντίστοιχα.  Η θερμοκρασία του φούρνου ήταν 

40 οC για 2 min και στη συνέχεια αυξήθηκε με ρυθμό 2 οC min-1 έως τους 80 oC, 

όπου παρέμεινε σταθερή για 2 min. Ακολούθησε αύξηση με ρυθμό 30 οC min-1 

έως τους 280 oC και παραμονή για 2 min. Για την ανάλυση της γλυκερόλης, το 



 
 

51 
 

θερμοκρασιακό πρόγραμμα ήταν το ακόλουθο: 115 oC για 1 min, αύξηση 5 oC/min 

μέχρι τους 130 oC και στη συνέχεια μέχρι τους 250 oC με ρυθμό 30 oC /min και 

παραμονή για 2 min. 

 

2.9.5.4 Ποσοτικός προσδιορισμός χλωροπροπανολών 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των χλωροπροπανολών (3-CPD και 1,3-DCP) 

πραγματοποιήθηκε με χρήση αέριου χρωματογράφου εξοπλισμένου με 

ανιχνευτή αρπαγής ηλεκτρονίων (Electron Capture Detector, ECD). Η στήλη που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η EquityTM–1 (Supelco) διαστάσεων 60 m x 0.25 mm x 0.25 

μm. Ως φέρον αέριο χρησιμοποιήθηκε ήλιο με ροή 1 mL min-1. 

Πραγματοποιήθηκε διαχωρισμός του δείγματος (split) 1:25. Οι θερμοκρασίες του 

εισαγωγέα δείγματος και του ανιχνευτή ήταν 280 και 300 oC, αντίστοιχα.  Η 

θερμοκρασία του φούρνου ήταν 90 οC για 2 min και στη συνέχεια αυξήθηκε με 

ρυθμό 5 οC min-1 έως τους 150 oC, όπου παρέμεινε σταθερή για 1 min. 

Ακολούθησε αύξηση με ρυθμό 25 οC min-1 έως τους 220 oC. Οι χρόνοι 

κατακράτησης των 3-CPD και 1,3-DCP ήταν 9,9 και 9,2 min αντίστοιχα. 
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3.1 Επιλογή στελεχών με ικανότητα αποχλωρίωσης 

Οι μικροοργανισμοί παρουσιάζουν αξιοσημείωτη ποικιλότητα η οποία 

έχει προκύψει ως αποτέλεσμα των εξελικτικών πιέσεων που δέχονται από τα 

ενδιαιτήματα στα οποία κατοικούν. «Έμαθαν» να ζουν σε ακραίες συνθήκες 

θερμοκρασίας, pH, πίεσης και αλατότητας. Επίσης, ανέπτυξαν μεταβολικά 

μονοπάτια τα οποία τους επιτρέπουν να καταβολίζουν  ένα μεγάλο εύρος 

χημικών ενώσεων, ακόμα και τοξικών, βοηθώντας συχνά στην αποτοξικοποίηση 

μολυσμένων περιοχών. Η ποικιλότητα αυτή η οποία μπορεί να αξιοποιηθεί σε 

βιομηχανικές εφαρμογές έχει επαληθευθεί και από μεταγενωμικές αναλύσεις 

(Lefevre, Jarrin et al. 2007). Ωστόσο, οι in silico αναλύσεις δεν μπορούν να 

υποκαταστήσουν τις παραδοσιακές μεθόδους καλλιέργειας στο εργαστήριο και η 

πλήρης αξιοποίηση του μικροβιακού δυναμικού απαιτεί συνδυασμό μεθόδων 

(Donachie, Foster et al. 2007).  

Στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής ελέγχθηκε η ικανότητα 

βακτηριακών στελεχών να αποικοδομήσουν τις χλωροϋδρίνες 1,3-διχλωρο-2-

προπανόλη (1,3-DCP) και 3-χλωρο-1,2-προπανοδιόλη (3-CPD). Πιο συγκεκριμένα, 

χρησιμοποιήθηκαν 75 βακτηριακά στελέχη (3 στελέχη της DSMZ και 72 αρνητικά 

κατά Gram στελέχη που είχαν απομονωθεί από το Εργαστήριο Μικροβιολογίας 

του Τμήματος Βιολογίας ΕΚΠΑ).  

Τα στελέχη αυτά εμβολάστηκαν σε εκλεκτικό ως προς την ικανότητα 

αποχλωρίωσης θρεπτικό μέσο (Fauzi, Hardman et al. 1996, Smejkal, Vallaeys et al. 

2001) και 24 από αυτά έδωσαν θετικό αποτέλεσμα (μπλε αποικίες). Στον Πίνακα 

3.1 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά (ποιοτικά) αποτελέσματα του ελέγχου της 

ικανότητας αποχλωρίωσης (screening) στο εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα. 

Ο μηχανισμός δράσης του συγκεκριμένου εκλεκτικού υποστρώματος είναι 

ο ακόλουθος: Η απελευθέρωση ιόντων χλωρίου έχει ως αποτέλεσμα την  

παραγωγή HCl και τη μείωση του pH του μέσου η οποία διευκολύνει την 

απορρόφηση της χρωστικής από τις αποικίες και την επακόλουθη εμφάνιση του 

χαρακτηριστικού μπλε χρώματος. Στην Εικόνα 3.1 παρουσιάζεται ενδεικτικά ένας 

μικροοργανισμός ο οποίος έδωσε θετικό αποτέλεσμα και ένας που έδωσε 

αρνητικό αποτέλεσμα. 
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Πίνακας 3.1 Έλεγχος ικανότητας αποχλωρίωσης σε βακτηριακά στελέχη. 
Σύμβολα: (+) ικανότητα αποχλωρίωσης, (-) απουσία ικανότητας αποχλωρίωσης 

Μικροοργανισμός Ικανότητα 
αποχλωρίωσης Μικροοργανισμός Ικανότητα 

αποχλωρίωσης 
ΜΤ1 + 241 - 
ΜT3 + 262 - 
MT4 - 815 + 
MT5 + 966 + 
MT7 + 967 - 
MT8 + 968 + 
MT9 - 969 + 

MT11 - 1181 + 
MT12 - 1810 + 
MT13 - 1812 + 
MT17 - 1813 + 
BK1 - 1814 - 
BK3 - 1816 - 

BK11 - 1817 - 
2C1 + 1819 - 
2C4 - 2410 - 
2C5 - 4476 - 
025 - 8830 - 

P. putida DSM 437 + 9610 - 
P. putida DSM 50222 - BK2 - 
P. putida DSM 12448 + BK4 - 

Α + BK5 - 
203 - BK8 - 
212 - BK9 - 
214 - BK10 - 
215 - 104 - 
216 - 105 - 
217 - 106 - 
242 - 107 - 
243 - 108 + 
244 - 181 - 
245 - 182 + 
247 - 183 + 
249 - 184 - 

   185   +     187    + 
   186   +     189    + 
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Εικόνα 3.1 Έλεγχος αποχλωρίωσης με εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα Eosin B-
Methylene Blue. Αριστερά: θετικό αποτέλεσμα ως προς την ικανότητα 
αποχλωρίωσης (μικροοργανισμός: P. putida DSM 437). Δεξιά: αρνητικό 
αποτέλεσμα ως προς την ικανότητα αποχλωρίωσης (βακτηριακό στέλεχος: 107) 

 

Στη συνέχεια, τα 24 στελέχη που επιλέχθηκαν στο πρώτο στάδιο 

μελετήθηκαν περαιτέρω σε υγρές καλλιέργειες που περιείχαν 3-CPD ή 1,3-DCP 

(σε συγκέντρωση 100 mg.L-1) ως μοναδική πηγή άνθρακα. Αναλυτικά τα 

διαγράμματα που παρουσιάζουν τη χρονική μεταβολή της συγκέντρωσης των 

απελευθερούμενων ιόντων χλωρίου και της κυτταρικής ανάπτυξης των 

μικροοργανισμών δίνονται στο Παράρτημα. 

 Τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα όσον αφορά στην αποικοδόμηση των 

δύο ενώσεων δίνονται στο Διάγραμμα 3.1. Όπως φαίνεται, οι περισσότεροι από 

τους επιλεχθέντες μικροοργανισμούς μπορούν να αποικοδομήσουν την 3-CPD 

ενώ λίγοι μπορούν να αποικοδομήσουν την 1,3-DCP. Επίσης, οι οργανισμοί που 

αποικοδομούν  και τις δύο ενώσεις εμφανίζουν υψηλότερα ποσοστά 

αποικοδόμησης της 3-CPD. Το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να αποδοθεί στην 

ύπαρξη του δεύτερου ατόμου χλωρίου στην 1,3-DCP που καθιστά την ένωση πιο 

τοξική για τους οργανισμούς και κατά συνέπεια πιο δύσκολη στην αποικοδόμησή 

της (Janssen, Oppentocht et al. 2001). Από το Διάγραμμα 3.1 προκύπτει, επίσης, 

ότι το βακτήριο P.putida DSM 437 παρουσίασε υψηλότερα ποσοστά 

αποικοδόμησης και για τις δύο ενώσεις και λόγω αυτού του ευρήματος 

επιλέχθηκε για περαιτέρω μελέτη της αποικοδόμησης των 3-CPD και 1,3-DCP. 
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Διάγραμμα 3.1 Ποσοστά αποικοδόμησης 3-CPD και 1,3-DCP ανά μικροβιακό στέλεχος. Όλα τα βακτηρικά στελέχη αναπτύχθηκαν υπό 
αερόβιες συνθήκες παρουσία 100 mg.L-1 1,3-DCP ή 3-CPD. 
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3.2 Αποικοδόμηση 1,3-DCP και 3-CPD από καλλιέργεια του βακτηρίου P. putida 
DSM 437  

Τo βακτήριο P. putida DSM 437 όπως αναφέρθηκε στην προηγούμενη 

ενότητα εμφάνισε υψηλότερα ποσοστά αποικοδόμησης της 1,3-DCP και 3-CPD εν 

συγκρίσει με τα υπόλοιπα βακτηριακά στελέχη που εξετάστηκαν. Μελετήθηκε η 

ικανότητα του συγκεκριμένου στελέχους να αποικοδομεί  διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 3-CPD ή 1,3-DCP που χρησιμοποιήθηκαν ως πηγή άνθρακα. Στα 

Διαγράμματα 3.2 και 3.3  παρουσιάζεται η αποικοδόμηση της 1,3-DCP ή 3-CPD 

αντίστοιχα για όλες τις εξετασθείσες συγκεντρώσεις των δύο χλωροπροπανολών. 

Η αποικοδόμηση της 1,3-DCP είναι πολύ χαμηλή (<15%) για αρχική συγκέντρωση 

100 mg.L-1 ενώ δεν πραγματοποιείται αποικοδόμηση σε συγκεντρώσεις 

μεγαλύτερες των 100 mg.L-1 (Διάγραμμα 3.2). 

Αντίθετα, για την 3-CPD παρατηρείται σημαντική αποικοδόμηση σε όλο το 

εύρος των συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν (100-500 mg.L-1) (Διάγραμμα 3.3). 

Για αρχική συγκέντρωση 3-CPD 100 mg.L-1 παρατηρείται αποικοδόμηση της τάξης 

του 61,44 % (Διάγραμμα 3.4) σε 124 h καλλιέργειας ενώ το αντίστοιχο ποσοστό 

για 500 mg.L-1 3-CPD είναι 28,26% (Διάγραμμα 3.4).  Ειδικότερα παρατηρείται 

μείωση του ποσοστού αποικοδόμησης της 3-CPD σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες 

των 300 mg.L-1 .  

Παρόμοια αποτελέσματα έχουν αναφερθεί σε μελέτες που 

χρησιμοποιήσαν στελέχη του βακτηρίου P. putida για την αποικοδόμηση 

διαφορετικών ειδών ρύπων.  Έχει βρεθεί ότι η ανάπτυξη του εν λόγω 

μικροοργανισμού υπόκειται σε αναστολή παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων 

υποστρώματος (Hill and Robinson 1975, Wang and Loh 1999, Wang and Loh 

2000). Για την αντιμετώπιση του προαναφερθέντος περιορισμού έχουν προταθεί 

διάφορες μέθοδοι στις οποίες περιλαμβάνονται η προσαρμογή των κυττάρων σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις τοξικών ενώσεων, η ακινητοποίηση των κυττάρων 

και η χρήση γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών. 

Η προσαρμογή των βακτηριακών κυττάρων σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις φαινολικών ουσιών είναι μεν χρονοβορος διαδικασία αλλά 

παρουσιάζει ικανοποιητικά αποτελέσματα (González, Herrera et al. 2001, 

Abuhamed, Bayraktar et al. 2004, Pazarlioğlu and Telefoncu 2005). 
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Διάγραμμα 3.2 Χρονική μεταβολή αποικοδόμησης 1,3-DCP από καλλιέργεια του 
βακτηρίου P.putida DSM 437. Σύμβολα: () 100 mg.L-1, () 200 mg.L-1, () 300 
mg.L-1, () 400 mg.L-1 και () 500 mg.L-1 

 

 
Διάγραμμα 3.3 Χρονική μεταβολή αποικοδόμησης 3-CPD από καλλιέργεια του 
βακτηρίου P.putida DSM 437. Σύμβολα: () 100 mg.L-1, () 200 mg.L-1, () 300 
mg.L-1, () 400 mg.L-1 και () 500 mg.L-1 
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Διάγραμμα 3.4 Ποσοστά αποικοδόμησης 3-CPD από καλλιέργεια P. putida DSM 
437 σε διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις υποστρώματος 

Επίσης, η ακινητοποίηση των κυττάρων σε διάφορους φορείς αποτελεί μία 

ελπιδοφόρα τεχνική για την υπέρβαση του προβλήματος (Chung, Tseng et al. 

2003). Μία εναλλακτική μέθοδος αύξησης της ανθεκτικότητας των κυττάρων στην 

παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων υποστρώματος αποτελεί η προσθήκη στο 

θρεπτικό μέσο συμβατικών πηγών άνθρακα όπως το εκχύλισμα ζύμης ή η 

γλυκόζη.  Έχει αναφερθεί ότι η παρουσία εκxυλίσματος ζύμης στο θρεπτικό 

αυξάνει το ρυθμό αποικοδόμησης του χλωροβενζοϊκού οξέος (Armenante, Fava 

et al. 1995, Loh and Tan 2000) και της φαινόλης (Loh and Tan 2000).  Παρόμοιο 

αποτέλεσμα επετεύχθη με προσθήκη γλυκόζης (Loh and Tan 2000) ή 

γλουταμινικού νατρίου κατά τον ταυτόχρονη αποικοδόμηση φαινόλης και 4-

χλωροφαινόλης (Wang and Loh 2000).  

Η προσέγγιση αυτή θεωρήθηκε μία πιθανή λύση για τη βελτίωση της 

απόδοσης της αποικοδόμησης των χλωροπροπανολών από το βακτήριο P.putida 

DSM 437 και τη μείωση της λανθάνουσας φάσης ανάπτυξης (που παρατηρήθηκε 

όταν χρησιμοποιήθηκαν βακτηριακές καλλιέργειες για την αποικοδόμηση). 

Με στόχο την αύξηση της κυτταρικής συγκέντρωσης, χρησιμοποιήθηκε 

γλυκόζη ως κύρια πηγή άνθρακα παρουσία 1,3-DCP και 3-CPD. Η καλλιέργεια 

πραγματοποιήθηκε σε βιοαντιδραστήρα υπό πλήρως αερόβιες συνθήκες και 

Αρχική συγκέντρωση 3-CPD (mg.L-1)
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προσδιορίστηκε η κυτταρική ανάπτυξη, η κατανάλωση γλυκόζης, 1,3-DCP και 3-

CPD σε διαφορετικά χρονικά σημεία. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο 

Διάγραμμα 3.5.  

Από το Διάγραμμα 3.5 μπορούμε να συμπεράνουμε ότι ο μικροοργανισμός 

αναπτύσσεται καταναλώνοντας πρώτα τη συμβατική πηγή άνθρακα (γλυκόζη). Η 

αποικοδόμηση των δύο χλωροπροπανολών ξεκινά ουσιαστικά μετά την 

κατανάλωση της  γλυκόζης και την ανάπτυξη του οργανισμού. Το ποσοστό 

αποικοδόμησης της 3-CPD έφτασε το 50% σε περίπου 90 h καλλιέργειας ενώ το 

αντίστοιχο για την 1,3-DCP ήταν 15%.  Λόγω των ευρημάτων αυτών στα 

πειράματα που ακολούθησαν πραγματοποιήθηκε ανάπτυξη των κυττάρων σε 

γλυκόζη με ταυτόχρονη προσαρμογή στις χλωροπροπανόλες. Η συλλογή της 

βιομάζας  έγινε μετά από 90  h καλλιέργειας όταν είχαν επαχθεί τα ένζυμα της 

αποικοδόμησης των χλωροπροπανολών. 

 

 
Διάγραμμα 3.5 Χρονική μεταβολή οπτικής πυκνότητας, 1,3-DCP και 3-CPD σε 
βιοαντιδραστήρα 2,5 L με παροχή 1 vvm αέρα. Σύμβολα: ()1,3-DCP, (○) 3-CPD, 
() OD600, () γλυκόζη. 
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 3.3 Αποικοδόμηση χλωροπροπανολών από μη αναπτυσσόμενα κύτταρα 

P.putida DSM 437 

Πρόσφατα, συστήματα ελεύθερα κυττάρων αναπτύχθηκαν με στόχο την 

πραγματοποίηση σύνθετων βιοχημικών αντιδράσεων in vitro (Hold and Panke 

2009, Bujara, Schümperli et al. 2010, Zhang 2010). Με τη βοήθεια της συνθετικής 

βιολογίας, σχεδιάστηκαν ενζυμικά μονοπάτια (ελεύθερα κυττάρων) με 

συνδυασμό 10 και πλέον καθαρισμένων ενζύμων και συνενζύμων για την 

παραγωγή προϊόντων που δεν μπορούν να παραχθούν από ένα μόνο ένζυμο. 

Ωστόσο, σε αντίθεση με τα ολόκληρα κύτταρα τα συστήματα αυτά δεν έχουν 

ικανότητα αυτορρύθμισης και επιδιόρθωσης (Bujara, Schümperli et al. 2010). 

Τα κύρια πλεονεκτήματα της χρήσης ολόκληρων κυττάρων είναι ότι τα 

κύτταρα παρέχουν ένα φυσικό περιβάλλον για τα ένζυμα αποτρέποντας αλλαγές 

στην πρωτεϊνική δομή οι οποίες μπορούν να οδηγήσουν στην απώλεια 

ενεργότητας σε μη συμβατικά συστήματα και είναι ικανά να παράγουν με 

αποτελεσματικότητα συμπαράγοντες (de Carvalho and da Fonseca 2007). Τα 

ένζυμα στο εσωτερικό του κυττάρου είναι πιο προστατευμένα και συνήθως πιο 

σταθερά εν συγκρίσει με τα απομονωμένα.  

Ωστόσο, το υπόστρωμα θα πρέπει να μπορεί να διαπεράσει τον κυτταρικό 

φάκελο για να φτάσει στο ένζυμο. Το γεγονός αυτό ενδέχεται να μειώσει το 

ρυθμό της αντίδρασης που επιτυγχάνεται χρησιμοποιώντας ολόκληρα κύτταρα 

και όχι απομονωμένα ένζυμα. Ένας τρόπος να ξεπεραστούν οι περιορισμοί που 

σχετίζονται με τη μεταφορά του υποστρώματος είναι η αύξηση της 

διαπερατότητας του κυτταρικού τοιχώματος και των μεμβρανών με χημική 

(προσθέτοντας απορρυπαντικά ή διαλύτες) ή φυσική (θερμοκρασιακό σοκ) 

επεξεργασία. Όμως, αυτές οι διαδικασίες μπορεί να παρεμποδίσουν τις 

κυτταρικές λειτουργίες ή και να καταστρέψουν τα κύτταρα.  

Στις περισσότερες πρόσφατες μελέτες βιοκατάλυσης με ολόκληρα κύτταρα 

έχουν χρησιμοποιηθεί υδατικά ή υδατικά-οργανικά διαλύματα. Η επαφή με 

οργανικούς διαλύτες έχει επιπτώσεις στη φυσιολογία των βακτηριακών κυττάρων 

(de Carvalho and da Fonseca 2004, Heipieper, Neumann et al. 2007). Ανάλογα με 

τη διαθεσιμότητα του υποστρώματος, ο οργανικός διαλύτης μπορεί να 
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μεταβολίζεται από το κύτταρο επηρεάζοντας την κυτταρική λειτουργία και 

οικολογία. Η προσαρμογή των βακτηριακών κυττάρων στον οργανικό διαλύτη 

όσον αφορά τη σύνθεση της κυτταρικής μεμβράνης, το φορτίο της επιφάνειας, 

την παραγωγή πολυμερών και τη συσσωμάτωση έχει επίσης σημαντική επίδραση 

στα συστήματα βιομετασχηματισμών (De Carvalho, Wick et al. 2009). Επίσης, η 

υποβολή των κυττάρων σε πενία είναι δυνατόν να καθορίσει το ρυθμό της 

μετατροπής του υποστρώματος είτε επιταχύνοντας τον π.χ. στην περίπτωση της 

μετατροπής του θειοηλεκτρικού διεξυλεστέρα (dihexyl sulfosuccinate) από το 

Comamonas terrigena (Chmelárová, Závadská et al. 2000) είτε επιβραδύνοντας 

τον στην περίπτωση των βακτηρίων που αποικοδομούν το τολουόλιο μέσω του 

μονοπατιού της οξυγονάσης του τολουολίου (Burkholderia cepacia, Ralstonia 

pickettii, P. mendocina and P. putida) (Johnson, Park et al. 2006). 

Kύτταρα που είχαν αναπτυχθεί παρουσία χλωροπροπανολών 

συλλέχθηκαν στην ύστερη εκθετική φάση όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 2: 

Υλικά και Μέθοδοι και χρησιμοποιήθηκαν με στόχο τη μελέτη της κινητικής της 

αποικοδόμησης των δύο χλωροπροπανολών. Κατά τη διάρκεια της παραγωγής 

της βιομάζας, γλυκόζη προστέθηκε ως πηγή άνθρακα και ενέργειας για να 

ενισχυθεί η κυτταρική αύξηση ενώ χλωροπροπανόλες προστέθηκαν για να 

επαχθούν τα ένζυμα που εμπλέκονται στην αποικοδόμησή τους.  Οι 

συγκεντρώσεις 1,3-DCP και 3-CPD που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα με μη 

αναπτυσσόμενα κύτταρα ήταν 50, 100, 200, 300, 400 και 500 mg.L-1. Οι 

συγκεντρώσεις αυτές αντιστοιχούν σε 0,39 έως 3,68 mM για την 1,3-DCP και 0,45 

έως 4,52 mM για την 3-CPD. 

 Όταν χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα που είχαν αναπτυχθεί παρουσία 

γλυκόζης και των δύο χλωροπροπανολών (κεφάλαιο 3.2), παρατηρήθηκε 

απομάκρυνση της 1,3-DCP σε όλες τις συγκεντρώσεις υποστρώματος που 

χρησιμοποιήθηκαν (Διάγραμμα 3.7) σε αντίθεση με τις καλλιέργειες. Η 

αποικοδόμηση της 1,3-DCP προσεγγίζει το 25% σε όλες τις συγκεντρώσεις που 

χρησιμοποιήθηκαν. Οι ρυθμοί βιοαποικοδόμησης της 1,3-DCP κυμάνθηκαν από 

2,95.10-7 έως 1,73.10-6 mmoles.mg DCW-1 .h-1 (0,001-0,006 mmoles.L-1.h-1) ανάλογα 

με την αρχική συγκέντρωση 1,3-DCP (Πίνακας 3.2). 
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Διάγραμμα 3.6 Αποικοδόμηση 1,3-DCP από συμπυκνωμένη βιομάζα του 
βακτηρίου P. putida DSM 437 (συγκέντρωση κυτταρικής μάζας 3,5 g DCW.L-1). 
Αρχικές συγκεντρώσεις 1,3-DCP () 0,39 mM, () 0,78 mM, () 1,55 mM, () 
2,33 mM, () 3,10 mM και () 3,88 mM. 
 

Πίνακας 3.2 Ρυθμοί αποικοδόμησης 1,3-DCP από μη αναπτυσσόμενα κύτταρα P. 
putida DSM 437 

Αρχική Συγκέντρωση  1,3-DCP 
(mM) 

Ρυθμός αποικοδόμησης 1,3-DCP 
(mmoles.mg DCW-1 .h-1) 

0,39 2,95E-07 
0,78 4,25E-07 
1,55 8,12E-07 
2,33 1,27E-06 
3,10 1,45E-06 
3,88 1,73E-06 

 

Οι Fauzi et al. (1996) ανέφεραν την αφαλογόνωση χαμηλών 

συγκεντρώσεων 1,3-DCP από το στέλεχος Α1 του Agrobacterium sp. Στη 

διεργασία αυτή ο ρυθμός αποικοδόμησης έφτασε τα 0,0038 mmoles.L-1.h-1  σε 

εύρος συγκεντρώσεων 1,3-DCP από 0.0077 έως 0.077 mM. Αντίθετα, υψηλότεροι 

ρυθμοί αποικοδόμησης (0,024 mmoles.L-1.h-1) αναφέρθηκαν χρησιμοποιώντας 
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μικροβιακές κοινότητες για την αποικοδόμηση της 1,3-DCP αφού προηγήθηκε 

εμπλουτισμός (Bastos, Bessa et al. 2002). Επίσης, οι Yonetani et al. (2004) 

χρησιμοποιώντας το στέλεχος PY1 του Arthrobacter sp. πέτυχαν ρυθμό 

αποικοδόμησης 0,185 mmoles.L-1.h-1. 

Στο εύρος των συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν δεν παρατηρήθηκε 

αναστολή από το υπόστρωμα και όλα τα δεδομένα χρησιμοποιήθηκαν για την 

κατασκευή του διαγράμματος Lineweaver-Burk (Διάγραμμα 3.7) από το οποίο 

υπολογίστηκαν ο μέγιστος ρυθμός αποικοδόμησης (νmax) και η σταθερά 

κορεσμού (Km) τα οποία δίνονται στον Πίνακα 3.4.  

 

 
Διάγραμμα 3.7 Διάγραμμα Lineweaver-Burk για την αποικοδόμηση της 1,3-DCP 
από συμπυκνωμένη βιομάζα 

 

Όσον αφορά στην 3-CPD, η βιομάζα του P. putida DSM 437 που παρήχθη 

παρουσία χλωροπροπανολών εμφάνισε αυξημένους ρυθμούς αποικοδόμησης σε 

σύγκριση με τις καλλιέργειες του ίδιου μικροοργανισμού. Στο Διάγραμμα 3.8 

παρουσιάζονται τα πειραματικά δεδομένα για την αποικοδόμηση της 3-CPD. Η 

συνολική απομάκρυνση της 3-CPD κυμάνθηκε από  47% έως 79%. 
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Διάγραμμα 3.8 Αποικοδόμηση 3-CPD από συμπυκνωμένη βιομάζα του βακτηρίου 
P. putida DSM 437 (συγκέντρωση κυτταρικής μάζας 3,5 g DCW.L-1). Αρχικές 
συγκεντώσεις 3-CPD () 0,45 mM, () 0,90 mM, () 1,81 mM, () 2,71 mM, () 
3,62 mM and () 4,52 mM. 

 

 Ο ρυθμός αποικοδόμησης της 3-CPD αυξήθηκε αυξανομένης της 

συγκέντρωσης του υποστρώματος (ίδια τάση παρατηρήθηκε και στην περίπτωση 

της 1,3-DCP) (Πίνακας 3.3). 

 

Πίνακας 3.3 Ρυθμοί αποικοδόμησης 3-CPD από μη αναπτυσσόμενα κύτταρα P. 
putida DSM 437 

Αρχική Συγκέντρωση  3-CPD   
(mM) 

Ρυθμός αποικοδόμησης 3-CPD 
(mmoles.mg DCW-1 .h-1) 

0,45 1,36E-06 
0,90 1,96E-06 
1,81 3,74E-06 
2,71 5,86E-06 
3,62 6,69E-06 
4,52 7,98E-06 

 

Οι κινητικές παράμετροι της αποικοδόμησης της 3-CPD στο εξετασθέν 

σύστημα υπολογίστηκαν από το διάγραμμα Lineweaver-Burk (Διάγραμμα 3.9).  
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Διάγραμμα 3.9 Διάγραμμα Lineweaver-Burk για την αποικοδόμηση της 3-CPD 
από συμπυκνωμένη βιομάζα 

Οι κινητικές σταθερές της αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD από μη 

αναπτυσσόμενα κύτταρα συνοψίζονται στον Πίνακα 3.4. Η συγγένεια προς τις 

δύο αλοϋδρίνες είναι πρακτικά η ίδια αν ληφθούν υπόψη οι υπολογισθείσες 

τιμές Km. Ωστόσο, ο μεγιστος ρυθμός βιοαποικοδόμησης της 3-CPD βρέθηκε 

πάνω από τέσσερις φορές μεγαλύτερος από εκείνον της 1,3-DCP.  

 

Πίνακας 3.4 Κινητικές παράμετροι της αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD 
από μη αναπτυσσόμενα κύτταρα P. putida DSM 437 

Αλοϋδρίνη 
vmax

 

(mmoles.mg DCW-1 .h-1) 

Km
 

(mM) 

1,3-DCP 2,78.10-6 3,45 

3-CPD 1,28.10-5 4,03 

 

Ακολουθησε η μελέτη της ταυτόχρονης αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-

CPD (σε διαφορετικές αναλογίες με τελική αθροιστική συγκέντρωση 500 mg.L-1) 

(Διάγραμμα 3.10).  
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Διάγραμμα 3.10 Αποικοδόμηση μιγμάτων 1,3-DCP και 3-CPD από μη 
αναπτυσσόμενα κύτταρα του βακτηρίου P. putida DSM 437 (συγκέντρωση 
κυτταρικής μάζας 3,5 g DCW.L-1). Συνθήκες: (α) 3,49 mM 1,3-DCP και 0,45 mM 3-
CPD, (β)  3,10 mM 1,3-DCP και 0,90 mM 3-CPD, (γ) 2,33 mM 1,3-DCP και 1,81 mM 
3-CPD, (δ) 1,55 mM 1,3-DCP και 2,71 mM 3-CPD, (ε) 0,78 mM 1,3-DCP και 3,62 
mM 3-CPD και (στ) 0,39 mM 1,3-DCP και 4,07 mM 3-CPD. Σύμβολα: () 1,3-DCP,  
( ) 3-CPD. 
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Οι αρχικές συγκεντρώσεις των 1,3-DCP και 3-CPD που χρησιμοποιήθηκαν καθώς 

και οι ρυθμοί αποικοδόμησής τους δίνονται στον Πίνακα 3.5.  

Πίνακας 3.5 Aποικοδόμηση μιγμάτων 1,3-DCP και 3-CPD από μη αναπτυσσόμενα 
κύτταρα P. putida DSM 437 

Αρχική 

Συγκέντρωση  

1,3-DCP  

στο μίγμα 

 (mM) 

Αρχική 

Συγκέντρωση 

 3-CPD  

στο μίγμα 

 (mM) 

Ρυθμός 

αποικοδόμησης  

1,3-DCP  

(mmoles. 

mg DCW-1 .h-1) 

Ρυθμός 

αποικοδόμησης  

3-CPD 

 (mmoles. 

mg DCW-1 .h-1) 

3,49 0,45 1,57E-06 3,68E-07 
3,10 0,90 3,64E-06 9,90E-07 
2,33 1,81 1,81E-06 1,79E-06 
1,55 2,71 1,65E-06 3,00E-06 
0,78 3,62 5,10E-07 4,54E-06 
0,39 4,07 4,43E-08 4,43E-06 

 

Παρατηρείται μείωση του ρυθμού αποικοδόμησης και των δύο ενώσεων. 

Συνεπώς, η ταυτόχρονη παρουσία των δύο χλωροπροπανολών δρα ανασταλτικά 

στην αποικοδόμηση της κάθε μίας από αυτές από το P. putida DSM 437.  

 Το αποτέλεσμα αυτό ενδεχομένως υποδεικνύει ότι η αποικοδόμηση της 

μίας ένωσης σχετίζεται με την αποικοδόμηση της άλλης. Πιθανόν η 

αποικοδόμηση της 1,3-DCP από το βακτήριο P.putida ακολουθεί το προτεινόμενο 

για το Agrobacterium radiobacter AD1 μεταβολικό μονοπάτι του οποίου η 3-CPD 

αποτελεί ενδιάμεσο μεταβολίτη (De Jong, Tiesinga et al. 2003). Με στόχο την 

ανάπτυξη μίας διεργασίας αποικοδόμησης χλωροπροπανολών με υψηλότερες 

αποδόσεις, η οποία θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί στην περίπτωση 

βιομηχανικών αποβλήτων, θεωρήθηκε σκόπιμη η περαιτέρω μελέτη του 

μεταβολισμού της 1,3-DCP και 3-CPD η οποία παρουσιάζεται στην επόμενη 

ενότητα.  
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3.4 Αποικοδόμηση αλοϋδρινών από το εσωκυτταρικό διάλυμα του P.putida 

DSM 437 

3.4.1 Διερεύνηση του μεταβολικού μονοπατιού αποικοδόμησης αλοϋδρινών από 

το βακτήριο P. putida DSM 437 

Για την ταυτοποίηση του μεταβολικού μονοπατιού που ακολουθεί η 

αποικοδόμηση των χλωροπροπανολών στο βακτήριο P. putida DSM 437 

χρησιμοποιήθηκε εσωκυτταρικό διάλυμα που προέκυψε μετά από θραύση 

κυττάρων που είχαν προσαρμοστεί σε χλωροπροπανόλες. Στα εσωκυτταρικά 

διαλύματα προστέθηκε 1,3-DCP και στα δείγματα που προέκυψαν μετά από 0 και 

24 h επώασης πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός μεταβολιτών με χρήση GC-MS. 

Μετά από 24 ώρες επώασης, εκτός από 1,3-DCP ανιχνεύτηκαν επίσης 3-

CPD και γλυκερόλη. Οι χρόνοι κατακράτησης ήταν 11,035 min για την 1,3-DCP, 

13,354 min για την 3-CPD και 10,303 για τη γλυκερόλη (Το θερμοκρασιακό 

πρόγραμμα του φούρνου για την ταυτοποίηση της γλυκερόλης τροποποιήθηκε 

όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 2: Υλικά και Μέθοδοι). Η παρουσία της 3-CPD 

επιβεβαιώθηκε όταν πραγματοποιήθηκε παραγωγοποίηση με BSTFA μετά την 

εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα. Η παραγωγοποίηση βελτίωσε καθοριστικά την 

ποιότητα της ανάλυσης. Οι χρόνοι κατακράτησης των παραγώγων της 1,3-DCP και 

3-CPD ήταν 13,802 και 19,474, αντίστοιχα (Εικόνα 3.2). Στις Εικόνες 3.3 και 3.4 

παρουσιάζονται τα φάσματα μάζας των κορυφών α και β με βάση τα οποία έγινε 

η ταυτοποίηση των ενώσεων (των παραγώγων της 1,3-DCP και της 3-CPD). 

 

 
Εικόνα 3.2 Χρωματογράφημα δείγματος 24 h: (α) σιλυλ-παράγωγο της 1,3-DCP 
και (β) σιλυλ-παράγωγο της 3-CPD 

(α) 

(β) 

(

(
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Εικόνα 3.3 Φάσμα MS σιλυλ-παραγώγου-1,3-DCP 

 
Εικόνα 3.4 Φάσμα MS σίλυλ-παραγώγου-3-CPD 
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Στις Εικόνες 3.5 και 3.6 παρουσιάζονται το χρωματογράφημα και το 

φάσμα MS από τα οποία ταυτοποιήθηκε η γλυκερόλη σε δείγμα που είχε υποστεί 

επώαση για 24 h. 

 

Εικόνα 3.5 Χρωματογράφημα δείγματος 24 h: (α) γλυκερόλη 

 
Εικόνα 3.6 Φάσμα MS γλυκερόλης 

Από τα αποτελέσματα αυτά προκύπτει ότι η αποικοδόμηση της 1,3-DCP 

ακολουθεί το προτεινόμενο από τη βιβλιογραφία μεταβολικό μονοπάτι (βλ. 

Κεφάλαιο 1:Εισαγωγή) (De Jong, Tiesinga et al. 2003, Fetzner 2010, IARC 2012b). 

Η πρώτη αντίδραση του μονοπατιού είναι η αφαλογόνωση της 1,3-DCP σε 

επιχλωρυδίνη. Ο επόμενος μεταβολίτης του μονοπατιού είναι η 3-CPD ενώ τελικό 

προϊόν είναι η γλυκερόλη (Εικόνα 3.7). 

(α) 
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Εικόνα 3.7 Προτεινόμενο μεταβολικό μονοπάτι για την αποικοδόμηση της 1,3-
DCP από το βακτήριο P.putida DSM 437 

 

3.4.2. Προσδιορισμός των κινητικών παραμέτρων  

 Το εσωκυτταρικό διάλυμα προσαρμοσμένων σε χλωροπροπανόλες 

κυττάρων P. putida DSM 437 χρησιμοποιήθηκε περαιτέρω για τη μελέτη της 

αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 2: 

Υλικά και Μέθοδοι. Η αποικοδόμηση των 1,3-DCP και 3-CPD συναρτήσει των 

συγκεντρώσεων των δύο ενώσεων παρουσιάζεται στα Διαγράμματα 3.11 και 3.12 

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η απομάκρυνση της 1,3-DCP από το εσωκυτταρικό 

διάλυμα ξεπέρασε το 50% σε όλες τις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ενώ 

η απομάκρυνση της 3-CPD κυμάνθηκε από 60% έως 80% ανάλογα με την αρχική 

συγκέντρωση 3-CPD. 

 
Διάγραμμα 3.11 Αποικοδόμηση 1,3-DCP από το εσωκυτταρικό διάλυμα του 
βακτηρίου P. putida DSM 437. Αρχικές συγκεντρώσεις 1,3-DCP () 0,39 mM, () 
0,78 mM, () 1,55 mM, () 2,33 mM, () 3,10 mM και () 3,88 mM 
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Διάγραμμα 3.12 Αποικοδόμηση 3-CPD από εσωκυτταρικό διάλυμα P. putida DSM 
437. Αρχικές συγκεντρώσεις 3-CPD () 0,45 mM, () 0,90 mM, () 1,81 mM, () 
2,71 mM, () 3,62 mM και () 4,52 mM 

 

Οι ρυθμοί αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD  παρουσιάζονται στους 

Πίνακες 3.6 και 3.7 αντίστοιχα. Αυξανομένης της συγκέντρωσης του 

υποστρώματος  αυξάνεται ο ρυθμός αποικοδόμησης και των δύο ενώσεων. 

 

Πίνακας 3.6 Ρυθμοί αποικοδόμησης 1,3-DCP από εσωκυτταρικό διάλυμα του 
βακτηρίου P. putida DSM 437 

Αρχική Συγκέντρωση  1,3-DCP 
(mM) 

Ρυθμός αποικοδόμησης 1,3-DCP 
(mmoles.mg πρωτεϊνης-1 .h-1) 

0,39 4,59E-07 
0,78 7,66E-07 
1,55 1,29E-06 
2,33 2,49E-06 
3,10 3,09E-06 
3,88 4,13E-06 
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Πίνακας 3.7 Ρυθμοί αποικοδόμησης 3-CPD από εσωκυτταρικό διάλυμα του 
βακτηρίου P. putida DSM 437 

Αρχική Συγκέντρωση  3-CPD   
(mM) 

Ρυθμός αποικοδόμησης 3-CPD 
(mmoles.mg πρωτεϊνης-1 .h-1) 

0,45 1,19E-06 
0,90 1,98E-06 
1,81 3,33E-06 
2,71 6,42E-06 
3,62 7,97E-06 
4,52 1,06E-05 

 

Οι κινητικές παράμετροι της αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD στο 

εξετασθέν σύστημα υπολογίστηκαν από τα αντίστοιχα διάγραμματα Lineweaver-

Burk (Διαγράμματα 3.13 και 3.4. Ειδικότερα υπολογίστηκαν οι μέγιστοι ρυθμοί 

βιοαποικοδόμησης (vmax) και οι σταθερές κορεσμού (Km) όσον αφορά τα 

χρησιμοποιηθέντα υποστρώματα. Ο Πίνακας 3.8 συνοψίζει τα σχετικά 

αποτελέσματα. 

 

 

Διάγραμμα 3.13 Διάγραμμα Lineweaver-Burk για την αποικοδόμηση της 1,3-DCP 
από εσωκυτταρικό διάλυμα P.putida DSM 437 
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Διάγραμμα 3.14 Διάγραμμα Lineweaver-Burk για την αποικοδόμηση της 3-CPD 
από εσωκυτταρικό διάλυμα P.putida DSM 437 

 

Πίνακας 3.8 Κινητικές παράμετροι της αποικοδόμησης των 1,3-DCP και 3-CPD 
από εσωκυτταρικό διάλυμα του P. putida DSM 437 

Αλοϋδρίνη  
vmax

 

(mmoles.mg πρωτεΐνης-1 .h-1) 

Km
 

(mM) 

1,3-DCP 9,61.10-6 8,00 

3-CPD 2,42.10-5 9,07 

 

Όπως και στην περίπτωση των ολόκληρων κυττάρων ο ρυθμός 

βιοαποικοδόμησης της 3-CPD ήταν υψηλότερος σε σχέση με αυτόν της 1,3-DCP 

(περίπου  2,5 φορές) ενώ το εσωκυτταρικό διάλυμα εμφάνισε οριακά υψηλότερη 

συγγένεια προς την 1,3-DCP (Πίνακας 3.8). Όπως έχει ήδη αναφερθεί, ο ρυθμός 

βιοαποικοδόμησης της 3-CPD από ολόκληρα κύτταρα P.putida DSM 437 βρέθηκε 

4 φορές υψηλότερος από τον αντίστοιχο για την 1,3-DCP. Η βελτίωση του λόγου 

των ταχυτήτων αποικοδόμησης των δύο ενώσεων από το εσωκυτταρικό διάλυμα 

ενδεχομένως οφείλεται στην εξάλειψη των περιορισμών μεταφοράς μέσω της 

κυτταρικής μεμβράνης οι οποίοι είναι σημαντικότεροι στην περίπτωση της 1,3- 

DCP λόγω του μεγέθος του μορίου (ύπαρξη δεύτερου ατόμου χλωρίου).  
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Για την πληρέστερη κατανόηση του μεταβολικού μονοπατιού θεωρήθηκε 

χρήσιμη η μελέτη  της αποικοδόμησης της επιχλωρυδρίνης (ECH) από το 

εσωκυτταρικό διάλυμα καθώς η συγκεκριμένη ένωση αποτελεί προϊόν της 

αποχλωρίωσης της 1,3-DCP και πρόδρομο μόριο της 3-CPD σύμφωνα με το 

προτεινόμενο μεταβολικό μονοπάτι. Tα αποτελέσματα εμφανίζονται στo 

Διάγραμμα 3.15. Ο ρυθμός εξαφάνισης της ECH αυξάνεται αυξανομένης της 

συγκέντρωσης ECH. Όταν προστέθηκαν 1,08 και 2,16 mM ECH στο εσωκυτταρικό 

διάλυμα παρατηρήθηκε απομάκρυνση 66% και 85%, αντίστοιχα. Επιπλέον, η 

απομάκρυνση της ECH είναι ταχύτερη από αυτήν της 1,3-DCP, εύρημα που εξηγεί 

το γεγονός της μη ανίχνευσης ECH κατά την αποικοδόμηση της 1,3-DCP.  

 

 
Διάγραμμα 3.15 Κινητική βιοαποικοδόμησης ECH  από εσωκυτταρικό διάλυμα 
P.putida DSM 437. Αρχικές συγκεντρώσεις ECH () 1,08 mM και () 2,16  mM 

 

3.4.3 Αποικοδόμηση 3-CPD παρουσία 1,3-DCP από εσωκυτταρικό διάλυμα  

 Όταν χρησιμοποιήθηκε μίγμα 1,3-DCP και 3-CPD παρατηρήθηκε μείωση 

του ρυθμού αποικοδόμησης της 3-CPD όπως φαίνεται στο Διάγραμμα 3.16. Είναι 

γνωστό ότι οι αφαλογονάσες των αλοϋδρινών είναι ικανές να καταλύουν την 

αφαλογόνωση μίας σειράς αλοϋδρινών παράγοντας τα αντίστοιχα εποξείδια 

(Nagasawa, Nakamura et al. 1992, Assis, Sallis et al. 1998, Yonetani, Ikatsu et al. 
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2004). Στην περίπτωση, μάλιστα, του Agrobacterium radiobacter AD1 έχει 

αναφερθεί ότι η αφαλογόνωση της 1,3-DCP και της 3-CPD πραγματοποιείται από 

το ίδιο ένζυμο, μία HheC (De Jong, Tiesinga et al. 2003) άρα τα δύο υποστρώματα 

ανταγωνίζονται για το ενεργό κέντρο του ενζύμου. 

 

 

Διάγραμμα 3.16 Ρυθμός αποικοδόμησης 3-CPD από εσωκυτταρικό διάλυμα 
P.putida DSM 437παρουσία 1,3-DCP 

 

Ο μηχανισμός της ενζυμικής δράσης με δύο ανταγωνιστικά 

υποστρώματα μπορεί να παρασταθεί ως εξής: 

 

 
 

Η κατάσταση ισορροπίας για τα ενδιάμεσα σύμπλοκα περιγράφεται από τις 

σχέσεις: 
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k1[E][A]= (k-1 +k2) [EA] 

k*1[E][B]= (k*-1 +k*2) [EB] 

 

και το ισοζύγιο για το ένζυμο: 

[ΕΤ]=[Ε]+[ΕΑ]+[ΕΒ] 

 

Από τις παραπάνω σχέσεις εξάγονται τα μοντέλα που περιγράφουν τις ταχύτητες 

κατανάλωσης των δύο υποστρωμάτων: 

 

𝑢𝐴 = −
𝑑𝑑
𝑑𝑑

= 𝑘2[𝐸𝐸] = 𝑢𝑚𝐴

[𝐴]

𝐾𝐴 + [𝐴] + [𝐵]𝐾𝐴𝐾𝐵

  
(1) 

𝑢𝐵 = −
𝑑𝑑
𝑑𝑑

= 𝑘2∗[𝐸𝐸] = 𝑢𝑚𝐵

[𝐵]

𝐾𝐵 + [𝐵] + [𝐴]𝐾𝐵𝐾𝐴

 
(2) 

 

όπου: 

 

𝑢𝑚𝐴 = 𝑘2[𝐸𝑇],  

𝑢𝑚𝐵 = 𝑘2∗[𝐸𝑇], 

𝐾𝐴 = (𝑘−1 + 𝑘2)/𝑘1 

𝐾𝐵 = (𝑘−1∗ + 𝑘2∗)/𝑘1∗ 

 

Από τις σχέσεις (1) και (2) συμπεραίνεται ότι αν δύο δράσεις καταλύονται από το 

ίδιο ένζυμο ο ρυθμός κατανάλωσης του κάθε υποστρώματος μειώνεται όταν και 

τα δύο υποστρώματα είναι παρόντα. 

Χρησιμοποιώντας τις τιμές Κm που έχουν ήδη υπολογιστεί για την 

αποικοδόμηση των 3-CPD και 1,3-DCP, ΚmA=9,07 mM και ΚmΒ=8,00 mM, 

αντίστοιχα και λύνοντας ως προς umaxA, προκύπτει  umaxA= 2,84.10-5 mmoles.mg 

πρωτεΐνης-1 .h-1. Η τιμή αυτή προσεγγίζει ικανοποιητικά τα 2,42.10-5 mmoles.mg 

πρωτεΐνης-1 .h-1 που υπολογίστηκαν ως μέγιστος ρυθμός αποικοδόμησης της 3-

CPD από το εσωκυτταρικό διάλυμα όταν χρησιμοποιήθηκε η 3-CPD ως μοναδικό 

υπόστρωμα. Κατά συνέπεια, επιβεβαιώνεται η υπόθεση ότι η αποχλωρίωση των 
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1,3-DCP και 3-CPD και η μετατροπή τους σε ECH και γλυσιδόλη, αντίστοιχα 

μπορούν να καταλυθούν από το ίδιο ένζυμο στο βακτήριο P. putida DSM437.  

 

3.4.4 Μελέτη της παρεμπόδισης του ενζυμικού συστήματος  

Στη συνέχεια μελετήθηκε η πιθανή δράση της ΕCH (προϊόντος της 

αποχλωρίωσης της 1,3-DCP)  ως παρεμποδιστή της αποικοδόμησης της 1,3-DCP. 

Ειδικότερα, σε εσωκυτταρικό διάλυμα που περιείχε σταθερή συγκέντρωση 1,3-

DCP (1,55 mM) προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις ECH. Ο ρυθμός της 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP συναρτήσει της συγκέντρωσης ECH παρουσιάζεται 

στο Διαγράμμα 3.17. Παρατηρείται ότι ο ρυθμός αποικοδόμησης της 1,3-DCP 

παρουσία 3,23 mM ECH εμφανίζει μείωση της τάξης του 75%.  

 
Διάγραμμα 3.17 Ρυθμός αποικοδόμησης 1,3-DCP από εσωκυτταρικό διάλυμα 
P.putida DSM 437 παρουσία ΕCΗ  

 

Το αντίστοιχο διάγραμμα Dixon (του αντιστρόφου του ρυθμού 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP ως προς τη συγκέντρωση του αναστολέα) 

παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 3.18 από το οποίο προκύπτει ότι η σταθερά 

αναστολής Ki, όσον αφορά στην αποικοδόμηση της 1,3-DCP είναι μικρότερη από 

1,00 mM για την ECH. Η συγκέντρωση ενός αναστολέα που απαιτείται για τη 

μείωση του ρυθμού μιας ενζυμικής αντίδρασης κατά 50% ονομάζεται IC50. H τιμή 
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IC50 για την αποικοδόμηση της 1,3-DCP παρουσία ECH βρέθηκε ίση με 1,52 mM. Η 

παρεμπόδιση λόγω της παρουσίας ECH του σχετικού ενζύμου (μίας 

αφαλογονάσης των αλοϋδρινών) που καταλύει την  μετατροπή της 1,3-DCP σε 

ECH έχει επιβεβαιωθεί από προηγούμενες μελέτες (Jin, Hu et al. 2012, Zou, Du et 

al. 2013). 

 
Διάγραμμα 3.18 Διάγραμμα Dixon: Αντίστροφο του ρυθμού αποικοδόμησης της 
1,3-DCP προς τη συγκέντρωση της ECH 

 

Επιπροσθέτως, μελετήθηκε η δυνητική δράση της ECH και της γλυσιδόλης 

ως παρεμποδιστών της αποικοδόμησης της 3-CPD. Πιο συγκεκριμένα, σε 

εσωκυτταρικό διάλυμα που περιείχε σταθερή συγκέντρωση 3-CPD (0,90 mM) 

προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις ECH (προηγούμενος μεταβολίτης του 

μονοπατιού) και γλυσιδόλης (προϊόν της αποχλωρίωσης της 3-CPD). Οι ρυθμοί 

αποικοδόμησης της 3-CPD συναρτήσει των συγκεντρώσεων ECH και γλυσιδόλης 

παρουσιάζονται στα Διαγράμματα 3.19 και 3.21, αντίστοιχα. 

 Όπως προκύπτει από τα διαγράμματα, και η ECH και η γλυσιδόλη 

παρεμποδίζουν την αποικοδόμηση της 3-CPD. Ειδικότερα, όσο αυξάνεται η 

συγκέντρωση των παρεμποδιστών μειώνεται ο ρυθμός αποικοδόμησης της 3-

CPD. Μείωση του ρυθμού αποικοδόμησης της τάξης του 69,1% παρατηρήθηκε με 

την προσθήκη 4,05 mM γλυσιδόλης στο μίγμα της αντίδρασης. Αντίστοιχα, ο 
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ρυθμός αποικοδόμησης της 3-CPD μειώθηκε δραστικά, σε ποσοστό που φτάνει το 

91%, με την προσθήκη 3,23 mM ECH.  

 

 

 Διάγραμμα 3.19 Ρυθμός αποικοδόμησης 3-CPD από εσωκυτταρικό διάλυμα 
P.putida DSM 437 παρουσία ΕCΗ  

 

Διάγραμμα 3.20 Διάγραμμα Dixon: Αντίστροφο του ρυθμού αποικοδόμησης της 
3-CPD προς τη συγκέντρωση της ECH 
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Διάγραμμα 3.21 Ρυθμός αποικοδόμησης 3-CPD από εσωκυτταρικό διάλυμα 
P.putida DSM 437 παρουσία γλυσιδόλης 

 

 

Διάγραμμα 3.22 Διάγραμμα Dixon: Αντίστροφο του ρυθμού αποικοδόμησης της 
3-CPD προς τη συγκέντρωση της γλυσιδόλης 
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P.putida DSM 437. Οι τιμές IC50 για την αποικοδόμηση της 3-CPD παρουσία ECH 

και γλυσιδόλης βρέθηκαν 0,57 και 2,01 mM, αντίστοιχα. 

Από τα διαγράμματα Dixon (Διάγραμμα 3.20 και 3.22) προκύπτει ότι η 

σταθερά αναστολής Ki, όσον αφορά στην αποικοδόμηση της 3-CPD είναι 

μικρότερη από 0,32 mM για την ECH και μικρότερη από 1,81 mM για τη 

γλυσιδόλη. 

 

3.5 Αποικοδόμηση αλοϋδρινών από ακινητοποιημένα κύτταρα P.putida DSM 

437 

Ακινητοποίηση ή καθήλωση βιοκαταλυτών (κυττάρων ή ενζύμων) ονομάζεται 

ο περιορισμός τους σε τεχνητή στερεή φάση η οποία διακρίνεται από την κύρια 

υγρή φάση.Η τεχνική αυτή επιτρέπει την εύκολη και γρήγορη απομόνωση του 

βιοκαταλύτη από την υγρή φάση του συστήματος στην οποία βρίσκονται 

συνήθως το υπόστρωμα και το προϊόν της αντίδρασης. Με τον τρόπο αυτό 

καθίσταται δυνατή η επαναχρησιμοποιήσή του σε περισσότερους από ένα 

βιοκαταλυτικούς κύκλους βελτιώνοντας την οικονομική απόδοση της διεργασίας. 

Συνολικά τα πλεονεκτήματα που απορρέουν από τη χρήση ακινητοποιημένων 

βιοκαταλυτών είναι τα ακόλουθα: 

• εύκολη γρήγορη και οικονομική ανάκτηση των βιοκαταλυτών με 

διατήρηση της καταλυτικής τους δράσης, γεγονός που επιτρέπει την 

επαναχρησιμοποιήσή τους. 

• Εύκολος και άμεσος έλεγχος της ταχύτητας της καταλυόμενης 

αντίδρασης με απλή προσθήκη ή αφαίρεση της στερεάς φάσης που 

περιέχει το βιοκαταλύτη 

• αύξηση της σταθερότητας του βιοκαταλύτη, ιδιαίτερα σε αντίξοες για τη 

λειτουργία του συνθήκες (π.χ. ακραίες τιμές pH, θερμοκρασίας) 

• ευκολότερος διαχωρισμός του προϊόντος μετά την ολοκλήρωση της 

αντίδρασης 

• ευελιξία στο σχεδιασμό και τη λειτουργία του επιλεγόμενου 

βιοαντιδραστήρα (π.χ. εφαρμογή διεργασιών συνεχούς έργου με συνεχή 

τροφοδότηση του υποστρώματος)  
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Στα πιθανά μειονεκτήματα από την εφαρμογή της τεχνολογίας 

ακινητοποίησης βιοκαταλυτών συγκαταλέγονται τα εξής: 

• μείωση της δραστικότητας των καταλυτών, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις 

όπου για την ακινητοποίηση απαιτείται η χρήση ιδιαίτερα δραστικών 

χημικών ουσιών που προκαλούν απενεργοποίηση 

• πιθανή εμφάνιση περιοριστικών φαινομένων στη διάχυση των ουσιών 

που μετέχουν στη βιοκατάλυση (αντιδρώντα, προϊόντα, συμπαράγοντες) 

• υστέρηση σε κάποια από τα χαρακτηριστικά του στερεού φορέα 

ακινητοποίησης, όπως κόστος, διαθεσιμότητα, βιοσυμβατότητα, 

μηχανική/βιολογική σταθερότητα, ικανότητα συγκράτησης βιοκαταλύτη 

Οι τεχνικές ακινητοποίησης ενζύμων ανάλογα με τον τρόπο συγκράτησης 

του καταλύτη στο στερεό φορέα διακρίνονται σε δύο βασικές κατηγορίες: 

1. στις φυσικές τεχνικές όπου το ένζυμο είτε προσροφάται στο φορέα 

(ηλεκτροστατικά ή υδρόφοβα) είτε παγιδεύεται φυσικά εντός τεχνητού 

υλικού. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν η προσρόφηση, η ιοντική 

σύνδεση, η παγίδευση (εγκλωβισμός) σε πήκτωμα και η ενθυλάκωση. 

2. στις χημικές τεχνικές όπου δημιουργείται ομοιοπολικός δεσμός είτε 

μεταξύ του στερεού φορέα (με ή χωρίς βραχίονα) και του ενζύμου, είτε 

μεταξύ των ίδιων των μορίων του ενζύμου (διαμοριακή σύνδεση με δι-

λειτουργικά αντιδραστήρια). 

Στο υπό μελέτη σύστημα κύτταρα P. putida DSM 437 ακινητοποιήθηκαν σε 

σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου (στο εξής σφαιρίδια). Η παγίδευση κυττάρων σε 

αλγινικό ασβέστιο είναι μία υποσχόμενη μέθοδος για την αποικοδόμηση τοξικών 

ενώσεων και έχει χρησιμοποιηθεί ήδη από το 1975. Ωστόσο, περιορισμοί στη 

διάχυση συχνά μειώνουν την παραγωγικότητα. Σε αυτές τις περιπτώσεις, ο 

έλεγχος των συνθηκών στο μικροπεριβάλλον του σφαιριδίου είναι δύσκολος 

λόγω της ετερογένειας του συστήματος (Aksu and Bülbül 1999, Chung, Tseng et 

al. 2003, Dursun and Tepe 2005, Shetty, Verma et al. 2011). 

Τα σφαιρίδια χρησιμοποιήθηκαν για την αποικοδόμηση του 3-CPD σε 

τρεις διαφορετικές διεργασίες: 
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1. Αιωρούμενα σε κωνικές φιάλες, 

2. Αιωρούμενα σε έναν πλήρως αναδευόμενο αντιδραστήρα συνεχούς 

έργου (CSTR) και 

3. Σε ένα βιοαντιδραστήρα σταθερής κλίνης (packed-bed bioreactor, PBR) 

Η συγκέντρωση υποστρώματος (3-CPD) που μετράται σε ετερογενή συστήματα 

είναι η παρατηρηθείσα συγκέντρωση στον κύριο όγκο του υγρού. 

Χρησιμοποιώντας αυτές τις τιμές, σε συνδυασμό με κινητικές παραμέτρους αλλά 

και παραμέτρους της μεταφοράς μάζας, είναι δυνατή η εκτίμηση της 

συγκέντρωσης υποστρώματος στην επιφάνεια του σωματιδίου καθώς και σε 

διάφορες θέσεις στο εσωτερικό του. 

Η ανάλυση αυτή μπορεί να παράσχει πληροφορίες σχετικά με τα φαινόμενα που 

εμπλέκονται στη βιολογική αποικοδόμηση σε ετερογενείς αντιδραστήρες και 

κατά συνέπεια είναι χρήσιμη στη βελτιστοποίηση της διεργασίας. 

Στο μοντέλο, εφαρμόζονται οι ακόλουθες βασικές υποθέσεις (Banerjee, Modak et 

al. 2001): 

1. Όλα τα σφαιρίδια είναι σφαιρικά με την ίδια ακτίνα R και δεν 

υφίστανται καμία μεταβολή κατά τη διάρκεια της βιοαποικοδόμησης 

2. Η κυτταρική πυκνότητα στο πήκτωμα είναι ομοιόμορφη και σταθερή 

3. Η επίδραση ελεύθερων κυττάρων στην κύρια υγρή φάση είναι αμελητέα 

4. Η συγκέντρωση του 3-CPD στον κύριο όγκο του υγρού είναι ομοιόμορφη 

 

Εξωτερική μεταφορά μάζας 

 Η ανάδευση επηρεάζει την κατανομή της διαλυμένης ουσίας στο διάλυμα 

αλλά μπορεί επίσης να οδηγήσει στο σχηματισμό ενός εξωτερικού οριακού 

στρώματος. Ο συντελεστής εξωτερικής μεταφοράς μάζας υπολογίστηκε 

χρησιμοποιώντας την ακόλουθη εξίσωση (3) η οποία λαμβάνει υπόψη την 

ταχύτητα της ανάδευσης (Klöckner and Büchs 2012): 

𝑘𝐿 ∙ 𝑎 = 0.5 ∙ 𝑑
73
36 ∙ 𝑛 ∙ 𝑑0

1
4 ∙ 𝑉𝐿

− 89 ∙ 𝐷𝐴𝐴
1
2 ∙ 𝑣− 1354 ∙ 𝑔− 754 (3) 

όπου d (m) είναι η μέγιστη εσωτερική διάμετρος της φιάλης, n (1/s) η συχνότητα 

της ανάδευσης, d0 (m) η διάμετρος της ανάδευσης, VL (m
3) ο όγκος πλήρωσης, DAL 



 
 

87 
 

(m2/s) ο συντελεστής διάχυσης της 3-CPD, ν (m2/s) το κινηματικό ιξώδες and g 

(m/s2) η επιτάχυνση της βαρύτητας. 

Ο συντελεστής διάχυσης (DAL) της 3-CPD στο νερό υπολογίστηκε 

χρησιμοποιώντας τη συσχέτιση Wilke-Chang (Εξίσωση 4) (Perry and Green 1999). 

𝐷𝐴𝐴 =
1.173 ∙ 10−16  (𝜑 ∙ 𝛭𝛣)1 2�   ∙ 𝛵

𝜇 ∙ 𝑉𝐴0.6  (4) 

όπου Τ απόλυτη θερμοκρασία (Κ), μ ιξώδες του ρευστού (kg/m s), φ  

«παράμετρος εταιρισμού» (association parameter of solvent), η οποία 

χαρακτηρίζει το βαθμό στον οποίο τα μόρια του διαλύτη Β αλληλεπιδρούν και 

εταιρίζονται μεταξύ τους (ίση με 2.6 για το νερό), MB μοριακό βάρος του υγρού, 

VA  ειδικός μοριακός όγκος της διαλυμένης ουσίας στο σημείο βρασμού της 

(solute specific molar volume at its normal boiling point) (m3/kg mol). 

Ο ρυθμός μεταφοράς μάζας Ν1 από τον κύριο όγκο του διαλύματος στα 

σφαιρίδια δίνεται από την Εξίσωση (5): 

𝑁1 = 𝑘𝐿 ∙ 𝛼 ∙ (𝐶𝑏 − 𝐶𝑠) (5) 

όπου  N1 είναι ο ογκομετρικός ρυθμός μεταφοράς μάζας (mg.L-1/min), (Cb-Cs) η 

διαφορά της συγκέντρωσης μεταξύ του κύριου όγκου του διαλύματος και της 

εξωτερικής επιφάνειας (mg.L-1), α η ειδική επιφάνεια για τη μεταφορά μάζας (cm-

1), η οποία για σφαιρικά σωματίδια ορίζεται ως 3/R (όπου R η ακτίνα των 

σφαιριδίων) (Chen, Wang et al. 2012). 

Το παρατηρούμενο μέτρο της εξωτερικής μεταφοράς μάζας (Ω) 

υπολογίστηκε από την Εξίσωση (6) (Doran 2012):  

𝛺 =
𝑅
3

𝑟𝑜𝑜𝑜
𝑘𝐿 ∙ 𝐶𝑏

 (6) 

όπου robs είναι ο παρατηρηθείς ρυθμός αντίδρασης για τους ακινητοποιημένους 

βιοκαταλύτες. 

Ο αριθμός Biot (Bi) είναι ο λόγος δύο χαρακτηριστικών τιμών: της 

διάχυσης στο εσωτερικό του σφαιριδίου και της μεταφοράς μάζας στο οριακό 

στρώμα εξωτερικά του σφαιριδίου. Ο αριθμός Biot ορίζεται ως 

𝐵𝐵 =
𝑘𝐿 ∙ 𝑅0
𝐷𝑒

 (7) 
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όπου kL είναι ο συντελεστής της εξωτερικής μεταφοράς μάζας, R0 η ακτίνα των 

σφαιριδίων και De ο φαινόμενος (apparent) ή αποτελεσματικός (effective) 

συντελεστής διάχυσης. 

 

Εσωτερική μεταφορά μάζας 

Όταν κύτταρα εγκλωβίζονται σε μικροπορώδεις μήτρες όπως τα 

πηκτώματα αλγινικού ασβεστίου, το υπόστρωμα διαχέεται στους μικροπόρους 

του αλγινικού πηκτώματος και αντιδρά με τα κύτταρα. Σε αυτή την περίπτωση, η 

διάχυση και η αντίδραση λαμβάνουν χώρα ταυτοχρόνως. Ο ρυθμός της 

αποικοδόμησης εξαρτάται σημαντικά από την ικανότητα διάχυσης των 

υποστρωμάτων στη μήτρα ακκινητοποίησης (Chung, Tseng et al. 2003, Dursun 

and Tepe 2005). Υποθέτοντας ότι η πορώδης δομή της μήτρας είναι ισοθερμική 

και έχει σφαιρικό σχήμα, οι μικροοργανισμοί βρίσκονται ομοιόμορφα 

κατανεμημένοι στο σωματίδιο και δεν υπάρχει διαμερισματοποίηση 

(partitioning) (του υποστρώματος μεταξύ του εξωτερικού και του εσωτερικού του 

σφαιριδίου) η ακόλουθη Eξίσωση εφαρμόζεται σύμφωνα με το νόμο του Fick σε 

συνθήκες μόνιμης κατάστασης (Aksu and Bülbül 1999, Chung, Tseng et al. 2003, 

Dursun and Tepe 2005, Chen, Fang et al. 2013): 

𝑑2𝐶
𝑑𝑑2

+
2
𝑅

 
𝑑𝑑
𝑑𝑑

=
𝜌𝑝
𝐷𝑒
𝑟 

(8) 

Όπου C είναι η συγκέντρωση της 3-CPD εντός των ακινητοποιημένων σωματιδίων 

(mg.L-1), R η ακτινική θέση στο εσωτερικό του σφαιριδίου, ρp η πυκνότητα των 

μικροοργανισμών (g.cm-3), De ο φαινόμενος (apparent) ή αποτελεσματικός 

(effective) συντελεστής διάχυσης της 3-CPD εντός του σφαιριδίου και r ο 

πραγματικός ρυθμός βιοαποικοδόμησης. 

Θεωρώντας ότι η βιοαποικοδόμηση της 3-CPD από ακινητοποιημένα 

κύτταρα P. putida DSM 437 ακολουθεί κινητική πρώτης τάξης, ο ρυθμός 

βιοαποικοδόμησης μπορεί να οριστεί ως εξής: 

𝑟 = 𝑘 ∙ 𝐶   (9) 

με k τη σταθερά πρώτης τάξης του ρυθμού αποικοδόμησης (L/g/h). 
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Επιλύοντας την εξίσωση (8) με οριακές συνθήκες C=CS για R=R0 και 

dC/dR=0 για R = 0, προκύπτει η Εξίσωση (10): 

C
Cs

=
sinh �φ ∙ R

R0
� �

�R
R0
� � ∙ sinhφ

  (10) 

όπου R0 είναι η ακτίνα του σφαιριδίου, Cs η συγκέντρωση του υποστρώματος 

στην επιφάνεια του σφαιριδίου και φ ένας αδιάστατος αριθμός (το μέτρο του 

Thiele για σφαιρικό σωματίδιο) όπως ορίζεται από την Εξίσωση (11): 

φ = R0 ∙ �
k′

De
          (11) 

όπου k’ η σταθερά του ρυθμού (= 𝑘 ∙ 𝜌𝑝). 

Παρουσία περιορισμών διάχυσης, ο ρυθμός κατανάλωσης υποστρώματος 

εκφράζεται συναρτήσει του παράγοντα αποτελεσματικότητας (n) ο οποίος 

ορίζεται ως ο λόγος του πραγματικού ρυθμού της αντίδρασης ως προς τον ρυθμό 

που υπολογίζεται στην εξωτερική επιφάνεια (απουσία περιορισμών διάχυσης) 

(rS) (Εξίσωση 12). 

r = n ∙ rs (12) 

Η τιμή του n αποτελεί ένα μέτρο της επίδρασης της μεταφοράς μάζας. Για 

n<1, η διάχυση αποτελεί περιοριστικό παράγοντα για τη διεργασία. Υποθέτοντας 

ότι ο πραγματικός ρυθμός αποικοδόμησης (r) ισούται με το ρυθμό διάχυσης του 

υποστρώματος μέσα στο σφαιρίδιο για R = R0 προκύπτει η Εξίσωση 13: 

n =
3
φ
∙ �

1
tanhφ

−  
1
φ
� 

(13) 

 

Για μικρές τιμές του ϕ, για τις οποίες ο παράγοντας αποτελεσματικότητας 

τείνει στην τιμή 1 ( η→1) η ενδοσωματιδιακή μεταφορά μάζας δεν έχει επίδραση 

στο ρυθμό. Ο ρυθμός αποικοδόμησης στο κέντρο του σωματιδίου είναι ίσος με το 

ρυθμό στην εξωτερική επιφάνεια, δηλαδή όλος ο όγκος του σφαιριδίου είναι 

πλήρως αποτελεσματικός με συνέπειαη βιοαποικοδόμηση να είναι το ελέγχον 

στάδιο της διεργασίας. Αντίθετα, για μεγάλες τιμές του ϕ, για τις οποίες ο 

παράγοντας αποτελεσματικότητας είναι πολύ μικρότερος της τιμής 1 (η « 1), η 

ενδοσωματιδιακή διάχυση έχει μεγάλη επίδραση στο ρυθμό. Πρακτικά, αυτές οι 

συνθήκες σημαίνουν ότι ο ρυθμός διάχυσης της προς αποικοδόμηση ουσίας στο 
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εσωτερικό του σωματιδίου είναι σχετικά αργός, με αποτέλεσμα στη 

βιοαποικοδόμηση να συμμετέχει μόνο μέρος του και όχι το σύνολο του 

σωματιδίου και ειδικότερα  η εξωτερική περιφέρεια αυτού (Aksu and Bülbül 

1999, Chen, Lin et al. 2002, Chung, Tseng et al. 2003, Dursun and Tepe 2005, 

Massalha, Shaviv et al. 2010, Chen, Wang et al. 2012).   

Μεταξύ των πολλών διαθέσιμων μοντέλων για την εύρεση  του 

φαινόμενου (apparent) ή αποτελεσματικού (effective) συντελεστή 

διάχυσης.υποστρωμάτων σε σφαιρίδια, το μοντέλο τυχαίων πόρων (Wakao and 

Smith 1964) έχει αποδειχθεί εφαρμόσιμο σε διαφορετικούς μικροοργανισμούς 

(Korgel 1992, Banerjee, Modak et al. 2001, Jia, Wen et al. 2006). Σύμφωνα με 

αυτό το μοντέλο, o φαινόμενος (apparent) ή αποτελεσματικός (effective) 

συντελεστής διάχυσης. (De) δίνεται από την Εξίσωση 14: 

𝐷𝑒 = 𝐷𝑠 ∙ (1 − 𝜅 ∙ 𝑋)2 (14) 

Όπου DS είναι ο συντελεστής διάχυσης στο πήκτωμα απουσία κυττάρων, X η 

κυτταρική συγκέντρωση (g ξηρού βάρους.L-1) και κ ο ειδικός όγκος του κυττάρου 

(L/g). 

Η τιμή του κ καθορίστηκε σε 0,0026 L.g-1 για το βακτήριο P. putida 

χρησιμοποιώντας την τεχνική των Ju και Ho (Ju and Ho Chester 1988). Έχει επίσης 

αναφερθεί ότι η διαχυτότητα χημικών μικρού μοριακού βάρους σε σφαιρίδια 

αλγινικού ασβεστίου 2-5% είναι ίση με τις αντίστοιχες τιμές στο νερό (Tanaka, 

Matsumura et al. 1984). Η ικανότητα διάχυσης της 3-CPD στα σφαιρίδια (2% 

αλγινικού ασβεστίου) που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη θεωρείται 

ότι είναι η ίδια με αυτή στο νερό (Ds=DAL) και υπολογίστηκε σύμφωνα με τη 

συσχέτιση Wilke-Chang (Perry and Green 1999). 

 

Ισοζύγιο μάζας σε Βιοαντιδραστήρα συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης (CSTR) 

Ο ρυθμός αποικοδόμησης της 3-CPD, r, υπολογίστηκε από το ισοζύγιο 

μάζας στο βιοαντιδραστήρα σε συνθήκες μόνιμης κατάστασης 

𝑄 ∙ 𝐶𝑖𝑖 − 𝑄 ∙ 𝐶𝑜𝑜𝑜 − 𝑟 ∙ 𝑉𝑅 = 0 (15) 

ή 

𝑟 =  (𝐶𝑖𝑖 −  𝐶𝑜𝑜𝑜) ∙ 𝐷 (16) 
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Όπου Q η ογκομετρική παροχή (mL.min-1), VR ο όγκος της υγρής φάσης του 

βιοαντιδραστήρα (mL), Cin η συγκέντρωση 3-CPD στην τροφοδοσία (mg.L-1), Cout  η 

συγκέντρωση 3-CPD στην έξοδο του βιοαντιδραστήρα (mg.L-1) σε συνθήκες 

μόνιμης κατάστασης και D (h-1) ο ρυθμός αραίωσης ο οποίος δίνεται από την 

Εξίσωση (17) 

𝐷 =
𝑄
𝑉𝑅

 (17) 

 

Ισοζύγιο μάζας σε βιοαντιδραστήρα σταθερής κλίνης (PBR) 

Το ισοζύγιο μάζας για το υπόστρωμα (3-CPD) στο βιοαντιδραστήρα 

σταθερής κλίνης δίνεται από την εξίσωση (18) υποθέτοντας ότι τα σωματίδια 

ακινητοποιημένων κυττάρων έχουν σφαιρικό σχήμα, η ροή είναι στρωτή, δεν 

υπάρχει αξονική διασπορά και το σύστημα βρίσκεται σε μόνιμη κατάσταση. 

�
𝐻 ∙ 𝑄
𝑊

�
𝑑𝑑
𝑑𝑑

∙ 6 ∙ 10−2 = −𝑟 (18) 

Όπου r είναι ο ρυθμός βιοαποικοδόμησης (απομάκρυνσης 3-CPD) (mg.g-1.h-1), Q η 

ογκομετρική παροχή (mL.min-1), H το ύψος της στήλης (cm), W η συνολική 

ποσότητα ξηρής βιομάζας στα ακινητοποιημένα σωματίδια (g) και dC/dz η 

βαθμίδωση συγκέντρωσης κατά μήκος της στήλης (mg.L-1.cm-1).  

Όταν η βιοαποικοδόμηση ακολουθεί κινητική πρώτης τάξης, η σχέση 

μεταξύ του ρυθμού αποικοδόμησης και της συγκέντρωσης υποστρώματος (3-

CPD) στη στήλη δίνεται από την Εξίσωση 9. Με εισαγωγή της Εξίσωσης 9 στην 

Εξίσωση (18) προκύπτει: 

�
𝐻 ∙ 𝑄
𝑊

�
𝑑𝑑
𝑑𝑑

∙ 6 ∙ 10−2 = −𝑘 ∙ 𝐶 (19) 

Με ολοκλήρωση της Εξίσωσης (19) προκύπτει η Εξίσωση (20) χρησιμοποιώντας 

οριακές συνθήκες για z = 0, C=Cin και για z=H, C=Cout. 

𝑙𝑙 �
𝐶𝑖𝑖
𝐶𝑜𝑜𝑜

� =
𝑊
𝑄
∙ 𝑘 ∙ (103 60⁄ ) (20) 

Όπου Cin η συγκέντρωση 3-CPD στην τροφοδοσία (mg.L-1) και Cout η συγκέντρωση 

3-CPD στην έξοδο του βιοαντιδραστήρα (mg.L-1). 
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3.5.1 Βιοαποικοδόμηση της 3-CPD σε σύστημα διαλείποντος έργου: η επίδραση 

της ταχύτητας ανάδευσης και του κυτταρικού φορτίου  

Κύτταρα P. putida DSM 437 ακινητοποιήθηκαν σε σφαιρίδια αλγινικού 

ασβεστίου με μέση διάμετρο σωματιδίου (dp) 0,45 cm. Η επίδραση της ταχύτητας 

ανάδευσης στη βιοαποικοδόμηση της 3-CPD μελετήθηκε σε αρχική συγκέντρωση 

(200 mg.L-1) χρησιμοποιώντας 4,0 g σφαιριδίων τα οποία περιείχαν 0,5 g νωπή 

βιομάζα που ισοδυναμεί με 0,035 g ξηρής (8,75 mg ξηρής βιομάζας/ g 

σφαιριδίου). Σχεδόν πλήρης απομάκρυνση της 3-CPD επετεύχθη σε 20 h επώασης 

(Διάγραμμα 3.23).  

 
Διάγραμμα 3.23 Αποικοδόμηση 3-CPD από ακινητοποιημένα κύτταρα του 
βακτηρίου P. putida DSM 437 σε σύστημα διαλείποντος έργου (αρχική 
συγκέντρωση 3-CPD 200 mg.L-1 και κυτταρικό φορτίο 8,75 mg ξηρής βιομάζας ανά 
g σφαιριδίων). Σύμβολα:  () 50 rpm, () 80 rpm, () 130 rpm and () 180 rpm 

 
Η αύξηση της ταχύτητας ανάδευσης είχε ως αποτέλεσμα μικρή αύξηση 

στις σταθερές βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης (Πίνακας 3.9). Η ταχύτητα 

ανάδευσης επηρεάζει την ταχύτητα του υγρού γύρω από το σφαιρίδιο. Η αύξηση 

της ταχύτητας ανάδευσης, δηλαδή η αύξηση της ταχύτητας του υγρού, οδήγησε 

σε μείωση του οριακού στρώματος γύρω από το σφαιρίδιο και κατά συνέπεια σε 

μείωση της αντίστασης στη μεταφορά μάζας καθώς ο κύριος παράγοντας που 

ελέγχει την εξωτερική μεταφορά μάζας είναι το πάχος του οριακού στρώματος 

(Fogler 2006, Klaewkla, Arend et al. 2011). Χρησιμοποιώντας τη σχέση Wilke-
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Chang (Εξίσωση 4) σε θερμοκρασία 30oC ο συντελεστής διάχυσης DAL της 3-CPD 

στο νερό υπολογίστηκε σε 1,16 . 10-9 m2.s-1. Οι συντελεστές μεταφοράς μάζας 

υγρού-στερεού της 3-CPD (kL) από την κύρια υγρή φάση στην επιφάνεια των 

ακινητοποιημένων κυττάρων για τις διάφορες ταχύτητες ανάδευσης 

υπολογίστηκαν βάσει της Eξίσωσης (3). Σύμφωνα με τους Jia et al., αφού η 

συγκέντρωση της 3-CPD στα πειράματα είναι χαμηλή (200 mg.L-1), οι διαφορές 

μεταξύ της πυκνότητας και του ιξώδους του διαλύματος που περιέχει 3-CPD και 

του ρυθμιστικού διαλύματος είναι αμελητέες (Jia, Wen et al. 2006). Επομένως, η 

πυκνότητα και το ιξώδες του ρυθμιστικού διαλύματος χρησιμοποιήθηκαν για τον 

υπολογισμό του συντελεστή μεταφοράς μάζας υγρού-στερεού.  

Μετά τον υπολογισμό του kL το παρατηρούμενο μέτρο της εξωτερικής 

μεταφοράς μάζας (Ω) υπολογίστηκε από την Εξίσωση (6). Οι παράμετροι για την 

εξωτερική μεταφορά μάζας παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.9. Οι τιμές του Ω για 

τα σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου σε διαφορετικές ταχύτητες ανάδευσης 

βρέθηκαν πολύ μικρότερες της μονάδας (Ω<<1), στοιχείο που δείχνει ότι ο 

μέγιστος ρυθμός αντίδρασης (ρυθμός βιοαποικοδόμησης 3-CPD) είναι 

μικρότερος από το μέγιστο ρυθμό εξωτερικής μεταφοράς μάζας και κατά 

συνέπεια οι περιορισμοί λόγω της εξωτερικής μεταφοράς μάζας είναι αμελητέοι 

εν συγκρίσει με τους περιορισμούς της αντίδρασης. Επομένως, η συγκέντρωση 

της 3-CPD στην επιφάνεια του σωματιδίου (Cs) είναι ίση με τη συγκέντρωση της 

3-CPD στον κύριο όγκο του υγρού (Cb), δηλαδή Cs=Cb. Άρα, η αντίσταση λόγω της 

εξωτερικής μεταφοράς μάζας μπορεί να αγνοηθεί και ο εξωτερικός συντελεστής 

αποτελεσματικότητας μπορεί να ληφθεί ίσος με τη μονάδα (nexternal ≈1). Όλα τα 

υπόλοιπα πειράματα πραγματοποιήθηκαν με ανάδευση 180 rpm. 

Στη συνέχεια, εκτιμήθηκε η επίδραση της εσωτερικής μεταφοράς μάζας 

στην βιοαποικοδόμηση από ακινητοποιημένα κύτταρα. Σύμφωνα με το μοντέλο 

τυχαίων πόρων των Wakao και Smith (Εξίσωση 14), o φαινόμενος (apparent) ή 

αποτελεσματικός (effective) συντελεστής διάχυσης De βρέθηκε ίσος με 1,15 . 10-9 

m2.s-1. Οι τιμές των παραμέτρων που αφορούν την εσωτερική μεταφορά μάζας 

όπως υπολογίστηκαν από τα πειραματικά δεδομένα χρησιμοποιώντας τις 

εξισώσεις (10), (11) και (13) παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.9.  

 



 
 

94 
 

Πίνακας 3.9 Σταθερές βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης, παράμετροι εξωτερικής 
και εσωτερικής μεταφοράς μάζας κατά τη διάρκεια βιοαποικοδόμησης 3-CPD σε 
συστήματα διαλείποντος έργου σε διαφορετικές ταχύτητες ανάδευσης 
(κυτταρικό φορτίο 8,75 mg ξηρών μικροοργανισμών / g σφαιριδίων και μέση 
διάμετρο σωματιδίων dp = 0,45 cm)   

 Ταχύτητα ανάδευσης (rpm) 
 50 80 130 180 
k (L.g DCW-1.h-1) 4,80 . 10-3 6,13 . 10-3 6,16 . 10-3 6,75 . 10-3 
kL (m

.s-1) 2,46 . 10-5   3,94 . 10-5  6,40 . 10-5   8,87 . 10-5   
Ω  1,05 . 10-4 8,40 . 10-5   5,19 . 10-5   4,11 . 10-5  
φ 2,58 2,91 2,92 3,05 
Bi 48,46 77,53 125,98 174,44 
noverall 0,73 0,68 0,68 0,66 
 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, για φ<1 η ενδοσωματιδιακή διάχυση δεν έχει 

σημαντική επίδραση στην αποικοδόμηση που σημαίνει ότι η συγκέντρωση είναι 

ομοιόμορφη στο εσωτερικό του σφαιρίδιο και σχεδόν ίση με την επιφανειακή 

συγκέντρωση Cs. Κατά συνέπεια, η αντίδραση είναι αυτή που καθορίζει το ρυθμό. 

Αντίθετα, η ενδοσωματιδιακή διάχυση έχει μεγάλη επίδραση στην αποικοδόμηση 

για φ>5 (Aksu and Bülbül 1999, Chen, Lin et al. 2002, Chung, Tseng et al. 2003, 

Dursun and Tepe 2005, Massalha, Shaviv et al. 2010, Chen, Wang et al. 2012). Στην 

παρούσα εργασία, οι τιμές του φ κυμαίνονταν μεταξύ 2,58 και 3,05 (Πίνακας 3.9), 

εύρημα που δείχνει το συνδυασμένο αποτέλεσμα της ενδοσωματιδιακής 

διάχυσης και της χημικής αντίδρασης στη συνολική διεργασία αποικοδόμησης. 

Το τετράγωνο του μέτρου του Thiele (φ2) έχει σαφή φυσική σημασία, 

είναι ο λόγος μεταξύ χαρακτηριστικών τιμών της διάχυσης και αυτών της 

αντίδρασης. Εάν η αντίδραση είναι πολύ γρήγορη, ο χαρακτηριστικός της χρόνος 

είναι μικρός και το τετράγωνο του μέτρου του Thiele μεγάλο. Η συγκέντρωση στο 

κέντρο του σφαιριδίου μπορεί να είναι μικρή επειδή η αντίδραση είναι τόσο 

γρήγορη που το υλικό δεν προλαβαίνει να διαχυθεί στο κέντρο πριν αντιδράσει. 

Παρομοίως, αν η διάχυση είναι πολύ γρήγορη ο χαρακτηριστικός της χρόνος είναι 

μικρός και το τετράγωνο του μέτρου του Thiele είναι μικρό. Σε αυτήν την 

περίπτωση η συγκέντρωση μπορεί να μην ποικίλει πολύ μέσα στο σφαιρίδιο 

επειδή η διάχυση είναι αρκετά γρήγορη ώστε να διατηρεί το σφαιρίδιο γεμάτο με 

υπόστρωμα. Συνεπώς, το τετράγωνο του μέτρου του Thiele μετρά τη σχετική 
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σημασία των φαινομένων της διάχυσης και της αντίδρασης (Shetty, Verma et al. 

2011). Το τετράγωνο του μέτρου του Thiele φ2 κυμαινόταν μεταξύ 6,63 και 9,33 

που δείχνει ότι ο ρυθμός βιοαποικοδόμησης είναι υψηλότερος από την 

εσωτερική διάχυση άρα η αντίσταση λόγω της εσωτερικής διάχυσης είναι 

σημαντική.  

Οι υπολογισθείσες τιμές του Bi παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.4. Τιμές του 

Bi>1 δείχνουν ότι η επίδραση των εσωτερικών περιορισμών είναι πιο σημαντική 

από αυτήν της εξωτερικής μεταφοράς (Shetty, Verma et al. 2011). Με δεδομένο 

ότι Bi>1 και 1<φ<Βi προκύπτει ότι η εσωτερική διάχυση είναι ο μηχανισμός που 

ελέγχει την ταχύτητα της αντίδρασης.  

Όπως ήδη αναφέρθηκε, ο συντελεστής αποτελεσματικότητας για την 

εξωτερική μεταφορά μάζας βρέθηκε nexternal≈1. Κατά συνέπεια, ο συνολικός 

συντελεστής αποτελεσματικότητας noverall ισούται με ninternal (αφού 

noverall=ninternal
.nexernal) (Shetty, Verma et al. 2011). Οι παράγοντες 

αποτελεσματικότητας παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.9.  

Η επίδραση του αυξημένου κυτταρικού φορτίου (πιο συγκεκριμένα 4,0 g 

βιοκαταλύτη που περιείχε 2,5 g νωπών κυττάρων P.putida DSM 437, που 

ισοδυναμούν με 0,175 g ξηρής βιομάζας ή 43,75 mg ξηρής βιομάζας/g 

σφαιριδίων) στη βιοαποικοδόμηση της 3-CPD μελετήθηκε σε αρχικές 

συγκεντρώσεις υποστρώματος 100, 150, 200 και 300 mg.L-1. Η ανάδευση 

διατηρήθηκε σταθερή στις 180 rpm σε όλα τα πειράματα. Η απομάκρυνση της 3-

CPD κυμάνθηκε από 58% στα 300 mg.L-1 έως 70% σε συγκεντρώσεις 100-200 mg.L-

1 (Διάγραμμα 3.24). Το κυτταρικό φορτίο έχει δύο αντίρροπα αποτελέσματα στην 

απόδοση του συστήματος ακινητοποιημένων κυττάρων. Ο ρυθμός 

αποικοδόμησης της 3-CPD αυξάνεται (Πίνακας 3.10) με αύξηση του κυτταρικού 

φορτίου ενώ ο ρυθμός διάχυσης στα σφαιρίδια μειώνεται λόγω της μείωσης στην 

αποτελεσματική ικανότητα διάχυσης (Εξίσωση 14). Το μεγαλύτερο κυτταρικό 

φορτίο είχε ως αποτέλεσμα αύξηση στην τιμή του μέτρου του Thiele (Πίνακας 

3.10) και μείωση του παράγοντα αποτελεσματικότητας σε 0,24 (Πίνακας 3.10). Η 

ίδια τάση αναφέρθηκε και από τους Banerjee et al. όταν χρησιμοποίησαν 

ακινητοποιημένα σε αλγινικό ασβέστιο κύτταρα Pseudomonas putida για την 

αποικοδόμηση φαινόλης (Banerjee, Modak et al. 2001). Ο αριθμός Biot 
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υπολογίστηκε σε Bi=188,91 και αφού Bi>1 και 1<φ<Βi η ενδοσωματιδιακή 

διάχυση είναι ο μηχανισμός που ελέγχει το ρυθμό της αντίδρασης. 

 

 
Διάγραμμα 3.24 Αποικοδόμηση διαφορετικών συγκεντρώσεων 3-CPD από 
ακινητοποιημένα κύτταρα P. putida DSM 437 (κυτταρικό φορτίο 43,75 mg ξηρής 
βιομάζας ανά g σφαιριδίων). Σύμβολα: () 100 mg.L-1 3-CPD, () 150 mg.L-1 3-
CPD, () 200 mg.L-1 3-CPD και () 300 mg.L-1 3-CPD 

Πίνακας 3.10 Σταθερές βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης, παράμετροι εξωτερικής 
και εσωτερικής μεταφοράς μάζας κατά τη διάρκεια βιοαποικοδόμησης 3-CPD σε 
σύστημα διαλείποντος έργου με αυξημένο κυτταρικό φορτίο (43,75 mg ξηρής 
βιομάζας/ g σφαιριδίων) και διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD (μέση διάμετρος 
σωματιδίων dp = 0,45 cm). 

 Συγκέντρωση 3-CPD (mg.L-1) 
 100 150 200 300 
k (L .g DCW-1.h-1) 8,31 . 10-2 8,67 . 10-2 9,10 . 10-2 9,16  . 10-2 
Ω  1,51 . 10-3 1,58 . 10-3 1,66 . 10-3 1,23 . 10-3 
φ 11,15 11,39 11,67 11,71 
noverall 0,24 0,24 0,24 0,23 

 

Το προφίλ της συγκέντρωσης της 3-CPD ως συνάρτηση της σωματιδιακής 

ακτίνας (R) ελήφθη από την Εξίσωση (14) για τις δύο διαφορετικές κυτταρικές 

συγκεντρώσεις και παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 3.25. Η συγκέντρωση στο 

κέντρο του σωματιδίου αντιστοιχεί στο 4,57% της συγκέντρωσης που 

παρατηρήθηκε στον κύριο όγκο του υγρού ενώ αύξηση της βιομάζας στα 
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σφαιρίδια έχει ως αποτέλεσμα τη ραγδαία πτώση της συγκέντρωσης της 3-CPD 

στο εσωτερικό του σωματιδίου η οποία φτάνει πρακτικά στο μηδέν 

(Συγκέντρωση 3-CPD ≈ 0.004 mg.L-1) 0,1 cm από το κέντρο. Η περιοχή αυτή, η 

οποία αποτελεί το 8,69% του συνολικού όγκου του σωματιδίου δεν 

χρησιμοποιείται ως βιοκαταλύτης και μπορεί να θεωρηθεί ως "βιολογικά νεκρή 

ζώνη" (Zaiat, Rodrigues et al. 2000). Αντιθέτως, με χαμηλότερο κυτταρικό φορτίο, 

η μείωση πραγματοποιήθηκε ομαλά και όλο το σωματίδιο έδρασε ως 

βιοκαταλύτης (Διάγραμμα 3.25). 

 

 
Διάγραμμα 3.25 Συγκέντρωση 3-CPD στο εσωτερικό του σωματιδίου συναρτήσει 
της ακτίνας του σφαιριδίου κατά την αποικοδόμηση 200 mg.L-1 3-CPD. Κυτταρικό 
φορτίο () 8,75 mg ξηρής βιομάζας ανά g σφαιριδίων και () 43,75 mg ξηρής 
βιομάζας ανά g σφαιριδίων (Ακτίνα σφαιριδίου 0,23 cm) 

 

Περιορισμοί λόγω της ενδοσωματιδιακής διάχυσης έχουν αναφερθεί, 

επίσης, σε συστήματα διαλείποντος έργου για την αποικοδόμηση της φαινόλης 

από ακινητοποιημένα κύτταρα διάφορων μικροοργανισμών (Aksu and Bülbül 

1999, Chung, Tseng et al. 2003, Dursun and Tepe 2005, Massalha, Shaviv et al. 

2010). Η ενδοσωματιδιακή διάχυση ήταν πολύ σημαντική κατά τη διάρκεια 

νιτροποίησης από ακινητοποιημένα κύτταρα Nitrosomonas (Benyahia and 

Polomarkaki 2005). Στην περίπτωση της ασύμμετρης αναγωγής κετονών από 
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κύτταρα Acetobacter sp. CCTCC M209061 ακινητοποιημένα σε αλγινικό ασβέστιο, 

παρατηρήθηκαν περιορισμοί λόγω της εσωτερικής μεταφοράς μάζας αλλά δεν 

ήταν καθοριστικοί για το ρυθμό της αντίδρασης (Chen, Wang et al. 2012). 

 

3.5.2 Βιοαποικοδόμηση 3-CPD σε βιοαντιδραστήρα συνεχούς έργου πλήρους 

ανάδευσης: Η επίδραση της συγκέντρωσης 3-CPD στην είσοδο 

Bιοαντιδραστήρες συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης (CSTR) με 

ακκινητοποιημένα κύτταρα έχουν χρησιμοποιηθεί για την αποθείωση 

καυσαερίων (Selvaraj, Little et al. 1997), για την αποικοδόμηση φαινόλης 

(Bandhyopadhyay, Das et al. 1999) και τριχλωροαιθανίου (Hwang, Choi et al. 

2007). Ένας βιοαντιδραστήρας συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης ανάδευσης 

πληρώθηκε με ακινητοποιημένα κύτταρα.  

Ο χρόνος παραμονής ορίστηκε σε 39,01 h και αντιστοιχεί σε ρυθμό 

αραίωσης D=0,026 h-1. Η ανάδευση διατηρήθηκε σταθερή στις 180 rpm σε όλα τα 

πειράματα στο CSTR. Σταθερή ισορροπία επιτεύχθηκε σε όλες τις περιπτώσεις 

μετά από περίπου 70 h λειτουργίας (Διάγραμμα 3.26). Ο Πίνακας 3.11 δείχνει τις 

πειραματικές τιμές Cin, Cout/Cin ενώ το r υπολογίζεται από την Εξίσωση (16) σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD στην είσοδο του βιοαντιδραστήρα. Ο ρυθμός 

πρόσληψης και βιοαποικοδόμησης της 3-CPD αυξάνεται με την αύξηση της 

συγκέντρωσης υποστρώματος στην είσοδο μέχρι τα 400 mg.L-1. Στα 500 mg.L-1 

παρατηρήθηκε μείωση τόσο του ρυθμού αποικοδόμησης όσο και της πρόσληψης 

της 3-CPD (Πίνακας 3.11). Η εξωτερική μεταφορά μάζας εξαρτάται σημαντικά από 

τις συνθήκες ροής στον αντιδραστήρα καθώς και από το μέγεθος των σωματιδίων 

(Tanaka, Matsumura et al. 1984, Klaewkla, Arend et al. 2011). Όλα τα πειράματα 

στον CSTR πραγματοποιήθηκαν σε ανάδευση 180 rpm χρησιμοποιώντας το ίδιο 

μέγεθος σφαιριδίων όπως και στα πειράματα διαλείποντος έργου. Kατά 

συνέπεια, o συντελεστής kL που χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση των 

περιορισμών λόγω της εξωτερικής μεταφοράς μάζας ισούται με 8,87 . 10-5 m/s 

(Πίνακας 3.9). Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.11 οι τιμές του παρατηρούμενου 

μέτρου της εξωτερικής μεταφοράς μάζας για τις διαφορετικές συγκεντρώσεις της 
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3-CPD στην είσοδο υπολογίστηκαν σε Ω<<1 υποδεικνύοντας ότι οι περιορισμοί 

στην εξωτερική μεταφορά μάζας είναι αμελητέοι και κατ' επέκταση nexternal=1.  

 

 

 
Διάγραμμα 3.26 Βιοαποικοδόμηση διαφορετικών συγκεντρώσεων 3-CPD σε 
βιοαντιδραστήρα συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης από ακινητοποιημένα 
κύτταρα του βακτηρίου P. putida DSM 437 (Κυτταρικό φορτίο: 8,75 mg ξηρής 
βιομάζας/ g σφαιριδίων): (a) 200 και 300 mg.L-1 3-CPD  και (b) 400 και 500 mg.L-1 
3-CPD στην τροφοδοσία 
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Οι τιμές των παραμέτρων για την εσωτερική μεταφορά μάζας δίνονται 

στον Πίνακα 3.11 Οι τιμές του μέτρου του Thiele παρουσίασαν ελαφριά αύξηση 

όταν αυξήθηκε η συγκέντρωση της 3-CPD στην είσοδο λόγω της αύξησης του 

ρυθμού αποικοδόμησης και σε όλες τις περιπτώσεις ισχύει ότι φ>1. Η μείωση του 

ρυθμού αποικοδόμησης στα 500 mg.L-1 είχε ως αποτέλεσμα μικρότερες τιμές του 

φ. Τα τετράγωνα του μέτρου του Thiele φ2 υπολογίστηκαν σε 3,93, 3,65, 4,02 και 

1,92 για συγκεντρώσεις 3-CPD στην είσοδο 200, 300, 400 και 500 mg.L-1, 

αντίστοιχα. Ο ρυθμός αποικοδόμησης είναι υψηλότερος από τον εσωτερικό 

ρυθμό διάχυσης και κατά συνέπεια, η αντίσταση λόγω της εσωτερικής διάχυσης 

είναι σημαντική. 

Ο αριθμός Biot που υπολογίστηκε από την Εξίσωση (7) ήταν παρόμοιος με 

εκείνον  

των πειραμάτων διαλείποντος έργου που πραγματοποιήθηκε στις 180 rpm και 

ισούται με 174,44. Αυτή η τιμή δείχνει ότι η επίδραση των περιορισμών της 

εσωτερικής διάχυσης είναι πιο έντονη από εκείνη των περιορισμών στην 

εξωτερική μεταφορά μάζας. Αφού Bi>1 και 1<φ<Βi η εσωτερική διάχυση είναι ο 

μηχανισμός που ελέγχει τον ρυθμό της αντίδρασης.  

Ο συνολικός παράγοντας αποτελεσματικότητας της διεργασίας (noverall) 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.11 και είναι 0,78 για συγκεντρώσεις 3-CPD στην 

τροφοδοσία 200-400 mg.L-1 και μεγαλύτερος για 500 mg.L-1. 

 

Πίνακας 3.11 Ρυθμοί βιοαποικοδόμησης (υπολογισμένοι από την Εξίσωση 5) και 
παράμετροι εσωτερικής μεταφοράς μάζας σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD 
στην είσοδο του βιοαντιδραστήρα 

 Συγκέντρωση 3-CPD στην είσοδο 
 200 300 400 500 
r (mg.g DCW-1.h-1) 0,73 1,02 1,50 0,90 
Cout/Cin 0,50 0,54 0,49 0,75 
Ω 3,02 . 10-5 2,80 . 10-5 3,09 . 10-5 1,49 . 10-5 
φ 2,25 2,17 2,28 1,58 
noverall 0,77 0,78 0,77 0,86 

Κυτταρικό φορτίο: 8,75 mg ξηρής βιομάζας/ g σφαιριδίων, dp = 0,45 cm. 

Συγκρίνοντας το βιοαντιδραστήρα συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης 

και το σύστημα διαλείποντος έργου στην ίδια συγκέντρωση υποστρώματος (200 
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mg.L-1 3-CPD), το σύστημα διαλείποντος έργου αποδεικνύεται πιο 

αποτελεσματικό όσον αφορά στην συνολική απομάκρυνση της 3-CPD. Πιο 

συγκεκριμένα, σχεδόν πλήρης απομάκρυνση επετεύχθη μετά από 96 h επώασης. 

Αντίστοιχα, στο βιοαντιδραστήρα συνεχούς έργου πλήρους ανάδευσης 

επετεύχθη απομάκρυνση της τάξης του 50% σε συνθήκες μόνιμης κατάστασης. 

Αυτό το εύρημα θα μπορούσε να αποδοθεί στο χρόνο παραμονής που 

χρησιμοποιήθηκε στο βιοαντιδραστήρα. Η αποτελεσματικότητα του συστήματος 

CSTR θα μπορούσε να βελτιωθεί αλλάζοντας το χρόνο παραμονής. Οι 

περιορισμοί λόγω της εξωτερικής μεταφοράς μάζας είναι αμελητέοι και στα δύο 

μελετηθέντα συστήματα (Πίνακες 3.9 και 3.11). Αντίθετα, η αντίσταση λόγω της 

εσωτερικής διάχυσης είναι σημαντική και στα δύο συστήματα. Ο ελαφρώς 

βελτιωμένος συντελεστής αποτελεσματικότητας στο σύστημα CSTR θα μπορούσε 

να αποδοθεί στους χαμηλότερους ρυθμούς αποικοδόμησης σε σύγκριση με το 

σύστημα διαλείποντος έργου (Doran 2012). 

 

3.5.3 Βιοαποικοδόμηση 3-CPD σε βιοαντιδραστήρα κλίνης: Η επίδραση της 

συγκέντρωσης 3-CPD στην είσοδο 

Συνεχείς βιοαντιδραστήρες κλίνης όπως βιοαντιδραστήρες σταθερής 

κλίνης, ρευστοποιημένης κλίνης, ανάστροφης ρευστοποιημένης κλίνης κ.α. έχουν 

χρησιμοποιηθεί σε ποικίλες εφαρμογές π.χ. αναγωγή χρωμίου (Tziotzios, Dermou 

et al. 2008, Kathiravan, Karthiga Rani et al. 2010), απομάκρυνση της χρωστικής 

πορτοκαλί του μεθυλενίου (Kathiravan, Praveen et al. 2014), βιοαποικοδόμηση 

ναφθαλενίου (Seoud and Maachi 2003), τετραϋδροφουρανίου (Chen, Fang et al. 

2013), φορμαλδεΰδης (Oliveira, Moraes et al. 2004), απομάκρυνση φαινόλης 

(Tepe and Dursun 2008, Shetty, Verma et al. 2011), αποικοδόμηση 

χλωροφαινολών (Zilouei, Guieysse et al. 2006) και επεξεργασία υγρών αποβλήτων 

(Zaiat, Rodrigues et al. 2000) 

Τα λειτουργικά χαρακτηριστικά του αντιδραστήρα σταθερής κλίνης 

(Packed Bed Reactor, PBR) που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία όπως η 

ροή, η συγκέντρωση 3-CPD, το μέγεθος των σωματιδίων κλπ. παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 3.12.  
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Τα χαρακτηριστικά αυτά είναι ιδιαίτερα σημαντικά αφού επηρεάζουν το 

ρυθμό της εξωτερικής μεταφοράς μάζας και τον παρατηρούμενο ρυθμό 

βιοαποικοδόμησης σε συνθήκες μόνιμης κατάστασης (Aksu and Bülbül 1998). Θα 

πρέπει να σημειωθεί ότι μόνιμη κατάσταση επετεύχθη σε όλες τις περιπτώσεις 

μετά από περίπου 80 h λειτουργίας (Διάγραμμα 3.27). 

 

Πίνακας 3.12 Χαρακτηριστικά βιοαντιδραστήρα σταθερής κλίνης 

Παράμετρος Τιμή 
Ύψος 65 cm 
Εσωτερική διάμετρος στήλης 2,5 cm 
Q 0,2 mL/min 
Cin 100, 200, 300 mg.L-1 
vs 0,0028 cm/s 
dp 0,45 cm 
Τα 6,40 h 
Ε 0,24 

 

Στον Πίνακα 3.13 παρουσιάζονται οι πειραματικές τιμές Cin, Cout/Cin και k 

όπως προέκυψαν από την Εξίσωση (20) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD 

στην είσοδο της κλίνης. Οι σταθερές αποικοδόμησης πρώτης τάξης καθώς και η 

πρόσληψη 3-CPD αυξάνονται με την αύξηση της συγκέντρωσης 3-CPD στην 

είσοδο μέχρι τα 300 mg.L-1 (Πίνακας 3.13). 

Στους αντιδραστήρες σταθερής κλίνης με ροή προς τα πάνω, ο 

σχηματισμός επιφανειακού φιλμ στα σφαιρίδια μειώνει σχετικά τον 

παρατηρούμενο ρυθμό της αντίδρασης. Η επίδραση της διάχυσης λόγω του 

εξωτερικού φιλμ εξαρτάται από το ρυθμό μεταφοράς μάζας. Η επιφανειακή 

ταχύτητα του υγρού (vs) υπολογίστηκε ως μία συνάρτηση της συνολικής 

επιφάνειας της διατομής του αντιδραστήρα (A) και της ταχύτητας της ροής του 

υγρού (Q) (Εξίσωση 21) και διατηρήθηκε σταθερή κατά τη διάρκεια των 

πειραμάτων στα 0,0028 cm/s. 

 

𝑣𝑠 =
𝑄
𝜀 ∙ 𝛢

 (21) 
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Διάγραμμα 3.27 Βιοαποικοδόμηση διαφορετικών συγκεντρώσεων 3-CPD από 
ακινητοποιημένα κύτταρα του βακτηρίου P. putida DSM 437 σε βιοαντιδραστήρα 
σταθερής κλίνης (Κυτταρικό φορτίο: 8,75 mg ξηρής βιομάζας/ g σφαιριδίων). 
Σύμβολα: Συγκέντρωση 3-CPD στην είσοδο () 200 mg.L-1, () 300 mg.L-1 και () 
400 mg.L-1 

 

Ο συντελεστής της εξωτερικής μεταφοράς μάζας (kL) μεταξύ του κύριου 

όγκου του ρεύματος και της επιφάνειας του σωματιδίου σε αντιδραστήρες 

σταθερής κλίνης μπορεί να συσχετισθεί σε όρους αδιάστατων ομάδων οι οποίες 

χαρακτηρίζουν τις συνθήκες ροής (Perry and Green 1999, Fogler 2006, Doran 

2012). 

Ο αριθμός Sherwood ο οποίος συσχετίζει τη μεταφορά μάζας λόγω συναγωγής με 

τη μεταφορά μάζας λόγω διάχυσης σε υγρή φάση  καθορίζεται ως (Εξίσωση 22): 

𝑆ℎ =
𝑘𝐿  ∙  𝑑𝑝
𝐷𝐴𝐴

 (22) 

Όπου ο συντελεστής kL σε σταθερή κλίνη εξαρτάται από την ταχύτητα του υγρού 

γύρω από τα σωματίδια. Ο αριθμός Sherwood σε σταθερές κλίνες υπολογίζεται 

από την Εξίσωση (23): 

𝑆ℎ = 0.95 ∙ 𝑅𝑅𝑝0.5 ∙ 𝑆𝑆0.33 (23) 
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Στην Εξίσωση (20) ο αριθμός Reynolds που βασίζεται στην επιφάνεια διατομής 

του αντιδραστήρα ορίζεται ως (Εξίσωση 24): 

𝑅𝑅𝑝 =
𝑑𝑝 ∙ 𝑣𝑠 ∙ 𝜌𝐿

𝜇𝐿
 (24) 

όπου dp η διάμετρος του σωματιδίου (m), vs η επιφανειακή ταχύτητα του υγρού 

(cm/s), ρL η πυκνότητα του υγρού (g/cm3) και μL  το ιξώδες του υγρού. Αντίστοιχα, 

Sc είναι ο αριθμός Schmidt που ορίζεται από την Εξίσωση 25: 

𝑆𝑆 =
𝜇𝐿

𝜌𝐿 ∙ 𝐷𝐴𝐴
 (25) 

Πίνακας 3.13 Σταθερές βιοαποικοδόμησης πρώτης τάξης (υπολογισμένες από την 
Εξίσωση 7) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD στην είσοδο του αντιδραστήρα 
κλίνης 

Cin (mg.L-1) Cout/Cin k (l/g ξηρής βιομάζας/h) 
100 0,63 1,70 . 10-3 
200 0,55 2,23 .  10-3 
300 0,54 2,35 .  10-3 

Κυτταρικό φορτίο: 8,75 mg ξηρής βιομάζας/ g ακινητοποιημένων σωματιδίων,  
dp = 0,45 cm. 
 
Χρησιμοποιώντας τις Εξισώσεις (21-25) υπολογίστηκε ο συντελεστής της 

εξωτερικής μεταφοράς μάζας για το βιοαντιδραστήρα σταθερής κλίνης. Ο 

αριθμός Biot για την εξωτερική μεταφορά μάζας καθώς και οι τιμές των 

παραμέτρων για την εσωτερική μεταφορά μάζας υπολογίστηκαν από την 

Εξίσωση (7) μετά τον υπολογισμός του kL. Τα αποτελέσματα δίνονται στον Πίνακα 

3.14.  

Πίνακας 3.14 Παράμετροι εξωτερικής και εσωτερικής μεταφοράς μάζας σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-CPD στην είσοδο του αντιδραστήρα κλίνης 

 Συγκέντρωση 3-CPD στην είσοδο 
 100 200 300 
kL (m/s)                                7,48 .  10-6 
Bi                                   14,77 
φ 1,73 1,99 2,04 
noverall 0,84 0,81 0,80 
Κυτταρικό φορτίο: 8,75 mg ξηρής βιομάζας/ g ακινητοποιημένων σωματιδίων,  
dp = 0,45 cm. 
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Η τιμή του kL για τον αντιδραστήρα σταθερής κλίνης ήταν χαμηλότερη σε 

σύγκριση με τις αντίστοιχες τιμές για τα αναδευόμενα συστήματα (διαλείποντος 

έργου και CSTR). Ο συντελεστής kL εξαρτάται από τη συνδυασμένη επίδραση της 

ταχύτητας της ροής, της γεωμετρίας του εξοπλισμού και των ιδιοτήτων του υγρού 

όπως το ιξώδες και η ικανότητα διάχυσης. Γενικά, η μείωση του πάχους της 

οριακής στοιβάδας γύρω από τα σφαιρίδια που προκύπτει από την αύξηση της 

ανάδευσης έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του kL (Perry and Green 1999, Fogler 

2006, Doran 2012). Η ροή στα αναδευόμενα συστήματα που χρησιμοποιήθηκαν 

στην παρούσα μελέτη (διαλείποντος έργου και CSTR) ήταν τυρβώδης (Αριθμός 

Reynolds, Re=15900) ενώ στον αντιδραστήρα σταθερής κλίνης είναι στρωτή 

(Αριθμός Reynolds, Re≈10) (Perry and Green 1999). 

Το μέτρο του Thiele ϕ αυξάνεται ελαφρά με την αύξηση της συγκέντρωσης 

3-CPD στην είσοδο της κλίνης όπως και στην περίπτωση του CSTR. Οι τιμές του 

τετραγώνου του μέτρου του Thiele φ2 ήταν 3,00, 3,95 και 4,15 για 100, 200 και 

300 mg.L-1 3-CPD στην είσοδο, αντίστοιχα. Κατά συνέπεια, ο ρυθμός 

βιοαποικοδόμησης είναι υψηλότερος από το ρυθμό εσωτερικής διάχυσης άρα οι 

περιορισμοί λόγω της εσωτερικής διάχυσης είναι σημαντικοί. Ο αριθμός Biot, 

Bi>1, και το γεγονός ότι 1<φ<Bi δείχνουν ότι η εσωτερική μεταφορά μάζας είναι 

το περιοριστικό στάδιο στην αποικοδόμηση της 3-CPD στον αντιδραστήρα κλίνης. 

Ο συνολικός παράγοντας αποτελεσματικότητας της διεργασίας (noverall), ο οποίος 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.14, παρουσίασε οριακή μείωση με την αύξηση της 

συγκέντρωσης της 3-CPD στην είσοδο. 

Όσον αφορά στα δύο συνεχή συστήματα (CSTR και PBR), η 

παρατηρούμενη απομάκρυνση 3-CPD σε συνθήκες μόνιμης κατάστασης ήταν ίδια 

για συγκέντρωση υποστρώματος στην είσοδο 200 mg.L-1. Το σύστημα PBR 

επηρεάζεται λιγότερο από περιορισμούς στην εσωτερική διάχυση σε σύγκριση με 

το CSTR και κατά συνέπεια εμφανίζει υψηλότερο συνολικό παράγοντα 

αποτελεσματικότητας. Η συγκέντρωση στο κέντρο του σωματιδίου στον PBR ήταν 

20,23% της παρατηρηθείσας συγκέντρωσης στον κύριο όγκο του υγρού ενώ στο 

CSTR ήταν 14,23%. Η μείωση της συγκέντρωσης της 3-CPD πραγματοποιείται 

ομαλά και στα δύο συστήματα και όλο το σωματίδιο δρα αποτελεσματικά ως 

βιοκαταλύτης (Διάγραμμα 3.28). 
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Διάγραμμα 3.28 Συγκέντρωση 3-CPD στο εσωτερικό του σωματιδίου συναρτήσει 
της ακτίνας του σφαιριδίου κατά την αποικοδόμηση 200 mg.L-1 3-CPD. Σύμβολα: 
() CSTR και () PBR (Ακτίνα σφαιριδίου 0,23 cm) 
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Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανάπτυξη μίας φιλικής προς το 

περιβάλλον διεργασίας για την αποτελεσματική αποικοδόμηση των 

χλωροπροπανολών 1,3-διχλωρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) και 3-χλώρο-1,2-

προπανοδιόλης (3-CPD). Οι ενώσεις αυτές επιλέχθηκαν αφενός λόγω της 

εκτεταμένης εμφάνισής τους σε απόβλητα κυρίως βιομηχανιών παραγωγής 

ρητινών και επιχλωρυδίνης (ECH) (NTP 2005, Nienow, Poyer et al. 2009) και 

αφετέρου λόγω της επικινδυνότητας τους καθώς και οι δύο έχουν χαρακτηριστεί 

δυνητικά καρκινογόνες για τον άνθρωπο (IARC 2012a, IARC 2012b). 

Αρχικά, μελετήθηκε η ικανότητα εβδομήντα πέντε (75) βακτηριακών 

στελεχών να αποικοδομούν τις δύο ενώσεις. Είκοσι τέσσερα (24) από τα στελέχη 

αυτά εμφάνισαν ικανότητα αποχλωρίωσης σε εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα 

που έχει αναφερθεί σε προηγούμενες μελέτες (Fauzi, Hardman et al. 1996, 

Smejkal, Vallaeys et al. 2001). Στη συνέχεια, οι επιλεχθέντες οργανισμοί 

χρησιμοποιήθηκαν σε υγρές καλλιέργειες με μοναδική πηγή άνθρακα την 1,3-

DCP ή την 3-CPD (συγκέντρωση 100 mg.L-1). Όλοι οι οργανισμοί μπορούσαν να 

αποικοδομήσουν σε ένα βαθμό την 3-CPD αλλά μόνο τρεις μπορούσαν να 

αποικοδομούν την 1,3-DCP σε ποσοστό περίπου 10%. Η δυσκολία 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP μπορεί να αποδοθεί στην αυξημένη τοξικότητα της 

ένωσης λόγω του δευτέρου ατόμου χλωρίου καθώς είναι γνωστό ότι η τοξικότητα 

των αλογονωμένων ενώσεων οφείλεται στην παρουσία του αλογόνου (Janssen, 

Oppentocht et al. 2001).  

Το βακτήριο P. putida DSM 437 αποδείχτηκε το πλέον αποτελεσματικό 

όσον αφορά την ικανότητα αποικοδόμησης τόσο της 1,3-DCP όσο και της 3-CPD. 

Ωστόσο, η αποικοδόμηση της 1,3-DCP και της 3-CPD από καλλιέργειες P. putida 

DSM 437 ήταν περιορισμένη. Ειδικά στην περίπτωση της 1,3-DCP δεν 

παρατηρήθηκε απομάκρυνση σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 100 mg.L-1, 

επιβεβαιώνοντας τον τοξικό χαρακτήρα της ένωσης .  

Με στόχο την αύξηση της αποικοδόμησης των δύο ενώσεων 

πραγματοποιήθηκε ανάπτυξη του βακτηρίου P. putida DSM 437 σε γλυκόζη 

παρουσία χλωροπροπανολών. Η προσέγγιση αυτή, της ανάπτυξης 

μικροοργανισμών με χρήση μίας συμβατικής πηγής άνθρακα παρουσία ρύπων 

έχει χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν για την αποικοδόμηση φαινόλης και 
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χλωροφαινόλης με επιτυχία (Wang and Loh 2000). Οι μικροοργανισμοί 

αναπτύσσονται παρουσία των ρύπων καταναλώνοντας τη συμβατική πηγή 

άνθρακα (γλυκόζη). Το ποσοστό αποικοδόμησης της 3-CPD έφτασε το 50% σε 

περίπου 90 h καλλιέργειας ενώ το αντίστοιχο για την 1,3-DCP ήταν 15%. 

Κύτταρα του βακτηρίου P. putida DSM 437 που αναπτύχθηκαν σε γλυκόζη 

παρουσία χλωροπροπανολών συλλέχθηκαν στην ύστερη εκθετική φάση και αφού 

επαναδιαλύθηκαν σε μικρότερο όγκο (σε σχέση με την αρχική καλλιέργεια)  

χρησιμοποιήθηκαν για την αποικοδόμηση της 1,3-DCP, της  3-CPD και μίγματος 

αυτών. Στην περίπτωση αυτή, παρατηρήθηκε αποικοδόμηση της 1,3-DCP σε όλο 

το εύρος των συγκεντρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν (50-500 mg.L-1) ενώ 

αυξήθηκαν τα ποσοστά αποικοδόμησης και για την 3-CPD. Ο ρυθμός 

αποικοδόμησης της 1,3-DCP και της 3-CPD από κύτταρα P.putida DSM 437 που 

έχουν αναπτυχθεί παρουσία χλωροπροπανολών αυξάνεται αυξανομένης της 

αρχικής συγκέντρωσης υποστρώματος. Η αποικοδόμηση των δύο αλοϋδρινών 

ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten. Ο μέγιστος ρυθμός αποικοδόμησης (vmax) 

υπολογίστηκε σε 2,78.10-6 και 1,28.10-5 mmoles.mg DCW-1 .h-1  για την 1,3-DCP και 

την 3-CPD, αντίστοιχα. H σταθερά κορεσμού (Km) της αποικοδόμησης των 1,3-DCP 

και 3-CPD από μη αναπτυσσόμενα κύτταρα βρέθηκε ίση με 3,45 και  4,03 mM 

αντίστοιχα, γεγονός που υποδηλώνει ότι η συγγένεια προς τις δύο αλοϋδρίνες 

είναι πρακτικά η ίδια. Στην περίπτωση του μίγματος των δύο ενώσεων 

παρατηρήθηκε μείωση των ρυθμών αποικοδόμησης η οποία υποδεικνύει ότι οι 

μεταβολικές διαδικασίες αποικοδόμησης των δύο ενώσεων στον οργανισμό που 

χρησιμοποιήθηκε είναι αλληλένδετες.  

Με στόχο την ανάπτυξη μίας διεργασίας αποικοδόμησης 

χλωροπροπανολών με υψηλότερες αποδόσεις, θεωρήθηκε απαραίτητη η 

περαιτέρω μελέτη του μεταβολισμού της 1,3-DCP και 3-CPD. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκε εσωκυτταρικό διάλυμα που προήλθε από κύτταρα P.putida 

DSM 437 στο οποίο προστέθηκε 1,3-DCP ή 3-CPD. Η προσέγγιση αυτή επέτρεψε 

τη διερεύνηση του μεταβολικού μονοπατιού που ακολουθεί η αποικοδόμηση στο 

συγκεκριμένο οργανισμό. Παράλληλα, βελτιώθηκε η απόδοση της απομάκρυνσης 

3-CPD σε υψηλότερες συγκεντρώσεις. Σύμφωνα με τον προτεινόμενο μηχανισμό, 

η 1,3-DCP μετατρέπεται σε επιχλωρυδρίνη η οποία τροποποιείται σε 3-CPD. 
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Ακολουθεί αποχλωρίωση σε γλυσιδόλη που μετατρέπεται τελικά σε γλυκερόλη. Η 

αλληλουχία των αντιδράσεων που αναφέρθηκε επιβεβαιώνεται βιβλιογραφικά 

(De Jong, Tiesinga et al. 2003, Fetzner 2010).  

Η αποικοδόμηση των δύο χλωροπροπανολών από το εσωκυτταρικό 

διάλυμα, ακολουθεί, κινητική Michaelis-Menten. Όπως και στην περίπτωση των 

ολόκληρων κυττάρων η αποικοδόμηση της 3-CPD είναι ταχύτερη η δε συγγένεια 

του εσωκυτταρικού διαλύματος ως προς τις δύο αλοϋδρίνες είναι πρακτικά ίδια.  

Στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε το εσωκυτταρικό διάλυμα α) για την 

αποικοδόμηση της 1,3-DCP παρουσία ECH και β) για την αποικοδόμηση της 3-

CPD παρουσία ECH, γλυσιδόλης αλλά και 1,3-DCP με στόχο την εύρεση των 

δυνητικών παρεμποδιστών του μονοπατιού αποικοδόμησης των αλοϋδρινών. 

Από προηγούμενες μελέτες έχει αναφερθεί η δράση της ECH ως παρεμποδιστή 

της αφαλογονάσης  HheC του Agrobacterium radiobacter AD1 (Jin, Hu et al. 2012, 

Zou, Du et al. 2013). Στην παρούσα εργασία ο ρυθμός αποικοδόμησης της 1,3-

DCP μειώθηκε κατά 75% παρουσία 3,23 mM ECH. Όσον αφορά στην 3-CPD, σε 

όλες τις περιπτώσεις που εξετάστηκαν ο ρυθμός αποικοδόμησής της μειώθηκε. Η 

μείωση του ρυθμού αποικοδόμησης που παρατηρήθηκε όταν χρησιμοποιήθηκε 

μίγμα των δύο χλωροπροπανολών (1,3-DCP και 3-CPD) θα μπορούσε να αποδοθεί 

στον ανταγωνισμό για το ενεργό κέντρο του ίδιου ενζύμου αφού είναι γνωστό ότι 

οι αφαλογονάσες των αλοϋδρινών είναι ικανές να καταλύουν την αφαλογόνωση 

μίας σειράς αλοϋδρινών παράγοντας τα αντίστοιχα εποξείδια (Nagasawa, 

Nakamura et al. 1992, Assis, Sallis et al. 1998, Yonetani, Ikatsu et al. 2004). Στην 

περίπτωση, μάλιστα, του Agrobacterium radiobacter AD1 έχει αναφερθεί ότι η 

αφαλογόνωση της 1,3-DCP και της 3-CPD πραγματοποιείται από το ίδιο ένζυμο 

(De Jong, Tiesinga et al. 2003). 

Η ακινητοποίηση κυττάρων σε διάφορους φορείς έχει αναφερθεί ότι 

μπορεί να βελτιώσει την απόδοση της βιοαποικοδόμησης ρύπων καθώς ο 

εγκλωβισμός των κυττάρων στο εσωτερικό του φορέα περιορίζει την έκθεση των 

κυττάρων σε υψηλές συγκεντρώσεις των ρύπων που είναι τοξικές για τους 

μικροοργανισμούς (Chung, Tseng et al. 2003). Ωστόσο, περιορισμοί στη διάχυση 

του υποστρώματος συχνά μειώνουν την παραγωγικότητα (Chung, Tseng et al. 

2003, Dursun and Tepe 2005). Στο τελευταίο στάδιο της παρούσας εργασίας, 



 
 

113 
 

χρησιμοποιήθηκαν ακινητοποιημένα σε αλγινικό ασβέστιο κύτταρα P. putida 

DSM 437 για την αποικοδόμηση της 3-CPD σε τρεις διαφορετικές διεργασίες: 

διαλείποντος έργου, βιοντιδραστήρας συνεχούς λειτουργίας πλήρους ανάδευσης 

(CSTR) και βιοαντιδραστήρας σταθερής κλίνης (PBR).  

Αρχικά, μελετήθηκε η επίδραση της ταχύτητας ανάδευσης (από 50 έως 

180 rpm) στην αποικοδόμηση της 3-CPD σε σύστημα διαλείποντος έργου. Η 

αύξηση της ταχύτητας ανάδευσης είχε ως αποτέλεσμα μικρή αύξηση στις 

σταθερές βιοαποικοδόμησης. Η ταχύτητα ανάδευσης επηρεάζει την ταχύτητα του 

υγρού γύρω από το σφαιρίδιο. Η αύξηση της ταχύτητας ανάδευσης, δηλαδή η 

αύξηση της ταχύτητας του υγρού, οδήγησε σε μείωση του οριακού στρώματος 

γύρω από το σφαιρίδιο και κατά συνέπεια σε μείωση της αντίστασης στη 

μεταφορά μάζας καθώς ο κύριος παράγοντας που ελέγχει την εξωτερική 

μεταφορά μάζας είναι το πάχος του οριακού στρώματος (Fogler 2006, Klaewkla, 

Arend et al. 2011). 

Επίσης, μελετήθηκε η επίδραση που έχει το κυτταρικό φορτίο στη 

βιοαποικοδόμηση της 3-CPD χρησιμοποιώντας σφαιρίδια που περιείχαν 8,75 mg 

ή  43,75 mg ξηρής βιομάζας ανά g σφαιριδίων. Το κυτταρικό φορτίο έχει δύο 

αντίρροπα αποτελέσματα στην απόδοση του συστήματος ακινητοποιημένων 

κυττάρων. Ο ρυθμός αποικοδόμησης της 3-CPD αυξάνεται με αύξηση του 

κυτταρικού φορτίου ενώ ο ρυθμός διάχυσης στα σφαιρίδια μειώνεται λόγω της 

μείωσης στην αποτελεσματική ικανότητα διάχυσης. Το μεγαλύτερο κυτταρικό 

φορτίο είχε ως αποτέλεσμα αύξηση στην τιμή του μέτρου του Thiele και μείωση 

του παράγοντα αποτελεσματικότητας. Η ίδια τάση αναφέρθηκε και από τους 

Banerjee et al. όταν χρησιμοποίησαν ακινητοποιημένα σε αλγινικό ασβέστιο 

κύτταρα Pseudomonas putida για την αποικοδόμηση φαινόλης (Banerjee, Modak 

et al. 2001).  

Σύμφωνα με το παρατηρούμενο μέτρο για την εξωτερική μεταφορά 

μάζας (Ω) και τον αριθμό Biot (Bi), οι περιορισμοί λόγω της εξωτερικής 

μεταφοράς μάζας ήταν αμελητέοι σε όλα τα συστήματα που εξετάσθηκαν. 

Αντίθετα, όλα τα συστήματα επηρεάζονται από την ενδοσωματιδιακή διάχυση (ο 

ρυθμός βιοαποικοδόμησης είναι υψηλότερος από την ενδοσωματιδιακή 

διάχυση) σε διαφορετικό βαθμό όπως φαίνεται από το μέτρο Thiele και τον 
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συνολικό παράγοντα αποτελεσματικότητας. Το σύστημα διαλείποντος έργου 

επηρεάζεται περισσότερο από την ενδοσωματιδιακή μεταφορά μάζας με τον 

παράγοντα συνολικής αποτελεσματικότητας να κυμαίνεται από 0,24 (με 

κυτταρικό φορτίο 43,75 mg ξηρής βιομάζας ανά g σφαιριδίων) έως 0,66 (με 

κυτταρικό φορτίο 8,75 mg ξηρής βιομάζας ανά g σφαιριδίων). Ο αντίστοιχος 

παράγοντας αποτελεσματικότητας για το σύστημα CSTR υπολογίστηκε σε 0,77. 

Το σύστημα διαλείποντος έργου αποδείχτηκε πιο αποτελεσματικό από το CSTR 

όσον αφορά στη συνολική απομάκρυνση της 3-CPD (στα 200 mg.L-1 3-CPD). Τα  

δύο συστήματα συνεχούς λειτουργίας (CSTR και PBR) εμφάνισαν τα ίδια ποσοστά 

απομάκρυνσης σε συνθήκες μόνιμης κατάστασης (συγκέντρωση 3-CPD στην 

είσοδο 200 mg.L-1). Επιπλέον ο PBR επηρεάζεται λιγότερο σε σύγκριση με τον 

CSTR από περιορισμούς που οφείλονται στην ενδοσωματιδιακή διάχυση και κατά 

συνέπεια παρουσίασε υψηλότερο συνολικό παράγοντα αποτελεσματικότητας. 
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Στη συνέχεια παρατίθενται τα διαγράμματα που παρουσιάζουν τη χρονική μεταβολή της συγκέντρωσης των απελευθερούμενων 

ιόντων χλωρίου και της κυτταρικής ανάπτυξης για 24 μικροοργανισμούς που εμφάνισαν ικανότητα αποικοδόμησης των δύο 

χλωροπροπανολών στις προκαταρκτικές δοκιμές. Υπενθυμίζεται ότι τα 24 στελέχη που επιλέχθηκαν στο πρώτο στάδιο της παρούσας εργασίας 

μελετήθηκαν περαιτέρω σε υγρές καλλιέργειες που περιείχαν 3-CPD ή 1,3-DCP (σε συγκέντρωση 100 mg.L-1) ως μοναδική πηγή άνθρακα (βλ. 

Κεφάλαιο 3.1).  

 

Διάγραμμα 1: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 108.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 

 Διάγραμμα 2: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο ΜΤ7.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 

 Διάγραμμα 3: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 3-
χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο ΜΤ8.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 4: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο ΜΤ3.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 

 Διάγραμμα 5: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 187.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 6: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 3-
χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 966.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 7: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD)  από 
το βακτήριο 12448.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 8: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 437.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 9: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 3-
χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 183.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 10: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 186.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 11: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) 
από το βακτήριο Α.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 12: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 185.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 13: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 182.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 14: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD)) 
από το βακτήριο ΜΤ5.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 15: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 2C1.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 16: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 1813.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 17: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) 
από το βακτήριο 815.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 18: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 189.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 

Χρόνος καλλιέργειας (h)

0 20 40 60 80 100 120

Ο
π

τικ
ή 

π
υκ

νό
τη

τα
 (O

D
60

0)

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 α
π

ελ
ευ

θε
ρο

ύμ
εν

ω
ν 

ιό
ντ

ω
ν 

χλ
ω

ρί
ου

 (C
l- ) (

m
g. L-1

)
0

4

8

12

16

20

24

Χρόνος καλλιέργειας (h)

0 20 40 60 80 100 120

Ο
π

τικ
ή 

π
υκ

νό
τη

τα
 (O

D
60

0)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 α
π

ελ
ευ

θε
ρο

ύμ
εν

ω
ν 

ιό
ντ

ω
ν 

χλ
ω

ρί
ου

 (C
l- ) (

m
g. L-1

)

0

4

8

12

16

20

24

Χρόνος καλλιέργειας (h)

0 20 40 60 80 100 120

Ο
π

τικ
ή 

π
υκ

νό
τη

τα
 (O

D
60

0)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 α
π

ελ
ευ

θε
ρο

ύμ
εν

ω
ν 

ιό
ντ

ω
ν 

χλ
ω

ρί
ου

 (C
l- ) (

m
g. L-1

)

0

4

8

12

16

20

24



 
 

142 
 

 

 

                    

 

Διάγραμμα 19: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο MT1.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 20: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) 
από το βακτήριο 1812.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 21: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 1810.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 22:Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από 
το βακτήριο 968.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 23: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) 
από το βακτήριο 1181.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 24: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
3-χλώρο-1,2-προπανοδιόλης (3-CPD) από το 
βακτήριο 969.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 25: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 108.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 26: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο MT7.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 27: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο MT8.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 28: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο MT3.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 29: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο 187.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 30: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 966.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 31: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 12448.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 32: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο 437.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 33: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 183.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 34: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 186.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 35: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο A.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 36: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 185.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 37: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 182.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 38: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο MT5.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 39: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 2C1.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 40: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 1813.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 41:  Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο 815.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 42:  Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 189.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 43:  Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο MT1.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 44:  Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο 1812.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 45: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 1810.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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Διάγραμμα 46: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 968.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
 
 

 Διάγραμμα 47: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-

1) 1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) 
από το βακτήριο 1181.  Σύμβολα: () 
οπτική πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα 
χλωρίου 
 

 Διάγραμμα 48: Αποικοδόμηση 100 (mg.L-1) 
1,3-διχλώρο-2-προπανόλης (1,3-DCP) από 
το βακτήριο 969.  Σύμβολα: () οπτική 
πυκνότητα (OD600), ()  ιόντα χλωρίου 
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	Αντί προλόγου…
	Αναλυτικοί ζυγοί ακριβείας (EiB Mark 2060)
	Αντλία (BIORAD ECONO GRADIENT PUMP)
	Αυτόκαυστο (SANYO Labo Autoclave)
	Βιοαντιδραστήρας 20 L (MBR IMCS-2000)
	Βιοαντιδραστήρας 3 L (New Brunswick Scientific BIOFLO & CELLIGEN 310)
	Επωαστήρας (GALLENKAMP Plus II)
	Θερμοστατούμενος αναδευόμενος επωαστήρας (ZHICHENG 211C)
	Μαγνητικός αναδευτήρας (Thermolyne nuova II)
	Συσκευή υπερήχων (SonicsMaterial Vibracell)
	Φυγόκεντροι (Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH LE, Beckman J2-21, Eppendorf Zentrifuge 3200)
	Φωτόμετρο (BOECO S-22)
	Αέριος χρωματογράφος με ανιχνευτή ECD (SHIMADZU GC-17A)
	Αέριος χρωματογράφος / Φασματογράφος μάζας (GC Varian 450 / MS  IT 220)
	pH-μετρο (WTW pH537)
	Thermomixer (Eppendorf Thermomixer comfort 1,5 mL)
	Υδατόλουτρο (LAUDA RM6)
	Οι μικροοργανισμοί ανακαλλιεργούνταν σε τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα Nutrient Agar. H επώαση γινόταν στους 30 (C. Η σύσταση του θρεπτικού δίνεται στον Πίνακα 2.1:
	Το pH του θρεπτικού υποστρώματος ρυθμιζόταν στο 6,8.
	Προκειμένου να ελεγχθεί αν τα βακτηριακά στελέχη έχουν δυνατότητα αφαλογόνωσης χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό υπόστρωμα που περιέχει τα εξής συστατικά (Smejkal, Vallaeys et al. 2001):
	Το pH ρυθμίστηκε στο 7. Τα τρυβλία μετά τoν εμβολιασμό επωάστηκαν στους 30 (C και μετά την πάροδο 4 ημερών τα στελέχη με την επιθυμητή ιδιότητα εμφάνισαν μπλε αποικίες, ενώ στα υπόλοιπα δεν παρατηρήθηκε καμία μεταβολή.
	2.9 Αναλύσεις
	2.9.1 Εκτίμηση μικροβιακής αύξησης
	Η εκτίμηση της μικροβιακής αύξησης πραγματοποιούνταν φωτομετρικά με φωτομέτρηση στα 600nm.
	2.9.2 Προσδιορισμός γλυκόζης
	Η γλυκόζη προσδιορίστηκε με τη μέθοδο του δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS)(Miller 1959). Σύμφωνα με τη μέθοδο το δι-νιτρο-σαλικυλικό οξύ σχηματίζει σύμπλοκο με αναγωγικά σάκχαρα κατά τη θέρμανση σε θερμοκρασία μεγαλύτερη των 70 οC. Τo σύμπλοκο έχει χαρ...

