
 ΕΘΝΙΚΟ ΜΕΣ΢ΟΒΙΟ ΠΟΛΤΣΕΧΝΕΙΟ 

΢ΧΟΛΗ ΧΗΜΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 
 

ΤΟΜΕΑΣ IV: ΣΥΝΚΕΣΘΣ ΚΑΛ ΑΝΑΡΤΥΞΘΣ ΒΛΟΜΘΧΑΝΛΚΩΝ ΔΛΑΔΛΚΑΣΛΩΝ 

Ε΢ΓΑΣΤΘ΢ΛΟ ΧΘΜΕΛΑΣ ΚΑΛ ΤΕΧΝΟΛΟΓΛΑΣ Τ΢ΟΦΛΜΩΝ 

 

 

ΠΗΚΣΙΝΟΜΕΘΤΛΕ΢ΣΕΡΑ΢Η ΠΟΡΣΟΚΑΛΙΟΤ NAVEL: 
ΑΠΟΜΟΝΩ΢Η, ΚΑΘΑΡΙ΢ΜΟ΢ ΚΑΙ ΚΙΝΗΣΙΚΗ ΜΕΛΕΣΗ 

ΑΠΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗ΢Η΢ ΜΕ ΤΠΕΡΤΨΗΛΗ ΤΔΡΟ΢ΣΑΣΙΚΗ ΠΙΕ΢Η 
 

 

 

 
ΔΛΡΛΩΜΑΤΛΚΘ Ε΢ΓΑΣΛΑ: 

ΔΗΜΟΠΟΤΛΟ΢ ΓΙΩΡΓΟ΢ 
 

ΕΡΛΒΛΕΡΩΝ ΚΑΚΘΓΘΤΘΣ: 

ΣΑΟΤΚΗ΢ ΠΕΣΡΟ΢ 
 
 

ΑΘΗΝΑ, ΙΟΤΝΙΟ΢ 2011



 

 

Πρόλογος 
 

Θ παροφςα διπλωματικι εργαςία εκπονικθκε ςτο Εργαςτιριο Χθμείασ και 

Τεχνολογίασ Τροωίμων τθσ Σχολισ Χθμικϊν Μθχανικϊν του ΕΜΡ, κακϊσ και ςτο 

Λνςτιτοφτο Τεχνολογίασ Αγροτικϊν Ρροϊόντων του ΕΚ.Λ.ΑΓ.Ε. κατά το ακαδθμαϊκό 

ζτοσ 2010-2011. 

Κα ικελα να ευχαριςτιςω τον Κακθγθτι μου Ρ. Ταοφκθ όχι μόνον γιατί μου 

εμπιςτεφκθκε ζνα τόςο ενδιαωζρον κζμα αλλά και για το ςυνεχζσ ενδιαωζρον του 

για τθν εξζλιξθ τθσ διπλωματικισ εργαςίασ και τθν ςχετικι κακοδιγθςθ. 

Ευχαριςτίεσ επίςθσ εκωράηονται προσ όλα τα μζλθ του εργαςτθρίου για τον τρόπο 

με τον οποίο αντιμετϊπιςαν ζναν νζο μζλλοντα ςυνάδελωό τουσ κακϊσ και για τισ 

ενδιαωζρουςεσ ςυηθτιςεισ που είχαμε κατά καιροφσ ςχετικά με τα τρόωιμα.  

Ζνα μεγάλο ευχαριςτϊ οωείλω ςτον υποψιωιο διδάκτορα Ηαχαρία Αλεξανδράκθ 

για τθν ουςιαςτικι βοικεια που μου προςζωερε και τον πολφτιμο χρόνο που 

αωιζρωςε. 

Ευχαριςτϊ τζλοσ τθν οικογζνειά μου για τθν αμζριςτθ ςυμπαράςταςθ και 

ενκάρρυνςι που μου προςζωερε κατά τθ διάρκεια τθσ εκπόνθςθσ τθσ εργαςίασ 

αυτισ. 

 

Γιϊργοσ Δθμόπουλοσ 

Λοφνιοσ 2011 

 

 



 

 

Περίληψη 

Θ επεξεργαςία των τροωίμων με υπερυψθλι υδροςτατικι πίεςθ (ΥΥΡ) είναι μια νζα 

τεχνολογία επεξεργαςίασ τροωίμων θ οποία επιτρζπει τθν απενεργοποίθςθ των 

πακογόνων και αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν, κακϊσ και ενηφμων διατθρϊντασ 

παράλλθλα τα οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά πρακτικά αναλλοίωτα. Θ μζκοδοσ 

αυτι εωαρμόηεται για τθν επεξεργαςία πλθκϊρασ προϊόντων όπωσ ωρζςκα 

ωροφτα, λαχανικά και προϊόντα αυτϊν και ζχει τθ δυνατότθτα να απενεργοποιιςει 

ενδογενι ζνηυμα που προκαλοφν αλλοιϊςεισ ςτθν ποιότθτα. Τζτοιο ζνηυμο είναι 

και θ πθκτινομεκυλεςτεράςθ, που ςυναντάται ςε όλα τα ανϊτερα ωυτά και είναι 

υπεφκυνθ για τθ μεταβολι τθσ υωισ των ωροφτων και των λαχανικϊν κακϊσ και για 

τθν απϊλεια κολότθτασ ωρουτοχυμϊν. 

Θ αναλυτικι μελζτθ των ωυτικϊν ενηφμων ωσ προσ τθ δομι, τισ βιοχθμικζσ 

ιδιότθτεσ και τθ δραςτικότθτα απαιτεί τθν παραλαβι τουσ ςε κακαρι μορωι από 

τουσ ιςτοφσ των ωυτϊν. Στθν παροφςα εργαςία απομονϊκθκε και κακαρίςτθκε 

πθκτινομεκυλεςτεράςθ από το ωλοιό πορτοκαλιϊν ποικιλίασ Navel με ςκοπό να 

μελετθκεί θ επίδραςθ τθσ κερμικισ επεξεργαςίασ και τθσ επεξεργαςίασ  με ΥΥΡ 

ςτθν κινθτικι απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. 

Ζνα ιςοζνηυμο τθσ ΡΜΕ απομονϊκθκε από το ωλοιό του πορτοκαλιοφ Navel, με 

διαδικαςία που περιελάμβανε ςτάδια ομογενοποίθςθσ, διικθςθσ, εξαλάτωςθσ, 

υπερδιικθςθσ κακϊσ και χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ και μοριακισ 

διικθςθσ. Το ζνηυμο παραλιωκθκε ςε κακαρότθτα μεγαλφτερθ του 95% με 

ανάκτθςθ 9.5% τθσ ενεργότθτασ του ανεπεξζργαςτου εκχυλίςματοσ και ανθγμζνθ 

ενεργότθτα 1125U/mg ςυνολικισ πρωτεΐνθσ. Με θλεκτροωόρθςθ πιγματοσ 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) προςδιορίςτθκε το μοριακό του βάροσ, ωσ μία μονι 

ηϊνθ ςτα 36kDa. Επιπρόςκετα, προςδιορίςτθκαν οι κινθτικζσ ςτακερζσ Michaelis-

Menten για τθν αντίδραςθ του ενηφμου με υπόςτρωμα πθκτίνθσ (1% πθκτίνθ 

DE=70-75%, 0.3M NaCl 30°C, pH=7.5) και βρζκθκαν Km=2.03mg/mL, 

Vm=5.18μmol/mL min. 

Θ κερμικι απενεργοποίθςθ του κακαροφ ενηφμου (ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 20mM 

Tris-HCl, pH=7.5) μελετικθκε ςε κερμοκραςίεσ 50, 55, 60 και 65 °C. Θ 

απενεργοποίθςθ βρζκθκε ότι ακολουκεί κινθτικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ με 

ςτακερζσ ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ που κυμαίνονται μεταξφ 0.011 και 0.351min-1. 

Θ εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία 

περιγράωθκε ικανοποιθτικά από τθν εξίςωςθ Arrhenius με ενζργεια ενεργοποίθςθσ 

που υπολογίςτθκε ίςθ με 218kJ/mol. 



 

 

Θ ςυνδυαςμζνθ επεξεργαςία του ενηφμου με ΥΥΡ και κερμοκραςία ζγινε ςε πιζςεισ 

από 400 ζωσ 700MPa και κερμοκραςίεσ 45, 50 και 55°C. Θ κινθτικι 

απενεργοποίθςθσ βρζκθκε να ακολουκεί εξίςωςθ πρϊτθσ τάξθσ. Οι ςτακερζσ του 

ρυκμοφ κυμαίνονται μεταξφ 0.012 και 0.2415 min-1 για τισ εξεταηόμενεσ ςυνκικεσ 

πίεςθσ και κερμοκραςίασ. Ραρατθρικθκε ςυνεργιςτικι δράςθ τθσ πίεςθσ και τθσ 

κερμοκραςίασ ςτθν απενεργοποίθςθ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου. Θ επίδραςθ τθσ 

κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ εκωράςτθκε ικανοποιθτικά μζςω τθσ 

εξίςωςθσ Arrhenius. Οι ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ που υπολογίςτθκαν κυμαίνονται 

μεταξφ 87 και 160kJ/mol για τισ διάωορεσ πιζςεισ επεξεργαςίασ. Αντίςτοιχα, θ 

επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ εκωράςτθκε ικανοποιθτικά μζςω 

τθσ ςχζςθσ Eyring. Οι όγκοι ενεργοποίθςθσ που υπολογίςτθκαν κυμαίνονται μεταξφ 

-10.04 και -18.54mL/mol. Αρνθτικοί όγκοι ενεργοποίθςθσ δθλϊνουν ότι αφξθςθ τθσ 

πίεςθσ αυξάνει τθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ ςτθν ίδια κερμοκραςία. 

Θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ βρζκθκε ότι αυξάνεται με αφξθςθ τθσ πίεςθσ μζςω 

εκκετικισ ςχζςθσ, δθλαδι ςε υψθλότερεσ πιζςεισ θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ 

ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ είναι μεγαλφτερθ. Ο απόλυτοσ όγκοσ ενεργοποίθςθσ 

βρζκθκε ότι αυξάνεται γραμμικά με τθ κερμοκραςία, δθλαδι ςε υψθλότερεσ 

κερμοκραςίεσ θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ είναι 

μεγαλφτερθ. 

Για τθν ζκωραςθ τθσ ςυνδυαςμζνθσ επίδραςθσ πίεςθσ και κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ αναπτφχκθκαν δφο μακθματικά μοντζλα, ζνα εκκετικό και ζνα 

πολυωνυμικό. Οι παράμετροι των μοντζλων υπολογίςτθκαν με μθ γραμμικι 

παλινδρόμθςθ ςτα πειραματικά δεδομζνα. Και τα δφο μοντζλα ζδωςαν 

ικανοποιθτικό  ςυντελεςτι ςυςχζτιςθσ (R2=0.995). Το εφροσ ιςχφοσ και των δφο 

μοντζλων είναι για πιζςεισ 400-700MPa και κερμοκραςίεσ 45-55°C. Μζςα ςτο πεδίο 

αυτό θ εκτίμθςθ των ςτακερϊν ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ κρίνεται ικανοποιθτικι, 

αποδεικνφοντασ ότι και τα δφο μοντζλα μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν. Το εκκετικό 

μοντζλο υπερτερεί ςε ςχζςθ με το πολυωνυμικό ςτο ότι ζχει πολφ μικρότερο 

αρικμό παραμζτρων και είναι ςυνεπϊσ πιο εφχρθςτο. 

Σφγκριςθ που ζγινε με αποτελζςματα επεξεργαςίασ με ΥΥΡ ςε κακαρι ΡΜΕ από 

ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia αποκαλφπτει ότι θ απενεργοποίθςθ και ςτα 

δφο ζνηυμα ακολουκεί τθν ίδια ςυμπεριωορά ωσ προσ τθν πίεςθ και τθ 

κερμοκραςία, αλλά θ ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ Valencia είναι ςθμαντικά πιο 

κερμοευαίςκθτθ, με ρυκμό απενεργοποίθςθσ ςτα 700MPa και 55°C κατά 4 ωορζσ 

μεγαλφτερο από αυτόν τθσ ΡΜΕ πορτοκαλιοφ Navel.  

Μελζτθ ωαςματοςκοπίασ κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτθν κακαρι ΡΜΕ ωλοιοφ 

πορτοκαλιοφ Valencia αποκάλυψε ζντονθ ςχζςθ μεταξφ απϊλειασ ενηυμικισ 

δραςτικότθτασ και μεταβολισ δευτεροταγοφσ και τριτοταγοφσ δομισ, μετά από 

επεξεργαςία με ΥΥΡ. Είναι πολφ πικανό αντίςτοιχεσ μεταβολζσ να παρατθρθκοφν 



 

 

και ςτθν ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ Navel, παρατιρθςθ που δίνει ζναυςμα για 

περαιτζρω μελζτθ τθσ ςχζςθσ δομισ-απενεργοποίθςθσ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου. 
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Κεφϊλαιο 1 : Πηκτύνη και πηκτινολυτικϊ ϋνζυμα 

1.1 Πηκτύνη 

1.1.1 Πηκτινικϋσ ουςύεσ 

Με τον όρο πθκτινικζσ ουςίεσ χαρακτθρίηεται μία ευρεία ομάδα ομο- και 

ετεροπολυςακχαριτϊν που ςυναντϊνται ςτο κυτταρικό τοίχωμα των ωυτϊν. Οι 

ουςίεσ αυτζσ διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ ωυςιολογία των ωυτϊν κακϊσ 

ςυμμετζχουν ςε διεργαςίεσ όπωσ θ κυτταρικι ανάπτυξθ και διαωοροποίθςθ 

ςυμβάλλοντασ ςτθν ςκλθρότθτα και ανκεκτικότθτα των ωυτικϊν ιςτϊν. Ωσ εκ 

τοφτου προςδίδουν ςτα ωυτά προςταςία ζναντι πακογόνων παραγόντων και 

τραυματιςμϊν. Ωσ ςυςτατικά του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ και λόγω τθσ ανιοντικισ 

τουσ ωφςθσ κεωρείται ότι λαμβάνουν μζροσ ςτθν μεταωορά ιόντων διαμζςου του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Ακόμθ, κακορίηουν το πορϊδεσ του τοιχϊματοσ και 

ςυνεπϊσ τθ διαπερατότθτά του ςε ζνηυμα και άλλα μεγαλομόρια [1]. 

Οι πθκτινικζσ ουςίεσ παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν υωι των ωροφτων κατά τθν 

ανάπτυξθ, τθν ωρίμανςθ και τθν αποκικευςθ. Το ποςό και θ δομι των πθκτινικϊν 

πολυςακχαριτϊν επθρεάηει τισ διαδικαςίεσ αυτζσ και εξαρτάται από τθν παρουςία 

ενηφμων που τροποποιοφν τθ δομι των πθκτινϊν [1]. 

1.1.2 Σαξινϐμηςη και δομό πηκτινικών ουςιών 

Ωσ πθκτινικζσ ουςίεσ χαρακτθρίηονται οι παρακάτω πολυςακχαρίτεσ: 

 Γραμμικι ομογαλακτουρονάνθ (HG): αποτελείται από μονομερι D-

γαλακτουρονικοφ οξζοσ ενωμζνα με β-(1→4) γλυκοηιτικό δεςμό. Οι 

καρβοξυλικζσ ομάδεσ των μονομερϊν εςτεροποιοφνται ςε διαωορετικό 

βακμό από μεκανόλθ. Ο βακμόσ εςτεροποίθςθσ (DM, degree of methyl 

esterification) ςυνικωσ εκωράηεται ωσ mol μεκανόλθσ παρόντα ςε 100 mol 

γαλακτουρονικοφ οξζοσ. Με βάςθ το βακμό αυτό οι πθκτίνεσ διακρίνονται 

ςε υψθλοφ βακμοφ εςτεροποίθςθσ (DM>50) και χαμθλοφ βακμοφ 

εςτεροποίθςθσ (DM<50). Θ κζςθ των εςτεροποιθμζνων μονάδων 

γαλακτουρονικοφ οξζοσ τθσ ομογαλακτουρονάνθσ διαωζρει ανάλογα με τθν 
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προζλευςθ τθσ πθκτίνθσ. Θ κατανομι κατά μικοσ του μορίου μπορεί να 

είναι ςτατιςτικι ι μπορεί να ςυναντϊνται εναλλαςςόμενεσ περιοχζσ (blocks) 

εςτεροποιθμζνου οξζοσ ι όχι. Θ American Chemical Society [2] ζχει 

ταξινομιςει τισ ομογαλακτουρονάνεσ ςε πθκτικά οξζα, όταν περιζχουν 

αμελθτζο ποςοςτό μεκυλεςτζρων, ι κακόλου μεκυλεςτζρεσ, και ςε 

πθκτινικά οξζα όταν το ποςοςτό μεκυλεςτεροποίθςθσ γίνεται ςθμαντικό. [1] 

 Γραμμικά διακλαδιςμζνθ ξυλογαλακτουρονάνθ (XG) με πλευρικζσ μονάδεσ 

ξυλοπυρανόηθσ και θ απιογαλακτουρονάνθ που ωζρει πλευρικζσ αλυςίδεσ 

με μονάδεσ ενόσ ι δφο μορίων απιόηθσ [1]. 

 Ζντονα διακλαδιςμζνθ γαλακτουρονάνθ (ι ραμνογαλακτουρονάνθ ΙΙ, RG-

II). Αποτελείται από μία κφρια αλυςίδα περίπου 9 μονάδων 

γαλακτουρονικοφ οξζοσ τα οποία ωζρουν τζςςερισ πλευρικζσ αλυςίδεσ που 

αποτελοφνται από ςπάνια ςάκχαρα (π.χ. απιόηθ, ακερικό οξφ, KDO και DHA). 

Θ δομι αυτι χρθςιμοποιείται ςτθν ςφνδεςθ δφο μορίων πθκτίνθσ με το 

ωυτικό κυτταρικό τοίχωμα [1]. 

 Ραμνογαλακτουρονάνθ (RG-I): διακζτει ςτθν κφρια αλυςίδα τθσ 

εναλλαςςόμενεσ μονάδεσ L-ραμνόηθσ ςυνδεδεμζνεσ με α-(1→2) γλυκοηιτικό 

δεςμό και μονάδεσ D-γαλακτουρονοηυλουρινικοφ οξζοσ ςυνδεδεμζνεσ με α-

(1→4) γλυκοηιτικό δεςμό. Το πολυμερζσ ωζρει πλευρικζσ διακλαδϊςεισ ςτο 

Ο-4 των μονάδων ραμνόηθσ οι οποίεσ αποτελοφνται από ουδζτερα ςάκχαρα 

και ποικίλλουν ςτο μικοσ. Οι καρβοξυλικζσ ομάδεσ, όπωσ και ςτθν 

ομογαλακτουρονάνθ, μπορεί ναι είναι μεκυλιωμζνεσ ι ακετυλιωμζνεσ ςε 

ποςοςτό που ποικίλλει ανάλογα με τθν προζλευςθ τθσ πθκτίνθσ. 

 Πολυμερείσ πλευρικζσ αλυςίδεσ τθσ πθκτίνθσ, ςυνικωσ αραβινάνεσ, 

γαλακτάνεσ και αραβινογαλακτάνεσ. Οι αραβινάνεσ είναι διακλαδιςμζνεσ 

ομογλυκάνεσ που αποτελοφνται από κφρια αλυςίδα μονάδων αραβινόηθσ 

ενωμζνεσ με α-L-(1→5) γλυκοηιτικό δεςμό και μπορεί να ζχουν μοριακό 

βάροσ μζχρι και 10 kDa. Οι γαλακτάνεσ και οι αραβινογαλακτάνεσ είναι ομο 

και ετεροπολυμερι, αντίςτοιχα, τθσ γαλακτόηθσ και τθσ αραβινόηθσ [1]. 

Ωσ πθκτίνθ χαρακτθρίηονται γενικά πολυμερικά μόρια που είναι ςυνδυαςμόσ των 

δομϊν που περιγράωονται παραπάνω. Τα πολυμερικά μόρια αυτά αποτελοφνται 

από γραμμικά τμιματα (smooth regions) και από ζντονα διακλαδιςμζνα τμιματα 

(hairy regions). Τα γραμμικά τμιματα αποτελοφνται κυρίωσ από 

ομογαλακτουρονάνθ και ξυλογαλακτουρονάνθ, ενϊ τα διακλαδιςμζνα 

αποτελοφνται από ραμνογαλακτουρονάνθ Λ και ΛΛ με πλευρικζσ αλυςίδεσ 

αραβινάνθσ, γαλακτάνθσ ι αραβινογαλακτάνθσ [3]. 
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΢χιμα 1.1: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ πθκτίνθσ όπου φαίνονται τα τρία βαςικά είδθ πθκτινικϊν 
πολυςακχαριτϊν: ραμνογαλακτουρονάνθ Ι (RG-Ι, αριςτερά) και ραμνογαλακτουρονάνθ ΙΙ (RG-II, 
δεξιά) εκατζρωκεν μιασ αλυςίδασ ομογαλακτουρονάνθσ (HG). Απεικονίηεται επίςθσ μια περιοχι 
ξυλογαλακτουρονάνθσ (XGA) ανάμεςα ςτισ περιοχζσ RG-I και HG. Οι δομζσ XGA και HG αποτελοφν το 
γραμμικό κομμάτι (smooth region) ενϊ οι ζντονα διακλαδιςμζνεσ περιοχζσ RG-I και RG-II το 
διακλαδιςμζνο (hairy region).  Να ςθμειωκεί ότι το παραπάνω ςχιμα δεν παρουςιάηεται υπό 
κλίμακα αλλά είναι απλϊσ ενδεικτικό τθσ ςφνκεςθσ τθσ πθκτίνθσ. (Πθγι: [4])  

Θ πθκτίνθ χρθςιμοποιείται ευρζωσ και ςτθν τεχνολογία τροωίμων ωσ πρόςκετο 

ςυςτατικό με ςκοπό να αυξιςει το ιξϊδεσ των τροωίμων και να τα ςτακεροποιιςει. 

Οι πθκτίνεσ που ςυναντϊνται ςτο εμπόριο προζρχονται από παραπροϊόντα 

αγροτικϊν διεργαςιϊν, όπωσ ωλοιοφσ εςπεριδοειδϊν και οπό μιλων, και περιζχουν 

άνω του 65% κατά βάροσ γαλακτουρονικό οξφ. Το μεγάλο ποςοςτό αυτό οωείλεται 

ςτθ ωφςθ των μεκόδων απομόνωςθσ τθσ πθκτίνθσ, οι οποίεσ απομακρφνουν το 

μεγαλφτερο μζροσ των ουδζτερων πλευρικϊν αλυςίδων. Οι πθκτίνεσ εκχυλίηονται 

υπό όξινεσ ςυνκικεσ από τθ ωυτικι πρϊτθ φλθ, ακολοφκωσ καταβυκίηονται με 

αλκοόλθ και κατεργάηονται με όξινεσ αλκοόλεσ για τθν απομάκρυνςθ αλάτων. Οι 

ακριβείσ ςυνκικεσ τθσ διεργαςίασ (pH, χρόνοσ, κερμοκραςία) κακορίηουν ςτο 

τελικό προϊόν το μοριακό βάροσ, το ποςοςτό πλευρικϊν αλυςίδων και το βακμό 

εςτεροποίθςθσ [1]. 

 

1.1.1 Υυςικϋσ και χημικϋσ ιδιϐτητεσ τησ πηκτύνησ 

1.1.1.i Φυςικέσ ιδιότητεσ 

Θ πθκτίνθ είναι διαλυτι ςτο κακαρό νερό. Τα άλατά των πθκτινικϊν και πθκτικϊν 

οξζων με μονοςκενι κατιόντα (αλκάλια) είναι ςυνικωσ διαλυτά ςτο νερό, ενϊ τα 

άλατα με δι- και τριςκενι ιόντα είναι αδιάλυτα. Ππωσ τα διαλφματα των 

περιςςότερων πολυςακχαριτϊν, ζτςι και τα διαλφματα των πθκτινϊν εμωανίηουν 
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μθ νευτωνικι, και ςυγκεκριμζνα ψευδοπλαςτικι, ρεολογικι ςυμπεριωορά. Το 

ιξϊδεσ των διαλυμάτων αυτϊν (όπωσ και θ διαλυτότθτα τθσ πθκτίνθσ) εξαρτάται 

από τθ ςυγκζντρωςθ και το pH του εκάςτοτε διαλφματοσ, τον βακμό μεκυλίωςθσ, 

το μοριακό βάροσ κακϊσ και τθν παρουςία ιόντων. Ρροςκικθ μονοςκενϊν 

κατιόντων ςε πθκτινικό διάλυμα ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν μείωςθ του ιξϊδουσ ενϊ 

προςκικθ δι- και τριςκενϊν ιόντων επιωζρει αφξθςθ του ιξϊδουσ [2]. 

Ωσ γραμμικό πολυανιόν (πολυκαρβοξυλικό πολυμερζσ) τα μονοςκενι κατιοντικά 

άλατα τθσ πθκτίνθσ εμωανίηουν ζντονο ιονιςμό όταν βρίςκονται εν διαλφςει. Οι 

θλεκτροςτατικζσ απϊςεισ μεταξφ των ανιοντικϊν ομάδων κατά μικοσ των 

πολυμερικϊν αλυςίδων τισ διατθροφν ξεδιπλωμζνεσ, γεγονόσ ςτο οποίο οωείλονται 

οι ρεολογικζσ ιδιότθτεσ των πθκτινϊν  [2]. 

Σθμαντικι ιδιότθτα για τθ βιομθχανία τροωίμων αποτελεί θ ικανότθτα των 

πθκτινϊν να ςχθματίηουν εωαπλϊςιμα πιγματα ςε pH κοντά ςτο 3 και παρουςία 

ενόσ μζςου αωυδάτωςθσ (π.χ. ηάχαρθ) και ιόντων αςβεςτίου. Τθν ικανότθτα 

ηελοποίθςθσ και τθν τελικι ςτακερότθτα του πιγματοσ επθρεάηουν παράγοντεσ 

όπωσ θ ςυγκζντρωςθ πθκτίνθσ, θ κερμοκραςία, το pH, θ ςυγκζντρωςθ κατιόντων 

και άλλων διαλυμζνων ςυςτατικϊν (όπωσ π.χ. ςάκχαρα) [2]. 

 

1.1.1.ii Χημικέσ ιδιότητεσ 

Σε υδατικά διαλφματα οι πθκτίνεσ υωίςτανται αυκόρμθτα αποπολυμεριςμό και 

απομεκυλίωςθ, με pH ιςορροπίασ γφρω ςτο 4. Ο ρυκμόσ και των δφο αντιδράςεων 

είναι αντιςτρόωωσ ανάλογοσ τθσ ςυγκζντρωςθσ άλλων ςυςτατικϊν ςτο διάλυμα. Ο 

αποπολυμεριςμόσ προχωρά με μθχανιςμό όξινθσ καταλυτικισ υδρόλυςθσ των 

γλυκοηιτικϊν δεςμϊν ενϊ θ αποεςτεροποίθςθ με μθχανιςμό όξινθσ ι βαςικισ 

υδρόλυςθσ των εςτερικϊν δεςμϊν [2]. 

Σε pH 5-6 οι αλυςίδεσ τθσ πθκτίνθσ είναι ςτακερζσ παρά μόνο ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Κακϊσ θ κερμοκραςία αυξάνεται, οι αλυςίδεσ υωίςτανται ςχάςθ με 

μθχανιςμό β-απόςπαςθσ ενϊ παράλλθλα προχωρά και θ αντίδραςθ 

απομεκυλίωςθσ ςε μεκυλιωμζνουσ μονοςακχαρίτεσ. Σε pH άνω του 6 οι 

αντιδράςεισ αυτζσ είναι ταχφτατεσ ακόμθ και ςε κερμοκραςία δωματίου και ο 

ρυκμόσ τουσ αυξάνεται αυξανομζνου του pH. Οι παραπάνω ιδιότθτεσ είναι πολφ 

ςθμαντικζσ ςτθν παραςκευι αναλυτικϊν διαλυμάτων για τθ μζτρθςθ ενεργότθτασ 

πθκτινικϊν ενηφμων [2]. 
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1.1.2 Η πηκτύνη ςτα φροϑτα 

Τα ωροφτα απαρτίηονται από τρεισ βαςικζσ δομζσ: τον ωλοιό, τον οπό (flesh) και 

τουσ ςπόρουσ. Τα κφτταρα του οποφ ςυγκρατοφνται μεταξφ τουσ μζςω ενόσ 

άκαμπτου και ανκεκτικοφ κυτταρικοφ τοιχϊματοσ το οποίο  μακροςκοπικά δίνει 

ςυγκεκριμζνο ςχιμα ςτο ωροφτο και του προςδίδει ανκεκτικότθτα. Το κυτταρικό 

τοίχωμα των κυττάρων αυτϊν αποτελείται από ςφνκετουσ πολυςακχαρίτεσ, κυρίωσ 

πθκτίνθ, άμυλο, κυτταρίνθ και θμικυτταρίνθ[5]. 

 

Πίνακασ 1.1: Επί τοισ εκατό ςφςταςθ διαφόρων φροφτων ςε πθκτίνθ κακϊσ και ποςοςτό μεκυλίωςθσ 
αυτισ (Πθγι: [5]) 

Φροφτο 
Πθκτίνθ % κατά 

βάροσ (νωπό) 

% ποςοςτό 

μεκυλίωςθσ 

Μιλο 0.7-0.8 75-92 

Μπανάνα 0.5-0.7 50-60 

Κεράςι 0.2-0.3 40 

Σταωφλι 0.1-0.4 50-65 

Λεμόνι 2.0 65-70 

Μάνγκο 0.3-0.4 78-85 

Ρορτοκάλι 0.6-0.9 65-70 

΢οδάκινο 0.3-0.4 60-80 

Αχλάδι 0.7-0.9 50-70 

Σμζουρο 0.4-0.5 20 

Φράουλα 0.4-0.5 20-60 

 

1.2 Πηκτινολυτικϊ ϋνζυμα 

1.2.1 Σαξινϐμηςη των πηκτινολυτικών ενζϑμων 

Στα πθκτινολυτικά ζνηυμα ανικουν τα ζνηυμα τα οποία αλλθλεπιδροφν με 

διάωορουσ τρόπουσ με τουσ πθκτινικοφσ πολυςακχαρίτεσ (με εξαίρεςθ τισ 
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πλευρικζσ αλυςίδεσ αραβινάνθσ και γαλακτάνθσ) καταλφοντασ αντιδράςεισ 

αποπολυμεριςμοφ των πολυςακχαριτϊν ι αποεςτεροποίθςθσ μεκυλο- ι 

αικυλομάδων εςτεροποιθμζνων ςτισ καρβοξυλικζσ ομάδεσ των κφριων αλυςίδων. 

Τα πθκτινολυτικά ζνηυμα μποροφν να ταξινομθκοφν ςε τζςςερισ βαςικζσ κατθγορίεσ 

[6]: 

1. Τδρολάςεσ: Τα ζνηυμα αυτά διαςποφν με υδρόλυςθ τουσ γλυκοηιτικοφσ 

δεςμοφσ μεταξφ μονάδων μονοςακχαριτϊν, είναι δθλαδι ζνηυμα 

αποπολυμεριςμοφ των πολυςακχαριτϊν. Το κυριότερο ζνηυμο τθσ 

κατθγορίασ αυτισ είναι θ πολυγαλακτουρονάςθ (PG) θ οποία υδρολφει α-

(1→4) γλυκοηιτικοφσ δεςμοφσ μεταξφ μονάδων γαλακτουρονικοφ οξζοσ. Θ 

πολυγαλακτουρονάςθ διακρίνεται ςε ενδο- και εξω-πολυγαλακτουρονάςθ, 

όπου θ μεν πρϊτθ υδρολφει τθν πολυγαλακτουρονάνθ ςε τυχαίεσ κζςεισ, θ 

δε δεφτερθ δρα ςτο μθ αναγωγικό άκρο του πολυςακχαρίτθ 

απελευκερϊνοντασ μονομερι γαλακτουρονικοφ οξζοσ. 

2. Λυάςεσ: οι λυάςεσ αποπολυμερίηουν τθν κφρια αλυςίδα 

πολυγαλακτουρονάνθσ απελευκερϊνοντασ 4,5-ακόρεςτεσ 

ολιγογαλακτουρονάνεσ. Διακρίνονται ςε δφο κατθγορίεσ, τισ πθκτικζσ 

λυάςεσ (pectate lyases, PL), οι οποίεσ δρουν ςε πολυμερείσ αλυςίδεσ 

γαλακτουρονικοφ οξζοσ απελευκερϊνοντασ ακόρεςτεσ 

ολιγογαλακτουρονάνεσ, και τισ πθκτινικζσ λυάςεσ (pectin lyases, PNL) οι 

οποίεσ δρουν ςε πολυμερείσ αλυςίδεσ γαλακτουρονικοφ οξζοσ 

εςτεροποιθμζνων με μεκανόλθ και απελευκερϊνουν μεκυλιωμζνεσ 4,5-

ακόρεςτεσ ολιγογαλακτουρονάνεσ. 

3. Εςτεράςεσ: οι εςτεράςεσ υδρολφουν τισ εςτερομάδεσ τθσ κφριασ αλυςίδασ 

τθσ πθκτίνθσ. Ζχουν περιγραωεί τρία είδθ εςτεραςϊν: οι 

πθκτινομεκυλεςτεράςεσ (PME) οι οποίεσ υδρολφουν τουσ μεκυλεςτερικο4φσ 

δεςμοφσ από το Ο6 των μονάδων γαλακτουρονικοφ οξζοσ ςτο τμιμα 

ομογαλακτουρονάνθσ, οι πθκτινακετυλεςτεράςεσ (PAE) και οι 

ακετυλεςτεράςεσ τθσ ραμνογαλακτουρονάνθσ, οι οποίεσ υδρολφουν τον 

εςτερικό δεςμό με ακετυλομάδεσ ςτα Ο3 και/ι Ο4 των μονάδων 

γαλακτουρονικοφ οξζοσ είτε ςτο τμιμα ομογαλακτουρονάνθσ είτε 

ραμνογαλακτουρονάνθσ αντίςτοιχα. 

Άλλθ ταξινόμθςθ των πθκτινολυτικϊν ενηφμων μπορεί να γίνει με βάςθ το αν δρουν 

ςτα γραμμικά τμιματα τθσ κφριασ αλυςίδασ ομογαλακτουρονάνθσ ι ςτισ 

διακλαδϊςεισ των πθκτινικϊν πολυςακχαριτϊν [6]. 
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Πίνακασ 1.2: Κατθγοριοποίθςθ των πθκτινολυτικϊν ενηφμων (Πθγι: [3]) 

Είδθ 

πθκτινολυτικών 

ενηφμων 

Τπόςτρωμα 
Μθχανιςμόσ 

δράςθσ 
Προϊόντα 

1) Εςτεράςεσ    

 PME πθκτίνθ υδρόλυςθ πθκτ. οξζα + μεκανόλθ 

 PAE πθκτίνθ υδρόλυςθ πθκτ. Οξζα + αικανόλθ 

2) Τδρολάςεσ    

 Ενδο PG πθκτινικά οξζα υδρόλυςθ ολιγογαλακτουρονάνεσ 

 Εξω PG πθκτινικά οξζα υδρόλυςθ μονογαλακτουρονάνεσ 

3) Λυάςεσ    

 Ενδο PL πθκτινικά οξζα απόςπαςθ ακόρεςτεσ ολιγογαλακτουρονάνεσ 

 Εξω PL πθκτινικά οξζα απόςπαςθ ακόρεςτεσ διγαλακτουρονάνεσ 

 Ενδο PNL πθκτίνθ απόςπαςθ ακόρεςτεσ μεκυλο-ολιγογαλακτουρονάνεσ 

 

1.2.2 Ρϐλοσ των πηκτινολυτικών ενζϑμων ςτην ωρύμανςη των φροϑτων 

Θ ωρίμανςθ των ωροφτων είναι μία δυναμικι διαδικαςία κατά τθν οποία τα ωροφτα 

υωίςτανται χθμικζσ και ωυςικζσ μεταβολζσ, όπωσ αλλαγι τθσ υωισ, του χρϊματοσ, 

και τθσ οξφτθτασ, μεταβολζσ δθλαδι που γίνονται ζντονα αντιλθπτζσ από τουσ 

καταναλωτζσ και ςυνειςωζρουν ςτο να καταςτιςουν τα ωροφτα ελκυςτικά. Θ 

ωρίμανςθ ςυνοδεφεται και από αλλαγζσ ςτα οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά όπωσ 

ςτθν οξφτθτα, τθ γλυκφτθτα και το άρωμα [7]. 

Εκτόσ από τισ επικυμθτζσ ωυςικοχθμικζσ μεταβολζσ που επιωζρει θ ωρίμανςθ, 

κάποιεσ ωορζσ ςυνοδεφεται από ανεπικφμθτεσ όπωσ τθ δθμιουργία οςμϊν (off-

odors) και γεφςεων (off-flavors) κακϊσ και το υπερβολικό μαλάκωμα του ωυτικοφ 

ιςτοφ του ωροφτου. Το μαλάκωμα αυτό αυξάνει τθ ροι χυμϊν προσ το εξωτερικό 

του ωροφτου προςωζροντασ κρεπτικι φλθ για μικροοργανιςμοφσ που το 

αλλοιϊνουν και το καταςτρζωουν, οδθγϊντασ ςε μεγάλεσ μεταςυγκομιδικζσ 

απϊλειεσ[7]. 
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Το μαλάκωμα που υωίςτανται τα ωροφτα κατά τθν ωρίμανςθ ςυνδζεται άμεςα με 

τθ δράςθ των πθκτινολυτικϊν ενηφμων πάνω ςτουσ δομικοφσ πολυςακχαρίτεσ του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Ππωσ αναωζρκθκε παραπάνω το κυτταρικό τοίχωμα που 

προςωζρει ςτακερότθτα και ακαμψία ςτουσ ωυτικοφσ ιςτοφσ αποτελείται κυρίωσ 

από κυτταρίνθ, θμικυτταρίνθ, άμυλο και πθκτίνθ. Αυτοί οι πολυςακχαρίτεσ 

υωίςτανται τισ κυριότερεσ μεταβολζσ κατά τθν ωρίμανςθ [7]. 

Θ πθκτίνθ αποτελεί το 50% περίπου των πολυςακχαριτϊν του κυτταρικοφ 

τοιχϊματοσ και κατά τθν ωρίμανςθ υωίςταται αποπολυμεριςμό και διαλυτοποίθςθ 

με αποτζλεςμα το μαλάκωμα του ωυτικοφ ιςτοφ. Τα βαςικά ζνηυμα που 

ςυνειςωζρουν ςτθ διαδικαςία είναι θ πολυγαλακτουρονάνθ, θ πθκτικι λυάςθ και θ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθ. Αν και θ PME δεν παίηει άμεςο ρόλο ςτθ ςχάςθ των 

πολυςακχαριτϊν, κακορίηει κατά πόςο οι PG, οι οποίεσ δρουν ςε απομεκυλιωμζνθ 

πολυγαλακτουρονάνθ, ζχουν πρόςβαςθ ςτθν κφρια αλυςίδα τθσ πθκτίνθσ. Οι 

Eriksson et. Al [8] διαπίςτωςαν ότι μειωμζνθ ζκωραςθ γονιδίου PME ςε 

μεταλλαγμζνα ςτελζχθ τομάτασ ςυνειςωζρει κετικά ςτθν διατιρθςθ τθσ 

ακεραιότθτασ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Αυτό δεν είναι πάντοτε απόλυτο κακϊσ 

ζχει διαπιςτωκεί ςε ωράουλεσ ότι θ ωρίμανςθ προχωρά κανονικά ακόμθ και με 

χαμθλι ι κακόλου ζκωραςθ του γονιδίου τθσ PME, ωανερϊνοντασ τον κυρίαρχο 

ρόλο τθσ PG ςτθν ωρίμανςθ. 

Θ πθκτικι λυάςθ παίηει επίςθσ ςθμαντικό ρόλο ςτθν υωι των ωροφτων. Σε 

πειράματα παρεμπόδιςθσ του γονιδίου τθσ PL ςε ωράουλεσ [9] θ ςτακερότθτα του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ εμωανίςτθκε αυξθμζνθ και το μαλάκωμα μετά τθ 

ςυγκομιδι μειωμζνο, χωρίσ ωςτόςο να ςυνοδεφεται από απϊλεια βάρουσ ι 

χρϊματοσ του προϊόντοσ. Αυτό καταδεικνφει τθ ςθμαςία τθσ PL ςτθν ωρίμανςθ των 

ωροφτων. 

 

1.2.3 Φρόςη των πηκτινολυτικών ενζϑμων ςτην τεχνολογύα τροφύμων 

Ωσ ζνηυμα που αποδομοφν το κυτταρικό τοίχωμα των ωυτικϊν κυττάρων, τα 

πθκτινολυτικά ζνηυμα ςε ςυνδυαςμό με κυτταρινάςεσ και θμικυτταρινάςεσ 

βρίςκουν εωαρμογι ςε διεργαςίεσ που απαιτείται χαλάρωςθ ι αποδόμθςθ ωυτικϊν 

ιςτϊν. Θ μεγαλφτερθ εωαρμογι τουσ ςτθν τεχνολογία τροωίμων είναι ςτθν 

παραγωγι χυμϊν ωροφτων και λαχανικϊν. Τα ζνηυμα χρθςιμοποιοφνται ςτθ 

βιομθχανία ωρουτοχυμϊν μόλισ από τθ δεκαετία του 1930 και ςυμμετζχουν τόςο 

ςτθ διαφγαςθ των χυμϊν όςο και ςτο να διευκολφνουν τθν εξαγωγι τουσ. 

Ραραδείγματα ωροφτων είναι τα μιλα, τα αχλάδια, τα ςταωφλια κ.α.  
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Πίνακασ 1.3: Παραδείγματα χριςθσ πθκτινολυτικϊν ενηφμων ςτθν επεξεργαςία φροφτων (Πθγι: [5]) 

Ενηυμικι διεργαςία παράδειγμα εφαρμογισ 

διαφγαςθ χυμϊν φροφτων 

Χυμόσ μιλου. Αποπθκτινωμζνοι χυμοί 

μποροφν να ςυμπυκνωκοφν χωρίσ να 

ςχθματίςουν πιγμα ι κολότθτα. 

ενηυμικι κατεργαςία πολτοφ 

Μαλακά ωροφτα, κόκκινα ςταωφλια, 

εςπεριδοειδι, μιλα για καλφτερθ 

εξαγωγι χυμοφ. Κατεργαςία 

ελαιόμαηασ, ωοινικόκαρπου και ςάρκασ 

καρφδασ με ςκοπό τθν αποδοτικότερθ 

εξαγωγι ελαίου. 

διάλυςθ (maceration) φροφτων και 

αποςφνκεςθ με διαχωριςμό κυττάρων 

Ραραλαβι βάςεων για χυμοφσ τφπου 

νζκταρ και παιδικζσ τροωζσ 

ρευςτοποίθςθ φροφτων Ραραλαβι προϊόντων με αυξθμζνθ 

περιεκτικότθτα ςε διαλυτά ςτερεά 

(ςυνδυαςμόσ πθκτιναςϊν με 

κυτταρινάςεσ) 

 

1.2.3.i Παραγωγή μηλοχυμού και χυμών μη-εςπεριδοειδών φρούτων 

Θ βιομθχανία παραγωγισ χυμϊν από μθ εςπεριδοειδι ωροφτα και λαχανικά είναι 

μια βιομθχανία με ςθμαντικό μζγεκοσ, αμζςωσ μετά τθν βιομθχανία παραγωγισ 

εςπεριδοειδϊν. Το μεγαλφτερο ποςό ωροφτων που επεξεργάηονται είναι 

γιγαρτόκαρπα ωροφτα (μιλα, αχλάδια) και μοφρα (berries: ωραγκοςτάωυλο, 

βατόμουρο, ςμζουρο, ωίγγι, ωράουλα). 

Θ εξαγωγι του χυμοφ, ειδικά ςτα γιγαρτόκαρπα, ξεκινά αρχικά με κοπι ι άλεςθ των 

ωροφτων με ςκοπό τθν ελάττωςθ μεγζκουσ. Τα κομμάτια που προκφπτουν πρζπει 

να ζχουν κατάλλθλο μζγεκοσ ϊςτε να είναι εφκολθ θ ενηυμικι κατεργαςία αλλά και 

να είναι αποδοτικι θ ςυμπίεςθ. Μετά τθν κοπι και τθν άλεςθ, τα κομμάτια 

κατεργάηονται με ενηυμικά παραςκευάςματα πθκτινικϊν ενηφμων και 

κυτταριναςϊν ϊςτε να χαλαρϊςουν τα κυτταρικά τοιχϊματα, επιτρζποντασ ζτςι τθν 

καλφτερθ ανάκτθςθ χυμοφ κατά τθν πίεςθ ι τθ ωυγοκζντρθςθ [10].  
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΢χιμα 1.2: Διάγραμμα ροισ παραγωγισ χυμϊν από μθ εςπεριδοειδι φροφτα (Πθγι: [10]) 

Στθ βιομθχανία παραγωγισ μθλοχυμοφ ιδιαίτερα, τα πθκτινολυτικά ζνηυμα 

χρθςιμοποιοφνται κατά κόρον. Ρροτοφ ο πολτόσ κατεργαςτεί, παραμζνει ςε δοχείο 

παραμονισ για μικρό χρονικό διάςτθμα (20min) ϊςτε θ πολυωαινολικι οξειδάςθ να 

οξειδϊςει τισ πολυωαινόλεσ οι οποίεσ παρεμποδίηουν τθ δράςθ των πθκτινολυτικϊν 

ενηφμων ςτο μετζπειτα ςτάδιο. Κατόπιν, μείγματα πολυγαλακτουρονάςθσ, 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ και κυτταρινάςθσ αναμειγνφονται με πολτό μιλων ςε 

κερμοκραςία 30°C με χρόνουσ παραμονισ από 15 λεπτά ζωσ 2 ϊρεσ, ανάλογα με 

τθν ποςότθτα των ενηφμων και τθν ποςότθτα τθσ πρϊτθσ φλθσ. Τα ζνηυμα διαςποφν 

τθν πθκτίνθ και διευκολφνουν τθν εξαγωγι του χυμοφ με δφο τρόπουσ: αωενόσ μεν 

χαλαρϊνουν τθ δομι του οποφ διευκολφνοντασ τθ ςυμπίεςθ και αωετζρου 

μειϊνουν το ιξϊδεσ του χυμοφ κακιςτϊντασ τον πιο ρευςτό και εφκολο ςτθ 
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ςυλλογι. Θ απόδοςθ ςε παραλαβι χυμοφ κυμαίνεται ςτο 75% ςτθ βιομθχανία 

μθλοχυμοφ χωρίσ τθ χριςθ ενηφμων, ενϊ αυξάνεται ςε αξιοςθμείωτο ποςοςτό τθσ 

τάξθσ του 91-96%. Εάν μάλιςτα ακολουκιςει και δεφτερο ςτάδιο ενηυμικισ 

κατεργαςίασ, θ απόδοςθ μπορεί να αγγίξει και το 99% [10]. 

Τα πθκτινολυτικά ζνηυμα βρίςκουν επίςθσ εωαρμογι ςτθν διαφγαςθ των χυμϊν. Το 

κόλωμα των ωρουτοχυμϊν οωείλεται ςε λεπτά διαςπαρμζνα ςωματίδια πρωτεϊνϊν 

που περιβάλλονται από πθκτίνθ, θ οποία τουσ προςδίδει αρνθτικό ωορτίο και τα 

διατθρεί εν αιωριςει. Ο ςυνδυαςμόσ δράςθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ-

πολυγαλακτουρονάνθσ απομεκοξυλιϊνει και αποπολυμερίηει τθν πθκτίνθ, 

αωινοντασ εκτεκειμζνα τμιματα των κετικά ωορτιςμζνων πρωτεϊνϊν με 

αποτζλεςμα τα ςωματίδια να ςυςςωματϊνονται και τελικά να καταβυκίηονται. Θ 

καταβφκιςθ μπορεί να επιταχυνκεί με ωυγοκζντρθςθ του αποπθκτινωμζνου χυμοφ. 

Συνικωσ μετά από το ςτάδιο τθσ ενηυμικισ κατεργαςίασ, οι χυμοί υωίςτανται μία 

ςυμπφκνωςθ ςε εξατμιςτιρεσ όπου απομακρφνεται περίπου το 10% του όγκου του 

χυμοφ. Αυτό γίνεται για να απομακρυνκοφν κατάλοιπα μεκανόλθσ που παράγονται 

κατά τθ δράςθ τθσ PME [5],[10]. 

1.2.3.ii Ενζυμική αποφλοίωςη εςπεριδοειδών 

Θ αποωλοίωςθ των εςπεριδοειδϊν γίνεται ςυνικωσ αρχικά με κοπι του ωλοιοφ με 

μθχανικά μζςα και φςτερα διάλυςθ του μεςοκαρπίου με χθμικά μζςα. Θ μζκοδοσ 

αυτι καταναλϊνει μεγάλουσ όγκουσ νεροφ και προκαλεί περιβαλλοντικά 

προβλιματα, λόγω των καυςτικϊν διαλυμάτων που χρθςιμοποιοφνται για τθν 

αποωλοίωςθ. Εναλλακτικά χρθςιμοποιοφνται πθκτινολυτικά ζνηυμα και 

κυτταρινάςεσ για τθν αποωλοίωςθ, τα οποία είναι αςωαλι ςτθ χριςθ, απαιτοφν 

μικρότερουσ όγκουσ νεροφ και δε δθμιουργοφν προβλιματα διάκεςθσ αποβλιτων 

[11]. 

Τα βιματα που ακολουκοφνται ςυνοψίηονται ςτο Σχιμα 1.3. Θ επιλογι των 

ωροφτων γίνεται με βάςθ το ςχιμα τουσ και πλζνονται με κερμό χλωριωμζνο νερό 

ι υωίςτανται ηεμάτιςμα ϊςτε κατά τθν κοπι να μθν ειςζλκουν μικροοργανιςμοί ςτο 

εςωτερικό. Στθ ςυνζχεια γίνονται εγκοπζσ ςτο περικάρπιο ϊςτε να μπορζςει να 

ζρκει ςε επαωι το μεςοκάρπιο με το ενηυμικό διάλυμα. Ο αρικμόσ και το είδοσ των 

κοπϊν που γίνονται εξαρτάται από τθ μορωολογία του ωροφτου και από το πάχοσ 

του μεςοκαρπίου, το οποίο πρζπει να είναι γνωςτό εκ των προτζρων ϊςτε να 

εξαςωαλιςτεί θ βζλτιςτθ αποδόμθςι του. Τα ωροφτα εμβαπτίηονται ςτο ενηυμικό 

διάλυμα και εωαρμόηεται κενό ςτο δοχείο ϊςτε να ειςζλκουν τα ζνηυμα ςτο 

μεςοκάρπιο. Ακολουκεί ζνασ χρόνοσ επϊαςθσ και κατόπιν τα ωροφτα εκπλζνονται 

με νερό υπό πίεςθ ϊςτε να απομακρυνκοφν τα υπολείμματα ωλοιοφ. 

Θ προκατεργαςία (ηεμάτιςμα) και θ εμβάπτιςθ ςε ενηυμικό διάλυμα υπό κενό 

αποτελοφν τα βιματα-κλειδιά τθσ διεργαςίασ. Το ηεμάτιςμα μειϊνει το ιξϊδεσ τθσ 
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πθκτίνθσ και οδθγεί τθν κυτταρίνθ ςε μετάπτωςθ από κρυςταλλικι ςε άμορωθ 

κατάςταςθ με αποτζλεςμα τα ζνηυμα να μποροφν ευκολότερα να ζρκουν ςε επαωι 

με το μεςοκάρπιο. Τα ενηυμικά παραςκευάςματα που χρθςιμοποιοφνται 

προζρχονται από μφκθτεσ (Aspergillus niger, Trichoderma reesi) και είναι μείγματα 

πολυγαλακτουρονάςθσ, πθκτινομεκυλεςτεράςθσ, κυτταρινάςθσ και γλυκοηιδαςϊν 

[11]. 

 

 

΢χιμα 1.3: Διάγραμμα ροισ διεργαςίασ ενηυμικισ αποφλοίωςθσ εςπεριδοειδϊν με χριςθ 
πθκτινολυτικϊν ενηφμων. Σο τελικό προϊόν είναι πλιρωσ απαλλαγμζνο από το μεςοκάρπιο. (Πθγι: 
[11]) 

 

1.2.3.iii Οινοποιία 

Τα πθκτινολυτικά ζνηυμα βρίςκουν εωαρμογι και ςτθν οινοποιία, όπου 

χρθςιμοποιοφνται για να αποδομιςουν τα κυτταρικά τοιχϊματα των πατθμζνων 
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ςταωυλιϊν του μοφςτου και να αυξιςουν τθν απόδοςθ ςε χυμό. Ππωσ και ςτθ 

βιομθχανία χυμϊν, ζτςι και ςτθν οινοποιία απαιτείται διαφγαςθ του μοφςτου πριν 

τθ ηφμωςθ, αν και όχι πλιρθσ. Θ ενηυμικι διαφγαςθ μπορεί να γίνει και μετά τθ 

ηφμωςθ ςτο ζτοιμο κραςί πριν τθν εμωιάλωςθ. 

 

΢χιμα 1.4: Αποδόμθςθ κυτταρικοφ τοιχϊματοσ ςταφυλιοφ από εμπορικά διακζςιμο ενηυμικό 
παραςκεφαςμα (Enozym Vintage, Agrovin, Spain). Α: δείγμα ελζγχου, Β: επεξεργαςμζνο δείγμα 
(Πθγι:[12]) 

 

1.2.3.iv Εξαγωγή ελαίων από ελαιούχουσ ςπόρουσ και καρπούσ 

Ρθκτινολυτικά ζνηυμα και κυτταρινάςεσ χρθςιμοποιοφνται ςτθ ελαιουργία και ςτθν 

εξαγωγι κραμβελαίου. Κατά τθ μάλαξθ τθσ ελαιομάηασ πριν τθν πίεςθ προςτίκενται 

ενηυμικά παραςκευάςματα τα οποία διευκολφνουν τθ ροι του ελαιολάδου και 

αυξάνουν τισ αποδόςεισ ςε παρκζνο ελαιόλαδο. Αντίςτοιχα, οι ςπόροι τθσ 

ελαιοκράμβθσ κατεργάηονται με ζνηυμα ςε υδατικό διάλυμα πριν τθν εκχφλιςθ του 

ελαίου με οργανικό διαλφτθ.  Θ κατεργαςία αυτι οδθγεί ςε ανάκτθςθ ελαίου μζχρι 

και 80%. Θ ποιότθτα και θ ςφςταςθ του εξαγόμενου ελαίου δεν επθρεάηεται από τθ 

χριςθ των ενηφμων [13]. 

 

1.3 Πηκτινομεθυλεςτερϊςεσ 

Οι πθκτινομεκυλεςτεράςεσ ανικουν ςτα πθκτινολυτικά ζνηυμα και ςυγκεκριμζνα 

ςτισ πθκτινικζσ εςτεράςεσ. Δρουν πάνω ςτο γραμμικό κομμάτι των μορίων τθσ 

πθκτίνθσ (γραμμικι ομογαλακτουρονάνθ) υδρολφοντασ τουσ εςτερικοφσ δεςμοφσ 

των μεκοξυ-ομάδων ενωμζνων ςτο Ο6 των μονάδων γαλακτουρονικοφ οξζοσ. 
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Οι ΡΜΕ ζχουν εντοπιςκεί και μελετθκεί ςε αρκετά ανϊτερα ωυτά και ειδικότερα 

ςτο μιλο, ςτθ μπανάνα, ςτα ςαρκϊδθ ωροφτα, ςτα εςπεριδοειδι, ςτα κεράςια, ςτα 

ςταωφλια, ςτο μάγκο, ςτθν παπάγια, ςτο αχλάδι, ςτο δαμάςκθνο, ςτα ωαςόλια, ςτο 

κουνουπίδι, ςτο αγγοφρι, ςτο πράςςο, ςτο κρεμμφδι, ςτον αρακά, ςτο ραπανάκι και 

ςτθν τομάτα. Συναντϊνται ςε διάωορουσ ιςτοφσ και ανικουν ςτα ζνηυμα του 

κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των ωυτϊν. Αν και ο ακριβισ ρόλοσ τουσ δεν είναι 

ξεκάκαροσ, το γεγονόσ ότι απομεκοξυλιϊνουν τθν πθκτίνθ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα 

ότι λαμβάνουν μζροσ ςτισ τροποποιιςεισ τθσ πθκτίνθσ[6]. 

Ρζρα από τα ωυτά, οι ΡΜΕ παράγονται και από διάωορα βακτιρια και μφκθτεσ. 

Ειδικά τα ζνηυμα που χρθςιμοποιοφνται ςτθν τεχνολογία τροωίμων προζρχονται 

από τον Aspergillus niger. Οι μικροβιακζσ ΡΜΕ ζχουν διαωορζσ από τισ ωυτικζσ ςτο 

ότι απομεκοξυλιϊνουν τθν πθκτίνθ με τυχαίο τρόπο και είναι πιο 

κερμοευαίςκθτεσ[6]. 

1.3.1 Ρϐλοσ των ΠΜΕ ςτα φυτϊ 

Γενετικζσ μελζτεσ που ζχουν πραγματοποιθκεί ζχουν αποκαλφψει μια πλθκϊρα 

από λειτουργίεσ ςτισ οποίεσ ςυμμετζχουν οι ΡΜΕ ςτα ωυτά. Γενικά οι περιςςότερεσ 

από αυτζσ ςχετίηονται με μεταβολζσ ςτο κυτταρικό τοίχωμα. Οι βαςικότερεσ 

περιλαμβάνουν τθν ζκταςθ και τθ ςκλιρυνςθ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ κατά τθν 

ανάπτυξθ, τον κυτταρικό διαχωριςμό, τθ βλάςτθςθ των ςπόρων τθν επιμικυνςθ 

των ριηϊν και τθν ωρίμανςθ των καρπϊν. Ρρόςωατεσ μελζτεσ που διεξιχκθςαν ςε 

ωυτά του γζνουσ Arabidopsis ζδειξαν ότι οι ΡΜΕ ςυμμετζχουν ςτθν δθμιουργία του 

ξυλϊδουσ ιςτοφ πικανότατα ςτον πολυμεριςμό τθσ λιγνίνθσ και τθ ςφηευξι τθσ με 

τθν απομεκοξυλιωμζνθ πθκτίνθ. Ακόμθ, οι ΡΜΕ ωαίνεται να παίηουν ενεργό ρόλο 

ςτο ςχθματιςμό αναπαραγωγικϊν δομϊν κατά τθν ανκοωορία[14].  

Συςχζτιςθ ζχει βρεκεί επίςθσ μεταξφ τθσ αφξθςθσ τθσ ζκωραςθσ γονιδίων ΡΜΕ, τθν 

ευαιςκθςία ςε πακογόνουσ παράγοντεσ και τθσ καταπόνθςθσ των ωυτϊν, είτε 

μθχανικά είτε λόγω πακογόνων, γεγονόσ που αποκαλφπτει τθ ςθμαςία των ΡΜΕ 

ςτθν άμυνα των ωυτϊν. Οι τρεισ βαςικοί μθχανιςμοί άμυνασ είναι: 

 Παραγωγι μεκανόλθσ: κατά τθν απομεκοξυλίωςθ τθσ ομογαλακτουρονάνθσ 

παράγεται μεκανόλθ θ οποία ζχει βρεκεί ότι προςτατεφει τα ωυτά από 

επικζςεισ κάποιων παραςιτικϊν εντόμων. 

 Δθμιουργία ελεφκερων καρβοξυλικϊν ομάδων: θ απομεκοξυλίωςθ τθσ 

ομογαλακτουρονάνθσ αωινει ελεφκερεσ καρβοξυλικζσ ομάδεσ οι οποίεσ 

μποροφν να ενωκοφν με κατιόντα και να εμποδίςουν ι να επιταχφνουν τθν 

ανάπτυξθ του ωυτοφ, ανάλογα με τισ ςυνκικεσ. Για παράδειγμα βρζκθκε ότι 

τα ιόντα αλουμινίου αυξάνουν τθν ζκωραςθ τθσ ΡΜΕ και οι καρβοξυλικζσ 

ομάδεσ τθσ πθκτίνθσ τα δεςμεφουν. Με τθ δζςμευςθ αυτι τα τοξικά ιόντα 

αλουμινίου απομακρφνονται από το χϊμα. 
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 Παραγωγι ολιγογαλακτουρονικϊν οξζων: τθ δράςθ τθσ ΡΜΕ ακολουκεί θ 

πολυγαλακτουρονάςθ ενϊ τθν μεξοξυλιωμζνθ πθκτίνθ αποπολυμερίηει θ 

λυάςθ τθσ πθκτίνθσ. Τα ολιγογαλακτουρονικά οξζα που παράγονται ζχει 

βρεκεί ότι ενεργοποιοφν τουσ αμυντικοφσ μθχανιςμοφσ των ωυτϊν και θ 

αποδοτικότθτα τθσ ενεργοποίθςθσ εξαρτάται από το βακμό εςτεροποίθςθσ. 

Ακόμθ, τα ολιγογαλακτουρονικά οξζα είναι δυνατόν να δράςουν ωσ 

παρεμποδιςτζσ ςε εξωγενείσ ΡΜΕ που προζρχονται από πακογόνουσ 

παράγοντεσ, προςτατεφοντασ ζτςι το ωυτό. 

1.3.2 Βιοφυςικϋσ ιδιϐτητεσ των ΠΜΕ 

Οι πθκτινομεκυλεςτεράςεσ είναι ζνηυμα μεςαίου μεγζκουσ, με μοριακά βάρθ που 

κυμαίνονται μεταξφ 25-54 kDa. Τα ζνηυμα αυτά δρουν ωσ μονομερι. Ρολλζσ ΡΜΕ 

από ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ είναι γλυκοπρωτεΐνεσ ενϊ ζχει αναωερκεί ότι θ 

βακτθριακισ προζλευςθσ ΡΜΕ από τον Erwinia chyrsanthemi είναι λιποπρωτεΐνθ. 

Τα ιςοθλεκτρικά ςθμεία των ΡΜΕ παρουςιάηουν ευρφ ωάςμα τιμϊν, μεταξφ 3.1 για 

ΡΜΕ μυκθτικισ προζλευςθσ ζωσ 11 για τθν ΡΜΕ τομάτασ. Θ ςτακερότθτα ςτο pH 

εξαρτάται από τθν προζλευςθ του ενηφμου και είναι, για όλα τα ζνηυμα, από pH 1.1 

ζωσ pH 10. Θ κερμοςτακερότθτα είναι μζτρια (40-70°C) και είναι υψθλότερθ για 

ΡΜΕ ωυτικισ προζλευςθσ[15]. 

Ζχει βρεκεί ότι οι ΡΜΕ μπορεί να περιζχονται ςε διάωορεσ μορωζσ (ιςοζνηυμα) 

ακόμθ και ςτο ίδιο ωυτό. Τα διάωορα ιςοζνηυμα μπορεί να διαωζρουν ςτθ 

δραςτικότθτα, τθ δομι ι το μοριακό βάροσ, κακϊσ και ςτθν ανκεκτικότθτα ςτθ 

κερμικι καταςτροωι. 

1.3.3 Βιοχημικϋσ ιδιϐτητεσ τησ ΠΜΕ 

Θ δράςθ τθσ ΡΜΕ πάνω ςτθν πθκτίνθ, και ςυγκεκριμζνα ςτθν ομογαλακτουρονάνθ, 

παράγει ωσ προϊόν μεκανόλθ και πθκτινικά οξζα, όπωσ ωαίνεται ςτο Σχιμα 1.5. 

 

΢χιμα 1.5: Αντίδραςθ που καταλφει θ ΠΜΕ πάνω ςτο πθκτινικό υπόςτρωμα (Πθγι:[16]) 

Γενικά, οι ωυτικζσ ΡΜΕ ζχουν βζλτιςτο pH δράςθσ μεταξφ 6 και 8 και ςυχνά 

απαιτοφν ςυγκζντρωςθ 0.1-0.2Μ NaCl για βζλτιςτθ κατάλυςθ. Θ δράςθ 

οποιαςδιποτε ΡΜΕ πάνω ςε πθκτίνθ υψθλοφ βακμοφ εςτεροποίθςθσ δεν οδθγεί 

ςε πλιρθ απομεκοξυλίωςθ, αωινοντασ ζνα κατάλοιπο βακμοφ 

μεκυλεςτεροποίθςθσ (DM) μεταξφ 20% και 30% που οωείλεται ςτθν φπαρξθ 

ακετυλομάδων. 
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Θ βαςικι ειδοποιόσ διαωορά ςτθ δράςθ μεταξφ ΡΜΕ ωυτικισ και μικροβιακισ 

προζλευςθσ είναι ότι οι ωυτικζσ ΡΜΕ απομεκοξυλιϊνουν τθν πθκτίνθ με τρόπο 

γραμμικό, δρϊντασ πάνω ςε μία αλυςίδα κάκε ωορά, ςε αντίκεςθ με τισ 

μικροβιακζσ ΡΜΕ που δρουν με τυχαίο τρόπο. Ωσ αποτζλεςμα, κάκε ΡΜΕ παράγει 

πθκτικά οξζα με διαωορετικζσ ιδιότθτεσ. 

Θ δραςτικότθτα τθσ ΡΜΕ εξαρτάται και από εξωγενείσ παράγοντεσ. Για παράδειγμα, 

υπάρχουν κάποιοι χθμικοί παράγοντεσ (Hg2+,Al3+,NH4
+,ςάκχαρα, γαλλικό οξφ) που 

ζχει αποδειχκεί ότι παρεμποδίηουν τθ δράςθ κάποιων ΡΜΕ. Ρολλζσ ΡΜΕ 

παρεμποδίηονται επίςθσ από τθν παρουςία των πολυγαλακτουρονικϊν οξζων που 

είναι και το προϊόν τθσ δράςθσ τουσ. Το χλωριοφχο νάτριο και το χλωριοφχο κάλιο 

ζχει βρεκεί ότι ενιςχφουν τθν καταλυτικι δράςθ των ΡΜΕ πικανότατα μειϊνοντασ 

τθν παρεμπόδιςθ αυτι. Τζλοσ, πρόςωατα απομονϊκθκε μια γλυκοπρωτεΐνθ από το 

ακτινίδιο θ οποία ζχει τθν ικανότθτα να παρεμποδίηει τθν ΡΜΕ, ςχθματίηοντασ ζνα 

ςφμπλοκο που δεν διαςπάται παρά μόνο ςε ςυνκικεσ υψθλοφ pH και ιοντικισ 

ιςχφοσ[15]. 

1.3.4 Δομό και μηχανιςμϐσ δρϊςησ τησ ΠΜΕ 

Θ διαλεφκανςθ του μθχανιςμοφ δράςθσ τθσ ΡΜΕ προχϊρθςε αλματωδϊσ όταν 

ελιωκθςαν τα πρϊτα δεδομζνα τριςδιάςτατθσ κρυςταλλογραωίασ μικροβιακισ και 

ζπειτα ωυτικισ ΡΜΕ. Θ πρϊτθ ΡΜΕ τθσ οποίασ προςδιορίςτθκε θ τριςδιάςτατθ 

δομι ιταν θ ΡΜΕ καρότου (Daucus carota) (Protein Data Bank (PDB), κωδικόσ 

1GQ8). Θ δομι τθσ ςυγκεκριμζνθσ ΡΜΕ είναι όμοια με αυτι τθσ τομάτασ, ενϊ 

εμωανίηει μικρζσ διαωορζσ με αυτιν του βακτθρίου Erwinia chrysanthemi. 

Χαρακτθριςτικό τθσ δομισ είναι μια μεγάλθ ςχιςμι από παράλλθλα β-πτυχωτά 

ωφλλα ςτο κζντρο του μορίου θ οποία ωζρει ςτισ εςωτερικζσ επιωάνειεσ 

αρωματικζσ ομάδεσ, χαρακτθριςτικζσ δομϊν που προςδζνονται ςε υδατάνκρακεσ. 

Το ενεργό κζντρο του ενηφμου αποτελείται από δφο αςπαρτικά (κζςεισ D136, D157), 

δφο γλουταμίνεσ (Q113, Q135) και μία αργινίνθ (R225). 
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΢χιμα 1.6: απεικόνιςθ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ τθσ ΠΜΕ καρότου (Protein Data Bank (PDB), κωδικόσ 
1GQ8). Είναι εμφανισ θ κεντρικι δομι από παράλλθλα β-πτυχωτά φφλλα. 

 

΢χιμα 1.7: όψθ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ τθσ ΠΜΕ καρότου κατά μικοσ τθσ κεντρικισ ςχιςμισ όπου 
προςδζνεται ςτο υπόςτρωμα. 
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΢χιμα 1.8: τριςδιάςτατθ απεικόνιςθ τθσ ΠΜΕ καρότου με ςθμειωμζνα τα πζντε αμινοξζα του 
ενεργοφ κζντρου (ζντονα βζλθ). 

Σφμωωνα με τθ δομι που εξετάςτθκε, προτάκθκε μθχανιςμόσ δράςθσ του ενηφμου.  

Θ αλυςίδα τθσ ομογαλακτουρονάνθσ ςυγκρατείται ςτθν ςχιςμι του ενηφμου μζςω 

αλλθλεπιδράςεων με τισ αρωματικζσ ομάδεσ. Το αςπαρτικό D157, 

ςτακεροποιοφμενο από τθν αργινίνθ R225 με δεςμό υδρογόνου, προςβάλλει 

πυρθνόωιλα τον εςτερικό δεςμό. Το αρνθτικά ωορτιςμζνο ενδιάμεςο προϊόν 

ςτακεροποιείται από τισ γλουταμίνεσ και το αςπαρτικό D136, το οποίο δρα ωσ 

δότθσ πρωτονίου και επιτρζπει τθν απελευκζρωςθ μεκανόλθσ. Τζλοσ, θ ιςορροπία 

του ενεργοφ κζντρου αποκακίςταται με το αςπαρτικό D136 να αποςπά ζνα 

πρωτόνιο από ζνα μόριο νεροφ[15][14]. 

1.4 ΢ημαςύα τησ ΠΜΕ ςτουσ χυμοϑσ φροϑτων 

Οι περιςςότεροι χυμοί ωροφτων, με μερικζσ εξαιρζςεισ (λ.χ. κάποιοι μθλοχυμοί), 

κυκλοωοροφν ςτο εμπόριο με μια χαρακτθριςτικι κολότθτα που οωείλεται ςτθν 

παρουςία αιωριματοσ ςωματιδίων. Θ κολότθτα αυτι είναι επικυμθτι από τουσ 

καταναλωτζσ επειδι προςδίδει το χαρακτθριςτικό άρωμα και τθν υωι ςτουσ 

χυμοφσ. Απϊλειά τθσ, με παράλλθλο ςχθματιςμό ιηιματοσ, οδθγεί ςε απόρριψθ του 

προϊόντοσ. Χαρακτθριςτικοί χυμοί με αιϊρθμα είναι οι χυμοί μιλου, 
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εςπεριδοειδϊν, μπανάνασ, ωράουλασ, ανανά, ροδάκινου, βερίκοκου, ωράουλασ 

κ.α. 

Θ απϊλεια τθσ κολότθτασ των χυμϊν ωροφτων αποτελεί ζνα από τα ςθμαντικότερα 

ηθτιματα που καλείται να αντιμετωπίςει θ βιομθχανία ωρουτοχυμϊν. Αποδίδεται 

ςτθ δράςθ τθσ ΡΜΕ ςε ςυνδυαςμό με τθν πολυγαλακτουρονάςθ (ΡΓ), ωςτόςο ζχει 

αποδειχκεί πρόςωατα ότι μπορεί να οωείλεται μόνο ςτθν ΡΜΕ [17].  Θ ΡΜΕ είναι 

ζνηυμο άωκονο ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ των ωροφτων και είναι επομζνωσ αδφνατο να 

αποωευχκεί θ παρουςία τθσ ςτουσ χυμοφσ κατά τθν εξαγωγι τουσ.  

Σε εμπορικοφσ χυμοφσ και πολτοφσ ωροφτων που ζχει διερευνθκεί θ υπολειπόμενθ 

δραςτικότθτα ΡΜΕ, δείγματα πουρζ βερίκοκου και μιλου βρζκθκαν να ζχουν τθ 

μεγαλφτερθ υπολειπόμενθ δραςτικότθτα ΡΜΕ (κερμικι παςτερίωςθ ςτουσ 108-

116°C για χρόνουσ 2min) 10-3U/mL. Νζκταρ και χυμοί ωροφτων δεν βρζκθκα να 

ζχουν μετριςιμθ δραςτικότθτα. Γενικά, τιμζσ δραςτικότθτασ πάνω από 10-3U/mL 

προκαλοφν απϊλεια κολότθτασ ςτουσ χυμοφσ, ενϊ μικρότερεσ τιμζσ δεν επιωζρουν 

ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτο αιϊρθμα. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ όμωσ, παρατθρείται 

απϊλεια κολότθτασ μετά τθν παςτερίωςθ χωρίσ να υπάρχει μετριςιμθ ενεργότθτα 

ΡΜΕ. Αυτό αποδίδεται ςτθ δράςθ τθσ ΡΜΕ που ξεκινά αμζςωσ μετά τθν εξαγωγι 

του χυμοφ και απομεκοξυλιϊνει τθν πθκτίνθ μζχρι ο χυμόσ να παςτεριωκεί[18].  

1.4.1 Δομό και ςϑςταςη του αιωρόματοσ 

Το αιϊρθμα των ωρουτοχυμϊν που προκαλεί τθ κολότθτα αποτελείται από 

ςωματίδια κολλοειδϊν διαςτάςεων περίπου 100-10000nm τα οποία είναι πολφ 

μικρά για να καταβυκιςτοφν αλλά αρκετά μεγάλα για να ςκεδάηουν το ωωσ. Τα 

ςωματίδια αυτά αποτελοφνται από πρωτεΐνεσ, λιπίδια, πθκτίνθ, κυτταρινθ και 

θμικυτταρίνθ και προζρχονται από κραφςματα των κυτταρικϊν τοιχωμάτων του 

ωροφτου. Σε κάποιουσ χυμοφσ (λ.χ. χυμόσ μιλου) κολότθτα προςδίδει επίςθσ το 

περιεχόμενο άμυλο [10].  Θ ςκζδαςθ του ωωτόσ οωείλεται ςε ςφνκετα ςωματίδια 

που αποτελοφνται από ζναν πρωτεϊνικό πυρινα ο οποίοσ περιβάλλεται από πθκτίνθ 

ενωμζνθ με τθν πρωτεΐνθ μζςω θλεκτροςτατικϊν ι υδροωοβικϊν 

αλλθλεπιδράςεων. Θ πθκτίνθ είναι αρνθτικά ωορτιςμζνθ, προκαλϊντασ ζτςι τθν 

άπωςθ των ςωματιδίων μεταξφ τουσ, διατθρϊντασ τα εν αιωριςει[19]. 

Τα αιωριματα των διαωόρων ωρουτοχυμϊν διαωζρουν ςτθ ςφςταςθ και τθ δομι, 

ανάλογα με τθν προζλευςθ. Στον πορτοκαλοχυμό, τα αιωροφμενα ςωματίδια ζχουν 

διαμζτρουσ μικρότερεσ του 1μm και αποτελοφνται από 4.5-32% πθκτίνθ, 1.5% 

κυτταρίνθ, 2% θμικυτταρίνθ, 34-52% πρωτεΐνεσ και 25% λιπίδια. Αντίςτοιχα, τα 

ςωματίδια ςτο χυμό μιλου ζχουν διαμζτρουσ μικρότερεσ από 0.5μm με ςφςταςθ 

2% πθκτίνθ, 40% πρωτεΐνεσ, 30% λιπίδια και 5% ουδζτερουσ 

πολυςακχαρίτεσ[20],[21]. 
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1.4.2 Μηχανιςμϐσ απώλειασ θολϐτητασ χυμών 

Θ απϊλεια τθσ κολότθτασ των χυμϊν παρατθρείται όταν τα αιωροφμενα ςτο 

ςωματίδια καταβυκίηονται ςχθματίηοντασ ζνα ίηθμα και αωινοντασ ζναν διαυγι 

υπερκείμενο ορό. 

Το ωαινόμενο οωείλεται ςτθ ςυνδυαςμζνθ δράςθ τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ 

(ΡΜΕ) και τθσ πολυγαλακτουρονάςθσ (ΡΓ).  

 

΢χιμα 1.9: Αριςτερά: εμπορικόσ χυμόσ ανανά όπου θ απϊλεια κολότθτασ και ο ςχθματιςμόσ ιηιματοσ 
είναι πολφ εμφανείσ (υπολειπόμενθ ενεργότθτα ενηφμου 7.1x10

-3
 U/mL). Δεξιά: Εμπορικόσ χυμόσ 

ανανά με πολφ υψθλότερθ κολότθτα (υπολειπόμενθ ενεργότθτα 4.1x10
-4

 U/mL) (Πθγι:[18]) 

Ο μθχανιςμόσ απϊλειασ κολότθτασ που οωείλεται ςτθν πθκτινομεκυλεςτεράςθ 

είναι πικανότατα ο ακόλουκοσ: θ πθκτινομεκυλεςτεράςθ απομεκοξυλιϊνει τθν 

πθκτίνθ που περιβάλλει τα ςωματίδια του αιωριματοσ κακιςτϊντασ τα αρνθτικά 

ωορτιςμζνα. Οι καρβοξυλικζσ ομάδεσ που προκφπτουν είναι εκτεκειμζνεσ ςε 

διςκενι μεταλλικά κατιόντα, όπωσ Ca++, τα οποία αντιδροφν με αυτζσ 

διαςταυρϊνοντασ τα ςωματίδια μεταξφ τουσ. Αυτό δθμιουργεί ςυςςωματϊματα τα 

οποία δεν μποροφν να παραμείνουν εν αιωριςει και κακιηάνουν. Ζχει αποδειχκεί 

ωςτόςο, ότι θ ΡΜΕ προκαλεί απϊλεια κολότθτασ και ςε περιβάλλον όπου δεν 

υπάρχουν κατιόντα αςβεςτίου, αλλά ο μθχανιςμόσ τθσ δράςθσ αυτισ δεν είναι 

γνωςτόσ[19]. 

Ο μθχανιςμόσ απϊλειασ κολότθτασ που οωείλεται ςτθν πολυγαλακτουρονάςθ είναι 

διαωορετικόσ. Θ πολυγαλακτουρονάςθ αποπολυμερίηει τθν πθκτίνθ που περιβάλλει 

τα ςωματίδια του αιωριματοσ, αωινοντασ εκτεκειμζνο τον κετικά ωορτιςμζνο 

πρωτεϊνικό πυρινα. Το γεγονόσ αυτό προκαλεί θλεκτροςτατικζσ ζλξεισ μεταξφ των 



Κεφάλαιο 1: Πθκτίνθ και πθκτινολυτικά ζνηυμα   

21 

ςωματιδίων, με αποτζλεςμα το ςχθματιςμό ςυςςωματωμάτων τα οποία τελικά 

κακιηάνουν. Θ δράςθ τθσ ενδο-πολυγαλακτουρονάςθσ απαιτεί πρϊτα τθ δράςθ τθσ 

ΡΜΕ πάνω ςτθν πθκτίνθ. Οι εμπορικοί ωρουτοχυμοί ωςτόςο είναι παςτεριωμζνοι 

ςε ςυνκικεσ που δεν αωινουν ςθμαντικι ενεργότθτα πολυγαλακτουρονάςθσ[22]. Θ 

απϊλεια κολότθτασ επομζνωσ οωείλεται κυρίωσ ςτθν ΡΜΕ[19]. 
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Κεφϊλαιο 2 : Η διεργαςύα τησ Τπερυψηλόσ 

Τδροςτατικόσ Πύεςησ 

2.1 Μϋθοδοι επεξεργαςύασ τροφύμων 

Οι διεργαςίεσ επεξεργαςίασ τροωίμων ζχουν ςαν ςτόχο τθν παραγωγι αςωαλϊν 

ςτθν κατανάλωςθ τροωίμων τα οποία να διατθροφν παράλλθλα υψθλι 

οργανολθπτικι ποιότθτα και κρεπτικι αξία. 

Οι βαςικζσ επιδιϊξεισ των διεργαςιϊν αυτϊν είναι θ καταςτροωι (ι μείωςθ ςε 

αποδεκτά επίπεδα) πακογόνων και αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν που βρίςκονται 

ςτα τρόωιμα ι θ απενεργοποίθςθ ενηφμων που μπορεί να προκαλζςουν 

ανεπικφμθτεσ μεταβολζσ ςτισ ιδιότθτεσ τουσ (λ.χ. χρϊμα, υωι, άρωμα).  

2.1.1 Θερμικϋσ μϋθοδοι 

Οι κερμικζσ μζκοδοι επεξεργαςίασ είναι ίςωσ οι πιο διαδεδομζνεσ ςτθ βιομθχανία 

τροωίμων. Ο ςχεδιαςμόσ τουσ είναι ςχετικά απλόσ, χρθςιμοποιοφν απλό και ευρζωσ 

διακζςιμο εξοπλιςμό με χαμθλό πάγιο κόςτοσ και τα αποτελζςματά τουσ είναι 

εγγυθμζνα. Επίςθσ, τα κινθτικά μοντζλα καταςτροωισ μικροοργανιςμϊν δεν είναι 

ςφνκετα και ωσ αποτζλεςμα οι κερμικζσ διεργαςίεσ μποροφν εφκολα να 

προςαρμοςτοφν ςτθν καταςτροωι οποιουδιποτε επικυμθτοφ μικροοργανιςμοφ. 

Βαςικά τουσ μειονεκτιματα ωςτόςο είναι θ μεγάλθ τουσ ενεργειακι κατανάλωςθ 

και ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ θ αλλοίωςθ των οργανολθπτικϊν και κρεπτικϊν 

χαρακτθριςτικϊν των τροωίμων, ο ρυκμόσ τθσ οποίασ αυξάνεται αυξανομζνθσ τθσ 

κερμοκραςίασ. 

Πλεσ οι κερμικζσ μζκοδοι ζχουν ςαν βαςικζσ παραμζτρουσ λειτουργίασ τθ 

κερμοκραςία λειτουργίασ και το χρόνο παραμονισ του τροωίμου. Και τα δφο 

υπαγορεφονται από το επικυμθτό τελικό αποτζλεςμα και είναι ςυνάρτθςθ τθσ 

κερμικισ αντοχισ και τθσ κινθτικισ καταςτροωισ των μικροοργανιςμϊν (ι των 

ενηφμων) που πρόκειται να καταςτραωοφν, κακϊσ και τθ ςφςταςθ, τισ κερμικζσ και 

χθμικζσ (pH, ενεργότθτα νεροφ) ιδιότθτεσ του τροωίμου. [23] 

Θ παςτερίωςθ είναι ίςωσ θ πιο καλά μελετθμζνθ και διαδεδομζνθ κερμικι 

διεργαςία επεξεργαςίασ τροωίμων. Εωαρμόηεται ςε υγρά τρόωιμα για τθν 

καταςτροωι των πακογόνων μικροοργανιςμϊν και ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ για τθν 
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καταςτροωι αλλοιογόνων μικροοργανιςμϊν. Ο βαςικόσ εξοπλιςμόσ τθσ 

παςτερίωςθσ είναι ζνασ εναλλάκτθσ κερμότθτασ ο οποίοσ κερμαίνει το υγρό 

τρόωιμο χρθςιμοποιϊντασ ωσ μζςο κζρμανςθσ νερό ι ατμό.  

Πταν ςτο τελικό τρόωιμο δεν πρζπει να υπάρχει κανζνασ μικροοργανιςμόσ ι ςπόριο 

(μθδενικι ανοχι) τότε χρθςιμοποιείται θ αποςτείρωςθ, θ οποία πραγματοποιείται 

τυπικά ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ από τθν παςτερίωςθ. Κλαςςικι διεργαςία 

αποςτείρωςθσ είναι αυτι τθσ αποςτείρωςθσ κονςερβοποιθμζνων τροωίμων ο 

ςχεδιαςμόσ τθσ οποίασ πρωτοπαρουςιάςτθκε από τον Ball το 1923 [24] και 

βαςίηεται ςε απλοφσ μακθματικοφσ υπολογιςμοφσ. 

Τζλοσ, ωσ ηεμάτιςμα αναωζρεται θ κερμικι επεξεργαςία που υωίςτανται τα ωροφτα 

και τα λαχανικά με ςτόχο τθν απενεργοποίθςθ ενηφμων που προκαλοφν 

υποβάκμιςθ τθσ ποιότθτάσ τουσ (λ.χ. περοξειδάςθ, καταλάςθ). Ηεμάτιςμα 

εωαρμόηεται επίςθσ για τθ ςυρρίκνωςθ του ωλοιοφ και το μαλάκωμα τθσ ςάρκασ 

ϊςτε να διευκολυνκεί θ ςυςκευαςία. 

2.1.2 Επύδραςη των θερμικών μεθϐδων ςτην ποιϐτητα των τροφύμων 

Γενικά ςε τρόωιμα που υωίςτανται ιπια κερμικι κατεργαςία (παςτερίωςθ) ϊςτε να 

διατθροφνται αναλλοίωτα μερικζσ μζρεσ υπό ψφξθ, δεν παρατθροφνται ςθμαντικζσ 

επιπτϊςεισ ςτθν ποιότθτα που να οωείλονται ςτθν κατεργαςία. Ωςτόςο τρόωιμα 

που απαιτείται να ζχουν μεγαλφτερθ διατθρθςιμότθτα ςε κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ υωίςτανται επεξεργαςία ςε μεγαλφτερεσ κερμοκραςίεσ και για 

μεγαλφτερουσ χρόνουσ. Το γεγονόσ αυτό επθρεάηει ενεργά τισ οργανολθπτικζσ και 

τισ κρεπτικζσ ιδιότθτεσ του τροωίμου, καταςτρζωοντασ το χρϊμα και το άρωμα και 

μειϊνοντασ τθν περιεκτικότθτα ςε βιταμίνεσ. [23] 

Θ κερμικι καταςτροωι των βιταμινϊν κατά τθν επεξεργαςία είναι ςφνκετθ, 

εξαρτϊμενθ από πολλοφσ παράγοντεσ όπωσ τθν παρουςία οξυγόνου, ωωτόσ, 

χθμικϊν παραγόντων (π.χ. μζταλλα) και τθν υδατοδιαλυτότθτα τθσ εκάςτοτε 

βιταμίνθσ. Οι κερμοευαίςκθτεσ βιταμίνεσ είναι οι λιποδιαλυτζσ Α, D, E και β-

καροτζνιο, κακϊσ και οι υδατοδιαλυτζσ βιταμίνθ C, B1, B2 ςε όξινο περιβάλλον. Θ 

βιταμίνθ C ςε χυμοφσ ωροφτων εμωανίηει τθν ταχφτερθ καταςτροωι κατά τθ 

κζρμανςθ. Αντίκετα, θ πιο κερμοςτακερι βιταμίνθ ωαίνεται να είναι θ κειαμίνθ 

(Β1). 

Οι αντιδράςεισ μθ ενηυμικοφ μαυρίςματοσ (αντιδράςεισ Maillard) μπορεί να λάβουν 

χϊρα ακόμθ και όταν θ κερμικι επεξεργαςία είναι ιπια. Ραρόλο που ςε κάποια 

τρόωιμα θ εξζλιξι τουσ είναι ςθμαντικι, κακότι προςδίδουν χαρακτριςτικό άρωμα 

ψθμζνου και καςτανό χρϊμα, δεν παφουν να υποβιβάηουν τθ κρεπτικι αξία των 

τροωίμων καταςτρζωοντασ πρωτεΐνεσ και δεςμεφοντασ απαραίτθτα αμινοξζα όπωσ 

λυςίνθ, L-αργινίνθ και L-ιςτιδίνθ. [23] 
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Οι πρωτεϊνεσ μπορεί να ξεδιπλωκοφν, να χάςουν δθλαδι τθν τεταρτοταγι και τθν 

τριτοταγι τουσ δομι, με αποτζλεςμα να γίνονται πιο εφπεπτεσ. Καταςτροωι όμωσ 

τθν πρωτοταγοφσ τουσ δομισ μπορεί να μειϊςει τθν ευπεπτότθτά τουσ ι να 

δθμιουργιςει μικρότερεσ πρωτεΐνεσ που δε μποροφν να απορροωθκοφν από τον 

οργανςιμό. [23] 

Το χρϊμα των επεξεργαςμζνων τροωίμων παίηει μεγάλο ρόλο ςτθν αποδοχι του 

καταναλωτι. Οι ωυςικζσ χρωςτικζσ ουςίεσ ςτα τρόωιμα υωίςτανται μεταβολζσ κατά 

τθν επεξεργαςία. Τζτοιεσ ουςίεσ είναι οι χλωροωφλλεσ, οι ανκοκυανίνεσ, τα 

καροτενοειδι και οι βετανίνεσ. Οι χλωροωφλλεσ μετατρζπονται ςε 

πυροωαινοωυτίνθ μζςω ωαινοωυτίνθσ ενϊ τα καροτενοειδι ιςομερίηονται από 5,6-

εποξείδια ςε 5,8-εποξείδια τα οποία ζχουν μικρότερθ χρωματικι ζνταςθ. Τζλοσ οι 

ανκοκυανίνεσ μετατρζπονται ςε καωζ χρωςτικζσ. [23] 

2.1.3 Μη θερμικϋσ μϋθοδοι επεξεργαςύασ 

Οι αυξανόμενεσ απαιτιςεισ των καταναλωτϊν για υψθλότερθσ ποιότθτασ 

επεξεργαςμζνα τρόωιμα με ωυςικό άρωμα και γεφςθ, χωρίσ πρόςκετα και 

ςυντθρθτικά, δθμιοφργθςαν τθν ανάγκθ για τθν ανάπτυξθ μεκόδων επεξεργαςίασ 

απαλλαγμζνεσ από τα μειονεκτιματα τθσ κερμικισ επεξεργαςίασ. Θ ανάπτυξθ νζων 

μεκόδων επεξεργαςίασ και ο ςυνδυαςμόσ τουσ με ιδθ υπάρχουςεσ είναι μια 

ςυνεχισ επιδίωξθ τθσ βιομθχανίασ με ςτόχο τθν παραγωγι υψθλισ ποιότθτασ 

τροωίμων με χαμθλό κόςτοσ. Δυςτυχϊσ όμωσ οι νζεσ τεχνολογίεσ τείνουν να ζχουν 

πολφ υψθλό κόςτοσ επζνδυςθσ. [25] 

2.1.3.i Παλλόμενα ηλεκτρικά πεδία 

Θ τεχνολογία αυτι ςτθρίηεται ςτθν τοποκζτθςθ τροωίμων ανάμεςα ςε δφο 

θλεκτρόδια μεταξφ των οποίων αναπτφςςεται θλεκτρικό πεδίο υψθλισ ζνταςθσ. Το 

πεδίο πάλλεται με παλμοφσ μικρισ διάρκειασ με αποτζλεςμα το κυτταρικό τοίχωμα 

των βακτθρίων να καταςτρζωεται και αυτά να κανατϊνονται χωρίσ να παρατθρείται 

ςθμαντικι κζρμανςθ του τροωίμου. Το αποτζλεςμα είναι το επεξεργαςμζνο 

τρόωιμο να διατθρεί πρακτικά αναλλοίωτα τα οργανολθπτικά του χαρακτθριςτικά 

και τθ ωρεςκάδα του. [24],[25] 

Μιασ και θ επεξεργαςία με παλλόμενα θλεκτρικά πεδία (PEF, pulsating electric 

fields) γίνεται ςε κερμοκραςίεσ δωματίου ι και λίγο υψθλότερεσ οι ενεργειακζσ 

ανάγκεσ τισ διεργαςίασ είναι ςχετικά χαμθλζσ. [25] 
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΢χιμα 2.1: Διαγράμματα διατάξεων PEF για διεργαςίεσ ςυνεχοφσ ροισ (Πθγι: [24]) 

 

2.1.3.ii Επεξεργαςία με υπέρηχουσ 

Θ επεξεργαςία με υπεριχουσ ςτθρίηεται ςτθ διαβίβαςθ θχθτικϊν κυμάτων πολφ 

υψθλισ ςυχνότθτασ (20kHz) μζςα από τα τρόωιμα. Σε μεγάλθ ζνταςθ κφματοσ, οι 

υπζρθχοι δθμιουργοφν ωυςαλίδεσ ςπθλαίωςθσ οι οποίεσ καταρρζουν απότομα 

δθμιουργϊντασ τοπικζσ αυξιςεισ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ τθσ τάξθσ των 

4000Κ και 1000atm. Οι τοπικζσ «εκριξεισ» αυτζσ δθμιουργοφν μεγάλεσ διατμθτικζσ 

τάςεισ και παράγουν ελεφκερεσ ρίηεσ κανατϊνοντασ ζτςι τουσ μικροοργανιςμοφσ 

και προκαλϊντασ μετουςίωςθ ςτα ζνηυμα. [25] 

2.1.3.iii Επεξεργαςία με ακτινοβολίεσ 

Θ ακτινοβόλθςθ τροωίμων είναι μια μζκοδοσ ψυχρισ επεξεργαςίασ τροωίμων που 

ςτθρίηεται ςτθν κανάτωςθ των μικροοργανιςμϊν ςτα τρόωιμα με ακτίνεσ Χ και 

ακτίνεσ γάμμα και ζχει μελετθκεί εκτενϊσ για πάνω από 45 χρόνια. Σε πάνω από 40 

χϊρεσ θ ακτινοβόλθςθ χρθςιμοποιείται για τθν επεξεργαςία ωροφτων, ριηωδϊν 

λαχανικϊν, καρυκευμάτων   και δθμθτριακϊν. Οι πθγζσ ακτινϊν γάμμα είναι 

ςυνικωσ ιςότοπα του καιςίου ι του κοβαλτίου που ζχουν χαμθλό κόςτοσ και είναι 

διακζςιμα ςτο εμπόριο. 
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2.2 H διεργαςύα τησ Τπερυψηλόσ Τδροςτατικόσ Πύεςησ 

2.2.1 Ειςαγωγό 

Λςτορικά, θ επίδραςθ που ζχει θ ΥΥΡ ςτουσ μικροοργανιςμοφσ ανακαλφωκθκε το 

1899 από τον Hite [26], ο οποίοσ μελζτθςε τθν επίδραςι τθσ ςτθν επεξεργαςία 

γάλακτοσ. Θ βιομθχανικι ςθμαςία όμωσ τθσ διεργαςίασ ζγινε αντιλθπτι τθν 

δεκαετία του 1980. Τα πρϊτα προϊόντα επεξεργαςμζνα με ΥΥΡ ειςιλκαν ςτθν 

αγορά το 1990 από τθν ιαπωνικι εταιρία Meidi-ya® (Meidi-Ya Co., Ltd., Tokyo, 

Kanto) θ οποία ειςιγαγε μία ςειρά από μαρμελάδεσ και ςάλτςεσ. Αργότερα 

ακολοφκθςαν αμερικανικζσ εταιρίεσ και τελικά θ τεχνολογία εξαπλϊκθκε και ςτθν 

Ευρϊπθ. [25] 

Θ διεργαςία βαςίηεται ςτθν εωαρμογι πιζςεων από 100 ζωσ 1000MPa ςε 

ςυςκευαςμζνα τρόωιμα μζςω ενόσ ρευςτοφ πίεςθσ (νερό ι γλυκόλθ). Ριζςεισ αυτισ 

τθσ κλίμακασ και ςυνδυαςμόσ με ιπιεσ κερμοκραςίεσ μποροφν αποτελεςματικά να 

απενεργοποιιςουν ζνηυμα και να κανατϊςουν μικροοργανιςμοφσ που ςχετίηονται 

με τθν ποιότθτα των τροωίμων. Υπάρχουν βζβαια και κάποια ζνηυμα και ςπορογόνα 

βακτιρια που είναι ανκεκτικά και ςε πιζςεισ μζχρι 1200MPa [27]. Τα τρόωιμα που 

μποροφν να επεξεργαςτοφν είναι χυμοί και αναψυκτικά, γάλα, ωροφτα, λαχανικά, 

προϊόντα κρζατοσ και ιχκυρϊν, ακόμθ και προμαγειρεμζνα γεφματα. [25] 

 

΢χιμα 2.2: Σο «φάςμα» τθσ υπερυψθλισ πίεςθσ. ΢ε όρουσ υπερυψθλισ πίεςθσ, χαμθλζσ κεωροφνται 
ςυνικωσ πιζςεισ κάτω από 150MPa, μζςεσ μεταξφ 200 και 500MPa και υψθλζσ από 550 μζχρι 1000. 

Το γεγονόσ ότι θ διεργαςία μπορεί να χρθςιμοποιιςει ιπια ι και κακόλου 

κζρμανςθ τθσ προςδίδει δφο μεγάλα πλεονεκτιματα. Τα οργανολθπτικά 

χαρακτθριςτικά παραμζνουν κατά κανόνα αναλλοίωτα και τα τρόωιμα διατθροφν τθ 

ωρεςκάδα τουσ ενϊ παράλλθλα διατθροφν κα τθ κρεπτικι τουσ αξία. Ακόμθ, το 

λειτουργικό κόςτοσ τθσ διεργαςίασ είναι ςθμαντικά χαμθλότερο από αυτό μιασ 

αμιγϊσ κερμικισ διεργαςίασ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ. Τζλοσ, ςε τρόωιμα με 

μεγάλο μζγεκοσ και δομικι ανομοιομορωία θ άςκθςθ τθσ πίεςθσ είναι ομοιόμορωθ 

ςε αντίκεςθ με τθν ανομοιόμορωθ κερμοκραςιακι κατανομι με αποτζλεςμα θ 

επεξεργαςία να είναι ομοιογενισ. [28] 

Ραρά τα πλεονεκτιματα τθσ διεργαςίασ υπάρχουν ακόμθ βαςικά μειονεκτιματα 

που πρζπει να αντιμετωπιςτοφν. Το κόςτοσ επζνδυςθσ τθσ διεργαςίασ παραμζνει 

υψθλό και θ υιοκζτθςι τθσ αποτελεί τολμθρι κίνθςθ για μια βιομθχανία τροωίμων. 
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Ρρόκλθςθ αποτελεί επίςθσ ο κερμοκραςιακόσ ζλεγχοσ τθσ διεργαςίασ, μιασ και ςε 

υψθλζσ πιζςεισ θ κερμοκραςία αυξάνεται αρκετά (κατά κανόνα 3°C για κάκε 

100MPa) και ςε τρόωιμα που είναι ανομοιογενι ο κερμοκραςιακόσ ζλεγχοσ είναι 

αρκετά δφςκολοσ. Ακόμθ, ζχει αναωερκεί ότι ςε ςτερεά τρόωιμα μεγάλου μεγζκουσ 

θ άςκθςθ τθσ πίεςθσ μπορεί να μθν είναι απόλυτα ομοιόμορωθ ςε όλθ τθν ζκταςθ 

του τροωίμου, γεγονόσ που προκαλεί δυςκολίεσ ςτο ςχεδιαςμό τθσ διεργαςίασ. [25] 

2.2.2 Μηχανολογικϐσ εξοπλιςμϐσ τησ ΤΤΠ 

Ο εξοπλιςμόσ τθσ ΥΥΡ αποτελείται από τα εξισ βαςικά μζρθ: 

 Ζνα κάλαμο πίεςθσ και το ςφςτθμα ςωράγιςισ του 

 Ζνα ςφςτθμα παραγωγισ πίεςθσ 

 Ζνα ςφςτθμα ελζγχου τθσ κερμοκραςίασ 

 Ζνα ςφςτθμα διαχείριςθσ υλϊν 

Οι περιςςότεροι κάλαμοι καταςκευάηονται από υλικά με μεγάλθ αντοχι ςε 

εωελκυςμό, ςυνικωσ μονοτμθματικά (monoblocs, κομμζνα από ζνα ενιαίο κομμάτι 

μετάλλου) κομμάτια κραμάτων του χάλυβα. Οι κάλαμοι αυτοί αντζχουν πιζςεισ 400 

με 600 MPa. Για μεγαλφτερεσ πιζςεισ οι κάλαμοι καταςκευάηονται από 

πολυςτρωματικά, προτεταμζνα υλικά. Τα ςυςτιματα ωραγισ είναι ςυνικωσ 

χαλφβδινα πϊματα που ωζρουν ςπείρωμα ι, για μείωςθ του χρόνου ανοίγματοσ και 

κλειςίματοσ, ςωραγιςμζνα πλαίςια που τοποκετοφνται πάνω από τουσ καλάμουσ. 

Ο ζλεγχοσ τθσ κερμοκραςίασ γίνεται με μανδφεσ γφρω από τουσ καλάμουσ ΥΥΡ. 

Στουσ μανδφεσ κυκλοωορεί ψυκτικό/κερμαντικό μζςο, ανάλογα με τισ ανάγκεσ. 

Σθμαντικό μειονζκτθμα ωςτόςο ςε μεγάλουσ καλάμουσ είναι θ αργι 

κερμοκραςιακι απόκριςθ, ςτθν οποία περίπτωςθ χρθςιμοποιοφνται εςωτερικζσ 

ςπείρεσ εναλλαγισ κερμότθτασ. [29] 

2.2.2.i Τρόποι άςκηςησ πίεςησ 

Θ πίεςθ ςε ζνα δοχείο ΥΥΡ μπορεί να αςκθκεί με διαωορετικοφσ τρόπουσ. Στθν 

άμεςθ ςυμπίεςθ, ζνα ρευςτό τρόωιμο ςυμπιζηεται κατευκείαν από τθν μικρότερθ 

πλευρά ενόσ εμβόλου. Θ μεγαλφτερθ πλευρά του εμβόλου είναι ςυνδεδεμζνθ με 

μια αντλία χαμθλισ πίεςθσ, επιτρζποντασ ζτςι τον πολλαπλαςιαςμό τθσ πίεςθσ. Θ 

άμεςθ ςυμπίεςθ επιτρζπει πολφ γριγορθ ςυμπίεςθ αλλά δε μπορεί να εωαρμοςτεί 

ςε δοχεία μεγάλθσ κλίμακασ λόγω ενδεχόμενθσ ανεπάρκειασ τθσ ςτεγανότθτασ του 

εμβόλου.  

Κατά τθν ζμμεςθ ςυμπίεςθ, ζνα ρευςτό άςκθςθσ πίεςθσ (νερό ι γλυκόλθ) αντλείται 

ςε ζναν ερμθτικά κλειςτό κάλαμο από ζναν ενιςχυτι πίεςθσ. Τα περιςςότερα 

ςυςτιματα ιςοςτατικισ ςυμπίεςθσ χρθςιμοποιοφν τθν ζμμεςθ ςυμπίεςθ. 
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Τζλοσ, ςυμπίεςθ μπορεί να επιτευχκεί με κζρμανςθ του ρευςτοφ πίεςθσ το οποίο 

διαςτζλλεται. Θ μζκοδοσ αυτι ενδείκνυται ςε περιπτϊςεισ όπου απαιτείται 

ςυνδυαςμόσ πίεςθσ και υψθλισ κερμοκραςίασ και απαιτεί πολφ ακριβι 

κερμοκραςιακό ζλεγχο. 

2.2.2.ii Συςτήματα αςυνεχούσ λειτουργίασ 

Τα ςυςτιματα αςυνεχοφσ λειτουργίασ μποροφν να διακρικοφν ςε δφο κατθγορίεσ: 

ςυςτιματα επεξεργαςίασ ςυςκευαςμζνων τροωίμων και ςυςτιματα επεξεργαςίασ 

«χφμα» (bulk) τροωίμων. Θ επεξεργαςία ςυςκευαςμζνων τροωίμων περιορίηει τθν 

επιλογι ςυςκευαςίασ αωοφ πρζπει να χρθςιμοποιοφνται ευζλικτεσ πλαςτικζσ 

ςυςκευαςίεσ που να είναι ανκεκτικζσ ςε μικρζσ μεταβολζσ του όγκου. Επίςθσ, τα 

ςυςτιματα διαχείριςθσ υλϊν (ωόρτωςθ/εκωόρτωςθ καλάμων) είναι παρόμοια με 

αυτά που χρθςιμοποιοφνται ςε δοχεία διαλείποντοσ ζργου. Αντίκετα, θ χφμα 

επεξεργαςία δεν απαιτεί τζτοια ςυςτιματα αλλά βαςικι προχπόκεςθ είναι τα 

τρόωιμα να είναι αντλιςιμα. [29] 

 



Κεφάλαιο 2: Η διεργαςία τθσ Τπερυψθλισ Τδροςτατικισ Πίεςθσ   

30 

Πίνακασ 2.1: Πλεονεκτιματα και περιοριςμοί επεξεργαςίασ ςυςκευαςμζνων και χφμα τροφίμων με 
ΤΤΠ (Πθγι:[29]) 

Επεξεργαςία ςυςκευαςμζνων τροφίμων Επεξεργαςία «χφμα» (bulk) 

Πλεονεκτιματα Περιοριςμοί Πλεονεκτιματα Περιοριςμοί 

Εωαρμόςιμθ ςε όλα τα 

ςτερεά και υγρά 

τρόωιμα 

Σφνκετα ςυςτιματα 

διαχείριςθσ υλϊν 

Απλά ςυςτιματα 

διαχείριςθσ υλϊν 

Κατάλλθλθ μόνο για 

αντλιςιμα τρόωιμα 

Μικρι πικανότθτα 

επαναμόλυνςθσ μετά 

τθν επεξεργαςία 

Μικρι ευελιξία ςτθν 

επιλογι ςυςκευαςίασ 

Μεγαλφτερθ ευελιξία 

ςτθν επιλογι 

ςυςκευαςίασ 

Απαιτείται αςθπτικι 

ςυςκευαςία- 

ενδεχόμενθ 

επαναμόλυνςθ μετά 

τθν επεξεργαςία 

δεν απαιτοφνται 

περαιτζρω 

τροποποιιςεισ για 

επεξεργαςία 

Μεγαλφτεροσ νεκρόσ 

χρόνοσ ςτθ χριςθ των 

καλάμων 

(άνοιγμα/κλείςιμο) 

Μζγιςτθ (>90%) 

εκμετάλλευςθ όγκου 

καλάμου 

Πλα τα τμιματα του 

εξοπλιςμοφ ςε επαωι 

με το τρόωιμο πρζπει 

να ζχουν αςθπτικό 

ςχεδιαςμό και 

ςφςτθμα CIP 

Ευχερζςτεροσ 

κακαριςμόσ 

εξοπλιςμοφ 

 Εξάλειψθ νεκροφ 

χρόνου καλάμων (δεν 

απαιτείται 

άνοιγμα/κλείςιμο) 

 

 

Οι παραπάνω τρόποι δθμιουργίασ 

υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ 

εωαρμόηονται ςε ςυςτιματα 

αςυνεχοφσ λειτουργίασ, όπου τα 

τρόωιμα επεξεργάηονται ςε παρτίδεσ 

(batches). Ζτςι, ςε αντίκεςθ με τα 

ςυςτιματα ςυνεχοφσ λειτουργίασ, 

μειϊνεται ςθμαντικά θ πικανότθτα 

μεγάλθ ποςότθτα τροωίμου να ζρκει 

ςε επαωι με λιπαντικά ι ςωματίδια 

από τθ ωκορά του εξοπλιςμοφ. 

Επίςθσ, ο ςχεδιαςμόσ του εξοπλιςμοφ 

είναι απλοφςτεροσ. Μζχρι ςτιγμισ 
΢χιμα 2.3: Διάγραμμα μείωςθσ όγκου του νεροφ ςε 
ςυνάρτθςθ με τθν πίεςθ. Οι μεταβολζσ είναι πολφ 
μικρότερεσ ςε ςχζςθ με τα αζρια, ςυνειςφζροντασ 
ςτθν αυξθμζνθ αςφάλεια του ςυςτιματοσ (Πθγι: 
[28]) 
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ςτθ βιομθχανία χρθςιμοποιοφνται μόνο ςυςτιματα αςυνεχοφσ λειτουργίασ. [28] 

Τυπικά, ζνα ςφςτθμα αςυνεχοφσ λειτουργίασ επεξεργαςίασ ςυςκευαςμζνων 

τροωίμων αποτελείται από μεμονωμζνουσ καλάμουσ πίεςθσ. Συςκευαςμζνα 

τρόωιμα τοποκετοφνται ςτουσ καλάμουσ, οι οποίοι ςωραγίηονται και πλθρϊνονται 

με το υγρό πίεςθσ που είναι ςυνικωσ νερό αναμεμειγμζνο με μικρι ποςότθτα 

ελαίου για λόγουσ προςταςίασ από τθ διάβρωςθ. Θ πίεςθ αςκείται ςτα τρόωιμα 

αυξάνοντασ τθν πίεςθ του υγροφ και είναι ομοιόμορωθ (ιςοςτατικι ςυμπίεςθ). Το 

τρόωιμο παραμζνει υπό πίεςθ για ςυγκεκριμζνο χρόνο. Μετά τθν πάροδο του 

χρόνου επεξεργαςίασ, ο κάλαμοσ εκτονϊνεται, αδειάηεται και επαναπλθρϊνεται με 

τθν επόμενθ παρτίδα. 

Τα περιςςότερα βιομθχανικά ςυςτιματα ΥΥΡ είναι θμιςυνεχοφσ λειτουργίασ, 

περιλαμβάνοντασ ςυςτοιχίεσ από καλάμουσ αςυνεχοφσ λειτουργίασ. Οι κάλαμοι 

λειτουργοφν εναλλάξ και οι γραμμζσ ωόρτωςθσ και εκωόρτωςισ τουσ είναι πλιρωσ 

αυτοματοποιθμζνεσ. [29] 

Ρρόκλθςθ για τουσ καταςκευαςτζσ του εξοπλιςμοφ αποτελεί θ καταςκευι 

μθχανθμάτων ανκεκτικϊν ςε υψθλζσ πιζςεισ αλλά και ςε ςυνεχείσ κφκλουσ 

ςυμπίεςθσ-εκτόνωςθσ. Οι κφκλοι πρζπει να είναι ςφντομοι ϊςτε να μθν 

δθμιουργοφνται κακυςτεριςεισ μεταξφ παρτίδων, και να είναι πλιρωσ ελζγξιμοι. 

Τζλοσ οι κάλαμοι πίεςθσ πρζπει να είναι εφκολοι ςτον κακαριςμό και τθ ςωράγιςθ. 

Θ βιομθχανία τροωίμων απαιτεί αντοχι ςε πιζςεισ μεγαλφτερεσ από 400MPa και 

χρόνουσ παραμονισ από 5 ζωσ και 20 λεπτά.  

2.2.2.iii Κόςτοσ του εξοπλιςμού 

Συλλογι δεδομζνων από καταςκευαςτζσ εξοπλιςμοφ ΥΥΡ εκτιμά ότι το αρχικό 

κόςτοσ επζνδυςθσ για ζνα βιομθχανικό ςφςτθμα ΥΥΡ κυμαίνεται μεταξφ 0.5 και 2 

εκατ. € με κόςτοσ επεξεργαςίασ ςτα 400MPa 0.1-0.2€/kg. Ζνα ςφςτθμα 

παςτερίωςθσ χυμϊν με ΥΥΡ κοςτίηει περίπου 20 ωορζσ περιςςότερο από το 

ςυμβατικό ςφςτθμα κερμικισ παςτερίωςθσ με εναλλάκτεσ. [29] 

Το κόςτοσ επθρεάηεται από παράγοντεσ όπωσ τον όγκο των καλάμων, τθ μζγιςτθ 

επικυμθτι πίεςθ, το χρόνο και τθ κερμοκραςία επεξεργαςίασ και το βακμό 

αξιοποίθςθσ τθσ γραμμισ. Ρλιρωςθ των καλάμων ςτο 50% του όγκου τουσ ζχει 

διπλάςιο κόςτοσ από ότι θ πλιρωςθ ςτο 85%, γεγονόσ που καταδεικνφει τθ 

ςθμαςία τθσ μζγιςτθσ αξιοποίθςθσ μιασ γραμμισ μεγάλθσ κλίμακασ.[29] 

2.2.2.iv Κρίςιμεσ παράμετροι τησ διεργαςίασ τησ ΥΥΠ 

Οι τρεισ βαςικζσ παράμετροι τθσ διεργαςίασ είναι θ εωαρμοηόμενθ πίεςθ, θ 

κερμοκραςία ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθσ αδιαβατικισ κζρμανςθσ και ο χρόνοσ 

επεξεργαςίασ. Οι τρείσ αυτζσ παράμετροι αποτελοφν τον πυρινα τθσ διεργαςίασ και 
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ο ζλεγχόσ τουσ είναι επιβεβλθμζνοσ ςε οποιουδιποτε τφπου ςφςτθμα ΥΥΡ. Άλλεσ 

παράμετροι είναι: 

 Οι χρόνοι ςυμπίεςθσ και αποςυμπίεςθσ των καλάμων 

 Τα χαρακτθριςτικά και οι ιδιότθτεσ του τροωίμου (μζγεκοσ, pH, ενεργότθτα 

νεροφ) 

 

Θ διεργαςία μπορεί να διακρικεί 

ςε τρεισ χαρακτθριςτικζσ ωάςεισ: 

 Χρόνοσ αφξθςθσ τθσ πίεςθσ 

(pressure buildup time), t0-t1: είναι 

ο χρόνοσ που απαιτείται μζχρι θ 

πίεςθ ςτο κάλαμο να ωκάςει τθν 

επικυμθτι P1. Ραράλλθλα 

παρατθρείται και αφξθςθ τθσ 

κερμοκραςίασ που οωείλεται ςτθν 

αδιαβατικι κζρμανςθ (βλ.§2.3.1). 

 Χρόνοσ τθσ διεργαςίασ, t1-

t2: ο χρόνοσ κατά τον οποίο θ πίεςθ παραμζνει πρακτικά ςτακερι (P1≈P2) και 

είναι ουςιαςτικά το διάςτθμα ςτο οποίο γίνεται θ επεξεργαςία του 

τροωίμου ςτθν επικυμθτι πίεςθ. Ραράλλθλα παρατθρείται μείωςθ τθσ 

κερμοκραςίασ που οωείλεται ςε ωαινόμενα μεταωοράσ κερμότθτασ. 

 Χρόνοσ αποςυμπίεςθσ, t2-tτ: ο χρόνοσ που απαιτείται μζχρι να εκτονωκεί θ 

πίεςθ του καλάμου. 

2.3 Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςτην ποιϐτητα και την αςφϊλεια των 

τροφύμων 

2.3.1 Αδιαβατικό θϋρμανςη: Θερμοδυναμικό θεώρηςη 

Κατά τθ ςυμπίεςθ οποιουδιποτε ςυμπιζςιμου υλικοφ υπό ιςεντροπικζσ ςυνκικεσ 

λαμβάνει χϊρα αδιαβατικι κζρμανςθ. Θ εντροπία ενόσ κερμοδυναμικοφ 

ςυςτιματοσ μπορεί να εκωραςτεί ωσ ςυνάρτθςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ 

μζςω τθσ εξίςωςθσ: 

     
  

  
 
 
    

  

  
 
 
   (2.1) 

Θ κερμοχωρθτικότθτα υπό ςτακερι πίεςθ ορίηεται από τθν εξίςωςθ: 

΢χιμα 2.4: ποιοτικό διάγραμμα των μεταβλθτϊν τθσ 
διεργαςίασ ΤΤΠ ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο 

P0
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 (2.2) 

Ενϊ ο ςυντελεςτισ κερμικισ διαςτολισ από τθν εξίςωςθ: 

   
 

 
 
  

  
 
 

 (2.3) 

Ζτςι θ ςχζςθ (2.1) μζςω των (2.2) και (2.3) γίνεται: 

    
  
 

        (2.4) 

Για ιςεντροπικι μεταβολι dS=0 άρα θ παραπάνω εξίςωςθ γίνεται: 

       
     

  
  (2.5) 

Ππωσ ωαίνεται, θ μεταβολι τθσ κερμοκραςίασ κατά τθ ςυμπίεςθ εξαρτάται από τισ 

ιδιότθτεσ του εκάςτοτε υλικοφ. Οι ιδιότθτεσ αυτζσ εξαρτϊνται από τθ κερμοκραςία 

και τθν πίεςθ. Ο Denys [30] μελετϊντασ τρία διαωορετικά ςυςτιματα (πουρζ 

τομάτασ, πολτό μιλου και το υγρό μεταωοράσ πίεςθσ: 60% DowcalN, Dow Chemical 

Company, Switzerland ςε απιονιςμζνο νερό) προςδιόριςε τθν εξάρτθςθ των CP και 

α, κακϊσ και τθσ πυκνότθτασ από τθν πίεςθ και τθ κερμοκραςία. Θ πυκνότθτα 

βρζκθκε να ακολουκεί πολυωνυμικι ςχζςθ δευτζρου βακμοφ ωσ προσ τθν πίεςθ. Θ 

κερμοχωρθτικότθτα προςεγγίηεται ικανοποιθτικά από μια γραμμικι ςχζςθ ωσ προσ 

τθ κερμοκραςία ενϊ ο ςυντελεςτισ κερμικισ διαςτολισ ακολουκεί πολυωνυμικι 

ςχζςθ ωσ προσ τθν πίεςθ και τθ κερμοκραςία. 

Από τα παραπάνω γίνεται αντιλθπτό ότι ανιςότροπα και ανομοιογενι υλικά όπωσ 

τα τρόωιμα εμωανίηουν ςφνκετθ απόκριςθ ςτθν αδιαβατικι κζρμανςθ που 

εξαρτάται από το είδοσ και τθν κατανομι των υλικϊν που τα απαρτίηουν. Θ αφξθςθ 

τθσ κερμοκραςίασ τροωίμων με υψθλι περιεκτικότθτα ςε νερό μπορεί να 

προςεγγιςτεί χρθςιμοποιϊντασ τισ ιδιότθτεσ του κακαροφ νεροφ, ςε άλλα όμωσ που 

αποτελοφνται από πολλά ςυςτατικά με ανόμοια ςυμπεριωορά πρζπει να γίνουν 

λεπτομερείσ υπολογιςμοί. 

Θ αδιαβατικι κζρμανςθ κατά τθ διάρκεια τθσ επεξεργαςίασ με ΥΥΡ μπορεί να είναι 

ςθμαντικι ςε μεγάλεσ πιζςεισ και ανάλογα με το τρόωιμο. Για παράδειγμα, ζχει 

υπολογιςτεί ότι για κάκε 100MPa αφξθςθσ τθσ πίεςθσ θ κερμοκραςία του νεροφ 

αυξάνεται κατά 3°C, του κοτόπουλου κατά 4.5°C ενϊ του ςογιζλαιου κατά 9.1°C 

[31]. Ζτςι ςε ςφνκετα τρόωιμα ο κερμοκραςιακόσ ζλεγχοσ τθσ διεργαςίασ είναι 

δυςχερζςτεροσ. Το ωαινόμενο μπορεί να αντιμετωπιςτεί με αργι αφξθςθ τθσ 
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πίεςθσ και ταχεία απαγωγι τθσ κερμότθτασ, ϊςτε το τρόωιμο να παραμζνει ςε 

περίπου ςτακερι κερμοκραςία. 

2.3.2 Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςτουσ μικροοργανιςμοϑσ 

2.3.2.i Κατηγοριοποίηςη μικροοργανιςμών 

Οι μικροοργανιςμοί μποροφν να διαχωριςτοφν ανάλογα με τθν ικανότθτά τουσ να 

αναπτφςςονται ςε ςυνκικεσ υψθλισ πίεςθσ ςε [28]: 

 Βαρόφιλουσ (barophiles): μικροοργανιςμοί που αναπτφςςονται ςε πιζςεισ 

μεγαλφτερεσ των 40-50MPa. 

 Βαρόφοβουσ (barophobes): μικροοργανιςμοί που αναπτφςςονται ελάχιςτα ι 

κακόλου ςε πιζςεισ πάνω από 30-40MPa. 

 Βαροανκεκτικοφσ (baroduric or barotolerant): μικροοργανιςμοί που 

επιβιϊνουν για μακρζσ περιόδουσ ςε πιζςεισ άνω των 200MPa. 

2.3.2.ii Μορφολογικέσ μεταβολέσ μικροοργανιςμών 

Θ υπερυψθλι πίεςθ δθμιουργεί μορωολογικζσ μεταβολζσ ςτα βακτιρια. 

Χαρακτθριςτικι μεταβολι είναι θ δθμιουργία νθματίων. Θ E. coli ςχθματίηει 

νθμάτια ςε πιζςεισ 27-40ΜPa, ενϊ τα Vibrio ςε πίεςθ 40ΜPa ςχθματίηουν νθμάτια 

πζντε ωορζσ μεγαλφτερα ςε μικοσ από τα κανονικά κφτταρα. Βακτιρια που 

κινοφνται χάνουν τθν κινθτικότθτά τουσ ςε πιζςεισ 20-40MPa. Σε πίεςθ 10MPa τα 

E.coli, Vibrio και Pseudomonas χάνουν το μαςτίγιό τουσ [28].  

2.3.2.iii Απενεργοποίηςη μικροοργανιςμών 

Μετρίωσ υψθλζσ πιζςεισ μειϊνουν τον ρυκμό ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν ενϊ 

πολφ υψθλζσ πιζςεισ τουσ απενεργοποιοφν. Θ ευαιςκθςία των μικροοργανιςμϊν 

ςτθν πίεςθ εξαρτάται από τουσ παρακάτω παράγοντεσ: 

 Σο είδοσ του μικροοργανιςμοφ. Θ ευαιςκθςία των μικροοργανιςμϊν ςτθν 

πίεςθ αυξάνει με τθ ςειρά: gram-κετικά βακτιρια, ηφμεσ, gram-αρνθτικά 

βακτιρια [28]. 

 Σο ςτζλεχοσ. Κάποια ςτελζχθ είναι πιο ανκεκτικά από άλλα. 

 Σθ μορφολογία. Οι κόκκοι είναι πιο ανκεκτικοί ςτθν πίεςθ από τουσ 

βάκιλουσ επειδι υωίςτανται μικρότερεσ μορωολογικζσ μεταβολζσ κατά τθν 

ςυμπίεςθ [28]. 

 Τθ φάςθ ανάπτυξθσ. Γενικά, μικροοργανιςμοί που βρίςκονται ςτθν εκκετικι 

ωάςθ ανάπτυξθσ είναι πιο ευαίςκθτοι ςτθν απενεργοποίθςθ από αυτοφσ 

που βρίςκονται ςτθ ςτατικι ωάςθ[28]. 

 Τθν προϊςτορία ςυμπίεςθσ. Ζκκεςθ αναπτυςςόμενων κυττάρων ςε 

επαναλαμβανόμενουσ κφκλουσ ςυμπίεςθσ ενδζχεται να αυξιςει τθν αντοχι 

τουσ ςτθν πίεςθ [28]. 
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 Το μζςο ανάπτυξθσ. Μικροοργανιςμοί που αναπτφςςονται ςε ρυκμιςτικά 

διαλφματα καταςτρζωονται ευκολότερα από μικροοργανιςμοφσ που 

αναπτφςςονται ςε ςφνκετα τρόωιμα. Το γάλα λ.χ. είναι γνωςτό ότι δρα 

προςτατευτικά ωσ προσ τθν καταςτροωι των μικροοργανιςμϊν [32]. 

 Τθ ςφςταςθ και τθν ενεργότθτα νεροφ του μζςου ανάπτυξθσ. Θ 

απενεργοποίθςθ ςε υψθλζσ πιζςεισ παρεμποδίηεται από χαμθλζσ 

ενεργότθτεσ νεροφ. Φπαρξθ διαλυμζνων ςτερεϊν ζχει βρεκεί να  

αρεμποδίηει τθν απενεργοποίθςθ των μυκιτων S. cerevisiae, Aspergillus 

awamori, S. bayanus, Pichia membranaefaciens και Mucor plumbens[28]. 

Μετά τθ ςυμπίεςθ υπάρχει πικανότθτα μζροσ του μικροβιακοφ πλθκυςμοφ που 

καταςτράωθκε να ανακάμψει. Οι Metrick et al. [33] μελζτθςαν τθν επίδραςθ τθσ 

πίεςθσ ςε Salmonella typhimurium και S. senftenberg. Οι μικροοργανιςμοί 

καλλιεργικθκαν ςε ρυκμιςτικό διάλυμα και ςε παιδικι τροωι με βάςθ το 

κοτόπουλο. Τα κφτταρα ςτθν παιδικι τροωι ανζκαμψαν μετά τθν αποςυμπίεςθ ενϊ 

ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα δεν παρατθρικθκε κάτι τζτοιο. Αυτό αποδόκθκε ςτο 

γεγονόσ ότι θ παιδικι τροωι είναι πιο κρεπτικι. 

2.3.2.iv Καταςτροφή βακτηριακών ενδοςπορίων 

Τα ενδοςπόρια αποτελοφν ανκεκτικζσ δομζσ των βακτθρίων και ςχθματίηονται από 

κάποια βακτιρια όταν βρεκοφν ςε δυςμενείσ ςυνκικεσ. Θ καταςτροωι τουσ είναι 

πολφ ςθμαντικι για τθν αςωάλεια των τροωίμων διότι αν βλαςτιςουν δίνουν υγιι 

βακτιρια που πολλαπλαςιάηονται. 

Σε υψθλζσ πιζςεισ τα ενδοςπόρια βλαςτάνουν ςε βακτιρια τα οποία με τθ ςειρά 

τουσ απενεργοποιοφνται. Συνδυαςμόσ με κζρμανςθ αυξάνει τθν απενεργοποίθςθ, 

αν και ςε κερμοκραςίεσ άνω των 65°C θ απενεργοποίθςθ οωείλεται ςτθ 

κερμοκραςία και όχι ςτθν πίεςθ. Καλφτερα αποτελζςματα ςτθν καταςτροωι των 

ενδοςπορίων ωαίνεται να ζχει θ εωαρμογι παλμικισ ι ταλαντοφμενθσ 

ςυμπίεςθσ[34] ςε ςχζςθ με τθν ςυνεχι ςυμπίεςθ. 

2.3.2.v Μηχανιςμόσ καταςτροφήσ μικροοργανιςμών 

Θ υψθλι πίεςθ δθμιουργεί μεταβολζσ ςτο κυτταρικό τοίχωμα των βακτθρίων. Οι 

πρωτεϊνεσ μετουςιϊνονται και τα ωωςωολιπίδια μικραίνουν ςε μζγεκοσ με 

αποτζλεςμα να επθρεάηεται θ ικανότθτα του κυττάρου να απορροωιςει 

απαραίτθτα αμινοξζα. Επίςθσ, θ διαπερατότθτα τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ 

αυξάνεται με αποτζλεςμα τα ςυςτατικά του κυτταροπλάςματοσ να διαρρζουν ζξω 

από το κφτταρο, διακόπτοντασ ηωτικζσ λειτουργίεσ του. Μεταβολζσ ςτα νουκλεϊκά 

οξζα δεν παρατθροφνται. Θ υψθλι πίεςθ ςτακεροποιεί τουσ δεςμοφσ υδρογόνου 

και τα μακρομόρια αυτά γίνονται ςτακερότερα. Διαδικαςίεσ όμωσ όπωσ θ 

μεταγραωι και θ μετάωραςθ που εξαρτϊνται από ζνηυμα διακόπτονται, 

αντιςτρεπτά μεν ςε χαμθλζσ πιζςεισ, αναντίςτρεπτα δε ςε υψθλζσ[28]. 
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2.3.3 Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςτα ςυςτατικϊ, τα οργανοληπτικϊ 

χαρακτηριςτικϊ και τη θρεπτικό αξύα των τροφύμων 

2.3.3.i Φαινόμενα που ςχετίζονται με την ΥΥΠ 

Θ επεξεργαςία των τροωίμων με ΥΥΡ ζχει ςαν αποτζλεςμα να μεταβάλλεται θ δομι 

των ωυτικϊν και ηωικϊν ιςτϊν κακϊσ και οι ιδιότθτεσ ςυςτατικϊν που τα 

απαρτίηουν, όπωσ είναι οι πρωτεΐνεσ, τα λιπίδια και οι πολυςακχαρίτεσ. Σφμωωνα 

με τθν αρχι του LeChatelier, ωαινόμενα που ςυνοδεφονται από ελάττωςθ του 

όγκου ενιςχφονται με αφξθςθ τθσ πίεςθσ. Ζτςι οι κινθτικζσ των αντιδράςεων που 

λαμβάνουν χϊρα τείνουν προσ καταςτάςεισ περιςςότερο ςυμπαγείσ προκαλϊντασ 

τελικά μακροςκοπικζσ μεταβολζσ ςτισ ιδιότθτεσ των ςυςτατικϊν των τροωίμων. Οι 

μεταβολζσ αυτζσ μπορεί να είναι κετικζσ ι αρνθτικζσ και δεν παρατθροφνται ςε όλα 

τα τρόωιμα. Υπάρχουν όμωσ και τρόωιμα τα οποία υωίςτανται ςθμαντικζσ αλλαγζσ 

και ωσ εκ τοφτου να μθν μποροφν να επεξεργαςτοφν με ΥΥΡ.   

Κατά τθν εωαρμογι πίεςθσ αυξάνεται αντιςτρεπτά θ κερμοκραςία τιξθσ των 

λιπιδίων. Συνεπϊσ, λιπίδια που βρίςκονται ςε υγρι κατάςταςθ ςε κερμοκραςία 

δωματίου ςτερεοποιοφνται υπό πίεςθ. Ζχει προτακεί ότι θ μεταβολι αυτι είναι ο 

λόγοσ που διαταράςςεται θ κυτταρικι μεμβράνθ των μικροοργανιςμϊν με 

αποτζλεςμα τθν απενεργοποίθςι τουσ. 

Θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτισ πρωτεΐνεσ ςυνοδεφεται από μικρι μείωςθ του όγκου, 

τθσ τάξθσ του 1%. Οι ομοιοπολικοί δεςμοί, και κατά ςυνζπεια θ πρωτοταγισ δομι 

των πρωτεϊνϊν, δεν επθρεάηεται από τθν πίεςθ. Επθρεάηονται ωςτόςο οι ιοντικοί 

δεςμοί και οι υδροωοβικζσ αλλθλεπιδράςεισ, οδθγϊντασ ενδεχομζνωσ ςε αλλαγζσ 

τθσ τριτοταγοφσ δομισ. Τζλοσ, οι δεςμοί υδρογόνου ωαίνεται να είναι ςτακερότεροι 

ςε χαμθλζσ πιζςεισ, αλλά κραφονται ςε πολφ υψθλζσ [27]. Οι μεταβολζσ αυτζσ 

μπορεί να οδθγιςουν ςε μετουςίωςθ των πρωτεϊνϊν ι και ςε ςχθματιςμό 

πιγματοσ και να μεταβάλλουν τισ λειτουργικζσ τουσ ιδιότθτεσ[35]. 

 

2.3.3.ii Επίδραςη ςτην υφή 

Θ υωι των τροωίμων μεταβάλλεται με τθν επεξεργαςία ΥΥΡ ανάλογα με το είδοσ 

του τροωίμου. Σθμαντικζσ μεταβολζσ ςτθ ςκλθρότθτα εμωανίηονται ςτο βοδινό 

κρζασ. Το ωρζςκο κρζασ είναι πάντα ςκλθρό και πρζπει να παραμείνει υπό ψφξθ για 

2 εβδομάδεσ ζωσ ότου γίνει αρκετά μαλακό, διαδικαςία γνωςτι και ωσ «ςίτεμα». 

Με επεξεργαςία μόλισ 10 λεπτϊν ςε υψθλι πίεςθ το κρζασ μπορεί να μαλακϊςει 

[28]. Αντικζτωσ, θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςε επεξεργαςμζνο ηαμπόν τείνει να το κάνει 

ελαωρϊσ πιο ινϊδεσ, χωρίσ να επθρεάηεται αρνθτικά θ οργανολθπτικι του ποιότθτα 

[36]. 
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Θ υωι τθσ πατάτασ, τθσ γλυκοπατάτασ και των ριηωδϊν λαχανικϊν γίνεται 

εφκαμπτθ ενϊ ωροφτα όπωσ ο λωτόσ και το αχλάδι μαλακϊνουν [28]. Καρότο 

επεξεργαςμζνο με ΥΥΡ γίνεται πιο ινϊδεσ ςε ςχζςθ με κερμικά επεξεργαςμζνο και 

μαγειρεμζνο καρότο χωρίσ όμωσ να χάνει ςθμαντικό μζροσ τθσ τραγανότθτάσ 

του[37]. 

2.3.3.iii Επίδραςη ςτο χρώμα 

Σθμαντικι επίδραςθ ςτο χρϊμα ζχει θ επεξεργαςία με ΥΥΡ ςε ωροφτα και λαχανικά 

όπωσ λ.χ. θ πατάτα, το μιλο, το αχλάδι. Με τθν εωαρμογι τθσ πίεςθσ τα τρόωιμα 

αυτά υωίςτανται ταχεία ενηυμικι αμαφρωςθ που οωείλεται ςτθ δράςθ τθσ 

πολυωαινολικισ οξειδάςθσ (PPO), θ ενεργότθτα τθσ οποίασ πολλαπλαςιάηεται κατά 

τθ ςυμπίεςθ[28]. 

Γενικά, θ εωαρμογι υψθλισ πίεςθσ δεν ζχει ςθμαντικζσ επιδράςεισ ςτισ χρωςτικζσ 

ουςίεσ των ωροφτων και των λαχανικϊν, ειδικά ςτα καροτενοειδι και τισ 

χλωροωφλλεσ, ωςτόςο μεταβολζσ μπορεί να ςυμβοφν λόγω ριξθσ των ωυτικϊν 

κυττάρων. Θ ριξθ αυτι μπορεί να απελευκερϊςει ςτο κυτταρόπλαςμα τισ 

χρωςτικζσ, δίνοντασ ςτο τρόωιμο πιο ζντονο χρϊμα, αλλά και να τισ ωζρει ςε επαωι 

με ενδοκυτταρικά ζνηυμα που τισ καταςτρζωουν. Ραράδειγμα τζτοιων ουςιϊν είναι 

οι ανκοκυανίνεσ οι οποίεσ εμωανίηουν ταχεία διάςπαςθ μετά από επεξεργαςία με 

ΥΥΡ ςε κάποια ωροφτα. Ακόμθ, ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ τα ζνηυμα που είναι 

υπεφκυνα για τθν αλλοίωςθ απενεργοποιοφνται και το τρόωιμο διατθρεί αποδεκτό 

επίπεδο χρϊματοσ μετά από μακρά αποκικευςθ[38]. 

Στο κρζασ (βοδινό, χοιρινό, κοτόπουλο, τόνοσ) πιζςεισ ςτο εφροσ 250-350MPa 

προςδίδουν ζνα εντονότερο ροη χρϊμα, ενϊ πιζςεισ μεταξφ 400-500MPa 

προςδίδουν ζνα γκρίηο-καωζ χρϊμα κάνοντάσ το να μοιάηει μαγειρεμζνο. Ακόμθ, 

ωιλζτα κοτόπουλου και λευκϊν ψαριϊν χάνουν τθ θμιδιαωάνειά τουσ. Αυτό 

αποτρζπει τθν εωαρμογι τθσ διεργαςίασ ςε κρζασ που κα πωλθκεί ωσ ωμό, λόγω 

μθ αποδοχισ από τον καταναλωτι[39]. 

2.3.3.iv Επίδραςη ςτη γεύςη και το άρωμα 

Θ επίδραςθ τθσ επεξεργαςίασ με ΥΥΡ ςτθ γεφςθ και το άρωμα είναι μικρι και 

πολλζσ ωορζσ αμελθτζα, γεγονόσ που δίνει ςτθ μζκοδο ςθμαντικό πλεονζκτθμα 

ζναντι των κερμικϊν μεκόδων. Χυμοί ωροφτων που επεξεργάηονται διατθροφν τθν 

ωρεςκάδα τουσ και τθ κρεπτικι τουσ αξία ενϊ παράλλθλα ζχουν χρόνο διατιρθςθσ 

μζχρι και 17 μινεσ [30]. Επίςθσ, ςε κάποια ωροφτα επεξεργαςία με ΥΥΡ μπορεί να 

αυξιςει το περιεχόμενο ςε βενηαλδεψδθ ςυνειςωζροντασ κετικά ςτο άρωμα[28]. 

2.3.3.v Επίδραςη ςτα θρεπτικά χαρακτηριςτικά 

Θ επίδραςθ τθσ ΥΥΡ ςτα κρεπτικά χαρακτθριςτικά των τροωίμων ζχει μελετθκεί 

εκτενϊσ και ζχει βρεκεί ότι θ επεξεργαςία ζχει πολφ μικρι επίδραςθ ςτισ βιταμίνεσ. 
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Οι περιςςότεροι ερευνθτζσ αναωζρουν ότι επεξεργαςία με ΥΥΡ ςε πιζςεισ 400-

900MPa ςε κερμοκραςίεσ δωματίου ι χαμθλότερεσ, δεν ζχει ςθμαντικι επίδραςθ 

ςτο περιεχόμενο αςκορβικό οξφ. Σε ςυνκικεσ υψθλισ κερμοκραςίασ και πίεςθσ 

ωςτόςο παρατθρείται μείωςθ του περιεχόμενου αςκορβικοφ οξζοσ. Ραρόμοια 

αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί και για τισ βιταμίνεσ Α, β-καροτζνιο, Β, Ε και 

Κ[38],[40],[41]. 

Πςον αωορά ςτα λιπαρά, ζχει παρατθρθκεί ότι ςε κάποια τρόωιμα όπωσ παρκζνο 

ελαιόλαδο, ςπορζλαια, μοςχαρίςιο κρζασ και κρζασ μπακαλιάρου θ ΥΥΡ, ςε πιζςεισ 

από 200-800MPa και κερμοκραςίεσ δωματίου ι χαμθλότερεσ μπορεί να προκαλζςει 

υδρόλυςθ και οξείδωςθ των λιπαρϊν με παραγωγι ελεφκερων λιπαρϊν 

οξζων[41],[39]. 

2.3.4 Άλλεσ εφαρμογϋσ και νϋα προώϐντα 

Θ επίδραςθ τθσ υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ ςε κάποια ςυςτατικά των 

τροωίμων ϊκθςε τθν ζρευνα ςτθν ανάπτυξθ νζων εωαρμογϊν και προϊόντων.  

Θ επίδραςθ τθσ ΥΥΡ ςτο ςθμείο τιξθσ των λιπαρϊν χρθςιμοποιικθκε από κάποιεσ 

εταιρίεσ παραγωγισ ςοκολάτασ. Θ κρυςτάλλωςθ των λιπαρϊν κακιςτά δυνατι τθ 

ςκλιρυνςθ τθσ ςοκολάτασ επιτρζποντασ παράλλθλα τθ μθ κερμικι τθσ 

παςτερίωςθ[35]. 

Τθν ικανότθτα των πρωτεϊνϊν να ςχθματίηουν πιγματα μετά από επεξεργαςία με 

υπερυψθλι υδροςτατικι πίεςθ εκματαλλεφτθκαν κάποιεσ ιαπωνικζσ εταιρίεσ 

παραγωγισ surimi (πρωτεϊνικό υποκατάςτατο ιχκυρϊν). Θ πιξθ του surimi με ΥΥΡ, 

ςε πιζςεισ γφρω ςτα 400MPa επιτρζπει τθν παραγωγι ενόσ προϊόντοσ με πολφ 

υψθλότερθ οργανολθπτικι ποιότθτα, ςε ςχζςθ με πιγματα που δθμιουργοφνται με 

κερμικι επεξεργαςία. Ταυτόχρονα, πραγματοποιείται και μθ κερμικι παςτερίωςθ. 

Ο ςυνδυαςμόσ των δφο αυτϊν παραγόντων είναι πολφ ελκυςτικόσ για τθ 

βιομθχανία παραγωγισ surimi. 

Θ ηελατινοποίθςθ του αμφλου επθρεάηεται από τθν πίεςθ.  Θ κερμοκραςία 

ηελατινοποίθςθσ αυξάνεται περίπου κατά 3-5°C για κάκε αφξθςθ τθσ πίεςθσ ανά 

100MPa, γεγονόσ που οωείλεται ςτθν ςτακεροποίθςθ των δεςμϊν υδρογόνου υπό 

πίεςθ. Θ ηελατινοποίθςθ του αμφλου με υπερυψθλι πίεςθ οδθγεί ςτθν παραγωγι 

προϊόντων με ιδιαίτερεσ ιδιότθτεσ, διαωορετικζσ από αυτζσ του κερμικά 

ηελατινοποιθμζνου αμφλου. Οι κόκκοι του αμφλου διατθροφν τθ δομι τουσ και 

ςυνεπϊσ το άμυλο παραμζνει αδιαωανζσ, ενϊ παράλλθλα ηελατινοποιείται 

μερικϊσ[35],[28]. 

Θ επίδραςθ τθσ ΥΥΡ ςτο ςθμείο πιξθσ του νεροφ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτθν 

κατάψυξθ και απόψυξθ τροωίμων. Σε κερμοκραςίεσ χαμθλότερεσ από 0°C, αφξθςθ 

τθσ πίεςθσ οδθγεί ςε ταπείνωςθ του ςθμείου πιξθσ του νεροφ επιτρζποντασ τθν 
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ταχφτερθ απόψυξθ ι τθν αποκικευςθ ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ χωρίσ πιξθ του 

νεροφ. Χαρακτθριςτικά αναωζρεται ότι δφο κιλά κατεψυγμζνου μοςχαρίςιου 

κρζατοσ αποψφχονται εντόσ 80 λεπτϊν ςε πίεςθ 200MPa ενϊ υπό ατμοςωαιρικι 

πίεςθ θ απόψυξθ απαιτεί περίπου 7 ϊρεσ. Τα οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά του 

αποψυγμζνου προϊόντοσ είναι ανϊτερα ςε ςχζςθ με αυτά τθσ απόψυξθσ ςε 

ατμοςωαιρικι πίεςθ [35]. 

Άλλεσ εωαρμογζσ τθσ ΥΥΡ περιλαμβάνουν τθν ενίςχυςθ του αρϊματοσ 

καρυκευμάτων [28] και τθ βελτίωςθ τθσ υωισ προϊόντων κρζατοσ με αποτζλεςμα τθ 

μείωςθ του χρόνου μαγειρζματοσ[35]. 
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Κεφϊλαιο 3 : Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςτα ϋνζυμα 

3.1 Επύδραςη τησ πύεςησ ςτισ βιοχημικϋσ αντιδρϊςεισ: 

Θερμοδυναμικό θεώρηςη 

Σφμωωνα με τθν αρχι του Le Chatelier, θ αφξθςθ τθσ πίεςθσ ςε ζνα αντιδρϊν 

ςφςτθμα ευνοεί τισ αντιδράςεισ που ςυνοδεφονται από μείωςθ του όγκου και 

αντίςτοιχα μείωςθ τθσ πίεςθσ τισ αντιδράςεισ που ςυνοδεφονται από αφξθςθ 

όγκου. Οι Hermans[42], Van Eldik [43] και Tauscher[44] ανζωεραν ότι ςε ςτακερι 

κερμοκραςία θ μεταβολι τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ των αντιδράςεων ςε 

ςυνάρτθςθ με τθν πίεςθ εξαρτάται από ζνα μζγεκοσ που ονομάηεται όγκοσ 

ενεργοποίθςθσ,  ςφμωωνα με τθν παρακάτω ςχζςθ (εξίςωςθ Eyring): 

  
    

  
 
 
   

  
  

  (3.1) 

Ππου k θ ςτακερά τθσ αντίδραςθσ, P θ πίεςθ, Va ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ, R θ 

ςτακερά των αερίων και T θ κερμοκραςία. Ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ εκωράηει 

ουςιαςτικά τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ τθσ αντίδραςθσ και 

είναι αντίςτοιχοσ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ ςτθ ςχζςθ Arrhenius που εκωράηει 

τθν εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ τθσ αντίδραςθσ από τθ κερμοκραςία: 

  
    

    
 
 

  
  

   
  (3.2) 

 

3.2 Επύδραςη τησ πύεςησ ςτισ πρωτεϏνεσ 

Οι πρωτεΐνεσ είναι ευαίςκθτα μακρομόρια με χαρακτθριςτικι τριςδιάςτατθ 

διαμόρωωςθ ςτο χϊρο. Θ δομι αυτι ςυγκρατείται με δεςμοφσ μεταξφ των 

πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων που τισ αποτελοφν κακϊσ και με αλλθλεπιδράςεισ με το 

διαλφτθ που τισ περιβάλλει. Μεταβολζσ ςε παραμζτρουσ όπωσ είναι θ πίεςθ και θ 

κερμοκραςία μποροφν να διαταράξουν τθ δομι των πρωτεϊνϊν και να οδθγιςουν 

ακόμθ και ςε «ξετφλιγμα» τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ[27]. 
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Πίνακασ 3.1: Η επίδραςθ τθσ πίεςθσ, P , και τθσ κερμοκραςίασ, T , ςτουσ δεςμοφσ και τισ 
αλλθλεπιδράςεισ ςχθματιςμοφ των τεςςάρων δομϊν των πρωτεϊνϊν (: ευνοοφνται, : 
διαταράςςονται) (Πθγι:[45]). 

Δομι Περιγραφι Δεςμοί/αλλθλεπιδράςεισ T P 

Πρωτοταγισ 
Αλλθλουχία αμινοξζων-

Δθμιουργία πεπτιδίου 
Ρεπτιδικοί δεςμοί   

Δευτεροταγισ 

Δθμιουργία 

πολυπεπτιδίου, α-ζλικασ 

και β-πτυχωτϊν ωφλλων 

Δεςμοί υδρογόνου 

μεταξφ πεπτιδικϊν 

δεςμϊν 

  

Σριτοταγισ 
Αναδίπλωςθ 

πολυπεπτιδίου ςτο χϊρο 

Δεςμοί υδρογόνου    

Μθ ομοιοπολικοί δεςμοί   

Δυνάμεισ Van der Waals   

Σεταρτοταγισ 
Σφνδεςθ πρωτεϊνικϊν 

υπομονάδων 

Δεςμοί υδρογόνου    

Μθ ομοιοπολικοί δεςμοί   

Διςουλωιδικζσ γζωυρεσ   

 

Κατά τθν αφξθςθ τθσ πίεςθσ οι πρωτεΐνεσ μποροφν να υποςτοφν μετουςίωςθ. Το 

γεγονόσ αυτό οωείλεται ςε ωαινόμενα που προκαλοφν μείωςθ του όγκου όπωσ 

είναι θ ςχάςθ των μθ ομοιοπολικϊν δεςμϊν και θ μεταβολι τθσ χωροκζτθςθσ των 

μορίων του διαλφτθ. Σε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ οι ομοιοπολικοί δεςμοί παραμζνουν 

ςχεδόν ανεπθρζαςτοι από τθν αφξθςθ τθσ πίεςθσ με αποτζλεςμα θ πρωτοταγισ 

δομι τθσ πρωτεΐνθσ να παραμζνει αναλλοίωτθ. Θ δευτεροταγισ δομι 

καταςτρζωεται παρά μόνον ςε υψθλζσ πιζςεισ. Αυτό οωείλεται ςτο ότι οι δεςμοί 

υδρογόνου που ςτακεροποιοφν τθν δευτεροταγι δομι γίνονται ςτακερότεροι ςε 

χαμθλζσ πιζςεισ αλλά καταςτρζωονται ςε πολφ υψθλζσ[28][27]. Μεταβολζσ ςτθν 

τριτοταγι δομι (θ οποία διατθρείται λόγω υδροωοβικϊν αλλθλεπιδράςεων και 

ιοντικϊν δεςμϊν) εμωανίηονται ςε πιζςεισ άνω των 200MPa. Θ τεταρτοταγισ δομι 

πολυτμθματικϊν πρωτεϊνϊν καταςτρζωεται ςε ςχετικά χαμθλζσ πιζςεισ (<150MPa) 

κακϊσ μόρια διαλφτθ ζρχονται ςε επαωι με τμιματα τθσ πρωτεΐνθσ που αρχικά 

αλλθλεπιδροφςαν μεταξφ τουσ, με αποτζλεςμα ο όγκοσ του ςυςτιματοσ να 

μειϊνεται[27][28]. 

Γενικά, πιζςεισ άνω των 200MPa οδθγοφν ςε μετουςίωςθ ολιγομερϊν πρωτεϊνϊν 

ενϊ πιζςεισ άνω των 300MPa απαιτοφνται για τθ μετουςίωςθ μονομερικϊν 



Κεφάλαιο 3: Επίδραςθ τθσ ΤΤΠ ςτα ζνηυμα   

43 

πρωτεϊνϊν. Θ μετουςίωςθ μπορεί να είναι αντιςτρεπτι ςε χαμθλζσ πιζςεισ αλλά ο 

χρόνοσ που απαιτείται για να επανζλκει θ δομι μπορεί να είναι μεγάλοσ. Θ πίεςθ 

κατωωλίου πάνω από τθν οποία θ μετουςίωςθ γίνεται αναντίςτρεπτθ εξαρτάται 

από το είδοσ τθσ πρωτεΐνθσ. 

 

΢χιμα 3.1: Διάγραμμα που απεικονίηει τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ ςτθ 
μετουςίωςθ των πρωτεϊνϊν (Προςαρμογι από Palou et al. [35]) 

 

 

3.3 Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςτα ϋνζυμα 

Τα ζνηυμα, όντασ πρωτεΐνεσ με καταλυτικι δράςθ, επθρεάηονται άμεςα από τθν 

πίεςθ. Θ καταλυτικι τουσ ενεργότθτα εξαρτάται άμεςα από μια ςυγκεκριμζνθ 

περιοχι τθσ δομισ τουσ (ενεργό κζντρο), θ οποία ςχετίηεται άμεςα με τθν τριτοταγι 

και τθν τεταρτοταγι δομι. Συνεπϊσ, ακόμθ και μια μικρι διαταραχι τθσ δομισ 

είναι πικανόν να καταςτρζψει το ενεργό κζντρο, απενεργοποιϊντασ το ζνηυμο. 

Θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτα ζνηυμα μπορεί να χωριςτεί ςε δφο κατθγορίεσ: ςχετικά 

χαμθλζσ πιζςεισ (περίπου 100MPa) είναι δυνατόν να προκαλζςουν ενεργοποίθςθ 

κάποιων μονομερικϊν ενηφμων. Αντίκετα, αρκετά υψθλζσ πιζςεισ προκαλοφν κατά 

κφριο λόγο απενεργοποίθςθ. Οι Miyagawa et al.[46] διζκριναν τθν απενεργοποίθςθ 

των ενηφμων ςε τζςςερισ κατθγορίεσ, ανάλογα με το ποςοςτό και τθν 

αντιςτρεπτότθτα τθσ απενεργοποίθςθσ: 

1. Ρλιρθσ και αναντίςτρεπτθ απενεργοποίθςθ 

2. Ρλιρθσ και αντιςτρεπτι απενεργοποίθςθ 
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3. Ατελισ και αναντίςτρεπτθ απενεργοποίθςθ 

4. Ατελισ και αντιςτρεπτι απενεργοποίθςθ 

Θ ενεργοποίθςθ κάποιων ενηφμων μπορεί να οωείλεται ςτθ ριξθ των ωυτικϊν ι 

ηωικϊν κυττάρων με αποτζλεςμα τα ζνηυμα και τα υποςτρϊματά τουσ που 

βρίςκονταν ςε διαωορετικά κυτταρικά διαμερίςματα να ζρχονται πλζον ςε επαωι. 

Επιπλζον, ανάλογα με το αν θ ενηυμικι αντίδραςθ ςυνοδεφεται από μείωςθ ι 

αφξθςθ του όγκου του ςυςτιματοσ, επιταχφνεται ι επιβραδφνεται αντίςτοιχα από 

τθν πίεςθ[27].  

Σχετικά με τθν απενεργοποίθςθ των ενηφμων, ωαίνεται να υπάρχει μια κατϊτατθ 

πίεςθ κατωωλίου κάτω από τθν οποία δεν παρατθρείται απενεργοποίθςθ ι 

παρατθρείται ελάχιςτθ. Πταν θ πίεςθ αυτι ξεπεραςτεί , θ ενηυμικι 

απενεργοποίθςθ (εντόσ ςυγκεκριμζνου χρονικοφ διαςτιματοσ) αυξάνεται, ζωσ ότου 

ολοκλθρωκεί ςτθ ςυγκεκριμζνθ πίεςθ. Το εφροσ τιμϊν πίεςθσ ςτο οποίο 

παρατθρείται απενεργοποίθςθ εξαρτάται από το είδοσ του ενηφμου, το pH, το 

περιβάλλον ςτο οποίο βρίςκεται και τθ κερμοκραςία. Σε κάποια ζνηυμα υπάρχει μία 

ανϊτατθ τιμι πίεςθσ πάνω από τθν οποία αφξθςθ τθσ πίεςθσ δεν οδθγεί ςε 

περαιτζρω απενεργοποίθςθ (τρυψίνθ, χυμοτρυψίνθ, χυμοτρυψινογόνο). Αυτό ζχει 

αποδοκεί ςτο γεγονόσ ότι ζνα ποςοςτό του ενηφμου μετατρζπεται αναντίςτρεπτα 

ςτθν ανενεργι μορωι του, ενϊ ζνα άλλο ποςοςτό μετατρζπεται ςε μία μορωι πολφ 

ανκεκτικι ςτθν πίεςθ. Με τθν άρςθ τθσ επίδραςθσ τθσ πίεςθσ, θ ανκεκτικι μορωι 

μετατρζπεται ξανά ςτθ μορωι ιςορροπίασ ενϊ θ απενεργοποιθμζνθ μορωι 

παραμζνει[27]. 

 

3.3.1 Κινητικό ενζυμικόσ απενεργοπούηςησ 

3.3.1.i Μοντέλο νιοςτήσ τάξησ 

Θ απενεργοποίθςθ ενόσ ενηφμου ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο επεξεργαςίασ, για 

ςτακερι πίεςθ και κερμοκραςία, μπορεί να εκωραςτεί γενικά από τθν κινθτικι 

εξίςωςθ νιοςτισ τάξθσ: 

 
  

  
      (3.3) 

 

Θ παραπάνω εξίςωςθ μπορεί να ολοκλθρωκεί ςτθν: 

               
 

    (3.4) 
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Ππου t o χρόνοσ επεξεργαςίασ, Α θ ενεργότθτα του ενηφμου ςτο χρόνο t, Α0 θ 

ενεργότθτα του ενηφμου ςτο χρόνο t=0, k θ ςτακερά τθσ αντίδραςθσ 

απενεργοποίθςθσ και n θ τάξθ τθσ αντίδραςθσ απενεργοποίθςθσ (n≠1). 

3.3.1.ii Μοντέλο πρώτησ τάξησ 

Θ κινθτικι πρϊτθσ τάξθσ περιγράωεται από τθν παρακάτω εξίςωςθ: 

 
  

  
     (3.5) 

Ολοκλιρωςθ τθσ οποίασ δίνει τθν εξίςωςθ που περιγράωει τθν μεταβολι τθσ 

ενηυμικισ ενεργότθτασ ςαν ςυνάρτθςθ του χρόνου επεξεργαςίασ: 

      
    (3.6) 

Θ εξίςωςθ (3.6) μπορεί να γραμμικοποιθκεί ωσ εξισ: 

             (3.7) 

Ζτςι χαράςςοντασ το διάγραμμα του νεπερίου λογαρίκμου τθσ ενηυμικισ 

ενεργότθτασ με το χρόνο επεξεργαςίασ προκφπτει ευκεία με κλίςθ –k και 

αποτζμνουςα lnA0. 

3.3.1.iii Κλαςματικό μοντέλο 

Αν ςτο μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ αντικαταςτιςουμε τθν ενεργότθτα Α με τθ διαωορά 

     προκφπτει: 

 
       

  
          (3.8) 

Και μετά από ολοκλιρωςθ: 

 
    

     
      (3.9) 

Θ ποςότθτα    είναι ςτακερά που εκωράηει τθν ενεργότθτα που απομζνει μετά 

από άπειρο χρόνο επεξεργαςίασ (residual activity). Συνεπϊσ το μοντζλο αυτό 

εωαρμόηεται ςε περιπτϊςεισ όπου υπάρχουν δφο μορωζσ του ενηφμου, μια 

ανκεκτικι και μία ευαίςκθτθ, με αποτζλεςμα μετά τθν επεξεργαςία θ ευαίςκθτθ να 

απενεργοποιείται ενϊ θ ανκεκτικι να μθν επθρεάηεται δίνοντασ ζτςι υπόλειμμα 

ενεργότθτασ. 

3.3.1.iv Χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμού και ςταθερά ZT 

Θ κινθτικι απενεργοποίθςθσ 1θσ τάξθσ μπορεί να εκωραςτεί και ωσ: 
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      (3.10) 

Από όπου λαμβάνεται: 

     
 

  
   

  

     
  

 

 
 (3.11) 

Και άρα: 

   
     

 
 (3.12) 

 

Το μζγεκοσ D ονομάηεται χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμοφ και εκωράηει το χρόνο που 

απαιτείται για υποδεκαπλαςιαςτεί θ ενεργότθτα του ενηφμου. Ππωσ ωαίνεται από 

τθ ςχζςθ (3.12), ο χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμοφ μπορεί να υπολογιςτεί κατευκείαν 

από τθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. 

Θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτο χρόνο υποδεκαπλαςιαςμοφ μπορεί να 

εκωραςτεί μζςω τθσ ςχζςθσ: 

           
      

   (3.13) 

Ππου DTref ο χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμοφ ςτθ κερμοκραςία αναωοράσ Tref. Θ 

ςτακερά ZT εκωράηει τθν αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ που απαιτείται για να 

υποδεκαπλαςιαςτεί ο χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμοφ. Συνεπϊσ, μικρι τιμι τθσ 

ςτακεράσ ςθμαίνει ότι μικρζσ μεταβολζσ τθσ κερμοκραςίασ αυξάνουν πολφ το 

ρυκμό απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. 

Αντίςτοιχα, θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο χρόνο υποδεκαπλαςιαςμοφ εκωράηεται 

μζςω τθσ ςχζςθσ: 

           
      

   (3.14) 

Ππου DPref ο χρόνοσ υποδεκαπλαςιαςμοφ ςτθν πίεςθ αναωοράσ Pref. Θ ςτακερά ZP 

εκωράηει τθν αφξθςθ τθσ πίεςθσ που απαιτείται για να υποδεκαπλαςιαςτεί ο χρόνοσ 

υποδεκαπλαςιαςμοφ. Συνεπϊσ, μικρι τιμι τθσ ςτακεράσ ςθμαίνει ότι μικρζσ 

μεταβολζσ τθσ πίεςθσ αυξάνουν πολφ το ρυκμό απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. 

Τα μεγζκθ D, ΗΤ και ZP είναι αντίςτοιχα των k, Εα και Va. Θ διαωορά τουσ ζγκειται 

ςτθν ευχζρεια των πρϊτων να κακιςτοφν πιο αντιλθπτι τθ μεταβολι τθσ ενηυμικισ 

ενεργότθτασ κακϊσ και τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ ςε αυτιν. 
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Είναι ςφνθκεσ τα μεγζκθ αυτά να χρθςιμοποιοφνται για να περιγράψουν κινθτικζσ 

πρϊτθσ τάξθσ απενεργοποίθςθσ ενηφμων και μικροοργανιςμϊν ςτισ εωαρμογζσ 

επεξεργαςίασ τροωίμων. Τα μεγζκθ  k, Εα και Va ζχουν περιςςότερο κερμοδυναμικι 

χροιά και χρθςιμοποιοφνται περιςςότερο για ερευνθτικοφσ ςκοποφσ. 

3.3.1.v Επίδραςη τησ θερμοκραςίασ και τησ πίεςησ ςτην ενζυμική απενεργοποίηςη 

Θ κερμοκραςία και θ πίεςθ επθρεάηουν τθν κινθτικι απενεργοποίθςθσ μζςω τθσ 

ςτακεράσ k. Ππωσ αναωζρκθκε παραπάνω, θ ςτακερά k εξαρτάται από τθ 

κερμοκραςία μζςω τθσ ςχζςθσ Arrhenius (Εξίςωςθ (3.2)). Ολοκλθρϊνοντασ τθν 

εξίςωςθ μεταξφ μιασ κερμοκραςίασ αναωοράσ Tref και τθσ κερμοκραςίασ Τα 

προκφπτει: 

            
  

 
 
 

 
 

 

    
   (3.15) 

Ππου kref θ ςτακερά τθσ απενεργοποίθςθσ ςτθν κερμοκραςία Τref, Εα θ ενζργεια 

ενεργοποίθςθσ και R θ ςτακερά των αερίων. Θ εξίςωςθ μπορεί να γραμμικοποιθκεί 

ωσ εξισ: 

            
  

 
 
 

 
 

 

    
  (3.16) 

Ζτςι χαράςςοντασ το διάγραμμα lnk ωσ προσ 
 

 
 

 

    
 προκφπτει ευκεία με κλίςθ 

 
  

 
 και αποτζμνουςα        . 

Μεγάλθ ενζργεια ενεργοποίθςθσ ςθμαίνει ότι μικρζσ μεταβολζσ ςτθ κερμοκραςία 

ζχουν μεγάλθ επίδραςθ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ. 

Αντίςτοιχα, θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθ ςτακερά k εκωράηεται μζςω τθσ ςχζςθσ του 

Eyring (Εξίςωςθ(3.1)). Ολοκλιρωςθ τθσ ςχζςθσ από μια πίεςθ αναωοράσ Pref ςτθν 

πίεςθ P δίνει: 

            
  
  

          (3.17) 

Και αντίςτοιχα θ ςχζςθ γραμμικοποιείται: 

            
  
  

         (3.18) 

Μεγάλοσ όγκοσ ενεργοποίθςθσ ςθμαίνει ότι μικρζσ μεταβολζσ ςτθν πίεςθ οδθγοφν 

ςε μεγάλεσ μεταβολζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. Σθμαςία ζχει επίςθσ το 

πρόςθμο του όγκου ενεργοποίθςθσ. Αρνθτικόσ όγκοσ ενεργοποίθςθσ ςθμαίνει ότι ο 

ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ αυξάνεται αυξανομζνθσ τθσ πίεςθσ, ενϊ κετικόσ όγκοσ 
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ενεργοποίθςθσ ςθμαίνει ότι ο ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ μειϊνεται αυξανομζνθσ 

τθσ πίεςθσ. 

3.3.1.vi Πολυπαραμετρικά κινητικά μοντέλα 

Με βάςθ τθν εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθν πίεςθ 

και τθ κερμοκραςία (Εξ. (3.15) και (3.17)) οι Polydera et al. [47] πρότειναν ζνα 

πολυπαραμετρικό μοντζλο για τθν πθκτινομεκυλεςτεράςθ χυμοφ πορτοκαλιϊν 

Navel που ςυνδυάηει τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ. Από τα 

πειράματα που ζγιναν βρικαν ότι θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ εξαρτάται από τθν 

πίεςθ μζςω εκκετικισ ςχζςθσ (Εξ. (3.19)) ενϊ ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ εξαρτάται από 

τθ κερμοκραςία μζςω γραμμικισ ςχζςθσ (Εξ. (3.20)). 

                        (3.19) 

 

                   (3.20) 

Συνδυαςμόσ των παραπάνω δίνει το ςφνκετο εκκετικό μοντζλο: 

 

               
   

 
                 

  
 

 
 

 

    
  

              

  

           

(3.21) 

Ππου T (Κ) και P (MPa) θ απόλυτθ κερμοκραςία            και          θ πίεςθ 

και θ κερμοκραςία αναωοράσ αντίςτοιχα,                 θ ςτακερά του ρυκμοφ 

ςτθ κερμοκραςία και τθν πίεςθ αναωοράσ,               θ ενζργεια 

ενεργοποίθςθσ ςτθν πίεςθ αναωοράσ,                ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ ςτθν 

κερμοκραςία αναωοράσ, R (J mol-1 K-1) θ ςτακερά των αερίων και A (mL mol-1 K-1), B 

(MPa-1) παράμετροι που εκωράηουν τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτον όγκο 

ενεργοποίθςθσ και τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν ενζργεια ενεργοποίθςθσ 

αντίςτοιχα. Οι παράμετροι του μοντζλου υπολογίηονται πειραματικά. 

Οι Guyavarc’h et al. [48] χρθςιμοποίθςαν ζνα πολυπαραμετρικό πολυωνυμικό 

μοντζλο για να εκωράςουν τθν ςυνδυαςμζνθ επίδραςθ τθσ πίεςθσ και τθσ 

κερμοκραςίασ ςτον ρυκμό απενεργοποίθςθσ ΡΜΕ από γκρζιπωρουτ. Το μοντζλο 

αυτό προζκυψε από το ςυνδυαςμό τθσ εξίςωςθσ του Eyring με κερμοδυναμικό 

μοντζλο που ανζπτυξε ο Hawley και περιζχει παραμζτρουσ με κερμοδυναμικι 

ςθμαςία.  
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(3.22) 

Ππου T (Κ) και P (MPa) θ απόλυτθ    θ ςτακερά του ρυκμοφ ςτθ κερμοκραςία και 

τθν πίεςθ αναωοράσ,         θ μεταβολι του όγκου            και τθσ εντροπίασ 

               αντίςτοιχα, μεταξφ ωυςικισ και μετουςιωμζνθσ διαμόρωωςθσ του 

ενηφμου,                    ο παράγοντασ ςυμπιεςτότθτασ, , 

                   ο παράγοντασ κερμικισ διαςτολισ,         
          θ 

ειδικι κερμοχωρθτικότθτα, k θ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ (min-1)  και R 

(J mol-1 K-1) θ ςτακερά των αερίων. Οι παράμετροι προςδιορίηονται με μθ γραμμικι 

παλινδρόμθςθ ςε πειραματικά δεδομζνα. 

3.4 Επύδραςη τησ ΤΤΠ ςε ϋνζυμα που ςχετύζονται με την ποιϐτητα 

των τροφύμων 

Τα βαςικότερα ζνηυμα που ςχετίηονται με τθν ποιότθτα των τροωίμων είναι τα εξισ: 

 Πθκτινομεκυλεςτεράςθ (PME): ευκφνεται για τθν μεταβολι τθσ υωισ 

ωροφτων και λαχανικϊν, τθν απϊλεια κολότθτασ ςε ωρουτοχυμοφσ και τθν 

μείωςθ του ιξϊδουσ ρευςτϊν τροωίμων. 

 Πολυγαλακτουρονάςθ (PG): μαηί με τθν πθκτινομεκυλεςτεράςθ ευκφνεται 

για τθ μεταβολι τθσ υωισ των ωροφτων και των λαχανικϊν 

 Πολυφαινολικι οξειδάςθ (PPO): είναι υπεφκυνθ για το ενηυμικό μαφριςμα 

που υωίςτανται πολλά ωροφτα και λαχανικά όταν κόβονται 

 Περοξειδάςθ (PO): ευκφνεται για τθν εμωάνιςθ ανεπικφμθτων οςμϊν ςτα 

λαχανικά κατά τθν αποκικευςθ. 

 Λιποξυγενάςθ (LOX): προκαλεί ανεπικφμθτεσ οςμζσ μζςω τθσ οξείδωςθσ των 

λιπαρϊν. 

3.4.1 Πολυφαινολικό οξειδϊςη 

Θ πολυωαινολικι οξειδάςθ είναι υπεφκυνθ για το μαφριςμα που υωίςτανται 

κομμζνα ι τραυματιςμζνα ωροφτα και λαχανικά. Αυτι θ μεταβολι του χρϊματοσ 

είναι μία από τισ ςθμαντικότερεσ αιτίεσ ποιοτικισ υποβάκμιςθσ των τροωίμων που 

ςυμβαίνει κατά τθν επεξεργαςία και αποκικευςι τουσ. Συνεπϊσ, θ 
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απενεργοποίθςθ του ενηφμου είναι ιδιαίτερα επικυμθτι. Ρλθκϊρα εργαςιϊν ζχουν 

πραγματοποιθκεί πάνω ςτθν απενεργοποίθςθ τθσ PPO. 

Θ ςχζςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ ΡΦΟ με τθν πίεςθ είναι κάπωσ περίπλοκθ.  Ανάλογα 

με τθν προζλευςθ του ενηφμου, θ πίεςθ μπορεί να απενεργοποιεί το ζνηυμο ι να 

αυξάνει ζντονα τθ δραςτικότθτά του. Σθμαντικό ρόλο παίηει επίςθσ θ ςφςταςθ του 

υλικοφ ςτο οποίο βρίςκεται το ζνηυμο, για παράδειγμα παράγοντεσ που 

επθρεάηουν τθ ςυμπεριωορά του ενηφμου υπό πίεςθ είναι θ ςυγκζντρωςθ αλάτων 

και ςακχάρων[28]. 

Οι Terefe et al. [49] πραγματοποίθςαν πειράματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ ΡΦΟ 

και απενεργοποίθςθσ με ΥΥΡ ςε πουρζ ωράουλασ των ποικιλιϊν Aroma και Festival. 

Θ κερμικι απενεργοποίθςθ τθσ ΡΦΟ μετά από επεξεργαςία ςτουσ 100°C για 30min 

δεν οδιγθςε ςε ςθμαντικι ελάττωςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου, αποδεικνφοντασ 

τθ κερμικι ςτακερότθτα του ενηφμου από τθ ςυγκεκριμζνθ πθγι. Συνδυαςμζνθ 

επεξεργαςία με ΥΥΡ και κερμότθτα ςε πιζςεισ από 100 ζωσ 690MPa, κερμοκραςίεσ 

από 24 ζωσ 90°C με χρόνουσ επεξεργαςίασ μεταξφ 5 και 15min οδιγθςε ςε μζγιςτθ 

απενεργοποίθςθ κατά 23% (ςτα 690MPa και 90°C), ποςοςτό που δεν είναι επαρκζσ 

για να περιορίςει τθν ποιοτικι υποβάκμιςθ. Σε αντίκεςθ με τθ βιβλιογραωία που 

αναωζρει ότι θ ΡΦΟ από διάωορεσ πθγζσ, μεταξφ των οποίων θ ωράουλα, είναι 

πολφ ευαίςκθτεσ ςτθν πίεςθ, οι ερευνθτζσ απζδειξαν ότι υπάρχουν και ΡΦΟ που 

είναι ιδιαίτερα ανκεκτικζσ. 

Οι Buckow et al.[50] ερεφνθςαν τθν επίδραςθ τθσ επεξεργαςίασ με ΥΥΡ και 

κερμότθτα ςτθν απενεργοποίθςθ ΡΦΟ ςε χυμό μιλου. Οι ερευνθτζσ βρικαν ότι 

επεξεργαςία ςε πιζςεισ 200-500MPa και κερμοκραςία δωματίου θ ΡΦΟ 

παρουςίαςε αφξθςθ δραςτικότθτασ μζχρι και 65%. Για τθ ςυγκεκριμζνθ εωαρμογι, 

ζνα ςφςτθμα παςτερίωςθσ με ΥΥΡ ςε κερμοκραςίεσ δωματίου κα πρζπει να 

υπερβαίνει τα 600MPa για να απενεργοποιιςει επιτυχϊσ τθν ΡΦΟ. 

Ραρόμοια αποτελζςματα ςυναντϊνται και ςτθν ΡΦΟ ςε κομμάτια αχλαδιοφ. 

Συμπίεςθ ςτα 400MPa ςτουσ 25°C για 10min αυξάνει τθν ενεργότθτα τθσ ΡΦΟ 

περίπου 5 ωορζσ, οδθγϊντασ ςε ταχεία αμαφρωςθ[28]. 

 

3.4.2 Περοξειδϊςη 

Θ περοξειδάςθ (POD) είναι υπεφκυνθ για αλλοιϊςεισ ςτθ γεφςθ, το άρωμα και το 

χρϊμα των ωροφτων και των λαχανικϊν κατά τθν αποκικευςθ. Είναι ζνηυμο πολφ 

ανκεκτικό ςτθ κερμοκραςία και ςτθν πίεςθ και απαιτοφνται πολφ υψθλζσ πιζςεισ 

για τθν απενεργοποίθςι τθσ. 

Οι Quaglia et al.[40] εξζταςαν τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ POD 

από πράςινα μπιηζλια. Επεξεργαςία ςτα 900MPa και 5min ςε ςυνδυαςμό με 
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κζρμανςθ ςτουσ 60°C οδιγθςε ςε υπολειπόμενθ ενεργότθτα περοξειδάςθσ 12%. Τα 

αποτελζςματα αυτά, ςε ςυνδυαςμό με χαμθλι καταςτροωι βιταμίνθσ C και μικρζσ 

μόνο μεταβολζσ ςτθν υωι, οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα ότι θ τεχνολογία τθσ ΥΥΡ 

είναι πολλά υποςχόμενθ ωσ τεχνικι επεξεργαςίασ αντί του παραδοςιακοφ 

ηεματίςματοσ των λαχανικϊν. 

Θ μελζτθ των Terefe et al.[49] ςε πουρζ ωράουλασ από δφο ποικιλίεσ (Aroma και 

Festival) ωσ προσ τθν περοξειδάςθ ζδειξε ότι και ςτισ δφο ποικιλίεσ το ζνηυμο 

εμωανίηει ιςοζνηυμα τόςο ανκεκτικά όςο και ευαίςκθτα ςτθν πίεςθ. Σε πιζςεισ 

κάτω των 400MPa το ζνηυμο ωάνθκε να ςτακεροποιείται κάπωσ ωσ προσ τθ κερμικι 

καταςτροωι, ενϊ ςε πιζςεισ άνω των 400MPa παρατθρικθκε ςυνεργιςτικι δράςθ 

πίεςθσ και κερμοκραςίασ. 

Ραρόμοια αποτελζςματα βρικαν και οι Garcia-Palazon et al.[51]. Σε πειράματα ΥΥΡ 

ςε ολόκλθρεσ ωράουλεσ και κόκκινα βατόμουρα. Στισ ωράουλεσ θ μζγιςτθ 

απενεργοποίθςθ ιταν 35% μετά από επεξεργαςία ςτα 600 και 800MPa για 15min. 

3.4.3 Πολυγαλακτουρονϊςη 

Θ πολυγαλακτουρονάςθ (PG) δρα παράλλθλα με τθν πθκτινομεκυλεςτεράςθ 

αποπολυμερίηοντασ τθν πθκτίνθ. Σε προϊόντα τομάτασ ευκφνεται για τθ μείωςθ του 

ιξϊδουσ. 

Οι Fachin et al.[52] πραγματοποίθςαν πειράματα απενεργοποίθςθσ τθσ PG ςε 

τοματοχυμό. Ενϊ θ απενεργοποίθςθ του ενηφμου με κερμικι επεξεργαςία ζδειξε 

ότι υπάρχει κερμοάντοχο ιςοζνηυμο, θ κινθτικι απενεργοποίθςθσ με ΥΥΡ ιταν 

πρϊτθσ τάξθσ. Για πιζςεισ μεταξφ 200 και 550MPa, κερμοκραςίεσ μεταξφ 5 και 55°C 

και χρόνουσ επεξεργαςίασ μεταξφ 6 και 210min, θ απϊλεια ενεργότθτασ PG 

κυμάνκθκε μεταξφ 30 και 80%, ανάλογα με τθν πίεςθ επεξεργαςίασ. Το ζνηυμο δεν 

επαναενεργοποιικθκε υπό ψφξθ ακόμθ και μετά από 4 θμζρεσ. Ραρόλα αυτά, 

διαπιςτϊκθκε ανταγωνιςτικι δράςθ πίεςθσ κερμοκραςίασ ςε πίεςθ 250MPa και 

κερμοκραςία 55°C, με αφξθςθ τθσ πίεςθσ να μειϊνει το ρυκμό απενεργοποίθςθσ. 

Αυτι τθ ςτακερότθτα τθσ PG ςε χαμθλζσ πιζςεισ τθν επιβεβαίωςαν και οι Rodrigo et 

al. [22] που μελζτθςαν τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ PG που 

απομονϊκθκε από διάωορεσ ποικιλίεσ τομάτασ. Σε κερμοκραςία 25°C και για 

πιζςεισ μζχρι 300MPa, τόςο το κερμοάντοχο όςο και το κερμοευαίςκθτο ιςοζνηυμο 

δεν εμωανίηουν  ςθμαντικι απενεργοποίθςθ. Πςο θ πίεςθ αυξάνεται όμωσ, και τα 

δφο ιςοζνηυμα απενεργοποιοφνται με τθν πλιρθ απενεργοποίθςθ να ςυμβαίνει ςτα 

500MPa για χρόνο επεξεργαςίασ 15 min. 

3.4.4 Λιποξυγενϊςη 

Θ λιποξυγενάςθ (LOX) καταλφει τθν οξυγόνωςθ των λιπαρϊν οξζων που περιζχουν 

μια ομάδα cis,cis-1,4-πενταδιενίου, προσ τα αντίςτοιχα υδροχπεροξείδια. Σε μια 
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δευτερεφουςα αντίδραςθ διάςπαςθσ παράγονται δφςοςμα προϊόντα. Θ 

απενεργοποίθςθ με ΥΥΡ τθσ LOX από ςόγια ζχει μελετθκεί εκτενϊσ. 

Για τθν απενεργοποίθςθ λιποξυγενάςθσ από ςόγια ςε ρυκμιςτικό διάλυμα Tris-HCl 

pH=8.5 ζχουν δοκιμαςκεί διάωοροι ςυνδυαςμοί πίεςθσ (μζχρι τα 750MPa) και 

κερμοκραςίασ (0-75°C), και χρόνο επεξεργαςίασ 5min [27]. Θ απενεργοποίθςθ 

περιγράωεται επαρκϊσ από κινθτικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ. Θ ςτακερότθτα του 

ενηφμου ςτθν πίεςθ είναι μζγιςτθ ςε κερμοκραςία δωματίου ενϊ τόςο αφξθςθ τθσ 

πίεςθσ όςο και αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ οδθγοφν ςε αυξθμζνουσ ρυκμοφσ 

απενεργοποίθςθσ. Θ εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθν 

πίεςθ είναι αρκετά υψθλι (-70cm3/mol) και περίπου ςτακερι ςε κερμοκραςίεσ 

μεταξφ 10-40°C, ενϊ ςε κερμοκραςίεσ 40-65°C θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ είναι αρκετά 

μειωμζνθ. 

3.4.5 Πηκτινομεθυλεςτερϊςη (PME) 

Θ πθκτινομεκυλεςτεράςθ ανικει ςτα ζνηυμα του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των ωυτϊν 

αλλά ςυναντάται και ςε μικροοργανιςμοφσ. Καταλφει τθν αντίδραςθ τθσ 

απομεκοξυλίωςθσ των μορίων τθσ πθκτίνθσ, επιωζροντασ αλλαγζσ ςτο κυτταρικό 

τοίχωμα των ωυτϊν. Ωσ προσ τθν ποιότθτα των τροωίμων, θ ΡΜΕ ςυμμετζχει ςτθν 

ωρίμανςθ των ωροφτων και των λαχανικϊν και είναι υπεφκυνθ για τθν απϊλεια 

κολότθτασ των ωρουτοχυμϊν. Στθν τεχνολογία τροωίμων χρθςιμοποιείται ευρζωσ 

για να αυξιςει τθν απόδοςθ ςε χυμοφσ ωροφτων, ςτθ διαφγαςθ χυμϊν και κραςιοφ 

κακϊσ και ςε εωαρμογζσ ενηυμικισ επεξεργαςίασ ωροφτων και λαχανικϊν.  

Το ευρφ ωάςμα χριςεων τθσ ΡΜΕ κακιςτά τθ μελζτθ των ιδιοτιτων τθσ ιδιαίτερα 

ενδιαωζρουςα. Θ επίδραςθ τθσ υψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ 

τθσ ΡΜΕ από διάωορεσ πθγζσ ζχει μελετθκεί διεξοδικά τόςο ςε πρότυπα 

ςυςτιματα όςο και ςτα ίδια τα ωροφτα ι τα λαχανικά. Ραρακάτω παρουςιάηονται 

ςυνοπτικά τα αποτελζςματα μερικϊν από τισ μελζτεσ αυτζσ. 

3.4.5.i Καρότο 

Οι Sila et al. [53] απομόνωςαν και μελζτθςαν τθν επίδραςθ τθσ ΥΥΡ και τθσ 

κερμότθτασ ςτθν απενεργοποίθςθ ΡΜΕ καρότου. Το  ζνηυμο παρατθρικθκε να 

είναι ςτακερό για κερμοκραςίεσ μζχρι τουσ 50°C αλλά θ ευαιςκθςία του αυξάνεται 

απότομα πάνω από αυτι τθ κερμοκραςία. Στουσ 60°C για χρόνο επεξεργαςίασ 

15min το 95% τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ χάκθκε. Σε ςχζςθ με άλλεσ πθγζσ θ ΡΜΕ 

καρότου είναι αρκετά κερμοευαίςκθτθ. 

Μελετικθκε επίςθσ θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςε εφροσ 20-65°C και τθσ πίεςθσ 

ςε εφροσ 0.1-500MPa. Σε ατμοςωαιρικι πίεςθ θ ενεργότθτα του ενηφμου 

διπλαςιάηεται από τουσ 20 ςτουσ 50°C, ενϊ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ το ζνηυμο 

απενεργοποιείται. Σε υψθλζσ πιζςεισ θ δραςτικότθτα επίςθσ αυξάνεται με τθν 

αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ μζχρι τουσ 50°C ςτα 500MPa. Το ωαινόμενο αυτό ζχει 
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παρατθρθκεί και ςε ΡΜΕ από τομάτα και πορτοκάλι. Στουσ 55°C θ ενεργότθτα 

αυξάνεται αυξανόμενθσ τθσ πίεςθσ μζχρι τα 300MPa. Ρεραιτζρω αφξθςθ τθσ πίεςθσ 

οδθγεί ςε μειωμζνθ ενηυμικι ενεργότθτα. 

Θ εξίςωςθ Eyring περιγράωει ικανοποιθτικά τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ και θ εξίςωςθ Arrhenius τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ. Θ 

μεταβολι τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ με τθν πίεςθ ωαίνεται να διζπεται από 

κάποια τυχαιότθτα θ οποία δεν μπόρεςε να ερμθνευκεί. 

Πίνακασ 3.2: Όγκοι και ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ όπωσ προζκυψαν από τα πειράματα των Sila et al. 
για ΠΜΕ καρότου (Πθγι:[53]) 

Κερμοκραςία (°C) 
όγκοσ 

ενεργοποίθςθσ 
(cm3/mol) 

Ρίεςθ (MPa) 
Ενζργεια 

ενεργοποίθςθσ 
(kJ/mol) 

30 -6.29 0.1 48.92 

40 -7.80 200 31.60 

45 -7.4 300 60.12 

50 -6.98 400 47.20 

55 -5.73 500 81.43 

 

3.4.5.ii Χυμόσ πορτοκαλιού 

Οι Ingallinera et al. [54] Ρραγματοποίθςαν πειράματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ 

ΡΜΕ ςε πολτό και χυμό κόκκινων πορτοκαλιϊν των ποικιλιϊν Sanguinello, Moro, 

και Tarocco και ςυνζκριναν τα αποτελζςματά τουσ με αυτά από πορτοκάλια Navel. 
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΢χιμα 3.2: Ενεργότθτα ΠΜΕ όπωσ προςδιορίςτθκε ςτον πολτό (λευκζσ ράβδοι) και ςτο χυμό (γκρίηεσ 
ράβδοι) ςτισ διάφορεσ ποικιλίεσ πορτοκαλιϊν. Ο πολτόσ εμφάνιςε μεγαλφτερθ ενεργότθτα, 
μαρτυρϊντασ τθν πρόςδεςθ του ενηφμου ςτα κυτταρικά τοιχϊματα των ινϊν (Πθγι:[54]). 

Οι κερμοκραςίεσ ςτισ οποίεσ υπεβλικθςαν τα δείγματα χυμοφ και πολτοφ ιταν 70-

85°C για διάωορα χρονικά διαςτιματα. Οι χρόνοι υποδεκαπλαςιαςμοφ ςτουσ 75°C  

ςτισ ποικιλίεσ Navel και Sanguinello εμωάνιςαν μεγάλεσ διαωορζσ μεταξφ χυμοφ και 

πολτοφ, με τθν ΡΜΕ ςτον πολτό να είναι πιο κερμοευαίςκθτθ. 

Πίνακασ 3.3: κινθτικζσ παράμετροι για τθν απενεργοποίθςθ ΠΜΕ από διάφορεσ ποικιλίεσ 
πορτοκαλιοφ, ςτο χυμό και ςτον πολτό από τα πειράματα των Ingallinera et al. (Προςαρμογι 
από:[54]). 

Ραράμετροσ Κλάςμα Navel Tarocco Moro Sanguinello 

D75 (min) 
Χυμόσ 14.0 3.4 2.6 11.7 

Πολτόσ 1.2 1.7 2.6 0.9 

z (°C) 
Χυμόσ 21.5 34.7 17.2 16.7 

Πολτόσ 6.1 20.0 12.1 5.0 

 

Οι Nienaber et al. [55] πραγματοποίθςαν πειράματα απενεργοποίθςθσ ΡΜΕ ςε 

χυμό πορτοκαλιϊν Florida χρθςιμοποιϊντασ ΥΥΡ. Τα πειράματα ζγιναν ςε πιζςεισ 

400, 500, και 600MPa, κερμοκραςίεσ 25, 37.5 και 50°C και χρόνουσ επεξεργαςίασ 0 

ζωσ 30min. Θ απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ βρζκθκε να ακολουκεί κινθτικι πρϊτθσ 

τάξθσ, ενϊ θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ περιγράωεται ικανοποιθτικά από τισ εξιςϊςεισ Arrhenius και 

Eyring αντίςτοιχα. 
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Θ κινθτικι μελζτθ ζδειξε ότι ο ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ αυξάνεται αυξανόμενθσ 

τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ. Αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ από 25 ςε 37.5°C για 

ςτακερι πίεςθ αφξθςε το ρυκμό απενεργοποίθςθσ για κάκε τιμι πίεςθσ. Εωαρμογι 

πίεςθσ 400MPa για 15min ςτουσ 25°C απενεργοποίθςε το 25.1% τθσ ςυνολικισ 

ενεργότθτασ ΡΜΕ. Σε κερμοκραςία 37.5°C και ατμοςωαιρικι πίεςθ, επεξεργαςία 

για 15min μείωςε τθν ενεργότθτα τθσ ΡΜΕ κατά 10.1%. Συνδυαςμόσ πίεςθσ 

400MPa και κερμοκραςίασ 37.5°C οδιγθςε ςε μείωςθ ενεργότθτασ κατά 35.1%. Τα 

αποτελζςματα αυτά δεν δείχνουν ςυνεργιςτικι δράςθ πίεςθσ και κερμοκραςίασ 

ςτθν απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ. 

Πίνακασ 3.4: Μεταβολι τθσ δραςτικότθτασ ΠΜΕ για διάφορεσ πιζςεισ και κερμοκραςίεσ, όπωσ 
προκφπτουν από τα πειράματα των Nienaber et al. για χυμό πορτοκαλιοφ Florida (Πθγι:[55] ). 

T (°C) P (Mpa) t (min) 
Υπολειπόμενθ 
δραςτικότθτα 

ΡΜΕ (%) 

Απενεργοποιθμζνθ 
ΡΜΕ (%) 

37.5 0.1 15 89.9 10.1 

25 400 15 74.9 25.1 

37.5 400 15 64.9 35.1 

50 0.1 12 65.0 35.0 

25 400 12 78.3 21.7 

50 400 12 50.1 49.9 
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Πίνακασ 3.5: Κινθτικά δεδομζνα για τθν απενεργοποίθςθ ΠΜΕ από χυμό πορτοκαλιοφ Florida όπωσ 
προκφπτουν από τα πειράματα των Nienaber et al. (Πθγι:[55] )  

P (MPa) T (°C) k (min-1) 

400 

25 0.0197 

37.5 0.0292 

50 0.0505 

500 

25 0.0907 

37.5 0.1363 

50 0.1786 

600 

25 0.3308 

37.5 0.3890 

50 0.5048 

 

Από τα αποτελζςματα (Ρίνακασ 3.6) ωαίνεται ότι θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ 

μειϊνεται ςθμαντικά με τθν πίεςθ, ςυνεπϊσ ο ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ 

επθρεάηεται λιγότερο από τθ κερμοκραςία ςε υψθλζσ πιζςεισ. Οι αρνθτικοί όγκοι 

ενεργοποίθςθσ δείχνουν ότι αφξθςθ τθσ πίεςθσ αυξάνει το ρυκμό απενεργοποίςθσ. 

Μικρι μείωςθ του (απόλυτου) όγκου ενεργοποίθςθσ παρατθρείται με αφξθςθ τθσ 

κερμοκραςίασ, θ επίδραςθ δθλαδι τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ ςε 

υψθλζσ κερμοκραςίεσ γίνεται μικρότερθ. 

Πίνακασ 3.6: αποτελζςματα κινθτικϊν παραμζτρων για τα πειράματα των Nienaber et al. 
(προςαρμογι από: [55]) 

P (MPa) Ea (kJ/mol) ZT (K) T (°C) 
Va 

(cm3/mol) 
ZP (MPa) 

400 30.1 61 25 -35.0 164 

500 21.8 85 37.5 -33.3 179 

600 13.5 135 50 -30.9 200 

 

Σε πειράματα που ζγιναν ςε χυμό ποικιλίασ Navel [56], εωαρμόςτθκαν πιζςεισ από 

100 ζωσ 700MPa και κερμοκραςίεσ 30, 40, 50 και 60°C, για διάωορουσ χρόνουσ 

επεξεργαςίασ. 
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Πίνακασ 3.7: ΢τακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΠΜΕ ςε χυμό πορτοκαλιοφ Navel για 
επεξεργαςία ςε διάφορεσ πιζςεισ και κερμοκραςίεσ (Πθγι: [56]) 

P (MPa) 30°C 40°C 50°C 60°C 

100 0.0014 0.0014 0.0190 0.0825 

250 0.0017 0.0083 0.0790 0.1843 

400 0.1057 - 0.3341 4.0772 

500 0.351 0.3823 1.3503 7.2721 

600 0.4096 0.6925 1.8736 8.4041 

700 2.2848 - - - 

750 - 2.2787 6.2623 20.242 

800 - 4.952 - - 

 

Από τισ κινθτικζσ ςτακερζσ παρατθρείται θ ςυνεργιςτικι δράςθ πίεςθσ και 

κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ, αωοφ τόςο αφξθςθ τθσ πίεςθσ όςο και 

αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ επιωζρουν αφξθςθ του ρυκμοφ απενεργοποίςθσ. 

Θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ 

περιγράωεται ικανοποιθτικά από τθν εξίςωςθ Arrhenius και Eyring αντίςτοιχα. Θ 

ενζργεια ενεργοποίθςθσ μειϊνεται αυξανόμενθσ τθσ πίεςθσ, θ επίδραςθ τθσ 

κερμοκραςίασ, δθλαδι, ςτο ρυκμό απενεργοποίςθσ γίνεται αςκενζςτερθ ςε 

υψθλότερεσ πιζςεισ. Αντίςτοιχα, παρατθρείται μείωςθ του (απόλυτου) όγκου 

ενεργοποίθςθσ με τθ κερμοκραςία, ςε υψθλότερεσ δθλαδι κερμοκραςίεσ θ 

επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ γίνεται αςκενζςτερθ. 

Πίνακασ 3.8: Ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ και όγκοι ενεργοποίθςθσ για τθν ΠΜΕ χυμοφ πορτοκαλιοφ 
Navel (Tref=30°C, Pref=100MPa) (Πθγι:[56] ) 

Ρίεςθ επεξεργαςίασ (MPa) Ea (kJ/mol) 

 

Κερμοκραςία (°C) Va (cm3/mol) 

100 177.072 30 -36.74 

250 134.920 40 -22.41 

500 127.395 50 -19.8 

600 107.891 60 -14.6 

750 94.530  
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Σε πειράματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ ΡΜΕ ςε χυμό ςαγκουινιοφ [57], ςε 

κερμοκραςίεσ από 40 ζωσ 50°C, θ απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ ακολουκεί κλαςματικι 

κινθτικι πρϊτθσ τάξθσ, ωανερϊνοντασ τθν φπαρξθ δφο ιςοενηφμων. Μετά τθν 

καταςτροωι του κερμοευαίςκθτου ιςοενηφμου, παρατθρείται μια υπολειπόμενθ 

ενεργότθτα ίςθ με το 13% τθσ αρχικισ ενεργότθτασ. 

Πίνακασ 3.9: ΢τακερζσ ρυκμοφ κερμικισ απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ χυμοφ ςαγκουινιοφ ςε διάφορεσ 
κερμοκραςίεσ και ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ (Σref=45°C) (Πθγι: [57]) 

Κερμοκραςία (°C) k (min-1) 

40 0.0203 

42.5 0.0439 

45 0.1020 

47.5 0.2657 

50 0.4787 

Ea=273.1 kJ/mol 

 

Ρειράματα ΥΥΡ ςε πιζςεισ 100-500MPa και κερμοκραςίεσ 20, 30 και 40min ζδειξαν 

μία ςυνεργιςτικι ςχζςθ πίεςθσ-κερμοκραςίασ. Οι όγκοι ενεργοποίθςθσ προζκυψαν 

αρνθτικοί, αφξθςθ τθσ πίεςθσ δθλαδι αυξάνει το ρυκμό απενεργοποίθςθσ. Θ 

επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ 

περιγράωεται ικανοποιθτικά από τθν εξίςωςθ Arrhenius και Eyring αντίςτοιχα. Θ 

ενζργεια ενεργοποίθςθσ αυξάνεται αυξανόμενθσ τθσ πίεςθσ, θ επίδραςθ τθσ 

κερμοκραςίασ, δθλαδι, ςτο ρυκμό απενεργοποίςθσ γίνεται εντονότερθ ςε 

υψθλότερεσ πιζςεισ. Αντίςτοιχα, παρατθρείται αφξθςθ του (απόλυτου) όγκου 

ενεργοποίθςθσ με τθ κερμοκραςία, ςε υψθλότερεσ δθλαδι κερμοκραςίεσ θ 

επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ γίνεται εντονότερθ. 
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Πίνακασ 3.10: ΢τακερζσ ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ χυμοφ ςαγκουινιοφ για τισ διάφορεσ 
κερμοκραςίεσ και πιζςεισ του πειράματοσ. Αναγράφονται επίςθσ οι όγκοι και οι ενζργειεσ 
ενεργοποίθςθσ (Προςαρμογι από [57]) 

             T (°C) 
P (MPa) 

20 30 40 
Ea (kJ/mol) 
(Tref=30°C) 

100 0.0047 0.0087 0.0144 42.72 

200 0.0126 0.0149 0.0406 44.24 

300 0.0272 0.0651 0.1724 70.33 

400 0.1099 0.2729 0.812 76.14 

500 0.3847 1.3819 0.812 86.95 

Va (cm3/mol) 
(Pref=300MPa) 

-26.8 -32.75 -36.69 - 

 

3.4.5.iii Μπανάνα 

Οι Ly Nguyen et al. [58] πραγματοποίθςαν πειράματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ 

και απενεργοποίθςθσ με ΥΥΡ  ςε ΡΜΕ από μπανάνα (κακαρι μορωι, ςε ρυκμιςτικό 

διάλυμα Tris-HCl 20mM pH=7). Οι μελετϊμενεσ κερμοκραςίεσ ιταν από 35 ζωσ 80°C 

και ο χρόνοσ επεξεργαςίασ 5min για κάκε ςυνκικθ.  Θ απενεργοποίθςθ βρζκθκε να 

ακολουκεί κινθτικι πρϊτθσ τάξθσ. Στουσ 70°C, θ ενεργότθτα μειϊκθκε ςτο 50% ενϊ 

ςτουσ 75°C χάκθκε πάνω από το 90% τθσ ενεργότθτασ. Θ εξάρτθςθ του ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ εκωράςτθκε από τθν εξίςωςθ Arrhenius και θ ενζργεια 

ενεργοποίθςθσ προζκυψε 379.4 kJ/mol. 

Τα πειράματα πίεςθσ πραγματοποιικθκαν ςε χαμθλι κερμοκραςία 10°C και ςε 

πιζςεισ μεταξφ 600 και 700MPa. Θ απενεργοποίθςθ βρζκθκε ότι ακολουκεί 

κλαςματικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ, πιςτοποιϊντασ τθν φπαρξθ δφο ιςοενηφμων, 

ενόσ ανκεκτικοφ και ενόσ ευαίςκθτου ςτθν πίεςθ. 
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Πίνακασ 3.11: κινθτικά δεδομζνα απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ μπανάνασ ςε κερμοκραςία 10°C, για 
διάφορεσ πιζςεισ, όπωσ προζκυψαν από τα πειράματα των Ly Nguyen et al. (Πθγι:[58] ) 

Ρίεςθ (MPa) k (min-1) A∞ (%) 

600 0.0031 9.4 

625 0.0054 6.5 

650 0.0103 6.9 

700 0.0376 8.1 

Va=-59.2 cm3/mol 

3.4.5.iv Φράουλα 

Ρειράματα των Ly Nguyen et al. [59] Ζδειξαν ότι θ απενεργοποίθςθ με ΥΥΡ ΡΜΕ 

ωράουλασ (κακαρι μορωι, ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 20mM Tris-HCl, pH=7) 

ακολουκεί κινθτικι κλαςματικοφ μοντζλου πρϊτθσ τάξθσ, με το ανκεκτικό ςτθν 

πίεςθ ςυνζνηυμο να ςυνειςωζρει κατά 10% ςτθ ςυνολικι δραςτικότθτα. Οι πιζςεισ 

που εωαρμόςτθκαν ιταν από 850-1000MPa ςε κερμοκραςία 10°C για διάωορουσ 

χρόνουσ επεξεργαςίασ. 

Πίνακασ 3.12: Κινθτικζσ παράμετροι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ φράουλασ ςε κερμοκραςία 10°C όπωσ 
προζκυψαν από τα πειράματα των Nguyen et al. (Πθγι:[59] ) 

Ρίεςθ (MPa) k (min-1) A∞ (%) 

850 0.0131 9.4 

925 0.0177 11.6 

1000 0.0260 9.2 

Va=-10.77 cm3/mol 

 

Οι ερευνθτζσ πραγματοποίθςαν και πειράματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ ςε 

κερμοκραςίεσ 54-63°C. Θ απενεργοποίθςθ βρζκθκε να ακολουκεί κλαςματικό 

μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ με το κερμοάντοχο ζνηυμο να ςυνειςωζρει κατά 12% ςτθ 

ςυνολικι ενεργότθτα. 
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Κεφϊλαιο 4 : Απομϐνωςη και καθαριςμϐσ 

πρωτεώνών και ενζϑμων 

 

4.1 Ειςαγωγό 

Οι πθγζσ των ενηφμων είναι οι ςφνκετοι ιςτοί των ηωικϊν και ωυτικϊν οργανιςμϊν 

κακϊσ και τα κφτταρα των μικροοργανιςμϊν. Στα πολφπλοκα αυτά ςυςτιματα 

ςυναντϊνται εκατοντάδεσ διαωορετικά ζνηυμα, κακζνα από τα οποία ςυμμετζχει ςε 

μία ι περιςςότερεσ βιοχθμικζσ αντιδράςεισ. Ζτςι είναι αδφνατθ θ μελζτθ τθσ δομισ 

και των ιδιοτιτων των ενηφμων όταν αυτά βρίςκονται ανάμεςα ςε άλλεσ δομικζσ 

και λειτουργικζσ πρωτεΐνεσ. Κρίνεται επομζνωσ απαραίτθτθ θ απομόνωςθ και ο 

κακαριςμόσ τουσ. Μόνο μετά από μελζτθ των ενηφμων ςε κακαρι μορωι είναι 

προςοδοωόρα θ μελζτθ τουσ ςε πιο ςφνκετα ςυςτιματα. Ο κακαριςμόσ και θ 

απομόνωςθ μπορεί να αποκαλφψει πλθκϊρα πλθροωοριϊν ςχετικά με το ίδιο το 

ζνηυμο αλλά και με το ςφςτθμα από το οποίο προιλκε. 

Ο κακαριςμόσ των ενηφμων δεν είναι ποτζ απόλυτα τζλειοσ. Ράντοτε υπάρχουν ςτο 

τελικό ενηυμικό ςυμπφκνωμα προςμίξεισ που μπορεί να είναι εκατομμφρια μόρια 

διαωορετικϊν ειδϊν. Αυτό αποτελεί ςπανίωσ πρόβλθμα, εκτόσ εάν οι ουςίεσ αυτζσ 

αλλθλεπιδροφν ςθμαντικά με το ίδιο το ζνηυμο. 

Θ διαδικαςία του κακαριςμοφ αποτελείται από πολλά ςτάδια κομβικισ ςθμαςίασ τα 

οποία κακορίηουν και τθν ποιότθτα του τελικοφ προϊόντοσ. Ο ςχεδιαςμόσ και θ 

αλλθλουχία τουσ υπαγορεφεται από τισ ιδιότθτεσ του προσ κακαριςμοφ ενηφμου και 

ζχει τελικά ςαν ςτόχο τθν μεγιςτοποίθςθ του λόγου ενηυμικισ ενεργότθτασ προσ τθ 

ςυνολικι πρωτεΐνθ. Γενικά τα διάωορα ςτάδια απομόνωςθσ και κακαριςμοφ 

πρωτεϊνϊν μποροφν να κατθγοριοποιθκοφν παρακάτω: 

 Προκαταρκτικζσ προετοιμαςίεσ: περιλαμβάνουν τθν οργάνωςθ του 

εργαςτθρίου, τθ ςυλλογι των κατάλλθλων ςκευϊν και αντιδραςτθρίων, τθν 

επιλογι διαλυτϊν και τθν παραςκευι ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων. 
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 ΢χεδιαςμόσ απομόνωςθσ και κακαριςμοφ: αρχικά πρζπει να εκτιμθκεί ποια 

κα είναι θ χριςθ του τελικοφ ενηυμικοφ προϊόντοσ, ποια είναι θ πθγι του, 

ποια θ επικυμθτι τελικι κακαρότθτα και πωσ κα λθωκεί το εκχφλιςμα από 

τθν πθγι. 

 Διαδικαςία μζτρθςθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ (enzyme assay): θ μζκοδοσ 

μζτρθςθσ τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ είναι ίςωσ το ςθμαντικότερο βιμα 

κακϊσ επιτρζπει τθν παρακολοφκθςθ τθσ πορείασ του κακαριςμοφ και τθν 

ταυτοποίθςθ του ενηφμου. 

 Διαδικαςία προςδιοριςμοφ ςυνολικισ πρωτεΐνθσ: επιτρζπει τον 

προςδιοριςμό τθσ ςυνολικισ ποςότθτασ πρωτεΐνθσ ςε κάκε ςτάδιο του 

κακαριςμοφ. Σε ςυνδυαςμό με τθν παραπάνω μζκοδο μζτρθςθσ τθσ 

ενηυμικισ ενεργότθτασ είναι δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ του βακμοφ 

κακαρότθτασ του ενηφμου. 

 Αρχικά ςτάδια κακαριςμοφ: περιλαμβάνουν μεκόδουσ κακαριςμοφ που 

ζχουν ωσ ςτόχο τθν απομάκρυνςθ μθ πρωτεϊνικϊν προςμίξεων ι και μζροσ 

των πρωτεϊνϊν που δε ςχετίηονται με το ζνηυμο. 

 Μζκοδοι ςυμπφκνωςθσ και απομάκρυνςθσ διαλυτϊν προςμίξεων: 

περιλαμβάνουν μεκόδουσ για τθν αωαίρεςθ διαλυτϊν προςμίξεων και τθ 

ςυμπφκνωςθ των πρωτεϊνικϊν διαλυμάτων που είναι ςυχνά απαραίτθτα 

βιματα πριν τθν εωαρμογι χρωματογραωικϊν μεκόδων διαχωριςμοφ. 

 Μζκοδοι υψθλισ κακαρότθτασ: περιλαμβάνουν χρωματογραωικζσ 

μεκόδουσ με μεγαλφτερθ εκλεκτικότθτα και ςυχνά αρκετά μικρότερεσ 

παραγωγικότθτεσ. Οι μζκοδοι αυτζσ οδθγοφν ςε άριςτουσ διαχωριςμοφσ και 

προςδίδουν ςτο τελικό ενηυμικό παραςκεφαςμα τθν επικυμθτι κακαρότθτα. 

 

4.2 Προκαταρκτικϋσ προετοιμαςύεσ και ςχεδιαςμϐσ 

Ρροτοφ ξεκινιςει ο κακαριςμόσ ενόσ ενηφμου, πρζπει πρϊτα να απαντθκοφν 

κάποια βαςικά ερωτιματα ςχετικά με τθν ποςότθτα και τθν ποιότθτα τθσ πρωτεΐνθσ 

που απαιτείται κακϊσ και να λθωκοφν υπόψθ βαςικζσ ιδιότθτεσ τθσ πρωτεΐνθσ που 

κα επθρεάςουν το ςχεδιαςμό τθσ διαδικαςίασ κακαριςμοφ. 

4.2.1 Επιλογό τησ πηγόσ ενζϑμων 

Θ πθγι από τθν οποία κα απομονωκεί το ζνηυμο πρζπει να επιλεγεί με προςοχι. Οι 

διάωορεσ πθγζσ διαωζρουν ωσ προσ τθν ποςότθτα ενηφμου που περιζχουν και 

ενδζχεται να περιζχουν ζνηυμα που καταλφουν ακριβϊσ τισ ίδιεσ αντιδράςεισ αλλά 

κατά τα άλλα παρουςιάηουν πολφ μεγάλεσ διαωορζσ. 

Θ πθγι του ενηφμου πρζπει να επιλεγεί ζτςι ϊςτε να περιζχει όςο το δυνατόν 

περιςςότερο ζνηυμο ςε ενεργι μορωι. Ζνα μοναδικό ζνηυμο ςπανίωσ αποτελεί 
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πάνω από το 1% τθσ πθγισ από τθν οποία προζρχεται, από το οποίο χάνεται 

ςθμαντικά μεγάλο ποςοςτό κατά τον κακαριςμό. Συνεπϊσ, θ επιλογι τθσ βζλτιςτθσ 

πθγισ ωσ προσ τθν ποςότθτα ενηφμου είναι κακοριςτικι για τθν παραλαβι 

επαρκοφσ ποςότθτασ αυτοφ ςε κακαρι μορωι. 

4.2.2 Ιδιϐτητεσ και ευαιςθηςύεσ τησ πρωτεϏνησ 

Αρχικά κα πρζπει να εκτιμθκεί εάν θ πρωτεΐνθ είναι διαλυτι, και αν όχι, εάν 

υπάρχει κάποια ουςία που μπορεί να τθ διαλυτοποιιςει. Ρρζπει να ελεγχκεί θ 

ςτακερότθτά τθσ ςτο pH, τθ κερμοκραςία, και ςτθν παρουςία αλάτων και αν είναι 

ευαίςκθτθ ςτθν οξείδωςθ. Βιβλιογραωικι αναςκόπθςθ ι και προκαταρκτικά 

πειράματα μπορεί να κρικοφν απαραίτθτα ϊςτε να προςδιοριςτεί ποιεσ ουςίεσ 

είναι απαραίτθτεσ κατά τον κακαριςμό, ποιεσ πρζπει να αποωευχκοφν και υπό 

ποιεσ ςυνκικεσ πρζπει να αποκθκεφεται το τελικό προϊόν[60]. 

4.2.3 Φρόςη τησ καθαρόσ πρωτεϏνησ 

Ανάλογα με τθ χριςθ του τελικοφ προϊόντοσ πρζπει να εκτιμθκεί θ ποςότθτα και θ 

ποιότθτα που απαιτείται. Θ ποςότθτα μπορεί να κυμαίνεται από μερικά 

μικρογραμμάρια για πειράματα ταυτοποίθςθσ ι μερικά κιλά για ωαρμακευτικζσ 

εωαρμογζσ μεγαλφτερθσ κλίμακασ. 

Στθν περίπτωςθ μελζτθσ ενηφμων ιδιαίτερθ προςοχι χρειάηεται ςτο να διατθρθκεί 

το ζνηυμο ενεργό κακ’ όλθ τθ διαδικαςία ϊςτε να μπορζςει να μελετθκεί θ 

καταλυτικι του δράςθ. Σθμαντικό ρόλο παίηει θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου ςτο 

τελικό παραςκεφαςμα. Ρολφ χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμων ενδζχεται να μθν 

μποροφν να ανιχνευκοφν με κάποια μζκοδο μζτρθςθσ ενεργότθτασ (enzyme 

assay)[60]. 

4.2.4 Πρϐςθετεσ ουςύεσ 

Ρρζπει να δοκεί ιδιαίτερθ προςοχι ςε πρόςκετεσ ουςίεσ που αναμειγνφονται ςτα 

ρυκμιςτικά διαλφματα εκχφλιςθσ, αποκικευςθσ και μζτρθςθσ ενεργότθτασ τθσ 

πρωτεΐνθσ. Ρολλζσ ωορζσ επιβάλλεται θ χριςθ κάποιων ουςιϊν που είναι γνωςτό 

ότι κα βελτιϊςουν τθ ςτακερότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ι κα εμποδίςουν τθν ανάπτυξθ 

μικροοργανιςμϊν ςτο διάλυμα αποκικευςθσ. Τζλοσ, μπορεί ςτα πρωτεϊνικά 

διαλφματα να προχπάρχουν ουςίεσ που είτε κα καταςτρζψουν τθ δομι τθσ 

πρωτεΐνθσ ι κα παρεμποδίςουν κάποιο από τα ςτάδια κακαριςμοφ. Τζτοιεσ ουςίεσ 

όπωσ είναι τα βαρζα μζταλλα και το οξυγόνο πρζπει να απομακρυνκοφν από το 

διάλυμα άμεςα. 
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Πίνακασ 4.1: Πρόςκετεσ ουςίεσ ςε διαλφματα πρωτεϊνϊν (Προςαρμογι από [60]) 

Είδοσ ουςίασ Παραδείγματα ΢κοπόσ 

΢υκμιςτικό διάλυμα 

Tris-HCl, HEPES-NaOH, 

οξικό νάτριο, ωωςωορικό 

κάλιο 

Στακερότθτα 

Άλασ KCl, NaCl, (NH4)2SO4 Στακερότθτα 

ιονικά απορρυπαντικά 
Sodium deoxycholate, 

sodium cholate 

Στακερότθτα, 

διαλυτότθτα 

μθ ιονικά απορρυπαντικά Triton X-100, Tween 20 Στακερότθτα 

γλυκερόλθ, ςακχαρόηθ  

Στακερότθτα, 

αποκικευςθ κάτω από 

0°C χωρίσ πιξθ 

αηίδιο του νατρίου (NaN3)  βακτθριοςτατικό 

χθλειωτζσ μετάλλων EDTA, EGTA Στακερότθτα 

αναγωγικοί παράγοντεσ 
β-μερκαπτοαικανόλθ, 

TCEP 

Στακερότθτα, μείωςθ 

διςουλωιδικϊν δεςμϊν 

παρεμποδιςτζσ 

πρωτεαςϊν 
PMSF, TPCK, TLCK Στακερότθτα 

 

4.2.5 Ο πύνακασ προϐδου του καθαριςμοϑ 

Κατά τθ διάρκεια του κακαριςμοφ ιδιαίτερα χριςιμοσ είναι ο πίνακασ προόδου, ο 

οποίοσ ςυνοψίηει τα βαςικά ςτάδια τθσ διαδικαςίασ και επιτρζπει τθ ςυγκεντρωτικι 

παρουςίαςθ των αποτελεςμάτων κάκε ςταδίου. Ο αναγνϊςτθσ του πίνακα μπορεί 

να διακρίνει ποια ςτάδια ιταν αποδοτικά και ποια όχι κακϊσ και να 

παρακολουκιςει τθν ποςοτικι πορεία του κακαριςμοφ. Ο πίνακασ πρζπει να 

περιζχει πλθροωορίεσ όπωσ: 
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 Κφρια βιματα του κακαριςμοφ: αναγράωονται βιματα όπωσ το 

ανεπεξζργαςτο εκχφλιςμα, θ ωυγοκζντρθςθ, θ καταβφκιςθ, θ υπερδιικθςθ, 

και οι χρωματογραωικοί διαχωριςμοί 

 Ποςότθτα ςυνολικισ πρωτεΐνθσ (mg): αυτι μετράται ςυνικωσ με τθ 

ωαςματομετρικι μζκοδο τθσ χρϊςθσ Bradford. 

 ΢υνολικι ενεργότθτα (Units ι mg): ςτθν περίπτωςθ ενεργϊν πρωτεϊνϊν 

όπωσ είναι τα ζνηυμα πρζπει μετά από κάκε ςτάδιο να προςδιορίηεται θ 

ενεργότθτα που παρελιωκθ  με κάποια μζκοδο μζτρθςθσ ενεργότθτασ 

(enzyme assay). Σε μθ ενεργζσ πρωτεΐνεσ, θ ποςότθτα τθσ επικυμθτισ 

πρωτεΐνθσ προςδιορίηεται με θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE και χρϊςθ με 

Coomassie blue. 

 Ειδικι ενεργότθτα (U/mg): υπολογίηεται διαιρϊντασ τθ ςυνολικι ενεργότθτα 

με τθν ςυνολικι ποςότθτα πρωτεΐνθσ. 

 ΢υνολικι απόδοςθ (%): προςδιορίηεται διαιρϊντασ τθν ενεργότθτα κάκε 

βιματοσ με τθν ενεργότθτα του πρϊτου βιματοσ κακαριςμοφ και εκωράηει 

ουςιαςτικά τθν ενεργότθτα που ανακτικθκε ςε κάκε βιμα. 

 Κακαρότθτα τθσ επικυμθτισ πρωτεΐνθσ (%): προςδιορίηεται ςυνικωσ με 

θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE και χρϊςθ Coomassie blue. Υπολογίηεται από το 

κλάςμα ποςοφ χρϊςθσ τθσ επικυμθτισ πρωτεΐνθσ προσ τα κλάςματα ποςοφ 

χρϊςθσ των υπόλοιπων πρωτεϊνϊν-προςμίξεων. Αν θ μζκοδοσ 

προςδιοριςμοφ τθσ ενεργότθτασ είναι αξιόπιςτθ και είναι βζβαιο ότι θ 

τελικι πρωτεΐνθ είναι κακαρι, μπορεί να προςδιοριςτεί θ % κακαρότθτα για 

όλα τα προθγοφμενα βιματα[61]. 

 

4.3 Αρχικϊ ςτϊδια καθαριςμοϑ 

Οι μζκοδοι αυτζσ ζχουν ωσ ςτόχο αρχικά να απομακρφνουν μεγάλα αδιάλυτα 

ςωματίδια από τα εκχυλίςματα ιςτϊν, να απομακρφνουν διαλυτζσ προςμίξεισ 

(όπωσ άλατα) αλλά και να πραγματοποιιςουν μία πρϊτθ κλαςμάτωςθ ωσ προσ τισ 

διάωορεσ πρωτεΐνεσ που περιζχονται ςτο μείγμα. 

4.3.1 Καταβϑθιςη πρωτεώνών 

Θ καταβφκιςθ ι κατακριμνιςθ (precipitation) ι εξαλάτωςθ (salting out) πρωτεϊνϊν 

εωαρμόηεται μετά τθ λφςθ των κυττάρων με ςκοπό μία πρϊτθ κλαςμάτωςθ και 

ςυμπφκνωςθ των επικυμθτϊν πρωτεϊνϊν. Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθ μείωςθ τθσ 

διαλυτότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ με διάλυςθ κάποιου ςυςτατικοφ ςτο εκχφλιςμα, με 

αποτζλεςμα τθν καταβφκιςθ τθσ. Οι τρεισ πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ μζκοδοι 

είναι θ καταβφκιςθ με κειικό αμμϊνιο, θ καταβφκιςθ με οργανικοφσ διαλφτεσ και  θ 

καταβφκιςθ με πολυαικυλενιμίνθ (PEI)[62]. 
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4.3.1.i Καταβύθιςη με θειικό αμμώνιο 

Θ χριςθ του κειικοφ αμμωνίου ((NH4)2SO4) για τθν καταβφκιςθ είναι πολφ ςυνικθσ, 

κυρίωσ επειδι το ςυγκεκριμζνο άλασ ζχει μεγάλθ διαλυτότθτα ςτο νερό, προςωζρει 

ςτακερότθτα ςτθν πρωτεϊνικι δομι και διατίκεται εμπορικά ςε μεγάλθ κακαρότθτα 

και ςχετικά χαμθλό κόςτοσ. 

 

Διάγραμμα 4.1: Συπικι καμπφλθ μεταβολισ του λογαρίκμου τθσ διαλυτότθτασ πρωτεΐνθσ με τθ 
ςυγκζντρωςθ κειικοφ αμμωνίου (Πθγι:[62]). 

Στο Διάγραμμα 4.1 ωαίνεται μια καμπφλθ διαλυτότθτασ για μια υποκετικι 

πρωτεΐνθ. Στον κατακόρυωο άξονα αναγράωεται ο δεκαδικόσ λογάρικμοσ τθσ 

διαλυτότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ ενϊ ςτον οριηόντιο θ περιεκτικότθτα ςε κειικό 

αμμϊνιο (% του κορεςμοφ). Διακρίνονται δφο περιοχζσ: μία ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ, όπου ο λογάρικμοσ τθσ διαλυτότθτασ αυξάνεται (salting in), 

και μία για υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ όπου ο λογάρικμοσ τθσ διαλυτότθτασ μειϊνεται 

(salting out). Το γραμμικό τμιμα τθσ καμπφλθσ περιγράωεται από τθν εξίςωςθ 

          
 

 
 , όπου S θ διαλυτότθτα τθσ πρωτεΐνθσ (mg/mL), β και Ks ςτακερζσ 

που εξαρτϊνται από τθν πρωτεΐνθ και Γ/2 θ ιοντικι ιςχφσ. Θ ςτακερά Ks εκωράηει το 

γραμμικό τμιμα τθσ καμπφλθσ ενϊ θ ςτακερά β τθν αποτζμνουςα για μθδενικι 

ιοντικι ιςχφ. Οι περιςςότερεσ πρωτεΐνεσ ζχουν παρόμοιεσ τιμζσ Ks, διαωζρουν 

ωςτόςο ςθμαντικά ςτισ τιμζσ β.  
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Για ζνα εκχφλιςμα με περιεχόμενθ πρωτεΐνθ 1mg/mL, θ οποία ακολουκεί τθν 

παραπάνω υποκετικι καμπφλθ, αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του κειικοφ αμμωνίου 

ςτο 26% του κορεςμοφ κα διατθριςει τθν πρωτεΐνθ εν διαλφςει. Εάν ωςτόςο 

αυξθκεί θ ςυγκζντρωςθ ςτο 32% του κορεςμοφ, 90% τθσ πρωτεΐνθσ κα 

καταβυκιςτεί. Κα ιταν επομζνωσ απαραίτθτο να αυξθκεί αρχικά θ ςυγκζντρωςθ 

ςτο 26%, ϊςτε να απομακρυνκοφν με ωυγοκζντρθςθ τα ςυςτατικά που 

καταβυκίηονται ςτθ ςυγκζντρωςθ αυτι και κατόπιν να αυξθκεί θ ςυγκζντρωςθ ςε 

32% και να καταβυκιςτεί θ επικυμθτι πρωτεΐνθ. 

Θ παραπάνω καμπφλθ ςυνικωσ δεν είναι γνωςτι. Εάν δεν υπάρχουν δεδομζνα για 

τθ ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ από προθγοφμενα πειράματα, κα πρζπει να διεξαχκοφν 

δοκιμζσ για να προςδιοριςτεί θ κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ κειικοφ αμμωνίου που 

καταβυκίηει τουλάχιςτον το 90% τθσ πρωτεΐνθσ. Οι δοκιμζσ γίνονται ςε δείγματα 

μικροφ όγκου, κακζνα από τα οποία περιζχει διαωορετικι ςυγκζντρωςθ κειικοφ 

αμμωνίου. Μετά από ωυγοκζντρθςθ των δειγμάτων, προςδιορίηεται ποια 

ςυγκζντρωςθ ζχει τθ μικρότερθ περιεκτικότθτα (ι ενεργότθτα) επικυμθτισ 

πρωτεΐνθσ ςτο υπερκείμενο υγρό[62]. 

4.3.1.ii Καταβύθιςη με οργανικούσ διαλύτεσ 

Ρροςκικθ οργανικϊν διαλυτϊν ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ (κάτω από 0°C) μπορεί να 

καταβυκίςει τισ πρωτεΐνεσ. Οι διαλφτεσ που χρθςιμοποιοφνται είναι ςυνικωσ 

ακετόνθ και αικανόλθ. Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθ μείωςθ τθσ διθλεκτρικισ ςτακεράσ 

του διαλφματοσ. Θ διαλυτότθτα μιασ πρωτεΐνθσ ςυναρτιςει τθσ διθλεκτρικισ 

ςτακεράσ ακολουκεί τθ ςχζςθ: 

     
 

  
   

 

  
  (4.1) 

 Ππου S θ διαλυτότθτα τθσ πρωτεΐνθσ και Ds  θ διθλεκτρικι ςτακερά. Μείωςθ τθσ 

ςτακεράσ αυτισ προκαλεί αφξθςθ ςτθν ζνταςθ των θλεκτροςτατικϊν δυνάμεων 

που αςκοφνται μεταξφ των πρωτεϊνικϊν μορίων διευκολφνοντασ τθν καταβφκιςι 

τουσ. Ακόμθ, οι οργανικοί διαλφτεσ ελαττϊνουν τισ αλλθλεπιδράςεισ των μορίων 

του νεροφ με τθν πρωτεΐνθ μειϊνοντασ τθ διαλυτότθτά τθσ[62][63]. 

Τα περιςςότερα ζνηυμα μετουςιϊνονται τάχιςτα παρουςία οργανικϊν διαλυτϊν ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Θ κερμοκραςία τθσ διαδικαςίασ πρζπει επομζνωσ να 

διατθρείται πάντα χαμθλι και οι διαλφτεσ να προςτίκενται ςταδιακά [63]. 

4.3.1.iii Καταβύθιςη με πολυαιθυλενιμίνη 

Θ πολυαικυλενιμίνθ (PEI) είναι ζνα κατιοντικό πολυμερζσ που προκφπτει από τον 

πολυμεριςμό τθσ αικυλενιμίνθσ και ζχει μοριακό βάροσ μεταξφ 30-90kDa. H PEI 

είναι κετικά ωορτιςμζνθ ςε διαλφματα με ουδζτερο pH. Ζχει τθν ιδιότθτα να 

προςδζνεται ςτοιχειομετρικά ςε αρνθτικά ωορτιςμζνα μακρομόρια, όπωσ τα 
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νουκλεϊκά οξζα, ςχθματίηοντασ ζνα πλζγμα το οποίο καταβυκίηεται και μπορεί να 

διαχωριςτεί με ωυγοκζντρθςθ.  

Θ πρόςδεςθ όξινων πρωτεϊνϊν ςτθν PEI εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ άλατοσ. Σε 

χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ NaCl (κοντά ςτο 0.1Μ) μια ελαωρά όξινθ πρωτεΐνθ κα 

προςδεκεί ςτο πολυμερζσ, ενϊ ςε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ (0.4M NaCl) θ 

πρωτεΐνθ κα παραμείνει διαλυμζνθ ςτο υπερκείμενο υγρό. Αντίκετα, μία ζντονα 

όξινθ πρωτεΐνθ κα προςδεκεί ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ και κα διαλυκεί ςε 

υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ. Διαλυτοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςυνοδεφεται από 

παράλλθλθ διαλυτοποίθςθ τθσ PEI, κακιςτϊντασ απαραίτθτθ τθν απομάκρυνςι τθσ. 

Από τα παραπάνω ςυνάγεται ότι θ μζκοδοσ είναι κατάλλθλθ για τθν καταβφκιςθ 

νουκλεϊκϊν οξζων, αωινοντασ εν διαλφςει όλεσ τισ πρωτεΐνεσ, ι για τθν καταβφκιςθ 

νουκλεϊκϊν οξζων και όξινων πρωτεϊνϊν, αωινοντασ εν διαλφςει μόνο τισ 

αλκαλικζσ πρωτεΐνεσ[62]. 

4.3.2 ΢υμπϑκνωςη πρωτεώνικών διαλυμϊτων και αφαύρεςη διαλυτών 

ςυςτατικών 

Ρροτοφ ο κακαριςμόσ προχωριςει ςτα ςτάδια υψθλισ κακαρότθτασ 

(χρωματογραωικοί διαχωριςμοί) είναι απαραίτθτο να αωαιρεκοφν από το 

πρωτεϊνικό διάλυμα διαλυτζσ προςμίξεισ όπωσ τα άλατα και οι χρωςτικζσ που 

ενδζχεται να βλάψουν τον εξοπλιςμό. Επιλζον, οι όγκοι των διαλυμάτων πρζπει να 

μειωκοφν γιατί οι ογκομετρικοί ρυκμοί των χρωματογραωικϊν διαχωριςμϊν είναι 

ςυνικωσ χαμθλοί.  

4.3.2.i Διαπίδυςη 

Διαπίδυςθ ονομάηεται ο διαχωριςμόσ μορίων με βάςθ το μζγεκοσ με επιλεκτικι 

διάχυςθ μζςω θμιπερατισ μεμβράνθσ. Θ μζκοδοσ χρθςιμοποιείται για να 

απομακρφνει διαλυμζνεσ ουςίεσ μικροφ μοριακοφ βάρουσ (100<ΜΒ<500) από 

πρωτεϊνικά διαλφματα. Θ καταλλθλότθτά τθσ οωείλεται ςτισ ιπιεσ ςυνκικεσ 

επεξεργαςίασ τθσ. 

Το δείγμα τοποκετείται ςε κυψζλθ και ζρχεται ςε επαωι με τθν μία επιωάνεια τθσ 

θμιπερατισ μεμβράνθσ διαπίδυςθσ. Θ άλλθ επιωάνεια είναι ςε επαωι με 

ρυκμιςτικό διάλυμα, ο όγκοσ του οποίου είναι πολφ μεγαλφτεροσ από αυτόν του 

δείγματοσ. Θ μεμβράνθ διακζτει πόρουσ με ςυγκεκριμζνο μζγεκοσ, επιτρζποντασ τθ 

διζλευςθ μόνο των μορίων που ζχουν μζγεκοσ μικρότερο από των πόρων. Θ 

διαωορά ςυγκζντρωςθσ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ κατά μικοσ τθσ μεμβράνθσ 

λειτουργεί ωσ θ κινθτιρια δφναμθ με αποτζλεςμα οι διαλυμζνεσ ουςίεσ του 

δείγματοσ, πλθν των μακρομορίων, να διαχζονται διαμζςου τθσ μεμβράνθσ προσ 

χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ, δθλαδι από το δείγμα ςτο διάλυμα. Θ μεταωορά 

μάηασ περιγράωεται από το νόμο του Fick: 
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  (4.2) 

Ππου J θ ροι τθσ διαπίδυςθσ *(ποςό ουςίασ)L2T-1], D ο ςυντελεςτισ διάχυςθσ *L2T-1], 

C θ ςυγκζντρωςθ διάχυςθσ *(ποςό ουςίασ)L-3] και x θ απόςταςθ κατά μικοσ τθσ 

μεμβράνθσ *L]. 

Θ διαπίδυςθ είναι ιδιαίτερα αποδοτικι όταν ο όγκοσ του διαλφματοσ διαπίδυςθσ 

είναι πολφ μεγαλφτεροσ ςε ςχζςθ με το δείγμα. Αυτό εξαςωαλίηει ότι οι διαλυτζσ 

ουςίεσ που διαπερνοφν τθ μεμβράνθ αραιϊνονται πολφ και θ κινθτιριοσ διαωορά 

ςυγκζντρωςθσ παραμζνει περίπου ςτακερι. Το διάλυμα αυτό μπορεί επίςθσ να 

ανανεϊνεται περιοδικά για τον ίδιο λόγο. 

Θ απόδοςθ τθσ διεργαςίασ εξαρτάται από διάωορουσ παράγοντεσ, όπωσ τθ 

μορωολογία, τθν επιωάνεια τθσ μεμβράνθσ και τθ κερμοκραςία. Θ ροι μάηασ κατά 

μικοσ τθσ μεμβράνθσ μπορεί να αυξθκεί αυξάνοντασ τθν επιωάνεια, ωςτόςο για 

μικροφσ όγκουσ δείγματοσ υπάρχει κίνδυνοσ να προςροωθκεί μεγάλθ ποςότθτα 

πρωτεΐνθσ ςτθ μεμβράνθ. Αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ αυξάνει το ρυκμό μεταωοράσ 

μάηασ, αλλά πολφ υψθλζσ κερμοκραςίεσ μπορεί να μετουςιϊςουν τθν 

πρωτεΐνθ[64]. 

4.3.2.ii Υπερδιήθηςη 

Θ υπερδιικθςθ λειτουργεί με μθχανιςμό κατά βάςθ αντίςτοιχο με αυτόν τθσ 

διαπίδυςθσ, διαχωρίηοντασ το δείγμα από το διάλυμα με θμιπερατι μεμβράνθ. Θ 

μεμβράνθ επιτρζπει τθ διζλευςθ ουςιϊν μικροφ μοριακοφ βάρουσ  αποτρζποντασ 

τθ διζλευςθ μακρομορίων. Θ μζκοδοσ ενδείκνυται για τθ ςυμπφκνωςθ ενηυμικϊν 

διαλυμάτων επειδι μπορεί να λειτουργιςει ςε μεγάλο εφροσ κερμοκραςιϊν και δεν 

προκαλεί μετουςίωςθ των πρωτεϊνϊν. Οι τρεισ βαςικζσ διαωορζσ από τθ διαπίδυςθ 

είναι: 

 Η εφαρμογι: θ διαπίδυςθ χρθςιμοποιείται για τθν ανταλλαγι διαλυτϊν και 

τθν αωαίρεςθ διαλυμζνων ουςιϊν. Θ υπερδιικθςθ επιπροςκζτωσ 

χρθςιμοποιείται και για ςυμπφκνωςθ δειγμάτων. 

 Η αρχι λειτουργίασ: ενϊ ςτθ διαπίδυςθ θ μεταωορά μάηασ γίνεται με απλι 

διάχυςθ, ςτθν υπερδιικθςθ κινθτιριοσ δφναμθ είναι θ εωαρμογι πίεςθσ. 

 Η καταςκευι τθσ μεμβράνθσ: οι μεμβράνεσ τθσ υπερδιικθςθσ είναι πιο 

ανκεκτικζσ ϊςτε να μποροφν να αντζχουν αυξθμζνεσ πιζςεισ. Συνικωσ 

καταςκευάηονται από κυτταρίνθ ι ςφνκετα πολυμερικά υλικά. 

Θ εωαρμογι πίεςθσ ςτθ μία πλευρά τθσ μεμβράνθσ προκαλεί εξαναγκαςμζνθ 

ςυναγωγι μάηασ, μεταωζροντασ διαλφτθ και διαλυμζνεσ ουςίεσ διαμζςου τθσ 

μεμβράνθσ. Εάν το μζγεκοσ των μακρομορίων είναι μεγαλφτερο από τουσ πόρουσ 

τθσ μεμβράνθσ, τότε αυτά δεν διαπερνοφν τθ μεμβράνθ και ςχθματίηουν ζνα 
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ςτρϊμα πιγματοσ ςτθν επιωάνειά τθσ. Θ ςυγκζντρωςθ ςτθν επιωάνεια τθσ 

μεμβράνθσ αυξάνεται, μειϊνοντασ τθ ροι του διθκιματοσ. Το ωαινόμενο αυτό 

ονομάηεται πόλωςθ ςυγκζντρωςθσ. Θ τοπικι αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ μειϊνει τθ 

ροι διθκιματοσ με δφο μθχανιςμοφσ. Θ αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ ςτθν πλευρά τθσ 

τροωοδοςίασ προκαλεί διαωορά ωςμωτικισ πίεςθσ, μεταωζροντασ διαλφτθ από το 

διικθμα ςτθν τροωοδοςία (παρακράτθμα) και μειϊνοντασ τθ ροι διθκιματοσ. 

Επίςθσ, διαλυμζνθ ουςία διαχζεται από τθν επιωάνεια τθσ μεμβράνθσ πίςω ςτον 

κφριο όγκο του διαλφματοσ. Τζλοσ, το πιγμα που ςχθματίηεται προςκζτει μια 

υδραυλικι αντίςταςθ ςτθ ροι μειϊνοντασ τθ ροι του διθκιματοσ[65][64].   

 

΢χιμα 4.1: ΢χθματικι αναπαράςταςθ των φαινομζνων μεταφοράσ μάηασ κατά τθν υπερδιικθςθ 
(Προςαρμογι από [64]). 

Θ ογκομετρικι ροι του διθκιματοσ διαμζςου τθσ μεμβράνθσ μπορεί να εκωραςτεί 

από μια τροποποιθμζνθ ςχζςθ Hagen-Poiseuille: 

   
   

     
          (4.3) 

Ππου J θ ογκομετρικι ροι του διθκιματοσ ανά μονάδα επιωάνειασ τθσ μεμβράνθσ 

(m3/m2s), D θ μζςθ ιςοδφναμθ διάμετροσ των πόρων (m), ε το κλάςμα των πόρων 

ανά μονάδα επιωάνειασ, L το πάχοσ τθσ μεμβράνθσ, ο διορκωτικόσ παράγοντασ του 

πάχουσ τθσ μεμβράνθσ και μ το ιξϊδεσ του διθκιματοσ (Pa s)[65].  

Επειδι τα μεγζκθ αυτά είναι δφςκολο να μετρθκοφν, ενςωματϊνονται ςε ζνα 

μζγεκοσ που ονομάηεται υδροδυναμικι αντίςταςθ τθσ μεμβράνθσ, RM, ι το 
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αντίςτροωό που καλείται διαπερατότθτα, QM. Θ υδροδυναμικι αντίςταςθ 

προςδιορίηεται πειραματικά με τθ διζλευςθ κακαροφ νεροφ, οπότε ιςχφει: 

  

   
    
  

         (4.4) 

Εωόςον είναι γνωςτι θ ροι του διθκιματοσ κατά τθν υπερδιικθςθ ενόσ 

διαλφματοσ, μπορεί να υπολογιςτεί μζςω τθσ υδροδυναμικισ αντίςταςθσ θ 

κινθτιρια δφναμθ ΔPTM-ΔΡ: 

      
      

 
          

 

  
 
      

 
          (4.5) 

 

Για τθν αποωυγι ι τθ μείωςθ ςχθματιςμοφ πιγματοσ ςτθν επιωάνεια τθσ 

μεμβράνθσ, θ τροωοδοςία μπορεί να διαβιβαςτεί παράλλθλα ςτθ μεμβράνθ 

(λειτουργία παράλλθλθσ ροισ), όπωσ ωαίνεται ςτο παρακάτω ςχιμα. Θ λειτουργία 

αυτι επιτρζπει επίςθσ τθ ςυμπφκνωςθ των πρωτεϊνικϊν διαλυμάτων, αν το 

παρακράτθμα ανακυκλϊνεται ωσ τροωοδοςία. 

 

΢χιμα 4.2: ΢χθματικι απεικόνιςθ των δφο διατάξεων μεμβράνθσ υπερδιικθςθσ (Προςαρμογι από 
[64]) 

 

4.3.2.iii Λυοφιλίωςη 

Θ λυοωιλίωςθ χρθςιμοποιείται ςυχνά για τθ ςυμπφκνωςθ ι τθν ξιρανςθ πρωτεϊνϊν 

που είναι ευαίςκθτεσ ςτθ κερμικι αποδιάταξθ. Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθν 
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εξάχνωςθ του διαλφτθ ςε χαμθλι κερμοκραςία και ςυνκικεσ κενοφ. Στα πρωτεϊνικά 

διαλφματα προςτίκενται ςτακεροποιθτικζσ ουςίεσ που εξαςωαλίηουν τθ διατιρθςθ 

τθσ δομισ μετά τθν ξιρανςθ[64][63]. Θ μζκοδοσ αποτελείται από τρία ςτάδια: 

 κατάψυξθ: το δείγμα τοποκετείται ςτο κάλαμο του ξθραντιρα και θ 

κερμοκραςία μειϊνεται μζχρι τθν πιξθ του διαλφτθ. Ο ρυκμόσ κατάψυξθσ 

μπορεί να επθρεάςει τθν ποιότθτα τθσ περιεχόμενθσ πρωτεΐνθσ. Αργόσ 

ρυκμόσ κατάψυξθσ ευνοεί το ςχθματιςμό μεγάλων κρυςτάλλων πάγου, 

γεγονόσ που διευκολφνει τθ διεργαςία αλλά αυξάνει τθν πικανότθτα 

μετουςίωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ. 

 Πρωτογενισ ξιρανςθ: ςτο ςτάδιο αυτό αωαιρείται περίπου το 80% του 

διαλφτθ. Αυτό επιτυγχάνεται με μείωςθ τθσ πίεςθσ του καλάμου ςε ςθμείο 

ϊςτε ο διαλφτθσ να μεταβαίνει απευκείασ από τθ ςτερεά ςτθν αζρια 

κατάςταςθ. Ο υπόλοιποσ διαλφτθσ παραμζνει ροωθμζνοσ ςτο προϊόν ωσ 

υγραςία.  

 Δευτερογενισ ξιρανςθ: ο υπόλοιποσ διαλφτθσ εκροωάται από το δείγμα και 

θ υγραςία του μειϊνεται ςε τζτοιο βακμό ϊςτε να αποτραπεί θ μικροβιακι 

ανάπτυξθ. Οι πρωτεΐνεσ ςυνικωσ απαιτοφν τθν παρουςία υγραςίασ για τθ 

διατιρθςθ τθσ δομισ και τθσ ενεργότθτάσ τουσ. 

 

 

΢χιμα 4.3: ΢χθματικι αναπαράςταςθ των βαςικϊν μερϊν του εξοπλιςμοφ λυοφιλίωςθσ 
(Προςαρμογι από [64]). 
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4.4 Φρωματογραφικϋσ μϋθοδοι 

Ωσ χρωματογραωικζσ μεκοδουσ ορίηει θ IUPAC το ςφνολο των τεχνικϊν που 

χρθςιμοποιοφνται για το διαχωριςμό των ςυςτατικϊν ενόσ δείγματοσ, ςτισ οποίεσ 

τα ςυςτατικά κατανζμονται μεταξφ δφο ωάςεων, θ μία από τισ οποίεσ είναι ςτατικι 

και θ άλλθ κινείται (κινθτι ωάςθ). Θ ςτατικι ωάςθ μπορεί να είναι ςτερει ι υγρι 

υποςτθριηόμενθ από ζνα ςτερεό ι ζνα πιγμα και μπορεί να είναι πακτωμζνθ ςε 

ςτιλθ ι τοποκετθμζνθ ωσ ςτιβάδα ι υμζνιο. 

Ανάλογα με τθν επιλογι των δφο ωάςεων και τθ ωφςθ των δυνάμεων που 

κακορίηουν τθν κατανομι των ςυςτατικϊν ανάμεςα ςτισ ωάςεισ, διακρίνονται 

διάωορα είδθ χρωματογραωίασ όπωσ θ χρωματογραωία ιοντοεναλλαγισ, θ 

χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ , θ χρωματογραωία ςυγγζνειασ και άλλεσ. 

Το ςφνολο των τεχνικϊν αυτϊν χρθςιμοποιείται ευρζωσ ςτον κακαριςμό 

πρωτεϊνϊν, επειδι μπορεί να επιτευχκεί διαχωριςμόσ με μεγάλθ διακριτικι 

ικανότθτα, ανάλογα με εγγενείσ ιδιότθτζσ τουσ. 

4.4.1 Φρωματογραφύα ιοντοεναλλαγόσ 

Θ χρωματογραωία ιοντοεναλλαγισ είναι θ πιο διαδεδομζνθ χρωματογραωικι 

τεχνικι για το διαχωριςμό πρωτεϊνϊν. Επιτυγχάνει διαχωριςμοφσ πολφ υψθλισ 

διακριτικισ ικανότθτασ και προςωζρει παράλλθλα μεγάλθ ςυμπφκνωςθ των 

δειγμάτων. Οι ςυνκικεσ τθσ μεκόδου (κερμοκραςία, ςυγκζντρωςθ αλάτων, pH) 

είναι ςχετικά ιπιεσ, επιτρζποντασ τθν ανάκτθςθ πρωτεϊνϊν ςτθν ωυςιολογικι τουσ 

διαμόρωωςθ[63][66]. 

Θ αρχι τθσ μεκόδου ςτθρίηεται ςτθν ζλξθ αντίκετα ωορτιςμζνων μορίων. Θ 

πρωτεΐνθ ωζρει επιωανειακό ωορτίο ανάλογα με το ιςοθλεκτρικό τθσ ςθμείο και με 

το pH του περιβάλλοντοσ. Θ ουςία ιοντοεναλλαγισ αποτελείται από μία μιτρα, 

ςυνικωσ από πορϊδθ ςωματίδια. Στθ μιτρα αυτι ακινθτοποιείται κάποια ουςία, 

είτε κετικά είτε αρνθτικά ωορτιςμζνθ. Για βελτίωςθ τθσ απόδοςθσ θ ουςία μπορεί 

να είναι ζνα ωορτιςμζνο πολυμερζσ ενοωκαλιςμζνο ςτθ μιτρα. Ανάλογα με το 

ωορτίο τθσ ουςίασ ιοντοεναλλαγισ θ μζκοδοσ διακρίνεται ςε χρωματογραωία 

κατιοντοεναλλαγισ ι ανιοντεναλλαγισ. Μια πρωτεΐνθ είναι αρνθτικά ωορτιςμζνθ 

πάνω από το ιςοθλεκτρικό τθσ ςθμείο και προςδζνεται ςε κετικά ωορτιςμζνθ 

ςτατικι ωάςθ ενϊ είναι κετικά ωορτιςμζνθ κάτω από το ιςοθλεκτρικό ςθμείο και 

προςδζνεται ςε μια αρνθτικά ωορτιςμζνθ ςτατικι ωάςθ. Συνεπϊσ, μια πρωτεΐνθ με 

υψθλό ιςοθλεκτρικό ςθμείο κα διαχωριςτεί με χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ. 

Θ ουςία ιοντοεναλλαγισ μπορεί να ςυμπεριωζρεται ωσ βάςθ ι οξφ. Μία ιςχυρά 

βαςικι ι όξινθ ουςία ιοντοεναλλαγισ δε μεταβάλλει το ωορτίο τθσ για ζνα ευρφ 

ωάςμα τιμϊν pH[66]. 
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Θ πρόςδεςθ μιασ πρωτεΐνθσ ςτθν ουςία ιοντοεναλλαγισ ςυμβαίνει ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ ενϊ θ ζκλουςθ ςε υψθλζσ. Αν K είναι ο ςυντελεςτισ 

κατανομισ τθσ πρωτεΐνθσ μεταξφ ςτατικισ και κινθτισ ωάςθσ και z ο αρικμόσ των 

κζςεων που μπορεί να ςυνδεκεί θ πρωτεΐνθ ςτθ ςτατικι ωάςθ, θ εξάρτθςι του από 

τθ ςυγκζντρωςθ άλατοσ εκωράηεται από τθ ςχζςθ: 

              
               (4.6) 

Ππου θ ςτακερά Ke εκωράηει τθ ςυγγζνεια τθσ πρωτεΐνθσ ςτθ ςτατικι ωάςθ, και q0 

θ ικανότθτα ιοντοεναλλαγισ (εκωράηει τα γραμμοιςοδφναμα ιόντοσ που μποροφν 

να ανταλλαγοφν ανά μονάδα μάηασ ςτατικισ ωάςθσ). Στισ πρωτεΐνεσ, ο αρικμόσ των 

κζςεων που μποροφν να προςδεκοφν ςτθ ςτατικι ωάςθ είναι πολφ μικρόσ ςε ςχζςθ 

με αυτόν του υλικοφ ιοντοεναλλαγισ. Μζχρι 10 κζςεισ ζχουν παρατθρθκεί ωσ 

τϊρα[66]. 

 

Διάγραμμα 4.2: ΢χζςθ μεταξφ κατακράτθςθ πρωτεΐνθσ και ςυγκζντρωςθσ άλατοσ για τθ 
χρωματογραφία ιοντοεναλλαγισ. Μεγαλφτερθ ςυγγζνεια πρωτεΐνθσ-ςτατικισ φάςθσ οδθγεί ςε 
ζκλουςθ για μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ. Σο ίδιο αποτζλεςμα παρατθρείται με αφξθςθ των 
κζςεων πρόςδεςθσ τθσ πρωτεΐνθσ (Προςαρμογι από [66]). 

Από τα παραπάνω ςυνάγεται ότι για τθν πρόςδεςθ των πρωτεϊνϊν, απαιτείται 

αρχικά πολφ χαμθλι ςυγκζντρωςθ άλατοσ, οπότε ςφνκετα δείγματα που 

προζρχονται από κυτταρικά εκχυλίςματα πρζπει να αραιϊνονται πριν τθ διζλευςθ 

από τθ ςτιλθ. Για να εξαςωαλιςτεί θ πρόςδεςθ τθσ πρωτεΐνθσ κα πρζπει: 

 Να επιλεγεί κατάλλθλο ρυκμιςτικό διάλυμα ανάλογα με το ιςοθλεκτρικό 

ςθμείο τθσ πρωτεΐνθσ 

 Το ρυκμιςτικό διάλυμα τθσ να ζχει pKa κοντά ςτο επιλεγμζνο pH 
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 Το ρυκμιςτικό διάλυμα να μθν προςδζνεται ςτθν ουςία ιοντοεναλλαγισ. 

Αποωεφγεται π.χ. θ χριςθ οξικϊν ςε ςτιλεσ ανιοντεναλλαγισ γιατί 

προκαλοφνται αςτακείσ ςυνκικεσ pH. 

Τα βιματα για τθν λειτουργία μιασ ςτιλθσ ιοντοεναλλαγισ είναι: 

 Φόρτωςθ με άλασ: γίνεται διαβιβάηοντασ από τθ ςτιλθ ρυκμιςτικό διάλυμα 

μοριακότθτασ 10 ζωσ 100mM με 1M NaCl, ϊςτε οι κζςεισ πρόςδεςθσ τθσ 

ουςίασ ιοντοεναλλαγισ να κορεςτοφν με αντίκετα ωορτιςμζνα ιόντα. 

 Εξιςορρόπθςθ: γίνεται με διαβίβαςθ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ που ζχει 

επιλεγεί για τθν πρωτεΐνθ, ϊςτε να εξιςορροπιςει το pH τθσ ςτιλθσ. 

 Διαβίβαςθ του δείγματοσ: το πρωτεϊνικό διάλυμα προσ διαχωριςμό 

διαβιβάηειται από τθ ςτιλθ, κατά προτίμθςθ ςτο ίδιο pH με το διάλυμα 

εξιςορρόπθςθσ. Θ πρωτεΐνθ δεςμεφεται ςτθ ςτατικι ωάςθ τθσ ςτιλθσ. 

 Ζκπλυςθ μθ δεςμευμζνθσ φλθσ: οι ουςίεσ που δεν προςδζνονται ςτθ ςτατικι 

ωάςθ εκπλζνονται από τθ ςτιλθ με ρυκμιςτικό διάλυμα ςτο οποίο μπορεί 

να προςτεκεί μικρι ποςότθτα άλατοσ ι άλλθσ ουςίασ (π.χ. ουρίασ, 

ςακχάρων κ.α.) ανάλογα με τθν πρωτεΐνθ, για να αυξιςει τθν κακαρότθτά 

τθσ. 

 Ζκλουςθ πρωτεΐνθσ: Θ ζκλουςθ τθσ δεςμευμζνθσ πρωτεΐνθσ μπορεί να 

πραγματοποιθκεί με τθ διζλευςθ διαλφματοσ άλατοσ από τθ ςτιλθ. 

Συνικωσ διαβιβάηεται ςτθ ςτιλθ διάλυμα άλατοσ , θ ςυγκζντρωςθ του 

οποίου αυξάνεται γραμμικά με το χρόνο (με ανάμειξθ διαλφματοσ ωόρτωςθσ 

και εξιςορρόπθςθσ ςε διάωορεσ αναλογίεσ). Ανάλογα με τθ ςυγγζνεια των 

πρωτεϊνϊν και τον αρικμό κζςεων πρόςδεςθσ, αυτζσ εξζρχονται ςε 

διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ. Το διάλυμα που εξζρχεται από τθ 

ςτιλθ ςυλλζγεται ςε κλάςματα οπότε μπορεί να προςδιοριςτεί ςε ποια 

ςυγκζντρωςθ εκλοφεται θ επικυμθτι πρωτεΐνθ, αναλφοντασ τα διάωορα 

κλάςματα. 

 Αναγζννθςθ ςτιλθσ: μετά τθν ζκλουςθ των πρωτεϊνϊν διαβιβάηεται ξανά 

διάλυμα άλατοσ για να απομακρφνει τυχόν υπολείμματα. Αν το πρωτεϊνικό 

διάλυμα περιζχει ουςίεσ όπωσ λιπίδια, ενδοτοξίνεσ και άλλεσ ουςίεσ που 

προςδζνονται ςτθ ςτατικι ωάςθ, διαβιβάηεται διάλυμα καυςτικοφ νατρίου. 

Τα υλικά που χρθςιμοποιοφνται ωσ ςτατικζσ ωάςεισ ςτο διαχωριςμό βιολογικϊν 

μακρομορίων αποτελοφνται ςυνικωσ από ςωαιρίδια ενόσ υλικοφ μιτρασ που 

διακζτουν πόρουσ πλθρωμζνουσ με υγρό. Τα ςυνθκζςτερα υλικά καταςκευισ των 

μθτρϊν είναι πολυςακχαρίτεσ (κυτταρίνθ, δεξτράνθ, αγαρόηθ), ςυνκετικά οργανικά 

πολυμερι (πολυακρυλαμίδιο, πολυςτυρζνιο) και ανόργανα υλικά (υδροξυαπατίτθσ, 

silica). Για τθ δθμιουργία μθχανικά ανκεκτικϊν μθτρϊν τα μόρια των υλικϊν 

διαςταυρϊνονται χθμικά και τοποκετείται ςε αυτά κάποια δραςτικι 

ιοντοεναλλακτικι ουςία[66]. 
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Πίνακασ 4.2: Μερικά υλικά ςτατικισ φάςθσ χρωματογραφίασ ιοντοεναλλαγισ (προςαρμογι από [66]) 

Ονομαςία 

ςτατικισ φάςθσ 
Προμθκευτισ υλικό μιτρασ 

μζςθ διάμετροσ 

ςωματιδίων (μm) 

UNOsphere rapid S Bio-Rad 

διαςταυρωμζνο 

δίκτυο 

πολυακρυλαμιδίου 

80 

S-HyperD M Pall 

κεραμικοί ωλοιοί 

πλθρωμζνοι με 

μαλακό gel 

πολυακρυλαμιδίου 

80 

SP sepharose fast 

flow 
GE Healthcare 

διαςταυρωμζνθ 

αγαρόηθ 
90 

 

4.4.2 Φρωματογραφύα μοριακόσ διόθηςησ 

Θ χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ ι αποκλειςμοφ μεγζκουσ (gel filtration, size 

exclusion chromatography) είναι μοναδικι ανάμεςα ςτισ χρωματογραωικζσ 

μεκόδουσ κακϊσ θ κλαςμάτωςθ των μορίων βαςίηεται ςτο ςχετικό μζγεκοσ των 

πρωτεϊνικϊν μορίων[63][67]. 

Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθ χριςθ πορωδϊν ςωαιριδίων από πθκτι πολυμεροφσ 

υλικοφ. Μια ςτιλθ πλθρωμζνθ με τα ςωαιρίδια αυτά διακζτει δφο διακριτοφσ 

όγκουσ υγροφ: τον όγκο που βρίςκεται ςτα διάκενα μεταξφ των ςωαιριδίων 

(εξωτερικόσ όγκοσ) και τον όγκο που βρίςκεται μζςα ςτουσ πόρουσ των ςωαιριδίων 

(εςωτερικόσ όγκοσ). Τα μεγάλα μόρια ιςορροποφν μόνο με τον εξωτερικό όγκο, ενϊ 

τα μικρά μόρια ιςορροποφν τόςο με τον εςωτερικό όςο και τον εξωτερικό όγκο 

υγροφ. Το μείγμα πρωτεϊνϊν εγχζεται ςτθν κορυωι τθσ ςτιλθσ και αωινεται να 

διαςταλάξει μζςα από αυτιν. Τα μεγάλα πρωτεϊνικά μόρια αποκλείονται από τον 

εςωτερικό όγκο με αποτζλεςμα να εξζρχονται πρϊτα από τθ ςτιλθ, ενϊ τα 

μικρότερα που ζχουν πρόςβαςθ ςτον εςωτερικό όγκο, εξζρχονται 

αργότερα[63][67]. 

Οι διαςτάςεισ που παίηουν ρόλο ςτθ χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ είναι θ 

διάμετροσ των πόρων των ςωαιριδίων και θ υδροδυναμικι διάμετροσ των 

πρωτεϊνικϊν μορίων. Ρρωτεΐνεσ των οποίων θ υδροδυναμικι διάμετροσ είναι μικρι 

ςε ςχζςθ με τθ μζςθ διάμετρο των πόρων ζχουν πρόςβαςθ ςτον εςωτερικό όγκο 

των ςωαιριδίων. Για μόρια με ενδιάμεςεσ υδροδυναμικζσ διαμζτρουσ, ζνα ποςοςτό 
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ειςζρχεται ςτουσ πόρουσ ενϊ ζνα άλλο όχι, ενϊ μόρια με μεγάλθ υδροδυναμικι 

διάμετρο αποκλείονται από τα ςωματίδια[67]. 

 

΢χιμα 4.4: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ αρχισ λειτουργίασ τθσ χρωματογραφίασ μοριακισ διικθςθσ 
(Προςαρμογι από Isaac Yonemoto, http://en.wikipedia.org/wiki/User:Takometer) 

Μια τυπικι καμπφλθ ζκλουςθσ ωαίνεται ςτο Διάγραμμα 4.3. Ωσ όγκοσ μθδζν 

κεωρείται θ ςτιγμι ειςαγωγισ του δείγματοσ ςτθ ςτιλθ. Ο όγκοσ V0 

αντιπροςωπεφει τον όγκο των διάκενων μεταξφ των ςωαιριδίων τθσ ςτιλθσ και 

αντιςτοιχεί ςτον όγκο ζκλουςθσ του ςυςτατικοφ που αποκλείεται από τα ςωαιρίδια. 

Ο όγκοσ Vt είναι ίςοσ με τον εξωτερικό και τον εςωτερικό όγκο υγροφ και αντιςτοιχεί 

ςτον όγκο ζκλουςθσ του ςυςτατικοφ που ειςζρχεται ςτα ςωαιρίδια. Πγκοι ζκλουςθσ 

μεταξφ των δφο αυτϊν τιμϊν ορίηονται ωσ Ve. Από τα παραπάνω μπορεί να οριςτεί 

ο ςυντελεςτισ διαχωριςμοφ: 

     
     
     

 (4.7) 
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Διάγραμμα 4.3: Συπικι καμπφλθ ζκλουςθσ χρωματογραφίασ μοριακισ διικθςθσ. Ο οριηόντιοσ άξονασ 
εκφράηεται ςε όρουσ όγκου ζκλουςθσ, ι αν θ ογκομετρικι παροχι ςτθ ςτιλθ είναι ςτακερι, ςε όρουσ 
χρόνου. Ο κατακόρυφοσ άξονασ εκφράηει απορρόφθςθ ςε κάποιο μικοσ κφματοσ λ (προςαρμογι 
από:[67]). 

 

Ο ςυντελεςτισ διαχωριςμοφ εξαρτάται ςιγμοειδϊσ από το λογάρικμο του μοριακοφ 

βάρουσ (Διάγραμμα 4.4). Ο διαχωριςμόσ πρωτεϊνϊν με βάςθ το μοριακό βάροσ κα 

είναι βζλτιςτοσ ςτο ευκφγραμμο τμιμα τθσ καμπφλθσ, δθλαδι για ςυντελεςτι 

διαχωριςμοφ μεταξφ 0.2 και 0.8. Το εφροσ αυτό εκωράηει τθν ικανότθτα 

κλαςμάτωςθσ του υλικοφ τθσ ςτατικισ ωάςθσ. Μεγαλφτερθ κλίςθ τθσ καμπφλθσ ςτο 

εφροσ κλαςμάτωςθσ ςθμαίνει μεγαλφτερθ διακριτικι ικανότθτα του υλικοφ. 

Αντίςτοιχα, ο καλφτεροσ διαχωριςμόσ μεταξφ πρωτεϊνϊν παρεμωεροφσ μοριακοφ 

βάρουσ κα γίνει με ζνα υλικό που ζχει μικρό εφροσ κλαςμάτωςθσ. 

 
Διάγραμμα 4.4: Εξάρτθςθ του ςυντελεςτι διαχωριςμοφ από το λογάρικμο του μοριακοφ βάρουσ 
(προςαρμογι από [67]) 

Θ αδυναμία τθσ χρωματογραωίασ μοριακισ διικθςθσ ωσ προσ τον κακαριςμό 

πρωτεϊνϊν ζγκειται ςτο ότι οι περιςςότερεσ πρωτεΐνεσ αποκλείονται από τθ ςτατικι 

ωάςθ και εκλοφονται γριγορα, με αποτζλεςμα ο διαχωριςμόσ να ζχει χαμθλι 
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διακριτικι ικανότθτα. Ωςτόςο, αν θ επικυμθτι πρωτεΐνθ ζχει ςθμαντικι διαωορά 

ςτο μοριακό βάροσ από τισ υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ του μείγματοσ τότε ο διαχωριςμόσ 

είναι επιτυχισ. Για μεγαλφτερθ επιτυχία, το δείγμα προσ διαχωριςμό δεν πρζπει να 

περιζχει πάνω από 50mg/mL πρωτεϊνθσ και να είναι διαυγαςμζνο ϊςτε να μθν 

παρεμποδιςτεί θ ροι ςτθ ςτιλθ. 

Τα υλικά που χρθςιμοποιοφνται ωσ ςτατικι ωάςθ ςτθ χρωματογραωία μοριακισ 

διικθςθσ διακρίνονται ςε δφο κατθγορίεσ: κοινά υλικά και υλικά υψθλισ 

απόδοςθσ. Τα κοινά υλικά διατίκενται ςτο εμπόριο «χφδθν»(bulk) και 

τοποκετοφνται ςτισ ςτιλεσ από τον ερευνθτι. Ζχουν χαμθλι τιμι αλλά και 

χαμθλοφσ ογκομετρικοφσ ρυκμοφσ. Τα υλικά υψθλισ απόδοςθσ ζχουν 

μεγαλφτερουσ ογκομετρικοφσ ρυκμοφσ, υψθλότερο κόςτοσ και διατίκενται ςτο 

εμπόριο ωσ πλθρωμζνεσ ςτιλεσ. Ππωσ και τα πλθρωτικά υλικά τθσ 

χρωματογραωίασ ιοντοεναλλαγισ, ζτςι και αυτά τθσ μοριακισ διικθςθσ 

καταςκευάηονται από πολυςακχαρίτεσ όπωσ δεξτράνεσ και αγαρόηθ, οργανικά 

πολυμερι όπωσ πολυακρυλαμίδιο και ανόργανα υλικά όπωσ ςίλικα[67]. 
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Πίνακασ 4.3: Τλικά που χρθςιμοποιοφνται ωσ ςτατικι φάςθ ςε χρωματογραφία μοριακισ διικθςθσ 
και κάποιεσ ιδιότθτεσ αυτϊν (Προςαρμογι από [67]) 

Ονομαςία Προμθκευτισ 
Μορφι 

διάκεςθσ 

pH 

λειτουργίασ 

Θερμοκραςία 

λειτουργίασ 

(°C) 

Διάμετροσ 

ςφαιριδίων 

(μm) 

Κοινά υλικά 

Biogel P Bio-Rad Σκόνθ 2-10 1-80 40-30 

Sepharose Pharmacia Αιϊρθμα 4-10 1-40 45-200 

Sephadex 

G 
Pharmacia Σκόνθ 2-10 1-100 20-300 

Τλικά υψθλισ απόδοςθσ 

Zorbax DuPont 
Ρλθρωμζνθ 

ςτιλθ 
3-8.5 1-100 4-6 

Protein Pak Waters 
Ρλθρωμζνθ 

ςτιλθ 
2-8 1-90 10 

Superose Pharmacia 
Ρλθρωμζνθ 

ςτιλθ 
1-14 4-40 10-13 

 

4.5 Μϋθοδοι μϋτρηςησ και προςδιοριςμοϑ καθαρϐτητασ 

4.5.1 Ηλεκτροφϐρηςη πόγματοσ 

Θ θλεκτροωόρθςθ μετά νατρίου άλατοσ κειικοφ δωδεκυλίου- πιγματοσ 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) είναι μία άριςτθ τεχνικι ταυτοποίθςθσ και 

παρακολοφκθςθσ πρωτεϊνϊν κατά τον κακαριςμό και χρθςιμοποιείται για τθν 

εκτίμθςθ τθσ ομοιογζνειασ των κακαριςμζνων κλαςμάτων. Χρθςιμοποιείται κατά 

κόρον για τον προςδιοριςμό του μοριακοφ βάρουσ των πρωτεϊνϊν κακϊσ και για 

τον προςδιοριςμό υπομονάδων ςε κακαριςμζνεσ πρωτεΐνεσ.  

Θ αρχι τθσ μεκόδου, αν και ζχει περίπλοκθ κεωρθτικι κεμελίωςθ, είναι ςχετικά 

απλι ςτθν κατανόθςθ. Σε ζναν θλεκτροωορθτικό διαχωριςμό, τα ωορτιςμζνα είδθ 

του μείγματοσ κινοφνται προσ ζνα θλεκτρόδιο αντίκετου ωορτίου. Θ κίνθςθ 

επιβραδφνεται από αλλθλεπιδράςεισ με το πιγμα πολυακρυλαμιδίου, το οποίο 
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λειτουργεί ωσ μοριακό κόςκινο. Οι αντίρροπεσ αλλθλεπιδράςεισ θλεκτρικϊν 

δυνάμεων και αντίςταςθσ του πιγματοσ οδθγοφν ςε διαωορετικι χϊρθςθ κάκε 

πρωτεϊνικοφ μορίου ςτο πιγμα. Ο διαχωριςμόσ αυτόσ εξαρτάται από το μζγεκοσ, το 

ςχιμα και το ωορτίο των μακρομορίων. 

Για να αποκτιςουν όλεσ οι πρωτεΐνεσ το ίδιο περίπου ωορτίο ανά μονάδα μάηασ, 

και ςυνεπϊσ να διαχωρίηονται με βάςθ το μοριακό βάροσ, τα δείγματα προσ 

θλεκτροωόρθςθ κατεργάηονται πρϊτα με κερμό SDS (μετά νατρίου άλασ του 

κειικοφ δωδεκυλίου), που είναι ζνα ανιονικό απορρυπαντικό. Το SDS προςδζνεται 

ςτθν πρωτεΐνθ ςε αναλογία περίπου 1.4mg SDS/mg πρωτεΐνθσ, προςδίδοντάσ τθσ 

αρνθτικό ωορτίο. Ραράλλθλα το SDS διαςπά όλουσ τουσ μθ ομοιοπολικοφσ 

δεςμοφσ, αποδιατάςςοντασ τθν πρωτεΐνθ και διαςπϊντασ τθν ςτισ επιμζρουσ 

υπομονάδεσ τθσ (εάν διακζτει). Θ θλεκτροωορθτικι κινθτικότθτα όλων των 

ςυμπλόκων SDS-πολυπεπτιδίου είναι ομοιογενισ και θ χϊρθςι τουσ ςτο πιγμα 

είναι αντιςτρόωωσ ανάλογθ του μοριακοφ τουσ βάρουσ. Μικρά μόρια δθλαδι 

προχωροφν ταχφτερα ςτο πιγμα, ενϊ μεγάλα μόρια πιο αργά. Με τον τρόπο αυτό 

μπορεί να προςδιοριςτεί το μοριακό βάροσ και ο αρικμόσ των υπομονάδων μιασ 

πρωτεΐνθσ ςε ζνα βακμονομθμζνο πιγμα. Επίςθσ, αν μία πρωτεΐνθ εμωανίηει μόνο 

μία ηϊνθ ςε ζνα τζτοιο πιγμα, αυτό αποτελεί κριτιριο τθσ κακαρότθτάσ τθσ [68]. 

 
΢χιμα 4.5: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ μεκόδου SDS-PAGE (προςαρμογι από:  

Θ διαδικαςία τθσ μεκόδου ωαίνεται ςτο Σχιμα 4.5. Θ πλάκα του πιγματοσ 

πολυακρυλαμιδίου παραςκευάηεται ςτο εργαςτιριο ανάμεςα ςε δφο γυάλινεσ 

πλάκεσ και ωζρει ςτθν κορυωι μικρζσ εςοχζσ ςτισ οποίεσ εγχζεται αργότερα το 

δείγμα. Μετά τθν πιξθ του πολυμεροφσ, θ πλάκα τοποκετείται ςε ειδικό υποδοχζα 

που ωζρνει τθν άνω πλευρά του πιγματοσ ςε επαωι με ζνα διάλυμα κακόδου και 

τθν κάτω πλευρά με ζνα διάλυμα ανόδου.  Το δείγμα, που ζχει προθγουμζνωσ 

κατεργαςτεί με SDS, εγχζεται ςε μία εςοχι του πιγματοσ. Σε δεφτερθ εςοχι του 

ίδιου πιγματοσ εγχζεται ςυνικωσ διάλυμα με πρωτεΐνεσ γνωςτοφ μοριακοφ 

βάρουσ (μάρτυρεσ) οι οποίεσ κα το βακμονομιςουν και κα επιτρζψουν τον 

προςδιοριςμό του μοριακοφ βάρουσ των πρωτεϊνϊν του δείγματοσ. Τζλοσ, θ 

ςυςκευι ςυναρμολογείται και εωαρμόηεται ςτακερι τάςθ (περίπου 20-30V/cm 
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πιγματοσ) ςτα θλεκτρόδια. Οι πρωτεΐνεσ, ανάλογα με το μοριακό τουσ βάροσ 

ςχθματίηουν διακριτζσ ηϊνεσ ςτο πιγμα. 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ θλεκτροωόρθςθσ οι ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν δεν είναι 

ορατζσ. Για το λόγο αυτό το πιγμα κατεργάηεται με διάλυμα χρωςτικισ που 

προςδζνεται ςτισ πρωτεΐνεσ και τισ κακιςτά ορατζσ. Θ ςυνθκζςτερθ χρωςτικι ουςία 

είναι θ Coomassie brilliant blue θ οποία χρωματίηει μπλε τισ πρωτεΐνεσ, 

προςδίδοντασ καλι ευκρίνεια για ποςότθτεσ 0.1-1μg πρωτεΐνθσ ανά ηϊνθ. Για 

μεγαλφτερθ ευαιςκθςία (ορατζσ πρωτεΐνεσ ςε ποςότθτα 10-100ng ανά ηϊνθ) 

χρθςιμοποιείται χρϊςθ με άργυρο (silver stain) [68]. 

Συγκρίνοντασ τισ ηϊνεσ του δείγματοσ  με τισ ηϊνεσ του διαλφματοσ με τισ 

πρωτεΐνεσ-μάρτυρεσ, μπορεί να προςδιοριςτεί το μοριακό βάροσ των πρωτεϊνϊν 

του δείγματοσ. Αν το δείγμα εμωανίςει μόνο μία ηϊνθ τότε ςθμαίνει ότι περιζχει 

μόνο μία πρωτεΐνθ θ οποία μάλιςτα είναι μονομερισ. 

 

4.5.2 Μϋθοδοι ποςοτικοϑ προςδιοριςμοϑ πρωτεϏνησ 

Σε πολλά ςτάδια του κακαριςμοφ είναι απαραίτθτθ θ μζτρθςθ τθσ περιεχόμενθσ 

πρωτεΐνθσ ςτο διάλυμα. Θ πλθροωορία αυτι βοθκά ςτθν παρακολοφκθςθ τθσ 

διαδικαςίασ του κακαριςμοφ και ςτθν περίπτωςθ των ενηφμων, ςε ςυνδυαςμό με 

τθν ενεργότθτα του ενηφμου, ςτον προςδιοριςμό τθσ κακαρότθτάσ τουσ. 

Οι μζκοδοι ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ πρωτεΐνθσ είναι κυρίωσ 

ωαςματοωωτομετρικζσ και άρα ζχουν χαμθλό κόςτοσ και δεν απαιτείται ακριβόσ 

εξοπλιςμόσ. Οι βαςικότερεσ από αυτζσ περιγράωονται παρακάτω. 

4.5.2.i Απορρόφηςη ςτο υπεριώδεσ ςτα 280nm 

Οι πρωτεΐνεσ εμωανίηουν ζνα χαρακτθριςτικό ωάςμα απορρόωθςθσ ςτο υπεριϊδεσ, 

γφρω ςτα 280nm που οωείλεται ςτθν απορρόωθςθ των αρωματικϊν αμινοξζων 

τυροςίνθ και τρυπτοωάνθ. Αν θ αλλθλουχία αμινοξζων τθσ πρωτεΐνθσ δεν περιζχει 

ι περιζχει μικρό αρικμό από τα αμινοξζα αυτά, θ μζκοδοσ κα δϊςει εςωαλμζνο 

αποτζλεςμα [69]. 

Θ μζτρθςθ γίνεται ςε κυψελίδεσ χαλαηία ςε ωαςματοωωτόμετρο υπεριϊδουσ και 

μπορεί να ανιχνεφςει ποςότθτα πρωτεΐνθσ ςτο εφροσ 20-3000μg. Σθμεία που 

χριηουν προςοχισ είναι: 

  Θ χριςθ ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων που δεν απορροωοφν ςτο υπεριϊδεσ 

 Το δείγμα προσ μζτρθςθ να είναι διαυγζσ. Κολά δείγματα μειϊνουν τθ 

διζλευςθ του ωωτόσ λόγω ςκζδαςθσ, δίνοντασ εςωαλμζνα αποτελζςματα 

υψθλισ απορρόωθςθσ 
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 Το δείγμα να είναι ελεφκερο από νουκλεϊκά οξζα. Τα νουκλεϊκά οξζα 

απορροωοφν ζντονα ςτα 280nm και αποτελοφν ςυχνά προςμίξεισ ςε 

πρωτεϊνικά διαλφματα. Ζνα διάλυμα κακαρισ πρωτεΐνθσ εκτιμάται ότι ζχει 

λόγο απορρόωθςθσ ςτα 280nm προσ απορρόωθςθ ςτα 260nm γφρω ςτο 2 

[69]. 

4.5.2.ii Απορρόφηςη ςτο υπεριώδεσ ςτα 205nm 

Ο πεπτιδικόσ δεςμόσ απορροωά ωωτόνια ςε μζγιςτο μικοσ κφματοσ κάτω από τα 

210nm. Ραρόλα αυτά το πλάτοσ τθσ κορυωισ απορρόωθςθσ του πεπτιδικοφ δεςμοφ 

επιτρζπει μετριςεισ ςε μεγαλφτερα μικθ κφματοσ, γεγονόσ που μπορεί να ζχει 

ςθμαντικά πλεονεκτιματα ωσ προσ τθν ακρίβεια. Λόγω παρεμβολϊν που 

οωείλονται ςτουσ διαλφτεσ και ςτα ρυκμιςτικά διαλφματα, ςυχνά χρθςιμοποιοφνται 

οι απορροωιςεισ ςτα 214 και 220nm ωσ εναλλακτικζσ τιμζσ για τθ μζτρθςθ 

πρωτεϊνϊν και πεπτιδίων. 

 Θ απορρόωθςθ ςτα 205nm χρθςιμοποιείται ςτον ποςοτικό προςδιοριςμό αραιϊν 

πρωτεϊνικϊν διαλυμάτων ι ςε μετριςεισ ςε ςτιλεσ χρωματογραωίασ ςυνεχοφσ 

λειτουργίασ και για τθν ανάλυςθ πεπτιδίων με λίγα ι κακόλου αρωματικά 

αμινοξζα. Το εφροσ προςδιοριςμοφ είναι 1-100μg πρωτεΐνθσ[69]. 

4.5.2.iii Μέθοδοσ Bradford 

Θ μζκοδοσ Bradford χρθςιμοποιεί τθ χρωςτικι Coomassie brilliant blue που βρίςκει 

ευρεία εωαρμογι ςτθ χρϊςθ πρωτεϊνϊν. Ο βαςικόσ τθσ μθχανιςμόσ είναι θ 

πρόςδεςθ τθσ χρωςτικισ ςε όξινο pH ςε κατάλοιπα αργινίνθσ, ιςτιδίνθσ, 

ωαινυλαλανίνθσ, τρυπτοωάνθσ και τυροςίνθσ κακϊσ και ςε υδροωοβικζσ 

αλλθλεπιδράςεισ τθσ πρωτεΐνθσ. Θ πρόςδεςθ ςτακεροποιεί τθν ανιοντικι μορωι 

τθσ χρωςτικισ μετατοπίηοντασ τθν απορρόωθςθ ωωτόσ από τα 465 ςτα 595nm. 

Τα πλεονεκτιματα τθσ μεκόδου είναι πολλά. Τα όργανα που χρθςιμοποιεί είναι 

κοινά, τα αντιδραςτιρια ζχουν χαμθλό κόςτοσ και θ ευαιςκθςία τθσ είναι 

ςθμαντικά υψθλι (1-50μg πρωτεΐνθσ).  

4.5.2.iv Μέθοδοσ Lowry 

Θ μζκοδοσ Lowry ςτθρίηεται ςε μια διαδικαςία δφο ςταδίων. Αρχικά λαμβάνει χϊρα 

θ αντίδραςθ Biuret, κατά τθν οποία οι πρωτεΐνεσ ανάγουν ιόντα χαλκοφ (Cu2+ ςε 

Cu+) και ςτθ ςυνζχεια ανάγεται το αντιδραςτιριο Folin-Ciocalteu δθμιουργϊντασ 

χαρακτθριςτικό μπλε χρϊμα που απορροωά ζντονα ωωσ ςε μικοσ κφματοσ 750nm. 

Αν και θ μζκοδοσ ζχει μεγάλθ ευαιςκθςία (5-100μg), ζχει αντικαταςτακεί από τθ 

μζκοδο BCA (βλ.§4.5.2.v). 
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4.5.2.v Μέθοδοσ BCA 

Θ μζκοδοσ BCA βαςίηεται ςτθν ίδια αρχι με τθ μζκοδο Lowry, με μόνθ διαωορά ότι 

το αντιδραςτιριο Folin-Coicalteu αντικακίςταται με το BCA (bicinchoninic acid) 

αυξάνοντασ τθν ευαιςκθςία τθσ μεκόδου (0.2-50μg) και ελαχιςτοποιϊντασ τισ 

παρεμβολζσ από άλλεσ ουςίεσ του διαλφματοσ. Θ αντίδραςθ του BCA με τα 

μονοςκενι κατιόντα χαλκοφ (Cu+) που προζρχονται από τθν αναγωγι των ιόντων 

Cu2+ από τισ πρωτεΐνεσ δίνει ζνα ζντονα ιϊδεσ ςφμπλοκο (μζγιςτθ απορρόωθςθ ςτα 

562nm). Θ αντίδραςθ εξαρτάται ζντονα από τθ κερμοκραςία και ςε υψθλότερεσ 

κερμοκραςίεσ (60°C) θ ζνταςθ του χρϊματοσ είναι εντονότερθ. 
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Κεφϊλαιο 5 : Μελϋτη τησ δομόσ των πρωτεώνών 

με φαςματοςκοπύα κυκλικοϑ διχρωιςμοϑ 

5.1 Ειςαγωγό 

Θ ΥΥΡ ζχει μελετθκεί ςε αρκετζσ βιβλιογραωικζσ αναωορζσ ςαν μζκοδοσ 

εναλλακτικι τθσ κερμικισ επεξεργαςίασ για τθν απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ ςε 

διάωορα ωροφτα και λαχανικά όπωσ πορτοκάλι, μιλο, μπανάνα, ωράουλα, καρότο, 

τομάτα, grapefruit ([58],[54],[59],[48],[70]). Αντίςτοιχεσ μελζτεσ είχαν προθγθκεί και 

ςτο Εργαςτιριο Χθμείασ και Τεχνολογίασ τροωίμων του ΕΜΡ, κακϊσ είχε μελετθκεί 

θ επίδραςθ τθσ ΥΥΡ ςτθ δραςτικότθτα τθσ ΡΜΕ προερχόμενθσ από χυμό 

πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel[47] και Valencia (Katsaros et al., 2010), κακϊσ και 

ΡΜΕ προερχόμενθσ από ροδάκινο (Boulekou et al., 2010) και λωτό (Katsaros et al., 

2008). Τα αποτελζςματα όλων των ερευνϊν ςυγκλίνουν ςτο ότι θ διαωορετικότθτα 

ςτθν προζλευςθ του ενηφμου, διαωορετικό ωροφτο, ακόμα και διαωορετικι 

ποικιλία του ιδίου ωροφτου απαιτεί διαωορετικζσ ςυνκικεσ απενεργοποίθςθσ τθσ 

ΡΜΕ. Θ παρατιρθςθ αυτι αποτζλεςε κίνθτρο για τθ ςυνζχιςθ τθσ ζρευνασ, όςον 

αωορά τθν επίδραςθ τθσ επεξεργαςίασ με ΥΥΡ ςτθν ΡΜΕ. Ρικανι αιτία που κα 

μποροφςε να εξθγιςει αυτι τθν ιδιαίτερθ ςυμπεριωορά του ενηφμου είναι 

μεταβολζσ ςτθ δομι του.  Για αυτό το λόγο μετά τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ 

ςυνδυαςμζνθσ εωαρμογισ τθσ ΥΥΡ και τθσ κερμοκραςίασ ςτθ δραςτικότθτα των 

ΡΜΕ από διαωορετικι πθγι προζλευςθσ ακολοφκθςε θ απομόνωςθ και ο 

κακαριςμόσ τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ από ωλοφδα πορτοκαλιοφ ποικιλίασ 

Valencia για τον ζλεγχο πικανϊν μόνιμων αλλαγϊν τθσ δευτεροταγοφσ και 

τριτοταγοφσ τθσ δομισ μετά από επεξεργαςία με ΥΥΡ. 

Θ μελζτθ τθσ μεταβολισ τθσ δομισ ζγινε με τθν μζκοδο τθσ ωαςματοςκοπίασ 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Ανάμεςα ςτισ διάωορεσ μεκόδουσ εξζταςθσ τθσ δομισ των 

πρωτεϊνϊν, θ τεχνικι αυτι επιτρζπει τθν εξαγωγι ςυμπεραςμάτων ςχετικά με τθ 

δευτεροταγι και τθν τριτοταγι δομι, χρθςιμοποιϊντασ ωσ δείγματα πρωτεϊνικά 

διαλφματα υψθλισ κακαρότθτασ. 
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5.2 Η φαςματοςκοπύα κυκλικοϑ διχρωιςμοϑ 

Θ μελζτθ και καταγραωι τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν τα τελευταία χρόνια οωείλεται 

κυρίωσ ςτισ καινοτομίεσ ςτθν τεχνολογία του αναςυνδυαςμζνου DNA που 

επιτρζπουν τθν ζκωραςθ και παραγωγι πρωτεϊνϊν ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ αλλά και 

ςτισ προόδουσ που ζχει ςθμειϊςει θ βιοπλθροωορικι. Οι δομζσ πρωτεϊνϊν που 

καταχωροφνται ςτθν πρωτεϊνικι βάςθ δεδομζνων PDB (protein data bank) ετθςίωσ 

ξεπερνοφν πλζον τισ 2000. Ωςτόςο οι τεχνικζσ διαλεφκανςθσ τθσ πρωτεϊνικισ δομισ 

είναι ςυνικωσ καταςτρεπτικζσ, καταργϊντασ δθλαδι τθ βιολογικι ενεργότθτά τουσ. 

Ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ (CD: circular dichroism) επιτρζπει τθ μελζτθ τθσ δομισ των 

πρωτεϊνϊν υπό ςυνκικεσ που παραμζνουν βιολογικά ενεργζσ, αλλά και τθ μελζτθ 

τθσ μεταβολισ τθσ δομισ με το χρόνο. Ειδικά ςτθν περίπτωςθ των ενηφμων αυτό 

είναι ιδιαίτερα ςθμαντικό. 

Σε ςχζςθ με άλλεσ τεχνικζσ μελζτθσ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν, όπωσ είναι θ 

κρυςταλλογραωία ακτινϊν-Χ και θ ωαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ 

ςυντονιςμοφ, ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ είναι μια τεχνικι χαμθλισ ανάλυςθσ που δίνει 

γενικζσ πλθροωορίεσ δομισ. Είναι ωςτόςο μια πολφ λιγότερο απαιτθτικι τεχνικι 

όςον αωορά ςτο χρόνο και τθν προετοιμαςία των δειγμάτων που απαιτείται. 

Επίςθσ, μπορεί να διερευνιςει τθ δομι μιασ πρωτεΐνθσ ςε μεγάλο εφροσ ςυνκθκϊν 

και να μετριςει το ρυκμό με τον οποίο παρατθροφνται δομικζσ αλλαγζσ. 

5.2.1 Αρχό τησ μεθϐδου 

Ωσ γνωςτόν το ωωσ είναι ζνα θλεκτρομαγνθτικό κφμα που αποτελείται από τθν 

ταλάντωςθ μιασ ςυνιςτϊςασ θλεκτρικοφ και μιασ ςυνιςτϊςασ μαγνθτικοφ πεδίου, 

κάκετεσ μεταξφ τουσ ςτο χϊρο. Το ωωσ είναι γραμμικά πολωμζνο όταν οι δφο 

ςυνιςτϊςεσ είναι ςε ωάςθ και ζχουν ίςα πλάτθ. Σε αυτι τθν περίπτωςθ το κφμα 

διαδίδεται ςε ζνα επίπεδο. Αντικζτωσ, όταν οι δφο ςυνιςτϊςεσ ζχουν διαωορά 

ωάςθσ ±90° και ίςα πλάτθ, θ κορυωι του ςυνιςταμζνου διανφςματοσ διαδίδεται 

ελικοειδϊσ ςτο χϊρο και το ωωσ κεωρείται κυκλικά πολωμζνο. Ανάλογα με το ποια 

ςυνιςτϊςα προθγείται κατά 90° το ωωσ μπορεί να είναι δεξιόςτροωα ι 

αριςτερόςτροωα πολωμζνο. Τζλοσ, όταν οι δφο ςυνιςτϊςεσ ζχουν διαωορετικά 

πλάτθ ι διαωορά ωάςθσ διάωορθ των 90°, θ κορυωι του ςυνιςτάμενου 

διανφςματοσ διαδίδεται ελλειψοειδϊσ, και το ωωσ ονομάηεται ελλειπτικά 

πολωμζνο. 
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΢χιμα 5.1: ΢χθματικι αναπαράςταςθ γραμμικά πολωμζνου φωτόσ (αριςτερά) και κυκλικά 
πολωμζνου φωτόσ (δεξιά). 

  

Το γραμμικά πολωμζνο ωωσ μπορεί να αναλυκεί ςε δφο αντίρροπεσ ςυνιςτϊςεσ 

κυκλικά πολωμζνου ωωτόσ. Ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ αναωζρεται ςτθ διαωορετικι 

απορρόωθςθ των δφο αυτϊν ςυνιςτωςϊν από τα βιολογικά δείγματα. Αν οι δφο 

ςυνιςτϊςεσ δεν απορροωϊνται από το δείγμα ι απορροωϊνται εξίςου, ο 

αναςυνδυαςμόσ τουσ κα δϊςει γραμμικά πολωμζνο ωωσ. Αντίκετα, αν θ 

απορρόωθςθ τθσ κάκε ςυνιςτϊςασ διαωζρει, τότε αναςυνδυαςμόσ των 

ςυνιςτωςϊν κα δϊςει ελλειπτικά πολωμζνο ωωσ[71],[72]. 

 

΢χιμα 5.2: Σο φαινόμενο του κυκλικοφ διχρωιςμοφ. (Α) Η αριςτερόςτροφθ (L) και θ δεξιόςτροφθ (R) 
ςυνιςτϊςα του κυκλικά πολωμζνου φωτόσ ζχουν ίςο πλάτοσ (i) και ο ςυνδυαςμόσ τουσ δίνει 
γραμμικά πολωμζνο φωσ. Αντίκετα ςτθν περίπτωςθ (ii) οι ςυνιςτϊςεσ ζχουν διαφορετικό πλάτοσ και 
ο ςυνδυαςμόσ τουσ δίνει ελλειπτικά πολωμζνο φωσ (Πθγι:[71]). 

 

Ζνα ςιμα CD παρατθρείται όταν ζνα μόριο είναι οπτικά ενεργό (χειρόμορωο) 

δθλαδι ςτισ παρακάτω περιπτϊςεισ: 

 Πταν είναι ενδογενϊσ χειρόμορωο, για παράδειγμα ζνα άτομο άνκρακα με 4 

διαωορετικοφσ υποκαταςτάτεσ ι ζνασ διςουλωιδικόσ δεςμόσ λόγω τθσ 

διεδρικισ δομισ των δεςμϊν C-S-S-C 

 Πταν είναι ομοιοπολικά προςδεμζνο ςε ζνα οπτικά ενεργό κζντρο 
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 Τοποκετείται ςε αςυμμετρικό περιβάλλον λόγω τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ 

του μορίου[71]. 

5.2.2 Όργανα του κυκλικοϑ διχρωιςμοϑ 

Τα όργανα του CD (γνωςτά και ωσ ωαςματοπολαρόμετρα) μετροφν τθ διαωορά τθσ 

απορρόωθςθσ μεταξφ δεξιόςτροωα και αριςτερόςτροωα πολωμζνου ωωτόσ 

(        ). Το μζγεκοσ αυτό ςυχνά αναωζρεται μζςω τθσ ελλειπτικότθτασ κ 

που ορίηεται ωσ         
 

 
  όπου b και a οι άξονεσ τθσ ζλλειψθσ του ελλειπτικά 

πολωμζνου ωωτόσ που προκφπτει. Τα δφο μεγζκθ ςχετίηονται μζςω τθσ ςχζςθσ 

         . Το ωάςμα του κυκλικοφ διχρωιςμοφ λαμβάνεται όταν θ 

ελλειπτικότθτα μετράται ωσ ςυνάρτθςθ του μικουσ κφματοσ[72],[71]. 

 

΢χιμα 5.3: ΢χθματικι αναπαράςταςθ ενόσ φαςματοπολαρομζτρου με διαμόρφωςθ δζςμθσ. Η δζςμθ 
παράγεται από μια φωτεινι πθγι (LS), ανακλάται και διακλάται από μια ςειρά κατόπτρων (M0-M5) 
και πριςμάτων (P1-P2) και διζρχεται από μια ςειρά ςχιςμϊν (S1-S3). Η κφρια δζςμθ (O-ray) εςτιάηεται 
από ζνα φακό (L) και διζρχεται μζςω ενόσ φίλτρου (F) μζςα από τον διαμορφωτι (CDM). Σζλοσ, θ 
δζςμθ που περιζχει πλζον τισ δφο ςυνιςτϊςεσ κυκλικά πολωμζνου φωτόσ διζρχεται μζςα από ζνα 
κλείςτρο (SH), από το χϊρο του δείγματοσ για να ανιχνευτεί τελικά από τον φωτοπολλαπλαςιαςτι 
(PM) (Πθγι:[71]). 

Θ ςυνθκζςτερθ μζκοδοσ με τθν οποία μετρά ζνα ωαςματοπολαρόμετρο τον κυκλικό 

διχρωιςμό είναι θ διαμόρωωςθ δζςμθσ (modulation)[72]. Σε ζνα τζτοιο όργανο, το 

γραμμικά πολωμζνο ωωσ διαχωρίηεται ςτθν αριςτερόςτροωθ και δεξιόςτροωθ 

ςυνιςτϊςα περνϊντασ μζςα από ζναν διαμορωωτι. Ο διαμορωωτισ αποτελείται 

ςυνικωσ από ζναν πιεηοθλεκτρικό κρφςταλλο χαλαηία ςτον οποίο επιβάλλεται 

παλλόμενο θλεκτρικό πεδίο (ςυχνότθτα 50kHz). Μια λεπτι πλάκα ιςότροπου υλικοφ 

(λχ. Silica) είναι προςδεμζνθ ςτον κρφςταλλο. Κακϊσ ο κρφςταλλοσ πάλλεται, 

προκαλεί δομικζσ αλλαγζσ ςτθν πλάκα του υλικοφ θ οποία μεταδίδει κυκλικά 

πολωμζνο ωωσ. Κακϊσ το ωϊσ μεταδίδεται ςε εναλλαςςόμενθ αριςτερόςτροωθ και 

δεξιόςτροωθ ςυνιςτϊςα, ανιχνεφεται από ζναν ωωτοπολλαπλαςιαςτι. 

Τα ςιματα που προκφπτουν είναι πολφ μικρά και κυμαίνονται τυπικά ςε 

ελλειπτικότθτεσ τθσ τάξθσ των 10mdeg, που αντιςτοιχοφν ςε διαωορά 

απορρόωθςθσ τθσ τάξθσ του 3x10-4. Είναι ςθμαντικό επομζνωσ να δίνεται προςοχι 
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ςτισ πειραματικζσ ςυνκικεσ ϊςτε να λαμβάνονται όςο το δυνατόν ακριβζςτερεσ 

μετριςεισ[71]. 

5.2.2.i Παράμετροι λειτουργίασ του φαςματοπολαρομέτρου 

Για τθ λιψθ ακριβϊν ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ, πρζπει να ρυκμιςτοφν ςτο 

όργανο οι παρακάτω παράμετροι: 

 Εφροσ ηϊνθσ (bandwidth): εκωράηει τθν ακρίβεια με τθν οποία ο 

μονοχρωμάτορασ του ωαςματοωωτομζτρου επιλζγει το ωωσ ενόσ 

δεδομζνου μικουσ κφματοσ. Μεγάλο εφροσ αυξάνει το ωωσ που διζρχεται 

από το δείγμα και ωτάνει ςτον ωωτοπολλαπλαςιαςτι αλλά μειϊνει τθν 

ικανότθτα του οργάνου να διακρίνει με λεπτομζρεια διακριτζσ κορυωζσ ςτο 

ωάςμα. Το εφροσ πρζπει να είναι μικρότερο από 1nm για αναλφςεισ 

ρουτίνασ, αλλά τιμζσ τθσ τάξθσ των 0.1nm επιλζγονται για τθ 

λεπτομερζςτερθ καταγραωι ωαςμάτων. 

 ΢τακερά χρόνου: θ ςτακερά χρόνου μετράει το χρόνο ςτον οποίο 

λαμβάνονται μζςοι όροι των δεδομζνων του CD. 

 Ρυκμόσ ςάρωςθσ: εκωράηει το εφροσ μικουσ κφματοσ που ςαρϊνεται ςτθ 

μονάδα το χρόνου. Για ακριβείσ μετριςεισ θ ςχζςθ μεταξφ ςτακεράσ χρόνου 

και ρυκμοφ ςάρωςθσ πρζπει να είναι : 

                                          
 

  
 

Ππου W το πλάτοσ ςτο μιςό του φψουσ τθσ κορυωισ υπό εξζταςθ. 

 Αρικμόσ ςαρϊςεων: αυξάνοντασ τον αρικμό ςαρϊςεων αυξάνεται ο λόγοσ 

ςιματοσ προσ κόρυβο (signal-to-noise ratio) ο οποίοσ εξαρτάται από τθν 

τετραγωνικι ρίηα του αρικμοφ ςαρϊςεων. 

Ο αρικμόσ ςαρϊςεων και ο ρυκμόσ ςάρωςθσ πρζπει να επιλζγονται ζτςι ϊςτε ο 

χρόνοσ του πειράματοσ να μθ κζτει ςε κίνδυνο τθ ςτακερότθτα του δείγματοσ ι 

του οργάνου[71]. 

 

5.2.3 Πληροφορύεσ που λαμβϊνονται απϐ τον CD ςχετικϊ με τη δομό των 

πρωτεώνών 

Τα ςιματα του κυκλικοφ διχρωιςμοφ προκφπτουν μόνο όταν υπάρχει απορρόωθςθ 

ακτινοβολίασ και ςυνεπϊσ διάωορεσ περιοχζσ του ωάςματοσ μποροφν να 

αντιςτοιχιςτοφν ςε ςυγκεκριμζνα δομικά χαρακτθριςτικά των μορίων. Επίςθσ, 

ςυμπλθρωματικά δεδομζνα ςχετικά με τθ δομι μποροφν να προκφψουν από 

διαωορετικζσ περιοχζσ του ωάςματοσ. 

Στισ πρωτεΐνεσ, οι χρωμοωόρεσ δομζσ που ενδιαωζρουν είναι ο πεπτιδικόσ δεςμόσ 

(απορρόωθςθ κάτω από τα 240nm), τα αρωματικά αμινοξζα (απορρόωθςθ μεταξφ 
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260 και 320nm) και οι διςουλωιδικοί δεςμοί (αςκενισ απορρόωθςθ γφρω ςτα 

260nm). Επίςθσ, μθ πρωτεϊνικοί ςυμπαράγοντεσ ζχουν απορροωιςεισ ςε μεγάλο 

εφροσ μθκϊν κφματοσ όπωσ λ.χ. θ ομάδεσ αίμθσ (ζντονθ απορρόωθςθ ςτα 410nm) 

και οι ωλαβίνεσ (απορρόωθςθ μεταξφ 300 και 500nm)[73]. Τζλοσ, ςιματα κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ μπορεί να οωείλονται ςε μθ χειρόμορωουσ υποκαταςτάτεσ οι οποίοι 

αποκτοφν οπτικι ενεργότθτα όταν δεςμεφονται ςτο αςυμμετρικό περιβάλλον μιασ 

πρωτεΐνθσ[71]. 

5.2.3.i Ποςοςτό δευτεροταγούσ δομήσ (% έλικεσ, πτυχωτά φύλλα κ.α.) 

Οι διάωοροι τφποι ςυνικουσ δευτεροταγοφσ δομισ όπωσ είναι τα β-πτυχωτά ωφλλα 

και οι α-ζλικεσ, δίνουν ςιματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτθν περιοχι του άπω 

υπεριϊδουσ (far UV) (Σχιμα 5.4). 

 

΢χιμα 5.4: Φάςματα άπω-υπεριϊδουσ που ςχετίηονται με διάφορουσ τφπουσ δευτεροταγοφσ δομισ. 
΢υνεχισ γραμμι: α-ζλικα, διακεκομμζνθ γραμμι: αντιπαράλλθλο β-πτυχωτό φφλλο, εςτιγμζνθ 
γραμμι: β-ςτροφι τφπου Ι, κάκετα διακεκομμζνθ γραμμι: εκτεταμζνθ 31-ζλικα, βραχζωσ 
διακεκομμζνθ γραμμι: ακανόνιςτθ δομι (Προςαρμογι από:[71]). 

Για τθν εφρεςθ του ποςοςτοφ που ςυμμετζχει κάκε τφποσ ςτθ δευτεροταγι δομι 

τθσ πρωτεΐνθσ, τα ωάςματα επεξεργάηονται με ειδικοφσ αλγορίκμουσ που τα 

ςυγκρίνουν με αυτά από πρωτεΐνεσ των οποίων θ δομι ζχει ιδθ διαλευκανκεί με 

κρυςταλλογραωία ακτίνων-Χ. Τα δεδομζνα προζρχονται από βάςεισ δεδομζνων οι 

οποίεσ μζχρι ςτιγμισ δεν περιζχουν πλθροωορίεσ για ολιγοπεπτίδια[71]. 
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Για τθν αξιόπιςτθ ανάλυςθ δευτεροταγοφσ δομισ είναι απαραίτθτο να είναι γνωςτι 

με ακρίβεια θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο δείγμα και το όργανο να είναι ςωςτά 

βακμονομθμζνο. 

 

5.2.3.ii Πληροφορίεσ τριτοταγούσ δομήσ 

Τα ωάςματα ςτθν περιοχι 260-320nm προκφπτουν από τα αρωματικά αμινοξζα 

τρυπτοωάνθ, τυροςίνθ και ωαινυλαλανίνθ. Θ τρυπτοωάνθ απορροωά ζντονα κοντά 

ςτα 290nm, θ τυροςίνθ μεταξφ 275 και 282nm με μικρι κορυωι ςε μεγαλφτερα 

μικθ κφματοσ που επικαλφπτεται από τθν τρυπτοωάνθ και θ ωαινυλαλανίνθ 

εμωανίηει οξείεσ κορυωζσ μεταξφ 255 και 270nm[74]. 

 

΢χιμα 5.5: Σο φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ εγγφσ υπεριϊδουσ για τθν αφυδρογονοκινάςθ τφπου ΙΙ 
από τον Streptomyces coelicolor. Αναγράφονται οι περιοχζσ του φάςματοσ που οφείλονται ςτα 
αμινοξζα φαινυλαλανίνθ (Phe), τυροςίνθ (Tyr) και τρυπτοφάνθ (Trp). 

Θ ακριβισ μορωι και θ ζνταςθ των ωαςμάτων του εγγφσ υπεριϊδουσ (near UV) 

εξαρτάται από τον αρικμό, τθ κζςθ και τθ ωφςθ του περιβάλλοντοσ κάκε 

αρωματκοφ αμινοξζοσ ςτθν πρωτεΐνθ. Αν και θ κεωρθτικι ερμθνεία των ωαςμάτων 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο εγγφσ υπεριϊδεσ δεν είναι επαρκισ για τθν εξαγωγι 

ακριβϊν ςυμπεραςμάτων τριτοταγοφσ δομισ, πρόοδοι ςτθν κατευκυνόμενθ 

μεταλλαξογζνεςθ δίνουν τθ δυνατότθτα διαδοχικισ αωαίρεςθσ αρωματικϊν 

αμινοξζων από τισ πρωτεΐνεσ με αποτζλεςμα να είναι δυνατι θ αντιςτοίχιςθ των 

ωαςμάτων ςε χαρακτθριςτικά τριτοταγοφσ δομισ. Θ τεχνικι αυτι ζχει εωαρμοςτεί 

με επιτυχία ςτθν βόεια ριβονουκλεάςθ και τθν ανκρϊπινθ καρβονικι ανυδράςθ. 

Ραρόλα αυτά, τα ωάςματα CD εγγφσ υπεριϊδουσ δίνουν ζνα πολφ χριςιμο δομικό 

αποτφπωμα που μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθ ςφγκριςθ μεταξφ ωυςιολογικισ 

και μεταλλαγμζνθσ μορωισ μιασ πρωτεΐνθσ ι τθν επίδραςθ κερμικισ μετουςίωςθσ 

ςτθ δομι τθσ[71],[73]. 
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5.2.3.iii Συμπεράςματα ςχετικά με τη ςυνολική δομή των πρωτεΰνών 

Τα ωάςματα ςτο άπω υπεριϊδεσ μποροφν να δϊςουν ποςοτικζσ εκτιμιςεισ τθσ 

δευτεροταγοφσ δομισ που μποροφν να ςυγκρικοφν με αυτά που προκφπτουν από 

κρυςταλλογραωία ακτινϊν-Χ ι ωαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ 

(NMR). Τα ωάςματα CD ςτισ διάωορεσ περιοχζσ του υπεριϊδουσ είναι πολφτιμα ςτθ 

μελζτθ τθσ αναδίπλωςθσ των πρωτεϊνϊν μετά τθν ζκωραςθ και ςυνικωσ είναι 

απαραίτθτα πριν τθ μελζτθ μιασ πρωτεΐνθσ με ακτίνεσ-Χ ι NMR. 

Ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ είναι επίςθσ χριςιμθ τεχνικι ςτθν μελζτθ δομικϊν 

μεταβολϊν που προκφπτουν από τθν πρόςδεςθ υποκαταςτατϊν που ςχετίηονται με 

τθν πρωτεΐνθ, όπωσ είναι παρεμποδιςτζσ ενηφμων ι υποςτρϊματα[71],[75]. 

 

5.2.4 Προετοιμαςύα πρωτεώνικών δειγμϊτων για δομικό μελϋτη με 

κυκλικϐ διχρωιςμϐ 

Ρροτοφ θ δομι μιασ πρωτεΐνθσ μελετθκεί με τον κυκλικό διχρωιςμό,  είναι 

απαραίτθτθ κάποια προετοιμαςία που κα εξαςωαλίςει ακριβι αποτελζςματα. 

5.2.4.i Απαιτήςεισ ωσ προσ την καθαρότητα 

Θ μελζτθ με κυκλικό διχρωιςμό απαιτεί τα δείγματα των πρωτεϊνϊν να είναι 

κακαρά. Απαιτείται τουλάχιςτον 95% κακαρότθτα ςε πιγμα θλεκτροωόρθςθσ SDS-

PAGE  με χρϊςθ Coomassie brilliant blue ι χρϊςθ αργφρου. Το διάλυμα πρζπει να 

είναι διαυγαςμζνο με υπερδιικθςθ ι διαπίδυςθ και πλιρωσ απαλλαγμζνο από 

νουκλεϊκά οξζα και ουςίεσ που προζρχονται από ρυκμιςτικά διαλφματα ζκλουςθσ. 

Τζτοιεσ ουςίεσ είναι θ ιμιδαηόλθ, που χρθςιμοποιείται ςτθν ζκλουςθ πρωτεϊνϊν 

από ςτιλεσ ακινθτοποιθμζνου μετάλλου και τα χλωριόντα, που χρθςιμοποιοφνται 

για τθν ζκλουςθ πρωτεϊνϊν από ςτιλεσ χρωματογραωίασ ιοντοεναλλαγισ[66],[71]. 

Ρολφ ςυχνά κατά τθν αποκικευςθ πρωτεϊνικϊν διαλυμάτων χρθςιμοποιοφνται 

πρόςκετεσ ουςίεσ με ςτόχο να ςτακεροποιιςουν τθ δομι τουσ ι να προςδϊςουν 

κάποιεσ επικυμθτζσ ιδιότθτεσ ςτο διάλυμα. Τζτοιεσ ουςίεσ είναι λ.χ. το κειικό 

αμμϊνιο που προςδίδει ςτακερότθτα, θ γλυκερόλθ που δρα ωσ αντιπθκτικό ςε 

χαμθλζσ κερμοκραςίεσ και το EDTA που ςυμπλοκοποιεί βαρζα μζταλλα. Οι ουςίεσ 

αυτζσ πρζπει να αωαιρεκοφν με υπερδιικθςθ πριν τον κυκλικό διχρωιςμό, κακότι 

απορροωοφν ζντονα ςτο υπεριϊδεσ, και να αντικαταςτακοφν από ζνα κατάλλθλο 

ρυκμιςτικό διάλυμα [76],[77]. 

Τζλοσ, για τθν παραλαβι ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ πρζπει να είναι γνωςτι θ 

ςυγκζντρωςθ τθσ κακαρισ πρωτεΐνθσ ςτο εξεταηόμενο διάλυμα, που μετράται 

ςυνικωσ με κάποια ωαςματομετρικι μζκοδο (βλ. §4.5.2)[71][69]. 
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5.2.4.ii Επιλογή κατάλληλου ρυθμιςτικού διαλύματοσ 

Το ρυκμιςτικό διάλυμα ςτο οποίο κα διαλυκεί θ πρωτεΐνθ πρζπει να επιλεγεί με 

προςοχι. Αωενόσ μεν πρζπει το διάλυμα να εξαςωαλίηει κατάλλθλεσ ςυνκικεσ για 

τθ διατιρθςθ τθσ δομισ τθσ πρωτεΐνθσ και αωετζρου δεν πρζπει να παρουςιάηει 

παρεμβολζσ απορρόωθςθσ. Κάποια ρυκμιςτικά διαλφματα εμωανίηουν 

απορρόωθςθ ςε μικρά μικθ κφματοσ. Εάν είναι επιτακτικι θ ανάγκθ χριςθσ 

κάποιου ςυγκεκριμζνου διαλφματοσ, προτεραιότθτα δίνεται ςτθ διατιρθςθ τθσ 

δομισ τθσ πρωτεΐνθσ και θ απορρόωθςθ που οωείλεται ςε αυτό μπορεί να 

ελαχιςτοποιθκεί μικραίνοντασ το μικοσ τθσ κυψελίδασ[71]. 

Κατάλλθλα διαλφματα για μελζτθ ςτο άπω υπεριϊδεσ ςε pH 6 ζωσ 10 είναι το 

ωωςωορικό, το Tris και το βορικό. Σε pH 1 ζωσ 3 κατάλλθλο είναι το ωωςωορικό. 

Ρρόβλθμα προκφπτει ςε pH μεταξφ 4 και 6, όπου τα περιςςότερα ρυκμιςτικά 

διαλφματα ςτθρίηονται ςτον ιονιςμό των καρβοξυλομάδων που απορροωοφν 

ζντονα ςτα 200nm. Επίςθσ, τα χλωριόντα που προζρχονται από HCl ςε διαλφματα 

Tris-HCl απορροωοφν ζντονα κάτω από τα 200nm. Αν θ ιοντικι ιςχφσ του 

διαλφματοσ πρζπει να παραμείνει υψθλι, είναι προτιμότερθ θ χριςθ ανιόντων 

όπωσ το κειικό και το ωκόριο που δεν απορροωοφν ςθμαντικά ςε αυτά τα μικθ 

κφματοσ.  Ζντονα απορροωοφν ςτα 200nm και τα ρυκμιςτικά διαλφματα που 

βαςίηονται ςτα διςιοντικά ςουλωονικά οξζα, όπωσ τα HEPES, MOPS και PIPES[71].  

 

5.2.5 Μελϋτη τησ μεταβολόσ τησ δομόσ πηκτινομεθυλεςτερϊςησ απϐ 

φλοιϐ πορτοκαλιοϑ Valencia μετϊ απϐ επεξεργαςύα με ΤΤΠ 

Στο εργαςτιριο χθμείασ και τεχνολογίασ τροωίμων μελετικθκε θ δομι τθσ κακαρισ 

ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia [78]. Σκοπόσ τθσ μελζτθσ ιταν να 

εξεταςτοφν με τθ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ οι δομικζσ αλλαγζσ που 

επιωζρει ςτο ζνηυμο θ κερμικι επεξεργαςία και θ επεξεργαςία με υπερυψθλι 

υδροςτατικι πίεςθ. 

Θ ΡΜΕ απομονϊκθκε από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia χρθςιμοποιϊντασ 

τθ μζκοδο που περιζγραψαν οι Cameron et al. [70]. Μζςα από μια ςειρά πολλϊν 

ςταδίων κακαριςμοφ και χρωματογραωικϊν διαχωριςμϊν, επιτεφχκθκε θ 

επικυμθτι κακαρότθτα (πάνω από 95%). Θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ 

προςδιορίςτθκε μζςω τθσ μεκόδου Bradford και θ ενεργότθτα του ενηφμου 

προςδιορίςτθκε με τθ ωαςματοωωτομετρικι μζκοδο των Cameron et al.[70]. 

Θ κερμικι επεξεργαςία ζγινε ςε υδατόλουτρο ςε κερμοκραςίεσ 50, 60, 65 και 70°C.  

Θ επεξεργαςία με υπερυψθλι υδροςτατικι πίεςθ πραγματοποιικθκε ςε 

εργαςτθριακι ςυςκευι ΥΥΡ (Food Pressure Unit FPU 1.01, Resato International BV, 
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Roden, Holland) ςε πιζςεισ μεταξφ 200 και 700MPa και κερμοκραςίεσ μεταξφ 40 και 

55°C, ςε ενηυμικό διάλυμα παρουςία 20mM Tris-HCl pH=7.5. 

Για τθ μελζτθ των δομικϊν μεταβολϊν του ενηφμου μετά τθ κερμικι επεξεργαςία 

και τθν επεξεργαςία με ΥΥΡ πραγματοποιικθκε ωαςματοςκοπία κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ ςε ωαςματοπολαρόμετρο JASCO-715 (Εικόνα 5.1) (Welltech Enterprises 

Inc., USA) με υποδοχζα δείγματοσ Peltier που επιτρζπει τον ζλεγχο τθσ 

κερμοκραςίασ. Τα ωάςματα που ελιωκθςαν ιταν ςτο άπω υπεριϊδεσ (190-260nm), 

για τθ μελζτθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ, κακϊσ και ςτο εγγφσ υπεριϊδεσ (260-

340nm), για τθ μελζτθ τθσ τριτοταγοφσ δομισ. Το πρόγραμμα που χρθςιμοποιικθκε 

για τθν ανάλυςθ των ωαςμάτων ιταν το ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation, USA) 

ενϊ για τον υπολογιςμό του ποςοςτοφ ςυνειςωοράσ κάκε τφπου δομισ ςτθ 

δευτεροταγι δομι χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα CDNN (Institut für 

Biotechnologie, Martin-Luther Universität Halle-Wittenberg). 

 

Εικόνα 5.1: Φαςματοπολαρόμετρο που χρθςιμοποιικθκε ςτθ μελζτθ τθσ δομισ ΠΜΕ από πορτοκάλι 
Valencia μετά από επεξεργαςία με ΤΤΠ (Πθγι:[78]) 

 

Το ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο άπω υπεριϊδεσ για τθ ωυςιολογικι 

διαμόρωωςθ τθσ ΡΜΕ αποκαλφπτει κετικι ελλειπτικότθτα ςε μικοσ κφματοσ 

196nm και αρνθτικι ελλειπτικότθτα ςτα 218nm. Τα ςτοιχεία αυτά είναι 

χαρακτθριςτικά τθσ δομισ πτυχωτοφ ωφλλου. Ανάλυςθ του ωάςματοσ με το 

πρόγραμμα ORIGIN 8.0 αποκαλφπτει ότι περίπου το 40% τθσ δευτεροταγοφσ δομισ 

τθσ ΡΜΕ αποτελείται από β-πτυχωτά ωφλλα. 
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΢χιμα 5.6: Φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο άπω υπεριϊδεσ τθσ φυςιολογικισ διαμόρφωςθσ τθσ 
κακαρισ ΠΜΕ από φλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia (αριςτερά). Δεξιά: ανάλυςθ δευτεροταγοφσ 
δομισ μζςω του προγράμματοσ ORIGIN8.0 

Θ μζγιςτθ ελλειπτικότθτα παρατθρικθκε ςε μικοσ κφματοσ 218nm. Για τον 

προςδιοριςμό τθσ κερμικισ αποδιάταξθσ, καταγράωθκε θ ελλειπτικότθτα ςτα 

218nm ωσ ςυνάρτθςθ με τθ κερμοκραςία. Θ προκφπτουςα καμπφλθ δείχνει ότι θ 

ΡΜΕ αποδιατάςςεται ςε κερμοκραςία 65°C (Διάγραμμα 5.1) 

 

Διάγραμμα 5.1: Διάγραμμα ελλειπτικότθτασ ωσ προσ τθ κερμοκραςία για τθν κακαρι ΠΜΕ φλοιοφ 
πορτοκαλιοφ Valencia. Η κερμικι αποδιάταξθ παρατθρείται ςτουσ 65°C 

Τα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ τθσ ΡΜΕ μετά από τθ κερμικι επεξεργαςία και 

τθν επεξεργαςία με ΥΥΡ ωαίνονται παρακάτω (Διάγραμμα 5.2, Διάγραμμα 5.3, 

Διάγραμμα 5.4). 
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Διάγραμμα 5.2: Φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο άπω υπεριϊδεσ για τθν ανεπεξζργαςτθ, κακαρι 
ΠΜΕ από φλοιό πορτοκαλιοφ Valencia και για διάφορεσ ςυνκικεσ επεξεργαςίασ. 

 

Διάγραμμα 5.3:Φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ άπω υπεριϊδουσ τθσ ανεπεξζργαςτθσ, κακαρισ ΠΜΕ 
από φλοιό πορτοκαλιοφ Valencia και για διάφορεσ ςυνκικεσ επεξεργαςίασ.  
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Διάγραμμα 5.4: Φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ εγγφσ υπεριϊδουσ τθσ ανεπεξζργαςτθσ, κακαρισ ΠΜΕ 
από φλοιό πορτοκαλιοφ Valencia και για διάφορεσ ςυνκικεσ επεξεργαςίασ. 

Από τα παραπάνω ωάςματα είναι εμωανισ θ μεταβολι τθσ δευτεροταγοφσ και 

τριτοταγοφσ δομισ τθσ επεξεργαςμζνθσ ΡΜΕ ςε ςχζςθ με τθν ανεπεξζργαςτθ. Αυτό 

γίνεται αντιλθπτό από τθ διαωορετικι διαμόρωωςθ που εμωανίηουν τα ωάςματα 

του επεξεργαςμζνου ενηφμου ςε ςχζςθ με το ανεπεξζργαςτο. Θ αναντίςτρεπτθ 

μεταβολισ τθσ δομισ ςυνοδεφτθκε και από απϊλεια ενηυμικισ δραςτικότθτασ. Τα 

ωάςματα εγγφσ υπεριϊδουσ δείχνουν μία ζντονθ μεταβολι τθσ τριτοταγοφσ δομισ 

για πιζςεισ επεξεργαςίασ μεγαλφτερεσ από 200MPa. Θ ζνταςθ τθσ ελλειπτικότθτασ 

ςτα ωάςματα μειϊνεται με τθν αφξθςθ τθσ πίεςθσ και του χρόνου επεξεργαςίασ. 

Επίςθσ παρατθρείται διαωορά ςτθ μεταβολι τθσ δομισ λόγω κερμικισ 

επεξεργαςίασ και επεξεργαςίασ με ΥΥΡ. Γενικά, για τθν ίδια εναπομζνουςα 

ενεργότθτα, θ κερμικι επεξεργαςία ωαίνεται να προκαλεί ςθμαντικότερεσ 

μεταβολζσ ςτθ δομι ςε ςχζςθ με τισ μεταβολζσ που παρατθρικθκαν μετά τθν 

επεξεργαςία με ΥΥΡ. 
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Κεφϊλαιο 6 : Τλικϊ και μϋθοδοι 

6.1 Ειςαγωγό 

Ππωσ ζγινε αντιλθπτό από τα προθγοφμενα κεωάλαια, θ πθκτίνθ αποτελεί κφριο 

ςυςτατικό των ωυτικϊν ιςτϊν και ςχετίηεται με τθν υωι και τισ μθχανικζσ ιδιότθτεσ 

των ωροφτων και των λαχανικϊν. Ακόμθ, παίηει κυρίαρχο ρόλο ςτθν διατιρθςθ 

κολότθτασ των ωρουτοχυμϊν, χαρακτθριςτικό που είναι ιδιαίτερα επικυμθτό από 

τουσ καταναλωτζσ.  

Τα πθκτινολυτικά ζνηυμα είναι ζνηυμα που ςυνυπάρχουν με τθν πθκτίνθ ςτο 

κυτταρικό τοίχωμα των ωυτϊν και κακορίηουν τθν πορεία βιοχθμικϊν αντιδράςεων 

που περιλαμβάνουν τθν τροποποίθςθ τθσ πθκτίνθσ. Οι τροποποιιςεισ αυτζσ 

επιωζρουν άλλοτε επικυμθτά και άλλοτε ανεπικφμθτα αποτελζςματα ςτα τρόωιμα. 

Συγκεκριμζνα, θ πθκτινομεκυλεςτεράςθ είναι υπεφκυνθ για τθ μεταβολι τθσ υωισ 

των ωροφτων και των λαχανικϊν κατά τθν ωρίμανςθ κακϊσ και για τθν απϊλεια 

κολότθτασ των χυμϊν ωροφτων και λαχανικϊν. Επομζνωσ, θ μελζτθ των βιοχθμικϊν 

ιδιοτιτων και των τεχνικϊν απενεργοποίθςθσ του ενηφμου αυτοφ είναι υψίςτθσ 

ςθμαςίασ. 

Θ νζα τεχνολογία επεξεργαςίασ τροωίμων με υπερυψθλι υδροςτατικι πίεςθ (ΥΥΡ) 

επιτρζπει τθν «ψυχρι» παςτερίωςθ των τροωίμων και είναι αποτελεςματικι ςτθν 

καταςτροωι μικροοργανιςμϊν και ενηφμων που προκαλοφν  αλλοιϊςεισ ςτα 

τρόωιμα. Μεγάλο πλεονζκτθμα τθσ μεκόδου αποτελεί θ ικανοποιθτικι παςτερίωςθ 

ςε χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ ςε ςχζςθ με τθ κερμικι, γεγονόσ που εξαςωαλίηει 

τθν διατιρθςθ των οργανολθπτικϊν χαρακτθριςτικϊν και τθσ διατροωικισ αξίασ 

των τροωίμων. Θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ΥΥΡ ςτθν απενεργοποίθςθ των ενηφμων 

που ςχετίηονται με τθν ποιότθτα των τροωίμων μπορεί να ςυνειςωζρει ςτθν 

καλφτερθ κατανόθςθ του μθχανιςμοφ τθσ διεργαςίασ και να διευρφνει τισ 

εωαρμογζσ τθσ ςε περιςςότερα προϊόντα. 

Θ απομόνωςθ και ο κακαριςμόσ των ωυτικϊν ενηφμων για αναλυτικοφσ ςκοποφσ 

ζχει ςθμαντικά πλεονεκτιματα ωσ προσ τθ δυνατότθτα μελζτθσ τουσ. Τα ζνηυμα 

που λαμβάνονται ςε κακαρι μορωι μποροφν να μελετθκοφν ωσ προσ τθν 

καταλυτικι δράςθ ςε διάωορα πρότυπα ςυςτιματα και να προςδιοριςτοφν οι 
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ωυςικοχθμικοί παράγοντεσ που επθρεάηουν τθ δραςτικότθτά τουσ. Ακόμθ, 

κακίςταται δυνατόσ ο χαρακτθριςμόσ των ενηφμων και θ μελζτθ τθσ δομισ τουσ με 

τεχνικζσ όπωσ θ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ και θ κρυςταλλογραωία 

ακτινϊν Χ οι οποίεσ ζχουν υψθλζσ απαιτιςεισ ωσ προσ τθν κακαρότθτα. 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ απομόνωςθ και ο κακαριςμόσ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ (ΡΜΕ) από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel και θ 

κινθτικι μελζτθ απενεργοποίθςθσ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου με τθν τεχνολογία 

τθσ υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ (ΥΥΡ). Ο κακαριςμόσ επζτρεψε τον 

προςδιοριςμό του μοριακοφ βάρουσ του ενηφμου και τθν κινθτικι απενεργοποίθςισ 

του με ΥΥΡ ςε πρότυπο ςφςτθμα, γεγονόσ που ανοίγει το δρόμο για περαιτζρω 

κινθτικι μελζτθ παρουςία άλλων ουςιϊν και ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ αλλά και 

για μελζτθ τθσ δομισ του ενηφμου με ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Τζλοσ 

θ κινθτικι μελζτθ απενεργοποίθςθσ με ΥΥΡ διαλεφκανε τθν ςυμπεριωορά του 

κακαροφ ενηφμου ωσ προσ τθν απενεργοποίθςθ ςε ζνα μεγάλο εφροσ πιζςεων και 

επζτρεψε τθ ςφγκριςι τθσ με αποτελζςματα από άλλεσ πθγζσ. Στισ επόμενεσ 

ενότθτεσ περιγράωονται τα βιματα τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ που 

ακολουκικθκε. 

6.2 Απομϐνωςη και καθαριςμϐσ PME απϐ φλοιϐ πορτοκαλιοϑ Navel 

Θ διαδικαςία που ακολουκικθκε για τθν απομόνωςθ τθσ κακαρισ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ από το ωλοιό πορτοκαλιϊν τφπου Navel βαςίηεται ςτθ 

μζκοδο που χρθςιμοποίθςαν οι Cameron και Grohmann [70] για τον κακαριςμό 

ΡΜΕ από χυμό πορτοκαλιοφ Valencia. Είναι ζνασ ςυνδυαςμόσ βθμάτων εκχφλιςθσ, 

εξαλάτωςθσ, διικθςθσ, υπερδιικθςθσ, ωυγοκζντρθςθσ και χρωματογραωικϊν 

διαχωριςμϊν.  

6.2.1 Τλικϊ και μϋθοδοι καθαριςμοϑ και απομϐνωςησ 

6.2.1.i Παραλαβή φλοιού και χυμού 

Κατά τθν εκτζλεςθ των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκαν πορτοκάλια ποικιλίασ Navel, 

τα οποία παραλιωκθκαν από τθ βιομθχανία Αςπίσ ςτο Άργοσ και μεταωζρκθκαν 

ςτο εργαςτιριο Χθμείασ και Τεχνολογίασ τροωίμων. 

Τα ωρζςκα πορτοκάλια κόπθκαν ςτα δφο και από κάκε μιςό παρελιωκθ, με 

θλεκτρικό εξαγωγζα χειρόσ, ο χυμόσ, ο οποίοσ ςυςκευάςτθκε ςε ωιάλεσ 

πολυαικυλενίου και αποκθκεφτθκε ςτουσ -12°C. Τα τμιματα του εναπομζνοντοσ 

ωλοιοφ (περικάρπιο) τεμαχίςτθκαν ςε οικιακι ςυςκευι blender, ςυςκευάςτθκαν ςε 

ςυςκευαςίεσ του ενόσ κιλοφ και καταψφχκθκαν αμζςωσ μετά τον τεμαχιςμό ςτουσ -

40°C. 
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6.2.1.ii Ομογενοποίηςη και εξαλάτωςη 

850g τεμαχιςμζνου ωλοιοφ αναμείχκθκαν με 1350ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 

(0.1Μ Tris-HCl, pH=8, 27°C, 1M NaCl, 0.02%NaN3) και ομογενοποιικθκαν ανά 

παρτίδεσ για 5’ ςε οικιακι ςυςκευι blender. Ο προκφπτων πολτόσ τοποκετικθκε ςε 

αναδευόμενο δοχείο όπου παρζμεινε ςτουσ 4°C για 10 ϊρεσ (overnight). Στθ 

ςυνζχεια ο πολτόσ διθκικθκε με πλζγμα και υπό κενό με απλό διθκθτικό χαρτί και 

με προςκικθ κειικοφ αμμωνίου προζκυψε ςυγκζντρωςθ 20% του κορεςμοφ, ςε 

κερμοκραςία 4°C.  

Το προκφπτον μείγμα αναδεφτθκε ςτουσ 4°C για 2 ϊρεσ και ωυγοκεντρικθκε ςτα 

10000g για 30min. Το υπερκείμενο υγρό παραλιωκθκε και προςτζκθκε ςε αυτό 

ποςότθτα κειικοφ αμμωνίου ϊςτε να ωκάςει ςε ςυγκζντρωςθ 75% του κορεςμοφ, 

ςε κερμοκραςία 4°C. Το μείγμα παρζμεινε υπό ανάδευςθ ςτουσ 4°C για 10 ϊρεσ 

(overnight) και ωυγοκεντρικθκε ςτα 10000g για 30min. Μετά από απόχυςθ του 

υπερκείμενου υγροφ (μθ ανιχνεφςιμθ ενεργότθτα ενηφμου) το ίηθμα αναδιαλφκθκε 

ςε ρυκμιςτικό διάλυμα (10mM Tris-HCl, pH=7.5, 31°C, 20 mM NaCl, 0.02% NaN3) 

Ακολοφκθςε μία ςειρά τριϊν διθκιςεων υπό κενό με μεμβράνεσ κυτταρίνθσ 

ξεκινϊντασ από μζγεκοσ πόρων 0.8μm, προχωρϊντασ ςτα 0.45μm και τζλοσ ςτα 

0.20μm. Τζλοσ, το εναπομείναν διάλυμα ςυμπυκνϊκθκε με υπερδιικθςθ με 

μεμβράνθ MW 10kDa (Amicon P8400, Milipore USA). 

 

6.2.2 Φρωματογραφικού διαχωριςμού 

Θ χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ (UNO-S, Biorad) και θ χρωματογραωία 

μοριακισ διικθςθσ (P-30, Biorad) χρθςιμοποιικθκαν για το διαχωριςμό τθσ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ του ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ.  

Οι ςτιλεσ χρθςιμοποιικθκαν ςε ςφςτθμα Biologic LP (Biorad) και θ μζτρθςθ 

απορρόωθςθσ του ενηυμικοφ διαλφματοσ πραγματοποιικθκε ςτα 280 nm. Θ 

χρωματογραωία διεξιχκθ ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ και τα κλάςματα 

τοποκετικθκαν ςτουσ 4ο C άμεςα μετά τθ ςυλλογι τουσ. 
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Εικόνα 6.1: Διάταξθ χρωματογραφίασ κατιοντοεναλλαγισ. Διακρίνονται οι φιάλεσ των ρυκμιςτικϊν 
διαλυμάτων (κζντρο δεξιά) (με άλασ και χωρίσ), θ ςτιλθ κατιοντοεναλλαγισ (πάνω δεξιά) και ο 
αυτόματοσ ςυλλζκτθσ κλαςμάτων (αριςτερά). Η ίδια διάταξθ χρθςιμοποιικθκε και για τθ 
χρωματογραφία μοριακισ διικθςθσ, με αλλαγι τθσ ςτιλθσ. 

6.2.2.i Χρωματογραφία κατιοντοεναλλαγήσ      

Το ενηυμικό ςυμπφκνωμα (24 mL) ειςιχκθ ςε ςτιλθ UNO S (2.5x10 cm), ςε 

ρυκμιςτικό διάλυμα  20 mM Tris-HCl pH=7.5 (κινθτι ωάςθ) με ροι 2.5 mL/min. 

Μετά τθν απομάκρυνςθ από τθ ςτιλθ των μθ δεςμευμζνων μορίων, ακολοφκθςε θ 

ζκλουςθ των δεςμευμζνων ςτθ ςτιλθ μορίων που ζγινε με διαβακμιςμζνθ  

ςυγκζντρωςθ άλατοσ (NaCl) ςε ςυγκεντρϊςεισ που κυμαίνονται εωσ και 0.5 Μ. Θ 

ροι ρυκμίςτθκε ςτα 2.5 mL/min και τα κλάςματα ςυλλζγονταν ανά 2 min. Σε κάκε 

κλάςμα μετρικθκε θ δραςτικότθτα τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ με τθ 

ωαςματοςκοπικι μζκοδο των Cameron et al [70]. Τα κλάςματα, τα οποία περιείχαν 

τθ ΡΜΕ ςυλλζχκθκαν, ςυμπυκνϊκθκαν και αποκθκεφτθκαν ςτουσ -40°C. Θ ανωτζρω 

χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ πραγματοποιικθκε δφο ωορζσ για τθν επίτευξθ 

μεγαλφτερου βακμοφ κακαρότθτασ του εξεταηόμενου ενηφμου. 

6.2.2.ii Χρωματογραφία μοριακήσ διήθηςησ      

Το ενηυμικό ςυμπφκνωμα από τθ χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ 

τροωοδοτικθκε ςτθ ςτιλθ χρωματογραωίασ μοριακισ διικθςθσ P-30 (2.5x125 cm), 

θ οποία είχε αρχικά ιςορροπιςει με ρυκμιςτικό διάλυμα  50 mM Tris-HCl pH=7.5. Θ 

ροι ρυκμίςτθκε ςτα 0.4 mL/min και τα κλάςματα ςυλλζγονταν ανά 12 min. Σε κάκε 

κλάςμα μετρικθκε θ δραςτικότθτα τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ με τθ 

ωαςματοςκοπικι μζκοδο των Cameron et al [70]. Τα κλάςματα, τα οποία περιείχαν 

τθ ΡΜΕ ςυλλζχκθκαν, ςυμπυκνϊκθκαν και αποκθκεφτθκαν ςτουσ -40°C. 
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6.2.3 Ηλεκτροφϐρηςη 

Για τθν θλεκτροωόρθςθ των ενηυμικϊν διαλυμάτων χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ 

SDS-PAGE χρθςιμοποιϊντασ PhastGel Gradient 8-25. Για τον προςδιοριςμό των 

μοριακϊν μεγεκϊν χρθςιμοποιικθκαν πρωτεΐνεσ ςυγκεκριμζνου μοριακοφ βάρουσ 

(μάρτυρεσ).  Θ αρχι τθσ μεκόδου αυτισ ςτθρίηεται ςτο διαχωριςμό των πρωτεϊνϊν 

ανάλογα με το μοριακό τουσ μζγεκοσ. Στο ςυγκεκριμζνο είδοσ θλεκτροωόρθςθσ ωσ 

αποδιατακτικό μζςο χρθςιμοποιείται το ανιονικό απορρυπαντικό SDS, (μετά 

νατρίου άλασ του κειικοφ δωδεκυλίου). Το SDS δεςμεφεται ςτισ πρωτεΐνεσ με 

υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ και τισ αποδιατάςςει. Ζτςι, δθμιουργοφνται επιμικθ 

μόρια, αρνθτικά ωορτιςμζνα, με ςαωι και κακοριςμζνθ δομι. Επειδι το ωορτίο 

ανά μονάδα μάηασ είναι περίπου ςτακερό και οι υδροδυναμικζσ ιδιότθτεσ είναι 

ςυνάρτθςθ μόνο του μοριακοφ μεγζκουσ, θ θλεκτροωορθτικι κινθτικότθτα των 

πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων, κάτω από αυτζσ τισ ςυνκικεσ, εξαρτάται αποκλειςτικά 

από το μοριακό μζγεκοσ.  

 

Εικόνα 6.2: πειραματικι διάταξθ θλεκτροφόρθςθσ πιγματοσ ακρυλαμιδίου. 

 

Στο παρακάτω διάγραμμα ροισ ςυνοψίηεται θ διαδικαςία απομόνωςθσ και 

κακαριςμοφ τθσ ΡΜΕ από το ωλοιό του πορτοκαλιοφ Navel (Διάγραμμα 6.1).  
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Πορτοκάλια Navel

Εξαγωγι χυμοφ, κοπι και 
άλεςθ ωλοιοφ

ομογενοποίθςθ ωλοιοφ ςε 
0.1Μ Tris-HCl, 1 MNaCl 

pH=8
(10h)

κορεςμόσ 20% κειικό 
αμμϊνιο, ανάδευςθ για 

10h

ωυγοκζντριςθ 10000g για 
30'

απόρριψθ ιηιματοσ

κορεςμόσ 75% κειικό 
αμμϊνιο, ανάδευςθ για 

10h

ωυγοκζντριςθ 10000g για 
30'

απόρριψθ 
υπερκείμενου

αναδιάλυςθ ιηιματοσ ςε 
10mM Tris-HCl, pH=7.5, 20 

mM NaCl, 0.02% NaN3

διικθςθ με πλζγμα

διικθςθ με μεμβράνεσ 0.8, 
0.45, 0.2μm

υπερδιικθςθ με μεμβράνθ 
MW 10kDa

χρωματογραωία 
κατιοντοεναλλαγισ (ςτιλθ 

UNO-S) (x2)

χρωματογραωία μοριακισ 
διικθςθσ (ςτιλθ Biogel P-

30)

κακαρό ενηυμικό διάλυμα 
(560U/mL)

θλεκτροωόρθςθ 
SDS-PAGE

 

Διάγραμμα 6.1: Διάγραμμα ροισ τθσ διαδικαςίασ απομόνωςθσ και κακαριςμοφ ΠΜΕ από φλοιό 
πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel 
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6.3 Πειραματικό διαδικαςύα προςδιοριςμοϑ κινητικών ςταθερών 

τησ ΠΜΕ 

Για τον προςδιοριςμό των κινθτικϊν ςτακερϊν του μοντζλου Michaelis-Menten για 

τθν ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ Navel χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ μζτρθςθσ 

ενεργότθτασ των Cameron et al. [70] (βλ. §6.5.1.i). Ξεκινϊντασ με τθν αρχικι 

ςυγκζντρωςθ του υποςτρϊματοσ πθκτίνθσ 10mg/mL (πθκτίνθ από μιλα Fluka 

Analytical περίπου 75% βακμοφ εςτεροποίθςθσ, 1%w/v, 0.3Μ NaCl, διόρκωςθ ςε 

pH=7.5 με NaOH 0.2N) πραγματοποιικθκαν 5 διαδοχικζσ αραιϊςεισ ςε 7, 5, 4, 3 και 

1 mg/mL. Για κάκε μζτρθςθ χρθςιμοποιικθκαν 50mL από κάκε ςυγκζντρωςθ 

υποςτρϊματοσ. Το ενηυμικό διάλυμα κάκε μζτρθςθσ αποτελείτο από 2mL 

ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (20mM Tris-HCl, pH=7.5, 31°C, 0.02% NaN3) και 20μL 

ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ. 

6.4 Πειραματικό διαδικαςύα θερμικόσ απενεργοπούηςησ ΠΜΕ και 

απενεργοπούηςησ με ΤΤΠ 

6.4.1 Πειραματικό διαδικαςύα θερμικόσ απενεργοπούηςησ 

Ρραγματοποιικθκε κινθτικι μελζτθ κερμικισ απενεργοποίθςθσ ΡΜΕ πορτοκαλιοφ 

Navel. Εξετάςτθκε θ επίδραςθ 4 κερμοκραςιϊν: 50, 55, 60, και 65°C. Για κάκε 

κερμοκραςία προετοιμάςτθκαν 6 ενηυμικά δείγματα αραιϊνοντασ 20μL ενηυμικοφ 

ςυμπυκνϊματοσ ςε 2mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (20mM Tris-HCl, pH=7.5, 31°C, 

0.02% NaN3) για κάκε δείγμα. Κάκε δείγμα ςυςκευάςτθκε ςε ςακουλάκι 

διςτρωματικοφ υλικοφ πολυαικυλενίου-πολυπροπυλενίου με τθν πλευρά του 

πολυπροπυλενίου ςε επαωι με το δείγμα. Τα δείγματα τοποκετικθκαν ςε 

υδατόλουτρο ςτακερισ κερμοκραςίασ και αωαιροφνταν ζνα-ζνα ανά τακτά χρονικά 

διαςτιματα, με τα πρϊτα 30’’ να κεωροφνται ωσ θ χρονικι ςτιγμι t=0. Μετά το 

πζρασ τθσ κερμικισ κατεργαςίασ, προςδιορίςτθκε αμζςωσ θ εναπομείναςα 

δραςτικότθτα τθσ ΡΜΕ. 

6.4.2 Περιγραφό τησ μονϊδασ ΤΤΠ 

Για τθ διεξαγωγι των κινθτικϊν πειραμάτων με ΥΥΡ χρθςιμοποιικθκε θ μονάδα 

Food Pressure Unit FPU 1.01 τθσ Resato International BV (Roden, Holland) θ οποία 

αποτελεί ςυνιδιοκτθςία του ΕΜΡ και του Εκνικοφ Λδρφματοσ Αγροτικισ Ζρευνασ 

(ΕΚΛΑΓΕ). Ο εξοπλιςμόσ περιλαμβάνει μία μονάδα ΥΥΡ ςυνδεδεμζνθ με δφο τφπουσ 

καλάμων πίεςθσ (Εικόνα 6.3 και Εικόνα 6.4 ). Ο πρϊτοσ περιλαμβάνει μία ςυςτοιχία 

από 6 κυλινδρικοφσ καλαμίςκουσ όγκου 42mL που ωζρουν πνευματικζσ βάννεσ και 

μποροφν να λειτουργιςουν ανεξάρτθτα. Θ ςυςτοιχία αυτι χρθςιμοποιείται για τθ 

διεξαγωγι κινθτικϊν πειραμάτων ςε ςυνκικεσ ΥΥΡ. Ο δεφτεροσ τφποσ καλάμου 

είναι ζνασ κυλινδρικόσ κάλαμοσ όγκου 1.5L και χρθςιμοποιείται για τθν 

επεξεργαςία μεγαλφτερων ποςοτιτων προϊόντων. Πλοι οι κάλαμοι διακζτουν 
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μονωτικά δαχτυλίδια και ςωραγίηονται με πϊματα που ωζρουν ςπείρωμα και 

κερμοςτοιχείο. 

 

 

Εικόνα 6.3: Σο ςφςτθμα υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ που χρθςιμοποιικθκε για τα πειράματα. 
Αριςτερά φαίνεται θ μονάδα ΤΤΠ, ςτο κζντρο ο κάλαμοσ όγκου1.5L και δεξιά θ ςυςτοιχία των 6 
μικρότερων καλάμων όγκου 42mL. 

 

 

Εικόνα 6.4: Λεπτομζρεια των μικρϊν καλάμων ΤΤΠ. Διακρίνονται οι διακόπτεσ που ελζγχουν τισ 
πνευματικζσ βάννεσ για τθν απομόνωςθ του κάκε καλάμου. 

Θ ςυςκευι ΥΥΡ μπορεί να δθμιουργιςει πίεςθ μζχρι και 1000MPa και να 

λειτουργιςει ςε κερμοκραςίεσ από -40°C ζωσ 100°C. Το μζςο μεταωοράσ πίεςθσ 

του ςυςτιματοσ είναι γλυκόλθ (polyglycol, ISO viscosity class VG 15). Για να 
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προςτατευκοφν τα δείγματα από τυχόν επιμολφνςεισ αλλά και για να αποωευχκεί 

διαρροι των δειγμάτων μζςα ςτουσ καλάμουσ, είναι απαραίτθτο τα δείγματα να 

ςυςκευάηονται με δφο υλικά ςυςκευαςίασ. 

Ο ζλεγχοσ τθσ πίεςθσ του ςυςτιματοσ γίνεται από πίνακα ελζγχου ενςωματωμζνο 

ςτο ςφςτθμα πίεςθσ, ενϊ θ πίεςθ ςτο ςυνολικό ςφςτθμα και ςτον μεγάλο κάλαμο 

καταγράωεται ςε θλεκτρονικό υπολογιςτι, μζςω κατάλλθλου λογιςμικοφ 

παρεχόμενου από τθν εταιρεία καταςκευισ του εξοπλιςμοφ. Ο ρυκμόσ αφξθςθσ τθσ 

πίεςθσ είναι περίπου 100MPa/7s και ενϊ ο χρόνοσ εκτόνωςθσ δεν ξεπερνά τα 3s. 

Ο κερμοκραςιακόσ ζλεγχοσ των καλάμων γίνεται μζςω ανεξάρτθτου κυκλϊματοσ 

κερμοφ νεροφ, το οποίο κερμαίνεται ςε υδατόλουτρο. Το νερό κυκλοωορεί μζςα ςε 

μανδφεσ που περιβάλλουν κάκε κάλαμο με τθ βοικεια ωυγόκεντρθσ αντλίασ. Το 

πϊμα κάκε καλάμου ωζρει κερμοςτοιχείο το οποίο ςυνδζεται με θλεκτρονικό 

υπολογιςτι. Θ καταγραωι τθσ κερμοκραςίασ γίνεται μζςω κατάλλθλου λογιςμικοφ 

παρεχόμενου από τθν εταιρεία καταςκευισ του εξοπλιςμοφ. 

6.4.3 Πειραματικό διαδικαςύα απενεργοπούηςησ με ΤΤΠ 

Για τθν κινθτικι μελζτθ απενεργοποίθςθσ ΡΜΕ με ΥΥΡ ζγιναν πειράματα ςε 3 

κερμοκραςίεσ και 4 πιζςεισ για κάκε κερμοκραςία: 45°C, 50°C, 55°C και 400, 500, 

600 και 700MPa. Για κάκε ςυνκικθ χρθςιμοποιικθκαν 6 δείγματα ενηυμικοφ 

διαλφματοσ. Για τθν παραςκευι κάκε δείγματοσ 20μL ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ 

αραιϊκθκαν ςε 2mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (20mM Tris-HCl, pH=7.5, 31°C, 0.02% 

NaN3). Κάκε δείγμα ςυςκευάςτθκε πρϊτα ςε ςακουλάκι από διςτρωματικό υλικό 

πολυαικυλενίου-πολυπροπυλενίου, με το πολυπροπυλζνιο ςε επαωι με το δείγμα, 

και κατόπιν ςε δεφτερο ςακουλάκι πολυπροπυλενίου υπό ςυνκικεσ κενοφ. 

Για κάκε ςυνκικθ τα δείγματα τοποκετοφνται ςτουσ μικροφσ καλάμουσ, που είναι 

πλθρωμζνοι με το υγρό μεταωοράσ πίεςθσ, και οι βαλβίδεσ παραμζνουν ανοιχτζσ. 

Το ςφςτθμα ΥΥΡ τίκεται ςε λειτουργία και μόλισ ωκάςει ςτθν επικυμθτι πίεςθ οι 

βαλβίδεσ των καλάμων κλείνουν (πλθν ενόσ καλάμου που κεωρείται ωσ ςτιγμι 

t=0). Οι κάλαμοι διατθροφν τθν επικυμθτι πίεςθ μζχρι οι βαλβίδεσ να ανοίξουν 

ξανά και θ πίεςθ να εκτονωκεί. Ζτςι, ανά τακτά χρονικά διαςτιματα (που 

κακορίςτθκαν κατά εκτονϊνεται κι από ζνασ κάλαμοσ , με ςκοπό να αποκτθκοφν 

δεδομζνα εναπομείναςασ δραςτικότθτασ ενηφμου για διάωορουσ χρόνουσ 

κατεργαςίασ ςε κάκε ςυνκικθ. Ωσ χρονικι ςτιγμι t=0 λαμβάνεται το δείγμα που 

βρίςκεται ςτο κάλαμο του οποίου θ βαλβίδα δεν κλείνει. Ο κάλαμοσ αυτόσ 

παραμζνει υπό πίεςθ για περίπου 15’’. 

Μετά το πζρασ τθσ κατεργαςίασ, τα δείγματα αωαιρζκθκαν από τουσ καλάμουσ και 

διατθρικθκαν υπό ψφξθ για μερικζσ ϊρεσ μζχρι τθν μζτρθςθ τθσ δραςτικότθτάσ 

τουσ. 
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6.5 Μϋτρηςη ενεργϐτητασ ΠΜΕ (PME assay) 

Σε κάκε ςτάδιο του κακαριςμοφ του ενηφμου αλλά και μετά από τα κινθτικά 

πειράματα  μετρικθκε θ εναπομείναςα ενεργότθτα του ενηφμου ϊςτε να 

εκτιμθκοφν οι απϊλειεσ κατά τον κακαριςμό και θ απενεργοποίθςθ που επετεφχκθ 

με τθν κατεργαςία. Θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε είναι μια τροποποίθςθ τθσ 

μεκόδου που ειςιγαγαν οι Rouse και Atkins το 1955 [79]. Ακόμθ, χρθςιμοποιικθκε 

θ ωαςματοωωτομετρικι μζκοδοσ μζτρθςθσ τθσ ενεργότθτασ των Cameron et al. [70] 

θ οποία είναι κατάλλθλθ για τθν μζτρθςθ ςε ενηυμικά ςυμπυκνϊματα κακότι θ 

ποςότθτα που απαιτείται για κάκε μζτρθςθ είναι πολφ μικρι. 

6.5.1.i Μέτρηςη ενεργότητασ με τιτλοδότηςη 

 

Εικόνα 6.5: ο αυτόματοσ τιτλοδότθσ που χρθςιμοποιικθκε για τθ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ ΠΜΕ. 
Διακρίνεται θ κυψελίδα μζτρθςθσ θ οποία διατθρείται ςε ςτακερι κερμοκραςία 30°C μζςω 
κυκλοφορίασ κερμοφ νεροφ κακϊσ και θ φιάλθ με το διάλυμα NaOH (δεξιά) 

 Θ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ ζγινε με αυτόματο τιτλοδότθ (ΤΛΜ 854, TitraLab, 

Radiometer Titration Manager) και ςτθρίηεται ςτθν μζτρθςθ παροχισ διαλφματοσ 

NaOH 0.02Ν που απαιτείται ϊςτε να διατθρθκεί ςτακερό το pH ενηυμικοφ 

διαλφματοσ και υποςτρϊματοσ πθκτίνθσ ςτο 7.5, το οποίο ςυνεχϊσ μειϊνεται λόγω 

απελευκζρωςθσ πθκτινικϊν οξζων από τθ δράςθ του ενηφμου. 

 Για κάκε μζτρθςθ απαιτοφνται 50mL διαλφματοσ πθκτίνθσ (πθκτίνθ από μιλα Fluka 

Analytical περίπου 75% βακμοφ εςτεροποίθςθσ, 1%w/v, 0.3Μ NaCl, διόρκωςθ ςε 

pH=7.5 με NaOH 0.2N) και 2mL ενηυμικοφ διαλφματοσ. Συνδυάηοντασ το ζνηυμο και 

το υπόςτρωμα, ο τιτλοδότθσ διοχετεφει για 5’ διάλυμα NaOH ενϊ καταγράωει τθν 

ογκομετρικι παροχι του διαλφματοσ μετά το 3ο λεπτό, ϊςτε αυτι να είναι ςτακερι. 

Θ κερμοκραςία ςτθν κυψελίδα του τιτλοδότθ ιταν για όλεσ τισ μετριςεισ ςτακερι 

ςτουσ 30°C. 
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Από τθν ογκομετρικι παροχι που λαμβάνεται ςτο τζλοσ τθσ μζτρθςθσ ωσ ζνδειξθ, 

είναι δυνατόν να υπολογιςτεί θ δραςτικότθτα του ενηυμικοφ διαλφματοσ. Ωσ 1 unit 

PME ορίηεται εκείνθ θ ποςότθτα ενηφμου που απελευκερϊνει 1 μmol πθκτινικϊν 

οξζων ανά min. Εξουδετζρωςθ 1 μmol πθκτινικϊν οξζων απαιτεί 1 μmol NaOH. Ζτςι 

θ παροχι διαλφματοσ καυςτικοφ νατρίου εφκολα ανάγεται ςε ενεργότθτα ενηφμου 

ςφμωωνα με τα παρακάτω: 

Αν Q (mL/min) είναι θ παροχι NaOH του τιτλοδότθ, και το διάλυμα ζχει 

ςυγκζντρωςθ 0.02Μ=20μmol/mL, τότε θ δραςτικότθτα του ενηφμου ςτα 2mL του 

δείγματοσ που μετράται κα είναι: 

   
 

  
  

 

   
  

  

   
     

    

  
  (6.1) 

Αν τα 2 mL διαλφματοσ μζτρθςθσ προζκυψαν από τθν αραίωςθ V1 mL ενηυμικοφ 

ςυμπκνϊματοσ ςε VB mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ, τότε θ ενεργότθτα του ενηφμου 

ςτο ενηυμικό ςυμπφκνωμα κα είναι: 

   
 

  
  

     
   

   
  

   
     

    

  
  (6.2) 

Θ εξίςωςθ (6.2) είναι απαραίτθτθ μόνο για τον προςδιοριςμό τθσ απόλυτθσ 

ενεργότθτασ του ενηφμου κατά τον κακαριςμό. Στα κινθτικά πειράματα, επειδι 

χρθςιμοποιείται λόγοσ ενεργοτιτων για να εκωράςει τθ μεταβολι τθσ ενεργότθτασ, 

θ εξίςωςθ ανάγεται απλά ςε λόγο ογκομετρικϊν παροχϊν Q του τιτλοδότθ. 

6.5.1.ii Μέτρηςη ενεργότητασ με φαςματοφωτόμετρο 

Θ ωαςματοωωτομετρικι μζκοδοσ για τθ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ ΡΜΕ 

χρθςιμοποιικθκε κατά τον κακαριςμό του ενηφμου και ςυγκεκριμζνα ςτα κλάςματα 

που προζκυψαν μετά τθν χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ. Επειδι κάκε κλάςμα 

είχε μικρό όγκο (5mL) θ μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ ζπρεπε να καταναλϊνει όςο το 

δυνατόν μικρότερθ ποςότθτα ενηυμικοφ διαλφματοσ. 

Θ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθν μεταβολι του χρϊματοσ του δείκτθ BTB (bromothymol 

blue) κατά τθν υδρόλυςθ των εςτερικϊν ομάδων τθσ πθκτίνθσ. Ο δείκτθσ αλλάηει 

ςταδιακά χρϊμα από κυανό ςε κίτρινο και θ μεταβολι αυτι παρακολουκείται με 

ωαςματοωωτόμετρο (Microplate readers, Spectramax 250) ςε μικοσ κφματοσ 

620nm. Θ μεταβολι τθσ απορρόωθςθσ δίνει μία ευκεία τθσ οποίασ θ κλίςθ μπορεί 

να μεταωραςτεί ςε ενεργότθτα ενηφμου, μζςω κατάλλθλθσ καμπφλθσ αναωοράσ 

(Διάγραμμα 6.2). 
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Διάγραμμα 6.2: Καμπφλθ αναφοράσ γαλακτουρονικοφ οξζοσ. Με βάςθ αυτι τθν καμπφλθ θ 
μεταβολιτθσ απορρόφθςθσ (ςε OD/min) μπορεί να μετατραπεί ςε units ΠΜΕ ςφμφωνα με τον οριςμό 
τθσ ενεργότθτασ. 

Το διάλυμα μζτρθςθσ αποτελείται από 0.01Μ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 

ωωςωορικϊν, 0.5% w/v πθκτίνθσ και 0.1Μ NaCl. Το διάλυμα του δείκτθ αποτελείται 

από 0.01Μ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ωωςωορικϊν και 0.025% w/v δείκτθ BTB. 

Για τθ μζτρθςθ χρθςιμοποιικθκε πινακίδα (microplate) με κυψελίδεσ όγκου 200μL. 

Σε κάκε κυψελίδα αναμείχκθκαν 150μL διαλφματοσ μζτρθςθσ, 10μL διαλφματοσ 

δείκτθ BTB και 40μL ενηυμικοφ διαλφματοσ. Το μικοσ κφματοσ ρυκμίςτθκε ςτα 

620nm και θ κερμοκραςία του καλάμου του ωαςματοωωτομζτρου ςτουσ 37°C. 

Κάκε ςειρά μετριςεων διιρκεςε ςυνολικά 10 min για κάκε πινακίδα (5 κυψελίδεσ 

πλθρωμζνεσ ανά ςειρά μετριςεων) με το ωαςματοωωτόμετρο να καταγράωει τθν 

απορρόωθςθ κάκε κυψελίδασ ανά 5’’. Τζλοσ, θ κλίςθ τθσ ευκείασ που προζκυψε για 

κάκε κυψελίδα μετατράπθκε ςε ενεργότθτα ΡΜΕ μζςω τθσ καμπφλθσ αναωοράσ 

(Διάγραμμα 6.2). 

6.6 Μϋτρηςη ςυνολικόσ πρωτεϏνησ με τη μϋθοδο Bradford 

Για τθ μζτρθςθ τθσ ςυνολικισ ποςότθτασ πρωτεΐνθσ μετά από κάκε ςτάδιο 

κακαριςμοφ του ενηφμου επιςτρατεφκθκε θ μζκοδοσ Bradford. 

Θ αρχι τθσ μεκόδου αυτισ ςτθρίηεται ςτθν ιδιότθτα που ζχει θ χρωςτικι ουςία 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 να δεςμεφεται ςτα μόρια των πρωτεϊνϊν. Θ 

χρωςτικι αυτι, όταν βρίςκεται ςε ελεφκερθ κατάςταςθ και ςε όξινο περιβάλλον, 

απορροωά ςτα 465nm και το χρϊμα τθσ είναι καςτανό. Θ δθμιουργία του 

ςυμπλόκου πρωτεΐνθσ-χρωςτικισ, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν εμωάνιςθ κυανοφ 

χρϊματοσ και τθ μεταβολι του μζγιςτου απορρόωθςθσ ςτα 595nm, όπου και 

μετράται ωωτομετρικά. 
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 Για κάκε μζτρθςθ παραςκευάςτθκαν δφο δείγματα. Για το τυωλό δείγμα 

αναμείχκθκαν 1mL διαλφματοσ Bradford και 25μL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ και για 

το δείγμα μζτρθςθσ 1mL διαλφματοσ Bradford και 25μL ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ. 

Τα δείγματα τοποκετικθκαν ςε κυψελίδεσ χαλαηία και μετρικθκαν ςε 

ωαςματοωωτόμετρο UV, ςε μικοσ κφματοσ 595nm. Ο υπολογιςμόσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν ζγινε χρθςιμοποιϊντασ πρότυπθ καμπφλθ αναωοράσ 

από αλβουμίνθ βόειου οροφ, (BSA) (      
  

  
         ). 
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Κεφϊλαιο 7 : Επεξεργαςύα μετρόςεων και 

αποτελϋςματα 

7.1 Ειςαγωγό 

Στθν παροφςα εργαςία πραγματοποιικθκε απομόνωςθ και κακαριςμόσ τθσ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ (ΡΜΕ) από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel ϊςτε να 

παραλθωκεί το ςυγκεκριμζνο ζνηυμο ςε κακαρι μορωι με ςτόχο τον περαιτζρω 

βιοχθμικό, καταλυτικό και δομικό χαρακτθριςμό του. Επίςθσ, μελετικθκε θ 

επίδραςθ τθσ υπερυψθλισ υδροςτατικισ πίεςθσ (ΥΥΡ) και τθσ κερμοκραςίασ ςτθν 

απενεργοποίθςθ του ενηφμου ςτο κακαρό διάλυμα (pH=7.5). Θ απενεργοποίθςθ 

βρζκθκε ότι ακολουκεί κινθτικι α’ τάξθσ. Υπολογίςτθκαν οι κινθτικζσ ςτακερζσ k, Ea, 

Va και προςδιορίςτθκαν επίςθσ οι παράμετροι δφο κινθτικϊν μοντζλων (ζνα 

εκκετικό και ζνα πολυωνυμικό) που εκωράηουν τθ ςυνδυαςμζνθ επίδραςθ τθσ 

πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. Μζςω των 

μοντζλων αυτϊν είναι δυνατόσ ο υπολογιςμόσ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ ςε ζνα μεγάλο εφροσ πιζςεων και κερμοκραςιϊν. 

7.2 Καθαριςμϐσ ΠΜΕ φλοιοϑ πορτοκαλιοϑ Navel 

7.2.1 Εκχϑλιςη 

Ρρϊτθ ωάςθ του κακαριςμοφ τθσ ΡΜΕ αποτζλεςε θ εκχφλιςι τθσ από το ωλοιό του 

πορτοκαλιοφ Navel. Θ επιλογι τθσ πθγισ ςτθρίηεται ςτο γεγονόσ ότι θ ςυγκζντρωςθ 

και θ δραςτικότθτα του ενηφμου ςτο ωλοιό παρουςιάςτθκε ςθμαντικά μεγαλφτερθ 

ςε ςχζςθ με αυτι του χυμοφ, μιασ και θ ΡΜΕ απαντάται κυρίωσ ςτα αδιάλυτα ςτο 

νερό κυτταρικά ςυςτατικά. 

Κακότι θ ΡΜΕ είναι ζνηυμο προςδεμζνο ςτα κυτταρικά τοιχϊματα των ωυτικϊν 

ιςτϊν μζςω θλεκτροςτατικϊν αλλθλεπιδράςεων, χρειάςτθκε ρυκμιςτικό διάλυμα 

με υψθλι ιοντικι ιςχφ για τθν εκχφλιςι τθσ (0.1M Tris-HCl, pH=8, 1M NaCl,0.02% 

NaN3).  Θ εκχφλιςθ ζδωςε ςυνολικά 38475 Units ΡΜΕ ςε όγκο 2025mL. 
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7.2.2 Καταβϑθιςη και διόθηςη 

Μετά τθν καταβφκιςθ ςε 20% του κορεςμοφ (NH4)2SO4 δεν παρατθρικθκε 

ςθμαντικι απϊλεια ενεργότθτασ, απομακρφνκθκε όμωσ μεγάλθ ποςότθτα μεγάλων 

ςωματιδίων. Θ καταβφκιςθ ςε 75% (NH4)2SO4 ιταν επιτυχισ δίνοντασ ενεργότθτα 

83.4% του ανεπεξζργαςτου εκχυλίςματοσ. Το υπερκείμενο υγρό τθσ 2θσ 

ωυγοκζντρθςθσ δεν είχε ανιχνεφςιμθ ενεργότθτα, ενϊ μζροσ τθσ ενεργότθτασ (17%) 

χάκθκε κατά τθ ςειρά διθκιςεων. Οι διθκιςεισ ιταν απαραίτθτεσ, κακϊσ 

επζτρεψαν τθν απομάκρυνςθ ςωματιδίων μεγάλου μεγζκουσ που κα μποροφςαν 

να δθμιουργιςουν προβλιματα ςτον εξοπλιςμό των μετζπειτα ςταδίων. 

7.2.3 Τπερδιόθηςη  

Θ υπερδιικθςθ του ενηυμικοφ μείγματοσ κρίκθκε απαραίτθτθ αωενόσ μεν για τθν 

απομάκρυνςθ των αλάτων και αωετζρου για τθ ςυμπφκνωςι του. Και τα δφο 

βιματα απαιτοφνται για τθ ςωςτι λειτουργία των διαδικαςιϊν χρωματογραωικοφ 

κακαριςμοφ.  

Μεγάλεσ απϊλειεσ ενεργότθτασ παρατθρικθκαν κατά τθν υπερδιικθςθ και τουσ 

χρωματογραωικοφσ διαχωριςμοφσ. Μετά τθν υπερδιικθςθ παρατθρικθκε απϊλεια 

ενεργότθτασ 30%. Μετά το πζρασ των χρωματογραωικϊν διαχωριςμϊν, θ 

εναπομείναςα ενεργότθτα που ανακτικθκε ιταν ςτο 9.5% (ςε ςχζςθ με αυτιν του 

ακατζργαςτου εκχυλίςματοσ ωλοιοφ).  

7.2.4 Φρωματογραφύα κατιοντοεναλλαγόσ 

Θ ζκλουςθ τθσ ΡΜΕ κατά τθν χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ εμωάνιςε δφο 

κορυωζσ απορρόωθςθσ, μία ζντονθ κορυωι ςτα 58min και μία λιγότερο ευδιάκριτθ 

ςτα 131min. Θ ζκλουςθ τθσ ζντονθσ κορυωισ πραγματοποιικθκε ςε ςυγκεντρϊςεισ 

NaCl μεταξφ 0.16 και 0.22Μ ενϊ θ ζκλουςθ τθσ μικρότερθσ κορυωισ μεταξφ 0.25 και 

0.35Μ. Ο ανωτζρω χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ πραγματοποιικθκε δισ για τθν 

αφξθςθ τθσ κακαρότθτασ του ενηυμικοφ διαλφματοσ. 

Αντιπαράκεςθ τθσ καμπφλθσ ζκλουςθσ με τθν καμπφλθ ενεργότθτασ ΡΜΕ κάκε 

κλάςματοσ αποκαλφπτει ότι θ μικρι κορυωι απορρόωθςθσ ζχει ςτθν 

πραγματικότθτα ςθμαντικι ενεργότθτα ΡΜΕ, γεγονόσ που αποδεικνφει τθν φπαρξθ 

δφο ιςοενηφμων τθσ ΡΜΕ ςτο ωλοιό του πορτοκαλιοφ Navel. Το κλάςμα που 

απομονϊκθκε και χρθςιμοποιικθκε για τα πειράματα απενεργοποίθςθσ προιλκε 

από τθν πρϊτθ κορυωι τθσ καμπφλθσ ζκλουςθσ. 
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Διάγραμμα 7.1: καμπφλθ ζκλουςθσ (1
οσ 

χρωματογραφικόσ διαχωριςμόσ), καμπφλθ ενεργότθτασ και 
καμπφλθ μεταβολθσ ςυγκζντρωςθσ NaCl κατά τθν χρωματογραφία κατιοντοεναλλαγισ. Οι δφο 
κορυφζσ που εμφανίηονται μαρτυροφν τθν παρουςία δφο ιςοενηφμων τθσ ΠΜΕ ςτο φλοιό του 
πορτοκαλιοφ Navel. 

 

7.2.5 Φρωματογραφύα μοριακόσ διόθηςησ 

Για περαιτζρω κακαριςμό του ενηυμικοφ κλάςματοσ πραγματοποιικθκε 

χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ με ςτιλθ Biogel P-30. Θ ζκλουςθ τθσ 

πθκτινομεκυλεςτεράςθσ παρατθρικθκε ωσ μία μονι κορυωι ςτα 460min 

(Διάγραμμα 7.2). 
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Διάγραμμα 7.2: Καμπφλθ ζκλουςθσ τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ κατά τθ χρωματογραφία μοριακισ 
διικθςθσ. Αντιπαράκεςθ με τθν καμπφλθ ενεργότθτασ του ενηφμου, αποκαλφπτει τθν κορυφι 
ζκλουςθσ. 

 Ραρακάτω ωαίνεται ο πίνακασ προόδου του κακαριςμοφ (Ρίνακασ 7.1). Είναι 

εμωανισ θ πορεία ανάκτθςθσ ενεργότθτασ από το ακατζργαςτο εκχφλιςμα, κακϊσ 

και θ αφξθςθ τθσ ανθγμζνθσ ενεργότθτασ  με τθν πορεία του κακαριςμοφ. Οι τιμζσ 

που αναγράωονται ςτθν τελευταία ςειρά αωοροφν το ενηυμικό διάλυμα με το οποίο 

πραγματοποιικθκαν τα περαιτζρω κινθτικά πειράματα. 
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Πίνακασ 7.1: ΢υγκεντρωτικόσ πίνακασ που καταγράφει τθν πρόοδο του κακαριςμοφ του ενηφμου μζςα από μετριςεισ όγκου διαλφματοσ, ενεργότθτασ ενηφμου και 
ςυνολικισ πρωτεΐνθσ μετά από ςτάδια κλειδιά. Σα χαρακτθριςτικά του τελικοφ ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ, με το οποίο ζγιναν τα πειράματα απενεργοποίθςθσ, φαίνονται 
ςτθν τελευταία ςειρά του πίνακα. Όπωσ φαίνεται, ανακτικθκε το 9.5% τθσ ενεργότθτασ ενηφμου που βρίςκεται ςτο φλοιό του πορτοκαλιοφ. 

΢τάδιο κακαριςμοφ 

΢υνολικόσ 
όγκοσ 

κλάςματοσ 
(mL) 

pH 
ενεργότθτα 

ενηφμου 
(units/mL) 

΢υγκζντρωςθ 
ολικισ 

πρωτεΐνθσ 
(mg/mL) 

Ενεργότθτα 
ανά mg 

πρωτεΐνθσ 
units/mgprot 

΢υνολικι 
ενεργότθτα 

(Units) 

Ποςοςτό 
ανάκτθςθσ 

ενεργότθτασ 
(%) 

ακατζργαςτο εκχφλιςμα  
(μετά τθν 1θ φυγοκζντρθςθ) 

2025 - 19 - - 38475 100 

μετά τθν διικθςθ ςε μεμβράνθ 0.2μm 155 - 207 1 207 32085 83.4 

Τπερδιικθςθ 
10000MW 

45 7.5 450 0.7 642.9 20550 53.4 

UNO S 
χρωματογραφία 

κατιοντοεναλλαγισ Ι 

κλάσμα i 37 7.5 350 0.6 583.3 12950 33.7 

κλάσμα 
ii 

- - - - - - - 

UNO S 
χρωματογραφία 

κατιοντοεναλλαγισ ΙΙ 

κλάσμα i 6.4 7.5 910 1.3 700 5800 15.1 

κλάσμα 
ii 

6 7.5 250 0.57 438.6 1500 3.9 

Χρωματογραφία μοριακισ  
διικθςθσ 

Biogel p-30 

κλάσμα i 
6.5 7.5 560 0.48 1125 3640 9.5 
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7.2.6 Ηλεκτροφϐρηςη 

Θ θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE ζδωςε μία ηϊνθ ςε μοριακό βάροσ 36kDa, 

επιβεβαιϊνοντασ τθν κακαρότθτα του ενηυμικοφ ςυμπυκνϊματοσ και τθν επιτυχία 

τθσ μεκόδου κακαριςμοφ (κακόλου πρωτεϊνικζσ προςμίξεισ, επιλογι μόνο ενόσ 

ιςοενηφμου ΡΜΕ). 

 

Εικόνα 7.1: Αποτζλεςμα θλεκτροφόρθςθσ δείγματοσ ΠΜΕ από φλοιό πορτοκαλιοφ Navel. 
Διαχωριςμόσ με PhastGel Gradient 8-25 και χρϊςθ με χρωςτικι Coomassie brilliant blue. ΢τθν 
αριςτερι ςτιλθ φαίνονται οι πρωτεΐνεσ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ και ςτθν δεξιά φαίνεται θ ΠΜΕ. 
Σα γνωςτά μοριακά βάρθ (kDa) και οι πρωτεΐνεσ-μάρτυρεσ αναγράφονται αριςτερά. 

Σφγκριςθ με ΡΜΕ από άλλεσ πθγζσ ςτθ βιβλιογραωία (Ρίνακασ 7.2) οδθγεί ςτο 

ςυμπζραςμα ότι θ ΡΜΕ από το ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel είναι μια ΡΜΕ 

μζςου μοριακοφ βάρουσ[16].   
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Πίνακασ 7.2: Μοριακά βάρθ ΠΜΕ από διάφορεσ πθγζσ όπωσ προςδιορίςτθκαν με θλεκτροφόρθςθ 
(Δεδομζνα από:[58],[53],[59],[48],[80]) 

Πθγι ΠΜΕ Μοριακό βάροσ (kDa) 

Μπανάνα (Ly-Nguyen et al.) 38 

Καρότο (Sila et al.) 32 

Φράουλα (Ly-Nguyen et al.) 33.5, 43 

Ρορτοκάλι Valencia (Savary et al.) 34 

λευκό γκρζιπωρουτ (Guiavarc’h et al.) 31.5, 23.7 

 

7.3 Προςδιοριςμϐσ κινητικών ςταθερών για την αλληλεπύδραςη 

ενζϑμου-υποςτρώματοσ 

Για τον προςδιοριςμό των κινθτικϊν ςτακερϊν τθσ ΡΜΕ χρθςιμοποιικθκε το 

μοντζλο Michaelis-Menten: 

   
    

  
 

     

      
 (7.1) 

Θ εξίςωςθ γραμμικοποιείται δίνοντασ το διπλό-αντίςτροωο γράωθμα Limeweaver-

Burk: 

 
 

 
 

 

  
 
  

  
 
 

   
 (7.2) 

Ζτςι χάραξθ του αντίςτροωου ρυκμοφ παραγωγισ προϊόντοσ ωσ προσ τθν 

αντίςτροωθ ςυγκζντρωςθ υποςτρϊματοσ δίνει ευκεία με κλίςθ 
  

  
 και 

αποτζμνουςα  
 

  
. Με γραμμικι παλινδρόμθςθ ςτα πειραματικά δεδομζνα 

υπολογίςτθκαν οι κινθτικζσ ςτακερζσ Km (mg/mL) και Vm(μmol/mL min). 
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Πίνακασ 7.3: Δεδομζνα για τον υπολογιςμό των κινθτικϊν ςτακερϊν τθσ εξίςωςθσ Michaelis-Menten. 

΢σγκένηρωζη 
πηκηίνης 
(mg/mL) 

Παροτή ηιηλοδόηη 
(mLNaOH/min) 

Ρσθμός παραγωγής 
προϊόνηος (μmol/mL 

min) 

1/S 
(mL/mg) 

1/v 
(mLmin/μmol) 

1 0.1688 1.688 1 0.592 

3 0.3118 3.118 0.33 0.321 

4 0.3475 3.475 0.25 0.288 

5 0.3644 3.644 0.20 0.274 

7 0.4036 4.036 0.14 0.248 

10 0.4147 4.147 0.10 0.241 

 

 

Διάγραμμα 7.3: διάγραμμα Limeweaver-Burk για τα πειραματικά δεδομζνα. Από τθ γραμμικι 
παλινδρόμθςθ μποροφν να υπολογιςτοφν οι κινθτικζσ ςτακερζσ του ενηφμου. 

Από το παραπάνω διάγραμμα υπολογίηονται οι κινθτικζσ ςτακερζσ μζςω τθσ 

εξίςωςθσ 
 

 
       

 

 
      : 

Km 2.06 mg/mL 

Vm 5.18 μmol/mLmin 

 

Θ ςτακερά Vm εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου μζςω τθσ ςχζςθσ: 

           (7.3) 

Θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου μπορεί εφκολα να υπολογιςτεί γνωρίηοντασ τθ 

ςφςταςθ του ενηυμικοφ διαλφματοσ από τισ μετριςεισ πρωτεϊνθσ κατά Bradford 
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(0.48mg/mL) κακϊσ και το μοριακό βάροσ του ενηφμου από τθν θλεκτροωόρθςθ 

(36000g/moL). Από τθν Εξίςωςθ (7.3) προκφπτουν: 

[E0]= 0.00013 μmol/mL 

k2= 38819 min-1 

 

Διάγραμμα 7.4: εξάρτθςθ του ρυκμοφ τθσ ενηυμικισ δράςθσ μεταξφ πθκτίνθσ και ΠΜΕ από τθ 
ςυγκζντρωςθ του υποςτρϊματοσ, όπωσ προςδιορίςτθκε πειραματικά και κεωρθτικά από τθν 
εξίςωςθ Michaelis-Menten και τισ υπολογιςμζνεσ ςτακερζσ (΢υνκικεσ μζτρθςθσ: pH=7.5, 30°C, 0.3M 
NaCl). 

Θ ςτακερά Km αποτελεί εγγενι παράμετρο του ενηφμου και εκωράηει τθ ςυγγζνειά 

του με το υπόςτρωμα[63]. Σε ςχζςθ με ΡΜΕ από άλλεσ πθγζσ ςτθ βιβλιογραωία 

(Ρίνακασ 7.4) , θ ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel ωαίνεται να ζχει 

πολφ μικρότερθ ςυγγζνεια με το υπόςτρωμα. 
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Πίνακασ 7.4: ΢φγκριςθ ςτακερϊν Km για ΠΜΕ από διαφορετικζσ πθγζσ (Δεδομζνα από: 
[58],[53],[59],[48],[80]) 

Πθγι 
Κm 

(mg/mL) 

Συνθήκες μέτρησης 

Θερμοκραςία 

(°C) 
pH 

DE 

πθκτίνθσ 

(%) 

ςυγκζντρωςθ 

NaCl (M) 

Μπανάνα (Ly-

Nguyen et al.) 
0.151 35 7 75 0.117 

Καρότο (Sila et al.) 0.154 22.5 6.5 70-75 0.117 

Φράουλα (Ly-

Nguyen et al.) 
0.416 35 7 70-75 0.117 

λευκό 

γκρζιπωρουτ 

(Guiavarc’h et al.) 

0.274 22.5 7 75 0.117 

 

7.4 Θερμικό απενεργοπούηςη ΠΜΕ 

Κατά τθ κερμικι κατεργαςία του ενηυμικοφ διαλφματοσ ΡΜΕ προςδιορίςτθκε θ 

επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. Με βάςθ τισ 

πειραματικζσ μετριςεισ παρατθρικθκε ότι θ απενεργοποίθςθ ακολουκεί απλι 

κλαςματικι κινθτικι πρϊτθσ τάξθσ τθσ μορωισ: 

 
 

  
      (7.4) 

Ππου Α θ ενεργότθτα του ενηφμου ςτθ  χρονικι ςτιγμι t, A0 θ ενεργότθτα τθ χρονικι 

ςτιγμι t=0 και k θ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. 

Για τον υπολογιςμό τθσ ςτακεράσ προςαρμόςτθκε εκκετικι ςυνάρτθςθ ςτα 

πειραματικά δεδομζνα. 

Στα παρακάτω διαγράμματα παρουςιάηεται θ απενεργοποίθςθ του ενηφμου ςε 

ςυνάρτθςθ με το χρόνο για τισ κερμοκραςίεσ ςτισ οποίεσ ζγιναν τα πειράματα. 
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7.4.1 Απενεργοπούηςη τησ ΠΜΕ ςε ςυνϊρτηςη με το χρϐνο 

7.4.1.i Θερμοκραςία 50°C 

 

t (min) A/A0 

0 1 

6 0.9244 

15 0.8504 

25 0.7431 

40 0.6222 

55 0.5521 

75 0.4597 
 

Διάγραμμα 7.5: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςτουσ 50°C 

7.4.1.iiΘερμοκραςία 55°C 

 

t (min) A/A0 

0 1 

10 0
7879 

20 0.6615 

30 0.5100 

45 0.3709 
 

Διάγραμμα 7.6: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςτουσ 55°C 
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7.4.1.iii Θερμοκραςία 60°C 

 

t (min) A/A0 

0 1 

2.5 0.7708 

5 0.6458 

7.5 0.4614 

10 0
2984 
 

Διάγραμμα 7.7: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςτουσ 60°C 

 

7.4.1.iv Θερμοκραςία 65°C 

 

t (min) A/A0 

0 1 

1 0.6243 

2 0.4
06 

3 0.3015 

4 0.2873 
 

Διάγραμμα 7.8: : Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςτουσ 65°C 

 

Τα παραπάνω διαγράμματα ςυνοψίηονται ςτο Διάγραμμα 7.9. Στα πειραματικά 

δεδομζνα κάκε κερμοκραςίασ προςαρμόςτθκε εκκετικι ςυνάρτθςθ από τθν οποία 

υπολογίςτθκε θ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ.  
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Διάγραμμα 7.9: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ για τισ τζςςερισ κερμοκραςίεσ του πειράματοσ 

 

Πίνακασ 7.5: ΢τακερζσ ρυκμοφ κερμικισ απενεργοποίθςθσ και χρόνοι υποδεκαπλαςιαςμοφ για τθν 
ΠΜΕ πορτοκαλιοφ Navel όπωσ προζκυψαν από τα πειραματικά δεδομζνα 

Θερμοκραζία 
(°C) 

ζηαθερά ρσθμού 
απενεργοποίηζης 

(min-1) 

Χρόνος 
σποδεκαπλαζιαζμού 

(min) 

50 0.011 213.2 

55 0.022 104.7 

60 0.111 88.2 

65 0.351 20.8 

7.4.2 Τπολογιςμϐσ ενϋργειασ ενεργοπούηςησ 

Θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ κερμικισ απενεργοποίθςθσ 

τθσ ΡΜΕ μπορεί να περιγραωεί από τθ ςχζςθ Arrhenius: 

            
  

 
 
 

 
 

 

    
   (7.5) 

Θ ςχζςθ αυτι μπορεί να εκωραςτεί και ωσ: 

            
  

 
 
 

 
 

 

    
  (7.6) 
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Συνεπϊσ, θ χάραξθ του λογαρίκμου τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ ωσ 

προσ τθν ποςότθτα  
 

 
 

 

    
  κα δϊςει ευκεία με κλίςθ  

  

 
 και αποτζμνουςα 

      . Με γραμμικι παλινδρόμθςθ ςτισ πειραματικά υπολογιςμζνεσ τιμζσ τθσ 

ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ υπολογίηεται θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ. 

Για κερμοκραςία αναωοράσ 65°C, θ προςαρμογι ωαίνεται ςτο Διάγραμμα 7.10. 

 

Διάγραμμα 7.10: Εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία, μζςω 
τθσ γραμμικοποιθμζνθσ ςχζςθσ Arrhenius. 

Θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ και θ ςτακερά του ρυκμοφ ςε κερμοκραςία Τref=65°C 

υπολογίηονται:  
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R² = 0,9784

-5,0

-4,5

-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

0,0

0,0000 0,0001 0,0001 0,0002

ln
k 

(m
in

-1
)

1/T-1/Tref (K-1)



Κεφάλαιο 7: Επεξεργαςία μετριςεων και αποτελζςματα   

127 

 

Διάγραμμα 7.11: Πειραματικζσ τιμζσ απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ προσ υπολογιςμζνεσ με τθ ςχζςθ 
Arrhenius, ςε κερμοκραςίεσ 50, 55, 60 και 65°C 

Το κινθτικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ περιγράωει ικανοποιθτικά τθ κερμικι 

απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ, και θ εξίςωςθ Arrhenius περιγράωει ικανοποιθτικά τθν 

επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. Αφξθςθ 

τθσ κερμοκραςίασ, αυξάνει το ρυκμό απενεργοποίθςθσ του ενηφμου. 

7.4.3 Τπολογιςμϐσ τησ ςταθερϊσ ZT για τη θερμικό επεξεργαςύα τησ ΠΜΕ 

Από τισ υπολογιςμζνεσ τιμζσ χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ για τθ κερμικι 

απενεργοποίθςθ μπορεί να υπολογιςτεί θ τιμι τθσ ςτακεράσ ZT. Χάραξθ του 

διαγράμματοσ logD ωσ προσ τθν ποςότθτα Tref-T δίνει ευκεία με κλίςθ 1/ΗΤ και 

αποτζμνουςα logDTref. Για κερμοκραςία αναωοράσ 65°C ζχουμε: 
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Διάγραμμα 7.12: Εξάρτθςθ του χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ από τθ κερμοκραςία για τθ κερμικι 
επεξεργαςία ΠΜΕ 

Από το διάγραμμα υπολογίηονται: 

         

             

 

Θ ςτακερά ZT δίνει μια εικόνα ςχετικά με τθ ςυμπεριωορά του  ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ ςχετικά με τθ κερμοκραςία. Κάκε αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ κατά 

9.5°C οδθγεί ςε υποδεκαπλαςιαςμό του χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ D. 

7.5 Απενεργοπούηςη ΠΜΕ ςυνδυϊζοντασ θερμϐτητα και ΤΤΠ 

Σε αυτι τθ ςειρά πειραμάτων μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ επεξεργαςίασ με ΥΥΡ ςε 

ςυνδυαςμό με ιπια κζρμανςθ, ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ. 

Ρραγματοποιικθκαν πειράματα ςε 3 κερμοκραςίεσ για κάκε πίεςθ και 4 πιζςεισ για 

κάκε κερμοκραςία. Το κινθτικό μοντζλο που βρζκθκε ότι εωαρμόηει ςτα 

πειραματικά δεδομζνα είναι το απλό κλαςματικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ: 

 
 

  
      (7.7) 

Ππου Α θ ενεργότθτα του ενηφμου ςτθ  χρονικι ςτιγμι t, A0 θ ενεργότθτα τθ χρονικι 

ςτιγμι t=0 και k θ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. 

Για τον υπολογιςμό τθσ ςτακεράσ προςαρμόςτθκε εκκετικι ςυνάρτθςθ ςτα 

πειραματικά δεδομζνα. 
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7.5.1 Επεξεργαςύα ΠΜΕ με ΤΤΠ ςτουσ 45°C 

7.5.1.i Πίεςη 400MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

5 0.882 

10 0.862 

20 0.792 

35 0.684 
 

Διάγραμμα 7.13: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 45°C και πίεςθ 400MPa 

7.5.1.ii Πίεςη 500MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

5 0.913 

15 0.629 

25 
.619 

40 0.522 
 

Διάγραμμα 7.14: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 45°C και πίεςθ 500MPa 
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7.5.1.iii Πίεςη 600MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

6 0.828 

10 0.745 

15 0.658 

25 0.531 
 

Διάγραμμα 7.15: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 45°C και πίεςθ 600MPa 

7.5.1.iv Πίεςη 700MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

5 0.824 

15 0.477 

25 0.435 

35 0.275 
 

Διάγραμμα 7.16: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 45°C και πίεςθ 700MPa 

 

Ραρακάτω παρουςιάηεται το ςυνολικό διάγραμμα τθσ απενεργοποίθςθσ για κάκε 

πίεςθ ςτουσ 45°C. 
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Διάγραμμα 7.17: Επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ τθσ ΠΜΕ ςτουσ 45°C 

 

 

7.5.2 Επεξεργαςύα ΠΜΕ με ΤΤΠ ςτουσ 50°C 

7.5.2.i Πίεςη 400MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

4 0.987 

12 0.835 

16 0.790 

20 0.757 
 

Διάγραμμα 7.18: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 50°C και πίεςθ 400MPa 
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7.5.2.ii Πίεςη 500MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

4 0.852 

12 0.726 

16 0.610 

20 0.611 
 

Διάγραμμα 7.19: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 50°C και πίεςθ 500MPa 

 

7.5.2.iiiΠίεςη 600MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

3 0.765 

6 0.687 

9 0.624 

12 0.576 
 

Διάγραμμα 7.20:  Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 50°C και πίεςθ 600MPa 
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7.5.2.iv Πίεςη 700MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

2 0.800 

4 0.666 

8 0.559 

10 0.488 
 

Διάγραμμα 7.21: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 50°C και πίεςθ 700MPa 

 

Ραρακάτω παρουςιάηεται το ςυνολικό διάγραμμα τθσ απενεργοποίθςθσ για κάκε 

πίεςθ ςτουσ 50°C. 

 

Διάγραμμα 7.22: Επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ τθσ ΠΜΕ ςτουσ 50°C 
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7.5.3Επεξεργαςύα ΠΜΕ με ΤΤΠ ςτουσ 55°C 

7.5.3.iΠίεςη 400MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

3 0.897 

6 0.718 

12 0.696 

15 0.658 
 

Διάγραμμα 7.23: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 55°C και πίεςθ 400MPa 

 

7.5.3.iiΠίεςη 500MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

3 0.826 

6 0.629 

9 0.538 

15 0.439 
 

Διάγραμμα 7.24: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 55°C και πίεςθ 500MPa 
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7.5.3.iiiΠίεςη 600MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

6 0.699 

9 0.405 

12 0.349 

15 0.261 
 

Διάγραμμα 7.25: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 55°C και πίεςθ 600MPa 

7.5.3.ivΠίεςη 700MPa 

 

t (min) A/A0 

0 1 

2 0.562 

4 0.328 

6 0.295 

8 0.135 
 

Διάγραμμα 7.26: Κινθτικι απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ ςε κερμοκραςία 55°C και πίεςθ 700MPa 

 

Ραρακάτω παρουςιάηεται το ςυνολικό διάγραμμα τθσ απενεργοποίθςθσ για κάκε 

πίεςθ ςτουσ 55°C. 
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Διάγραμμα 7.27: Επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν απενεργοποίθςθ τθσ ΠΜΕ ςτουσ 55°C 

 

Πίνακασ 7.6: ΢τακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ (min
-1

) όπωσ προκφπτουν από τθν εκκετικι 
παρεμβολι ςτα πειραματικά δεδομζνα, για κάκε πίεςθ και κερμοκραςία. 

              Πίεςθ 
               (MPa) 
Θερμο- 
κραςία (°C) 

400 500 600 700 

45 0.012 0.018 0.026 0.038 

50 0.014 0.027 0.052 0.076 

55 0.031 0.061 0.089 0.242 
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Πίνακασ 7.7: Χρόνοι υποδεκαπλαςιαςμοφ (min) τθσ ενεργότθτασ ΠΜΕ για κάκε πίεςθ και 
κερμοκραςία όπωσ προκφπτουν από τισ ςτακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. 

              Πίεςθ 
               (MPa) 
Θερμο- 
κραςία (°C) 

400 500 600 700 

45 191.9 127.9 88.6 60.6 

50 164.5 85.3 44.3 30.3 

55 73.8 37.7 26.0 9.5 

 

Από τουσ παραπάνω υπολογιςμοφσ γίνεται εμωανισ θ ςυνεργιςτικι επίδραςθ 

πίεςθσ και κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ. Αφξθςθ δθλαδι 

είτε τθσ πίεςθσ είτε τθσ κερμοκραςίασ αυξάνει το ρυκμό απενεργοποίθςθσ και 

αντίςτοιχα μειϊνει το χρόνο υποδεκαπλαςιαςμοφ, για το εφροσ πίεςθσ και 

κερμοκραςίασ του πειράματοσ. 

7.5.4 Εξϊρτηςη τησ ςταθερϊσ του ρυθμοϑ απενεργοπούηςησ απϐ τη 

θερμοκραςύα για ςταθερό πύεςη 

Θ εξάρτθςθ αυτι εκωράηεται μζςω τθσ γραμμικοποιθμζνθσ ςχζςθσ Arrhenius: 

            
  

 
 
 

 
 

 

    
  (7.8) 

Με χάραξθ του γραωιματοσ lnk (από τα πειραματικά δεδομζνα) ςε ςυνάρτθςθ με 

τθν ποςότθτα 
 

 
 

 

    
 παίρνουμε για κάκε πίεςθ και κερμοκραςία αναωοράσ 45°C 

τα παρακάτω διαγράμματα (Διάγραμμα 7.28). 
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Διάγραμμα 7.28: διαγράμματα  εξάρτθςθσ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΠΜΕ από τθ κερμοκραςία για τισ τζςςερισ πιζςεισ του πειράματοσ. Με 
γραμμικι παρεμβολι είναι δυνατόν να υπολογιςτεί θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ ςε κάκε πίεςθ. 
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Για κάκε διάγραμμα, από τθν εξίςωςθ τθσ ευκείασ που προκφπτει από τθ γραμμικι 

παρεμβολι μποροφν να υπολογιςτοφν οι ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ κακϊσ και οι 

ςτακερζσ kref. Ρροκφπτουν: 

Πίνακασ 7.8: Τπολογιςμζνεσ τιμζσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ Εα(kJ/mol) και ςτακεράσ k (min
-1

) ςε 
κερμοκραςία αναφοράσ 45°C, για κάκε πίεςθ επεξεργαςίασ. 

Πίεςθ επεξεργαςίασ 
(MPa) 

Εα (kJ/mol) kref (min-1) 

400 82 0.010 

500 105 0.017 

600 106 0.027 

700 160 0.035 

 

Από τα αποτελζςματα ωαίνεται ότι θ αφξθςθ τθσ πίεςθσ κακιςτά το ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ πιο ευμετάβλθτο με τθ κερμοκραςία, αωοφ αυξάνει τθν 

ενζργεια ενεργοποίθςθσ. Αυτό ςθμαίνει ότι μια αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ ςε 

υψθλότερθ πίεςθ κα αυξιςει περιςςότερο το ρυκμό απενεργοποίθςθσ απ’ ότι θ 

ίδια αφξθςθ ςε χαμθλότερθ πίεςθ. Ραρατθρείται ακόμθ ότι θ εξάρτθςθ τθσ 

ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία είναι εντονότερθ ςε 

ατμοςωαιρικι πίεςθ (218kJ/mol) απ’ ότι ςε αυξθμζνθ πίεςθ. 
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Θ εξάρτθςθ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ από τθν πίεςθ επεξεργαςίασ εκωράηεται 

μζςω τθσ ςχζςθσ: 

                        (7.9) 

Ππου      θ πίεςθ αναωοράσ και     θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ ςτθν πίεςθ 

αναωοράσ. 

Για πίεςθ αναωοράσ             θ εξάρτθςθ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ από 

τθν ποςότθτα        ωαίνεται ςτο παρακάτω διάγραμμα (Διάγραμμα 7.29). 

 

Διάγραμμα 7.29: Εξάρτθςθ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ από τθν πίεςθ για πίεςθ αναφοράσ 
Pref=500MPa. 

Με παρεμβολι εκκετικισ ςυνάρτθςθσ ςτα πειραματικά δεδομζνα υπολογίηονται οι 

παράμετροι τθσ ςχζςθσ (3.19): 

                   

              

 

7.5.5 Εξϊρτηςη τησ ςταθερϊσ του ρυθμοϑ απενεργοπούηςησ απϐ την 

πύεςη ςε ςταθερό θερμοκραςύα 

Θ εξάρτθςθ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ από τθν πίεςθ επεξεργαςίασ ςε 

ςτακερι κερμοκραςία μπορεί να εκωραςτεί μζςω τθσ γραμμικοποιθμζνθσ εξίςωςθσ 

του Eyring: 
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         (7.10) 

Ππου      θ πίεςθ αναωοράσ και      θ ςτακερά το ρυκμοφ ςτθν πίεςθ αναωοράσ. 

Χάραξθ του διαγράμματοσ     ωσ προσ τθν ποςότθτα       , με πίεςθ αναωοράσ 

500MPa δίνει ευκεία με κλίςθ  
  

  
 και αποτζμνουςα       , όπωσ ωαίνεται 

παρακάτω (Διάγραμμα 7.30). 
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Διάγραμμα 7.30: διαγράμματα  εξάρτθςθσ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΠΜΕ από τθν πίεςθ για τισ τρεισ κερμοκραςίεσ του πειράματοσ. Με γραμμικι 
παρεμβολι είναι δυνατόν να υπολογιςτεί ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ ςε κάκε κερμοκραςία. 
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Για κάκε διάγραμμα, από τθν εξίςωςθ τθσ ευκείασ που προκφπτει από τθ γραμμικι 

παρεμβολι μποροφν να υπολογιςτοφν ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ κακϊσ και οι 

ςτακερζσ kref. Ρροκφπτουν: 

Πίνακασ 7.9: Τπολογιςμζνεσ τιμζσ όγκου ενεργοποίθςθσ και ςτακεράσ k ςε πίεςθ αναφοράσ 500MPa, 
για κάκε κερμοκραςία επεξεργαςίασ. 

Θερμοκραςία 
επεξεργαςίασ (°C) 

Va (mL/mol) kref (min-1) 

45 -10.046 0.018 

50 -15.307 0.026 

55 -18.543 0.061 

 

Οι αρνθτικοί όγκοι ενεργοποίθςθσ ωανερϊνουν ότι για ςτακερι κερμοκραςία, θ 

αφξθςθ τθσ πίεςθσ οδθγεί ςε αφξθςθ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ. Από 

τα αποτελζςματα ωαίνεται ότι θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ κακιςτά το ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ πιο ευμετάβλθτο με τθν πίεςθ, αωοφ μειϊνει τον όγκο 

ενεργοποίθςθσ. Θ μείωςθ του όγκου ενεργοποίθςθσ με τθ κερμοκραςία ςθμαίνει 

ότι μία αφξθςθ τθσ πίεςθσ ςε υψθλότερθ κερμοκραςία αυξάνει περιςςότερο το 

ρυκμό απενεργοποίθςθσ απ’ ότι θ ίδια αφξθςθ ςε χαμθλότερθ κερμοκραςία. 
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Θ εξάρτθςθ του όγκου ενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία επεξεργαςίασ μπορεί να 

εκωραςτεί μζςω τθσ γραμμικισ ςχζςθσ: 

                   (7.11) 

Ππου      θ κερμοκραςία αναωοράσ και    ο όγκοσ ενεργοποίθςθσ ςτθ 

κερμοκραςία αναωοράσ. 

Για κερμοκραςία αναωοράσ 45°C θ εξάρτθςθ του όγκου ενεργοποίθςθσ από τθ 

κερμοκραςία ωαίνεται ςτο παρακάτω διάγραμμα (Διάγραμμα 7.31). 

 

Διάγραμμα 7.31: Εξάρτθςθ του όγκου ενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία, για κερμοκραςία 
αναφοράσ 45°C. 

Από τθ γραμμικι παρεμβολι ςτα πειραματικά ςθμεία του διαγράμματοσ 

υπολογίηονται οι ςτακερζσ τθσ εξίςωςθσ (3.20): 

        
  

     
  

           
  

   
 

7.5.6 Εξϊρτηςη του χρϐνου υποδεκαπλαςιαςμοϑ απϐ τη θερμοκραςύα και 

την πύεςη 

Από τον υπολογιςμό του χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ ςε κάκε πίεςθ και 

κερμοκραςία, μπορεί να υπολογιςτεί θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ, 

μζςω των ςτακερϊν ZT και ZP. Χάραξθ του logD ωσ προσ Τref-T για ςτακερι πίεςθ, 

δίνει ευκεία με κλίςθ 1/ ZT και αποτζμνουςα logDTref. Αντίςτοιχα, χάραξθ του logD 

ωσ προσ Pref-P για ςτακερι κερμοκραςία, δίνει ευκεία με κλίςθ 1/ZP και 

αποτζμνουςα logDPref. 
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Διάγραμμα 7.32: Εξάρτθςθ του χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ από τθ κερμοκραςία για τισ τζςςερισ 
πιζςεισ επεξεργαςίασ του πειράματοσ. Η κερμοκραςία αναφοράσ είναι 55°C. 

 

Διάγραμμα 7.33: Εξάρτθςθ του χρόνου υποδεκαπλαςιαςμοφ από τθν πίεςθ για τισ τρεισ 
κερμοκραςίεσ επεξεργαςίασ του πειράματοσ. Η πίεςθ αναφοράσ είναι 700MPa. 

Με γραμμικι παρεμβολι ςτα παραπάνω διαγράμματα μποροφν να υπολογιςτοφν 

οι ςτακερζσ επίδραςθσ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ, κακϊσ και οι χρόνοι 

υποδεκαπλαςιαςμοφ ςτθ κερμοκραςία ι τθν πίεςθ αναωοράσ αντίςτοιχα. 

Ρροκφπτουν: 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

0 2 4 6 8 10

lo
gD

Tref-T (°C)

400MPa

500Mpa

600Mpa

700MPa

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

0 100 200 300 400

lo
gD

Pref-P (MPa)

45°C

50°C

55°C



Κεφάλαιο 7: Επεξεργαςία μετριςεων και αποτελζςματα   

146 

Πίνακασ 7.10: ΢τακερζσ ZT και DTref για κερμοκραςία αναφοράσ 55°C, όπωσ προκφπτουν από τθ 
γραμμικι παρεμβολι 

Πίεζη 
(MPa) 

ZT(°C) DTref(min) 

400 24.1 82.2 

500 18.8 40.4 

600 18.8 25.3 

700 12.5 10.3 

 

Πίνακασ 7.11: ΢τακερζσ ZP και DPref για πίεςθ αναφοράσ 700MPa, όπωσ προκφπτουν από τθ γραμμικι 
παρεμβολι 

Θερμοκραζία 

(°C) ZP(MPa) DPref(min) 

400 588.2 60.4 

500 400.0 27.9 

600 357.1 10.9 

 

7.5.7 ΢ϑγκριςη κινητικόσ απενεργοπούηςησ με ΤΤΠ τησ ΠΜΕ απϐ 

πορτοκϊλι Navel με ΠΜΕ απϐ πορτοκϊλι Valencia 

Στο εργαςτιριο Χθμείασ και Τεχνολογίασ Τροωίμων (ΕΜΡ) πραγματοποιικθκε 

μελζτθ κερμικισ απενεργοποίθςθσ και απενεργοποίθςθσ με ΥΥΡ ςε κακαρι ΡΜΕ 

από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia [78] (ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 20mM Tris-

HCl, pH=7.5). Οι πιζςεισ που μελετικθκαν ιταν από 200-700MPa και οι 

κερμοκραςίεσ από 40-55°C. Θ απενεργοποίθςθ περιγράωθκε ικανοποιθτικά από 

κινθτικι εξίςωςθ πρϊτθσ τάξθσ. Τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ παρουςιάηονται 

ςτον παρακάτω πίνακα (Ρίνακασ 7.12). 
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Πίνακασ 7.12: ΢τακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, k (min
-1

), ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ Ea(kJ/mol) 
και όγκοι ενεργοποίθςθσ Va(mL/mol),  για τισ διάφορεσ ςυνκικεσ πίεςθσ και κερμοκραςίασ ςτα 
πειράματα απενεργοποίθςθσ ΠΜΕ πορτοκαλιοφ Valencia (Πθγι:[78]). 

             Θερμο- 
            κραςία 
                 (°C) 
Πίεςθ 
 (MPa) 

40 45 55 Εα(kJ/mol) 

200 0.018 0.030 0.032 48.3 

400 0.037 0.082 0.128 65.9 

500 0.085 0.163 0.259 75.6 

600 0.113 0.317 0.535 83.8 

700 0.169 0.524 1.050 103.9 

Va (mL/mol) -11.9 -15.6 -19.1  

 

Θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ δρουν ςυνεργιςτικά ςτθν 

απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ Valencia. Αφξθςθ τθσ πίεςθσ οδθγεί ςε 

αφξθςθ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ που ςθμαίνει ότι ςε υψθλότερεσ πιζςεισ θ 

επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ είναι εντονότερθ απ’ ότι 

ςε χαμθλζσ. Αντίςτοιχα, αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ αυξάνει τον απόλυτο όγκο 

ενεργοποίθςθσ, που ςθμαίνει ότι ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ θ επίδραςθ τθσ 

πίεςθσ είναι μεγαλφτερθ απ’ ότι ςε χαμθλζσ. Θ ςυμπεριωορά τθσ απενεργοποίθςθσ 

με τθν πίεςθ και τθ κερμορκαςία ςυμβαδίηει με αυτι τθσ ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ 

Navel τθσ παροφςασ εργαςίασ. 

Σθμαντικι διαωορά μεταξφ των δφο ενηφμων ωαίνεται να είναι θ μεγαλφτερθ 

ευαιςκθςία τθσ ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ Valencia ςτθ κερμοκραςία και τθν πίεςθ. 

Στθν πιο ζντονθ ςυνκικθ και των δφο μελετϊν (P=700MPa, T=55°C) θ ςτακερά του 

ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ από το πορτοκάλι Valencia είναι περίπου 4 

ωορζσ μεγαλφτερθ. Γενικά ςτουσ 55°C ιςχφει: 

                 

Αντίςτοιχα, θ ςτακερά απενεργοποίθςθσ ςε πίεςθ 700MPa και κερμοκραςία 45°C 

για τθν ΡΜΕ πορτοκαλιοφ Navel είναι ίςθ με αυτι του πορτοκαλιοφ Valencia ςε 

ςυνκικεσ 400MPa και κερμοκραςία 40°C. 

Οι διαωορζσ αυτζσ ςτθ ςυμπεριωορά ωσ προσ τθν ευαιςκθςία ςτθν πίεςθ και τθ 

κερμοκραςία είναι πολφ πικανόν να οωείλονται ςε διαωορζσ ςτθ δομι των δφο 

ενηφμων. Γενικά θ δομι και θ δραςτικότθτα των ενηφμων είναι άρρθκτα 

ςυνδεδεμζνεσ. Θ μελζτθ ωαςματοςκοπίασ κυκλικοφ διχρωιςμοφ που 
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πραγματοποιικθκε ςτθν ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ Valencia μετά από επεξεργαςία με 

ΥΥΡ (βλ.§5.2.5) ζδειξε ότι τθ μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ με τθν επεξεργαςία 

ςυνοδεφουν αλλαγζσ ςτθ δευτεροταγι και τριτοταγι δομι, με τθν ζνταςθ τθσ 

ελλειπτικότθτασ κ να μειϊνεται αυξανόμενθσ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ. 

Είναι πολφ πικανό αντίςτοιχεσ μεταβολζσ να εμωανίςει και θ ΡΜΕ από πορτοκάλι 

Navel. 

7.5.8 Προςδιοριςμϐσ των παραμϋτρων των πολυπαραμετρικών 

κινητικών μοντϋλων 

Θ εξάρτθςθ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ από τθν πίεςθ και τθ κερμοκραςία μπορεί να 

εκωραςτεί μζςα από κινθτικά μοντζλα με δφο μεταβλθτζσ (T,P) και πολλζσ 

παραμζτρουσ. Οι παράμετροι αυτζσ υπολογίηονται με μθ γραμμικι παλινδρόμθςθ 

από τα πειραματικά δεδομζνα. 

7.5.8.i Εκθετικό μοντέλο 

Το εκκετικό μοντζλο ςυνδυάηει τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ ςτθ 

ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, μζςω των ςχζςεων Eyring και Arrhenius, 

κακϊσ και τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτθν ενζργεια ενεργοποίθςθσ και τθν επίδραςθ 

τθσ κερμοκραςίασ ςτον όγκο ενεργοποίθςθσ. 

               
   

 
                   

 

 
 

 

    
 

 
              

  
           

(7.12) 

Οι παράμετροι τθσ εξίςωςθσ υπολογίςτθκαν με μθ γραμμικι παλινδρόμθςθ με το 

πρόγραμμα SYSTAT 8.0 Statistics (SPCC Inc., Chicago, USA) δίνοντασ ςυντελεςτι 

ςυςχζτιςθσ R2=0.995. Τα αποτελζςματα ςυνοψίηονται ςτον παρακάτω πίνακα 

(Ρίνακασ 7.13). 
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Πίνακασ 7.13: Εκτίμθςθ των παραμζτρων του εκκετικοφ κινθτικοφ μοντζλου απενεργοποίθςθσ τθσ 
ΠΜΕ για το εφροσ κερμοκραςιϊν 45-55°C και εφροσ πίεςθσ 400-700MPa, και για κερμοκραςία 
αναφοράσ 50°C και πίεςθ αναφοράσ 700MPa 

Παράμετροσ Εκτιμώμενθ τιμι 

                0.084 

     
  

   
  185315 

   
  

     
  -4.919 

          -0.004 

     
  

   
  -13.930 

 

 

Διάγραμμα 7.34: ΢υςχζτιςθ μεταξφ ςτακερϊν ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, όπωσ προζκυψαν από τα 
πειραματικά δεδομζνα, με τισ υπολογιςμζνεσ από το εκκετικό μοντζλο τιμζσ. 

Το εκκετικό μοντζλο υπολογίηει ικανοποιθτικά τισ ςτακερζσ του ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ για το εφροσ πιζςεων και κερμοκραςιϊν του πειράματοσ, δθλαδι 

για κερμοκραςίεσ από 45-55°C και πιζςεισ 400-700MPa. Για χαμθλότερεσ πιζςεισ 

και κερμοκραςίεσ το μοντζλο προβλζπει ανταγωνιςτικι ςχζςθ πίεςθσ-

κερμοκραςίασ ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. Θ πρόβλεψθ αυτι 

ωςτόςο δεν μπορεί να επιβεβαιωκεί λόγω ζλλειψθσ πειραματικϊν δεδομζνων ςτισ 

ςυνκικεσ αυτζσ. 
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7.5.8.ii Πολυωνυμικό μοντέλο 

Το πολυωνυμικό μοντζλο ςυνδυάηει τθν επίδραςθ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ 

ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ χρθςιμοποιϊντασ παραμζτρουσ που 

ςχετίηονται με κερμοδυναμικά μεγζκθ του ενηφμου. 

             
  

   
      

  
   

  
            

 
   

  
 
      

 

   
 
   
  

      

 
   
  

       
   
   

      
 

 
    

     
      

  

(7.13) 

 

 

Οι παράμετροι τθσ εξίςωςθσ υπολογίςτθκαν με μθ γραμμικι παλινδρόμθςθ με το 

πρόγραμμα SYSTAT 8.0 Statistics (SPCC Inc., Chicago, USA) δίνοντασ ςυντελεςτι 

ςυςχζτιςθσ R2=0.998. Τα αποτελζςματα ςυνοψίηονται ςτον παρακάτω πίνακα 

(Ρίνακασ 7.14). 

Πίνακασ 7.14: Εκτίμθςθ των παραμζτρων του πολυωνυμικοφ κινθτικοφ μοντζλου απενεργοποίθςθσ 
τθσ ΠΜΕ για το εφροσ κερμοκραςιϊν 45-55°C και εφροσ πίεςθσ 400-700MPa, και για κερμοκραςία 
αναφοράσ 50°C και πίεςθ αναφοράσ 700MPa 

Παράμετροσ Εκτιμώμενθ τιμι 

    
   

     
  -0.318 

    
   

     
  -0.464 

     
 

     
  12511.800 

     
  

   
  -33.179 

     
 

     
  493.642 

           0.085 

     
   

     
  0.0007 

      
 

     
  -758.915 
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Διάγραμμα 7.35: ΢υςχζτιςθ μεταξφ ςτακερϊν ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, όπωσ προζκυψαν από τα 
πειραματικά δεδομζνα, με τισ υπολογιςμζνεσ από το πολυωνυμικό μοντζλο τιμζσ. 

Το πολυωνυμικό μοντζλο υπολογίηει ικανοποιθτικά τισ ςτακερζσ του ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ για το εφροσ πιζςεων και κερμοκραςιϊν του πειράματοσ, δθλαδι 

για κερμοκραςίεσ από 45-55°C και πιζςεισ 400-700MPa. Για χαμθλότερεσ 

κερμοκραςίεσ το μοντζλο προβλζπει ανταγωνιςτικι ςχζςθ πίεςθσ-κερμοκραςίασ 

ςτθ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. Θ πρόβλεψθ αυτι ωςτόςο δεν μπορεί 

να επιβεβαιωκεί λόγω ζλλειψθσ πειραματικϊν δεδομζνων ςτισ ςυνκικεσ αυτζσ. 

Τζλοσ, για μεγαλφτερεσ κερμοκραςίεσ παρατθρείται υπερεκτίμθςθ των ςτακερϊν k 

ςε ςχζςθ με το εκκετικό μοντζλο. 

Αδυναμία του μοντζλου αυτοφ είναι ο μεγάλοσ αρικμόσ παραμζτρων κακϊσ και θ 

περίπλοκθ κεωρθτικι τουσ κεμελίωςθ. Μπορεί λόγω τθσ πολυωνυμικισ του ωφςθσ 

να προςαρμόηεται άριςτα ςτα πειραματικά δεδομζνα, εντοφτοισ κρίνεται περιττι θ 

πολυπλοκότθτά του, ειδικά εωόςον το εκκετικό μοντζλο είναι επαρκζσ για τθν 

προςζγγιςθ κινθτικϊν πρϊτθσ τάξθσ και ςυνεργιςτικϊν ςχζςεων πίεςθσ-

κερμοκραςίασ. Το εκκετικό μοντζλο περιλαμβάνει μόνο 5 παραμζτρουσ οι οποίεσ 

απορρζουν από τθ ςφντθξθ τθσ εξίςωςθσ Arrhenius και τθσ εξίςωςθσ Eyring και 

είναι ςυνεπϊσ πιο άμεςο ςτθν κατανόθςθ και τθ χριςθ. 

Ραρόλα αυτά, το πολυωνυμικό μοντζλο μπορεί (με μικρζσ τροποποιιςεισ) να 

γενικευκεί και να περιγράψει με ακρίβεια πιο περίπλοκεσ επιδράςεισ πίεςθσ-

κερμοκραςίασ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων. Ιδθ πολλοί ερευνθτζσ 

το ζχουν εωαρμόςει ςε πλθκϊρα ενηφμων. 

Ραρακάτω παρουςιάηονται τα τριςδιάςτατα γραωιματα τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ 

απενεργοποίθςθσ ωσ ςυνάρτθςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ, όπωσ 

προκφπτουν από το εκκετικό (Διάγραμμα 7.37) και το πολυωνυμικό (Διάγραμμα 
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7.38) μοντζλο, κακϊσ και οι καμπφλεσ ίςου ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ (contour plot) 

ςαν ςυνάρτθςθ τθσ κερμοκραςίασ και τθσ πίεςθσ, όπωσ προκφπουν από το εκκετικό 

μοντζλο. Οι καμπφλεσ αυτζσ απεικονίηουν τισ γραμμζσ πάνω ςτισ οποίεσ ο ρυκμόσ 

απενεργοποίθςθσ είναι ίςοσ μεταξφ διαωόρων ςυνκθκϊν κερμοκραςίασ και πίεςθσ. 

 

Διάγραμμα 7.36: Καμπφλεσ ίςου ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ για τθν ΠΜΕ πορτοκαλιοφ ποικιλίασ 
Navel, όπωσ προκφπτουν από το εκκετικό μοντζλο.  
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Διάγραμμα 7.37: τριςδιάςτατθ απεικόνιςθ τθσ εξάρτθςθσ τθσ ςτακεράσ του 
ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία και τθν πίεςθ ςφμφωνα με το 
εκκετικό μοντζλο. 

 

 

Διάγραμμα 7.38: τριςδιάςτατθ απεικόνιςθ τθσ εξάρτθςθσ τθσ ςτακεράσ του ρυκμοφ 
απενεργοποίθςθσ από τθ κερμοκραςία και τθν πίεςθ ςφμφωνα με το πολυωνυμικό 
μοντζλο. 
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Τα αποτελζςματα τόςο από τθ βιβλιογραωία όςο και από πειράματα που ζχουν 

διεξαχκεί ςτο Εργαςτιριο Χθμείασ και Τεχνολογίασ τροωίμων (Ε.Μ.Ρ.) δείχνουν ότι 

θ διαωορετικότθτα ςτθν προζλευςθ τθσ πθκτινομεκυλεςτεράςθσ (ΡΜΕ) 

(διαωορετικό ωροφτο, ακόμα και διαωορετικι ποικιλία του ιδίου ωροφτου) απαιτεί 

διαωορετικζσ ςυνκικεσ απενεργοποίθςθσ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου. Στθν 

παροφςα διπλωματικι εργαςία πραγματοποιικθκε μελζτθ τθσ επίδραςθσ 

ςυνδιαςμοφ Υπερυψθλισ Υδροςτατικισ Ρίεςθσ με ιπια κερμικι επεξεργαςία ςτθν 

δραςτικότθτα του κακαροφ ενηφμου πθκτινομεκυλεςτεράςθσ (ΡΜΕ) προερχόμενο 

από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel.  

Για τθ μελζτθ των βιοχθμικϊν χαρακτθριςτικϊν του ςυγκεκριμζνου ενηφμου 

πραγματοποιικθκε απομόνωςθ και κακαριςμόσ του με χριςθ χρωματογραωίασ 

κατιοντανταλλαγισ και χρωματογραωίασ μοριακισ διικθςθσ. Θ ζκλουςθ τθσ ΡΜΕ 

κατά τθν χρωματογραωία κατιοντοεναλλαγισ εμωάνιςε δφο κορυωζσ 

απορρόωθςθσ, μία ζντονθ κορυωι ςτα 58min και μία λιγότερο ευδιάκριτθ ςτα 

131min. Θ ζκλουςθ τθσ ζντονθσ κορυωισ πραγματοποιικθκε ςε ςυγκεντρϊςεισ 

NaCl μεταξφ 0.16 και 0.22Μ, ενϊ θ ζκλουςθ τθσ μικρότερθσ κορυωισ μεταξφ 0.25 

και 0.35Μ, μαρτυρϊντασ τθν παρουςία δφο ιςοενηφμων ΡΜΕ, γεγονόσ που 

επιβεβαιϊκθκε τόςο από τθν θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE όςο και από τα πειράματα 

απενεργοποίθςθσ που πραγματοποιικθκαν. Θ φπαρξθ δφο ιςοενηφμων ΡΜΕ ςτο 

ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Navel αναωζρεται και ςτθ διεκνι βιβλιογραωία. Το 

ιςοζνηυμο με τθ κορυωι μεγαλφτερθσ ζνταςθσ (μεγαλφτερθ δραςτικότθτα) 

κακαρίςτθκε περαιτζρω με χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ.  Από τθ ςυνολικι 

ενεργότθτα των 38475 units (U) του αρχικοφ ενηυμικοφ διαλφματοσ, μπόρεςαν 

τελικά να ανακτθκοφν 3640 units (U) κακαροφ ενηφμου (~ 9.5% τθσ αρχικισ 

δραςτικότθτασ). Θ ςυνολικι απϊλεια ιταν ςθμαντικι, ωςτόςο το τελικό κλάςμα 

παρουςίαςε υψθλι κακαρότθτα (<95%)  με ανθγμζνθ ενεργότθτα 1125 U/mg 

πρωτεΐνθσ. Από τθν θλεκτροωόρθςθ, θ κακαρι ΡΜΕ προςδιορίςτθκε ωσ μια 

μονομερισ πρωτεΐνθ με ςχετικι μοριακι μάηα 36kDa. 

Στθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε ταυτοποίθςθ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου, κακϊσ 

μελετικθκε θ κινθτικι του ςε ςχζςθ με το υπόςτρωμα και προςδιορίςτθκαν οι 

ςτακερζσ ενηυμικισ δράςθσ από τθν τθν εξίςωςθ Michaelis-Menten. Οι ςτακερζσ 
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προςδιορίςτθκαν ίςεσ με Km = 2.06 mg/mL και Vm = 5.18 μmol/mLmin. Θ ςτακερά 

Vm δεν είναι εγγενισ παράμετροσ του ενηφμου επειδι εξαρτάται από τθ 

ςυγκζντρωςι του. Αντικζτωσ, θ ςτακερά Km είναι εγγενισ παράμετροσ και 

εξαρτάται μόνο από τισ ςυνκικεσ όπωσ pH, κερμοκραςία και ςυγκζντρωςθ αλάτων. 

Μια μεγάλθ ςτακερά Km υποδθλϊνει μικρι ςυγγζνεια του ενηφμου για το 

υπόςτρωμα. Σε ςχζςθ με ΡΜΕ από άλλεσ ωυτικζσ πθγζσ θ ΡΜΕ από πορτοκάλι 

Navel ωαίνεται να ζχει μικρότερθ ςυγγζνεια. 

Κατά τθ κερμικι απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ από πορτοκάλι Navel μελετικθκαν 4 

κερμοκραςίεσ 50, 55, 60 και 65°C ςε ατμοςωαιρικι πίεςθ. Θ απενεργοποίθςθ του 

ενηφμου περιγράωθκε ικανοποιθτικά από κινθτικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ, 

υποδεικνφοντασ τθν παρουςία ενόσ μόνο ιςοενηφμου, γεγονόσ που ςυμβαδίηει με 

τα αποτελζςματα του κακαριςμοφ. Από προςαρμογι του κινθτικοφ μοντζλου ςτα 

πειραματικά δεδομζνα υπολογίςτθκαν οι ςτακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, 

οι οποίεσ κυμαίνονται από 0.011 ζωσ 0.351 min-1, για τισ κερμοκραςίεσ που 

εξετάςτθκαν. Αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ από 50 ςε 65°C προκάλεςε αφξθςθ του 

ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ, περίπου κατά 30 ωορζσ. Σε κερμοκραςία 50°C για χρόνο 

κατεργαςίασ 6min θ ενεργότθτα μειϊκθκε ςτο 92% τθσ αρχικισ, ενϊ ςε 

κερμοκραςία 65°C και χρόνο κατεργαςίασ μόλισ 4min, θ υπολειπόμενθ ενεργότθτα 

ιταν ςτο 28% τθσ αρχικισ. Θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ περιγράωθκε ικανοποιθτικά από τθ ςχζςθ Arrhenius, με ενζργεια 

ενεργοποίθςθσ 218 kJ/mol. 

Στα πειράματα απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ με ςυνδυαςμζνθ εωαρμογι υπερυψθλισ 

πίεςθσ και ιπιασ κερμοκραςίασ μελετικθκαν πιζςεισ μεταξφ 400 και 700 MPa για 

κερμοκραςίεσ 45, 50 και 55°C. Θ απενεργοποίθςθ περιγράωθκε ικανοποιθτικά από 

το κινθτικό μοντζλο πρϊτθσ τάξθσ. Ραρατθρικθκε ςυνεργιςτικι δράςθ πίεςθσ και 

κερμοκραςίασ. Συγκρίνοντασ τθ κερμικι απενεργοποίθςθ τθσ ΡΜΕ ςτουσ 50°C ςε 

ατμοςωαιρικι πίεςθ με τθν ςυνδυαςμζνθ απενεργοποίθςθ ςτουσ 45°C ςε πίεςθ 

400MPa, παρατθρείται παρόμοια απενεργοποίθςθ (υπολειπόμενθ δραςτικότθτα 

80% ςτα 20min επεξεργαςίασ). Αφξθςθ τθσ πίεςθσ και τθσ κερμοκραςίασ οδθγεί ςε 

αφξθςθ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ. Οι ςτακερζσ του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ 

κυμαίνονται από 0.012min-1 (T=45°C, P=400MPa) ζωσ 0.242 (T=55°C, P=700MPa) 

που είναι και ο μζγιςτοσ ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ που παρατθρικθκε ςτα 

πειράματα. Θ ςτακερά αυτι είναι περίπου 11 ωορζσ μεγαλφτερθ ςε ςχζςθ με αυτιν 

τθσ απλισ κερμικισ απενεργοποίθςθσ ςτθν ίδια κερμοκραςία. Θ επίδραςθ τθσ 

κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ ςε κάκε πίεςθ περιγράωθκε 

ικανοποιθτικά από τθ ςχζςθ Arrhenius.  Οι ενζργειεσ ενεργοποίθςθσ που 

υπολογίςτθκαν κυμαίνονται από  87 kJ/mol (P=400MPa) ζωσ 160 kJ/mol 

(P=700MPa). Οι τιμζσ αυτζσ είναι ςθμαντικά μικρότερεσ από τθν τιμι που 

υπολογίςτθκε για τθ κερμικι απενεργοποίθςθ ςε ατμοςωαιρικι πίεςθ (218 kJ/mol) 

υποδεικνφοντασ ότι ςε υψθλι πίεςθ θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ ζχει μικρότερθ 
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επίδραςθ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ από ότι ζχει ςε ατμοςωαιρικι πίεςθ. Θ 

αφξθςθ τθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ αυξανόμενθσ τθσ πίεςθσ περιγράωθκε 

ικανοποιθτικά από εκκετικι ςχζςθ. Θ αφξθςθ αυτι ςθμαίνει ότι αφξθςθ τθσ πίεςθσ 

αυξάνει τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ. Θ επίδραςθ 

τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ εκωράςτθκε ικανοποιθτικά από τθ ςχζςθ 

Eyring. Οι όγκοι ενεργοποίθςθσ που προζκυψαν κυμαίνονται από -10.05mL/mol 

μζχρι -18.54mL/mol. Το αρνθτικό πρόςθμο υποδθλϊνει ότι θ αφξθςθ τθσ πίεςθσ 

αυξάνει το ρυκμό απενεργοποίθςθσ για ςτακερι κερμοκραςία. Ο απόλυτοσ όγκοσ 

ενεργοποίθςθσ αυξάνεται γραμμικά με τθ κερμοκραςία που ςθμαίνει ότι ςε 

υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ θ επίδραςθ τθσ πίεςθσ ςτο ρυκμό απενεργοποίθςθσ 

γίνεται εντονότερθ.  

Για τθν ζκωραςθ τθσ ςυνδυαςμζνθσ επίδραςθσ πίεςθσ και κερμοκραςίασ ςτο ρυκμό 

απενεργοποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν δφο μακθματικά μοντζλα, ζνα εκκετικό 

(Εξίςωςθ Α) και ζνα πολυωνυμικό (Εξίςωςθ Β).   

(Εξίςωςθ Α) 
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Οι παράμετροι των μοντζλων υπολογίςτθκαν με μθ γραμμικι παλινδρόμθςθ ςτα 

πειραματικά δεδομζνα. Το εκκετικό μοντζλο ζδωςε ςυντελεςτι ςυςχζτιςθσ 

R2=0.995 ενϊ το πολυωνυμικό R2=0.995. Το εφροσ ιςχφοσ και των δφο μοντζλων 

είναι για πιζςεισ 400-700MPa και κερμοκραςίεσ 45-55°C. Μζςα ςτο πεδίο αυτό θ 

εκτίμθςθ των ςτακερϊν ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ κρίνεται ικανοποιθτικι, 

αποδεικνφοντασ ότι και τα δφο μοντζλα μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν. Το εκκετικό 

μοντζλο υπερτερεί ςε ςχζςθ με το πολυωνυμικό ςτο ότι ζχει πολφ μικρότερο 

αρικμό παραμζτρων και είναι ςυνεπϊσ πιο εφχρθςτο. 

Λδιαίτερο ενδιαωζρον παρουςίαςε θ ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων που προζκυψαν 

από τθν παροφςα μελζτθ (κακαρι ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ, Navel cv.) με 

αντίςτοιχθ μελζτθ που πραγματοποιικθκε ςτο Εργαςτιριο Χθμείασ και Τεχνολογίασ 

τροωίμων (Ε.Μ.Ρ.) για τθ κακαρι ΡΜΕ από ωλοιό πορτοκαλιοφ ποικιλίασ Valencia. 

Και ςτισ δφο περιπτϊςεισ, θ απενεργοποίθςθ των κακαρϊν ενηφμων περιγράωθκε 

ικανοποιθτικά από κινθτικι εξίςωςθ πρϊτθσ τάξθσ. Σθμαντικι διαωορά μεταξφ των 
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δφο ενηφμων ωαίνεται να είναι θ μεγαλφτερθ ευαιςκθςία τθσ ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ 

Valencia ςτθ κερμοκραςία και τθν πίεςθ. Στθν πιο ζντονθ ςυνκικθ και των δφο 

μελετϊν (P=700MPa, T=55°C) θ ςτακερά του ρυκμοφ απενεργοποίθςθσ τθσ ΡΜΕ 

από το πορτοκάλι Valencia είναι περίπου 4 ωορζσ μεγαλφτερθ. Αντίςτοιχα, θ 

ςτακερά απενεργοποίθςθσ ςε πίεςθ 700MPa και κερμοκραςία 45°C για τθν ΡΜΕ 

πορτοκαλιοφ Navel είναι ίςθ με αυτι του πορτοκαλιοφ Valencia ςε ςυνκικεσ 

400MPa και κερμοκραςία 40°C. Οι διαωορζσ αυτζσ ςτθ ςυμπεριωορά ωσ προσ τθν 

ευαιςκθςία ςτθν πίεςθ και τθ κερμοκραςία είναι πολφ πικανόν να οωείλονται ςε 

διαωορζσ ςτθ δομι των δφο ενηφμων.  

Γενικά θ δομι και θ δραςτικότθτα των ενηφμων είναι άρρθκτα ςυνδεδεμζνεσ. Ππωσ 

παρατθρικθκε και ςτθ μελζτθ ωαςματοςκοπίασ κυκλικοφ διχρωιςμοφ που 

πραγματοποιικθκε ςτθν κακαρι ΡΜΕ του πορτοκαλιοφ Valencia μετά από 

επεξεργαςία με ΥΥΡ, οι δομικζσ μεταβολζσ που αναμζνονται  τόςο ςτθ δευτεροταγι 

όςο και ςτθ τριτοταγι δομι και τθσ κακαρισ ΡΜΕ προερχόμενθ από ωλοιό 

πορτοκαλιοφ Navel κα είναι μθ αντιςτρεπτζσ. Θ μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ του 

ενηφμου με τθν επεξεργαςία ΥΥΡ  εκτιμάται ότι κα ςυνοδεφονται με αλλαγζσ ςτθ 

δευτεροταγι και τριτοταγι δομι. Σε αντίκεςθ με τθ κερμικι επεξεργαςία, που για 

πλιρθ ι μερικι απενεργοποίθςθ του ενηφμου προκαλείται πλιρθσ αποδιάταξθ 

αυτοφ (καταςτροωι δευτεροταγοφσ και τριτοταγοφσ δομισ) μετά από επεξεργαςία 

με ΥΥΡ ςθμαντικότερεσ μεταβολζσ προκαλοφνται ςτθ τριτοταγι δομι όπου 

αυξάνονται προοδευτικά με αφξθςθ τθσ πίεςθσ. Αυτζσ οι μεταβολζσ ςυνδζονται ςε 

μεγάλο βακμό με τθν εναπομζνουςα δραςτικότθτα τθσ ΡΜΕ. Για καλφτερθ 

κατανόθςθ των ανωτζρω μεταβολϊν προτείνεται θ μελζτθ τθσ τριτοταγοφσ δομισ 

των κακαρϊν ενηφμων μετά από επεξεργαςία με ΥΥΡ με τθ ωαςματοςκοπία 

ωκοριςμοφ. 
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