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Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από την Ανώτατη Σχολή Χημικών Μηχανικών 

του Εθνικού Μετσόβιου Πολυτεχνείου δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του 

συγγραφέα (Ν. 5343/1932, Άρθρο 202). 



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

Το έργο συγχρηματοδοτείται από την Ελλάδα και την Ευρωπαϊκή Ένωση 

(Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταμείο) μέσω του Επιχειρησιακού Προγράμματος 

«Ανάπτυξη Ανθρώπινου Δυναμικού, Εκπαίδευση και Διά Βίου Μάθηση», στο 

πλαίσιο της Πράξης «Ενίσχυση του ανθρώπινου ερευνητικού δυναμικού μέσω της 

υλοποίησης διδακτορικής έρευνας» (MIS-5000432), που υλοποιεί το Ίδρυμα 

Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ). 
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“Progress is made by trial and failure; 

the failures are generally a hundred times more numerous than the successes; 

yet they are usually left unchronicled.” 

William Ramsay 
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μύησε στον μαγικό κόσμο της Κρυσταλλογραφίας και εξακολουθεί να μου 

μεταδίδει τις γνώσεις της πάνω στο αντικείμενο αυτό. Εύχομαι κάποια στιγμή να 

γίνω όσο καλός κρυσταλλογράφος είναι εκείνη.  



 

 

Η συνεργασία είναι παράγοντας που κάνει την έρευνά μας καλύτερη. Έτσι, θα 

ήθελα να ευχαριστήσω τη Δρ. Αικατερίνη Τερμεντζή από το Μπενάκειο 

Φυτοπαθολογικό Ινστιτούτο και τη Δρ. Ειρήνη Μπαΐρα από τη Φαρμακευτική 

Σχολή του ΕΚΠΑ, των οποίων οι αναλύσεις μάζας ήταν κρίσιμες για την πορεία 
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Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω, μέσα από την καρδιά μου, την αγαπημένη 

μου οικογένεια και κυρίως τους γονείς μου Φωτεινή και Λουκά. Οι άνθρωποι 

αυτοί είναι για μένα πρότυπα απίστευτης δύναμης, επιμονής και αφοσίωσης. Η 

στήριξη που μου δίνουν και η πίστη τους σε εμένα με οχυρώνουν ώστε να μπορώ 
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Συντμήσεις – Συμβολισμοί 

PAH 
Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbon 
Πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες 

PCB 
Polychlorinated 

Biphenyl 
Πολυχλωριωμένα διφαινύλια 

TCE Trichloroethylane Τριχλωροαιθυλένιο 

BTEX 
Benzene, Toluene, 

Ethyl benzene, Xylene  

Βενζόλιο, αιθυλοβενζόλιο, τολουόλιο και 

ξυλόλιο 

CP Chlorophenol Χλωροφαινόλη 

DCP Dichlorophenol Διχλωροφαινόλη 

TCP Trichlorophenol Τριχλωροφαινόλη 

TeCPs Tetrachlorophenol Τετραχλωροφαινόλη 

PCP Pentachlorophenol Πενταχλωροφαινόλη 

IARC 
International Agency 

for Research on Cancers  
Διεθνής Οργανισμός Έρευνας για τον Καρκίνο  

WHO 
World Health 

Organization  
Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας 

   



ii 

 

ATSDR 

Agency for Toxic 

Substances and Disease 

Registry  

Οργανισμός για της Τοξικές Χημικές Ουσίες 

και το Μητρώο Νοσημάτων  

POP 
Persistent Organic 

Pollutants 
Έμμονοι οργανικοί ρύποι 

POPRC POP Review Committee  Επιτροπή Αξιολόγησης των POP  

COP 
Conference Of the 

Parties  
Διάσκεψη των Συμβαλλομένων Μερών  

USEPA  

United States 

Environmental 

Protection Agency 

Οργανισμός προστασίας περιβάλλοντος των 

ΗΠΑ 

PCR 
Polymerase Chain 

Reaction 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

NGS 
Next Generation 

Sequencing 
Αλληλούχιση νέας γενιάς  

DMF Dimethylformamide Διμεθυλοφορμαμίδιο  

MCOs Multi-copper oxidases Οξειδάσες φέρουσες πολλαπλά ιόντα χαλκού 

EPR 
Electron Paramagnetic 

Resonance 
Παραμαγνητικός συντονισμός ηλεκτρονίων  

PPO Polyphenol oxidase Πολυφαινολοξειδάση 



iii 

 

C12O 
Catechol 1,2-

Dioxygenase 
1,2-Διοξυγενάση της κατεχόλης 

C23O 
Catechol 2,3-

Dioxygenase 
2,3-Διοξυγενάση της κατεχόλης 

CNRS  
Centre National de la 

Recherche Scientifique 

Εθνικό Κέντρο Επιστημονικής Έρευνας της 

Γαλλίας 

PBS  
Phosphate-buffered 

Saline 
Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού άλατος 

HPLC-DAD 

High Performance 

Liquid 

Chromatography-Diode 

Array Detector 

Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

συζευγμένη με ανιχνευτή φωτοδιόδων 

GC-ECD 

Gas Chromatography-

Electron Capture 

Detector 

Αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με 

ανιχνευτή δέσμευσης ηλεκτρονίων 

UHPLC-MS 

Ultra High Performance 

Liquid 

Chromatography-Mass 

Spectrometry 

Υγρή χρωματογραφία υπερυψηλής απόδοσης 

συζευγμένη με αναλυτή μαζών 

ESI Electrospray Ionization Ιονισμός με ηλεκτροψεκασμό 

FT Fourier Transform Μετασχηματισμός Fourier 

   



iv 

 

ΑΒΤS  

2,2′-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-

sulfonic acid)   

SDS-PAGE 

Sodium Dodecyl 

Sulfate-Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis 

Hλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου 

L-DOPA Levodopa Λεβοντόπα 

DMSO  Dimethylsulfoxide Διμεθυλοσουλφοξίδιο 

TtPPO 
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Περίληψη 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή στόχευσε στην ανακάλυψη και 

τροποποίηση βιοκαταλυτών με εφαρμογή στη βιοεξυγίανση χλωριωμένων 

αρωματικών ρύπων. Για την επίτευξη του στόχου αυτού ακολουθήθηκαν δύο 

μέθοδοι. Η μία βασίζεται στην εκμετάλλευση μικροοργανισμών που προέρχονται 

από ελάχιστα μελετημένα οικοσυστήματα και στη μελέτη των μηχανισμών με 

τους οποίους αυτοί αποτοξικοποιούν ξενοβιοτικά. Η δεύτερη μέθοδος βασίζεται 

στην in silico αναζήτηση και ανακάλυψη πρωτεϊνικών αλληλουχιών με 

πιθανότητα δράσης σε αρωματικούς ρύπους και η τροποποίηση των ενζύμων 

αυτών με εργαλεία πρωτεϊνικής μηχανικής, για τη βελτίωση των ιδιοτήτων τους. 

Η έρευνα αυτή εμπίπτει τόσο στο πεδίο της Περιβαλλοντικής Βιοτεχνολογίας και 

στο πεδίο της Βιοκατάλυσης. 

Στο πρώτο κομμάτι της διατριβής μελετήθηκε το δυναμικό 104 μυκητιακών 

στελεχών για τη βιομετατροπή δύο χλωριωμένων αρωματικών ρύπων, της 2,4-

διχλωροφαινόλης (2,4-DCP) και του 2,4,5-τριχλωροδιφαινυλίου (PCB29). Οι 

μύκητες αυτοί είχαν απομονωθεί ως συμβιώτες θαλάσσιων ασπόνδυλων, τα οποία 

είχαν συλλεχθεί από διαφορετικές περιοχές του κόσμου και διαφορετικά βάθη. 

Από τα στελέχη αυτά, 9 έδειξαν υψηλή δυνατότητα απομάκρυνσης 1 mM 2,4-

DCP, σε ποσοστά υψηλότερα του 55%. Τα στελέχη αυτά ανήκαν στα γένη 

Penicillium, Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium και Tritirachium. Η 

ανάλυση μεταβολιτών των στελεχών αυτών αποκάλυψε πολλούς μεταβολίτες, 

κάποιοι εκ των οποίων αναφέρονται για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία, όπως τα 

συζεύγματα της 2,4-DCP με γλουταμίνη και κυστεΐνη, καθώς επίσης και ο 

παλμιτικός εστέρας της διχλωροκατεχόλης και η θειωμένη χλωροφαινόλη. Σε 

κάθε περίπτωση όλοι οι μεταβολίτες ήταν λιγότερο τοξικοί από την αρχική ένωση. 

Τα περισσότερα στελέχη μπόρεσαν να αποχλωριώσουν μερικώς ή πλήρως το 

ρύπο παράγοντας υδροξυκινόλη. Μάλιστα, το στέλεχος Tritirachium είχε τη 

δυνατότητα να πραγματοποιεί διάνοιξη του βενζολικoύ δακτυλίου, με την 

έκφραση ενός ενζύμου με δράση 1,2-διοξυγενάσης της κατεχόλης (C12O), 

παράγοντας υδροξυ-μουκονικό οξύ, αφομοιώνοντας πρακτικά το ρύπο. 
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Το ένζυμο με ενεργότητα C12O απομονώθηκε από το εξωκυτταρικό υγρό του 

μύκητα και χαρακτηρίστηκε βιοχημικά, παρουσιάζοντας πολύ ενδιαφέροντα 

χαρακτηριστικά. Κατά την πρωτεομική ανάλυση, αποκαλύφθηκε ότι το ένζυμο 

αυτό είναι στην πραγματικότητα καταλάση με δράση C12O. Η διπλή αυτή 

καταλυτική δράση αναφέρεται για πρώτη φορά στη παγκόσμια βιβλιογραφία. 

Επίσης, ως C12O, το ένζυμο αυτό μπορούσε να διασπάσει και την 4-

χλωροκατεχόλη εκτός από την κατεχόλη και την υδροξυκινόλη, γεγονός που το 

κάνει πολύ ελκυστικό σε εφαρμογές βιοεξυγίανσης. 

Στη συνέχεια της έρευνας αναφορικά με τους θαλάσσια προερχόμενους 

μύκητες, μελετήθηκε η δυνατότητά τους να απομακρύνουν το PCB29 σε 

διαλύματα κορεσμένα με το ρύπο. Από τα 104 στελέχη, 8 κατάφεραν να 

απομακρύνουν το ρύπο σχεδόν εξολοκλήρου (>98.5%), τα οποία ανήκαν στα γένη 

Penicillium, Aspergillus, Purpureocillium, Cladosporium και Alternaria. Κατά τη 

διαδικασία απομάκρυνσης του ρύπου, κανένα από τα μελετούμενα στελέχη δεν 

εξέφραζε ενεργότητες διοξυγενασών του 2,3-διυδροξυ-διφαινυλίου, διοξυγενασών 

της κατεχόλης ή αφαλογoνάσης των αλκανίων. Ένα, όμως, στέλεχος 

Cladosporium εξέφραζε ενεργότητα λακκάσης σε επίπεδα πολύ υψηλότερα από 

τα υπόλοιπα στελέχη. 

Από το εξωκυτταρικό υγρό του στελέχους αυτού, πραγματοποιήθηκε 

απομόνωση δύο ισοενζύμων λακκάσης, ύστερα από καλλιέργεια σε 

βιοαντιδραστήρα διαλείποντος έργου 12 L. Τα ένζυμα αυτά παρουσίασαν 

παρόμοια βιοχημικά χαρακτηριστικά, αναφορικά με τις βέλτιστες συνθήκες 

δράσης τους και το εύρος των υποστρωμάτων που μπορούν να οξειδώσουν. Το 

ένα από τα δύο όμως παρουσίασε τη δυνατότητα απομάκρυνσης του PCB29 σε 

ποσοστό 71% σε αντιδράσεις παρουσία μεσολαβητή. 

Στο δεύτερο τμήμα της διατριβής πραγματοποιήθηκε η in silico ανακάλυψη, 

κλωνοποίηση και έκφραση ενός γονιδίου πολυφαινολοξειδάσης (PPO) από τoν 

μύκητα Thermothelomyces thermophila στο ετερόλογο σύστημα Pichia pastoris. 

Ύστερα από εκτενή βιοχημικό χαρακτηρισμό του απομονωμένου ενζύμου, 

δοκιμάστηκε η χρήση του στην απομάκρυνση διαφόρων μονο- και δι-

χλωροφαινολών. Με στόχο τόσο τη μελέτη της επίδρασης συγκεκριμένων 
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αμινοξέων στην στερεοεκλεκτικότητα του ενζύμου, όσο και την αύξηση της 

καταλυτικής του ενεργότητας σε διχλωροφαινόλες, πραγματοποιήθηκε η 

τροποποίησή του με σημειακές μεταλλάξεις. Από τα πέντε τροποποιημένα ένζυμα 

που κατασκευάστηκαν, στο ένα η ενεργότητα στην οξείδωση της 3,5-DCP 

πενταπλασιάστηκε με μόνο δύο μεταλλάξεις. 
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Abstract 

The present thesis aimed to the discovery and modification of biocatalysts to 

be applied in the bioremediation of chlorinated aromatic pollutants. Two methods 

were followed in order to achieve this objective. One is based on the exploitation 

of microorganisms from poorly studied ecosystems and the study of the 

mechanisms by which they detoxify xenobiotics. The second method is based on 

the in silico search and discovery of protein sequences with potential activity on 

aromatic pollutants and modification of these enzymes by protein engineering 

tools in order to improve their properties. This research falls into both fields of 

Environmental Biotechnology and Biocatalysis. 

In the first part of the thesis, the potential of 104 fungal strains for the 

biotransformation of two chlorinated aromatic pollutants, namely 2,4-

dichlorophenol (2,4-DCP) and 2,4,5-trichlorodiphenyl (PCB29) was studied. 

These fungi were isolated as symbionts of marine invertebrates, which were 

collected from different regions of the world and at different depths. 

Nine of these strains showed high potential for the removal of 1 mM 2,4-DCP 

at yields above 55%. These strains belonged to the genera Penicillium, 

Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium and Tritirachium. Metabolite analysis 

of these strains revealed many compounds, some of which are reported for the first 

time in the literature, such as the conjugates of 2,4-DCP with glutamine and 

cysteine, as well as dichlorocatechol palmitate and sulfated chlorophenol. In every 

case, metabolites were less toxic than the original compound. Most strains were 

able to partially or completely dechlorinate the pollutant leading to hydroxyquinol. 

Furthermore, Tritirachium strain was able to cleave the benzene ring by 

expressing an enzyme with catechol 1,2-dioxygenase (C12O) activity, producing 

2-hydroxy-muconic acid, effectively assimilating the pollutant. 

The enzyme with C12O activity that was isolated from the extracellular 

culture medium of Tritirachium sp., was biochemically characterized, presenting 

very interesting features. Upon proteomic analysis, it was revealed that this 

enzyme is in fact a catalase with C12O activity. This is the first time in the 
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literature that such double catalytic action is mentioned. Additionally, as a C12O, 

this enzyme could cleave 4-chlorocatechol in addition to catechol and 

hydroxyquinol, which makes it very attractive in bioremediation applications. 

The isolated marine-derived fungi were further investigated regarding their 

ability to remove PCB29 in solutions saturated with the pollutant. Out of the 104 

strains tested, 8 were able to remove the pollutant almost entirely (>98.5%) and 

belonged to the genera Penicillium, Aspergillus, Purpureocillium, Cladosporium 

and Alternaria. During the removal of PCB29 the studied strains did not express 

dihydroxyphenyl 2,3-dioxygenase, catechol dioxygenase or alkane dehalogenase 

activities. However, one Cladosporium strain expressed laccase activity at much 

higher levels than the rest of the strains. 

Two laccase isozymes were isolated from the extracellular liquid of this strain 

after cultivation in a 12-L batch bioreactor. These enzymes exhibited similar 

biochemical characteristics, in terms of their optimum activity conditions and 

substrate scope. One of the two, however, showed the ability of PCB29 removal 

by 71% in the presence of a mediator. 

In the second part of the thesis, the in silico discovery, cloning and expression 

of a polyphenoloxidase (PPO) gene from the fungus Thermothelomyces 

thermophila in Pichia pastoris heterologous expression system was performed. 

After extensive biochemical characterization of the isolated enzyme, its use in the 

removal of various mono- and dichlorophenols was tested. In order to study both 

the effect of specific amino acid residues on the enzyme's stereoselectivity and to 

increase its catalytic activity in dichlorophenols, its modification was performed 

by point mutations. Of the five variants that were constructed, one showed 5fold 

increase of oxidation activity on 3,5-DCP, with only two point mutations.  
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1 Περιβαλλοντική ρύπανση 

Η αύξηση του ανθρώπινου πληθυσμού και της ανθρωπογενούς 

δραστηριότητας έχει οδηγήσει σε υποβάθμιση της επιφάνειας της γης μέσω της 

κατάχρησης των περιβαλλοντικών πόρων και της ακατάλληλης διάθεσης των 

αποβλήτων. Επιπλέον, η εξέλιξη της επιστήμης και της τεχνολογίας, καθώς και η 

αύξηση της βιομηχανικής δραστηριότητας, οδήγησαν σε αύξηση της απόρριψης 

αποβλήτων στο περιβάλλον, από τα ακατέργαστα λύματα έως τα πυρηνικά 

απόβλητα, γεγονός που αποτελεί σοβαρό πρόβλημα για την επιβίωση της 

ανθρωπότητας (Pushpanathan et al., 2014). 

Σε παγκόσμιο επίπεδο, υπάρχουν ήδη πάνω από 100.000 χημικά προϊόντα 

στην αγορά (Muir and Howard, 2006), τα οποία και αποτελούν αναπόσπαστο 

κομμάτι της σύγχρονης ζωής του ανθρώπου. Η επανάσταση των χημικών 

προϊόντων συνέβαλε σε μεγάλο βαθμό στην ανθρώπινη ευημερία. Οι χημικές 

ουσίες έχουν αυξήσει τις γεωργικές αποδόσεις μέσω της προστασίας των 

καλλιεργειών από παράσιτα και έντομα, και έχουν καταστήσει δυνατή τη 

δημιουργία  μιας ατελείωτης σειράς χρήσιμων προς τον άνθρωπο προϊόντων. 

Οι γεωργικές πρακτικές και η βιομηχανική ανάπτυξη αποτελούν σημαντικά 

χαρακτηριστικά του ανθρώπινου πολιτισμού. Τις τελευταίες δεκαετίες, η 

υπερβολική χρήση φυτοφαρμάκων και χημικών λιπασμάτων στη γεωργία έχει 

οδηγήσει σε μόλυνση του περιβάλλοντος (νερό, ξηρά και αέρα). Η εκβιομηχάνιση 

έχει αρνητικές επιπτώσεις από τη σκόπιμη ή τυχαία απελευθέρωση τοξικών 

οργανικών και ανόργανων χημικών ουσιών και βαρέων μετάλλων που έχουν 

επίσης δυσμενείς επιπτώσεις στο περιβάλλον. Τα θέματα αυτά είναι ιδιαίτερα 

έντονα στις αναπτυσσόμενες χώρες, όπου μπορεί να υπάρχει ταχεία 

εκβιομηχάνιση χωρίς ένα ισχυρό ρυθμιστικό πλαίσιο για τον έλεγχο της ρύπανσης 

που προκύπτει (Dangi et al., 2019). Σύμφωνα με την έκθεση της Κινεζικής 

Nationwide General Investigation το 2007, 25 εκατομμύρια τόνοι βιομηχανικών 

επικίνδυνων αποβλήτων είχαν παραχθεί μόνο στην Κίνα (Kumari et al., 2018). 

Περιβαλλοντική ρύπανση ορίζεται ως η μόλυνση των φυσικών και 

βιολογικών συστατικών του συστήματος της γης/ατμόσφαιρας, με την εισαγωγή 
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επικίνδυνων αποβλήτων σε τέτοιο βαθμό, ώστε να επηρεάζονται δυσμενώς οι 

φυσιολογικές περιβαλλοντικές διεργασίες (Kumari et al., 2018; Muralikrishna and 

Manickam, 2017). Η ρύπανση του περιβάλλοντος είναι ένα από τα σοβαρότερα 

προβλήματα του 21ου αιώνα που προσελκύει την παγκόσμια προσοχή και τη λήψη 

αποφάσεων κατά προτεραιότητα. Με την πάροδο των ετών, τα επικίνδυνα 

απόβλητα προκαλούν σοβαρές και ανεπανόρθωτες ζημιές στη Γη και, ως εκ 

τούτου, έχουν καταστεί ζήτημα σοβαρής διεθνούς ανησυχίας (Kumari et al., 

2018). 

Οι ρύποι μπορεί να είναι φυσικές ουσίες ή ανθρωπογενείς ενώσεις, αλλά 

θεωρούνται μολυσματικές όταν υπερβαίνουν τα φυσικά επίπεδα. Οποιαδήποτε 

χρήση φυσικών πόρων με ρυθμό υψηλότερο από την ικανότητα αποκατάστασης 

της φύσης μπορεί να οδηγήσει σε ρύπανση του αέρα, του νερού και της γης. 

Γενικά, η περιβαλλοντική ρύπανση λαμβάνει χώρα όταν το περιβάλλον δεν 

μπορεί να επεξεργαστεί και να εξουδετερώσει επιβλαβή παραπροϊόντα 

ανθρώπινων δραστηριοτήτων, εν ευθέτω χρόνω, χωρίς καμία δομική ή 

λειτουργική βλάβη στο σύστημά του (Muralikrishna and Manickam, 2017). 

Οι πιο σημαντικοί ρύποι που απελευθερώνονται στο περιβάλλον είναι οι 

χημικοί διαλύτες, τα χρώματα, τα βιομηχανικά παραπροϊόντα, οι πετρελαϊκοί και 

πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 

– PAH), οι νιτροαρωματικές ενώσεις, τα πολυχλωριωμένα διφαινύλια (PCB), το 

τριχλωροαιθυλένιο (TCE), οι φθαλικοί εστέρες, τα βενζόλιο, αιθυλοβενζόλιο, 

τολουόλιο και ξυλόλιο (Benzene, Toluene, Ethyl benzene, Xylene – BTEX), 

βαρέα μέταλλα και παρασιτοκτόνα. Αυτά τα χημικά, μετά την απελευθέρωσή 

τους, μπορούν να μεταφερθούν από τους ποταμούς στο θαλάσσιο περιβάλλον, 

ειδικότερα, στο παράκτιο θαλάσσιο οικοσύστημα. Η συνεχής μεταφορά τους 

μέσω εξάτμισης και συμπύκνωσης μπορεί να οδηγήσει στην παρουσία αυτών των 

ενώσεων ακόμα και στην ομίχλη, τη βροχή και το χιόνι, με επιζήμιες επιπτώσεις 

σε κάθε μέρος του περιβάλλοντος (Dangi et al., 2019). 

Το πρόβλημα λοιπόν είναι παγκόσμιο και ο εκτιμώμενος αριθμός 

μολυσμένων περιοχών είναι σημαντικός. Η έκθεση σε αυτές τις χημικές ουσίες, 

άμεσα ή έμμεσα, προκαλεί προβλήματα υγείας και επηρεάζει αρνητικά όλες τις 
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μορφές ζωής στη γη. Η ατμοσφαιρική ρύπανση είναι ο μεγαλύτερος 

περιβαλλοντικός κίνδυνος για την ανθρώπινη υγεία, καθώς ένας από τους εννέα 

θανάτους το 2012 αποδόθηκε στην ατμοσφαιρική ρύπανση. Σχεδόν το 80% του 

παγκόσμιου πληθυσμού εκτιμάται ότι υπόκειται σε υψηλό κίνδυνο ασφάλειας 

λόγω της ποιότητας της ατμόσφαιρας (Dangi et al., 2019). 

Η αποκατάσταση των ρύπων τις τελευταίες δεκαετίες έχει επιτευχθεί σε 

μερικές περιπτώσεις χρησιμοποιώντας φυσικοχημικές μεθόδους όπως 

στερεοποιήσεις, διήθηση, αποτέφρωση, εξάτμιση, οξείδωση και αναγωγή, 

αντίστροφη όσμωση, χημική κατακρήμνιση, ηλεκτροχημική επεξεργασία και 

μεθόδους ιοντοεναλλαγής. Ωστόσο, το υψηλό κόστος επεξεργασίας, οι υψηλές 

απαιτήσεις αντιδραστηρίων, οι μεγάλες ποσότητες και η παραγωγή δευτερογενών 

περιβαλλοντικών ρύπων περιορίζουν αυτές τις συμβατικές προσεγγίσεις. Ο 

περιορισμός αυτών των μεθόδων γίνεται περισσότερο εμφανής στην περίπτωση 

των αποβλήτων ορυχείων, των μολυσμένων υπόγειων υδάτων και άλλων 

βιομηχανικών λυμάτων (Dangi et al., 2019). 

Στις παρακάτω παραγράφους θα αναλυθούν οι περιβαλλοντικοί ρύποι που 

μελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή.  

 

1.1 Χλωροφαινόλες 

Χλωροφαινόλες (chlorophenols – CPs) χαρακτηρίζονται οι χημικές ενώσεις 

που αποτελούνται από ένα φαινολικό δακτύλιο (υδροξυλιωμένος βενζολικός 

δακτύλιος), ο οποίος είναι υποκατεστημένος με ένα έως πέντε άτομα χλωρίου. 

Ανάλογα με το βαθμό υποκατάστασης οι χλωροφαινόλες διακρίνονται σε μονο-

χλωροφαινόλες (MCPs), δι-χλωροφαινόλες (DCPs), τρι-χλωροφαινόλες (TCPs), 

τετρα-χλωροφαινόλες (TeCPs) και την πεντα-χλωροφαινόλη (PCP). Συνολικά 

υπάρχουν 19 ομοειδείς ουσίες (congeners) της ομάδας των χλωροφαινολών, όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 1.1. 
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Εικόνα 1.1 Δομή των όλων των πιθανών ομοειδών ουσιών της ομάδας των χλωροφαινολών  

 

Οι χλωροφαινόλες προκαλούν σοβαρή ανησυχία λόγω της ευρείας παρουσίας 

τους στο περιβάλλον και πιο συγκεκριμένα σε λύματα, προϊόντα ιλύος, 

επιφανειακά αλλά και υπόγεια ύδατα. Η εισαγωγή τους στο περιβάλλον είναι 

συνήθως αποτέλεσμα χημικών και φαρμακευτικών βιομηχανικών 

δραστηριοτήτων, αλλά και της βιομηχανίας χάρτου. Άλλες πηγές ρύπανσης 

μπορεί να είναι οι τυχαίες διαρροές, οι χώροι διάθεσης επικίνδυνων αποβλήτων, οι 

δεξαμενές αποθήκευσης ή οι δημοτικοί χώροι υγειονομικής ταφής. Οι ουσίες 

αυτές χρησιμοποιούνται επίσης ως βακτηριοκτόνα, εντομοκτόνα, ζιζανιοκτόνα, 

μυκητοκτόνα, συντηρητικά ξύλου και ως ενδιάμεσα στην παραγωγή βαφών και 

φαρμακευτικών προϊόντων. Επιπρόσθετα, χλωροφαινόλες σχηματίζονται κατά την 

καύση οργανικής ύλης, την αποτέφρωση αστικών αποβλήτων και την 

απολύμανση του νερού με χλώριο (El-Naas et al., 2017; Olaniran and Igbinosa, 

2011). 
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Με εξαίρεση τη 2-CP, η οποία βρίσκεται σε υγρή μορφή σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος, όλες οι υπόλοιπες χλωροφαινόλες είναι στερεές με σημεία τήξης 

να κυμαίνονται από 33-191 ºC. Σε υδατικά διαλύματα δρουν ως ασθενή οξέα, με 

την οξύτητα να αυξάνεται όσο αυξάνεται ο αριθμός υποκατάστασης από χλώρια. 

Οι διαλυτότητά τους στο νερό είναι μικρή και μικραίνει με την αύξηση των 

ατόμων χλωρίου στο δακτύλιο, όμως τα αντίστοιχα άλατα που μπορεί να 

σχηματίσουν σε αντίδραση με βασικά μη-μέταλλα (νάτριο ή κάλιο) έχουν μέχρι 

και τέσσερις φορές υψηλότερη διαλυτότητα από τις αρχικές ουσίες. (El-Naas et 

al., 2017; Olaniran and Igbinosa, 2011). 

Η μεταφορά και η κατάληξη μιας χημικής ένωσης στο φυσικό περιβάλλον 

εξαρτάται αυστηρά από την τιμή της σταθεράς διάστασης (Ka) και τον 

συντελεστή κατανομής (Ko/w) στο σύστημα οκτανόλης-νερού. Η σταθερά 

διάστασης εξαρτάται από τη δομή της ένωσης και από τον αριθμό των ατόμων 

χλωρίου στο μόριο. Στην περίπτωση των χλωροφαινολών, η σταθερά διάστασης 

αυξάνει αυξανομένου του αριθμού των ατόμων χλωρίου στην ένωση. Σε 

συνάρτηση με την τιμή του pKa, η διάσταση των χλωροφαινολών γίνεται πλήρως 

ή εν μέρει. Οι συντελεστές κατανομής οκτανόλης-νερού (Ko/w) αυξάνονται έντονα 

με τον αριθμό των ατόμων χλωρίου, ενώ παράλληλα μειώνεται η υδροφιλικότητα. 

Επίσης, ο βαθμός διάστασης των χλωροφαινολών αυξάνεται (υποδεικνύεται 

μείωση τιμής pKa) με την αύξηση του αριθμού των ατόμων χλωρίου (Czaplicka, 

2004). 

Έχει ακόμα αναφερθεί ότι οι φυσικοχημικές ιδιότητες των χλωροφαινολών, 

όπως η υδατοδιαλυτότητα, η σταθερά του νόμου Henry, ο συντελεστής ρόφησης 

οργανικού άνθρακα, ο ρυθμός πτητικότητας και ο ρυθμός φωτολύσεως 

καθορίζουν τις διεργασίες μεταφοράς αυτών των ενώσεων. Σημαντικοί 

παράγοντες που επηρεάζουν αυτές τις διεργασίες περιλαμβάνουν την 

περιεκτικότητα σε οργανικά υλικά και την περιεκτικότητα σε άργιλο στο έδαφος, 

τα ιζήματα και το νερό, καθώς οι χλωροφαινόλες απορροφώνται ειδικά σε αυτά τα 

συστατικά εδάφους. Γενικά, καθώς ο αριθμός των μορίων χλωρίου αυξάνεται, 

υπάρχει μείωση της πίεσης ατμών και διαλυτότητας στο νερό, με ταυτόχρονη 

αύξηση του σημείου βρασμού. Έτσι, η αυξανόμενη χλωρίωση αυξάνει την τάση 
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αυτών των ενώσεων να δεσμευτούν σε ιζήματα και λιπίδια και να 

βιοσυγκεντρωθούν (Ivanciuc et al., 2006). 

Οι μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί δείχνουν ότι οι χλωροφαινόλες 

παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε υδάτινα περιβάλλοντα. Η κύρια πηγή της 

ρύπανσης των υδάτων από τις χλωροφαινόλες είναι η απόρριψη βιομηχανικών 

αποβλήτων και η έκπλυση χλωροφαινολών από χώρους υγειονομικής ταφής. Στην 

ατμόσφαιρα οι χλωροφαινόλες εισέρχονται μέσω εξάτμισης, κυρίως όμως οι 

μόνο- και δι-χλωροφαινόλες όντας οι πιο πτητικές. Μόνο ένα πολύ μικρό ποσοστό 

(περίπου 5%) των χλωροφαινολών εκπέμπονται στο περιβάλλον. Από την άλλη, οι 

μελέτες της συμπεριφοράς των ουσιών αυτών στο έδαφος είναι πολύ 

περιορισμένες (Olaniran and Igbinosa, 2011). 

Οι χλωροφαινολικές ενώσεις είναι ανθεκτικές στη βιοαποικοδόμηση και 

συνεπώς είναι ανθεκτικές στο περιβάλλον. Λόγω της λιποφιλικότητάς τους 

μπορούν να μεταφερθούν μέσω της κυτταρικής μεμβράνης και να 

βιοσυσσωρεύονται σε υδρόβιους οργανισμούς. Η έκθεση των ανθρώπων στις 

χλωροφαινόλες πραγματοποιείται με απορρόφηση του δέρματος, εισπνοή ή 

κατάποση από το στόμα. Δεδομένου ότι δεν υπάρχουν ακριβείς τοξικοκινητικές 

μελέτες στον άνθρωπο, οι πληροφορίες σχετικά με την τοξικότητά τους 

βασίζονται κυρίως σε μελέτες σε ζώα. (Olaniran and Igbinosa, 2011) 

Σε γενικές γραμμές οι χλωροφαινόλες μπορεί να προκαλέσουν ενδοκρινικές 

διαταραχές (Terasaka et al., 2006), ενώ έχουν συσχετιστεί και με την 

καρκινογένεση (Hooived et al., 1998), το οξειδωτικό στρες (Bukowska et al., 

2007), την απόπτωση (Michałowicz and Sicińska, 2009) και την τερατογένεση 

(Zhao et al., 1995). 

Ο Διεθνής Οργανισμός Έρευνας για τον Καρκίνο (International Agency for 

Research on Cancers – IARC) ταξινόμησε τις χλωροφαινόλες ως καρκινογόνα της 

Ομάδας 2Β. Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει χημικούς παράγοντες για τους 

οποίους έχουν αποδειχθεί επαρκείς ενδείξεις καρκινογένεσης στα ζώα και 

ανεπαρκείς ενδείξεις καρκινογένεσης στον άνθρωπο. Ο Παγκόσμιος Οργανισμός 

Υγείας (World Health Organization – WHO) ταξινομεί ορισμένες χλωροφαινόλες 
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(2,4,6-τριχλωροφαινόλη, 2,4,5-τριχλωροφαινόλη και πεντα-χλωροφαινόλη) ως 

ενώσεις που υπάρχουν υπόνοιες ότι έχουν καρκινογόνες ιδιότητες, ενώ ο 

Οργανισμός για της Τοξικές Χημικές Ουσίες και το Μητρώο Νοσημάτων 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry – ATSDR) κατηγοριοποίησε 

τις χλωροφαινόλες ως ρύπους προτεραιότητας (Honda and Kannan, 2018; 

Igbinosa et al., 2013). 

Για την εξάλειψη των χλωροφαινολών από βιομηχανικά απόβλητα έχουν 

χρησιμοποιηθεί διάφορες φυσικές, χημικές και βιολογικές μέθοδοι αλλά καμία 

από αυτές τις μεθόδους ή οι συνδυασμοί τους δεν έχει καταφέρει να επιτύχει 

πλήρη ανοργανοποίηση των χλωροφαινολών (Olaniran and Igbinosa, 2011). 

Κάποιες από τις φυσικοχημικές μεθόδους που έχουν χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα 

είναι φωτοκατάλυση, οζονίωση, εκχύλιση υγρού-υγρού ή υγρού-στερεού, 

προσρόφηση, ανταλλαγή ιόντων, διαχωρισμός με μεμβράνες, αντίδραση ηλεκτρο-

Fenton, συνδυασμός πήξης και υπερηχητικής χημείας. Οι μέθοδοι αυτοί 

υφίστανται πολλά μειονεκτήματα, όπως το υψηλό λειτουργικό κόστος και η 

ελλιπής υποβάθμιση του ρύπου (Anku et al., 2017; Ren et al., 2016). 

 

1.1.1 2,4-Διχλωροφαινόλη (2,4-DCP) 

Η 2,4-διχλωροφαινόλη (2,4-DCP), αποτελεί ίσως την πιο διαδεδομένη 

χλωροφαινόλη στο εμπόριο καθώς έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως ως μυκητοκτόνο, 

παρασιτοκτόνο και συντηρητικό ξύλου και έτσι απελευθερώνεται σε υψηλές 

ποσότητες στο περιβάλλον (περίπου 10000 kg στις ΗΠΑ κατά το 2014) (Huang et 

al., 2015). Παρόλο που οι χλωροφαινόλες με λιγότερα από τρία χλώρια στο μόριο 

τους δεν χρησιμοποιούνται ευρέως, η 2,4-DCP βρίσκει εφαρμογή στην παραγωγή 

υψηλότερα χλωριωμένων χλωροφαινολών αλλά και ζιζανιοκτόνων της 

οικογένειας του χλωροφαινόξυ οξικού οξέος (chlorophenoxyacetic acid 

herbicides). Μάλιστα, εκτιμάται ότι περίπου 40000 τόνοι 2,4-DCP παράγονται 

ετησίως για την παραγωγή του ζιζανιοκτόνου 2,4-διχλωροφαινόξυ οξικού οξέος 

(2,4-D) (Fahr et al., 1999; Khenifi et al., 2009; Vroumsia et al., 2005). Εκτός 

αυτού, η 2,4-DCP μαζί με τη 2-CP και την 4-CP είναι οι σημαντικότερες 
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χλωριωμένες φαινόλες που σχηματίζονται ως παραπροϊόντα χλωρίωσης του νερού 

(Olaniran and Igbinosa, 2011). 

Λόγω της ευρείας διάδοσης της, η 2,4-DCP καταχωρήθηκε το 1978 ως ρύπος 

προτεραιότητας μαζί με άλλους 128 από την Υπηρεσία Προστασίας του 

Περιβάλλοντος των ΗΠΑ (Vroumsia et al., 2005), ενώ και η Ευρωπαϊκή Ένωση 

την ταξινόμησε σε μια παρόμοια λίστα το 1980, ορίζοντας ταυτόχρονα ανώτατα 

αποδεχτά όρια στο πόσιμο νερό (Patel and Kumar, 2017). Πολλές μελέτες έχουν 

γίνει με σκοπό την αποτοξικοποίηση περιοχών μολυσμένων από 2,4-DCP εξαιτίας 

των επιβλαβών επιπτώσεων της στους ζώντες οργανισμούς, ακόμα και σε πολύ 

χαμηλές συγκεντρώσεις (ppb) (Khenifi et al., 2009). 

 

1.2 Έμμονοι οργανικοί ρύποι 

Η αναγνώριση και καταγραφή των έμμονων οργανικών ρύπων (persistent 

organic pollutants – POPs) ξεκίνησε το 2001 με την υπογραφή της Σύμβασης τη 

Στοκχόλμης από το Περιβαλλοντικό Πρόγραμμα των Ηνωμένων Εθνών (United 

Nations Environment Programme – UNEP). Αρχικά, η σύμβαση περιελάμβανε τις 

ενώσεις γνωστές ως “Dirty Dozen” (Εικόνα 1.2), οι οποίες είχαν ήδη 

χαρακτηριστεί ως επιβλαβείς για τον άνθρωπο και το οικοσύστημα (Ritter et al., 

1995). Επιπρόσθετα, η Σύμβαση της Στοκχόλμης όρισε και κριτήρια και τις 

διαδικασίες με τις οποίες μια ένωση θα έμπαινε στη λίστα των POPs και πιο 

συγκεκριμένα σε ποια κατηγορία: Α-εξάλειψη της παραγωγής και χρήσης του 

ρύπου, Β-περιορισμός της παραγωγής και χρήσης του ρύπου και/ή C-μείωση της 

ακούσιας απελευθέρωσης των χημικών και περιορισμός της χρήσης τους. Με τον 

όρο εξάλειψη εννοείται το σταμάτημα της παραγωγής και χρήσης του ρύπου.  Τα 

κύρια προαπαιτούμενα ώστε μια ουσία να τοποθετηθεί σε μία από τις παραπάνω 

κατηγορίες είναι να είναι έμμονη, βιοσυσσωρεύσιμη, να έχει τη δυνατότητα να 

μεταφέρεται σε μεγάλες αποστάσεις και να έχει αρνητικές επιπτώσεις στην 

ανθρώπινη υγεία (Final Act of the Conference of Plenipotentiaries on the 

Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants, 2001). 
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Εικόνα 1.2 Οι δώδεκα πρώτοι ρύποι, γνωστοί ως “Dirty Dozen” που υιοθετήθηκαν από τη 

Σύμβαση της Στοκχόλμης 

 

Για κάθε ένα από αυτά τα κριτήρια, πρέπει να πληρούνται ορισμένοι 

περιορισμοί ώστε μια χημική ουσία να γίνει υποψήφια POP. Χρόνοι ημίσειας 

ζωής μεγαλύτεροι των 2 ημερών στον αέρα και 2-6 μηνών στο νερό και το έδαφος 

θεωρούνται επαρκείς για έναν υποψήφιο POP (Wahlström, 2003). 

Βιοσυσσώρευση είναι η δυνατότητα μιας ουσίας να προσροφάται από ζώντες 

οργανισμούς και να συσσωρεύεται στον λιπώδη ιστό, λόγω της υδροφοβικότητάς 

του. Κατ’ αυτόν τον τρόπο η ουσία αυτή μπορεί επιπλέον να μεταφερθεί μέσω της 

τροφικής αλυσίδας (Van Ael et al., 2013). Αναφορικά με αυτό έρευνες έχουν 

δείξει ότι οι συγκεντρώσεις ισορροπίας στους ζώντες οργανισμούς είναι 

ανεξάρτητες του τροφικού τους επιπέδου, αλλά σχετιζόμενες με το ποσοστό 

λίπους του κάθε οργανισμού (Xia et al., 2015). Η ιδιότητα των ενώσεων να 

αντιστέκονται στην αποικοδόμηση, καθώς και οι μεγάλοι χρόνοι ημιζωής τους, τις 

καθιστούν υποψήφιες για δυνατότητα μεταφοράς σε μεγάλες αποστάσεις, σε 
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προηγουμένως παρθένες περιοχές χωρίς πρωτογενείς πηγές POP (Z. Zhao et al., 

2012). Η μεταφορά αυτή δε δύναται να πραγματοποιηθεί μόνο μέσω του νερού, 

αλλά και μέσω της ατμόσφαιρας, μολύνοντας έτσι απομακρυσμένες περιοχές και 

ορεινές ζώνες, κάνοντας έτσι τους POPs ένα παγκόσμιο ζήτημα (Catalan, 2015; 

Lammel, 2015; Ruiz-Fernández et al., 2014; Zhao et al., 2015). 

Η πρόσληψη των POPs από τους ανθρώπους, πραγματοποιείται κατά κύριο 

λόγο μέσω της διατροφής (M.-L. Chen et al., 2012) και κυριότερα μέσω της 

κατανάλωσης προϊόντων ζωικής προέλευσης (Gasull et al., 2011). Θαλασσινά 

τρόφιμα (Perelló et al., 2015) προερχόμενα από μολυσμένες περιοχές και 

ιδιαίτερα τα ψάρια (Deribe et al., 2014; S.-H. Lee et al., 2014; Squadrone et al., 

2014; Sun et al., 2014) έχουν μεγάλο μερίδιο στην πρόσληψη POPs από τον 

άνθρωπο. Άλλες πιθανές πηγές είναι το κρέας (Hernández et al., 2015) και τα 

λαχανικά (Khan and Cao, 2011), καθώς και το μητρικό γάλα (Chen et al., 2015; 

Croes et al., 2012) από το οποίο τα βρέφη έρχονται σε επαφή με υπολογίσιμες 

ποσότητες POPs ήδη από την αρχή της ζωής τους. Η έκθεση των νεογνών σε 

τέτοιες χημικές ουσίες, είτε προγεννητικά είτε μεταγεννητικά, έχει συνδεθεί με 

διάφορα θέματα υγείας σχετιζόμενα με την ανάπτυξη (Iszatt et al., 2015), την 

παχυσαρκία (Tang-Péronard et al., 2014; Vafeiadi et al., 2015), την υπέρταση 

(Vafeiadi et al., 2015), καθώς και με επιπτώσεις στην ανάπτυξη του νευρικού 

(Berghuis et al., 2015), ανοσοποιητικού και αναπνευστικού συστήματος (Gascon 

et al., 2013). Εκτός από τον βρεφικό πληθυσμό, η πρόσληψη POPs έχει αρνητικές 

επιπτώσεις και στην υγεία των ενηλίκων έχοντας σχετιστεί με καρκινογένεση 

(Boada et al., 2012; Hernández et al., 2015; Lim et al., 2015; Mitro et al., 2015), 

νοσήματα του μεταβολισμού (D.-H. Lee et al., 2014; Ruzzin, 2012) όπως 

παχυσαρκία (Dirinck et al., 2010; Lee et al., 2012; Reaves et al., 2015) και 

διαβήτη τύπου II (Jaacks and Staimez, 2015; Ngwa et al., 2015), καθώς και με 

άλλες επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία (Arrebola et al., 2015; Crinnion, 2011; 

Grindler et al., 2015; Kvist et al., 2014; Lind et al., 2012; Vested et al., 2014). 
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Εικόνα 1.3 Οι χημικές ενώσεις που έχουν κατηγοριοποιηθεί ως έμμονοι οργανικοί ρύποι 

(POPs) μέχρι σήμερα 

 

Με σκοπό την κατηγοριοποίησή τους ως POPs, οι χημικές ενώσεις που 

διέπονται από τα παραπάνω χαρακτηριστικά, δηλαδή εμμονή, βιοσυσσώρευση, 
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μεταφορά σε μεγάλες αποστάσεις και τοξικότητα αρχικά προτείνονται στην 

Επιτροπή Αξιολόγησης των POP (POP Review Committee – POPRC). Στη 

συνέχεια, η POPRC καταρτίζει ένα προφίλ κινδύνου και αξιολογεί τις πιθανές 

παγκόσμιες επιπτώσεις ενός χημικού-στόχου. Έπειτα, υποβάλλεται πρόταση στη 

Διάσκεψη των Συμβαλλομένων Μερών (Conference Of the Parties – COP), η 

οποία είναι το διοικητικό όργανο της Σύμβασης της Στοκχόλμης που αξιολογεί 

την πρόταση και τοποθετεί το συγκεκριμένο χημικό προϊόν σε μία από τις 

κατηγορίες Α, Β και/ή C. Πέραν των αρχικών δώδεκα POPs, η COP έχει εγκρίνει 

συστάσεις της POPRC για είκοσι μία νέες χημικές ουσίες, δώδεκα το 2009, από 

μία το 2011 και 2013, από τρεις το 2015 και 2017 και μία το 2019 (Εικόνα 1.3). 

Νέες προτάσεις που υποβλήθηκαν στο POPRC και εξετάζονται επί του παρόντος 

παρουσιάζονται επίσης στο Σχήμα 2Γ. Περισσότερες πληροφορίες σχετικά με τις 

ενέργειες, τις πρωτοβουλίες και τις αποφάσεις που λαμβάνονται στη Σύμβαση της 

Στοκχόλμης διατίθενται στην επίσημη ιστοσελίδα της (http://chm.pops.int/). 

 

1.2.1 Πολυχλωριωμένα διφαινίλια (PCB) 

Τα πολυχλωριωμένα διφαινύλια (PCB) είναι μια κατηγορία αρωματικών 

χημικών ενώσεων στις οποίες ορισμένα ή όλα τα άτομα υδρογόνου που 

συνδέονται με τον πυρήνα του διφαινυλίου υποκαθίστανται από ένα έως δέκα 

άτομα χλωρίου. Υπάρχουν 209 ομοειδείς ουσίες, οι οποίες είναι διατεταγμένες 

σύμφωνα με την τρέχουσα ονοματολογία από τον αριθμό 1 έως 209 με 

αυξανόμενο αριθμό χλωρίων. Αν και οι φυσικές και χημικές ιδιότητες ποικίλλουν 

ευρέως μεταξύ τους, τα PCB γενικά έχουν χαμηλή διαλυτότητα στο νερό, υψηλή 

λιποφιλικότητα και χαμηλή πίεση ατμών. Είναι χημικά σταθερά και γενικά 

εμμένουν στο περιβάλλον και στο ανθρώπινο σώμα. 

Τα PCB όπως είναι γνωστό δεν παράγονται με φυσικό τρόπο και από το 1929 

έχουν παραχθεί εμπορικά μόνο από περιορισμένο αριθμό εταιρειών. Η παραγωγή 

τους κορυφώθηκε μεταξύ της δεκαετίας του 1950 και του 1970 αλλά από τη 

δεκαετία του 1980 απαγορεύτηκε στις περισσότερες χώρες. Ωστόσο, η παραγωγή 

τους στη Λαϊκή Δημοκρατία της Κορέας συνέχισε τουλάχιστον μέχρι το 2006. 

Έχει αναφερθεί ότι από το 1920 μέχρι και τις αρχές της δεκαετίας του 1980, 

http://chm.pops.int/
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περίπου 1,5 εκατομμύρια τόνοι PCB κατασκευάστηκαν σε ολόκληρο τον πλανήτη 

με αποτέλεσμα να απελευθερωθεί ένα σημαντικό ποσοστό PCB στο περιβάλλον. 

Λόγω της εκτεταμένης χρήσης τους στο παρελθόν και της έλλειψης κατάλληλων 

τεχνολογιών διάθεσης, τα PCB έχουν εξαπλωθεί από την Αρκτική μέχρι την 

Ανταρκτική. Σύμφωνα με έκθεση της USEPA (2011), 350 περιοχές στις ΗΠΑ και 

148 στον Καναδά έχουν μολυνθεί από PCB σύμφωνα με το Inventory of Federal 

Invented Sites (J. K. Sharma et al., 2018). Έχει υπολογιστεί ότι  το συνολικό 

φορτίο PCB στο έδαφος ανέρχεται στους 21.000 τόνους (Meijer et al., 2003). Η 

συγκέντρωση κατωφλίου για μολυσμένο έδαφος κυμαίνεται μεταξύ 10 και 50 mg 

kg-1 σε ορισμένες χώρες, ενώ σε άλλες μπορεί να είναι τόσο χαμηλή όσο 0,5 mg 

kg-1. 

Εμπορικά διαθέσιμα προϊόντα PCB κατασκευάζονται για να δώσουν ένα 

συγκεκριμένο βαθμό χλωρίωσης ώστε να ικανοποιήσουν κάποιες τεχνικές 

προδιαγραφές. Τα προϊόντα που πωλούνται με διαφορετικές εμπορικές ονομασίες, 

π.χ. Aroclor (Monsanto, USA), Santotherm (Mitsubishi, Ιαπωνία), Clophen 

(Bayer, Γερμανία) και Phenoclor and Pyralene (Prodolec, Γαλλία)  μπορεί να 

έχουν παρόμοια σύνθεση σε σχέση με την περιεκτικότητα σε χλώριο. Ωστόσο, οι 

μεμονωμένες ομοειδείς ουσίες δεν έχουν ποσοτικοποιηθεί γενικά σε αυτά τα 

προϊόντα. Τα καθαρά PCB ομοειδή είναι κυρίως άχρωμα ή ελαφρώς κιτρινωπά, 

συχνά κρυσταλλικά συστατικά χωρίς οσμή. Τα εμπορικά προϊόντα, ωστόσο, είναι 

ιξώδη υγρά μίγματα αυτών των ενώσεων, με ιξώδες αυξανόμενο με το βαθμό 

χλωρίωσης και χρώμα που κυμαίνεται από ανοιχτό κίτρινο έως σκούρο χρώμα. 

Μια σημαντική ιδιότητα των PCB είναι η γενική αδράνεια τους, καθώς αντέχουν 

σε οξέα, βάσεις και οξειδωτικές ενώσεις ενώ είναι ανθεκτικά στη φωτιά λόγω των 

υψηλών σημείων ανάφλεξης. 

Τα προϊόντα που περιέχουν PCB χρησιμοποιήθηκαν ευρέως σε διάφορες 

βιομηχανικές, εμπορικές και στρατιωτικές, ανοιχτές και κλειστές εφαρμογές, 

λόγω των φυσικών και χημικών τους ιδιοτήτων, όπως μη ευφλεκτότητα, χημική 

σταθερότητα, υψηλό σημείο ζέσεως και υψηλή διηλεκτρική σταθερά. Οι 

σημαντικότερες κλειστές εφαρμογές περιελάμβαναν τη χρήση τους ως 

διηλεκτρικά υγρά σε πυκνωτές και μετασχηματιστές και ως υδραυλικό υγρό και 
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μέσο μεταφοράς θερμότητας. Παρόλο που οι εφαρμογές αυτές θεωρούνται 

«κλειστές», τα PCB μπορούν να απελευθερωθούν στο περιβάλλον λόγω διαρροής. 

Οι σημαντικότερες ανοιχτές εφαρμογές περιελάμβαναν τη χρήση τους ως 

συστατικά μόνιμων ελαστικών σφραγιστικών υλικών, σε πολυμερή, και ως 

επιβραδυντικά φλόγας. Σε μικρότερο βαθμό, τα PCB χρησιμοποιήθηκαν επίσης σε 

μελάνια, κόλλες, μεταφορικούς ιμάντες και άλλα προϊόντα από καουτσούκ, μικρά 

στραγγαλιστικά πηνία για λαμπτήρες φθορισμού, λάδια κοπής και λίπανσης και 

μεταλλικές επενδύσεις. Σε όλες τις ανοιχτές εφαρμογές, τα PCB μπορούν να 

απελευθερωθούν από το προϊόν στο περιβάλλον μέσω πτητικότητας ή διάβρωσης 

(IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 2015; 

Patnaik, 2007). 

Αφού απελευθερωθούν στο περιβάλλον, τα PCB μπορούν να μεταφερθούν 

μέσω περιβαλλοντικών μέσων και αποδημητικών ειδών μακριά από τον τόπο 

παραγωγής και χρήσης τους. Τα PCB βρίσκονται παντού στο περιβάλλον σε 

ζώντες οργανισμούς, στον αέρα, το έδαφος, τα ιζήματα και το νερό παγκοσμίως, 

συμπεριλαμβανομένων των πολικών περιοχών και των βαθιών ωκεανών. Οι 

συγκεντρώσεις PCB ποικίλλουν κατά αρκετές τάξεις μεγέθους ανάλογα με το 

μέσο, όπως επίσης και τα μοτίβα των ομοειδών ουσιών. Στο περιβάλλον, τα PCB 

εξαερώνονται εύκολα ή απορροφώνται από ψάρια και άλλα ζώα και μεταφέρονται 

στην τροφική αλυσίδα, όπου η συγκέντρωσή τους μπορεί να αυξηθεί. 

Οι φυσικές ιδιότητες των PCB είναι σημαντικές για την κατανόηση των 

αναλυτικών, φυσιολογικών και περιβαλλοντικών ιδιοτήτων τους. Ωστόσο, οι 

αλληλεπιδράσεις των διαφόρων φυσικών ιδιοτήτων μπορεί να είναι εξαιρετικά 

πολύπλοκες (Erickson, 2001). Οι χημικές και φυσικές ιδιότητες όπως η 

διαλυτότητα, η τάση ατμών και η σταθερά του νόμου Henry έχουν αναφερθεί για 

μεμονωμένες ομοειδείς ουσίες. Τα σημεία ζέσεως αυξάνονται από τα λίγο 

(μονοχλωροδιφαινύλια, 285 ºC) έως τα πολύ (δεκαχλωροδιφαινύλιο, 456 ºC) 

χλωριωμένα ομοειδή (Shiu and Mackay, 1986). Η διαλυτότητα των PCB στο νερό 

είναι εξαιρετικά χαμηλή, κυμαινόμενη από 0,0012 έως 4830 μg/L για τις ομοειδείς 

ενώσεις που απαντώνται συχνότερα. Αντιθέτως, τα PCB είναι πλήρως διαλυτά σε 

μη πολικούς οργανικούς διαλύτες, έλαια και βιολογικά λιπίδια. Οι αναφερόμενες 
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τιμές log Kow έχουν ανασκοπηθεί από τους (Shiu and Mackay, 1986). Φαίνεται να 

υπάρχει αξιοσημείωτη συσχέτιση μεταξύ του log Kow (λιποφιλικότητα) και του 

αριθμού των ατόμων χλωρίου στο μόριο. Οι τιμές log Kow κυμαίνονταν από 4,5 

έως 8,3 και αυτή η κατανομή διαδραματίζει βασικό ρόλο στην περιβαλλοντική 

τύχη και τη μεταφορά. Τα PCB τείνουν να προτιμούν τη μη πολική φάση και 

απομακρύνονται από το νερό στα περισσότερα στερεά, προτιμώντας τα οργανικά 

τμήματά τους (Erickson, 2001). Τα PCB χαρακτηρίζονται από τις σταθερές του 

νόμου του Henry που τείνουν να μειώνονται με υψηλότερο βαθμό χλωρίωσης. Οι 

ομοειδείς ενώσεις με μικρότερο βαθμό χλωρίωσης έχουν σημαντικά υψηλότερη 

πίεση ατμών από τις πιο χλωριωμένες (Shiu and Mackay, 1986). Επομένως, η 

σύνθεση του αέρα σε PCB κυριαρχείται από τα λιγότερο χλωριωμένα ομοειδή και 

ατροποϊσομερή. 

Αρκετές συμβατικές μέθοδοι για τη θεραπεία των PCB που έχουν δοκιμαστεί 

μέχρι τώρα περιλαμβάνουν: αποτέφρωση, υγειονομική ταφή, βυθοκόρυση, 

εκρόφηση χαμηλής θερμοκρασίας, εκχύλιση, χημική αφαλογόνωση και 

βιοεξυγίανση. Η αποτέφρωση μπορεί να προκαλέσει μεγαλύτερη απελευθέρωση 

της χλωριωμένης ένωσης στην ατμόσφαιρα υπό μορφή ατμών και/ή τη 

συσσώρευση στο έδαφος. Η μέθοδος επιτυγχάνεται σε υψηλότερη θερμοκρασία, 

δηλ. 1200 °C. Σε μια τέτοια θερμοκρασία, απομακρύνεται το 99,99% των 

ρυπογόνων ουσιών. Ωστόσο, η αποτέφρωση των επικίνδυνων αποβλήτων 

προκαλεί έκθεση σε θανατηφόρες εκπομπές. Επιπλέον, η διαδικασία 

αποτέφρωσης είναι πολύ δαπανηρή και χρονοβόρα. Η υγειονομική ταφή είναι 

ένας άλλος μηχανισμός εξάλειψης των PCB. Ο κίνδυνος της υγειονομικής ταφής 

περιλαμβάνει την εξάτμισή τους στην ατμόσφαιρα και τη μεταφορά τους στον 

περιβάλλοντα υδροφόρο ορίζοντα. Η μέθοδος αυτή αφήνει μολυσμένη την 

υδρόβια χλωρίδα και πανίδα με τις χλωριωμένες ενώσεις και άλλες ακαθαρσίες. Η 

βυθοκόρηση είναι μια άλλη συμβατική τεχνική απομάκρυνσης PCB. Αυτή η 

διαδικασία περιλαμβάνει την ανάδευση του ιζήματος, προκαλώντας την 

επανεμφάνισή του, αυξάνοντας έτσι το επίπεδο της μολυντικής ουσίας στα 

επιφανειακά ύδατα. Ο συνδυασμός της βυθοκόρησης και της αποτέφρωσης έχει 

αποδειχθεί ότι είναι ένα αποτελεσματικό εργαλείο για την απομάκρυνση των 

PCB. Παρόλα αυτά, ολόκληρη η διάταξη είναι δαπανηρή και μπορεί να κοστίσει 
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περισσότερο από μισό εκατομμύριο δολάρια για την κατασκευή ενός χώρου 

επαρκούς μεγέθους για την αποκατάσταση αυτών των περιβαλλοντικών ρύπων 

(Nair and Abraham, 2019). 

Λόγω των προαναφερθέντων η βιοεξυγίανση έχει προταθεί ως εναλλακτική 

στρατηγική για την απομάκρυνση των PCB και είναι η τεχνική που μελετάται 

στην παρούσα διατριβή. 

 

1.3 Βιοεξυγίανση 

Όπως αφήνεται να εννοηθεί παραπάνω, οι συμβατικές μέθοδοι απομάκρυνσης 

ρύπων όπως η εκταφή, η καύση και η χημική αποσύνθεση αποδείχθηκαν πιο 

περίπλοκες, αντιοικονομικές και επίσης δεν είχαν αποδοχή από το κοινό 

(Pushpanathan et al., 2014). Η βιοεξυγίανση ορίζεται ως η χρήση ζωντανών 

οργανισμών για την απομάκρυνση ρύπων από το έδαφος και το νερό, μια μέθοδος 

που θεωρείται πιο αποδοτική από πλευράς κόστους και φιλική προς το περιβάλλον 

από τις συμβατικές τεχνικές που αναφέρονται παραπάνω (Patel and Kumar, 2017; 

Ren et al., 2016). 

Για την απομάκρυνση των τοξικών ουσιών από τα μολυσμένα περιβάλλοντα, 

έχει χρησιμοποιηθεί με μεγάλη επιτυχία πρόσφατα μια μεγάλη ποικιλία 

οργανισμών όπως βακτήρια, μύκητες, φύκη και φυτά με αποτελεσματικές 

ιδιότητες εξυγίανσης. Οι μικροοργανισμοί υπάρχουν σε κάθε μέρος του πλανήτη 

μας και συμβάλλουν στη γεωχημεία του, στον κύκλο των στοιχείων και στην 

καταστροφή των αποβλήτων. Αυτή η ικανότητα των μικροοργανισμών βασίζεται 

στην τεράστια γενετική και μεταβολική ποικιλομορφία τους, η οποία προσφέρει 

μεγάλες δυνατότητες για την εφαρμογή τους σε βιοτεχνολογικούς σκοπούς. 

(Pushpanathan et al., 2014) 

Η χρήση εγχώριων από μολυσμένες περιοχές μικροβίων για 

βιοαποκατάσταση είναι εξαιρετικά επωφελής διότι η ανάπτυξή τους επηρεάζεται 

σε μεγάλο βαθμό από το pH, τη θερμοκρασία, το οξυγόνο, τη δομή του εδάφους, 

την υγρασία και το κατάλληλο επίπεδο θρεπτικών ουσιών, την μικρή 

βιοδιαθεσιμότητα των ρύπων και την παρουσία άλλων τοξικών ενώσεων, τα οποία 
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περιορίζουν τη χρήση εξωγενών οργανισμών για την επεξεργασία μολυσμένων 

περιοχών. (Pushpanathan et al., 2014; Srivastava, 2015) 

Τα μικρόβια βασίζονται κυρίως στα ένζυμα που παράγουν και τα οποία 

συμμετέχουν στα μεταβολικά τους μονοπάτια. Τα ένζυμα αυτά επιτίθενται στους 

ρύπους και τους αποικοδομούν εντελώς ή τους μετατρέπουν σε λιγότερο επιβλαβή 

προϊόντα. Η βιοαποκατάσταση με τη χρήση μικροβίων έχει ως τώρα επιτυχημένα 

και αποτυχημένα παραδείγματα. Σε περιπτώσεις αποτυχίας, τα αίτια είναι μπορεί 

να είναι η χαμηλή προσαρμοστικότητα των μικροβίων, ο μεγάλος χρόνος που 

είναι απαραίτητος για να υπάρξει αποτέλεσμα και η χαμηλή βιοδιαθεσιμότητα 

των ρυπογόνων στόχων (Dangi et al., 2019). 

Με αυτή την έννοια, οι περιβαλλοντικές συνθήκες που είναι κατάλληλες για 

την ταχεία ανάπτυξη κάθε οργανισμού είναι και απαραίτητες για την 

αποτελεσματική βιοεξυγίανση. Η διεργασία αυτή μπορεί να γίνει πολύπλοκη όταν 

οι απαραίτητοι οργανισμοί έχουν αποκλίνουσες βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξης, 

ανασταλτικές σχέσεις ή όταν οι ρυπογόνοι παράγοντες είναι ανθεκτικοί σε 

βιοτικές επιθέσεις. Έτσι, η εφαρμογή ενζυμικών εκχυλισμάτων οργανισμών αντί 

των ίδιων των οργανισμών μπορεί να είναι περισσότερο αποδοτική, αφού είναι 

δυνατόν να παρέχεται ένας μεγαλύτερος έλεγχος διεργασίας (γνωστή ενζυμική 

συγκέντρωση), ταχύτερη και πιο ομοιογενής δράση, αποκατάσταση σύνθετων 

ενώσεων (ακόμα και κυτταροτοξικών), και μια πιο ελεγχόμενη και 

αποτελεσματική επεξεργασία (Okino-Delgado et al., 2019). 

Τα τελευταία χρόνια, μικροβιακά ένζυμα που απομονώνονται από τα κύτταρα 

τους έχουν χρησιμοποιηθεί για βιοαποικοδόμηση σε σύγκριση με τη χρήση 

ολόκληρων μικροοργανισμών, για να ξεπεραστούν οι παραπάνω περιορισμοί (B. 

Sharma et al., 2018). Οι οικογένειες των ενζύμων που χρησιμοποιούνται ευρέως 

σε διεργασίες βιοαποικοδόμησης είναι κυρίως οξειδοαναγωγάσες 

(μονοοξυγενάσες, διοξυγενάσες, υπεροξειδάσες και λακκάσες) και υδρολάσες 

(πρωτεάσες και λιπάσες). Αυτά τα ένζυμα είναι ικανά να μετατρέπουν, μεταξύ 

άλλων, φαινόλες, αρωματικούς υδρογονάνθρακες, αρωματικές αμίνες, 

χλωριωμένες και μη χλωριωμένες ενώσεις, σε απλούστερες ή συζευγμένες και 

λιγότερο δραστικές ουσίες (Okino-Delgado et al., 2019). 
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2 Βιοκατάλυση 

Βιοκατάλυση μπορεί να οριστεί ως η χρήση ενζύμων στην καθαρή μορφή 

τους, ή ως κυτταρικά εκχυλίσματα ή ολόκληρα κύτταρα για τη μετατροπή ενός 

υποστρώματος προς ένα προϊόν. Το υπόστρωμα αυτό θα μπορούσε να είναι μια 

ένωση διαφορετική από το φυσικό υπόστρωμα που μετατρέπει το ένζυμο στη 

φύση (Hughes and Lewis, 2018). 

Τα ένζυμα μπορούν να θεωρηθούν ως ανανεώσιμοι καταλύτες. Σε αντίθεση 

με τους μεταλλικούς καταλύτες που χρησιμοποιούνται στην χημειοκατάλυση, οι 

οποίοι βασίζονται στην εξόρυξη και σε έντονες και ενεργοβόρες διεργασίες, οι 

βιοκαταλύτες είναι βιοδιασπώμενοι και εύκολα μπορούν να αντικατασταθούν 

χρησιμοποιώντας φθηνές και φιλικές προς το περιβάλλον διαδικασίες ζύμωσης 

(Hughes and Lewis, 2018). 

Με την ευρεία ανάπτυξη της βιοτεχνολογίας και την είσοδό της στις 

μοντέρνες οικονομίες, νέοι ορίζοντες έχουν ανοιχτεί προς βιώσιμες εξελίξεις. Τα 

ένζυμα αποτελούν μια αγορά περίπου 7 δισεκατομμυρίων δολαρίων ετησίως (για 

το 2018 www.luxresearchinc.com). Σήμερα, πάνω από 500 βιομηχανικά προϊόντα 

παρασκευάζονται με τη χρήση ενζύμων και περίπου 150 βιομηχανικές διεργασίες 

χρησιμοποιούν ένζυμα ή ολόκληρους μικροβιακούς καταλύτες (Ferrer et al., 

2018). 

Η βιοκατάλυση στην εποχή μας έχει φτάσει σε ένα βιομηχανικά καθορισμένο 

επίπεδο μέσω αρκετών κυμάτων τεχνολογικής εξέλιξης. Το πρώτο κύμα 

Βιοκατάλυσης άρχισε περισσότερο από έναν αιώνα πριν, όταν οι επιστήμονες 

συνειδητοποίησαν ότι τα συστατικά ολόκληρων ζωντανών κυττάρων - τα οποία 

ονομάζουμε σήμερα ένζυμα - θα μπορούσαν να πραγματοποιήσουν πολύτιμους 

χημικούς μετασχηματισμούς. Ένα παράδειγμα είναι η παραγωγή (R)-

μανδενονιτριλίου από βενζαλδεϋδη και υδροκυάνιο με βιοκαταλύτες 

προερχόμενους από φυτά, παράγοντας ένα πρόδρομο της 1-εφεδρίνης με τη 

βοήθεια ολόκληρων κυττάρων ζύμης αρτοποιίας. Τα κύρια ζητήματα αυτών των 

διεργασιών ήταν η περιορισμένη διαθεσιμότητα και η χαμηλή σταθερότητα των 

βιοκαταλυτών. Τα ζητήματα αυτά αντιμετωπίστηκαν επιτυχώς με κλασικές 

http://www.luxresearchinc.com/
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μεθόδους μικροβιακής και ενζυμικής διαλογής και ακινητοποίησης των 

βιοκαταλυτών, οι οποίες επίσης διευκόλυναν την επαναχρησιμοποίηση τους, 

ενίσχυσαν τη σταθερότητα και μείωσαν το κόστος τους (Poppe and Vértessy, 

2018). 

Κατά τη διάρκεια του δεύτερου κύματος Βιοκατάλυσης στο τελευταίο 

τέταρτο του 20ου αιώνα, τα νέα ένζυμα, τα μέσα διαλογής και οι πρώτες 

τεχνολογίες πρωτεϊνικής μηχανικής επέτρεψαν την επέκταση των υποστρωμάτων 

των ενζύμων σε μη φυσικές ενώσεις. Αυτή η ανάπτυξη μπόρεσε να δημιουργήσει 

αρκετές οικογένειες εξελιγμένων ενζύμων ως αναγνωρισμένα συνθετικά εργαλεία 

και έτσι η Βιοκατάλυση εισήχθη στον τομέα των φαρμακευτικών ενώσεων και της 

παραγωγής χημικών ουσιών. Εκτός από τη σταθεροποίηση και τον έλεγχο των 

μέσων, το βασικό μέλημα της περιόδου αυτής ήταν η βελτιστοποίηση του 

βιοκαταλύτη για δράση σε μη φυσικά υποστρώματα (Poppe and Vértessy, 2018). 

Το τρίτο κύμα της Βιοκατάλυσης ξεκίνησε μετά τα μέσα της δεκαετίας του 

1990, όταν εισήχθησαν προηγμένες μέθοδοι μοριακής βιολογίας, όπως αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης επιρρεπή σε σφάλματα (error-prone PCR) και ανάμιξη 

(shuffling) DΝΑ σε συνδυασμό με διαλογή υψηλής απόδοσης για την 

πραγματοποίηση ταχείας και εκτεταμένης τροποποίησης των βιοκαταλυτών 

εφαρμόζοντας μια in vitro έκδοση της Δαρβινικής εξέλιξης. Αυτές οι τεχνικές 

ονομάζονται τώρα "κατευθυνόμενη εξέλιξη". Οι πρώτες μέθοδοι έκαναν 

στοχαστικές μεταλλάξεις σε μια πρωτεΐνη, ακολουθούμενες από διαλογή υψηλής 

απόδοσης των βιβλιοθηκών που προέκυψαν για μεταλλάξεις με ενισχυμένες 

ιδιότητες όπως θερμοσταθερότητα, λειτουργική σταθερότητα, αποδοχή 

υποστρώματος και στερεοεκλεκτικότητα. Μεταγενέστερες εξελίξεις βελτίωσαν 

την αποτελεσματικότητα της κατευθυνόμενης εξέλιξης με τη δημιουργία "πιο 

έξυπνων" βιβλιοθηκών και πιο εξελιγμένων τεχνικών διαλογής (Poppe and 

Vértessy, 2018). 

Το τέταρτο κύμα της Βιοκατάλυσης το οποίο βιώνουμε σήμερα ενσωματώνει 

εργαλεία προχωρημένης μοριακής γενετικής, μεταγονιδιωματικής και 

βιοπληροφορικής για την ανακάλυψη νέων ενζύμων ή ακόμη και τη δημιουργία 

νέων ενζυμικών δυνατοτήτων που δεν υπάρχουν στη φύση, με εξελίξεις σε 
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διεργασίες που καταλύονται από πολυένζυμα, στις τεχνολογίες ακινητοποίησης 

και μικροαντιδραστήρων. Οι προηγμένες μέθοδοι για την ανακάλυψη/ανάπτυξη 

καινοτόμων ενζύμων θα μπορούσαν να εφαρμοστούν in vivo ως τμήμα νέων 

τεχνητών μεταβολικών οδών σε ολόκληρα κύτταρα ή in vitro με τη βοήθεια 

τεχνικών διαμερισματοποίησης και μικροαντιδραστήρων για τη δημιουργία 

συστημάτων αντιδραστήρων με βάση τα πολυένζυμα (Poppe and Vértessy, 2018). 

Η Βιοκατάλυση βρίσκει σήμερα εφαρμογές στις εξής βιομηχανικές 

διεργασίες: σύνθεση χημικών ενώσεων σε μεγάλες ποσότητες (bulk chemicals), 

αλλά και αντιδραστηρίων υψηλής καθαρότητας (fine chemicals), φαρμακευτικές 

ενώσεις, τρόφιμα, καλλυντικά, υφάσματα και στην χαρτοβιομηχανία (Choi et al., 

2015). 

Σημαντικά πεδία μελέτης στη σύγχρονη Βιοκατάλυση είναι: ανακάλυψη 

καινοτόμων ενζύμων με σκοπό τη διεύρυνση της εφαρμοσιμότητας της 

βιοκατάλυσης, μελέτη του εύρους μη φυσικών υποστρωμάτων που καταλύουν οι 

ήδη υπάρχοντες βιοκαταλύτες και βελτιστοποίηση των συνθηκών αντίδρασης, 

ανάπτυξη καινοτόμων μεθόδων ακινητοποίησης για τη βελτίωση των ιδιοτήτων 

των βιοκαταλυτών, εφαρμογή της πρωτεϊνικής μηχανικής για μεταβολή ή/και 

βελτίωση των ιδιοτήτων των βιοκαταλυτών, ανάπτυξη συστημάτων πολυενζύμων 

που θα μιμούνται μεταβολικά μονοπάτια για την πραγματοποίηση συνθέσεων in 

vivo και in vitro (Poppe and Vértessy, 2018). 

Μέρος της έρευνας που πραγματοποιήθηκε στην παρούσα διατριβή, εμπίπτει 

στα πεδία μελέτης της Βιοκατάλυσης που αφορούν την ανακάλυψη καινοτόμων 

βιοκαταλυτών και τη χρήση μέσων πρωτεϊνικής μηχανικής για την τροποποίηση 

των ιδιοτήτων των ενζύμων. 

 

2.1 Ανακάλυψη καινοτόμων ενζύμων 

Οι συνεχώς διευρυμένες δραστηριότητες της βιοτεχνολογίας έχουν 

δημιουργήσει την ανάγκη για νέους βιοκαταλύτες με διαφορετικές ιδιότητες, οι 

οποίοι προορίζονται για διαφορετικές εφαρμογές. Οι βιοκαταλύτες αυτοί μπορεί 
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να βρουν εφαρμογή ή ακόμα και να δημιουργήσουν νέα μονοπάτια στο πεδίο της 

Βιοτεχνολογίας (Nikolaivits et al., 2017). 

Τα μικρόβια αντιπροσωπεύουν το 60% της συνολικής βιομάζας στη γη και 

διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στη βιωσιμότητα του πλανήτη (Dionisi et al., 

2012). Για 3,5 δισεκατομμύρια χρόνια, τα μικρόβια έχουν συσσωρεύσει 

μεταλλάξεις που οδήγησαν σε υψηλή γενετική και λειτουργική ποικιλομορφία, 

καθιστώντας τα μια απύθμενη δεξαμενή γενετικών πόρων (Sogin et al., 2006). 

Τα περισσότερα βιομηχανικά σημαντικά ένζυμα είναι μικροβιακής 

προέλευσης και η ανακάλυψη, ο καθαρισμός και η παρασκευή τους αποτελούν 

βασικά βήματα σε βιομηχανικές διεργασίες. Η φύση και η σύγχρονη 

μικροβιολογία επιτρέπει την άνευ προηγουμένου πρόσβαση σε μία τεράστια 

ποικιλία ενζύμων. Ωστόσο, μπορούμε να καλλιεργούμε μόνο ένα πολύ μικρό 

ποσοστό των μικροοργανισμών ενός περιβαλλοντικού δείγματος και το ποσοστό 

αυτό μειώνεται σημαντικά όταν εξετάζονται στελέχη που προέρχονται από 

ιδιαίτερα περιβάλλοντα. Αυτό που επισημοποιήθηκε το 1985 ως "η μεγάλη 

ανωμαλία μετρήσεων τρυβλίου" (the great plate count anomaly) (Staley and 

Konopka, 1985), περιγράφει ακριβώς αυτό το φράγμα. Περίπου 1% των 

μικροοργανισμών που περιλαμβάνονται σε ένα περιβαλλοντικό δείγμα μπορούν 

να καλλιεργηθούν σε εργαστηριακές συνθήκες. Παρά το γεγονός ότι τα 

περισσότερα δείγματα κυριαρχούνται από συγκεκριμένα είδη, σε πολλές 

περιπτώσεις είναι ακριβώς αυτά τα είδη που δεν μπορούν να καλλιεργηθούν στο 

εργαστήριο (Seymour, 2014). Από την άλλη, σπάνια είδη που δεν μπορούν 

εύκολα να ανιχνευθούν με μοριακές τεχνικές, είναι αυτά που καλλιεργούνται 

εύκολα σε εργαστηριακές συνθήκες (Pedrós-Alió, 2006). 

Γι αυτό το λόγο έχουν αναπτυχθεί αρκετές στρατηγικές για το πώς να 

εκμεταλλευόμαστε τη μεγάλη πηγή ενζύμων που περιέχονται στις βάσεις 

δεδομένων γονιδιωματικής και μεταγονιδιωματικής, με σκοπό την ανακάλυψη 

καινοτόμων βιοκαταλυτών (Zaparucha et al., 2018). Ένα σημαντικό εμπόδιο, 

όμως, στην ανακάλυψη καινοτόμων ενζύμων σε αυτήν την εποχή των 

αυξανόμενων γονιδιωματικών και μεταγονιδιωματικών δεδομένων είναι από τη 

μία η ποικιλία των δειγμάτων και από την άλλη η ικανότητά μας να αναλύσουμε 
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όλα αυτά  τα δεδομένα. Το πρώτο μπορεί να λυθεί με τη λήψη δειγμάτων από 

χιλιάδες διαφορετικές περιοχές σε όλο τον πλανήτη στις οποίες μπορεί να 

επικρατούν ακραίες συνθήκες, ενώ το δεύτερο με νέες τεχνολογίες διαλογής όπως 

βιοπληροφορικά εργαλεία και συστήματα έκφρασης.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 2.1, υπάρχουν δύο κύριες στρατηγικές για την 

ανακάλυψη καινοτόμων ενζύμων. Η πρώτη θεωρείται η παραδοσιακή και 

βασίζεται στην απομόνωση μικροοργανισμών, ενώ η δεύτερη χρησιμοποιεί 

απομονωμένο DNA από περιβαλλοντικά δείγματα. Και στις δύο περιπτώσεις η 

διαλογή και η ανακάλυψη των νέων ενζύμων μπορεί να γίνει είτε με λειτουργική 

διαλογή (δηλαδή βασισμένη στην ενζυμική ενεργότητα), είτε με διαλογή με βάση 

την αλληλουχία γονιδίων, που βασίζεται στη χρήση βιοπληροφορικών εργαλείων. 

 

Εικόνα 2.1 Στρατηγικές για την ανακάλυψη καινοτόμων ενζύμων από περιβαλλοντικά 

δείγματα. 
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2.1.1 Διαλογή με βάση τη λειτουργία 

Για την ανακάλυψη ενζύμων από καλλιεργήσιμους μικροοργανισμούς, 

υπάρχει η δυνατότητα διαλογής με βάση την ενζυμική ενεργότητα, 

χρησιμοποιώντας την κατάλληλη ενζυμική δοκιμασία (enzymatic assay). Στην 

περίπτωση αυτή, λόγω του πεπερασμένου αριθμού απομονωμένων 

μικροοργανισμών δεν υπάρχει ανάγκη για συστήματα διαλογής υψηλής 

απόδοσης. Από την άλλη, στις περιπτώσεις διαλογής μεταγενωμικής βιβλιοθήκης, 

οι απαιτήσεις για αποδοτική διαλογή είναι μεγαλύτερες. Η διαδικασία διαλογής 

πραγματοποιείται και στις δύο μεθόδους χωρίς υπερέκφραση της πρωτεΐνης με 

αποτέλεσμα περιορισμένη ευαισθησία. Εκτιμάται ότι η βιοτεχνολογία έχει χάσει 

έως και 99% των υφιστάμενων μικροβιακών πόρων χρησιμοποιώντας 

παραδοσιακές τεχνικές διαλογής. Επιπρόσθετα, η χρήση κλασικών μεθόδων 

χρωματογραφίας για την απομόνωση των παραγόμενων πρωτεϊνών από φυσικά 

στελέχη είναι μία χρονοβόρα διαδικασία κατά την οποία τις περισσότερες φορές η 

πρωτεΐνη χάνει μεγάλο μέρος της καταλυτικής της δράσης (Zaparucha et al., 

2018). Η λειτουργική διαλογή μικροοργανισμών, παρότι θεωρείται μια δύσκολη 

προσέγγιση που περιλαμβάνει κοπιαστικές και αργές διαδικασίες, μας δίνει την 

ευκαιρία να οδηγηθούμε στην ανακάλυψη πραγματικά καινοτόμων βιοκαταλυτών 

(Kennedy et al., 2008; Troeschel et al., 2012). 

Τα ένζυμα γενικά εκφράζονται σε χαμηλές ποσότητες σε φυσικούς 

οργανισμούς και είναι δύσκολο να απομονωθούν και να παραχθούν μαζικά. Ως εκ 

τούτου, οι εφαρμογές και η διάδοσή τους είναι περιορισμένες. Με την καθιέρωση 

της τεχνολογίας του ανασυνδυασμένου DNA μπορούμε να κλωνοποιήσουμε 

ευκολότερα μια ποικιλία φυσικών γονιδίων και να τα εκφράσουμε σε μικροβιακά 

συστήματα με υψηλή απόδοση, πράγμα που εξασθένησε σε μεγάλο βαθμό την 

εξάρτηση από πηγές φυσικών ενζύμων. Αυτή η τεχνολογία ανασυνδυασμένου 

DNA εφαρμόζεται με επιτυχία στη βιομηχανική παραγωγή ενζύμων. Για 

παράδειγμα, το 80% των ενζύμων που παράγει η Novozymes στη Δανία, ο 

μεγαλύτερος κατασκευαστής βιομηχανικών ενζύμων στον κόσμο, είναι προϊόντα 

γενετικής μηχανικής (Deng et al., 2019). 
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2.1.2 Διαλογή με βάση την αλληλουχία 

Η πληροφορία γονιδιωματικών αλληλουχιών καθιστά δυνατή την άμεση 

κλωνοποίηση των στοχευόμενων γονιδίων χρησιμοποιώντας αλυσωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR) και επομένως μια αποτελεσματική έκφραση σε ένα 

κατάλληλο ετερόλογο στέλεχος. Η εμφάνιση νέας γενιάς μεθόδων αλληλούχισης 

(Next Generation Sequencing, NGS) στα μέσα του 2000 δημιούργησε μια 

απίστευτη ποσότητα υποθετικών πρωτεϊνικών ακολουθιών που κατατέθηκαν σε 

βάσεις δεδομένων. Τον Οκτώβριο του 2016 περίπου 67.000.000 αλληλουχίες 

πρωτεϊνών από 509.000 είδη είχαν κατατεθεί στη βάση δεδομένων TrEMBL 

(www.uniprot.org/uniprot/TrEMBL) και αναμένονται περισσότερες ακολουθίες 

στο μέλλον. Επιπροσθέτως, η βαθιά αλληλούχιση των μεταγονιδιωμάτων από 

διάφορα περιβάλλοντα προσφέρει μια τεράστια δεξαμενή νέων ενζύμων που 

αντανακλούν συγκεκριμένες μεταβολικές απαιτήσεις για μια ορισμένη διαδικασία 

(π.χ. την επεξεργασία των λυμάτων, τη βιοεξυγίανση κτλ) ή μια ιδιαίτερη 

οικολογική περιοχή (Zaparucha et al., 2018). 

Η εξερεύνηση της εξαιρετικά μεγάλης ποσότητας διαθέσιμων γονιδιωματικών 

πόρων μπορεί να εξορθολογιστεί έτσι ώστε να βελτιστοποιηθεί η πειραματική 

προσπάθεια με υπολογιστικές μεθόδους που προσπαθούν να αποκαλύψουν τις 

σχέσεις αλληλουχίας/λειτουργίας πρωτεϊνών. Παρόλα αυτά, χρήση 

βιοπληροφορικών εργαλείων για την ανάλυση των αποτελεσμάτων αλληλούχισης 

DNA, τα οποία βασίζονται σε συντηρημένες αλληλουχίες το πιο πιθανό είναι να 

παραβλέψουν τελείως καινοτόμα γονίδια (Barone et al., 2014; Kennedy et al., 

2010). 

Μία πρόσφατη βιβλιογραφική ανασκόπηση παρέχει λεπτομερή ανάλυση 

σχετικά με τα επιτεύγματα της ανακάλυψης βιοκαταλυτών από 

μεταγονιδιωματικά δεδομένα (Ferrer et al., 2015). Εκτιμάται ότι η πλειοψηφία 

των ενζύμων που έχουν ανακαλυφθεί είναι εστεράσες και λιπάσες (68%), 

ακολουθούμενες από γλυκοζυλο-υδρολάσες (16%) και οξειδοαναγωγάσες (14%). 

Αυτό το αποτέλεσμα θα μπορούσε να αποδοθεί στα καθιερωμένα πρωτόκολλα για 

τη λειτουργική διαλογή αυτών των ενεργοτήτων. Περαιτέρω, όσον αφορά τα 

λιπολυτικά ένζυμα, 200 υποστρώματα έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για τη 
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διαλογή τους, υποστηρίζοντας την ανάγκη για την ανάπτυξη ισχυρών ευαίσθητων 

τεχνικών διαλογής και για άλλες ενζυμικές δραστικότητες. Εκτιμάται ότι μόνο το 

12% όλων των μεταγονιδιωματικών ερευνών κατέληξε σε απομόνωση 

πραγματικών ενζυμικών ενεργοτήτων, και από αυτές τις περιπτώσεις η 

λειτουργική διαλογή οδήγησε σε 30 φορές περισσότερες ανακαλύψεις από ότι η 

διαλογή με βάση την αλληλουχία. 

Η ικανότητα ενός ενζύμου να μετασχηματίζει όχι μόνο το μεταβολικό του 

υπόστρωμα, αλλά και να καταλύει την ίδια χημική αντίδραση για μια σειρά 

διαφορετικών υποστρωμάτων, επεκτείνει το πεδίο των δυνατοτήτων 

βιοκατάλυσης. Η έρευνα για νέους βιοκαταλύτες στη συνέχεια στηρίζεται κυρίως 

στην υπόθεση της ευρείας αποδοχής υποστρωμάτων από τα ένζυμα (substrate 

promiscuity), δεδομένου ότι τα μη φυσικά υποστρώματα είναι συχνοί στόχοι στην 

οργανική σύνθεση (Zaparucha et al., 2018). Η επιστήμη εκμεταλλεύεται αυτή 

ακριβώς την ιδιότητα των ενζύμων την οποία μπορεί να εξελίξει με μεθόδους 

πρωτεϊνικής μηχανικής. Δηλαδή, μπορεί να κάνει ένα ένζυμο το οποίο δέχεται μια 

γκάμα υποστρωμάτων, να εξειδικευτεί σε ένα συγκεκριμένο με υψηλή 

αποδοτικότητα.   

 

2.2 Πρωτεϊνική Μηχανική 

Αρχίζοντας στα τέλη της δεκαετίας του 1970, με το πρωτοποριακό έργο του 

Michael Smith το οποίο αργότερα ενισχύθηκε με τις συνεισφορές των Pim 

Stemmer και Frances Arnold, οι μικροβιολόγοι άρχισαν να αναπτύσσουν τεχνικές 

που επέτρεπαν την κατευθυνόμενη εξέλιξη των ενζύμων. Αυτή η προσέγγιση έχει 

χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή τροποποιημένων ή προσαρμοσμένων ενζύμων 

που είναι σχεδιασμένα να δρουν σε μη φυσικά υποστρώματα και σε συνθήκες 

αντίδρασης πολύ απομακρυσμένες από αυτές που επικρατούν στα φυσικά 

συστήματα. Σε μια πρωταρχική δημοσίευση του 1993 από την Frances Arnold, για 

παράδειγμα, αποδείχθηκε ότι η σουμπτιλισίνη Ε θα μπορούσε να μετασχηματιστεί 

μέσω διαδοχικών γύρων τυχαίας μεταλλαξιγένεσης ώστε να είναι όλο και 

περισσότερο ανεκτική σε διμεθυλοφορμαμίδιο (DMF) ως οργανικό συνδιαλύτη, 

καταλήγοντας έτσι σε ένα μετάλλαγμα το οποίο είναι 256 φορές πιο δραστικό σε 



Εισαγωγή 

27 

 

65% DMF έναντι του φυσικού ενζύμου (Chen and Arnold, 1993). Για την έρευνα 

της Frances Arnold όλα αυτά τα χρόνια και τη συνδρομή της στην κατευθυνόμενη 

εξέλιξη της απονεμήθηκε Βραβείο Νόμπελ Χημείας για το 2018. 

Εκτός από την αντιμετώπιση ελλείψεων σταθερότητας σε οργανικούς 

διαλύτες που παρατηρούνται συνήθως στα φυσικά ένζυμα, διάφορες τεχνικές 

γενετικής μηχανικής έχουν χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση της αποδοχής 

των μη φυσικών υποστρωμάτων, για την αλλαγή της στερεοεκλεκτικότητας, για 

την αντιμετώπιση ζητημάτων αναστολής υποστρώματος, προϊόντος ή 

συμπαράγοντα και για τη βελτίωση της θερμικής σταθερότητας ή της 

σταθερότητας σε pΗ. Η ευρεία υιοθέτηση της σύγχρονης τεχνολογίας πρωτεϊνών 

έχει οδηγήσει σε μια σειρά αξιόλογων εφαρμογών. Υποστρώματα τα οποία είναι 

τελείως διαφορετικά από τα φυσικά είναι τώρα ικανά να μετασχηματιστούν από 

ένζυμα με αποτελεσματικότητες κατάλληλες για βιομηχανικές εφαρμογές 

(Hughes and Lewis, 2018). 

Ο σχεδιασμός της μηχανικής των ενζύμων και η κατασκευή καινοτόμων 

πρωτεϊνών επιτυγχάνεται μέσω χειρισμού γονιδίων, χρησιμοποιώντας τεχνολογία 

ανασυνδυασμένου DNA. Η μηχανική των ενζύμων αποτελείται από τρεις 

στρατηγικές: κατευθυνόμενη εξέλιξη (directed evolution), ορθολογικός 

σχεδιασμός (rational design), και ημιορθολογικός σχεδιασμός (semi-rational 

design) μέσω μεταλλαξιγένεσης κορεσμού σημείου (site saturation mutagenesis). 

Ο ημιορθολογικός σχεδιασμός είναι ένας συνδυασμός του ορθολογικού 

σχεδιασμού και της κατευθυνόμενης εξέλιξης (Dubey et al., 2019). Η επιλογή της 

μεθόδου μηχανικής ενζύμου συνήθως εξαρτάται από τις διαθέσιμες γνώσεις 

σχετικά με το προς εξέταση ένζυμο. Αν αυτές είναι λίγες, τότε η κατευθυνόμενη 

εξέλιξη είναι η προτεινόμενη επιλογή αρκεί να υπάρχει διαθέσιμη μέθοδος 

διαλογής υψηλής απόδοσης. Αν η αλληλουχία και η δομή της πρωτεΐνης είναι 

διαθέσιμες, τότε προτιμώνται ο ορθολογικός ή ημιορθολογικός σχεδιασμός, ο 

οποίος απαιτεί και λιγότερο υψηλής απόδοσης μεθόδους διαλογής. Οι στρατηγικές 

αυτές συνοψίζονται στην Εικόνα 2.2. 
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Εικόνα 2.2 Στρατηγικές πρωτεϊνικής μηχανικής για βελτίωση των ιδιοτήτων ενζύμων. 

 

2.2.1 Κατευθυνόμενη εξέλιξη (Directed Evolution) 

Ο «παράλογος» σχεδιασμός, επίσης γνωστός ως κατευθυνόμενη εξέλιξη, 

προσομοιώνει τη φυσική εξέλιξη με την εισαγωγή τυχαίων μεταλλάξεων in vivo ή 

in vitro στα γονίδια ή με γενετικό ανασυνδυασμό in vitro. Υπό συνθήκες που δεν 

είναι ξεκάθαρες για τη δομή και τον καταλυτικό μηχανισμό του ενζύμου, οι 

μεταλλάξεις αυτές προσδίδουν τελικά μερικά εξαιρετικά χαρακτηριστικά στα 

μόρια των ενζύμων. Έχει αναφερθεί ότι μικρές μεταβολές σε ορισμένα αμινοξέα 

της αμινοξικής ακολουθίας του ενζύμου, τα οποία μπορεί να μην έχουν άμεσα 

σχέση με τα καταλυτικά αμινοξέα, μπορούν να μεταβάλλουν σημαντικά την 

καταλυτική ικανότητα του ενζύμου, τη στερεοεκλεκτικότητα, τις βέλτιστες 

συνθήκες δράσης ή τη σταθερότητα του (Deng et al., 2019). 

Η εξελικτική μέθοδος είναι η πλέον αποτελεσματική μέθοδος ενζυμικής 

μηχανικής, ιδιαίτερα όταν τα δεδομένα σχετικά για το μηχανισμό δράσης της 

πρωτεΐνης-στόχου είναι πεπερασμένα. Η κατευθυνόμενη εξέλιξη εκμεταλλεύεται 

μια επιρρεπή σε σφάλματα PCR (error-prone PCR) για να δημιουργήσει μια 
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βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων γονιδίων. Για να αυξηθεί η επίδραση μιας αρχικής 

ευεργετικής μετάλλαξης, απαιτούνται πολλαπλοί κύκλοι μεταλλάξεων. Επί του 

παρόντος, ο in vitro ανασυνδυασμός ή η ανακατασκευή (shuffling) του DNA 

παίζουν σημαντικό ρόλο στη βελτίωση της κατευθυνόμενης εξέλιξης (Dubey et 

al., 2019). 

Η μέθοδος της κατευθυνόμενης εξέλιξης περιλαμβάνει τρία σημαντικά 

βήματα: την κατασκευή μιας πλούσιας βιβλιοθήκης των μεταλλαγμένων ενζύμων 

που να περιλαμβάνει ποικίλες μεταλλάξεις σε διαφορετικά σημεία, την επιλογή 

του σωστού ξενιστή στον οποίο θα εκφραστούν λειτουργικά τα μέλη της 

παραγόμενης βιβλιοθήκης και την εδραίωση μιας γρήγορης και αποδοτικής 

τεχνικής διαλογής (high-throughput screening) βασισμένης στην ιδιότητα (ή τις 

ιδιότητες) του ενζύμου που θέλουν βελτίωση (Deng et al., 2019). 

 

2.2.2 Ορθολογικός σχεδιασμός (Rational design) 

Η ορθολογική μέθοδος σχεδιασμού είναι η πιο σημαντική μέθοδος της 

πρωτεϊνικής μηχανικής που βασίζεται στην "τοποκατευθυνόμενη 

μεταλλαξιγένεση" (site-directed mutagenesis) των πρωτεϊνών. Η 

τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση βασίζεται στην αρχή της αντικατάστασης 

των αυθεντικών αμινοξέων σε μία πρωτεΐνη-στόχο με άλλα. Η προσέγγιση του 

ορθολογικού σχεδιασμού τίθεται σε εφαρμογή όταν υπάρχουν πληροφορίες 

σχετικά με τη βασική δομή, τη λειτουργία και τον καταλυτικό μηχανισμό του 

ενζύμου αυτού. Η τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση παίζει σημαντικό ρόλο 

στην πρόοδο των βιοχημικών και καταλυτικών ιδιοτήτων των πρωτεϊνών και είναι 

μία από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες στρατηγικές για τη μοριακή 

τροποποίηση των ενζύμων. Η επιλογή και η ταυτοποίηση της θέσης μετάλλαξης 

είναι το πιο σημαντικό βήμα στην διαδικασία αυτή. Η εξέταση της τρισδιάστατης 

δομής του ενζύμου μπορεί να είναι χρήσιμη για την ταυτοποίηση μιας θέσης 

μετάλλαξης. Αυτή η διεργασία ενισχύει την καταλυτική δραστικότητα, την 

εξειδίκευση, τη διαλυτότητα και τη σταθερότητα του ενζύμου. Η πρόβλεψη της 

δομής του ενζύμου με βάση τη βιοπληροφορική ή η γνώση της πραγματικής 
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δομής του είναι ουσιώδης για τη μεταλλαξιγένεση που επικεντρώνεται σε ένα ή σε 

πολλαπλά σημεία (Dubey et al., 2019). 

Η τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση έχει έντονο χαρακτήρα 

σκοπιμότητας και δεν απαιτεί μεγάλο κόπο στην διαλογή των παραγόμενων 

μεταλλαγμένων ενζύμων. Παρόλα αυτά, η προηγηθείσα ανάλυση και μελέτη είναι 

πολύ σημαντικές. Συχνά πρέπει να αποκτηθεί μεγάλος όγκος γνώσης σχετικά με 

το ένζυμο και τον τρόπο δράσης του, ο οποίος αποκτάται κυρίως από 

προηγούμενες μελέτες. Αν το σχεδιαζόμενο σημείο για μετάλλαξη, δεν είναι 

κατάλληλο, τότε η επίδραση όχι μόνο δε θα είναι θετική, αλλά μπορεί να είναι και 

αρνητική (Deng et al., 2019). 

Ιδανικά, για την εφαρμογή της στρατηγικής του ορθολογικού σχεδιασμού 

απαιτείται η τρισδιάστατη δομή της πρωτεΐνης. Παρόλο που με την πρόοδο της 

κρυσταλλογραφίας μακρομορίων, λύνονται ολοένα και περισσότερες δομές, αυτό 

δεν είναι πάντα εφικτό. Τα τελευταία χρόνια, η ανάπτυξη προγραμμάτων 

προσομοίωσης σε υπολογιστή μπορεί και καλύπτει εν μέρει αυτό το κενό. Στη 

μελέτη πρωτεϊνών-στόχων χωρίς γνωστή δομή, μπορεί να γίνει κατασκευή 

τρισδιάστατων μοντέλων που την προσομοιάζουν (Deng et al., 2019). Επιπρόσθετα, 

με τη χρήση προγραμμάτων μελέτης της πρόσδεσης υποστρωμάτων στη δομή 

μιας πρωτεΐνης (docking), μπορεί να παρακαμφθεί η ανάγκη για πειραματικά 

δεδομένα προσδεδεμένων υποστρωμάτων σε κρυσταλλικές δομές που είναι 

δύσκολο να ληφθούν.  

 

2.2.3 Ημιορθολογικός σχεδιασμός (Semi-rational design) 

Ο ημιορθολογικός σχεδιασμός είναι μια μέθοδος μοριακής τροποποίησης 

ενζύμων που συνδυάζει τα πλεονεκτήματα της κατευθυνόμενης εξέλιξης και του 

ορθολογικού σχεδιασμού. Ο μελετητικός σχεδιασμός της δομής και της 

λειτουργίας του ενζύμου απαιτεί περιορισμένη κατανόηση των ενζύμων και 

επικεντρώνεται σε ένα μικρό αριθμό καταλοίπων. Πραγματοποιείται η χρήση 

βιοπληροφορικών μεθόδων για την ανάλυση μιας μεγάλης ποσότητας 

πληροφοριών ευθυγράμμισης πρωτεϊνών, δευτεροταγούς δομής ή μοντελοποίησης 
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τρισδιάστατης διαμόρφωσης της πρωτεΐνης-στόχου και στη συνέχεια αυτή 

τροποποιείται πιο συγκεκριμένα. 

Συγκρινόμενη με την κατευθυνόμενη εξέλιξη η μέθοδος αυτή έχει κυρίως δύο 

πλεονεκτήματα. Το ένα είναι ότι η προκύπτουσα βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων 

γονιδίων είναι πολύ μικρότερη, καθώς είναι στενά σχετιζόμενη με τον 

προκαθορισμένο στόχο. Το γεγονός αυτό σημαίνει ότι η μέθοδος διαλογής δεν 

χρειάζεται να είναι υψηλής απόδοσης και είναι ευκολότερο να αποκτηθεί ένα 

θετικό αποτέλεσμα μετάλλαξης. Στον ημιορθολογικό σχεδιασμό μπορεί το σημείο 

της μετάλλαξης να είναι συγκεκριμένο, αλλά η επιλογή του αμινοξέος που θα το 

αντικαταστήσει δεν είναι. Έτσι, εκτός από τυχαίες μεταλλάξεις σε συγκεκριμένες 

θέσεις, μπορεί να πραγματοποιηθούν και μεταλλάξεις κορεσμού σημείου (point-

saturation mutagenesis). Με αυτόν τον τρόπο μπορεί να γίνει μια μελέτη 

σύγκρισης της σχέσης μεταξύ της φύσης του αμινοξέος και της επίδρασης που 

έχει στη λειτουργία του ενζύμου (Deng et al., 2019). 

 

2.3 Οικογένειες μελετώμενων ενζύμων 

Στις επόμενες παραγράφους παρατίθενται κάποιες βασικές πληροφορίες 

σχετικά με τις διαφορετικές ενζυμικές ενεργότητες που μελετήθηκαν στην 

παρούσα διατριβή και οι οποίες σχετίζονται με την αποικοδόμηση αρωματικών 

ρύπων. 

2.3.1 Λακκάσες 

Οι λακκάσες (benzenediol: oxygen oxidoreductases, EC 1.10.3.2) είναι 

πολυφαινολικές οξειδάσες που περιέχουν πολλαπλούς χαλκούς στο ενεργό τους 

κέντρο (Chaurasia et al., 2013) και παράγονται κατά τη διάρκεια του 

δευτερογενούς μεταβολισμού των μυκήτων σε φυσικά υποστρώματα ή 

καλλιέργειες (Gayazov and Rodakiewicz-Nowak, 1996). 

Έχουν λάβει μεγάλη προσοχή από τους ερευνητές λόγω της ικανότητάς τους 

να απομακρύνουν μια ποικιλία έμμονων ρύπων. Ενώσεις οι οποίες είναι δομικά 

παρόμοιες με την λιγνίνη μπορούν να οξειδωθούν από μυκητιακές λακκάσες. 

Όλες είναι μέλη της οικογένειας των οξειδασών που φέρουν πολλαπλά ιόντα 
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χαλκού (multi-copper oxidases, MCOs). Οι MCOs τυπικά περιέχουν δύο ή 

τέσσερα άτομα χαλκού ανά πρωτεϊνικό μόριο και καταλύουν αντιδράσεις 

οξείδωσης. Σε αυτές τις αντιδράσεις, τα ηλεκτρόνια απομακρύνονται από τα 

αναγωγικά μόρια υποστρώματος και μεταφέρονται στο οξυγόνο για να 

σχηματίσουν νερό (Upadhyay et al., 2016). Οι λακκάσες συνεπώς χρησιμοποιούν 

το ατμοσφαιρικό οξυγόνο ως δέκτη ηλεκτρονίων αντί του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου που χρησιμοποιείται από τις υπεροξειδάσες, γεγονός που τις καθιστά 

ελκυστικές για ποικίλες βιομηχανικές εφαρμογές (Nunes and Kunamneni, 2018) 

αλλά και ανενεργές υπό αναερόβιες συνθήκες (Osman and Cavet, 2008). 

Η καταλυτική δράση των οξειδασών του χαλκού διασφαλίζεται από την 

παρουσία διαφορετικών κέντρων χαλκού στο μόριο του ενζύμου. Συγκεκριμένα 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία τουλάχιστον ενός χαλκού τύπου I (Τ1), μαζί 

με τουλάχιστον τρία επιπρόσθετα ιόντα χαλκού, ένα τύπου II (Τ2) και δύο τύπου 

III (Τ3) τα οποία δομούν ένα τριπύρηνο σύμπλεγμα (Εικόνα 2.3). Τα διαφορετικά 

κέντρα χαλκού μπορούν να αναγνωριστούν με βάση τις φασματοσκοπικές τους 

ιδιότητες. 

Ο χαλκός Τ1 απορροφά έντονα στα 600 nm και μεταδίδει το μπλε χρώμα, ο 

χαλκός Τ2 είναι αόρατος στο φάσμα απορρόφησης ενώ τα δύο άτομα χαλκού Τ3 

απορροφούν έντονα στα 330 nm (Santhanam et al., 2011).  Ένζυμα που 

στερούνται το άτομο χαλκού Τ1 και άρα και το χαρακτηριστικό μπλε χρώμα 

ονομάζονται «κίτρινες» ή «λευκές» λακκάσες, αλλά αρκετοί συγγραφείς δεν τις 

κατατάσσουν στις λακκάσες (Baldrian, 2006).  
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Εικόνα 2.3 Τα ενεργά κέντρα της λακκάσης CotA του Bacillus subtilis (Dwivedi et al., 2011) 

Ο χαλκός Τ1 έχει ένα τριγωνικό συντονισμό, με δύο ιστιδίνες, μια κυστεΐνη 

και μία αξονική θέση συνήθως μεταβλητή. Ο χαλκός Τ2 δεν εμφανίζει 

απορρόφηση στο ορατό φάσμα και φανερώνει παραμαγνητικές ιδιότητες στις 

μελέτες παραμαγνητικού συντονισμού ηλεκτρονίων (Electron paramagnetic 

resonance – EPR). Είναι στρατηγικά τοποθετημένος κοντά στους χαλκούς Τ3, ένα 

διπυρηνικό κέντρο που χαρακτηρίζεται φασματοσκοπικά από προσρόφηση 

ηλεκτρονίων στα 330 nm (οξειδωμένη μορφή) και από την απουσία σήματος EPR 

ως αποτέλεσμα της παραμαγνητικής σύζευξης του ζεύγους χαλκού. Ο χαλκός T3 

είναι επίσης το κοινό χαρακτηριστικό της άλλης υπεροικογένειας πρωτεϊνών που 

περιλαμβάνει τις τυροσινάσες. Ο χαλκός Τ2 συντονίζεται με δύο και ο Τ3 με έξι 

ιστιδίνες. Η ισχυρή παραμαγνητική σύζευξη μεταξύ των δύο τύπων χαλκού 

διατηρείται με μια γέφυρα υδροξυλίου (Claus, 2004) όπως φαίνεται και στην 

Εικόνα 2.4. 
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Εικόνα 2.4 Ο κύκλος κατάλυσης της λακκάσης. Το υπόστρωμα οξειδώνεται από το χαλκό Τ1 

και τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται μέσω ενός εξαιρετικά διατηρημένου τριπεπτιδίου HIS-Cys-

His στους χαλκούς Τ2 και Τ3. Εκεί λαμβάνει χώρα η αναγωγή του μοριακού οξυγόνου σε 

νερό. (Rivera-Hoyos et al., 2013) 

 

Δραστικότητα λακκάσης έχει αναφερθεί σε φυτά, μερικά έντομα (Dittmer et 

al., 2004) και μερικά βακτήρια (Claus, 2003). Όμως οι υποψήφιες για 

βιοτεχνολογικές εφαρμογές λακκάσες, δηλαδή αυτές με υψηλά δυναμικά 

οξειδοαναγωγής, είναι μυκητιακής προέλευσης. Η φυσιολογική λειτουργία αυτών 

των βιοκαταλυτών, που είτε εκκρίνονται είτε βρίσκονται εσωκυτταρικά, ποικίλλει 

στους διάφορους οργανισμούς, αλλά πάντα καταλύουν διεργασίες πολυμερισμού 

ή αποπολυμερισμού. 

Οι μύκητες φαίνεται να έχουν περισσότερους παραγωγούς λακκάσης σε 

σύγκριση με τα φυτά. Οι μυκητιακές λακκάσες παράγονται ενδοκυτταρικά και 

στη συνέχεια εκκρίνονται και συσσωρεύονται έξω από τις υφές. Έχουν 

αναγνωριστεί περισσότερα από εξήντα μυκητιακά στελέχη με ενεργότητα 

λακκάσης που ανήκουν στους Ασκομύκητες, τους Δευτερομύκητες και κυρίως 

τους Βασιδιομύκητες (Riva, 2006; Subramanian et al., 2014). 

Δεν υπάρχει αμφιβολία ότι οι λακκάσες είναι από τα κύρια ένζυμα που 

εμπλέκονται σε διεργασίες απολιγνινοποίησης από μύκητες λευκής σήψης (Riva, 

2006) αλλά και στην ανάπτυξη και τη μορφογένεση των μυκήτων (Morozova et 
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al., 2007). Επιπρόσθετα, αυτά τα ένζυμα μπορούν να προστατεύσουν τους 

παθογόνους μύκητες από τις τοξικές φυτοαλεξίνες και τανίνες, επομένως 

αποτελούν σημαντικό παράγοντα της παθογόνου δράσης πολλών μυκητιακών 

ασθενειών (Mayer and Staples, 2002). 

Τα ένζυμα της οικογενείας αυτής έχουν εφαρμοστεί σε πολλές και 

διαφορετικές εφαρμογές μεταξύ αυτών και η βιοεξυγίανση. Πιο συγκεκριμένα, οι 

λακκάσες έχουν τη δυνατότητα να αποχρωματίζουν βαφές και να οξειδώνουν 

PAHs, χλωροφαινόλες, νιτροφαινόλες και άλλα είδη αρωματικών και 

χλωριωμένων ενώσεων (Varjani, 2016). 

 

2.3.2 Πολυφαινολοξειδάσες 

Οι πολυφαινολοξειδάσες (polyphenol oxidases – PPOs) περιλαμβάνουν δύο 

κατηγορίες ενζυμικών ενεργοτήτων, την τυροσινάση (L-tyrosine, L-dopa:oxygen 

oxidoreductase; EC 1.14.18.1) και την κατεχολοξειδάση (1,2-benzenediol:oxygen 

oxidoreductase; EC 1.10.3.1), οι οποίες ανήκουν στην οικογένεια των πρωτεϊνών 

χαλκού Τύπου ΙΙΙ. Το κέντρο χαλκού Τύπου ΙΙΙ αποτελείται από δύο ιόντα χαλκού 

(CuA και CuB) τα οποία συντονίζονται από τρία κατάλοιπα ιστιδίνης το καθένα 

(Kanteev et al., 2015). Η διάκριση μεταξύ τυροσινασών και κατεχολοξειδασών 

πιστευόταν ότι έγκειται στη δυνατότητά τους να υδροξυλιώνουν φαινόλες στην 

όρθο- θέση (ενεργότητα μονοφαινολάσης) και πιο συγκεκριμένα την τυροσίνη, η 

οποία θεωρείται το φυσικό υπόστρωμά τους. Παρόλα αυτά, πρόσφατες μελέτες 

στο αντικείμενο έχουν δείξει ότι η δυνατότητα της υδροξυλίωσης δε συσχετίζεται 

απαραίτητα με το υπόστρωμα της τυροσίνης και ότι είναι μια γενική δράση των 

PPO (Molitor et al., 2016). 
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Εικόνα 2.5 Δράση των πολυφαινολοξειδασών. Υδροξυλίωση φαινολικών υποστρωμάτων και 

σύνθεση κατεχολικών. Περαιτέρω οξείδωση αυτών σε κινόνες που υφίστανται μη ενζυμικές 

αντιδράσεις. 

 

Οι PPO μπορούν να εντοπιστούν σε όλα τα είδη των οργανισμών, από τα 

βακτήρια μέχρι τους ανθρώπους και ο βασικός ρόλος τους είναι ο σχηματισμός 

μελανίνης και άλλων φαινολικών πολυμερών, τα οποία συνήθως έχουν 

προστατευτικό ρόλο (Agarwal et al., 2014). Στα φυτά και τα μανιτάρια 

(Βασιδιομύκητες), οι PPO έχουν μελετηθεί εκτενώς, λόγω του μαυρίσματος που 

δημιουργούν ύστερα από τη συλλογή τους, το οποίο μειώνει την αξία των 

προϊόντων (Agarwal et al., 2014; Sullivan, 2015). Οι φυτικές PPO έχει επίσης 

βρεθεί ότι παίρνουν μέρος στο δευτερογενή μεταβολισμό για τη σύνθεση 

πολυφαινολών (Sullivan, 2015). Επιπρόσθετα, η δράση τους έχει σχετιστεί με 

αντοχή σε παθογόνους μικροοργανισμούς (Constabel and Barbehenn, 2008). Από 

την άλλη, οι βακτηριακές τυροσινάσες είναι είτε εξωκυτταρικές (στελέχη 

Streptomyces και Bacillus), είτε εσωκυτταρικές (Marinomonas mediterranea) και 

επάγονται με τη θερμότητα ή την παρουσία τυροσίνης (Agarwal et al., 2014; 

Solano, 2014). 

Παρότι το μεταβολικό μονοπάτι για την παραγωγή μελανίνης στους 

βασιδιομύκητες είναι παρόμοιο με αυτό στα ζώα, η μελανογένεση στους 

ασκομύκητες συνδέεται με συγκεκριμένα στάδια ανάπτυξης του μύκητα και 

λαμβάνει χώρα στο κυτταρικό τοίχωμα. Στις περισσότερες περιπτώσεις, 

πρόδρομες ενώσεις μελανίνης (υδροξυλιωμένο ναφθαλένιο και όχι τυροσίνη),  

εκκρίνονται από το μύκητα και οξειδώνονται εξωκυτταρικά. Η μελανίνη 

λειτουργεί ως προστατευτικός παράγοντας ενάντια στην ακτινοβολία, τη 

θερμοκρασία, τις ελεύθερες ρίζες και τους παθογόνους μικροοργανισμούς, αλλά 
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επίσης μπορεί να δράσει και σαν μολυσματικός παράγοντας των μυκήτων ενάντια 

στους ξενιστές τους  (Solano, 2014).  

Μηχανιστικές και δομικές μελέτες των τυροσινασών είναι σημαντικές για την 

ανάπτυξη εν δυνάμει παρεμποδιστών για χρήση σε ασθένειες που σχετίζονται με 

υπέρχρωση στον άνθρωπο (Buitrago et al., 2016). Εκτός αυτού, οι PPO έχουν 

χρησιμοποιηθεί ως βιοκαταλύτες σε πολλές αντιδράσεις με εφαρμογές στις 

βιομηχανίες τροφίμων, φαρμακευτικών ενώσεων και καλλυντικών (Faccio et al., 

2012; Isaschar-Ovdat and Fishman, 2018) και επίσης ως βιοαισθητήρες για την 

ανίχνευση μικροποσοτήτων φαινολικών σε μολυσμένα νερά (Gul et al., 2017). 

Επιπροσθέτως, έχουν δείξει προοπτική για τη βιοεξυγίανση αποβλήτων που 

περιέχουν φαινολικές ενώσεις και για τη μείωση του χημικά απαιτούμενου 

οξυγόνου (Edalli et al., 2016; Faccio et al., 2012; Mukherjee et al., 2013). Όπως 

αναφέρθηκε πρόσφατα, παρόλο που οι λακκάσες έχουν μελετηθεί αρκετά σχετικά 

με την εφαρμογή τους στη βιοεξυγίανση, οι PPO παραμένουν ανεξερεύνητες (Ba 

and Vinoth Kumar, 2017). 

 

2.3.3 Διοξυγενάσες της κατεχόλης 

Η διάνοιξη του δακτυλίου είναι πολύ σημαντικό βήμα για την αποικοδόμηση 

των αρωματικών ουσιών, η οποία ξεκινά με τη διπλή υδροξυλίωσή τους (Arora et 

al., 2010). Τα κατεχολικά προϊόντα που προκύπτουν (κατεχόλη, προτοκατεχουικό 

ή υδροξυκινόλη) μετασχηματίζονται από διοξυγενάσες διάνοιξης δακτυλίου. Το 

σπάσιμο του δακτυλίου πραγματοποιείται με την εισαγωγή δύο ατόμων οξυγόνου 

προερχόμενα από μοριακό οξυγόνο. Η εισαγωγή αυτή γίνεται είτε ανάμεσα (ορθο- 

σπάσιμο) είτε δίπλα (μετα- σπάσιμο) στα κατεχολικά υδροξύλια. Οι διοξυγενάσες 

ενδοδιόλης (intradiol dioxygenases) που ανήκουν στο ορθο- μεταβολικό μονοπάτι 

περιέχουν ένα ιόν σιδήρου ΙΙΙ (Fe3+), ενώ οι διοξυγενάσες εξωδιόλης (extradiol 

dioxygenases) ανήκουν στο μέτα- μεταβολικό μονοπάτι και περιέχουν ένα ιόν 

σιδήρου ΙΙ (Fe2+) στο ενεργό τους κέντρο (Siegbahn and Haeffner, 2004). Οι 

διοξυγενάσες εξωδιόλης περιλαμβάνουν και τις διοξυγενάσες τύπου κουπίνης, οι 

οποίες δρουν σε μη κατεχολικά αρωματικά καρβοξυλικά οξέα (γεντισικό, 

σαλικυλικό, υδρόξυ-ναφθοϊκό ή αμινουδρόξυ βενζολικό) (Fetzner, 2012). 
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Εικόνα 2.6 Προϊόντα διάσπασης κατεχολικού δακτυλίου από 1,2-διοξυγενάση της κατεχόλης 

(C12O) και 2,3-διοξυγενάση της κατεχόλης (C23O). 

 

Υπάρχουν δύο είδη διοξυγενασών της κατεχόλης. Η 1,2-διοξυγενάση της 

κατεχόλης (C12O) και η 2,3-διοξυγενάση της κατεχόλης (C23O), οι οποίες 

μπορούν να διακριθούν με βάση τα προϊόντα που δίνουν και τους συμπαράγοντές 

τους. Η C12O χρησιμοποιεί Fe3 + ως συμπαράγοντα για να διασπάσει το δεσμό 

άνθρακα-άνθρακα μεταξύ των φαινολικών υδροξυλομάδων της κατεχόλης, 

αποδίδοντας ως προϊόν το cis,cis-μουκονικό οξύ (muconic acid) όπως φαίνεται 

στην Εικόνα 2.6. Αντίθετα, η C23O χρησιμοποιεί το Fe2 + ως συμπαράγοντα για 

να διασπάσει τον δεσμό άνθρακα-άνθρακα που βρίσκεται δίπλα στις 

υδροξυλομάδες της κατεχόλης, δίνοντας ως προϊόν την 2-υδροξυμουκονική 

ημιαλδεΰδη (2-hydroxymuconic semialdehyde),  όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 

2.6 (Gibson and Parales, 2000; Solomon et al., 2000). Κάθε ένα από αυτά τα 

ένζυμα μπορεί να έχει ιδιαίτερη προτίμηση στους υποκαταστάτες του κατεχολικού 

δακτυλίου. 
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3 Υλικά και Μέθοδοι 

 

3.1 Χλωριωμένοι αρωματικοί ρύποι 

Στην παρούσα έρευνα μελετήθηκε η αποτοξικοποίηση χλωριωμένων 

αρωματικών ρύπων. Πιο συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν οι 2-, 3-, 4,-

χλωροφαινόλες (CP) και οι 2,4-, 2,5-, 3,5-διχλωροφαινόλες (DCP). Επίσης 

μελετήθηκε μια ένωση της κατηγορίας των PCB και πιο συγκεκριμένα το 2,4,5-

τριχλωροδιφαινύλιο (PCB29). Όλες οι παραπάνω προμηθεύτηκαν από την εταιρία 

Sigma-Aldrich (Η.Π.Α). 

 

3.2 Θαλάσσιοι μικροοργανισμοί 

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκαν δύο βιβλιοθήκες μικροοργανισμών οι 

οποίοι είχαν απομονωθεί ως συμβιώτες θαλάσσιων ασπόνδυλων (πχ σπόγγοι, 

μαλακά κοράλλια, ανεμώνες, εχινόδερμα) από διαφορετικές περιοχές του κόσμου 

(ανατολική και δυτική Μεσόγειος Θάλασσα, Θάλασσα Ανταμάν στον ανατολικό 

Ινδικό Ωκεανό και Ερυθρά Θάλασσα). Η συλλογή των ασπόνδυλων 

πραγματοποιήθηκε για τη δυτική Μεσόγειο από την εταιρία iMARE (Γρανάδα, 

Ισπανία), για τη Θάλασσα Ανταμάν από τη Σχολή Θετικών Επιστημών του 

Πανεπιστημίου Chulalongkorn (Μπανγκόκ, Ταϋλάνδη) και για την ανατολική 

Μεσόγειο και την Ερυθρά Θάλασσα από το Τμήμα Ζωολογίας του Πανεπιστημίου 

του Τελ Αβίβ (Ισραήλ). Η απομόνωση των συμβιοτικών μικροοργανισμών από τα 

θαλάσσια ασπόνδυλα πραγματοποιήθηκε στο Ινστιτούτο Χημείας Φυσικών 

Προϊόντων του CNRS στη Γαλλία. Η συλλογή και απομόνωση 

πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια του Ευρωπαϊκού ερευνητικού προγράμματος 

TASCMAR (Horizon 2020, grant agreement no. 634674). 

Με αυτόν τον τρόπο κατασκευάστηκαν δύο βιβλιοθήκες μικροοργανισμών: η 

TARMIC που αποτελείται από 60 μυκητιακά στελέχη (κυρίως ασκομύκητες), τα 

οποία απομονώθηκαν αποκλειστικά από ασπόνδυλα της μεσόφωτης θαλάσσιας 

ζώνης, ενώ η βιβλιοθήκη MICLIB που αποτελείται από 44 μυκητιακά στελέχη, 20 
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από τα οποία προέρχονται από την άνω μεσόφωτη ζώνη, ενώ τα υπόλοιπα από 

ρηχούς υφάλους. 

 

3.3 Μέθοδοι καλλιέργειας θαλάσσιων μικροοργανισμών 

Για την ανάπτυξη των μυκητιακών στελεχών χρησιμοποιήθηκε το 

προπαρασκευασμένο εμπορικό θρεπτικό μέσο Marine Broth (Dehydrated Culture 

Media) for microbiology της εταιρίας Panreac AppliChem (Γερμανία), χωρίς την 

προσθήκη άλλης πηγής άνθρακα. Η σύσταση του θρεπτικού υλικού σε g/L ήταν η 

ακόλουθη: βορικό οξύ 0,022, νιτρικό άλας αμμωνίου 0.0016, χλωριούχο ασβέστιο 

1,8, χλωριούχο στρόντιο 0,034. εκχύλισμα ζύμης 1, κιτρικό σίδηρο 0,1, 

χλωριούχο μαγνήσιο 8,8, βακτηριολογική πεπτόνη 5, βρωμιούχο κάλιο 0,08, 

χλωριούχο κάλιο 0,55, χλωριούχο νάτριο 19,4, φθοριούχο νάτριο 0,0024, όξινο 

ανθρακικό νάτριο 0,16, όξινο φωσφορικό δινάτριο 0,008, πυριτικό νάτριο 0,004, 

θειικό νάτριο 3,24. Στην περίπτωση παρασκευής θρεπτικού για τρυβλία, γινόταν 

προσθήκη 15 g/L άγαρ. 

Εμβολιασμένα με μύκητα τρυβλία που είχαν αφεθεί να μεγαλώσουν 5 ημέρες 

στους 27 oC, χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία στοκ γλυκερόλης, με σκοπό τη 

μακροχρόνια διατήρηση των στελεχών. Τα μικκύλια και τα σπόρια από τα 

τρυβλία αιωρήθηκαν σε 1 mL διαλύματος PBS με 10% γλυκερόλη και 

αποθηκεύτηκαν στους -80 oC. 

Πριν την καλλιέργειά τους, γινόταν αναβίωση των στελεχών σε τρυβλία από 

στοκ γλυκερόλης (-80 oC) με επώασή τους στους 27 oC για 5 ημέρες. Μέρος της 

ανεπτυγμένης βιομάζας χρησιμοποιούταν για εμβολιασμό υγρού θρεπτικού μέσου 

και η επώαση πραγματοποιούταν στους 27 oC υπό ανάδευση 160 rpm για όσο 

χρόνο ήταν απαραίτητος στο κάθε πείραμα. 
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3.4 Διαλογή θαλάσσιων μικροοργανισμών για τη δυνατότητά τους να 

απομακρύνουν χλωριωμένους οργανικούς ρύπους 

Η διαλογή των μικροοργανισμών έγινε με τη μέθοδο των κυττάρων σε ηρεμία 

ή αλλιώς μη-αναπτυσσόμενων κυττάρων (resting-cells reaction). Σύμφωνα με τη 

μέθοδο αυτή τα διάφορα μυκητιακά στελέχη αναπτύσσονταν σε υγρό θρεπτικό 

μέσο στις συνθήκες που αναφέρονται παραπάνω για 5 ημέρες. Στη συνέχεια, η 

νωπή βιομάζα που προέκυπτε από φιλτράρισμα διαμέσου φίλτρου διαμέτρου 0,2 

μm ξεπλύθηκε και ύστερα προσετέθη σε υπερκάθαρο νερό που περιείχε 

διαλυμένο τον αντίστοιχο ρύπο. Στην περίπτωση της 2,4-DCP, η συγκέντρωση 

ήταν 1 mM, ενώ στην περίπτωση του λιπόφιλου PCB29, χρησιμοποιήθηκε 

κορεσμένο στην ένωση διάλυμα (συγκέντρωση περίπου 1 μΜ). 

Οι αντιδράσεις αφέθηκαν για επώαση για 10 ημέρες στους 27 oC υπό ελαφριά 

ανάδευση. Δείγματα λαμβάνονταν την 3η, 6η και 10η ημέρα επώασης και 

αναλύθηκαν σύμφωνα με τις παρακάτω μεθόδους. 

 

3.5 Αναλυτικές Τεχνικές 

 

3.5.1 Υγρή χρωματογραφία (HPLC-DAD) 

Τα δείγματα που ελήφθησαν από τις αντιδράσεις με τη 2,4-DCP αναλύθηκαν 

με υγρή χρωματογραφία. Τα δύο πρώτα δείγματα αναλύθηκαν ύστερα από 

φιλτράρισμα για απομάκρυνση της βιομάζας. Τη 10η ημέρα ο συνολικός όγκος 

της αντίδρασης εκχυλίστηκε με ίσο όγκο χλωροφορμίου. Μία ποσότητα του 

εκχυλίσματος εξατμίστηκε και επαναιωρήθηκε σε ίσο όγκο νερού πριν την 

ανάλυση. 

Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε συσκευή HPLC SHIMADZU LC-20AD 

εξοπλισμένη με αυτόματο δειγματολήπτη SIL-20Α. Η στατική φάση ήταν μία 

στήλη NUCLEOSIL® 100-5 αντίστροφης φάσης C-18 και η κινητή φάση ήταν 

40% (v/v) ακετονιτρίλιο σε νερό με ροή 0,8 mL min-1. Η ανίχνευση της DCP 

πραγματοποιήθηκε με ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων (photodiode array) 

Varian ProStar στα 285 nm και ο χρόνος ανάσχεσης ήταν περίπου 11 λεπτά. 
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3.5.2 Αέρια χρωματογραφία (GC-ECD) 

Τα δείγματα από τις αντιδράσεις διαλογής του PCB29 εκχυλίστηκαν με ίσο 

όγκο οξικού αιθυλεστέρα πριν από την ανάλυση τους στην συσκευή αέριας 

χρωματογραφίας SHIMADZU GC-17A με ενσωματωμένη τριχοειδή στήλη 

Equity®-5 (30 m). Η κινητή φάση ήταν αέριο ήλιο με ρυθμό ροής 1,8 mL min-1. 

Δείγματα 1 μL εγχύθηκαν με ή/και χωρίς διαχωρισμό ροής (split/splitless mode) 

και η θυρίδα έγχυσης διατηρήθηκε στους 280 οC. Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα 

που ακολουθήθηκε ήταν το εξής: (i) 90 οC για 3 min, (ii) αύξηση στους 220 οC με 

ρυθμό 30 οC min-1 και διατήρηση σε αυτή τη θερμοκρασία για 1 min, (iii) αύξηση 

στους 280 οC με ρυθμό 25 οC min-1 και διατήρηση σε αυτή τη θερμοκρασία για 2 

min. 

Η ανίχνευση διεξήχθη με ανιχνευτή δέσμευσης ηλεκτρονίων ECD-17 με 

δραστικότητα 10 mCi, διατηρούμενο στους 300 οC. Ο χρόνος ανάσχεσης του 

PCB29 ήταν περίπου 10,35 min, ενώ η αρχική συγκέντρωση του στο κορεσμένο 

διάλυμα υπολογίστηκε ίση με 0,97 μM (0,25 ppm). 

 

3.6 Ανάλυση μεταβολιτών 

Οι αντιδράσεις των μικροοργανισμών με τη μεγαλύτερη δυνατότητα 

απομάκρυνσης των ρύπων, μελετήθηκαν για την ταυτοποίηση μεταβολιτών που 

μπορεί να προέρχονται από τον μετασχηματισμό ή την αποδόμηση των αρχικών 

ενώσεων. 

 

3.6.1 Υγρή χρωματογραφία συζευγμένη με αναλυτή μάζας (UHPLC-MS) 

Η ανάλυση των αντιδράσεων που προέρχονταν από τους μικροοργανισμούς 

της βιβλιοθήκης MICLIB πραγματοποιήθηκε σε ένα φασματόμετρο μάζας ESI-

LTQ-Orbitrap Discovery XL της Thermo Scientific συνδεδεμένο με ένα σύστημα 

υγρής χρωματογραφίας Accela UHPLC της Thermo Scientific. Ο αναλυτής 

Orbitrap είναι από τους πιο πρόσφατους, τελευταίας τεχνολογίας αναλυτής μαζών 

και λειτουργεί παγιδεύοντας ιόντα σε κυκλική κίνηση. Αποτελείται από ένα 

κεντρικό ηλεκτρόδιο με σχήμα ατράκτου και ένα εξωτερικό κυλινδρικό 
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ηλεκτρόδιο, ομοαξονικό με το κεντρικό ηλεκτρόδιο. Για την ανάλυση 

χρησιμοποιήθηκε στήλη αντίστροφης φάσης Fortis UPLC C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 

μm) της Fortis Technologies Ltd. Η κινητή φάση αποτελούταν από 0,1% (ν/ν) 

μυρμηκικό οξύ/νερό (διαλύτης Α) και ακετονιτρίλιο (διαλύτης Β). Για την 

ανάλυση χρησιμοποιήθηκε μέθοδος σταδιακής έκλουσης 30 λεπτών με ροή 0,4 

mL min-1  ως εξής: 5% Β για 24 min, 95% B για 4 λεπτά και επαναφορά σε 5% Β 

σε 2 λεπτά. Η θερμοκρασία της στήλης διατηρήθηκε στους 40 °C. Ο όγκος 

έγχυσης ήταν 10 μL. Η ανάλυση των δειγμάτων διεξήχθη με μέθοδο 

φασματομετρίας μάζας με ηλεκτροψεκασμό θετικών (ESI +) και αρνητικών (ESI-) 

ιόντων. Οι συνθήκες για τους δύο τρόπους ιονισμού καθορίστηκαν ως εξής: Για 

τον (ESI +), η θερμοκρασία στην τριχοειδή είσοδο δείγματος και η τάση μεταξύ 

των ηλεκτροδίων ρυθμίστηκαν στους 320 °C και 40 V, αντίστοιχα. Η ροή αερίου 

εκνέφωσης ρυθμίστηκε σε 40 arb και η ροή του βοηθητικού αερίου στα 8 arb. Η 

τάση ψεκασμού ρυθμίστηκε σε 3,6 kV και η τάση φακού του σωλήνα (tube lens) 

στα 120 V.  Για τον  (ESI-)  η θερμοκρασία στην τριχοειδή είσοδο δείγματος και η 

τάση μεταξύ των ηλεκτροδίων ρυθμίστηκαν στους 320 °C και -20 V αντίστοιχα. 

Η ροή αερίου εκνέφωσης ρυθμίστηκε σε 40 arb και η ροή του βοηθητικού αερίου 

στα 8 arb. Η τάση ψεκασμού ρυθμίστηκε στα 2,7 kV και η τάση του φακού του 

σωλήνα (tube lens) στα -80 V. Μετά την ανίχνευση του ιοντικού ρεύματος 

εφαρμόστηκε μετασχηματισμός Fourier (FT) για τη μετατροπή του σήματος σε 

φάσμα m/z (FTMS). Η ανάλυση των δεδομένων πραγματοποιήθηκε για μια 

περιοχή μάζας 100-1000 Da. Δείγματα ελέγχου ποιότητας εγχύθηκαν καθ’ όλη τη 

διάρκεια της διαδικασίας προκειμένου να εξασφαλιστεί η σταθερότητα και η 

επαναληψιμότητα της αναλυτικής διαδικασίας. 

Για την ανάλυση των αντιδράσεων που προέρχονταν από τους 

μικροοργανισμούς της βιβλιοθήκης  TARMIC χρησιμοποιήθηκε σύστημα υγρής 

χρωματογραφίας υπερηψηλής απόδοσης (UHPLC) συνδεδεμένο με 

φασματόμετρο υψηλής ανάλυσης HRMS/MS σε πλατφόρμα Q-Exactive Orbitrap 

(Thermo Scientific, Germany). Ο διαχωρισμός UHPLC πραγματοποιήθηκε από 

σύστημα Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific) εξοπλισμένο με 

δυαδική αντλία, αυτόματο δειγματολήπτη και φούρνο στήλης. Για την ανάλυση 

χρησιμοποιήθηκε στήλη αντίστροφης φάσης Hypersil Gold UPLC C18 (2,1 × 150 
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mm, 1,9 μm). Η κινητή φάση αποτελούταν από 0,1% (ν/ν) μυρμηκικό οξύ/νερό 

(διαλύτης Α) και ακετονιτρίλιο (διαλύτης Β). Η σταδιακή έκλουση 

πραγματοποιήθηκε σε 30 λεπτά με ροή 0,22 mL min-1  ως εξής: 2% Β για 23 min, 

95% B για 5 λεπτά και επαναφορά σε 5% Β σε 2 λεπτά. Η θερμοκρασία της 

στήλης ήταν και πάλι 40 °C και ο όγκος έγχυσης ήταν 3 μL. Η υψηλής ανάλυσης 

φασματομετρία μάζας πραγματοποιήθηκε μάζας με ηλεκτροψεκασμό θετικών 

(ESI +) και αρνητικών (ESI-) ιόντων. Οι συνθήκες ήταν οι εξής: η θερμοκρασία 

στην τριχοειδή είσοδο δείγματος ήταν 350 °C και η τάση του εκνέφωσης 50 V. Η 

ροή αερίου εκνέφωσης ρυθμίστηκε σε 40 arb και η ροή του βοηθητικού αερίου 

στα 5 arb. Η τάση ψεκασμού ρυθμίστηκε σε 2,7 kV και η τάση φακού του σωλήνα 

(S-lense) στα 50 V.  Για τα πειράματα πλήρους σάρωσης η ανάλυση ήταν 70000. 

Η ικανότητα ολοκλήρωσης εξαρτώμενη από τα δεδομένα έχει επίσης 

χρησιμοποιηθεί σε ανάλυση 35000, επιτρέποντας τον κατακερματισμό MS/MS 

των τριών πιο έντονων ιόντων κάθε κορυφής που υπερβαίνουν το 

προκαθορισμένο όριο εφαρμόζοντας δυναμική εξαίρεση 10 δευτερολέπτων. Η 

σταδιακή κανονικοποιημένη ενέργεια σύγκρουσης ρυθμίστηκε στα 40, 60 και 

100. Η απόκτηση των φασμάτων μάζας εκτελέστηκε σε κάθε περίπτωση 

χρησιμοποιώντας τη λειτουργία του κεντροειδούς. Η απόκτηση και ανάλυση 

δεδομένων ολοκληρώθηκε χρησιμοποιώντας το Xcalibur 2.1. Τα δεδομένα 

εισήχθησαν στο λογισμικό Compound Discoverer 2.1 (Thermo Scientific) και 

επιλέχθηκε μία τυπική ροή εργασίας μεταβολισμού προκειμένου να ανιχνευθούν 

οι πιθανοί μεταβολίτες της 2,4-DCP στα εκχυλίσματα. Χρησιμοποιήθηκε η 

κατάλληλη διάταξη ανίχνευσης κορυφών, αποσυγκόλλησης, αποισοτοπισμού και 

ευθυγράμμισης. 

 

3.6.2 Αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με αναλυτή μαζών (GC-MS) 

Για την ανάλυση των εκχυλισμάτων που είχαν προκύψει από τις αντιδράσεις 

των μικροοργανισμών με το PCB29 χρησιμοποιήθηκε η τεχνική GC-MS/MS σε 

σύστημα αέριας χρωματογραφίας Agilent Technologies 7820A GC συνδεδεμένο 

με το λογισμικό ολοκλήρωσης και επεξεργασίας δεδομένων Agilent Technologies 

5977B MSD (Agilent Technologies). το θερμοκρασιακό πρόγραμμα του GC 
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ρυθμίστηκε ως εξής: 70 ºC για 0,2 min και αύξηση στους 110 oC με ρυθμό 50 

ºC/min για 18 min, στους 160 oC με ρυθμό 3 ºC/min για 5 min, στους 180 ºC με 

ρυθμό 3 oC/min για 4 min, στους 290 oC με ρυθμό 30 oC/min για 10 min. Ο 

συνολικός χρόνος ανάλυσης ήταν 64,8 min. Ο όγκος έγχυσης 1 μL σε splitless 

mode. Για την ανάλυση χρησιμοποιήθηκε στήλη DB-5 MS (30 m × 0.25 mm × 

0.25 µm). Η πίεση ορίστηκε στα 10,42 psi με σταθερή ροή 1,1418 mL min-1, 

χρησιμοποιώντας ήλιο ως φέρον αέριο. Η πηγή ιόντων και η γραμμή μεταφοράς 

ορίστηκαν στους 280 oC. 

 

3.7 Μέτρηση ενζυμικών ενεργοτήτων 

Η μέτρηση όλων των ενζυμικών ενεργοτήτων πραγματοποιήθηκε σε 96-well 

plates στο πολυφωτόμετρο SpectraMax-250 σε τελικό όγκο 250 μL με σταθερή 

θερμοκρασία. Καταχώρηση των μετρήσεων και υπολογισμός του ρυθμού των 

ενζυμικών αντιδράσεων γινόταν μέσω του λογισμικού SoftMaxPro 1.1 (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 

3.7.1 Διοξυγενάσες της κατεχόλης 

Μια τυπική αντίδραση μέτρησης ενεργότητας περιείχε 1 mM κατεχόλη ως 

υπόστρωμα διαλυμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCl pH 7. Η 

αντίδραση ξεκινούσε με την προσθήκη 25 μL ενζύμου και πραγματοποιούταν 

στους 35 oC. Ένα Unit (U) 1,2 διοξυγενάσης της κατεχόλης (C12O) ορίζεται ως η 

ποσότητα ενζύμου που παράγει 1 μmol cis,cis-μουκονικό οξύ ανά λεπτό στις 

συγκεκριμένες συνθήκες. Ένα Unit 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης (C23O) 

ορίζεται ως η ποσότητα ενζύμου που παράγει 1 μmol 2-υδρόξυ-μουκονική 

ημιαλδεΰδη ανά λεπτό στις συγκεκριμένες συνθήκες. Τα προϊόντα των δύο αυτών 

ενζύμων ανιχνεύθηκαν στα 260 nm και 375 nm αντίστοιχα και 

ποσοτικοποιήθηκαν σύμφωνα με τη βιβλιογραφία (Hupert-Kocurek et al., 2015; 

Lin and Milase, 2015) 
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3.7.2 Λακκάση 

Για τη μέτρηση χρησιμοποιήθηκε το συνθετικό υπόστρωμα ΑΒΤS (2,2′-

azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) το οποίο οξειδώνεται από τις 

λακκάσες και αποκτά πράσινο χρώμα δίνοντας μέγιστο απορρόφησης στα 420 

nm. Κατά τη δοκιμή ενεργότητας, σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικού-φωσφορικών 

pH 4,5 όγκου 200 μL προστέθηκαν 25 μL ενζυμικού διαλύματος κατάλληλης 

αραίωσης και 25 μL υδατικού διαλύματος ABTS τελικής συγκέντρωσης 20 mM. 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε σταθερή θερμοκρασία 35 oC. Ως μονάδα 

ενεργότητας 1 Unit ορίστηκε η ποσότητα ενζύμου που απαιτείται για την 

οξείδωση 1 μmol ABTS ανά λεπτό αντίδρασης υπό τις παραπάνω συνθήκες. 

 

3.7.3 Πολυφαινολοξειδάση 

Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε η 4-χλωροκατεχόλη σε συγκέντρωση 5 mM 

διαλυμένη σε ρυθμιστικό διάλυμα 0,1 Μ φωσφορικών pH 7. Σε 230 μL 

υποστρώματος προστίθενται 20 μL ένζυμο και καταγράφεται η απορρόφηση στα 

440 nm για 20 min. Ενεργότητα 1 U ορίστηκε η ποσότητα του ενζύμου που 

αυξάνει την απορρόφηση στα 440 nm (ΔΑ440) κατά μία μονάδα το λεπτό. 

 

3.8 Απομόνωση και βιοχημικός χαρακτηρισμός θαλάσσιων ενζύμων 

 

3.8.1 Επαγωγή και απομόνωση ενεργότητας 1,2-διοξυγενάσης κατεχόλης 

(C12O) 

Η επαγωγή της ενεργότητας C12O έγινε με προσθήκη της 2,4-DCP 3 μέρες 

μετά τον εμβολιασμό των υγρών καλλιεργειών με τους μικροοργανισμούς με την 

υψηλότερη δυνατότητα απομάκρυνσης του ρύπου. Οι δειγματοληψίες έγιναν στις 

15, 23, 39, 45, 63 και 69 ώρες. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν με σκοπό την 

απομάκρυνση στερεών που ελήφθησαν κατά την δειγματοληψία (κύτταρα, 

θρεπτικό). Τέλος, 0,5 mL από κάθε δείγμα οδηγήθηκε σε βρασμό για 10 min. Τα 

βρασμένα αυτά δείγματα χρησίμευσαν ως δείγματα ελέγχου στις αναλύσεις που 

ακολούθησαν. Όλα τα δείγματα διατηρήθηκαν καθ’ όλη τη διάρκεια της 
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διαδικασίας σε πάγο. Ο μικροοργανισμός που εξέφραζε τη μεγαλύτερη 

ενεργότητα C12O καλλιεργήθηκε σε μεγαλύτερη κλίμακα για την απομόνωση του 

ενζύμου. 

Αρχικά πραγματοποιήθηκαν δύο προκαλλιέργειες των 50 mL στις οποίες 

έγινε εμβολιασμός από τρυβλίο με το επιλεγμένο στέλεχος. Μετά από 3 ημέρες 

επώασης πραγματοποιείται έκχυση των προκαλλιεργειών αυτών σε δύο κωνικές 

φιάλες που περιέχουν 450 mL θρεπτικού υλικού.  Οι καλλιέργειες αυτές 

τοποθετούνται σε επωαστήρα για 3 ημέρες. Στο πέρας των τριών ημερών γίνεται 

προσθήκη 10 mL 2,4-DCP συγκέντρωσης 50 mM σε κάθε κωνική για επαγωγή 

του ενζύμου. Μετά από άλλες 3 ημέρες οι καλλιέργειες αφαιρούνται οριστικά και 

οδηγούνται σε διήθηση, με σκοπό τη συλλογή του εξωκυτταρικού υγρού. 

Το εξωκυτταρικό στη συνέχεια συμπυκνώθηκε σε συσκευή Amicon 84000 

(Millipore) χρησιμοποιώντας μεμβράνη Diaflo PM-10 (10 kDa). Το συμπύκνωμα 

εξισορροπήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM Bis-Tris pH 6 και φορτώθηκε σε 

στήλη με ρητίνη Q-sepharose (2.5 x 25 cm; Amersham Biosciences AB, Sweden), 

η οποία είχε εξισορροπηθεί στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα. Η έκλουση των 

πρωτεϊνών έγινε με γραμμική αύξηση συγκέντρωσης NaCl από 0-1 Μ και με ροή 

5 mL min-1. Πραγματοποιούταν παράλληλα η συλλογή κλασμάτων των 10 mL 

στα οποία μετρούταν η περιεχόμενη πρωτεΐνη (Α280) και η ενεργότητα C12O. Η 

καθαρότητα της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε με ηλεκτροφόρηση πηκτής 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE). 

 

3.8.2 Χαρακτηρισμός απομονωμένης C12O 

Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της απομονωμένης C12O μελετήθηκε σε 

εύρος θερμοκρασιών 30-60 oC στις συνθήκες αντίδρασης που περιγράφονται στην 

παράγραφο 3.7.1. Η θερμική σταθερότητα του ενζύμου μελετήθηκε επωάζοντας 

το ένζυμο σε θερμοκρασίες 40-70 oC για 0-24 h και στη συνέχεια μετρώντας την 

υπολειπόμενη ενεργότητα. 



Υλικά & Μέθοδοι 

50 

 

Η ειδίκευση στα υποστρώματα δοκιμάστηκε στην κατεχόλη, 4-

χλωροκατεχόλη, 3,5-διχλωροκατεχόλη, 2,3-διυδροξυ-διφαινύλιο, 1,2,4-

βενζετριόλη και στο υπεροξείδιο του υδρογόνου. 

Οι κινητικές σταθερές Michaelis-Menten για την οξείδωση της κατεχόλης (0-

1,8 mM) και της 4-χλωροκατεχόλης  (0-5 mM) υπολογίστηκαν χρησιμοποιώντας 

το λογισμικό GraphPad Prism 5. 

Επίσης μελετήθηκε η επίδραση αλάτων NaCl και MgCl2 σε συγκεντρώσεις 0-

1 Μ στην ενεργότητα του ενζύμου. 

 

3.8.3 Απομόνωση λακκασών 

Από τα θαλάσσια στελέχη τα οποία είχαν τη δυνατότητα απομάκρυνσης του 

PCB29, κάποια εξέφραζαν ενεργότητα λακκάσης. Από αυτά επιλέχθηκε το 

στέλεχος που εξέφραζε την υψηλότερη ενεργότητα λακκάσης για περαιτέρω 

μελέτες. Πιο συγκεκριμένα, μελετήθηκε η επαγωγή της ενεργότητας λακκάσης 

ώστε να αυξηθεί το ποσό της στο εξωκυτταρικό υγρό, με σκοπό μια 

αποδοτικότερη μελέτη απομόνωσης. 

 

3.8.3.1 Μελέτη επαγωγέων για την έκφραση λακκάσης 

Μελετήθηκε η επίδραση ουσιών, οι οποίες βιβλιογραφικά έχει αναφερθεί πως 

αυξάνουν την έκφραση λακκασών σε μυκητιακές καλλιέργειες. Αρχικά 

πραγματοποιούνται δύο προκαλλιέργειες, των 50 mL σε κάθε μια από τις οποίες 

γίνεται εμβολιασμός από τρυβλίο με ένα από τα μυκητιακά στελέχη. Μετά από 3 

ημέρες επώασης πραγματοποιείται εμβολιασμός ποσότητας 2,5 mL (5% v/v) από 

τις προκαλλιέργειες σε κωνικές φιάλες που περιέχουν 50 mL θρεπτικού υλικού. 

Μετά από 3 ημέρες επώασης πραγματοποιείται η προσθήκη των επαγωγέων. 

Υπήρξαν δύο φιάλες για κάθε επαγωγέα και δύο φιάλες στις οποίες δεν είχε γίνει 

προσθήκη κανενός επαγωγέα (uninduced). Οι επαγωγείς που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν: 0,02 mM PCB29, 0,5 mM CuSO4, 5 mM βανιλίνη και 5 mM φερουλικό οξύ. 
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Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων χαλκού (0,1, 

0,25, 0,5, 0,75, 1,5 mM) στην επαγωγή ενεργότητας λακκάσης. 

  

3.8.3.2 Απομόνωση ενεργότητας λακκάσης 

Το μελετημένο στέλεχος, ύστερα από την επιλογή των καλύτερων συνθηκών 

επαγωγής καλλιεργήθηκε σε 20-L αντιδραστήρα διαλείποντος έργου (MBR 

Bioreactors, Ελβετία) με λειτουργικό όγκο 12 L. Ο αντιδραστήρας εμβολιάστηκε 

με 5% (w/w) προκαλλιέργεια (3 ημερών) και η επαγωγή της ενεργότητας 

λακκάσης έγινε με 0,5 mM CuSO4. Πραγματοποιούταν αυτόματη ρύθμιση του pH 

(7.4) και ο αερισμός ήταν 1 vvm. Δείγματα λαμβάνονταν καθημερινά και 

πραγματοποιούταν μέτρηση ενεργότητας λακκάσης. Ύστερα από 3 ημέρες, το 

υγρό καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκε (5000 x g, 15 min, 4 oC) και το υπερκείμενο 

πέρασε από φίλτρο 0,45 μm και στη συνέχεια συμπυκνώθηκε χρησιμοποιώντας το 

σύστημα υπερδιήθησης Pellicon® Cassette Acrylic Holder and Pump με 

μεμβράνη 30 kDa (Millipore, USA). Το προκύπτον συμπύκνωμα, συμπυκνώθηκε 

περαιτέρω χρησιμοποιώντας συσκευή Amicon με μεμβράνη Diaflo PM-10 (10 

kDa), στη συνέχεια εξισσοροπήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM Piperazine-

HCl pH 5,5 και φορτώθηκε σε στήλη Q-sepharose (2,5 x 25 cm). Η έκλουση των 

πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με γραμμική αύξηση της συγκέντρωσης NaCl (0-

0,5 Μ) με ροή 4 mL min-1. Κλάσματα των 6 mL συλλέγονταν και αναλύονταν για 

την περιεχόμενη πρωτεΐνη και την ενεργότητα λακκάσης. Οι καθαρότητα των 

κλασμάτων επιβεβαιώθηκε με SDS-PAGE. Δύο κλάσματα που είχαν ενεργότητα 

λακκάσης καθαρίστηκαν περαιτέρω χρησιμοποιώντας στήλες DEAE-Cellulose 

(Piperazine-HCl pH 5.5) και and Q-sepharose (Bis-Tris pH 7), υπό τις ίδιες 

συνθήκες έκλουσης με την πρώτη στήλη. 

 

3.8.4 Χαρακτηρισμός απομονωμένων λακκασών 

H βέλτιστη θερμοκρασία δράσης των ενζύμων διερευνήθηκε μετρώντας την 

ενεργότητά τους στο θερμοκρασιακό εύρος 30-65 °C. Για τη βέλτιστη τιμή pH 
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δράσης χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικά ρυθμιστικά διαλύματα: κιτρικών-

φωσφορικών (pH 2-6), φωσφορικών (pH 6-7) και Tris-HCl (pH 8-9). 

Για την εξέταση του εύρους των υποστρωμάτων που μπορούσαν να 

οξειδώσουν οι απομονωμένες λακκάσες δοκιμάστηκαν διαφορετικές φαινολικές 

ενώσεις οι οποίες παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. Τα προϊόντα τους 

μετρήθηκαν στο μήκος κύματος που αναφέρεται και η συγκέντρωσή τους 

υπολογίστηκε με βάση τον αντίστοιχο συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας. 

Οι αντιδράσεις αφέθηκαν στους 35 °C για 18 h. 

 

Πίνακας 3.1 Χημικές ενώσεις που δοκιμάστηκαν ως υποστρώματα των απομονωμένων 

λακκασών, ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας τους (ε) για το αντίστοιχο μήκος 

κύματος (λmax). 

Υπόστρωμα ε (M
-1

 cm
-1

) λmax (mn) 

Πυρογαλλόλη 3724 400 

Γουαϊακόλη 12100 480 

Κατεχόλη 928 510 

2,6-Διμεθοξυφαινόλη 27500 470 

L-DOPA 3700 400 

Υδροκινόνη 21300 480 

Καφεϊκό οξύ 14000 400 

Γαλλικό οξύ 555 400 

 

Επιπρόσθετα, εξετάστηκε η δυνατότητα απομάκρυνσης του PCB29 από τις 

δύο απομονωμένες λακκάσες απουσία μεσολαβητή και παρουσία μεσολαβητή 

ABTS. Το PCB29 διαλύθηκε αρχικά σε διαλύτη DMSO και έπειτα το PCB και οι 

λακκάσες αραιώθηκαν με κατάλληλο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού 

φωσφορικών pH=4,5 στον τελικό όγκο αντίδρασης. Ο τελικός όγκος αντίδρασης 

ήταν 500 μL. Οι αντιδράσεις στον τελικό όγκο περιείχαν 50 μL του ένζυμου, PCB 

συγκέντρωσης 1 μM και μεσολαβητές συγκέντρωσης 0,5 μM. Οι αντιδράσεις 

επωάστηκαν υπό ανάδευση 900 rpm εντός θερμαινόμενων επωαστήρων 

Eppendorf Thermomixer Comfort στους 35 °C για 20 ώρες. 
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3.9 Πρωτεϊνικές αναλύσεις αλληλούχισης 

Η ανάλυση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών τον απομονωμένων θαλάσσιων 

ενζύμων πραγματοποιήθηκε από την εταιρία Proteome Factory (Γερμανία). Η 

ταυτοποίηση βασίζεται σε φασματομετρικές τεχνικές μάζας υψηλής ανάλυσης 

(nanoLC-MS/MS) σε ολιγοπεπτίδια της πρωτεΐνης που έχουν αποκτηθεί ύστερα 

από πέψη με την πρωτεάση θριψίνη. Τα αποτελέσματα αυτής της ανάλυσης μαζών 

αναλύονται στη συνέχεια με το λογισμικό Mascot, το οποίο χρησιμοποιεί τις 

βάσεις δεδομένων NCBInr ή Swissprot ώστε να πραγματοποιήσει την 

ανασύσταση της αμινοξικής αλληλουχίας της άγνωστης πρωτεΐνης. Για να είναι 

επιτυχής η ανάλυση θα πρέπει μία αλληλουχία των βάσεων δεδομένων να είναι 

πολύ όμοια (ή ίδια) με την πρωτεΐνης-στόχου. 

 

3.10 Βιοχημικές μελέτες της πολυφαινολοξειδάσης (PPO) του T. 

thermophila 

 

3.10.1 Κλωνοποίηση γονιδίου και μετασχηματισμός κυττάρων Pichia 

pastoris 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την υποθετική πρωτεΐνη TtPPO (protein Id: 

60685; chromosome_6:1676944-1678961, χωρίς το φυσικό πεπτίδιο-σήμα) 

ενισχύθηκε από το γενωμικό DNA του T. thermophila με PCR, χρησιμοποιώντας 

τους εκκινητές 60685-F/60685-R (Πίνακας 3.2), οι οποίοι σχεδιάστηκαν με βάση 

τη διαθέσιμη αλληλουχία και οι οποίοι περιελάμβαναν τις περιοριστικές περιοχές 

των ενδονουκλεασών EcoRI και XbaI στα αντίστοιχα 5’-άκρα. Η ενίσχυση του 

DNA πραγματοποιήθηκε από την KOD Hot Start πολυμεράση για 35 κύκλους 

αποδιάταξης (94 οC για 15 s), υβριδισμού εκκινητών (61 οC για 30 s) και 

επιμήκυνσης (68 οC για 100 s). Από τους κύκλους αυτούς προηγήθηκε ένα βήμα 

αρχικής αποδιάταξης στους 95 οC για 2 min και μετά τους κύκλους ακολούθησε 

ένα βήμα επιμήκυνσης για 2 min στους 68 οC. Το προϊόν της PCR κλωνοποιήθηκε 

στον πλασμιδιακό φορέα pCR™-Blunt σύμφωνα με το Zero Blunt® PCR Cloning 

Kit και προσδιορίστηκε η αλληλουχία του. Η απομάκρυνση του ενός ιντρονίου 
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που περιέχεται στο γονίδιο πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο της PCR με 

επικαλυπτόμενη επιμήκυνση (overlap extension-PCR). Ο ανασυνδυασμένος 

φορέας pCR™-Blunt/Tt60685 χρησιμοποιήθηκε ως πρότυπο για την ενίσχυση των 

2 εξωνίων του γονιδίου με τη χρήση πολυμεράσης KOD Hot Start. Οι αντιδράσεις 

PCR είχαν ως εξής: για το πρώτο εξώνιο (εκκινητές 60685-F/60685e-R) 94 °C για 

2 min, ακολουθούμενοι από 35 κύκλους 94 °C για 15 s, 61 °C για 30 s και 68 °C 

for 30 s, με τελική επιμήκυνση στους 68 °C για 2 min, ενώ για το δεύτερο εξώνιο 

(εκκινητές 60685e-F/60685-R) 94 °C για 2 min, ακολουθούμενοι από 35 κύκλους 

94 °C για 15 s, 61 °C για 30 s και 68 °C for 70 s, με τελική επιμήκυνση στους 68 

°C για 2 min. Στη συνέχεια τα δύο τμήματα ενώθηκαν με μία PCR 

χρησιμοποιώντας τους εξωτερικούς εκκινητές (60685-F/60685-R), 

χρησιμοποιώντας τις συνθήκες της αρχικής αντίδρασης με τη διαφορά ότι το 

στάδιο της επιμήκυνσης διήρκησε 80 s αντί για 100 s. Το τελικό προϊόν 

κλωνοποιήθηκε στον φορέα pCR™-Blunt και αλληλουχήθηκε. 

 

Πίνακας 3.2 Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την 

απομόνωση του γονιδίου της TtPPO, για την απομάκρυνση του ιντρονίου, καθώς και για τις 

μεταλλάξεις σημείου. 

Εκκινητής Νουκλεοτιδική αλληλουχία (5’→3’) Μήκος (nt) 

60685-F GCGAATTCCGCTGTTCTTCCGATGCGCC1 28 

60685-R GCTCTAGATAAAAGTAGCACAGCTCGCC1 28 

60685e-F CGGGTCTCTGTCCAAGGATG 20 

60685e-R CTTGGACAGAGACCCGTATTCGCGGCGAAAGATGAGC 37 

G292N-F GAGATCGGCCCCCACAACGGCATCCACTACAC 32 

G292N-R GTGTAGTGGATGCCGTTGTGGGGGCCGATCTC 32 

L306A-F CGGGCGGCGACGCATTCACCTCCCCCGG 28 

L306A-R CCGGGGGAGGTGAATGCGTCGCCGCCCG 28 

Y296V-F CGGCATCCACGTAACCATCGGCGGCGACCC 30 

Y296V-R GGGTCGCCGCCGATGGTTACGTGGATGCCG 30 

1
Οι περιοχές περιορισμού για το ζεύγος αυτό ήταν: EcoRI: GAATTC και XbaI: TCTAGA. 

 

Το γονίδιο Tt60685 αποκόπηκε από τον πλασμιδιακό φορέα ύστερα από πέψη 

με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες EcoRI και XbaI, καθαρίστηκε και 
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κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης pPICZαA ύστερα από τον α-

παράγοντα έκκρισης (α-factor) και πριν από τον επίτοπο c-myc και το πεπτίδιο 

των 6 Ιστιδινών (His-tag) (Εικόνα 3.1). Η επιτυχία της κλωνοποίησης 

επιβεβαιώθηκε με αλληλούχιση του πλασμιδίου pPICZαA/Tt60685 το οποίο 

ενισχύθηκε σε κύτταρα E. coli TOP10F’ με αντίσταση σε 25 μg Zeocin™ mL-1. 

Το  σωστά ανασυνδυασμένο πλασμίδιο γραμμικοποιήθηκε με το περιοριστικό 

ένζυμο PmeI και χρησιμοποιήθηκε για να μετασχηματίσει κύτταρα Pichia pastoris 

X-33, με ηλεκτροδιάτριση, σύμφωνα με το πρωτόκολλο EasySelect™ Pichia 

Expression kit. 

 

Εικόνα 3.1 Πλασμιδιακός φορέας ετερόλογης έκφρασης pPIZαA για το σύστημα της P. 

pastoris στον οποίο διακρίνεται το σημείο στο οποίο κλωνοποιήθηκε το γονίδιο Tt60685. Με 

μωβ βέλη επισημαίνονται τα σημεία που κόβουν τα περιοριστικά ένζυμα που 

χρησιμοποιήθηκαν (EcoRI και XbaI). 

 

3.10.2 Έκφραση και απομόνωση ανασυνδυασμένης TtPPO 

Τριάντα δύο μετασχηματισμένες αποικίες που μεγάλωσαν σε τρυβλία με 

υπόστρωμα YPDS (Yeast, Peptone, Dextrose, Sorbitol) και 100 μg Zeocin™ mL-1 

ανακαλλιεργήθηκαν σε τρυβλία με μέσο μεθανόλης (1.34 % w/v βάση αζώτου 

ζύμης, 4 ×10−5 % w/v βιοτίνη and 0.5 % v/v μεθανόλη) τα οποία επωάστηκαν 
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στους 30 οC για 3 ημέρες. Στη συνέχεια, 3 mL από διάλυμα 10 mM 4-

χλωροκατεχόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM φωσφορικό νάτριο pH 7 

αποχύθηκαν απαλά και ομοιόμορφα στο τρυβλίο το οποίο επωάστηκε στους 60 οC 

για 15-30 min. Τα οξειδωμένα (σκούρο καφέ) προϊόντα που εμφανίστηκαν πάνω 

και γύρω από τις αποικίες ήταν ενδεικτικά της ποσότητας του εκφραζόμενου 

ανασυνδυασμένου ενζύμου. Με βάση το σχηματισμό του χρώματος, επιλέχθηκαν 

εφτά αποικίες με περαιτέρω μελέτη έκφρασης σε υγρές καλλιέργειες. Δείγματα 

από το εξωκυτταρικό σε καλλιέργειες με μεθανόλη ως επαγωγέα, 

χρησιμοποιήθηκαν για την μέτρηση ενεργότητας πολυφαινολοξειδάσης. Ο κλώνος 

με τη μεγαλύτερη ενεργότητα χρησιμοποιήθηκε για τις υπόλοιπες μελέτες. 

Η επίδραση της προσθήκης CuSO4 (0-100 μΜ) στην ενεργότητα που 

εκφράζεται μελετήθηκε επίσης, καθώς η PPO περιέχει χαλκό στο ενεργό της 

κέντρο. Τέλος, μελετήθηκε η επίδραση της θερμοκρασίας επαγωγής (23 ή 30 οC). 

Η ανασυνδυασμένη TtPPO απομονώθηκε από καλλιέργειες 2 L ύστερα από 4 

ημέρες επαγωγή στους 23 οC και 200 rpm. Ύστερα από συμπύκνωση του, το 

εξωκυτταρικό υγρό περάστηκε από στήλη ακινητοποιημένων ιόντων κοβαλτίου 

για την απομόνωση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης σύμφωνα με καθιερωμένη 

μέθοδο (Topakas et al., 2012). Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE χρησιμοποιήθηκε για 

την επιβεβαίωση της καθαρότητας την απομονωμένης πρωτεΐνης και την εύρεση 

του μοριακού της βάρους. Για τη διερεύνηση πιθανής N-γλυκοζυλίωσης, 

πραγματοποιήθηκε αντίδραση με την ενδογλυκοζιδάση Endo H (NEB, USA) υπό 

μη αποδιατακτικές συνθήκες, σύμφωνα με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. 

Ζυμογράφημα πάνω στη γέλη του SDS-PAGE πραγματοποιήθηκε για μη 

αποδιατεταγμένα ένζυμα. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η γέλη ξεπλύθηκε 

με απιονισμένο νερό 2 φορές και βυθίστηκε σε διάλυμα in 2.5 mM 4-

χλωροκατεχόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM sodium phosphate pH 7. Το 

τζελ επωάστηκε σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, έως ότου σκούρες καφέ ζώνες 

εμφανιστούν.  
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3.10.3 Βιοχημικός χαρακτηρισμός ανασυνδυασμένης TtPPO 

Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης μελετήθηκε στις προαναφερόμενες 

συνθήκες αντίδρασης στο εύρος 30-70 οC, ενώ η θερμοσταθερότητα βρέθηκε 

επωάζοντας το ένζυμο σε θερμοκρασίες 40-70 οC για 0.5-24 h. Το βέλτιστο pH 

προσδιορίστηκε στο εύρος 3-9 για τα εξής ρυθμιστικά διαλύματα: κιτρικών-

φωσφορικών (pH 3-6), φωσφορικών (pH 6-8) και Tris-HCl (pH 8-9). 

Το εύρος των υποστρωμάτων που μπορεί να οξειδώσει η TtPPO μελετήθηκε 

σε αντιδράσεις με 2 mM υπόστρωμα σε 0.1 M sodium phosphate pH 7 για 20 h 

στους 35 oC. Το UV/Vis φάσμα κάθε αντίδρασης καταγράφηκε και συγκρίθηκε με 

την αντίδραση ελέγχου (χωρίς ένζυμο). Η ενεργότητα για κάθε υπόστρωμα 

υπολογίστηκε ως το ΔΑ στο μήκος κύματος όπου τα προϊόντα παρουσίαζαν 

μέγιστο (λmax). Για τα περισσότερα προϊόντα το λmax ήταν 400 nm εκτός από τα 

παρακάτω: 4-χλωροκατεχόλη και κατεχίνη 440 nm, ρεζορκινόλη 450 nm, 

συριγκόλη 470 nm, L-DOPA 475 nm, επικατεχίνη/υδροκινόνη/3,5-

διχλωροκατεχόλη 480 nm, φαινόλη 530 nm. Τα υποστρώματα στα οποία το 

ένζυμο είχε υψηλή ενεργότητα μελετήθηκαν περαιτέρω για τον προσδιορισμό της 

ειδικής ενεργότητας του ενζύμου καθώς και για την εύρεση των κινητικών 

σταθερών. Για κάθε υπόστρωμα 1 U ορίστηκε ως 1 ΔΑλmax min-1. 

Οι κινητικές μελέτες με το απομονωμένο ένζυμο πραγματοποιήθηκαν για τα 

εξής υποστρώματα: 4-χλωροκατεχόλη (0-5 mM), κατεχόλη (0-60 mM), κατεχίνη 

(0-10 mM), L-DOPA (0-7 mM mM), βανιλλίνη (0-5 mM), γουαιακόλη (0-15 mM) 

και υδροκινόνη (0-70 mM). Οι κινητικές σταθερές προσδιορίστηκαν μέσω του 

λογισμικού GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA). 

Η συγκέντρωση της καθαρής πρωτεΐνης προσδιορίστηκε μέσω του A280 

(Stoscheck, 1990) χρησιμοποιώντας για συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας 

75540 M-1 cm-1, ο οποίος υπολογίστηκε από το πρόγραμμα ProtParam της 

ExPASy (Gasteiger et al., 2005). 
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3.10.4 Σημειακές μεταλλάξεις της TtPPO 

Τα τροποποιημένα ένζυμα κατασκευάστηκαν σύμφωνα με το πρωτόκολλο 

του QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) χρησιμοποιώντας 

το πλασμίδιο pPICZαA/Tt60685 ως πρότυπο και τα ζεύγη εκκινητών του Πίνακα 

3.2. Η σωστή αλληλουχία των μεταλλαγμένων πλασμιδίων επιβεβαιώθηκε με 

αλληλούχιση και τα γραμμικοποιημένα πλασμίδια χρησιμοποιήθηκαν για το 

μετασχηματισμό κυττάρων P. pastoris όπως αναφέρεται παραπάνω. 

 

3.10.5 Μετασχηματισμός χλωροφαινολών 

Η φαινόλη, οι μονο- και δι-χλωροφαινόλες χρησιμοποιήθηκαν ως 

υποστρώματα της TtPPO και των τροποποιημένων ενζύμων σε τελική 

συγκέντρωση 5 mM. Οι αντιδράσεις έλαβαν χώρα σε Eppendorf Thermomixer® 

Comfort στους 30 οC/900 rpm για 16 h. Στη συνέχεια μετρήθηκε η απορρόφηση 

σε κάθε αντίδραση και συγκρίθηκε με την αντίστοιχη αντίδραση ελέγχου. 

Για κάθε υπόστρωμα, το πιο ικανό τροποποιημένο ένζυμο συγκρίθηκε με το 

φυσικό ένζυμο TtPPO για τη δυνατότητα απομάκρυνσής του. Αντιδράσεις (1 mL) 

με 2 και 5 mM υπόστρωμα αναλύθηκαν μετά από 20 h αντίδραση ύστερα από την 

προσθήκη 0.09 mg από το αντίστοιχο ένζυμο. Πραγματοποιήθηκε προσθήκη 0,1 

mL 1 Ν HCl  για τον τερματισμό της αντίδρασης και τα δείγματα αναλύθηκαν 

ύστερα από απομάκρυνση των στερεών. Η ποσοτικοποίηση της εναπομείνασας 

χλωροφαινόλης πραγματοποιήθηκε με ανάλυση HPLC σύμφωνα με καθιερωμένη 

μέθοδο (Davis et al., 2018). Περιληπτικά χρησιμοποιήθηκε στήλη αντίστροφης 

φάσης C-18 και η έκλουση πραγματοποιήθηκε με 50% (v/v) διάλυμα μεθανόλης 

σε 0,1% (v/v) φωσφορικό οξύ. 
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4 Μελέτη του δυναμικού αποτοξικοποίησης της 2,4-DCP από 

θαλάσσιους μύκητες 

Το θαλάσσιο περιβάλλον αποτελεί αναξιοποίητη πηγή μικροβιακής 

ποικιλότητας, παρουσιάζοντας διάφορα χαρακτηριστικά που είναι πολύτιμα για 

τις βιοτεχνολογικές εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένης της βιοαποικοδόμησης, 

λαμβάνοντας ιδιαίτερα υπόψη ότι ένα μεγάλο μέρος της ρύπανσης της Γης 

εμφανίζεται στους ωκεανούς. Μια εξαιρετικά ενδιαφέρουσα πηγή θαλάσσιας 

βιοποικιλότητας η οποία έχει μελετηθεί ελάχιστα είναι οι συμβιωτικοί μύκητες 

των ασπόνδυλων (π.χ. ασκίδες και σφουγγάρια) (Nikolaivits et al., 2017). 

Οι μικροοργανισμοί που προέρχονται από παρθένα περιβάλλοντα δεν έχουν 

απαραιτήτως την ικανότητα να αποτοξικοποιούν αλογονωμένους οργανικούς 

ρύπους, καθώς είναι πιθανό να μην έχουν συναντήσει ποτέ τέτοια μόρια ώστε να 

αναπτύξουν ειδικούς μηχανισμούς άμυνας. Ωστόσο, υπάρχουν φυσικές 

αλογονωμένες ενώσεις που εμφανίζονται στη θάλασσα (Gribble, 2015), μερικές 

από τις οποίες είναι παρόμοιες με ανθρωπογενείς ρύπους, όπως οι βρωμιωμένοι 

διφαινυλαιθέρες. Πολλοί οργανισμοί, όπως τα σφουγγάρια και τα κοράλλια ή οι 

συμβιώτες τους, πιστεύεται ότι παράγουν αλογονωμένες οργανικές ενώσεις ως 

άμυνα εναντίον αρπακτικών οργανισμών (Atashgahi et al., 2018). Επομένως, οι 

συμβιώτες αυτών των θαλάσσιων ασπόνδυλων μπορεί να έχουν τη δυνατότητα να 

μετατρέπουν αλογονωμένες αρωματικές ενώσεις. 

Οι μύκητες που προέρχονται από θαλάσσια οικοσυστήματα είναι πολλά 

υποσχόμενοι μικροοργανισμοί που δύναται να χρησιμοποιηθούν σε 

βιοτεχνολογικές εφαρμογές, χάρη στις μοναδικές ιδιότητες που απέκτησαν μέσω 

της προσαρμογής τους σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως υψηλή 

αλατότητα, χαμηλή συγκέντρωση οξυγόνου, υψηλή πίεση, ακραία θερμοκρασία 

και χαμηλή διαθεσιμότητα θρεπτικών ουσιών (Nicoletti and Andolfi, 2018; 

Nikolaivits et al., 2017). Μέχρι στιγμής, οι μύκητες που προέρχονται από τη 

θάλασσα έχουν χρησιμοποιηθεί για την βιοεξυγίανση συστατικών του αργού 

πετρελαίου, όπως οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακες (PAHs - 

φαινανθρένιο, πυρένιο, βενζο[α]πυρένιο) και αλειφατικά αλκένια, αλλά και 1,4,6-
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τρινιτροτολουόλιο και εξαϋδρο-1,3,5-τρινιτρο-1,3,5-τριαζίνη, που προέρχεται από 

μη εκραγέντα όπλα (Birolli et al., 2018; Bovio et al., 2017; Nicoletti and Andolfi, 

2018). Υπάρχουν επίσης μερικές αναφορές σχετικά με την αποικοδόμηση των 

φυτοφαρμάκων - τα περισσότερα από τα οποία είναι χλωριωμένες ενώσεις - όπως 

1,1-διχλωρο-2,2-δις-(4-χλωροφαινυλ)αιθάνιο (DDD), esfenvalerate, dieldrin και 

μέθυλ παραθίο (Nicoletti and Andolfi, 2018). 

Στην παρούσα ενότητα διερευνήθηκε η δυνατότητα θαλάσσιων μυκήτων για 

την απομάκρυνση της 2,4-DCP. Οι μικροοργανισμοί με υψηλή δυνατότητα 

μελετήθηκαν περαιτέρω για τη διαλεύκανση των μηχανισμών με τους οποίους 

μπορούν να αποτοξικοποιήσουν τον χλωριωμένο αυτό αρωματικό ρύπο. 

 

4.1 Μελέτη του μηχανισμού αποικοδόμησης της 2,4-DCP από τη 

μικροβιακή βιβλιοθήκη TARMIC  

Η βιβλιοθήκη TARMIC αποτελείται από 60 μυκητιακά στελέχη 

απομονωμένα από θαλάσσια ασπόνδυλα, τα οποία είχαν συλλεχθεί από μεσόφωτα 

κοραλλιογενή οικοσυστήματα (Mesophotic Coral Ecosystems – MCEs). Τα MCEs 

είναι τροπικά ή υπο-τροπικά οικοσυστήματα εξαρτώμενα από το φως, σε βάθος 

περίπου 4-50 m κάτω από την επιφάνεια του νερού έως και 150 m. Παρόλο που 

είναι γνωστό πως έχουν πλούσια βιοποικιλότητα, παραμένουν σχετικά 

υπομελετημένα, λόγω των περιορισμών που επιβάλλονται από την τοποθεσία 

τους. Μόνο πρόσφατα, έχουν αποκτήσει μεγαλύτερη προσοχή ως αποτέλεσμα των 

τεχνολογικών εξελίξεων, όπως τα οχήματα με τηλεχειρισμό (remotely operated 

vehicles – ROV) και τα αυτόνομα υποβρύχια οχήματα (autonomous underwater 

vehicles – AUVs) (Turner et al., 2017). 

Τα στοιχεία που έχουμε συγκεντρώσει σχετικά με τη βιοποικιλότητα αυτών 

των οικοσυστημάτων είναι μάλλον προκατειλημμένα λόγω των περιορισμένων 

γεωγραφικών περιοχών που έχουν διερευνηθεί μέχρι σήμερα, δηλαδή του Δυτικού 

Ατλαντικού Ωκεανού, του Αρχιπελάγους της Χαβάης, του Μεγάλου 

Κοραλλιογενή Ύφαλου στην Αυστραλία και της Ερυθράς Θάλασσας (Sinniger et 

al., 2016). Γι αυτό το λόγο, προσπαθήσαμε να αποκτήσουμε πρόσβαση στη 
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βιοποικιλότητα των συμβιωτικών μυκητιακών στελεχών που απομονώθηκαν από 

μεσόφωτα ασπόνδυλα άλλων περιοχών και να μελετήσουμε το δυναμικό τους 

στην βιοαποικοδόμηση του 2,4-DCP. Οι μύκητες απομονώθηκαν από ασπόνδυλα 

που συλλέχθηκαν σε τέσσερις διαφορετικές τοποθεσίες, δηλαδή τη θάλασσα 

Ανταμάν, την Ερυθρά Θάλασσα (περιοχή Eilat), τη Δυτική και την Ανατολική 

Μεσόγειο Θάλασσα. Τα ασπόνδυλα ήταν κοράλλια και σφουγγάρια (Πίνακας 

4.1). 

 

Πίνακας 4.1 Ποσοστό απομάκρυνσης της 2,4-DCP από resting-cell αντιδράσεις τη 10
η
 μέρα. 

Τα στελέχη ταυτοποιήθηκαν με βάση την ITS αλληλουχία τους. Πληροφορίες σχετικές με το 

ασπόνδυλο και την τοποθεσία από την οποία απομονώθηκαν: Ανατολική Μεσόγειο Θάλασσα 

(Med E), Δυτική Μεσόγειο Θάλασσα (Med W), βόρεια Ερυθρά Θάλασσα (Eilat) και 

θάλασσα Ανταμάν (Andaman). 

Κωδικός 

στελέχους 

Ασπόνδυλο 

προέλευσης 
Τοποθεσία 

Βάθος 

(m) 

Ταυτοποίηση 

στελέχους 

% 

απομάκρυνση 

DCP 

TM2-S5 
Σπόγγος πάνω σε 

Spondylus 
Med E 38 Penicillium steckii 58,5 

TM6-S1 Dendronephthya sp. Eilat 120 
Aspergillus 

tubingensis 
23,2 

TM6-S2 Dendronephthya sp. Eilat 120 
Penicillium 

kewense 
9,3 

TM37-S2 Spondylus sp. Eilat 49 
Penicillium 

chrysogenum 
49,2 

TM38-S1 Polycarpa sp. Eilat 49 Penicillium sp. 56,2 

TM9-S2 Theonella sp. Eilat 65 
Chrysosporium 

sp. 
74,0 

TM43-S1 Xestospongia sp. Andaman 30-40 Penicillium sp. 17,5 

TM43-S3 Xestospongia sp. Andaman 30-40 
Cladosporium 

halotolerans 
4,5 

TM46-S1 Thrinacophora sp. Andaman 30-40 Cladosporium sp. 30,4 

TM47-S1 Chondrilla sp. Andaman 30-40 
Cladosporium 

halotolerans 
46,9 

TM116-S2 Xestospongia sp. Andaman 30-40 Aspergillus sp. 28,4 

TM116-S3 Xestospongia sp. Andaman 30-40 Hortaea sp. 9,5 
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(yeast) 

TM122-S1 Iotrochota sp. Andaman 30-40 Aspergillus sp. 21,7 

TM122-S2 Iotrochota sp. Andaman 30-40 
Aspergillus 

fumigatus 
29,5 

TM124-S1 Echinaster sepositus Med W 30-40 Aspergillus sp. 69,0 

TM125-S2 Clavelina dellavallei Med W 30-40 Penicillium sp. 51,6 

TM125-S3 Clavelina dellavallei Med W 30-40 Penicillium sp. 50,2 

TM126-S1 Clayx nicaensis Med W 30-40 Aspergillus sp. 47,0 

TM133-S2 
Cerianthus 

membranaceus  
Med W 30-40 

Penicillium 

crustosum 
10,6 

TM138-S1 
Didemnum 

maculosum 
Med W 30-40 

Purpureocillium 

lilacinum 
26,2 

TM138-S3 
Didemnum 

maculosum 
Med W 30-40 Cladosporium sp. 16,8 

TM138-S4 
Didemnum 

maculosum 
Med W 30-40 

Purpureocillium 

lilacinum 
24,6 

TM2-S6 
Σπόγγος πάνω σε 

Spondylus 
Med E 38 Aspergillus sp. 55,6 

TM7-S1 Siphonogorgia sp. Eilat 120 Penicillium sp. 29,3 

TM30-S1 
Diacarnus 

erythraenus 
Eilat 49 

Penicillium 

fellutanum 
37,1 

TM220-S1 

Gorgonian κατάφυτη 

από 

Antipathozoanthus 

sp. 

Eilat 75 
Cladosporium 

sphaerospermum 
40,9 

TM220-S4 

Gorgonian κατάφυτη 

από 

Antipathozoanthus 

sp. 

Eilat 75 Penicillium sp. 47,1 

TM225-S2 Villogorgia nozzolea Eilat 68 
Penicillium 

chrysogenum 
9,0 

TM226-S1 Callyspongia sp. Eilat 86 
Cladosporium 

halotolerans 
36,2 

TM226-S2 Callyspongia sp. Eilat 86 
Penicillium 

chrysogenum 
9,7 

TM230-S1 Siphonogorgia sp. Eilat 115 Penicillium sp. 55,0 
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TM230-S6 Siphonogorgia sp. Eilat 115 Penicillium sp. 32,5 

TM242-S1 
Πορτοκαλί/μπεζ 

gorgonian 
Eilat 152 

Penicillium 

chrysogenum 
44,0 

TM53-S1 Plakina sp. Andaman 30-40 Cladosporium sp. 16,3 

TM54-S1 Terpios sp. Andaman 30-40 Aspergillus sp. 40,0 

TM58-S1 Biemna sp. Andaman 30-40 Penicillium sp. 30,0 

TM58-S2 Biemna sp. Andaman 30-40 Aspergillus niger 46,0 

TM65-S2 Padina sp Andaman 30-40 
Pseudocercospore

lla sp. 
46,4 

TM65-S4 Padina sp Andaman 30-40 Acremonium sp. 28,3 

TM75-S1 Ulva sp. Andaman 30-40 Aspergillus sp. 21,6 

TM83-S1 Bryozoan Andaman 30-40 
Cladosporium 

halotolerans 
15,6 

TM83-S2 Bryozoan Andaman 30-40 
Cladosporium 

halotolerans 
33,7 

TM116-S1 Xestospongia sp. Andaman 30-40 
Aspergillus 

aculeolatus 
24,6 

TM122-S3 Iotrochota sp. Andaman 30-40 Aspergillus creber 62,0 

TM122-S4 Iotrochota sp. Andaman 30-40 Obolarina sp. 40,1 

TM124-S4 Echinaster sepositus Med W 30-40 Aspergillus sp. 36,0 

TM124-S7 Echinaster sepositus Med W 30-40 Aspergillus sp. 46,4 

TM132-S1 
Haliclona 

mediterranea 
Med W 30-40 Aspergillus sp.  24,9 

TM139-S3 Balanophyllia regia Med W 30-40 
Penicillium 

polonicum 
8,3 

TM141-S1 Cliona celata Med W 30-40 Alternaria sp. 22,3 

TM141-S2 Cliona celata Med W 30-40 Alternaria sp. 16,3 

TM141-S3 Cliona celata Med W 30-40 Alternaria sp. 39,8 

TM148-S1 
Astropecten 

bispinosus 
Med W 30-40 Aspergillus sp.  24,9 

 

Από τα 60 στελέχη, τα 52 είχαν τη δυνατότητα να μετατρέπουν σημαντικά τη 

2,4-DCP. Το 81% από αυτά ανήκαν σε 3 γένη: Aspergillus (31%), Penicillium 

(33%) και Cladosporium (17%). Είκοσι στελέχη είχαν τη δυνατότητα μετατροπής 

πάνω από 40% της αρχικής 2,4-DCP συμπεριλαμβανομένων 7 Aspergillus, 8 
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Penicillium, 2 Cladosporium, 1 Obolarina, 1 Pseudocercosporella και 1 

Chrysosporium. Από αυτά επιλέχθηκαν τελικά όσα είχαν δυνατότητα 

απομάκρυνσης του ρύπου πάνω από 55%, δηλαδή τα Penicillium steckii TM2-S5 

(58,5%), Chrysosporium sp.TM9-S2 (74,0%), Penicillium sp. TM38-S1 (56,2%), 

Aspergillus creber TM122-S3 (62,0%) και Aspergillus sp. TM124-S1 (69,0%). 

Ωστόσο, η ικανότητα μετατροπής δεν ήταν δυνατό να συνδεθεί με την περιοχή 

συλλογής, το βάθος ή τη φύση του ασπόνδυλου ξενιστή, υποδεικνύοντας ότι μόνο 

το γενετικό υπόβαθρο και οι μεταβολικές ικανότητες συγκεκριμένων γενών 

απαιτούνται και επηρεάζονται ελαφρώς από συνθήκες των εκάστοτε οικολογικών 

ενδιαιτημάτων. 

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η αρχική συγκέντρωση της 2,4-DCP που 

χρησιμοποιήθηκε για τη διαδικασία διαλογής ήταν υψηλή (1 mM ή 163 mg L-1) σε 

σύγκριση με την υπόλοιπη βιβλιογραφία, επομένως μόνο τα στελέχη με αυξημένη 

ανοχή σε αυτόν τον ρύπο και το υψηλό δυναμικό βιομετατροπής θα μπορούσαν να 

επιτύχουν αυξημένες αποδόσεις. 

Σε μία παλιότερη εργασία το 2005 πραγματοποιήθηκε διαλογή σε 90 

μυκητιακά στελέχη, που ήταν γνωστό ότι είχαν τη δυνατότητα να 

αποτοξικοποιούν ξενοβιοτικά (ζιζανιοκτόνα φαινυλουρίας, 

πενταχλωρονιτροβενζόλιο και πενταχλωροφαινόλη), για τη δυνατότητά τους να 

βιομετατρέπουν τη 2,4-DCP σε αρχική συγκέντρωση 100 mg L−1 (Vroumsia et al., 

2005). Από αυτά, μόνο τρία ήταν σε θέση να φθάσουν σε αποδόσεις άνω του 

50%, μετά από 5 ημέρες. 

Επιπλέον, ένα στέλεχος Bacillus το οποίο απομονώθηκε από καλλιέργειες 

εμπλουτισμού με χλωροφαινόλη μιας δεξαμενής αερισμού βιομηχανίας 

χαρτοπολτού μπορούσε να απομακρύνει ~25% 2,4-DCP συγκέντρωσης 0,56 mM 

μετά από 9 ημέρες (Matafonova et al., 2006). Επίσης ένα στέλεχος Pseudomonas 

putida ήταν ικανό να αφαιρέσει 35% από 51 mg L-1 2,4-DCP (Kargi and Eker, 

2005). Με τον ίδιο τρόπο, ο Βασιδιομύκητας Phanerochaete chrysosporium 

μπορούσε να βιομετατρέψει ~20% από 100 mg L-1 2,4-DCP παρουσία 2 mg L-1 

καδμίου. Για αρχικές συγκεντρώσεις υψηλότερες από 40 mg L-1 2,4-DCP, η 
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συνολική απομάκρυνση ήταν μικρότερη από 40% μετά από 4,5 ημέρες (A. Chen 

et al., 2011). 

 

4.1.1 Ταυτοποίηση μεταβολιτών της 2,4-DCP από TARMIC στελέχη 

Όσον αφορά τη βιομετατροπή των CPs, η πλειοψηφία των μελετών 

χρησιμοποιεί βακτήρια, ενώ οι έρευνες με μύκητες, πόσο μάλλον προερχόμενους 

από τη θάλασσα, είναι πολύ λίγες. Τα βακτήρια διαφόρων γενών έχουν την 

ικανότητα να αποικοδομούν όλα τα είδη των CPs αερόβια. Ειδικότερα, 

εκπρόσωποι των γενών Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus και Cupriavidus 

έχουν την ικανότητα να αποικοδομούν τις διχλωροφαινόλες (Arora and Bae, 

2014). Ο γενικός μηχανισμός για την βακτηριακή αερόβια αποικοδόμηση 

περιλαμβάνει την αρχική ορθο-υδροξυλίωση του DCP, ακολουθούμενη από την 

ορθο-διάσπαση της κατεχολικής δομής και την ταυτόχρονη απελευθέρωση του 

παρα-χλωρίου που οδηγεί στο σχηματισμό 2-χλωρομηλεϊνικού οξέος 

(chloromaleylacetic acid), το οποίο μπορεί να αφαλογονωθεί περαιτέρω (El-Naas 

et al., 2017). Το στέλεχος Cupriavidus necator JMP222 αναφέρεται ότι 

αποικοδομεί τη 2,4-DCP διαμέσου μιας οδού μετα-διάσπασης, παράγοντας έτσι 2-

υδροξυ-3,5-διχλωρο-6-οξο-εξα-2,4-διενοϊκό οξύ (Arora and Bae, 2014). 

Η αποτοξικοποίηση ξενοβιοτικών από ανώτερους οργανισμούς και μύκητες 

λαμβάνει χώρα σε δύο στάδια γνωστά ως φάση Ι και φάση ΙΙ. Η φάση Ι 

περιλαμβάνει την τροποποίηση της ένωσης με την προσθήκη μιας λειτουργικής 

ομάδας, που συνήθως εκτελείται από τα ένζυμα του κυτοχρώματος Ρ450. Τα 

προϊόντα της φάσης Ι μπορούν στη συνέχεια να υποστούν αντιδράσεις συζεύξεως 

για να σχηματίσουν συζεύξεις θειωδών, γλυκουρονιδών, γλυκοζιτών ή 

γλουταθειόνης. Τα ένζυμα συζεύξεως φάσης II, όπως σουλφοτρανσφεράσες, 

γλυκοσυλοτρανσφεράσες, S-τρανσφεράσες γλουταθειόνης, είναι μη-ειδικά, 

δημιουργώντας λιγότερο τοξικούς μεταβολίτες οι οποίοι μπορούν εύκολα να 

αποβληθούν από το κύτταρο και συνήθως δεν υποβάλλονται σε περαιτέρω 

τροποποιήσεις (Aranda, 2016; Marco-Urrea and Reddy, 2012). 
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Η αυξημένη αναλυτική δύναμη των μετρήσεων MS/MS σε συνάρτηση με τις 

ακριβείς μετρήσεις μάζας (Δm<5 ppm) του αναλυτή Orbitrap επέτρεψε τον 

ασφαλή χαρακτηρισμό αρκετών ενώσεων στα μείγματα των αντιδράσεων. Από τις 

χαρακτηρισμένες ενώσεις, δόθηκε ιδιαίτερη έμφαση σε αυτές που υποδεικνύονται 

από τη μελέτη μεταβολισμού της 2,4-DCP, ως πιθανοί μεταβολίτες και προϊόντα 

αποικοδόμησης. Η εκτεταμένη ταυτοποίηση των ξενοβιοτικών μεταβολιτών 

εκτελέστηκε με το λογισμικό Compound Discoverer 2.1 (Thermo Fisher 

Scientific™ - San Jose, CA, USA) σε σύγκριση με τις εσωτερικές βιβλιοθήκες 

φασμάτων. Αυτές οι υποδεικνυόμενες ενώσεις αξιολογήθηκαν περαιτέρω σε 

σύγκριση με δεδομένα από τη βιβλιογραφία και τελικά αναδείχθηκαν ως 

ενδιάμεσα ή τελικά προϊόντα του μεταβολισμού της 2,4-DCP παρουσία 

συγκεκριμένου μικροβιακού στελέχους. Οι επισημανθείσες ενώσεις, που 

περιγράφονται παρακάτω, δεν υπήρχαν στα δείγματα ελέγχου. Η προτεινόμενη 

στοιχειακή σύνθεση (EC), τα υποδεικνυόμενα ισοδύναμα διπλού δεσμού 

δακτυλίου (RDBeq) και τα ειδικά ισοτοπικά πρότυπα για τα χλωριωμένα και τα 

θειωμένα μόρια όχι μόνο για το μοριακό ιόν, αλλά και για το θραύσμα HRMS/MS 

βοήθησαν σημαντικά στη δομική ταυτοποίηση. 

Οι ενώσεις που ανιχνεύθηκαν υποδεικνύονται ως μεταβολίτες της 2,4-DCP με 

βάση την προαναφερθείσα διαδικασία ταυτοποίησης και παρουσιάζονται στον 

παρακάτω Πίνακα 4.2. 

 

Πίνακας 4.2 Μεταβολίτες της 2,4-DCP που εντοπίστηκαν στις resting-cell αντιδράσεις. Rt: 

χρόνος έκλουσης, [M − H]
-
: m/z του ψευδομοριακού ιόντος, EC: στοιχειακή σύνθεση, MS

2
: 

τα κύρια MS/MS θραύσματα για κάθε ψευδομοριακό ιόν μαζί με τα αντίστοιχα EC. 

A/A 
Rt 

(min) 
[M − H]

-
 EC MS

2
 Μικροοργανισμός 

(1) 4.90 271.0480 C11H13ClN2O4 

114.9515 

(C4O2Cl), 

191.0924 

(C11H13O2N) 

Penicillium steckii TM2-S5, 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2, 

Aspergillus creber TM122-S3, 

Aspergillus sp. TM124-S1 

(2) 6.98 287.0429 C11H13O5N2Cl - 
Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2, 

Aspergillus sp. TM124-S1, 
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Penicilluim sp. TM38-S1 

(3) 7.01 125.0233 C6H6O3 - 

Penicillium steckii TM2-S5, 

Penicilluim sp.TM38-S1, Aspergillus 

creber TM122-S3, Aspergillus sp. 

TM124-S1 

(4) 8.87  415.1801 C22H34Cl2O3 - All 

(4) 9.06 415.1801 C22H34Cl2O3 - All 

(5) 9.42 245.9986 C9H10NClO3S 
158.9675 

(C6H4OClS) 
Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(5) 9.63 245.9986 C9H10NClO3S 
158.9675 

(C6H4OClS) 
Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

      

(6) 10.24 279.9596 C9H9O3NSCl2 - Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(6) 10.42 279.9596 C9H9O3NSCl2 - Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(7) 11.68 142.9903 C6H5ClO2 
114.9515 

(C4O2Cl) 
Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(8) 12.33 339.0033 C12H14Cl2O7 

160.9565 

(C6H3OCl2), 

124.9798 

(C6H2OCl) 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(9) 12.43 206.9513 C6H5O4ClS - 

Penicillium steckii TM2-S5, 

Aspergillus creber TM122-S3, 

Aspergillus sp. TM124-S1 

(10) 13.37 126.9945 C6H5OCl - 

Penicillium steckii TM2-S5, 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2, 

Aspergillus creber TM122-S3 

(11) 13.81 176.9505 C6H4Cl2O2 - Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(11) 13.94 176.9505 C6H4Cl2O2 - Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 

(12) 15.12 160.9565 C6H4Cl2O 

124.9798 

(C6H2OCl); 

88.9943 

(C3H2OCl) 

All 

 

Από τα 5 στελέχη που μελετήθηκαν, ο Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 ήταν 

πλουσιότερος σε μεταβολίτες περιέχοντας όλες τις ενώσεις που αναφέρονται στον 

πίνακα εκτός από δύο, ενώ το Penicillium sp. TM38-S1 εμφάνισε τους λιγότερους 
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μεταβολίτες (μόνο δύο). Συνολικά, οι μεταβολίτες φάσης Ι που εντοπίστηκαν ήταν 

η 3,5-διχλωροκατεχόλη (ή κάποια υδροξυλιωμένη διχλωροφαινόλη) (11) και η 2-

χλωρο-υδροκινόνη (ή 4-χλωροκατεχόλη) (7), οι οποίοι βρέθηκαν μόνο στον 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2. Η διχλωροκατεχόλη μεταβολίστηκε περαιτέρω στον 

αντίστοιχο παλμιτικό εστέρα (4), τον αντίστοιχο γλυκοζίτη (8), αλλά και τη 

συζευγμένη ένωση με γλουταμίνη (2). Η χλωροϋδροκινόνη συζεύχθηκε επίσης 

περαιτέρω με γλουταμίνη (1). Ο Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2 είχε τη δυνατότητα 

να συζεύξει τη 2,4-DCP με κυστεΐνη (6), ενώ οι P. steckii TM2-S5 και A. creber 

TM122-S3 μπορούσαν να την αφαλογονώσουν αναγωγικά παράγοντας 

χλωροφαινόλη (10). Η χλωροφαινόλη συζεύχθηκε με κυστεΐνη (5) από τον 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2, ενώ οι P. steckii TM2-S5, A. creber TM122-S3 και 

Aspergillus sp. TM124-S1 παρήγαγαν τον αντίστοιχο θειωμένο μεταβολίτη (9). 

Ένα γεγονός που θα πρέπει να τονιστεί είναι ότι τα στελέχη A. creber TM122-S3 

και Aspergillus sp. TM124-S1μπορούσαν να αποχλωριώσουν πλήρως την αρχική 

ένωση προς το σχηματισμό υδροξυκινόλης (3), η οποία μπορεί θεωρητικά να 

αφομοιωθεί από τα στελέχη αυτά. 

 

4.1.2 Μηχανισμοί στελεχών TARMIC για την αποτοξικοποίηση της 2,4-

DCP 

Οι μηχανισμοί με τους οποίους οι μύκητες αμύνονται στην παρουσία 2,4-DCP 

είναι πολύ λιγότερο μελετημένοι σε σύγκριση με αυτούς των βακτηρίων και 

επίσης φαίνεται να είναι πολύ πιο περίπλοκοι και ποικίλοι. Σύμφωνα με την 

πρόσφατη βιβλιογραφία, αυτή είναι η πρώτη φορά που ταυτοποιούνται πολλοί 

από τους μεταβολίτες που αναφέρονται παραπάνω. Ο μύκητας Mortierella sp. 

μπορεί να βιομετατρέψει το DCP χρησιμοποιώντας δύο διαφορετικές οδούς: η μία 

αφορούσε την αρχική υδροξυλίωση προς διχλωροκατεχόλη και την περαιτέρω 

μεθυλίωση προς διχλωρογουαϊακόλη, ενώ η δεύτερη περιελάμβανε την 

αποχλωρίωση του παρα-χλωρίου δίνοντας 2-χλωρο-υδροκινόνη (όπως στο 

Chrysosporium sp. ΤΜ9-S2) και την επακόλουθη αποχλωρίωση προς υδροκινόνη 

(Nakagawa et al., 2006). Ο μύκητας Cunninghamella elegans εξέφραζε ενζυμικές 

ενεργότητες φάσης Ι και φάσης II για τη βιομετατροπή ξενοβιοτικών ουσιών 
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συμπεριλαμβανομένων της υδροξυλάσης και της απομεθυλάσης, καθώς επίσης 

και των γλυκουρονοζυλο-, γλυκοζυλο- και σουλφοτρανσφερασών. Αυτός ο 

μύκητας μπορούσε επίσης να αποχλωριώσει το 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο με 

τη χρήση μιας S-τρανσφεράσης γλουταθειόνης (Zhang et al., 1996). Ο ίδιος 

μύκητας μπορούσε να χρησιμοποιήσει τόσο οξειδωτικούς όσο και αναγωγικούς 

μηχανισμούς για την βιομετατροπή υποκατεστημένου ναφθαλενίου (Mountfield 

and Hopper, 1998). Προφανώς, ένας συνδυασμός οξειδωτικής και αναγωγικής 

αποχλωρίωσης μπορεί να λάβει χώρα σε αερόβιους μικροοργανισμούς, όπως στην 

περίπτωση του Flavobacterium sp. που μπορούσε να μετατρέψει την 

πενταχλωροφαινόλη πρώτα σε τετραχλωροϋδροκινόνη με οξειδωτική 

αποχλωρίωση και στη συνέχεια να έχει αφαιρέσει δύο επιπλέον άτομα χλωρίου με 

αναγωγική αφαλογόνωση (Steiert and Crawford, 1986). Η αναγωγική 

αφαλογονάση του βακτηρίου αυτού που χρησιμοποιούσε γλουταθειόνη σαν 

αναγωγικό παράγοντα απομονώθηκε και μελετήθηκε και φάνηκε να είναι 

παρόμοια με τις S-τρανσφεράσες γλουταθειόνης φυτικής προέλευσης (Orser et al., 

1993; Xun et al., 1992). Επιπρόσθετα, ένα στέλεχος Trichoderma harzianum που 

προέρχεται από τη θάλασσα, απομονωμένο από το ασπόνδυλο Didemnun ligulum, 

μπορεί να βιομετατρέψει την πενταχλωροφαινόλη και να παράξει 

πενταχλωροανισόλη και 2,3,4,6-τετραχλωροανισόλη, πράγμα που υποδηλώνει 

δραστικότητα αναγωγικής αφαλογονάσης (Vacondio et al., 2015). Ο μύκητας 

λευκής σήψης Coriolus versicolor ακλουθεί διαφορετικές οδούς για τον 

μετασχηματισμό του ζιζανιοκτόνου χλωρονιτροφένιο, συμπεριλαμβανομένων των 

αντιδράσεων υδροξυλίωσης, οξειδώσεως και αναγωγικής αποχλωρίωσης 

(Hiratsuka et al., 2001). 

Πολλοί άλλοι μύκητες, ως επί το πλείστον λευκής σήψης, έχουν τη 

δυνατότητα να μετασχηματίζουν τη DCP και άλλες CPs με τις ισχυρές 

λιγνινολυτικές ενζυμικές ενεργότητες που εκφράζουν εξωκυτταρικά. Τα προϊόντα 

αυτών των ενζύμων κάποιες φορές είναι ακόμη πιο τοξικά από τις αρχικές 

ενώσεις, όπως για παράδειγμα οι χλωριωμένοι αιθέρες και διοξίνες (Öberg and 

Rappe, 1992; Tsujiyama et al., 2013). Οι μύκητες Panus tigrinus και Coriolus 

versicolor παρουσίασαν την ικανότητα να μετατρέπουν διάφορες χλωροφαινόλες 

συμπεριλαμβανομένης και της 2,4-DCP και της 2,4,6-TCP με την έκφραση 
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λιγνινολυτικών ενεργοτήτων (Leontievsky et al., 2000). Οι μυκητιακοί 

μεταβολίτες της TCP ταυτοποιήθηκαν ως 2,6-διχλωρο-1,4-υδροκινόλη 

(οξειδωτική αποχλωρίωση) και 2,6-διχλωρο-1,4-βενζοκινόνη. Ο Phanerochaete 

chrysosporium είναι ένα πολύ γνωστός λιγνινολυτικός βασιδιομύκητας λευκής 

σήψης με την ικανότητα να μετασχηματίζει το DCP. Όλοι οι μεταβολίτες που 

ταυτοποιήθηκαν από αυτό το στέλεχος έχουν αναφερθεί προηγουμένως και 

περιλαμβάνουν τις αλογονωμένες ενώσεις 2,4-διχλωροανισόλη, 2-χλωρο-1,4-

υδροκινόνη (όπως και στην παρούσα μελέτη), 2-χλωρο-1,4- βενζοκινόνη και 2-

χλωρο-1,4-διμεθοξυβενζόλιο (Rubilar et al., 2008). Περαιτέρω, αρκετοί πλήρως 

αποχλωριωμένοι μεταβολίτες ανιχνεύθηκαν, όπως η 2,5-διμεθοξυ-1,4-

υδροκινόνη, 2,5-διμεθοξυ-1,4-βενζοκινόνη, 2,5-διυδροξυ-1,4-βενζοκινόνη και 1, 

2,4,5-τετραϋδροξυβενζόλιο. Στην μελέτη της απομάκρυνσης υψηλών 

συγκεντρώσεων της DCP με τη χρήση του Aspergillus awamori NRRL 3112, 

παρόλο που δεν ταυτοποιήθηκαν μεταβολίτες, μετρήθηκε ενεργότητα 1,2-

διοξυγενάσης της κατεχόλης, υποδηλώνοντας ότι η οδός αποδόμησης είναι 

διαφορετική από εκείνη που περιγράφηκε παραπάνω (Stoilova et al., 2006). Στην 

περίπτωσή μας, οι δραστικότητες διοξυγενάσης κατεχόλης που μετρήθηκαν για 

όλα τα δοκιμασθέντα στελέχη ήταν πολύ χαμηλές, υπολογιζόμενες κάτω από 8 U 

mg-1 εξωκυτταρικής πρωτεΐνης. 

Βάσει της προαναφερθείσας βιβλιογραφίας και της μεθοδολογίας 

ταυτοποίησης προσπαθήσαμε να δημιουργήσουμε μια σχηματική αναπαράσταση 

της μεταβολικής οδού της 2,4-DCP από τα συγκεκριμένα μυκητιακά στελέχη. Οι 

δομικές διαμορφώσεις που παρουσιάζονται στην Εικόνα 4.1 είναι υποθετικές και 

βασίζονται στην πιο δυνατή διαμόρφωση σύμφωνα με τη δυναμική της ένωσης 

και τα δεδομένα από τη βιβλιογραφία. Στην περίπτωση των ενώσεων που 

αντιπροσωπεύονται από δύο κορυφές με στενούς χρόνους έκλουσης στα 

χρωματογραφήματα, υποθέσαμε ότι υπάρχουν περισσότερα από ένα ισομερή. 
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Εικόνα 4.1 Προτεινόμενη μεταβολική οδός για την αποτοξικοποίηση της 2,4-DCP από τους 

απομονωμένους μεσόφωτους μύκητες. Τα ισομερή προτάθηκαν σύμφωνα με τα δεδομένα 

MS/MS και τη βιβλιογραφία. Για μεταβολίτες όπου δεν υπάρχουν πληροφορίες σχετικά με το 

πιο πιθανό ισομερές, ένας αστερίσκος έχει προστεθεί δίπλα στο μόριο. Ο αριθμός δίπλα σε 

κάθε ένωση είναι εκείνος που αντιστοιχεί στον Πίνακα 4.2. 

 

4.2 Μελέτη του μηχανισμού αποικοδόμησης της 2,4-DCP από τη 

μικροβιακή βιβλιοθήκη MICLIB 

Τα στελέχη που αποτελούσαν τη βιβλιοθήκη MICLIB είχαν απομονωθεί από 

ασπόνδυλα που είχαν συλλεχθεί από τρεις διαφορετικές περιοχές: τη δυτική 

Μεσόγειο Θάλασσα, την Ερυθρά Θάλασσα και τη Θάλασσα Ανταμάν. Τα 

ασπόνδυλα από την Ερυθρά και τη Μεσόγειο Θάλασσα είχαν συλλεχθεί από τα 

άνω όρια της μεσόφωτης ζώνης. Τα μη-μεσόφωτα στελέχη αποτελούνταν κυρίως 

από τα γένη Penicillium (54%) και Aspergillus (31%) ενώ τα μεσόφωτα στελέχη 
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ήταν πιο ποικίλα και εκπροσωπούνταν κυρίως από τα γένη Aspergillus (29%), 

Penicillium (21%) και Aphanoascus (21%). 

Τα περισσότερα από τα 27 στελέχη που μελετήθηκαν έδειξαν σημαντική 

δυνατότητα μετατροπής της 2,4-DCP. Η μείωση της συγκέντρωσης της 2,4-DCP 

στο τέλος των αντιδράσεων παρουσιάζεται στον Πίνακα 4.3. 

 

Πίνακας 4.3 Ποσοστό απομάκρυνσης της 2,4-DCP από resting-cell αντιδράσεις τη 10
η
 μέρα. 

Τα στελέχη ταυτοποιήθηκαν με βάση την ITS αλληλουχία τους. Πληροφορίες σχετικές με το 

ασπόνδυλο και την τοποθεσία από την οποία απομονώθηκαν: Ανατολική Μεσόγειο Θάλασσα 

(Med E), Ερυθρά Θάλασσα (Red) και θάλασσα Ανταμάν (Andaman). 

Κωδικός 

στελέχους 
Ασπόνδυλο προέλευσης Τοποθεσία 

Βάθος 

(m) 
Ταυτοποίηση στελέχους 

% 

απομάκρυνση 

DCP 

ML119-S1 Bivalve (Pteria aegyptiaca) Red 35 Aphanoascus fulvescens 25,4 

ML123-S2 Sponge (on to of bivalve) Red 35 Cladosporium halotolerans 21,1 

ML132-S1 Sponge Red 35 Aspergillus fumigatus 27,3 

ML133-S2 Soft coral (Sarcophyton) Red 35 Cladosporium halotolerans 9,3 

ML136-S2 Bivalve (Pteria aegyptiaca) Red 35 Aspergillus sp. (fumigatus) 41,4 

ML147-S1 Sponge Med E 47 Aspergillus terreus 26,9 

ML147-S2 Sponge Med E 47 Aspergillus sp. (tereus)  52,1 

ML149-S1 Sponge Med E 49 Aphanoascus fulvescens 41,8 

ML150-S1 Sponge + Brittle stars Med E 45 Aphanoascus fulvescens 35,8 

ML153-S1 Sponge Med E 45 Penicillium fellutanum 13,9 

ML153-S2 Sponge Med E 45 Penicillium fellutanum 24,7 

ML155-S1 Sponge Med E 35 Lecanicillium sp. 19,0 

ML156-S8 Sponge Med E 35 Penicillium chrysogenum 59,5 

ML197-S3 Protula intestinum Med E 6 Tritirachium sp. 66,3 

ML6-S1 Chondrilla australiensis Andaman 10-15 Cladosporium sp. 64,0 

ML10-S1 
Clathria (Thalysias) 

reinwardti  
Andaman 10-15 Penicillium coffeae 37,1 

ML14-S1 Phobas arborescens Andaman 10-15 Aspergillus niger 22,9 

ML15-S1 Phobas arborescens Andaman 10-15 Aspergillus terreus 27,3 

ML16-S2 Iotrochota baculifera Andaman 10-15 Penicillium chrysogenum 37,9 

ML45-S3 Macrorhynchia philippina Andaman 10-15 Penicillium chrysogenum 27,1 

ML45-S5 Macrorhynchia philippina Andaman 10-15 Penicillium steckii 36,3 
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ML45-S6 Macrorhynchia philippina Andaman 10-15 Purpureocillium lilacinum 32,8 

ML52-S1 Unknown hydroid  Andaman 10-15 Penicillium citrinum 26,7 

ML52-S5 Unknown hydroid  Andaman 10-15 Penicillium coffeae 26,8 

ML52-S6 Unknown hydroid  Andaman 10-15 Aspergillus niger 29,3 

ML52-S7 Unknown hydroid  Andaman 10-15 Penicillium steckii 31,7 

ML52-S8 Unknown hydroid  Andaman 10-15 Aspergillus fumigatus 32,8 

 

Η μέση συνολική απομάκρυνση ήταν 33% και ήταν το ίδιο για τα μεσόφωτα 

και μη μεσόφωτα στελέχη. Η πλειοψηφία των στελεχών (74%) μπορούσε να 

βιομετατρέψει τη 2,4-DCP σε ποσοστά 20-50%. Στην προηγούμενη μελέτη με τα 

μεσόφωτα στελέχη της TARMIC και πάλι η πλειοψηφία μπορούσε να 

απομακρύνει το 20-50% και η μέση απομάκρυνση ήταν παρόμοια (32%). Παρόλα 

αυτά, από τα 27 στελέχη μόνο 4 μπορούσαν να φτάσουν απομάκρυνση σε 

ποσοστά πάνω από 55%, τα: Cladosporium sp. ML6-S1 (64,0%), Aspergillus sp. 

ML147-S2 (55,1%), Penicillium chrysogenum ML156-S8 (59.5%) και 

Tritirachium sp. ML197-S3 (66,3%). Αυτά τα στελέχη φαίνεται να είναι 

διαφορετικά από τα αντίστοιχα της TARMIC βιβλιοθήκης (Penicillium steckii, 

Chrysosporium sp., Penicillium sp., Aspergillus creber και Aspergillus sp.). 

 

4.2.1 Μέτρηση εξωκυτταρικής ενεργότητας διοξυγενάσης της κατεχόλης 

Εξωκυτταρικές ενεργότητες διοξυγενασών της κατεχόλης μετρήθηκαν στις 

καλλιέργειες των επιλεγμένων στελεχών ύστερα από προσθήκη 2,4-DCP. Όλα τα 

στελέχη εξέφραζαν κυρίως ενεργότητα C12O αντί για C23O. Όπως φαίνεται στο 

Διάγραμμα 1.1, όλα τα στελέχη εκτός του Aspergillus sp ML147-S2 εμφάνισαν 

μέγιστο ενεργότητας στις 63 h. Επίσης, το στέλεχος Tritirachium sp. ML197-S3 

εκφράζει μακράν την υψηλότερη ενεργότητα C12O (41.50 U mg-1), 28 φορές 

υψηλότερη από το επόμενο στέλεχος (Cladosporium sp. ML6-S1). Η ενεργότητα 

C23O εκφραζόταν σε πολύ χαμηλά επίπεδα και μόνο δύο στελέχη (Tritirachium 

sp. ML197-S3 και Aspergillus sp. ML147-S2) εμφάνισαν μετρήσιμη ενεργότητα 

στις 63 h (0,36 and 0,33 U mg-1 αντίστοιχα). Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, ο 

μύκητας Aspergillus awamori NRRL 3112, ο οποίος είχε τη δυνατότητα να 
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μεγαλώνει παρουσία αρκετών φαινολικών ενώσεων, εξέφραζε 0,043 U mg-1 C12O 

μεγαλώνοντας σε 2,4-DCP (Stoilova et al., 2006). 

 

Διάγραμμα 4.1 Χρονική πορεία της εξωκυτταρικής ενεργότητας 1,2-διοξυγενάσης της 

κατεχόλης (C12O) εκφρασμένη σε U mg
-1

 πρωτεΐνης για τα 4 επιλεγμένα στελέχη και η 

οποία είχε επαχθεί με 1 mM 2,4-DCP. στελέχη: Cladosporium sp ML6-S1 (●), Aspergillus sp 

ML147-S2 (○), Penicillium chrysogenum ML156-S8 (▼) και Tritirachium sp ML197-S3 (∆). 

 

Οι βακτηριακές C12O είναι πολύ καλά μελετημένα ένζυμα όσον αφορά το 

μηχανισμό δράσης τους, την εξειδίκευση υποστρώματoς και τις τρισδιάστατες 

δομές τους (Guzik et al., 2013b). Οι C12O είναι γνωστό ότι εκφράζονται από 

διάφορους μικροοργανισμούς με δυνατότητα αποδόμησης φαινολικών ουσιών. 

Βακτήρια με δυνατότητα αφομοίωσης του 3-υδροξυβενζολικού οξέος (Subbotina 

et al., 2016), της φαινόλης (Lin and Milase, 2015), του βενζολικού οξέος (Guzik 

et al., 2013a) και της α-ναφθόλης (Giedraityte and Kalėdienė, 2009), εξέφραζαν 

τέτοια ένζυμα τα οποία και έχουν χαρακτηριστεί. Αντιθέτως, οι αναφορές σχετικά 
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με την έκφραση ενεργότητας C12O από μύκητες είναι ελάχιστες. Για παράδειγμα, 

ενεργότητα C12O επαγόμενη από φαινόλη έχει μετρηθεί σε κάποιους 

νηματοειδείς μύκητες (Cai et al., 2007; Santos and Linardi, 2004), αλλά η 

απομόνωση και ο χαρακτηρισμός τέτοιων ενζύμων έχει γίνει μόνο από στελέχη 

Candida (Long et al., 2016; Tsai and Li, 2007). 

 

4.2.2 Ταυτοποίηση μεταβολιτών της 2,4-DCP από MICLIB στελέχη 

Όπως έχει ειπωθεί και παραπάνω οι γνώσεις σχετικά με τους βακτηριακούς 

μηχανισμούς αποτοξικοποίησης και αφομοίωσης των χλωροφαινολών είναι πολύ 

περισσότερες από ότι για τους μυκητιακούς μηχανισμούς. Είναι παρόλα αυτά 

γνωστό ότι οι μύκητες επεξεργάζονται τις ξενοβιοτικές ενώσεις με δύο βήματα, τη 

φάση Ι (προσθήκη δραστικών ομάδων) και τη φάση ΙΙ (συζεύξεις) (Aranda, 2016; 

Marco-Urrea and Reddy, 2012). 

Με βάση την ανάλυση MS, ανιχνεύθηκαν αρκετές ενώσεις, ωστόσο δόθηκε 

έμφαση σε αυτές που σχετίζονται με τον μεταβολισμό της 2,4-DCP. Για την 

εύρεση πιθανών μεταβολιτών της 2,4-DCP χρησιμοποιήθηκαν διάφορα λογισμικά 

και ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων. Για την πρόβλεψη της στοιχειακής σύνθεσης 

(EC) των ενώσεων χρησιμοποιήθηκαν λογισμικά όπως Sirius, Rdisop και mMass 

σύμφωνα με την ακριβή μάζα, τις σχετικές εντάσεις του πρώτου και του δεύτερου 

ισότοπου κάθε ένωσης, τους κανόνες αναλογίας των Η /C , NOPS/C, RDBE και 

εφαρμόζοντας ανοχή m/z στα 10 ppm. Οι ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων Metlin 

και Chemspider καθώς και δεδομένα από τη βιβλιογραφία χρησιμοποιήθηκαν για 

να ταυτοποιήσουν τους μεταβολίτες, εφαρμόζοντας την επιθυμητή ανοχή m/z. 

Όλες οι ενώσεις που χαρακτηρίζονται ως μεταβολίτες ανιχνεύθηκαν μόνο σε 

αντιδράσεις κυττάρων με τη 2,4-DCP. Ο Πίνακας 4.4 απεικονίζει τους 

μεταβολίτες αυτούς με βάση την προαναφερθείσα ανάλυση. 
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Πίνακας 4.4 Μεταβολίτες της 2,4-DCP που εντοπίστηκαν στις resting-cell αντιδράσεις. Rt: 

χρόνος έκλουσης, [M − H]-: m/z του ψευδομοριακού ιόντος, EC: στοιχειακή σύνθεση. 

A/A Rt (min) [M-H]
-
 EC Μικροοργανισμός 

(1) 0.89 126.9987 C6H5ClO Aspergillus sp MLm147-S2 

(2) 1.11 157.0146 C6H6O5 Tritirachium sp MLm197-S3 

(3) 1.45 287.0449 C11H13O5N2Cl Tritirachium sp MLm197-S3 

(3) 1.47 287.0452 C11H13O5N2Cl 
Tritirachium sp MLm197-S3, 

Aspergillus sp MLm147-S2 

(3) 1.50 287.0452 C11H13O5N2Cl P. chrysogenum MLm156-S8 

(4) 2.33 141.0197 C6H6O4 Tritirachium sp MLm197-S3 

(4) 2.44 141.0196 C6H6O4 P. chrysogenum MLm156-S8 

(4) 2.45 141.0196 C6H6O4 Cladosporium sp MLm6-S1 

(4) 2.46 141.0196 C6H6O4 Cladosporium sp MLm6-S1 

(4) 2.50 141.0196 C6H6O4 Cladosporium sp MLm6-S1 

(5) 3.15 125.0248 C6H6O3 Aspergillus sp MLm147-S2 

(5) 3.18 125.0249 C6H6O3 Aspergillus sp MLm147-S2 

(5) 3.19 125.0248 C6H6O3 Tritirachium sp MLm197-S3 

(5) 3.19 125.0248 C6H6O3 Cladosporium sp MLm6-S1 

(5) 3.20 125.0247 C6H6O3 Cladosporium sp MLm6-S1 

(5) 3.20 125.0248 C6H6O3 P. chrysogenum MLm156-S8 

(5) 3.22 125.0248 C6H6O3 Tritirachium sp MLm197-S3 

(5) 3.22 125.0248 C6H6O3 Cladosporium sp MLm6-S1 

(5) 3.23 125.0250 C6H6O3 P. chrysogenum MLm156-S8 

(5) 3.25 125.0249 C6H6O3 Aspergillus sp MLm147-S2 

(5) 3.27 125.0250 C6H6O3 Tritirachium sp MLm197-S3 

(5) 3.27 125.0251 C6H6O3 P. chrysogenum MLm156-S8 

(6) 6.93 245.9994 C9H10NClO3S Cladosporium sp MLm6-S1 

(7) 7.34 206.9523 C6H5O4ClS Aspergillus sp MLm147-S2 

(8) 10.62 339.0041 C12H14Cl2O7 Tritirachium sp MLm197-S3 

(8) 10.62 339.0042 C12H14Cl2O7 Aspergillus sp MLm147-S2 

(8) 10.64 339.0040 C12H14Cl2O7 Tritirachium sp MLm197-S3 

(8) 10.73 339.0041 C12H14Cl2O7 Aspergillus sp MLm147-S2 

(9) 11.91 176.9517 Cl2C6H2(OH)2 Cladosporium sp MLm6-S1 

(9) 11.92 176.9517 Cl2C6H2(OH)2 Aspergillus sp MLm147-S2 

(9) 11.93 176.9518 C6H4Cl2O2 P. chrysogenum MLm156-S8 

(9) 11.94 176.9517 C6H4Cl2O2 Tritirachium sp MLm197-S3 



Αποτελέσματα & Συζήτηση 

79 

 

(9) 11.94 176.9517 Cl2C6H2(OH)2 Cladosporium sp MLm6-S1 

(9) 11.96 176.9521 C6H4Cl2O2 P. chrysogenum MLm156-S8 

(9) 11.96 176.9521 C6H4Cl2O2 Tritirachium sp MLm197-S3 

(9) 12 176.9521 C6H4Cl2O2 P. chrysogenum MLm156-S8 

(10) 13.46 160.9572 C6H4Cl2O Aspergillus sp MLm147-S2 

(10) 13.46 160.9571 C6H4Cl2O Control day 10 

(10) 13.47 160.9571 C6H4Cl2O Tritirachium sp MLm197-S3 

(10) 13.48 160.9572 C6H4Cl2O Aspergillus sp MLm147-S2 

(10) 13.48 160.9572 C6H4Cl2O Cladosporium sp MLm6-S1 

(10) 13.48 160.9572 C6H4Cl2O P. chrysogenum MLm156-S8 

(10) 13.49 160.9572 C6H4Cl2O Cladosporium sp MLm6-S1 

(10) 13.50 160.9573 C6H4Cl2O P. chrysogenum MLm156-S8 

(10) 13.50 160.9571 C6H4Cl2O P. chrysogenum MLm156-S8 

(10) 13.51 160.9571 C6H4Cl2O Tritirachium sp MLm197-S3 

(10) 13.51 160.9572 C6H4Cl2O Tritirachium sp MLm197-S3 

(10) 13.52 160.9572 C6H4Cl2O Control day 6 

(10) 13.52 160.9573 C6H4Cl2O Aspergillus sp MLm147-S2 

(10) 13.53 160.9572 C6H4Cl2O Cladosporium sp MLm6-S1 

(10) 13.55 160.9572 C6H4Cl2O Control day 2 

 

Εννέα μεταβολίτες της 2,4-DCP (10) ταυτοποιήθηκαν, 6 από τους οποίους 

ήταν χλωριωμένοι. Σε δύο από τα στελέχη, το Aspergillus sp ML147-S2 και το 

Tritirachium sp ML197-S3, εντοπίστηκαν 6 μεταβολίτες, ενώ για τα άλλα δύο 

στελέχη 4 μεταβολίτες. Όλα τα στελέχη είχαν τη δυνατότητα να υδροξυλιώνουν 

το αρχικό μόριο προς την ένωση (9), η οποία σύμφωνα με τη βιβλιογραφία είναι η 

3,5-διχλωροκατεχόλη. Όλα τα στελέχη εκτός του Aspergillus sp ML147-S2 είχαν 

τη δυνατότητα να μετατρέπουν τη διχλωροκατεχόλη σε τετραϋδροξυβενζόλιο (4). 

Επίσης, η 2,4-DCP μπορούσε να αποχλωριωθεί πλήρως από όλα τα στελέχη, 

σχηματίζοντας υδροξυκινόλη (5). Οι προαναφερθείσες αντιδράσεις 

πραγματοποιούνται από ένζυμα φάσης Ι, τα οποία είναι πιθανότατα 

μονοοξυγενάσες. Η πλήρης αποχλωρίωση του αρχικού ρύπου είναι πολύ 

σημαντική, καθώς μειώνεται κατά πολύ η τοξικότητά του. Υπήρχε όμως και ένας 

άλλος χλωριωμένος μεταβολίτης της διχλωροκατεχόλης, η γλυκοζυλιωμένη της 

μορφή (8). Αυτός ο μεταβολίτης εντοπίστηκε στα στελέχη Aspergillus sp ML147-
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S2 και Tritirachium sp ML197-S3 και παρόλο που είναι πολύ λιγότερο λιπόφιλος 

από την αρχική ένωση, εξακολουθεί να περιέχει και τα δύο χλώρια και είναι 

πιθανότατα τελικό προϊόν που δεν μπορεί να μεταβολιστεί περαιτέρω. Η 

διχλωροκατεχόλη από την άλλη, μπορούσε να αποχλωριωθεί μερικώς από όλα τα 

στελέχη εκτός του Cladosporium sp ML6-S1, προς το σχηματισμό της 

αντίστοιχης συζευγμένης ένωσης με γλουταμίνη (3). Άλλα μερικώς 

αποχλωριωμένα προϊόντα που ανιχνεύθηκαν ήταν η χλωροφαινόλη (1) που 

ανιχνεύθηκε μόνο στον Aspergillus sp ML147-S2 και η συζευγμένη 

χλωροφαινόλη με θειώδες (7) και κυστεΐνη (6) που εμφανίζονται στους 

Aspergillus sp ML147-S2 και Cladosporium sp ML6-S1. 

Επιπροσθέτως, στις αντιδράσεις του Tritirachium sp ML197-S3 εντοπίστηκε 

μία ένωση, η οποία θα μπορούσε να είναι το προϊόν διάσπασης του δακτυλίου της 

υδροξυκινόλης. Η ένωση (2) θα μπορούσε να είναι το 2-υδροξυμουκονικό οξύ, αν 

λάβουμε υπόψη την υψηλή ενεργότητα C12O που εντοπίστηκε στο συγκεκριμένο 

στέλεχος. Αυτό είναι ένα πολύ σημαντικό γεγονός, καθώς υπάρχει μεγάλη 

πιθανότητα ένα μέρος της 2,4-DCP να μπορεί να αφομοιώνεται από το 

Tritirachium sp ML197-S3. Ο μηχανισμός αυτός αποτοξικοποίησης της 2,4-DCP 

έρχεται σε αντίθεση με αυτόν των βακτηρίων, τα οποία πρώτα πραγματοποιούν τη 

διάνοιξη του δακτυλίου και κατόπιν την αποχλωρίωση (Arora and Bae, 2014). 

 

4.2.3 Μηχανισμοί στελεχών MICLIB για την αποτοξικοποίηση της 2,4-

DCP 

Στην προαναφερθείσα μελέτη με τα μεσόφωτα TARMIC στελέχη δεν 

εντοπίστηκαν προϊόντα διάνοιξης δακτυλίου, αλλά ούτε και ενεργότητες 

διοξυγενάσης. Εντοπίστηκε όμως και εκεί υδροξυκινόλη, η οποία ήταν ο μόνος 

πλήρως αποχλωριωμένος μεταβολίτης. Επίσης, οι μεταβολίτες της βιβλιοθήκης 

TARMIC είχαν μεγαλύτερη ποικιλία σε σχέση με αυτούς της MICLIB. Παρόλα 

αυτά κάποιοι ήταν κοινοί και για τις δύο μελέτες όπως: η διχλωροκατεχόλη, ο 

γλυκοζίτης της και η σύζευξή της με γλουταμίνη, καθώς επίσης και η 

χλωροφαινόλη, και η σύζευξή της με θειώδες και την κυστεΐνη. Τα στελέχη του 

γένους Aspergillus και των δύο μελετών (Aspergillus sp ML147-S2, Aspergillus 
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creber TM122-S3 and Aspergillus sp. TM124-S1) είχαν μόνο δύο κοινούς 

μεταβολίτες. Από την άλλη, το Penicillium chrysogenum ML156-S8 είχε μόνο ένα 

κοινό μεταβολίτη με το Penicillium sp TM38-S1. 

Βασισμένοι στη βιβλιογραφία και τα MS αποτελέσματα που παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 4.4, έγινε προσπάθεια προσδιορισμού του μεταβολικού μονοπατιού 

της 2,4-DCP που ακολουθείται από τα μελετώμενα μυκητιακά στελέχη. Οι δομές 

των ενώσεων που παρουσιάζονται στην Εικόνα 4.2 είναι υποθετικές και 

βασίζονται στην πιο πιθανή διαμόρφωση σύμφωνα και προηγούμενες μελέτες. 

 

 

Εικόνα 4.2 Προτεινόμενη μεταβολική οδός για την αποτοξικοποίηση της 2,4-DCP από τους 

απομονωμένους μύκητες. Τα ισομερή προτάθηκαν σύμφωνα με τα δεδομένα MS και τη 

βιβλιογραφία. Για μεταβολίτες όπου δεν υπάρχουν πληροφορίες σχετικά με το πιο πιθανό 

ισομερές, ένας αστερίσκος έχει προστεθεί δίπλα στο μόριο. Ο αριθμός δίπλα σε κάθε ένωση 

είναι εκείνος που αντιστοιχεί στον Πίνακα 4.4. 
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5 Μελέτη του δυναμικού απομάκρυνσης του PCB29 των 

θαλάσσιων μυκητιακών στελεχών 

Όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, τα PCBs ανήκουν στους έμμονους 

οργανικούς ρύπους και είναι ενώσεις με έντονη λιποφιλικότητα και τοξικότητα 

για τους ζώντες οργανισμούς. Η βιοεξυγίανση των περιοχών που είναι 

μολυσμένες με PCBs έχει προταθεί σαν μια βιώσιμη λύση. Οι περισσότερες 

μελέτες που αφορούν την βιοεξυγίανση των PCBs μέχρι σήμερα έχουν 

πραγματοποιηθεί με τη χρήση βακτηρίων. Τα αναερόβια μικρόβια χρησιμοποιούν 

αναγωγική αποχλωρίωση για τη μείωση του αριθμού των ατόμων χλωρίου, ενώ η 

αερόβια οξείδωση επιτυγχάνεται με την προσθήκη οξυγόνου στο δακτύλιο του 

διφαινυλίου. 

Οι περισσότερες μελέτες που αφορούν την βιοεξυγίανση των PCBs έχουν 

πραγματοποιηθεί για αναερόβια βακτήρια. Τα βακτήρια αυτά επιτίθενται στους 

υποκαταστάτες χλωρίου στο μόριο του διφαινυλίου στην παρα- ή μετα- θέση, 

αντικαθιστώντας τα με υδρογόνο. Ο αριθμός των βακτηρίων που έχουν αυτή τη 

δυνατότητα είναι πολύ μικρός και η διεργασία την οποία επιτελούν μετατρέπει τα 

υψηλά χλωριωμένα PCBs σε λιγότερο χλωριωμένα τα οποία στη συνέχεια 

μπορούν να μετατραπούν περαιτέρω με αερόβιες διεργασίες.  

Η κύρια προσέγγιση για την ενίσχυση της αερόβιας αποικοδόμησης των 

PCBs πραγματοποιείται μέσω της προσθήκης οξυγόνου, συν-υποστρωμάτων, 

επαγωγέων και επιφανειοδραστικών ουσιών (Wang et al., 2016). Το διφαινύλιο, η 

κύρια ένωση που στηρίζει τον συμεταβολισμό των PCB, έχει χρησιμοποιηθεί 

επιτυχώς για την ενίσχυση της αερόβιας αποικοδόμησης μολυσμένου από PCB 

εδάφους (Chang et al., 2013). Κατά την αερόβια αποικοδόμηση, η οξειδωτική 

μετατροπή των PCB λαμβάνει χώρα με τη συμμετοχή αρκετών γονιδίων και των 

αντίστοιχων ενζύμων τους όπως δεϋδρογονάσες, διοξυγενάσες, υδρολάσες και 

αλδολάσες. Αυτά είναι τα κύρια ένζυμα που είναι απαραίτητα για την 

αποικοδόμηση των PCB από αερόβια βακτήρια, τα οποία αρχικά μετατρέπουν το 

PCB σε χλωρο-βενζολικό οξύ (J. K. Sharma et al., 2018). Το χλωρο-βενζολικό 
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οξύ στη συνέχεια μετατρέπεται σε λιγότερο τοξικά προϊόντα, ειδικά στην 

περίπτωση των λιγότερο χλωριωμένων PCBs. 

Ιδανικά προτείνεται συνδυασμός αναερόβιας και αερόβιας βιοαποικοδόμισης 

των έντονα υποκατεστημένων PCBs. Αρχικά δρουν οι αναερόβιοι 

μικροοργανισμοί, μειώνοντας τον αριθμό των χλωρίων στη δομή του διφαινυλίου 

και στη συνέχεια πάνω στα προϊόντα αυτά να δρουν οι αερόβιοι μικροοργανισμοί 

για την πλήρη αποχλωρίωση και αφομοίωση του ρύπου (Passatore et al., 2014). 

Στην παρούσα μελέτη οι δύο βιβλιοθήκες μικροοργανισμών που μελετήθηκαν 

για τη δυνατότητα απομάκρυνσης του 2,4-DCP, μελετήθηκαν επίσης και για την 

απομάκρυνση του έμμονου οργανικού ρύπου PCB29. Η αρχική συγκέντρωση του 

PCB29 στις αντιδράσεις ήταν περίπου 1 μΜ, όσο ήταν δηλαδή και η διαλυτότητά 

του στο νερό.  

 

5.1 Απομάκρυνση PCB29 από θαλάσσιους μύκητες 

Στον Πίνακα 5.1 παρουσιάζονται τα ποσοστά απομάκρυνσης του PCB29 για 

τα στελέχη της βιβλιοθήκης TARMIC που είχαν τη δυνατότητα απομάκρυνσης 

του PCB29.  

 

Πίνακας 5.1 Ποσοστό απομάκρυνσης του PCB29 από τα απομονωμένα στελέχη της 

βιβλιοθήκης TARMIC ύστερα από 10 ημέρες. 

Κωδικός Στέλεχος 

% 

απομάκρυνση 

PCB29 

Κωδικός Στέλεχος 

% 

απομάκρυνση 

PCB29 

TM2-S5 
Penicillium 

steckii 
98.3 TM30-S1 

Penicillium 

fellutanum 
66.4 

TM6-S1 
Aspergillus 

tubingensis 
87.6 TM220-S1 

Cladosporium 

sphaerospermum 
81.9 

TM6-S2 
Penicillium 

kewense 
94.0 TM220-S4 Penicillium sp. 72.4 

TM37-S2 Penicillium 95.6 TM225-S2 Penicillium 90.7 
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chrysogenum chrysogenum 

TM38-S1 Penicillium sp. 49.9 TM226-S1 
Cladosporium 

halotolerans 
97.8 

TM9-S2 
Chrysosporium 

sp. 
97.1 TM226-S2 

Penicillium 

chrysogenum 
78.9 

TM43-S1 Penicillium sp. 92.5 TM230-S1 Penicillium sp. 77.8 

TM43-S3 
Cladosporium 

halotolerans 
94.8 TM237-S5 

Chrysosporium 

lobatum 
54.4 

TM46-S1 
Cladosporium 

sp. 
94.5 TM242-S1 

Penicillium 

chrysogenum 
58.9 

TM47-S1 
Cladosporium 

halotolerans 
98.1 TM53-S1 Cladosporium sp. 89.3 

TM116-S2 Aspergillus sp. 69.5 TM58-S1 Penicillium sp. 94.1 

TM116-S3 Hortaea sp. 91.7 TM58-S2 Aspergillus niger 60.9 

TM122-S1 
Aspergillus 

puulaauensis 
93.6 TM65-S2 

Pseudocercospore

lla sp. 
87.6 

TM122-S2 Aspergillus sp. 99.3 TM65-S3 
Aspergillus 

fumigatus 
87.1 

TM124-S1 Aspergillus sp. 96.5 TM65-S4 Acremonium sp. 93.7 

TM125-S2 Penicillium sp. 95.6 TM75-S1 Aspergillus sp. 94.3 

TM125-S3 Penicillium sp. 99.0 TM122-S4 Obolarina sp. 11.4 

TM126-S1 Aspergillus sp. 97.6 TM124-S4 Aspergillus sp. 92.0 

TM133-S2 
Penicillium 

crustosum 
41.0 TM132-S1 Aspergillus sp. 66.2 

TM138-S1 
Purpureocillium 

lilacinum 
98.2 TM139-S3 

Penicillium 

polonicum 
93.5 

TM138-S3 
Cladosporium 

sp. 
99.3 TM141-S1 Alternaria sp. 98.6 

TM138-S4 
Purpureocillium 

lilacinum 
98.6 TM141-S3 Alternaria sp. 81.4 

TM7-S1 Penicillium sp. 15.5 TM148-S1 Aspergillus sp. 31.2 

 

Σαράντα έξι στελέχη από τη βιβλιοθήκη TARMIC είχαν τη δυνατότητα 

βιομετατροπής του PCB29. Ο μέσος όρος απομάκρυνσης του ρύπου ήταν 82%, 



Θαλάσσιοι Μύκητες & PCB29 

86 

 

ενώ η πλειοψηφία των μυκητιακών στελεχών (57%) είχε τη δυνατότητα να 

μετατρέπει το ρύπο σε ποσοστά πάνω από 90%. Τα στελέχη αυτά ανήκαν κυρίως 

στα γένη Penicillium (35%), Aspergillus (23%) και Cladosporium (19%), ενώ 

υπήρχαν και εκπρόσωποι από τα γένη Purpureocillium, Chrysosporium, Hortaea, 

Acremonium και Altenaria. 

Μάλιστα πέντε στελέχη μπόρεσαν να απομακρύνουν σχεδόν πλήρως το ρύπο, 

σε ποσοστά πάνω από 98.5% και ήταν τα εξής: Aspergillus sp. TM122-S2, 

Penicillium sp. TM125-S3, Cladosporium sp. TM138-S3, Purpureocillium 

lilacinum TM138-S4 και Alternaria sp. TM141-S1. Αξίζει να σημειωθεί ότι από 

τα στελέχη αυτά, το Penicillium sp. TM125-S3 έδειξε και μεγάλη δυνατότητα 

απομάκρυνσης του 2,4-DCP (50,2%). 

Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα αντίστοιχα αποτελέσματα για τα στελέχη της 

βιβλιοθήκης MICLIB (Πίνακας 5.2). 

 

Πίνακας 5.2 Ποσοστό απομάκρυνσης του PCB29 από τα απομονωμένα στελέχη της 

βιβλιοθήκης MICLIB ύστερα από 10 ημέρες. 

Κωδικός Στέλεχος 
% απομάκρυνση 

PCB 

ML119-S1 Aphanoascus fulvescens 60.4 

ML123-S2 
Cladosporium 

halotolerans 
87.1 

ML133-S1 Aspergillus fumigatus 86.7 

ML133-S2 
Cladosporium 

halotolerans 
61.1 

ML136-S2 
Aspergillus sp. 

(fumigatus ) 
99.7 

ML138-S2 Aspergillus fumigatus 99.8 

ML147-S1 Aspergillus terreus 91.3 

ML147-S2 Aspergillus sp. (tereus) 85.1 

ML149-S1 Aphanoascus fulvescens 42.9 

ML150-S1 Aphanoascus fulvescens 83.6 

ML153-S1 Penicillium fellutanum 41.1 
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ML153-S2 Penicillium fellutanum 53.8 

ML155-S1 Lecanicillium sp 26.8 

ML156-S8 
Penicillium 

chrysogenum 
92.3 

ML197-S3 Tritirachium sp. 87.6 

ML6-S1 Cladosporium sp. 97.2 

ML10-S1 Penicillium coffeae 43.1 

ML14-S1 Aspergillus niger 69.0 

ML15-S1 Aspergillus terreus 50.8 

ML45-S3 
Penicillium 

chrysogenum 
34.7 

ML45-S5 Penicillium steckii 67.1 

ML45-S6 
Purpureocillium 

lilacinum 
1.0 

ML52-S7 Penicillium steckii 0.5 

ML52-S8 Aspergillus fumigatus 97.9 

ML53-S3 Penicillium steckii 98.8 

ML53-S5 Penicillium citrinum 97.8 

 

Είκοσι έξι στελέχη από τη βιβλιοθήκη MICLIB είχαν τη δυνατότητα 

βιομετατροπής του PCB29. Ο μέσος όρος απομάκρυνσης του ρύπου ήταν 68%, 

ποσοστό το οποίο είναι αρκετά χαμηλότερο από το αντίστοιχο της TARMIC 

βιβλιοθήκης. Η TARMIC βιβλιοθήκη αποτελείται αποκλειστικά από μεσόφωτα 

στελέχη, ενώ η MICLIB από συνδυασμό μεσόφωτων και στελεχών από ρηχά 

νερά. Αν δούμε τα ποσοστά ξεχωριστά για τις δύο κατηγορίες μικροοργανισμών 

παρατηρείται ότι και εδώ τα ποσοστά απομάκρυνσης του ρύπου από τα μεσόφωτα 

στελέχη είναι υψηλότερα (72% έναντι 62%). Η διαφοροποίηση αυτή δεν είχε 

φανεί κατά τη μελέτη απομάκρυνσης του 2,4-DCP. 

Στην περίπτωση της MICLIB, μόνο το 31% των στελεχών είχε τη δυνατότητα 

να μετατρέπει το ρύπο σε ποσοστά πάνω από 90%. Τα στελέχη αυτά ανήκαν 

κυρίως στα γένη Aspergillus (50%), Penicillium (38%) και Cladosporium (12%). 

Τα στελέχη των γενών αυτών φαίνεται πως και στις δύο περιπτώσεις είναι τα πιο 

ικανά για τη βιομετατροπή του PCB29. Τρία στελέχη της MICLIB έδωσαν 
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ποσοστά πάνω από 98,5% και ήταν τα εξής: Aspergillus sp. ML136-S2, 

Aspergillus fumigatus ML138-S2 και Penicillium steckii MLm53-S3. Παραδόξως, 

το ένα από τα τρία αυτά στελέχη προερχόταν από τη μεσόφωτη ζώνη. 

Είναι εμφανές ότι τα μυκητιακά στελέχη είναι πιο αποτελεσματικά στη 

βιομετατροπή του PCB29, σε σύγκριση με την απομάκρυνση της 2,4-DCP. 

Πράγματι, ενώ μόλις λίγα στελέχη κατάφεραν να μετατρέψουν πάνω από το 50% 

της 2,4-DCP εντός 10 ημερών, πολλά στελέχη μπόρεσαν να βιομετατρέψουν το 

PCB29 σε ποσοστά άνω του 80%, ενώ αρκετά στελέχη αποδείχθηκαν ικανά να το 

απομακρύνουν σχεδόν εξ ολοκλήρου (>98%). Αυτό φαίνεται κάπως παράδοξο, 

καθώς το PCB29 είναι πιο ανθεκτικό μόριο από τη 2,4-DCP. Πρέπει όμως να 

σημειωθεί ότι η αρχική συγκέντρωση της 2,4-DCP ήταν 1 mM, η οποία είναι 1000 

φορές υψηλότερη σε σύγκριση με αυτήν του PCB 29 (0,97 μM). Επομένως, η 

σχετικά υψηλή συγκέντρωση της 2,4-DCP μπορεί να έχει επηρεάσει σε κάποιο 

βαθμό τα κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν και την αποτελεσματικότητα της 

βιοαποικοδόμησης, λόγω της τοξικότητας της. 

Οι (Mouhamadou et al., 2013) απομόνωσαν μυκητιακά στελέχη από έδαφος 

έντονα μολυσμένο με PCBs, τα οποία ανήκαν σε τελείως διαφορετικά γένη από 

ότι τα θαλάσσια της παρούσας εργασίας. Οι μύκητες αυτοί απομάκρυναν μίγμα 

αποτελούμενο από 7 PCBs σε ποσοστά από 29-85% ύστερα από 7 ημέρες. Τα 

στελέχη που έδειξαν απομάκρυνση πάνω από 70% ήταν 3 Doratomyces, 1 

Myceliophthora, 1 Phoma και 1 Thermoascus. 

Ο ευρέως μελετημένος μύκητας Phanerochaete chrysosporium μπόρεσε να 

μειώσει τη συγκέντρωση των μιγμάτων PCB Aroclor 1242, 1254 και 1260. 

Επιπρόσθετα, τα PCBs με λιγότερες υποκαταστάσεις ήταν πιο εύκολο να 

απομακρυνθούν (J. K. Sharma et al., 2018). Η ιδιότητα των μυκήτων αυτών για 

την αποικοδόμηση χαμηλών συγκεντρώσεων PCBs έχει αποδειχθεί για διάφορα 

στελέχη (Kamei et al., 2006). 

Λόγω των υψηλών οξειδοαναγωγικών δυναμικών των έντονα 

υποκατεστημένων PCBs, αυτά καθίστανται πιο ανθεκτικά στην αερόβια 

μετατροπή. Τα PCB με λιγότερα από 4 άτομα χλωρίου στο μόριό τους (όπως το 
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PCB29) μπορούν να αποδομηθούν σταδιακά με την έκφραση ενζύμων του 

καταβολισμού των διφαινυλίων. Αυτό το καταβολικό μονοπάτι τεσσάρων 

σταδίων υπάρχει σε κάποια αερόβια βακτήρια όπως για παράδειγμα στα 

Pseudomonas, Burkholderia, Achromobacter, Comamonas, Ralstonia, 

Acinetobacter, Rhodococcus και Bacillus,  και κατά το οποίο το διφαινύλιο 

μετατρέπεται σε βενζολικό οξύ και δύο μόρια υδρόξυ-πεντα-2,3-διενοϊκού οξέος, 

τα οποία μπορούν να μεταβολιστούν περαιτέρω σε CO2, H2O, ενώ παράγεται και 

βιομάζα (Fusi et al., 2017; J. K. Sharma et al., 2018) (Fusi et al., 2017). 

Οι μύκητες λευκής σήψης από την άλλη μεριά, χρησιμοποιούν το οξειδωτικό 

εξωκυτταρικό ενζυμικό τους σύστημα για να αμύνονται σε διαφορετικά 

ξενοβιοτικά όπως οι διοξίνες, τα PAHs, το τρινιτροτολουένιο, βαφές, 

παρασιτοκτόνα, αλλά και τα PCBs. Το σύστημα αυτό αποτελείται από λιγνινάσες 

(ένζυμα που αποικοδομούν τη λιγνίνη), οι οποίες είναι μη ειδικές και 

αποτελούνται από τις οικογένειες των υπεροξειδασών και των λακκασών. Σε 

πολλές περιπτώσεις, για την ενεργοποίηση των μηχανισμών αποικοδόμησης των 

ρύπων αυτών απαιτείται περιορισμός των πηγών άνθρακα και αζώτου του 

μικροοργανισμού (J. K. Sharma et al., 2018). 

Στην περίπτωση μας, επιχειρήθηκε ο εντοπισμός των μεταβολιτών του PCB29 

χρησιμοποιώντας ανάλυση GC-MS/MS, όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.6.2 

του κεφαλαίου Υλικά και Μέθοδοι. Ο εντοπισμός μεταβολιτών κατέστη αδύνατος 

με την συγκεκριμένη μεθοδολογία στα εκχυλίσματα των αντιδράσεων. Αυτό 

πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός ότι οι συγκεντρώσεις των μεταβολιτών ήταν 

χαμηλότερες από το όριο ανιχνευσιμότητας του οργάνου. 

 

5.2 Μέτρηση ενεργότητας λακκάσης 

Πέντε από τα στελέχη που ήταν πιο αποδοτικά στην απομάκρυνση PCB29 

υποβλήθηκαν σε διαδικασία διαλογής αναφορικά με τη δυνατότητά τους στην 

παραγωγή λακκάσης παρουσία του ρύπου PCB29 συγκέντρωσης 19 μM. Στο 

Διάγραμμα 5.1 παρουσιάζεται η ενεργότητα λακκάσης (U g-1 πρωτεΐνης) 

συναρτήσει του χρόνου για τα στελέχη που έδωσαν μετρήσιμες τιμές ενεργότητας. 
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Τα στελέχη αυτά ήταν Cladosporium sp. TM138-S3, Purpureocillium lilacinum 

TM138-S4 και Alternaria sp. TM141-S1. 

 

Διάγραμμα 5.1 Έκφραση ενεργότητας λακκάσης κατά την απομάκρυνση του PCB29 από 

τους επιλεγμένους μύκητες: Cladosporium sp. TM138-S3 (●), Purpureocillium lilacinum 

TM138-S4 (○) και Alternaria sp. TM141-S1 (▲). 

 

Το στέλεχος Cladosporium sp. TM138-S3 εμφανίζει τη μεγαλύτερη 

ενεργότητα λακκάσης φτάνοντας τα 188,4 U/g πρωτεΐνης ενώ η ενεργότητα στα 

δείγματα των στελεχών Purpureocillium lilacinum TM138-S4 και Alternaria sp. 

TM141-S1δεν ξεπερνάει τα 3,9 και 10,6 U/g πρωτεΐνης αντίστοιχα. Το μέγιστο 

της ενεργότητας για όλα τα στελέχη παρατηρήθηκε κατά την 3η ημέρα επαγωγής. 

Η διαλογή μικροοργανισμών θαλάσσιας προέλευσης για την έκφραση και 

απομόνωση ενζύμων με καινοτόμες ιδιότητες που μπορούν να αξιοποιηθούν σε 

διεργασίες βιοεξυγίανσης αποτελεί διαδεδομένη ερευνητική μέθοδο και βασίζεται 

στη βιοχημική ποικιλομορφία αυτών των μικροοργανισμών (Batista-garcía et al., 
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2017; Lima and Porto, 2016; Nikolaivits et al., 2017; Theerachat et al., 2018). Η 

διαλογή αποτέλεσε μια διαδικασία ανάδειξης του μικροοργανισμού με τη 

μεγαλύτερη έκφραση λακκάσης και η παραγωγή λακκάσης μελετήθηκε στις υγρές 

καλλιέργειες των μικροοργανισμών παρουσία του ρύπου PCB29. Αντίστοιχα 

έχουν πραγματοποιηθεί ερευνητικές εργασίες διαλογής σε μύκητες που έχουν 

παρουσιάσει δυνατότητα αποχρωματισμού και αποικοδόμησης βαφών για την 

απομόνωση των λακκασών τους (Dhouib et al., 2005; Kiiskinen et al., 2004). 
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6 Ανακάλυψη καινοτόμων ενζύμων θαλάσσιας προέλευσης με 

πιθανές εφαρμογές στη βιοεξυγίανση 

Όπως έχει αναφερθεί και σε προηγούμενα κεφάλαια, τα θαλάσσια 

οικοσυστήματα παρουσιάζουν πολύ πλούσια βιοποικιλότητα και μόνο ένα μικρό 

μέρος αυτής έχει μελετηθεί. Ιδιαίτερα, αν αναφερόμαστε στην κατηγορία των 

μυκητιακών συμβιωτών των θαλάσσιων ασπόνδυλων και ειδικότερα μεσόφωτων 

ασπόνδυλων, οι γνώσεις που έχουμε είναι πολύ περιορισμένες. Έχοντας ήδη 

ανακαλύψει τέτοιους μικροοργανισμούς, οι οποίοι έχουν τη δυνατότητα να 

απομακρύνουν χλωριωμένους οργανικούς ρύπους με διαφορετικούς μηχανισμούς, 

θελήσαμε να απομονώσουμε και να μελετήσουμε ένζυμα που εμπλέκονται σε 

αυτές τις μεταβολικές διεργασίες.  

Κατά την αποικοδόμηση του 2,4-DCP, ένα μυκητιακό στέλεχος φάνηκε να 

εκφράζει υψηλή ενεργότητα 1,2-διοξυγενάσης της κατεχόλης (C12O), η οποία 

συμμετέχει στη διάνοιξη του δακτυλίου ύστερα από την αποχλωρίωσή του. Από 

την άλλη, στα στελέχη που απομάκρυναν το PCB29, υπήρχε ένα το οποίο 

εξέφραζε υψηλότερη ενεργότητα λακκάσης σε σχέση με τα άλλα, η οποία 

εμπλέκεται είτε στην αποχλωρίωση του ρύπου ή/και στον πολυμερισμό και την 

καταβύθισή του. Στην παρούσα μελέτη επιχειρήθηκε η απομόνωση των 

ενζυμικών αυτών ενεργοτήτων και ο βιοχημικός χαρακτηρισμός τους. 

 

6.1 Απομόνωση και βιοχημικός χαρακτηρισμός μιας C12O του 

μύκητα Tritirachium sp. ML197-S3 

 

6.1.1 Απομόνωση ενεργότητας C21O με χρωματογραφία ιοντοεναλλαγής 

Η πρωτεΐνη απομονώθηκε από το εξωκυτταρικό της καλλιέργειας του μύκητα 

ύστερα από 3 ημέρες επαγωγή με 2,4-DCP. Το εξωκυτταρικό υγρό 

φιλτραρίστηκε, συμπυκνώθηκε και εξισορροπήθηκε στο ρυθμιστικό διάλυμα της 

στήλης ιοντοεναλλαγής. Η έκλουση πραγματοποιήθηκε με αυξανόμενη 

συγκέντρωση NaCl. Η συγκέντρωση NaCl στην οποία τελικά εκλούστηκε η 
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πρωτεΐνη ήταν 1 Μ. Τα κλάσματα με ενεργότητα C12O συμπυκνώθηκαν και η 

καθαρότητα καθώς και το μοριακό βάρος της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε με 

ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS-PAGE (Εικόνα 6.1Α) στα ~77 kDa, ενώ το 

ισοηλεκτρικό της σημείο στο pH 4,5 (Εικόνα 6.1Β). 

 

Εικόνα 6.1 Ηλεκτροφόρηση (Α) SDS-PAGE και (Β) IEF (isoelectic focusing)  για τον 

προσδιορισμό του μοριακού βάρους και του ισοηλεκτρικού σημείου της απομονωμένης 

πρωτεΐνης. 

 

Οι περισσότερες C12O έχουν απομονωθεί ως εσωκυτταρικά ένζυμα (Caglio et 

al., 2009; Guzik et al., 2013b; Nadaf and Ghosh, 2011; Tsai and Li, 2007; Wang et al., 

2006) σε αντίθεση με τη συγκεκριμένη. Ένα άλλο ιδιαίτερο στοιχείο είναι ότι η 

απομόνωση της συγκεκριμένης διοξυγενάσης πραγματοποιήθηκε σε ένα μόνο 

στάδιο καθαρισμού. Αυτό είναι αρκετά σπάνιο και πιθανότατα στο γεγονός αυτό 

έχει συντελέσει η θαλάσσια προέλευση του ενζύμου. Το γεγονός ότι η απομόνωση 

πραγματοποιήθηκε σε ένα μόνο βήμα αυξάνει την ποσοστιαία ανάκτηση της 
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ενζυμικής ενεργότητας μετά από τις διαδικασίες καθαρισμού της (70,7%).  Η 

διαδικασία απομόνωση μιας C12O από ένα στέλεχος Rhodococcus που 

πραγματοποιήθηκε επίσης σε ένα στάδιο είχε ανάκτηση ίση με 45% (Nadaf and 

Ghosh, 2011). Αντίθετα, σε διαδικασίες ανάκτησης πολλών βημάτων, το ποσοστό 

ανάκτησης μειώνεται και μπορεί να φτάσει έως πολύ χαμηλές τιμές, όπως 8,4% 

(Matsumura et al., 2004) ή 2,7% (Murakami et al., 1998). 

Τα μοριακά βάρη των χαρακτηρισμένων C12O ή ομόλογων ενζύμων 

κυμαίνονται μεταξύ 32-39 kDa και στις περισσότερες περιπτώσεις εκφράζονται 

ως ομοδιμερή. Πιο συγκεκριμένα οι 2 μυκητιακές C12O από Candida που έχουν 

χαρακτηριστεί έχουν μοριακό βάρος 32 kDa (Long et al., 2016; Tsai and Li, 

2007). Η μεγάλη αυτή απόκλιση είναι αρκετά περίεργη και χρήζει διερεύνησης.  

 

6.2 Πρωτεομική και φασματομετρική ανάλυση της απομονωμένης 

πρωτεΐνης – Προσδιορισμός καινοτόμου δράσης ενζύμου 

Τα ολιγομερή της απομονωμένης πρωτεΐνης ύστερα από υδρόλυση με 

τριψίνη, αναλύθηκαν με τη χρήση nanoLCMS και ύστερα έγινε προσπάθεια 

ανασύστασης της αλληλουχίας της πρωτεΐνης μέσω του λογισμικού Mascot. Το 

λογισμικό αυτό χρησιμοποιεί ως βάση δεδομένων όλες τις καταχωρημένες 

αλληλουχίες πρωτεϊνών και προσπαθεί να προσαρμόσει τα ταυτοποιημένα 

πεπτίδια πάνω σε αυτές (Karpievitch et al., 2010). Τα αποτελέσματα της 

αναζήτησης του Mascot φαίνονται στην Εικόνα 6.2Α. Η ομοιότητα της 

απομονωμένης πρωτεΐνης με τις ήδη γνωστές ήταν πολύ χαμηλή. Τα καλύτερα 

αποτελέσματα έδωσε μία καταλάση του μύκητα Colletotrichum fioriniae PJ7 (78 

kDa) με την οποία η πρωτεΐνη μας είχε επικάλυψη 8% (Εικόνα 6.2Β). Οι 

καταλάσες όπως είναι γνωστό καταλύουν τη μετατροπή δύο μορίων υπεροξειδίου 

του υδρογόνου (H2O2) σε δύο μόρια νερού και ένα μόριο οξυγόνου. 
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Εικόνα 6.2 Αποτελέσματα βιοπληροφορικής ανάλυσης των πρωτεομικών δεδομένων μέσω 

του λογισμικού Mascot για την C12O. (Α) Οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες με την μεγαλύτερη 

επικάλυψη πεπτιδίων, από τις οποίες έχουν υπογραμμιστεί οι καταχωρήσεις που 

υποδηλώνουν δράση καταλάσης. (Β) Η αλληλουχία με την υψηλότερη επικάλυψη (κόκκινα 

γράμματα) με την απομονωμένη πρωτεΐνη. 
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Η ενεργότητα καταλάσης επιβεβαιώθηκε πραγματοποιώντας αντίδραση με 10 

mM H2O2 και παρακολουθώντας έντονη απελευθέρωση οξυγόνου. Οι καταλάσες 

γενικά έχει φανεί ότι είναι διλειτουργικά ένζυμα. Οι περισσότερες εμφανίζουν 

επιπλέον δράση PPO, δηλαδή οξείδωση φαινολικών υποστρωμάτων χωρίς τη 

χρήση κάποιου συμπαράγοντα (Yuzugullu et al., 2013). Επίσης μία κατηγορία 

καταλασών εμφανίζει επιπλέον δράση υπεροξειδάσης, χρησιμοποιώντας H2O2 ως 

συμπαράγοντα για οξείδωση φαινολικών (Lončar and Fraaije, 2015) 

Στη συνέχεια ελήφθη το φάσμα UV/Vis του ενζύμου με σκοπό την 

ταυτοποίηση του μετάλλου που φέρει στο ενεργό του κέντρο (Διάγραμμα 6.1). Το 

φάσμα, εκτός από τα 280 nm, εμφανίζει μέγιστα στα 407 nm και 580 nm, τα οποία 

είναι χαρακτηριστικά της αίμης b (Yuzugullu et al., 2013). Όπως έχει αναφερθεί 

στην εισαγωγή, οι διοξυγενάσες της κατεχόλης φέρουν στο ενεργό τους κέντρο 

είτε Fe3+ (C12O) είτε Fe2+ (C23O) αλλά όχι αίμη (Bugg, 2011). Συγκεκριμένα οι 

C12O παρουσιάζουν τοπικό μέγιστο στο φάσμα τους στα 440 nm (Briganti et al., 

1997; Micalella et al., 2011). Από την άλλη, όπως είναι γνωστό, οι καταλάσες 

πραγματοποιούν την κατάλυση χρησιμοποιώντας την αίμη που βρίσκεται στο 

ενεργό τους κέντρο. 

 

Διάγραμμα 6.1 Φάσμα UV/Vis της απομονωμένης πρωτεΐνης στο οποίο φαίνεται με 

λεπτομέρεια η περιοχή από 350-700 nm. 
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Οι πρωτεΐνες που φέρουν αίμη σπάνια δείχνουν ενεργότητες διοξυγενάσης. Οι 

πιο γνωστές διοξυγενάσες αίμης είναι οι 2,3-διοξυγενάση της τρυπτοφάνης (TDO) 

και η 2,3-διοξυγενάση της ινδολεαμίνης (IDO) που ανήκουν στην ίδια οικογένεια 

ενζύμων αλλά έχουν ελαφρώς διαφορετική ειδίκευση στα υποστρώματα που 

οξειδώνουν. Μάλιστα οι IDO μπορούν και δρουν και σαν υπεροξειδάσες (Geng 

and Liu, 2014). 

Η μόνη γνωστή καταλάση, ως τώρα, η οποία έχει και δράση TDO μόνο 

παρουσία Na2S2O4, προέρχεται από το βακτήριο Bacillus stearothermophilus 

(Sagawa et al., 1999). 

Η καταλάση που απομονώθηκε στη συγκεκριμένη εργασία είναι ακόμα πιο 

ιδιαίτερη περίπτωση, καθώς, παρότι φέρει αίμη στο ενεργό της κέντρο καταλύει 

αντίδραση C12O που σε φυσικά ένζυμα πραγματοποιείται με ιόντα σιδήρου και 

όχι αίμη. Στη συνέχεια το ένζυμο αυτό θα ονομάζεται CatC12O, λόγω της διπλής 

ενεργότητας που εμφανίζει. 

 

6.2.1 Βιοχημικός χαρακτηρισμός της απομονωμένης CatC12O 

6.2.1.1 Επίδραση θερμοκρασίας, αλάτων και παρεμποδιστών στη δράση της 

CatC12O 

Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της απομονωμένης CatC12O μελετήθηκε σε 

ένα εύρος θερμοκρασιών 30-60 °C μετρώντας ενεργότητα C12O με κατεχόλη ως 

υπόστρωμα. Η βέλτιστη θερμοκρασία παρατηρήθηκε στους 50 °C ενώ για 

θερμοκρασίες από 45-60 °C το ένζυμο διατήρησε ενεργότητα >85% της μέγιστης 

(Διάγραμμα 6.2Α). Επιπρόσθετα, το ένζυμο έδειξε μεγάλη ανοχή στη 

θερμοκρασία καθώς παρέμενε σταθερό στους 50 °C για 24 h, ενώ είχε ελάχιστες 

απώλειες ύστερα από 8 h στους 60 °C (Διάγραμμα 6.2Β). Αξιοσημείωτο ήταν ότι 

μπορούσε να διατηρήσει πάνω από το 20% της ενεργότητάς του ύστερα από 

επώαση 2 h στους 70 °C, καθώς είναι ένα ένζυμο που προέρχεται από μεσόφιλο 

μύκητα. 
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Διάγραμμα 6.2 Επίδραση της θερμοκρασίας στην ενεργότητα (Α) και στη σταθερότητα (Β) 

της απομονωμένης CatC12O. Για τη μελέτη της σταθερότητας το ένζυμο επωάστηκε στους 

50 
o
C (μαύρο), 60 

o
C (γκρι) και 70 

o
C (λευκό). 

 

Γενικά οι καταλάσες είναι πολύ σταθερά ένζυμα, καθώς μπορούν και 

αντέχουν σε υψηλές συγκεντρώσεις H2O2 αλλά και θερμοκρασίες (Switala and 

Loewen, 2002). Από την άλλη, οι χαρακτηρισμένες C12O είναι αρκετά πιο 

ευαίσθητες στη θερμοκρασία. Η C12O της Candida tropicalis JH8 φαίνεται να 

είναι η πιο θερμοσταθερή διατηρώντας το 50% της ενεργότητάς της ύστερα από 4 

h στους 50 °C (Long et al., 2016). Το αντίστοιχο ένζυμο του Acinetobacter sp. 

Y64 διατηρούσε μόνο το 20% της ενεργότητάς του ύστερα από 1 h επώαση στους 

50 °C (Lin and Milase, 2015), ενώ η C12O του Stenotrophomonas maltophilia 

KB2 έχανε το 50% της ενεργότητάς της ύστερα από 3 h στους 40 °C (Guzik et al., 

2013a). 

Εφόσον το ένζυμο προέρχεται από έναν μύκητα, ο οποίος είναι 

προσαρμοσμένος και ζει στη θάλασσα θελήσαμε να μελετήσουμε το πώς 

επηρεάζεται η ενεργότητά του από υψηλές συγκεντρώσεις αλάτων. 

Χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις 0-1 Μ των NaCl και MgCl2 και μετρήθηκε η 

ενεργότητα C12O της CatC12O. Όπως φαίνεται και στο Διάγραμμα 6.3, οι 

συγκεντρώσεις αυτές επηρεάζουν ελάχιστα την ενεργότητα του ενζύμου  (>90% 

εναπομείνασα ενεργότητα). Παρατηρείται όμως ότι το MgCl2 έχει ελαφρώς πιο 
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αρνητική επίδραση στο ένζυμο από ότι το NaCl. Να σημειωθεί ότι η συγκέντρωση 

αλάτων στη θάλασσα είναι περίπου 35 g/L που σε ισοδύναμα NaCl είναι 0.6 M. 

 

Διάγραμμα 6.3 Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων αλάτων NaCl (μαύρο) και MgCl2 

(γκρι) στην ενεργότητα της απομονωμένης CatC12O. Οι σχετικές ενεργότητες 

υπολογίστηκαν με βάση την ενεργότητα χωρίς την προσθήκη άλατος. 

Για να πάρουμε μία ένδειξη αν οι δύο διαφορετικές δράσεις (καταλάση και 

C12O) πραγματοποιούνται στο ίδιο ενεργό κέντρο, χρησιμοποιήσαμε έναν 

κλασικό παρεμποδιστή καταλάσης όπως το αζίδιο του νατρίου (NaN3) και νιτρικό 

άργυρο (AgNO3) που αποτελεί έναν κλασικό παρεμποδιστή C12O. Σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αζιδίου, η ενεργότητα καταλάσης παρεμποδίζεται πλήρως, ενώ η 

ενεργότητα C12O παραμένει σταθερή (Διάγραμμα 6.4). Σε υψηλές συγκεντρώσεις 

νιτρικού αργύρου και οι δύο ενεργότητες παρεμποδίζονται ελαφρώς (~20%). 
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Διάγραμμα 6.4 Εναπομείνασα ενεργότητα καταλάσης (μαύρο) και C12O (γκρι) ύστερα από 

επώαση με NaN3 και AgNO3 σε μοριακές αναλογίες (παρεμποδιστής προς ένζυμο) 100:1 και 

10000:1. 

 

Η καταλάση του Thermobifida fusca, η οποία εμφανίζει και ενεργότητα 

υπεροξειδάσης παρεμποδίστηκε από το NaN3 με παρόμοιο τρόπο και για τις δύο 

ενεργότητες, αν και εντονότερα για την ενεργότητα καταλάσης (εναπομείνασα 

ενεργότητα καταλάσης 17% και υπεροξειδάσης 25%) (Lončar and Fraaije, 2015). 

Η C12O της Candida albicans TL3 παρεμποδίστηκε πάνω από 90% από AgNO3 

(Tsai and Li, 2007), ενώ οι C12O των Rhodococcus erythropolis AN-13 και 

Geobacillus sp. G27 παρεμποδίστηκαν πλήρως (Giedraityte and Kalėdienė, 2009; 

Subbotina et al., 2016). 

 

6.2.1.2 Εξειδίκευση στα υποστρώματα της CatC12O 

Η ειδική ενεργότητα της CatC12O υπολογίστηκε στο H2O2, στην κατεχόλη 

και σε άλλα κατεχολικά υποστρώματα. Όπως φαίνεται στον Πίνακα, το ένζυμο 

έχει 41 φορές υψηλότερη ειδική ενεργότητα στο H2O2 από ότι στην κατεχόλη. 
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Από την άλλη, η ενεργότητα στη υδροξυκινόλη (1,2,4-βενζοτριόλη) είναι 22 

φορές μεγαλύτερη από ότι στην κατεχόλη. Άλλωστε, αυτή ήταν πιθανότατα η 

δράση που πραγματοποιούσε η CatC12O στο Tritirachium sp. ML197-S3 κατά 

την αποικοδόμιση της 2,4-DCP, σύμφωνα με τους ταυτοποιημένους μεταβολίτες. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το ότι το ενζυμο έχει ενεργότητα και σε χλωριωμένη 

κατεχόλη (4-χλωροκατεχόλη) αλλά όχι σε διχλωροκατεχόλη (3,5-

διχλωροκατεχόλη). 

 

Πίνακας 6.1 Ειδική ενεργότητα της CatC12O σε κατεχολικά υποστρώματα καθώς και στο 

υπεροξείδιο του υδρογόνου. 

Υπόστρωμα Ενεργότητα (U mg
-1

) 

Κατεχόλη 1.00 (0.00) 

4-Χλωροκατεχόλη 0.38 (0.00) 

Υδροξυκινόλη 22.33 (0.20) 

3,5-Διχλωροκατεχόλη - 

2,3-Διϋδροξυ 

διφαινύλιο 
- 

H2O2 41.02 (2.73) 

 

Για τις υπόλοιπες διλειτουργικές καταλάσες, ο λόγος ενεργότητας καταλάσης 

προς τη δεύτερη ενεργότητα είναι συνήθως πολύ υψηλότερος. Για παράδειγμα, 

για τις καταλάσες-υπεροξειδάσες η ενεργότητα καταλάσης κυμαίνεται από 3 

μέχρι και πάνω από 10000 φορές υψηλότερα από την αντίστοιχη ενεργότητα 

υπεροξειδάσης. Πιο συγκεκριμένα για την καταλάση HPI του E. coli έχει  3 φορές 

υψηλότερη ενεργότητα καταλάσης (Hillar et al., 2000), οι καταλάσες του αρχαίου 

Archaeoglobus fulgidus και του βακτηρίου Thermobifida fusca μερικές 

εκατοντάδες φορές μεγαλύτερη (Kengen et al., 2001; Lončar and Fraaije, 2015), 

ενώ του Mycobacterium tuberculosis πάνω από 10000 φορές (Yu et al., 2009). Για 

κάποιες καταλάσες που δείχνουν ενεργότητα PPO, η καταλατική ενεργότητα 

κυμαίνεται από 73000 μέχρι 260000 φορές υψηλότερα από την ενεργότητα 

οξειδάσης. 
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Όσον αφορά την εξειδίκευση σε υποστρώματα των C12O, αυτή του 

Acinetobacter sp. Y64 έχει τη μισή ενεργότητα σε υδροξυκινόλη από ότι σε 

κατεχόλη (Lin and Milase, 2015), ενώ η C12O του Acinetobacter radioresistens 

εμφάνισε ενεργότητα στην 4-χλωροκατεχόλη μόλις το 6% αυτής σε κατεχόλη 

(στην περίπτωση της CatC12O το ποσοστό αυτό είναι 38%) (Briganti et al., 1997). 

Υπάρχει μία κατηγορία ενζύμων που ανήκουν στην οικογένεια των 1,2-

διοξυγενασών τις κατεχόλης, οι οποίες είναι ειδικές για τις χλωροκατεχόλες. Για 

παράδειγμα δύο 1,2-διοξυγενάσες της χλωροκατεχόλης (CC12O) που 

απομονώθηκαν από την Sphingomonas sp. TFD44, έδειξαν μεγαλύτερη 

εξειδίκευση στην 3- χλωροκατεχόλη η μία και στην 3,5-διχλωροκατεχόλη η άλλη 

(Lang et al., 2005). Επίσης, μία CC12O από την Pseudomonas chlororaphis 

RW71, είχε ενεργότητα σε όλες τις διχλωροκατεχόλες, τριχλωροκατεχόλες αλλά 

και στην τετραχλωροκατεχόλη (Potrawfke et al., 2001). Από την άλλη, υπάρχουν 

τα αντίστοιχα ένζυμα που δείχνουν προτίμηση στην υδροξυκινόλη. Για 

παράδειγμα, η 1,2-διοξυγενάση της υδροξυκινόλης από την Ralstonia pickettii 

DTP0602 δεν μπορούσε να οξειδώσει την κατεχόλη και την 4-χλωροκατεχόλη, 

αλλά οξείδωνε την υδροξυκινόλη και την 6-χλωρο-υδροξυκινόλη (Hatta et al., 

1999). 

Στη συνέχεια, υπολογίστηκαν οι κινητικές σταθερές του ενζύμου στην 

κατεχόλη και 4- χλωροκατεχόλη (Πίνακας 6.2). Παρότι η συγγένεια του ενζύμου 

για την κατεχόλη είναι υψηλότερη, η ταχύτητά του είναι σχεδόν διπλάσια στην 4-

χλωροκατεχόλη.  

 

Πίνακας 6.2 Κινητικές σταθερές της CatC12O σε δύο κατεχολικά υποστρώματα.  

Υπόστρωμα kcat (min-1) KM (mM) kcat/KM (min
-1

 mM
-1

) 

Κατεχόλη 88.9 (3.8) 1.19 (0.05) 465.5 (70.1) 

4-Χλωροκατεχόλη 146.0 (16.7) 4.78 (0.88) 30.5 (6.6) 

 

Στη βιβλιογραφία, οι KM των C12O για την κατεχόλη κυμαίνονται από 2,04 

μΜ για το ένζυμο του Acinetobacter radioresistens LMG S13 (Micalella et al., 

2011) μέχρι 29 μΜ για τη C12O του Geobacillus sp. G27 (Giedraityte and 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acinetobacter
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Kalėdienė, 2009), δηλαδή 2-3 τάξεις μεγέθους χαμηλότερα από ότι για την  

CatC12O. Οι καταλυτικές αποτελεσματικότητες (kcat/KM) των χαρακτηρισμένων 

C12O ήταν 4 τάξεις μεγέθους υψηλότερες από ότι της CatC12O, ενώ οι kcat 6-19 

φορές υψηλότερες. Γίνεται έτσι έκδηλο ότι η CatC12O δεν είναι πραγματική 

C12O. Όσον αφορά τις κινητικές σταθερές στην 4-χλωροφαινόλη, σε σύγκριση με 

τις υπόλοιπες C12O, η CatC12O έχει παρόμοια kcat/KM με του Acinetobacter 

radioresistens LMG S13 (Micalella et al., 2011) και 3 τάξεις μεγέθους υψηλότερη 

από του Rhodococcus opacus 1CP (Subbotina et al., 2016). Οι περισσότερες 

χαρακτηρισμένες CC12O δείχνουν και πάλι υψηλότερες αποτελεσματικότητες 

στην κατεχόλη παρά στην 4-χλωροκατεχόλη (Lang et al., 2005; Matera et al., 

2010), με εξαίρεση αυτή του Pseudomonas chlororaphis RW71(Potrawfke et al., 

2001). 
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6.3 Απομόνωση και βιοχημικός χαρακτηρισμός δύο λακκασών του 

μύκητα Cladosporium sp. TM138-S3 

 

6.3.1 Μελέτη διαφορετικών επαγωγέων στην έκφραση λακκάσης 

Ο μύκητας Cladosporium sp. TM138-S3 έδειξε την υψηλότερη έκφραση 

ενεργότητας λακκάσης κατά τη διαδικασία απομάκρυνσης του PCB29. Με σκοπό 

την αντικατάσταση του PCB29 ως επαγωγέα έκφρασης της ενεργότητας 

λακκάσης, δοκιμάστηκαν διαφορετικές ενώσεις, οι οποίες είναι γνωστό στη 

βιβλιογραφία ότι επάγουν τέτοιες ενεργότητες. Στο Διάγραμμα 6.5 παρουσιάζεται 

η πορεία της έκφρασης λακκάσης συναρτήσει του χρόνου για τους διαφορετικούς 

επαγωγείς. Παρατηρείται ότι σε ένα ποσοστό, η έκφραση λακκάσης 

πραγματοποιείται και χωρίς την προσθήκη κάποιου επαγωγέα. Μάλιστα σε όλες 

τις περιπτώσεις πλην των ιόντων χαλκού (CuSO4), η έκφραση λακκάσης 

παρεμποδίζεται αντί να ενισχύεται. Το χειρότερο αποτέλεσμα έδωσε η προσθήκη 

του φερουλικού οξέος που οδήγησε σε μείωση κατά 80% της βασικής έκφρασης. 

 

Διάγραμμα 6.5 Επίδραση διαφορετικών ουσιών στην επαγωγή ενεργότητας λακκάσης από 

τον Cladosporium sp. TM138-S3. 
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Η προσθήκη διαφορετικών ουσιών στις υγρές καλλιέργειες των 

μικροοργανισμών για τη μελέτη της επαγωγής της ενζυμικής έκφρασης αποτελεί 

διαδεδομένη ερευνητική μέθοδο (Cavallazzi et al., 2005; Passarini et al., 2015). Ο 

χαλκός αποτέλεσε το μοναδικό αποτελεσματικό επαγωγέα της έκφρασης 

λακκάσης αυξάνοντας την ενεργότητα 2,5 φορές, κάτι το οποίο είναι αναμενόμενο 

καθώς είναι ο πιο διαδεδομένος επαγωγέας της έκφρασης μυκητιακών λακκασών 

(Gomaa and Momtaz, 2015; Theerachat et al., 2018). Μάλιστα η προσθήκη 

χαλκού έχει βρεθεί να αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης λακκάσης 13 και 20 φορές 

στις καλλιέργειες των θαλάσσιων μυκήτων Pestalotiopsis sp. J63 (H.-Y. Chen et 

al., 2011) και Polyporus brumalis ibrc05015 αντίστοιχα (Theerachat et al., 2018). 

Το φερουλικό οξύ, παρότι στην προκειμένη περίπτωση παρουσίασε έντονη 

παρεμποδιστική δράση μειώνοντας την ενεργότητα, έχει παρατηρηθεί πως δρα ως 

επαγωγέας λακκάσης όταν προστίθεται στο μέσο καλλιέργειας μυκήτων (Bertrand 

et al., 2013; Nakade et al., 2012; Subramanian et al., 2014). Για παράδειγμα, η 

προσθήκη φερουλικού οξέος στις υγρές καλλιέργειες των Pholiota mutabilis και 

Pycnoporus cinnabarinus είχε ως αποτέλεσμα αύξηση της παραγωγής λακκάσης 

3,4 και 2,8 φορές αντίστοιχα (Gianfreda et al., 1999). Η βανιλλίνη αναφέρεται στη 

βιβλιογραφία πως αποτελεί μεσολαβητή (Rivera-Hoyos et al., 2013) και 

υπόστρωμα λακκάσης (Zeng et al., 2017), αλλά υπάρχουν και περιορισμένες 

αναφορές επαγωγικής δράσης όταν προστίθεται στο μέσο καλλιέργειας 

(Cavallazzi et al., 2005). Η προσθήκη του PCB29 δεν αύξησε το επίπεδο 

έκφρασης στις καλλιέργειες, αν και έχουν υπάρξει αναφορές αύξησης της 

ενεργότητας λακκάσης έως και 20 φορές σε καλλιέργειες του μύκητα Pleurotus 

ostreatus μετά την προσθήκη PCB (Gayosso-Canales et al., 2012). 

 

6.3.2 Επίδραση συγκέντρωσης χαλκού στην έκφραση λακκάσης 

Αφότου διαπιστώθηκε πως ο χαλκός αποτελεί τον πιο αποτελεσματικό 

επαγωγέα έκφρασης λακκάσης στις κυτταρικές καλλιέργειες έγινε μελέτη της 

επίδρασης διαφορετικών συγκεντρώσεων χαλκού στην έκφραση και προσπάθεια 

προσδιορισμού της βέλτιστης συγκέντρωσης στο μέσο καλλιέργειας. 
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Μελετήθηκαν συγκεντρώσεις 0,1-1,5 mM που παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 

6.6. 

 

Διάγραμμα 6.6 Επίδραση συγκέντρωσης χαλκού στην ενεργότητα λακκάσης που εκφράζει ο 

Cladosporium sp. TM138-S3. 

 

Από το παραπάνω διάγραμμα φαίνεται πως η συγκέντρωση χαλκού στο εύρος 

που μελετήθηκε έχει μικρή επίδραση στην έκφραση λακκάσης. Ενδεικτικά 

θεωρώντας ως 100% τη μέγιστη ενεργότητα που καταγράφηκε, παρατηρούμε πως 

η ενεργότητα δεν πέφτει κάτω από το 68% σε καμία συγκέντρωση χαλκού. Οι 

συγκεντρώσεις που επιτυγχάνουν τη μέγιστη παραγωγή λακκάσης είναι 0,25 και 

0,5 mM με αμελητέες διαφορές μεταξύ τους. Η μικρότερη ενεργότητα λακκάσης 

παρατηρήθηκε στη μικρότερη και τη μεγαλύτερη συγκέντρωση χαλκού, 0,1 και 

1,5 mM, αντίστοιχα. 

Οι βέλτιστες συγκεντρώσεις χαλκού που βρέθηκαν αποτελούν συνηθισμένες 

τιμές για μυκητιακές καλλιέργειες (H.-Y. Chen et al., 2011). Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει πως η μικρότερη ενεργότητα λακκάσης παρατηρείται στη μικρότερη 
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και τη μεγαλύτερη συγκέντρωση χαλκού. Ο χαλκός δρα ως επαγωγέας της 

παραγωγής λακκάσης όμως σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις είναι τοξικός για τους 

περισσότερους μικροοργανισμούς, καθώς τα ιόντα χαλκού αλληλεπιδρούν με 

πρωτεΐνες, ένζυμα, νουκλεϊνικά οξέα και μεταβολίτες που σχετίζονται με 

σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες (Passarini et al., 2015; Subramanian et al., 

2014). Ενδεικτικά η παρουσία χαλκού σε συγκεντρώσεις μέχρι 0,5 mM αύξησε 13 

φορές την παραγωγή λακκάσης από το θαλάσσιο μύκητα Pestalotioptis sp.,  ενώ 

παρατηρήθηκε έντονη μείωση της παραγωγής λακκάσης για μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις (H.-Y. Chen et al., 2011). Η χαμηλή ενεργότητα που 

παρατηρήθηκε για τη συγκέντρωση 0,1 mM μπορεί να αποδοθεί στη μικρή 

ποσότητα χαλκού στο θρεπτικό μέσο με αποτέλεσμα τα ιόντα Cu2+ να μην 

επαρκούν για όλα τα ενεργά κέντρα των πρωτεϊνικών μορίων ώστε να μην 

υποστηρίζεται η μετα-μεταφραστική τροποποίηση του ενζύμου (Jaber et al., 2017; 

Theerachat et al., 2018). Επιπλέον, σε καλλιέργειες φυτικών κυττάρων που 

περιείχαν χαλκό συγκέντρωσης μικρότερης από 100 μg/L, παρατηρήθηκε η 

παραγωγή ανενεργών λακκασών χωρίς χαλκό ή η παραγωγή ενεργών λακκασών 

μέχρι να τελειώσουν τα αποθέματα χαλκού στην καλλιέργεια (Gianfreda et al., 

1999).  

 

6.3.3 Απομόνωση λακκασών με χρωματογραφία ιοντοεναλλαγής 

Το εξωκυτταρικό υγρό που προέκυψε από την έκφραση σε βιοαντιδραστήρα 

12 L φιλτραρίστηκε, συμπυκνώθηκε και εξισορροπήθηκε στο ρυθμιστικό διάλυμα 

της στήλης ιοντοεναλλαγής Q-sepharose (pH 5,5). Η έκλουση πραγματοποιήθηκε 

με αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl. Με αυτόν τον τρόπο ελήφθησαν δύο 

κλάσματα με ενεργότητα λακκάσης. Για να απομονωθούν περαιτέρω τα δύο 

ισοένζυμα λακκάσης, το πρώτο (Lac1) διήλθε μέσω στήλης Q-sepharose 

εξισορροπημένης σε Bis-Tris pΗ 6.5, ενώ το δεύτερο (Lac2) μέσω στήλης DEAE-

cellulose εξισορροπημένης σε πιπεραζίνη pΗ 5,5. Η καθαρότητα των κλασμάτων 

καθώς και το μοριακό βάρος των πρωτεϊνών προσδιορίστηκε με ηλεκτροφόρηση 

πηκτής SDS-PAGE (Εικόνα 6.3) στα περίπου 65 kDa για την Lac1 και 75 kDa για 
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την Lac2. Στην πηκτή επίσης παρατηρείται ότι η Lac2 είναι ιδιαίτερα ασταθής και 

πιθανότατα προτεολύεται κατά την αποθήκευση. 

 

Εικόνα 6.3 Hλεκτροφόρησης SDS-PAGE των απομονωμένων πρωτεϊνών. Στο πήκτωμα 

φαίνονται η Lac1 και η Lac, ενώ ανάμεσά τους είναι οι πρότυπες πρωτεΐνες (Μ) . 

 

Οι λακκάσες, όπως και τα περισσότερα λιγνινολυτικά ένζυμα, είναι ως επί το 

πλείστον εξωκυτταρικά ένζυμα (Baldrian, 2006; Otto and Schlosser, 2015) και 

συνεπώς απομονώνονται από το εξωκυτταρικό υγρό των καλλιεργειών (Chmelova 

and Ondrejovic, 2016; Gaviria-Arroyave et al., 2018; Rezaei et al., 2017), όπως 

και στην παρούσα εργασία. Από το Cladosporium sp. απομονώθηκαν δύο 

λακκάσες. Είναι σύνηθες να παράγονται πολλαπλά ισοένζυμα από ένα μυκητιακό 

στέλεχος (Morozova et al., 2007; Subramanian et al., 2014; Zhuo et al., 2018). 

Ενδεικτικά στο στέλεχος Marasmius quercophilus S17 έχει αναφερθεί η ύπαρξη 7 

ισοενζύμων λακκάσης (Nunes and Kunamneni, 2018). 

Στη βιβλιογραφία, οι έρευνες απομόνωσης λακκάσης από διάφορους 

μικροοργανισμούς πραγματοποιούνται σε πολλαπλά στάδια (Chakroun et al., 
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2010; Kiiskinen et al., 2004; Si et al., 2013), αν και υπάρχουν περιορισμένες 

αναφορές για την απομόνωση λακκάσης σε ένα στάδιο με χρήση χρωματογραφίας 

συγγένειας (Do Rosario Freixo et al., 2014; Rezaei et al., 2017). Στη 

συγκεκριμένη διατριβή οι δύο λακκάσες απομονώθηκαν σε 2 στάδια με μεθόδους 

χρωματογραφίας ιοντοανταλλαγής με τελική ποσοστιαία ανάκτηση ενεργότητας 

17% για τη Lac1 και 23% για τη Lac2. Τα μοριακά βάρη των λακκασών που 

απομονώθηκαν σε αυτήν την εργασία είναι κοντά στο εύρος τιμών 60-70 kDa που 

παρουσιάζουν οι περισσότερες μυκητιακές λακκάσες αν και υπάρχουν αναφορές 

λακκασών με μικρότερα (43 kDa) (Baldrian, 2006) αλλά και υψηλότερα (140 

kDa) (Rivera-Hoyos et al., 2013) μοριακά βάρη. Επίσης άλλη λακκάση που έχει 

απομονωθεί από ένα στέλεχος Cladosporium cladosporioides είχε μοριακό βάρος 

75 kDa (M. Halaburgi et al., 2011) σε συμφωνία με τη Lac2. 

 

6.3.4 Βιοχημικός χαρακτηρισμός 

Η επίδραση της θερμοκρασίας στην ενεργότητα των απομονωμένων 

λακκασών μελετήθηκε σε μία περιοχή θερμοκρασιών 30-65 °C. Η βέλτιστη 

θερμοκρασία παρατηρήθηκε στους 50 °C και για τα δύο ένζυμα, ενώ η Lac2 

φαίνεται να διατηρεί υψηλότερη δραστικότητα σε χαμηλότερες θερμοκρασίες 

(Διάγραμμα 6.7). Συνολικά όμως και τα δύο ένζυμα διατήρησαν πάνω από το 65% 

της μέγιστης ενεργότητάς τους σε όλες τις μελετώμενες θερμοκρασίες. 
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Διάγραμμα 6.7 Επίδραση της θερμοκρασίας στην ενεργότητα των λακκασών Lac1 (●) και 

Lac2 (○). 

 

Γενικά το προφίλ θερμοκρασίας-ενεργότητας λακκάσης δε διαφέρει από των 

υπόλοιπων εξωκυτταρικών λιγνινολυτικών ενζύμων παρουσιάζοντας βέλτιστο στο 

εύρος 50-70 °C (Baldrian, 2006). Ενδεικτικά, οι λακκάσες που έχουν απομονωθεί 

από τους Βασιδιομύκητες Pleurotus pulmonarius και Pleurotus florida 

παρουσιάζουν βέλτιστο στους 50 °C (Afreen et al., 2017), όπως επίσης και η 

λακκάση του μύκητα λευκής σήψης Trametes versicolor (Desai and Nityanand, 

2011). 

Όσον αφορά το pH, και τα δύο ένζυμα μέγιστη ενεργότητα σε pΗ 3 και 

σχεδόν το ίδιο προφίλ για τη μελετώμενη περιοχή pH 2-9. Και στις δύο λακκάσες, 

η ενεργότητα πέφτει στο 30% για pH 2, ενώ διατηρείται πάνω από το 50% στο 

εύρος pH 3-5, αλλά για τιμές pH άνω του 6 μειώνεται σημαντικά (Διάγραμμα 

6.8).  
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Διάγραμμα 6.8 Επίδραση του pH της αντίδρασης στην ενεργότητα των λακκασών Lac1 (●) 

και Lac2 (○) για ρυθμιστικά διαλύματα κιτρικών φωσφορικών (pH 2-6), φωσφορικών (pH 6-

7) και Tris-HCl (pH 8-9). 

 

Βιβλιογραφικά, η τιμή pH 3 είναι η βέλτιστη για τις περισσότερες μυκητιακές 

λακκάσες που έχουν εξεταστεί με τη χρήση του υποστρώματος ABTS (Baldrian, 

2006), όπως το θαλάσσιο στέλεχος Cerrena unicolor MTCC 5159 (Theerachat et 

al., 2018).  Γενικά οι βέλτιστες ενεργότητες παρατηρούνται σε όξινες τιμές pH 

μέχρι 5,6 (Nunes and Kunamneni, 2018). Η ενεργότητα και των δύο λακκασών 

Lac1 και Lac2 εμφανίζει σημαντική μείωση για τιμές pH μεγαλύτερες του 6. 

Συγκεκριμένα για ουδέτερο pH, η Lac1 και  η Lac2 παρουσιάζουν ενεργότητα 4% 

και 2% αντίστοιχα, ενώ για βασικές τιμές pH δεν εμφανίζουν καθόλου 

ενεργότητα. Παρόμοιο προφίλ pH-ενεργότητας παρουσιάζει και η λακκάση που 

έχει απομονωθεί από το κυανοβακτήριο Spirulina platensis CFTRI (Afreen et al., 

2017). Η έλλειψη ενεργότητας για βασικές τιμές pH αποδίδεται στη δέσμευση 

ενός ανιόντος υδροξειδίου στο τριπυρηνικό σύμπλεγμα, το οποίο εμποδίζει τη 

μεταφορά ηλεκτρονίων από το χαλκό Τ1 στο σύμπλεγμα παρεμποδίζοντας την 
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καταλυτική δράση της λακκάσης (Khlifi et al., 2010; Kunamneni et al., 2008; 

Zeng et al., 2017). 

 

6.3.5 Μελέτη εξειδίκευσης των Lac1 και Lac2 ως προς το υπόστρωμα 

Μερικές φαινολικές ενώσεις, οι οποίες είχαν διαφορετικές υποκαταστάσεις 

στον φαινολικό δακτύλιο, χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να δοκιμαστεί η 

εξειδίκευση των ενζύμων σε υποστρώματα. Τα αποτελέσματα που 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.3 δείχνουν την ικανότητα κάθε ενζύμου να 

οξειδώνει το κάθε υπόστρωμα ξεχωριστά. 

 

Πίνακας 6.3 Εξειδίκευση των λακκασών Lac1 και Lac2 για την οξείδωση διαφορετικών 

υποστρωμάτων. 

Υπόστρωμα Lac1 Lac2 

Κατεχόλη ++ + 

Πυρογαλλόλη ++ + 

2,6 Διμέθοξυφαινόλη + ++ 

L-DOPA - - 

Γαλλικό οξύ + ++ 

Γουαϊακόλη + ++ 

Υδροκινόνη ++ - 

Καφεϊκό οξύ + - 

 

Η Lac1 παρουσίασε δυνατότητα οξείδωσης μεγαλύτερου εύρους 

υποστρωμάτων σε σύγκριση με τη Lac2, όμως καμία από τις δύο λακκάσες δεν 

μπόρεσαν να οξειδώσουν την L-DOPA. Η Lac2 δεν μπόρεσε επίσης να οξειδώσει  

την υδροκινόνη και το καφεϊκό οξύ. 

Οι δύο λακκάσες παρουσιάζουν διαφορές ως προς την καταλυτική τους 

δράση, κάτι το οποίο είναι γενικό γνώρισμα αυτής της ομάδας ενζύμων και έχει 

παρατηρηθεί και στα ισοένζυμα λακκάσης του μύκητα T. versicolor (Svobodová 

and Cajthaml, 2012). Παρότι η L-DOPA δεν οξειδώθηκε από καμία από τις δύο 

λακκάσες, υπάρχουν αναφορές πως οξειδώνεται από λακκάσες αλλά και 
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τυροσινάσες (Tisma et al., 2008). Η Lac1 παρουσίασε τη μέγιστη ενεργότητα 

στην πυρογαλλόλη ενώ η Lac2 στο γαλλικό οξύ, ενώσεις που είναι όρθο-

υποκατεστημένες και περιέχουν 3 υδροξύλια στο φαινολικό τους δακτύλιο 

αποτελώντας συνηθισμένα υποστρώματα λακκασών (Afreen et al., 2017; 

Baldrian, 2006; Dwivedi et al., 2011; Kiiskinen et al., 2004), ενώ οξείδωσαν και 

τη γουαϊακόλη. Η γουαϊακόλη αναφέρεται βιβλιογραφικά πως οξειδώνεται από τις 

λακκάσες και μάλιστα με γρήγορους ρυθμούς αντίδρασης (Bonugli-santos et al., 

2010). Βιβλιογραφικά έχει αναφερθεί πως σε παρα-υποκατεστημένες ενώσεις 

όπως η υδροκινόνη παρουσιάζονται μικρότεροι ρυθμοί οξείδωσης (Blaich and 

Esser, 1975). Αντίστοιχα αργοί ρυθμοί οξείδωσης έχουν αναφερθεί και για το 

καφεϊκό οξύ αν και ανήκει στις ορθο-υποκατεστημένες φαινολικές ενώσεις 

(Senthivelan et al., 2016) και έχει αναφερθεί πως δρα και ως μεσολαβητής για τις 

λακκάσες (Nunes and Kunamneni, 2018). Τέλος, τα δύο ένζυμα παρουσίασαν 

χαμηλή ενεργότητα στην κατεχόλη. Παρόμοια αποτελέσματα από απομονωμένες 

μυκητιακές λακκάσες έχουν παρατηρηθεί και σε άλλες ερευνητικές εργασίες στη 

διεθνή βιβλιογραφία (Atalla et al., 2013; D. Zhao et al., 2012). 

 

6.3.6 Απομάκρυνση του PCB29 με τις απομονωμένες λακκάσες 

Για να ελεγχθεί εάν αυτά τα ένζυμα είναι υπεύθυνα για την απομάκρυνση του 

PCB29 από το Cladosporium sp. ΤΜ138-S3, ελέγχθηκαν σε αντιδράσεις που 

περιείχαν 1 μΜ PCB29 σε pΗ5. Οι αντιδράσεις απουσία ή παρουσία ABTS 

συγκέντρωσης 0,5 μΜ ως μεσολαβητή, πραγματοποιήθηκαν για 20 ώρες στους 35 

°C. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 6.9 δείχνουν ότι και τα 

δύο ένζυμα έχουν πολύ χαμηλή ικανότητα απομάκρυνσης του ρύπου απουσία 

μεσολαβητή (~30%). Παρουσία ABTS, η Lac2 ήταν ικανή να απομακρύνει το 

71% του PCB29. 

Η ικανότητα βιοαποικοδόμησης των πολυχλωριωμένων διφαινυλίων από 

μύκητες έχει επανειλημμένα συνδεθεί με τα εξωκυτταρικά οξειδωτικά τους 

ένζυμα, όπως οι λακκάσες (Takagi et al., 2007). 
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Διάγραμμα 6.9 Ποσοστιαία μείωση συγκέντρωσης του PCB29 μετά το πέρας 20 ωρών 

παρουσία μεσολαβητή ABTS, είτε απουσία για τις λακκάσες Lac1 (μαύρο) και Lac2 (γκρι). 

 

Ενδεικτικά από τη βιβλιογραφία, η μείωση των επιπέδων του PCB από το 

βασιδιομύκητα Pleurotus ostreatus έχει συνδεθεί με την ενεργότητα λακκάσης 

του μικροοργανισμού (Gayosso-Canales et al., 2012). Η αποικοδόμηση του PCB 

από τις λακκάσες έχει εξεταστεί με προσθήκη του PCB στο μέσο καλλιέργειας 

των μικροοργανισμών (Gayosso-Canales et al., 2012; Novotny et al., 2004) αλλά 

και με αντιδράσεις των απομονωμένων ενζύμων με το ρύπο (Barrios-Estrada et 

al., 2018; Nakagawa et al., 2010). Παρόλα αυτά, ο μηχανισμός της ενζυμικής 

αποικοδόμησης των PCBs δεν έχει διαλευκανθεί ακόμα (Borja et al., 2005). Η 

παρουσία του ABTS έχει αναφερθεί πως ενισχύει την αποικοδόμηση των 

υδροξυλιωμένων παράγωγων του PCB (OH-PCBs) από απομονωμένες λακκάσες 

των μυκήτων Trametes versicolor και Pleurotus ostreatus (Barrios-Estrada et al., 

2018; Keum and Li, 2004). Επίσης, η παρουσία μεσολαβητών επιτρέπει την 

οξείδωση των έντονα χλωριωμένων διφαινυλίων από τις λακκάσες (Marco-Urrea 

and Reddy, 2012). 
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7 Ανακάλυψη, χαρακτηρισμός και πρωτεϊνική μηχανική μιας 

πολυφαινολοξειδάσης του μύκητα T. thermophila 

Οι πολυφαινολοξειδάσες (PPOs) έχουν συνδεθεί κυρίως με το ανεπιθύμητο 

μαύρισμα σε φρούτα και λαχανικά μετά τη συγκομιδή τους, καθώς και με 

επιπτώσεις στην ανθρώπινη μελανογένεση. Παρόλα αυτά, θεωρούνται χρήσιμοι 

βιοκαταλύτες στις βιομηχανίες τροφίμων, φαρμακευτικών και καλλυντικών 

προϊόντων (Faccio et al., 2012; Isaschar-Ovdat and Fishman, 2018). Σκοπός μας 

ήταν η ανακάλυψη και ο χαρακτηρισμός μιας νέας PPO και η διερεύνηση της 

δυνατότητάς της ως προς τη βιοαποικοδόμιση χλωριωμένων ρύπων. 

Οι μηχανιστικές και δομικές μελέτες των τυροσινασών είναι σημαντικές για 

την ανάπτυξη πιθανών αναστολέων για χρήση σε ασθένειες που σχετίζονται με 

υπερχρωματισμό σε ανθρώπους (Buitrago et al., 2016). Εκτός αυτού όμως, οι 

PPOs έχουν χρησιμοποιηθεί ως βιοαισθητήρες για την ανίχνευση μικρών 

ποσοτήτων φαινολικών σε μολυσμένα νερά (Gul et al., 2017). Επιπρόσθετα, έχουν 

παρουσιάσει δυνατότητες για τη βιοεξυγίανση λυμάτων που περιέχουν φαινολικά 

και για τη μείωση του χημικά απαιτούμενου οξυγόνου (COD) σε αυτά (Edalli et 

al., 2016; Faccio et al., 2012; Mukherjee et al., 2013). Όπως αναφέρθηκε 

πρόσφατα (Ba and Vinoth Kumar, 2017), παρόλο που οι λακκάσες έχουν 

μελετηθεί εκτενώς, η οικογένεια των PPO παραμένει ελάχιστα μελετημένη ειδικά 

όσον αφορά την εφαρμογή της για την απομάκρυνση φαινολικών. 

 

7.1 Ανακάλυψη, κλωνοποίηση και έκφραση του γονιδίου της TtPPO 

Αρκετές PPO έχουν εκφραστεί ετερόλογα σε διαφορετικούς ξενιστές. Για 

παράδειγμα, η ανθρώπινη τυροσινάση έχει εκφραστεί σε δύο διαφορετικά είδη 

κυττάρων εντόμων, καθώς και σε E. coli (G.-H. Chen et al., 2012; Lai et al., 

2016). Το  γονίδιο της τυροσινάσης από το στρείδι μαργαριταριού Pinctada fucata 

εκφράστηκε in vitro με τη χρήση του συστήματος μεταγραφής του E. coli, χωρίς 

τη χρήση κυττάρων (Takgi et al., 2014). Φυτικές PPOs από το λουλούδι Coreopsis 

grandiflora (Kaintz et al., 2014) και το σταφύλι Vitis vinifera (Solem et al., 2016) 

εκφράστηκαν λειτουργικά σε E. coli, ενώ οι PPOs από το τεϊόδεντρο Camellia 
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sinensis δεν μπόρεσαν να εκφραστούν ούτε σε προκαρυωτικούς ούτε σε 

ευκαρυωτικούς ξενιστές (Y.-L. Wu et al., 2010). Όσον αφορά τις PPO από 

μανιτάρια, έχουν εκφραστεί αρκετές του Agaricus bisporus σε E. coli (Pretzler et 

al., 2017; J. Wu et al., 2010) και Saccharomyces cerevisiae (Lezzi et al., 2012), 

ενώ και η τυροσινάση του Polyporus arcularius έχει εκφραστεί σε κύτταρα E. coli 

(Marková et al., 2016). Βακτηριακές τυροσινάσες από διάφορα γένη 

(Verrucomicrobium, Bacillus, Rhizobium, Ralstonia and Marinomonas) έχουν 

εκφραστεί και αυτές ετερόλογα και χαρακτηριστεί (Cabrera-Valladares et al., 

2006; Hernandez-Romero et al., 2006; López-Serrano et al., 2002; Ren et al., 

2013; Shuster and Fishman, 2009). Τέλος, ελάχιστες PPO από ασκομύκητες έχουν 

εκφραστεί σε ετερόλογους ξενιστές: κάποιες του Aspergillus oryzae εκφράστηκαν 

σε Trichoderma reesei (Hakulinen et al., 2013), Yarrowia lipolytica (Rao et al., 

2011) και E. coli (Fujieda et al., 2012) και η τυροσινάση του Trichoderma reesei 

εκφράστηκε σε Pichia pastoris (Westerholm-Parvinen et al., 2007). 

Σύμφωνα με το JGI Genome Portal, η T. thermophila περιέχει 9 γονίδια που 

εκφράζουν ένζυμα της οικογένειας των τυροσινασών, 6 από τα οποία είναι 

εξωκυτταρικά. Μεταγραφική ανάλυση έχει δείξει ότι από αυτά τα 6 γονίδια, αυτό 

το οποίο εκφράζει την πρωτεΐνη με κωδικό 60685 μεταγράφεται σε υψηλότερα 

επίπεδα από τα υπόλοιπα, όταν ο μύκητας μεγαλώνει σε γλυκόζη, ενώ η 

αντίστοιχη πρωτεΐνη είναι η μόνη που έχει εντοπιστεί στο εξωκυτταρικό με MS 

(Berka et al., 2011). Έχει επίσης φανεί ότι τα ένζυμα της οικογένειας των 

τυροσινασών επάγονται από λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα όπως το άχυρο 

αλφάλφα. Η υποθετική πρωτεΐνη επιλέχθηκε σαν υποψήφια τυροσινάση και το 

αντίστοιχο γονίδιο (Tt60685) κλωνοποιήθηκε στην P. pastoris X-33. 

 

7.1.1 Κλωνοποίηση και ανάλυση αλληλουχίας της υποθετικής PPO 

Το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) του γονιδίου Tt60685 της T. 

thermophila (GenBank accession no. NC_016477.1) εμπεριέχει ένα εσώνιο 219 

bp (base pairs) και κωδικοποιεί ένα υποθετικό ένζυμο της οικογένειας των 

τυροσινασών 424 αμινοξέων συμπεριλαμβανομένου και ενός πεπτιδίου σήματος 

22 αμινοξέων (MKPAALLGAALAAVAFPAGAHA). Η ευθυγράμμιση αυτής της 
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πρωτεϊνικής αλληλουχίας (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) με αυτές της 

PDB, αποκάλυψε την υψηλότερη ομοιότητα (45%) με την κατεχολοξειδάση του 

A. oryzae (Hakulinen et al., 2013), ακολουθούμενη από βακτηριακές τυροσινάσες 

των Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba et al., 2006) και Bacillus 

megaterium (Sendovski et al., 2011), με ομοιότητες 28% και 26% αντίστοιχα. Ένα 

φυλογενετικό δέντρο κατασκευάστηκε μετά την ευθυγράμμιση αυτών των 

πρωτεϊνικών αλληλουχιών χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της μέγιστης πιθανότητας 

(Maximum Likelihood method) (Διάγραμμα 7.1).  

 

Διάγραμμα 7.1 Φυλογενετικό δέντρο βασισμένο σε χαρακτηρισμένες PPO με γνωστή 

τρισδιάστατη δομή. Οι ομοιότητα και η επικάλυψη (στην παρένθεση) παρουσιάζονται 

σε ποσοστά % για κάθε αλληλουχία σύμφωνα με τα αποτελέσματα του BLAST σε 

σύγκριση με την TtPPO. Συντομογραφίες: PPO- polyphenol oxidase, CO- catechol oxidase, 

Tyr- tyrosinase, AUS- aurone synthase, Ao- Aspergillus oryzae, Bm- Bacillus megaterium, 

Sc- Streptomyces castaneoglobisporus, Ib- Iponomea batatas, Cg- Coreopsis grandiflora, 

Vv- Vitis vinifera, Jr- Juglans regia, Tr- Trichoderma reesei, Pa- Polyporus arcularius, Pn- 

Pholiota nameko, Ab- Agaricus bisporus. 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Το δέντρο σχεδιάστηκε σε κλίμακα, με τα μήκη των κλαδιών να μετριούνται 

από τον αριθμό των υποκαταστάσεων ανά θέση. Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν 

ότι η TtPPO ανήκει στο ίδιο κλαδί με την κατεχολοξειδάση του A. oryzae, με την 

οποία και έχει την υψηλότερη ομοιότητα. Αυτές οι δύο μυκητιακές PPO είναι πιο 

όμοιες με τις βακτηριακές τυροσινάσες παρά με τις μυκητιακές τυροσινάσες. 

Όπως ήταν αναμενόμενο, οι φυτικές PPO σχηματίζουν μια ξεχωριστή κατηγορία 

η οποία βρίσκεται πιο κοντά με τις βακτηριακές και μυκητιακές PPO. 

Το cDNA της υποθετικής πρωτεΐνης κλωνοποιήθηκε στον φορέα έκφρασης 

pPICZαA της P. pastoris υπό τη ρύθμιση του υποκινητή AOX1. Η ώριμη 

πρωτεΐνη είχε προβλεπόμενο μοριακό βάρος 46464 Da και ισοηλεκτρικό σημείο 

5.34, ενώ εμφάνισε 3 πιθανά σημεία Ν-γλυκοζυλίωσης και 7 Ο-γλυκοζυλίωσης. 

Τα περισσότερα γονίδια μυκητιακών τυροσινασών κωδικοποιούν μία προ-

τυροσινάση, η οποία δεν είναι ενεργή μέχρι να κοπεί πρωτεολυτικά στο 

καρβοξυτελικό της άκρο. Τα προένζυμα αυτά έχουν μοριακό βάρος που 

κυμαίνεται από 66 έως 71 kDa, ενώ τα ώριμα ένζυμα 42-45 kDa (Fujieda et al., 

2012; Halaouli et al., 2006; Kawamura-Konishi et al., 2007; Marková et al., 2016; 

Rao et al., 2011; Selinheimo et al., 2006; J. Wu et al., 2010). Αυτή η ωρίμανση 

συμβαίνει φυσικά κατά την ομόλογη (Kawamura-Konishi et al., 2007; Selinheimo 

et al., 2006) ή ετερόλογη έκφραση σε ευκαρυωτικούς ξενιστές (Halaouli et al., 

2006; Westerholm-Parvinen et al., 2007), σε αντίθεση με τους προκαρυωτικούς. Η 

μόνη PPO, εκτός της TtPPO, που δε χρειάζεται επεξεργασία στο άκρο της αυτό 

είναι η κατεχολοξειδάση του A. oryzae (AoCO). 

 

7.1.2 Έκφραση και απομόνωση της TtPPO 

Τα μετασχηματισμένα κύτταρα P. pastoris που έδειξαν αντοχή στη ζεοσίνη 

αναπτύχθηκαν σε βασικό θρεπτικό μέσο με μεθανόλη και αφέθηκαν να 

αναπτυχθούν 3 ημέρες. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε δοκιμασία οξείδωσης της 

4-CP και οι αποικίες που την οξείδωναν εντοπίστηκαν από το σκούρο καφέ χρώμα 

που εμφανίστηκε πάνω και γύρω από τις αποικίες, σε αντίθεση με το μη 

μετασχηματισμένο στέλεχος (Εικόνα 7.1). 
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Εικόνα 7.1 Δοκιμασία τρυβλίου για εντοπισμό ενεργότητας των μετασχηματισμένων 

αποικιών σε σύγκριση με το φυσικό στέλεχος P. pastoris X-33 (πάνω δεξιά τετράγωνο) 

για τον εντοπισμό ενεργότητας PPO. 

 

Επτά αποικίες που φάνηκε να σχηματίζουν εντονότερο χρώμα από τις 

υπόλοιπες καλλιεργήθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο. Δείγματα από τις καλλιέργειες 

λαμβάνονταν καθημερινά και η εξωκυτταρική ενεργότητα μετρούταν, καθώς και 

η κυτταρική ανάπτυξη. Η ενζυμική ενεργότητα μεγιστοποιήθηκε την 4η ημέρα 

επαγωγής, ενώ τα φυσικά στελέχη Χ-33 δεν εμφάνισαν καθόλου ενεργότητα. Το 

στέλεχος που παρουσίασε την υψηλότερη ενεργότητα χρησιμοποιήθηκε για 

περαιτέρω μελέτες. 

Η διαθεσιμότητα χαλκού κατά τη διάρκεια της παραγωγής της 

ανασυνδυασμένης TtPPO μπορεί να αποδειχθεί ένας σημαντικός παράγοντας που 

επηρεάζει τη δραστικότητα της παραγόμενης πρωτεΐνης καθώς αυτή περιέχει δύο 

ιόντα χαλκού ανά πρωτεϊνικό μόριο. Συνεπώς, μελετήθηκε η επίδραση 

διαφορετικών συγκεντρώσεων CuSO4 (0-100 μΜ) στο μέσο καλλιέργειας στην 

παραγόμενη ενζυμική δραστικότητα. Η υψηλότερη δραστικότητα παρατηρήθηκε 

σε 25 μΜ CuSΟ4, ενώ απουσία προστιθέμενων ιόντων χαλκού η δραστικότητα 
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ήταν πολύ χαμηλή. Η επίδραση του μέσου καλλιέργειας και της θερμοκρασίας 

επαγωγής στη δραστικότητα του παραγόμενου ανασυνδυασμένου ενζύμου έδειξε 

ότι ένα σύνθετο μέσο (ΒΜΜΥ) και χαμηλή θερμοκρασία επαγωγής (23 οC) είχαν 

ως αποτέλεσμα υψηλότερη παραγωγή ΡΡΟ. 

Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη απομονώθηκε με χρήση χρωματογραφίας 

ακινητοποιημένων ιόντων μετάλλου (IMAC) από το συμπυκνωμένο υπερκείμενο 

καλλιέργειας με απόδοση 39,4 mg L-1 καλλιέργειας. Η ομοιογένεια του 

καθαρισμένου ενζύμου ελέγχθηκε με SDS-PAGE, όπου η TtPPO εμφανίζεται ως 

μίγμα, με αρκετές διακεκριμένες ζώνες κυμαινόμενες από 39-50 kDa (Εικόνα 

7.2Α). Μετά από απογλυκοζυλίωση με ενδογλυκοσιδάση Η που δρα σε θέσεις Ν-

γλυκοζυλίωσης, όλες αυτές οι ζώνες συγχωνεύονται σε μόνο δύο, μία στα 46,5 

kDa και μία στα 39 kDa περίπου. Η άνω ζώνη αντιστοιχεί στο θεωρητικό μοριακό 

βάρος της TtPPO. Η κάτω ζώνη είναι περίπου 7,5 kDa μικρότερη από το 

υπολογισμένο μοριακό βάρος. Το κομμένο πεπτίδιο κατά πάσα πιθανότητα 

προέρχεται από το αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης, καθώς το καρβοξυτελικό που 

περιέχει το His-tag παραμένει άθικτο, αφού η πρωτεΐνη συγκρατείται στη στήλη 

συγγένειας. Η χρώση δραστικότητας (Εικόνα 7.2Β) έδειξε ότι αμφότερες οι ζώνες 

είναι ενεργές πριν (1Β) και μετά (2Β) από απογλυκοζυλίωση. 
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Εικόνα 7.2 SDS-PAGE γέλη της καθαρής TtPPO. Τα δείγματα έτρεξαν κάτω από (Α) 

αποδιατακτικές είτε (Β) φυσικές συνθήκες. Λωρίδες: M, πρότυπα μοριακά βάρη; 1A και 1B, 

ανεπεξέργαστη TtPPO; 2A και 2B, απογλυκοζυλιωμένη TtPPO. 

 

Η πρωτεολυμένη μορφή της TtPPO μπορεί να είναι το προϊόν της ενδο-

πρωτεάσης Kex2, η οποία παράγεται από το στέλεχος P. pastoris προκειμένου να 

υδρολύσει τη σηματοδοτική αλληλουχία. Αυτή η πεπτιδάση αναγνωρίζει την 

αλληλουχία αμινοξέων N – K/R-R – C και τη διασπά στο καρβοξυτελικό άκρο 

της. Υποθέτουμε ότι αυτή η πρωτεάση αποκόπτει όχι μόνο την αλληλουχία 

σήματος, αλλά και μετά το 64ο αμινοξύ της ώριμης πρωτεΐνης, αναγνωρίζοντας 

μια δεύτερη θέση διάσπασης (R-R, φούξια βέλος στην Εικόνα 7.3). Στην 

περίπτωση αυτή, η προκύπτουσα πρωτεΐνη στερείται 7,2 kDa, η οποία είναι 

περίπου η διαφορά που παρατηρείται στην πηκτή SDS. Οι περαιτέρω μελέτες 
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διεξήχθησαν με το μείγμα των δύο μορφών της TtPPO, καθώς και οι δύο 

αποδείχθηκαν ενεργές. 

 

Εικόνα 7.3 Ευθυγράμιση αλληλουχίας με βάση τη δομή για τις TtPPO, AoCO (PDB ID: 

4J3R), ScTyr (PDB ID: 1WX2) και BmTyr (PDB ID: 3NM8). Οι ιστιδίνες που συντονίζουν 

τα ιόντα χαλκού υποδεικνύονται με τα μπλε τρίγωνα για τον χαλκό Α (CuA) και πράσινα 

τρίγωνα για τον χαλκό Β (CuB). Τα αμινοξέα που έχουν μεταλλαχθεί υποδεικνύονται με τα 

μπλε βέλη. Το πιθανό σημείο πέψης της πρωτεάσης στο αμινοτελικό άκρο υποδεικνύεται με 

φούξια βέλος. Τα μπλε πλαίσια υποδεικνύουν εισαγωγές που υπάρχουν στις αλληλουχίες των 

TtPPO και AoCO. 

 

Η TtPPO και η AoCO είναι οι μόνες γνωστές που δεν πρωτεολύονται στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο. Παρόλα αυτά, τα συγκεκριμένα ένζυμα υφίστανται 

πρωτεόλυση αρκετών αμινοξέων στο αμινοτελικό τους άκρο (51 aa για την AoCO 

και 64 aa για την TtPPO) από πρωτεάση της οικογένειας Kex2/furin, που επίσης 

κόβουν τα αντίστοιχα πεπτίδια σηματοδότες (Gasparetti et al., 2010). Δεν είναι 

ξεκάθαρο αν το φαινόμενο αυτό λαμβάνει χώρα μόνο στους ετερόλογους ξενιστές 

(P. pastoris για την TtPPO και T. reesei για την AoCO) ή και στους ομόλογους 

παραγωγούς. Για την AoCO το θεωρητικό μοριακό βάρος ήταν 44,3 kDa αλλά 
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εμφανίστηκαν και 2 άλλες μπάντες στα 39,3 και 40,5 kDa, που ήταν επίσης 

ενεργές και εμφάνισαν την ίδια ειδική ενεργότητα με το μη πρωτεολυμένο ένζυμο. 

 

7.2 Χαρακτηρισμός της ανασυνδυασμένης TtPPO 

7.2.1 Βέλτιστες συνθήκες δράσης – Θερμοσταθερότητα 

Η θερμοκρασία στην οποία η ανασυνδυασμένη PPO παρουσίασε τη μέγιστη 

ενεργότητά της ήταν οι 65 οC (Διάγραμμα 7.2Α), αλλά επίσης έδειξε και 

ικανοποιητική ενεργότητα σε ένα εύρος θερμοκρασιών από 55-70 οC (πάνω από 

50% της μέγιστης). 

 

Διάγραμμα 7.2 Επίδραση της θερμοκρασίας (A) και του pH (B) στην ενεργότητα του 

απομονωμένου ανασυνδυασμένου ενζύμου. Η συγκέντρωση ενζύμου που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν 8,6 μg mL
-1

.  

 

Εκτεταμένη επώαση της TtPPO σε αυτές τις θερμοκρασίες είχε σαν 

αποτέλεσμα πτώση πάνω από 70% της αρχικής ενεργότητας στους 60 οC και πάνω 

από 90% στους 70 οC, μετά από 5 και 2 h επώασης αντίστοιχα (Διάγραμμα 7.3). 

Σε χαμηλότερες θερμοκρασίες, το ένζυμο ήταν σταθερό για τουλάχιστον 5 h και 

υπέστη μικρές απώλειες (<10%) μετά από 24 h στους 40 οC, ενώ ο χρόνος 

ημιζωής του ήταν 18.3 h και 2.5 h στους 50 oC και 60 oC αντίστοιχα. 
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Η ενεργότητα της TtPPO ήταν μέγιστη σε pH 7-8, ενώ πάνω από 50% σε pH 

6-9 (Διάγραμμα 7.2Β). 

 

Διάγραμμα 7.3 Επίδραση της θερμοκρασίας στη σταθερότητα του ανασυνδυασμένου ενζύμου 

στους 40 (λευκό), 50 (ανοιχτό γκρι), 60 (σκούρο γκρι) και 70 (μαύρο) °C. το ένζυμο 

επωάστηκε σε συγκέντρωση 1,1 mg mL-1. 

 

Η βέλτιστη θερμοκρασία για κάποιες χαρακτηρισμένες μυκητιακές 

τυροσινάσες είναι 50 oC (Cabrera-Valladares et al., 2006; Marková et al., 2016; 

Shuster and Fishman, 2009). Η TtPPO εμφανίζει την υψηλότερη βέλτιστη 

θερμοκρασία στη βιβλιογραφία. Επίσης, το βέλτιστο pH για τις περισσότερες 

χαρακτηρισμένες τυροσινάσες κυμαίνεται τυπικά στην ελαφρά όξινη και 

ουδέτερη περιοχή (Cabrera-Valladares et al., 2006; Gasparetti et al., 2010; 

Marková et al., 2016; Shuster and Fishman, 2009; Westerholm-Parvinen et al., 

2007), εκτός από την τυροσινάση του T. reesei (pH 9) (Selinheimo et al., 2006) 

και την TtPPO (pH 7.5-8). Επιπρόσθετα, η TtPPO εμφάνισε ανώτερη 
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θερμοσταθερότητα σε σύγκριση με τη μυκητιακή τυροσινάση του T. reesei 

(Selinheimo et al., 2006) και τις βακτηριακές από R. etli (Cabrera-Valladares et 

al., 2006) και R. solanacearum (Hernandez-Romero et al., 2006), αλλά παρόμοια 

με αυτήν του A. oryzae (t1/2
60=2 h). 

 

7.2.2 Εύρος υποστρωμάτων 

Η ανασυνδυασμένη TtPPO εμφανίζει ενεργότητα σε ένα ευρύ φάσμα 

φαινολικών ενώσεων. Οι κινητικές σταθερές προσδιορίστηκαν για 7 

υποστρώματα και παρουσιάζονται στον Πίνακα 7.1. Η TtPPO έδειξε τη 

μεγαλύτερη καταλυτική συγγένεια για την 4-CP ακολουθούμενη από τη βανιλλίνη 

και την L-DOPA. Οι υψηλότερες τιμές KM βρέθηκαν για την υδροκινόνη, κατεχίνη 

και κατεχόλη. Από την άλλη, το ένζυμο έδειξε υψηλό αριθμό ανακύκλωσης (kcat) 

στην κατεχίνη, 7 φορές περισσότερο από την 4-CP. 

 

Πίνακας 7.1 Κινητικές σταθερές της TtPPO σε διαφορετικά φαινολικά υποστρώματα. Στις 

παρενθέσεις παρουσιάζεται η τυπική απόκλιση κάθε τιμής. 

Υπόστρωμα kcat (min
-1

) KM (mM) kcat/KM (min
-1

 mM
-1

) 

Κατεχόλη 131.4 (6.4) 27.0 (2.8) 4.9 (0.6) 

4-Χλωροκατεχόλη 341.6 (9.7) 1.6 (0.1) 209.5 (14.8) 

L-DOPA 6.5 (0.8) 2.2 (0.6) 3.0 (0.9) 

Κατεχίνη 2428.7 (824.0) 31.0 (12.9) 78.3 (42.0) 

Βανιλλίνη 115.3 (3.4) 2.0 (0.1) 59.2 (4.1) 

Γουαϊακόλη 174.3 (9.7) 4.2 (0.6) 41.4 (6.1) 

Υδροκινόνη 101.2 (5.9) 54.4 (5.5) 1.9 (0.1) 

 

Εκτός από αυτά τα υποστρώματα, το ανασυνδυασμένο ένζυμο μπορούσε 

επίσης να οξειδώσει με γρήγορο ρυθμό 6 ακόμα υποστρώματα μεταξύ των οποίων 

παράγωγα της κατεχόλης, του διφαινυλίου και ναφθαλενίου.  
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Πίνακας 7.2 Ειδική ενεργότητα της TtPPO σε διαφορετικά φαινολικά υποστρώματα. Η 

συγκέντρωση των υποστρωμάτων ήταν 5 mM. Στις παρενθέσεις παρουσιάζεται η τυπική 

απόκλιση κάθε τιμής. 

Υπόστρωμα 
Ειδική ενεργότητα 

(U/g) 

3,5-Διχλωροκατεχόλη 174.4 (8.9) 

Καφεϊκό οξύ 328.0 (7.5) 

Επινεφρίνη 128.7 (2.8) 

2,3-Διυδρόξυ διφαινύλιο 192.8 (1.8) 

Πυρογαλλόλη 672.7 (43.7) 

1,8-Διυδρόξυ ναφθαλένιο 621.7 (2.6) 

 

Επιπρόσθετα, η TtPPO παρουσίασε χαμηλή ενεργότητα σε άλλα παράγωγα 

της κατεχόλης, γουαϊακόλης και φαινόλης μεταξύ αυτών και στις κρεσόλες 

(Πίνακας 7.2), οι οποίες έχουν πιθανές αρνητικές επιπτώσεις στην υγεία του 

ανθρώπου. Ακόμα, το ένζυμο είχε περιορισμένη ενεργότητα σε ένα μη φαινολικό 

υπόστρωμα, τη βερατρυλική αλκοόλη. 
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Πίνακας 7.3 Σχετική ενεργότητα της TtPPO σε διάφορα υποστρώματα σε σύγκριση με την 

ενεργότητα στην κατεχόλη (100%). Η ειδική ενεργότητα σε κατεχόλη ήταν 0,34 U/mg. Η 

συγκέντρωση όλων των υποστρωμάτων ήταν 5 mM. Οι αντιδράσεις τερματίστηκαν μετά από 

20 h στους 35 °C. 

Υπόστρωμα Σχετική ενεργότητα (%) 

Πολυφαινόλες  

Επικατεχίνη 140 

Κερσετίνη 59 

Κατεχολικό παράγωγο  

Πρωτοκατεχουικό οξύ 11 

Παράγωγα του βενζοτριολίου  

Γαλλικό οξύ 20 

Παράγωγα γουαϊακόλης  

Βανιλλικό οξύ 32 

Φερουλικό οξύ 11 

Συριγκόλη 12 

Υδροξυλιωμένα φαινολικά  

Ρεζορκινόλη 1 

Γεντισικό οξύ 3 

Παράγωγα φαινόλης  

o-Κρεσόλη 23 

p- Κρεσόλη 11 

p-Υδρόξυβενζολικό οξύ 3 

p-Υδροξυφαινυλοξικό οξύ 0 

p-Τυροσόλη 10 

L-Τυροσίνη 0 

D- Τυροσίνη 1 

Μη φαινολικά  

Βερατριλική αλκοόλη 14 

 

Οι δομές από όλα τα υποστρώματα που μπορούσε να οξειδώσει η TtPPO 

παρουσιάζονται στην παρακάτω Εικόνα. Συνολικά η TtPPO μπόρεσε να οξειδώσει 

28/30 ενώσεις που δοκιμάστηκαν. 
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Εικόνα 7.4 Χημικές δομές των ενώσεων που οξειδώνει η TtPPO. 

 

Πρόσφατες έρευνες σχετικά με τις δομές των PPO, καθώς και την επίδραση 

μεταλλάξεων στην ενεργότητά τους, έχουν βελτιώσει πολύ την κατανόησή μας για 

αυτή την οικογένεια των ενζύμων (Decker et al., 2018; Kanteev et al., 2015). Στην 

περίπτωσή μας, παρόλο που η TtPPO δεν μπορούσε να οξειδώσει την L-τυροσίνη 

(όπως οι κλασικές τυροσινάσες), είχε τη δυνατότητα να υδροξυλιώσει άλλα  

μονοφαινολικά υποστρώματα όπως η φαινόλη, η κρεσόλη και η τυροσόλη. 

Επίσης, μπορούσε να οξειδώσει το 1,8-διυδρόξυ-ναφθαλένιο το οποίο είναι μία 

συνήθης πρόδρομη ένωση για τον σχηματισμό μελανίνης στην T. thermophila. 

Έτσι, σε αυτή τη μελέτη επιβεβαιώσαμε ότι η δράση υδροξυλίωσης είναι μια 

γενική λειτουργία των PPO και δε θα πρέπει να σχετίζεται μόνο με την 
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ενεργότητα σε τυροσίνη. Η κατεχολοξειδάση (όπως την ονόμασαν αυτοί που την 

ανακάλυψαν) από τον A. oryzae εμφανίζει επίσης ενεργότητα σε ευρύ φάσμα 

υποστρωμάτων, το οποίο περιελάμβανε πολυφαινολικά, κατεχολικά και φαινολικά 

(αμινοφαινόλη, γουαϊακόλη, φαινόλη, τυροσόλη, κρεσόλη) παράγωγα, αλλά και 

μη φαινολικά (ανιλίνη), παρότι δεν μπορούσε να οξειδώσει την τυροσίνη και τη 

DOPA (Gasparetti et al., 2010). Η τυροσινάση του T. reesei έδειξε προτίμηση σε 

παρα-υποκατεστημένες φαινόλες σε σύγκριση με τα όρθο- ισομερή τους και 

μπορούσε επίσης να οξειδώσει την ανιλίνη, η οποία δεν περιέχει υδροξυλομάδα 

στο δακτύλιο (Selinheimo et al., 2006). Τέλος, η τυροσινάση του B. megaterium  

εμφάνισε ενεργότητα σε πολλά υποστρώματα, αλλά σχετικά χαμηλή 

δραστηκότητα σε φαινολικά παράγωγα (εκτός της τυροσίνης) σε σχέση με τα 

κατεχολικά (Shuster and Fishman, 2009). 

Στις περισσότερες περιπτώσεις, ο λόγος ενεργοτήτων 

μονοφαινολάσης/διφαινολάσης αυτών των ενζύμων υπολογίζεται με βάση την 

ενεργότητά τους σε L-τυροσίνη/L-DOPA και είναι συνήθως <1 (Kawamura-

Konishi et al., 2007; Lezzi et al., 2012; Marková et al., 2016; Shuster and 

Fishman, 2009). Ο λόγος αυτός για την τυροσινάση του T. reesei υπολογίστηκε σε 

φαινόλη/κατεχόλη και ήταν 0,1 (Selinheimo et al., 2006), δηλαδή 5 φορές 

μεγαλύτερος από ότι για την TtPPO. Εξαίρεση σε αυτές τις περιπτώσεις είναι μία 

βακτηριακή τυροσινάση για την οποία ο λόγος μονοφαινολάσης/διφαινολάσης 

ήταν πάνω από 1 (Hernandez-Romero et al., 2006). Επιτυχείς προσπάθειες για την 

αύξηση του λόγου αυτού έχουν πραγματοποιηθεί χρησιμοποιώντας τεχνικές 

μετάλλαξης σημείου. Τροποποιήσεις στην αμινοξική αλληλουχία της τυροσινάσης 

του B. megaterium έδειξαν αυξημένο λόγο κατά 1.7-9 φορές (Goldfeder et al., 

2013; Shuster Ben-Yosef et al., 2010). Παρόλα αυτά, η μελέτη μας εστίασε στην 

επίδραση σημειακών μεταλλάξεων για την αύξηση της ενεργότητας της TtPPO σε 

CPs, με σκοπό τη δημιουργία ενός κατάλληλου βιοκαταλύτη για εφαρμογή στη 

Βιοεξυγίανση. 
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7.3 Κατασκευή μοντέλου και επιλογή σημειακών μεταλλάξεων 

Η αμινοξική αλληλουχία της ανασυνδυασμένης TtPPO καταχωρήθηκε στο 

διακομιστή HHpred για εύρεση ομόλογων πρωτεϊνών με γνωστές τριτοταγείς 

δομές. Η καταχώρηση PDB με το υψηλότερο σκορ ήταν αυτή της 

κατεχολοξειδάσης του A. oryzae (AoCO, PDB ID: 4J3R). Η AoCO, όπως έχει 

αναφερθεί, έχει 45% ομοιότητα για 82% επικάλυψη με την TtPPO και έχει E-

value πρακτικά 0. Για αυτό το λόγο επιλέχθηκε ως πρότυπο για την κατασκευή 

του δομικού μοντέλου της TtPPO από το λογισμικό Modeller (Εικόνα 7.5). 

 

 

Εικόνα 7.5(A) Αναπαράσταση ολόκληρης της δομής του μοντέλου της TtPPO. Το ενεργό 

κέντρο περικλείεται στο μπεζ πλαίσιο. (B) Το ενεργό κέντρο του ενζύμου με τις ιστιδίνες που 

συντονίζουν τους χαλκούς και τα αμινοξέα που μεταλλάχθηκαν (με πράσινο). (C) Ενεργό 

κέντρο του L306A. (D) Ενεργό κέντρο του G292N/Y296V. 

 

Η TtPPO, όπως και η AoCO, ανήκει στις «μικρές τυροσινάσες», οι οποίες δεν 

έχουν τον καρβοξυτελικό τομέα (Gasparetti et al., 2010). Περιλαμβάνει το 

διατηρημένο κατάλοιπο αργινίνης (R63) και το μοτίβο τυροσίνης (Y401-F402-

Y403), το οποίο στην περίπτωση φυτικών και μυκητιακών ΡΡΟ σηματοδοτεί το 
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τέλος του καταλυτικού τομέα και την αρχή της συνδετικής περιοχής. Αυτά τα 

αμινοξέα είναι τοποθετημένα σε δύο παράλληλα β-φύλλα και γεφυρώνουν το 

αμινο- με το καρβοξυ-τελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας με σχηματισμό 

αλληλεπιδράσεων π-κατιόντων και β-φύλλων (Marusek et al., 2006). Τα δύο ιόντα 

χαλκού συντονίζονται από 6 ιστιδίνες: His110 (HA1), His118 (HA2) και His127 

(HA3) για τον CuA, και His295 (HB1), His291 (HB2) και His319 (HB3) για τον CuB 

(Εικόνα 7.5Β). Από τις τρεις δισουλφιδικές γέφυρες που υπάρχουν στην AoCO, οι 

δύο φαίνεται να είναι συντηρημένες στην TtPPO, ανάμεσα στις κυστεΐνες Cys55-

Cys400 και Cys83-Cys142. Η TtPPO, όπως και η AoCO, περιέχει δύο ενθέσεις 

(αμινοξέα 181-205 και 222-240), οι οποίες λείπουν από τις δομές των ScTyr και 

BmTyr (Εικόνα 7.3). Αυτά τα πρόσθετα αμινοξέα σχηματίζουν εκτεταμένους 

βρόγχους πάνω από το ενεργό κέντρο περιορίζοντας έτσι την πρόσβαση σε αυτό. 

Με σκοπό να αποκαλυφθούν τα δομικά χαρακτηριστικά των PPO που 

επηρεάζουν τις λειτουργικές τους ιδιότητες, έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες οι 

οποίες εστίαζαν στα αμινοξέα της περιοχής του ενεργού κέντρου (Goldfeder et al., 

2013; Solem et al., 2016). Σημαντικές αλλαγές παρατηρήθηκαν στην περιοχή 

γύρω από τον CuA, ο οποίος πιστεύεται ότι καθορίζει την εξειδίκευση του 

ενζύμου (Kanteev et al., 2015). Η προσβασιμότητα της περιοχής του CuA είχε 

υποτεθεί ότι ήταν καθοριστικός παράγοντας για την ενεργότητα μονοφαινολάσης 

(Gasparetti et al., 2010). Στην TtPPO, ο CuA καλύπτεται από μία λευκίνη (L306). 

Για να μελετήσουμε την επίδραση του αμινοξέος αυτού στην ενεργότητα της 

TtPPO η L306 μεταλλάχτηκε σε αλανίνη (L306A) (Εικόνα 7.5C). 

Όσον αφορά τα αμινοξέα που περιβάλλουν τον CuB, η R209 στην BmTyr, η 

οποία βρίσκεται μετά την HB2, έχει προταθεί ότι είναι κρίσιμη για τον 

προσανατολισμό του υποστρώματος στο ενεργό κέντρο (Sendovski et al., 2011). 

Το αντίστοιχο αμινοξύ στην TtPPO είναι μία τυροσίνη (Y296), όπως και στην 

AoCO, ενώ στην ScTyr είναι βαλίνη. Ένα άλλο αμινοξύ το οποίο πιθανό να είναι 

καθοριστικό για την εξειδίκευση στο υπόστρωμα είναι αυτό δίπλα στην ιστιδίνη 

HB1. Έχει φανεί ότι η παρουσία μιας ασπαραγίνης σε αυτό το σημείο μπορεί να 

καθορίζει τη δράση μονοφαινολάσης (Solem et al., 2016). Στην περίπτωση της 

TtPPO, το αντίστοιχο αμινοξύ είναι μία γλυκίνη (G292) όπως και στην AoCO. Για 
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τη μελέτη του ρόλου των προαναφερθέντων αμινοξέων στα βιοχημικά 

χαρακτηριστικά της TtPPO, τα μεταλλάγματα Y296V και G292N (Εικόνα 7.5B 

και 7.5D), όπως επίσης και το L306A εκφράστηκαν και χαρακτηρίστηκαν. 

 

7.4 Απομάκρυνση χλωροφαινολών με τις τροποποιημένες TtPPO 

Οι PPOs και οι λακκάσες έχουν δείξει δυνατότητες για περιβαλλοντικές 

εφαρμογές και συγκεκριμένα για την αποτοξικοποίηση φαινολικών ενώσεων από 

λύματα, μιας και εμφανίζουν μεγάλο εύρος υποστρωμάτων που χρησιμοποιούν 

και το μόνο που απαιτούν είναι μοριακό οξυγόνο. Οι λακκάσες συγκεκριμένα, 

έχουν μελετηθεί εκτενώς στον συγκεκριμένο τομέα, κυρίως για τον 

αποχρωματισμό συνθετικών βαφών (Kudanga et al., 2017; Senthivelan et al., 

2016). Από την άλλη, είναι ελάχιστες οι αναφορές για τις δυνατότητες των 

τυροσινασών στο πεδίο της βιοεξυγίανσης (Ba and Vinoth Kumar, 2017). Παρόλα 

αυτά, οι περισσότερες μελέτες εστιάζουν στην ακινητοποίηση της εμπορικής 

τυροσινάσης του Agaricus bisporus για τη βιομετατροπή φαινόλης, δισφαινολών 

και p-κρεσόλης. Πολύ λίγες ερευνητικές ομάδες έχουν χρησιμοποιήσει 

βακτηριακές τυροσινάσες από στελέχη Bacillus και Streptomyces στην ελεύθερη 

(El-Shora and Metwally, 2008; Marino et al., 2011) ή ακινητοποιημένη τους 

μορφή (Roy et al., 2014) για τη βιομετατροπή της φαινόλης και των CPs. Η 

τυροσινάση του Streptomyces antibioticus ήταν ενεργή στις 3-CP και 4-CP αλλά 

όχι στη 2-CP, καθώς αυτή αποδείχθηκε ότι είναι παρεμποδιστής του ενζύμου 

(Marino et al., 2011), σε αντίθεση με την TtPPO η οποία μπορεί να οξειδώσει και 

τη 2-CP. Η τυροσινάση αυτή έδινε ως προϊόν και των δύο CPs την 4-χλωρο-1,2-

ορθο-κινόνη, η οποία υφίσταται πυρηνόφιλη αρωματική υποκατάσταση στο 

άτομο του χλωρίου και σχηματίζει ένα διμερές φαινόλης-κινόνης, παρουσία 

περίσσειας φαινόλης. In silico μελέτες πρόσδεσης έδειξαν ότι ο συντονισμός των 

3-CP και 4-CP συμβαίνει στον CuB και η oρθο-υδροξυλίωση συμβαίνει μόνο στη 

θέση C6 του δακτυλίου. Μέχρι σήμερα, υπάρχει μόνο μία αναφορά για βελτίωση 

της ενεργότητας κάποιας PPO σε CPs  και συγκεκριμένα στην 4-CP (Davis et al., 

2018). Οι ερευνητές αυτοί κατασκεύασαν ένα μετάλλαγμα της τυροσινάσης του 

Ralstonia solanacearum με αυξημένη δυνατότητα μετατροπής διαφόρων 4-
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αλογονοφαινολών στις αντίστοιχες 4-αλογονοκατεχόλες, σε σχέση με το φυσικό 

ένζυμο. Η συγκεκριμένη όμως εργασία στόχευε στην παραγωγή ορθο-διφαινολών, 

οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως αρχικές ενώσεις για τη σύνθεση 

διαφόρων χημικών.  

Με βάση φασματοφωτομετρική ανάλυση, το φυσικό ένζυμο TtPPO εμφάνισε 

ενεργότητα στη φαινόλη και σε διάφορες μόνο- και δι-χλωροφαινόλες, με τη 

μεγαλύτερη τιμή ενεργότητας στην 4-CP και τη χαμηλότερη στη 2,5-DCP. Το 

L306A έδειξε επίσης μέγιστη ενεργότητα για την 4-CP, ενώ τα υπόλοιπα μονά 

μεταλλάγματα (G292N and Y296V) ήταν πιο ενεργά στην 3-CP (Διάγραμμα 

7.4Α). Τα διπλά μεταλλάγματα έδειξαν μεταβολή στην εξειδίκευση 

υποστρώματος, το G292N/L306A προς τη φαινόλη και το G292N/Y296V προς 

την 3,5-DCP. Σε σύγκριση με το φυσικό ένζυμο, αυτά τα μεταλλάγματα επίσης 

έδειξαν υψηλότερη ενεργότητα στην 3-CP και 3,5-DCP, αντίστοιχα. 

 

Διάγραμμα 7.4 Ενεργότητα του φυσικού ενζύμου της TtPPO (μαύρο, 43 μg mL
-1

) και των 

μεταλλαγμάτων της G292N (πράσινο, 77 μg mL
-1

), L306A (μπλε, 52 μg mL
-1

), Y296V (μωβ, 

52 μg mL
-1

), G292N/L306A (κίτρινο, 50 μg mL
-1

) και G292N/Y296V (πορτοκαλί, 54 μg mL
-

1
) μετρημένες μετά από 16 h στους 35 

o
C σε φαινόλη, μονο- (A) και δι-χλωροφαινόλες (B). 

 

Για να γίνει ποσοτικοποίηση της κατανάλωσης των CPs σε κάθε αντίδραση, 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση HPLC. Η 2,5-DCP εξαιρέθηκε από την ανάλυση 
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λόγω της πολύ χαμηλής ενεργότητας που είχε η TtPPO και όλα τα μεταλλάγματά 

της σε αυτή. Το φυσικό ένζυμο έδειξε να είναι ο καλύτερος υποψήφιος για την 

απομάκρυνση των 2-CP, 4-CP και 2,4-DCP με αποδόσεις 35,4±0,2%, 25,2±0,3% 

και 25,5±1,5% αντίστοιχα. Στην περίπτωση της 3-CP, παρόλο που οι αρχικές 

αντιδράσεις έδειξαν ότι το G292N/L306A εμφανίζει 1,4 φορές αυξημένη 

ενεργότητα, η ποσοτικοποίηση έδειξε ότι οι αποδόσεις αυτού και του φυσικού 

στελέχους ήταν σχεδόν ίδιες (21,0±0,0% και 19,7±0,2% αντίστοιχα). Παρόλα 

αυτά, στην περίπτωση της αντίδρασης με το φυσικό στέλεχος φαίνεται να υπάρχει 

υπολειπόμενη χλωροκατεχόλη (23,3±0,1 μM) σύμφωνα με πρότυπα διαλύματα 

(Εικόνα 7.6A). Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι η ενεργότητα του μεταλλάγματος 

στην 4-χλωροκατεχόλη (4-CC)  αυξάνεται σε σύγκριση με το φυσικό ένζυμο. 

Τέλος, το διπλό μετάλλαγμα G292N/Y296V έδειξε 5,3 φορές αυξημένη 

απομάκρυνση της 3,5-DCP σε σύγκριση με το φυσικό ένζυμο (22,1±0,9% και 

4,2±0,5% αντίστοιχα) (Εικόνα 7.6Β). Οι ίδιες αντιδράσεις δοκιμάστηκαν και με 2 

mM αρχική συγκέντρωση CPs και οι αποδόσεις απομάκρυνσης ήταν σε όλες τις 

περιπτώσεις αυξημένες κατά 1,3-1,8 φορές. 
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Εικόνα 7.6 Χρωματογραφήματα HPLC της αντίδρασης (A) 3-CP (μπλε: κοντρόλ, κόκκινο: 

φυσικό ένζυμο TtPPO, πράσινο: G292N/L306A) στο οποίο φαίνεται και η 4-χλωροκατεχόλη 

(4-CC) ως προϊόν και (B) 3,5-DCP (μπλε: κοντρόλ, κόκκινο: φυσικό ένζυμο TtPPO, πράσινο: 

G292N/Y296V). 

 

Η απομάκρυνση φαινολικών ρύπων με τη χρήση PPO βασίζεται στην 

οξείδωσή τους στις αντίστοιχες κατεχολικές ενώσεις και στην περαιτέρω 

οξείδωσή τους σε αντιδραστικές κινόνες, οι οποίες υφίστανται αυθόρμητο 

πολυμερισμό και καταβύθιση. Ο σκοπός της έρευνας αυτής ήταν να 

κατασκευαστούν μεταλλάγματα της TtPPO με αυξημένη ενεργότητα σε CPs. Η 

λογική πίσω από την επιλογή των μεταλλάξεων βασίστηκε σε προηγούμενες 

έρευνες που υποδείκνυαν αμινοξέα που επηρεάζουν την εκλεκτικότητα σε 

υποστρώματα άλλων PPO (Eicken et al., 1999; Sendovski et al., 2011; Solem et 

al., 2016). Εφόσον δεν υπάρχει διαθέσιμη δομή κάποιας PPO σε σύμπλοκο με 
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κάποια CP, τα δομικά χαρακτηριστικά που καθορίζουν τη διαφορετική 

ενεργότητα των μεταλλαγμάτων της TtPPO δεν μπορούν να περιγραφούν με 

λεπτομέρεια. 

Το L306A φαίνεται να έχει πιο προσβάσιμη την περιοχή του CuA (Εικόνα 

7.5C) σε σχέση με το φυσικό στέλεχος. Παρόλα αυτά, εμφανίζει παρόμοια ή 

χαμηλότερη ενεργότητα έναντι όλων των CPs. Επομένως μπορεί να υποτεθεί ότι η 

L306 δεν εμποδίζει την πρόσδεση του υποστρώματος παρότι είναι μεγαλύτερου 

μεγέθους αμινοξύ. Επιπροσθέτως, σημαντική μείωση στην οξειδωτική ικανότητα 

εμφανίζουν όλα τα μεταλλάγματα με το G292N απέναντι στην 3,5-DCP σε 

σύγκριση με το φυσικό ένζυμο. Η ασπαραγίνη σε αυτή τη θέση σε πολλές PPO 

φαίνεται συνδεδεμένη με τη δράση μονοφαινολάσης, συντονίζοντας ένα μόριο 

νερού που βοηθά στην αποπρωτονίωση των μονοφαινολικών υποστρωμάτων. 

Αυτή η θεωρία βέβαια έχει αμφισβητηθεί στη βιβλιογραφία (Kampatsikas et al., 

2017), όπου δύο PPOs εμφάνισαν δράση μονοφαινολάσης χωρίς αυτήν την 

ασπαραγίνη. Τα αποτελέσματά μας επιβεβαιώνουν την συμμετοχή αυτού του 

αμινοξέος στην αναγνώριση των υποστρωμάτων, καθώς όλα τα μεταλλάγματα με 

το G292N εμφάνισαν διαφορετική ενεργότητα προς όλες τις CPs. 

Η TtPPO και τα μεταλλάγματά της μπορούσαν να μετατρέψουν τις CPs σε 

υψηλές συγκεντρώσεις (5 mM) που συνήθως είναι τοξικές για τους 

μικροοργανισμούς (El-Naas et al., 2017). Τα ποσοστά βιομετατροπής κυμάνθηκαν 

από 21% μέχρι 35,4% και οδήγησαν στον σχηματισμό καφέ ιζήματος. Παρόλο 

που το G292N/L306A φάνηκε να έχει υψηλότερη ενεργότητα στην 3-CP σε σχέση 

με το φυσικό ένζυμο με βάση τη φασματοφωτομετρική ανάλυση, η ανάλυση 

HPLC έδειξε ότι καταναλώνονται ίσες ποσότητες του ρύπου. Παρόλα αυτά, η 

εναπομείνασα χλωροκατεχόλη που ανιχνεύθηκε στην αντίδραση με το φυσικό 

ένζυμο μπορεί να σημαίνει χαμηλότερη απομάκρυνση καθώς σχηματίζεται 

λιγότερο ίζημα. Γενικά, η μεγαλύτερη αύξηση ενεργότητας κάποιου 

μεταλλάγματος σε σχέση με το φυσικό ένζυμο, ήταν του G292N/Y296V για την 

3,5-DCP. 
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8 Συμπεράσματα και Μελλοντικές προκλήσεις 

Η περιβαλλοντική ρύπανση είναι σήμερα μία από τις μεγαλύτερες προκλήσεις 

παγκοσμίως, καθώς η κοινωνία αντιμετωπίζει τις συνέπειες της έντονης 

βιομηχανικής ανάπτυξης. Φυσικά, οι βιομηχανίες αποτελούν την πρωταρχική 

κινητήρια δύναμη για την οικονομική και τεχνολογική εξέλιξη μίας κοινωνίας. 

Παρόλα αυτά, η απρόσκοπτη ανάπτυξη των βιομηχανικών μονάδων έχει οδηγήσει 

στην αύξηση της εναπόθεσης των αποβλήτων τους, τα οποία περιέχουν 

επικίνδυνες για το περιβάλλον ουσίες. Η ευρεία χρήση παρασιτοκτόνων στη 

γεωργία οδηγεί σε υψηλής ποιότητας προϊόντα, ελαχιστοποιώντας παράλληλα τις 

απώλειες με στόχο την ικανοποίηση της τεράστιας ζήτησης, λόγω του όλο 

αυξανόμενου πληθυσμού του πλανήτη. Από την άλλη, η υπερβολική χρήση 

φυτοφαρμάκων και λιπασμάτων στις σύγχρονες γεωργικές πρακτικές, έχει 

οδηγήσει σε μόλυνση του περιβάλλοντος, με αρνητικές συνέπειες για τον 

άνθρωπο. 

Στην κορύφωση της «περιόδου των οργανοχλωριωμένων χημικών», που 

διήρκησε από τα τέλη της δεκαετίας του 1940 μέχρι τις αρχές της δεκαετίας του 

1980, εκδόθηκε το βιβλίο της Rachel Carson με τίτλο Silent Spring (1960). Το 

βιβλίο αυτό επέστησε την παγκόσμια προσοχή στις πιθανές επιπτώσεις των 

ανθρωπογενών χημικών και πιο συγκεκριμένα των φυτοφαρμάκων στους 

πληθυσμούς των άγριων ζώων, αλλά και στην υγεία του ανθρώπου. Παρότι το 

κείμενο αυτό επηρέασε θεμελιωδώς τις δημόσιες και πολιτικές απόψεις σχετικά 

με την υπερβολική χρήση χημικών, ο πλανήτης μας είναι μέχρι σήμερα 

μολυσμένος από τους ρύπους της εποχής εκείνης, σε συνδυασμό με τη σύγχρονη 

μόλυνση. Η καθημερινή παραγωγή, χρήση, εκπομπή και εναπόθεση περίπου 

100.000 χημικών ενώσεων έχει άμεσες επιπτώσεις στο περιβάλλον και στους 

ζώντες μικροοργανισμούς. Κάποιοι από τους σύγχρονους ρύπους είναι οι έμμονοι 

οργανικοί ρύποι (POPs), φυτοφάρμακα, βαρέα μέταλλα, μικροπλαστικά, 

φαρμακευτικές και καλλυντικές ουσίες, πολυκυκλικοί αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες και ραδιενεργά ισότοπα. 
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Σε παγκόσμιο επίπεδο, έχουν υπογραφεί πολλές συμφωνίες και πρωτόκολλα 

μεταξύ χωρών για τη μείωση της μόλυνσης, την προστασία του περιβάλλοντος, 

αλλά και την αποκατάστασή του. Οι διεργασίες αποκατάστασης του μολυσμένου 

περιβάλλοντος στην πρότερή του κατάσταση είναι γνωστές ως εξυγίανση. Κατά 

καιρούς, έχουν προταθεί διάφορες φυσικοχημικές μέθοδοι εξυγίανσης των 

μολυσμένων περιοχών, οι οποίες όμως δεν έχουν λάβει ευρεία αποδοχή. Ο κύριος 

λόγος, εκτός του υψηλού κόστους, είναι η δημιουργία δευτερογενών αποβλήτων 

της διεργασίας αυτής, τα οποία χρήζουν απόθεσης. Η βιοεξυγίανση έχει προταθεί 

ως μία βιώσιμη και περιβαλλοντικά φιλική εναλλακτική, η οποία χαίρει 

κοινωνικής αποδοχής. 

Ένας γενικός ορισμός για τη βιοεξυγίανση είναι η χρήση οργανισμών ή των 

προϊόντων τους (πχ ένζυμα) για την απομάκρυνση ή τη μετατροπή των ρύπων σε 

λιγότερο επικίνδυνες ενώσεις. Μέχρι σήμερα στη βιβλιογραφία, ως μέσα 

βιοεξυγίανσης έχουν αναφερθεί πρωτίστως βακτήρια, ένζυμα και μύκητες, ενώ 

δευτερευόντως φύκη, φυτά και πρωτόζωα. Στις περισσότερες περιπτώσεις, ο 

γηγενής μικροβιακός πληθυσμός μιας μολυσμένης περιοχής δεν έχει τη 

δυνατότητα να ανταπεξέλθει στη βιομετατροπή των ρυπογόνων ενώσεων. Αυτό 

οφείλεται είτε στην υψηλή τοξικότητα του ρύπου και του συνεπακόλουθου 

χαμηλού ρυθμού μεταβολισμού των μικροβίων, είτε επειδή οι μικροοργανισμοί 

αυτοί δεν διαθέτουν τους γενετικούς μηχανισμούς μετατροπής των ρύπων. Στην 

πρώτη περίπτωση, η στρατηγική που προτείνεται είναι αυτή της βιοδιέγερσης 

(biostimulation), δηλαδή της προσθήκης ουσιών που προάγουν την ανάπτυξη, 

όπως θρεπτικά συστατικά και επιφανειοδραστικές ουσίες που βοηθούν τη 

βιοδιαθεσιμότητα του ρύπου. Στη δεύτερη περίπτωση, εφαρμόζεται η τεχνική της 

βιοενίσχυσης (bioaugmentation), δηλαδή ο εμβολιασμός της ρυπασμένης περιοχής 

με μικροοργανισμούς που είναι γνωστό ότι έχουν τη δυνατότητα να μετατρέψουν 

το ρύπο-στόχο και οι οποίοι έχουν αναπτυχθεί προηγουμένως αλλού. 

Μέχρι σήμερα, οι εργασίες σχετικά με τη βιοεξυγίανση εστιάζουν κυρίως στα 

συστατικά του πετρελαίου, τα βαρέα μέταλλα, οργανικά απόβλητα και πολυμερή. 

Οι ρυπογόνες ενώσεις στις οποίες εστίασε κυρίως η παρούσα εργασία ήταν δύο 

χλωριωμένοι αρωματικοί ρύποι, η 2,4-διχλωροφαινόλη (2,4-DCP) και το 2,4,5-
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τριχλωροδιφαινύλιο (PCB29). Οι χλωροφαινόλες είναι από τις πιο διαδεδομένες 

χλωριωμένες ενώσεις στο περιβάλλον, καθώς παράγονται από τη χλωρίωση του 

νερού, αλλά και βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα απόβλητα βιομηχανιών 

κυρίως χάρτου και κλωστοϋφαντουργίας. Πιο συγκεκριμένα, η 2,4-DCP, εκτός 

από την ακούσια παραγωγή της, χρησιμοποιείται ως συστατικό αντισηπτικών 

αλλά και φυτοφαρμάκων. Επίσης, μπορεί να παραχθεί ως μεταβολίτης ενός από 

τα παλιότερα και ευρέως χρησιμοποιούμενα ζιζανιοκτόνα, του 2,4-

διχλωροφαινόξυ-οξικού οξέος. Από την άλλη, τα πολυχλωριωμένα διφαινύλια 

(PCBs) ανήκουν στην κατηγορία των έμμονων οργανικών ρύπων, η οποία έχει 

θεσπιστεί από το Περιβαλλοντικό Πρόγραμμα των Ηνωμένων Εθνών (UNEP) για 

ιδιαιτέρως επικίνδυνες ενώσεις. Παρότι η παραγωγή των PCBs έχει απαγορευτεί 

εδώ και δεκαετίες, οι ενώσεις αυτές μπορούν να εντοπιστούν παντού στον 

πλανήτη, από την Αρκτική έως την Ανταρκτική και φυσικά και στον άνθρωπο. 

Η παρούσα διατριβή εστίασε στην ανακάλυψη μυκητιακών στελεχών ή 

ενζύμων τους για χρήση στη βιοεξυγίανση των χλωριωμένων αυτών ρύπων. Οι 

μύκητες εμφανίζουν κατά κανόνα αντοχή σε υψηλότερες συγκεντρώσεις τοξικών 

ουσιών σε σύγκριση με τα βακτήρια. Επίσης, διαθέτουν εκτεταμένο σύστημα 

εξωκυτταρικών ενζύμων τα οποία χρησιμοποιούν για τη βιομετατροπή 

ξενοβιοτικών. Οι θαλάσσια προερχόμενοι μύκητες που μελετήθηκαν σε αυτήν την 

εργασία παρουσιάζουν άλλο ένα σημαντικό πλεονέκτημα, την 

προσαρμοστικότητά τους σε ακραίες συνθήκες, όπως είναι η έλλειψη θρεπτικών, 

η υψηλή αλατότητα και οι μεταβολές στο pH, χαρακτηριστικά που δε διαθέτουν 

τα αντίστοιχα χερσαία στελέχη. Τα συγκεκριμένα μυκητιακά στελέχη 

απομονώθηκαν από θαλάσσια ασπόνδυλα, όπως σπόγγους, μαλακά κοράλλια, 

ανεμώνες και εχινόδερμα, από διαφορετικές περιοχές του κόσμου (ανατολική και 

δυτική Μεσόγειος Θάλασσα, Ερυθρά Θάλασσα και Θάλασσα Ανταμάν) και 

διαφορετικά βάθη (10-15 m ή κυρίως 30-152 m). Η βιοποικιλότητα των 

συγκεκριμένων οικοσυστημάτων είναι ελάχιστα μελετημένη. Τα μυκητιακά 

στελέχη που απομονώθηκαν ταυτοποιήθηκαν και μελετήθηκε η δυνατότητά τους 

να μετατρέπουν τους ρύπους-στόχους. 
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Από τα 104 στελέχη που μελετήθηκαν τα 79 που ταυτοποιήθηκαν εμφάνισαν 

αξιόλογες τιμές απομάκρυνσης της 2,4-DCP. Μάλιστα, 9 από αυτά είχαν τη 

δυνατότητα μετατροπής πάνω από 55% της αρχικής συγκέντρωσης 2,4-DCP, η 

οποία είναι από τις υψηλότερες που έχει χρησιμοποιηθεί στη βιβλιογραφία (163 

mg L-1). Τα στελέχη αυτά ανήκαν στα γένη Penicillium, Aspergillus, 

Chrysosporium, Cladosporium και Tritirachium. Στους 9 αυτούς 

μικροοργανισμούς με υψηλή δυνατότητα μετατροπής της 2,4-DCP, 

πραγματοποιήθηκε η προσπάθεια αποκάλυψης των μεταβολικών μονοπατιών που 

ακολουθούνται μέσω της ταυτοποίησης των μεταβολιτών τους και της μέτρησης 

ενζυμικών ενεργοτήτων. Όλα τα μελετούμενα στελέχη μετέτρεπαν τη 2,4-DCP σε 

λιγότερο τοξικά και περισσότερο υδροφιλικά προϊόντα. Επιπλέον, κάποιοι 

μύκητες μπόρεσαν να αποχλωριώσουν τον ρύπο μερικώς ή πλήρως. Μερικοί από 

τους μεταβολίτες που εντοπίστηκαν στην παρούσα εργασία, όπως είναι τα 

συζεύγματα της 2,4-DCP με γλουταμίνη και κυστεΐνη, καθώς επίσης και ο 

παλμιτικός εστέρας της διχλωροκατεχόλης και η θειωμένη χλωροφαινόλη, δεν 

έχουν αναφερθεί προηγουμένως στη βιβλιογραφία. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο 

ότι τα συγκεκριμένα μυκητιακά στελέχη χρησιμοποιούν μη ειδικούς μηχανισμούς 

για το μεταβολισμό των ξενοβιωτικών ή ότι οι συγκεκριμένοι μεταβολίτες 

μπόρεσαν να εντοπιστούν καθώς χρησιμοποιήθηκαν σύγχρονα αναλυτικά όργανα 

υψηλής τεχνολογίας και αναλυτικής δύναμης. 

Το στέλεχος Tritirachium sp. έδειξε ικανότητα της πλήρους αποχλωρίωσης 

της 2,4-DCP παράγοντας υδροξυκινόλη (1,2,4-τριυδροξυ-βενζόλιο) και τη 

συνεπακόλουθη διάνοιξη του δακτυλίου αυτού παράγοντας υδροξυ-μουκονικό 

οξύ. Το στέλεχος αυτό ήταν και το μόνο που έδειξε υψηλή ενεργότητα 1,2-

διοξυγενάσης της κατεχόλης (C12O). Το γεγονός αυτό είναι ιδιαιτέρως 

σημαντικό, καθώς η διάνοιξη του βενζολικού δακτυλίου συνεπάγεται πλήρη 

απώλεια της τοξικότητας του ρύπου και πιθανή αφομοίωσή του από τα κύτταρα 

για παραγωγή ενέργειας. Ένα άλλο σημαντικό συμπέρασμα που εξάγεται από τα 

παραπάνω είναι ότι ο συγκεκριμένος μύκητας πραγματοποιεί τη διάνοιξη του 

δακτυλίου ύστερα από την αποχλωρίωσή του. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με τις 

μέχρι τώρα γνώσεις σχετικά με την αφομοίωση του 2,4-DCP, οι οποίες 

περιορίζονταν σε βακτήρια και σύμφωνα με τις οποίες πρώτα πραγματοποιείται 
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διάνοιξη του δακτυλίου και αυθόρμητη απομάκρυνση του ενός χλωρίου και στη 

συνέχεια η πλήρης αποχλωρίωση του αλειφατικού προϊόντος με αφαλογονάσες 

των αλκανίων. 

Η υψηλή ενεργότητα C12O που παρουσίασε το στέλεχος Tritirachium κατά 

την αποικοδόμηση της 2,4-DCP, μας ώθησε στην απομόνωση και μελέτη του 

υπεύθυνου ενζύμου. Ένζυμα με ενεργότητα C12O έχουν απομονωθεί κυρίως από 

βακτήρια και από δύο στελέχη Candida (ασκομύκητας). Είναι η πρώτη φορά που 

επιχειρείται απομόνωση τέτοιας ενεργότητας από βασιδιομύκητα όπως ο 

Tritirachium. Η απομόνωση του ενζύμου πραγματοποιήθηκε με τη χρήση στήλης 

ιοντοεναλλαγής σε ένα μόνο βήμα και με υψηλή ανάκτηση ενεργότητας. Με βάση 

την ηλεκτροφόρηση πολυακριλαμιδίου, η απομονωμένη πρωτεΐνη φάνηκε να έχει 

πολύ υψηλότερο μοριακό βάρος (~77 kDa) από ότι οι υπόλοιπες χαρακτηρισμένες 

ως τώρα. Η πρωτεομική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε δεν κατάφερε να δώσει 

αποτέλεσμα για την ακριβή αλληλουχία της πρωτεΐνης, πράγμα που σημαίνει ότι 

καμία γνωστή αλληλουχία στις υπάρχουσες βάσεις δεδομένων δεν έχει υψηλή 

ομολογία με αυτή που απομονώθηκε. Παρόλα αυτά, φάνηκε ότι υπάρχει χαμηλή 

επικάλυψη (7-8%) με μυκητιακές καταλάσες. 

Η ενεργότητα καταλάσης του απομονωμένου ενζύμου επιβεβαιώθηκε και 

πειραματικά και φάνηκε να είναι πολλές φορές υψηλότερη σε σύγκριση με την 

αντίστοιχη ενεργότητα C12O. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η διλειτουργικότητα 

των καταλασών δεν είναι κάτι αξιοσημείωτο, καθώς πολλές εμφανίζουν επιπλέον 

ενεργότητα κατεχολοξειδάσης και άλλες ενεργότητα υπεροξειδάσης. Παρόλα 

αυτά, οι γνωστές καταλάσες δεν εμφανίζουν ενεργότητα διοξυγενάσης, με μόνο 

μία εξαίρεση. Η καταλάση από τον Bacillus stearothermophilus εμφάνισε 

ενεργότητα 2,3-διοξυγενάσης της τρυπτοφάνης μόνο παρουσία αναγωγικού 

παράγοντα. Πρέπει να σημειωθεί ότι οι 2,3-διοξυγενάσες της τρυπτοφάνης είναι 

από τις ελάχιστες περιπτώσεις διοξυγενασών που πραγματοποιούν την κατάλυση 

με αίμη, όπως συμβαίνει και στις καταλάσες. Αντιθέτως, οι C12O έχουν απλό ιόν 

σιδήρου στο ενεργό τους κέντρο. Μελέτες με χρήση παρεμποδιστών έδειξαν ότι 

είναι πιθανό οι δύο δράσεις να μην πραγματοποιούνται στο ίδιο σημείο της 

πρωτεΐνης. Είναι πολύ σημαντικό να πραγματοποιηθούν περαιτέρω μελέτες 
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σχετικά με την καινοτόμα αυτή διττή δράση του ενζύμου. Για να πραγματοποιηθεί 

αυτό, θα πρέπει αρχικά να εντοπιστεί το γονίδιο και να εκφραστεί ετερόλογα ώστε 

να παραχθεί σε υψηλές ποσότητες, με σκοπό να πραγματοποιηθούν 

κρυσταλλογραφικές μελέτες με παρεμποδιστές και υποστρώματα, ώστε να 

αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός της κάθε δράσης. 

Παράλληλα, το απομονωμένο ένζυμο χαρακτηρίστηκε με την ιδιότητά του ως 

C12O και βρέθηκε η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης του, καθώς μελετήθηκε και η 

θερμοσταθερότητά του. Το ένζυμο έδειξε ένα ευρύ φάσμα θερμοκρασιών (45-60 

°C) στο οποίο μπορεί να λειτουργεί με υψηλή ταχύτητα για τη διάσπαση του 

κατεχολικού δακτυλίου. Επίσης εμφάνιζε αξιοσημείωτη θερμοσταθερότητα ειδικά 

σε σύγκριση με τις υπόλοιπες χαρακτηρισμένες C12O. Ένα άλλο αξιοσημείωτο 

χαρακτηριστικό ήταν η ελάχιστη επίδραση της υψηλής συγκέντρωσης αλάτων 

(0,25-1 Μ NaCl και MgCl2) στη δράση του. Αυτό το χαρακτηριστικό είναι 

πιθανότητα απόρροια της αντοχής που δείχνει και ο μικροοργανισμός από τον 

οποίο προέρχεται το ένζυμο αυτό, καθώς ζει στη θάλασσα. Ένα ακόμα 

ενδιαφέρον γνώρισμα του ενζύμου αυτού είναι ότι εκτός από τη διάσπαση της 

κατεχόλης και της υδροκινόλης, μπορεί να πραγματοποιεί και της 4-

χλωροκατεχόλης. Αυτό το γεγονός κάνει το ένζυμο ακόμα πιο ελκυστικό για τη 

χρήση σε εφαρμογές βιοεξυγίανσης. Για παράδειγμα, η χρήση του ενζύμου θα 

μπορούσε να δοκιμαστεί στην κλωστοϋφαντουργία αλλά και στη βιομηχανία 

χάρτου, καθώς υπάρχει ανάγκη απομάκρυνσης του υπεροξειδίου του υδρογόνου 

που χρησιμοποιείται για τη λεύκανση. Παράλληλα, εκμεταλλευόμενοι τη διπλή 

δράση του ενζύμου, θα μπορούσε να πραγματοποιείται και ταυτόχρονη 

απομάκρυνση των φαινολικών και χλωροφαινολικών παραγώγων που υπάρχουν 

στα υγρά απόβλητα των βιομηχανιών αυτών. 

Στη συνέχεια της διατριβής, οι ίδιοι θαλάσσιοι μύκητες που δοκιμάστηκαν για 

την απομάκρυνση της 2,4-DCP, δοκιμάστηκαν και για το PCB29. Το PCB29 

συγκριτικά, είναι ένα πολύ πιο τοξικό και πολύπλοκο μόριο, καθώς αποτελείται 

από δύο βενζολικούς δακτυλίους και φέρει τρεις υποκαταστάτες χλωρίου. Η 

συγκέντρωση στην οποία μελετήθηκε η απομάκρυνση του PCB29 είναι η 

συγκέντρωση κορεσμού του ρύπου στο νερό, δηλαδή η συγκέντρωση στην οποία 
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θα ερχόταν σε επαφή ένας μικροοργανισμός με το ρύπο στο φυσικό περιβάλλον. 

Από τα 104 στελέχη που μελετήθηκαν, τα 72 που ταυτοποιήθηκαν εμφάνισαν 

αξιόλογες τιμές απομάκρυνσης του PCB29. Οκτώ από τα στελέχη αυτά 

κατάφεραν να απομακρύνουν το ρύπο σχεδόν εξολοκλήρου (>98.5%) και ανήκαν 

στα γένη Penicillium, Aspergillus, Purpureocillium, Cladosporium και Alternaria. 

Για τα στελέχη αυτά, επιχειρήθηκε η ταυτοποίηση των μεταβολιτών τους, η οποία 

όμως δεν κατέστη δυνατή. Αυτό πιθανότατα οφείλεται στην πολύ χαμηλή 

συγκέντρωση των μεταβολιτών, η οποία είναι χαμηλότερη από τα όρια 

ανίχνευσης του οργάνου. Στην προσπάθεια να γίνει μια υπόθεση του μηχανισμού 

απομάκρυνσης του PCB29 από τα μυκητιακά στελέχη, μετρήθηκαν ενζυμικές 

ενεργότητες διοξυγενασών του 2,3-διυδροξυ-διφαινυλίου, διοξυγενασών της 

κατεχόλης, αφαλογωνάσης των αλκανίων, υπεροξειδάσης και λακκάσης. Από 

αυτές τις ενεργότητες, μετρήσιμες τιμές είχαν μόνο οι ενεργότητες υπεροξειδάσης 

και λακκάσης, ειδικά για το ένα στέλεχος Cladosporium. Αυτό πιθανότατα 

σημαίνει ότι κάποιοι από τους μύκητες χρησιμοποιούν τα εξωκυτταρικά 

οξειδωτικά ένζυμα της οικογένειας των λιγνινασών για την απομάκρυνση του 

ρύπου, μέσω μηχανισμού ελευθέρων ριζών που οδηγούν στον 

διμερισμό/πολυμερισμό και καταβύθισή του. 

Το στέλεχος με τη δυνατότητα έκφρασης της υψηλότερης ενεργότητας 

λακκάσης μελετήθηκε περαιτέρω, με σκοπό την ακόμα υψηλότερη έκφραση της 

ενεργότητας αυτής και τελικά την απομόνωση ενζύμου. Για αυτό το λόγο, 

μελετήθηκαν διαφορετικές ουσίες ως επαγωγείς της έκφρασης, εκτός από τον 

ρύπο. Τα καλύτερα αποτελέσματα έδειξε η προσθήκη ιόντων χαλκού στο 

θρεπτικό μέσο καλλιέργειας. Ύστερα από βελτιστοποίηση της συγκέντρωσης των 

ιόντων χαλκού, το στέλεχος Cladosporium καλλιεργήθηκε σε βιοαντιδραστήρα 

διαλείποντος έργου 12 L και πραγματοποιήθηκε η παραγωγή λακκασών σε 

μεγαλύτερη κλίμακα. Από το εξωκυτταρικό της καλλιέργειας απομονώθηκαν δύο 

ισοένζυμα με ενεργότητα λακκάσης και πραγματοποιήθηκε ο βιοχημικός τους 

χαρακτηρισμός. Τα χαρακτηριστικά τους ήταν παρόμοια με άλλες 

χαρακτηρισμένες λακκάσες, ενώ ενδιαφέρον παρουσίασε το ένα από τα δύο 

ισοένζυμα λόγω της απομάκρυνσης του PCB29 με την προσθήκη μεσολαβητή, σε 

ποσοστό περίπου 71% ύστερα από 20 h. Το δεδομένο αυτό αποτελεί απόδειξη ότι 
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η απομονωμένη λακκάση είναι στην πραγματικότητα ένα από τα ένζυμα που 

χρησιμοποιεί ο μύκητας για την απομάκρυνση του ρύπου. Επίσης, το γεγονός 

αυτό κάνει πολύ ελκυστική τη χρήση της λακκάσης αυτής για την 

αποτοξικοποίηση και άλλων χλωριωμένων αρωματικών ρύπων. Ένα σημαντικό 

πρόβλημα με τη μελέτη των ενζύμων αυτών ήταν τα πολύ χαμηλά επίπεδα 

έκφρασής τους από το φυσικό στέλεχος. Για να γίνει εκτενέστερη μελέτη τους, 

αλλά και για να μπορούν να εφαρμοστούν σε μεγάλη κλίμακα, θα πρέπει να 

πραγματοποιηθεί η ετερόλογη έκφρασή τους σε ένα ευκαρυωτικό σύστημα 

έκφρασης. 

Όπως και στην περίπτωση της καινοτόμου καταλάσης παραπάνω, έτσι και 

στην περίπτωση των λακκασών πρέπει να γίνει πρώτα γνωστή η αμινοξική 

αλληλουχία των πρωτεϊνών αυτών. Εφόσον η ομολογία των ενζύμων αυτών με 

άλλα γνωστά είναι πολύ μικρή, αυτό το εγχείρημα γίνεται πολύ δύσκολο με τις  

χρησιμοποιούμενες τεχνικές πρωτεομικής. Έτσι, έχουν πραγματοποιηθεί 

γενομικές και μεταγραφομικές αναλύσεις για τα δύο μυκητιακά στελέχη 

(Tritirachium sp. και Cladosporium sp.) από τα οποία προέρχονται τα αντίστοιχα 

απομονωμένα ένζυμα. Κατά την περίοδο συγγραφής της διατριβής 

πραγματοποιείται η βιοπληροφορική ανάλυση των αναλύσεων αυτών. Σκοπός 

είναι, με τα μεταγραφομικά δεδομένα σε συνδυασμό με τα γενομικα, να 

αποκαλυφθούν οι μηχανισμοί αποικοδόμησης του κάθε ρύπου από το αντίστοιχο 

στέλεχος. Παράλληλα, θα γίνουν γνωστά τα γονίδια που εμπλέκονται, όπως η  

καταλάση και οι λακκάσες και έτσι θα υπάρχει πληροφορία για τα ένζυμα αυτά σε 

επίπεδο DNA και RNA. Αυτή η πληροφορία θα επιτρέψει την κλωνοποίηση και 

την έκφραση των ενζύμων αυτών σε μεγαλύτερες ποσότητες για τη ενδεχόμενη 

βιομηχανική αξιοποίησή τους. 

Στο πρώτο τμήμα της διατριβής, πραγματοποιήθηκε η ανακάλυψη τριών 

ενζύμων με μεθόδους που βασίζονται στη μέτρηση ενεργότητας και σε 

παραδοσιακές τεχνικές χρωματογραφίας για την απομόνωση πρωτεϊνών. Η χρήση 

των τεχνικών αυτών μας επέτρεψε να ανακαλύψουμε ένα πολύ καινοτόμο ένζυμο, 

το οποίο διαφορετικά θα αγνοούταν. Στη συνέχεια της διατριβής 

πραγματοποιήθηκε η ανακάλυψη ενός άλλου ενζύμου, μιας πολυφαινολοξειδάσης 
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(PPO), με τη χρήση βιοπληροφορικών εργαλείων. Σκοπός ήταν η ανακάλυψη μιας 

οξειδάσης η οποία θα είχε δράση σε χλωριωμένες φαινόλες για χρήση στη 

βιοεξυγίανση. Η βιοπληροφορική ανάλυση οδήγησε σε μια αλληλουχία του 

γονιδιώματος του μύκητα Thrmothelomyces thermophila, η οποία ανήκε στην 

οικογένεια των τυροσινασών και η οποία είχε χαμηλή ομολογία με άλλες γνωστές. 

Το αντίστοιχο γονίδιο κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε στη ζύμη Pichia pastoris. 

Ύστερα από την απομόνωσή του, ακολούθησε ο βιοχημικός χαρακτηρισμός του. 

Το ένζυμο φάνηκε να έχει κάποια ξεχωριστά χαρακτηριστικά σε σχέση με άλλα 

ομόλογα, όπως ήταν η υψηλή θερμοκρασία (65 °C) και το αλκαλικό pH (7,5-8) 

βέλτιστης δράσης του αλλά και η υψηλή θερμοσταθερότητά του. Η PPO αυτή, 

παρότι δεν είχε τη δυνατότητα οξείδωσης της τυροσίνης, μπορούσε να οξειδώσει 

με υψηλούς ρυθμούς ένα μεγάλο εύρος κατεχολικών, πολυφαινολικών, αλλά και 

φαινολικών ενώσεων. Μεταξύ αυτών ήταν η 4-χλωροκατεχόλη και η 3,5-

διχλωροκατεχόλη. 

Η ανασυνδυασμένη PPO έδειξε επίσης καταλυτική ενεργότητα σε ένα εύρος 

χλωροφαινολών και διχλωροφαινολών που δοκιμάστηκαν. Με σκοπό την αύξηση 

της ενεργότητας αυτής στις χλωροφαινόλες, αλλά παράλληλα και τη μελέτη της 

επίδρασης των αμινοξικών καταλοίπων στην ενεργότητα και 

στερεοεκλεκτικότητα των PPO, πραγματοποιήθηκαν μεταλλάξεις σημείου στην  

αλληλουχία  της PPO, με εργαλεία πρωτεϊνικής μηχανικής. Τα σημεία της 

αμινοξικής αλληλουχίας που επιλέχθηκαν για μετάλλαξη εντοπίστηκαν στην 

ευρύτερη περιοχή του ενεργού κέντρου του ενζύμου, όπου σε προηγούμενες 

μελέτες είχαν δείξει ότι μπορεί να έχουν επίδραση στην εξειδίκευση του ενζύμου 

ως προς το υπόστρωμα. Έτσι, κατασκευάστηκαν 5 τροποποιημένα ένζυμα με 

μονές και διπλές μεταλλάξεις και δοκιμάστηκαν στην οξείδωση των 

χλωροφαινολών. Σε κάποια παρατηρήθηκαν αλλαγές στην εξειδίκευση αλλά και 

στην στερεοεκλεκτικότητα. Το τροποποιημένο ένζυμο που παρουσίασε τη 

μεγαλύτερη αύξηση σε κάποια χλωροφαινόλη, σε σχέση με το φυσικό ένζυμο, 

ήταν αυτό που έφερε τις μεταλλάξεις G292N/Y296V. Το ένζυμο αυτό παρουσίασε 

αυξημένη ενεργότητα στην 3,5-DCP κατά 5,3 φορές. Είναι αξιοσημείωτο ότι μόνο 

με δύο σωστά επιλεγμένες μεταλλάξεις μεταβλήθηκε σημαντικά η εκλεκτικότητα 

του ενζύμου ως προς το υπόστρωμα. 
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Σε συνέχεια της μελέτης τις επίδρασης των μεταλλάξεων στη δράση της PPO 

πραγματοποιήθηκαν μελέτες κρυστάλλωσης του ενζύμου με σκοπό την εύρεση 

της τριτοταγούς δομής του. Κατά τη διάρκεια της συγγραφής της διατριβής 

πραγματοποιήθηκε η επίλυση της δομής και πειράματα πρόσδεσης υποστρωμάτων 

στους πρωτεϊνικούς κρυστάλλους. Με τον τρόπο αυτό, θα γίνει πλήρης 

αποσαφήνιση των αμινοξικών καταλοίπων του ενζύμου που αλληλεπιδρούν με τα 

υποστρώματα, με τελικό στόχο την αποσαφήνιση της συσχέτισης δομής και 

λειτουργίας ενζύμων με σπουδαίο βιομηχανικό ενδιαφέρον στον τομέα της 

βιοεξυγίανσης.
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