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Περίληψη 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε τόσο η παραγωγή όσο και η 

απομόνωση δύο καινοτόμων  εστερασών του γλυκουρονικού οξέος. 

Ακόμα μελετήθηκε και η συνεργιστική δράση των δυο αυτών εστερασών με δυο 

ενδοξυλανάσες των μικροοργανισμών Fusarium oxysporum και Τhermothelomyces 

thermophila. Oι δύο αυτές ενδοξυλανάσες είναι η GH11 και η GH30. 

Σε πρώτο στάδιο το γονίδια των γλυκουρονικών οξέων AeGE15 και  TlGE15 

εκφράστηκαν, παράχθηκαν και απομονώθηκαν μέσω του συστήματος ετερόλογης 

έκφρασης της μεθυλότροφης ζύμης Pichia pastoris. 

Αρχικά η παραγωγή έγινε σε υγρές καλλιέργειες των κυττάρων της ζύμης και στην 

συνέχεια η απομόνωση πραγματοποιήθηκε μέσω των σταδίων διήθησης, 

συμπύκνωσης και χρωματογραφίας συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου (IMAC) 

Τα μοριακά βάρη των δύο ενζύμων προσδιορίστηκαν μέσω ηλεκτροφόρησης πηκτής 

πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) και τα ισοηλεκτρικά τους σημεία μέσω 

ηλεκτροφόρησης ισοηλεκτρικής εστίασης σε πήκτωμα  πολυακρυλαμιδίου (ΙEF-

PAGE). 

Στην συνέχεια έλαβαν χώμα αντιδράσεις με υποστρώματα λιγνινών από 

προκατεργασία λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας με μίγμα νερού/ακετόνης με σκοπό 

την μελέτη της συνεργιστικής δράσης των εστερασών του γλυκουρονικού οξέος 

AeGE15 και  TlGE15 με τις ξυλανάσες GH11 και GH30. 

Σε δεύτερο στάδιο έγινε χρήση της μεθόδου χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων 

ως τεχνική μεγαλύτερης ευαισθησίας για τη μελέτη του συνεργιτισμού των ενζύμων. 

Η ανίχνευση πραγματοποιείται μέσω της ανίχνευσης γραμμικών ολιγοσακχαριτών 

της ξυλόζης. 

Από τα χρωματογραφήματα, παρατηρήθηκε αύξηση της συγκέντρωσης των 

απελευθερούμενων σακχάρων στις αντιδράσεις που χρησιμοποιήθηκαν και τα 2 

ένζυμα σε σύγκριση με τις αντιδράσεις που χρησιμοποιήθηκε μόνο η ξυλανάση. 

Ακόμα πιο έντονη ήταν η διαφορά της συγκέντρωσης όταν είχαμε την ξυλανάση 

GH30. Επομένως ο συνεργιτισμός ανάμεσα στα δύο ένζυμα επαληθεύτηκε σε 7 από 

τις 10 περιπτώσεις άρα δεν μπορούμε να εξάγουμε ασφαλή συμπεράσματα για την 

λειτουργία των ενζύμων. 
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Abstract 

In the present thesis, the production and the isolation of two novel glucuronic acid 

esters were studied. 

The synergistic effect of these two esters with two endoxylases of the 

microorganisms Fusarium oxysporum and Thermothelomyces thermophila was also 

studied. These two endoxylanases are GH11 and GH30. 

In the first step, the genes for the glucuronic acids AeGE15 and TlGE15 were 

expressed, produced and isolated through the heterologous expression system of 

the methylotrophic yeast Pichia pastoris. 

Initially the production was made in dough cultures of dough cells and then isolation 

was carried out through the steps of immobilized metal affinity chromatography, 

condensation and affinity chromatography (IMAC). 

The molecular weights of the two enzymes were determined by polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and their isoelectric points by polyacrylamide gel 

isoelectric focusing (IEF-PAGE). 

Subsequently, soil reactions with lignin substrates were obtained by pretreatment of 

lignocellulose biomass with a water/acetone mixture to study the synergistic action 

of glucuronic acid esterases AeGE15 and TlGE15 with xylanases GH11 and GH30. 

 

In the second step, the anion exchange chromatography method was used as a more 

sensitive technique for the study of enzyme synergism. Detection is performed by 

the detection of linear xylose oligosaccharides. 

From the chromatograms, an increase in the concentration of released sugars was 

observed in the reactions used for both enzymes compared to the reactions used for 

xylanase alone. Even more pronounced was the difference in concentration when we 

had xylanase GH30. Therefore, the synergistic action between the two enzymes was 

verified in 7 out of 10 cases and therefore no reliable conclusions can be drawn for 

the function of the enzymes. 
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Κεφάλαιο 1: Λιγνοκυτταρινούχος Βιομάζα 
 

Τα λιγνοκυτταρινούχα υλικά είναι άφθονα στη φύση και αποτελούν μείζονα δομική 

συνιστώσα ξυλωδών και μη ξυλωδών φυτών. Αποτελούν επίσης μείζονα πηγή 

ανανεώσιμης οργανικής ύλης και έχουν μεγάλη αξία ως εναλλακτικές πηγές 

ενέργειας. Οι συνθέσεις αυτής της βιομάζας ποικίλλουν. Το κύριο συστατικό είναι η 

κυτταρίνη (35-50%), ακολουθούμενη από ημικυτταρίνες (20-30%) και λιγνίνη (10-

25%). Εκτός από τα δευτερεύοντα συστατικά όπως οι πρωτεΐνες, τα έλαια και η τέφρα 

συνιστούν το υπόλοιπο κλάσμα της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας (Sjostrom, 1981) 

 

Οι χημικές ιδιότητες των συστατικών των λιγνοκυτταρινούχων προϊόντων τα 

καθιστούν ένα υπόστρωμα τεράστιας βιοτεχνολογικής αξίας (Malherbe & Cloete, 

2003) 

Τις τελευταίες δεκαετίες, οι τεχνολογίες που βασίζονται σε ένζυμα έχουν προκαλέσει 

παγκόσμιο ερευνητικό ενδιαφέρον. Η εύρεση οικονομικά κατάλληλων 

υποστρωμάτων είχε πάντα ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Ένα ιδανικό λιγνινοκυτταρινούχο 

υπόστρωμα είναι φθηνό, επεξεργάζεται εύκολα με υψηλή απόδοση και είναι 

κατάλληλο τόσο για υδρόλυση όσο και για παραγωγή ενζύμων. Η παραγωγή ενζύμων 

in situ αντί του εμβολιασμού με εμπορικά διαθέσιμα ένζυμα μπορεί να συνεισφέρει 

στην οικονομική ολοκλήρωση μιας διεργασίας (Hong et al.,2011) 

Τα λιγνοκυτταρινούχα υλικά, συμπεριλαμβανομένων  των αγροτικών αποβλήτων 

,των δασικών υπολειμμάτων και των ξυλώδων υλικών έχουν μεγάλες δυνατότητες 

στην παραγωγή βιομάζας και βιοκαυσίμων. (Godliving και Mtui, 2009) 

 

 

 

1.1 Είδη Λιγνοκυτταρινούχας Βιομάζας. 

 

Ξηρά χόρτα  

 

Τα  καλλιεργημένα χόρτα είναι πηγές λιγνοκυτταρινoύχου βιομάζας. Οι μείζονες 

βοτανώδης καλλιέργειες , που είναι επίσης πηγές, είναι τα φυτά Panicum (virgatum), 
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Miscanthus (Miscanthus spp. Anderss), γρασίδι (Phalaris arundinacea), γιγαντιαίο 

καλαμπόκι (Arundo donax L.), μηδική (Medicago sativa L.) και χορτάρι Napier 

(Pennisetum purpureum). Αυτά τα χόρτα έχουν ενεργειακά, οικονομικά και 

περιβαλλοντικά πλεονεκτήματα έναντι των καλλιεργειών τροφίμων (Faraco, 2013). 

Το Switchgrass χρησιμοποιείται ιδιαίτερα λόγω του χαμηλού κόστους του, της 

αφθονίας, της ικανότητάς του να αντιστέκεται στις ασθένειες και της ικανότητας να 

έχει υψηλή απόδοση σε υποστρώματα ζάχαρης ανά στρέμμα (Limayem & Rick ,2012). 

Το Miscanthus χρησιμοποιείται επίσης ευρέως και καλλιεργείται στην Ευρώπη ως 

καύσιμη ενεργειακή καλλιέργεια (Faraco, 2013). 

 

 

Forest woody feedstock 

 

Πηγές των λιγνοκυτταρινούχων αποβλήτων από τα δάση περιλαμβάνουν 

υπολείμματα που προέρχονται από φυσικά δάση, πριονίδια από πριονιστήρια, ξύλα 

και κλαδιά από νεκρά δένδρα και ταχέως αναπτυσσόμενα δασικά δέντρα. Υπάρχουν 

δύο τύποι δασικού ξύλου: σκληρό ξύλο και μαλακό ξύλο. Τα μαλακά ξύλα 

προέρχονται από δέντρα γυμνοσπερμίου και περιλαμβάνουν κέδρο, πεύκο, 

ερυθρελάτη, κυπαρίσσι, φούρνο, κρόκο και ξινόγαλο. Αυτά τα δέντρα μεγαλώνουν 

πολύ γρήγορα και είναι λιγότερο πυκνά σε σύγκριση με τα σκληρά ξύλα. Τα σκληρά 

ξύλα είναι αγγειόσπερμα και περιλαμβάνουν λεύκες, ιτιές, δρυς, βαμβακερό ξύλο και 

ασβέστη. Αυτή η πρώτη ύλη είναι πιο συμφέρουσα από τη χρήση εποχιακών φυτών, 

επειδή αυξάνονται όλο το χρόνο και περιέχουν λιγότερη τέφρα [Faraco (2013)].  

 

 

Γεωργικά κατάλοιπα  

 

Τα απόβλητα αγροτοβιομηχανιών παράγονται κατά τη βιομηχανική μεταποίηση 

γεωργικών προϊόντων. Αυτά που προέρχονται από τη γεωργική δραστηριότητα 

περιλαμβάνουν υλικά όπως άχυρο, μίσχους, φύλλα, φλοιό, χνούδι, σπόρους, πέτρες, 

πολτό ή μπίλιες από φρούτα, όσπρια ή δημητριακά (ρύζι, σιτάρι, καλαμπόκι, σόργο, 

κριθάρι), το γλυκό σόργο ή το άλεσμα του σόργου, οι χώροι εξαντλημένου καφέ, οι 

κόκκοι του φούρνου, οι φλούδες, τα κελύφη, οι φλούδες κλπ. Τα απόβλητα αυτά 
παράγονται σε μεγάλες ποσότητες καθ 'όλη τη διάρκεια του έτους και είναι οι πιο 

άφθονες ανανεώσιμες πηγές στη γη. Συντίθενται κυρίως από τα σάκχαρα, τις φιάλες, 

τις πρωτεΪνες και τα μέταλλα. Υπάρχει μεγάλο ενδιαφέρον για την 
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επαναχρησιμοποίηση αυτών των αποβλήτων, τόσο από οικονομική όσο και από 

περιβαλλοντική σκοπιά. Η οικονομική πτυχή βασίζεται στο γεγονός ότι τέτοια 

απόβλητα μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πρώτες ύλες χαμηλού κόστους για την 

παραγωγή άλλων ενώσεων προστιθέμενης αξίας, με την πρόβλεψη για μείωση του 

κόστους παραγωγής. Οι μεγάλες ποσότητες των βιομηχανικών αποβλήτων 

αποτελούνται κυρίως από κυτταρίνη, ημικυτταρίνες και λιγνίνη, που ονομάζονται 

λιγνινοκυτταρινούχα υλικά. Τα πολυμερή της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

αποτελούν πάνω από το 60% της φυτικής βιομάζας και αντιπροσωπεύουν έναν 

τεράστιο δυνητικό πόρο για τα τρόφιμα, τις ζωοτροφές, τα βιοκαύσιμα και άλλες 

βιομηχανικές διεργασίες.(Tengerdy et al, 2003) 

 

 

 

 

 

Σχήμα 1: Απεικόνιση της δομής της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας: κυτταρίνη, 

ημικυτταρίνη, λιγνίνη (Liu et al ,2015.) 
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1.2 Κυτταρίνη 
 

Η κυτταρίνη είναι το δομικό συστατικό όλων των φυτών και το πιο άφθονο οργανικό 

πολυμερές στη γη. Το 1830, πρώτος o Anselme Payen περιέγραψε την κυτταρίνη ως  

ένα ανθεκτικό, ινώδες στερεό το οποίο παραμένει μετά από την κατεργασία 

διαφόρων φυτικών ιστών με οξύ και αμμωνία. Η κυτταρίνη είναι ένα γραμμικό 

πολυμερές μονάδων D-γλυκόζης  ενωμένα με β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσμούς. Ένα 

μόριο κυτταρίνης μπορεί να αποτελείται από 7000 με 15000 μόρια γλυκόζης.  

Η σύζευξη των γειτονικών μορίων κυτταρίνης  με δεσμούς υδρογόνου καθώς και η 

επίδραση των δυνάμεων van der Waals, έχουν σαν αποτέλεσμα την παράλληλη 

ευθυγράμμιση της και το σχηματισμό κρυσταλλικής δομής (Zhang and Lynd , 2004) 

Στην φύση η κυτταρίνη παράγεται καθώς οι αλυσίδες γλυκάνης συνδέονται μεταξύ 

τους για να σχηματίσουν κρυσταλλικές και μη κρυσταλλικές περιοχές οι οποίες 

συναρμολογούνται σε δομές υψηλότερης τάξης, όπως τα μικροϊνίδια κυτταρίνης. Σε 

κάθε μικροϊνίδιο ομάδες από 35-100  μόρια κυτταρίνης δημιουργούν κρυσταλλικές 

δομές οι οποίες προσδίδουν αντοχή κατά την επιμήκυνση. Υπάρχουν όμως και 

περιπτώσεις στις οποίες συναντώνται μη κρυσταλλικές περιοχές μέσα στα 

μικροϊνίδια οι οποίες είναι πολύ υγροσκοπικές. (Χριστακόπουλος Π., Τόπακας Ε., 

2011) 
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Η περιεκτικότητα σε κρυσταλλική και μη κρυσταλλική κυτταρίνη ποικίλλει ανάλογα 

με το είδος του φυτού. Ανάλογα με το πώς συνδέονται οι αλυσίδες γλυκάνης  υπάρχει 

πιθανότητα να παρατηρηθούν διαφορετικές κρυσταλλικές δομές κυτταρίνης μέσα 

στο ίδιο μικροϊνίδιο. (Brown et al, 2007) 

Όλα τα παραπάνω  που αφορούν τις ιδιότητες και την δομή της κυτταρίνης την 

καθιστούν έναν εξαιρετικά σταθερό πολυσακχαρίτη, με μεγάλη αντοχή σε 

εφελκυσμό και ιδιαίτερα ανθεκτικό στην υδρόλυση.(Zhang and Lynd, 2004) 

 

Σχήμα 2: Δομική μονάδα κυτταρίνης. Εντός των αγκυλών απεικονίζεται ο δισακχαρίτης 

κελλοβιόζη (Χριστακόπουλος 2015) 

 

 

1.3 Ημικυτταρίνη 
 

Η ημικυταρρίνη είναι ένας εξαιρετικά πολύπλοκος πολυσακχαρίτης αποτελούμενος 

από D-ξυλόζη , D-αραβινόζη, D-γαλακτόζη, D-μανόζη, D-4-O-μέθυλ-γλυκουρονικό, D-

γλυκουρονικό οξύ και  τμήματα φερουλικού (Perez et αl. (2002)). 

Σύμφωνα με το κύριο υπόλειμμα σακχάρου στη ραχοκοκαλιά, η ημικυτταρίνη έχει 

διαφορετικές ταξινομήσεις, δηλ. ξυλάνες, μαννάνες, γλυκάνες, γλυκουρονοξυλάνες, 

αραβινοξυλάνες, γλυκομαννάνες, γαλακτομαννάνες, γαλακτογλυκομαννάνες, β-

γλυκάνες και ξυλογλυκάνες. Σε σύγκριση με την κυτταρίνη, οι ημικυτταρίνες 

διαφέρουν έτσι από τη σύνθεση των μονάδων ζάχαρης και την παρουσία 
βραχύτερων αλυσίδων και επίσης από τη διακλάδωση των κυρίων αλυσίδων, γεγονός 

που καθιστά τη δομή της ευκολότερη να υδρολυθεί από την κυτταρίνη. Αν και οι 

ημικυτταρίνες είναι δομικώς πιο πολύπλοκες από την κυτταρίνη και απαιτούν 

ουσιαστικά περισσότερα ένζυμα για πλήρη υδρόλυση, δεν σχηματίζουν 

κρυσταλλικές δομές όπως η κυτταρίνη και ως εκ τούτου είναι πιο ευαίσθητες στην 

ενζυματική υδρόλυση [Saha (2003)]. 
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Η ξυλάνη είναι το κυριότερο πολυμερές της ημικυτταρίνης στα δημητριακά και στο 

σκληρό ξύλο, αποτελείται από μια κεντρική αλυσίδα με μονάδες D-γλυκοπυρανόζης 

ενωμένες με β-1,4 γλυκοζιδικό δεσμό. 

Η αλυσίδα αυτή μπορεί να περιέχει διακλαδώσεις με μονάδες D-γαλακτόζης, L-

αραβινόζης, γλυκουρονικού οξέος, φερουλικό οξέος, π-κουμαρικού οξέος και 

ακετυλο-μονάδες (Wagner, 2013). Η ξυλάνη διαδραματίζει τον ρόλο του συνδετικού 

κρίκου ανάμεσα στην λιγνίνη και την κυτταρίνη ,εξασφαλίζοντας συνεκτικότητα στον 

κυτταρικό ιστό. Ο τρόπος που αλληλεπιδρά με τις δομικές μονάδες του κυτταρικού 

τοιχώματος είναι οι ομοιοπολικοί και οι μη ομοιοπολικοί (δεσμοί υδρογόνου) που 

σχηματίζει με την κυτταρίνη και τους λοιπούς πολυσακχαρίτες αντίστοιχα. Ως προς 

τα δομικά της χαρακτηριστικά, η ξυλάνη παρουσιάζει ποικιλομορφία, η οποία 

διαμορφώνεται βάσει της πηγής προέλευσής της.(Χριστακόπουλος και Τόπακας, 

2013). 

 

Σχήμα 3: Σχηματική απεικόνιση της δομής της ημικυτταρίνης (Puls and Schuseil, 1993) 

 

 

 

Δύο άλλες κύριες μορφές ημικυτταρίνης είναι οι γαλακτογλυκομαννάνες, που 

αποτελούνται είτε από έναν κύριο σκελετό με μονάδες D-μαννόζης (μαννάνες) και D-

γλυκόζης (γλυκομαννάνες) ενωμένες με δεσμό  β-1,4 δεσμό είτε από μονάδες D-

γλυκόζης οι οποίες έχουν στον κύριο σκελετό σαν υποκαταστάτη D-ξυλόζη. 

Οι μονάδες L-αραβινόζης και  D-γαλακτόζης μπορούν να συνδέονται με μονάδες 

ξυλόζης στις ξυλογλυκάνες και οι μονάδες L-φρουκτόζης με μονάδες γαλακτόζης των 

πλευρικών αλυσίδων των γλυκομαννάνων.(Wagner, 2013) 
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Σχήμα 4: Απεικόνιση δομών ημικυτταρινών α) ξυλάνη, β) ξυλογλουκάνη, γ) 

γαλακτομαννάνη (πάνω αριστερά), γαλακτογλυκομαννάνη (κάτω δεξιά) (Wagner, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Λιγνίνη 
 

Η λιγνίνη(Lignin) είναι το δεύτερο πιο άφθονο βιοπολυμερές στη γη και το 25-35% 

της ξηρής μάζας του ξύλου. Πρόκειται για ένα ετερογενές αρωματικό μακρομόριο με 

βασική δομική μονάδα το φαινυλοπροπάνιο. Δομείται από τριών ειδών αρωματικές 

αλκοόλες:την κωνιφερυλική αλκοόλη, τη σιναπική αλκοόλη και την π-κουμαρική 

αλκοόλη. Οι αλκοόλες αυτές σχηματίζουν τις τρείς υπομονάδες από τις οποίες 

αποτελείται η λιγνίνη. Την γουαϊακυλ-, συρινγκυλ- και π-υδροξυφαινυλ-υπομονάδα 

(Martinez et al., 2005). 
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Σχήμα 5: Οι τρείς δομικές μονάδες της λιγνίνης (Chakar et al, 2004) 

H λιγνίνη ενώνεται με χημικούς δεσμούς και με τις ημικυτταρίνες και με την 

κυταρρίνη. Έχει χαμηλή διόγκωση και είναι αδιάλυτη στο νερό. Υδρολύεται δύσκολα 

κυρίως με αλκαλικά διαλύματα σε υψηλές θερμοκρασίες (150-180 οC ) και προσδίδει 

υψηλή αντοχή σε κάμψη, θλίψη, κρούση. Παράγεται σε μεγάλες ποσότητες σαν 

απόβλητο σε διαδικασίες παραγωγής πολτού και χαρτιού καθώς  και παραγωγής  

βιοκαυσίμων.(Υang et al, 2016) 

Λόγο της μοριακής τους σύστασης, οι λιγνίνες είναι εξαιρετικά ανθεκτικές στη χημική 

και ενζυματική αποικοδόμηση. Γενικά τα φυτά αποτελούνται από διαφορετικές 

συγκεντρώσεις κάθε συστατικού. Για παράδειγμα το κύριο συστατικό λιγνίνης του 

σκληρού ξύλου είναι το ‘guaiaol’ και το ‘syringyl’, ενώ το κύριο συστατικό του 

μαλακού ξύλου είναι η κονυφεριλική αλκοόλη. (Perez et al, 2002) 
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Κεφάλαιο 2 : Προκατεργασία Λιγνινοκυτταρινούχου 

Βιομάζας 
 

2.1 Αναγκαιότητα και στόχος προκατεργασίας  

 

Προκειμένου να μετατραπεί η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα σε προϊόντα, πρέπει 

πρώτα να υποβληθεί σε προκατεργασία. Σε αυτή τη διαδικασία, η φυσική και χημική 

δομή της βιομάζας μεταβάλλεται και το περιεχόμενο κυτταρίνης υφίσταται 

υδρόλυση με διάφορους ρυθμούς [Kumar et αϊ. (2009)). Το στάδιο της 

προκατεργασίας είναι πολύ αναγκαίο καθώς εξασφαλίζει τη μεγιστοποίηση της 

καθαρότητας του επιθυμητού προϊόντος μετά από ενζυματική υδρόλυση και ζύμωση. 

Κατά την προκατεργασία, η λιγνίνη και η ημικυτταρίνη απομακρύνονται από τη 

βιομάζα και η κυτταρίνη κρυσταλλώνεται. Όταν η κυτταρίνη διασπάται και ζυμώνεται 

ταυτόχρονα παρουσία μικροοργανισμού, αναφέρεται ως ταυτόχρονη  ζαχαροποίηση 

και ζύμωση(SSF). 

 

Η επιλογή της προκατεργασίας  εξαρτάται από τα χαρακτηριστικά των πρώτων υλών 

και από τα τελικά προϊόντα. Επιπλέον, η προκατεργασία αναγνωρίζεται ως ένα 

βασικό βήμα λόγω της ουσιώδους επιρροής της στις περισσότερες άλλες διαδικασίες, 

συμπεριλαμβανομένων των απαιτήσεων μείωσης μεγέθους, ενζυμικής υδρόλυσης 

καθώς και στην τοξικότητα της ζύμωσης.(Wyman et al, 2005) 

 

 

Η προκατεργασία πρέπει (1) να βελτιώσει τον σχηματισμό σακχάρων ή την ικανότητα 

να σχηματίζει στη συνέχεια σάκχαρα με ενζυμική υδρόλυση.(2) να αποφεύγεται η 

υποβάθμιση ή η απώλεια υδατανθράκων (3) να αποφεύγεται ο σχηματισμός 

παραπροϊόντων ανασταλτικών στις μεταγενέστερες διαδικασίες υδρόλυσης και 

ζύμωσης, και (4) να είναι οικονομικά αποδοτικές. 

 

Η προκατεργασία κατανέμεται ευρέως σε τέσσερις ομάδες: φυσική, χημική, 

φυσικοχημική και βιολογική. Μια φυσική μέθοδος είναι η μηχανική αποσύνθεση με 

άλεση, λείανση και αποκοπή. Η χημική επεξεργασία της λιγνοκυτταρινούχας 

βιομάζας περιλαμβάνει τη χρήση χημικών ουσιών όπως αλκάλια, συμπυκνωμένα 

οξέα και οργανικούς διαλύτες για την αποικοδόμηση των αποβλήτων. Οι 

φυσικοχημικές διεργασίες χρησιμοποιούν τόσο συνδυασμό φυσικών όσο και 
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χημικών μεθόδων για την αποικοδόμηση των λιγνοκυτταρινούχων αποβλήτων. Οι 

κοινές διεργασίες περιλαμβάνουν την έκρηξη ατμού, την έκρηξη αμμωνίας και την 

έκρηξη διοξειδίου του άνθρακα. Η βιολογική επεξεργασία περιλαμβάνει τη χρήση 

μικροοργανισμών, κυρίως μυκήτων, για την αποσύνθεση της ημικυτταρίνης και της 

λιγνίνης, αφήνοντας την κυτταρίνη άθικτη. 

 

 

2.2 Μέθοδοι  Προκατεργασίας 

 

 

Σχήμα 6 Συνοπτική παρουσίαση των μεθόδων προκατεργασίας βιομάζας(Ravindran and 

Jaiswal, 2016) 
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2.2.1 Φυσική προκατεργασία 

 

Το ζεμάτισμα, η κοπή και  η άλεση είναι οι βασικές φυσικές μέθοδοι προκατεργασίας. 

Η απαιτούμενη ενέργεια στη διαδικασία εξαρτάται από το μέγεθος του τελικού 

προιόντος  και τα χαρακτηριστικά της βιομάζας. Κατά την προκατεργασία της 

βιομάζας φυσικά, επιδιώκεται η μεγέθυνση της επιφάνειας, η μείωση του βαθμού 

πολυμερισμού και της κρυσταλλικότητας της κυτταρίνης [Sun & Cheung (2002)]. Κατά 

την κοπή, η βιομάζα κόβεται σε μικρά θραύσματα περίπου 10-30 mm. Κατά την 

άλεση, η βιομάζα μειώνεται σε μέγεθος σωματιδίων από 0,2 mm έως 2 mm. Η άλεση 

και η κοπή είναι περισσότερο χρήσιμες για τη μείωση του βαθμού πολυμερισμού και 

της κρυσταλλικότητας κυτταρίνης από το ζεμάτισμα λόγω των δυνάμεων διάτμησης 

[Agbor et αl. (2011)]. 

Παρόλο που οι προκατεργασίες με άλεση συχνά περιγράφονται ως τεχνικές υψηλής 

ενέργειας, η μέθοδος της άλεσης με υγρό δίσκο φαίνονται ότι μπορεί να αποτελέσει 

καλή λύση σε πολλές περιπτώσεις.(Da silva et al, 2010) 

 

 

2.2.2 Φυσικoxημική προκατεργασία 

 

Έκρηξη ατμού 

 

Αυτή είναι μια από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες φυσικοχημικές επεξεργασίες. 

Σε αυτή τη μέθοδο, ατμός υψηλής πίεσης 0,69 έως 4,83 ΜΡα εκτίθεται στην 

τεμαχισμένη βιομάζα για λίγα λεπτά και κατόπιν η πίεση του ατμού μειώνεται αργά 

σε ατμοσφαιρική πίεση. Καθώς μειώνεται η πίεση, η βιομάζα υφίσταται 

αποσυμπίεση. Τα συστατικά ημικυτταρίνης και λιγνίνης υποβαθμίζονται λόγω των 

υψηλών θερμοκρασιών. Η έκρηξη του ατμού μπορεί να πραγματοποιηθεί με 

καλύτερο ρυθμό όταν προστίθενται χημικές ουσίες όπως το H2SO4  και το CO2  [Sun 

& Cheung (2002)] 
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Προκατεργασία με θερμό νερό 

 

Η προκατεργασία με θερμό νερό είναι ιδανική για λιγνινοκυτταρινούχα 

υποστρώματα, στα οποία η προσθήκη χημικών για την απολιγνίνωση θα οδηγούσε 

σε απώλεια χρήσιμης βιομάζας. Αυτή η μέθοδος, δεν απαιτεί αντιδραστήρα 

ανθεκτικό στην διάβρωση, καθώς και χημικά, ενώ ο σχηματισμός τοξικών ουσιών 

απουσίαζει. Η όλη διαδικασία πραγματοποιείται σε αντιδραστήρα υψηλής 

πίεσης(Ravindran and Jaiwal, 2016) 

 

 

 

Έκρηξη αμμωνίας 

 

Η έκρηξη αμμωνίας είναι μια άλλη μέθοδος που χρησιμοποιείται για την 

προκατεργασία. Σε αυτή τη μέθοδο προστίθεται υγρή αμμωνία στη βιομάζα περίπου 

σε πίεση (100-400 psi) και θερμοκρασία (70-200 ° C) και κατόπιν η πίεση 

απελευθερώνεται ταχέως [Balan et αl. (2009)]. Η έκρηξη αμμωνίας αποκρυσταλλώνει 

την κυτταρίνη, υδρολύει ημικυτταρίνη, απομακρύνει την λιγνίνη και αυξάνει το 

μέγεθος και τον αριθμό των μικροπόρων στο κυτταρικό τοίχωμα, αυξάνοντας 

σημαντικά την ταχύτητα ενζυμικής υδρόλυσης (Mosier et al. ,2005) 

 

Έκρηξη υπερκρίσιμου διοξειδίου του άνθρακα  

 

Το υπερκρίσιμο διοξείδιο του άνθρακα είναι μια τροποποιημένη μέθοδος έκρηξης 

ατμού που χρησιμοποιεί διοξείδιο του άνθρακα αντί για ατμοσφαιρικό αέρα. 

Συγκεκριμένα, ποσοστό βιομάζας διαβρέχεται και τροφοδοτείται στον 

αντιδραστήρα, στον οποίο στη συνέχεια η πίεση ανεβαίνει σταδιακά με την βοήθεια 

του υπερκρίσιμου διοξειδίου. Η κατάσταση αυτή διατηρείται στον αντιδραστήρα για 

κάποιο χρονικό διάστημα και ακολουθεί εκτόνωση της πίεσης που έχει ως 

αποτέλεσμα την κλασμάτωση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας. Το υπερκρίσιμο 

διοξείδιο του άνθρακα διαχέεται εντός της κρυσταλλικής δομής της κυτταρίνης και 

πραγματοποιείται έκρηξη. Με τον τρόπο αυτό, διαταράσσεται το κυτταρικό τοίχωμα 

της βιομάζας, ενώ  διευκολύνεται η πρόσβαση των κυτταρινολυτικών ενζύμων προς 

το υπόστρωμα.(Ravindran and Jaiwal, 2016) 
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2.2.3 Χημική προκατεργασία  

 

Προκατεργασία με αραιό οξύ 

 

Η προκατεργασία με αραιό οξύ υδρολύει τις ημικυτταρίνες και κάνει την κυτταρίνη 

πιο επιρρεπή στην αποδόμηση. Ισχυρά οξέα, όπως το θεϊκό οξύ, σε αραιωμένη 

μορφή, χρησιμοποιούνται συνήθως για την επεξεργασία της βιομάζας. Τα δείγματα 

βιομάζας βυθίζονται στο αραίο οξύ, η θερμοκρασία αυξάνει στους  160οC, όπου 

παραμένει για 10 λεπτά. Με την προκατεργασία με αραίο οξύ επιτυγχάνεται 

σημαντική μείωση γαλακτόσυλ- και ξυλοσυλ-ομάδων (ημικυτταρίνης), ενώ 

διατηρείται υψηλή η περιεκτικότητα σε κυτταρίνη(Ravindran and Jaiwal, 2016) 

 

Οζονόλυση 

 

Σε αυτή τη μέθοδο, αέριο όζον διέρχεται μέσω ενός δοχείου αντίδρασης που περιέχει 

το υπόστρωμα. Το όζον, εάν παρέχεται σε επαρκείς ποσότητες, είναι αποτελεσματικό 

για την αποικοδόμηση της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης και διατηρεί την κυτταρίνη 

ανέπαφη. Ο Kumar (2009) έχει διασαφηνίσει τις διάφορες προκατεργασίες που 

πραγματοποιούνται σε λιγνινοκυτταρινούχα απόβλητα. Η μέθοδος μπορεί να γίνει 

σε θερμοκρασία δωματίου και σε πίεση δωματίου και το όζον δεν παράγει 

ανεπιθύμητα παράγωγα λιγνίνης, καθιστά ομάδες καρβοξυλικού οξέος, όπως 

μυρμηκικό οξύ, οξαλικό οξύ, οξικό οξύ και άλλες ομάδες δικαρβοξυλικού οξέος που 

μπορούν εύκολα να μεταβολιστούν. 
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Αλκαλική υδρόλυση. 

 

Άλατα όπως ΝαΟΗ και ΝΗ3 μπορούν να χρησιμοποιηθούν για αλκαλική υδρόλυση. 

Ο μηχανισμός της αλκαλικής υδρόλυσης είναι η σαπωνοποίηση ενδομοριακών 

εστερικών δεσμών που διασυνδέουν τις ημικυτταρίνες ξυλάνης και άλλα συστατικά. 

Όταν αφαιρούνται οι σταυροειδείς δεσμοί, αυξάνεται το πορώδες. Η επεξεργασία με 

αραιωμένο NaOH των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών προκάλεσε διόγκωση, 

οδηγώντας σε αύξηση της εσωτερικής επιφάνειας, μείωση του βαθμού 

πολυμερισμού, μείωση της κρυσταλλικότητας, διαχωρισμό των δομικών δεσμών 

μεταξύ της λιγνίνης και των υδατανθράκων και διάρρηξη της δομής της λιγνίνης 

[Leustean (2009 )]. Σε αυτή τη μελέτη, τα δείγματα υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με 

οξύ και αλκάλι (1Ν) στους 90 ° C για 3 ώρες. 

 

 

 

2.2.4 Προκατεργασία με οργανικό διαλύτη 

 

Η προκατεργασία οργανικού διαλύτη επιτρέπει τον διαχωρισμό υψηλής 

καθαρότητας κυτταρίνης με μόνο μικρή διάσπαση. Η κυτταρίνη ανακτάται ως στερεή 

ενώ η περισσότερη λιγνίνη και η ημικυτταρίνη διαλύονται μέσα σε οργανικό διαλύτη. 

Κατά συνέπεια, η απομάκρυνση της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης έχει ως 

αποτέλεσμα μειωμένη αντίσταση στη λιγνίνη και αυξημένη επιφάνεια της περιοχής 

της κυτταρίνης, ενισχύοντας έτσι την ενζυμική δράση καθώς και την προσβασιμότητα 

στην υδρόλυση.( Kim και Pan, 2010). 

Yψηλής ποιότητας λιγνίνη απομονωμένη από προκατεργασία οργανικού διαλύτη της 

βιομάζας μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πτώση υψηλής αξίας σε χημικές ουσίες για 

ένα ευρύ φάσμα βιομηχανικών εφαρμογών. Η υψηλής ποιότητας λιγνίνη περιέχει 

ανώτατες ιδιότητες, όπως έλλειψη θείου, μικρό μοριακό βάρος καθώς και την 

απωθητικότητα του νερού. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για πολλές και κοστοβόρες 
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εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένων ειδικών συγκολλητικών ουσιών και ρητινών για 

επικαλύψεις, κατασκευές, κόντρα πλακέ, πλαστικοποιητές.(Arato et al, 2005) 

Η προκατεργασία organosolv χρησιμοποιεί ισχυρούς καταλύτες ανόργανων οξέων 

όπως το θειϊκό οξύ, οι οποίοι υδρολύουν τους δεσμούς στη λιγνίνη. Το πλεονέκτημα 

αυτής της μεθόδου είναι η επιλογή της ανάκτησης της λιγνίνης ως προϊόν 

προστιθέμενης αξίας. Επιπλέον, η ανάκτηση του διαλύτη απαιτεί ελάχιστη ενέργεια. 

Αυτός ο τρόπος προκατεργασίας περιλαμβάνει την χρήση χημικών όπως η 

φορμαλδεϋδη (Ravindran and Jaiwal, 2016). Οι βασικότεροι διαλύτες που 

χρησιμοποιούνται είναι η αιθανόλη και η ακετόνη.  

 

 

Σχήμα 7 : Διάγραμμα ροής οργανικού διαλύτη στην προκατεργασία της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας.(Ke Zhang et al ,2016) 

 

Στην προκατεργασία με οργανικό διαλύτη, οι δεσμοί μεταξύ της  εσωτερικής λιγνίνης 

και της ημικυτταρίνης διασπώνται, διαχωρίζοντας την λιγινοκυτταρινούχος βιομάζα 

σε μείζονες μακρομοριακές δομές: κυτταρίνη, ημικυτταρίνη και λιγνίνη. 

Όπως φαίνεται στο παραπάνω σχήμα , σε αυτό συμβαίνουν δύο θεμελιώδεις 

διαχωρισμοί προκατεργασία. 

 Πρώτον, η λιγνοκυτταρινούχα βιομάζα επεξεργάζεται οργανικά με διαλύτη σε 

υψηλές θερμοκρασίες και πιέσεις για συγκεκριμένο χρόνο. Η πλειονότητα της 

λιγνίνης και της ημικυτταρίνης αποικοδομείται σε μικρά μοριακά θραύσματα μικρού 

βάρους, που διαλύονται σε διαλύτη ως υγρά. Η κυτταρίνη διαχωρίζεται όντας  

εξαιρετικά ευαίσθητη σε υδρόλυση και ζυμώνεται με αιθανόλη. Ο δεύτερος 

διαχωρισμός επιτυγχάνεται με αραίωση, ξήρανση και την καταβύθιση υγρών 

πλούσιων σε λιγνίνη προς ανάκτηση και στη συνέχεια ανακύκλωση πίσω στο  διαλύτη 

στην προκατεργασία. Λόγω του δεύτερου διαχωρισμού παίρνουμε ξυλόζη και λιγνίνη 

υψηλής καθαρότητας με δυνατότητες για διάφορες βιομηχανικές εφαρμογές. Κατά 

την προκατεργασία με οργανικό διαλύτη,  καταλύτες που είναι οξέα προστίθενται 
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προκειμένου να αυξηθεί ο ρυθμός απομάκρυνσης της λιγνίνης διότι μειώνουν τη 

θερμοκρασία προκατεργασίας μιας και διασπούν τους ασταθείς σε οξύ δεσμούς (α-

αρυλαιθέρας και αρυλογλυκερόλη-β-αρύλιο αιθέρες) για τη σταθεροποίηση 

θραυσμάτων λιγνίνης (Ghozatloo et αl., 2006). 

 

Βιολογική Προκατεργασία. 

 

Τα βιολογικά συστήματα προκατεργασίας που βασίζονται σε βιολογικούς 

παράγοντες διευκολύνουν την απολιγνίνωση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας και 

συνεπώς την ενζυμική υδρόλυση. Σε αντίθεση με φυσικές και χημικές μεθόδους 

προκατεργασίας, η βιολογική προκατεργασία δεν περιλαμβάνει υψηλή θερμοκρασία 

ή/και πίεση, δεν απαιτεί οξέα, βάσεις ή οποιαδήποτε είδη αντιδραστηρίων. 

Επίπλέον, η διαδικασία δεν δημιουργεί οποιαδήποτε ανεπιθύμητα παραπροϊόντα. 

Το μειονέκτημα της  χρήσης των βιολογικών στρατηγικών προκατεργασίας είναι το 

γεγονός ότι υπάρχει περιορισμένος έλεγχος της όλης διαδικασίας καθώς επίσης και 

ότι  είναι μια αργή διαδικασία. (Ravindran and Jaiwal, 2016) 

Μικροοργανισμοί όπως μύκητες λευκής και μαύρης σήψης, και μαλακοί μύκητες 

σήψης χρησιμοποιούνται για την αποικοδόμηση των λιγνοκυτταρινούχων 

αποβλήτων. Περιέχουν ένζυμα που υποβαθμίζουν τη βιομάζα. Οι μαύροι μύκητες 

σήψης αποσυνθέτουν την κυτταρίνη, η λευκή σήψη και η μαλακή σήψη 

υποβαθμίζουν τόσο την λιγνίνη όσο και την κυτταρίνη. Ωστόσο, λόγω του χαμηλού 

ποσοστού υδρόλυσης ενζύμων, αυτή η μέθοδος δεν είναι δημοφιλής για την 

προκατεργασία. (Sun & Cheung ,2002) 

 

 

Προκατεργασία  με χρήση μυκητών 

 

Η απολιγνίνωση της βιομάζας με τη χρήση διαφόρων ειδών μυκήτων είναι μια 

μέθοδος που έχει γνωρίσει μεγάλη ερευνητική δραστηριότητα τα τελευταία χρόνια. 

Οι μύκητες λευκής σήψης είναι μια ομάδα βασιδιομυκητών που ευδοκιμούν σε 

ξυλώδη ύλη. Είναι ικανοί για την διάσπαση και την απομετάλλωση της λιγνίνης . Οι 

ενέργειες αυτές πραγματοποιούνται με την βοήθεια δύο ομάδων ενζύμων, την 

ομάδα των οξειδωτικών λιγνινολυτικών ενζύμων που δρούν στους φαινολυκούς 

δακτυλίους στη λιγνίνη και το σύστημα των υδρολυτικών ενζύμων που αποδομούν 

την κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη προκειμένου να απελευθερωθούν ζυμώσιμα 

σάκχαρα. Το σύστημα των οξειδωτικών ενζύμων αποτελείται από τρία κύρια ένζυμα: 
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την υπεροξειδάση της λιγνίνης, τις υπεροξειδάσες  που εξαρτώνται από το μαγγάνιο 

και τις λακκάσες. Οι μύκητες καστανής σήψης είναι μια άλλη ομάδα μυκητών 

αποδόμησης λιγνινοκυτταρινούχου ύλης που χρησιμοποιεί ένζυμα για την 

υποβάθμιση της κυτταρίνης  και των ημικυτταρινών με ελάχιστη απομάκρυνση της 

λιγνίνης. Θεωρείται ότι η απομάκρυνση της λιγνίνης από τους μύκητες καστανής 

σήψης ακολουθεί μη ενζυμικό μονοπάτι με χρήση υδροξυλικών ριζών. (Ravindran 

and Jaiwal, 2016) 

 

 

 

2.2.5 Ενζυμική προκατεργασία 

 

Καθώς οι μέθοδοι προκατεργασίας με μύκητες  χρησιμοποιούν λευκής σήψης 

μύκητες για την απομάκρυνση της λιγνίνης από την βιομάζα, η ενζυμική 

προκατεργασία χρησιμοποιεί καθαρά ένζυμα που προέρχονται από τους ίδιους 

οργανισμούς για την επίτευξη κοινού στόχου. Η λακκάση και η υπεροξειδάση του 

μαγγανίου είναι ως επί το πλείστον τα  ένζυμα που χρησιμοποιούνται για την 

επεξεργασία του λιγνοκυτταρινούχου υποστρώματος. Οι λακκάσες είναι 

φαινολοξειδάσες που περιέχουν πολλαπλά ιόντα χαλκού και καταλύουν την 

οξείδωση των φαινολών, ανιλινών και αρωματικών θειολών. Η απομάκρυνση της 

φαινόλης από την λακκάση ενισχύει την ανάπτυξη μικροβίων, βελτιώνει την 

ικανότητα ζύμωσης και μειώνει τον χρόνο υστέρησης. Η υπεροξειδάση του 

μαγγανίου είναι ένα άλλο  ένζυμο που παράγεται από λευκής σήψης μύκητες, το 

οποίο εκμεταλλεύεται το μαγγάνιο στα ξυλώδη υποστρώματα. Από την άλλη, η 

αδυναμία των καστανής σήψης μυκητών για την παραγωγή αυτού του ενζύμου, τους 

έχει υποχρεώσει  να εξαρτώνται  από τις ρίζες υδροξυλίου και την αντίδραση Fenton. 

(Ravindran and Jaiwal, 2016) 
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Κεφάλαιο 3 : Ενζυμα που αποδομούν την λιγνοκυτταρινούχo 

βιομάζα 
 

3.1 Ενζυμα που αποδομούν την λιγνίνη 

 

Η λιγνίνη είναι πολύ δύσκολο να αποδομηθεί λόγω της σύνθετης δομής της. Το 

ενζυμικό σύστημα που απαιτείται για την αποικοδόμηση της λιγνίνης θα πρέπει να 

είναι εξωκυτταρικό (καθώς η δομή της λιγνίνης είναι πολύπλοκη), οξειδωτικό (καθώς 

περιέχει δεσμούς άνθρακα-άνθρακα και αιθέρα) και με λιγότερες προδιαγραφές 

(καθώς η στερεοχημεία της λιγνίνης είναι ακανόνιστη). (Rodrigo de Souza ,2013) 

Για την αποικοδόμηση της λιγνίνης μπορούν να χρησιμοποιηθούν διάφορα 

διαφορετικά ένζυμα: υπεροξειδάση μαγγανίου, υπεροξειδάση λιγνίνης, λακτάση και 

Η2Ο2-όπως οξειδάση γλυκόζης, οξειδάση σακχάρων, οξειδάση αλκοόλης. 

 

Υπεροξειδάση της λιγνίνης 

 

Αυτή η πρωτεΐνη είναι πολύ μεγάλη και έτσι δεν μπορεί να εισέλθει στα κύτταρα της 

λιγνίνης. Ως εκ τούτου, η υποβάθμιση λαμβάνει χώρα στην επιφάνεια της 

εκτεθειμένης λιγνίνης. Τα μόρια υπεροξειδάσης προσθέτουν οξυγόνο στην 

υπεροξειδάση της λιγνίνης, με αποτέλεσμα την απώλεια  δύο ηλεκτρονίων. Αυτό 

σχηματίζει μια ένωση. Η οξειδωμένη λιγνίνη στη συνέχεια οξειδώνει τους 

αρωματικούς πυρήνες της λιγνίνης με ένα ηλεκτρόνιο που οδηγεί σε κατιονικές ρίζες. 

Οι ρίζες προκαλούν τη διάσπαση των Ο-Ο δεσμών και έτσι ανοίγουν τον αρωματικό 

δακτύλιο. Η προηγούμενη ένωση τώρα  σχηματίζει κατιοντικές αλκοολικές ρίζες και 

αυτά τα κατιόντα απομακρύνουν τα ηλεκτρόνια από τον μεθοξυλιωμένο αρωματικό 

δακτύλιο της λιγνίνης, που αρχίζει την αποδόμηση. Τα κατιόντα αντιδρούν επίσης με 

οξυγόνο που σχηματίζει αντιδραστικά είδη οξυγόνου που υποβαθμίζουν περαιτέρω 

την λιγνίνη. (Carr ,2012) 
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Υπεροξειδάση εξαρτώμενη από μαγγάνιο. 

 

Αυτές οι πρωτεΐνες είναι παρόμοιες με την υπεροξειδάση λιγνίνης με μικρές 

διαφορές. Το πρώτο υπεροξείδιο του υδρογόνου συνδέεται με ένζυμο σιδήρου και 

σχηματίζει σύμπλοκο υπεροξειδίου του σιδήρου. Η δωρεά δύο ηλεκτρονίων από την 

αιμή καταλήγει στον σχηματισμό της ένωσης MnP 1 και ένα ηλεκτρόνιο 

απελευθερώνεται με διάσπαση του δεσμού διοξυγόνου. Η ένωση MnP 1 ανάγεται 

στην ένωση 2 και το μονόκλειστο Mg2+ οξειδώνεται προς σχηματισμό Mg3+. Η ένωση 

II ανάγεται και σχηματίζεται ένα άλλο Mg3+, αποβάλλοντας ένα μόριο νερού και 

σχηματίζει ένα φυσικό ένζυμο. Το Mg3+ είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας 

ο οποίος οξειδώνει τις φαινολικές ομάδες στην λιγνίνη. Επίσης, οι ενώσεις MnP 

παράγουν φαινόξυ ρίζες οι οποίες μπορούν να υποβαθμίσουν την λιγνίνη [Carr 

(2012)]. Τα προϊόντα που απελευθερώνονται μετά την ενζυματική αποικοδόμηση της 

λιγνίνης χρησιμοποιούνται ευρέως ως βιομηχανικές χημικές ουσίες. 

 

 

 

Σχήμα 8: Μηχανισμός αποδόσης λιγνίνης (Sanchez, 2009) 
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3.2 Ένζυμα αποδόμησης κυτταρίνης 

 

Απαιτούνται τρία είδη ενζύμων για την πλήρη αποδόμηση της κυτταρίνης:b-

1,4ενδογλυκανάσες,εξωγλουκανάσες/κελλοβιοϋδρολάσες και β-γλυκοσιδάση. Αυτά 

τα τρία ένζυμα δουλεύουν μαζί διαδοχικά για να διασπάσουν την κυτταρίνη. Πρώτον, 

οι ενδογλουκανάσες διασπούν τις κυτταρινικές αλυσίδες εσωτερικά και 

απελευθερώνουν συστατικά που μπορούν να αποδομηθούν περαιτέρω από τις 

κελλοβιοϋδρολάσες ή τις β-γλυκοζιδάσες. Οι κελλοβιοϋδρολάσες διασπούν τις 

μονάδες κελλοβιόζης από το τέλος των πολυσακχαριτικών αλυσίδων και στη 

συνέχεια οι β-γλυκοσιδάσες υδρολύουν την κελλοβιόζη σε γλυκόζη [Deshmukh et αϊ. 

(2010)]. Ο μύκητας που χρησιμοποιείται δημοφιλώς για την αποικοδόμηση της 

κυτταρίνης είναι ο Trichoderma reesei καθώς από αυτόν έχουν χαρακτηριστεί β-1,4-

ενδογλυκανάσες, δύο κυτταροβιοϋδρολάσες και δύο β-γλυκοζιδάσες [Rodrigo de 

Souza (2013)] 

 

Οι ενδογλουκανάσες, διασπούν εσωτερικούς δεσμούς στην άμορφη περιοχή της 

κυτταρίνης. Με τον τρόπο αυτό παράγουν διαφόρων μεγεθών ολιγοσακχαρίτες και 

δημιουργούν νέα άκρα στην αλυσίδα της κυτταρίνης τα οποία προσελκύουν 

εξωγλουκανάσες. Η κυτταρινολυτική διαδικασία ξεκινά με ενδογλουκανάσες που 

διασπούν τυχαία εσωτερικούς δεσμούς στην άμορφη περιοχή της κυτταρίνης και 

δημιουργούν αναγωγικά και μη αναγωγικά άκρα, επιρρεπή  στη δράση 

εξωγλουκανασών. Η διαδικασία που μόλις αναφέρθηκε ονομάζεται πρωτογενής 

υδρόλυση. Η πρωτογενής υδρόλυση από ένδο και έξω-κυτταρινάσες λαμβάνει χώρα 

στην επιφάνεια στερεών υποστρωμάτων και απελευθερώνει διαλυτά σάκχαρα με 

βαθμό πολυμερισμού έως και 6 σε υγρή φάση. Η δευτερογενής υδρόλυση 

περιλαμβάνει κυρίως την υδρόλυση της κελλοβιόζης σε δύο μονάδες γλυκόζης με την 

δράση της β-γλυκοζιδάσης. Οι συνδυασμένες δράσεις των ένδο- και έξω-

γλουκανασών τροποποιούν τα χαρακτηριστικά της επιφάνειας της κυτταρίνης με την 

πάροδο του χρόνου, με αποτέλεσμα ταχείες μεταβολές στο ρυθμό υδρόλυσης. 

(Quiroz-Castaneda and Folch-Mallol 2013) 
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3.3 Ένζυμα αποδόμησης της ημικυτταρίνης 

 

Δεδομένου ότι η ημικυτταρίνη είναι ένας πολυσακχαρίτης κατασκευασμένος από 

ξυλάνη, ξυλογλυκάνη και μαννάνη, χρειάζεται ενδο-ένζυμα για να διασπάσει τις 

εσωτερικές αλυσίδες, εξω-ένζυμα για να απελευθερώνουν μονομερείς μονάδες και 

βοηθητικά ένζυμα για να διασπάσουν πλευρικές αλυσίδες.  

Η ξυλάνη είναι ένα πολυμερές που αποτελείται από μονάδες β-1,4 που συνδέονται 

με μονάδες D-ξυλόζης.. Αυτές οι μονάδες υποβαθμίζονται από τα δύο ένζυμα. Τα 

ένζυμα των β-1,4-ενδοξυλανασών αποσυνθέτουν τον σκελετό ξυλάνης σε 

μικρότερους ολιγοσακχαρίτες και το ένζυμο β-1,4-ξυλοσιδάση αποσυνθέτει τους 

ολιγοσακχαρίτες σε ξυλόζη.  

 Η ξυλογλυκάνη περιέχει β-1,4-συνδεδεμένες μονάδες D-γλυκόζης στον σκελετό που 

υποκαθίσταται κυρίως από D-ξυλόζη. Χρειάζεται ενδογλυκανάσες (ξυλογλυκανάσες) 

και β-γλυκοσιδάσες για την αποικοδόμησή του. 

Οι μαννάνες αποτελούνται από ένα σκελετό που αποτελείται από β-1,4-

συνδεδεμένες μονάδες D-μαννόζης και υπολείμματα D-γλυκόζης με πλευρικές 

αλυσίδες D-γαλακτόζης. Οι μαννάνες είναι ένας τύπος εξωκυτταρίνης που διασπάται 

από τα ένζυμα β-ενδομαννανάσες και β-μαννοσιδάσες που εκφράζονται συνήθως 

από τους μικροοργανισμούς Aspergilli. Οι β-μαννανάσες διασπούν τη ραχοκοκκαλιά 

των γαλακτο (γλυκο) μαννάνων, απελευθερώνοντας μαννολιγοσακχαρίτες (κυρίως 

μαννοβιόζη και μαννοτριόζη). Οι β-μαννοσιδάσες δρουν στα μη αναγωγικά άκρα των 

μαννολιγοσακχαριτών, απελευθερώνοντας μαννόζη. 

 

 

Όταν έχουν αποικοδομηθεί όλοι οι υποκαταστάτες στην ραχοκοκκαλιά της 

ημικυτταρίνης, τότε μπορεί να ειπωθεί ότι η ημικυτταρίνη έχει αποδομηθεί πλήρως. 

Άλλοι πιθανοί υποκαταστάτες μπορεί να περιλαμβάνουν: D-γλυκουρονικό οξύ 

(αποικοδομούμενο από α-γλυκουρονοζιδάσες), ακετυλομάδα (αποικοδομούμενη 

από εστεράσες ακετυλο-ξυλάνης), ρ-κουμαρικό οξύ (αποικοδομούμενο από ρ-

κουμαροϋλικές εστεράσες), φερουλικό οξύ (αποικοδομούμενο από α-

γαλακτοσιδάσες), L-φουκόζη (αποικοδομούμενη από α-φουκοσιδάσες), D-ξυλόζη 
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(αποικοδομούμενη από α-ξυλοσιδάσες) και L-αραβινόζη (αποικοδομούμενη από α-

αραβινοφουρανοζιδάσες, αραβινοζιδάσες και αραβινοφουρανοϋδρολάσες. (Souza 

,2013) 
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Κεφάλαιο 4 : Ξυλανάσες , γλυκουρονικές εστεράσες και 

πρεβιοτικά 

 

4.1 Oι ξυλανάσες GH11 και GH30   
 

H οικογένεια GH11 είναι μια οικογένεια ξυλανασών και μάλιστα από τις  καλύτερα 

χαρακτηρισμένες οικογένειες  με βακτηριακά και μυκητιακά μέλη που θεωρούνται 

ως πραγματικές ξυλανάσες σε σύγκριση με τις άλλες οικογένειες λόγω της υψηλής 

εξειδίκευσης υποστρώματος τους. (G. Paes et al,2012) 

Eμφανίζουν μερικές ιδιότητες όπως υψηλή εκλεκτικότητα υποστρώματος και υψηλή 

καταλυτική απόδοση, μικρό μέγεθος (περίπου 20 kDa), μεγάλη αντοχή σε 

διαφορετικά pH και θερμοκρασίες καθιστώντας την κατάλληλη για πολλές 

εφαρμογές σε διαφορετικά περιβάλλοντα. 

Ο καταλυτικός τομέας εμφανίζει μια αρχιτεκτονική β-ζελέ-κυλίνδρου, αποτελούμενη 

από δύο αντιπαράλληλα β-φύλλα με το όνομα Α και Β, τα οποία σμιλεύουν μια μακρά 

και βαθιά σχισμή. Πολλοί δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των β-κλώνων σταθεροποιούν 

τη δομή. Το β-φύλλο Α είναι σχεδόν επίπεδο, ενώ το β-φύλλο Β είναι μερικώς 

περιστραμμένο στον εαυτό του, σχηματίζοντας μια κάθετη γωνία. (Orengo et al., 

1994) 

 

Είναι επίσης ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι η κυκλική μεταστροφή του η ακολουθία 

του BCX δεν έχει καμία επίδραση στη δομή και τη λειτουργία του (Reitinger κ.ά., 

2010). Αυτό δείχνει τη μεγάλη σταθερότητα και πλαστικότητατου BCX, και πιθανώς 

εκείνου της GH11. 
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Σχήμα 9 : Χωρική διάταξη των καταλοίπων που ανοίγουν την καταλυτική σχισμή της 

GH11(G. Paes et al,2012) 

 

 

Η οικογένεια GH30 είναι μια άλλη οικογένεια ξυλανασών. Για να είναι ενεργές οι 

συγκεκριμένες ξυλανάσες χρειάζονται υπολείμματα 4-Ο-μεθυλο-D-γλυκουρονικού 

οξέος (MeGlcA) ως πλευρικές αλυσίδες.( St. John et al., 2006; Vršanská et al., 2007) 

Οι GH30 ξυλανάσες, ωστόσο, είναι πολύ  ευπροσάρμοστες, δεδομένου ότι μπορούν 

να υδρολύσουν πολλούς τύπους HXs και μερικές διασπούν ακόμα και  

αρυλκελλοβιοζίδια, αλλά όχι κυτταρίνη (Biely P. et al 1997) 
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4.2 Γλυκουρονικές εστεράσες  

 

4.2.1 Εισαγωγή στις γλυκουρονικές εστεράσες 

 

Στα φυτικά κυτταρικά τοιχώματα έχουμε μελετηθεί τρεις τύποι δεσμών μεταξύ της 

λιγνίνης και  των ημικυτταρινών. Ο πρώτος τύπος αφορά τον αιθερικό δεσμό μεταξύ 

του π-κουμαρικού οξέος ή φερουλικού οξέος και της λιγνίνης με τον εστερικό δεσμό 

τους με τα σάκχαρα της ημικυτταρίνης. Αυτόν  τον τύπο  δεσμού διασπούν οι 

εστεράσες του φερουλικού οξέος. Ο δεύτερος τύπος περιλαμβάνει τους αιθερικούς 

δεσμούς μεταξύ  των ομάδων υδροξυλίου (OH) των σακχαριτών και των αλκοολών 

της λιγνίνης. Ο τρίτος τύπος αφορά τους εστερικούς δεσμούς μεταξύ του 4-Ο-μέθυλ-

D-γλυκουρονικού οξέος ή του D-γλυκουρονικού οξέος της γλυκουρονοξυλάνης και 

των υδροξυλίων των αλκοολών της λιγνίνης. Το 2006 οι Špániková S. και Biely P.  

ανέφεραν πρώτοι την υπάρξη μιας εστεράσης που απομονώθηκε από μια 

καλλιέργεια του μύκητα Schizophyllum Commune, η οποία παρουσίασε ενεργότητα 

σε συνθετικούς εστέρες του 4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος, υποδηλώνοντας 

ουσιαστικά έτσι πως είναι σε θέση να υδρολύσει τους δεσμούς του τρίτου τύπου 

μεταξύ λιγνίνης και των ημικυτταρινών. Το νέο αυτό ένζυμο ονομάστηκε εστεράση 

του γλυκουρονικού οξέος και είναι ικανό να υδρολύσει τους μεθυλεστέρες 

ελεύθερου ή γλυκοζιδικά συνδεδεμένου 4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος.( 

Špániková S., Biely P, 2006) 

 

 

Σχήμα 10:Α) εστερικός δεσμός μεταξύ μονάδων 4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος της 

γλυκουρονοξυλάνης και αρωματικών αλκοολών της λιγνίνης σε φυτικά κυτταρικά 
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τοιχώματα. Β) Δομές δύο συνδετικών ενώσεων που χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα 

της εστεράσης του γλυκουρονικού οξέος. ( Špániková S., Biely P, 2006). 

Αφού διαπιστώθηκε ότι τα γονίδια που κωδικοποιούν την γλυκουρονική εστεράση 

είναι ευρέως κατανεμημένα τόσο στους προκαρυωτικούς όσο και στους 

ευκαρυωτικούς μικροοργανισμούς, δημιουργήθηκε μια νέα οικογένεια 

υδατανθρακικών εστερασών η CE15.(V.Lombard et al, 2013) 

Ωστόσο, μόνο λίγα ένζυμα CE15 έχουν χαρακτηριστεί ως προς την καταλυτική 

δραστηριότητα μέχρι τώρα και μόνο σε δύο μέλη της οικογένειας έχει γίνει 

καθορισμός της 3D δομής τους.(S.J.WOOD et al, 2008)) 

Επίσης οι γλυκουρονικές εστεράσες φαίνεται να  είναι επαγώγιμα συστατικά των 

ενζυμικών συστημάτων αποικοδόμησης φυτικών κυττάρων, είναι συχνά δι- ή 

πολυτροπικά ένζυμα που περιέχουν μονάδες δέσμευσης υδατανθράκων (CBM)  και 

είναι επίσης μέρη κυτταρινούχων, όπως το ένζυμο από Ruminococcus 

flavefaciens.(P.Biely et al, 2008) 

 

 

 

4.2.2 Δομή των εστερασών του γλυκουρονικού οξέος. 

 

H StGE2 και η Cip2_GE (Pokkuluri et al, 2011) είναι οι μόνες χαρακτηρισμένες 

εστεράσες του γλυκουρονικού οξέος για τις οποίες έχει προσδιοριστεί η 

τρισδιάστατη δομή τους μέχρι σήμερα. Οι δύο πρωτεϊνες που έχουν χαρακτηριστεί 

ως εστεράσες του γλυκουρονικού οξέος, παρουσιάζουν υψηλή δομική ομοιότητα. 

Φέρουν καιαναδίπλωση α/β-υδρολασών , με τα β-πτυχωτά φύλλα να είναι πλεγμένα 

ανάμεσα σε δύο στρώσεις α-ελικών. Μία από τις τρείς δισουλφιδικές γέφυρες που 

παρουσιάζονται βρίσκεται κοντά στο ενεργό κέντρο, με αποτέλεσμα η καταλυτική 

σχισμή να είναι πιθανώς άκαμπτη και συντηρημένη ανάμεσα σε όλους τους κλάδους 

εκτός από τον κλάδο Β (Charavgi et al , 2012),(Huynh et al, 2018) 
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4.3 Πρεβιοτικά  
 

Πρεβιοτικά είναι τα συστατικά τα οποία δεν πέπτονται από τον ανθρώπινο 

οργανισμό και από τα ένζυμα του στομάχου και έτσι χρησιμεύουν ως τροφοδοσία για 

τη μικροχλωρίδα του παχέος εντέρου. Παρέχοντας τους τροφή, ενθαρρύνεται η 

ανάπτυξη των υγιέστερων μελών της μικροβιοκοινότητας και η ικανότητά τους να 

μεταβολίζουν τα τρόφιμα. 

Τα πρεβιοτικά βρίσκονται φυσικά σε μερικά φυτά, όπως κρεμμύδια, σκόρδο, 

μπανάνες, ρίζα κιχωρίου και αγκινάρες της Ιερουσαλήμ, αλλά συνήθως υπάρχουν σε 

χαμηλά επίπεδα. Τα πρεβιοτικά προστίθενται μερικές φορές σε γιαούρτι, 

δημητριακά, ψωμιά, μπισκότα / μπισκότα, επιδόρπια ή ποτά. Η λέξη «prebiotic» 

σπάνια χρησιμοποιείται στην ετικέτα. 

Τα πρεβιοτικά είναι επίσης παρόντα στο μητρικό γάλα. Αυτοί οι ολιγοσακχαρίτες 

ανθρωπίνου γάλακτος πιστεύεται ότι ενισχύουν τον πληθυσμό των bifidobacteria 

που υπάρχουν στο έντερο του βρέφους καθώς και αποθαρρύνουν τους παθογόνους 

παράγοντες που μπορεί να προκαλέσουν μολύνσεις στα βρέφη. Πολλές μάρκες 

βρεφικής συνταγής συμπληρώνονται τώρα με προβιοτικά ολιγοσακχαριτών για να 

μιμηθούν αυτό το αποτέλεσμα. 

Τα καθορισμένα οφέλη για την υγεία ορισμένων συγκεκριμένων πρεβιοτικών 

σχετίζονται με (1) τη βελτίωση της απορρόφησης ασβεστίου, (2) την τροποποίηση 

του γλυκαιμικού δείκτη και (3) την ενίσχυση της βακτηριακής ζύμωσης του παχεώς 

εντέρου, μειώνοντας έτσι τον χρόνο διέλευσης του εντέρου. Αυτά τα φυσιολογικά 

οφέλη έχουν θετικές επιδράσεις στην οστεοπόρωση, τον διαβήτη και τον ορθοκολικό 

καρκίνο, αντίστοιχα. 

Νέα έρευνα διερευνά πώς τα πρεβιοτικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν στη 

διαχείριση των παθήσεων του εντέρου όπως η φλεγμονώδης νόσο του εντέρου 

(ελκώδης κολίτιδα και η νόσος του Crohn) και το σύνδρομο ευερέθιστου εντέρου και 

ακόμη και η παχυσαρκία. Στο μέλλον, ειδικά προβιοτικά θα μπορούσαν να 

σχεδιαστούν για να αυξήσουν τον αριθμό συγκεκριμένων βακτηρίων που είναι 

γνωστό ότι είναι λιγότερο άφθονα σε ορισμένες ασθένειες. (Scott, 2017) 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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 Κεφάλαιο 5 : Υλικά και Μέθοδοι  
 

5.1 Υλικά  
 

5.1.1 ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ 

 

Ο κύριος μικροοργανισμός που χρησιμοποιήθηκε είναι ο ζυμομύκητας  Pichia 

Pastoris (Invitrogen).Συγκεκριμένα το μετασχηματισμένο του στέλεχος  Χ33  

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα διπλωματική εργασία για την παραγωγή των 

εστερασών του γλυκουρονικού οξέος AeGE15 και TlGE15. 

Ο Pichia Pastoris, ως ζυμομύκητας, είναι ένας μονοκύτταρος οργανισμός, εύκολος 

στη διαχείριση και την καλλιέργεια. Ωστόσο, είναι επίσης ευκαρυώτης και συνεπώς 

ικανός για πολλές από τις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις που εκτελούνται από 

ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα. Έτσι, πολλές πρωτεΐνες που χαρακτηρίζονται 

αδρανείς σε βακτηριακά συστήματα, παράγονται ως βιολογικά δραστικά μόρια στον 

P. pastoris. 

Ο P. pastoris είναι ένας καθιερωμένος, ασφαλής , και εξαιρετικά ανταγωνιστικός 

ξενιστής έκφρασης με ισχυρή ικανότητα επεξεργασίας των εκκρινόμενων πρωτεϊνών 

που μπορούν να καθαριστούν από το μέσο ανάπτυξης χωρίς τη συλλογή των ίδιων 

των ζυμομυκητικών κυττάρων  ενώ ταυτόχρονα μπορεί να εκκρίνει μόνο χαμηλές 

ποσότητες ενδογενών πρωτεϊνών. Ο συγκεκριμένος ζυμομύκητας συνδυάζει τα 

πλεονεκτήματα των προκαρυωτών, όπως είναι ο εύκολος γενετικός χειρισμός και η 

γρήγορη ανάπτυξη σε φθηνά και χημικά καθορισμένα μέσα με ευκαρυωτικά 

χαρακτηριστικά όπως μηχανήματα επεξεργασίας υποκυτταρικών πρωτεϊνών που 

χρειάζονται για μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως αναδίπλωση 

πολυπεπτιδίων, γλυκοζυλίωση , μεθυλίωση, ακυλίωση, πρωτεολυτική ρύθμιση και 

στόχευση σε υποκυτταρικά διαμερίσματα . Άλλο ένα σημαντικό πλεονέκτημα είναι η 

ικανότητα του P. Pastoris να εκκρίνει ενεργά και αποτελεσματικά ανασυνδυασμένες 

πρωτεΐνες στόχους στο υπερκείμενο καλλιέργειας με εξαιρετικά χαμηλή ποσότητα 

εξωκυτταρικών ενδογενών πρωτεϊνών που παράγουν ένα ακατέργαστο προϊόν με 

υψηλή καθαρότητα. Έτσι, ο P. Pastoris όχι μόνο επιτρέπει διαδικασίες καλλιέργειας 

με υψηλή κυτταρική πυκνότητα και κατ’επέκταση υψηλή ογκομετρική 

παραγωγικότητα αλλά επίσης απλοποιεί τις μεταγενέστερες διεργασίες καθιστώντας 

την κατασκευή ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών ακόμη πιο οικονομικά βιώσιμη. 

Επιπλέον σε σύγκριση με άλλους μικροοργανισμούς, δεν απαιτείται λύση κυττάρου 

και κουραστική απομόνωση από ένα συνήθως πολύ ακατέργαστο προϊόν λύσης ή 

αναδίπλωση από σωματίδια έγκλεισης για να ληφθεί η πρωτεΐνη στόχος. Ταυτόχρονα 

ελαχιστοποιείται η πιθανότητα ανεπιθύμητων ενεργειών ενζυμακής πλευράς. Σε 
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αντίθεση με την επίπονη, δαπανηρή και χρονοβόρα παραγωγή γεννητικών 

κυτταρικών γραμμών θηλαστικών, η δημιουργία σταθερών ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών που παράγουν κυτταρικές σειρές του Pichia είναι απλή. Ο P. Pastoris 

συνδυάζει την ταχύτητα και την ευκολία των πολύ αποτελεσματικών προκαρυωτικών 

πλατφορμών και των δυνατοτήτων έκκρισης των συστημάτων των θηλαστικών, 

μειώνοντας την προσπάθεια καθαρισμού πρωτεϊνών. Τέλος, ένα πολύ σημαντικό 

πλεονέκτημα της παραγωγής ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης στο στέλεχος ζύμης P. 

Pastoris είναι η απουσία γνωστής παθογονικότητας στον άνθρωπο στο φάσμα των 

λυτικών ιών που διατρέχουν τον P. Pastoris καθώς και η εξάλειψη των μολύνσεων 

από ενδοτοξίνες και βακτηριοφάγους.(Li P. et al , 2007) 

 

To φυσικό στέλεχος χαρακτηρίζεται από την ιδιότητα του να αναπτύσσεται με την 

μεθανόλη ως μοναδική πηγή άνθρακα. Η μεθανόλη αποτελεί ταυτόχρονα επαγωγέα 

του υποκινητή ΑΟΧ1, ο οποίος χρησιμοποιείται συνήθως για τον έλεγχο έκρασης της 

πρωτεϊνης στόχου.Ο υποκινητής αλκοολικής οξειδάσης Ι (ΑΟΧ1) ρυθμίζει τον 

μεταβολισμό της μεθανόλης και καταλύει το πρώτο στάδιο της αφομοίωσης της 

μεθανόλης, μετατρέποντας τη μεθανόλη σε φορμαλδεΰδη. Χρησιμοποιείται ευρέως 

για την έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών λόγω της στενής ρύθμισης και της ισχυρής 

επαγωγικότητάς τoυ όταν η μεθανόλη χρησιμοποιείται ως μοναδική πηγή άνθρακα. 

Αν και είναι ο πιο μελετημένος υποκινητής στον P. pastoris, οι μηχανισμοί για τη 

ρύθμιση του PAOX1 χρήζουν ιδιαίτερης σημασίας. Αυτό συμβαίνει επειδή οι γνώσεις 

σχετικά με το προφίλ ρύθμισης του θα μπορούσαν να διευκολύνουν την 

τελειοποίηση του PAOX1 και την ανάπτυξη συστημάτων έκφρασης χωρίς μεθανόλη. 

Η ρύθμιση της έκφρασης του υποκινητή ΑΟΧ1 εμφανίζεται κυρίως στο μεταγραφικό 

επίπεδο. Έχει αναγνωρισθεί ότι ο AOX1 ενεργοποιείται ισχυρά από μεθανόλη και 

καταστέλλεται από γλυκόζη, γλυκερόλη και αιθανόλη. (Vogl and Glieder, 2013) 
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5.1.2 Θρεπτικά μέσα και ρυθμιστικά διαλύματα 

 

Το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήθηκε για τις καλλιέργειες της P.Pastoris και για τα 

ρυθμιστικά διαλύματα  παρασκευάστηκε με απιονισμένο νερό και αποστειρώθηκε 

σε αυτόκαυστο στους 121 oC για 15 λεπτά και υπό πίεση 0.1 MPA. 

Το θρεπτικό μέσο παρασκευάστηκε με προσθήκη 2% άγαρ. Η γλυκόζη σε μορφή 

σκόνης αποστειρώθηκε  ξεχωριστά. Η Παρασκευή των διαλυμάτων της 

χρωματωγραφίας έγινε με υπερκάθαρο νερό. 

 

 

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζεται η σύσταση των θρεπτικών μέσων 

Θρεπτικό Μέσο  Σύσταση 
YPD + ζεοσίνη 1% (w/v) εκχύλισμα ζύμης,2% 

(w/v)πεπτόνη, 2% (w/v) γλυκόζη και  100 
μg/mL  ζεοσίνη 

YPD + άγαρ + ζεοσίνη YPD με 2% (w/v) άγαρ και  100 μg/mL  
ζεοσίνη 

BMGY 1 % (w/v) εκχύλισμα ζύμης , 2% (w/v) 
πεπτόνη. 100 mM P-Δ φωσφωρικών, 1,34% 
(w/v)  YNB , pH 6.0 , 1.34% (w/v) YNB ,     
4*10-5 % (w/v) βιοτίνη, 1% (v/v) γλυκερόλη 

ΒΜΜΥ  1% (w/v) εκχύλισμα ζύμης , 2% (w/w) 
πεπτόνη, 100 mΜ P-Δ φωσφορικών, pH 6.0 
, 1,34 % (w/v) YNB, 4*10-5 % (w/v) βιοτίνη, 
0,5% (v/v) μεθανόλη 

Πίνακας 1: Σύσταση θρεπτικών μέσων 

 

 

 

 

Όσο αφορά τα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν  στην παρούσα 

διπλωματική εργασία καθώς και η σύσταση τους  παρουσιάζεται στον παρακάτω 

πίνακα. 
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Ρυθμιστικό διάλυμα Σύσταση 

P-Δ Talon  0.3M NaCl , 50 mM Tris-HCl , pH 
8.0 

P-Δ φωσφορικών 132 mL K2HPO4 1M, 868 Ml KH2PO4 
1M,      pH 6.0 

Ρ-Δ δείγματος SDS-PAGE  (Loading 
buffer) 

3.55 mL , 0.25M Tris Base, pH 6.8, 
1.8 mL Γλυκερόλη  50% (v/v), 1.8 
mL β-μερκαπτοαιθανόλη, 0,71 gr 
SDS, 2.85 mL βρωμοφαινόλη Βlue 
0.1 % (w/v) 

Ρ-Δ ηλεκτροφόρησης SDS-
PAGE(Running buffer) 

3.03 g/L Tris-Base, 14.4 g/L 
γλυκίνη, 1 g/L SDS, pH 8.3  

Πίνακας 2: Ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν 
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5.1.3 Υλικά και στήλες Χρωματογραφίας 

 

Η  χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin Layer Chromatography, TLC) 

πραγματοποιήθηκε με φύλλα αλουμινίου TLC Silica gel 60 F254 Merck (Γερμανία) με 

διαλυτη Ethyl Acetate, Acetic acid, 2-propanol, formic acid, Νερό σε αναλογία 

25:10:5:1:15. 

Δείγματα λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών 

 

Τα δείγματα λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών που χρησιμοποιήθηκαν προέρχομαι από 

το υλικό lignocel και έχουν υποστεί προκατεργασία οξείδωσης με μείγμα 

νερού/ακετόνης σε αναλογία 50-50. 

Η θερμοκρασία στην οποία έγιναν οι αντιδράσεις ήταν οι 45 oC και ο  χρόνος 

αντίδρασης ήταν 24 h. 

 

5.1.4 Συσκευές και Όργανα  

 

Παρακάτω παρουσιάζονται οι συσκευές και τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν στην 

παρούσα διπλωματική εργασία. 

 Αυτόκαυστο Labo Autoclave ,SANYO (SANYO,OSAKA, Iαπωνία) 

 Επωαστήρας ZHWY-211C, Zhicheng (Shanghai,Κίνα) 

 Ηλεκτρονικοί ζυγοί ακριβείας Bell  Engineering (Ιταλία), KernABS (γερμανία) 

 Θερμαινόμενος επωαστήρας με ανάδευση Eppendorf Thermomixer comfort, 

Eppendorf (Hamburg, Γερμανία) 

 Θερμοστατούμενα υδατόλουτρα και επωαστήρες. 

 Περιστρεφόμενοι επωαστήρες  ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical Instruments 

Manufacturing Co.ltd (Κίνα) 

 Περισταλτική αντλία Econo Gradient, BioRad (Hercules, CA, Η.Π.Α) 

 Συσκευή ανάδευσης Orbit LS ,Labnet (Berkshire, Ηνωμένο Βασίλειο) 

 Συσκευή διήθησης υπό κενό 

 Συσκευή μέτρησης pH. WTW 537.WTW (Γερμανία) 

 Συσκευή υπερδιήθησης διαλυμάτων Stirred Cell Model  8400, 400 ML και 

μεμβράνες PM-10 , Amicon, Millipore (Η.Π.Α) 

 Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρου νερού Direct-Q, Millipore (Merck 

Millipore, Billerica, MA, Η.Π.Α) 

 Φούρνος-Πυριαντήριο Muffle Furnace, Size 1, Gallenkamp (Γερμανία) 
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 Φυγόκεντρος Beckman Coulter (Brea, CA, Η.Π.Α) και μικροφυγόκεντρος 

πάγκου Eppendorf 3200 (Γερμανία) 

 Φωτόμετρο UV-VIS S-22 (Boeco,Hamburg, Γερμανία) 
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Κεφάλαιο 6 : Μέθοδοι  
 

6.1 Παραγωγή, Απομόνωση και Προσδιορισμός των 

ανασυνδυασμένων Πρωτεϊνών. 
 

Παρακάτω περιγράφεται η παραγωγή και η απομόνωση  των ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών AeGE15 και ΤlGE15 από μετασχηματισμένα κύτταρα  του ζυμομύκητα 

P.Pastoris καθώς και ο προσδιορισμός του μοριακού τους βάρους. 

Η παραγωγή των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών από τα γονίδια των οποίων έχουν 

υποκλωνοποιηθεί το πλασμιδιακό φορέα pPICZac (Topakas et al , 2010), επάγεται 

κατά την προσθήκη μεθανόλης στην καλλιέργεια. Η μεθανόλη ενεργοποιεί τον 

υποκινητή της αλκοολικής οξειδάσης AOX, όπως ήδη αναφέρθηκε, και οι 

ανασυνδυασμένες πρωτεϊνες οδηγούνται με την βοήθεια του πεπτιδίου οδηγού, a-

factor, από τη ζύμη S.Cerevisiae προς έκκριση στο  υπερκείμενο των κυττάρων, 

γεγονός που καθιστά εύκολη τη συλλογή και απομόνωση τους. 

Η παραγωγή πραγματοποιήθηκε με υγρές καλλιέργειες των κυττάρων της ζύμης. Η 

απομόνωση των ενζύμων επιτεύχθηκε με στάδια διηθήσεων, συμπύκνωσης και 

χρωματογραφίας συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου (IMAC). 

Όσο αφορά τον προσδιορισμό του μοριακού του βάρους, αυτός έγινε με 

ηλεκτροφόριση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) και  του ισοηλεκτρικού τους 

σημείου με ηλεκτροφόρηση ισοηλεκτρικής εστίασης πήγματος πολυακρυλαμιδίου 

(IEF-PAGE). 

 

 

6.2  Παραγωγή των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών 
 

Προκαλλιέργειες κυττάρων P.Pastoris 

 

Αρχικά τρυβλία με στερεό θρεπτικό υλικό YPD και ζεοσίνη εμβολιάστηκαν με κύτταρα 

του μετασχηματισμένου στέλεχους Χ33 της ζύμης. Στην συνέχεια επωάστηκαν για 

24h στους 30οC.  

Οι αποικίες που σχηματίστηκαν  χρησιμοποιήθηκαν για τον εμβολιασμό 300mL 

θρεπτικού υλικού BMGY ισόποσα χωρισμένων σε 4 γυάλινες κωνικές φιάλες των 
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250mL. Ακολούθησε επώαση σε θερμοκρασία 30 oC για 20h και υπό ανάδευση 

(200rpm) σε επωαστήρα ZHWY-211C της Ζhicheng (Κίνα). 

Αφού ολοκληρώθηκε η επώαση πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση της 

προκαλλιέργειας για προσδιορισμό της οπτικής πυκνότητας O.D600nm σε 

φωτόμετρο UV-VIS CAM Spec M302. Labequip (Καναδάς). Από κάθε γυάλινη κωνική 

φιάλη, έγινε λήψη 100 μL δείγματος. Σε κάθε δείγμα προστέθηκαν 900 μL Η2Ο. 

Ουσιαστικά έγινε μια αραίωση 10 φορές του υγρού της προκαλλιέργειας που είχαμε. 

Με βάση τις συγκεκριμένες τιμές οπτικής πυκνότητα που είχαμε υπολογίστηκαν οι 

όγκοι προκαλλιέργειας που πρέπει να ληφθούν ώστε στην κύριο  καλλιέργεια να 

επιτευχθεί ο στόχος μας, δηλαδή, O.D600nm =1. 

Κύριες καλλιέργειες κυττάρων P.Pastoris 

 

Αρχικά να αναφερθεί ότι οι όγκοι που επιλέχτηκαν φυγοκεντρήθηκαν σε φυγόκεντρο 

Beckman Coulter(Η.Π.Α) και τα κύτταρα συλλέχθηκαν και επαναιωρήθηκαν σε 1L του 

υλικού ΒΜΜΥ ισόποσα χωρισμένο σε 2 γυάλινες κωνικές φιάλες του 1L. 

Όσο αφορά τα κύτταρα της ζύμης, αυτά παρέμειναν για επώαση υπό ανάδευση (200 

rpm) στους 30οC για 5 ημέρες. Κατά την διάρκεια των 5 ημερών πραγματοποιούνταν 

μια φορά την  ημέρα προσθήκη μεθανόλης 0.5 % (v/v). 

Λόγω του ότι για την καλλιέργεια του συγκεκριμένου ζυμομύκητα απαιτείται καλός 

αερισμός, χρησιμοποιήθηκαν κωνικές φιάλες μεγάλης χωρητικότητας και πώματα 

από βαμβάκι. 

Στην συνέχεια οι εκκρινόμενες ανασυνδυασμένες πρωτεϊνες, συλλέχθηκαν αρχικά με 

φυγοκέντριση και στην συνέχεια ακολούθησε διήθηση, συμπύκνωση και 

εξισορρόπηση του υπερκείμενου της καλλιέργειας. 

6.3 Απομόνωση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών 
 

Η καλλιέργεια μοιράστηκε ανά 40mL σε 10 σωλήνες φυγοκέντρησης (50mL,Falcon). 

Στη συνέχεια τοποθετήθηκε στην υπερφυγόκεντρο (14000 rpm, Beckman Coulter, 

Η.Π.Α). Το βήμα αυτό επαναλήφθηκε 2 φορές. Το υπερκείμενο της καλλιέργειας 

συλλέχθηκε προκειμένου να συμπυκνωθεί και να απομονωθεί η ανασυνδυασμένη 

πρωτεϊνη από τις υπόλοιπες εκκρινόμενες πρωτεϊνες της ζύμης. 

Αρχικά το υπερκείμενο διηθήθηκε υπό κενό, χρησιμοποιώντας διαδοχικά διηθητικό 

χαρτί Whatman (Μ.Βρετανία) και φίλτρα διαμέτρου πόρων 0.8 , 0.4 , 0.2 μm (Supor 

200, PALL Life Sciences) ώστε να απομακρυνθούν τυχόν κυτταρικά θραύσματα. 
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Ακολούθως με χρήση της συσκευής υπεδιήθησης Stirred Cell Model 8400 και 

μεμβράνες PM-10 (Amicon , Millipore , Η.Π.Α) πραγματοποιήθηκε συμπύκνωση του 

διαλύματος πρωτεϊνών. Ουσιαστικά μόρια μεγαλύτερα από την διάμετρο των πόρων 

της μεμβράνης συγκρατούνται ενώ τα μικρότερα μόρια διαφεύγουν μαζί με το 

διάλυμα. Στο εσωτερικό της amicon παρέμεινε τελικά το συμπυκνώμενο διάλυμα των 

πρωτεϊνών μοριακού βάρους πάνω από 10 KDa. 

6.4 Χρωματογραφία συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου 

IMAC.  
 

Στην χρωματογραφία συγγένειας μετάλλου δίνεται η δυνατότητα να απομονωθούν 

πρωτεΐνες και πεπτίδια που εμφανίζουν συγγένεια με μεταλλικά ιόντα. Τα μέταλλα 

στη στήλη ακινητοποιούνται με τον σχηματισμό χηλικών συμπλόκων. Συγκεκριμένα 

αμινοξέα όπως η κυστεΐνη και η ιστιδίνη σχηματίζουν σύμπλοκα με χηλιωμένα 

μέταλλα σε ουδέτερο pH και η περιεκτικότητα μιας πρωτεΐνης σε ιστιδίνες ευθύνεται 

για την πρόσδεση της πρωτεΐνης αυτής σε ένα χηλιωμένο μέταλλο. Η συγκεκριμένη 

χρωματογραφία ενδείκνειται για καθαρισμό ανασυνδυασμένων πρωτεΐνών που 

φέρουν 6 ιστιδίνες καθώς και πολλές φυσικές πρωτεΐνες. 

Αρχικά, το συμπυκνωμένο πρωτεϊνικό  διάλυμα εξισορροπήθηκε με διαπίδυση έναντι 

ρυθμιστικού διαλύματος 20 mM Tris-HCl με pH 8.00, 300 mM NaCl(Talon). Η 

διαδικασία της διαπίδυσης έγινε με τη χρήση μεμβρανών κυτταρίνης(Dialysis tubing 

cellulose membrane, flat width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-Aldrich). Η αρχή της 

μεθόδου βασίζεται στο φαινόμενο της ώσμωσης. Ουσιαστικά μικρά μόρια διαλύτη 

περνάνε την ημιπερατή μεμβράνη μέχρι να έρθει το σύστημα σε μια ισορροπία. Να 

αναφερθεί ότι η μεμβράνη πριν χρησιμοποιηθεί βυθίστηκε για 30 λεπτά σε βραστό 

απιονισμένο νερό και στην συνέχεια έγινε μεταφορά του διαλύματος των πρωτεϊνών 

στο 1/3 περίπου του όγκου του σχηματιζόμενου σωλήνα. Το σύστημα παρέμεινε 

μέσα στο ρυθμιστικό διάλυμα για περίπου 24 ώρες σε θερμοκρασία 4οC, υπό ήρεμη 

ανάδευση. 

Στην συνέχεια το ρυθμιστικό διάλυμα διαβιβάστηκε σε στήλη Talon ΤΜ (Clontech 

Laboratories Inc., Η.Π.Α.). Η λειτουργία της στήλης περιγράφεται στα παρακάτω 

βήματα. 

 Έγινε εξισορρόπιση της στήλης με 300 mL ρυθμιστικού διαλύματος Τalon με 

ροή 2.5 ml/min. 

 Έγινε εισαγωγή του μείγματος των πρωτεΐνών στη στήλη με σταθερή ροή 2 

ml/min. 

 Στην συνέχεια πραγματοποιήθηκε έκπλυση της στήλης με διάλυμα Talon 

προκειμένου να απομακρυνθούν όσες πρωτεΐνες δεν είχαν προσδεθεί στην 

στήλη  
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 Συνακόλουθα  έγινε η έκλουση των προσδεδεμένων πρωτεΐνων με προσθήκη 

διαλύματος Τalon παρουσία ιμιδαζολίου, το οποίο ουσιαστικά ανταγωνίζεται 

τα κατάλοιπα ιστιδίνης με μήτρα κοβαλτίου απελευθερώνοντας έτσι τα 

προσδεδεμένα μόρια. Η συγκέντρωση του άλατος στην κινητή φάση 

αυξανόταν ως τα 100Mm. 

 Κλείνοντας η στήλη ξεπλένεται με πέρασμα από Talon. Συγκεκριμένα 

περάστηκε 3 φόρες. Στην συνέχεια αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4οC και 

βυθισμένη σε διάλυμα ΕtOH 20% (v/v). 

 

Εικόνα 11: Απεικόνιση βημάτων για τον καθαρισμό πρωτεΐνών με επισύναψη καταλοίπων 

ιστιδίνης σε Ηis GraviTrap TM Talon (GE Healthcare, 2016) 

 

Τα κλάσματα που περιείχαν την ζητούμενη πρωτεΐνη αρχικά συλλέχθηκαν και στην 

συνέχεια αφαλατώθηκαν με διαπίδυση ενάντι ρυθμιστικού διαλύματος 20 mM  Tris-

HCl με pH 8.00.  

O έλεγχος του βαθμού της καθαρότητας πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτη με πολυακρυλαμίδιο υπό αποδιατακτικές συνθήκες (ηλεκτροφόρηση SDS-

PAGE). 

Η ρύθμιση της ροής της κινητής φάσης της χρωματογραφίας στα 2 ml/min έγινε με 

χρήση της αντλίας Εcono Gradient (Biorad, Η.Π.Α) ενώ για την ανίχνευση των 

εκλουόμενων πρωτεΐνών χρησιμοποιήθηκε ανιχνευτής UV (280 nm) με λογισμικό 

καταγραφής Clarity Version 2.3.3.124 (DataApex, Τσεχία). Τα δείγματα συλλέχτηκαν 

με τον κλασματοσυλλέκτη Water , Millipore (Η.Π.Α). 
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6.5 Προσδιορισμός μοριακού βάρους και ισοηλεκτρικού 

σημείου των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών. 
 

Για να προσδιοριστεί το μοριακό βάρος του ενζύμου έγινε χρήση ηλεκτροφόρησης σε 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου και η εμφάνιση των πρωτεϊνών στο πήκτωμα 

πραγματοποιήθηκε με χρήση της χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250. 

 

 

 

 

6.6 Ηλεκτροφόρηση SDS σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (SDS-

PAGE) 
 

Η συγκεκριμένη μέθοδος ύστερα από κατεργασία με δωδεκυλοσουλφονικό νάτιο 

(SDS) αποτελεί μια μέθοδο διαχωρισμού πρωτεϊνών με κριτήριο το μέγεθος τους. 

Χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό του μοριακού βάρους των πρωτεϊνών. 

Το πολυακρυλαμίδιο είναι μια ένωση η οποία είναι χημικά αδρανής, είναι σταθερή 

σε μεγάλο  εύρος  pH, ιονικής ισχύος και θερμοκρασίας. Το πήκτωμα προκύπτει από 

τον πολυμερισμό του μονομερούς ακρυλαμιδίου σε μακριές αλυσίδες 

πολυακρυλαμιδίου καθώς και από την δημιουργία εγκάρσιων διακλαδώσεων με 

ομάδες του δισ-ακρυλαμιδίου (cross-linking). O πολυμερισμός επιτυγχάνεται με την 

παρουσία μιας  χημικής ένωσης που παίζει τον ρόλο του καταλύτη, του υπερθειικού  

αμμωνίου (APS) και ενός ενεργοποιητή ο οποίος καλείται TEMED. Ανάλογα με το 

μέγεθος των μορίων που πρόκειται να διαχωριστούν καθορίζεται και το μέγεθος των  

πόρων του πηκτώματος. 

Η ηλεκτροφόρηση SDS αποδιατάσσει  τα μόρια των πρωτεϊνών μετά από θέρμανση, 

καθώς εξουδετερώνει τους δευτερεύοντες δεσμούς και συνδέεται με τα 

πολυπεπτίδια με σταθερό λόγο βάρους. Με τον τρόπο αυτό εξουδετερώνεται το 

φορτίο του πολυπεπτιδίου, μιας και το ενδογενές φορτίο του μορίου είναι ελάχιστο 

σε σύγκριση με το αρνητικό φορτίο του συνδεδεμένου SDS. Έτσι η κινητικότητα των 

πολυπεπτιδίων είναι συνάρτηση του μοριακού τους βάρους. 
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Η ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE είναι ασυνεχής διότι επιτελείται συνήθως σε ένα πολύ-

ρυθμιστικό σύστημα (Μulti buffer System, MBS) δια μέσου δύο πηκτωμάτων με το 

ένα να επιστοιβάζεται του άλλου. Τα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιούνται 

είναι τρία. Συγκεκριμένα είναι το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (running 

buffer), το ρυθμιστικό διάλυμα του πηκτώματος επιστοίβασης (stacking gel) και το 

ρυθμιστικό διάλυμα του πηκτώματος διαχωρισμού (resolving gel). 

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζεται η σύσταση πηγμάτων διαχωρισμού και 

επιστοίβαξης για την Παρασκευή 1 πήγματος για την πραγματοποίηση 

ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE, με όγκους συστατικών για 1 πήγμα (mL). 

Συστατικά Resolving Gel(mL) Stacking Gel(Ml) 

dH2O 1.75 1.50 
0.75M Tris/SDS 0.2%(pH 
8.8) 

4.70 - 

0.25M Tris/SDS 0.2%(pH 
6.8) 

- 1.90 

40% bis-actylamide 2.90 0.38 
TEMED 0.015 0.010 
10% APS(Fresh) 0.090 0.030 

Πίνακας 3: Σύσταση πήγματος διαχωρισμού 

H κατεργασία των δειγμάτων έγινε με την προσθήκη κατάλληλου ρυθμιστικού 

διαλύματος (7μL loading buffer) στο πρωτεϊνικό διάλυμα (15μL) ενώ ακολούθησε 

βρασμός του μίγματος για 7 min.  

 

 

 

 

6.7 Εμφάνιση των πρωτεϊνών με χρωστική Coomasie 

Brilliant Blue 
 

Για την χρώση των πρωτεϊνών, μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκε 

χρωστική Coomasie Brilliant Blue G-250 (CBB). Η χρώση των πρωτεϊνών με CBB 

βασίζεται στην αλληλεπίδραση των οξικών και βασικών ομάδων των αμινοξέων των 

πρωτεϊνών με τις οργανικές ομάδες των χρωστικών. Αυτή η αλληλεπίδραση έχει ως 

αποτέλεσμα το σχηματισμό χρωματισμένων ιζημάτων. Το πήκτωμα μεταφέρθηκε με 

προσοχή σε διάλυμα χρώσης (staining solution) Coomassie Brilliant Blue G-250 για 20 

λεπτά και στην συνέχεια εμβαπτίστηκε σε διάλυμα αποχρωματισμού μέχρι να γίνουν 

ευδιάκριτες οι ζώνες των πρωτεϊνών μας. 
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Κατά την διάρκεια της διαδικασίας το πήκτωμα αναδευόταν αλαφρά σε ειδική 

συσκευή ανάδευσης Orbit LS. Labnet(Orbit LS, Labnet, Ηνωμένο βασίλειο) σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος. 

 

 

Εικόνα 12 : Το πήκτωμα σε διάλυμα αποχρωματισμού 

 

6.8 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης πρωτεϊνικών μορίων. 
 

Η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού περιεχομένου των ακατέργαστων ενζυμικών 

διαλυμάτων πραγματοποιήθηκε μέσω της μεθόδου όπως αυτή περιγράφεται  από 

την Bradford (1976). 

Είναι μια φωτομετρική μέθοδος που βασίζεται στην αλλαγή χρώματος της βαφής 

Coomassie Brilliant Blue G-250 κατά την πρόσδεση της στις πρωτεΐνες βαφή είναι 

καφέ στην ελεύθερη μορφή της όμως μετατρέπεται σε σκούρο μπλε κατά την 

πρόσδεση της στις πρωτεΐνες. Η μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί ποιοτικά για την 

ανίχνευση πρωτεΐνών σε ένα διάλυμα ενώ μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ποσοτικά 

για τον ακριβή προσδιορισμό της συγκέντρωσης με χρήση καμπύλης αναφοράς. 

 

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών μορίων πραγματοποιήθηκε με 

μέτρηση της απορρόφησης του διαλύματος σε μήκος κύματος 280 nm. Ο 

υπολογισμός της συγκέντρωσης μιας καθαρής πρωτεϊνης σε διάλυμα γίνεται με την 

βοήθεια του μαθηματικού μοντέλου Beer-Lambert: 
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C(
𝑚𝑔

𝑚𝐿
)=

𝛰∗𝐷280𝑛𝑚 

𝜀
∗ 𝑀𝑊  

Όπου έχουμε ότι : 

C(
𝑚𝑔

𝑚𝐿
): η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε mg/Ml 

Ο*D280nm: η τιμή της οπτικής πυκνότητας του διαλύματος 

MW: Το μοριακό βάρος των πρωτεϊνικού μορίου όπως αυτό προσδιορίστηκε από την 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. 

ε: Ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας (Μ-1/cm-1) της πρωτεΐνης, όπως 

προσδιορίστηκε για κάθε πρωτεΐνη μέσω του εργαλείου ProtParam του Expasy.  

 

 

6.9 Ενζυμικές αντιδράσεις με υποστρώματα λιγνινών   
 

Πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις για τα ένζυμα της ξυλανάσης GH11 και της GH30 

του μικροοργανισμού F.oxysporum  και των γλυκουρονικών εστερασών AeGE15 και 

TlGE15 με υποστρώματα λιγνινών τα οποία ήταν σε ποσότητα 30g. Οι ενζυμικές 

αντιδράσεις έγιναν σε τελικό όγκο 1000 μl και σε περιβάλλον ρυθμιστικού 

διαλύματος νατρίου-οξικού οξέος. Ο όγκος των ενζύμων στην αντίδραση ήταν 50μl. 

Ως πρότυπο διάλυμα χρησιμοποιήθηκε μίγμα που περιείχε τα σάκχαρα ξυλόζη, 

ξυλοβιόζη, ξυλοτριόζη, ξυλοτετρόζη, ξυλοπεντόζη, ξυλοεξαόζη. Το πρότυπο λόγω των 

6 ξυλανασών στην παρούσα διπλωματική συμβολίζεται ως Χ1-6. 
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6.10 Προσδιορισμός μοριακού βάρους των 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνων 

 

Προκειμένου να επιτευχθεί η παραγωγή των εστερασών του γλυκουρονικού οξέος 

AeGE15 και TlGE15 έγινε αρχικά εμβολιασμών τρυβλία με κύτταρα του 

μετασχηματισμένου στελέχους του μικροοργανισμού Pichia Pastoris. Το 

συγκεκριμένο στέλεχος φέρει το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. 

Στην συνέχεια τα τρυβλία επωάστηκαν στους 30 οC για 24h. Έπειτα οι αποικίες 

χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή υγρών προκαλλιεργειών. Οι υγρές 

προκαλλιέργειες επωάστηκαν επίσης στους 30 οC για 48 ώρες υπό έντονη ανάδευση 

και έπειτα τα κύτταρα της ζύμης παρέμειναν για επώαση στις υγρές κύριες 

καλλιέργειες για χρονικό διάστημα 5 ημερών στους 30 οC υπό έντονα ανάδευση, 

όπου κάθε μέρα όπως έχει προαναφερθεί δίναμε φαγητό στον μικροοργανισμό. 

Ο βαθμός καθαρότητας καθώς και το μοριακό βάρος των πρωτεϊνών 

προσδιορίστηκαν  με την μέθοδο της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακριλαμιδίου 

(SDS-PAGE). Η εμφάνιση των ζωνών πραγματοποιήθηκε με χρώση Coomasie Brilliant 

Blue G-250. 

 

 

 

Εικόνα 13: SDS-PAGE των AeGE15 και TlGE15 με πρότυπο διάλυμα γνωστού μοριακού 

βάρους 



54 
 

 

Το μοριακό βάρος της ανασυνδυασμένης εστεράσης AeGE15, όπως βλέπουμε και 

από την εικόνα 6.1, προσδιορίστηκε στα 63 kDa και αντίστοιχα για την 

ανασυνδυασμένη εστεράση TlGE15 το μοριακό βάρος προσδιορίστηκε στα 70 kDA. 

6.11 Προσδιορισμός του ισοηλεκτρικού σημείου των 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών 
 

Ο προσδιορισμός του ισοηλεκτρικού σημείο των πρωτεϊνών AeGE15 και TlGE15 έγινε 

με IEF-PAGE. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 6.2/ 

Για την ανασυνδυασμένη εστεράση AeGE15 το ισοηλεκτρικό σημείο βρίσκεται στην 

περιοχή  Ph 4.2-5.3, ενώ η πιο έντονη ζώνη παρατηρούμε ότι εμφανίζεται για pH 5.2 

που είναι κοντά στη θεωρητικό υπολογισμένη τιμή, 5,09. 

Για την ανασυνδυασμένη πρωτεϊνη TlGE15 το ισοηλεκρικό σημείο εντοπίζεται στην 

περιοχή pH 4.6-5.8, με την πιο έντονη ζώνη να παρατηρείται  σε pH 5.8, κοντά στην 

θεωρητικά υπολογισμένη τιμή, 5.4.  
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Εικόνα 14: IEF-PAGE ηλεκτροφόρηση των καθαρών πρωτεϊνών AeGE15 και TlGE15, με 

μάρτυρα ισοηλεκτρικών σημείων με εύρος 3.0-11.0. 

6.12 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης των καθαρών 

AeGE15 και TlGE15 
 

Για τον προσδιορσμό της συγκέντρωσης της καθαρής AeGE15 και TlGE15 έγινε 

μέτρηση απορρόφησης του διαλύματος από το κλάσμα πυκνού ιμιδαζολίου, το οποίο 

συλλέχτηκε κατά τον καθαρισμό των πρωτεϊνών από την στήλη Talon. 

Η μέτρηση της απορρόφησης έγινε σε μήκος κύματος 280 nm σε φωτόμετρο UV-Vis 

με χρήση κυψελίδας από χαλαζία. 

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης μιας καθαρής πρωτεϊνης σε διάλυμα γίνεται με τη 

βοήθεια του παρακάτω μαθηματικού μοντέλου beer-Lambert  

                                        C(
𝑚𝑔

𝑚𝐿
)=

𝛰∗𝐷280𝑛𝑚 

𝜀
∗ 𝑀𝑊 
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Για την γλυκουρονική εστεράση AeGE15 το μοριακό βάρος(M.W) από την 

παράγραφο 6.1 προσδιορίστηκε στα 63 kDa, η απορρόφηση του 

πρωτεϊνικού διαλύματος στα 280 nm, 1.652 Αbs και ο συντελεστής μοριακής 

απορροφητικότητας ε υπολογίζεται από το πρόγραμμα της Protparam της expasy 

ίσος με 78295 M-1 cm-1. Συνεπώς η συγκέντρωση της καθαρής AeGE15 στο διάλυμα 

είναι 1.33 mg/ml. 

Αντίστοιχα για την γλυκουρονική εστεράση TlGE15 το μοριακό βάρος(M.W) από την 

παράγραφο 6.1 προσδιορίστηκε στα 70 kDa, η απορρόφηση του πρωτεϊνικού 

διαλύματος στα 280 nm, 0.831 Αbs και ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας 

ε υπολογίζεται από το πρόγραμμα της Protparam της expasy ίσος με 81275 M-1 cm-

1. Συνεπώς η συγκέντρωση της καθαρής AeGE15 στο διάλυμα είναι 0.72 mg/ml 
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6.13 Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 
 

Η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) είναι μια χρωματογραφική τεχνική που 

χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό των συστατικών ενός μείγματος 

χρησιμοποιώντας μια λεπτή στατική φάση που υποστηρίζεται από ένα αδρανές 

υπόστρωμα. Μπορεί να εκτελεστεί στην αναλυτική κλίμακα ως μέσο 

παρακολούθησης της προόδου μιας αντίδρασης ή στην προπαρασκευαστική κλίμακα 

για τον καθαρισμό μικρών ποσοτήτων μιας ένωσης. Η TLC είναι ένα αναλυτικό 

εργαλείο που χρησιμοποιείται ευρέως λόγω της απλότητας, του σχετικού χαμηλού 

κόστους, της υψηλής ευαισθησίας και της ταχύτητας διαχωρισμού. H TLC λειτουργεί 

με την ίδια αρχή με όλες τις χρωματογραφίες: μια ένωση θα έχει διαφορετικές 

συγγένειες για τις κινητές και στατικές φάσεις και αυτό επηρεάζει την ταχύτητα με 

την οποία μεταναστεύει. Ο στόχος της TLC είναι να επιτευχθούν καλά καθορισμένα 

και καλά διαχωρισμένα σημεία. 

Οι πλάκες TLC (επίσης γνωστές ως χρωμοπλάκες) μπορούν να παρασκευαστούν στο 

εργαστήριο, αλλά συνήθως αγοράζονται. Η πυριτική πηκτή και η αλουμίνα είναι από 

τις πιο συνήθεις στατικές φάσεις, αλλά υπάρχουν και άλλες. Πολλές πλάκες 

ενσωματώνουν μια ένωση η οποία φθορίζει υπό υπεριώδη ακτινοβολία (254 nm). Το 

υπόστρωμα των πλακών TLC αποτελείται συχνά από γυαλί, αλουμίνιο ή πλαστικό. Οι 

γυάλινες πλάκες είναι χημικά αδρανείς και αντέχουν καλύτερα αντιδρώντες λεκέδες 

και θερμότητα, αλλά είναι εύθραυστες και δύσκολο να κοπούν. Οι πλάκες από 

αλουμίνιο και πλαστικό μπορούν να κοπούν με ψαλίδι, αλλά το αλουμίνιο δεν μπορεί 

να αντέξει ισχυρά όξινους ή οξειδωτικούς λεκέδες και το πλαστικό δεν αντέχει τη 

μεγάλη θερμότητα που απαιτείται για την ανάπτυξη πολλών λεκέδων. Οι πλάκες από 

αλουμίνιο και πλαστικό είναι επίσης εύκαμπτες, πράγμα που μπορεί να οδηγήσει σε 

απολέπιση της στατικής φάσης. Σε καμία περίπτωση δεν πρέπει ποτέ να αγγίζουμε  

το πρόσωπο μιας πλάκας TLC με τα δάχτυλά μας, καθώς η μόλυνση από τα λιπαντικά 

του δέρματος ή τα υπολείμματα στα γάντια μπορεί να αποκρύψει τα αποτελέσματα. 

Αντ 'αυτού, ο χειρισμός γίνεται  πάντα από τις άκρες ή με λαβίδες. (Geiss et all, 1987). 

Σε ένα πιο γενικό πλαίσιο η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί  ως τεχνική καθοδήγησης για : 

Τον έλεγχο της καθαρότητας μιας ένωσης (εμφάνιση μιας η περισσότερων 

κηλίδων σε διαφορετικά χρωματογραφήματα με διαφορετικούς διαλύτες 

ανάπτυξης) ή της πολυπλοκότητας ενός μίγματος. 

Τον έλεγχο της αποτελεσματικότητας των εφαρμοζόμενων μεθόδων διαχωρισμού 

και καθαρισμού μιας ενώσεως 
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Τον καθορισμό των ιδανικών συνθηκών για τον καλύτερο διαχωρισμό των 

συστατικών ενός μίγματος σε μεγάλη κλίμακα(π.χ με υγρή χρωματογραφία στήλης) 

Την ποιοτική μελέτη της πορείας μιας χημικής αντίδρασης για τον καθαρισμό των 

βέλτιστων συνθηκών πραγματοποιήσεως αυτής για την ταυτοποίηση φαρμάκων, 

εκχυλισμάτων φυτών και βιομηχανικών παρασκευασμάτων ή την ανίχνευση νοθειών 

και μολύνσεων τροφίμων. 

 

 

Παρακάτω περιγράφεται η  διαδικασία εφαρμογής TLC: 

 

1) Αρχικά τα φύλλα TLC Silica Gel 60 F254 Merck (Γερμανία) κόβονται στις επιθυμητές 

διαστάσεις ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων που πρόκειται να φορτωθούν. 

 

2) Με ένα μολύβι χαράσσεται η γραμμή βάσης σε απόσταση 1 cm από την κάτω 

πλευρά της πλάκας TLC και σημειώνονται οι θέσεις φόρτωσης των δειγμάτων οι 

οποίες πρέπει να απέχουν περίπου 1-1.5 cm μεταξύ τους αλλά και από 

τα άκρα. 

 

3) Σε ειδικό βάζο ανάπτυξης TLC προστίθεται η κατάλληλη ποσότητα διαλύτη έτσι 

ώστε όταν τοποθετηθεί η πλάκα TLC σε αυτό, η στάθμη του διαλύτη να είναι αρκετά 

πιο κάτω από την γραμμή βάσης. Το βάζο κλείνεται με καπάκι και αφήνεται μέχρι ο 

χώρος μέσα σε αυτό να κορεστεί σε ατμούς  του διαλύτη. Σε αυτό μπορεί να βοηθήσει 

η προσθήκη ενός φύλλου διηθητικού χαρτιού το οποίο θα εφάπτεται στα τοιχώματα. 

 

4) Τα δείγματα φορτώνονται στις προσημειωμένες θέσεις προσέχοντας  η διάμετρος 

της κηλίδας που σχηματίζεται να είναι όσο το δυνατό μικρότερη. Το φύλλο TLC 

βυθίζεται ομοιόμορφα στον διαλύτη του βάζου και αφήνεται να ανέβει ο διαλύτης  

εξαιτίας των τριχοειδών δυνάμεων. 

 

5  Τέλος όταν ο διαλύτης έχει φτάσει σε ύψος περίπου 1cm από το τέλος του φύλλου,  

αυτό αφαιρείται και σημειώνεται με μια γραμμή το ύψος που έφτασε ο διαλύτης. 

Αφού εξατμιστεί ο διαλύτης από το φύλλο TLC ακολουθεί η ανίχνευση των κηλίδων. 
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Για την ανίχνευση των κηλίδων χρησιμοποιούνται: 

Φυσικές μέθοδοι όπως η υπεριώδης ακτινοβολία σε ειδικές πλάκες φθόριζουσες στο 

υπεριώδες φως οπότε στις θέσεις όπου υπάρχει ουσία η οποία απορροφά  

εμφανίζονται σκούρες κηλίδες . 

Χημικές μέθοδοι, όπως ο ψεκασμός με ειδικά αντιδραστήρια, όταν οι ουσίες οι 

οποίες χρωματογραφούνται μπορούν να δώσουν έγχρωμα παράγωγα με τα 

αντιδραστήρια αυτά και η έκθεση σε χώρο ο οποίος περιέχει ατμούς ενός αερίου 

αντιδραστηρίου. 

 

 

6.14 Xρωματογραφία εναλλαγής ανιόντων υψηλής απόδοσης 

(HPAEC) 

 

 

Η χρωματογραφία ανιονικής ανταλλαγής υψηλής απόδοσης (HPAEC) σε υψηλό pH σε 

συνδυασμό με την παλμική ηλεκτροχημική ανίχνευση (PED) είναι μία από τις πιο 

χρήσιμες τεχνικές για τον προσδιορισμό των υδατανθράκων είτε για συνήθη 

παρακολούθηση είτε για έρευνα. Αυτή η τεχνική έχει μεγάλη επίδραση στην ανάλυση 

των ολιγο- και πολυσακχαριτών. Η συμβατότητα της ηλεκτροχημικής ανίχνευσης με 

βαθμιδωτή έκλουση, σε συνδυασμό με την υψηλή επιλεκτικότητα των στατικών 

φάσεων ανταλλαγής ανιόντων, επιτρέπει τη διαίρεση μιγμάτων απλών σακχάρων, 

ολιγο- και πολυσακχαριτών με υψηλή ανάλυση σε μία μόνο φάση.  

 

Αυτή η τεχνική δεν συνδέεται με την ανάλυση των ουδέτερων υδατανθράκων. Εν 

τούτοις, πολλοί υδατάνθρακες είναι ασθενώς οξέα με τιμές pKb στην κλίμακα 12-14 

και συνεπώς σε υψηλές τιμές pH οι υδροξυλομάδες τους μετασχηματίζονται μερικώς 

ή ολικώς σε οξυανιόντα, επιτρέποντας αυτή την τάξη ενώσεων να εκλούονται 

επιλεκτικά ως ανιόντα. 

 

Υπό αλκαλικές συνθήκες, οι υδατάνθρακες διαχωρίζονται εύκολα με κολλοειδείς 

στήλες ανταλλαγής τεταρτοταγούς αμμωνίου, όπου η σειρά αύξησης της 

κατακράτησης συσχετίζεται με τη μείωση της τιμής pKa. 
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Η χρωματογραφία ανταλλαγής ανιόντων βασίζεται σε  στήλες ισχυρής 

ανιονεναλλαγής βασισμένες σε πολυμερή, ειδικά προσαρμοσμένα για ανάλυση 

υδατανθράκων, τα οποία επιτρέπουν την εκλεκτική έκλυση υδατανθράκων, όπου οι 

σημαντικότερες παράμετροι που επηρεάζουν τους διαχωρισμούς είναι ο αριθμός 

των υδροξυλομάδων, ο αναμερισμός, η ισομερισμός θέσης και ο βαθμός 

πολυμερισμού . Οι μονοσακχαρίτες διαθέτουν αρκετές δυνητικά ιονιζόμενες 

υδροξυλομάδες που έχουν, ως γλυκόζη ως αναφορά, την ακόλουθη ιεραρχία της 

οξύτητας: 1-ΟΗ> 2-ΟΗ> 6-ΟΗ> 3-ΟΗ> 4-0. 

 

 

Oι αλδόζες εμφανίζουν μεγαλύτερη συγκράτηση από τις μειωμένες μορφές 

αλδιτόλης τους. Μια μελέτη που έγινε σχετικά με τη συμπεριφορά συγκράτησης 93 

αλδιτoλών και υδατάνθρακων στην HPAEC έχει αποδείξει ότι οι συντελεστές 

δυναμικότητας για μονοσακχαρίτες είναι χαμηλότεροι για τις αλδιτόλες και είναι 

υψηλότεροι και περίπου παρόμοιοι για ανάλογες αλδόζες και κετόζες. Υπάρχει μια 

γενική τάση, που παρατηρείται να είναι ισχυρότερη με τις αλδιτόλες για αύξηση των 

συντελεστών ικανότητας με αυξανόμενο αριθμό ατόμων άνθρακα. Οι πιο 

συνηθισμένες στήλες που χρησιμοποιούνται στην HPAEC-PED, ειδικά σχεδιασμένες 

για χρωματογραφία ανταλλαγής ανιόντων με υδατάνθρακες, κατασκευάζονται από 

την Dionex (Sunnyvale, CA, ΗΠΑ, τώρα Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Το CarboPac 

ΜΑ1 είναι μία μακροπόρος ρητίνη πλήρως συμβατή και συνδεδεμένη  με μια στήλη 

ισχυρής ανταλλαγής υψηλής χωρητικότητας, ενώ οι άλλες παρασκευάζονται με 

ιδιόκτητες διαδικασίες, οι οποίες επιτρέπουν την ανεξάρτητη κατασκευή πολυμερών 

μη πορώδους σουλφονωμένων ρητινών και σωματιδίων λατέξ ανταλλαγής ανιόντων 

που  λειτουργούν με ενώσεις τεταρτοταγούς αμμωνίου οι οποίες συγκεντρώνονται 

μόνο στα τελευταία στάδια της παρασκευής στηλών ανιοντοεναλλακτών.(Paskach et 

al, 1991) 

 

Οι διαχωρισμός μονοσακχαριτών εκτελούνται κανονικά σε στήλες CarboPac ΡΑΙ και 

CarboPac ΡΑΙΟ, οι οποίες έχουν υψηλή εκλεκτικότητα για διαχωρισμούς μονο- και 

δισακχαριτών. Αυτά τα σάκχαρα εκλούονται συνήθως ισοκρατικά χρησιμοποιώντας 

διαλύματα υδροξειδίου του νατρίου σε συγκέντρωση που κυμαίνεται από 10 έως 20 

mM. Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί στην παρασκευή των εκλούσεων, 

προκειμένου να αποφευχθεί η παρουσία διοξειδίου του άνθρακα και η επακόλουθη 

παραγωγή ανθρακικού άλατος στην κινητή φάση. Το ανθρακικό άλας, που είναι 

δισθενές ιόν σε ρΗ 12, δεσμεύεται έντονα με τους ανιονεναλλάκτες και παρεμβαίνει 

στην κατακράτηση υδατανθράκων, προκαλώντας συντομευμένους χρόνους 
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κατακράτησης, μείωση της εκλεκτικότητας στήλης και απώλεια της ανάλυσης. Οι 

προσπάθειες επίλυσης αυτού του προβλήματος μπορούν να βασίζονται στη χρήση 

μιας ηλεκτροχημικής γεννήτριας εκλούσεων υδροξειδίου του καλίου που δεν 

επηρεάζονται από την ανθρακική παρεμβολή. Οι Cataldi και συνεργάτες πρότειναν 

τη χρήση ιόντων βαρίου και στροντίου στο αλκαλικό έκλουσμα για τη μείωση της 

πρόσληψης διοξειδίου του άνθρακα. (Cataldi et al, 1998 

 

 

Ο διαχωρισμός των στενά συνδεδεμένων υδατανθράκων, όπως η γλυκόζη και η 

μαννόζη που διαφέρουν μόνο στην αξονική-ισημερινή διαμόρφωση των 

υδροξυλομάδων τους, μπορεί να ενισχυθεί σημαντικά μειώνοντας το ρΗ του 

αλκαλικού μέσου έκλουσης σε μια τιμή που είναι συγκρίσιμη με την ρΚα του 

σακχάρου μόρια, δηλαδή ρΗ 12. Στην περίπτωση αυτή, η προσθήκη μετά την στήλη 

στο ρεύμα εκλούσεως μιας ισχυρής βάσης μέσω μιας σύνδεσης ΤΕ μπορεί να παρέχει 

το αλκαλικό περιβάλλον που είναι αναγκαίο για την ανίχνευση υδατανθράκων στο 

χρυσό ηλεκτρόδιο εργασίας του ανιχνευτή. 

 

Η συγκράτηση των ολιγοσακχαριτών στη στήλη HPAEC δεν είναι άμεσα προβλέψιμη 

με την παρεκβολή της ιεραρχίας των μονοσακχαριτικών υδροξυλικών οξέων σε 

ολιγοσακχαρίτες. Για μέλη ομόλογων σειρών ολιγοσακχαριτών, οι παράγοντες 

ικανότητας αυξάνονται κατά ένα κανονικό και προβλέψιμο τρόπο με μήκος 

αλυσίδας. Εν τούτοις, εκτός από το μήκος αλυσίδας, εκτός από τη σύνθεση 

σακχαρίτη, οι θέσεις σύνδεσης αναμένεται να επηρεάσουν τη χρωματογραφική 

κατακράτηση ολιγοσακχαριτών. (Corradini et al, 1994) 

 

Ο προσδιορισμός των ολιγοσακχαριτών πραγματοποιήθηκε με εισαγωγή 20 μL 

απομονομένου υπερκείμενου υγρού κατάλληλα αραιωμένου στη διάσταξη της 

χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων. Η διάταξη περιλαμβάνει στήλη CarboPac PA-

1(4x250nm) εξοπλισμένης με ηλεκτροχημικό ανιχνευτή ED40 (Dionex, Sunnyvale, CA, 

Η.Π.Α). Η κινητή φάση της στήλης αποτελούνταν από υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) 

συγκέντρωσης 100mM και 500 Mm NaoAc  σε 100 Mm NaOH με ροή 1 mL/min. 

Η HPAEC που εκτελείται με μια στήλη CarboPac PA1 (Dionex) είναι ένα 

αποτελεσματικό εργαλείο για την ανάλυση των κυτταρικών νουκλεοτιδίων και των 

νουκλεοτιδικών σακχάρων.Μετά την καλλιέργεια των κυττάρων με 

υπερακετυλιωμένους μονοσακχαρίτες, η μεταβολική μετατροπή των ManNAc, 

ManNDAz και ManNAz στα αντίστοιχά τους CMP-σιαλικά οξέα μπορεί να αναλυθεί 
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με HPAEC. Η HPAEC με CarboPac PA1 μπορεί να εκτελεστεί χρησιμοποιώντας είτε ένα 

πρότυπο σύστημα HPLC (Dynamax SD-200) με ανίχνευση UV (Dynamax, UV-C), 

κατάλληλο για την ανάλυση νουκλεοτιδικών σακχάρων ή ένα σύστημα Dionex HPAEC 

(Dionex, ICS-3000) με ηλεκτροχημική ανίχνευση (Dionex), η οποία καθιστά δυνατή 

την ανάλυση μορίων, όπως οι μονοσακχαρίτες, που στερούνται ισχυρής 

απορρόφησης UV. Χρησιμοποιώντας το HPAEC με μια βελτιστοποιημένη μέθοδο 

έκλουσης, μπορεί να αναγνωριστεί το άφθονο CMP-σιαλικό οξύ, CMP-Neu5Ac, μαζί 

με CMP-SiaDAz, CMP-SiaNAz και άλλους μεταβολίτες, οι οποίοι διαχωρίζονται 

επαρκώς ώστε να επιτρέπουν τόσο ποιοτική όσο και ποσοτική ανάλυση.( (Tomiya et 

al., 2001) 
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Κεφάλαιο 7 : Μελέτη ενζυμικού Συνεργιτισμού  

 

Αρχικά για τον έλεγχο του συνεργιτισμού έγινε χρήση χρωματογραφίας λεπτής 

στοιβάδας (TLC) η οποία όμως δεν έδωσε κάποιο ουσιαστικό αποτέλεσμα. Για τον 

λόγο αυτό πήγαμε στην μέθοδο χρωματογραφίας ανιόντων υψηλής απόδοσης  η 

οποία μας έδωσε τα συμπεράσματα που αναζητούσαμε για τον συνεργιτισμό των 

ενζύμων. 

 

Eικόνα 15 : Τα αποτελέσματα της μεθόδου TLC που χρησιμοποιήθηκε 

Ο έλεγχος του συνεργιτισμού δεν μελετήθηκε με βάση την παραγωγή του 

γλυκουρονικού οξέος, επειδή το γλυκουρονικό οξύ έχει ισχυρή σύνδεση με την 

ρητίνη της στήλης με αποτέλεσμα ο χρόνος κατακράτησης του να είναι μεγάλος. 

Επομένως, οι αντίστοιχες κορυφές που λαμβάνονται από το μηχάνημα στο γράφημα  

βρίσκονται πέρα από το χρόνο ανάλυσης που εφαρμόζεται. Συνεπώς η ανίχνευση του 

συνεργιτισμού γίνεται με βάση τα ουδέτερα σάκχαρα, τα οποία θα πρέπει να 

αυξάνονται με την προσθήκη επιπλέον ενζύμου έτσι ώστε να επαληθεύεται η 

συνεργιστική ενζυμική δράση. 

Παρακάτω φαίνονται τα διαγράμματα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για 

τις ενζυμικές αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν: 
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Διάγραμμα 1 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 3 με την ξυλανάση GH11.  Οι κορυφές αναπαριστούν τα γραμμακά 

σάκχαρα ξυλόζη, ξυλοβιόζη, ξυλοτριόζη, ξυλοτετραόζη, ξυλοπενταόζη και ξυλοεξαόζη, 

αντίστοιχα. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το πρότυπο 

διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της 

αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης 

με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το 

ένζυμο TlGE15. Τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι 

υπάρχει άυξηση στο εμβαδών των κορυφών, ενώ κατά την προσθήκη του ενζύμου 

AeGE15 δεν παρατηρείται αύξηση. Συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη 

επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική δράση μόνο για το ένζυμο TlGE15. 
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Διάγραμμα 2 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 3 με την ξυλανάση GH30. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το δείγμα 

ελέγχου μας. Στην συνέχεια απεικονίζεται το πρότυπο διάλυμα των γραμμικών 

σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της αντίδρασης με την 

ξυλανάση GH30, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο 

AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο TlGE15. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι δεν υπάρχει άυξηση στο εμβαδών των 

κορυφών συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη δεν επαληθεύεται η συνεργιστική 

ενζυμική δράση. 
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Διάγραμμα 3: Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 4 με την ξυλανάση GH11. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το πρότυπο 

διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της 

αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης 

με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το 

ένζυμο TlGE15. Τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών 

συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική 

δράση. 

 

 



68 
 

 

Διάγραμμα 4 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 4 με την ξυλανάση GH30. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το δείγμα ελέγχου 

μας. Στην συνέχεια απεικονίζεται το πρότυπο διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η  από 

πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της αντίδρασης με την ξυλανάση GH30, η από πάνω 

γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα 

προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο TlGE15. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και του 

ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι δεν υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών συνεπώς 

για την συγκεκριμένη λιγνίνη δεν επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική δράση. 
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Διάγραμμα 5 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 5 με την ξυλανάση GH11.  Οι κορυφές αναπαριστούν τα γραμμακά 

σάκχαρα ξυλόζη, ξυλοβιόζη, ξυλοτριόζη, ξυλοτετραόζη, ξυλοπενταόζη και ξυλοεξαόζη, 

αντίστοιχα. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το πρότυπο 

διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της 

αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το 

ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο 

TlGE15.Τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και του 

ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών συνεπώς για 

την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική δράση. 
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Διάγραμμα 6 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 5 με την ξυλανάση GH30. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το δείγμα 

ελέγχου μας. Στην συνέχεια απεικονίζεται το πρότυπο διάλυμα των γραμμικών 

σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της αντίδρασης με την 

ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο 

AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο TlGE15. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών 

συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική 

δράση. 
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Διάγραμμα 7 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 6 με την ξυλανάση GH11. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το πρότυπο 

διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της 

αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης 

με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το 

ένζυμο TlGE15.Τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι δεν υπάρχει άυξηση στο εμβαδών των 

κορυφών συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη δεν επαληθεύεται η συνεργιστική 

ενζυμική δράση. 

 



72 
 

 

Διάγραμμα 8 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 6 με την ξυλανάση GH30. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το δείγμα 

ελέγχου μας. Στην συνέχεια απεικονίζεται το πρότυπο διάλυμα των γραμμικών 

σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της αντίδρασης με την 

ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο 

AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το ένζυμο TlGE15. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών 

συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική 

δράση. 
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Διάγραμμα 9 : Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 7 με την ξυλανάση GH11. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει το πρότυπο 

διάλυμα των γραμμικών σακχάρων, η  από πάνω γραμμή απεικονίζει τα προϊόντα της 

αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης 

με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της αντίδρασης με το 

ένζυμο TlGE15.Τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδόν των κορυφών 

συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική 

δράση. 
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Διάγραμμα 10: Το διάγραμμα της χρωματογραφίας εναλλαγής ανιόντων για τις ενζυμικές 

αντιδράσεις της λιγνίνης 7 με την ξυλανάση GH30. 

 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα η πρώτη γραμμή από κάτω απεικονίζει τα 

προϊόντα της αντίδρασης με την ξυλανάση GH11, η από πάνω γραμμή τα προϊόντα 

της αντίδρασης με το ένζυμο AeGE15 και η από πάνω γραμμή τα προϊόντα της 

αντίδρασης με το ένζυμο TlGE15. Στην συνέχεια βλέπουμε το πρότυπο διάλυμα των 

γραμμικών σακχάρων και τέλος φαίνεται το δείγμα ελέγχου μας στην πάνω γραμμή. 

Σύμφωνα με το διάγραμμα κατά την προσθήκη τόσο του ενζύμου AeGE15 όσο και 

του ενζύμου TlGE15 παρατηρούμε ότι υπάρχει άυξηση στο εμβαδών των κορυφών 

συνεπώς για την συγκεκριμένη λιγνίνη επαληθεύεται η συνεργιστική ενζυμική 

δράση. 
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Κεφάλαιο 8 : Συμπεράσματα και συζήτηση 

 

8.1 Σύνοψη αποτελεσμάτων  

 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε τόσο η παραγωγή όσο και η 

απομόνωση δύο καινοτόμων εστερασών του γλυκουρονικού οξεός, η AeGE15 και 

TlGE15. 

Στην συνέχεια έγινε προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών μορίων 

καθώς και άλλων χαρακτηριστικών ώστε τελικά να εξετάσουμε τον συνεργητισμό που 

εμφανίζουν οι δύο αυτές εστεράσες με την ξυλανάση GH11 καθώς και με την 

ξυλανάση GH30. 

Η παραγωγή των ενζύμων υλοποιήθηκε με υγρές καλλιέργειες των κυττάρων του 

μικροοργανισμού P.Pastoris και η απομόνωση έγινε μέσω των σταδίων διήθησης, 

συμπύκνωσης και χρωματογραφίας συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου (IMAC). 

Ο προσδιορισμός του μοριακού βάρους των γλυκουρονικών εστερασών 

πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου( SDS-PAGE). Για την πρωτεΐνη AeGE15 προσδιορίστηκε στα 63 

kDa, ενώ για την TlGE15 στα 70 kDa. 

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών έγινε με τη βοήθεια του 

μαθηματικού μοντέλου Beer-Lambert. H συγκέντρωση της καθαρής AeGE15 στο 

διάλυμα βρέθηκε ίση με 1.33 mg/ml, ενώ η συγκέντρωση της καθαρής TlGE15 

βρέθηκε ίση με 0.72 mg/mL. 

Τέλος για την ανίχνευση των παραγόμενων σακχάρων και την επαλήθευση του 

συνεργιτισμού χρησιμοποιήθηκαν οι μέθοδοι χρωματογραφίας λεπτής στοιβάδας 

(TLC) και χρωματογραφίας εναλλαγής ιόντων (HPAEC).  

 

Στον παρακάτω πίνακα βλέπουμε σε ποιες περιπτώσεις επιβεβαιώθηκε ο 

συνεργιτισμός και σε ποιες όχι.  
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Υπόστρωμα GH11 GH30 

Lignin 3 TlGE15 - 

Lignin 4 AeGE15 

 
TlGE15 

- 

Lignin 5 AeGE15 

 
TlGE15 

AeGE15 

 
TlGE15 

Lignin 6 - AeGE15 

TlGE15 

Lignin 7 AeGE15 

 
TlGE15 

AeGE15 

 
TlGE15 

Πίνακας I: Αποτελέσματα συνεργιτισμού 

Βλέπουμε ότι ο συνεργιτισμός επιτυγχάνεται μόνο σε μερικές από τις περιπτώσεις 
που υποθέσαμε ότι θα ίσχυε. 

Από τα αποτελέσματα που λήφθηκαν από τη χρωματογραφία εναλλαγής ανιόντων 

για τα ένζυμα AeGe15 και TlGE15 συμπεραίνεται ότι ο συνεργιτισμός επαληθεύτηκε 

σε 7 από τα 10 δείγματα λιγνίνης στις οποίες  φαίνεται ότι η συγκέντρωση των 

απελευθερουμένων γραμμικών ξυλοολιγοσακχαριτών αυξάνεται στις αντιδράσεις 

που υπήρχαν τα ένζυμα εστεράση και ξυλανάση. 

Στα 3 δείγματα λιγνίνης δεν μπορούμε να εξάγουμε συμπεράσματα σχετικά με το 

συνεργιτισμό των ενζύμων, διότι το εμβαδόν των κορυφών από το χρωματογράφημα 

που λήφθηκε δεν εμφανίζει αξιόπιστες διαφορές σε ότι αφορά στη συγκέντρωση 

ξυλοολιγοσακχαριτών. Ο λόγος της συγκεκριμένης αναξιοπιστίας μπορεί να είναι το 

μεγάλο σφάλμα που υπάρχει στις αντιδράσεις λόγω των μικρών ποσοτήτων των 

αντιδρώντων που χρησιμοποιήθηκαν. Ένας άλλος λόγος θα μπορούμε να είναι ότι 

στα συγκεκριμένα δείγματα δεν περιέχονταν αρκετή ποσότητα σακχάρων. 

Τέλος σημαντικό ρόλο παίζει και η διαφορετική προκατεργασία των βιομαζών 

προκαλώντας μια ανομοιογένεια στα διαφορετικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. 

Για αυτό τον λόγο βλέπουμε και διαφορές στα χρωματογραφήματα μας. 

Αφού έχουμε τους προαναφέροντες αστάθμητους παράγοντες εν μέρει δεν 
μπορούμε να πούμε ότι ο συνεργιτισμός στα 3 δείγματα μας διαψεύστηκε αλλά ούτε 



77 
 

και ότι επαληθεύτηκε. Συνεπώς το όλο θέμα χρίζει περισσότερης μελέτης σε 
περισσότερα υποστρώματα. 

Η επαλήθευση του συνεργιτισμού των γλυκουρονικών εστερασών με ένζυμα 

αποικοδόμησης της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, όπως η ξυλανάση GH11 και GH30, 

επιβεβαιώνει ότι τα συγκεκριμένα ένζυμα λειτουργούν τόσο στη φύση όσο και σε 

φυσικά υποστρώματα. Ο συγκεκριμένος μηχανισμός της φύσης ο οποίος αφορά την 

αποικοδόμησης της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας παρουσιάζει μεγάλο 

βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον. 

Η γνώση της λειτουργίας των συγκεκριμένων ενζύμων καθώς και της λειτουργίας που 

θα έχουν αν προστεθούν σε εμπορικά ένζυμικά σκευάσματα μπορεί να δώσει λύσεις 

σε πολλούς τομείς και να βελτιώσει την αποδόμηση της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας. 

Οι τομείς που μπορούσαν τα συγκεκριμένα ένζυμα να βοηθήσουν είναι : 

 Τα εργοστάσια μέσω της αποδόμησης της λιγνοκυτταρινουχου βιομάζας με 

φυσικό τρόπο θα μείωναν σε πολύ μεγάλο βαθμό την δαπάνη τους σε 

ενέργεια το οποίο θα έκανε το εκάστοτε εργοστάσιο και πολύ πιο οικολογικό. 

 Τα προϊόντα που προέρχονται από την κυτταρίνη είναι πάρα πολλά για αυτό 

και η καλύτερη απομόνωση του κλάσματος της θα ενίσχυε τα συγκεκριμένα 

προϊόντα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η βιοαιθανόλη που 

χρησιμοποιείται ως καύσιμο. 

 Τα καθαρά κλάσματα λιγνίνης που θα μπορούσαν να δημιουργηθούν πολύ 

πιο εύκολα θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την σύνθεση χημικών 

υψηλής προστιθέμενης αξίας. 

 Η αποδόμηση της ημικυτταρίνης σε ολιγομερή της ξυλόζης θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί σαν πρόσθετο τροφίμων ως πρεβιοτικά, το οποίο έχει 

αποδειχτεί ότι βελτιώνει τη λειτουργία του εντέρου. 

 

8.2 Μελλοντικές προκλήσεις  

 

Μερικές μελλοντικές προκλήσεις που προκύπτουν από την εκπόνηση της 

συγκεκριμένης διπλωματικής είναι οι εξής : 

 Χρήση των εστεραστών του γλυκουρονικού οξέος σε μη συμβατικά 

συστήματα ώστε να επιτευχθεί η σύνθεση εστερασών του γλυκουρονικού 

οξέος με τοποεκλεκτικότητα. 
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 Σημαντικό ρόλο παίζει και η διαφορετική προκατεργασία των βιομαζών η 

οποία στην περίπτωση μας προκάλεσε μια ανομοιογένεια στα διαφορετικά 

δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν. Για αυτό τον λόγο είδαμε και διαφορές στα 

χρωματογραφήματα μας και το θέμα χρίζει περισσότερης μελέτης με 

διαφορετικά υποστρώματα. 
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