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Περίληψη 
 

Η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα αποτελεί την πιο άφθονη και ανανεώσιμη πηγή 

άνθρακα στον πλανήτη. Τα βασικά συστατικά της είναι η κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη 

και η λιγνίνη, με τις ποσότητές τους να ποικίλουν ανάλογα με την προέλευσή της. Η 

κυτταρίνη αποτελείται από μόρια γλυκόζης, ενώ η ημικυτταρίνη από ένα μίγμα 

εξοζών και πεντοζών. Σημαντικά βήματα έχουν γίνει για την αξιοποίηση της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας προς την παραγωγή βιοκαυσίμων, κυρίως αιθανόλης, 

και διάφορων προϊόντων προστιθέμενης αξίας από ζυμωτικούς μικροοργανισμούς, 

οι οποίοι μεταβολίζουν τα σάκχαρα που έχουν προκύψει από την ενζυμική 

υδρόλυση της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης. Τελευταία, μελετάται η 

εκμετάλλευση τόσο του στερεού, όσο και του υγρού κλάσματος της 

προκατεργασίας, για την παραγωγή πρεβιοτικών ουσιών που συμβάλλουν στην 

ανάπτυξη ευεργετικών μικροοργανισμών του εντέρου. Ωστόσο, λόγω της 

πολύπλοκης δομής της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, πρέπει να προηγηθεί 

προκατεργασία της, ώστε να επιτευχθεί αποδοτική κλασματοποίησή της στα τρία 

βασικά συστατικά. Μεταξύ των διαφόρων μεθόδων προκατεργασίας, η 

οργανολυτική προκατεργασία, δηλαδή η προκατεργασία με χρήση οργανικών 

διαλυτών, κατέχει ιδιαίτερη θέση, αφού διαχωρίζει αποτελεσματικά τα βασικά 

συστατικά της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, ενώ παράγονται μικρές ποσότητες 

τοξικών παρεμποδιστών. 

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η αξιολόγηση του υγρού 

κλάσματος που έχει προκύψει από την οργανολυτική προκατεργασία 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας για την παρουσία ολιγοσακχαριτών με πιθανή 

πρεβιοτική δράση. Σε μια εποχή που η υγεία αποτελεί προτεραιότητα για την 

πλειονότητα των ανθρώπων, η εκμετάλλευση της άφθονης και φθηνής 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας για την παραγωγή πρεβιοτικών ουσιών έχει μεγάλη 

σημασία. 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, αξιολογήθηκαν οι συνθήκες της 

οργανολυτικής προκατεργασίας ξύλων οξιάς και πεύκου, δηλαδή η χρήση 

διαφορετικών οργανικών διαλυτών, πιέσεων, θερμοκρασιών και χρόνων 

αντίδρασης, ως προς τα συστατικά του υγρού κλάσματος. Πιο συγκεκριμένα, 

προσδιορίστηκε η ποσότητα των μονοσακχαριτών και των ολιγοσακχαριτών, ενώ το 

υγρό κλάσμα ελέγχθηκε για την παρουσία φαινολικών ενώσεων, οξικού οξέος και 

ουρονικών οξέων. Η προκατεργασία ξύλου οξιάς για 120 λεπτά με τη χρήση 

μίγματος τετραϋδροφουρανίου/νερού αναλογίας 1:1, σε θερμοκρασία 150 oC και σε 

πίεση 16 bar O2, οδήγησε στην απελευθέρωση της υψηλότερης  ποσότητας 

ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα, ίσης με 97.8 mg/g αρχικής βομάζας. Στα 

δείγματα πεύκου, η υψηλότερη ποσότητα προέκυψε από την προκατεργασία για 
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120 λεπτά με τη χρήση μίγματος αιθανόλης/νερού αναλογίας 1:1, σε θερμοκρασία 

175 oC και σε πίεση 16 bar O2 και είναι ίση με 60.9 mg/g αρχικής βιομάζας. 

Στο υγρό κλάσμα που προέκυψε από την προκατεργασία ξύλου οξιάς με αιθανόλη, 

επιχειρήθηκε επιπλέον ενζυμική τροποποίηση με ξυλανάση (EC 3.2.1.8) της 

οικογένειας GH30 των γλυκοζυλ-υδρολασών για μείωση του βαθμού πολυμερισμού 

των περιεχόμενων ολιγοσακχαριτών, ώστε σε επόμενη φάση να χρησιμοποιηθούν 

για πρεβιοτικά τεστ σε προβιοτικά βακτήρια. Η δράση του ενζύμου οδήγησε στη 

μείωση των ολιγοσακχαριτών με βαθμό πολυμερισμού από 2 έως 6 μονάδες 

ξυλόζης και στη σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης της ξυλοβιόζης μετά τις 

πρώτες δύο ώρες αντίδρασης. 
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Abstract 
 

Lignocellulosic biomass is the most abundant and renewable carbon source on the 

planet. Its main components are cellulose, hemicellulose and lignin, with their 

amount varying depending on its main source. Cellulose consists of glucose 

monomers, while hemicellulose sugars comprise of a mixture of hexoses and 

pentoses. Significant progress has been made towards the utilization of 

lignocellulosic biomass for the production of biofuels, mostly ethanol, and many 

added value products from fermenting microorganisms, which are able to 

metabolize the monomeric sugars from the enzymatic hydrolysis of cellulose and 

hemicellulose. Recent studies focus on utilization of pretreatment liquid fraction of 

lignocellulosic biomass for the isolation of prebiotic substances that promote the 

growth of beneficial gut microbiota. However, due to lignocellulosic biomass’ 

complex structure, a pretreatment step is required in order to achieve efficient 

fractionation. Among the various pretreatment methods, organosolv pretreatment, 

that is pretreatment using organic solvents, gathers a lot of interest, since it’s able to 

efficiently separate the main components of lignocellulosic biomass while producing 

minimum amounts of toxic inhibitors. 

The main purpose of this diploma thesis is to evaluate the liquid fraction of the 

organosolv pretreatment for the presence of prebiotic oligosaccharides. At a time 

when health is a priority for most people, utilization of the abundant and cheap 

lignocellulosic biomass for the production of prebiotic oligosaccharides is of great 

importance. 

In the context of this thesis, the conditions of the organosolv pretreatment of beech 

wood and pine wood, i.e. the use of different organic solvents, pressure, 

temperature and reaction time, were evaluated in terms of the components of the 

liquid fraction. More specifically, monosaccharide and oligosaccharide amounts as 

well as oligosaccharides’ degree of polymerization were determined, along with the 

concentration of phenolic substances, acetic acid and glucuronic acid. Beech wood 

pretreatment that was carried out using a tetrahydrofurane and water mixture in a 

ratio of 1:1 for 120 minutes at a temperature of 150 oC under a pressure of 16 bar 

O2, led to maximum oligosaccharide production equal to 97.8 mg/g of initial 

biomass. Among pine wood samples, the highest oligosaccharide yield is equal to 

60.9 mg/g of initial biomass and it was achieved using an ethanol and water mixture 

in a ratio of 1:1 for 120 minutes at a temperature of 175 oC under a pressure of 16 

bar O2. 

Subsequently, xylanase GH30 enzymes (EC 3.2.1.8) were used in the liquid fraction 

that resulted from beech wood ethanol pretreatment to reduce the 

oligosaccharides’ degree of polymerization so they can be used for prebiotic tests in 
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probiotic bacteria. The enzymatic reaction reduced xylotriose, xylotetraose, 

xylopentaose and xylohexaose concentrations, while significantly increasing 

xylobiose concentration after the first two hours. 
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1 Θεωρητικό  με ρός 

1.1 Εισαγωγή 
 

Η διατροφή αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους παράγοντες που παίζουν 

ρόλο στην εμφάνιση ασθενειών και γενικότερα στην ευεξία του ανθρώπου. 

Τελευταία, το ενδιαφέρον του κόσμου έχει στραφεί στα λειτουργικά φαγητά, όπως 

είναι για παράδειγμα οι ξηροί καρποί ή τα προϊόντα ολικής άλεσης, τα συστατικά 

των οποίων έχει αποδειχθεί ότι δρουν ευεργετικά σε πληθώρα ασθενειών (Hong et 

al., 2019). Η ανακάλυψη της τεράστιας σημασίας που έχει η συμβίωση της 

μικροχλωρίδας του εντέρου (προκαρυωτικοί μικροοργανισμοί όπως τα βακτήρια) με 

το ίδιο το έντερο στην ανθρώπινη υγεία, οδήγησε στη δημιουργία της έννοιας των 

πρεβιοτικών, δηλαδή συστατικών τροφίμων που διεγείρουν την ανάπτυξη και τη 

δραστηριότητα συγκεκριμένων βακτηρίων του εντέρου βελτιώνοντας, έτσι, την 

υγεία του ξενιστή (Gibson & Roberfroid, 1995). Εμφανίστηκε, λοιπόν, η ανάγκη για 

την παραγωγή τέτοιων συστατικών. 

Το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας έχουν κεντρίσει οι ολιγοσακχαρίτες 

που προκύπτουν από την επεξεργασία της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, του 

μεγαλύτερου ποσοστού της βιομάζας του πλανήτη. Η βιομάζα στο σύνολό της, έχει 

ήδη τραβήξει πολλή προσοχή ως εναλλακτική, φθηνή και βιώσιμη πηγή ενέργειας 

με ελάχιστες περιβαλλοντικές συνέπειες (Isikgor & Becer, 2015). Ειδικότερα, η 

αξιοποίηση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας που προέρχεται από αγροτικά, 

βιομηχανικά ή δασικά υπολείμματα συμβάλλει τόσο στην αποτελεσματική χρήση 

αυτών των υπολειμμάτων όσο και στη μείωση του κόστους πρώτων υλών 

(Gowdhaman & Ponnusami, 2015). Επομένως, η επεξεργασία αυτής της άφθονης, 

φθηνής και βιοανανεώσιμης πηγής άνθρακα για την παραγωγή προϊόντων 

προστιθέμενης αξίας όπως είναι οι ξυλοολιγοσακχαρίτες, αποτελεί μια ιδιαίτερα 

ελκυστική προσέγγιση. 

1.2 Βιομάζα 
 

Βιομάζα είναι το υλικό που παράγεται βιολογικά από την ανάπτυξη 

μικροοργανισμών, φυτών ή ζώων (Nagel et al., 2007). Αποτελείται κυρίως από 

άνθρακα, υδρογόνο και οξυγόνο, ενώ εκτιμάται ότι η ετήσια παραγωγή της ξεπερνά 

τους 170 δισεκατομμύρια τόνους ξηρού υλικού. Προέρχεται από κατάλοιπα 

επεξεργασίας ξύλου, δασικά και γεωργικά κατάλοιπα, ενεργειακά φυτά, άλγη, 

αστικά και βιομηχανικά απόβλητα (Energy.gov, 2019) και μπορεί να υποστεί, μεταξύ 

άλλων, τις εξής μετατροπές: 
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 Θερμική: Η βιομάζα θερμαίνεται και αξιοποιείται ως καύσιμο σε θερμικές 

διεργασίες όπως είναι η καύση, η πυρόλυση και η αεριοποίηση (Akhtar et 

al., 2018). 

 Χημική: Η βιομάζα μετατρέπεται σε ένα καύσιμο που είναι ευκολότερο στη 

χρήση, μεταφορά και αποθήκευση από ότι στην αρχική της μορφή.  

 Βιοχημική: Σε αυτό το είδος μετατροπής, οι πρωτεργάτες είναι 

μικροοργανισμοί που χρησιμοποιούνται για την κομποστοποίηση, ζύμωση 

και  αναερόβια χώνευση της βιομάζας.  

 Ηλεκτροχημική: Η βιομάζα υπόκειται σε ηλεκτροχημική οξείδωση για την 

παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας.  

1.2.1 Λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα 
 

Η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα είναι η πιο άφθονη και παγκοσμίως διαθέσιμη πηγή 

άνθρακα σήμερα. Από τη συνολική παραγωγή της φυτικής βιομάζας στον πλανήτη, 

η οποία αποτελεί το 90% της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, μόλις το 10% 

αξιοποιείται επαρκώς (Saini et al., 2015). Οι τρεις βασικές πηγές της είναι τα δασικά 

κατάλοιπα, τα αγροτικά κατάλοιπα και τα αστικά στερεά απόβλητα. Στα δασικά 

κατάλοιπα περιλαμβάνονται κυρίως παραπροϊόντα δασοκομίας, όπως πριονίδια και 

κλαδιά νεκρών δέντρων, ενώ στα αγροτικά κατάλοιπα η λιγνοκυτταρινούχος 

βιομάζα προέρχεται κατά κύριο λόγο από καλλιέργειες καλαμποκιού, ρυζιού, 

σιταριού και ζαχαροκάλαμου, αλλά και από ενεργειακές καλλιέργειες ευκαλύπτου, 

καλαμιού, κυτταρινούχου σόργου κ.α. (Al-Battashi et al., 2019). Στα αστικά στερεά 

απόβλητα, βρίσκεται στα υπολείμματα φαγητού και χαρτιού, όμως η αξιοποίησή 

τους είναι δύσκολη λόγω των διακυμάνσεων στη σύστασή τους και της παρουσίας 

μολυσματικών παραγόντων (Zabed et al., 2016).  

Συγκριτικά με άλλα είδη βιομάζας, η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα παρουσιάζει 

σημαντικά πλεονεκτήματα. Επειδή προέρχεται από μη εδώδιμα κατάλοιπα 

καλλιεργειών και δασών, όχι μόνο είναι άφθονη και φθηνή, αλλά και δεν απαιτείται 

διάθεση χώρου για την παραγωγή της. Έτσι, η παραγωγή γεωργικών προϊόντων θα 

παραμείνει ανεπηρέαστη. Επίσης, η εναπόθεση των τεράστιων ποσοτήτων της είτε 

στο έδαφος είτε σε χώρους υγειονομικής ταφής έχει σοβαρές περιβαλλοντικές 

συνέπειες, οι οποίες θα περιοριστούν σημαντικά με την αξιοποίησή της για την 

παραγωγή προϊόντων προστιθέμενης αξίας (Taherzadeh & Karimi, 2008).  

1.2.1.1 Δομή 
 

Τα κύρια συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων των φυτών περιγράφονται στο 

σύνολό τους από τον όρο λιγνοκυτταρίνη και είναι η κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη και 

η λιγνίνη. Ανάλογα με το είδος του φυτού, την ηλικία του και τις συνθήκες κάτω από 

τις οποίες αναπτύσσεται, η σύσταση της λιγνοκυτταρίνης είναι διαφορετική. Σε 
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γενικές γραμμές, αποτελείται από 35-50% κυτταρίνη, 20-35% ημικυτταρίνη και 10-

25% λιγνίνη. Σε σημαντικά μικρότερες ποσότητες υπάρχουν ακετυλομάδες, 

μεταλλικά στοιχεία και φαινολικοί υποκαταστάτες (Saha, 2005). Η κρυσταλλικότητα 

της κυτταρίνης και η ενθυλάκωσή της από το πλέγμα κυτταρίνης-ημικυτταρίνης, 

καθώς και η υδροφοβικότητα της λιγνίνης, προσδίδουν στη λιγνοκυτταρίνη αντοχή 

και ανθεκτικότητα δυσκολεύοντας τον αποπολυμερισμό της (Isikgor & Becer, 2015). 

1.2.1.1.1 Κυτταρίνη 
 

Η κυτταρίνη είναι το βασικότερο συστατικό των κυτταρικών τοιχωμάτων και το πιο 

άφθονο οργανικό πολυμερές στον πλανήτη. Η αλυσίδα της είναι γραμμική και 

αποτελείται από μονάδες D-γλυκόζης συνδεδεμένες με β-1,4 γλυκοζυτικό δεσμό. 

Έτσι, η δομική μονάδα της κυτταρίνης δεν είναι η γλυκόζη, αλλά ο δισακχαρίτης 

κελλοβιόζη που μπορεί να επαναλαμβάνεται από εκατοντάδες έως χιλιάδες φορές 

(Holtzapple, 2003a). Η κυτταρίνη παρουσιάζεται με τη μορφή μικροϊνιδίων και είναι 

υπεύθυνη για την ακαμψία του κυτταρικού τοιχώματος των φυτών εξαιτίας των 

κρυσταλλικών περιοχών που σχηματίζει λόγω των δεσμών υδρογόνου μεταξύ των 

μορίων γλυκόζης της ίδιας αλυσίδας, διαφορετικών αλυσίδων ή ακόμα και 

διαφορετικών παράλληλων επιπέδων. Ωστόσο, ανάμεσα στις κρυσταλλικές 

περιοχές παρεμβάλλονται και άμορφες περιοχές με αποτέλεσμα ο βαθμός 

κρυσταλλικότητας των πρώτων να φτάνει το 40-50% στα φυτά (Klemm et al., 2005). 

 

Εικόνα 1: Δομή της κυτταρίνης (Olsson & Westm, 2013) 

1.2.1.1.2 Ημικυτταρίνη 
 

Ο όρος ημικυτταρίνη αναφέρεται στην ουσία στο μίγμα των συμπολυμερών ουσιών 

που μαζί με την κυτταρίνη και τη λιγνίνη οικοδομούν το κυτταρικό τοίχωμα των 

φυτών. Οι πολυσακχαρίτες της, αποτελούνται από μονάδες πεντοζών και εξοζών, 

αλλά και από ουρονικά οξέα όπως το γλυκουρονικό και το γαλακτουρονικό οξύ. Στις 

πεντόζες ανήκει η ξυλόζη και η αραβινόζη και στις εξόζες η γλυκόζη, η μαννόζη και η 

γαλακτόζη. Σε αντίθεση με την κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη είναι άμορφη και έχει 

χαμηλό βαθμό πολυμερισμού. Η διάκριση μεταξύ των ημικυτταρινών βασίζεται στο 

μονοσάκχαρο που βρίσκεται σε μεγαλύτερη ποσότητα. Έτσι, κατηγοριοποιούνται σε 
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ξυλάνες, γλυκάνες, μαννάνες, αραβινάνες και γαλακτάνες. Συνήθως, όμως, τα 

μονοσάκχαρα που υπερτερούν σε κάθε ημικυτταρίνη είναι πάνω από ένα. Γι’ αυτό 

και οι ημικυτταρίνες διακρίνονται, επίσης, σε γλυκομαννάνες (γλυκόζη και 

μαννόζη), αραβινοξυλάνες (αραβινόζη και ξυλόζη), ξυλογλυκάνες (ξυλόζη και 

γλυκόζη), γαλακτομαννάνες (γαλακτόζη και μαννόζη), γλυκουρονοξυλάνες (γλυκόζη, 

ξυλόζη και γλυκουρονικό οξύ) (Ur-Rehman et al., 2015). Στα κατάλοιπα 

καλλιεργειών και στα πλατύφυλλα ξύλα (hardwoods), όπως το ξύλο οξιάς και 

σημύδας, η ημικυτταρίνη περιέχει κυρίως ξυλογλυκάνη, ενώ στα κωνοφόρα ξύλα 

(softwoods), όπως το πεύκο και το έλατο, περιέχει κυρίως γλυκομαννάνη (Persson 

et al., 2006). Επίσης, τα πλατύφυλλα έχουν μεγαλύτερη ποσότητα ημικυτταρίνης 

(30±5%) σε σύγκριση με τα κωνοφόρα ξύλα (27±2%) (Wang, 2008).  

Ξυλάνη  
 

Από τις ημικυτταρίνες, η ξυλάνη είναι η πιο άφθονη. Ανάλογα με την προέλευσή της 

η δομή της ποικίλλει από μια απλή γραμμική αλυσίδα χωρίς σχεδόν καθόλου 

υποκαταστάτες μέχρι ένα πολύπλοκο σύμπλεγμα πολυσακχαριτών με πολλαπλές 

διακλαδώσεις. Η κεντρική της αλυσίδα αποτελείται από ξυλόζες συνδεδεμένες με β-

1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Στις περισσότερες ξυλάνες, αυτή η αλυσίδα διαθέτει 

πληθώρα υποκαταστατών. Τέτοιοι είναι το γλυκουρονικό και το μεθυλ-

γλυκουρονικό οξύ, οι ακετυλομάδες και η αραβινόζη, η οποία μπορεί να είναι 

εστεροποιημένη με π-κουμαρικό ή φερουλικό οξύ (Bobleter, 1994). Με βάση τους 

υποκαταστάτες της κεντρικής αλυσίδας, οι ξυλάνες διακρίνονται σε ομοξυλάνες, 

γλυκουρονοξυλάνες, αραβινοξυλάνες και γλυκουρονοαραβινοξυλάνες (Ur-Rehman 

et al., 2015).  

 

Εικόνα 2: Σχηματική αναπαράσταση της  δομής της αραβινοξυλάνης (Oliveira et al., 2019) 

1.2.1.1.3 Λιγνίνη 
 

Η λιγνίνη είναι ένα άμορφο, υδρόφοβο και πολύπλοκο τρισδιάστατο πολυμερές με 

υψηλό βαθμό πολυμερισμού. Συγκροτείται από τρεις διαφορετικούς τύπους 
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φαινυλοπροπανίων, την p-κουμαρυλική αλκοόλη, την κονιφερυλική αλκοόλη και 

την σιναπυλική αλκοόλη οι οποίοι στο πολυμερές της λιγνίνης βρίσκονται με τις 

μορφές της π-υδροξυφαινυλικής μονάδας (H), γουαϊκυλικής μονάδας (G) και 

συρινγκυλικής μονάδας (S) αντίστοιχα. Ο ρόλος της είναι να προσδίδει αντοχή στην 

κάμψη, θλίψη και κρούση στο κυτταρικό τοίχωμα των φυτών και να το προστατεύει 

από τα παθογόνα και τα έντομα (Rubin, 2008). 

 

Εικόνα 3: Σχηματική απεικόνιση της δομής της λιγνίνης και των διαφορετικών φαινυλοπροπανίων (Serrano et al., 
2019) 

1.2.1.2 Πλατύφυλλα και κωνοφόρα 
 

Τα πλατύφυλλα και τα κωνοφόρα ξύλα, παρότι περιέχουν και τα τρία βασικά 

συστατικά του κυτταρικού τοιχώματος, παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές στο 

είδος και στη δομή της ημικυτταρίνης και της λιγνίνης. Το κύριο μονοσάκχαρο στα 

κωνοφόρα είναι η μαννόζη, ενώ στα πλατύφυλλα είναι η ξυλόζη. Η 

γαλακτογλυκομαννάνη και η αραβινογλυκουρονοξυλάνη υπερτερούν στα 

κωνοφόρα, ενώ η γλυκουρονοξυλάνη και η γλυκομαννάνη είναι τα βασικά είδη 

ημικυτταρίνης στα πλατύφυλλα, τα οποία περιέχουν, επίσης, και σημαντικές 

ποσότητες ακετυλίων (Wang, 2003). Όσον αφορά τη λιγνίνη, περιέχεται σε 

μεγαλύτερη ποσότητα στα κωνοφόρα (26-32%) σε σχέση με τα πλατύφυλλα (20-

25%) (Wang, 2008). Επίσης, διαφέρουν και στα δομικά στοιχεία του πολυμερούς της 

λιγνίνης, με τα πλατύφυλλα να αποτελούνται κυρίως από συμπολυμερή 

γουαϊκυλικών και συρινγκυλικών μονάδων, των οποίων οι αναλογίες ποικίλλουν 

από είδος σε είδος, και τα κωνοφόρα να αποτελούνται κυρίως από πολυμερή 

γουαϊκυλικών μονάδων (Sarkanen et al., 1967). 
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1.3 Αξιοποίηση της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας 
 

Σήμερα, πολλές βιομηχανίες, συμπεριλαμβανομένων των βιομηχανιών φαρμάκων, 

πολυμερών και καλλυντικών, στηρίζονται σε πετροχημικά προϊόντα και παράγωγα 

πετρελαίου, εξαιτίας της χαμηλής τιμής τους, της διαθεσιμότητάς τους και της 

καταλληλότητάς τους για την παραγωγή τέτοιων προϊόντων. Παρόλ’ αυτά, η 

συνεχής χρήση των ορυκτών καυσίμων έχει οδηγήσει σε σημαντική μείωση της 

ποσότητάς τους με αποτέλεσμα τη διαρκή αύξηση της τιμής τους, ενώ τα 

περιβαλλοντικά προβλήματα που συνοδεύονται από την εκπομπή αερίων του 

θερμοκηπίου (διοξείδιο του άνθρακα, μεθάνιο κ.α.) γίνονται ολοένα και 

εντονότερα. Στο πλαίσιο αυτό, η αξιοποίηση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας για 

την παραγωγή καυσίμων αποτελεί μια ενδιαφέρουσα εναλλακτική για την 

αντιμετώπιση αυτών των προβλημάτων. Πέρα από τα καύσιμα, όμως, 

χρησιμοποιείται και για την παραγωγή μεγάλης ποικιλίας βιοπροϊόντων με 

εφαρμογή στη φαρμακευτική, στη βιομηχανία τροφίμων και πλαστικών. 

1.3.1 Βιοκαύσιμα 
 

Μερικά μόνο από τα βιοκαύσιμα που μπορούν να παραχθούν από την αξιοποίηση 

της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας είναι η βιοβουτανόλη, το βιοντίζελ, το βιοαέριο, η 

βιομεθανόλη και η βιοαιθανόλη, που συγκεντρώνει αρκετό ενδιαφέρον ως 

υποψήφιος αντικαταστάτης των μη ανανεώσιμων ορυκτών καυσίμων. Ωστόσο, η 

ανάπτυξη μιας οικονομικά βιώσιμης, φιλικής προς το περιβάλλον και 

αποτελεσματικής τεχνολογίας για αυτήν την βιομετατροπή, αποτελεί μια σημαντική 

πρόκληση (Soni et al., 2018). 

1.3.2 Χημικά και άλλα προϊόντα που προέρχονται 

από τη βιομάζα 
 

Είτε από τα σάκχαρα είτε από τη λιγνίνη της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, 

μπορούν να παραχθεί ποικιλία χημικών και υλικών υψηλής αξίας, 

συμπεριλαμβανομένων βιοφαρμακευτικών προϊόντων, βιοκαλλυντικών, 

βιοθρεπτικών συστατικών, βιολιπασμάτων και βιοϋλικών (Budzianowski, 2017). Σε 

αυτά τα προϊόντα, ανήκουν, μεταξύ άλλων, η φουρφουράλη, αλκοόλες σακχάρων, 

που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία τροφίμων, η υδροξυμεθυλοφουρφουράλη 

(hydroxymethylfurfural, HMF), το λεβουλινικό οξύ, ρητίνες και ανθρακούχα υλικά, 

όπως ο ενεργός άνθρακας (Irmak, 2017). Από τα διάφορα βιοϋλικά, τα βιοπλαστικά 

(βιοπολυαιθυλένιο, βιοπολυεστέρες κ.τ.λ.) συγκεντρώνουν το μεγαλύτερο 

ενδιαφέρον, αφού διαθέτουν ιδιότητες που μειώνουν την εκπομπή αερίων του 

θερμοκηπίου (Fernández-Dacosta et al., 2015).  
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1.3.3 Αξιοποίηση λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας στα 

πλαίσια ενός βιοδιυλιστηρίου 
 

Η βιομετατροπή της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας σε βιοκαύσιμα και άλλα 

προϊόντα προστιθέμενης αξίας, περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια: την 

προκατεργασία/κλασματοποίηση, την υδρόλυση και τη ζύμωση (Soni et al., 2018). 

Προκατεργασία/Κλασματοποίηση 

Τα βασικά χαρακτηριστικά της προκατεργασίας, είναι η αποτελεσματική 

κλασματοποιηση, δηλαδή ο διαχωρισμός στα τρία βασικα συστατικά και η 

τροποποίηση της δομής της βιομάζας, ώστε αυτή να καταστεί πιο επιδεκτική στη 

δράση των ενζύμων και, συνεπώς, στη σακχαροποίηση σε επόμενο επίπεδο. Για τον 

σκοπό αυτό, έχουν εφαρμοστεί πολλές μέθοδοι, συμπεριλαμβανομένων φυσικών, 

χημικών και βιολογικών. Το στάδιο της προκατεργασίας θα αναλυθεί εκτενώς στην 

επόμενη ενότητα. 

Υδρόλυση/Σακχαροποίηση 

Στο στάδιο της υδρόλυσης, η κυτταρίνη και η ημικυτταρίνη της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας αποικοδομούνται σε επιμέρους μονοσάκχαρα ή ολιγοσάκχαρα. Η 

υδρόλυση της βιομάζας μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε με τη χρήση οξέων είτε 

ενζυμικά, με τη δεύτερη επιλογή να προτιμάται περισσότερο λόγω της μεγαλύτερης 

επιλεκτικότητάς της, των ηπιότερων συνθηκών της και της υψηλότερης ανάκτησης 

σακχάρων που προσφέρει. 

Η ενζυμική υδρόλυση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας πραγματοποιείται με τη 

βοήθεια των κυτταρινασών και των ημικυτταρινασών. Ουσιαστικά πρόκειται για 

συστήματα ενζύμων που υδρολύουν την κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη 

αντίστοιχα. Στις κυτταρινάσες ανήκουν οι ενδογλουκανάσες (EC 3.2.1.4), που δρουν 

τυχαία στις άμορφες περιοχές της κυτταρίνης απελευθερώνοντας μόρια 

κελλοβιόζης, οι εξωγλουκανάσες (EC 3.2.1.91 & EC 3.2.1.74), που δρουν στα άκρα 

της κυτταρίνης και στα ολιγοπολυμερή της κελλοβιόζης απελευθερώνοντας μόρια 

κελλοβιόζης, και οι β γλυκοζιδάσες (EC 3.2.1.21), που υδρολύουν την κελλοβιόζη 

παράγοντας D-γλυκόζη.  

Οι ημικυτταρινάσες, λόγω της πολύπλοκης δομής τους αποτελούνται από 

περισσότερα ένζυμα, τα οποία είναι απαραίτητα για την υδρόλυση των δεσμών της 

κύριας αλυσίδας της ημικυτταρίνης προς παραγωγή ολιγοσακχαριτών, την 

υδρόλυση των ολιγοσακχαριτών προς τα αντίστοιχα μονοσάκχαρα, αλλά και την 

υδρόλυση των δεσμών μεταξύ της κύριας αλυσίδας και των υποκαταστατών. Για 

παράδειγμα, για τη βιοαποικοδόμηση της ξυλάνης, είναι απαραίτητη η 

συνεργιστική δράση των παρακάτω ενζύμων: 
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 Ενδοξυλανάσες (EC 3.2.1.8): «Κόβουν» την κύρια αλυσίδα της ξυλάνης σε 

τυχαία εσωτερικά σημεία απελευθερώνοντας ξυλοολιγοσακχαρίτες. Οι δύο 

κυριότερες οικογένειες ενδοξυλανασών είναι οι GH10 και GH11, με τα μέλη 

της πρώτης οικογένειας να παράγουν ολιγοσακχαρίτες μικρότερου μοριακού 

βάρους σε σχέση με τα μέλη της δεύτερης. 

 Β-ξυλοζιδάσες (EC 3.2.1.37): Διασπούν τους ξυλοολιγοσακχαρίτες σε μόρια 

ξυλόζης. 

 Εστεράσες του φερουλικού (π-κουμαρικού) οξέος (EC 3.1.1.73): Καταλύουν 

την υδρόλυση των πλευρικών μονάδων φερουλικού οξέος. 

 Α-αραβινοφουρανοζιδάσες (EC 3.2.1.55): Καταλύουν την υδρόλυση των 

πλευρικών μονάδων αραβινόζης. 

 Α-γλυκουρονοζιδάσες (EC 3.2.1.131): Καταλύουν την υδρόλυση των 

πλευρικών μονάδων γλυκουρονικού οξέος. 

 Ακετυλοεστεράσες (3.1.1.72): Καταλύουν την υδρόλυση των πλευρικών 

μονάδων ακετυλίου. 

 

Εικόνα 4: Συνεργιστική δράση ημικυτταρινασών για τη βιοαποικοδόμηση της ξυλάνης (Mamo, 2020) 

Ζύμωση 

Τα σάκχαρα που παράχθηκαν σε προηγούμενο στάδιο από την υδρόλυση της 

βιομάζας, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πηγή άνθρακα από διάφορους 

μικροοργανισμούς προς την παραγωγή επιθυμητών ενώσεων. Μερικά 

παραδείγματα είναι η παραγωγή βιοαιθανόλης (Kanna & Ponmani, 2009), 

ηλεκτρικού οξέος (R. Liu et al., 2013), βουτυτικού οξέος (Fu et al., 2017) κ.α.. Η 

ενζυμική υδρόλυση και η ζύμωση μπορούν να πραγματοποιηθούν είτε σε 

διαφορετικά στάδια (διακριτή υδρόλυση και ζύμωση, separate hydrolysis and 

fermentation, SHF) είτε στο ίδιο στάδιο (ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση, 

simultaneous saccharification and fermentation, SSF). Είναι, επίσης, δυνατή και η 
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εφαρμογή μιας ενοποιημένης διεργασίας (ενοποιημένη βιοδιεργασία, consolidated 

bioprocessing, CBP) στην οποία χρησιμοποιούνται μικροοργανισμοί που έχουν την 

ικανότητα να παράγουν τα απαραίτητα ένζυμα για την υδρόλυση της βιομάζας και 

να ζυμώνουν τα μονοσάκχαρα, αλλά λειτουργούν με πολύ χαμηλούς ρυθμούς 

(Bhatia et al., 2012). 

1.3.3.1 Παραγωγή προϊόντων σε διαφορετικά στάδια 
 

Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι δεν απαιτούνται και τα τρία στάδια για την 

παραγωγή όλων των προϊόντων που προέρχονται από την αξιοποίηση της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας. Για παράδειγμα, τα καρβοξυλικά οξέα, το γαλακτικό 

και το ηλεκτρικό οξύ, καθώς και βιοκαύσιμα όπως η βιοαιθανόλη και η 

βιοβουτανόλη, παράγονται από κατάλληλους ζυμωτικούς μικροοργανισμούς στο 

τρίτο στάδιο. Η φουρφουράλη και το HMF σχηματίζονται από την αφυδάτωση των 

πεντοζών και των εξοζών αντίστοιχα, που παράγονται στο δεύτερο στάδιο κατά την 

ενζυμική υδρόλυση της βιομάζας. Η λιγνίνη, που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

παραγωγή φαινολικών ενώσεων, προκύπτει από την προκατεργασία της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, η οποία αποτελεί το πρώτο στάδιο στην αξιοποίησή 

της. Επομένως, γίνεται αντιληπτό ότι σε κάθε στάδιο αντιστοιχούν διαφορετικά 

προϊόντα. 

1.4 Προκατεργασία λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας 
 

Αν και η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα μπορεί να αξιοποιηθεί για την παραγωγή 

βιοκαυσίμων και άλλων υλικών προστιθέμενης αξίας, η πολύπλοκη δομή της 

καθιστά αυτό το εγχείρημα ιδιαίτερα δύσκολο. Προκειμένου να γίνει αυτή η 

μετατροπή, η κυτταρίνη και η ημικυτταρίνη πρέπει να διασπαστούν στα αντίστοιχα 

μονομερή σάκχαρά τους. Ωστόσο, η παρουσία της λιγνίνης στο κυτταρικό τοίχωμα 

των φυτικών κυττάρων, αλλά και η κρυσταλλική δομή της κυτταρίνης, εμποδίζουν 

την αποικοδόμησή τους (Kumar et al., 2009). Επομένως, η κλασματοποίηση της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας στα συστατικά της, είναι απαραίτητη για την 

αποτελεσματική αξιοποίησή της. Αυτό επιτυγχάνεται στο στάδιο της 

προκατεργασίας της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, κατά το οποίο αφαιρείται ή 

τροποποιείται η λιγνίνη, απομακρύνεται η ημικυτταρίνη, μειώνεται η 

κρυσταλλικότητα της κυτταρίνης και αυξάνεται το πορώδες του υλικού με 

αποτέλεσμα την αύξηση της διαθέσιμης ειδικής επιφάνειας (Kucharska et al., 2018). 

Τα παραπάνω στοχεύουν στην αύξηση της ικανότητας των ενζύμων να υδρολύσουν 

την κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη στα επιμέρους μονοσάκχαρα.  

Μια προκατεργασία προκειμένου να είναι αποτελεσματική και οικονομικά βιώσιμη, 

πρέπει να εξασφαλίζει (Jönsson & Martín, 2016): 
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 Υψηλή ανάκτηση σακχάρων 

 Χαμηλή συγκέντρωση τοξικών παρεμποδιστών  

 Υψηλή ανάκτηση ημικυτταρίνης και λιγνίνης  

 Χαμηλές απαιτήσεις ενέργειας, χημικών και νερού 

Λόγω της πολυπλοκότητας της δομής της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, πολλές 

μέθοδοι προκατεργασίας έχουν αναπτυχθεί έως τώρα. Σε αυτές περιλαμβάνονται 

φυσικές, χημικές, φυσικοχημικές, βιολογικές, ηλεκτρικές και συνδυασμοί τους. 

Παρόλη την προσπάθεια που έχει γίνει για την εξέλιξη των παραπάνω μεθόδων 

όσον αφορά την αποτελεσματικότητα και το κόστος τους, η προκατεργασία της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας εξακολουθεί να ανήκει στα πιο κοστοβόρα στάδια 

στη μετατροπή της σε βιολογικά προϊόντα προστιθέμενης αξίας (Kucharska et al., 

2018).  

 

Εικόνα 5: Διαχωρισμός συστατικών λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας κατά την προκατεργασία (Kataria et al., n.d.)   

1.4.1 Φυσικές μέθοδοι 
 

Οι φυσικές μέθοδοι στοχεύουν στη μείωση του μεγέθους των σωματιδίων της 

βιομάζας με αποτέλεσμα την αύξηση της διαθέσιμης επιφάνειας και του μεγέθους 

των πόρων της και ταυτόχρονα τη μείωση της κρυσταλλικότητας και του βαθμού 

πολυμερισμού της κυτταρίνης (Nauman Aftab et al., 2019). Σε αυτές 

συγκαταλέγονται, μεταξύ άλλων η άλεση και η πυρόλυση:  
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Άλεση: Ανάλογα με την υγρασία της βιομάζας χρησιμοποιούνται διάφορα είδη 

μύλων. Τέτοιοι είναι οι φυγόκεντροι, οι κολλοειδείς, οι δονούμενοι, οι σφαιρικοί 

κ.α. (Cheng & Timilsina, 2011). Αυτή η μέθοδος είναι πολύ γρήγορη, αλλά απαιτεί 

υψηλά ποσά ενέργειας (Seidl & Goulart, 2016). 

Πυρόλυση: Η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα υποβάλλεται σε θερμοκρασία άνω των 

300 oC. Ανάλογα με το ύψος της θερμοκρασίας η πυρόλυση διακρίνεται σε αργή 

(πιο χαμηλές θερμοκρασίες) και σε γρήγορη (πιο υψηλές θερμοκρασίες), ενώ 

παρουσία οξυγόνου η όλη διεργασία είναι αποτελεσματικότερη (Shafizadeh & 

Bradbury, 1979). Τα μειονεκτήματά της είναι η υψηλή θερμοκρασία, που 

συνεπάγεται και υψηλότερες ενεργειακές απαιτήσεις, και η παραγωγή στάχτης 

(Kumar et al., 2009). 

1.4.2 Φυσικοχημικές μέθοδοι 
 

Η κυτταρίνη ξεκινά να αποικοδομείται μετά τους 240 oC, ενώ η ημικυτταρίνη και η 

λιγνίνη σε μικρότερες θερμοκρασίες (περίπου στους 180 oC). Οι φυσικοχημικές 

μέθοδοι προκατεργασίας της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας εκμεταλλεύονται αυτή 

τη διαφορά στις θερμικές σταθερότητες των συστατικών της προκειμένου να τα 

διαχωρίσουν. Οι σημαντικότερες  μέθοδοι αυτής της κατηγορίας είναι η έκρηξη 

ατμού, αμμωνίας και διοξειδίου του άνθρακα. 

Έκρηξη ατμού: Η βιομάζα θερμαίνεται με ατμό υψηλής πίεσης και σε υψηλή 

θερμοκρασία (160 – 240 oC) για μερικά λεπτά. Σε αυτήν τη φάση υδρολύεται 

μερικώς η ημικυτταρίνη και η λιγνίνη, αλλά όχι η κυτταρίνη. Ύστερα, το μίγμα 

υφίσταται απότομη εκτόνωση σε ατμοσφαιρική πίεση και η ημικυτταρίνη και η 

λιγνίνη μεταφέρονται στην υγρή φάση, ενώ η κυτταρίνη, της οποίας το δυναμικό 

αποικοδόμησης βελτιώθηκε, παραμένει σε στερεή μορφή. Επίσης, τα οξέα που 

παράγονται κατά τη διεργασία ευνοούν ακόμα περισσότερο την υδρόλυση της 

ημικυτταρίνης (Mok & Antal, 1992). 

Έκρηξη CO2: Ο μηχανισμός σε αυτήν την περίπτωση είναι παρόμοιος με αυτόν της 

έκρηξη ατμού. Χρησιμοποιείται υπερκρίσιμο διοξείδιο του άνθρακα το οποίο κάτω 

από υψηλή πίεση και θερμοκρασία δρα σαν διαλύτης και διεισδύει στη βιομάζα. 

Αφού το μίγμα αφεθεί σε ηρεμία για μερικά λεπτά, αποσυμπιέζεται ξαφνικά με 

αποτέλεσμα την κλασματοποίηση της βιομάζας στα συστατικά της. Είναι σημαντικό 

το γεγονός ότι στην έκρηξη CO2 δεν παράγονται παρεμποδιστές (Nauman Aftab et 

al., 2019). 

Έκρηξη αμμωνίας: Η βιομάζα κατεργάζεται με υγρή αμμωνία σε υψηλή πίεση. 

Βασίζεται στην ίδια αρχή με τις εκρήξεις ατμού και διοξειδίου του άνθρακα, αλλά ο 

χρόνος προκατεργασίας είναι μεγαλύτερος και η θερμοκρασία είναι αρκετά 

χαμηλότερη (Holtzapple et al., 1991). Μετά την προκατεργασία, η αμμωνία, λόγω 
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της πτητικότητάς της σε ατμοσφαιρική πίεση, μπορεί να ανακυκλωθεί και να 

επαναχρησιμοποιηθεί.  

1.4.3 Βιολογικές μέθοδοι 
 

Σε αυτήν την κατηγορία μεθόδων, για την προκατεργασία της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας χρησιμοποιούνται μικροοργανισμοί που παρουσιάζουν κυτταρινολυτικές, 

ημικυτταρινολυτικές και λιγνινολυτικές ιδιότητες. Κατά κύριο λόγο, οι 

μικροοργανισμοί αυτοί είναι μύκητες που έχουν την ικανότητα παραγωγής ενζύμων 

για τη διάσπαση της κυτταρίνης, της ημικυτταρίνης και της λιγνίνης και διακρίνονται 

σε μύκητες καστανής, λευκής και μαλακής σήψης. Οι βιολογικές μέθοδοι είναι 

φιλικές προς το περιβάλλον και έχουν πολύ χαμηλές απαιτήσεις σε ενέργεια. 

Ωστόσο, ο ρυθμός της διεργασίας είναι πολύ χαμηλός και μπορεί να φτάσει μέχρι 

και δύο εβδομάδες, ενώ υπάρχει και η πιθανότητα οι μικροοργανισμοί να 

καταναλώσουν ένα μέρος των σακχάρων (Amin et al., 2017). 

1.4.4 Χημικές μέθοδοι 
 

Εφαρμόζονται συχνότερα από τις φυσικές και τις βιολογικές μεθόδους. Στις χημικές 

μεθόδους, η αποικοδόμηση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας επιτυγχάνεται μέσω 

χημικών αντιδράσεων με τη χρήση υδατικών διαλυμάτων οξέων και βάσεων, καθώς 

και με τη χρήση οργανικών διαλυτών. Στις χημικές μεθόδους περιλαμβάνονται, 

επίσης, η οζονόλυση, η οξείδωση και η προκατεργασία με ιοντικά υγρά (Sun & 

Cheng, 2002).   

Όξινη προκατεργασία: Χρησιμοποιούνται διαλύματα οξέων, κυρίως υδροχλωρικού 

και θειικού οξέος, για τη διάσπαση των δεσμών που συγκρατούν τα συστατικά της 

βιομάζας με αποτέλεσμα τη διαλυτοποίηση της ημικυτταρίνης και τη μείωση του 

βαθμού κρυσταλλικότητας της λιγνίνης (Amin et al., 2017). Όταν τα διαλύματα είναι 

αραιά, η προκατεργασία μπορεί να γίνει είτε σε υψηλή θερμοκρασία (άνω των 180 
oC) για 1 – 5 λεπτά είτε σε χαμηλή θερμοκρασία (κάτω των 120 oC) για 30 – 90 

λεπτά. Τα πυκνά διαλύματα, αν και είναι πολύ αποτελεσματικά όσον αφορά την 

υδρόλυση της βιομάζας, είναι πολύ διαβρωτικά και απαιτούν τη χρήση ειδικού 

εξοπλισμού αυξάνοντας σημαντικά το κόστος της προκατεργασίας. Το βασικότερο 

μειονέκτημα της όξινης προκατεργασίας είναι η μεγάλη παραγωγή τοξικών 

παρεμποδιστών (HMF, φουρφουράλη, οξικό οξύ, φαινολικές ενώσεις κ.α.) λόγω της 

αποικοδόμησης των μονοσακχάρων (Hendriks & Zeeman, 2009).  

Αλκαλική προκατεργασία: Πρόκειται για την προκατεργασία της βιομάζας με βάσεις 

όπως είναι το υδροξείδιο του νατρίου, που είναι και το συνηθέστερο, το υδροξείδιο 

του καλίου και το υδροξείδιο του ασβεστίου (Kim et al., 2016). Επιτυγχάνεται η 

αφαίρεση του μεγαλύτερου μέρους της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης με τη λιγνίνη 
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να διαλυτοποιείται και την ημικυτταρίνη να διατηρείται σχεδόν  ανέπαφη και 

αδιαλυτοποίητη (Rabemanolontsoa & Saka, 2016). Οι συνθήκες πίεσης και 

θερμοκρασίας είναι ηπιότερες σε σχέση με την όξινη προκατεργασία, η παραγωγή 

τοξικών ενώσεων είναι μικρότερη, ενώ η απομάκρυνση και η ανάκτηση των βάσεων 

είναι ευκολότερη. Ωστόσο, ο χρόνος της προκατεργασίας είναι σημαντικά 

μεγαλύτερος και κάποια ποσότητα από τα άλατα που παράγονται συγκεντρώνονται 

στη βιομάζα και δεν είναι δυνατό να ανακτηθούν (Kumar et al., 2009; Nauman Aftab 

et al., 2019). 

Υγρή οξείδωση: Σε αυτό το είδος προκατεργασίας, η βιομάζα κατεργάζεται με 

θερμό νερό και αέρα ή καθαρό οξυγόνο σε θερμοκρασίες 170 – 200 oC, σε πίεση 10 

– 12 bar για 5 – 15 λεπτά (Kaparaju & Felby, 2010). Η προσθήκη του οξυγόνου σε 

θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 170 oC, ελαττώνει σημαντικά τις ενεργειακές 

απαιτήσεις. Τα σημαντικά πλεονεκτήματα της υγρής οξείδωσης είναι η σχετικά 

χαμηλή θερμοκρασία και η μειωμένη παραγωγή παρεμποδιστών (Tomás-Pejó et al., 

2011). 

1.4.4.1 Οργανολυτική προκατεργασία (Organosolv) 
 

Στην οργανολυτική προκατεργασία, η λιγνοκυτταρινούχος βιομάζα κατεργάζεται με 

οργανικούς διαλύτες ή διαλύματα οργανικών διαλυτών και νερού σε θερμοκρασίες 

100 oC – 220 oC με ή χωρίς την προσθήκη καταλυτών, οι οποίοι ενισχύουν την 

απολιγνοποίηση και την υδρόλυση της βιομάζας (Taherzadeh & Karimi, 2008). Σε 

προκατεργασίες που γίνονται σε υψηλές θερμοκρασίες (πάνω από 180 oC), δεν 

χρησιμοποιούνται συνήθως καταλύτες, αφού λόγω της θερμοκρασίας, τα ίδια τα 

οργανικά οξέα που παράγονται, δρουν καταλυτικά για τη διάσπαση του 

λιγνοϋδατανθρακικού συμπλέγματος (Duff & Murray, 1996). Οι διαλύτες που 

χρησιμοποιούνται πρέπει να απομακρυνθούν και να ανακυκλωθούν τόσο για τη 

βελτίωση της οικονομικής βιωσιμότητας της προκατεργασίας όσο και για την 

εξάλειψη της παρεμποδιστικής δράσης που έχουν στην ανάπτυξη των 

μικροοργανισμών και στην υδρόλυση των συστατικών της βιομάζας (Kumar et al., 

2009). 

Συγκριτικά με τις προαναφερθείσες μεθόδους, η οργανολυτική προκατεργασία 

παρουσιάζει σημαντικά πλεονεκτήματα. Καταρχάς, οδηγεί στην κλασματοποίηση 

της κυτταρίνης, της ημικυτταρίνης και της λιγνίνης με τη λιγνίνη και την κυτταρίνη 

να ανακτώνται σε δύο ξεχωριστά στερεά ρεύματα και την ημικυτταρίνη μαζί με τα 

προϊόντα αποικοδόμησης των σακχάρων σε ένα υγρό ρεύμα (Sannigrahi & 

Ragauskas, 2013). Επίσης, αν και η απομάκρυνση των διαλυτών είναι απαραίτητη, 

εντούτοις είναι πολύ εύκολη και μπορεί να γίνει με απόσταξη και οι διαλύτες να 

ανακυκλωθούν και να επαναχρησιμοποιηθούν (Zhao et al., 2009). 
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Στους διαλύτες που έχουν χρησιμοποιηθεί σε αυτού του είδους την προκατεργασία 

ανήκουν διαλύτες με χαμηλό σημείο βρασμού όπως είναι η μεθανόλη, η αιθανόλη, 

η ακετόνη και το τετραϋδροφουράνιο, αλλά και με υψηλότερο σημείο βρασμού 

όπως είναι η γλυκερόλη, η αιθυλενογλυκόλη και η βουτανόλη. Το φορμικό και το 

οξικό οξύ έχουν, επίσης, χρησιμοποιηθεί (Zhao et al., 2009). Όσον αφορά τους 

καταλύτες, συχνή είναι η χρήση θειικού, φωσφορικού και υδροχλωρικού οξέος, 

καυστικού νατρίου και οργανικών οξέων όπως το οξαλικό, το σαλικυλικό και το 

ακετυλοσαλικυλικό οξύ (Sarkanen, 1980). Ο συνδυασμός οργανικών διαλυτών και 

οξειδωτικών συνθηκών με τη χρήση ηπιότερων οξέων ή ακόμα και καθαρού 

οξυγόνου, αντί για όξινους καταλύτες, αποτελεί μια ελκυστική προσέγγιση για την 

αποφυγή της διάβρωσης του εξοπλισμού και τη μείωση των ενεργειακών 

απαιτήσεων της προκατεργασίας (Kalogiannis et al., 2018). 

Αιθανόλη – Μεθανόλη  
 

Από τους διαλύτες με χαμηλό σημείο βρασμού, η αιθανόλη είναι αυτή που 

χρησιμοποιείται πιο συχνά για την οργανολυτική προκατεργασία της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας. Αυτό οφείλεται τόσο στο χαμηλό της κόστος όσο και 

στην ευκολία ανάκτησής της. Οι καταλύτες μπορεί να είναι όξινοι, όπως 

υδροχλωρικό, θειικό και οξικό οξύ, βασικοί, όπως το υδροξείδιο του καλίου και του 

νατρίου ή και άλατα όπως το χλωριούχο μαγνήσιο, το χλωριούχο ασβέστιο και ο 

τριχλωριούχος σίδηρος (Sannigrahi & Ragauskas, 2013; Zhang et al., 2016).  

Κατά την προκατεργασία με αιθανόλη παρατηρούνται τα παρακάτω (Sannigrahi & 

Ragauskas, 2013): 

 Υδρόλυση των δεσμών μεταξύ των φαινυλομάδων της λιγνίνης και μεταξύ 

της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης 

 Διάσπαση των γλυκοζιτικών δεσμών των μονομερών, κυρίως της 

ημικυτταρίνης και λιγότερο της κυτταρίνης 

 Αποικοδόμηση των μονοσακχάρων προς παραγωγή τοξικών παρεμποδιστών 

λόγω της ύπαρξης όξινων καταλυτών 

Η προκατεργασία με αιθανόλη έχει εφαρμοστεί σε πολλά υποστρώματα με 

διαφορετικούς καταλύτες. Μερικά παραδείγματα αποτελούν η προκατεργασία 

πεύκου (Zhang et al., 2016) και μίσχανθου (Brosse et al., 2009) με καταλύτη θειικό 

οξύ σε συγκεντρώσεις 1.1% και 0.5% της ξηρής βιομάζας αντίστοιχα, πεύκου με 

υδροξείδιο του νατρίου 20% (Del Rio et al., 2010) και ευκαλύπτου με οξικό οξύ 

συγκέντρωσης 1%  (Teramoto et al., 2008). 

Η μεθανόλη είναι άλλος ένας διαλύτης με χαμηλό σημείο βρασμού που 

χρησιμοποιείται στην οργανολυτική προκατεργασία και έχει παρόμοιο μηχανισμό 

δράσης με την αιθανόλη (Zhao et al., 2009). Ωστόσο, η χρήση της δεν είναι τόσο 
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συχνή όσο η χρήση της αιθανόλης, κυρίως λόγω της τοξικότητας και της 

ευφλεκτότητάς της (Gandolfi et al., 2014). 

Κατά την προκατεργασία με αιθανόλη και μεθανόλη, η βιομάζα κατεργάζεται με 

οργανικό διαλύτη, νερό και καταλύτη σε θερμοκρασία μικρότερη των 180 oC. Η 

προκατεργασία μπορεί να γίνει και στους 185 oC – 210 oC χωρίς την προσθήκη 

καταλύτη. Ακολουθεί φιλτράρισμα και έκπλυση του στερεού υπολείμματος με 

οργανικό διαλύτη και ζεστό νερό για την παραλαβή του στερεού κλάσματος που 

περιέχει την κυτταρίνη. Μετά την έκπλυση με τον οργανικό διαλύτη, το υγρό 

συλλέγεται και αποστάζεται σε κατάλληλη θερμοκρασία, ώστε αυτός να 

ανακυκλωθεί. Το υπόλοιπο συμπυκνωμένο υγρό, αραιώνεται με νερό για να 

ιζηματοποιηθεί η λιγνίνη και, ύστερα, φιλτράρεται. Το ίζημα εκπλένεται με νερό και 

ξηραίνεται για την παραλαβή της στερεής, πλέον, λιγνίνης, ενώ τα υδατοδιαλυτά 

συστατικά της βιομάζας περιέχονται στο νερό από την έκπλυση και στο διήθημα 

από το φιλτράρισμα (Zhao et al., 2009). 

 

Εικόνα 6: Σχεδιαγραμματική απεικόνιση της προκατεργασίας της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας με αιθανόλη και 
μεθανόλη (Zhao et al., 2009) 
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Ακετόνη 
 

Από τις κετόνες, η ακετόνη είναι αυτή που προτιμάται περισσότερο, λόγω της 

υψηλής διαλυτότητας της λιγνίνης σε αυτήν, με τα μεταλλικά οξέα όπως το θειικό, 

υδροχλωρικό ή το φωσφορικό οξύ να χρησιμοποιούνται, συνήθως, ως καταλύτες. 

Ωστόσο, είναι πολύ εύφλεκτη και έχει αυξημένη τάση ατμών σε υψηλές 

θερμοκρασίες (Zhang et al., 2016).  

Η προκατεργασία με ακετόνη μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε σε ένα είτε σε δύο 

στάδια. Πριονίδια ξύλου έχουν προκατεργαστεί σε ένα στάδιο με διάλυμα ακετόνης 

– νερού 1:1, 0.9% H2SO4 και σε θερμοκρασία από 185 oC – 195 oC (Araque et al., 

2009), αλλά και σε δύο στάδια με τη βιομάζα να προκατεργάζεται πρώτα με νερό 

στους 180 oC για την ανάκτηση της ημικυτταρίνης και, στη συνέχεια, με διάλυμα 

ακετόνης – νερού στους 230 oC και στα 10 MPa για τον διαχωρισμό της κυτταρίνης 

και της λιγνίνης (Sannigrahi & Ragauskas, 2013). Μια ενδιαφέρουσα προσέγγιση 

είναι η χρήση διαφορετικών διαλυτών για τη διάλυση κάθε βασικού συστατικού της 

βιομάζας. Για παράδειγμα, έχει χρησιμοποιηθεί πυκνό φωσφορικό οξύ, ακετόνη και 

νερό σε ατμοσφαιρική πίεση στους 50 oC, με στόχο τη διάλυση της κυτταρίνης, της 

λιγνίνης και της ημικυτταρίνης αντίστοιχα (Zhang et al., 2007). 

Τετραϋδροφουράνιο  
 

Το τετραϋδροφουράνιο (THF) έχει χαμηλό ιξώδες και αρκετά χαμηλό σημείο 

βρασμού. Αν και αυτές οι ιδιότητες συμβάλλουν στην ευκολότερη απομάκρυνσή 

του από τη βιομάζα μετά την προκατεργασία, εντούτοις το καθιστούν έναν 

επικίνδυνο διαλύτη λόγω της ευφλεκτότητάς του. Όταν το τετραϋδροφουράνιο 

χρησιμοποιηθεί σε συνδυασμό με αραιό οξύ ως καταλύτη, αυξάνεται σημαντικά η 

απομάκρυνση της λιγνίνης και η διαλυτοποίηση της κυτταρίνης (Nguyen et al., 

2015). 

Πολυυδροξυαλκοόλες 
 

Από τις πολυυδροξυαλκοόλες, η αιθυλενογλυκόλη και η γλυκερόλη είναι αυτές που 

χρησιμοποιούνται συχνότερα. Λόγω του υψηλού σημείου βρασμού τους, η 

προκατεργασία με τη χρήση τους ως διαλύτες μπορεί να πραγματοποιηθεί σε 

ατμοσφαιρική πίεση, αλλά οι υψηλές ενεργειακές απαιτήσεις για την ανάκτησή 

τους σε συνδυασμό με το υψηλό τους κόστος, περιορίζουν σημαντικά την 

εφαρμογή τους. Βέβαια, η αντικατάσταση της επεξεργασμένης γλυκερόλης με 

ακατέργαστη γλυκερόλη που προκύπτει ως παραπροϊόν από την παραγωγή 

βιοντίζελ, έχει αποδειχθεί ότι μειώνει την απαιτούμενη ενέργεια ανάκτησης (Zhao 

et al., 2009).  
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Οργανικά οξέα 
 

Το οξικό και το φορμικό οξύ είναι τα οργανικά οξέα που έχουν χρησιμοποιηθεί κατά 

κύριο λόγο ως διαλύτες στην οργανολυτική προκατεργασία. Τα σχετικά υψηλά 

σημεία βρασμού τους (118 oC του οξικού οξέος και 100.8 oC του φορμικού οξέος) 

επιτρέπουν την προκατεργασία σε ατμοσφαιρική πίεση και σε χαμηλή θερμοκρασία 

(Ligero et al., 2008). Ωστόσο, μέρος των οξέων καταναλώνονται για τη φορμυλίωση 

και την ακετυλίωση της κυτταρίνης μειώνοντας την αποτελεσματικότητα της 

ενζυμικής υδρόλυσης, ενώ προκαλούν και έντονη διάβρωση του εξοπλισμού. 

Επομένως, δεν προτιμούνται συχνά για την προκατεργασία της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας (Zhao et al., 2009). 

Οργανικά υπεροξέα 
 

Αντί για φορμικό και οξικό οξύ, μπορούν να χρησιμοποιηθούν και τα αντίστοιχα 

υπεροξέα τους. Το υπερφορμικό και το υπεροξικό οξύ παράγονται εύκολα από το 

φορμικό και το οξικό οξύ υπό την παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου, με ή 

χωρίς καταλύτη (Villaverde et al., 2012). Ωστόσο, το υπερφορμικό οξύ είναι πολύ 

ασταθές και γι’ αυτό δεν προτιμάται. Η προκατεργασία με υπεροξικό οξύ μπορεί να 

γίνει σε χαμηλή θερμοκρασία και σε ατμοσφαιρική πίεση μειώνοντας την 

παραγωγή τοξικών παρεμποδιστών, ενώ με αύξηση της θερμοκρασίας ο χρόνος 

προκατεργασίας μπορεί να ελαττωθεί (Mussatto & Roberto, 2004). Η αποικοδόμηση 

του υπεροξικού οξέος παράγει νερό, οξυγόνο και οξικό οξύ το οποίο μπορεί να 

επαναχρησιμοποιηθεί για τον σχηματισμό του υπεροξικού οξέος. Το κόστος, όμως, 

των απαραίτητων αντιδραστηρίων, η διαβρωτική φύση του οξέος και η πιθανότητα 

έκρηξης που συνοδεύει τη χρήση του, δεν το καθιστούν μια ιδιαίτερα ελκυστική 

επιλογή (Zhao et al., 2009). 

1.4.4.1.2 Ήπια οργανολυτική οξείδωση 
 

Η οργανολυτική οξείδωση είναι μια μέθοδος οργανολυτικής προκατεργασίας που 

αναπτύχθηκε πρόσφατα ως εξέλιξη της υγρής προκατεργασίας. Περιλαμβάνει την 

κατεργασία της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας με ένα μίγμα νερού και οργανικού 

διαλύτη, αλλά και καθαρού οξυγόνου, χωρίς την προσθήκη όξινου καταλύτη. Πέρα 

από τα πλεονεκτήματα της υγρής οξείδωσης, δηλαδή τη χαμηλή θερμοκρασία και 

την ελάχιστη παραγωγή παρεμποδιστών, επιτυγχάνεται και μεγαλύτερη 

απομάκρυνση λιγνίνης (Katsimpouras et al., 2018). Τα υγρά κλάσματα που 

αξιολογήθηκαν στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας έχουν προέλθει 

από προκατεργασία οργανολυτικής οξείδωσης ξύλων οξιάς και πεύκου. 
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1.4.4.1.3 Κλάσματα οργανολυτικής προκατεργασίας 
 

Το σημαντικό πλεονέκτημα της οργανολυτικής προκατεργασίας είναι η 

κλασματοποίηση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας στα βασικά συστατικά της. Πιο 

συγκεκριμένα, τα κλάσματα που προκύπτουν είναι τα παρακάτω (Zhao et al., 2009): 

 Ένα στερεό κλάσμα που περιέχει την κυτταρίνη και μικρές ποσότητες 

ημικυτταρίνης και λιγνίνης 

 Ένα στερεό κλάσμα που περιέχει τη λιγνίνη 

 Ένα υγρό κλάσμα στο οποίο βρίσκεται διαλυμένη η ημικυτταρίνη 

1.4.4.1.4 Υγρό κλάσμα οργανολυτικής προκατεργασίας 
 

Το υδατοδιαλυτό κλάσμα της οργανολυτικής προκατεργασίας διαθέτει μεγάλη 

ποικιλία διαλυμένων ουσιών. Εκτός από τους ολιγοσακχαρίτες και μονοσακχαρίτες 

της ημικυτταρίνης (γλυκόζη, μαννόζη, ξυλόζη, γαλακτόζη, αραβινόζη και τα 

ολιγοπολυμερή τους), περιέχονται, επίσης, υδατοδιαλυτές φαινολικές ενώσεις (για 

παράδειγμα συμπλέγματα ενώσεων της λιγνίνης με σάκχαρα, lignin-carbohydrate 

complexes, LCCs), προϊόντα αποικοδόμησης των σακχάρων (HMF, φουρφουράλη) 

και οργανικά οξέα (οξικό οξύ, λεβουλινικό οξύ, γλυκουρονικό οξύ). Αυτά τα 

συστατικά του υγρού κλάσματος ονομάζονται τοξικοί παρεμποδιστές, διότι δρουν 

ανασταλτικά στην ανάπτυξη των μικροοργανισμών. Γι’ αυτό, επιδιώκεται η ελάχιστη 

δυνατή παραγωγή τους κατά την προκατεργασία και η απομάκρυνσή τους μετά από 

αυτήν. 

Ολιγοσακχαρίτες της ημικυτταρίνης στο υγρό κλάσμα 
 

Η ημικυτταρίνη του κυτταρικού τοιχώματος των φυτών περιέχει όλα τα είδη 

μονοσακχάρων που είναι πολυμερισμένα σχηματίζοντας τους διάφορους 

πολυσακχαρίτες. Βέβαια, όπως έχει ήδη αναφερθεί, υπάρχουν διαφορές στη 

σύσταση της ημικυτταρίνης ανάμεσα στα διαφορετικά είδη ξύλων. Τα κωνοφόρα 

ξύλα περιέχουν κυρίως μαννόζη, με τη γλυκομαννάνη να είναι το βασικό είδος 

ημικυτταρίνης, ενώ τα πλατύφυλλα περιέχουν κυρίως ξυλόζη, με την 

γλυκουρονοξυλάνη να είναι το βασικό είδος ημικυτταρίνης (Holtzapple, 2003b). 

Επομένως, μετά την οργανολυτική προκατεργασία διαφορετικών ειδών ξύλου, στο 

υγρό κλάσμα εμπεριέχονται και διαφορετικά είδη ολιγοσακχαριτών. Στο υγρό 

κλάσμα των κωνοφόρων υπάρχουν, κατά κύριο λόγο, ολιγοπολυμερή και 

συμπολυμερή της μαννόζης και της γλυκόζης (μαννο-ολιγοσακχαρίτες, γλυκο-

ολιγοσακχαρίτες, μαννο-γλυκο-ολιγοσακχαρίτες) από τη γλυκομαννάνη, ενώ στο 

υγρό κλάσμα των πλατύφυλλων, υπερτερούν οι ολιγοσακχαρίτες της ξυλόζης (ξυλο-

ολιγοσακχαρίτες).  
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Παρεμποδιστές 
 

Είναι σημαντικό να τονιστεί ότι κατά την οργανολυτική προκατεργασία παράγονται 

μόνο οξικό οξύ σε μικρές αλλά υπολογίσιμες ποσότητες, καθώς και φαινολικές 

ενώσεις. Οι ποσότητες των υπόλοιπων παρεμποδιστών είναι αμελητέες. 

Φουρφουράλη 
 

Η φουρφουράλη σχηματίζεται από την αφυδάτωση των πεντοζών (κυρίως της 

ξυλόζης) που συμβαίνει παρουσία οξέος. (Sannigrahi & Ragauskas, 2013). Σε 

θερμοκρασίες μικρότερες από 190 oC, η ξυλόζη είναι το βασικό προϊόν υδρόλυσης 

της ημικυτταρίνης (Huijgen et al., 2010), ενώ σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες από 205 
oC, η φουρφουράλη αντιδρά με την ξυλόζη προς παραγωγή ψευδο-λιγνίνης (Kim & 

Pan, 2010). Επομένως, η μεγαλύτερη συγκέντρωση φουρφουράλης επιτυγχάνεται 

σε θερμοκρασίες 190  oC – 205 oC. 

Υδροξυμεθυλοφουρφουράλη (hydroxymethylfurfural, HMF) 
 

Ο σχηματισμός του HMF ευνοείται σε υψηλές θερμοκρασίες που φτάνουν μέχρι και 

τους 200 oC, σε χαμηλό pH και σε μεγάλους χρόνους προκατεργασίας και συμβαίνει 

παρουσία οξέος λόγω της αφυδάτωσης των εξοζών (γλυκόζη, γαλακτόζη, μαννόζη). 

Περαιτέρω αποικοδόμησή του οδηγεί σε παραγωγή λεβουλινικού και φορμικού 

οξέος (Kim & Pan, 2010).  

Λεβουλινικό οξύ 
 

Σε θερμοκρασίες πάνω από τους 200 oC, το HMF αποικοδομείται με αποτέλεσμα τον 

σχηματισμό λεβουλινικού οξέος, το οποίο χρησιμοποιείται για την παραγωγή 

πολυμερών, διαλυτών, πλαστικοποιητών κ.α. (Kim & Pan, 2010). Σε ηπιότερες 

συνθήκες προκατεργασίας, το λεβουλινικό οξύ βρίσκεται σε πολύ χαμηλές 

συγκεντρώσεις στο υγρό κλάσμα (Sannigrahi & Ragauskas, 2013). 

Οξικό οξύ 
 

Το οξικό οξύ προκύπτει κατά την προκατεργασία της βιομάζας από την υδρόλυση 

των ακετυλομάδων της ημικυτταρίνης εξαιτίας της παρουσίας όξινων καταλυτών. Η 

παραγωγή του έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση του pH και την περεταίρω υδρόλυση 

της βιομάζας (Sannigrahi & Ragauskas, 2013). 
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Εικόνα 7: Προϊόντα και παραπροϊόντα της προκατεργασίας της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας (Reginatto & 
Antônio, 2015)  

Αξιοποίηση υγρού κλάσματος  
 

Αν και η παραγωγή βιοκαυσίμων βασίζεται κατά κύριο λόγο στην κυτταρίνη του 

στερεού κλάσματος, υπάρχουν αναφορές για την προσπάθεια αξιοποίησης των 

ημικυτταρινών του υγρού κλάσματος για τον ίδιο σκοπό. Βέβαια, εξαιτίας της 

ύπαρξης των παρεμποδιστών, πρέπει πρώτα να εφαρμοστούν μέθοδοι 

αποτοξικοποίησης για την απομάκρυνσή τους. Το υγρό κλάσμα από την 

προκατεργασία γλυκού σόργου (Mirfakhar et al., 2020), λεύκας και πεύκου (Guan et 

al., 2018) με ζεστό νερό, έχει χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή ακετόνης, 

βουτανόλης και αιθανόλης (acetone-butanol-ethanol, ABE) από το ζυμωτικό 

βακτήριο Clostridium acetobutylicum, ώστε να ελεγχθεί η βιωσιμότητα και η 

εφικτότητα της διεργασίας. Στην περίπτωση του γλυκού σόργου, οι καλλιέργειες 

έγιναν σε περιστρεφόμενο επωαστήρα στους 37 oC, με τις καλλιέργειες στις οποίες, 

εκτός από το υδρόλυμα, προστέθηκαν και σπόροι σόργου ως πηγή άνθρακα, να 

παρουσιάζουν μεγαλύτερη κατανάλωση πεντοζών και μεγαλύτερη παραγωγή ABE 

(Mirfakhar et al., 2020). Στην περίπτωση της λεύκας και του πεύκου, εφαρμόστηκε 

ταυτόχρονη σακχαροποίηση και ζύμωση (simultaneous saccharification and 

fermentation, SSF), με ικανοποιητική απόδοση παραγωγής βιοκαυσίμων (Guan et 

al., 2018). Επίσης, το υγρό κλάσμα από την προκατεργασία όξινης υδρόλυσης ξύλου 

ευκαλύπτου και καλαμποκιού έχει χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή ξυλιτόλης από 

τον μύκητα Candida guilliermondii (Villarreal et al., 2006) και αιθανόλης από το 

βακτήριο Zymomonas mobilis, αντίστοιχα (Mohagheghi et al., 2006). 

1.5 Ολιγοσακχαρίτες με πρεβιοτική δράση 
 

Στο κλίμα της διατροφικής συνείδησης που επικρατεί τελευταία, το ενδιαφέρον των 

ερευνητών έχει στραφεί στην εύρεση θρεπτικών συστατικών που ενισχύουν την 

ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των προβιοτικών, δηλαδή των μικροοργανισμών 

του πεπτικού συστήματος με ευεργετική δράση (Samanta et al., 2015). Έτσι, το 1995 
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εμφανίστηκε η έννοια των πρεβιοτικών σύμφωνα με την οποία τα πρεβιοτικά 

ορίζονται ως «μη εύπεπτα συστατικά τροφών που επηρεάζουν ευεργετικά τον 

ξενιστή διεγείροντας επιλεκτικά την ανάπτυξη ή/και τη δράση ενός ή περισσότερων 

βακτηρίων του παχέος εντέρου» (Gibson & Roberfroid, 1995). Τα κριτήρια που 

πρέπει να πληροί μια ουσία ώστε να οριστεί ως πρεβιοτικό είναι (Gibson et al., 

2004): 

1. Να είναι ανθεκτική στη γαστρική οξύτητα, στην υδρόλυση από ένζυμα 

θηλαστικών και στην απορρόφηση από τον γαστρεντερικό σωλήνα. 

2. Να μπορεί να ζυμωθεί από μικροοργανισμούς του εντέρου. 

3. Να διεγείρει επιλεκτικά την ανάπτυξη ή/και τη δραστηριότητα των 

προβιοτικών που βοηθούν στην υγεία και ευεξία του ξενιστή. 

1.5.1 Είδη πρεβιοτικών 
 

Προς το παρόν, μελετώνται ολιγοσακχαρίτες μικρού μοριακού βάρους των οποίων 

οι μονοσακχαρίτες συνδέονται μεταξύ τους με β-δεσμούς, επειδή μπορούν να 

αποτελέσουν πηγές άνθρακα για τους μικροοργανισμούς του παχέος εντέρου. 

Αντιθέτως, οι α-δεσμοί υδρολύονται από τα ένζυμα του ανθρώπινου οργανισμού με 

αποτέλεσμα να μην μπορούν να αποτελέσουν τροφή για τα προβιοτικά. Ορισμένα 

παραδείγματα πρεβιοτικών είναι τα παρακάτω.  

Γαλακτοολιγοσακχαρίτες (galacto-oligosaccharides, GOS) 
 

Οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες υπάρχουν στο ανθρώπινο και στο αγελαδινό γάλα, στο 

γιαούρτι και μπορούν να συντεθούν από τη λακτόζη με τη βοήθεια της β-

γαλακτοζιδάσης. Δεν πέπτονται από τα ένζυμα του λεπτού εντέρου, αλλά μπορούν 

να υδρολυθούν από μικροοργανισμούς του παχέος εντέρου, όπως τα 

μπιφιδοβακτήρια, παράγοντας λιπαρά οξέα μικρής αλυσίδας (short chain fatty 

acids, SCFAs) (Thammarutwasik et al., 2009).  

Φρουκτάνες 
 

Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν οι φρουκτοολιγοσακχαρίτες (fructo-

oligosaccharides, FOS) και η ινουλίνη. Η δομή τους είναι μια γραμμική αλυσίδα 

φρουκτοζών στο τέλος της οποίας υπάρχουν, συνήθως, μονάδες γλυκόζης. Οι FOS 

έχουν βαθμό πολυμερισμού μικρότερο από 10, ενώ η ινουλίνη μέχρι και 60 (Louis et 

al., 2016). 
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1.5.1.2 Ολιγοσακχαρίτες από λιγνοκυτταρινούχο 

βιομάζα 
 

1.5.1.2.1 Ολιγοσακχαρίτες κυτταρίνης (cello-oligosaccharides, 

COS) 
 

Είναι γραμμικοί ολιγοσακχαρίτες με δομική μονάδα τη γλυκοπυρανόζη που 

προέρχονται από την κυτταρίνη της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας. Η χρήση τους ως 

πρεβιοτικά προτάθηκε, επειδή έχει παρατηρηθεί ότι ευνοούν την ανάπτυξη των 

γαλακτικών βακτηρίων. Ωστόσο, λίγα πειράματα έχουν γίνει έως τώρα για τον 

προσδιορισμό της αποτελεσματικότητάς τους στην ανάπτυξη των προβιοτικών. Οι 

δύο μέθοδοι που εφαρμόζονται για την παραγωγή τους από λιγνοκυτταρινούχο 

βιομάζα είναι η όξινη και η ενζυματική υδρόλυση της κυτταρίνης, με την τελευταία 

να προτιμάται λόγω των ηπιότερων συνθηκών και της μικρότερης παραγωγής 

μονοσακχάρων και παρεμποδιστών (Yan & Liau, 1998a), ενώ είναι δυνατή και η 

συνθετική παραγωγή τους με τη χρήση ενζύμων (Yan & Liau, 1998b).  

1.5.1.2.2 Ολιγοσακχαρίτες ημικυτταρίνης 
 

Ολιγοσακχαρίτες γλυκομαννάνης (glucomanno-oligosaccharides, 

GMO) 
 

Προέρχονται κατά κύριο λόγο από τη ρίζα konjac και αποτελούνται από μονάδες 

γλυκόζης και μαννόζης σε μοριακή αναλογία 1.6:1. Για την παραγωγή τους μπορεί 

να εφαρμοστεί ενζυμική υδρόλυση, με τη βοήθεια μαννανασών και κυτταρινασών, 

ή όξινη υδρόλυση των πολυσακχαριτών (Al-Ghazzewi & Tester, 2012). Λόγω της 

πολύπλοκης δομής των πολυσακχαριτών (διακλαδώσεις, ακετυλιωμένες μονάδες)  

οι ολιγοσακχαρίτες από τη γλυκομαννάνη παρουσιάζουν ποικιλία στις δομές τους, 

κάτι που επηρεάζει την ικανότητα ζύμωσής τους από τα προβιοτικά (Albrecht et al., 

2011). 

 

Εικόνα 8: Χημική δομή ενός τμήματος γλυκομαννάνης. G: γλυκόζη, M: μαννόζη (Tester & Al-Ghazzewi, 2013) 



 
31 

 

Ολιγοσακχαρίτες γλυκουρονοξυλάνης  (xylo-oligosaccharides, XOS) 
 

Είναι ολιγοσακχαρίτες με δομική μονάδα την ξυλόζη και προέρχονται από 

λιγνοκυτταρινούχο βιομάζα πλούσια σε ξυλάνη. Ανάλογα με την προέλευση της 

ξυλάνης που χρησιμοποιείται για την παραγωγή τους, η δομή των 

ξυλοολιγοσακχαριτών διαφέρει ως προς τον βαθμό πολυμερισμού, τα είδη δεσμών 

μεταξύ των μονάδων ξυλόζης, καθώς και την ύπαρξη ή μη διακλαδώσεων. Σε 

γενικές γραμμές, οι ξυλοολιγοσαχαρίτες αποτελούνται από μονομερή ξυλόζης 

συνδεδεμένα με β-1,4-γλυκοζιτικό δεσμό και με βάση τον αριθμό τους, που μπορεί 

να ποικίλλει από 2 έως 10, ονομάζονται ξυλοβιόζη (δύο μονομερή ξυλόζης), 

ξυλοτριόζη (τρία μονομερή ξυλόζης) κ.ο.κ. (Aachary & Prapulla, 2011), με αυτούς 

που έχουν χαμηλό βαθμό πολυμερισμού να εμφανίζουν υψηλότερη πρεβιοτική 

δράση (Falck et al., 2013). 

 

Εικόνα 9: Σχηματική απεικόνιση της δομής της ξυλόζης και των ξυλοολιγοσακχαριτών  (Carvalho et al., 2013) 

Η παραγωγή τους είναι δυνατή είτε με χημικές μεθόδους (με ατμό, αραιωμένα 

διαλύματα ανόργανων οξέων, αλκαλικά διαλύματα) είτε με ενζυματική υδρόλυση 

είτε με συνδυασμό και των δύο (Katapodis et al., 2002; Katapodis & 

Christakopoulos, 2005; Vardakou et al., 2004). Όσον αφορά τις χημικές μεθόδους, 

έχει πραγματοποιηθεί αυτοϋδρόλυση για την παραγωγή ξυλοολιγοσακχαριτών από 

διάφορα είδη βιομάζας όπως τα πλατύφυλλα (G. Garrote & Parajó, 2002; Vázquez 

et al., 2005), τα κωνοφόρα (Palm & Zacchi, 2003), το καλαμπόκι (Garrote et al., 

2002) κ.α., ενώ με κατεργασία αλεσμένου ξύλου με φούρνο μικροκυμάτων έχει 

εξαχθεί υδατοδιαλυτή ημικυτταρίνη από την οποία στη συνέχεια με 

χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους απομονώθηκαν οι διάφοροι 

ολιγοσακχαρίτες (Teleman et al., 2000). Στις ενζυματικές μεθόδους, οι 

ξυλοολιγοσακχαρίτες παράγονται από την ξυλάνη ξύλου οξιάς (Freixo & De Pinho, 

2002), σημύδας (Aachary & Prapulla, 2008), από άχυρο σίτου (Pellerin et al., 1991) 

κ.α., με τη βοήθεια ενδοξυλανασών, β-ξυλοζιδασών και γλυκοσυνθασών. Όταν 

υποστούν κατεργασία με ατμό ή νερό, παράγονται και τοξικοί παρεμποδιστές, οι 

οποίοι πρέπει να απομακρυνθούν, ώστε οι ξυλοολιγοσακχαρίτες να έχουν τη 
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μεγαλύτερη δυνατή καθαρότητα για τη χρήση τους ως πρεβιοτικά. Για την 

απομάκρυνσή τους έχουν εφαρμοστεί διάφορες μέθοδοι, είτε ξεχωριστά είτε 

συνδυαστικά, μεταξύ των οποίων είναι η προσρόφησή τους σε ενεργό άνθρακα 

(Montané et al., 2006), η εξαγωγή και ιζηματοποίησή τους με τη χρήση διαλυτών 

(αιθανόλη, ακετόνη) και η χρήση μεμβρανών (Yuan et al., 2004).  

1.5.2 Τρόπος δράσης πρεβιοτικών 
 

Ένα μέρος από την τροφή που καταναλώνεται πέπτεται και απορροφάται ως 

θρεπτικά συστατικά στο λεπτό έντερο. Το υπόλοιπο, δηλαδή τα πρεβιοτικά, περνάει 

στο παχύ έντερο και αξιοποιείται από τα προβιοτικά με αποτέλεσμα την παραγωγή 

μεγάλων ποσοτήτων γαλακτικού οξέος που μειώνουν το pH και αναστέλλουν τη 

δράση των παθογόνων. Παράλληλα, παράγονται και SCFAs, όπως είναι το οξικό, το 

προπιονικό και το βουτυρικό οξύ, που απορροφώνται από τον ξενιστή 

(Thammarutwasik et al., 2009). Το μικρό τους μέγεθος τους επιτρέπει να διαχέονται 

από τα εντερικά κύτταρα και να διέρχονται στην κυκλοφορία του αίματος. 

Επομένως, τα πρεβιοτικά εκτός από τη γαστρεντερική οδό, μπορούν να επηρεάσουν 

και με άλλους τρόπους τον ανθρώπινο οργανισμό (Den Besten et al., 2013). Ωστόσο, 

πρέπει να σημειωθεί ότι αν και όλα τα είδη πρεβιοτικών έχουν πολλές κοινές 

ιδιότητες, δεν έχουν όλα την ίδια επίδραση στον οργανισμό. Μερικά παραδείγματα 

ευεργετικής δράσης των πρεβιοτικών είναι τα παρακάτω: 

 Μείωση του κινδύνου εμφάνισης καρκίνου του παχέος εντέρου, καθώς και 

της εξέλιξης της νόσου μέσω απόπτωσης (Candela et al., 2011) 

 Βελτίωση του ανοσοποιητικού συστήματος μέσω της αύξησης του αριθμού 

των προβιοτικών 

 Βελτίωση της μνήμης και ορισμένων ψυχιατρικών δυσλειτουργιών με 

αλλαγή της δραστηριότητας και της σύστασης των προβιοτικών (X. Liu et al., 

2015) 

 Μείωση της πιθανότητας εμφάνισης, αλλά και της σοβαρότητας δερματικών 

ασθενειών (Moro et al., 2006) 

 Αυξημένη απορρόφηση ασβεστίου (Carlson et al., 2018) 

 

Λόγω των πολλαπλών θετικών επιδράσεων των πρεβιοτικών στον ανθρώπινο 

οργανισμό, βρίσκουν εφαρμογή σε πολλά προϊόντα διατροφής. Η ινουλίνη μαζί  με 

φρουκτοολιγοσακχαρίτες βρίσκονται σε αρκετά λειτουργικά ποτά και σε 

συνδυασμό με γαλακτοολιγοσακχαρίτες προστίθενται σε βρεφικές τροφές με 

αποτελέσματα παρόμοια με αυτά του θηλασμού όσον αφορά την επίδραση στον 

αριθμό των προβιοτκών τους πρώτους μήνες. Πρεβιοτικά υπάρχουν και σε διάφορα 

δημητριακά, σε γαλακτοκομικά προϊόντα όπως το γιαούρτι, όπου σε συνδυασμό με 
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τα ήδη υπάρχοντα προβιοτικά βελτιώνουν την απορρόφηση ασβεστίου, σε 

φαρμακευτικά διατροφικά προϊόντα κ.α. (Thammarutwasik et al., 2009).  

Μεταξύ των διάφορων πρεβιοτικών, οι ξυλοολιγοσακχαρίτες κατέχουν μια 

ιδιαίτερη θέση λόγω της πολύπλευρης επιρροής που έχουν στην ανθρώπινη υγεία 

σε συνδυασμό με τη δυνατότητά τους να χρησιμοποιηθούν για την αντιμετώπιση 

αρκετών γαστρεντερικών δυσλειτουργιών. Η σημασία τους, οφείλεται, επίσης, στο 

γεγονός ότι προέρχονται από λιγνοκυτταρινούχα υλικά, τα οποία όχι μόνο είναι 

ακατάλληλα για ανθρώπινη κατανάλωση, αλλά και βρίσκονται σε αφθονία. 

Επομένως, η αξιοποίησή τους ως προϊόντα προστιθέμενης αξίας όπως είναι τα 

πρεβιοτικά, θα έχει ως αποτέλεσμα τόσο τη βελτίωση της ανθρώπινης υγείας όσο 

και την εκμετάλλευση των άφθονων και, προς το παρόν, ανεκμετάλλευτων 

αποθεμάτων λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας. 

1.6 Προβιοτικά 
 

Αποτελούνται κυρίως από λακτοβάκιλλους και μπιφιδοβακτήρια και βοηθούν στη 

διατήρηση της ισορροπίας του μικροβιακού φορτίου στο έντερο (Thammarutwasik 

et al., 2009). Τα χαρακτηριστικά που έχουν τα προβιοτικά είναι τα εξής: 

 Αντέχουν την οξύτητα του στομάχου (Kontula et al., 1998). 

 Αντέχουν τα χολικά άλατα, τα οποία εκκρίνονται από το συκώτι στο λεπτό 

έντερο ώστε να πεπτούν οι παχυντικές τροφές (Erkkilä & Petäjä, 2000). 

 Μπορούν να αναστείλουν την ανάπτυξη παθογόνων (Fuller, 1993): 

o Ανταγωνίζοντάς τα στην αποίκιση του εντερικού τοιχώματος και στην 

εύρεση τροφής. 

o Παράγοντας ανασταλτικές ουσίες όπως οργανικά οξέα, υπεροξείδιο 

του υδρογόνου κ.α.. 

 Βελτιώνουν το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή (Fuller, 1993). 

 Μειώνουν την πιθανότητα εμφάνισης καρκίνου του παχέος εντέρου με 

μείωση του αριθμού των υπεύθυνων ενζύμων (Kontula et al., 1998). 

 Μειώνουν τη χοληστερόλη του αίματος (Buck & Gilliland, 1994). 

1.6.1 Λακτοβάκιλλοι 
 

Οι λακτοβάκιλλοι είναι οργανοτροφικά, αυστηρά ζυμωτικά, θετικά κατά Gram και 

κατά κανόνα προαιρετικά αναερόβια βακτήρια. Συνήθως, έχουν ραβδοειδές σχήμα, 

αλλά κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες παίρνουν σπειροειδείς και κοκκοειδείς 

μορφές, ενώ δε σχηματίζουν σπόρια (Claesson et al., n.d.). Βρίσκονται σε αρκετές 

περιοχές της γαστρεντερικής και της γεννητικής οδού και αποτελούν ένα σημαντικό 

κομμάτι της ενδογενούς μικροχλωρίδας του ανθρώπου και των ανώτερων ζώων. Η 
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κατανομή τους εξαρτάται από διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως το 

pH, η διαθεσιμότητα του οξυγόνου κ.α. (Soccol et al., 2010).  

Οι λακτοβάκιλλοι ανήκουν στα βακτήρια που παράγουν γαλακτικό οξύ 

(γαλακτοβακτήρια) και αποτελούν το μεγαλύτερο μέρος αυτής της κατηγορίας. 

Ανάλογα με τον μεταβολισμό τους διακρίνονται σε (Coeuret et al., 2003):  

1. Ομοζυμωτικούς 

2. Ετεροζυμωτικούς 

Χρησιμοποιώντας κυρίως τη γλυκόζη ως πηγή άνθρακα, οι ομοζυμωτικοί παράγουν 

πρωτίστως γαλακτικό οξύ (άνω του 85% των ζυμωτικών προϊόντων), ενώ οι 

ετεροζυμωτικοί παράγουν, εκτός από γαλακτικό οξύ, και ισομοριακές ποσότητες 

αιθανόλης, διοξειδίου του άνθρακα και οξικού οξέος (Tannock, 2004). Αυτός ο 

μηχανισμός παραγωγής οξέων αναστέλλει την ανάπτυξη παθογόνων και ευνοεί την 

ανάπτυξη των λακτοβάκιλλων, οι οποίοι ευδοκιμούν σε χαμηλές τιμές pH. 

 

Εικόνα 10: Ομοζυμωτικό (a) και ετεροζυμωτικό (b) μονοπάτι των LAB βακτηρίων (Kumar et al., 2015) 

1.6.2 Μπιφιδοβακτήρια 
 

Τα μπιφιδοβακτήρια είναι θετικοί κατά Gram, ετεροζυμωτικοί και αναερόβιοι 

μικροοργανισμοί που δε σχηματίζουν σπόρια. Έχουν διάφορα σχήματα όπως κοντοί 

καμπυλωτοί ράβδοι, ράβδοι σε σχήμα μπαστουνιού και διχαλωτές ράβδοι που 

μοιάζουν με το γράμμα Υ (Sgorbati et al., 1995). Βρίσκονται κυρίως στη 

γαστρεντερική οδό και είναι από τα πρώτα βακτήρια που την αποικούν. Στα βρέφη 
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που θηλάζονται και γεννούνται με φυσικό τοκετό αποτελούν μέχρι και το 90% της 

εντερικής μικροχλωρίδας κατά τη διάρκεια του πρώτου χρόνου της ζωής τους 

(Tannock, 2010). Με την πάροδο του χρόνου, ο αριθμός τους μειώνεται σημαντικά, 

με το ποσοστό τους να γίνεται μικρότερο του 5% σε ενήλικες και ακόμα μικρότερο 

σε ηλικιωμένους (Arumugam et al., 2011).  

Λόγω της παραγωγής γαλακτικού οξέος ως ένα από τα κύρια προϊόντα της ζύμωσής 

τους, τα μπιφιδοβακτήρια κατατάσσονται συχνά στα γαλακτοβακτήρια. Ανάλογα με 

το είδος και το γένος τους, είναι ικανά να ζυμώσουν πολύπλοκες πηγές άνθρακα, 

όπως οι ξυλοολιγοσακχαρίτες, οι φρουκτοολιγοσακχαρίτες και οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες (De Vrese & Schrezenmeir, 2008), τις οποίες μετατρέπουν 

τελικά σε SCFAs και άλλες οργανικές ενώσεις, κάποιες από τις οποίες δρουν 

ευεργετικά για τον ξενιστή (Pokusaeva et al., 2011).  
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2 Πειραματικό  με ρός 

2.1 Υλικά 
 

2.1.1 Συσκευές – Όργανα 
 

Για την εκτέλεση της παρούσας διπλωματικής εργασίας, έγινε χρήση των παρακάτω 

συσκευών και οργάνων: 

 pH-μετρο 537, WTW (Γερμανία) 

 Αντλία με ανακυκλοφορία νερού Heto Master Jet SUE 300Q 

 Περιστρεφόμενος εξατμιστήρας Rotavapor RE 111, Buchi (Ελβετία) 

 Αντλία κενού Vacuum Pump V-100, Interface I-100, Buchi (Ελβετία) 

 Θερμαινόμενες πλάκες με μαγνητική ανάδευση Nuova II Stir Plate της 

Thermolyne, Stirrer Magnetic w Hotplate της Bioline scientific (Ελλάδα) και 

ARE Heating Magnetic Stirrer της VELP Scientifica (Ιταλία) 

 Θερμαινόμενος ανακινούμενος επωαστήρας Eppendorf Thermomixer 

Comfort, Eppendorf (Γερμανία) 

 Σύστημα υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης, στήλες Aminex HPX 87P (P-

στήλη) και Aminex HPX 87H (Η-στήλη), Shimadzu (Ιαπωνία) 

 Σύστημα χρωματογραφίας ανταλλαγής ανιόντων υψηλής απόδοσης υψηλής 

απόδοσης, στήλη Dionex CarboPac PA1, ThermoFischer SCIENTIFIC 

(Γερμανία) 

 Φυγόκεντρος TJ-6, Beckman Coulter (Η.Π.Α.)   

 Ψυχόμενοι φυγόκεντροι 4239R της Hellenic Labware s.a. (Ελλάδα) και 

Rotanta 460R της Hettich Zentrifugen (Γερμανία) 

 Ηλεκτρονικοί ζυγοί Mark 2060, Mark 4065 (BEL Engineering, Γερμανία) και 

Abs 120-4 (KERN & Sohn GmbH, Γερμανία) 

 Συσκευή ανάδευσης Vortex Mixer RSLAB-6PRO (Γαλλία) 

 Αυτόκαυστο Labo Autoclave, SANYO (Η.Π.Α.) 

 Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρου νερού Direct-Q, Millipore (Η.Π.Α.) 

 Περιστρεφόμενοι επωαστήρες ZHWY 211-C, ZWHY 100-B, ZHICHENG 

Analytical Instruments Manufacturing Co. Ltd (Κίνα) 

 Φωτόμετρο UV 2000, Hitachi (Η.Π.Α.) 

 Συσκευή φασματοφωτομέτρησης microplate reader Spectra Max 250 

(Molecular Devices)  

 Πιπέτες όγκου 100-1000 μL της HTL (Πολωνία) και 20-200 μL της RAININ 

(Η.Π.Α.) 
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2.1.2 Χημικά αντιδραστήρια – Εργαστηριακά υλικά 
 

Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στα διάφορα στάδια της 

πειραματικής διαδικασίας κατά την εκπόνηση της παρούσας διπλωματικής 

εργασίας ήταν αναλυτικού βαθμού και προμηθεύτηκαν από τις εταιρείες PanReac 

Applichem, Duchefa Biochemie, Sigma Aldrich, Fischer Chemical/Scientific, Acros 

Organics και Lachner. Τα γυάλινα και πλαστικά εργαστηριακά υλικά ήταν των 

εταιρειών SCHOTT AG, Eppendorf, Whatman, Millipore, ISOLAB, Greiner Bio-One, 

Bomex, Membrane Solutions, TGI, Sterilin Ltd, Kavalier, MACHEREY – NAGEL και 

Witeg. 

2.1.3 Διαλύτες – Διαλύματα 
 

Οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 Υπερκάθαρο νερό αντίστασης 18.2 ΜΩ·cm 

 H2SO4 συγκέντρωσης 0.3 g/L 

 NaOH 100 mM 

 CH3COONa 500 mM 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα παρακάτω: 

 NaOH συγκέντρωσης 10 Μ 

 H2SO4 72% (w/w) 

 Na2CO3 7.5% (w/v) 

 Ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) CH3COONa 60 mM με pH=5 

2.1.4 Κιτ ανάλυσης γλυκουρονικού οξέος 
 

Το κιτ που χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της ποσότητας του γλυκουρονικού 

οξέος στα υγρά κλάσματα της οργανολυτικής προκατεργασίας, προμηθεύτηκε από 

την εταιρεία Megazyme. 

2.1.5 Ένζυμο 
 

Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα διπλωματική εργασία είναι 

ενδοξυλανάση της οικογένειας 30 της ομάδας των γλυκοζυλυδρολασών (glucoside 

hydrolase family 30, GH30) από τον θερμόφιλο μικροοργανισμό Thermothelomyces 

thermophile (Katsimpouras et al., 2019), αντίστοιχα, που έχει εκφραστεί ετερόλογα 

και έχει παραχθεί από τον μικροοργανισμό Pichia pastoris στο εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας του τμήματος Χημικών Μηχανικών του Εθνικού Μετσόβιου 

Πολυτεχνείου. 
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2.1.6 Υγρά κλάσματα οργανολυτικής 

προκατεργασίας 
 

Τα υγρά κλάσματα της οργανολυτικής προκατεργασίας ξύλων οξιάς (Lignocel HBS 

150/500) και πεύκου, που χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της πρεβιοτικής 

δράσης των ολιγοσακχαριτών τους, προμηθεύτηκαν από το Ινστιτούτο Χημικών 

Διεργασιών και Ενεργειακών Πόρων (Ι.Δ.Ε.Π.) του Εθνικού Κέντρου Έρευνας & 

Τεχνολογικής Ανάπτυξης της Θεσσαλονίκης στα πλαίσια του προγράμματος «No 

Waste BioTech: Νέες τεχνολογίες μετατροπής βιομάζας αποβλήτων σε πρόσθετα 

τροφίμων και εξευγενισμένα χημικά». Η προκατεργασία των ξύλων έγινε με τη 

χρήση νερού σε συνδυασμό με ακετόνη (ACO), αιθανόλη (EtOH) ή 

τετραϋδροφουράνιο (THF) σε αναλογία 1:1 για 60 και 120 λεπτά, σε θερμοκρασία 

150 oC, 160 oC και 175 oC με εφαρμογή αρχικής πίεσης οξυγόνου (O2) 8, 12 και 16 

bar ή θειικού οξέος 1%. 

Πίνακας 1: Συνθήκες οργανολυτικής προκατεργασίας των δειγμάτων ξύλου οξιάς και πεύκου  

Είδος 
ξύλου 

Διαλύτης 
Αριθμός 

δείγματος 

Αρχική 
πίεση 
(bar) 

Θερμοκρασία 
(oC) 

Χρόνος 
(min) 

ΟΞΙΑ 
(Lignocel 

HBS 
150/500) 

ACO 

1 16 160 60 
2 16 175 60 
3 16 150 120 
4 16 160 120 
5 16 175 120 
6 12 175 120 
7 8 175 120 

8 
1% 

H2SO4 
150 60 

9 
1% 

H2SO4 
160 60 

10 
1% 

H2SO4 
175 60 

EtOH 

11 16 150 60 
12 16 160 60 
13 16 175 60 
14 16 150 120 
15 16 160 120 
16 16 175 120 
17 12 175 120 
18 8 175 120 

THF 

19 16 150 60 
20 16 160 60 
21 16 175 60 
22 16 150 120 
23 16 160 120 
24 16 175 120 
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25 12 175 120 
26 8 175 120 

ΠΕΥΚΟ 

ACO 27 16 175 60 
EtOH 28 16 175 60 
THF 29 16 175 60 

ACO 30 
1% 

H2SO4 
175 60 

EtOH 31 16 175 120 
THF 32 16 175 120 

ACO 33 
1% 

H2SO4 
175 120 

 

2.2 Μέθοδοι 
 

2.2.1 Απομάκρυνση οργανικού διαλύτη 
 

Για την απομάκρυνση του οργανικού διαλύτη, η παρουσία του οποίου δρα αρνητικά 

στην ανάπτυξη των βακτηρίων, χρησιμοποιήθηκε περιστρεφόμενος εξατμιστήρας 

για την απομάκρυνσή τους. Με τη θέρμανση του υγρού κλάσματος σε 

υδατόλουτρο, ο διαλύτης φτάνει σε θερμοκρασία βρασμού και αρχίζει να 

εξατμίζεται. Η μείωση της πίεσης στο σύστημα μειώνει και το σημείο βρασμού του 

διαλύτη με αποτέλεσμα η εξάτμισή του να γίνεται ευκολότερη. Οι ατμοί του 

διαλύτη, καθώς έρχονται σε επαφή με την κρύα επιφάνεια του ψυκτήρα (εξαιτίας 

του νερού που ρέει σε αυτόν), συμπυκνώνονται και μεταφέρονται στη φιάλη 

συλλογής. 

Το υγρό κλάσμα μεταφέρεται στη σφαιρική φιάλη εξάτμισης των 500 mL του 

περιστρεφόμενου εξατμιστήρα μέσα σε υδατόλουτρο του οποίου η θερμοκρασία 

είναι χαμηλότερη από το σημείο βρασμού του εκάστοτε διαλύτη. Αφού ξεκινήσει η 

φιάλη να περιστρέφεται, μειώνεται σταδιακά η πίεση του συστήματος με την 

αντλία κενού, για να διευκολυνθεί η εξάτμιση του διαλύτη. Όταν ο ρυθμός 

συμπύκνωσής του διαλύτη είναι ικανοποιητικός η ελάττωση της πίεσης σταματά και 

το σύστημα αφήνεται στην ηρεμία. Με το πέρας της εξάτμισης, ό,τι έμεινε από το 

υγρό κλάσμα διαλύεται σε υπερκάθαρο νερό μέχρι ο όγκος του νέου διαλύματος να 

φτάσει τον όγκο του υγρού κλάσματος πριν την εξάτμιση. 

2.2.2 Αποτοξικοποίηση υγρών κλασμάτων με 

ενεργό άνθρακα 
 

Κατά την οργανολυτική προκατεργασία της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, οι 

διάφορες οργανικές ενώσεις που παράγονται λόγω της αποικοδόμησης των 

σακχάρων και της λιγνίνης, δρουν ανασταλτικά στην ανάπτυξη των βακτηρίων. Η 

αποτοξικοποίηση των υγρών κλασμάτων με ενεργό άνθρακα πραγματοποιείται με 
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προσρόφηση αυτών των τοξικών παρεμποδιστών στην επιφάνειά του και στη 

συνέχεια με απομάκρυνσή τους με διήθηση υπό κενό. 

Ζυγίζεται ποσότητα ενεργού άνθρακα ίση με 2.5 % w/v του κάθε υδρολύματος, η 

οποία και προστίθεται σε όλον τον όγκο τους. Στη συνέχεια, τα υδρολύματα 

τοποθετούνται σε περιστρεφόμενο επωαστήρα στους 60 oC για 2 ώρες και στα 150 

rpm. Μετά την επώαση, γίνεται προσθήκη πυκνού διαλύματος NaOH 10 M, ώστε η 

τιμή του pH να φτάσει 5-6 προκειμένου να μη διασπαστούν οι XOS και οι εστερικοί 

δεσμοί, κάτι που γίνεται σε όξινο και αλκαλικό pH αντίστοιχα. Ακολουθεί διήθηση 

υπό κενό των υδρολυμάτων για την απομάκρυνση του ενεργού άνθρακα και των 

προσροφημένων σε αυτόν τοξικών παρεμποδιστών. Αυτή η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται μέχρις να μειωθεί σε σημαντικό βαθμό η συγκέντρωση των 

φαινολικών ενώσεων στο υγρό κλάσμα.  

2.2.3 Παρουσία ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα 

προκατεργασίας 
 

Για την επιβεβαίωση της παρουσίας ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα της 

προκαεργασιας, χρησιμοποιήθηκε χρησιμοποιείται χρωματογραφία ανταλλαγής 

ανιόντων υψηλής απόδοσης με αμπερομετρική παλμική ανίχνευση (High 

Performance Anion-Exchange Chromatography with pulsed amperometric detection, 

HPAEC-PAD). Η στατική φάση της χρωματογραφικής στήλης είναι θετικά 

φορτισμένη, ενώ ως διαλύτες έκλουσης χρησιμοποιούνται υδατικά διαλύματα 

NaOH και NaOH σε συνδυασμό με CH3COONa. 

Το υψηλό pH στη στήλη, λόγω της παρουσίας του NaOH, έχει ως αποτέλεσμα τον 

ιονισμό των καρβοξυλικών ομάδων και την παραγωγή ασθενών όξινων ανιόντων, 

που αλληλεπιδρούν με τη θετικά φορτισμένη στατική φάση και διαχωρίζονται 

ανάλογα με το μέγεθος, τη σύνθεση και το είδος των δεσμών τους. Η προσθήκη του 

CH3COONa επιταχύνει την έκλουση των ισχυρά δεσμευμένων ανιόντων στη στατική 

φάση, ενώ βοηθά στον διαχωρισμό και την ανίχνευση των μεγαλύτερων σε μέγεθος 

ολιγοσακχαριτών, καθώς εμφανίζουν καλύτερη διαλυτότητα στον συνδυασμό των 

διαλυτών NaOH και CH3COONa.  

Πίνακας 2: Συνθήκες της στήλης DIonex CarboPac PA1 ιοντικής χρωματογραφικής ανάλυσης για την 
επιβεβαίωση της παρουσίας ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασίας 

 Dionex CarboPac PA1 

Πίεση 80-90 bar 

Συνθήκες έκλουσης 

0 – 5 min: 100 mM NaOH (100%) 
5.1 – 30 min: CH3COONa (500 mM) σε 100 mM NaOH 

(0-20%) 
30.1 – 35 min: CH3COONa (500 mM) σε 100 mM NaOH 

(100%) 
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35.1 – 50 min: 100 mM NaOH (100%) 
Ροή διαλυτών 1 mL/min 

 

 

Εικόνα 11: Χρωματογράφημα HPAEC-PAD. Οι κορυφές X1, X2, X3, X4, X5 και X6 αντιστοιχούν στην ξυλόζη, 
ξυλοβιόζη, ξυλοτριόζη, ξυλοτετραόζη, ξυλοπενταόζη και ξυλοεξαόζη 

2.2.4 Ανάλυση σύστασης κλάσματος 

ολιγοσακχαριτών 
 

Προκειμένου να υπολογιστεί η ακριβής συγκέντρωση των ολιγοσακχαριτών και η 

σύσταση των υγρών κλασμάτων, πραγματοποιείται όξινη υδρόλυση με τη χρήση 

θειικού οξέος, ώστε να σπάσουν οι γλυκοζιτικοί δεσμοί μεταξύ των μονοσακχάρων. 

Έτσι, η συγκέντρωση των ολιγοσακχαριτών είναι ίση με τη διαφορά των 

συγκεντρώσεων των μονοσακχάρων πριν και μετά την υδρόλυση. 

Σε μπουκάλια αποστείρωσης, προστίθεται 1 mL από το κάθε υγρό κλάσμα μαζί με 

υπερκάθαρο νερό και θειικό οξύ σε συγκέντρωση 4%, μέχρι τελικού όγκου 10 mL 

(αραίωση 10 φορές). Στη συνέχεια, τα μπουκάλια αναδεύονται, σφραγίζονται πολύ 

καλά και αποστειρώνονται στους 121 oC για 60 λεπτά. Με το πέρας της 

αποστείρωσης, τα όξινα υδρολύματα αφήνονται σε θερμοκρασία δωματίου για 15 

λεπτά και, στη συνέχεια, ογκομετρούνται. Για να εξουδετερωθεί το οξύ, ακολουθεί 

προσθήκη CaCO3 μέχρι το pH τους να φτάσει 5-6 και διήθηση υπό κενό, ώστε να 

απομακρυνθεί το σχηματιζόμενο ίζημα.  
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2.2.5 Προσδιορισμός ποσότητας γλυκουρονικού 

οξέος 
 

Αρχή της μεθόδου: Το γλυκουρονικό οξύ παρουσία NAD+ οξειδώνεται από το ένζυμο 

ουρονική αφυδρογονάση (uronate dehydrogenase, UDH) σε γλυκουρικό οξύ, ενώ 

παράλληλα, σχηματίζεται και NADH σε ποσότητα στοιχειομετρική με την ποσότητα 

γλυκουρονικού οξέος που οξειδώθηκε. Η αντίδραση που λαμβάνει χώρα είναι η 

παρακάτω: 

𝛤𝜆𝜐𝜅𝜊𝜐𝜌𝜊𝜈𝜄𝜅ό 𝜊𝜉ύ + 𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻2𝑂
𝑈𝐷𝐻
→  𝛤𝜆𝜐𝜅𝜊𝜐𝜌𝜄𝜅ό 𝜊𝜉ύ + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝛨+ 

Έτσι, ο προσδιορισμός του οξέος γίνεται με βάση το NADH το οποίο απορροφά το 

φως στα 340 nm. 

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του γλυκουρονικού οξέος (Glucuronic acid, 

GlcA) των υγρών κλασμάτων, χρησιμοποιήθηκε κατάλληλο κιτ, που περιείχε τα εξής: 

 Ρυθμιστικό διάλυμα με αζίδιο του νατρίου 0.02% w/v  

 NAD+ που διαλύθηκε σε 22 mL υπερκάθαρου νερού  

 Ουρονική αφυδρογονάση  

 Υδατικό διάλυμα γλυκουρονικού οξέος συγκέντρωσης 0.5 mg/mL 

10 μL από κάθε όξινο υδρόλυμα εισάγονται σε ένα κελί microplate μαζί με 200 μL 

υπερκάθαρο νερό, 20 μL ρυθμιστικού διαλύματος και 20 μL διαλύματος NAD+. Το 

microplate τοποθετείται στο φασματοφωτόμετρο και καταγράφεται η τιμή της 

απορρόφησης κάθε κυψελίδας (Α1). Στη συνέχεια, σε κάθε κελί προστίθενται 2 μL 

ενζύμου UDH και το microplate επανατοποθετείται στο φασματοφωτόμετρο, όπου 

και αφήνεται για 5 λεπτά στους 37 oC για να ξεκινήσει ο σχηματισμός του NADH. Με 

το πέρας των 5 λεπτών, καταγράφεται η νέα τιμή της απορρόφησης (Α2). Για τον 

υπολογισμό της συγκέντρωσης του γλυκουρονικού οξέος κατασκευάζεται καμπύλη 

αναφοράς. Για την κατασκευή της καμπύλης ακολουθείται η παραπάνω διαδικασία 

με τη διαφορά ότι αντί για δείγμα, εισάγονται στα κελιά 10 μL υδατικού διαλύματος 

γλυκουρονικού οξέος συγκεντρώσεων 0.01 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.25 

mg/mL, 0.5 mg/mL. Από την καμπύλη, προέκυψε η παρακάτω συσχέτιση: 

(𝛢2 − 𝛢1) = 1.129 ∙ 𝛢𝜋𝜊𝜌𝜌ό𝜑휂𝜎휂 

Επειδή η διαφορά Α2-Α1, αντιστοιχεί σε μια συγκεκριμένη συγκέντρωση 

γλυκουρονικού οξέος, χρησιμοποιήθηκε η παρακάτω σχέση για τον υπολογισμό της: 

𝐶𝐺𝑙𝑐𝐴 = 1.129 ∙ 𝛢𝜋𝜊𝜌𝜌ό𝜑휂𝜎휂 ∙ 𝛢𝜌𝛼ί𝜔𝜎휂 
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2.2.6 Ανίχνευση σακχάρων και οξικού οξέος 
 

Για την ανίχνευση των μονοσακχάρων και του οξικού οξέος, χρησιμοποιήθηκε υγρή 

χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC). Για την ανίχνευση του οξικού οξέος, όπως και για την ανίχνευση των 

μονοσακχάρων γλυκόζη, ξυλόζη, γαλακτόζη, αραβινόζη και μαννόζη 

χρησιμοποιήθηκε η στήλη Aminex HPX 87H. Για τα μονοσάκχαρα πριν και μετά την 

όξινη υδρόλυση χρησιμοποιήθηκε η στήλη Aminex HPX 87P. Τα σάκχαρα και το 

οξικό οξύ ανιχνεύθηκαν με ανιχνευτή RI.  

Στην υγρή χρωματογραφία, το προς ανάλυση δείγμα διαλύεται σε μια υγρή κινητή 

φάση, τη φάση του διαλύτη, η οποία διέρχεται μέσω μιας στατικής φάσης που είναι 

καθηλωμένη σε μια στήλη. Η επιλογή των δύο αυτών φάσεων είναι τέτοια ώστε τα 

διάφορα συστατικά του δείγματος να κατανέμονται μεταξύ της κινητής και της 

στατικής φάσης σε διαφορετικό βαθμό. Ανάλογα με τα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά του κάθε συστατικού, αυτό αλληλεπιδρά ισχυρότερα ή 

ασθενέστερα με τη στατική φάση και αντιστρόφως με την κινητή. Έτσι, τα διάφορα 

συστατικά του δείγματος κατακρατούνται περισσότερο ή λιγότερο από τη στατική 

φάση με αποτέλεσμα να εξέρχονται από τη στήλη σε διαφορετικούς χρόνους. Κατά 

την έξοδό τους, αναγνωρίζονται από έναν ανιχνευτή και τα σήματά τους 

καταγράφονται σε λογισμικό υπολογιστή και μετατρέπονται σε ένα γράφημα που 

ονομάζεται χρωματογράφημα.  

 

Εικόνα 12: Χρωματογράφημα HPLC. Οι κορυφές από τα αριστερά προς τα δεξιά αντιστοιχούν στη γλυκόζη, 
ξυλόζη, γαλακτόζη, αραβινόζη, μαννόζη 

Πίνακας 3: Συνθήκες υγροχρωματογραφικής ανάλυσης για κάθε στήλη  

 Aminex HPX 87H Aminex HPX 87P 

Ροή κινητής φάσης 0.6 mL/min 0.6 mL/min 
Θερμοκρασία 50 οC 85 oC 

Διαλύτης 0.3 g/L H2SO4 Υπερκάθαρο νερό 
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Για τον προσδιορισμό των σακχάρων και του οξικού οξέος πριν και μετά την όξινη 

υδρόλυση, τα προς ανάλυση δείγματα προετοιμάστηκαν με τους παρακάτω 

τρόπους: 

Πριν την όξινη υδρόλυση: Σε eppendorf των 1.5 mL, 167 μικρή ποσότητα υγρού 

κλάσματος αραιώνεται τρεις φορές με υπερκάθαρο νερό. Το αραιωμένο δείγμα 

φιλτράρεται με φιλτράκια σύριγγας των 0.45 μm, εισάγεται σε vials και αναλύεται 

στο HPLC. 

Μετά την όξινη υδρόλυση: Σε eppendorf των 1.5 mL, εισάγονται 500 μL από το όξινο 

υδρόλυμα, φιλτράρονται με φιλτράκια σύριγγας των 0.45 μm, εισάγονται σε vials 

και αναλύονται στο HPLC. 

Ποσοτικός προσδιορισμός σακχάρων και οξικού οξέος: Για τον ποσοτικό 

προσδιορισμό των επιθυμητών συστατικών από τα χρωματογραφήματα, 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό LC-Solution στο οποίο υπολογίστηκαν τα εμβαδά της 

κάθε κορυφής. Για τη μετατροπή των εμβαδών σε συγκεντρώσεις, αλλά και για την 

αντιστοίχιση της κάθε κορυφής σε ένα μόνο συστατικό είναι απαραίτητη η 

κατασκευή καμπυλών αναφοράς για καθένα από αυτά. Για τις καμπύλες των 

σακχάρων χρησιμοποιήθηκαν εμπορικά σκευάσματα και με κατάλληλες αραιώσεις 

με υπερκάθαρο νερό, σχηματίστηκαν διαλύματα συγκεντρώσεων 5 mg/mL, 2 

mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1 mg/mL, ενώ για την 

καμπύλη του οξικού οξέος οι συγκεντρώσεις ήταν 5 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 

mg/mL, 0.2 mg/mL. Από τα πρότυπα διαλύματα, λήφθηκαν 500 μL και έγινε 

ανάλυσή τους στο HPLC. Από αυτήν την ανάλυση, προσδιορίστηκε ο χρόνος 

κατακράτησής τους και έγινε η συσχέτιση μεταξύ του εμβαδού των κορυφών τους 

και της συγκέντρωσής τους. 

Πίνακας 4: Συντελεστές συσχέτισης εμβαδού - συγκέντρωσης και χρόνοι κατακράτησης των σακχάρων και 
του οξικού οξέος που προέκυψαν από την ανάλυση των πρότυπων διαλυμάτων τους στο HPLC 

Συστατικό Συντελεστής συσχέτισης Χρόνος έκλουσης (min) 

Γλυκόζη (P-στήλη) 0.0000182 13.483-13.537 
Ξυλόζη (P-στήλη) 0.0000182 14.682-14.730 

Γαλακτόζη (P-στήλη) 0.0000293 15.559-15.584 
Αραβινόζη (P-στήλη) 0.0000194 16.980-17.023 
Μαννόζη (P-στήλη) 0.0000184 18.091-18.163 
Οξικό οξύ (Η-στήλη) 0.0000006 15.140-15.234 

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των σακχάρων και του οξικού οξέος σε 
γραμμάρια ανά λίτρο υγρού κλάσματος (g/Lliquid fraction) έγινε με τη χρήση της σχέσης: 

𝛴𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎휂 𝜎𝜐𝜎𝜏𝛼𝜏𝜄𝜅𝜊ύ = 𝛴𝜐𝜈𝜏휀𝜆휀𝜎𝜏ή𝜍 𝜎𝜐𝜎𝜒έ𝜏𝜄𝜎휂𝜍 ∙ 𝛦𝜇𝛽𝛼𝛿ό𝜈 𝜅𝜊𝜌𝜐𝜑ή𝜍 ∙ 𝛢𝜌𝛼ί𝜔𝜎휂 
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2.2.7 Ανίχνευση φαινολικών ενώσεων στα υγρά 

κλάσματα 
 

Η ανίχνευση της ποσότητας των φαινολικών ενώσεων στα υγρά κλάσματα. Το 

αντιδραστήριο Folin περιέχει, μεταξύ άλλων, μολυβδαίνιο και βολφράμιο, που 

βρίσκονται σε κατάσταση οξείδωσης. Όταν έρθουν σε επαφή με φαινολικές 

ενώσεις, ανάγονται με αποτέλεσμα την παραγωγή μπλε χρώματος, λόγω του 

σχηματισμού του μπλε του μολυβδαινίου και του μπλε του βολφραμίου, το οποίο 

απορροφά στα 765 nm.  

12.5 μL υγρού κλάσματος εισάγονται σε eppendorf μαζί με 0.5 mL αντιδραστηρίου 

Folin 1:10 (v/v), και αφήνονται να ηρεμήσουν σε θερμοκρασία δωματίου για 3 

λεπτά. Στη συνέχεια, προστίθεται 0.5 mL υδατικού διαλύματος Na2CO3 7.5% (w/v), 

το μίγμα αναδεύεται και τοποθετείται στον θερμαινόμενο επωαστήρα για 

eppendorf στους 45 oC για 15 λεπτά. Ακολουθεί φωτομέτρηση του δείγματος στα 

765 nm. Αν η τιμή απορρόφησης του δείγματος είναι μεγαλύτερη 0.8, τότε το 

δείγμα αραιώνεται και φωτομετρείται ξανά, ώστε η τιμή της απορρόφησης να είναι 

αξιόπιστη. Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των φαινολικών ενώσεων στο 

υγρό κλάσμα, κατασκευάζεται καμπύλη αναφοράς απορρόφησης-συγκέντρωσης 

γαλλικού οξέος (Gallic acid, GA) και το τελικό αποτέλεσμα εκφράζεται ως g GA-

equivalent/Lliquid fraction. Για την κατασκευή της καμπύλης, χρησιμοποιήθηκαν υδατικά 

διαλύματα γαλλικού οξέος σε συγκεντρώσεις 0.2 g/L, 0.4 g/L, 0.6 g/L, 0.8 g/L. Η 

συσχέτιση που προέκυψε είναι: 

𝛴𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎휂 𝐺𝐴 = 0.8888 · 𝛢𝜋𝜊𝜌𝜌ό𝜑휂𝜎휂 

Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης των φαινολικών ενώσεων, χρησιμοποιήθηκε 

η επόμενη σχέση: 

𝛴𝜐𝛾𝜅έ𝜈𝜏𝜌𝜔𝜎휂 𝜑𝛼𝜄𝜈𝜊𝜆𝜄𝜅ώ𝜈 휀𝜈ώ𝜎휀𝜔𝜈 = 0.8888 · 𝛢𝜋𝜊𝜌𝜌ό𝜑휂𝜎휂 · 𝛢𝜌𝛼ί𝜔𝜎휂 

2.2.8 Ενζυμική υδρόλυση 
 

Για τον σχηματισμό ολιγοσακχαριτών χαμηλότερου βαθμού πολυμερισμού 

χρησιμοποιείται ενδοξυλανάση της οικογένειας GH30. Η αντιδραση που 

πραγματοποιείται για τη μελέτη της δράσης του ενζύμου, γίνεται σε θερμοκρασία 

50 oC και σε pH=5 με τη βοήθεια buffer CH3COONa 60 mM, ενώ λαμβάνεται δείγμα 

στις 0, 2 και 4 ώρες. Η ποσότητα ενζύμου που προστίθεται στην αντίδραση είναι 15 

mg ενδοξυλανάσης GH30 ανά g ξυλοολιγοσακχαριτών. 

Για την ποσοτικοποίηση της ξυλόζης και των ολιγοσακχαριτών με βαθμό 

πολυμερισμού 2-6, παρασκευάζονται διαλύματα των αντίστοιχων σακχάρων 

συγκέντρωσης 0.125 mM, 0.250 mM και 0.500 mM. Ωστόσο, μόνο η ξυλοβιόζη 
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εμφανίζει γραμμική συσχέτιση σε αυτές τις συγκεντρώσεις, η οποία και είναι η 

παρακάτω: 

𝛯𝜐𝜆𝜊𝛽𝜄ό휁휂 (
𝑔

𝐿
) =

𝛦𝜇𝛽𝛼𝛿ό𝜈 𝜅𝜊𝜌𝜐𝜑ή𝜍

351429
∙ 𝛢𝜌𝛼ί𝜔𝜎휂 ∙ 𝑀𝜊𝜌𝜄𝛼𝜅ό 𝛽ά𝜌𝜊𝜍 𝜉𝜐𝜆𝜊𝛽𝜄ό휁휂𝜍  

Η ανίχνευση των σακχάρων γίνεται με ιοντική χρωματογραφία HPAEC-PAD. 
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3 Απότελε σματα 
 

Σε αυτήν την ενότητα, εκτός από το είδος των σακχάρων και τον βαθμό 

πολυμερισμού των ολιγοσακχαριτών κάθε υποστρώματος, θα αναλυθεί, επίσης, η 

επίδραση των διαφορετικών συνθηκών προκατεργασίας ξύλων οξιάς και πεύκου, 

στην ποσότητα των ολιγοσακχαριτών, αλλά και στην ποσότητα του οξικού και του 

γλυκουρονικού οξέος των δειγμάτων βιομάζας, που απελευθερώθηκε στο υγρό 

κλάσμα μετά την προκατεργασία τους. Αυτή η ποσότητα εκφράζεται σε 

μιλιγραμμάρια συστατικού ανά γραμμάριο (mg/g) αρχικής ακατέργαστης βιομάζας. 

Επειδή οι αναλυτικές τεχνικές που εφαρμόστηκαν, επιτρέπουν τον προσδιορισμό 

της συγκέντρωσης αυτών των συστατικών στο υγρό κλάσμα, για τον υπολογισμό της 

ποσότητάς τους χρησιμοποιείται η παρακάτω εξίσωση: 

𝐶𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠 (
𝑚𝑔

𝑔
) =

𝐶 ∙ 𝑉

𝑚
 

Όπου: 

 C: συγκέντρωση συστατικού (g/Lliquid fraction) 

 V: αρχικός όγκος υγρού κλάσματος (mLliquid fraction) 

 m: αρχική μάζα δείγματος (50 g) 

Οι συνθήκες προκατεργασίας του κάθε δείγματος ξύλου, φαίνονται στον πίνακα 1 

της υποενότητας 2.1.6 και οι συντελεστές συσχέτισης των σακχάρων 

παρουσιάζονται στον πίνακα 4 της υποενότητας 2.2.6. Πιο συγκεκριμένα, οι 

παράμετροι που θα μελετηθούν είναι ο οργανικός διαλύτης, η θερμοκρασία, η 

πίεση οξυγόνου, η χρήση οξέος αντί οξυγόνου και ο χρόνος προκατεργασίας: 

 Διαλύτες: Ακετόνη (acetone, ACO), αιθανόλη (ethanol, EtOH), 

τετραϋδροφουράνιο (tetrahydrofurane, THF) 

 Θερμοκρασίες: 150 oC, 160 oC, 175 oC 

 Πιέσεις οξυγόνου: 8 bar, 12 bar, 16 bar 

 1% θειικό οξύ (1% H2SO4) 

 Χρόνοι προκατεργασίας: 60 min, 120 min 

Επίσης, θα μελετηθεί η επίδραση της ενδοξυλανάσης GH30 στη μείωση του βαθμού 

πολυμερισμού των ολιγοσακχαριτών που περιέχονται στο υγρό κλάσμα 

προκατεργασίας ενός δείγματος οξιάς, ώστε να κατανοηθεί ο μηχανισμός δράσης. 
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3.1 Φαινολικές ενώσεις  
 

Πίνακας 5: Ποσότητα φαινολικών ενώσεων στα υγρά κλάσματα υγρών κλασμάτων προκατεργασίας των 
δειγμάτων οξιάς και πεύκου πριν και μετά την αποτοξικοποίησή τους 

Αριθμός 
δείγματος 

Ποσότητα 
ενεργού 
άνθρακα 

Ποσότητα φαινολικών 
ενώσεων πριν την 
αποτοξικοποίηση 

Ποσότητα φαινολικών 
ενώσεων μετά την 
αποτοξικοποίηση 

Απομάκρυνση 
φαινολικών 

ενώσεων 

% w/v mg GA-eq./g mg GA-eq./g % 

1 7,5 10,28 0,30 97,0 

2 5 26,76 1,06 96,0 

3 2,5 11,98 0,41 96,6 

4 10 18,97 0,17 99,1 

5 5 29,17 0,80 97,3 

6 7,5 18,93 0,34 98,2 

7 5 29,30 0,37 98,7 

8 2,5 13,78 0,34 97,5 

9 2,5 18,08 0,43 97,6 

10 2,5 22,86 1,21 94,7 

11 2,5 6,05 0,41 93,3 

12 7,5 5,32 0,32 93,9 

13 10 8,36 0,09 99,0 

14 7,5 5,02 0,40 92,0 

15 7,5 11,11 0,75 93,3 

16 7,5 12,73 0,34 97,3 

17 7,5 12,11 0,28 97,7 

18 5 12,03 0,45 96,2 

19 7,5 8,35 0,37 95,6 

20 7,5 9,22 0,30 96,7 

21 7,5 16,72 0,49 97,1 

22 7,5 11,86 0,78 93,4 

23 7,5 15,41 0,57 96,3 

24 7,5 13,45 0,82 93,9 

25 5 14,06 0,82 94,2 

26 5 13,87 0,66 95,2 

27 5 17,38 0,56 96,8 

28 5 5,97 0,31 94,8 

29 5 9,63 0,56 94,2 

30 2,5 20,02 0,31 98,5 

31 2,5 9,97 0,84 91,6 

32 5 9,61 0,57 94,0 

33 2,5 23,09 0,84 96,4 

 

Ο βασικότερος τοξικός παρεμποδιστής στο υγρό κλάσμα της οργανολυτικής 

προκατεργασίας είναι οι φαινολικές ενώσεις που παράγονται από την 

αποικοδόμηση της λιγνίνης, κι έτσι, είναι απαραίτητη η απομάκρυνσή τους. Στον 



 
49 

 

παραπάνω πίνακα παρουσιάζονται οι ποσότητες των φαινολικών ενώσεων στα 

υγρά κλάσματα προκατεργασίας των δειγμάτων, πριν και μετά την 

αποτοξικοποίηση με ενεργό άνθρακα, καθώς και η ποσοστιαία απομάκρυνσή τους. 

Συγκρίνοντας, τις συνθήκες προκατεργασίας του πίνακα 1 με τις τιμές του 

παραπάνω πίνακα, γίνεται αντιληπτό ότι η αύξηση της θερμοκρασίας 

προκατεργασίας έχει ως αποτέλεσμα και την αύξηση της περιεκτικότητας του υγρού 

κλάσματος σε φαινολικές ενώσεις. Το ίδιο παρατηρείται και με την αντικατάσταση 

του Ο2 από H2SO4 στα δείγματα πεύκου. Επίσης, η χρήση ACO οδηγεί στην 

απελευθέρωση περισσότερων φαινολικών ενώσεων από τους άλλους δύο διαλύτες 

με τις μικρότερες ποσότητες να παρατηρούνται με τη χρήση EtOH, ενώ είναι 

εμφανές ότι για την επίτευξη υψηλής απομάκρυνσης, χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικές ποσότητες ενεργού άνθρακα σε κάθε κλάσμα. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι αυτές οι ποσότητες δεν εξαρτώνται από την αρχική 

περιεκτικότητα των κλασμάτων σε φαινολικές ενώσεις. 

3.2 Ανίχνευση ολιγοσακχαριτών 
 

 

Εικόνα 13: Χρωματογράφημα HPAEC-PAD δειγμάτων οξιάς που έχουν προκατεργαστεί με THF για 120 λεπτά 
στους 175 oC σε τρεις διαφορετικές πιέσεις Ο2 
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Εικόνα 14: Χρωματογράφημα HPAEC-PAD δειγμάτων πεύκου που έχουν προκατεργαστεί για 60 λεπτά στους 
175 oC σε πίεση 16 bar O2 με τρεις διαφορετικούς διαλύτες  

Οι δύο παραπάνω εικόνες χρωματογραφημάτων HPAEC-PAD, επιβεβαιώνουν την 

ύπαρξη ολιγοσακχαριτών στα υγρά κλάσματα οργανολυτικής προκατεργασίας των 

δειγμάτων οξιάς και πεύκου και είναι αντιπροσωπευτικά του συνόλου των 

δειγμάτων κάθε υποστρώματος. Οι κορυφές που αντιστοιχούν στους 

ξυλοολιγοσακχαρίτες της οξιάς και στους μαννοολιγοσακχαρίτες του πεύκου 

περικλείονται στις αγκύλες και ο βαθμός πολυμερισμού τους αυξάνεται από τα 

αριστερά προς τα δεξιά. Στην περίπτωση της οξιάς, όσο χαμηλότερος είναι ο βαθμός 

πολυμερισμού τόσο δυσκολότερη είναι η ανίχνευση των ολιγοσακχάρων, ενώ οι 

ολιγοσακχαρίτες με βαθμό πολυμερισμού μεγαλύτερο από 7 δεν μπορούν να 

ανιχνευθούν. Από την άλλη, στα υγρά κλάσματα των δειγμάτων πεύκου, 

ανιχνεύεται κυρίως μαννοτριόζη και μαννοτετραόζη. 

3.3 Είδος σακχάρων σε κάθε υπόστρωμα 
 

Πίνακας 6: Ποσότητα των επιμέρους μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων των δειγμάτων ξύλου οξιάς στο 
υγρό κλάσμα (Γλυκ.=Γλυκόζη, Ξυλ.=Ξυλόζη, Γαλ.=Γαλακτόζη, Αραβ.=Αραβινόζη, Μαν.=Μαννόζη) 

Οργανικός 
διαλύτης 

Αριθμός 
δείγματος 

Μονοσάκχαρα  
(mg/g αρχικής βιομάζας) 

Ολιγοσάκχαρα  
(mg/g αρχικής βιομάζας) 

Γλυκ. Ξυλ. Γαλ. Αραβ. Μαν. Γλυκ. Ξυλ. Γαλ. Αραβ. Μαν. 

ACO 

1 0,5 1,6 1,7 2,8 trace 1,8 24,8 5,7 0,2 0,8 
2 1,3 18,5 5,0 4,3 0,3 3,9 57,7 8,7 trace 3,0 
3 0,2 0,2 trace 0,1 0,2 0,8 15,6 2,4 0,1 0,5 
4 1,6 16,0 5,1 trace 0,7 3,7 24,6 4,7 3,2 1,9 
5 4,5 34,5 4,2 trace trace 3,6 26,3 5,7 2,4 6,1 
6 3,1 37,4 1,5 trace trace 3,0 33,9 1,2 trace 17,5 
7 2,1 16,8 4,2 trace trace 4,7 45,3 5,0 2,3 2,5 
8 1,1 14,7 4,7 3,5 1,7 2,3 24,1 4,2 trace 0,8 
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9 2,2 28,2 6,8 3,5 1,2 1,9 30,6 5,9 0,3 0,8 
10 3,9 48,0 8,7 3,6 4,0 1,4 19,2 3,9 0,1 1,0 
11 0,5 0,3 0,8 1,3 0,5 0,9 12,5 4,4 1,1 0,6 

EtOH 

12 0,5 0,7 1,0 1,3 2,4 1,5 20,9 5,1 1,7 4,7 
13 0,8 7,8 4,7 0,9 2,3 6,0 51,3 2,8 0,1 5,7 
14 0,6 0,8 1,2 1,9 trace 1,7 21,3 4,8 0,9 trace 
15 0,9 6,3 4,5 1,9 trace 2,5 46,0 3,5 0,1 trace 
16 1,8 23,2 2,1 0,9 trace 3,1 37,3 6,4 trace 10,3 
17 1,7 19,7 0,7 0,8 0,2 2,7 46,6 5,8 0,3 9,4 
18 1,0 11,3 7,5 1,1 0,1 3,1 57,9 0,7 0,2 10,3 

THF 

19 0,4 0,8 trace 0,7 3,2 4,9 32,8 3,0 trace 9,2 
20 0,5 2,4 0,6 0,6 3,2 2,7 45,1 2,3 0,1 11,3 
21 1,1 12,8 1,2 0,5 3,9 4,0 64,3 2,3 0,1 14,3 
22 0,4 3,7 trace 0,1 3,1 7,0 74,8 3,2 trace 12,8 
23 0,7 12,3 1,4 0,4 3,7 3,6 55,7 2,1 0,1 12,1 
24 3,2 33,0 2,4 trace 5,9 2,6 35,8 0,2 trace 11,0 
25 1,6 22,0 2,2 trace 5,2 2,9 45,1 1,9 trace 11,4 
26 0,7 14,5 2,1 trace 5,1 1,9 21,5 0,2 trace 16,4 

 

Πίνακας 7: Ποσότητα των επιμέρους μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων των δειγμάτων ξύλου πεύκου στο 
υγρό κλάσμα (Γλυκ.=Γλυκόζη, Ξυλ.=Ξυλόζη, Γαλ.=Γαλακτόζη, Αραβ.=Αραβινόζη, Μαν.=Μαννόζη) 

Οργανικός 
διαλύτης 

Αριθμός 
δείγματος 

Μονοσάκχαρα  
(mg/g αρχικής βιομάζας) 

Ολιγοσάκχαρα  
(mg/g αρχικής βιομάζας) 

Γλυκ. Ξυλ. Γαλ. Αραβ. Μαν. Γλυκ. Ξυλ. Γαλ. Αραβ. Μαν. 

 ACO  27 15,9 25,2 12,8 4,5 21,4 3,1 0,1 5,5 2,5 28,9 
 EtOH  28 6,7 13,4 10,6 1,5 trace 4,6 3,7 1,2 1,1 32,7 
 THF  29 9,1 16,9 3,4 0,6 9,3 4,2 0,9 3,4 trace 32,8 

 
ACO 
(1% 

H2SO4) 
 30 32,6 15,5 9,3 2,2 25,5 0,9 0,9 0,6 0,2 16,3 

 EtOH  31 10,0 19,3 13,3 0,5 12,9 8,9 0,9 1,1 3,3 46,8 
 THF  32 13,8 15,0 4,7 0,1 15,3 1,2 0,2 1,6 0,7 24,5 

 
ACO 
(1% 

H2SO4) 
 33 37,4 11,6 9,7 2,1 20,6 trace 0,5 2,8 0,7 0,2 

 

Στους παραπάνω πίνακες απεικονίζονται οι ποσότητες των διαφορετικών ειδών 

μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων που υπάρχουν στα δείγματα ξύλου οξιάς και 

πεύκου. Είναι εμφανές, ότι το ξύλο οξιάς περιέχει ως επί το πλείστον 

ξυλοολιγοσακχαρίτες, και το ξύλο πεύκου μαννοολιγοσακχαρίτες, με την αραβινόζη 

βρίσκεται σε μικρές ποσότητες σε όλα τα δείγματα. Αυτό είναι αναμενόμενο, αφού 

το ξύλο οξιάς κατατάσσεται στα πλατύφυλλα ξύλα, των οποίων η ημικυτταρίνη 

περιέχει κατά κύριο λόγο ξυλόζη, και το ξύλο πεύκου στα κωνοφόρα, που η μαννόζη 

αποτελεί το βασικό σάκχαρο της ημικυτταρίνης τους. Σε αντίθεση με τα δείγματα 

οξιάς, στα δείγματα πεύκου η γλυκόζη, η ξυλόζη και η γαλακτόζη συμμετέχουν σε 

σημαντικό βαθμό στον συνολικό αριθμό σακχάρων, αλλά όσον αφορά μόνο τους 
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ολιγοσακχαρίτες, οι μαννοολιγοσακχαρίτες αποτελούν τη συντριπτική πλειονότητα. 

Είναι σημαντικό να τονιστεί, ότι ένα μέρος της γλυκόζης προέρχεται από την 

υδρόλυση της κελλοβιόζης, της δομικής μονάδας της κυτταρίνης των ξύλων. 

Πίνακας 8: Ποσότητα των συνολικών μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων και αντίστοιχη ανάκτηση 
ημικυτταρίνης στο υγρό κλάσμα των δειγμάτων οξιάς 

Αριθμός 
δείγματος 

Μονοσάκχαρα Ολιγοσάκχαρα 

Ποσότητα  
(mg/g αρχικής 

βιομάζας) 

Ανάκτηση 
ημικυτταρίνης 

(%) 

Ποσότητα  
(mg/g αρχικής 

βιομάζας) 

Ανάκτηση 
ημικυτταρίνης 

(%) 

1 6,5 3,1 33,3 16,0 
2 29,4 14,1 73,4 35,2 
3 0,7 0,4 19,5 9,3 
4 23,3 11,2 38,0 18,3 
5 43,3 20,8 44,2 21,2 
6 42,0 20,2 55,6 26,7 
7 23,1 11,1 59,8 28,7 
8 25,7 12,3 31,4 15,1 
9 41,9 20,1 39,6 19,0 

10 68,2 32,8 25,7 12,3 
11 3,4 1,6 19,5 9,4 
12 5,9 2,8 34,0 16,3 
13 16,5 7,9 65,8 31,6 
14 4,5 2,2 28,7 13,8 
15 13,7 6,6 52,1 25,0 
16 27,9 13,4 57,0 27,4 
17 23,1 11,1 64,8 31,1 
18 21,0 10,1 72,3 34,7 
19 5,2 2,5 50,0 24,0 
20 7,3 3,5 61,6 29,6 
21 19,5 9,4 84,9 40,8 
22 7,2 3,5 97,8 47,0 
23 18,5 8,9 73,6 35,4 
24 44,6 21,4 49,7 23,9 
25 31,0 14,9 61,3 29,4 
26 22,4 10,8 40,0 19,2 

 

Πίνακας 9: Ποσότητα των συνολικών μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων και αντίστοιχη ανάκτηση 
ημικυτταρίνης στο υγρό κλάσμα των δειγμάτων οξιάς 

Αριθμός 
δείγματος 

Μονοσάκχαρα Ολιγοσάκχαρα 

Ποσότητα  
(mg/g αρχικής 

βιομάζας) 

Ανάκτηση 
ημικυτταρίνης 

(%) 

Ποσότητα  
(mg/g αρχικής 

βιομάζας) 

Ανάκτηση 
ημικυτταρίνης 

(%) 

27 79,8 39,8 40,1 20,0 
28 32,2 16,1 43,3 21,6 
29 39,4 19,6 41,5 20,7 
30 84,9 42,3 18,8 9,4 
31 56,0 27,9 60,9 30,4 
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32 48,9 24,4 28,3 14,1 
33 81,5 40,7 4,2 2,1 

 

Ο παραπάνω πίνακας, εκτός από την ποσότητα των μονοσακχάρων και των 

ολιγοσακχάρων, παρουσιάζει, επίσης, την ανάκτηση ημικυτταρίνης, δηλαδή το 

ποσοστό της ημικυτταρίνης που βρίσκεται διαλυμένο στο υγρό κλάσμα της 

προκατεργασίας των δειγμάτων με τη μορφή μονοσακχάρων και ολιγοσακχάρων. 

Για τον υπολογισμό της ανάκτησης της ημικυτταρίνης, χρησιμοποιήθηκε η 

παρακάτω εξίσωση: 

% 𝛢𝜈ά𝜅𝜏휂𝜎휂 휂𝜇𝜄𝜅𝜐𝜏𝜏𝛼𝜌ί𝜈휂𝜍 =
𝐶 ∙ 𝑉

𝑚 ∙ 1000 ∙ 𝑥 ∙ 𝐷
∙ 100 

Όπου: 

 x: ποσοστό ημικυτταρίνης στο δείγμα (0.191 στα δείγματα οξιάς και 0.184 

στα δείγματα πεύκου) 

 D: συντελεστής μετατροπής της ημικυτταρίνης σε σάκχαρα (1.09) 

3.4 Ποσότητα ολιγοσακχαριτών από 

διαφορετικές συνθήκες προκατεργασίας 
 

3.4.1 Επίδραση του οργανικού διαλύτη στην 

ανάκτηση ολιγοσακχαριτών 
 

 

Διάγραμμα 1: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε πίεση 16 bar 
O2, θερμοκρασία 175 oC και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με τη χρήση διαφορετικών διαλυτών 
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Από το παραπάνω διάγραμμα είναι εμφανές ότι η χρήση THF στην προκατεργασία 

ξύλου οξιάς οδηγεί σε πολύ μεγαλύτερη ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό 

κλάσμα από ότι η χρήση ACO ή EtOH, όταν η πίεση προκατεργασίας είναι 16 bar O2, 

η θερμοκρασία είναι 150 οC και ο χρόνος είναι 120 λεπτά, καθιστώντας το τον 

ιδανικό διαλύτη σε αυτές τις συνθήκες. 

 

Διάγραμμα 2: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε πίεση 16 bar 
O2, θερμοκρασία 160 oC και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min με τη χρήση διαφορετικών διαλυτών 

Από το παραπάνω διάγραμμα παρατηρείται, ότι, όταν η προκατεργασία ξύλου οξιάς 

πραγματοποιείται υπό πίεση 16 bar Ο2, σε θερμοκρασία 160 oC για 60 λεπτά, η 

ποσότητα των ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα είναι μεγαλύτερη στην 

περίπτωση που χρησιμοποιείται THF και μικρότερη στην περίπτωση που 

χρησιμοποιείται EtOH ή ACO. Ωστόσο, αν ληφθεί υπόψη το πειραματικό σφάλμα 

κατά τον υπολογισμό των εμβαδών των κορυφών των αντίστοιχων 

χρωματογραφημάτων, η διαφορά στην ποσότητα των ολιγοσακχαριτών στις 

περιπτώσεις της EtOH και της ACO δεν είναι στατιστικά σημαντική.  Με την αύξηση 

του χρόνου προκατεργασίας στα 120 min, δεν αλλάζει η συσχέτιση μεταξύ των 

τριών διαλυτών, αλλά σε κάθε περίπτωση αυξάνεται η ποσότητα των 

ολιγοσακχαριτών, με τη μεγαλύτερη αύξηση να παρατηρείται στην EtOH και την 

μικρότερη στην ACO.  
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Διάγραμμα 3: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε πίεση 16 bar 
O2, θερμοκρασία 175 oC και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min με τη χρήση διαφορετικών διαλυτών 

Από το διάγραμμα 3 προκύπτει ότι η χρήση THF έχει ως αποτέλεσμα μεγαλύτερη 

ποσότητα απελευθερωμένων ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασίας 

από ότι η χρήση ACO ή EtOH, όταν η υδρόλυση γίνεται για 60 λεπτά υπό πίεση 16 

bar O2, στους 175 οC. Η αύξηση του χρόνου προκατεργασίας, επιδρά αρνητικά στην 

ποσότητα των ολιγοσακχαριτών, με τη μεγαλύτερη ποσότητα να εμφανίζεται με τη 

χρήση EtOH αντί για THF. Αυτή η μείωση ίσως οφείλεται σε καταστροφή 

ολιγοσακχαριτών εξαιτίας των έντονων συνθηκών προκατεργασίας. 

 

Διάγραμμα 4: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε πίεση 12 bar 
O2, θερμοκρασία 175 oC και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με τη χρήση διαφορετικών διαλυτών 

Σύμφωνα με το παραπάνω διάγραμμα, η επίδραση των διαλυτών ACO, EtOH και 

THF στην ποσότητα των ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα, όταν η προκατεργασία 
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ξύλου οξιάς πραγματοποιείται στους 175 oC, για 120 λεπτά και σε πίεση 12 bar Ο2, 

ακολουθεί την ίδια συμπεριφορά με αυτήν που απεικονίζεται στο διάγραμμα 3 για 

τις ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας και χρόνου, αλλά σε πίεση 16 bar O2. Πιο 

συγκεκριμένα, η μεγαλύτερη συγκέντρωση παρατηρείται στην EtOH, έπειτα στο THF 

και, τέλος, στην ACO. 

 

Διάγραμμα 5: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε πίεση 8 bar 
O2, θερμοκρασία 175 oC και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με τη χρήση διαφορετικών διαλυτών 

Από το διάγραμμα 5, γίνεται αντιληπτό, ότι από την προκατεργασία ξύλου οξιάς για 

120 λεπτά, στους 175 oC και σε πίεση 8 bar O2, προκύπτει μεγαλύτερη συγκέντρωση 

ολιγοσακχαριτών όταν ως οργανικός διαλύτης χρησιμοποιείται η EtOH. Σε αντίθεση, 

όμως, με τις περιπτώσεις των διαγραμμάτων 3 και 4, στις οποίες η μόνη διαφορά 

είναι η πίεση προκατεργασίας (16 και 12 bar O2 αντίστοιχα), η χρήση ACO οδηγεί σε 

υψηλότερη συγκέντρωση ολιγοσακχαριτών από τη χρήση THF. 

 

Διάγραμμα 6: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου πεύκου σε πίεση 16 
bar O2, θερμοκρασία 175 oC και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min με τη χρήση διαφορετικών 

διαλυτών 
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Το διάγραμμα 6 απεικονίζει την επίδραση που έχει στην ποσότητα των 

ολιγοσακχαριτών, η χρήση ACO, EtOH και THF ως οργανικό διαλύτη κατά την 

προκατεργασία δειγμάτων πεύκου σε πίεση 16 bar O2, θερμοκρασία 175 οC για 

χρόνο 60 και 120 λεπτά. Για 60 λεπτά προκατεργασίας, με τη χρήση EtOH 

απελευθερώνεται μεγαλύτερη ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα σε 

σχέση με αυτήν που προκύπτει με τη χρήση THF και ACO, χωρίς, όμως, να υπάρχει 

στατιστικά σημαντική διαφορά. Για 120 λεπτά προκατεργασίας, η χρήση EtOH είναι 

πολύ πιο αποτελεσματική από τη χρήση THF ως προς την παραγωγή 

ολιγοσακχαριτών. Επίσης, η παραγόμενη ποσότητα μειώνεται στην περίπτωση του 

THF σε σχέση με αυτήν των 60 λεπτών, σε αντίθεση με την περίπτωση της EtOH. 

3.4.2 Επίδραση της θερμοκρασίας στην ανάκτηση 

ολιγοσακχαριτών 
 

 

Διάγραμμα 7: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε πίεση 16 bar 
O2, με τη χρήση ACO σε διαφορετικές θερμοκρασίες και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min  

Η προκατεργασία σε θερμοκρασία 175 oC παράγει μεγαλύτερη ποσότητα 

ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα από την προκατεργασία στους 160 oC, όταν και 

οι δύο πραγματοποιούνται υπό πίεση 16 bar O2 για 60 λεπτά με τη χρήση ακετόνης. 

Η αύξηση του χρόνου σε 120 λεπτά, δεν αλλάζει τη συσχέτιση αυτή, αλλά οδηγεί σε 

μεγαλύτερη διαφορά στις δύο αντίστοιχες ποσότητες, που είναι μεγαλύτερες από 

αυτήν που εμφανίζει η εφαρμογή θερμοκρασίας 150 oC. Στη συνέχεια, συγκρίνοντας 

τις ποσότητες ολιγοσακχαριτών που προκύπτουν για την ίδια θερμοκρασία 

προκατεργασίας, αλλά για διαφορετικό χρόνο, παρατηρείται ότι στους 160 oC είναι 

ελαφρώς μεγαλύτερη στα 120 λεπτά, ενώ στους 175 oC είναι μεγαλύτερη στα 60 

λεπτά προκατεργασίας.  
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Διάγραμμα 8: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε πίεση 16 bar 
O2, με τη χρήση EtOH σε διαφορετικές θερμοκρασίες και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min 

Όταν για την προκατεργασία ξύλου οξιάς χρησιμοποιείται EtOH με εφαρμογή 

πίεσης 16 bar Ο2, η συγκέντρωση ολιγοσακχαριτών είναι μεγαλύτερη στη 

θερμοκρασία 175 oC, μικρότερη στους 160 oC και ακόμα μικρότερη στους 150 oC, 

ανεξάρτητα από τον χρόνο αντίδρασης. Στους 150 και στους 160 oC, η αύξηση του 

χρόνου αντίδρασης οδηγεί σε αύξηση της συγκέντρωσης ολιγοσακχαριτών, ενώ 

στην περίπτωση των 175 oC, η ποσότητα των ολιγοσακχαριτών είναι μεγαλύτερη 

στην προκατεργασία που γίνεται για 60 λεπτά και όχι σε αυτήν που γίνεται για 120 

λεπτά.  

 

Διάγραμμα 9: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε πίεση 16 bar 
O2, με τη χρήση THF σε διαφορετικές θερμοκρασίες και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min 
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Από το παραπάνω διάγραμμα γίνεται αντιληπτό ότι η προκατεργασία σε 175 oC για 

60 λεπτά, οδηγεί σε μεγαλύτερη παραγωγή ολιγοσακχαριτών από τις 

προκατεργασίες σε 160 και 150 oC, όταν αυτές πραγματοποιούνται υπό πίεση 16 

bar O2 και με τη χρήση THF για 60 λεπτά. Για χρόνο αντίδρασης 120 λεπτά, η 

συγκέντρωση ολιγοσακχαριτών ακολουθεί την ακριβώς αντίθετη συμπεριφορά από 

αυτήν στα 60 λεπτά, δηλαδή στους 150 oC παρατηρείται η μέγιστη συγκέντρωση, 

ύστερα στους 160 oC και μετά στους 175 oC. Συγκρίνοντας την απελευθέρωση 

ολιγοσακχαριτών στην ίδια θερμοκρασία αλλά σε διαφορετικό χρόνο 

προκατεργασίας, προκύπτει ότι στους 150 και στους 160 oC, αυτή αυξάνεται με 

αύξηση του χρόνου υδρόλυσης, ενώ στους 175 oC ελαττώνεται.  

 

Διάγραμμα 10: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς με τη χρήση 
θειικού οξέος ως όξινο καταλύτη χωρίς την εφαρμογή πίεση Ο2, με διαλύτη ACO, σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες και για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min 

Στην περίπτωση που χρησιμοποιείται καταλύτης 1% H2SO4 αντί για Ο2, η 

προκατεργασία σε θερμοκρασία 175 oC με διαλύτη ACO οδηγεί στην απελευθέρωση 

της ελάχιστης ποσότητας ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα, ενώ η μέγιστη 

εμφανίζεται σε θερμοκρασία 160 oC. 
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3.4.3 Σύγκριση ήπιας οργανολυτικής οξείδωσης με 

την κλασσική οργανολυτική προκατεργασία 

παρουσία όξινου καταλύτη 
 

 

Διάγραμμα 11: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε 
θερμοκρασία 160 oC, με διαλύτη ACO, σε πίεση 16 bar O2 χωρίς όξινο καταλύτη και με τη χρήση θειικού οξέος 

ως όξινο καταλύτη χωρίς την εφαρμογή πίεση Ο2 για χρόνο προκατεργασίας 60 min 

 

Διάγραμμα 12: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς σε 
θερμοκρασία 175 oC, με διαλύτη ACO, σε πίεση 16 bar O2 χωρίς όξινο καταλύτη και με τη χρήση θειικού οξέος 

ως όξινο καταλύτη χωρίς την εφαρμογή πίεση Ο2 για χρόνο προκατεργασίας 60 min 

Τα διαγράμματα 11 και 12 απεικονίζουν την επίδραση που έχει η χρήση θειικού 

οξέος ως καταλύτη αντί για οξυγόνο σε πίεση 16 bar στην απελευθέρωση 

ολιγοσακχαριτών, όταν χρησιμοποιείται ACO, το δείγμα προκατεργάζεται για 60 
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λεπτά και η θερμοκρασία είναι 160 και 175 oC. Στη μικρότερη θερμοκρασία των 160 
oC, η χρήση όξινου καταλύτη αντί οξυγόνου, παράγει μεγαλύτερη ποσότητα 

ολιγοσακχαριτών, ενώ με αύξηση της θερμοκρασίας στους 175 oC, η προκατεργασία 

με οξυγόνο φαίνεται να είναι πολύ πιο αποτελεσματική, αφού παράγεται περίπου 

τριπλάσια ποσότητα. 

 

Διάγραμμα 13: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου πεύκου σε 
θερμοκρασία 175 oC, με διαλύτη ACO, σε πίεση 16 bar O2 χωρίς όξινο καταλύτη και με τη χρήση θειικού οξέος 

ως όξινο καταλύτη χωρίς την εφαρμογή πίεση Ο2 για χρόνο προκατεργασίας 60 και 120 min 

Από το παραπάνω διάγραμμα, φαίνεται ότι η χρήση 1% H2SO4 ως καταλύτη αντί για 

Ο2 σε πίεση 16 bar κατά την προκατεργασία δειγμάτων ξύλου πεύκου για 60 λεπτά, 

δεν ευνοεί την παραγωγή ολιγοσακχαριτών, όταν η θερμοκρασία προκατεργασίας 

είναι 175 oC και χρησιμοποιείται ACO ως διαλύτης. Με την αύξηση του χρόνου 

προκατεργασίας στην περίπτωση που χρησιμοποιείται το οξύ, μειώνεται σημαντικά 

η απελευθέρωση ολιγοσακχαριτών. 
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3.4.4 Επίδραση πίεσης οξυγόνου (Ο2) στην 

ανάκτηση ολιγοσακχαριτών 
 

 

Διάγραμμα 14: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε 
θερμοκρασία 175 oC με τη χρήση ACO και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με την εφαρμογή 

διαφορετικών πιέσεων Ο2 

Από το παραπάνω διάγραμμα γίνεται αντιληπτό ότι η προκατεργασία ξύλου οξιάς 

σε θερμοκρασία 175 oC για 120 λεπτά με τη χρήση ACO οδηγεί σε υψηλότερη 

συγκέντρωση ολιγοσακχαριτών όταν εφαρμόζεται πίεση 8 bar O2 συγκριτικά με την 

εφαρμογή 12 και 16 bar O2.  

 

Διάγραμμα 15: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε 
θερμοκρασία 175 oC με τη χρήση EtOH και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με την εφαρμογή 

διαφορετικών πιέσεων Ο2 
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Όταν η προκατεργασία ξύλου οξιάς πραγματοποιείται στους 175 oC, για 120 λεπτά 

και με τη χρήση EtOH, παράγονται μεγάλες ποσότητες ολιγοσακχαριτών σε κάθε 

περίπτωση πίεσης, με τη μέγιστη συγκέντρωση να παρατηρείται για πίεση 8 bar O2. 

 

Διάγραμμα 16: Ποσότητα ολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς, σε 
θερμοκρασία 175 oC με τη χρήση THF και για χρόνο προκατεργασίας 120 min με την εφαρμογή διαφορετικών 

πιέσεων Ο2 

Σύμφωνα με το παραπάνω διάγραμμα η εφαρμογή πίεσης 12 bar Ο2 κατά την 

προκατεργασία δειγμάτων ξύλου οξιάς σε θερμοκρασία 175 oC για 120 λεπτά με τη 

χρήση THF, οδηγεί σε υψηλότερη συγκέντρωση ολιγοσακχαριτών από την 

εφαρμογή 16 bar O2 και αυτή σε υψηλότερη από την εφαρμογή 8 bar O2. 

3.5 Υποκαταστάτες ολιγοσακχαριτών 

Οι υποκαταστάτες που ανιχνεύθηκαν στους ολιγοσακχαρίτες στα πλαίσια της 

παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι οι ακετυλομάδες και τα ουρονικά οξέα, εκ 

των οποίων το γλυκουρονικό οξύ συναντάται στα πλατύφυλλα ξύλα και το 

γαλακτουρονικό οξύ στα κωνοφόρα. Η παρουσία υποκαταστατών στους 

ολιγοσακχαρίτες έχει ως αποτέλεσμα την πιο αργή ζύμωσή τους από τα προβιοτικά 

βακτήρια, ενώ αυξάνεται η παραγωγή προπιονικού και βουτυρικού οξέος στο 

έντερο. 
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3.5.1 Ανίχνευση ακετυλοϋποκαταστατών μέσω της 

ανίχνευσης οξικού οξέος 
 

Πίνακας 10: Ακετυλομάδες στα υγρά κλάσματα προκατεργασίας των δειγμάτων οξιάς και πεύκου 

Αριθμός 
δείγματος 

Ολιγοσάκχαρα 
(mg) 

Οξικό οξύ μετά την 
προκατεργασία  

(mg) 

Οξικό οξύ μετά την 
όξινη υδρόλυση  

(mg) 

Ακετυλομάδες 
(% κ.β.) 

1 1663,0 5,00 10,34 0,30 
2 3669,2 11,40 32,88 0,57 
3 972,8 11,97 12,94 0,09 
4 1900,4 13,90 28,37 0,70 
5 2212,0 18,49 30,48 0,52 
6 2781,4 16,44 32,58 0,56 
7 2988,1 12,15 23,45 0,37 
8 1570,8 4,83 10,59 0,32 
9 1981,4 6,52 14,90 0,40 

10 1284,5 10,20 19,24 0,63 
11 975,2 2,07 8,53 0,59 
12 1697,9 2,90 7,42 0,25 
13 3292,5 4,85 14,41 0,28 
14 1436,0 3,48 8,59 0,32 
15 2603,5 6,82 15,21 0,30 
16 2848,6 7,58 19,58 0,41 
17 3238,3 6,75 19,34 0,38 
18 3614,5 5,92 20,54 0,39 
19 2498,2 5,50 16,78 0,42 
20 3077,6 5,59 14,45 0,27 
21 4243,4 8,97 20,81 0,27 
22 4887,9 10,14 23,37 0,26 
23 3680,3 8,68 199,87 0,29 
24 2484,8 14,38 24,81 0,41 
25 3063,5 11,60 22,85 0,36 
26 2000,0 12,07 27,04 0,74 
27 2006,8 10,54 18,04 0,36 
28 2164,3 3,06 7,63 0,21 
29 2074,4 4,63 9,36 0,23 
30 941,8 9,71 10,08 0,04 
31 3047,1 3,98 8,45 0,15 
32 1414,3 6,68 11,41 0,33 
33 209,9 15,25 15,55 0,14 

 

Το οξικό οξύ προκύπτει από την υδρόλυση των ακετυλομάδων που βρίσκονται ως 

υποκαταστάτες στην κεντρική αλυσίδα της ημικυτταρίνης. Η δεύτερη στήλη του 

παραπάνω πίνακα, αντιπροσωπεύει την ποσότητα των ακετυλομάδων που 
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υδρολύθηκαν κατά την προκατεργασία της βιομάζας και η τρίτη στήλη την συνολική 

ποσότητα των ακετυλομάδων, δηλαδή το άθροισμα των ποσοτήτων που 

απελευθερώθηκαν κατά την προκατεργασία και κατά την όξινη υδρόλυση 

(υποενότητα 2.2.4). Ο υπολογισμός της % κ.β. περιεκτικότητας των υγρών 

κλασμάτων σε ακετυλομάδες έγινε με βάση τη διαφορά των παραπάνω δύο 

ποσοτήτων. Είναι σημαντικό να τονιστεί, ότι ο υπολογισμός της συγκέντρωσης του 

οξικού οξέος έγινε μετά την αποτοξικοποίηση των υγρών κλασμάτων. Επομένως, 

αναμένεται η περιεκτικότητα των δειγμάτων σε ακετυλομάδες να είναι μεγαλύτερη 

από αυτήν που αντιστοιχεί στις παραπάνω τιμές. 

Επειδή το οξικό οξύ δρα παρεμποδιστικά στην ανάπτυξη των πρεβιοτικών, ο 

σχηματισμός του κατά την προκατεργασία επιδιώκεται να είναι περιορισμένος. 

Παρατηρώντας τον παραπάνω πίνακα και συγκρίνοντας την παραγωγή οξικού οξέος 

κάθε προκατεργασίας με τις αντίστοιχες συνθήκες του πίνακα 1, φαίνεται ότι για 

την πλειονότητα των δειγμάτων, με την αύξηση της θερμοκρασίας και του χρόνου 

αυξάνεται και η ποσότητα οξικού οξέος που σχηματίζεται κατά την προκατεργασία, 

ενώ με τη μείωση της πίεσης ελαττώνεται ο σχηματισμός του. Επίσης, συγκρίνοντας 

τις περιεκτικότητες σε ακετυλομάδες των δειγμάτων οξιάς και πεύκου, γίνεται 

αντιληπτό ότι η χρήση ACO και THF έχει ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό 

ολιγοσακχαριτών με περισσότερες υποκατεστημένες ακετυλομάδες σε σχέση με τη 

χρήση EtOH, ενώ τα δείγματα οξιάς περιέχουν περισσότερους ακετυλιωμένους 

ολιγοσακχαρίτες από τα δείγματα πεύκου, κάτι που είναι αναμενόμενο, καθώς τα 

πλατύφυλλα ξύλα έχουν μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε ακετυλομάδες από τα 

κωνοφόρα. 

3.5.2 Ανίχνευση ουρονικών οξέων 

Πίνακας 11: Ποσότητα ουρονικών οξέων στα υγρά κλάσματα προκατεργασίας των δειγμάτων οξιάς και 
πεύκου 

Αριθμός 
δείγματος 

Ολιγοσάκχαρα (mg) 
Ουρονικά οξέα μετά την 

όξινη υδρόλυση 
(mg) 

Ουρονικά οξέα 
(% κ.β.) 

1 1663,0 108,3 6,1 

2 3669,2 90,1 2,4 

3 972,8 81,0 7,7 

4 1900,4 150,2 7,3 

5 2212,0 69,6 3,0 

6 2781,4 74,5 2,6 

7 2988,1 64,2 2,1 

8 1570,8 219,1 12,2 

9 1981,4 127,0 6,0 

10 1284,5 151,2 10,5 

11 975,2 107,1 9,8 

12 1697,9 109,4 6,0 

13 3292,5 71,5 2,1 
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14 1436,0 132.9 8.4 

15 2603,5 171.8 6.2 

16 2848,6 37,1 1,3 

17 3238,3 77,7 2,3 

18 3614,5 86,1 2,3 

19 2498,2 177,3 6,6 

20 3077,6 177,8 5,4 

21 4243,4 131,7 3,0 

22 4887,9 165,2 3,3 

23 3680,3 159,7 4,1 

24 2484,8 30,2 1,2 

25 3063,5 57,9 1,8 

26 2000,0 4,7 0,2 

27 2006,8 54,6 2,6 

28 2164,3 55,5 2,5 

29 2074,4 18,4 0,9 

30 941,8 34,6 3,5 

31 3047,1 6,9 0,2 

32 1414,3 4,4 0,3 

33 209,9 7,2 3,3 

 

Τα ουρονικά οξέα, όπως και οι ακετυλομάδες, είναι υποκαταστάτες της κύριας 

αλυσίδας της ημικυτταρίνης. Μετά την όξινη υδρόλυση, έχουν απελευθερωθεί οι 

ομάδες ουρονικών οξέων από την αλυσίδα. Είναι εμφανές ότι τα δείγματα οξιάς 

περιέχουν μεγαλύτερες ποσότητες ουρονικώ οξέων (κατά κύριο λόγο 

γλυκουρονικού οξέος) από τα δείγματα πεύκου, κάτι που είναι αναμενόμενο, αφού 

η κύρια ημικυτταρίνη των πλατύφυλλων είναι η γλυκουρονοξυλάνη και των 

κωνοφόρων η γλυκομαννάνη. Συγκρίνοντας τις παραπάνω ποσότητες  με τις 

συνθήκες προκατεργασίας των αντίστοιχων δειγμάτων του πίνακα 1, προκύπτει ότι 

στις προκατεργασίες που γίνονται σε θερμοκρασίες 150 oC και 160 oC είναι 

υψηλότερες από αυτές που γίνονται στους 175 oC. Επίσης, η χρήση ACO και EtOH 

έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή υποκατεστημένων ολιγοσακχαριτών με 

περισσότερες μονάδες ουρονικών οξέων συγκριτικά με τη χρήση THF. 

3.6 Ενζυμική υδρόλυση 
 

Στο υγρό κλάσμα προκατεργασίας οξιάς με EtOH στους 175 oC για 60 λεπτά υπό 

πίεση 16 bar O2 (δείγμα 22), πραγματοποιήθηκε ενζυμική υδρόλυση με τη χρήση 

ενδοξυλανάσης GH30 με στόχο τη μείωση του βαθμού πολυμερισμού των 

ολιγοσακχαριτών και, κατά συνέπεια, την ενίσχυση της πρεβιοτικής τους δράσης.  
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Εικόνα 15: Χρωματογράφημα HPAC-PAD. Προφίλ ολιγοσακχαριτών πριν (μπλε) και μετά τη δράση της 
ενδοξυλανάσης GH30 2 (κόκκινο) και 4 (πράσινο) ώρες 

Από το παραπάνω χρωματογράφημα, είναι εμφανής η αύξηση της ποσότητας της 

ξυλοβιόζης μετά τη δράση του ενζύμου. Όσον αφορά την ποσότητα των υπόλοιπων 

σακχάρων, δεν είναι δυνατή η εξαγωγή κάποιου συμπεράσματος σχετικά με τη 

μεταβολή της παρατηρώντας μόνο το παραπάνω γράφημα.  

Πίνακας 12: Εμβαδόν κορυφών χρωματογραφημάτων HPAEC-PAD των ολιγοσακχαριτών με βαθμό 
πολυμερισμού 2-6 πριν και μετά τη δράση της ενδοξυλανάσης GH30 

  Εμβαδόν κορυφής (nC*min) 

Χρόνος αντίδρασης 
(h) 

Αραίωση X2 X3 X4 X5 X6 

0 10 59,6 24,7 16,3 12,4 9,5 

2 10 105,7 21,4 12,3 9 6,3 

4 10 106,3 17,5 11 9,1 6,4 

 

Πίνακας 13: Συγκέντρωση ξυλοβιόζης πριν και μετά τη δράση της ενδοξυλανάσης GH30 

Χρόνος αντίδρασης (h) Αραίωση 
Συγκέντρωση ξυλοβιόζης  

(g/L αντίδρασης) 

0 10 0,479 

2 10 0,849 

4 10 0,854 

 

Ο πίνακας 13 επιβεβαιώνει την αύξηση της ποσότητας της ξυλοβιόζης, η οποία 

σχεδόν διπλασιάστηκε, αλλά δείχνει και την ταυτόχρονη μείωση των ποσοτήτων 

των υπόλοιπων ολιγοσακχάρων που οφείλεται στη δράση της ενδοξυλανάσης. 

Παρατηρείται, επίσης, ότι η μετά τις 2 ώρες αντίδρασης, οι συγκεντρώσεις των 

ολιγοσακχάρων δε μεταβάλλονται σημαντικά.  
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4 Συμπερα σματα και συζη τηση 

4.1 Παράμετροι ήπιας οργανολυτικής οξείδωσης  
 

Στην προηγούμενη ενότητα παρουσιάστηκαν, μεταξύ άλλων, τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από την ανάλυση των υγρών κλασμάτων οργανολυτικής οξείδωσης 

δειγμάτων οξιάς και πεύκου ως προς την ποσότητα των ολιγοσακχαριτών και 

μονοσακχαριτών που περιέχουν. Είναι εμφανές ότι οι διαφορετικές συνθήκες 

προκατεργασίας επιδρούν σημαντικά στις παραπάνω ποσότητες κι έτσι, η εύρεση 

των κατάλληλων συνθηκών για το επιθυμητό αποτέλεσμα έχει μεγάλη σημασία. 

4.1.1 Οξιά 
 

Η μέγιστη ποσότητα ολιγοσακχάρων στα δείγματα οξιάς, παρατηρείται για 

προκατεργασία 120 λεπτών με THF, σε πίεση 16 bar Ο2 και σε θερμοκρασία 150 oC 

και είναι ίση με 97.8 mg/g. Αυτή η προκατεργασία εμφανίζει, επίσης, και μειωμένη 

παραγωγή μονοσακχάρων με την ποσότητά τους να είναι ίση με 7.2 mg/g. 

Γενικότερα, σε πίεση 16 bar O2, το THF είναι ο ιδανικότερος διαλύτης, αφού οδηγεί 

στην παραγωγή περισσότερων ολιγοσακχαριτών, αλλά και μειωμένης ποσότητας 

μονοσακχαριτών. Εξαίρεση αποτελεί η προκατεργασία γίνεται για 120 λεπτά στους 

175 oC, όπου η EtOH οδηγεί σε απελευθέρωση περισσότερων ολιγοσακχάρων. Στις 

χαμηλότερες πιέσεις, η EtOH εμφανίζει τα βέλτιστα αποτελέσματα, ενώ η ACO 

αποτελεί τη χειρότερη επιλογή στην πλειονότητα των περιπτώσεων.  

Η αύξηση της θερμοκρασίας, έχει θετική επίδραση στην ποσότητα των σακχάρων,  

εκτός από την περίπτωση που χρησιμοποιείται THF για 120 λεπτά σε πίεση 16 bar 

O2, στην οποία σημειώνεται η αντίστροφη συμπεριφορά για τα ολιγοσάκχαρα. 

Απόκλιση από την παραπάνω συσχέτιση ποσότητας ολιγοσακχάρων και 

θερμοκρασίας, εμφανίζεται και στην περίπτωση που χρησιμοποιείται οξύ αντί για 

Ο2 για 60 λεπτά με ACO, όπου η προκατεργασία στους 160 oC δίνει τα βέλτιστα 

αποτελέσματα. 

Όσον αφορά την αντικατάσταση του Ο2 από το H2SO4, είναι ελάχιστα πιο ευνοϊκή 

για την παραγωγή ολιγοσακχαριτών, όταν η προκατεργασία γίνεται για 60 λεπτά 

στους 160 oC με τη χρήση ACO, αλλά με αύξηση της θερμοκρασίας στους 175 oC, η 

χρήση Ο2 υπερτερεί σε μεγάλο βαθμό. Αντιθέτως, τα μονοσάκχαρα αυξάνονται με 

την αντικατάσταση του Ο2, κάτι που είναι αναμενόμενο λόγω της έντονης 

υδρολυτικής ικανότητας του οξέος. Η αύξηση της πίεσης O2, οδηγεί σε μείωση της 

ποσότητας των ολιγοσακχαριτών, με εξαίρεση την περίπτωση που η προκατεργασία 

γίνεται στους 175 oC για 120 λεπτά με THF, όπου η εφαρμογή πίεσης 12 bar O2 είναι 

η καλύτερη επιλογή. 
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Η αύξηση του χρόνου προκατεργασίας επιδρά αρνητικά στην ποσότητα των 

ολιγοσακχάρων μόνο όταν η προκατεργασία γίνεται στους 175 oC, ενώ επιδρά 

θετικά στην ποσότητα των μονοσακχάρων ανεξάρτητα από τις συνθήκες που 

εφαρμόζονται. Στις μικρότερες θερμοκρασίες, οι προκατεργασίες των 120 λεπτών 

παρουσιάζουν μεγαλύτερη ποσότητα ολιγοσακχάρων σε σχέση με τις αντίστοιχες 

των 60 λεπτών. 

4.1.2 Πεύκο 
 

Σε σύγκριση με τα δείγματα οξιάς, οι προκατεργασίες δειγμάτων πεύκου παράγουν 

μεγάλες ποσότητες μονοσακχάρων, από 32.2 mg/g έως και 84.9 mg/g.  Η μέγιστη 

ποσότητα ολιγοσακχάρων παρατηρείται για προκατεργασία 120 λεπτών με EtOH, σε 

πίεση 16 bar Ο2 και σε θερμοκρασία 175 oC και είναι ίση με 60.9 mg/g. Στις ίδιες 

συνθήκες, η ποσότητα των μονοσακχάρων είναι 56 mg/g. Όσον αφορά τους 

ολιγοσακχαρίτες, η EtOH αποτελεί τον ιδανικότερο οργανικό διαλύτη, ενώ η χρήση 

Ο2 αποτελεί καλύτερη επιλογή σε σχέση με τη χρήση H2SO4 σε κάθε περίπτωση. Η 

αύξηση του χρόνου προκατεργασίας οδηγεί σε μείωση της ποσότητας 

ολιγοσακχάρων στο υγρό κλάσμα, εκτός από την προκατεργασία που γίνεται σε 

πίεση 16 bar O2 με EtOH στους 175 oC, στην οποία σημειώνεται η αντίστροφη 

συσχέτιση. 

4.1.3 Παραγωγή σακχάρων σε άλλες μελέτες 
 

Η προκατεργασία οργανολυτικής οξείδωσης με τη χρήση Ο2, έχει εφαρμοστεί σε 

υπολείμματα ζαχαροκάλαμου όπου χρησιμοποιήθηκε υδατικό διάλυμα αιθανόλης 

40% σε θερμοκρασία 160 oC υπό πίεση 15 bar για 80 λεπτά (Li et al., 2018). Η 

συγκεκριμένη μελέτη δεν αναφέρεται στην ποσότητα των ολιγοσακχαριτών που 

απελευθερώθηκε, αλλά μόνο στην ποσότητα των μονοσακχάρων στο υγρό κλάσμα 

η οποία ήταν περίπου ίση με 79.5 mg/g. Αρκετά υψηλή ήταν και η ποσότητα του 

οξικού και του φορμικού οξέος (30.7 mg/g και 56 mg/g αντίστοιχα). 

Ξυλοολιγοσακχαρίτες έχουν παραχθεί με αυτοϋδρόλυση από σπόρους γλυκού 

σόργου που προκατεργάστηκε με θερμό νερό σε διάφορες θερμοκρασίες, για 

διαφορετικό χρόνο αντίδρασης και σε διαφορετικά pH. Η μέγιστη παραγωγή 

ξυλοολιγοσακχαριτών παρατηρήθηκε στα 90 λεπτά προκατεργασίας, σε pH 3.2 και 

στους 210 oC και ήταν ίση με 205 mg/g. Στις ίδιες συνθήκες, η ποσότητα ξυλόζης 

που απελευθερώθηκε ήταν επίσης ίση με 205 mg/g (Mirfakhar et al., 2020). Είναι 

εμφανές ότι από τα σακχαρούχα φυτά παράγονται περισσότερα σάκχαρα 

συγκριτικά με τα ξύλα. Ωστόσο, η αξιοποίησή εδώδιμων κλασμάτων της φυτικής 

βιομάζας για την παραγωγή πρεβιοτικών συστατικών θα επηρεάσει αρνητικά την 

ποσότητα των τροφίμων και θα αυξήσει την τιμή τους. Γι’ αυτό και η αξιοποίηση της 

λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας για αυτόν τον σκοπό είναι μια ελκυστική προσέγγιση. 
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Η οργανολυτική προκατεργασία με αιθανόλη και με χρήση H2SO4 ως καταλύτη έχει  

εφαρμοστεί με επιτυχία σε ξύλο λεύκας και πεύκου. Για αναλογία νερού και 

αιθανόλης 50/50%, θερμοκρασία 180 oC, συγκέντρωση H2SO4 1.25% και για χρόνο 

προκατεργασίας 60 λεπτά η ποσότητα των ξυλοολιγοσακχαριτών στο υγρό κλάσμα 

πλησίασε τα 55 mg/g και η ποσότητα της ξυλόζης τα 40 mg/g (Pan et al., 2006). Οι 

πιο κοντινές συνθήκες προκατεργασίας ξύλου οξιάς που μελετήθηκαν στα πλαίσια 

της παρούσας εργασίας (αναλογία αιθανόλης και νερού 50/50%, 175 oC, 60 λεπτά, 

16 bar O2) οδήγησαν στην παραγωγή 51.3 mg/g ξυλοολιγοσακχάρων και 7.8 mg/g 

ξυλόζης. Σε παρόμοιες συνθήκες με τη λεύκα (αναλογία αιθανόλης και νερού 

65/35%, 170 oC, 60 λεπτά, 1.1% H2SO4), η προκατεργασία πεύκου είχε ως 

αποτέλεσμα την παραγωγή 38 mg/g μαννοολιγοσακχαριτών και 16 mg/g μαννόζης 

στο υγρό κλάσμα (Pan et al., 2007). Από την οργανολυτική οξείδωση ξύλου πεύκου 

με αιθανόλη και νερό σε αναλογία 50/50%, θερμοκρασία 175 oC, πίεση 16 bar O2 

και χρόνο αντίδρασης 60 λεπτά, η ποσότητα των μαννοολιγοσακχαριτών του υγρού 

κλάσματος που υπολογίστηκε στην παρούσα μελέτη είναι ίση με 32.7 mg/g, ενώ δεν 

βρέθηκε σχεδόν καθόλου μαννόζη. Παρατηρείται ότι οι ποσότητες των 

ξυλοολιγοσακχαριτών που προκύπτουν από τις διαφορετικές προκατεργασίες των 

ξύλων οξιάς και λεύκας δε διαφέρουν σε μεγάλο βαθμό, κάτι που είναι 

αναμενόμενο, καθώς ανήκουν στην ίδια κατηγορία ξύλων, στα πλατύφυλλα. Το ίδιο 

ισχύει και για τις ποσότητες των μαννοολιγοσακχαριτών των δειγμάτων πεύκου. 

Από την άλλη, εξαιτίας της χρήσης του όξινου καταλύτη, υπάρχει σημαντική 

διαφορά στις ποσότητες της ξυλόζης και της μαννόζης. 

Ξύλο λεύκας έχει, επίσης, προκατεργαστεί με θερμό νερό (αναλογία νερού προς 

βιομάζα 5:1) στους 170 oC για 60 λεπτά. Η ποσότητα των απελευθερωμένων 

ολιγοσακχαριτών ήταν ίση με 89.5 mg/g και μονοσακχαριτών 21.5 mg/g. Στις ίδιες 

συνθήκες προκατεργάστηκε και ξύλο πεύκου με την ποσότητα των ολιγοσακχαριτών 

να είναι 75 mg/g και την ποσότητα μονοσακχαριτών 21.5 mg/g (Guan et al., 2018). 

Στην περίπτωση του πεύκου, οι ολιγοσακχαρίτες της ξυλόζης αποτελούν περίπου το 

80% των συνολικών ολιγοσακχάρων, ενώ στην περίπτωση του πεύκου οι 

μαννοολιγοσακχαρίτες είναι αυτοί που υπερτερούν φτάνοντας το 55%. Η ίδια 

συμπεριφορά παρατηρείται και στα δύο είδη ξύλων που μελετήθηκαν στην 

παρούσα εργασία, επιβεβαιώνοντας την υψηλή περιεκτικότητα των πλατύφυλλων 

ξύλων σε ξυλόζη και των κωνοφόρων σε μαννόζη. 

4.2 Αποτελεσματικότητα ενζυμικής υδρόλυσης 
 

Η ενζυμική υδρόλυση που πραγματοποιήθηκε στο υγρό κλάσμα προκατεργασίας με 

EtOH στους 175 oC για 60 λεπτά υπό πίεση 16 bar O2 με τη χρήση ενδοξυλανάσης 

GH30, ήταν επιτυχής στη μείωση του βαθμού πολυμερισμού των ολιγοσακχαριτών, 

αλλά οδήγησε στην αύξηση μόνο της ποσότητας της ξυλοβιόζης, ενώ οι ποσότητες 

των ολιγοσακχάρων με βαθμό πολυμερισμού από 2 έως 6 μονάδες ξυλόζης 
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μειώθηκαν. Παρατηρείται, επίσης, ότι οι συγκεντρώσεις των ολιγοσακχάρων μετά 

από 4 ώρες αντίδρασης παραμένουν σχεδόν αμετάβλητες σε σύγκριση με τις 

αντίστοιχες συγκεντρώσεις μετά από 2 ώρες. Συμπεραίνεται, λοιπόν, ότι μετά τις 2 

ώρες αντίδρασης, μειώνεται σημαντικά η δράση του ενζύμου. 

4.3 Μελλοντικοί στόχοι 
 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε η επίδραση που έχουν 

διαφορετικές συνθήκες οργανολυτικής προκατεργασίας ξύλων οξιάς και πεύκου 

στην ποσότητα των ολιγοσακχαριτών του υγρού κλάσματος. Αρχικά, προτείνεται η 

χρήση μεγαλύτερης ποικιλίας οργανικών διαλυτών, διαφορετικών αναλογιών 

διαλύτη και νερού, καθώς και η εφαρμογή διαφορετικών θερμοκρασιών στις 

χαμηλότερες πιέσεις των 8 και 12 bar O2, προκειμένου να ληφθεί μια πιο 

ολοκληρωμένη εικόνα σχετικά με την επίδραση των συνθηκών προκατεργασίας 

στην παραγωγή ολιγοσακχάρων. Ακόμα, συστήνεται η μελέτη περισσότερων 

υποστρωμάτων, από πλατύφυλλα και κωνοφόρα ξύλα μέχρι και αγροτικά 

υπολείμματα και κατάλοιπα καλλιεργειών. 

Με τη χρήση ιοντικής χρωματογραφίας HPAEC-PAD, επιβεβαιώθηκε η παρουσία 

ολιγοσακχαριτών στα υγρά κλάσματα προκατεργασίας, χωρίς, όμως, να είναι 

δυνατή οποιαδήποτε περαιτέρω ανάλυση. Προτείνεται η χρήση κατάλληλης 

αναλυτικής μεθόδου για την αποσαφήνιση του βαθμού πολυμερισμού και της 

δομής των ολιγοσακχαριτών, κατά κύριο λόγο των υποκατεστημένων, ειδικά στην 

περίπτωση των κωνοφόρων ξύλων, καθώς οι ολιγοσακχαρίτες των πλατύφυλλων 

ξύλων έχουν μελετηθεί σε σημαντικά μεγαλύτερο βαθμό. 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, πραγματοποιήθηκε, επίσης, ενζυμική 

υδρόλυση σε ένα από τα υγρά κλάσματα, ώστε να μειωθεί ο βαθμός πολυμερισμού 

των ξυλοολιγοσακχάρων που περιέχουν. Προτείνεται η χρήση των υδρολυμένων 

υγρών κλασμάτων για την ανάπτυξη στελεχών λακτοβάκιλλων και 

μπιφιδοβακτηρίων, που αποτελούν τα βασικότερα προβιοτικά βακτήρια του 

γαστρεντερικού σωλήνα και έχουν την ικανότητα μεταβολισμού 

ξυλοολιγοσακχάρων χαμηλού βαθμού πολυμερισμού. Σε επόμενη φάση, κρίνεται 

απαραίτητη η διεξαγωγή πρεβιοτικών δοκιμών σε συστήματα που προσομοιάζουν 

το ανθρώπινο γαστρεντερικό σύστημα, προκειμένου να μελετηθούν οι 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ξυλοολιγοσακχάρων, των προβιοτικών βακτηρίων και 

των προϊόντων μεταβολισμού τους, του περιβάλλοντος και των συνθηκών που 

επικρατούν, αλλά και των παθογόνων μικροοργανισμών που υπάρχουν σε αυτό.  
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