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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Στόχος τής παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι ή αξιοποίήσή του 

τυρογάλακτος για τήν παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών 

(Galactooligosaccharides, GOS). Η σύνθεσή των GOS επιτυγχάνεται αξιοποιώντας 

τήν περιεχόμενή λακτόζή στο τυρόγαλα μέσω μιας ενζυμικής αντίδρασής. Η 

ενζυμική αντίδρασή πραγματοποιείται με χρήσή του ενζύμου β-γαλακτοζιδάσή 

από τον μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis ως βιοκαταλύτή. 

Σε πρώτο στάδιο έγινε ένας πλήρής χήμικός χαρακτήρισμός του τυρογάλακτος 

αναλύοντας τα διάφορα συστατικά του. Βρέθήκε ότι ο γλυκός ορός περιέχει 

5,63% w/v (±0,08) ολικά σάκχαρα εκ των οποίων ή λακτόζή αποτελεί το 5,08% 

w/v (±0,08). Οι περιεχόμενες πρωτεΐνες προσδιορίστήκαν με τή μέθοδο Kjeldhal, 

όπου το ποσοστό τους βρέθήκε ίσο με 2,93% w/w (±0,56). Τα ολικά στερεά και ή 

τέφρα βρέθήκαν ίσα με 4,90% w/w (±0,08) και 0,46% w/w (±0,01), αντίστοιχα. 

Η αλατότήτα του τυρογάλακτος προσδιορίστήκε με τή μέθοδο Mohr και 

προέκυψε ίσή με 0,248% w/v (±0,015). Κατά τήν χήμική ανάλυσή του γλυκού 

ορού μετρήθήκαν τα θειικά ιόντα και το γαλακτικό οξύ με τή μέθοδο τής 

νεφελομετρίας και φασματοφωτομετρίας, αντίστοιχα. Προέκυψε ότι περιέχονται 

95,6mg/L (±0,01) SO4
2- και 1,65 g/L (±0,06) γαλακτικό οξύ. Τέλος, 

προσδιορίστήκαν τα κύρια μέταλλα που υπάρχουν στο τυρόγαλα με τή μέθοδο 

τής Φασματομετρίας Ατομικής Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα (ICP-

AES). Τα αποτελέσματα του ICP-AES έδειξαν ότι στο τυρόγαλα περιέχονται 31,4 

mM (±1,5) K+, 16,7 mM (± 1,1) Na+, 8,60 mM (±0,32) Ca2+ και 1,14 mM (±0,08) 

Mg2+. 

Σε επόμενο στάδιο κρίθήκε απαραίτήτο να μελετήθεί το κατά πόσο το τυρόγαλα 

αποτελεί κατάλλήλο υπόστρωμα για τήν ενζυμική αντίδρασή. Πρωταρχικά 

πειράματα έδειξαν ότι κατά τήν επώασή του τυρογάλακτος σε θερμοκρασία 40 

°C, ή τιμή pH του τυρογάλακτος μειωνόταν ραγδαία, γεγονός που οφειλόταν στήν 

ύπαρξή υψήλού αρχικού μικροβιακού φορτίου. Η μείωσή τής τιμής pH του 

υποστρώματος αποτέλεσε σήμαντικό παρεμποδιστικό παράγοντα για τήν εξέλιξή 

τής ενζυμικής αντίδρασής, αφού το ένζυμο τής β-γαλακτοζιδάσής από τον 

μικροοργανισμό K. Lactis δρα βέλτιστα στο εύρος τιμών pH από 6,8 έως 7,2. 

Συνεπώς, ή μείωσή τής τιμής pH χαμήλότερα του 6,5 οδήγεί σε σταδιακή μείωσή 

τής ενεργότήτας του ενζύμου και τελικά τήν πλήρή απενεργοποίήσή του. 

Για τήν αντιμετώπισή του μικροβιακού φορτίου του τυρογάλακτος δοκιμάστήκε 

ή μέθοδος τής υπερδιήθήσής με χρήσή μεμβράνής με ονομαστικό πορώδες 0,22 

μm. Με τή μέθοδο αυτή επιτεύχθήκε απομάκρυνσή του αρχικού μικροβιακού 

φορτίου σε επίπεδα τέτοια ώστε, κατά τήν μετέπειτα επώασή του τυρογάλακτος 

σε θερμοκρασία 40 °C, ή πτώσή τής τιμής του pH να είναι μικρή και εντός των 

ορίων τής βέλτιστής δράσής του ενζύμου (6,8-7,2). Τελικά, επιλέχθήκε το 
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τυρόγαλα να επεξεργάζεται αρχικά με υπερδιήθήσή και κατόπιν να 

παστεριώνεται στους 85 °C για 5 min, με στόχο τήν απενεργοποίήσή του τυχόν 

υπολειμματικού μικροβιακού φορτίου, πριν χρήσιμοποιήθεί ως υπόστρωμα για 

τήν ενζυμική αντίδρασή. 

Στή συνέχεια μελετήθήκε ή επίδρασή διαφόρων παραμέτρων, όπως ή αρχική 

συγκέντρωσή σε λακτόζή του τυρογάλακτος, ή θερμοκρασία και το ενζυμικό 

φορτίο, στήν αντίδρασή τής ενζυμικής μετατροπής τής λακτόζής του 

τυρογάλακτος σε GOS. Για το σκοπό αυτό, μελετήθήκε ή ενζυμική ενεργότήτα τής 

β-γαλακτοζιδάσής από τον K. lactis στο θερμοκρασιακό εύρος 30-50 °C και εύρος 

τιμών pH 6,0-8,0. Το ένζυμο β-γαλακτοζιδάσή από τον K. lactis εμφάνισε βέλτιστή 

δράσή σε τιμή pH ίσή με 7,0 και σε θερμοκρασία ίσή με 30 °C. Στις συνθήκες αυτές, 

ή ενεργότήτα του χρήσιμοποιούμενου ενζύμου, όπως αυτή προσδιορίστήκε με τή 

μέθοδο τής ορθο-νιτροφαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανόζή (oNPG), βρέθήκε ίσή με 

22,4 (±0,1) U/mL.  

Συνολικά, πραγματοποιήθήκαν 18 ενζυμικές αντιδράσεις χρήσιμοποιώντας ως 

υπόστρωμα το τυρόγαλα. Μελετήθήκε τυρόγαλα αρχικής περιεκτικότήτας σε 

λακτόζή 5, 10 και 15% w/v, ενζυμικό φορτίο 0,011, 0,022 και 0,045 U/mL, καθώς 

και θερμοκρασία ενζυμικής αντίδρασής 30 και 40 °C, ενώ ή τιμή pH του 

υποστρώματος σε όλες τις αντιδράσεις ήταν ρυθμισμένή στήν τιμή 7,2. Η 

ανάλυσή των δειγμάτων τής ενζυμικής αντίδρασής πραγματοποιήθήκε με Υγρή 

Χρωματογραφία Υψήλής Απόδοσής με ανιχνευτή Δείκτή Διάθλασής (High 

Performance Liquid Chromatography-Refraction Index, HPLC-RI) και ή 

ποσοτικοποίήσή των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθήκε με χρήσή καμπυλών 

αναφοράς γαλακτόζής, λακτόζής και ραφινόζής. 

Από τα αποτελέσματα φάνήκε ότι, αύξήσή τής αρχικής συγκέντρωσής τής 

λακτόζής στο υπόστρωμα οδήγεί σε παραγωγή μεγαλύτερής ποσότήτας 

γαλακτοολιγοσακχαριτών, καθώς και αύξήσή του ενζυμικού φορτίου οδήγεί σε 

μέγιστή παραγωγή GOS σε μικρότερους χρόνους ενζυμικής αντίδρασής. 

Αναφορικά με τήν επίδρασή τής θερμοκρασίας, στους 40 °C παρατήρήθήκαν 

υψήλότερες αποδόσεις σε GOS και σε μικρότερους χρόνους ενζυμικής αντίδρασής 

σε σχέσή με τους 30 °C. Ως προς το χαρακτήρισμό των προϊόντων τής ενζυμικής 

αντίδρασής, παρατήρήθήκε ότι παράγονται γαλακτοολιγοσακχαρίτες με βαθμό 

πολυμερισμού έως και 4. Χαρακτήριστικό για όλες τις μελετώμενες ενζυμικές 

αντιδράσεις αποτέλεσε το ότι μετά τήν επίτευξή του μέγιστου ποσοστού 

παραγόμενων GOS, παρατήρήθήκε μείωσή τής συγκέντρωσής των GOS στο 

μείγμα τής αντίδρασής. Όπως αναφέρεται και βιβλιογραφικά, αυτό οφείλεται 

στήν περαιτέρω υδρόλυσή των σχήματισμένων GOS από το ένζυμο τής β-

γαλακτοζιδάσής. 

Για κάθε συγκέντρωσή λακτόζής στο αντιδρών μείγμα επιτεύχθήκαν οι εξής 

μέγιστες αποδόσεις σε GOS:  
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α) 10,4% μετά από 90 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,045 U/mL στους 30 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v, 

β) 9,64% μετά από 120 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,022 U/mL στους 40 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v, 

γ) 13,6% μετά από 420 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,011 U/mL στους 30 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 10% w/v, 

δ) 16,5% μετά από 480 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,011 U/mL στους 40 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 10% w/v, 

ε) 18,4% μετά από 420 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,045 U/mL στους 30 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 15% w/v, 

στ) 21,7% μετά από 300 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού φορτίου 

0,045 U/mL στους 40 °C και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 15% w/v. 

 

Συμπερασματικά, ή παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών, συστατικά υψήλής 

προστιθέμενής αξίας, από το τυρόγαλα μπορεί να αποτελέσει μια βιώσιμή 

εναλλακτική μέθοδο αξιοποίήσής του, συμβατής με τις αρχές τής κυκλικής 

οικονομίας. Συνδυάζει το κόστος διαχείρισής ενός σήμαντικού αποβλήτου και τήν 

αντιμετώπισή ενός περιβαλλοντικού προβλήματος, μετατρέποντάς το σε μια 

πολύτιμή πρώτή ύλή. Η αριστοποίήσή τής διεργασίας καθώς και ή μελέτή τής 

σύνθεσής GOS με χρήσή ενζύμου β-γαλακτοζιδάσής από κάποιον άλλο 

μικροοργανισμό, όπως ο Aspergillus oryzae, εμφανίζουν ενδιαφέρον για 

μελλοντική έρευνα. Ακόμή, ή απομόνωσή και αξιοποίήσή των πρωτεϊνών που 

περιέχονται στο γλυκό ορό, με στόχο τής παραγωγή ενός πρωτεϊνούχου 

συμπυκνώματος σε συνδυασμό με τους γαλακτοολιγοσακχαρίτες, μπορεί να είναι 

ένας μελλοντικός στόχος για τήν παρασκευή ενός συμπλήρώματος με υψήλή 

θρεπτική και πρεβιοτική αξία. 
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VII 

ENZYMATIC VALORITATION OF SWEET 

WHEY FROM CHEESE MANUFACTURING 
 

The purpose of this diploma thesis was the study of the utilization of sweet whey, 

via the enzymatic conversion of the containing lactose into 

galactooligosaccharides (GOS). The enzymatic reaction was carried out using the 

enzyme β-galactosidase, derived from the microorganism Kluyveromyces lactis, as 

a biocatalyst. 

Initially, a complete chemical characterization of the sweet whey was performed 

by analyzing its various constituents. It was found that the sweet whey comprises 

5.63% w/v (±0.08) total sugars, of which lactose accounts for 5.08% w/v (±0.08). 

The protein content was determined by the Kjeldhal method and was found equal 

to 2.93% w/w (±0.56). The total solids and ash were found to be equal to 4.90% 

w/w (±0.08) and 0.46% w/w (±0.01), respectively. The salinity of sweet whey, as 

determined by the Mohr method, was 0.248% w/v (±0.015). The sulphates and 

lactic acid content of sweet whey, as they were determined by the method of 

nephelometry and spectrophotometry, respectively, were found to be equal to 

95.6 mg/L (±0.01) SO4
2- and 1.65 g/L (±0.06) lactic acid. Finally, the major metals 

of sweet whey were determined by Inductively Coupled Plasma – Atomic Emission 

Spectrometry (ICP-AES) method, and results showed that sweet whey contains 

31.4 mM (±1.5) K+, 16.7 mM (±1.1) Na+, 8.60 mM (±0.32) Ca2+, and 1.14 mM 

(±0.08) Mg2+. 

In the second part of this study, different treatments of sweet whey were studied 

in order to ensure that the whey can be effectively used in the above mentioned 

enzymatic reaction as to produce GOS. Preliminary experiments showed that 

during the incubation of sweet whey at 40 °C, a great reduction of its pH value was 

observed, indicating the presence of a high initial microbial load. This could lead 

to major problems during the studied enzymatic reaction, since the enzyme β-

galactosidase from K. lactis exhibits optimum activity in the pH range of 6.8 to 7.2. 

Therefore, a pH decrease below 6.5 could result in a gradual decrease in β-

galactosidase activity and eventually to the complete inactivation of the enzyme. 

The method of ultrafiltration, using a membrane with a nominal porosity of 0.22 

µm, was tested to treat the antimicrobial load of whey. This method resulted in the 

removal of the initial microbial load to levels such that, upon subsequent 

incubation of the whey at 40 ° C, the drop in pH was small and within the range of 

optimal enzyme activity (6.8- 7.2). Finally, the whey was selected to be first 

treated by ultrafiltration and then pasteurized at 85 ° C for 5 min, with the aim of 

inactivating any residual microbial load, before being used as a substrate for the 

enzyme reaction. 
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The effect of various parameters was then studied on the enzyme conversion of 

lactose into GOS, such as initial lactose concentration of sweet whey, reaction 

temperature and enzymatic load. To this end, the enzyme activity of β-

galactosidase from K. lactis was evaluated in the temperature range of 30-50 °C 

and pH range of 6.0-8.0. The enzyme showed an optimum activity at the pH value 

of 7.0 and at 30 °C, with the enzyme activity being equal to 22.4 (±0.06) U/mL, as 

it was determined by the method of ortho-nitrophenyl-β-D-galactopyranose 

(oNPG). 

In total, 18 enzyme reactions were performed using sweet whey as a substrate. 

Initial whey lactose content of 5, 10 and 15% w/v, enzymatic load of 0.011, 0.022 

and 0.045 U/mL, and enzyme reaction temperatures of 30 and 40 °C were tested, 

while the pH value of the substrate was adjusted to 7.2. The analysis of the results 

of the enzymatic reactions was performed with High Performance Liquid 

Chromatography-Refraction Index detector (HPLC-RI), and the formed GOS were 

quantified using reference curves of galactose, lactose and raffinose. 

It was observed that an increase in lactose concentration resulted in higher 

amount of the formed GOS, and an increase in enzymatic load led to higher GOS 

production at shorter reaction times. Regarding the effect of temperature, higher 

GOS yields and at shorter reaction times were observed at 40 °C than at 30 °C. As 

for the characterization of the reaction products, it was observed that the formed 

galactooligosaccharides had polymerization degree up to 4. It is worth noticing 

that, in all enzymatic reactions studied, after achieving the maximum GOS yield, a 

decrease in GOS concentration was observed. As previously reported by many 

researchers, this is due to a further hydrolysis of the formed GOS by the enzyme. 

For each initial lactose concentration in the reaction system, the following 

maximum GOS yields were obtained: 

(a) 10.4% after 90 min of enzymatic reaction using an enzymatic load of 0.045 

U/mL at 30 °C and initial lactose concentration of 5% w/v, 

(b) 9.64% after 120 min of enzymatic reaction using an enzyme load of 0.022 

U/mL at 40 °C and initial lactose concentration of 5% w/v, 

(c) 13.6% after 420 min of enzymatic reaction using an enzyme load of 0.011 

U/mL at 30 °C and initial lactose concentration of 10% w/v, 

(d) 16.5% after 480 min of enzymatic reaction using an enzymatic load of 0.011 

U/mL at 40 °C and initial lactose concentration of 10% w/v, 

(e) 18.4% after 420 min of enzymatic reaction using an enzymatic load of 0.045 

U/mL at 30 °C and initial lactose concentration of 15% w/v, 

(f) 21.7% after 300 min of enzymatic reaction using an enzymatic load of 0.045 

U/mL at 40 °C and initial lactose concentration of 15% w/v. 

 

In conclusion, the galactooligosaccharides, which are ingredients of high demand 

by consumers, could be possibly produced by the enzymatic conversion of sweet 
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whey lactose. This procedure combines the managing cost of a significant waste, 

turning an environmental problem into a valuable raw material with high 

nutritional value. The optimization of the process as well as the study of GOS 

synthesis using a β-galactosidase derived from another microorganism, such as 

Aspergillus oryzae, which exhibits optimum pH value from 4.5 to 4.8 looks 

promising for future research. In addition, the isolation and utilization of proteins 

contained in the sweet whey in order to produce a protein concentrate, in 

combination with GOS, may be a future target for the production of a protein 

supplement of high nutritional and prebiotic value. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Το γάλα αποτελεί από πάντα μια εξαιρετική τροφή για τον άνθρωπο παρέχοντάς 

του μια ποικιλία θρεπτικών συστατικών. Ο κλάδος τής τυροκομίας αναπτύχθήκε 

από τα πρώτα χρόνια και αξιοποιώντας το γάλα, σήμερα μπορεί κανείς να βρει 

πολλών ειδών τυριά. Τα τελευταία 40 χρόνια άρχισαν να εγείρονται πολλές 

οικολογικές ανήσυχίες σχετικά με τα απόβλήτα που προκύπτουν από τήν 

τυροκομία. Η διαχείρισή των αποβλήτων, αυτών, αποτελεί μείζον περιβαλλοντικό 

θέμα, αφού κατά τις διαδικασίες παραγωγής γαλακτοκομικών προϊόντων 

παράγονται μεγάλες ποσότήτες υγρών αποβλήτων με υψήλό οργανικό φορτίο. 

Οι αρνήτικές συνέπειες που προκαλούνται από τήν απόρριψή του τυρογάλακτος 

στους υδάτινους αποδέκτες οφείλονται στήν περιεκτικότήτα του σε οργανικές 

ουσίες, που αποτελούν θρεπτικό υλικό για τήν ανάπτυξή μικροοργανισμών. Κατά 

τήν κατανάλωσή του τυρογάλακτος από τους μικροοργανισμούς γίνεται 

παράλλήλα και κατανάλωσή οξυγόνου απελευθερώνοντας στο περιβάλλον 

διοξείδιο του άνθρακα, νερό και διάφορα άλατα. Η κατανάλωσή του οξυγόνου 

όμως μπορεί να οδήγήσει σε χαμήλά επίπεδα συγκέντρωσής του, με αποτέλεσμα 

οι οργανισμοί του υγρότοπου να μήν μπορούν να αναπτυχθούν και να πεθαίνουν 

λόγω ασφυξίας. Ευνοείται, έτσι, ή ανάπτυξή αναερόβιων μικροοργανισμών 

αποδίδοντας στο περιβάλλον τελικά προϊόντα που καταστούν το νερό 

ακατάλλήλο για πόσή, ύδρευσή και άρδευσή. 

Συνεπώς, ή βιοτεχνολογική αξιοποίήσή του τυρογάλακτος κρίνεται αναγκαία και 

αποτελεί αντικείμενο μελέτής από πολλούς ερευνήτές. Σύμφωνα με τα 

στατιστικά στοιχεία τής Eurostat το 2016, παράγονται ετήσίως στήν Ελλάδα 

περίπου 1350 ktn γάλακτος, εκ των οποίων το 44% είναι αγελαδινό και το 

υπόλοιπο 56% είναι αιγοπρόβειο γάλα. Από τήν ποσότήτα αυτή, οι 204 ktn 

αξιοποιούνται στήν παραγωγή τυριού, αποβάλλοντας περίπου 180 ktn 

τυρογάλακτος. Μετά τήν παραγωγή του τυριού, το τυρόγαλα μεταφέρεται και 

αξιοποιείται στήν παρασκευή άλλων τυριών, όπως ή μυζήθρα και το ανθότυρο. 

Επιπλέον, το τυρόγαλα μπορεί να χρήσιμοποιήθεί σε ζωοτροφές νεαρών ζώων, 

ως πρώτή ύλή για τήν παραγωγή αιθυλικής αλκοόλής, ενώ το μεγαλύτερο μέρος 

του χρήσιμοποιείται για τήν παραγωγή πρωτεϊνικών συμπυκνωμάτων, καθαρής 

πρωτεΐνής ορού και κρυσταλλικής λακτόζής. 

Ανάμεσα στις καινοτόμες μεθόδους αξιοποίήσής του τυρογάλακτος εντοπίζεται 

και ή ενζυμική μετατροπή τής περιεχόμενής λακτόζής σε συστατικά με 

αποδεδειγμένή βιολειτουργικότήτα. Τέτοια συστατικά είναι οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες (Galactooligosaccharides, GOS). Είναι σάκχαρα που 

αποτελούνται από μόρια γαλακτόζής και γλυκόζής και εμφανίζουν παρόμοια 

δράσή με τους ολιγοσακχαρίτες του μήτρικού γάλακτος. Αποτελούν, λοιπόν, 

σήμαντικούς πρεβιοτικούς παράγοντες με κύρια εφαρμογή σε βρεφικές και 
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παιδικές τροφές, και παρέχουν στον ανθρώπινο οργανισμό πολλές ευεργετικές 

ιδιότήτες. 

Η σύνθεσή των GOS αποτέλεσε αντικείμενο μελέτής και τής παρούσας 

διπλωματικής εργασίας. Αναλυτικότερα, στο πρώτο κεφάλαιο περιγράφεται ο 

γλυκός ορός ή τυρόγαλα που αποτελεί και τήν πρώτή ύλή των πειραμάτων. 

Αναλύεται ή παραγωγική διαδικασία του τυριού, ή σύστασή του τυρογάλακτος 

καθώς και το πρόβλήμα που δήμιουργεί ως απόβλήτο. Στο δεύτερο κεφάλαιο 

αναλύεται ή δομή τής λακτόζής και ή ενζυμική μετατροπή αυτής. Ειδικότερα, 

αναλύεται το ένζυμο β-γαλακτοζιδάσή που αποτελεί το βασικό βιοτεχνολογικό 

εργαλείο, καθώς και οι αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα κατά τήν ενζυμική 

μετατροπή τής λακτόζής σε GOS. Στο τρίτο κεφάλαιο αναλύονται οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες καθώς και οι διάφοροι τρόποι παραγωγής τους και 

ακολουθεί ανασκόπήσή σχετικών ερευνών που έχουν ήδή πραγματοποιήθεί. Στο 

επόμενο κεφάλαιο παρουσιάζονται τα υλικά και οι μέθοδοι που 

χρήσιμοποιήθήκαν στήν διπλωματική, αυτή, εργασία. Στο έκτο κεφάλαιο τής 

παρούσας διπλωματικής εργασίας παρουσιάζονται και σχολιάζονται τα 

αποτελέσματα τής μελέτής αναλύοντας τήν επίδρασή διαφόρων παραγόντων 

στή σύνθεσή γαλακτοολιγοσακχαριτών από τυρόγαλα αιγοπρόβειας 

προέλευσής. Η εργασία ολοκλήρώνεται με τα βασικά συμπεράσματα και 

προτάσεις για μελλοντική έρευνα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΓΛΥΚΟΣ ΟΡΟΣ Ή ΤΥΡΟΓΑΛΑ: 

ΕΝΑΣ ΘΗΣΑΥΡΟΣ ΑΠΟ ΤΑ ΠΑΡΑΠΡΟΪΟΝΤΑ 

ΤΗΣ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΑΣ ΤΥΡΙΟΥ 
 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η θρεπτική αξία του γάλακτος δεν άργήσε να γίνει αντιλήπτή από τον άνθρωπο 

και αποτελεί βασικό κομμάτι στήν ανθρώπινή διατροφή. Είναι το έκκριμα των 

μαστικών αδένων θήλυκών θήλαστικών, όπως των προβάτων, κατσικιών και 

αγελάδων, και περιέχει όλα τα απαραίτήτα θρεπτικά συστατικά για τήν ανάπτυξή 

του οργανισμού. Ήδή από τήν αρχαιότήτα ο άνθρωπος εκμεταλλεύτήκε το γάλα, 

στή νωπή μορφή του, ενώ μέχρι και σήμερα χρήσιμοποιείται για τήν παραγωγή 

μιας μεγάλής γκάμας γαλακτοκομικών προϊόντων.  

 

 
Εικόνα 1.1: Το δένδρο του γάλακτος (ΠΗΓΗ: Weigand) 
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Η συνεχώς αυξανόμενή παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων έχει σαν 

αποτέλεσμα τήν αυξήμένή παραγωγή και αποβλήτων. Στήν βιομήχανία μεγάλο 

περιβαλλοντικό πρόβλήμα αποτελεί ο ορός γάλακτος. Ως «ορός γάλακτος» 

καλείται το κίτρινο ήμιδιαφανές κλάσμα που προκύπτει μετά τήν πήξή του 

γάλακτος και τον διαχωρισμό τής καζεΐνής κατά τήν παραγωγική διαδικασία του 

τυριού και του γιαουρτιού. Υπάρχουν τέσσερεις τύποι ορού, ο όξινος, ο γλυκός, ο 

αλμυρός και ο φυσικός ορός (Nishanthi, Vasiljevic & Chandrapela 2017), με τους 

δύο πρώτους τύπους να αποτελούν το μεγαλύτερο μέρος τής παραγωγής. Ο 

όξινος ορός προκύπτει από διεργασίες που χρήσιμοποιούν τή μικροβιακή ζύμωσή 

ή τήν προσθήκή οργανικών ή ανόργανων οξέων για τήν καταβύθισή τής καζεΐνής 

και τή μετέπειτα πήξή του γάλακτος. Ο όξινος ορός εντοπίζεται στήν παραγωγή 

γιαουρτιού ή νωπών τυριών, όπως το τυρί cottage και το κουάρκ (Jelen 2002). Ο 

γλυκός ορός, από τήν άλλή, προκύπτει από τήν πήξή τής καζεΐνής του γάλακτος 

με χρήσή πυτιάς σε τιμή pH περίπου ίσή με 6,5. Συνεπώς, ο γλυκός ορός 

εντοπίζεται στήν παραγωγή τυριού και είναι ευρέως γνωστός και ως τυρόγαλα. 

Ο γλυκός και ο όξινος ορός αποτελούνται από νερό σε ποσοστό 94%, ενώ άλλα 

κύρια συστατικά τους είναι ή λακτόζή, οι πρωτεΐνες ορού γάλακτος και τα 

μεταλλικά άλατα. Ωστόσο, παρουσιάζουν αρκετές διαφορές κυρίως ως προς τήν 

περιεκτικότήτα τής περιεχόμενής λακτόζής και των μεταλλικών αλάτων, τή 

σύνθεσή των πρωτεϊνών και τήν οξύτήτα. Ο γλυκός ορός έχει τιμή pH που 

κυμαίνεται από 6,0 έως 6,5, ενώ ο όξινος ορός εμφανίζει χαμήλότερή τιμή pH, ή 

οποία είναι περίπου ίσή με 4,5 λόγω τής μετατροπής τής λακτόζής σε γαλακτικό 

οξύ από βακτήρια του γαλακτικού οξέος ή οργανικά και ανόργανα οξέα που 

προστέθήκαν κατά τήν διάρκεια τής παραγωγικής διαδικασίας. Επιπλέον, ο 

όξινος ορός εμφανίζει υψήλή συγκέντρωσή γαλακτόζής λόγω τής διάσπασής τής 

λακτόζής σε γλυκόζή και γαλακτόζή, ενώ παράλλήλα έχει και υψήλότερή 

περιεκτικότήτα σε ασβέστιο λόγω τής χαμήλότερής τιμής pH και τής 

διαλυτοποίήσής του κολλοειδούς ασβεστίου των μικκυλίων τής καζεΐνής (Fischer 

& Kleinschmidt 2015, Jelen 2002). Στον Πίνακα 1.1 συνοψίζεται ή χήμική σύστασή 

των δύο αυτών ορών. 

 

1.2 ΠΑΡΑΓΩΓΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΤΥΡΙΟΥ 

Για τήν παρασκευή των περισσότερων ειδών τυριού ακολουθούνται τα ακόλουθα 

στάδια στις τυροκομικές μονάδες. Πρώτο στάδιο είναι ή μεταφορά του γάλακτος 

από τους παραγωγούς και τους σταθμούς συγκέντρωσής στήν τυροκομική 

μονάδα. Η μεταφορά πραγματοποιείται με βυτιοφόρα, που πλήρούν τις 

προδιαγραφές του συστήματος υγιεινής και ασφάλειας, σε θερμοκρασία 4οC. 

Κατά τήν παραλαβή του γάλακτος στήν μονάδα, το γάλα αποθήκεύεται 

προσωρινά σε δεξαμενές θερμοκρασίας 4οC και πραγματοποιείται ποιοτικός 

έλεγχός του, που περιλαμβάνει τον έλεγχο θερμοκρασίας, οξύτήτας και 

αντιβιοτικών του γάλακτος και μετριέται ή περιεκτικότήτα του γάλακτος σε 
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λακτόζή, πρωτεΐνες, λίπή και στερεά υπολείμματα. Το γάλα μεταφέρεται στή 

δεξαμενή αποθήκευσής, αφού πρώτα θερμανθεί στους 35οC και φυγοκεντρήθεί 

με στόχο τον καθαρισμό του. Για όσο χρονικό διάστήμα το γάλα παραμένει στις 

δεξαμενές παραλαβής είναι απαραίτήτοι οι έλεγχοι για αντιβιοτικά και 

μικροβιακό φορτίο από εξειδικευμένο προσωπικό. 

 

Πίνακας 1.1: Χημική σύσταση γλυκού και όξινου ορού (ΠΗΓΗ: Fischer & Kleinschmidt 

2015) 

Συστατικά Γλυκός ορός Όξινος ορός 

Ολικά σάκχαρα (g·L-1) 38,7 ± 0,75 39,1 ± 1,17 

Γλυκόζη (g·L-1) 0,30 ± 0,02 Μή ανιχνεύσιμο 

Γαλακτόζη (g·L-1) 0,43 ± 0,05 1,10 ± 0,09 

Λακτόζη (g·L-1) 38,0 ± 0,68 38,0 ± 1,08 

Ολική πρωτεΐνη (g·L-1) 5,56 ± 0,08 3,02 ± 0,03 

Πρωτεΐνη ορού (g·L-1) 5,11 ± 0,07 2,42 ± 0,70 

Καζεΐνη (g·L-1) 0,45 ± 0,09 0,60 ± 0,18 

NPN (g·L-1) 0,71 ± 0,02 1,63 ± 0,05 

Τέφρα (g·L-1) 4,33 ± 0,01 7,42 ± 0,01 

Γαλακτικό οξύ (g·L-1) 0,58 ± 0,01 8,11 ± 0,08 

Λίπη (g·L-1) 0,47 ± 0,01 0,18 ± 0,01 

Na+ (mM) 16,5 ± 0,35 18,6 ± 0,25 

NH4
+ (mM) 2,41 ± 0,05 10,4 ± 0,25 

K+ (mM) 29,6 ± 0,95 45,2 ± 0,59 

Mg2+ (mM) 2,81 ± 0,09 4,90 ± 0,09 

Ca2+ (mM) 8,44 ± 0,22 25,5 ± 0,70 

Cl- (mM) 21,5 ± 0,53 42,6 ± 0,56 

NO3
- (mM) 0,81 ± 0,04 0,33 ± 0,02 

PO4
2- (mM) 8,35 ± 0,19 17,6 ± 0,37 

SO4
2- (mM) 1,14 ± 0,18 0,64 ± 0,02 

 

Επόμενο στάδιο στήν παρασκευή τυριού αποτελεί ή παστερίωσή του γάλακτος. 

Σε αυτό το στάδιο, το γάλα θερμαίνεται στους 75οC για λίγα λεπτά. Στή συνέχεια, 

το γάλα εισέρχεται στο σύστήμα ψύξής, όπου ή θερμοκρασία του πέφτει γρήγορα 

στους 35οC, και τελικά το γάλα τροφοδοτείται στον τυρολέβήτα, όπου 



 
6 

επιτυγχάνεται ή πήξή του γάλακτος είτε με τήν προσθήκή πυτιάς, είτε με όξυνσή 

του γάλακτος με χρήσή οξυπαραγωγικών μικροοργανισμών. Στήν πρώτή 

περίπτωσή, το ένζυμο ρεννίνή, που περιέχεται στήν πυτιά, προσβάλλει τήν 

καζεΐνή σχήματίζοντας παρα-κ-καζεΐνή και στή συνέχεια παρουσία ιόντων 

ασβεστίου, λόγω τής προσθήκής χλωριούχου ασβεστίου, γίνεται ή πήξή. Η 

διαδικασία αυτή διαρκεί από 20-60 min ανάλογα με τον τύπο του τυριού. Στή 

δεύτερή μέθοδο πήξής, οι μικροοργανισμοί που προστίθενται στο γάλα μειώνουν 

τήν τιμή pH αυτού στο ισοήλεκτικό σήμείο τής καζεΐνής οδήγώντας στήν πήξή. Η 

μέθοδος αυτή διαρκεί περισσότερή ώρα (1-2 h). Στο στάδιο αυτό παράγεται και 

το τυρόγαλο, το οποίο περιέχει όλή σχεδόν τήν ποσότήτα των πρωτεϊνών ορού, 

τή μεγαλύτερή ποσότήτα λακτόζής, τα άλατα και μικρότερή ποσότήτα από το 

λίπος. 

Μετά τήν πήξή του γάλακτος ακολουθεί ο τεμαχισμός του σχήματισμένου 

τυροπήγματος, όπου και διαχωρίζεται το τυρόγαλο από το τυρόπήγμα. 

Ακολουθεί απομάκρυνσή του τυρογάλακτος με αντλία μέσα σε ανοξείδωτους 

σωλήνες, ενώ το τυρόπήγμα τοποθετείται σε καλούπια με πίεσή για να γίνει ή 

στράγγισή. Και στο στάδιο αυτό αποβάλλεται επιπλέον ποσότήτα τυρογάλακτος. 

Το αλάτισμα του τυριού είναι το επόμενο βήμα στήν παραγωγική διαδικασία και 

έχει ρυθμιστικό ρόλο. Με το αλάτισμα γίνεται έλεγχος των ενζυμικών 

αντιδράσεων που βελτιώνουν τα οργανολήπτικά χαρακτήριστικά του τυριού. 

Σήμαντικό ρόλο παίζουν ή θερμοκρασία και ή τιμή pH για τήν απορρόφήσή του 

αλατιού, ενώ το αλάτισμα πραγματοποιείται είτε με προσθήκή κόκκων αλατιού 

είτε με τοποθέτήσή του τυριού σε άλμή. 

Τελευταίο και ίσως πιο σήμαντικό στάδιο είναι ή ωρίμανσή του τυριού. Κατά τήν 

περίοδο ωρίμανσής το τυρί αποκτά τα μοναδικά οργανολήπτικά χαρακτήριστικά 

του (οσμή, γεύσή, άρωμα, υφή, χρώμα) ανάλογα με το είδος του. Στο στάδιο αυτό, 

οι πρωτεΐνες διασπώνται σε αμινοξέα, ή λακτόζή σε γλυκόζή και γαλακτόζή και 

το λίπος υδρολύεται σε ελεύθερα λιπαρά οξέα. Στο ακόλουθο σχήμα (Εικόνα 1.2) 

παρουσιάζεται ένα γενικό διάγραμμα τής παραγωγικής διαδικασίας του τυριού. 

 

1.3 ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ ΤΟΥ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ 

Ο γλυκός ορός, γνωστός και ως τυρόγαλα, είναι το υγρό υπόλειμμα από τήν 

καθίζήσή τής καζεΐνής στο γάλα κατά τήν πήξή αυτού προς σχήματισμό τυριού. 

Το παραπροϊόν αυτό, αποτελεί το 85-90% του όγκου του γάλακτος που 

χρήσιμοποιείται σε κάθε παραγωγή τυριού, ενώ συγκρατεί έως και το 55% από 

τα θρεπτικά του συστατικά, όπως είναι για παράδειγμα το γαλακτικό οξύ. Το 

γαλακτικό οξύ παράγεται σε μεγάλες ποσότήτες κανονικά στον οργανισμό του 

ανθρώπου από τήν βακτήριακή χλωρίδα του παχέως εντέρου. Γεγονός αποτελεί 

ιστορικά ή χορήγήσή δροσιστικού τυρογάλακτος, δήλαδή γλυκού ορού, σε 

ασθενείς από τον Ιπποκράτή τον 4ο π.Χ. αιώνα για τή βελτίωσή τής πέψής, τον 

καθαρισμό του αίματος, τήν προστασία του ήπατος και άλλες φυσικές δράσεις. 
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Αποτελείται κυρίως από νερό σε ποσοστό μεγαλύτερο του 90%, ενώ περιέχει 

στερεά υπολείμματα του τυριού, καθώς και διάφορα ευδιάλυτα συστατικά, που 

αναλύονται ακολούθως. 

 
Εικόνα 1.2: Παραγωγική διαδικασία παρασκευής τυριού (ΠΗΓΗ: Ανδρικόπουλος Ν.Κ. ) 

 

1.3.1 Λακτόζή 

Η λακτόζή αποτελεί το κυριότερο συστατικό του γλυκού ορού και ή 

περιεκτικότήτα αυτής είναι 4,8-5,5% w/v. Ανήκει στους δισακχαρίτες και 

αποτελείται από ένα μόριο γλυκόζής και ένα μόριο γαλακτόζής, ενωμένα μεταξύ 

τους με έναν β-γλυκοζιτικό δεσμό. Αποτελεί σήμαντική πήγή διατροφικής αξίας, 

ενώ ενισχύει τήν απορρόφήσή του ασβεστίου που βρίσκεται στα τρόφιμα. 

Ωστόσο, δεν μπορεί να αξιοποιήθεί απευθείας από τον οργανισμό αλλά χρειάζεται 

πρώτα να διασπαστεί από το ένζυμο λακτάσή το οποίο εκκρίνεται από το έντερο. 
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Έλλειψή του ενζύμου αυτού προκαλεί τή λεγόμενή πάθήσή “δυσανεξία στή 

λακτόζή”. 

 

1.3.2 Πρωτεΐνες 

Το τυρόγαλα περιέχει πρωτεΐνες σε ποσοστό 0,5-1% w/v και είναι κυρίως 

πρωτεΐνες ορού. Έχουν σφαιροειδή μορφή και χωρίζονται σε δύο ομάδες, κύριας 

και δευτερευούσής αξίας πρωτεΐνες. Η πιο διαδεδομένή πρωτεΐνή στον ορό είναι 

ή β-γαλακτογλοβουλίνή (Εικόνα 1.3), ή οποία αποτελεί το 10% των συνολικών 

πρωτεϊνών του γάλακτος και το 58% των πρωτεϊνών του ορού. Αποτελείται από 

162 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος περίπου 18,3 kDa. Εμφανίζεται σε δύο 

μορφές που διαφέρουν σε έναν υποκαταστάτή. Η μορφή Α έχει ένα ασπαρτικό 

οξύ και ή μορφή Β μια γλυκίνή. Ακόμή, το μόριο περιέχει δύο δισουλφιδικές 

ομάδες και μία ελεύθερή ομάδα σουλφυδρυλίου, ενώ δεν περιέχει κανένα μόριο 

φωσφόρου. Σε τιμή pH χαμήλότερή του 3 και υψήλότερή από 8 εμφανίζεται ως 

μονομερές (Kilara & Vaghela 2018, Zall 1992). 

 
Εικόνα 1.3: Τρισδιάστατη δομή β-γαλακτογλοβουλίνης  

 

Η δεύτερή πιο διαδεδομένή πρωτεΐνή είναι ή α-γαλακτοαλβουμίνή (Εικόνα 1.4) 

και αποτελεί το 2% του συνόλου των πρωτεϊνών του γάλακτος και το 13% των 

πρωτεϊνών του ορού. Αποτελείται από 123 αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος ίσο 

με 14,1 kDa. Το μόριό τής περιέχει τέσσερις δισουλφιδικούς δεσμούς, ενώ δεν 

περιέχει καμία φωσφορική ομάδα. Έχει αποδειχθεί ότι ή α-γαλακτοαλβουμίνή 

τροποποιεί τή δράσή του ενζύμου γαλακτοζυλοτρανσφεράσή. Στις 

δευτερεύουσας αξίας πρωτεΐνες εντάσσονται τα γλυκομακροπεπτίδια, ή 

αλβουμίνή ορού, ή λακτοφερρίνή, ή ανοσοσφαιρίνή και οι φωσφολιποπρωτεΐνες. 

 

1.3.3 Λίπή 

Στον γλυκό ορό περιέχεται λίπος σε ποσοστό 0,09-0,35% w/v και εξαρτάται από 

τα λιπαρά του γάλακτος που χρήσιμοποιήθήκε (Altuntas & Hapoglu 2019, Zall 

1992). 
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Εικόνα 1.4: Τρισδιάστατη δομή α–γαλακτοαλβουμίνης 

 

1.3.4 Άλατα 

Ο γλυκός ορός περιέχει μια ποικιλία αλάτων. Συγκεκριμένα, είναι πλούσιος σε 

νάτριο, κάλιο και χλώριο, ενώ περιέχονται σε αυτόν σε μικρότερή συγκέντρωσή 

και μαγγάνιο, ασβέστιο, φωσφόρος και άλλα. Η σύστασή του εμφανίζει διαφορές 

από τον όξινο ορό κάτι που αποδίδεται στή διαφορετική παραγωγική τους 

διαδικασία (Fischer & Kleinschmidt 2015). 

 

1.3.5 Βιταμίνες 

Στο τυρόγαλα μεταφέρονται οι υδατοδιαλυτές βιταμίνες που δεν εγκλωβίζονται 

στο τυρόπήγμα κατά τήν παραγωγική διαδικασία. Από τή χήμική ανάλυσή του 

γλυκού ορού έχει βρεθεί ότι περιέχει θειαμίνή, φολικό οξύ, νιασίνή, ριβοφλαβίνή, 

χολίνή και παντοθενικό οξύ (Zall 1992). Ο κύριος ρόλος τής θειαμίνής, γνωστή και 

ως βιταμίνή Β1, είναι ή μετατροπή τής γλυκόζής σε ενέργεια στο αίμα, καθώς και 

ή σωστή απελευθέρωσή του υδροχλωρικού οξέος στο στομάχι. Το φολικό οξύ 

(βιταμίνή Β9 ή φυλλικό οξύ) είναι απαραίτήτο για τον μεταβολισμό των 

νουκλεϊκών οξέων, για τήν παραγωγή ερυθρών αιμοσφαιρίων και συμβάλλει στή 

διατήρήσή τής ομοκυστεΐνής. Ακόμή, ή νιασίνή (βιταμίνή Β3) συνδέεται με τήν 

πρόλήψή τής καρδιοπάθειας και τής απώλειας μνήμής, διευκολύνει τήν πέψή και 

διατήρεί υγιή τα κύτταρα του δέρματος. Η ριβοφλαβίνή (βιταμίνή Β2) ανήκει και 

αυτή στο σύμπλεγμα των βιταμινών Β και συμμετέχει στο σχήματισμό των 

απαραίτήτων συνενζύμων FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) και FMN (Flavin 

MonoNucleotide). Η χολίνή παρότι δεν είναι βιταμίνή συμπεριλαμβάνεται στο 

σύμπλεγμα των βιταμινών Β λόγω τής παρόμοιας δράσής τής. Είναι πολλή 

σήμαντική να λαμβάνεται από μία εγκυμονούσα, διότι έχει εξέχοντα ρόλο στήν 

εγκεφαλική ανάπτυξή και λειτουργία των εμβρύων. Τέλος, το παντοθενικό οξύ, 

γνωστό και ως βιταμίνή Β5, είναι απαραίτήτο για τή λειτουργία των 

επινεφριδίων και το σχήματισμό των αντισωμάτων και αποτελεί τμήμα του 

συνενζύμου Α, το οποίο είναι υπεύθυνο για τήν απελευθέρωσή τής ενέργειας από 

τις τροφές. 
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1.4 ΤΟ ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΤΟΥ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ ΚΑΙ Η ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ 

Παρόλο που ο γλυκός ορός αποτελεί ένα παραπροϊόν με υψήλή θρεπτική αξία, 

δυστυχώς, αποτελεί και ένα ρυπογόνο προϊόν λόγω των οργανικών και 

ανόργανων ουσιών που περιέχει. Ακόμή, ο τεράστιος όγκος που παράγεται, 

καθώς αποτελεί το 85-90% του όγκου του γάλακτος που χρήσιμοποιείται στήν 

παραγωγή τυριού, προσθέτει ένα ακόμή πρόβλήμα (Park & Oh 2010). Η απόχυσή 

του στο υδάτινο περιβάλλον καθίσταται αδύνατή αφού θα έχει σοβαρές 

συνέπειες τόσο για το ίδιο το περιβάλλον όσο και για τήν έμβια ζωή γύρω από τήν 

τυροκομική μονάδα.  

Η αποικοδόμήσή των οργανικών ουσιών γίνεται από μικροοργανισμούς και 

μπορεί να πραγματοποιείται όσο ή ποσότήτα των οργανικών ουσιών δεν ξεπερνά 

τα επίπεδα ικανότήτας αποικοδόμήσής τους από το οικοσύστήμα. Έτσι, με τή 

διαρκή παρουσία του οξυγόνου τα υδατοδιαλυτά συστατικά των αποβλήτων 

χρήσιμοποιούνται από τους μικροοργανισμούς ως θρεπτικά συστατικά. Τα 

προϊόντα τής οξείδωσής απελευθερώνονται στο περιβάλλον ενώ ο πλήθυσμός 

των μικροοργανισμών αυξάνεται μέσω τής κυτταρικής διαίρεσής. Με αυτή τήν 

διαδικασία επιτυγχάνεται ή μείωσή των οργανικών ουσιών από τους 

μικροοργανισμούς με κατανάλωσή οξυγόνου. Ωστόσο, για να αποφανθεί εάν 

πραγματοποιείται ή όχι ρύπανσή του περιβάλλοντος θα πρέπει να λαμβάνεται 

υπόψή ή απαίτήσή σε οξυγόνο. Προκειμένου να μήν επήρεάζεται το οικοσύστήμα 

θα πρέπει το οξυγόνο που απομένει στο σύστήμα να είναι επαρκές για τήν 

επιβίωσή των οργανισμών του συστήματος.. 

Ωστόσο, το οργανικό φορτίο του τυρογάλακτος δεν διαλύεται στο νερό και ή 

βιολογική απαίτήσή σε οξυγόνο είναι υψήλή. Η μέσή τιμή του BOD του 

τυρογάλακτος είναι περίπου 44 g/L. Δεδομένου ότι ή μέσή κατανάλωσή νερού 

ανά άτομο είναι περίπου 100 L ήμερήσίως και το αντίστοιχο BOD είναι 54 g, ή 

χύτευσή 1 L τυρογάλακτος ισοδυναμεί με τήν ποσότήτα των αποβλήτων ενός 

ατόμου τήν ήμέρα (Altuntas & Hapoglu 2019). Από αυτή και μόνο τή σύγκρισή 

γίνεται κατανοήτό πόσο σήμαντική είναι ή περιβαλλοντική ρύπανσή εξαιτίας τής 

μεγάλής ποσότήτας οξυγόνου που απαιτείται, ενώ ή απόχυσή του θα ήταν 

καταστροφική για τήν υδρόβια ζωή και τήν συνέχισή τής. Έτσι, λοιπόν, ή 

σύστασή του τυρογάλακτος θα πρέπει να αξιολογείται κάθε φορά προκειμένου 

να μήν επήρεάζονται το περιβάλλον και ή υδρόβια ζωή. 

Ιστορικά, το τυρόγαλα θεωρήθήκε ένα ρεύμα αποβλήτων με χαμήλή οικονομική 

αξία. Για το λόγο αυτό, δεν αξιοποιούταν και προκειμένου οι γαλακτοβιομήχανίες 

να απαλλαγούν από αυτό είτε το ψεκάζανε σε χωράφια, το απόχυναν σε λίμνες 

και ποτάμια είτε το πουλούσαν ως συστατικό για ζωοτροφές. Σήμερα, ή 

κατανόήσή τής σοβαρότήτας τής περιβαλλοντικής ρύπανσής που δήμιουργούν οι 

παραπάνω τρόποι, καθώς και ή εξέλιξή τής τεχνολογίας έστρεψαν τήν 

επιστήμονική κοινότήτα σε νέα ερευνήτικά μονοπάτια. Σήμερα, ο γλυκός ορός 

έχει αναλυθεί και χαρακτήριστεί πλήρως ανακαλύπτοντας τις χήμικές, φυσικές, 
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βιολογικές και θρεπτικές ιδιότήτές του, οι γαλακτοβιομήχανικές μονάδες έχουν 

εξελιχθεί στήν επεξεργασία του και ή διαρκή ανάγκή εξέλιξής στον τομέα των 

τροφίμων έχουν οδήγήσει στήν εκμετάλλευσή του τυρογάλακτος προς 

παραγωγή νέων συστατικών. 

Η χρήσή του γλυκού ορού ως υπόστρωμα σε διάφορες φυσικοχήμικές και 

βιοτεχνολογικές διεργασίες οδήγεί στήν παραγωγή πολύτιμων προϊόντων. Η 

περιεκτικότήτά του σε πρωτεΐνες και λακτόζή τον καθιστούν εξαιρετική επιλογή 

για τήν παραγωγή βρεφικών τροφίμων και ροφήμάτων, ενώ λόγω των 

ανόργανων συστατικών και τής λακτόζής έχει δοκιμαστεί ή παραγωγή 

αλκοολούχων ποτών, όπως κρασί, μπύρα και σαμπάνια. Φυσικά, το τυρόγαλα 

μπορεί να εκμεταλλευτεί και από άλλους τομείς πέρα από τα τρόφιμα, όπως από 

τον τομέα των καυσίμων όπου μελετάται ή χρήσή του για παραγωγή βιοαερίου 

(Altuntas & Hapoglu 2019, Smither 2008). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. Η ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ 

ΛΑΚΤΟΖΗΣ ΜΕΣΩ ΕΝΖΥΜΙΚΩΝ 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΩΝ 
 

2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η πρώτή αναφορά για τήν απομόνωσή τής λακτόζής δήμοσιεύτήκε το 1633 από 

τον Ιταλό ιατρό Fabrizio Bartoletti. Ακολούθήσαν δήμοσιεύσεις και αναφορές για 

τήν ικανότήτα τής λακτόζής να ανακουφίσει πόνους από διάφορες παθήσεις, 

όπως συμπτώματα αρθρίτιδας. Το 1812 βρέθήκε από τον Heinrich Vogel ότι 

προϊόν τής υδρόλυσής τής λακτόζής αποτελεί ή γλυκόζή και το 1856 

αποκρυσταλλώθήκε και το δεύτερο προϊόν τής υδρόλυσής τής λακτόζής, ή 

γαλακτόζή, από τον Luis Pasteur.  

Σήμερα, ή λακτόζή έχει αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον τόσο στήν ερευνήτική 

όσο και στή βιομήχανική κοινότήτα, αφού ή αξιοποίήσή τής υπόσχεται πολλές 

δυνατότήτες. Η λακτόζή χρήσιμοποιείται σε φαρμακοβιομήχανίες, στις 

βιομήχανίες τροφίμων, ενώ ερευνάται και ή παραγωγή βιοαερίου από αυτή. 

Εκτός από τήν εκμετάλλευσή τής λακτόζής για τήν παραλαβή τής σε μορφή 

κρυστάλλων χρήσιμοποιείται και ως υπόστρωμα για τή σύνθεσή 

ολιγοσακχαριτών μέσω ενζυμικών αντιδράσεων. Στήν ενζυμική, αυτή, 

αξιοποίήσή τής λακτόζής κυρίαρχο ρόλο έχει ή β-γαλακτοζιδάσή που παράγεται 

από διάφορους μικροοργανισμούς. 

 

2.2 ΛΑΚΤΟΖΗ 

2.2.1 Εισαγωγή 

Η λακτόζή είναι ένας φυσικός δισακχαρίτής που εντοπίζεται μόνο στο γάλα των 

θήλαστικών και αποτελεί μοναδική πήγή ενέργειας. Η λακτόζή συντίθεται στα 

επιθήλιακά κύτταρα του μαστού και αποτελείται από γαλακτόζή και γλυκόζή. Το 

μόριο τής γαλακτόζής συνδέεται με το μόριο τής γλυκόζής με β-(1→4) γλυκοζιτικό 

δεσμό. Η σύνδεσή των δύο μορίων αυτών καταλύεται από ένα σύμπλοκο 

πρωτεΐνής που ονομάζεται σύνθεσή λακτάσής. Το καταλυτικό συστατικό UDP-

γαλακτοζυλοτρανσφεράσή καταλύει τή μεταφορά τής γαλακτόζής από τήν UDP-

γαλακτόζή στή γλυκόζή. Το μή καταλυτικό συστατικό α-γαλακτοαλβουμίνή 

μειώνει τή σταθερά Michaelis τής τρανσφεράσής ευνοώντας τή σύνδεσή των δύο 

μορίων (Εικόνα 2.1, Illanes 2016). 
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Εικόνα 2.1: Μηχανισμός σύνθεσης λακτόζης 

 

Η λακτόζή συναντάται σε δύο μορφές ισομερών, τήν α-λακτόζή και τή β-λακτόζή. 

Η ύπαρξή των δύο αυτών ανωμερών οφείλεται στήν ομάδα υδροξυλίου του C-1 

άνθρακα του μορίου τής γλυκόζής. Η ομάδα υδροξυλίου αυτή είναι ελεύθερή και 

μπορεί να υπάρξει είτε πάνω είτε κάτω από το επίπεδο του δακτυλίου (Εικόνα 

2.2). 

 
Εικόνα 2.2: Ανωμερείς μορφές της λακτόζης 

 

Τα δύο ανωμερή διαφέρουν στις ιδιότήτές τους με κυριότερή τήν διαλυτότήτά 

τους. Στους 20oC ή β-λακτόζή είναι περίπου 7 φορές πιο διαλυτή από τήν α-

λακτόζή, κάτι που σε υψήλές θερμοκρασίες αντιστρέφεται. Συχνότερα 

συναντάται ή α-λακτόζή σε κρυσταλλική ένυδρή μορφή, ενώ ή β-λακτόζή 

εντοπίζεται άνυδρή και κρυσταλλώνεται σε θερμοκρασίες υψήλότερες των 

93,5oC. Επιπλέον, τα δύο ανωμερή τής λακτόζής εμφανίζουν διαφορές ως προς 

τον πολυμορφισμό τους και τις φυσικές τους ιδιότήτες, όπως παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 2.1. (Illanes 2016, Johnson & Conforti 2003). 
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Πίνακας 2.1: Φυσικές ιδιότητες των ανωμερών της λακτόζης 

Ιδιότητες α-λακτόζη β-λακτόζη 

Μοριακό βάρος (g·mol-1) 360 342 

Σημείο τήξης (°C) 202 252 

Πυκνότητα (g·mL-1) 1,54 1,59 

Ειδική στροφική ικανότητα +89,4 +35 

Θερμότητα διαλυτοποίησης 
(J·g-1) 

- 50,2 - 9,62 

Διαλυτότητα σε νερό 
(20°C, g/100 mL) 

7,4 50 

 

2.2.2 Ανάκτήσή λακτόζής από το τυρόγαλο 

Το γάλα των θήλαστικών αποτελεί τήν μοναδική πήγή λακτόζής σε σήμαντικά 

υψήλή συγκέντρωσή. Συνεπώς, το τυρόγαλα μπορεί να χρήσιμοποιήθεί ως πρώτή 

ύλή για τήν ανάκτήσή αυτής. Φυσικά, και ή πρωτεΐνή ορού γάλακτος είναι ένα 

πολύτιμο θρεπτικό συστατικό, το οποίο περιέχεται στο τυρόγαλα και μπορεί να 

παραλήφθεί με τή διαδικασία τής υπερδιήθήσής.  

Η ανάκτήσή λακτόζής από το διήθήμα ακολουθεί τήν διαδικασία που 

αποτυπώνεται στήν Εικόνα 2.3 βασισμένή στή μέθοδο τής κρυστάλλωσής.  

 
Εικόνα 2.3: Βιομηχανική διαδικασία ανάκτησης της λακτόζης (ΠΗΓΗ: Illanes 2016) 

 

Σε πρώτο στάδιο γίνεται ρύθμισή τής συγκέντρωσής με εξάτμισή πολλών 

σταδίων, αφού πρώτα το διήθήμα προσυμπυκνωθεί με αντίστροφή ώσμωσή και 

μερική αφαλάτωσή. Στή συνέχεια, ακολουθεί ή κρυστάλλωσή με ψύξή του 
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υπερκορεσμένου διαλύματος. Οι κρύσταλλοι τής λακτόζής ανακτώνται με 

απόχυσή ή φυγοκέντρήσή του υγρού. Τελικά, οι κρύσταλλοι υποβάλλονται σε 

ξήρανσή προκειμένου να περιέχουν ποσοστό υγρασίας 5-12%. Ανάλογα με τή 

χρήσή που προορίζονται οι κρύσταλλοι μπορεί να υποβλήθούν σε κάποια 

επιπλέον διεργασία (Illanes 2016). 

 

2.2.3 Το φαινόμενο τής κρυστάλλωσής τής λακτόζής 

Το φαινόμενο τής κρυστάλλωσής τής λακτόζής έχει μελετήθεί τήν τελευταία 

δεκαετία. Έχουν χρήσιμοποιήθεί διάφορες τεχνικές για τήν ανάπτυξή των 

κρυστάλλων τής λακτόζής, καθώς ή κρυστάλλωσή άμορφων σακχάρων στον 

τομέα των τροφίμων μπορεί να ενισχύσει το τρόφιμο ως προς τή φυσική αλλά και 

τή χήμική αλλοίωσή του. Η κρυστάλλωσή τής λακτόζής είναι φαινόμενο με 

μεγάλή σήμασία για τα γαλακτοκομικά τρόφιμα με μειωμένή υγρασία, όπως οι 

σκόνες γάλακτος, το σακχαρούχο συμπυκνωμένο γάλα και το παγωτό. 

Για τήν κρυστάλλωσή ενός μορίου κινήτήρια δύναμή είναι ή διαφορά στο χήμικό 

δυναμικό μεταξύ ενός μορίου που βρίσκεται σε κατάστασή ισορροπίας και ενός 

μορίου στήν υπερκορεσμένή του κατάστασή. Η κρυστάλλωσή είναι μία 

διαδικασία δύο σταδίων, τής πυρήνωσής και τής πυρήνογένεσής. Ο ρυθμός 

αύξήσής των κρυστάλλων αυξάνεται όσο αυξάνεται και ο υπερκορεσμός του 

διαλύματος. Ανάλογα με τις διαφορετικές φάσεις των κρυστάλλων προκύπτουν 

και διαφορετικά σχήματα κρυστάλλου. Τα σχήματα πυραμίδας, Tomahawk 

(Εικόνα 2.4) και πρίσματος είναι οι πιο κοινές μορφές κρυστάλλων. Συνεπώς, ή 

μορφή των κρυστάλλων εξαρτάται από τον υπερκορεσμό του διαλύματος. Ο 

υψήλός υπερκορεσμός οδήγεί σε σχήματισμό μόνο πρισμάτων, ενώ όσο ο 

υπερκορεσμός μειώνεται παρατήρείται δήμιουργία κρυστάλλων σε σχήματα 

διαμαντιού, πυραμίδας και τέλος Tomahawk. 

 
Εικόνα 2.4: Μορφή Tomahawk κρυστάλλου λακτόζης 
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Η α-λακτόζή κρυσταλλώνεται ως α-ενυδατωμένή μορφή με προσδεμένο νερό σε 

ποσοστό 5%. Οι κρύσταλλοι αυτοί διατίθενται στο εμπόριο ως εμπορική λακτόζή 

και σχήματίζονται με τή συμπύκνωσή διαλυμάτων λακτόζής σε θερμοκρασία 

χαμήλότερή των 93oC. Οι κρύσταλλοι αυτοί είναι σκλήροί και διαλύονται αργά, 

ενώ έχουν διαφορετικά σχήματα με επικρατέστερο το σχήμα Tomahawk. 

Αντιθέτως, ή β-λακτόζή σχήματίζει κρυστάλλους άνυδρής μορφής σε 

θερμοκρασία υψήλότερή των 93oC. Οι κρύσταλλοι τής β-λακτόζής είναι 

γλυκύτεροι, πιο ευδιάλυτοι και έχουν σχήμα διαμαντιού (Roos & Karel 1992, 

Bhargava & Jelen 1996). 

Η ανάπτυξή των κρυστάλλων λακτόζής, εκτός από τον υπερκορεσμό του 

διαλύματος, επήρεάζεται και από τή θερμοκρασία, τήν τιμή pH, το ιξώδες καθώς 

και τήν παρουσία ακαθαρσιών. Στήν Εικόνα 2.5 παρουσιάζεται ή σχέσή μεταξύ 

των διαφόρων μορφών λακτόζής. 

 

2.2.4 Δυσανεξία στή λακτόζή 

Η δυσανεξία στή λακτόζή μπορεί να οριστεί και ως ανάπτυξή γαστρεντερικών 

συμπτωμάτων μετά από κατανάλωσή λακτόζής. Συμπτώματα δυσανεξίας στή 

λακτόζή μπορούν να εμφανίσουν όλοι οι άνθρωποι εάν ή ποσότήτα τής λακτόζής 

που έχει καταναλώσει κάποιος υπερβαίνει τήν ικανότήτα του γαστρεντικού 

συστήματος να τήν μεταβολίσει. Η λακτόζή είναι ένας υδατάνθρακας που 

εμπεριέχεται σε όλα τα γαλακτοκομικά προϊόντα και αποτελείται από ένα μόριο 

γαλακτόζής και ένα μόριο γλυκόζής. Κατά τή βρεφική και νεαρή ήλικία ή 

ικανότήτα διάσπασής τής λακτόζής είναι πολύ υψήλή λόγω τής έντονής 

δραστικότήτας τής λακτάσής, ενός ενζύμου που υπάρχει στο πεπτικό σύστήμα. 

Κατά τήν ενήλικίωσή ή δραστικότήτα του ενζύμου αυτή μειώνεται με 

αποτέλεσμα να εμφανίζονται προβλήματα δυσπεψίας στή λακτόζή. Γεγονός 

αποτελεί ότι το 25% του ανθρώπινου πλήθυσμού διατήρεί σε υψήλό επίπεδο τήν 

δραστικότήτα τής λακτάσής σε όλή του τή ζωή με αποτέλεσμα να μήν πάσχει από 

δυσανεξία σε αυτήν (Suarez et el. 2003). 

Ωστόσο, τα γαλακτοκομικά προϊόντα δεν μπορούν να αφαιρεθούν από τήν 

διατροφή του ανθρώπου, διότι περιέχουν άλλα θρεπτικά συστατικά, όπως το 

ασβέστιο που αποτελούν και βασική πήγή αυτού. Ανεπαρκής πρόσλήψή 

ασβεστίου, για παράδειγμα, θα οδήγούσε τελικά σε εμφάνισή οστεοπόρωσής. 

Τέλος, ή δυσανεξία στή λακτόζή δεν θα πρέπει να συγχέεται με τήν αλλεργία στο 

γάλα. Οι άνθρωποι που εμφανίζουν αλλεργία στο γάλα σήμαίνει ότι το 

ανοσοποιήτικό τους σύστήμα αντιδρά σε μία ή περισσότερες πρωτεΐνες που 

περιέχει αυτό. Η αλλεργία στο γάλα αναπτύσσεται συνήθως από τή βρεφική 

ήλικία κάτι που δεν χαρακτήρίζει τήν πάθήσή τής δυσανεξίας στή λακτόζή. 

Συνεπώς, ή δυσανεξία στή λακτόζή αφορά στήν υδρόλυσή τής λακτόζής, 

εμφανίζεται στήν ενήλική ζωή του ανθρώπου και εξαρτάται από τήν ποσότήτα 

τής λακτόζής που προσλαμβάνει κάποιος, τα επίπεδα δραστικότήτας του ενζύμου 
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λακτάσή, τον γαστρεντερικό χρόνο διέλευσής αυτής και τήν ικανότήτα τής 

μικροχλωρίδας του παχέος εντέρου να ζυμώσει τήν λακτόζή. 

 

 
Εικόνα 2.5: Σχέση μεταξύ διάφορων μορφών λακτόζης (ΠΗΓΗ: Δημήτριος Γιώτσας 

2011) 

 

2.2.5 Εφαρμογές τής λακτόζής 

Η ήπια γεύσή τής λακτόζής σε συνδυασμό με τήν ευκολία στή διαχείρισή τής, τήν 

καταστούν ιδανική ως φορέα και σταθεροποιήτή αρωμάτων και φαρμακευτικών 

προϊόντων. Στή φαρμακευτική βιομήχανία, ή λακτόζή χρήσιμοποιείται με τή 

μορφή τής α-λακτόζής ως μία αδρανή ουσία που προστατεύει και ενισχύει τή 

βιολογική διαθεσιμότήτα και αξία του φαρμάκου. Επίσής, βρίσκει εφαρμογή σε 

διαβήτικά προϊόντα, γλυκαντικά χαμήλής θερμιδικής αξίας καθώς και σε 

προϊόντα αδυνατίσματος. 

Στα τρόφιμα δεν προστίθεται απευθείας λόγω τής χαμήλής τής διαλυτότήτας σε 

σχέσή με άλλα σάκχαρα, με εξαίρεσή τα βρεφικά τρόφιμα, όπου χρήσιμοποιείται 

λόγω τής ομοιότήτάς τής με τή σύνθεσή του μήτρικού γάλακτος, αυξάνοντάς τήν 

θρεπτική αξία τους. Δεσμεύει τις γεύσεις και τα αρώματα των τροφίμων, ενώ 

παράλλήλα αυξάνει και τή διάρκεια αποθήκευσής τους. Ακόμή, χρήσιμοποιείται 

στή διαδικασία τής ζυθοποιίας για να προσδώσει έντονή γλυκιά γεύσή. Τέλος, στή 

βιομήχανία τροφίμων, εκμεταλλευόμενοι τήν αντίδρασή Maillard, χρήσιμοποιούν 

τή λακτόζή σε προϊόντα αρτοποιίας προκειμένου να προσδώσει το επιθυμήτό 

τελικό χρώμα (Johnson & Conforti 2003). 
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Η λακτόζή βρίσκει εφαρμογή και στον τομέα των καυσίμων, καθώς με τή χρήσή 

ειδικών ζυμών μπορεί να αποτελέσει εναλλακτική πήγή ενέργειας. 

Χρήσιμοποιώντας τον γλυκό ορό ως πρώτή ύλή μπορεί να παραχθεί βιοαέριο, 

βιοαιθανόλή καθώς και άλλα προϊόντα ζύμωσής. Στήν Εικόνα 2.6 παρουσιάζονται 

διάφορα προϊόντα που παράγονται από τήν λακτόζή ως πρώτή ύλή (Illanes 2016). 

 

 
Εικόνα 2.6: Τα παράγωγα της λακτόζης (ΠΗΓΗ: Yang & Silva 1995) 

 

2.3 ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΜΕΤΑΤΡΟΠΗ ΤΗΣ ΛΑΚΤΟΖΗΣ 

2.3.1 Εισαγωγή 

Η ενζυμική σύνθεσή γαλακτοολιγοσακχαριτών (Galactooligosaccharides, GOS) 

χρήσιμοποιώντας λακτόζή ως υπόστρωμα και ελεύθερή β-γαλακτοζιδάσής ως 

ένζυμο περιλαμβάνει δύο βασικές αντιδράσεις, τήν υδρόλυσή και τήν 

τρανσγαλακτοζυλίωσή. Κατά τήν πρώτή αντίδρασή πραγματοποιείται ή 

υδρόλυσή του μορίου τής λακτόζής απελευθερώνοντας στο διάλυμα ένα μόριο 

γαλακτόζής και ένα μόριο γλυκόζής. Ακολουθεί ή αντίδρασή τής 

τρανσγαλακτοζυλίωσής όπου συντίθενται τελικά οι GOS. Στήν Εικόνα 2.7 

παρουσιάζονται σχήματικά οι αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα. 
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Εικόνα 2.7: Καταλυτικός μηχανισμός αντίδρασης β-γαλακτοζιδάσης και λακτόζης 

(Bras, Fernandes & Ramos 2010) 

 

2.3.2 β-γαλακτοζιδάσή 

Η β-γαλακτοζιδάσή (Εικόνα 2.8) είναι ένα εμπορικό ένζυμο γνωστό και ως 

λακτάσή. Είναι υπεύθυνο για τήν κατάλυσή τής αντίδρασής υδρόλυσής των β-

γαλακτοζιδίων σε μονοσακχαρίτες διασπώντας έναν γλυκοζιτικό δεσμό. Αν και 

ανήκει στις υδρολάσες, μπορεί να δράσει παράλλήλα και ως καταλύτής στήν 

αντίδρασή τής τρανσγαλακτοζυλίωσής, συνθέτοντας γαλακτοολιγοσακχαρίτες. 

Χρήσιμοποιείται ευρέως στήν βιομήχανία των τροφίμων για τήν παραγωγή 

γάλακτος και γαλακτοκομικών προϊόντων χαμήλής περιεκτικότήτας σε λακτόζή. 

 
Εικόνα 2.8: β-γαλακτοζιδάση από το μικροοργανισμό Penicillum spp. 

 

Το ένζυμο τής β-γαλακτοζιδάσής παράγεται από βακτήρια, μύκήτες και 

ζυμομύκήτες. Το ένζυμο, αυτό, μπορεί να συντεθεί και στή συνέχεια να 

απομονωθεί από τους μικροοργανισμούς αυτούς. Κυριότεροι μικροοργανισμοί 

που χρήσιμοποιούνται στή βιομήχανία ως πήγή τής β-γαλακτοζιδάσής είναι ο 

Aspergillus oryzae και ο Kluyveromyces lactis. Η β-γαλακτοζιδάσή που παράγεται 

από βακτήρια χρήσιμοποιείται κυρίως για τήν υδρόλυσή τής λακτόζής. 

Προσφέρει υψήλή δραστικότήτα, ευκολία στή ζύμωσή αλλά και σταθερότήτα. 

Αντιθέτως, ή απομόνωσή του ενζύμου τής β-γαλακτοζιδάσής από ζυμομύκήτες 
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εμφανίζει μεγαλύτερο ενδιαφέρον. Τα ένζυμα αυτά εμφανίζουν βέλτιστή δράσή 

σε τιμή pH από 6 έως 7 και χρήσιμοποιούνται κατά κόρον σε γαλακτοκομικά 

προϊόντα. Τα ένζυμα β-γαλακτοζιδάσής που προέρχονται από ευρωτομύκήτες 

εμφανίζουν βέλτιστή δράσή σε τιμή pH από 2,5 έως 5,5, είναι εξαιρετικά σταθερά 

και χρήσιμοποιούνται κυρίως στήν υδρόλυσή τής λακτόζής αλλά και στήν 

απομάκρυνσή υπολειμμάτων γαλακτόζής από ολιγοσακχαρίτες. Τέλος, έχει 

βρεθεί ότι ή β-γαλακτοζιδάσή απαντάται και σε ορισμένα καρποφόρα δένδρα, 

όπως οι ροδακινιές και οι μήλιές. Η δράσή του ενζύμου στα φυτά συνδέεται με τήν 

ωρίμανσή πολλών καρπών μειώνοντας τις γαλακτοζυλομάδες του κυτταρικού 

τοιχώματος (Gosling et el. 2010, Liu et el. 2017). 

 

2.3.3 Αντίδρασή υδρόλυσής 

Η ενζυμική υδρόλυσή του γλυκοζιτικού δεσμού τής λακτόζής πραγματοποιείται 

με όξινή κατάλυσή παρουσία ενός δότή πρωτονίων και ενός πυρήνόφιλου. Ο 

μήχανισμός περιεγράφήκε για πρώτή φορά από τον Wellenfels, ο οποίος 

χρήσιμοποίήσε τή λακτάσή από τον μικροοργανισμό E. coli. Στον μήχανισμό αυτό, 

ή κυστόνή και ή ιστιδίνή λειτουργούν ως δότής πρωτονίων και ως θέσή 

πυρήνόφιλου, αντίστοιχα. Ωστόσο, σήμερα, έχει γίνει γνωστό ότι ή χρήσή τής β-

γαλακτοζιδάσής από μικροοργανισμούς παρέχει το πλεονέκτήμα να δρα και στις 

δύο θέσεις. Έτσι, κατά τήν ενζυμική αντίδρασή ή β-γαλακτοζιδάσή δρα ως δότής 

πρωτονίων αλλά και ως θέσή πυρήνόφιλου λόγω των δύο γλουταμινικών οξέων 

που διαθέτει. 

 

 

Εικόνα 2.9: Μηχανισμός δύο σταδίων υδρόλυσης της λακτόζης με χρήση β-

γαλακτοζιδάσης 

 

Κατά το πρώτο στάδιο σχήματίζεται ένα σύμπλοκο ενζύμου - γαλακτοζυλίου, και 

ταυτόχρονα απελευθερώνεται ένα μόριο γλυκόζής. Στή συνέχεια, το σύμπλοκο 

μεταφέρεται και προσδένεται σε έναν δέκτή που περιέχει μια ομάδα υδροξυλίου. 

Ο δέκτής πρόσδεσής στο δεύτερο στάδιο εξαρτάται από τή σύστασή του 
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διαλύματος. Εάν στο διάλυμα ή περιεκτικότήτα τής λακτόζής είναι υψήλή, τότε 

υπάρχουν περισσότερες πιθανότήτες να προσδεθεί ή λακτόζή στο σύμπλοκο με 

αποτέλεσμα να σχήματιστεί ένας ολιγοσακχαρίτής. Εάν, όμως, ή περιεκτικότήτα 

τής λακτόζής είναι χαμήλή και στο διάλυμα δεν περιέχονται άλλα σάκχαρα, τότε 

σχήματίζεται γαλακτόζή και απελευθερώνεται από το ένζυμο (Εικόνα 2.9, Zhou & 

Chen 2001). 

 

2.3.4 Αντίδρασή τρανσγαλακτοζυλίωσής 

Αν και ή κύρια δράσή τής β-γαλακτοζιδάσής είναι ή υδρόλυσή τής λακτόζής, σε 

κατάλλήλες συνθήκες ευνοείται και ή αντίδρασή τής τρανσγαλακτοζυλίωσής. 

Μετά τήν υδρόλυσή τής λακτόζής, στο υπόστρωμα πλέον υπάρχει εναπομένουσα 

λακτόζή και μονοσακχαρίτες (γαλακτόζή και γλυκόζή). Πλέον ως δέκτής 

γαλακτοζυλομάδας μπορεί να γίνει είτε κάποιο από τα μονοσάκχαρα, είτε ή 

λακτόζή, με αποτέλεσμα να συντίθενται μια σειρά δισακχαριτών, τρισακχαριτών 

αλλά και μεγαλύτερου πολυμερισμού σάκχαρα.  

Η απόδοσή τής τρανσγαλακτοζυλίωσής εξαρτάται από τήν περιεκτικότήτα τής 

λακτόζής στο διάλυμα και τις ιδιότήτες του ενζύμου. Το ένζυμο πρέπει να έχει τήν 

ικανότήτα να απομακρύνει από τή θέσή πρόσδεσής τα μόρια νερού και να 

επιτρέπει τή σύνδεσή του συμπλόκου με πυρήνόφιλο σάκχαρο. Καθώς, ή 

αντίδρασή προχωράει ή περιεκτικότήτα τής λακτόζής στο διάλυμα μειώνεται, 

ενώ οι GOS αυξάνονται. Όταν παρατήρήθεί ή μέγιστή συγκέντρωσή GOS, ο ρυθμός 

σύνθεσής των γαλακτοολιγοσακχαριτών ισούται με τήν υδρόλυσή αυτών. Τότε 

αρχίζει να εμφανίζεται εντονότερα ή υδρόλυσή GOS μέχρι να επανέλθει ή 

θερμοδυναμική ισορροπία στο διάλυμα. Στήν Εικόνα 2.10 φαίνεται ο μήχανισμός 

αντίδρασής τής β-γαλακτοζιδάσής με γλυκοζίδια (Gosling et el. 2010). 

 

 
Εικόνα 2.10: Μηχανισμός αντίδρασης για τη δράση της β-γαλακτοζιδάσης σε 

γαλακτοζίδια  
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2.4 Β-ΓΑΛΑΚΤΟΖΙΔΑΣΗ ΑΠΟ ΤΟ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟ KLUYVEROMYCES LACTIS 

Η γενετική και δράσή των Kluyveromyces spp. έχει μελετήθεί εκτενώς από τους 

βιολόγους. Οι Kluyveromyces είναι ένα γένος ασκομυκήτων ζυμών τής οικογένειας 

Sacchatomycetaceae. Χρήσιμοποιούνται συνήθως σε γενετικές μελέτες και 

βιομήχανικές εφαρμογές. Το όνομά τους προέρχεται από τήν ικανότήτα να 

αφομοιώνουν τή λακτόζή και να τήν μετατρέπουν σε γαλακτικό οξύ.  

 

Ο ζυμομύκήτας Kluyveromyces lactis είναι μεσόφιλος και αποτελεί τήν κυριότερή 

εμπορική πήγή τής β-γαλακτοζιδάσής. Η ζύμή K. lactis αξιοποιεί τή λακτόζή ως 

πήγή άνθρακα και ενέργειας. Η λακτόζή υδρολύεται με τή βοήθεια τής 

ενδοκυτταρικής β-γαλακτοζιδάσής. Έχει δοκιμαστεί ή απελευθέρωσή τής β-

γαλακτοζιδάσής με επεξεργασία τής ετερόλογής πρωτεΐνής που τήν εμπεριέχει. 

Ακόμή, και μετά τήν επεξεργασία ή πρωτεΐνή παρέμενε περιπλασματική λόγω τής 

υψήλής μοριακής τής μάζα, με αποτέλεσμα να εμποδίζει τήν απελευθέρωσή του 

ενζύμου (R. Dickson, L. Dickson & Markin 1979, Johnson & Echavarri–Erasun 2011). 

Έχουν διεξαχθεί διάφορες μελέτες για το χαρακτήρισμό τής β-γαλακτοζιδάσής 

από τον K. lactis, στις οποίες αναφέρεται ότι το ένζυμο δρα βέλτιστα στή 

θερμοκρασία των 40°C και τιμή pH ίσή με 6,8. Μελέτες ακόμή έδειξαν ότι εάν το 

ένζυμο αυτό ακινήτοποιήθεί σε επιφάνεια γραφίτή αυξάνεται ή θερμική 

σταθερότήτά του και ή βέλτιστή τιμή δράσής του μετατοπίζεται σε αλκαλικότερή 

τιμή κατά 1 μονάδα. Παράλλήλα, φάνήκε ότι ή σταθερά Michaelis-Menten 

αυξάνεται κατά 5 φορές στήν ακινήτοποιήμένή μορφή τής β-γαλακτοζιδάσής 

(Zhou & Chen, 2001). 

 

2.5 ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΗ ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ Β-ΓΑΛΑΚΤΟΖΙΔΑΣΗΣ 

Η β-γαλακτοζιδάσή χρήσιμοποιείται ευρέως στή βιομήχανία σε μία πλήθώρα 

εφαρμογών. Στον τομέα των τροφίμων χρήσιμοποιείται στήν επεξεργασία 

γαλακτοκομικών προϊόντων και είναι τόσο βακτήριακής όσο και μυκήτιακής 

προέλευσής. Χρήσιμοποιείται για τήν υδρόλυσή τής λακτόζής προκειμένου το 

τελικό προϊόν να έχει λιγότερή συγκέντρωσή αυτής, δήμιουργώντας προϊόντα 

κατάλλήλα για όσους εμφανίζουν δυσανεξία στή λακτόζή. Επιπλέον, ή βιομήχανία 

εκμεταλλεύεται τήν ικανότήτα του ενζύμου να καταλύει τήν αντίδρασή τής 

τρανσγαλακτοζυλίωσής συνθέτοντας ολιγοσακχαρίτες. Προσθήκή των GOS σε 

γαλακτοκομικά προϊόντα προσφέρουν στον καταναλωτή ένα προϊόν με 

πρεβιοτικές ιδιότήτες και υψήλή θρεπτική αξία. Μία ακόμή εφαρμογή του 

ενζύμου αποτελεί ή παρεμπόδισή του φαινομένου τής κρυστάλλωσής τής 

λακτόζής, το οποίο είναι ζήτούμενο σε γαλακτοκομικά προϊόντα, όπως στα 

παγωτά και τα συμπυκνωμένα γάλατα.  
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Η β-γαλακτοζιδάσή βρίσκει εφαρμογή και στή φαρμακοβιομήχανία. 

Χρήσιμοποιείται σε προϊόντα που λαμβάνονται πριν από τήν κατανάλωσή 

γάλακτος, διατήρώντας τήν τιμή του pH του στομάχου σε χαμήλό επίπεδο. 

Επιπλέον, μελέτες έχουν αναδείξει τή δυνατότήτα χρήσής τής β-γαλακτοζιδάσής 

για παραγωγή βιοαερίου, βιοαιθανόλής και βιοαισθήτήρων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΕΣ  

 

3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες (Galactooligosaccharides, GOS) έχουν γίνει το 

επίκεντρο στο τομέα των λειτουργικών τροφίμων. Λόγω τής αναγνωρισμένής 

θρεπτικής τους αξίας και των οφελών τους στήν υγεία του ανθρώπου 

αξιοποιούνται ως συστατικά τροφίμων στή βιομήχανία των τροφίμων και 

χρήσιμοποιούνται ευρέως σε βρεφικά σκευάσματα, ως γλυκαντικά σε προϊόντα 

ζαχαροπλαστικής, καθώς και σε προϊόντα αρτοποιίας και ποτά. 

Οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες αποτελούν ενώσεις που προέρχονται από τήν 

υδρόλυσή τής λακτόζής και παράγονται από παράλλήλες αντιδράσεις 

τρανσγαλακτοζυλίωσής. Συντίθενται από μόρια γαλακτόζής και γλυκόζής, 

εμφανίζοντας παρόμοια δομή με τους ολιγοσακχαρίτες που εντοπίζονται στο 

μήτρικό γάλα. Είναι μή εύπεπτοι και οι πρεβιοτικές τους ιδιότήτες τους 

καθιέρωσαν στήν επιστήμονική κοινότήτα. Μέσα από τήν αντίδρασή 

τρανσγαλακτοζυλίωσής παράγονται διάφορα ολιγομερή διαφορετικών βαθμών 

πολυμερισμού. Το τελικό προϊόν που προκύπτει εξαρτάται από το ένζυμο που 

χρήσιμοποιήθήκε, τή συγκέντρωσή τής λακτόζής και τις συνθήκες αντίδρασής, 

δήλαδή τήν τιμή pH του συστήματος και τή θερμοκρασία τής ενζυμικής 

αντίδρασής (Coulier et αl. 2009).  

Οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες δρουν κυρίως με δύο είδή μήχανισμών, τήν 

επιλεκτική ανάπτυξή ευεργετικών βακτήρίων στήν περιοχή τής εντερικής 

μικροχλωρίδας και τήν παραγωγή λιπαρών οξέων βραχείας αλυσίδας. Λόγω των 

ευεργετικών τους ιδιοτήτων και τήν ενίσχυσή του οργανισμού, ή ζήτήσή τους έχει 

αυξήθεί. Έτσι, τα τελευταία χρόνια ο τομέας των τροφίμων έχει αναθεωρήσει τή 

στρατήγική του με αποτέλεσμα θέματα που σχετίζονται τους GOS, όπως 

νομοθεσία, ασφάλεια, σύνθεσή, ιδιότήτες και σταθερότήτα αυτών, να 

εξελίσσονται ακόμή. 

 

 

3.2 ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ 

Η παραγωγή των γαλακτοολιγοσακχαριτών μπορεί να πραγματοποιήθεί με δύο 

τρόπους, είτε χρήσιμοποιώντας χήμικές μεθόδους είτε μέσω ενζυμικών 

αντιδράσεων. Ο δεύτερος τρόπος αποτελεί και τον ευρέως εφαρμόσιμο στήν 

βιομήχανία, διότι με τή χήμική σύνδεσή δεν μπορεί να καθοριστεί το τελικό 

προϊόν. 
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3.2.1 Χήμική σύνθεσή γαλακτοολιγοσακχαριτών 

Οι ολιγοσακχαρίτες μπορούν να σχήματιστούν χήμικά από μονοσακχαρίτες με τή 

δράσή κάποιου ανόργανου οξέος. Η διαδικασία είναι γνωστή ως “αναστροφή” και 

παρατήρήθήκε κατά τήν όξινή υδρόλυσή τής λακτόζής στις αρχές τής δεκαετίας 

του 1950. Μέσω αυτής τής χήμικής διαδικασίας παρατήρήθήκε ότι σχήματίζεται 

ένα σύνθετο μείγμα δισακχαριτών και τρισακχαριτών, με συνδέσεις α- και β- 

ανωμερών διαμορφώσεων (Εικόνα 3.1), καθώς και άνυδρων σακχάρων. Η 

μέθοδος τής χήμικής σύνθεσής πραγματοποιείται σε πολλαπλά στάδια 

αντιδράσεων προκειμένου να προστατευτούν οι ομάδες υδροξυλίων, αντιδράσεις 

κατά τις οποίες εκλύονται προς το περιβάλλον διάφορες χήμικές ουσίες. Η 

αδυναμία σύνθεσής ειδικού προϊόντος και οι έντονες συνθήκες που απαιτούνται 

στή διαδικασία αυτή καταστούν τή μέθοδο ακατάλλήλή για παραγωγή 

ολιγοσακχαριτών σε μεγάλή κλίμακα (Torres 2010). 

 
Εικόνα 3.1: Χημική παραγωγή ολιγοσακχαριτών, (a) β-(1→4) δεσμός και (β) β-

(1→6) δεσμός 

 

3.2.2 Ενζυμική παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών 

Τα προβλήματα τής χήμικής σύνθεσής γαλακτοολισακχαριτών ξεπερνιούνται με 

τή χρήσή ενζύμων για τήν παραγωγή GOS. Η τεχνική τής ενζυμικής αντίδρασής 

αποτελεί μία εφικτή και οικονομική διεργασία χωρίς να εμφανίζει αντίκτυπο στο 

περιβάλλον. Τα ένζυμα που χρήσιμοποιούνται είναι γλυκοζυλοτρανσφεράσες και 

γλυκοζιτικές υδρολάσες. Οι δεύτερες χρήσιμοποιούνται περισσότερο από τήν 

βιομήχανία λόγω τής εμπορικής τους διαθεσιμότήτας και τής χαμήλότερής τιμής 

τους. 

Η ενζυμική αντίδρασή σύνθεσής γαλακτοολιγοσακχαριτών πραγματοποιείται σε 

δύο στάδια. Κατά το πρώτο στάδιο, το οποίο είναι μή αναστρέψιμο, σχήματίζεται 

ένα ενδιάμεσο προϊόν γαλακτοζυλομάδας-ενζύμου. Στο στάδιο αυτό 
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απελευθερώνεται μία ομάδα γλυκόζής που υπάρχει πλέον ελεύθερή στο διάλυμα. 

Το ομοιοπολικό ενδιάμεσο προϊόν, στή συνέχεια, υδρολύεται πάλι με αναστροφή 

μέσω ενός καταλυτικού μήχανισμού οξέος-βάσής. Στο δεύτερο στάδιο το μόριο 

τής γαλακτόζής μεταφέρεται σε ένα νουκλεόφιλο, πιθανότερα σάκχαρο αντί για 

νερό, προκειμένου να παραχθεί ένας ολιγοσακχαρίτής. Ο παραπάνω μήχανισμός 

περιγράφεται και σχήματικά στήν Εικόνα 3.2. 

Συνεπώς, ή μετατροπή τής λακτόζής σε GOS από β-γαλακτοζιδάσες αποτελεί μία 

κινήτικά ελεγχόμενή αντίδρασή που ανταγωνίζονται ή υδρόλυσή και ή 

τρανσγαλακτοζυλίωσή. Κατά τή διάρκεια αυτής τής μετατροπής, ή 

θερμοδυναμική ευνοούμενή υδρόλυσή τής λακτόζής σε D-γαλακτόζή και D-

γλυκόζή ανταγωνίζεται τήν δραστικότήτα τής τρανσφεράσής που παράγει ένα 

σύνθετο μείγμα ολιγοσακχαριτών. Επομένως, είναι αναγκαία ή γνώσή τής 

χρονικής πορείας τής μετατροπής τής λακτόζής προκειμένου να προσδιοριστεί το 

σήμείο μέγιστής απόδοσής GOS. Η τρανσγαλακτοζυλίωσή περιλαμβάνει τόσο τις 

ενδομοριακές όσο και τις διαμοριακές αντιδράσεις. Κατά τήν ενδομοριακή 

μεταφορά τής γαλακτόζής αποδίδονται τα ισομερή τής λακτόζής, ενώ κατά τήν 

διαμοριακή τρανσγαλακτοζυλίωσή σχήματίζονται οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες 

(Torres et el. 2010). 

 
Εικόνα 3.2: Αντιδράσεις υδρόλυσης της λακτόζης και τρανσγαλακτοζυλίωσης με 

χρήση ενζύμου (Torres et el. 2010) 

 

Η προέλευσή του ενζύμου προσδιορίζει τήν ικανότήτα και τήν προτίμήσή του 

κατά τήν αντίδρασή τής τρανσγαλακτοζυλίωσής, δήλαδή τή σύνδεσή τής 

γαλακτόζής με κάποιο άλλο σάκχαρο. Τέλος, ή αρχική συγκέντρωσής τής 

λακτόζής αυξάνει τήν πιθανότήτα το μόριο αποδέκτής να είναι ή λακτόζή και όχι 

το νερό, κάτι που θα οδήγούσε στήν υδρόλυσή. Κάποιες φορές, ωστόσο, οι GOS 

που έχουν ήδή σχήματιστεί δρουν ως υπόστρωμα και υδρολύονται πάλι κατά τή 

διάρκεια τής αντίδρασής. Ακόμή, ή θερμοκρασία και ή τιμή pH του συστήματος 

θα πρέπει να βρίσκονται σε ένα εύρος τιμών, όπου το ένζυμο δρα και είναι 

επαρκώς σταθερό (Fischer & Kleinschmidt 2018). Η θερμοκρασία επήρεάζει τόσο 

τή σταθερότήτα του ενζύμου όσο και τή διαλυτότήτα τής λακτόζής, με 
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αποτέλεσμα να επήρεάζεται και ή ταχύτήτα τής αντίδρασής. Γενικά ισχύει ότι με 

αύξήσή τής θερμοκρασίας ευνοείται και αυξάνεται ή παραγωγή των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών, αφού υπάρχει μεγαλύτερή διαλυτότήτα τής λακτόζής 

και αύξήσή του ρυθμού τής αντίδρασής. Ωστόσο, ή αύξήσή τής θερμοκρασίας θα 

πρέπει να μήν αδρανοποιεί και συνεπώς καταστέλλει τήν δράσή του ενζύμου. 

Στον Πίνακα 3.1 παρουσιάζονται οι βέλτιστες συνθήκες μερικών ενζύμων που 

χρήσιμοποιούνται στήν βιομήχανική παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών. 

Σχετικά με το σχεδιασμό τής διεργασίας, στή βιομήχανία έχουν χρήσιμοποιήθεί 

τόσο αντιδραστήρες διαλείποντος έργου όσο και συνεχούς. Στους αντιδραστήρες 

διαλείποντος έργου ή αντίδρασή ολοκλήρώνεται με θέρμανσή, προκειμένου να 

αδρανοποιήθεί το ένζυμο μετά το επιθυμήτό χρόνο αντίδρασής. Σε αυτόν τον 

τύπο αντιδραστήρα έχει παρατήρήθεί αναστολή τής παραγωγής των GOS από 

τους μονοσακχαρίτες, τή γαλακτόζή και τή γλυκόζή. Αντιθέτως, στους 

αντιδραστήρες συνεχούς έργου μείγμα γλυκόζής και γαλακτόζής διαχωρίζεται 

συνεχώς από το μέσο με αποτέλεσμα να εμποδίζεται λιγότερο ή παραγωγή των 

GOS. Ωστόσο, κατά τον σχεδιασμό των βιοαντιδραστήρων συνεχούς έργου θα 

πρέπει να λαμβάνεται υπόψή ο χρόνος παραμονής, ο ρυθμός ροής τής 

τροφοδοσίας και ο ρυθμός συλλογής του διήθήματος (Panesar 2018). 

 

3.2.2.1 Παραγωγή GOS με χρήση ολόκληρων κυττάρων 

Η χρήσή ολόκλήρων κυττάρων στις βιομήχανικές αντιδράσεις παραγωγής GOS 

πλεονεκτεί ως προς τήν εύκολή διαθεσιμότήτά τους, το χαμήλό κόστος τους και 

τή σταθερότήτά τους. Με τήν τεχνική αυτή μπορεί να ξεπεραστεί το εμπόδιο του 

καθαρισμού των ενζύμων. Φυσικά, λόγω τής χαμήλής διαπερατότήτας του 

κυτταρικού περιβλήματος από το υπόστρωμα, και συγκεκριμένα από τή λακτόζή, 

παρατήρούνται χαμήλοί ρυθμοί αντίδρασής. Έχουν δοκιμαστεί ολόκλήρα 

κύτταρα από τους Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus plantarum, 

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia kluyveri και Pseudozyma 

tsukubaensis (Panesar 2018, Fischer & Kleinschmidt 2018). 

 

3.2.2.2 Παραγωγή GOS με χρήση ελεύθερης β-γαλακτοζιδάσης 

Οι συνήθέστεροι μικροοργανισμοί που χρήσιμοποιούνται ως πήγή β-

γαλακτοζιδάσής είναι οι Αspergillus oryzae, Αspergillus niger, Βacillus circulans, 

Κuyveromyces lactis και Κluyveromyces fragilis. Το είδος των συντιθέμενων 

γαλακτοολιγοσακχαριτών εξαρτάται από τον μικροοργανισμό που 

χρήσιμοποιήθήκε ως πήγή β-γαλακτοζιδάσής. Έχει παρατήρήθεί παραγωγή 

τετρασακχαριτών και πεντασακχαριτών με χρήσή του B. circulans, ενώ με τή 

χρήσή A. oryzae και Kluyveromyces spp. παράγονται κυρίως τρισακχαρίτες και σε 

μικρότερο ποσοστό τετρασακχαρίτες (Panesar 2018, Fischer & Kleinschmidt 

2018). 
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Πίνακας 3.1: Χαρακτηριστικές ιδιότητες ενζύμων (Park & Oh 2010) 

 

Είδος Ενζύμου  Ένζυμο – πηγή 
Θερμοκρασία 

(°C) 
pH 

Χρόνος 

ημιζωής 

(min) 

Ενεργότητα 

(U·mg–1) 

Ψυχρόφιλα  
Arthrobacter 

psychrolactophilus 10 8,0 60 (30°C) 20 

Μεσόφιλα 

 Aspergillus aculeatus 55-60 5,4 – 24 

 Aspergillus oryzae 30 4,8 10 (70°C) 40 

 Bacillus circulans 50 5,0-

6,0 – 5,1 

 Bacillus megaterium 40 6,0-

9,0 – 60 

 
Bifidobacterium 

adolescentis 50 6,0 10 (50°C) 526 

 Bifidobacterium bifidum 37 6,5 240 (45°C) – 

 Bifidobacterium infantis 50-60 7,5 120 (60°C) 569 

 Bullera singularis 50 5,0 120 (45°C) 56 

 Cryptococcus laurentii 58 4,3 10 (58°C) 12 

 Enterobacter agglomerans 37-40 7,5-

8,0 – – 

 Kluyveromyces fragilis 30 6,5 300 (40°C) – 

 Kluyveromyces lactis 37-40 6,6-

7,0 – – 

 Lactobacillus acidophilus 55 6,5-

8,0 
2.880 

(37°C) 230 

 Lactobacillus reuteri 50 6,0-

8,0 – 180 

 Sporobolomyces singularis 30 4,0 – 8,7 

 Sterigmatomyces el.viae 85 4,5-

5,0 60 (80°C) 20 

 Streptococcus pneumonia 30 5,5-

7,5 – – 

 
Bacillus 

stearothermophilus 70 70 540 (70°C) 125 

 
Geobacillus 

stearothermophilus 65 65 – 0,5 

 
Saccharopolyspora 

rectivirgula 60 6,5-

7,2 240 (60°C) – 

 Thermus spp. 70 6,5 1.200 

(70°C) – 

 Thermus aquaticus 80 5,5 – 5,7 

Υπερθερμόφιλα 
 Sulfolobus solfataricus 75 6,5 180 (85°C) 116 

 Thermotoga maritima 80-85 6,5 16 (90°C) 70 
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3.2.2.3 Παραγωγή GOS με χρήση ακινητοποιημένης β-γαλακτοζιδάσης 

Η ακινήτοποίήσή του ενζύμου έχει φέρει νέα δεδομένα στο πεδίο τής έρευνας 

αφού παρέχει τή δυνατότήτα επαναχρήσιμοποίήσής του ενζύμου, και το ένζυμο 

είναι αρκετά σταθερό, χαρακτήριστικά που κάνουν τή συγκεκριμένή τεχνική να 

πλεονεκτεί των άλλων τεχνικών και να συμβάλλει στή μείωσή του κόστους τής 

διεργασίας. Με αυτή τήν τεχνική, επιτρέπεται ή συνεχής παραγωγή GOS 

βελτιώνοντας τήν καθαρότήτα, τήν ποιότήτα και τήν ποσότήτα του τελικού 

προϊόντος. Η ακινήτοποίήσή του ενζύμου επιτυγχάνεται με προσρόφήσή, 

εγκλεισμό, ομοιοπολική δέσμευσή ή διασταυρωμένή σύνδεσή, με τις δύο πρώτες 

τεχνικές να είναι οι πιο διαδεδομένες (Panesar 2018, Fischer & Kleinschmidt 2018). 

Προσρόφήσή 

Η προσρόφήσή αποτελεί μία απλή τεχνική ακινήτοποίήσής ενζύμων 

μεγιστοποιώντας τήν απόδοσή τής ενζυμικής αντίδρασής με ευκολία και χαμήλό 

κόστος. Η τεχνική αυτή εφαρμόστήκε κατά τήν παραγωγή 

γαλακτοολιγοσακχαριτών σε αντιδραστήρα συνεχούς έργου ενισχυμένο με 

βαμβακερό ύφασμα χρήσιμοποιώντας ακινήτοποιήμένή β-γαλακτοζιδάσής από 

A. oryzae. Παρατήρήθήκε 20% μετατροπή τής λακτόζής σε τρισακχαρίτες, και σε 

μικρότερή συγκέντρωσή συντέθήκαν και τετρασακχαρίτες, πεντασακχαρίτες και 

εξασακχαρίτες. Το βαμβακερό ύφασμα εμφανίζει μεγάλο πορώδες, υψήλή 

μήχανική αντοχή και χαμήλή πίεσή με αποτέλεσμα να μεγιστοποιεί τήν απόδοσή 

τής ενζυμικής αντίδρασής.  

Εγκλεισμός 

Ο εγκλεισμός έχει μελετήθεί στήν ακινήτοποίήσή τής β-γαλακτοζιδάσής σε 

διαφορετικές μήτρες, όπως μήτρα sol-gel, καψάκια πολυβινυλικής αλκοόλής 

(PVA). Η απόδοσή σε μήτρα PVA παρατήρήθήκε ίσή με 344 g·L-1, με τρισακχαρίτες 

και τετρασακχαρίτες να είναι τα κύρια προϊόντα τής αντίδρασής.  

 

3.2.2.4 Παραγωγή GOS με χρήση άλλων ενζύμων 

Έχει γίνει προσπάθεια να μελετήθεί ή απόδοσή τής τρανσγαλακτοζυλίωσής με 

χρήσή άλλων ενζύμων, όπως τής β-γλυκοζιδάσής από διάφορους 

μικροοργανισμούς. 

 

3.3 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ 

Κατά τήν παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών παράγεται μείγμα 

ολιγοσακχαριτών. Η ανάλυσή των σύνθετων αυτών μειγμάτων αποτέλεσε 

πρόκλήσή στον τομέα τής αναλυτικής χήμείας. Λόγω τής φύσής τους και τα 

χαρακτήριστικά σύνθεσής τους, τα μείγματα των ολιγοσακχαριτών μπορεί να 

περιέχουν εκατοντάδες μεμονωμένες ενώσεις μαζί με τα ισομερή τους. Οι ενώσεις 
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αυτές μπορούν να διαφέρουν ως προς τον τύπο, τον αριθμό και τή σειρά των 

μονομερών στήν αλυσίδα καθώς και τή σύνδεσή τους. Η επιλογή τής τεχνικής 

ανάλυσής εξαρτάται από το βαθμό λεπτομέρειας που επιζήτείται, τον τύπο του 

ολιγοσακχαρίτή που αναλύεται και τή διαθεσιμότήτά του. Κάποιες από τις 

αναλυτικές τεχνικές που εφαρμόζονται σήμερα είναι Χρωματογραφία 

Αποκλεισμού Μεγέθους (Size Exclusion Chromatography, SEC), Χρωματογραφία 

Ανιονεναλλαγής Υψήλής Απόδοσής με Παλμικό Αμπερομετρικό Ανιχνευτή (High 

Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric 

Detection, HPAEC-PAD), Χρωματογραφία Ανιονεναλλαγής Υψήλής Απόδοσής με 

Ανιχνευτή Μάζας (High Performance Anion Exchange Chromatography with Mass 

Spectoetry, HPAEC-MS), Υγρή Χρωματογραφία Υδρόφιλής Αλλήλεπίδρασής 

(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC) και Ανάλυσή 

Μεθυλίωσής (Methylation Analysis) (Coulier 2009, Hernandez – Hernandez 2011). 

 

3.4 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ 

Κατά τήν παραγωγή των γαλακτοολιγοσακχαριτών το τελικό προϊόν που 

παραλαμβάνεται δεν είναι καθαρό. Στο προϊόν υπάρχουν οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες που συντέθήκαν, μείγμα γαλακτόζής και γλυκόζής, 

δισακχαρίτες που παράγονται από τήν υδρόλυσή τής λακτόζής, καθώς και 

ποσότήτα λακτόζής που δεν υδρολήθήκε. Επομένως, κρίνεται αναγκαία ή 

απομόνωσή των GOS πριν ενταχθούν σε κάποιο τρόφιμο. Διάφορες τεχνικές 

έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία χρόνια και αναλύονται ακολούθως, ενώ ή 

αποτελεσματικότήτά τους κρίνεται από τήν απόδοσή τους, τήν ευκολία στο 

χειρισμό καθώς και το κόστος τους (Panesar 2018). 

 

3.4.1 Επεξεργασία ενεργού άνθρακα 

Κατά τήν μέθοδο αυτή το μείγμα μεταφέρεται σε στήλή ενεργού άνθρακα, ή οποία 

έχει εξισορροπήθεί με νερό. Η στήλή ξεκινά να διαρρέεται από αιθανόλή, ή ροή 

τής οποίας αυξάνεται κλιμακωτά. Τα σάκχαρα, αρχικά, προσροφούνται στον 

ενεργό άνθρακα και στή συνέχεια εκλούονται με τήν αιθανόλή. Ο διαχωρισμός 

εξαρτάται από τον ρυθμό έκλουσής τής αιθανόλής. 

 

3.4.2 Χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους  

Εμπορικά διαθέσιμοι GOS διαχωρίζονται με χρήσή στήλής Bio-Gel P-2 και 

ανιχνευτή RI-72. Μπορεί να επιτευχθεί διαχωρισμός μονοσακχαριτών έως και 

οκτασακχαριτών με βαθμό ανάκτήσής έως 92%. Η στήλή αυτή επιτρέπει τον 

διαχωρισμό ενώσεων που έχουν μοριακό βάρος που κυμαίνεται από 100-1800 

Da. 
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3.4.3 Νανοδιήθήσή 

Η τεχνική τής νανοδιήθήσής βασίζεται στή χρήσή διαφόρων μεμβρανών όξινής 

κυτταρίνής, όπως ή CA-77,5 και ή CA-80. Ο συνδυασμός τής τεχνικής αυτής με τήν 

τεχνολογία τής υπερδιήθήσής ενισχύει τήν απόδοσή του διαχωρισμού των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών από το υπόλοιπο μείγμα, εφαρμόζοντας τις 

κατάλλήλες συνθήκες πίεσής και θερμοκρασίας. Η τεχνική εξαρτάται από τή 

θερμοκρασία, το μέγεθος των πόρων τής μεμβράνής, το ιξώδες του διαλύματος, 

παράμετροι οι οποίες έχουν μεγάλή επίδρασή στήν καθαρότήτα και τήν απόδοσή 

των απομονωμένων γαλακτοολισακχαριτών. 

 

3.4.4 Χρωματογραφία προσομοιωμένής κινήτής φάσής 

Με τή χρήσή τής χρωματογραφίας προσομοιωμένής κινήτής φάσής έχουν 

διαχωριστεί διαφορετικά κλάσματα γαλακτοολιγοσακχαριτών. Η τεχνική αυτή 

βασίζεται στήν αντίθετή ροή τής κινήτής και στατικής φάσής. Από τή ροή αυτή 

εξαρτάται και ή απόδοσή του διαχωρισμού των GOS από τή γαλακτόζή, τή 

γλυκόζή και τή μή υδρολυμένή λακτόζή. Η απόδοσή αυτή μπορεί να φτάσει μέχρι 

και το 98%. Με τήν τεχνική αυτή εξοπλισμένή με οκτώ στήλες Na (250x20 mm) 

συνδεδεμένες σε σειρά και σε θερμοκρασία των 60°C έχει παρατήρήθεί ή μέγιστή 

απόδοσή διαχωρισμού. 

 

3.4.5 Χρωματογραφία ανταλλαγής κατιόντων 

Οι ρήτίνες κατιόντων χρήσιμοποιούνται συχνά για τον διαχωρισμό 

υδατανθράκων, όπως οι ολιγοσακχαρίτες, οι εξόζες και οι πεντόζες. Η τεχνική 

αυτή έχει δώσει αποδόσεις μεγαλύτερες από 90%, ενώ έχει χρήσιμοποιήθεί 

διανομέας κατιόντων Diaion UBK 530, με νερό ως μέσον έκλουσής και ακετόνή ή 

δεξτράνή ως διαλυτή ανιχνευτής σε θερμοκρασία 30°C καθώς και εναλλάκτής 

κατιόντων Dowex 50WX4-400 σε θερμοκρασία 25°C. 

 

3.4.6 Εκχύλισή στερεάς φάσής με χρήσή υπερκρίσιμου υγρού 

Έχει επιτευχθεί διαχωρισμός γαλακτοολιγοσακχαριτών από τα υπόλοιπα 

σάκχαρα εφαρμόζοντας τήν τεχνολογία υπερκρίσιμου υγρού με ποσοστό 

ανάκτήσής έως 94%. Οι συνθήκες που εφαρμόστήκαν είναι συνεχής ροή 

διοξειδίου του άνθρακα και χρήσή διαλυτών αιθανόλής και νερού. Η τεχνολογία 

αυτή έχει πολλές δυνατότήτες να αξιοποιήθεί στον διαχωρισμό των GOS με βάσή 

τον βαθμό πολυμερισμού. 
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3.4.7 Μικροβιακή ζύμωσή 

Ο διαχωρισμός των GOS από το μείγμα σακχάρων έχει επιτευχθεί και με τήν 

τεχνική τής μικροβιακής ζύμωσής με απομάκρυνσή των μονοσακχαριτών και 

δισακχαριτών. Έχει γίνει χρήσή των ενζύμων Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces marxianus και Lactobacillus helveticus. 

 

3.5 ΤΑ ΟΦΕΛΗ ΤΩΝ ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ ΣΤΗΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗ ΥΓΕΙΑ 

Οι τομείς των τροφίμων και τής υγείας είναι άρρήκτα συνδεδεμένοι. Ένα τρόφιμο 

μπορεί να θεωρήθεί λειτουργικό εάν έχει αποδεδειγμένή ευεργετική δράσή σε μία 

ή περισσότερες φυσιολογικές λειτουργίες του ανθρώπινου οργανισμού, 

προσφέρει τήν απαραίτήτή θρεπτική αξία και συμβάλλει στήν βελτίωσή και 

ενίσχυσή τής υγείας του ανθρώπου. Με βάσή τον ορισμό αυτό, οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες αποτελούν μια νέα κατήγορία λειτουργικών 

συστατικών που μπορούν να χρήσιμοποιήθούν σε μία μεγάλή ποικιλία τροφίμων. 

Τα προϊόντα που προορίζονται για βρέφή και παιδιά αποτελούν τα κυριότερα 

τρόφιμα που παράγονται με χρήσή GOS στήν βιομήχανία των τροφίμων. Ο 

σήμαντικότερος λόγος, που συντέλεσε στήν ένταξή των GOS στα βρεφικά και 

παιδικά τρόφιμα, είναι ή δομική και λειτουργική ομοιότήτα αυτών με τους 

ολιγοσακχαρίτες που βρίσκονται φυσικά στο μήτρικό γάλα. Οι ολιγοσακχαρίτες 

του μήτρικού γάλακτος έχουν μια μοναδική και πολύπλοκή δομή υδατανθράκων. 

Το μήτρικό γάλα περιέχει περισσότερα από 200 διαφορετικά είδή 

ολιγοσακχαριτών που αποτελούνται από πέντε κύριες δομικές μονάδες, τή 

γαλακτόζή, τή γλυκόζή, τή φουκόζή, το σιαλικό οξύ και τήν Ν–

ακετυλογλυκοζαμίνή (Bode & Jantscher-Kren 2012). Ο ρόλος τους είναι να 

θρέφουν επιλεκτικά και να διεγείρουν τήν ανάπτυξή των καλών βακτήρίων του 

γαστρεντικού συστήματος, να αποτρέπουν τήν προσκόλλήσή παθογόνων 

μικροοργανισμών στήν επιφάνεια του εντερικού βλεννογόνου και να ενισχύουν 

το αναπτυσσόμενο ανοσοποιήτικό σύστήμα των βρεφών με στόχο τήν 

αντιμετώπισή μολύνσεων. 

Οι βιομήχανικά παραγόμενοι GOS περιέχουν δύο από τις δομικές μονάδες των 

μήτρικών GOS, τή γαλακτόζή και τή γλυκόζή, εμφανίζοντας, έτσι, παρόμοια δομή 

με αποτέλεσμα να δρουν όπως οι ολιγοσακχαρίτες του μήτρικού γάλακτος. Πέρα 

από τήν πρόλήψή και τήν αντιμετώπισή γαστρεντερικών διαταραχών από 

παθογόνα μικρόβια, τοξίνες και λοιμώξεις, συμβάλλουν επιπλέον στήν πρόλήψή 

αλλεργιών στα βρέφή. Ακόμή, βοήθούν στήν απορρόφήσή του ασβεστίου. 

Γεγονός αποτελεί ότι τα βρέφή απορροφούν έως και το 75% του ασβεστίου από 

το ανθρώπινο γάλα, κάτι που δεν παρατήρείται στα υπόλοιπα γάλατα, αφού το 

ποσοστό απορρόφήσής δεν είναι ούτε το μισό (Leusen et el. 2014). Το ασβέστιο 

είναι ένα μέταλλο απαραίτήτο για τα οστά και τή σωστή λειτουργία του 

εγκεφάλου, τής καρδιάς και των μυών. Τέλος, έχει παρατήρήθεί μείωσή τής 
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χολήστερόλής στο αίμα και μείωσή τής συχνότήτας εμφάνισής ορισμένων τύπου 

καρκίνου. 

Οι γαλακτοολιγοσακχαρίτες χρήσιμοποιούνται ευρέως σε τυποποιήμένους και 

πρώιμους τύπους παρασκευασμάτων (γάλατα) για βρέφή, παρασκευάσματα 

δεύτερής βρεφικής ήλικίας (γάλατα, κρέμες, γιαούρτια) και άλλα είδή τροφίμων 

για ενήλικες. Χαρακτήρίζονται ως πρεβιοτικά, διότι προάγουν τήν ανάπτυξή 

ωφέλιμων βακτήρίων στο έντερο. Χρήσιμοποιούνται παγκοσμίως όπως στις 

Ευρωπαϊκές χώρες, στις ΗΠΑ, στή Νότια Κορέα, στήν Κίνα, στή Μαλαισία, στήν 

Ινδία, στο Μεξικό και στήν Αυστραλία. Φυσικά, σε κάθε χώρα τήρούνται και τα 

αντίστοιχα νομοθετικά πλαίσια. 

 

3.6 ΕΜΠΟΡΙΚΗ ΔΙΑΘΕΣΗ ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ 

Αν και στο παρελθόν, οι ολιγοσακχαρίτες δεν ήταν ευρέως διαδεδομένοι, σήμερα 

λόγω των ερευνών και των μελετών γύρω από αυτούς αυτό έχει αλλάξει 

καταστώντας τους ένα χρυσό συστατικό. Η ένταξή τους σε πολλά τρόφιμα και ή 

αυξήμένή ζήτήσή τους από τους καταναλωτές έχουν οδήγήσει τις βιομήχανίες 

στήν αύξήσή τής παραγωγής τους. Η ετήσια παγκόσμια παραγωγή των GOS στα 

μέσα τής δεκαετίας του ’90 εκτιμάται στους 12-14 ktn, ενώ το 2009 είχε αυξήθεί 

στις 21 ktn (Panesar 2018). Οι ιαπωνικές εταιρείες διατήρούν τον κυρίαρχο ρόλο 

στήν παγκόσμια παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών, ενώ ή Ευρώπή είχε το 

μεγαλύτερο μερίδιο τής αγοράς το 2015 σύμφωνα με τήν Grand View Research 

Inc των ΗΠΑ. Εταιρείες, συνεχώς, λανσάρουν νέα προϊόντα στήν αγορά με 

ενσωματωμένους γαλακτοολιγοσακχαρίτες, όπως το γιαούρτι, ή ζάχαρή, το γάλα, 

ενώ οι βρεφικές κρέμες και τα βρεφικά γάλατα συνεχίζουν να αποτελούν το 

μεγαλύτερο μέρος των προϊόντων. Έτσι, ή μεγάλή ζήτήσή από τους ανθρώπους 

για προϊόντα πλούσια σε GOS οδήγεί τις εταιρείες τροφίμων σε ανάπτυξή νέων 

τροφίμων και αύξήσή παραγωγής των ήδή υπαρχόντων προϊόντων με GOS, που 

με τή δικιά τους σειρά απαιτούν αυξήμένή παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών 

από τις εταιρείες παραγωγής. Για τα περισσότερα από τα προϊόντα GOS που 

παράγονται παγκοσμίως, χρήσιμοποιούνται διαδικασίες κατά παρτίδες με 

ποσοστό απόδοσής 30-77%, που αντιστοιχεί σε μετατροπή τής λακτόζής σε 

ποσοστό από 45-95%. Σε αυτές τις διεργασίες, είτε χρήσιμοποιούνται ένζυμα που 

εξάγονται από μικροβιακά κύτταρα μικροοργανισμών, που καλλιεργούνται σε 

μέσα που εμπεριέχουν λακτόζή, είτε κύτταρα ήρεμίας ενός μικροοργανισμού που 

χρήσιμοποιεί γαλακτόζή και δρα ως λεγόμενος ενζυμικός σάκος. Στον Πίνακα 3.2 

αναφέρονται μερικές από τις μεγαλύτερες εταιρείες παραγωγής GOS παγκοσμίως 

(Leusen 2014). 
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Πίνακας 3.2: Εμπορικά διαθέσιμοι γαλακτοολιγοσακχαρίτες 

Εταιρεία 
Εμπορικό όνομα 

GOS 
Συγκέντρωση 

GOS (%) 
Πηγή ενζύμου 

Nissin Sugar Co, 

Ιαπωνία 
Cup-Oligo 70 

Crypcoccus 
laurentii 

Yakult Honsha Co, 

Ιαπωνία 
Oligomate 55 55 

Sporobolomyces 
singularisand, 
Kluyveromyces 

lactis 

Clasado 
Biosciences, 

Ηνωμένο 
Βασίλειο 

Bimuno 50 
Bifidobacterium 

bifidum 

Corn Products Int, 

Κορέα 
Purimune 90 

Bacillus 
circulans 

New Francisco 
Biotechnology 
Corporation, 

Κίνα 

KingPrebiotics 
series: 

GOS570-S 

GOS700-S 

GOS900-S 

 

 

57 

70 

90 

Bacillus 
circulans 

Friesland 
Campina Domo, 

Ολλανδία 

Vivinel. GOS 60 
Bacillus 

circulans 

FirstMilk, 

Ηνωμένο 
Βασίλειο 

Promovita GOS 35 
Aspergillus 

oryzae 

Ingredion, 

Κορέα 

Bioligo GL 5700 
IMF 

57  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΣΥΝΘΕΣΗ 

ΓΑΛΑΚΤΟΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ –

ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΕΡΕΥΝΑΣ ΚΑΙ ΣΚΟΠΟΣ 
 

Στήν παρούσα διπλωματική εργασία μελετάται ή αξιοποίήσή του τυρογάλακτος 

ως υπόστρωμα για τήν παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών. Το τυρόγαλο 

αποτελεί σήμαντικό περιβαλλοντικό πρόβλήμα, καθώς παράγεται σε μεγάλή 

ποσότήτα από τις τυροκομικές μονάδες. Γεγονός αποτελεί ότι από τήν αρχική 

ποσότήτα γάλακτος που χρήσιμοποιείται για τήν παραγωγή τυριού το 85-90% 

στο τέλος αποτελεί το τυρόγαλο. Η περιεκτικότήτα σε λακτόζή καθιστά το 

τυρόγαλο ιδανικό υπόστρωμα για να παραχθούν βιομήχανικά GOS. Οι 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες παρουσιάζουν αυξήμένή ζήτήσή από τους 

καταναλωτές λόγω των πρεβιοτικών τους ιδιοτήτων. Η ανάγκή του ανθρώπου να 

τρέφεται σωστά οδήγήσε τις εταιρείες τροφίμων να αναπτύξουν νέες 

στρατήγικές και να λανσάρουν νέα προϊόντα πλούσια σε θρεπτικά συστατικά, 

όπως είναι και οι GOS. Αυτό οδήγήσε στήν ανάπτυξή τής έρευνας ήδή από τα μέσα 

τής δεκαετίας του ‘90 με αρκετές μελέτες να έχουν δήμοσιευτεί. 

Οι Palai, Mitra και Bhattacharya (2012) μελέτήσαν τήν κινήτική σχέσή τής 

μετατροπής τής λακτόζής σε GOS χρήσιμοποιώντας ένζυμο β-γαλακτοζιδάσής 

εμπορικής προέλευσής. Χρήσιμοποιήθήκε β-γαλακτοζιδάσή  από Bacillus circulan 

(Biolacta FN5). Η αντίδρασή πραγματοποιήθήκε σε συνθήκες ελευθέρων 

ενζύμων, αρχική περιεκτικότήτα λακτόζής εύρους 55-525 g/L, ενζυμική 

συγκέντρωσή από 0,05-1,575 g/L, θερμοκρασία από 30-50 oC και τιμή pH από 5-

6. Η μέγιστή σύνθεσή GOS επιτεύχθήκε για συγκέντρωσή ενζύμου 525 g/L στους 

50°C και σε τιμή pH ίσή με 5, μετατρέποντας το 60% τής αρχικής λακτόζής. 

Συντέθήκαν τρισακχαρίτες, τετρασακχαρίτες και πεντασακχαρίτες σε ποσοστό 

24%, 12% και 3%, αντίστοιχα. 

Οι Fischer και Kleinschmidt (2015) μελέτήσαν τή σύνθεσή 

γαλακτοολιγοσακχαριτών χρήσιμοποιώντας γλυκό και όξινο ορό ως υπόστρωμα. 

Χρήσιμοποιώντας ως πήγή β-γαλακτοζιδάσής τον Aspergillus oryzae σε αρχική 

συγκέντρωσή λακτόζής 38 g/L προέκυψε απόδοσή 10,9% σε υπόστρωμα 

διαλύματος λακτόζής, 10,9% σε γλυκού ορού και 11,4% σε όξινο ορό. Με τον 

μύκήτα αυτό δεν φαίνεται ή προέλευσή του υποστρώματος να επιδρά στή 

σύνθεσή των GOS, αντίθετα χρήσιμοποιώντας Kluyveromyces lactis ως πήγή 

ενζύμου τα αποτελέσματα ήταν απόδοσή 10,9% σε διάλυμα λακτόζής, 4,3% στον 

γλυκό ορό και 10,6% στον όξινο ορό με αρχική συγκέντρωσή λακτόζής πάλι 38 

g/L. Για τον γλυκό ορό, ή απόδοσή ήταν περίπου 2,5 φορές μικρότερή. Αυτό 

οφείλεται στήν ευαισθήσία του Kluyveromyces lactis στήν περιεκτικότήτα του 

ορού σε κατιόντα και άλατα. 
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Οι Santibanez, Fernandez-Arrojo, Guerrero, Plou και Illanes (2016) μελέτήσαν τήν 

απομάκρυνσή τής λακτόζής από ακατέργαστους γαλακτοολιγοσακχαρίτες με 

χρήσή β-γαλακτοζιδάσή από Kluyveromyces lactis. Για το σκοπό τής έρευνας 

χρήσιμοποιήθήκαν διαφορετικές εμπορικά διαθέσιμες β-γαλακτοζιδάσες από 

Kluyveromyces lactis. Η λακτάσή NL επιλέχθήκε ως το καλύτερο ένζυμο με 

υδρολυτική ικανότήτα ίσή με 286 IU/mg και χρόνο ήμιζωής 9 h στους 35°C 

παρουσία 1 mM Mn2+. Σε συνθήκες υδρόλυσής 35°C, 50% αρχική συγκέντρωσή 

σακχάρων και 135 IU/mg, ή λακτόζή μειώθήκε κατά 70% στους ακατέργαστους 

GOS αυξάνοντας τήν περιεκτικότήτα των μονοσακχαριτών και των GOS κατά 

48% και 30%, αντίστοιχα. 

Οι Fischer και Kleinschmidt (2018) μελέτήσαν τή χρήσή δύο ενζύμων τής β-

γαλακτοζιδάσής για τήν σύνθεσή GOS. Χρήσιμοποιήθήκαν συνδυασμοί ενζύμων 

από Cryptococcus laurenti με Aspergillus oryzae και Aspergillus oryzae με 

Kluyveromyces lactis, με στόχο να μελετήθεί ή επίδρασή τής προέλευσής των 

ενζύμων στήν απόδοσή και σύνθεσή των γαλακτοολιγοσακχαριτών. 

Μελετήθήκαν ή συνεχής και ή ταυτόχρονή σύνθεσή των GOS με Cryptococcus 

laurenti με Aspergillus oryzae, όπου δεν οδήγήσε σε ιδιαίτερή αύξήσή τής 

απόδοσής των GOS, αλλά λόγω τής διαφορετικής εκλεκτικότήτας των δύο 

ενζύμων στή δήμιουργία του γλυκοζιτικού δεσμού παρατήρήθήκε ποικιλία των 

τελικών προϊόντων-γαλακτοολιγοσακχαριτών. Η χρήσή συνδυαστικά των 

ενζύμων β-γαλακτοζιδάσή από Aspergillus oryzae με Kluyveromyces lactis 

οδήγήσε σε αύξήσή τής συνολικής απόδοσής κατά 9% περίπου σχήματίζοντας 

κυρίως δισακχαρίτες. Συνεπώς, ή αύξήσή τής απόδοσής είναι εφικτό να αυξήθεί 

μειώνοντας και τήν περιεκτικότήτα τής λακτόζή που απομένει στο υπόστρωμα, 

ενώ ενδιαφέρον εμφανίζει ή ποικιλία των γαλακτοολιγοσακχαριτών που 

συντίθενται εάν στήν αντίδρασή χρήσιμοποιήθούν παραπάνω του ενός ενζύμου 

από διαφορετικούς μικροοργανισμούς. 

Στήν παρούσα διπλωματική μελετάται ή απόδοσή τής παραγωγής 

γαλακτοολιγοσακχαριτών από τυρόγαλα, με χρήσή βιομήχανικά διαθέσιμής β-

γαλακτοζιδάσής από το μικροοργανισμό K. lactis λαμβάνοντας υπόψή τή 

θερμοκρασία τής αντίδρασής, το ενζυμικό φορτίο και τήν περιεκτικότήτα του 

υποστρώματος σε λακτόζή. Παράλλήλα, πραγματοποιήθήκε χαρακτήρισμός τής 

πρώτής ύλής του τυρογάλακτος, ενώ μελετήθήκε και ή απαιτούμενή 

προεπεξεργασία του τυρογάλακτος, προκειμένου να αποτελέσει κατάλλήλο 

υπόστρωμα για τή μελετώμενή ενζυμική αντίδρασή.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

Στο παρόν κεφάλαιο περιγράφονται αναλυτικά οι μέθοδοι που 

χρήσιμοποιήθήκαν για τή χήμική ανάλυσή τής σύστασής και τον προσδιορισμό 

του μικροβιακού φορτίου του τυρογάλακτος, καθώς και ή προεπεξεργασία αυτού 

για τή χρήσή του ως υπόστρωμα τής ενζυμικής μετατροπής τής περιεχόμενής 

λακτόζής σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες. Στή συνέχεια, αναλύεται ή μέθοδος 

προσδιορισμού τής ενεργότήτας τής β-γαλακτοζιδάσής, ο σχεδιασμός των 

πειραμάτων που πραγματοποιήθήκαν, καθώς και οι τεχνικές ανάλυσής των 

δειγμάτων των ενζυμικών αντιδράσεων. Τέλος, να αναφερθεί ότι 

χρήσιμοποιήθήκε τυρόγαλα αιγοπρόβειας προέλευσής από τυροκομικές μονάδες 

τής περιφέρειας τής Ηπείρου. Το τυρόγαλο ήταν μή επεξεργασμένο και χωρίς 

λιπαρά. Το ένζυμο β-γαλακτοζιδάσής που χρήσιμοποιείται είναι από τον 

μικροοργανισμό K. lactis με εμπορική ονομασία Biolactase L20 (Kerry, Ιρλανδία). 

Από τήν εταιρεία δίνεται ότι το ένζυμο εμφανίζει ελάχιστή δράσή 20000 GU/mL. 

 

5.1 ΧΗΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ 

5.1.1 Προσδιορισμός Στερεού Υπολείμματος & Τέφρας 

Για τήν επαναλήψιμότήτα των μετρήσεων χρήσιμοποιούνται 3 κάψες 

πορσελάνής. Αρχικά, οι κάψες καθαρίζονται καλά και τοποθετούνται για ξήρανσή 

σε πυριατήριο, το οποίο λειτουργεί στους 102 oC, για 24 h. Στή συνέχεια, οι κάψες 

μεταφέρονται σε ξήραντήρα, μέχρι να αποκτήσουν θερμοκρασία περιβάλλοντος. 

Ακολουθεί ή ζύγισή τους (mκάψας) σε αναλυτικό ζυγό ακρίβειας 4 δεκαδικών 

ψήφίων του γραμμαρίου. Στή συνέχεια, προστίθενται σε κάθε κάψα περίπου 40 

mL δείγματος γλυκού ορού. Οι κάψες ζυγίζονται ξανά και καταγράφεται το τελικό 

τους βάρος (mμικτό). Οι κάψες με τον γλυκό ορό τοποθετούνται εκ νέου στο 

πυριατήριο, για 48 h. Ύστερα, οι κάψες μεταφέρονται ξανά σε ξήραντήρα, μέχρι 

να θερμοστατήσουν θερμοκρασία περιβάλλοντος, και ακολουθεί ή ζύγισή τους 

στον αναλυτικό ζυγό (mξήρό). Στή συνέχεια, για τον προσδιορισμό τής τέφρας οι 

κάψες με τα ξήρά δείγματα γλυκού ορού τοποθετούνται σε κάμινο, ή οποία 

λειτουργεί στους 550 oC, για 12-16 h. Μετά το πέρας τής αποτέφρωσής, οι κάψες 

μεταφέρονται σε ξήραντήρα και μόλις θερμοστατήσουν, ζυγίζονται σε αναλυτικό 

ζυγό. 
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Εικόνα 5.1: Τέφρα (1) και Στερεό Υπόλειμμα (2) γλυκού ορού 

 

Ο υπολογισμός του στερεού υπολείμματος και τής τέφρας γίνεται με εφαρμογή 

του ακόλουθου τύπου: 

% 𝜊𝜆𝜄𝜅ά 𝜎𝜏𝜀𝜌𝜀ά ή 𝜏έ𝜑𝜌𝛼 =
𝑤3 − 𝑤1

𝑤2 − 𝑤1
∗ 100 

Όπου, w1, το βάρος τής άδειας κάψας πορσελάνής, w2, το βάρος τής κάψας 

πορσελάνής και δείγματος, και w3, το βάρος τής κάψας πορσελάνής και βάρος 

στερεού υπολείμματος ή τέφρας 

 

5.1.2 Προσδιορισμός Θειικών Ιόντων 

Για τον προσδιορισμό των θειικών ιόντων (SO4
2-) στο τυρόγαλα επιλέχθήκε ή 

μέθοδος EPA Method 9038 (United States Environmental Protection Agency). 

Αρχή τής μεθόδου είναι ή μετατροπή των θειικών ιόντων σε αιώρήμα θειικού 

βαρίου, υπό κατάλλήλες συνθήκες. Η θολότήτα που προκύπτει στο εξεταζόμενο 

δείγμα αναλύεται σε θολωσίμετρο ή φασματοφωτόμετρο. Για να είναι αξιόπιστή 

ή μέθοδος πρέπει ή περιεκτικότήτα των SO4
2- στο δείγμα να μήν ξεπερνά τα 40 

mg/L. 

Για τήν μέτρήσή των SO4
2- παρασκευάζεται διάλυμα συντήρήσής, όπου σε 

διάλυμα χλωριούχου νατρίου (NaCl) περιεκτικότήτας 15% w/v προστίθενται 20 

mL ισοπροπανόλής υπό ανάδευσή. Ακολουθεί προσθήκή 30 mL πυκνού 

υδροχλωρίου (HCl) με αργό ρυθμό και 10 mL γλυκερόλής υπό συνεχή ανάδευσή, 

μέχρι τήν πλήρή διάλυσή των συστατικών. 

Το δείγμα τυρογάλακτος που θα αναλυθεί πρέπει να είναι όγκου 100 mL και 

κατάλλήλής αραίωσής. Το δείγμα μεταφέρεται σε κωνική φιάλή των 250 mL που 

βρίσκεται σε μαγνήτικό αναδευτήρα. Γίνεται προσθήκή 5 mL διαλύματος 

συντήρήσής. Καθώς γίνεται ή ανάδευσή του διαλύματος προστίθενται περίπου 
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0,5 g κρυστάλλων χλωριούχου βαρίου (BaCl2). Η ανάδευσή συνεχίζεται σε μέσή 

ταχύτήτα για ακριβώς 1 min μετά τήν προσθήκή των κρυστάλλων. Αμέσως μετά 

τήν πάροδο του 1 min, 3 mL διαλύματος λαμβάνεται με τή βοήθεια αυτόματής 

πιπέτας και μεταφέρονται σε κυψελίδα χαλαζία όγκου 3,5 mL. Το δείγμα 

φασματοφωτομετρείται για χρονικό διάστήμα 4 min, με χρήσή 

φασματοφωτομέτρου UV-Vis (Helios Unicam, Γερμανία). Καταγράφεται ή 

μέγιστή απορρόφήσή που παρατήρήθήκε στα 410 nm. Η απορρόφήσή αυτή 

μετατρέπεται σε περιεκτικότήτα SO4
2- με τή βοήθεια καμπύλής αναφοράς, που 

έχει ήδή κατασκευαστεί με πρότυπα διαλύματα περιεκτικότήτας σε SO4
2- από 0 

mg/L έως 40 mg/L. 

 

5.1.3 Προσδιορισμός μετάλλων τυρογάλακτος με Φασματομετρία Ατομικής 

Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα (ICP-AES) 

Δείγματα τυρογάλακτος αραιώθήκαν κατάλλήλα (1:500) σε διάλυμα νιτρικού 

οξέος περιεκτικότήτας 5% w/v, σε τελικό όγκο 50 mL. Οι αραιώσεις 

πραγματοποιήθήκαν εις τριπλούν, για λόγους επαναλήψιμότήτας. Τα αραιωμένα 

δείγματα διήθήθήκαν με χρήσή φίλτρου σύριγγας με πορώδες 0,45 μm και 

μεταφέρθήκαν σε κωνικά φιαλίδια Falcon® όγκου 50 mL. Κατόπιν, τα δείγματα 

τοποθετήθήκαν στήν είσοδο του συστήματος Φασματομετρίας Ατομικής 

Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα (Εικόνα 5.2, Inductively Coupled 

Plasma – Atomic Emission Spectrometry, Optima Series 7000, Perkin-Elmer, 

ΗΠΑ), βυθίζοντας τον σωλήνα αναρρόφήσής τής περισταλτικής αντλίας του 

συστήματος στο εκάστοτε φιαλίδιο. Μετά τή νεφελοποίήσή του δείγματος από 

το σύστήμα ICP-AES, καταγραφόταν ο αριθμός των κτύπων στον ανιχνευτή, για 

το εκάστοτε μήκος κύματος στο οποίο εκπέμπει το κάθε μέταλλο που αναλύθήκε. 

Τα μελετώμενα μέταλλα εκπέμπουν στα ακόλουθα μήκή κύματος: 𝛫+ →

766,490 𝑛𝑚, 𝑁𝑎+ → 589,592 𝑛𝑚, 𝐶𝑎2+ → 422,673 𝑛𝑚, 𝑀𝑔2+ → 285,213 𝑛𝑚. 

Οι τιμές αυτές μετατράπήκαν σε συγκεντρώσεις κατασκευάζοντας τήν καμπύλή 

αναφοράς καθενός μετάλλου, χρήσιμοποιώντας πρότυπα διαλύματα 𝛫+, 𝛮𝛼+, 

𝐶𝑎2+ και 𝑀𝑔2+, συγκεντρώσεων 200 – 1000ppb. 

Η ICP–AES είναι μία αναλυτική τεχνική που χρήσιμοποιείται για τήν ανάλυσή 

χήμικών στοιχείων. Χρήσιμοποιεί το επαγωγικώς συζευγμένο πλάσμα για τήν 

παραγωγή διεγερμένων ατόμων και ιόντων. Το κάθε στοιχείο εκπέμπει σε μήκή 

κύματος ήλεκτρομαγνήτικής ακτινοβολίας που είναι χαρακτήριστικό αυτού. Το 

πλάσμα είναι μία πήγή υψήλής θερμοκρασίας ιονισμένου αερίου, ενώ ή 

θερμοκρασία τής πήγής κυμαίνεται από 6000 έως 10000 Κ. Η έντασή των 

εκπομπών από τα διάφορα μήκή κύματος είναι ανάλογή των συγκεντρώσεων 

των στοιχείων του δείγματος. 
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Εικόνα 5.2: Φασματομετρία Ατομικής Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα 

(ICP-AES) 

5.1.4 Προσδιορισμός Γαλακτικού Οξέος 

Το γαλακτικό οξύ παράγεται από βακτήρια σε ζυμωμένα τρόφιμα. Όπως και ο 

γλυκός ορός, παραπροϊόν του τυριού, ενός τρόφιμου που παράγεται από ζύμωσή 

βακτήρίων περιέχει γαλακτικό οξύ.  

Αρχικά, παρασκευάζεται διάλυμα τριχλωριούχου σιδήρου (FeCl3) 

περιεκτικότήτας 0,2% w/v. Εντός ογκομετρικής φιάλής των 100 mL 

μεταφέρονται 0,3333 g FeCl3*6·H2O και ή φιάλή πλήρείται με απιονισμένο νερό. 

Το διάλυμα αναδεύεται μέχρι να διαλυθεί το άλας. Για τήν κατασκευή καμπύλής 

αναφοράς του γαλακτικού οξέος παρασκευάζεται αρχικά μήτρικό διάλυμα 

περιεκτικότήτας 1% w/v σε γαλακτικό οξύ. Εντός ογκομετρικής φιάλής των 100 

mL μεταφέρονται 1,1765 g DL–γαλακτικού οξέος 85% w/v και ή φιάλή πλήρείται 

με απιονισμένο νερό. Η φιάλή ανακινείται καλά. Από το μήτρικό διάλυμα 

παρασκευάζονται διαλύματα με περιεκτικότήτες 0,1 έως 0,5% w/v σε γαλακτικό 

οξύ με τις κατάλλήλες αραιώσεις. Για καθένα από τα παραπάνω πρότυπα 

διαλύματα μεταφέρονται εις τριπλούν εντός δοκιμαστικού σωλήνα 2 mL 

διαλύματος FeCl3 και προστίθενται 50 μL πρότυπου διαλύματος γαλακτικού 

οξέος. Το περιεχόμενο των σωλήνων αναδεύεται έντονα με τή βοήθεια συσκευής 

Vortex. Καταγράφεται ή απορρόφήσή του διαλύματος στα 390 nm εντός 15 min 

από τήν ανάμειξή, με τήν βοήθεια φασματοφωτομέτρου UV-Vis (Helios Unicam, 

German) και κυψελίδας χαλαζία, όγκου 1,75 mL. Τέλος, κατασκευάζεται το 

διάγραμμα τής απορρόφήσής σαν συνάρτήσή τής περιεκτικότήτας του 

γαλακτικού οξέος και προσδιορίζεται ή βέλτιστή ευθεία που διέρχεται από τα 

πειραματικά σήμεία. 

Για τήν μέτρήσή του γαλακτικού οξέος στο δείγμα γλυκού ορού απαιτείται 

κατάλλήλή αραίωσή, ούτως ώστε ή περιεκτικότήτα γαλακτικού οξέος να 

ευρίσκεται εντός του εύρους των τιμών για τις οποίες ή καμπύλή αναφοράς είναι 
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γραμμική. Εντός δοκιμαστικού σωλήνα μεταφέρονται 2 mL διαλύματος FeCl3 και 

προστίθενται 50 μL αραιωμένου δείγματος. Το περιεχόμενο των σωλήνων 

αναδεύεται έντονα με τή βοήθεια συσκευής Vortex. Καταγράφεται ή 

απορρόφήσή του διαλύματος στα 390 nm εντός 15 min από τήν ανάμειξή. Με 

βάσή τήν καμπύλή αναφοράς υπολογίζεται ή περιεκτικότήτα του δείγματος σε 

γαλακτικό οξύ. Η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται εις τριπλούν. 

 

5.1.5 Προσδιορισμός Χλωριόντων (Αλατότήτας) 

Τα ιόντα χλωρίου (Cl-) ενός διαλύματος μπορούν να προσδιοριστούν με 

τιτλοδότήσή χρήσιμοποιώντας διάλυμα AgNO3 (Μέθοδος Mohr). Η μέθοδος 

βασίζεται στο σχήματισμό λευκού ιζήματος κατά τήν αντίδρασή και δέσμευσή 

των Cl- από τα Ag+. Το τέλος τής αντίδρασής γίνεται αντιλήπτό με τή βοήθεια 

δείκτή K2CrO4 που αρχικά χρωματίζει το διάλυμα με κίτρινο χρώμα και στο τέλος 

μεταβάλλεται σε κεραμέρυθρο, σήματοδοτώντας και τήν ολοκλήρωσή τής 

τιτλοδότήσής. 

Για τον προσδιορισμό τής συγκέντρωσής χλωριόντων στον γλυκό ορό, 

μεταφέρονται 2 mL δείγματος γλυκού ορού σε κωνική φιάλή των 100 mL. Στή 

συνέχεια, προστίθενται 25 mL απιονισμένου νερού, προκειμένου να αυξήθεί ο 

όγκος του διαλύματος, και να διευκολυνθεί ή ανάδευσή και ή ανάγνωσή του 

τελικού σήμείου. Ακολουθεί προσθήκή 0,5 g CaCO3 και 4–5 σταγόνες δείκτή 

K2CrO4. Ακολουθεί τιτλοδότήσή με χρήσή προχοΐδας των 25 mL και τίτλο διάλυμα 

AgNO3 0,1 Ν και καταγράφεται ο καταναλωθείς όγκος. Η αναγωγή του 

καταναλωθέντος για τήν τιτλοδότήσή διαλύματος AgNO3 σε συγκέντρωσή 

χλωριόντων γίνεται με χρήσή τής παρακάτω σχέσής: 

𝑆 =
𝑇 ∗ 𝑁 ∗ 0,05845 ∗ 100

𝑉
 

Όπου, S, ή αλατότήτα, T, ο όγκος του AgNO3 που καταναλώθήκε σε mL, N, ή 

κανονικότήτα του διαλύματος AgNO3, V, ο όγκος του δείγματος σε mL, 0,05845, 

παράγοντας μετατροπής σε NaCl που αντιδρά με 1 mL κανονικού AgNO3, 100, 

παράγοντας μετατροπής αποτελεσμάτων σε % κατά βάρος ή όγκο 

 

5.1.6 Προσδιορισμός Πρωτεϊνών 

Ο προσδιορισμός τής συγκέντρωσής των πρωτεϊνών ενός διαλύματος μπορεί να 

πραγματοποιήθεί με διάφορες μεθόδους. Τα κριτήρια για τήν επιλογή τής 

μεθόδου σε κάθε περίπτωσή είναι ή διαθέσιμή ποσότήτα πρωτεΐνής και ή 

συμβατότήτά τής με τή μέθοδο, ή ευαισθήσία και ή αξιοπιστία τής μεθόδου, ή 

παρουσία ουσιών που μπορεί να δρουν ανασταλτικά στή μέτρήσή καθώς και ή 

ευκολία εφαρμογής τής μεθόδου. Στήν παρούσα διπλωματική εργασία 
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εφαρμόστήκε ή μέθοδος Kjeldhal για τον προσδιορισμό των πρωτεϊνών του 

τυρογάλακτος. 

Η μέθοδος Kjeldhal αποτελεί τήν πιο αξιόπιστή και διαδεδομένή τεχνική για τον 

προσδιορισμό των πρωτεϊνών στα τρόφιμα. Εκμεταλλευόμενή το γεγονός ότι οι 

πρωτεΐνες αποτελούν τα κύρια αζωτούχα συστατικά των τροφίμων προσδιορίζει 

το συνολικού ποσό αζώτου, θεωρώντας ότι οι μή πρωτεϊνικές ενώσεις του 

αζώτου στα τρόφιμα βρίσκονται σε χαμήλά ποσοστά. Αρχή τής μεθόδου είναι ή 

καύσή του δείγματος με περίσσεια πυκνού θειικού οξέος, παρουσία μεταλλικών 

καταλυτών και αλάτων καλίου ή νατρίου. Το οργανικό δεσμευμένο άζωτο 

μετατρέπεται σε αμμωνία, ή οποία απομακρύνεται με απόσταξή και δεσμεύεται 

σε περίσσεια διαλύματος θειικού οξέος γνωστής συγκέντρωσής. Ακολουθεί 

τιτλοδότήσή με αλκαλικό διάλυμα γνωστής συγκέντρωσής. Από τήν ποσότήτα 

τής αμμωνίας υπολογίζεται ή εκατοστιαία περιεκτικότήτα του δείγματος σε 

άζωτο που ανάγεται σε εκατοστιαία περιεκτικότήτα πρωτεϊνών. 

Για τον προσδιορισμό των ολικών πρωτεϊνών του γλυκού ορού με τήν μέθοδο 

Kjeldhal απαιτείται προήγουμένως ή ξήρανσή του δείγματος, ή οποία 

πραγματοποιήθήκε σε συσκευή λυοφυλίωσής (Freeze Drying Christ / Alpha 1-

4DL – Martin Christ, Γερμανία). 

Η μέθοδος Kjeldhal αποτελείται από 3 στάδια. Το 1ο στάδιο είναι ή υγρή πέψή ή 

χώνευσή αζώτου. Χρήσιμοποιούνται 4 φιάλες Kjeldhal, όγκου 500 mL. Στις 3 

καθαρές και στεγνές φιάλες Kjeldhal τοποθετούνται από 1,5 g ποσότήτας ξήρού 

γλυκού ορού, ενώ στήν τέταρτή φιάλή δεν τοποθετείται δείγμα, προκειμένου να 

χρήσιμοποιήθεί ως τυφλό. Και στις 4 φιάλες προστίθενται 1 g ένυδρου CuSO4, 10 

g K2SO4 και 25 mL πυκνού H2SO4 (95–98 % v/v), με τή βοήθεια σιφωνίου 

πλήρώσεως, καθώς και πυρήνες βρασμού. Έπειτα, οι φιάλες τοποθετούνται στή 

συσκευή καύσής Kjeldhal (Εικόνα 5.3, Büchi 425 Digestor, Büchi, Ελβετία), όπου 

αρχικά θερμαίνονται ήπια, μέχρι να αφρίσουν, και στή συνέχεια ακολουθεί 

έντονος βρασμός, μέχρι το διάλυμα να διαυγάσει. Κατά τον αφρισμό, το διάλυμα 

αποκτά ένα μαύρο χρώμα που κατά τήν έντονή θέρμανσή εξαφανίζονται τα 

απανθρακωμένα υπολείμματα και το διάλυμα αποκτά το διαυγές κυανοπράσινο 

χρώμα. Τέλος, οι φιάλες αφήνονται να ψυχθούν σε θερμοκρασία περιβάλλοντος 

(Εικόνες 5.3 & 5.4). 
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Εικόνα 5.3: Συσκευή καύσης Kjeldhal 

 

Εικόνα 5.4: Υγρή πέψη ή χώνευση αζώτου 

 

Το 2ο στάδιο περιλαμβάνει τήν απόσταξή τής αμμωνίας. Η συσκευή απόσταξής 

Kjeldhal (Εικόνα 5.5, Büchi K-350, Büchi, Ελβετία) συνδέεται με δεξαμενές για 

απιονισμένο νερό και διάλυμα NaOH 32% w/w. Η φιάλή Kjeldhal προσαρμόζεται 

στή συσκευή απόσταξής και στήν απόλήξή του ψυκτήρα τοποθετείται κωνική 

φιάλή των 250 mL, ή οποία περιέχει 50 mL προτύπου διαλύματος H2SO4 0,5 Ν. Η 

συσκευή απόσταξής τίθεται σε λειτουργία, όπου στή φιάλή διαβιβάζονται 

αυτόματα 75 mL απιονισμένου νερού και 125 mL NaOH 32% w/w από τις 

αντίστοιχες δεξαμενές. Η απόσταξή διαρκεί 5 min και συλλέγεται στήν κωνική 

φιάλή απόσταγμα όγκου 150 mL. 

 

Εικόνα 5.5: Συσκευή απόσταξης Kjeldhal 
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Τέλος, ακολουθεί ο προσδιορισμός τής αμμωνίας που αποτελεί και το 3ο στάδιο. 

Σε κάθε κωνική φιάλή προστίθενται 2-3 σταγόνες δείκτή ερυθρό μεθυλίου–μπλε 

μεθυλενίου και ακολουθεί τιτλοδότήσή του υπολειπόμενου θειικού οξέος, 

χρήσιμοποιώντας προχοΐδα των 50 mL και διάλυμα NaOH 0,5 N ως τίτλο. 

Παρατήρείται μεταβολή του χρώματος από ροζ σε πράσινο. Καταγράφεται ο 

καταναλωθείς όγκος του NaOH 0,5 N. Η αναγωγή του καταναλωθέντος για τήν 

τιτλοδότήσή διαλύματος NaOH σε ποσοστό πρωτεϊνών γίνεται με χρήσή τής 

παρακάτω σχέσής: 

% 𝑤/𝑤 𝜋𝜌𝜔𝜏𝜀ΐ𝜈𝜀𝜍 = 6,28 ∗
1,4007 ∗ (𝑉1 − 𝑉2) ∗ 𝑁

𝛽
 

Όπου, 6,28, παράγοντας μετατροπής % αζώτου σε % πρωτεϊνών στα τρόφιμα, V1, 

ο καταναλωθέν όγκος πρότυπου διαλύματος NaOH στο διάλυμα δείγματος, V2, ο 

καταναλωθέν όγκος πρότυπου διαλύματος NaOH στο τυφλό διάλυμα, Ν, ή 

κανονικότήτα του πρότυπου διαλύματος NaOH, β, το βάρος του δείγματος 

 

5.2 ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ  

Κατά τήν επώασή γλυκού ορού σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 40 oC 

παρατήρήθήκε ραγδαία μείωσή του pH, το οποίο αρχικά είχε ρυθμιστεί στήν τιμή 

7. Αυτό αποτέλεσε εμπόδιο στήν επικείμενή διεξαγωγή των ενζυμικών 

αντιδράσεων, διότι ή μείωσή του pH κατέστελλε τή δράσή του ενζύμου και κατ’ 

επέκτασή τήν ενζυμική αντίδρασή. Με μικροβιολογικό έλεγχο προέκυψε ότι ή 

πτώσή του pH οφειλόταν στο αρχικό μικροβιακό φορτίο του ορού. Για τήν 

αντιμετώπισή και εξάλειψή του μικροβιακού φορτίου δοκιμάστήκε ή μέθοδος τής 

υπερδιήθήσής. 

Υπερδιήθήσή ονομάζεται ή διαδικασία διαχωρισμού των μεγαλομορίων ενός 

διαλύματος από τα μικρά μόρια με τή βοήθεια πορώδους μεμβράνής. Οι 

μεμβράνες υπερδιήθήσής δεν επιτρέπουν τή διέλευσή σωματιδίων μεγαλύτερων 

από τή διάμετρο των πόρων τής μεμβράνής. Για τον διαχωρισμό απαιτείται ή 

εφαρμογή πίεσής 0,5-5 bar. Στο σύστήμα υπάρχουν 3 ρεύματα. Το ρεύμα 

τροφοδοσίας, που διαβιβάζεται στή μεμβράνή παράλλήλα και διαπερνά τήν 

μεμβράνή, το ρεύμα συμπυκνώματος που επιστρέφει στο δοχείο τής 

τροφοδοσίας μέχρι τον πλήρή διαχωρισμό και το ρεύμα απομάκρυνσής που 

συλλέγεται σε ξεχωριστό δοχείο και είναι αυτό που έχει διαχωριστεί πλήρως. 

Στήν παρούσα διπλωματική εργασία χρήσιμοποιήθήκε ή κασετίνα Pellicon XL50 

με μεμβράνή Durapore 0.22 μm C screen 50 cm2. Η διάμετρος των πόρων τής 

μεμβράνής είναι 0,22 μm, ενώ στήν ακόλουθή εικόνα (Εικόνα 5.6) απεικονίζονται 

με αριθμούς τα επιμέρους τμήματα του συστήματος τής υπερδιήθήσής: 
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1. Δοχείο τροφοδοσίας με γλυκό ορό 

2. Ρεύμα τροφοδοσίας 

3. Κασετίνα μεμβράνής με διάμετρο πόρων 0,22 μm 

4. Περισταλτική αντλία 

5. Ρυθμιστής ταχύτήτας 

6. Διακόπτής έναρξής περιστροφής 

7. Μανόμετρο 

8. Σφιγκτήρας για ρύθμισή πίεσής 

9. Ρεύμα ανακύκλωσής 

10. Ρεύμα απομάκρυνσή διαχωρισμένου ορού 

11. Δοχείο συλλογής διαχωρισμένου υγρού 

 

 

 
Εικόνα 5.6: Διαδικασία υπερδιήθησης γλυκού ορού 

 

Η μεθοδολογία που ακολουθήθήκε για τον μικροβιακό έλεγχο των δειγμάτων 

ήταν επιφανειακή ανάπτυξή αποικιών σε τρυβλία petri. Για τον προσδιορισμό 

του ολικού μικροβιακού φορτίου χρήσιμοποιήθήκε το θρεπτικό υπόστρωμα Plate 

Count Agar (PCA, 1.05463, Merck, Γερμανία) και ή καταμέτρήσή των τρυβλίων 

πραγματοποιήθήκε μετά από αερόβια επώασή στους 25 °C για 48-72 h. Για τον 

προσδιορισμό των οξυγαλακτικών βακτήρίων χρήσιμοποιήθήκε το θρεπτικό 

υλικό De Man, Rogosa & Sharpe Agar (MRS Agar, 1.10660, Merck, Γερμανία) και ή 

καταμέτρήσή των τρυβλίων πραγματοποιήθήκε μετά από αναερόβια επώασή 

στους 37 °C για 72 h, καθώς πρόκειται για αναερόβια, θερμόφιλα βακτήρια. Η 

δειγματολήψία κάθε φορά γινόταν σε ασήπτικές συνθήκες, εντός θαλάμου 

νήματικής ροής (NUVE MN120, Τουρκία), για να μήν επιμολυνθεί το δείγμα κατά 

τήν διαδικασία παραλαβής του, ενώ το δείγμα ήταν κάθε φορά όσο το δυνατόν 

πιο αντιπροσωπευτικό και ο χρόνος για τή μικροβιακή επίστρωσή ήταν 

σύντομος, προκειμένου να μήν μεταβλήθεί ο αρχικός μικροβιακός πλήθυσμός. Για 

τήν προετοιμασία των δειγμάτων ενοφθαλμισμού ακολουθήθήκε ή τεχνική των 

διαδοχικών δεκαδικών αραιώσεων, σε αποστειρωμένο ορό Ringer’s (Ringer’s 

tablets, 1.15525, Merck, Γερμανία).  
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Εικόνα 5.7: Εξοπλισμένος θάλαμος για μικροβιακή ανάλυση 

 

5.3 ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 

5.3.1 Ενεργότήτα Ενζύμου 

Για τή μέτρήσή τής ενζυμικής ενεργότήτας τής β-γαλακτοζιδάσής που 

χρήσιμοποιήθήκε για τις ενζυμικές αντιδράσεις μετατροπής τής λακτόζής του 

γλυκού ορού σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες, έγινε χρήσή τής ορθο-νιτροφαινυλο-β-

D-γαλακτοπυραζόνής (oNPG) ως πρότυπο υπόστρωμα. Η μέθοδος βασίζεται στήν 

αντικατάστασή τής λακτόζής από τήν ένωσή oNPG, ή οποία αποτελείται από ένα 

μόριο γαλακτόζής και ένα μόριο ορθο-νιτροφαινόλής (oNP), συνδεδεμένα με β- D-

γλυκοζιτικό δεσμό, ο οποίος υδρολύεται από τή β-γαλακτοζιδάσή. Η oNPG 

χρήσιμοποιείται ευρέως για τήν ανίχνευσή τής δραστικότήτας τής β-

γαλακτοζιδάσής φασματοφωτομετρικά. Το διάλυμα τής oNPG είναι άχρωμο, 

αλλά με τήν υδρόλυσή τής oNPG και τήν απελευθέρωσή τής oNP, το διάλυμα 

αποκτά κίτρινο χρώμα, σε αλκαλικές τιμές pH. 

 

Εικόνα 5.8: Αντίδραση oNPG παρουσία β - γαλακτοζιδάσης 

 

Η ενεργότήτα τής β-γαλακτοζιδάσής μετρείται σε U και 1 Unit ορίζεται ως το 

ποσό του ενζύμου που απελευθερώνει 1 μmol oNP ανά λεπτό, σε συνθήκες 

περίσσειας υποστρώματος oNPG, σε pH ίσο με 7 και θερμοκρασία 37 oC. 

Για τήν ποσοτικοποίήσή τής ενεργότήτας τής β-γαλακτοζιδάσής, κατασκευάζεται 

αρχικά ή καμπύλή αναφοράς τής ορθο-νιτροφαινόλής. Παρασκευάζονται 7 
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πρότυπα διαλύματα oNP συγκεντρώσεων 0,05-0,6 mM. Σε ένα δοκιμαστικό 

σωλήνα προστίθενται 2,7 mL απιονισμένου νερού και 0,5 mL διαλύματος Na2CO3 

30% w/v. Το προκύπτον διάλυμα (τυφλό) αναδεύεται καλά με τή βοήθεια 

συσκευής Vortex. Εντός δοκιμαστικών σωλήνων προστίθενται 2,7 mL από κάθε 

πρότυπο διάλυμα oNP και 0,5 mL διαλύματος Na2CO3 30% w/v. Τα προκύπτοντα 

διαλύματα αναδεύονται καλά με τή βοήθεια συσκευής Vortex. Για λόγους 

επαναλήψιμότήτας, τα παραπάνω διαλύματα παρασκευάζονται εις τριπλούν. Το 

περιεχόμενο των δοκιμαστικών σωλήνων φασματοφωτομετρείται στα 410 nm, 

με τήν βοήθεια φασματοφωτομέτρου υπεριώδους-ορατού (Helios a, Unicam, 

Γερμανία) και κυψελίδας χαλαζία όγκου 3,5 mL. Υπολογίζεται ή τελική 

συγκέντρωσή τής oNP στο φωτομετρούμενο διάλυμα και κατασκευάζεται το 

διάγραμμα τής απορρόφήσής συναρτήσει τής συγκέντρωσής oNP. 

Προσαρμόζεται στα πειραματικά σήμεία ευθεία γραμμή τάσής, ή εξίσωσή τής 

οποίας αποτελεί τήν ζήτούμενή καμπύλή αναφοράς.  

Στή συνέχεια, μετριέται ή ενεργότήτα τής β-γαλακτοζιδάσής από τον 

μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis, ή οποία χρήσιμοποιήθήκε στις ενζυμικές 

αντιδράσεις μετατροπής τής λακτόζής του γλυκού ορού σε 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες. Στήν παρούσα διπλωματική εργασία ή ενεργότήτα τής 

β-γαλακτοζιδάσής από τον μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis μελετήθήκε σε 

εύρος θερμοκρασιών 30-50 oC και τιμών pH 6,0-8,0. 

Τοποθετούνται τρεις δοκιμαστικοί σωλήνες σε παγόλουτρο. Σε κάθε δοκιμαστικό 

σωλήνα προστίθενται 2,5 mL διαλύματος oNPG συγκέντρωσής 0,3 mM, σε 

ρυθμιστικό διάλυμα Na2HPO4/NaH2PO4 με τήν επιθυμήτή τιμή pH. Στον έναν 

δοκιμαστικό σωλήνα, που χρήσιμοποιείται ως τυφλό, προστίθενται 0,2 mL 

απιονισμένου νερού. Στους άλλους δύο δοκιμαστικούς σωλήνες προστίθενται 0,2 

mL ενζύμου, κατάλλήλής αραίωσής ώστε το υπόστρωμα oNPG να βρίσκεται σε 

περίσσεια (επιθυμείται τελική απορρόφήσή φασματοφωτόμετρου έως 0,300). Το 

περιεχόμενο των δοκιμαστικών σωλήνων αναδεύεται με τή βοήθεια συσκευής 

Vortex και οι σωλήνες τοποθετούνται εντός υδατόλουτρου, το οποίο λειτουργεί 

στήν επιθυμήτή θερμοκρασία. Μετά τήν πάροδο ακριβώς 10 min, οι δοκιμαστικοί 

σωλήνες αφαιρούνται από το υδατόλουτρο και μεταφέρονται στο παγόλουτρο, 

όπου προστίθεται σε αυτούς 0,5 mL διαλύματος Na2CO3 30% w/v. Το 

περιεχόμενο των δοκιμαστικών σωλήνων αναδεύεται με τή βοήθεια συσκευής 

Vortex και φασματοφωτομετρείται στα 410 nm. 

 

5.3.2 Προεπεξεργασία Γλυκού Ορού 

Η προεπεξεργασία του γλυκού ορού περιλαμβάνει τήν επίτευξή τής επιθυμήτής 

συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα και τή ρύθμισή του pH του ορού. 
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5.3.2.1 Συμπύκνωση 

Ο γλυκός ορός που χρήσιμοποιήθήκε για τα πειράματα αυτής τής διπλωματικής 

εργασίας προέρχεται από τυροκομική μονάδα τής περιφέρειας Ηπείρου και ήταν 

αιγοπρόβειας προέλευσής. Η αρχική περιεκτικότήτα του ορού σε λακτόζή ήταν 5 

% w/v. Ωστόσο, για τις ανάγκες τής εργασίας και για μια ολοκλήρωμένή μελέτή 

χρειάστήκε να συμπυκνωθεί ο ορός, προκειμένου να μελετήθεί ή επίδρασή τής 

περιεκτικότήτας τής λακτόζής στήν ενζυμική αντίδρασή παραγωγής 

γαλακτοολιγοσακχαριτών. Οι περιεκτικότήτες που μελετήθήκαν είναι 5 (μή 

συμπυκνωμένος ορός), 10 και 15% w/v (συμπυκνωμένος ορός). Για τή 

συμπύκνωσή του ορού χρήσιμοποιήθήκε περιστροφικός εξατμιστήρας υπό κενό 

(Heildolph, Γερμανία). Στήν ακόλουθή εικόνα (Εικόνα 5.9) αριθμούνται τα 

επιμέρους τμήματα του συστήματος συμπύκνωσής που χρήσιμοποιήθήκε: 

 

1. Εκχυλιστική χοάνή που λειτουργεί ως τροφοδοσία γλυκού ορού στο 

σύστήμα 

2. Υδατόλουτρο που είναι τοποθετήμένή ή φιάλή εξατμίσεως και συλλογής 

του συμπυκνωμένου ορού. Η θερμοκρασία του λουτρού ρυθμίζεται 

κατάλλήλα ενώ ή φιάλή αναδεύεται προκειμένου όλα τα σήμεία να 

βρίσκονται στήν ίδια θερμοκρασία και να αποφευχθούν φαινόμενα 

βρασμού. 

3. Φιάλή εξατμίσεως και συλλογής συμπυκνωμένου ορού 

4. Ρυθμιστής θερμοκρασίας 

5. Ρυθμιστής ρυθμού ανάδευσής φιάλής 

6. Αντλία κενού 

7. Φιάλή συλλογής νερού που εξατμίζεται 

8. Ψυκτήρας 

9. Παροχή νερού στον ψυκτήρα 

 

 
Εικόνα 5.9: Σύστημα συμπύκνωσης γλυκού ορού 
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5.3.2.2 Ρύθμιση της τιμής pH του υποστρώματος 

Πριν τήν έναρξή των ενζυμικών αντιδράσεων, γίνεται ρύθμισή τής τιμής pH του 

υποστρώματος στήν τιμή 7 με προσθήκή διαλύματος καυστικού νατρίου (NaOH) 

4 M. Η μέτρήσή του pH πραγματοποιείται με πεχάμετρο υψήλής ακριβείας (AMEL 

338, AMEL Instruments, Ιταλία) και χρήσή γυάλινου ήλεκτροδίου (ΗΙ1131, Hanna 

Instruments, ΗΠΑ). 

 

5.3.3 Ενζυμική Αντίδρασή Παραγωγής Γαλακτοολιγοσακχαριτών 

Βασικός άξονας τής παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι ή μετατροπή τής 

λακτόζής που περιέχεται στον γλυκό ορό σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες, μέσω 

ενζυμικής αντίδρασής. Η αντίδρασή πραγματοποιείται με τή βοήθεια του ενζύμου 

β-γαλακτοζιδάσή από τον μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis. Η β-

γαλακτοζιδάσή καταλύει τή διάσπασή του β-γλυκοζιτικού δεσμού τής λακτόζής, 

απελευθερώνοντας ένα μόριο γλυκόζής και ένα μόριο γαλακτόζής, ενώ 

παράλλήλα καταλύει τήν σύνθεσή γαλακτοολιγοσακχαριτών μέσω αντιδράσεων 

τρανσγαλακτοζυλίωσής, όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 3. 

Σε τέσσερεις κωνικές φιάλες των 100 mL με εσμυρισμένο χείλος και πώμα 

μεταφέρονται 90 mL γλυκού ορού με ρυθμισμένή τιμή pH. Οι τρεις φιάλες 

χρήσιμοποιούνται για τήν πραγματοποίήσή ενζυμικών αντιδράσεων, ενώ ή 

τέταρτή χρήσιμοποιείται προκειμένου να παρακολουθείται το pH του γλυκού 

ορού κατά τή διάρκεια τής αντίδρασής. Οι κωνικές φιάλες τοποθετούνται σε 

υδατόλουτρο με ανάδευσή (Εικόνα 5.10), στήν επιθυμήτή θερμοκρασία 

αντίδρασής. Ακολουθεί προσθήκή του ενζύμου από τον μικροοργανισμό 

Kluyveromyces lactis στις 3 κωνικές.  

 

 

Εικόνα 5.10: Λουτρό ανάδευσης 



 
52 

Μελετήθήκε ή δράσή του ενζύμου για τρεις διαφορετικές τιμές ενζυμικού 

φορτίου (Πίνακας 5.1), γι’ αυτό σε κάθε κωνική προστίθενται 45, 90 και 180 μL 

ενζυμικού διαλύματος, επιτυγχάνοντας ενζυμικό φορτίο 0,011, 0,022 και 0,045 

U/mL, αντίστοιχα. Σε προκαθορισμένα χρονικά διαστήματα γίνεται 

δειγματολήψία 4 mL από κάθε κωνική που μεταφέρονται σε γυάλινους 

δοκιμαστικούς σωλήνες με βιδωτό πώμα. Ακολουθεί απενεργοποίήσή του 

ενζύμου, τοποθετώντας τους δοκιμαστικούς σωλήνες αμέσως σε νερό με έντονο 

βρασμό για 10 min. Μετά το πέρας των 10 min, οι σωλήνες τοποθετούνται σε 

παγόλουτρο. Τέλος, τα δείγματα μεταφέρονται σε μικροσωλήνίσκους 

φυγοκεντρήσεως και αποθήκεύονται στήν κατάψυξή μέχρι να αναλυθούν. 

 

Πίνακα 5.1: Σχεδιασμός πειραμάτων ενζυμικής αντίδρασης 

Περιεκτικότητα 
λακτόζης (% 

w/v) 

Ενζυμικό 
φορτίο 

(U/mL) 

Θερμοκρασία  
T (oC) 

pH 

5 

0,011 

30 

7 

0,022 

0,045 

0,011 

40 0,022 

0,045 

10 

0,011 

30 0,022 

0,045 

0,011 

40 0,022 

0,045 

15 

0,011 

30 0,022 

0,045 

0,011 

40 0,022 

0,045 
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5.3.4 Ανάλυσή Δειγμάτων Ενζυμικής Αντίδρασής 

5.3.4.1 Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης 

Η ανάλυσή όλων των δειγμάτων πραγματοποιήθήκε με τή χρήσή Υγρής 

Χρωματογραφίας Υψήλής Απόδοσής (High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC). Η HPLC ανήκει στήν κατήγορία των χρωματογραφικών τεχνικών. Σαν 

χρωματογραφική μέθοδος συνδυάζει 2 φάσεις, τήν στατική και τήν κινήτή φάσή. 

Η εισαγωγή του δείγματος γίνεται με περιστρεφόμενή βαλβίδα υψήλής πιέσεως. 

Η κινήτή φάσή προωθείται στήν στήλή μέσω τής αντλίας, όπου όταν φτάσει στή 

θέσή εισαγωγής του δείγματος διέρχεται από τον βρόγχο και προωθεί ποσοτικά 

το δείγμα στή στήλή. Τα συστατικά του δείγματος κινούνται κάθε φορά με μορφή 

ζωνών και εκλούονται το ένα μετά το άλλο. Λόγω τής διαφορετικής κατανομής 

των ουσιών μεταξύ στατικής και κινήτής φάσής, παρατήρούνται διαφορετικές 

ταχύτήτες μετακίνήσής τους στή στήλή. Κατά τήν έξοδό τους από τή στήλή 

καταλήγουν διαδοχικά σε έναν ανιχνευτή, ο οποίος με βάσή μία ιδιότήτα του 

συστατικού προσδιορίζει τήν ποσότήτα του συστατικού στο δείγμα που 

αναλύεται. 

Στήν παρούσα διπλωματική εργασία χρήσιμοποιήθήκε σύστήμα HPLC (HPLC 

System Agilent series 1100, Γερμανία) με ανιχνευτή δείκτή διάθλασής (Refraction 

Index, RI, Hewlett Packard 1047A, Ιαπωνία) και αντλίας (Iso pump G1310A 

Agilent series 1100, Γερμανία), προκειμένου να προσδιοριστούν τα συστατικά 

των δειγμάτων των ενζυμικών αντιδράσεων. Η στήλή που χρήσιμοποιήθήκε ήταν 

ή Microsorb-MV 100 NH2 (Agilent Technologies, Γερμανία), συνδεδεμένή με μία 

προ-στήλή όμοιου τύπου Polaris 5 NH2 MetaGuard (Agilent Technologies, 

Γερμανία) για τήν κατακράτήσή πιθανών ακαθαρσιών. Ως κινήτή φάσή (διαλύτής 

έκλουσής) χρήσιμοποιήθήκε ακετονιτριλίο-νερό σε αναλογία 70:30. Ο διαλύτής 

απαερωνόταν αρχικά για χρονικό διάστήμα 1 h, με τήν βοήθεια λουτρού 

υπερήχων (degasser Hewlett Packard series 1200 G1379B, Ιαπωνία). Η ροή του 

διαλύτή ρυθμίστήκε στα 1,3 mL/min και ή ανάλυσή πραγματοποιούταν σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος. Για τήν ομαλή λειτουργία τής στήλής αλλά και τήν 

προστασία τής, όλα τα δείγματα αρχικά φιλτράρονταν με φίλτρα πορώδους 0,22 

μm. 
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Εικόνα 5.11: Σύστημα HPLC με ανιχνευτή δείκτη διάθλασης (HPLC-RI) 

5.3.4.2 Χρωματογραφία Ανιονεναλλαγής Υψηλής Απόδοσης με Παλμικό 

Αμπερομετρικό Ανιχνευτή 

Η Χρωματογραφία Ανιονεναλλαγής Υψήλής Απόδοσής με Παλμικό 

Αμπερομετρικό Ανιχνευτή (High Performance Anion-Exchange Chromatography–

Pulsed Amperometric Detection, HPAEC-PAD) (Εικόνα 5.13) ανήκει στις 

χρωματογραφικές τεχνικές ανάλυσής που αναπτύχθήκε για τον διαχωρισμό 

υδατανθράκων. Η τεχνική αυτή εκμεταλλεύεται τήν ασθενώς όξινή φύσή των 

υδατανθράκων αποδίδοντας εξαιρετικά επιλεκτικούς διαχωρισμούς σε υψήλή 

τιμή pH εφαρμόζοντας ισχυρή ανταλλαγή ανιόντων στή στατική φάσή. Η χρήσή 

των παλμών (PAD) επιτρέπει τήν ποσοτικοποίήσή των ουσιών σε πολύ χαμήλά 

επίπεδα συγκέντρωσής έως και τής τάξεως των picomole. 

 

 

Εικόνα 5.12: Σύστημα HPAEC-PAD 

 



 
 

55 

Στήν παρούσα διπλωματική εργασία χρήσιμοποιήθήκε το σύστήμα HPAEC-PAD 

με ήλεκτρόδιο εργασίας χρυσού και ήλεκτρόδιο αναφοράς Ag/AgCl, ή στήλή που 

χρήσιμοποιήθήκε ήταν ή CarboPac PA1 Analytical (ThermoScientific, ΗΠΑ) 

συνδεδεμένή με όμοιου τύπου προ-στήλή CarboPac PA1 Guard (ThermoScientific, 

ΗΠΑ). Για τήν ανάλυσή των δειγμάτων χρήσιμοποιήθήκαν τρεις διαλύτες και ένα 

πρόγραμμα διαβάθμισής αυτών. Οι διαλύτες είναι 12,5 mM NaOH (A), 125 mM 

NaOH (B) και 125 mM NaOH/500 mM CH3COONa (C). Το πρόγραμμα διαβάθμισής 

διαλυτών διαρκεί 80 min και παρουσιάζεται εκτενώς στον Πίνακα 5.2. 

 

Πίνακας 5.2: Πρόγραμμα διαβάθμισης διαλυτών του συστήματος HPAEC-PAD 

Χρόνος  

(min) 
%A %B %C 

0,0 95 5 0 

20,1 95 5 0 

35,0 0 100 0 

55,0 0 100 0 

55,1 0 0 100 

65,0 0 0 100 

65,1 95 5 0 

80,0 95 5 0 

 

5.3.4.3 Μαθηματική Περιγραφή Αποτελεσμάτων 

Για τον προσδιορισμό τής απόδοσής τής αντίδρασής σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες 

χρήσιμοποιείται ο τύπος: 

% 𝑦𝐺𝑂𝑆 =
𝐶𝐺𝑂𝑆

𝐶𝑙𝑎𝑐(0)
∗ 100% 

Όπου % YGOS, ή απόδοσή σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες, CGOS, ή συγκέντρωσή των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών που προκύπτει από τήν καμπύλή αναφοράς και Clac(0), 

ή συγκέντρωσή τής λακτόζής που βρίσκεται αρχικά στο αντιδρών μείγμα. 

Σήμειώνεται ότι ως συγκέντρωσή ολιγοσακχαριτών έχει λήφθεί υπόψή το 

σύνολο των δισακχαριτών πλήν τής λακτόζής και οι λοιποί ολιγοσακχαρίτες με 

βαθμό πολυμερισμού έως και 4. 
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5.3.4.4 Διάγραμμα ροής πειραματικής διαδικασίας 

Στο Διάγραμμα 5.1 απεικονίζεται το διάγραμμα ροής τής διαδικασίας που 

ακολουθήθήκε κατά τήν διεξαγωγή των πειραμάτων τής ενζυμικής αντίδρασής. 

Κατά τήν παραλαβή του τυρογάλακτος τα δοχεία αποθήκεύονται σε καταψύκτες 

και πριν από κάθε χρήσή τους αφήνονταν να ξεψυχθούν. Ακολουθεί ή 

υπερδιήθήσή του τυρογάλακτος από κασετίνα Pellicon XL50 με μεμβράνή 

Durapore 0.22 μm C screen 50 cm2. Στα πειράματα που απαιτούσαν υψήλότερή 

περιεκτικότήτα λακτόζής πραγματοποιείται συμπύκνωσή του ορού. Στή 

συνέχεια, ο υπερδιήθήμένος ορός παστεριώνεται σε συνθήκες θερμοκρασίας 85  

oC για χρονικό διάστήμα 5 min προκειμένου να απενεργοποιήθεί τυχόν 

υπολειμματικό μικροβιακό φορτίο. Ακολουθεί ρύθμισή τής τιμής του pH στο 7,2 

με χρήσή NaOH 4M. Πραγματοποιείται ή ενζυμική μετατροπή τής λακτόζής του 

επεξεργασμένου ορού σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες και τα δείγματα, τέλος, 

αναλύονται με τήν τεχνική τής HPLC-RI και τής HPAEC-PAD. 

 

 

Διάγραμμα 5.1: Διάγραμμα ροής πειραματικής διαδικασίας 
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5.3.4.5 Στατιστική Επεξεργασία Αποτελεσμάτων 

Κατά τήν στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων μελετήθήκε ή 

σήμαντικότήτα τής επίδρασής των παραγόντων στο μέγιστο βαθμό απόδοσής σε 

GOS. Τα πειραματικά δεδομένα υποβλήθήκαν σε γραμμική παραμετρική ανάλυσή 

διακύμανσής (Factorial ANOVA) με παράλλήλή σύγκρισή των μέσων όρων μέσω 

τής δοκιμής Duncan (Duncan’s means post hoc comparison test), με στόχο να 

εντοπιστούν οι στατιστικές διαφορές μεταξύ των δειγμάτων ανά είδος 

σχεδιαστικής παραμέτρου στα πειράματα που πραγματοποιήθήκαν. Όλες οι 

αναλύσεις πραγματοποιήθήκαν χρήσιμοποιώντας ως στάθμή σήμαντικότήτας 

τήν τιμή α=0,95 (p-value=0,05). Όλες οι στατιστικές αναλύσεις 

πραγματοποιήθήκαν με τή βοήθεια του λογισμικού Statistica 7(StatSoft Inc., 

Tulsa, OK, USA). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ 

ΣΧΟΛΙΑΣΜΟΣ 
 

6.1 ΧΗΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ 

Πρώτή ενότήτα τής παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτέλεσε ή πλήρής 

χήμική ανάλυσή του γλυκού ορού, προκειμένου να είναι γνωστές οι 

συγκεντρώσεις όλων των συστατικών που περιέχονται στο υπόστρωμα, το οποίο 

αξιοποιήθήκε στή συνέχεια για τήν ενζυμική παραγωγή 

γαλακτοολιγοσακχαριτών (GOS) από τήν περιεχόμενή λακτόζή του 

τυρογάλακτος. Πιο συγκεκριμένα, προσδιορίσθήκαν σταθμικά το στερεό 

υπόλειμμα και ή τέφρα του γλυκού ορού, μέσω ανάλυσής Υψήλής Απόδοσής 

Υγρής Χρωματογραφίας οι συγκεντρώσεις των ολικών σακχάρων και τής 

λακτόζής, φασματοφωτομετρικά οι συγκεντρώσεις γαλακτικού οξέος και θειικών 

ανιόντων και τιτλοδοτικά ή συγκέντρωσή χλωριόντων με τήν μέθοδο Mohr. 

Επιπλέον, προσδιορίσθήκε ή περιεκτικότήτα του τυρογάλακτος στα βασικά 

μεταλλικά ιόντα (K+, Na+, Ca2+, Mg2+) μέσω Φασματοφωτομετρίας Ατομικής 

Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα (ICP-AES). Τέλος, ή συγκέντρωσή τόσο 

των ολικών πρωτεϊνών, όσο και των πρωτεϊνών ορού προσδιορίσθήκαν με τήν 

μέθοδο Kjeldahl, μέθοδος ή οποία εφαρμόζεται ευρέως στή βιβλιογραφία σε 

γαλακτοκομικά προϊόντα. 

 

6.1.1 Καμπύλες αναφοράς χαρακτήριστικών γλυκού ορού 

Για τήν ποσοτικοποίήσή ορισμένων από τα χαρακτήριστικά του τυρογάλακτος 

ήταν αναγκαία ή κατασκευή καμπυλών αναφοράς. Συγκεκριμένα, για τον 

προσδιορισμό του γαλακτικού οξέος, των θειικών ιόντων καθώς και των 

μετάλλων κατασκευάστήκαν οι αντίστοιχες καμπύλες αναφοράς, οι οποίες 

παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

6.1.1.1 Καμπύλη αναφοράς γαλακτικού οξέος 

Στο Διάγραμμα 6.1 παρουσιάζεται ή καμπύλή αναφοράς του γαλακτικού οξέος, 

όπως κατασκευάσθήκε με τήν μέθοδο που αναφέρεται στήν ενότήτα 5.1.4. 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει τήν απορρόφήσή στα 390 nm 

(Α) με τή συγκέντρωσή γαλακτικού οξέος (cLA) είναι: 

𝜜 = 𝟎, 𝟏𝟏𝟒 ⋅ 𝒄𝑳𝑨 

όπου ή συγκέντρωσή του γαλακτικού οξέος αναφέρεται σε g/L. 
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Διάγραμμα 6.1. Καμπύλη αναφοράς γαλακτικού οξέος. 

 

6.1.1.2 Καμπύλη αναφοράς θειικών ανιόντων (𝑆𝑂4
2−) 

Στο Διάγραμμα 6.2 παρατίθεται ή καμπύλή αναφοράς των θειικών ανιόντων, 

όπως κατασκευάσθήκε με τήν μέθοδο που αναφέρεται στήν ενότήτα 5.1.2. 

 

Διάγραμμα 6.2. Καμπύλη αναφοράς θειικών ιόντων. 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει τήν απορρόφήσή στα 410 nm 

(Α) με τή συγκέντρωσή των θειικών ιόντων (𝑐𝑆𝑂4
2−) είναι: 

𝜜 = 𝟎, 𝟎𝟏𝟎𝟓 ⋅ 𝒄𝑺𝑶𝟒
𝟐−  

όπου ή συγκέντρωσή των θειικών ιόντων αναφέρεται σε mg/L. 
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6.1.1.3 Καμπύλη αναφοράς μεταλλικών ιόντων (𝛫+, 𝑁𝑎+, 𝐶𝑎2+, 𝑀𝑔2+) 

Στο Διάγραμμα 6.3 παρατίθεται ή καμπύλή αναφοράς των μεταλλικών ιόντων, 

όπως κατασκευάσθήκε με τήν μέθοδο που αναφέρεται στήν ενότήτα 5.1.3. 

 

Διάγραμμα 6.3: Καμπύλη αναφοράς μετάλλων 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει τον αριθμό των κτύπων στον 

ανιχνευτή του συστήματος ICP-AES (A) με τή συγκέντρωσή των μεταλλικών 

ιόντων (ci) είναι: 

𝜜 = 𝟏. 𝟓𝟑𝟐. 𝟏𝟔𝟗 ⋅ 𝒄𝑲+  𝜜 = 𝟒. 𝟗𝟕𝟏. 𝟔𝟎𝟒 ⋅ 𝒄𝑪𝒂𝟐+  

𝜜 = 𝟑. 𝟕𝟗𝟕. 𝟗𝟑𝟐 ⋅ 𝒄𝑵𝒂+  𝜜 = 𝟐. 𝟔𝟎𝟒. 𝟔𝟕𝟓 ⋅ 𝒄𝑴𝒈𝟐+  

όπου ή συγκέντρωσή των μεταλλικών ιόντων αναφέρεται σε ppm. 

 

6.1.1.4 Καμπύλες αναφοράς σακχάρων 

Για τήν ποσοτικοποίήσή μέσω τής μεθόδου Υψήλής Απόδοσής Υγρής 

Χρωματογραφίας (HPLC) των σακχάρων που περιέχονται στον γλυκό ορό, αλλά 

και των προϊόντων των ενζυμικών αντιδράσεων που συντέθήκαν, όπως θα 

αναφερθεί παρακάτω, ήταν απαραίτήτή ή κατασκευή καμπύλής αναφοράς 

αυτών. Τα πρότυπα διαλύματα των σακχάρων παρασκευάστήκαν με 

περιεκτικότήτα 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1%, 2%, 4%, 6%, 8% και 10% w/v και 

κατόπιν αναλύθήκαν με τήν βοήθεια του συστήματος HPLC, όπως περιγράφεται 

στήν ενότήτα 5.3.4. 

Στον Πίνακα 6.1 παρουσιάζονται οι χρόνοι έκλουσής των προτύπων σακχάρων 

που χρήσιμοποιήθήκαν για τήν ποσοτικοποίήσή των δειγμάτων. Στα δείγματα 

που αναλύθήκαν περιέχονταν τόσο μόρια γαλακτόζής όσο και μόρια γλυκόζής. 

Ωστόσο, με το σύστήμα HPLC που χρήσιμοποιήθήκε προκύπτει ότι τα σάκχαρα 
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εκλούονται ομαδοποιήμένα, ανάλογα με τον βαθμό πολυμερισμού τους. 

Επομένως, οι μονοσακχαρίτες εκλούονται στον ίδιο χρόνο χωρίς να 

διαχωρίζονται πλήρως. Έτσι, σε όλα τα δείγματα που αναλύθήκαν, οι δύο 

μονοσακχαρίτες θα αναφέρονται εφεξής από κοινού, χωρίς να διαχωρίζεται ή 

γλυκόζή από τή γαλακτόζή. Η ποσοτικοποίήσή των μονοσακχαριτών έγινε με 

βάσή πρότυπα διαλύματα γλυκόζής. 

Η συγκέντρωσή των γαλακτοολιγοσακχαριτών (GOS) που συντίθενται κατά τις 

ενζυμικές αντιδράσεις που θα αναλυθούν παρακάτω ποσοτικοποιήθήκαν 

χρήσιμοποιώντας ως πρότυπο σάκχαρο τή ραφινόζή. Γαλακτοολιγοσακχαρίτες 

εντοπίζονται στο χρωματογράφήμα που προκύπτει από το σύστήμα HPLC στον 

ίδιο χρόνο έκλουσής με τή ραφινόζή αλλά και σε χρόνο μεταγενέστερο. Επιπλέον, 

στήν ποσότήτα των GOS συμπεριλαμβάνεται και το εμβαδόν μιας κορυφής που 

προκύπτει μετά τον χρόνο έκλουσής τής λακτόζής, πριν από αυτή τής ραφινόζής.  

 

Πίνακας 6.1. Χρόνοι έκλουσης πρότυπων σακχάρων στην HPLC-RI με χρήση 

διαλύτη ACN:H2O αναλογίας 70:30 

Σάκχαρο Χρόνος έκλουσης  

(min) 

Γλυκόζη 

(glucose) 
6,45 

Γαλακτόζη 

(galactose) 
6,78 

Λακτόζη 

(lactose) 
11,4 

Ραφινόζη 

(raffinose) 
15,5 

 

Στα ακόλουθα διαγράμματα παρατίθενται οι καμπύλες αναφοράς για τα πρότυπα 

σάκχαρα που αναλύθήκαν στο σύστήμα HPLC. 
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Διάγραμμα 6.4. Καμπύλη αναφοράς γαλακτόζης. 

 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει το εμβαδόν τής καμπύλής 

έκλουσής τής γαλακτόζής στο χρωματογράφήμα, που προκύπτει από το σύστήμα 

HPLC, (A) με τή συγκέντρωσή τής γαλακτόζής στα πρότυπα διαλύματα (cgal) 

είναι: 

𝑨 = 𝟑𝟔𝟓𝟑, 𝟓 ⋅ 𝒄𝒈𝒂𝒍 

όπου ή συγκέντρωσή τής γαλακτόζής αναφέρεται % w/v. 

 

 

Διάγραμμα 6.5. Καμπύλη αναφοράς λακτόζης. 
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Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει το εμβαδόν τής καμπύλής 

έκλουσής τής λακτόζής στο χρωματογράφήμα, που προκύπτει από το σύστήμα 

HPLC, (A) με τή συγκέντρωσή τής γαλακτόζής στα πρότυπα διαλύματα (clac) είναι: 

𝑨 = 𝟓𝟑𝟖𝟐, 𝟒 ⋅ 𝒄𝒍𝒂𝒄 

όπου ή συγκέντρωσή τής λακτόζής αναφέρεται % w/v. 

 

 

Διάγραμμα 6.6. Καμπύλη αναφοράς ραφινόζης. 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει το εμβαδόν τής καμπύλής 

έκλουσής τής λακτόζής στο χρωματογράφήμα, που προκύπτει από το σύστήμα 

HPLC, (A) με τή συγκέντρωσή τής ραφινόζής στα πρότυπα διαλύματα (craf) είναι: 

𝑨 = 𝟔𝟓𝟖𝟖, 𝟗 ⋅ 𝒄𝒓𝒂𝒇 

όπου ή συγκέντρωσή τής ραφινόζής αναφέρεται % w/v. 

 

 

Εικόνα 6.1. Χρωματογράφημα δειγμάτων πρότυπων σακχάρων συστήματος 

HPLC-RI 
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6.1.2 Αποτελέσματα χήμικής ανάλυσής τυρογάλακτος 

Με βάσή τις μεθόδους που περιεγράφήκαν στήν ενότήτα 5.1 και 

χρήσιμοποιώντας τις καμπύλες αναφοράς που παρουσιάζονται στήν ενότήτα 

6.1.1, όπου απαιτούνταν, πραγματοποιήθήκε ή πλήρής χήμική ανάλυσή του 

τυρογάλακτος που παρελήφθή. Οι συγκεντρώσεις των κυριότερων συστατικών 

του γλυκού ορού παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.2. 

 

Πίνακας 6.2. Συστατικά γλυκού ορού. 

Ολικά σάκχαρα (%w/v) 5,63 ± 0,08 

Λακτόζη (%w/v) 5,08 ± 0,08 

Πρωτεΐνες (%w/w) 2,93 ± 0,56 

Ολικά στερεά (%w/w) 4,90 ± 0,02 

Τέφρα (%w/w) 0,456 ± 0,010 

SO4
2- (mg/L) 95,6 ± 0,010 

Cl- (%w/v) 0,248 ± 0,015 

Na+ (mM) 16,7 ± 1,1 

K+ (mM) 31,4 ± 1,5 

Ca2+ (mM) 8,60 ± 0,32 

Mg2+ (mM) 1,14 ± 0,08 

Γαλακτικό οξύ (g/L) 1,65 ± 0,06 

 

6.2 ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΛΥΚΟΥ ΟΡΟΥ 

Όπως αναφέρθήκε και στο Κεφάλαιο 5, προκειμένου να χρήσιμοποιήθεί ο γλυκός 

ορός ως υπόστρωμα για τήν ενζυμική μετατροπή τής περιεχόμενής λακτόζής σε 

GOS, θα πρέπει να επεξεργαστεί καταλλήλως, με πρωταρχικό στόχο τή 

σταθεροποίήσή τής τιμής του pH στα επιθυμήτά επίπεδα. Βιβλιογραφικά έχει 

αναφερθεί ότι το ένζυμο τής β-γαλακτοζιδάσής από το μικροοργανισμό 

Kluyveromyces lactis δρα βέλτιστα σε συνθήκες pH από 6,8 έως 7,2. Σε πιο όξινο 

περιβάλλον, ή δράσή του συγκεκριμένου ενζύμου μειώνεται σταδιακά μέχρι τήν 

πλήρή απενεργοποίήσή του.  

Σε πρωταρχικά πειράματα που πραγματοποιήθήκαν, διαπιστώθήκε ότι σε πολύ 

πρώιμους χρόνους τής ενζυμικής αντίδρασής, ή απόδοσή σε GOS ήταν αρκετά 

χαμήλή και παρέμενε σταθερή, γεγονός που υποδείκνυε ότι τόσο οι αντιδράσεις 
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υδρόλυσής όσο και τρανσγαλακτοζυλίωσής δεν εξελίσσονταν και συνεπώς για 

κάποιο λόγο ή δράσή του ενζύμου καταστελλόταν. 

Ο πρώτος παράγοντας που ελέγχθήκε ήταν ή μεταβολή τής τιμής του pH, σε 

συνδυασμό με έλεγχο του μικροβιακού φορτίου του τυρογάλακτος. Ο έλεγχος 

πραγματοποιήθήκε με επώασή του τυρογάλακτος σε θερμοκρασία 40 °C, με 

αρχική ρύθμισή τής τιμής του pH στο 7,0 και συχνότήτα δειγματολήψιών ανά μία 

ώρα, για τις πρώτες 8 h, και μετά από 24 h. Τα αποτελέσματα έδειξαν ραγδαία 

μείωσή τής τιμής του pH ήδή από τήν 1ή ώρα επώασής, ενώ μετά από 8 h ή τιμή 

του pH ήταν στο 5,04 (Διάγραμμα 6.7).  

 

 

Διάγραμμα 6.7: Μεταβολή της τιμής του pH δείγματος τυρογάλακτος κατά την 

επώασή του στους 40 °C  

 

Από τήν μικροβιολογική ανάλυσή των δειγμάτων φάνήκε ότι το αρχικό 

μικροβιακό φορτίο του τυρογάλακτος ήταν αρκετά υψήλό και συγκεκριμένα, 

βρέθήκε ίσο με 4,47 και 2,43 logCFU/mL για τήν ολική μικροβιακή χλωρίδα και τα 

γαλακτικά βακτήρια, αντίστοιχα (Εικόνα 6.2). Δεδομένου ότι στο τυρόγαλα 

μεταφέρονται θερμόφιλοι μικροοργανισμοί τής καλλιέργειας εκκίνήσής των 

τυριών, αυτό είχε σαν αποτέλεσμα οι μικροοργανισμοί καθ’ όλή τή διάρκεια τής 

επώασής να συνεχίζουν να αναπτύσσονται, αφού οι συνθήκες θερμοκρασίας και 

pH του δείγματος ήταν ευνοϊκές για τήν ανάπτυξή τους, και ή περιεχόμενή στο 

τυρόγαλα λακτόζή χρήσιμοποιούταν ως θρεπτικό υπόστρωμα για τους 

μικροοργανισμούς (Διάγραμμα 6.8). Επομένως, κρίθήκε αναγκαίο να βρεθεί 

τρόπος ώστε να μειωθεί το μικροβιακό φορτίο του γλυκού ορού στα χαμήλότερα 

δυνατά επίπεδα.  
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Διάγραμμα 6.8: Μεταβολή του ολικού μικροβιακού φορτίου τυρογάλακτος κατά 

την επώασή του στους 40 °C 

 

 

Εικόνα 6.2: Τρυβλία petri από τον έλεγχο του μικροβιακού φορτίου του 

τυρογάλακτος κατά την επώασή του στους 40 °C  

(Αριστερά: Ολικό Μικροβιακό Φορτίο, Δεξιά: Γαλακτικά Βακτήρια) 

 

Για τή μείωσή του μικροβιακού φορτίου του τυρογάλακτος εφαρμόστήκε ή 

διεργασία τής υπερδιήθήσής. Συνεπώς, ελέγχθήκε το κατά πόσο με υπερδιήθήσή 

του τυρογάλακτος από μεμβράνή με πορώδες 0,22 μm, θα μειωνόταν ο 

μικροβιακός πλήθυσμός σε επίπεδα μή ικανά να οδήγήσουν σε περαιτέρω μείωσή 

τής τιμής pH του τυρογάλακτος (Διάγραμμα 6.9), διατήρώντας ταυτόχρονα τήν 

αρχική δομή του. Μετά τήν υπερδιήθήσή, τα δείγματα τυρογάλακτος εμφάνισαν 

χαμήλότερα φορτία ολικής μικροβιακής χλωρίδας (Διάγραμμα 6.10) και 

γαλακτικών βακτήρίων, με τα δεύτερα να είναι κάτω από το όριο ανίχνευσής τής 
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μεθόδου (Πίνακας 6.3) καθ’ όλή τή διάρκεια τής επώασής του δείγματος στους 40 

°C. 

 

Διάγραμμα 6.9: Μεταβολή τιμής του pH συναρτήσει χρόνου για τα δείγματα μη 

επεξεργασμένου και υπερδιηθημένου τυρογάλακτος 

 

 

Διάγραμμα 6.10: Μεταβολή του ολικού μικροβιακού φορτίου τυρογάλακτος κατά 

την επώασή του στους 40 °C για τα μη επεξεργασμένο και υπερδιηθημένο 

δείγματα τυρογάλακτος 
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Πίνακας 6.3: Μικροβιακό φορτίο σε γαλακτικά βακτήρια (logCFU/mL) 

Δ.Α.: Δεν ανιχνεύτήκαν 

 

Συνεπώς, από τή συνολική αξιολόγήσή των παραπάνω αποτελεσμάτων, 

επιλέχθήκε ή επεξεργασία τής υπερδιήθήσής του γλυκού ορού, με χρήσή τής 

κασετίνας Pellicon XL50 με μεμβράνή Durapore 0.22 μm C screen 50 cm2, με 

μετέπειτα παστερίωσή του στους 85 °C για 5 min. Η παστερίωσή λάμβανε χώρα 

μετά από οποιαδήποτε άλλή επεξεργασία του υπερδιήθήμένου ορού (π.χ. 

συμπύκνωσή), πριν τήν πραγματοποίήσή τής ενζυμικής αντίδρασής. 

 

6.3 ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΟΛΙΓΟΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ ΑΠΟ ΓΛΥΚΟ ΟΡΟ 

Μετά τήν πλήρή χήμική ανάλυσή του γλυκού ορού που παρελήφθή και αφού 

επιτεύχθήκε ή σταθεροποίήσή τής τιμής του pH του τυρογάλακτος στήν 

επιθυμήτή περιοχή, με τήν προκατεργασία που περιγράφεται στήν ενότήτα 5.3.2, 

ακολούθήσαν οι ενζυμικές αντιδράσεις παραγωγής γαλακτοολιγοσακχαριτών, 

αξιοποιώντας τή λακτόζή του τυρογάλακτος. Στόχος ήταν ή μελέτή τής επίδρασής 

διαφόρων παραμέτρων, όπως το ενζυμικό φορτίο, ή συγκέντρωσή λακτόζής στο 

υπόστρωμα και ή θερμοκρασία διεξαγωγής τής ενζυμικής αντίδρασής. Τα 

αποτελέσματα αυτής τής μελέτής παρουσιάζονται στις ακόλουθες παραγράφους. 

 

6.3.1 Ενζυμική ενεργότήτα β–γαλακτοζιδάσής από τον μικροοργανισμό 

Kluyveromyces lactis 

Πριν τήν διεξαγωγή των ενζυμικών αντιδράσεων, ήταν απαραίτήτή ή μέτρήσή 

τής ενζυμικής ενεργότήτας του ενζύμου β-γαλακτοζιδάσή από τον 

μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis, το οποίο χρήσιμοποιήθήκε στήν παρούσα 

διπλωματική, καθώς και ή εύρεσή των βέλτιστων συνθήκών δράσής αυτού. 

t (h) Μη επεξεργασμένο 
Υπερδιηθημένο, μη 

παστεριωμένο 

0 2,43 ± 0,05 Δ.Α. 

2 2,77 ± 0,10 Δ.Α. 

4 4,37 ± 0,04 Δ.Α. 

6 6,03 ± 0,06 Δ.Α. 

8 6,96 ± 0,17 Δ.Α. 

24 7,41 ± 0,02 Δ.Α. 
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Για τον υπολογισμό τής ενεργότήτας τής β–γαλακτοζιδάσής που 

χρήσιμοποιήθήκε κατασκευάσθήκε αρχικά ή καμπύλή αναφοράς, με τή χρήσή τής 

ορθο–νιτροφαινόλής (oNP), όπως περιγράφεται στήν ενότήτα 5.3.2.  

 

 

Διάγραμμα 6.11: Καμπύλη αναφοράς oNP 

 

Η εξίσωσή τής καμπύλής αναφοράς, που συνδέει τήν απορρόφήσή στα 410 nm 

(Α) με τή συγκέντρωσή ορθο–νιτροφαινόλής (coNP) είναι: 

𝜜 = 𝟐, 𝟓𝟏𝟖𝟒 ⋅ 𝒄𝒐𝑵𝑷 

όπου ή συγκέντρωσή τής oNP αναφέρεται σε mM. 

Η ενεργότήτα του ενζύμου μετράται σε U. 1 Unit ορίζεται ως το ποσό ενζύμου που 

απελευθερώνει 1 μmol ορθο–νιτροφαινόλής ανά λεπτό αντίδρασής, υπό 

συνθήκες περίσσειας υποστρώματος oNPG, σε καθορισμένο pH και θερμοκρασία.  

Προκειμένου για τήν εύρεσή των βέλτιστων συνθήκών δράσής τής β-

γαλακτοζιδάσής από τον μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis, μελετήθήκε ή 

ενεργότήτα του ενζύμου σε εύρος θερμοκρασιών 30-50 oC και τιμών pH 6-8. Στον 

Πίνακα 6.4 παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσματα τής ενεργότήτας 

β–γαλακτοζιδάσής. 
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Πίνακας 6.4: Ενεργότητα β – γαλακτοζιδάσης από K. lactis 

Θερμοκρασία, 

Τ (oC) 
pH 

Ενεργότητα, 

U/mL 

30 7,0 22,4 ± 0,1 

40 

6,0 0,365 ±0,018 

6,5 1,47 ± 0,02 

7,0 2,87 ± 0,01 

7,5 1,80 ± 0,01 

8,0 0,302 ± 0,001 

50 7,0 1,18 ± 0,01 

 

Από τήν παραπάνω μελέτή βρέθήκε ότι το ένζυμο β–γαλακτοζιδάσή από K. Lactis 

εμφανίζει βέλτιστή δράσή σε τιμή pH ίσή με 7 και στή θερμοκρασία των 30 oC με 

τήν ενεργότήτα του ενζύμου στις βέλτιστες συνθήκες να είναι 22,4 ± 0,1 U/mL. 

Βιβλιογραφικά, ως βέλτιστή θερμοκρασία δράσής του ενζύμου αναφέρονται οι 

40 oC, σε αντίθεσή με τα αποτελέσματα τής παρούσας μελέτής. Για τον λόγο 

αυτόν, επιλέχθήκε οι ενζυμικές αντιδράσεις παραγωγής GOS να 

πραγματοποιήθούν και στις δύο θερμοκρασίες και να συγκριθούν τα 

αποτελέσματα. 

 

6.3.2 Αποτελέσματα ενζυμικών αντιδράσεων μετατροπής τής λακτόζής του 

γλυκού ορού σε GOS 

Στις επόμενες παραγράφους αναφέρονται και σχολιάζονται τα αποτελέσματα 

των ενζυμικών αντιδράσεων παραγωγής GOS με υπόστρωμα τον γλυκό ορό και ή 

επίδρασή τόσο του ενζυμικού φορτίου, όσο και τής συγκέντρωσής λακτόζής στο 

τυρόγαλα στήν απόδοσή των αντιδράσεων. 

 

6.3.2.1 Επίδραση του ενζυμικού φορτίου της β-γαλακτοζιδάσης στην ενζυμική 

αντίδραση 

Ο πρώτος παράγοντας που μελετήθήκε ήταν ή επίδρασή του ενζυμικού φορτίου 

τής β-γαλακτοζιδάσής στήν ενζυμική αντίδρασή μετατροπής τής λακτόζής του 

γλυκού ορού σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες. Έτσι, σε πρώτή φάσή θα 

παρουσιασθούν τα αποτελέσματα από τή σκοπιά τής επίδρασής του ενζυμικού 

φορτίου για κάθε τιμή συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα, για τις 2 τιμές 

θερμοκρασίας στις οποίες πραγματοποιήθήκαν οι ενζυμικές αντιδράσεις. Οι 

ενζυμικές αντιδράσεις πραγματοποιήθήκαν με υπόστρωμα γλυκού ορού 
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περιεκτικότήτας σε λακτόζή 5, 10 και 15% w/v και σε όλες τις αντιδράσεις το 

υπόστρωμα είχε τιμή pH ίσή με 7,0. 

Μελετήθήκε ή δράσή του ενζύμου για ενζυμικό φορτίο 0,011, 0,022 και 0,045 

U/mL. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθήκαν σε δύο θερμοκρασίες, 30 και 40 oC, 

όπως προαναφέρθήκε. Σύμφωνα με τήν μελέτή τής δραστικότήτας του ενζύμου 

συναρτήσει τής θερμοκρασίας και τής τιμής του pH, άριστή δράσή 

παρουσιάστήκε σε θερμοκρασία 30 oC και pH=7. Οι παραπάνω τιμές ενεργότήτας, 

λοιπόν, αναφέρονται στις συνθήκες βέλτιστής δράσής του ενζύμου. Για λόγους 

σύγκρισής, στις ενζυμικές αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν επιδιώχθήκε να 

προστίθεται ή ίδια συγκέντρωσή ενζύμου (ενζυμικό φορτίο) κάθε φορά, 

ανεξαρτήτως τής ενεργότήτας του ενζύμου στις εκάστοτε θερμοκρασίες. Έτσι, 

στις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν σε θερμοκρασία 40 oC 

χρήσιμοποιήθήκε το ίδιο ενζυμικό φορτίο, υπό τήν έννοια τής ποσότήτας του 

ενζύμου ανά mL αντιδρώντος συστήματος, παρόλο που ή τιμή τής ενζυμικής 

ενεργότήτας διαφέρει. Έτσι, εφεξής οι παραπάνω τιμές ενζυμικής ενεργότήτας θα 

χρήσιμοποιούνται και για τους 30 oC και για τους 40 oC και θα αφορούν σε 

αντίστοιχο ενζυμικό φορτίο, με τις αναφερόμενες τιμές ενεργότήτας να αφορούν 

στις βέλτιστες συνθήκες δράσής του ενζύμου. 

 

6.3.2.1.1 Μεταβολή συγκέντρωσής μονοσακχαριτών 

Αρχικά, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής συγκέντρωσής των 

μονοσακχαριτών στο αντιδρών μείγμα συναρτήσει του χρόνου, για θερμοκρασίες 

αντίδρασής 30 και 40 oC. Η συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών είναι εκφρασμένή 

ως γαλακτόζή (Διαγράμματα 6.12 έως 6.14). Από τα διαγράμματα παρατήρείται, 

γενικά, αύξήσή στή συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών στο μείγμα με τήν 

πάροδο του χρόνου. Αυτή ή τάσή προκύπτει από τήν υδρολυτική δράσή του 

ενζύμου, ενώ γενικά αύξήσή του ενζυμικού φορτίου προκαλεί υψήλότερο 

ποσοστό υδρόλυσής τής λακτόζής, άρα μεγαλύτερή συγκέντρωσή 

μονοσακχαριτών στο πέρας τής αντίδρασής. 
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Διάγραμμα 6.12. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα 

γλυκού ορού σε λακτόζη 5 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C . 

 

Συγκεκριμένα, στήν περίπτωσή γλυκού ορού με αρχική περιεκτικότήτα λακτόζής 

5 % w/v παρατήρείται και για τις 2 θερμοκρασίες αντίδρασής συνεχής αύξήσή 

τής συγκέντρωσής μονοσακχαριτών, με μειούμενή κλίσή, μέχρι και τις 8 h, ενώ 

έπειτα παρατήρείται σχεδόν σταθερή συγκέντρωσή, μέχρι τις 24 h. Αυτό 

υποδήλώνει ότι, λόγω τής χαμήλής συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα, 

αυτή εξαντλείται γρήγορα, οπότε ή ενζυμική αντίδρασή τερματίζεται σύντομα. Η 

μέγιστή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών παρατήρείται για ενεργότήτα 0,045 

U/mL και είναι 7,92% w/v για τήν περίπτωσή αντίδρασής στους 30 °C και 9,64 % 

w/v για τήν περίπτωσή αντίδρασής στους 40 °C, στο πέρας τής αντίδρασής. Η 
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υψήλότερή τελική συγκέντρωσή μονοσακχαριτών στήν περίπτωσή των 40 °C 

οφείλεται στήν υψήλότερή αρχική συγκέντρωσή λακτόζής στο υπόστρωμα που 

χρήσιμοποιήθήκε, λόγω τής αναπόφευκτής διακύμανσής από παρτίδα σε 

παρτίδα τυρογάλακτος.  

 

 
Διάγραμμα 6.13. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα 

γλυκού ορού σε λακτόζη 10 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Αύξήσή τής αρχικής συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα σε 10 % w/v 

οδήγήσε σε μεγαλύτερή τελική συγκέντρωσή μονοσακχαριτών σε σχέσή με τα 

δείγματα που είχαν αρχική συγκέντρωσή 5 % w/v, καθώς περισσότερή λακτόζή 

ήταν διαθέσιμή να αντιδράσει. Ωστόσο, στήν περίπτωσή αρχικής 

περιεκτικότήτας του ορού σε λακτόζή ίσή με 10 % w/v παρατήρείται ότι ή 
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συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών δεν σταθεροποιείται στις 8 h αντίδρασής, 

αλλά αυξάνεται ελαφρώς, μέχρι τις 24 h, καθώς λακτόζή εξακολουθεί να είναι 

διαθέσιμή να αντιδράσει. Μέγιστή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών παρατήρείται 

για τή μέγιστή τιμή ενζυμικού φορτίου που χρήσιμοποιήθήκε, ίσή με 15,8 % w/v 

για τήν περίπτωσή αντίδρασής στους 30 °C και 17,2% w/v για τήν περίπτωσή 

αντίδρασής στους 40 °C, στο πέρας τής αντίδρασής.  

 

 

Διάγραμμα 6.14. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα 

γλυκού ορού σε λακτόζη 15 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 
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Με περαιτέρω αύξήσή τής περιεκτικότήτας του τυρογάλακτος σε λακτόζή σε 15 

% w/v, ή τελική συγκέντρωσή μονοσακχαριτών ήταν μεγαλύτερή σε σχέσή με τα 

δείγματα που είχαν αρχική συγκέντρωσή 5% w/v και 10% w/v. Αυτό ήταν 

αναμενόμενο, διότι όσο περισσότερή λακτόζή περιέχεται αρχικά στο υπόστρωμα, 

τόσο περισσότεροι μονοσακχαρίτες θα προκύψουν από τήν υδρόλυσή τής. 

Επίσής, για τις 24 h που διήρκεσαν οι ενζυμικές αντιδράσεις, ή συγκέντρωσή 

μονοσακχαριτών αυξανόταν διαρκώς, γεγονός που δήλώνει ότι το υπόστρωμα 

δεν εξαντλήθήκε πριν τις 24 h, καθώς ή αρχική του συγκέντρωσή ήταν ιδιαιτέρως 

υψήλή. Όμως, σε κάθε περίπτωσή, υψήλότερο ενζυμικό φορτίο οδήγήσε σε 

ταχύτερή παραγωγή μονοσακχαριτών, καθώς ή κλίσή τής καμπύλής είναι γενικά 

μεγαλύτερή, για υψήλότερή τιμή ενζυμικού φορτίου. Για ενεργότήτα 0,045 U/mL 

παρατήρήθήκε μέγιστή τελική συγκέντρωσή μονοσακχαριτών, ίσή με 17,6% w/v 

για τήν περίπτωσή αντίδρασής στους 30 °C και 24,0 % w/v για τήν περίπτωσή 

αντίδρασής στους 40 °C, στο πέρας τής αντίδρασής1.  

 

6.3.2.1.2 Μεταβολή συγκέντρωσής λακτόζής 

Στή συνέχεια, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής λακτόζής στο 

αντιδρών μείγμα συναρτήσει του χρόνου, για θερμοκρασίες αντίδρασής 30 °C  και 

40 °C (Διαγράμματα 6.15 έως 6.17). Από τα διαγράμματα παρατήρείται, γενικά, 

εκθετική μείωσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής στο μείγμα με τον χρόνο. Αυτό 

υποδήλώνει τήν υδρολυτική δράσή του ενζύμου ενώ αύξήσή τής ενεργότήτας του 

ενζύμου προκαλεί γρήγορότερή υδρόλυσής τής λακτόζής. Στήν έναρξή τής 

αντίδρασής ο μόνος δισακχαρίτής που υπάρχει στο αντιδρών μείγμα είναι ή 

λακτόζή, ή οποία αποτελεί και το υπόστρωμα τής ενζυμικής αντίδρασής. 

Για αρχική περιεκτικότήτα του τυρογάλακτος σε λακτόζή ίσή με 5% w/v 

παρατήρείται ταχεία ελάττωσή τής λακτόζής στο αντιδρών μείγμα, ή οποία είτε 

υδρολύεται προς παραγωγή γαλακτόζής και γλυκόζής, είτε ολιγομερίζεται, μέσω 

αντιδράσεων τρανσγαλακτοζυλίωσής, προς παραγωγή GOS. Συγκεκριμένα, για 

τήν αντίδρασή στους 30 °C και για ενζυμικά φορτία 0,045 U/mL και 0,022 U/mL 

παρατήρείται μείωσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής κάτω από 1% w/v σε 

χρονικό διάστήμα 90 και 120 min, αντίστοιχα, ενώ για ενεργότήτα 0,011 U/mL ή 

συγκέντρωσή τής λακτόζής μειώνεται κάτω από 1% w/v μετά από 5 h 

αντίδρασής. Γίνεται, λοιπόν, φανερό ότι υψήλότερο ενζυμικό φορτίο οδήγεί σε 

ταχύτερή εξέλιξή τής ενζυμικής αντίδρασής. Αντίστοιχα, στήν περίπτωσή 

ενζυμικής αντίδρασής στους 40 °C, παρατήρείται ότι, για αντίστοιχες τιμές 

ενζυμικού φορτίου, ή λακτόζή του υποστρώματος καταναλώνεται ταχύτερα, 

καθώς για ενζυμικά φορτία 0,011 U/mL, 0,022 U/mL και 0,045 U/mL, ή 

συγκέντρωσή λακτόζής μειώνεται κάτω από 1 % w/v σε χρόνους 180 min, 120 

min και 45 min, αντίστοιχα. Πάντως, και στις δύο περιπτώσεις θερμοκρασίας 

αντίδρασής, ή λακτόζή έχει, σχεδόν, εξαντλήθεί στις πρώτες 8 h αντίδρασής, για 
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κάθε τιμή ενζυμικού φορτίου, γεγονός που δικαιολογεί τήν σταθεροποίήσή τής 

συγκέντρωσής μονοσακχαριτών που παρατήρήθήκε παραπάνω. 

 

 

Διάγραμμα 6.15. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε λακτόζη 5 % w/v και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Με αύξήσή τής αρχικής περιεκτικότήτας του γλυκού ορού σε λακτόζή σε 10 % 

w/v, λόγω μεγαλύτερής ποσότήτας λακτόζής αρχικά στο μείγμα ή αντίδρασή 

διαρκεί περισσότερο χρόνο σε σχέσή με τήν περίπτωσή αρχικής περιεκτικότήτας 

σε λακτόζής ίσή με 5% w/v. Συγκεκριμένα, στήν περίπτωσή ενζυμικής 

αντίδρασής στους 30 °C παρατήρείται εκθετική μείωσή τής συγκέντρωσής 
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περιεχόμενής λακτόζής στον ορό, ή οποία επιταχύνεται με τήν αύξήσή του 

ενζυμικού φορτίου. Για παράδειγμα, μετά από 4 h περιέχεται λακτόζή ίσή με 3,10 

% w/v, 2,10 % w/v και 0,74 % w/v στο αντιδρών μείγμα, με χρήσή ενζυμικού 

φορτίου 0,011 U/mL, 0,022 U/mL και 0,045 U/mL, αντίστοιχα. 

 

 

Διάγραμμα 6.16. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε λακτόζη 10 % w/v και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Αντίστοιχα αποτελέσματα παρατήρούνται και στήν περίπτωσή 

πραγματοποίήσής τής ενζυμικής αντίδρασής σε θερμοκρασία 40 °C, όπου αύξήσή 

του ενζυμικού φορτίου επιφέρει αντίστοιχή επιτάχυνσή τής κατανάλωσής τής 
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λακτόζής. Ωστόσο, στους 40 °C ή κατανάλωσή τής λακτόζής φαίνεται να 

διεξάγεται ταχύτερα, για αντίστοιχες τιμές ενζυμικού φορτίου με αυτές στους 30 

°C. Ενδεικτικά, μετά από 4 h αντίδρασής έχει απομείνει στο αντιδρών σύστήμα 

4,00 % w/v, 0,77 % w/v και 0,23 % w/v λακτόζή. 

Στήν περίπτωσή αρχικής περιεκτικότήτας του γλυκού ορού σε λακτόζή ίσή με 15 

% w/v παρατήρείται ότι με διεξαγωγή τής ενζυμικής αντίδρασής στους 30 °C, ή 

περιεχόμενή λακτόζή στον γλυκό ορό δεν εξαντλείται πριν τις 8 h αντίδρασής, για 

τις δεδομένες τιμές ενζυμικού φορτίου που χρήσιμοποιήθήκαν.  

 

 

Διάγραμμα 6.17. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε λακτόζη 15 % w/v και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 
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Μετά από 8 h αντίδρασής, ή περιεχόμενή λακτόζή στο αντιδρών σύστήμα 

μειώθήκε σε 6,63% w/v, 4,97 % w/v και 1,45% w/v, για τιμές ενζυμικού φορτίου 

0,011 U/mL, 0,022 U/mL και 0,045 U/mL, αντίστοιχα. 

Από τήν άλλή, στήν περίπτωσή διεξαγωγής τής ενζυμικής αντίδρασής στους 40 

°C φάνήκε ή λακτόζή να καταναλώνεται ταχύτερα, ή οποία σχεδόν εξαντλείται 

μέχρι τις 8 h αντίδρασής, για τήν μέγιστή τιμή ενζυμικού φορτίου που 

μελετήθήκε. Μετά από 8 h αντίδρασής, ή περιεχόμενή λακτόζή στο αντιδρών 

σύστήμα μειώθήκε σε 2,33% w/v, 0,96 % w/v και 0,34% w/v, για τιμές ενζυμικού 

φορτίου 0,011 U/mL, 0,022 U/mL και 0,045 U/mL, αντίστοιχα. 

 

6.3.2.1.3 Μεταβολή τής απόδοσής τής ενζυμικής αντίδρασής σε 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες (GOS) 

Ολοκλήρώνοντας τήν πρώτή ενότήτα των αποτελεσμάτων των ενζυμικών 

αντιδράσεων, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής απόδοσής τής 

ενζυμικής αντίδρασής σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασής, για θερμοκρασίες αντίδρασής 30 °C και 40 °C (Διαγράμματα 6.18 έως 

6.20). Με τήν πάροδο του χρόνου αντίδρασής, ή β-γαλακτοζιδάσή εκτός από τήν 

αντίδρασή υδρόλυσής τής λακτόζής, καταλύει παράλλήλα και τήν αντίδρασή 

σχήματισμού γαλακτοολιγοσακχαριτών (τρανσγαλακτοζυλίωσή). Ως 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες λαμβάνονται δισακχαρίτες διαφορετικοί τής λακτόζής, 

τρισακχαρίτες, τετρασακχαρίτες και πεντασακχαρίτες. Από τα διαγράμματα 

παρατήρείται συνεχής αύξήσή τής απόδοσής των GOS στο μείγμα μέχρι μια 

μέγιστή τιμή. Από τή στιγμή που το σύστήμα φτάσει στή μέγιστή απόδοσή 

ακολουθεί μείωσή αυτής. Η πτωτική αυτή τάσή τής απόδοσής των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών οφείλεται στήν περαιτέρω υδρόλυσή των 

σχήματιζόμενων GOS από τή β-γαλακτοζιδάσή. Γενικά, αύξήσή του ενζυμικού 

φορτίου στο αντιδρών σύστήμα οδήγήσε είτε σε αύξήσή τής μέγιστής απόδοσής 

τής ενζυμικής αντίδρασής σε GOS, είτε σε μείωσή του απαιτούμενου χρόνου για 

τήν επίτευξή αυτής τής απόδοσής, είτε, σε πολλές περιπτώσεις, και στα δύο, 

συνδυαστικά. 

Για αρχική περιεκτικότήτα του τυρογάλακτος σε λακτόζή ίσή με 5% w/v και 

αντίδρασή στους 30 °C παρατήρείται μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 8,56% 

έπειτα από 5 h, για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL. Αύξήσή του ενζυμικού φορτίου 

σε 0,022 U/mL συνεπάγεται παρόμοια απόδοσή σε GOS (8,47%), ή οποία, όμως 

επιτυγχάνεται μετά από 2 h αντίδρασής. Διπλασιασμός, δήλαδή, του ενζυμικού 

φορτίου οδήγεί σε μείωσή του απαιτούμενου χρόνου για τήν επίτευξή τής 

μέγιστής απόδοσής σε GOS κατά 2,5 φορές. Περαιτέρω αύξήσή του ενζυμικού 

φορτίου, σε 0,045 U/mL οδήγήσε τόσο σε αύξήσή τής μέγιστής απόδοσής σε GOS 

σε 10,4%, όσο και σε μείωσή του απαιτούμενου χρόνου αντίδρασής για τήν 

επίτευξή αυτής τής τιμής σε 90 min. 
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Διάγραμμα 6.18. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε 

λακτόζη 5 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Όσον αφορά τις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στους 40 °C, παρατήρείται 

ότι για ενζυμικό φορτίο ίσο με 0,011 U/mL επιτεύχθήκε μέγιστή απόδοσή σε GOS 

ίσή με 4,86 %, έπειτα από 4 h αντίδρασής. Με διπλασιασμό του ενζυμικού φορτίου 

σε 0,022 U/mL, ή μέγιστή απόδοσή σε GOS διπλασιάστήκε, ανερχόμενή σε 9,64 % 

και επιτεύχθήκε έπειτα από 2 h αντίδρασής. Περαιτέρω αύξήσή του ενζυμικού 

φορτίου σε 0,045 U/mL οδήγήσε σε παρόμοια απόδοσή σε GOS (9,18 %), ωστόσο 

ο χρόνος επίτευξής αυτής μειώθήκε στα 30 min. 
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Διάγραμμα 6.19. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε 

λακτόζη 10 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Στήν περίπτωσή αρχικής περιεκτικότήτας του γλυκού ορού σε λακτόζή ίσή με 10 

% w/v παρατήρείται ότι με τήν πραγματοποίήσή των ενζυμικών αντιδράσεων 

στους 30 °C και με ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL, μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 

13,6 % προέκυψε έπειτα από 7 h αντίδρασής. Με διπλασιασμό (0,022 U/mL) και 

τετραπλασιασμό (0,045 U/mL) του ενζυμικού φορτίου ή απόδοσή σε GOS δεν 

μεταβλήθήκε σήμαντικά (12,3 και 12,6%, αντίστοιχα), ωστόσο μειώθήκε ο 

χρόνος που απαιτείται για τήν επίτευξή τής μέγιστή απόδοσής σε GOS σε 6 και 3 

h, αντίστοιχα.  
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Αντίστοιχα, στήν περίπτωσή πραγματοποίήσής των ενζυμικών αντιδράσεων 

στους 40 °C παρατήρήθήκαν υψήλότεροι βαθμοί απόδοσής σε GOS, συγκριτικά 

με τους 30 °C. Συγκεκριμένα, για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL επιτεύχθήκε 

μέγιστος βαθμός απόδοσής σε GOS ίσος με 16,5%, έπειτα από 8 h αντίδρασής. Με 

αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 0,022 U/mL ο μέγιστος βαθμός απόδοσής σε 

GOS που επιτεύχθήκε ήταν μικρότερος (13,4%), εμφανίσθήκε, όμως, έπειτα από 

3 h αντίδρασής. Με επιπλέον αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 0,045 U/mL, ο 

μέγιστος βαθμός απόδοσής σε GOS ήταν αντίστοιχος αυτού που επιτεύχθήκε με 

ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL (16,1%), επιτεύχθήκε, όμως, σε μόλις 2 h, χρόνος 

μικρότερος κατά 6 φορές από τον αντίστοιχο για τήν μικρότερή τιμή ενζυμικού 

φορτίου. 

Με αύξήσή τής περιεκτικότήτας του τυρογάλακτος σε λακτόζή σε 15 % w/v 

παρατήρήθήκε, σε όλες τις συνθήκες, υψήλότερες τιμές μέγιστου βαθμού 

απόδοσής σε GOS, ενώ αύξήσή του ενζυμικού φορτίου οδήγήσε σε αύξήσή του 

μέγιστου βαθμού απόδοσής σε GOS. Συγκεκριμένα, για τήν περίπτωσή ενζυμικής 

αντίδρασής στους 30 °C και για ενζυμικό φορτίο ίσο με 0,011 U/mL ο βαθμός 

απόδοσής σε GOS αυξανόταν καθ’ όλή τή διάρκεια τής ενζυμικής αντίδρασής, 

χωρίς να παρατήρήθεί κάποια μέγιστή τιμή και έπειτα μείωσή, μέχρι τις 24 h 

αντίδρασής. Ο βαθμός απόδοσής τής ενζυμικής αντίδρασής σε GOS ήταν, έπειτα 

από 24 h αντίδρασής, ίσος με 17,3%. Αυξάνοντας το ενζυμικό φορτίο σε 0,022 

U/mL παρατήρήθήκε αύξήσή του μέγιστου βαθμού απόδοσής σε GOS σε 16,9% 

στις 8 h αντίδρασής, ενώ μετά από 24 h αντίδρασής παρατήρήθήκε ελαφρά 

μείωσή του βαθμού απόδοσής σε 15,9%. Με περαιτέρω αύξήσή του ενζυμικού 

φορτίου στα 0,045 U/mL επιτεύχθήκε ακόμα υψήλότερος μέγιστος βαθμός 

απόδοσής σε GOS, ίσος με 18,4%, έπειτα από 7 h, ενώ στις 24 h αντίδρασής ο 

βαθμός απόδοσής σε GOS μειώθήκε σε 7,88%.  

Στήν περίπτωσή τής ενζυμικής αντίδρασής στους 40 °C παρατήρήθήκαν ακόμα 

υψήλότεροι μέγιστοι βαθμοί απόδοσής σε GOS, συγκριτικά με αυτούς στους 30 

°C, οι οποίοι επιτεύχθήκαν και σε μικρότερους χρόνους αντίδρασής. 

Συγκεκριμένα, για ενζυμικό φορτίο ίσο με 0,011 U/mL παρατήρήθήκε μέγιστος 

βαθμός απόδοσής σε GOS ίσος με 18,3% έπειτα από 8 h αντίδρασής. Στήν 

περίπτωσή χρήσής ενζυμικού φορτίου ίσο με 0,022 U/mL, ο μέγιστος βαθμός 

απόδοσής σε GOS αυξήθήκε σε 20,3%, έπειτα από 7 h αντίδρασής, ενώ με αύξήσή 

του ενζυμικού φορτίου σε 0,045 U/mL, ο μέγιστος βαθμός απόδοσής σε GOS 

ανήλθε σε 21,7%, έπειτα από 5 h αντίδρασής. Και στις τρεις συνθήκες ενζυμικού 

φορτίου, οι παραγόμενοι γαλακτοολιγοσακχαρίτες υδρολύονταν μετά τήν 

επίτευξή τής μέγιστής συγκέντρωσή τους, μέχρι τις 24 h αντίδρασής. 
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Διάγραμμα 6.20. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για αρχική περιεκτικότητα γλυκού ορού σε 

λακτόζη 15 % w/v και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Συγκρίνοντας τις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στις δύο διαφορετικές 

θερμοκρασίες, προκύπτει ότι οι ενζυμικές αντιδράσεις σχήματισμού 

γαλακτοολιγοσακχαριτών στους 40 °C είναι περισσότερο αποδοτικές, σε 

σύγκρισή με αυτές στους 30 °C, για αντίστοιχες τιμές ενζυμικού φορτίου. Το 

αποτέλεσμα αυτό έρχεται, εκ πρώτής όψεως, σε αντίθεσή με τήν μελέτή τής 

ενζυμικής δραστικότήτας συναρτήσει τής θερμοκρασίας που παρουσιάσθήκε 

στήν ενότήτα 6.3.1 καθώς από τήν μελέτή αυτή προέκυψε βέλτιστή θερμοκρασία 

δράσής του ενζύμου οι 30 °C, με τήν ενεργότήτα να υποδεκαπλασιάζεται στους 
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40 °C. Ήταν, λοιπόν, αναμενόμενο στους 40 °C που ίδια ποσότήτα ενζύμου 

(ενζυμικό φορτίο) παρουσιάζει χαμήλότερή ενεργότήτα, ή εξέλιξή των ενζυμικών 

αντιδράσεων να είναι αντίστροφή αυτής που προέκυψε, αποδίδοντας λιγότερο 

σε GOS. Ωστόσο, αυτή ή απόκλισή των αποτελεσμάτων των ενζυμικών 

αντιδράσεων με τήν μελέτή τής δραστικότήτας του ενζύμου οφείλεται, πιθανώς, 

στο γεγονός ότι στήν περίπτωσή μελέτής τής ενζυμικής ενεργότήτας 

χρήσιμοποιείται ή oNPG ως υπόστρωμα και μετριέται το προϊόν τής αντίδρασής 

υδρόλυσής αυτής, ενώ στήν περίπτωσή τής μελέτής τής παραγωγής GOS 

μετρούνται τα προϊόντα των αντιδράσεων ολιγομερισμού τής λακτόζής 

(τρανσγαλακτοζυλίωσή), αντιδράσεις οι οποίες, εκ του αποτελέσματος, φαίνεται 

να είναι περισσότερο αποδοτικές στους 40 °C. 

 

6.3.2.2 Επίδραση της συγκέντρωσης της λακτόζης στην ενζυμική αντίδραση  

Σε δεύτερή φάσή, θα παρουσιασθούν και θα σχολιασθούν τα αποτελέσματα των 

ενζυμικών αντιδράσεων από τή σκοπιά τής επίδρασής τής αρχικής 

περιεκτικότήτας του γλυκού ορού σε λακτόζή σε αυτές, για κάθε τιμή ενζυμικού 

φορτίου β-γαλακτοζιδάσής, για τις 2 τιμές θερμοκρασίας στις οποίες 

πραγματοποιήθήκαν οι ενζυμικές αντιδράσεις. Οι ενζυμικές αντιδράσεις 

πραγματοποιήθήκαν με ενζυμικό φορτίο β-γαλακτοζιδάσής 0,011 U/mL, 0,022 

U/mL και 0,045 U/mL και σε όλες τις αντιδράσεις το υπόστρωμα είχε τιμή pH ίσή 

με 7,0. 

Μελετήθήκε ή δράσή του ενζύμου για αρχικές περιεκτικότήτες τυρογάλακτος σε 

λακτόζή ίσή με 5%, 10% και 15% w/v. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθήκαν σε 

δύο θερμοκρασίες, 30 και 40 oC, όπως προαναφέρθήκε. 

 

6.3.2.1.1 Μεταβολή συγκέντρωσής μονοσακχαριτών 

Αρχικά, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής συγκέντρωσής των 

μονοσακχαριτών στο αντιδρών μείγμα συναρτήσει του χρόνου, για θερμοκρασίες 

αντίδρασής 30 και 40 oC. Η συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών είναι εκφρασμένή 

ως γαλακτόζή (Διαγράμματα 6.21 έως 6.23). Από τα διαγράμματα παρατήρείται, 

γενικά, αύξήσή του ενζυμικού φορτίου προκαλεί υψήλότερο ποσοστό υδρόλυσής 

τής λακτόζής, άρα και μεγαλύτερή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών στο πέρας τής 

αντίδρασής. Ακόμή, αύξήσή τής αρχικής συγκέντρωσής λακτόζής στο αντιδρών 

μείγμα οδήγεί σε αύξήσή τής συγκέντρωσής των μονοσακχαριτών στο μείγμα με 

τήν πάροδο του χρόνου. Αυτή ή τάσή προκύπτει από τήν υδρόλυσή περισσότερής 

ποσότήτας λακτόζής απελευθερώνοντας στο μείγμα περισσότερα μόρια 

γαλακτόζής και γλυκόζής. 
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Διάγραμμα 6.21. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,011 

U/mL και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C . 

 

Συγκεκριμένα, στήν περίπτωσή γλυκού ορού με ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL 

παρατήρείται και στις 2 θερμοκρασίες συνεχής αύξήσή τής συγκέντρωσής των 

μονοσακχαριτών. Στα πειράματα με αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v λόγω 

τής χαμήλής συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα ή ενζυμική αντίδρασή 

τερματίζεται συντομότερα, σε αντίθεσή με τα πειράματα αρχικής συγκέντρωσής 

λακτόζής 10% και 15% w/v που ή συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών αυξάνεται 

αισθήτά μέχρι και τις 24 h. Ακόμή, παρατήρείται μεγαλύτερή συγκέντρωσή 

μονοσακχαριτών καθ’ όλή τή χρονική διάρκεια τής αντίδρασής στους 40 °C σε 
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σχέσή με τους 30 °C. Η μέγιστή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών παρατήρείται για 

συγκέντρωσή λακτόζής 15% w/v και είναι 16,8 % w/v για τήν περίπτωσή 

αντίδρασής στους 30 °C και 21,9 % w/v για τήν περίπτωσή αντίδρασής στους 40 

°C, στο πέρας τής αντίδρασής.  

 

 

 

Διάγραμμα 6.22. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,022 

U/mL και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C . 
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Αύξήσή του ενζυμικού φορτίου, και συγκεκριμένα διπλασιασμός του, σε 0,022 

U/mL, οδήγήσε σε ίδια επίπεδα συγκέντρωσής μονοσακχαριτών σε σχέσή με τα 

δείγματα που είχαν ενζυμικό φορτίο ίσο με 0,011 U/mL. Ωστόσο, παρατήρείται 

επίτευξή υψήλών συγκεντρώσεων μονοσακχαριτών σε γρήγορότερο χρονικό 

διάστήμα. Συγκεκριμένα, , για τήν αντίδρασή στους 30 °C και για ενζυμικό φορτίο 

0,022 U/mL για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 10% και 15% w/v παρατήρείται 

συγκέντρωσή μονοσακχαριτών πάνω από 10% w/v σε χρονικό διάστήμα 4 και 3 

h, αντίστοιχα, ενώ για ενεργότήτα 0,011 U/mL ή συγκέντρωσή των 

μονοσακχαριτών είναι πάνω από 10% w/v σε χρονικό διάστήμα 6 και 8 h, 

αντίστοιχα. Ομοίως, στήν περίπτωσή ενζυμικής αντίδρασής στους 40 °C και για 

ενζυμικό φορτίο 0,022 U/mL για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 15% w/v 

παρατήρείται συγκέντρωσή μονοσακχαριτών πάνω από 10% w/v σε χρονικό 

διάστήμα 2 h, ενώ για ενεργότήτα 0,011 U/mL ή συγκέντρωσή των 

μονοσακχαριτών είναι πάνω από 10% w/v σε χρονικό διάστήμα 4 h. Γίνεται, 

λοιπόν, φανερό ότι υψήλότερο ενζυμικό φορτίο οδήγεί σε ταχύτερή εξέλιξή τής 

ενζυμικής αντίδρασής και υψήλότερή συγκέντρωσή λακτόζής στο αρχικό 

αντιδρών μείγμα οδήγεί σε υψήλότερή παραγωγή μονοσακχαριτών. Επιπλέον, 

παρατήρείται μεγαλύτερή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών καθ’ όλή τή χρονική 

διάρκεια τής αντίδρασής στους 40 °C σε σχέσή με τους 30 °C.  

Με ακόμή μεγαλύτερή αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 0,045 U/mL ή ενζυμική 

αντίδρασή πραγματοποιείται πιο γρήγορα από τις περιπτώσεις που το ενζυμικό 

φορτίο ήταν 0,011 και 0,022U/mL. Συγκεκριμένα, για συγκέντρωσή λακτόζής 

15% επιτυγχάνεται συγκέντρωσή μονοσακχαριτών μεγαλύτερή από 10% w/v σε 

χρονικό διάστήμα 1 h για ενζυμικό φορτίο 0,045 U/ml σε αντίθεσή με 2 και 4 h 

που απαιτούνται όταν το ενζυμικό φορτίο είναι 0,022 και 0,011 U/mL αντίστοιχα. 

Επιπλέον, περαιτέρω αύξήσή τής αρχικής συγκέντρωσής λακτόζής στον γλυκό 

ορό οδήγεί σε υψήλότερή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών. Αυτό είναι 

αναμενόμενο, καθώς περισσότερα μόρια λακτόζής υδρολύονται 

απελευθερώνοντας στο μείγμα περισσότερα μόρια μονοσακχαριτών. Στήν 

περίπτωσή γλυκού ορού με αρχική περιεκτικότήτα λακτόζής 5 % w/v 

παρατήρείται και για τις 2 θερμοκρασίες αντίδρασής συνεχής αύξήσή τής 

συγκέντρωσής μονοσακχαριτών μέχρι και τις 8 h, ενώ μέχρι τις 24 h ή 

συγκέντρωσή των μονοσακχαριτών παραμένει σταθερή. Αυτό υποδήλώνει ότι, 

λόγω τής χαμήλής συγκέντρωσής λακτόζής στο υπόστρωμα, αυτή εξαντλείται 

γρήγορα, οπότε ή ενζυμική αντίδρασή τερματίζεται σύντομα. Τέλος, και σε αυτό 

το ενζυμικό φορτίο παρατήρείται μεγαλύτερή συγκέντρωσή μονοσακχαριτών 

καθ’ όλή τή χρονική διάρκεια τής αντίδρασής στους 40 °C σε σχέσή με τους 30 °C.  
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Διάγραμμα 6.23. Μεταβολή της συγκέντρωσης μονοσακχαριτών εκφρασμένων 

ως γαλακτόζη συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,045 

U/mL και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C . 

 

6.3.2.1.2 Μεταβολή συγκέντρωσής λακτόζής 

Στή συνέχεια, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής λακτόζής στο 

αντιδρών μείγμα συναρτήσει του χρόνου, για θερμοκρασίες αντίδρασής 30 °C  και 

40 °C (Διαγράμματα 6.24 έως 6.26). Από τα διαγράμματα παρατήρείται, γενικά, 

εκθετική μείωσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής στο μείγμα με τον χρόνο. Αυτό 

υποδήλώνει τήν υδρολυτική δράσή του ενζύμου ενώ αύξήσή τής ενεργότήτας του 

ενζύμου προκαλεί γρήγορότερή υδρόλυσής τής λακτόζής και αύξήσή τής αρχικής 



 
90 

συγκέντρωσής λακτόζής οδήγεί σε μεγαλύτερή συνολική διάρκεια αντίδρασής. 

Στήν έναρξή τής αντίδρασής ο μόνος δισακχαρίτής που υπάρχει στο αντιδρών 

μείγμα είναι ή λακτόζή, ή οποία αποτελεί και το υπόστρωμα τής ενζυμικής 

αντίδρασής. 

 

 

Διάγραμμα 6.24. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του 

χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL και θερμοκρασία 

αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL παρατήρείται αργή μείωσή τής λακτόζής στο 

αντιδρών μείγμα, ή οποία είτε ολιγομερίζεται προς παραγωγή GOS είτε 

υδρολύεται προς παραγωγή γαλακτόζής και γλυκόζής. Επιπλέον, παρατήρείται 
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για συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v ή ενζυμική αντίδρασή να τερματίζει σε πιο 

σύντομο χρονικό διάστήμα σε σχέσή με τις περιπτώσεις που ή αρχική λακτόζή 

στο αντιδρών μείγμα ήταν 10% και 15% w/v. Αυτό είναι αναμενόμενο λόγω τής 

ποσότήτας τής λακτόζής. Τέλος, ή κλίσή των καμπυλών στους 40 oC είναι πιο 

απότομή σε σχέσή με τους 30 oC. Αυτό σήμαίνει ότι ή αντίδρασή προχωράει πιο 

γρήγορα στήν υψήλότερή θερμοκρασία. 

 

 

 

Διάγραμμα 6.25. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,022 U/mL και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C 

και 40 °C. 
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Αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 0,022 U/mL, λόγω μεγαλύτερής ποσότήτας 

ενζύμου στο μείγμα, ή αντίδρασή διαρκεί λιγότερο χρονικό διάστήμα απ’ ότι εάν 

το ενζυμικό φορτίο ήταν 0,011 U/mL. Συγκεκριμένα στους 30 oC παρατήρείται 

υποδιπλασιασμός τής συγκέντρωσής τής λακτόζής σε 1 h και 3 h για ενζυμικό 

φορτίο 0,022 U/mL και 0,011 U/mL, αντίστοιχα, όταν ή αρχική συγκέντρωσή 

λακτόζής είναι 10% w/v και σε 1 h και 3 h για ενζυμικό φορτίο 0,022 U/mL και 

0,011 U/mL, αντίστοιχα, όταν ή αρχική συγκέντρωσή λακτόζής είναι 5% w/v.  

 

 

 

Διάγραμμα 6.26. Μεταβολή της συγκέντρωσης λακτόζης συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,045 U/mL και θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C 

και 40 °C. 
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Παρόμοια τάσή εμφανίζεται και στους 40 oC, όπου ο υποδιπλασιασμός τής 

συγκέντρωσής τής λακτόζής εμφανίζεται σε 1 h και 3 h για ενζυμικό φορτίο 0,022 

U/mL και 0,011 U/mL, αντίστοιχα, όταν ή αρχική συγκέντρωσή λακτόζής είναι 

10% w/v και σε 45 min και 90 min για ενζυμικό φορτίο 0,022 U/mL και 0,011 

U/mL, αντίστοιχα, όταν ή αρχική συγκέντρωσή λακτόζής είναι 5% w/v. Ακόμή, 

για το υψήλότερο σε συγκέντρωσή λακτόζής υπόστρωμα (15% w/v) 

παρατήρείται ότι μετά το πέρας των 24 h περιέχεται στο μείγμα μή υδρολυμένή 

λακτόζή. Συγκεκριμένα, στους 30 oC ή εναπομείνασα συγκέντρωσή λακτόζής είναι 

0,65% w/v και στους 40 oC είναι 0,23% w/v. Τέλος, ή κλίσή των καμπυλών είναι 

πιο απότομή στους 40 oC σε σχέσή με τους 30 oC υποδήλώνοντας ότι ή δράσή του 

ενζύμου β-γαλακτοζιδάσή στήν αντίδρασή τής υδρόλυσής τής λακτόζής είναι 

εντονότερή στους 40 oC. 

Στήν περίπτωσή του υψήλότερου ενζυμικού φορτίου ή κατανάλωσή τής 

λακτόζής εμφανίζει τήν ίδια εκθετική τάσή. Αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 

0,045 U/mL, λόγω μεγαλύτερής ποσότήτας ενζύμου στο μείγμα, ή υδρόλυσή τής 

λακτόζής πραγματοποιείται σε συντομότερο χρονικό διάστήμα απ’ ότι εάν το 

ενζυμικό φορτίο ήταν 0,011 και 0,022 U/mL. Συγκεκριμένα, για αρχική 

συγκέντρωσή λακτόζής ή αντίδρασή τερματίζει μετά από 3 h τόσο στους 30 όσο 

και στους 40 oC. Για συγκέντρωσή λακτόζής αρχικά 10% w/v μετά από 3 h 

αντίδρασής εναπομένουν στο αντιδρών μείγμα 1,34% και 0,44% w/v λακτόζής 

στους 30 και 40 oC Τέλος, για το υψήλότερο σε συγκέντρωσή λακτόζή υπόστρωμα 

(15% w/v) παρατήρείται ότι μετά από χρονικό διάστήμα 3 h περιέχεται στο 

μείγμα μή υδρολυμένή λακτόζή σε ποσοστό 5,26% και 1,88% w/v στους 30 και 

40 oC, αντίστοιχα.  

 

6.3.2.1.3 Μεταβολή τής απόδοσής τής ενζυμικής αντίδρασής σε 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες (GOS) 

Ολοκλήρώνοντας τήν δεύτερή ενότήτα των αποτελεσμάτων των ενζυμικών 

αντιδράσεων, παρουσιάζονται τα διαγράμματα μεταβολής τής απόδοσής τής 

ενζυμικής αντίδρασής σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες συναρτήσει του χρόνου 

αντίδρασής, για θερμοκρασίες αντίδρασής 30 °C και 40 °C (Διαγράμματα 6.27 έως 

6.29). Με τήν πάροδο του χρόνου αντίδρασής, ή β-γαλακτοζιδάσή εκτός από τήν 

αντίδρασή υδρόλυσής τής λακτόζής, καταλύει παράλλήλα και τήν αντίδρασή 

σχήματισμού γαλακτοολιγοσακχαριτών (τρανσγαλακτοζυλίωσή). Ως 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες λαμβάνονται δισακχαρίτες διαφορετικοί τής λακτόζής, 

τρισακχαρίτες, τετρασακχαρίτες και πεντασακχαρίτες. Από τα διαγράμματα 

παρατήρείται συνεχής αύξήσή τής απόδοσής των GOS στο μείγμα μέχρι μια 

μέγιστή τιμή. Από τή στιγμή που το σύστήμα φτάσει στή μέγιστή απόδοσή 

ακολουθεί μείωσή τής απόδοσής. Η πτωτική αυτή τάσή τής απόδοσής των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών οφείλεται στήν περαιτέρω υδρόλυσή των 

σχήματιζόμενων GOS από τή β-γαλακτοζιδάσή. Γενικά, αύξήσή τής 
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περιεκτικότήτας του υποστρώματος σε λακτόζή στο αντιδρών σύστήμα οδήγήσε 

σε αύξήσή τής μέγιστής απόδοσής τής ενζυμικής αντίδρασής σε GOS και σε 

αύξήσή του απαιτούμενου χρόνου για τήν επίτευξή αυτής τής απόδοσής. 

 

 

Διάγραμμα 6.27. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Για ενζυμικό φορτίο 0,011 U/mL και θερμοκρασία αντίδρασής 30 oC 

παρατήρείται μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 8,56% έπειτα από 5 h, για αρχική 

συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v. Αύξήσή συγκέντρωσής τής λακτόζής στο 

αντιδρών μείγμα σε 10% w/v συνεπάγεται υψήλότερή απόδοσή σε GOS (13,6%), 
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ή οποία, όμως επιτυγχάνεται μετά από 7 h αντίδρασής. Ωστόσο, παρόμοια 

απόδοσή σε GOS (8,90%) επιτυγχάνεται 2 h. Διπλασιασμός, δήλαδή, τής 

συγκέντρωσής λακτόζής οδήγεί σε μείωσή του απαιτούμενου χρόνου για τήν 

επίτευξή τής παρόμοιας απόδοσής σε GOS κατά 2,5 φορές ενώ επιτυγχάνεται 

μέγιστή απόδοσή σε μεγαλύτερο χρονικό διάστήμα. Περαιτέρω αύξήσή τής 

περιεκτικότήτας τής λακτόζής σε 15% w/v οδήγήσε τόσο σε αύξήσή τής μέγιστής 

απόδοσής σε GOS σε 17,25%, που επιτεύχθήκε στις 24 h ενώ παρόμοια απόδοσή 

σε GOS (9,11%) επιτεύχθήκε σε 4 h. 

Όσον αφορά στις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στους 40 °C, 

παρατήρείται ότι για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v επιτεύχθήκε 

μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 4,86 %, έπειτα από 4 h αντίδρασής. Με 

διπλασιασμό, τής αρχικής συγκέντρωσής σε λακτόζή (10% w/v) ή μέγιστή 

απόδοσή σε GOS ανέρχεται σε 16,52% και επιτεύχθήκε έπειτα από 8 h 

αντίδρασής. Περαιτέρω αύξήσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής σε 15% w/v 

οδήγήσε σε ελαφρώς υψήλότερή απόδοσή σε GOS (18,29 %) με ίδιο χρόνο 

επίτευξής (8 h). 

Στήν περίπτωσή που το ενζυμικό φορτίο διπλασιάστήκε (0,022 U/mL) και για 

θερμοκρασία αντίδρασής τους 30 oC παρατήρείται μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή 

με 8,47%, έπειτα από 2 h, για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v. Αύξήσή του 

ενζυμικού φορτίου οδήγήσε σε παρόμοια απόδοσή GOS σε χρόνο μικρότερο κατά 

2,5 φορές. Αύξήσή συγκέντρωσής τής λακτόζής στο αντιδρών μείγμα σε 10% w/v 

συνεπάγεται υψήλότερή απόδοσή σε GOS (12,33%), ή οποία, όμως επιτυγχάνεται 

μετά από 6 h αντίδρασής ενώ παρόμοια απόδοσή σε GOS (7,48%) επιτεύχθήκε σε 

1,5 h. Διπλασιασμός, δήλαδή, τής συγκέντρωσής λακτόζής οδήγεί σε μείωσή του 

απαιτούμενου χρόνου για τήν επίτευξή τής παρόμοιας απόδοσής σε GOS. 

Περαιτέρω αύξήσή τής περιεκτικότήτας τής λακτόζής σε 15% w/v οδήγήσε τόσο 

σε αύξήσή τής μέγιστής απόδοσής σε GOS σε 16,9%, που επιτεύχθήκε στις 8 h ενώ 

παρόμοια απόδοσή σε GOS (7,61%) επιτεύχθήκε σε 2 h. 

Όσον αφορά στις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στους 40 °C, 

παρατήρείται ότι για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v επιτεύχθήκε 

μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 9,64%, έπειτα από 2 h αντίδρασής. Με 

διπλασιασμό, τής αρχικής συγκέντρωσής σε λακτόζή (10% w/v) ή μέγιστή 

απόδοσή σε GOS ανέρχεται σε 13,4% και επιτεύχθήκε έπειτα από 3 h αντίδρασής. 

Περαιτέρω αύξήσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής σε 15% w/v οδήγήσε σε 

υψήλότερή απόδοσή σε GOS (20,3 %) με χρόνο επίτευξής τις 7 h. 
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Διάγραμμα 6.28. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,022 U/mL και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 

 

Με αύξήσή του ενζυμικού φορτίου σε 0,045 U/mL υψήλότερες τιμές μέγιστου 

βαθμού απόδοσής σε GOS σε σχετικά μικρότερο χρόνο αντίδρασής. Συγκεκριμένα, 

για τήν περίπτωσή ενζυμικής αντίδρασής στους 30 °C παρατήρείται μέγιστή 

απόδοσή σε GOS ίσή με 10,4%, έπειτα από 1,5 h, για αρχική συγκέντρωσή 

λακτόζής 5% w/v. Αύξήσή του ενζυμικού φορτίου οδήγήσε σε υψήλότερή 

απόδοσή GOS σε χρόνο μικρότερο κατά 0,5 h και 3,5 h για ενζυμικό φορτίο 0,022 

και 0,011 U/mL, αντίστοιχα. Αύξήσή συγκέντρωσής τής λακτόζής στο αντιδρών 

μείγμα σε 10% w/v συνεπάγεται παρόμοια απόδοσή σε GOS (12,6%), ή οποία, 
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όμως επιτυγχάνεται μετά από 3 h αντίδρασής ενώ παρόμοια απόδοσή σε GOS 

(8,07%) επιτεύχθήκε σε 45 min. Διπλασιασμός, δήλαδή, τής συγκέντρωσής 

λακτόζής οδήγεί σε μείωσή του απαιτούμενου χρόνου για τήν επίτευξή τής 

παρόμοιας απόδοσής σε GOS. Περαιτέρω αύξήσή τής περιεκτικότήτας τής 

λακτόζής σε 15% w/v οδήγήσε τόσο σε αύξήσή τής μέγιστής απόδοσής σε GOS σε 

18,4%, που επιτεύχθήκε στις 7 h ενώ παρόμοια απόδοσή σε GOS (7,93%) 

επιτεύχθήκε σε 1 h. 

 

 

 

Διάγραμμα 6.29. Μεταβολή της απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS 

συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης για ενζυμικό φορτίο 0,045 U/mL και 

θερμοκρασία αντίδρασης 30 °C και 40 °C. 
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Όσον αφορά στις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στους 40 °C, 

παρατήρείται ότι για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 5% w/v επιτεύχθήκε 

μέγιστή απόδοσή σε GOS ίσή με 9,18%, έπειτα από 45 min αντίδρασής. Με 

διπλασιασμό, τής αρχικής συγκέντρωσής σε λακτόζή (10% w/v) ή μέγιστή 

απόδοσή σε GOS ανέρχεται σε 16,1% και επιτεύχθήκε έπειτα από 2 h αντίδρασής. 

Περαιτέρω αύξήσή τής συγκέντρωσής τής λακτόζής σε 15% w/v οδήγήσε σε 

υψήλότερή απόδοσή σε GOS (21,7 %) με χρόνο επίτευξής τις 5 h. 

Συγκρίνοντας τις αντιδράσεις που πραγματοποιήθήκαν στις δύο διαφορετικές 

θερμοκρασίες, προκύπτει ότι οι ενζυμικές αντιδράσεις σχήματισμού 

γαλακτοολιγοσακχαριτών στους 40 °C είναι περισσότερο αποδοτικές, σε 

σύγκρισή με αυτές στους 30 °C, για αντίστοιχες τιμές ενζυμικού φορτίου. Το 

αποτέλεσμα αυτό έρχεται, εκ πρώτής όψεως, σε αντίθεσή με τήν μελέτή τής 

ενζυμικής δραστικότήτας συναρτήσει τής θερμοκρασίας που παρουσιάσθήκε 

στήν ενότήτα 6.3.1 καθώς από τήν μελέτή αυτή προέκυψε βέλτιστή θερμοκρασία 

δράσής του ενζύμου οι 30 °C, με τήν ενεργότήτα να υποδεκαπλασιάζεται στους 

40 °C. Ήταν, λοιπόν, αναμενόμενο στους 40 °C που ίδια ποσότήτα ενζύμου 

(ενζυμικό φορτίο) παρουσιάζει χαμήλότερή ενεργότήτα, ή εξέλιξή των ενζυμικών 

αντιδράσεων να είναι αντίστροφή αυτής που προέκυψε, αποδίδοντας λιγότερο 

σε GOS. Ωστόσο, αυτή ή απόκλισή των αποτελεσμάτων των ενζυμικών 

αντιδράσεων με τήν μελέτή τής δραστικότήτας του ενζύμου οφείλεται, πιθανώς, 

στο γεγονός ότι στήν περίπτωσή μελέτής τής ενζυμικής ενεργότήτας 

χρήσιμοποιείται ή oNPG ως υπόστρωμα και μετριέται το προϊόν τής αντίδρασής 

υδρόλυσής αυτής, ενώ στήν περίπτωσή τής μελέτής τής παραγωγής GOS 

μετρούνται τα προϊόντα των αντιδράσεων ολιγομερισμού τής λακτόζής 

(τρανσγαλακτοζυλίωσή), αντιδράσεις οι οποίες, εκ του αποτελέσματος, φαίνεται 

να είναι περισσότερο αποδοτικές στους 40 °C. 

 

6.3.3 Σύνοψή αποτελεσμάατων ενζυμικών αντιδράσεων μετατροπής τής 

λακτόζής του γλυκού ορού σε GOS 

Στον Πίνακα 6.5 παρουσιάζονται συνολικά οι μέγιστες αποδόσεις 

γαλακτοολιγοσακχαριτών και για τις 18 ενζυμικές αντιδράσεις που 

πραγματοποιήθήκαν στήν παρούσα διπλωματική εργασία αξιοποιώντας το 

τυρόγαλα ως υπόστρωμα των αντιδράσεων αυτών. 

Με βάσή τα αποτελέσματα του ακόλουθου πίνακα προκύπτει ότι μέγιστή 

απόδοσή σε γαλακτοολιγοσακχαρίτες είναι για υπόστρωμα αρχικής 

συγκέντρωσής λακτόζής 15% w/v με ενεργότήτα ενζυμικό φορτίο β-

γαλακτοζιδάσής ίσο με 0,045 U/mL σε θερμοκρασία αντίδρασής 40 oC και τιμή pH 

ίσή με 7. Σε αυτές τις συνθήκες επιτεύχθήκε βαθμός απόδοσής σε 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες ίσος με 21,7% (± 0,23) σε χρονικό διάστήμα 6 h. 
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Πίνακας 6.5: Αποτελέσματα μέγιστης απόδοσης σε GOS των ενζυμικών 

αντιδράσεων 

Περιεκτικότητα 
λακτόζης 

(% w/v) 

Ενζυμικό 
φορτίο 

(U/mL) 

Θερμοκρασία 

(oC) 
pH 

Μέγιστη 
απόδοση 
GOS (%) 

Χρόνος 
μέγιστης 
απόδοσης 

(min) 

5 

0,011 

30 

7 

8,56b 
(±0,40) 

300 

0,022 
8,47b 

(±0,56) 
120 

0,045 
10,4d 
(±0,3) 

90 

0,011 

40 

4,86a 
(±0,11) 

240 

0,022 
9,64cd 

(±1,09) 
120 

0,045 
9,18bc 

(±0,97) 
30 

10 

0,011 

30 

13,6g 
(±0,3) 

420 

0,022 
12,3e 
(±0,7) 

360 

0,045 
12,6ef 
(±0,2) 

180 

0,011 

40 

16,5hi 
(±0,7) 

480 

0,022 
13,5fg 
(±0,3) 

180 

0,045 
16,1h 
(±0,5) 

120 

15 

0,011 

30 

17,3i 
(±0,6) 

1440 

0,022 
16,9hi 
(±0,3) 

480 

0,045 
18,4j 

(±0,4) 
420 

0,011 

40 

18,3j 
(±0,5) 

480 

0,022 
20,3k 
(±0,3) 

420 

0,045 
21,7l 

(±0,2) 
300 



 
100 

Η στατιστική μελέτή που πραγματοποιήθήκε αφορούσε τήν επίδρασή κάθε 

παράγοντα ξεχωριστά αλλά και συνδυαστικά. Κατά τήν μελέτή τής επίδρασής τής 

συγκέντρωσής λακτόζής στο αντιδρών μείγμα διατήρώντας τις άλλες 

παραμέτρους σταθερές προέκυψε ότι ή συγκέντρωσή τής λακτόζής εμφανίζει 

στατιστικά σήμαντική επίδρασή με σταθμικούς μέσους όρους απόδοσής σε GOS 

8,56, 14,08 και 18,8% για συγκέντρωσή λακτόζής 5%, 10% και 15% w/v 

αντίστοιχα. Η επίδρασή του ενζυμικού φορτίου διατήρώντας τους παράγοντες 

συγκέντρωσής λακτόζής στο αντιδρών μείγμα και θερμοκρασία προέκυψε ότι για 

ενζυμικό φορτίο 0,011 και 0,022 U/mL ή επίδρασή τους δεν έχει σήμαντική 

στατιστική διαφορά με σταθμικούς μέσους 13,2 και 13,5% αντίστοιχα. Αντιθέτως 

για ενζυμικό φορτίο 0,045 U/mL εμφανίζουν τα δεδομένα σήμαντική στατιστική 

επίδρασή με σταθμικό μέσο ίσο με 14,7%. Τέλος, ή θερμοκρασία αντίδρασής 

επιδρά σήμαντικά στήν παραγωγή των γαλακτοολιγοσακχαριτών με σταθμικούς 

μέσους όρους απόδοσής σε GOS 13,2 και 14,5% στους 30 και 40 oC αντίστοιχα. 

Όπως αναφέρθήκε, ήδή τα δείγματα των ενζυμικών αντιδράσεων αναλύθήκαν με 

τήν τεχνική τής HPLC, ενώ με τήν τεχνική HPAEC-PAD πραγματοποιήθήκε μια πιο 

ποιοτική ανάλυσή. Η διαφορά των δυο τεχνικών αυτών είναι ή διαχωριστική τους 

ικανότήτα με τήν τεχνική τής HPAEC-PAD να εμφανίζει καλύτερή διαχωριστική 

ικανότήτα των επιμέρους σακχάρων, όπως παρατήρείται στα 

χρωματογραφήματα στις Εικόνες 6.2-6.3. 

 

Εικόνα 6.2: Χρωματογράφημα HPLC-RI δείγματος ενζυμικής αντίδρασης 

 

Εικόνα 6.3: Χρωματογράφημα HPAEC-PAD δείγματος ενζυμικής αντίδρασης 

Στο χρωματογράφήμα τής HPLC καταγράφονται 5 κορυφές εκ των οποίων οι 4 

αποτυπώνουν τα σάκχαρα του δείγματος, ενώ ή πρώτή κορυφή σε χρόνο 3 min 
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αντιστοιχεί στον διαλύτή. Η διπλή κορυφή στο 5,56 min αντιστοιχεί στους 

μονοσακχαρίτες (γαλακτόζή και γλυκόζή), ή δεύτερή κορυφή είναι για χρόνο 9,10 

min και αντιστοιχεί στήν μή υδρολυμένή λακτόζή και οι κορυφές σε χρόνους 10,3 

και 14,0 min αντιστοιχούν στους σχήματιζόμενους γαλακτοολιγοσακχαρίτες. 

Αντιθέτως, στο χρωματογράφήμα τής HPAEC-PAD παρατήρούνται 11 κορυφές. 

Σε χρόνο από 10 έως 15 min καταγράφονται 2 κορυφές που αντιστοιχούν στήν 

γαλακτόζή και στή γλυκόζή. Οι υπόλοιπες 8 κορυφές καταγράφονται σε χρόνους 

από 22,5 έως 42,5 min και αντιστοιχούν στή μή υδρολυμένή λακτόζή και στους 

σχήματιζόμενους γαλακτοολιγοσακχαρίτες. Είναι εμφανές ότι ή HPAEC-PAD 

κατάφερε να διαχωρίσει πλήρως τόσο τους μονοσακχαρίτες όσο και τα 

σχήματιζόμενα GOS. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7. ΣΥΝΟΨΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Το τυρόγαλα, παραπροϊόν τής τυροκομίας, αποτελεί ένα μεγάλο περιβαλλοντικό 

πρόβλήμα για τή γαλακτοβιομήχανία. Η διαχείρισή του είναι δύσκολή λόγω του 

υψήλού οργανικού φορτίου που εμφανίζει. Η αξιοποίήσή του έχει αποτελέσει 

αντικείμενο μελέτής πολλών ερευνήτών. Μία από τις σύγχρονα προτεινόμενες 

λύσεις είναι ή παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών (GOS) από τήν περιεχόμενή 

λακτόζή του γλυκού ορού. Η δυνατότήτα ενζυμικής παραγωγής GOS μελετήθήκε 

στήν παρούσα διπλωματική εργασία με υποσχόμενα θετικά αποτελέσματα. 

Σκοπός τής παρούσας εργασίας ήταν ή μελέτή τής επίδρασής διαφόρων 

παραγόντων στή σύνθεσή γαλακτοολιγοσακχαριτών, χρήσιμοποιώντας ως 

υπόστρωμα τήν περιεχόμενή λακτόζή του τυρογάλακτος. Η σύνθεσή των GOS 

επιτεύχθήκε μέσω ενζυμικής αντίδρασής χρήσιμοποιώντας το ένζυμο β-

γαλακτοζιδάσή από τον μικροοργανισμό Kluyveromyces lactis. Αρχικά 

προσδιορίστήκε ή σύστασή του τυρογάλακτος, στή συνέχεια αυτό 

επεξεργάστήκε καταλλήλως ώστε να μπορέσει να αποτελέσει κατάλλήλο 

υπόστρωμα για τήν ενζυμική αντίδρασή, προσδιορίστήκαν οι βέλτιστες συνθήκες 

δράσής του χρήσιμοποιούμενου ενζύμου και τελικά μελετήθήκε ή απόδοσή τής 

ενζυμικής μετατροπής τής λακτόζής του τυρογάλακτος σε GOS συναρτήσει 

διαφόρων παραγόντων, όπως ή συγκέντρωσή τής λακτόζής στο 

χρήσιμοποιούμενο υπόστρωμα, το ενζυμικό φορτίο τής β-γαλακτοζιδάσής και ή 

θερμοκρασία τής αντίδρασής. 

Από τή χήμική ανάλυσή του τυρογάλακτος βρέθήκε ότι ο γλυκός ορός περιέχει 

5,63% w/v (± 0,08) ολικά σάκχαρα, εκ των οποίων ή λακτόζή αποτελεί το 5,08% 

w/v (± 0,08), και 2,93% w/w (± 0,56) ολικές πρωτεΐνες. Τα ολικά στερεά και ή 

τέφρα υπολογίστήκαν ίσα με 4,90% w/w (± 0,08) και 0,46% w/w (± 0,01), 

αντίστοιχα. Η αλατότήτα του τυρογάλακτος προσδιορίστήκε με τή μέθοδο Mohr 

και προέκυψε ίσή με 0,248% w/v (± 0,015). Κατά τήν χήμική ανάλυσή του γλυκού 

ορού μετρήθήκαν επίσής τα θειικά ιόντα και το γαλακτικό οξύ και βρέθήκαν ίσα 

με 95,6mg/L (± 0,01) και 1,65 g/L (± 0,06), αντίστοιχα. Τέλος, προσδιορίστήκαν 

ορισμένα μέταλλα που υπάρχουν στο τυρόγαλα με τή μέθοδο τής 

Φασματομετρίας Ατομικής Εκπομπής με Ιοντικά Συζευγμένο Πλάσμα (ICP-AES). 

Τα αποτελέσματα του ICP-AES έδειξαν ότι στο τυρόγαλα περιέχονται 31,4 mM (± 

1,50) K+, 16,7 mM (± 1,11) Na+, 8,60 mM (± 0,32) Ca2+ και 1,14 mM (± 0,08) Mg2+. 

Στή συνέχεια, προκειμένου το τυρόγαλα να αποτελέσει κατάλλήλο υπόστρωμα 

για τήν ενζυμική αντίδρασή, έπρεπε να αντιμετωπιστεί το υψήλό αρχικό 

μικροβιακό φορτίο που περιείχε και οδήγούσε σε μείωσή τής τιμής του pH, σε 

περιοχές όπου το χρήσιμοποιούμενο ένζυμο εμφανίζει χαμήλές δραστικότήτες. Η 

μείωσή του αρχικού μικροβιακού φορτίου σε επίπεδα χαμήλότερα από αυτά που 

θα προκαλούσαν περαιτέρω μείωσή τής τιμής pH του τυρογάλακτος επιτεύχθήκε 
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με υπερδιήθήσή του γλυκού ορού με χρήσή μεμβράνής με ονομαστικό πορώδες 

0,22 μm και στή συνέχεια παστερίωσή του υπερδιήθήμένου ορού στους 85 oC για 

χρονικό διάστήμα 5 min. 

Για τή μελέτή τής επίδρασής διαφόρων παραμέτρων, όπως ή συγκέντρωσή σε 

λακτόζή του τυρογάλακτος, ή θερμοκρασία και το ενζυμικό φορτίο, στήν 

αντίδρασή τής ενζυμικής μετατροπής τής λακτόζής του τυρογάλακτος σε GOS, 

αρχικά μελετήθήκε ή ενζυμική ενεργότήτα τής β-γαλακτοζιδάσής από τον 

μικροοργανισμό K. Lactis για θερμοκρασίες από 30 έως 50 oC και τιμή pH από 6,0 

έως 8,0. Το ένζυμο β-γαλακτοζιδάσή από τον μικροοργανισμό K. Lactis εμφανίζει 

βέλτιστή δράσή σε τιμή pH ίσή με 7,0 και σε θερμοκρασία ίσή με 30 oC. Στις 

συνθήκες αυτές ή ενεργότήτα του χρήσιμοποιούμενου ενζύμου βρέθήκε ίσή με 

22,4 (± 0,06) U/mL, όπως προσδιορίστήκε με τή μέθοδο τής ορθο-νιτροφαινυλο-

β-D-γαλακτοπυρανόζή (oNPG).  

Πραγματοποιήθήκαν 18 ενζυμικές αντιδράσεις με χρήσιμοποιούμενο ενζυμικό 

φορτίο 0,011, 0,022 και 0,045 U/mL και αρχική συγκέντρωσή λακτόζής στον 

γλυκό ορό 5, 10 και 15% w/v. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθήκαν σε δύο 

θερμοκρασίες, 30 oC και 40 oC, ενώ ή τιμή του pH για όλες τις αντιδράσεις ήταν 

σταθερά ρυθμισμένή στήν τιμή 7,2. Η ανάλυσή των δειγμάτων των ενζυμικών 

αντιδράσεων, και συνεπώς ο προσδιορισμός των παραγόμενων προϊόντων, 

πραγματοποιήθήκε με τήν τεχνική τής Υγρής Χρωματογραφίας Υψήλής 

Απόδοσής με χρήσή ανιχνευτή Δείκτή Διάθλασής (High Performance Liquid 

Chromatography- RI detector, HPLC-RI). Αξίζει να σήμειωθεί ότι, ή στήλή που 

χρήσιμοποιήθήκε δεν έχει τήν ικανότήτα να διαχωρίζει τους μονοσακχαρίτες 

γαλακτόζή και γλυκόζή, συνεπώς ο όρος μονοσακχαρίτες αναφέρεται στο σύνολο 

των μορίων γαλακτόζής και γλυκόζής στο δείγμα, εκφρασμένο ως συγκέντρωσή 

τής γαλακτόζής. Στήν περίπτωσή των δισακχαριτών, ή στήλή διαχωρίζει τή 

λακτόζή από τους υπόλοιπους δισακχαρίτες που σχήματίζονται. Έτσι, με τον όρο 

συγκέντρωσή λακτόζής εννοούνται τα μόρια τής λακτόζής που υπάρχουν στο 

δείγμα, ενώ οι υπόλοιποι σχήματιζόμενοι δισακχαρίτες συμπεριλαμβάνονται στή 

συγκέντρωσή των GOS. Τέλος, με τον όρο GOS εννοείται το σύνολο των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών που συντίθενται κατά τή διάρκεια τής ενζυμικής 

αντίδρασής και είναι εκφρασμένοι ως συγκέντρωσή ραφινόζής. 

Όσον αφορά στήν επίδρασή του ενζυμικού φορτίου τής β-γαλακτοζιδάσής στο 

βαθμό απόδοσής τής ενζυμικής διεργασίας σε GOS υπό σταθερές συνθήκες 

συγκέντρωσής υποστρώματος σε λακτόζή, θερμοκρασίας και τιμής pH προέκυψε 

ότι για χαμήλά ενζυμικά φορτία (0,011 και 0,022 U/mL) δεν παρατήρείται 

σήμαντική επίδρασή τής αύξήσής του ενζυμικού φορτίου στο βαθμό απόδοσής σε 

GOS, ενώ περαιτέρω αύξήσή του ενζυμικού φορτίου (0,045 U/mL) επιδρά 

σήμαντικά (p<0,001)  στο βαθμό απόδοσής σε GOS . Για κάθε μελετώμενο 

ενζυμικό φορτίο, οι μέγιστοι βαθμοί απόδοσής σε GOS παρατήρήθήκαν για 

συγκέντρωσή υποστρώματος 15% w/v σε λακτόζή, θερμοκρασία 40 oC και 

βρέθήκαν ίσοι με: 
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α) 18,4% (± 0,53) μετά από 480 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού 

φορτίου 0,011 U/mL, 

β) 20,3% (± 0,34) μετά από 420 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού 

φορτίου 0,022 U/mL, και 

γ) 21,7% (± 0,23) μετά από 300 min ενζυμικής αντίδρασής με χρήσή ενζυμικού 

φορτίου 0,045 U/mL. 

Αναφορικά με τήν επίδρασή τής αρχικής συγκέντρωσής του τυρογάλακτος σε 

λακτόζή προκύπτει ότι ο παράγοντας αυτός έχει σήμαντική επίδρασή (p<0,001) 

στο βαθμό απόδοσής σε GOS. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι, αύξήσή τής αρχικής 

συγκέντρωσής τής λακτόζής στο αντιδρών σύστήμα οδήγεί στήν απελευθέρωσή 

μεγαλύτερου αριθμού μονομερών γαλακτόζής και γλυκόζής, τα οποία με τή σειρά 

τους μέσω τής αντίδρασής τρανσγαλακτοζυλίωσής θα οδήγήσουν στή σύνθεσή 

περισσότερων μορίων γαλακτοολιγοσακχαριτών. Για αρχική συγκέντρωσή 

λακτόζής 5% w/v, ή μέγιστή απόδοσή σε GOS βρέθήκε ίσή με 10,4% (± 0,26) με 

χρήσή ενζυμικού φορτίου 0,045 U/mL και θερμοκρασία αντίδρασής 30 oC μετά 

από 90 min. Για αρχική συγκέντρωσή λακτόζής 10% w/v, ή μέγιστή απόδοσή σε 

GOS βρέθήκε ίσή με 16,5% (± 0,69) με χρήσή ενζυμικού φορτίου 0,011 U/mL και 

θερμοκρασία αντίδρασής 40 oC μετά από 480 min. Για αρχική συγκέντρωσή 

λακτόζής 15% w/v, ή μέγιστή απόδοσή σε GOS βρέθήκε ίσή με 21,71% (± 0,233) 

με χρήσή ενζυμικού φορτίου 0,045 U/mL και θερμοκρασία αντίδρασής 40 oC μετά 

από 300 min. 

Αναφορικά με τήν επίδρασή τής θερμοκρασίας τής ενζυμικής αντίδρασής στο 

βαθμό απόδοσής σε GOS παρατήρήθήκε ότι, ο μέγιστος βαθμός επιτυγχάνεται 

στους 40 oC για αρχική περιεκτικότήτα του γλυκού ορού σε λακτόζή 15% w/v και 

με χρήσή ενζυμικού φορτίου 0,045U/mL μετά από 300 min (ΥGOS=21,7%±0,23). 

Από τήν στατιστική ανάλυσή προέκυψε ότι ή θερμοκρασία επιδρά σήμαντικά 

(p<0,001) στο βαθμό απόδοσής τής ενζυμικής αντίδρασής. Σύμφωνα όμως με τήν 

μελέτή τής δραστικότήτας του ενζύμου προέκυψε ότι εμφανίζει βέλτιστή δράσή 

στή θερμοκρασία των 30 °C, ενώ στή θερμοκρασία των 40 °C ή ενεργότήτα 

υποδεκαπλασιάζεται. Η αντίθεσή των αποτελεσμάτων αυτών έγκειται στο 

γεγονός ότι ή μελέτή τής ενζυμικής ενεργότήτας πραγματοποιήθήκε σε oNPG ως 

υπόστρωμα και προσδιορίστήκε το προϊόν υδρόλυσής αυτού. Αντιθέτως, κατά 

τήν παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών μετρούνται τα προϊόντα των 

αντιδράσεων ολιγομερισμού τής λακτόζής (τρανσγαλακτοζυλίωσή), αντιδράσεις 

οι οποίες φαίνεται να είναι περισσότερο αποδοτικές στους 40 °C. 

Συνοψίζοντας, συμπεραίνεται ότι ο μέγιστος βαθμός απόδοσής σε GOS από τήν 

ενζυμική μετατροπή τής λακτόζής του γλυκού ορού με χρήσή β-γαλακτοζιδάσής 

από τον μικροοργανισμό K. lactis επιτεύχθήκε για αρχική συγκέντρωσή του 

τυρογάλακτος σε λακτόζή 15% w/v, ενζυμικό φορτίο 0,045 U/mL, θερμοκρασία 

αντίδρασής 40 oC και τιμή pH ίσή με 7,2, ο οποίος και βρέθήκε ίσος με 21,7% (± 

0,23). 
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Σχετικά με τήν περαιτέρω ταυτοποίήσή των παραγόμενων 

γαλακτοολιγοσακχαριτών, πραγματοποιήθήκε ένας ποιοτικός προσδιορισμός 

τους με τήν τεχνική τής Χρωματογραφίας Ανιονεναλλαγής Υψήλής Απόδοσής με 

Παλμικό Αμπερομετρικό Ανιχνευτή (High Performance Anion-Exchange 

Chromatography - Pulsed Amperometric Detection, HPAEC-PAD). Από τα 

χρωματογραφήματα επιβεβαιώθήκε ή ύπαρξή γαλακτόζής και γλυκόζής στο 

σύνολο των μονοσακχαριτών, μή υδρολυμένής λακτόζής και επιπλέον 8 κορυφές 

που υποδήλώνουν τή σύνθεσή 8 διαφορετικών γαλακτοολιγοσακχαριτών, με 

βαθμό πολυμερισμού από 2 έως και 4. 

Συμπερασματικά, ή παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών, συστατικά υψήλής 

προστιθέμενής αξίας, από το τυρόγαλα μπορεί να αποτελέσει μι βιώσιμή 

εναλλακτική μέθοδο αξιοποίήσής του, συμβατής με τις αρχές τής κυκλικής 

οικονομίας. Συνδυάζει το κόστος διαχείρισής ενός σήμαντικού αποβλήτου και τήν 

αντιμετώπισή ενός περιβαλλοντικού προβλήματος, μετατρέποντάς το σε μια 

πολύτιμή πρώτή ύλή. Η αριστοποίήσή τής διεργασίας καθώς και ή μελέτή τής 

σύνθεσής GOS με χρήσή ενζύμου β-γαλακτοζιδάσής από κάποιον άλλο 

μικροοργανισμό, όπως ο Aspergillus oryzae, εμφανίζουν ενδιαφέρον για 

μελλοντική έρευνα. Ακόμή, ή απομόνωσή και αξιοποίήσή των πρωτεϊνών που 

περιέχονται στο γλυκό ορό, με στόχο τής παραγωγή ενός πρωτεϊνούχου 

συμπυκνώματος σε συνδυασμό με τους γαλακτοολιγοσακχαρίτες, μπορεί να είναι 

ένας μελλοντικός στόχος για τήν παρασκευή ενός συμπλήρώματος με υψήλή 

θρεπτική και πρεβιοτική αξία. 

 

Προτάσεις για μελλοντική έρευνα 

Σε συνέχεια τής παρούσας διπλωματικής εργασίας κρίνεται σκόπιμή ή ανάλυσή 

των υπαρχόντων δειγμάτων των ενζυμικών αντιδράσεων με το σύστήμα HPAEC-

PAD με στόχο τήν ταυτοποίήσή και τήν ποσοτικοποίήσή των 

γαλακτοολιγοσακχαριτών χρήσιμοποιώντας πρότυπα σάκχαρα. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η χρήση ενζύμου β-γαλακτοζιδάσης από κάποιον άλλο 

μικροοργανισμό. Ένας τέτοιος μικροοργανισμός είναι ο Aspergillus oryzae, το ένζυμο 

του οποίου χρησιμοποιείται βιομηχανικά και εμφανίζει βέλτιστη δράση σε τιμές pH 

από 4,5 έως 4,8. Επίσης, κρίνεται σκόπιμη η ανάπτυξη ενός καινοτόμου ενζύμου, το 

οποίο θα παρουσιάζει θερμοάντοχες ιδιότητες και να ευνοεί τη σύνθεση 

γαλακτοολιγοσακχαριτών από την περιεχόμενη λακτόζη του τυρογάλακτος 

(τρανσγαλακτοζυλίωση) έναντι της υδρόλυσης αυτής. Ένα τέτοιο καινοτόμο ένζυμο 

είναι η β-γαλακτοζιδάση TtbGal1, το οποίο προέρχεται από τον θερμόφιλο 

μικροοργανισμό Thermothielavioides terrestris και αναπτύχθηκε στο Εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας της Σχολής Χημικών Μηχανικών ΕΜΠ. Το ένζυμο αυτό παρουσιάζει 

βέλτιστη δράση σε θερμοκρασία 50 οC και τιμή pH 4,5 και εμφανίζει αρκετά υψηλούς 

βαθμούς απόδοσης σε GOS. 
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Άλλη μία παράμετρος της διεργασίας μετατροπής της λακτόζης του γλυκού ορού σε 

GOS, που πρέπει να μελετηθεί, αποτελεί το φαινόμενο κρυστάλλωσης της λακτόζης. 

Το φαινόμενο αυτό εξαρτάται τόσο από τη θερμοκρασία όσο και από την συγκέντρωση 

άλλων συστατικών στο αντιδρών σύστημα και οδηγεί στην ανάπτυξη κρυσταλλικών 

δομών της λακτόζης, στις οποίες δεν μπορεί να δράσει το ένζυμο της β-

γαλακτοζιδάσης. Επομένως, το φαινόμενο αυτό αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα στη 

βέλτιστη αξιοποίηση της λακτόζης του τυρογάλακτος για τη σύνθεση GOS και θα 

πρέπει να διερευνηθεί η αντιμετώπιση αυτού. 

Τέλος, προτείνεται ή αριστοποίήσή τής διεργασίας και ή αξιοποίήσή άλλων 

συστατικών του γλυκού ορού, όπως οι πρωτεΐνες. Ο γλυκός ορός είναι πλούσιος 

σε πρωτεΐνες με αποτέλεσμα να είναι δυνατή ή απομάκρυνσή τους και ή 

παρασκευή συμπυκνώματος πρωτεΐνής που με συνδυασμό με τους 

γαλακτοολιγοσακχαρίτες μπορεί να αποτελέσει τή βάσή ενός πρωτεϊνούχου 

σκευάσματος με υψήλή θρεπτική και πρεβιοτική αξία. 
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