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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Τα μικροφύκη καλλιεργούνται σε παγκόσμιο επίπεδο για την παραγωγή ευρέος 

φάσματος προϊόντων υψηλής αξίας που χρησιμοποιούνται σε πολλούς τομείς της 

βιομηχανίας. Η παραγωγή ωμέγα-3 πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (PUFAs) κρίνεται ως 

ιδιαίτερα ελκυστική τεχνολογία, καθώς τα εν λόγω έλαια έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε 

εικοσαπεντανοϊκό οξύ (EPA) και εικοσιδυοεξενοϊκό οξύ (DHA) τα οποία είναι ευρέως 

αναγνωρισμένα ως σημαντικά διατροφικά στοιχεία και μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε 

φαρμακευτικά σκευάσματα και συμπληρώματα διατροφής με στόχο τη βελτίωση της υγείας 

των καταναλωτών και την πρόληψη ασθενειών. Ετεροτροφικά συστήματα θαλάσσιων 

μικροφυκών της συνομοταξίας των Δινομαστιγωτών, όπως εκείνα του είδους 

Crypthecodenium cohnii, έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται χρησιμοποιώντας 

διάφορες πηγές άνθρακα (όπως γλυκόζη) και να συσσωρεύουν υψηλά ποσοστά λιπαρών 

οξέων στο εσωτερικό τους.  

Ο στόχος της συγκεκριμένης εργασίας ήταν η ανάπτυξη αποτελεσματικών μεθόδων 

καλλιέργειας μικροφυκών για τη μετατροπή φθηνών οργανικών πηγών άνθρακα 

(λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα και συγκεκριμένα πριονίδια ξύλου οξιάς) σε 

πολυακόρεστα ω-3 λιπαρά οξέα μέσω διεργασιών μικροβιακών ζυμώσεων με κύτταρα του 

μικροφύκους C. cohnii. Πραγματοποιήθηκε φυσικοχημική προκατεργασία ήπιας 

οργανολυτικής κλασμάτωσης του υλικού με τη χρήση οργανικών διαλυτών, σε διαφορετικές 

συνθήκες θερμοκρασίας και χρόνου, προκειμένου να επιτευχθεί η παραγωγή στερεού 

κλάσματος με υψηλό ποσοστό ανάκτησης κυτταρίνης και ημικυτταρίνης. Ακολούθησε 

ενζυμική υδρόλυση και τα σάκχαρα που παράχθηκαν αξιοποιήθηκαν ως πηγή άνθρακα για 

την παραγωγή ωμέγα-3 λιπαρών οξέων από τα κύτταρα του μικροφύκους σε καλλιέργειες 

μικρής κλίμακας, σε σύστημα ανακινούμενων φιαλών.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν πως τα σάκχαρα από την υδρόλυση της βιομάζας έδωσαν 

ικανοποιητικά αποτελέσματα ως προς την απόδοση των παραγόμενων προϊόντων, με τα 

συνολικά λιπαρά να φτάνουν σε ποσοστό ως και 22.6% του ξηρού βάρους των κυττάρων. 

Η παραγωγή των ωμέγα-3 λιπαρών οξέων, και συγκεκριμένα του DHA, έφτασε μέχρι και 

56.2% του βάρους των συνολικών λιπαρών οξέων, αφήνοντας περιθώρια προς περαιτέρω 

βελτίωση των συνθηκών της καλλιέργειας σε σάκχαρα προερχόμενα από τη βιομάζα και 

λαμβάνοντας υπόψιν τυχόν αναστολή της ανάπτυξης των μικροφυκών από ενώσεις-

παρεμποδιστές που δημιουργούνται στο υδρόλυμα της βιομάζας μετά την προκατεργασία. 

   Η χρήση λιγνινοκυτταρινούχας βιομάζας για την παραγωγή συστατικών υψηλής 

προστιθέμενης αξίας, όπως τα ω-3 λιπαρά οξέα, προσφέρει μια οικονομικά ανταγωνιστική 

και συμφέρουσα εναλλακτική σε σχέση με τις ήδη υπάρχουσες τεχνολογίες και προάγει τη 

βιωσιμότητα και την αειφόρο ανάπτυξη. 
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ABSTRACT 

 
Microalgae are cultivated worldwide to produce a wide range of high value 

products, which are used in many industries. The production of omega-3 polyunsaturated 

fatty acids (PUFAs) is a particularly attractive technology as these oils have a high content 

of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) which are both widely 

recognized as important dietary nutrients and can be used as nutritional supplements to 

improve consumer health and prevent diseases. Heterotrophic cultivation of 

dinoflagellates, such as those of Crypthecodenium cohnii, can grow using various carbon 

sources (such as glucose) and accumulate high fatty acids within them.  

The aim of this work was to develop effective microbial heterotrophic culture 

methods for the conversion of cheap organic carbon sources (lignocellulosic substrates 

and particularly beech wood sawdust) into polyunsaturated omega-3 fatty acids by 

microbial fermentation processes of C. conhii cells. Physicochemical pretreatment of mild 

organolytic fractionation of the material was carried out using organic solvents, at different 

temperatures and time conditions, in order to produce a solid fraction with a high rate of 

cellulose and hemicellulose recovery. Enzymatic hydrolysis was then carried out and the 

produced sugars were harvested as the carbon source to produce omega-3 fatty acids 

from the microalgae cells in small scale cultures, in a shake flask system. 

The results showed that the hydrolyzed sugars from the biomass yielded 

satisfactory amounts of the products, with the percentage of the total fatty acids reaching 

up to 22.6% of the cell dry weight. Production of omega-3 fatty acid DHA, reached up to 

56.2% by weight of total fatty acids, leaving room for further improvement of the cultivation 

conditions in biomass-derived sugars and considering any potential delay of growth, from 

inhibitor compounds created in biomass hydrolysis after pretreatment.  

The use of lignocellulosic biomass to produce high value-added ingredients, such 

as omega-3 fatty acids, offers an economically competitive and advantageous alternative 

to existing technologies. In addition, it promotes sustainability and lasting development. 

 

 

 

 

 

Keywords: Crypthecodinium conhii, Microalgae, Dinoflagellates, PUFAs, DHA, Fatty 

acids, Omega-3, Heterotrophic cultivation, Lignocellulosic biomass, Fermentation 



vi 
 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 
 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ ..................................................................................................................iv 

Abstract ........................................................................................................................ v 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ ...........................................................................................................vi 

Κατάλογος Εικόνων .....................................................................................................ix 

Κατάλογος Διαγραμμάτων ........................................................................................... x 

Κατάλογος Πινάκων .....................................................................................................xi 

Συντομεύσεις............................................................................................................... xii 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ ............................................................................. xiv 

 ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ ................................................................................................ 1 

 ΛΙΠΙΔΙΑ ΚΑΙ ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΕΑ .................................................................................. 2 

 ..................................................................................................................................... 6 

 Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα - Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) ...................... 6 

1.3.1 Σημασία PUFAs στα ψάρια και τις υδατοκαλλιέργειες.................................... 10 

1.3.2 Σημασία των PUFAs στον άνθρωπο ............................................................. 13 

 Πηγες PUFAs ....................................................................................................... 16 

1.4.1 Ιχθυέλαιο ........................................................................................................ 16 

1.4.2 Έλαια μονοκύτταρων οργανισμών ................................................................. 19 

1.4.3 Μικροοργανισμοί............................................................................................ 21 

1.4.4 Μικροοργανισμοί ως πηγή DHA .................................................................... 22 

 Crypthecodinium conhii ........................................................................................ 30 

 Βιοχημεία λιπιδίων ............................................................................................... 32 

 Eναλλακτικεσ πηγές άνθρακα σε ετεροτροφα συστημα καλλιεργειασ του 

crypthecodinium conhii .............................................................................................. 38 

 Η ΦΥΤΙΚΗ ΛΙΓΝΟΚΥΤΤΑΡΙΝΟΥΧΟ ΒΙΟΜΑΖΑ ΩΣ ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΗ ΠΗΓΗ 

ΑΝΘΡΑΚΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ PUFAs ................................................................... 41 

1.8.1 Λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα ......................................................................... 41 

1.8.2 Κύρια συστατικά λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας .......................................... 42 

1.8.2.i Κυτταρίνη .................................................................................................. 43 

1.8.2.ii Ημικυτταρίνη ............................................................................................ 45 

1.8.2.iii Λιγνίνη ..................................................................................................... 46 

1.8.3 Yδρόλυση της βιομάζας ................................................................................. 48 



vii 
 

1.8.4 Μέθοδοι προκατεργασίας βιομάζας ............................................................... 48 

1.8.5 Ενζυμική υδρόλυση υδατανθράκων για την παραγωγή σακχάρων ............... 52 

1.8.5.i Ενζυμική υδρόλυση κυτταρίνης ................................................................ 52 

1.8.5.ii Ενζυμική υδρόλυση ημικυτταρίνης ........................................................... 52 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ ............................................................................ 54 

 Όργανα ................................................................................................................ 55 

 Χημικά Αντιδραστήρια – Αναλώσιμα Υλικά – Στήλες Χρωματογραφίας ............... 56 

 Ένζυμα και τυποποιημένα χημικά παρασκευάσματα (kits) .................................. 56 

 Ρυθμιστικά διαλύματα (Buffer solutions) και λοιπά διαλύματα ............................. 57 

 Μικροργανισμοί .................................................................................................... 58 

 ΜΕΘΟΔΟΙ & ΤΕΧΝΙΚΕΣ ...................................................................................... 59 

2.6.1 Αέριος χρωματογράφος (GC) ........................................................................ 61 

2.6.2 Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (High performance liquid 

chromatography, HPLC) ......................................................................................... 62 

2.6.3 Απομόνωση λιπαρών από λυοφιλιωμένη βιομάζα  καλλιέργειας κυττάρων... 62 

2.6.4 Προετοιμασία μεθυλεστέρων λιπαρών οξέων , (Fatty Acid Methyl Esters 

FAMEs) προς ανάλυση ........................................................................................... 63 

 Λογισμικά & λειτουργικα συστηματα .................................................................... 64 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ .................................................................................. 65 

 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ................................................................................................ 66 

3.1.1 Κυτταρική ανάπτυξη και συσσώρευση λιπιδίων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και παρουσία φαινολικών χαρακτηριστικών ομάδων ...... 67 

3.1.2 Μελέτη της επίδρασης του όγκου φιάλης και της αλατότητας, στην απόδοση 

υδρολυτικής ικανότητας κυτταρινασών ................................................................... 70 

3.1.3 Mελέτη καλλιέργειας σε σύστημα ανακινούμενων φιαλών παρουσία 

διαφορετικών αναλογιών γλυκόζης – ξυλόζης (%) .................................................. 72 

3.1.4 Μελέτη για ξυλόζη, ρυθμιστικό διάλυμα και για συνθήκες καλλιέργειας με pH: 

5.5 σε ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων φιαλών .............................................. 75 

3.1.5 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα προερχόμενα από την 

ενζυμική υδρόλυση της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας “SE5: Corn Stover” σε 

ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων φιαλών ......................................................... 80 

3.1.6 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα προερχόμενα από την 

ενζυμική υδρόλυση διαφορετικών βιομαζών σε ετερότροφο σύστημα 

ανακινούμενων φιαλών ........................................................................................... 82 



viii 
 

3.1.7 Συγκεντρώσεις πηγών άνθρακα (γλυκόζη) και αζώτου (εκχύλισμα ζύμης) ως 

παράμετροι της καλλιέργειας .................................................................................. 84 

3.1.8 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε μείγμα σακχάρων προερχόμενα 

από την ενζυμική υδρόλυση δύο διαφορετικών βιομαζών σε ημιτροφοδοτούμενο 

(fed-batch) σύστημα ............................................................................................... 85 

3.1.9 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα προερχόμενα από την 

ενζυμική υδρόλυση διαφορετικών βιομαζών σε ετερότροφο σύστημα 

ανακινούμενων φιαλών ........................................................................................... 89 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ .................................................................................. 92 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ ..................................................................................... 98 

5.1.1 Δεδομένα λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών που χρησιμοποιήθηκαν για την 

καλλιέργεια του μικροφύκους Crypthecodinium conhii ............................................ 99 

5.1.2 Δεδομένα ενζύμου κυτταρινασών, που χρησιμοποιήθηκε κατά το στάδιο της 

υδρόλυσης ............................................................................................................ 101 

5.1.3 Καμπύλες αναφοράς.................................................................................... 102 

5.1.4 Στοιχεία για τον μικροοργανισμό Crypthecodinium conhii (ATCC® 30722™)

.............................................................................................................................. 104 

5.1.5 Στοιχεία για τον θρεπτικό μέσο ανάπτυξης του Crypthecodinium conhii 

ATCC® Medium 460: A2E6 medium .................................................................... 105 

.............................................................................................................................. 107 

5.1.6 Συμμετοχές σε συνέδρια/ δημοσιεύσεις ....................................................... 108 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 ΠΗΓΕΣ & ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ ..................................................................... 109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 
 

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΕΙΚΟΝΩΝ 
 
Εικόνα 1.1 Απεικόνιση διεργασίας παραγωγής ω-3 λιπαρών οξέων αξιοποιώντας τη λιγνοκυτταρινούχο 

βιομάζα ως πρώτη ύλη. ........................................................................................................................... 2 
Εικόνα 1.2 Tροφές με πολυακόρεστα λιπαρά (PUFAs) (πηγή) .................................................................. 3 
Εικόνα 1.3  Γενική δομή γλυκεροφωσφωλιπιδίων (πηγή).......................................................................... 4 
Εικόνα 1.4 Δομή του εικοσιδυοεξενοϊκoύ οξέος (DHA) .............................................................................. 9 
Εικόνα 1.5 Απορρόφηση ιχθυελαίου από την αγορά για το 2016 ............................................................ 11 
Εικόνα 1.6 Παγκόσμια παραγωγή ιχθυεαλαίου για το 2016 ..................................................................... 12 
Εικόνα 1.7 Κάψουλες πλούσιες σε ωμέγα-3 λιπαρά  (FOA, Globefish Highlights, April 2019) .................. 14 
Εικόνα 1.8 Τιμές ιχθυελαίου και σογιέλαιου για την περίοδο 1984-2006    (Josupeit, 2006) .................. 17 
Εικόνα 1.9 Τιμές παγκόσμιας αγοράς ιχθύων ......................................................................................... 18 
Εικόνα 1.10 Φωτοβιοαντιδραστήρας Phyco-Flow ™, Varicon Aqua ........................................................ 24 
Εικόνα 1.11 Υδατοδιάδρομοι καλλιέργειας μικροφυκών (πηγή) ............................................................... 25 
Εικόνα 1.12 Κύτταρα του C.conhii κατά τη φάση λιπογένεσης ................................................................. 27 
Εικόνα 1.13 Σχηματική  αναπαράσταση του      Crypthecodinium conhii    (Perret et al. (1991) ............. 29 
Εικόνα 1.14 Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης (Scanning Electron Microscopy, SEM) του C.conhii, σε 

διαφορετικές μορφές και λήψεις, κλίμακα μπάρας: 5μm (Prabowo et al., 2013) ....................................... 31 
Εικόνα 1.15 Κύτταρα C.conhii ................................................................................................................ 32 
Εικόνα 1.16 Mεταβολικά μονοπάτια σύνθεσης λιπαρών οξέων     (Guangsheng Pei. et al.,2017) ......... 34 
Εικόνα 1.17 (πηγή) ................................................................................................................................ 38 
Εικόνα 1.18 Απεικόνιση της αλυσίδας της κυτταρίνης  (Marques-Marinho & Vianna-Soares 2013) .......... 43 
Εικόνα 1.19 Δομή της φυτικής κυτταρίνης (πηγή) ................................................................................... 45 
Εικόνα 1.20 Διάφοροι μονοσακχαρίτες παρόντες.................................................................................... 46 
Εικόνα 1.21 Η δομή της λιγνίνης (Rangaswami G & P Bagyaraja. Agricultural Microbiology. 2nd. Prentice 

Hall of India, 1993). ............................................................................................................................... 47 
Εικόνα 1.22 Ο ρόλος της προκατεργασίας λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας ................................................ 49 
Εικόνα 1.23 Προκατεργασμένες λιγνοκυυταρινούχες βιομάζες ................................................................ 50 
Εικόνα 1.24 Πώς υδρολύονται τα πολυσακχαρίδια των φυτών. (Α) Η ενζυματική διάσπαση της κυτταρίνης 

περιλαμβάνει τη κοινή δράση εξωγλυκανασών  (CBHs), ενδογλουκανάσες (EGs) και β-γλυκοσιδασών. Οι 

CBHs διασπούν την κυτταρίνη κατά ένα μεταποιητικό τρόπο, απελευθερώνοντας κυρίως κελλοβιόζη από 

τα άκρα της κυτταρινικής αλυσίδας. Σε αντίθεση με τις CBHs, οι EGs μπορούν να ενεργήσουν και στη 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1                                       

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 



  

1 
 

       ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Τα μικροφύκη καλλιεργούνται σε παγκόσμιο επίπεδο για την παραγωγή ευρέος 

φάσματος προϊόντων υψηλής αξίας που χρησιμοποιούνται στις βιομηχανίες φαρμάκων 

και τροφίμων, την κοσμετολογία και σε λοιπές βιομηχανικές εφαρμογές. Η παραγωγή 

ωμέγα 3 (n-3) πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (polyunsaturated fatty acids (PUFAs), και 

ειδικότερα εκείνων με την ω-3 μακριά αλειφατική αλυσίδα (ω-3-long chain LC-PUFAs), 

από τα κύτταρα των μικροφυκών κρίνεται ως ιδιαίτερα ελκυστική τεχνολογία. 

 Τα εν λόγω έλαια έχουν υψηλή περιεκτικότητα σε εικοσαπεντανοϊκό οξύ (EPA, 

20:5n-3) και εικοσιδυοεξενοϊκό οξύ (DHA, 22:6n-3) τα οποία είναι ευρέως αναγνωρισμένα 

ως σημαντικά διατροφικά στοιχεία που συμβάλλουν στην πρόληψη νοσημάτων και 

προσφέρουν ποικίλα οφέλη μέσω της δράσης τους στη φυσιολογία του οργανισμού (σε 

μοριακό, κυτταρικό και μεταβολικό επίπεδο) (Trautwein, 2001). Επιπλέον, η χρήση τους 

έναντι των ιχθυελαίων αποτρέπει την εντατικοποίηση της αλιείας και εξαλείφει την 

πιθανότητα παρουσίας τοξικών μη μεταβολιζόμενων χημικών ουσιών όπως διοξίνες, 

πολυχλωριωμένα διφαινύλια και βαρέα μέταλλα. Τέλος, τα εν λόγω παρασκευάσματα 

έχουν καλύτερη οσμή και βελτιωμένες οργανοληπτικές ιδιότητες.  

Ετεροτροφικά συστήματα θαλάσσιων μικροφυκών της συνομοταξίας των 

Δινομαστιγωτών (Dinoflagellata) έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται 

χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκόζη, συσσωρεύοντας λιπαρά οξέα που 

φτάνουν ως και 40% του ξηρού βάρους (ξ.β.) των κυττάρων, ενώ η παραγωγή PUFAs, 

και συγκεκριμένα του DHA, μπορεί να φτάσει μέχρι και 70% του συνολικών λιπαρών 

οξέων. Επίσης, έχει δειχθεί πως τα μικροφύκη μπορούν επιτυχώς να αναπτυχθούν σε 

υδρόλυμα από την επεξεργασία της βιομάζας σε μια διεργασία που απεικονίζεται στην 

Εικόνα 1.1.  Με αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται υψηλή απόδοση παραγωγής λιπαρών 

οξέων που μπορεί να φτάσει ως και εκείνη στην οποία χρησιμοποιείται γλυκόζη στο μέσο 

καλλιέργειας ως πηγή άνθρακα (Zheng et al. & Joe et al., 2015), καθιστώντας έτσι τις 

υπολειμματικές μορφές βιομάζας ως κατάλληλο υπόστρωμα για την αξιοποίηση των 

μικροφυκών σε ευρεία κλίμακα. 
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Εικόνα 1.1 Απεικόνιση διεργασίας παραγωγής ω-3 λιπαρών οξέων αξιοποιώντας τη 
λιγνοκυτταρινούχο βιομάζα ως πρώτη ύλη. 

 

 

 

 ΛΙΠΙΔΙΑ ΚΑΙ ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΕΑ  
 

Τα λιπίδια αποτελούν ευρεία κατηγορία οργανικών ενώσεων που είναι ελάχιστα 

διαλυτές στο νερό, αλλά διαλυτές σε οργανικούς διαλύτες. Μαζί με τις πρωτεΐνες και τους 

υδατάνθρακες αποτελούν τα κύρια συστατικά της βιολογικής ύλης. Κυριότερα συστατικά 

των λιπιδίων αποτελούν τα λιπαρά οξέα, τα οποία απαρτίζονται από κεντρική αλειφατική 

αλυσίδα, προσδεμένη σε ομάδα καρβοξυλικού οξέος. Στα βιολογικά συστήματα, τα 

λιπαρά οξέα συναντώνται ως συστατικά των λιπιδίων. Από χημική άποψη, τα λιπίδια 

ποικίλλουν σε τόσο μεγάλη έκταση ώστε δεν μπορεί να οριστεί διαρθρωτικός ορισμός 

(Gurr & Harwood, 1991). Μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε απλά και σύνθετα λιπίδια. 

Τα σύνθετα λιπίδια (εστέρες λιπαρών οξέων που εκτός από την αλκοόλη και το λιπαρό 

οξύ περιλαμβάνουν και άλλες χαρακτηριστικές ομάδες). Τα απλά λιπίδια, όπως για 

παράδειγμα τα στεροειδή, δεν μπορούν να υδρολυθούν σε μικρότερα μόρια (McMurry 

1988). 
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 Τα πιο γνωστά λιπίδια, οι ακυλο- και φωσφογλυκερόλες, βασίζονται στην 

εστεροποίηση της γλυκερόλης με τα λιπαρά οξέα. Οι φωσφογλυκερόλες αποτελούνται 

από έναν σκελετό γλυκερόλης εστεροποιημένο με δύο λιπαρά οξέα και μια φωσφορική 

ομάδα. Οι φωσφογλυκερόλες είναι πολυειδείς, καθώς εκτός από το ότι συνδέονται με τη 

ραχοκοκαλιά της γλυκερόλης, η φωσφορική ομάδα μπορεί να συνδεθεί με μία μεγάλη 

ποικιλία ομάδων (Gurr & Harwood 1991). 

Τα φυσικά έλαια και λίπη αποτελούνται κυρίως από τριακυλογλυκερόλες, ή αλλιώς, 

τριγλυκερίδια.  Άλλα συστατικά, τα οποία βρίσκονται σε μικρότερες ποσότητες 

περιλαμβάνουν μόνο- και διακυλογλυκερόλες, φωσφολιπίδια, κηρούς (εστέρες αλκοολών 

υψηλού μοριακού βάρους με λιπαρά οξέα), στεροειδή και καροτενοειδή (Stauffer 1996). 

Τα περισσότερα φυσικά λιπαρά οξέα έχουν άρτιο αριθμό ανθράκων λόγω της βιολογικής 

διαδικασίας επιμήκυνσης λιπαρού οξέος όπου προστίθενται δύο άνθρακες κάθε φορά, με 

συνηθέστερο αριθμό ανθράκων, τους 18. Το εύρος του αριθμού ανθράκων στα λιπαρά 

οξέα ποικίλει μεταξύ 4 και 36, ωστόσο η πλειοψηφία στην φύση τους περιέχει 14 έως 24 

άνθρακες. Η ανθρακική αλυσίδα μπορεί να είναι ευθύγραμμη ή διακλαδισμένη (Freeman, 

2002). 

 

    Εικόνα 1.2 Tροφές με πολυακόρεστα λιπαρά (PUFAs) (πηγή) 

https://www.heartandstroke.ca/get-healthy/healthy-eating/fats-and-oils
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 Η παρουσία  ενός (ή και περισσότερων) διπλού/ών δεσμού/ών μεταξύ δύο μορίων 

άνθρακα της κεντρικής αλυσίδας, τα χαρακτηρίζει ως ακόρεστα. Οι πιο συχνοί διπλοί 

δεσμοί εμφανίζονται στις θέσεις C9-C10 και σπάνια ξεπερνάνε τους 6, σε συνολικό αριθμό. 

Ωστόσο, υπάρχουν έρευνες οι οποίες ανακαλύψαν λιπαρά οξέα με 28 άτομα άνθρακα και 

8 διπλούς δεσμούς 28:8(n − 3) σε είδη δινομαστιγωτών (Springer, 2005). Οι διπλοί δεσμοί 

των πολυακόρεστων λιπαρών, οξέων δεν είναι σχεδόν ποτέ γειτονικοί, καθώς μεταξύ 

τους παρεμβάλλεται μία μεθυλομάδα ( -CH=CH-CH2-CH=CH-). Όλα σχεδόν τα λιπαρά 

οξέα που υπάρχουν στην φύση είναι γεωμετρικής ισομέρειας cis. Tα trans λιπαρά οξέα 

παράγονται κατά την υδρογόνωση ακόρεστων ελαίων ή στο στομάχι μηρυκαστικών ζώων 

κατά τη γλυκολιπίδια δράση βακτηρίων (N Engl J Med., 2006)  

Αντίθετα, τα κορεσμένα λιπαρά οξέα (με γενικό χημικό τύπο: CH3(CH2)nCOOH) 

δεν εμφανίζουν κάποιον αντίστοιχο διπλό δεσμό και διαθέτουν συνήθως 18 - 22 μόρια 

άνθρακα. Προσδιορίζονται από το μήκος, την πολικότητα και το βαθμό κορεσμού της 

υδρογονανθρακικής αλυσίδας. Όσο μεγαλύτερο το μήκος της αλκυλικής αλυσίδας του 

λιπαρού οξέος και όσο λιγότεροι είναι οι διπλοί δεσμοί, τόσο μικρότερη είναι η διαλυτότητα 

της στο ύδωρ, λόγω μείωσης της πολικότητας. Τα σημεία τήξης επηρεάζονται από το 

μήκος και τον βαθμό κορεσμού της υδρογονανθρακικής αλυσίδας. Στους 25ºC τα 

κορεσμένα λιπαρά οξέα από C12 έως C24 έχουν κηρώδη σύσταση ενώ τα ακόρεστα 

                    Εικόνα 1.3  Γενική δομή γλυκεροφωσφωλιπιδίων (πηγή) 

https://www.letstalkacademy.com/publication/read/triacylglycerols-triglycerides-in-lipid-metabolism
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λιπαρά οξέα αυτού του μεγέθους είναι ελαιώδη υγρά. Η διαφορά ως προς το σημείο τήξης 

οφείλεται στο διαφορετικό βαθμό  στοίχισης και δόμησης των μορίων των λιπαρών οξέων. 

Συνδέονται μεταξύ τους ή με άλλες υδρόφοβες ομάδες, όπως οι στερόλες. Οι υδρόφοβες 

αλυσίδες αμινοξέων, η βραχεία κεντρική αλυσίδα και η ακορεστότητα αυξάνουν τη 

ρευστότητα των λιπαρών οξέων και των παραγώγων τους. Μη διακλαδισμένα λιπαρά 

οξέα περιγράφονται εν συντομία στη μορφή (x):(y), όπου το (x) φανερώνει τον αριθμό 

των ατόμων άνθρακα και το (y) τον αριθμό των διπλών δεσμών. Η αρίθμηση 

πραγματοποιείται από το άκρο στο οποίο βρίσκεται η καρβοξυλομάδα. Η θέση των 

διπλών δεσμών δηλώνεται από το Δ και τον αριθμό που το συνοδεύει. Αυτός ο αριθμός 

καταδεικνύει τον πρώτο άνθρακα ο οποίος συμμετέχει στο σχηματισμό του διπλού 

δεσμού. Για παράδειγμα Δ12 20:1 υποδηλώνει ένα λιπαρό οξύ με 20 άτομα άνθρακα και 

ένα διπλό δεσμό στον 12ο άνθρακα, απαριθμώντας από το καρβοξυλικό άκρο.  

 

Πίνακας 1.1 Αναλογία (%) των λιπαρών οξέων σε φυτικά λίπη και έλαια 
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Πίνακας 1.2 Αναλογία (%) των λιπαρών οξέων σε ζωικά λίπη  

 
      (Ταούκης & Ωραιοπούλου,2019) 

 
 
 

  ΠΟΛΥΑΚΟΡΕΣΤΑ ΛΙΠΑΡΑ ΟΞΕΑ - 

POLYUNSATURATED FATTY ACIDS (PUFAS) 

 
Είναι λιπαρά οξέα τα οποία περιέχουν δύο ή και παραπάνω διπλούς δεσμούς στην 

κεντρική υδρογονανθρακική αλυσίδα. Ταξινομούνται με βάση τη θέση του πρώτου διπλού 

δεσμού, απαριθμώντας από το άκρο μεθυλίου. Ένα ω-3 PUFA έχει τον πρώτο διπλό 

δεσμό στη θέση C3, μετρώντας από το μεθυλικό άκρο, αντίστοιχα ένα ω-6 PUFA έχει τον 

πρώτο διπλό δεσμό στη θέση C6 και ούτω καθ’ εξής. Οι παραπάνω, εφόσον υπάρχουν, 
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διπλοί δεσμοί θα εμφανίζονται διαδοχικά ανά τρία άτομα άνθρακα, καθώς δεν είναι ποτέ 

γειτονικοί, όπως έχει προαναφερθεί. Τα πιο διαδεδομένα PUFAs στη φύση διαθέτουν 18 

με 24 άτομα άνθρακα, όπως τα i) εικοσιδυοεξενοϊκό οξύ (DHA, 22:6n-3), ii) 

εικοσιπεντανοϊκό οξύ (EPA, 20:5n-3), iii) δοκοσαπεντανοϊκό οξύ (DPA, 22 :5 n-3/n-6), iv) 

αραχιδονικό οξύ (AA; 20:4 n-6), v)  γ-λινολενικό(GLA;18:3n-6), vi) α- λινολενικό οξύ (LNA; 

18:3 n-3) και vii) λινολεϊκό  οξύ (LA; 18:2 n-6).  

 

 

 

 

Τα λιπαρά οξέα, ως συστατικά της κυτταρικής μεμβράνης, υπάρχουν σε όλες τις 

μορφές ζωής. Δεδομένου ότι οι κυτταρικές μεμβράνες είναι υπεύθυνες για τη λήψη 

πληροφοριών αλλά και για την ανταπόκριση σε οτιδήποτε μπορεί να  διαταράξει την 

ενδοκυτταρική οργάνωση, οι μεταβολές στη σύνθεση των λιπαρών οξέων έχουν άμεσο 

αντίκτυπο στη κυτταρική λειτουργία.   Συνεπώς, ο ρόλος ενός λιπαρού οξέος δεν είναι 

μόνο δομικός ή ενεργειακός αλλά και λειτουργικός. Τα λιπαρά οξέα εμπλέκονται σε 

Πίνακας 1.3 Λιπαρά οξέα που υπάρχουν στη φύση (de Swaaf, 2003) 
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διάφορες διεργασίες όπως: ο έλεγχος της διαπερατότητας και της πλαστικότητας της 

μεμβράνης, η κυτταρική διαίρεση, ο σχηματισμός ορμονών και η ανοσολογική απόκριση 

(Eneka, 2008). Η ρευστότητα της μεμβράνης καθορίζεται ισχυρά από τις 

περιβαλλοντολογικές συνθήκες και από την εσωτερική σύσταση του κυττάρου. Το 

περιβάλλον μπορεί να επηρεάσει τη ρευστότητα της μεμβράνης, όπου δρα ως ευαίσθητος 

υποδοχέας και επηρεάζει το κυτταρικό κύκλο (Beney και Gervais, 2001). Επιπροσθέτως, 

η ρευστότητα της μεμβράνης εξαρτάται από την περιεκτικότητα σε ακόρεστα λιπαρά οξέα, 

που εμφανίζονται στα φωσφολιπιδικά συστατικά, τα οποία, λόγω της τρισδιάστατης 

δομής και των λιγοστών αλληλεπιδράσεων δεσμών υδρογόνου, αυξάνουν την πρωτεϊνική 

εισχωρή. Για παράδειγμα, ο βαθμός ακορεστότητας των μεμβρανικών φωσφολιπιδίων 

του Escherichia coli μειώθηκε, ως ανταπόκριση των  χαμηλών θερμοκρασιών, 

προκειμένου να διατηρηθεί το βέλτιστο ιξώδες (Nakayama et al., 1980).  

 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, τα PUFAs: α) αυξάνουν την ανοχή στις τάσεις που 

εμφανίζει το κύτταρο β) διευρύνουν τα θερμοκρασιακά όρια επιβίωσης (Peyou-Ndi et al., 

2000), γ) βοηθούν στην προσαρμογή σε διαφορετικές αλατότητες, οσμωτικές πιέσεις 

(Khaware et al., 1995) ή σε συνθήκες κατάψυξης (Giraud et al., 2000). Ειδικότερα, το 

DHA διαθέτει πολύ ανθεκτική δομή στις μεταβολές της θερμοκρασίας και της πίεσης  που 

απαντώνται στη μεμβράνη (Rabinovich & Ripatti, 1991) και ρυθμίζει την δομή της 

αλυσίδας, τη ρευστότητα, τη διαπερατότητα και την πρωτεϊνική δραστικότητα (Stillwell και 

Wassall, 2003). Σε πιο αναπτυγμένους και σύνθετους οργανισμούς, το μεμβρανικό DHA 

διευκολύνει τις γρήγορες μεταμορφωτικές αλλαγές στις πρωτεΐνες της μεμβράνης που 

σχετίζονται με τις οπτικές και τις νευρομυϊκές διεργασίες (Brown, 1994).  
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Τα PUFAs λειτουργούν ως πρόδρομοι ισχυρών βιοδραστικών μεσολαβητών που 

εμπλέκονται στην κυτταρική συμπεριφορά και στην επικοινωνία μεταξύ κυττάρων 

(Kingsella et al.,1990). Αυτά τα μόρια σηματοδότησης έχουν μεγάλη επίδραση στη 

ρύθμιση του ανοσοποιητικού συστήματος (Calder et al., 2002), την πήξη του αίματος και 

την ομοιόσταση του κυττάρου (Calder, 2002). Ακόμα, επηρεάζουν τις συναπτικές 

διαβιβάσεις, την πλαστικότητα, την νευροπροστασία και τη ρύθμιση ύπνου / αφύπνισης 

(Chen και Bazan,2005). Τα Διχομο-γ-λινολεϊκό οξύ (DGLA, 20: 3 η-6), ARA και ΕΡΑ 

απελευθερώνονται από μεμβρανικά φωσφολιπίδια με τη δράση της φωσφολιπάσης A2 

(Kingsella et al., 1990). Ως αποτέλεσμα, το προφίλ των λιπαρών οξέων της 

φωσφολιπιδικής μεμβράνης,  διαμορφώνει τη μεταβολική απόκριση του οργανισμού.  

Η διατροφική έλλειψη των λιπαρών οξέων ή η ανισορροπία της σχέσης n-3 / n-6 

λιπαρών οξέων μπορεί να προκαλέσει παθολογικές καταστάσεις που συνδέονται με την 

ανοσοκαταστολή (ή ανοσολογική ανεπάρκεια), όπως: αυτοάνοσα νοσήματα, 

ρευματοειδής αρθρίτιδα, νόσος του Crohn, καρκίνο του μαστού, του παχέος εντέρου και 

του προστάτη, στεφανιαία νόσο, εγκεφαλικό επεισόδιο, αμφιβληστροειδική και 

Εικόνα 1.4 Δομή του εικοσιδυοεξενοϊκoύ οξέος (DHA) 

(M. (G. Jakobsen, A. Vik, T. V. Hansen, ‘’Tetrahedron Lett.’’ ‘’’2012’’’,’’53’’, 5837–5839 
Model & image generated in Accelrys DS Visualizer) 
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εγκεφαλική υπανάπτυξη στην παιδική ηλικία (Connor, 2000), καθώς και νευρολογικές 

διαταραχές όπως η επιληψία και η νόσος του Alzheimer (Chen & Bazan, 2005). Επίσης, 

τα ουδέτερα λιπίδια είναι η πιο αποτελεσματική και τελεσφόρα  βιολογική μορφή 

αποθήκευσης άνθρακα και ενέργειας. Είναι υδρόφοβα μόρια που επιτρέπουν το 

σχηματισμό μικυλλίων εντός του νερού, παρέχοντας μια συμπαγή μορφή αποθηκευμένης 

ενέργειας, έτοιμη να χρησιμοποιηθεί από το κύτταρο κατά τη διάρκεια ασιτίας. Ως εκ 

τούτου, σε πολλούς οργανισμούς όπως σπόροι φυτών, ελαιώδεις μικροοργανισμοί ή 

ορισμένα ψάρια, μεταξύ άλλων, γλυκερολιπίδια αποθηκεύονται ως πηγή ενέργειας πριν 

την αναπαραγωγή ή την εμφάνιση δυσμενών συνθηκών περιβάλλοντος, ως 

προετοιμασία (Eneka, 2008). Κορεσμένα και ακόρεστα λιπαρά οξέα που υπάρχουν στα 

γλυκερολιπίδια, που περιέχουν μέχρι και 20 μόρια άνθρακα στην αλειφατική αλυσίδα, 

οξειδώνονται εύκολα στα μιτοχόνδρια για να παραχθεί μεταβολική ενέργεια . Αντίθετα, το 

DHA αποτελεί ένα φτωχό μιτοχονδριακό υποστρώμα και απαιτεί υπεροξεισωματική β-

οξείδωση (Madsen et al., 1999). 

 

 

 

 

1.2.1  Σημασία PUFAs στα ψάρια και τις υδατοκαλλιέργειες  

 

Η σημασία των  PUFAs για την υγιή ανάπτυξη των ψαριών είναι γνωστή και έχει 

μελετηθεί από πολλούς ερευνητές τα τελευταία χρόνια. Αυτό οδηγεί στην εκτεταμένη 

χρήση των PUFAs από τον τομέα της υδατοκαλλιέργειας, o oποίος κατέλαβε το 75% της 

παγκόσμιας αγοράς ιχθυελαίου το 2016 (Εικόνα 1.5). Το συνολικά παραγόμενο 

παγκόσμια ιχθυέλαιο το 2016 έφθασε τους 905 εκατομμύρια τόνους, ενώ το 2018 

ξεπέρασε το 1 δισεκατομμύριο. Κυριότεροι παραγωγοί είναι το Περού, οι σκανδιναβικές 

χώρες, η Χιλή, οι Η.Π.Α. και  η Κίνα, ΛΔ (Εικόνα 1.6). 
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Οι πρώτες προσπάθειες καλλιέργειας ψαριών με τροχοφόρα (τροχόζωα), 

ανέφεραν υψηλά επίπεδα θνησιμότητας των προνυμφών όταν τα PUFAs απουσίαζαν 

από τη δίαιτα (Watanabe et al.,1983). Στις προνύμφες ψαριών, οι απαιτήσεις για τα 

απαραίτητα λιπαρά οξέα είναι πιο εμφανείς επειδή κατά τη διάρκεια των σταδίων ταχείας 

ανάπτυξης, το σώμα δεν μπορεί να συνθέσει όλα τα απαραίτητα συστατικά με τον 

απαιτούμενο ρυθμό. Ως εκ τούτου, μόλις εξαντληθούν από την προνύμφη τα θρεπτικά 

του λεκιθικού σάκου, οι ελλείψεις των PUFA οδηγούν σε υψηλή θνησιμότητα, χαμηλό 

ρυθμό ανάπτυξης και μειωμένη δραστηριότητα (Izquierdo, 1996, 2005). Είναι γενικά 

κατανοητό, ότι τα αυγά συμβάλλουν με όλα τα απαραίτητα συστατικά για την ανάπτυξη 

των εμβρύων και των προνυμφών πριν από το έναυσμα της εξωτερικής σίτισης. Λόγω 

της ανθεκτικότητας στη διαιτητική τροποποίηση της λιπιδικής σύνθεσης των αυγών σε 

 

Εικόνα 1.5 Απορρόφηση ιχθυελαίου από την αγορά για το 2016  

(Dr Enrico Bachis, 57thIFFO Annual Conference, Washington) 
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σχέση με άλλους ιστούς, συνάγεται ότι αυτό μπορεί να ικανοποιεί τις απαιτήσεις σε 

PUFAs για τα ακόλουθα πρώιμα στάδια ζωής του είδους. Πράγματι, τα αυγά των 

θαλάσσιων ψαριών (Sargent et al., 2003), συμπεριλαμβανομένης της τσιπούρας (Sparus 

aurata L.- Σπάρος ο χρυσόχρους) (Mourente και Odriozola, 1990), περιέχουν υψηλές 

ποσότητες PUFAs και φωσφολιπιδίων. Περαιτέρω, τα υποσιτισμένα νεογνά ψάρια έχουν 

την τάση να διατηρούν τα πολύτιμα n-3 PUFA των μεμβρανικών φωσφολιπιδίων 

συγκριτικά με άλλα λιπαρά οξέα του σώματος (Koven et al., 1989).  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6 Παγκόσμια παραγωγή ιχθυεαλαίου για το 2016  

(Dr Enrico Bachis, 57thIFFO Annual Conference, Washington) 
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Οι πρώτες επιτυχείς προσπάθειες καλλιέργειας θαλάσσιων προνυμφών 

χρησιμοποίησαν n-3 PUFAs από  ιχθυέλαια (γαλακτωματοποιημένα με λεκιθίνη) ως 

διατροφικός εμπλουτισμός  (Watanabe et al., 1983). Τα DHA, το EPA και το ARA είναι 

απαραίτητα λιπαρά οξέα για την κανονική ανάπτυξη, εξέλιξη (Watanabe, 1982) και 

αναπαραγωγή (Izquierdo et al., 2001) των ψαριών. Οι προνύμφες θαλάσσιων ψαριών 

φαίνεται να έχουν υψηλότερες ειδικές απαιτήσεις για το DHA απ’ ότι τα μεγαλύτερης 

ηλικίας ψάρια. Το DHA ενσωματώνεται στους αναπτυσσόμενους οπτικούς και νευρικούς 

ιστούς (Mourente, 2003), οι οποίοι, σε αυτό το στάδιο καταλαμβάνουν μεγαλύτερο 

ποσοστό σωματικού βάρους σε σχέση με άλλα πλήρως ανεπτυγμένα ψάρια. 

 Η έλλειψη του DHA από τη διατροφή, σχετίζεται με την: α) εξασθενημένη 

ικανότητα σύλληψης θηράματος των προνυμφών της ρέγγας (Clupea harengus L.), υπό 

φυσικές εντάσεις φωτός (Bell et al., 1995), β) καθυστερημένη ανάπτυξη του ιαπωνικού 

μαγιάτικου (yellowtail - Japanese amberjack - seriola quinqueradiata) (Masuda et al., 

1998) και της τσιπούρας (Sparus aurata L.- Σπάρος ο χρυσόχρους) ((Benitez-Santana et 

al., 2006), γ) αυξημένη εμφάνιση σκελετικών δυσμορφιών (Cahu et al., 2003) και δ) 

ανοσοκαταστολή ή αλλιώς, ανοσολογική ανεπάρκεια (Montero et al., 2004). Το DHA και 

EPA ενσωματώνονται ανταγωνιστικά στις κυτταρικές μεμβράνες, ωστόσο, το πρώτο 

εμφανίζεται ως υπέρτερο  βασικό λιπαρό οξύ για τα περισσότερα είδη (όπως για 

παράδειγμα στο φαγκρί (Pagrus major, Red seabream)), για την ανάπτυξη και τις 

αυξημένες πιθανότητες επιβίωσης (Watanabe et al., 1983, 1989, Τaverna, 2008). 

 

 

1.2.2 Σημασία των PUFAs στον άνθρωπο 

 

Tα PUFAs C18 λινολενικό (LA, 18: 2 n-6) και α-λινολενικό οξύ (ALA, 18: 3 n-3), 

θεωρούνται ως απαραίτητα διατροφικά λιπαρά οξέα στα περισσότερα επίγεια 

σπονδυλωτά (Castro, 2016). Αυτά τα λιπαρά οξέα είναι πρόδρομοι μιας ποικιλίας πολύ 

σημαντικών PUFAs, αλλά δεν μπορούν να συντεθούν de novo στους ανθρώπους. 

Συνήθως, τα συγκεκριμένα λιπαρά βρίσκονται σε επαρκείς ποσότητες στις διατροφικές 
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συνήθειες που ακολουθούν οι άνθρωποι που 

ζουν στις βιομηχανικές χώρες, επειδή είναι 

παρόντα στα περισσότερα ανώτερα φυτά. 

Ωστόσο, η σύνθεση των PUFAs μέσω μιας 

σειράς επιμηκύνσεων και σχηματισμών διπλών 

δεσμών στους ιστούς φαίνεται να εμφανίζεται με 

ανεπαρκή ρυθμό σε ορισμένα στάδια της ζωής 

(Burdge και Wootton, 2002; Emken et al., 1994; 

Gerster, 1998; James et al., 2003; 

Nakamura & Nara, 2003). Οι συνθέσεις 

των PUFAs εξαρτώνται από την ηλικία, το φύλο, 

τη διατροφή, την παρουσία ασθενειών και τις 

μεταβολικές διεργασίες. Ως εκ τούτου, τα LA και 

ALA που προσλαμβάνονται από τη διατροφή, 

δεν αρκούν για να καλύψουν πλήρως τις 

ανάγκες σε PUFAs.  

 Διατροφή υπολειπόμενη σε PUFAs θα 

μπορούσε να προκαλέσει μια ευρεία ποικιλία 

προβλημάτων υγείας σε μακροπρόθεσμο 

διάστημα (Bistrian, 2003). Αντίθετα, διατροφικά 

PUFA που μπορούν να ρετρο – μετατραπούν 

μερικώς σε λιπαρά οξέα μικρότερης αλυσίδας, 

αντιστρέφουν τα αρνητικά συμπτώματα που 

εμφανίζονται λόγω ελλιπής παρουσίας των LA 

και ALA (Hansen et al., 1986, Sprecher et al., 

1995). Με βάση  αυτά τα ευρήματα, τα DHA, 

EPA και ARA θεωρούνται και αυτά ως 

απαραίτητα λιπαρά οξέα για τη διατήρηση των 

υγιών λειτουργιών του ανθρώπινου σώματος 

(Cunnane, 2000). Πολλά διαφορετικά οφέλη για 

την υγεία έχουν βρεθεί ότι σχετίζονται με τα n-3 

        Εικόνα 1.7 Κάψουλες πλούσιες σε                        
ωμέγα-3 λιπαρά  (FOA, Globefish 

Highlights, April 2019) 
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PUFA (Simopoulos, 1999). Υπάρχουν αξιοσημείωτα στοιχεία που υποδεικνύουν τα 

θετικά αποτελέσματα που προκαλεί η διατροφική λήψη n-3 PUFA, όπως η πρόληψη 

καρδιαγγειακών παθήσεων (Lichtenstein, 2003), αθηροσκλήρωσης (Ristic & Ristic, 

2003), ορμονο-εξαρτώμενων καρκίνων (Terry et al., 2003), διαβήτη (Brenner, 2003) αλλά 

και στη παρεμπόδιση εμφάνισης αυτοάνοσων νοσημάτων, όπως η ρευματική αρθρίτιδα 

(Cleland et al., 2003, Simopoulos, 2002). Συγκεκριμένα, το DHA εμπλέκεται στην: 

προστασία των νευρολογικών ιστών από το οξειδωτικό στρες (Yavin et al., 2002), 

ανάπτυξη του εγκεφάλου (Wainwright, 2002) και του αμφιβληστροειδή (Jeffrey et al., 

2001),  πρόληψη της διπολικής ψυχικής διαταραχής (Burgess et al., 2000),  

σχιζοφρένειας (Kemperman  et al., 2006), κατάθλιψης (Sontrop & Campbell, 2006) και 

της νόσου Alzheimer (Cole et al., 2005).  

Αν και τα επίπεδα διατροφικών PUFA εξαρτώνται από τις διατροφικές συνήθειες 

των διαφόρων κοινωνικών ομάδων και περιοχών, η ελάχιστη συνιστώμενη πρόσληψη 

περιλαμβάνει τουλάχιστον δύο πλούσια σε ιχθυέλαιο ψάρια εβδομαδιαίως, και 

συγκεκριμένα την προσθήκη των DHA και ARA σε όλες τις βρεφικές τροφές ανεξάρτητα 

από την πρόσληψη των LA και ALA (FAO / ΠΟΥ, 1994). Η διατροφική πρόσληψη του n-

6 LA από φυτικά έλαια στις δυτικές χώρες είναι πολύ πιο άφθονη από την αντίστοιχη του 

n-3 ALA (Kris-Etherton et al., 2000; Nettleton, 1991; Sanders, 2000). Ελλείψει 

διατροφικής πηγής PUFA, η ανισορροπία του λόγου n-3 / n-6 στο σώμα διατηρείται, ή και 

αυξάνει. Δεδομένου ότι και οι δύο n-οικογένειες είναι πρόδρομοι των εικοσανοειδών, η 

αναλογία τους (n-3 / n-6) πρέπει να εξισορροπηθεί μέσω της διατροφής για να 

διασφαλιστεί η σωστή λειτουργία του μεταβολισμού. Με την προϋπόθεση ότι η πρόσληψη 

των  n-6 λιπαρών είναι σήμερα υψηλή στις δυτικές κοινωνίες (ο λόγος του κλάσματος <1), 

η ισορροπία n-3 / n-6 πρέπει να διορθωθεί με την πρόσληψηn n-3 λιπαρών ( DHA και 

EPA) μέσω της διατροφής σε ποσότητες της τάξεως του 0,5 g d-1 για βρέφη, 1g d-1 για 

ενήλικες και 2-4 g d-1για ασθενείς υπεργλυκαιμίας ή υψηλού κινδύνου καρδιαγγειακών 

παθήσεων (Kris-Etherton et al., 2002).  

Επί του παρόντος, τα ψάρια, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που παράγονται από 

την υδατοκαλλιέργεια και την ιχθυοκαλλιέργεια, αποτελούν την κύρια πηγή n-3 PUFA στη 

διατροφή (Eneka, 2008). 
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  ΠΗΓΕΣ PUFAS 
 

1.3.1 Ιχθυέλαιο 

Σήμερα, τα φυτικά έλαια, τα οποία είναι πλούσια σε n-λιπαρά οξέα, απαρτίζουν την 

πλειοψηφία των φυσικών βρώσιμων ελαίων στην παγκόσμια αγορά (O'Mara, 1998). Τα 

ζωικά λιπίδια, όπως το λαρδί, είναι φθηνότερα αλλά δεν θεωρούνται όσο υγιεινά και 

θρεπτικά είναι τα φυτικά έλαια, εξαιτίας της έλλειψης PUFAs και της υψηλής 

περιεκτικότητάς τους σε κορεσμένα λιπαρά. Τα ψάρια αποτελούν την κύρια πηγή των n-

3 PUFAs, ιδιαίτερα του DHA και του EPA (Nettleton, 1991). Παραδοσιακές πηγές PUFAs 

ως πρώτη ύλη, αποτελούν το ιχθυέλαιο και τα ιχθυάλευρα που παράγονται κυρίως από 

μικρά λιπαρά ψάρια όπως ο γαύρος (οικογένεια Engraulidae) , ο καπελάνος (Mallotus 

villosus) και το προσφυγάκι (Micromesistius poutassou) που είναι oστεώδη και λιγότερο 

κατάλληλα για βρώση από τον άνθρωπο.  

Το ιχθυέλαιο περιέχει ένα σύνθετο και ποικίλο προφίλ λιπαρών οξέων. Η ποιότητά 

του εξαρτάται από τα είδη των ψαριών, την εποχή, την τοποθεσία αλιείας και την 

μετέπειτα επεξεργασία και απομόνωση. Τα πιο σημαντικά λιπαρά οξέα στο ιχθυέλαιο 

είναι το DHA και EPA, με συνιστώμενη αναλογία DHA/ EPA 0.5 προς 2 (National 

Research Council (NRC), 2011) Το σογιέλαιο αποτελεί πιθανώς την κύρια εναλλακτική 

λύση για το ιχθυέλαιο στην αγορά (με τιμή χαμηλότερη κατά 40%) , αλλά όπως και άλλες 

φυτικές πηγές, στερείται PUFAs. 

 Το Περού που αποτελεί τον κύριο παραγωγό ιχθυελαίου επηρεάζεται έντονα από 

τα κλιματικά φαινόμενα. Αυτό σημαίνει ότι, η μειωμένη αλιεία στις ακτές του Περού 

επηρεάζει την τιμή του ιχθυελαίου σε παγκόσμιο επίπεδο. Συγκεκριμένα, η παγκόσμια 

τιμή του ιχθυελαίου και των ιχθυαλεύρων το 1998 αυξήθηκε σε 750 αμερικάνικα δολάρια 

ανά τόνο ($ ton-1) λόγω ενός ισχυρού φαινόμενου " El Niño " (η  θερμή φάση του 

φαινομένου El Niño–Southern Oscillation, ENSO) (                  Εικόνα 1.8).Τη δεκαετία 

του 1990 και 2000 η ετήσια παγκόσμια παραγωγή του ιχθυέλαιού  και του ιχθυάλευρου 

παρέμεινε σταθερή (1,0-1,7 και 6,2-7,4 εκατομμύρια τόνους αντιστοίχως), αλλά η τιμή 

αυξήθηκε προοδευτικά λόγω της αυξανόμενης ζήτησης.  
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Στις αρχές του 2006 η τιμή του ψαριού έφθασε  πάλι τα 750 αμερικανικά δολάρια.  

Έτσι, το ιστορικό μέγιστο που επιτεύχθηκε το 1998 λόγω του φαινομένου "El Niño" 

ξεπεράστηκε λόγω της αυξανόμενης ζήτησης του προϊόντος. Ο παγκόσμιος οργανισμός 

ιχθυάλευρου και ιχθυέλαιού (International Fishmeal & Fish Oil Organization (IFFO)), 

ανέφερε μεταξύ άλλων ότι τα αλιεύματα δεν αναμένεται να αυξηθούν αναλογικά με τη 

ζήτηση (Shepherd et al., 2005). 

Η υδατοκαλλιέργεια, το χοιρινό κρέας, τα πουλερικά και τα μηρυκαστικά είναι οι 

κύριοι τομείς επιρροής στην παγκόσμια παραγωγή ιχθυελαίου και ιχθυαλεύρων. Η 

υδατοκαλλιέργεια αποτελεί το βασικό πυλώνα στην αγορά του ιχθυελαίου και είναι ο 

ταχύτερα αναπτυσσόμενος τομέας τροφίμων, που καλύπτει το ένα τρίτο του συνόλου των 

ψαριών που καταναλώνονται από τους ανθρώπους (Eneka, 2008). Η παγκόσμια 

παραγωγή υδατοκαλλιέργειας αναμένεται να αυξάνεται με ετήσιο ρυθμό 4,5% για την 

περίοδο 2010-2030 (Brughere and Ridler, 2004). Ως εκ τούτου, είναι ο κύριος παράγοντας 

που οδηγεί στην αυξανόμενη ζήτηση ιχθυελαίου και ιχθυαλεύρων (Naylor et al., 2000; 

Tacon, 2004). Για να υπερκαλυφθεί η ζήτηση της αγοράς, μειώθηκε η χρήση των 

                   Εικόνα 1.8 Τιμές ιχθυελαίου και σογιέλαιου για την περίοδο 1984-2006   
 (Josupeit, 2006) 
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ιχθυελαίων στον τομέα της κτηνοτροφίας και της παραγωγής μαργαρίνης, ενώ αυξήθηκε 

στις υδατοκαλλιέργειές και στις τροφές καρκινοειδών. Βεβαίως, το βασικό στοιχείο που 

προκαλεί αυτή την αναδιοργάνωση της χρήσης ιχθυελαίου, είναι η θρεπτική αξία των η-3 

λιπαρών οξέων.  

 

 

Έχουν γίνει πολλές έρευνες για να βρεθεί βιώσιμος τρόπος αύξησης της 

αναπτυσσόμενης υδατοκαλλιέργειας (Naylor et al., 2000). Υπάρχουν διάφορες 

προσεγγίσεις που μπορούν να προλάβουν την έλλειψη του ιχθυέλαιού, προκειμένου να 

διαφυλαχθεί η ανάπτυξη της υδατοκαλλιέργειας (Sargent et al., 1999). Πρώτoν, όπως 

αναφέρθηκε ανωτέρω, η μετατόπιση της χρήσης ιχθυελαίου, που βρίσκεται σε εξέλιξη. 

Εκτροπή της διάθεσης ιχθυελαίου από τα χερσαία ζώα στα θαλάσσια είδη και ιδιαίτερα 

στα πρώιμα στάδια ταχείας ανάπτυξης που τα διέπουν υψηλότερες απαιτήσεις για 

PUFAs. Ασφαλώς, απαιτείται λύση η οποία μπορεί να έχει επίδραση σε βραχυπρόθεσμο 

ή μακροπρόθεσμο στάδιο, στην ανάπτυξη και καλλιέργεια των χερσαίων θηλαστικών, αν 

μειωθούν ή αποκοπούν τελείως τα PUFAs από τις διατροφικές τους συνήθειες. Δεύτερον, 

βελτιστοποίηση της επεξεργασίας και μεταποίησης των πρώτων υλών, προκειμένου να 

μεγιστοποιηθεί η απόδοση σε PUFAs, δεδομένου ότι, αποτελούν τα κύρια θρεπτικά 

Εικόνα 1.9 Τιμές παγκόσμιας αγοράς ιχθύων  

OECD/FAO (2018), “OECD-FAO Agricultural Outlook”, OECD Agriculture statistics (database), 
http://dx.doi.org/10.1787/agr-outl-data-en. 
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συστατικά του ιχθυελαίου. Τρίτον, μερική αντικατάσταση των πηγών λιπιδίων διατροφικής 

χρήσης, με πηγές φυτικών ελαίων. Ο βαθμός υποκατάστασης από πηγές φυτικών 

ελαίων, επηρεάζει σημαντικά την ανάπτυξη των ψαριών, την ευημερία και την ποιότητα 

των προϊόντων του καταναλωτή σε ορισμένα σαρκοφάγα ψάρια. Εντός συγκεκριμένων 

ορίων και συνθηκών, επιτεύχθηκαν αντίστοιχα προφίλ λιπαρών οξέων με αυτά των 

συμβατικών πηγών (Izquierdo et al., 2003, 2005 · Bell et al.,2005, Ganga et al., 2005). 

Ωστόσο, παρά τις ενέργειες αυτές που αποσκοπούν στην αποτροπή  και πρόληψη της 

έλλειψης ιχθυελαίου, η οριστική βιώσιμη λύση αυτού του προβλήματος βασίζεται στην 

παραγωγή και ανάπτυξη εναλλακτικών πηγών PUFA (Eneka, 2008). 

 

1.3.2  Έλαια μονοκύτταρων οργανισμών  

 

Τα μονοκυτταρικά ή μικροβιακά έλαια – Single Cell Oils (SCO), εξάγονται εμπορικά 

από μονοκύτταρους οργανισμούς (Ratledge, 1992). Το μικροβιακό έλαιο, μια σχετικά νέα 

έννοια στον τομέα της βιοτεχνολογίας, αποκτά σταδιακά μεγαλύτερη προσοχή και 

σημασία λόγω της ικανότητάς να παραχθούν PUFAs σε μεγάλη κλίμακα. Αν και σήμερα, 

η μαζική πηγή PUFAs, σε όρους ποσότητας - χαμηλής τιμής είναι το ιχθυέλαιο, τα SCO 

παρουσιάζονται ως δυνητικός υποκαταστάτης, καθώς εμφανίζουν πολλά πλεονεκτήματα 

σε σχέση με τις παραδοσιακές πηγές.  

Το ιχθυέλαιο αναφέρεται σε ένα πολύπλοκο μείγμα, με περισσότερα από 40 

διαφορετικά λιπαρά οξέα, η αναλογία των οποίων ποικίλλει ανάλογα με τα είδη και τη 

σεζόν, ενώ οι μικροβιακές πηγές θα μπορούσαν να παρέχουν, καθ’ όλη τη διάρκεια του 

έτους, πιο συγκεντρωμένες πηγές συγκεκριμένου λιπαρού οξέος, με σταθερό ρυθμό. 

Επίσης, η απομόνωση συγκεκριμένου λιπαρού οξέος καθίσταται ευκολότερη και 

οικονομικότερη, λόγω της μικρής παρουσίας άλλων PUFAs. Ορισμένα ιχθυέλαια, 

παρουσιάζουν υψηλές ποσότητες συγκεκριμένου λιπαρού οξέος, όπως για παράδειγμα, 

το έλαιο τόνου που είναι πλούσιο σε DHA (Saito et al., 1997), αλλά συνάμα πιο σπάνιο 

και δαπανηρό. Επιπλέον, υπάρχει ο κίνδυνος τα ιχθυέλαια να αποτελούν αρωγούς 

θαλάσσιων ρύπων που ενδεχομένως να συσσωρεύονται σε υδατοκαλλιεργημένους 

οργανισμούς (Hites κ.ά., 2004).  
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Αντίθετα, τα ελαιώδη μικρόβια καλλιεργούνται κάτω από προκαθορισμένες 

επιθυμητές συνθήκες (καλλιέργειες σε σύστημα ανακινούμενων φιαλών είτε σε 

βιοαντιδραστήρες) που παρέχουν ένα προϊόν υψηλής ποιότητας βιολογικής διατροφής, 

χωρίς προσμείξεις. Επιπροσθέτως, η εφαρμογή του ιχθυελαίου σε τρόφιμα περιορίζεται 

λόγω προβλημάτων σταθερότητας, αλλά και της χαρακτηριστικής  γεύσης και οσμής που 

το διακατέχει. Αντίθετα, τα SCO μπορεί να έχουν υψηλότερη οξειδωτική σταθερότητα 

λόγω των φυσικών αντιοξειδωτικών που συντίθενται εντός του κυττάρου (Sargent et al., 

1997) και στερούνται αυτής της δυσάρεστης γεύσης και οσμής.  

Τα SCO παράγονται από ελαιώδεις μικροοργανισμούς, που είναι ικανοί να 

παράγουν λιπαρά οξέα σε ποσότητες που δικαιολογούν εμπορική δραστηριότητα. 

Συνήθως, αυτή η τιμή καθορίζεται de facto να είναι 20% υψηλότερη του ξηρού βάρους 

των κυττάρων – cell dry weight (CDW) (Ratledge & Wynn, 2002), όπου θα 

περιλαμβάνεται αναγκαστικά ένα ποσοστό λιπιδίων αποθήκευσης, χωρίς να είναι 

ουσιώδη. Αυτά τα λιπίδια αποθήκευσης γενικά συσσωρεύονται μέσα στο κύτταρο ως 

τριλγλυκερίδια, σε σταγονίδια λιπιδίων. Μόνο μερικοί μικροοργανισμοί (ζύμη, μύκητες και 

Πίνακας 1.4 Κύρια λιπαρά οξέα διαφόρων μικροοργανισμών και 

 οι αντίστοιχες παραγωγικότητες 
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φύκη) είναι ικανοί να συσσωρεύουν λιπίδια ποσοστιαίου βάρους μεταξύ 20-80% CDW 

(ανάλογα με τα μικροβιακά είδη και τις περιβαλλοντικές συνθήκες).  

 

1.3.3 Μικροοργανισμοί  

 

Οι μονοκύτταροι ετερότροφοι οργανισμοί, αποτελούν καλή πηγή PUFAs, που 

μπορούν εύκολα να συνδυαστούν με διατροφές, σαν υλικό εμπλουτισμού ή να 

εφαρμοστούν άμεσα σε μικροσωματιδιακές δίαιτες. Μέχρι στιγμής, οι περισσότεροι  

μονοκύτταροι ετερότροφοι οργανισμοί χρησιμοποιούνται προς παραγωγή PUFAs για την 

ιχθυοκαλλιέργεια ψαριών. Οι προνύμφες των ψαριών απαιτούν υψηλά επίπεδα PUFAs, 

με κύρια απαίτηση το DHA.  Ο λόγος DHA: EPA των περισσότερων εμπορικά διαθέσιμων 

ιχθυελαίων είναι περίπου 10:20 (Jin, 2015). Ως εκ τούτου, απαιτείται εμπλουτισμός DHA 

για να υπάρχει η σωστή αναλογία DHA:EPA (0.5 – 2) , η οποία μπορεί να έχει επίδραση 

στην ανάπτυξη (NRC, 2011).  

Τα πρωτόκολλα εμπλουτισμού αναφέρουν ότι εκτελούνται σε συνθήκες υψηλής 

αερισμού για 12-24 ώρες, όπου τα γαλακτώματα του ιχθυέλαιού είναι ευαίσθητα στην 

υπεροξείδωση (McEvoy et al., 1995). To DHA που βρίσκεται στο γαλάκτωμα 

εμπλουτισμού είναι δυνατόν να ρετρο-μετατραπεί σε ΕΡΑ (Izquierdo, 1988; Evjemo et al., 

2001), εξαίρεση αποτελεί η γαρίδα Artemia, στην οποία δεν έχει ανιχνευθεί ποσότητα 

DHA (Navarro et al., 1993). Κατά συνέπεια, ο αρχικός λόγος DHA:EPA του εμπλουτισμού 

πρέπει να είναι πολύ υψηλός για να διατηρηθεί η διατροφική αξία. Αυτή η αναλογία δεν 

παρέχεται από το κοινό ιχθυέλαιο. Εναλλακτικά, τα θαλάσσια μικροφύκη  Schizochytrium 

sp. και ο C. cohnii είναι καλές πηγές DHA. Τα παρασκευάσματα αποξηραμένων κυττάρων 

αυτών των οργανισμών μπορούν να χορηγηθούν απευθείας ως τροφή, παρέχοντας μία 

φυσική πηγή λιπιδίων που περιλαμβάνει αντιοξειδωτικά, μια ποσότητα πολικών λιπιδίων 

καθώς και πρωτεΐνες και μικροθρεπτικά συστατικά. Εφόσον το ΕΡΑ συνιστά ποσοστό 

μικρότερο από 2% των συνολικών λιπαρών οξέων (TFA)  σε αυτούς τους 

μικροοργανισμούς, θα μπορούσαν να παρέχουν DHA, χωρίς την προσθήκη ΕΡΑ, για να 

διατηρηθεί η απαιτούμενη αναλογία DHA: EPA κατά την περίοδο του εμπλουτισμού.  
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Η βιομάζα που προέρχεται από τους μικροετερότροφους οργανισμούς και είναι 

πλούσια σε PUFAs, εφαρμόστηκε επιτυχώς ως εμπλουτισμός ζωντανής λείας- για τον 

Ατλαντικό μπακαλιάρο - Γάδο (Gadus morhua) (Cutts et al., 2006; Park et al., 2006), 

εγκλεφίνο (Melanogrammus aeglefinus) (Blair et al., 2003), cobia (Rachycentron 

canadum) (Faulk & Holt, 2005), Latris lineata (Batanglene et al., 2006), πλευρονήκτη με 

κίτρινη ουρά (Lim&a ferruginea) (Copeman et al., 2002), χάλιμπατ Ατλαντικού 

(Hippoglossus hippoglossus ) (Shields & Irwin, 1998), ριγωτή πέρκα (Morone saxatilis), 

λαβράκι (Dicentrarchus labrax) και τσιπούρα  (Harel et al. 2002; Koven et al., 2001).  O 

συνδυασμός του μικροφύκους Schizochytrium sp. ή C. cohnii με την γαρίδα Artemia (Ritar 

et al., 2004) και το τροχοζώο rotifers (Brachionus plicatilis) (Park et al., 2006) αύξησε το 

περιεχόμενο DHA στον απαιτούμενο λόγο DHA: EPA. Η ζωντανή λεία, και ειδικά η 

Artemia, ρετρο-μετατρέπει το DHA σε ΕΡΑ, επομένως, a priori, δεν υπάρχει λόγος να 

εφαρμοστούν νέες προσθήκες μικροβιακών EPA, οι οποίες μπορούσαν να αλλοιώσουν 

την αναλογία. Οι προνύμφες ψαριών αναπτύσσονται γενικά καλύτερα όταν υπάρξει 

εμπλουτισμός μικροβιακών πηγών DHA λόγω των υψηλών αναλογιών DHA: EPA που 

επιτυγχάνονται στη ζωντανή λεία, σε σύγκριση με άλλους εμπορικούς εμπλουτισμούς 

(Battaglene et al., 2006, Cutts et al., 2006; Harel et al., 2002). Αν και τα βιομηχανικά 

εκκολαπτήρια ιχθύων εξακολουθούν να βασίζονται σε ζωοτροφές ζωντανής λείας, οι 

μικροσωματιδιακές δίαιτες μπορούν να παρέχουν τροφή με καλύτερα ελεγχόμενη 

διατροφική ποιότητα, καθιστώντας πιο εύκολη την πρόβλεψη παραγωγής του γόνου. 

Βιομάζα του μικροφύκους C.conhii αντικατέστησε το 2-4% του ξηρού βάρους διατροφικού 

ιχθυελαίου, σε καλλιέργεια τσιπούρας, οδηγώντας σε καλύτερους ρυθμούς ανάπτυξης και 

επιβίωσης (Atalah et al.,2015) 

 

 

1.3.4  Μικροοργανισμοί ως πηγή DHA 

 

Οι θαλάσσιοι μικροοργανισμοί, συμπεριλαμβανομένων των βακτηρίων, των 

φυκών και των μυκήτων, φαίνεται να είναι οι κύριοι παραγωγοί PUFA στη θαλάσσια 

τροφική αλυσίδα. Λαμβάνοντας υπόψη την υψηλή μικροβιακή βιοποικιλότητα των 

ωκεανών (Sogin et al., 2006) και τα μεγάλα ποσοστά αχαρτογράφητων θαλάσσιων ειδών 



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 – ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  

23 
 

(Colwell, 1997), οι θαλάσσιοι οργανισμοί φέρονται ως δυνητικοί παραγωγοί SCO, εφόσον 

πραγματοποιηθεί η κατάλληλη έρευνα.   

Το DHA είναι προϊόν υψηλής προστιθέμενης αξίας με δυνατότητα εκμετάλλευσης 

μέσω της βιοτεχνολογίας, καθώς δεν μπορεί να παραχθεί φθηνότερα από τα χερσαία 

φυτά. Τα βακτήρια πιθανότατα δεν είναι κατάλληλα για παραγωγή DHA, πρώτον επειδή 

δεν συσσωρεύουν μεγάλη ποσότητα τριγλυκεριδίων και δεύτερον επειδή μπορεί να 

περιέχουν ασυνήθιστα λιπίδια που δεν βρίσκονται τυπικά σε τροφές και τρόφιμα 

(Ratledge, 2002a) και απαιτείται νέα έρευνα για την οποιαδήποτε επίδραση μπορεί να 

προκαλέσουν.  

Μύκητες καλλιεργούνται με σκοπό την παραγωγή πολύτιμων ουσιών, όπως για 

παράδειγμα οι  μύκητες του γένους Mortierella καλλιεργούνται για την παραγωγή ARA. 

Παρ ’όλα αυτά οι μύκητες, δεν αποτελούν ενδεδειγμένη λύση  για παραγωγή DHA, λόγω 

των  υψηλών χρόνων ζύμωσης, που επακόλουθα οδηγούν σε χαμηλή παραγωγικότητα 

(Barclay et al., 1994). Υψηλότερη παραγωγικότητα μπορεί να επιτευχθεί μέσω της 

ετερογενής καλλιέργειας μικροφυκών. Τα φύκη, που χρησιμοποιούνται ευρέως στην 

υδατοκαλλιέργεια ως πηγές DHA, έχουν αποδειχθεί πολύ πιο παραγωγικά όταν μπορούν 

να αναπτυχθούν σε ετερότροφες και όχι σε φωτοτροφικές συνθήκες (Apt & Behrens, 

1999, Zaslavskaia et al., 2001). Η ένταση του φωτός τείνει να μειώνεται γρήγορα εξαιτίας 

της επίδρασης της σκίασης, η οποία οφείλεται στη συγκέντρωση τόσο των κυττάρων όσο 

και του προϊόντος ή λόγω του σχηματισμού βιοφίλμ πάνω στην επιφάνεια των 

βιοαντιδραστήρων (Chen, 2008). Υπάρχει δηλαδή περιορισμός στις μέγιστες κυτταρικές 

πυκνότητες που μπορούν να επιτευχθούν σε αυτά τα συστήματα. Επιπλέον, αν και η 

σύντομη διαδρομή του φωτός είναι θεωρητικά ευνοϊκότερη για την επίτευξη υψηλής 

απόδοσης φωτισμού, οι συμβατικές τεχνητές πηγές φωτός δε μπορούν να βρίσκονται σε 

στενή επαφή με την καλλιέργεια των μικροφυκών, διότι συνήθως εκλύουν σημαντικά 

ποσά θερμότητας. Συνεπώς, είναι περιορισμένη η αποδοτικότητα μετατροπής των 

συμβατικών βιοαντιδραστήρων σε φωτοβιοαντιδραστήρες (Εικόνα 1.10).  

Εξαιτίας των προβλημάτων και των περιορισμών που σχετίζονται με τις 

συμβατικές πηγές φωτός, έχουν αναπτυχθεί διάφορες καινοτόμες στρατηγικές φωτισμού 

φωτοβιοαντιδραστήρα, με στόχο τη βελτίωση της απόδοσης παραγωγής μικροφυκών και 

του περιεχομένου τους σε λιπαρά. Με αύξηση του λόγου επιφάνειας προς όγκο 
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καλλιέργειας, αλλά και με καινοτόμες λύσεις αυξάνεται ελαφρώς η παραγωγικότητα, αλλά 

υπάρχει περιορισμός εφαρμογής σε μεγάλη κλίμακα. Η καλλιέργεια φυκών σε ανοιχτά 

συστήματα (θάλασσα, λίμνες, λιμνοθάλασσες) ή σε τεχνητές υδατοσυλλογές ή δεξαμενές, 

πραγματοποιείται από το 1950. Τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα τεχνητά συστήματα, 

είναι οι υδατοδιάδρομοι (raceway ponds) Εικόνα 1.11.   

 

 

 

Στις καλλιέργειες ανοιχτού τύπου η μαζική καλλιέργεια γίνεται πιο εύκολα εφικτή, 

συγκριτικά με τις κλειστού τύπου καλλιέργειες, οι οποίες απαιτούν υψηλότερο κόστος 

εγκατάστασης και λειτουργίας. Το πλεονέκτημα των καλλιέργειών κλειστού τύπου, 

έγκειται στη δυνατότητα ανεξαρτητοποίησης και απομόνωσης του συστήματος, από 

εξωτερικούς παράγοντες. Οι αλλαγές στο περιβάλλον (θερμοκρασία, μεταβλητή έκθεση 

στον ήλιο, ατμοσφαιρικές κατακρημνίσεις), αλλά και  επιμολύνσεις από άλλους 

μικροοργανισμούς, μπορεί να επιβούν επιζήμιες για την ποιότητα του τελικού προϊόντος, 

αλλά και για τη βιωσιμότητα της καλλιέργειας.  Ειδικότερα,  προϊόντα που προορίζονται 

για κατανάλωση (βρώση, πόση), μπορεί να είναι επικίνδυνα για την υγεία του 

καταναλωτή.  

 

Εικόνα 1.10 Φωτοβιοαντιδραστήρας Phyco-Flow ™, Varicon Aqua 
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Επίσης, στις καλλιέργειες ανοικτού τύπου τα φαινόμενα εξάτμισης που 

παρατηρούνται στο θρεπτικό μέσο, αυξάνουν τη συγκέντρωση των κυττάρων, των 

μεταβολιτών και των παραπροϊόντων , όπως για παράδειγμα, το μικροφύκος C. conhii 

κατά την ανάπτυξη του παράγει εξωκυτταρικούς πολυσακχαρίτες (Swaaf et al., 2003). H 

αποφυγή ανασταλτικής δράσης λόγω αυξημένης συγκέντρωσης, απαιτεί την 

συμπλήρωση του νερού που εξατμίζεται, ή την υπερπλήρωση, αν απαιτείται να 

διατηρείται η αρχική συγκέντρωση του μέσου, σε ένα σταθερό επίπεδο, εφόσον υπάρχει 

κυτταρική ανάπτυξη. Αυτό οδηγεί στην κατανάλωση μεγάλων ποσοτήτων νερού. 

(Καλλιέργεια φυκών, Σπύρος Γκέλης 2018).   Ως αποτέλεσμα, το συνολικό κόστος της 

βιομάζας φυκών που παράγεται σε ανοικτού τύπου καλλιέργειας, όπως οι δεξαμενές 

υδατοδιαδρόμου (raceway ponds) φθάνει τα 15-20 αμερικανικά δολάρια ανά κιλό (US $ 

15-20 kg-1) και στα κλειστά συστήματα όπως οι φωτοβιοαντιδραστήρες ξεπερνάει τα 50 

(> US $ 50 kg-1) (Borowitzka, 1997). Αντίθετα, η τιμή της βιομάζας που καλλιεργείται σε 

αντιδραστήρες ζύμωσης, δεν ξεπερνά τα 5 αμερικανικά δολάρια (<US $ 5 kg-1) (Gladue 

& Maxey, 1994).  

Εικόνα 1.11 Υδατοδιάδρομοι καλλιέργειας μικροφυκών (πηγή) 

https://www.energy.gov/eere/bioenergy/algal-production
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Οι ετερότροφικοί μικροοργανισμοί αποκτούν την απαιτούμενη μεταβολική ενέργεια 

μέσω οξείδωσης οργανικού υποστρώματος. Τα μικροφύκη συνεπώς, χρησιμοποιούν 

οργανικό άνθρακα, τόσο για ενέργεια όσο και για πηγή άνθρακα. Αυτό, οδηγεί ορισμένα 

είδη μικροφυκών σε μεγαλύτερη συσσώρευση λιπαρών οξέων, συγκριτικά με την 

φωτότροφη ανάπτυξη τους.  Σύμφωνα με την υπάρχουσα βιβλιογραφία, η Chlorella 

protothecoides κατά τη μετάβαση σε ετερότροφες  από φωτοτροφικές συνθήκες 

καλλιέργειας, συσσώρευσε συνολικά 40% παραπάνω λιπαρά οξέα (Xu, 2006) 

Χρησιμοποιώντας την ετερότροφη ανάπτυξη, έχουμε ως αποτέλεσμα τη 

μεγαλύτερη παραγωγικότητα σε λιπαρά, αφού η μέγιστη γνωστή παραγωγικότητα στη 

βιβλιογραφία είναι περίπου 20 φορές μεγαλύτερη από εκείνη που επιτυγχάνεται μέσω της 

φωτοτροφικής καλλιέργειας (Καλλιέργεια φυκών, Σπύρος Γκέλης, 2018). Παρόλα αυτά, 

το ετεροτροφικό σύστημα το οποίο στηρίζεται στην παροχή σακχάρων, απαιτεί πολύ 

συχνά την αποστείρωση της πηγής άνθρακα, για να αποφευχθούν τα προβλήματα  

μόλυνσης.  

Οι μικροοργανισμοί καλλιεργούνται σε αντιδραστήρες κάτω από στείρες συνθήκες, 

στο σκοτάδι εάν είναι απαραίτητο, κάτω από ένα εξαιρετικά ελεγχόμενο περιβάλλον 

(θερμοκρασία, διαλυμένο Ο2, ροή αέρα, ταχύτητα ανάδευσης, έλεγχος pH, αλατότητα). 

Υπό σταθερές συνθήκες καλλιέργειας, επιτυγχάνεται και διατηρείται ταχεία ανάπτυξη και 

συσσώρευση λιπιδίων με επαναλήψιμο τρόπο, ο οποίος επιδέχεται βελτίωση μέσω 

έρευνας.  

Στους αντιδραστήρες μπορούν ευκολότερα να προσδιοριστούν οι συνθήκες της 

καλλιέργειας και να περιοριστούν οι εξωτερικοί παράγοντες. Συνεπώς, η βελτιστοποίηση 

της διαδικασίας πραγματοποιείται ευκολότερα, σε αντίθεση με τις παραδοσιακές πηγές 

DHA, όπου εμφανίζονται πολλές ανεξέλεγκτες εξωτερικές μεταβλητές, όπως για 

παράδειγμα το κλίμα και η εποχή, οι επιμολύνσεις και προσμίξεις των πρώτων υλών,  τα  

μετεωρολογικά φαινόμενα, αλλά και οι ποσότητες και καταλληλότητα των αλιευμάτων. 
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Στις βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξης, μεγάλης κλίμακας αντιδραστήρες μπορούν να 

παράγουν πάνω από 100 g CDW l-1. Οι καλλιέργειες υψηλής πυκνότητας κυττάρων, 

καταλαμβάνουν σημαντικά λιγότερο όγκο. Μικρότερος όγκος σημαίνει ευκολότερη 

επεξεργασία και μεταποίηση κατά τη διάρκεια του σταδίου συγκομιδής, το οποίο, 

διαφορετικά, μπορεί να συμβάλλει στο 

ένα τρίτο του συνολικού κόστους 

παραγωγής (Barclay et al., 1987). Οι 

κύριοι παράγοντες που επηρεάζουν το 

κόστος παραγωγής ζυμώσιμου DHA 

είναι, η κλίμακα και μέγεθος της 

καλλιέργειας και η συνολική 

παραγωγικότητα του DHA (mg DHA l −1 h 

−1) (Sijtsma et al., 1998). Η συνολική 

παραγωγικότητα του DHA εξαρτάται από 

την κυτταρική ανάπτυξη καθώς επίσης 

και από το ποσοστό λιπιδίων και DHA 

που συντίθεται εντός του κυττάρου. 

 Αλλάζοντας τις περιβαλλοντικές και θρεπτικές πτυχές της καλλιέργειας, 

επηρεάζεται η περιεκτικότητα σε λιπίδια, αλλά και το προφίλ λιπαρών οξέων. Η 

παραγωγικότητα μεγιστοποιείται στις βέλτιστες προεπιλεγμένες συνθήκες.  Για 

παράδειγμα, η χρήση υποστρωμάτων C2, όπως το οξικό ή η αιθανόλη, φαίνεται να 

βοηθάει στο σχηματισμό λιπιδίων, καθότι παρέχονται στο κύτταρο πιο άμεσοι πρόδρομοι 

του ακετυλο-CoA, συγκριτικά με τα υποστρώματα που διαθέτουν ένα άτομο άνθρακα 

(π.χ. γλυκόζη) ή παραπάνω από 2 (Sijtsma και de Swaaf, 2004).  

Μικρή διαλυμένη ποσότητα Ο2 στην καλλιέργεια, μπορεί να μειώσει τον βαθμό 

ακορεστότητας ορισμένων οργανισμών, λόγω μειορρύθμισης των Ο2-εξαρτώμενων 

δεσατουρασών. H ταχύτητα ανάδευσης και ο αερισμός της καλλιέργειας, που σχετίζονται 

με την παροχή Ο2 επηρεάζουν την παραγωγικότητα ενός συστήματος, όπως έχει 

μελετηθεί και στην παραγωγή ισοδύναμων κακάο βουτύρου από το μύκητα Mucor 

circinelloides, συνομοταξίας (Mucormycota) (Roux κ.ά., 1995). Επί του παρόντος, οι 

     Εικόνα 1.12 Κύτταρα του C.conhii κατά τη φάση 
λιπογένεσης (x100) 
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κύριες εμπορικές διαδικασίες που υπάρχουν για την παραγωγή μικροβιακού DHA, 

βασίζονται σε είδη που ανήκουν  στα θραυστοχυτρίδια και στα δινομαστιγωτά.  

Τα θραυστοχυτρίδια είναι θαλάσσια, υποχρεωτικά ετερότροφα, που αναπτύσσουν 

εκτοπλασμικές ίνες, παρόμοια με το τρόπο που ακολουθούν οι μύκητες. Αρχικά 

ταξινομήθηκαν ως φυκομύκητες (phycomycetes), λόγω των ομοιοτήτων τους με τους 

μύκητες (Henderson 1999), αλλά αργότερα ταξινομήθηκαν στο βασίλειο Χρώμιστα - 

Chromista (Cavalier-Smith et al., 1994). Σύμφωνα με τα μοριακά τους χαρακτηριστικά, τα 

οποία σχετίζονται στενά με τα φύκη. Το μικροφύκος Schizochytrium sp. είναι ένα 

θραυστοχυτρίδιο που μπορεί να περιέχει έως  και 78,6% ποσοστό λιπαρών οξέων από 

το συνολικό ξηρό βάρος των κυττάρων (CDW), όπου το DHA αποτελεί το 33,3% (Yaguchi 

et al., 1997). Συγκεκριμένες διεργασίες σχετικά με το Schizochytrium, ισχυρίζονται 

παραγωγικότητες DHA εώς και  417 mg l-1h -1 (Barclay et al., 2003). Ένα πολύ σημαντικό 

μειονέκτημα του Schizochytrium είναι η παραγωγή δοκοσαπεντανοϊκού οξέος (DPA) 

πέρα από DHA (Nakayama et al. 1996; Yokochi et al. 1998; Ratledge 2001). Oι θρεπτικές 

ιδιότητες του DPA δεν είναι ακόμα τελείως γνωστές οπότε η παρουσία του σε έλαια που 

προορίζονται για βρώση ή για φαρμακευτικές εφαρμογές, είναι ανεπιθύμητη. Ακόμα, 

λόγω της κοντινής δομής και χημικής συγγένειας που έχει με το DHA, ο διαχωρισμός των 

δύο είναι ακριβός και πολύπλοκος.  

SCO παράγονται επίσης από το Ulkenia sp. (εξίσου θραυστοχυτρίδιο), που 

εμφανίζει παρόμοιο προφίλ λιπαρών οξέων με το Schizochytrium sp. Εμπορικά 

παράγεται από την Nutrinova GmbH, (Frankfurt, Germany), η οποία ανήκει στην 

Celanese Corporation - Hoechst Celanese από το 1997. 

Υψηλά επίπεδα DHA βρίσκονται επίσης στη σύσταση λιπαρών δινομαστιγωτών, 

όπως για παράδειγμα στους μικροοργανισμούς  Crypthecodinium cohnii και Amphidinium 

sp. Τα δινομαστιγωτά (συνομοταξία Dinoflagellata, του βασίλειου των Πρωτίστων), είναι 

ευκαρυωτικά μικροφύκη, που μπορούν να είναι ετερότροφα είτε φωτότροφα και 

απαρτίζουν σημαντικό κομμάτι του θαλάσσιου πλαγκτόν  (Gobillard 1996; Sonnenborn & 

Kunau 1982). Από τις αρχές της δεκαετίας του 1990 είχαν αναπτυχθεί ήδη τουλάχιστον 
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δύο εμπορικές διαδικασίες παραγωγής ω-3 PUFAs, 

από ετερότροφες καλλιέργειες μικροφυκών (Barclay et 

al. 1994).  Το μικροφύκος C. conhii αποτελεί μια πολύ 

καλή λύση παραγωγής DHA, αφού μπορεί και 

συσσωρεύει ποσότητες λιπιδίων που ξεπερνάνε το 

50% του βάρους της συνολικής βιομάζας των ξηρών 

κυττάρων (de Swaaf et al., 2003), με πολύ υψηλό 

περιεχόμενο σε DHA, που μπορεί να φθάσει μέχρι και 

70% του βάρους των συνολικών λιπαρών. 

Επιπρόσθετα, η διαδικασία απομόνωσης του DHA 

είναι σχετικά εύκολη και οικονομική (Ward 1996), 

λαμβάνοντας υπόψιν ότι στο προφίλ των λιπαρών 

οξέων δεν υπάρχει άλλο PUFA σε ποσότητα 

μεγαλύτερη του 1% (Harrington & Holz 1968; Beach & 

Holz 1973). Η πολύ μικρή παρουσία άλλων PUFAs και 

η απουσία άλλων άγνωστων λιπαρών οξέων και 

ουσιών, χάρισε στο μικροβιακό έλαιο που παράγει το 

μικροφύκος C. conhii, την πιστοποίηση GRAS 

(Generally Recognized As Safe) (Γενικά 

Αναγνωρισμένο ως Ασφαλές) από την Food & Drug 

Administration U.S. (FDA), για ανθρώπινη κατανάλωση. 

Το παραγόμενο έλαιο του Schizochytrium sp. κατέχει την 

πιστοποίηση GRAS μόνο για τροφές που προορίζονται 

για ζώα (Ward & Singh, 2005).  

 

 

 

 
 
 
 
 

Εικόνα 1.13 Σχηματική 
 αναπαράσταση του     

 Crypthecodinium conhii    
(Perret et al. (1991) 
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  CRYPTHECODINIUM CONHII 
 

H μελέτη του μικροφύκους Crypthecodinium cohnii (παλαιότερα γνωστό ως 

Gyrodinium cohnii) ξεκίνησε στα τέλη του 19ου αιώνα (Seligo 1887). Πρόκειται για έναν 

ετερότροφο οργανισμό που δεν διαθέτει χλωροπλάστες, εξού και η αδυναμία του να 

φωτοσυνθέσει. Η απαιτούμενη ενέργεια και ο άνθρακας των κυττάρων λαμβάνονται 

αμφότερα από το μεταβολισμό ενός οργανικού υποστρώματος. Στη φύση, μπορεί να 

βρεθεί στα θαλάσσια φύκια που βρίσκονται υπό σήψη. Η σχετική ευκολία με την οποία 

μπορούσε να καλλιεργηθεί ο C. cohnii συγκριτικά με άλλα ετερότροφα φύκια, ήταν το 

έναυσμα για να ξεκινήσουν έρευνες, με στόχο την βελτιστοποίηση της διαδικασίας και 

των συνθηκών  ανάπτυξης του μικροφύκους (Beach & Holz 1973, Tuttle & Loeblich 1975). 

Στις καλλιέργειές του  C. cohnii, τα κύτταρα εμφανίζονται σε δύο μορφές· στην 

επιπλέοντα (στάσιμη) και στην κολυμβητική (Εικόνα 1.14). Όταν βρίσκονται στην 

επιπλέοντα μορφή, παρατηρούνται στάσιμα, καθώς είναι σε στάδιο ανάπαυσης / 

επιβίωσης είτε σε φάση διαίρεσης. Αντίθετα, στην κολυμβητική μορφή βρίσκονται 

συνεχώς σε κίνηση, χάρη στα δύο μαστίγια που διαθέτουν (ένα εγκάρσια και ένα κατά 

μήκος του κυττάρου (βλ. Εικόνα 1.13). Μία φυσιολογική ταχύτητα των κολυμβητικών 

κυττάρων είναι 1 m h-1. Τα κύτταρα ανεξαρτήτως μορφής, αναλόγως την ανάπτυξη τους 

μπορεί να διαφέρουν σημαντικά σε μέγεθος (10-50 μm ή και παραπάνω). Διάφορες 

ομάδες ερευνητών έχουν μελετήσει την κυτταρική διαίρεση, αναπαραγωγή και κύκλο του 

C. cohnii λεπτομερώς (Tuttle & Loeblich 1975 , Beam & Himes 1974, Ucko et al. 1997, 

Bhaud et al. 1991). Εκτός αυτού, το μικροφύκος φαίνεται να είναι ένας πολύ ενδιαφέρον 

μικροοργανισμός για να μελετηθούν τα σύνθετα και άγνωστα μεταβολικά μονοπάτια 

βιοσύνθεσης των PUFAs. 

Στην υδατοκαλλιέργεια, οι μικροβιακές πηγές θα μπορούσαν να είναι 

αποτελεσματικές για την κάλυψη της υψηλής διατροφικής ζήτησης σε PUFAs, ειδικά κατά 

τη διάρκεια των πρώτων σταδίων  ανάπτυξης, που οι απαιτήσεις είναι υψηλότερες και 

πιο επιτακτικές. Ως τώρα η υψηλότερη παραγωγικότητα DΗΑ, επιτεύχθηκε με τη χρήση 

αιθανόλης ως πηγή άνθρακα και έφθασε τα 53 mg L-1 h-1. Σε διάστημα 220 ωρών 

παρήχθησαν 5 g L-1 λιπαρά και 11.7 g DHA L-1 (de Swaaf et al. 2003). 
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Η μικροβιακή βιομάζα χρησιμοποιείται ως στοιχείο εμπλουτισμού ζωντανής λείας, 

κυρίως από δύο εταιρείες παραγωγής: την  Aquafauna Bio-Marine, Inc. (Hawthorne, 

California, Η.Π.Α.) και την (ABN) Advanced BioNutrition Corp. (Columbia, Maryland, 

H.Π.Α.). H ABN το 2002 έγινε η μοναδική παγκοσμίως κάτοχος αδείας των διπλωμάτων 

ευρεσιτεχνίας της DSM (Koninklijke DSM N.V.) σχετικά με την παγκόσμια χρήση του DHA 

των μικροφυκών σε όλες τις ζωικές εφαρμογές και στη συνέχεια προχώρησε στη δοκιμή 

αυτού του υλικού για πρακτική και εμπορική εφαρμογή. Το 2004 παρήχθησαν οι πρώτες 

χορτοφαγικές γαρίδες, σε ερευνητικά αγροκτήματα που λειτουργούσαν από το Τμήμα 

Φυσικών Πόρων της Νότιας Καρολίνας χρησιμοποιώντας την τεχνολογία της ABN. Η 

συνολική παραγωγή, σύμφωνα με την ίδια την εταιρεία, είναι φιλική προς το περιβάλλον 

και αποτελεί βιώσιμη λύση υδατοκαλλιέργειας. 

 

Εικόνα 1.14 Ηλεκτρονική Μικροσκοπία Σάρωσης (Scanning Electron Microscopy, SEM) του 
C.conhii, σε διαφορετικές μορφές και λήψεις, κλίμακα μπάρας: 5μm (Prabowo et al., 2013) 

 

Εμπορική παραγωγή DHA μέσω ετερότροφης καλλιέργειας των μικροφυκών C. 

Conhii και Schizochytrium sp. ξεκίνησε από την OmegaTech Inc. (1985, Boulder, 

Cοlorado), που εξαγοράστηκε από την Martek Biosciences Corp. το 2002. Το 2004, οι 

Nutrinova και Martek Biosciences απορρόφησαν το 19% της αγοράς θρεπτικών ωμέγα-

3, χρησιμοποιώντας τα μικροβιακά έλαια ως πρόσθετα βρεφικών τροφών (FPD, 2006). 
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Εν συνεχεία, η OmegaTech Inc. συγχωνεύθηκε και μετονομάστηκε σε Martek 

Biosciences Boulder Corporation (2008) παρότι συνέχισαν να λειτουργούν στα ήδη 

υπάρχοντα γραφεία της OmegaTech στο Boulder της πολιτείας του Κολοράντο. Τέλος η 

εταιρεία εξαγοράστηκε το 2011 από τη DSM για 1.1 (b$) δισεκατομμύρια αμερικανικά 

δολάρια, όπου ανήκει μέχρι και σήμερα. Κατά τη διάρκεια όλων αυτών των ετών η εταιρεία 

καινοτόμησε στις τεχνολογίες μικροφυκών (Nicholson, 2010). 

 

 

 

 

 ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΛΙΠΙΔΙΩΝ 
 

Η διαδικασία απομόνωσης και συσσώρευσης λιπιδίων έχει περιγραφεί για 

ετερότροφους οργανισμούς, οι οποίοι μέχρι στιγμής αποτελούν τη μοναδική εμπορική, 

δυνητικά εναλλακτική λύση, στην SCO βιομηχανία της παραγωγής PUFAs 

(Ratledge,2002a). Η λιπογένεση συνήθως συνδέεται με τον περιορισμό ορισμένων 

θρεπτικών συστατικών, εκτός από την πηγή άνθρακα, και ιδιαίτερα με την πηγή αζώτου 

(Gill et al.,1977; Granger et al., 1993; Ratledge & Wynn, 2002). Οπότε, ρυθμίζοντας την 

αναλογία άνθρακα προς άζωτο στα κατάλληλα επίπεδα, προτρέπεται η συσσώρευση 

λίπους. Σε αντιδραστήρες ασυνεχούς λειτουργίας (κλειστού περιβάλλοντος – Batch 

culture) λαμβάνει μέρος μια διαδικασία δύο φάσεων. Η πρώτη φάση χαρακτηρίζεται από 

Εικόνα 1.15 Κύτταρα C.conhii (x40) 
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ταχεία ανάπτυξη των κυττάρων  (εκθετική φάση ανάπτυξης) και ακολουθείται από την 

δεύτερη στατική φάση εξάντλησης κάποιου θρεπτικού συστατικού, όπου ο υπόλοιπος 

άνθρακας κατανέμεται για παραγωγή λιπιδίων.  

Τα βιοχημικά βήματα που οδηγούν στη συσσώρευση λιπιδίων μελετήθηκαν 

εκτενώς και αναθεωρήθηκαν από τον Ratledge (2002, 2004). Μετά την εξάντληση του 

αζώτου στο μέσο καλλιέργειας, η μικρής ποσότητας αμμωνία που βρίσκεται στην 

ενδοκυτταρική δεξαμενή της μονοφωσφορικής αδενοσίνης - αdenosine monophosphate 

(AMP) προέρχεται από τη δράση της AMP δεαμινάσης – deaminase , κατά την οποία ένα 

μόριο ΑΜΡ μετατρέπεται σε μονοφωσφορικη ινοσινη (ΙΜΡ), απελευθερώνοντας ένα 

μόριο αμμωνίας . Ως αποτέλεσμα, η μειορρύθμιση – downregulation της ισοκιτρικής 

αφυδρογονάσης - Isocitrate dehydrogenase (ICDH), η οποία είναι εξαρτώμενη από την 

ΑΜΡ (μόνο στους ελαιώδεις μικροοργανισμούς), προκαλεί συσσώρευση κιτρικού στα 

μιτοχόνδρια, το οποίο μετέπειτα απελευθερώνεται στο κυτοσόλιο. 

Από βιοχημική άποψη, η συσσώρευση λιπιδίων απαιτεί την παρουσία του ενζύμου 

ΑΤΡ – κιτρική λυάση – ATP citrate lyase (ACL) που είναι υπεύθυνο για την διάσπαση του 

κιτρικού οξέος στο κυτοσόλιο και μετατροπή του σε ακέτυλο-CοΑ που χρησιμοποιείται ως 

δομικό στοιχείο για τη σύνθεση λιπαρών οξέων (Ratledge & Wynn, 2002).  Αυτό το ένζυμο 

είναι καίριο στους περισσότερους ελαιούχους οργανισμούς, αλλά δεν είναι το μοναδικό 

ένζυμο που είναι υπεύθυνο για το διαδικασία συσσώρευσης λιπιδίων. Το μηλικό ένζυμο 

είναι επίσης απαραίτητο για τη διαδικασία, μετατρέποντας το μηλικό σε πυροσταφυλικό 

και παρέχοντας μια εσωτερική δεξαμενή NADPH για τη σύνθεση λιπιδίων. Για κάθε 

δομικό στοιχείο που προσκολλάται στην ανθρακική αλυσίδα λιπαρών, απαιτείται ένα 

μόριο ακέτυλο-CοΑ και η αναγωγή δύο μορίων NADPH. Κατόπιν τούτου, το ACL και το 

μηλικό ένζυμο είναι ζωτικής σημασίας για την παροχή των βασικών συστατικών για τη 

σύνθεση των λιπιδίων. Tα μικροβιακά λιπίδια εμπεριέχονται ως πρόσθετα, σε προιόντα 

που καταναλώνονται καθημερινώς, όπως για παράδειγμα στο γάλα (Franklin et al., 1999) 

και στα αυγά (Lewis et al., 2000). Η ‘’de novo’’ σύνθεση λιπαρών οξέων  αναβολίζεται 

από τo ενζυμικό σύμπλοκο της συνθετάσης λιπαρών οξέων (Fatty Acid Synthetase, 

FAS), καθιστώντας το υπεύθυνο για την επιμήκυνση της ακυλικής αλυσίδας. Αυτή η 

διαδικασία ξεκινάει, με την συμπύκνωση (εξαρτώμενη από το μόριο της τριφωσφορικής 

αδενοσίνης ΑΤΡ) μεταξύ μηλονικού εστέρα και ακετυλo-CoΑ (acetyl-coA) από την 3-
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κετοακυλο συνθάση. Αυτή η αντίδραση αποτελεί και το περιοριστικό παράγοντα του 

ρυθμού. Το ένζυμο 3-κετοακυλο αναγωγάση μαζί με το   Νικοτιναμιδο-Αδενινο-

Φωσφορικο-Δινουκλεοτίδιο (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate ,NADPH)  

εισάγει τη ρίζα υδροξυλίου στη θέση C3 της αλειφατικής αλυσίδας. Η αφυδάτωση που 

πραγματοποιείται μεταξύ των θέσεων C1 και C3, από την  3-υδροξυακυλική αφυδατάση, 

παράγει το ενολικό υπόστρωμα που χρησιμοποιείται για την επακόλουθη αναγωγή από 

μια ενολική αναγωγάση. Ως αποτέλεσμα, η αρχική αλυσίδα ακυλίου επιμηκύνεται κατά 

δύο άτομα άνθρακα.  

 

            Εικόνα 1.16 Mεταβολικά μονοπάτια σύνθεσης λιπαρών οξέων   
  (Guangsheng Pei. et al.,2017) 
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Επομένως, το παλμιτικό οξύ είναι το προϊόν διαδοχής επτά κύκλων επιμηκύνσεως, 

όπου το ακετυλο-CoA χρησιμοποιείται ως δομικό στοιχείο. Αυτό αποτελεί υποχρεωτικό 

βήμα για το σχηματισμό όλων των λιπαρών οξέων που απαντώνται στους περισσότερους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς. 

Η περαιτέρω σύνθεση των PUFAs απαιτεί μια αλληλουχία αντιδράσεων, οι οποίες 

καταλύονται από μία εναλλασσόμενη σειρά ενζύμων δεσατουράσης και ελονγκάσης. To 

παραπάνω συνιστά το ‘’μακροπρόθεσμο’’ μονοπάτι για τη σύνθεση των PUFAs. Το 

λινολεϊκό οξύ (LA;18:2 n-6),το α-λινολενικό οξύ (ALA, 18: 3 n-3) και το ελαϊκό οξύ (18: 1 

n-9) αποτελούν τους αρχικούς προδρόμους των αντιστοίχως n-6, n-3 και n-9 PUFAs. Όλα 

τα προαναφερθέντα, ανταγωνίζονται για το μεταβολισμό τους ως υποστρώματα του 

πρώτου ένζυμου του μονοπατιού, την -δεσατουράση. Το συγκεκριμένο ένζυμο 

ονομάζεται “εμπρόσθια” (“front-end”) δεσατουράση επειδή εισάγει την ακορεστότητα 

δίπλα από το καρβοξυλικό άκρο (το Δ6 υποδηλώνει απόσταση έξι ατόμων άνθρακα από 

τον α- ή καρβοξυλικό άνθρακα). Επίσης, οι ακόλουθες ελονγκάσες και δεσατουράσες 

ενεργούν  δίπλα στο καρβοξυλικό άκρο της ακυλικής αλυσίδας, και ως αποτέλεσμα, η 

θέση του πρώτου διπλού δεσμού στην πλευρά του μεθυλικού άκρου διατηρείται στις 

μείζονες σειρές λιπαρών οξέων (n-3, n-6 και n-9). Γενικά, οι δεσατουράσες εμφανίζουν 

μεγαλύτερη συγγένεια με τα αντίστοιχα n-6 υποστρώματα, κατόπιν με τα n-3 και τελικά 

με τα n-9 λιπαρά οξέα. Έτσι, το LA θα μπορούσε να παρεμβαίνει στην περαιτέρω 

μετατροπή του ALA και ως εκ τούτου η διατροφική αναλογία n-3 / n-6 πρέπει να 

διατηρείται σε κατάλληλα επίπεδα. Οι δεσατουράσες των λιπαρών οξέων είναι οξυγόνο- 

εξαρτώμενα (O2-dependent) ένζυμα, όπου η πλειονότητα τους σχετίζεται με τη μεμβράνη 

(Klein & Volkmann, 1975, Meyer & Bolch,1963). Κατ’ αναλογίαν, αυτό το μονοπάτι είναι 

γνωστό ως «αερόβιο μονοπάτι» ή «σύστημα δεσατουράσης / ελονγκάσης», το οποίο είναι 

υπεύθυνο για την παραγωγή των περισσότερων κοινών λιπαρών οξέων που υπάρχουν 

στη φύση. Όπως αναπτύχθηκε παραπάνω, η λογική των αλυσωτών αντιδράσεων των 

ενζύμων ελονγκάση / δεσατουράση, καταδεικνύουν ότι το DHA είναι το προϊόν που 

προέρχεται από την Δ4-δεσατουράση (Qiuet al., 2001). Ωστόσο, απροσδόκητα, αυτό το 

ένζυμο δεν έχει απομονωθεί ακόμη από θηλαστικά. Εναλλακτικά, στοιχεία δείχνουν ότι 

συντίθεται DHA μέσω μιας επέκτασης του παραδοσιακού μονοπατιού που ονομάζεται 

«μονοπάτι Sprecher» (“Sprecher pathway”), όπου δε χρησιμοποιείται η Δ4-δεσατουράση 
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(Sprecher, 2002, Voss et al., 1991). Δύο διαδοχικές επιμηκύνσεις του EPA, 

ακολουθούμενες από τη δράση της Δ6-δεσατουράσης, παράγουν το λιπαρό οξύ 24:6 n-

3. Τελικά, το 24:6 n-3 θα ολοκληρώσει έναν κύκλο υπεροϊσοσωμικής  β-οξείδωσης για να 

παραχθεί DHA, 22:6 η-3. Συνεπώς, το μονοπάτι απαιτεί τη μετανάστευση του 24:6 n-3 

από τη συνήθη θέση του στο ενδοπλασματικό δίκτυο, στο υπεροξύσωμα. Αντίστοιχα, το 

μονοπάτι της n-6 επέκτασης παράγει δοκοσαπεντανοϊκό οξύ (Docosapentaenoic acid) 

,DPA 22:5 n-6 από  το 22:4 n-6, και πάλι χωρίς την εμπλοκή της Δ4-δεσατουράσης. 

Νεούργημα στα προαναφερθέντα αποτελεί, μια εναλλακτική οδός για τη σύνθεση 

του DHA που μπορεί να εμφανίζεται σε μερικά θαλάσσια βακτηρίδια (Shewanella spp. 

και Moritella marina), και σε τουλάχιστον έναν ευκαρυώτη οργανισμό (Schizochytrium 

sp.), όπως έχει προταθεί (Metz et al., 2001). Η γενετική διαμόρφωση των βιοσυνθετικών 

λιπαρών οξέων σε αυτούς τους οργανισμούς υποδηλώνει ότι το DHA συντίθεται από ένα 

νέο σύμπλοκο συνθετάσης πολυκετιδίου (PKS) τύπου βακτηριδίου. Η κύρια διαφορά με 

το μονοπάτι που περιγράφεται παραπάνω είναι ότι το PKS δεν απαιτεί παρουσία 

οξυγόνου, για το σχηματισμό διπλού δεσμού (ακορεστότητα).  Το συγκεκριμένο μονοπάτι 

είναι παρόμοιο (έως κάποιο βαθμό) με το συμβατικό σύστημα Fatty acid synthase (FAS), 

μολαταύτα η ακυλο-αλυσίδα δεν ανάγεται μετά την αφυδάτωση και συνεπώς, οι 

ακορεστότητες διατηρούνται. 

Αντ’ αυτού, πραγματοποιείται ένας trans - cis  ισομερισμός από ένα ένζυμο 

ισομεράσης. Το «συμβατικό» μονοπάτι απαιτεί ένα ενεργειακό πλεόνασμα δύο μορίων 

NADPH για την αναγωγή των φυσικώς σχηματισμένων διπλών δεσμών και για τη 

μεταγενέστερη  δράση της δεσατουράσης λιπαρού οξέος. Κατόπιν τούτου, η PKS εισάγει 

τον διπλό δεσμό στην αλυσίδα ακυλίου με υψηλότερη ενεργειακή απόδοση από αυτή της 

συμβατικής οδού (Ratledge, 2004). Από οικολογική άποψη, η de novo σύνθεση των 

PUFAs περιορίζεται σε ορισμένα οικολογικά σημεία του πλανήτη, και  κυρίως σε υδάτινα 

περιβάλλοντα. Τα λαχανικά είναι καλές πηγές βασικών λιπαρών οξέων με 18 άτομα 

άνθρακα, αλλά τα σπονδυλωτά, συμπεριλαμβανομένων των περισσότερων θαλάσσιων 

ψαριών έχουν περιορισμένη ικανότητα να μετατρέψουν αυτά τα λιπαρά οξέα σε μακρά 

PUFA (Brenna, 2002). Με λίγες εξαιρέσεις, οι κύριοι παραγωγοί που είναι σε θέση να 

συνθέσουν de novo PUFA περιορίζονται στο υδάτινο περιβάλλον. Λόγω της βιολογικής 

σημασίας αυτών των λιπαρών οξέων, οι τροφικές αλληλεπιδράσεις σχετίζονται στενά με 
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την παρουσία τους (Masuda, 2003). Για παράδειγμα, μείζονα εξελικτικά επεισόδια του 

Homo sapiens έχουν συνδεθεί με τα υδάτινα περιβάλλοντα, μέσω λιπιδίων διατροφικής 

χρήσης, λόγω της ζωτικής σημασίας που έχουν τα PUFA στη νευρική ανάπτυξη 

(Broadhurst & Wang, 2002; Crawford et al., 1999). Επιπροσθέτως, τα PUFA προβλέπουν 

την μεταφορά άνθρακα μεταξύ των πρωτογενών παραγωγών και των καταναλωτών στα 

οικοσυστήματα γλυκών υδάτων (Muller-Navarra et al., 2004, 2000). Στη φύση, η τροφική 

αλυσίδα θα προσφέρει τελικά στα ψάρια την πλειονότητα των απαραίτητων PUFA μέσω 

της διατροφής (Ackman et al., 1964). Συγκεκριμένα, τα ψάρια και τα καρκινοειδή που 

χρησιμοποιούνται στην υδατοκαλλιέργεια δεν συνθέτουν το μεγαλύτερο μέρος των PUFA 

και συνεπώς βασίζονται σε λιπίδια της διατροφής, που προέρχονται από τη βιομηχανία 

μεταποίησης - επεξεργασίας ιχθύων (ελευθέρας αλιείας) (Swaaf, 2003). Συγκεκριμένα για 

τον C.conhii, παρατηρείται μειωμένη συσσώρευση λιπαρών κατά την εκθετική φάση 

ανάπτυξης της καλλιέργειας, ενώ αυξάνει κατά τη γραμμική ανάπτυξη, λόγω περιορισμού 

κάποιου θρεπτικού, που επηρεάζει τον μεταβολισμό του μικροφύκους (de Swaaf et al. 

(2003).  

Γι’ αυτό το λόγο, στη βιομηχανία οι ζυμώσεις του C.conhii, πραγματοποιούνται 

συνήθως σε δύο στάδιο, όπως έχει αναφερθεί. Στο πρώτο στάδιο παρέχονται σε 

περίσσεια όλα τα θρεπτικά συστατικά για να επιτευχθεί μέγιστη κυτταρική ανάπτυξη, με 

αναγκαστικά σχετικά χαμηλό ποσοστό λιπαρών (20% ξ.β. βιομάζας). Στο δεύτερο στάδιο 

ο περιορισμός του αζώτου και η συνεχής παροχή άνθρακα, βιο-μετατρέπουν το τελευταίο 

στο αποθηκευτικό λιπίδιο της τριακυλγλυκερόλης (TAG),  που είναι πλούσιο σε DHA 

(Wynn et al. 2005. Σε αυτό το στάδιο, το μικροφύκος χάνει το μαστίγιο του και χάνει την 

«κολυμβητική» του μορφή. Είναι πολύ σημαντικό να διατηρείται σε υψηλά επίπεδα η 

συγκέντρωση του άνθρακα, καθ’ όλη τη διάρκεια της λιπογένεσης, τόσο για να ξεκινήσει 

η μεταβολική παραγωγή των λιπιδίων , αλλά και για να μην καταναλωθούν από τον ίδιο 

τον μικροοργανισμό τα ήδη σχηματισμένα λιπαρά  (Wynn et al. 2005). (Chen & Johns 

1991). 
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  EΝΑΛΛΑΚΤΙΚΕΣ ΠΗΓΕΣ ΑΝΘΡΑΚΑ ΣΕ 

ΕΤΕΡΟΤΡΟΦΑ ΣΥΣΤΗΜΑ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΤΟΥ 

CRYPTHECODINIUM CONHII 
 
 

Έχουν δοκιμαστεί πολλές και διαφορετικές πηγές άνθρακα για την παραγωγή 

PUFAs όπως: α) λιγνοκυτταρινούχο βιομάζα χαρουπιάς (Ceratonia siliqua L.) (Mendes, 

2007) β) αραιωμένο σιρόπι οργανικής πούλπας (1:10.5 v/v) (Mendes, 2007a), γ) ουρία 

(Mendes, 2006),  δ) γλυκόζη – σεσαμίνη (Liu, 2015), ε) η γλυκερολη (Mendes, 2009), αν 

και υπάρχουν άλλες έρευνες που παρουσίασαν πολύ μικρή ανάπτυξη του μικροφύκους 

στη γλυκερόλη (de Swaaf et al., 1999),  έχει χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα  στα 

μικροφύκη Schizochytrium limacinum (Chi, 2007) και Chlorella (O’Grady, 2010) και  ζ) 

καλαμποκέλαιο και τυρόγαλα (cheese whey) (Isleten-Hosoglu, 2017). 

Εικόνα 1.17 (πηγή) 

http://cellana.com/products/renew-omega-3/
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Οι υψηλότερες παραγωγικότητες DHA  έχουν επιτευχθεί με τη χρήση οξικού οξέος 

και αιθανόλης (   Πίνακας 1.5 Σύγκριση διαφορετικών πηγών άνθρακα για παραγωγή 

DHA, μέσω καλλιέργειας του C.conhii). Ωστόσο, και τα δύο αυτά υποστρώματα 

παρουσιάζουν διάφορα προβλήματα και μειονεκτήματα. Η χρήση του οξικού σε μεγάλη 

κλίμακα απαιτεί ειδική διαχείριση. Πρέπει να αποφεύγεται οποιαδήποτε επαφή με το 

ανθρώπινο δέρμα και να αντιμετωπιστεί η διαβρωτική του ιδιότητα. Αυτό αυξάνει το 

κόστος του εξοπλισμού, λειτουργίας και συντήρησης, ειδικά στις μεγάλες μονάδες 

ζυμώσεων. To οξικό πωλείται στην αγορά μεταξύ $0.40 - $0.60 σχεδιασμός (Jones, 

2009). Σχεδόν το 75% του οξικού που χρησιμοποιείται στη χημική βιομηχανία προέρχεται 

από την καρβονυλίωση της μεθανόλης.  Συνάγεται λοιπόν άμεση σχέση της τιμής του 

οξικού, με τη τιμή της μεθανόλης. Αν υπάρξει αύξηση στη τιμή της τελευταίας θα 

προκληθεί αύξηση και στη τιμή του οξικού η οποία μπορεί να προκαλέσει διακυμάνσεις 

στη τιμή της πρώτης ύλης και να δυσκολευθεί ο εμπορικός σχεδιασμός. 

Επίσης, αν η διαδικασία της κυτταρικής ανάπτυξης, απαιτεί υψηλής καθαρότητας 

οξικό, τότε το κόστος της πρώτης ύλης ανεβαίνει εκθετικά.   Η αιθανόλη από την άλλη, 

αποτελεί ένα προϊόν αξίας χωρίς να απαιτείται κάποια περαιτέρω μεταποίηση, καθώς 

βρίσκει εφαρμογή ως α) βιοκαύσιμο,  β) πρόδρομος διαφόρων χημικών ουσιών, γ) 

αντισηπτικό και δ) ψυχαγωγικό προϊόν κατανάλωσης των ανθρώπων. Λόγω και της 

   Πίνακας 1.5 Σύγκριση διαφορετικών πηγών άνθρακα για παραγωγή DHA, μέσω καλλιέργειας του C.conhii 
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τελευταίας αυτής ιδιαίτερης εφαρμογής, απαιτείται ειδικός έλεγχος των μονάδων που 

χρησιμοποιούν αιθανόλη ως πηγή άνθρακα, για να αποφευχθεί η χρήση της σε άλλους 

τομείς με διαφορετικό φορολογικό και νομοθετικό πλαίσιο. Επίσης, λόγω της 

ευφλεκτότητας που την χαρακτηρίζει, η μεταφορά και αποθήκευση της απαιτεί αραίωση, 

η οποία αυξάνει το κόστος εξοπλισμού αποθήκευσης (καθώς αυξάνει ο απαιτούμενος 

όγκος) και το κόστος μεταφοράς, με την αύξηση του βάρους.  

Ως εκ τούτου, πρέπει να βρεθούν διαφορετικές πηγές άνθρακα οι οποίες θα είναι 

πιο κατάλληλες για παραγωγή PUFAs μεγάλης κλίμακας και δε βρίσκουν κάποια άλλη 

σημαντική εφαρμογή. Αυτό οδηγεί στην μείωση των αποβλήτων και στη μετατροπή  

προϊόντων χαμηλής αξίας σε προϊόντα υψηλής αξίας προάγοντας την αειφόρο ανάπτυξη 

μέσα από βιώσιμες λύσεις τεχνολογικής ανάπτυξης. Η χρήση λιγνοκυτταρινούχου 

φυτικής βιομάζας φαίνεται να αποτελεί μια υποσχόμενη εναλλακτική πηγή άνθρακα 

καθώς συνάδει με τα παραπάνω και  έχει χαμηλό κόστος (μπορεί να φθάσει τα 10 ευρώ/ 

τόνο ή και χαμηλότερα) (Mapemba, 2004), σε αντίθεση για παράδειγμα με το πολύ 

υψηλότερο κόστος της αιθανόλης και του οξικού που είναι 300 και 340 ευρώ/ τόνο 

αντίστοιχα (De Swaaf et al. 2003a; De Swaaf et al 2003b; Sijtsma et al. 2005) Η 

εκμετάλλευση προϊόντων μικρής αξίας (όπως είναι τα μη επεξεργασμένα 

λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, που αποτελεί κύριο παραπροϊόν του αγροτικού τομέα), και η 

μετατροπή τους σε προϊόντα με αξία, αποτελεί επιτακτική ανάγκη για την ορθή και 

βιώσιμη τεχνολογική ανάπτυξη. Τα μικροφύκη μπορούν να καταβολήσουν, μια πληθώρα 

οργανικών υποστρωμάτων για την ανάπτυξη της καλλιέργειας, όπως είναι η γλυκερόλη, 

η γλυκόζη, η γλυκερόλη, η φρουκτόζη, η σακχαρόζη, η λακτόζη, η γαλακτόζη και η 

μαννόζη (Liang, 2009). Συνεπώς, ερευνητές και μελέτες εστιάζουν στην εύρεση 

εναλλακτικών φθηνών πηγών άνθρακα, όπως είναι π.χ. τα λιγνινοκυτταρινούχα υλικά , 

αντί της χρήσης καθαρών πηγών. 

 

H σχετικά σταθερή παραγωγή, (έντονα μετεωρολογικά φαινόμενα και κλιματικές 

αλλαγές μπορεί να προκαλέσουν διακυμάνσεις), αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα των 

λιγνινοκυτταρινούχων υλικών. Μπορεί να εξασφαλίσει μακροπρόθεσμα μεγάλης 

κλίμακας, προμήθεια πρώτης ύλης, με ομοιόμορφα ποιοτικά χαρακτηριστικά, για να 

διευκολυνθεί ο ορθός εμπορικός σχεδιασμός. Ειδικά οι νέες καλλιέργειες παρουσιάζουν 
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σημαντικά υψηλότερες αποδόσεις ανά εδαφική μονάδα από τις συμβατικές. Αυτές οι 

υψηλότερες αποδόσεις βελτιώνουν την οικονομικότητά τους και ελαχιστοποιούν: α) τις 

απαιτήσεις σε έδαφος, β) τα αγροχημικά και τα λιπάσματα, γ) τα μεταφορικά κόστη καθώς 

και δ) τις αρνητικές περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Λαμβάνοντας υπόψη τα πολλαπλά 

οφέλη αξιοποίησης της βιομάζας, αλλά και τις ιδιότητες του ελληνικού αγροτικού τομέα, 

οι καλλιέργειες αυτές αντιπροσωπεύουν μια ελκυστική βιώσιμη λύση, τόσο για την 

παραγωγή  PUFA, όσο και για την αύξηση της ανταγωνιστικότητας του αγροτικού χώρου, 

αύξηση του ακαθάριστου εγχώριου προϊόντος (ΑΕΠ) σε εθνικό επίπεδο, την ενίσχυση της 

απασχόλησης και την προστασία του περιβάλλοντος. 

 

 

 

 

 

  Η ΦΥΤΙΚΗ ΛΙΓΝΟΚΥΤΤΑΡΙΝΟΥΧΟ ΒΙΟΜΑΖΑ ΩΣ 

ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΗ ΠΗΓΗ ΑΝΘΡΑΚΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ 

PUFAS 
 
 

1.7.1  Λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα 

 

Με τον όρο λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα - λιγνινοκυτταρινούχα υλικά αναφέρονται 

οι υπολειμματικές μορφές βιομάζας, όπως τα υπολείμματα γεωργικών καλλιεργειών 

(στελέχη, κλαδιά, φύλλα, άχυρο), διάφορα ενεργειακά φυτά που διακρίνονται σε 

σακχαρούχα φυτά (σακχαροκάλαμο, σόργο, σακχαρότευτλο), αμυλούχα φυτά (σπόροι 

σιτηρών), καθώς και ενεργειακά φυτά που διαθέτουν λιγνινοκυτταρινούχο σύσταση 

(ευκάλυπτος, ψευδοκακία, κενάφ, κυτταρινούχο σόργο, μίσχανθος, αγριαγκινάρα, 

switchgrass, καλάμι), η βιομάζα δασικής προέλευσης (υπολείμματα επεξεργασίας ξύλου, 

καυσόξυλα) και τέλος τα υπολείμματα επεξεργασίας γεωργικών προϊόντων (πυρηνόξυλο, 

πυρήνες φρούτων, υπολείμματα παραγωγής βαμβακιού). Ανάλογα την προέλευση της 

λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας, διαφοροποιείται και η σύσταση της. Γενικά όμως, 

αποτελούνται από κυτταρίνη στη μεγαλύτερη αναλογία (~45% του ξηρού βάρους), 
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ημικυτταρίνη (~30% του ξηρού βάρους) και λιγνίνη (~25% του ξηρού βάρους) (Almin, 

1972). 

 

 

1.7.2 Κύρια συστατικά λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

 

Κάθε λιγνινοοκυτταρινούχο υλικό αποτελείται κυρίως από κυτταρίνη, ημικυτταρίνη 

και λιγνίνη. Όμως, βρίσκονται και σε μικρότερες ποσότητες εκχυλίσιμων συστατικών, 

όπως οξέα, άλατα και ανόργανες ενώσεις (Wyman, 1994). Το φαινυλοπροπάνιο είναι η 

βασική θεμελιώδης μονάδα της λιγνίνης, η οποία σχηματίζει συσσωματώματα σε ένα 

πολυκλαδικό και πολύπλοκο δίκτυο.  

Η κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη και η λιγνίνη σχηματίζουν ένα σύμπλοκο, του οποίου 

η διάσπαση είναι καθοριστικής σημασίας, έτσι ώστε να επιτευχθεί αποδοτική υδρόλυση 

της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης προς μονομερή σάκχαρα. Αντίθετα, αυτό δε μπορεί 

να συμβεί με τη λιγνίνη, η οποία εμποδίζει την πρόσβαση των κυτταρινασών και δεσμεύει 

τα υδρολυτικά ένζυμα (McMillan, 1994).  

 

 

Πίνακας 1.6  Σύσταση μερικών λιγνοκυτταρινούχων υλικών 
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Ειδικότερα, τα μακρομόρια της κυτταρίνης είναι προσανατολισμένα κατά τέτοιο 

τρόπο ώστε να σχηματίζουν ινώδεις μικροδομές γνωστές ως μικροϊνίδια (microfibrils) με 

αναλογία 15-40 μακρομόρια ανά μικροϊνίδιο. Στη συνέχεια, μερικά μικροϊνίδια συνδέονται 

μεταξύ τους και σχηματίζουν τα κυτταρικά ινίδια (fibrils), τα οποία με τη σειρά τους 

συμπλέκονται με τη βοήθεια των άμορφων μακρομοριακών αλυσίδων των ημικυτταρίνων 

και της λιγνίνης, οδηγώντας στο σχηματισμό των ινών (fibers). Τελικά, αυτά τα 3 στοιχεία 

προσδίδουν μηχανικές αντοχές στον οργανισμό που ανήκουν, καθώς η κυτταρίνη 

προσδίδει ακαμψία στους φυτικούς ιστούς, ενώ οι ημικυτταρίνες και η λιγνίνη προσδίδουν 

αντοχή σε κάμψη, θλίψη και κρούση, με τη λιγνίνη να έχει και το ρόλο του συνδετικού 

υλικού στην ευρύτερη δομή. 

 

 

 

1.7.2.i Κυτταρίνη 

 

Η κυτταρίνη είναι το βασικό δομικό συστατικό στα κυτταρικά τοιχώματα των φυτών και 

βρίσκεται σε μια οργανωμένη ινώδη δομή. Η δομή της κυτταρίνης παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 1.18. 

 

 

 

Εικόνα 1.18 Απεικόνιση της αλυσίδας της κυτταρίνης  (Marques-Marinho & Vianna-Soares 2013) 
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Αυτό το γραμμικό πολυμερές αποτελείται από υπομονάδες D-γλυκόζης που 

συνδέονται μεταξύ τους με β-(1,4)-γλυκοζιδικούς δεσμούς, με μέσο βαθμό πολυμερισμού 

από 100 έως 20000 (Zhang & Lynd, 2004). Ο δισακχαρίτης κελλοβιόζη, είναι η 

επαναλαμβανόμενη μονάδα που δημιουργείται μέσω της περιστροφής του δακτυλίου 

γλυκοπυρανόζης (μονομερές D-γλυκόζης) κατά 180º, γύρω από το γλυκοζιδικό δεσμό. 

Συνεπώς, σχηματίζονται αλυσίδες κυτταρίνης με εξαιρετική αντοχή και σταθερότητα. 

Οι μακρές αλυσίδες του πολυμερούς της κυτταρίνης συνδέονται μεταξύ τους με δεσμούς 

υδρογόνου (μεταξύ των δακτυλίων είτε μέσα στην ίδια την αλυσίδα, είτε μεταξύ γειτονικών 

αλυσίδων) και δυνάμεις van der Waals (μεταξύ γειτονικών αλυσίδων), οι οποίες 

προκαλούν την στοίχιση της κυτταρίνης σε μικροϊνίδια και συσσωματώματα. Οι 

ημικυτταρίνες και η λιγνίνη καλύπτουν αυτά τα μικροϊνίδια. 

 

 

 Η κυτταρίνη στη βιομάζα εμφανίζεται  σε δύο μορφές, την κρυσταλλική και την 

άμορφη. Η κρυσταλλική κυτταρίνη αποτελεί το μεγαλύτερο ποσοστό της κυτταρίνης, ενώ 

ένα μικρό ποσοστό των ανοργάνωτων αλυσίδων κυτταρίνης σχηματίζουν άμορφη 

κυτταρίνη. Η κυτταρίνη είναι πιο ευαίσθητη στην ενζυμική αποικοδόμηση στην άμορφη 

μορφή (Beguin, 1994). 

Ο βαθμός οργάνωσης στο εσωτερικό μιας αλυσίδας και μεταξύ γειτονικών 

αλυσίδων ποικίλει. Υπάρχουν περιοχές που διακρίνονται από  υψηλό βαθμό 

κρυσταλλικότητας και οργάνωσης, ενώ σε άλλες περιοχές κυριαρχεί η αταξία και 

χαρακτηρίζονται ως άμορφες. Ο βαθμός κρυσταλλικότητας της κυτταρίνης κυμαίνεται 

μεταξύ 50% και 90% (Fan & Lee, 1983). Η ανθεκτικότητα της κυτταρίνης στην ενζυμική 

υδρόλυση οφείλεται στο μεγάλο βαθμό κρυσταλλικότητας της, στις ισχυρές εσωτερικές 

δυνάμεις που σχηματίζονται και στις προσμίξεις της με λιγνίνη και ημικυτταρίνη, που 

προσφέρουν ακόμα μεγαλύτερη στήριξη στη δομή (Newcomb, 2005). Συνεπώς, όσο 

περισσότερες είναι οι κρυσταλλικές περιοχές, συγκριτικά με τις άμορφες περιοχές της 

κυτταρίνης, τόσο μεγαλύτερη αναμένεται να είναι η ανθεκτικότητα της στην ενζυμική 

υδρόλυση. 
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1.7.2.ii Ημικυτταρίνη 

 

Με τον όρο ημικυτταρίνη εννοείται ένα μίγμα ποικίλων και διασταυρωμένων 

φυτικών μη-κυτταρινικών πολυσακχαριτών (δίκτυο ετεροπολυμερών).  Αντίθετα με την 

κυτταρίνη, η οποία είναι ένα ομοπολυμερές μορίων γλυκόζης συνδεδεμένων με β-(1,4)-

γλυκοζιδικούς δεσμούς, η ημικυτταρίνη περιλαμβάνει διάφορα σάκχαρα και πολλά είδη 

γλυκοζιδικών δεσμών. Αυτό συντελεί στο σχηματισμό μίας άμορφης δομής ασθενών 

δυνάμεων  (Shrotri, 2017). H ημικυτταρίνη, σχηματίζει διακλαδώσεις βραχέων πλάγιων 

αλυσίδων (διαφόρων σακχάρων) και έχει χαμηλό βαθμό πολυμερισμού καθ’ ότι 

περιλαμβάνει συνήθως 50-200 μονάδες σακχάρων), (Pereira, 2007).  

 

Εικόνα 1.19 Δομή της φυτικής κυτταρίνης (πηγή) 

https://d.docs.live.net/21cc88af6aafc5f8/Diafora/Έγγραφα/Office%20of%20Biological%20and%20Environmental%20Research%20of%20the%20U.S.%20Department%20of%20Energy%20Office%20of%20Science.%20science.energy.gov/ber/
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Η κατηγοριοποίηση των ημικυτταρινών συνήθως γίνεται με βάση το κυριότερο 

μονομερές σάκχαρο. Έτσι, οι ημικυτταρίνες διακρίνονται σε γλυκάνες, μαννάνες, 

αραβινάνες, γαλακτάνες και ξυλάνες. Επιπροσθέτως, είναι έντονα υγροσκοπικές και 

παρουσιάζουν υψηλή χημική δραστικότητα.  Η ξυλάνη αποτελεί το κυριότερο συστατικό 

της ημικυτταρίνης και αποτελεί τον δεύτερο πιο άφθονο πολυσακχαρίτη στη φύση μετά 

την κυτταρίνη. Στο κυτταρικό τοίχωμα, οι ξυλάνες εντοπίζονται κυρίως στην ενδιάμεση 

περιοχή ανάμεσα στη λιγνίνη και το πλέγμα των μικροϊνιδίων κυτταρίνης των 

δευτερογενών κυτταρικών τοιχωμάτων τους. Η ξυλάνη αποτελεί περίπου το ένα τρίτο της 

ανανεώσιμης πηγής άνθρακα στον πλανήτη.  

 

 

 

Εικόνα 1.20 Διάφοροι μονοσακχαρίτες παρόντες 

 

 

1.7.2.iii Λιγνίνη 

 

Η λιγνίνη είναι ένα διακλαδισμένο, απροσδιόριστο δομικά, υδροφοβικό, αρωματικό 

πολυμερές, τρισδιάστατης δομής.  Είναι παρούσα στο κύριο κυτταρικό τοίχωμα, 

προσδίδοντας δομική υποστήριξη, αδιαπερατότητα, και αντίσταση κατά μικροβιακών 

επιθέσεων (Perez, 2002).  Τρεις φαινυλοπροπιονικές αλκοόλες εμφανίζονται ως 

μονομερή της λιγνίνης: κονικυλική, κουμαρμηλική, και σιναπυλική αλκοόλη. Το ποσοστό 
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της λιγνίνης στο ξύλο ποικίλει από 17-35%, όπου τα ποώδη φυτά έχουν το χαμηλότερο 

περιεχόμενο της λιγνίνης, ενώ τα μαλακά ξύλα εμφανίζουν υψηλότερα ποσοστά. 

 

Η λιγνίνη στο ξύλο παίζει το ρόλο της συγκολλητικής ουσίας, και είναι υδρόφοβη 

και πολύ ανθεκτική. Ο βιολογικός προορισμός της είναι η ενίσχυση της μηχανικής αντοχής 

των κυτταρικών τοιχωμάτων. Ενώνεται με χημικούς δεσμούς με τις ημικυτταρίνες και την 

κυτταρίνη. Η διόγκωσή της είναι χαμηλή. Υδρολύεται δύσκολα, κυρίως με αλκαλικά 

διαλύματα σε υψηλές θερμοκρασίες (150-180º C), ενώ είναι αδιάλυτη στους γνωστούς 

διαλύτες, όπως για παράδειγμα το νερό. Τέλος, η λιγνίνη συγκεντρώνεται κυρίως στη 

μεσοκυττάρια στρώση, συγκρατεί τα μικροϊνίδια και βελτιώνει την αντοχή τους σε θλίψη.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.21 Η δομή της λιγνίνης (Rangaswami G & P Bagyaraja. Agricultural Microbiology. 2nd. 
Prentice Hall of India, 1993). 
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1.7.3 Yδρόλυση της βιομάζας  

 

 

Παράγοντες που επηρεάζουν την υδρόλυση της κυτταρίνης αποτελούν η 

κρυσταλλικότητα των ινών κυτταρίνης, το πορώδες (αύξηση επιφάνειας) των 

λιγνινοοκυτταρινούχων υλικών, και το περιεχόμενο τόσο της λιγνίνης όσο και της 

ημικυτταρίνης (McMillan, 1994)., που αποτελούν αναστολείς της δράσης των 

κυτταρινασών. 

 

Η παρουσία λιγνίνης και ημικυτταρίνης καθιστά πιο δύσκολη την πρόσβαση των 

κυτταρινολυτικών ενζύμων και των οξέων στην κυτταρίνη, μειώνοντας την συνολική 

απόδοση της υδρόλυσης. Ωστόσο, υπάρχουν διάφορα ένζυμα που μπορούν και 

υδρολύουν την ημικυτταρίνη, όπως είναι οι αραβινοφουρανοσιδάσες, ξυλανάσες, 

γλουκουρονοζιδάσες, ακετυλοεστεράσες και εστεράσες του φερουλικού οξέος (Duff & 

Murray, 1996). 

Η τυχαία δομή της λιγνίνης και οι ισχυροί δεσμοί μεταξύ των μονομερών της, την 

καθιστούν εξαιρετικά ανθεκτική στη διαδικασία της μικροβιακής αποικοδόμησης. Ενώ 

πολλοί μικροοργανισμοί μπορούν να αποδομούν μερικά από τα συστατικά του μορίου 

της λιγνίνης, μόνον ένας μικρός αριθμός μπορεί να αποδομεί την εσωτερική δομή της. Οι 

περισσότεροι από αυτούς τους μικροοργανισμούς είναι μύκητες λευκής σήψης (white rot 

fungi). 

 

1.7.4 Μέθοδοι προκατεργασίας βιομάζας 

 

Η προκατεργασία της πρώτης ύλης, πραγματοποιείται με σκοπό την αύξηση της 

επιδεκτικότητας του υλικού για το επόμενο στάδιο επεξεργασίας που είναι η υδρόλυση 

του βιοπολυμερούς σε μικρότερα συσσωματώματα, και τελικά σε μονοσακχαρίτες.  

Το στάδιο φυσικής ή χημικής προεπεξεργασίας απαιτείται κυρίως για νια αυξηθεί 

η επιδεκτικότητα του πολυσακχαρίτη, στις εκάστοτε δράσεις των ενζύμων. Με αυτό το 
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τρόπο μπορεί να αλλάξει η δομή και η σύσταση της βιομάζας ως χημική σύνθεσή, έτσι 

ώστε ηυδρόλυση του υδατανθρακικού κλάσματος σε μονομερή σάκχαρα να μπορεί να 

επιτευχθεί γρήγορότερα και με καλύτερη αποδόση.  Η υδρόλυση συνήθως καταλύεται 

από οξέα ή κυτταρινολυτικά ένζυμα, και η ζύμωση διεξάγεται από ζύμες ή βακτήρια.  

 

Η απομάκρυνση της λιγνίνης και της ημικυτταρίνης, η μείωση της 

κρυσταλλικότητας κυτταρίνης και η αύξηση του 

πορώδους μπορεί να βελτιώσει σημαντικά την διαδικασία υδρόλυσης μέσω 

μεθόδων προ επεξεργασίας (McMillan1994) 

 

 

Εικόνα 1.22 Ο ρόλος της προκατεργασίας λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας 

(Parveen, 2009) 

 

 

Γενικά, οι μέθοδοι προεπεξεργασίας των λιγνοκυτταρινούχων υλικών θα πρέπει: 

(α) να αποτρέπουν το σχηματισμό παρεμποδιστών που μπορούν να μειώσουν την 

απόδοση της ενζυμικής υδρόλυσης (β) να ελαχιστοποιούν την απώλεια των 
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υδατανθράκων, (γ) να ενισχύουν το σχηματισμό των σακχάρων και (δ) να είναι οικονομικά 

βιώσιμες (Sun & Cheng, 2002). 

 

Οι μέθοδοι προεπεξεργασίας μπορούν να χωριστούν σε διαφορετικές κατηγορίες: 

• φυσικές (μηχανικός κατακερματισμός, άλεση, πυρόλυση), 

• φυσικοχημικές (έκρηξη ατμού, υδροθερμόλυση, έκρηξη CO2), 

• χημικές (άλκαλική ή όξινη υδρόλυση, οζονόλυση) 

• βιολογικές, ή συνδυασμός αυτών. 

 

Οι διαδικασίες υδρόλυσης της κυτταρίνης περιλαμβάνουν τη χρήση οξέος (όξινη 

υδρόλυση), είτε ενζύμων (ενζυμική υδρόλυση). Σε παραδοσιακές μεθόδους που 

αναπτύχθηκαν κατά τη διάρκεια 19ου και στις πρώτες δεκαετίες του 20ου αιώνα, η 

υδρόλυση πραγματοποιούνταν με αντίδραση της κυτταρίνης και πααρουσία κάποιου 

οξέος. Το αραιωμένο οξύ μπορεί να χρησιμοποιηθεί υπό συνθήκες υψηλών 

θερμοκρασιών και πίεσης, ενώ το πυκνό οξύ μπορεί να εφαρμοστεί και σε πιο ήπιες 

συνθήκες (χαμηλότερη θερμοκρασία και ατμοσφαιρική πίεση.  

Επίσης, σε ήπιες συνθήκες (pH= 4,8 και θερμοκρασία 45 - 50 ºC) 

πραγματοποιείται και η ενζυμική υδρόλυση. Συμπεριλαμβάνοντας και την απουσίας 

διάβρωσης του εξοπλισμού, η ενζυμική υδρόλυση καθίσταται φθηνότερη συγκριτικά με 

την όξινη. (Duff & Murray, 1996). Ακόμα, η απόδοση της ενζυμικής υδρόλυσης είναι 

υψηλότερη από την απόδοση της όξινης υδρόλυσης, καθ’ ότι οι υδρολάσες καταλύουν 

μόνο τις αντιδράσεις υδρόλυσης και όχι τις αντιδράσεις αποδόμησης των σακχάρων 

Εικόνα 1.23 Προκατεργασμένες λιγνοκυυταρινούχες βιομάζες 
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(Parisi, 1989), ενώ υφίσταται χαμηλή παραγωγή παραπροϊόντων κατά την υδρολυτική 

διαδικασία. 

Κυτταρινάσες - κυτταρινολυτικά ένζυμα (cellulases),  

Ονομάζεται ένα πολυσύνθετο ενζυμικό σύστημα που μποροεί να διασπάσει το πλέγμα 

της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης στα συστατικά τους μονομερή (γλυκόζη, ξυλόζη, 

αραβινόζη). Οι κυτταρινάσες παράγονται κυρίως από μύκητες, βακτήρια και πρωτόζωα.  

Η δομή των κυτταρινασών αποτελείται από δυο περιοχές, οι οποίες συνδέονται με ένα 

πεπτίδιο (linker), την α) καταλυτική περιοχή (Catalytic Domain, CD) και β) την περιοχή 

σύνδεσης (Cellulose Binding Domain, CBD) (Hildén & Johansson, 2004). 

Εικόνα 1.24 (Α) Η ενζυματική διάσπαση της κυτταρίνης περιλαμβάνει τη κοινή δράση εξωγλυκανασών  
(CBHs), ενδογλουκανάσες (EGs) και β-γλυκοσιδασών. (Β) Η αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης 
περιλαμβάνει επίσης τη συνεργική δράση των διαφόρων ενζύμων και ενισχύει την ενεργότητα της 
κυτταρινάσης  αυξάνοντας την προσπελάσιμη επιφάνεια κυτταρίνης. 
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1.7.5 Ενζυμική υδρόλυση υδατανθράκων για την παραγωγή 

σακχάρων 

 

1.7.5.i  Ενζυμική υδρόλυση κυτταρίνης 

 

Τρία είδη ενζύμων δρουν συνεργιστικά για την υδρόλυση της κυτταρίνης : 

- Ενδογλυκανάσες ή ένδο-1,4-β-D-γλυκάνo γλυκανοϋδρολάσες (endoglucanases, 

EGs): ειναι δραστικές έναντιάμορφης κυτταρίνης και διαλυτά παράγωγα κυτταρίνης όπως 

η καρβοξυμεθυλοκυτταρίνη (Carboxymethyl cellulose, CMC). 

- Εξωγλυκανάσες ή 1, 4-β-D- ολιγογλυκανο κελλοβιοϋδρολάσες (exoglucanases or 

cellobiohydrolases. CBHs): Είναι γνωστές και ως κελλοδεξτρινάσες, και καταλύουν την 

παραγωγήκελλοβιόζης από κελλοολιγοσακχαρίτες (δηλαδή διαλυτά ολιγομερή της 

κυτταρίνης, όπως αυτά που παράγονται από τις ενδογλυκανάσες) αλλά δεν είναι 

δραστικές έναντι της άμορφης κυτταρίνης ή της καρβοξυμεθυλοκυτταρίνης 

-β-γλυκοσιδάσες ή β-D-γλυκοσιδο γλυκοϋδρολάσες: Υδρολύουν την 

κελλεναλλαοβιόζη και τις διαλυτές κελλοδεξτρίνες παράγοντας γλυκόζη, ενώ δεν είναι 

δραστικές έναντι της κρυσταλλικής ή της άμορφης κυτταρίνης. Οι ενδογλυκανάσες δρουν 

τυχαία έναντι της άμορφης περιοχής τηςαλυσίδας της κυτταρίνης ώστε να παράγουν 

αναγωγικά και μη αναγωγικά άκρα για τις κελλοβιοϋδρολάσες, που καταλύουν την 

υδρόλυση της κελλοβιόζης από αναγωγικά ή μη αναγωγικά άκρα κρυσταλλικής 

κυτταρίνης. Οι αλυσίδες κυτταρίνης αποικοδομούνται έτσι αποδοτικά σε διαλυτή 

κελλοβιόζη και σε βιολογικούς σακχαρώδεις παράγοντες από την ενδο-εξω συνεργία των 

ενδο- και εξωγλυκανασών. Στο τελευταίο στάδιο της ενζυματικής αποικοδόμησης της 

κυτταρίνης, οι βιολογικοί κελλοολιγοσακχαρίτες υδρολύονται σε γλυκόζη με της δράση 

της β-γλυκοσιδάσης (Henrissat, 1985) 

 

1.7.5.ii Ενζυμική υδρόλυση ημικυτταρίνης 

 

Για την αποτελεσματική υδρόλυση και παραγωγή σακχάρων σε ένα 

λιγνινοκυτταρινούχο υλικό, είναι αναγκαία η υδρόλυση και της ημικυτταρίνης. Η ξυλάνη, 
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το βασικό πολυμερές της ημικυτταρίνης, υδρολύεται σε ξυλο-ολιγοσακχαρίτες από ενδο-

β-1,4-ξυλανάσες και στη συνέχεια οι β-ξυλοζιδάσες υδρολύουν τους ξυλο-

ολιγοσακχαρίτες (κυρίως την ξυλοβιόζη) σε μόρια ξυλόζης. Άλλα ένζυμα που 

συνεισφέρουν στην αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης είναι οι α-γλυκουρονιζάσες (α-

glucuronidases), οι α-L-αραβινοφουρανοζιδάσες (α-Larabinofuranosidases),οι ακετυλ-

εστεράσες και οι εστεράσες του φερουλικού οξέος. (Arantes, 2010). 

 

 

Εικόνα 1.25 Απεικόνιση της συνεργιστικής δράσης κυτταρινασών για την υδρόλυση της κυτταρίνης  
(Arantes, 2010) 
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  ΌΡΓΑΝΑ 
 

▪ Αέριος χρωματογράφος GC-17A, SHIMADZU (Ιαπωνία)   

▪ Φωτόμετρο( SPECTRAmax 250 microplate reader, Molecular Devices, Η.Π.Α.). 

▪ Φωτόμετρο του οίκου Hitachi UV 2000. 

▪ Λουτρό υπερήχων 

▪ Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρου νερού Milli-Q ®, Direct-Q Integral Water 

Purification System for Ultrapure Water (Millipore, Η.Π.Α.). 

▪ Φούρνος ξήρανσης 

▪ Ξηραντήρας (silica gel) 

▪ Θερμοστατούμενος περιστροφικός αναδευτήρας (Zhicheng 211C, Κίνα, LABLINE 

Incubator-Shaker, Η.Π.Α.)**  

▪ Διάταξη διήθησης υπό κενό 

▪ Συσκευή ανάδευσης Vortex 

▪ pH-μετρο 537 (WTW, Γερμανία) 

▪ Ηλεκτρονικοί ζυγοί & Αναλυτικός ζυγός 

▪ Μαγνητική συσκευή ανάδευσης – θέρμανσης, Orbit LS, Labnet (ΜεγάληΒρετανία) 

▪ Φούρνος κενού 

▪ Αυτόκαυστος Labo Autoclave του οίκου SANYO 

▪ Συσκευή εξάχνωσης υπό κενό (freeze drying), Christ ALPHA 1-4, B.Braun Biotec. 

International, Melsungen, (Γερμανία).  Freeze drying 

▪ Θερμοστατούμενα υδατόλουτρα και επωαστήρες. 

▪ Περιστρεφόμενοιεπωαστήρες ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical Instruments 

Manufacturing Co. Ltd (Κίνα).  

▪ Σύστημα παραγωγής απιονισμένου νερού 

▪ Σύστημα χρωματογραφίας υψηλής διαχωριστικής ικανότητας (HPLC)  

▪ Φυγόκεντροι Model J2-21 και TJ-6 της Beckman Coulter (Η.Π.Α.), ALC 4239R 

(Μεγάλη Βρετανία) και μικροφυγόκεντρος πάγκου Eppendorf 3200 (Γερμανία). 

▪ Αναδευόμενος επωαστήρας Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, 

Γερμανία). 
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  ΧΗΜΙΚΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ – ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΥΛΙΚΑ – 

ΣΤΗΛΕΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ  
 
 

Τα χημικά αντιδραστήρια αναλυτικού βαθμού καθαρότητας (είτε HPLC-grade  όταν ήταν 

απαραίτητο),  όπου χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διεξαγωγή των πειραμάτων, 

προμηθεύτηκαν από τις παρακάτω εταιρίες: Sigma-Aldrich(Η.Π.Α.), AppliChem 

(Γερμανία), LAB-SCAN (Ιρλανδία), Panreac (Ισπανία), Fisher Scientific (Η.Π.Α.),  Fluka( 

(Ελβετία) και Carlo Erba (Γαλλία) 

 

Τα πλαστικά και γυάλινα εργαστηριακά υλικά και σκεύη που χρησιμοποιήθηκαν ήταν των 

εταιρειών Greiner-Bio One (Γερμανία), Sterilin Limited (Ηνωμένο Βασίλειο), SCHOTT AG 

(Γερμανία), Eppendorf (Γερμανία), Whatman (Ηνωμένο Βασίλειο), Millipore (Η.Π.Α.), 

ROTH (Η.Π.Α.), SIMAX(Τσεχία) και BOMEX(Κίνα). 

 
 
 
 
 
 

 ΈΝΖΥΜΑ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΜΕΝΑ ΧΗΜΙΚΑ 

ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΜΑΤΑ (KITS) 
 

Για τη μέτρηση της συγκέντρωσης της γλυκόζης χρησιμοποιήθηκε από τη Βiosis 

το Glucose GOD-POD Colorimetric Assay Kit.  

Χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό σκεύασμα Cellic® CTec2 της εταιρείας Novozymes 

(Δανία),το οποίο αποτελεί μίγμα κυτταρινασών. για την αποκοιδόμηση της κυτταρίνης 

προς ζυμώσιμα σάκχαρα. Συγκεκριμένα αποτελείται από ένα μίγμα με κυτταρινάσες, β-

γλυκοζιδάσες και ημικυτταρινάσες.  Η μέγιστη δραστικότητα του ενζύμου παρατηρείται σε 

θερμοκρασιακές περιοχές μεταξύ 45-50 °C και εύρος pH 5-5.5. 
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 ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ (BUFFER SOLUTIONS) 

ΚΑΙ ΛΟΙΠΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 
 

Τα ρυθμιστικά και λοιπά διαλύματα παρασκευάστηκαν με υπερκάθαρο νερό MilliQ 

(R=18,2 MΩcm-1). Καθ’ όλη τη διάρκεια εκπόνησης της διπλωματικής εργασίας 

παρασκευάσθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω ρυθμιστικά διαλύματα (ΡΔ):  

 

• ΡΔ οξικών (Acetate Buffer): 100mM, pH 6,5 

 

Sodium Acetate (anhydrous) (MB: 82,03 g/mol), Glacial Acetic Acid (MB: 60,05 g/mol) 

 

• ΡΔ φωσφορικών (Phosphate Buffer) : 50mM, pH 5 

 

Potassium phosphate dibasic (MB: 174,18 g/mol), Potassium phosphate 

monobasic (MB: 136,09 g/mol) 

 

• ΡΔ Tρις-Υδροχλωρικό (Tris-HCl Buffer) : 100mM, pH 6,7 

 

Trizma (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol) (MB: 121,04 g/mol), HCl  

 

 

Οι απαραίτητες αποστειρώσεις πραγματοποιήθηκαν σε αυτόκαυστο  στους 121ºC, για 
20 λεπτά, υπό πίεση. 
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 ΜΙΚΡΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ  
 

Στέλεχος μικροοργανισμού: 

 

Crypthecodinium cohnii ATCC® 30772™ 

  

▪ προσδιορισμός στελέχους: PGM-1  

▪ απομόνωση: Macrocystis sp., Pacific Grove, CA, 1977  

▪ Παρελήφθη  από την American Type Culture Collection (ATCC),  

καλλιεργήθηκε και διατηρήθηκε σύμφωνα με τα αντίστοιχα πρωτόκολλα. 

 

 Kαλλιέργεια C. Cohnii 

Growth Conditions Temperature: 20°C to 25°C  

Culture System: Axenic Medium 

ATCC® Medium 460: A2E6 medium (βλ. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ σελ. 105 ) 

 

Προετοιμάστηκαν 50 mL υποστρώματος (ATCC Medium: 460 A2E6 Medium) σε 

Erlenmeyer φιάλες όπου και διατηρήθηκαν για 4 ημέρες στους 23 °C χωρίς ανακίνηση. 

Στο ίδιο μέσο (ATCC 460 Medium) διατηρήθηκε το απόθεμα του στελέχους για να μην 

υπάρξει εγκλιματισμός σε λιγότερα εμπλουτισμένο με θρεπτικά υπόστρωμα, που θα 

οδηγούσε σε αλλοίωση των βιολογικών χαρακτηριστικών της μικροάλγης. Οι καλλιέργειες 

στη συνέχεια χρησιμοποιηθήκαν σαν εμβόλιο προκαλλιέργειας όγκου 50 mL σύστασης, 

9 g/L γλυκόζη, 18.7 g/L θαλασσινό αλάτι και 2 g/L εκχύλισμα ζύμης. Ο όγκος του εμβολίου 

αποτελούσε το 10% του τελικού όγκου καλλιέργειας και το pH διατηρήθηκε στο 6.5. Οι 

προκαλλιέργειες επωάστηκαν στο σκοτάδι για 3 ημέρες,  σε θερμοκρασία 23 °C , χωρίς 

ανακίνηση και στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν σαν εμβόλιο όγκου 10% (v/v) σε 

ασυνεχής (batch) είτε ημιασυνεχής (fed-batch) καλλιέργεια, ανάλογα με το πείραμα που 

πραγματοποιείτο την εκάστοτε χρονική στιγμή. 
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 ΜΕΘΟΔΟΙ & ΤΕΧΝΙΚΕΣ  
 
 

2.6.1 Υπολογισμός συγκέντρωσης γλυκόζης μέσω της μεθόδου 

 (GOD) – (POD) 

 

Προσδιορισμός συγκέντρωσης γλυκόζης με τη χρήση ειδικού εμπορικού διαγνωστικού 

σκευάσματος (Biosis kit). Η συγκεκριμένη μέθοδος βασίζεται στη μετατροπή της γλυκόζης 

σε ένα προϊόν ερυθρού χρώματος, το οποίο είναι αποτέλεσμα της διαδοχικής δράσης των 

ενζύμων οξειδάση και υπεροξειδάση της γλυκόζης. Παρουσία του ενζύμου γλυκόζο 

οξειδάση (GOD) η γλυκόζη οξειδώνεται και παράγει υπεροξειδίου του υδρογόνου Η2Ο2. 

Η αντίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου Η2Ο2 με φαινολικό παράγωγο και 4-

αμινοφαιναζόνη καταλύεται από το ένζυμο υπεροξειδάση (POD) και παράγει έγχρωμο 

προϊόν. Τα δείγματα προς ανάλυση παραμένουν στους 37 ºCγια 15 λεπτά. Η αύξηση της 

απορρόφησης στα 510 nm είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της γλυκόζης στο δείγμα. Ο 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης της γλυκόζης γίνεται με τη βοήθεια microplate reader. 

Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν εις διπλούν, με χρήση αντίστοιχων 

αντιδράσεων ελέγχου (control).Η  απελευθέρωση των αναγωγικών σακχάρων 

προσδιορίστηκε με βάση την καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης ή της ξυλόζης ανάλογα 

με τη φύση του υποστρώματος. 

 

 

Aρχή Μεθόδου 
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2.6.2 Προσδιορισμός ολικών αναγωγικών σακχάρων  με τη μέθοδο 

DNS 

 

Ο προσδιορισμός των ολικών αναγωγικών σακχάρων πραγματοποιείται με τη 

φωτομετρική μέθοδο του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος ( ή 2-υδρόξυ-3,5-δινιτροβενζοϊκό 

οξύ) Η μέθοδος αναπτύχθηκε αρχικά από τον Sumner και τους συνεργάτες του και στη 

συνέχεια τροποποιήθηκε από τον Miller (1959).  Το χρώμα που παρατηρείται στα 

δείγματα , είναι λόγω αναγωγής του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος,  σε 3,5-

αμινονιτροσαλικυλικό οξύ από τις αλδεύδες που βριίσκονται στα αναγωγικά σάκχαρα. 

Ωστόσο διαφορετικά σάκχαρα δίνουν διαφορετικές απρροφήσεις που μας προϊδεάζει ότι 

η χημεία που συνοδεύει την αντίδραση είναι πιο περίπλοκη. Από  την ανάλυση 

λιγνινοκυτταρινικών, μπορόυν να προσδιοριστούν μονοσακχαραίτες , δισακχαρίτες , ένα 

εύρος διαλυτών ολιγομερών αλλά και άλλες ουσίες που απελευθερώθηκαν κατά την 

υδρόλυση, και θα δώσουν χρώμα όταν έρθουν σε επαφή με το DNS αντιδραστήριο. 

(Evaluation of the DNS Method for Analysing Lignocellulosic Hydrolysates Warwick L. 

Marsden, Peter P. Gray, Greg J. Nippard and Mark R. Quinlan).  

 

Διαδικασία μεθόδου 

Προστίθενται 250 μL αντιδραστηρίου 

DNS σε 250 μL του δείγματος  , εντός 

γυάλινου δοκιμαστικού σωλήνα, ο οποίος 

τοποθετείται σε νερό που βράζει για 

διάστημα 5 λεπτών. Αμέσως μετά το 

πέρας του βρασμού , εισάγεται 2 mL 

υπερκάθαρου νερού ανακινείται και το 

δείγμα είναι έτοιμο για την κυψελίδα του 

φωτόμετρο, όπου και υπολογίζεται η 

απορρόφηση από το φωτόμετρο με ακτίνα 

φωτός μήκους κύματος ίση με 540 nm. Όλες 

οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν εις διπλούν, με χρήση αντίστοιχων αντιδράσεων 

ελέγχου (control) με απενεργοποιημένο ένζυμο. Η απελευθέρωση των αναγωγικών 

Εικόνα 2.1 Δείγματα προς ανάλυση DNS σε  
microplate 
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σακχάρων προσδιορίστηκε με βάση την καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης ή της ξυλόζης 

ανάλογα με τη φύση του υποστρώματος. 

 

 
 

2.6.3 Αέριος χρωματογράφος (GC) 

 

Αέριος χρωματογράφος (GC-17A, SHIMADZU ,Ιαπωνία)  με στήλη Agilent J&W 

HP-5 Intuvo GC column. χρησιμοποιήθηκε για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των 

παραγόμενων λιπαρών, από την καλλιέργεια του μικροφύκους. Η επιλογή του φέροντος 

αερίου (κινητή φάση) ήταν το αέριο ήλιον (He) με ρυθμό 1 mL/min και η ένεση 

πραγματοποιούταν στους  270 ºC βαθμούς. Η αρχική θερμοκρασία της στήλης 

ρυθμίστηκε στους 125 ºC και με μία αύξηση 5 ºC /min, οδηγούταν στη τελική των 240 ºC. 

Xρησιμοποιήθηκε ανιχνευτής ιονισμού φλόγας (Flame Ionization Detector, FID) και   ο 

χρόνος ανάλυσης των δειγμάτων ρυθμίστηκε στα 34 λεπτά. Από την υπάρχουσα 

βιβλιογραφία και με τη χρήση εσωτερικών προτύπων ταυτοποίηθηκαν τα παραγόμενα 

λιπαρά, οι χρόνοι συγκράτησης, (tR  retention time) αλλά και οι συντελεστές διόρθωσης 

που αντιστοιχούν για την ποσοτική ανάλυση.   

Εικόνα 2.2 Αέριος χρωματογράφος GC-17A, 
SHIMADZU (Ιαπωνία)   
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2.6.4 Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (High performance 

liquid chromatography, HPLC) 

 

 

Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (High 

performance liquid chromatography, HPLC), 

χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτική και ποιοτική 

ανάλυση των μομοερών σακχάρων, μέσω στήλης της 

Aminex HPX-87H με  Cation-H Bio-Rad micro-guard 

column στους 50ºC (Bio-Rad Laboratories) και κινητή 

(αντίστροφη) φάση θειικού οξέος of 0.3 g/L με ρυθμό 

παροχής στα 0.6 mL/min. Ο χρόνος ανάλυσης του κάθε 

δείγματος ήταν 40 λεπτά.  Ο ποσοτικός προσδιορισμός 

της γλυκόζης και της ξυλόζης πραγματοποιήθηκε μέσω 

των αντίστοιχων καμπυλών αναφοράς (βλ. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ 5.1.3)  

 

 

 

2.6.5 Απομόνωση λιπαρών από λυοφιλιωμένη βιομάζα  καλλιέργειας 

κυττάρων 

Προστέθηκαν 10 mL οργανικού διαλύματος χλωροφόρμιο CHCl3 - μεθανόλη 

CH3OH αναλογίας 2:1 (v/v), σε 50 mg κονιορτοποιημένης, λυοφιλιωμένης και 

αφαλατωμένης βιομάζας, και αφότου ανακινήθηκαν με τη χρήση ρυθμιζόμενου 

αναδευτήρα σωληναρίων (vortex), παρέμειναν σε κλειστά γυάλινα μπουκάλια 

αποστείρωσης για 24 ώρες. Οποιαδήποτε κροκιδώματα και συσσωματώματα 

εξαλείφθηκαν σε λουτρό υπερήχων. Στη συνέχεια προστέθηκε 2 mL υπερκάθαρου νερού 

miliQ σε κάθε δείγμα, και ακολούθησε φυγοκέντριση για 10 λεπτά. Πραγματοποιήθηκε 

έκπλυση με ισοτονικό διάλυμα και στη συνέχεια δεύτερη φυγοκέντριση. Μεταφέρθηκε η 

Εικόνα 2.3  Σύστημα 
χρωματογραφίας υψηλής 
διαχωριστικής ικανότητας (HPLC)  
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κάτω φάση με τη χρήση σύριγγας σε διαχωριστική φιάλη (όγκου 250 mL), και 

πραγματοποιήθηκε εκχύλιση με 1 mL υδατικού διαλύματος μεθανόλης CH3OH 50% (v/v). 

Η κάτω φάση συλλέχθηκε σε νέα διαχωριστική φιάλη (όγκου 250 mL), όπου και 

πραγματοποιήθηκε δεύτερη εκχύλιση, όμοια της πρώτης. Επιπροσθέτως η κάτω φάση 

(λιπαρά - διαλύτης) συλλέχθηκε σε γυάλινους σωλήνες, καλυμμένους με αλουμινόχαρτο 

(για την προστασία τους από UV-Vis ακτινοβολία, όπου θα οδηγόυσε σε αύξημένο ρυθμό 

οξείδωσης των λιπαρών) , τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε φούρνο κενού με ρυθμισμένη 

θερμοκρασία 41 °C και πίεση 457 mbar , όπως και απομακρύνθηκε ο διαλύτης. 

 

2.6.6 Προετοιμασία μεθυλεστέρων λιπαρών οξέων , (Fatty Acid Methyl 

Esters FAMEs) προς ανάλυση 

 

Για να επιτευχθεί η ανάλυση των απομονωμένων λιπαρών, απαιτήθηκε η 

μετατροπή τους σε μεθυλέστερική μορφή. Αρχικά, επαναιωρήθηκαν εντός των γυάλινων 

σωλήνων, σε 1 mL χλωροφορμίου CHCl3 με τη χρήση ρυθμιζόμενου αναδευτήρα 

σωληναρίων (vortex). Προστέθηκαν 2.5 mL διαλύματος μεθανόλης CH3OH 92% (v/v) & 

υδροχλωρικού οξέος HCl (37%) 8% (v/v) , και παρέμειναν σκεπασμένα με αλουμινόχαρτο 

για 15 λεπτά σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 60 °C, όπου και λαμβάνει μέρος η αντίδραση. 

Στη συνέχεια, αναστέλλεται η αντίδραση με την προσθήκη ιοντικού υδατικού διαλύματος 

χλωριούχου ασβεστίου, CaCl2 5% (w/v). Επιτελικά, με τη χρήση 1mL οργανικού διαλύτη 

(εξάνιο C6H18  HPLC Grade) πραγματοποιείται εκχύλιση 4 φορές , όπου και 

απομακρύνεται και σύλλεγεται η πάνω φάση, με πουάρ όγκου 1mL και πιπέττα Pasteur 

χωρητικότητας 2mL. Τα δείγματα φυλάσσονται σε πλαστικά δοχεία (falcon tubes) όγκου 

20 mL εντός κατάψυξης, σε θερμοκρασία -20 ºC.  
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 ΛΟΓΙΣΜΙΚΑ & ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ 
 

 

 

▪ Οι αναλύσεις στον αέριο χρωματογράφο (GC-17A SHIMADZU, Ιαπωνία) 

πραγματοποιήθηκαν με το πρόγραμμα CLASS-VP Chromatography Data 

system VP4.3a 

▪ Για τη μέτρηση της κυτταρικής πυκνότητας στο φωτόμετρο (SPECTRAmax 250 

microplate reader, Molecular Devices, Η.Π.Α.) χρησιμοποιήθηκε το Softmax Pro 

version 1.1 

▪ Για τις αναλύσεις της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC), 

χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα LC solution (Shimadzu) 
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 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
 

Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν σε σύστημα αναδευόμενων φιαλών, σε όγκο 

40 mL, όπου προστέθηκε 10% του όγκου εμβόλιο. Το αρχικό pH της καλλιέργειας 

ρυθμίστηκε στο 6.5 και οι συνθήκες της καλλιέργειας ήταν 27ºC και 160 rpm, οι οποίες 

είναι οι βέλτιστες για την ανάπτυξη του μικροφύκους σύμφωνα με τη βιβλιογραφία (Bean 

& Holz ,1973; Ishida, 1968; Swaaf, 2003). Εκχύλισμα ζύμης χρησιμοποιήθηκε ως πηγή 

αζώτου (αναλογία εκχυλίσματος - πηγή άνθρακα 1 προς 10-15 (Kyle et al. 1997)), ενώ 

σε όλες τις καλλιέργειες προστέθηκε διάλυμα μεταλλικών αλάτων, ιχνοστοιχείων και 

βιταμινών (sea salts) σε συγκέντρωση 25 g/L, σύμφωνα με τα ευρήματα των ISLETEN 

et. al (2015) και Swaaf (1999), όπου δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στην 

κυτταρική ανάπτυξη και συσσώρευση λιπιδίων για τιμές αλατότητας μεταξύ 16.0-29.45 

g/L. Στις περιπτώσεις που χρησιμοποιήθηκε υδρόλυμα στερεής πούλπας 

προκατεργασμένης βιομάζας ως πηγή άνθρακα, αρχικά πραγματοποιήθηκε υδρόλυση 

προς την παραγωγή ζυμώσιμων σακχάρων με τη βοήθεια του εμπορικού 

παρασκευάσματος Cellic® CTec2 (Novozymes) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM 

φωσφορικών αλάτων (pH 5.0) και 72 ώρες επώασης στους 50ºC, σε περιοχές δηλαδή 

που παρατηρείται η μέγιστη απόδοση του ενζύμου (βλ. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ Εικόνα 5.3) 

Τέλος, τα στοιχεία προκατεργασίας και η σύσταση των λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών 

που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα, υπάρχουν στα ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ (βλ. Εικόνα 5.1 

& Εικόνα 5.2). 
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3.1.1 Κυτταρική ανάπτυξη και συσσώρευση λιπιδίων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης και παρουσία φαινολικών χαρακτηριστικών 

ομάδων 

 

Αρχικά, μελετήθηκε η κυτταρική ανάπτυξη και η συσσώρευση λιπαρών οξέων που 

λαμβάνει μέρος σε διαφορετικές συγκεντρώσεις γλυκόζης (25, 50 και 100 g/L). Στο 

συγκεκριμένο πείραμα η γλυκόζη αποτέλεσε και την μοναδική καθαρή πηγή άνθρακα.  

Ακόμα, μελετήθηκε η επίδραση των φαινολικών χαρακτηριστικών ομάδων, στην 

ανάπτυξη της καλλιέργειας. Γι’ αυτό το λόγο χρησιμοποιήθηκαν ως υποστρώματα 

άνθρακα, σε ξεχωριστές καλλιέργειές, το φερουλικό οξύ (C10H10O4) και η γουαϊακόλη 

(C6H4(OH)(OCH3).  

 

 

 

Διάγραμμα 3-1 Κατανάλωση γλυκόζης σε καλλιέργειες διαφορετικών συγκεντρώσεων 
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Διάγραμμα 3-2 Kυτταρική ανάπτυξη σε καλλιέργειες διαφορετικών συγκεντρώσεων 
γλυκόζης 

*Καλλιέργειες που επωάστηκαν για 72 παραπάνω ώρες 

 

 

Διάγραμμα 3-3 Kυτταρική ανάπτυξη καλλιεργειών με καθαρή πηγή γλυκόζης και παρουσία 
φαινολικών  
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Διάγραμμα 3-4 Κατανάλωση γλυκόζης σε καλλιέργειες με καθαρή πηγή γλυκόζης και 
παρουσία φαινολικών χαρακτηριστικών ομάδων 

 

 

Από τα αποτελέσματα παρατηρήθηκε καθυστέρηση της κυτταρικής ανάπτυξης σε 

υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης, με βέλτιστο εύρος τιμών να κυμαίνεται μεταξύ 20-35 

g/L, όπως έχει παρατηρηθεί και από άλλους ερευνητές (Jiang & Chen 2000a). De Swaaf 

et al. (1999). 

Επίσης, διαπιστώθηκε ότι η περίσσεια παρουσία άνθρακα σε συνδυασμό με τον 

περιορισμό της ποσότητας αζώτου στην καλλιέργεια, αυξάνει την λιπογένεση  (Πίνακας 

3.1) ( Pleissner 2012), (Chen & Johns 1991) χωρίς όμως να αλλάζει το προφίλ των 

παραγόμενων λιπαρών οξέων, και το ποσοστό σχηματισμού DHA έναντι των υπόλοιπων 

λιπαρών. Ειδικότερα, παρατηρείται μειωμένη συσσώρευση λιπαρών κατά την εκθετική 

φάση ανάπτυξης της καλλιέργειας, ενώ αυξάνει κατά τη γραμμική ανάπτυξη, λόγω 
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περιορισμού κάποιου θρεπτικού, που επηρεάζει τον μεταβολισμό του μικροφύκους. de 

Swaaf et al. (2003b, c)  

Είναι πολύ σημαντικό λοιπόν να διατηρείται σε υψηλά επίπεδα η συγκέντρωση του 

άνθρακα, καθ’ όλη τη διάρκεια της λιπογένεσης, τόσο για να ξεκινήσει η μεταβολική 

παραγωγή των λιπιδίων , αλλά και για να μην καταναλωθούν από τον ίδιο τον 

μικροοργανισμό τα ήδη σχηματισμένα λιπαρά  (Wynn et al. 2005; (Chen & Johns 1991).  

Το φερουλικό οξύ δεν αποτελεί καλή πηγή άνθρακα καθ’ ότι η καλλιέργεια 

αναπτύχθηκε ελάχιστα, όταν χρησιμοποιήθηκε ως θρεπτικό μέσο. Αντίθετα, η γουαϊακόλη 

δεν λειτούργησε παρεμποδιστικά και η καλλιέργεια είχε παρόμοια ανάπτυξη και 

συσσώρευση λιπαρών, όπως στην περίπτωση της γλυκόζης. Συμπεραίνεται λοιπόν, ότι 

οι φαινολικές χαρακτηριστικές ομάδες δε λειτουργούν απαραιτήτως παρεμποδιστικά για 

την ανάπτυξη του C.conhii.  

 

 

 

3.1.2  Μελέτη της επίδρασης του όγκου φιάλης και της αλατότητας, 

στην απόδοση υδρολυτικής ικανότητας κυτταρινασών 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση που μπορεί να έχει ο όγκος της φιάλης, και 

κατά συνέπεια της καλλιέργειας στην υδρόλυση των λιγνινοκυτταρινούχων βιομαζών. Με 

αυτό το τρόπο μπορεί να κριθεί ως επιτρεπτή ή όχι, η ασφαλής μετάβαση 

συμπερασμάτων μεταξύ υδρολύσεων διαφορετικής κλίμακας. Επιλέχθηκαν φιάλες όγκου 

100 και 250 mL, με το ενζυμικό διάλυμα να καταλαμβάνει το 10% του όγκου (10 και 25 

mL αντίστοιχα), 9% (β/β) ξηρής βιομάζας και ενζυμικό φορτίο 9 mg/g .  Τα στοιχεία και η 

σύσταση των λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών (Α-Ζ) που χρησιμοποιήθηκαν , υπάρχουν 

στα ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ Εικόνα 5.2 Δεδομένα λιγνοκυτταρινούχων  βιομαζών που 

χρησιμοποιήθηκαν για την  καλλιέργεια του μικροφύκους Crypthecodinium conhii Εικόνα 

5.2. 
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Όπως έδειξαν τα αποτελέσματα, η απόδοση της υδρόλυσης δεν επηρεάζεται από 

τον όγκο της φιάλης στην οποία πραγματοποιείται, όσο παραμένουν αμετάβλητες οι 

υπόλοιπες μεταβλητές. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι οι βιομάζες Ε και Ζ, παρήγαγαν τα 

περισσότερα σάκχαρα γλυκόζης, στον ίδιο όγκο ενζυμικού διαλύματος.  

Ακόμα, ερευνήθηκε η επίδραση της αλατότητας της καλλιέργειας (25 g/L), πάνω 

στην δράση του ενζύμου. Η λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα που χρησιμοποιήθηκε είναι η 

“SE5: Corn Stover” , προϊόν  προκατεργασίας με έκρηξη ατμού (νερό με 1% Η2SO4) και 

με τελική σύσταση 45% w/w κυτταρίνη και 21% w/w ημικυτταρίνη. Η έκρηξη ατμού είναι 

η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την προκατεργασία των λιγνινοκυτταρινικών 

υλικών (McMillan, 1994.). Στη μέθοδο αυτή, η βιομάζα επεξεργάζεται με κορεσμένο ατμό 

υψηλής πίεσης και στη συνέχεια η πίεση ξαφνικά μειώνεται, πράγμα που κάνει τα υλικά 

να υποβάλλονται σε εκρηκτική αποσυμπίεση. Η έκρηξη ατμού ξεκινά τυπικά σε 

θερμοκρασία 160-260 ° C (πίεση, 0,69-4,83 MPa) για μερικά δευτερόλεπτα ως λίγα λεπτά 

πριν από την έκθεση του υλικού σε ατμοσφαιρική πίεση (Sun, 2002).  Η διαδικασία 

προκαλεί την αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης και το μετασχηματισμό της λιγνίνης λόγω 

υψηλών θερμοκρασιών, αυξάνοντας έτσι την απόδοση υδρόλυσης της κυτταρίνης. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Α Β Γ Δ Ε ΣΤ Ζ

Συ
γκ

έν
τρ

ω
σ

η
 γ

λυ
κό

ζη
ς 

(g
/L

)

Λιγνινοκυτταρινούχες βιομάζες διαφορετικής προκατεργασίας 

Συγκέντρωση παραγόμενης γλυκόζης

Φιάλη 100 
mL (8h)

Φιάλη 250 
mL (8h)

Φιάλη 100 
mL (24h)

Φιάλη 250 
mL (24h)

Διάγραμμα 3-5 Συγκέντρωση παραγόμενης γλυκόζης από φιάλες διαφορετικού όγκου 
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 Το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε δύο διαφορετικά ποσοστά (6 και 9%)  (w/w) 

ξηρής βιομάζας.   

 

 

 

   

Όπως προέκυψε, η παρουσία θαλασσινού αλατιού συγκέντρωσης 25 g/L, στο 

ενζυμικό διάλυμα, δεν προκαλεί αρνητικές ή θετικές επιπτώσεις στην απόδοση της 

υδρόλυσης, ενώ η παραπάνω ποσότητα ξηρής βιομάζας (9%) απελευθέρωσε, όπως 

αναμενόταν, παραπάνω μόρια γλυκόζης στον ίδιο όγκο. 

 

3.1.3 Mελέτη καλλιέργειας σε σύστημα ανακινούμενων φιαλών 

παρουσία διαφορετικών αναλογιών γλυκόζης – ξυλόζης (%) 

  

Μελετήθηκε η δυνατότητα του C. cohnii να καταβολίζει πεντόζες και ιδιαίτερα την 

ξυλόζη, το οποίο αποτελεί ένα χαρακτηριστικό ιδιαίτερης σημασίας, εφόσον αυτό το 

σάκχαρο βρίσκεται στο υδρόλυμα της βιομάζας. Συνεπώς, έπρεπε να διασαφηνιστεί αν 

είναι εφικτή η βιο-μετατροπή του από το μικροφύκος, αλλά και αν λειτουργεί 
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παρεμποδιστικά για την ανάπτυξη της καλλιέργειας και τη λιπογένεση. Ερευνήθηκε η 

ανάπτυξη του μικροφύκους παρουσία συνδυασμού γλυκόζης και ξυλόζης ως πηγή 

άνθρακα, όπου η αρχική συγκέντρωση της γλυκόζης ήταν ίση με 25 g/L, ενώ η ξυλόζη 

προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 5 – 20 g/L. 

 

 

Πίνακας 3.2 Ανάπτυξη βιομάζας και συσσώρευση λιπαρών οξέων παρουσία συνδυασμού 
 γλυκόζης και ξυλόζης ως πηγή άνθρακα. Σε όλα τα πειράματα, ο χρόνος της 

καλλιέργειας ήταν 100 ώρες, ενώ η αρχική συγκέντρωση γλυκόζης ήταν ίση με 25 g/L και η 
συγκέντρωση πηγής αζώτου ίση με 2 g/L. 

  Διάγραμμα 3-7 Κατανάλωση γλυκόζης και ξυλόζης, όταν το μικροφύκος αναπτύσσεται παρουσία       
διαφορετικών συνδυασμών των δυο σακχάρων ως πηγή άνθρακα. Το pH της καλλιέργειας   

 διατηρήθηκε σταθερό στο 6.7-7.2 για τις 100 ώρες της επώασης. 
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Διάγραμμα 3-8 Προφίλ παραγόμενων λιπαρών, όταν το μικροφύκος αναπτύσσεται 
παρουσία διαφορετικών συνδυασμών των δυο σακχάρων ως πηγή άνθρακα. Το pH της 

καλλιέργειας διατηρήθηκε σταθερό στο 6.7-7.2 για τις 100 ώρες της επώασης. 

 

 

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.2 και στο Διάγραμμα 3-7, όπου 

φαίνεται πως η παρουσία της ξυλόζης δεν επηρεάζει το ρυθμό με τον οποίο 

καταναλώνεται η γλυκόζη, ενώ η κατανάλωση πεντοζών και εξοζών μπορεί να γίνει 

ταυτόχρονα από το μεταβολισμό του μικροφύκους. Επίσης, δεν παρατηρούνται 

σημαντικές διαφορές ως προς την ανάπτυξη της βιομάζας και τη συσσώρευση λιπαρών 

οξέων στα κύτταρα, η οποία φτάνει ως και 46.7% του ξ.β. βιομάζας (Πίνακας 3.2). Τα 

ποσοστά συσσώρευσης του DHA επίσης παραμένουν όμοια για τις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ξυλόζης και φτάνουν το 34.5% του συνολικού ξ.β. των λιπαρών οξέων. 

Τέλος, σύμφωνα με το  

Διάγραμμα 3-8, φαίνεται ότι η παρουσία ξυλόζης αναστέλλει το μεταβολικό 

μονοπάτι σύνθεσης του παλμιτικού οξέος C16:0. 

 

 

 

C14 C16 C18:1 C18 DHA

0g/L 22.96 32.06 5.31 9.46 30.49

5g/L 20.38 29.27 5.61 9.41 32.82

10g/L 27.45 13.33 2.83 4.20 34.48

20g/L 9.90 15.27 2.71 4.94 33.37
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3.1.4 Μελέτη για ξυλόζη, ρυθμιστικό διάλυμα και για συνθήκες 

καλλιέργειας με pH: 5.5 σε ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων 

φιαλών 

 

Πραγματοποιήθηκε επαναληπτικό πείραμα για να συγκριθεί η ξυλόζη και η 

γλυκόζη ως υποστρώματα άνθρακα, αλλά και η δυνατότητα της καλλιέργειας να 

αναπτυχθεί σε θρεπτικό μέσο υπερκάθαρου νερού, χωρίς την παρουσία ρυθμιστικού 

διαλύματος. Στις άλλες φιάλες προστέθηκε ρυθμιστικό διάλυμα οξικού νατρίου (100mM). 

Διατηρήθηκε σταθερή η συνολική ποσότητα των δύο επιλεγμένων  αναγωγικών 

σακχάρων (γλυκόζη, ξυλόζη) στα 25 g/L με μεταβαλλόμενη τη σχετική τους αναλογία 

(100, 80 και 50% κατά βάρος, ως προς τη γλυκόζη). Επιπρόσθετα, μελετήθηκε η 

ανάπτυξη του μικροφύκους σε  όξινες συνθήκες (pH 5.5), χαμηλότερα και εκτός δηλαδή 

του εύρους 6-7, όπου στην υπάρχουσα βιβλιογραφία αναφέρεται ως το βέλτιστο. Η 

ανάπτυξη του μικροφύκους  σε πιο όξινες συνθήκες, μπορεί να αφαιρέσει ή να 

ελαχιστοποιήσει το στάδιο ρυθμίσεως του pH, που λαμβάνει μέρος μεταξύ  υδρόλυσης 

και καλλιέργειας, διότι κατά την υδρόλυση για τιμές pH> 6, η απόδοση του ενζύμου 

μειώνεται κατά τουλάχιστον 20% από τη μέγιστη (βλέπε ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ Εικόνα 5.3).   
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  Διάγραμμα 3-9 Κατανάλωση αναγωγικών σακχάρων 

 παρουσία υπερκάθαρου νερού και οξικού οξέος 
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Διάγραμμα 3-10 Kυτταρική ανάπτυξη παρουσία υπερκάθαρου νερού και οξικού οξέος 
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Διάγραμμα 3-12 Kυτταρική ανάπτυξη σε καλλιέργειές  

με αρχικές τιμές pH:5.5 και 6.5 
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Διάγραμμα 3-11 Κατανάλωση αναγωγικών σακχάρων σε καλλιέργειές  

με αρχικές τιμές pH:5.5 και 6.5  
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         Διάγραμμα 3-13 Kυτταρική ανάπτυξη σε καλλιέργειές με διαφορετική αναλογία  
  γλυκόζης – ξυλόζης (%) 
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  Διάγραμμα 3-14 Κατανάλωση αναγωγικών σακχάρων σε καλλιέργειές με διαφορετική 
αναλογία γλυκόζης – ξυλόζης (%) 
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Διαπιστώθηκε ότι το οξικό νάτριο δεν αποτέλεσε καλή επιλογή ρυθμιστικού 

διαλύματος, καθ’ ότι καταβολίζεται από το μικροφύκος, με αποτέλεσμα τη μη διατήρηση 

σταθερών τιμών pH στο μέσο της καλλιέργειας. Αυτό είναι σύμφωνο με τα αποτελέσματα 

των Vazhappilly και Chen (1998), τα οποία έδειξαν καλύτερη ανάπτυξη του C. conhii σε 

ετερότροφο σύστημα ανάπτυξης ανακινούμενων φιαλών, με τη χρήση γλυκόζης ως 

καθαρή πηγή άνθρακα, συγκριτικά με το οξικό.  Ωστόσο, είναι καλή επιλογή πηγής 

άνθρακα, αν μπορεί να ρυθμίζεται το pH στο μέσο της καλλιέργειας, όπως μπορεί να 

συμβεί εύκολα σε βιοαντιδραστήρες. Σε εργαστηριακού τύπου καλλιέργειες με 

δυνατότητα ρύθμισης του pH, όταν το υπόστρωμα γλυκόζης αντικαταστάθηκε με 50% 

οξικό, αυξήθηκε η συγκέντρωση παραγόμενης βιομάζας  (de Swaaf et al. 2003c).   

Ακόμα, οι όξινες συνθήκες δεν δημιούργησαν ουσιαστική καθυστέρηση στην 

ανάπτυξη της καλλιέργειας, κάτι που είναι σύμφωνο με τα ευρήματα των Yue Jiang και 

Feng Chen (2000),  κατά τα οποία παρουσιάστηκε ότι το μικροφύκος μπορεί να 

αναπτυχθεί ικανοποιητικά σε ένα εύρος τιμών pH (5.5-9), με υψηλότερο ειδικό ρυθμό 

ανάπτυξης (0.089 h-1) στο 7.2. Οι φιάλες με το αρχικό pH:5.5 έδειξαν καλύτερη ανάπτυξη 

μετά το πέρασμα των 72 ωρών, όπως προκύπτει από το Διάγραμμα 3 13 συγκριτικά με 

τις φιάλες που ξεκίνησαν σε pH: 6.5. Αυτό συνέβη διότι όπως φαίνεται, η ανάπτυξη του 

C.conhii δημιουργεί αλκαλικές ουσίες που μειώνουν τη συγκέντρωση των κατιόντων 

υδρογόνου. Συνεπώς, στις 72 ώρες το  pH:5.5 έιχε φτάσει το 6.9 (βέλτιστο pH όπως 

αναφέρθηκε) , ενώ το αρχικό pH:6.5 έιχε φτάσει το 8.2. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται 

στον Πίνακας 3.3, όπου φαίνεται ξανά πως η παρουσία της ξυλόζης  δε λειτουργεί 

Πίνακας 3.3 Ανάπτυξη βιομάζας και συσσώρευση λιπαρών οξέων 
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παρεμποδιστικά και δεν επηρεάζει σημαντικά το ρυθμό με τον οποίο καταναλώνεται η 

γλυκόζη. Επιπρόσθετα, η κατανάλωση που λαμβάνει χώρα, υποδηλώνει την δυνατότητα 

του μικροφύκους να καταβολίζει την ξυλόζη, όπως είχε διαπιστωθεί ήδη. Επίσης, δεν 

παρατηρούνται σημαντικές διαφορές ως προς την ανάπτυξη της βιομάζας και τη 

συσσώρευση λιπαρών οξέων στα κύτταρα, η οποία φτάνει ως και 35,41% του ξ.β. 

βιομάζας. Τέλος, τα ποσοστά συσσώρευσης του DHA επίσης παρέμειναν κοντινά για τις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ξυλόζης και φτάνουν το 34.5% του συνολικού ξ.β. των 

λιπαρών οξέων. 

 

 

 

3.1.5 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα 

προερχόμενα από την ενζυμική υδρόλυση της λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας “SE5: Corn Stover” σε ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων 

φιαλών 

 

Μελετήθηκε η ικανότητα του μικροφύκους να συσσωρεύει λιπαρά οξέα 

αξιοποιώντας σάκχαρα προερχόμενα μετά από ενζυμική υδρόλυση της 

προκατεργασμένης βιομάζας “SE5: Corn Stover”, προιόν προκατεργασίας με έκρηξη 

ατμού (νερό με 1% Η2SO4) και με τελική σύσταση 45% w/w κυτταρίνη και 21% w/w 

ημικυτταρίνη σε διαφορετικές ποσότητες ξηρής βιομάζας (3,6,9 και 12%) 

 

 

Πίνακας 3.4 Αποτελέσματα υδρολύσεων της βιομάζας “SE5” σε διαφορετικές συγκετνρώσεις ξηρής 
βιομάζας 

  Γλυκόζη Γλυκόζη / Απόδοση 

     (g/L) βιομάζα (mg/g) Υδρόλυσης (%) 

3% 13.02 ± 0.42 216.95 80.36 

6% 25.63 ± 0.77 427.22 79.12 

9% 35.65 ± 1.23 594.10 73.30 

12% 51.67 ± 1.56 861.12 79.74 
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Διάγραμμα 3-15 Κατανάλωση γλυκόζης που προέκυψε από την υδρόλυση της βιομάζας “SE5” 

 

 

Τα αποτελέσματα της υδρόλυσης ήταν αρκετά ικανοποιητικά, (υδρόλυση 73-80% 

της κυτταρίνης), όπως προκύπτει από τον Πίνακας 3.4. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 3 και στο Σχήμα 3 και δείχνουν πως τα κύτταρα του C. cohnii 

μπορούν να χρησιμοποιήσουν επιτυχώς το υδρόλυμα προκατεργασμένης βιομάζας για 

να συνθέσουν λιπαρά οξέα, ωστόσο με ένα αρκετά χαμηλό ποσοστό λιπαρών οξέων 

14.5-18.3 % του ξ.β. του συνολικού ελαίου. Πιθανή αιτία είναι η παρουσία ενώσεων – 
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Πίνακας 3.5 Σχηματισμένα λιπαρά οξέα, μετά την κατανάλωση σακχάρων 
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παρεμποδιστών  που δημιουργούνται στο υδρόλυμα της βιομάζας μετά την 

προκατεργασία. 

 

 

 

3.1.6 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα 

προερχόμενα από την ενζυμική υδρόλυση διαφορετικών βιομαζών σε 

ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων φιαλών 

 

Ερευνήθηκε η ικανότητα του μικροφύκους να συσσωρεύει λιπαρά οξέα 

αξιοποιώντας σάκχαρα προερχόμενα μετά από ενζυμική υδρόλυση προκατεργασμένων 

βιομαζών με διαφορετικές ιδιότητες. Χρησιμοποιήθηκαν τρεις διαφορετικές στερεές 

πούλπες. Ως πρώτη ύλη χρησιμοποιήθηκε ξύλο οξιάς, ενώ πραγματοποιήθηκαν 

διαφορετικές προκατεργασίες, (βλ. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ ) 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

0 20 40 60 80 100 120 140

Συ
γκ

έν
τρ

ω
σ

η
 γ

λυ
κό

ζη
ς 

(g
/L

)

Χρόνος καλλίεργειας (h)

Κατανάλωση γλυκόζης

A

B

Γ

Διάγραμμα 3-16 Κατανάλωση γλυκόζης παρουσία υδρολυμάτων που  
 προέρχονται από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής 

σύστασης 
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        Πίνακας 3.6 Συσσώρευση βιομάζας και λιπαρών οξέων παρουσία υδρολυμάτων που  
 προέρχονται από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης 

 

 

Αρχικά, ερευνήθηκε αν υπάρχει κάποια μεταβολή στη συγκέντρωση της γλυκόζης 

κατά την αποστείρωση της 121 ºC, 20 λεπτά. Όπως προέκυψε δεν υπάρχει σημαντική 

διαφορά  στη συγκέντρωση (εντός ορίου σφαλμάτων), πριν και μετά από την 

αποστείρωση. Αυτό επιτρέπει την αποστείρωση του υδρολύματος πριν την καλλιέργεια 

χωρίς να επηρεάζει την ποσότητα μονομερών σακχάρων γλυκόζης. 
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Διάγραμμα 3-17 Συγκέντρωση γλυκόζης μετά από  

24 ώρες υδρόλυσης, πριν και μετά από αποστείρωση 
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Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι η βιομάζα (Γ) παρήγαγε τα περισσότερα 

μονομερή σάκχαρα γλυκόζης. Ωστόσο, πιθανότατα λόγο παραγωγής ενώσεων – 

παρεμποδιστών εντός του υδρολύματος, η λιπογένεση ήταν αρκετά χαμηλή 1.86 (g/L) και 

11.60% λιπαρά οξέα (% ξ.β. βιομάζας). Στις άλλες δύο βιομάζες (Α) και (Β), η 

συσσώρευση λιπαρών ήταν ελαφρώς υψηλότερη συγκριτικά με τη (Γ), αλλά ιδιαίτερα 

χαμηλή εξίσου. 

 

 

3.1.7 Συγκεντρώσεις πηγών άνθρακα (γλυκόζη) και αζώτου (εκχύλισμα 

ζύμης) ως παράμετροι της καλλιέργειας 

 

 

Στη συνέχεια μελετήθηκαν οι συγκεντρώσεις πηγών άνθρακα (γλυκόζη) και 

αζώτου (εκχύλισμα ζύμης) ως παράμετροι που επηρεάζουν την καλλιέργεια και 

συγκεκριμένα την ανάπτυξη των κυττάρων και τη σύνθεση λιπαρών οξέων. Παράλληλα, 

μελετήθηκε η δυνατότητα αύξησης του χρόνου της καλλιέργειας και της συνολικής 

παραγωγής λιπαρών οξέων με επιπλέον προσθήκη πηγής άνθρακα και αζώτου σε 

ημιτροφοδοτούμενη (fed-batch) καλλιέργεια. Για σύγκριση χρησιμοποιήθηκαν επίσης 

σάκχαρα από υδρόλυμα λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας, σε αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 

25 g/L. Το υδρόλυμα επίσης περιείχε ξυλόζη σε συγκέντρωση ίση με 3.5 g/L. Μετά από 

96 ώρες, όπου και παρατηρήθηκε κατανάλωση της γλυκόζης (2-5 g/L σε όλες τις 

καλλιέργειες), προστέθηκε θρεπτικό που περιείχε επιπλέον πηγής άνθρακα και αζώτου 

ανά περίπτωση και μελετήθηκε η ανάπτυξη μέχρι τις 280 ώρες της επώασης. Τα 

αποτελέσματα, όπως παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.7, δείχνουν πως η καλλιέργεια του 

μικροφύκους συνεχίστηκε επιτυχώς μετά την προσθήκη πηγής άνθρακα και αζώτου, 

οδηγώντας σε αποδόσεις βιομάζας ως και 20.8 g/L. Η προσθήκη επιπλέον πηγής αζώτου 

οδήγησε μεν σε αύξηση της βιομάζας, αλλά μείωση στην συσσώρευση λιπαρών οξέων 

και DHA, το οποίο έχει επίσης αναφερθεί στη βιβλιογραφία (Safdar et al., 2017). 

 Σε όλες τις περιπτώσεις, το ποσοστό του DHA επί του συνολικού βάρους των 

λιπαρών ήταν παρόμοιο, φτάνοντας το 40.6% του ξ.β. των λιπαρών οξέων.  
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Πίνακας 3.7 Ανάπτυξη βιομάζας και συσσώρευση λιπαρών οξέων παρουσία διαφορετικών 
συγκεντρώσεων πηγής άνθρακα (γλυκόζη) και αζώτου (εκχύλισμα ζύμης). Σε όλα τα πειράματα, ο 
χρόνος της καλλιέργειας ήταν 280 ώρες, ενώ στις 96 ώρες πραγματοποιήθηκε επιπλέον προσθήκη 

πηγής άνθρακα και αζώτου ανά περίπτωση. 

 

 

 

3.1.8 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε μείγμα σακχάρων 

προερχόμενα από την ενζυμική υδρόλυση δύο διαφορετικών 

βιομαζών σε ημιτροφοδοτούμενο (fed-batch) σύστημα 

 

 

Έπειτα, μελετήθηκε η ικανότητα του μικροφύκους να συσσωρεύει λιπαρά οξέα 

αξιοποιώντας σάκχαρα προερχόμενα μετά από ενζυμική υδρόλυση προκατεργασμένων 

βιομαζών με διαφορετικές ιδιότητες. Χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικές στερεές 

πούλπες που προέκυψαν μετά από προκατεργασία με τη βοήθεια. Ως πρώτη ύλη 

χρησιμοποιήθηκε ξύλο οξιάς, ενώ πραγματοποιήθηκαν διαφορετικές προκατεργασίες. 

Ακολούθησε ενζυμική υδρόλυση με αποδόσεις 70-85% β/β μετατροπής της βιομάζας σε 

ζυμώσιμα σάκχαρα και, στη συνέχεια, τα σάκχαρα που προέκυψαν αναμείχθηκαν και 

χρησιμοποιήθηκαν ως πηγή άνθρακα, με αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 25 g/L και πηγή 

αζώτου ίση με 2 g/L, σε pH 6.5, σε καλλιέργειες ημιτροφοδοτούμενης λειτουργίας. Καθώς 

η κατανάλωση των σακχάρων ήταν πιο αργή σε σχέση με τις καλλιέργειες όπου 

χρησιμοποιούνταν καθαρά σάκχαρα ως πηγή άνθρακα, πιθανότατα λόγω παρουσίας 
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άλλων σακχάρων πέραν της γλυκόζης, η προσθήκη νέου θρεπτικού έγινε στις 98 ώρες. 

Η καλλιέργεια συνεχίστηκε επιτυχώς μέχρι τις 145 ώρες. 

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.8 δείχνουν πως τα κύτταρα του 

C. cohnii μπορούν να χρησιμοποιήσουν επιτυχώς το υδρόλυμα προκατεργασμένης 

βιομάζας για να συνθέσουν λιπαρά οξέα, και μάλιστα με ένα υψηλό ποσοστό λιπαρών 

οξέων που φτάνει τα 42,0% του ξ.β. του συνολικού ελαίου. H ανάπτυξη των κυττάρων και 

το συνολικό ποσοστό των λιπαρών είναι αρκετά χαμηλότερα σε σχέση με εκείνα σε 

καλλιέργειες με καθαρά σάκχαρα, όμως τα έλαια που παράγονται στη συγκεκριμένη 

περίπτωση είναι καλύτερης ποιότητας λόγω του υψηλού ποσοστού DHA.  

 

 

 

Διάγραμμα 3-18 Συγκέντρωση παραγόμενης γλυκόζης παρουσία υδρολυμάτων που προέρχονται 
από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  
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Διάγραμμα 3-19 Kυτταρική ανάπτυξη παρουσία μείγματος υδρολυμάτων που προέρχονται από 
στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  

 

 

Διάγραμμα 3-20 Κατανάλωση γλυκόζης μείγματος υδρολυμάτων που προέρχονται από στερεές 
πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  
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Διάγραμμα 3-21 Κατανάλωση ξυλόζης μείγματος υδρολυμάτων που προέρχονται από στερεές 
πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  

 

 

Διάγραμμα 3-22 Προφίλ παραγόμενων λιπαρών παρουσία μείγματος υδρολυμάτων που 
προέρχονται από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  
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Πίνακας 3.8 Συσσώρευση βιομάζας και λιπαρών οξέων παρουσία μείγματος υδρολυμάτων  

που προέρχονται από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης 
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3.1.9 Kαλλιέργεια του Crypthecodinium conhii σε σάκχαρα 

προερχόμενα από την ενζυμική υδρόλυση διαφορετικών βιομαζών σε 

ετερότροφο σύστημα ανακινούμενων φιαλών 

 

 

Έπειτα μελετήθηκε η ικανότητα του μικροφύκους να συσσωρεύει λιπαρά οξέα 

αξιοποιώντας σάκχαρα προερχόμενα μετά από ενζυμική υδρόλυση προκατεργασμένων 

βιομαζών με διαφορετικές ιδιότητες. Χρησιμοποιήθηκαν τρεις διαφορετικές στερεές 

πούλπες που προέκυψαν μετά από προκατεργασία με τη βοήθεια μιας νέας μεθόδου 

οργανολυτικής απολιγνίνωσης (organosolv) βιομάζας που στηρίζεται στην ήπια οξείδωση 

και αποπολυμερισμό της λιγνίνης σε μίγμα νερού – οργανικού διαλύτη (Κatsimpouras, 

2018). Ως πρώτη ύλη χρησιμοποιήθηκε ξύλο οξιάς, ενώ πραγματοποιήθηκαν 

διαφορετικές προκατεργασίες: (Α) τετραϋδροφουράνιο/νερό (50/50), 160οC, 16 bar 

πίεση, 60 λεπτά, (B) αιθανόλη/νερό (50/50, β/β), 160οC, 16 bar πίεση, 120 λεπτά, (Γ) 

ακετόνη/νερό (50/50, β/β), 160οC, 8 bar πίεση, 120 λεπτά. Η ανάλυση σύστασης έδειξε 

πως οι εν λόγω στερεές πούλπες αποτελούνταν σε ποσοστό ξηρού βάρους από: (A) 

68.99% κυτταρίνη, 11.35% λιγνίνη και 15.55% ημικυτταρίνη, (Β) 72.96% κυτταρίνη, 

6.44% λιγνίνη και 16.03% ημικυτταρίνη, (Γ) 66.77% κυτταρίνη, 10.45% λιγνίνη και 18.36% 

ημικυτταρίνη. Ακολούθησε ενζυμική υδρόλυση με αποδόσεις 70-85% β/β μετατροπής της 

βιομάζας σε ζυμώσιμα σάκχαρα και, στη συνέχεια, τα σάκχαρα που προέκυψαν 

χρησιμοποιήθηκαν ως πηγή άνθρακα, με αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 25 g/L και πηγή 

αζώτου ίση με 2 g/L, σε pH 6.5, σε καλλιέργειες ημιτροφοδοτούμενης (fed – batch) 

λειτουργίας. Καθώς η κατανάλωση των σακχάρων ήταν πιο αργή σε σχέση με τις 

καλλιέργειες όπου χρησιμοποιούνταν καθαρά σάκχαρα ως πηγή άνθρακα, πιθανότατα 

λόγω παρουσίας άλλων σακχάρων πέραν της γλυκόζης, η προσθήκη νέου θρεπτικού 

έγινε στις 134 ώρες. Η καλλιέργεια συνεχίστηκε επιτυχώς μέχρι τις 280 ώρες. 
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Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 3-23 και στον Πίνακας 3.8 και 

δείχνουν πως τα κύτταρα του C. cohnii μπορούν να χρησιμοποιήσουν επιτυχώς το 

υδρόλυμα προκατεργασμένης βιομάζας για να συνθέσουν λιπαρά οξέα, και μάλιστα με 

ένα υψηλό ποσοστό λιπαρών οξέων που φτάνει τα 56.2% του ξ.β. του συνολικού 

ελαίου. Η τιμή αυτή είναι από τις υψηλότερες που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία (Li 

et al., 2017). H ανάπτυξη των κυττάρων και το συνολικό ποσοστό των λιπαρών είναι 

αρκετά χαμηλότερα σε σχέση με εκείνα σε καλλιέργειες με καθαρά σάκχαρα, όμως τα 

έλαια που παράγονται στη συγκεκριμένη περίπτωση είναι καλύτερης ποιότητας λόγω 

του υψηλού ποσοστού DHA.  

 

 

 

       Διάγραμμα 3-23 Κατανάλωση γλυκόζης παρουσία υδρολυμάτων που προέρχονται από στερεές πούλπες 
λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης  

Πίνακας 3.8 Ανάπτυξη βιομάζας και συσσώρευση λιπαρών οξέων παρουσία υδρολυμάτων που  
 προέρχονται από στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης. Σε όλα τα πειράματα, ο 

χρόνος της καλλιέργειας ήταν 280 ώρες, ενώ στις 134 ώρες πραγματοποιήθηκε επιπλέον προσθήκη                                                
πηγής άνθρακα (υδρόλυμα από τη βιομάζα).  
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Διάγραμμα 3-24 Προφίλ παραγόμενων λιπαρών παρουσία υδρολυμάτων που προέρχονται από 
στερεές πούλπες λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας διαφορετικής σύστασης 

 

 

Όσον αφορά το προφίλ των βιο-συντιθέμενων λιπαρών οξέων , η μόνη διαφορά 

που παρατηρήθηκε είναι η μειωμένη παρουσία του παλμιτικού οξέος στην καλλιέργεια 

που πραγματοποιήθηκε μέσω του υδρολύματος της βιομάζας Β. Το φαινόμενο αυτό 

παρατηρήθηκε ξανά παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων ξυλόζης, υποδηλώνοντας 

πιθανώς την δημιουργία αρκετών πεντοζών κατά την υδρόλυση της συγκεκριμένης 

βιομάζας, είτε το σχηματισμό άλλων ανασταλτικών ουσιών βιοσύνθεσης παλμιτικού 

οξέος.  

Συγκριτικά με τις τρεις βιομάζες, η Γ είναι εκείνη που ευνοεί την ανάπτυξη βιομάζας 

, αλλά με χαμηλότερες αποδόσεις λιπαρών οξέων, ενώ η Α και η Β παρουσιάζουν 

παρόμοιες τιμές. Τα εν λόγω αποτελέσματα κρίνονται ιδιαίτερα ελκυστικά για την 

περαιτέρω μελέτη των υδρολυμάτων λιγοκυτταρινούχου βιομάζας ως φθηνή πηγή 

άνθρακα για την παραγωγή ωμέγα-3 λιπαρών οξέων. 
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Τα κύτταρα του θαλάσσιου δινομαστιγωτού C. cohnii μπορούν να αναπτύσσονται 

σε θρεπτικό υλικό που περιέχει απλά σάκχαρα (εξόζες και πεντόζες) και να συσσωρεύουν 

υψηλές ποσότητες λιπαρών οξέων μακράς αλυσίδας, όπως το DHA. Από τα 

αποτελέσματα παρατηρήθηκε καθυστέρηση της κυτταρικής ανάπτυξης σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκόζης (ειδικότερα, για τιμές μεγαλύτερες από 50 g/L), όπου το βέλτιστο 

εύρος τιμών να κυμαίνεται μεταξύ 20-35 g/L, όπως έχει παρατηρηθεί και από άλλους 

ερευνητές (Jiang & Chen, 2000; De Swaaf et al., 1999). Επίσης, διαπιστώθηκε ότι η 

περίσσεια παρουσία άνθρακα σε συνδυασμό με τον περιορισμό της ποσότητας αζώτου 

στην καλλιέργεια, αυξάνει την λιπογένεση ( Pleissner 2012; Chen & Johns 1991) χωρίς 

όμως να αλλάζει το προφίλ των παραγόμενων λιπαρών οξέων, και το ποσοστό 

σχηματισμού DHA έναντι των υπόλοιπων λιπαρών. Ειδικότερα, παρατηρείται μειωμένη 

συσσώρευση λιπαρών κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης της καλλιέργειας, ενώ αυξάνει 

κατά τη γραμμική ανάπτυξη, λόγω περιορισμού κάποιου θρεπτικού, που επηρεάζει τον 

μεταβολισμό του μικροφύκους (de Swaaf et al., 2003). Είναι πολύ σημαντικό λοιπόν να 

διατηρείται σε υψηλά επίπεδα η συγκέντρωση του άνθρακα, καθ’ όλη τη διάρκεια της 

λιπογένεσης, τόσο για να ξεκινήσει η μεταβολική παραγωγή των λιπιδίων , αλλά και για 

να μην καταναλωθούν από τον ίδιο τον μικροοργανισμό τα ήδη σχηματισμένα λιπαρά  

(Wynn et al. 2005; Chen & Johns 1991).  

Το φερουλικό οξύ δεν αποτελεί καλή πηγή άνθρακα καθ’ ότι η καλλιέργεια 

αναπτύχθηκε ελάχιστα, όταν χρησιμοποιήθηκε ως θρεπτικό μέσο. Αντίθετα, η γουαϊακόλη 

δεν λειτούργησε παρεμποδιστικά και η καλλιέργεια είχε παρόμοια ανάπτυξη και 

συσσώρευση λιπαρών, όπως στην περίπτωση της γλυκόζης. Συμπεραίνεται λοιπόν, ότι 

οι φαινολικές χαρακτηριστικές ομάδες δε λειτουργούν απαραιτήτως παρεμποδιστικά για 

την ανάπτυξη του C.conhii.  

H απόδοση της υδρόλυσης δεν επηρεάζεται από τον όγκο της φιάλης στην οποία 

πραγματοποιείται, όσο παραμένουν αμετάβλητες οι υπόλοιπες μεταβλητές. Αυτό είναι 

σημαντικό για την βιομηχανική αξιοποίηση του μικροφύκους, διότι μπορούν να γίνονται 

εισαγωγικά πειράματα βελτιστοποίησης της διαδικασίας σε μικρότερη κλίμακα, και 

αναγωγή των αποτελεσμάτων σε μεγάλυτερη κλίμακα, μειώνοντας το κόστος. Ακόμα, η 

παρουσία θαλασσινού αλατιού συγκέντρωσης 25 g/L, στο ενζυμικό διάλυμα, δεν 

προκαλεί αρνητικές ή θετικές επιπτώσεις στην απόδοση της υδρόλυσης. 
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Η παρουσία της ξυλόζης δεν επηρεάζει το ρυθμό με τον οποίο καταναλώνεται η 

γλυκόζη, ενώ η κατανάλωση πεντοζών και εξοζών μπορεί να γίνει ταυτόχρονα από το 

μεταβολισμό του μικροφύκους. Επίσης, δεν παρατηρούνται σημαντικές διαφορές ως 

προς την ανάπτυξη της βιομάζας και τη συσσώρευση λιπαρών οξέων στα κύτταρα, η 

οποία φτάνει ως και 46.7% του ξ.β. βιομάζας (Πίνακας 3.2). Τα ποσοστά συσσώρευσης 

του DHA επίσης παραμένουν όμοια για τις διαφορετικές συγκεντρώσεις ξυλόζης και 

φτάνουν το 34.5% του συνολικού ξ.β. των λιπαρών οξέων. Τέλος, φαίνεται ότι η παρουσία 

ξυλόζης αναστέλλει το μεταβολικό μονοπάτι σύνθεσης του παλμιτικού οξέος C16:0. 

Το οξικό νάτριο δεν αποτελεί καλή επιλογή ρυθμιστικού διαλύματος, καθ’ ότι 

καταβολίζεται από το μικροφύκος, με αποτέλεσμα τη μη διατήρηση σταθερών τιμών pH 

στο μέσο της καλλιέργειας. Αυτό είναι σύμφωνο με τα αποτελέσματα των Vazhappilly και 

Chen (1998), τα οποία έδειξαν καλύτερη ανάπτυξη του C. conhii σε ετερότροφο σύστημα 

ανάπτυξης ανακινούμενων φιαλών, με τη χρήση γλυκόζης ως καθαρή πηγή άνθρακα, 

συγκριτικά με το οξικό.  Ωστόσο, είναι καλή επιλογή πηγής άνθρακα, αν μπορεί να 

ρυθμίζεται το pH στο μέσο της καλλιέργειας (όπως για παράδειγμα με προσθήκη HCL(aq)), 

όπως μπορεί να συμβεί εύκολα σε βιοαντιδραστήρες. Σε εργαστηριακού τύπου 

καλλιέργειες με δυνατότητα ρύθμισης του pH, όταν το υπόστρωμα γλυκόζης 

αντικαταστάθηκε με 50% οξικό, αυξήθηκε η συγκέντρωση παραγόμενης βιομάζας  (de 

Swaaf et al. 2003c).   

Ακόμα, οι όξινες συνθήκες δεν δημιούργησαν ουσιαστική καθυστέρηση στην 

ανάπτυξη της καλλιέργειας, κάτι που είναι σύμφωνο με τα ευρήματα των Yue Jiang και 

Feng Chen (2000),  κατά τα οποία παρουσιάστηκε ότι το μικροφύκος μπορεί να 

αναπτυχθεί ικανοποιητικά σε ένα εύρος τιμών pH (5.5-9), με υψηλότερο ειδικό ρυθμό 

ανάπτυξης (0.089 h-1) στο 7.2. Οι φιάλες με το αρχικό pH:5.5 έδειξαν καλύτερη ανάπτυξη 

μετά το πέρασμα των 72 ωρών, όπως προκύπτει από το Διάγραμμα 3.13 συγκριτικά με 

τις φιάλες που ξεκίνησαν σε pH: 6.5. Αυτό συνέβη διότι όπως φαίνεται, η ανάπτυξη του 

C.conhii δημιουργεί αλκαλικές ουσίες που μειώνουν τη συγκέντρωση των κατιόντων 

υδρογόνου.  

Η καλλιέργεια του μικροφύκους σε σύστημα ημιτροφοδοτούμενης λειτουργίας 

μπορεί να επεκτείνει το χρόνο της καλλιέργειας, με προσθήκη των θρεπτικών που 

απαιτούνται. Αυτό μπορεί να δώσει τη δυνατότητα στα κύτταρα να συσσωρεύσουν 
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παραπάνω λιπαρά, αφού πρώτα αναπτυχθούν και εν συνεχεία ξεκινήσουν τη 

λιπογένεση, περνώντας από την κολυμβητική  στη μορφή «κύστης». Η συσσώρευση των 

λιπαρών αυξάνεται με την περίσσεια παρουσία άνθρακα και με τον περιορισμό του 

αζώτου, το οποίο όμως είναι απαραίτητο θρεπτικό συστατικό, ειδικότερα στην αρχική 

φάση ανάπτυξης της καλλιέργειας. Συνεπώς, το στάδιο μετά το «τάισμα» της καλλιέργειας 

μπορεί να δημιουργήσει τις βέλτιστες συνθήκες λιπογένεσης, για τον C. conhii, το οποίο 

διαφέρει από το βέλτιστο αρχικό στάδιο ανάπτυξης της καλλιέργειας, όπου απαιτούνται 

σε περίσσεια τα περισσότερα θρεπτικά συστατικά. Όπως παρουσιάζονται στον Πίνακας 

3.7, δείχνουν πως η καλλιέργεια του μικροφύκους μπορεί να συνεχιστεί επιτυχώς μετά 

την προσθήκη πηγής άνθρακα και αζώτου, οδηγώντας σε αποδόσεις βιομάζας ως και 

20.8 g/L. Η προσθήκη επιπλέον πηγής αζώτου οδήγησε μεν σε αύξηση της βιομάζας, 

αλλά μείωση στην συσσώρευση λιπαρών οξέων και DHA, το οποίο έχει επίσης αναφερθεί 

στη βιβλιογραφία (Safdar et al., 2017). 

Tα κύτταρα του C. cohnii μπορούν να χρησιμοποιήσουν επιτυχώς το υδρόλυμα 

προκατεργασμένης βιομάζας για να συνθέσουν λιπαρά οξέα, και μάλιστα με ένα υψηλό 

ποσοστό λιπαρών οξέων που φτάνει τα 56.2% του ξ.β. του συνολικού ελαίου (Πίνακας 

3.8). Η τιμή αυτή είναι από τις υψηλότερες που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία (Li et 

al., 2017). H ανάπτυξη των κυττάρων και το συνολικό ποσοστό των λιπαρών είναι αρκετά 

χαμηλότερα σε σχέση με εκείνα σε καλλιέργειες με καθαρά σάκχαρα, όμως τα έλαια που 

παράγονται στη συγκεκριμένη περίπτωση είναι καλύτερης ποιότητας λόγω του υψηλού 

ποσοστού DHA. 

Τα εν λόγω αποτελέσματα κρίνονται ιδιαίτερα ελκυστικά για την περαιτέρω μελέτη 

των υδρολυμάτων λιγοκυτταρινούχου βιομάζας ως φθηνή πηγή άνθρακα για την 

παραγωγή ωμέγα-3 λιπαρών οξέων. Τα σάκχαρα από τη λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως φθηνή πηγή άνθρακα για την παραγωγή λιπαρών 

οξέων μετά από φυσικοχημικές διεργασίες που περιλαμβάνουν προκατεργασία της 

βιομάζας με τεχνολογία ήπιας οργανολυτικής κλασμάτωσης και εν συνεχεία ενζυμική 

υδρόλυση της στερεής πούλπας προς την παραγωγή ζυμώσιμων σακχάρων. Με αυτό 

τον τρόπο, οι υπολειμματικές μορφές βιομάζας, όπως τα αγροτικά παραπροϊόντα 

μπορούν να αξιοποιηθούν για την παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας. 
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Μελλοντικοί στόχοι είναι να αποσαφηνιστεί αν η παρουσία ενώσεων που 

υπάρχουν στη βιομάζα δύναται να επηρεάζουν παρεμποδιστικά την ανάπτυξη κυττάρων 

και τη συσσώρευση λιπαρών οξέων. Επίσης, εκτός από το ξύλο οξιάς, στόχος είναι να 

μελετηθούν και άλλα είδη βιομάζας, όπως υπολείμματα αραβόσιτου, ξύλο πεύκου, 

κριθάρι, ώστε να βρεθεί εκείνο που μεγιστοποιεί την παραγωγή λιπαρών οξέων αλλά και 

την καλύτερη ποιότητα ελαίου (με υψηλά ποσοστά DHA). 

Επιπρόσθετα, θα ήταν χρήσιμο να πραγματοποιηθεί μία μελέτη για το ρυθμό 

κατανάλωσης αζώτου από το μικροφύκος, για όλα τα διάρκεια ανάπτυξης και 

λιπογένεσης των κυττάρων, μέσω αναλύσεων kjeldahl ή άλλων ποσοτικών τεχνικών 

ανάλυσης αζώτου. Με τον τρόπο αυτό θα μπορούν να προσδιοριστούν με ακρίβεια ο 

ρυθμός κατανάλωσης αζώτου αλλά και η ποσότητα που υπολείπεται ανά πάσα στιγμή 

στο θρεπτικό μέσο, για όλα τα στάδια της καλλιέργειας. Συνεπώς, θα μπορέσουν να 

προσδιοριστούν οι βέλτιστες συγκεντρώσεις αζώτου που απαιτούνται συνεχώς, για 

μέγιστη συσσώρευση λιπαρών οξέων ή DHA. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα, όσον αφορά: α) τη δυνατότητα του μικροφύκους να 

αναπτύσσεται παρουσία της υδρολυομένης βιομάζας, β) την μηδαμινή επίδραση που είχε 

η  αλατότητας της καλλιέργειας στην δράση του ενζύμου κυτταρινασών και η 

αποστείρωση στη συγκέντρωση μονομερών σακχάρων γλυκόζης και  γ) η δυνατότητα 

της καλλιέργειας να αναπτύσσεται σε συνθήκες με pH < 5.5, ανοίγουν τον ορίζοντα για 

μια νέα μελέτη που αφορά διαδικασίες ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης 

(Simultaneous saccharification and fermentation, SSF), έναντι των διαδικασιών διακριτής 

υδρόλυσης και ζύμωσης (Separated Hydrolysis and Fermentation, SHF), που 

χρησιμοποιούνται έως σήμερα. Τα δύο πιο σημαντικά πλεονεκτήματα αυτής της 

διαδικασίας είναι: α) η μείωση του κόστους εξοπλισμού και συντήρησης καθ’ ότι μπορεί 

να εξαλειφθεί ο δεύτερος αντιδραστήρας (σε SHF διαδικασίες απαιτείται ένας 

αντιδραστήρας για την ανάπτυξη της καλλιέργειας και ένας επιπλέον για την 

πραγματοποίηση της υδρόλυσης της λιγνοκυτταρινούχου βιομάζας) από τη διαδικασία 

παραγωγής PUFAs, και β) η κατανάλωση των παραγόμενων σακχάρων από την 

υδρόλυση καταναλώνονται από τον μικροοργανισμό  αίροντας την αναστολή της δράσης 

των ενζύμων - κυτταρινασών, που παρατηρείται σε υψηλές συγκεντρώσεις σακχάρων.  
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Στόχο αποτελεί επίσης, η μελέτη της καλλιέργειας σε βιοαντιδραστήρα, ο όποιος 

θα τροφοδοτείται με σάκχαρα παραγόμενα από την υδρόλυση  λιγνοκυτταρινούχου 

βιομάζας, όπου μπορούν να επιτευχθούν και να διατηρηθούν οι επιθυμητές συνθήκες 

ανάπτυξης της καλλιέργειας. Μέσω της έρευνας μπορεί να παραμετροποιηθεί η 

διαδικασία, προς μέγιστη απόδοση παραγωγικότητας DHA ή λιπαρών. 

Η χρήση λιγνινοκυτταρινούχας βιομάζας για την παραγωγή συστατικών υψηλής 

προστιθέμενης αξίας, όπως τα ω-3 λιπαρά οξέα, προσφέρει μια οικονομικά 

ανταγωνιστική και συμφέρουσα εναλλακτική σε σχέση με τις ήδη υπάρχουσες 

τεχνολογίες και προάγει τη βιωσιμότητα και την αειφόρο ανάπτυξη. 

Επιλογικά, λαμβάνοντας υπόψη τα πολλαπλά οφέλη αξιοποίησης της βιομάζας, 

αλλά και τις ιδιότητες του ελληνικού αγροτικού τομέα, οι καλλιέργειες αυτές 

αντιπροσωπεύουν μια ελκυστική βιώσιμη λύση, τόσο για την παραγωγή  PUFA, όσο και 

για την αύξηση της ανταγωνιστικότητας του αγροτικού χώρου, την αύξηση του 

ακαθάριστου εγχώριου προϊόντος (ΑΕΠ) σε εθνικό επίπεδο, την ενίσχυση της 

απασχόλησης και την προστασία του περιβάλλοντος. Η αειφόρος εκμετάλλευση 

προϊόντων μικρής αξίας, είτε αποβλήτων (όπως είναι τα μη επεξεργασμένα 

λιγνινοκυτταρινούχα υλικά, που αποτελεί κύριο παραπροϊόν του αγροτικού τομέα), και η 

μετατροπή τους σε προϊόντα με αξία, αποτελεί επιτακτική ανάγκη για την ορθή και 

βιώσιμη τεχνολογική ανάπτυξη. Η ανακύκλωση, οι ανανεώσιμες πηγές ενέργειας, η 

αειφόρος εκμετάλλευση των αποβλήτων και ο σεβασμός στο περιβάλλον αποτελούν 

βασικούς πυλώνες για την ατέρμονα εξέλιξη, η οποία θα μπορεί να χρησιμοποιεί υλικά 

και ενέργεια μέσα από μια αστείρευτη πηγή, κλειστού κυκλώματος.  
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5.1.1 Δεδομένα λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών που χρησιμοποιήθηκαν 

για την καλλιέργεια του μικροφύκους Crypthecodinium conhii 

 

 

Εικόνα 5.1 Δεδομένα λιγνοκυτταρινούχων βιομαζών που 
χρησιμοποιήθηκαν για την καλλιέργεια του μικροφύκους 
Crypthecodinium conhii 

 



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 – ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ  

100 
 

 

Εικόνα 5.2 Δεδομένα λιγνοκυτταρινούχων 
 βιομαζών που χρησιμοποιήθηκαν για την 

 καλλιέργεια του μικροφύκους Crypthecodinium 
conhii 
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5.1.2 Δεδομένα ενζύμου κυτταρινασών, που χρησιμοποιήθηκε κατά το 

στάδιο της υδρόλυσης 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.3 
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5.1.3 Καμπύλες αναφοράς 
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5.1.4 Στοιχεία για τον μικροοργανισμό Crypthecodinium conhii 

(ATCC® 30722™) 
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5.1.5 Στοιχεία για τον θρεπτικό μέσο ανάπτυξης του Crypthecodinium 

conhii ATCC® Medium 460: A2E6 medium 

 

ATCC® Medium 460: A2E6 medium 

Storage & Culture Initiation  

 

Frozen ampules packed in dry ice should either be thawed immediately or stored in liquid 

nitrogen. If liquid nitrogen storage facilities are not available, frozen ampules may be 

stored at or below -70°C for approximately one week. Do not under any circumstance 

store frozen ampules at refrigerator freezer temperatures (generally -20°C). Storage of 

frozen material at this temperature will result in the death of the culture. To thaw a frozen 

ampule, place it in a 35°C water bath, until thawed (2-3 min). Immerse the ampule just 

sufficient to cover the frozen material. Do not agitate the ampule. Immediately after 

thawing, aseptically transfer the entire contents to a screw capped borosilicate test tube 

containing 5 mL of ATCC Medium 460. Do not distribute the thawed material to a larger 

volume of medium. It is essential to first establish the culture in a small volume. Incubate 

the tube at 20°C to 25°C with the cap loosened one half turn. Subculture every 10-14d. 

 

 

Culture Maintenance  

 

1.  Inoculate a tube of fresh medium with 0.1 mL from a growing culture at or near 

peak density.  

2.  Incubate the tube at 20°C to 25°C with the cap loosened one half turn. 

Subculture every 10¬14d. 1.  Harvest cells from cultures which are at or near peak 

density.  Aseptically transfer cells to 15 mL plastic centrifuge tubes & centrifuge at ~150 

x g for 5 min. 2.  Adjust the concentration of cells to 2 x 106 /mL with fresh medium, then 

dilute to half this concentration by adding an equal amount of a 15% (v/v) sterile glycerol 

solution in fresh medium.  

3.  Dispense in 0.5 mL aliquots into 1.0 ¬ 2.0 mL sterile plastic screw-capped 

cryules (special plastic vials for cryopreservation).  The time from mixing of the cell 
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suspension & the glycerol solution, before the cooling cycle begins, should be no greater 

than 15 min.  

4.  Place vials in a controlled rate freezing unit. From room temperature cool at -

1°C/min to ¬40°C. If freezing unit can compensate for the heat of fusion, maintain rate at 

-1 C/min through heat of fusion. At -40°C plunge ampules into liquid nitrogen. 

Alternatively, place the vials in a Nalgene 1°C freezing apparatus.  Place the apparatus 

at -80°C for 1.5 to 2 hours & then plunge ampules into liquid nitrogen.  (The cooling rate 

in this apparatus is approximately ¬1°C/min.)     

5.  The frozen preparations should be stored in either the vapor or liquid phase of 

a nitrogen refrigerator. Frozen preparations stored below -130°C are stabile indefinitely. 

Those stored at temperatures above -130°C are progressively less stabile as the storage 

temperature is elevated. Vials can be stored between ¬80 & ¬70°C for no longer than one 

week.  

6.  To establish a culture from the frozen state place an ampule in a water bath set 

at 35°C. Immerse the vial to a level just above the surface of the frozen material. Do not 

agitate the vial.  

7.  Immediately after thawing, do not leave in the water bath, aseptically remove 

the contents of the ampule & transfer to a fresh tube containing 5 mL of ATCC Medium 

460. Incubate the tube verticallyat 20/25°C with the cap loosened one half turn.  

Subculture every 10-14d. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 – ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ  

107 
 

 

 

 

 

 

 



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 – ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ  

108 
 

5.1.6 Συμμετοχές σε συνέδρια/ δημοσιεύσεις 

 

 

Μέρος της παρούσας διπλωματικής εργασίας δημοσιεύθηκε και παρουσιάστηκε στα: 

 

 

• 12ο Πανελλήνιο Επιστημονικό Συνέδριο Χημικής Μηχανικής,  

Αθήνα, Μαΐος 2019  

(https://12pesxm.chemeng.ntua.gr/view_author/684) 

 

• 7ο Διεθνές Συνέδριο για την Αειφόρο Διαχείριση Αποβλήτων,  

Ηράκλειο, Ιούνιος 2019  

(http://greenagenda.gr/wp-content/uploads/2019/06/HERAKLION-2019-

agenda.pdf)  Bioprocesses, Biorefineries in waste management II, SESSION XIX 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://12pesxm.chemeng.ntua.gr/view_author/684
http://greenagenda.gr/wp-content/uploads/2019/06/HERAKLION-2019-agenda.pdf
http://greenagenda.gr/wp-content/uploads/2019/06/HERAKLION-2019-agenda.pdf
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