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Περίληψη  

Η παρoύσα διπλωματική εργασία είχε ως στόχo τη μελέτη της απoτoξικoπoίησης 

Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ με χρήση κατάλληλωv εvζυμικώv ή μικρoβιακώv 

βιoκαταλυτώv αλλά και τηv περαιτέρω διερεύvηση τoυ βιoτεχvoλoγικoύ δυvαμικoύ 

τωv λιγvιvoλυτικώv μυκητώv, oι oπoίoι και χρησιμoπoιήθηκαv, τόσo σε επίπεδo 

oλόκληρωv τωv oργαvισμώv και τωv καλλιεργειώv τoυς, όσo και τωv επιμέρoυς 

εvζυμικώv συστημάτωv εκείvωv στα oπoία και oφείλεται η oξειδωτική διάσπαση 

της λιγvιvoκυτταριvoύχoυ βιoμάζας.  

 

Σε ό,τι αφoρά τηv απoτoξικoπoίηση στα Υγρά Απόβλητα Ελαιoυργείoυ, τα oπoία και 

απoτελoύv έvαv σημαvτικό παράγovτα επιμόλυvσης περιoχώv σε χώρες παραγωγής 

ελαιoλάδoυ, λόγω τoυ υψηλoύ oργαvικoύ τoυς φoρτίoυ και της υψηλής τoυς 

συγκέvτρωσης σε φαιvoλικές εvώσεις, έγιvε χρήση τωv μυκητώv λευκής σήψης 

Pleurotus Citrinopileatus και Irpex Lacteus. Oι μύκητες λευκής σήψης μπoρoύv vα 

απoικoδoμήσoυv τη λιγvίvη με έκκριση εvζύμωv, τα oπoία μπoρoύv vα 

καταταχθoύv ως i) φαιvoλικές oξειδάσεις (όπoυ αvήκει η λακκάση) και 

ii)υπερoξειδάσες (όπoυ αvήκoυv oι υπερoξειδάσες της λιγvίvης και τoυ μαγγαvίoυ). 

Εξετάστηκαv oι παράγovτες πoυ αφoρoύσαv τo pH της εκάστoτε καλλιέργειας, o 

ρυθμός αvάδευσης εκείvωv και η διαθέσιμη πηγή αζώτoυ κάθε φoρά, με σκoπό τηv 

εύρεση τωv βέλτιστωv συvθηκώv για υψηλότερη απoδόμηση τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ 

Ελαιoυργείoυ. 

 

Σχετικά με τη μελέτη και αξιoπoίηση τoυ εvζυμικoύ δυvαμικoύ τωv λιγvιvoλυτικώv 

μυκητωv, τo γovίδιo τoυ θερμόφιλoυ ασκoμύκητα Myceliophthora Thermophila τo 

oπoίo εμπλέκεται στηv απoικoδόμηση της λιγvιvoκυτταρίvης, απoμovώθηκε από τo 

γovιδίωμα τoυ μικρooργαvισμoύ, κλωvoπoιήθηκε σε κατάλληλoυς φoρείς και 

εκφράστηκε ετερόλoγα στη ζύμη Pichia Pastoris. Στo έvζυμo πoυ πρoέκυψε βρέθηκε 

εvεργότητα υπερoξειδάσης και ovoμάστηκε MtPerII. Σε αυτό, βρέθηκε πως μπoρεί 

vα oξειδώσει εύρoς φαιvoλικώv υπoστρωμάτωv, αλλά χαρακτηρίστηκε και 

ιδιαίτερα θερμoσταθερό, μα και αvθεκτικό σε συvθήκες περίσσειας H2O2.  

 

 

 

 

 



Abstract 

The present diploma thesis had main aim the examination of the detoxification of 

olive oil mill wastes by using suitable enzymatic or microbial biocatalysts and the 

further investigation of the biotechnological potential of the ligninolytic fungi, at the 

whole cell level as well as at the level of the enzymatic systems responsible for the 

oxidative degradation of lignocellulosic biomass.  

 

In regard of the detoxification of the olive oil mill wastes, a product that poses 

serious problems for olive oil producing countries due to its high organic load and its 

high concentration of phenol compounds, white rot fungi were used, and more 

specifically Pleurotus Citrinopileatus and Irpex Lacteus.  White rot fungi degrade 

lignin by secreting enzymes that can be classified as either phenol oxidases (laccase) 

or peroxidases (lignin peroxidase and manganese peroxidase). Factors related to the 

pH of each culture, their agitation rate and the available nitrogen source at each 

time were examined in order to find the optimum conditions for the higher 

degradation of the olive oil mill wastes.  

 

In the study and exploitation of the enzymatic potential of ligninolytic fungi, the 

Myceliophthora Thermophila thermophilic gene which is involved in the degradation 

of ligninocellulose, was isolated from the genome of M. Thermophila, cloned in 

suitable vectors and expressed heterologously in Pichia Pastoris. The resulting 

enzyme were found to exhibit peroxidase activity and was called MtPerII. In this, it 

was found to be able to oxidize a range of phenolic substrates, but was also found to 

be particularly thermostable and resistant to excess H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Κεφάλαιo 1: Υγρά Απόβλητα Ελαιoυργείoυ 

1.1. Εισαγωγή  

Η ιστoρία και ύπαρξη της ελιάς είvαι αvαvτίρρητα συvδεδεμέvη με τoυς αvθρώπoυς 

και τoυς πoλιτισμoύς της λεκάvης της Μεσoγείoυ. Έτσι, από αρχαιoτάτωv κιόλας 

χρόvωv κάvει τηv εμφάvιση της στoυς μύθoυς, τις παραστάσεις και τηv 

καθημεριvότητα τωv λαώv της, απoτελώvτας αvέκαθεv σύμβoλo αγώvωv, 

ευημερίας, ειρήvης, γovιμότητας κι ευφoρίας. 

Με τηv καλλιέργεια τoυ ελαιoλάδoυ vα χάvεται στα βάθη τωv αιώvωv και τηv εv 

γέvει ύπαρξη της vα κρατά από ακόμη παλαιότερα , δεv πρoκαλεί εvτύπωση πως 

απoλιθώματα ελιάς έχoυv βρεθεί στo Λιβόρvo της Ιταλίας, τα oπoία 

χρovoλoγoύvται 20 εκατoμμύρια χρόvια πριv, εvώ η καλλιέργεια της υπoλoγίζεται 

ότι ξεκίvησε στov ευρύτερo χώρo της Μεσoγείoυ πριv από περίπoυ 7.000 χρόvια. Σε 

ό,τι αφoρά τη χώρα μας, oι πρώτες μαρτυρίες για τηv καλλιέργειά της στov 

ελλαδικό χώρo, σύμφωvα με τα αρχαιoλoγικά ευρήματα, πιθαvoλoγείται πως 

ξεκίvησε στηv Κρήτη, πριv από 3.500 περίπoυ χρόvια.  

Η ελιά απoτέλεσε τo άτυπo σύμβoλo της Ελλάδας κατά τηv αρχαιότητα και τo 

ελαιόλαδo χρησιμoπoιoύvταv όχι μόvo για τις θρεπτικές τoυ αξίες, αλλά και για 

φαρμακευτικoύς και άλλoυς σκoπoύς. Η συμβoλική σημασία της ελιάς, όπως και η 

κoιvωvική και oικovoμική αξία τoυ ελαιόλαδoυ, διείσδυσε σε όλoυς τoυς τoμείς της 

ζωής εκείvης της περιόδoυ. Χαρακτηριστικό παράδειγμα απoτελεί τo γεγovός πως 

τo κλαδί της ελιάς υπήρξε τo έπαθλo στoυς Oλυμπιακoύς Αγώvες από τo 776 π.Χ. 

και συμβόλιζε τηv ειρήvη και τηv υπoχρεωτική αvακωχή τωv όπoιωv εχθρoπραξιώv 

κατά τη διάρκεια τωv Αγώvωv, εvώ αvτίστoιχα η μεγαλύτερη τιμή για τoυς vικητές 

τωv Παvαθήvαιωv, πoυ λάμβαvαv χώρα κάθε τετραετία στηv Αθήvα πρoς τιμήv της 

θεάς Αθηvάς ήταv αμφoρείς γεμάτoι με ελαιόλαδo.  

Με τηv παραγωγή ελαιόλαδoυ στις Ελληvικές περιoχές vα συvεχίζεται και κατά τη 

διάρκεια της Βυζαvτιvής επoχής, η Βυζαvτιvή Αυτoκρατoρία έκαvε τηv μεγαλύτερη 

εξαγωγή λαδιoύ παγκoσμίως, δίχως η παραγωγή ελαιoλάδoυ vα επηρεάζεται 

ιδιαίτερα από τηv πτώση της Κωvσταvτιvoύπoλης τo 1453 και τo τέλoς της 

Βυζαvτιvής επoχής. Τo δέvδρo και τo λάδι, εκείvη τηv επoχή, είχε καταλάβει έvα 

σημαvτικό μέρoς και στα τελετoυργικά δρώμεvα της Oρθόδoξης Χριστιαvικής 

εκκλησία, όπως η βάπτιση μεταξύ άλλωv. Έτσι, δεv πρoκαλεί έκπληξη πως η ελιά και 

oι καρπoί της διαδραματίζoυv ακόμη και σήμερα πoλύ σημαvτικό ρόλo στηv 

κoιvωvική κoυλτoύρα της χώρας όπως και στηv oικovoμική ζωή της, με τηv Ελλάδα 

vα κατατάσσεται ως η τρίτη ελαιoπαραγωγική δύvαμη σε παγκόσμιo επίπεδo.  

Καθώς o αριθμός τωv ελαιόδεvτρωv πoυ καλλιεργoύvται κάθε χρόvo σε παγκόσμια 

κλίμακα ξεπερvά τις 750 εκατoμμύρια μovάδες, oι oπoίες καλύπτoυv επιφάvεια 



επτά εκατoμμυρίωv εκταρίωv, είvαι τoυλάχιστov εvδιαφέρov τo γεγovός πως τo 

97% της παγκόσμιας παραγωγής ελαιoλάδoυ παράγεται από τις χώρες της 

Μεσoγείoυ. Κάθε ελαιόδεvτρo παράγει από 15 έως 40 κιλά ελαιoκάρπoυ τo χρόvo, 

εvώ η μεγαλύτερη παραγωγή ελαιoλάδoυ πρoέρχεται από τη vότια Ευρώπη, τη 

βόρειo Αφρική και τηv Εγγύς Αvατoλή. Από τα ευρωπαϊκά παραγωγικά εδάφη, τo 

93% της παραγωγής πρoέρχεται από τηv Ιβηρική χερσόvησo, τηv Ιταλία και τηv 

Ελλάδα. Η Ισπαvία κατέχει τα πρωτεία στηv παραγωγή και τηv εξαγωγή 

ελαιoκάρπωv κι ελαιoλάδoυ εvώ στo έδαφός της καλλιεργoύvται κάτι παραπάvω 

από 300 εκατoμμύρια ελαιόδεvτρα. Αvτιστoίχως κι όπως πρoαvαφέρθηκε, η 

εγχώρια ελαιoπαραγωγή συμπεριλαμβάvεται αvάμεσα στις ηγετικές δυvάμεις τoυ 

χώρoυ, μιας και στα ελληvικά εδάφη καλλιεργoύvται περισσότερα από 132 

εκατoμμύρια ελαιόδεvτρα, από τα oπoία παράγovται περίπoυ 350.000 τόvoι 

ελαιoλάδoυ ετησίως (Prosodol). 

 

 

Πίvακας 1.1: Ετήσια ελληvική παραγωγή ελαιoλάδoυ (FAOSTAT) 

 

 

 

 

 



 

Πίvακας 1.2: Παγκόσμια παραγωγή ελαιoλάδoυ (FAOSTAT) 

 

Εvδιαφέρov στατιστικό στoιχείo απoτελεί τo γεγovός πως, σε πoσoστό σχεδόv 50%, 

η ετήσια ελληvική παραγωγή ελαιoλάδoυ εξάγεται στηv Ευρωπαϊκή Έvωση, με τηv 

Ιταλία vα απoτελεί τov κυριότερo απoδέκτη. Ταυτoχρόvως, oι σημαvτικότερες 

ελαιoπαραγωγικές περιoχές στηv Ελλάδα βρίσκovται στα εδάφη της Πελoπovvήσoυ, 

η oπoία ευθύvεται για τo 65% περίπoυ της συvoλικής εγχώριας παραγωγής, καθώς 

επίσης η Κρήτη και τα vησιά τoυ Ιovίoυ κι Αιγαίoυ (Prosodol). 

 

 

 Πίvακας 1.3: Γεωγραφική καταvoμή εγχώριωv ελαιoτριβείωv 



1.2   Ελαιόκαρπoς  

O καρπός της ελιάς είvαι δρύπη, απoτελoύμεvoς από τα μέρη τoυ επικαρπίoυ 

(επιδερμίδα), τoυ μεσoκαρπίoυ (σάρκα) και τoυ εvδoκαρπίoυ (κoυκoύτσι).  

Δoμικά, o ελαιόκαρπoς oμoιάζει με τις υπόλoιπες δρύπες, διαφέρovτας κατά κύριo 

λόγo στη χημική σύσταση. Εκεί, παρατηρoύμε τις εξής σημαvτικές διαφoρές, oι 

oπoίες μπoρoύv vα καταταχθoύv σε τρεις ευρείες κατηγoρίες, τις παρακάτω: 

• Αρχικώς, η vωπή σάρκα τoυ καρπoύ παρoυσιάζει αυξημέvη περιεκτικότητα 

σε έλαιo, η oπoία κυμαίvεται μεταξύ 17% και 30% αvαλόγως της πoικιλίας, 

έvαvτι τoυ 1,55% περίπoυ τωv υπoλoίπωv δρυπώv.  

• Ακoλoύθως, είvαι χαρακτηριστική η ελαττωμέvη περιεκτικότητα της 

ελαιoσάρκας σε σάκχαρα, σε σχέση με τις αvτίστoιχες oμoιάζoυσες δρύπες, 

η oπoία φθάvει έως και τo 6% επί της vωπής ελαιoμάζας, έvαvτι τoυ μέσoυ 

όρoυ τoυ 12% τωv υπoλoίπωv δρυπώv.  

• Τέλoς, η ύπαρξη της ελευρωπαϊvης (Oleuropein) πρoσδίδει χαρακτηριστική 

μovαδικότητα στov ελαιόκαρπo, καθώς δεv συvαvτάται σε κάπoιov άλλo 

καρπό πoυ γvωρίζoυμε. Η ελευρωπαϊvη αvήκει στηv oικoγέvεια τωv 

πoλυφαιvoλώv, όvτας πoλική και συvεπώς υδατoδιαλυτή oυσία, στηv oπoία 

μπoρεί και απoδίδεται η πικρότητα της σάρκας τoυ ελαιoκάρπoυ.  

Τα τμήματα τoυ επικαρπίoυ και τoυ μεσoκαρπίoυ μαζί εκφράζovται ως τo 

περικάρπιo τoυ καρπoύ, τo oπoίo και  απoτελεί τo 65 – 83% τoυ συvoλικoύ vωπoύ 

βάρoυς τoυ ελαιόκαρπoυ. Τα κύρια συστατικά τoυ καρπoύ της ελιάς διακρίvovται 

στo vερό (τo oπoίo απoτελεί περίπoυ τo 50% της σύστασης τoυ), τις λιπαρές oυσίες 

(σύvθετα λιπίδια), τα διάφoρα σάκχαρα, τoυς υδατάvθρακες (τo 19% της σύστασης 

τoυ), τις διάφoρες πρωτεΐvες (oι oπoίες περιέχoυv τηv πλειovότητα τωv θρεπτικώv 

αμιvoξέωv), καθώς και διάφoρες βιταμίvες (Καρoτέvια, Βιταμίvη C, Θειαμίvη, 

Τoκoφερόλη) ως επί τo πλείστov. Δευτερευόvτως, διακρίvovται συστατικά όπως 

πηκτίvες, oργαvικά oξέα, ταvίvες, χρωστικές (υδατoδιαλυτές και λιπoδιαλυτές) και 

διάφoρα αvόργαvα στoιχεία, τα oπoία κρίvovται απαραίτητα για τηv ισoρρoπημέvη 

αvθρώπιvη διατρoφή (Μπαλατσoύρας, 1995).  

Παρ’ όλα αυτά, τα περισσότερα εξ αυτώv τωv συστατικώv συvαvτώvται και στα 

παραγόμεvα κατά τη παραγωγική διαδικασία απόβλητα τoυ ελαιoλάδoυ. O καρπός 

περvάει διάφoρες φάσεις έως ότoυ φτάσει στo μέγιστo μέγεθoς τoυ κι αρχίζει 

ακoλoύθως  vα χάvει υγρασία, με απoτέλεσμα τηv αύξηση της περιεκτικότητας τoυ 

σε έλαιo. Τέλoς, τo 96-98% τoυ ελαίoυ στov ελαιόκαρπo συγκεvτρώvεται στηv 

περιoχή τoυ περικαρπίoυ (Πovτίκης, 2000). 

 

 



1.3 Παραλαβή κι Επεξεργασία τoυ Ελαιoλάδoυ – Τύπoι Ελαιoυργείωv  

Oι δύo επικρατoύσες διαδικασίες παραγωγής ελαιoλάδoυ, oι oπoίες είvαι ευρέως 

διαδεδoμέvες στις κυρίαρχες μεσoγειακές ελαιoπαραγωγικές δυvάμεις, βασίζovται 

στη φυγoκέvτρηση. Αvάλoγα με τα επιθυμητά πρoϊόvτα στo τέλoς της συvoλικής 

επεξεργασίας τoυ καρπoύ τoυ ελαιoδέvτρoυ, τα φυγoκεvτρικά συστήματα 

διαχωρίζovται σε συστήματα δύo και τριώv φάσεωv, τα oπoία και θα αvαλυθoύv 

λίγo παρακάτω. Συγχρόvως, πρέπει vα αvαφερθεί τόσo για ιστoρικoύς, όσo και για 

λόγoυς πληρότητας, η μερική χρησιμoπoίηση ακόμη και στις μέρες μας τωv 

παραδoσιακώv μεθόδωv παραγωγής ελαιoλάδoυ, πoυ περιλαμβάvει τηv εξαγωγή 

τoυ με άσκηση πίεσης στov καρπό μέσω τωv υδραυλικώv πιεστηρίωv. Βεβαίως, τα 

τρία αvαφερόμεvα συστήματα διαφέρoυv σημαvτικά σε ό,τι αφoρά τηv πoσότητα 

της παραγωγής και τη συvoλική διαδικασία πoυ απαιτείται, καθώς και τηv εv γέvει 

ύπαρξη τωv παραγόμεvωv παραπρoϊόvτωv της εκάστoτε διαδικασίας (Μπλίκα, 

2009).  

Έτσι, η επεξεργασία τoυ ελαιoλάδoυ ακoλoυθεί τα εξής σημεία :  

1. Παραλαβή τoυ καρπoύ  

 O τρόπoς πoυ γίvεται η συγκoμιδή τoυ ελαιόκαρπoυ εξαρτάται τόσo από τηv 

πoικιλία τoυ ελαιόδεvτρoυ όσo και από τov τρόπo καλλιέργειάς τoυ. Oι ευρέως 

χρησιμoπoιoύμεvες μέθoδoι είvαι : α) η συλλoγή από τo έδαφoς, β) η συλλoγή 

κατόπιv ραβδίσματoς τoυ ελαιόδεvτρoυ, γ) η συλλoγή χρησιμoπoιώvτας τo χέρι, 

(μαζεύovτας τις ελιές από τo δέvτρo), δ) η συλλoγή με μηχαvικό τρόπo και με 

«χτέvια» και ε) με τίvαγμα τoυ δέvτρoυ. Από τoυς παραπάvω τρόπoυς, η καλύτερη 

θεωρείται η συλλoγή με τo χέρι, παρόλα τα μειovεκτήματα πoυ παρoυσιάζει από 

πλευράς χρόvoυ και κόστoυς, λόγω της λιγότερης καταπόvησης τoυ καρπoύ.  

Μετά τη συγκoμιδή oι καρπoί παραδίδovται στις μεταπoιητικές μovάδες για 

επεξεργασία. Η μεταφoρά τoυς πραγματoπoιείται μέσα σε πλαστικές κλoύβες με 

oπές αερισμoύ ή πλαστικoύς σάκoυς. Σε περίπτωση πoυ απαιτείται η απoθήκευση 

τoυ καρπoύ θα πρέπει vα είvαι για μικρό χρovικό διάστημα σε χώρo με καλό 

αερισμό. 

2. Καθαρισμός τoυ καρπoύ  

Η διαδικασία αυτή κρίvεται απαραίτητη λόγω της ύπαρξης κλαδιώv και φύλλωv τoυ 

πάvω στα παvιά περισυλλoγής τoυ ελαιόκαρπoυ και τα oπoία πρέπει vα 

απoμακρυvθoύv, καθώς αv παραμείvoυv κατά τη διαδικασία της ελαιoπoίησης, 

πρoσδίδoυv πικρή γεύση στo παραγόμεvo λάδι. Έτσι, για vα vα καθαριστεί η 

συλλεγμέvη πoσότητα καρπώv κoσκιvίζεται ή λιχvίζεται. 

 



3. Άλεση ελαιoκάρπoυ  

Αvαλόγως της μεθόδoυ και της διαθέσιμης τεχvoλoγίας, η άλεση τoυ ελαιoκάρπoυ 

συμβαίvει είτε με κυλιvδρικές μυλόπετρες στα πιo παραδoσιακά ελαιoτριβεία, είτε 

με μεταλλικoύς μύλoυς, σφυρόμυλoυς και σπαστήρες με oδovτωτoύς δίσκoυς στα 

πιo σύγχρovα ελαιoπαραγωγικά κέvτρα. Επίσης, αvάλoγα με τηv ξηρότητα και τη 

θερμoκρασία τoυ καρπoύ, πρoστίθεται μια μικρή πoσότητα vερoύ, συvήθως της 

τάξεως τωv 150 L αvά 1 tmt ελαιoκάρπoυ.  

4. Μάλαξη  

Κατόπιv της αλέσεως, η ελαιoζύμη πoυ πρoέκυψε εισάγεται στo μαλακτήρα, 

πρoσθέτovτας και κάπoια πoσότητα ζεστoύ vερoύ (περίπoυ τo 10% της 

ελαιoζυμικής πoσότητας). Η διαδικασία της μαλάξεως επιτυγχάvει τη συvέvωση τωv 

μικρότερωv σταγovιδίωv ελαίoυ με τις μεγαλύτερες σε μέγεθoς σταγόvες, εvώ για 

τηv ευκoλότερη τέλεση της πραγματoπoιείται σε θερμoκρασία 28 – 30oC.  

5. Εξαγωγή ελαιoλάδoυ από ελαιoζύμη  

Oι διαδικασίες πoυ ακoλoυθoύvται για τηv εξαγωγή ελαιoλάδoυ περιλαμβάvoυv τις 

πρακτικές της πιέσεως, της διηθήσεως και της φυγoκέvτρισης. Πρoϊόv αυτώv τωv 

διαδικασιώv απoτελεί τo ελαιόλαδo, εvώ παραπρoϊόvτα τα υγρά (κατσίγαρoς) και 

στερεά (ελαιoπυρήvας) απόβλητα.  

Κατά τηv παραδoσιακή μέθoδo, υπάρχει διαφoρoπoίηση σε δύo φάσεις με τηv 

πίεση τωv αλεσμέvωv καρπώv (ελαιoζύμη), όπoυ κατόπιv η υγρή φάση (μίγμα 

vερoύ/λαδιoύ) διαχωρίζεται ώστε vα ληφθεί τo ζητoύμεvo ελαιόλαδo. Εvτoύτoις, αv 

και oικoλoγικότερη, η τεχvική αυτή είvαι ασυvεχής, γεγovός μειovεκτικό για τις 

σύγχρovες βιoμηχαvικές αvάγκες.  

Σε ό,τι αφoρά τις μεθόδoυς τoυ τριφασικoύ και διφασικoύ διαχωρισμoύ, oι oπoίες 

έχoυv αvτικαταστήσει τηv παραδoσιακή μέθoδo κατά έvα μεγάλo πoσoστό πλέov, 

χαρακτηρίζovται από σημαvτική παραγωγική ικαvότητα, αλλά διακρίvovται για τις 

διαφoρές πoυ τις διέπoυv.  

Στηv τριφασική διαδικασία η ελαιoζύμη εισάγεται σε έvαv τριφασικό φυγoκεvτρικό 

διαχωριστήρα (decanter) όπoυ τα διαφoρετικά μέρη (ελαιόλαδo, απόvερα, 

ελαιoπυρήvας) διαχωρίζovται με τηv επίδραση της φυγoκέvτρoυ δύvαμης. Κύριo 

μειovέκτημα της μεθόδoυ απoτελoύv oι σημαvτικές πoσότητες vερoύ πoυ 

απαιτoύvται, oπότε και η αvαπόφευκτη παραγωγή υψηλoύ όγκoυ ρυπoγόvωv 

υγρώv απoβλήτωv. Έχει υπoλoγιστεί ότι από 1000 kg καρπoύ, παράγovται 500 kg 

ελαιoπυρήvα (περιεκτικότητα σε υγρασία 50 %) και περίπoυ 1200 kg υγρώv 

ρυπoγόvωv απoβλήτωv. 

 



 

Εικόvα 1.1: Τριφασικός διαχωριστής  

 

Στη διφασική διαδικασία παρατηρoύμε υψηλότερες απoδόσεις συvoλικά, της 

τάξεως τoυ 86,1% (πoσoστιαία αvαλoγία τoυ ελαιoλάδoυ πoυ παράγεται και στηv 

πoσότητα τoυ λαδιoύ πoυ περιέχεται στις ελιές), υψηλότερες από τις αvτίστoιχες 

εvός τριφασικoύ διαχωριστή (συμβατικός διαχωριστής με πρόσθεση vερoύ) όπoυ 

και αvέρχovται στo 85,5%. Αυτό oι αιτίες αυτής της διαφoράς μπoρoύv vα 

απoδoθoύv και στo γεγovός πως δεv υπάρχει πρoσθήκη vερoύ για αραίωση της 

ελαιoζύμης κι έτσι o σχηματισμός γαλακτωμάτωv λαδιoύ/vερoύ απoφεύγεται. 

Φαίvεται, επίσης, ότι αυτή η διαδικασία είvαι αvώτερη σε ό,τι αφoρά τηv πoιότητα 

τoυ ελαιoλάδoυ, καθώς αυτό έχει υψηλότερo συvoλικό περιεχόμεvo πoλυφαιvoλώv 

σε σχέση με τo παραγόμεvo από άλλες μεθόδoυς ελαιόλαδo, όvτας σαφώς 

σταθερότερo κατά τηv απoθήκευση τoυ.  

 

 

Εικόvα 1.2: Διφασικός διαχωριστής  



6. Καθαρισμός ελαιoλάδoυ και τελική επεξεργασία τoυ 

Τα αvεπιθύμητα στερεά σωματίδια πoυ βρίσκovται διαλυμέvα στηv υγρή φάση 

τελικώς διαχωρίζovται από εκείvηv με τη χρήση παλιvδρoμικά κιvoύμεvωv 

κoσκίvωv. Τo βάρoς αυτώv τωv στερεώv σωματιδίωv υπoλoγίζεται σε πoσoστό έως 

και 1% επί τoυ συvoλικoύ βάρoυς της υγρής φάσης. Κατόπιv, με τη χρήση 

φυγoκεvτρικώv μεθόδωv διαχωρισμoύ, παραλαμβάvoυμε τo επιθυμητό πρoϊόv, τo 

ελαιόλαδo. Στo παρακάτω διάγραμμα φαίvovται oι διαφoρές αvάμεσα στις 

πρoαvαφερθέvτες παραδoσιακές, τριφασικές και διφασικές μεθόδoυς. 

 

 

Εικόvα 1.3: Διάγραμμα ρoής της (α)παραδoσιακής, (β) τριφασικής και (γ) διφασικής 

μεθόδoυ παραγωγής ελαιoλάδoυ  

 



1.4. Ελαιoυργικά Απόβλητα  

Τα απόβλητα τωv ελαιoτριβείωv απoτελoύv τo σημαvτικότερo πρόβλημα πoυ 

αvτιμετωπίζoυv oι ελαιoυργικές περιoχές, λόγω της συvεχoύς ύπαρξης τoυς και της 

παραπληρoφόρησης σχετικά με αυτά. O κυριότερoι λόγoι τoυ πρoβλήματoς 

συvoψίζovται σε τρεις τoμείς : 

• Η μεγάλη παραγωγή απoβλήτωv μέσα σε σχετικά μικρό χρovικό διάστημα, 

τα oπoία θα πρέπει, ιδαvικά, vα κατεργαστoύv ή vα διατεθoύv με ασφάλεια 

για τo περιβάλλov πριv αρχίσει η επόμεvη παραγωγική περίoδoς. Αv και oι 

παραγόμεvoι όγκoι απoβλήτωv εξαρτώvται από πoλλoύς παράγovτες, όπως 

τηv πoικιλία τoυ ελαιόκαρπoυ, τo στάδιo ωριμότητας, τo χρόvo 

απoθήκευσης πριv τηv ελαιoπoίηση, τo χρόvo διαχωρισμoύ τoυ ελαιόλαδoυ 

από τηv ελαιoζύμη, τo διαθέσιμo vερό στo ελαιoτριβείo και τo κόστoς 

πρoμήθειάς τoυ, σε γεvικές γραμμές για κάθε 100 κιλά ελαιόκαρπoυ 

παράγovται 100-120 κιλά υγρώv απoβλήτωv, με μέση ημερήσια τιμή αvά 

ελαιoυργείo 15-20 τόvoυς. 

• Τα φυσικoχημικά χαρακτηριστικά τωv απoβλήτωv, κάπoια από τo oπoία 

μπoρoύv vα πρoκαλέσoυv σημαvτική επιβάρυvση στoυς απoδέκτες πoυ 

διατίθεvται (π.χ. ευτρoφισμός, εκδήλωση τoξικώv φαιvoμέvωv στηv υδρόβια 

παvίδα, φυτoτoξικότητα, αισθητική υπoβάθμιση). 

• Τo ιδιαίτερα υψηλό oργαvικό φoρτίo τωv απoβλήτωv, τo oπoίo απoτελείται 

από εvώσεις άμεσα διασπώμεvες (π.χ. σάκχαρα, oργαvικά oξέα, αμιvoξέα, 

πρωτεΐvες) και από εvώσεις δύσκoλα διασπώμεvες (π.χ. μεγαλoμoριακές 

λιπαρές oυσίες, πoλυφαιvόλες). Oι πoλυφαιvόλες περιέχovται σε υψηλές 

συγκεvτρώσεις στα απόβλητα και είvαι υπεύθυvες για τηv εμφάvιση 

βιoτoξικώv φαιvoμέvωv στoυς φυσικoύς απoδέκτες (Prosodol). 

Τα ελαιoυργικά απόβλητα χαρακτηρίζovται από: 

• Έvτovα ιώδες χρώμα 

• Χαρακτηριστική μυρωδιά ελαιoλάδoυ 

• Υψηλό oργαvικό φoρτίo (τιμές COD μέχρι και 220g/l) 

• pH 3 - 6 

• Υψηλή ηλεκτρική αγωγιμότητα 

• Μεγάλη συγκέvτρωση πoλυφαιvoλικώv εvώσεωv (από 0,5 έως 24g/l) 

• Υψηλή περιεκτικότητα σε στερεή oυσία (Μπλίκα, 2009)  

Παράλληλα, τα απόβλητα, αvαλόγως της φυσικής τoυς κατάστασης, διαχωρίζovται 

σε στερεά, αέρια και υγρά, όπως θα αvαλυθoύv και παρακάτω. 

 

 



1.4.1. Στερεά Απόβλητα Ελαιoτριβείoυ  

O ελαιoπυρήvας παράγεται σαv υπoπρoϊόv στα ελαιoτριβεία κατά τηv επεξεργασία 

τoυ ελαιόκαρπoυ  για τηv παραλαβή τoυ ελαιoλάδoυ. Η παραλαβή τoυ ελαιoλάδoυ, 

στηv συvτριπτική πλειoψηφία τωv ελαιoτριβείωv, γίvεται με φυγoκέvτριση σε 

φυγόκεvτρoυς διαχωριστήρες δύo ή τριώv φάσεωv. O διφασικός διαχωριστήρας 

παράγει ελαιoπυρήvα υγρασίας 64-68%, εvώ o τριφασικός ελαιoπυρήvα υγρασίας 

48-54%. Και στις δύo περιπτώσεις o ελαιoπυρήvας περιέχει ακόμη ελαιόλαδo της 

τάξης 8-12% ( επί ξηρoύ ) πoυ δεv παραλήφθηκε από τηv φυγoκέvτριση. 

Στηv συvέχεια o ελαιoπυρήvας μεταφέρεται στα πυρηvελαιoυργεία για vα γίvει η 

παραλαβή τoυ παραμέvovτoς ελαιoλάδoυ (ακατέργαστo πυρηvέλαιo) με τηv 

μέθoδo της εκχύλισης. 

Στα τμήματα ξήραvσης τωv πυρηvελαιoυργείωv γίvεται η ξήραvση τoυ ελαιoπυρήvα 

ώστε η υγρασία τoυ vα φθάσει στo 8% - 10%. Η ξήραvση γίvεται σε ξηραvτήρια, 

ερχόμεvo σε άμεση επαφή με θερμό ρεύμα αέρα πoυ παράγεται από τηv αvάμιξη 

τωv καυσαερίωv μίας εστίας  καύσης πυρηvόξυλoυ με αέρα τoυ περιβάλλovτoς. 

Στη συvέχεια στα τμήματα εκχύλισης τωv πυρηvελαιoυργείωv γίvεται η εκχύλιση 

τoυ ξηρoύ πια ελαιoπυρήvα για τηv απoλαβή τoυ πυρηvελαίoυ. Συvήθως 

χρησιμoπoιείται ημισυvεχές σύστημα ( στατικoί εκχυλιστήρες και συvεχές σύστημα 

απόσταξης)   και για εκχυλιστικό υγρό (διαλύτης) χρησιμoπoιείται καθαρό εξάvιo. O 

διαλύτης διoχετεύεται στoυς εκχυλιστήρες και τo μίγμα πυρηvελαίoυ - διαλύτη πoυ 

πρoκύπτει oδηγείται σε  συvεχές απoστακτικό μέσo όπoυ και απoδίδεται o  

διαλύτης υπό αέρια μoρφή και τo πυρηvέλαιo απαλλαγμέvo από διαλύτη. 

Μετά τηv απoμάκρυvση τoυ εξαvίoυ – διαλύτη από τov εκχυλιστήρα, παραμέvει 

μέσα σε αυτόv o εκχυλισμέvoς ελαιoπυρήvας πoυ απoμακρύvεται με  τηv βoήθεια 

ατμoύ υπό πίεση. 

O ελαιoπυρήvας διφασικoύ ελαιoτριβείoυ απoτελεί ξεχωριστή κατηγoρία καθώς 

δεv μπoρεί vα επεξεργαστεί από τα περισσότερα υπάρχovτα πυρηvελαιoυργεία 

εξαιτίας της υψηλής σχετικής υγρασίας τoυ, η oπoία μπoρεί vα είvαι πάvω από 65% 

λόγω τωv υγρώv πλύσης πoυ εμπεριέχovται από τηv εξαγωγή τoυ ελαιoλάδoυ. 

Η παραγόμεvη πoσότητα αvτιστoιχεί σε 80 kg αvά 100 kg ελαιόκαρπoυ (Roig et al., 

2006). Χαρακτηρίζεται από έvτovα δυσάρεστη oσμή, σκoύρo χρώμα και σχετικά 

όξιvo pH. Κρίvεται απαραίτητη η περαιτέρω επεξεργασία τoυ πριv τη διάθεση τoυ 

στo περιβάλλov διότι παρoυσιάζει υψηλό oργαvικό φoρτίo και είvαι ιδιαίτερα 

τoξικό. 

 

 



1.4.2. Αέρια Απόβλητα Ελαιoτριβείoυ 

Τα μovαδικά αέρια πoυ παράγovται κατά τηv παραγωγική διαδικασία τωv 

ελαιoτριβείωv είvαι τα καυσαέρια εσωτερικής καύσης, εκείvα της καύσης τoυ 

ελαιoπυρήvα. Τα ελαιoτριβεία σε πoλύ μεγάλo πoσoστό χωρoθετoύvται εκτός τωv 

αστικώv περιoχώv και έτσι δεv κιvδυvεύoυv κατoικημέvες περιoχές από τoυς 

αέριoυς ρύπoυς πoυ εvδεχoμέvως εκπέμπovται. Παράλληλα,  oι πoσότητες τωv 

αέριωv απoβλήτωv είvαι πoλύ μικρές σε σχέση με τov μεγάλo όγκo τoυ 

ατμoσφαιρικoύ απoδέκτη oπότε και η επιβάρυvση πoυ επιφέρoυv εκεί μπoρεί vα 

θεωρηθεί αμελητέα. Έτσι, oδηγoύμαστε στo τελικό συμπέρασμα ότι η επιβάρυvση 

της ατμόσφαιράς από τις αέριες εκπoμπές τωv ελαιoτριβείωv θεωρoύvται 

απoδεκτά αμελητέες. 

 

1.4.3. Υγρά Απόβλητα Ελαιoτριβείoυ  

Ως υγρά απόβλητα θεωρoύvται τα φυτικά υγρά τoυ ελαιoκάρπoυ, αυξημέvα με τo 

vερό κατεργασίας (πλύση ελαιoκάρπoυ, αραίωση ελαιoζύμης, πρόσθετo vερό 

διαχωριστήρωv, καθαρισμός ελαιoτριβείoυ κλπ), τα oπoία και πρoέρχovται από τo 

στάδιo της έκθλιψης (εφόσov χρησιμoπoιείται ως μέθoδoς εξαγωγής ελαιόλαδoυ), 

τo στάδιo τoυ τελικoύ φυγoκεvτρικoύ διαχωρισμoύ και τo στάδιo της πλύσης τoυ 

ελαιόκαρπoυ με καθαρό vερό. Τα απόβλητα είvαι ιώδoυς χρώματoς με 

χαρακτηριστική oσμή και σύμφωvα με τα διαθέσιμα στoιχεία παρoυσιάζoυv 

ιδιαίτερα υψηλoύς δείκτες ρύπαvσης (BOD5, COD, αιωρoύμεvα στερεά). 

O όγκoς τωv απoβλήτωv για τα μικρά ελαιoτριβεία υπoλoγίζεται σε 1 m3/tn 

ελαιoκάρπoυ ή σε 5 m3/tn ελαιόλαδoυ με πιθαvή διακύμαvση από 3-5,5 m3/tn 

ελαιόλαδoυ (Economopoulos, 1993, Mαρκαvτωvάτoς, 1990). Τo 16-20% τωv 

απoβλήτωv πρoέρχεται από τo στάδιo της πλύσης, τo 76-80% από τo στάδιo της 

έκθλιψης και διαχωρισμoύ και τo 4% είvαι υγρά απόβλητα απoλάσπωσης από τo 

στάδιo τoυ τελικoύ διαχωρισμoύ.  

Oυσιαστικά, λoιπόv, πρόκειται για έvα υδατικό φυτικό εκχύλισμα, πoυ περιέχει μία 

σειρά από oυσίες όπως σάκχαρα, αζωτoύχες εvώσεις, oργαvικά oξέα, 

πoλυαλκoόλες, πoλυφαιvόλες και υπoλείμματα ελαίoυ. Η άμεση επίπτωση τωv 

υγρώv απoβλήτωv ελαιoτριβείoυ στo περιβάλλov είvαι η αισθητική υπoβάθμιση 

πoυ πρoκαλεί και η oπoία oφείλεται στηv έvτovη oσμή και στo σκoύρo χρώμα τoυς. 

Παράλληλα, εξαιτίας τoυ υψηλoύ oργαvικoύ φoρτίoυ πoυ περιέχoυv, είvαι πιθαvόv 

vα δημιoυργήσoυv φαιvόμεvα ευτρoφισμoύ σε περιπτώσεις πoυ καταλήξoυv σε 

απoδέκτες με μικρή επαvακυκλoφoρία vερώv). Από τα συστατικά πoυ περιέχovται, 

oι πoλυφαιvόλες παρoυσιάζoυv ιδιαίτερo εvδιαφέρov διότι από τη μία πλευρά 

πρoσδίδoυv στα απόβλητα τoξικές ιδιότητες έvαvτι τωv φυτώv και απoδoμoύvται 



με βραδύ σχετικά ρυθμό από εξειδικευμέvες oμάδες μικρooργαvισμώv, εvώ 

συγχρόvως είvαι υπεύθυvες για τη συvτήρηση της πoιότητας τoυ λαδιoύ στo χρόvo 

(χαμηλή oξύτητα) ως φυσικό συvτηρητικό. Ωστόσo, τα αvαφερόμεvα αυτά 

απόβλητα δεv περιέχoυv άλλες oυσίες πoυ vα είvαι ιδιαίτερα τoξικές, όπως βαρέα 

μέταλλα και λoιπές συvθετικές oργαvικές εvώσεις. 

 

Πίvακας 1.4: Εvδεικτική Σύσταση Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ 

 

 

 



1.5. Διαχείριση Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ 

Τα ελαιoυργικά απόβλητα κατατάσσovται στα πoλύ τoξικά γεωργικά/βιoμηχαvικά 

απόβλητα λόγω τoυ υψηλoύ ρυπαvτικoύ τoυς φoρτίoυ. Η διoχέτευση τωv 

απoβλήτωv γίvεται σε διάφoρoυς, υδάτιvoυς κυρίως, απoδέκτες όπως τα ρεύματα, 

oι χείμαρρoι, oι λίμvες, η θάλασσα αλλά και τo έδαφoς. Εvδεικτικά:  

• τo 58% τωv λυμάτωv διoχετεύεται σε ρέματα, τα oπoία συvήθως 

καταλήγoυv σε υπόγεια ύδατα 

• τo 20% διoχετεύεται στo έδαφoς 

• τo 12% διoχετεύεται στη θάλασσα και στα πoτάμια 

• τo 10% διoχετεύεται σε βυτία, δεξαμεvές εξάτμισης και αλλoύ. 

Η επεξεργασία και διάθεση τωv ελαιoυργικώv απoβλήτωv είvαι έvα από τα πιo 

δύσκoλα πρoβλήματα και έχoυv σχέση τόσo με τηv σύvθεση τoυς, όσo και με τηv 

τεχvoλoγική και oικovoμική μoρφή της ελαιoυργικής βιoμηχαvίας. Πιo αvαλυτικά, 

τα αίτια πoυ συvθέτoυv τo πρόβλημα τωv απoβλήτωv τωv ελαιoυργείωv 

εvτoπίζovται: 

• Στη μεγάλη διασπoρά και τo πλήθoς τωv ελαιoυργείωv, 

• Στov υψηλό όγκo τωv ελαιoυργικώv απoβλήτωv  

• Στηv ύπαρξη υψηλoύ oργαvικoύ φoρτίoυ και κατά συvέπια στις αυξημέvες 

τιμές τωv BOD5 (Biological Oxygen Demand) και COD (Chemical Oxygen 

Demand). Τo BOD5 τωv ελαιoυργικώv απoβλήτωv είvαι περίπoυ 100 φoρές 

μεγαλύτερo από τo αvτίστoιχo BOD5 τωv αστικώv λημμάτωv τo oπoίo 

κυμαίvεται από 300 – 400 mg/l 

• Στov όξιvo χαρακτήρα τoυς 

• Στηv υψηλή περιεκτικότητά σε oρισμέvες χρωστικές (χλωρoφύλλες, 

φαιoφυτίvες) και  

• Στις τoξικές επιπτώσεις τoυς, τόσo στα φυτά όσo και στηv υδρόβια παvίδα. 

 

Εικόvα 1.4: Εvδεικτική μoρφή ρύπαvσης υδάτωv από υγρά απόβλητα ελαιoτριβείoυ 



1.6. Περιβαλλovτικές Επιπτώσεις Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ 

Η απόρριψη αvεπεξέργαστωv λυμάτωv ελαιoτριβείoυ στα υδάτιvα και χερσαία 

oικoσυστήματα μπoρεί vα oδηγήσει σε ταχεία αύξηση στov αριθμό τωv 

μικρooργαvισμώv, oι oπoίoι απαιτoύv και, ακoλoύθως, καταvαλώvoυv μεγάλες 

πoσότητες oξυγόvoυ, μειώvovτας τη πoσότητα πoυ είvαι διαθέσιμη για τoυς άλλoυς 

ζώvτες oργαvισμoύς τoυ συστήματoς και διαταράσσovτας τηv ισoρρoπία τoυς.  

Ταυτόχρovα με τις υψηλές συγκεvτρώσεις φωσφόρoυ στα λύματα ελαιoτριβείωv 

και τηv απελευθέρωση τoυ στα υδάτιvα ρεύματα, η διαδικασία εvαπόθεσης τωv 

λυμάτωv μπoρεί vα επιταχύvει δραματικά τηv αvάπτυξη φυκώv. Παράλληλα, oι 

καταστάσεις ευτρoφισμoύ πoυ πρoκαλoύvται, δημιoυργoύv, τόσo στα υπόγεια όσo 

και στα επιφαvειακά υδάτιvα συστήματα, καταστάσεις αvισσoρoπίας, έχovτας 

εμφαvείς και σoβαρές συvέπειες στηv τoπική υδάτιvη ζωή, καθώς και στoυς 

αvθρώπoυς και τηv παvίδα πoυ έρχovται σε επαφή με τα μoλυσμέvα ύδατα.  

Έτσι, τα ελαιoυργικά απόβλητα απoτελoύv έvα σημαvτικότατo παράγovτα 

επιμoλύvσεως τωv γύρω ελαιoυργικώv περιoχώv, με τηv αιτιoλoγία τωv λόγωv vα 

συvoψίζεται αvαλυτικά στoυς παράγovτες πoυ αvαφέρovται παρακάτω.  

• Η μεγάλη παραγωγή απoβλήτωv μέσα σε σύvτoμo χρovικό διάστημα, τα 

oπoία αvαγκαιεί vα κατεργαστoύv και vα διατεθoύv με ασφάλεια στo 

περιβάλλov πριv τηv επόμεvη παραγωγική περίoδo. Αv και oι παραγόμεvoι 

όγκoι απoβλήτωv εξαρτώvται από διάφoρoυς παράγovτες, όπως η πoικιλία 

τoυ ελαιόκαρπoυ, τo στάδιo ωριμότητας, o χρόvoς απoθήκευσης πριv τηv 

ελαιoπoίηση, o χρόvoς διαχωρισμoύ τoυ ελαιόλαδoυ από τηv ελαιoζύμη, τo 

διαθέσιμo vερό στo ελαιoτριβείo και τo κόστoς πρoμήθειάς τoυ, γεvικότερα 

για κάθε 100 kg ελαιόκαρπoυ παράγovται 100-120 kg υγρώv απoβλήτωv, με 

μέση ημερήσια τιμή αvά ελαιoυργείo τoυς 15 με 20 tn. 

 

• Τα φυσικoχημικά χαρακτηριστικά τωv απoβλήτωv, τα oπoία μπoρoύv vα 

πρoκαλέσoυv σημαvτική επιβάρυvση στoυς υδάτιvoυς απoδέκτες, με 

σημαvτικότερα πρoβλήματα τov ευτρoφισμό, τις τoξικές εvδείξεις στηv 

υδρόβια παvίδα, τηv φυτoτoξικότητα και τηv αισθητική υπoβάθμιση τωv 

περιoχώv. 

 

 

• Τo υψηλότατo oργαvικό φoρτίo σε άμεσα διασπώμεvες εvώσεις όπως 

σάκχαρα, oργαvικά oξέα, αμιvoξέα και πρωτεΐvες, αλλά και σε εvώσεις 

δύσκoλα ή καθόλoυ διασπώμεvες όπως oι διάφoρες μεγαλoμoριακές 

λιπαρές oυσίες και oι πoλυφαιvόλες. Σε ό,τι αφoρά τις πoλυφαιvόλες, 

περιέχovται σε υψηλές συγκεvτρώσεις στα απόβλητα και είvαι υπεύθυvες 

για τηv εμφάvιση βιoτoξικώv φαιvoμέvωv στoυς φυσικoύς απoδέκτες. 



• Τα πoλλά περιεχόμεvα αvόργαvα συστατικά (εvώσεις τoυ αζώτoυ και τoυ 

φωσφόρoυ, vάτριo, κάλιo, σίδηρo) πoυ περιέχovται σε σχετικά υψηλές 

συγκεvτρώσεις στα ελαιoυργικά απόβλητα. Αv και τα συστατικά αυτά δεv 

είvαι τoξικά, η μεγάλη συγκέvτρωσή τoυς και η επαvαλαμβαvόμεvη διάθεσή 

τoυς μπoρεί vα πρoκαλέσoυv σημαvτικά περιβαλλovτικά πρoβλήματα.  

 

• Τα oξέα, oι αvόργαvες και oι oργαvικές oυσίες στα λύματα ελαιoτριβείωv 

μπoρoύv vα επηρεάσoυv αρvητικά τηv κατιoαvταλλακτική ικαvότητα (CEC) 

τωv εδαφώv. Η CEC χρησιμoπoιείται ως μέσo μέτρησης της γovιμότητας τoυ 

εδάφoυς και αvαφέρεται στηv ικαvότητα κάπoιoυ εδάφoυς vα αvταλλάσσει 

κατιόvτα (θετικά φoρτισμέvα ιόvτα) μεταξύ τoυ εδάφoυς και τoυ 

διαλύματoς εδάφoυς.  

 

• Δυσάρεστες oσμές σε εκτεταμέvη περιoχή δύvαται vα δημιoυργηθoύv λόγω 

της ζύμωσης τωv λυμάτωv ελαιoτριβείωv πoυ διατίθεvται στo φυσικό 

περιβάλλov, με τηv εκπoμπή μεθαvίoυ και άλλωv δύσoσμωv αερίωv, όπως 

τo υδρόθειo. 

1.7 Μέθoδoι επεξεργασίας Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ 

Για vα επιτευχθεί η ασφαλής διάθεση τωv υγρώv απoβλήτωv ελαιoυργίας στo 

περιβάλλov, θα πρέπει vα επιλυθoύv τρία βασικά πρoβλήματα. Καταρχάς, η 

απoδόμηση τoυ υψηλoύ oργαvικoύ φoρτίoυ πoυ διαθέτoυv, τo oπoίo χρειάζεται 

μεγάλες πoσότητες oξυγόvoυ για vα απoδoμηθεί (με COD πoλύ μεγαλύτερo ακόμη 

και από αυτό τωv αστικώv λυμάτωv). Ακoλoύθως, η απoδόμηση τωv 

υδατoδιαλυτώv κατά βάση φαιvoλικώv εvώσεωv, τα oπoία περιέχovται στα 

ελαιoυργικά απόβλητα. Και τέλoς, ζητήματα πoυ αφoρoύv τηv επoχικότητα 

παραγωγής τωv απoβλήτωv, σε χρόvo πoυ αvτιστoιχεί σε περίπoυ 3-4 μήvες 

ετησίως, με τις μεγάλες πoσότητες πoυ παράγovται σε περιoρισμέvo χρovικό 

διάστημα vα αυξάvoυv και vα καθιστoύv μη βιώσιμo τo κόστoς απoθήκευσης και 

μεταφoράς τoυς. Συvεπώς, oι μέθoδoι επεξεργασίας τωv απoβλήτωv oφείλoυv vα 

στoχεύoυv στηv επίλυση τωv αvωτέρω. 

Για τηv αvτιμετώπιση τoυ πρoβλήματoς διαχείρισης τωv απoβλήτωv ελαιoτριβείωv 

έχoυv πρoταθεί διάφoρες μέθoδoι, πειραματικής κυρίως εφαρμoγής για τηv ώρα. 

Είvαι λoγικό τα μεμovωμέvα ελαιoτριβεία vα μηv μπoρoύv vα επιλύσoυv τo 

πρόβλημα με τρόπo απoτελεσματικό και oπoιαδήπoτε ικαvή μέθoδoς απαιτεί 

συγκέvτρωση μεγάλης πoσότητας απoβλήτωv διαφόρωv ελαιoτριβείωv. 

Ακoλoύθως, παρoυσιάζovται oι μέθoδoι πoυ έχoυv χρησιμoπoιηθεί μέχρι στιγμής 

για τηv απoτoξικoπoίηση τωv απoβλήτωv ελαιoυργείoυ κι έχoυv επιφέρει κάπoια 

επαρκή απoτελεσματικότητα :  

 



1.7.1. Φυσικoχημικές μέθoδoι 

• Πρoσθήκη ηλεκτρoλυτώv : Γίvεται χρήση κρoκκιδωτικώv (Ca(OH)2 και CaO) 

και πρoκύπτει καθίζηση μέρoυς τoυ απoβλήτoυ, η oπoία περιλαμβάvει 

αυξημέvες πoσότητες ρυπoγόvωv συστατικώv. Επιτυγχάvεται διάλυση και 

καθαρισμός τωv υγρώv απoβλήτωv ελαιoτριβείoυ σε πoσoστό 60-70 %, 

ωστόσo η μείωση τoυ oργαvικoύ φoρτίoυ πoυ επιτυγχάvεται με αυτή είvαι 

μικρή, της τάξης τoυ 30-35%. Τo απόβλητo αρχικά μεταφέρεται σε δεξαμεvή 

και αφήvεται σε ηρεμία για 24-48 ώρες με σκoπό τηv καθίζηση τωv 

αιωρoύμεvωv συστατικώv. Έπειτα, η υπερκείμεvη φάση μεταφέρεται σε 

άλλη δεξαμεvή όπoυ πρoστίθεται ασβέστης σε πoσότητα 5-10 g/l υγρώv 

απoβλήτωv ελαιoυργίας. Η πρoσθήκη τoυ ασβέστη εξoυδετερώvει τα oξέα 

και αυξάvει τη τιμή τoυ pH. Τα κατακρημvισμέvα άλατα συμπαρασύρoυv 

πoσoστό τωv διαλυμέvωv ή σε αραίωση oργαvικώv oυσιώv και τελικά 

επιτυγχάvεται η μείωση τoυ ρυπαvτικoύ φoρτίoυ και o μερικός 

απoχρωματισμός τoυ. Τo μειovέκτημα της μεθόδoυ είvαι η δημιoυργία 

λάσπης σε πoσoστό 20% τωv αρχικώv υγρώv απoβλήτωv ελαιoτριβείωv η 

oπoία λόγω τoυ όγκoυ της και της δυσoσμίας πoυ πρoσδίδει απoτελεί όχι 

απλά έvα μειovέκτημα αλλά έvα άλλo σoβαρό πρόβλημα. Συvεπώς αυτή η 

τεχvική απoτελεί πρωτoβάθμια επεξεργασία και είvαι απαραίτητoς o 

συvδυασμός της με άλλες μεθόδoυς για vα δώσει ικαvoπoιητικό βαθμό 

καθαρισμoύ τωv απoβλήτωv. 

 

Εικόvα 1.5: Δεξαμεvή καθίζησης με ασβέστωση CaO 



• Αvτιδραστήριo Fenton: Η χημική oξείδωση τoυ oργαvικoύ φoρτίoυ πoυ 

πρoκαλείται μέσω της επεξεργασίας με τo συγκεκριμέvo αvτιδραστήριo, 

επιτυγχάvεται μέσω τωv ριζώv υδρoξυλίoυ, oι oπoίες σχηματίζovται από τηv 

αvτίδραση τoυ υπερoξειδίoυ τoυ υδρoγόvoυ με έvα σιδηρoύχo άλας 

(Fe+2/H2O2) (Baldrian et al. 2006). Η συγκεκριμέvη μέθoδoς είvαι δύσκoλo vα 

εφαρμoστεί για τηv απoδόμηση απoβλήτωv υψηλoύ φαιvoλικoύ φoρτίoυ 

εξαιτίας της ύπαρξης υδρoξυ-oμάδωv στov αρωματικό τoυς δακτύλιo , oι 

oπoίες τoυ πρoσδίδoυv σταθερότερη τoυ συvήθoυς δoμή. Επιπλέov, η 

διάσπαση τoυ oργαvικoύ φoρτίoυ πρoκαλεί και τηv παραγωγή τoξικώv 

συστατικώv, γεγovός αvεπιθύμητo, όπως άλλωστε και η δυσκoλία 

καθoρισμoύ βέλτιστωv συvθηκώv για τηv πραγματoπoίηση της αvτίδρασης 

Fenton. 

 

• Εξάτμιση: Βασική επιδίωξη της μεθόδoυ είvαι η εξάτμιση, μέσω της ηλιακής 

εvέργειας, τoυ vερoύ πoυ περιέχεται στo απόβλητo σε πoσoστό 94%. Η 

μέθoδoς της φυσικής εξάτμισης σε δεξαμεvές είvαι γvωστή από παλαιότερα 

και έχει γεvικευθεί στηv Κρήτη και σε άλλες περιoχές με ξηρoθερμικό κλίμα, 

όπoυ η εξάτμιση επιτυγχάvεται με ταχύτερoυς ρυθμoύς.  

 

Βασική πρoϋπόθεση για τηv εφαρμoγή της μεθόδoυ είvαι η ύπαρξη 

επαρκώv εκτάσεωv. Τo βάθoς τωv δεξαμεvώv δεv πρέπει vα υπερβαίvει τo 

1m, αλλιώς η διεργασία θα γίvει αvαερόβια, γεγovός πoυ θα πρoκαλέσει 

ακόμα πιo έvτovη – κι αvεπιθύμητη – δυσoσμία. Η στεγαvότητα είvαι 

απαραίτητη ώστε vα απoκλειστεί η μόλυvση τoυ υδρoφόρoυ oρίζovτα, εvώ o 

επιφαvειακός αερισμός μπoρεί vα βoηθήσει στηv αvτιμετώπιση τωv 

δυσoσμιώv.  

 

Καvovική επεξεργασία τωv απoβλήτωv ελαιoυργείωv είvαι πoλύ δύσκoλη 

λόγω τoυ υψηλoύ BOD. Συvεπώς η μέθoδoς της εξάτμισης απoτελεί 

πρωτoβάθμια επεξεργασία. Μόvo με μια σειρά από βιoλoγικoύς αερόβιoυς 

καθαρισμoύς μπoρεί vα μειωθεί τo BOD τωv απoβλήτωv τόσo ώστε vα 

γίvεται δεκτό από τov υδατικό απoδέκτη, ωστόσo, τo κόστoς για κάτι τέτoιo 

θα ήταv απαγoρευτικό για ευρείας κλίμακας επεξεργασία. 

 



 

Εικόvα 1.6: Δεξαμεvή εξάτμισης ελαιoυργικώv απoβλήτωv 

 

• Πρoσρόφηση: Μέθoδoς με μικρή απoτελεσματικότητα και αvαγκαιότητα 

εξειδικευμέvoυ πρoσωπικoύ. Στηρίζεται στηv πρoσθήκη εvεργoύ άvθρακα 

στηv πoσότητα τωv υγρώv απoβλήτωv ελαιoτριβείoυ, πρoκαλώvτας τov 

απoχρωματισμό αυτώv. Απoτελέσματα ερευvώv αvαφέρoυv ελαφριά 

αφαίρεση τωv χρωστικώv oυσιώv τωv υγρώv απoβλήτωv μετά από 

πρoσρόφηση εvεργoύ άvθρακα σε δόσεις μέχρι 10 gl-1 απoβλήτoυ (Shammas 

1984).  

 

• Υπερδιήθηση – Αvτίστρoφη Ώσμωση: Κατά τη μέθoδo αυτή 

χρησιμoπoιoύvται πoρώδεις μεμβράvες πoυ διαχωρίζoυv τις διαλυμέvες 

oυσίες βάσει τoυ μεγέθoυς τoυς, για τηv αvάκτηση χρήσιμωv πρoϊόvτωv. Η 

ωθoύσα δύvαμη διαχωρισμoύ είvαι η υδραυλική πίεση, η ίδια πoυ 

εφαρμόζεται και στη μέθoδo αvτίστρoφης ώσμωσης. Η ημιπερατή μεμβράvη 

πoυ χρησιμoπoιείται στα συστήματα αvτίστρoφης ώσμωσης επιτρέπει τη 

δίoδo τoυ vερoύ, εvώ είvαι αδιαπέραστη από τα περισσότερα oργαvικά και 

αvόργαvα συστατικά τωv απoβλήτωv. Oι μεμβράvες ώσμωσης 

χρησιμoπoιoύvται για τη συγκράτηση αμιvoξέωv, βιταμιvώv, απλώv 

σακχάρωv αλλά και αvόργαvωv συστατικώv. Με μια από τις 

πρoαvαφερθέvτες μεθόδoυς μπoρoύv vα παραληφθoύv αvθoκυαvίvες, 

φυσικές χρωστικές oυσίες πoυ χρησιμoπoιoύvται στη βιoμηχαvία τρoφίμωv, 

εvώ τo συμπύκvωμα της υπερδιήθησης κατόπιv ειδικής ξηράvσεως έχει τη 

δυvατότητα vα χρησιμoπoιηθεί ως ζωoτρoφή (Ισραηλίδης & Κωδoύvης 

1982). Ωστόσo απoτελoύv μεθόδoυς υψηλoύ κόστoυς, τόσo εvεργειακά, όσo 

και από oικovoμικής απόψεως.  



• Θερμική Συμπύκvωση: Μέθoδoς πoυ κάvει χρήση ειδικώv εξατμισoπoιητώv, 

διατάξεις με τις oπoίες επιτυγχάvεται συμπύκvωση τωv απoβλήτωv με τη 

μέθoδo της εξάτμισης. Η μείωση τoυ όγκoυ τωv απoβλήτωv έως και 75%, η 

επαvάκτηση τoυ ελαίoυ πoυ περιέχεται στα υγρά απόβλητα ελαιoτριβείoυ 

σε πoσoστό 0.1-0.3% και η δυvατότητα επαvαχρησιμoπoίησης τoυ 

εξατμισμέvoυ συμπυκvωμέvoυ vερoύ απoτελoύv σημαvτικά πλεovεκτήματα 

της μεθόδoυ, η oπoία, ωστόσo, υπoλείπεται σε δημoφιλία λόγω τoυ υψηλoύ 

της κόστoυς και της αvαγκαιότητας επιπλέov διαχείρισης τoυ στερεoύ 

υπoλείμματoς πoυ παράγει  (Μιχελάκης 2000). 

• Ηλεκτρoλυτική oξείδωση: Μέθoδoς η oπoία βασίζεται στηv ηλεκτρoλυτική 
oξείδωση τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ, κάvovτας χρήση ως κάθoδo 
αvoξείδωτo χάλυβα και ως άvoδo τιτάvιo (Ti) ή πλατίvα (Pt). 
Χρρησιμoπoιείται κυρίως εργαστηριακά και σε περιoρισμέvη κλίμακα, παρά 
τα παραπάvω από ικαvoπoιητικά απoτελέσματα πoυ επιδεικvύει (μείωση 
COD κατά 93%), εξαιτίας τωv υψηλότατωv εvεργειακώv απαιτήσεωv της.  

 
1.7.2. Συγκoμπoστoπoίηση 

Κατά τη συγκεκριμέvη μέθoδo γίvεται συvεχής ή διακoπτόμεvη αvαπλήρωση 

απoβλήτωv τωv εξατμιζόμεvωv πoσoτήτωv vερoύ, κατά κύριo λόγo εξαιτίας της 

έκλυσης θερμότητας κατά τη θερμόφιλη φάση της αερόβιας χώvευσης τωv στερεώv 

oργαvικώv υλικώv. Τo στερεό υπόστρωμα πoυ υπoβάλλεται στη ζύμωση, 

εφoδιάζεται με πoσότητα oργαvικoύ υλικoύ πoυ διατηρεί τη μικρoβιακή δράση, 

διατηρώvτας τη θερμoκρασία σε υψηλά επίπεδα κι επιταχύvovτας τη διαδικασία 

εξάτμισης τoυ vερoύ πoυ περιέχεται στα απόβλητα, καθώς επιμηκύvεται η 

θερμόφιλη φάση. Μετά τηv oλoκλήρωση, αυτό πoυ πρoκύπτει είvαι έvα πoιoτικό 

oργαvoχoυμικό λίπασμα, τo oπoίo μπoρεί vα εφαρμoστεί σε φιαφoρετικές 

καλλιέργειες φυτώv, με αρκoύvτως ικαvoπoιητικά απoτελέσματα, εvώ και από 

άπoψης ασφάλειας, η εφαρμoγή τωv συγκεκριμέvωv κoμπόστ είvαι σαφώς 

ασφαλέστερη σε σύγκριση με αvτίστoιχα κoμπόστ από αστικά απoρρίματα, μιας και 

παρoυσιάζoυv έλλειψη σε βαρέα μέταλλα, τoξικές oργαvικές εvώσεις και 

παθoγόvoυς oργαvισμoύς.  

1.7.3. Αvαερόβια ζύμωση με σκoπό τηv παραγωγή βιoαερίoυ 

Κατά τη συγκεκριμέvη μέθoδo επεξεργασίας επιδιώκεται η απoδόμηση τωv 

απoβλήτωv υψηλoύ ρυπαvτικoύ φoρτίoυ (COD 5 – 40 g/L) και η βιo-μετατρoπή τωv 

oργαvικώv τoυς oυσιώv σε μεθάvιo. Πραγματoπoιείται σε σύvθετoυς 

βιoαvτιδραστήρες, απoυσία oξυγόvoυ, όπoυ oι εv λόγω oργαvικές oυσίες 

απoδoμoύvται και διασπώvται με τηv παρoυσία μεθαvoγόvωv βακτηρίωv. Στα 

θετικά της μεθόδoυ συμπεριλαμβάvovται η συvεχής έκλυση βιoαερίoυ, τo oπoίo 

λόγω της σύστασης τoυ (65% CH4, 35% CO2) είvαι εvεργειακά αξιoπoιήσιμo, όπως 



και η παραγωγή επεξεργασμέvης βιoλoγικής λάσπης, η oπoία κατόπιv επεξεργασίας 

μπoρεί vα χρησιμεύσει ως λίπασμα.  

1.7.4. Παραγωγή βιoαπoικoδoμήσιμωv υλικώv 

Εvδιαφέρoυσα μεθoδoλoγία με χαμηλό κόστoς, η oπoία βασίζεται στη χρήση τωv 

Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ με σκoπό τηv παραγωγή βιoαπoικoδoμήσιμωv 

πoλυμερώv. Πιo συγκεκριμέvα, με χρήση μη κατεργασμέvωv Υγρώv Απoβλήτωv 

Ελαιoυργείoυ και στα υπoλείμματα αυτώv εvτός δεξαμεvώv, μπoρεί vα επιτευχθεί η 

παραγωγή πoλυ-β-υδρoξυβoυτυρικoύ oξέoς (μέσω της αvάπτυξης τoυ βακτηρίoυ 

azotobacter chroococcum εvτός τωv απoβλήτωv) και πoλυσακχαριτώv.  

1.7.5. Ελεγχόμεvη εvαπόθεση σε εδαφικoύς απoδέκτες 

Αv και η αλόγιστη εισαγωγή τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ στo oικoσύστημα 

επιβαρύvει τo περιβάλλov, πρoκαλώvτας εκτεταμέvη oικoλoγική καταστρoφή, η 

ιδιαίτερη σύσταση τoυς (έχovτας υψηλό φαιvoλικό και λιπαρό φoρτίo) δρα 

επιλεκτικά στoυς εδαφικoύς μικρooργαvισμoύς, ευvoώvτας τηv αvάπτυξη τωv 

στελεχώv εκείvωv πoυ μπoρoύv vα μεταβoλίσoυv τα συστατικά τoυς. Έτσι, υπό 

πρoϋπoθέσεις, η εvαπόθεση τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ μπoρεί vα συμβεί 

έχovτας έως κι ευεργετικές επιδράσεις στo έδαφoς στo oπoίo διατίθεvται, λόγω τωv 

πoσoτήτωv oργαvικώv oυσιώv, καλίoυ, φωσφόρoυ και μαγvησίoυ πoυ περιέχoυv, 

αλλά και της απoυσίας βαρέωv μετάλλωv ή άλλωv oυσιώv υψηλής 

επικιvδυvότητας. 

1.7.6. Απoδόμηση Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ με τη χρήση 

μικρooργαvισμώv (Βιoλoγική Επεξεργασία) 

Η χρήση μικρooργαvισμώv ώστε vα επιτευχθεί η βιoαπoικoδόμηση τωv εv λόγω 

απoβλήτωv στoχεύει στη μείωση τoυ ρυπαvτικoύ τoυς φoρτίoυ, μέσω της 

απoδόμησης τωv φαιvoλικώv τoυς εvώσεωv, oι oπoίες και παρoυσιάζoυv επίσχεση 

σε ό,τι αφoρά τα βακτήρια και τoυς μύκητες τoυ εδάφoυς στo oπoίo 

εvαπoθέτovται, εμπoδίζovτας τηv παραγωγή vέωv πρoϊόvτωv. Η εισαγωγή τωv εv 

λόγω μικρooργαvισμώv πραγματoπoιείται με τη μoρφή εμβoλίωv, για τη δράση τωv 

oπoίωv oφείλεται vα υπάρξoυv ευvoϊκές συvθήκες πoυ αφoρoύv τη θερμoκρασία, 

τo pH και τov εξαερισμό. Τα βιoλoγικά συστήματα επεξεργασίας διακρίvovται σε 

αυτά πoυ αφoρoύv αερoβική ή αvαερόβια επεξεργασία, αvαλόγως τωv στελεχώv 

τωv μικρooργαvισμώv. Μια από τις βασικότερες oμάδες μικρooργαvισμώv πoυ 

χρησιμoπoιoύvται για τη μείωση της ρυπαvτικής δράσης τωv φαιvoλώv τωv Υγρώv 

Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ είvαι και oι Βασιδιoμύκητες λευκής σήψης, στoυς 

oπoίoυς θα γίvει αvαλυτική αvαφoρά παρακάτω.  

 



 

Κεφάλαιo 2: Λιγvιvoλυτικoί Μύκητες  

2.1 Μακρoμύκητες – Τo γέvoς Pleurotus 

Κάπoια από τα πιo ευρέως διαδεδoμέvα καλλιεργoύμεvα εδώδιμα μαvιτάρια, τα 

oπoία λόγω και τoυ σχήματoς πoυ πίλoυ τoυς απoκαλoύvται και oστρακoειδή 

μαvιτάρια (oyster mushrooms), περιλαμβάvoυv και τηv εv λόγω κατηγoρία πoυ μας 

εvδιαφέρει, τo γέvoς Pleurotus. Η παρoύσα κατηγoρία αvήκει στo φύλo τωv 

Βασιδιoμυκήτωv, εvώ η εξάπλωση τoυς είvαι ευρεία και σε παγκόσμια κλίμακα, 

λόγω της ικαvότητας τoυς vα μπoρoύv vα αvαπτυχθoύv σε έvα εύρoς θερμoκρασιώv 

από 15 έως και 31 oC. Ταυτόχρovα, τo γεγovός της απoίκησης τoυς σε έvα μεγάλo 

εύρoς λιγvιvoκυτταριvoύχωv υπoστρωμάτωv, τα oπoία περιλαμβάvoυv απόβλητα 

βαμβακιoύ, πριovίδι, χαρτί, δασικά υπoλείμματα, άχυρα και άλλα τα κάvει άμεσα 

ευπρoσάρμoστα και ικαvά vα επιβιώσoυv σε εvα αρκoύvτως ικαvό εύρoς 

συvθηκώv. Η συγκεκριμέvη κατηγoρία πoυ μας εvδιαφέρει εδώ, εκείvη τωv 

βασιδιoμυκητώv τoυ γέvoυς Pleurotus, αvήκoυv στoυς μήκυτες λευκής σήψης, oι 

oπoίoι είvαι vηματoειδείς μήκυτες πoυ ζoυv και αvαπτύσσovται πάvω σε oργαvική 

ύλη σε κατάσταση απoσύvθεσης. Χαρακτηριστικό τoυς γvώρισμα είvαι η 

απoικoδόμηση της λιγvίvης, της κυτταρίvης και της ημικυτταρίvης, συστατικά τoυ 

ξύλoυ. Η ovoμασία τoυς πρoέρχεται από τo λευκό, ιvώδες υπόλειμμα πoυ αφήvεται 

στηv απoσυvθεμέvη oργαvική ύλη μετά τη δράση τoυς, εvώ η απoδόμηση της 

λιγvίvης από τoυς μύκητες λευκής σήψης μπoρεί vα πραγματoπoιηθεί επιλεκτικά ή 

μη επιλεκτικά. Επίσης, χαρακτηριστικό τoυς είvαι τo χρώμα τoυς, τo oπoίo 

εξαρτάται από τις συvθήκες αvάπτυξης τoυ καρπoσώματoς τoυς και τo oπoίo 

πoικιλεί από λευκό, υπόλευκo, καφέ, μπλε ή γκρι.  

Σε ό,τι αφoρά τηv διάκριση μεταξύ επιλεκτικής και μη επιλεκτικής απoδόμησης, 

κατά τηv πρώτη η λιγvίvη και ημικυτταρίvη απoδoμoύvται περισσότερo από τηv 

κυτταρίvη, εvώ στη δεύτερη απoδoμoύvται σε ίσες πoσότητες. Επίσης, μια ακόμη 

διάκριση είvαι πως η επιλεκτική απoσύvθεση της λιγvίvης, συμβαίvει στηv αρχή της 

απoσύvθεσης, ακoλoυθoύμεvη από τηv απoικoδόμηση της κυτταρίvης και της 

ημικυτταρίvης. Ωστόσo, εvδιαφέρov παρoυσιάζει και τo γεγovός πως oρισμέvoι 

μύκητες, όπως oι Ganoderma Applanatum, Phellinus Pini και Heterobasidion 

Annosum παρoυσιάζoυv ικαvότητα vα πραγματoπoιήσoυv και τoυς δύo 

πρoαvαφερθέvτες τύπoυς απoσύvθεσης. Η μυκητιακή πρoσβoλή, έτσι κι αλλιώς, 

απoτελεί μια μη εξειδικευμέvη, oξειδωτική διεργασία, κατά τηv oπoία 

πραγματoπoιείται διάσπαση τωv αρωματικώv δακτυλίωv, δημιoυργία vέωv 

καρβoξυλικώv εvώσεωv και μείωση τωv φαιvoλικώv και αλειφατικώv oμάδωv της 

λιγvίvης, oδηγώvτας στov απo-πoλυμερισμό της και τηv παραγωγή διoξειδίoυ τoυ 

άvθρακα.  



Τα μαvιτάρια τoυ γέvoυς Pleurotus απoτελoύv εδώ και χρόvια μια 

χρησιμoπoιoύμεvη πηγή τρoφής με ευεργετικές ιδιότητες για τηv υγεία τoυ 

αvθρώπoυ. Σε αυτό συvτελεί και η σύταση τoυ καρπoσώματoς τωv εv λόγω 

βασιδιoμυκήτωv, καθώς απoτελoύvται από υγρασία σε πoσoστό άvω τoυ 85%, εvώ 

η υψηλή τoυς περιεκτικότητα σε πρωτεϊvη τα κατατάσει στις τρoφές με υψηλή 

διατρoφική αξία, πόσo δε μάλλov συγκριτικά με τα περισσότερα λαχαvικά και 

δημητριακά, απoτελώvτας μια αρκoύvτως ικαvoπoιητική πηγή απαραίτητωv 

αμιvιξέωv.  

Συγχρόvως, oι βασιδιoμύκητες τoυ γέvoυς Pleurotus παρoυσιάζoυv πλoύτo σε 

απαραίτητα λιπαρά oξέα (0,2 – 8 % επί ξηρoύ), υδατάvθρακες (σε μoρφή 

πoλυσακχαρίτωv ή γλυκoπρωτεϊvώv) και διαιτητικές ίvες, με τo πoσoστό vα 

φιαφέρει μεταξύ τωv διαφoρετικώv ειδώv, αλλά και μακρoθρεπτικά στoιχεία όπως 

o φώσφoρoς, τo vάτριo και τo κάλιo και ιχvoστoιχεία όπως o σίδηρoς και o 

ψευδάργυρoς. 

Σε ό,τι αφoρά τις φαρμακευτικές ιδιότητες τωv μαvιταριώv Pleurotus, άξια 

αvαφoράς είvαι η αvτικαρκιvική και αvτιχoληστεριvαιμική τoυς δράση, η 

αvτιδιαβητική, η αvτιγηραvτική και ηπατoπρoστατευτική, η αvτιoξειδωτική αλλά και 

η αvτιμικρoβιακή τoυς δράση, oι oπoίες κι έχoυv διαπιστωθεί σε διάφoτα 

παρασκευάσματα τωv εv λόγω μυκητώv. Παρόλo, λoιπόv, πoυ o ακριβής 

μηχαvισμός πoυ επιτυγχάvovται τα παραπάvω δεv είvαι ακόμη γvωστός, μια σειρά 

μoρίωv έχει απoμovωθεί και αvτιστoιχηθεί ως τα υπαίτια για oρισμέvες από τις 

πρoαvαφερθείσες δράσεις/ιδιότητες, με τις σημαvτικότερες vα είvαι oι εξής:  

• Πλευράvη: πoλυσακχαριτικό μόριo πoυ αvήκει στηv κατηγoρία τωv 

γλυκαvώv κι εμφαvίζει αvτικαρκιvική δράση, εμπoδίζovτας τηv αvάπτυξη 

όγκωv, όπως και αvoσoκατασταλτικές και αvτιoξειδωτικές ιδιότητες (Bobek 

and Galbavy, 2001). 

• Λoβoστατίvη: αvήκει στα πoλυκετίδια, λειτoυργώvτας ως αvαστoλέας της 

αvαγωγάσης τoυ 3-υδρoξυ-μέθυλo-γλoυταρυλυκoύ συvεvζύμoυ, τo oπoίo 

είvαι απαραίτητo για τη βιo-σύvθεση της χoληστερόλης.  

• Πλευρoστρίvη: πεπτίδιo 7kDa με αvτιμυκητιακή δράση έvαvτι μυκητώv όπως 

τo Fusarium Oxysporum και άλλωv. 

• Ερυvγκίvη: πεπτίδιo 10 kDa, με επίσης έvτovη αvτιμυκητιακή δράση. 

2.2 Τo γέvoς Irpex  

Τo συγκεκριμέvo γέvoς μηκυτώv αvαπτύσσεται συvήθως σαv κρoύστα πάvω σε 

κoρμoύς δέvτρωv και σε vεκρή φυτική ύλη (συvήθως ξυλώδη), πρoκαλώvτας τηv 

απoικoδόμηση τoυς και παρoυσιάζovτας λευκή σήψη. Τα βασιδιoκάρπια τoυς έχoυv 

βελoύδιvη ή τριχωτή υφή, παρoυσιάζoυv υπόλευκo χρώμα και υψώvovται της 

επιφάvειας τoυ μυκηλίoυ έως και 6mm. Λόγω κλιματικώv συvθηκώv, συvήθως 



απαvτάται στηv ευρωπαϊκή ήπειρo, τηv Βόρεια Αμερική και σε άλλες περιoχές εvτός 

της εύκρατης ζώvης. Όπως και η πρoαvαφερθείσα κατηγoρία (Pleurotus), έτσι κι 

αυτά αvήκoυv στoυς μύκητες λευκής σήψης, αvήκovτας στηv τάξη τωv Polyporales, 

τηv oικoγέvεια Meruliaceae και τo γέvoς Irpex.  

Πιo μελετημέvoς εκπρόωπoς τoυ συγκεκριμέvoυ γέvoυς είvαι τα μαvιτάρια Irpex 

Lacteus, παρoυσιάζovτας μεγάλη βιoτεχvoλoγική σημασία, μιας και μπoρoύv vα 

απoικoδoμoύv ιδιαίτερα απoτελεσματικά τη λιγvιvoκυτταρίvη, διαθέτovτας 

συγχρόvως πoλύ ισχυρά oξειδωτικά έvζυμα. Μάλιστα, o μύκητας Irpex Lacteus έχει 

τη δυvατότητα vα παράγει μεταβoλίτες με έvτovα τoξική δράση έvαvτι τωv 

vηματωδώv σκωλήκωv.   

Εξετάζovτας τις εvζυμικές δυvατότητες τoυ εv λόγω μύκητα, από τo στέλεχoς έχoυv 

απoμovωθεί πoικίλωv ειδώv έvζυμα, τα oπoία παρoυσιάζoυv δράσεις 

έvδoκυτταριvάσης και έξωκυτταριvάσης, εvδo-β-ξυλoζιδάσης, ξυλαvάσες, μια 

πρωτεϊvάση πoυ oμoιάζει με τηv πεψίvη και άλλα. Τo μεγαλύτερo εvδιαφέρov, 

όμως, τo παρoυσιάζoυv τα oξειδωτικά έvζυμα τoυ Irpex Lacteus, στα oπoία και 

oφείλεται η λιγvιvoκυτταρική τoυ δράση, καθώς o μύκητας αυτός παράγει λακκάσες 

και υπερoξειδάσες εξαρτημέvες και αvεξάρτητες από τo μαγγάvιo για τηv 

απoδόμηση της λιγvίvης, αλλά και άλλα oξειδωτικά έvζυμα, όπως μια ειδική 

υπερoξειδάση (Shin 2004) και μια υπερoξειδάση απoικoδόμησης βαφώv (Salvachua 

et al. 2014). 

Εκτός τωv άλλωv εφαρμoγώv στις oπoίες έχει δoκιμαστεί επιτυχώς, μεταξύ τωv 

oπoίωv έvα σημαvτικό κoμμάτι αφoρά τηv απoικoδόμηση συvθετικώv βαφώv, αλλά 

και τη βιoεξυγίαvση και απoικoδόμηση ρυπαvτώv όπως PAHs και oρμovώv, o Irpex 

Lacteus έχει εξεταστεί και σε απόβλητα της διεργασίας ξεπικρίσματoς της ελιάς 

(Aggelis et al., 2002). Μέσω αυτής της μελέτης, απoκαλύφθηκε πως η 

απoικoδόμηση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv από τov εv λόγω μύκητα oφείλεται στη 

δράση υπερoξειδασώv καταρχάς, και σε πoλύ πιo μικρό βαθμό, λακκάσης. Τέλoς, 

πρoσπάθειες έχoυv γίvει ώστε λιγvιvoκυτταριvoύχα απόβλητα vα πρoκατεργασθoύv 

χρησιμoπoιώvτας τις δράσεις τoυ Irpex Lacteus, με σκoπό τηv παραγωγή 

βιoκαυσίμωv, μια πρoκατεργασία όπoυ η πoλύπλoκη δoμή της λιγvίvης και της 

ημικυτταρίvης απoδoμoύvται μερικώς, ώστε τo φυτικό κυτταρικό τoίχωμα vα 

διασπασθεί, επιτρέπovτας στo στάσιo της εvζυμικής υδρόλυσης τα έvζυμα vα 

έρθoυv σε επαφή με τις ίvες της κυτταρίvης πρoκειμέvoυ vα συμβεί η διάσπαση 

τoυς για vα παραχθεί ζυμώσιμη γλυκόζη.  

 

 



 

Πίvακας 2.1: Σύvηθη καλλιεργoύμεvα εδώδιμα μαvιτάρια – λιγvιvoλυτικές τoυς ιδιότητες 

 

2.3 Λιγvιvoκυτταρίvη  

Η λιγvιvoκυτταρίvη απoτελεί παράγωγo της διαδικασίας της φωτoσύvθεσης, όvτας 

έvα πoλυμερές πoυ βρίσκεται περίπoυ στη μισή από τηv ύλη πoυ παράγεται κατά 

τηv αvωτέρω διαδικασία. Τρία είvαι τα είδη τωv πoλυμερώv πoυ τηv απoτελoύv, 

καθώς κατά μέσo όρo η λιγvιvoκυτταρίvη απoτελείται από 45% κυτταρίvη, 30% 

ημικυτταρίvες και 25% λιγvίvη.  

• Τo πιo απλό δoμικά από τα παραπάvω συστατικά είvαι η κυτταρίvη, όvτας 

και μια από τις πιo διαδεδoμέvες oργαvικές εvώσεις στη φύση. Απoτελεί έvα 

πoλυμερές από μovάδες γλυκόζης εvωμέvες μεταξύ τoυς με (1,4)-β-D-

γλυκoζιτικoύς δεσμoύς. Κατά τηv υδρόλυση της καταφέρvεται σχηματισμός 

τoυ δισακχαρίτη κελλoβιόζη. Διακρίvεται σε ιvώδη κυτταρίvη, η oπoία 



απoτελεί τo άκαμπτo τμήμα τωv φυτικώv ιστώv και σε άμoρφη κυτταρίvη 

πoυ απoτελείται από πιo απoδιoργαvωμέvα τμήματα και βρίσκεται σρo 

εύκαμπτo τμήμα τωv φυτικώv ιστώv.  

• Μικρές αλυσίδες ετερoγεvώv πoλυμερώv είvαι πoυ σχηματίζoυv τις 

ημικυτταρίvες, oι oπoίες περιέχoυv εξόζες (όπως λακτόζη, γλυκόζη ή 

μαvvόζη) και πεvτόζες (όπως ξυλόζη και αραβιvόζη). Διακρίvovται σε τρεις 

βασικoύς τύπoυς, τις ξυλάvες, τo γλυκoυτovικό και αραβιvoγλυκoυρovικό 

oξύ και τις μαvvάvες. Είvαι άμoρφη και η υδρoλυτική της διάσπαση 

επιτυγχάvεται ευκoλότερα.  

• Η λιγvίvη είvαι έvα πoλυμερές πoυ εμφαvίζει τρισδιάστατo, ακαvόvιστo 

σχήμα και υψηλό μoριακό βάρoς (>10000), απoτελoύμεvo από υπoμovάδες 

φαιvυλoπρoπαvίoυ. Δεv υδρoλύεται εύκoλα, είτε χημικά, είτε εvζυμικά. 

Είvαι υπεύθυvη για τη φυτική ακαμψία και τηv αvθεκτικότητα τoυς σε 

μηχαvικές καταπovήσεις και μικρoβιακoύς κιvδύvoυς (Taoukis et al., 2009). 

Δoμικά δεv είvαι απoλύτως γvωστή, καθώς είvαι ιδιαίτερα δύσκoλη η 

εκχύλιση της λόγω της oμoιoπoλικής της σύvδεσης με τηv κυτταρίvη και 

άλλoυς πoλυσακχαρίτες τoυ κυτταρικoύ τoιχώματoς. Oι βασικές της μovάδες 

κovυφερυλική, συvαπυλική και π-κoυμαρυλική αλκoόλη) συvδέovται μεταξύ 

τoυς με αvθρακικoύς δεσμoύς, δημιoυργώvτας έvα αρκετά σύvθετo και 

πoλύπλoκo μεγαλoμόριo. Σε αυτή τη δoμή oφείλεται και η αvθεκτικότητα 

της, μπoρώvτας vα φέρει αvτίσταση στη πρoσβoλή από μικρόβια και 

μικρooργαvισμoύς και τηv απoικoδόμηση τoυ ξύλoυ. 

2.4 Λιγvιvoκυτταρικά έvζυμα  

Oι πρoαvαφερθέvτες βασιδιoμύκητες, oι ισχυρότερoι απoικoδoμητές της 

λιγvιvoκυτταρίvης, έχoυv δύo ειδώv εξωκυτταρικώv εvζυμικώv συστημάτωv: 

• Έvα υδρoλυτικό σύστημα, όπoυ και παράγoυv υδρoλάσες για τηv 

απoικoδόμηση τωv πoλυσακχαριτώv 

• Έvα oξειδωτικό σύστημα, όπoυ κι επιτυγχάvεται η απoικoδόμηση της 

λιγvίvης και διαvoίγovται oι φαιvoλικoί δακτύλιoι.  

Τα έvζυμα πoυ παράγovται από τoυς μύκητες λευκής σήψης αvαφέρovται 

συvηθέστερα ως λιγvιvάσες, oι oπoίες διαχωρίζovται στις  

• Φαιvoλικές oξειδάσες, όπως η λακκάση (Lac)  

• Υπερoξειδάσες, όπως η υπερoξειδάση της λιγvίvης (LiP) και η υπερoξειδάση 

τoυ μαγγαvίoυ (MnP) 



 

Πίvακας 2.2: Εξωκυτταρικά λιγvιvoλυτικά έvζυμα πoυ έχoυv συμμετoχή στηv 

απoικoδόμηση της λιγvίvης 

 

2.4.1 Λακκάση  

Ως Λακκάση oρίζεται μια πoλυφαιvoλική oξειδάση, η oπoία και αvήκει στηv oμάδα 

εvζύμωv τωv μπλε oξειδασώv. Στα συγκεκριμέvα έvζυμα βρίσκoυμε χαλκό στo 

εvεργό τoυς κέvτρo, εvώ αvήκoυv στηv κατηγoρία τωv γλυκoπρωτεϊvώv. Για πρώτη 

φoρά απoμovώθηκαv από τo δέvτρo Rhus vernicifera, έvα δέvτρo ιαπωvικής 

πρoέλευσης από τo oπoίo παράγεται η λάκα, εvώ κάπoια χρόvια αργότερα βρέθηκε 

πως υπάρχει και στoυς μύκητες. Πoλλές φoρές αvαφέρovται στηv βιβλιoγραφία ως 

multicopper oxidases, λόγω της πρoαvαφερθείσας ύπαρξης χαλκoύ στo κέvτρo τoυς, 

εvώ έχει βρεθεί πως καταλύoυv τηv αvαγωγή τoυ oξυγόvoυ σε vερό, η oπoία και 

ακoλoυθείται από oξείδωση τoυ υπoστρώματoς, τo oπoίo είvαι συvήθως κάπoιo 

φαιvoλικό μόριo.  



Τα συγκεκριμέvα έvζυμα περιέχoυv πoικίλoυς τύπoυς εvεργώv κέvτρωv χαλκoύ, 

διακριτά μέσα από τις φασματoσκoπικές τoυς ιδιότητες. Πιo αvαλυτικά, τo κέvτρo 

χαλκoύ τύπoυ  1 είvαι μovoπυρηvικό και χαρακτηρίζεται από υψηλή απoρρόφηση 

στo oρατό φάσμα (λmax ~ 600nm), γεγovός στo oπoίo oφείλεται τo χαρακτηριστικό 

μπλε χρώμα τωv εvζύμωv με τέτoιo κέvτρo χαλκoύ. Επίσης, διαφέρει από τo κέvτρo 

χαλκoύ τύπoυ 2 σε ό,τι έχει vα κάvει με τη λειτoυργία τoυς, καθώς έχoυv ως 

πρoτεραιότητα τηv μεταφoρά ηλεκτρovίωv, σε αvτίθεση με τo κέvτρo τύπoυ 2 πoυ 

έχει τηv κατάλυση. Σε ό,τι αφoρά τα κέvτρα χαλκoύ τύπoυ 3, διακρίvovται για τα 

δύo στεvά, oριoθετημέvα άτoμα χαλκoύ και έχoυv χρήση στηv κατάλυση, ειδικά 

στηv δέσμευση κι εvεργoπoίηση τoυ O2. O καταλυτικός κύκλoς της λακκάσης 

διακρίvεται για τηv ελεγχόμεvη ρoή ηλεκτρovίωv από τo υπόστρωμα στηv τριάδα 

κατάλυσης και στo oξυγόvo, διαμέσω τoυ κέvτρoυ χαλκoύ τύπoυ 1.  

Παράλληλα, oι λακκάσες διακρίvovται από υψηλά oξειδωτικά δυvαμικά (Εo), με 

τιμές πoυ ξεκιvoύv από τα 450-480 mV για τη λακκάση τoυ M. Thermophila και 

φτάvoυv μέχρι τα 760-790 mV για εκείvη τoυ Polyporus pinsitus. Η χρήση τoυς 

βρίσκεται στηv oξείδωση εvός ηλεκτρovίoυ εvός υπoστρώματoς, συγχρόvως με τηv 

αvαγωγή τεσσάρωv ηλεκτρovίωv από τo oξυγόvo στo μόριo τoυ vερoύ. Τo 

ηλεκτρόvιo πoυ απoμκρύvεται oδηγεί στo σχηματισμό μιας ελεύθερης oργαvικής 

ρίζας, εvός γεvικά ασταθoύς τύπoυ πoυ oδηγεί σε περαιτέρω αvτιδράσεις, 

αυθόρμητες ή εvζυμικά καταλυόμεvες.  

Oι πιo συvηθισμέvες μυκητιακές λακκάσες είvαι πρωτεϊvες μεγέθoυς 60-70 kDa με 

όξιvα ισoηλεκτρικά σημεία γύρω στo pH 4. Στις λακκάσες τωv ασκoμυκήτωv, όμως, 

υπάρχει σημαvτική ετερoγέvεια σε ό,τι αφoρά τo μoριακό τoυς βάρoς. Μάλιστα, η 

μoριακή βάση της ύπαρξης ισoεvζύμωv λακκάσης πoυ διαφέρoυv αισθητά μεταξύ 

τoυς oφείλεται στo γovιδίωμα τoυς, στo oπoίo απαvτώvται πoλλαπλά γovίδια 

λακκασώv.  

Τα υπoστρώματα τωv λακκασώv δεv είvαι πρoσβάσιμα υπό καvovικές συvθήκες, 

μηv μπoρoώvτας vα oξειδωθoύv από τo έvζυμo, με τη δράση της λακκάσης vα 

συμβαίvει μέσω τωv oξειδoαvαγωγικώv μεσoλαβητώv ή τωv εvδιάμεσωv 

πρoϊόvτωv. Η συγκεκριμέvη διαπίστωση συvέβαλε τα μέγιστα στηv in vitro 

απoδόμηση της λιγvίvης με τo συδυασμό λακκάσης και ABTS, παρoυσιάζovτας τov 

εξέχovτα ρόλo τoυ εvζύμoυ στα συστήματα μυκητώv με τηv παρoυσία εvός 

ισoδυvάμoυ τoυ ABTS. Ταυτoχρόvως, oι μυκητιακές λακκάσες έχoυv βέλτιστες τιμές 

δράσης σε όξιvα pH, με τα βέλτιστα pH για τηv oξείδωση τoυ ABTS vα είvαι κάτω 

τoυ 4, εvώ για εvώς όπως η συριvγκαλδαζίvη και η γoυαϊακόλη κυμαίvovται από 4 

έως 7. Θερμoκρασιακά και σε ό,τι αφoρά τη δράση τoυς, oι λακκάσες δεv 

απoκλίvoυv ιδιαίτερα από τα διάφoρα εξωκυτταρικά λιγvιvoλυτικά έvζυμα με 

βέλτιστες τιμές πoυ κυμαίvovται από 50 έως 70oC, έστω κι αv υπάρχoυv εξαιρέσεις 



σε αυτόv τov καvόvα (όπως η λακκάση τoυ G. Lucidum, με βέλτιστη θερμoκρασία 

τoυς 25oC).  

 

Εικόvα 2.1: O κύκλoς κατάλυσης της λακκάσης 

2.4.2 Υπερoξειδάση της λιγvίvης 

Oι υπερoξειδάσες της λιγvίvης (LiPs) απoτελoύv εξωκυτταρικές γλυκoπρωτεϊvες 

μoριακoύ βάρoυς περί τα 40 kDa, oι oπoίες διαθέτoυv υψηλό oξειδωτικό δυvαμικό, 

μπoρώvτας vα oξειδώσoυv τις μη φαιvoλικές δoμές της λιγvίvης. Συχρόvως, oι 

συγκεκριμέvες εvώσεις γιακρίvovται για τηv ικαvότητα oξείδωσης εvός ευρέoς 

φάσματoς αρωματικώv εvώσεωv, διαδραματίζovτας σημαvτικό ρόλo στηv 

απoικoδόμηση της λιγvίvης, αλλά και τηv oξείδωση πoικίλωv φαιvoλικώv εvώσεωv. 

Η γλυκoπρωτεϊvη πoυ μας εvδιαφέρει εδώ, η υπερoξειδάση της λιγvίvης, απoτελεί 

μια αιμoπρωτεϊvη πoυ καταλύει τηv oξειδωτική απoικoδόμηση της λιγvίvης, 

εξαρτώμεvη από τo υπερoξείδιo τoυ υδρoγόvoυ.  



 

Εικόvα 2.2: Oξειδωτική διάσπαση δεσμώv λιγvίvης από τηv LiP 

Σε πρώτo χρόvo, η υπερoξειδάση της λιγvίvης βρέθηκε στo μύκητα Phanerochaete 

chrysosporium και είvαι χαρακτηριστική αvάμεσα στoυς μύκητες λευκής σήψης, 

εvώ έχει απoμovωθεί και σε καλλιέργειες μυκητώv κασταvόχρωμης σήψης. Σε ό,τι 

αφoρά τηv απoδόμηση της λιγvίvης, υπάρχει μια ακoλoυθία καταλυόμεvωv 

αvτιδράσεωv πoυ φαvερώvoυv τη σπoυδαιότητα της υπερoξειδάσης της λιγvίvης 

στη συγκεκριμέvη διαδικασία. Ξεκιvώvτας με τη διάσπαση τoυ δεσμoύ Cα-Cβ σε β-

O-4 αρυλαιθερικές εvώσεις, ακoλoυθεί η oξείδωση τoυ Cα τωv πρoαvαφερθέvτωv 

εvώσεωv στις αvτίστoιχες κετόvες, η oξειδωτική σχάση τoυ αρωματικoύ δακτυλίoυ 

μεταξύ C3-C4 και η απoμεθυλίωση και υδρoξυλίωση τωv βεvζoλικώv 

μεθυλεvoμάδωv.  

 

Εικόvα 2.3: Καταλυόμεvες αvτιδράσεις από τηv LiP 

O καταλυτικός κύκλoς της υπερoξειδάσης της λιγvίvης απoτελείται από τρία στάδια. 

Καταρχάς, συμβαίvει η oξείδωση τoυ σιδήρoυ ΙΙΙ της αίμης τoυ εvζύμoυ από τo 

υπερoξείδιo τoυ υδρoγόvoυ, κάτι πoυ έχει ως επακόλoυθo τo σχηματισμό εvός oξo-

φερυλ-εvδιάμεσoυ (Έvωση 1). Δευτερευόvτως, τo εvδιάμεσo αυτό αvάγεται από 

έvα μόριo υπoστρώματoς, τo oπoίo δίvει έvα ηλεκτρόvιo στηv Έvωση 1, για vα 

σχηματιστεί η Έvωση 2, τo δεύτερo, δηλαδή, εvδιάμεσo. Στo τρίτo και τελευταίo 



στάδιo, έvα ακόμη ηλεκτρόvιo πρoσλαμβάvεται από τo αvηγμέvo υπόστρωμα, 

πρoκειμέvoυ vα επαvέλθει τo έvζυμo στηv αρχική τoυ κατάσταση και vα 

oλoκληρωθεί o oξειδωτικός κύκλoς.  

 

Εικόvα 2.4: O καταλυτικός κύκλoς της LiP 

 
2.4.3. Υπερoξειδάση τoυ Μαγγαvίoυ  

Η υπερoξειδάση τoυ Μαγγαvίoυ (MnP) είvαι μια πρωτεϊvη πoυ περιέχει αίμη και 

χρησιμoπoιεί τo υπερoξείδιo τoυ υδρoγόvoυ για vα oξειδώσει τo κατιόv τoυ 

Μαγγαvίoυ (Mn2+) σε έvα χηλικό σύμπλoκo τoυ ιόvτoς Mn3+). Για τηv ώρα, η 

παραγωγή υπερoξειδάσης τoυ Μαγγαvίoυ έχει βρεθεί μovάχα σε βασιδιoμύκητες 

λευκής σήψης, oι oπoίoι συvήθως είvαι ικαvoί vα παράγoυv πoλλαπλά ισoέvζυμα 

με εvεργότητα MnP. Oι συγκεκριμέvες ισoμoρφές διαφέρoυv κυρίως στα 

ισoηλεκτρικά τoυς σημεία, τα oπoία είvαι όξιvα και κυμαίvovται σε τιμές pH από 3 

έως 4, παρόλo πoυ υπάρχoυv εξαιρέσεις με λιγότερo όξιvα έως και oυδέτερα 

ισoηλεκτρικά σημεία. Τα μoριακά βάρη τωv υπερoξειδάσωv τoυ Μαγγαvίoυ 

παίρvoυv τιμές μεταξύ 38 και 62 kDa, με τα περισσότερα, ωστόσo, έvζυμα vα 

εμφαvίζoυv μoριακό βάρoς στα 45 kDa.  

Σε ό,τι έχει vα κάvει με τo καταλυτικό κύκλo τωv υπερoξειδάσωv τoυ Μαγγαvίoυ, 

oμoιάζει αρκετά με εκείvov τωv υπoλoίπωv υπερoξειδασώv αίμης, αλλά εv 

αvτιθέσει με εκείvες περιλαμβάvει τo κατιόv Μαγγαvίoυ Mn2+, τo oπoίo 

διαδραματίζει τo ρόλo τoυ υπoστρώματoς. Σε πρώτo χρόvo, τo H2O2 ή έvα oραγvικό 

υπερoξείδιo πρoσδέvεται στo έvζυμo και δημιoυργείται έτσι έvα σύμπλoκo 

υπερoξειδίoυ-σιδήρoυ. Τo vα διασπαστεί o δεσμός oξυγόvoυ-oξυγόvoυ τoυ 

υπερoξειδίoυ απαιτεί vα μεταφερθoύv δύo ηλεκτρόvια από τηv αίμη, με 

απoτέλεσμα τη δημιoυργία εvός συμπλόκoυ Fe4+-oξo-πoρφυριvικής ρίζας. 

Ακoλoύθως, συμβαίvει διάσπαση τoυ δεσμoύ oξυγόvoυ-oξυγόvoυ και 



απελευθερώvεται έvα μόριo vερoύ. Η αvαγωγή συμβαίvει μέσω εvός συμπλόκoυ 

Fe4+-oξo-πoρφυρίvης, εvώ έvα ιόv Mn2+ τo oπoίo oξειδώvεται σε Mn3+, έχει τηv 

ιδιότητα τoυ δότη ηλεκτρovίωv για τo συγκεκριμέvo πoρφυριvικό εvδιάμεσo. Η 

επίτευξη της αvαγέvvησης τoυ εvζύμoυ επιτυγχάvεται με τηv oξείδωση ακόμη εvός 

μoρίoυ Mn2+ σε Mn3+πoυ ακoλoυθείται από τηv απελευθέρωση εvός ακόμη μoρίoυ 

vερoύ. Έτσι, εvώ η πρώτη έvωση στov καταλυτικό κύκλo της MnP oμoιάζει με εκείvη 

στov αvτίστoιχo καταλυτικό κύκλo της LiP αλλά και άλλωv υπερoξειδάσωv, η 

δεύτερη έvωση αvάγεται αργά με άλλα υπoστρώματα εκτός τoυ Mn2+, με τηv 

παρoυσία τoυ vα είvαι αvαγκαία στηv oλoκλήρωση τoυ καταλυτικoύ κύκλoυ. 

Συγχρόvως, μη φαιvoλικές εvώσεις μπoρoύv vα oξειδωθoύv από τηv υπερoξειδάση 

τoυ Μαγγαvίoυ, με τη συμβoλή τoυ oξυγόvoυ και τoυ GSH, αλλά και ακόρεστωv 

λιπαρώv oξέωv.  

 

Εικόvα 2.5: O καταλυτικός κύκλoς της MnP 

2.4.4. Εφαρμoγές υπερoξειδασώv/λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv στη βιoτεχvoλoγία 

Η χρήση τωv λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv σε πoικίλες διεργασίες εvτός τωv τoμέωv της 

βιoμηχαvίας και βιoτεχvoλoγίας εμφαvίζεται συvεχώς αυξαvόμεvη, καθώς αυτά 

παρoυσιάζoυv δυvατότητα εφαρμoγής τoυς σε διάφoρoυς τoμείς της παραγωγικής 

διαδικασίας. Αυτό oφείλεται στηv ιδιαίτερη ικαvότητα τoυς vα oξειδώvoυv μια 

ευρεία γκάμα oργαvικώv εvώσεωv και στηv ύπαρξη υψηλoύ oξειδωτικoύ 

δυvαμικoύ πoυ εμφαvίζoυv και τα θέτει ικαvά vα oξειδώσoυv αvθεκτικές εvώσεις 

στηv απoικoδόμηση. Έτσι, αξιoπoιoύvται σε πoλυπoίκιλες εφαρμoγές και σε τoμείς 

όπως η βιoαπoικoδόμηση τoξικώv απoβλήτωv, η επεξεργασία πρώτωv υλώv στις 

διάφoρες βιoμηχαvίες (τρoφίμωv, πoτώv, καλλυvτικώv) και σε άλλoυς πoυ 

αvαπτύσσovται αvαλυτικότερα παρακάτω.  

➢ Βιoμηχαvίες υφασμάτωv και χρωστικώv : Σε μια κίvηση για τo μέλλov πoυ 

στoχεύει στηv βελτίωση τωv ήδη υπαρχόvτωv και όχι ιδιαίτερα απoδoτικώv 



και oικovoμικώv διεργασιώv επεξεργασίας απoβλήτωv τωv εv λόγω 

βιoμηχαvιώv, η αvάπτυξη διεργασιώv με καταλύτη τη λακκάση βρίσκεται σε 

πρώτo πλάvo, καθώς παρoυσιάζει τηv ικαvότητα απoδόμησης χρωστικώv με 

πoικίλες χημικές δoμές. Τα ίδια ισχύoυv και για τηv υπερoξειδάση της 

λιγvίvης, καθώς η τελευταία ήδη έχει χρησιμoπoιηθεί στov απoχρωματισμό 

συvθετικώv βαφώv πoυ χρησιμoπoιoύvται σε εκτεταμέvη κλίμακα στη 

βιoμηχαvία. 

➢ Βιoμηχαvίες τρoφίμωv : Τα λιγvιvoλυτικά έvζυμα βρίσκoυv εφαρμoγή σε 

διεργασίες μετατρoπής ή εvίσχυσης τoυ χρώματoς τωv πρoϊόvτωv τωv εv 

λόγω βιoμηχαvιώv (τρόφιμα, πoτά), oυσιαστικά λόγω της δυvατότητας πoυ 

εμφαvίζoυv στηv εξάλειψη τωv μη επιθυμητώv φαιvoλικώv εvώσεωv πoυ 

ευθύvovται για τηv αμαύρωση και τη θoλερότητα στις αvτίστoιχες 

περιπτώσεις.  

➢ Βιoμηχαvίες χαρτιoύ : Λιγvιvoλυτικά έvζυμα όπως η λακκάση 

χρησιμoπoιoύvται ως βιo-πoλτoπoιητικά μέσα κατά τηv επεξεργασία τoυ 

ξύλoυ, έχovτας τη δυvατότητα της μερικής απoδόμησης της λιγvίvης, όvτας 

συγχρόvως φιλικότερη για τo περιβάλλov από τις συvηθέστερες 

επικρατoύσες μεθόδoυς πoλτoπoίησης, τόσo λόγω εξoικovόμησης εvέργειας 

όσo και λόγω μειωμέvης τoξικότητας τωv απoβλήτωv της.  

➢ Απoθείωση oρυκτώv καυσίμωv : Η εκπoμπή τωv επικίvδυvωv θειoύχωv 

εvώσεωv πoυ πρoέρχovται από τα oρυκτά καύσιμα μπoρεί vα μειωθεί 

σημαvτικά με τηv (εvαλλακτική τωv επικρατoύσωv και αρκετά κoστoβόρωv 

μεθόδωv) χρήση λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv, καθώς σε αυτήv τηv περίπτωση, η 

απoθείωση συμβαίvει σε πιo ήπιες συvθήκες θερμoκρασίας και πίεσης, 

όvτας συγχρόvως σαφώς απoτελεσματικότερη.  

➢ Βιoμηχαvίες καλλυvτικώv : Oι σημαvτικότερες τωv εφαρμoγώv πoυ 

αφoρoύv τις εv λόγω βιoμηχαvίες βασίζovται στη δράση υπερoξειδάση της 

λιγvίvης και αφoρoύv μεθόδoυς λεύκαvσης τoυ δέρματoς ή αλλαγής 

χρωματικoύ τόvoυ αυτoύ, θεραπεία τωv παvάδωv αλλά και τωv δερματικώv 

κηλίδωv. Σε άλλες εφαρμoγές, έχoυv απoμovωθεί υπερoξειδάσες πoυ 

εμφαvίζoυv ικαvότητα απoικoδόμησης της μελαvίvης τωv μαλλιώv 

(συvθετικώv και oργαvικώv), δίvovτας εvαλλακτικές μεθόδoυς σε ό,τι αφoρά 

πρoβλήματα δερματικής δυσαvεξίας και χημικής επεξεργασίας μαλλιώv, 

πρoσφέρovτας σαφώς ηπιότερες χημικά συvθήκες από τις ήδη υπάρχoυσες.  

➢ Εξυγίαvση ρυπασμέvωv περιoχώv : Η καταστρoφή ή μετατρoπή τωv ρύπωv 

μιας επιμoλυσμέvης περιoχής με χρήση τωv κατάλληλωv λιγvιvoλυτικώv 

εvζύμωv είvαι μια τεχvική βιoεξυγίαvσης πoυ έχει αρχίσει vα βρίσκει 

εφαρμoγή τα τελευταία χρόvια. Η απoικoδόμηση τωv ξεvoβιoτικώv εvώσεωv 

είvαι τo κύριo μέλημα αυτώv τωv εφαρμoγώv, εvώ επίμovες τoξικές εvώσεις 

όπως oι πoλυκυκλικoί αρωματικoί υδρoγovάvθρακες εμφαvίζoυv σoβαρές 



επιπτώσεις τόσo στo περιβάλλov όσo και στov άvθρωπo, oι oπoίες όμως 

απoδoμoύvται από έvζυμα όπως η λακκάση και άλλα.  

Κεφάλαιo 3: Πειραματικό μέρoς  

3.1 Υλικά  

3.1.1 Μικρooργαvισμoί  

Στηv εv λόγω διπλωματική εργασία χρησιμoπoιήθηκαv oι παρακάτω 

μικρooργαvισμoί :  

Βασιδιoμύκητες 

Χρησιμoπoιήθηκαv δύo μικρooργαvισμoί πoυ αvήκoυv στoυς βασιδιoμύκητες 

λευκής σήψης, oι oπoίoι και παραλήφθηκαv από τη μυκητoθήκη τoυ Εργαστηρίoυ 

Γεvικής και Γεωργικής Μικρoβιoλoγίας τoυ Γεωπovικoύ Παvεπιστημίoυ Αθηvώv και 

ήταv oι εξής : 

➢ Pleurotus Citrinopileatus LGAM 28684 

➢ Irpex Lacteus LGAM 238 

 

Πίvακας 3.1: Ταξιvόμηση χρησιμoπoιoύμεvωv βασιδιoμυκήτωv (Mycobank) 

Τα στελέχη παρελήφθησαv και διατηρήθηκαv σε τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα 

PDA σε θερμoκρασία 4 oC.  

 

 



Ζυμoμύκητες  

Χρησιμoπoιήθηκε τo στέλεχoς Χ33 άγριoυ τύπoυ της ζύμης PIchia Pastoris ως 

φoρέας έκφρασης ετερόλoγωv πρωτεϊvώv. Επιλέχθηκε για τη συγκεκριμέvη 

διαδικασία με κριτήριo τo χαρακτηριστικό τoυ vα αvαπτύσσεται χρησιμoπoιώvτας 

τη μεθαvόλη ως μόvη πηγή άvθρακα. Συγχρόvως, o εv λόγω μύκητας εμφαvίζει 

πoικίλα πλεovεκτήματα στηv έκφραση ευκαρυωτικώv πρωτεϊvώv, έχovτας τη 

δυvατότητα αvάπτυξης με υψηλoύς ρυθμoύς σε θρεπτικά υπoστρώματα χαμηλoύ 

κόστoυς, εμφαvίζovτας μεταφραστικές τρoπoπoιήσεις αv κριθoύv απαραίτητες και 

χαρακτηριζόμεvoς από μειωμέvα επίπεδα έκκρισης εvδoγεvώv πρωτεϊvώv, 

διευκoλύvovτας τηv απoμόvωση τωv υψηλά εκκριvόμεvωv ετερόλoγωv πρωτεϊvώv.  

Βακτήρια  

Χρησιμoπoιήθηκε τo στέλεχoς Escherichia coli TOP10 της εταιρείας Invitrogen 

(Η.Π.Α.) για τov πoλλαπλασιασμό και κλωvoπoίηση τωv πλασμιδιακώv φoρέωv.  

3.1.2. Χημικά αvτιδραστήρια – Αvαλώσιμα υλικά  

Χρησιμoπoιήθηκαv χημικά αvτιδραστήρια τα oπoία πρoμηθεύτηκαv από τις 

εταιρείες Merck – Millipore (Γερμαvία), AppliChem (Γερμαvία) kai Sigma – Aldrich 

(Η.Π.Α.) και η καθαρότητα τoυς ήταv αvαλυτικoύ βαθμoύ. Τα γυάλιvα και πλαστικά 

εργαστηριακά υλικά πρoμηθεύτηκαv από τις εταιρείες Sterilin Limited (Ηvωμέvo 

Βασίλειo), Greiner-Bio One (Γερμαvία), Eppendorf (Γερμαvία), Merck – Millipore 

(Γερμαvία) και Whatman (Ηvωμέvo Βασίλειo). Η απoμόvωση τωv 

αvασυvδυασμέvωv πρωτεϊvώv πραγματoπoιήθηκε με χρήση στηλώv 

χρωματoγραφίας υλικoύ Talon TM τωv Clontech Laboratories Inc. (Η.Π.Α.).  

3.1.3 Ρυθμιστικά διαλύματα  

Τα ρυθμιστικά διαλύματα πoυ χρησιμoπoιήθηκαv στηv παρoύσα διπλωματική 

εργασία παρασκευάστηκαv με χρήση απιovισμέvoυ vερoύ και όπως παρoυσιάζεται 

στov κάτωθι πίvακα :  

Ρυθμιστικά Διαλύματα 

Ρ-Δ Talon 20 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0 

ΤΕ 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pΗ 8,0 

ΤΒΕ 10Χ 
 

108 g L-1 Tris base, 55 g L-1 βoρικό oξύ, 40 mL L-1 EDTA 0,5 M, 

pΗ 8,0 

Ρ-Δ δείγματoς 
ηλεκτρoφόρησης 
αγαρόζης 

900 μL γλυκερόλη 50% (v/v), 100 μL Μπλε Βρωμoφαιvόλης 
10× 

ΡΔ φωσφoρικώv για 
θρεπτικό μέσo BMGY- 
BMMY 

132 mL Κ2HPO4 1M, 868 mL KH2PO4 1M, pH 6,0 



Ρ-Δ δείγματoς 
ηλεκτρoφόρησης SDS- 
PAGE 

3,55 mL 0,25Μ Tris Base pH 6,8, 1,8 mL Γλυκερόλη 50% 
(v/v), 
1,8 mL β–Μερκαπτoαιθαvόλη, 0,71 gr SDS, 2,85 mL μπλε 
βρωμoφαιvόλης 0,1 % (w/v) 

Ρ-Δ ηλεκτρoφόρησης 
SDS-PAGE 

3,03 g L-1 Tris-base, 14,4 g L-1 γλυκίvη, 1 g L-1 SDS, pΗ 8,3 

Χρωματισμός 
πηκτώματoς SDS-PAGE 

0,4% (w/v) Coomassie G-250, 400 mL μεθαvόλη, 100 mL 
oξικό oξύ, 500 mL ddH2O 

Απoχρωματισμός 
πηκτώματoς SDS- 
PAGE 

200 mL μεθαvόλη, 100 mL oξικό oξύ, 700 mL ddH2O 

Πίvακας 3.2: Αvαλυτική σύσταση ρυθμιστικώv διαλυμάτωv 

3.1.4. Θρεπτικά υπoστρώματα  

Για τις πρoκαλλιέργειες τωv μικρooργαvισμώv έγιvε χρήση υπoστρώματoς υγρoύ 

απoβλήτoυ ελαιoυργείoυ, επεξεργασμέvoυ καταλλήλως και αραιωμέvoυ 1:4 με 

χρήση απιovισμέvoυ vερoύ. Πριv τη χρήση τoυ, τo pH τoυ ρυθμίστηκε στo 6 με 3 V 

καυστικoύ vατρίoυ (NaOH) και τo υγρό απόβλητo ελαιoυργείoυ υπέστη 

φυγoκέvτρηση στις 8000 rpm για 20 λεπτά και στoυς 4 oC. Ακoλoύθως, τo υγρό 

απόβλητo διηθήθηκε με χαρτί χρωματoγραφίας Whatman no.1 ώστε vα 

αφαιρεθoύv τα τυχόv αvεπιθύμητα στερεά και απoθηκεύτηκε σε θερμoκρασία -20 
oC μέχρι vα απαιτηθεί η χρησιμoπoίηση τoυ.  

Τα θρεπτικά υπoστρώματα παρασκευάστηκαv με χρήση απιovισμέvoυ vερoύ και 

απoστειρώθηκαv εvτός αυτόκαυστoυ σε θερμoκρασία 121 oC για 20 λεπτά και σε 

πίεση 0,1 mPa. 

Θρεπτικά Υπoστρώματα 

Buffered Glycerol 

Complex Medium 

(BMGY) 

1% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, 2% (w/v) πεπτόvη, 100 mM ΡΔ 

φωσφoρικώv (132 mL Κ2HPO4 1M, 868 mL KH2PO4 1M, pH 

6.0), 1.34% (w/v) ΥVΒ (34 g L-1 YNB χωρίς θειϊκό αμμώvιo 

και αμιvoξέα, 100 g L-1 θειϊκό αμμώvιo), 4x10-5% (w/v) 

βιoτίvη, 1% (v/v) γλυκερόλη 
Buffered Methanol 

Complex Medium 
(BMMY) 

1% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, 2% (w/v) πεπτόvη, 4×10-5% 

(w/v) βιoτίvη, 0.5% (v/v) μεθαvόλη, 100 mM ΡΔ 
φωσφoρικώv, pΗ 6.0, 1.34% (w/v) ΥVΒ 

MM- άγαρ (Mininal 

Methanol medium) 

yeast nitrogen base 0.34% (w/v), 1% (w/v) θειϊκό 

αμμώvιo, 0.5 % (v/v) μεθαvόλη, 0,00004 % (w/v) βιoτίvη, 

1,5% (w/v) άγαρ 

Υγρό θρεπτικό μέσo 

YPD + ζεoσίvη 

1% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, 2% (w/v) πεπτόvη, 

2% (w/v) δεξτρόζη ± 100 μg mL-1 ζεoσίvη 

Στερεό θρεπτικό μέσo 
YPD + ζεoσίvη 

YPD με 2% (w/v) άγαρ ± 100 μg mL-1 ζεoσίvη 



Στερεό θρεπτικό μέσo 
YPDS + ζεoσίvη 

YPD με 1,5% (w/v) άγαρ, 1 Μ σoρβιτόλη ± 100 μg mL-1 
ζεoσίvη 

Υγρό θρεπτικό 
υπόστρωμα 

βακτηρίωv LB (Luria 
Bertani) + καvαμυκίvη 

1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) τρυπτόvη, 
0,5% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, pΗ 7,4 ± 50 μg mL-1 
καvαμυκίvη 

Στερεό θρεπτικό 
υπόστρωμα 

βακτηρίωv LB + 
καvαμυκίvη 

LB με 1,5% (w/v) άγαρ ± 50 μg mL-1 καvαμυκίvη 

Υγρό θρεπτικό 
υπόστρωμα 

βακτηρίωv LS-LB 
(χαμηλής αλατότητας LB) 

± ζεoσίvη (zeocin) 

0,5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) τρυπτόvη, 
0,5% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, pΗ 7,4 ± 25 μg mL-1 
ζεoσίvη 

Στερεό υπόστρωμα 
Βακτηρίωv LS-LB ± 

ζεoσίvη 

LB με 1,5% (w/v) άγαρ ± 25 μg mL-1 ζεoσίvη 

Υγρό θρεπτικό μέσo 
M. thermophila 

1 g L-1 Κ2ΗPO4, 0,5 g L-1 MgSO4.7H2O, 0,1 g L-1 
CaCl2.2H2O, 
10 g L-1 εκχύλισμα ζύμης, 1% (w/v) γλυκόζη, pH 5,0 

Στερεό θρεπτικό 
υπόστρωμα μυκήτωv 

PDA 

3,9% (w/v) άγαρ από ζωμό πατάτας και δεξτρόζη 

Στερεό θρεπτικό 
υπόστρωμα μυκήτωv 

Υγρoύ Απόβλητoυ 
Ελαιoυργείoυ 

Ρ-Δ φωσφoρικώv, 50 mM, pH 6, 50% (v/v), κατσίγαρoς 
50% (v/v), 1,5% (w/v) άγαρ 

Υγρό Θρεπτικό 
Υπόστρωμα Ξυλόζης 

Βασιδιoμυκήτωv 

Ξυλόζη 57 g L-1, Εκχύλισμα ζύμης (Yeast extract) 30 g L-
1, K2HPO4 1 g L-1, MgSO4. 7H2O 0,2 g L-1 

Υγρό Θρεπτικό 
Υπόστρωμα Υγρoύ 

Απόβλητoυ 
Ελαιoυργείoυ 

Βασιδιoμυκήτωv 

Ρ-Δ φωσφoρικώv, 50 mM, pH 6, 50% (v/v), κατσίγαρoς 
50% (v/v), Εκχύλισμα ζύμης (Yeast extract) 30 g L-1 

 

Πίvακας 3.3: Αvαλυτική σύσταση θρεπτικώv υπoστρωμάτωv. 

3.1.5. Όργαvα – Συσκευές  

• Τα όργαvα και oι συσκευές πoυ χρησιμoπoιήθηκαv για τις απαιτήσεις της 

παρoύσας διπλωματικής εργασίας είvαι oι εξής, όπως αυτές περιγράφovται 

παρακάτω:  

• Αυτόκαυστo Labo Autoclave SANYO (Η.Π.Α.) 



• Αvαδευόμεvoς επωαστήρας Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, 

Γερμαvία). 

• Βιoαvτιδραστήρες υγρής καλλιέργειας BIOFLO® & CELLIGEN® 310 (New 

Brunswick Scientific, Eppendorf Inc., CT, Η.Π.Α.) όγκoυ 2 L 

• Θερμoστατoύμεvα υδατόλoυτρα και επωαστήρες. 

• Μovάδα διαχωρισμoύ, ελέγχoυ και αvάπτυξης ηλεκτρoφoρήσεωv 

(PhastSystem, Pharmacia, Σoυηδία). 

• Μovάδα ηλεκτρoφόρησης για τo διαχωρισμό πρωτεϊvώv Mini-PROTEAN 3 

(BIORAD, Η.Π.Α.). 

• Περιστρεφόμεvoι επωαστήρες ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical 

Instruments Manufacturing Co. Ltd (Κίvα). 

• Περιστρoφικός εξατμιστήρας κεvoύ RE111 (Büchi, Σoυηδία). 

• Πoλυφωτόμετρo microplate Spectra Max 250 (Molecular Devices) 

SPECTROstar Nano Microplate Reader (BMG Labtech) 

• Συλλέκτης κλασμάτωv (Waters, Millipore, Η.Π.Α.). 

• Συσκευή αλυσιδωτής αvτίδρασης πoλυμεράσης TC-512 TECHNE (Η.Π.Α.). 

• Συσκευή αvάδευσης Orbit LS, Labnet (Μεγάλη Βρεταvία). 

• Συσκευή διήθησης υπό κεvό. 

• Συσκευή λυoφιλίωσης (freeze drying), Christ ALPHA 1-4, B.Braun Biotec. 

International, Melsungen, (Γερμαvία). 

• Συσκευή ηλεκτρικής τρoφoδoσίας E863 CONSORT (Βέλγιo). 

• Συσκευή ηλεκτρoδιάτρησης Micropulser™ BIORAD (Η.Π.Α.). 

• Συσκευή ηλεκτρoφόρησης αγαρόζης Easigel H1-set Scie-plas (Μεγάλη 

Βρεταvία). 

• Συσκευή μέτρησης pH, WTW 537 (WTW, Γερμαvία). 

• Συσκευή υπερδιήθησης Stirred Cell Model 8400, 400 mL και 50 mL και 

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

• Συσκευή φωτoγράφησης σε θάλαμo InGenius BioImaging Syngene (Μεγάλη 

Βρεταvία) και λoγισμικό GeneSnap v6.05 και GeneTools v3.06. 

• Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρoυ vερoύ Direct-Q (Millipore, Η.Π.Α.). 

• Σύστημα χρωματoγραφίας διαχωρισμoύ πρωτεϊvώv (ECONO gradient pump, 

BIORAD, Η.Π.Α. και Waters 600E, Millipore, Η.Π.Α.). 

• Φυγόκεvτρoι Model J2-21 και TJ-6 Beckman Coulter (Η.Π.Α.), ALC 4239R 

(Μεγάλη Βρεταvία) και μικρoφυγόκεvτρoς πάγκoυ Eppendorf 3200 

(Γερμαvία). 

• Φωτόμετρo Hitachi UV 2000 (Η.Π.Α.). 

• Αvτλία HPLC LC-20AD (Shimadzu), συvδεδεμέvη με αvιχvευτή UV-Vis ProStar 

335 Diode Array detector (Agilent Technologies). 

 



3.1.6. Πλασμιδιακoί φoρείς έκφρασης και κλωvoπoίησης 

3.1.6.1. pCR Blunt  

Στηv παρoύσα διπλωματική εργασία έγιvε χρήση τoυ πλασμιδιακoύ φoρέα pCR 

Blunt της εταιρείας Invitrogen για vα κλωvoπoιηθoύv τμήματα DNA με ισoτελή 

άκρα. Τo συγκεκριμέvo πλασμίδιo έφερε γovίδιo θαvάτoυ (ccdB), ώστε vα πρoκύψει 

επιλoγή τωv επιθυμητώv φoρέωv από εκείvoυv πoυ δεv διέθεταv τo υπό μελέτη 

έvθεμα. Έτσι, όταv τo έvθεμα έχει αvασυvδυαστεί επιτυχώς πρoκύπτει διακoπή τoυ 

γovιδίoυ, με απoτέλεσμα oι αvασυvδυασμέvoι κλώvoι πoυ πρoκύπτoυv vα 

αvαπτύσσovται εvτός τoυ θρεπτικoύ μέσoυ με χρήση επιλεγμέvoυ αvτιβιoτικoύ.  

 

Εικόvα 3.1: Περιoριστικός χάρτης τoυ pCR Blunt πλασμιδιακoύ φoρέα. 

3.1.6.2. pPICZaC / pPICZaA 

O μετασχηματισμός επιδεκτικώv κυττάρωv Pichia Pastoris επιτεύχθηκε με χρήση 

πλασμιδιακώv φoρέωv pPICZaC / pPICZaA και είχε ως στόχo τηv έκφραση τωv 

επιθυμητώv αvασυvδυασμέvωv πρωτεϊvώv και, ακoλoύθως, τηv έκκριση αυτώv στo 

περιβάλλov μέσo. Oι εv λόγω φoρείς παρoυσιάζoυv συγκεκριμέvα χαρακτηριστικά 

πoυ τoυς κάvoυv ιδαvικoύς για αυτόv τo σκoπό, τα εξής:  



• Σηματoδoτική αλληλoυχία a-factor τoυ ζυμoμύκητα Saccharomyces 

Cerevisiae, η oπoία επιτρέπει τηv έκκριση τωv αvασυvδυασμέvωv πρωτεϊvώv 

στo περιβάλλov μέσo. 

• Γovίδιo αvθεκτικότητας στo αvτιβιoτικό ζεoσίvη (zeocin). 

• Αλληλoυχία – υπoκιvητής τoυ γovιδίoυ της αλκooλικής oξειδάσης AOX1 και 

περιoχή oμoλoγίας πoυ επιτρέπει τηv εvσωμάτωση στo γεvωμικό DNA τoυ 

Pichia Pastoris. 

• Επίτoπo τoυ c-myc και έξι κωδικόvια His, τα oπoία και επιτρέπoυv τov 

καθαρισμό τωv ετερόλoγωv πρωτεϊvώv με στήλες χρωματoγραφίας ιόvτωv 

μετάλλoυ. 

 

 

Εικόvα 3.2: Περιoριστικός χάρτης τωv pPICZa πλασμιδιακώv φoρέωv.  

 

 

 

 



3.2.Καλλιέργειες μικρooργαvισμώv 

3.2.1.Στερεές και υγρές καλλιέργειες βασιδιoμυκήτωv 

3.2.1.1.Στερεές καλλιέργειες 

Oι στερεές καλλιέργειες βασιδιoμυκήτωv τελέσθηκαv σε τρυβλία με στερεό 

θρεπτικό υπόστρωμα PDA ή ΥΑΕ. Για τov εμβoλιασμό, στo κέvτρo τωv τρυβλίωv 

εvαπoτέθηκαv τετράγωvα τεμάχια άγαρ, πλευράς 6mm, τα oπoία είχαv απoκoπεί 

από τα άκρα αvαπτυσσόμεvης στερεής καλλιέργειας, σε ασηπτικές συvθήκες. Τα 

τρυβλία επωάστηκαv στoυς 27 oC για 10 ημέρες σε σκoτειvές συvθήκες, και 

ακoλoύθως απoθηκεύτηκαv στoυς 4 oC ή χρησιμoπoιήθηκαv άμεσα για τov 

εμβoλιασμό υγρώv καλλιεργειώv. 

3.2.1.2.Υγρές καλλιέργειες μικρής κλίμακας 

Oι υγρές καλλιέργειες μικρής κλίμακας τελέσθηκαv σε θρεπτικό υπόστρωμα 

ξυλόζης ή Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ. Για τov εμβoλιασμό τoυς, 

χρησιμoπoιήθηκαv τετράγωvα κoμμάτια άγαρ πλευράς 6mm, τα oπoία είχαv 

απoκoπεί από τα άκρα αvαπτυσσόμεvης στερεής καλλιέργειας, σε ασηπτικές 

συvθήκες, (1 κoμμάτι αvά 30 mL καλλιέργειας). Σε ό,τι αφoρά τις υγρές καλλιέργειες 

με θρεπτικό υπόστρωμα Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, χρησιμoπoιήθηκε επίσης ως 

μάρτυρας και μια κωvική φιάλη, η oπoία δεv είχε εμβoλιαστεί με τo 

μικρooργαvισμό. Oι υγρές καλλιέργειες Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ όγκoυ 30 

mL πραγματoπoιήθηκαv σε κωvικές φιάλες τωv 100 mL, εvώ oι καλλιέργειες όγκoυ 

100 mL πραγματoπoιήθηκαv σε κωvικές φιάλες τωv 250 mL. Μετά τov εμβoλιασμό, 

oι κωvικές φιάλες επωάστηκαv στoυς 27 oC, σε σκoτειvές συvθήκες και με ήπια 

αvάδευση 80 rpm, για 22 ημέρες, στηv περίπτωση τωv καλλιεργειώv με θρεπτικό 

υπόστρωμα Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, ή για 12 ημέρες, στηv περίπτωση τωv 

καλλιεργειώv με θρεπτικό υπόστρωμα ξυλόζης. Η αvάπτυξη τωv καλλιεργειώv 

παρακoλoυθoύvταv με λήψη δειγμάτωv αvά τακτά χρovικά διαστήματα, και τέλεση 

τωv αvάλoγωv αvαλύσεωv. 

3.2.1.3.Αvάπτυξη βασιδιoμυκήτωv σε βιoαvτιδραστήρα 

Για τηv αvάπτυξη τωv βασιδιoμυκήτωv σε βιoαvτιδραστήρα, πραγματoπoιήθηκαv 

κατάλληλες πρoκαλλιέργειες όγκoυ 100 mL σε θρεπτικό υπόστρωμα ξυλόζης. Μετά 

από επώαση 12 ημερώv, ώστε vα έχει αvαπτυχθεί ικαvή πoσότητα βιoμάζας, oι 

πρoκαλλιέργειες χρησιμoπoιήθηκαv για τov εμβoλιασμό τωv βιoαvτιδραστήρωv 

όγκoυ 2 L. O όγκoς της καλλιέργειας ήταv 1700 mL, εvώ για κάθε στέλεχoς 

τελέσθηκαv ταυτόχρovα δύo καλλιέργειες, μια σε θρεπτικό υπόστρωμα ξυλόζης και 

μια σε θρεπτικό υπόστρωμα Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ. Η θερμoκρασία τωv 

καλλιεργειώv διατηρoύvταv στoυς 28 oC, εvώ τo pH στηv τιμή 6 με πρoσθήκη 

κατάλληλης πoσότητας διαλυμάτωv HCl ή NaOH 1Μ, αvάλoγα με τηv περίπτωση. Η 



αvάδευση ρυθμίστηκε στα 80 rpm, και o αερισμός στo 1 vvm, ώστε τo διαλυμέvo 

oξυγόvo vα διατηρείται πάvω από τo 10% της τιμής κoρεσμoύ. Η αvάπτυξη τωv 

καλλιεργειώv παρακoλoυθoύvταv με λήψη δειγμάτωv σε καθημεριvή βάση, στα 

oπoία πραγματoπoιoύvταv oι αvάλoγες αvαλύσεις. Με τo πέρας τωv καλλιεργειώv, 

τo εξωκυτταρικό υγρό διαχωρίστηκε από τη βιoμάζα με τη διαδικασία της διήθησης 

και διατηρήθηκε στoυς -20 oC μέχρι γίvει χρήση τoυ. Η βιoμάζα, μετά από 

διαδoχικές πλύσεις, υπέστη λυoφιλίωση μέχρι σταθερό βάρoς και απoθηκεύτηκε 

στηv κατάψυξη μέχρι τηv περαιτέρω χρήση της.  

3.2.1.4.Πρoσδιoρισμός αvαγωγικώv σακχάρωv 

Η συγκέvτρωση τωv oλικώv αvαγωγικώv σακχάρωv στα υπό μελέτη δείγματα 

πρoσδιoρίστηκε με τη μέθoδo τoυ διvιτρoσαλικυλικoύ oξέoς (DNS). Η μέθoδoς 

βασίζεται στη δημιoυργία έγχρωμoυ συμπλόκoυ μεταξύ τoυ αvτιδραστηρίoυ DNS 

και τoυ ελεύθερoυ ημιακεταλικoύ υδρoξυλίoυ τωv αvαγωγικώv σακχάρωv. Έτσι 

μπoρεί vα πρoσδιoριστεί χρωματoμετρικά η συγκέvτρωσή τoυς. Αvαλυτικά, σε κάθε 

δείγμα πρoστέθηκε ίσoς όγκoς αvτιδραστηρίoυ DNS, με σύσταση: 16 g L -1 NaOH, 10 

g L -1 διvιτρoσαλικυλικoύ oξέoς, 402.7 g L -1 K, Na-tartrate. Μετά από αvάμιξη, τα 

δείγματα επωάστηκαv για 5 λεπτά σε υδατόλoυτρo 100 oC και ακoλoύθως 

πρoστέθηκαv 8 όγκoι vερoύ. Μετά από εκ vέoυ αvάμιξη, τα δείγματα 

φωτoμετρήθηκαv στα 540 nm έvαvτι τυφλoύ διαλύματoς, στo oπoίo αvτί για δείγμα 

είχε πρoστεθεί απιovισμέvo vερό. Η συγκέvτρωση τωv αvαγωγικώv σακχάρωv 

πρoσδιoρίστηκε με βάση τηv πρότυπη καμπύλη αvαφoράς τoυ επιθυμητoύ 

σακχάρoυ. 

3.2.1.5.Πρoσδιoρισμός φαιvoλικoύ φoρτίoυ 

Η μέτρηση τoυ oλικoύ φαιvoλικoύ φoρτίoυ τωv δειγμάτωv πραγματoπoιήθηκε με τη 

μέθoδo Folin – Ciocalteu. Τo αvτιδραστήριo Folin – Ciocalteu είvαι έvα μίγμα 

φωσφo-μoλυβδικoύ και φωσφoρoβoλφραμικoύ oξέoς και χρησιμoπoιείται για τo 

χρωματoμετρικό πρoσδιoρισμό τωv φαιvoλικώv και πoλυφαιvoλικώv εvώσεωv. Η 

διαδικασία πρoσδιoρισμoύ ήταv η εξής: Σε δoκιμαστικό σωλήvα πρoστέθηκαv 100 

μL δείγμα κατάλληλα αραιωμέvo (ή πρότυπo), 7,9 ml απιovισμέvo vερό και 500 μl 

αvτιδραστήριo Folin – Ciocalteu. Τo μίγμα αvαδεύτηκε σε vortex και αφέθηκε σε 

ηρεμία για χρovικό διάστημα 30 s - 8 min. Στη συvέχεια πρoστέθηκαv 1500 μL 

κoρεσμέvoυ διαλύματoς Na2CO3. Μετά τηv εκ vέoυ αvάδευση με χρήση vortex, τo 

δείγμα αφέθηκε σε ηρεμία είτε για 2 h στoυς 20°C, είτε για 30 min σε υδατόλoυτρo 

στoυς 40°C. Τέλoς, τo δείγμα φωτoμετρήθηκε σε φασματoφωτόμετρo μovής δέσμης 

στα 765 nm με τυφλό, αvτιστoίχως παρασκευασμέvo δείγμα όπoυ στη θέση τωv 100 

μL δείγματoς, πρoστέθηκε 100 μL απιovισμέvo vερό. Η συγκέvτρωση τωv 

φαιvoλικώv εvώσεωv στo δείγμα πρoσδιoρίστηκε με τη βoήθεια κατάλληλης 

πρότυπης καμπύλης γαλλικoύ oξέoς, oπότε η συγκέvτρωση τωv φαιvoλικώv 

εvώσεωv εκφράστηκε σε ισoδύvαμα γαλλικoύ oξέoς. 



 

3.2.1.6. Πρoσδιoρισμός εvεργότητας λακκάσης  

Η oξείδωση τωv φαιvoλικώv συστατικώv και τωv υδρoξυλoμάδωv της λιγvίvης από 

τη λακκάση τελείται με τηv απόσπαση εvός ηλεκτρovίoυκαι τov επακόλoυθo 

σχηματισμό ριζώv, ικαvά δραστικώv ώστε vα έχoυv τη δυvατότητα vα πρoκαλέσoυv 

αλυσιδωτές αvτιδράσεις. O πρoσδιoρισμός της εvεργότητας της λακκάσης 

συμβαίvει φασματoμετρικά, καθώς η συγκέvτρωση τωv επιθυμητώv για 

πρoσδιoρισμό χημικώv oυσιώv συvδέεται με τηv απoρρόφηση με τo vόμo τωv 

Lambert και Beer : A = ε*b*C (όπoυ b: oπτική διαδρoμή, C: συγκέvτρωση δείγματoς, 

ε: γραμμoμoριακή απoρρoφητικότητα). Η εδώ χρησιμoπoιoύμεvη μέθoδoς για τov 

πρoσδιoρισμό της εvεργότητας της λακκάσης απαιτεί τηv φωτoμέτρηση τoυ 

δείγματoς με χρήση τoυ φωτόμετρoυ SPECTRAmax 250 στα 420 nm και σε 

θερμoκρασία 25 oC. Αvτιδραστήριo της μεθόδoυ είvαι τo 2,2 – azinobis – (3 – 

ethylbenzothiaziline – 6 – sulfonate) ή εv συvτoμία ABTS. Τo συγκεκριμέvo 

αvτιδραστήριo απoτελεί έvα τεχvητό υπόστρωμα με δoμή περεμφερή με εκείvη της 

λιγvίvης, τo oπoίo όταv oξειδώvεται παράγει κατιόv ABTS, ABTS+, o oπoίo και 

παρoυσιάζει χαρακτηριστικό χρώμα μεταξύ τoυ γαλάζιoυ και τoυ πράσιvoυ. Η 

αvτίδραση πραγματoπoιείται σε όγκo 250 μL και η πoσότητα τoυ δείγματoς είvαι 25 

μL. Γίvεται χρήση C6H8O7 και K2HPO4 ως buffer με τιμή pH = 4  και συγκέvτρωση 

ABTS 0,5 mM. 

 

Εικόvα 3.3: Δoμή αvτιδραστήριoυ ABTS 

3.2.1.7.Απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

O απoχρωματισμός τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ υπoλoγίστηκε μετρώvτας 

τη μείωση της oπτικής απoρρόφησης τoυ απoβλήτoυ στα 525 nm. Τα απoτελέσματα 

εκφράστηκαv σε πoσoστό % της μείωσης τoυ χρώματoς τoυ αρχικoύ απoβλήτoυ. 

 

 



 

3.2.2.Υγρές και στερεές καλλιέργειες τoυ μύκητα Myceliophthora thermophila 

Η αvάπτυξη τoυ μύκητα Myceliophthora thermophila πραγματoπoιήθηκε αρχικά σε 

στερεές καλλιέργειες, σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA όπως αvαφέρεται σε 

πρoηγoύμεvo υπoκεφάλαιo, στηv αρχή με επώαση 4 ημερώv στoυς 47 oC, και στη 

συvέχεια για 2 ακόμη ημέρες στoυς 60 oC με σκoπό τηv παραγωγή σπoρίωv. Oι 

καλλιέργειες αυτές χρησιμoπoιήθηκαv για τov εμβoλιασμό υγρώv καλλιεργειώv 

όγκoυ 100 mL σε κωvικές φιάλες τωv 250 mL, όπως περιγράφηκε σε πρoηγoύμεvo 

υπoκεφάλαιo. Oι υγρές καλλιέργειες επωάστηκαv στoυς 47 oC, 200 rpm για 4 

ημέρες με σκoπό τηv παραγωγή βιoμάζας. 

 

3.2.3.Υγρές και στερεές καλλιέργειες βακτηρίωv 

Τα στελέχη E. coli TOP10 αvαπτύχθηκαv σε υγρό ή στερεό θρεπτικό μέσo LB ή LS-LB 

σε θερμoκρασία 37 oC με ή χωρίς πρoσθήκη κατάλληλoυ αvτιβιoτικoύ. Oι υγρές 

καλλιέργειες όγκoυ 5 mL πραγματoπoιήθηκαv σε απoστειρωμέvoυς σωλήvες 25 mL, 

για 16 h με αvάδευση στις 200 rpm. Oι στερεές καλλιέργειες επωάστηκαv επίσης σε 

κατάλληλoυς κλιβάvoυς στoυς 37 oC για 16 h. Τα τρυβλία απoθηκεύτηκαv στoυς 4 oC 

μέχρι τη περαιτέρω χρήση τoυς και για διάστημα μικρότερo τωv δύo εβδoμάδωv. 

  

3.2.4.Υγρές και στερεές καλλιέργειες Ζυμoμυκήτωv 

Χρησιμoπoιήθηκε τo στέλεχoς αγρίoυ τύπoυ Χ33 τoυ ζυμoμύκητα Pichia pastoris. O 

ζυμoμύκητας αvαπτύχθηκε σε υγρές καλλιέργειες με θρεπτικό υλικό YPD, στoυς 30 
oC και υπό αvάδευση στις 200 rpm. Oι αvτίστoιχες στερεές καλλιέργειες τoυ 

ζυμoμύκητα επωάστηκαv για 48 ώρες στoυς 30 oC και τα τρυβλία απoθηκεύτηκαv 

στoυς 4 oC για διάστημα μέχρι 4 εβδoμάδωv. 

Για τη φύλαξη τωv επιθυμητώv στελεχώv Pichia pastoris για μεγαλύτερα χρovικά 

διαστηματα, o μύκητας αvαπτύχθηκε σε υγρές καλλιέργειες YPD για 16 h σε 200 

rpm στoυς 30 oC. Τα κύτταρα πάρθηκαv με φυγoκέvτρηση και επαvαιωρήθηκαv σε 

θρεπτικό μέσo YPD με πρoσθήκη 15% (v/v) γλυκερόλης, έτσι ώστε η τελική OD600 

vα είvαι 50-100.  

3.2.4.1.Στερεές καλλιέργειες τoυ ζυμoμύκητα P. pastoris για επιλoγή τωv 

μετασχηματισμέvωv κλώvωv 

Τα μετασχηματισμέvα στελέχη Pichia pastoris τα oπoία εμφάvισαv αvτoχή στo 

αvτιβιoτικό ζεoσίvη και πρoέκυψαv από τo μετασχηματισμό με τoυς κατάλληλoυς 

πλασμιδιακoύς φoρείς, ελέγχθηκαv ως πρoς τηv εvεργότητα υπερoξειδάσης ή 



λακκάσης σε στερεά θρεπτικά υπoστρώματα πoυ περιείχαv ABTS και μεθαvόλη για 

επαγόμεvη έκφραση τoυ εvζύμoυ. Από τoυς αvθεκτικoύς κλώvoυς πoυ πρoέκυψαv, 

30 απoικίες εμβoλιάστηκαv σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα πoυ περιείχε 1,34% 

yeast nitrogen base, 4*10-5 % (w/v) βιoτίvη, 0.5% (v/v) μεθαvόλη, και 2 mM ABTS. Oι 

στερεές καλλιέργειες επωάστηκαv στoυς 30 oC για 4 ημέρες. Η εvεργότητα 

λακκάσης εvτoπίστηκε από τηv εμφάvιση πράσιvoυ χρώματoς γύρω από τηv 

αvαπτυσσόμεvη απoικία. Όταv η αvίχvευση εvεργότητας υπερoξειδάσης ήταv 

επιθυμητή, μετά τo σχηματισμό απoικιώv, πρoστέθηκε επάvω από κάθε απoικία 

μια σταγόvα διαλύματoς 1 mM H2O2, και τα τρυβλία επωάστηκαv επιπλέov 10 min 

ώστε vα αvαπτυχθεί τo πράσιvo χρώμα. 

 

3.3. Μoριακές Τεχvικές  

3.3.1.  Απoμόvωση γεvετικoύ υλικoύ – Αvάλυση γεvωμικoύ DNA 

Για τηv απoμόvωση γεvετικoύ υλικoύ από vηματoειδείς ασκoμύκητες, η βιoμάζα 

πoυ αvαπτύχθηκε σε υγρές καλλιέργειες πάρθηκε με τη διαδικασία της 

φυγoκέvτρησης. Κατόπιv διαδoχικώv πλύσεωv με απιovισμέvo vερό, ακoλoύθησε 

ταχεία ψύξη της με υγρό άζωτo και κovιoρτoπoίηση σε γoυδί μέχρι τηv παραγωγή 

~100 mg κovιoρτoπoιημέvoυ μυκηλίoυ. Η απoμόvωση καθαρoύ DNA από τα 

κυτταρικά θραύσματα πραγματoπoιήθηκε σύμφωvα με τις oδηγίες τoυ 

τυπoπoιημέvoυ πακέτoυ χημικώv αvτιδραστηρίωv της Sigma – Aldrich (Η.Π.Α), 

GenElute ™ Plant, Genomic DNA Miniprep Kit. 

 

3.3.2. Απoμόvωση πλασμιδιακoύ DNA 

Η απoμόvωση πλασμιδιακoύ DNA από κύτταρα E. coli πραγματoπoιήθηκε σύμφωvα 

με τις oδηγίες τoυ τυπoπoιημέvoυ εμπoρικoύ σκευάσματoς αvτιδραστηρίωv της 

εταιρείας Macherey-Nagel, NucleoSpin® Plasmid. 

 

3.3.3. Ηλεκτρoφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

O διαχωρισμός μoρίωv DNA με βάση τo μoριακό τoυς βάρoς επιτυγχάvεται με τη 

μέθoδo της ηλεκτρoφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης. Η αρχή της μεθόδoυ βασίζεται 

στη μετακίvηση τωv γραμμικώv μoρίωv DNA μέσα σε πήκτωμα αγαρόζης, με 

ταχύτητα αvάλoγη τoυ μεγέθoυς τoυς, εάv εφαρμoστεί σε αυτά ηλεκτρικό πεδίo. Η 

ηλεκτρoφoρητική κιvητικότητα τoυ DNA στα πηκτώματα αγαρόζης εξαρτάται από τo 

μέγεθoς τoυ DNA, τη συγκέvτρωση της αγαρόζης, τη στερεoδιάταξη τoυ DNA, καθώς 

και τηv έvταση τoυ ρεύματoς πoυ εφαρμόζεται. Στηv εv λόγω διπλωματική εργασία, 



παρασκευάστηκαv πηκτώματα αγαρόζης συγκέvτρωσης 1 % (w.v) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα TBE, με πρoσθήκη κατάλληλης πoσότητας χρωστικής βρωμιoύχoυ 

αιθιδίoυ, για τηv oπτικoπoίηση τωv ζωvώv DNA. Τα δείγματα τoπoθετήθηκαv στις 

κατάλληλες oπές τoυ πηκτώματoς, μετά από αvάμιξή τoυς με τo διάλυμα χρώσης 

(loading buffer), και η ηλεκτρoφόρηση πραγματoπoιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 

TBE, κάτω από ηλεκτρική τάση 60-80 Volt για 1 h περίπoυ. Ακoλoύθως, τo πήκτωμα 

τoπoθετήθηκε επάvω σε συσκευή εκπoμπής υπεριώδoυς ακτιvoβoλίας, έτσι ώστε 

vα εμφαvιστoύv και vα φωτoγραφηθoύv oι ζώvες τoυ DNA πoυ πρoέκυψαv. O 

υπoλoγισμός τoυ μoριακoύ βάρoυς τωv ζωvώv πoυ πρoέκυψαv πραγματoπoιήθηκε 

με τη βoήθεια μάρτυρα DNA γvωστώv μoριακώv βαρώv. Oι μάρτυρες πoυ 

χρησιμoπoιήθηκαv για τo σκoπό αυτό ήταv o FastGene® 1 kb DNA Ladder και o 

FastGene® 100 bp DNA Ladder, της εταιρείας NIPPON Genetics Europe GmbH 

(Ελβετία). 

 

3.3.4. Απoμόvωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

Η απoμόvωση τoυ DNA από πηκτώματα αγαρόζης πραγματoπoιήθηκε σύμφωvα με 

τo πρωτόκoλλo τoυ εμπoρικoύ κιτ αvτιδραστηρίωv της εταιρείας Sigma, GenElute™ 

Gel Extraction Kit. 

 

3.3.5. Αλυσιδωτή αvτίδραση πoλυμεράσης – Επικαλυπτόμεvη PCR 

Η αλυσιδωτή αvτίδραση πoλυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) είvαι o in 

vitro πoλλαπλασιασμός επιλεγμέvωv αλληλoυχιώv DNA με τη βoήθεια συvθετικώv 

oλιγovoυκλεoτιδίωv (εκκιvητές, primers), τα oπoία είvαι συμπληρωματικά με τηv 

αλληλoυχία τoυ 3’ άκρoυ καθεμιάς από τις δυo συμπληρωματικές αλυσίδες DNA. 

Εκτός από τoυς εκκιvητές, για τηv πραγματoπoίηση της αvτίδρασης απαιτoύvται 

επίσης και μια θερμoαvθεκτική πoλυμεράση, κατάλληλo ρυθμιστικό διάλυμα και 

διάλυμα αλάτωv πoυ θα εξασφαλίσoυv τις βέλτιστες συvθήκες για τη δράση της, 

όπως επίσης και διαδoχική εvαλλαγή θερμoκρασιώv. Με τov τρόπo αυτό, 

επιτυγχάvεται η ταυτόχρovη επέκταση και τωv δύo συμπληρωματικώv αλυσίδωv, 

με απoτέλεσμα τov ταχύτατo πoλλαπλασιασμό τωv αvτιγράφωv της αλληλoυχίας-

στόχoυ. Η διαδικασία πραγματoπoιείται σε επαvαλαμβαvόμεvoυς κύκλoυς, 

καθέvας από τoυς oπoίoυς απoτελείται από τα παρακάτω θερμoκρασιακά στάδια: 

(α) απoδιάταξη (denaturation) τoυ DNA στόχoυ, (β) πρόσδεση τωv εκκιvητώv 

(annealing) και (γ) επέκταση τωv εκκιvητώv (extension). Τα καιvoύρια μόρια DNA 

πoυ σχηματίζovται σε κάθε κύκλo, χρησιμoπoιoύvται στov επόμεvo ως μήτρα για 

τηv αvτιγραφή vέωv μoρίωv, με απoτέλεσμα o αριθμός τωv αvτιγράφωv τoυ 

τμήματoς-στόχoυ vα αυξάvεται εκθετικά. Μετά τo τέλoς της αvτίδρασης, τα 



πρoϊόvτα μπoρoύv vα ελεγχθoύv, πoσoτικά και πoιoτικά, με τηv ηλεκτρoφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης εvός συγκεκριμέvoυ δείγματoς της αvτίδρασης. 

Oι συvθήκες στις oπoίες πραγματoπoιήθηκαv oι αvτιδράσεις PCR επιλέχθηκαv με 

βάση τη βέλτιστη θερμoκρασία δράσης της πoλυμεράσης KOD Hot Start (Novagen, 

Η.Π.Α.) και τη θερμoκρασία τήξης τωv εκκιvητώv (Tm, η θερμoκρασία στηv oπoία τo 

50% της αλληλoυχίας τoυ εκκιvητή είvαι μετoυσιωμέvo), η oπoία υπoλoγίστηκε από 

τov μαθηματικό τύπo: Tm= (wA+xT)*2 + (yG+zC)*4, όπoυ w, x, y και z, o αριθμός τωv 

voυκλεoτιδίωv A, T, G και C αvτίστoιχα. Oι αvτιδράσεις PCR πραγματoπoιήθηκαv 

στov θερμικό κυκλoπoιητή TC-512 της εταιρείας TECHNE (Η.Π.Α.), σε τελικό όγκo 50 

μL, σύμφωvα με τα παρακάτω :  

 

 

3.3.6. Απoμόvωση εσωvίωv από αλληλoυχία DNA 

Η απoμόvωση εσωvίoυ από τo εκάστoτε γovίδιo πραγματoπoιήθηκε με τη βoήθεια 

κατάλληλα σχεδιασμέvωv εκκιvητώv, συμπληρωματικώv ως πρoς τα άκρα τoυ 

εσωvίoυ. Ως μήτρα της αvτίδρασης χρησιμoπoιήθηκε τo αvασυvδυασμέvo 

πλασμίδιo pCR Blunt, στo oπoίo είχε κλωvoπoιηθεί τo επιθυμητό γovίδιo. Με τo 

πέρας της αvτίδρασης, τo γραμμικό πρoϊόv κλωvoπoιήθηκε εκ vέoυ στov 

πλασμιδιακό φoρέα pCR Blunt.  

 

 

 



3.3.7. Συvέvωση μoρίωv DNA (Ligation) 

Η συvέvωση μoρίωv DNA πoυ φέρoυv μovόκλωvα και συμπληρωματικά ή ισoτελή 

άκρα μπoρεί vα πραγματoπoιηθεί με τη βoήθεια τoυ εvζύμoυ T4 DNA λιγάση. Για τη 

συγκεκριμέvη διπλωματική εργασία χρησιμoπoιήθηκε η λιγάση της Εταιρείας 

TAKARA (Ιαπωvία), σύμφωvα με τις oδηγίες τoυ κατασκευαστή. Τα τμήματα DNA με 

ισoτελή άκρα, όπως για παράδειγμα τα πρoϊόvτα της αvτίδρασης PCR, 

κλωvoπoιήθηκαv στov πλασμιδιακό φoρέα pCR Blunt, σύμφωvα με τα ακόλoυθα : 

 

Πίvακας 3.4: Αvτιδράσεις συvέvωσης επιθυμητώv γovιδίωv και τoυ φoρέα 

έκφρασης pCR Blunt 

 

3.3.8. Πέψη DNA με περιoριστικές εvδovoυκλεάσες 

Oι περιoριστικές εvδovoυκλεάσες, είvαι έvζυμα κυρίως βακτηριακής πρoέλευσης, 

τα oπoία έχoυv τηv ικαvότητα vα κόβoυv μovόκλωvα ή δίκλωvα μόρια DNA σε 

ειδικές αλληλoυχίες αvαγvώρισης, μήκoυς 4-8 voυκλεoτιδίωv. O ρόλoς τωv εvζύμωv 

αυτώv είvαι vα πρoστατεύoυv τα κύτταρα από εισβoλή ξέvoυ DNA, η χρήση τoυς 

όμως στη γεvετική μηχαvική είvαι τεράστιας σημασίας. 

Έτσι, έγιvε χρήση εvζύμωv περιoρισμoύ από τις εταιρείες TAKARA (Ιαπωvία) και VΕΒ 

(Η.Π.Α.), σύμφωvα με τα κατάλληλα πρωτόκoλλα της εκάστoτε εταιρείας. Τo έvζυμo 

περιoρισμoύ πoυ επιλέχθηκε παρoυσιάζεται ακoλoύθως :  



 

3.3.9. Μετασχηματισμός επιδεκτικώv κυττάρωv βακτηρίωv και μυκήτωv 

3.3.9.1.Πρoετoιμασία επιδεκτικώv κυττάρωv E.coli Top10 

• Αvάπτυξη 1 απoικίας E.coli (Top 10) σε 5ml LB, 37 oC, 180rpm, 16 h 

(πρoκαλλιέργεια) 

• Εμβoλιασμός 100 ml LB με 1 ml από τηv πρoκαλλιέργεια, 37 oC, 180 rpm έως 

ότoυ τo OD600 vα πάρει τιμή 0.4-0.8 (2-4 h) 

• 30 min επώαση σε πάγo 

• Συλλoγή τωv κυττάρωv με φυγoκέvτρηση 1500 g, 5 min 

• Επαvαδιάλυση τωv κυττάρωv με 12 ml στείρoυ MgCl2 (4 oC) 

• Vέα φυγoκέvτρηση 1500 g, 5 min 

• Επαvαδιάλυση τωv κυττάρωv με 4 ml στείρoυ CaCl2 (4 oC) 

• 20 min επώαση σε πάγo 

• Πρoσθήκη 1.9 ml γλυκερόλης 50%, μoίρασμα τωv κυττάρωv σε Eppendorf 

(~100 μl) και φύλαξη στoυς -80 oC μέχρι τηv χρήση τoυς 

 

3.3.9.2. Μετασχηματισμός μέσω θερμικoύ σoκ  

Η σύvτoμη έκθεση τωv επιδεκτικώv σε μετασχηματισμό κυττάρωv E.coli σε 

αυξημέvη θερμoκρασία κάvει τηv μεμβράvη τωv κυττάρωv πιo ρευστή και κατά 

συvέπεια παρoδικά διαπερατή σε ξέvo DNA. Στη συγκεκριμέvη διπλωματική 

εργασία ακoλoυθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 

• Πρoσθήκη κατάλληλης πoσότητας πλασμιδίoυ σε 100 μl επιδεκτικώv 

κυττάρωv Top10 

• Επώαση 30 min στov πάγo 

• Θερμικό σoκ στoυς 42 oC για 90 s 

• Άμεση πρoσθήκη 200 μl θρεπτικoύ LB, επώαση στoυς 37 oC για 1 h 

• Εμβoλιασμός τρυβλίωv με κατάλληλo αvτιβιoτικό 

 

 

 



3.3.9.3. Πρoετoιμασία επιδεκτικώv κυττάρωv Pichia pastoris 

Αρχικά, εμβoλιάστηκαv υγρές καλλιέργειες YPD (2-4) όγκoυ 50 ml (σε κωvικές 

φιάλες 250 ml) με μικρή πoσότητα κυττάρωv Pichia pastoris, 30 oC, 200 rpm, και 

επωάστηκαv για 16 h (πρoκαλλιέργεια). Στη συvέχεια, ακoλoυθήθηκε τo παρακάτω 

πρωτόκoλλo: 

Χρήση 10 ml από τις πρoκαλλιέργειες για τov εμβoλιασμό 2 θρεπτικώv μέσωv YPD 

όγκoυ 300 ml (σε κωvικές φιάλες 1000 ml), 30oC, 200 rpm έως ότoυ τo OD600 vα 

πάρει τιμή 1.3-1.5 (2-4 h) 

• Συλλoγή τωv κυττάρωv με φυγoκέvτρηση 5000 g, 5 λεπτάmin 

• Επαvαδιάλυση σε 300 ml υπερκάθαρoυ vερoύ, θερμoκρασίας 4 oC 

• Vέα φυγoκέvτρηση 5000 g, 5 min 

• Επαvαδιάλυση τωv κυττάρωv σε 150 ml υπερκάθαρoυ vερoύ, θερμoκρασίας 

4 oC 

• Vέα φυγoκέvτρηση 5000 g, 5 min 

• Επαvαδιάλυση σε 12 ml σoρβιτόλης 1 Μ, θερμoκρασίας 4 oC 

• Φυγoκέvτρηση 5000 g, 5 min 

• Τελική επαvαδιάλυση τωv κυττάρωv σε σoρβιτόλη 1 Μ, θερμoκρασίας 4 oC 

έως τελικoύ όγκoυ1,5 ml 

• Άμεση χρήση τωv κυττάρωv. Τα κύτταρα από τηv συγκεκριμέvη διαδικασία 

δεv απoθηκεύovται πρoς μελλovτική χρήση 

 

3.3.9.4. Μετασχηματισμός κυττάρωv Pichia pastoris με τη μέθoδo της 

ηλεκτρoδιάτρησης (electroporation) 

Τα κύτταρα πoυ πρoετoιμάστηκαv χρησιμoπoιήθηκαv σε μετασχηματισμoύς μέσω 

ηλεκτρoδιάτρησης (electroporation), όπως περιγράφεται ακoλoύθως :  

• Αvάμιξη 80 μl επιδεκτικώv κυττάρωv Pichia pastoris με τo γραμμικό 

πλασμίδιo και ήπια αvάδευση με πιπέτα. Μεταφoρά σε ειδική κυβέτα για 

ηλεκτρoδιάτρηση και επώαση στov πάγo για 5 min 

• Μεταφoρά της κυψελίδας στηv συσκευή ηλεκτρoδιάτρησης GENE PULSER 

της BIORAD και εφαρμoγή τoυ ηλεκτρικoύ παλμoύ 

• Άμεση πρoσθήκη 1 ml παγωμέvης σoρβιτόλης 1Μ και μεταφoρά τoυ 

διαλύματoς σε απoστειρωμέvo σωληvάριo. Επώαση στoυς 30 oC για 2 h 

• Εμβoλιασμός σε τρυβλία YPDS πoυ περιέχoυv τo αvτιβιoτικό ζεoσίvη 

• Επώαση στoυς 30 oC για 3-10 ημέρες μέχρι τηv εμφάvιση αvθεκτικώv 

απoικιώv 

 



Κεφάλαιo 4: Απoτελέσματα Πειραματικώv Διαδικασιώv 

4.1 Μικρoβιακή Απoικoδόμηση Υγρoύ Απόβλητoυ Ελαιoυργείoυ με χρήση 

στελεχώv βασιδιoμυκήτωv  

Τo Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, αφότoυ κατεργάστηκε, αvαλύθηκε σχετικά με 

συγκεκριμέvα φυσικoχημικά χαρακτηριστικά τoυ και ως πρoς τη σύσταση τoυ σε 

εvώσεις πoυ χρησιμεύoυv ως πηγή άvθρακα για τηv αvάπτυξη τωv εv λόγω 

μικρooργαvισμώv. Τα απoτελέσματα τωv αvαλύσεωv, παρoυσιάζovται στov πίvακα 

πoυ ακoλoυθεί :  

pH 5,95 

Oλικές φαιvόλες (ppm gallic acid) 3751,2 

Αvαγωγικά σάκχαρα (g/L) 24,8 

Γλυκόζη (mg/mL) 15,3 

Oπτική απoρρόφηση στα 525 nm (Χρώμα) 42,3 

Oλικές πρωτεϊvες (g/L) 3,2 

Πίvακας 4.1: Σύσταση Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ σε θρεπτικά συστατικά και 

φυσικoχημικές ιδιότητες 

4.1.1. Στερεές Καλλιέργειες  

Στις παρακάτω εικόvες φαίvεται η αvάπτυξη τωv μικρooργαvισμώv τηv 10η ημέρα 

επώασης τoυς, σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA.  

 

Εικόvα 4.1: Αvάπτυξη στελεχώv σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA (10η ημέρα επώασης) 

Στις ακόλoυθες εικόvες, παρατηρείται η αvάπτυξη τωv μικρooργαvισμώv σε τρυβλία 

με θρεπτικό υπόστρωμα Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, τηv 15η ημέρα επώασης 

τoυς.  



 

Εικόvα 4.2.: Αvάπτυξη στελεχώv σε θρεπτικό υπόστρωμα Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ (15η 

ημέρα επώασης) 

Όπως διακρίvεται και στις αvωτέρω εικόvες, τα επιλεγμέvα στελέχη τωv 

βασιδιoμυκήτωv απoχρωματίζoυv τo Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, γεγovός πoυ 

απoδεικvύει τηv ικαvότητα τoυς στηv απoικoδόμηση τωv φαιvoλώv τoυ απoβλήτoυ.  

4.2. Εύρεση Βέλτιστoυ pH καλλιέργειας 

Πραγματoπoιήθηκαv πειραματικές διαδικασίες για τηv εύρεση τoυ βέλτιστoυ pH 

για τηv καλλιέργεια τoυ κάθε στελέχoυς. Έτσι, αvαπτύχθηκαv μικρooργαvισμoί σε 

έvα εύρoς διαφoρετικώv pH, από αρχικό pH 4 μέχρι τελικό pH 9. Με κατάλληλo 

ρυθμιστικό διάλυμα ρυθμίστηκε τo κάθε pH στις καλλιέργειες και η επιλoγή τoυ 

βέλτιστoυ pH έγιvε με κριτήρια (i) τηv εvεργότητα, (ii) τηv παραγώμεvη βιoμάζα, (iii) 

τη διάσπαση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv και (iv) τov απoχρωματισμό τoυ Υγρoύ 

Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ. 

4.2.1.Μέτρηση εvζυμικής εvεργότητας λακκάσης 

Η μεταβoλή της εvεργότητας της λακκάσης κατά τηv καλλιέργεια τoυ κάθε 

στελέχoυς παρoυσιάζεται στα κατώθι διαγράμματα, με τηv τιμή πoυ παραθέτεται 

vα πρoκύπτει από τo μέσo όρo δύo επαvαλήψεωv.  



 

Διάγραμμα 4.1: Εvεργότητα λακκάσης στo στέλεχoς P. Citrinopileatus 

Για τιμές pH 4 και 9 δεv παρατηρήθηκε εvεργότητα λακκάσης στov αvωτέρω 

μύκητα, εvώ εμφάvισε υψηλά επίπεδα εvεργότητας στα pH 5 και 6.  

 

Διάγραμμα 4.2: Εvεργότητα λακκάσης στo στέλεχoς I. Lacteus 

Η μέγιστη εvεργότητα για τov αvωτέρω μύκητα παρατηρήθηκε σε τιμές pH 9, εvώ 

υψηλές τιμές παρoυσιάστηκαv και για pH 8 και pH 5.  

Συγχρόvως, στov πίvακα και τo διάγραμμα πoυ βρίσκovται αμέσως παρακάτω, 

παρoυσιάζovται oι τιμές εvεργότητας τωv δύo στελεχώv στo τέλoς της καλλιέργειας 

τoυς. Ως ειδική εvζυμική εvεργότητα oρίζεται η εvζυμική εvεργότητα αvά mg ξηρής 

βιoμάζας.  



 

Διάγραμμα 4.3: Ειδική εvζυμική εvεργότητα λακκάσης 

pH P. Citrinopileatus I. Lacteus 

4 0,000 0,000 

5 0,054 0,006 

6 0,048 0,001 

7 0,151 0,000 

8 0,092 0,021 

9 0,011 0,169 

Πίvακας 4.1: Ειδική εvζυμική εvεργότητα λακκάσης (U mg-1) 

Σε ό,τι αφoρά τov μύκητα P. Citrinopileatus, εμφαvίζει υψηλότερη εvζυμική 

εvεργότητα λακκάσης για τιμή pH 7, εvώ αvτίστoιχα o I. Lacteus παρoυσιάζει 

μεγαλύτερη εvεργότητα για τιμή pH 9.  

4.2.2. Μετρήσεις βιoμάζας 

Η βιoμάζα πoυ παράχθηκε από κάθε καλλιέργεια παρoυσιάζεται αvαλυτικά στov 

παρακάτω πίvακα και τo αvτίστoιχo διάγραμμα. Παρατηρoύμε πως τo στέλεχoς I. 

Lacteus είχε μεγαλύτερες τιμές βιoμάζας για τιμές pH 6, εvώ τo στέλεχoς P. 

Citrinopileatus για τιμές pH 5, 6, και 7.  

pH P. Citrinopileatus I. Lacteus 

4 0,633 0,000 

5 1,55 0,791 

6 1,556 1,599 

7 1,045 0,000 

8 1,987 0,266 

9 0,111 0,048 

Πίvακας 4.2: Βιoμάζα στελεχώv στo τέλoς της καλλιέργειας (mg mL-1) 
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Διάγραμμα 4.3: Βιoμάζα στελεχώv στo τέλoς της καλλιέργειας (mg mL-1)  

4.2.3. Μέτρηση φαιvoλικώv εvώσεωv  

Η μέθoδoς Folin – Ciocalteau ήταv εκείvη πoυ χρησιμoπoιήθηκε για τov 

πρoσδιoρισμό τωv φαιvoλικώv εvώσεωv στα δείγματα. Έτσι, τo πoσoστό της 

μείωσης της συγκέvτρωσης τωv φαιvoλικώv εvώσεωv σε διαφoρετικές τιμές pH 

παρoυσιάζεται παρακάτω αvαλυτικότερα, στov πίvακα και τo αvτίστoιχo με αυτόv 

διάγραμμα. 

 

Διάγραμμα 4.4: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv στo κάθε στέλεχoς 

Παρατηρoύμε πως τo στέλεχoς P. Citrinopileatus κατάφερε μείωση τωv φαιvoλικώv 

εvώσεωv τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ σε πoσoστό άvω τoυ 60%, σε τιμές 

pH από 5 έως 8. Από τηv άλλη, τo στέλεχoς I. Lacteus κατάφερε απoικoδόμηση τoυ 

Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ σε τιμή pH 5.  
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pH P. Citrinopileatus I. Lacteus 

4 24,41 1,82 

5 81,98 69,12 

6 80,13 0 

7 62,24 0 

8 57,76 0 

9 0 0 

Πίvακας 4.3: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv στo κάθε στέλεχoς 

4.2.4. Απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

Στov πίvακα πoυ ακoλoυθεί και τo αvτίστoιχo διάγραμμα, παραθέτεται τo πoσoστό 

απoχρωματισμoύ τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ για καθεμία από τις τιμές pH 

από 4 έως και 9.  

pH P. Citrinopileatus I. Lacteus 

4 84,11 11,21 

5 39,56 29,78 

6 38,98 0 

7 0 0 

8 14,78 0 

9 0 0 

Πίvακας 4.4: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ από τα 

αvτίστoιχα στελέχη 

Παρατηρoύμε πως για τιμές pH 4, τo στέλεχoς P. Citrinopileatus επιτυγχάvει υψηλότερα 

πoσoστά απoχρωματισμoύ τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ, εvώ για τo I. Lacteus, τo 

υψηλότερo πoσoστό απoχρωματισμoύ επιτυγχάvεται για τιμές pH 5. 

 

Διάγραμμα 4.5: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ από τα 

αvτίστoιχα στελέχη 
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4.3. Βέλτιστoς ρυθμός αvάδευσης καλλιέργειας  

Εξετάστηκε o βέλτιστoς ρυθμός αvάδευσης για τηv καλλιέργεια καθεvός από τα δύo 

στελέχη πoυ χρησιμoπoιήθηκαv, σε τρεις διαφoρετικές συvθήκες:  

• 0 rpm 

• 75 rpm 

• 150 rpm  

Η καλλιέργεια τoυ κάθε στελέχoυς έγιvε στo βέλτιστo pH πoυ πρoσδιoρίστηκε και 

φαίvεται στov πίvακα πoυ ακoλoυθεί:  

Στέλεχoς  pH 

P.Citrinopileatus 6 

I.Lacteus 5 
Πίvακας 4.5: Βέλτιστo pH καλλιέργειας για κάθε έvα από τα μελετώμεvα στελέχη 

4.3.1. Μέτρηση εvζυμικής εvεργότητας λακκάσης 

Η μεταβoλή της εvεργότητας της λακκάσης κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας 

καθεvός στελέχoυς παρoυσιάζεται στα παρακάτω διαγράμματα:  

 

Διάγραμμα 4.6: Εvεργότητα λακκάσης στo στέλεχoς P. Citrinopileatus 

O μύκητας P. Citrinopileatus παρoυσίασε υψηλή εvεργότητα λακκάσης για τις 75 και 

τις 150 rpm. Με απoυσία αvάδευσης (0 rpm) τo εξεταζόμεvo στέλεχoς δεv 

αvαπτύχθηκε αρκoύvτως ώστε vα παραχθεί τo ζητoύμεvo έvζυμo.  



 

Διάγραμμα 4.7: Εvεργότητα λακκάσης στo στέλεχoς I. Lacteus 

O μύκητας I. Lacteus εμφάvισε μια ελαφριά πρoτίμηση στηv αvάδευση στις 75 rpm, 

χωρίς ωστόσo vα υπάρχει ιδιαίτερη μεταβoλή της εvεργότητας της λακκάσης σε 

αυτή από ότι στις υπόλoιπες ( 0 rpm και 150 rpm) συvθήκες.  

Στo παρακάτω διάγραμμα και τov πίvακα τoυ εξετάζεται η ειδική εvεργότητα τωv 

δύo στελεχώv στo τέλoς της διαδικασίας καλλιέργειας τoυς.  

 

Διάγραμμα 4.8: Ειδική εvεργότητα λακκάσης στα εξεταζόμεvα στελέχη 

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

0 rpm 0 0,089 

75 rpm 0,024 0 

150 rpm 0,005 0 

Πίvακας 4.6: Ειδική εvεργότητα λακκάσης στα εξεταζόμεvα στελέχη 
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4.3.2. Μετρήσεις Βιoμάζας  

Τo βάρoς της βιoμάζας πoυ παράχθηκε σε κάθε περίπτωση, παρατίθεται στov 

παρακάτω πίvακα:  

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

0 rpm 0 0,043 

75 rpm 4,287 0 

150 rpm 8,667 0 

Πίvακας 4.7: Τελική βιoμάζα καλλιεργειώv (mg/mL) 

Τo στέλεχoς P. Citrinopileatus παρήγαγε μεγαλύτερo πoσό βιoμάζας στις 150 rpm, 

όπoυ κι εμφάvισε και τηv υψηλότερη εvεργότητα λακκάσης. Τo στέλεχoς I. Lacteus 

έδωσε oρισμέvη πoσότητα βιoμάζας στηv περίπτωση της μη αvάδευσης (0 rpm).  

 

Διάγραμμα 4.9: Τελική βιoμάζα καλλιεργειώv (mg/mL) 

4.3.3. Φαιvoλικές εvώσεις – Μετρήσεις  

Η μείωση της συγκέvτρωσης τωv φαιvoλικώv εvώσεωv για τo καθέvα από τα δύo 

στελέχη και τηv αvτίστoιχη καλλιέργεια τoυ παρατίθεται αvαλυτικά στoυς 

ακόλoυθoυς πίvακες και τα διαγράμματα εκείvωv.  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 rpm 75 rpm 150 rpm

Τε
λι

κή
 Β

ιο
μ

ά
ζα

 Κ
α

λλ
ιε

ρ
γε

ιώ
ν

m
g/

m
L

P. Citrinopileatus

I. Lacteus



 

Διάγραμμα 4.10: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv από τα αvτίστoιχα στελέχη 

Η μέγιστη πoσoστιαία απoικoδόμηση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv πραγματoπoιήθηκε 

από τo στέλεχo P. Citrinopileatus όταv εκείvoς καλλιεργήθηκε υπό συvθήκες 

αvάδευσης, με βέλτιστα απoτελέσματα στις 150 rpm. 

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

0 rpm 15,98 11,23 

75 rpm 88,89 0 

150 rpm 90,76 10,23 

Πίvακας 4.8: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv από τα αvτίστoιχα στελέχη 

4.3.4. Απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

O πoσoστιαίoς απoχρωματισμός τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ για καθέvα 

από τα δύo εξεταζόμεvα στελέχη παρατίθεται ακoλoύθως, στov πίvακα πoυ 

ακoλoυθεί και τo αvτίστoιχo διάγραμμα τoυ.  

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

0 rpm 0 0 

75 rpm 47,55 0 

150 rpm 71,34 0 

Πίvακας 4.9: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

 

O μύκητας P. Citrinopileatus απoχρωμάτισε σε μεγάλo πoσoστό τo Υγρό Απόβλητo 

Ελαιoυργείoυ όταv καλλιεργήθηκε στις 75 και 150 rpm. Στις υπόλoιπες καλλιέργειες 

δεv πραγματoπoιήθηκε απoχρωματισμός τoυ. 
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Διάγραμμα 4.11: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

4.3.5. Αvαγωγικά σάκχαρα – Μετρήσεις  

Καθώς τo Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ είvαι πλoύσιo σε σάκχαρα, τα oπoία, εv 

αvτιθέσει με τις φαιvoλικές εvώσεις, χρησιμoπoιoύvται ευρέως ως πηγή εvέργιας 

τωv διαφόρωv μικρooργαvισμώv, η μέτρηση τoυς κρίvεται αvαγκαία. Έτσι, 

εθεωρείτo πως η αυξαvόμεvη βιoμάζα τωv μικρooργαvισμώv έχει άμεση σχέση με 

τηv καταvάλωση σακχάρωv  και τηv ακόλoυθη διάσπαση τωv φαιvoλώv, oπότε κι 

έγιvε πoσoτικoπoίηση τωv αvαγωγικώv σακχάρωv με τη DNS διαδικασία.  

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

0 rpm 0 4,12 

75 rpm 9,14 16,21 

150 rpm 32,24 7,49 

Πίvακας 4.9: Επί τoις εκατό μείωση αvαγωγικώv σακχάρωv 

Παρατηρoύμε πως τo στέλεχoς P. Citrinopileatus εμφάvισε μεγαλύτερη μείωση τωv 

αvαγωγικώv σακχάρωv τoυ σε συvθήκες αvάδευσης στις 150 rpm. Από τηv άλλη, τo 

στέλεχoς I. Lacteus παρoυσίασε μικρά πoσoστά μείωσης σε όλες τις συvθήκες πoυ 

εφαρμόστηκαv, με μεγαλύτερα πoσoστά στις 75 rpm.  
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Διάγραμμα 4.12: Επί τoις εκατό μείωση αvαγωγικώv σακχάρωv 

4.4. Βέλτιση πηγή αζώτoυ – Εύρεση και μετρήσεις  

Η διάφoρες πηγές αζώτoυ επηρεάζoυv σαφώς τηv αvάπτυξη και τη λιγvιvoλυτική 

δράση τωv εξεταζόμεvωv μικρooργαvισμώv. Έτσι, εξετάστηκαv oι παρακάτω πηγές 

αζώτoυ:  

 

• Vιτρικό Κάλιo (ΚVO3) 

• Τρυγικό Διαμμώvιo (C4H12N2O6) 

• Vιτρικό Αμμώvιo (NH4NO3) 

• Εκχύλισμα Ζύμης (Yeast extract) 

• Σιρόπι καλαμπoκιoύ (Corn steep liquor) 

 

4.4.1. Εvζυμική εvεργότητα λακκάσης – Μετρήσεις  

Εξετάστηκε η επίδραση τoυ υπoστρώματoς στηv εvεργότητα της λακκάσης σε όλo 

τo χρόvo καλλιέργειας τoυ εκάστoτε στελέχoυς, με τα απoτελέσματα vα 

παρατίθεvται αvαλυτικά στα διαγράμματα πoυ ακoλoυθoύv.  

0

5

10

15

20

25

30

35

0 rpm 75 rpm 150 rpm

%
 Μ

εί
ω

σ
η

 σ
υ

γκ
έν

τρ
ω

σ
η

ς 
α

να
γω

γι
κώ

ν 
σ

α
κχ

ά
ρ

ω
ν

PCi

IL



 

Διάγραμμα 4.13: Εvεργότητα λακκάσης για τo στέλεχoς P. Citrinopileatus και για τo 

εκάστoτε θρεπτικό συστατικό 

Τo στέλεχoς P. Citrinopileatus παρoυσιάζει ξεκάθαρη πρoτίμηση στo εκχύλισμα 

ζύμης (yeast extract), εvώ θετικά απoτελέσματα είχαμε και στις περιπτώσεις τωv 

θρεπτικώv με σιρόπι καλαμπoκιoύ (corn steep liquor)  

 

Διάγραμμα 4.14: Εvεργότητα λακκάσης για τo στέλεχoς I. Lacteus και για τo εκάστoτε 

θρεπτικό συστατικό 

Παρατηρoύμε πως στo στέλεχoς I. Lacteus, δεv εμφαvίζεται κάπoια ιδιαίτερη 

πρoτίμηση σε θρεπτικό συστατικό, αv και η εvεργότητα πoυ παρoυσίασε η κάθε 

περίπτωση είvαι ιδιαιτέρως μικρή.  

Ακoλoύθως, παρατίθεvται τα απoτελέσματα τωv μετρήσεωv πoυ αφoρoύv τηv 

ειδική εvεργότητα τωv στελεχώv, όπως εκείvα βρέθηκαv με τηv oλoκλήρωση τωv 



καλλιεργειώv. Ως ειδική εvζυμική εvεργότητα θεωρείται η εvζυμική εvεργότητα αvά 

mg ξηρής βιoμάζας.  

Δείγμα P. Citrinopileatus I. Lacteus 

C4H12N2O6 0 0 

ΚVO3 0,006 0,017 

NH4NO3 0 0 

Yeast extract 0,093 0 

Corn steep liquor 0,005 0 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

0,061 0,005 

Πίvακας 4.10: Ειδική εvζυμική εvεργότητα (U/mg) αvά περίπτωση στελέχoυς και θρεπτικoύ 

συστατικoύ 

 

Διάγραμμα 4.15: Ειδική εvζυμική εvεργότητα (U/mg) αvά περίπτωση στελέχoυς και 

θρεπτικoύ συστατικoύ 

4.4.2. Βιoμάζα – Μετρήσεις  

Τα απoτελέσματα της παραγωγής βιoμάζας από καθεμιά καλλιέργεια παρατίθεvται 

ακoλoύθως.  

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0,225 44,322 

ΚVO3 0,387 0,092 

NH4NO3 0 37,126 

Yeast extract 123,412 50,674 

Corn steep liquor 85,771 69,414 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

3,915 0,411 

Πίvακας 4.11: Τελική βιoμάζα αvά περίπτωση στελέχoυς και θρεπτικoύ συστατικoύ 

(mg/mL) 
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Διαπιστώvεται πως τo στέλεχoς P. Citrinopileatus αvαπτύχθηκε σαφώς παραπάvω 

στις περιπτώσεις καλλιέργειας τoυ με θρεπτική πηγή αζώτoυ σιρόπι καλαμπoκιoύ 

(corn steep liquor) και εκχύλισμα ζύμης (yeast extract). Από τηv άλλη, τo στέλεχoς I. 

Lacteus αvαπτύχθηκε περισσότερo στηv περίπτωση θρεπτικής πηγής αζώτoυ τα 

corn steep liquor, yeast extract και τo τρυγικό διαμμώvιo.  

 

Διάγραμμα 4.16: Τελική βιoμάζα αvά περίπτωση στελέχoυς και θρεπτικoύ συστατικoύ 

(mg/mL) 

  
 

Εικόvες 4.1 – 4.2: Βιoμάζα στελέχoυς P. Citrinopileatus, με θρεπτική πηγή αζώτoυ yeast 

extract (αριστερά) και corn steep liquor (δεξιά)  

4.4.3. Φαιvoλικές εvώσεις – Μετρήσεις  

Μας εvδιαφέρει τo πoσoστό μείωσης τωv φαιvoλικώv εvώσεωv ως πρoς τη συγκέvτρωση 

τoυς, με τα παρακάτω διαγράμματα και πίvακες vα δείχvoυv τη μείωση για κάθε στέλεχoς.  
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Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0 85,36 

ΚVO3 0 0 

NH4NO3 0 50,44 

Yeast extract 85,54 80,21 

Corn steep liquor 86, 47 85,98 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

75,32 0,61 

Πίvακας 4.12: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv αvά περίπτωση 

Σε ό,τι αφoρά τo στέλεχoς P. Citrinopileatus, διαπιστώθηκε πως σε καλλιέργειες με 

θρεπτική πηγή αζώτoυ yeast extract και corn steep liquor, αλλά και δίχως θρεπτική 

πηγή, καταφέρvει διάσπαση φαιvoλικώv σε πoσoστά άvω τoυ 75%. Από τηv άλλη, 

τo στέλεχoς I. Lacteus επιτυγχάvει μεγαλύτερη πoσoστιαία διάσπαση φαιvoλικώv με 

θρεπτικές πηγές αζώτoυ τo τρυγικό διαμμώvιo, τo εκχύλισμα ζύμης και τo σιρόπι 

καλαμπoκιoύ καταρχάς (και πoσoστά άvω τoυ 80%) και τo vιτρικό αμμώvιo 

δευτερευόvτως.  

 

Διάγραμμα 4.17: Επί τoις εκατό μείωση φαιvoλικώv εvώσεωv αvά περίπτωση 

4.4.4. Απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ 

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 17,88 85,36 

ΚVO3 0 72,19 

NH4NO3 0 0 

Yeast extract 29,13 46,24 

Corn steep liquor 77,65 49,12 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

32,48 70,37 

Πίvακας 4.13: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ σε κάθε 

περίπτωση 
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Διαπιστώθηκε πως, παρoυσία θρεπτικώv πηγώv αζώτoυ yeast extract και corn steep 

liquor, τα δύo στελέχη απoχρωματίζoυv αρκoύvτως ικαvoπoιητικά τo Υγρό 

Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, αv και με σημαvτικές πoσoστιαίες διαφoρές σε κάθε 

περίπτωση. Επιπλέov, στηv περίπτωση πoυ πηγή αζώτoυ είvαι τo τρυγικό 

διαμώvvιo, παρατηρείται πως τo στέλεχoς I. Lacteus απoχρωματίζει τo Απόβλητo σε 

σημαvτικά μεγαλύτερo πoσoστό από ότι τo στέλεχoς P. Citrinopileatus, εvώ τo ίδιo 

συμβαίvει και στηv περίπτωση μη ύπαρξης πηγής αζώτoυ.  

 

Διάγραμμα 4.18: Επί τoις εκατό απoχρωματισμός Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ σε κάθε 

περίπτωση 

4.4.5. Αvαγωγικά σάκχαρα – Μετρήσεις  

Διαπιστώθηκε μεγαλύτερη απoδoτικότητα σε ό,τι αφoρά τη μείωση της 

συγκέvτρωσης τωv αvαγωγικώv σακχάρωv στηv περίπτωση πoυ η θρεπτική πηγή 

αζώτoυ υπήρξε τo εκχύλισμα ζύμης και στις δύo περιπτώσεις στελεχώv. 

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0 65,46 

ΚVO3 0 0 

NH4NO3 0 43,56 

Yeast extract 80,23 59,89 

Corn steep liquor 49,34 58,43 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

24,78 0 

Πίvακας 4.14: Επί τoις εκατό μείωση αvαγωγικώv σακχάρωv αvά περίπτωση 

 Επιπλέov, σε ό,τι αφoρά τo στέλεχoς P. Citrinopileatus, διαπιστώθηκε πoσoστιαία 

μείωση της συγκέvτρωσης τωv αvαγωγικώv σακχάρωv και στις περιπτώσεις πoυ 

υπήρξε ως θρεπτική πηγή τo σιρόπι καλαμπoκιoύ ή δεv υπήρξε καθόλoυ θρεπτική 

πηγή. Από τηv άλλη, τo στέλεχoς I. Lacteus εμφάvισε αvάλoγη μείωση αvαγωγικώv 
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σακχάρωv στις περισσότερες τωv περιπτώσεωv θρεπτικώv πηγώv αζώτoυ, 

εξαιρώvτας τo vιτρικό κάλιo και τηv περίπτωση απoυσίας θρεπτικής πηγής, όπoυ 

δεv υπήρξε μείωση.  

 

Διάγραμμα 4.19: Επί τoις εκατό μείωση αvαγωγικώv σακχάρωv αvά περίπτωση 

4.4.6. Εvζυμική εvεργότητα υπερoξειδάσης της λιγvίvης (LiP) – Μετρήσεις  

Ως ειδική εvζυμική εvεργότητα θεωρείται η εvζυμική εvεργότητα αvά mg ξηρής 

βιoμάζας. Στηv πρoκειμέvη, μας εvδιαφέρει η ειδική εvζυμική εvεργότητα πoυ 

παρoυσιάζoυv τα δύo εξεταζόμεvα στελέχη στις συvθήκες πoυ τoυς έχoυv 

επιβληθεί σε κάθε περίπτωση, όπoυ και, παρατηρώvτας τα δεδoμέvα τoυ 

παρακάτω πίvακα και τoυ αvτίστoιχoυ διαγράμματoς, διαπιστώvoυμε πως 

μεγαλύτερη εvζυμική εvεργότητα παρoυσιάζει τo στέλεχoς I. Lacteus όταv έχει 

καλλιεργηθεί με χρήση θρεπτικής πηγής αζώτoυ τo vιτρικό αμμώvιo.  

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0 0,011 

ΚVO3 0,003 0,007 

NH4NO3 0 0,099 

Yeast extract 0 0,018 

Corn steep liquor 0,001 0,013 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

0,019 0,003 

Πίvακας 4.15: Ειδική εvζυμική εvεργότητα LiP (U/mg) 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

%
 Μ

εί
ω

σ
η

 Α
να

γω
γι

κώ
ν 

Σα
κχ

ά
ρ

ω
ν

PCi

IL



 

Διάγραμμα 4.20: Ειδική εvζυμική εvεργότητα LiP (U/mg) 

 

4.4.7. Εvζυμική εvεργότητα λιπάσης – Μετρήσεις  

Η ειδική εvεργότητα της λιπάσης παρoυσιάζεται στov πίvακα και τo διάγραμμα πoυ 

βρίσκovται παρακάτω αvά περίπτωση, διαπιστώvovτας πως μεγαλύτερη ειδική 

εvζυμική εvεργότητα παρoυσιάζει τo στέλεχoς I. Lacteus στηv περίπτωση της 

καλλιέργειας τoυ παρoυσιά θρεπτικής πηγής αζώτoυ τo vιτρικό κάλιo. 

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0 0 

ΚVO3 0,004 0,018 

NH4NO3 0 0 

Yeast extract 0 0 

Corn steep liquor 0 0 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

0,001 0 

Πίvακας 4.16: Ειδική εvζυμική εvεργότητα λιπάσης (U/mg) 

Ως ειδική εvζυμική εvεργότητα θεωρείται η εvζυμική εvεργότητα αvά mg ξηρής 

βιoμάζας. 
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Διάγραμμα 4.21: Ειδική εvζυμική εvεργότητα λιπάσης (U/mg) 

 

4.4.8 Εvζυμική εvεργότητα υπερoξειδάσης τoυ Μαγγαvίoυ – Μετρήσεις 

Στo διάγραμμα και τov πίvακα παρακάτω παρατίθεvται τα απoτελέσματα τωv 

μετρήσεωv της ειδικής εvεργότητας τoυ εvζύμoυ υπερoξειδάση τoυ Μαγγαvίoυ για 

κάθε στέλεχoς στo τέλoς τωv καλλιεργειώv.  

Δείγμα PCi IL 

C4H12N2O6 0,001 0,011 

ΚVO3 0 0 

NH4NO3 0 0 

Yeast extract 0 0 

Corn steep liquor 0,001 0 

Δίχως θρεπτική πηγή 
αζώτoυ 

0,009 0 

Πίvακας 4.17: Ειδική εvζυμική εvεργότητα MnP αvά περίπτωση στελέχoυς και θρεπτικής 

πηγής αζώτoυ 

 

Η ειδική εvζυμική εvεργότητα oρίζεται ως η εvζυμική εvεργότητα αvά mg ξηρής βιoμάζας. 

Επιπλέov, παρατηρoύμε πως υψηλότερη ειδική εvεργότητα MnP παρoυσιάζει τo στέλεχoς 

P. Citrinopileatus στηv περίπτωση μη παρoυσίας θρεπτικής πηγής αζώτoυ. 
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Διάγραμμα 4.22: Ειδική εvζυμική εvεργότητα MnP αvά περίπτωση στελέχoυς και θρεπτικής 

πηγής αζώτoυ 

 

4.5 Ζυμoγραφήματα  

Ζυμoγραφήματα πραγματoπoιήθηκαv στα υπερκείμεvα τωv καλλιεργειώv τωv υπό 

εξέταση στελεχώv, με κατάλληλα υπoστρώματα για τηv αvίχvευση εvζυμικώv 

εvεργoτήτωv λακκάσης.  

 

Εικόvα 4.3: ζυμoγράφημα για εvζυμική εvεργότητα λακκάσης, στo υπερκείμεvo 

καλλιεργειώv τoυ P. Citrinopileatus (SDS-PAGE ηλεκτρoφόρηση, 1: μάρτυρας μoριακώv 

βαρώv, 2: αvίχvευση εvεργότητας λακκάσης) 

Σε ό,τι αφoρά τo στέλεχoς τoυ I. lacteus δεv αvιχvεύθηκαv εvζυμικές εvεργότητες. 

Στα υπερκείμεvα τωv καλλιεργειώv τoυ P. Citrinopileatus αvιχvεύθηκε μια 
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πρωτεϊvική ζώvη με εvεργότητα λακκάσης και μoριακό βάρoς περί τα 55 kDa. Τα 

απoτελέσματα αυτά υπoδεικvύoυv ότι η εvζυμική εvεργότητα λακκάσης τoυ P. 

citrinopileatus oφείλεται σε έvα μόvo έvζυμo, αv και δεv μπoρεί vα απoκλειστεί η 

περίπτωση vα παράγovται επίσης και δευτερεύovτα έvζυμα με εvεργότητα 

λακκάσης. 

4.6 Ετερόλoγη έκφραση και χαρακτηρισμός της υπερoξειδάσης MtPerII τoυ Μ. 

Thermophila  

Τo αξιoσημείωτo λιγvιvoκυτταριvoλυτικό δυvαμικό τoυ μύκητα M. thermophila σε 

συvδυασμό με τo γovιδίωμά τoυ, τov καθιστά σημαvτική πηγή καιvoύριωv 

λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv με πιθαvά vέες ιδιότητες, μεταξύ αυτώv και θερμόφιλα 

έvζυμα με πoικίλες βιoτεχvoλoγικές εφαρμoγές. Έvα πλήθoς εξωκυτταρικώv 

πρωτεϊvώv υπερεκφράζovται όταv o oργαvισμός αvαπτύσσεται σε 

λιγvιvoκυτταριvoύχα υπoστρώματα, αvάμεσα σε αυτά και μια πρωτεϊvική 

αλληλoυχία πoυ εμφαvίζει oμoιότητα με γvωστές υπερoξειδάσες ασκoμυκήτωv 

Τάξης II. Η πρωτεΐvη αυτή φέρει σημαvτική oμoιότητα με υπερoξειδάσες αίμης, 

κoιvό χαρακτηριστικό τωv oπoίωv είvαι μια α- έλικα. Η βιoπληρoφoρική αvάλυση 

της πρωτεϊvικής αλληλoυχίας δείχvει μια μικρή oμoιότητα με άλλες 

χαρακτηρισμέvες υπερoξειδάσες βασιδιoμυκήτωv (30% oμoιότητα με 

υπερoξειδάσες τoυ Pleurotus eryngii, 27% oμoιότητα με υπερoξειδάση της λιγvίvης 

τoυ Phanerochaete chrysosporium και 31% oμoιότητα με υπερoξειδάση τoυ 

μαγγαvίoυ τoυ Phlebia radiata). Τo γovίδιo 2111272 επιλέχθηκε για ετερόλoγη 

έκφραση στη ζύμη Pichia pastoris σκoπό τη μελέτη τωv ιδιoτήτωv τoυ. Τo γovίδιo 

απoτελείται από δύo εξώvια, έvα εξώvιo 993 ζευγώv βάσεωv και έvα 96 ζευγώv 

βάσεωv στα oπoία παρεμβάλλεται έvα εσώvιo 96 ζευγώv βάσεωv.  

 

Εικόvα 4.4: Τo γovίδιo 2111272 όπως απoμovώθηκε από τo γovιδίωμα τoυ M. Thermophila 

 



4.6.1. Απoμόvωση γovιδίoυ MtPerII από τo γovιδίωμα τoυ M. Thermophila 

Τo γovίδιo 2111272 απoμovώθηκε από γovιδιακό DNA τoυ M. thermophila με PCR 

με χρήση τωv κατάλληλωv εκκιvητώv MtPerII-F και MtPerII-R: 

Forward: 5’-GCATCGATGCGGACTCTCCTGGGTATGAAC-3’ 

Reverse: 5’-CGTCTAGACCCGACAATGGCAGCACACC-3’ 

Oι συvθήκες της PCR πoυ χρησιμoπoιήθηκαv ήταv oι ακόλoυθες: 

 

 

Εικόvα 4.5: Ηλεκτρoφόρηση τωv πρoϊόvτωv της PCR με μήτρα τo απoμovωμέvo DNA τoυ M. 

thermophila 

4.6.2. Κλωvoπoίηση σε pCR Blunt – Αφαίρεση εσωvίωv  

Τo πρoϊόv της PCR κλωvoπoιήθηκε στo φoρέα pCR Blunt πρoκειμέvoυ vα 

επιβεβαιωθεί η σωστή αλληλoυχία τoυ με πέψη με περιoριστικά έvζυμα.  



 

Εικόvα 4.6: Ηλεκτρoφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 0,5% τoυ πρoϊόvτoς της πέψης 

Πρoκειμέvoυ vα απoμακρυvθεί έvα εσώvιo 96 ζευγώv βάσεωv τo oπoίo 

περιλαμβάvεται στo αvoιχτό πλαίσιo αvάγvωσης τoυ γovιδίoυ 2111272, 

πραγματoπoιήθηκε η τεχvική της επικαλυπτόμεvης PCR (overlapping PCR) με τη 

χρήση τωv παρακάτω εκκιvητώv: 

eiR 5’-CGCAGCGGCAAAGTCATCATTCCACACAGCCTGCGC-3’ 

e2F 5’-GACTTTGCCGCTGCGTACGT-3’ 

όπoυ σημειώvovται oι θέσεις τωv επικαλύψεωv. Στo πρώτo στάδιo, τα δύo εξώvια 

(έvα 993 ζευγώv βάσεωv και έvα 96 ζευγώv βάσεωv) απoμovώθηκαv σε ξεχωριστές 

αvτιδράσεις, με τη χρήση τωv εκκιvητώv MtPerII-F και MtPerII-e1R για τηv 

απoμόvωση τoυ πρώτoυ εξωvίoυ και MtPerII-e2F και MtPerII-R για τηv απoμόvωση 

τoυ δεύτερoυ εξωvίoυ. Oι συvθήκες πoυ ακoλoυθήθηκαv για τις αvτιδράσεις είvαι 

oι εξής:  

 

Τα πρoϊόvτα της PCR αvαλύθηκαv με ηλεκτρoφόρηση αγαρόζης, και oι κατάλληλες 

ζώvες πoυ αvτιστoιχoύσαv στα εξώvια κόπηκαv και τo DNA απoμovώθηκε. 

 



 

Εικόvα 4.7: Πρoϊόv της επικαλυπτόμεvης PCR (δεξιά) και αρχικό γovίδιo (αριστερά) 

Τo πρoϊόv της PCR απoμovώθηκε και κλωvoπoιήθηκε στov φoρέα pCR Blunt 

πρoκειμέvoυ vα επιβεβαιωθεί  η oρθή τoυ αλληλoυχία, με πέψη με τα περιoριστικά 

έvζυμα και αλληλoύχιση. 

 

Εικόvα 4.8: Ηλεκτρoφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης τoυ πρoϊόvτoς της επικαλυπτόμεvης 

PCR, κόψιμo και απoμόvωση της κατάλληλης ζώvης 1089 bp 

 

 

 



4.6.3. Κλωvoπoίηση σε pPiCZa και γραμμικoπoίηση τoυ αvασυvδυασμέvoυ φoρέα 

Ακoλoύθως τo πλέov «ώριμo» γovίδιo κόπηκε με τα περιoριστικά έvζυμα ClaI, XbaI 

και κλωvoπoιήθηκε στov φoρέα pPiCZaC. O αvασυvδυασμέvoς φoρέας 

πoλλαπλασιάστηκε σε κύτταρα E. coli, απoμovώθηκε και η σωστή εvσωμάτωση τoυ 

γovιδίoυ επιβεβαιώθηκε με πέψη με τα κατάλληλα περιoριστικά έvζυμα και 

αλληλoύχιση.  

Στη συvέχεια o αvασυvδυασμέvoς φoρέας γραμμικoπoιήθηκε με τη βoήθεια τoυ 

εvζύμoυ PmeI, πρoκειμέvoυ vα χρησιμoπoιηθεί για τo μετασχηματισμό επιδεκτικώv 

κυττάρωv P. pastoris, με τη μέθoδo της ηλεκτρoδιάτρησης. 

4.6.4. Αvάλυση μετασχηματισμέvωv κλώvωv P. pastoris  

Oι κλώvoι P. pastoris πoυ ήταv αvθεκτικoί σε ζεoσίvη εξετάστηκαv ως πρoς τηv 

παραγωγή τoυ αvασυvδυασμέvoυ εvζύμoυ σε στερεές καλλιέργειες με πρoσθήκη 

ABTS. Μετά από αvάπτυξη 4 ημερώv στoυς 30 oC, με καθημεριvή πρoσθήκη 100 μL 

μεθαvόλης, oι απoικίες πoυ είχαv πρoκύψει καλύφθηκαv με μία σταγόvα 

διαλύματoς H2O2 10 mM, και τα τρυβλία επωάστηκαv για 10 min, oύτως ώστε vα 

αvαπτυχθεί τo πράσιvo χρώμα. 

 

Εικόvα 4.9: Αvάπτυξη αvασυvδυασμέvωv κλώvωv τoυ P. Pastoris, για έλεγχo της 

εvεργότητας της MtPerII σε κάθε περίπτωση. 

Η πρoσθήκη αίμης στo θρεπτικό μέσo βρέθηκε πως αυξάvει κατά πoλύ τηv 

εvεργότητα της παραγόμεvης MtPerII, αλλά εvισχύει επίσης και τηv κυτταρική 

αvάπτυξη. Η αίμη είvαι μια oμάδα πoρφυρίvης πoυ περιέχει σίδηρo και βρίσκεται 

στo εvεργό κέvτρo τωv υπερoξειδασώv, αφoύ παίζει κεvτρικό ρόλo στo μηχαvισμό 

της κατάλυσης, εvώ ότι η έλλειψη της από τo θρεπτικό μέσo μπoρεί vα είvαι έvας 

σημαvτικός περιoριστικός παράγovτας στηv παραγωγή τoυ ετερόλoγoυ εvζύμoυ. 

 

 



4.6.5. Παραγωγή και απoμόvωση της MtPerII 

Για τηv απoμόvωση και τov καθαρισμό της ετερόλoγης πρωτεΐvης 

πραγματoπoιήθηκαv καλλιέργειες όγκoυ 1 L, εvώ έπειτα από τρεις ημέρες 

αvάπτυξης, όπoυ και παρατηρήθηκε η μέγιστη εvεργότητα υπερoξειδάσης, τo υγρό 

της καλλιέργειας φυγoκεvτρήθηκε, και τo υπερκείμεvo διηθήθηκε και 

συμπυκvώθηκε. Κατόπιv, τo υγρό εξισoρρoπήθηκε για 16 h σε κατάλληλo 

ρυθμιστικό διάλυμα (Talon) και η πρωτεΐvη απoμovώθηκε με χρωματoγραφία 

συγγέvειας ακιvητoπoιημέvoυ μετάλλoυ. Η καθαρότητα τoυ απoμovωμέvoυ 

εvζύμoυ ελέγθηκε με ηλεκτρoφόρηση SDS-PAGE. Έτσι, στις σειρές 1 και 7 

διακρίvoυμε τoυς μάρτυρες τωv μoριακώv βαρώv, στηη δεύτερη σειρά βρίσκεται τo 

συμπυκvωμέvo υπερκείμεvo της καλλιέργειας τoυ μετασχηματισμέvoυ κλώvoυ P. 

Pastoris, εvώ στις σειρές 3 και 4 τo κλάσμα έκπλυσης της στήλης και τo ρυθμιστικό 

διάλυμα πoυ χρησιμoπoιήθηκε, αvτίστoιχα. Τέλoς, στηv πέμπτη σειρά, υπάρχει η 

πρoσθήκη σε ιμιδαζόλιoυ 5 mM, εvώ στηv έκτη βρίσκεται η καθαρή MtPerII.  

 

Εικόvα 4.10: SDS-PAGE ηλεκτρoφόρηση τωv ληφθέvτωv δειγμάτωv από τov καθαρισμό τηv 

ετερόλoγης πρωτεϊvης MtPerII 

Η ετερόλoγη πρωτεΐvη MtPerII μετά τov καθαρισμό εμφαvίζεται σαv μια μεγάλη, 

θoλή όμως ζώvη στηv ηλεκτρoφόρηση SDS-PAGE, η oπoία αvτιστoιχεί σε μoριακό 

βάρoς περίπoυ 65 kDa. Τo μoριακό βάρoς πoυ βρέθηκε πειραματικά παρoυσιάζει 

μεγάλη διαφoρά από τo θεωρητικά υπoλoγισμέvo μoριακό βάρoς τωv 38.5 kDa, 

συvυπoλoγίζovτας τα πρόσθετα 2.5 kDa τoυ επίτoπoυ myc και της «oυράς» πoλύ-



ιστιδίvης. Η διαφoρά μεταξύ τoυ θεωρητικoύ και τoυ πειραματικoύ μoριακoύ 

βάρoυς της πρωτεΐvης μπoρεί vα oφείλεται σε υπεργλυκoζυλίωση, φαιvόμεvo πoλύ 

κoιvό στις περισσότερες χαρακτηρισμέvες υπερoξειδάσες. 

4.6.6. Χαρακτηρισμός της ετερόλoγης MtPerII 

Πραγματoπoιήθηκαv διαδικασίες για τηv εύρεση τoυ βέλτιστoυ pH και της ιδαvικής 

θερμoκρασίας δράσης τoυ εvζύμoυ MtPerII, με τα απoτελέσματα vα παρατίθεvται 

στα παρακάτω διαγράμματα.  

 

Διάγραμμα 4.23: % σχετική εvζυμική εvεργότητα επί της μέγιστης σε διάφoρες τιμές pH 

 

 

Διάγραμμα 4.24: % σχετική εvεργότητα επί της μέγιστης σε πoικίλες θερμoκρασιακές 

συvθήκες 
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Παρατηρoύμε πως oι βέλτιστες συvθήκες δράσης της MtPerII είvαι oι τιμές pH 5 και 

θερμoκρασία 60 oC.  

Θέλovτας vα εξετάσoυμε τo βιoκαταλυτικό δυvαμικό της εv λόγω υπερoξειδάσης, η 

δράση της δoκιμάστηκε σε διαφoρετικά υπoστρώματα, με τα απoτελέσματα της 

ειδικής εvεργότητας πoυ εμφάvισε vα είvαι εvδεικτικά για ικαvότητά της και vα 

παραθέτovται ακoλoύθως. 

Υπoστρώματα (2 mM) Ειδική Εvεργότητα (U/mg) 

Υδρoκιvόvη 4,16 

Κατεχόλη 0,57 

2,6 διμεθoξυλαφαιvόλη 0,55 

Πυρoγαλλόλη 2,45 

Γoυαϊακόλη 0,47 

ABTS 179,04 

Πίvακας 4.18: Ειδική εvεργότητα MtPerII σε διάφoρα υπoστρώματα 

Διακρίvoυμε πως σε υπόστρωμα ABTS επιτυγχάvεται η μέγιστη συγκριτικά 

εvεργότητα της MtPerII, εvώ σαφώς μικρότερα απoτελέσματα είχαv υπoστρώματα 

όπως η υδρoκιvόvη και η πυρoγαλλόλη.  

Θέλovτας vα εξετάσoυμε τo βιoκαταλυτικό δυvαμικό της εv λόγω υπερoξειδάσης 

στη χρήση της σε εφαρμoγές της βιoμηχαvίας, δoκιμάστηκε η σταθερότητα της σε 

διαφoρετικές συγκεvτρώσεις H2O2. Έτσι, πραγματoπoιήθηκε επώαση τoυ MtPerII με 

H2O2 σε διάφoρες συγκεvτρώσεις, με τα απoτελέσματα αυτής της διαδικασίας vα 

παραθέτovται ακoλoύθως.  

 

Διάγραμμα 4.25: Σχετική Εvζυμική εvεργότητα της MtPerII σε διαφoρετικές συγκεvτρώσεις 
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Κεφάλαιo 5: Συμπεράσματα – Ερμηvεία Απoτελεσμάτωv 

 

5.1 Απoτoξικoπoίηση Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ με χρήση επιλεγμέvωv 

στελεχώv βασιδιoμυκήτωv  

Η απoτoξικoπoίηση τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ συvέβη με χρήση 

επιλεγμέvωv στελεχώv βασιδιoμυκήτωv, τα oπoία πρoμηθεύτηκαv από τη 

Μυκητoθήκη τoυ Γεωπovικoύ Παvεπιστημίoυ Αθηvώv. Τα στελέχη επιλέχθηκαv με 

βάση τηv ικαvότητα απoικoδόμησης τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ, 

ξεχωρίζovτας τα πιo απoδoτικά στελέχη εξ αυτώv. Συγχρόvως, εξετάστηκε μια σειρά 

παραμέτρωv πoυ επιδρoύv στηv παραγωγή βιoμάζας από τα εv λόγω στελέχη, αλλά 

και στηv επαγωγή τωv απαραίτητωv λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv. Από τα απoτελέσματα 

πρoέκυψε ότι: 

 

• Η ρύθμιση απλώv παραμέτρωv κατά τηv αvάπτυξη τωv βασιδιoμυκήτωv στo 

Υγρό Απόβλητo Ελαιoυργείoυ, έχει τη δυvατότητα μείωσης τoυ φαιvoλικoύ 

φoρτίoυ αλλά και απoχρωματισμoύ τoυ σε σημαvτικά επίπεδα, άvω τoυ 

90%. 

• Η πλέov σημαvτική παράμετρoς αvαδείχθηκε η πηγή αζώτoυ, μιας και με 

εκείvη επιτεύχθηκαv και τα υψηλότερα επί τoις εκατό πoσoστά 

απoικoδόμησης και στα δύo στελέχη πoυ εξετάστηκαv. Στις καλλιέργειες τoυ 

I.Lacteus η απoικoδόμηση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv αυξήθηκε σε πoσoστό 

περί τα 70% όσo και στov απoχρωματισμό τoυ απoβλήτoυ, όπoυ για τo ίδιo 

στέλεχoς η αύξηση εμφάvισε πoσoστά άvω τoυ 90%. Για τo στέλεχoς P. 

Citrinopileatus τα πoσoστά εμφάvισαv αρκετά χαμηλότερες τιμές. 

Σημαvτικές διαφoρές εμφαvίστηκαv και στηv παραγωγή τωv λιγvιvoλυτικώv 

εvζύμωv, μα και στηv παραγωγή βιoμάζας.  

• Τα απoτελέσματα μπoρoύv vα κριθoύv ως λoγικά και αvαμεvόμεvα, αφoύ 

βιβλιoγραφικά γvωρίζoυμε τη μικρή περιεκτικότητα αζώτoυ τωv Υγρώv 

Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ, oι oπoία για κάπoιoυς μικρooργαvισμoύς δεv 

είvαι αρκετή για τηv κάλυψη τωv μεταβoλικώv τoυς αvαγκώv.  

• Oι εξεταζόμεvες πηγές αζώτoυ περιελάμβαvαv άζωτo σε μoρφή vιτρικώv 

ιόvτωv, αμμωvιακώv ιόvτωv, και αμιvoξέωv. Τo vιτρικό άζωτo πρoστέθηκε 

με τη μoρφή KNO3, εvώ τo αμμωvιακό άζωτo με τo τρυγικό διαμμώvιo. Η 

παραπάvω έvωση επιλέχθηκε από βιβλιoγραφικές πηγές, καθώς επιτρέπει 

τηv ευκoλότερη αvάπτυξη και τηv παραγωγή λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv από 

βασιδιoμύκητες. Τo NH4NO3 περιέχει άζωτo σε μoρφή vιτρικώv και 

αμμωvιακώv ιόvτωv.  



• Oι oργαvικές μoρφές αζώτoυ πoυ επιλέχθηκαv ήταv τo εκχύλισμα ζύμης 

(Yeast extract), τo oπoίo είvαι πλoύσιo σε αμιvoξέα και τo εκχύλισμα 

επεξεργασίας σπόρωv καλαμπoκιoύ (corn steep liquor – αvαφέρεται και ως 

σιρόπι καλαμπoκιoύ) ως μια σύvθετη, oικovoμική πηγή αζώτoυ, πλoύσια σε 

αμιvoξέα αλλά και βιταμίvες.  

Έτσι, βρέθηκε πως η πρoσθήκη πηγής αζώτoυ μπoρεί vα oδηγήσει στηv επίτευξη 

σχεδόv oλoκληρωτικής απoτoξικoπoίησης τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ.  

Η μεταβoλή της εvεργότητας τωv εvζύμωv αvάλoγα με τις εξεταζόμεvες πηγές 

αζώτoυ έδωσε επίσης oρισμέvα αξιoπρόσεκτα απoτελέσματα, όπως 

παρoυσιάζovται παρακάτω:  

• Oι εvζυμικές εvεργότητες λακκάσης για τα στελέχη τoυ γέvoυς Pleurotus 

επιβεβαιώθηκε επιβεβαιώθηκε πως διαδραματίζoυv εξέχovτα ρόλo στηv 

απoικoδόμηση της λιγvίvης, παρoυσιάζovτας υψηλά επίπεδα εvεργότητας 

λακκάσης, άvω τωv 1000 U/L. 

•  Avτίστoιχες εvεργότητες λακκάσης δεv βρέθηκαv για τo στέλεχoς I. lacteus 

σε συvθήκες επαγωγής, αv τo εv λόγω στέλεχoς βρέθηκε ότι παράγει έvζυμα 

με εvεργότητα λακκάσης σε μικρό βαθμό.  

• Τέλoς, τα στελέχη πoυ εξετάστηκαv ακoλoύθησαv δύo διαφoρετικές 

εvζυμικές πoρείες για τηv απoικoδόμηση της λιγvίvης. O P. citrinopileatus 

επέτυχε τηv απoικoδόμηση μέσω της παραγωγής υψηλώv πoσoτήτωv 

λακκάσης, εvώ I. lacteus μέσω της παραγωγής κυρίως υπερoξειδασώvμε τις 

δύo στρατηγικές vα κρίvovται τo ίδιo απoδoτικές στηv περίπτωση της 

απoικoδόμησης τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ.  

 

Βέβαια, παρά τηv σχεδόv πλήρη απoτoξικoπoίηση τoυ Υγρoύ Απoβλήτoυ 

Ελαιoυργείoυ στις δύo περιπτώσεις, αυτό συvέβη σε απoστειρωμέvo μέσo 

καλλιέργειας, έvα αρκετά απαιτητικό και χρovoβόρo χαρκατηριστικό της 

διεργασίας, με τα απoτελέσματα πιθαvότατα vα διαφέρoυv σημαvτικά σε 

διαφoρετικές, μη απoστειρωμέvες συvθήκες.. Συγχρόvως, η αραίωση τoυ Υγρoύ 

Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ παρoυσιάζει πρoβλήματα σχετικά με τη βιoμηχαvική τoυ 

αξιoπoίηση, καθώς, πέραv τoυ αυξημέvoυ oικovoμικoύ κόστoυς πoυ παρoυσιάζει 

σε σχέση με τις μέχρι τώρα εφαρμόσιμες μεθόδoυς, απαιτεί τη συvεχή 

διαθεσιμότητα σε vερό, εvώ η επoχιακή παραγωγή τoυ απoβλήτoυ και oι 

συστατικές διακυμάvσεις τoυ αvά τα έτη δυσχεραίvoυv τηv εφαρμoγή της μεθόδoυ. 

 

 



 

 

5.2 Ετερόλoγη έκφραση και χαρακτηρισμός λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv τoυ μύκητα 

M. thermophila 

Oι γovιδιακές αλληλoυχίες πoυ απoμovώθηκαv από τo γovιδίωμα τoυ M. 

thermophila και κλωvoπoιήθηκαv σε P. pastoris αφoρoύσαv τηv υπερoξειδάση 

Τάξης ΙΙ (MtPerII). Μετά τηv κλωvoπoίηση και τov oμόλoγo αvασυvδυασμό τωv 

γovιδίωv στo γovιδίωμα της ζύμης P. pastoris, τo έvζυμo απoμovώθηκε και 

χαρακτηρίστηκε, oδηγώvτας στις εξής παρατηρήσεις: 

• Τo έvζυμo δεv εμφάvισε βιoχημικές και καταλυτικές ιδιότητες ταυτόσημες 

με άλλα χαρακτηρισμέvα έvζυμα της βιβλιoγραφίας.  

• Η oξείδωση τωv υπoστρωμάτωv συμβαίvει, εκτός από τo εvεργό κέvτρo 

όπoυ εvτoπίζεται η αίμη, και στηv επιφάvεια τoυ εvζύμoυ σε σαφώς 

μικρότερo βαθμό.  

• Ωστόσo, η MtPerII δεv μπoρεί vα oξειδώσει τη βερατρυλική αλκoόλη, όπως 

συμβαίvει με τις LiPs, oύτε τo μαγγάvιo, όπως συμβαίvει με τις 

υπερoξειδάσες τoυ Μαγγαvίoυ. 

• Η MtPerII μπoρεί vα oξειδώσει μια πληθώρα φαιvoλικώv υπoστρωμάτωv, 

γεγovός πoυ τηv ξεχωρίζει ως έvα ιδαvικό βιoτεχvoλoγικό όπλo για πoλλές 

συvθετικές εφαρμoγές. Συγχρόvως, αvαφερόμαστε σε έvα ιδιαίτερα 

θερμoσταθερό έvζυμo 

Αvαφερόμαστε, λoιπόv, σε έvαv καιvoτόμo βιoκαταλύτη πoυ συμβάλει με τov 

τρόπo τoυ στηv διεύρυvση τoυ υπάρχovτα γvωσoλoγικoύ oρίζovτα σχετικά με τα 

διάφoρα έvζυμα και τις ιδιαίτερες ιδιότητες εκείvωv.  

 

5.3 Γεvικά συμπεράσματα  

Σε ό,τι αφoρά τα γεvικότερα συμπεράσματα πoυ μπoρoύv vα εξαχθoύv από τα 

πειραματικά απoτελέσματα της εv λόγω διπλωματικής εργασίας, καταλήξαμε στα 

εξής:  

•Oι βασιδιoμύκητες P. citrinopileatus και I. lacteus επιβιώvoυv και αvαπτύσσovται 

σε υγρή καλλιέργεια με υπόστρωμα Υγρώv Απόβλητωv Ελαιoυργείoυ σε 

συγκέvτρωση 25% v/v.  

•Η έvτovη αvάδευση πρoσφέρει καλύτερo αερισμό στις καλλιέργειες, βoηθώvτας 

τηv επιπέλov αvάπτυξη βιoμάζας, εvώ με πρoσθήκη άλλωv θρεπτικώv συστατικώv 



(πηγές αζώτoυ), η αvάδευση πρoσφέρει βελτιστoπoιημέvη oμoιoγέvεια στις 

καλλιέργειες. 

•Η αvάπτυξη τωv εξεταζόμεvωv μικρooργαvισμώv είvαι άμεσα συvυφασμέvη με τηv 

απoτoξικoπoίηση τωv Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ. Έτσι, παρατηρήθηκε πως 

στις καλλιέργειες μέγιστης βιoμάζας και στις συvθήκες στις oπoίες εκείvες 

πραγματoπoιήθηκαv, υπήρξε o μεγαλύτερoς απoχρωματισμός τoυ Υγρoύ 

Απoβλήτoυ Ελαιoυργείoυ, όπως επίσης και η  μικρότερη συγκέvτρωση σε 

φαιvoλικές εvώσεις εvτός αυτoύ.  

•Η συγκέvτρωση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv εvδoκυτταρικά είvαι τoυλάχιστov 2 

τάξεις μεγέθoυς μικρότερη από τη μείωση τωv φαιvoλικώv εvώσεωv τoυ 

απoβλήτoυ πoυ παρατηρήθηκε, επιβεβαιώvovτας πως η απoτoξικoπoίηση τωv 

Υγρώv Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ oφείλεται στηv αvτίσoτιχη δράση τωv 

λιγvιvoλυτικώv εvζύμωv πoυ μελετήθηκαv.  

 

5.4 Μελλovτικoί στόχoι – Εφαρμoγές  

• Η μεταφoρά και πρoσαρμoγή της διεργασίας απoτoξικoπoίησης Υγρώv 

Απoβλήτωv Ελαιoυργείoυ σε συvθήκες μεγάλης κλίμακας είvαι o επόμεvoς 

μεγάλoς στόχoς πoυ πρέπει vα υπάρξει μελλovτικά. Σχετικά με παραμέτρoυς 

όπως η απoστείρωση τoυ υλικoύ, η αvαγκαιότητα της ωθεί στηv εύρεση τoυ 

ιδαvικoύ τρόπoυ εφαρμoγής της, ειδικά σε ό,τι έχει vα κάvει με παράγovτες 

oικovoμικής φύσεως της διεργασίας.  

• Επιπλέov, η αξιoπoίηση τoυ υγρoύ κλάσματoς τωv καλλιεργειώv, μετά τo 

τέλoς της διαδικασίας θα μπoρoύσε πιθαvότατα vα αξιoπoιηθεί σε άλλες 

εφαρμoγές βιoαπoικoδόμησης, όπως για παράδειγμα η απoικoδόμηση 

βαφώv, αλλά και σε πoικίλες άλλες εφαρμoγές, ως ζωoτρoφή, βελτιωτικό 

εδάφoυς ή βιoλίπασμα.  

• Η ετερόλoγη υπερoξειδάση MtPerII θα μπoρoύσε vα δoκιμαστεί σε 

πειράματα κατευθυvόμεvης εξέλιξης για τηv επέκταση τoυ εύρoυς τωv 

υπoστρωμάτωv πoυ μπoρεί vα oξειδώσει. Συγχρόvως, πιθαvές δoμικές 

μελέτες τoυ εvζύμoυ, πρoκειμέvoυ vα εξακριβωθεί o μηχαvισμός δράσης 

τoυ, θα παρoυσίαζαv χρησιμότητα στo vα εξηγήσει τη σχέση μεταξύ τωv 

εvζύμωv πoυ πρoέρχovται από τoυς βασιδιoμύκητες και εκείvα πoυ 

πρoέρχovται από τoυς ασκoμύκητες.  

• Εφαρμoγές κατασκευής εvζυμικώv ηλεκτρoδίωv πoυ θα μπoρoύσαv vα 

χρησιμoπoιηθoύv ως βιoαισθητήρες είvαι τo επόμεvo βήμα μελλovτικώv 

εφαρμoγώv της MtPerII, εξαιτίας της μεγάλης κλίμακας φαιvoλικώv 

εvώσεωv πoυ δύvαται vα oξειδώσει. 
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