
 

ΕΘΝΙΚΟ ΜΕΤΣΟΒΙΟ ΠΟΛΥΤΕΧΝΕΙΟ 

ΣΧΟΛΗ ΧΗΜΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 

ΤΟΜΕΑΣ IV: ΣΥΝΘΕΣΗΣ ΚΑΙ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΩΝ 

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΧΗΜΕΙΑΣ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ 

 

ΕΡΕΥΝΑ ΤΩΝ ΜΗ ΘΕΡΜΙΚΩΝ ΔΙΕΡΓΑΣΙΩΝ 

ΠΑΛΜΙΚΩΝ ΗΛΕΚΤΡΙΚΩΝ ΠΕΔΙΩΝ ΚΑΙ ΥΠΕΡΥΨΗΛΗΣ ΠΙΕΣΗΣ 

ΣΤΗΝ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΒΙΟΜΑΖΑΣ ΖΥΜΟΜΥΚΗΤΩΝ  

ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΒΙΟΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ  

ΜΕ ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΣΤΑ ΤΡΟΦΙΜΑ 

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ 

 

ΓΕΩΡΓΙΟΣ ΔΗΜΟΠΟΥΛΟΣ 

ΧΗΜΙΚΟΣ ΜΗΧΑΝΙΚΟΣ ΕΜΠ 

 

ΑΘΗΝΑ, ΦΕΒΡΟΥΑΡΙΟΣ 2021 

 

 





 

Σὰ βγεῖς στὸν πηγαιμὸ γιὰ τὴν Ἰθάκη, 

νὰ εὔχεσαι νἆναι μακρὺς ὁ δρόμος, 

γεμάτος περιπέτειες, γεμάτος γνώσεις. 

 

Τοὺς Λαιστρυγόνας καὶ τοὺς Κύκλωπας, 

τὸν θυμωμένο Ποσειδῶνα μὴ φοβᾶσαι, 

τέτοια στὸν δρόμο σου ποτέ σου δὲν θὰ βρεῖς, 

ἂν μέν᾿ ἡ σκέψις σου ὑψηλή, ἂν ἐκλεκτὴ 

συγκίνησις τὸ πνεῦμα καὶ τὸ σῶμα σου ἀγγίζει. 

 

Τοὺς Λαιστρυγόνας καὶ τοὺς Κύκλωπας, 

τὸν ἄγριο Ποσειδώνα δὲν θὰ συναντήσεις, 

ἂν δὲν τοὺς κουβανεῖς μὲς στὴν ψυχή σου, 

ἂν ἡ ψυχή σου δὲν τοὺς στήνει ἐμπρός σου. 

 

Ιθάκη – Κ. Π. Καβάφης 

 

 

 





 

Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από την Ανώτατη Σχολή Χημικών Μηχανικών του 

Ε.Μ. Πολυτεχνείου δεν υποδηλώνει αποδοχή των γνωμών του συγγραφέα. 

(Ν.5343/1932, Άρθρο 202) 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Χημείας και Τεχνολογίας 

Τροφίμων της Σχολής Χημικών Μηχανικών του ΕΜΠ υπό την επίβλεψη του Καθηγητή κ. 

Πέτρου Ταούκη. Κάθε διδακτορική διατριβή είναι μία μεγάλη διαδρομή στην οποία 

βαδίζουμε κυρίως μόνοι μας, αλλά έχουμε και συνοδοιπόρους. Με την ευκαιρία της 

ολοκλήρωσης αυτού του ταξιδιού θα ήθελα να ευχαριστήσω κάποιους ανθρώπους που 

στάθηκαν δίπλα μου και με βοήθησαν έμπρακτα αλλά και συναισθηματικά για να 

ολοκληρώσω την παρούσα διατριβή. 

Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον επιβλέποντα και μέντορά μου σε αυτή τη διαδικασία, 

Καθηγητή κ. Πέτρο Ταούκη. Η συνεργασία μαζί του είναι πάντα μία πολύπλευρη σχέση 

καθώς αποτελεί ένα πρότυπο ακαδημαϊκού δασκάλου από τον οποίο διδασκόμαστε κάθε 

μέρα. Εκείνος με ώθησε να ξεκινήσω τη διατριβή και με παρότρυνε σε κάθε φάση να 

συνεχίσω παρά τις όποιες δυσκολίες. Του οφείλουμε πολλά όσοι συνεργαζόμαστε μαζί του 

γιατί πάντα χαράζει το δρόμο τόσο στο επιστημονικό κομμάτι όσο και στο ευρύτερα 

ακαδημαϊκό. 

Θα ήθελα ακόμη να ευχαριστήσω τις Καθηγήτριες κα. Βασιλική Ωραιοπούλου και κα. 

Μαγδαληνή Κροκίδα για τη συμμετοχή τους στην τριμελή συμβουλευτική επιτροπή και την 

καθοδήγησή τους καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπόνησης της διατριβής. Ευχαριστώ επίσης τα 

μέλη της εξεταστικής επιτροπής, τον Καθηγητή κ. Βάιο Καραθάνο (ΧΠΑ), τον Αναπληρωτή 

Καθηγητή κ. Ευάγγελο Τόπακα (ΕΜΠ), την Επίκουρη Καθηγήτρια κα. Θεοφανία Τσιρώνη 

(ΓΠΑ) και τον Ερευνητή κ. Γεώργιο Κατσαρό (ΕΛΓΟ-ΔΗΜΗΤΡΑ) που με τίμησαν με την 

συμμετοχή τους στην επιτροπή. 

Συνεχίζοντας με τους συνεργάτες στον ακαδημαϊκό χώρο, πρέπει να αναφέρω ότι όσα 

χρόνια εκπονούσα τη διατριβή μου ήμουν μέλος του Εργαστηρίου Χημείας και Τεχνολογίας 

Τροφίμων. Συγκρίνοντας την εμπειρία μου με άλλους συναδέλφους σε άλλους χώρους, 

πρέπει να δηλώσω πολύ τυχερός που υπήρξα μέλος μιας ομάδας σε αυτό το ταξίδι. Η 

ομάδα αυτή μου έδωσε τη δυναμική που ήταν απαραίτητη για να ξεκινήσω και με βοήθησε 

ιδιαίτερα να προχωρώ σε κάθε δυσκολία. Ιδιαίτερες ευχαριστίες θα ήθελα να δώσω στους 

συναδέλφους Δρ. Μαριάννα Γιαννόγλου, Δρ. Ελένη Γώγου, Δρ. Ευφημία 

Δερμεσονλούογλου, Δρ. Αθηνά Ντζιμάνη, Δρ. Μαρία Τσεβδού, Δρ. Βιργινία Γιάννου και 

Δρ. Δημήτριο Τσιμογιάννη για την πολύτιμη βοήθειά τους και για όλα όσα με δίδαξαν. 

Ευχαριστώ επίσης θερμά όλους τους συνεργάτες στο Ινστιτούτο Τεχνολογίας Αγροτικών 

Προϊόντων (ΕΛΓΟ-ΔΗΜΗΤΡΑ) για τη φιλοξενία τους και τη στήριξή τους κατά τη διεξαγωγή 

των πειραμάτων της Υπερυψηλής Πίεσης. 



Ξεχωριστά θα πρέπει να ευχαριστήσω τη συνάδελφο και φίλη Δρ. Βαρβάρα Ανδρέου με 

την οποία συμπορευθήκαμε στο μεγαλύτερο μέρος της παρουσίας μας στο Εργαστήριο. 

Με τη Βάνα μοιράστηκα προβληματισμούς τόσο σε επιστημονικό όσο και σε προσωπικό 

επίπεδο και μαζί καταφέραμε να ξεπεράσουμε εμπόδια και να παραμείνουμε δημιουργικοί. 

Δεν θα μπορούσα επίσης να μην ευχαριστήσω τον υποψήφιο διδάκτορα Αθανάσιο 

Λημναίο, με τον οποίο μοιραζόμαστε το ίδιο «μικρόβιο»: την αγάπη για την έρευνα. Με τον 

Θανάση έχουμε ξενυχτήσει στο Εργαστήριο πασχίζοντας για πειράματα και κάνοντας 

εκτενείς κουβέντες με επιστημονικό, φιλοσοφικό αλλά και φιλολογικό περιεχόμενο. 

Ευχαριστώ επίσης τους υποψήφιους διδάκτορες Αλέξανδρο Κατσιμίχα και Ιωάννα 

Σεμένογλου για τις στιγμές που μοιραστήκαμε στην πορεία αυτού του ταξιδιού. 

Ξεχωριστή θέση κατέχουν τα «παιδιά» μας: οι προπτυχιακοί φοιτητές Νεφέλη Στεφάνου, 

Μίλτος Τσαντές, Βαγγέλης Αεράκης, Μάριος Ψαριανός, Κατερίνα Σιγάλα, Φάνης Τσόνας 

και Σοφία Τσακνιά με τους οποίους είχα την τύχη να συνεργαστώ στα πλαίσια της 

εκπόνησης της διπλωματικής τους εργασίας. Τους ευχαριστώ για την άψογη συνεργασία 

μας και που μοιράστηκαν μαζί μου το μεράκι και την όρεξη για την έρευνα.  

Κλείνοντας, πρέπει να ευχαριστήσω και να τιμήσω τους γονείς μου Πόπη και Ηρακλή για 

την αμέριστη αγάπη και βοήθεια που μου παρείχαν όλα αυτά τα χρόνια. Ο καθένας τους 

συνέβαλε με το δικό του τρόπο στη διαμόρφωση της προσωπικότητάς μου. Ο πατέρας μου 

συνέβαλε στο να αγαπήσω τις θετικές επιστήμες και μου έδειξε πόσο σημαντικό είναι να 

προσπαθείς και να είσαι συνεπής στις ιδέες σου. Η μητέρα μου συνέβαλε στο να αποκτήσω 

μία πολύπλευρη προσωπικότητα με πολλά ενδιαφέροντα πέραν των θετικών επιστημών 

και να έχω μία συναισθηματική ισορροπία.  Μου έδωσαν πολλή αγάπη ως παιδί και κυρίως 

μου ενέπνευσαν την αγάπη τους για τη γνώση. Αυτό είναι ίσως η μεγαλύτερη σφραγίδα 

τους σε εμένα. Ελπίζω το μήλο να έχει πέσει κάτω από τη μηλιά. 

 

Αθήνα, Φεβρουάριος 2021 

Γιώργος Δημόπουλος 

  

 



Περίληψη 

Η κυτταρική σύσταση του S. cerevisiae τον τοποθετεί στο επίκεντρο της έρευνας για την 

παραλαβή βιοδραστικών συστατικών. Η παραγωγή βιομάζας του μικροοργανισμού σε 

μεγάλες ποσότητες και χαμηλό κόστος τόσο πρωτογενώς όσο και ως παραπροϊόν άλλων 

διεργασιών, όπως η ζυθοποιία, τον καθιστά ελκυστική πηγή τέτοιων συστατικών. Η 

διεργασία της αυτόλυσης στηρίζεται στην δράση των ενδογενών λυτικών ενζύμων του 

μικροοργανισμού υπό ελεγχόμενες συνθήκες pH και θερμοκρασίας για την παραγωγή 

εκχυλισμάτων μαγιάς, συστατικά που χρησιμοποιούνται ως φυσικά πρόσθετα τροφίμων 

για την ενίσχυση της γεύσης, χάρη στα ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια που περιέχουν. Η 

αυτόλυση προτιμάται σε σχέση με άλλες διεργασίες παραγωγής εκχυλίσματος (ενζυμική 

υδρόλυση, πλασμόλυση με άλας, υδρόλυση με ανόργανα οξέα), λόγω του χαμηλού 

κόστους και του απλού εξοπλισμού που απαιτεί. Κύριο εμπόδιο στη διεργασία αποτελεί η 

χαμηλή διαπερατότητα του κυττάρου, η οποία οδηγεί σε επιβράδυνση της διεργασίας, με 

διάρκεια που ξεπερνά τις 24 h. Παράλληλα, η διεργασία οδηγεί στην παραγωγή μεγάλης 

ποσότητας στερεών υπολειμμάτων πλούσιων σε β-γλυκάνες, τα οποία όμως 

απορρίπτονται ή οδηγούνται στην παραγωγή ζωοτροφών. Διεργασίες που προκαλούν 

αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας μπορούν να συνεισφέρουν στην επιτάχυνση της 

αυτόλυσης και ταυτόχρονα να συνεισφέρουν στην αξιοποίηση του στερεού υπολείμματος. 

Ακόμη, αυξημένη κυτταρική διαπερατότητα μπορεί να βελτιώσει την παραλαβή των 

ενδογενών πρωτεασών του κυττάρου αλλά και να τα καταστήσει κατάλληλους φορείς για 

την ενθυλάκωση βιοδραστικών συστατικών. 

Σκοπός της παρούσας διατριβής  ήταν η μελέτη της εφαρμογής των καινοτόμων, μη 

θερμικών διεργασιών των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης 

(ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) στην  αξιοποίηση βιομάζας κυττάρων 

του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae. Οι διεργασίες αυτές αυξάνουν την κυτταρική 

διαπερατότητα, διατηρώντας ή και ενισχύοντας την ενδογενή ενζυμική ενεργότητα των 

κυττάρων. Η έρευνα επικεντρώθηκε στη μελέτη της επίδραση των διεργασιών αυτών στην 

βελτίωση της διεργασίας της αυτόλυσης ως προς τον ρυθμό και την απόδοση εκχυλίσματος 

μαγιάς με τον ταυτόχρονο εμπλουτισμό του στερεού κυτταρικού υπολείμματος της 

διεργασίας σε β-γλυκάνες. Παράλληλα μελετήθηκε η επίδραση της ΥΠ στα ενδογενή 

πρωτεολυτικά ένζυμα του μικροοργανισμού αλλά και η εφαρμογή των διεργασιών ως 

κυτταρικές προεπεξεργασίες για την βελτίωση της κυτταρικής ενθυλάκωσης αιθερίου 

ελαίου ρίγανης. 

Η επίδραση των διεργασιών στην αυτόλυση (52°C, pH=5.5) των κυτταρικών αιωρημάτων 

μελετήθηκε ως προς τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του παραγόμενου εκχυλίσματος 

(συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου και πρωτεϊνών, απελευθέρωση ολικών στερεών, δείκτης 



αμαύρωσης, θολότητα) και του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης ως προς την 

περιεκτικότητα β-γλυκανών και αδιάλυτων πρωτεϊνών. Όπου κατέστη δυνατό, η εξάρτηση 

των χαρακτηριστικών από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά με τη χρήση 

εκθετικού μοντέλου πρώτης τάξης και η επίδραση των συνθηκών επεξεργασίας στην 

αυτόλυση εκτιμήθηκε με βάση την επίδρασή τους στις παραμέτρους της εξίσωσης. Ο 

βαθμός κυτταρικής διάρρηξης που προκαλείται από κάθε διεργασία εκτιμήθηκε με βάση 

τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Z ο οποίος προσδιορίζεται με βάση την ηλεκτρική 

αγωγιμότητα του κυτταρικού αιωρήματος και εκφράζει το ποσοστό των κυττάρων που 

υφίστανται διάρρηξη. 

Στο πρώτο μέρος της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση των ΠΗΠ στην κυτταρική διάρρηξη 

αιωρημάτων S. cerevisiae με στόχο την εύρεση των συνθηκών επεξεργασίας που οδηγούν 

σε αποτελεσματική διάρρηξη. Αρχικά πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη της επίδρασης 

των παραμέτρων της διεργασίας (ένταση ηλεκτρικού πεδίου 2-22 kV/cm, αριθμός 

εφαρμοζόμενων παλμών 0-2000) και της κυτταρικής περιεκτικότητας του αιωρήματος (1%-

10% κ.β.) στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση των 

ΠΗΠ στην κινητική της αυτόλυσης αιωρημάτων S. cerevisiae. Οι συνθήκες επεξεργασίας 

ΠΗΠ που εφαρμόστηκαν (ένταση ηλεκτρικού πεδίου 5-20 kV/cm, 0-2000 παλμοί) 

επιλέχθηκαν με βάση τη μελέτη της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τις 

παραμέτρους της διεργασίας, ώστε να μελετηθεί η επίδραση εύρους τιμών του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=0-1) στην αυτόλυση. Η εξεργασία με ΠΗΠ επιτάχυνε σημαντικά 

την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου, πρωτεϊνών και ολικών στερεών κατά 54%, 69% και 

60% αντίστοιχα σε σχέση με το ανεπεξέργαστο αιώρημα. Η μέγιστη επιτάχυνση της 

απελευθέρωσης επιτεύχθηκε για τιμές δείκτη κυτταρικής διάρρηξης μεγαλύτερες από 0.5, 

ενώ βρέθηκε ότι η επιτάχυνση της αυτόλυσης εξαρτάται από τον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης ανεξάρτητα από τον συνδυασμό έντασης ηλεκτρικού πεδίου και αριθμού 

παλμών με τον οποίο επιτυγχάνεται.  

Στην επόμενη ενότητα της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση της επεξεργασίας ΠΗΠ (6 

kV/cm, 0-1000 παλμοί) στην αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae σε 

συνδυασμό με την χρήση παπαΐνης, μιας φυτικής πρωτεάσης που έχει χρησιμοποιηθεί για 

την αύξηση της απόδοσης εκχυλίσματος κατά την αυτόλυση. Οι συνθήκες που επιλέχθηκαν 

οδήγησαν στην επίτευξη τιμών δείκτη κυτταρικής διάρρηξης στο εύρος Ζ=0 έως και 

Ζ=0.74). Οι συνθήκες επεξεργασίας συνδυάστηκαν με την χρήση παπαΐνης σε 

περιεκτικότητα 0.25% κ.β.. Η αύξηση της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας ΠΗΠ 

οδήγησε στην επιτάχυνση της αυτόλυσης ως προς όλα τα μελετούμενα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος. Η συνολική επιτάχυνση της αυτόλυσης εκτιμήθηκε με 

βάση την κινητική απελευθέρωσης του α-αμινικού αζώτου που αποτελεί το σημαντικότερο 

φυσικοχημικό χαρακτηριστικό του εκχυλίσματος. Σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα, η 



επεξεργασία με ΠΗΠ για 1000 παλμούς οδήγησε σε συνολική επιτάχυνση της αυτόλυσης 

κατά 62% ως προς το α-αμινικό άζωτο, οδηγώντας στην παραγωγή εκχυλίσματος με 51% 

κ.β. περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες (52% για το ανεπεξέργαστο δείγμα), 6.1% κ.β. 

περιεκτικότητα σε α-αμινικό άζωτο (7.5% για το ανεπεξέργαστο δείγμα) και δείκτη 

αμαύρωσης 19.1 (16.5 για το ανεπεξέργαστο δείγμα). Στις συνθήκες αυτές, το στερεό 

υπόλειμμα της αυτόλυσης βρέθηκε να έχει αυξημένη περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες (κατά 

25% σε σχέση με το ανεπεξέργαστο) και μειωμένη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες (κατά 21% 

σε σχέση με το ανεπεξέργαστο). Η αυτόλυση παρουσία παπαΐνης επιτάχυνε την αυτόλυση 

σε συνδυασμό με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (55%-61%) σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα, οδηγώντας στην παραγωγή εκχυλισμάτων με παρόμοια 

χαρακτηριστικά. Η παρουσία παπαΐνης σε συνδυασμό με επεξεργασία ΠΗΠ για 1000 

παλμούς οδήγησε σε περαιτέρω εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος σε β-γλυκάνες 

με παράλληλη μείωση της περιεκτικότητάς του σε πρωτεΐνες (51% και 31% αντίστοιχα σε 

σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα). Εντούτοις, η παρουσία παπαΐνης αύξησε σημαντικά 

τη θολότητα του εκχυλίσματος από 3 έως και 9 φορές σε σχέση με το ανεπεξέργαστο 

δείγμα.  

Στην επόμενη ενότητα της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της 

Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) (200-800 bar, 1-4 διελεύσεις) στην αυτόλυση 

κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Η επεξεργασία με ΟΥΠ οδήγησε στην επιτάχυνση 

της αυτόλυσης ως προς όλα τα μελετούμενα χαρακτηριστικά, καθώς αύξηση της πίεσης 

και του αριθμού διελεύσεων οδήγησαν σε αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=0.97 

στα 800 bar/3 διελεύσεις). Με βάση την κινητική απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου, η 

επεξεργασία στις εντονότερες συνθήκες (800 bar, 3 διελεύσεις) βρέθηκε ότι επιταχύνει την 

αυτόλυση κατά 86%, με τα παραγόμενα εκχυλίσματα να εμφανίζουν περιεκτικότητα 8.2% 

κ.β. σε α-αμινικό άζωτο (6.5% για το ανεπεξέργαστο δείγμα) και 57.0% κ.β. σε πρωτεΐνες 

(48.3% για το ανεπεξέργαστο δείγμα). Εντούτοις, τα εκχυλίσματα που παράγονται με ΟΥΠ 

εμφάνισαν υψηλές τιμές θολότητας, έως και 4 φορές αυξημένες σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα. Η επίδραση της ΟΥΠ στην περιεκτικότητα του στερεού 

υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες και πρωτεΐνες επίσης βρέθηκε να είναι 

σημαντική. Η περιεκτικότητα β-γλυκανών του στερεού αυξήθηκε με αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης αλλά μόνο σε συνδυασμό με την αυτόλυση, επιτυγχάνοντας 

περιεκτικότητα έως και 78% αυξημένη σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα, για χρόνο 

αυτόλυσης 8 και 24 h στον μέγιστο δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=0.97), με παράλληλη 

μείωση της περιεκτικότητας σε πρωτεΐνες κατά 64%.  

Στην συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) (200-

750 MPa, 0-120 min) στα κυτταρικά αιωρήματα S. cerevisiae, ως προς τον δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης, την ολική πρωτεολυτική ενεργότητα και την αυτόλυση.  Αύξηση της 



πίεσης και του χρόνου επεξεργασίας οδήγησαν σε αύξηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης. Η πρωτεολυτική ενεργότητα των κυττάρων αυξήθηκε σε πιέσεις 200 και 400 

MPa (έως και 1.7 φορές σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα), ενώ σε πιέσεις άνω των 

600 MPa παρατηρήθηκε απενεργοποίηση της πρωτεολυτικής ενεργότητας. Η ΥΠ 

επηρέασε σημαντικά την αυτόλυση ως προς τα μετρούμενα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, 

στις συνθήκες επεξεργασίας που επιλέχθηκαν (200, 400, 600 MPa, 0-60 min). Για πιέσεις 

επεξεργασίας 200 και 400 MPa, η επεξεργασία με ΥΠ επιτάχυνε την αυτόλυση ενώ σε 

πίεση επεξεργασίας 600 MPa η αυτόλυση παρεμποδίστηκε, παρά τις υψηλές τιμές δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης, εξαιτίας της απώλειας της πρωτεολυτικής ενεργότητας. Με βάση την 

απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου, βρέθηκε ότι για επεξεργασία 400 MPa για 16 min, η 

αυτόλυση επιταχύνθηκε κατά 61%. Παράλληλα στις συνθήκες αυτές, η περιεκτικότητα του 

στερεού υπολείμματος σε β-γλυκάνες ήταν κατά 37% αυξημένη σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα, ενώ η περιεκτικότητά του σε πρωτεΐνες κατά 26% μειωμένη. 

Στην ενότητα αυτή μελετήθηκε επίσης η επίδραση της ΥΠ σε συνδυασμό με διαφορετικές 

θερμοκρασίες αυτόλυσης (32°C, 42°C και 52°C) στην ενεργότητα των κενοτοπικών 

πρωτεασών Α και Β κατά την αυτόλυση μηχανικά διαρρηγμένων κυττάρων (διάρρηξη με 

ΟΥΠ). Οι δύο αυτές πρωτεάσες παίζουν κυρίαρχο ρόλο στην αυτόλυση του κυττάρου. Σε 

θερμοκρασία αυτόλυσης 52°C πιέσεις 200 και 400 MPa, η ενεργότητα των πρωτεασών 

αυξήθηκε έως και 100% στις πρώτες 2-6 h της αυτόλυσης σε σχέση με το ανεπεξέργαστο 

δείγμα. Ωστόσο, αυτόλυση στους 32 και 42°C οδήγησε σε απώλεια της πρωτεάσης Α στις 

πρώτες 6 h της αυτόλυσης η οποία ανακάμπτει μετά τις 16 h. Η μέγιστη πρωτεολυτική 

ενεργότητα και για τα δύο ένζυμα παραλαμβάνεται για αυτόλυση στους 32°C μετά τις 16 h, 

όπου η ενεργότητα της πρωτεάσης Β πενταπλασιάζεται σε σχέση με την αρχική 

ενεργότητα, ενώ η πρωτεάση Α ανακάμπτει σε επίπεδα συγκρίσιμα με τα αρχικά. Η 

εξάρτηση του χρόνου πήξης του γάλακτος από την ενζυμική ενεργότητα των δύο 

πρωτεασών μελετήθηκε με εφαρμογή της ΥΠ ως διεργασία για την επίτευξη διαφορετικών 

τιμών ενεργότητας για τις δύο πρωτεάσες. Η ικανότητα των ενζυμικών εκχυλισμάτων στην 

πήξη του γάλακτος βρέθηκε ότι εξαρτάται έντονα από την ενεργότητα των δύο πρωτεασών, 

με την ενεργότητα της πρωτεάσης Α να την επηρεάζει εντονότερα από την πρωτεάση Β. Ο 

χαμηλότερος χρόνος πήξης στους 50°C που επετεύχθη ήταν ίσος με 136 s για το 

ανεπεξέργαστο ενζυμικό εκχύλισμα (σε σύγκριση με την πυτιά σε περιεκτικότητα 2 mg/mL 

με χρόνο πήξης 148 s στην ίδια θερμοκρασία). 

Στην τελευταία πειραματική ενότητα της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση των διεργασιών 

των ΠΗΠ και της ΟΥΠ αλλά και της αυτόλυσης των κυττάρων S. cerevisiae στην 

ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης. Ως φορείς ενθυλάκωσης μελετήθηκαν κυτταρικά 

αιωρήματα που υπέστησαν επεξεργασία με ΠΗΠ (8.5-17 kV/cm, ειδική ενέργεια 3.2-107 

kJ/kg), ΟΥΠ (800 bar, 4 διελεύσεις) και αυτόλυση (52°C, pH=5.5 για 8 και 24 h). Η 



ενθυλάκωση πραγματοποιήθηκε με ανάμειξη των ξηρών κυτταρικών υλικών παρουσία του 

ελαίου, νερού και αιθανόλης (63.8% νερό, 14.5% έλαιο, 14.5% κυτταρικό υλικό, 7.2% 

αιθανόλη) σε διαφορετικές θερμοκρασίες (30°C, 37°C, 45°C, 65°C). Η κινητική της 

ενθυλάκωσης μελετήθηκε ως προς το φορτίο ενθυλάκωσης και περιγράφηκε μαθηματικά 

μέσω του 2ου νόμου του Fick. Στις κυτταρικές κάψουλες που παρήχθησαν μελετήθηκε η 

απελευθέρωση ελαίου σε συνάρτηση με την ενεργότητα νερού σε τιμές ενεργότητας νερού 

0.53-0.97 και η σύσταση του ενθυλακωμένου ελαίου με αέρια χρωματογραφία (GC-MS). 

Τέλος, δείγματα από κάθε κυτταρική προκατεργασία μελετήθηκαν με ηλεκτρονιακή 

μικροσκοπία σάρωσης ώστε να εκτιμηθεί η επίδραση της κάθε προκατεργασίας στις 

κυτταρικές δομές. Τόσο οι κυτταρικές προκατεργασίες που μελετήθηκαν όσο και η 

θερμοκρασία της ενθυλάκωσης βρέθηκε ότι επιδρούν σημαντικά στην κινητική της 

ενθυλάκωσης οδηγώντας σε αύξηση του φαινόμενου συντελεστή διάχυσης έως και κατά 

260% σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Το φορτίο ενθυλάκωσης δεν επηρεάστηκε 

σημαντικά από τις κυτταρικές προκατεργασίες ή τη θερμοκρασία ενθυλάκωσης, φθάνοντας 

σε τιμή 38%. Εξαίρεση αποτέλεσε η προεπεξεργασία με ΟΥΠ η οποία οδήγησε στην 

επίτευξη φορτίου ενθυλάκωσης μόλις 24.1%. Η απελευθέρωση του ελαίου από τα κύτταρα 

ως συνάρτηση της ενεργότητας νερού βρέθηκε ότι γίνεται σημαντική σε ενεργότητα νερού 

άνω του 0.7, οδηγώντας σε απελευθέρωση έως και 90% του ολικού ελαίου. 

Τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής καταδεικνύουν την καταλληλότητα των μη 

θερμικών διεργασιών στην αξιοποίηση κυτταρικής βιομάζας S. cerevisiae. Πέραν από τη 

σημαντική επιτάχυνση της παραγωγής εκχυλίσματος μαγιάς, οι διεργασίες που 

μελετήθηκαν συμβάλλουν στην αύξηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Παράλληλα, η αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας καθιστά 

τα κύτταρα κατάλληλους φορείς για την ενθυλάκωση βιοδραστικών συστατικών, 

παρέχοντας μία ακόμη δυνατότητα για την εκμετάλλευσή τους. 
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The cellular composition of S. cerevisiae places the microorganism at the center of 

research for the extraction of bioactive compounds. The production of biomass of the 

microorganism in large quantities and low cost both primarily and as a by-product of other 

processes, such as brewing, makes it an attractive source of such ingredients. The process 

of autolysis is based on the action of endogenous lytic enzymes of the microorganism under 

controlled conditions of pH and temperature to produce yeast extracts, ingredients used as 

natural food additives to enhance the taste, owing to the free amino acids and peptides 

they contain. Autolysis is preferred over other processes (enzyme hydrolysis, salt 

plasmolysis, inorganic acid hydrolysis), due to the low cost and simple equipment required. 

The main obstacle in the process is the low permeability of the cell, which leads to a 

deceleration of the process, with a duration exceeding 24 h. At the same time, the process 

leads to the production of a large amount of solid residues rich in β-glucans, which are 

usually discarded or used for the production of animal feed. Processes that cause an 

increase in cell permeability can contribute to the acceleration of autolysis and at the same 

time contribute to the utilization of the solid residue. Furthermore, increased cell 

permeability can improve the extraction of endogenous cell proteases but also make the 

cells suitable carriers for the encapsulation of bioactive compounds. 

The aim of this thesis was to study the application of innovative, non-thermal processes of 

Pulsed Electric Fields (PEF), High Pressure (HP) and High Pressure Homogenization 

(HPH) in the utilization of yeast (Saccharomyces cerevisiae) biomass. The research was 

focused on the study of the effect of these processes on the improvement of the cell’s 

autolytic process in terms of the rate and yield of yeast extract production with the 

simultaneous enrichment of the solid cell residue of the process in β-glucans. At the same 

time, the effect of HP on the endogenous proteolytic enzymes of the microorganism was 

studied, as well as the application of the processes as cellular pretreatments to improve 

the cellular encapsulation of oregano essential oil. 

The effect of each process on the autolysis (52°C, pH = 5.5) of the cell suspensions was 

studied in terms of the physicochemical characteristics of the extract produced 



(concentration of free α-amino nitrogen and proteins, release of total solids, browning 

index, turbidity) and the insoluble autolysis residue in terms of β-glucan and insoluble 

protein content. Where possible, the dependence of these characteristics from the autolysis 

time was mathematically modelled using a first-order exponential model, and the effect of 

the processing conditions on the autolysis was estimated based on their effect on the 

equation parameters. The degree of cell rupture caused by each process was assessed 

based on the cell disintegration index Z which is determined based on the electrical 

conductivity of the cell suspension and expresses the percentage of cells that become 

permeable. 

In the first part of the thesis the effect of PEF on the cell disintegration of S. cerevisiae 

suspensions was studied with the aim of establishing suitable processing conditions 

leading to effective cell permeabilization. Initially, a kinetic study of the effect of the process 

parameters (electric field strength 2-22 kV / cm, number of applied pulses 0-2000) and the 

cell content of the suspension (1% -10% by weight) on the cell disintegration index was 

performed. The effect of PEF on the autolysis kinetics of S. cerevisiae suspensions was 

further studied. The PEF treatment conditions applied (electric field strength 5-20 kV / cm, 

0-2000 pulses) were selected based on the effect of the cell disintegration index on the 

process parameters, in order to study the effect of a range of values of the cell disintegration 

index (Z=0-1) on autolysis. PEF treatment significantly accelerated the release of α-amino 

nitrogen, proteins and total solids by 54%, 69% and 60%, respectively, compared to the 

untreated suspension. The maximum acceleration was achieved for cell disintegration 

index values greater than 0.5, while it was found that the acceleration of autolysis depends 

on the cell disintegration index regardless of the combination of electric field strength and 

number of pulses applied to achieve it. 

In the next section of the thesis, the effect of PEF treatment on the autolysis of S. cerevisiae 

cell suspensions in combination with the use of papain, a plant protease used to increase 

extract yield during autolysis, was studied. The selected conditions led to the achievement 

of cell disintegration index values in the range Z=0 to Z=0.74). The treatment conditions 

were combined with the use of papain at a weight concentration of 0.25%. An increase in 

the intensity of the PEF treatment conditions led to the acceleration of autolysis in terms of  

all studied physicochemical characteristics of the extract. The total acceleration of autolysis 

was estimated based on the release kinetics of α-amino nitrogen which is the most 

important physicochemical characteristic of the extract. Compared to the untreated sample, 

PEF treatment at 1000 pulses resulted in an overall acceleration of autolysis by 62% with 

respect to α-amino nitrogen, leading to the production of an extract with 51% w/w protein 

(52% for the untreated sample), 6.1% w/w α-amino nitrogen (7.5% for the untreated 

sample) and a browning index of 19.1 (16.5 for the untreated sample). At these treatment 



conditions, the solid autolysis residue was found to have an increased β-glucan content (by 

25% compared to the untreated) and a reduced protein content (by 21% compared to the 

untreated). Autolysis in the presence of papain accelerated autolysis in combination with 

an increase in the cell disintegration index (55%-61%) relative to the untreated sample, 

leading to the production of extracts with similar characteristics. The presence of papain in 

combination with PEF treatment at 1000 pulses led to further enrichment of the solid 

residue with β-glucans while reducing its protein content (51% and 31% respectively 

compared to the untreated sample). However, the presence of papain significantly 

increased the turbidity of the extract by 3 to 9 times compared to the untreated sample. 

Next, the effect of High Pressure processing (HP) (200-750 MPa, 0-120 min) on S. 

cerevisiae cell suspensions, in terms of the cell disintegration index, total proteolytic activity 

and autolysis, was studied. Increased pressure and processing time led to an increase in 

the cell disintegration index. The proteolytic activity of the cells increased at pressures of 

200 and 400 MPa (up to 1.7 times compared to the untreated sample), while at pressures 

above 600 MPa inactivation of the proteolytic activity was observed. HP treatment 

significantly affected autolysis in terms of the measured physicochemical characteristics, 

at the selected treatment conditions (200, 400, 600 MPa, 0-60 min). At pressures 200 and 

400 MPa, HP treatment accelerated autolysis while at a pressure of 600 MPa autolysis was 

inhibited, despite the high values of cell rupture index, due to the loss of proteolytic activity. 

Based on the release of α-amino nitrogen, it was found that for treatment at 400 MPa for 

16 min, autolysis was accelerated by 61%. At these treatment conditions, the content of 

the solid residue in β-glucans increased by 37% compared to the untreated sample, while 

its protein content was reduced by 26%.  

In this section the effect of HP treatment in combination with different autolysis 

temperatures (32°C, 42°C and 52°C) on the activity of vacuolar proteases A and B for 

mechanically disrupted cell suspensions was also studied. At an autolysis temperature of 

52°C pressures of 200 and 400 MPa, protease activity increased up to 100% in the first 2-

6 h of autolysis relative to the untreated sample. However, autolysis at 32°C and 42°C 

resulted in loss of protease A activity in the first 6 h of autolysis which recovers after 16 h. 

The maximum proteolytic activity for both enzymes is obtained for autolysis at 32°C after 

16 h, where the activity of protease B is fivefold compared to the initial activity, while 

protease A recovers to levels comparable to its initial activity. The dependence of the milk 

clotting capacity on the enzymatic activity of the two proteases of the crude extract was 

studied by applying HP as a process to achieve different activities for the two proteases. 

The ability of the crude extracts to coagulate milk was found to be highly dependent on the 

activity of the two proteases, with the activity of protease A affecting it more significantly 

than protease B. The lowest clotting time at 50°C achieved was 136 s for the untreated 



extract (compared to rennet at 2 mg/mL with a clotting time of 148 s at the same 

temperature). 

In the last experimental section of the thesis, the effect of PEF, HPH and autolysis on the 

encapsulation of oregano essential oil in yeast cells was studied. Cells treated with PEF 

(8.5-17 kV/cm, specific energy 3.2-107 kJ/kg), HPH (800 bar, 4 passes) and autolysis 

(52°C, pH=5.5 for 8 and 24 h) were studied as encapsulation materials. The encapsulation 

was performed by mixing the dry cell materials in the presence of oil, water and ethanol 

(63.8% water, 14.5% oil, 14.5% cell material, 7.2% ethanol) at different temperatures 

(30°C, 37°C, 45°C, 65°C). The encapsulation kinetics were studied in terms of the 

encapsulation load and were described mathematically through Fick's 2nd law for diffusion. 

In the produced cell capsules, the release of oil as a function of water activity at water 

activity values of 0.53-0.97 and the composition of the encapsulated oil by gas 

chromatography (GC-MS) were studied. Finally, samples from each cell pretreatment were 

studied by scanning electron microscopy to assess the effect of each pretreatment on the 

cellular structures. Both the cell pretreatments studied and the encapsulation temperature 

were found to have a significant effect on the encapsulation kinetics leading to an increase 

in the effective diffusion coefficient of up to 260% compared to the untreated sample. The 

encapsulation load was not significantly affected by the cell pretreatments or the 

encapsulation temperature, reaching 38%, except for homogenized cells which achieved 

an encapsulation load of 24.1%. The release of oil from the cells as a function of water 

activity was found to become significant at a water activity above 0.7, leading to the release 

of up to 90% of the total encapsulated oil. 

The results of the present thesis demonstrate the suitability of nonthermal processes for 

the valorization of S. cerevisiae cell biomass. In addition to significantly accelerating the 

production of yeast extract, the processes studied contribute to the increase in the content 

of the autolysis solid residue in β-glucans. At the same time, the increase in cell 

permeability makes the cells suitable carriers for the encapsulation of bioactive 

components, providing another possibility for their valorization. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ο ζυμομύκητας Saccaromyces cerevisiae αποτελεί έναν από τους παλαιότερα 

χρησιμοποιούμενους μικροοργανισμούς στην παραγωγή των τροφίμων. Η χρήση του 

μικροοργανισμού στα τρόφιμα επικεντρώνεται στην αρτοποία και την παραγωγή 

αλκοολούχων ποτών, με κυριότερη την ζυθοποιία. Ως εκ τούτου παράγονται σημαντικές 

ποσότητες βιομάζας είτε με πρωτογενή καλλιέργεια είτε ως βιομηχανικές εκροές. Ο 

μικροοργανισμός είναι πλούσια πηγή συστατικών υψηλής προστιθέμενης αξίας που 

εφαρμόζονται στα τρόφιμα, όπως είναι τα εκχυλίσματα μαγιάς και οι β-γλυκάνες. Η 

παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς στηρίζεται στην διεργασία της αυτόλυσης του 

μικροοργανισμού, μία ενζυμική διεργασία η οποία χρησιμοποιεί τα ενδογενή πρωτεολυτικά 

ένζυμα (πρωτεάσες του κενοτοπίου) τα οποία υδρολύουν τις ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες και 

εμπλουτίζουν το εκχύλισμα σε ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια, συστατικά που του 

προσδίδουν την ικανότητα να ενισχύει την γεύση των τροφίμων. Τα εκχυλίσματα μαγιάς 

χρησιμοποιούνται ευρέως στα τρόφιμα ως φυσικά πρόσθετα με στόχο να ενισχύσουν την 

γεύση και προτιμώνται έναντι άλλων συστατικών όπως το γλουταμινικό μονονάτριο. Η 

αυτόλυση προτιμάται από την βιομηχανία έναντι άλλων διεργασιών παραγωγής 

εκχυλίσματος (χρήση λυτικών ενζύμων, πλασμόλυση με άλας ή οργανικούς διαλύτες, 

υδρόλυση με ανόργανα οξέα) καθώς έχει χαμηλό κόστος και απαιτεί απλό εξοπλισμό. 

Επίσης, τα τελικά εκχυλίσματα που παράγονται έχουν χαμηλή περιεκτικότητα σε 

χλωριούχο νάτριο, γεγονός που ευθυγραμμίζεται με τις σύγχρονες απαιτήσεις για μείωση 

του νατρίου στα τρόφιμα. Εντούτοις, καθώς η διεργασία στηρίζεται στην ενδογενή ενζυμική 

ενεργότητα του κυττάρου, έχει μεγάλη διάρκεια η οποία ξεπερνά τις 24 h, γεγονός που 

αποδίδεται κυρίως στην χαμηλή αρχική διαπερατότητα των κυττάρων και την αργή 

απελευθέρωση των κενοτοπικών πρωτεασών. Παράλληλα, κατά την αυτόλυση παράγεται 

μεγάλη ποσότητα κυτταρικών στερεών τα οποία είναι πλούσια σε β-γλυκάνες αλλά τις 

περισσότερες φορές απορρίπτονται ή οδηγούνται στην παραγωγή ζωοτροφών. Οι β-

γλυκάνες του S. cerevisiae έχουν πρόσφατα αναγνωριστεί ως πολυσακχαρίτες με 

σημαντικά οφέλη στην υγεία. Καθώς η παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς στηρίζεται στην 

υδρόλυση των ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών, το αδιάλυτο στερεό υπόλειμμα της διεργασίας 

εμφανίζει αυξημένη περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες σε σχέση με το αρχικό κύτταρο.  

Οι μη θερμικές διεργασίες των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής 

Πίεσης (ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) εφαρμόζονται ήδη ως 

διεργασίες μη θερμικής παστερίωσης των τροφίμων για την παραγωγή τροφίμων με 

αυξημένη διατηρησιμότητα και βελτιωμένα ποιοτικά χαρακτηριστικά. Πέραν από την 

εφαρμογή τους αυτή, οι διεργασίες αυτές προκαλούν κυτταρική διάρρηξη και αυξάνουν την 

εκχυλισιμότητα ενδοκυτταρικών συστατικών. Ακόμη, η διεργασία της ΥΠ έχει έντονη 
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επίδραση στα ενδοκυτταρικά ένζυμα και μπορεί να οδηγήσει στην ενεργοποίηση ή 

απενεργοποίησή τους. Οι διεργασίες αυτές έχουν μελετηθεί εκτενώς για την βελτιωμένη 

παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών από μικροβιακά κύτταρα, αλλά η εφαρμογή τους 

στην αυτόλυση του S. cerevisiae για την παραγωγή εκχυλισμάτων μαγιάς δεν έχει 

μελετηθεί εκτενώς.  Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη των καινοτόμων, μη 

θερμικών διεργασιών των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης 

(ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) στην βελτίωση της διεργασίας της 

αυτόλυσης του S. cerevisiae. Η βελτίωση της διεργασίας επικεντρώθηκε στην μελέτη της 

επίδρασης των διεργασιών αυτών στην παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς με ταυτόχρονο 

εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Οι διεργασίες 

αυτές, καθώς προκαλούν αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας ή και επιδρούν στα 

ενδοκυτταρικά ένζυμα, ενισχύοντας την απελευθέρωσή τους και επιδρώντας στην 

ενεργότητά τους, προσφέρονται ως κυτταρικές προκατεργασίες για την επιτάχυνση της 

αυτόλυσης του S. cerevisiae για την βελτιωμένη παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς. Η αύξηση 

της κυτταρικής διαπερατότητας σε συνδυασμό με την ενδεχόμενη θετική επίδραση των 

διεργασιών στην ενζυμική ενεργότητα μπορεί επίσης να συνεισφέρει θετικά στην 

αξιοποίηση των ενδογενών πρωτεασών του μικροοργανισμού. Τέλος, η αυξημένη 

κυτταρική διαπερατότητα μπορεί να επιταχύνει την ενθυλάκωση βιοδραστικών συστατικών 

στα κύτταρα. 

Στο πρώτο μέρος της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση των ΠΗΠ στην αυτόλυση 

κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Τα ΠΗΠ προκαλούν ηλεκτροδιάτρηση στα κύτταρα, 

αυξάνοντας την κυτταρική διαπερατότητα και μπορούν να επιδράσουν θετικά στην 

παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, καθώς οδηγούν σε απελευθέρωση των κενοτοπικών 

πρωτεασών και στην ταχύτερη διάχυση των προϊόντων της υδρόλυσης έξω από το 

κύτταρο. Η επίδραση των δύο αυτών παραγόντων στην αυτόλυση, μπορεί να συνεισφέρει 

στην επιτάχυνση της διεργασίας με ταυτόχρονο εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος 

σε β-γλυκάνες. Στο δεύτερο μέρος της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση της ΟΥΠ στην 

αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Η ΟΥΠ προκαλεί μηχανική διάρρηξη των 

κυττάρων και μπορεί επίσης να συνεισφέρει στην επίτευξη των στόχων που αναφέρθηκαν.  

Στο τρίτο μέρος της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση της ΥΠ στην αυτόλυση κυτταρικών 

αιωρημάτων S. cerevisiae. Η ΥΠ εκτός από το ότι αυξάνει την κυτταρική διαπερατότητα, 

επιδρά έντονα στην ενζυμική ενεργότητα. Καθώς η αυτόλυση στηρίζεται στην ενεργότητα 

των πρωτεασών του κενοτοπίου, στόχος της ενότητας αυτής ήταν η μελέτη της επίδρασης 

της διεργασίας, τόσο στην κυτταρική διάρρηξη όσο και στην ενδογενή πρωτεολυτική 

ενεργότητα των κυττάρων. Ένας συνδυασμός αυξημένης κυτταρικής διαπερατότητας και 

πρωτεολυτικής ενεργότητας θα μπορούσε να συνεισφέρει σημαντικά στην επιτάχυνση της 
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αυτόλυσης, τόσο ως προς την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, όσο και ως προς τον 

εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Παράλληλα, η 

εφαρμογή της ΥΠ για τον έλεγχο της πρωτεολυτικής ενεργότητας των κυττάρων μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως εργαλείο για την αξιοποίηση των ενδοκυτταρικών πρωτεασών στην 

πήξη του γάλακτος. 

Τέλος, στην τελευταία ενότητα της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση των διεργασιών των 

ΠΗΠ, της ΟΥΠ και της αυτόλυσης στην ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα 

του S. cerevisiae. Εξαιτίας του παχέος κυτταρικού τοιχώματος του μικροοργανισμού, η 

κυτταρική δομή προσφέρεται ως φορέας ενθυλάκωσης για βιοδραστικά συστατικά. Καθώς 

η διεργασία της ενθυλάκωσης στηρίζεται στην διάχυση διαμέσου του κυτταρικού 

περιβλήματος, διεργασίες που προκαλούν αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας 

επιταχύνουν την ενθυλάκωση. Επίσης, η χρήση κυττάρων που έχουν υποστεί αυτόλυση, 

εκτός του ότι εμφανίζουν αυξημένη κυτταρική διαπερατότητα, μπορούν να συνεισφέρουν 

στην αξιοποίησή τους με την παράλληλη παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς.  
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1 Ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae 

1.1 Ιστορική αναδρομή και ταξινομικά χαρακτηριστικά των ζυμών 

Οι ζύμες, με κυρίαρχο μικροοργανισμό τον S. cerevisiae, αποτελούν ίσως τους 

αρχαιότερους μικροοργανισμούς τους οποίους εκμεταλλεύτηκε ο άνθρωπος. 

Αρχαιολογικές ανασκαφές στην Αίγυπτο αποκάλυψαν αρχαίες μυλόπετρες και φούρνους 

για την παρασκευή άρτου, καθώς και απεικονίσεις αρτοποιείων και ζυθοποιείων ηλικίας 

4000 ετών (Philips & Noever, 2006). To 1680 ο ολλανδός επιστήμονας και φυσιοδίφης 

Anton van Leeuwenhoek, πρωτοπόρος στον τομέα της μικροσκοπίας, παρατήρησε για 

πρώτη φορά τις ζύμες στο μικροσκόπιο, μη θεωρώντας τις ωστόσο ως ζωντανούς 

οργανισμούς αλλά απλές, σφαιροειδείς δομές (Huxley, 1894). Παρόλο που  η πρώτη 

μικροσκοπική παρατήρηση από τον van Leeuwenhoek της μαγιάς στη μπύρα έγινε το 

1680, μέχρι τις αρχές του 19ου αιώνα σημειώθηκε ελάχιστη πρόοδος ως προς τη μελέτη και 

τον χαρακτηρισμό των ζυμών. Σε αυτό συνέβαλε η έλλειψη αξιόπιστου μικροσκοπιακού 

εξοπλισμού καθώς και η έλλειψη ενός οργανωμένου ταξινομικού συστήματος. Στα μέσα 

του 18ου αιώνα, ο σουηδός επιστήμονας Carl von Linné δημιούργησε το πρώτο σύστημα 

ταξινομικής ονομασίας φυτών και ζώων. Παρά τις σημαντικές προσπάθειές του στην 

καταγραφή και ταξινόμηση του ζωικού και φυτικού βασιλείου, οι μικροοργανισμοί, 

συμπεριλαμβανομένων και των ζυμών, κατατάχθηκαν στο σύστημα επιπόλαια, γεγονός 

στο οποίο συνέβαλε η κρατούσα την εποχή θεωρία της αβιογένεσης. Το 1857 ο Louis 

Pasteur απέδειξε ότι η αλκοολική ζύμωση οφείλεται σε ζωντανούς οργανισμούς και όχι σε 

αβιοτικούς παράγοντες, καταρρίπτοντας τη θεωρία και φέρνοντας για πρώτη φορά τους 

μικροοργανισμούς στο προσκήνιο.  Η ταξινομία των ζυμών ξεκινά το 1839 όταν ο Meyer 

δίνει το όνομα Saccharomyces στη μαγιά. Το 1889 ο μυκητολόγος Emil Christian Hansen, 

στο εργαστήριο του Carlsberg στην Κοπεγχάγη πραγματοποίησε για πρώτη φορά την 

απομόνωση καθαρής καλλιέργειας ζυμομυκήτων από ζυθογλεύκος, με βάση τα 

μορφολογικά, βιοχημικά και φαινοτυπικά χαρακτηριστικά τους (Kurtzman et al., 2011). Η 

πρώτη οργανωμένη προσπάθεια περιγραφής και ταξινόμησης των ζυμομυκήτων έγινε από 

τους Lodder & Kreger-van Rij το 1952. Οι ερευνητές περιέγραψαν 26 γένη και 164 είδη, τα 

οποία μέσα στην επόμενη εικοσαετία σχεδόν διπλασιάστηκαν. Με την πρόοδο της 

μοριακής βιολογίας, η ταξινόμηση έγινε πιο αναλυτική και σε αρκετές περιπτώσεις 

αναθεωρήθηκε καθώς βασίστηκε σε πλέον μετρήσιμα γενοτυπικά χαρακτηριστικά 

(Kurtzman et al., 2011). Οι ζύμες (επικράτεια Eukaryota, βασίλειο Fungi) είναι 
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μονοκύτταροι, ευκαρυωτικοί οργανισμοί με μέγεθος 2-5 µm που σε κάποιες περιπτώσεις 

μπορεί να φθάσουν τα 40 μm (Walker et al., 2002). Κατατάσσονται σε δύο κύριες 

συνομοταξίες τους ασκομύκητες  (Ascomycota) και τους βασιδιομύκητες (Basidiomycota). 

Ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae ανήκει στη συνομοταξία των ασκομυκήτων, της 

οποίας το κυριότερο χαρακτηριστικό είναι η ασκοειδής δομή του κυττάρου. Χαρακτηριστικό 

που τον κατατάσσει στην υποσυνομοταξία Saccharomycotina (αληθείς ζύμες, true yeasts) 

είναι η αναπαραγωγή του με εκβλάστηση και όχι με την παραγωγή ασκοκαρπίου 

(Kurtzman, 1994). 

1.1.1 Δομικά χαρακτηριστικά και ανάπτυξη του S. cerevisiae  

1.1.1.1 Αναπαραγωγή 

Ο S. cerevisiae εμφανίζει δύο είδη κυτταρικής μορφολογίας κατά την ανάπτυξη: ένα 

απλοειδές και ένα διπλοειδές (Σχήμα 1.1). Τα απλοειδή κύτταρα (μονογονικές μορφές α και 

a), που αποτελούν την μονογονική μορφή του μύκητα, περνούν έναν απλό κύκλο μίτωσης 

και ανάπτυξης και υπό ακραίες συνθήκες πεθαίνουν. Τα διπλοειδή κύτταρα (αμφιγονική 

μορφή a/α) αποτελούν τη μορφή που κοινώς καλείται «μαγιά», έχουν τη δυνατότητα 

σπορογένεσης, κατά την οποία κάθε κύτταρο παράγει μέσω μείωσης τέσσερα απλοειδή, 

ανθεκτικά ασκοσπόρια. Δύο από τα σπόρια ανήκουν στον αναπαραγωγικό τύπο a και δύο 

στον τύπο α. Η σπορογένεση πραγματοποιείται όταν τα διπλοειδή κύτταρα συναντήσουν 

μειωμένη διαθεσιμότητα σε άζωτο και εύκολα αφομοιώσιμες πηγές άνθρακα (π.χ. 

σάκχαρα). Τα σπόρια συνενώνονται μεταξύ τους σχηματίζοντας διπλοειδή κύτταρα και 

εξασφαλίζουν την αναπαραγωγή του κυττάρου κάτω από δυσμενείς συνθήκες (Herskowitz 

et al,. 1988). 

Όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε αφθονία θρεπτικών συστατικών, ο πολλαπλασιασμός 

τους γίνεται με εκβλάστηση με ρυθμό περίπου μία διαίρεση ανά 100 min. Η εκβλάστηση 

ξεκινά με το σχηματισμό μιας ελλειψοειδούς προεξοχής στο μητρικό κύτταρο. Κατά τη 

μίτωση καθένα από τα 17 χρωμοσώματα του κυττάρου διπλασιάζεται και διανέμεται μεταξύ 

του μητρικού και του θυγατρικού κυττάρου. Στο τέλος της διεργασίας το θυγατρικό κύτταρο 

αποσπάται (Herskowitz et al,. 1988). 
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Σχήμα 1.1: Αναπαραγωγικά στάδια του ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae(Herskowitz 1988) 

1.1.1.2 Μεταβολισμός 

Ο S. cerevisiae είναι χημειοετερότροφος, προσλαμβάνοντας την ενέργειά του, υπό τη 

μορφή ATP, από τη διάσπαση εξωγενών οργανικών ενώσεων. Όλα τα στελέχη του S. 

cerevisiae μπορούν να αναπτυχθούν τόσο αερόβια όσο και αναερόβια. Κατά την ανάπτυξη, 

ο μικροοργανισμός μπορεί να αφομοιώσει γλυκόζη, μαλτόζη και τρεχαλόζη ως πηγή 

άνθρακα ενώ έχει βρεθεί πως δεν μπορεί να αφομοιώσει τη λακτόζη (Hampsey, 1997). Η 

δυνατότητα του μικροοργανισμού να μεταβολίσει συγκεκριμένα σάκχαρα εξαρτάται τόσο 

από τη διαθεσιμότητα του οξυγόνου όσο και το στέλεχος. Όλα τα στελέχη μπορούν να 

αξιοποιήσουν την αμμωνία και την ουρία ως πηγές αζώτου, καθώς και τα περισσότερα 

ελεύθερα αμινοξέα. Κανένα στέλεχος του S. cerevisiae δεν εκκρίνει εξωκυτταρικές 

πρωτεάσες και ως εκ τούτου δεν μπορεί να μεταβολίσει εξωκυτταρικές πρωτεΐνες. Τα 

κύτταρα εμφανίζουν επίσης ανάγκες σε φώσφορο και θείο τα οποία αφομοιώνονται ως 

φωσφορικό και θειικό ιόν, αντίστοιχα. Για τη βέλτιστη ανάπτυξη του μικροοργανισμού 

απαραίτητες είναι επίσης και μικρές ποσότητες μετάλλων όπως ψευδάργυρος, μαγνήσιο, 

ασβέστιο και σίδηρος (Walker et al, 1998). 

Όπως για τα περισσότερα ευκαρυωτικά κύτταρα, στον πυρήνα του καταβολισμού 

σακχάρων, βρίσκεται το μεταβολικό μονοπάτι της γλυκόλυσης, το οποίο δεν εξαρτάται από 

την παρουσία οξυγόνου. Η γλυκόλυση μετατρέπει τη γλυκόζη σε πυροσταφυλικό με την 

ταυτόχρονη παραγωγή ATP και NADH (μέσω αναγωγής του NAD+), μόρια που 

προσφέρουν στο κύτταρο ενέργεια και αναγωγική ισχύ, αντίστοιχα. Παρουσία οξυγόνου, 

το πυροσταφυλικό εισέρχεται στον κύκλο του κιτρικού οξέος όπου μετατρέπεται πλήρως 

σε CO2 με τελικό δέκτη ηλεκτρονίων το οξυγόνο. Κατά τον κύκλο του κιτρικού οξέος 

παράγεται επί πλέον NADH το οποίο χρησιμοποιείται από τα μιτοχόνδρια για την 
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παραγωγή ATP, μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων (κυτταρική 

αναπνοή) (Walker et al, 1998). Όταν ο μικροοργανισμός αναπτύσσεται αναερόβια, με 

στόχο να διατηρηθεί η οξειδοαναγωγική του ομοιόσταση και να παραχθεί ATP, το 

πυροσταφυλικό υφίσταται αποκαρβοξυλίωση (κατά την οποία επίσης παράγεται CO2) 

προς ακεταλδεΰδη η οποία ανάγεται σε αιθανόλη σε μία αντίδραση που κατάλύεται από το 

ένζυμο αλκοολική αφυδρογονάση (Otterstead et al., 2004; ). Η διεργασία αυτή μετατρέπει 

NADH σε NAD+, το οποίο εισέρχεται εκ νέου στη γλυκόλυση. Έχει βρεθεί ότι η επιλογή του 

μεταβολικού μονοπατιού στον μικροοργανισμό δεν εξαρτάται μόνο από την παρουσία 

οξυγόνου, αλλά και από την συγκέντρωση σακχάρων στο περιβάλλον. Ο S. cerevisiae 

ακολουθεί ταυτόχρονα κυτταρική αναπνοή και αναερόβια ζύμωση όταν η συγκέντρωση 

αφομοιώσιμων σακχάρων ξεπεράσει κάποιο όριο (0.8 mM για τη γλυκόζη) (Verduyn et al., 

1984). Τα δύο αυτά μεταβολικά μονοπάτια του S. cerevisiae είναι υπεύθυνα για την 

εξέχουσα θέση που κατέχει ο μικροοργανισμός στα τρόφιμα εδώ και χιλιάδες χρόνια. Η 

παραγωγή CO2 αξιοποιείται στην αρτοποιία για το φούσκωμα του άρτου, ενώ η παραγωγή 

αιθανόλης αξιοποιείται ευρέως στην παραγωγή αλκοολούχων ποτών (οίνος, ζύθος, 

πνεύματα). 

1.2 Δομή του κυττάρου  

Η κυτταρική οργάνωση του S. cerevisiae ακολουθεί αυτήν ενός τυπικού ευκαρυωτικού 

κυττάρου. Ως εκ τούτου, τα κύτταρα εμφανίζουν τα παρακάτω δομικά χαρακτηριστικά: 

πυρήνα, μιτοχόνδιρα, σύμπλεγμα Golgi, εκκριτικά κυστίδια, ενδοπλασματικό δίκτυο, 

κενοτόπια και μικροσώματα. Το κυτταρόπλασμα περιλαμβάνει πλασμίδια και ριβοσώματα 

με τη δομική οργάνωση αυτών να διατηρείται από έναν κυτταροσκελετό. Το εσωτερικό του 

κυττάρου περικλείεται από ένα κυτταρικό περίβλημα το οποίο απαρτίζουν η κυτταρική 

μεμβράνη, το περίπλασμα και το κυτταρικό τοίχωμα. H δομή του κυττάρου παρουσιάζεται 

σχηματικά παρακάτω (Σχήμα 1.2). 
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Σχήμα 1.2: Σχηματική αναπαράσταση της δομής του κυττάρου του S. cerevisiae (Walker & Stuart, 

2016) 

1.2.1 Πλασματική μεμβράνη 

Η πλασματική μεμβράνη του S. cerevisiae αποτελεί το κύριο φράγμα στην διέλευση 

υδρόφιλων μορίων από το εξωκυτταρικό περιβάλλον. Σε αντίθεση με το κυτταρικό τοίχωμα  

το οποίο είναι πορώδες και διαπερατό σε ενώσεις με μοριακό βάρος μικρότερο από 600 

Da, η πλασματική μεμβράνη δεν επιτρέπει τη διέλευση υδρόφιλων μορίων (van Der Rest 

et al; 1995). Ο βασικός ρόλος της είναι ο έλεγχος της διαπερατότητας σε εξωκυτταρικές 

ουσίες. Όπως και οι περισσότερες βιολογικές μεμβράνες, απαρτίζεται από μία λιπιδική 

διπλοστοιβάδα, πάχους περίπου 7.5 nm, στην οποία βρίσκονται διεσπαρμένες 

μεμβρανικές πρωτεΐνες. Σύμφωνα με τους Singer & Nicolson (1972), η πλασματική 

μεμβράνη παρομοιάζεται με μία «θάλασσα» φωσφολιπιδίων στην οποία κινούνται 

ελεύθερα («κολυμπούν») οι μεμβρανικές πρωτεΐνες. Τα λιπίδια της μεμβράνης είναι κυρίως 

φωσφολιπίδια (ως επί το πλείστον φωσφατιδυλοχολίνη και φωσφατιδυλαιθανολαμίνη) και 

στερόλες (ως επί το πλείστον εργοστερόλη και ζυμοστερόλη). Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες 

που συναντώνται στην κυτταρική μεμβράνη παίζουν κυρίαρχο ρόλο σε κυτταρικές 

λειτουργίες όπως μεταφορά ουσιών, διάδοση διαμεμβρανικών σημάτων και σύνδεση με 

τον κυτταρικό σκελετό. Η σύσταση και η δομή της κυτταρικής μεμβράνης μεταβάλλεται τόσο 

μεταξύ στελεχών όσο και ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης του μικροοργανισμού. 

Παράγοντες όπως το διαθέσιμο οξυγόνο και η θερμοκρασία ανάπτυξης μπορούν να 
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επηρεάσουν σημαντικά την περιεκτικότητα της μεμβράνης σε ακόρεστα λιπαρά οξέα 

(Henschke & Rose, 1991). 

1.2.2 Περίπλασμα 

Ως περίπλασμα χαρακτηρίζεται ο χώρος του κυττάρου που παρεμβάλλεται μεταξύ της 

κυτταρικής μεμβράνης και του κυτταρικού τοιχώματος. Πρόκειται για έναν λεπτό, ενδιάμεσο 

χώρο πάχους 35-45Å. Στο περίπλασμα συγκεντρώνονται εξωκυτταρικές πρωτεΐνες που 

εκκρίνονται από το κύτταρο αλλά δεν μπορούν να διαπεράσουν το κυτταρικό τοίχωμα. 

Τέτοια ένζυμα είναι η ιμβερτάση (Carlson & Botstein, 1982), η φωσφατάση, η μελιβιάση και 

η τρεχαλάση (Parrou et al., 2005), που υδρολύουν υποστρώματα που δεν διαπερνούν την 

κυτταρική μεμβράνη (Arnold, 1991). Η ιμβερτάση που συγκεντρώνεται στο περίπλασμα 

αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα βιοτεχνολογικά προϊόντα της μαγιάς και 

παραλαμβάνεται από το κύτταρο ύστερα από υδρόλυση του κυτταρικού τοιχώματος 

(Tanino et al., 2004). 

1.2.3 Κυτταρικό τοίχωμα 

Το κυτταρικό τοίχωμα του S. cerevisiae απαρτίζει το 25-30% του συνολικού ξηρού βάρους 

του κυττάρου. Το πάχος του τοιχώματος κυμαίνεται μεταξύ 70 και 200 nm και η δομή του 

χαρακτηρίζει τις ζύμες (Lesage & Bussey, 2006). Το κυτταρικό τοίχωμα είναι μία ανθεκτική, 

ελαστική δομή η οποία προσδίδει στις ζύμες το χαρακτηριστικό ωοειδές σχήμα τους και 

προσφέρει μηχανική αντοχή. Η μακρομοριακή σύσταση του κυτταρικού τοιχώματος δίνεται 

στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.1). 

Πίνακας 1.1: Μακρομοριακή σύσταση του κυτταρικού τοιχώματος του S.cerevisiae (Klis et al., 2002) 

Μακρομόριο 
% ξηρού βάρους 

τοιχώματος 

Βαθμός 

πολυμερισμού 

Βαθμός 

διακλάδωσης 

Μαννοπρωτεΐνες 35-40 200 Υψηλός 

β-1,6-D-γλυκάνη 5-10 140 Υψηλός 

β-1,3-D-γλυκάνη 50-55 1500 Μέτριος 

χιτίνη 1-2 190 Γραμμικό μόριο 

 

Τα κυριότερα δομικά συστατικά του κυτταρικού τοιχώματος είναι οι πολυσακχαρίτες. Οι 

γλυκάνες και οι μαννάνες αποτελούν την πλειοψηφία των πολυσακχαριτών του 

τοιχώματος, ενώ συναντώνται επίσης και μικρά ποσοστά χιτίνης. H δομή του τοιχώματος 

παρουσιάζεται στο Σχήμα 1.3. Περί το 50-60% του ξηρού βάρους του κυτταρικού 

τοιχώματος απαρτίζεται από β-1,3-D- γλυκάνες και χιτίνη, οι οποίες βρίσκονται σε μία 

ενδότερη στοιβάδα του τοιχώματος και του προσδίδουν μηχανική αντοχή. Η εξωτερική 
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στοιβάδα του τοιχώματος (περίπου 10 nm) αποτελείται από εκτενώς γλυκοζυλιωμένες 

μαννοπρωτεΐνες, οι οποίες απαρτίζουν περίπου το 1/3 του ξηρού βάρους του τοιχώματος 

και προεξέχουν από το κυτταρικό τοίχωμα προστατεύοντας την ενδότερη πολυσακχαριτική 

στοιβάδα από εξωγενή λυτικά ένζυμα (Klis et al, 2002; Paramera et al., 2014). Οι 

πολυσακχαριτικές πλευρικές αλυσίδες των μαννοπρωτεϊνών φέρουν φωσφοδιεστερικούς 

δεσμούς, προσδίδοντας στην κυτταρική επιφάνεια αρνητικό φορτίο σε φυσιολογικές 

συνθήκες pH. Οι αλυσίδες αυτές είναι επίσης υπεύθυνες για την υδροφιλικότητα του 

κυτταρικού τοιχώματος και ελέγχουν την ενυδάτωση του κυττάρου κάτω από συνθήκες 

έλλειψης νερού. Οι πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος είναι συνδεδεμένες με 

οποιοπολικούς δεσμούς με το ενδότερο δίκτυο γλυκάνης-χιτίνης, ενώ αρκετές από αυτές 

ενώνονται μεταξύ τους με δισουλφιδικούς δεσμούς. Το κυτταρικό τοίχωμα είναι ελαστικό 

και επιτρέπει την συρρίκνωση του κυττάρου έως και 60% κάτω από συνθήκες 

αφυδάτωσης. Το κυτταρικό τοίχωμα του S. cerevisiae επιτρέπει τη διέλευση μικρών 

πολικών και μη πολικών μορίων μοριακού βάρους έως και 760 Da. Ωστόσο, κατάλληλες 

προκατεργασίες που αυξάνουν το πορώδες του τοιχώματος μπορούν να επιτρέψουν τη 

διέλευση μορίων μοριακού βάρους έως και 400 kDa (De Nobel & Barnett., 1991). Ο δομικός 

ρόλος των μακρομορίων που απαρτίζουν το τοίχωμα περιγράφηκε γλαφυρά από τον 

Stratford (1994), κατ’ αναλογία με το οπλισμένο σκυρόδεμα: οι χαλύβδινες ράβδοι του 

οπλισμού αντιστοιχούν στα ινίδια β-1,3-γλυκάνης. Ο οπλισμός περιβάλλεται από άμμο και 

χαλίκια που κατ’ αναλογία στο τοίχωμα είναι οι μαννοπρωτεΐνες. Τέλος, τα παραπάνω 

δομικά χαρακτηριστικά συνδέονται με κονίαμα, που στην προκειμένη περίπτωση 

αντιπροσωπεύει την άμορφη β-γλυκάνη και τη χιτίνη. 
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Σχήμα 1.3: Σχηματική αναπαράσταση της τομής του κυτταρικού τοιχώματος του Saccharomyces 

cerevisae (Osumi et al., 1998)) 

1.2.3.1 Πολυσακχαρίτες του κυτταρικού τοιχώματος 

Το κυτταρικό τοίχωμα του S. cerevisiae αποτελείται από υψηλό ποσοστό δομικών 

πολυσακχαριτών που μπορεί να φθάσει έως και 75% του ξηρού του βάρους (Kogan & 

Kocher, 2007). Οι κυριότεροι πολυσακχαρίτες του τοιχώματος είναι οι β-1,3- και β-1,6- 

γλυκάνες, οι α-μαννάνες και η χιτίνη. 

1.2.3.1.1 β-1,3-D-γλυκάνη και β-1,6-γλυκάνη 

Οι β-γλυκάνες του κυτταρικού τοιχώματος του S. cerevisiae αποτελούνται από μία 

γραμμική αλυσίδα β-1,3-γλυκάνης με 1,6 διακλαδώσεις (Manners et al., 1973). Σε σύγκριση 

με τις β-γλυκάνες που προέρχονται από άλλους μύκητες, οι β-γλυκάνες του S. cerevisiae 

διαθέτουν πλευρικές διακλαδώσεις χαμηλότερου μοριακού βάρους. Ακόμη, οι β-γλυκάνες 

του κυτταρικού τοιχώματος των ζυμομυκήτων διαφέρουν σημαντικά στη δομή από αυτές 

που συναντώνται στα φυτικά κύτταρα (δημητριακά όπως βρώμη και κριθάρι), καθώς οι 

τελευταίες αποτελούνται από ευθέα τμήματα 1,4 δεσμών ενωμένα μεταξύ τους με 1,3 

δεσμούς (Samuelsen et al., 2011). Μία δεύτερη μορφή β-γλυκάνης που συναντάται στο 

κυτταρικό τοίχωμα αποτελείται από μία γραμμική αλυσίδα μονομερών γλυκόζης ενωμένων 

με β-1,6 δεσμό που εμφανίζει πλευρικές 1,3 διακλάδώσεις με 1 ή 2 μονομερή. Οι δύο 

βασικές δομές β-γλυκάνης του S. cerevisiae εικονίζονται στο Σχήμα 1.4. 
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Σχήμα 1.4: Δομή των δύο μορφών β-γλυκάνης που συναντώνται στο κυτταρικό τοίχωμα του S. 

cerevisiae (Samuelsen et al., 2011) 

Στο κυτταρικό τοίχωμα εκτιμάται ότι η διακλαδισμένη β-1,3 γλυκάνη και οι β-1,6 γλυκάνες 

απαρτίζουν το 50-55% και 10-15% των πολυσακχαριτών του κυτταρικού τοιχώματος, 

αντίστοιχα (Samuelsen et al., 2019). Παρόλο που ο ακριβής ρόλος της β-1,6 γλυκάνης στο 

κυτταρικό τοίχωμα δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως, έχει προταθεί ότι δρα ως το συστατικό 

που συνδέει ομοιοπολικά τη στοιβάδα της β-1,3 γλυκάνης με αυτήν των μαννοπρωτεϊνών 

και της χιτίνης (Lesage & Bussey, 2006; Kollár et al., 1995). Η ελαστικότητα και η μηχανική 

αντοχή του κυτταρικού τοιχώματος οφείλεται στην β-1,3-γλυκάνη. Οι αλυσίδες της 

διαμορφώνονται στο χώρο ως εύκαμπτες έλικες που αποτελούνται από περίπου 1500 

μονομερή γλυκόζης συνδεδεμένα με β-1,3 γλυκοζιτικό δεσμό (Lesage & Bussey, 2006). 

Ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης του μικροοργανισμού, οι β-1,3-γλυκάνες εμφανίζουν 

διακλαδώσεις σε ποσοστό περίπου 3-4%. Οι διακλαδώσεις αυτές περιλαμβάνουν 

μονομερή γλυκόζης ενωμένα με β-1,6-γλυκοζιτικό δεσμό. Ο χαμηλός βαθμός διακλάδωσης 

επιτρέπει την έντονη αλληλεπίδραση μεταξύ των αλυσίδων και κατ’ επέκταση το 

σχηματισμό ενός τρισδιάστατου δικτύου. Η β-1,6 γλυκάνη του κυτταρικού τοιχώματος είναι 

έντονα διακλαδισμένη, υδρόφιλη, αποτελούμενη από περίπου 130 μονομερή γλυκόζης 

(Kollár et al., 1995; Klis et al., 2002). 

1.2.3.1.2 Χιτίνη 

Η χιτίνη συναντάται σε χαμηλό ποσοστό στην εσωτερική στοιβάδα του κυτταρικού 

τοιχώματος και αποτελείται από περίπου 190 μονομερή Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης. 

Σχηματίζει μικροινίδια τα οποία ενώνονται μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου.  

Διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην εκβλάστηση των κυττάρων καθώς συντίθεται γύρω 

από τις θέσεις εκβλάστησης (bud scars) του μητρικού κυττάρου (Bacon et al., 1966; Molano 
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et al., 1980). Για τον λόγο αυτό το συνολικό ποσοστό της χιτίνης επί του ξηρού βάρους του 

κυτταρικού τοιχώματος δεν ξεπερνά το 1 με 2% (Lesage & Bussey, 2006; Cabib & Arroyo 

2013). Η σύνθεση της χιτίνης ρυθμίζεται από τρία ένζυμα του κυτταρικού τοιχώματος και 

συντίθεται στο πλευρικό κυτταρικό τοίχωμα των μητρικών κυττάρων κατά την εκβλάστηση 

(Molano et al., 1980; Cabib et al, 2001). 

1.2.3.1.3 α-μαννάνες 

Οι α-μαννάνες συναντώνται ενωμένες με τις πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος με τη 

μορφή μαννοπρωτεϊνών. Η σύνδεση των μαννανών με τις πρωτεΐνες γίνεται είτε με Ν-

γλυκοζυλίωση σε μονομερή ασπαραγίνης είτε με Ο-γλυκοζυλίωση σε μονομερή σερίνης ή 

θρεονίνης είτε με τη σύνδεση στην κυτταρική μεμβράνη μέσω της GPI (γλυκοζυλ-

φωσφατιδυλ-ινοσιτόλη) (Kollár et al., 1997; Klis et al., 2002). Οι α-μαννάνες απαρτίζουν 

περίπου το 30% του κυτταρικού τοιχώματος (Liu et al., 2018). 

1.2.3.2 Πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος (CWPs) 

Οι πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος του S. cerevisiae (cell wall proteins, CWPs) 

απαρτίζουν το 30-50% του ξηρού βάρους του (Smiths et al., 1999). Εμφανίζουν μεγάλο 

βαθμό γλυκοζυλίωσης με τις α-μαννάνες, οι οποίες συνδέονται με τις πρωτεΐνες μέσω 

μονομερών ασπαραγίνης (Orlean, 1997; De Nobel et al., 1990). Το γεγονός αυτό σε 

συνδυασμό με τους δισουλφιδικούς δεσμούς με τους οποίους ενώνονται οι πρωτεΐνες 

μεταξύ τους καθιστά το στρώμα μαννοπρωτεΐνης λιγότερο διαπερατό σε μακρομόρια σε 

σχέση με το ενδότερο στρώμα γλυκάνης/χιτίνης (Zlotnik et al., 1984). Το υδατανθρακικό 

κλάσμα της μαννοπρωτεΐνης μπορεί να φθάσει και το 90% κ.β. Η έντονη φωσφορυλίωση 

των μαννοζυλικών πλευρικών αλυσίδων προσδίδει στο στρώμα μαννοπρωτεΐνης αρνητικό 

φορτίο (Jigami & Odani, 1999). Ακόμη, οι πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος συνδέονται 

με το δίκτυο της β-1,3-γλυκάνης με ομοιοπολικούς δεσμούς. Οι πρωτεΐνες του κυτταρικού 

τοιχώματος διακρίνονται σε δύο βασικές κατηγορίες, τις GPI-CWPs και τις Pir-CWPs (Klis 

et al., 2002). Οι GPI-CWPs είναι ομοιοπολικά ενωμένες με τη στοιβάδα β-1,3 γλυκάνης 

μέσω των β-1,6 πλευρικών της αλυσίδων. Από τις περίπου 70 πρωτεΐνες του κυτταρικού 

τοιχώματος που συντίθενται από τον S. cerevisiae, οι 40 προορίζονται για την κυτταρική 

μεμβράνη με τις υπόλοιπες να παραμένουν δεσμευμένες στο κυτταρικό τοίχωμα (Kollár et 

al., 1997; Hamada et al., 1999). Οι Pir-CWPs είναι ομοιοπολικά δεσμευμένες με το στρώμα 

β-1,3 γλυκάνης, με δεσμό ο οποίος διασπάται σε αλκαλικό pH (Kapteyn et al., 2002). Οι 

τρόποι που οι πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος συνδέονται με τους πολυσακχαρίτες 

συνοψίζονται στο Σχήμα 1.5.   Και οι δύο κατηγορίες επιτελούν σημαντικούς βιολογικούς 

ρόλους στο κύτταρο, που περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων τον έλεγχο της διαπερατότητας 

του τοιχώματος, την αναπαραγωγή, τη σπορογένεση, τη δομική ενίσχυση του κυτταρικού 

τοιχώματος και την κροκίδωση (Klis et al., 2002).  
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Σχήμα 1.5: Τρόποι αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών του κυτταρικού τοιχώματος με το δίκτυο των 

πολυσακχαριτών (Klis et al., 2002). 

1.2.4 Κυτταρόπλασμα και κυτταροσκελετός 

Το κυτταρόπλασμα του S. cerevisiae είναι υδατικό, ελαφρώς όξινο (pH 5.25) κολλοειδές 

υγρό που περιέχει χαμηλού και μεσαίου μοριακού βάρους ενώσεις, διαλυτές πρωτεΐνες, 

γλυκογόνο και άλλα διαλυτά μακρομόρια (Cimprich et al., 1995). Στο κυτταρόπλασμα 

βρίσκονται αιωρούμενα μεμβρανικά οργανίδια του κυττάρου όπως τα μικροσώματα 

(υπεροξυσώματα και γλυοξυσώματα) καθώς και μακρομοριακά οργανίδια όπως τα 

ριβοσώματα και τα πρωτεασώματα. Στο κυτταρόπλασμα συναντάται επίσης πληθώρα 

ενζύμων όπως γλυκολυτικά ένζυμα, συνθετάσες λιπαρών οξέων και ένζυμα που 

συμμετέχουν στην πρωτεϊνοσύνθεση αλλά και ελεύθερα αιωρημένα ριβοσώματα, 

επιπροσθέτως εκείνων που είναι δεσμευμένα στο ενδοπλασματικό δίκτυο (Warner, 1989). 

Τα σφαιροσώματα είναι λιπιδικά οργανίδια που χρησιμεύουν στην αποθήκευση λιπιδίων 

για την μεμβρανική σύνθεση του κυττάρου (Clausen et al., 1974). Περιέχουν στερόλες, 

φωσφολιπίδια και ελεύθερα λιπαρά οξέα. Τα μικροσώματα διακρίνονται σε υπεροξισώματα 

και γλυοξυσώματα και αποτελούν διακριτά μεμβρανικά κυστίδια τα οποία περιλαμβάνουν 

μεταβολικά ένζυμα. Τα υπεροξυσώματα περιέχουν καταλάση, υπεροξειδάση αλλά και 

ένζυμα για την αφομοίωση εξειδικευμένων πηγών άνθρακα και αζώτου. Τα γλυοξυσώματα, 

πέραν από καταλάση, περιέχουν μεταβολικά ένζυμα του αναβολικού κύκλου του 

γλυοξυλικού οξέος o οποίος μετατρέπει το ακετυλο-CoA σε ηλεκτρικό οξύ το οποίο 

χρησιμεύει στην περαιτέρω σύνθεση υδατανθράκων από το κύτταρο. Ο κυτταροσκελετός 

του S. cerevisiae αποτελείται από μικροσωληνίσκους και μικροινίδια τα οποία επιτελούν 

μηχανικό έργο μέσα στο κύτταρο μέσω της σύνθεσης και αποσύνθεσής τους. Εμπλέκονται 

σε διάφορες πτυχές της φυσιολογίας του κυττάρου όπως είναι η μίτωση και η μείωση, η 

μετακίνηση οργανιδίων και η δημιουργία του αναπαραγωγικού διαφράγματος (septum) 

(Heath, 1995; Walker, 1998). 

1.2.5 Πυρήνας 

Ο πυρήνας του S. cerevisiae είναι ένα σφαιρικό, λοβωτό οργανίδιο διαμέτρου περίπου 1.5 

μm, τοποθετημένο σχεδόν στο γεωμετρικό κέντρο του κυττάρου ή ελαφρώς έκκεντρα. Το 

πυρνηόπλασμα διαχωρίζεται από το κυτταρόπλασμα με μία διπλή λιπιδική μεμβράνη, 
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παρόμοιας σύστασης με το ενδοπλασματικό δίκτυο, η οποία φέρει πόρους διαμέτρου 50-

100 nm (Zinser et al., 1991; Walker, 1998).  Σε αντίθεση με τα περισσότερα ευκαρυωτικά 

κύτταρα, η πυρηνική μεμβράνη δεν διασπάται Μία ημικυκλική περιοχή εντός του πυρήνα, 

ο πυρηνίσκος, χάνεται κατά τη μίτωση και επανεμφανίζεται στην μεσόφαση (Heun et al., 

2001). Στον πυρηνίσκο πραγματοποιείται η μεταγραφή και η επεξεργασία του rRNA καθώς 

και η συναρμολόγηση των ριβοσωμικών υπομονάδων. Το νουκλεόπλασμα περιέχει DNA, 

RNA και βασικές πρωτεΐνες (πρωταμίνες και ιστόνες). Το γονιδίωμα του S. cerevisiae 

κυμαίνεται μεταξύ 10 και 15 Mb και κωδικοποιεί μεταξύ 5000 και 10000 γονίδια (Taddei & 

Gasser, 2012). 

1.2.6 Εκκριτικό σύστημα  

Μέσα στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου συναντώνται διάφορα μεμβρανικά κυστίδια τα 

οποία διαδραματίζουν πρωτεύοντα ρόλο στην διακίνηση πρωτεϊνών από και προς το 

κυτταρόπλασμα. Η μεταφορά πρωτεϊνών μεταξύ μεμβρανικών σωματιδίων είναι μία 

διεργασία κοινή σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Η έκκριση πρωτεϊνών από το κύτταρο 

περιλαμβάνει τόσο την ενδομεμβρανική όσο και τη διαμεμβρανική μεταφορά (μέσω 

μεμβρανικών κυστιδίων) στις οποίες συμμετέχει το ενδοπλασματικό δίκτυο, το σύστημα 

Golgi και η πλασματική μεμβράνη (Walker, 1998). 

1.2.7 Κενοτόπιο 

Το κενοτόπιο αποτελεί κυρίαρχο οργανίδιο στην διακίνηση πρωτεϊνών.  Τα κενοτόπια του 

S. cerevisiae δεν είναι πάντοτε διακριτά και ανεξάρτητα οργανίδια όπως λ.χ. τα 

μιτοχόνδρια, αλλά αποτελούν μέρος του διαμεμβρανικού συστήματος μεταξύ του 

ενδοπλασματικού δικτύου, του συμπλέγματος Golgi και των διαφόρων εκκριτικών 

κυστιδίων (Thumm, 2000). Ακόμη, τα κενοτόπια απαντούν στο κύτταρο είτε ως μεγάλα, 

μοναδικά οργανίδια είτε κατακερματισμένα σε μικρότερα μεμβρανικά οργανίδια. Το 

κενοτόπιο περικλείεται από μία μοναδική λιπιδική διπλοστοιβάδα, τον τονοπλάστη. Η 

σύσταση του τονοπλάστη σε φωσφολιπίδια, ακόρεστα λιπαρά οξέα και στερόλες διαφέρει 

σημαντικά σε σχέση με αυτή της πλασματικής μεμβράνης, καθιστώντας τον αρκετά πιο 

ελαστικό από αυτήν (Van der Wilden & Matile, 1978). Ακόμη και κάτω από υπερτονικές 

συνθήκες, ο τονοπλάστης παραμένει ακέραιος. Ωστόσο, κάτω από συνθήκες αυτόλυσης 

(π.χ. έλλειψη θρεπτικών συστατικών, υψηλές θερμοκρασίες, όξινο pH ή υψηλή 

συγκέντρωση ιόντων Κ+) ο τονοπλάστης διαρρηγνύεται απελευθερώνοντας στο 

κυτταρόπλασμα τα πρωτεολυτικά ένζυμα του κενοτοπίου (Hecht et al., 2014; Van den 

Hazel et al., 1996). Το περιβάλλον του κενοτοπίου διαθέτει ελαφρώς όξινο pH, υπεύθυνο 

κυρίως για την γενικευμένη πρωτεόλυση εντός του κυττάρου. Αυτό επιτυχγάνεται από μία 

ομάδα πρωτεολυτικών ενζύμων (ενδοπεπτιδασών, αμινοπεπτιδασών και 
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καρβοξυπεπτιδασών), η λειτουργία των οποίων αναλύεται παρακάτω. Το κενοτόπιο είναι 

κυρίως υπεύθυνο για φυσιολογικές λειτουργίες του κυττάρου όπως η υδρόλυση 

μακρομορίων, η ρύθμιση του pH και της ωσμωτικής πίεσης εντός του κυττάρου και η 

αποθήκευση αμινοξέων, ιόντων και πολυφωσφορικών (Van den Hazel, 1996; Hecht et al., 

2014).  

1.2.7.1 Πρωτεάσες του κενοτοπίου 

Η βιολογική λειτουργία των ενδοκυτταρικών πρωτεασών του S. cerevisiae έχει μελετηθεί 

εκτενώς στο παρελθόν. Οι πρωτεάσες έχει βρεθεί ότι συμμετέχουν σε πληθώρα 

κυτταρικών διεργασιών όπως είναι η σπορογένεση, η γενικευμένη πρωτεόλυση, η 

παραγωγή αμινοξέων σε συνθήκες έλλειψης αζώτου, η ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση 

μεταβολικών ενζύμων και η υδρόλυση ελαττωματικών πρωτεϊνών (Betz et al., 1974; Chen 

et al., 1968; Hopper et al. 1974; Pilar-Fernandez et al., 1982; Perlman et al. 1981; Parr et 

al., 2007). Κατανέμονται σε διάφορα οργανίδια του κυττάρου όπως το ενδοπλασματικό 

δίκτυο, το σύστημα Golgi και τα μιτοχόνδρια. Ωστόσο, η πλειοψηφία των κυτταρικών 

πρωτεασών βρίσκονται συγκεντρωμένες στο κενοτόπιο (Jones, 1984; Lenney et al., 1974). 

Πέρα από τις πιο εξειδικευμένες λειτουργίες που επιτελούν, οι κενοτοπικές πρωτεάσες 

συμβάλλουν στην πρωτεϊνική ομοιόσταση του κυττάρου, υδρολύοντας «γηρασμένες» 

πρωτεΐνες (senescent proteins) που επιστρέφουν στο κενοτόπιο. Ως εκ τούτου, εμφανίζουν 

χαμηλή εξειδίκευση ως προς τα υποστρώματα που μπορούν να υδρολύσουν, 

εξασφαλίζοντας έτσι την επιτυχή υδρόλυση μεγάλου εύρους πρωτεϊνών (Kerstens & van 

Dijck, 2018). Η ενεργότητα των κενοτοπικών πρωτεασών εξαρτάται έντονα από τη φάση 

ανάπτυξης του κυττάρου αλλά και από την αφθονία πηγών αζώτου στο μέσο καλλιέργειας 

(Moehle et al., 1987). H ολική πρωτεολυτική ενεργότητα του κενοτοπίου αυξάνεται ραγδαία 

όσο το κύτταρο πλησιάζει τη στατική φάση ανάπτυξης, ειδικά όταν αναπτύσσεται κάτω από 

συνθήκες έλλειψης αζώτου.  

Οι κενοτοπικές πρωτεάσες καταλήγουν στο κενοτόπιο μέσω του εκκριτικού συστήματος 

του κυττάρου. Συνήθως υφίστανται τροποποιήσεις στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στο 

σύμπλεγμα Golgi προτού μεταφερθούν στο κενοτόπιο και λάβουν την τελική, ενεργή τους 

μορφή. Προτού φθάσουν στο κενοτόπιο, πολλές πρωτεάσες βρίσκονται σε μια ανενεργή 

μορφή που καλείται ζυμογόνο (zymogen) και στόχο έχει αφ’  ενός μεν να προστατεύσει το 

εκκριτικό σύστημα από την πρωτεόλυση και αφ’ ετέρου να συγκεντρώσει όλη την 

υδρολυτική ενεργότητα στο κενοτόπιο (van den Hazel et al., 1992). Τα ζυμογόνα 

μετατρέπονται στην ενεργή ενζυμική τους μορφή με πρωτεόλυση η οποία απομακρύνει ένα 

παρεμποδιστικό πεπτίδιο, ενεργοποιώντας έτσι το ένζυμο. Η αλληλουχία με την οποία η 

ενεργότητα των κενοτοπικών πρωτεασών τροποποιεί την συνολική πρωτεολυτική 

ενεργότητα στο κενοτόπιο έχει χαρακτηριστεί ως «αλληλουχία ενεργοποίησης των 
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πρωτεασών» (protease activation cascade) και περιλαμβάνει ένα σύνθετο δίκτυο 

αλληλεξάρτησης όπου κάθε πρωτεολυτικό ένζυμο μπορεί να ενεργοποιήσει τον εαυτό του 

μέσω αυτοϋδρόλυσης, ή να συμβάλλει στην ενεργοποίηση των υπολοίπων κενοτοπικών 

πρωτεασών (Kerstens & van Dijck, 2018;van den Hazel et al., 1996). 

Οι κενοτοπικές πρωτεάσες του S. cerevisiae έχουν απομονωθεί και χαρακτηρισθεί 

εκτενώς, τόσο ως μεμονωμένα ένζυμα όσο και σε σχέση με το ρόλο τους στη διεργασία της 

αυτόλυσης. Σε εφαρμογές που στοχεύουν στην απομόνωση και τον καθαρισμό άλλων 

ενζύμων και πρωτεϊνών από τα κύτταρα του S. cerevisiae οι πρωτεάσες αυτές αποτελούν 

σημαντικά εμπόδια και η παρεμπόδισή τους είναι απαραίτητη. Για τον λόγο αυτό 

χρησιμοποιούνται συχνά προπαρασκευασμένα μείγματα παρεμποδιστών (protease 

inhibitor cocktails) (Jones, 1991). Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.2) παρουσιάζονται 

συνοπτικά οι κυριότερες κενοτοπικές πρωτεάσες που έχουν χαρακτηριστεί έως σήμερα. Οι 

κυριότερες είναι η πρωτεάση Α, η πρωτεάση Β, η καρβοξυπεπτιδάση Υ (γνωστή 

παλαιότερα και ως πρωτεάση C), η καρβοξυπεπτιδάση S και οι αμινοπεπτιδάσες Ι και Υ 

(Hecht & O’Donnell, 2014; Jones, 1984). Περί το 80-90 % της ολικής πρωτεολυτικής 

ενεργότητας του κενοτοπίου αποδίδεται στις πρωτεάσες Α και Β, με τα υπόλοιπα ένζυμα 

να παίζουν δευτερεύοντα ρόλο, κυρίως στην ενεργοποίηση των πρόδρομων ζυμογόνων 

(van den Hazel et al., 1992). Παρόλο που οι κενοτοπικές πρωτεάσες είχαν χαρακτηρισθεί 

και απομονωθεί ήδη από νωρίς, ο φυσιολογικός τους ρόλος στο κύτταρο διαλευκάνθηκε με 

την εξέλιξη της μοριακής βιολογίας μετά τη δεκαετία του 1980, οπότε και εντοπίστηκαν τα 

γονίδια που τις κωδικοποιούν. Με τροποποίηση της έκφρασης των γονιδίων αυτών, πολλοί 

ερευνητές κατάφεραν να παρατηρήσουν σημαντικές τροποποιήσεις στη δομή και την 

ανάπτυξη των κυττάρων και να χαρακτηρίσουν πλήρως τον τρόπο με τον οποίο οι 

κενοτοπικές πρωτεάσες συμμετέχουν στις μεταβολικές διεργασίες. 
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Πίνακας 1.2 Σύνοψη των κυριότερων πρωτεολυτικών ενζύμων του κενοτοπίου του S. cerevisiae. 

(Hecht & O’Donnell, 2014; Jones, 1984).  

Πρωτεάση Μοριακό βάρος (kDa) Ενεργότητα Λειτουργία 

Πρωτεάση Α 41-60 
Ασπαραγινική 

ενδοπρωτεάση 

Γενική 

πρωτεόλυση, 

έναρξη της 

ενεργοποίησης 

άλλων 

πρωτεασών 

Πρωτεάση Β 31-44 
Σερινική 

ενδοπρωτεάση 

Ενεργοποίηση 

πρωτεασών, 

υδρόλυση 

πρωτεασών 

Καρβοξυπεπτιδάση Υ 

(Πρωτεάση C) 
59-63 

Σερινική 

καρβοξυπεπτιδάση 

Υδρόλυση 

πεπτιδίων 

Καρβοξυπεπτιδάση S - 
Μεταλλοπρωτεάση 

ψευδαργύρου 

Υδρόλυση 

πεπτιδίων 

Αμινοπεπτιδάση Ι 600 kDa 
Μεταλλοπρωτεάση 

ψευδαργύρου 

Υδρόλυση 

γλουταθειόνης 

Αμινοπεπτιδάση Υ - μεταλλοπρωτεάση Άγνωστη 

 

1.2.7.1.1 Πρωτεάση Α 

Η πρωτεάση Α (PrA, σακχαροπεψίνη, EC 3.4.23.25) είναι μία ασπαραγινική 

ενδοπρωτεάση που αποτελείται από μία μοναδική υπομονάδα με μοριακό βάρος 42 kDa 

(Hata et al, 1967). Συγγενεύει δομικά με την καθεψίνη D καθώς διαθέτει στο ενεργό κέντρο 

της δύο μόρια ασπαραγινικού οξέος  (Jones, 1984; Parr et al., 2007). Το γονίδιο PEP4 που 

την κωδικοποιεί παράγει αρχικά μία πρόδρομη μορφή της που διαθέτει ένα επιπλέον 

σηματοφόρο πεπτίδιο. Το πεπτίδιο αυτό αφαιρείται με υδρόλυση από το κυρίως ένζυμο 

κατά τη μεταφορά του στο κενοτόπιο (Mechler et al., 1982, Ammerer et al. 1986; Woolford 

et al., 1986). Δομικά, η ενεργή μορφή του ενζύμου είναι μία γλυκοπρωτεΐνη  η οποία 

αποτελείται από 43% πολικά αμινοξέα, 12% αρωματικά αμινοξέα,  7.5% μαννόζη, και 1% 

γλυκοζαμίνη (Meussdoerffer et al., 1980). Με την παρεμπόδιση της έκφρασης του γονιδίου 

PEP4 κατέστη δυνατός ο χαρακτηρισμός του φυσιολογικού ρόλου του ενζύμου στο 

κύτταρο. Το ένζυμο συμμετέχει κυρίως στην διαδικασία της σπορογένεσης και της 

γλυκογένεσης όπου ενεργοποιεί μία πληθώρα μεταβολικών ενζύμων (Mechler et al., 1982). 

Πιο πρόσφατα περιγράφηκε η σημασία του στην επιβίωση του κυττάρου κάτω από 
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συνθήκες έλλειψης αζώτου αλλά και η απελευθέρωση του ενζύμου στο κυτταρόπλασμα 

κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες (Jones, 1991; Parr et al., 2007; Kerstens & van 

Dijck, 2018). Ίσως η σημαντικότερη λειτουργία του ενζύμου που έχει περιγραφεί είναι η 

συμμετοχή του στην υδρολυτική ενεργοποίηση άλλων υδρολασών του κενοτοπίου. Μέσα 

στο κενοτόπιο, η πρωτεάση Α έχει τη δυνατότητα να αυτοενεργοποιείται αλλά και να 

ενεργοποιεί άλλες πρωτεάσες του κενοτοπίου, όπως την πρωτεάση Β (Woolford et al., 

1986; van den Hazel, 1992; Kerstens & van Dijck, 1918).  

Η πρωτεάση Α έχει απομονωθεί και χαρακτηριστεί εκτενώς από πολλούς ερευνητές, σε 

μελέτες που ξεκινούν ήδη από τη δεκαετία του 1960 (Hata et al., 1967; Matern et al., 1974; 

Magni et al., 1978; Holzer et al., 1977). Έχει βρεθεί ότι εμφανίζει ευρύ φάσμα ενεργότητας 

σε συνάρτηση με το pH, ανάλογα με το υπόστρωμα. Η βέλτιστη ενεργότητά της εμφανίζεται 

σε pH=3, όταν υδρολύει υπόστρωμα μετουσιωμένης βόειας αιμοσφαιρίνης, ενώ υδρολύει 

την καζεΐνη και την αζοκαζεΐνη βέλτιστα σε τιμές pH γύρω στο 6, με την ενεργότητά της να 

φθάνει μέχρι και τις τιμές pH 7-8. Η θερμική της σταθερότητα είναι υψηλή καθώς έχει βρεθεί 

ότι παραμένει σταθερή όταν επωάζεται σε pH=5.5 για 2 h σε θερμοκρασίες κάτω των 50°C. 

Όπως ισχύει για πολλές ασπαραγινικές πρωτεάσες, η ενεργότητα του ενζύμου 

παρεμποδίζεται από την πεπστατίνη αλλά όχι από τον χλωριούχο υδράργυρο (HgCl2) 

(Hata et al.,1967; Meussdoerffer et al., 1980). Οι Hata et al. (1967) περιέγραψαν για πρώτη 

φορά την ικανότητα του ενζύμου να πήζει το γάλα. Ωστόσο έκτοτε, δεν έχει μελετηθεί η 

αξιοποίηση του ενζύμου σε εφαρμογές γύρω από τα τρόφιμα καθώς οι περισσότερες 

μελέτες επικεντρώνονται στην περαιτέρω διαλεύκανση του πολύπλοκου φυσιολογικού 

ρόλου του ενζύμου στον μεταβολισμό του κυττάρου. 

1.2.7.1.2 Πρωτεάση Β 

Η πρωτεάση Β (PrB, EC 3.4.22.9) είναι μία σερινική ενδοπρωτεάση με δομή παρόμοια με 

την σουμπτιλισίνη, με μοριακό βάρος 31 kDa, η οποία κωδικοποιείται από το γονίδιο PRB1. 

Όπως και η πρωτεάση Α, συντίθεται αρχικά ως ένα πρόδρομο πεπτίδιο μοριακού βάρους 

76 kDa. Η πρόδρομη μορφή του ενζύμου υφίσταται υδρόλυση τόσο στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο όσο και στο κενοτόπιο, όπου παρατηρείται η αφαίρεση σηματοφόρων πεπτιδίων 

από το μόριο. Μάλιστα, η δεύτερη και τελική υδρόλυση πραγματοποιείται στο κενοτόπιο 

από την πρωτεάση Α, δίνοντας στο ένζυμο την τελική ενεργή του μορφή (Moehle et al. 

1989; Hecht et al., 2014; van den Hazel et al., 1992). Η πρωτεάση Β έχει χαμηλή 

εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα που εξαρτάται από την αλληλουχία αμινοξέων του 

υποστρώματος. Υδρολύει το υπόστρωμα σε θέσεις με Arg, Leu, Tyr, Phe, Lys, Asp, Val, 

Gly, Glu,His (Farley et al. 1986; Kominami, et al., 1981). Δομικά, είναι μία γλυκοπρωτεΐνη 

που περιέχει μανόζη, γλυκοζαμίνη και γαλακτοζαμίνη σε μοριακές αναλογίες 15:2.1:0.4 

(Kominami et al., 1981). Μέσα στο ζωντανό κύτταρο η πρωτεάση Β συμμετέχει στην 
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γενικευμένη πρωτεόλυση κάτω από συνθήκες έλλειψης πηγής αζώτου αλλά και στην 

σπορογένεση (Moehle et al., 1987; Zubenko et al., 1982; Slaughter et al., 1992). Ακόμη, 

έχει βρεθεί πως συμμετέχει στην ενεργοποίηση μεταβολικών ενζύμων όπως είναι η 

συνθετάση της χιτίνης και η συνθετάση της τρυπτοφάνης (Cabib & Farkas, 1971; Cabib & 

Ulane 1973; Hasilik & Holzer, 1973). Πιο πρόσφατες γενετικές μελέτες γύρω από το γονίδιο 

PRB1 έδειξαν ότι η πρωτεάση Β συμμετέχει στην τροποποίηση των ιστονών αλλά και στην 

υδρόλυση τοξικών prions (Xue et al., 2014; Kerstens & van Dijck, 2018). Η ενεργότητα της 

πρωτεάσης Β αυξάνεται όσο το κύτταρο πλησιάζει τη στατική φάση, ωστόσο η 

ενεργοποίηση του πρόδρομου πεπτιδίου της βρέθηκε ότι απαιτεί την παρουσία ενεργής 

πρωτεάσης Α στο κενοτόπιο. Ακόμη, η ίδια η πρωτεάση Β έχει τη δυνατότητα να 

αυτοενεργοποιείται αλλά και να ενεργοποιεί τόσο την πρωτεάση Α όσο και άλλα 

πρωτεολυτικά ένζυμα του κενοτοπίου (Kerstens & van Dijck, 2018; Moehle et al., 1986). 

Όπως και η πρωτεάση Α, έτσι και η πρωτεάση Β έχει μελετηθεί εκτενώς ως προς τις 

ιδιότητές της. Οι Hata et al. (1967) ήταν η πρώτη ερευνητική ομάδα που επιχείρησε να 

απομονώσει και να χαρακτηρίσει το ένζυμο. Οι ερευνητές βρήκαν ότι υδρολύει την καζεΐνη 

βέλτιστα στο pH=9 αλλά η ενεργότητά της γύρω από αυτή την τιμή είναι υψηλή, 

παραμένοντας στο 80% της μέγιστης για τιμές pH 5.5 και 11. Η σταθερότητά του ήταν 

μέγιστη σε pH=5.5 ενώ βρέθηκε να εμφανίζει ταχεία απώλεια της δραστικότητάς του σε 

θερμοκρασίες άνω των 45°C. Η αστάθεια αυτή αποδόθηκε σε ταχεία αυτοϋδρόλυση του 

ενζύμου. Για το λόγο αυτό μεταγενέστερες μελέτες όπως αυτή των Kominami et al. (1981) 

περιέγραψαν μία διεργασία καθαρισμού του ενζύμου που περιλαμβάνει την αντιστρεπτή 

παρεμπόδισή του. Αυτή κατέστη δυνατή καθώς βρέθηκε ότι το ένζυμο παρεμποδίζεται από 

τον χλωριούχο υδράργυρο, τη χυμοστατίνη, την αντιπαΐνη, το PCMB (p-

chloromercuribenzoate) και το DFP (diisopropyl fluorophosphates), ουσίες που 

παρεμποδίζουν την δράση των περισσότερων σερινικών πρωτεασών (Hata et al., 1967; 

Kominami et al., 1981). Η παρεμποδιστική δράση του χλωριούχου υδραργύρου έχει βρεθεί 

ότι μπορεί να αντιστραφεί πλήρως με την παρουσία μερκαπτοαιθανόλης. 

1.2.7.1.3 Καρβοξυπεπτιδάση Υ (Πρωτεάση C) 

Η καρβοξυπεπτιδάση Υ (CPY, παλαιότερα γνωστή και ως πρωτεάση C, EC 3.4.16.1) είναι 

ένα από τα πλέον εκτενώς χαρακτηρισμένα κενοτοπικά ένζυμα του S. cerevisiae. Είναι μία 

σερινική καρβοξυπεπτιδάση που φέρει στο ενεργό της κέντρο την τριάδα αμινοξέων Ser46, 

His397 και Asp338, πλέον χαρακτηριστική για τις σερινικές πρωτεάσες (Hecht et al., 2014; 

Jung et al., 1999). Κωδικοποιείται από το γονίδιο PRC1 και παράγεται ως ζυμογόνο με 

μοριακό βάρος 67 kDa. Μετά την μεταφορά του στο κενοτόπιο οι πρωτεάσες Α και Β 

συμβάλλουν στην υδρολυτική ενεργοποίησή του, οπότε δημιουργείται η ενεργή μορφή 

μοριακού βάρους 61 kDa (van den Hazel et al., 1992; van den Hazel et al., 1996). Η 
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ανακάλυψη και ο χαρακτηρισμός του ενζύμου αυτού οδήγησαν σε πρωτοποριακές 

ανακαλύψεις στην κυτταρική βιολογία καθώς η σύνθεση, η γλυκοζυλίωση και η 

ενεργοποίησή του στο κενοτόπιο έδωσαν τα πρώτα αποτελέσματα ιχνηλάτησης της 

πρωτεολυτικής δραστικότητας στο κύτταρο (Hecht et al., 2014). Ο βιολογικός της ρόλος 

στο κύτταρο αρχικά θεωρήθηκε ελάσσων καθώς κύτταρα στα οποία είχε αφαιρεθεί το 

γονίδιο PRC1 δεν εμφάνιζαν ελαττώματα στην ανάπτυξη ή την σπορογένεση. Τα κύτταρα 

αυτά είχαν τη δυνατότητα να αφομοιώσουν πεπτίδια που αποτελούν γνωστά 

υποστρώματα του ενζύμου, οπότε φάνηκε ότι το κύτταρο διαθέτει πληθώρα 

πρωτεολυτικών ενζύμων με αλληλοεπικαλυπτόμενες λειτουργίες (Wolf et al.,1975). Πιο 

πρόσφατες μελέτες ωστόσο αποκάλυψαν τη συμμετοχή του ενζύμου σε λιγότερο 

προφανείς λειτουργίες του κυττάρου όπως η επιμήκυνση των μικροσωληνίσκων κατά τη 

μίτωση (Ebina et al., 2019), η πρωτεόλυση στα τελικά στάδια της αυτόλυσης και η 

ενεργοποίηση μεταβολικών ενζύμων (Parzych et al., 2018) και η συμμετοχή του ενζύμου 

στον διαχωρισμό του θυγατρικού κυττάρου κατά την αναπαραγωγή (Courtheoux et al., 

2009). Η καρβοξυπεπτιδάση Υ καταλύει την απομάκρυνση αμινοξέων από το καρβοξυλικό 

άκρο των πεπτιδίων. Πέραν από την κύρια αυτή δράση της, διαθέτει εστερολυτική δράση, 

υδρολύοντας τον εστερικό δεσμό σε διάφορους συνθετικούς εστέρες πεπτιδίων όπως το 

APNE (acetyl-phenylalanine naphthyl ester), το BTPNA (N- benzoyl-tyrosine p-nitroanilide) 

και το ATEE (acetyl-tyrosine ethyl ester) (Hata et al. 1967; Saheki & Holzer, 1975; 

Johansen et al., 1976). Ίσως η σημαντικότερη δράση του ενζύμου είναι η δυνατότητά του 

να αφαιρεί αμινοξέα από το καρβοξυλικό άκρο των πεπτιδίων προς σχηματισμό των 

αντίστοιχων εστέρων ή αμιδίων τους αλλά και να επιμηκύνει τα πεπτίδια προσθέτοντας επί 

πλέον αμινοξέα (Breddam et al., 1991;Nielsen et al., 1990). Η ικανότητα αυτή του ενζύμου 

το καθιστά πολύτιμο εργαλείο για τη βιοτεχνολογική σύνθεση πεπτιδίων αλλά και στην 

μελέτη της αλληλουχίας αμινοξέων πεπτιδίων (Johansen et al., 1976). 

Ο χαρακτηρισμός του ενζύμου ξεκίνησε από τους Hata et al (1967) οι οποίοι απομόνωσαν 

και μελέτησαν το ένζυμο στην καθαρή μορφή του. Βρέθηκε ότι η βέλτιστη εστερολυτική 

δράση με υπόστρωμα ATEE εμφανίζεται στο pH=8 ενώ το ένζυμο υδρολύει την καζεΐνη 

βέλτιστα σε pH=6. Όπως ισχύει και για άλλες σερινικές πρωτάσες, το ένζυμο 

παρεμποδίζεται πλήρως από τον χλωριούχο υδράργυρο, το DFP και το PCMB. Εμφανίζει 

υψηλή θερμοσταθερότητα σε θερμοκρασία 50°C για επώαση έως και 2 h. 

1.2.7.1.4 Παρεμποδιστές των κενοτοπικών πρωτεασών 

Οι πρωτεάσες του S. cerevisiae που συζητήθηκαν παραπάνω εντοπίζονται εντός του 

κενοτοπίου, όπου η δράση τους παραμένει αυστηρά περιορισμένη. Οι πρώτες μελέτες που 

πραγματοποιήθηκαν για την απομόνωση και τον καθαρισμό των ενζύμων αυτών 

διαπίστωσαν ότι μετά από λύση, διάρρηξη ή αυτόλυση των κυττάρων, η ενεργότητα των 
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ενζύμων αυξάνεται καθώς τα κύτταρα επωάζονται για μεγάλα χρονικά διαστήματα (16-24 

h) σε θερμοκρασίες μεταξύ 40 και 50°C και pH=5.5 (Lenney, 1956; Lenney, 1975). Αρχικά 

θεωρήθηκε ότι η ενεργοποίηση των ενζύμων οφείλεται στην ενεργοποίηση των 

πρόδρομων ζυμογόνων τους, όπως συμβαίνει και εντός του κενοτοπίου (Hayashi et al., 

1976). Μεταγενέστερες μελέτες ωστόσο απέδειξαν την παρουσία στο κυτταρόπλασμα 

τριών πρωτεϊνών, οι οποίες όταν έρθουν σε επαφή με τις αντίστοιχες πρωτεάσες, 

σχηματίζουν ανενεργά σύμπλοκα (Lenney & Dalbec, 1969; Lenney, 1975; Holzer, 1977; 

Betz et al., 1974). Οι πρωτεΐνες αυτές αποτελούν τους κυτταροπλασματικούς 

παρεμποδιστές των πρωτεασών A, B και C (καρβοξυπεπτιδάση Υ) και ονομάστηκαν IA, IB 

και IC, αντίστοιχα. Ο βιολογικός ρόλος των παρεμποδιστών θεωρήθηκε ότι έγκειται κυρίως 

στην προστασία του κυτταροπλάσματος από τη γενικευμένη πρωτεόλυση κατά τη 

μεταφορά των πρωτεασών στο κενοτόπιο ή κατά μία πιθανή απελευθέρωσή τους από 

αυτό. Συγκεκριμένα ο παρεμποδιστής ΙΒ εμπλέκεται και στη ρύθμιση της ενεργότητας της 

συνθετάσης της χιτίνης, η οποία όπως αναφέρθηκε καθορίζεται από την ενεργότητα της 

πρωτεάσης Β (Holzer, 1977). 

Η υδρόλυση των παρεμποδιστών από τα ένζυμα μελετήθηκε διεξοδικά από διάφορες 

ερευνητικές ομάδες (Betz et al., 1974; Lenney, 1975; Lenney, 1956; Holzer, 1977). Η 

αλληλεξάρτηση που εμφανίζουν τα τρία πρωτεολυτικά ένζυμα μεταξύ τους απεικονίζεται 

σχηματικά στο Σχήμα 1.6. Όταν το κενοτόπιο διαρραγεί και τα ένζυμα έρθουν σε επαφή με 

τους παρεμποδιστές τους, σχηματίζουν με αυτούς αντιστρεπτά σύμπλοκα. Κάθε 

παρεμποδιστής είναι αυστηρά επιλεκτικός ως προς το αντίστοιχο ένζυμο χωρίς να 

επηρεάζει τα υπόλοιπα. Όταν τα κύτταρα βρεθούν σε κατάλληλες συνθήκες pH και 

θερμοκρασίας (40-50°C, pH=5-6), ξεκινά μία σύνθετη αλληλουχία 

ενεργοποίησης/απενεργοποίησης κατά την οποία καθένα από τα ένζυμα συμμετέχει στην 

υδρόλυση των παρεμποδιστών. Xαμηλή ενεργότητα της πρωτεάσης Α είναι ικανή να 

προκαλέσει υδρόλυση του παρεμποδιστή ΙΒ ενεργοποιώντας έτσι την πρωτεάση Β. Η 

πρωτεάση Β με τη σειρά της συμμετέχει στην υδρόλυση του παρεμποδιστή ΙΑ προκαλώντας 

την περαιτέρω ενεργοποίηση της πρωτεάσης Α. Ο παρεμποδιστής IA υδρολύεται μόνο από 

την πρωτεάση Β ενώ ο παρεμποδιστής ΙΒ υδρολύεται από την πρωτεάση Α, την πρωτεάση 

C ακόμη κι από την ίδια την πρωτεάση Β. Σε pH χαμηλότερο του 6 το σύμπλοκο ΒΙΒ 

διίσταται με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του ενζύμου. 
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Σχήμα 1.6: Σύνοψη της αλληλεξάρτησης των κενοτοπικών πρωτεασών σε σχέση με τους 

παρεμποδιστές τους (Betz et al., 1974; Lenney, 1975; Lenney, 1956; Holzer, 1977). Η κουκκίδα 

συμβολίζει το σύμπλοκο του ενζύμου με τον παρεμποδιστή του ενώ τα γράμματα χωρίς κουκκίδα 

συμβολίζουν την ενεργή μορφή των ενζύμων. Τα διακεκομμένα βέλη υποδεικνύουν την υδρόλυ ση 

των παρεμποδιστών από τα αντίστοιχα ένζυμα προς σχηματισμό της ενεργής μορφής τους. 

1.2.8 Μιτοχόνδρια  

Τα μιτοχόνδρια του S. cerevisiae έχουν αποτελέσει για δεκαετίες σύστημα-μοντέλο για τη 

μελέτη των ευκαρυωτικών μιτοχονδρίων, καθώς δομικά αποτελούνται από δομές συναφείς 

με αυτές των ανώτερων οργανισμών. Συνοπτικά τα μιτοχόνδρια αποτελούνται από μία 

εξωτερική μεμβράνη υπεύθυνη για τον μεταβολισμό των λιπαρών, το στρώμα, το οποίο 

περιέχει ένζυμα της οξείδωσης λιπαρών οξέων, του κύκλου του κιτρικού οξέος και της 

πρωτεϊνικής σύνθεσης και τέλος μία εσωτερική μεμβράνη που περιλαμβάνει τα 

κυτοχρώματα της αναπνευστικής αλυσίδας, τις αφυδρογονάσες του ηλεκτρικού οξέος και 

του NADH και την ATPάση. 

1.3 Χρήση του S. cerevisiae στη βιομηχανία τροφίμων 

Οι ζύμες, με κυρίαρχο εκπρόσωπο τον S. cerevisiae έχουν χρησιμοποιηθεί για χιλιετίες 

από τον άνθρωπο σε εφαρμογές που αφορούν τα τρόφιμα. Για το μεγαλύτερο μέρος του 

20ου αιώνα, η παραγωγή προϊόντων από τις ζύμες ακολουθούσε κυρίως τις εξελίξεις στον 

τομέα της ζυθοποιίας, αλλά τα τελευταία χρόνια η σημασία των ζυμών σαν πηγές 

προϊόντων για άλλους τομείς της βιομηχανίας τροφίμων έχει κερδίσει σημαντικά έδαφος. 

Τα προϊόντα που παράγονται από τον S. cerevisiae μπορούν να διακριθούν σε δύο 

κατηγορίες, όπως φαίνεται στο Σχήμα 1.7. Η πρώτη κατηγορία αφορά την παραλαβή 

προϊόντων από ζωντανά κύτταρα. Τέτοιες εφαρμογές στοχεύουν στην εκμετάλλευση του 

μεταβολισμού του κυττάρου με στόχο την παραγωγή βιομάζας ή μεταβολικών προϊόντων 

όπως είναι η αιθανόλη, το διοξείδιο του άνθρακα και ένζυμα όπως είναι η ιμβερτάση. Η 

εφαρμογή αυτή αποτελεί την παραδοσιακή εφαρμογή του μικροοργανισμού συνοψίζεται 

στη χρήση του για την παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας, και στην εφαρμογή του αυτούσιου 

στην αρτοποιία και την ποτοποιία (ζυθοποιία, οινοποιία). Η δεύτερη κατηγορία προϊόντων 

αφορά στην παραλαβή και τη μεταποίηση δομικών συστατικών του κυττάρου. Όπως 
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συζητήθηκε παραπάνω, ο μικροοργανισμός είναι πλούσιος σε βιομόρια που βρίσκουν 

άμεση εφαρμογή στα τρόφιμα ή μπορούν με απλές διεργασίες να μετατραπούν σε ενώσεις 

με βιομηχανικό ενδιαφέρον. Προϊόντα που ανήκουν στην κατηγορία αυτή είναι πρωτεΐνες, 

αμινοξέα και πεπτίδια, παράγωγα νουκλεϊκών οξέων, συστατικά του κυτταρικού 

τοιχώματος όπως β-γλυκάνες και μαννοπρωτεΐνες και βιταμίνες. Η παραλαβή των 

συστατικών αυτών δεν προϋποθέτει τη βιωσιμότητα των κυττάρων και στις περισσότερες 

εφαρμογές την αποκλείει.  

 

Σχήμα 1.7: Προϊόντα που παραλαμβάνονται από τον S. cerevisiae και βρίσκουν εφαρμογή στη 

βιομηχανία τροφίμων. 

Στις ακόλουθες ενότητες θα περιγραφούν τα κυριότερα προϊόντα που παραλαμβάνονται 

από τον S. cerevisiae, με έμφαση στα προϊόντα που αποτέλεσαν το αντικείμενο της 

παρούσας διατριβής, δηλαδή τα εκχυλίσματα μαγιάς και τις β-γλυκάνες. 

1.3.1 Πρωτογενής χρήση των κυττάρων S. cerevisiae  

Η πρωτογενής χρήση των κυττάρων αφορά την αυτούσια χρήση του ίδιου του 

μικροοργανισμού και προϋποθέτει την βιωσιμότητα και τη μεταβολική ενεργότητα των 

κυττάρων.  

1.3.1.1 Εφαρμογή στην αρτοποιία 

Ίσως η κυριότερη εφαρμογή του S. cerevisiae στη βιομηχανία τροφίμων είναι η εφαρμογή 

του στην αρτοποιία. Στα πλαίσια της συγκεκριμένης εφαρμογής του μικροοργανισμού, τα 

σκευάσματα που χρησιμοποιούνται στην αρτοποιία χαρακτηρίζονται ως «μαγιά 

αρτοποιίας». Μέχρι τα μέσα του 19ου αιώνα, οι αρτοποιοί χρησιμοποιούσαν ως μαγιά 



Ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae 

26 
 

αρτοποιίας τη βιομάζα που παραγόταν από τη ζυθοποιία. Καθώς η ζυθοποιία 

αντικατέστησε τη χρήση αφροζύμης με βυθοζύμη (Saccharomyces uvarum), η πρακτική 

αυτή δεν ήταν δυνατόν να συνεχιστεί οπότε ξεκίνησε η ανάπτυξη βιομηχανίας 

εξειδικευμένης στην παραγωγή ζύμης για την αρτοποιία (Frey, 1957; Trivedi et al, 1986). 

Η χρήση της μαγιάς στην αρτοποιία βασίζεται στο βασικό μεταβολικό χαρακτηριστικό του 

S. cerevisiae στο να παράγει από τα ελεύθερα σάκχαρα του ζυμαριού διοξείδιο του 

άνθρακα. Η παραγωγή του αερίου φουσκώνει το ψωμί κατά το ζύμωμα και το ψήσιμο, 

συνεισφέροντας θετικά στην χαρακτηριστική σπογγώδη δομή του (Beudeker et al., 1990). 

Επίσης η παραγωγή πτητικών ενώσεων κατά το φούσκωμα συνεισφέρει στο 

χαρακτηριστικό άρωμα των αρτοποιημάτων (Prost et al., 2012).  

1.3.1.1.1 Παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας 

Η διεργασία για την παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας παρουσιάζεται σχηματικά στο Σχήμα 

1.8. Η παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας παράγεται σε πολύ μεγάλες ποσότητες που εκτιμάται 

ότι φθάνουν τους 3 εκ. τόνους ετησίως σε παγκόσμιο επίπεδο (Ali et al, 2012). Η παραγωγή 

γίνεται σε ζυμωτήρες βιομηχανικής κλίμακας και η κυτταρική βιομάζα συλλέγεται, 

συμπυκνώνεται ή ξηραίνεται ανάλογα με την μετέπειτα χρήση της. Τα στάδια παραγωγής 

περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω.  

 

Σχήμα 1.8: Σχηματική αναπαράσταση της παραγωγής μαγιάς αρτοποιίας (Lesaffre, 2010). 

1.3.1.1.2 Στελέχη 

Η επιλογή του στελέχους του S. cerevisiae για εφαρμογή στην αρτοποιία καθορίζεται από 

τις τεχνολογικές ανάγκες της συγκεκριμένης εφαρμογής. Το χρησιμοποιούμενο στέλεχος 
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πρέπει να διαθέτει αποδοτικό αερόβιο μεταβολισμό ώστε να βελτιστοποιείται η καλλιέργειά 

του, να παράγει επαρκή όγκο CO2 κατά την παρασκευή του ζυμαριού ώστε να 

εξασφαλίζεται  επαρκές φούσκωμα του άρτου, και να είναι ανθεκτικό στις συνθήκες υψηλής 

ωσμωτικής πίεσης που επικρατούν τόσο κατά την καλλιέργεια όσο και κατά την προσθήκη 

της μαγιάς σε ζυμάρια με υψηλή περιεκτικότητα σε σάκχαρα (Attfield, 1997). Μία πιο 

πρόσφατη απαίτηση είναι η ικανότητα του στελέχους να ανακάμπτει από συνθήκες 

κατάψυξης, ιδιότητα που είναι απαραίτητη σε προϊόντα κατεψυγμένης ζύμης (Oda et al., 

1986; Giannou et al., 2003). Μέχρι τη δεκαετία του 1970 το συνηθέστερο στέλεχος που 

εφαρμοζόταν στην αρτοποιία ήταν το ATCC-7752 (Reed and Nagodawithana, 1991). 

Ωστόσο, οι απαιτήσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω οδήγησαν στη δημιουργία πληθώρας 

νέων στελεχών με βελτιωμένα χαρακτηριστικά. Η δημιουργία νέων στελεχών 

πραγματοποιείται κατά κύριο λόγο με υβριδισμό μεταξύ ήδη υπαρχόντων στελεχών ή 

συνένωση μεταξύ σφαιροπλαστών (Oda & Ouchi, 1990; Gabaldón, 2020). 

1.3.1.1.3 Εξοπλισμός 

Η παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας ξεκινά με καθαρές καλλιέργειες σε κλίμακα δοκιμαστικού 

σωλήνα. Για την αύξηση της κλίμακας της ζύμωση πραγματοποιούνται έως και 7 

ανακαλλιέργειες αυξανόμενου όγκου. Η τελική ζύμωση πραγματοποιείται σε βιομηχανικούς 

ζυμωτήρες όγκου μεταξύ 50 και 200 m3 (Σχήμα 1.9). Οι ζυμωτήρες είναι ημιδιαλείποντος 

έργου (fed batch) και διαθέτουν σύστημα ψύξης και έντονου αερισμού. Η ψύξη των 

ζυμωτήρων είναι απαραίτητη καθώς στην εκθετική φάση ανάπτυξης του μικροοργανισμού 

παράγεται θερμότητα που μπορεί να φθάσει και τα 90 kJ/Lh (Cooney, 1983). Η τελική 

συγκέντρωση κυτταρικών στερεών που επιτυγχάνεται συνήθως φθάνει το 10-13% κ.ο.. Ο 

περιοριστικός παράγοντας στην τιμή αυτή είναι η αύξηση του ιξώδους της καλλιέργειας σε 

μεγαλύτερη περιεκτικότητα στερεών, η οποία παρεμποδίζει τον αποτελεσματικό αερισμό 

(Beudeker et al., 1990; van Hoek et al., 2000; Reed & Nagodawithana, 1991). 
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Σχήμα 1.9: Σχηματική αναπαράσταση ζυμωτήρα για την παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας (Reed & 

Nagodawithana, 1991).  

1.3.1.1.4 Υπόστρωμα καλλιέργειας 

Το συνηθέστερο υπόστρωμα για την παραγωγή μαγιάς αρτοποιίας είναι η μελάσα, η οποία 

αποτελεί παραπροϊόν της βιομηχανίας παραγωγής ζάχαρης. Το συγκεκριμένο υπόστρωμα 

έχει χαμηλό κόστος (100-150 €/kg), είναι διαθέσιμο σε μεγάλες ποσότητες (εκτιμώμενη 

παραγωγή περί τους 50 εκ. τόνους ανά έτος παγκοσμίως) και αποτελεί ιδανική πηγή 

άνθρακα για τον μικροοργανισμό καθώς αποτελείται κατά 50-55% κ.β. από σάκχαρα 

(κυρίως σακχαρόζη, γλυκόζη και φρουκτόζη σε ποσοστό 70%) (Reed & Nagodawithana, 

1991; Periyasami et al., 2009; Hongisto & Laakso, 1978). Η μελάσα περιέχει επίσης χαμηλά 

επίπεδα αζώτου, βιταμινών και ιχνοστοιχείων που καλύπτουν τις ανάγκες του 

μικροοργανισμού. Εντούτοις, συχνά το υπόστρωμα εμπλουτίζεται με βιταμίνες 

(συμπλέγματος Β) , άλατα του ασβεστίου και του μαγνησίου αλλά και επί πλέον πηγή 

αζώτου, κυρίως αμμωνία ή αμμωνιακά άλατα (Alli et al., 1983). Η χρήση μελάσας οδηγεί 

σε παραγωγή βιομάζας σε αναλογία περίπου 0.5 kg ανά kg υποστρώματος. Πριν τη 

ζύμωση, η μελάσα διηθείται για την απομάκρυνση στερεών που μπορεί να παρεμποδίσουν 

τη διεργασία.  

1.3.1.1.5 Συνθήκες ζύμωσης 

Η καλλιέργεια του S. cerevisiae για εφαρμογή στην αρτοποιία πραγματοποιείται σε 

συνθήκες έντονου αερισμού και ανάδευσης ώστε να εξασφαλιστεί η αερόβια ανάπτυξη του 

μικροοργανισμού και να αποφευχθεί η αναερόβια ζύμωση και η παραγωγή αιθανόλης. Η 

ζύμωση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 30°C (η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης του 



Ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae 

29 
 

μικροοργανισμού) και σε pH μεταξύ 4.5 και 6 (Beudeker et al., 1990; Reed & 

Nagodawithana, 2012). Παρόλο που ο μικροοργανισμός αναπτύσσεται σε μεγάλο εύρος 

pH, η χαμηλή αρχική τιμή pH  της ζύμωσης εξασφαλίζει την ελαχιστοποίηση επιμολύνσεων 

από άλλους μικροοργανισμούς (de Oliva-Neto & Yokoya, 1994). 

1.3.1.1.6 Παραλαβή τελικών προϊόντων 

Αμέσως μετά τη ζύμωση, το υγρό της καλλιέργειας περιεκτικότητας 5-10% σε κυτταρικά 

στερεά υφίσταται διαδοχικά στάδια έκπλυσης και φυγοκέντρησης ώστε να απομακρυνθούν 

τα υπολειπόμενα διαλυτά στερεά και να γίνει συμπύκνωση της βιομάζας. Η βιομάζα 

συμπυκνώνεται σε περιεκτικότητα 18-20% κυτταρικά στερεά. Σε αυτό το στάδιο η βιομάζα 

μπορεί να συσκευαστεί σε ασκούς ή παλετοδοχεία και να μεταφερθεί αυτούσια στη 

αρτοβιομηχανία. Για την παραγωγή τελικών προϊόντων που απευθύνονται στους 

καταναλωτές, η μαγιά αρτοποιίας μετατρέπεται σε δύο κύρια προϊόντα: τη νωπή μαγιά και 

την ξηρή μαγιά. Και για τα δύο αυτά προϊόντα, η συμπυκνωμένη κυτταρική βιομάζα 

διηθείται σε ηθμό τυμπάνου υπό κενό, σε περιεκτικότητα στερεών 27-32%. Για την 

παραγωγή νωπής μαγιάς, η βιομάζα οδηγείται σε εκβολέα, κόβεται σε κύβους, 

συσκευάζεται και αποθηκεύεται υπό ψύξη. Η νωπή μαγιά έχει περιεχόμενη υγρασία 

περίπου 70% και απαιτεί θερμοκρασίες 0-4°C για τη συντήρησή της ενώ έχει 

διατηρησιμότητα μερικές εβδομάδες (Gélinas, 2017). Για την παραγωγή ξηρής μαγιάς, η 

συμπυκνωμένη νωπή βιομάζα οδηγείται σε εκβολέα όπου μορφοποιείται σε κυλινδρικούς 

κόκκους μήκους μερικών mm και κατόπιν ξηραίνεται σε τελική υγρασία 8% σε ξηραντήρα 

με ιμάντα. Το τελικό προϊόν διατηρεί την βιωσιμότητα των κυττάρων και έχει μεγάλη 

διατηρισιμότητα, συνήθως έως και 1 έτος σε θερμοκρασία περιβάλλοντος (Gélinas, 2019)  

1.3.1.1.7 Εφαρμογή στην αρτοποιία 

Η εφαρμογή του S. cerevisiae στην αρτοποιία στηρίζεται στην μετατροπή ελεύθερων 

μονοσακχαριτών και δισακχαριτών σε CO2 υπό αναερόβιες συνθήκες. Εκτιμάται ότι για 

ποσοστό ξηρής μαγιάς αρτοποιίας 2.5% επί του αλεύρου, παράγονται περίπου 350 mL 

CO2 ανά ώρα ανά 100 g ζυμαριού (Reed & Nagodawithana, 1991). Η ζύμωση τροποποιεί 

τις ρεολογικές ιδιότητες του άρτου κατά το φούσκωμα και το ψήσιμο και οδηγεί στην 

ανάπτυξη της επιθυμητής σπογγώδους, ελαστικής δομής του (Ali et al., 2012). Παρόλο που 

η παρουσία   ζυμώσιμων σακχάρων (σακχαρόζη, φρουκτόζη, γλυκόζη, μαλτόζη) στο 

αλεύρι είναι χαμηλή, η δράση αμυλασών (α και β), είτε ενδογενών είτε εξωγενών, αυξάνει 

τον βαθμό υδρόλυσης του αμύλου, αυξάνοντας τη διαθεσιμότητα υποστρώματος για τον 

μικροοργανισμό (Newberry et al., 2018). Η δράση του μικροοργανισμού στο ψωμί 

συνεισφέρει επίσης σημαντικά στην ανάπτυξη του αρώματός του, καθώς κατά τη ζύμωση 

παράγονται οργανικά οξέα, αλκοόλες και καρβονυλικές ενώσεις (Maga & Pomeranz, 1974; 

Aslankoohi et al., 2016). 
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1.3.2 Κύτταρα μαγιάς ως φορείς ενθυλάκωσης 

Η ευρεία χρήση της ζύμης S. cerevisiae στη βιομηχανία τροφίμων καθώς και ο 

χαρακτηρισμός του μικροοργανισμού ως GRAS (Generally Regarded as Safe) έχει 

οδηγήσει στην αξιοποίησή του ως φορέα ενθυλάκωσης για πληθώρα συστατικών με 

εφαρμογή στα τρόφιμα. Η ενθυλάκωση μπορεί να πραγματοποιηθεί σε ολόκληρα κύτταρα 

ή σε κυτταρικά τοιχώματα από τα οποία έχει αφαιρεθεί το ενδοκυτταρικό περιεχόμενο.  

1.3.2.1 Διεργασία ενθυλάκωσης  

Σημαντικό πλεονέκτημα της ενθυλάκωσης στα κύτταρα μαγιάς είναι η απλή διεργασία με 

την οποία πραγματοποιείται. Για την ενσωμάτωση ενός ενεργού συστατικού στο εσωτερικό 

του κυττάρου, αρκεί μία απλή επώαση υπό ανάδευση σε ένα σύστημα που περιλαμβάνει 

τα κύτταρα (ζωντανά, πλασμολυμένα, νωπά ή ξηρά), το προς ενθυλάκωση συστατικό, 

νερό, και κάποιον οργανικό διαλύτη, συνήθως αιθανόλη (Bishop et al., 1998; Paramera et 

al., 2014). Κατά την επώαση, τα κύτταρα απενεργοποιούνται, κάτι που είναι επιθυμητό για 

την αποφυγή περαιτέρω ανάπτυξής τους. Η πρόσληψη του ενεργού συστατικού από το 

κύτταρο έχει βρεθεί ότι είναι μία παθητική διεργασία η οποία στηρίζεται στην απλή διάχυση 

διαμέσου του κυτταρικού τοιχώματος και της κυτταρικής μεμβράνης. Σε κύτταρα που δεν 

έχουν υποστεί πλασμόλυση, η πρόσληψη του ενεργού συστατικού συνοδεύεται από 

απώλεια ενδοκυτταρικού περιεχομένου. Η βασική παράμετρος της ενθυλάκωσης ενός 

συστατικού είναι η διαλυτότητά του στο κυτταρικό τοίχωμα, η οποία είναι αντιστρόφως 

ανάλογη με τον συντελεστή κατανομής logP (Ciamponi, et al., 2012). Ακόμη, το μοριακό 

βάρος και η μοριακή διαμόρφωση του μορίου καθώς και η ύπαρξη πολικών πλευρικών 

ομάδων στο μόριο επηρεάζουν σημαντικά τη διεργασία (Bishop et al., 1998). Μετά την 

εισχώρηση του συστατικού εντός του κυττάρου, οι υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, οι δεσμοί 

υδρογόνου και οι δυνάμεις van der Waals δρουν συνεργιστικά για τη συγκράτηση του 

συστατικού εντός της κυτταρικής κάψουλας. 

Μετά το πέρας της ενθυλάκωσης, έμφορτα, αδρανή κύτταρα εκπλένονται με νερό ή 

οργανικό διαλύτη με στόχο την απομάκρυνση του συστατικού που δεν έχει ενθυλακωθεί. 

Τέλος, πραγματοποιείται μία διεργασία ξήρανσης με σκοπό να καταστήσει το υλικό 

σταθερό. Για την αποφυγή απωλειών ενθυλακωμένου συστατικού κατά την ξήρανση, 

προτιμάται η ταχεία απομάκρυνση του νερού μέσω ξήρανσης με ψεκασμό, ξήρανσης 

ρευστοστερεάς κλίνης ή λυοφιλίωσης (Dardelle et al. 2007). Μία νέα, εναλλακτική μέθοδος 

ενθυλάκωσης έχει κατοχυρωθεί ως ευρεσιτεχνία από τους Marty and Zampieri (2012) με 

στόχο την παρασκευή ξηρών καψουλών με εφαρμογή σε τσίχλες, ψημένα, τηγανισμένα ή 

εξωθημένα τρόφιμα. Στη μέθοδο αυτή η ενθυλάκωση πραγματοποιείται αναμειγνύοντας τα 

κύτταρα και το ενεργό συστατικό απευθείας με το εδώδιμο υλικό (σιρόπι ή ζύμη) στην οποία 

περίπτωση η ενθυλάκωση γίνεται κατά τη διεργασία της ανάμειξης.  
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Πίνακας 1.3: Δημοσιεύσεις που αφορούν την ενθυλάκωση ενεργών συστατικών σε κύτταρα S. 

cerevisiae . 

Ενεργό 

συστατικό 

Κυτταρική 

προκατεργασία 

Διεργασία ενθυλάκωσης Κύρια ευρήματα Αναφορά 

Αιθέριο έλαιο 

πορτοκαλιού 

και μέντας 

Μη πλασμολυμένα 

κύτταρα (ζωντανά 

και νεκρά) 

 Έλαιο:κύτταρα:νερό (1:2:4) 

 Ανάδευση 4 h, 40°C 

 Φυγοκέντρηση 

 λυοφιλίωση 

 Ενίσχυση ενθυλάκωσης με: 

αύξηση θερμοκρασίας 

(>40°C), προκατεργασία με 

NaN3 και αποστείρωση, 

παρουσία –ΟΗ στο μόριο 

 Κυτταρικός θάνατος για >2 h 

 Βιωσιμότητα κυττάρων δεν 

επηρεάζει την ενθυλάκωση 

 Η διεργασία στηρίζεται στη 

διάχυση 

Bishop et 

al. (1998) 

Ένζυμα: β-

γαλακτοζιδάση, 

αδενυλική 

κινάση, 

πυροσταφυλική 

κινάση 

Διαπερατοποίηση 

με: Triton X-100, 

κατάψυξη-

απόψυξη, 

αιθανόλη, 

σορβιτόλη/ 

Μερκαπτοαιθανόλη

,ζυμολάση 

Ανάδευση σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS για 30 min 

 Η ζυμολάση αυξάνει τη 

διαπερατότητα του κυτταρικού 

τοιχώματος 

 Ενθυλάκωση ενζύμων για 

βελτίωση της σταθερότητας 

 Μειωμένη ενζυμική 

ενεργότητα αλλά δυνατότητα 

επαναχρησιμοποίησης 

ενζυμικών καψουλών 

Chow & 

Palacek 

(2004) 

Λιμονένιο Πλασμόλυση, 

ξήρανση με 

ψεκασμό 

Σχηματισμός υδατικού 

γαλακτώματος και ανάδευση 

(40°C, 4 h) 

 Κύτταρα ανθεκτικά στην 

απελευθέρωση 

 Απελευθέρωση συστατικού 

για T>260°C 

 Εξάρτηση απελευθέρωσης 

από ενεργότητα νερού, 

σημαντική για aw>0.7 

 Απελευθέρωση εξαρτάται 

από τη ρόφηση του νερού στο 

κυτταρικό τοίχωμα 

Normand 

et al. 

(2005) 

Χλωρογενικό 

οξύ (CGA) 

Πλασμόλυση με 

NaCl, λυοφιλίωση 

 CGA:κύτταρα:νερό (1:3:50) 

 Ανάδευση 4 h, 40°C 

 Φυγοκέντρηση 

 Έκπλυση (H2O) 

 Λυοφιλίωση 

 Ενίσχυση ενθυλάκωσης με 

πλασμόλυση 

 Αυξημένη σταθερότητα  CGA 

 Απελευθέρωση CGA σε 

προσομοίωση γαστρικού 

υγρού 

Shi et al. 

(2007) 

98 συστατικά με 

1.09<logP<6.79 

και μοριακά 

βάρη <300 kDA 

Πλασμόλυση, 

ξήρανση με 

ψεκασμό 

Σχηματισμός υδατικού 

γαλακτώματος και ανάδευση 

(40°C, 4 h) 

 Απελευθέρωση μόνο 

παρουσία νερού 

 Ενίσχυση γευστικού προφίλ 

συστατικών 

Dardelle 

et al. 

(2007) 

Λιμονένιο, 

εξανοϊκός 

αιθυλεστέρας, 

Κυτταρική 

προκατεργασία για 

την παραλαβή β-

 Κύτταρα:ενεργό συστατικό 

2:1 και 4:1 

 Ανάδευση (20-50°, 0-8 h) 

 Φορτίο ενθυλάκωσης 

αυξήθηκε με αύξηση 

θερμοκρασίας 

Sultana et 

al. (2017) 
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κιτράλη, 

αιθυλικός 

προπυλεστέρας 

γλυκάνης  Ξήρανση με ψεκασμό  Βέλτιστη ενθυλάκωση γύρω 

από τη θερμοκρασία 

υαλώδους μετάπτωσης της 

πλασματικής μεμβράνης 

Ιχθυέλαιο Αυτόλυση, 

πλασμόλυση, 

ενζυμική 

διαπερατοποίηση 

κυττάρων με β-

γλυκανάση 

 Ιχθυέλαιο: 

νερό:κύτταρα:αιθανόλη 

1:4:1:0.5 

 Ανάδευση (4-70°C, 0-24 h) 

 Έκπλυση 

 Λυοφιλίωση 

 Αύξηση του φορτίου 

ενθυλάκωσης με όλες τις 

προκατεργασίες 

 Αυξημένη οξειδωτική 

σταθερότητα ελαίου 

Czerniak 

et al. 

(2015) 

κουρκουμίνη Πλασμόλυση με 

NaCl 

 Κύτταρα: 

νερό:κουρκουμίνη:αιθανόλη 

1:500:1:500 

 Ανάδευση (55°C, 48 h) 

 Έκπλυση 

 Λυοφιλίωση 

 

 Η πλασμόλυση δεν 

επηρέασε το φορτίο 

ενθυλάκωσης 

 Δέσμευση κουρκουμίνης 

στην πλασματική μεμβράνη 

και στο κυττ. τοίχωμα 

Paramera 

et al. 

(2011) 

Αιθέριο έλαιο 

από φλισκούνι 

(Mentha 

pulegium) 

Πλασμόλυση με 

NaCl 2% 

Κύτταρα:έλαιο:νερό 1:1.5:6 

 Ανάδευση (40°C, 60°C, 1-2 d 

 Φυγοκέντρηση 

Λυοφιλίωση 

Φορτίο ενθυλάκωσης 29-36% 

Επιμήκυνση περιόδου 

εντομοκτόνου δράσης κατά 3 

ημέρες 

Απελευθέρωση ελαίου 

στηρίζεται στη διάχυση 

Kavetsou 

et al. 

(2019) 

Καρβακρόλη Πλασμόλυση με 

NaCl 

 Κύτταρα: 

νερό:έλαιο:αιθανόλη 

1:500:1:500 

 Ανάδευση (55°C, 48 h) 

 Έκπλυση 

 Λυοφιλίωση 

 

Απόδοση ενθυλάκωσης έως 

και 60% 

Μείωση πτητικότητας 

καρβακρόλης 

Ενίσχυση ακαρεοκτόνου 

δράσης 

da Silva 

Lima et 

al. (2017) 

 

Η ενθυλάκωση σε κύτταρα ζύμης επιτυγχάνει υψηλούς βαθμούς ενθυλάκωσης, έως και 

70% με τις πιο συνηθισμένες τιμές να κυμαίνονται γύρω στο 30-40%. 

1.3.2.2 Παράμετροι που επηρεάζουν την ενθυλάκωση 

1.3.2.2.1 Καλλιέργεια και σύσταση των κυττάρων 

Η διεργασία της ενθυλάκωσης μπορεί να πραγματοποιηθεί με αρχικό υλικό τόσο ενεργά 

όσο και απενεργοποιημένα κύτταρα καθώς, όπως προαναφέρθηκε, η διεργασία στηρίζεται 

στη διάχυση και έτσι η βιωσιμότητα του κυττάρου δεν επηρεάζει σημαντικά την εξέλιξή της. 

Σημαντικό ρόλο στην πορεία της ενθυλάκωσης διαδραματίζει η σύσταση του κυτταρικού 

τοιχώματος και της κυτταρικής μεμβράνης. Αυτή εξαρτάται έντονα από τις συνθήκες 

ανάπτυξης του μικροοργανισμού και από τη σύσταση του υποστρώματος στο οποίο γίνεται 

η καλλιέργεια (Shi et al., 2010). Η ανάπτυξη του μικροοργανισμού σε διαφορετικά 
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υποστρώματα καθώς και η παραλαβή των κυττάρων σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης 

επηρεάζουν σημαντικά τη σύσταση του κυτταρικού περιβλήματος σε πολυσακχαρίτες, 

πρωτεΐνες και λιπίδια. Έχει βρεθεί ότι παράμετροι καλλιέργειας όπως η πηγή άνθρακα, η 

πηγή αζώτουμ το pH και η οξυγόνωση της καλλιέργειας μπορεί να οδηγήσουν σε 

διακυμάνσεις στο πολυσακχαριτικό περιεχόμενο των κυττάρων έως και 50% (Aguilar-

Uscanga & François, 2003). 

1.3.2.2.2 Κυτταρική προκατεργασία 

Η σύσταση και οι ιδιότητες του κυτταρικού περιβλήματος μπορούν να τροποποιηθούν με 

τη χρήση κάποιας κυτταρικής προκατεργασίας όπως είναι η αυτόλυση, η πλασμόλυση ή η 

χημική ή ενζυμική προκατεργασία. Οι διεργασίες αυτές τροποποιούν τη διαπερατότητα του 

κυτταρικού τοιχώματος ή συνεισφέρουν στην απομάκρυνση του ενδοκυτταρικού 

περιεχομένου, αυξάνοντας έτσι την απόδοση της ενθυλάκωσης. Η πλασμόλυση 

χρησιμοποιείται συχνά ως προκατεργασία για την αύξηση της διαπερατότητας των 

κυττάρων πριν την ενθυλάκωση. Κατά την πλασμόλυση, τα κύτταρα υφίστανται ωσμωτικό 

σοκ παρουσία κάποιου πλασμολύτη όπως NaCl, οξικό αιθυλεστέρα ή αιθανόλης. Το 

ωσμωτικό σοκ οδηγεί σε θραύση της πλασματικής μεμβράνης με αποτέλεσμα την 

απελευθέρωση του ενδοκυτταρικού περιεχομένου και την αύξηση της κυτταρικής 

διαπερατότητας (Normand et al., 2005; Shi et al., 2007; Dardelle et al., 2007; Paramera et 

al., 2011; Czerniak et al., 2015). Άλλες μέθοδοι περιλαμβάνουν τη χρήση 

επιφανειοδραστικών ουσιών όπως SDS και Triton-X100 οι οποίες διαταράσσουν τη δομή 

της πλασματικής μεμβράνης και του κυτταρικού τοιχώματος και διευκολύνουν τη διέλευση 

του ενεργού συστατικού (Paramera et al., 2011; Czerniak et al., 2015). Παρόμοια 

αποτελέσματα μπορούν να επιτευχθούν και με τη χρήση εξωγενών ενζύμων. Οι Czerniak 

et al. (2015) χρησιμοποίησαν εξωγενείς γλυκανάσες με στόχο την υδρόλυση του 

κυτταρικού τοιχώματος για να αυξήσουν την απόδοση ενθυλάκωσης ιχθυελαίου. Οι Sultana 

et al. (2017) χρησιμοποίησαν σαν φορέα ενθυλάκωσης κύτταρα μαγιάς που είχαν υποστεί 

προηγούμενη επεξεργασία για την παραλαβή β-γλυκανών. Κύτταρα που έχουν υποστεί 

αυτόλυση αποτελούν παραπροϊόν της διεργασίας παραγωγής εκχυλίσματος μαγιάς και 

μπορούν να αξιοποιηθούν ως φορείς ενθυλάκωσης (Czerniak et al., 2015). Το 

πλεονέκτημα της διεργασίας είναι ότι δεν απαιτεί προσθήκη εξωγενών παραγόντων καθώς 

στηρίζεται στον ενδογενή ενζυμικό μηχανισμό. 

1.3.2.2.3 Φύση του ενεργού συστατικού 

Η αποτελεσματικότητα της ενθυλάκωσης του ενεργού συστατικού στο κύτταρο συσχετίζεται 

τόσο με το μοριακό του βάρος όσο και με την πολικότητά του. Η απόδοση της ενθυλάκωσης 

μπορεί να ξεπεράσει το 50% όταν ο συντελεστής κατανομής logP είναι μεγαλύτερος του 

2.0 (Dardelle et al., 2007). Ακόμη, η ύπαρξη πολικών πλευρικών ομάδων στο μόριο αυξάνει 
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τη διαλυτότητα του συστατικού στο κυτταρικό τοίχωμα καθώς ενισχύει την αλληλεπίδραση 

με τους πολυσακχαρίτες. Επίσης, έχει βρεθεί ότι ουσίες με πολικές πλευρικές ομάδες (π.χ. 

υδοξυλομάδες) διαπερνούν πιο εύκολα την κυτταρική μεμβράνη καθώς αλληλεπιδρούν με 

το πολικό άκρο των φωσφολιπιδίων. Οι Bishop et al. (1998) μελέτησαν την ενθυλάκωση 

δομικά συγκενικών τερπενίων (λιμονένιο, μενθόλη, λιναλοόλη) καθώς και αλειφατικών 

αλκοολών και αλκανίων (1-δεκανόλη, n-δεκάνιο, οκτάνιο, εννεάνιο, ενδεκάνιο, δεκαοκτάνιο, 

δεκατετράνιο) στα κύτταρα μαγιάς. Η μελέτη τους έδειξε ότι συστατικά που φέρουν 

υδροξυλομάδες εμφανίζουν υψηλότερους ρυθμούς ενθυλάκωσης έναντι δομικά 

συγγενικών συστατικών που δεν περιέχουν υδροξυλομάδες στο μόριό τους. Αντίστοιχα, 

παρατήρησαν ότι υδρογονάνθρακες χαμηλότερου μοριακού βάρους ενθυλακώθηκαν με 

αυξημένους ρυθμούς σε σχέση με υδρογονάνθρακες υψηλότερου μοριακού βάρους, 

γεγονός που συμβαδίζει με τον νόμο του Fick για τη διάχυση.  

1.3.2.2.4 Μέσο ενθυλάκωσης 

Το μέσο στο οποίο πραγματοποιείται η ενθυλάκωση μπορεί να αποτελείται μόνον από νερό 

ή από ένα μείγμα νερού/οργανικού διαλύτη παρουσία ή απουσία κάποιου τασιενεργού 

συστατικού. Για την ενθυλάκωση υδατοδιαλυτών συστατικών προτιμάται η χρήση υδατικού 

περιβάλλοντος ενώ η ενθυλάκωση μη-πολικών συστατικών πραγματοποιείται συνήθως 

παρουσία οργανικού διαλύτη. Οι πολικοί οργανικοί διαλύτες τροποποιούν επίσης τη 

διαπερατότητα της πλασματικής μεμβράνης, επιδρώντας θετικά στη διάχυση και 

συγκράτηση του ενεργού συστατικού εντός του κυττάρου (German et al., 1982). Ωστόσο η 

παρουσία οργανικού διαλύτη στο μέσο ενθυλάκωσης δεν εγγυάται πάντοτε τον αυξημένο 

βαθμό ενθυλάκωσης. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν οι μελέτες των Shi et al. 

(2008) και των Paramera et al. (2011), όπου παρουσία αιθανόλης στο μέσο ενθυλάκωσης 

οδήγησε σε χαμηλούς βαθμούς ενθυλάκωσης ρεσβερατρόλης και κουρκουμίνης, 

αντίστοιχα. Ανεξάρτητα από την παρουσία ή απουσία οργανικού διαλύτη, η παρουσία 

νερού σε κάθε περίπτωση είναι απαραίτητη για την ενυδάτωση των κυττάρων, εφόσον 

χρησιμοποιούνται σε ξηρή μορφή. Η μερική αντικατάσταση του νερού με έναν πολικό, μη-

πρωτικό δαλύτη (π.χ. DMSO) οδηγεί σε τροποποίηση της πολικότητας του μέσου 

ενθυλάκωσης και της διαπερατότητας του κυτταρικού τοιχώματος επιτρέποντας έτσι τη 

διέλευση μεγαλύτερων υδρόφοβων μορίων (Kircher et al., 2008; Tirelli et al., 2009). 

1.3.2.2.5 Θερμοκρασία ενθυλάκωσης 

Η θερμοκρασία στην οποία πραγματοποιείται η ενθυλάκωση επηρεάζει σημαντικά την 

αποτελεσματικότητά της. Η εξάρτηση της διεργασίας από τη θερμοκρασία οφείλεται 

πρωτίστως στην εξάρτηση της ρευστότητας της κυτταρικής μεμβράνης από τη 

θερμοκρασία. Σε θερμοκρασιακό εύρος 40-50°C η λιπιδική διπλοστοιβάδα υφίσταται 

υαλώδη μετάπτωση, ένα φαινόμενο που επηρεάζει σημαντικά τη ρευστότητά της και κατ’ 
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επέκταση τη διαπερατότητά της (Bishop et al., 1998). Σύμφωνα με τους Collier & 

Messersmith (2001) η διαπερατότητα των λιπιδικών διπλοστιβάδων είναι αυξημένη σε 

θερμοκρασίες γύρω από αυτή την κρίσιμη περιοχή αλλά μειωμένη σε θερμοκρασίες μακριά 

από αυτήν. Ο αυξημένος ρυθμός ενθυλάκωσης με αύξηση της θερμοκρασίας έχει 

αναφερθεί εκτενώς στη βιβλιογραφία (Bishop et al., 1998; Ciamponi et al., 2012; Paramera 

et al., 2011; Sultana et al., 2017; Sultana et al., 2018) 

1.3.2.2.6 Αναλογία κυττάρων και ενεργού συστατικού 

Η αναλογία των κυττάρων και του ενεργού συστατικού στο μέσο ενθυλάκωσης επηρεάζει 

σημαντικά την απόδοση της ενθυλάκωσης καθώς επηρεάζει τον ρυθμό μεταφοράς μάζας 

διαμέσου του κυτταρικού τοιχώματος. Στις περισσότερες εφαρμογές η ενθυλάκωση γίνεται 

σε περίσσεια κυτταρικού υλικού έναντι του ενεργού συστατικού, καθώς έχει βρεθεί ότι 

επιτυγχάνεται αυξημένο φορτίο ενθυλάκωσης (Paramera et al., 2014; Nelson et al., 2006). 

1.3.2.2.7 Κυτταρικές προκατεργασίες με στόχο τη βελτίωση της ενθυλάκωσης 

Καθώς η διεργασία της ενθυλάκωσης στα κύτταρα του S. cerevisiae στηρίζεται στην 

διάχυση του ενεργού συστατικού διαμέσου του κυτταρικού τοιχώματος και της πλασματικής 

μεμβράνης, οποιαδήποτε διεργασία επηρεάζει τη διαπερατότητα των δύο αυτών δομών 

μπορεί να οδηγήσει σε επιτάχυνση της ενθυλάκωσης. Η συνηθέστερη μέθοδος κυτταρικής 

προκατεργασίας είναι η πλασμόλυση (Czerniak et al., 2015; Kavetsou et al., 2019; 

Paramera et al., 2011; Dardelle et al., 2007; Shi et al., 2007; Normand et al., 2005). Η 

διεργασία στηρίζεται στην έκθεση των κυττάρων σε έναν πλασμολύτη, συνήθως NaCl ή 

οξικό αιθυλεστέρα. Η έκθεση των κυττάρων στον πλασμολύτη πραγματοποιείται σε υψηλές 

θερμοκρασίες για χρόνους 24-48 h. Η διαφορά ωσμωτικής πίεσης οδηγεί στην εκροή 

ενδοκυτταρικού περιεχομένου και την αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας. Άλλες 

προκατεργασίες που έχει βρεθεί ότι αυξάνουν το φορτίο ενθυλάκωσης είναι η κατεργασία 

με επιφανειοδραστικές ουσίες (Chow & Palacek, 2004) και η αυτόλυση (Czerniak et al., 

2015). Οι Sultana et al. (2017) χρησιμοποίησαν κυτταρικά τοιχώματα που προέκυψαν από 

διεργασία παραλαβής β-γλυκανών, μια κατεργασία που περιλαμβάνει την εκχύλιση των 

πολυσακχαριτών από το τοίχωμα με την επώαση σε NaOH και οξικό οξύ. Η προσθήκη 

αιθανόλης κατά την ενθυλάκωση επίσης έχει βρεθεί ότι συνεισφέρει θετικά στην πρόσληψη 

του ενεργού συστατικού, καθώς αυξάνει τη ρευστότητα της πλασματικής μεμβράνης 

(Czerniak et al., 2015; Chow & Palacek, 2004; Paramera et al., 2011; Da Silva Lima et al., 

2017). Η εφαρμογή άλλων κυτταρικών προκατεργασιών όπως είναι τα Παλμικά Ηλεκτρικά 

Πεδία και η Ομογενοποίηση Υψηλής Πίεσης δεν έχουν μελετηθεί. Επίσης, η αναφορές στην 

αυτόλυση ως κυτταρική προκατεργασία είναι περιορισμένες (Czerniak et al., 2015).  
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1.4 Παραλαβή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας από τον S. 

cerevisiae 

Όπως αναφέρθηκε στις παραπάνω ενότητες, η βιοχημική σύσταση του Saccharomyces 

cerevisiae σε συνδυασμό με την ευρεία χρήση του στα τρόφιμα τον καθιστά ιδανική πηγή 

για την παραλαβή συστατικών υψηλής προστιθέμενης αξίας. Σχεδόν όλα τα συστατικά του 

κυττάρου έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί. Τα περισσότερα από αυτά εμφανίζουν 

ενδιαφέρουσες τεχνολογικές, διατροφικές ή βιολειτουργικές ιδιότητες και βρίσκουν 

εφαρμογή σε πληθώρα προϊόντων τροφίμων. Η παραγωγή δευτερευόντων προϊόντων από 

τον μικροοργανισμό ξεκίνησε στα τέλη του 18ου αιώνα όπου η ραγδαία ανάπτυξη της 

ζυθοποιίας οδήγησε στην παραγωγή μεγάλης περίσσειας βιομάζας της οποίας η 

εκμετάλλευση δεν ήταν δυνατή. Συχνά η περίσσεια ζύμης από τα ζυθοποιεία κατέληγε στις 

φυτικές καλλιέργειες ως λίπασμα. Η αναγνώριση της διατροφικής αξίας του S. cerevisiae 

ως πηγή πρωτεϊνών και βιταμινών αναγνωρίστηκε προς τα τέλη του 19ου αιώνα. Στις αρχές 

του 20ου αιώνα οι ζυθοποιοί, στην προσπάθειά τους να μεγιστοποιήσουν τα κέρδη τους, 

έστρεψαν το ενδιαφέρον τους προς την παράλληλη παραγωγή κυτταρικών προϊόντων 

υψηλής προστιθέμενης αξίας (Reed & Nagodawithana, 1991). Σύμφωνα με τους Stam et 

al. (1998), περί το 90% των συνολικών προϊόντων από ζυμομύκητες προέρχεται από τον 

S. cerevisiae. Η συνολική αξία της παγκόσμιας αγοράς για τα προϊόντα αυτά παρουσιάζεται 

στο Σχήμα 1.10.  

 

Σχήμα 1.10: Ανάλυση της αγοράς για προϊόντα από τον S. cerevisiae (Stam et al., 1998). 

Στις ακόλουθες ενότητες περιγράφονται αναλυτικά τα κυριότερα προϊόντα που 

παραλαμβάνονται από τον μικροοργανισμό, δύο από τα οποία (το εκχύλισμα μαγιάς και οι 

β-γλυκάνες) αποτέλεσαν το αντικείμενο μελέτης της παρούσας διατριβής. 

1.4.1 Πρωτεΐνες 

Η βιομάζα του S. cerevisiae περιέχει υψηλή περιεκτικότητα πρωτεϊνών η οποία φθάνει έως 

και το 60% κ.β., ανάλογα με το στέλεχος και τις συνθήκες καλλιέργειας, καθιστώντας τον 
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μικροοργανισμό μία ελκυστική πηγή πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες του μικροοργανισμού 

μπορούν να καταταγούν σε τρεις ομάδες: α) μεταβολικά ενεργές πρωτεΐνες του 

κυτταροπλάσματος (ένζυμα και ρυθμιστικές πρωτεΐνες) β) αποθηκευτικές πρωτεΐνες γ) 

πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος (Halász & Lásztity, 2017) 

Η σύσταση των πρωτεϊνών του S. cerevisiae σε διάφορα αμινοξέα παρουσιάζεται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.4). Οι πρωτεΐνες του S. cerevisiae έχουν υψηλή 

περιεκτικότητα σε λυσίνη αλλά χαμηλή περιεκτικότητα σε θειούχα αμινοξέα όπως είναι η 

μεθειονίνη. Η χαμηλή περιεκτικότητα σε μεθειονίνη υποβαθμίζει σημαντικά τον συντελεστή 

αποτελεσματικότητας  (PER) των πρωτεϊνών, τοποθετώντας τον στην τιμή 1.8, σε σχέση 

με την καζεΐνη η οποία εμφανίζει συντελεστή ίσο με 2.5. Παρόλο που οι πρωτεΐνες αυτές 

μπορεί να είναι διατροφικά κατώτερες από τις πρωτεΐνες ζωικής προέλευσης, η χρήση τους 

σε μία μικτή διατροφή είναι αποδεκτή. Ακόμη, η συμπλήρωση με 0.5% κ.β. μεθειονίνη 

αυξάνει τον συντελεστή αποτελεσματικότητας στην τιμή 2.77 (Reed & Nagodawithana, 

1991). Παρά την υψηλή περιεκτικότητα της βιομάζας του S. cerevisiae σε καθαρή 

πρωτεΐνη, η απευθείας κατανάλωση του ανεπεξέργαστου μικροοργανισμού περιορίζεται 

από την υψηλή περιεκτικότητά του σε νουκλεϊκά οξέα. Η μαγιά περιέχει 6-15% κ.β. 

νουκλεϊκά οξέα, σε σύγκριση με το κρέας το οποίο περιέχει μόλις 2% κ.β. Είναι γνωστό ότι 

υψηλή πρόσληψη νουκλεϊκών οξέων στη διατροφή μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένα 

επίπεδα ουρικού οξέος στο αίμα. Το ελεύθερο ουρικό οξύ στο αίμα μπορεί να καταβυθιστεί 

στα νεφρά δημιουργώντας νεφρόλιθους, ή στις αρθρώσεις προκαλώντας αρθρίτιδα. Η 

ασφαλής ημερήσια πρόσληψη σε νουκλεϊκά οξέα ανέρχεται στα 2 g ανά ημέρα, η οποία 

αντιστοιχεί σε 20 g ξηρής ζύμης ανά ημέρα, για περιεκτικότητα 10% κ.β. σε νουκλεϊκά οξέα 

(Nasseri et al., 2011; Rasoul-Amini et al., 2011; Alvarez & Enriquez, 1988).  Ένας άλλος 

παράγοντας που επηρεάζει την βιοδιαθεσιμότητα των πρωτεϊνών είναι η δομή του 

κυτταρικού τοιχώματος. Το κυτταρικό τοίχωμα που αποτελείται κυρίως από β-γλυκάνες και 

μαννοπρωτεΐνες δεν διασπάται κατά την πέψη, εμποδίζοντας την απορρόφηση των 

πρωτεϊνών από το έντερο. Καθίσταται λοιπόν σαφές ότι η αξιοποίηση του S. cerevisiae ως 

διατροφική πηγή πρωτεϊνών χρήζει περαιτέρω επεξεργασίας για την διάρρηξη του 

κυτταρικού τοιχώματος και την ελαχιστοποίηση της περιεκτικότητας σε νουκλεϊκά οξέα 

(Rasoul-Amini et al., 2011; Caballero-Córdoba et al., 2000). Για την απομάκρυνση των 

νουκλεϊκών οξέων έχουν προταθεί  διάφορες μέθοδοι όπως η διάσπασή τους σε αλκαλικές 

συνθήκες (Canepa et al. 1972; Alvarez & Enriquez, 1988) και η φωσφορυλίωση των 

πρωτεϊνών με STMP (Giec et al., 1989; Yamada et al., 2005). 
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Πίνακας 1.4: Σύσταση αμινοξέων πρωτεϊνών από επιλεγμένες ζύμες (εκφρασμένο ως % κ.β. 

πρωτεΐνης) (Reed & Nagodawithana, 1991; Pacheco et al., 1997) 

Αμινοξύ Candida utilis 
Kluyveromyces 

marxianus 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Αλανίνη 5.5 - 7.07 

Αργινίνη 5.4 - 5.0 

Ασπαραγινικό οξύ 8.8 - 11.9 

Κυστεΐνη 0.4 - 1.6 

Γλουταμινικό οξύ 14.6 - 13.2 

Γλυκίνη 4.5 - 4.9 

Ιστιδίνη 2.1 2.1 4.0 

Ισολευκίνη* 4.5 4.0 5.5 

Λευκίνη* 7.1 6.1 7.9 

Λυσίνη* 6.6 6.9 8.2 

Μεθειονίνη* 1.4 1.9 2.5 

Φαινυλαλανίνη* 4.1 2.8 4.5 

Προλίνη 3.4 - 4.5 

Σερίνη 4.7 - 6.13 

Θρεονίνη* 5.5 5.8 4.8 

Τρυπτοφάνη* 1.2 1.4 1.2 

Τυροσίνη 3.3 2.4 5.0 

Βαλίνη* 5.7 5.4 5.5 

* Βασικά αμινοξέα για τη διατροφή του ανθρώπου 

 

Η χρήση του μικροοργανισμού για την παραλαβή πρωτεϊνών έχει μελετηθεί διεξοδικά, 

ιδιαίτερα στην ανάπτυξή του σε βιομηχανικές εκροές όπως απόβλητα ελαιοτριβείου 

(Gharsallah, 1993), απόβλητα επεξεργασίας πατάτας, καρότου, μήλου και πορτοκαλιού 

(Bacha et al., 2011; Azam et al., 2014) φύλλα από κουνουπίδι και ραπάνι (Chanda et al., 

1996), απόβλητα ζαχαροβιομηχανίας (Selim et al., 1991), απόβλητα επεξεργασίας ανανά 

(Dhanasekaran et al., 2011) και απόβλητα επεξεργασίας φραγκόσυκου (Gabriel et al., 

2014). Τέτοιες βιομηχανικές εκροές περιέχουν υπολειπόμενα σάκχαρα και όλα τα θρεπτικά 

συστατικά που είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη του S. cerevisiae. Με την εφαρμογή 

αυτή, παράγεται πρωτεΐνη υψηλής διατροφικής αξίας με παράλληλη μείωση του BOD των 

αποβλήτων. Σημαντικές πηγές του μικροοργανισμού για την παραλαβή πρωτεϊνών 

αποτελούν φυσικά και η ζυθοποιία (Ferreira et al., 2010; Pacheco et al., 1997). Στη 

Βραζιλία, όπου η παραγωγή βιοαιθανόλης από ζαχαροκάλαμο ανθεί, έχει μελετηθεί η 

παραλαβή πρωτεϊνών από βιομάζα που προέρχεται από την συγκεκριμένη βιομηχανία 

(Yamada et al., 2005). 
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1.4.2 Υδατάνθρακες 

Το υψηλό περιεχόμενο του S. cerevisiae σε υδατάνθρακες τον καθιστά κατάλληλη πηγή 

για την παραλαβή τους. Ανάλογα με τις συνθήκες καλλιέργειας και το στέλεχος του 

μικροοργανισμού η συνολική κατά βάρος περιεκτικότητα του σε υδατάνθρακες μπορεί να 

απαρτίζει έως και το 1/3 του ξηρού του βάρους. Οι υδατάνθρακες του μικροοργανισμού 

μπορούν να διακριθούν σε δύο κατηγορίες: α) τους ενδοκυτταρικούς υδατάνθρακες που 

αποτελούνται κυρίως από γλυκογόνο και τρεχαλόζη και β) τους υδατάνθρακες του 

κυτταρικού τοιχώματος που αποτελούνται από μαννάνες (δεσμευμένες με πρωτεΐνες υπό 

τη μορφή μαννοπρωτεϊνών) και β-γλυκάνες. Το ενδοκυτταρικό γλυκογόνο ανέρχεται σε 16-

20% του ξηρού βάρους του κυττάρου ενώ η τρεχαλόζη σε 6-10% (Halász & Lásztity, 2017). 

1.4.2.1 Μαννοπρωτεΐνες 

Οι μαννοπρωτεΐνες απαρτίζουν το 12-14% του ξηρού βάρους του κυτταρικού τοιχώματος 

και αποτελούνται από μαννάνες ομοιοπολικά ενωμένες με πρωτεΐνες σε αναλογία 

μαννόζης-πρωτεΐνης 90%-10%. Η σημασία των μαννοπρωτεϊνών του S. cerevisiae ως 

βιολογικής προέλευσης γαλακτωματοποιητές (bioemulsifiers) αναγνωρίστηκε αρχικά από 

τους Cameron et al. (1988). Οι ερευνητές μελέτησαν την παραλαβή μαννοπρωτεϊνών με 

θέρμανση στους 120°C παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού οξέος και με ενζυμική 

υδρόλυση του κυτταρικού τοιχώματος παρουσία εξωγενούς β-γλυκανάσης για την 

απομάκρυνση των β-γλυκανών. Οι δύο αυτές μέθοδοι εκχύλισης καθιερώθηκαν και έκτοτε 

χρησιμοποιήθηκαν ως μέθοδοι αναφοράς σε μεταγενέστερς μελέτες. Η χρήση εξωγενούς 

β-γλυκανάσης μελετήθηκε διεξοδικά και βρέθηκε ότι υπερέχει της θερμικής επεξεργασίας 

ως προς την απόδοση της εκχυλιζόμενης μαννοπρωτεΐνης καθώς επιτρέπει την 

αποδέσμευσή της από την στοιβάδα β-γλυκανών του κυτταρικού τοιχώματος (Cameron et 

al., 1988; Barriga et al., 1999; Nuñez et al., 2006). Οι μαννοπρωτεΐνες που απομονώνονται 

με τις μεθόδους αυτές αποτελούνται από μία πρωτεϊνική αλυσίδα η οποία εμφανίζει έντονες 

διακλαδώσεις μαννάνης. Άλλες μέθοδοι που έχουν αναφερθεί για την εκχύλιση 

μαννοπρωτεϊνών από το κυτταρικό τοίχωμα περιλαμβάνουν τη χρήση υπερήχων (de Iseppi 

et al., 2019). 

Η κύρια λειτουργική ιδιότητα των κυτταρικών μαννοπρωτεϊνών είναι η εφαρμογή τους ως 

γαλακτωματοποιητές. Οι απομονωμένες μαννοπρωτεΐνες προσδίδουν υψηλή σταθερότητα 

σε γαλακτώματα ελαίου/νερού με σογιέλαιο και φοινικέλαιο σε συγκεντρώσεις που 

ξεικινούν από 20 g/L και είναι ενεργές σε μεγάλο εύρος pH (5-8) και συγκέντρωσης άλατος 

(έως και 3% κ.β.) (Dikit et al., 2010; Amaral et al., 2010; Li et al., 2019). Η ιδιότητά τους 

αυτή τις καθιστά κατάλληλες για χρήση σε γαλακτώματα τροφίμων όπως είναι η μαγιονέζα 

και τα dressing, και έχει αναφερθεί ότι η γαλακτωματοποιητική τους ικανότητα είναι 

παρεμφερής με αυτή της λεκιθίνης σόγιας (da Silva Araújo et al., 2014; Li et al., 2019).  
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Πέραν από την εφαρμογή τους ως γαλακτωματοποιητές στα τρόφιμα, οι μαννοπρωτεΐνες 

του S. cerevisiae παρουσίαζουν έντονο οινολογικό ενδιαφέρον. Η παρουσία τους στον οίνο 

έχει βρεθεί ότι ενισχύει το «σώμα» του και αποτρέπει φαινόμενα καταβύθισης πρωτεϊνών 

που προέρχονται από τον μούστο και τα οποία προκαλούν ανεπιθύμητη αύξηση της 

θολότητας του τελικού προϊόντος (Wates et al., 1994; van Sluyter et al., 2015). Οι 

μαννοπρωτεΐνες επίσης παρεμποδίζουν την καταβύθιση τρυγικών αλάτων κατά την 

αποθήκευση και αλληλεπιδρούν με τις φαινολικές ενώσες σταθεροποιώντας το χρώμα του 

οίνου (Martínez et al., 2016: Pérez-Serradilla & De Castro, 2008). Επίσης, η προσθήκη 

μαννοπρωτεϊνών στους αφρώδεις οίνους έχει βρεθεί ότι ενισχύει τη σταθερότητα του 

αφρού (Nuñez et al., 2006). Εκτός από πρόσθετα, οι μαννοπρωτεΐνες απελευθερώνονται 

φυσικά κατά την παλαίωση οίνων παρουσία της οινολάσπης (aging on lees), η οποία 

αφορά την επαφή του οίνου με τις ζύμες (Martínez et al., 2016). 

1.4.3 Βιταμίνες 

O S. cerevisiae περιέχει κυρίως βιταμίνες του συμπλέγματος Β και αποτελεί εξέχουσα πηγή 

των βιταμινών αυτών στη διατροφή του ανθρώπου αλλά και των οικόσιτων ζώων. Η 

περιεκτικότητα σε βιταμίνες παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1.5). 

Πίνακας 1.5: Περιεχόμενες βιταμίνες του συμπλέγματος Β σε 20 g ξηρής ζύμης (η μέγιστη επιτρεπτή 

ημερήσια κατανάλωση) και % της Συνιστώμενης Ημερήσιας Πρόσληψης (ΣΗΠ) που καλύπτεται με 

την κατανάλωση 20 g ξηρής ζύμης (Reed & Nagodawithana , 1991). 

Βιταμίνη mg/ 20 g ξηρής ζύμης % ΣΗΠ σε 20 g ξηρής ζύμης 

Θειαμίνη (B1) 2.4 160 

Ριβοφλαβίνη (B2) 0.8 47 

Νιασίνη 6.0 30 

Πυριδοξίνη (Β6) 9.56 28 

Παντοθενικό οξύ 1.4 14 

Βιοτίνη 0.026 9 

Φολικό οξύ 0.26 65 

Βιταμίνη Β12 610-6 0.3 

  

1.4.4 Ένζυμα 

Σε σύγκριση με άλλους μύκητες (όπως ο Aspergillus niger) και βακτήρια (Bacillus sp.) ο 

μικροοργανισμός δεν αποτελεί ιδιαίτερα σημαντική πηγή βιομηχανικών ενζύμων. 

Εντούτοις, κάποια ένζυμα με ευρεία εφαρμογή στη βιομηχανία τροφίμων παραλαμβάνονται 

από τον μικροοργανισμό. Αν και η πλειοψηφία των παραγόμενων ενζύμων είναι 

αποτέλεσμα ετερόλογης έκφρασης γονιδίων από άλλους μικροοργανισμούς, ορισμένα 

ένζυμα παραλαμβάνονται από τον ζυμομύκητα χωρίς γενετική τροποποίηση.  
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Το σημαντικότερο ένζυμο που παραλαμβάνεται από τον S. cerevisiae είναι η ιμβερτάση. Η 

ιμβερτάση καταλύει την υδρόλυση της σακχαρόζης προς γλυκόζη και φρουκτόζη. Η 

υδρόλυση αυτή αξιοποιείται βιομηχανικά καθώς το προκύπτον μείγμα γλυκόζης-

φρουκτόζης εμφανίζει υψηλότερη γλυκύτητα και δεν κρυσταλλώνεται. Οι ιδιότητες αυτές 

καθιστούν την ιμβερτάση ένα πολύτιμο ένζυμο στις βιομηχανίες ζαχαρωδών και σιροπιών 

(Kulsrestha et al., 2013; Shankar et al., 2013). O S. cerevisiae εκφράζει δύο διαφορετικές 

ιμβερτάσες, μία ενδοκυτταρική και μία περιπλασμική. Η ενδοκυτταρική ιμβερτάση δεν είναι 

γλυκοζυλιωμένη ενώ η περιπλασμική είναι έντονα γλυκοζυλιωμένη με μαννάνες σε 

ποσοστό έως και 50%. Παρόλο που τα δύο αυτά ένζυμα παρουσιάζουν παραπλήσια 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, έχουν και πολύ διαφορετική σταθερότητα στο pH, με την 

περιπλασμική ιμβερτάση να έχει μεγαλύτερο εύρος σταθερότητας (pH 3.0-7.5) σε σχέση 

με την ενδοκυτταρική (pH 6.0-9.0) (Gascon et al., 1968). Η παραγωγή ιμβερτάσης από τον 

S. cerevisiae είναι μία ευρέως διαδεδομένη διεργασία που περιλαμβάνει την καταβύθιση 

του ενζύμου από μηχανικά διαρρηγμένα κύτταρα ή προϊόντα αυτόλυσης με τη χρήση 

αιθανόλης ή ακετόνης. Το καταβυθισμένο κλάσμα αποχρωματίζεται με ενεργό άνθρακα και 

το ένζυμο διατίθεται στο εμπόριο εν αιωρήσει σε γλυκερόλη (Ohashi & Akozutsumi, 1966; 

Takei et al., 1967). Σε μία πιο πρόσφατη μελέτη, οι Madhusudhan & Raghavarao (2011) 

έδειξαν ότι η απομόνωση της ιμβερτάσης σε υψηλή καθαρότητα μπορεί να 

πραγματοποιηθεί με διφασική υδατική εκχύλιση με νερό και πολυαιθυλενογλυκόλη, 

αποφεύγοντας τη χρήση οργανικών διαλυτών και κοστοβόρων βημάτων καθαρισμού. 

Αντίστοιχα, η μελέτη των Vitolo et al. (2019b) πρότεινε τη χρήση ωσμωτικής εκχύλισης του 

ενζύμου παρουσία άλατος. 

1.4.5 Παραλαβή β-γλυκανών 

Όπως συζητήθηκε σε προηγούμενη ενότητα, το κυτταρικό τοίχωμα του S. cerevisiae  είναι 

πλούσιο σε πολυσακχαρίτες, ιδίως β-γλυκάνες. Οι β-γλυκάνες συναντώνται ως δομικοί 

πολυσακχαρίτες σε φυτά και μύκητες και τα τελευταία χρόνια έχουν προσελκύσει το 

ενδιαφέρον της βιομηχανίας τροφίμων χάρη στις βιολειτουργικές τους ιδιότητες. 

1.4.5.1 Γενικά για τις β-γλυκάνες 

Ως β-γλυκάνες χαρακτηρίζονται οι ομοπολυσακχαρίτες της D-γλυκόζης στους οποίους τα 

μονομερή σάκχαρα είναι ενωμένα με β-γλυκοζιτικό δεσμό. Συναντώνται σε ποικίλες 

βιολογικές πηγές όπως ζύμες, μανιτάρια, βακτήρια, φύκη, κριθάρι και βρώμη (Zhu et al., 

2015). Ανάλογα με την προέλευσή τους οι β-γλυκάνες εμφανίζουν ποικιλομορφία στα 

δομικά τους χαρακτηριστικά, η οποία αντιστοιχεί σε διαφορετικά λειτουργικά και 

βιολειτουργικά χαρακτηριστικά. Η κυτταρίνη είναι ίσως η πιο άφθονη β-γλυκάνη στη φύση 

και συναντάται στα κυτταρικά τοιχώματα των φυτών. Είναι ένας γραμμικός 
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ομοπολυσακχαρίτης της γλυκόζης του οποίου τα μονομερή συνδέονται με β-1,4 

γλυκοζιτικό δεσμό. Παρόλο που δομικά κατατάσσεται στις β-γλυκάνες, ο όρος στη 

βιβλιογραφία έχει καθιερωθεί να αναφέρεται σε διακλαδισμένους πολυσακχαρίτες των 

οποίων τα μονομερή D-γλυκοπυρανόζης ενώνονται με β-1,3 β-1,4 και β-1,6 γλυκοζιτικό 

δεσμό σε διάφορες αναλογίες που εμφανίζουν σημαντικά διαφορετικές ιδιότητες από την 

κυτταρίνη (Sikora et al., 2013). Η θέση των δεσμών αλλά και το μήκος και η θέση των 

διακλαδώσεων καθορίζουν την τρισδιάστατη δομή των πολυσακχαριτών αυτών στον χώρο 

και κατ’ επέκταση επηρεάζουν και τις λειτουργικές τους ιδιότητες. Οι ιδιότητες αυτές τις 

καθιστούν ιδιαίτερα ελκυστικές ως πρόσθετα στα τρόφιμα (Kaur et al., 2020). 

1.4.5.2 Προέλευση και δομική ποικιλία των β-γλυκανών 

Τα δημητριακά αποτελούν την παλαιότερη πηγή β-γλυκανών. Ωστόσο η εξέλιξη της 

βιολογίας οδήγησε στην ταυτοποίηση και τον χαρακτηρισμό β-γλυκανών από άλλες πηγές 

όπως ορισμένοι μικροοργανισμοί (Ahmad & Kaleem, 2018), μανιτάρια (Manzi & 

Pizzoferrato, 2000; Sari et al., 2017; Zhu et al., 2015; Rop et al., 2009), λειχήνες και φύκη 

(Andreu et al., 1998; Sweeney et al., 2020; Manns et al., 2017; García-Vaquero et al., 2018; 

Bonfim-Mendonça et al., 2017; Gorin et al., 1984; Honegger & Haisch, 2001). Οι β-

γλυκάνες περιέχονται σε υψηλά ποσοστά στα κυτταρικά τοιχώματα των οργανισμών αυτών 

(Bernstein et al., 2013; Fesel et al., 2016). 
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Πίνακας 1.6: Οι κυριότερες πηγές παραλαβής  β-γλυκανών 

Πηγή Οργανισμός 

Περιεκτικότητα 

β-γλυκανών (% 

κ.β.) 

Αναφορές 

Δημητριακά 

Κριθάρι (Hordeum vulgare) 4.5% Cho & White, 1993 

Daou et al., 2012 

Izydorczyk & Dexter, 2008 
Βρώμη (Avena sativa) 4.5%-5.5% 

Μανιτάρια 

Pleurotus ostreatus 0.29%-0.38% Manzi & Pizzoferrato, 

1999 

Sari et al., 2017 

Zhu et al., 2015 

Rop et al., 2009 

Sasaki et al., 1976 

Pleurotus pulmunarius 0.25% 

Pleurotus eryngii 0.53% 

Lentinula edodes 0.22% 

Grifola fondosa 0.34% 

Μικροοργανισμοί 

Saccharomyces cerevisiae 5%-7% 
Barsanti et al. 2001 

 

Euglena Έως και 90% 
Barsanti et al., 2001 

Skov et al., 2012 

Agrιbacterium sp. 

Pseudomonas sp. 

Bacillus sp. 

 
Wu et al., 2016 

Ahmad & Kaleem, 2018 

Λειχήνες Cetraria islandica  
Gorin et al., 1984 

Honegger & Haisch, 2001 

Φύκη 
Laminaria sp. 

Phytophtora sp. 
12%-18% 

Andreu et al., 1998 

Sweeney et al., 2020 

Manns et al., 2017 

García-Vaquero et al., 

2018 

Bonfim-Mendonça et al., 

2017 

 

Οι β-γλυκάνες που παραλαμβάνονται από διαφορετικές πηγές εμφανίζουν σημαντικές 

διαφορές ως προς το μοριακό βάρος, το είδος και τη θέση των γλυκοζιτικών δεσμών και 

τον βαθμό διακλάδωσης. Οι β-γλυκάνες που προέρχονται από τα δημητριακά περιέχουν 

β-1,3 και β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσμούς χωρίς καθόλου β-1,6 δεσμούς (Gupta et al., 2010; 

Johansson et al., 2000; Nakashima et al., 2018). Οι β-γλυκάνες που προέρχονται από τα 

φύκη εμφανίζουν μεγάλη ποικιλομορφία ανάλογα με το είδος του οργανισμού και μπορεί 

να αποτελούνται είτε από καθαρά γραμμικά τμήματα ενωμένα με β-1,3 δεσμούς είτε να 

περιέχουν διακλαδώσεις με β-1,6 δεσμούς. Οι βακτηριακές β-γλυκάνες όπως αυτές του 

Agribacterium biobaris ή του Alcaligenes faecalis είναι γραμμικές με β-1,3 δεσμούς (De 
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Souza Bonfim-Mendonça et al., 2017; Teas et al., 1982; Mcintosh et al., 2005; Novak & 

Vetvicka, 2008). Ανάλογα με την πηγή και τη μέθοδο εκχύλισης, οι β-γλυκάνες μπορούν να 

λάβουν διαφορετικές δομές στον χώρο. Πιο συχνά παρατηρείται δομή ακανόνιστου 

πλέγματος (Li et al., 2006), έλικας (μονής, διπλής ή και  τριπλής) (Li et al., 2014), ράβδου 

(Xu et al. 2013) ή και συσσωματώματος (Li et al., 2007; Li et al., 2014). Το μοριακό βάρος 

των β-γλυκανών κυμαίνεται από 102 έως 106 Da, ανάλογα με την πηγή τους. Οι β-γλυκάνες 

από τα μανιτάρια Grifola frondosa και Lentinula edodes έχει βρεθεί ότι έχουν μοριακό 

βάρος περί τα 400 kDa (Sasaki et al., 1976). Αντίστοιχα οι β-γλυκάνες της βρώμης 

εμφανίζουν μοριακά βάρη στο εύρος 1.1 και 1.6 MDa (Guo et al., 2017; Kojima et al., 1986) 

ενώ οι αντίστοιχες από το κριθάρι γύρω στα 49 MDa (Gupta et al., 2010; Johansson et al., 

2000). 

 

Σχήμα 1.11 Δομή των β-γλυκανών από διαφορετικές πηγές. (α) β-γλυκάνη βακτηριακής 

προέλευσης: γραμμικό πολυμερές με β(1→3) δεσμούς χωρίς διακλαδώσεις. (β) β-γλυκάνη από 

δημητριακά ή λειχήνες: γραμμική κύρια αλυσίδα με β(1→3) ή β(1→4) δεσμούς χωρίς διακλαδώσεις. 

(γ) β-γλυκάνη από φύκη: γραμμική κύρια αλυσίδα με β(1→3) δεσμούς και β(1→6) διακλαδώσεις. (δ) 

β-γλυκάνη από ζύμες ή μύκητες: γραμμική κύρια αλυσίδα με β(1→3) δεσμούς και β(1→6) 

διακλαδώσεις (Gupta et a., 2010).  

Οι β-γλυκάνες των ζυμομυκήτων αποτελούν δομικά συστατικά του κυτταρικού τους 

τοιχώματος. Ζυμομύκητες από  τους οποίους έχουν παραληφθεί β-γλυκάνες 

περιλαμβάνουν τους  Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, Myerozyma 

guilliermondii, Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces bailii, Pichia 

membranaefaciens, Kluyveromyces marxianus, Brettanomyces bruxellensis, 

Schizosaccharomyces pombe και Candida milleri (Ahmad & Kaleem, 2018). Οι β-γλυκάνες 

που παραλαμβάνονται από τους ζυμομύκητες αποτελούνται από γραμμικές κύριες 

αλυσίδες μονομερών D-γλυκοπυρανόζης ενωμένων με β-1,3 γλυκοζιτικό δεσμό με 
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πλευρικές, γραμμικές διακλαδώσεις β-1,3 ενωμένες στην κύρια αλυσίδα με β-1,6 

γλυκοζιτικό δεσμό. Ο βαθμός και το μήκος των διακλαδώσεων επηρεάζουν έντονα τόσο τις 

λειτουργικές όσο και τις βιολειτουργικές ιδιότητές τους. Υψηλότερος βαθμός διακλάδωσης 

οδηγεί σε αυξημένη βιολειτουργικότητα (Ahmad & Kaleem, 2012: Ahmad & Anjum, 2010; 

Carpenter et al, 2013; Nguyen et al., 1998; Solís-Pacheco et al., 2013; Sweeney et al., 

2012). Οι β-γλυκάνες του κυτταρικού τοιχώματος του S. cerevisiae αναγνωρίστηκαν για 

πρώτη φορά από τους Bacon et al. (1969). Οι ερευνητές διαλεύκαναν τη θέση των β-

γλυκανών στο εσώτερο κυτταρικό τοίχωμα και συμπέραναν τη σημασία τους ως δομικές 

μονάδες. Αργότερα, η ακριβής δομή των β-γλυκανών προσδιορίστηκε από τους Manners 

et al. (1973). Διαπιστώθηκε ότι περί το 85% της ολικής β-γλυκάνης του τοιχώματος 

αποτελείται από υψηλού μοριακού βάρους β-1,3 γλυκάνης (240 kDa) με περίπου 3% 

πλευρικές β-1,6 διακλαδώσεις. 

1.4.5.3 Λειτουργικές και βιολειτουργικές ιδιότητες των β-γλυκανών 

1.4.5.3.1 Λειτουργικές ιδιότητες και εφαρμογή στα τρόφιμα 

Οι φυσικοχημικές ιδιότητες των β-γλυκανών και η υψηλή τους διαλυτότητα τις καθιστούν 

ιδανικές ως πρόσθετα τροφίμων (Wood, 1986). Λόγω της πολυσακχαριτικής τους φύσης, 

οι β-γλυκάνες μπορούν να εφαρμοστούν ως σταθεροποιητές αντικαθιστώντας άλλα 

ευρέως χρησιμοποιούμενα υδροκολλοειδή όπως είναι το κόμμι γκουάρ, το αραβικό κόμμι 

και η ξανθάνη (Ahmad & Kaleem, 2018).  Οι Lyly et al. (2007) χρησιμοποίησαν β-γλυκάνες 

από κριθάρι και βρώμη για να βελτιώσουν τα ρεολογικά χαρακτηριστικά σε κατεψυγμένες 

σούπες μετά την απόψυξη. Επίσης, οι β-γλυκάνες έχουν εφαρμοστεί ως πηκτικοί 

παράγοντες σε προϊόντα όπως σάλτσες, παγωτό και dressing (Temelli et al., 2004; Wood, 

1986). Άλλες εφαρμογές περιλαμβάνουν την εφαρμογή τους στην βελτιωμένη υφή και την 

αποφυγή της συναίρεσης του γιαουρτιού  (Brennan & Tudorica, 2008), τη βελτίωση της 

υφής αρτοσκευασμάτων (Symons & Brennan, 2004; Brennan et al., 2007), και την 

βελτίωση των ρεολογικών χαρακτηριστικών προϊόντων αρτοποιίας με βάση το ρυζάλευρο 

(Ronda et al., 2015; Dangi et al., 2020). Τέλος, οι β-γλυκάνες έχουν την ικανότητα να 

παρεμποδίζουν μερικώς την  κρυστάλλωση του αμύλου των αρτοσκευασμάτων, 

αυξάνοντας έτσι τον χρόνο ζωής τους (Sharma et al., 2014). 

Εκτός από τις σταθεροποιητικές τους ιδιότητες, οι β-γλυκάνες έχει βρεθεί ότι είναι 

κατάλληλες ως υδατανθρακικής φύσης υποκαταστάτες λιπαρών  (fat replacers). Οι 

Worrasinchai et al. (2006) και οι Santipanichwong & Suphantharika (2007) μελέτησαν την 

εφαρμογή β-γλυκανών από μαγιά ζυθοποιίας στην ανάπτυξη μαγιονέζας με μειωμένα 

λιπαρά. Η υποκατάσταση των λιπαρών με β-γλυκάνη ήταν επιτυχής έως και ποσοστό 75%, 

με το παραγόμενο προϊόν να έχει παρόμοια ρεολογικά και οργανοληπτικά χαρακτηριστικά 
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σε σύγκριση με το πλήρες λιπαρών αλλά και αυξημένη διατηρησιμότητα, χάρη στα 

μειωμένα επίπεδα ταγγισμού. Θετικά αποτελέσματα είχε επίσης η υποκατάσταση λιπαρών 

με β-γλυκάνες κριθαριού στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τυροκομικών προϊόντων 

(Konuklar et al., 2004; Lazaridou et al., 2014; Aydinol & Ozcan, 2018). Η υποκατάσταση 

λιπαρών με β-γλυκάνες σε προϊόντα γαλακτωμάτων κρέατος μελετήθηκε από τους Álvarez 

& Barbut (2013) και βρέθηκε ότι η προσθήκη τους έχει θετική επίδραση στη σταθερότητα 

και τις ιδιότητες υφής των τελικών προϊόντων, ενώ μείωσε τις απώλειες που παρατηρούνται 

κατά το μαγείρεμα. 

1.4.5.3.2 Βιολειτουργικές ιδιότητες 

Ίσως ο σημαντικότερος λόγος της εφαρμογής των β-γλυκανών στα τρόφιμα είναι οι 

βιολειτουργικές τους ιδιότητες. Οι β-γλυκάνες έχει βρεθεί ότι συμβάλλουν θετικά στην υγεία 

του ανθρώπου με διαφορετικούς μηχανισμούς όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 1.7). Ως διατροφικές ίνες, συνεισφέρουν θετικά στην γαστρεντερική υγεία, 

ενισχύοντας την παραγωγή λιπαρών οξέων βραχείας αλύσου (short chain fatty acids, 

SCFAs), βελτιώνοντας την γαστρεντερική κένωση,  και μειώνοντας την παραγωγή αερίων 

κατά τη ζύμωση στο έντερο (El Khoury et al 2012; Hamaguchi et al., 2016). Η αυξημένη 

διαλυτότητά τους στο νερό καθώς και η αύξηση του ιξώδους που προκαλούν μπορούν 

επίσης να ενισχύσουν το αίσθημα κορεσμού μετά το γεύμα (Pentikäinen et al., 2014; 

Vitaglione et al., 2010), συνεισφέροντας έτσι στην μεγαλύτερη διάρκεια του αισθήματος 

κορεσμού. Οι ρεολογικές τους ιδιότητες βοηθούν επίσης στην αύξηση του ιξώδους του 

εντερικού περιεχομένου με συνέπεια να παρεμποδίζεται ή να καθυστερείται η απορρόφηση 

υδατανθράκων και λιπαρών. Ο μηχανισμός αυτός οδηγεί σε μείωση του γλυκαιμικού δείκτη 

προϊόντων που περιέχουν β-γλυκάνες (Nazare et al., 2009; Daou & Zhang, 2012). 

Σημαντικό όφελος μπορεί να προκύψει από την ικανότητά τους να μειώνουν τα επίπεδα 

λιποπρωτεΐνης στο αίμα. Ο μηχανισμός δράσης για αυτή τη λειτουργία έγκειται στο γεγονός 

ότι οι β-γλυκάνες προσροφούν τα χολικά οξέα που φθάνουν στο έντερο, παρεμποδίζοντας 

έτσι την επαναπροσρόφησή τους και επιστροφή τους στο ήπαρ. Η μείωση της ηπατικής 

συγκέντρωσης χολικών οξέων ενεργοποιεί το ένζυμο CYP7A1 το οποίο καταλύει την 

αντίδραση μετατροπής της χοληστερόλης σε χολικά οξέα, οδηγώντας σε μεταφορά της 

χοληστερόλης από το αίμα στα ηπατικά κύτταρα (Chen et al., 2009). Πέραν από τις 

ευεργετικές ιδιότητες των β-γλυκανών στην γαστρεντερική λειτουργία, τα τελευταία χρόνια 

το ερευνητικό ενδιαφέρον έχει εστιαστεί στην ικανότητά τους να διεγείρουν το 

ανοσοποιητικό σύστημα. Αρκετές μελέτες έχουν αναδείξει τη δυνατότητά τους να 

προσδένονται στους υποδοχείς των μακροφάγων κυττάρων (υποδοχείς CR3 και Dectin-1) 

και να τα ενεργοποιούν. Αυτή η ενεργοποίηση ενισχύει την φαγοκυττάρωση και την 

αποτελεσματικότητα των μακροφάγων ενάντια σε παθογόνους μικροοργανισμούς, ακόμη 

και σε καρκινικά κύτταρα (Vetvicka et al., 2011; Schepetkin & Quinn, 2013; Stier et al., 2014 
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Wang et al., 2014; Choromanska et al., 2018).  

Πίνακας 1.7: Σύνοψη των κυριότερων βιολειτουργικών ιδιοτήτων που αποδίδονται στις β -γλυκάνες 

Βιολειτουργική 

ιδιότητα 

Μηχανισμός δράσης Πηγή β-γλυκανών Αναφορές 

Βελτίωση 

γαστρεντερικής 

λειτουργίας 

Μείωση της παραγωγής 

αερίων κατά τη ζύμωση 

Παραγωγή SCFAs από 

την εντερική 

μικροχλωρίδα 

κριθάρι Hamaguchi et al., 2016 

Dongowski et al., 2002 

Carlson et al. 2017 

Lattimer et al., 2010 

Ενίσχυση της 

πληρότητας μετά το 

γεύμα 

Αύξηση του ιξώδους του 

βλωμού 

βρώμη Pentikäinen et al., 2014 

Vitaglione et al., 2010 

Μείωση του γλυκαιμικού 

δείκτη 

Μείωση του ρυθμού 

απορρόφησης 

υδατανθράκων στο 

έντερο 

Βρώμη, κριθάρι Finnochiaro et al., 2011 

Regand et al., 2011 

Jenkins et al. 2002 

Daou & Zhang, 2012 

Nazare et al., 2009 

Beck et al., 2009 

Μείωση των επιπέδων 

χοληστερόλης στο αίμα 

Παρεμπόδιση 

επαναπορρόφησης 

χολικών οξέων στο 

έντερο οδηγεί σε 

αύξηση της μετατροπής 

χοληστερόλης σε χολικά 

οξέα 

Βρώμη 

S. cerevisiae 

Braaten et al., 1994 

Chen et al., 2019 

Othman et al., 2011 

Dhewantara, 2016 

Joyce et al., 2019 

Διέγερση του 

ανοσοποιητικού 

συστήματος/ 

αντιφλεγμονώδης και 

αντικαρκινική δράση 

Ενεργοποίηση 

μακροφάγων μέσω 

πρόσδεσης σε 

επιλεκτικούς υποδοχείς 

Candida albicans 

Ganoderma lucidum 

S. cerevisiae 

 

Miura et al., 2003 

Steele, 2003 

Murphy et al., 2010 

Meena et al., 2013 

Vetvicka et al., 2011 

Soltanian et al., 2009 

Stier et al., 2014 

Wang et al., 2014 

Προστασία κατά των 

λοιμώξεων του 

ανώτερου 

αναπνευστικού 

συστήματος 

S. cerevisiae Dharsono et al., 2019 

Talbott et al., 2012 

Fuller et al., 2017 
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1.4.6 Εκχυλίσματα μαγιάς και αυτόλυση 

Μία από τις σημαντικότερες κατηγορίες κυτταρικών προϊόντων που παραλαμβάνονται από 

τον S. cerevisiae είναι τα εκχυλίσματα μαγιάς (yeast extracts). Ως εκχύλισμα μαγιάς νοείται 

το υδατοδιαλυτό κλάσμα που παραλαμβάνεται από τα κύτταρα μετά από ένα βήμα 

κυτταρικής υδρόλυσης. Η υδρόλυση μπορεί ναι είναι είτε αυτογενής (αυτόλυση), είτε να 

προκαλείται από κάποιον εξωγενή παράγοντα (παρουσία ισχυρού οξέος, υδρολυτικών 

ενζύμων, οργανικών διαλυτών ή αλάτων). Το αποτέλεσμα της υδρόλυσης είναι ο 

κατακερματισμός των κυτταρικών πρωτεϊνών, υδατανθράκων και νουκλεϊκών οξέων στα 

μονομερή ή ολιγομερή τους. Παρόλο που ως «εκχύλισμα μαγιάς» μπορεί να χαρακτηριστεί 

το προϊόν που παραλαμβάνεται από διάφορες ζύμες (Kluyveromyces marxianus, 

Kluyveromyces lactis, Candida utilis), στην παρούσα διατριβή ο όρος θα περιοριστεί στην 

αναφορά του εκχυλίσματος που παραλαμβάνεται από τον S. cerevisiae. 

1.4.6.1 Σημασία των εκχυλισμάτων μαγιάς για βιομηχανία τροφίμων 

Τα εκχυλίσματα μαγιάς έκαναν την εμφάνισή τους στη βιομηχανία τροφίμων στις αρχές του 

20ου αιώνα όταν οι ζυθοποιοί στην Αγγλία και τη Γερμανία προσπάθησαν να βρουν 

τρόπους να αξιοποιήσουν την περίσσεια βιομάζας που προέκυπτε μετά τη ζυθοποίηση 

(Stam et al., 1998). Μέχρι τις αρχές του 21ου αιώνα, τα εκχυλίσματα μαγιάς απέκτησαν 

μεγάλο μερίδιο της αγοράς των πρώτων υλών τροφίμων. Για το 2020 η συνολική αξία της 

παγκόσμιας αγοράς για εκχυλίσματα μαγιάς ανέρχεται στα $1.4 δις. Η παγκόσμια 

παραγωγή εκτιμάται στους 126.8 χιλιάδες τόνους ετησίως με πρόβλεψη ο όγκος να αυξηθεί 

στους 185.6 χιλιάδες τόνους έως το 2027. Περί το 66% της ετήσιας παραγωγής 

διοχετεύτηκε στη βιομηχανία τροφίμων με το υπόλοιπο ποσοστό να διοχετεύεται στις 

ζωοτροφές και την παραγωγή φαρμακευτικών προϊόντων (Grand View Research, Report 

GVR-4-68038-877-0, 2020).  

Ως πρόσθετο τροφίμων το εκχύλισμα μαγιάς χρησιμοποιείται ως ενισχυτικό γεύσης για να 

προσδώσει χαρακτηριστική πικάντική, αλμυρή (umami) γεύση σε προϊόντα όπως σούπες, 

σάλτσες, σνακ, αρτύματα και αρτοσκευάσματα (Peppler, 1982; Vieira et al., 2016; Jacob et 

al., 2019). Η υψηλή του περιεκτικότητα σε αμινοξέα (κυρίως γλουταμινικό οξύ), πεπτίδια 

και παράγωγα νουκλεϊκών οξέων του προσδίδει γεύση παραπλήσια με αυτήν του ζωμού 

βοδινού, ενώ η περιεκτικότητά του σε βιταμίνες του συμπλέγματος Β το καθιστούν 

κατάλληλο για την παραγωγή υγιεινών, αλμυρών spreads. Καθώς δεν περιλαμβάνει ζωικά 

προϊόντα, είναι ελκυστικό για καταναλωτές που τα αποφεύγουν.  

Ίσως το σημαντικότερο πλεονέκτημα του εκχυλίσματος μαγιάς είναι η αντίληψή του ως 

φυσικό ενισχυτικό γεύσης. Σύμφωνα με την ευρωπαϊκή νομοθεσία (EC No 1334/2008, 

16/12/2008) ο ορισμός μιας φυσικής αρωματικής ουσίας έχει ως ακολούθως: 
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«φυσική αρωματική ουσία»: αρωματική ουσία που λαμβάνεται από κατάλληλες 

φυσικές, ενζυμικές ή μικροβιακές διεργασίες από ύλη φυτικής, ζωικής ή μικροβιακής 

προέλευσης, είτε σε πρωτογενή κατάσταση είτε μετά από επεξεργασία για 

ανθρώπινη κατανάλωση από μια ή περισσότερες από τις παραδοσιακές διαδικασίες 

παρασκευής τροφίμων […] 

Στην κατηγορία αυτή εμπίπτει φυσικά και το εκχύλισμα μαγιάς. Σε πολλά προϊόντα,  

αντικαθιστά την προσθήκη γλουταμινικού οξέος, το οποίο δημιουργεί, ίσως αδίκως, 

αρνητική εντύπωση στους καταναλωτές όταν αναγράφεται στην ετικέτα των τροφίμων 

(Prescott et al., 2002; Wang et al., 2018; Wang et al., 2019). Καθώς το εκχύλισμα μαγιάς 

είναι φυσική πηγή γλουταμινικού οξέος, δεν απαιτείται ξεχωριστή σήμανσή του, 

καθιστώντας την ετικέτα του τροφίμου «καθαρή» (clean label). Η περιεκτικότητα του 

εκχυλίσματος σε φυσικό γλουταμινικό οξύ και σε ορισμένες περιπτώσεις σε νουκλεοτίδια 

με ικανότητα ενίσχυσης της γεύσης (5’-IMP, 5’-GMP) έχει βρεθεί ότι ενισχύει την αντίληψη 

της αλμυρής γεύσης, επιτρέποντας έτσι την μείωση του περιεχόμενου αλατιού στα τρόφιμα, 

μία πρακτική που έχει υιοθετηθεί ευρέως τα τελευταία χρόνια (Kilcast et al., 2007; 

Campagnol et al., 2011; Khetra et al., 2006; Maluly et al., 2017; Maheshwari et al., 2017; 

Hoppu et al., 2017). 

1.4.6.2 Φυσικοχημικά και ποιοτικά χαρακτηριστικά των εκχυλισμάτων μαγιάς 

Μία τυπική σύσταση εκχυλίσματος μαγιάς παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 

1.8).Τα εκχυλίσματα μαγιάς χαρακτηρίζονται από υψηλή περιεκτικότητα σε ολικά στερεά 

που απαρτίζονται κυρίως από πρωτεΐνες, αμινοξέα και πεπτίδια. Τα συστατικά αυτά είναι 

υπεύθυνα για τις οργανοληπτικές ιδιότητες των εκχυλισμάτων (Liu et al., 2015). Η 

υδρόλυση των πρωτεϊνών αποτελεί ίσως την κυριότερη παράμετρο της διεργασίας και 

συχνά εκφράζεται με τον προσδιορισμό του ελεύθερου α-αμινικού αζώτου (Stam et al., 

1998). Σε εκχυλίσματα που παρασκευάζονται με αυτόλυση περί το 35-40% του συνολικού 

πρωτεϊνικού αζώτου βρίσκεται υπό τη μορφή ελεύθερων αμινοξέων, ενώ περιλαμβάνει δι- 

τρι- και τετραπεπτίδια με μοριακό βάρος μικρότερο από 600 Da (10-15%) αλλά και 

ολιγοπεπτίδια μοριακού βάρους 2000-3000 Da (2-5%) (Sommer, 1998; Jacob et al., 2019). 

Οι Podpora et al. (2016) έδειξαν ότι η κατανομή μοριακού βάρους των πεπτιδίων αλλάζει 

κατά την αυτόλυση και υπολόγισαν ένα μέσο αριθμό μονομερών αμινοξέων μεταξύ 20 και 

30. Μετά από 48 h αυτόλυσης το ελεύθερο αμινικό άζωτο μπορεί να φθάσει έως και το 

77.5%.  
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Πίνακας 1.8: Τυπική σύσταση εκχυλίσματος μαγιάς από S. cerevisiae (Stam et al., 1998) 

Μακροθρεπτικά συστατικά (g/100 g)  
Πρωτεΐνες 67.9 
Λιπαρά 0.1 
Υδατάνθρακες 17.6 
Σάκχαρα  4.3 
Διατροφικές ίνες 4.1 
Υγρασία 4.0 
Τέφρα 8.4 
Βιταμίνες (mg/100g)  
Ριβοφλαβίνη 5.61 
Θειαμίνη 7.36 
Νιασίνη 7.68 
Παντοθενικό οξύ 21.9 
Βιοτίνη 0.05 
Πυριδοξίνη 2.97 
Φολικό οξύ 2.81 
Βιταμίνη Β12 <0.001 
Ανόργανα συστατικά (mg/100 g)  
Αργίλιο 5.96 
Βάριο 0.2 
Ασβέστιο 29.0 
Χρώμιο 0.2 
Χαλκός 0.12 
Σίδηρος 3.33 
Μαγνήσιο 40.2 
Μαγγάνιο 0.15 
Φώσφορος 1006.0 
Κάλιο 3520.0 
Νάτριο 815.0 
Ψευδάργυρος 17.4 
Αμινοξέα (mg/g)  
Αλανίνη 43.5 
Αργινίνη 32.0 
Ασπαραγινικό οξύ 64.1 
Γλουταμινικό οξύ 106.6 
Γλυκίνη 28.3 
Ιστιδίνη 13.7 
Ισολευκίνη 30.1 
Κυστεΐνη 6.8 
Λευκίνη 43.7 
Λυσίνη 49.8 
Μεθειονίνη 9.3 
Φαινυλαλανίνη 26.4 
Προλίνη 22.3 
Θρεονίνη 29.6 
Σερίνη 28.5 
Τρυπτοφάνη 6.38 
Τυροσίνη 22.9 
Βαλίνη 33.8 

 

Η υψηλή περιεκτικότητα του S. cerevisiae σε βιταμίνες του συμπλέγματος Β συζητήθηκε 

παραπάνω. Ωστόσο, το κατά πόσον οι βιταμίνες αυτές περνούν στο εκχύλισμα μαγιάς 

εξαρτάται κατά πολύ από τις συνθήκες παρασκευής του εκχυλίσματος και την ευαισθησία 

τους σε αυτές (Jacob et al., 2019). Ελάχιστες αναφορές υπάρχουν στη βιβλιογραφία που 

να μελετούν την σύσταση εκχυλισμάτων μαγιάς σε βιταμίνες (Vandamme, 1992; Stam et 

al., 1998; Sato et al. 1992; Vieira et al., 2016). Αυτό οφείλεται κατά κύριο λόγο στο ότι η 

παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς πραγματοποιείται με γνώμονα τις οργανοληπτικές του 

ιδιότητες και όχι τη θρεπτική του αξία. 
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Τα εκχυλίσματα μαγιάς περιέχουν επίσης υδατάνθρακες σε διαφορετικά ποσοστά. Οι 

υδατάνθρακες αυτοί προέρχονται είτε από το εσωτερικό του κυττάρου (τρεχαλόζη, 

γλυκογόνο) είτε αποτελούν προϊόντα της υδρόλυσης των πολυσακχαριτών του κυτταρικού 

τοιχώματος (κυρίως γλυκάνες και μαννάνες). Η ακριβής σύσταση των εκχυλισμάτων μαγιάς 

σε υδατάνθρακες δεν έχει μελετηθεί εκτενώς. Η περιεκτικότητα σε υδατάνθρακες εξαρτάται 

έντονα από την κυτταρική προκατεργασία που εφαρμόζεται.  Οι Vieira et al. (2016) 

παρήγαγαν εκχύλισμα μαγιάς με 12.9% υδατάνθρακες μετά από μηχανική διάρρηξη των 

κυττάρων. Οι Verduyn et al. (1999) παρήγαγαν εκχύλισμα μαγιάς με αυτόλυση μετά από 

επεξεργασία των κυττάρων με ομογενοποίηση υψηλής πίεσης και ανέφεραν 

περιεκτικότητες σε υδατάνθρακες από 8.5% έως και 20.6%. Παρόλο που το υδατανθρακικό 

περιεχόμενο του εκχυλίσματος είναι αρκετά μεταβλητό, η παρουσία υδατανθράκων και 

ειδικά αναγωγικών σακχάρων συνεισφέρει στην ανάπτυξη του αρώματος και του χρώματος 

του εκχυλίσματος, τόσο κατά την αυτόλυση όσο και κατά την περαιτέρω θερμική 

επεξεργασία. Αυτό στηρίζεται στις αντιδράσεις Maillard που λαμβάνουν χώρα μεταξύ των 

αμινοξέων και αναγωγικών σακχάρων στο εκχύλισμα (Golovnya et al., 1983; Stam et al., 

1998). Η περιεκτικότητα των εκχυλισμάτων μαγιάς σε λιπαρά είναι χαμηλή (μεταξύ 0.1 και 

1%), καθώς ο S. cerevisiae έχει χαμηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά (Babayan & Berzukov, 

1985; Jacob et al., 2019). Υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά επιτυγχάνεται μόνο αν 

χρησιμοποιηθεί στέλεχος με υψηλή περιεκτικότητα (Sitepu et al., 2013). 

1.4.6.3 Διεργασίες για την παραλαβή εκχυλισμάτων μαγιάς 

Το διάγραμμα ροής για την παραγωγή εκχυλισμάτων μαγιάς παρουσιάζεται στο Σχήμα 

1.12. Συνοπτικά, η διεργασία ξεκινά με την αιώρηση της κυτταρικής βιομάζας σε 

περιεκτικότητα στερεών 5-20%. Ακολουθεί κάποια κυτταρική προκατεργασία με στόχο την 

αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας για αύξηση της απόδοσης και του ρυθμού της 

εκχύλισης. Στον πυρήνα της διεργασίας βρίσκεται το βήμα της υδρόλυσης, κατά το οποίο 

τα κύτταρα παραμένουν για μεγάλα χρονικά διαστήματα σε αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες 

θερμοκρασίας και pH. Η υδρόλυση είναι υπεύθυνη για την παραγωγή των βιομορίων του 

εκχυλίσματος και μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε αυτογενώς, στηριζόμενη στα ενδογενή 

ένζυμα του κυττάρου (αυτόλυση) είτε με τη χρήση κάποιου εξωτερικού παράγοντα όπως 

ισχυρό οξύ, πλασμολύτη (άλας ή οργανικό διαλύτη) ή εξωγενές λυτικό ένζυμο. Μετά το 

βήμα της υδρόλυσης το προϊόν είτε ξηραίνεται παρουσία των υπολειπόμενων κυτταρικών 

στερεών, δίνοντας διατροφική μαγιά (nutritional yeast) είτε υφίσταται διαχωρισμό του 

διαλυτού εκχυλίσματος το οποίο τελικά συμπυκνώνεται ή ξηραίνεται. Στις επόμενες 

ενότητες θα συζητηθούν αναλυτικά τα βήματα για την παραγωγή του εκχυλίσματος και θα 

δοθεί ιδιαίτερη βαρύτητα στη διεργασία της αυτόλυσης, η οποία απετέλεσε και θεματικό 

πυρήνα της παρούσας διατριβής. 
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Σχήμα 1.12: Διάγραμμα ροής διεργασίας παραγωγής εκχυλίσματος μαγιάς και διατροφικής μαγιάς.  

1.4.6.3.1 Πρώτη ύλη 

Η πρώτη ύλη για την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς από τον S. cerevisiae είναι η 

κυτταρική βιομάζα. Τα κύτταρα μπορεί να προέρχονται είτε από καθαρή καλλιέργεια σε 

μελάσα, είτε από την διεργασία της ζυθοποίσης, στην οποία προκύπτουν ως περίσσεια 

(Reed & Nagodawithana, 1991; Jacob et al., 2019). Η χρήση κυττάρων από τη ζυθοποιία, 

αν και αρκετά ελκυστική από πλευράς κόστους, δυσχεραίνεται από το γεγονός ότι κατά τη 

ζυθοποίηση προσροφώνται στα κύτταρα πικρές ενώσεις του λυκίσκου οι οποίες 

επηρεάζουν αρνητικά τα χαρακτηριστικά του τελικού εκχυλίσματος. Οι ουσίες αυτές είναι 

χουμουλόνες και ισοχουμουλόνες και η απομάκρυνσή τους απαιτεί έκπλυση των κυττάρων 
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σε αλκαλικό περιβάλλον (Reed & Nagodawithana, 1991; Hsu & Kao, 2019). Σε κάθε 

περίπτωση, ανεξάρτητα από την προέλευση των κυττάρων, η έκπλυση της βιομάζας είναι 

απαραίτητη για την απομάκρυνση διαλυτών στερεών που προέρχονται από το υπόστρωμα 

και μπορεί να επηρεάσουν τα ποιοτικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος. 

1.4.6.3.2 Αυτόλυση 

Η αυτόλυση του S. cerevisiae έχει αποτελέσει εδώ και πάνω από 100 χρόνια σημαντική 

διεργασία στην παραγωγή προϊόντων που σχετίζονται με τον μικροοργανισμό. 

Περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον Salkowski το 1889, ο οποίος παρατήρησε ότι 

κύτταρα μαγιάς που παρέμειναν σε επαφή με χλωροφόρμιο για διάστημα ενός μήνα 

απελευθέρωσαν στο υπερκείμενο υγρό αμινοξέα και σάκχαρα. Η αυτόλυση είναι η 

συνηθέστερη διεργασία που χρησιμοποιείται για την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς. To 

2019 εκτιμάται ότι ήταν υπεύθυνη για το 55% της παγκόσμιας παραγωγής εκχυλίσματος 

μαγιάς (Grand View Research, Report GVR-4-68038-877-0, 2020). Η αυτόλυση ξεκινά 

όταν τα κύτταρα θερμαίνονται σε θερμοκρασίες 45-55°C σε ελαφρώς όξινο pH. Υπό τις 

συνθήκες αυτές, τα κύτταρα απενεργοποιούνται και παρατηρείται ενεργοποίηση των 

ενδοκυτταρικών πρωτεασών. Στη συνέχεια παρατηρείται η ραγδαία απελευθέρωση 

πρωτεϊνών, αμινοξέων και πεπτιδίων, καθώς και υδατανθράκων. Ανάλογα με τις συνθήκες, 

το εκχύλισμα παραλαμβάνεται μετά από 8-72 h (Tanguler & Erten, 2008; Tanguler & Erten, 

2009; Vukasinovic et al., 2007; Berlowska et al., 2017).  Η αυτόλυση πλεονεκτεί σε σχέση 

με άλλες μεθόδους υδρόλυσης (πχ. όξινη υδρόλυση) καθώς δεν απαιτεί εξειδικευμένο 

εξοπλισμό ή τη χρήση πρόσθετων και τα ένζυμα στα οποία στηρίζεται προϋπάρχουν στα 

κύτταρα (Jacob et al., 2019; Sommer, 1998).  

Γενικά, ως «αυτόλυση» ενός κυττάρου νοείται η διεργασία κατά την οποία το κύτταρο 

υφίσταται λύση υπό τη δράση των ίδιων του ενδοκυτταρικών του ενζύμων. Συχνά καλείται 

και «αυτοφαγία» (autophagy), όρος που υπογραμμίζει τον ρόλο των ίδιων των 

ενδοκυτταρικών ενζύμων.  Σε αντίθεση με τα βακτήρια, όπου η αυτόλυση ξεκινά με τη 

δράση των ενδοκυτταρικών υδρολασών στο κυτταρικό τοίχωμα (αυτόλυση τύπου «έξω» ), 

στις ζύμες η αυτόλυση ξεκινά με τη διατάραξη της πλασματικής μεμβράνης (αυτόλυση 

τύπου «ένδο»). Τα κυριότερα χαρακτηριστικά της αυτόλυσης του S. cerevisiae είναι η 

παραγωγή προϊόντων μικρού μοριακού βάρους ως αποτέλεσμα της υδρολυτικής δράσης 

και η διάχυσή τους προς το εξωτερικό του κυττάρου. Η διεργασία σε κυτταρικό επίπεδο 

παρουσιάζεται σχηματικά στο Σχήμα 1.13. 
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Σχήμα 1.13: Σχηματική αναπαράσταση των διεργασιών που συμβαίνουν κατά την αυτόλυση των 

κυττάρων του S. cerevisiae (Reed & Nagodawithana, 1991). 

Η αυτόλυση διακρίνεται σε δύο κατηγορίες: τη φυσική αυτόλυση και την επαγόμενη 

αυτόλυση. Η φυσική αυτόλυση παρατηρείται στο τέλος της καλλιέργειας του 

μικροοργανισμού και οφείλεται στον φυσικό γηρασμό των κυττάρων. Ως εκ τούτου ο 

προσδιορισμός των ακριβών αιτίων της είναι αρκετά περίπλοκος. Αντίθετα η επαγόμενη 

αυτόλυση ξεκινά όταν τα κύτταρα τοποθετούνται επί τούτου σε δυσμενείς εξωτερικές 

συνθήκες που διαταράσσουν την κυτταρική ομοιόσταση ή την κυτταρική ευταξία. Οι 

παράγοντες επαγωγής διακρίνονται σε φυσικούς, χημικούς και βιολογικούς. 

1.4.6.3.2.1 Φυσικοί παράγοντες επαγωγής της αυτόλυσης 

Ίσως ο σημαντικότερος φυσικός παράγοντας επαγωγής της αυτόλυσης είναι η 

θερμοκρασία. Η αυτόλυση μπορεί να προκληθεί είτε με αύξηση της θερμοκρασίας είτε με 

υποβολή των κυττάρων σε αλλεπάλληλους κύκλους κατάψυξης/απόψυξης. Στην πρώτη 

περίπτωση, αύξηση της θερμοκρασίας πάνω από τους 45°C προκαλεί αναντίστρεπτες 

βλάβες στην κυτταρική μεμβράνη και διαταράσσει τον κυτταρικό μεταβολισμό (Hernawan 

& Fleet, 1995). Στη δεύτερη περίπτωση, ο σχηματισμός παγοκρυστάλλων εντός του 

κυττάρου προκαλεί μηχανική ρήξη των ενδοκυτταρικών οργανιδίων, κυρίως του 

κενοτοπίου, απελευθερώνοντας τα κενοτοπικά ένζυμα στο κυτταρόπλασμα. Η έκταση της 

διατάραξης στο κύτταρο εξαρτάται από τη φυσιολογία του και από τη φάση ανάπτυξης με 

τα κύτταρα στην εκθετική φάση να είναι πιο ευπαθή στις θερμικές μεταβολές από τα 

κύτταρα στην στατική φάση (Belous et al., 1987). 
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Αλλαγές στην ωσμωτική πίεση του εξωκυτταρικού μέσου μπορούν επίσης να επηρεάσουν 

δομικά τα κύτταρα. Όταν τα κύτταρα βρεθούν σε υπέρτονο περιβάλλον παρουσία υψηλής 

συγκέντρωσης σακχαρόζης ή αλατιού η διαφορά ωσμωτικής πίεσης οδηγεί σε καταστροφή 

της κυτταρικής δομής, ένα φαινόμενο που καλείται πλασμόλυση και χρησιμοποιείται συχνά 

για την εκκίνηση της αυτόλυσης (Vitolo et al., 2019b; Koch et al., 2007; Hallsworth, 1998; 

White et al., 2002). Η ακτινοβόληση των κυττάρων με ιονίζουσες ακτινοβολίες ή υπεριώδες 

φως διαταράσσει σημαντικά τα μεταβολικά μονοπάτια του κυττάρου χωρίς όμως να οδηγεί 

σε απώλεια της αυτολυτικής ικανότητας (Bomar et al., 1977). Τέλος, ίσως η συνηθέστερη 

μέθοδος για την επαγωγή της αυτόλυσης είναι η μηχανική καταπόνηση των κυττάρων. 

Αυτή επιτυγχάνεται με σφαιρόμυλο ή ομογενοποιητή καταστρέφοντας τη δομή του 

κυτταρικού περιβλήματος αλλά και των ενδοκυτταρικών οργανιδίων. Παράλληλα, η 

μηχανική διάρρηξη του κενοτοπίου οδηγεί σε ακαριαία απελευθέρωση των κενοτοπικών 

πρωτεασών και στην άμεση εκκίνηση της αυτόλυσης (Behalova & Beran, 1979). 

1.4.6.3.2.2 Χημικοί επαγωγείς της αυτόλυσης 

Εξωγενείς χημικοί παράγοντες που λειτουργούν ως επαγωγείς της αυτόλυσης 

περιλαμβάνουν μεταβολές στην ιοντική ισχύ, το pH και την ιοντική σύσταση του 

εξωκυτταρικού περιβάλλοντος. Οι παράγοντες αυτοί μπορούν να προκαλέσουν 

διαταραχές, κυρίως στο επίπεδο της μεταβολικής δραστηριότητας. Η ιοντική σύσταση 

παίζει κρίσιμο ρόλο στην αυτόλυση, καθώς έχει βρεθεί ότι παρουσία κατιόντων μετάλλων 

μπορούν να την επιταχύνουν (Behalova & Beran, 1979; Lahoz et al., 1979; Leduc et al., 

1980). Ουσίες που διαταράσσουν τη λειτουργία της κυτταρικής μεμβράνης επίσης δρουν 

ως επαγωγείς της αυτόλυσης. Τέτοιες είναι οι επιφανειοδραστικές ουσίες, ορισμένες 

βασικές πρωτεΐνες και αμινοξέα αλλά και οργανικοί διαλύτες όπως η αιθανόλη και ο οξικός 

αιθυλεστέρας (Takalloo et al., 2020; Babayan et al., 1981; Czerniak et al., 2015; Breddam 

& Beenfeldt, 1991) Η δράση των ουσιών αυτών στηρίζεται στην υψηλή διαλυτότητά τους 

στις βιολογικές μεμβράνες του κυττάρου (πλασματική μεμβράνη, τονοπλάστης) η οποία 

επηρεάζει τις υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις τους και τις καθιστά διαπερατές. 

1.4.6.3.2.3 Βιολογικοί επαγωγείς της αυτόλυσης 

Οι βιολογικοί επαγωγείς της αυτόλυσης σχετίζονται με τις συνθήκες ανάπτυξης του 

μικροοργανισμού. Τα κύτταρα εκκινούν την αυτολυτική διαδικασία όταν οι συνθήκες του 

περιβάλλοντος γίνονται δυσμενείς όπως όταν γίνει διακοπή του αερισμού μιας αερόβιας 

καλλιέργειας κυττάρων ή όταν τα κύτταρα βρεθούν σε συνθήκες έλλειψης θρεπτικών 

συστατικών, κυρίως πηγής άνθρακα ή αζώτου. 

1.4.6.3.2.4 Στάδια της αυτόλυσης 

Η αυτόλυση των κυττάρων του  S. cerevisiae συνοδεύεται από χαρακτηριστικές, οπτικά 

εμφανείς μεταβολές του κυτταρικού αιωρήματος όπως είναι αλλαγές στη ρεολογία και το 

χρώμα του (Arima et al., 1965). Σύμφωνα με τους Babayan et al. (1985) η αυτόλυση του 
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S. cerevisiae μπορεί να χωριστεί σε τέσσερα διακριτά στάδια. Τα στάδια που 

περιγράφηκαν στηρίζονται σε μελέτες ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας που 

πραγματοποιήθηκαν κατά την αυτόλυση (Babayan et al., 1981; Martinez-Rodriguez et al., 

2001). Στο πρώτο στάδιο της αυτόλυσης παρατηρείται διατάραξη της ενδοκυτταρικής 

οργάνωσης. Τα ενδοκυτταρικά οργανίδια, συμπεριλαμβανομένου του κενοτοπίου, 

καταρρέουν και το ενδοκυτταρικό περιεχόμενο ενοποιείται. Η κυτταρική σπαργή χάνεται 

και το κύτταρο συρρικνώνεται έως και 1.5 φορές. Σε σχέση με το αρχικό κύτταρο, το πάχος 

του κυτταρικού τοιχώματος αυξάνεται καθώς το κύτταρο έχει συρρικνωθεί. Στο δεύτερο 

στάδιο της αυτόλυσης, η κατάρρευση του κενοτοπίου έχει οδηγήσει στην απελευθέρωση 

των κενοτοπικών πρωτεασών στο κυτταρόπλασμα, όπου και έρχονται σε επαφή με τους 

αντίστοιχους παρεμποδιστές τους. Στο στάδιο αυτό ξεκινά η αλληλένδετη 

ενεργοποίηση/απενεργοποίηση των κενοτοπικών πρωτεασών και τα επίπεδα ολικής 

πρωτεολυτικής ενεργότητας μεταβάλλονται καθώς οι πρωτεάσες ενεργοποιούνται ή 

απενεργοποιούνται, ανάλογα με τις εξωγενείς συνθήκες. Στο τρίτο στάδιο της αυτόλυσης, 

οι ενεργοποιημένες κενοτοπικές πρωτεάσες αλληλεπιδρούν με τις κυτταρικές πρωτεΐνες 

και ξεκινούν την υδρόλυσή τους. Σε συνδυασμό με τις πρωτεάσες, οι ενδοκυτταρικές 

γλυκανάσες, υπεύθυνες κυρίως για την εκβλάστηση των κυττάρων υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, προκαλούν υδρόλυση του κυτταρικού τοιχώματος από το εσωτερικό προς το 

εξωτερικό του κυττάρου, αυξάνοντας έτσι τη διαπερατότητά του (Reed & Nagodawithana 

1991; Adams, 2004). Παράλληλα, οι ενδοκυτταρικές νουκλεάσες υδρολύουν τα μόρια DNA 

και RNA παράγοντας ολιγονουκλεοτίδια και νουκλεοτίδια (Reyes et al., 1990). Στο τέταρτο 

στάδιο της αυτόλυσης, καθώς η υδρόλυση του ενδοκυτταρικού περιεχομένου συνεχίζεται, 

το μοριακό βάρος των παραγόμενων προϊόντων μειώνεται σημαντικά μέχρις ότου αυτά 

μπορούν πλέον να διαπεράσουν το πορώδες κυτταρικό τοίχωμα. Αυτή η πρόοδος της 

υδρόλυσης σε συνδυασμό με την αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας οδηγεί στην 

απελευθέρωση των προϊόντων της υδρόλυσης προς το εξωτερικό του κυττάρου. Αν και το 

κυτταρικό τοίχωμα υφίσταται σημαντική αλλοίωση, τα κύτταρα μετά την αυτόλυση 

διατηρούν μεγάλο μέρος της δομικής τους ακεραιότητας (Wang et al., 2018). 

Η αυτόλυση σταματά όταν ελαχιστοποιηθεί η ενδοκυτταρική πρωτεολυτική ενεργότητα. 

Όπως συζητήθηκε νωρίτερα, η απώλεια της πρωτεολυτικής ενεργότητας οφείλεται κυρίως 

στην αλληλοϋδρόλυση των κενοτοπικών πρωτεασών. Το κυτταρικό αιώρημα μετά το 

πέρας της αυτόλυσης μπορεί να χωριστεί σε δύο κλάσματα: μία υγρή φάση η οποία 

περιλαμβάνει όλα τα υδατοδιαλυτά προϊόντα της υδρόλυσης που έχουν εκρεύσει από το 

κύτταρο και μία στερεά φάση που αποτελείται από τα μέρη του κυττάρου που δεν 

υδρολύθηκαν και απαρτίζεται κυρίως από τα υπολείμματα του κυτταρικού τοιχώματος 

(Reed & Nagodawithana, 1991). 
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1.4.6.3.2.5 Ρόλος των ενδογενών ενζύμων στην αυτόλυση 

Η διεργασία της αυτόλυσης εξαρτάται έντονα από την ενεργότητα των ενδοκυτταρικών 

ενζύμων. Ίσως τον σημαντικότερο ρόλο στην αυτόλυση παίζουν οι κενοτοπικές πρωτεάσες 

A, B και C, οι οποίες απελευθερώνονται κατά την αυτόλυση και συνεισφέρουν στη 

γενικευμένη υδρόλυση των κυτταρικών πρωτεϊνών. Όταν τα κύτταρα δεν έχουν υποστεί 

κάποια προκατεργασία, οι κενοτοπικές πρωτεάσες απελευθερώνονται όταν διαρραγεί ο 

τονοπλάστης κατά τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης. Τα ένζυμα απελευθερώνονται στο 

κυτταρόπλασμα όπου σχηματίζουν σύμπλοκα με τους αντίστοιχους παρεμποδιστές. 

Κατόπιν, η ολική πρωτεολυτική ενεργότητα αυξάνεται καθώς τα ένζυμα υδρολύουν τους 

παρεμποδιστές, μέσω της διεργασίας που συζητήθηκε παραπάνω. Κατά τις πρώτες ώρες 

της αυτόλυσης στους 50°C σε pH=5.5, η πρωτεάση Β υδρολύει τους παρεμποδιστές των  

πρωτεασών Α  και C και με τη σειρά της η πρωτεάση Α συνεισφέρει στην δραστική 

ενεργοποίηση της υπολειπόμενης ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεάσης Β (Behalova & 

Beran, 1979; Holzer & Saheki, 1976). Στους 50°C η αυτόλυση προχωρά με την επίδραση 

των πρωτεασών Α και Β οι οποίες τελικά υδρολύονται μετά από 8-16 h οδηγώντας στον 

τερματισμό της αυτόλυσης. Αντιθέτως, σε θερμοκρασίες κάτω από 50°C τα δύο αυτά 

ένζυμα εμφανίζουν μέγιστη ενεργότητα μετά από τις 16 h. Η αυτόλυση στις συνθήκες αυτές 

έχει χρησιμοποιηθεί σε μελέτες που στοχεύουν στην παραλαβή και τον καθαρισμό των 

ενζύμων για περαιτέρω μελέτη (Meussdorffer et al., 1980; Saheki et al., 1974; Müller et al., 

1976; Holzer & Saheki, 1976; Kominami et al., 1981; Lenney et al., 1974). Εάν τα κύτταρα 

υποστούν κυτταρική διάρρηξη πριν την αυτόλυση, έχει παρατηρηθεί ότι η ενεργοποίηση 

της πρωτεολυτικής ενεργότητας επιταχύνεται, καθώς επισπεύδεται το στάδιο υδρόλυσης 

των παρεμποδιστών (Behalova & Beran, 1979; Behalova & Beran, 1986). Ο ρόλος άλλων 

λυτικών ενζύμων στην αυτόλυση, όπως β-γλυκανάσες του κυτταρικού τοιχώματος και 

νουκλεάσες έχει αναφερθεί αλλά η ακριβής συνεισφορά τους στη διεργασία  δεν είναι 

σαφής (Babayan & Berzukov, 1985; Reed & Nagodawithana, 1991; Charpentier et al., 

2005; Zhao & Fleet, 2003; Zhao & Fleet, 2005 ). Οι Zhao & Fleet (2003, 2005) περιέγραψαν 

την απελευθέρωση ριβονουκλεοτιδίων και δεοξυριβονουκλεοτιδίων κατά την αυτόλυση του 

μικροοργανισμού και υπέθεσαν την παρουσία ενδογενών ενζύμων που παράγουν 

ελεύθερα νουκλεοτίδια κατά την αυτόλυση. Ενώ η παρουσία 5’ ριβονουκλεοτιδίων (5’-GMP, 

5’-IMP) είναι επιθυμητή στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, καθώς διαθέτουν ικανότητα 

ενίσχυσης της γεύσης, οι ερευνητές παρατήρησαν ότι τα κύρια προϊόντα υδρόλυσης 

νουκλεϊκών οξέων ήταν δεοξυριβονουκλεοτίδια (υδρόλυση του DNA) και 3’-

ριβονουκλεοτίδια (υδρόλυση του RNA), τα οποία δεν συνεισφέρουν στην οργανοληπτική 

ποιότητα του εκχυλίσματος. 

1.4.6.3.2.6 Μέθοδοι βελτίωσης της αυτόλυσης 
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Η διεργασία παραγωγής εκχυλίσματος μαγιάς μέσω της αυτόλυσης μπορεί να υποστεί 

διάφορες τροποποιήσεις και βελτιώσεις που στοχεύουν στην αύξηση της απόδοσης 

εκχυλίσματος ή την επιτάχυνση της διεργασίας (Πίνακας 1.9). Οι τροποποιήσεις αυτές 

στηρίζονται συνήθως στην εφαρμογή κάποιου εξωγενούς επαγωγέα της αυτόλυσης, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, και μπορεί να περιλαμβάνουν κυτταρική διάρρηξη πριν την 

αυτόλυση, ή τη χρήση κάποιου εξωγενούς παράγοντα κατά τη διάρκεια της αυτόλυσης που 

υποβοηθά την υδρόλυση των κυτταρικών πρωτεϊνών ή βελτιώνει την απελευθέρωση των 

προϊόντων της. Σε κάθε περίπτωση, στον πυρήνα της διεργασίας παραμένει η 

εκμετάλλευση του αυτολυτικού μηχανισμού του κυττάρου.  

Η αυτόλυση μπορεί να επηρεαστεί θετικά με τη χρήση κάποιου πλασμολύτη. Οι 

πλασμολύτες είναι συστατικά που αυξάνουν την ωσμωτική πίεση του μέσου που 

περιβάλλει τα κύτταρα οδηγώντας σε απώλεια νερού και τελικά κυτταρική ρήξη (Breddam 

& Beenfeld, 1991). Τέτοια συστατικά είναι το χλωριούχο νάτριο, η σακχαρόζη, ο οξικός 

αιθυλεστέρας, το χλωροφόρμιο, η αιθανόλη και η ισοπροπανόλη (Breddam & Beenfeld, 

1991; Charpentier & Feuillat, 1993; Sugimoto, 1974; Reed & Nagodawithana, 1991). 

Κάποιοι πλασμολύτες όπως ο οξικός αιθυλεστέρας, το χλωροφόρμιο και η αιθανόλη 

εμφανίζουν υψηλή διαλυτότητα στην πλασματική μεμβράνη και την καθιστούν διαπερατή. 

Η χρήση ενός πλασμολύτη για την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς περιορίζεται από τη 

ασφάλειά του. Οι οργανικοί διαλύτες (οξικός αιθυλεστέρας, αιθανόλη και παλαιότερα 

χλωροφόρμιο) εξατμίζονται κατά την ξήρανση του εκχυλίσματος χωρίς να αφήνουν 

κατάλοιπα στο προϊόν. Η χρήση τους ωστόσο προϋποθέτει ότι το εκχύλισμα θα παραχθεί 

σε μορφή σκόνης. Άλλοι πλασμολύτες όπως είναι οι επιφανειοδραστικές ουσίες ή η 

διθειοθρεϊτόλη, παρόλο που είναι πολύ αποτελεσματικοί στην διαπερατοποίηση των 

κυττάρων, δεν μπορούν να απομακρυθνούν από το τελικό προϊόν και η παρουσία τους σε 

αυτό δεν είναι επιθυμητή (Arnnold, 1972; Vitolo et al., 2019; Ganeva et al., 2003). Οι δύο 

πιο κοινοί πλασμολύτες στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς είναι το χλωριούχο νάτριο 

και ο οξικός αιθυλεστέρας (Reed & Nagodawithana, 1991; Takalloo et al., 2020). Η 

παρουσία του NaCl κατά τη διάρκεια της αυτόλυσης εξασφαλίζει ικανοποιητική 

πλασμόλυση και παράλληλα παρεμποδίζει την επιμόλυνση από άλλους μικροοργανισμούς 

(Barrette et al., 1999). Παρόλα αυτά, η προσθήκη NaCl οδηγεί στην παραγωγή τελικού 

εκχυλίσματος με πολύ υψηλή περιεκτικότητα σε αλάτι, γεγονός που περιορίζει την 

εφαρμογή του σε συστήματα τροφίμων. 

Πίνακας 1.9: Σύνοψη βιβλιογραφικών αναφορών που χρησιμοποιούν κάποια μέθοδο για την 

βελτίωση της αυτόλυσης. 

Πρώτη ύλη Συνθήκες 

αυτόλυσης 

Κυτταρική 

προκατεργασία 

Αποτελέσματα Αναφορά 
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Αποπικρασμένη 

μαγιά 

ζυθοποιίας 

15-20% 

κυτ.στερεά 

50°C 

pH=5.0 

4-24 h 

5’-φωσφοδιεστεράση Αύξηση νουκλεοτιδίων 

στο τελικό προϊόν 

Sombutyanuchit 

et al., 2001 

Νωπή μαγιά 

αρτοποιίας 

15% κυττ. 

στερεά 

50°C 

pH=5.0 

24 h 

ΟΥΠ 

παπαΐνη 

Αύξηση ανάκτησης 

στερεών έως και 81% 

και ολικού αζώτου έως 

και 80% 

 

Verduyn et al., 

1999 

Μαγιά 

ζυθοποίας 

20% κυττ. 

στερεά 

50°C 

pH=6.0 

12 h 

Πρωτεάσες 

5’-φωσφοδιεστεράση 

Ανάκτηση στερεών 48-

53.1 

Αυξημένος βαθμός 

υδρόλυσης 

Αυξημένη συγκέντρωση 

σε 5’-GMP (3.7%) 

Chae et al., 

2001 

Μαγιά 

ζυθοποίας 

2.5% κυττ. 

στερεά 

25°C 

pH=6.0-9.0 

30-60 min 

Μηχανική διάρρηξη 

(σφαιρόμυλος) 

Ζυμολάση 

(γλυκανάση) 

Λυσοζύμη  

 

Απελευθέρωση 90% 

ολικού αζώτου σε μόλις 

90 min 

 

Knorr et al., 

1979 

Ξηρή μαγιά 

αρτοποιίας 

50% κυττ. 

στερεά 

52°C 

pH=5.2-6.0 

72 h 

Παπαΐνη (πρωτεάση) 

Ζυμολάση 

(γλυκανάση) 

Ανάκτηση στερεών έως 

και 62% 

Πρωτεΐνη 56.4 mg/mL 

Vukasinovic-

Milic et al., 

2007 

Αποπικρασμένη 

μαγιά 

ζυθοποιίας 

15% κυττ. 

στερεά 

45-60°C 

pH=6.0 

8-72 h 

καμία Βέλτιστη θερμοκρασία 

αυτόλυσης 50°C για 24 h 

3.9% α-αμινικό άζωτο 

48.7% πρωτεΐνες 

Tanguler & 

Erten, 2008 

Tanguler & 

Erten, 2009 

Ξηρή μαγιά 

αρτοποιίας 

15% κυττ. 

στερεά 

55°C 

pH=5.5 

48 h 

Πλασμόλυση με οξικό 

αιθυλεστέρα 1.5% 

Alcalase (πρωτεάση) 

Ανάκτηση στερεών 35-

52% 

Έως και 48% κ.β. 

πρωτεΐνες 

Takalloo et al., 

2020 
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Νωπή μαγιά 

αρτοποιίας 

6-8% κυττ. 

στερεά 

40-55°C 

pH=5.5 

1-24 h 

Σφαιρόμυλος 

 

Απελευθέρωση 

πρωτεολυτικής 

ενεργότητας κατά την 

αυτόλυση 

Τριπλασιασμός 

συγκέντρωσης α-

αμινικού αζώτου  

Behalova & 

Beran, 1979 

Behalova & 

Beran, 1986 

Νωπή μαγιά 

αρτοποιίας 

18% κυττ. 

στερεά 

48°C  

pH=5.2 

24 h 

Πλασμόλυση με οξικό 

αιθυλεστέρα 1.5% 

Πληθώρα πρωτεασών, 

και γλυκανασών 

Ανάκτηση α-αμινικού 

αζώτου έως και 65 mg/g 

ξ.β. (38 mg/g ξ.β. χωρίς 

επεξεργασία 

Conway et al., 

2001 

Μαγιά 

ζυθοποιίας 

7% κυττ. 

στερεά 

50°C 

pH=5.5 

24 h 

Σφαιρόμυλος 

Υπέρηχοι 

NaCl 86 mM 

Οξικός αιθυλεστέρας 

51 mM 

Αυτόλυση απαραίτητη 

για την παραγωγή 

αμινοξέων 

50% αύξηση 

γλουταμινικού οξέος 

στην αυτόλυση 

Jacob et al., 

2019 

 

Οι μηχανικές μέθοδοι κυτταρικής διάρρηξης που έχουν μελετηθεί για τη βελτίωση της 

αυτόλυσης είναι η άλεση σε σφαιρόμυλο, η χρήση υπερήχων και η ομογενοποίηση υψηλής 

πίεσης (Knorr et al., 1979; Jacob et al., 2019; Verduyn et al., 1999). Όλες οι διεργασίες 

κυτταρικής διάρρηξης συνεισφέρουν στην ακαριαία απελευθέρωση των κενοτοπικών 

πρωτεασών αλλά και στην αύξηση της διαπερατότητας των κυττάρων. Οι δύο αυτοί 

παράγοντες οδηγούν σε σημαντική επιτάχυνση της διεργασίας της αυτόλυσης καθώς α) η 

υδρόλυση ξεκινά αμέσως μετά τη διάρρηξη β) τα προϊόντα της υδρόλυσης δεν 

περιορίζονται στο εσωτερικό του κυττάρου αλλά απελευθερώνονται αμέσως μόλις 

παραχθούν (Behalova & Beran, 1979). Αν και οι μηχανικές μέθοδοι κυτταρικής διάρρηξης 

επιφέρουν σημαντικά πλεονεκτήματα στην αυτόλυση, η παραγωγή κυτταρικών 

θραυσμάτων δυσχεραίνει τον διαχωρισμό του διαλυτού εκχυλίσματος από το στερεό 

υπόλειμμα και οδηγεί στην παραγωγή εκχυλισμάτων με αυξημένη θολότητα, γεγονός που 

δεν είναι πάντοτε επιθυμητό (Verduyn et al., 1999; Jacob et al., 2019; Breddam & Beenfeld, 

1991). Τέλος, πολύ αποτελεσματική έχει βρεθεί η χρήση εξωγενών λυτικών ενζύμων κατά 

την αυτόλυση. Ένζυμα όπως πρωτεάσες και γλυκανάσες συνεισφέρουν στην υδρόλυση 

του κυτταρικού τοιχώματος του μικροοργανισμού, οδηγώντας σε ταχύτερη απελευθέρωση 

του ενδοκυτταρικού περιεχομένου. Σε αρκετές περιπτώσεις, ειδικά στην περίπτωση 

χρήσης πρωτεολυτικών ενζύμων, ενισχύεται η παραγωγή ελεύθερων αμινοξέων, 

συνεισφέροντας έτσι θετικά στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος (Conway 

et al., 2001; Vukasinovic-Milic et al., 2007; Takalloo et al., 2020; Knorr et al., 1979).  
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1.4.6.3.2.7 Σημασία της αυτόλυσης στην οινοποιία και τη ζυθοποιία 

Αν και η αυτόλυση ενθαρρύνεται σε διεργασίες παραγωγής κυτταρικών προϊόντων από τον 

S. cerevisiae, είναι ένα φαινόμενο συνήθως ανεπιθύμητο τόσο στην παραγωγή μαγιάς 

αρτοποιΐας όσο και στις διεργασίες της οινοποίησης και ζυθοποίησης. Στην πρώτη 

περίπτωση, η αυτόλυση της πεπιεσμένης, νωπής μαγιάς αρτοποιίας οδηγεί σε απώλεια 

της διογκωτικής ικανότητας (Vosti & Joslyn, 1954). Σε ορισμένες περιπτώσεις στην 

οινοποιία, η αυτόλυση παίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του αρώματος ορισμένων 

οίνων. Όταν μετά την οινοποίηση η παλαίωση του οίνου πραγματοποιείται παρουσία της 

οινολάσπης (αγγλ. aging on lees, γαλλ. sur lie), το άρωμα του οίνου μεταβάλλεται καθώς 

παράγονται λιγότερες πτητικές ουσίες με φρουτώδες άρωμα ενώ αυξάνεται η παραγωγή 

αλκοολών μεγάλου μοριακού βάρους και πτητικών λιπαρών οξέων. 

Σε αντίθεση με την ταχεία αυτόλυση που παρατηρείται στην παραγωγή του εκχυλίσματος 

μαγιάς, η αυτόλυση που αφορά την παλαίωση του οίνου είναι μία πολύ αργή διεργασία. Οι 

χαμηλές θερμοκρασίες που εφαρμόζονται κατά την παλαίωση οδηγούν σε μειωμένο ρυθμό 

κυτταρικού θανάτου και πρωτεολυτικής ενεργότητας. Ως εκ τούτου η παλαίωση μπορεί να 

διαρκέσει από 9 μήνες έως και 3 έτη για ορισμένους αφρώδεις οίνους (Charpentier & 

Feuillat,1993; Alexandre et al., 2006; White, 2002). Η αυτόλυση των κυττάρων ζύμης που 

βρίσκονται στην οινολάσπη οδηγεί σε απελευθέρωση αμινοξέων, λιπαρών οξέων, 

πρωτεϊνών, μαννοπρωτεϊνών και πεπτιδίων. Οι ουσίες αυτές αποτελούν πρόδρομες 

ενώσεις για το σχηματισμό ενώσεων που επηρεάζουν τα ποιοτικά χαρακτηριστικά του 

οίνου. Τα ελεύθερα αμινοξέα υφίστανται αντιδράσεις αποκαρβοξυλίωσης η απαμίνωσης 

προς σχηματισμό αρωματικών λακτονών. Τα πεπτίδια που απελευθερώνονται μπορεί να 

ενισχύσουν την πικρή ή την γλυκειά γεύση αλλά και να σταθεροποιήσουν τον σχηματισμό 

αφρού ενώ τα φωσφολιπίδια που προέρχονται από τη διάσπαση της πλασματικής 

μεμβράνης αποτελούν πρόδρομες ενώσεις για τον σχηματισμό πτητικών εστέρων. Τέλος, 

έχει βρεθεί ότι οι μαννοπρωτεΐνες που απελευθερώνονται από την υδρόλυση του 

κυτταρικού τοιχώματος έχουν επιφανειοδραστικές ιδιότητες και συνεισφέρουν στο «σώμα» 

του οίνου ενώ παράλληλα συμβάλλουν στην παρεμπόδιση της καταβύθισης κρυστάλλων 

τρυγικού οξέος.  
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2 Μη θερμικές διεργασίες κυτταρικής 

διάρρηξης 

2.1 Εισαγωγή 

Ένας από τους κυριότερους στόχους της βιομηχανίας τροφίμων είναι η παραγωγή 

ασφαλών και ποιοτικών προϊόντων με αυξημένη διατηρησιμότητα. Παραδοσιακά, η αύξηση 

της διατηρησιμότητας των τροφίμων πραγματοποιείται με τη χρήση θερμικών διεργασιών 

όπως είναι το ζεμάτισμα, η παστερίωση και η αποστείρωση. Ο στόχος των διεργασιών 

αυτών είναι να απενεργοποιήσουν αλλοιογόνους ή παθογόνους μικροοργανισμούς αλλά 

και ένζυμα ώστε να αυξηθεί η διατηρησιμότητα των τροφίμων. Καθώς η έκθεση των 

τροφίμων σε υψηλές θερμοκρασίες μπορεί να επηρεάσει αρνητικά τα ποιοτικά 

χαρακτηριστικά τους (χρώμα, γεύση, άρωμα, θρεπτική αξία), στόχο της έρευνας εδώ και 

αρκετές δεκαετίες έχει αποτελέσει η ανάπτυξη νέων διεργασιών επεξεργασίας που 

στηρίζονται σε κάποια άλλη φυσική αρχή πέραν της επίδρασης των υψηλών 

θερμοκρασιών. Οι διεργασίες αυτές ποικίλλουν ως προς τον βαθμό υιοθέτησής τους από 

τη βιομηχανία τροφίμων, με αρκετές να εφαρμόζονται ήδη στη βιομηχανία και άλλες να 

βρίσκονται ακόμη σε ερευνητικό στάδιο (Katsaros et al., 2015). Πέραν από την εφαρμογή 

των μη θερμικών διεργασιών για την απενεργοποίηση μικροοργανισμών και ενζύμων, 

αρκετές από αυτές έχουν τη δυνατότητα να εφαρμοστούν για την αύξηση της 

εκχυλισιμότητας ενδοκυτταρικών συστατικών από φυτικούς ιστούς ή μικροβιακά κύτταρα. 

Η εφαρμογή των διεργασιών αυτών ως προεπεξεργασίες πριν από στάδια συμβατικής 

εκχύλισης επιτρέπει την αύξηση της απόδοσης στην παραλαβή των εκχυλιζόμενων 

συστατικών, την επιτάχυνση της εκχύλισης, την μείωση κατανάλωσης ενέργειας και του 

όγκου απαιτούμενων διαλυτών οδηγώντας σε μείωση του κόστους επεξεργασίας και 

αύξησης της φιλικότητας των διεργασιών προς το περιβάλλον (Zia et al. 2020). Σε αρκετές 

περιπτώσεις, οι διεργασίες αυτές πλεονεκτούν έναντι των συμβατικών διεργασιών 

εκχύλισης στο ότι επιτρέπουν την επιλεκτική παραλαβή συστατικών από τα κύτταρα, 

καθιστώντας τον μετέπειτα διαχωρισμό και τον καθαρισμό των παραλαμβανόμενων 

συστατικών ευχερέστερο (Buchmann & Mathys, 2019). Μεταξύ των μη θερμικών 

διεργασιών που εφαρμόζονται στη βιομηχανία είναι οι διεργασίες των Παλμικών 

Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής 

Πίεσης (ΟΥΠ). Αυτές ανήκουν στις καινοτόμες, μη θερμικές διεργασίες οι οποίες αν και 
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εφαρμόζονται ήδη στη βιομηχανία τροφίμων, η εφαρμογή τους ως προεπεξεργασίες στην 

εκχύλιση ενδοκυτταρικών συστατικών αποτελεί τομέα στον οποίο η έρευνα συνεχίζεται 

ενεργά.  

2.2 Η διεργασία των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ) 

Τα Παλμικά Ηλεκτρικά Πεδία (ΠΗΠ) είναι μία από τις ανερχόμενες, καινοτόμες διεργασίες 

μη θερμικής επεξεργασίας τροφίμων. Στηρίζεται στην έκθεση του τροφίμου σε ηλεκτρικό 

πεδίο υψηλής έντασης (0.5-40 kV/cm) η ένταση του οποίου μεταβάλλεται με τη μορφή 

παλμών διάρκειας της τάξης των µs έως ms. Το ηλεκτρικό πεδίο σχηματίζεται ανάμεσα σε 

δύο αντίθετα φορτισμένα ηλεκτρόδια προκαλώντας αύξηση της διαπερατότητας κυττάρων 

που βρίσκονται μέσα σε αυτό. Το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί τόσο στην 

απενεργοποίηση μικροοργανισμών αλλά και στην αύξηση της μεταφοράς μάζας από τα 

κύτταρα (Barbosa-Canovas & Rodríguez, 2002). 

2.2.1 Αρχή λειτουργίας των ΠΗΠ: ηλεκτροδιάτρηση 

Η επίδραση των ΠΗΠ στα κύτταρα στηρίζεται στον σχηματισμό πόρων στην πλασματική 

τους μεμβράνη. Όταν ένα κύτταρο φέρεται σε εξωγενές ηλεκτρικό πεδίο, σχηματίζεται 

ανάμεσα στον ενδοκυτταρικό και εξωκυτταρικό χώρο ένα διαμεμβρανικό δυναμικό. Η 

ένταση του δυναμικού περιγράφεται από την Εξίσωση 2.1, η οποία προκύπτει από την 

επίλυση των εξισώσεων του Maxwell σε σφαιρικές συντεταγμένες (Knorr & Angersbach, 

1998; Weaver & Chizmadzhev, 1996): 

𝑣𝑡𝑚 = 1.5 ∙ 𝐸 ∙ 𝑟 ∙ 𝑐𝑜𝑠𝜃 2.1 

όπου 𝑣𝑡𝑚 το διαμεμβρανικό δυναμικό, 𝐸 η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, 𝑟 η μέση ακτίνα 

του κυττάρου και 𝜃 η γωνία που σχηματίζει η μεγαλύτερη διάσταση του κυττάρου με τη 

φορά του ηλεκτρικού πεδίου.  Σύμφωνα με την παραπάνω εξίσωση, η ένταση του 

διαμεμβρανικού δυναμικού εξαρτάται από το μέγεθος των κυττάρων, από την ένταση του 

ηλεκτρικού πεδίου αλλά και από την ευθυγράμμιση των κυττάρων στο ηλεκτρικό πεδίο. 

Εάν η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου ξεπεράσει μία κρίσιμη τιμή 𝐸𝑐 , επιτυγχάνεται μία 

κρίσιμη τιμή διαμεμβρανικού δυναμικού (συνήθως 0.2-1 V για τα περισσότερα κύτταρα) η 

οποία οδηγεί σε δημιουργία πόρων στην πλασματική μεμβράνη του κυττάρου. Οι πόροι 

αυτοί σχηματίζονται καθώς τα αντίθετα φορτισμένα ιόντα στο εσωτερικό του κυττάρου 

συσσωρεύονται στα δύο άκρα του και διαπερνούν τη μεμβράνη (Coster, 2009). Το 

φαινόμενο αυτό καλείται ηλεκτροδιάτρηση (electroporation) και μπορεί να βρει πληθώρα 

εφαρμογών στην επεξεργασία κυτταρικών υλικών. Όταν η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου 

δεν είναι κατά πολύ μεγαλύτερη από την κρίσιμη τιμή, η ηλεκτροδιάτρηση είναι 

αντιστρεπτή· οι πόροι δηλαδή ξανακλείνουν με την παύση της επιβολής του ηλεκτρικού 
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πεδίου και η λειτουργικότητα της κυτταρικής μεμβράνης αποκαθίσταται. Αντιθέτως, όταν η 

τιμή της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου υπερβαίνει κατά πολύ την κρίσιμη τιμή, 

παρατηρείται μη αντιστρεπτή ηλεκτροδιάτρηση και οι πόροι δεν ξανακλείνουν με την 

πάροδο του χρόνου. Στην περίπτωση αυτή παρατηρείται κυτταρικός θάνατος, καθώς η 

κυτταρική μεμβράνη χάνει τις ιδιότητές της και η ιοντική ομοιόσταση του κυττάρου 

διαταράσσεται (Battipaglia et al., 2009). Η μη αντιστρεπτή ηλεκτροδιάτρηση συνοδεύεται 

επίσης από απώλεια ενδοκυτταρικού περιεχομένου προς το εξωτερικό περιβάλλον, καθώς 

ο σχηματισμός των πόρων αυξάνει την κυτταρική διαπερατότητα. 

Η αναστρεψιμότητα της ηλεκτροδιάτρησης χρησιμοποιείται ευρέως σε βιοτεχνολογικές 

εφαρμογές όπου η βιωσιμότητα των κυττάρων είναι καίριας σημασίας. Τέτοιες τεχνικές που 

χρησιμοποιούν την ηλεκτροδιάτρηση είναι η εισαγωγή πλασμιδίων και πρωτεϊνών σε 

μικροοργανισμούς, η συγκόλληση κυττάρων, η ενεργοποίηση μεμβρανικών μεταφορέων 

και η αποτελεσματικότερη εισαγωγή αντικαρκινικών ουσιών σε καρκινικά κύτταρα (Sersa 

et al., 1998; Weaver & Chizmadzhev, 1996). Πέρα από τις εφαρμογές αυτές, οι οποίες 

χρησιμοποιούνται σε εργαστηριακή κλίμακα εδώ και αρκετά χρόνια, η μη αντιστρεπτή 

ηλεκτροδιάτρηση έχει τη δυνατότητα να απενεργοποιήσει παθογόνους και αλλοιογόνους 

μικροοργανισμούς των τροφίμων αλλά και να αυξήσει την κυτταρική διαπερατότητα με 

στόχο την αύξηση της εκχυλισιμότητας ενδοκυτταρικών συστατικών. Ως εκ τούτου, τα 

τελευταία χρόνια, το ενδιαφέρον για την διεργασία των ΠΗΠ ολοένα και αυξάνεται.  

2.2.2 Μέθοδοι ποσοτικοποίησης της κυτταρικής διάρρηξης 

Η κυτταρική διάρρηξη που προκαλείται στα κύτταρα μέσω της ηλεκτροδιάτρησης είναι 

άμεσα ή έμμεσα μετρήσιμη. Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση και την 

ποσοτικοποίηση της ηλεκτροδιάτρησης στηρίζονται στις φυσικοχημικές μεταβολές που 

υφίστανται τα κύτταρα μετά την ηλεκτροδιάτρηση. 

2.2.2.1 Τεχνικές οπτικής μικροσκοπίας 

Ο πιο άμεσος τρόπος ανίχνευσης της ηλεκτροδιάτρησης είναι η μικροσκοπία. Παρόλο που 

οι πόροι που δημιουργούνται στην επιφάνεια των κυττάρων δεν είναι ορατοί με το οπτικό 

μικροσκόπιο, είναι δυνατή η χρώση των διαπερατοποιημένων κυττάρων με κάποια 

χρωστική. Τέτοιες ουσίες όπως η φλουορεσκίνη και το ιωδίδιο του προπιδίου εισέρχονται 

στα κύτταρα που έχουν υποστεί ηλεκτροδιάτρηση σε βαθμό ανάλογο με την έκτασή της και 

μπορούν να οπτικοποιηθούν με μικροσκόπιο φθορισμού (Unal et al., 2002; Frey et al., 

2006; Roth et al., 2013; Deng et al., 2003; Luengo et al., 2014). Η χρώση των κυττάρων 

επιτρέπει την απαρίθμησή τους και τον υπολογισμό του ποσοστού της ηλεκτροδιάτρησης. 

Παρόλο που με αυτές τις μεθόδους είναι δυνατή η άμεση παρατήρηση της επίδρασης της 

επεξεργασίας στα κύτταρα, ο ακριβής προσδιορισμός της έκτασης της ηλεκτροδιάτρησης 
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δεν είναι πάντοτε δυνατός. Εκτός από τη χρήση χρωστικών, η παρατήρηση μη 

κεχρωσμένων κυττάρων στο οπτικό μικροσκόπιο μπορεί αρκετές φορές να αποκαλύψει 

μορφολογικές αλλοιώσεις που έμμεσα προκαλούνται από την ηλεκτροδιάτρηση. Οι Fincan 

et al., (2002) παρατήρησαν την διαπλάτυνση των κυττάρων φλοιού κρεμμυδιού στο οπτικό 

μικροσκόπιο, μετά από επεξεργασία με ΠΗΠ. Επίσης παρατηρήθηκε η διαφορετική 

επίδραση της επεξεργασίας σε κύτταρα από διαφορετικά μέρη του ιστού. Αντίστοιχα 

αποτελέσματα ελήφθησαν από τους Longinova et al. (2011) για την επεξεργασία ιστού 

παντζαριού. Τα επεξεργασμένα κύτταρα εμφάνισαν απώλεια χρωστικής και εμφανώς 

διαρρηγμένα κενοτόπια. Οι Chalermchat et al. (2005) διαπίστωσαν ότι η μορφολογία των 

κυττάρων σε ιστό μήλου επηρεάζεται από το ηλεκτρικό πεδίο ανάλογα με το σχήμα των 

κυττάρων, με τα σφαιρικά κύτταρα να επηρεάζονται λιγότερο σε σχέση με τα επιμήκη.  

2.2.2.2 Ηλεκτρονιακή μικροσκοπία 

Η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης (SEM) και η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία διέλευσης 

(TEM) εφαρμόζεται ευρέως για την λεπτομερή παρατήρηση της επίδρασης της 

ηλεκτροδιάτρησης στα κύτταρα. Σε μία από τις πιο παλιές αλλά σημαντικές μελέτες, οι 

Chang & Reese (1990) κατάφεραν να καταγράψουν τη δημιουργία πόρων στην επιφάνεια 

ερυθροκυττάρων χρησιμοποιώντας SEM με ταχεία κατάψυξη. Οι πόροι δημιουργήθηκαν 

κατά την εφαρμογή του ηλεκτρικού πεδίου και έφθασαν σε μέγεθος τα 20-120 nm ενώ 20 

min μετά το πέρας της επεξεργασίας είχαν χαθεί. Παρόμοιες παρατηρήσεις έγιναν και από 

τους Lee et al (2012), οι οποίοι κατέγραψαν οπτικά την μη αντιστρεπτή ηλεκτροδιάτρηση 

σε ηπατικά κύτταρα. Μικροσκοπικές παρατηρήσεις έχουν πραγματοποιηθεί και σε κύτταρα 

S. cerevisiae όπου διαπιστώθηκε η επίδραση του ηλεκτρικού πεδίου στην αλλοίωση της 

μορφολογίας του κυτταρικού τοιχώματος και η εμφάνιση πόρων και σχισμών αλλά και η 

κατάρρευση των ενδοκυτταρικών οργανιδίων σε υψηλή ένταση ηλεκτρικού πεδίου 

(Harrison et al., 1997; Marx et al., 2011). Οι τεχνικές ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας είναι 

πολύτιμες για την διαλεύκανση των μηχανισμών της ηλεκτροδιάτρησης, αλλά δεν 

προσφέρονται για τον ταχύ και μη καταστρεπτικό προσδιορισμό της, καθώς απαιτούν 

εξειδικευμένη προετοιμασία δείγματος και εξοπλισμό με υψηλό λειτουργικό κόστος. 

2.2.2.3 Ηλεκτρικά χαρακτηριστικά 

Ο προσδιορισμός της ηλεκτροδιάτρησης με βάση τα ηλεκτρικά χαρακτηριστικά των 

κυττάρων χρησιμοποιείται πολύ συχνά. Αρκετές τεχνικές έχουν αναπτυχθεί για τη μέτρηση 

της μιγαδικής αντίστασης (impedance) τόσο κυτταρικών αιωρημάτων όσο και ιστών 

(Pliquett, 2010; Angersbach et al., 1999). Τα ανέπαφα κύτταρα, όταν εκτεθούν σε ηλεκτρικό 

πεδίο, λόγω της κυτταρικής τους μεμρβάνης, συμπεριφέρονται ως πυκνωτές. Το κυτταρικό 

περίβλημα μονώνει ηλεκτρικά το εσωτερικό από το εξωτερικό του κυττάρου, οδηγώντας σε 

αυτή τη συμπεριφορά. Μία φυσική συνέπεια αυτής της ηλεκτρικής συμπεριφοράς είναι η 
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διαφορετική αντίσταση που εμφανίζουν τα κύτταρα σε ηλεκτρικό ρεύμα χαμηλής 

συχνότητας και σε ηλεκτρικό ρεύμα υψηλής συχνότητας. Στις χαμηλές συχνότητες, οι 

πυκνωτές (και άρα και τα κύτταρα) εμφανίζουν υψηλή αντίσταση ενώ αύξηση της 

συχνότητας οδηγεί σε μείωση της αντίστασης, καθώς οι πυκνωτές μπορούν να 

διαβιβάσουν τις υψηλές συχνότητες του ρεύματος. Όταν τα κύτταρα διαρραγούν, οι τιμές 

της αντίστασης στις χαμηλές και στις υψηλές συχνότητες εξισώνονται, καθώς τα κύτταρα 

είναι πλέον αγώγιμα και η αντίσταση που εμφανίζουν είναι καθαρά ωμική. Η διαφορά των 

τιμών της αντίστασης στις χαμηλές και υψηλές συχνότητες αποτελεί την βάση της μεθόδου 

χαμηλών-υψηλών συχνοτήτων για τον προσδιορισμό της ηλεκτροδιάτρησης (Grimnes & 

Martinsen, 1999; Angersbach et al., 1999; Angersbach et al., 2002). Η μέθοδος αυτή 

χρησιμοποιείται συνήθως για τον προσδιορισμό της ηλετροδιάτρησης σε φυτικούς και 

ζωικούς ιστούς.  

Για τον προσδιορισμό της ηλεκτροδιάτρησης σε κυτταρικά αιωρήματα, η μέθοδος είναι 

αρκετά απλούστερη. Καθώς τα κύτταρα υφίστανται ηλεκτροδιάτρηση, παρατηρείται 

απώλεια αγώγιμου ενδοκυτταρικού περιεχομένου προς το μέσο που περιβάλλει τα 

κύτταρα. Η απώλεια αυτή είναι μετρήσιμη μέσω της αύξησης της ηλεκτρικής αγωγιμότητας 

του κυτταρικού αιωρήματος. Συγκεκριμένα ορίζεται ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης, με 

βάση την ακόλουθη σχέση (Shynkaryk et al., 2009; Vorobiev & Lebovka, 2006): 

𝑍 =
𝜎 − 𝜎𝑖

𝜎𝑑 − 𝜎𝑖
 2.2 

όπου σ η ηλεκτρική αγωγιμότητα του κυτταρικού αιωρήματος, 𝜎𝑖 η ηλεκτρική αγωγιμότητα 

του αιωρήματος που δεν έχει υποστεί καμία επεξεργασία και 𝜎𝑑 η ηλεκτρική αγωγιμότητα 

του αιωρήματος με πλήρως διαρρηγμένα κύτταρα. Ο δείκτης Ζ λαμβάνει τιμές από 0 έως 

1 με την τιμή 0 να αντιπροσωπεύει τα ανεπεξέργαστα κύτταρα και την τιμή 1 τα πλήρως 

διαρρηγμένα. Ο προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης απαιτεί τον 

προσδιορισμό της τιμής 𝜎𝑑 . Ο προσδιορισμός της τιμής αυτής πραγματοποιείται με 

μέτρηση της αγωγιμότητας για μία πολύ έντονη συνθήκη επεξεργασίας όπου αύξηση της 

έντασης της επεξεργασίας δεν οδηγεί σε περαιτέρω αύξηση της αγωγιμότητας. 

Εναλλακτικά, η τιμή αυτή μπορεί να προσδιοριστεί με μηχανική καταστροφή των κυττάρων 

(σφαιρόμυλος, ομογενοποιητής) ή εναλλακτικά με την διεξαγωγή αλλεπάλληλων κύκλων 

κατάψυξης απόψυξης (Angersbach et al., 1999; Lebovka et al., Wang et al., 2020). Ο 

προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης αποτελεί μία εύχρηστη και αξιόπιστη 

μέθοδο, που δεν απαιτεί εξειδικευμένο εξοπλισμό. 
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2.2.2.4 Απώλεια ενδοκυτταρικών συστατικών 

Καθώς η ηλεκτροδιάτρηση προκαλεί απώλεια ενδοκυτταρικού περιεχομένου, ο βαθμός 

ηλεκτροδιάτρησης μπορεί να προσδιοριστεί έμμεσα με τον προσδιορισμό της απώλειας 

συστατικών από τα κύτταρα. Συχνά προσδιορίζεται η απώλεια ενώσεων που απορροφούν 

στο υπεριώδες όπως είναι οι πρωτεΐνες, τα νουκλεϊκά οξέα και το ATP. Κατάλληες μέθοδοι 

για την απώλεια πρωτεϊνών επίσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν (μέθοδος Lowry, 

μέθοδος Bradford). Ωστόσο, ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης τέτοιων ουσιών δεν δίνει 

πληροφορίες για το ποσοστό των κυττάρων που έχουν υποστεί ηλεκτροδιάτρηση (Grahl et 

al., 1996; Simpson et al., 1999; Aronsson et al., 2005). Κάποιες μελέτες έχουν στηρίξει τον 

έμμεσο προσδιορισμό της ηλεκτροδιάτρησης στη μέτρηση του φαινόμενου συντελεστή 

διάχυσης για την διάχυση ενδοκυτταρικών συστατικών ή ενδοκυτταρικού νερού (Lebovka 

et al., 2007; Loginova 2010; Lebovka et al., 2006). Η μέθοδος αυτή είναι έμμεση και δίνει 

μόνον μία εκτίμηση της κυτταρικής διάρρηξης. 

2.2.3 Εξοπλισμός των ΠΗΠ 

2.2.3.1 Βασική διάταξη 

Τα βασικά μέρη ενός συστήματος ΠΗΠ συνοψίζονται στο ηλεκτρικό κύκλωμα του 

παρακάτω σχήματος (Σχήμα 2.1). Το σύστημα απαρτίζεται από μία γεννήτρια υψηλής 

τάσης, μία συστοιχία πυκνωτών, έναν διακόπτη υψηλής τάσης και έναν θάλαμο 

επεξεργασίας. Η γεννήτρια υψηλής τάσης είναι υπεύθυνη για την μετατροπή της ηλεκτρικής 

ενέργειας του δικτύου σε συνεχή, υψηλή τάση. Οι πυκνωτές αποθηκεύουν την ηλεκτρική 

ενέργεια η οποία στη συνέχεια, με τη χρήση του διακόπτη, απελευθερώνεται στους 

ακροδέκτες του θαλάμου επεξεργασίας. Ανάλογα με τη διάταξη των ηλεκτροδίων που 

βρίσκονται σε επαφή με το τρόφιμο αλλά και με τα ηλεκτροχημικά χαρακτηριστικά του 

τροφίμου, με το κλείσιμο του διακόπτη σχηματίζεται εντός του θαλάμου ηλεκτρικό πεδίο. Η 

συστοιχία πυκνωτών εκφορτίζεται, και στη συνέχεια ο διακόπτης ανοίγει και η συστοιχία 

φορτίζεται εκ νέου για τη δημιουργία του επόμενου παλμού. Πέραν από τα βασικά 

ηλεκτρικά μέρη του συστήματος, συνήθως χρησιμοποιείται παλμογράφος για την 

παρακολούθηση των παλμών που εφαρμόζονται στον θάλαμο επεξεργασίας.  
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Σχήμα 2.1: Σχηματική αναπαράσταση των βασικών μερών ενός συστήματος ΠΗΠ α) γεννήτρια 

υψηλής τάσης β) συστοιχία πυκνωτών γ) διακόπτης δ) θάλαμος επεξεργασίας. 

Πιο σύγχρονες διατάξεις παραγωγής παλμών ηλεκτρικού πεδίου χρησιμοποιούν έναν 

συνδυασμό μετασχηματιστών, πηνίων και κρυσταλλοτριόδων (transistor) ώστε να 

επιτύχουν πιο ομοιόμορφα χαρακτηριστικά παλμών (σταθερό σχήμα, ρυθμιζόμενη 

διάρκεια) αλλά και διακόπτες στερεάς κατάστασης (solid state switches) ώστε να επιτύχουν 

υψηλή συχνότητα παλμών (Kempkes et al., 2014). 

2.2.3.2 Θάλαμοι επεξεργασίας ΠΗΠ 

Ο θάλαμος επεξεργασίας του συστήματος ΠΗΠ είναι το σημείο στο οποίο το τρόφιμο προς 

επεξεργασία έρχεται σε επαφή με το ηλεκτρικό πεδίο. Ο θάλαμος επεξεργασίας διασφαλίζει 

την παραμονή του τροφίμου εντός του πεδίου για την απαιτούμενη διάρκεια της 

επεξεργασίας. Επίσης, η γεωμετρία του θαλάμου καθορίζει την ομοιογένεια του ηλεκτρικού 

πεδίου και τη χωρητικότητά του. Ο απλούστερος σχεδιασμός θαλάμου επεξεργασίας είναι 

αυτός των παράλληλων πλακών (Σχήμα 2.2α). Στη διάταξη αυτή, τα ηλεκτρόδια του 

θαλάμου έχουν ορθογώνιο σχήμα και τοποθετούνται παράλληλα σε σταθερή απόσταση. Ο 

χώρος ενδιάμεσα στις παράλληλες πλάκες πληρώνεται με το τρόφιμο προς επεξεργασία. 

Τα γεωμετρικά χαρακτηριστικά των πλακών καθορίζουν τόσο την ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου που σχηματίζεται (ανάλογα με την εφαρμοζόμενη τάση στα ηλεκτρόδια) όσο και τη 

συνολική ηλεκτρική αντίσταση του θαλάμου μέσα στο ηλεκτρικό κύκλωμα του συστήματος. 

Καθώς τα ηλεκτρόδια είναι παράλληλα, το ηλεκτρικό πεδίο που σχηματίζεται είναι 

ομοιογενές και η έντασή του καθορίζεται από την απόσταση των ηλεκτροδίων και την 

εφαρμοζόμενη τάση. Αυτό αποτελεί και το βασικότερο πλεονέκτημα του θαλάμου αυτού 

(Pataro et al., 2011).  

Για επεξεργασίες συνεχούς έργου με μεγάλες ογκομετρικές παροχές χρησιμοποιούνται 

κυλινδρικές διατάξεις ηλεκτροδίων. Στη συγγραμική διάταξη ηλεκτροδίων, ο θάλαμος 

επεξεργασίας έχε τη μορφή σωλήνα, και τα ηλεκτρόδια βρίσκονται τοποθετημένα σε μορφή 

δακτυλίων, το ένα δίπλα στο άλλο, χωρισμένα με μονωτικό υλικό (Σχήμα 2.2γ). Το 

ηλεκτρικό πεδίο σχηματίζεται στον ενδιάμεσο χώρο μεταξύ των ηλεκτροδίων. Η διάταξη 
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αυτή επιτρέπει την επεξεργασία υγρών τροφίμων τα οποία μπορούν να αντληθούν με 

σταθερή ογκομετρική παροχή μέσα από τον θάλαμο. Τέλος, στην ομοαξονική διαμόρφωση 

ηλεκτροδίων, τα δύο ηλεκτρόδια σχηματίζουν ομόκεντρους κυλίνδρους με το ηλεκτρικό 

πεδίο να σχηματίζεται στον χώρο ανάμεσα στις δύο κυλινδρικές επιφάνειες (Σχήμα 2.2β). 

Και στις δύο αυτές διατάξεις ηλεκτροδίων το ηλεκτρικό πεδίο δεν είναι ομοιογενές και ο 

χρόνος επεξεργασίας εξαρτάται από το μήκος τους και από την ογκομετρική παροχή του 

επεξεργαζόμενου υγρού. Πολύ συχνά, όταν απαιτείται υψηλή ογκομετρική παροχή σε 

συνδυασμό με υψηλό χρόνο επεξεργασίας, πολλαπλοί θάλαμοι επεξεργασίας 

συνδυάζονται σε συστοιχία ώστε να εξασφαλίσουν επαρκή επεξεργασία. Καθώς σε υψηλό 

χρόνο παραμονής του υγρού στο ηλεκτρόδιο παρατηρείται αύξηση της θερμοκρασίας του 

λόγω ωμικής θέρμανσης, ανάμεσα στα ηλεκτρόδια της συστοιχίας τοποθετείται σύστημα 

ψύξης (Toepfl et al., 2014).  

Τα υλικά κατασκευής των θαλάμων επεξεργασίας είναι τέτοια ώστε να είναι ασφαλή για 

επεξεργασία τροφίμων, να επιδέχονται διεργασίες χημικού καθαρισμού και αποστείρωσης, 

να μην υφίστανται ηλεκτροχημικές αλλοιώσεις κατά την επεξεργασία και να εμφανίζουν 

ηλεκτρικά χαρακτηριστικά που να τα καθιστούν κατάλληλα για εφαρμογές υψηλών τάσεων. 

Για το λόγο αυτό τα ηλεκτρόδια είναι συνήθως κατασκευασμένα από ανοξείδωτο χάλυβα, 

τιτάνιο ή άνθρακα, ενώ οι μονωτές κατασκευάζονται από κεραμικά υλικά ή τεφλόν (Raso 

et al., 2016). Καθώς ο θάλαμος επεξεργασίας διαρέεται από ηλεκτρικό ρεύμα κατά την 

επεξεργασία, ηλεκτροχημικά φαινόμενα στην επιφάνεια των ηλεκτροδίων είναι 

αναπόφευκτα. Η αποφυγή τέτοιων φαινομένων επιτυγχάνεται με την εφαρμογή διπολικών 

παλμών με όσο το δυνατόν μικρότερο εύρος (Morren et al., 2003; Pataro et al., 2015). 

 

Σχήμα 2.2: Θάλαμοι επεξεργασίας ΠΗΠ α) παράλληλες πλάκες β) ομοαξονικά ηλεκτρόδια γ) 

συγγραμικά ηλεκτρόδια (Puértolas et al., 2012). 
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2.2.4 Παράμετροι της διεργασίας 

Η αποτελεσματικότητα της διεργασίας των ΠΗΠ επηρεάζεται σημαντικά από μία πληθώρα 

παραμέτρων που αφορούν τόσο τα ηλεκτρικά χαρακτηριστικά της επεξεργασίας (ένταση 

ηλεκτρικού πεδίου, χαρακτηριστικά παλμού, συχνότητα παλμών) όσο και από τα 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του επεξεργαζόμενου τροφίμου (ηλεκτρική αγωγιμότητα, 

θερμοκρασία, μέγεθος και φύση των κυττάρων). 

2.2.4.1 Ένταση του ηλεκτρικού πεδίου 

Η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου είναι ίσως η πιο σημαντική παράμετρος της διεργασίας 

των ΠΗΠ. Όπως συζητήθηκε στην παραπάνω, η αποτελεσματικότητα της 

ηλεκτροδιάτρησης εξαρτάται άμεσα από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου που 

εφαρμόζεται στα κύτταρα. Σε όρους επεξεργασίας ΠΗΠ, χαμηλές εντάσεις ηλεκτρικού 

πεδίου θεωρούνται εντάσεις 0.5-5 kV/cm ενώ υψηλές θεωρούνται εντάσεις 5-40 kV/cm. Η 

ένταση του ηλεκτρικού πεδίο επηρεάζει άμεσα την έκταση της ηλεκτροδιάτρησης, καθώς 

όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η επίτευξη μιας κρίσιμης τιμής διαμεμβρανικού δυναμικού 

εξαρτάται άμεσα από την ένταση του επιβαλλόμενου πεδίου. H η κρίσιμη τιμή ηλεκτρικού 

πεδίου για την επίτευξη ηλεκτροδιάτρησης βρίσκεται στο εύρος 0.05-0.5 kV/cm και 

εξαρτάται από την ακριβή φυσιολογία και το μέγεθος των κυττάρων (Asavasanti et al., 

2010). Κατά κύριο λόγο, αύξηση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου συνεπάγεται και 

αύξηση της έκτασης της ηλεκτροδιάτρησης της κυτταρικής μεμβράνης. Υψηλή ένταση 

ηλεκτρικού πεδίου (25-40 kV/cm) έχει βρεθεί ότι επηρεάζει έντονα τα ενδοκυτταρικά 

οργανίδια όπως είναι  τα ριβοσώματα και τα κενοτόπια (Harrison et al., 1997; Sack et al., 

2010). 

Η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου που σχηματίζεται ανάμεσα σε δύο παράλληλες πλάκες 

δίνεται από την παρακάτω σχέση: 

𝛦 =
𝑉

𝑑
 2.3 

όπου 𝛦 η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, 𝑉 η τάση που εφαρμόζεται στις πλάκες και 𝑑 η 

απόσταση των πλακών. Όταν τα ηλεκτρόδια είναι παράλληλες πλάκες, το ηλεκτρικό πεδίο 

που σχηματίζεται είναι ομοιογενές άρα και η ηλεκτροδιάτρηση σε όλο τον θάλαμο 

επεξεργασίας. Για άλλες διατάξεις θαλάμων επεξεργασίας, όπως είναι τα συγγραμικά και 

τα ομοαξονικά ηλεκτρόδια η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου δεν είναι ομοιογενής και θα 

πρέπει να εκτιμηθεί με υπολογιστικές μεθόδους για την εξασφάλιση επαρκούς 

επεξεργασίας (Qiu et al., 1998; Fiala et al., 2001; Meneses et al., 2011). 

2.2.4.1.1 Χαρακτηριστικά του παλμού και χρόνος επεξεργασίας 
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Ως παλμός νοείται ένα ηλεκτρικό σήμα το οποίο χαρακτηρίζεται από απότομη, σχεδόν 

ακαριαία αύξηση ενός μεγέθους σε μία μέγιστη τιμή η οποία στη συνέχεια είτε διατηρείται 

για ένα χρονικό διάστημα είτε φθίνει με την πάροδο του χρόνου σε μία τελική τιμή. Όταν η 

μέγιστη τιμή διατηρείται για ένα συγκεκριμένο χρονικό διάστημα μετά το πέρας του οποίου 

φθίνει ακαριαία, τότε ο παλμός χαρακτηρίζεται ως ορθογώνιος και το χρονικό αυτό 

διάστημα καλείται εύρος του παλμού. Όταν η μείωση πραγματοποιείται με εκθετική μορφή 

τότε ο παλμός χαρακτηρίζεται ως εκθετικός και το εύρος του υπολογίζεται από τη χρονική 

διάρκεια που απαιτείται ώστε η τιμή του μετρούμενου μεγέθους να φθάσει στο 37% της 

μέγιστης. Στην περίπτωση των ΠΗΠ η τάση εφαρμόζεται σε ορθογώνιους ή εκθετικούς 

παλμούς με αποτέλεσμα η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου να ακολουθεί την ίδια χρονική 

συμπεριφορά (Σχήμα 2.3). Σημαντικό πλεονέκτημα των ορθογώνιων παλμών είναι το 

σαφώς καθορισμένο εύρος τους το οποίο συνήθως κυμαίνεται από μερικά μs έως και ms. 

Εντούτοις, η παραγωγή ορθογώνιων παλμών απαιτεί πιο σύνθετο ηλεκτρολογικό 

εξοπλισμό σε σχέση με την παραγωγή εκθετικών παλμών.  

 

Σχήμα 2.3: Οι δύο κυριότερες μορφές ηλεκτρικού παλμού που χρησιμοποιούνται στα ΠΗΠ: εκθετικός 

παλμός (δεξιά) και ορθογώνιος παλμός (αριστερά) (Puertolas et al., 2014). 

Σε μία επεξεργασία με ΠΗΠ ως χρόνος επεξεργασίας ορίζεται το γινόμενο του εύρους του 

κάθε παλμού επί τον αριθμό των παλμών που προσφέρονται στο δείγμα, σύμφωνα με τη 

σχέση: 

𝑡𝑃𝐸𝐹 = 𝑛𝑝 ∙ 𝜏  2.4 

όπου 𝑡𝑃𝐸𝐹 ο χρόνος επεξεργασίας με ΠΗΠ, 𝜏 το εύρος του παλμού και 𝑛𝑝 ο αριθμός των 

εφαρμοζόμενων παλμών. Σε γενικές γραμμές, αύξηση του χρόνου επεξεργασίας 

συνεπάγεται τόσο αύξηση της καταναλισκόμενης ηλεκτρικής ενέργειας όσο και αύξηση της 

έκτασης της ηλεκτροδιάτρησης (Toepfl et al., 2006). Ωστόσο, η ακριβής επίδραση του 

σχήματος και του εύρους του παλμού στην ηλεκτροδιάτρηση είναι αμφιλεγόμενη. Κάποιες 

μελέτες αναφέρουν ότι μεγαλύτερο εύρος παλμού οδηγεί σε αποτελεσματικότερη 
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μικροβιακή απενεργοποίηση (Wouters et al., 1999; Aronsson, 2001), ωστόσο άλλες 

διαπίστωσαν ότι η αποτελεσματικότητα της μικροβιακής απενεργοποίησης είναι 

ανεξάρτητη από το εύρος ή τη συχνότητα των παλμών εφόσον αποφευχθεί η ωμική 

θέρμανση (Álvarez et al., 2000; Sampedro et al., 2007; Sweeney et al., 2016). 

2.2.4.1.2 Πολικότητα του παλμού 

Η πολικότητα του παλμού αναφέρεται στο πρόσημο που εμφανίζει η τάση σε καθένα από 

τα δύο ηλεκτρόδια. Όταν σε κάθε παλμό ο θετικός και ο αρνητικός πόλος δεν μεταβάλλονται 

γίνεται λόγος για μονοπολικούς παλμούς. Αντιθέτως, όταν η πολικότητα των ηλεκτροδίων 

αντιστρέφεται σε κάθε παλμό, γίνεται λόγος για διπολικούς παλμούς. Έχει βρεθεί πως η 

πολικότητα των παλμών επηρεάζει τη μικροβιακή απενεργοποίηση, με τους διπολικούς 

παλμούς να είναι πιο αποτελεσματικοί σε σχέση με τους μονοπολικούς, γεγονός που 

αποδόθηκε στην ευθυγράμμιση των μικροοργανισμών στη διεύθυνση του πεδίου 

(Sweeney et al., 2016; Beveridge et al., 2005). Επίσης, η χρήση διπολικών παλμών 

προστατεύει τα ηλεκτρόδια της διάταξης από την ηλεκτροχημική διάβρωση και από την 

απόθεση στερεών από το επεξεργαζόμενο τρόφιμο (Beveridge et al., 2005; Wouters et al., 

1997). 

2.2.4.2 Συχνότητα παλμών 

Ένα επιπλέον χαρακτηριστικό των παλμών είναι η περιοδικότητα. Η συχνότητα των 

παλμών καθορίζει τον αριθμό των παλμών που εφαρμόζονται στη μονάδα του χρόνου. Για 

επεξεργασία διαλείποντος έργου, η συχνότητα καθορίζει τον ρυθμό με τον οποίο η 

ηλεκτρική ενέργεια απελευθερώνεται στον θάλαμο επεξεργασίας και την συνολική διάρκεια 

της επεξεργασίας. Ως εκ τούτου, όσο η συχνότητα αυξάνεται και απομακρύνεται από τη 

χρονική κλίμακα των φαινομένων μεταφοράς θερμότητας μέσα στον θάλαμο επεξεργασίας, 

παρατηρείται αύξηση της θερμοκρασίας του τροφίμου. Ως προς την αποτελεσματικότητα 

της διεργασίας, η συχνότητα των παλμών δεν επηρεάζει την ηλεκτροδιάτρηση καθώς ο 

συνολικός αριθμός των παλμών που δέχεται το τρόφιμο παραμένει σταθερός (Hülsheger 

et al., 1981; Álvarez et al., 2000) 

Η συχνότητα των παλμών παίζει καθοριστικό ρόλο στην αποτελεσματικότητα της 

επεξεργασίας συνεχούς έργου. Για μία ογκομετρική παροχή τροφίμου 𝑄 η οποία διέρχεται 

από έναν θάλαμο επεξεργασίας με όγκο 𝑉𝑐 , ο χρόνος παραμονής στο ηλεκτρικό πεδίο 

δίνεται από τη σχέση: 
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𝑡𝑟 =
𝑉𝑐

𝑄
  2.5 

Ο αριθμός των παλμών που δέχεται ο όγκος του τροφίμου που βρίσκεται εντός του 

ηλεκτρικού πεδίου κατά τη διάρκεια του χρόνου παραμονής εξαρτάται από τη συχνότητα 

μέσω της σχέσης: 

𝑛𝑝 = 𝑓 ∙ 𝑡𝑟 2.6 

όπου 𝑓 η συχνότητα των παλμών. Επομένως, ο αριθμός των παλμών που δέχεται το 

τρόφιμο μπορεί να αυξηθεί είτε μειώνοντας την ογκομετρική παροχή, είτε αυξάνοντας τη 

συχνότητα των παλμών. Αύξηση του αριθμού παλμών που δέχεται ένας σταθερός όγκος 

τροφίμου οδηγεί σε αναλογικά μεγαλύτερη αύξηση της θερμοκρασίας του.  

2.2.4.3 Ειδική ενέργεια 

Η ειδική ενέργεια εκφράζει την ενέργεια που προσφέρεται στο τρόφιμο κατά την 

επεξεργασία με ΠΗΠ αλλά και τη συνολική ενέργεια που καταναλώνεται. Η ειδική ενέργεια 

υπολογίζεται από την παρακάτω εξίσωση: 

𝑊 =
1

𝑚
∫ 𝑉(𝑡) ∙ 𝐼(𝑡)𝑑𝑡 2.7 

όπου 𝑊 η ειδική ενέργεια, 𝑚 η μάζα του τροφίμου που βρίσκεται μέσα στο ηλεκτρικό πεδίο 

και 𝑉(𝑡) και 𝐼(𝑡) η εξάρτηση της εφαρμοζόμενης τάσης και του ρεύματος αντίστοιχα, κατά 

τη διάρκεια ενός παλμού (Raso et al., 2016). Αν το σχήμα του παλμού είναι γνωστό και 

μετράται κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας με τη χρήση παλμογράφου, οι χρονικές 

συναρτήσεις 𝑉(𝑡) και 𝐼(𝑡) προσδιορίζονται πειραματικά. Για ορθογώνιο παλμό, η Εξίσωση 

2.7 απλοποιείται στην παρακάτω μορφή: 

𝑊 =
𝑉 ∙ 𝐼 ∙ 𝜏 ∙ 𝑛𝑝

𝑚
=

𝜎 ∙ 𝛦2 ∙ 𝜏 ∙ 𝑛𝑝

𝜌
 2.8 

όπου 𝑉  η τάση που εφαρμόζεται στα ηλεκτρόδια του θαλάμου επεξεργασίας κατά τη 

διάρκεια του παλμού, 𝛪  η ένταση του ρεύματος που διέρχεται από τον θάλαμο 

επεξεργασίας κατά τη διάρκεια του παλμού, 𝛦 η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, 𝜎 η ειδική 

αγωγιμότητα του τροφίμου, 𝜌 η πυκνότητα του τροφίμου, 𝜏 το εύρος του παλμού και 𝑛𝑝 o 

αριθμός των παλμών που δέχεται το τρόφιμο. Η ειδική ενέργεια χρησιμοποιείται συχνά για 

τη σύγκριση της διεργασίας των ΠΗΠ με άλλες διεργασίες αλλά και αδρομερώς για να 

ορίσει ένα εύρος στο οποίο τα ΠΗΠ χρησιμοποιούνται για διάφορες εφαρμογές. Γενικά, 

αναφέρεται ότι η εφαρμογή των ΠΗΠ για αύξηση της εκχυλισιμότητας από φυτικά κύτταρα 

και ιστούς λαμβάνει χώρα μεταξύ 1 και 10 kJ/kg ενώ η μικροβιακή απενεργοποίηση με ΠΗΠ 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

75 
 

απαιτεί 100-150 kJ/kg (Toepfl et al., 2014; Toepfl, 2006) Το εύρος αυτό είναι φυσική 

απόρροια του γεγονότος ότι τα φυτικά κύτταρα υφίστανται ηλεκτροδιάτρηση σε 

χαμηλότερες εντάσεις ηλεκτρικού πεδίου σε σχέση με τα μικροβιακά κύτταρα, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω. 

2.2.4.4 Θερμοκρασία επεξεργασίας και ωμική θέρμανση 

Η θερμοκρασία της επεξεργασίας των ΠΗΠ αποτελεί σημαντική παράμετρο κατά την 

επεξεργασία. Η θερμοκρασία έχει βρεθεί ότι δρα συνεργιστικά με το ηλεκτρικό πεδίο καθώς 

σε υψηλότερες θερμοκρασίες οι κυτταρικές μεμβράνες εμφανίζουν αυξημένη ρευστότητα 

και άρα είναι πιο ευπαθείς στην ηλεκτροδιάτρηση. Για το λόγο αυτό πολύ συχνά πριν την 

επεξεργασία χρησιμοποιείται προθέρμανση 30-55°C (Stanley & Parkin, 1991; Zhang et al., 

1995). Η αποτελεσματικότητα της ηλεκτροδιάτρησης με προθέρμανση παρατηρείται τόσο 

για μικροβιακά όσο και για φυτικά κύτταρα (Lebovka et al., 2004). 

Καθώς το τρόφιμο στον θάλαμο επεξεργασίας συμπεριφέρεται ηλεκτρικά ως αντιστάτης, η 

διέλευση ηλεκτρικού ρεύματος διαμέσου του τροφίμου κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας 

οδηγεί σε ωμική θέρμανση. Αν υποτεθεί αδιαβατικός θάλαμος επεξεργασίας, η θεωρητικά 

αναμενόμενη αύξηση της θερμοκρασίας του θαλάμου μετά την επεξεργασία μπορεί να 

εκτιμηθεί από την προσφερόμενη ειδική ενέργεια μέσω της παρακάτω σχέσης:  

𝛥𝛵 =
𝑊

𝐶𝑝
 2.9 

όπου ΔΤ η αύξηση της θερμοκρασίας, W η ειδική ενέργεια και 𝐶𝑝  η ειδική 

θερμοχωρητικότητα του υλικού που βρίσκεται μέσα στον θάλαμο επεξεργασίας. 

2.2.4.5 Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του μέσου επεξεργασίας 

Εκτός από τις παραμέτρους της διεργασίας, η αποτελεσματικότητα της ηλεκτροδιάτρησης 

των κυττάρων εξαρτάται από το μέσο στο οποίο βρίσκονται τα κύτταρα. Παράμετροι όπως 

η ηλεκτρική αγωγιμότητα, το pH, η ιοντική ισχύς αλλά και η συγκέντρωση σε άλλες ενώσεις 

μπορούν να επηρεάσουν την αποτελεσματικότητα της επεξεργασίας. Η ηλεκτρική 

αγωγιμότητα του επεξεργαζόμενου τροφίμου εξαρτάται από τη χημική του σύσταση και τη 

θερμοκρασία του. Αύξηση της ηλεκτρικής αγωγιμότητας μπορεί να οδηγήσει σε μείωση της 

αντίστασης του θαλάμου επεξεργασίας και άρα και μείωση της έντασης του ηλεκτρικού 

πεδίου. Κατά τα άλλα, έχει βρεθεί ότι η ηλεκτρική αγωγιμότητα δεν επηρεάζει με κάποιον 

άλλο μηχανισμό τη μικροβιακή απενεργοποίηση (Álvarez et al., 2003a; Álvarez et al., 

2003b). To pH του μέσου επεξεργασίας έχει βρεθεί ότι επηρεάζει τη μικροβιακή 

απενεργοποίηση ανάλογα με τη φύση του μικροοργανισμού (Saldaña et al., 2010). Γενικά 

οι θετικοί κατά Gram μικροοργανισμοί είναι πιο ανθεκτικοί στην ηλεκτροδιάτρηση σε 
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ουδέτερο pH απ’ ότι σε όξινο pH, ενώ οι αρνητικοί κατά Gram μικροοργανισμοί εμφανίζουν 

την αντίθετη συμπεριφορά (Álvarez et al., 2006). Η παρουσία άλλων ουσιών όπως λιπίδια, 

σάκχαρα και πρωτεΐνες είναι δύσκολο να εκτιμηθεί, καθώς οι συνθήκες επεξεργασίας 

μεταξύ μελετών διαφέρουν σημαντικά.  

2.2.5 Εφαρμογή των ΠΗΠ για τη βελτίωση μεταφοράς μάζας  

Μία από τις προεκτάσεις που έχει η ηλεκτροδιάτρηση είναι η απώλεια ενδοκυτταρικού 

περιεχομένου. Σε φυτικά αλλά και μικροβιακά κύτταρα η απώλεια αυτή μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να αυξήσει την εκχυλισιμότητα ενδοκυτταρικών συστατικών, 

αυξάνοντας τις αποδόσεις εκχύλισης. Τα συστατικά αυτά μπορεί να είναι ουσίες με υψηλή 

προστιθέμενη αξία, όπως χρωστικές, βιταμίνες, πρωτεΐνες και φαινολικές ενώσεις ή απλώς 

ενδοκυτταρικό νερό. Η ενισχυμένη απώλεια ενδοκυτταρικού νερού εξαιτίας της 

ηλεκτροδιάτρησης μπορεί να ενισχύσει διεργασίες αφυδάτωσης όπως είναι η ξήρανση και 

η ωσμωτική αφυδάτωση. Το ενδιαφέρον της βιομηχανίας να επιταχύνει τις διεργασίες 

μεταφοράς μάζας βασίζεται στην αύξηση της παραγωγικότητας, τη μείωση του 

λειτουργικού κόστους αλλά και διατηρήσει την ποιότητα των επεξεργαζόμενων τροφίμων, 

ελαχιστοποιώντας την έκθεσή τους σε συνθήκες που την υποβαθμίζουν. Σε αρκετές 

περιπτώσεις, θερμικές ή μηχανικές προκατεργασίες εφαρμόζονται με στόχο την αύξηση 

της κυτταρικής διαπερατότητας. Οι διεργασίες αυτές έχουν ωστόσο αυξημένο λειτουργικό 

κόστος και οδηγούν στην απώλεια χρήσιμων συστατικών (Toepfl et al., 2006; Puertolas et 

al., 2014). 

2.2.5.1 Εφαρμογή σε φυτικούς ιστούς 

Η εφαρμογή των ΠΗΠ ως προκατεργασία σε φυτικούς ιστούς για τη βελτίωση μεταφοράς 

μάζας έχει μελετηθεί διεξοδικά (Πίνακας 2.1). Αρκετές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί που 

εστιάζουν στην αύξηση της απόδοσης χυμού από ιστούς φρούτων. Η ηλεκτροδιάτρηση 

επιδρά διπλά στην εφαρμογή αυτή. Η αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας οδηγεί σε 

αυξημένη εκροή εδοκυτταρικού περιεχομένου. Επίσης, ηλεκτροδιάτρηση των κενοτοπίων 

αυξάνει την απόδοση χυμού. Η αυξημένη κυτταρική διαπερατότητα επίσης οδηγεί σε 

απώλεια σπαργής των φυτικών κυττάρων, με αποτέλεσμα η σκληρότητά τους να μειώνεται 

και η έκθλιψή τους για την εξαγωγή χυμού να καθίσταται πιο αποτελεσματική. Παρόμοια 

είναι τα αποτελέσματα στην παραλαβή ελαίων από ελαιούχους σπόρους. 

Πίνακας 2.1: Εφαρμογές των ΠΗΠ για την αύξηση της εκχυλισιμότητας συστατικών από φυτικά 

κύτταρα. 

Εφαρμογή  Φυτικός ιστός Προϊόν Αναφορές 

Εξαγωγή χυμού Παντζάρι Χυμός Bouzara et al., 2000 
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Μήλο Χυμός Grimi et al. 2011 

Schilling et al., 2007 

Bazhal et al., 2001 

Brito et al., 2012 

Blueberry Χυμός Pataro et al., 2017 

Bobinaite et al., 2015 

Τομάτα Χυμός Andreou et al., 2020 

Εσπεριδοειδή Χυμός El Kantar et al., 2018 

Σταφύλια Χυμός Paraporscic et al., 2007 

Φραγκόσυκο Χυμός Moussa-Ayoub et al, 

2016 

Σακχαρότευτλο Χυμός 

Σακχαρόζη 

Jemai et al., 2003 

Loginova et al., 2011b 

Eshtiaghi & Knorr, 2002 

Εξαγωγή ελαίου Ελαιοκράμβη Έλαιο Guderjan et al., 2007 

Ελιά/ Ελαιοπυρήνας Έλαιο/φαινολικά 

συστατικά 

Abenoza et al., 2013 

Puértolas et al., 2015 

Roselló-Soto et al., 

2015 

Andreou et al., 2017 

Συστατικά από φυτικά 

παραπροϊόντα 

Ελιά/ Ελαιοπυρήνας Φαινολικές ενώσεις Roselló-Soto et al., 

2015 

Βύνη ζυθοποιίας Φαινολικές ενώσεις Martín-García et al., 

2020 

Παραπροϊόντα τομάτας Καροτενοειδή 

Φαινολικές ενώσεις 

Andreou et al., 2020 

Luengo et al., 2014 

Φλοιοί πορτοκαλιού Φαινολικές ενώσεις Luengo et al., 2013 

Πολτός φραγκόσυκου Φαινολικές ενώσεις 

χρωστικές 

Koubaa et al, 2016 

Φλοιοί πατάτας Αλκαλοειδή Hossain et al., 2015 

Εκχύλιση συστατικών 

κατά την οινοποίηση 

Κόκκινα σταφύλια Φαινολικές ενώσεις 

Ανθοκυάνες 

López et al., 2008 

El Darra et al., 2016 

Delsart et al., 2012 

Ilona et al., 2018 

Puértolas et al., 2009 

 

Διεργασίες αφυδάτωσης Πατάτα Ενδοκυτταρικό νερό Lebovka et al., 2007 

Liu et al., 2007 
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(ξήρανση με αέρα, 

ξήρανση με κατάψυξη) 

Liu et al., 2020 

Arevalo et al., 2004 

Wu et al., 2014 

 Παντζάρι Ενδοκυτταρικό νερό 

(ξήρανση με αέρα) 

Shynkaryk et al., 2008 

 Μήλο Ενδοκυτταρικό νερό Wiktor et al., 2013 

 Καρότο 
Ενδοκυτταρικό νερό 

Wiktor et al., 2016 

Gachovska et al., 2009 

 Πιπεριά Ενδοκυτταρικό νερό 

(ωσμωτική αφυδάτωση) 

Ade-Omowaye et al., 

2003 

 Φράουλα Ενδοκυτταρικό νερό Tylewicz et al., 2017 

 Γκότζι μπέρι 
Ενδοκυτταρικό νερό 

Dermesonlouoglou et 

al., 2018 

 Ακτινίδιο Ενδοκυτταρικό νερό Dermesonlouoglou et 

al., 2016 
  

Η αύξηση της ζήτησης σε φυτικά συστατικά υψηλής προστιθέμενης αξίας αλλά και η ανάγκη 

για εκμετάλλευση των φυτικών παραπροϊόντων έχει τοποθετήσει τα ΠΗΠ στο προσκήνιο. 

Πολύ συχνά, παραπροϊόντα από την επεξεργασία φρούτων και λαχανικών γίνονται 

ζωοτροφές ή απορρίπτονται ενώ είναι πλούσιες πηγές για την παραλαβή βιοδραστικών 

συστατικών. Τα ΠΗΠ δίνουν τη δυνατότητα αύξησης της εκχυλισιμότητας των συστατικών 

αυτών, συνεισφέροντας στην αποδοτικότερη εκμετάλλευσή τους (Puértolas et al., 2014). 

Εξέχουσα θέση κατέχουν επίσης τα ΠΗΠ ως προεπεξεργασία πριν από διεργασίες 

αφυδάτωσης. Η ηλεκτροδιάτρηση αυξάνει την εκροή του ενδοκυτταρικού νερού, 

αυξάνοντας τον φαινόμενο συντελεστή διάχυσης και οδηγώντας σε επιτάχυνση διεργασιών 

ξήρανσης ή ωσμωτικής αφυδάτωσης. Αυτό επιτρέπει την μείωση του χρόνου ή της 

θερμοκρασίας ξήρανσης, ελαχιστοποιώντας έτσι την έκθεση των τροφίμων σε υψηλές 

χρονοθερμοκρασιακές συνθήκες και την αλλοίωση ποιοτικών χαρακτηριστικών όπως το 

χρώμα και η θρεπτική αξία (Kumar et al., 2016). Τέλος, μία καινοτόμος εφαρμογή των ΠΗΠ 

έχει αναπτυχθεί για την επιτάχυνση της οινοποίησης. Προεπεξεργασία του μούστου με 

ΠΗΠ αυξάνει την εκχύλιση φαινολικών συστατικών, συνεισφέροντας στην επιτάχυνση της 

διεργασίας ωρίμανσης ερυθρών οίνων. 

2.2.5.2 Εφαρμογή για την παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών από μικροβιακά 

κύτταρα 

Τα μικροβιακά κύτταρα αποτελούν πλούσιες πηγές συστατικών που βρίσκουν εφαρμογή 

στα τρόφιμα. Η παραλαβή των ενδοκυτταρικών συστατικών απαιτεί την διαπερατοποίηση 

των κυττάρων η οποία γίνεται συνήθως με μεθόδους μηχανικής διάρρηξης όπως η άλεση 
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σε σφαιρόμυλο ή η ομογενοποίηση υψηλής πίεσης ή με τεχνικές θερμικής καταστροφής 

(Kula et al., 1987; Kilmek-Ochab et al., 2011; van Gaver et al., 1991). Η χρήση λυτικών 

ενζύμων επίσης βρίσκει εφαρμογή στην παραλαβή ενδοκυτταρικών προϊόντων (Salazar et 

al., 2007; Chisti et al., 1986). Οι τεχνικές αυτές, αν και αρκετά αποδοτικές, οδηγούν στην 

μη επιλεκτική απελευθέρωση των εκχυλιζόμενων συστατικών, δυσχεραίνοντας τον 

περαιτέρω διαχωρισμό τους και σε αρκετές από αυτές το λειτουργικό κόστος είναι υψηλό 

(Martínez et al., 2020). Η εφαρμογή των ΠΗΠ εμφανίζει σημαντικά πλεονεκτήματα στην 

παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών. Ανάλογα με την ένταση των συνθηκών 

επεξεργασίας, η έκταση της ηλεκτροδιάτρησης διαφέρει, δίνοντας τη δυνατότητα για 

επιλεκτική παραλαβή συστατικών με διαφορετικά μοριακά βάρη . Ίσως το σημαντικότερο 

πλεονέκτημα των ΠΗΠ σε σχέση με άλλες μεθόδους κυτταρικής διάρρηξης είναι η 

διατήρηση της κυτταρικής δομής. Επεξεργασία κυττάρων με ΠΗΠ ακόμη και σε έντονες 

συνθήκες δεν επιφέρει τον κατακερματισμό των κυττάρων, επιτρέποντας έτσι την 

παραλαβή των ενδοκυτταρικών συστατικών και την αποφυγή επιμόλυνσής τους με 

κυτταρικά θραύσματα (Toepfl et al., 2006; Martínez et al., 2020). 

Πίνακας 2.2 Εφαρμογές των ΠΗΠ για την αύξηση της εκχυλισιμότητας βιοδραστικών  συστατικών 

από μικροβιακά κύτταρα 

Μικροοργανισμός Προϊόν Βελτίωση Ένταση ηλ. 

πεδίου και ειδική 

ενέργεια 

Αναφορές 

Βακτήρια 

E. coli β-γλυκοζιδάση 26% ανάκτηση 10 kV/cm 

280 kJ/kg 

Ohshima et al., 

2000 

E. coli α-αμυλάση 89% ανάκτηση 10 kV/cm 

200 kJ/kg 

Ohshima et al., 

2000 

E. coli ένζυμο GADPH διπλασιασμός 

ανάκτησης σε 

σχέση με το 

ανεπεξέργαστο 

δείγμα 

7 kV/cm 

735 kJ/kg 

Coustets et al., 

2015 

Μικροφύκη 

Chlorella vulgaris λουτεΐνη 3.5-4.2 φορές 

αυξημένη 

συγκέντρωση σε 

σχέση με το 

ανεπεξέργαστο 

δείγμα 

17 kV/cm 

100 kJ/kg 

Luengo et al., 

2015 
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Chlorella C-φυκοκυακνίνη 100% ανάκτηση 

μετά από εκχύλιση 

για 6 h 

25 kV/cm 

93 kJ/kg 

Postma et al., 

2016 

Nannochloropsis πρωτεΐνες 

χρωστικές 

Αυξημένη 

παραλαβή 

πρωτεϊνών με 

υδατική εκχύλιση 

και χρωστικών με 

αιθανολική 

εκχλύλιση 

20 kV/cm 

96 kJ/kg 

Parniakov et al., 

2015 

Porphyridium 

cruentum 

β-φυκοερυθρίνη 100% ανάκτηση 

μετά από 24 h 

8 kV/cm 

15 kJ/kg 

Martínez et al., 

2019 

Auxenochlorella 

protothecoides 

Λιπίδια 6 φορές αυξημένη 

εκχύλιση σε σχέση 

με το 

ανεπεξέργαστο 

δείγμα 

16 kV/cm 

150 kJ/kg 

Eing et al., 2013 

Ζύμες 

Rhodotorula 

glutinis 

Καροτενοειδή 3 φορές αυξημένη 

εκχύλιση σε σχέση 

με το 

ανεπεξέργαστο 

δείγμα 

15 kV/cm 

67 kJ/kg 

Martínez et al., 

2014 

Phaffia rhodozyma Καροτενοειδή 2 φορές αυξημένη 

εκχύλιση σε σχέση 

με το 

ανεπεξέργαστο 

δείγμα παρουσία 

CaCl2 

30 kV/cm 

90 kJ/kg 

Kim et al., 1999 

Kluyveromyces 

lactis 

β-γαλακτοζιδάση 75-80 % ανάκτηση 

ενζυμικής 

ενεργότητας μετά 

από 8 h 

4-4.5 kV/cm 

10-30 kJ/kg 

Ganeva et al., 

2001 

 

Όπως φαίνεται στον παραπάνω πίνακα (Πίνακας 2.2), η διεργασία των ΠΗΠ έχει 

εφαρμοστεί σε πληθώρα μικροβιακών κυττάρων για την παραλαβή ενδοκυτταρικών 

συστατικών. Οι περισσότερες μελέτες αναφέρονται στην παραλαβή συστατικών από 

μικροφύκη τα οποία είναι πλούσιες πηγές για την παραλαβή χρωστικών ενώσεων και 

λιπιδίων. Εκτός από ενώσεις σχετικά χαμηλού μοριακού βάρους, τα ΠΗΠ έχουν 
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εφαρμοστεί και για την εκχύλιση πρωτεΐνης και ενζύμων. Τα ένζυμα που εκχυλίζονται 

διατηρούν την ενεργότητά τους, γεγονός που καθιστά τη διεργασία ιδιαίτερα ελκυστική. 

2.2.5.3 Εφαρμογή των ΠΗΠ στα κύτταρα του S. cerevisiae  

Από τους μελετηθέντες μικροοργανισμούς ως προς την εφαρμογή των ΠΗΠ δεν θα 

μπορούσε φυσικά να εξαιρεθεί ο S. cerevisiae. Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2.3) 

συνοψίζονται οι κυριότερες εργασίες που έχουν μελετήσει αυτή την εφαρμογή. Οι μελέτες 

που αφορούν τον S. cerevisiae έχουν επικεντρωθεί τόσο στην παραλαβή ενδοκυτταρικών 

συστατικών (μαννοπρωτεΐνες, ένζυμα) όσο και στην μελέτη των μορφολογικών 

τροποποιήσεων που προκαλούνται στα κύτταρα από το ηλεκτρικό πεδίο. Οι Harrison et al. 

(1997) και οι Ganeva et al., (2014) απέδειξαν με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία και μέτρηση 

της διαπερατότητας του κυτταρικού τοιχώματος του μικροοργανισμού ότι οι αλλοιώσεις που 

υφίσταται κατά την έκθεσή του στο ηλεκτρικό πεδίο υπερβαίνουν την απλή 

ηλεκτροδιάτρηση της κυτταρικής μεμβράνης. Αποδείχθηκε ότι η ηλεκτροδιάτρηση 

συμβαίνει τόσο σε επίπεδο κυτταρικού τοιχώματος αλλά και ενδοκυτταρικών οργανιδίων. 

Η αύξηση της διαπερατότητας του τοιχώματος αυξάνει το πορώδες του και την ευπάθειά 

του σε υδρολυτικά ένζυμα όπως πρωτεάσες και γλυκανάσες. Οι μελέτες που έχουν 

πραγματοποιηθεί στην επεξεργασία του S. cerevisiae για την αύξηση της εκχυλισιμότητας 

ενδοκυτταρικών συστατικών επικεντρώνονται στην παραλαβή ενζύμων (αλκοολική 

αφυδρογονάση, κινάσες, ιμβερτάση) (Ganeva et al., 2003; Marx et al., 2011; Ohshima et 

al., 1995), συνολικής πρωτεΐνης και τρεχαλόζης (Jin et al., 2011). Ορισμένοι ερευνητές 

απέδειξαν ότι με έλεγχο της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου μπορεί να πραγματοποιηθεί 

επιλεκτική εκχύλιση των εδοκυτταρικών πρωτεϊνών. Σε χαμηλές εντάσεις ηλεκτρικού 

πεδίου εκχυλίστηκε κυρίως ιμβερτάση, ένα ένζυμο που όπως αναφέρθηκε και νωρίτερα 

συναντάται στο περίπλασμα του μικροοργανισμου. Αντίθετα, σε υψηλότερες εντάσεις 

ηλεκτρικού πεδίου εκχυλίζεται η αλκοολική αφυδρογονάση, ένα ένζυμο που συναντάται στο 

κυτταρόπλασμα του κυττάρου και μάλιστα κοντά στον πυρήνα (Meglic, 2017). 

Βελτιστοποίηση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου επιτρέπει την παραλαβή μόνο 

περιπλασματικών συστατικών, ελαχιστοποιώντας την παραλαβή συστατικών του 

κυτταροπλάσματος (Liu et al., 2016; Liu et al., 2013). Οι Ganeva et al. (2015) απομόνωσαν 

επιλεκτικά ετερόλογα εκφρασμένη β-γαλακτοζιδάση συνδυάζοντας επεξεργασία ΠΗΠ με 

τη χρήση λυτικών ενζύμων. 

Πίνακας 2.3: Σύνοψη βιβλιογραφικών αναφορών που αφορούν την εφαρμογή των ΠΗΠ σε κύτταρα 

του S. cerevisiae. 

Υλικό Συνθήκες 

επεξεργασίας 

Στόχος Αποτελέσματα Αναφορά 
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Αιώρημα S. 

cerevisiae 

οινοποιίας 

109 CFU/mL  

25 kV/cm 

15 μονοπολικοί 

παλμοί 

3 μs 

0.5 Hz 

(56.25 kJ/kg) 

Απελευθέρωση 

μαννοπρωτεϊνών 

στον οίνο 

Διπλασιασμός 

μαννοπρωτεϊνών κατά την 

επώαση  

Martínez et 

al., 2019 

Martínez et 

al., 2018 

Martínez et 

al., 2016 

Αιωρήματα 

ξηρής μαγιάς 

αρτοποιίας 

2x108 CFU/ml 

 

3-15 kV/cm 

1-200 παλμοί 

10 µs 

0.01 Ηz 

Μελέτη της 

κυτταρικής 

διάρρηξης σε 

εντάσεις ηλ. 

πεδίου <7.5 

kV/cm 

Κυτταρική διάρρηξη ακόμη 

και σε χαμηλές εντάσεις ηλ. 

πεδίου 

Συσσωμάτωση και 

καταβύθιση των 

επεξεργασμένων κυττάρων 

El Zakhem et 

al., 2006a 

El. Zakhem et 

al., 2006b 

Αιωρήματα S. 

cerevisiae 

ATCC16664 

109 CFU/mL 

40 kV/cm 

64 παλμοί 

4 µs 

Μελέτη δομικών 

αλλοιώσεων και 

κυτταρικής 

απενεργοποίησης 

με SEM και TEM 

3 logCFU μείωση 

κυτταρικής βιωσιμότητας 

Απώλεια δομής 

ενδοκυτταρικών 

οργανιδίων 

Διάρρηξη ριβοσωμάτων και 

κενοτοπίου 

Διάρρηξη κυτταρικού 

τοιχώματος 

Harrison et 

al., 1997 

Αιωρήματα S. 

cerevisiae  

Actiflor F33 

8% κύτταρα 

0.02-2 kV/cm 

1-10000 παλμοί 

10 μs 

500 Ηz 

Μελέτη της 

διέγερσης των 

κυττάρων κατά τη 

ζύμωση 

Αύξηση βιωσιμότητας 

κυττάρων κατά τη ζύμωση 

Mattar et al., 

2014 

Αιωρήματα S. 

cerevisiae  

FY86 

5x108 – 

2.2x109 

CFU/ml 

 

2.7-4.3 kV/cm 

15 παλμοί 

2 ms 

6 Hz 

Παραλαβή 

ενδοκυτταρικών 

ενζύμων και 

πρωτεϊνών 

80-90% εκχύλιση 

ενζυμικής ενεργότητας 

κυτταροπλάσματος 

Διατήρηση δομής 

κενοτοπίου και άρα 

αποφυγή παρεμβολής 

πρωτεασών 

Ganeva & 

Galutzov, 

1999 

Ganeva et al., 

2003 

Αιωρήματα 

νωπής μαγιάς 

αρτοποιίας 

25-50 g 

κυττάρων/L 

2.5-4.5 kV/cm 

0.5-1.75 ms 

10-70 Hz 

Μελέτη της 

διαπερατότητας 

του κυττ. 

τοιχώματος 

Αύξηση διαπερατότητας 

τοιχώματος μετά την 

επεξεργασία 

Αύξηση ευαισθησίας 

κυττάρων σε λυτικά ένζυμα 

Ganeva et al., 

2014 
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Αιωρήματα 

νωπής μαγιάς 

αρτοποιίας 

12.5-85 g 

κυττάρων/L 

2.5- 5.5 kV/cm 

15-19 παλμοί 

0.5-0.8 ms 

7.5-82.3 Ηz 

Επιλεκτική 

παραλαβή 

ενδοκυτταρικών 

πρωτεϊνών 

απουσία 

νουκλεϊκών οξέων 

90% απελευθέρωση 

διαλυτών πρωτεϊνών μετά 

από επώαση σε pH 8-9 

4.5% νουκλεϊκά οξέα 

Ganeva et al., 

2020 

 

Αρκετοί ερευνητές παρατήρησαν ότι για την απελευθέρωση πρωτεϊνών από τον S. 

cerevisiae μετά την επεξεργασία με ΠΗΠ απαιτούνται αρκετές ώρες επώασης. Η ακριβής 

χρονική διάρκεια της επώασης εξαρτάται από το είδος του κυττάρου και τα χαρακτηριστικά 

της πρωτεΐνης (Ganeva et al., 2014; Suga & Hatakeyama, 2009). Τα χαρακτηριστικά του 

μέσου εκχύλισης παίζουν επίσης κρίσιμο ρόλο στην αποτελεσματικότητα της εκχύλισης. Οι 

Ganeva et al. (2020) πέτυχαν 90% εκχύλισης των συνολικών διαλυτών πρωτεϊνών του 

κυττάρου μόνο μετά από επώαση σε pH 8-9. Οι Suga & Hatakeyama (2009) παρατήρησαν 

ότι προσθήκη KCl ή NaCl στο μέσο εκχύλισης επιτάχυνε σημαντικά την απώλεια 

πρωτεϊνών. Η υποβολή των κυττάρων σε συνθήκες υψηλής ωσμωτικής πίεσης μετά την 

επεξεργασία με ΠΗΠ συνεισφέρει στην ενίσχυση της ηλεκτροδιάτρησης και αυξάνει 

σημαντικά την απελευθέρωση πρωτεϊνών. Οι Martínez et al (2008) βρήκαν ότι η 

συγκέντρωση των ενδοκυτταρικών συστατικών που απελευθερώνονται μετά την 

επεξεργασία με ΠΗΠ εξαρτάται από τις συνθήκες επώασης (pH, θερμοκρασία, 

συγκέντρωση αιθανόλης). Οι παράγοντες αυτοί  επηρεάζουν τη διαπερατότητα της 

κυτταρικής μεμβράνης μετά την ηλεκτροδιάτρηση και αυξάνουν την εκροή ενδοκυτταρικών 

συστατικών.  

2.2.5.4 Εφαρμογή των ΠΗΠ για την αυτόλυση του S. cerevisiae  

Ορισμένες μελέτες έχουν περιγράψει την επίδραση των ΠΗΠ στην αυτόλυση του S. 

cerevisiae. Ωστόσο οι μελέτες αυτές έχουν επικεντρωθεί στην αυτόλυση του 

μικροοργανισμού από τη σκοπιά του οινολογικού ενδιαφέροντος. Οι Martínez et al., (2016, 

2018) μελέτησαν ένα εύρος συνθηκών θερμοκρασίας (7-43°C), pH (3.5-7.0) και 

συγκέντρωσης αιθανόλης (6-25%) στην απελευθέρωση ενδοκυτταρικών συστατικών. Η 

έρευνα επικεντρώθηκε στην απελευθέρωση μαννοπρωτεϊνών που παρατηρείται κατά την 

αυτόλυση του S. cerevisiae στην παλαίωση οίνων με τις οινολάσπες. Οι βέλτιστες 

συνθήκες βρέθηκε να είναι οι 43°C και pH=7.0, συνθήκες που μάλλον προσομοιάζουν τις 

συνθήκες αυτόλυσης για την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς. Στις συνθήκες αυτές η 

απελευθέρωση πρωτεϊνών και μαννόζης ήταν μέγιστη. Αργότερα, ακολούθησαν έρευνες 

που εφάρμοσαν τα ΠΗΠ στις οινολάσπες για την παλαίωση οίνων (Martínez et al., 2019; 

Maza et al., 2020). Παρόλο που η εφαρμογή των ΠΗΠ έχει μελετηθεί διεξοδικά σε σχέση 
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με τον S. cerevisiae, δεν υπάρχουν αναφορές σχετικά με την εφαρμογή της διεργασίας 

πριν την αυτόλυση για παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς.  

2.3 Η διεργασία της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) 

Η διεργασία της Υπερυψηλής Πίεσης εφαρμόζεται στην βιομηχανία για την παραγωγή 

ασφαλών προϊόντων που διατηρούν τα ποιοτικά τους χαρακτηριστικά. Χάρη στην αρχή 

λειτουργίας της εκμεταλλευόμενη την αύξηση της πίεσης σε επίπεδα 100-1000 MPa, 

επιτρέπει την αποτελεσματική απενεργοποίηση μικροοργανισμών και ενζύμων με 

αποφυγή της αύξησης της θερμοκρασίας. Παρόλο που η διεργασία εφαρμόζεται ευρέως 

στη βιομηχανία τα τελευταία 30 χρόνια για τη μη θερμική παστερίωση, σε ερευνητικό 

επίπεδο υπάρχουν ακόμη εφαρμογές που δεν έχουν μελετηθεί εκτενώς. 

2.3.1 Αρχή λειτουργίας της ΥΠ 

Η επεξεργασία με ΥΠ περιλαμβάνει την αύξηση της υδροστατικής πίεσης σε επίπεδα 100-

1000 MPa για συγκεκριμένο χρόνο και θερμοκρασία (Leite et al., 2017; Blaszczak et al., 

2017). Η επεξεργασία μπορεί να εφαρμοστεί σε υγρά ή στερεά τρόφιμα τα οποία μπορεί 

να είναι και κατάλληλα συσκευασμένα. Συνοπτικά, η επεξεργασία πραγματοποιείται ε την 

τοποθέτηση του προϊόντος σε έναν θάλαμο επεξεργασίας. Ο θάλαμος πληρώνεται με ένα 

μέσο μεταφοράς πίεσης (συνήθως νερό) και σφραγίζεται. Στη συνέχεια, η υδροστατική 

πίεση του θαλάμου αυξάνεται και διατηρείται στο επιθυμητό επίπεδο για συγκεκριμένο 

χρόνο. Τέλος, ο θάλαμος εκτονώνεται και το επεξεργασμένο προϊόν αφαιρείται. Η 

Υπερυψηλή Πίεση επιδρά στα συστήματα τροφίμων μέσω τριών βασικών αρχών: 

α) Ισοστατική αρχή 

Η αύξηση της υδροστατικής πίεσης κατά την επεξεργασία εξασφαλίζει την ομοιόμορφη και 

ομοιογενή εφαρμογή της πίεσης προς όλες τις κατευθύνσεις, ανεξάρτητα από το μέγεθος 

ή το σχήμα του τροφίμου. Η παραμόρφωσή του υπό συνθήκες πίεσης εξαρτάται από την 

συμπιεστότητά του η οποία με τη σειρά της εξαρτάται από τα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά. Τρόφιμα που αποτελούνται κυρίως από υγρά υφίστανται ελάχιστη 

παραμόρφωση (καθώς τα υγρά εμφανίζουν χαμηλή συμπιεστότητα), ενώ τρόφιμα που 

περιέχουν φυσαλίδες αερίων παραμορφώνονται σημαντικά. Η διαφορά της 

συμπιεστότητας μεταξύ κυτταρικών δομών (κυτταρικό τοίχωμα, κυτταρόπλασμα) αποτελεί 

κυρίαρχο μηχανισμό στην διαπερατοποίηση και απενεργοποίηση μικροοργανισμών 

(Balasubramaniam et al., 2015; Balasubramaniam et al., 2016). 

β) Αρχή Le Chatelier 

Σύμφωνα με την αρχή Le Chatelier, όταν σε ένα σύστημα σε ισορροπία μεταβληθεί η 

συγκέντρωση, η θερμοκρασία ή η πίεση, το σύστημα μεταβαίνει σε νέα κατάσταση 
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ισορροπίας με τη μεταβολή αυτή να αντιτίθεται μερικώς στην επιβολή των εξωγενών 

παραμέτρων. Στην περίπτωση της ΥΠ, αύξηση της πίεσης ευνοεί φυσικοχημικές μεταβολές 

που συνοδεύονται από μείωση του όγκου, ενώ δυσχεραίνει μεταβολές που συνοδεύονται 

από αύξηση του όγκου του συστήματος. Η αρχή αυτή συνεπάγεται μεταβολές στη μοριακή 

διαμόρφωση των συστημάτων που μπορεί να οδηγήσουν σε μεταβολές στη διαλυτότητα 

και την κινητική χημικών αντιδράσεων. Σε μοριακό επίπεδο οι δεσμοί υδρογόνου και οι 

δυνάμεις van der Waals εξαρτώνται σημαντικά από τις διαμοριακές αποστάσεις και άρα 

επηρεάζονται έντονα από αύξηση της πίεσης, σε αντίθεση με τους ομοιοπολικούς που δεν 

επηρεάζονται σημαντικά (Balasubramaniam et al., 2015; Balasubramaniam et al., 2016). 

Είναι προφανές ότι βιολογικά συστήματα των οποίων η δομή στηρίζεται στη στερεοδιάταξη 

και τους δεσμούς υδρογόνου (πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, λιπίδια) επηρεάζονται σημαντικά 

από την εφαρμογή της πίεσης. Στην αρχή αυτή στηρίζεται η απενεργοποίηση ενζύμων και 

μικροοργανισμών. 

2.3.2 Παράμετροι της διεργασίας ΥΠ 

Οι σημαντικότερες παράμετροι της διεργασίας της ΥΠ είναι η εφαρμοζόμενη πίεση, ο 

χρόνος επεξεργασίας και η θερμοκρασία επεξεργασίας, συμπεριλαμβανόμενης της 

αδιαβατικής θέρμανσης που προκαλείται από την αύξηση της πίεσης.  

2.3.2.1 Πίεση επεξεργασίας 

Η πίεση που εφαρμόζεται σε μία επεξεργασία με ΥΠ βρίσκεται στο εύρος 100-1000 MPa. 

Αύξηση της πίεσης επεξεργασίας οδηγεί σε αύξηση της επίδρασης στους 

μικροοργανισμούς και τα ένζυμα (Balasubramaniam et al., 2015; Balasubramaniam et al., 

2016). Όπως αναφέρθηκε, πιέσεις της τάξης των εκατοντάδων MPa επηρεάζουν τις 

κυτταρικές δομές και τους δεσμούς υδρογόνου, επιδρώντας κυρίως στις πρωτεΐνες. Η 

ελάχιστη επίδραση της πίεσης στους ομοιοπολικούς δεσμούς εξασφαλίζει την διατήρηση 

ενώσεων όπως βιταμίνες και χρωστικές, διατηρώντας έτσι τα ποιοτικά χαρακτηριστικά των 

τροφίμων αναλλοίωτα. 

2.3.2.2 Θερμοκρασία επεξεργασίας 

Η θερμοκρασία κατά την επεξεργασία με ΥΠ κυμαίνεται από 0°C έως και τιμές που 

ξεπερνούν τους 100°C, ανάλογα με την εφαρμογή. Στις περισσότερες εφαρμογές, αύξηση 

της θερμοκρασίας πριν από την επεξεργασία έχει βρεθεί ότι δρα συνεργιστικά με την 

αύξηση της πίεσης για την απενεργοποίηση μικροοργανισμών και ενζύμων (Sila et al., 

2008; Mujica-Paz et al., 2011). Κατά τη συμπίεση των τροφίμων στα επίπεδα πίεσης που 

εφαρμόζονται στην ΥΠ, παρατηρείται αύξηση της θερμοκρασίας που οφείλεται στην 

αδιαβατική θέρμανση, και εξαρτάται από την ακριβή σύσταση του τροφίμου. Για τη 
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συμπίεση καθαρού νερού, έχει βρεθεί ότι η αύξηση της θερμοκρασίας είναι ίση με 3°C ανά 

100 MPa εφαρμοζόμενης πίεσης ενώ για συστατικά όπως τα λιπαρά η αύξηση μπορεί να 

φθάσει και τους 8.5°C ανά 100 MPa (Ardia et al., 2004; Knoerzer et all., 2010).  

2.3.2.3 Χρόνος επεξεργασίας 

Ο χρόνος κατά τον οποίο η πίεση διατηρείται σε υψηλά επίπεδα κατά την επεξεργασία 

κυμαίνεται συνήθως από 1 έως 30 min (Farkas & Hoover, 2000). Η πίεση μπορεί επίσης 

να εφαρμοστεί σε παλμούς διάρκειας 1-60 s (Donsì et al., 2007; Donsì et al., 2010). η 

χρονική μεταβολή των παραμέτρων της διεργασίας κατά τη συμπίεση παρουσιάζονται στο 

παρακάτω ποιοτικό διάγραμμα (Σχήμα 2.4): 

 

Σχήμα 2.4: Ποιοτικό διάγραμμα της μεταβολής των παραμέτρων της διεργασίας της ΥΠ για μία 

τυπική επεξεργασία (Ανδρέου, 2020)  

Στο παραπάνω διάγραμμα το χρονικό διάστημα t0-t1 αντιστοιχεί στον χρόνο που απαιτείται 

για αύξηση της πίεσης από την ατμοσφαιρική έως την επιθυμητή πίεση επεξεργασίας P1 

και εξαρτάται από τα χαρακτηριστικά του διαθέσιμου εξοπλισμού. Η διαφορά της 

θερμοκρασίας Τ1-Τ0 αντιστοιχεί στην αδιαβατική θέρμανση του τροφίμου κατά τη συμπίεση 

και εξαρτάται από τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του. Το χρονικό διάστημα t1-t2 

αντιστοιχεί στον χρόνο επεξεργασίας όπου η πίεση διατηρείται σταθερή, ενώ η διαφορά 

θερμοκρασίας T2-T1 αντιστοιχεί στην μείωση της θερμοκρασίας λόγω θερμικής 

εξισορρόπησης του θαλάμου. Σε συστήματα όπου πραγματοποιείται θερμοστάτηση του 

θαλάμου, η θερμοκρασία T2 αντιστοιχεί στην ρυθμισμένη θερμοκρασία. Τέλος, το χρονικό 

διάστημα t2-tτ αντιστοιχεί στον απαιτούμενο χρόνο για την αποσυμπίεση του θαλάμου. Η 

θερμοκρασία του θαλάμου μετά την αποσυμπίεση μπορεί να φθάσει σε τιμή χαμηλότερη 

από την αρχική. 

2.3.3 Εξοπλισμός της ΥΠ 

Ο εξοπλισμός που απαιτείται για την επεξεργασία με ΥΠ εξαρτάται από την κλίμακα της 

επιθυμητής επεξεργασίας. Μονάδες εργαστηριακής κλίμακας ξεκινούν από όγκους 
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μερικών mL με βιομηχανικές μονάδες να φθάνουν δυνατότητες όγκου επεξεργασίας έως 

και 600 L. Η επεξεργασία με ΥΠ πραγματοποιείται σε συστήματα διαλείποντος έργου, αν 

και τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει προσπάθειες για την ανάπτυξη συστημάτων 

ημισυνεχούς λειτουργίας (Elamin et al., 2015). Ανεξάρτητα από την κλίμακα του 

εξοπλισμού, τα βασικά μέρη ενός συστήματος ΥΠ είναι κοινά και περιγράφονται παρακάτω. 

2.3.3.1 Θάλαμος επεξεργασίας 

Στον θάλαμο επεξεργασίας τοποθετείται το τρόφιμο προς επεξεργασία και έρχεται σε 

επαφή με το μέσο μεταφοράς πίεσης. Οι θάλαμοι επεξεργασίας είναι κατά κανόνα 

κυλινδρικοί και μπορεί να είναι οριζόντιοι ή κάθετοι. Κατασκευάζονται συνήθως από 

ανοξείδωτο χάλυβα και χρησιμοποιούνται διάφορες στρατηγικές για την αύξηση της 

αντοχής τους σε υψηλές πιέσεις. Η αντοχή του θαλάμου στην πίεση μπορεί να αυξηθεί με 

χρήση προεντεταμένου χάλυβα ή με τη χρήση περιελίξεων υψηλής αντοχής (Mathur, 2009; 

Koutchma , 2014). Οι θάλαμοι επεξεργασίας διαθέτουν κυλινδρικά πώματα με μεγάλο 

μήκος σπειρώματος ώστε να εξασφαλίζεται η αποτελεσματική σφράγισή τους. Το μέσο 

διάδοσης της πίεσης που χρησιμοποιείται στις βιομηχανικές μονάδες είναι το νερό. Σε 

μονάδες μικρότερης κλίμακας ωστόσο βρίσκει εφαρμογή το ορυκτέλαιο ή η 

πολυαιθυλενογλυκόλη. Ο θάλαμος επεξεργασίας αποτελείται συχνά από διπλό τοίχωμα 

διαμέσου του οποίου διαβιβάζεται νερό με στόχο τη ρύθμιση της θερμοκρασίας του. 

2.3.3.2 Μονάδα αύξησης της πίεσης 

Η συμπίεση του ρευστού μεταφοράς πίεσης πραγματοποιείται με μεταφορά πίεσης από 

μία μονάδα αύξησης της πίεσης. Η μεταφορά της πίεσης μπορεί να επιτευχθεί είτε άμεσα 

είτε έμμεσα. Στην άμεση συμπίεση, ο ίδιος ο θάλαμος επεξεργασίας διαθέτει έμβολο το 

οποίο συμπιέζει απευθείας το υγρό, μέχρις ότου επιτευχθεί η επιθυμητή πίεση (Fellows, 

2009). Παρόλο που η άμεση συμπίεση μπορεί να πετύχει ταχεία συμπίεση, η δυσκολία 

μόνωσης του εμβόλου περιορίζει την εφαρμογή αυτή σε μικρής κλίμακας εξοπλισμό (Palou 

et al., 2007). Στην έμμεση συμπίεση, ένας πολλαπλασιαστής πίεσης, χρησιμοποιώντας μία 

σειρά εμβόλων, αυξάνει την πίεση στον θάλαμο επεξεργασίας με εισαγωγή ρευστού μέσα 

σε αυτόν. Η απομόνωση του υπό πίεση θαλάμου επεξεργασίας με μία απλή βελονωτή 

βάνα από το υπόλοιπο σύστημα επιτρέπει την διατήρηση της πίεσης στο επιθυμητό 

επίπεδο ανεξάρτητα από τη λειτουργία του υπόλοιπου συστήματος. Για τον λόγο αυτό, τα 

βιομηχανικά συστήματα χρησιμοποιούν την έμμεση εφαρμογή της πίεσης (Knorr & Heinz, 

1999). 

2.3.3.3 Σύστημα ελέγχου 

Το σύστημα ελέγχου της μονάδας ΥΠ περιλαμβάνει μετρητικά όργανα και ηλεκτρονικά 

κυκλώματα συνδεδεμένα με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Ο θάλαμος επεξεργασίας είναι 
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εξοπλισμένος με μανόμετρα και θερμόμετρα που καταγράφουν την πίεση και τη 

θερμοκρασία κατά την επεξεργασία. Το σύστημα ελέγχου δίνει επίσης τα ηλεκτρονικά 

σήματα στην μονάδα αύξησης της πίεσης και στις βαλβίδες πίεσης ελέγχοντας έτσι την 

αύξηση, τη διατήρηση και την εκτόνωση της πίεσης. 

2.3.3.4 Επεξεργασία με ΥΠ: κύκλος συμπίεσης και εκτόνωσης 

Η επεξεργασία με ΥΠ μπορεί να διακριθεί σε 5 βασικά στάδια: 

1) Φόρτωση του θαλάμου επεξεργασίας. Στο στάδιο αυτό ο θάλαμος επεξεργασίας 

πληρώνεται με το τρόφιμο προς επεξεργασία. Σε μονάδες βιομηχανικής κλίμακας, 

τα συσκευασμένα τρόφιμα φορτώνονται σε ειδικούς περιέκτες που αξιοποιούν όσο 

το δυνατόν μεγαλύτερο όγκο του θαλάμου επεξεργασίας, ώστε να μεγιστοποιείται 

η παραγωγικότητα ενός κύκλου. 

2) Σφράγιση και πλήρωση του θαλάμου. Ο θάλαμος επεξεργασίας σφραγίζεται με το 

σπειρωτό πώμα και κατόπιν πληρώνεται με το ρευστό μεταφοράς της πίεσης. Στο 

στάδιο αυτό είναι σημαντικό να αφαιρεθεί ο αέρας από τον θάλαμο ώστε η αύξηση 

της πίεσης να γίνει όσο το δυνατόν ταχύτερα. 

3) Αύξηση και διατήρηση της πίεσης. Η μονάδα αύξησης της πίεσης τίθεται σε 

λειτουργία και η πίεση στον θάλαμο ξεκινά να αυξάνεται. Όταν επιτευχθεί η 

επιθυμητή πίεση, ο θάλαμος απομονώνεται και η πίεση διατηρείται για τον 

επιθυμητό χρόνο επεξεργασίας. 

4) Αποσυμπίεση του θαλάμου. Στο στάδιο αυτό η πίεση εκτονώνεται στην 

ατμοσφαιρική και η εκροή του μέσου μεταφοράς της πίεσης επιστρέφει στη 

δεξαμενή συλλογής. 

5) Άνοιγμα του θαλάμου και παραλαβή του επεξεργασμένου προϊόντος. 

2.3.4 Επίδραση της ΥΠ στα κύτταρα και τους ιστούς 

Η επίδραση της ΥΠ στα κύτταρα στηρίζεται κυρίως στις μορφολογικές αλλοιώσεις που 

υφίστανται κατά τη συμπίεση. Αυτές οι αλλοιώσεις περιγράφηκαν πρώτη φορά από τους 

Ludwig et al (1990) οι οποίοι αναγνώρισαν την επίδραση της μηχανικής καταπόνησης στα 

κυτταρικά τοιχώματα βακτηρίων (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa). Οι μορφολογικές 

αλλαγές που παρατήρησαν μέσω μικροσκοπίας SEM περιελάμβαναν την εμφάνιση 

σχισμών στο κυτταρικό τοίχωμα σε πιέσεις 300 MPa. Η επίδραση της πίεσης εξαρτάται 

από τη μορφολογία των μικροοργανισμών, με τους κόκκους να είναι πιο ανθεκτικοί στην 

πίεση από τους βάκιλους και τα σπειρύλλια (Ludwig et al., 1997; Schreck et al., 1999). Η 

επίδραση της πίεσης στα ενδοκυτταρικά οργανίδια διαταράσσει τις μεταβολικές διεργασίες 

και οδηγεί σε απενεργοποίηση (Prestamo et al., 1998). Η επίδραση της πίεσης στις 

ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες αποτελεί επίσης σημαντικό μηχανισμό για την απενεργοποίησή 
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τους (Gross & Jaennicke, 1994).  Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2.4) παρουσιάζονται τα 

εύρη πιέσεων επεξεργασίας που προκαλούν διατάραξη των κυτταρικών διεργασιών και 

των κυτταρικών δομών.  

Πίνακας 2.4: Κυτταρικές δομές και κυτταρικές διεργασίες που παρεμποδίζονται από την Υπερυψηλή 

Πίεση (Abe, 2007) 

Κυτταρική δομή/ διεργασία Πίεση παρεμπόδισης (MPa) 

Κυτταρική διαίρεση 20 

Απορρόφηση θρεπτικών συστατικών 15-20 

Ζύμωση 25-50 

Λειτουργία μεμβρανικών πρωτεϊνών 25-50 

Αντιγραφή του DNA 50 

Μεταγραφή του DNA 50-100 

Πρωτεϊνοσύνθεση 50 

Ενζυμική ενεργότητα 100 

Πρωτεϊνική δομή 200 

Βιωσιμότητα 100-200 

Δομή του DNA 1000 

 

Οι περισσότερες κυτταρικές λειτουργίες διακόπτονται σε σχετικά χαμηλές πιέσεις (20-50 

MPa) ενώ η απώλεια βιωσιμότητας των κυττάρων ξεκινά σε πιέσεις 100-200 MPa. Σε 

χαμηλές πιέσεις, η διακοπή των κυτταρικών λειτουργιών είναι αναστρέψιμη, ενώ σε 

υψηλότερες γίνεται μη αναστρέψιμη. Στην απενεργοποίηση των κυττάρων συμμετέχει 

επίσης η αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας (λόγω κατάρρευσης του κυτταρικού 

τοιχώματος και της κυτταρικής μεμβράνης) και η απώλεια ενδοκυτταρικού περιεχομένου 

(Farr, 1990; Rastogi et al., 1998).  

2.3.5 Επίδραση της ΥΠ στα ένζυμα 

Τα ένζυμα χαρακτηρίζονται από συγκεκριμένη τρισδιάστατη δομή στον χώρο η οποία 

σταθεροποιείται με δεσμούς μεταξύ των πολυπεπτιδικών τους αλυσίδων, 

σταθεροποιώντας την πρωτοταγή, δευτεροταγή και τριτοταγή δομή τους. Ένζυμα που 

αποτελούνται από περισσότερες πολυπεπτιδικές αλυσίδες (υπομονάδες) εμφανίζουν 

επίσης τεταρτοταγή δομή. Η έκθεση των ενζύμων σε συνθήκες υπερυψηλής πίεσης 

διαταράσσει την δομή τους, καθώς αύξηση της πίεσης συνεπάγεται μείωση του όγκου. Σε 

εξαιρετικά υψηλές πιέσεις παρατηρείται μεταβολή στην δευτεροταγή δομή των ενζύμων, 

καθώς διαταράσσονται οι δεσμοί υδρογόνου που την σταθεροποιούν. Σε πιέσεις άνω των 

150 MPa παρατηρείται μεταβολή της τεταρτοταγούς δομής των ενζύμων, ενώ σε πιέσεις 

άνω των 200 MPa επηρεάζεται η τριτοταγής δομή. Η τριτοταγής δομή επηρεάζεται κυρίως 

μέσω αλλαγών που παρατηρούνται σε υδροφοβικές και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 
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που την συγκρατούν (Barbosa-Cánovas & Rodríguez, 2002). Η διατάραξη της δομής των 

ενζύμων έχει σημαντικές συνέπειες στην καταλυτική τους λειτουργία (Van den Broeck et 

al, 2000). Συγκεκριμένα, η επίδραση της πίεσης μπορεί να οδηγήσει σε τρεις βασικές 

τροποποιήσεις της καταλυτικής ενεργότητας: 

α) Σταθεροποίηση  

Σε αρκετές περιπτώσεις, έκθεση των ενζύμων στην υπερυψηλή πίεση προκαλεί αύξηση 

της σταθερότητάς τους έναντι στην θερμική απενεργοποίηση (Boulekou et al., 2011; 

Andreou et al., 2016; Katsaros et al., 2017). Σύμφωνα με τους Mozhaev et al. (1996), η 

σταθεροποίηση μπορεί να οφείλεται στην αντιτιθέμενη επίδραση της πίεσης και της 

θερμοκρασίας στην ικανότητα των ενζύμων να αλληλεπιδρούν με το νερό. Η ενυδάτωση 

φορτισμένων ομάδων που σταθεροποιούν τα ένζυμα ενισχύεται με αύξηση της πίεσης και 

αποδυναμώνεται με αύξηση της θερμοκρασίας (Kitchen et al., 1992). Ένας άλλος 

μηχανισμός που έχει προταθεί είναι η μικρή αύξηση της ισχύος των δεσμών υδρογόνου 

από την πίεση, γεγονός που επίσης οδηγεί στην σταθεροποίηση της δομής (Kunugi et al., 

2002). Τέλος, στην σταθεροποίηση μπορεί να συνεισφέρει και η ενίσχυση των 

υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων (Hei & Clark, 1994; Gross & Jaenicke, 1994). 

β) Ενεργοποίηση 

Η ενεργοποίηση των ενζύμων, η αύξηση δηλαδή της καταλυτικής τους ενεργότητας έχει 

παρατηρηθεί σε αρκετά ένζυμα. Η ενεργοποίηση των ενζύμων παρατηρείται κατά κύριο 

λόγο σε χαμηλές πιέσεις επεξεργασίας (<200 MPa). Οι κυριότεροι μηχανισμοί με βάση τους 

οποίους προκαλείται ενεργοποίηση των ενζύμων είναι άμεσες δομικές αλλαγές στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου, τροποποίηση του μηχανισμού καταλυτικής δράσης (λ.χ. αλλαγή του 

περιοριστικού σταδίου) και τροποποιήσεις στις ιδιότητες του υποστρώματος, όπως είναι 

αλλαγές στο pH, την πυκνότητα και το ιξώδες (Eisenmenger et al., 2009). Για κάποια 

ένζυμα, έχει βρεθεί ότι η ενεργοποίησή τους οφείλεται στην απενεργοποίηση κάποιου 

ενζυμικού παρεμποδιστή πρωτεϊνικής φύσης (Manassero et al., 2016; Van der Ven et al., 

2005).  

Πίνακας 2.5: Βιβλιογραφική ανασκόπηση εργασιών που αναφέρουν την ενεργοποίηση ενζύμων μετά 

από επεξεργασία με Υπερυψηλή Πίεση.  

Ένζυμο Πηγή 
Συνθήκες 

επεξεργασίας 
Αποτελέσματα Αναφορές 

Αφυδρογονάση Thermoanaerobiu

m brockii 

0-200 MPa 

40°C 

Ενεργοποίηση του 

ενζύμου με βέλτιστη 

Dallet et al., 1996 
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ενεργότητα στα 100 

MPa 

Υδρογονάση M. janaschii 0.65-26.4 MPa 

86°C 

Τριπλασιασμός 

ενεργότητας ενζύμου 

Miller et al., 1989 

Υπεροξειδάση Φράουλα 400-800 MPa 

18-22°C 

Αύξηση ενεργότητας 

κατά 13% στα 400 

MPa, 10 min 

Garcia-Palazon et 

al., 2004 

Λιποξυγενάση Μπιζέλι 0.1-625 MPa 

-15-70°C 

Αύξηση της ενζυμικής 

ενεργότητας έως και 

120% στα 200 MPa, 

55°C 

Tedjo et al., 2000 

Πολυφαινολική 

οξειδάση 

κρεμμύδι 0-700 MPa 

25°C 

αύξηση της 

ενεργότητας κατά 

124% στα 500 ΜPa 

Butz et al., 1994 

Πηκτινομεθυλεστε

ράση 

τομάτα 100-500 MPa 

4-50°C 

1.7 φορές αυξημένη 

ενεργότητα στα 300 

MPa, 50°C 

Hsu, 2008 

Πρωτεάσες 

(καθεψίνες B, D, 

H, L) 

λαβράκι 0-500 MPa 

25°C 

Αύξηση της 

ενεργότητας 

καθεψινών B, H, L στα 

300 MPa 

Cheret et al., 2005 

Πρωτεάσες 

τυροκομίας 

(αμινοπεπτιδάση 

C, CEP, 

αμινοπεπτιδάση Ν 

Lactococcus lactis 200-800 MPa Αύξηση της 

ενεργότητας 

αμινοπεπτιδάσης C 

έως τα 700 MPa 

Malone et al., 

2003 

X-προλυλ 

διπεπτιδυλοαμινοπ

επτιδάση (PepX) 

Streptococcus 

thermophilus 

100-400 MPa 

20-40°C 

Ενεργοποίηση έως και 

24% στα 200 MPa, 20 

min, 20°C 

Giannoglou et al., 

2018 

Αμινοπεπτιδάσες  Lactobacillus 

delbrueckii 

100-700 MPa 

20-40°C 

Τριπλασιασμός 

ενεργότητας 

πρωτεασών στα 200 

MPa, 20°C, 20 min 

Katsaros et al., 

2009 

 

Η ενεργοποίηση των ενζύμων μέσω της επεξεργασίας με ΥΠ μπορεί να συνεισφέρει στην 

αποδοτικότερη εφαρμογή τους στα τρόφιμα. Οι Giannoglou et al. (2016) χρησιμοποίησαν 

την ΥΠ για την επεξεργασία εναρκτήριων καλλιεργειών L. lactis και μελέτησαν την 

εφαρμογή τους στην ωρίμανση λευκού τυριού. Η επεξεργασία με ΥΠ αύξησε την 
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πρωτεολυτική ενεργότητα των καλλιεργειών, οδηγώντας σε ανώτερα ποιοτικά 

χαρακτηριστικά του τελικού προϊόντος και σημαντική μείωση του χρόνου ωρίμανσης. 

γ) Απενεργοποίηση 

Η απενεργοποίηση των ενζύμων παρατηρείται σε πιέσεις που ξεπερνούν τα 200 MPa 

(Welti-Chanes et al., 2006). Η απενεργοποίηση μπορεί να είναι αντιστρεπτή ή μη 

αντιστρεπτή ανάλογα με την ένταση των συνθηκών επεξεργασίας. Η απενεργοποίηση των 

ενζύμων μπορεί να οφείλεται στην διάσταση των ολιγομερικών πρωτεϊνών στις επί μέρους 

υπομονάδες τους, την τροποποίηση της στερεοδιάταξης του ενεργού κέντρου ή την 

κροκίδωση των πρωτεϊνών εξαιτίας της μείωσης του όγκου του συστήματος (Serment-

Moreno et al., 2014). Η απενεργοποίηση των ενζύμων αποτελεί κύριο λόγο εφαρμογής της 

διεργασίας της ΥΠ για την μη θερμική παστερίωση των τροφίμων, καθώς συμβάλλει στην 

απενεργοποίηση ενζύμων που προκαλούν ποιοτικές αλλοιώσεις. Πολλές μελέτες έχουν 

πραγματοποιηθεί σχετικά με την απενεργοποίηση αλλοιογόνων ενζύμων. Τέτοια ένζυμα 

είναι η πολυφαινολική οξειδάση και η υπεροξειδάση (Terefe et al., 2010; Fang et al., 2008), 

η πηκτινομεθυλεστεράση (Ly-Nguyen et al., 2003; Polydera et al., 2004; Boulekou et al., 

2010; Katsaros et al., 2010; Katsaros et al., 2017; Andreou et al., 2016), η λιποξυγενάση 

(Tangwongchai et al., 2000; Van der Ven et al., 2005) και η πολυγαλακτουρονάση 

(Andreou et al., 2016; Verlent et al., 2004; Fachin et al., 2002). 

Πέραν από την απενεργοποίηση αλλοιογόνων ενζύμων, έχει μελετηθεί η εφαρμογή τη ΥΠ 

στην κινητική απενεργοποίησης πρωτεολυτικών ενζύμων. Η υπερυψηλή πίεση έχει βρεθεί 

ότι απενεργοποιεί αποτελεσματικά φυτικές κυστεϊνικές πρωτεάσες όπως τη φικίνη, την 

βρωμελαΐνη, την ακτινιδίνη και την παπαΐνη (Katsaros et al., 2009a; Katsaros et al., 2009b; 

Katsaros et al., 2010; Chakraborty et al., 2016). Η απενεργοποίηση της ακτινιδίνης 

χρησιμοποιήθηκε αντί της θερμικής απενεργοποίησης κατά την παραγωγή καινοτόμων 

τυροκομικών προϊόντων (Katsaros et al., 2010). Η ΥΠ χρησιμοποιήθηκε ως μέθοδος για 

την απενεργοποίηση του ενζύμου μετά την πήξη του γάλακτος ώστε να αποφευχθεί η 

περαιτέρω πρωτεόλυση και ο σχηματισμός πικρών πεπτιδίων. 

2.3.6 Εφαρμογή της ΥΠ για τη βελτίωση φαινομένων μεταφοράς μάζας 

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, η ΥΠ επιφέρει σημαντικές αλλοιώσεις στα κύτταρα. Εκτός 

από την επίδραση στο κυτταρικό τοίχωμα, η πίεση επιφέρει αλλοιώσεις στις ιδιότητες της 

πλασματικής μεμβράνης, καθώς αύξηση της πίεσης προκαλεί μετουσίωση των 

μεμβρανικών πρωτεϊνών και κρυστάλλωση των φωσφολιπιδίων (San Martin et al., 2002). 

Συνέπεια των μεταβολών αυτών είναι η απώλεια ενδοκυτταρικού περιεχομένου. Η 

εκμετάλλευση του φαινομένου αυτού μπορεί να φανεί χρήσιμη στην βελτίωση της 

μεταφοράς μάζας για την παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών με υψηλή προστιθέμενη 
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αξία. Η εφαρμογή της ΥΠ για την εκχύλιση τέτοιων συστατικών αναφέρθηκε πρώτη φορά 

από τους Shouqin et al (2004) για την βελτίωση της παραλαβής φυτικών εκχυλισμάτων 

από φαρμακευτικά φυτά πλούσια σε βιοδραστικές ουσίες όπως φαινολικά, φλαβονοειδή, 

και βιταμίνες. Έκτοτε, πληθώρα μελετών επικεντρώθηκαν στην μελέτη της ΥΠ ως μέθοδο 

για την υποβοήθηση της εκχύλισης, ιδιαίτερα από φυτικούς ιστούς (Πίνακας 2.6). Πέραν 

από την αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας, η ΥΠ προσφέρει και άλλα πλεονεκτήματα 

κατά την εκχύλιση. Η διαλυτότητα των εκχυλιζόμενων συστατικών αυξάνεται σημαντικά σε 

υψηλές πιέσεις (von Rohr, 1996) και η αυξημένη πίεση επιτρέπει την εισχώρηση του 

διαλύτη στα κύτταρα, αυξάνοντας τις αποδόσεις της εκχύλισης. Επί πλέον, η ΥΠ δεν 

δημιουργεί κυτταρικά θραύσματα που δυσχεραίνουν τον περαιτέρω διαχωρισμό των 

εκχυλιζόμενων συστατικών. Τέλος, η εφαρμογή χαμηλών θερμοκρασιών κατά την 

επεξεργασία εξασφαλίζει τη διατήρηση θερμοευαίσθητων ενώσεων. 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

94 
 

Πίνακας 2.6: Βιβλιογραφική ανασκόπηση εργασιών που αφορούν στην υποβοηθούμενη εκχύλιση με 

ΥΠ ενδοκυτταρικών συστατικών.  

Είδος 

κυττάρου/ιστού 

Εκχυλιζόμενο 

προϊόν 

Συνθήκες 

επεξεργασίας 
Αποτελέσματα Αναφορές 

Πρόπολη Φλαβονοειδή 100-600 MPa 

1-10 min 

0.5-95% αιθανόλη 

Εκχύλιση ίδιας 

συγκέντρωσης 

φλαβονοειδών σε 1 

min επεξεργασίας 

έναντι 7 d 

συμβατικής 

εκχύλισης 

Shouqin et 

al. (2005) 

φύλλα πράσινου 

τσαγιού 

πολυφαινόλες 100-600 MPa 

1-10 min 

0.5-95% αιθανόλη 

Εκχύλιση ίδιας 

συγκέντρωσης 

πολυφαινολών σε 1 

min επεξεργασίας 

έναντι 20 h 

συμβατικής 

εκχύλισης 

Xi et al., 

2009 

Ginseng ginsenosides 

(στεροειδείς 

γλυκοζίτες και 

τριτερπενικές 

σαπωνίνες) 

0.1-80 MPa 

υδατική εκχύλιση 

Έως και 

διπλασιασμός της 

εκχυλιζόμενης 

ποσότητας στα 80 

MPa 

Lee et al., 

2011 

Maclura 

pomifera 

(κούμαρο) 

πολυφαινόλες 250-500 MPa 

10 min 

 

Τετραπλάσια 

συγκέντρωση 

φαινολικών στα 500 

MPa, 10 min σε 

σύγκριση με 14 h 

εκχύλισης Soxhlet 

Altuner et 

al., 2012 

Στέμφυλα από 

κόκκινα 

σταφύλια 

ανθοκυανίνες 200-600 MPa 

20-100% αιθανόλη 

20-70°C 

23% αυξημένη 

εκχύλιση σε σχέση 

με το ανεπεξέργαστο 

δείγμα στα 600 MPa 

Corrales et 

al., 2009 

 

Η πλειονότητα των μελετών που έχουν γίνει όσον αφορά την εκχύλιση ενδοκυτταρικών 

προϊόντων έχει επικεντρωθεί στην χρήση φυτικών πρώτων υλών. Σε αρκετές από αυτές, 

μελετάται η εκχύλιση από φυτικά παραπροϊόντα, με στόχο τη βελτιωμένη εκμετάλλευσή 
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τους (Huang et al., 2013). Ωστόσο, η χρήση της ΥΠ για την παραλαβή μικροβιακών 

ενδοκυτταρικών προϊόντων δεν έχει μελετηθεί. 

2.3.7 Εφαρμογή της ΥΠ στα κύτταρα  του S. cerevisiae  

Η εφαρμογή της ΥΠ στα κύτταρα του S. cerevisiae έχει μελετηθεί διεξοδικά, κυρίως με 

στόχο την απενεργοποίησή του σε συστήματα τροφίμων. Ο μικροοργανισμός αποτελεί 

αλλοιογόνο παράγοντα σε πληθώρα τροφίμων (Zook et al., 1999; Quiroz-González et al., 

2018; Skolowska et al., 2013; Basak et al., 2002). Η διαλεύκανση του ακριβούς μηχανισμού 

απενεργοποίησης του μικροοργανισμού σε συνθήκες υπερυψηλής πίεσης οδήγησε σε 

πληθώρα μελετών που διερεύνησαν τις αλλοιώσεις στην φυσιολογία και τη μορφολογία 

των κυττάρων. Οι κυριότερες από αυτές τις αλλοιώσεις παρουσιάζονται στο Σχήμα 2.5. Οι 

Shimada et al. (1993) χρησιμοποίησαν τεχνικές ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας για να 

μελετήσουν την επίδραση πιέσεων έως και 600 MPa. Παρατήρησαν ότι πιέσεις 

χαμηλότερες από 400 MPa και χρόνο επεξεργασίας 10 min προκάλεσαν σχισμές στο 

κυτταρικό τοίχωμα. Σχετικά με τα ενδοκυτταρικά οργανίδια, παρατηρήθηκε ότι ακόμη και 

επεξεργασία σε πίεση 100 MPa προκάλεσε ρήξη της πυρηνικής μεμβράνης ενώ πιέσεις 

400-600 MPa προκάλεσαν καταστροφή των μιτοχονδρίων. Τέλος οι ερευνητές 

διαπίστωσαν ότι η εκροή αμινοξέων, πεπτιδίων και μεταλλικών ιόντων αυξήθηκε με αύξηση 

της πίεσης έως και τα 600 MPa. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και από τους 

Osumi et al., (1996) και τους Brul et al. (2000). Η υποβολή των κυττάρων σε πιέσεις 

ξεκινώντας από τα 200 MPa προκαλεί αποκόλληση της κυτταρικής μεμβράνης και 

συρρίκνωση των κυττάρων έως και 25% (Perrier-Cornet et al., 1995). Η συρρίκνωση των 

κυττάρων αποδόθηκε στην εκροή του κυτταροπλάσματος προς το εξωτερικό (Pilavtepe-

Çelik et al., 2008). 

 

Σχήμα 2.5: Σύνοψη των κυριότερων μορφολογικών αλλοιώσεων που υφίσταται ο S. cerevisiae υπό 

συνθήκες υπερυψηλής πίεσης  (Shimada et al., 1993). 
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Οι Marx et al., (2011) συνέκριναν εικόνες από ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σε κύτταρα που 

υπέστησαν επεξεργασία με ΥΠ και ΠΗΠ. Παρατήρησαν ότι επεξεργασία με ΥΠ σε πιέσεις 

600 MPa προκάλεσε μεγάλες ρωγμές στα κύτταρα και σε ορισμένες περιπτώσεις, απουσία 

τμημάτων του κυτταρικού τοιχώματος μεγέθους έως και 25% του κυττάρου. Σε κάθε 

περίπτωση, η μορφολογία του κυτταρικού τοιχώματος ήταν αλλοιωμένη. Σε αντίθεση με τις 

παρατηρήσεις που αφορούν επεξεργασία σε υψηλές πιέσεις, οι Iwahashi et al. (2005) 

διαπίστωσαν ότι πιέσεις μέχρι 30 MPa, όχι μόνον δεν απενεργοποίησαν τον S. cerevisiae, 

αλλά οδήγησαν στην έκφραση προστατευτικών πεπτιδίων ως αντίδραση στην καταπόνηση 

που τον κατέστησαν ανθεκτικό σε περαιτέρω επεξεργασία. Παρόμοια αντίδραση στην 

πίεση παρατήρησαν και οι Dong et al. (2007). Οι ερευνητές μελέτησαν την ανάπτυξη των 

κυττάρων σε πίεση 1 MPa. Παρόλο που παρατήρησαν σημαντική μείωση στον ρυθμό 

ανάπτυξης του μικροοργανισμού, βρέθηκε ότι τα κύτταρα παρήγαγαν τρεχαλόζη και 

γλουταθειόνη σε αυξημένες συγκεντρώσεις. Οι ουσίες αυτές υποτέθηκε ότι προστατεύουν 

το κύτταρο από τις δυσμενείς συνθήκες πίεση, κατά αντίστοιχο τρόπο με τις δυσμενείς 

συνθήκες θερμοκρασίας (κρυοπροστασία). 

2.4 Η διεργασία της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) 

2.4.1 Εισαγωγή 

Το 1900 ο Auguste Gaulin παρουσίασε για πρώτη φορά την εφεύρεσή του στη Διεθνή 

Έκθεση των Παρισίων. Από τότε η ομογενοποίηση έγινε αναπόσπαστο κομμάτι της 

βιομηχανίας τροφίμων, καθώς επέτρεψε την παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων με 

βελτιωμένες ιδιότητες υφής. Οι απαιτήσεις για αύξηση της διατηρησιμότητας των τροφίμων 

στο πνεύμα των μη θερμικών διεργασιών οδήγησαν σε σημαντικές εξελίξεις στην 

ομογενοποίηση. Σε αντίθεση με τον προγενέστερο εξοπλισμό που έφθανε σε μέγιστες 

πιέσεις περί τα 30 MPa, οι εξελίξεις που παρατηρήθηκαν κατά τη δεκαετία του ’90 

οδήγησαν στη δημιουργία εξοπλισμού με αντοχή σε πολύ υψηλότερες πιέσεις άνω των 

100 MPa, ανοίγοντας έτσι το δρόμο για καινοτόμες εφαρμογές της διεργασίας. Τα 

σύγχρονα αυτά συστήματα οδήγησαν στη μετονομασία της διεργασίας σε Ομογενοποίηση 

Υψηλής Πίεσης  (High Pressure Homogenization, HPH). Όταν οι πιέσεις επεξεργασίας 

βρίσκονται στο εύρος 300-400 MPa, η διεργασία συχνά αναφέρεται ως Ομογενοποίηση 

Υπερυψηλής Πίεσης (Ultra High Pressure Homogenization, UHPH) (Diels & Michiels, 

2006). Παρόλο που συχνά η ομογενοποίηση είναι συνυφασμένη με την επεξεργασία 

γαλακτοκομικών, αποτελεί πλέον αναπόσπαστο κομμάτι σε εύρος βιομηχανικών 

διεργασιών. Τέτοιες είναι η δημιουργία και η σταθεροποίηση γαλακτωμάτων και 

αιωρημάτων, η μικροβιακή απενεργοποίηση και η κυτταρική διάρρηξη με σκοπό την 

παραλαβή ενδοκυτταρικών προϊόντων από κυτταρικά αιωρήματα. Οι υψηλές πιέσεις 

λειτουργίας των σύγχρονων συστημάτων έδωσαν επίσης νέες προοπτικές για την 
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εφαρμογή της διεργασίας για την αποστείρωση και την απενεργοποίηση σπορίων 

(Patrigiani & Lanciotti 2016). 

2.4.2 Αρχή λειτουργίας και εξοπλισμός της ΟΥΠ 

Ο εξοπλισμός της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης, τόσο σε βιομηχανική, πιλοτική και 

εργαστηριακή κλίμακα αποτελείται από μία αντλία θετικής εκτόπισης η οποία εξαναγκάζει 

το προς επεξεργασία ρευστό να διέλθει μέσα από μία βαλβίδα η οποία είναι 

κατασκευασμένη συνήθως από υλικά ανθεκτικά σε υψηλές τριβές (π.χ. κεραμικά, καρβίδιο 

του βολφραμίου, ζιρκόνιο ή συνθετικοί πολύτιμοι λίθοι) (Berk, 2018). Οι βαλβίδες που 

χρησιμοποιούνται στην ΟΥΠ αποτελούνται συνήθως από έναν συνδυασμό βελόνας/έδρας 

ή βελόνας/σφαιριδίου/έδρας. Η πίεση που ασκείται στο ρευστό που διέρχεται από τη 

βαλβίδα ελέγχεται μέσω της δύναμης που εφαρμόζεται στη βελόνα. Κάποιοι 

ομογενοποιητές διαθέτουν τζιφάρι αντί για βελόνα και έδρα, με την πίεση να ελέγχεται από 

τη μείωση της διατομής κατά μήκος του τζιφαριού και από τη δυναμικότητα της αντλίας 

θετικής εκτόπισης. Τέλος, συναντώνται μικρορρευστονικές βαλβίδες (microfluidic) στις 

οποίες η ροή του ρευστού διαχωρίζεται σε δύο κανάλια τα οποία συναντώνται υπό γωνία 

90 μοιρών και επανενώνονται σε ένα μοναδικό κανάλι (Harte, 2016). Τα βιομηχανικά 

συστήματα ΟΥΠ διαθέτουν επίσης κυκλώματα ψύξης ή προθέρμανσης του 

επεξεργαζόμενου υγρού (Levy et al., 2020). Μια μεγάλη πρόκληση στην επεξεργασία με 

ΟΥΠ αποτελεί η επίτευξη σταθερής πίεσης κατά την επεξεργασία, ειδικά σε συστήματα 

μικρότερης κλίμακας όπου η αντλία θετικής εκτόπισης διαθέτει ένα μοναδικό έμβολο. Η 

παλινδρομική κίνηση του εμβόλου προκαλεί αυξομειώσεις της πίεσης με μία διακύμανση 

γύρω στο 10-15%. Το πρόβλημα αυτό συνήθως αντιμετωπίζεται είτε χρησιμοποιώντας 

αντλίες με δύο ή περισσότερα έμβολα. 

Παρόλη την ευρεία εφαρμογή της διεργασίας, οι ακριβείς μηχανισμοί δράσης της 

βρίσκονται ακόμη υπό διερεύνηση (Diels & Michiels, 2006). Ο ακριβής μηχανισμός με τον 

οποίο η ΟΥΠ προκαλεί κυτταρική διάρρηξη είναι ένας συνδυασμός φυσικών φαινομένων 

με αλληλοεπικαλυπτόμενα αποτελέσματα (Σχήμα 2.6). Ο Brookman (1975) ισχυρίστηκε ότι 

η απότομη πτώση πίεσης στη βαλβίδα είναι η κινητήριος δύναμη για την κυτταρική 

διάρρηξη, μία υπόθεση η οποία απορρίφθηκε από τους Doulah et al. (1975). Οι ερευνητές 

βρήκαν ότι η ενέργεια που αποθηκεύεται κατά την αύξηση της πίεσης μετατρέπεται κατά 

την εκτόνωση σε κινητική ενέργεια ενώ παράλληλα ένα μικρό μέρος της χάνεται ως θερμική 

ενέργεια λόγω τριβής. Η αυξημένη κινητική ενέργεια βρέθηκε ότι προκαλεί έντονη τυρβώδη 

ροή, ασκώντας στα κύτταρα του αιωρήματος τάσεις προς όλες τις διευθύνσεις. Αργότερα, 

οι Engler and Robinson (1981) κατέληξαν ότι η πρόσπτωση του ρεύματος εξόδου από τη 

βαλβίδα σε μία σταθερή επιφάνεια είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την αποτελεσματική 

κυτταρική διάρρηξη. Οι Save et al. (1994) πρότειναν τα φαινόμενα σπηλαίωσης μετά τη 
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βαλβίδα ομογενοποίησης σαν κινητήριες δυνάμεις για την κυτταρική διάρρηξη. Οι Kumar 

and Pandit (1999) έδειξαν ότι η σπηλαίωση εξαρτάται έντονα από την ένταση της 

τυρβώδους ροής.  

Σε πιέσεις επεξεργασίας μεγαλύτερες από 100 MPa μια πληθώρα από φυσικά φαινόμενα 

επηρεάζει τους μικροοργανισμούς και τα βιομόρια που περιλαμβάνονται στο ρευστό προς 

επεξεργασία. Αυτά περιλαμβάνουν την υψηλή υδροστατική πίεση που αναπτύσσεται πριν 

τη βαλβίδα, τη διατμητική τάση που αναπτύσσεται μεταξύ βελόνας και έδρας, την έντονα 

τυρβώδη ροή που αναπτύσσεται αμέσως μετά την εκτόνωση της βαλβίδας και τέλος την 

πρόσπτωση του ρευστού στην έξοδο της βαλβίδας. Η αύξηση της θερμοκρασίας κατά την 

επεξεργασία είναι της τάξης των 2-2.5°C ανά 10 MPa πίεσης επεξεργασίας (Engler 1990; 

Popper and Knorr 1990). Οι εμπορικά διαθέσιμοι ομογενοποιητές επιτυγχάνουν πιέσεις 

έως και 400 MPa εντούτοις με χαμηλή ογκομετρική παροχή συνήθως μικρότερη από 100 

L/h.  

 

 

 

Σχήμα 2.6: Φυσικά φαινόμενα που συνεισφέρουν στην επίδραση της Ομογενοποίησης Υψηλής 

Πίεσης στο επεξεργαζόμενο ρευστό (Harte, 2016) 

2.4.3 Παράμετροι επεξεργασίας με ΟΥΠ 

2.4.3.1 Πίεση επεξεργασίας 

Η πίεση επεξεργασίας είναι ίσως η σημαντικότερη παράμετρος της διεργασίας. Οι πιέσεις 

επεξεργασίας που εφαρμόζονται ξεκινούν από 10 MPa και φθάνουν έως και 400 MPa. H 
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πίεση επεξεργασίας σε ένα σύστημα ΟΥΠ καθορίζει την προσφορά μηχανικού έργου στο 

επεξεργαζόμενο υγρό. Κατά κύριο λόγο, αύξηση της πίεσης επεξεργασίας οδηγεί σε 

αύξηση της κυτταρικής διάρρηξης και του κατακερματισμού των σωματιδίων, οδηγώντας 

σε μείωση της κατανομής του μεγέθους τους (Levy et al., 2020). Όπως και στην ΥΠ, έτσι 

και στην ΟΥΠ, η αύξηση της πίεσης επεξεργασίας οδηγεί σε αύξηση της μικροβιακής 

απενεργοποίησης (Diels & Michiels, 2006). 

2.4.3.2 Αριθμός σταδίων επεξεργασίας 

Ο αριθμός σταδίων επεξεργασίας αντιστοιχεί στον αριθμό βαλβίδων πίεσης που διαθέτει 

το σύστημα επεξεργασίας. Όταν το σύστημα διαθέτει μόνο μία βαλβίδα, για την 

επεξεργασία με περισσότερα στάδια αρκεί η ανακυκλοφορία του επεξεργασμένου υγρού 

από το σύστημα. Στην περίπτωση αυτή γίνεται λόγος για αριθμό διελεύσεων από τον 

ομογενοποιητή. Γενικά, αύξηση του αριθμού διελεύσεων έχει βρεθεί ότι αυξάνει τον βαθμό 

κυτταρικής διάρρηξης, καθώς τα κύτταρα εκτίθενται επανειλημμένα στην βαλβίδα (Baldwin 

& Robinson 1990; Vachon et al., 2002; Sauer et al., 1989; Wuytack et al., 2002). 

2.4.3.3 Θερμοκρασία επεξεργασίας 

Η θερμοκρασία επεξεργασίας κατά την ΟΥΠ επηρεάζει το ιξώδες του υγρού και έχει 

επίδραση στους μηχανισμούς διάρρηξης που αναφέρθηκαν παραπάνω. Η μικροβιακή 

απενεργοποίηση γίνεται εντονότερη όσο αυξάνεται η θερμοκρασία επεξεργασίας τόσο γιατί 

μειώνεται το ιξώδες του υγρού αλλά και γιατί οι κυτταρικές δομές γίνονται πιο ευπαθείς στη 

διάρρηξη, καθώς αυξάνεται η ρευστότητά τους (Levy et al., 2006; Harrison et al., 1991; 

Vachon et al., 2002). Παρόλα αυτά, η κύρια κυτταρική δομή που επηρεάζεται από την ΟΥΠ 

δεν είναι η κυτταρική μεμβράνη αλλά το κυτταρικό τοίχωμα (Diels et al., 2005). 

 

Σχήμα 2.7: Αύξηση της θερμοκρασίας εξαιτίας της επεξεργασίας με ΟΥΠ για υδατικό διάλυμα NaCl 

0.9% από αρχική θερμοκρασία 20°C (Harte et al., 2016) 

Πέραν από τη θερμοκρασία του υγρού πριν από την επεξεργασία, θα πρέπει να λαμβάνεται 

υπόψη και η αύξηση της θερμοκρασίας που προκαλείται κατά την επεξεργασία. Η αύξηση 
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αυτή οφείλεται στην εκτόνωση της μηχανικής ενέργειας μέσω των διατμητικών τάσεων 

(Harte et al., 2016). Η αύξηση της θερμοκρασίας σε συνάρτηση με την πίεση επεξεργασίας 

φαίνεται στο Σχήμα 2.7. Για πιέσεις έως 100 MPa, η αύξηση της θερμοκρασίας είναι 

περίπου ίση με 35°C ενώ μπορεί να φθάσει και τους 75°C για πιέσεις επεξεργασίας που 

ξεπερνούν τα 250 MPa. Η θέρμανση εξαρτάται επίσης από τις φυσικές ιδιότητες του υγρού, 

όπως είναι το ιξώδες και η θερμοχωρητικότητα (Diels & Michiels, 2006). 

2.4.3.4 Γεωμετρικά χαρακτηριστικά της βαλβίδας ομογενοποίησης 

Η ακριβής γεωμετρία της βαλβίδας ομογενοποίησης έχει βρεθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο 

στην αποτελεσματικότητα της διεργασίας (Diels & Michiels, 2006; Levy et al., 2020; Donsì 

et al., 2013). Στις περισσότερες περιπτώσεις, έχει βρεθεί ότι βαλβίδες με απλό κανάλι 

διέλευσης είναι οι πιο αποτελεσματικές (Hetherington et al., 1971; Moore et al., 1990). 

 

Σχήμα 2.8: Σχηματική αναπαράσταση μερικών βαλβίδων ΟΥΠ με διαφορετικά γεωμετρικά 

χαρακτηριστικά. A) τυπική βαλβίδα B) βαλβίδα κυτταρικής διάρρηξης C) ραβδωτή βαλβίδα D) 

βαλβίδα με οξέα χείλη Ε) κωνική βαλβίδα F) βαλβίδα με σφαιρίδιο (Diels & Michiels, 2006) 

2.4.3.5 Χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού 

Η αποτελεσματικότητα της κυτταρικής διάρρηξης με ΟΥΠ εξαρτάται έντονα από τα 

χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού. Η σύσταση του κυτταρικού τοιχώματος αλλά και το 

μέγεθος των κυττάρων επηρεάζουν την ευπάθειά τους στην κυτταρική διάρρηξη. Τα 

βακτήρια εμφανίζουν διαφορετική ευαισθησία ανάλογα με τη χρώση τους κατά Gram. Τα 

κατά Gram θετικά βακτήρια έχει βρεθεί ότι είναι πιο ανθεκτικά στην κυτταρική διάρρηξη με 

ΟΥΠ από τα κατά Gram αρνητικά, γεγονός που αποδίδεται στο παχύ στρώμα 

πεπτιδογλυκάνης που περιβάλλει τα πρώτα (Wuytack et al., 2002; Vachon et al., 2002; 

Kelemen & Sharpe 1979; Middelberg & O’Neil, 1993). Η ευαισθησία των ζυμών επίσης 

εξαρτάται από τη μορφολογία τους (Brookman, 1974). Έχει βρεθεί ότι οι ζύμες εμφανίζουν 

μεγαλύτερη ευαισθησία από τα βακτήρια εξαιτίας του μεγαλύτερου κυτταρικού τους 
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μεγέθους (Engler & Robinson, 1981). Τέλος, η φάση ανάπτυξης των μικροοργανισμών 

επηρεάζει την αποτελεσματικότητα της διάρρηξης, με τα κύτταρα στην εκθετική φάση 

ανάπτυξης να είναι πιο ευπαθή από τα κύτταρα στην στατική φάση (Harrison et al.,1991; 

Engler & Robinson, 1981; Glauner et al., 1988). 

2.4.4 Επίδραση της ΟΥΠ στις πρωτεΐνες 

Η επίδραση της ΟΥΠ στη δομή και τη λειτουργικότητα των πρωτεϊνών δεν έχει μελετηθεί 

διεξοδικά. Είναι ευρέως γνωστό ότι η υψηλή υδροστατική πίεση που αναπτύσσεται κατά 

την επεξεργασία έχει επίδραση στη δευτεροταγή, τριτοταγή και τεταρτοταγή δομή των 

πρωτεϊνών οδηγώντας σε ενζυμική απενεργοποίηση και τροποποίηση της 

λειτουργικότητας (Knorr, 2006;  Iucci et al. 2007; Welti-Chanes et al. 2009). Ωστόσο, οι 

συνθήκες επεξεργασίας (χρόνος και πίεση) που εφαρμόζονται είναι σημαντικά ηπιότερες 

σε σχέση με αυτές που απαιτούνται για τις παραπάνω μεταβολές. Ενδεικτικά αναφέρεται 

ότι οι χρόνοι επεξεργασίας στη βαλβίδα ομογενοποίησης είναι μικρότεροι από 1 s ενώ οι 

πιέσεις επεξεργασίας συνήθως κυμαίνονται από 50 έως 200 MPa. Η επίδραση της 

διεργασίας στις πρωτεΐνες αποδίδεται στις υψηλές θερμοκρασίες που αναπτύσσονται μετά 

τη βαλβίδα ομογενοποίησης και μπορεί να μετριαστεί με άμεση ψύξη του ρευστού μετά τη 

βαλβίδα. Οι Escobar et al. (2011) μελέτησαν την επεξεργασία γάλακτος στα 300 MPa με 

άμεση ψύξη του γάλακτος στους 10°C αμέσως μετά την επεξεργασία και παρατήρησαν 

αυξημένη ένταση ταγγισμού, η οποία αποδόθηκε σε χαμηλά ποσοστά απενεργοποίησης 

της λιπάσης. Αντίστοιχα, η ομογενοποίηση γάλακτος σε πιέσεις έως και 300 MPa οδήγησε 

σε χαμηλά ποσοστά εμφάνισης δισουλφιδικών δεσμών, που αποτελεί ένδειξη ήπιας 

θερμικής μετουσίωσης (Grácia-Juliá et al. 2008; Pereda et al. 2009). Σε αντίθεση με αυτά 

τα αποτελέσματα οι Welti- Chanes et al. 2009 παρατήρησαν ήπια απενεργοποίηση της 

πηκτινομεθυλεστεράσης πορτοκαλοχυμού με επεξεργασία σε πίεση 250 MPa.  

Η ΟΥΠ έχει βρεθεί ότι επιδρά στην τεταρτοταγή δομή των πρωτεϊνών. Οι Roach and Harte 

(2008) συμπέραναν πως πιέσεις έως και 200 MPa οδηγούν σε αναδιάταξη των μικκυλίων 

καζεΐνης του γάλακτος, γεγονός που αποδόθηκε στην ενίσχυση των υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων εξ’ αιτίας της διατμητικής τάσης. Η τροποποίηση του μεγέθους των 

μικκυλίων καζεΐνης εξ’ αιτίας της επεξεργασίας με ΟΥΠ έχει επίσης βρεθεί ότι επηρεάζει 

σημαντικά την παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων. Οι Hernandez & Harte (2008) 

βρήκαν ότι η προεπεξεργασία του γάλακτος σε συνδυασμό με θερμική επεξεργασία (5 min, 

90°C) οδήγησε στην παραγωγή γιαουρτιού με αυξημένη αντοχή πήγματος, γεγονός που 

αποδόθηκε στην επίδραση της διατμητικής τάσης στα μικκύλια καζεΐνης. Η διεργασία έχει 

επίσης θετική επίδραση στην παραγωγή τυροκομικών προϊόντων λόγω της συνδυαστικής 

επίδρασης στην καζεΐνη και στην μείωση της διαμέτρου των λιποσφαιρίων του γάλακτος, 
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οδηγώντας στην παραγωγή τυριών με αυξημένη υγρασία και πρωτεϊνικό περιεχόμενο 

(Zamora et al. 2007; Lopez-Pedemonte et al. 2006; Escobar et al., 2011). 

2.4.5 Επίδραση της ΟΥΠ στους πολυσακχαρίτες 

Η ΟΥΠ έχει βρεθεί ότι συνεισφέρει θετικά στην αύξηση των λειτουργικών ιδιοτήτων των 

πολυσακχαριτών. Ως συστατικά τροφίμων, οι πολυσακχαρίτες τροποποιούν τις ρεολογικές, 

διεπιφανειακές ιδιότητες και την αλληλεπίδραση με το νερό. Κάθε πολυσακχαρίτης 

εμφανίζει διαφορετικές ιδιότητες που συσχετίζονται άμεσα με το μοριακό του βάρος. Συχνά 

είναι επιθυμητή η μείωση του μοριακού βάρους των πολυσακχαριτών σε κάποια 

ελεγχόμενη τιμή. Οι Corredig et al., (2001) απέδειξαν για πρώτη φορά την επίδραση της 

ΟΥΠ στο μοριακό βάρος των πολυσακχαριτών. Επεξεργασία κ-καραγεννάνης σε πιέσεις 

έως και 300 MPa οδήγησε σε ασυμπτωτική μείωση του μοριακού βάρους. Παρόμοια 

συμπεριφορά αποδείχθηκε και για άλλους πολυσακχαρίτες όπως τα αλγινικά, η ξανθάνη 

και η χιτοζάνη (Harte & Venegas 2010; Li et al., 2010). Η επεξεργασία επίσης μπορεί να 

οδηγήσει στη δημιουργία συμπλόκων μεταξύ πολυσακχαριτών και πρωτεϊνών (Paquin, 

1999).  

2.4.6 Εφαρμογή της ΟΥΠ για την παραγωγή γαλακτωμάτων 

Μία από τις πιο διαδεδομένες εφαρμογές της ΟΥΠ είναι η παραγωγή γαλακτωμάτων. Οι 

υψηλές διατμητικές τάσεις που αναπτύσσονται κατά την επεξεργασία οδηγούν στην μείωση 

της κατανομής του μεγέθους των σωματιδίων του επεξεργαζόμενου υγρού. Ως εκ τούτου, 

η διεργασία βρίσκει ευρεία εφαρμογή στην παραγωγή γαλακτωμάτων τροφίμων όπως είναι 

οι μαργαρίνες, η μαγιονέζα και το βούτυρο (Schultz et al., 2004). Η σταθερότητα του 

γάλακτος έναντι στον διαχωρισμό των λιπαρών επίσης επιτυγχάνεται μέσω της ΟΥΠ, 

καθώς η επεξεργασία συνεισφέρει σε μείωση του μεγέθους των λιποσφαιρίων, αυξάνοντας 

έτσι τη σταθερότητά του (Massoud et al., 2016). 

2.4.7 Εφαρμογή της ΟΥΠ στα κύτταρα S. cerevisiae  

Η εφαρμογή της ΟΥΠ για την διάρρηξη των κυττάρων του S. cerevisiae είναι ίσως η πιο 

ευρέως μελετημένη εφαρμογή. Καθώς ο S. cerevisiae αποτελεί μικροοργανισμό-μοντέλο, 

έχουν μελετηθεί εκτενώς ήδη από την δεκαετία του 1970 οι μηχανισμοί με τους οποίους 

πραγματοποιείται η διάρρηξη. Πρώτοι οι Brookman (1974) και οι Doulah (1975) μελέτησαν 

τους μηχανισμούς της διάρρηξης του μικροοργανισμού. Η κυτταρική καταστροφή βρέθηκε 

ότι οφείλεται στις διατμητικές τάσεις και την τρυβώδη ροή που προκαλείται στην βαλβίδα. 

Επίσης, βρέθηκε ότι η αποτελεσματικότητα της διάρρηξης εξαρτάται έντονα από την 

κυτταρική περιεκτικότητα των αιωρημάτων η οποία επηρεάζει το ιξώδες κατά την 

επεξεργασία. 
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Πίνακας 2.7: Βιβλιογραφική ανασκόπηση για την εφαρμογή της ΟΥΠ στην κυτταρική διάρρηξη του 

S. cerevisiae. 

Απελευθέρωση 

ενδοκυτταρικών 

συστατικών/ 

μετρούμενα μεγέθη 

Συνθήκες 

επεξεργασίας 

Αποτελέσματα Αναφορές 

ενδοκυτταρικές 

πρωτεΐνες 

100-700 bar 

κυτταρικές 

περιεκτικότητες 10-80% 

Παραλαβή έως και 50% επί του 

ξ.β. των κυττάρων 

Απελευθέρωση εξαρτάται από την 

κυτταρική περιεκτικότητα 

Brookman, 

1974 

πρωτεΐνες 

α-αμινικό άζωτο 

100-700 bar 

1-7 διελεύσεις 

 

απελευθέρωση έως και 85% του 

ολικού α-αμινικού αζώτου 

Doulah et al., 

1975 

Ενδοκυτταρικά ένζυμα 

(αλκοολική 

αφυδρογονάση, 

G6PDH, 6PGDH, 

ιμβερτάση,αλκαλική 

φωσφατάση 

συνεχής ανακυκλοφορία 

σε ομογενοποιητή 

Manton-Gaulin/APV 

κυτταρικές 

περιεκτικότητες 4.5-

7.5% 

Αυξημένη απελευθέρωση 

ενζυμικής ενεργότητας σε σχέση 

με την ολική συγκέντρωση 

πρωτεϊνών 

διατρήρηση ενζυμικής ενεργότητας 

Follows et al., 

1971 

β-γλυκάνες  

400-800 bar 

1-4 διελεύσεις 

κυτταρική 

περιεκτικότητα 10-15% 

συνδυασμός με 

αυτόλυση και εκχύλιση 

με θερμό νερό 

 

έως και 84% περιεκτικότητα β-

γλυκανών στο ξηρό προϊόν 

Liu et al., 

2008 

πρωτεΐνες 

θολότητα 

100-1500 bar 

1-10 διελεύσεις 

κυτταρική 

περιεκτικότητα 5% 

Εκθετική αύξηση απελευθέρωσης 

πρωτεΐνών και ανάπτυξης 

θολότητας με αύξηση αριθμού 

διελεύσεων 

Υψηλή συσχέτιση μεταξύ 

θολότητας και βαθμού κυττ. 

διάρρηξης 

Spiden et al., 

2013 

βαθμός κυτταρικής 

διάρρηξης 

300-950 bar 

1-5 διελεύσεις 

συνδυασμός με 

ενζυμική προκατεργασία 

(Zymolase) 

Κυτταρική διάρρηξη έως και 100% 

Λυτικά ένζυμα ενισχύουν την 

διάρρηξη με ΟΥΠ 

Baldwing & 

Robinson, 

1990 
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πρωτεΐνες 

ενζυμική ενεργότητα 

δείκτης κυττ. διάρρηξης 

300-2000 bar  

1-20 διελεύσεις 

κυτταρική 

περιεκτικότητα 5% 

συνδυασμός με ΠΗΠ 

 

Κυτταρική διάρρηξη έως και 100% 

Συνεργιστική δράση ΠΗΠ-ΟΥΠ 

δεκαπλασιασμός απορρόφησης 

στα 260 nm 

Shynkaryk et 

al., 2009 

εκχύλισμα μαγιάς 600-1000 bar 

1-6 διελεύσεις 

κυτταρική 

περιεκτικότητα 15% 

συνδυασμός με ένζυμο 

(παπαΐνη) και αυτόλυση 

διπλασιασμός ανάκτηση στερεών, 

υδατανθράκων και α-αμινικού 

αζώτου με ΟΥΠ στα 1000 bar 

αυξημένη θολότητα εκχυλισμάτων 

 

Verduyn et 

al., 1999 

β-γλυκάνες 600 bar 

6 διελεύσεις 

συνδυασμός με 

αυτόλυση και εκχύλιση 

με οξύ και βάση 

Αύξηση β-γλυκανών κατά 4% στο 

τελικό προϊόν 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών δεν 

επηρεάστηκε από την ΟΥΠ 

Thammakiti et 

al. 2004 

πρωτεΐνες 

αμινοξέα 

πτητικές ενώσεις 

μαννοπρωτεΐνες 

1500 bar 

1-10 διελεύσεις 

κυτταρική 

περιεκτικότητα 10% 

Αυξημένη παραγωγή πτητικών 

επιθυμητών για την οινοποιία 

Τριπλασιασμός απελευθέρωσης 

πρωτεϊνών και ελ. αμινοξέων κατά 

την αυτόλυση σε πρότυπο οίνο 

Τετραπλασιασμός απελευθέρωσης 

μαννοπρωτεϊνών 

Commuzzo et 

al., 2017 

πρωτεΐνες 300-900 bar 

1-5 διελεύσεις 

Αύξηση πίεσης επεξεργασίας και 

αριθμού διελεύσεων αύξησε τη 

συγκέντρωση πρωτεϊνών έως και 

60% 

Ekpeni et al. 

2015 

 

Όπως παρουσιάζεται στον παραπάνω πίνακα, πολλοί ερευνητές έχουν μελετήσει την 

επίδραση της ΟΥΠ στη διάρρηξη των κυττάρων του S. cerevisiae. Οι παλαιότερες μελέτες 

επικεντρώνονται στη διαλεύκανση των μηχανισμών που διέπουν τη διάρρηξη και 

χρησιμοποιούν την απελευθέρωση πρωτεϊνών ως δείκτη για την αποτελεσματικότητα της 

διεργασίας (Spiden et al., 2013; Brookman, 1974; Doulah et al., 1975; Follows et al., 1971). 

Η παραλαβή ενδοκυτταρικών ενζύμων με ΟΥΠ βρίσκει ευρεία εφαρμογή στη 

βιοτεχνολογία, ωστόσο η επίδραση των παραμέτρων της διεργασίας δεν μελετάται 

διεξοδικά καθώς τα πρωτόκολλα που ακολουθούνται είναι παγιωμένα (Jamshad & Darby, 

2012). Κάποιες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί με στόχο την παραλαβή κυτταρικών 

προϊόντων από τον S. cerevisiae με εφαρμογή στα τρόφιμα. Αν και η ΟΥΠ εφαρμόζεται 

συχνά ως προκατεργασία για την παραλαβή β-γλυκανών από το κυτταρικό τοίχωμα, η 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

105 
 

εφαρμογή της γίνεται βάση παγιωμένου πρωτοκόλλου και  δεν έχει μελετηθεί διεξοδικά η 

επίδραση των παραμέτρων της διεργασίας (Bzducha-Wróbel et al., 2014; Thanardkit et al., 

2002; Zhu et al., 2016; Worrasinchai et al., 2006; Thammakiti et al., 2004). Οι Liu et al. 

(2008) ενέταξαν ένα βήμα ΟΥΠ σε μία διεργασία πολλών σταδίων που περιελάμβανε 

εκχύλιση με θερμό νερό, αυτόλυση και ενζυμική υδρόλυση για την παραλαβή β-γλυκανών 

και διαπίστωσαν ότι τόσο η αύξηση της πίεσης όσο και η αύξηση του αριθμού διελεύσεων 

αύξησε την αποδοτικότητα της προτεινόμενης μεθόδου. 

Η επίδραση της ΟΥΠ στην αυτόλυση του S. cerevisiae έχει μελετηθεί ελάχιστα. Οι Verduyn 

et al (1999) μελέτησαν την επίδραση της ΟΥΠ στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, 

εφαρμόζοντας τη διεργασία ως προεπεξεργασία των κυττάρων. Οι ερευνητές συνδύασαν 

τη διεργασία με την εφαρμογή πρωτεολυτικού ενζύμου (παπαΐνη) και διαπίστωσαν 

διπλασιασμό της συγκέντρωσης υδατανθράκων, πρωτεΐνών και α-αμινικού αζώτου στο 

εκχύλισμα. Η μηχανική κατεργασία ωστόσο οδήγησε σε παραγωγή εκχυλισμάτων με 

αυξημένη θολότητα. Τέλος, οι Commuzzo et al. (2017) μελέτησαν την επίδραση της ΟΥΠ 

στην αυτόλυση του μικροοργανισμού με στόχο την εφαρμογή στην οινοποίηση.  

Επεξεργασία στα 150 MPa με 10 διελεύσεις οδήγησε στην αυξημένη απελευθέρωση 

προϊόντων αυτόλυσης επιθυμητών για την οινοποιία, όπως ελεύθερα αμινοξέα, πρωτεΐνες 

και πτητικές ενώσεις. 

2.5 Εφαρμογή μη θερμικών διεργασιών στην αξιοποίηση κυτταρικής 

βιομάζας κυττάρων S. cerevisiae   

Ο S. cerevisiae αν και ένας από τους παλαιότερους ζυμομύκητες που εφαρμόζεται ευρέως 

στα τρόφιμα, συνεχίζει να βρίσκεται στο επίκεντρο της έρευνας της επιστήμης και της 

μηχανικής τροφίμων. Η καλλιέργεια του μικροοργανισμού σε βιομηχανικό επίπεδο γίνεται 

σε αφθονία καθώς μεγάλες ποσότητες βιομάζας παράγονται πρωτογενώς με στόχο την 

εφαρμογή στην αρτοποιία αλλά και δευτερογενώς ως βιομηχανικές εκροές της παραγωγής 

βιοαιθανόλης και της ζυθοποιίας. Ο μικροοργανισμός αποτελεί πλούσια πηγή συστατικών 

υψηλής προστιθέμενης αξίας με ευρεία εφαρμογή στα τρόφιμα όπως είναι τα εκχυλίσματα 

μαγιάς και οι β-γλυκάνες. Τα εκχυλίσματα μαγιάς αποτελούν φυσικά πρόσθετα τροφίμων 

που ενισχύουν τη γεύση τους τα οποία τα τελευταία χρόνια έχουν έρθει στο προσκήνιο ως 

φυσικές εναλλακτικές άλλων συστατικών όπως το γλουταμινικό μονονάτριο. Η παραγωγή 

των εκχυλισμάτων γίνεται μέσω της διεργασίας της αυτόλυσης η οποία στηρίζεται στην 

δράση των ενδογενών λυτικών ενζύμων του κυττάρου τα οποία καθιστούν το κύτταρο 

διαπερατό και απελευθερώνουν αμινοξέα και πεπτίδια που συνεισφέρουν στην 

οργανοληπτική ποιότητα του παραγόμενου εκχυλίσματος. Κυρίαρχο ρόλο στην αυτόλυση 

παίζουν οι πρωτεάσες του κενοτοπίου. Η διεργασία της αυτόλυσης στις συνήθεις συνθήκες 

εφαρμογής της, έχει ως βασικό μειονέκτημα τη μεγάλη της διάρκεια, η οποία πολλές φορές 
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ξεπερνά τις 24 h. Ωστόσο προτιμάται έναντι άλλων διεργασιών παραγωγής εκχυλίσματος 

(χρήση λυτικών ενζύμων, πλασμόλυση με άλας, υδρόλυση με ανόργανα οξέα) λόγω του 

χαμηλού της κόστους και του απλού εξοπλισμού που απαιτεί. Επίσης, η διεργασία, μετά 

την παραλαβή του εκχυλίσματος, οδηγεί στην παραγωγή σημαντικής ποσότητας 

κυτταρικών στερεών τα οποία είναι πλούσια σε πολυσακχαρίτες όπως είναι οι β-γλυκάνες, 

τα οποία συχνά οδηγούνται στην παραγωγή ζωοτροφών και δεν αξιοποιούνται πλήρως. Οι 

β-γλυκάνες έχουν πρόσφατα αναγνωριστεί ως πολυσακχαρίτες με σημαντικά οφέλη στην 

υγεία. Οι μη θερμικές διεργασίες επεξεργασίας τροφίμων, χρησιμοποιούνται ευρέως στη 

βιομηχανία με στόχο την παραγωγή προϊόντων με αυξημένη διατηρησιμότητα και 

βελτιωμένα ποιοτικά χαρακτηριστικά, σε σχέση με τις θερμικές διεργασίες. Πέραν από την 

εφαρμογή τους ως διεργασίες μη θερμικής παστερίωσης, οι διεργασίες αυτές προκαλούν 

κυτταρική διάρρηξη με αποτέλεσμα να προσφέρονται να εφαρμοσθούν ως προκατεργασίες 

για την παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών. Οι διεργασίες των Παλμικών Ηλεκτρικών 

Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης 

έχουν εφαρμοσθεί ως προκατεργασίες για την παραλαβή ενδοκυτταρικών συστατικών από 

πληθώρα μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένου και του S. cerevisiae. Επίσης, η 

διεργασία της ΥΠ, εκτός από την αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας και άρα της 

εκχυλισιμότητας των ενδοκυτταρικών συστατικών, έχει σημαντική επίδραση στα ένζυμα. Η 

επίδραση των διεργασιών αυτών στην αυτόλυση των κυττάρων του S. cerevisiae δεν έχει 

μελετηθεί επαρκώς. Ειδικά όσον αφορά την ΥΠ, η επίδρασή της στα ενδογενή 

πρωτεολυτικά ένζυμα του S. cerevisiae δεν έχει αναφερθεί ως τώρα στη βιβλιογραφία. Μία 

ενδεχόμενη ενεργοποίηση των ενδογενών πρωτεολυτικών ενζύμων θα μπορούσε να 

επιταχύνει τη διεργασία της αυτόλυσης αλλά και να ανοίξει νέους ορίζοντες για την 

παραλαβή και την εφαρμογή των ενζύμων αυτών στα τρόφιμα. Εκτιμάται λοιπόν ότι η 

εφαρμογή των μη θερμικών διεργασιών σε κυτταρικά αιωρήματα S. cerevisiae μπορεί να 

συνεισφέρει θετικά στην αξιοποίηση της κυτταρικής βιομάζας για την βελτιωμένη παραλαβή 

εκχυλίσματος μαγιάς. Παράλληλα, η βελτίωση της αυτόλυσης μπορεί να οδηγήσει στον 

εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της διεργασίας σε β-γλυκάνες, συνεισφέροντας 

έτσι στην συνολική αξιοποίηση των κυττάρων. Τέλος, η αυξημένη διαπερατότητα των 

επεξεργασμένων κυττάρων ή των κυττάρων που προέρχονται από την αυτόλυση εκτιμάται 

ότι μπορεί να τα καταστήσει κατάλληλους φορείς για την αποτελεσματικότερη ενθυλάκωση 

συστατικών, αποτελώντας έτσι μία ακόμη μία δυνατότητα για την αξιοποίησή τους. 



 

107 
 

3 Υλικά και μέθοδοι 

3.1 Εισαγωγή-Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη των καινοτόμων, μη θερμικών διεργασιών 

των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) και της 

Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) στην βελτίωση της διεργασίας της αυτόλυσης του 

S. cerevisiae. Η βελτίωση της διεργασίας επικεντρώθηκε στην μελέτη της επίδρασης των 

διεργασιών αυτών στην παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς με ταυτόχρονο εμπλουτισμό του 

στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Επίσης μελετήθηκε η επίδραση των 

διεργασιών στην αξιοποίηση της κυτταρικής βιομάζας για την παραλαβή ενδογενών 

πρωτεασών και την ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα. 

Στο πρώτο μέρος της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας των ΠΗΠ στη 

διάρρηξη κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Αρχικά προσδιορίστηκε η επίδραση των 

παραμέτρων της διεργασίας των ΠΗΠ (ένταση ηλεκτρικού πεδίου, χρόνος επεξεργασίας) 

στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης των αιωρημάτων με στόχο να εντοπιστούν οι συνθήκες 

επεξεργασίας που οδηγούν σε αποτελεσματική διάρρηξη. Η εξάρτηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τις παραμέτρους της διεργασίας περιγράφηκε μαθηματικά με 

χρήση κατάλληλης εξίσωσης. Στη συνέχεια, σε επιλεγμένες συνθήκες επεξεργασίας 

μελετήθηκε η επίδραση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης στην αυτόλυση των κυτταρικών 

αιωρημάτων. Πραγματοποιήθηκε αυτόλυση επεξεργασμένων με ΠΗΠ αιωρημάτων, σε 

συνδυασμό με την επίδραση εξωγενούς πρωτεάσης παπαΐνης. Η μελέτη της αυτόλυσης 

έγινε με βάση τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος ενώ παράλληλα 

προσδιορίστηκε και η περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος σε β-γλυκάνες. Η κινητική 

της αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά με βάση τα μετρούμενα χαρακτηριστικά και η 

επίδραση της διεργασίας των ΠΗΠ προσδιορίστηκε μέσω των κινητικών παραμέτρων. 

Στο δεύτερο μέρος της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της 

Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) στην αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων S. 

cerevisiae για την παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς με παράλληλο εμπλουτισμό του στερεού 

υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Αρχικά έγινε προσδιορισμός της επίδρασης 

των συνθηκών επεξεργασίας (πίεση επεξεργασίας, αριθμός διελεύσεων) στον δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης των αιωρημάτων με στόχο την επιλογή συνθηκών που οδηγούν σε 

αποτελεσματική διάρρηξη. Στη συνέχεια, στις επιλεγμένες συνθήκες επεξεργασίας 
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μελετήθηκε η επίδραση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης στην αυτόλυση των κυτταρικών 

αιωρημάτων. Η μελέτη της αυτόλυσης έγινε με βάση τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του 

εκχυλίσματος ενώ παράλληλα προσδιορίστηκε η περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος 

σε β-γλυκάνες. Η κινητική της αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά με βάση τα μετρούμενα 

χαρακτηριστικά και η επίδραση της διεργασίας της ΟΥΠ προσδιορίστηκε μέσω των 

κινητικών παραμέτρων. 

Στο τρίτο μέρος της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της Υπερυψηλής 

Πίεσης (ΥΠ) στην αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae για την παραλαβή 

εκχυλίσματος μαγιάς με παράλληλο εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Καθώς η διεργασία επιδρά τόσο στην κυτταρική διάρρηξη όσο 

και στην ενζυμική ενεργότητα, αρχικά πραγματοποιήθηκε μελέτη της επίδρασης των 

παραμέτρων επεξεργασίας (πίεση και χρόνος επεξεργασίας) στον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης των αιωρημάτων αλλά και στην ολική πρωτεολυτική ενεργότητα των κυττάρων. 

με βάση τη μελέτη αυτή, επιλέχθηκαν συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ που οδηγούν σε 

διαφορετικό βαθμό κυτταρικής διάρρηξης και ενζυμικής ενεργότητας και μελετήθηκε η 

επίδραση της διεργασίας στην αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων. Η αυτόλυση 

μελετήθηκε ως προς τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος αλλά και του 

στερεού υπολείμματος, η κινητική των οποίων με τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε 

μαθηματικά με κατάλληλη εξίσωση.  Η επίδραση των παραμέτρων της διεργασίας της ΥΠ 

στην αυτόλυση προσδιορίστηκε μέσω των κινητικών παραμέτρων της. Τέλος, μελετήθηκε 

η επίδραση της ΥΠ στην ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β σε διαφορετικές συνθήκες 

επεξεργασίας ΥΠ και θερμοκρασίες αυτόλυσης. Στόχος ήταν η τόσο η μελέτη της 

μεταβολής της ενζυμικής ενεργότητας κατά την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, αλλά και 

η αναζήτηση συνθηκών επεξεργασίας που οδηγούν στην παραλαβή υψηλής ενζυμικής 

ενεργότητας. Ως εφαρμογή της ενεργότητας των πρωτεασών που προκύπτει από τα 

κύτταρα, μελετήθηκε η επίδραση της ενεργότητας των δύο κενοτοπικών πρωτεασών (Α, Β) 

στην ικανότητα πήξης του γάλακτος. Η ικανότητα πήξης σε συνάρτηση με την ενζυμική 

ενεργότητα των δύο πρωτεασών περιγράφηκε μαθηματικά με κατάλληλη εξίσωση. 

Στο τέταρτο μέρος της διατριβής, μελετήθηκε η επίδραση των διεργασιών των ΠΗΠ, της 

ΟΥΠ και της αυτόλυσης στην ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα του S. 

cerevisiae. Οι διεργασίες αυτές αυξάνουν την κυτταρική διαπερατότητα και προσφέρονται 

για την βελτίωση της κυτταρικής ενθυλάκωσης. Για κάθε κυτταρική προκατεργασία, τα 

κύτταρα υπέστησαν επεξεργασία σε συνθήκες που προέκυψαν από τις προηγούμενες 

πειραματικές ενότητες. Η ενθυλάκωση του ελαίου στα κύτταρα μελετήθηκε για διαφορετικές 

θερμοκρασίες και χρόνους ενθυλάκωσης και η κινητική της ενθυλάκωσης περιγράφηκε 

μαθηματικά με κατάλληλη εξίσωση. Στις κυτταρικές κάψουλες που παρήχθησαν 
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προσδιορίστηκε η απόδοση της ενθυλάκωσης, η σύσταση του ενθυλακωμένου ελαίου αλλά 

και η απελευθέρωση του ελαίου σε συνάρτηση με την ενεργότητα νερού. 

3.2 Πρώτη ύλη-ξηρή μαγιά αρτοποιίας 

Η πρώτη ύλη που χρησιμοποιήθηκε για τα πειράματα της παρούσας διατριβής ήταν η ξηρή 

μαγιά αρτοποιίας της εταιρείας Angel Yeast Co. Ltd (Hubei, China). Η διαθεσιμότητα της 

ξηρής βιομάζας σε μεγάλες ποσότητες, απαραίτητες για τη διεξαγωγή των πειραμάτων, 

καθώς και η σταθερότητα του ξηρού υλικού κατά την αποθήκευση κατέστησε τη 

συγκεκριμένη πρώτη ύλη κατάλληλη για τη χρήση στα πειράματα της παρούσας διατριβής. 

Επιπλέον, η υψηλή σταθερότητα της ξηρής μαγιάς αρτοποιίας κατά την αποθήκευση 

επέτρεψε την διεξαγωγή πειραμάτων από την ίδια πρώτη ύλη, εξαλείφοντας έτσι τη 

διακύμανση που θα οφειλόταν σε διαφορές στις συνθήκες καλλιέργειας και συνεισφέροντας 

θετικά στην επαναληψιμότητα των πειραματικών μετρήσεων.  

Σύμφωνα με τις προδιαγραφές της πρώτης ύλης, ο ζυμομύκητας (Saccharomyces 

cerevisiae, στέλεχος BY9 (Dong et al., 2019) αναπτύσσεται σε βιοαντιδραστήρα 300 m3 σε 

υπόστρωμα μελάσας ζαχαροκάλαμου και συλλέγεται στην όψιμη εκθετική φάση ανάπτυξης 

με φυγοκέντρηση. Μετά από έκπλυση των κυττάρων, η βιομάζα ξηραίνεται σε ξηραντήρα 

τυμπάνου και μορφοποιείται με τη χρήση εκβολέα σε κυλινδρικά συσσωματώματα μήκους 

0.2 mm. Τέλος, η ξηρή μαγιά αρτοποιίας συσκευάζεται σε σάκους των 10 kg. Με βάση το 

φύλλο προδιαγραφών του κατασκευαστή, κάθε συσκευασία ξηρής μαγιάς έχει μέγιστο 

χρόνο ζωής 1 έτος μετά το άνοιγμά της. Για κάθε παρτίδα ξηρής ζύμης έγινε μέριμνα ώστε 

ο χρόνος αυτός να μην ξεπεραστεί. Εφόσον ο αναγραφόμενος χρόνος ζωής είχε παρέλθει, 

περαιτέρω πειράματα πραγματοποιήθηκαν με νέα παρτίδα κυτταρικού υλικού. Σε κάθε 

περίπτωση, πριν από κάθε πείραμα, η βιωσιμότητα των κυττάρων ελέγχθηκε με μέτρηση 

αποικιών σε κατάλληλο υπόστρωμα, ώστε να εξασφαλιστεί σταθερός αριθμός βιώσιμων 

κυττάρων. 

3.3 Επεξεργασία κυτταρικών αιωρημάτων με Παλμικά Ηλεκτρικά 

Πεδία (ΠΗΠ) 

Στην πρώτη πειραματική ενότητα της διατριβής μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας των 

Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων στην αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων μαγιάς αρτοποιίας 

(S. cerevisiae). Στόχος ήταν αρχικά να μελετηθεί η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης Ζ των κυτταρικών αιωρημάτων από τις παραμέτρους επεξεργασίας ΠΗΠ, 

συγκεκριμένα την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου και τον χρόνο επεξεργασίας (ή αριθμό 

παλμών για σταθερό εύρος παλμού). Επίσης στόχο απετέλεσε η μελέτη του συνδυασμού 

επεξεργασίας ΠΗΠ με την προσθήκη πρωτεολυτικού ενζύμου στην αυτόλυση. 
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3.3.1 Εξοπλισμός ΠΗΠ 

Για όλα τα πειράματα επεξεργασίας με ΠΗΠ χρησιμοποιήθηκε η πιλοτική μονάδα 

ELCRACK-5kW (DIL, Quakenbrück, Germany) (Σχήμα 3.1). Η μονάδα αποτελείται από μία 

γεννήτρια παραγωγής ηλεκτρικών παλμών υψηλής τάσης, ηλεκτρονικό πίνακα ρύθμισης 

των παραμέτρων επεξεργασίας και ένα ηλεκτρικά μονωμένο κουβούκλιο στο οποίο μπορεί 

να τοποθετηθεί ποικιλία θαλάμων επεξεργασίας. Η μονάδα επιτυγχάνει μέγιστη τάση 

εξόδου 24 kV, συχνότητα παλμών 1-500 Hz, εύρος παλμού 10-32 μs ενώ οι παλμοί που 

παράγονται είναι σχεδόν ορθογωνικοί με πολικότητα που εναλλάσσεται σε κάθε παλμό. Ο 

κύριος θάλαμος επεξεργασίας που χρησιμοποιείται είναι κατασκευασμένος από 

ανοξείδωτο χάλυβα και τεφλόν και μπορεί να επεξεργαστούν όγκους δειγμάτων που 

κυμαίνονται από 15 έως 300 mL (Σχήμα 3.1γ,δ). Ο όγκος και η απόσταση των ηλεκτροδίων 

του θαλάμου ρυθμίζονται με την προσθήκη μεταλλικών πλακών σταθερού πάχους 2 cm 

και ειδικών παρεμβυσμάτων από τεφλόν. Για την επεξεργασία μικρότερων όγκων 

δείγματος (0.2-1 mL) το σύστημα διαθέτει υποδοχέα για κυψελίδες ηλεκτροδιάτρησης 

(Σχήμα 3.1ε,στ). Η επιλογή του θαλάμου επεξεργασίας καθορίζει τόσο τον όγκο του 

δείγματος που μπορεί να επεξεργαστεί κάθε φορά, αλλά και την μέγιστη ένταση ηλεκτρικού 

πεδίου που μπορεί να επιτευχθεί. Κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας το σχήμα του 

παλμού, η τάση που εφαρμόζεται στα ηλεκτρόδια καθώς και το ηλεκτρικό ρεύμα που 

διέρχεται από τον θάλαμο επεξεργασίας καταγράφονται με τη χρήση παλμογράφου 

(Tektronix TDS 1012, Beaverton, OR, USA). 

    

(α) (β) (γ) 

    

(δ) (ε) (στ) 

Σχήμα 3.1: α) Η μονάδα επεξεργασίας ΠΗΠ ELCRACK-5kW β) ηλεκτρόδια υποδοχής θαλάμου 

επεξεργασίας στη μονάδα γ) θάλαμος επεξεργασίας όγκου 300 mL, απόστασης ηλεκτροδίων 8 cm 

δ) θάλαμος επεξεργασίας όγκου 60 mL, απόστασης ηλεκτροδίων 4 cm ε) υποδοχέας για κυψελίδες 
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ηλεκτροδιάτρησης (όγκου 0.2-1 mL, απόστασης ηλεκτροδίων 0.2-1 cm στ) κυψελίδες 

ηλεκτροδιάτρησης απόστασης ηλεκτροδίων 0.2-1 cm. 

Η μονάδα ΠΗΠ έχει επίσης τη δυνατότητα επεξεργασίας συνεχούς έργου. Για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιούνται δύο αλλεπάλληλα συγγραμικά ηλεκτρόδια κατασκευασμένα από 

ανοξείδωτο χάλυβα. Τα ηλεκτρόδια έχουν απόσταση ηλεκτροδίων 0.4-1 cm και με τη χρήση 

εξωτερικής αντλίας μπορεί να πραγματοποιηθεί επεξεργασία σε ογκομετρικές παροχές 

έως και 200 L/h. 

3.3.2 Μελέτη της επίδρασης των ΠΗΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Σε αυτή την πειραματική ενότητα μελετήθηκε η επίδραση των συνθηκών επεξεργασίας 

ΠΗΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Στόχος της 

πειραματικής ενότητας ήταν να διαπιστωθεί η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ 

από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου και τον αριθμό των εφαρμοζόμενων παλμών, αλλά 

και από την κυτταρική περιεκτικότητα του αιωρήματος. 

Η επεξεργασία πραγματοποιήθηκε σε κυτταρικά αιωρήματα περιεκτικότητας 1%, 2.5%, 

5%, 7.5% και 10% κ.β σε κυψελίδα ηλεκτροδιάτρησης όγκου 1 mL και απόστασης 

ηλεκτροδίων 0.4 cm (HiMaX electroporation cuvette, Cell Projects Ltd., Kent, UK). Τα 

κυτταρικά αιωρήματα παρασκευάστηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται στην 

ενότητα 3.7.1. Οι συνθήκες επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.1). Στην μελέτη αυτή μεταβλήθηκε μόνο η ένταση του 

ηλεκτρικού πεδίου και ο αριθμός των εφαρμοζόμενων παλμών, ενώ το ονομαστικό εύρος 

των παλμών και η συχνότητα των παλμών διατηρήθηκαν σταθερά και ίσα με 15 μs και 300 

Hz, αντίστοιχα.  

Πίνακας 3.1: Συνθήκες έντασης ηλεκτρικού πεδίου  (Ε) και αριθμού παλμών (np) που μελετήθηκαν 

για τον προσδιορισμό του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης σε κάθε κυτταρική περιεκτικότητα. Το 

ονομαστικό εύρος των παλμών και η συχνότητα των παλμών διατηρήθηκαν σταθερά και ίσα με 15 

μs και 300 Hz, αντίστοιχα. 

Κυτταρική περιεκτικότητα % κ.β 

1% 2.5% 5% 7.5% 10% 

Ε 

(kV/cm) 
np 

Ε 

(kV/cm) 
np 

Ε 

(kV/cm) 
np 

Ε 

(kV/cm) 
np 

Ε 

(kV/cm) 
np 

3, 5, 7, 

8, 10, 

15, 20 

0-3000 

3, 4, 5, 

7.5, 10, 

12.5, 

15, 

17.5, 21 

0-700 

3, 5, 

7.5, 10, 

12.5, 

15, 

17.5, 20 

0-500 

3, 5, 

7.5, 10, 

12.5, 

15, 

17.5, 

22 

0-1200 

2, 3.5, 

4.5, 6, 

7.2, 10, 

12.5, 

15, 

17.5, 20 

0-2000 
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Για κάθε κυτταρική περιεκτικότητα, 1 mL κυτταρικού αιωρήματος τοποθετήθηκαν εντός της 

κυψελίδας ηλεκτροδιάτρησης και υπέστησαν επεξεργασία σε κάθε συνθήκη. Κατόπιν, τα 

επεξεργασμένα κυτταρικά αιωρήματα φέρθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα και 

προσδιορίστηκε η ηλεκτρική τους αγωγιμότητα με τη χρήση φορητού αγωγιμομέτρου, 

σύμφωνα με τη διαδικασία που περιγράφεται στην ενότητα 3.7.3. Κάθε επεξεγρασία 

πραγματοποιήθηκε σε τρεις επαναλήψεις, με κάθε επανάληψη να περιλαμβάνει τρεις 

επεξεργασίες, ώστε να εξασφαλιστεί απαραίτητος όγκος αιωρήματος για τη μέτρηση της 

ηλεκτρικής αγωγιμότητας (τουλάχιστον 2 mL). Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης Ζ για κάθε 

συνθήκη επεξεργασίας υπολογίστηκε από την Εξίσωση 3.5. Η εξάρτηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τις συνθήκες επεξεργασίας περιγράφηκε μαθηματικά με τη 

χρήση κατάλληλης εξίσωσης. 

3.3.3 Μελέτη της επίδρασης επεξεργασίας ΠΗΠ στην αυτόλυση κυτταρικών 

αιωρημάτων περιεκτικότητας 1% κ.β. 

Σε αυτή την πειραματική ενότητα πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη της αυτόλυσης 

κυτταρικών αιωρημάτων ως προς τρεις βασικές παραμέτρους της αυτόλυσης: την 

απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου, την απελευθέρωση πρωτεϊνών και την απόδοση ξηρού 

βάρους.  Στόχος ήταν να διαπιστωθεί η επίδραση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης στις 

κινητικές παραμέτρους της αυτόλυσης. Οι συνθήκες επεξεργασίας που επιλέχθηκαν 

βασίστηκαν στην μελέτη της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τις 

παραμέτρους επεξεργασίας και επιλέχθηκαν έτσι ώστε να καλυφθεί μεγάλο εύρος τιμών 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 
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Σχήμα 3.2: Διάγραμμα ροής πειραματικής διαδικασίας για τον προσδιορισμό της επίδρασης της 

επεξεργασίας με ΠΗΠ στις κινητικές παραμέτρους της αυτόλυσης.  

Το διάγραμμα ροής της πειραματικής ενότητας παρουσιάζεται στο Σχήμα 3.2. Για την 

επεξεργασία των κυτταρικών αιωρημάτων επιλέχθηκαν τέσσερις τιμές έντασης ηλεκτρικού 

πεδίου με πέντε τιμές αριθμού παλμών ανά επεξεργασία. Οι συνθήκες που επιλέχθηκαν 

παρουσιάζονται και αιτιολογούνται στα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής. Η 

επεξεργασία πραγματοποιήθηκε σε κυψελίδα ηλεκτροδιάτρησης όγκου 1 mL και 

απόστασης ηλεκτροδίων 0.4 cm (HiMaX electroporation cuvette, Cell Projects Ltd., Kent, 

UK). Για κάθε συνδυασμό έντασης ηλεκτρικού πεδίου και αριθμού παλμών που 

μελετήθηκε, ήταν απαραίτητη η διεξαγωγή πολλαπλών επεξεργασιών (περί τις 50), ώστε 

να εξασφαλιστεί ικανός όγκος αιωρήματος για τη διεξαγωγή των περαιτέρω μετρήσεων. Τα 

επεξεργασμένα αιωρήματα κάθε συνθήκης συνδυάστηκαν και τοποθετήθηκαν σε κωνική 

φιάλη όγκου 100 mL. Κάθε συνδυασμός συνθηκών επεξεργασίας πραγματοποιήθηκε εις 

διπλούν. Η αυτόλυση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στους 52°C, pH=5.5, σύμφωνα 

με τη μέθοδο που περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 3.7.2. Ανά τακτά χρονικά 

διαστήματα έγινε δειγματοληψία κυτταρικού αιωρήματος όγκου 1 mL το οποίο 

φυγοκεντρήθηκε στα 6500 g για 10 min. Στο υπερκείμενο υγρό (διαλυτό εκχύλισμα μαγιάς) 

προσδιορίστηκε η συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου (ενότητα 3.7.5), ολικών διαλυτών 
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πρωτεϊνών (ενότητα 3.7.4.1) και ξηρού βάρους (ενότητα 3.7.6). Η εξάρτηση των 

μετρούμενων μεγεθών από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά με χρήση 

κατάλληλης εξίσωσης.  

3.3.4 Μελέτη της επίδρασης επεξεργασίας ΠΗΠ στην αυτόλυση κυτταρικών 

αιωρημάτων περιεκτικότητας 10% κ.β. 

Σε αυτή την πειραματική ενότητα μελετήθηκε η επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ στην 

αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων περιεκτικότητας 10% κ.β.. Η επεξεργασία με ΠΗΠ 

συνδυάστηκε με την προσθήκη πρωτεολυτικού ενζύμου (παπαΐνη) κατά την αυτόλυση, 

ώστε να διαπιστωθεί η ύπαρξη συνεργιστικής δράση μεταξύ της ηλεκτροδιάτρησης και της 

δράσης του ενζύμου. Επίσης μελετήθηκε η επίδραση των ΠΗΠ και της παπαΐνης τόσο στα 

ποιοτικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος μαγιάς, αλλά και του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης ώστε να προσδιοριστεί η επίδραση των επεξεργασιών στην περιεκτικότητα του 

στερεού υπολείμματος σε β-γλυκάνες και αδιάλυτες πρωτεϊνες. 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

115 
 

 

Σχήμα 3.3: Διάγραμμα ροής πειραματικής διαδικασίας για τον προσδιορισμό της επίδρασης της 

επεξεργασίας με ΠΗΠ στα χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος και του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης, με και χωρίς την προσθήκη παπαΐνης.  

Το διάγραμμα ροής της πειραματικής ενότητας παρουσιάζεται στο Σχήμα 3.3. Η 

επεξεργασία των αιωρημάτων με ΠΗΠ πραγματοποιήθηκε μεταβάλλοντας τον αριθμό των 

παλμών, ενώ οι υπόλοιπες παράμετροι της διεργασίας διατηρήθηκαν σταθερές (ένταση 

ηλεκτρικού πεδίου 6 kV/cm, συχνότητα παλμών 20 Hz, ονομαστικό εύρος παλμού 15 μs). 

Η επεξεργασία πραγματοποιήθηκε σε θάλαμο επεξεργασίας όγκου 20 mL και απόστασης 

ηλεκτροδίων 2 cm. Για κάθε επεξεργασία, ο θάλαμος πληρώθηκε με 15 mL κυτταρικού 

αιωρήματος. Η κάθε επεξεργασία πραγματοποιήθηκε εις διπλούν, με 4 επεξεργασίες ανά 

επανάληψη ώστε να παραχθεί επαρκής όγκος κυτταρικού αιωρήματος (60 mL) για τις 

περαιτέρω μετρήσεις. Αμέσως μετά την επεξεργασία, τα δείγματα υπέστησαν αυτόλυση 

στους 52°C, pH=5.5, σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 
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3.7.2. Η προσθήκη παπαΐνης, όπου ήταν απαραίτητο, έγινε στα αιωρήματα αμέσως πριν 

την αυτόλυση και πριν τη ρύθμιση του pH. Η παπαΐνη προστέθηκε σε στερεά μορφή 

(ENZECO® purified papain concentrate powder, Enzyme Development Corporation (EDC), 

NY, USA) σε περιεκτικότητα 0.25% κ.β. κυτταρικού αιωρήματος. Κατά τη διάρκεια της 

αυτόλυσης, ελήφθησαν δείγματα ανά τακτά χρονικά διαστήματα τα οποία 

φυγοκεντρήθηκαν στα 6500 g για 10 min. Στο προκύπτον διαλυτό εκχύλισμα 

προσδιορίστηκαν η συγκέντρωση ολικών διαλυτών πρωτεϊνών, η συγκέντρωση ελεύθερου 

α-αμινικού αζώτου, το ξηρό βάρος, το χρώμα και η θολότητα. Το στερεό υπόλειμμα της 

αυτόλυσης για κάθε δείγμα λυοφιλιώθηκε σε συνθήκες −52°C, 0.080 mbar για 48 h με τη 

χρήση λυοφιλιωτή Christ Alpha 1–4 LD plus freeze dryer (Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Germany). Στο λυοφιλιωμένο στερεό προσδιορίστηκαν 

η περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες και η περιεκτικότητα σε αδιάλυτες πρωτεΐνες. Οι μέθοδοι 

που χρησιμοποιήθηκαν περιγράφονται αναλυτικά στις ενότητες  3.7.7 και 3.7.8. Η 

εξάρτηση των μετρούμενων φυσικοχημικών χαρακτηριστικών από τον χρόνο αυτόλυσης 

περιγράφηκε μαθηματικά με χρήση κατάλληλης εξίσωσης. Η επίδραση των μελετούμενων 

κατεργασιών ποσοτικοποιήθηκε μέσω της επίδρασης των παραμέτρων της επεξεργασίας 

στις κινητικές παραμέτρους της εξίσωσης. 

3.4 Επεξεργασία κυτταρικών αιωρημάτων με Ομογενοποίηση Υψηλής 

Πίεσης (ΟΥΠ) 

Σε αυτή την πειραματική ενότητα μελετήθηε η επίδραση της διεργασίας της 

Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης (ΟΥΠ) στην αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων S. 

cerevisiae για την παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς με παράλληλο εμπλουτισμό του στερεού 

υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Ο πειραματικός σχεδιασμός περιγράφεται 

συνοπτικά στο Σχήμα 3.4 και αναλύεται παρακάτω. 
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Σχήμα 3.4: Διάγραμμα ροής για την πειραματική διαδικασία μελέτης της επίδρασης της ΟΥΠ στην 

παραλαβή εκχυλίσματος μαγιάς και β-γλυκανών. 
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3.4.1 Εξοπλισμός Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης 

Για την επεξεργασία των κυτταρικών αιωρημάτων με ΟΥΠ στην παρούσα διατριβή 

χρησιμοποιήθηκε ο ομογενοποιητής υψηλής πίεσης δύο σταδίων APV-1000 (Invensys, 

London UK) (Σχήμα 3.5). Οι βαλβίδες του ομογενοποιητή είναι κατασκευασμένες από 

κεραμεικό υλικό. Ο ομογενοποιητής έχει τη δυνατότητα να επεξεργάζεται υγρά δείγματα σε 

πιέσεις έως και 1000 bar και είναι εξοπλισμένος με χειροκίνητη βαλβίδα ρύθμισης της 

πίεσης και μανόμετρα για τη μέτρηση της πίεσης επεξεργασίας σε κάθε στάδιο.  

 

Σχήμα 3.5: Ομογενοποιητής Invensys APV-1000 

Η επεξεργασία των κυτταρικών αιωρημάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση μόνον του 

πρώτου σταδίου επεξεργασίας. Για κάθε επεξεργασία, όγκος αιωρήματος ίσος με 500 mL 

τοποθετήθηκε στην χοάνη υποδοχής της συσκευής και εκκινήθηκε η αντλία της. Μόλις 

διαπιστώθηκε εκροή αιωρήματος από την έξοδο της συσκευής, η πίεση ρυθμίστηκε με 

στρέψη της χειροκίνητης βαλβίδας στην επιθυμητή τιμή. Καθώς η ρύθμιση της πίεσης 

πραγματοποιείται χειροκίνητα, αρχικός όγκος αιωρήματος περί τα 20 mL απορρίφθηκε 

ώστε να εξασφαλισθεί η παραλαβή αμιγώς επεξεργασμένου αιωρήματος. Για την επίτευξη 

περαιτέρω διελεύσεων από τον ομογενοποιητή ο όγκος του ήδη επεξεργασμένου 

αιωρήματος τοποθετήθηκε ξανά στην χοάνη υποδοχής και η παραπάνω διαδικασία 

επαναλήφθηκε. Για την ψύξη του αιωρήματος στην έξοδο της συσκευής τοποθετήθηκε 

σερπαντίνα ψύξης από ανοξείδωτο χάλυβα βυθισμένη σε παγόλουτρο. Για την εξασφάλιση 

της στειρότητας της συσκευής πριν από κάθε επεξεργασία (με στόχο την αποφυγή 

επιμόλυνσης του αιωρήματος), έγινε διέλευση θερμού, απιστειρωμένου νερού (80°C) 

ακολουθούμενο από διάλυμα NaOH 3% κ.ο. 
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3.4.2 Μελέτη της επίδρασης της ΟΥΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης των επεξεργασμένων αιωρημάτων προσδιορίστηκε σε 

επεξεργασμένα αιωρήματα για συνθήκες πίεσης επεξεργασίας από 100 έως 800 bar και 

αριθμού διελεύσεων 1 έως 6 διελεύσεις. Ο προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο που περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 3.7.3,  μέσω 

της μέτρησης της ηλεκτρικής αγωγιμότητας του αιωρήματος. Κυριότερος στόχος του 

προσδιορισμού του δείκτη ήταν η επιλογή συνθηκών επεξεργασίας τέτοιων ώστε να 

μελετηθεί ένα εύρος βαθμού κυτταρικής διάρρηξης στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς 

και την παραλαβή β-γλυκανών από τα κύτταρα.  

3.4.3 Μελέτη της επίδρασης της ΟΥΠ στην αυτόλυση  

Η αυτόλυση των επεξεργασμένων με ΟΥΠ δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με βάση την 

διαδικασία που περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 3.7.2. Οι συνθήκες επεξεργασίας 

που επιλέχθηκαν περιελάμβαναν πιέσεις επεξεργασίας και αριθμούς διελεύσεων τέτοιους 

ώστε να καλύπτεται όλο το εύρος τιμών δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, με βάση τη μελέτη 

που περιγράφεται παραπάνω. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα κατά τη διάρκεια της 

αυτόλυσης ελήφθησαν δείγματα όγκου 10 mL τα οποία φυγοκεντρήθηκαν στα 6500 g για 

10 min ώστε να διαχωριστούν στο διαλυτό εκχύλισμα και στο στερεό υπόλειμμα της 

αυτόλυσης. Στο διαλυτό εκχύλισμα της αυτόλυσης για κάθε συνθήκη επεξεργασίας έγινε 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης των ολικών διαλυτών πρωτεϊνών, της συγκέντρωσης α-

αμινικού αζώτου, του ξηρού βάρους, του χρώματος και της θολότητας, με βάση τις 

μεθόδους που περιγράφονται αναλυτικά στην ενότητα 3.7. Στο στερεό υπόλειμμα της 

αυτόλυσης προσδιορίστηκε για χρόνους αυτόλυσης 8 και 24 h η περιεκτικότητα σε β-

γλυκάνες και αδιάλυτες πρωτεΐνες, σύμφωνα με τις μεθόδους που περιγράφονται 

αναλυτικά στις ενότητες 3.7.7 και 3.7.8. 

3.4.4 Καθαρισμός β-γλυκανών 

Πέραν από τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας των β-γλυκανών και των αδιάλυτων 

πρωτεϊνών στο στερεό υπόλειμμα αμέσως μετά την αυτόλυση, μελετήθηκε και η εφαρμογή 

μεθόδου για τον καθαρισμό των β-γλυκανών μετά από κάθε κυτταρική προεπεξεργασία. Ο 

στόχος της μελέτης αυτής ήταν να διαπιστωθεί κατά πόσον η επεξεργασία με ΟΥΠ στις 

μελετηθείσες συνθήκες σε συνδυασμό με την αυτόλυση (8 και 24 h) επιδρούν στην 

καθαρότητα των β-γλυκανών μετά από την εφαρμογή της μεθόδου. Η μέθοδος προτάθηκε 

πρώτα από τους Jamas et al. (1989) για τον καθαρισμό β-γλυκανών από κύτταρα S. 

cerevisiae. Στηρίζεται στην απομάκρυνση των νουκλεϊκών οξέων, των πρωτεϊνών και των 

λιπιδίων με ένα αρχικό βήμα αλκαλικής εκχύλισης. Σε δεύτερο στάδιο απομακρύνονται 
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πολυσακχαρίτες όπως η χιτίνη και το γλυκογόνο με  την επώαση του κυτταρικού υλικού 

παρουσία οξικού οξέος (Jamas et al., 1989; Jamas et al., 1997; Manners et al., 1973). 

Για την εκχύλιση των β-γλυκανών, λυοφιλιωμένο κυτταρικό υλικό από κάθε επεξεργασία 

ζυγίστηκε με ακρίβεια σε κωνική φιάλη και επωάστηκε με 30-πλάσιο όγκο διαλύματος 

NaOH 1 M σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 80°C για 2 h υπό σταθερή ανάδευση 180 rpm. 

Κατόπιν, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 6500 g για 10 min και το υπερκείμενο υγρό 

απορρόφθηκε. Τα στερεά εκπλύθηκαν με απιονισμένο νερό σε όγκο ίσο με τον όγκο του 

απορριφθέντος υπερκείμενου και αναδιαλύθηκαν σε ίσο όγκο διαλύματος οξικού οξέος 0.5 

Μ. Τα δείγματα επωάστηκαν περαιτέρω για 1 h σε θερμοκρασία 80°C υπό σταθερή 

ανάδευση 180 rpm. Τέλος, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν και τα στερεά εκπλύθηκαν με 

απιονισμένο νερό. Τα τελικά στερεά δείγματα λυοφιλιώθηκαν και τοποθετήθηκαν σε 

ξηραντήρα μέχρι την περαιτέρω ανάλυσή τους. Σε κάθε δείγμα προσδιορίστηκε η 

περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες και ολικές πρωτεΐνες, σύμφωνα με τις μεθόδους που 

περιγράφονται αναλυτικά στις ενότητες 3.7.7 και 3.7.8. 

 

3.5 Επεξεργασία κυτταρικών αιωρημάτων με Υπερυψηλή Πίεση (ΥΠ) 

Σε αυτή την πειραματική ενότητα πραγματοποιήθηκε μελέτη της επίδρασης της διεργασίας 

της Υπερυψηλής Πίεσης στην αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae. Η 

πειραματική διαδικασία συνοψίζεται στο διάγραμμα ροής του παρακάτω σχήματος (Σχήμα 

3.6). Η πειραματική διαδικασία χωρίζεται σε 3 διακριτά σκέλη: τη μελέτη της επίδρασης της 

ΥΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης του αιωρήματος και τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ 

στην ολική πρωτεολυτική ενεργότητα υπερκείμενου εκχυλίσματος πλήρως διαρρηγμένων 

κυττάρων (διάρρηξη με ΟΥΠ), τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην πρωτεολυτική 

ενεργότητα διαρρηγμένων με ΟΥΠ κυτταρικά αιωρήματα ως προς τις πρωτεάσες Α και Β 

για τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες αυτόλυσης και τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην 

αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων με στόχο την παραγωγή εκχυλισμάτων μαγιάς. 
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Σχήμα 3.6: Διάγραμμα ροής για την πειραματική διαδικασία μελέτης της επίδρασης της ΥΠ στα 

κύτταρα. 
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3.5.1 Εξοπλισμός Υπερυψηλής Πίεσης 

Για την επεξεργασία των κυτταρικών αιωρημάτων με ΥΠ χρησιμοποιήθηκε η μονάδα Food 

Pressure Unit FPU της Resato International BV (Roden, The Netherlands) (Σχήμα 3.7). Ο 

εξοπλισμός περιλαμβάνει μία μονάδα αύξησης της πίεσης συνδεδεμένη με κυλινδρικό 

θάλαμο επεξεργασίας όγκου 1.5 L, κατάλληλο για την επεξεργασία μεγάλων όγκων 

δείγματος. Το σύστημα διαθέτει επίσης συστοιχία 6 όμοιων θαλάμων επεξεργασίας όγκου 

42 mL, η οποία είναι κατάλληλη για τη διεξαγωγή κινητικών πειραμάτων. Η πίεση και η 

θερμοκρασία του συστήματος παρακολουθείται και καταγράφεται ανά διαστήματα 1 s από 

θερμοστοιχεία και μανόμετρα συνδεδεμένα με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Το σύστημα 

χρησιμοποιεί πολυαιθυλενογλυκόλη ως μέσο μεταφοράς της πίεσης. Η επεξεργασία των 

δειγμάτων πραγματοποιείται μετά από συσκευασία τους σε συσκευασίες από ειδικό 

πολυστρωματικό υλικό πολυαιθυλενίου-πολυπροπυλενίου. Για κάθε συνθήκη 

επεξεργασίας, τα δείγματα τοποθετούνται στον αντίστοιχο θάλαμο, ο θάλαμος σφραγίζεται 

και το σύστημα αύξησης της πίεσης τίθεται σε λειτουργία. Η πίεση στον σφραγισμένο 

θάλαμο αυξάνεται με ρυθμό 20 MPa/s και μόλις φθάσει στην επιθυμητή τιμή, ο θάλαμος 

απομονώνεται από το σύστημα μέσω πνευματικής βαλβίδας. Η πίεση διατηρείται στην 

επιθυμητή τιμή για το χρονικό διάστημα που ορίζεται και κατόπιν εκτονώνεται ακαριαία. 

Τέλος, ο θάλαμος ανοίγεται και τα επεξεργασμένα δείγματα αφαιρούνται και τοποθετούνται 

υπό ψύξη μέχρι την περαιτέρω ανάλυσή τους. 

 

(α) (β) (γ) 

Σχήμα 3.7: Εξοπλισμός Υπερυψηλής Πίεσης α) γενική όψη του εξοπλισμού β) θάλαμος 

επεξεργασίας όγκου 1.5 L γ) συστοιχία θαλάμων επεξεργασίας 42 mL 

Για την επεξεργασία των δειγμάτων, τα κυτταρικά αιωρήματα συσκευάστηκαν σε σακούλες 

από πολυστρωματικό υλικό (πολυαιθυλένιο-αλουμινόφυλλο-πολυπροπυλένιο). Κατόπιν, 

κάθε συσκευασμένο δείγμα επανασυσκευάστηκε με εξωτερική συσκευασία 

πολυαιθυλενίου-πολυπροπυλενίου για την αποφυγή απώλειας του δείγματος λόγω 

αστοχίας του εσωτερικού υλικού συσκευασίας. Τα δείγματα προς επεξεργασία 

τοποθετήθηκαν στον κατάλληλο θάλαμο επεξεργασίας, ο θάλαμος πληρώθηκε με 

πολυαιθυλενογλυκόλη και σφραγίστηκε. Για την αύξηση της πίεσης, το σύστημα τίθεται σε 

λειτουργία και η πίεση της γλυκόλης αυξάνεται με ρυθμό 20 MPa/s. Μόλις επιτευχθεί η 
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επιθυμητή πίεση, ο θάλαμος απομονώνεται υδραυλικά με τη χρήση βάνας υπερυψηλής 

πίεσης, συγκρατώντας έτσι την επιθυμητή πίεση επεξεργασίας. Μόλις παρέλθει ο 

επιθυμητός χρόνος επεξεργασίας η πίεση του θαλάμου εκτονώνεται σχεδόν ακαριαία και 

τα δείγματα αφαιρούνται και αποθηκεύονται για περαιτέρω επεξεργασία. 

3.5.2 Μελέτη της επίδρασης της επεξεργασίας ΥΠ στον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης  

Στην πειραματική ενότητα αυτή μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της Υπερυψηλής 

Πίεσης στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης των κυτταρικών αιωρημάτων. Στόχος της 

ενότητας αυτής ήταν η μελέτη της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τις 

παραμέτρους επεξεργασίας. Η επεξεργασία των αιωρημάτων έγινε σε πιέσεις 

επεξεργασίας από 200 έως 750 MPa και χρόνους επεξεργασίας από 0 έως 120 min. Οι 

συνθήκες πίεσης και χρόνου επεξεργασίας που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.2). 

Πίνακας 3.2: Συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ που εφαρμόστηκαν για τη μελέτη της εξάρτησης του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τις συνθήκες επεξεργασίας. 

 
Πίεση επεξεργασίας 

200 ΜPa 400 MPa 500 MPa 600 MPa 750 MPa 

Χρόνος 

πίεσης (min) 
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0.25 
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1 

 

Για κάθε συνθήκη επεξεργασίας, 4 mL κυτταρικού αιωρήματος περιεκτικότητας 10% κ.β. 

συσκευάστηκαν σε συσκευασίες πολυστρωματικού υλικού (πολυπροπιλένιο-

αλουμινόφυλλο-πολυαιθυλένιο). Η επεξεργασία των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στη 

συστοιχία θαλάμων υπερυψηλής πίεσης όγκου 42 mL.  Μετά από κάθε επεξεργασία, 

προσδιορίστηκε η ηλεκτρική αγωγιμότητα των αιωρημάτων με τη μέθοδο που περιγράφεται 

αναλυτικά στην ενότητα 3.7.2. Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης υπολογίστηκε από την 

εξίσωση 3.5 με βάση τις μετρήσεις της ηλεκτρικής αγωγιμότητας ενώ εξάρτηση του δείκτη 

από τον χρόνο πίεσης περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 4.10, για κάθε πίεση 

επεξεργασίας. 
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3.5.3 Μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην πρωτεολυτική ενεργότητα  

Για τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στον ολική πρωτεολυτική ενεργότητα, κυτταρικά 

αιωρήματα περιεκτικότητας 10% υπέστησαν διάρρηξη με ΟΥΠ σε πίεση επεξεργασίας 800 

bar για 4 διελεύσεις.  Η συνθήκη επεξεργασίας αυτή εξασφαλίζει την πλήρη κυτταρική 

διάρρηξη και την απελευθέρωση των ενδοκυτταρικών ενζύμων. Η διάρρηξη 

πραγματοποιήθηκε με στόχο την μελέτη της επίδρασης της πίεσης στην πρωτεολυτική 

ενεργότητα χωρίς την επίδραση τυχόν απελευθέρωσης από το κυτταρικό υλικό που μπορεί 

να προκληθεί εξαιτίας της πίεσης. Το ομογενοποιημένο αιώρημα φυγοκεντρήθηκε στα 

10000 g για 10 min και 2 mL από το υπερκείμενο υγρό συσκευάστηκαν σε πολυστρωματική 

συσκευασία. Τα δείγματα υπέστησαν επεξεργασία με ΥΠ σε πιέσεις 200-750 MPa για 

χρόνους επεξεργασίαςς 0-120 min, ανάλογα με την εφαρμοζόμενη πίεση. Οι συνθήκες που 

μελετήθηκαν είναι κοινές με τη μελέτη που πραγματοποιήθηκε για την επίδραση της ΥΠ 

στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Πίνακας 3.2). Μετά την επεξεργασία, τα δείγματα 

καταψύχθηκαν στους -23°C μέχρι τον προσδιορισμό της πρωτεολυτικής τους ενεργότητας. 

Η ολική πρωτεολυτική ενεργότητα προσδιορίστηκε με χρήση υποστρώματος αζοκαζεΐνης, 

όπως περιγράφεται στην ενότητα 3.7.11. 

3.5.4 Μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς με 

αυτόλυση 

Στην πειραματική ενότητα αυτή μελετήθηκε η επίδραση της ΥΠ στα χαρακτηριστικά 

εκχυλίσματος μαγιάς επεξεργασμένων κυτταρικών αιωρημάτων. Οι συνθήκες 

επεξεργασίας που μελετήθηκαν προέκυψαν από τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στον 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης και την ολική πρωτεολυτική ενεργότητα. Για τη μελέτη αυτή, 

κυτταρικά αιωρήματα περιεκτικότητας 10% συσκευάστηκαν σε συσκευασίες 

πολυστρωματικού υλικού. Κάθε συσκευασία πληρώθηκε με 200 mL αιωρήματος. Τα 

αιωρήματα υπέστησαν επεξεργασία στις προεπιλεγμένες συνθήκες και κατόπιν υπέστησαν 

αυτόλυση στους 52°C, pH=5.5, σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται στην ενότητα 

3.7.2. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα ελήφθησαν δείγματα 10 mL τα οποία 

φυγοκεντρήθηκαν στα 6500 g για 10 min και τα υπερκείμενα αποθηκεύτηκαν στους -23°C 

μέχρι την περαιτέρω ανάλυσή τους. Στο διαλυτό εκχύλισμα προσδιορίστηκε η 

συγκέντρωση πρωτεϊνών, η συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου, η απελευθέρωση ολικών 

στερεών και το χρώμα, σύμφωνα με τις μεθόδους που περιγράφονται στην ενότητα 3.7. 

3.5.5 Μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην ενεργότητα πρωτεάσης Α και Β σε 

διαφορετικές θερμοκρασίες αυτόλυσης 

Στην πειραματική ενότητα αυτή μελετήθηκε η επίδραση της ενεργότητας των πρωτεασών 

Α και Β κατά την αυτόλυση σε κυτταρικά αιωρήματα που υπέστησαν διάρρηξη με ΟΥΠ (800 
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bar/ 4 διελεύσεις) σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες αυτόλυσης (32°C, 42°C και 52°C). 

Στόχος της μελέτης ήταν η μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην ενεργότητα των δύο 

πρωτεασών κατά την αυτόλυση ώστε α) να διερευνηθεί ο ρόλος τους κατά την παραγωγή 

εκχυλίσματος μαγιάς και β) να βρεθούν συνθήκες επεξεργασίας τέτοιες ώστε να 

παραλαμβάνεται μέγιστη ενεργότητά τους με στόχο την πιθανή περαιτέρω εκμετάλλευσή 

τους. Για τη μελέτη, κυτταρικά αιωρήματα περιεκτικότητας 10% υπέστησαν ομογενοποίηση 

στα 800 bar με 4 διελεύσεις. Η συνθήκη ΟΥΠ αυτή εξασφαλίζει την πλήρη κυτταρική 

διάρρηξη και την απελευθέρωση των εδοκυτταρικών ενζύμων. Κατόπιν, τα κυτταρικά 

αιωρήματα συσκευάστηκαν σε συσκευασίες πολυστρωματικού υλικού (150 mL 

αιωρήματος ανά συσκευασία) και υπέστησαν επεξεργασία με ΥΠ. Οι ακριβείς συνθήκες 

επεξεργασίας που επιλέχθηκαν βασίστηκαν στην μελέτη της ολικής πρωτεολυτικής 

ενεργότητας που περιγράφηκε παραπάνω. Μετά από κάθε επεξεργασία, τα κυτταρικά 

αιωρήματα αποθηκεύτηκαν στους -23°C μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία τους. Για κάθε 

συνθήκη επεξεργασίας ΥΠ, τα κυτταρικά αιωρήματα υπέστησαν αυτόλυση σε 

θερμοκρασίες 32°C, 42°C και 52°C, σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται αναλυτικά 

στην ενότητα 3.7.2. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα, ελήφθησαν 2 mL κυτταρικού 

αιωρήματος το οποίο φυγοκεντρήθηκε στα 10000 g για 10 min. Στο υπερκείμενο υγρό 

μετρήθηκε η ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β, με βάση τις μεθόδους που 

περιγράφονται στις ενότητες 3.7.12 και 3.7.13. 

Για επιλεγμένες συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ, θερμοκρασίας και χρόνου αυτόλυσης 

μετρήθηκε επίσης η ικανότητα των ακατέργαστων ενζυμικών εκχυλισμάτων στην πήξη του 

γάλακτος με τη μέθοδο που περιγράφεται στην ενότητα 3.7.14. Οι συνθήκες επιλέχθηκαν 

με βάση τη μελέτη που περιγράφεται παραπάνω, έτσι ώστε να εμφανίζουν διαφορετικές 

τιμές ενεργότητας πρωτεάσης Α και Β, με στόχο να συσχετιστεί η ικανότητα πήξης του 

γάλακτος με την ενεργότητα των δύο πρωτεασών. 

3.6 Μελέτη της ενθυλάκωσης αιθερίου ελαίου ρίγανης σε κύτταρα S. 

cerevisiae με διάφορες κυτταρικές προκατεργασίες 

Σε αυτή την πειραματική  ενότητα μελετήθηκε η επίδραση των διεργασιών των Παλμικών 

Ηλεκτρικών Πεδίων (ΠΗΠ), της ομογενοποίησης υψηλής πίεσης (ΟΥΠ) και της αυτόλυσης 

στην κινητική ενθυλάκωσης αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα. Οι διεργασίες αυτές 

προκαλούν κυτταρική διάρρηξη και προσφέρονται ως προκατεργασίες για την ενθυλάκωση 

στα κύτταρα μαγιάς. Καθώς η ενθυλάκωση στηρίζεται στην παθητική διάχυση του ελαίου 

διαμέσου του κυτταρικού τοιχώματος και της πλασματικής μεμβράνης, οι μελετώμενες 

διεργασίες ήταν αναμενόμενο να επιταχύνουν την κινητική της ενθυλάκωσης αιθερίου 

ελαίου ρίγανης στα κύτταρα. Η πειραματική διαδικασία συνοψίζεται στο Σχήμα 3.8 και 

περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. 
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Σχήμα 3.8: Διάγραμμα ροής πειραματικής διαδικασίας για την μελέτη της ενθυλάκωσης αιθερίου 

ελαίου ρίγανης στα κύτταρα μαγιάς με τη χρήση διαφορετικών κυτταρικών προκατεργασιών.  

3.6.1 Προεπεξεργασία αιωρημάτων με ΠΗΠ 

Η επεξεργασία των αιωρημάτων με ΠΗΠ πραγματοποιήθηκε με τον εξοπλισμό που 

περιγράφεται στην ενότητα 3.3.1. Η επεξεργασία έγινε με τη χρήση του συστήματος 

συνεχούς επεξεργασίας, με θάλαμο επεξεργασίας όγκου 1 mL και απόστασης ηλεκτροδίων 

0.4 cm. Για την άντληση του αιωρήματος διαμέσου του θαλάμου χρησιμοποιήθηκε 

περισταλτική αντλία σε σταθερή ογκομετρική παροχή 120 mL/min. Ο αριθμός των παλμών 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

127 
 

που δέχθηκε το δείγμα σε κάθε συνθήκη επεξεργασίας ρυθμίστηκε με μεταβολή της 

συχνότητας των παλμών ενώ η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου ρυθμίστηκε με ρύθμιση της 

τάσης εξόδου της συσκευής. Το εύρος των παλμών διατηρήθηκε σταθερό και ίσο με 15 

ms. Σε όλες τις επεξεργασίες η θερμοκρασία εισόδου του αιωρήματος στο σύστημα ήταν 

σταθερή και ίση με 25°C, ενώ η θερμοκρασία εξόδου δεν ξεπέρασε τους 40°C σε καμία 

συνθήκη επεξεργασίας. Τα επεξεργασμένα αιωρήματα συλλέχθηκαν σε κωνική φιάλη και 

ψύχθηκαν ακαριαία με την έξοδό τους από το ηλεκτρόδιο με την εμβάπτιση της φιάλης σε 

υδατόλουτρο. Οι συνθήκες επεξεργασίας που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.3). 

Πίνακας 3.3: Συνθήκες επεξεργασίας κυτταρικών αιωρημάτων με ΠΗΠ για τη μελέτη της 

ενθυλάκωσης αιθερίου ελαίου ρίγανης. 

Ένταση ηλεκτρικού 

πεδίου (kV/cm) 
Συχνότητα παλμών (Hz) 

Δείκτης κυτταρικής 

διάρρηξης Ζ 
Ειδική ενέργεια (kJ/kg) 

8.5 10 0.19 3.2 

17 10 0.52 13.6 

13 100 0.98 107.0 

 

3.6.2 Προεπεξεργασία αιωρημάτων με ΟΥΠ 

Για την προεπεξεργασία του κυτταρικού αιωρήματος με ΟΥΠ χρησιμοποιήθηκε ο 

εξοπλισμός που περιγράφεται στην ενότητα 3.4.1. Η επεξεργασία πραγματοποιήθηκε σε 

μία συνθήκη, για πίεση επεξεργασίας 800 bar και 4 διελεύσεις από τον ομογενοποιητή, 

καθώς σε αυτή τη συνθήκη βρέθηκε ότι ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης λαμβάνει τη μέγιστη 

τιμή 1. 

3.6.3 Προεπεξεργασία κυττάρων με αυτόλυση 

Η αυτόλυση των κυττάρων S. cerevisiae, χρησιμοποιείται κατά κύριο λόγο για την 

παρασκευή εκχυλίσματος μαγιάς ή για διεργασίες όπου απαιτείται η μείωση του 

πρωτεϊνικού περιεχομένου των κυττάρων (όπως π.χ. η παραλαβή β-γλυκανών από το 

κυτταρικό τοίχωμα ή η ενεργοποίηση των κενοτοπικών πρωτεασών). Καθώς η διεργασία 

οδηγεί σε παράλληλη αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας αλλά διατηρεί μερικώς την 

ακεραιότητα του κυτταρικού τοιχώματος, μελετήθηκε ως κυτταρική προκατεργασία πριν την 

ενθυλάκωση του αιθερίου ελαίου ρίγανης. Η αυτόλυση πραγματοποιήθηκε στους 52°C και 

pH=5.5, σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται στην ενότητα 3.7.2. Τα κύτταρα 

παρελήφθησαν σε δύο διαφορετικούς χρόνους αυτόλυσης, 8 και 24 h.  
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3.6.4 Προετοιμασία κυτταρικών υλικών 

Τα ανεπεξέργαστα κυτταρικά αιωρήματα καθώς και τα αιωρήματα που υπέστησαν 

επεξεργασία με τις προαναφερθείσες τεχνικές (ΠΗΠ, ΟΥΠ, αυτόλυση), φυγοκεντρήθηκαν 

στα 6500 g για 10 min και μετά από απόρριψη του υπερκείμενου υγρού, το στερεό 

υπόλειμμα που προέκυψε υπέστη λυοφιλίωση. Τα ξηρά υλικά που παρελήφθησαν 

αποθηκεύτηκαν σε ξηραντήρα μέχρι την περαιτέρω χρήση τους ως φορείς ενθυλάκωσης. 

3.6.5 Διεργασία ενθυλάκωσης 

Τα ξηρά κυτταρικά υλικά που παρελήφθησαν από τις προαναφερθείσες προεπεξεργασίες 

χρησιμοποιήθηκαν για την ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης. Το έλαιο ήταν μια 

ευγενική χορηγία της NFA-Natural Food Additives G.P. (Ταύρος, Αθήνα). Για την 

ενθυλάκωση ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται από τους Bishop et al., 1998, 

όπως αυτή τροποποιήθηκε από τους Czerniak et al. (2015). Κάθε κυτταρικό υλικό 

(ανεπεξέργαστο και προεπεξεργασμένο με κάθε προεπεξεργασία) επωάστηκε σε 

κυλινδρικά, γυάλινα δοχεία με πώμα (⌀5 cm x 8.5 cm). Το μείγμα της ενθυλάκωσης περιείχε 

σε % κ.β 14.5% κυτταρικό υλικό, 14.5% κ.β αιθέριο έλαιο ρίγανης, 63.8% κ.β απιονισμένο 

νερό και 7.2% κ.β αιθανόλη, ενώ ο τελικός όγκος μείγματος σε κάθε δοχείο ήταν 50 mL. Τα 

δοχεία πωματίστηκαν και επωάστηκαν υπό ανάδευση σε αναδευόμενο υδατόλουτρο υπό 

σταθερή παλινδρομική ανάδευση 180 rpm, η θερμοκρασία του οποίου ρυθμιζόταν στην 

επιθυμητή θερμοκρασία επώασης. Οι θερμοκρασίες ενθυλάκωσης που μελετήθηκαν ήταν 

30°C, 37°C, 45°C και 65°C. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα, ανάλογα με τη μελετούμενη 

θερμοκρασία, γινόταν δειγματοληψία όγκου 5 mL από κάθε δοχείο επώασης. Κάθε δείγμα 

φυγοκεντρήθηκε στα 6500 g για 10 min και ακολούθησε αναδιάλυση του στερεού με 

απιονισμένο νερό. Η διαδικασία αναδιάλυσης-φυγοκέντρησης επαναλήφθηκε εις τριπλούν 

με στόχο να απομακρυνθεί η ποσότητα ελαίου που δεν ενθυλακώθηκε. Τέλος, τα δείγματα 

που παρελήφθησαν υπέστησαν λυοφιλίωση και αποθηκεύτηκαν σε ξηραντήρα μέχρι την 

περαιτέρω ανάλυσή τους. Για να εξασφαλιστεί η ομοιογένεια στις περαιτέρω μετρήσεις, 

κάθε υλικό μετατράπηκε σε μορφή σκόνης  με κόσκινο οπών 0.5 mm. 

3.6.6 Προσδιορισμός ενθυλακωμένου και επιφανειακού αιθερίου ελαίου 

ρίγανης στα κύτταρα 

Για τον προσδιορισμό της απόδοσης και του φορτίου ενθυλάκωσης αιθερίου ελαίου 

ρίγανης στα κύτταρα, ακολουθήθηκαν δύο διαφορετικές μέθοδοι εκχύλισης. Η πρώτη 

αφορά στην παραλαβή του ολικού ελαίου από τα κύτταρα ενώ η δεύτερη στην παραλαβή 

του επιφανειακού ελαίου που δεν ενθυλακώθηκε. Ο προσδιορισμός της περιεκτικότητας 

του ελαίου στα εκχυλίσματα πραγματοποιήθηκε τόσο φασματοφωτομετρικά όσο και με 

αέρια χρωματογραφία GC-MS. 
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3.6.6.1 Εκχύλιση συνολικού ελαίου 

Το συνολικό έλαιο εκχυλίστηκε από τα κύτταρα με τη χρήση αιθανόλης μετά από 

ενυδάτωσή τους. Το πρωτόκολλο στηρίζεται στη μέθοδο των Bishop et al. (1998) οι οποίοι 

διαπίστωσαν ότι η αιθανόλη είναι ο καταλληλότερος διαλύτης, καθώς έχει τη δυνατότητα 

να εισχωρεί στο εσωτερικό του κυττάρου. Επίσης, η διαβροχή των κυττάρων πριν την 

εκχύλιση εξασφαλίζει τη μέγιστη εισχώρηση του διαλύτη στα κύτταρα. Για κάθε κυτταρικό 

υλικό, 50 mg ξηρών κυττάρων τοποθετήθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα και διαβράχηκαν με 

500 μL απιονισμένου νερού. Κατόπιν, οι σωλήνες αναδεύτηκαν σε αναδευτήρα vortex για 

1 min με στόχο την πλήρη διαβροχή του υλικού και κατόπιν προστέθηκαν 4.5 mL αιθανόλης 

και οι σωλήνες αναδεύτηκαν για ακόμη 5 min. Τέλος, οι σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν στα 

6500 g για 5 min, και το υπερκείμενο υγρό αποθηκεύτηκε στους 4°C. 

3.6.6.2 Εκχύλιση επιφανειακού ελαίου 

Το επιφανειακό έλαιο εκχυλίστηκε από τα κύτταρα με τη χρήση εξανίου. Το πρωτόκολλο 

στηρίζεται στη μέθοδο των Czerniak et al. (2015) οι οποίοι διαπίστωσαν ότι το εξάνιο δεν 

μπορεί να εισχωρήσει στα αφυδατωμένα κύτταρα και να παραλάβει το ενθυλακωμένο 

έλαιο, παρά εκχυλίζει μόνο το έλαιο που βρίσκεται στην επιφάνεια των κυττάρων. Για την 

εκχύλιση, 50 mg ξηρού κυτταρικού υλικού ζυγίστηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα και 

προστέθηκαν 5 mL εξανίου. Οι δοκιμαστικοί σωλήνες αναδεύτηκαν σε αναδευτήρα vortex 

για 30 s και κατόπιν φυγοκεντρήθηκαν στα 6500 g. Το υπερκείμενο υγρό αποθηκεύτηκε 

στους 4°C. 

3.6.6.3 Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός ελαίου 

Ο προσδιορισμός της περιεκτικότητας αιθερίου ελαίου στα ληφθέντα εκχυλίσματα 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση φασματοφωτομέτρου (UNICAM Helios α, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Τα εκχυλίσματα αραιώθηκαν με τον κατάλληλο διαλύτη 

(αιθανόλη ή εξάνιο, ανάλογα με το πρωτόκολλο εκχύλισης) και προσδιορίστηκε η 

απορρόφησή τους στα 277 nm. Η μετατροπή της απορρόφησης σε περιεκτικότητα ελαίου 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση καμπύλης αναφοράς που κατασκευάστηκε με διάλυση 

ελαίου στο εύρος συγκεντρώσεων 0.008-0.063 mg/mL στον αντίστοιχο διαλύτη (Σχήμα 

3.9). Η εφαρμογή της συγκεκριμένης μεθόδου αποδείχθηκε ακριβής καθώς το αιθέριο έλαιο 

ρίγανης αποτελείται κυρίως από καρβακρόλη και θυμόλη, ενώσεις που απορροφούν 

έντονα στα 277 nm. Οι υπόλοιπες ενώσεις του ελαίου βρίσκονται σε ίχνη ή δεν 

απορροφούν σημαντικά στο συγκεκριμένο μήκος κύματος (ειδικά το p-κυμένιο και το γ-

τερπινένιο). 
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Σχήμα 3.9: Καμπύλη αναφοράς για τον φασματοφωτομετρικό προσδιορισμό της περιεκτικό τητας 

αιθερίου ελαίου ρίγανης. 

Η μάζα του ελαίου ανά g ξηρού βάρους κυτταρικού υλικού υπολογίστηκε με αναγωγή της 

μετρούμενης περιεκτικότητας στο ζυγισθέν ξηρό βάρος του κυτταρικού υλικού. 

3.6.6.4 Προσδιορισμός φορτίου και απόδοσης ενθυλάκωσης 

Το φορτίο ενθυλάκωσης (Encapsulation Load, EL) εκφράζει το ποσοστό της μάζας του 

ενθυλακωμένου ελαίου σε σχέση με τη συνολική μάζα των ξηρών καψουλών (μάζα 

κυττάρων + μάζα ελαίου), και υπολογίστηκε από την παρακάτω σχέση: 

E𝐿% =
𝑚𝜀𝜈𝜃

𝑚𝜅𝛼𝜓
=

𝑚𝜎𝜐𝜈𝜊𝜆 − 𝑚𝜀𝜋𝜄𝜑

𝑚𝜅𝛼𝜓
∙ 100% 3.1 

όπου 𝑚𝜀𝜈𝜃 η μάζα του ελαίου που ενθυλακώθηκε, 𝑚𝜅𝛼𝜓 η μάζα των ξηρών καψουλών, 

𝑚𝜎𝜐𝜈𝜊𝜆 η συνολική μάζα του ελαίου στα κύτταρα και 𝑚𝜀𝜋𝜄𝜑 η μάζα του επιφανειακού ελαίου. 

Η απόδοση ενθυλάκωσης (Encapsulation Efficiency, EE) εκφράζει το ποσοστό της αρχικής 

μάζας ελαίου που ενθυλακώθηκε στα κύτταρα και υπολογίστηκε από την παρακάτω σχέση: 

EE% =
𝑚𝜀𝜈𝜃

𝑚𝜒𝜌𝜂𝜎
∙ 100% 3.2 

όπου 𝑚𝜒𝜌𝜂𝜎 η συνολική μάζα ελαίου που χρησιμοποιήθηκε για την ενθυλάκωση. 

3.6.6.5 Μαθηματική περιγραφή της κινητικής της ενθυλάκωσης 

Η κινητική της ενθυλάκωσης του αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα περιγράφηκε 

μαθηματικά μέσω της λύσης του 2ου νόμου του Fick για τη διάχυση σε μη μόνιμη κατάσταση 
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για σφαίρα σταθερής ακτίνας. Η κινητική της ενθυλάκωσης περιγράφηκε μέσω του 

αδιάστατου φορτίου ενθυλάκωσης, σύμφωνα με την παρακάτω εξίσωση: 

𝐸𝐿𝑟 =
𝐸𝐿(𝑡) − 𝐸𝐿∞

𝐸𝐿0 − 𝐸𝐿∞
=

8

𝜋2
∑

1

(2𝑛 + 1)2
𝑒

−(2𝑛+1)∙
𝜋2𝐷𝑒𝑓𝑓𝑡

4𝑅2  

∞

𝑛=0

 3.3 

όπου 𝐸𝐿𝑟  το αδιάστατο φορτίο ενθυλάκωσης, 𝐸𝐿(𝑡) το φορτίο ενθυλάκωσης σε χρόνο 

ενθυλάκωσης t, 𝐸𝐿0  το αρχικό φορτίο ενθυλάκωσης (για χρόνο επώασης t=0), 𝐷𝑒𝑓𝑓  ο 

φαινόμενος συντελεστής διάχυσης,  και 𝑅 η μέση ακτίνα των κυττάρων.  

3.6.6.6 Προσδιορισμός της σύστασης ενθυλακωμένου αιθερίου ελαίου ρίγανης με 

αέρια χρωματογραφία GC-MS 

Ο προσδιορισμός της σύστασης του ενθυλακωμένου αιθερίου ελαίου πραγματοποιήθηκε 

με τη χρήση αέριας χρωματογραφίας GC-MS, σύμφωνα με τη μέθοδο των Tsimogiannis & 

Oreopoulou (2018). Τα αιθανολικά εκχυλίσματα του ολικού ελαίου διηθήθηκαν με φίλτρο 

0.22 μm και 2 μL κάθε εκχυλίσματος εγχύθηκαν με ένεση στο σύστημα αέριας 

χρωματογραφίας. Το σύστημα αποτελείται από αέριο χρωματογράφο HP 6890 GC (plus 

+) συνδεδεμένο με ανιχνευτή φασματοσκοπίας μάζας HP 5973 (Hewlett Packard, Palo 

Alto, CA, USA) και στήλη HP-5 MS (30 m × 20 μm ×0.25 μm, Hewlett Packard, Palo Alto, 

CA, USA). Η θερμοστάτηση της στήλης πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως: αρχική 

θερμοκρασία 50°C με γραμμική αύξηση στους 100°C με ρυθμό 10°C/min, γραμμική αύξηση 

στους 220°C με ρυθμό 15°C/min και παραμονή της θερμοκρασίας στους 220°C για 7 min. 

Το φέρον αέριο ήταν ήλιο με ογκομετρική παροχή 1 mL/min και η θερμοκρασία εισόδου 

ήταν σταθερή στους 220°C. Το εύρος μαζών του ανιχνευτή βρισκόταν στο εύρος 40-400 

και η ταυτοποίηση των ενώσεων πραγματοποιήθηκε με σύγκριση των φασμάτων μάζας 

τους με τις βιβλιοθήκες NIST και Wiley. 

3.6.7 Προσδιορισμός της απελευθέρωσης ελαίου ως συνάρτηση της 

ενεργότητας νερού 

Για τη μελέτη της απελευθέρωσης του ελαίου σε συνάρτηση με την ενεργότητα νερού, για 

κάθε κυτταρική προκατεργασία χρησιμοποιήθηκαν δείγματα προέκυψαν από επώαση για 

24 h στους 30°C και 65°C και από επώαση για 2 h στους 65°C, με στόχο τη διερεύνηση 

της επίδρασης του χρόνου και της θερμοκρασίας επώασης στην απελευθέρωση του 

ελαίου. Για κάθε δείγμα, 50 mg ξηρού κυτταρικού υλικού ζυγίστηκαν σε δοκιμαστικό 

σωλήνα και επωάστηκαν σε ερμητικά σφραγισμένους περιέκτες. Η επιθυμητή τιμή της 

ενεργότητας νερού επιτεύχθηκε με τη χρήση κορεσμένων διαλυμάτων αλάτων, όπως 

φαίνεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.4). Τα δείγματα επωάστηκαν σε θάλαμο 
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σταθερής θερμοκρασίας 25°C για 5 ημέρες. Τέλος, ο προσδιορισμός του ελαίου που 

απελευθερώθηκε πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο που περιγράφεται παραπάνω για τη 

μέτρηση του εξωτερικού ελαίου (ενότητα 3.6.6.2). 

Πίνακας 3.4: Τιμές ενεργότητας νερού για κορεσμένα διαλύματα αλάτων στους 25°C  

Άλας κορεσμένου διαλύματος Ενεργότητα νερού (aw) στους 25 °C 

Mg(NO3)2 0.529 

KI 0.689 

NaCl 0.753 

KCl 0.843 

KNO3 0.935 

K2SO4 0.973 

 

Η απελευθέρωση του ελαίου εκφράστηκε ως ποσοστό του ελαίου που απελευθερώνεται 

σε σχέση με το ενθυλακωμένο έλαιο, μέσω της Εξίσωσης 3.4: 

𝑅𝑂(%) =
𝑆𝑂 − 𝑆𝑂0

𝐸𝐿
 3.4 

όπου 𝑅𝑂(%) ή % απελευθέρωση του ελαίου, 𝑆𝑂 το έλαιο που μετράται σε κάθε συνθήκη 

(εκφρασμένο ως g ελαίου/100 g ξηρού κυτταρικού υλικού), 𝑆𝑂0 το έλαιο που μετράται σε 

κάθε συνθήκη για ενεργότητα νερού aw=0 και 𝐸𝐿 το φορτίο ενθυλάκωσης σύμφωνα με την 

εξίσωση 3.2. 

3.6.8 Ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης (SEM) 

Στα κυτταρικά δείγματα στα οποία ενθυλακώθηκε αιθέριο έλαιο ρίγανης, 

πραγματοποιήθηκε ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης, με στόχο να διαπιστωθούν 

δομικές αλλαγές στα κύτταρα που προκαλούνται από τις κυτταρικές προκατεργασίες που 

μελετήθηκαν. Τα λυοφιλιωμένα κυτταρικά υλικά τοποθετήθηκαν σε κατάλληλους 

δειγματοφορείς με τη χρήση αγώγιμης κόλλας άνθρακα (Leit C, Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) και επιχρυσώθηκαν με μείγμα χρυσού/παλλαδίου με τη χρήση συσκευής Mini 

Sputter Coater (Quorum Technologies, West Sussex, UK). Τα δείγματα αναλύθηκαν σε 

σύστημα SEM FEI Quanta 200 system (FEI Company, Oregon, USA) σε τάση 25-30 kV 

και μεγέθυνση x 5000 χρησιμοποιώντας τους ανιχνευτές δευτερευόντων και σκεδαζόμενων 

ηλεκτρονίων. Οι τελικές εικόνες προέκυψαν ως μείξη των σημάτων από τους δύο 

ανιχνευτές. 
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3.7 Παρασκευαστικές και αναλυτικές μέθοδοι 

Οι μέθοδοι που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή των πειραμάτων του σχεδιασμού που 

περιγράφεται παραπάνω δίνονται αναλυτικά παρακάτω. Για την αποφυγή επαναλήψεων, 

μέθοδοι που ήταν κοινές μεταξύ των πειραματικών ενοτήτων, περιγράφονται άπαξ 

αναλυτικά στις ακόλουθες υποενότητες. 

3.7.1 Παρασκευή κυτταρικών αιωρημάτων 

Σε όλα τα πειράματα όπου έγινε χρήση κυτταρικών αιωρημάτων, η παρασκευή τους έγινε 

με ανασύσταση της ξηρής μαγιάς αρτοποιίας σε αποστειρωμένο απιονισμένο νερό. 

Συγκεκριμένα, ζυγίστηκε μάζα ξηρής μαγιάς αρτοποιίας η οποία προστέθηκε σε 

προθερμασμένο απιονισμένο νερό (θερμοκρασίας 30°C) υπό ήπια ανάδευση, σε κωνική 

φιάλη όγκου 1 L. Η ξηρή βιομάζα προστέθηκε αργά στο νερό ώστε να αποφευχθεί ο 

σχηματισμός συσσωματωμάτων. Η ανάδευση συνεχίστηκε για διάστημα 30 min, ώστε να 

εξασφαλιστεί η πλήρης ενυδάτωση των κυττάρων. Μετά το πέρας της ανασύστασης, τα 

κυτταρικά αιωρήματα χρησιμοποιήθηκαν αμέσως για την περαιτέρω επεξεργασία. 

Σημειώνεται ότι η κυτταρική περιεκτικότητα των αιωρημάτων δίνεται σε % κατά βάρος 

(μάζα ξηρού κυτταρικού υλικού/μάζα τελικού αιωρήματος).  

3.7.2 Διεξαγωγή αυτόλυσης κυτταρικών αιωρημάτων 

Η αυτόλυση των κυτταρικών αιωρημάτων πραγματοποιήθηκε σε αποστειρωμένους, 

κυλινδρικούς γυάλινους περιέκτες (⌀6.5 cm x 12 cm) για τα πειράματα που αφορούν 

κυτταρική περιεκτικότητα 10% και σε αποστειρωμένες κωνικές φιάλες των 100 mL για τα 

πειράματα που αφορούν κυτταρική περιεκτικότητα 1%. Σε κάθε περιέκτη τοποθετήθηκε 

κατάλληλος όγκος κυτταρικού αιωρήματος (150 mL για τους περιέκτες μεγάλου όγκου και 

50 mL για τις κωνικές φιάλες) και πραγματοποιήθηκε ρύθμιση του pH στην επιθυμητή τιμή 

με τη χρήση διαλυμάτων 0.1 M οξικού οξέος και 0.1 Μ NaOH, με τη χρήση ηλεκτρονικού 

μετρητή pH. Οι περιέκτες πωματίστηκαν και τοποθετήθηκαν σε θερμοστατούμενο, 

αναδευόμενο υδατόλουτρο (Grant GLS400, Grant Instruments Ltd., Cambridge, UK)) 

ρυθμισμένο στην επιθυμητή θερμοκρασία. Η παλινδρομική ανάδευση του λουτρού 

ρυθμίστηκε στα 180 rpm. Για τη λήψη δείγματος κυτταρικού αιωρήματος κατά την 

αυτόλυση, κατάλληλος όγκος δείγματος (1-10 mL) αφαιρούνταν από τους περιέκτες με τη 

χρήση αποστειρωμένου σιφωνίου ή πιπέτας. Οι δειγματοληψίες πραγματοποιούνταν εντός 

θαλάμου νηματικής ροής ώστε να αποφευχθεί η επιμόλυνση των αιωρημάτων. Κάθε δείγμα 

υπέστη φυγοκέντρηση στα 6500 g για 10 min σε σωλήνες φυγοκέντρησης των 15 mL και 

το υπερκείμενο  (διαλυτό εκχύλισμα) αποθηκεύτηκε σε συσκευασίες πολυστρωματικού 

υλικού υπό κατάψυξη (-23°C) μέχρι την περαιτέρω ανάλυσή του. Όπου ήταν απαραίτητη η 

παραλαβή του στερεού υπολείμματος, οι σωλήνες καταψύχθηκαν στους -40°C και 
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λυοφιλιώθηκαν σε λυοφιλιωτή Christ Alpha 1–4 LD plus (Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Germany). Τα λυοφιλιωμένα στερεά υπολείμματα 

αποθηκεύτηκαν σε ξηραντήρα μέχρι την περαιτέρων ανάλυσή τους.  

3.7.3 Προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ 

Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης είναι ένα μέγεθος το οποίο συσχετίζεται με την έκταση της 

κυτταρικής διάρρηξης σε έναν ιστό ή ένα κυτταρικό αιώρημα. Οι τιμές που λαμβάνει 

κυμαίνονται μεταξύ 0 και 1, με την τιμή 0 να εκφράζει τα δείγματα που δεν έχουν υποστεί 

κυτταρική διάρρηξη και 1 τα κύτταρα που έχουν υποστεί το μέγιστο βαθμό κυτταρικής 

διάρρηξης. Ο προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης μπορεί να βασιστεί σε 

διάφορες ιδιότητες των κυττάρων πριν και μετά τη διάρρηξη. 

Για κυτταρικά αιωρήματα, ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης μπορεί να προσδιοριστεί μέσω 

της μέτρησης της ηλεκτρικής αγωγιμότητας του δείγματος από την παρακάτω σχέση: 

𝛧 =
𝜎 − 𝜎𝜄

𝜎𝑑 − 𝜎𝑖
 3.5 

 όπου 𝜎  η ηλεκτρική αγωγιμότητα του εκάστοτε μετρούμενου δείγματος, 𝜎𝑖  η ηλεκτρική 

αγωγιμότητα του ανεπεξέργαστου δείγματος και 𝜎𝑑 η μέγιστη ηλεκτρική αγωγιμότητα του 

δείγματος που μπορεί να επιτευχθεί, θεωρώντας πως όλα τα κύτταρα έχουν υποστεί 

διάρρηξη. Για τον προσδιορισμό της ηλεκτρικής αγωγιμότητας των αιωρημάτων 

χρησιμοποιήθηκε το φορητό αγωγιμόμετρο HANNA HI8733 Multi-range EC Meter (HANNA 

Instruments, Woonsocket,Rhode Island, USA). Το όργανο έχει τη δυνατότητα 

προσδιορισμού ηλεκτρικής αγωγιμότητας στο εύρος 0-4000 µS/cm και διαθέτει 

θερμοστοιχείο για τη διόρθωση των μετρούμενων τιμών αγωγιμότητας ανάλογα με τη 

θερμοκρασία, δεδομένου του θερμικού συντελεστή της αγωγιμότητας για το μετρούμενο 

δείγμα. Η βαθμονόμηση του οργάνου πραγματοποιήθηκε με πρότυπο διάλυμα KCl 

σταθερής ηλεκτρικής αγωγιμότητας 1411 µS/cm. Η διόρθωση της ηλεκτρικής 

αγωγιμότητας με βάση τη μετρούμενη θερμοκρασία πραγματοποιήθηκε με προσδιορισμό 

του θερμικού συντελεστή της αγωγιμότητας μέσω της Εξίσωσης 3.6: 

𝜎𝛵 = 𝜎25(1 + 𝛽(𝛵 − 25)) 3.6 

όπου 𝜎𝑇  η ηλεκτρική αγωγιμότητα σε θερμοκρασία 𝛵 , 𝜎25  η ηλεκτρική αγωγιμότητα σε 

θερμοκρασία 25°C και 𝛽  ο θερμικός συντελεστής της αγωγιμότητας που εκφράζει τη 

γραμμική εξάρτηση της ηλεκτρικής αγωγιμότητας από τη θερμοκρασία. Η τιμή του 

συντελεστή για τα αιωρήματα μαγιάς προσδιορίστηκε με τη μέτρηση της ηλεκτρικής 

αγωγιμότητάς τους σε θερμοκρασίες 10-45°C και προσαρμογή της Εξίσωσης 3.6 στις 

μετρήσεις. Για κάθε διεργασία κυτταρικής διάρρηξης που μελετήθηκε, η τιμή της ηλεκτρικής 
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αγωγιμότητας του πλήρως διαρρηγμένου δείγματος 𝜎𝑑 προσδιορίστηκε με εφαρμογή μίας 

έντονης συνθήκης επεξεργασίας, έτσι ώστε περαιτέρω αύξηση της έντασης των συνθηκών 

επεξεργασίας να μην επιφέρει μεταβολή στην ηλεκτρική αγωγιμότητα. 

3.7.4 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών με τη μέθοδο Lowry 

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης πρωτεϊνών σε ένα δείγμα πραγματοποιείται συνήθως 

είτε με πλήρη υδρόλυση των πρωτεϊνών και προσδιορισμό της συγκέντρωσης των επί 

μέρους αμινοξέων, είτε με τη μέθοδο Kjeldahl, η οποία στηρίζεται στη μετατροπή του ολικού 

αζώτου του δείγματος σε αμμωνία. Εντούτοις, οι μέθοδοι αυτές απαιτούν μεγάλο όγκο 

δείγματος και χρονοβόρα πρωτόκολλα, δυσχεραίνοντας την ανάλυση μεγάλου όγκου 

δειγμάτων. Η μέθοδος Lowry χρησιμοποιείται ευρέως για την μέτρηση της συγκέντρωσης 

διαλυτών πρωτεΐνών σε υδατικά διαλύματα και προτάθηκε πρώτη φορά από τους Lowry et 

al. (1951). Σε σύγκριση με άλλες μεθόδους προσδιορισμού της συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

(μέθοδος Bradford, μέθοδος Biuret), τα αποτελέσματα της μεθόδου παρουσιάζουν τη 

μικρότερη ευαισθησία προς τη σύσταση των πρωτεϊνών σε αμινοξέα (Waterborg, 2009).Η 

μέθοδος συνδυάζει την αντίδραση ιόντων χαλκού με τους πεπτιδικούς δεσμούς σε 

αλκαλικό περιβάλλον και την οξείδωση αρωματικών αμινοξέων. Τα ιόντα Cu+ που 

παράγονται από την οξείδωση των πεπτιδικών δεσμών αντιδρούν με το αντιδραστήριο 

Folin-Ciocalteu και δίνουν έντονο μπλε χρώμα. Η μέθοδος Lowry έχει τη δυνατότητα 

ανίχνευσης πρωτεΐνών σε επίπεδο διπεπτιδίου. Με εξαίρεση πέντε αμινοξέα (τυροσίνη, 

τρυπτοφάνη, κυστεΐνη, ιστιδίνη και ασπαραγίνη), η μέθοδος δεν ανιχνεύει ελεύθερα 

αμινοξέα, καθώς το πρώτο σκέλος της αντίδρασης στηρίζεται στην αλληλεπίδραση των 

ιόντων χαλκού με τον πεπτιδικό δεσμό (Legler, 1985). Η μέθοδος Lowry έχει 

χρησιμοποιηθεί εκτενώς στη βιβλιογραφία για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών κατά την παρασκευή αυτολυμάτων ζυμομυκήτων (Knorr et al., 1979; Kollár et 

al., 1991; Moresi et al., 1995; Hernawan & Fleet, 1995; Vukašinović-Milić, 2009; Boonyeun 

et al., 2011; Mirzaei et al., 2015 ). 

3.7.4.1 Παρασκευή διαλύματος Lowry 

Για την παρασκευή του διαλύματος Lowry αρχικά παρασκευάστηκαν τρία διαλύματα Α, Β 

και Γ. Το διάλυμα Α αποτελείται από 1 g NaOH και 5 g Na2CO3 διαλυμένα σε τελικό όγκο 

250 mL. Το διάλυμα Β αποτελείται από 20 mg/mL τρυγικό καλιονάτριο ενώ το διάλυμα Γ 

αποτελείται από 10 mg/mL CuSO4. Για την παρασκευή 100 mL του τελικού διαλύματος 

Lowry, 1 mL διαλύματος Β και 1 mL διαλύματος Γ αναμείχθηκαν σε ογκομετρκή φιάλη. Η 

φιάλη πληρώθηκε στα 100 mL με διάλυμα Α. Το προκύπτον διάλυμα αποτελεί το διάλυμα 

Lowry. 
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3.7.4.2 Παρασκευή αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu 1 N 

Για την παρασκευή του αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu 1 N αρκεί μία αραίωση του 

εμπορικά διαθέσιμού αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu (2Ν) 1:2 με απιονισμένο νερό. Η 

αραίωση πραγματοποιήθηκε εντός 30 min πριν τη χρήση του αντιδραστηρίου για την 

αποφυγή αλλοίωσής του. 

3.7.4.3 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

Για τη μέτρηση, 200 µL δείγματος τοποθετήθηκαν σε ογκομετρικό σωλήνα και 

αναμείχθηκαν με 1 mL διαλύματος Lowry. Τα δείγματα επωάστηκαν στο σκοτάδι για 15 min 

σε θερμοκρασία δωματίου. Κατόπιν, υπό συνεχή ανάδευση προστέθηκαν 100 µL 

αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu 1 N και τα δείγματα επωάστηκαν στο σκοτάδι για 

τουλάχιστον 30 min. Τέλος, προστιοδίστηκε η απορρόφηση των δειγμάτων στα 750 nm με 

τη χρήση φασματοφωτομέτρου (UNICAM Helios α, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Για τη δημιουργία τυφλού δείγματος, το δείγμα πρωτεΐνης αντικαταστάθηκαν με 

απιονισμένο νερό ή ρυθμιστικό διάλυμα. Η μετατροπή της απορρόφησης σε συγκέντρωση 

διαλυτής πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση καμπύλης αναφοράς η οποία 

κατασκευάστηκε με αλβουμίνη βόειου ορού (BSA) ως πρότυπη πρωτεΐνη (Σχήμα 3.10). 

 

Σχήμα 3.10: καμπύλη αναφοράς της μεθόδου Lowry για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών 
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3.7.5 Προσδιορισμός συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου με τη μέθοδο 

νινυδρίνης 

Το ελεύθερο α-αμινικό άζωτο (Free α-amino Nitrogen, FAN) αντιστοιχεί στο άτομο αζώτου 

που συναντάται στο αμινικό άκρο των πολυπεπτιδικών αλυσίδων και εκφράζει την έκταση 

της διάσπασης των πρωτεϊνών. Η μέθοδος FAN αναπτύχθηκε από τον Lie (1973) με στόχο 

τον προσδιορισμό της ολικής συγκέντρωσης ελεύθερων αμινοξέων και μικρών πεπτιδίων 

(διπεπτίδια, τριπεπτίδια) κατά τη βυνοποίηση και τη ζυθοποίηση. Η παρουσία τέτοιων 

μορίων στις διεργασίες αυτές είναι απαραίτητη καθώς επηρεάζει την πηγή αζώτου που 

απαιτούν οι ζύμες (Lekkas et al., 2005; Spedding, 2013). Εκτός από τη ζυθοποιία, η 

μέθοδος της νινυδρίνης εφαρμόζεται συχνά στον προσδιορισμό της έκτασης της 

υδρόλυσης πρωτεϊνών κατά την παρασκευή εκχυλισμάτων μαγιάς και πρωτεϊνικών 

υδρολυμάτων, στις οποίες αποτελεί μάλιστα την σημαντικότερη ποιοτική παράμετρο (Vosti 

et al., 1954; Lieske & Konrad, 1994; Amrane & Prigent, 1996; Verduyn et al., 1999; Chae 

et al., 2001; Champagne et al., 1999; Conway et al., 2001; Koutinas et al., 2005; Tangüler 

& Erten, 2009; Jakob et al., 2019). Η αύξηση του ελεύθερου α-αμινικού αζώτου κατά τις 

διεργασίες πρωτεϊνικής υδρόλυσης συσχετίζεται με τον βαθμό υδρόλυσης των πρωτεϊνών. 

Τέτοιες διεργασίες στοχεύουν στον υψηλό βαθμό υδρόλυσης, καθώς τα ελεύθερα αμινοξέα 

και τα μικρά πεπτίδια προσδίδουν στο τελικό προϊόν μία «κρεάτινη» γεύση (meaty flavor). 

Επιπλέον, αμινοξέα όπως το γλουταμινικό και το ασπαραγινικό οξύ, αλλά και διπεπτίδια ή 

τριπεπτίδια που τα περιλαμβάνουν προσδίδουν έντονη γεύση umami (Solms, 1969; 

Nishimura & Kato, 1988; Kato et al., 1989). 

Η μέθοδος στηρίζεται στην αντίδραση της νινυδρίνης με τις πρωτογενείς και δευτερογενείς 

αμίνες. Η αντίδραση αυτή οδηγεί στη δημιουργία χρωμοφόρου μορίου γνωστού ως ιώδες 

του Ruhemann (Σχήμα 3.11). Ο σχηματισμός του χρωμοφόρου συσχετίζεται γραμμικά με 

τη συγκέντρωση αμινοξέων στο διάλυμα. 

 

Σχήμα 3.11: Αντίδραση της νινυδρίνης με αμινοξύ προς το σχηματισμό ιώδους του Ruhemann  

3.7.5.1 Παρασκευή αντιδραστηρίου νινυδρίνης 

Για την παρασκευή 100 mL αντιδραστηρίου νινυδρίνης, 0.5 g νινυδρίνης,  0.3 g 

φρουκτόζης, 6 g KH2PO4 και 4 g Na2HPO4 φέρονται σε ογκομετρική φιάλη και ο όγκος 

πληρώνεται μέχρι τα 100mL με απιονισμένο νερό.  
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3.7.5.2 Παρασκευή αντιδραστηρίου αραίωσης 

Το αντιδραστήριο αραίωσης της μεθόδου αποτελείται από 100 mL αιθανόλης 98%, 150 mL 

απιονισμένου νερού και 0.5 g ΚΙΟ3. Χρησιμοποιείται για να δεσμεύσει την περίσσεια 

νινυδρίνης μετά το πέρας της αντίδρασης με το δείγμα. 

3.7.5.3 Προσδιορισμός ελεύθερου α-αμινικού αζώτου 

Για τον προσδιορισμό ελεύθερου α-αμινικού αζώτου, 500 µL δείγματος και 250 µL 

αντιδραστηρίου νινυδρίνης τοποθετήθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα. Τα δείγματα 

επωάστηκαν για 20 min σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 95°C. Κατόπιν,  τα 

δείγματα ψύχθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου και προστέθηκαν 1.25 mL αντιδραστηρίου 

αραίωσης. Μετά την πάροδο 5 min προσδιορίστηκε η απορρόφηση των δειγμάτων στα 

575 nm με τη χρήση φασματοφωτομέτρου (UNICAM Helios α, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). Για την παρασκευή τυφλού δείγματος, το δείγμα αντικαταστάθηκε με 

απιονισμένο νερό ή ρυθμιστικό διάλυμα. Η μετατροπή της μετρούμενης απορρόφησης σε 

συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου (mg FAN/mL) πραγματοποιήθηκε με τη χρήση καμπύλης 

αναφοράς η οποία κατασκευάστηκε με γλυκίνη (Σχήμα 3.12). Ως το πλέον δομικά απλό 

αμινοξύ, η γλυκίνη περιέχει  0.185 mg ελεύθερου αμινικού αζώτου ανά mg. 

 

Σχήμα 3.12: Καμπύλη αναφοράς για τη μέθοδο προσδιορισμού ελεύθερου α-αμινικού αζώτου 

3.7.6 Προσδιορισμός ξηρού βάρους 

Το ξηρό βάρος των δειγμάτων προσδιορίστηκε σταθμικά με ξήρανση στους 105°C. Για 

κάθε υγρό δείγμα, 4 mL δείγματος τοποθετήθηκαν σε προζυγισμένο ποτήρι ζέσεως των 25 

mL. Τα δείγματα ξηράνθηκαν σε πυριατήριο θερμοκρασίας 105°C για 24 h. Το ξηρό βάρος 

προέκυψε από την αφαίρεση του βάρους του ποτηρίου ζέσεως πριν και μετά την ξήρανση 

και εκφράστηκε ως g ξηρού βάρους/g υγρού δείγματος. 
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Το ξηρό βάρος των εκχυλισμάτων μαγιάς εκφράστηκε ως απόδοση ξηρού βάρους (DWY%, 

Dry Weight Yield) με την Εξίσωση 3.7: 

𝐷𝑊𝑌% = 100 ∗
𝑚𝑑𝑤

𝑚𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠
 3.7 

όπου 𝑚𝑑𝑤  το ξηρό βάρος του εκχυλίσματος και 𝑚𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠  το αρχικό βάρος των ξηρών 

κυττάρων ανά g κυτταρικού αιωρήματος. Η απόδοση ξηρού βάρους εκφράζει το ποσοστό 

της αρχικής ξηρής κυτταρικής μάζας που διαλυτοποιείται στο εκχύλισμα. 

3.7.7 Προσδιορισμός περιεκτικότητας β-γλυκανών με ενζυμική μέθοδο (K-

YBGL) 

Για τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας β-γλυκανών χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος K-

YBGL σε μορφή kit της εταιρίας Megazyme (Megazyme Ltd., Wicklow, Ireland).Το 

συγκεκριμένο kit περιλαμβάνει όλα τα απαραίτητα ένζυμα στις συγκεντρώσεις που 

απαιτούνται για τον προσδιορισμό. Η μέθοδος στηρίζεται στην αρχική διαλυτοποίηση των 

1,3:1,6-β-D-γλυκανών, 1,3-β-D-γλυκανών και α-γλυκανών σε θειικό οξύ (12 Μ). Κατόπιν, 

οι γλυκάνες υδρολύονται υπό θέρμανση σε 2 Μ θειικό οξύ. Τέλος, εναπομείναντα 

θραύσματα γλυκανών που δεν υδρολύθηκαν από το οξύ υδρολύονται στοιχειομετρικά 

χρησιμοποιώντας ένα μείγμα εξω-1,3-β-γλυκανάσης και β-γλυκοζιδάσης υψηλής 

καθαρότητας. Προσδιορισμός της συγκέντρωσης της γλυκόζης σε αυτό το σημείο επιτρέπει 

τον υπολογισμό της περιεκτικότητας του αρχικού δείγματος σε ολικές γλυκάνες. Ο 

προσδιορισμός των α-γλυκανών (άμυλο, γλυκογόνο) πραγματοποιείται αρχικά με ενζυμική 

υδρόλυση από ένα μείγμα α-αμυλάσης και αμυλογλυκοζιδάσης. Ο προσριορισμός της 

συγκέντρωσης γλυκόζης σε αυτό το σημείο επιτρέπει τον προσδιορισμό της 

περιεκτικότητας του δείγματος σε α-γλυκάνες. Ο προσδιορισμός της γλυκόζης 

πραγματοποιείται με χρήση ενζυμικού διαλύματος οξειδάσης της γλυκόζης και 

υπεροξειδάσης και ως εκ τούτου είναι απόλυτα επιλεκτικός προς τη γλυκόζη χωρίς να 

επηρεάζεται από άλλες ουσίες ή ισομερή σάκχαρα. Τέλος, η περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες 

προκύπτει από τη διαφορά των περιεκτικοτήτων σε ολικές γλυκάνες και α-γλυκάνες. Η 

αφαίρεση αυτή εξασφαλίζει επίσης την απαλοιφή της παρουσίας ελεύθερης γλυκόζης ή 

σακχαρόζης στο δείγμα. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην συγκεκριμένη μέθοδο 

ήταν σε κάθε περίπτωση λυοφιλιωμένα. 

3.7.7.1 Προσδιορισμός περιεκτικότητας ολικών γλυκανών 

Για τον προσδιορισμό των ολικών γλυκανών, περίπου 90 mg ξηρού, λυοφιλιωμένου 

δείγματος ζυγίστηκαν με ακρίβεια στον αναλυτικό ζυγό σε δοκιμαστικό σωλήνα. Κατόπιν, 

υπό συνεχή ανάδευση προστέθηκαν 2 mL H2SO4 12 Μ θερμοκρασίας 5°C. Τα δείγματα 

επωάστηκαν σε παγόλουτρο για 2 h και ανά διαστήματα των 10 min υφίσταντο έντονη 
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ανάδευση για 30 s σε αναδευτήρα vortex. Μετά το πέρας των 2 ωρών, τα δείγματα 

αραιώθηκαν με την προσθήκη 10 mL απιονισμένου νερού και επωάστηκαν σε υδατόλουτρο 

σταθερής θερμοκρασίας 100°C για 2 h. Μετά την επώαση, τα δείγματα μεταφέρθηκαν 

ποσοτικά σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL και προστίθενται 6 mL 10 M KOH. Η φιάλη 

πληρώθηκε μέχρι τα 100 mL με ρυθμιστικό διάλυμα οξικού οξέος-οξικού νατρίου 200 mM, 

pH 5. Μέρος του διαλύματος που προέκυψε φυγοκεντρήθηκε στα 1500 g για 10 min για 

την απομάκρυνση των στερεών. Ποσότητα 100 µL από το υπερκείμενο υγρό μεταφέρεται 

σε δοκιμαστικό σωλήνα και προστέθηκαν 100 µL ενζυμικού διαλύματος β-γλυκανάσης/β-

γλυκοζιδάσης (20 U/ml εξω-1,3-β-γλυκανάση, 4 U/mL β-γλυκοζιδάσης σε 200 mM 

ρυθμιστικό διάλυμα οξικού οξέος-οξικού νατρίου pH 5). Τα δείγματα επωάστηκαν σε 

υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 40°C για 60 min. Τέλος, προστέθηκαν 3 mL 

αντιδραστηρίου GOPOD (οξειδάση της γλυκόζης + υπεροξειδάση παρουσία 4-

αμινοαντιπυρίνης) και τα δείγματα επωάστηκαν περαιτέρω για 20 min σε υδατόλουτο 40°C. 

Μετά το πέρας της επώασης προσδιορίστηκε η απορρόφηση των δειγμάτων στα 510 nm 

με τη χρήση φασματοφωτομέτρου (UNICAM Helios α, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Η απορρόφηση μετατράπηκε σε συγκέντρωση γλυκόζης με τη χρήση καμπύλης 

αναφοράς που κατασκευάστηκε με γλυκόζη (Σχήμα 3.13). 

 

Σχήμα 3.13: Καμπύλη αναφοράς για τον προσδιορισμό συγκέντρωσης γλυκόζης με το αντιδραστήριο 

GOPOD. 

Η περιεκτικότητα % κ.β. σε ολικές γλυκάνες υπολογίστηκε από τη σχέση: 
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𝐶𝑡𝑜𝑡(%) =
10 ∙ 𝐶𝑔𝑙𝑢

𝑚𝑠
∙

162

180
 3.8 

όπου 𝐶𝑔𝑙𝑢 η συγκέντρωση γλυκόζης σε mg/mL και 𝑚𝑠 το βάρος του στερεού δείγματος σε 

g. Ο παράγοντας 
162

180
 χρησιμοποιείται για τη μετατροπή της ελεύθερης D-γλυκόζης σε 

ανυδρογλυκόζη, τη μορφή δηλαδή με την οποία η γλυκόζη συναντάται στον 

πολυσακχαρίτη. 

3.7.7.2 Προσδιορισμός περιεκτικότητας α- και β-γλυκανών 

Η κυριότερη πηγή α-γλυκανών στον S. cerevisae είναι το ενδοκυτταρικό γλυκογόνο το 

οποίο ο μικροοργανισμός συνθέτει όταν βρίσκεται σε δυσμενείς συνθήκες ανάπτυξης (Silljé 

et al., 1999). Καθώς ο προσδιορισμός της περιεκτικότητας των β-γλυκανών στηρίζεται στον 

προσδιορισμό της παραγόμενης γλυκόζης, παρουσία οποιασδήποτε α-γλυκάνης 

δημιουργεί παρεμβολές στη μέθοδο. Για τον λόγο αυτό, σαν δεύτερο στάδιο της μεθόδου 

πραγματοποιείται προσδιορισμός των ολικών α-γλυκανών. Για τον προσδιορισμό, περίπου 

100 mg ξηρού λυοφιλιωμένου δείγματος ζυγίστηκαν με ακρίβεια σε δοκιμαστικό σωλήνα 

στον αναλυτικό ζυγό. Κατόπιν, τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε παγόλουτρο και 

αναδεύτηκαν σε μαγνητικό αναδευτήρα για 20 min, μετά από προσθήκη 2 mL ΚΟΗ 

συγκέντρωσης 2 Μ. Μετά το πέρας της επώασης προστέθηκαν 8 mL ρυθμιστικού 

διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 1.2 M, pH=3.8 και 200 µL ενζυμικού διαλύματος 

αμυλογλυκοζιδάσης ιμβερτάσης (1630 U/mL και 500 U/mL αντίστοιχα). Τα δείγματα 

επωάστηκαν για 30 min σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 40°C με ενδιάμεση ανάδευση. 

Τέλος, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 1500 g για 10 min και προσδιορίστηκε η 

συγκέντρωση γλυκόζης με τη χρήση του αντιδραστηρίου GOPOD, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω. Η % κατά βάρος περιεκτικότητα σε α-γλυκάνη υπολογίστηκε από τη σχέση: 

𝐶𝑎(%) =
1.03 ∙ 𝐶𝑔𝑙𝑢

𝑚𝑠
∙

162

180
 3.9 

όπου 𝐶𝑔𝑙𝑢 η συγκέντρωση γλυκόζης σε mg/mL και 𝑚𝑠 το βάρος του στερεού δείγματος σε 

g. Η % κ.β. περιεκτικότητα του στερεού δείγματος σε β-γλυκάνες προκύπτει από την 

αφαίρεση της περιεκτικότητας α-γλυκανών από αυτήν των ολικών γλυκανών όπως 

προσδιορίστηκαν παραπάνω, σύμφωνα με τη σχέση: 
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𝐶𝛽(%) = 𝐶𝑡𝑜𝑡 − 𝐶𝑎 3.10 

3.7.8 Προσδιορισμός περιεκτικότητας πρωτεϊνών στο στερεό υπόλειμμα της 

αυτόλυσης 

Τα στερεά κυτταρικά δείγματα που παρήχθησαν στην παρούσα διατριβή, αποτελούν το 

στερεό υπόλειμμα της αυτόλυσης και εμφανίζουν υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεϊνες. 

Ωστόσο, οι πρωτεΐνες που παραμένουν στο στερεό είτε βρίσκονται μέσα στο κύτταρο, είτε 

βρίσκονται δεσμευμένες στο κυτταρικό τοίχωμα, υπό τη μορφή μαννοπρωτεϊνών. Ως εκ 

τούτου, η μέθοδος Lowry που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών στο διαλυτό εκχύλισμα δεν ήταν δυνατόν να εφαρμοστεί για τον προσδιορισμό 

των μη διαλυτοποιημένων πρωτεϊνών. Για τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας 

πρωτεϊνών σε στερεά δείγματα είναι  πρώτα απαραίτητη η πλήρης υδρόλυσή τους με 

υψηλή συγκέντρωση υδροχλωρικού οξέος. Η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε αναπτύχθηκε 

από τον Starcher  (2001) για τον προσδιορισμό πρωτεϊνών σε κυτταρικούς ιστούς και 

συνδυάζει την πλήρη υδρόλυση των πρωτεϊνών παρουσία υδροχλωρικού οξέος και τον 

προσδιορισμό των προκυπτόντων αμινοξέων με την μέθοδο της νινυδρίνης, όπως αυτή 

περιγράφηκε στην Ενότητα 3.7.5.1.  

Για την υδρόλυση των πρωτεϊνών, κατάλληλη μάζα στερεού δείγματος (τόση ώστε να 

περιέχει περίπου 10 mg πρωτεΐνης) ζυγίστηκε με ακρίβεια σε δοκιμαστικό σωλήνα με 

βιδωτό πώμα. Στο δείγμα προστέθηκαν 2 mL διαλύματος HCl συγκέντρωσης 6 Ν και οι 

σωλήνες επωάστηκαν πωματισμένοι για 24 h σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 

100°C. Κατόπιν, προστέθηκαν 2 mL διαλύματος NaOH συγκέντρωσης 6 N  για την 

εξουδετέρωση του HCl και 4 mL ρυθμιστικού διαλύματος αποτελούμενο από 6% w/v 

KH2PO4/ 4% w/v Na2HPO4. Τα δείγματα μεταφέρθηκαν ποσοτικά σε ογκομετρική φιάλη των 

200 mL και αραιώθηκαν με απιονισμένο νερό. Στο διάλυμα που προκύπτει έγινε 

προσδιορισμός του ελεύθερου αμινικού αζώτου με την μέθοδο της νινυδρίνης (Ενότητα 

3.7.5.3) και η απορρόφηση πετατράπηκε σε mg πρωτεΐνης με τη χρήση καμπύλης 

αναφοράς (Σχήμα 3.14). Η καμπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε εφαρμόζοντας το 

πρωτόκολλο υδρόλυσης/προσδιορισμού α-αμινικού αζώτου, χρησιμοποιώντας αλβουμίνη 

βόειου ορού (BSA) ως πρότυπη πρωτεΐνη. Η % κ.β. περιεκτικότητα του στερεού δείγματος 

σε πρωτεΐνες προέκυψε με αναγωγή της τιμής που προέκυψε από τη μέτρηση στο αρχικό 

ξηρό βάρος του δείγματος. 
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Σχήμα 3.14: καμπύλη αναφοράς για τον προσδιορισμό της περιεχόμενης πρωτεΐνης σε στερεά 

δείγματα. 

3.7.9 Προσδιορισμός θολότητας των εκχυλισμάτων 

Η θολότητα των εκχυλισμάτων μαγιάς αποτελεί σημαντική ποιοτική παράμετρο. Όταν ένα 

εκχύλισμα μαγιάς προορίζεται για προσθήκη σε διαυγή προϊόντα, η θολότητα του 

εκχυλίσματος θα πρέπει να διατηρείται χαμηλή (Reed & Nagodawithana, 1991; Conway et 

al., 2001; Verduyn et al., 1999). Επίσης η θολότητα των εκχυλισμάτων θα πρέπει να 

διατηρείται χαμηλή όταν αυτά πρόκειται να χρησιμοποιηθούν ως υπόστρωμα σε 

μικροβιακές καλλιέργειες. Η θολότητα των εκχυλισμάτων μαγιάς μαρτυρά την παρουσία 

αιωρούμενων στερεών κολλοειδών διαστάσεων που παράγονται κατά τον κατακερματισμό 

του κυττάρου που οφείλεται τόσο στην υδρόλυση (αυτόλυση ή υδρόλυση με εξωγενή 

ένζυμα) όσο και στην κυτταρική διάρρηξη λόγω προκατεργασίας των κυττάρων. 

Στην παρούσα διατριβή, ο προσδιορισμός της θολότητας των εκχυλισμάτων 

πραγματοποιήθηκε με μέτρηση της απορρόφησής τους στα 600 nm σε κυψελίδα χαλαζία 

μήκους 1 cm, με τη χρήση φασματοφωτομέτρου (UNICAM Helios α, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), σύμφωνα με την ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο του 

Balch (1931). Η απορρόφηση στο συγκεκριμένο μήκος κύματος οφείλεται μόνο στην 

σκέδαση του φωτός από τα αιωρούμενα σωματίδια, και στην περίπτωση του εκχυλίσματος 

μαγιάς δεν επηρεάζεται από το καστανό χρώμα του. 

3.7.10 Προσδιορισμός του χρώματος των εκχυλισμάτων 

Το χρώμα των εκχυλισμάτων μαγιάς αποτελεί σημαντική ποιοτική παράμετρο. Για 

εκχυλίσματα μαγιάς που παράγονται με αυτόλυση, το χρώμα ξεκινά από ελαφρώς 
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υποκίτρινο και εξελίσσεται σε βαθύ καστανό στο τέλος της αυτόλυσης. Η ανάπτυξη του 

χρώματος κατά την αυτόλυση έχει βρεθεί ότι οφείλεται στις αντιδράσεις Maillard που 

πραγματοποιούνται στις υψηλές θερμοκρασίες της αυτόλυσης μεταξύ των παραγόμενων 

ελεύθερων αμινοξέων και αναγωγικών σακχάρων (Sucan et al., 2005; Marson et al., 2020). 

Το χρώμα του εκχυλίσματος μαγιάς μπορεί επίσης να αποτελέσει ένα εύκολα μετρούμενο 

μέγεθος για την παρακολούθηση διεργασιών πρωτεϊνικής υδρόλυσης (Marson et al., 

2020). 

Ο προσδιορισμός του χρώματος των εκχυλισμάτων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 

χρωματομέτρου Minolta CR-200 (Minolta Co., Ltd., Chuo-Ku, Osaka, Japan). Για κάθε 

μέτρηση, 4 mL εκχυλίσματος τοποθετήθηκαν σε γυάλινο τρυβλίο Petri διαμέτρου 3 cm και 

βάθους 0.5 cm. Το τρυβλίο τοποθετήθηκε πάνω σε πρότυπη λευκή πλάκα, ώστε να 

απαλοιφούν χρωματικές παρεμβολές από οποιοδήποτε άλλο υπόστρωμα. Οι μετρήσεις 

ελήφθησαν με τοποθέτηση του στελέχους του χρωματομέτρου σε όρθια θέση σε επαφή με 

το πώμα του τρυβλίου. Οι μετρήσεις του χρώματος εκφράστηκαν ως προς τις τρεις 

χρωματικές παραμέτρους του προτύπου CIELAB 1976, L, a και b. Η παράμετρος L 

εκφράζει τη φωτεινότητα του δείγματος, η παράμετρος a εκφράζει το ερυθρό (θετικές τιμές) 

ή πράσινο (αρνητικές τιμές) χρώμα, ενώ η παράμετρος b εκφράζει το κίτρινο (θετικές τιμές) 

ή κυανό (αρνητικές τιμές) χρώμα. Από τις μετρήσεις των τριών πραμέτρων, υπολογίστηκε 

ο δείκτης αμαύρωσης (Browning Index, BI), σύμφωνα με την παρακάτω εξίσωση (Buera et 

al., 1987; Hirschler et al., 2012): 

𝛣𝛪 = 100 ∙

𝑎 + 1.75 ∙ 𝐿
5.645 ∙ 𝐿 + 𝑎 − 3.012 ∙ 𝑏

− 0.31

0.17
 

3.11 

όπου 𝛣𝛪 ο δείκτης αμαύρωσης, και 𝐿, 𝑎, 𝑏 οι παράμετροι χρώματος. 

3.7.11 Προσδιορισμός ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας με υπόστρωμα 

αζοκαζεΐνης 

Η μέθοδος προσδιορισμού της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας στηρίζεται στην 

υδρόλυση υποστρώματος αζοκαζεΐνης από το σύνολο των πρωτεολυτικών ενζύμων του S. 

cerevisiae. Η υδρόλυση οδηγεί στην απελευθέρωση έγχρωμων πεπτιδίων τα οποία 

απορροφούν έντονα στα 340 nm μετά από απομάκρυνση της μη υδρολυμένης 

αζοκαζεΐνης. Το συγκεκριμένο υπόστρωμα χρησιμοποιείται ευρέως για τον προσδριορισμό 

της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας πρωτεασών από ζυμομύκητες (Beynon & Bond 

1989; Meussdorfer, 1980; Behalova & Beran, 1979; Schlander et al., 2017; Lario et al. 

2015). 
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3.7.11.1 Παρασκευή υποστρώματος αζοκαζεΐνης 1% w/v 

Για την παρασκευή του ενζυμικού υποστρώματος αζοκαζεΐνης, 1 g στερεάς αζοκαζεΐνης 

(Sulfanilamide-azocasein, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) αιωρήθηκε υπό ήπια 

θέρμανση και ανάδευση σε τελικό όγκο 100 mL ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού νατρίου 

0.1 M, pH=6 που περιέχει 10% w/v DMSO. 

3.7.11.2 Προσδιορισμός ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας 

Για τον προσδιορισμό της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας, 400 µL υποστρώματος 

αζοκαζεΐνης αναμείχθηκαν με 100 µL δείγματος σε σωλήνα φυγοκέντρησης. Οι σωλήνες 

επωάστηκαν για 1 h σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 40°C. Κατόπιν, προστέθηκαν 500 µL 

τριχλωροξικού οξέος 5% και οι σωλήνες επωάστηκαν για 30 min σε θάλαμο θερμοκρασίας 

0°C. Μετά την επώαση, οι σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν στα 12000 g για 10 min και στο 

υπερκείμενο προσδιορίστηκε η απορρόφηση στα 340 nm. Ένα Unit πρωτεολυτικής 

ενεργότητας ορίστηκε ως η ποσότητα του ενζύμου η οποία προκαλεί αύξηση της 

απορρόφησης ΔΑ=1 υπό τις συνθήκες της μεθόδου.  

3.7.12 Προσδιορισμός της ενεργότητας πρωτεάσης Α με υπόστρωμα 

μετουσιωμένης αιμοσφαιρίνης 

Η μέθοδος προσδιορισμού της ενεργότητας της πρωτεάσης Α στηρίζεται στην υδρόλυση 

υποστρώματος μετουσιωμένης βόειας αιμοσφαιρίνης από το ένζυμο. Η υδρόλυση του 

συγκεκριμένου υποστρώματος οδηγεί σε απελευθέρωση αμινοξέων τα οποία αντιδρούν με 

το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu δίνοντας αύξηση της απορρόφησης στα 650 nm. Το 

συγκεκριμένο υπόστρωμα καθώς και οι συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγματοποιείται η 

μέτρηση έχει βρεθεί ότι είναι επιλεκτικά απέναντι στην πρωτεάση Α έναντι των υπόλοιπων 

πρωτεολυτικών ενζύμων του S. cerevisiae (Hata et al., 1967; Lenney et al., 1974; Behalova 

& Beran, 1979; Meussdorfer et al., 1980; Mechler & Wolf, 1981; Parr et al., 2007). 

3.7.12.1 Παρασκευή υποστρώματος μετουσιωμένης αιμοσφαιρίνης 1% w/v 

Για την παρασκευή υποστρώματος μετουσιωμένης αιμοσφαιρίνης, 0.5 g βόειας 

αιμοσφαιρίνης (αιμοσφαιρίνη βόειου αίματος, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

προστέθηκαν σε 10 mL απιονισμένου νερού. Κατόπιν προστέθηκαν 3 mL διαλύματος HCl 

0.3 M. Το υπόστρωμα αναδεύτηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 1 h και κατόπιν 

προστέθηκαν 1.05 g κιτρικού οξέος και 0.5 mL διαλύματος NaN3 1% w/v. Το υπόστρωμα 

αραιώθηκε με απιονισμένο νερό μέχρι τα 40 mL και το pH ρυθμίστηκε στην τιμή 3.4 με 2 Ν 

KOH. Τέλος, ο όγκος συμπληρώθηκε στα 50 mL σε ογκομετρική φιάλη με απιονισμένο 

νερό. 
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3.7.12.2 Μέτρηση ενεργότητας πρωτεάσης Α 

Για τη μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεάσης Α, 0.1 mL ενζυμικού δείγματος 

τοποθετήθηκαν σε σωλήνα φυγοκέντρησης. Κατόπιν προστέθηκαν 0.75 mL 

υποστρώματος αιμοσφαιρίνης, οι σωλήνες αναδεύτηκαν και επωάστηκαν για 1 h σε 

υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 40°C. Μετά την επώαση προστέθηκαν 1.25 mL 

διαλύματος τριχλωροξικού οξέος (TCA) 0.34 Ν και οι σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν στα 

12000 g για 10 min, ώστε να καταβυθιστεί η ποσότητα υποστρώματος που δεν 

υδρολύθηκε. Από το υπερκείμενο υγρό μεταφέρθηκαν 0.75 mL σε δοκιμαστικό σωλήνα 

που περιέχει 1.5 mL διαλύματος NaOH 0.3 N/ Na2CO3 2.9% w/v. Ακολούθως, στα 

δείγματα προστέθηκε 0.45 mL αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu 1 N υπό ανάδευση. Τα 

δείγματα επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min και κατόπιν μετρήθηκε η 

απορρόφηση στα 650 nm με χρήση φασματοφωτομέτρου. Για την προετοιμασία τυφλού 

δείγματος ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία με τη διαφορά ότι η το διάλυμα τριχλωροξικού 

οξέος προστέθηκε στο δείγμα ακολουθούμενο από το υπόστρωμα αιμοσφαιρίνης, ώστε να 

εξασφαλιστεί η ακαριαία απενεργοποίηση του ενζύμου. Για δείγματα που περιέχουν 

υψηλές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης, όπως τα εκχυλίσματα μαγιάς, η μέτρηση της 

ενεργότητας του ενζύμου πάντοτε συνοδεύεται από τη μέτρηση τυφλού δείγματος που 

προέρχεται από το ίδιο δείγμα. Καθώς η μέθοδος στηρίζεται στη μέτρηση της πρωτεΐνης 

που απελευθερώνεται από τη δράση του ενζύμου στην αιμοσφαιρίνη, η μέθοδος μπορεί 

να δώσει ανακριβή αποτελέσματα στην περίπτωση που χρησιμοποιηθεί τυφλό δείγμα από 

διαφορετική συνθήκη επεξεργασίας, αφού η προϋπάρχουσα πρωτεΐνη στο δείγμα μπορεί 

να δώσει υψηλές τιμές απορρόφησης. Ένα Unit ενεργότητας πρωτεάσης Α ορίστηκε ως η 

ποσότητα ενζύμου η οποία δίνει αύξηση της απορρόφησης (σε κυψελίδα 1 cm) κατά 1 

μονάδα υπό τις συνθήκες της μεθόδου (1 h επώασης στους 40°C). 

3.7.13 Προσδιορισμός ενεργότητας πρωτεάσης Β με χρήση υποστρώματος 

αζοζελατίνης  

Η μέθοδος προσδιορισμού της ενεργότητας της πρωτεάσης Β στηρίζεται στην υδρόλυση 

υποστρώματος αζοζελατίνης από την πρωτεάση Β. Η υδρόλυση του συγκεκριμένου 

υποστρώματος οδηγεί σε απελευθέρωση έγχρωμων πεπτιδίων και αμινοξέων τα οποία 

απορροφούν έντονα στα 520 nm μετά από καταβύθιση της ποσότητας υποστρώματος που 

δεν υδρολύθηκε. Το συγκεκριμένο υπόστρωμα καθώς και οι συνθήκες κάτω από τις οποίες 

πραγματοποιείται η μέτρηση έχει βρεθεί ότι είναι επιλεκτικά απέναντι στην πρωτεάση Β 

έναντι των υπόλοιπων πρωτεολυτικών ενζύμων του S. cerevisiae (Lenney et al., 1974; 

Saheki & Holzer, 1975; Meussdorfer et al., 1980; Kominami et al., 1981; Slaughter & 

Nomura, 1992). 
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3.7.13.1 Παρασκευή στερεάς αζοζελατίνης 

Η παρασκευή της αζοζελατίνης σε στερεά μορφή πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο που προτείνεται από τον Sarath (1990). Αρχικά παρασκευάστηκε αιώρημα 

ζελατίνης (ζελατίνη βόειου δέρατος, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) προσθέτοντας 20 

g ζελατίνης και 4 g NaHCO3 σε 275 mL απιονισμένου νερού. Το αιώρημα θερμάνθηκε 

στους 54°C υπό ανάδευση για 30 min. Παράλληλα παρασκευάστηκε διάλυμα που περιέχει 

0.01 mol σουλφανιλικού οξέος, 0.01 mol NaOH, 0.01 mol NaN)2, 0.02 mol HCl σε 30 mL 

απιονισμένου νερού. Τέλος προστέθηκαν 0.02 mol NaOH και το τελικό διάλυμα 

σουλφανιλικού οξέος προστέθηκε υπό ανάδευση στο αιώρημα ζελατίνης. Το τελικό 

αιώρημα αζοζελατίνης που προέκυψε υπέστη υπερδιήθηση με τρεις όγκους των 4 L NaN3 

0.01% w/v με τη χρήση μεμβράνης υπερδιήθησης μοριακού βάρους 10 kDa. Το 

παρακράτημα της υπερδιήθησης λυοφιλιώθηκε  σε συνθήκες −52°C, 0.080 mbar για 48 h 

με τη χρήση λυοφιλιωτή Christ Alpha 1–4 LD plus freeze dryer (Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Germany) και το προκύπτον στερεό αποθηκεύτηκε 

στους 4°C. 

3.7.13.2 Παρασκευή υποστρώματος αζοζελατίνης 2.4% κ.ο. 

Για την παρασκευή ενζυμικού υποστρώματος αζοζελατίνης, 2.4 g στερεάς αζοζελατίνης 

αιωρήθηκαν σε τελικό όγκο 100 mL ρυθμιστικού διαλύματος βορικού οξέος-βορικού 

νατρίου 0.1 Μ, pH=9. 

3.7.13.3 Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας πρωτεάσης Β 

Για τον προσδιορισμό της ενζυμικής ενεργότητας της πρωτεάσης Β, 250 μL υποστρώματος 

αζοζελατίνης αναμείχθηκαν με 150 µL δείγματος σε σωλήνα φυγοκέντρησης. Τα δείγματα 

επωάστηκαν για 1 h σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 40°C. Κατόπιν, προστέθηκαν 600 µL 

τριχλωροξικού οξέος 40% και τα δείγματα επωάστηκαν σε θάλαμο θερμοκρασίας 0°C για 

30 min. Στη συνέχεια τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στα 12000 g ώστε να 

απομακρυνθεί η ποσότητα αζοζελατίνης που δεν υδρολύθηκε. Τέλος, για κάθε δείγμα, 600 

µL υπερκείμενου προστέθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα που περιείχε 700 µL NaOH 3.2 M. 

Η απορρόφηση του δείγματος προσδιορίστηκε με τη χρήση πλάκας μικροτιτλοδότησης και 

όγκο διαλύματος 200 μL στα 520 nm. Ένα Unit πρωτεάσης Β ορίστηκε ως η ποσότητα 

ενζύμου που δίνει μεταβολή της απορρόφησης ίση με ΔΑ=1 για κυψελίδα 1 cm υπό τις 

συνθήκες της μεθόδου. 

3.7.14 Προσδιορισμός χρόνου πήξης γάλακτος με τη μέθοδο Berridge 

Ο προσδιορισμός του χρόνου πήξης του γάλακτος εκφράζει τον χρόνο που απαιτείται για 

την εμφάνιση των πρώτων στερεών στην επιφάνεια ενός δοχείου μετά την προσθήκη ενός 
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ενζύμου πήξης (π.χ. χυμοσίνη). Στην τυροκομία ο χρόνος πήξης προσδιορίζεται με τη 

βύθιση σπάτουλας εντός του γάλακτος μετά την προσθήκη πηκτικού παράγοντα. Ο 

νωρίτερος χρόνος όπου παρατηρείται παρουσία στερεών στη σπάτουλα ορίζει τον χρόνο 

πήξης. Καθώς η εμπειρική αυτή μέθοδος στηρίζεται στη χρήση μεγάλων όγκων γάλακτος, 

έχουν αναπτυχθεί πιο ακριβείς μέθοδοι για τον προσδιορισμό του χρόνου πήξης.  

Η μέθοδος που εφαρμόστηκε για τον προσδιορισμό του χρόνου πήξης του γάλακτος 

αναπτύχθηκε από τον Berridge (1952) όπως τροποποιήθηκε από τους Arima et al., (1970) 

και με τη χρήση διάταξης όπως προτείνεται από τους Tabayehejad et al. (2012). Στηρίζεται 

στην οπτική παρατήρηση περιστρεφόμενου σωλήνα που περιέχει το ενζυμικό διάλυμα και 

ένα υπόστρωμα γάλακτος παρουσία CaCl2 εντός υδατόλουτρου σταθερής θερμοκρασίας. 

Ο χρόνος πήξης μετράται από τη στιγμή της προσθήκης του ενζυμικού διαλύματος στο 

υπόστρωμα, έως ότου εμφανιστούν οι πρώτοι κόκκοι στερεού στα τοιχώματα του 

περιστρεφόμενου σωλήνα. 

3.7.14.1 Παρασκευή υποστρώματος γάλακτος 

Για την παρασκευή του υποστρώματος γάλακτος, 12 g σκόνης γάλακτος (Skim milk powder 

Epi Ingredients,Ancenis, France, περιεκτικότητας 1.25 % κ.β. σε λιπαρά και 34 % κ.β σε 

πρωτεΐνη) αναδιαλύθηκαν σε 100 mL διαλύματος CaCl2 20 mM. Το υπόστρωμα 

αναδεύτηκε για 10 min σε μαγνητικό αναδευτήρα έως ότου διαλύθηκε πλήρως η σκόνη 

γάλακτος. 

3.7.14.2 Προσδιορισμός του χρόνου πήξης 

Για κάθε ενζυμικό διάλυμα που μελετήθηκε, ο χρόνος πήξης μετρήθηκε ως εξής. Σε 

διαφανή σωλήνα φυγοκέντρησης όγκου 50 mL τοποθετήθηκαν 10 mL υποστρώματος 

γάλακτος. Ο σωλήνας εμβαπτίστηκε σε υδατόλουτρο ρυθμισμένο στην επιθυμητή 

θερμοκρασία για 5 min ώστε το υπόστρωμα να ισορροπήσει στην κατάλληλη θερμοκρασία. 

Κατόπιν, προστέθηκε 1 mL ενζυμικού διαλύματος, ο σωλήνας αναδεύτηκε σε αναδευτήρα 

vortex και τοποθετήθηκε στην περιστρεφόμενη διάταξη. Η διάταξη που χρησιμοποιήθηκε 

για τη στήρηξη και την περιστροφή του σωλήνα μέσα σε υδατόλουτρο σταθερής 

θερμοκρασίας ήταν το άνω τμήμα περιστροφικού εξατμιστήρα Rotavapor. Η συγκεκριμένη 

διάταξη περιλαμβάνει ενσωματωμένο υδατόλουτρο ρυθμιζόμενης θερμοκρασίας και δίνει 

τη δυνατότητα ρύθμισης της ταχύτητας περιστροφής του σωλήνα αλλά και της κλίσης του 

σωλήνα μέσα στο λουτρό (Σχήμα 3.15). Για τη συγκεκριμένη μέτρηση, η ταχύτητα 

περιστροφής διατηρήθηκε σταθερή στα 60 rpm και η κλίση του σωλήνα ίση με 30°, όπως 

προτείνεται από τους Tabayehejad et al. (2012). 
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(α) (β) 

Σχήμα 3.15: α) Πειραματική διάταξη για τον προσδιορισμό του χρόνου πήξης γάλακτος όπως 

προτείνεται από τους Tabayehejad et al. (2012) β) Χρήση διάταξης περιστροφικού εξατμιστήρα 

Rotavapor για την περιστροφή του δοκιμαστικού σωλήνα υπό κλίση εντός υδατόλουτρου σταθερής 

θερμοκρασίας. 

Με την προσθήκη του ενζυμικού διαλύματος στο υπόστρωμα, εκκινείται χρονόμετρο, ο 

σωλήνας προσαρμόζεται στο σύστημα περιστροφής και τίθεται σε λειτουργία ο κινητήρας. 

Τα τοιχώματα του σωλήνα παρατηρούνται οπτικά και το χρονόμετρο σταματά όταν 

εμφανιστούν οι πρώτοι κόκκοι στερεού πήγματος. Ο χρόνος αυτός αντιστοιχεί στον χρόνο 

πήξης του γάλακτος. Ως πρότυπος παράγοντας πήξης του γάλακτος χρησιμοποιήθηκε 

εμπορική πυτιά τυριού. 

3.8 Μαθηματική περιγραφή και στατιστική επεξεργασία 

Η στατιστική επεξεργασία των πειραματικών δεδομένων πραγματοποιήθηκε με το 

λογισμικό Statistica Release 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Η σημαντικότητα μεταξύ 

διαφορών στους μέσους διαπιστώθηκε με ανάλυση διακύμανσης (ANOVA) με έναν ή δύο 

παράγοντες (Factorial ANOVA), ανάλογα με τον πειραματικό σχεδιασμό, με επίπεδο 

σημαντικότητας 95% (p<0.05). Για την διάκριση στατιστικά σημαντικών διαφορών μεταξύ 

παραγόντων μετά την ανάλυση διακύμανσης (post-hoc) χρησιμοποιήθηκε το κριτήριο 

Duncan (Duncan’s multiple range test). 

Η μαθηματική περιγραφή των πειραματικών δεδομένων, όπου ήταν δυνατόν, 

πραγματοποιήθηκε με μη γραμμική παλινδρόμηση των κατάλληλων μαθηματικών 

εξισώσεων στα πειραματικά δεδομένα με τη χρήση του λογισμικού IBM SPSS Statistics 

Version 19 software package (IBM Corporation, Armonk, NY). Για κάθε προσαρμογή 

υπολογίστηκαν οι τιμές των παραμέτρων, ο συντελεστής συσχέτισης R2 καθώς και το 

τυπικό σφάλμα (Standard error, SE) των παραμέτρων. Η επιλογή των μαθηματικών 

μοντέλων για κάθε προσαρμογή στηρίχθηκε τόσο στην βιβλιoγραφία όσο και στις 

μαθηματικές ιδιότητες της κάθε εξίσωσης. Στόχος ήταν η επιλογή εξισώσεων που να 
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περιγράφουν ικανοποιητικά τα πειραματικά δεδομένα, να έχουν τον ελάχιστο δυνατό 

αριθμό παραμέτρων, οι παράμετροί τους να έχουν φυσική σημασία και να είναι δυνατή η 

ερμηνεία τους. 
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4 Αποτελέσματα και συζήτηση 

4.1 Επίδραση των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων στα κυτταρικά 

αιωρήματα 

4.1.1 Επίδραση των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων στον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης 

4.1.1.1 Εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από την κυτταρική 

περιεκτικότητα 

Η επεξεργασία του κυτταρικού αιωρήματος με ΠΗΠ μελετήθηκε σε κυτταρικές 

περιεκτικότητες 1%, 2.5%, 5%, 7.5% και 10% κ.β. Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης μετά 

από κάθε επεξεργασία προσδιορίστηκε μέσω της αύξησης της ηλεκτρικής αγωγιμότητας 

στα αιωρήματα. Μελετήθηκε εύρος συνθηκών επεξεργασίας ΠΗΠ με ένταση ηλεκτρικού 

πεδίου στο εύρος 2-22 kV/cm και χρόνους επεξεργασίας στο εύρος 0-40000 μs. Τα 

αποτελέσματα της μελέτης παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.1. Για κάθε κυτταρική 

περιεκτικότητα που μελετήθηκε, αύξηση τόσο της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου όσο και 

του χρόνου επεξεργασίας οδήγησε σε αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, γεγονός 

που αποδίδεται στην ηλεκτροδιάτρηση των κυττάρων. Αύξηση της έντασης του ηλεκτρικού 

πεδίου οδήγησε σε αύξηση του ρυθμού αύξησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, καθώς 

σε υψηλότερη ένταση απαιτείται μικρότερος χρόνος επεξεργασίας για την επίτευξη του 

ίδιου επιπέδου κυτταρικής διάρρηξης. 

Η μαθηματική περιγραφή της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από την ένταση 

του ηλεκτρικού πεδίου και τον χρόνο επεξεργασίας περιγράφηκε μαθηματικά με τη χρήση 

των εξισώσεων που ακολουθούν. Η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον 

χρόνο επεξεργασίας περιγράφηκε από την παρακάτω εξίσωση: 
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𝛧 = 𝑍𝑚 ∙ (1 − 2
−

𝑡𝑃𝐸𝐹
𝜏𝑑 ) 4.1 
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 όπου 𝛧  ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης στον εκάστοτε χρόνο επεξεργασίας, 𝑡𝑃𝐸𝐹  ο 

χρόνος επεξεργασίας με ΠΗΠ, 𝛧𝑚  η μέγιστη δυνατή τιμή του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης για σταθερή ένταση ηλεκτρικού πεδίου και 𝜏𝑑  ο χαρακτηριστικός χρόνος 

καταστροφής. Η επιλογή του συγκεκριμένου μαθηματικού μοντέλου στηρίζεται στο 

γεγονός ότι ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης εξαρτάται εκθετικά από τον χρόνο 

επεξεργασίας, εμφανίζοντας αύξουσα τάση με αύξηση του χρόνου επεξεργασίας. Για 

υψηλές τιμές χρόνου επεξεργασίας, ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης πλησιάζει 

ασυμπτωτικά σε μία μέγιστη τιμή (𝑍𝑚), η οποία αυξάνεται με αύξηση της έντασης του 

ηλεκτρικού πεδίου. Το γεγονός αυτό συνδέεται με τον μέγιστο βαθμό ηλεκτροδιάτρησης 

που μπορεί να επιτευχθεί σε κάθε ένταση ηλεκτρικού πεδίου. Το μοντέλο που επιλέχθηκε 

διαθέτει δύο παραμέτρους οι οποίες έχουν φυσική σημασία και η ερμηνεία τους οδηγεί 

σε συμπεράσματα που αφορούν την εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τις 

συνθήκες επεξεργασίας. Ο χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής εκφράζει τον χρόνο 

επεξεργασίας που απαιτείται ώστε ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης να λάβει την τιμή 

𝑍𝑚/2, συνεπώς μείωσή του με αύξηση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου συνεπάγεται 

επίτευξη του ίδιου βαθμού διάρρηξης σε χαμηλότερο χρόνο επεξεργασίας. Η ίσως 

ασυνήθιστη επιλογή της βάσης 2 έναντι της βάσης των φυσικών λογαρίθμων 𝑒  στο 

μοντέλο έγινε ώστε όταν ο χρόνος επεξεργασίας είναι ίσος με τον χαρακτηριστικό χρόνο 

καταστροφής, ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης να λαμβάνει την τιμή 𝑍𝑚/2, γεγονός που 

είναι σε συμφωνία με τον ορισμό της παραμέτρου αυτής. Από μαθηματικής πλευράς, η 

επιλογή της βάσης του εκθετικού δεν επηρεάζει την συμπεριφορά της εξίσωσης και η 

μετατροπή των παραμέτρων μεταξύ εξισώσεων με διαφορετική βάση γίνεται με έναν 

απλό πολλαπλασιασμό.  

 H εξάρτηση του χαρακτηριστικού χρόνου καταστροφής από την ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου εκφράστηκε μέσω της παρακάτω εξίσωσης:  

𝜏𝑑 = 𝜏∞ ∙ 𝑒
𝐴
𝐸 4.2 

όπου 𝜏𝑑 ο χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής σε ένταση ηλεκτρικού πεδίου 𝛦, 𝜏∞ ο 

χαρακτηριστικός χρόνος ημικαταστροφής για θεωρητικά άπειρη ένταση ηλεκτρικού 

πεδίου και Α εμπειρική σταθερά που εκφράζει την εξάρτηση του 𝜏𝑑 από την ένταση του 

ηλεκτρικού πεδίου. Η επιλογή της συγκεκριμένης εξίσωσης προκύπτει από τις 

παρατηρήσεις των Lebovka et al. (2001) οι οποίοι διαπίστωσαν την  εκθετική εξάρτηση 

του χαρακτηριστικού χρόνου καταστροφής από το αντίστροφο της έντασης του 

ηλεκτρικού πεδίου. Η εξάρτηση αυτή προκύπτει από την θεωρία της ηλεκτροδιάτρησης, 

σύμφωνα με τους Weaver & Chizmadhzev (1997). Καθώς η ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου επηρεάζει και τον μέγιστο βαθμό κυτταρικής διάρρηξης 𝛧𝑚 η εξάρτησή του από 

την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου εκφράστηκε μέσω της παρακάτω εξίσωσης: 
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𝛧𝑚 = 1 − 2
−

𝐸
𝐸𝑍𝑚  4.3 

όπου 𝛦 η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου και 𝛦𝛧𝑚 παράμετρος που εκφράζει την ένταση 

του ηλεκτρικού πεδίου που απαιτείται ώστε η τιμή της μέγιστης τιμής 𝛧𝑚 να είναι ίση με 

0.5. Η επιλογή αυτή στηρίζεται στο γεγονός ότι για τις συνθήκες επεξεργασίας που 

μελετήθηκαν, ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης δεν λαμβάνει την ίδια μέγιστη τιμή σε όλες 

τις τιμές έντασης ηλεκτρικού πεδίου. Το γεγονός αυτό έχει αποδοθεί στην διαφορετική 

ευαισθησία των κυτταρικών δομών στο ηλεκτρικό πεδίο με αποτέλεσμα η απελευθέρωση 

ιοντικών συστατικών (στην οποία στηρίζεται και ο προσδιορισμός του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης) να προσεγγίζει μία σταθερή τιμή σε μεγάλους χρόνους επεξεργασίας, 

ανάλογα με την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου (Asavasanti et al., 2010, Luengo et al., 

2013). 

Οι τρεις παραπάνω εξισώσεις συνδυάστηκαν προς τη δημιουργία ενός 

πολυπαραμετρικού μαθηματικού μοντέλου με στόχο την ταυτόχρονη περιγραφή της 

εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου και 

τον χρόνο επεξεργασίας. Ο συνδυασμός των εξισώσεων δίνει την παρακάτω εξίσωση: 

𝛧 = (1 − 2
−

𝛦
𝛦𝛧𝑚) ∙ (1 − 2

−
𝑡𝑃𝐸𝐹

𝜏∞∙𝑒
𝐴
𝐸 ) 4.4 

 

(α) 

 

(β) 
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(γ) 

 

(δ) 
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(ε) 

 

Σχήμα 4.1 Εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ από τον χρόνο επεξεργασίας 𝑡𝑃𝐸𝐹  σε 

διαφορετικές τιμές έντασης ηλεκτρικού πεδίου για περιεκτικότητα κυτταρικού αιωρήματος α) 1% β) 

2.5% γ)5% δ) 7.5% και ε) 10% w/w.  

Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.1) παρουσιάζονται οι τιμές των παραμέτρων της 

Εξίσωσης 4.10, όπως προέκυψαν από την προσαρμογή με μη γραμμική παλινδρόμηση 

στα πειραματικά δεδομένα. Η προσαρμογή πραγματοποιήθηκε για κάθε κυτταρικό 

αιώρημα ξεχωριστά. Το μαθηματικό μοντέλο που επιλέχθηκε βρέθηκε ότι περιγράφει 

ικανοποιητικά τα πειραματικά δεδομένα, με συντελεστές προσδιορισμού R2 που 

κυμαίνονται από 0.962 έως 0.985.  Από τις τιμές των παραμέτρων που λαμβάνονται από 

την προσαρμογή μπορούν να εξαχθούν χρήσιμα συμπεράσματα που συσχετίζονται με τη 

συμπεριφορά των αιωρημάτων στο ηλεκτρικό πεδίο. Η παράμετρος  𝜏∞ της εξίσωσης 4.10 

εκφράζει τον μέγιστο δυνατό χαρακτηριστικό χρόνο καταστροφής 𝜏𝑑  που μπορεί να 

επιτευχθεί σε πολύ υψηλή (θεωρητικά άπειρη) ένταση ηλεκτρικού πεδίου. Με εξαίρεση το 

κυτταρικό αιώρημα περιεκτικότητας 1%, οι τιμές τις παραμέτρου για τις υπόλοιπες 

συγκεντρώσεις κυττάρων που μελετήθηκαν (2.5%-10%) δεν διαφέρουν σημαντικά. 

Η παράμετρος Α της Εξίσωσης 4.10 εκφράζει την ευαισθησία της εξάρτησης του 

χαρακτηριστικού χρόνου καταστροφής 𝜏𝑑  από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου. Όσο 

χαμηλότερη είναι η τιμή της παραμέτρου τόσο υψηλότερος είναι ο χαρακτηριστικός χρόνος 

καταστροφής σε σταθερή ένταση ηλεκτρικού πεδίου. Αντίστοιχα, χαμηλότερος 

χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής συνεπάγεται χαμηλότερο χρόνο επεξεργασίας για 

την επίτευξη του ίδιου δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 4.1), αύξηση της περιεκτικότητας κυττάρων του αιωρήματος οδηγεί σε αύξηση 

της παραμέτρου Α από 16.0 kV/cm για αιώρημα περιεκτικότητας 1% σε 19.30 kV/cm για 
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αιώρημα περιεκτικότητας 10%. Αυτή η παρατηρούμενη αύξηση της παραμέτρου Α 

συνεπάγεται ότι για σταθερή ένταση ηλεκτρικού πεδίου το κυτταρικό αιώρημα 

περιεκτικότητας 1% υφίσταται ηλεκτροδιάτρηση σε χαμηλότερους χρόνους επεξεργασίας 

σε σχέση με τα κυτταρικά αιωρήματα σε μεγαλύτερη περιεκτικότητα. Η αύξηση της 

παραμέτρου Α παρατηρείται μόνο για αύξηση της κυτταρικής περιεκτικότητας από 1% σε 

2.5%. Σε υψηλότερες κυτταρικές περιεκτικότητες η παράμετρος Α δεν εξαρτάται σημαντικά 

από την κυτταρική περιεκτικότητα. Η παράμετρος 𝐸𝑍𝑚 εκφράζει την ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου που απαιτείται ώστε η μέγιστη δυνατή τιμή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για 

σταθερή ένταση ηλεκτρικού πεδίου (𝑍𝑚) να λάβει την τιμή 0.5. Όπως παρατηρείται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.1), αύξηση της κυτταρικής περιεκτικότητας δεν επιδρά 

σημαντικά στην παράμετρο 𝐸𝑍𝑚 μέχρι την κυτταρική περιεκτικότητα 5% (𝐸𝑍𝑚=0.14). Όπως 

προκύπτει από την Εξίσωση 4.3 αυτή η τιμή συνεπάγεται ότι αύξηση της ένταση του 

ηλεκτρικού πεδίου πάνω από το 1.4 kV/cm (το 1:10 της τιμής του 𝐸𝑍𝑚), εξασφαλίζει ότι η 

μέγιστη τιμή που μπορεί να λάβει ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης πλησιάζει την τιμή 1. Για 

κυτταρική περιεκτικότητα 7.5% και 10%, η τιμή της παραμέτρου βρέθηκε ίση με 0.85 και 

2.24 kV/cm, αντίστοιχα. Για τις περιεκτικότητες αυτές, δηλαδή,  η μέγιστη τιμή του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης στα 0.85 kV/cm και 2.24 kV/cm αντίστοιχα είναι ίση με 0.5. Συνεπώς 

παρατηρείται ότι αύξηση της κυτταρικής περιεκτικότητας άνω του 7.5% οδηγεί σταδιακά σε 

μικρότερη ευαισθησία των κυτταρικών αιωρημάτων στην ηλεκτροδιάτρηση, καθώς η 

ένταση του ηλεκτρικού πεδίου που απαιτείται για πλήρη διάρρηξη αυξάνεται. 

Πίνακας 4.1: Τιμές των παραμέτρων 𝜏∞ , 𝐴  και 𝐸𝑍𝑚  της Εξίσωσης 4.4 για κάθε συγκέντρωση 

κυτταρικού αιωρήματος που υπέστη επεξεργασία με ΠΗΠ.  

% w/w κυτταρική 

περιεκτικότητα 
𝜏∞ (𝜇𝑠) 𝐴 (

𝑘𝑉

𝑐𝑚
) 𝐸𝑍𝑚  (

𝑘𝑉

𝑐𝑚
) 𝑅2 

1% 136.68±4.15a 16.0±1.12d 0.13±0.11a 0.962 

2.5% 19.00±2.51b 22.08±0.70ab 0.14±0.24a 0.971 

5% 23.26±1.52b 21.00±1.25bc 0.13±0.35a 0.985 

7.5% 20.73±1.72b 19.11±1.03c 0.85±0.25b 0.964 

10% 19.17±2.12b 19.30±0.82c 2.24±0.82c 0.986 

Οι τιμές ± αντιπροσωπεύουν το τυπικό σφάλμα της μη γραμμικής παλινδρόμησης όπως 

υπολογίστηκε από την Εξίσωση 4.10. Διαφορετικοί εκθέτες υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές 

(p<0.05) μεταξύ των τιμών των παραμέτρων μεταξύ γραμμών (διαφορές της κάθε παραμέτρου 

μεταξύ διαφορετικών κυτταρικών συγκεντρώσεων αιωρημάτων).  

Οι παραπάνω παρατηρήσεις συμφωνούν με τα αποτελέσματα των El Zakhem et al. 

(2006a, 2006b), οι οποίοι μελέτησαν τον μηχανισμό της ηλεκτροδιάτρησης σε αιωρήματα 

S. cerevisiae σε διάφορες κυτταρικές περιεκτικότητες. Οι ερευνητές παρατήρησαν ότι η 
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ευαισθησία των κυτταρικών αιωρημάτων στην ηλεκτροδιάτρηση δεν είναι σημαντική για 

κυτταρικές περιεκτικότητες έως 10%. Αύξηση της κυτταρικής περιεκτικότητας οδηγεί σε 

συσσωμάτωση των κυττάρων σε μεγαλύτερες κυτταρικές περιεκτικότητες καθιστώντας την 

ηλεκτροδιάτρηση λιγότερο αποτελεσματική. Οι ερευνητές παρατήρησαν επίσης ότι μετά 

την επεξεργασία με ΠΗΠ, τα κύτταρα του αιωρήματος συσσωματώνονται προς τον 

σχηματισμό μεγαλύτερων σε μέγεθος σωματιδίων. Καθώς το διαμεμβρανικό δυναμικό 

εξαρτάται γραμμικά από το μέγεθος των επεξεργαζόμενων σωματιδίων, η συσσωμάτωση 

αυτή προτάθηκε ως πιθανός μηχανισμός της αύξησης της ευπάθειας των κυττάρων στην 

ηλεκτροδιάτρηση. Σε κυτταρικές περιεκτικότητες άνω του 16% παρατηρείται μείωση της 

ευαισθησίας των αιωρημάτων στην ηλεκτροδιάτρηση, καθώς η κατανομή των κυττάρων 

στον χώρο πλησιάζει ένα θεωρητικό όριο κοντά στο οποίο η ηλεκτρική αγωγιμότητά του 

μειώνεται (Lebovka et al., 2001). 

4.1.2 Επίδραση των Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων στην κινητική της 

αυτόλυσης 

Στο πρώτο σκέλος της μελέτης της επίδρασης των ΠΗΠ στην αυτόλυση των κυττάρων 

μαγιάς πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη ως προς τα τρία σημαντικότερα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος: τη συγκέντρωση πρωτεϊνών, τη συγκέντρωση α-

αμινικού αζώτου και τη συγκέντρωση ολικών στερεών (εκφρασμένη ως απόδοση ξηρού 

βάρους (DWY%)). Η επιλογή των συνθηκών επεξεργασίας ΠΗΠ έγινε με βάση τον δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης Ζ (Ενότητα 4.1.1.1), με στόχο να καλύπτεται εύρος τιμών Ζ. Οι 

συνθήκες που επιλέχθηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.2). 

Πίνακας 4.2: Συνθήκες επεξεργασίας ΠΗΠ που επιλέχθηκαν και δείκτης κυτταρικής διάρρηξης για 

κάθε ένταση ηλεκτρικού πεδίου και αριθμό παλμών που εφαρμόστηκαν.  

5 kV/cm 10 kV/cm 15 kV/cm 20 kV/cm 

Αριθμός 

παλμών (𝑛𝑝) 
Z 

Αριθμός 

παλμών (𝑛𝑝) 
Z 

Αριθμός 

παλμών (𝑛𝑝) 
Z 

Αριθμός 

παλμών (𝑛𝑝) 
Z 

0 0 0 0 0 0 0 0 

250 0.25 50 0.43 10 0.24 5 0.23 

400 0.5 150 0.86 25 0.44 10 0.38 

1000 0.74 250 0.92 50 0.72 25 0.72 

2000 0.88 500 0.99 200 1.00 100 1.00 
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4.1.2.1 Μαθηματική περιγραφή της αυτόλυσης 

Η μαθηματική περιγραφή της εξάρτησης των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών της 

αυτόλυσης που μετρήθηκαν πραγματοποιήθηκε με τη χρήση εκθετικού μοντέλου πρώτης 

τάξης: 

𝐶 = 𝐶𝑒 − (𝐶𝑒 − 𝐶0) ∙ 𝑒−
𝑡𝑎𝑢𝑡

𝜏  4.5 

όπου 𝐶  η τιμή της μετρούμενης παραμέτρου στον εκάστοτε χρόνο αυτόλυσης,  𝑡𝑎𝑢𝑡  ο 

χρόνος αυτόλυσης σε h, 𝐶0 η τιμή της μετρούμενης παραμέτρου στον χρόνο μηδέν της 

αυτόλυσης, 𝐶𝑒 η τιμή της μετρούμενης παραμέτρου μετά τη σταθεροποίησή της (πλατό), 

και 𝜏 ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης σε h. Η παράμετρος 𝜏 συσχετίζεται με το 

αντίστροφο του ρυθμού απελευθέρωσης και εκφράζει τον χρόνο αυτόλυσης που απαιτείται 

ώστε η συγκέντρωση της μετρούμενης παραμέτρου να φθάσει στο 63.2% της απόστασης 

μεταξύ της τιμής 𝐶0  και 𝐶𝑒 . Συνεπώς, χαμηλές τιμές της παραμέτρου 𝜏  συνεπάγονται 

ταχύτερη αύξηση της τιμής  𝐶  με τον χρόνο αυτόλυσης. Προτιμήθηκε η έκφραση της 

κινητικής παραμέτρου της εξίσωσης ως το αντίστροφο της σταθεράς του ρυθμού, καθώς η 

παράμετρος 𝜏 εκφράζεται με μονάδες χρόνου και η ερμηνεία της κρίνεται έτσι ευχερέστερη. 

Η αυτόλυση στους 52°C εξελίσσεται με αυξημένο ρυθμό κατά τις πρώτες ώρες και 

επιβραδύνεται σταδιακά καθώς οι ενδογενείς πρωτεάσες απενεργοποιούνται. Τη 

συμπεριφορά αυτή ακολουθεί και η εξέλιξη των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών του 

εκχυλίσματος, καθώς η απελευθέρωση ενδοκυτταρικών συστατικών είναι εντονότερη στην 

αρχή της αυτόλυσης και σταδιακά επιβραδύνεται. Με βάση αυτή την παρατήρηση, η 

επιλογή του συγκεκριμένου μαθηματικού μοντέλου εμφανίζει μαθηματικές ιδιότητες που 

συνάδουν με την εξάρτηση των μελετούμενων φυσικοχημικών χαρακτηριστικών της 

αυτόλυσης από τον χρόνο αυτόλυσης. Ακόμη, το συγκεκριμένο μαθηματικό μοντέλο που 

προτείνεται διαθέτει τρεις παραμέτρους που έχουν φυσική σημασία και η μεταβολή τους 

μπορεί να δώσει χρήσιμα συμπεράσματα για την επίδραση κυτταρικών προκατεργασιών 

στην αυτόλυση. Συγκεκριμένα, αύξηση της παραμέτρου 𝐶0  συνεπάγεται αύξηση του 

εκάστοτε μετρούμενου μεγέθους αμέσως μετά την επεξεργασία, πριν την έναρξη της 

αυτόλυσης, αύξηση της παραμέτρου 𝐶𝑒 συνεπάγεται αύξηση του μετρούμενου μεγέθους 

στο τέλος της αυτόλυσης ενώ μείωση ή αύξηση της παραμέτρου 𝜏 συνεπάγεται επιτάχυνση 

ή επιβράδυνση της αυτόλυσης, αντίστοιχα, ως προς το μετρούμενο μέγεθος. Η επίδραση 

της κάθε μελετούμενης διεργασίας στην πορεία της αυτόλυσης για κάθε μετρούμενη 

παράμετρο κατά αυτόν τον τρόπο κατέστη δυνατό να εκφραστεί ποσοτικά ως επίδραση 

στην κάθε παράμετρο. 
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4.1.2.2 Επίδραση των ΠΗΠ στην απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

Η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου από τα κύτταρα κατά τη διάρκεια της αυτόλυσης 

βρέθηκε ότι αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου αυτόλυσης. Για κάθε συνθήκη 

επεξεργασίας που μελετήθηκε, η αρχική συγκέντρωση ξεκινά από μία μη μηδενική τιμή και 

αυξάνεται όσο αυξάνεται ο χρόνος αυτόλυσης, φθάνοντας σε μία σταθερή τιμή για χρόνο 

αυτόλυσης μεγαλύτερο από 24 h. Στην περίπτωση του δείγματος που δεν έχει υποστεί 

επεξεργασία με ΠΗΠ, η αρχική συγκέντρωση αντιπροσωπεύει τα ελεύθερα αμινοξέα και 

πεπτίδια που απελευθερώνονται κατά την παρασκευή του κυτταρικού αιωρήματος. 

Αντίστοιχα, η αρχική τιμή της συγκέντρωσης του α-αμινικού αζώτου στα δείγματα που 

έχουν υποστεί επεξεργασία με ΠΗΠ εκφράζει τα ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια που 

απελευθερώνονται από τα κύτταρα εξαιτίας της επεξεργασίας με ΠΗΠ. Για τον λόγο αυτό, 

όσο εντονότερες είναι οι συνθήκες επεξεργασίας με ΠΗΠ (αύξηση αριθμού παλμών ή 

έντασης ηλεκτρικού πεδίου) τόσο εντονότερη είναι η αρχική απελευθέρωση α-αμινικού 

αζώτου.  



Αποτελέσματα και συζήτηση 

161 
 

 

Σχήμα 4.2: Απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε 

αριθμό παλμών και ένταση ηλεκτρικού πεδίου που μελετήθηκε. Οι συνεχείς γραμμές αντιστοιχούν 

στην μαθηματική προσαρμογή της Εξίσωσης 4.5 στα πειραματικά σημεία για κάθε τιμή έντασης 

ηλεκτρικού πεδίου και αριθμού παλμών.  

Από το Σχήμα 4.24 παρατηρείται ότι για σταθερή ένταση ηλεκτρικού πεδίου, αύξηση του 

αριθμού των παλμών οδηγεί σε αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου 

στην αρχή της αυτόλυσης αλλά και στο τέλος της. Επίσης, η αύξηση του αριθμού των 

εφαρμοζόμενων παλμών φαίνεται ότι αυξάνει την κλίση της καμπύλης απελευθέρωσης στις 

πρώτες ώρες της αυτόλυσης, οδηγώντας σε ταχύτερη απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου. 

Οι παρατηρήσεις αυτές αντικατοπτρίζονται στην εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 

4.5 όπως αυτές υπολογίστηκαν από τη μη γραμμική προσαρμογή στα πειραματικά 

δεδομένα.  
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Στο Σχήμα 4.3 παρουσιάζονται οι παράμετροι της Εξίσωσης 4.5 όπως αυτές 

υπολογίστηκαν από την μη γραμμική προσαρμογή στα πειραματικά δεδομένα για την 

απελευθέρωση του α-αμινικού αζώτου, σε συνάρτηση με τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Ζ. Η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου εξελίσσεται ταχέως κατά τις πρώτες 8-16 h της 

αυτόλυσης ενώ για υψηλότερους χρόνους αυτόλυσης επιτυγχάνεται σταθερή τιμή 

συγκέντρωσης, καθώς η αυτόλυση σταματά. Η χρονική αυτή συμπεριφορά περιγράφηκε 

ικανοποιητικά από την εξίσωση 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού 

(R2>0.96), γεγονός που επιβεβαιώνει και την επιλογή της συγκεκριμένης εξίσωσης. Από 

την προσαρμογή της εξίσωσης μπορεί να εκτιμηθεί η επίδραση των ΠΗΠ στην αρχική 

συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου αμέσως μετά την επεξεργασία (μέσω της παραμέτρου 

𝐶0), στην τελική συγκέντρωση στο τέλος της αυτόλυσης (παράμετρος 𝐶𝑒) αλλά και στον 

ρυθμό απελευθέρωσης του α-αμινικού αζώτου κατά την αυτόλυση (παράμετρος 𝜏). 

Όπως παρατηρείται από το διάγραμμα, αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (που 

ισοδυναμεί με αύξηση της έντασης του ηλεκτρικού πεδίου ή και αύξηση του αριθμού των 

εφαρμοζόμενων παλμών) οδηγεί σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης, 

και αύξηση της αρχικής και τελικής συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου. Η παράμετρος 𝐶0της 

Εξίσωσης 4.5 αντιστοιχεί στην αρχική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου που μετράται 

αμέσως μετά την επεξεργασία. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.3β η αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από 0 σε 1 οδηγεί στην αύξηση της τιμής της παραμέτρου 𝐶0 από 

0.02 mg/mL σε 0.05 mg/mL, τιμές που αντιστοιχούν μόλις στο 5.3% και 13% του συνολικού 

α-αμινικού αζώτου του κυττάρου. Η παράμετρος 𝐶𝑒 της Εξίσωσης 4.5 αντιστοιχεί στην 

τελική συγκέντρωση που επιτυγχάνεται μετά από μεγάλο (θεωρητικά άπειρο) χρόνο 

αυτόλυσης. Αύξηση της παραμέτρου αυτής σημαίνει και αύξηση της τελικής συγκέντρωσης 

α-αμινικού αζώτου. Μία συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου στο εκχύλισμα ίση με 0.25 mg/mL 

ισοδυναμεί με 66% απελεθέρωση του συνολικού αμινικού αζώτου που περιέχεται στο 

κύτταρο (0.375 mg/g) συνεπώς στο τέλος της αυτόλυσης πάνω από το 60% της 

περιεχόμενης πρωτεΐνης έχει υδρολυθεί. Παρατηρώντας την εξάρτηση των παραμέτρων 

𝐶𝑒 και 𝐶0 από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης  (Σχήμα 4.3β,γ), φαίνεται ότι αύξηση του 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης οδηγεί τόσο σε αύξηση της αρχικής όσο και της τελικής 

συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου κατά την αυτόλυση.  
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Σχήμα 4.3: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης4.5  από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για 

την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου: α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική 

συγκέντρωση, 𝐶0 γ) τελική συγκέντρωση 𝐶𝑒. 

Αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης οδηγεί επίσης σε σημαντική μείωση του 

χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης 𝜏  για το ελεύθερο αμινικό άζωτο. Για την 

αυτόλυση του κυτταρικού αιωρήματος που δεν έχει υποστεί επεξεργασία, ο 

χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης βρέθηκε ίσος με 12.5 h ενώ για τα δείγματα που 

έχουν υποστεί τον μέγιστο βαθμό κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=1) o χαρακτηριστικός χρόνος 

απελευθέρωσης μειώνεται στις 5.4 h. Ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης είναι 

αντιστρόφως ανάλογος με τον ρυθμό απελευθέρωσης του α-αμινικού αζώτου, και συνεπώς 

η μείωσή του εκφράζει επιτάχυνση της απελευθέρωσης. Η επιτάχυνση αυτή οφείλεται σε 

δύο βασικά φαινόμενα που παρατηρούνται κατά την επεξεργασία των κυττάρων με ΠΗΠ: 

α) στην αύξηση της διαπερατότητας της πλασματικής μεμβράνης και του κυτταρικού 

τοιχώματος λόγω της ηλεκτροδιάτρησης β) στην ηλεκτροδιάτρηση του τονοπλάστη που 

περιβάλλει το κενοτόπιο. Η κινητήριος δύναμη της αυτόλυσης είναι οι πρωτεάσες που 

βρίσκονται συγκεντρωμένες στο κενοτόπιο (Hecht et al., 2014). Κατά την επεξεργασία με 

ΠΗΠ παρατηρείται διάρρηξη του κενοτοπίου με αποτέλεσμα οι κενοτοπικές πρωτεάσες να 

απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασμα και να ξεκινούν την υδρόλυση των πρωτεϊνών. Η 

διάρρηξη του κενοτοπίου σε εντάσεις ηλεκτρικού πεδίου χαμηλότερες από 3 kV/cm δεν 

οφείλεται στην ηλεκτροδιάτρηση αλλά στην απότομη απώλεια ενδοκυτταρικού 

περιεχομένου η οποία προκαλεί ωσμωτικό σοκ στον τονοπλάστη (Ganeva & Galutzov, 

1999). Η αύξηση της διαπερατότητας του κυτταρικού περιβλήματος λόγω της 

ηλεκτροδιάτρησης επιτρέπει τα προϊόντα της υδρόλυσης που πραγματοποιείται 

ενδοκυτταρικά να διαχέονται προς το εξωτερικό του κυττάρου. Σε κύτταρα που δεν έχουν 

υποστεί επεξεργασία, η διαπερατότητα του κυττάρου αυξάνεται κατά τη διάρκεια της 

αυτόλυσης καθώς η κυτταρική μεμβράνη διασπάται και το κυτταρικό τοίχωμα υδρολύεται 

από τα ενδοκυτταρικά ένζυμα. Η πρόοδος της αύξησης της διαπερατότητας είναι αυτή που 

επιτρέπει τα προϊόντα της αυτόλυσης να απελευθερωθούν από το κύτταρο. 
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4.1.2.3 Επίδραση των ΠΗΠ στην απελευθέρωση πρωτεϊνών 

Η απελευθέρωση πρωτεϊνών, όπως και η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου κατά τη 

διάρκεια της αυτόλυσης εμφανίζουν αύξουσα τάση (Σχήμα 4.4). Κατά τις πρώτες ώρες της 

αυτόλυσης παρατηρείται μία ραγδαία αύξηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών η οποία 

σταθεροποιείται μετά τις 20 h. Για όλα τα δείγματα ανεξαρτήτως επεξεργασίας, η 

απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια της αυτόλυσης αντιστοιχεί τόσο στην 

απελευθέρωση ακέραιων ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος όσο και στην 

απελευθέρωση προϊόντων ενδοκυτταρικής υδρόλυσης. Η απελευθέρωση των πρωτεϊνών 

για τα δείγματα που έχουν υποστεί επεξεργασία με ΠΗΠ γίνεται πιο έντονη με αύξηση της 

έντασης των συνθηκών επεξεργασίας, τόσο αμέσως μετά την επεξεργασία (χρόνος 0 

αυτόλυσης) όσο και κατά τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης. Όπως και για το α-αμινικό 

άζωτο, η αρχική απελευθέρωση πρωτεϊνών οφείλεται στην ηλετροδιάτρηση της 

πλασματικής μεμβράνης και του κυτταρικού τοιχώματος και την εκροή ενδοκυτταρικών 

συστατικών. Οι Ganeva & Galutzov (1999) μελέτησαν την απελευθέρωση πρωτεϊνών από 

κύτταρα S. cerevisiae μετά από επεξεργασία του κυτταρικού αιωρήματος με ΠΗΠ και 

διαπίστωσαν την αυξημένη εκροή ενδοκυτταρικών ενζύμων τόσο μετά την επεξεργασία 

όσο και κατά τη διάρκεια της περαιτέρω επώασης υπό θέρμανση. 
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Σχήμα 4.4: Απελευθέρωση πρωτεϊνών σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε αριθμό 

παλμών και ένταση ηλεκτρικού πεδίου που μελετήθηκε. Οι συνεχείς γραμμές αντιστοιχούν στην 

μαθηματική προσαρμογή της Εξίσωσης 4.5 στα πειραματικά σημεία για κάθε τιμή έντασης ηλεκτρικού 

πεδίου και αριθμού παλμών.  

 

Σχήμα 4.5: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5  από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για 

την απελευθέρωση πρωτεϊνών: α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏 , β) αρχική 

συγκέντρωση, 𝐶0 γ) τελική συγκέντρωση 𝐶𝑒. 
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Στο Σχήμα 4.5 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον 

δείκτη κυτταρική διάρρηξης για την απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση. Η 

απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση παρουσιάζει χρονική συμπεριφορά 

αντίστοιχη με αυτήν για το α-αμινικό άζωτο. Όπως και για το α-αμινικό άζωτο, έτσι και για 

την απελευθέρωση πρωτεϊνών, η προσαρμογή της εξίσωσης 4.5 στα πειραματικά 

δεδομένα έδωσε υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού (R2>0.95), συνεπώς η επιλογή 

της για την περιγραφή των πειραματικών δεδομένων κρίθηκε επιτυχής.  Στην περίπτωση 

της απελευθέρωσης πρωτεϊνών, οι παράμετροι του μαθηματικού μοντέλου εκφράζουν 

αρχική συγκέντρωση (𝐶0), την τελική συγκέντρωση (𝐶𝑒) και το αντίστροφο του ρυθμού 

απελευθέρωσης (𝜏). 

 Όπως και για το α-αμινικό άζωτο, έτσι και για τις πρωτεΐνες παρατηρείται μείωση του 

χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης και αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών αμέσως μετά την επεξεργασία. Αξίζει να σημειωθεί ότι ο χαρακτηριστικός 

χρόνος απελευθέρωσης για τις πρωτεΐνες λαμβάνει τιμές από 6.5 h για δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης Ζ=0 (ανεπεξέργαστο δείγμα) έως και 2 h για δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ=1, 

σε αντίθεση με αυτόν για το α-αμινικό άζωτο όπου οι τιμές κυμαίνονται μεταξύ 13 και 6 h. 

Το γεγονός αυτό μαρτυρά ότι η απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση είναι 

σημαντικά ταχύτερη από την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου. Αυτό οφείλεται στο 

γεγονός ότι οι ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες μπορούν να απελευθερωθούν από το κύτταρο 

αμέσως μόλις η κυτταρική διαπερατότητα το επιτρέψει, ανάλογα με τον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης. Αντίθετα, η απελευθέρωση του α-αμινικού αζώτου είναι συνυφασμένη με τον 

ρυθμό της πρωτεόλυσης που οφείλεται στην ενεργότητα των ενδοκυτταρικών πρωτεασών. 

Αν και η υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες αποτελεί συχνά επιθυμητό ποιοτικό 

χαρακτηριστικό για τα εκχυλίσματα μαγιάς (Reed & Nagodawithana, 1991; Jacob et al., 

2019), φαίνεται ότι η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου αποτελεί το περιοριστικό στάδιο 

κατά την αυτόλυση.  

Η αύξηση της παραμέτρου 𝐶0  για την απελευθέρωση πρωτεϊνών εμφανίζει σιγμοειδή 

εξάρτηση από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Σχήμα 4.5β). Η παράμετρος αυτή εκφράζει 

τη συγκέντρωση πρωτεϊνών αμέσως μετά την επεξεργασία με ΠΗΠ και η αύξησή της 

οφείλεται στην ακαριαία απελευθέρωσή τους. Σε αντίθεση με την παράμετρο αυτή, η τελική 

συγκέντρωση πρωτεϊνών, που εκφράζεται μέσω της παραμέτρου 𝐶𝑒  δεν εξαρτάται 

σημαντικά από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Η διεργασία της αυτόλυσης οδηγεί σε 

μέγιστο βαθμό απελευθέρωσης πρωτεϊνών, ανεξάρτητα από την επεξεργασία με ΠΗΠ. Οι 

Ganeva et al., (2014) διαπίστωσαν ότι παρόλο που παρατηρείται αυξημένη απελευθέρωση 

των πρωτεϊνών αμέσως μετά την επεξεργασία (10% των ολικών διαλυτών πρωτεϊνών) με 
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ΠΗΠ, η περαιτέρω επώαση των κυττάρων για χρονικό διάστημα έως και 6 h οδήγησε σε 

απελευθέρωση έως και 40% των ολικών διαλυτών πρωτεϊνών του κυττάρου. 

4.1.2.4 Επίδραση των ΠΗΠ στην απόδοση ξηρού βάρους 

Στο Σχήμα 4.6 παρουσιάζεται η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους του εκχυλίσματος 

σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για τις συνθήκες επεξεργασίας ΠΗΠ που 

μελετήθηκαν. Η απόδοση ξηρού βάρους εκφράζει το ποσοστό της αρχικής μάζας ξηρών 

κυττάρων που διαλυτοποιείται στο εκχύλισμα. Για ανεπεξέργαστα κύτταρα παρατηρείται 

ότι μετά από 16 h αυτόλυσης περί το 50% του αρχικού βάρους των κυττάρων έχει 

διαλυτοποιηθεί. Αύξηση της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας ΠΗΠ οδηγεί τόσο στην 

αύξηση της τελικής απόδοσης ξηρού βάρους όσο και στην επίτευξη υψηλότερου βαθμού 

διαλυτοποίησης. Για επεξεργασία του κυτταρικού αιωρήματος στα 20 kV/cm με 100 

παλμούς, η απόδοση ξηρού βάρους ξεπερνά το 70% και επιτυγχάνεται σε μόλις 6 h 

αυτόλυσης. 
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Σχήμα 4.6: Απόδοση ξηρού βάρους σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε αριθμό παλμών 

και ένταση ηλεκτρικού πεδίου που μελετήθηκε. Οι συνεχείς γραμμές αντιστοιχούν στην μαθηματική 

προσαρμογή της εξίσωσης 4.5  στα πειραματικά σημεία για κάθε τιμή έντασης ηλεκτρικού πεδίου 

και αριθμού παλμών.  

Στο Σχήμα 4.7 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για την απόδοση ξηρού βάρους. Η χρονική εξέλιξη της 

απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης είναι αντίστοιχη με αυτήν της 

απελευθέρωσης  α-αμινικού αζώτου και πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση. Η παρατήρηση 

αυτή είναι αναμενόμενη, καθώς κατά την αυτόλυση οι κυτταρικές πρωτεΐνες 

απελευθερώνονται ή υδρολύονται ταχύτερα στην αρχή της αυτόλυσης, επιτυγχάνοντας μία 

σταθερή τιμή για μεγάλους χρόνους. Η τάση αυτή αντικατοπτρίζεται και στην απόδοση 

ξηρού βάρους. Η προσαρμογή της εξίσωσης 4.5 στα πειραματικά δεδομένα έδωσε 

υψηλούς συντελεστές προσδιορισμού (R2>0.96) και η χρήση της για την περιγραφή των 

δεδομένων κρίθηκε επιτυχής. 
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Όπως και για τις πρωτεΐνες και το α-αμινικό άζωτο, αύξηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης οδηγεί σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης και αύξηση της 

αρχικής απόδοσης 𝐶0. Η τάξη μεγέθους του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης για 

την απόδοση ξηρού βάρους (Σχήμα 4.7α) είναι παρόμοια με αυτήν της απελευθέρωσης 

πρωτεϊνών. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η διαλυτοποίηση του 

κυττάρου κατά την αυτόλυση οφείλεται κυρίως στην απελευθέρωση πρωτεϊνών. 

Αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης οδηγεί επίσης σε αύξηση τόσο της αρχικής όσο 

και της τελικής απόδοσης ξηρού βάρους (Σχήμα 4.7β,γ). Αυτό οφείλεται στην 

απελευθέρωση ενδοκυτταρικών συστατικών  αμέσως μετά την επεξεργασία. Επεξεργασία 

με ΠΗΠ για δείκτη κυτταρικής διάρρηξης ίσο με 1 οδήγησε στην ακαριαία απελευθέρωση 

περί του 15% του αρχικού ξηρού βάρους του κυττάρου. Η απώλεια ενδοκυτταρικού 

περιεχομένου κατά την επεξεργασία με ΠΗΠ έχει περιγραφεί διεξοδικά στη βιβλιογραφία. 

Τα συστατικά που εκρέουν από το κύτταρο είναι πρωτεΐνες, ενδοκυτταρικό γλυκογόνο και 

συστατικά μικρού μοριακού βάρους όπως αμινοξέα και άλατα (Harrison et al., 1997; El 

Zakhem et al., 2006a; Ganeva et al., 2014). Η αύξηση της τελικής απόδοσης ξηρού βάρους 

με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Σχήμα 4.7γ) είναι αντίστοιχη με την αύξηση 

της αρχικής (15%). Συνεπώς η παρατηρούμενη αυξημένη απόδοση ξηρού βάρους που 

οφείλεται στην αυτόλυση είναι μάλλον αποτέλεσμα της αρχικής ακαριαίας αύξησης των 

συστατικών που απελευθερώνονται. Η παρατήρηση αυτή δεν συμφωνεί με την 

συμπεριφορά της παραμέτρου 𝐶𝑒 που αφορά την απελευθέρωση πρωτεϊνών, συνεπώς η 

αύξηση του ποσοστού διαλυτοποίησης του κυττάρου κατά την αυτόλυση εμπεριέχει και 

συστατικά μη πρωτεϊνικής φύσης. Οι Vukasinovic-Milic et al. (2007) παρατήρησαν 

αυξημένη ανάκτηση υδατανθράκων στο εκχύλισμα κατά την αυτόλυση, η οποία αποδόθηκε 

στην διαλυτοποίηση συστατικών του κυτταρικού τοιχώματος όπως είναι οι μαννάνες. 

Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν και από τους Martínez et al. (2018), οι οποίοι 

κατάφεραν με επεξεργασία ΠΗΠ να αυξήσουν την εκχύλιση μαννοπρωτεΐνης από το 

κυτταρικό τοίχωμα κατά 50%. 
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Σχήμα 4.7: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για 

την απόδοση ξηρού βάρους: α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική απόδοση, 𝐶0 

γ) τελική απόδοση 𝐶𝑒. 

4.1.2.5 Ανακεφαλαίωση 

Η επεξεργασία με ΠΗΠ σε ένταση ηλεκτρικού πεδίου 5-20 kV/cm για 0-2000 παλμούς 

επηρέασε σημαντικά την αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae κυτταρικής 

περιεκτικότητας 1% κ.β. Η επεξεργασία οδήγησε σε αύξηση του ρυθμού απελευθέρωσης 

ολικών στερεών, πρωτεϊνών και α-αμινικού αζώτου για όλες τις συνθήκες που 

μελετήθηκαν. Η κινητική της αυτόλυσης ως προς τα τρία μετρούμενα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά περιγράφηκε επιτυχώς από εκθετικό μοντέλο πρώτης τάξης. Οι κινητικές 

παράμετροι της αυτόλυσης βρέθηκε ότι εξαρτώνται από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Ζ, ανεξάρτητα από τον συνδυασμό έντασης ηλεκτρικού πεδίου και αριθμού παλμών που 

εφαρμόζεται. Από τα τρία φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος που μετρήθηκαν 

στην ενότητα αυτή, φαίνεται ότι η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου εξελίσσεται με τον πιο 

χαμηλό ρυθμό κατά την αυτόλυση και άρα αποτελεί το περιοριστικό στάδιο της διεργασίας.  

4.1.3 Επίδραση επεξεργασίας Παλμικών Ηλεκτρικών Πεδίων σε συνδυασμό 

με τη χρήση ενζύμου 

Στην δεύτερη ενότητα της μελέτης της επίδρασης των ΠΗΠ στην αυτόλυση μελετήθηκε η 

επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ στην παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς από κυτταρικό 

αιώρημα περιεκτικότητας 10% κ.β. σε κύτταρα. Καθώς η επεξεργασία με ΠΗΠ 

πραγματοποιήθηκε σε θάλαμο επεξεργασίας μεγαλύτερων διαστάσεων σε σχέση με την 

κινητική μελέτη που συζητήθηκε παραπάνω, κατέστη δυνατή η επεξεργασία μεγαλύτερου 

όγκου κυτταρικού αιωρήματος. Η μελέτη της επίδρασης των ΠΗΠ στην αυτόλυση των 

κυττάρων συνδυάστηκε με την εφαρμογή παπαΐνης, ένα ένζυμο που έχει χρησιμοποιηθεί 

εκτενώς για την αύξηση της απόδοσης εκχυλίσματος μαγιάς (Vukasinovic-Milic et al., 2007; 

Verduyn et al., 1999; Conway et al., 2001; Tanguler & Erten 2008). Η παπαϊνη παραμένει 

σταθερή στη θερμοκρασία αυτόλυσης που μελετήθηκε. Πέραν από τις ποιοτικές 

παραμέτρους του εκχυλίσματος μαγιάς, μελετήθηκε η επίδραση των ΠΗΠ και της παπαΐνης 
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στην περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε πρωτεΐνες και β-

γλυκάνες. Το στερεό υπόλειμμα της αυτόλυσης περιλαμβάνει τα τμήματα του κυττάρου που 

δεν υδρολύονται κατά την αυτόλυση και ως εκ τούτου απομακρύνονται μετά το πέρας της 

για την παραλαβή του εκχυλίσματος μαγιάς. Το στερεό υπόλειμμα εμφανίζει υψηλή 

περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες, η οποία αναμένεται να αυξηθεί με την εφαρμογή των ΠΗΠ 

και της παπαΐνης, καθώς ενισχύεται η υδρόλυση των πρωτεϊνών προς το διαλυτό 

εκχύλισμα. 

4.1.3.1 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας 

Οι συνθήκες επεξεργασίας ΠΗΠ που επιλέχθηκαν για την παρούσα εφαρμογή 

συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.3). 

Πίνακας 4.3: Επιλογή συνθηκών ΠΗΠ για τη μελέτη της επίδρασης στα χαρακτηριστικά του 

εκχυλίσματος μαγιάς και του στερεού υπολείμματος με και χωρίς την προσθήκη παπαΐνης. 

Ένταση ηλ. Πεδίου 

(kV/cm) 

Αριθμός παλμών 

(𝒏𝒑) 

Δείκτης κυττ. 

Διάρρηξης, Ζ 
Ειδική ενέργεια (kJ/kg) 

6 

0 0.00 0 

250 0.34 11.0 

500 0.55 20.4 

750 0,67 22.1 

1000 0.74 27.5 

 

Η επιλογή των συνθηκών επεξεργασίας έγινε με βάση την μελέτη της εξάρτησης του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τις συνθήκες επεξεργασίας ΠΗΠ, που συζητήθηκε παραπάνω. 

Καθώς η εξάρτηση των βασικών παραμέτρων της αυτόλυσης εξαρτάται από τον δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης, οι συνθήκες που επιλέχθηκαν αντιστοιχούν σε εύρος Ζ μεταξύ 0 και 

0.63. Καθώς στην παρούσα εφαρμογή ήταν επιθυμητή η επεξεργασία μεγαλύτερων όγκων 

αιωρήματος ώστε να εξασφαλιστεί επαρκής όγκος για τις πειραματικές μετρήσεις, δεν ήταν 

δυνατή η μελέτη υψηλής έντασης ηλεκτρικού πεδίου. Έτσι οι διαφορετικές τιμές του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης επιτεύχθηκαν με επεξεργασία στα 6 kV/cm για υψηλότερους 

αριθμούς παλμών (250, 500, 1000). Η επιλογή της συγκέντρωσης παπαΐνης (0.25%) 

επιλέχθηκε με βάση τις βέλτιστες συγκεντρώσεις που έχουν αναφερθεί σε προηγούμενες 

μελέτες (Vukasinovic-Milic et al., 2007; Verduyn et al., 1999). 

4.1.3.2 Μαθηματική περιγραφή της αυτόλυσης 

Η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου, πρωτεϊνών καθώς και ο δείκτης 

αμαύρωσης και η απόδοση ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκαν 

μαθηματικά με τη χρήση της εξίσωσης 4.5 της προηγούμενης ενότητας. 
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4.1.3.3 Επίδραση των ΠΗΠ στην απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

Η επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ σε συνδυασμό με προσθήκη παπαΐνης στην 

εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης 

παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.8. Αύξηση του αριθμού των παλμών (και άρα αύξηση του 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης οδήγησε σε αύξηση του ρυθμού απελευθέρωσης α-αμινικού 

αζώτου για τα δείγματα χωρίς προσθήκη παπαΐνης. Ωστόσο η επίδραση του συνδυασμού 

ΠΗΠ και παπαΐνης δεν αύξησε σημαντικά τον ρυθμό απελευθέρωσης. 

 

Σχήμα 4.8: Εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε 

συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση 

και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης.  

Στο Σχήμα 4.9 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων Εξίσωσης 4.5  από τον αριθμό 

των εφαρμοζόμενων παλμών, με και χωρίς την προσθήκη παπαΐνης. Και στις δύο 

περιπτώσεις, η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο 

αυτόλυσης περιγράφηκε ικανοποιητικά από την εξίσωση 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές 

συντελεστή προσδιορισμού (R2>0.94).  

Αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης μείωσε σημαντικά τον χαρακτηριστικό χρόνο 

απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου για όλες τις συνθήκες επεξεργασίας που μελετήθηκαν 

(Σχήμα 4.9α). Η προσθήκη παπαΐνης μείωσε σημαντικά τον χαρακτηριστικό χρόνο 

απελευθέρωσης για τα δείγματα που δεν υπέστησαν επεξεργασία με ΠΗΠ από 10 σε 8 h. 

Ωστόσο ο συνδυασμός ΠΗΠ και παπαΐνης δεν οδήγησε σε σημαντική μεταβολή του 

χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. 

Αυτό γίνεται αντιληπτό και από το Σχήμα 4.8β, όπου δεν παρατηρείται ταχύτερη 

απελευθέρωση.  Η προσθήκη παπαΐνης ωστόσο επηρέασε την εξάρτηση των παραμέτρων 

C0  και 𝐶𝑒  από την ένταση των συνθηκών επεξεργασίας. Η αύξηση της αρχικής 
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συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου (αμέσως μετά την επεξεργασία επηρεάστηκε σημαντικά 

από την παρουσία παπαΐνης μόνο για επεξεργασία στους 750 και 1000 παλμούς. Παρόλο 

που η παράμετρος 𝐶0  αντιστοιχεί στην αρχική απελευθέρωση χωρίς την επίδραση της 

αυτόλυσης, φαίνεται ότι το ένζυμο ξεκινά την υδρολυτική του δράση αμέσως μετά την 

προσθήκη, στο χρονικό διάστημα που μεσολάβησε πριν την αυτόλυση των δειγμάτων. Η 

υδρόλυση μάλιστα φαίνεται πως είναι σημαντική για επεξεργασία με 1000 παλμούς. Όπως 

διαπιστώθηκε και από τους Ganeva et al. (2014) η επεξεργασία με ΠΗΠ αυξάνει την 

διαπερατότητα του κυτταρικού τοιχώματος και το καθιστά πιο ευπαθές στην υδρόλυση από 

εξωγενή ένζυμα. Η αύξηση αυτή οφείλεται πιθανότατα στην αυξημένη πρόσβαση της 

παπαΐνης στην εξωτερική στοιβάδα μαννοπρωτεϊνών του τοιχώματος. Για τον ίδιο λόγο, η 

τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου (Σχήμα 4.9γ) είναι σημαντικά αυξημένη για τα 

δείγματα που υπέστησαν επεξεργασία με ΠΗΠ. Η ενίσχυση της εισχώρησης του ενζύμου 

στο κυτταρικό τοίχωμα επιτρέπει την υδρόλυση πρωτεϊνών που στα ανεπεξέργαστα με 

ΠΗΠ κύτταρα δεν είναι δυνατή, με αποτέλεσμα να αυξάνεται η τελική συγκέντρωση α-

αμινικού αζώτου στο εκχύλισμα. Έτσι, παρόλο που η παρουσία της παπαΐνης δεν αυξάνει 

σημαντικά τον ρυθμό απελευθέρωσης, επιδρά στην τελική συγκέντρωση α-αμινικού 

αζώτου στο εκχύλισμα. 

 

Σχήμα 4.9: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη (0% pap.) και με 

0.25% παπαΐνη (0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏 , β) αρχική 

συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου, 𝐶0 γ) τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου, 𝐶𝑒. 

4.1.3.4 Επίδραση στην απόδοση ξηρού βάρους 

Η επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ σε συνδυασμό με προσθήκη παπαΐνης στην 

εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης παρουσιάζεται στο 

Σχήμα 4.10. Αύξηση του αριθμού των παλμών (και άρα αύξηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης) οδήγησε σε αύξηση του ρυθμού απελευθέρωσης ξηρού βάρους για τα δείγματα 

χωρίς προσθήκη παπαΐνης. Σε αντίθεση με την χρονική εξέλιξη του α-αμινικού αζώτου, η 

προσθήκη παπαΐνης είχε μικρή αλλά σημαντική επίδραση στην εξάρτηση του ρυθμού 

απελευθέρωσης ξηρού βάρους με αύξηση της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας, όπως 

περιγράφεται παρακάτω. 
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Σχήμα 4.10: Εξάρτηση της απελευθέρωσης ολικών στερεών (εκφρασμένη ως απόδοση  ξηρού 

βάρους DWY%) από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) 

χωρίς την προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης.  

Η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε 

μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού 

(R2>0.96). Στο Σχήμα 4.11 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων Εξίσωσης 4.5 από 

τον αριθμό των εφαρμοζόμενων παλμών, με και χωρίς την προσθήκη παπαΐνης για την 

απόδοση ξηρού βάρους. Η προσθήκη παπαΐνης αλλά και η επεξεργασία με ΠΗΠ επηρέασε 

σημαντικά και τις τρεις κινητικές παραμέτρους της απελευθέρωσης ξηρού βάρους. Για το 

δείγμα που δεν υπέστη προεπεξεργασία με ΠΗΠ η αυτόλυση επιταχύνθηκε κατά 1.5 h με 

την προσθήκη παπαΐνης (Σχήμα 4.11α), ενώ εμφάνισε κατά 12% αυξημένη απόδοση 

ξηρού βάρους στο τέλος της αυτόλυσης (Σχήμα 4.11γ). Η επίδραση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης παρουσία παπαΐνης ήταν σημαντική και για τις τρεις παραμέτρους. Όπως και 

για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου, έτσι και για την απόδοση ξηρού βάρους η 

επίδραση του ενζύμου στην αρχή της αυτόλυσης είναι σημαντική για επεξεργασία με 750 

και 1000 παλμούς σε σχέση με τα αντίστοιχα δείγματα που δεν περιείχαν παπαΐνη. Η 

αύξηση αυτή οφείλεται στην άμεση υδρόλυση που προκαλεί το ένζυμο στο εξωτερικό του 

κυττάρου η οποία μάλιστα ενισχύεται από την προεπεξεργασία με ΠΗΠ. Αντίστοιχα 

παρατηρείται ότι η τελική απόδοση ξηρού βάρους μετά την αυτόλυση (Σχήμα 4.11γ) 

αυξάνεται με αύξηση του αριθμού των παλμών μόνο για τα μη επεξεργασμένα με ΠΗΠ 

δείγματα, ενώ η αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης δεν αυξάνει την τελική απόδοση 

με προσθήκη παπαΐνης. 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

175 
 

 

Σχήμα 4.11: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για την απόδοση ξηρού βάρους για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη (0% pap.) και με 0.25% 

παπαΐνη (0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική τιμή DWY, 𝐶0 γ) 

τελική τιμή DWY, 𝐶𝑒. 

4.1.3.5 Επίδραση στην απελευθέρωση πρωτεϊνών 

Η επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ σε συνδυασμό με προσθήκη παπαΐνης στην 

εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης παρουσιάζεται στο 

Σχήμα 4.12. Αύξηση του αριθμού των παλμών (και άρα αύξηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης) οδήγησε σε αύξηση του ρυθμού απελευθέρωσης πρωτεϊνών για τα δείγματα 

χωρίς προσθήκη παπαΐνης. Στο Σχήμα 4.13 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων 

Εξίσωσης 4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων παλμών, με και χωρίς την προσθήκη 

παπαΐνης για την απόδοση ξηρού βάρους. 

 

Σχήμα 4.12: Εξάρτηση της απελευθέρωσης διαλυτών πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε 

συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση 

και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης. 
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Σχήμα 4.13: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης  4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για την συγκέντρωση πρωτεϊνών για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη (0% pap.) και με 0.25% 

παπαΐνη (0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική συγκέντρωση, 𝐶0 

γ) τελική συγκέντρωση, 𝐶𝑒. 

Οι παρατηρήσεις που αφορούν τις κινητικές παραμέτρους για την απελευθέρωση 

πρωτεϊνών είναι αντίστοιχες με αυτές που έγιναν για την απελευθέρωση ξηρού βάρους, 

δηλαδή ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης μειώνεται με την αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης και με την προσθήκη παπαΐνης ενώ η τελική συγκέντρωση 

πρωτεϊνών μετά την αυτόλυση δεν εξαρτάται από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης αλλά 

μόνον από την παρουσία ή απουσία παπαΐνης. Η αυτόλυση με παπαΐνη οδήγησε στην 

απελευθέρωση 25% περισσότερων πρωτεϊνών στο τέλος της αυτόλυσης. Η συμπεριφορά 

της παραμέτρου 𝐶0  για τις πρωτεΐνες εμφανίζει σημαντική διαφορά από αυτήν για τα 

υπόλοιπα μετρούμενα μεγέθη. Όπως παρατηρήθηκε και παραπάνω, αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης οδήγησε σε αύξηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών μετά την 

επεξεργασία με ΠΗΠ. Ωστόσο η παρουσία παπαΐνης οδήγησε σε σημαντική μείωση της 

αρχικής συγκέντρωσης πρωτεϊνών. Ακόμη και για το δείγμα που δεν υπέστη επεξεργασία 

με ΠΗΠ, η αρχική συγκέντρωση πρωτεϊνών ήταν υποδιπλάσια όταν προστέθηκε παπαΐνη. 

Όπως διαπιστώθηκε παραπάνω, το γεγονός αυτό πιθανώς οφείλεται στην άμεση 

πρωτεόλυση των πρωτεϊνών που απελευθερώνονται αμέσως μετά την επεξεργασία. 

4.1.3.6 Επίδραση στην θολότητα του εκχυλίσματος 

Στο Σχήμα 4.14 παρουσιάζεται η εξάρτηση της θολότητας του εκχυλίσματος  (εκφρασμένη 

ως απορρόφηση στα 600 nm) από τον χρόνο αυτόλυσης για τα δείγματα που έχουν 

υποστεί επεξεργασία με ΠΗΠ, με και χωρίς την προσθήκη παπαΐνης (Σχήμα 4.14β και 

Σχήμα 4.14α αντίστοιχα). Το εκχύλισμα που προκύπτει από κυτταρικό αιώρημα χωρίς 

επεξεργασία με ΠΗΠ και αυτόλυση χωρίς παπαΐνη εμφανίζει αρχικά υψηλή τιμή θολότητας 

ίση με Α600=0.797. Μέσα στις πρώτες 2 ώρες της αυτόλυσης η τιμή αυτή σχεδόν 

υποδεκαπλασιάζεται (Α600=0.077) και παραμένει σε παραπλήσιες τιμές μέχρι και τις 16 

ώρες της αυτόλυσης. Στις 24 ώρες της αυτόλυσης, η θολότητα έχει αυξηθεί ξανά 

(Α600=0.206). Η αρχική τιμή της θολότητας οφείλεται σε κυτταρικά στερεά και κύτταρα που 

δεν απομακρύνθηκαν κατά τη φυγοκέντρηση. Η υψηλή θερμοκρασία διεξαγωγής της 
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αυτόλυσης καθώς και η δράση των λυτικών ενζύμων οδηγούν σε συσσωμάτωση των 

σωματιδίων αυτών με αποτέλεσμα στις πρώτες ώρες της αυτόλυσης το εκχύλισμα να είναι 

διαυγές. Αντίστοιχα, η αύξηση της θολότητας του εκχυλίσματος μετά τις 16 ώρες αυτόλυσης 

οφείλεται στην παραγωγή κυτταρικών θραυσμάτων κολλοειδών διαστάσεων, αποτέλεσμα 

της υδρολυτικής ενεργότητας στο κυτταρικό τοίχωμα (Conway et al., 2001).  

 

 

Σχήμα 4.14: Εξάρτηση της θολότητας του εκχυλίσματος από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε συνθήκη 

επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση και β) με 

την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης. 

Σε αντίθεση με το κυτταρικό αιώρημα που δεν υπέστη επεξεργασία με ΠΗΠ, η αρχική 

θολότητα των επεξεργασμένων δειγμάτων φαίνεται να μειώνεται με αύξηση του 

εφαρμοζόμενου αριθμού παλμών. Καθώς οι συνθήκες φυγοκέντρησης ήταν σταθερές κατά 

την παραλαβή όλων των εκχυλισμάτων, εξάγεται το συμπέρασμα ότι η επεξεργασία με 

ΠΗΠ πιθανώς οδηγεί σε εντονότερη συσσωμάτωση των αιωρούμενων κυτταρικών 

στερεών αμέσως μετά την επεξεργασία, διευκολύνοντας την απομάκρυνσή τους. Η 

παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνεται από τα αποτελέσματα των El Zakhem et al. (2006) οι 

οποίοι παρατήρησαν ότι η έκθεση των κυττάρων στο ηλεκτρικό πεδίο προκαλεί 

συσσωμάτωσή τους, ένα φαινόμενο που χαρακτηρίζεται ως ηλεκτροσυγκόλληση 

(electrofusion). 

Η χρονική εξέλιξη της θολότητας των εκχυλισμάτων κατά την αυτόλυση παρουσία 

παπαΐνης εμφανίζει σημαντικά διαφορετική τάση. Η αρχική θολότητα, τόσο των 

ανεπεξέργαστων αλλά και των επεξεργασμένων με ΠΗΠ δειγμάτων εμφανίζεται 

υποδεκαπλάσια αυτής των ανεπεξέργαστων χωρίς παπαΐνη. Σε όλα τα δείγματα, η 

θολότητα αυξάνεται σημαντικά με την αύξηση του χρόνου αυτόλυσης, ενώ σταθεροποιείται 
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σε τιμές που κυμαίνονται από Α600=0.206 σε Α600=0.973, ανάλογα με την ένταση των 

συνθηκών. Αύξηση της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας (αύξηση του αριθμού των 

εφαρμοζόμενων παλμών) οδηγεί τόσο στην πιο απότομη αύξηση της θολότητας όσο και 

στην αύξηση της τελικής της τιμής. Καθώς αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης οδηγεί 

σε αυξημένη διαπερατότητα του κυτταρικού τοιχώματος, η παπαΐνη έχει τη δυνατότητα να 

υδρολύσει τμήματα του κυτταρικού τοιχώματος, εισχωρώντας σε μεγαλύτερο βάθος. Οι 

Ganeva et al. (2001, 2002, 2003, 2014)  διαπίστωσαν ότι η ηλεκτροδιάτρηση 

πραγματοποιείται τόσο στο επίπεδο της κυτταρικής μεμβράνης του S. cerevisiae όσο και 

στο κυτταρικό τοίχωμα. Η αυξημένη διαπερατότητα οδηγεί σε απελευθέρωση 

ενδοκυτταρικών ενζύμων μοριακού βάρους μεγαλύτερου από 400 kDa, που είναι το 

ανώτατο όριο διαπερατότητας του τοιχώματος σε μακρομόρια. Εκτός από την 

απελευθέρωση ενζύμων, οι ερευνητές διαπίστωσαν ότι η ηλεκτροδιάτρηση του κυτταρικού 

τοιχώματος αυξάνει το πορώδες του και επιτρέπει σε εξωγενή λυτικά ένζυμα να 

εισχωρήσουν σε αυτό, προκαλώντας υδρόλυση ακόμη και στην εσώτερη στοιβάδα β-

γλυκάνης. Η αύξηση της πρόσβασης πρωτεολυτικών ενζύμων στο εσωτερικό του 

κυτταρικού τοιχώματος οδηγεί στην παραγωγή κυτταρικών θραυσμάτων πρωτεϊνικής και 

υδατανθρακικής φύσης, τα οποία παραμένουν εν αιωρήσει στο εκχύλισμα, ακόμη και μετά 

τη φυγοκέντρηση. 

4.1.3.7 Επίδραση στο χρώμα του εκχυλίσματος 

Το χρώμα του εκχυλίσματος κατά τη διάρκεια της αυτόλυσης παρουσιάζεται στο Σχήμα 

4.15, εκφρασμένο ως δείκτης αμαύρωσης, ΒΙ. Ο δείκτης αμαύρωσης λαμβάνει υπόψη τις 

τρεις παραμέτρους L, a και b του χρωματικού συστήματος CIELab και συσχετίζεται με την 

εξέλιξη της αμαύρωσης (ή άλλως καστάνωσης) που παρατηρείται στο εκχύλισμα κατά την 

αυτόλυση. Όπως και για τις άλλες παραμέτρους της αυτόλυσης που μελετήθηκαν, έτσι και 

ο δείκτης αμαύρωσης εξελίσσεται με αύξουσα τάση με την πάροδο του χρόνου αυτόλυσης 

ενώ επιτυγχάνει σταθερή τιμή μετά από μεγάλους χρόνους αυτόλυσης (16-24 h).  
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Σχήμα 4.15: Εξάρτηση του δείκτη αμαύρωσης ΒΙ του εκχυλίσματος από τον χρόνο αυτόλυσης για 

κάθε συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την προσθήκη παπαΐνης κατά την 

αυτόλυση και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης. 

Στο Σχήμα 4.16 παρουσιάζονται οι παράμετροι της Εξίσωσης 4.5 όπως υπολογίστηκαν 

από τη μη γραμμική προσαρμογή στα πειραματικά σημεία του δείκτη αμαύρωσης. Για 

κυτταρικά αιωρήματα στα οποία δεν προστέθηκε παπαΐνη κατά την αυτόλυση, ο 

χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης του δείκτη αμαύρωσης (Σχήμα 4.16α) μειώθηκε 

με αύξηση του αριθμού των εφαρμοζόμενων παλμών από 13.3 h για το ανεπεξέργαστο 

δείγμα σε 7.3 h για το δείγμα που επεξεργάστηκε με 1000 παλμούς. Αντίθετα, ο 

χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης για τα δείγματα που προέκυψαν από αυτόλυση 

παρουσία παπαΐνης δεν διαφέρει σημαντικά μεταξύ των συνθηκών επεξεργασίας. 

Ο αρχικός δείκτης αμαύρωσης των δειγμάτων στα οποία προστέθηκε παπαΐνη (Σχήμα 

4.16β) βρέθηκε να είναι σημαντικά χαμηλότερος σε σχέση με τα δείγματα απουσία 

παπαΐνης για επεξεργασία από 0 (χωρίς επεξεργασία ΠΗΠ) έως 500 παλμούς. Η μείωση 

αυτή συνδέεται πιθανότατα με την μειωμένη θολότητα που εμφανίζουν τα εκχυλίσματα μετά 

την επεξεργασία με ΠΗΠ ή την προσθήκη παπαΐνης, όπως συζητήθηκε παραπάνω, καθώς 

αυξημένη θολότητα οδηγεί σε αυξημένες τιμές φωτεινότητας L, και άρα σε μειωμένες τιμές 

δείκτη αμαύρωσης. Ο τελικός δείκτης αμαύρωσης της αυτόλυσης (Σχήμα 4.16γ) δεν 

επηρεάστηκε σημαντικά από την επεξεργασία με ΠΗΠ η την προσθήκη παπαΐνης. 
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Σχήμα 4.16: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για τον δείκτη αμαύρωσης για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη (0% pap.) και με 0.25% παπαΐνη 

(0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική τιμή του δείκτη αμαύρωσης , 

𝐶0 γ) τελική τιμή του δείκτη αμαύρωσης,  𝐶𝑒. 

Η επιτάχυνση της εξέλιξης του δείκτη αμαύρωσης με την αύξηση του χρόνου αυτόλυσης 

συνδέεται άρρηκτα με την επιτάχυνση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου που 

συζητήθηκε παραπάνω. Ο δείκτης αμαύρωσης σε διεργασίες πρωτεϊνικής υδρόλυσης 

συσχετίζεται με την απελευθέρωση αμινοξέων και υδατανθράκων τα οποία σχηματίζουν 

έγχρωμες ενώσεις μέσω των αντιδράσεων Maillard. Οι αντιδράσεις Maillard παίζουν 

σημαντικό ρόλο γενικά στην παραγωγή πρωτεΐνικών υδρολυμάτων, καθώς οδηγούν στον 

σχηματισμό αρωματικών ενώσεων που ενισχύουν το γευστικό προφίλ τους (Sucan et al., 

2005; Marson et al. 2020). Ως εκ τούτου, αύξηση του δείκτη αμαύρωσης σε τέτοιου είδους 

προϊόντα είναι επιθυμητή. 

4.1.3.8 Επίδραση στην περιεκτικότητα β-γλυκανών του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης 

Η περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες σε συνάρτηση 

με τον χρόνο αυτόλυσης παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.17. Η περιεκτικότητα του στερεού σε 

β-γλυκάνες αυξήθηκε με αύξηση του χρόνου αυτόλυσης για κάθε συνθήκη επεξεργασίας 

που μελετήθηκε. Για τα κυτταρικά αιωρήματα που υπέστησαν αυτόλυση χωρίς την 

προσθήκη παπαΐνης, αύξηση του αριθμού των εφαρμοζόμενων παλμών οδήγησε σε 

αύξηση της περιεκτικότητας β-γλυκανών στο τέλος της αυτόλυσης με παράλληλη αύξηση 

του ρυθμού αύξησης της περιεκτικότητας. Η προσθήκη παπαΐνης οδήγησε σε παρόμοια 

συμπεριφορά, με την τελική τιμή της περιεκτικότητας να είναι σημαντικά υψηλότερη ακόμη 

και για το δείγμα που δεν υπέστη επεξεργασία με ΠΗΠ. Η παρατηρούμενη αύξηση της 

περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος σε β-γλυκάνες δεν οφείλεται, φυσικά, σε εκ 

νέου σύνθεση β-γλυκανών κατά την αυτόλυση, αλλά στην απώλεια συστατικών, κυρίως 

πρωτεϊνών, από το στερεό προς το διαλυτό εκχύλισμα, ως αποτέλεσμα της υδρολυτικής 

δράσης. Ως εκ τούτου, η παρατηρούμενη αύξηση της περιεκτικότητας νοείται καλύτερα ως 

εμπλουτισμός του στερεού σε β-γλυκάνες λόγω της μείωσης της περιεκτικότητας σε 

πρωτεΐνες . 
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Σχήμα 4.17: Εξάρτηση της περιεκτικότητας β-γλυκανών του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης 

από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την 

προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης.  

Η εξάρτηση της περιεκτικότητας β-γλυκανών του στερεού υπολείμματος από τον χρόνο 

αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης  4.5. Όπως και για τα 

χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος, έτσι και για την περιεκτικότητα β-γλυκανών, η χρονική 

εξάρτηση εμφανίζει αύξουσα τάση και οι παράμετροι της εξίσωσης αντιστοιχούν στην 

αρχική περιεκτικότητα (παράμετρος 𝐶0), την τελική περιεκτικότητα (παράμετρος 𝐶𝑒 ) και 

στον ρυθμό αύξησης της περιεκτικότητας (μέσω της παραμέτρου 𝜏 ). Καθώς τόσο η 

επεξεργασία με ΠΗΠ όσο και η προσθήκη παπαΐνης επηρέασε τόσο τον ρυθμό αύξησης 

της περιεκτικότητας αλλά και την τελική περιεκτικότητα του στερεού σε β-γλυκάνες, η χρήση 

της συγκεκριμένης εξίσωσης κρίθηκε κατάλληλη. Η προσαρμογή της στα πειραματικά 

δεδομένα ήταν ικανοποιητική, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού για όλες 

τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.94). 

Στο Σχήμα 4.18 παρουσιάζονται οι παράμετροι της Εξίσωσης 4.5 όπως προέκυψαν από 

τη μη γραμμική προσαρμογή στα πειραματικά δεδομένα που περιγράφουν την εξάρτηση 

της περιεκτικότητας β-γλυκανών από τον χρόνο αυτόλυσης. Ο χαρακτηριστικός χρόνος 

απελευθέρωσης (Σχήμα 4.18α) μειώνεται με αύξηση του αριθμού των εφαρμοζόμενων 

παλμών από 7.7 h για το ανεπεξέργαστο δείγμα σε 3.0 h για το δείγμα που επεξεργάστηκε 

με 1000 παλμούς χωρίς παπαΐνη. Αντίθετα, προσθήκη παπαΐνης μειώνει τον 

χαρακτηριστικό χρόνο απελευθέρωσης κατά 65% σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα 

χωρίς παπαΐνη. Εντούτοις, παρουσία παπαΐνης, ο χαρακτηριστικός χρόνος 

απελευθέρωσης δεν επηρεάζεται σημαντικά από την επεξεργασία με ΠΗΠ. 
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Η αρχική περιεκτικότητα β-γλυκανών (Σχήμα 4.18β), δηλαδή αμέσως μετά την 

επεξεργασία, δεν επηρεάστηκε σημαντικά ούτε από την επεξεργασία με ΠΗΠ αλλά ούτε 

και από την προσθήκη παπαΐνης. Παρόλο που και οι δύο επεξεργασίες οδηγούν σε αύξηση 

του αρχικού ξηρού βάρους του εκχυλίσματος, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, με απώλεια 

ολικών στερεών που φθάνει το 15% του αρχικού συνολικού ξηρού βάρους των κυττάρων, 

η μεταβολή αυτή δεν είναι σημαντική για την περιεκτικότητα β-γλυκανών, καθώς οι β-

γλυκάνες απαρτίζουν μόλις το 11% του αρχικού ξηρού βάρους του κυττάρου.  

Σε αντίθεση με την αρχική περιεκτικότητα, η τελική περιεκτικότητα β-γλυκανών (Σχήμα 

4.18γ) αυξάνεται με αύξηση του αριθμού των εφαρμοζόμενων παλμών για αυτόλυση χωρίς 

παπαΐνη. Η τελική περιεκτικότητα που επιτυγχάνεται για το δείγμα χωρίς επεξεργασία με 

ΠΗΠ είναι ίση με 18.2% ενώ επεξεργασία του αιωρήματος με 1000 παλμούς την αυξάνει 

σε 24.2%. Η προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση αυξάνει την τελική περιεκτικότητα σε 

25% με την επεξεργασία με ΠΗΠ να μην οδηγεί σε σημαντική αύξηση της τιμής αυτής. 

Εξαίρεση αποτελεί η επεξεργασία στους 1000 παλμούς παρουσία παπαΐνης η οποία 

οδηγεί σε περιεκτικότητα β-γλυκανών ίση με 27.5%. 

 

Σχήμα 4.18: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης  4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για την περιεκτικότητα β-γλυκανών του στερεού υπολείμματος για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη 

(0% pap.) και με 0.25% παπαΐνη (0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) 

αρχική τιμή της περιεκτικότητας β-γλυκανών, 𝐶0 γ) τελική τιμή της περιεκτικότητας β-γλυκανών, 𝐶𝑒. 

4.1.3.9 Επίδραση στην περιεκτικότητα πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης 

Η περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε πρωτεΐνες σε συνάρτηση 

με τον χρόνο αυτόλυσης παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.19. Η χρονική εξέλιξη της 

περιεκτικότητας πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος βρέθηκε να είναι φθίνουσα. Αυτό 

οφείλεται στο γεγονός ότι με την πάροδο του χρόνου αυτόλυσης οι κυτταρικές πρωτεΐνες 

απελευθερώνονται και υδρολύονται προς το διαλυτό εκχύλισμα με αποτέλεσμα η 

περιεκτικότητά τους στο στερεό υπόλειμμα να μειώνεται. Αυτό είναι επιθυμητό, καθώς έτσι 

επιτυγχάνεται εμπλουτισμός του εκχυλίσματος με πρωτεϊνικά συστατικά αλλά και 

απεμπλουτισμός του στερεού σε πρωτεΐνες. Η μείωση της περιεκτικότητας των πρωτεϊνών 

στο στερεό είναι απαραίτητη για την αποδοτικότερη εκμετάλλευση των β-γλυκανών του. Οι 
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επεξεργασίες που μελετήθηκαν οδήγησαν σε ταχύτερη μείωση της περιεκτικότητας του 

στερεού σε πρωτεΐνες, όπως φαίνεται παρακάτω. 

 

Σχήμα 4.19: Εξάρτηση της περιεκτικότητας πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης 

από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε συνθήκη επεξεργασίας ΠΗΠ που μελετήθηκε α) χωρίς την 

προσθήκη παπαΐνης κατά την αυτόλυση και β) με την προσθήκη 0.25% κ.β. παπαΐνης. 

Η εξάρτηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος σε πρωτεΐνες από τον χρόνο 

αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης  4.5. Σε αντίθεση με τα υπόλοιπα 

χαρακτηριστικά που εμφανίζουν αύξουσα τάση με τον χρόνο αυτόλυσης, η περιεκτικότητα 

σε πρωτεΐνες μειώνεται με την πάροδο της αυτόλυσης. Ωστόσο, όπως παρατηρήθηκε από 

τα πειραματικά δεδομένα, η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες μειώνεται έντονα κατά τις πρώτες 

ώρες της αυτόλυσης και επιτυγχάνει μία ελάχιστη, σταθερή τιμή για μεγάλους χρόνους 

αυτόλυσης. Παρόλα αυτά, η εξίσωση 4.5 μπορεί να προσαρμοστεί στα πειραματικά 

δεδομένα, με την μόνη διαφορά ότι η παράμετρος 𝐶𝑒 , που αντιστοιχεί στην τελική 

περιεκτικότητα πρωτεϊνών, εμφανίζει χαμηλότερη τιμή σε σχέση με την παράμετρο C0 που 

αντιστοιχεί στην αρχική περιεκτικότητα πρωτεϊνών του κυττάρου. Η προσαρμογή της στα 

πειραματικά δεδομένα ήταν ικανοποιητική, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή 

προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.95). 

Στο Σχήμα 4.20 παρουσιάζονται οι παράμετροι της Εξίσωσης 4.5 όπως προέκυψαν από 

τη μη γραμμική προσαρμογή στα πειραματικά δεδομένα που περιγράφουν την εξάρτηση 

της περιεκτικότητας του στερεού σε πρωτεΐνες από τον χρόνο αυτόλυσης. H επίδραση της 

επεξεργασίας με ΠΗΠ στον χαρακτηριστικό χρόνο απελευθέρωσης των πρωτεϊνών ήταν 

σημαντική, με την επεξεργασία με μόλις 250 παλμούς να μειώνει τον χαρακτηριστικό χρόνο 

απελευθέρωσης κατά 35.7%. Αντίστοιχα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν για τα δείγματα 

στα οποία προστέθηκε παπαΐνη 0.25%. Ο συνδυασμός επεξεργασίας ΠΗΠ με παπαΐνη 
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δεν συνέβαλε σημαντικά στη μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης για 

επεξεργασία με 750 και 1000 παλμούς αντίστοιχα. Η τελική περιεκτικότητα πρωτεϊνών του 

στερεού υπολείμματος 𝐶𝑒 δεν επηρεάστηκε σημαντικά από την επεξεργασία με ΠΗΠ. Η 

παρουσία παπαΐνης μείωσε σημαντικά την τελική περιεκτικότητα από 25% σε 15% σε 

σχέση με τα δείγματα που υπέστησαν αυτόλυση χωρίς την προσθήκη παπαΐνης. Ωστόσο, 

η συνδυαστική επίδραση ΠΗΠ και παπαΐνης δεν επηρέασε σημαντικά την τελική 

περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Μάλιστα, για 

επεξεργασία με 750 και 1000 παλμούς η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες αυξήθηκε κατά 13%. 

Αυτό μπορεί να οφείλεται στην συσσώρευση του ενζύμου στα κύτταρα εξαιτίας της 

αυξημένης κυτταρικής διαπερατότητας. Η αρχική περιεκτικότητα του στερεού σε πρωτεΐνες 

(Σχήμα 4.20β) δεν επηρεάστηκε σημαντικά ούτε από την επεξεργασία με ΠΗΠ ούτε από 

την προσθήκη παπαΐνης, σε αντίθεση με τα αποτελέσματα που ελήφθησαν για την 

συγκέντρωση πρωτεϊνών στο εκχύλισμα. Η επίδραση των ΠΗΠ και της παπαΐνης 

απελευθερώνει πρωτεΐνες στο εκχύλισμα, οι οποίες όπως φαίνεται, αποτελούν πολύ 

χαμηλό ποσοστό των συνολικών αδιάλυτων πρωτεϊνών που βρίσκονται δεσμευμένες στο 

κύτταρο. Επομένως, η επίδραση της επεξεργασίας με ΠΗΠ δεν συνεισφέρει σημαντικά στη 

μείωση του πρωτεϊνικού φορτίου χωρίς την επίδραση της αυτόλυσης. 

 

Σχήμα 4.20: : Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τον αριθμό των εφαρμοζόμενων 

παλμών για την περιεκτικότητα πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος για αυτόλυση χωρίς παπαΐνη 

(0% pap.) και με 0.25% παπαΐνη (0.25% pap.): α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) 

αρχική τιμή της περιεκτικότητας πρωτεϊνών , 𝐶0 γ) τελική τιμή της περιεκτικότητας πρωτεϊνών,  𝐶𝑒. 

4.1.3.10 Ανακεφαλαίωση 

Η επεξεργασία με ΠΗΠ στα 6 kV/cm για 0-1000 παλμούς σε συνδυασμό με προσθήκη 

παπαΐνης 0.25% επηρέασε σημαντικά την αυτόλυση κυτταρικών αιωρημάτων S. cerevisiae 

κυτταρικής περιεκτικότητας 10% κ.β. Αύξηση της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας 

(και άρα αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης) οδήγησε σε μείωση του χαρακτηριστικού 

χρόνου απελευθέρωσης για όλα τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά που μελετήθηκαν. Η 

προσθήκη παπαϊνης, αν και επιτάχυνε σημαντικά την αυτόλυση σε σχέση με το πλήρως 

ανεπεξέργαστο αιώρημα, δεν έδρασε συνεργιστικά με την επεξεργασία ΠΗΠ για τη μείωση 

του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης ούτε και για την αύξηση της τελικής τιμής των 
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μετρούμενων χαρακτηριστικών στο τέλος της αυτόλυσης. Ωστόσο, σε σχέση με τα 

αιωρήματα που υπέστησαν μόνο επεξεργασία με ΠΗΠ, η προσθήκη παπαΐνης οδήγησε σε 

αύξηση της συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου, πρωτεϊνών και ολικών στερεών. Παρόλα 

αυτά, η δράση της παπαΐνης κατά την αυτόλυση οδήγησε στην παραγωγή εκχυλισμάτων 

με αυξημένη θολότητα, η οποία μάλιστα γίνεται εντονότερη με αύξηση της έντασης των 

συνθηκών ΠΗΠ. 

Η επεξεργασία με ΠΗΠ συνεισέφερε επίσης σημαντικά στην αύξηση της περιεκτικότητας 

του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Η αυξημένη εκροή πρωτεϊνών 

και α-αμινικού αζώτου που παρατηρήθηκε προς το διαλυτό εκχύλισμα εξαιτίας της 

πρωτεόλυσης, οδήγησε σε αύξηση της περιεκτικότητας σε β-γλυκάνες από 18.2 σε 24.1% 

στο τέλος της αυτόλυσης, μειώνοντας τον χαρακτηριστικό χρόνο από 7.7 h σε 3.0 για 

επεξεργασία στους 1000 παλμούς. Η προσθήκη παπαΐνης οδήγησε σε παρόμοιες τιμές 

των παραμέτρων. Η μείωση της περιεκτικότητας των πρωτεϊνών επίσης επιταχύνθηκε 

σημαντικά με την επεξεργασία με ΠΗΠ αλλά  η τελική περιεκτικότητα ήταν ανεξάρτητη από 

τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Τέλος, η προσθήκη παπαΐνης συνέβαλε θετικά στη 

μείωση της περιεκτικότητας πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος, μειώνοντας την τελική 

περιεκτικότητα πρωτεϊνών από 24.7% σε 15.3% για το αιώρημα που δεν υπέστη 

επεξεργασία με ΠΗΠ. 

4.1.3.11 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας και αξιολόγηση της επιτάχυνσης της 

αυτόλυσης 

Για την συνολική αξιολόγηση της επίδρασης των συνθηκών επεξεργασίας με ΠΗΠ και 

παπαΐνη στην επιτάχυνση της αυτόλυσης επιλέχθηκε ως παράμετρος αριστοποίησης η 

συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου. Το α-αμινικό άζωτο αποτελεί την σημαντικότερη ποιοτική 

παράμετρο του εκχυλίσματος μαγιάς, καθώς αυξημένες τιμές α-αμινικού αζώτου οδηγούν 

στην παραγωγή εκχυλισμάτων με υψηλή συγκέντρωση σε ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια, 

ενώσεις που συνεισφέρουν στις οργανοληπτικές ιδιότητες του εκχυλίσματος. Σύμφωνα με 

τη βιβλιογραφία, η συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου ανά 100 g ξηρού βάρους των 

εκχυλισμάτων θα πρέπει να ξεπερνά το 3.5% (Tanguler & Erten, 2008; Peppler, 1982; 

Jacob et al., 2019). Η επιτάχυνση της αυτόλυσης υπολογίστηκε με βάση την κινητική 

απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου. Συγκεκριμένα, υπολογίστηκε αρχικά ο χρόνος 𝑡90 ο 

οποίος εκφράζει τον χρόνο που απαιτείται ώστε η συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου να 

φθάσει στο 90% της τελικής συγκέντρωσης που επιτυγχάνει το ανεπεξέργαστο δείγμα σε 

πολύ μεγάλους χρόνους (παράμετρος 𝐶𝑒 για το ανεπεξέργαστο δείγμα), σύμφωνα με την 

παρακάτω εξίσωση: 
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𝑡90 = −𝜏 ∙ ln (
0.9 ∙ 𝐶𝑒𝑐 − 𝐶𝑒

𝐶0 − 𝐶𝑒
) 4.6 

όπου 𝐶𝑒𝑐  η τιμή της παραμέτρου 𝐶𝑒  για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου του 

ανεπεξέργαστου δείγματος, 𝜏 ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης για το α-αμινικό 

άζωτο και 𝐶0 και 𝐶𝑒 η αρχική και η τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου στο εκχύλισμα, 

σύμφωνα με την Εξίσωση 4.5. Η εξίσωση του t90  προκύπτει με αντικατάσταση στην 

εξίσωση 4.5 𝐶 = 0.9 ∙ 𝐶𝑒𝑐, 𝑡 = 𝑡90 και λύση ως προς 𝑡90. 

 Με βάση τις μαθηματικές εξισώσεις που προσαρμόστηκαν στα πειραματικά δεδομένα για 

τα υπόλοιπα χαρακτηριστικά που μελετήθηκαν, υπολογίστηκαν οι τιμές τους στον χρόνο 

𝑡90  του α-αμινικού αζώτου. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 4.4). 

Πίνακας 4.4: Υπολογισμός τελικού χρόνου αυτόλυσης 𝑡90 για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

και υπολογισμός χαρακτηριστικών του εκχυλίσματος και του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης 

στον αντίστοιχο χρόνο. 

Συνθήκες 

επεξεργασίας 

𝑡90 

απελευθέρωσης 

α-αμινικού 

αζώτου (h) 

Περιεκτικότητα 

α-αμινικού 

αζώτου % ξηρού 

βάρους 

εκχυλίσματος 

Περιεκτικότητα 

πρωτεϊνών % 

ξηρού βάρους 

εκχυλίσματος 

Δείκτης 

αμαύρωσης BI 

Θολότητα 

(Α600) 

Περιεκτικότητα 

στερεού 

υπολείμματος σε 

β-γλυκάνες(%κ.β.) 

Περιεκτικότητα 

στερεού 

υπολείμματος σε 

πρωτεΐνες (% 

κ.β.) 

Ανεπεξ. 21.6±0.5a 7.5±0.1a 52.0±0.2a 16.5±0.1a 0.119±0.016a 17.8±0.1a 32.8±0.3a 

250 p 17.2±0.4b 6.7±0.0b 50.7±0.4b 20.2±0.2b 0.104±0.004a 16.3±0.0a 24.0±0.1b 

500 p 11.0±0.4c 6.6±0.2b 50.8±0.3a 17.9±0.3a 0.105±0.008a 18.2±0.1a 27.8±0.3c 

750 p 9.9±0.3c 6.8±0.1b 50.3±0.2a 18.6±0.2ab 0.097±0.098a 22.6±0.3b 23.7±0.3b 

1000 p 8.2±0.2c 6.1±0.2b 51.6±0.2a 19.1±0.3b 0.108±0.092a 23.3±0.1b 25.9±0.4cd 

Ανεπεξ+παπ. 9.8±0.8c 6.5±0.1b 56.2±0.4c 22.7±0.5c 0.354±0.052b 25.1±0.0c 26.1±1.2c 

250 p + παπ. 9.4±0.5c 6.2±0.0b 55.6±0.6c 22.2±0.4c 0.453±0.030c 25.2±0.2c 25.0±0.9cd 

500 p + παπ. 9.3±0.6c 6.3±0.1b 56.5±1.0c 21.3±0.5bc 0.621±0.025d 25.1±0.1c 25.9±1.0cd 

750 p +παπ. 8.7±0.6c 6.1±0.1b 54.0±0.4c 22.4±0.5c 0.706±0.066e 25.0±0.1c 24.1±0.6b 

1000 p+παπ. 8.3±0.5c 5.9±0.1b 50.9±0.2b 21.9±0.6bc 0.926±0.067f 26.9±0.2d 22.7±0.6b 

 

Από τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στον παραπάνω πίνακα, φαίνεται ότι η 

επεξεργασία στα 6 kV/cm με 1000 παλμούς οδήγησε σε επιτάχυνση της αυτόλυσης κατά 

13.4 h σε σχέση με το ανεπεξέργαστο αιώρημα. Η προσθήκη παπαΐνης χωρίς την 

επεξεργασία με ΠΗΠ αντίστοιχα οδήγησε σε επιτάχυνση κατά 11.8 h. Η επιτάχυνση στις 

συνθήκες αυτές οδήγησε στην παραγωγή στερεού υπολείμματος με αυξημένη 

περιεκτικότητα β-γλυκανών κατά 30% και 41% αντίστοιχα, και περιεκτικότητα πρωτεϊνών 

μειωμένη κατά 21% και 20%, αντίστοιχα, σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Ο 

συνδυασμός επεξεργασίας με ΠΗΠ με 1000 παλμούς και η προσθήκη παπαΐνης οδήγησε 

σε συγκρίσιμη επιτάχυνση με το δείγμα που υπέστη επεξεργασία μόνο με ΠΗΠ στις ίδια 
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συνθήκες. Εντούτοις, στις συνθήκες αυτές παραλαμβάνεται στερεό υπόλειμμα με 

περιεκτικότητα β-γλυκανών αυξημένη κατά 51% και περιεκτικότητα πρωτεϊνών κατά 30% 

μειωμένη, σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Συνεπώς η προσθήκη παπαΐνης σε 

συνδυασμό με ΠΗΠ συνεισφέρει θετικά στον εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Παρ’ όλα αυτά, το εκχύλισμα που παράγεται με προσθήκη 

παπαΐνης εμφανίζει υψηλή θολότητα σε σχέση με το  ανεπεξέργαστο. 

 

4.2 Επεξεργασία κυτταρικών αιωρημάτων με ομογενοποίηση υψηλής 

πίεσης 

4.2.1 Επίδραση της ΟΥΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Η μεταβολή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ κατά την επεξεργασία με ΟΥΠ βρέθηκε να 

εξαρτάται τόσο από την πίεση επεξεργασίας όσο και από τον αριθμό διελεύσεων από τον 

ομογενοποιητή. Η επεξεργασία σε πίεση 100 bar έως και 8 διελεύσεις δεν οδήγησε σε 

σημαντική αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Ωστόσο, για πιέσεις επεξεργασία άνω 

των 100 bar η αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης γίνεται εντονότερη σε 

χαμηλότερους αριθμούς διελεύσεων με αύξηση της πίεσης επεξεργασίας.  

Για την μαθηματική περιγραφή της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον 

αριθμό διελεύσεων για κάθε πίεση επεξεργασίας χρησιμοποιήθηκε η παρακάτω εξίσωση: 

𝛧 = 1 − 2
−

𝑛𝑝

𝑛𝜏  4.7 

όπου 𝑛𝑝 ο αριθμός διελεύσεων από τον ομογενοποιητή ενώ η παράμετρος 𝑛𝜏 εκφράζει τον 

χαρακτηριστικό αριθμό διελεύσεων που απαιτείται ώστε ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης να 

λάβει την τιμή 0.5. Σε αυτήν την εξίσωση η μεταβλητή 𝑛𝑝 και η παράμετρος 𝑛𝜏 μπορούν να 

λάβουν μόνο ακέραιες τιμές, καθώς ο αριθμός διελεύσεων από τον ομογενοποιητή δεν 

μπορεί να λάβει πραγματικές τιμές. Ως εκ τούτου, τιμές των μεγεθών αυτών που 

εμφανίζονται ως πραγματικοί αριθμοί έχουν καθαρά μαθηματική σημασία. Σε αντίθεση με 

την εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τις συνθήκες επεξεργασίας με ΠΗΠ, 

στην περίπτωση της ΟΥΠ η μέγιστη τιμή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης τείνει στην τιμή 

1 ανεξάρτητα από την πίεση επεξεργασίας. Επομένως, η εξίσωση που επιλέχθηκε δεν 

διαθέτει παράμετρο που να εκφράζει τον μέγιστο βαθμό κυτταρικής διάρρηξης. 

Η εξάρτηση του χαρακτηριστικού αριθμού διελεύσεων από την πίεση επεξεργασίας 

εκφράστηκε με τη χρήση της Εξίσωσης 4.8: 
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𝑛𝜏 = 𝑛𝜏∞ ∙ 𝑒
𝐴
𝑝 4.8 

όπου 𝑛𝜏∞  ο χαρακτηριστικός αριθμός διελεύσεων για θεωρητικά άπειρο αριθμό 

διελεύσεων, 𝑝  η πίεση επεξεργασίας και 𝛢  εμπειρική παράμετρος που εκφράζει την 

εξάρτηση του χαρακτηριστικού αριθμού διελεύσεων από την πίεση επεξεργασίας. Η 

επιλογή της εξίσωσης αυτής έγινε κατ’ αντιστοιχία με την εξίσωση που εκφράζει την 

εξάρτηση του χαρακτηριστικού χρόνου καταστροφής από την ένταση του ηλεκτρικού 

πεδίου για επεξεργασία με ΠΗΠ. Μέσω των δύο παραμέτρων της εξίσωσης είναι δυνατός 

ο προσδιορισμός της ευαισθησίας του χαρακτηριστικού αριθμού διελεύσεων από την πίεση 

επεξεργασίας (μέσω της παραμέτρου Α) αλλά και του ασυμπτωτικά ελάχιστου αριθμού 

διελεύσεων για πολύ μεγάλες τιμές πίεσης (μέσω της παραμέτρου 𝑛𝜏∞). 

Η Εξίσωση 4.7 η βρέθηκε ότι περιγράφει ικανοποιητικά τα πειραματικά δεδομένα, δίνοντας 

υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού (R2>0.95) Η εκθετική εξάρτηση της 

απελευθέρωσης ενδοκυτταρικών συστατικών κατά την επεξεργασία με ΟΥΠ έχει 

αναφερθεί διεξοδικά στη βιβλιογραφία  (Follows et al., 1971; Moore, Hoare, & Dunnill, 1990; 

Spiden, Scales, Kentish, & Martin,2013). 

 

Σχήμα 4.21: α) εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον αριθμό διελεύσεων από τον 

ομογενοποιητή για κάθε πίεση επεξεργασίας που μελετήθηκε:  200 bar  300 bar  500 bar  

600 bar  800 bar. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της Εξίσωσης 4.7 στα 

πειραματικά δεδομένα κάθε πίεσης επεξεργασίας β) εξάρτηση της παραμέτρου 𝑛𝑐 της Εξίσωσης 4.7 

από την πίεση επεξεργασίας. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της Εξίσωσης 4.8 

στα πειραματικά δεδομένα.  
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Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.10) παρουσιάζονται οι τιμές της παραμέτρου 𝑛𝑐  για 

κάθε πίεση επεξεργασίας. Η παράμετρος αυτή εκφράζει τον θεωρητικά απαιτούμενο 

αριθμό διελεύσεων από τον ομογενοποιητή ώστε ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης να λάβει 

την τιμή 0.5. Η μείωση της παραμέτρου αυτής με αύξηση της πίεσης επεξεργασίας 

αντιστοιχεί στον μεγαλύτερο βαθμό κυτταρικής διάρρηξης που επιτυγχάνεται στον ίδιο 

αριθμό διελεύσεων καθώς αυξάνεται η πίεση επεξεργασίας. Η εξάρτηση της παραμέτρου 

𝑛𝑐  από την πίεση επεξεργασίας περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της Εξίσωσης 4.8, και 

υπολογίστηκαν οι παράμετροι 𝑛∞ και 𝛢. Η παράμετρος 𝑛∞ αντιστοιχεί στις τιμές του 𝑛𝑐 

που επιτυγχάνονται για θεωρητικά άπειρο αριθμό διελεύσεων, ενώ η παράμετρος 𝛢 

εκφράζει την εξάρτηση του 𝑛𝑐  από την πίεση επεξεργασίας και αντιστοιχεί στην πίεση 

επεξεργασίας όπου 𝑛𝑐 = 𝑒 ∙ 𝑛∞. Πρακτικά, καθώς ο αριθμός διελεύσεων μπορεί να πάρει 

μόνο ακέραιες τιμές, η τιμή της παραμέτρου 𝑛∞ δηλώνει πως για πολύ υψηλές πιέσεις 

επεξεργασίας η κυτταρική διάρρηξη σε μία διέλευση ξεπερνά κατά πολύ την τιμή 0.5, 

πλησιάζοντας την τιμή 1. 

Πίνακας 4.5: Παράμετροι των εξισώσεων 4.7 και 4.8 όπως προέκυψαν από προσαρμογή στα 

πειραματικά δεδομένα. Το άνω σκέλος του πίνακα αφορά στην προσαρμογή της εξίσωσης 4.7 στα 

δεδομένα εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον αριθμό διελεύσεων και στον 

υπολογισμό της παραμέτρου 𝑛𝑐 για κάθε πίεση επεξεργασίας. Το κάτω σκέλος του πίνακα αφορά 

την προσαρμογή της Εξίσωσης 4.8 στα δεδομένα εξάρτησης της παραμέτρου 𝑛𝑐  από την πίεση 

επεξεργασίας μέσω της Εξίσωσης 4.7 και στον υπολογισμό των παραμέτρων 𝑛∞ 
 και 𝛢. 

Πίεση επεξεργασίας (bar) 𝒏𝝉 (-) R2 

200 12.97±0.53a 0.98 

300 3.00±0.26b 0.97 

500 1.31±0.12c 0.97 

600 0.72±0.10d 0.97 

800 0.37±0.06d 0.99 

nτ∞ (-) 0.16±0.02 
0.99 

A (bar) 889.27±32.61 

 

4.2.2 Επίδραση της επεξεργασίας ΟΥΠ στην αυτόλυση των αιωρημάτων 

μαγιάς 

4.2.2.1 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας 

Με βάση τη μελέτη που διεξήχθη ως προς την εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

από τις συνθήκες επεξεργασίας με ΟΥΠ, πραγματοποιήθηκε μελέτη της επίδρασης της 

ΟΥΠ στην αυτόλυση των κυττάρων για διάφορα επίπεδα δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Οι 

συνθήκες που επιλέχθηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.6). 
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Πίνακας 4.6: Τιμές του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ για τις συνθήκες επεξεργασίας ΟΥΠ που 

επιλέχθηκαν με σκοπό τη μελέτη της διεργασίας στην αυτόλυση.  

 200 bar 500 bar 800 bar 

1 διέλευση 0.07 0.47 0.87 

3 διελεύσεις 0.15 0.79 0.97 

 

4.2.2.2 Μαθηματική περιγραφή της αυτόλυσης 

Η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου, πρωτεϊνών καθώς και ο δείκτης 

αμαύρωσης και η απόδοση ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκαν 

μαθηματικά με τη χρήση της Εξίσωσης 4.5. 

4.2.2.3 Επίδραση της ΟΥΠ στην απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση 

Η επεξεργασία με ΟΥΠ επηρέασε σημαντικά την απελευθέρωση πρωτεϊνών στο εκχύλισμα 

κατά την αυτόλυση. Στο Σχήμα 4.22 παρουσιάζεται η απελευθέρωση των πρωτεϊνών κατά 

τη διάρκεια της αυτόλυσης για ανεπεξέργαστα κύτταρα και κύτταρα επεξεργασμένα με ΟΥΠ 

στα 200,500 και 800 bar για 1 και 3 διελεύσεις από τον ομογενοποιητή. Για πίεση 

επεξεργασίας 200 bar, η αρχική απελευθέρωση πρωτεϊνών (αμέσως μετά την 

επεξεργασία) δεν επηρεάστηκε σημαντικά από τον αριθμό διελεύσεων. Αντιθέτως, για 

πιέσεις επεξεργασίας 500 και 800 bar, παρατηρήθηκε ακαριαία αύξηση των πρωτεϊνών 

που απελευθερώνονται, με τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών να είναι 3 και 5 φορές 

υψηλότερη με επεξεργασία για 3 διελεύσεις σε πίεση 500 και 800 bar, αντίστοιχα. Η 

ακαριαία αυτή απελευθέρωση μετά την επεξεργασία, γίνεται εντονότερη με αύξηση του 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Για κάθε συνδυασμό πίεσης επεξεργασίας και αριθμού 

διελεύσεων που μελετήθηκε, η συγκέντρωση πρωτεϊνών βρέθηκε αυξημένη καθ’ όλη τη 

διάρκεια της αυτόλυσης.  
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Σχήμα 4.22: Απελευθέρωση πρωτεϊνών σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για α) 

ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 200 bar για 1 (200/1) και 3 (200/3) 

διελεύσεις β) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα επεξεργασμένο στα 500 bar για 1 (500/1) και 3  

(500/3) διελεύσεις γ) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 800 bar για 1 

(800/1) και 3 (800/3) διελεύσεις. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της Εξίσωσης 4.5 

στα πειραματικά δεδομένα.  

Η εξάρτηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνών του εκχυλίσματος από τον χρόνο αυτόλυσης 

περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 4.5. Η συγκέντρωση πρωτεϊνών αυξάνεται 

ραγδαία κατά τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης και κατόπιν σταθεροποιείται σε μία σταθερή 

τιμή. Εξαίρεση αποτελεί η επεξεργασία σε πίεση 800 bar, όπου η αρχική συγκέντρωση 

πρωτεϊνών μετά την επεξεργασία αυξάνεται αμέσως μετά την επεξεργασία σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα και κατόπιν μειώνεται σε μία σταθερή τιμή. Όπως συζητήθηκε 

παραπάνω, ακόμη και σε αυτή την περίπτωση η εξίσωση 4.5 μπορεί να περιγράψει την 

εξάρτηση αυτή με την παράμετρο 𝐶0 να προκύπτει υψηλότερη σε σχέση με την παράμετρο 

𝐶𝑒 κατά την προσαρμογή των πειραματικών δεδομένων. Πράγματι, για όλες τις συνθήκες 

επεξεργασίας που μελετήθηκαν, η εξίσωση 4.5 περιγράφει ικανοποιητικά τα πειραματικά 

δεδομένα δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού (R2>0.97). 

Στο Σχήμα 4.23 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5, όπως 

υπολογίστηκαν από την προσαρμογή της εξίσωσης 4.5 στα πειραματικά δεδομένα, από 

τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ. Η εξάρτηση των παραμέτρων από τον δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης δείχνει την έντονη επίδραση της επεξεργασίας με ΟΥΠ στην κινητική 

απελευθέρωσης πρωτεϊνών. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι για πίεση 

επεξεργασίας 800 bar και αριθμό διελεύσεων 1 και 3 περάσματα (Ζ=0.87 και Ζ=0.97 

αντίστοιχα), οι τιμές της παραμέτρου 𝐶𝑒  υπερβαίνουν αυτές της παραμέτρου 𝐶0 . Αυτό 

φαίνεται και στο Σχήμα 4.22γ, όπου η εξέλιξη της απελευθέρωσης πρωτεϊνών εμφανίζει 

φθίνουσα τάση, και σημαίνει ότι η συγκέντρωση πρωτεϊνών στο εκχύλισμα αμέσως μετά 

την επεξεργασία είναι υψηλότερη από αυτήν στο τέλος της αυτόλυσης. Το γεγονός αυτό 

οφείλεται στην έντονη απελευθέρωση πρωτεΐνης λόγω της μηχανικής καταπόνησης των 

κυττάρων. Η μέθοδος Lowry που χρησιμοποιείται για τη μέτρηση της συγκέντρωσης 
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πρωτεϊνών δεν μπορεί να ανιχνεύσει ελεύθερα αμινοξέα, με εξαίρεση την τυροσίνη, την 

τρυπτοφάνη, την ιστιδίνη και την ασπαραγίνη (Legler et al., 1985). Συνεπώς, σε χαμηλούς 

βαθμούς κυτταρικής διάρρηξης η μέτρηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών εμπεριέχει τόσο 

την απελευθέρωση πρωτεϊνών μεγάλου μοριακού βάρους, όσο και την απελευθέρωση 

πεπτιδίων και αμινοξέων που είναι αποτέλεσμα της ενδοκυτταρικής πρωτεόλυσης. Η 

αντίστροφη τάση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών σε πίεση επεξεργασίας 800 bar δηλώνει 

την ακαριαία απελευθέρωση υψηλής συγκέντρωσης αμέσως μετά την επεξεργασία και την 

μετέπειτα υδρόλυση των πρωτεϊνών από τις ενδοκυτταρικές πρωτεάσες. Ακόμη, η έντονη 

μηχανική καταπόνηση των κυττάρων και η δημιουργία κυτταρικών θραυσμάτων, σε 

συνδυασμό με την απελευθέρωση των ενδοκυτταρικών πρωτεασών, αυξάνει την ειδική 

επιφάνεια του κυτταρικού υλικού και καθιστά τις πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος 

προσβάσιμες στα ένζυμα. Έτσι, γίνονται διαθέσιμες προς υδρόλυση πρωτεΐνες οι οποίες 

χωρίς την επίδραση της κυτταρικής διάρρηξης δεν θα ήταν διαθέσιμες στα πρωτεολυτικά 

ένζυμα. Αντίστοιχα αποτελέσματα έχουν παρατηρηθεί και για άλλες μηχανικές μεθόδους 

κυτταρικής διάρρηξης, όπως είναι η άλεση σε σφαιρόμυλο και η χρήση υπερήχων (Heim 

et al., 2003; Bzducha-Wróbel et al., 2014; Liu et al., 2013 ). Η σημαντικότερη επίδραση της 

ΟΥΠ στην απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά την αυτόλυση φαίνεται στην σημαντική μείωση 

του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης (Σχήμα 4.22α). Η αύξηση της έντασης των 

συνθηκών επεξεργασίας οδηγεί σε αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης και μείωση του 

χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης. Αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από 

την τιμή 0 στην τιμή 1 οδήγησε σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης 

των πρωτεϊνών κατά 9.1 h. 

 

Σχήμα 4.23: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για τη συγκέντρωση πρωτεϊνών του 

εκχυλίσματος από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, 

β) αρχική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών , 𝐶0 γ) τελική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών,  𝐶𝑒. 
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4.2.2.4 Επίδραση της ΟΥΠ στην απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου κατά την 

αυτόλυση 

Η απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου ως συνάρτηση του χρόνου αυτόλυσης για τις 

συνθήκες ΟΥΠ που μελετήθηκαν παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.24. Όπως και για τις διαλυτές 

πρωτεΐνες έτσι και για το α-αμινικό άζωτο, αύξηση της έντασης των συνθηκών 

επεξεργασίας οδήγησε σε αυξημένη απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου κατά την αυτόλυση. 

Η απελευθέρωση είναι ραγδαία για τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης ενώ επιτυγχάνει 

σταθερή τιμή για μεγάλους χρόνους αυτόλυσης. Όπως παρατηρείται στο Σχήμα 4.24 η 

επεξεργασία με ΟΥΠ αυξάνει τόσο τον ρυθμό απελευθέρωσης όσο και την αρχική (αμέσως 

μετά την επεξεργασία με ΟΥΠ) και τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου κατά την 

αυτόλυση. 

 

Σχήμα 4.24: Απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για α) 

ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 200 bar για 1 (200/1) και 3 (200/3) 

διελεύσεις β) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα επεξεργασμένο στα 500 bar για 1 (500/1) και 3  

(500/3) διελεύσεις γ) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 800 bar για 1 

(800/1) και 3 (800/3) διελεύσεις. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της Εξίσωσης 4.5 

στα πειραματικά δεδομένα.  

Όπως συζητήθηκε και για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου στα επεξεργασμένα με 

ΠΗΠ κυτταρικά αιωρήματα, έτσι και για την επεξεργασία με ΟΥΠ η εξάρτηση της 

απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης για όλες τις συνθήκες 

επεξεργασίας ΟΥΠ περιγράφηκε από την εξίσωση 4.5. Η επεξεργασία με ΟΥΠ δεν αλλάζει 

την μορφή της καμπύλης απελευθέρωσης αλλά επιδρά στον ρυθμό απελευθέρωσης αλλά 

και στην αρχική και τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου, γεγονός που αντικατοπτρίζεται 

στις παραμέτρους τα , C0  και 𝐶𝑒  της εξίσωσης. Μάλιστα, η απελευθέρωση α-αμινικού 

αζώτου αμέσως μετά την επεξεργασία είναι σημαντική, φθάνοντας έως και σε διπλάσια 

τιμή για το αιώρημα επεξεργασμένο στις πιο έντονες συνθήκες επεξεργασίας (800 bar/ 3 

διελεύσεις). Η περιγραφή των πειραματικών δεδομένων από την εξίσωση  4.5 κρίθηκε 

ικανοποιητική καθώς έδωσε υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού για όλες τις 

συνθήκες επεξεργασίας (R2>0.97). 
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Στο σχήμα Σχήμα 4.25 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για 

την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου, όπως υπολογίστηκαν από την προσαρμογή στα 

πειραματικά δεδομένα, από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ. Αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης οδήγησε σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης 

(Σχήμα 4.25α) από 17.8 h (για Ζ=0) σε 3.9 h (για Ζ=0.97), γεγονός που συνεπάγεται 

σημαντική επιτάχυνση της αυτόλυση ως προς το α-αμινικό άζωτο. Οι παράμετροι 𝐶𝑒  και 

𝐶0 επίσης αυξήθηκαν σημαντικά με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η εξάρτηση της παραμέτρου 𝐶0 από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Για 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ=0.97 η συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου που 

απελευθερώνεται αμέσως μετά την επεξεργασία αντιστοιχεί στο 60% της συγκέντρωσης 

που επιτυγχάνει το ανεπεξέργαστο δείγμα (Ζ=0) στο τέλος της αυτόλυσης. Αυτό σημαίνει 

ότι μία επεξεργασία ΟΥΠ στα 800 bar για 3 διελεύσεις οδηγεί στην απελευθέρωση πάνω 

από 50% του ενδοκυτταρικού α-αμινικού αζώτου. Η αύξηση αυτή αντικατοπτρίζεται και 

στην τιμή της παραμέτρου C𝑒 η οποία επίσης αυξάνεται σημαντικά με αύξηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τα 2.1 mg/mL για Ζ=0 στα 3.8 mg/mL. Εκ πρώτης όψεως 

φαίνεται πως η επεξεργασία με ΟΥΠ αυξάνει σημαντικά την απόδοση α-αμινικού αζώτου 

στο τέλος της αυτόλυσης. Εξαιτίας της υψηλής τιμής της παραμέτρου 𝐶0 , η τελική 

συγκέντρωση που οφείλεται καθαρά στην αυτόλυση προκύπτει αν εξεταστεί η διαφορά 

𝐶𝑒 − 𝐶0. H διαφορά αυτή αποκαλύπτει πως η ΟΥΠ αυξάνει την τελική συγκέντρωση α-

αμινικού αζώτου μόνον κατά 0.6 mg/mL. Συνεπώς το κυριότερο πλεονέκτημα της ΟΥΠ 

στην απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου έγκειται κυρίως στη μείωση του χαρακτηριστικού 

χρόνου απελευθέρωσης. 

 

Σχήμα 4.25: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για τη συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου 

του εκχυλίσματος από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 

𝜏, β) αρχική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών, 𝐶0 γ) τελική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών,  𝐶𝑒. 

4.2.2.5 Επίδραση της ΟΥΠ στην απόδοση ξηρού βάρους 

Η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης για τις συνθήκες 

επεξεργασίας ΟΥΠ που μελετήθηκαν παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.26. Η απόδοση ξηρού 
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βάρους κατά την αυτόλυση βρέθηκε ότι ενισχύεται με αύξηση της έντασης των συνθηκών 

επεξεργασίας (πίεση επεξεργασίας, αριθμός διελεύσεων). Τόσο ο ρυθμός απελευθέρωσης 

στερεών, όσο και η αρχική και τελική απόδοση ξηρού βάρους επηρεάστηκαν από την 

επεξεργασία με ΟΥΠ, όπως φαίνεται στο σχήμα. 

 

Σχήμα 4.26 Απόδοση ξηρού βάρους (DWY%) σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για α) 

ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 200 bar για 1 (200/1) και 3 (200/3) 

διελεύσεις β) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα επεξεργασμένο στα 500 bar για 1 (500/1) και 3  

(500/3) διελεύσεις γ) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 800 bar για 1 

(800/1) και 3 (800/3) διελεύσεις. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της Εξίσωσης 4.5 

στα πειραματικά δεδομένα.  

Όπως συζητήθηκε και για την απόδοση ξηρού βάρους στα επεξεργασμένα με ΠΗΠ 

κυτταρικά αιωρήματα, έτσι και για την επεξεργασία με ΟΥΠ η εξάρτηση της απελευθέρωση 

α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης για όλες τις συνθήκες επεξεργασίας ΟΥΠ 

περιγράφηκε από την εξίσωση 4.5. Η επεξεργασία με ΟΥΠ δεν αλλάζει την μορφή της 

καμπύλης αλλά επιδρά στον ρυθμό απελευθέρωσης αλλά και στην αρχική και τελική τιμή 

της απόδοσης ξηρού βάρους, γεγονός που αντικατοπτρίζεται στις παραμέτρους τα, C0 και 

𝐶𝑒 της εξίσωσης. Η περιγραφή των πειραματικών δεδομένων από την εξίσωση  4.5 κρίθηκε 

ικανοποιητική καθώς έδωσε υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού για όλες τις 

συνθήκες επεξεργασίας (R2>0.94). 

Στο Σχήμα 4.27 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την 

απόδοση ξηρού βάρους του εκχυλίσματος, όπως υπολογίστηκαν από την προσαρμογή 

στα πειραματικά δεδομένα, από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ. Παρατηρείται ότι η 

τάση των τριών παραμέτρων είναι παρόμοια με αυτήν που βρέθηκε για την απελευθέρωση 

πρωτεϊνών και α-αμινικού αζώτου. Η απόδοση ξηρού βάρους εκφράζει το ποσοστό της 

αρχικής ξηρής μάζας των κυττάρων που διαλυτοποιείται στο εκχύλισμα κατά την αυτόλυση. 

Για την εντονότερη συνθήκη επεξεργασίας (800 bar, 3 διελεύσεις, Ζ=0.97) η απόδοση 

ξηρού βάρους αμέσως μετά την επεξεργασία (παράμετρος 𝐶0) βρέθηκε ίση με 34.9%. Η 

επίδραση της ΟΥΠ δηλαδή απελευθερώνει το 34.9% του αρχικού ξηρού βάρους του 
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κυττάρου. Καθώς ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης αυξάνεται, η τελική απόδοση ξηρού 

βάρους (παράμετρος 𝐶𝑒) πλησιάζει το 62%, σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα όπου 

μόνον το 47% του κυττάρου. Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν και από τους Verduyn 

et al. (1999) οι οποίοι μελέτησαν την επίδραση της ΟΥΠ στην παραγωγή εκχυλίσματος 

μαγιάς και βρήκαν χαμηλή ανάκτηση στερεών (περί το 30%) όταν εφαρμόστηκε μόνον ΟΥΠ 

χωρίς αυτόλυση. Οι ερευνητές πέτυχαν ανάκτηση στερεών μεταξύ 73 και 80% για 

επεξεργασίες με ΟΥΠ 600 bar/6 διελεύσεις και 1000 bar/3 διελεύσεις, αντίστοιχα. 

 

Σχήμα 4.27: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης  4.5 για την απόδοση ξηρού βάρους του 

εκχυλίσματος από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, 

β) αρχική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών , 𝐶0 γ) τελική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών, 𝐶𝑒. 

4.2.2.6 Επίδραση της ΟΥΠ στη θολότητα του εκχυλίσματος 

Στο Σχήμα 4.28 παρουσιάζεται η εξέλιξη της θολότητας του εκχυλίσματος, εκφρασμένη ως 

απορρόφηση στα 600 nm, σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε συνθήκη 

επεξεργασίας ΟΥΠ που μελετήθηκε. Η θολότητα του εκχυλίσματος βρέθηκε ότι εξαρτάται 

έντονα τόσο από τον χρόνο αυτόλυσης όσο και από την ένταση των συνθηκών 

επεξεργασίας (πίεση επεξεργασίας και αριθμός διελεύσεων). Για το εκχύλισμα που 

προέκυψε από το κυτταρικό αιώρημα χωρίς επεξεργασία ΟΥΠ, η θολότητα παραμένει σε 

χαμηλά επίπεδα, παρουσιάζοντας μικρή αύξηση με την πάροδο του χρόνου αυτόλυσης, 

καθώς παρατηρείται παραγωγή κυτταρικών θραυσμάτων. Η επεξεργασία με ΟΥΠ ωστόσο 

οδήγησε έως και στον δεκαπλασιασμό της θολότητας για τις πιο έντονες συνθήκες 

επεξεργασίας που μελετήθηκαν (800 bar/ 3 διελεύσεις). Για πίεση επεξεργασίας 200 bar 

και 1 διέλευση, η θολότητα διπλασιάζεται σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα αμέσως 

μετά την επεξεργασία, αλλά μειώνεται μέσα στις 2 πρώτες ώρες της αυτόλυσης σε 

παραπλήσια επίπεδα. Για εντονότερες συνθήκες επεξεργασίας, η θολότητα εξελίσσεται 

χρονικά σε τρεις διακριτές φάσεις: αυξάνεται αμέσως μετά την επεξεργασία και μειώνεται 

σταδιακά μέσα στις 4-8 ώρες της αυτόλυσης ενώ μετά τις 8 ώρες αυτόλυσης, η θολότητα 

αυξάνεται σταδιακά σε επίπεδα που εξαρτώνται από την ένταση των συνθηκών 

επεξεργασίας. 
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Σχήμα 4.28: Εξάρτηση της θολότητας του εκχυλίσματος (εκφρασμένης ως απορρόφηση στα 600 nm, 

Α600) από τον χρόνο αυτόλυσης για ανεπεξέργαστο δείγμα (), δείγμα επεξεργασμένο με 1 διέλευση 

() και δείγμα επεξεργασμένο με 3 διελεύσεις () για πίεση επεξεργασίας α)200 bar β) 500 bar γ) 

800 bar. 

Αυτή η χρονική συμπεριφορά της θολότητας αποδίδεται στις φυσικοχημικές μεταβολές που 

παρατηρούνται κατά την αυτόλυση για τα επεξεργασμένα με ΟΥΠ κύτταρα. Καθώς κανένα 

από τα άλλα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος που μελετήθηκαν δεν 

εμφανίζει ανάλογη χρονική εξέλιξη, είναι πιθανό ότι κατά την αυτόλυση παρατηρείται μία 

δυναμική σχέση μεταξύ παραγωγής κυτταρικών θραυσμάτων και υδρόλυσης. Αμέσως μετά 

την επεξεργασία, τα κύτταρα απελευθερώνουν ενδοκυτταρικά συστατικά και κυτταρικά 

θραύσματα που προέρχονται από το κυτταρικό τοίχωμα, ως αποτέλεσμα της μηχανικής 

καταπόνησης. Τα θραύσματα αυτά υδρολύονται κατά τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης, με 

το ξηρό βάρος του εκχυλίσματος να αυξάνεται. Καθώς η αυτόλυση συνεχίζεται, οι 

κενοτοπικές πρωτεάσες υδρολύουν τμήματα της στοιβάδας μαννοπρωτεΐνης του 

τοιχώματος, τα οποία είναι διαθέσιμα λόγω της μηχανικής καταπόνησής του, 

απελευθερώνοντας εκ νέου κυτταρικά θραύσματα. Η παραγωγή εκχυλισμάτων μαγιάς με 

υψηλή θολότητα παρατηρήθηκε επίσης από τους Verduyn et al. (1999). Οι ερευνητές 

εφάρμοσαν ένα επιπλέον βήμα διαύγασης του εκχυλίσματος (προσθήκη Ca(OH)2 και 

κροκκιδωτικού μέσου με βάση τον μπεντονίτη) το οποίο όμως οδήγησε σε απώλεια ολικών 

στερεών και πρωτεϊνών. 

4.2.2.7 Επίδραση της ΟΥΠ στο χρώμα του εκχυλίσματος 

Η εξάρτηση του δείκτη αμαύρωσης του εκχυλίσματος από τον χρόνο αυτόλυσης για τις 

συνθήκες επεξεργασίας ΟΥΠ που μελετήθηκαν παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.29. Η αύξηση 

του δείκτη αμαύρωσης κατά την αυτόλυση βρέθηκε ότι ενισχύεται με αύξηση της έντασης 

των συνθηκών επεξεργασίας (πίεση επεξεργασίας, αριθμός διελεύσεων). Ο δείκτης 

αμαύρωσης εκφράζει την καστανή απόχρωση του εκχυλίσματος. Η αύξησή του είναι 

συνυφασμένη με την εξέλιξη της αυτόλυσης και τις αντιδράσεις Maillard που λαμβάνουν 
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χώρα. Εντούτοις, όπως παρατηρήθηκε, ακόμη και η επίδραση της κυτταρικής διάρρηξης 

πριν την αυτόλυση είναι ικανή να αυξήσει τον δείκτη. 

 

Σχήμα 4.29: Δείκτης αμαύρωσης ΒΙ σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης για α) ανεπεξέργαστo  

κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 200 bar για 1 (200/1) και 3 (200/3) διελεύσεις β) 

ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα επεξεργασμένο στα 500 bar για 1 (500/1) και 3  (500/3) 

διελεύσεις γ) ανεπεξέργαστo  κυτταρικό αιώρημα και επεξεργασμένο στα 800 bar για 1 (800/1) και 

3 (800/3) διελεύσεις. Η συνεχής γραμμή αντιστοιχεί στην προσαρμογή της 4.5 στα πειραματικά 

δεδομένα. 

Όπως συζητήθηκε και για τα επεξεργασμένα με ΠΗΠ κυτταρικά αιωρήματα, η εξάρτηση 

του δείκτη αμαύρωσης από τον χρόνο αυτόλυσης ακολουθεί αύξουσα πορεία κατά την 

αυτόλυση και επιτυγχάνει σταθερή τιμή στο τέλος της διεργασίας. Η επεξεργασία με ΟΥΠ 

δεν αλλάζει την μορφή της καμπύλης αλλά επιδρά στον ρυθμό απελευθέρωσης αλλά και 

στην αρχική και τελική τιμή του δείκτη αμαύρωσης καθώς , γεγονός που αντικατοπτρίζεται 

στις παραμέτρους τα, C0 και 𝐶𝑒 της εξίσωσης. Η περιγραφή των πειραματικών δεδομένων 

από την εξίσωση  4.5 κρίθηκε ικανοποιητική καθώς έδωσε υψηλές τιμές συντελεστή 

προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες επεξεργασίας (R2>0.95). 

Στο Σχήμα 4.30 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της 4.5 για τον δείκτη 

αμαύρωσης του εκχυλίσματος, όπως υπολογίστηκαν από την προσαρμογή στα 

πειραματικά δεδομένα, από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ. Η εξάρτηση των 

παραμέτρων ακολουθεί παρόμοια τάση με αυτήν που περιγράφηκε για τις υπόλοιπες 

φυσικοχημικές παραμέτρους. Η επεξεργασία με ΟΥΠ επιδρά τόσο στον χαρακτηριστικό 

χρόνο απελευθέρωσης όσο και στην αρχική τιμή του δείκτη αμαύρωσης (παράμετρος 𝐶0). 

Ο δείκτης αμαύρωσης αμέσως μετά την επεξεργασία αυξάνεται με αύξηση της έντασης των 

συνθηκών επεξεργασίας καθώς ενισχύεται η απελευθέρωση έγχρωμων ενδοκυτταρικών 

συστατικών.  
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Σχήμα 4.30: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης  4.5 για τον δείκτη αμαύρωσης ΒΙ του 

εκχυλίσματος από τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, 

β) αρχική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών , 𝐶0 γ) τελική τιμή της συγκέντρωσης πρωτεϊνών, 𝐶𝑒. 

4.2.2.8 Επίδραση της ΟΥΠ στην περιεκτικότητα β-γλυκανών και πρωτεϊνών του 

στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης 

Από τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε 

πρωτεΐνες και β-γλυκάνες, διαπιστώθηκε ότι η επεξεργασία με ΟΥΠ σε συνδυασμό με την 

αυτόλυση οδήγησε σε σημαντικές μεταβολές στη σύστασή του (Σχήμα 4.31 και Πίνακας 

4.7). Η επεξεργασία με ΟΥΠ οδήγησε στην αύξηση της περιεκτικότητας του στερεού 

υπολείμματος σε β-γλυκάνες και σε μείωση της περιεκτικότητάς του σε πρωτεΐνες. Για 

κυτταρικά αιωρήματα που δεν υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ, η περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνες επηρεάστηκε σημαντικά από τον χρόνο αυτόλυσης. Αντιθέτως, η αύξηση της  

περιεκτικότητας του στερεού σε β-γλυκάνες με αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

γίνεται σημαντική μόνο για χρόνους αυτόλυσης 8 και 24 h. Η επεξεργασία με ΟΥΠ χωρίς 

την επίδραση της αυτόλυσης (δηλαδή αμέσως μετά την επεξεργασία) δεν οδηγεί σε 

σημαντική απώλεια πρωτεϊνών από το στερεό υπόλειμμα με αύξηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης. Η αυτόλυση επιδρά στη μείωση της περιεκτικότητας πρωτεϊνών για όλες τις 

συνθήκες επεξεργασίας ΟΥΠ που μελετήθηκαν, καθώς η υδρόλυσή τους τις απομακρύνει 

προς το διαλυτό εκχύλισμα, όπως συζητήθηκε παραπάνω. Ταυτόχρονα, το στερεό 

υπόλειμμα εμπλουτίζεται σε β-γλυκάνες. Το φαινόμενο αυτό αποδίδεται στην αυξημένη 

προσβασιμότητα των κενοτοπικών πρωτεασών στις πρωτεΐνες του κυτταρικού 

τοιχώματος, καθώς η επεξεργασία με ΟΥΠ προκαλεί τον κατακερματισμό του. 
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Σχήμα 4.31: Περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε α) β -γλυκάνες και β) σε 

πρωτεΐνες σε συνάρτηση με τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για 0 h αυτόλυσης (ανεπεξέργαστο 

δείγμα) (), 8 h αυτόλυσης () και 24 h αυτόλυσης (). 

Για χρόνο αυτόλυσης 0 h, δεν παρατηρείται σημαντική απώλεια β-γλυκανών προς το 

διαλυτό εκχύλισμα αλλά η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες μειώνεται από 63% σε 52% καθώς 

ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης αυξάνεται. Καθώς ο χρόνος αυτόλυσης αυξάνεται, αύξηση 

της έντασης των συνθηκών επεξεργασίας (και άρα του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης) οδηγεί 

σε αύξηση της περιεκτικότητας β-γλυκανών με παράλληλη μείωση της περιεκτικότητας σε 

πρωτεΐνες. Συνεπώς, η επίδραση της επεξεργασίας με ΟΥΠ γίνεται σημαντική μόνο σε 

συνδυασμό με την αυτόλυση. Αυτή η παρατήρηση μαρτυρά ότι η επεξεργασία με ΟΥΠ 

δημιουργεί κατακερματισμό του κυττάρου, καθιστώντας τμήματα του κυτταρικού 

τοιχώματος διαθέσιμα στα πρωτεολυτικά ένζυμα. 

Πίνακας 4.7: Περιεκτικότητα πρωτεϊνών και β-γλυκανών στο στερεό υπόλειμμα της αυτόλυσης για 

κάθε συνθήκη ΟΥΠ και χρόνο αυτόλυσης που μελετήθηκε. Διαφορετικοί  εκθέτες υποδηλώνουν 

σημαντικές διαφορές (p<0.05). Εκθέτες με πεζά λατινικά γράμματα υποδηλώνουν σημαντικές 

διαφορές στην περιεκτικότητα πρωτεϊνών ενώ με κεφαλαία λατινικά γράμματα σημαντικές διαφορές 

στην περιεκτικότητα β-γλυκανών.  

 Περιεκτικότητα πρωτεϊνών (%κ.β.)  Περιεκτικότητα β-γλυκανών (%κ.β.) 

 Χρόνος αυτόλυσης  Χρόνος αυτόλυσης 

Επεξ. 0 h 8 h 24 h  0 h 8 h 24 h 

Ανεπεξ. 63.3±0.4 j 50.6±2.8g 39.5±1.2d  13.9±0.4BCDE 16.8±0.5BCDE 16.2±0.8DEFG 

200/1 55.1±1.2hi 47.1±0.5f 39.2±0.5d  13.0±1.2ABC 16.0±2.1BCDE 19.1±0.2EFGH 

200/3 57.5±0.0h 50.0±3.2g 36.4±0.9c  12.5±0.7AB 16.5±0.2AB 18.8±0.6EFG 

500/1 55.6±0.9h 42.5±0.5e 34.5±1.7c  13.4±0.3ABCD 17.4±2.2CDEF 19.2±1.0GH 

500/3 55.1±0.5h 35.4±2.9c 30.8±0.9b  14.0±1.0BCDE 20.7±1.9H 23.9±0.2I 

800/1 56.2±0.6h 35.5±2.8c 30.0±0.2b  12.7±0.8A 19.5±0.5FGH 22.7±0.9I 

800/3 52.3±1.7gi 22.4±0.3a 29.0±0.3b  12.9±1.2ABC 28.6±0.7J 25.0±1.2I 
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Πέραν από τον προσδιορισμό της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος σε β-

γλυκάνες και πρωτεΐνες, μελετήθηκε η εφαρμογή μεθόδου για τον καθαρισμό των β-

γλυκανών στο στερεό υπόλειμμα της αυτόλυσης ώστε να διαπιστωθεί η επίδραση της ΟΥΠ 

στην περιεκτικότητα β-γλυκανών και πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα της μεθόδου 

συνοψίζονται στο Σχήμα 4.48 και στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 4.8). 

 

Σχήμα 4.32: : Περιεκτικότητα του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης που υπέστη διεργασία 

καθαρισμού σε α) β-γλυκάνες και β) σε πρωτεΐνες σε συνάρτηση με τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

για 0 h αυτόλυσης (ανεπεξέργαστο δείγμα) (), 8 h αυτόλυσης () και 24 h αυτόλυσης (). 

Η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες των δειγμάτων που υπέστησαν καθαρισμό β-γλυκανών 

αμέσως μετά την επεξεργασία με ΟΥΠ ήταν ίση με 6.5% για δείγματα που δεν υπέστησαν 

επεξεργασία με ΟΥΠ και σταδιακά μειώθηκε με αύξηση της έντασης των συνθηκών 

επεξεργασίας με ΟΥΠ και αύξηση του χρόνου αυτόλυσης, φθάνοντας το 3.1% για την 

υψηλότερη τιμή δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Z = 0,97) στις 24 ώρες αυτόλυσης. Για τα 

δείγματα που δεν υπέστησαν αυτόλυση, η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες μειώθηκε με 

αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, υποδεικνύοντας ότι ακόμη και χωρίς αυτόλυση, 

η απώλεια πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια του πρωτοκόλλου καθαρισμού γίνεται πιο έντονη 

σε υψηλότερες τιμές Ζ. Καθώς ο χρόνος αυτόλυσης αυξάνεται, η περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνες όλων των δειγμάτων μειώθηκε σε όλες τις συνθήκες επεξεργασίας ΟΥΠ, καθώς 

το στερεό υπόλειμμα χάνει πρωτεΐνες προς το διαλυτό εκχύλισμα. Η ΟΥΠ και η αυτόλυση 

φαίνεται να έχουν συνεργιστική δράση στο πρωτόκολλο καθαρισμού όσον αφορά την 

περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες, φθάνοντας περιεκτικότητα 3.1% που επιτεύχθηκε στα 

δείγματα με τον υψηλότερο δείκτη κυτταρικής διάρρηξης μετά από 24 ώρες αυτόλυσης. 

Ωστόσο, όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.32 και στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.8), 

δεν παρατηρήθηκε σημαντική επίδραση στην περιεκτικότητα σε β-γλυκάνη για 

επεξεργασία με ΟΥΠ ή αυτόλυση, για συνθήκες επεξεργασίας έως 800 bar και 1 διέλευση 

στις 24 ώρες αυτόλυσης. Αν και το πρωτόκολλο εκχύλισης οδηγεί στην παραλαβή στερεού 
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πλούσιου σε β-γλυκάνες (59.8-67.4% κ.β.), σε σύγκριση με εκείνο όπου δεν έχει 

εφαρμοστεί το πρωτόκολλο (13.9-28.6% κ.β., Σχήμα 4.31), Η επεξεργασία με ΟΥΠ σε 

συνδυασμό με την αυτόλυση δεν συνεισφέρει σημαντικά στον εμπλουτισμό του στερεού σε 

β-γλυκάνες. Επομένως, μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι για το επιλεγμένο 

πρωτόκολλο καθαρισμού, η επεξεργασία με ΟΥΠ και η αυτόλυση ωφελούν την εκχύλιση 

μόνο όσον αφορά την απομάκρυνση πρωτεϊνών. Αυτό συμφωνεί με τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν από τη μελέτη της αυτόλυσης για την παραγωγή εκχυλίσματος. Αυτό 

αποδίδεται στο γεγονός ότι το επιλεγμένο πρωτόκολλο εκχύλισης είναι εξαντλητικό όσον 

αφορά την παραλαβή β-γλυκανών και δεν έχει βελτιστοποιηθεί όσον αφορά τον χρόνο 

εκχύλισης, τη θερμοκρασία και τη συγκέντρωση των αντιδραστηρίων λαμβάνοντας υπόψη 

ένα προηγούμενο στάδιο αποσύνθεσης των κυττάρων. Η επίδραση της ΟΥΠ στο 

πρωτόκολλο καθαρισμού β-γλυκανών μπορεί συνεπώς να συνεισφέρει σε μία 

βελτιστοποίηση της μεθόδου εκχύλισης όπου μπορεί να μελετηθεί μείωση του χρόνου, της 

θερμοκρασίας ή και της συγκέντρωσης NaOH και οξικού οξέος που εφαρμόζονται και να 

παραληφθεί ένα προϊόν με παραπλήσια καθαρότητα σε ίδιες αποδόσεις. 

Πίνακας 4.8: Περιεκτικότητα πρωτεϊνών και β-γλυκανών στο στερεό υπόλειμμα της αυτόλυσης που 

υπέστη διεργασία καθαρισμού των β-γλυκανών για κάθε συνθήκη ΟΥΠ και χρόνο αυτόλυσης που 

μελετήθηκε. Διαφορετικοί  εκθέτες υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές (p<0.05). Εκθέτες με πεζά 

λατινικά γράμματα υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές στην περιεκτικότητα πρωτεϊνών ενώ με 

κεφαλαία λατινικά γράμματα σημαντικές διαφορές στην περιεκτικότητα β -γλυκανών. 

 Περιεκτικότητα πρωτεϊνών (%κ.β.)  Περιεκτικότητα β-γλυκανών (%κ.β.) 

 Χρόνος αυτόλυσης  Χρόνος αυτόλυσης 

Επεξ. 0 h 8 h 24 h  0 h 8 h 24 h 

Ανεπεξ. 6.5±0.2jk 5.4±0.2g 4.1±0.2de  59.8±0.7BCD 59.8±1.8BCD 56.8±0.1A 

200/1 6.5±0.0jk 5.4±0.2g 4.0±0.2cd  60.1±0.3BCD 59.6±1.5BCD 58.0±0.9AB 

200/3 6.7±0.8k 5.5±0.2g 3.9±0.3bcd  60.3±0.5BCD 60.1±1.2BCD 58.6±0.7ABC 

500/1 6.1±0.4ij 4.5±0.2ef 3.4±0.0ab  63.0±0.0EF 60.0±1.9BCD 60.8±1.9CDE 

500/3 6.0±0.1hi 4.0±0.1cd 3.6±0.3bc  60.5±1.1CD 61.4±0.7DEF 61.3±0.2DEF 

800/1 5.6±0.7gh 4.0±0.1cd 3.5±0.1abc  61.9±1.7DEF 61.3±0.3DEF 60.6±0.4CD 

800/3 4.6±0.1f 3.7±0.0bcd 3.1±0.1a  65.4±0.8G 63.2±1.7F 67.4±3.4G 

 

4.2.2.9 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας και αξιολόγηση της επιτάχυνσης της 

αυτόλυσης 

Για την συνολική αξιολόγηση της επίδρασης των συνθηκών επεξεργασίας στην επιτάχυνση 

της αυτόλυσης επιλέχθηκε ως παράμετρος αριστοποίησης η συγκέντρωση α-αμινικού 

αζώτου. Το α-αμινικό άζωτο αποτελεί την σημαντικότερη ποιοτική παράμετρο του 

εκχυλίσματος μαγιάς, καθώς αυξημένες τιμές α-αμινικού αζώτου οδηγούν στην παραγωγή 

εκχυλισμάτων με υψηλή συγκέντρωση σε ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια, ενώσεις που 
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συνεισφέρουν στις οργανοληπτικές ιδιότητες του εκχυλίσματος. Σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία, η συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου ανά 100 g ξηρού βάρους των 

εκχυλισμάτων θα πρέπει να ξεπερνά το 3.5% (Tanguler & Erten, 2008; Peppler, 1982; 

Jacob et al., 2019). Η επιτάχυνση της αυτόλυσης υπολογίστηκε με βάση την κινητική 

απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου. Συγκεκριμένα, υπολογίστηκε αρχικά ο χρόνος 𝑡90 

σύμφωνα με την εξίσωση 4.6, ο οποίος εκφράζει τον χρόνο που απαιτείται ώστε η 

συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου να φθάσει στο 90% της τελικής συγκέντρωσης που 

επιτυγχάνει το ανεπεξέργαστο δείγμα σε πολύ μεγάλους χρόνους (παράμετρος 𝐶𝑒 για το 

ανεπεξέργαστο δείγμα). Στην περίπτωση της επεξεργασίας με ΟΥΠ, ο χρόνος 𝑡90 

υπολογίστηκε με βάση την παρακάτω εξίσωση: 

𝑡90 = −𝜏 ∙ ln (1 −
0.9 ∙ 𝐶𝑒𝑐

𝐶𝑒 − 𝐶0
) 4.9 

όπου 𝐶𝑒𝑐  η τιμή της παραμέτρου 𝐶𝑒  για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου του 

ανεπεξέργαστου δείγματος, 𝜏 ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης για το α-αμινικό 

άζωτο και 𝐶0 και 𝐶𝑒 η αρχική και η τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου στο εκχύλισμα, 

σύμφωνα με την Εξίσωση 4.5. Η εξίσωση του t90  προκύπτει με αντικατάσταση στην 

εξίσωση 4.5 𝐶 − 𝐶0 = 0.9 ∙ 𝐶𝑒𝑐, 𝑡 = 𝑡90 και λύση ως προς 𝑡90. Καθώς στην επεξεργασία με 

ΟΥΠ οι τιμές της αρχικής συγκέντρωσης α-αμινικού αζώτου είναι σημαντικά αυξημένες, η 

βελτιστοποίηση έγινε με βάση την διαφορά 𝐶𝑒 − 𝐶0, ώστε ο χρόνος 𝑡90 να αντικατοπτρίζει 

καθαρά τον χρόνο αυτόλυσης που απαιτείται για απελευθέρωση του α-αμινικού αζώτου 

χωρίς να λαμβάνει υπόψη την απελευθέρωση που οφείλεται στην επεξεργασία. 

Με βάση τα μαθηματικά μοντέλα που προσαρμόστηκαν στα πειραματικά δεδομένα για τα 

υπόλοιπα χαρακτηριστικά που μελετήθηκαν, υπολογίστηκαν οι τιμές τους στον χρόνο 𝑡90 

του α-αμινικού αζώτου. Τα αποτελέσματα παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 

4.9). 
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Πίνακας 4.9: Υπολογισμός τελικού χρόνου αυτόλυσης 𝑡90 για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

και υπολογισμός χαρακτηριστικών του εκχυλίσματος στον αντίστοιχο χρόνο.  

Επεξεργασία 
𝑡90 απελευθέρωσης α-

αμινικού αζώτου (h) 

Περιεκτικότητα α-

αμινικού αζώτου % 

ξηρού βάρους 

εκχυλίσματος 

Περιεκτικότητα 

πρωτεϊνών % 

ξηρού βάρους 

εκχυλίσματος 

Δείκτης 

αμαύρωσης 

BI 

Θολότητα 

(Α600) 

Ανεπεξ. 39.0±1.0a 6.5±0.1a 48.3±0.2a 22.8±0.1a 0.582±0.019a 

200/1 36.6±0.7a 8.4±0.0b 52.7±0.1b 22.5±0.0a 0.478±0.113a 

200/3 26.8±0.8b 8.6±0.2b 57.2±0.1c 24.2±0.1b 1.117±0.094b 

500/1 21.3±0.7c 7.8±0.2bc 42.4±0.0d 24.7±0.0b 2.04±0.151c 

500/3 13.2±0.8d 7.6±0.2c 44.5±0.5bd 23.3±0.2b 2.711±0.081d 

800/1 13.3±1.0d 7.6±0.4c 44.5±0.7bd 25.8±0.3c 2.004±0.078c 

800/3 5.1±0.7e 8.2±0.6b 57.0±2.7c 23.9±0.2b 1.22±0.019b 

 

Όπως φαίνεται από τον χρόνο 𝑡90 , η επεξεργασία με ΟΥΠ επιτάχυνε σημαντικά την 

αυτόλυση έως και κατά 33 h σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα για συνθήκες 

επεξεργασίας 800 bar/ 3 διελεύσεις. Τα εκχυλίσματα που παράγονται έχουν υψηλή 

περιεκτικότητα σε α-αμινικό άζωτο και πρωτεΐνες, ενώ εμφανίζουν τιμές δείκτη αμαύρωσης 

παραπλήσιες με αυτές του ανεπεξέργαστου δείγματος. Παρόλα αυτά, τα εκχυλίσματα 

εμφανίζουν υψηλές τιμές θολότητας. 

4.3 Επίδραση της Υπερυψηλής Πίεσης στα κυτταρικά αιωρήματα 

4.3.1 Επίδραση της ΥΠ στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

Ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης Ζ προσδιορίστηκε για πίεση επεξεργασίας 200, 400, 500, 

600 και 750 MPa και χρόνους πίεσης 0-120 min. Η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης σε συνάρτηση με τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση επεξεργασίας που 

μελετήθηκε παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.33. Ο δείκτης Ζ βρέθηκε ότι αυξάνεται τόσο με 

αύξηση της πίεσης όσο και με αύξηση του χρόνου επεξεργασίας με ΥΠ. Για πίεση 

επεξεργασίας 200 MPa, ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης αυξάνεται έως την τιμή 0.2 για 

χρόνο επεξεργασίας 120 min, ενώ για χρόνους επεξεργασίας μικρότερους των 40 min ο 

δείκτης κυτταρικής διάρρηξης κυμαίνεται μεταξύ 0.003 και 0.05. Για πίεση επεξεργασίας 

400 MPa η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης εμφανίζει μία σιγμοειδή μορφή με το 

δείκτη να σταθεροποιείται στη μέγιστη τιμή 0.7 για χρόνο επεξεργασίας μεγαλύτερο των 50 

min. Για πιέσεις μεγαλύτερες των 400 MPa, παρατηρήθηκε αύξηση του μέγιστου δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης αντίστοιχη της αύξησης της πίεσης επεξεργασίας. Επίσης, αύξηση 

της πίεσης επεξεργασίας οδήγησε σε αντίστοιχη αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης 

σε χρόνο επεξεργασίας t=0. 
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Σχήμα 4.33: Μεταβολή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ με το χρόνο επεξεργασίας ΥΠ για πίεση 

επεξεργασίας 200 MPa, 400 MPa, 500 MPa, 600 MPa, 750 MPa. Οι διακεκομμένες γραμμές 

αντιστοιχούν στην προσαρμογή των πειραματικών σημείων στην Εξίσωση 4.10. 

Η εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον χρόνο επεξεργασίας με Υπερυψηλή 

Πίεση περιγράφηκε μαθηματικά με τη χρήση λογιστικής εξίσωσης σιγμοειδούς μορφής 

(Εξίσωση 4.10):  

𝛧 =
𝑍𝑚

1 + 𝑒−𝑘(𝑡𝑝−𝜏𝑑)
 4.10 

όπου 𝛧 ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης στον εκάστοτε χρόνο πίεσης, 𝑡𝑝 ο χρόνος πίεσης, 

𝛧𝑚  η μέγιστη δυνατή τιμή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης για σταθερή πίεση 

επεξεργασίας, 𝜏𝑑 ο χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής και 𝑘 η σταθερά του ρυθμού. Η 

εξάρτηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον χρόνο επεξεργασίας εμφανίζει 

υστέρηση σε χαμηλές πιέσεις επεξεργασίας. Αντιθέτως, σε υψηλές πιέσεις επεξεργασίας ο 

δείκτης κυτταρικής διάρρηξης σε χρόνο πίεσης 0 λαμβάνει μη μηδενικές τιμές, καθώς η 

διάρρηξη των κυττάρων πραγματοποιείται ακαριαία με αύξηση της πίεσης. Η εξίσωση που 

επιλέχθηκε για την περιγραφή των πειραματικών δεδομένων προσαρμόζεται και στις δύο 

αυτές περιπτώσεις καθώς με μία απλή μετατόπιση προς τα αρνητικά του άξονα x (μείωση 

του χαρακτηριστικού χρόνου καταστροφής) η εξίσωση τέμνει τον άξονα των y. Επίσης το 

λογιστικό μοντέλο κρίθηκε κατάλληλο για την περιγραφή των πειραματικών δεδομένων 

καθώς οι παράμετροί του έχουν φυσική σημασία και εξηγούν την εξάρτηση του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης από τις συνθήκες επεξεργασίας. Ο χαρακτηριστικός χρόνος 

καταστροφής εκφράζει τον χρόνο πίεσης που απαιτείται ώστε ο δείκτης κυτταρικής 
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διάρρηξης να λάβει την τιμή 𝛧 = 𝑍𝑚/2. Η παράμετρος 𝑍𝑚 εκφράζει την μέγιστη τιμή του 

δείκτη κυτταρικής διάρρηξης που επιτυγχάνεται για σταθερή πίεση επεξεργασίας. Η χρήση 

της παραμέτρου αυτής είναι απαραίτητη καθώς παρατηρήθηκε ότι η μέγιστη τιμή του δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης δεν είναι η ίδια για κάθε πίεση επεξεργασίας, αλλά εξαρτάται από 

αυτήν. Τέλος, η σταθερά του ρυθμού 𝑘 εκφράζει την κλίση του διαγράμματος γύρω από το 

σημείο  𝑡𝑝 = 𝜏𝑑 και για κάθε πίεση επεξεργασίας δείχνει τον ρυθμό με τον οποίο ο δείκτης 

κυτταρικής διάρρηξης αυξάνεται με αύξηση του χρόνου επεξεργασίας. Η περιγραφή των 

πειραματικών δεδομένων με την χρήση της λογιστικής εξίσωσης βρέθηκε ικανοποιητική 

καθώς εμφάνισε υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού (R2=0.93-0.97). 

Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.10) παρουσιάζονται οι τιμές των παραμέτρων της 

Εξίσωσης 4.10, όπως υπολογίστηκαν από την μη γραμμική προσαρμογή της στα 

πειραματικά δεδομένα του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης.  Στο Σχήμα 4.34 παρουσιάζεται 

σχηματικά η εξάρτησή τους από την πίεση επεξεργασίας. Παρατηρήθηκε ότι αυξανόμενης 

της πίεσης επεξεργασίας, η παράμετρος 𝜏 μειώνεται ενώ η παράμετρος 𝑘 αυξάνεται. Το 

γεγονός αυτό σημαίνει ότι αύξηση της πίεσης επεξεργασίας οδηγεί σε ταχύτερη αύξηση 

του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Επίσης, η παράμετρος 𝑍𝑒  βρέθηκε να αυξάνεται με 

αύξηση της πίεσης επεξεργασίας, καθώς ο μέγιστος βαθμός κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=1) 

δεν μπορεί να επιτευχθεί σε όλες τις πιέσεις επεξεργασίας. Για πιέσεις επεξεργασίας 200-

500 MPa, ο μέγιστος δείκτης κυτταρικής διάρρηξης που μπορεί να επιτευχθεί κυμαίνεται 

μεταξύ 0.27 και 0.87. Η εξάρτηση αυτή του μέγιστου δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από την 

πίεση συνδέεται με τη διαφορετική ευαισθησία των κυτταρικών δομών στην εφαρμοζόμενη 

πίεση (Shimada et al., 1993; Marx & Moody, 2011). Για πιέσεις επεξεργασίας 600 και 750 

MPa ο χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής βρέθηκε να λαμβάνει αρνητικές τιμές. Όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω, ο χαρακτηριστικός χρόνος καταστροφής εκφράζει τον χρόνο 

επεξεργασίας που απαιτείται ώστε ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης να λάβει την τιμή 𝛧 =

0.5𝛧𝑒. Συνεπώς, αρνητικές τιμές του χρόνου αυτού υποδηλώνουν ότι με ακαριαία αύξηση 

της πίεσης επεξεργασίας (t=0), η τιμή του δείκτη Ζ ξεπερνά την τιμή 0.5𝛧𝑒. Μαθηματικά 

αυτό μεταφράζεται σε μετατόπιση της σιγμοειδούς καμπύλης προς τις αρνητικές τιμές του 

άξονα x. Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι για πίεση επεξεργασίας ίση με 600 MPa και χρόνο 

t=0 η τιμή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης είναι ίση με Ζ=0.58 ενώ αντίστοιχα για πίεση 

επεξεργασίας 750 MPa ο δείκτης είναι ίσος με Ζ=0.83. 
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Πίνακας 4.10: Παράμετροι της Εξίσωσης 4.10 όπως υπολογίστηκαν από τη μη γραμμική 

προσαρμογή στα πειραματικά δεδομένα της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης από τον 

χρόνο πίεσης. 

Πίεση (MPa) Zm (-) τ (min) k (min-1) R2 

200 0.27±0.09a 87.43±26.06a 0.03±0.01a 0.96 

400 0.70±0.04b 20.90±1.79b 0.17±0.06b 0.94 

500 0.87±0.03bc 2.97±0.59c 0.52±0.18c 0.97 

600 0.94±0.01c -0.46±0.40d 1.02±0.06d 0.93 

750 0.95±0.01c -0.88±0.38d 2.18±0.13e 0.95 

 

Σχήμα 4.34: Εξάρτηση των παραμέτρων της εξίσωσης 4.10 από την πίεση επεξεργασίας. Η 

διακεκομμένη γραμμή δεν αντιστοιχεί σε προσαρμογή μαθηματικής εξίσωσης.  

(α) (β) (γ) 

   

 

4.3.2 Επίδραση ΥΠ στην ολική πρωτεολυτική ενεργότητα 

Στο Σχήμα 4.35 παρουσιάζεται η εξάρτηση της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας σε 

συνάρτηση με τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση επεξεργασίας που μελετήθηκε. Η 

πρωτεολυτική ενεργότητα (εκφρασμένη ως κλάσμα ενεργότητας ενζύμου προς ενεργότητα 

ενζύμου ανεπεξέργαστου δείγματος) αυξάνεται με αύξηση του χρόνου πίεσης για πιέσεις 

έως και 400 MPa, ενώ για μεγαλύτερες πιέσεις, μειώνεται. Στα 200 και 400 MPa η 

ενεργότητα μετά από 40 min επεξεργασίας είναι έως και 1.6 φορές αυξημένη σε σχέση με 

την ενεργότητα του ανεπεξέργαστου δείγματος. Σε πιέσεις επεξεργασίας που ξεπερνούν 

τα 400 MPa παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της πρωτεολυτικής ενεργότητας με αύξηση 

του χρόνου πίεσης. Στα 600 MPa τα πρωτεολυτικά ένζυμα απενεργοποιούνται πλήρως 

μέχρι τα 15 min επεξεργασίας ενώ στα 750 MPa η απενεργοποίηση είναι σχεδόν ακαριαία 

καθώς πραγματοποιείται μέσα σε 1 min επεξεργασίας. Στα 600 MPa η ενεργότητα χάνεται 

στα 15 min ενώ στα 750 MPa μέσα στο πρώτο κιόλας λεπτό της επεξεργασίας. 
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Σχήμα 4.35: Εξάρτηση της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας από τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση 

επεξεργασίας που μελετήθηκε. Η ενζυμική ενεργότητα εκφράστηκε ως το κλάσμα της εκάστοτε 

μετρούμενης ενεργότητας προς την ενεργότητα του ανεπεξέργαστου δείγματος.  

Η απενεργοποίηση των ενζύμων με αύξηση της πίεσης είναι ένα φαινόμενο ευρέως γνωστό 

στη βιβλιογραφία. Η απενεργοποίηση οφείλεται στην μεταβολή της δομής των ενζύμων 

λόγω της πίεσης με αποτέλεσμα να διαταράσσεται η καταλυτική λειτουργία του ενεργού 

κέντρου, και έχει παρατηρηθεί κατά κύριο λόγο για πιέσεις επεξεργασίας που ξεπερνούν 

τα 400 MPa (Hendrickx et al., 1998). Σε ορισμένες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί ότι σε 

χαμηλές πιέσεις, ορισμένα ένζυμα ενεργοποιούνται. Τέτοια ένζυμα είναι κυρίως καθεψίνες 

και πρωτεάσες (Cheret et al., 2005; Malone et al., 2003; Katsaros et al., 2009). Η 

ενεργοποίηση των ενζύμων αυτών παρατηρήθηκε σε πιέσεις επεξεργασίας 100-200 MPa 

και αποδόθηκε στην μεταβολή της δομής τους σε τέτοια διάταξη που ευνοεί την καταλυτική 

τους δράση. Η ενεργοποίηση των πρωτεολυτικών ενζύμων που παρατηρήθηκε στο 

αιώρημα S. cerevisiae ωστόσο, επί του παρόντος δεν είναι δυνατό να αποδοθεί σε κάποιον 

συγκεκριμένο μηχανισμό. Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, ο S. cerevisiae εκτός από τις 

κενοτοπικές πρωτεάσες που περιλαμβάνει, διαθέτει στο κυτταρόπλασμα παρεμποδιστές 

πρωτεΐνικής φύσης οι οποίοι έρχονται σε επαφή με τα αντίστοιχα ένζυμα όταν το κύτταρο 

διαρρηγνύεται. Ως εκ τούτου, η αύξηση της πρωτεολυτικής ενεργότητας κατά την 

επεξεργασία με ΥΠ μπορεί να οφείλεται είτε στην επίδραση της πίεσης στην ίδια τη δομή 

των ενζύμων, είτε στην μετουσίωση των παρεμποδιστών ή την διάσπαση του συμπλόκου 

ενζύμου-παρεμποδιστή. Σημειώνεται ότι η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε κυτταρικό 

εκχύλισμα ελεύθερο κυττάρων, ώστε να αποκλεισθεί η πιθανότητα επίδρασης φαινομένων 

μεταφοράς από τα κύτταρα. Η επίδραση της ΥΠ στην μετουσίωση ενζυμικών 

παρεμποδιστών περιγράφηκε από τους Manassero et al. (2016) και τους Van der Ven et 
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al. (2005). Οι ερευνητές μελέτησαν την απενεργοποίηση των παρεμποδιστών της τρυψίνης 

σε γάλα σόγιας σε πίεση 600 MPa. Οι παρεμποδιστές αυτοί λειτουργούν ως αντιθρεπτικοί 

παράγοντες, παρεμποδίζοντας το πεπτικό ένζυμο τρυψίνη (μία σερινική πρωτεάση) 

καθιστώντας το γάλα σόγιας δύσπεπτο. 

4.3.3 Επίδραση της ΥΠ στην πρωτεολυτική ενεργότητα σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες αυτόλυσης 

4.3.3.1 Επίδραση της ΥΠ και της θερμοκρασίας αυτόλυσης στην ενεργότητα των 

πρωτεασών Α και Β 

Η ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β σε συνάρτηση με τον χρόνο αυτόλυσης σε 

θερμοκρασίες αυτόλυσης 32°C, 42°C και 52°C για τις πιέσεις (200, 400, 600 MPa)  και τους 

χρόνους πίεσης που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στα παρακάτω σχήματα (Σχήμα 4.36 

και Σχήμα 4.37). Οι δύο πρωτεάσες εμφάνισαν διαφορετική χρονική συμπεριφορά ως προς 

την ενεργοποίηση και απενεργοποίησή τους, τόσο σε σχέση με τη θερμοκρασία 

αυτόλυσης, όσο και με την επεξεργασία με ΥΠ. Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα που 

αφορούν την ολική πρωτεολυτική ενεργότητα, παρατηρήθηκε πως στον χρόνο 0 της 

αυτόλυσης (αμέσως μετά την επεξεργασία) η ενεργότητα της πρωτεάσης Α μειώνεται με 

αύξηση της πίεσης και του χρόνου επεξεγρασίας, ενώ η ενεργότητα της πρωτεάσης Β 

αυξάνεται για πιέσεις 200 και 400 MPa ενώ μειώνεται για πίεση 600 ΜPa. Η συμπεριφορά 

αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα ότι σε χρόνο 0 της αυτόλυσης, η ολική πρωτεολυτική 

ενεργότητα οφείλεται κυρίως στην πρωτεάση Β για τα επεξεργασμένα με ΥΠ δείγματα. Η 

χρονική εξέλιξη της ενεργότητας της πρωτεάσης Α στους 32°C και 42°C ήταν παραπλήσια. 

Η ενεργότητα του ενζύμου μειώνεται κατά τις πρώτες 6 ώρες της αυτόλυσης (κατά 28% για 

το ανεπεγέργαστο δείγμα στους 32°C και κατά 50% στους 42°C), σχηματίζοντας τοπικό 

ελάχιστο στο διάγραμμα, ενώ μετά τις 6 ώρες, αυξάνεται ξανά μέχρι που φθάνει μία μέγιστη 

τιμή. Η μέγιστη ενεργότητα πρωτεάσης Α μετά τις 16 ώρες αυτόλυσης ήταν παραπλήσια 

για τις δύο θερμοκρασίες. Η επίδραση της επεξεργασίας με ΥΠ επηρέασε σημαντικά την 

ενεργότητα του ενζύμου κατά τις πρώτες ώρες της αυτόλυσης. Αύξηση της πίεσης και του 

χρόνου πίεσης για πιέσεις 200 και 400 MPa οδήγησε σε σταδιακή μείωση της ενεργότητας 

της πρωτεάσης Α στις 6 ώρες αυτόλυσης στους 32°C και τους 42°C. Επεξεργασία στα 400 

MPa για 10 min οδήγησε σε πλήρη απώλεια της ενεργότητας για αυτόλυση στους 32°C.  

Αύξηση της θερμοκρασίας αυτόλυσης από τους 32°C στους 42°C μετατοπίζει το τοπικό 

ελάχιστο της ενεργότητας του ενζύμου στις 4 h. Μετά το τοπικό ελάχιστο, η ενεργότητα του 

ενζύμου ανακάμπτει, ξεπερνώντας την ενεργότητα του ανεπεξέργαστου δείγματος μετά τις 

6 h αυτόλυσης έως και κατά 50% (400 MPa, 2.5 min, 6 h). Αντίθετα στους 32°C η 

ενεργότητα του ενζύμου παραμένει έως και 25% χαμηλότερη σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα μέχρι και μετά τις 16 h αυτόλυσης. Επεξεργασία στα 600 MPa 
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οδήγησε σε μείωση της αρχικής ενεργότητας του ενζύμου έως και 4 φορές σε σχέση με το 

ανεπεξέργαστο δείγμα. Η ενεργότητα του ενζύμου παραμένει χαμηλή (μόλις 1-4 U/mL) για 

χρόνο αυτόλυσης μεγαλύτερο από 4 h και θερμοκρασίες 32°C και 42°C. 

Για αυτόλυση στους 52°C, η ενεργότητα της πρωτεάσης Α μειώνεται κατά τις πρώτες ώρες 

της αυτόλυσης και ανακάμπτει έως τις 6 h αυτόλυσης κατά 50% της αρχικής ενεργότητας. 

Στις 6-8 h αυτόλυσης στους 52°C η ενεργότητα της πρωτεάσης Α εμφανίζει τοπικό μέγιστο 

στα 10 U/mL για το ανεπεξέργαστο δείγμα, τιμή η οποία φθίνει μέχρι τις 18 h. Από εκεί και 

έπειτα το ένζυμο απενεργοποιείται πλήρως. Η επίδραση της ΥΠ στην πρωτεάση Α για 

αυτόλυση στους 52°C οδήγησε σε αύξηση της ενεργότητάς της, αυξάνοντας την 

ενεργότητα στο τοπικό μέγιστο έως και 32%. Μάλιστα, επεξεργασία στα 200 MPa για 10 

και 30 min και επεξεργασία στα 400 MPa για 10 min φαίνεται να μετατοπίζουν το τοπικό 

μέγιστο της ενεργότητας κατά 4 h, συνεισφέροντας έτσι στην ταχύτερη ενεργοποίησή του 

κατά την αυτόλυση. 
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Σχήμα 4.36: Εξάρτηση της ενεργότητας πρωτεάσης Α από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε πίεση 

επεξεργασίας, χρόνο επεξεργασίας και θερμοκρασία αυτόλυσης που μελετήθηκε. α) 200 MPa, 32°C 

β) 400 MPa, 32°C γ) 600 MPa, 32°C δ) 200 MPa, 42°C ε) 400 MPa, 42°C στ) 600 MPa, 42°C ζ) 

200 MPa, 52°C η) 400 MPa, 52°C θ) 600 MPa, 52°C. 

Η εξέλιξη της ενεργότητας της πρωτεάσης Β κατά την αυτόλυση διέφερε σημαντικά από 

αυτήν της πρωτεάσης Α. Για τα δείγματα που δεν υπέστησαν επεξεργασία με ΥΠ για 

αυτόλυση στους 32°C, η ενεργότητα της πρωτεάσης Β αυξάνεται μονοτονικά με τον χρόνο 

αυτόλυσης φθάνοντας τη μέγιστη τιμή της στις 24 h (17.5 U/mL). Στους 42°C η ενεργότητα 

εμφανίζει τοπικό μέγιστο στις 8 h αυτόλυσης (15.0 U/mL) και μειώνεται μέχρι τα 10 U/mL 

για χρόνο μεγαλύτερο από 16 h. Στους 52°C η πρωτεάση Β ενεργοποιείται μέχρι τις 6-8 h 

αυτόλυσης όπου εμφανίζει τοπικό μέγιστο (7.5 U/mL). Μέχρι τις 16 h, το ένζυμο 

απενεργοποιείται πλήρως. Η επίδραση της ΥΠ στην πρωτεάση Β επίσης διαφέρει από 

αυτήν της πρωτεάσης Α. Με εξαίρεση την αυτόλυση στους 32°C, για πιέσεις 200 και 400 

MPa, αύξηση του χρόνου επεξεργασίας οδήγησε σε ταχύτερη ενεργοποίηση του ενζύμου 
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κατά 2 h (5 U/mL στις 4 h στους 42°C για το ανεπεξέργαστο δείγμα, 11.2 U/mL στις 4 h για 

επεξεργασία στα 400 MPa, 10 min). Για πίεση επεξεργασίας 600 MPa και χρόνους 

επεξεργασίας 2.5 και 10 min, η πρωτεάση Β έχει απενεργοποιηθεί πλήρως. Για χρόνο 

επεξεργασίας 0 h ωστόσο, το ένζυμο δεν απενεργοποιείται πλήρως, εντούτοις η 

ενεργότητά του παραμένει σημαντικά χαμηλότερη σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα 

στους 32°C, ενώ στους 42°C είναι κατά περίπου 50% χαμηλότερη από το ανεπεξέργαστο 

δείγμα στις 6 h αυτόλυσης. Μετά τις 16 h ωστόσο η ενεργότητα φθάνει σε επίπεδα 

παραπλήσια με του ανεπεξέργαστου δείγματος. Στους 52°C, η πρωτεάση Β ενεργοποιείται 

με αύξηση της πίεσης και του χρόνου επεξεργασίας για πιέσεις 200 και 400 MPa, ενώ 

απενεργοποιείται στα 600 MPa. Για πίεση επεξεργασίας 200 MPa και χρόνο επεξεργασίας 

10 και 30 min, η ενεργότητα εμφανίζει τοπικό μέγιστο 4 ώρες νωρίτερα από το 

ανεπεξέργαστο δείγμα και με 37% αυξημένη ενεργότητα. Αντίστοιχα, για πίεση 400 MPa, 

αύξηση του χρόνου πίεσης οδήγησε σε μετατόπιση της μέγιστης ενεργότητας κατά 2 έως 

4 ώρες με τη μέγιστη τιμή να είναι αντίστοιχη με αυτήν στα 200 MPa. Στα 600 MPa η 

ενεργότητα παραμένει σχεδόν σταθερή σε τιμές που κυμαίνονται μεταξύ 0.7 και 1.4 U/mL, 

καθ’ όλη τη διάρκεια της αυτόλυσης. Η μέγιστη πρωτεολυτική ενεργότητα της πρωτεάσης 

Α για ανεπεξέργαστο αιώρημα λαμβάνεται μετά από αυτόλυση στους 32°C για χρόνο 

αυτόλυσης 16 h και άνω, ενώ η μέγιστη ενεργότητα της πρωτεάσης Β λαμβάνεται μετά από 

24 h στην ίδια θερμοκρασία. Η αυτόλυση στους 42°C οδηγεί στην μετατόπιση της μέγιστης 

ενεργότητας της πρωτεάσης Β στις 8 h αυτόλυσης. 
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Σχήμα 4.37: Εξάρτηση της ενεργότητας πρωτεάσης Β από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε πίεση 

επεξεργασίας, χρόνο επεξεργασίας και θερμοκρασία αυτόλυσης που μελετήθηκε. α) 200 MPa, 32°C 

β) 400 MPa, 32°C γ) 600 MPa, 32°C δ) 200 MPa, 42°C ε) 400 MPa, 42°C στ) 600 MPa, 42°C ζ) 

200 MPa, 52°C η) 400 MPa, 52°C θ) 600 MPa, 52°C. 

Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο τα ένζυμα ενεργοποιούνται και απενεργοποιούνται 

κατά την αυτόλυση είναι δύσκολο να εκτιμηθεί. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η 

αλληλεξάρτηση της ενεργότητας των δύο ενζύμων κατά την αυτόλυση είναι περίπλοκη. 

Έχει παρατηρηθεί ότι για αυτόλυση διαρρηγμένων κυττάρων στους 50°C και pH=5.5, η 

πρωτεάση Β συμμετέχει στην αρχική υδρόλυση του παρεμποδιστή της πρωτεάσης Α η 

οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί την υπολειπόμενη πρωτεάση Β (Behalova & Beran, 

1979; Holzer & Saheki, 1976). Στους 50°C η αυτόλυση προχωρά με την επίδραση των 

πρωτεασών Α και Β οι οποίες τελικά υδρολύονται μετά από 8-16 h οδηγώντας στον 

τερματισμό της αυτόλυσης. Οι Behalova & Beran (1979) μάλιστα παρατήρησαν ότι  η 

ενεργότητα των πρωτεασών εμφανίζει μέγιστο στις 6-8 h αυτόλυσης. Οι παρατηρήσεις 
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αυτές επιβεβαιώθηκαν και από τα αποτελέσματα που συζητήθηκαν παραπάνω για την 

ενεργότητα των ενζύμων  στους 52°C. Οι ερευνητές επίσης αποδίδουν την αυτόλυση στους 

50°C κυρίως στην πρωτεάση Β, με την πρωτεάση Α να παίζει δευτερεύοντα ρόλο.  

4.3.3.2 Επίδραση της ενεργότητας πρωτεασών Α και Β στον χρόνο πήξης του 

γάλακτος 

Με βάση τη μελέτη που πραγματοποιήθηκε παραπάνω, μελετήθηκε η ικανότητα πήξης του 

γάλακτος των ανεπεξέργαστων και επεξεργασμένων ενζυμικών εκχυλισμάτων για δείγματα 

επεξεργασμένα σε επιλεγμένες συνθήκες. Οι συνθήκες  επεξεργασίας επιλέχθηκαν έτσι 

ώστε, με βάση τα ληφθέντα αποτελέσματα, τα εκχυλίσματα να εμφανίζουν διαφορετικές 

τιμές ενεργότητας πρωτεάσης Α και Β. Υπό αυτή την έννοια, ο συνδυασμός επεξεργασίας 

ΥΠ και αυτόλυσης χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο της ενζυμικής ενεργότητας των 

πρωτεασών. Η εξάρτηση του χρόνου πήξης από την ενζυμική ενεργότητα βρέθηκε ότι 

εξαρτάται έντονα από την ενεργότητα της πρωτεάσης Α και της πρωτεάσης Β 

Για την εύρεση της κατάλληλης θερμοκρασίας πήξης του γάλακτος, επιλέχθηκε το 

ανεπεξέργαστο εκχύλισμα που προέκυψε από αυτόλυση στους 32°C για 24 h. Το δείγμα 

αυτό εμφανίζει υψηλή ενεργότητα και των δύο πρωτεασών (Α=22.85 U/mL, B=15.67 

U/mL). Στη συνέχεια μελετήθηκε η ικανότητα πήξης του γάλακτος του συγκεκριμένου 

εκχυλίσματος σε θερμοκρασίες 45-70°C. Παρόλο που η αύξηση της θερμοκρασίας 

οδήγησε σε σημαντική μείωση του χρόνου πήξης (Σχήμα 4.38β), διαπιστώθηκε ότι επώαση 

του ενζυμικού εκχυλίσματος σε θερμοκρασίες άνω των 50°C οδήγησε σε απώλεια της 

πηκτικής ικανότητας με αύξηση της θερμοκρασίας, εξαιτίας της θερμικής απενεργοποίησης 

των ενζύμων. Ως εκ τούτου, ο χρόνος πήξης των ενζυμικών εκχυλισμάτων του S. 

cerevisiae μελετήθηκε σε θερμοκρασία πήξης 50°C, ώστε να εξασφαλιστεί ότι μέχρι και τα 

60 min δεν θα παρατηρηθεί απώλεια ενζυμικής ενεργότητας. 
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(α) (β) 

 
 

Σχήμα 4.38: α) Εξάρτηση του χρόνου πήξης από την συγκέντρωση πυτιάς για θερμοκρασίες πήξης 

35°C-60°C β) εξάρτηση του χρόνου πήξης ενζυμικού εκχυλίσματος από την θερμο κρασία πήξης 

Η μαθηματική περιγραφή της εξάρτησης του χρόνου πήξης γάλακτος από την ενεργότητα 

των πρωτεασών Α και Β πραγματοποιήθηκε μέσω της παρακάτω εξίσωσης: 

𝑡𝑐 = 𝑡0 ∙ 𝑒−𝑘𝛢∙𝛢−𝑘𝐵∙𝐵 + 𝑡𝑒 4.11 

όπου 𝑡𝑐 ο χρόνος πήξης του γάλακτος σε min, 𝑡0 ο προεκθετικός παράγοντας του χρόνου 

πήξης, 𝑡𝑒 ο ασυμπτωτικός χρόνος πήξης για υψηλές τιμές ενζυμικής ενεργότητας, Α και Β 

η ενεργότητα των πρωτεάσων Α και Β, αντίστοιχα (εκφρασμένη σε U/mL εκχυλίσματος) και 

𝑘𝐴 και 𝑘𝐵 σταθερές  που εκφράζουν την επίδραση της ενεργότητας πρωτεάσης Α και Β 

αντίστοιχα, στη μείωση του χρόνου πήξης. Στο Σχήμα 4.39 παρουσιάζεται ο χρόνος πήξης 

σε συνάρτηση με την ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β. Στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 4.11) παρουσιάζονται οι τιμές των παραμέτρων της εξίσωσης 4.11, όπως 

προέκυψαν από τη μη γραμμική παλινδρόμηση των πειραματικών δεδομένων της 

εξάρτησης του χρόνου πήξης από την ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β. Παρατηρήθηκε 

ότι τόσο αύξηση της ενεργότητας της πρωτεάσης Α όσο και της πρωτεάσης Β οδήγησε σε 

σημαντική μείωση του χρόνου πήξης. Η επίδραση της ενεργότητας των πρωτεασών 

αντικατοπτρίζεται στις τιμές των παραμέτρων 𝑘𝐴 και 𝑘𝐵. παρατηρήθηκε ότι η συνεισφορά 

της πρωτεάσης Α στον χρόνο πήξης ήταν σημαντικότερη από αυτήν της πρωεάσης Β. 

Φαίνεται πως οι δύο πρωτεάσες δρουν συνεργιστικά στην πήξη του γάλακτος.  
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Πίνακας 4.11: Τιμές των παραμέτρων της εξίσωσης 4.11 όπως προέκυψαν από τη μη γραμμική 

παλινδρόμηση των πειραματικών δεδομένων της εξάρτησης του χρόνου πήξης από την ενεργότητα 

των πρωτεασών Α και Β. 

Παράμετρος τιμή τυπικό σφάλμα (SE) 

𝑡0 (𝑠) 3385.4 110.9 

𝑡𝑒 (𝑠) 83.8 26.9 

𝑘𝐴  (
𝑚𝑙

𝑈
) 0.124 0.007 

𝑘𝐵  (
𝑚𝐿

𝑈
) 0.033 0.003 

𝑅2 = 0.977 

 

 

Σχήμα 4.39: Εξάρτηση του χρόνου πήξης γάλακτος (50°C, 20 mM CaCl2) ενζυμικών εκχυλισμάτων 

από την ενεργότητα των πρωτεασών Α και Β. Η συνεχής επιφάνεια αντιστοιχεί στην προσαρμογή 

της εξίσωσης 4.11 στα πειραματικά δεδομένα. 

Η αναφορά της ικανότητας πήξης του γάλακτος των πρωτεασών Α και Β έχει αναφερθεί 

στη βιβλιογραφία (Lenney et al., 1956; Lenney et al., 1969), ωστόσο δεν έχει μελετηθεί η 

εφαρμογή τους για την παραγωγή τυροπηγμάτων. Τα αποτελέσματα που ελήφθησαν από 

τα πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι η ικανότητα ακατέργαστων ενζυμικών εκχυλισμάτων 

από τον S. cerevisiae μπορούν να οδηγήσουν στην αποτελεσματική πήξη του γάλακτος, 
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γεγονός που καταδεικνύει την δυναμική τους ως πιθανά καινοτόμα ένζυμα για εφαρμογή 

στην τυροκομία. Η αναζήτηση εναλλακτικών ενζύμων για την πήξη του γάλακτος 

συνεχίζεται ενεργά με στόχο την αντικατάσταση της ζωικής πυτιάς. Πολλές φυτικές και 

μικροβιακές πρωτεάσες έχουν μελετηθεί για τον σκοπό αυτό.  

 Επίσης, η επεξεργασία των αιωρημάτων με ΥΠ προσφέρεται ως ένα εργαλείο για την 

ενεργοποίηση αλλά και την απενεργοποίηση των ενζύμων του εκχυλίσματος. Όπως 

περιγράφηκε νωρίτερα, πιέσεις επεξεργασίας 600 MPa απενεργοποιούν τα δύο ένζυμα σε 

χρόνους επεξεργασίας μεγαλύτερους από 2.5 min. Ως εκ τούτου, η εφαρμογή της ΥΠ 

μπορεί να εφαρμοσθεί για την παύση της πρωτεόλυσης στα τελικά πήγματα με στόχο να 

αποφευχθεί η περαιτέρω πρωτεόλυση και άρα η κατάρρευση του πήγματος. Καθώς οι 

πρωτεάσες του εκχυλίσματος φάνηκε ότι είναι ιδιαίτερα θερμοάντοχες, η εφαρμογή της ΥΠ 

ενδείκνυται για την εφαρμογή αυτή. Παρόμοια στρατηγική έχει χρησιμοποιηθεί για την 

απενεργοποίηση φυτικών πρωτεασών σε τυροκομικά προϊόντα (Katsaros et al., 2010a). Η 

ενεργότητα των πρωτεασών σε διαφορετικές θερμοκρασίες αυτόλυσης και συνθήκες 

επεξεργασίας ΥΠ θα μπορούσαν να οδηγήσουν στον συνδυασμό εφαρμογής εκχυλίσματος 

μαγιάς ως πηκτικό παράγοντα, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα παραγωγής προϊόντων με 

ιδιαίτερα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά. Ωστόσο, παράμετροι όπως η οργανοληπτική 

ποιότητα και τα ακριβή ποιοτικά χαρακτηριστικά των παραγόμενων πηγμάτων χρήζουν 

περαιτέρω μελέτης. 

4.3.4 Επίδραση της ΥΠ στην αυτόλυση αιωρημάτων μαγιάς 

4.3.4.1 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας 

Η επιλογή των συνθηκών επεξεργασίας ΥΠ για την μελέτη της αυτόλυσης των κυτταρικών 

αιωρημάτων βασίστηκε στη μελέτη τόσο της επίδρασης της ΥΠ στον δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης, όσο και στη μελέτη της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας. Στόχος ήταν η 

επιλογή συνθηκών επεξεργασίας τέτοιων ώστε να συνδυάζεται εύρος τιμών δείκτη 

κυτταρικής διάρρηξης και πρωτεολυτικής ενεργότητας. Οι συνθήκες που επιλέχθηκαν 

παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.12). 
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Πίνακας 4.12: Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας ΥΠ κυτταρικών αιωρημάτων για τη μελέτη της 

επίδρασης της διεργασίας στην αυτόλυση των κυττάρων. 𝑡𝑝: χρόνος πίεσης, Ζ: δείκτης κυτταρικής 

διάρρηξης και 
𝛢

𝛢𝑐 
: λόγος της ενζυμικής ενεργότητας προς την ενζυμική ενεργότητα του 

ανεπεξέργαστου δείγματος. 

200 MPa 400 MPa 600 MPa 

𝐭𝐩 Ζ 
𝑨

𝑨𝒄
 𝐭𝐩 Z 

𝑨

𝑨𝒄
 𝐭𝐩 Z 

𝑨

𝑨𝒄
 

0 0 1.06 0 0.06 1.06 0 0.50 1.04 

10 0.02 1.18 10 0.10 1.57 2.5 0.74 0.65 

20 0.03 1.43 16 0.21 1.61 7 0.87 0.17 

40 0.07 1.65 26 0.49 1.65 15 0.86 0.02 

60 0.09 1.62 40 0.67 1.70 30 0.96 0.03 

 

4.3.4.2 Μαθηματική περιγραφή της αυτόλυσης 

Η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου, πρωτεϊνών καθώς και του δείκτη 

αμαύρωσης και της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο πίεσης περιγράφηκε 

μαθηματικά με χρήση της εξίσωσης 4.5, όπως και για την επεξεργασία με ΠΗΠ και ΟΥΠ. 

4.3.4.3 Επίδραση της ΥΠ στην απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

Στο Σχήμα 4.40 παρουσιάζεται η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από 

τον χρόνο αυτόλυσης για τις πιέσεις και τους χρόνους επεξεργασίας που μελετήθηκαν. 

Αύξηση της πίεσης και του χρόνου επεξεργασίας οδήγησε σε επιτάχυνση της 

απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου κατά την αυτόλυση για πιέσεις 200 και 400 MPa. 

Ωστόσο, σε πίεση 600 MPa, αύξηση του χρόνου επεξεργασίας οδηγεί σε σταδιακή απώλεια 

της αυτολυτικής ικανότητας, μειώνοντας σημαντικά την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

με αύξηση του χρόνου επεξεργασίας. Παρόλο που επεξεργασία σε πίεση 600 MPa οδηγεί 

σε σημαντική αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, όπως συζητήθηκε παραπάνω, η 

μείωση της ολικής πρωτεολυτικής ενεργότητας στην πίεση αυτή οδηγεί σε παρεμπόδιση 

της αυτόλυσης. Η παρεμπόδιση γίνεται αντιληπτή από το Σχήμα 4.40γ όπου σταδιακή 

αύξηση του χρόνου πίεσης οδηγεί στη μείωση της τελικής συγκέντρωσης α-αμινικού 

αζώτου στο τέλος της αυτόλυσης. Η παρατήρηση αυτή υπογραμμίζει τον κυρίαρχο ρόλο 

που παίζει η ενδογενής πρωτεολυτική ενεργότητα στη διεργασία της αυτόλυσης.  
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Σχήμα 4.40: Εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις 

επεξεργασίας α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 MPa. 

Η εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης για όλες τις 

συνθήκες επεξεργασίας που μελετήθηκαν περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 

4.5. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η χρήση της εξίσωσης αυτής περιγράφει 

ικανοποιητικά την εξάρτηση της απελευθέρωσης του α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο 

αυτόλυσης, καθώς η απελευθέρωση του α-αμινικού αζώτου εμφανίζει απότομη αύξηση 

στις πρώτες ώρες της αυτόλυσης ενώ σταθεροποιείται για μεγάλους χρόνους αυτόλυσης. 

Η εξίσωση 4.5 μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για την μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην 

αυτόλυση. Καθώς η επεξεργασία με ΥΠ προκαλεί κυτταρική διάρρηξη και επιδρά στις 

κενοτοπικές πρωτεάσες, η επίδρασή της στις παραμέτρους της εξίσωσης αντικατοπτρίζεται 

στην μείωση ή αύξηση της παραμέτρου 𝜏  (επιτάχυνση ή επιβράδυνση της 

απελευθέρωσης, αντίστοιχα) αλλά και στην μεταβολή της παραμέτρου C𝑒  η οποία 

υποδηλώνει την συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου για μεγάλους χρόνους αυτόλυσης. Στην 

περίπτωση της παρεμπόδισης της αυτόλυσης, η παράμετρος 𝐶𝑒 αναμένεται να μειωθεί. Η 

εξάρτηση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε 

ικανοποιητικά από την εξίσωση 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού για 

όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.96). 

Στο Σχήμα 4.41 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την 

απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο επεξεργασίας ΥΠ για κάθε πίεση 

επεξεργασίας που μελετήθηκε. Αύξηση του χρόνου επεξεργασίας οδήγησε σε μείωση του 

χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης σε πιέσεις 200 και 400 MPa. Επεξεργασία στα 

200 MPa για 10 min οδήγησε σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου κατά μόλις 1 h. 

Περαιτέρω αύξηση του χρόνου επεξεργασίας δεν οδήγησε σε σημαντική μείωση του 

χαρακτηριστικού χρόνου. Επεξεργασία στα 400 MPa για 10 min οδήγησε σε μείωση κατά 

4 h ενώ επεξεργασία για 16 min σε μείωση κατά 6 h. Παρόλο που η επεξεργασία στα 200 

MPa οδηγεί σε παρόμοια αύξηση της πρωτεολυτικής ενεργότητας με τα 400 MPa, όπως 
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συζητήθηκε παραπάνω, δεν παρατηρείται αντίστοιχη επιτάχυνση της αυτόλυσης. Αυτό 

αποδίδεται στην αυξημένη τιμή του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης στα 400 MPa, η οποία 

φθάνει έως και την τιμή 0.67 για επεξεργασία 40 min. Αντιθέτως, ο δείκτης κυτταρικής 

διάρρηξης για επεξεργασία στα 200 MPa για 60 min φθάνει μόλις την τιμή 0.09. Σύμφωνα 

με τους Shimada et al. (1993) η επίδραση της πίεσης στον S. cerevisiae οδηγεί σε διάρρηξη 

του κενοτοπίου σε πιέσεις κοντά στα 400 MPa. Η απελευθέρωση λοιπόν των κενοτοπικών 

πρωτεασών πιθανώς δεν ευνοείται στα 200 MPa, και η τιμή του δείκτη κυτταρικής 

διάρρηξης αντιπροσωπεύει την εκροή συστατικών του κυτταροπλάσματος. Σε πίεση 

επεξεργασίας 400 MPa ο συνδυασμός της διάρρηξης του κενοτοπίου με την ενεργοποίηση 

της πρωτεολυτικής ενεργότητας είναι αυτός που συνεισφέρει στην επιτάχυνση της 

αυτόλυσης. Η παρατήρηση αυτή συμφωνεί με τους Behalova et al. (1979) οι οποίοι 

διαπίστωσαν ότι η μηχανική διάρρηξη των κυττάρων επιταχύνει την αυτόλυση καθώς 

φέρνει σε επαφή τις κενοτοπικές πρωτεάσες με τους παρεμποδιστές τους στο 

κυτταρόπλασμα, εκκινώντας νωρίτερα την υδρολυτική ενεργοποίηση των ενζύμων.  

Επεξεργασία στα 600 MPa οδήγησε σε αύξηση του χαρακτηριστικού χρόνου 

απελευθέρωσης έως και 6 h σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Το γεγονός αυτό 

οφείλεται στην απενεργοποίηση των ενδογενών πρωτεασών στην πίεση αυτή, όπως 

συζητήθηκε παραπάνω. Αυτό γίνεται αντιληπτό και από τη μείωση της παραμέτρου 𝐶𝑒 

στην πίεση επεξεργασίας 600 MPa (Σχήμα 4.41γ) η οποία μειώνεται κατά 3 φορές σε σχέση 

με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Η συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου στο τέλος της 

αυτόλυσης για συνθήκες επεξεργασίας 600 MPa για 15 και 30 min πλησιάζει τις αντίστοιχες 

τιμές της παραμέτρου  𝐶0  για τις ίδιες συνθήκες επεξεργασίας. Αυτό οφείλεται στην 

απελευθέρωση των ενδοκυτταρικών αμινοξέων και πεπτιδίων αμέσως μετά την 

επεξεργασία, καθώς ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης στις συνθήκες αυτές λαμβάνει τιμές 

ίσες με 0.86 και 0.96, αντίστοιχα. Από το (Σχήμα 4.41β) φαίνεται ότι αύξηση της πίεσης και 

του χρόνου επεξεργασίας οδηγεί σε σταδιακή απελευθέρωση της αρχικής συγκέντρωσης 

α-αμινικού αζώτου. Αυτό δεν οφείλεται στην επίδραση της πρωτεόλυσης, καθώς η 

αυτόλυση δεν έχει ξεκινήσει, αλλά στην απελευθέρωση ελεύθερων αμινοξέων και 

πεπτιδίων από το κυτταρόπλασμα, καθώς ο δείκτης κυτταρικής διάρρηξης αυξάνεται.  
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Σχήμα 4.41: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την απελευθέρωση α-αμινικού αζώτου 

από τον χρόνο πίεσης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική συγκέντρωση α-

αμινικού αζώτου, 𝐶0  γ) τελική συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου, 𝐶𝑒 . Η διακεκομμένη οριζόντια 

γραμμή αντιστοιχεί στις αντίστοιχες τιμές των παραμέτρων για το αιώρημα που δεν υπέστη 

επεξεργασία με ΥΠ. 

4.3.4.4 Επίδραση της ΥΠ στην απελευθέρωση πρωτεϊνών 

Στο Σχήμα 4.42 παρουσιάζεται η εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών κατά την 

αυτόλυση από τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε πίεση και χρόνο επεξεργασίας που 

μελετήθηκε. Παρατηρήθηκε ότι σε πιέσεις επεξεργασίας 200 και 400 MPa, αύξηση του 

χρόνου επεξεργασίας με ΥΠ οδήγησε σε αύξηση τόσο της τελικής συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών, όσο και σε σημαντική επιτάχυνση της απελευθέρωσής τους. Αντίθετα, για 

πίεση επεξεργασίας 600 MPa, η αύξηση του χρόνου πίεσης οδήγησε σε σταδιακή μείωση 

της τελικής συγκέντρωσης πρωτεϊνών στο εκχύλισμα. Η απελευθέρωση πρωτεϊνών κατά 

την αυτόλυση οφείλεται τόσο στην κυτταρική διάρρηξη και την απελευθέρωση 

ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών όσο και στην διάσπαση θραυσμάτων από το κυτταρικό 

τοίχωμα εξαιτίας της ενδοκυτταρικής πρωτεόλυσης.  
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Σχήμα 4.42: : Εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις 

επεξεργασίας α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 MPa. 

Η εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης για όλες τις 

συνθήκες επεξεργασίας που μελετήθηκαν περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 

4.5. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η χρήση της εξίσωσης αυτής περιγράφει 

ικανοποιητικά την εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης, 

καθώς η απελευθέρωση εμφανίζει απότομη αύξηση στις πρώτες ώρες της αυτόλυσης ενώ 

σταθεροποιείται για μεγάλους χρόνους αυτόλυσης. Η εξίσωση 4.5 μπορεί επίσης να 

χρησιμοποιηθεί για την μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην αυτόλυση. Καθώς η 

επεξεργασία με ΥΠ προκαλεί κυτταρική διάρρηξη και επιδρά στις κενοτοπικές πρωτεάσες, 

η επίδρασή της στις παραμέτρους της εξίσωσης αντικατοπτρίζεται στην μείωση ή αύξηση 

της παραμέτρου 𝜏 (επιτάχυνση ή επιβράδυνση της απελευθέρωσης, αντίστοιχα) αλλά και 

στην μεταβολή της παραμέτρου C𝑒 η οποία υποδηλώνει την συγκέντρωση πρωτεϊνών για 

μεγάλους χρόνους αυτόλυσης. Στην περίπτωση της παρεμπόδισης της αυτόλυσης, η 

παράμετρος 𝐶𝑒 αναμένεται να μειωθεί, καθώς παρεμποδίζεται η ενζυμική υδρόλυση των 

πρωτεϊνών. Η εξάρτηση της απελευθέρωσης πρωτεϊνών από τον χρόνο αυτόλυσης 

περιγράφηκε ικανοποιητικά από την εξίσωση 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή 

προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.96). 

Στο Σχήμα 4.43 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της εξίσωσης της 4.5 για την 

απελευθέρωση πρωτεϊνών από τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση επεξεργασίας που 

μελετήθηκε. Παρατηρήθηκε ότι ο χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης για τις 

πρωτεΐνες μειώνεται για τις τρεις πιέσεις που μελετήθηκαν. Επεξεργασία στα 200 MPa 

οδηγεί σε μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης που εξαρτάται από το 

χρόνο πίεσης. Αντίθετα, για πιέσεις 400 και 600 MPa ο χαρακτηριστικός χρόνος 

απελευθέρωσης μειώνεται κατά 75% με επεξεργασία για 7 min. Η μείωση αυτή υποδηλώνει 
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ακαριαία απελευθέρωση των πρωτεΐνών κατά την επεξεργασία. Ακόμη ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η εξάρτηση των παραμέτρων C0 και Ce από τον χρόνο πίεσης. Σε πιέσεις 200 

και 400 MPa οι παράμετροι αυξάνονται σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα, 

υποδηλώνοντας αύξηση τόσο της συγκέντρωσης πρωτεΐνης μετά την επεξεργασία όσο και 

αύξηση της συγκέντρωσης πρωτεΐνης στο τέλος της αυτόλυσης. Η εξάρτηση της Ce από το 

χρόνο πίεσης δεν βρέθηκε να εξαρτάται από το χρόνο επεξεργασίας στις πιέσεις αυτές. 

Αντίθετα, σε πίεση 600 MPa φαίνεται από την τάση και των δύο παραμέτρων πως η 

απελευθέρωση πρωτεΐνης παρεμποδίζεται, πιθανώς λόγω μετουσίωσης ή καταβύθισής 

τους. Οι πρωτεΐνες απελευθερώνονται σχεδόν ακαριαία, με τον χαρακτηριστικό χρόνο 

απελευθέρωσης να υποδεκαπλασιάζεται για χρόνο επεξεργασίας 7 min.  

 

Σχήμα 4.43: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την απελευθέρωση πρωτεϊνών  από 

τον χρόνο πίεσης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏 , β) αρχική συγκέντρωση 

πρωτεϊνών, 𝐶0 γ) τελική συγκέντρωση πρωτεϊνών, 𝐶𝑒. Η διακεκομμένη οριζόντια γραμμή αντιστοιχεί 

στις αντίστοιχες τιμές των παραμέτρων για το αιώρημα που δεν υπέστη επεξεργασία με ΥΠ.  

4.3.4.5 Επίδραση της ΥΠ στην απόδοση ξηρού βάρους 

Στο Σχήμα 4.44 παρουσιάζεται η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο 

αυτόλυσης για κάθε πίεση και χρόνο επεξεργασίας που μελετήθηκε. Η απόδοση ξηρού 

βάρους εκφράζει το ποσοστό της αρχικής ξηρής μάζας των κυττάρων που διαλυτοποιείται 

στο εκχύλισμα κατά την αυτόλυση. Όπως και για την απελευθέρωση πρωτεϊνών και α-

αμινικού αζώτου, η απόδοση ξηρού βάρους αυξάνεται με τον χρόνο αυτόλυσης καθώς το 

κύτταρο χάνει συστατικά προς το διαλυτό εκχύλισμα. Η πίεση και ο χρόνος επεξεργασίας 

επίσης αυξάνει την απόδοση ξηρού βάρους με αύξηση της έντασης των συνθηκών 

επεξεργασίας για πιέσεις 200 και 400 MPa. Αντίθετα, σε πίεση επεξεργασίας 600 MPa, η 

απόδοση ξηρού βάρους μειώνεται με αύξηση του χρόνου πίεσης, καθώς, παρόλο που ο 

δείκτης κυτταρικής διάρρηξης εμφανίζει υψηλές τιμές ήδη από τον χρόνο επεξεργασίας 0, 

τα ενδογενή πρωτεολυτικά ένζυμα απενεργοποιούνται. Η παρατήρηση αυτή σε συνδυασμό 

με τη μελέτη της επίδρασης της ΥΠ στην απελευθέρωση πρωτεϊνών και α-αμινικού αζώτου 
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οδηγεί στο συμπέρασμα ότι το μεγαλύτερο ποσοστό ξηρού βάρους που απελευθερώνεται 

κατά την αυτόλυση οφείλεται στην πρωτεόλυση. 

 

Σχήμα 4.44 Εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις 

επεξεργασίας α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 MPa. 

Η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον χρόνο αυτόλυσης για όλες τις συνθήκες 

επεξεργασίας που μελετήθηκαν περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 4.5. Όπως 

αναφέρθηκε και παραπάνω, η χρήση της εξίσωσης αυτής περιγράφει ικανοποιητικά την 

εξάρτηση της απελευθέρωσης του α-αμινικού αζώτου από τον χρόνο αυτόλυσης, καθώς η 

απόδοση ξηρού βάρους εμφανίζει απότομη αύξηση στις πρώτες ώρες της αυτόλυσης ενώ 

σταθεροποιείται σε μεγάλους χρόνους. Η εξάρτηση της απόδοσης ξηρού βάρους από τον 

χρόνο αυτόλυσης περιγράφηκε ικανοποιητικά από την εξίσωση 4.5, δίνοντας υψηλές τιμές 

συντελεστή προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.97).Στο Σχήμα 

4.45 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της εξίσωσης 4.5 για την απόδοση ξηρού 

βάρους από τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση επεξεργασίας που μελετήθηκε. 

 

Σχήμα 4.45: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την απόδοση ξηρού βάρους από τον 

χρόνο πίεσης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏 , β) αρχική απόδοση, 𝐶0  γ) τελική 
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απόδοση, 𝐶𝑒. Η διακεκομμένη οριζόντια γραμμή αντιστοιχεί στις αντίστοιχες τι μές των παραμέτρων 

για το αιώρημα που δεν υπέστη επεξεργασία με ΥΠ.  

4.3.4.6 Επίδραση της ΥΠ στο χρώμα του εκχυλίσματος 

Στο Σχήμα 4.46 παρουσιάζεται η εξάρτηση του δείκτη αμαύρωσης του εκχυλίσματος από 

τον χρόνο αυτόλυσης για κάθε πίεση και χρόνο επεξεργασίας που μελετήθηκε. 

Παρατηρήθηκε ότι για πιέσεις επεξεργασίας 200 και 400 MPa, αύξηση του χρόνου πίεσης 

οδήγησε τόσο σε επιτάχυνση της εξέλιξης του δείκτη αμαύρωσης κατά την αυτόλυση αλλά 

και σε επίτευξη υψηλότερης τιμής στο τέλος της αυτόλυσης. Αντιθέτως, στα 600 MPa, 

αύξηση του χρόνου πίεσης οδηγεί σε σταδιακή απενεργοποίηση των ενδογενών 

πρωτεασών με αποτέλεσμα η αυτόλυση να παρεμποδίζεται. Όπως συζητήθηκε 

παραπάνω, η αυτόλυση παρεμποδίζεται ως προς το α-αμινικό άζωτο. Καθώς τα ελεύθερα 

αμινοξέα που παράγονται κατά την αυτόλυση αποτελούν το υπόστρωμα για τις αντιδράσεις 

μη ενζυμικής αμαύρωσης, η μειωμένη παραγωγή τους κατά την αυτόλυση 

αντικατοπτρίζεται έντονα και στον δείκτη αμαύρωσης. 

 

Σχήμα 4.46: Εξάρτηση του δείκτη αμαύρωσης ΒΙ από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις επεξεργασίας 

α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 MPa. 

Στο Σχήμα 4.47 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της εξίσωσης της 4.5  για τον 

δείκτη αμαύρωσης από τον χρόνο πίεσης για κάθε πίεση επεξεργασίας που μελετήθηκε. 
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Σχήμα 4.47: Εξάρτηση των παραμέτρων της εξίσωσης 4.5  για τον δείκτη αμαύρωσης από τον χρόνο 

πίεσης α) χαρακτηριστικός χρόνος απελευθέρωσης, 𝜏, β) αρχική απόδοση, 𝐶0 γ) τελική απόδοση, 

𝐶𝑒. Η διακεκομμένη οριζόντια γραμμή αντιστοιχεί στις αντίστοιχες τιμές των παραμέτρων για το 

αιώρημα που δεν υπέστη επεξεργασία με ΥΠ.  

4.3.4.7 Επίδραση της ΥΠ στην περιεκτικότητα β-γλυκανών του στερεού 

υπολείμματος της αυτόλυσης 

Στο Σχήμα 4.48 παρουσιάζεται η εξάρτηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος 

της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις επεξεργασίας 200, 

400 και 600 MPa για τους χρόνους επεξεργασίας που μελετήθηκαν. Για πιέσεις 

επεξεργασίας 200 και 400 MPa, αύξηση του χρόνου επεξεργασίας οδηγεί σε επιτάχυνση 

του εμπλουτισμού του στερεού σε β-γλυκάνες, ενώ αντίθετα επεξεργασία στα 600 MPa 

παρεμποδίζει τον εμπλουτισμό. Ο εμπλουτισμός του στερεού σε β-γλυκάνες στηρίζεται 

στην επιτάχυνση της απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου και πρωτεϊνών που αποδίδεται 

τόσο στην αύξηση του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης όσο και σε αύξηση της ολικής 

πρωτεολυτικής ενεργότητας. Σε πίεση επεξεργασίας 400 MPa και χρόνο επεξεργασίας 10 

και 16 min, η μέγιστη περιεκτικότητα του στερεού σε β-γλυκάνες μετά από 24 h αυτόλυσης 

αυξάνεται σε 27.3% σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα που εμφανίζει περιεκτικότητα 

21.1%. Η μέγιστη περιεκτικότητα στις συνθήκες επεξεργασίας αυτές επιτυγχάνεται μόλις 

μετά από 6 h αυτόλυσης, ενώ για το ανεπεξέργαστο δείγμα απαιτούνται πάνω από 24 h. 

Ακόμη, για τις συνθήκες επεξεργασίας αυτές, η τελική περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες 

αντίστοιχη με αυτήν για το ανεπεξέργαστο δείγμα στις 24 h επιτυγχάνεται σε μόλις 2 h 

αυτόλυσης. Αυξημένη περιεκτικότητα του στερεού σε β-γλυκάνες εμφανίζει και η 

επεξεργασία στα 200 MPa, για τους χρόνους επεξεργασίας που μελετήθηκαν (0, 10 και 20 

min). Ωστόσο η τελική περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες δεν εξαρτάται από τον χρόνο πίεσης. 
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Σχήμα 4.48: Εξάρτηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε β -γλυκάνες 

από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις επεξεργασίας α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 MPa. 

Η εξάρτηση της περιεκτικότητας β-γλυκανών του στερεού υπολείμματος από τον χρόνο 

αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης 4.5. Όπως και για τα 

χαρακτηριστικά του εκχυλίσματος, έτσι και για την περιεκτικότητα β-γλυκανών, η χρονική 

εξάρτηση εμφανίζει αύξουσα τάση και οι παράμετροι της εξίσωσης αντιστοιχούν στην 

αρχική περιεκτικότητα (παράμετρος 𝐶0), την τελική περιεκτικότητα (παράμετρος 𝐶𝑒 ) και 

στον ρυθμό αύξησης της περιεκτικότητας (μέσω της παραμέτρου 𝜏). Καθώς η πίεση και ο 

χρόνος επεξεργασίας επηρέασαν τόσο τον ρυθμό αύξησης της περιεκτικότητας αλλά και 

την τελική περιεκτικότητα του στερεού σε β-γλυκάνες, η χρήση της συγκεκριμένης εξίσωσης 

κρίθηκε κατάλληλη. Η προσαρμογή της στα πειραματικά δεδομένα ήταν ικανοποιητική, 

δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν 

(R2>0.96). 

Οι παρατηρήσεις που συζητήθηκαν παραπάνω αποτυπώνονται στην εξάρτηση των 

παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 από τις συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ για την περιεκτικότητα 

του στερεού σε β-γλυκάνες (Σχήμα 4.49). Η επεξεργασία με ΥΠ οδήγησε σε σημαντική 

μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης για επεξεργασία με ΥΠ στα 400 MPa 

για 10 και 16 min, κατά 65% σε σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα. Ενώ η αρχική 

περιεκτικότητα σε β-γλυκάνες δεν επηρεάστηκε σημαντικά από την επεξεργασία, η τελική 

περιεκτικότητα για επεξεργασία σε πιέσεις 200 και 400 MPa αυξήθηκε έως και 33% σε 

σχέση με το ανεπεξέργαστο δείγμα, ανεξάρτητα από τον χρόνο επεξεργασίας. Αντιθέτως, 

επεξεργασία στα 600 MPa οδήγησε σε μείωση της τελικής περιεκτικότητας, εξαιτίας της 

απώλειας της ενζυμικής ενεργότητας με αύξηση του χρόνου πίεσης. Παρόλο που η 

επεξεργασία στα 600 MPa αυξάνει σημαντικά τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης, η απώλεια 

της πρωτεολυτικής ενεργότητας παρεμποδίζει την απελευθέρωση πρωτεϊνών από το 
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στερεό υπόλειμμα και κατά αυτόν τον τρόπο παρεμποδίζει και τον εμπλουτισμό του σε β-

γλυκάνες. 

(α) (β) (γ) 

   

Σχήμα 4.49: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την περιεκτικότητα του στερεού 

υπολείμματος σε β-γλυκάνες από τις συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ α) χαρακτηριστικός χρόνος, 𝜏, β) 

αρχική περιεκτικότητα, 𝐶0 γ) τελική περιεκτικότητα, 𝐶𝑒.  

4.3.4.8 Επίδραση της ΥΠ στην περιεκτικότητα πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος 

της αυτόλυσης 

Στο Σχήμα 4.48Σχήμα 4.50 παρουσιάζεται η εξάρτηση περιεκτικότητας του στερεού 

υπολείμματος της αυτόλυσης σε αδιάλυτες πρωτεΐνες από τον χρόνο αυτόλυσης για 

πιέσεις επεξεργασίας 200, 400 και 600 MPa για τους χρόνους επεξεργασίας που 

μελετήθηκαν. Για πίεση επεξεργασίας 400 MPa και χρόνους επεξεργασίας 10 και 16 min 

παρατηρήθηκε σημαντική επιτάχυνση της απώλειας πρωτεϊνών από το στερεό υπόλειμμα, 

με την ελάχιστη περιεκτικότητα σε πρωτεΐενς να εμφανίζεται μετά από 6 h αυτόλυσης 

(14.6% σε σχέση με 38.2% για το ανεπεξέργαστο δείγμα στον ίδιο χρόνο αυτόλυσης). Η 

επεξεργασία τα 200 MPa αλλά και η επεξεργασία στα 400 MPa για χρόνο επεξεργασίας 0 

min δεν επιτάχυναν σημαντικά την απώλεια πρωτεϊνών. Επεξεργασία στα 600 MPa, 

οδήγησε σε αύξηση της τελικής περιεκτικότητας πρωτεΐνών σε όλους τους χρόνους 

επεξεργασίας σε τιμές που αυξάνονται με την αύξηση του χρόνου επεξεργασίας. Εντούτοις, 

σε χρόνο επεξεργασίας 0 min, παρατηρήθηκε επιτάχυνση της απώλειας πρωτεϊνών από 

το στερεό. Παρόλο που η επεξεργασία στα 600 MPa οδηγεί σε σταδιακή απώλεια της 

πρωτεολυτικής ενεργότητας, εντούτοις αυξάνει σημαντικά τον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. 

Όπως συζητήθηκε στην ενότητα 4.3.3.1, παρόλο που η επεξεργασία στα 600 MPa οδηγεί 

σε απενεργοποίηση των πρωτεασών Α και Β αμέσως μετά την επεξεργασία με ΥΠ, η 

ενεργότητα των ενζύμων σε θερμοκρασία αυτόλυσης 52°C  για χρόνο επεξεργασίας 0 min 

φαίνεται να ανακάμπτει στις 6 h αυτολυσης. Ο συνδυασμός της υπολειπόμενης 

πρωτεολυτικής ενεργότητας και της κυτταρικής διάρρηξης στις συνθήκες αυτές φαίνεται 

πως είναι αρκετός στο να επιδράσει στην απώλεια πρωτεϊνών από το στερεό υπόλειμμα. 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

229 
 

 

Σχήμα 4.50: Εξάρτηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης σε αδιάλυτες 

πρωτεΐνες από τον χρόνο αυτόλυσης για πιέσεις επεξεργασίας α) 200 MPa, β) 400 MPa, γ) 600 

MPa. 

Η εξάρτηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος σε πρωτεΐνες από τον χρόνο 

αυτόλυσης περιγράφηκε μαθηματικά μέσω της εξίσωσης  4.5. Σε αντίθεση με τα υπόλοιπα 

χαρακτηριστικά που εμφανίζουν αύξουσα τάση με τον χρόνο αυτόλυσης, η περιεκτικότητα 

σε πρωτεΐνες μειώνεται με την πάροδο της αυτόλυσης. Ωστόσο, όπως παρατηρήθηκε από 

τα πειραματικά δεδομένα, η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες μειώνεται έντονα κατά τις πρώτες 

ώρες της αυτόλυσης και επιτυγχάνει μία ελάχιστη, σταθερή τιμή για μεγάλους χρόνους 

αυτόλυσης. Παρόλα αυτά, η εξίσωση 4.5 μπορεί να προσαρμοστεί στα πειραματικά 

δεδομένα, με την μόνη διαφορά ότι η παράμετρος 𝐶𝑒 , που αντιστοιχεί στην τελική 

περιεκτικότητα πρωτεϊνών, εμφανίζει χαμηλότερη τιμή σε σχέση με την παράμετρο C0 που 

αντιστοιχεί στην αρχική περιεκτικότητα πρωτεϊνών του κυττάρου. Η προσαρμογή της στα 

πειραματικά δεδομένα ήταν ικανοποιητική, δίνοντας υψηλές τιμές συντελεστή 

προσδιορισμού για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν (R2>0.97). 

Στο Σχήμα 4.51 παρουσιάζεται η εξάρτηση των παραμέτρων της 4.5 για την περιεκτικότητα 

πρωτεϊνών του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης από τις συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ 

που μελετήθηκαν. Οι παρατηρήσεις που έγιναν παραπάνω αποτυπώνονται έντονα στην 

εξάρτηση αυτή. Η σημαντική μείωση του χαρακτηριστικού χρόνου απελευθέρωσης σε 

επεξεργασία 400 MPa για χρόνο επεξεργασίας 10 και 16 min. 
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(α) (β) (γ) 

 
  

Σχήμα 4.51: Εξάρτηση των παραμέτρων της Εξίσωσης 4.5 για την περιεκτικότητα του στερεού 

υπολείμματος σε αδιάλυτες πρωτεΐνες από  τις συνθήκες επεξεργασίας ΥΠ α) χαρακτηριστικός 

χρόνος, 𝜏, β) αρχική περιεκτικότητα, 𝐶0 γ) τελική περιεκτικότητα, 𝐶𝑒. 

4.3.4.9 Επιλογή συνθηκών επεξεργασίας και αξιολόγηση της επιτάχυνσης της 

αυτόλυσης 

Για την συνολική αξιολόγηση της επίδρασης των συνθηκών επεξεργασίας στην επιτάχυνση 

της αυτόλυσης επιλέχθηκε ως παράμετρος αριστοποίησης η συγκέντρωση α-αμινικού 

αζώτου. Το α-αμινικό άζωτο αποτελεί την σημαντικότερη ποιοτική παράμετρο του 

εκχυλίσματος μαγιάς, καθώς αυξημένες τιμές α-αμινικού αζώτου οδηγούν στην παραγωγή 

εκχυλισμάτων με υψηλή συγκέντρωση σε ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια, ενώσεις που 

συνεισφέρουν στις οργανοληπτικές ιδιότητες του εκχυλίσματος. Σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία, η συγκέντρωση α-αμινικού αζώτου ανά 100 g ξηρού βάρους των 

εκχυλισμάτων θα πρέπει να ξεπερνά το 3.5% (Tanguler & Erten, 2008; Peppler, 1982; 

Jacob et al., 2019). Η επιτάχυνση της αυτόλυσης υπολογίστηκε με βάση την κινητική 

απελευθέρωσης α-αμινικού αζώτου. Συγκεκριμένα, υπολογίστηκε αρχικά ο χρόνος 𝑡90 

(σύμφωνα με την εξίσωση 4.6) ο οποίος δείχνει τον χρόνο που απαιτείται ώστε η 

συγκέντρωση του α-αμινικού αζώτου να φθάσει στο 90% της τελικής συγκέντρωσης που 

επιτυγχάνει το ανεπεξέργαστο δείγμα σε πολύ μεγάλους χρόνους (παράμετρος 𝐶𝑒 για το 

ανεπεξέργαστο δείγμα). Με βάση τα μαθηματικά μοντέλα που προσαρμόστηκαν στα 

πειραματικά δεδομένα για τα υπόλοιπα χαρακτηριστικά που μελετήθηκαν, υπολογίστηκαν 

οι τιμές τους στον χρόνο 𝑡90 του α-αμινικού αζώτου. Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε 

μόνο για πιέσεις επεξεργασίας 200 και 400 MPa, καθώς, όπως συζητήθηκε παραπάνω, 

επεξεργασία στα 600 MPa οδηγεί σε παρεμπόδιση της αυτόλυσης. Τα αποτελέσματα της 

επεξεργασίας αυτής παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 4.13: Υπολογισμός τελικού χρόνου αυτόλυσης 𝑡90  για την απελευθέρωση α-αμινικού 

αζώτου και υπολογισμός χαρακτηριστικών του εκχυλίσματος και του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης στον αντίστοιχο χρόνο. 

Συνθήκες 

επεξεργασίας 

𝑡90 

απελευθέρωσης 

α-αμινικού 

αζώτου (h) 

Περιεκτικότητα 

α-αμινικού 

αζώτου % ξηρού 

βάρους 

εκχυλίσματος 

Περιεκτικότητα 

πρωτεϊνών % 

ξηρού βάρους 

εκχυλίσματος 

Δείκτης 

αμαύρωσης BI 

Περιεκτικότητα 

στερεού 

υπολείμματος σε 

β-

γλυκάνες(%κ.β.) 

Περιεκτικότητα 

στερεού 

υπολείμματος σε 

πρωτεΐνες (% 

κ.β.) 

Ανεπεξέργαστο 25.2±1.2a 7.7±0.8a 33.2±0.3a 24.4±0.6a 20.8±0.8a 19.0±1.2a 

200 MPa/0 min 20.3±0.6b 7.3±0.2a 32.3±0.8a 22.8±0.6b 24.8±0.6b 22.4±0.4a 

200 MPa/10 min 17.9±0.4c 7.2±0.9a 33.1±0.1a 24.2±0.4c 24.2±1.2b 23.7±0.3b 

200 MPa/20 min 19.9±0.4b 7.2±0.4a 31.7±0.0a 24.4±0.8c 25.3±0.1b 20.4±0.5a 

200 MPa/40 min 17.7±0.6c 7.4±0.8a 32.9±0.2a 27.9±0.2d - - 

200 MPa/60 min 19.2±0.9b 7.7±0.7a 33.2±0.7a 29.4±0.6e - - 

400 MPa/0 min 19.8±0.5b 6.4±0.1b 37.7±0.9b 23.6±1.6a 25.3±0.2b 21.0±0.5a 

400 MPa/10 min 13.1±0.6d 6.5±0.8b 39.2±1.3b 28.7±0.8e 28.6±1.1c 14.7±0.5c 

400 MPa/16 min 9.9±0.3e 6.4±0.3b 37.8±0.9b 25.6±0.8c 27.1±0.6c 14.3±0.4c 

400 MPa/26 min 11.7±0.5e 6.3±0.2b 38.9±1.1b 29.2±0.2e - - 

400 MPa/40 min 11.9±0.2e 6.1±0.6b 36.4±0.6b 27.0±0.6d - - 

 

Από τις συνθήκες που μελετήθηκαν, παρατηρείται ότι επεξεργασία στα 400 MPa για 16 

min οδήγησε στην μέγιστη επιτάχυνση της αυτόλυσης ως προς την απελευθέρωση α-

αμινικού αζώτου, κατά 9.9 h. Η συνθήκη επεξεργασίας αυτή οδηγεί στην παραγωγή 

εκχυλίσματος που πληροί τις προδιαγραφές ως προς την περιεκτικότητα σε α-αμινικό 

άζωτο (>3.5%) αν και κατά 16% χαμηλότερη από την αντίστοιχη τιμή στις 25.2 h για το 

ανεπεξέργαστο δείγμα. Το εκχύλισμα εμφανίζει επίσης υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες 

ανά μονάδα ξηρού βάρους, ίση με 37.8%. Παράλληλα, στην συνθήκη αυτή το εκχύλισμα 

εμφανίζει δείκτη αμαύρωσης σε τιμή παραπλήσια με αυτήν του ανεπεξέργαστου δείγματος. 

Από την σύσταση του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης στην συνθήκη αυτή, 

παρατηρείται επίσης ότι η περιεκτικότητά του σε β-γλυκάνες εμφανίζεται κατά 30% 

αυξημένη, και η αντίστοιχη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες μειωμένη κατά 22%. Σύμφωνα με 

την κινητική που περιγράφηκε για τον εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος σε β-

γλυκάνες, η επιτάχυνση ως προς το μέγεθος αυτό θα μπορούσε να είναι μεγαλύτερη, αφού, 

όπως παρατηρήθηκε, η περιεκτικότητα του στερεού σε β-γλυκάνες ελαχιστοποιείται στις 6 

h. Ωστόσο, υπό αυτές τις συνθήκες, δεν θα ήταν δυνατός ο συνδυασμός παραλαβής 

εκχυλίσματος με β-γλυκάνες.  

4.4 Επίδραση κυτταρικών προκατεργασιών στην ενθυλάκωση 

αιθερίου ελαίου ρίγανης 

Στην πειραματική ενότητα αυτή μελετήθηκε η επίδραση των διεργασιών της ΟΥΠ, των ΠΗΠ 

και της αυτόλυσης στην ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα του S. 
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cerevisiae. Η επιλογή των συνθηκών επεξεργασίας για κάθε κυτταρική προκατεργασία 

έγινε με βάση τα αποτελέσματα που ελήφθησαν στις παραπάνω πειραματικές ενότητες και 

αφορούν στον δείκτη κυτταρικής διάρρηξης. Η επιλογή των συνθηκών αυτόλυσης 

στηρίχθηκε στην παρατήρηση ότι για ανεπεξέργαστα κύτταρα S. cerevisiae, 8 h αυτόλυσης 

βρίσκονται περίπου στο μέσον της διεργασίας, ενώ στις 24 h αυτόλυσης η διεργασία έχει 

ολοκληρωθεί ως προς τις φυσικοχημικές παραμέτρους του εκχυλίσματος μαγιάς. 

4.4.1 Σύσταση του αιθερίου ελαίου ρίγανης 

Η σύσταση του αρχικού αιθερίου ελαίου ρίγανης που ενθυλακώθηκε στα κύτταρα μαγιάς 

προσδιορίστηκε με τη χρήση αέριας χρωματογραφίας GC-MS. Οι αναλύσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε αιθανολικά διαλύματα ελαίου συγκέντρωσης 0.5 mg/mL. Τα 

αποτελέσματα της ανάλυσης παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.14). Η 

περιεκτικότητα του ελαίου στις επί μέρους ενώσεις εκφράστηκε ως το ποσοστό του 

συνολικού ρεύματος ιόντων (TIC) σε σχέση με άθροισμα του συνολικού ρεύματος ιόντων 

για όλες τις μετρούμενες ουσίες. Το αιθέριο έλαιο βρέθηκε να είναι πλούσιο σε 

μονοτερπενικές φαινόλες, με τις δύο κυριότερες να είναι η καρβακρόλη και η θυμόλη. 

Επιπλέον, περιέχει σεσκουιτερπενικούς υδρογονάνθρακες και οξυγονωμένα 

σεσκουιτερπένια σε ποσοστά κάτω του 1%. Οι τέσσερις κυριότερες ενώσεις που βρέθηκαν 

ήταν η καρβακρόλη (73.19% TIC), η θυμόλη (4.93% TIC), το γ-τερπινένιο (4.81% TIC) και 

το p-κυμένιο (7.96% TIC). 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

233 
 

Πίνακας 4.14: Σύσταση του αιθερίου ελαίου ρίγανης όπως προσδιορίστηκε από την ανάλυση GC -

MS 

ΑΑ Ένωση RI % TIC Δομή ΑΑ Ένωση RI 
% 

TIC 
Δομή 

1 καρβακρόλη 1306.3 73.19 

 

12 1-βορνεόλη 1175.1 0.47 

 

2 p-κυμένιο 1028.2 7.96 

 

13 α-θουγιένιο 928.0 0.40 

 

3 θυμόλη 1296.0 4.93 

 

14 β-πινένιο 980.2 0.28 

 

4 γ-τερπινένιο 1062.5 4.81 

 

15 καμφένιο 951.7 0.21 

 

5 

trans- 

καρυοφυλλένι

ο 

1438.1 1.43 

 

16 
β-

φελλανδρένιο 
1007.6 0.20 

 

6 α-τερπινένιο 1020.0 1.26 

 

17 
α-

χουμουλένιο 
1473.2 0.20 

 

7 β-βισαβολένιο 1518.4 1.11 

 

18 
α-

τερπινολένιο 
1092.0 0.19 

 

8 β-μυρκένιο 990.0 1.04 
 

19 
cis-

σαμπινένιο 
1072.6 0.16 

 

9 α-πινένιο 935.9 0.77 

 

20 δ-καρ-3-ένιο 1014.0 0.09 
 

10 4-τερπινεόλη 215.5 0.65 

 

21 θυμοκινόνη 1258.0 0.01 

 

11 

μεθυλικός 

αιθέρας 

καρβακρόλης 

1249.1 0.49 

 

 

 

 

O
H

OH

O
H

O

O
H

O

O
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4.4.2 Ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης (SEM) 

Η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης πραγματοποιήθηκε σε δείγματα που επωάστηκαν 

στους 30°C για 24 h, για κάθε κυτταρική προεπεξεργασία που μελετήθηκε. Οι εικόνες που 

ελήφθησαν από την ανάλυση παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.52. 

 

Σχήμα 4.52: Εικόνες που ελήφθησαν από την ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης (SEM) σε 

μεγέθυνση x5000 για α) ανεπεξέργαστα κύτταρα β) κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ (107 kJ/kg) γ) 

κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 8 h (52°C, pH=5.5) δ) κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 

24 h (52°C, pH=5.5) ε) κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ (800  bar/4 διελεύσεις). 

Από τις εικόνες της μικροσκοπίας SEM έγινε εμφανές ότι όλες οι κυτταρικές 

προκατεργασίες επιφέρουν σημαντικές δομικές αλλαγές στα κύτταρα. Τα ανεπεξέργαστα 

κύτταρα (Σχήμα 4.52α) εμφανίζουν ωοειδές σχήμα με λεία επιφάνεια η οποία δεν φέρει 

ανομοιογένεις. Οι λείες, κυκλικές προεξοχές που φαίνονται σε κάποια κύτταρα αντιστοιχούν 

στις θέσεις εκβλάστησης. Τα κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία με ΠΗΠ (Σχήμα 4.52β), 

επίσης εμφανίζουν ωοειδές σχήμα, φέρουν όμως βαθιές εσοχές οι οποίες οφείλονται στην 

απώλεια σπαργής των κυττάρων εξαιτίας της ηλεκτροδιάτρησης. Πέραν από ελάχιστες 

διατρήσεις, η επιφάνεια των κυττάρων είναι συνεχής. Η επεξεργασία με ΠΗΠ, παρά την 

υψηλή ειδική ενέργεια, δεν φάνηκε να προκαλεί λύση των κυττάρων.  Η εμφάνιση των 

κυττάρων που υπέστησαν αυτόλυση (Σχήμα 4.52γ,δ) ήταν παρεμφερής για τις δύο 

διαφορετικές ώρες αυτόλυσης και σημαντικά διαφορετική από αυτή των κυττάρων στις 

άλλες προκατεργασίες. Τα αυτολυμένα κύτταρα είχαν ρυτιδωμένη, θυλακοειδή όψη με κάθε 

κύτταρο να καταλαμβάνει πλήρως τον μεσοκυττάριο χώρο. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι η υδρολυτική δράση της αυτόλυσης μειώνει το πάχος του κυτταρικού 

τοιχώματος γεγονός που οδηγεί σε αύξηση της ευκαμψίας του. Η όψη αυτή είναι πιο έντονη 
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στα κύτταρα που έχουν υποστεί αυτόλυση για 24 h, όπου η εξώτερη μαννοπρωτεϊνική 

στοιβάδα του τοιχώματος είναι λεπτότερη. Ενώ η ανομοιογένεια της φωτεινότητας στην 

επιφάνεια των κυττάρων μαρτυρά βαθιές εσοχές, το κυτταρικό τοίχωμα φαίνεται να 

παραμένει ακέραιο, με εξαίρεση κάποιες σποραδικές σχισμές. Η ακεραιότητα του 

κυτταρικού τοιχώματος μετά την αυτόλυση παρατηρήθηκε επίσης από τους Wang et al. 

(2018). Τέλος, τα κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ είχαν εμφάνιση συγκρίσιμη 

με αυτή των ανεπεξέργαστων κυττάρων. Παρόλο που τα κύτταρα διατηρούν μέρος του 

ωοειδούς τους σχήματος, εμφανίζονται σε θραύσματα και φέρουν βαθιές αυλακώσεις στην 

επιφάνειά τους. Η παρουσία μικρότερων κυτταρικών θραυσμάτων είναι επίσης προφανής. 

Παρά τον υψηλό βαθμό απελευθέρωσης ενδοκυτταρικών συστατικών που περιγράφηκε 

νωρίτερα, η διάρρηξη των κυττάρων δεν φαίνεται να είναι ολοκληρωτική. Αντιθέτως, 

παρατηρείται ότι τα κύτταρα εμφανίζουν ένα εύρος κυτταρικής διάρρηξης που κυμαίνεται 

από φαινομενικά ακέραια κύτταρα μέχρι και έντονα θρυμματισμένα. Η παρατήρηση αυτή 

συμφωνεί με τα αποτελέσματα των Spiden et al. (2013) οι οποίοι περιέγραψαν αυτήν 

ακριβώς την κατανομή κυτταρικής διάρρηξης κατά την επεξεργασία με ΟΥΠ. 

4.4.3 Αρχικό και τελικό φορτίο ενθυλάκωσης 

Το αρχικό φορτίο ενθυλάκωσης (EL0 στην Εξίσωση 3.3) εκφράζει το φορτίο που 

επιτυγχάνεται κατά την επώαση του κυτταρικού υλικού σε επαφή με το έλαιο για χρόνο 0 

(πρακτικά 1 min επώασης υπό ανάδευση). Αν και η χρονική διάρκεια της επώασης αυτής 

είναι τάξης μεγέθους συντομότερη από τους χρόνους επώασης που μελετήθηκαν, το 

αρχικό φορτίο ενθυλάκωσης βρέθηκε να είναι σημαντικό, της τάξης του 18.5±1.5%, για 

όλες τις κυτταρικές προκατεργασίες που μελετήθηκαν πλην της ΟΥΠ, όπου το αρχικό 

φορτίο βρέθηκε ίσο με 11.7±0.8%. Το γεγονός αυτό δείχνει πως ένα σημαντικό ποσοστό 

του ελαίου εισέρχεται στα κύτταρα αμέσως μετά την επαφή τους με αυτό. Τα μετέπειτα 

στάδια της μεθόδου ενθυλάκωσης που χρησιμοποιήθηκε (τα στάδια δηλαδή της έκπλυσης 

και της φυγοκέντρησης) επίσης συμβάλλουν στην πρόσληψη ελαίου από τα κύτταρα, 

καθώς παρατείνουν τον χρόνο κατά τον οποίο τα κύτταρα βρίσκονται σε επαφή με το έλαιο. 

Ακόμη, κατά τη διάρκεια της ενθυλάκωσης, το κυτταρικό υλικό αναμειγνύεται με όλα τα 

συστατικά σε ξηρή μορφή, οπότε είναι πιθανόν η πρόσληψη του ελαίου στο αρχικό στάδιο 

να γίνεται ταυτόχρονα με την ενυδάτωσή τους.  

Το τελικό φορτίο ενθυλάκωσης αντιστοιχεί στο περιεχόμενο έλαιο μετά το πέρας της 

ενθυλάκωσης. Για κάθε κυτταρική προκατεργασία, η ενθυλάκωση θεωρήθηκε 

ολοκληρωμένη μετά το πέρας 24 h επώασης, με εξαίρεση τα ανεπεξέργαστα κύτταρα όπου 

απαιτήθηκαν 48 h για την ολοκλήρωσή της. Οι τιμές του τελικού φορτίου ενθυλάκωση που 

προσδιορίστηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.15). 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

236 
 

Πίνακας 4.15: Τελικό φορτίο ενθυλάκωσης  (EL%) και απόδοση ενθυλάκωσης (ΕΕ%)  για τις 

διαφορετικές κυτταρικές προκατεργασίες που μελετήθηκαν σε  συνάρτηση με την θερμοκρασία 

ενθυλάκωσης για UC: ανεπεξέργαστα κύτταρα, PEF1, PEF2, PEF3: κύτταρα επεξεργασμένα με 

ΠΗΠ, σύμφωνα με τις συνθήκες που παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.3, ΑC8, AC24: κύτταρα που 

υπέστησαν αυτόλυση για 8 και 24 ώρες, αντίστοιχα και HC: κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία 

με ΟΥΠ. 

Τελικό φορτίο ενθυλάκωσης (EL%) 

Τ (℃)  UC PEF1 PEF2 PEF3 AC8 AC24 HC 

30 EL% 37.4±0.7cd 35.7±0.6bcd 38.2±0.3d 36.2±0.1bcd 33.4±2.1b 35.3±0.8bcd 22.9±0.4a 

EE% 59.7±1.7CD 55.4±1.4BCD 61.8±0.9D 56.9±0.2BCD 50.1±4.7B 54.7±1.8BCD 29.7±0.7A 

37 EL% 34.7±0.6bcd 37.5±1.0cd 36.6±1.8bcd 36.5±1.3bcd 35.0±1.6bcd 34.8±0.3bcd 24.0±0.9a 

EE% 53.1±01.5BCD 60.1±2.5CD 57.7±4.5BCD 57.6±3.2BCD 53.8±3.9BCD 53.4±0.6BCD 31.6±1.6A 

45 EL% 37.1±1.7bcd 36.6±0.6bcd 36.5±1.0bcd 35.5±0.6bcd 36.6±0.5bcd 33.8±2.0bc 23.5±0.9a 

EE% 59.0±4.4BCD 57.6±1.5BCD 57.5±2.5BCD 55.1±1.4BCD 57.7±1.4BCD 51.2±4.6BC 30.7±1.6A 

65 EL% 35.4±1.6bcd 33.3±1.0b 34.4±0.1bcd 34.1±1.5bc 35.9±0.1bcd  33.7±3.1bc 24.1±0.4a 

EE% 54.9±3.9BCD 49.9±0.3B 52.5±0.3BCD 51.7±3.5BC 56.0±0.2BCD 50.9±7.1BC 31.8±0.6A 

Οι εκθέτες υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές για την επίδραση της κυτταρικής προκατεργασίας και της θερμοκρασίας επώασης 
όπως προέκυψαν από ανάλυση διακύμανσης και εφαρμογή του κριτηρίου Duncan για επίπεδο σημαντικότητας α=0.05. Εκθέτες 
με πεζά γράμματα υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές στο φορτίο ενθυλάκωσης ενώ εκθέτες με κεφαλαία γράμματα 
υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές στην απόδοση ενθυλάκωσης. 

 

Για όλο το εύρος συνθηκών που μελετήθηκαν, το τελικό φορτίο ενθυλάκωσης βρέθηκε στο 

εύρος 24.1% έως 38.2%, τιμές που αντιστοιχούν σε απόδοση ενθυλάκωσης 29.7% έως 

61.8% (Πίνακας 4.15). Από τις τιμές που παρουσιάζονται στον πίνακα φαίνεται πως για 

κάθε κυτταρική προκατεργασία, η θερμοκρασία επώασης δεν επηρέασε σημαντικά το 

τελικό φορτίο ενθυλάκωσης το οποίο έλαβε κατά μέσο όρο την τιμή 35.6±1.6. Όσον αφορά 

στις κυτταρικές προκατεργασίες, για σταθερή θερμοκρασία επώασης η κυτταρική 

προκατεργασία δεν επηρέασε σημαντικά το φορτίο ενθυλάκωσης. Για όλες τις 

θερμοκρασίες που μελετήθηκαν, το φορτίο ενθυλάκωσης των κυττάρων επεξεργασμένων 

με ΟΥΠ βρέθηκε κατά 40% χαμηλότερο, επιτυγχάνοντας τιμή 23.6% κατά μέσο όρο. Αν και 

όλες οι προκατεργασίες αυξάνουν την κυτταρική διαπερατότητα, η επεξεργασία με ΟΥΠ 

στις συνθήκες που μελετήθηκαν (800 bar/4 διελεύσεις) προκαλεί έντονη κυτταρική 

θραυσματοποίηση, διαταράσσοντας τη δομή που θα είχε τη δυνατότητα να συγκρατήσει το 

έλαιο. Ωστόσο, το φορτίο ενθυλάκωσης για τα ομογενοποιημένα κύτταρα είναι κάθε άλλο 

παρά αμελητέο. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι η επεξεργασία με ΟΥΠ προκαλεί ένα 

εύρος επιπέδων κυτταρικής διάρρηξης. Σύμφωνα με τους Spiden et al. (2013) η 

επεξεργασία με ΟΥΠ δεν προκαλεί ομοιογενώς κυτταρική θραύση, αλλά οδηγεί σε διάφορα 

επίπεδα διάρρηξης που κυμαίνονται από μερικώς διαπαερατοποιημένα κύτταρα έως 

πλήρως κατατετμημένα. Σε πυκνά κυτταρικά αιωρήματα συναντώνται κύτταρα σε όλους 

τους βαθμούς διάρρηξης. Επομένως η συγκράτηση του ελαίου πραγματοποιείται σε 
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κύτταρα που έχουν υποστεί τραυματισμό στο κυτταρικό τοίχωμα αλλά διατηρούν τη 

γεωμετρία τους. Η διαφορά του φορτίου ενθυλάκωσης μεταξύ των ομογενοποιημένων και 

των ανεπεξέργαστων αντιστοιχεί σε κύτταρα που υπέστησαν καταστροφική διάρρηξη της 

δομής τους. Τα κυτταρικά θραύσματα που προκύπτουν σε αυτό το επίπεδο διάρρηξης δεν 

είναι ικανά να συγκρατήσουν το έλαιο.  

 

Σχήμα 4.53: Απόδοση ξηρού βάρους (DWY%) για τη διαλυτοποίηση στερεών από τα  κύτταρα για 

UC: ανεπεξέργαστα κύτταρα, PEF1, PEF2, PEF3: κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ, σύμφωνα με τις 

συνθήκες που παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.3, ΑC8, AC24: κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση 

για 8 και 24 ώρες, αντίστοιχα και HC: κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ.  

Στο Σχήμα 4.53 παρουσιάζεται το ποσοστό του αρχικού ξηρού βάρους του κάθε κυτταρικού 

υλικού που χάνεται στην υδατική φάση λόγω της κυτταρικής προκατεργασίας. Η απώλεια 

αυτή οφείλεται στην εκροή του ενδοκυτταρικού περιεχομένου εξαιτίας της αύξησης της 

διαπερατότητας των κυττάρων. Όσον αφορά στα κύτταρα που έχουν υποστεί αυτόλυση για 

8 και 24 h, παρατηρήθηκε μία απώλεια στερεού ίση με 19.2% και 34.4% αντίστοιχα. Όπως 

έχει αναφερθεί σχετικά με την αυτόλυση, η διεργασία οδηγεί στην κατάρρευση των 

κυτταρικών οργανιδίων και στην υδρόλυση του ενδοκυτταρικού περιεχομένου αλλά και 

μέρους του κυτταρικού τοιχώματος. Τα κύτταρα μετά την αυτόλυση διατηρούν το σχήμα 

τους αλλά διαθέτουν μεγαλύτερο ενδοκυτταρικό χώρο στον οποίο μπορεί να ενθυλακωθεί 

το έλαιο. Όσον αφορά στα κύτταρα που έχουν υποστεί επεξεργασία με ΠΗΠ, τόσο η 

κυτταρική μεμβράνη και το κυτταρικό τοίχωμα εμφανίζουν αυξημένη διαπερατότητα, 

γεγονός που πιστοποιείται από την απώλεια ξηρού βάρους. Η απώλεια αυτή είναι 

μεγαλύτερη όσο μεγαλύτερη είναι η ένταση των συνθηκών επεξεργασίας. Παρόλο που όλες 

οι κυτταρικές προεπεξεργασίες που μελετήθηκαν οδηγούν σε απώλεια ενδοκυτταρικού 

περιεχομένου, το τελικό φορτίο ενθυλάκωσης δεν επηρεάστηκε σημαντικά. Σύμφωνα με 

τους Bishop et al. (1998) η πρόσληψη ελαίου από τα κύτταρα είναι μία αμφίδρομη 

διεργασία κατά την οποία το έλαιο εισέρχεται στο κύτταρο ενώ παράλληλα ενδοκυτταρικά 



Αποτελέσματα και συζήτηση 

238 
 

στερεά εκτοπίζονται προς το εξωκυτταρικό περιβάλλον. Η ανταλλαγή αυτή συμβαίνει 

ανεξάρτητα από τη διαπερατότητα του κυττάρου οδηγώντας σε παραπλήσιες τιμές φορτίου 

ενθυλάκωσης για μεγάλους χρόνους επώασης.  

4.4.4 Προσδιορισμός επιφανειακού ελαίου 

Το επιφανειακό έλαιο που δεν ενθυλακώνεται προσδιορίστηκε με εκχύλιση με εξάνιο. 

Όπως βρέθηκε από τους Czerniak et al. (2017) το εξάνιο δεν μπορεί να εισχωρήσει στο 

εσωτερικό των αφυδατωμένων κυττάρων και επομένως διαλυτοποιεί το έλαιο που 

βρίσκεται στην επιφάνειά τους. Για όλες τις κυτταρικές προεπεξεργασίες που μελετήθηκαν, 

το ποσοστό του επιφανειακού ελαίου βρίσκεται μεταξύ 1% και 2.5% και δεν επηρεάστηκε 

σημαντικά από τη θερμοκρασία επώασης ή την κυτταρική προκατεργασία. Το γεγονός αυτό 

επιβεβαιώνει την καταλληλότητα της χρήσης του εξανίου σαν διαλύτη για την παραλαβή 

του επιφανειακού ελαίου. Οι σημαντικά χαμηλότερες τιμές του επιφανειακού ελαίου σε 

σχέση με το έλαιο που ενθυλακώνεται πιστοποιούν επίσης ότι το έλαιο που δεν 

ενθυλακώνεται μετά την επώαση συμπαρασύρεται από τα ακόλουθα βήματα έκπλυσης του 

κυτταρικού υλικού, παρόλο που το έλαιο δεν είναι υδατοδιαλυτό. Συνεπώς η διεργασία της 

ενθυλάκωσης δεν προϋποθέτει τη χρήση κάποιου οργανικού διαλύτη για την απομάκρυνση 

του μη ενθυλακωμένου ελαίου. Σημαντική παρατήρηση αποτελεί επίσης το γεγονός ότι στα 

κύτταρα που έχουν υποστεί ομογενοποίηση δεν παρατηρούνται αυξημένες τιμές 

επιφανειακού ελαίου. Λαμβάνοντας υπόψη το χαμηλότερο φορτίο ενθυλάκωσης που 

παρατηρείται σε σχέση με τα ανεπεξέργαστα κύτταρα, συμπεραίνεται ότι τα κυτταρικά 

θραύσματα που προκύπτουν κατά την προκατεργασία δεν συγκρατούν το έλαιο, το οποίο 

τελικά συμπαρασύρεται κατά το στάδιο της έκπλυσης. 

4.4.5 Κινητική της ενθυλάκωσης 

Η χρήση του νόμου του Fick κρίθηκε κατάλληλη καθώς έχει βρεθεί ότι η ενθυλάκωση στα 

κύτταρα S. cerevisiae πραγματοποιείται με παθητική διάχυση διαμέσου του κυτταρικού 

τοιχώματος και της κυτταρικής μεμβράνης (Bishop et al., 1998; Dardelle et al., 2007; 

Paramera et al., 2014). Η μέση ακτίνα των κυττάρων προσδιορίστηκε στο οπτικό 

μικροσκόπιο με τη χρήση αιμοκυτταρόμετρου Neubauer και το πακέτο επεξεργασίας 

εικόνας  ImageJ 1.50i (Schneider et al., 2012) και βρέθηκε ίση με 2.5 μm. Η επιλογή του 

αριθμού των όρων του αναπτύγματος της σειράς στηρίχθηκε στον υπολογισμό του αριθμού 

Fourier για τη διάχυση: 

𝐹𝑜 =
𝐷𝑒𝑓𝑓𝑡

𝐿2
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όπου 𝐷𝑒𝑓𝑓  ο φαινόμενος συντελεστής διάχυσης, t ο χρόνος και L η χαρακτηριστική 

διάσταση. Για αριθμό Fourier που ξεπερνά την τιμή 0.1 (για μεγάλους χρόνους διάχυσης) 

η σειρά συγκλίνει γρήγορα και μπορεί να χρησιμοποιηθεί μόνον ο πρώτος όρος (Aguerre 

et al., 1985; Crank, 1979). Στην περίπτωση της ενθυλάκωσης, δεδομένης της τάξης 

μεγέθους των κυττάρων και του υπολογιζόμενου συντελεστή διάχυσης, ο αριθμός Fourier 

ξεπερνά την τιμή 0.1 μόνον για χρόνους ενθυλάκωσης μικρότερους από 5 h. Συνεπώς, για 

την ικανοποιητική περιγραφή της διάχυσης σε μικρότερους χρόνους, κρίθηκε απαραίτητη 

η χρήση 5 όρων του αναπτύγματος ώστε να εξασφαλιστεί η βέλτιστη προσαρμογή της 

εξίσωσης στα πειραματικά δεδομένα. Η εξίσωση βρέθηκε ότι περιγράφει ικανοποιητικά τα 

πειραματικά δεδομένα, με τιμές συντελεστή προσδιορισμού R2=0.92-0.98, για όλο το εύρος 

των συνθηκών που μελετήθηκαν.  

Η κινητική της ενθυλάκωσης του ελαίου στα ανεπεξέργαστα και προεπεξεργασμένα 

κύτταρα παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.54, ως η εξάρτηση του αδιάστατου φορτίου 

ενθυλάκωσης (ELr) από τον χρόνο επώασης, για κάθε θερμοκρασία επώασης που 

μελετήθηκε. Για κάθε συνθήκη που μελετήθηκε, τα πειραματικά δεδομένα περιγράφηκαν 

μαθηματικά μέσω της λύσης του 2ου νόμου του Fick για τη διάχυση σε σφαίρα. Τα κύτταρα 

θεωρήθηκαν σφαιρικά με μέση ακτίνα 2.5 µm. Η μοναδική παράμετρος της εξίσωσης είναι 

ο φαινόμενος συντελεστής διάχυσης 𝐷𝑒𝑓𝑓. Οι τιμές του φαινόμενου συντελεστή διάχυσης 

παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4.16). 
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Σχήμα 4.54: Εξάρτηση του αδιάστατου φορτίου ενθυλάκωσης από τον χρόνο και τη θερμοκρασία 

ενθυλάκωσης για a) ανεπεξέργαστα κύτταρα (UC) b) κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 8 h 

(AC8) c) Κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 24 h (AC24)  d) κύτταρα που υπέστησαν 

επεξεργασία ΠΗΠ στα 3.2 kJ/kg (PEF1)  e) κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία ΠΗΠ στα 13.6 

kJ/kg (PEF2)  f) κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία ΠΗΠ στα 107 kJ/kg (PEF3) g) κύτταρα που 

υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ στα 800 bar για 4 διελεύσεις (HC) 
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Πίνακας 4.16: Τιμές του φαινόμενου συντελεστή διάχυσης για το αδιάστατο φορτίο ενθυλάκωσης, 

όπως υπολογίστηκαν από την προσαρμογή του νόμου του Fick για τη διάχυση  για τις θερμοκρασίες 

ενθυλάκωσης που μελετήθηκαν και για κάθε κυτταρική προκατεργασία. UC: ανεπεξέργαστα κύτταρα, 

PEF1, PEF2, PEF3: κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ, σύμφωνα με τις συνθήκες που 

παρουσιάζονται στον Πίνακας 3.3, ΑC8, AC24: κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 8 και 24 ώρες , 

αντίστοιχα και HC: κύτταρα που υπέστησαν επεξεργασία με ΟΥΠ. 

Deff (10-16 m2/s) 

Τ.(℃) UC PEF1 PEF2 PEF3 AC8 AC24 HC 

30 0.40±0.04a 0.72±0.04b 0.82±0.03bc 0.95±0.06c 1.21±0.09d 1.41±0.25def 1.53±0.11efg 

37 0.88±0.10c 0.93±0.05c 1.20±0.11d 1.59±0.13fg 1.73±0.15gh 1.95±0.22h 1.97±0.24h 

45 1.54±0.11gh 1.27±0.06de 1.38±0.14def 1.81±0.19gh 2.49±0.18i 4.89±0.80k 4.25±0.37k 

65 1.69±0.16fg 1.99±0.21h 2.46±0.20i 3.08±0.41j 9.89±1.05l 11.46±2.07l 9.91±1.84l 

Ea 

(kJ/mol) 
- 24.6±1.9A 25.2±2.5A 26.5±4.7A 56.4±4.4B 52.6±7.1B 47.0±5.2B 

Οι εκθέτες υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές για την επίδραση της κυτταρικής προκατεργασίας και της 

θερμοκρασίας επώασης στον φαινόμενο συντελεστή διάχυσης όπως προέκυψαν από ανάλυση διακύμανσης και 

εφαρμογή του κριτηρίου Duncan για επίπεδο σημαντικότητας α=0.05. Εκθέτες με πεζά γράμματα στο άνω τμήμα 

του πίνακα υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές στον φαινόμενο συντελεστή διάχυσης, ενώ εκθέτες με κεφαλαία 

γράμματα στο κατώτερο τμήμα του πίνακα υποδηλώνουν σημαντικές διαφορές στην ενέργεια ενεργοποίησης 

 

Για όλες τις συνθήκες που μελετήθηκαν, το αδιάστατο φορτίο ενθυλάκωσης βρέθηκε να 

μειώνεται με τον χρόνο επώασης. Η μείωση αντιστοιχεί μαθηματικά σε αύξηση του φορτίου 

ενθυλάκωσης των κυττάρων. Τόσο για τα ανεπεξέργαστα κύτταρα όσο και για τις 

κυτταρικές προκατεργασίες που μελετήθηκαν, η μείωση του αδιάστατου φορτίου 

ενθυλάκωσης γίνεται πιο ταχεία με αύξηση της θερμοκρασίας επώασης και συνεπώς η 

ολοκλήρωση της ενθυλάκωσης επιτυγχάνεται ταχύτερα. Για τα ανεπεξέργαστα κύτταρα με 

επώαση στους 30°C ο φαινόμενος συντελεστής διάχυσης βρέθηκε ίσος με 0.40·10-16 m2/s 

ενώ στους 45°C παρατηρήθηκε αύξηση στην τιμή 1.54·10-16 m2/s. Η μεταβολή αυτή 

αντιστοιχεί σε επιτάχυνση της ενθυλάκωσης κατά 28.4 h (θεωρώντας την ενθυλάκωση 

ολοκληρωμένη για ELr=0.1). Τα κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 24 h εμφάνισαν τις 

υψηλότερες τιμές φαινόμενου συντελεστή διάχυσης σε όλες τις θερμοκρασίες που 

μελετήθηκαν, λαμβάνοντας τιμές ίσες με 1.41 ·10-16 m2/s για επώαση στους 30 °C έως και 

11.46 ·10-16 m2/s στους 65°C, καθιστώντας την ενθυλάκωση κατά 35.2 h ταχύτερη σε σχέση 

με τα ανεπεξέργαστα κύτταρα στους 30 °C. Τα επεξεργασμένα με ΟΥΠ κύτταρα 

εμφανίζουν τιμές συντελεστή διάχυσης παραπλήσιες με αυτές των κυττάρων που έχουν 

υποστεί αυτόλυση για 8 και 24 h, γεγονός που δείχνει ότι ο βαθμός αύξησης της κυτταρικής 

διαπερατότητας είναι συγκρίσιμος μεταξύ των διεργασιών. Επομένως, το πλεονέκτημα της 

διεργασίας της ΟΥΠ σε αυτήν την περίπτωση έγκειται στο γεγονός ότι επιτυγχάνεται 
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παρόμοια κινητική ενθυλάκωσης αμέσως μετά την επεξεργασία, ενώ η αυτόλυση απαιτεί 

μεγάλους χρόνους σε υψηλή θερμοκρασία για την επίτευξη του ίδιου αποτελέσματος. 

Μεταξύ των δύο χρόνων αυτόλυσης που μελετήθηκαν, παρατηρήθηκαν μικρές αλλά 

σημαντικές διαφορές στον φαινόμενο συντελεστή διάχυσης με αμφότερα τα κυτταρικά 

υλικά να μπορούν να χρησιμοποιηθούν αποτελεσματικά ως φορείς ενθυλάκωσης. Η χρήση 

των υλικών αυτών μπορεί να συνδυαστεί με την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς με 

ταυτόχρονη αξιοποίηση του στερεού υπολείμματος της αυτόλυσης. 

Ο φαινόμενος συντελεστής διάχυσης για τα ανεπεξέργαστα κύτταρα αυξήθηκε με αύξηση 

της θερμοκρασίας επώασης στο θερμοκρασιακό εύρος 30-45°C, αλλά η περαιτέρω αύξηση 

της θερμοκρασίας στους 65°C δεν οδήγησε σε σημαντική αύξησή του. Αντιθέτως, για όλες 

τις κυτταρικές προεπεξεργασίες που μελετήθηκαν, η εξάρτηση του φαινόμενου συντελεστή 

διάχυσης από τη θερμοκρασία βρέθηκε να είναι συνεχής σε όλο το θερμοκρασιακό εύρος 

που μελετήθηκε, και περιγράφεται επιτυχώς από την εξίσωση Arrhenius. Το γεγονός αυτό 

συνδέεται με την απότομη αύξηση της ρευστότητας της κυτταρικής μεμβράνης των 

ανεπεξέργαστων κυττάρων, η οποία παρατηρείται στο θερμοκρασιακό εύρος μεταξύ 40 και 

50°C (Bishop et al. 1998, Paramera et al., 2014). Σύμφωνα με τους Collier & Messersmith 

(2001) οι λιπιδικές διπλοστιβάδες εμφανίζουν αυξημένη διαπερατότητα κοντά στην κρίσιμη 

αυτή θερμοκρασία, αλλά μειωμένη διαπερατότητα μακριά από αυτήν. Οι Sultana et al. 

(2017) επιβεβαίωσαν αυτή την παρατήρηση καθώς βρήκαν μειωμένους ρυθμούς 

ενθυλάκωσης λιμονενίου και εξανικού αιθυλεστέρα σε κύτταρα μαγιάς για θερμοκρασίες 

ενθυλάκωσης άνω των 50°C. Η συμπεριφορά αυτή παρατηρήθηκε μόνο για τα κύτταρα 

χωρίς προεπεξεργασία στα οποία η διάχυση του ελαίου διαμέσου του κυτταρικού 

περιβλήματος ελέγχεται τόσο από το κυτταρικό τοίχωμα, όσο από την κυτταρική μεμβράνη. 

Αντιθέτως, τα κύτταρα που έχουν υποστεί προεπεξεργασία η δομή της κυτταρικής 

μεμβράνης έχει υποστεί διαπερατοποίηση με αποτέλεσμα η διάχυση να ελέγχεται κυρίως 

από το κυτταρικό τοίχωμα. 

Τα κύτταρα που έχουν υποστεί επεξεργασία με ΠΗΠ επίσης εμφανίζουν αυξημένες τιμές 

φαινόμενου συντελεστή διάχυσης σε σχέση με τα ανεπεξέργαστα για όλες τις θερμοκρασίες 

επώασης που μελετήθηκαν. Σε θερμοκρασία επώασης 30°C η αύξηση του συντελεστή 

διάχυσης οδήγησε σε ενθυλάκωση κατά 16.1, 18.5 και 21.0 h για ειδική ενέργεια 3.2, 13.6 

και 107 kJ/kg, αντίστοιχα, ενώ σε θερμοκρασία επώασης 65°C τα κύτταρα που υπέστησαν 

επεξεργασία με ΠΗΠ σε ειδική ενέργεια 107 kJ/kg εμφάνισαν επιτάχυνση της ενθυλάκωσης 

κατά 4.5 h. Συγκριτικά με τις άλλες προκατεργασίες, η προκατεργασία με ΠΗΠ οδήγησε 

στις μικρότερες τιμές φαινόμενου συντελεστή διάχυσης. Όπως προέκυψε από την μελέτη 

της εξάρτησης του δείκτη κυτταρικής διάρρηξης Ζ από τις συνθήκες επεξεργασίας με ΠΗΠ, 

οι τιμές Ζ που αντιστοιχούν στις συνθήκες επεξεργασίας που μελετήθηκαν βρέθηκαν ίσες 
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με 0.19 (PEF1), 0.51 (PEF2) και 0.97 (PEF3). Αντίστοιχα, η επεξεργασία με ΟΥΠ οδήγησε 

στην επίτευξη του μέγιστου δείκτη κυτταρικής διάρρηξης (Ζ=1). Η διαφορετική 

συμπεριφορά στην ενθυλάκωση οφείλεται πιθανότατα στον ριζικά διαφορετικό μηχανισμό 

με τον οποίο πραγματοποιείται η κυτταρική διάρρηξη στις δύο προκατεργασίες, όπως 

αποκαλύφθηκε και από την ηλεκτρονιακή μικροσκοπία των δειγμάτων. 

4.4.6 Απελευθέρωση ελαίου σε συνάρτηση με την ενεργότητα νερού 

Ο προσδιορισμός του αιθερίου ελαίου που απελευθερώνεται σε συνάρτηση με την 

ενεργότητα νερού πραγματοποιήθηκε με επώαση ξηρών κυτταρικών καψουλών σε 

περιβάλλον με διαφορετικές τιμές ενεργότητας νερού για θερμοκρασία 25°C. Η εκχύλιση 

του απελευθερωμένου ελαίου πραγματοποιήθηκε με εξάνιο. Για όλες τις κυτταρικές 

προκατεργασίες που μελετήθηκαν, η απελευθέρωση του ελαίου δεν ήταν σημαντική μέχρι 

την τιμή ενεργότητας νερού aw=0.7 ενώ αυξάνεται σημαντικά πάνω από αυτήν. Η 

απελευθέρωση ήταν χαμηλή μέχρι και την τιμή ενεργότητας νερού 0.85 ενώ αυξάνεται 

ραγδαία σε υψηλότερες τιμές ενεργότητας νερού. Η παρατήρηση αυτή συνδέεται με τη 

ρόφηση του νερού στις δομές του κυτταρικού τοιχώματος του κυττάρου, καθώς έχει βρεθεί 

ότι η διαπερατότητά του επηρεάζεται έντονα από τον βαθμό ενυδάτωσης. Οι Normand et 

al. (2005) μελέτησαν διεξοδικά το μηχανισμό απελευθέρωσης ενθυλακωμένων υδρόφοβων 

συστατικών από κύτταρα μαγιάς και έδειξαν ότι για τιμές ενεργότητας νερού άνω του 0.7 

το κυτταρικό τοίχωμα ενυδατώνεται και διογκώνεται, ενώ η διαπερατότητά του αυξάνεται 

σημαντικά. Οι ερευνητές συσχέτισαν το φαινόμενο αυτό με τις ισόθερμες ρόφησης νερού 

για τη στοιβάδα μαννοπρωτεϊνών και β-γλυκανών του τοιχώματος.  

Για τα ανεπεξέργαστα κύτταρα δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές (p<0.05) μεταξύ 

των τιμών απελευθέρωσης ελαίου μεταξύ θερμοκρασιών επώασης 30 και 65°C. Αντιθέτως, 

για όλες τις κυτταρικές προκατεργασίες, οι τιμές απελευθέρωσης RO% σε ενεργότητα 

νερού 0.93 βρέθηκαν σημαντικά υψηλότερες για κύτταρα που επωάστηκαν στους 65°C για 

24 h σε σχέση με τα κύτταρα που επωάστηκαν στους 30°C για 24 h ή στους 65°C για 2 h. 

Αυτό οφείλεται πιθανώς σε περαιτέρω θερμική καταπόνηση των ήδη διαπερατών 

κυττάρων σε υψηλές θερμοκρασίες και χρόνους επώασης. Επίσης, περαιτέρω αυτολυτική 

δράση δεν αποκλείεται σε υψηλότερες θερμοκρασίες επώασης, καθώς η αυτόλυση, όπως 

περιγράφηκε αναλυτικά παραπάνω, δεν στηρίζεται στη βιωσιμότητα του κυττάρου, αλλά 

στην πρωτεολυτική ενεργότητά του. Τα θερμοάντοχα πρωτεολυτικά ένζυμα του κυττάρου 

παραμένουν ενεργά στις θερμοκρασίες που μελετήθηκαν και σε συνδυασμό με την 

κυτταρική διάρρηξη που προκαλούν οι προκατεργασίες συνεχίζουν την υδρόλυση των 

κυτταρικών πρωτεϊνών. Αυτό τεκμηριώνεται επίσης από το γεγονός ότι στα κύτταρα που 

έχουν υποστεί αυτόλυση για 24 h τα πρωτεολυτικά ένζυμα έχουν ήδη απενεργοποιηθεί με 

αποτέλεσμα η απελευθέρωση να μην επηρεάζεται από τη θερμοκρασία επώασης. 
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Σχήμα 4.55: Απελευθέρωση αιθερίου ελαίου ρίγανης (RO%) από τα κύτταρα μαγιάς σε συνάρτηση 

με την ενεργότητα νερού aw για συνθήκες ενθυλάκωσης 30°C 24 h, 65°C 2 h και 65°C 24 h για a) 

ανεπεξέργαστα κύτταρα (UC)  b) κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 8 h (AC8) c) κύτταρα που 

υπέστησαν αυτόλυση για 24 h (AC24) d) κύτταρα προεπεξεργασμένα  με ΠΗΠ σε ειδική ενέργεια 3.2 

kJ/kg (PEF1) e) κύτταρα προεπεξεργασμένα με ΠΗΠ σε ειδική ενέργεια 13.6 kJ/kg (PEF2) f) κύτταρα 

προεπεξεργασμένα με ΠΗΠ σε ειδική ενέργεια 107 kJ/kg (PEF3) g) κύτταρα προεπεξεργασμένα με 

ΟΥΠ (800 bar/4 διελεύσεις) (HC)  

Από τις κυτταρικές προκατεργασίες που μελετήθηκαν, η επεξεργασία με ΠΗΠ οδήγησε στις 

υψηλότερες τιμές απελευθέρωσης σε ενεργότητα νερού 0.97 (78%-90%). Η παρατήρηση 

αυτή αποδίδεται στο γεγονός ότι η επεξεργασία με ΠΗΠ επιδρά στην δομή  του κυτταρικού 

τοιχώματος, τροποποιώντας το πορώδες του (Ganeva et al., 2014). Η επεξεργασία επιδρά 

τόσο στην εξωτερική στοιβάδα μαννοπρωτεΐνης όσο και στην στοιβάδα των β-γλυκανών, 

τροποποιώντας την αλληλεπίδραση των συστατικών αυτών με το έλαιο. Η επεξεργασία με 

ΟΥΠ επίσης επιδρά σημαντικά στην απελευθέρωση του ελαίου με αύξηση της ενεργότητας 

νερού. Ενώ θα ήταν αναμενόμενο η απελευθέρωση να είναι υψηλότερη, λόγω της 
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μηχανικής καταστροφής των κυττάρων, η απελευθέρωση σε ενεργότητα νερού 0.97 

βρέθηκε ίση με 80%. Σε σύγκριση με τις άλλες προκατεργασίες, το ποσοστό 

απελευθέρωσης σε χαμηλότερες τιμές ενεργότητας νερού είναι υψηλότερο ( 3.8% για το 

ανεπεξέργαστο δείγμα σε aw=0.84, 8.1%-17.7% για το δείγμα επεξεργασμένο με ΟΥΠ). 

Όπως αποδείχθηκε, η επεξεργασία με ΟΥΠ οδηγεί στη δημιουργία κατανομής βαθμών 

κυτταρικής διάρρηξης. 

4.4.7 Σύσταση του ενθυλακωμένου ελαίου 

Η μελέτη της σύστασης του ενθυλακωμένου ελαίου με αέρια χρωματογραφία GC-MS 

εστιάστηκε στις τέσσερις κυριότερες ενώσεις του ελαίου, δηλαδή την καρβαορόλη, τη 

θυμόλη, το γ-τερπινένιο και το p-κυμένιο. Οι χρόνοι ενθυλάκωσης στους οποίους έγινε η 

μελέτη ήταν οι 0 h, οι 5 h και οι 24 h, σε θερμοκρασίες επώασης 30, 37, 45 και 65°C. Τα 

αποτελέσματα των αναλύσεων παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.56 και είναι εκφρασμένα ως 

επί τοις εκατό του ολικού ρεύματος ιόντων (%TIC) όλων των ουσιών που χαρακτηρίστηκαν 

στο έλαιο. Για όλες τις κυτταρικές προεπεξεργασίες που μελετήθηκαν, παρατηρήθηκε ότι ο 

χρόνος επώασης επηρέασε τη σύσταση του ενθυλακωμένου ελαίου σε γ-τερπινένιο και p-

κυμένιο. Για τα ανεπεξέργαστα κύτταρα σε θερμοκρασία επώασης 37% το %TIC για το γ-

τερπινένιο βρέθηκε ίσο με 3.1, 4.1 και 4.9% για τους χρόνους επώασης 0, 5 και 24 h, 

αντίστοιχα. Για τους ίδιους χρόνους επώασης, οι αντίστοιχες τιμές για το p-κυμένιο 

βρέθηκαν ίσες με 5.2, 6.6 και 7.8%. Η χρονική αύξηση των τιμών αυτών συνοδεύεται από 

αντίστοιχη μείωση στα ποσοστά της καρβακρόλης, τα οποία βρέθηκαν ίσα με 85.3, 79.0 

και 74.0%. Το ποσοστό TIC της θυμόλης δεν βρέθηκε να διαφέρει σημαντικά μεταξύ των 

προκατεργασιών και ήταν ίσο με 5.0±0.1%, υποδεικνύοντας ότι η θυμόλη δεν εμφάνισε 

κάποια επιλεκτικότητα ως προς την πρόσληψη από τα κύτταρα. Το έλαιο που εκχυλίστηκε 

από τα κυτταρικά υλικά σε χρόνο 0 της επώασης βρέθηκε πλουσιότερο σε καρβακρόλη και 

φτωχότερο σε γ-τερπινένιο και p-κυμένιο. Αυτό σημαίνει πως η καρβακρόλη εμφανίζει μία 

ταχύτερη πρόσληψη από τα κύτταρα σε σχέση με τις άλλες ουσίες που μελετήθηκαν. Η 

συμπεριφορά αυτή ήταν ομοιογενής μεταξύ των κυτταρικών προκατεργασιών και δεν 

επηρεάστηκε από τη θερμοκρασία ενθυλάκωσης. Η διαφορά μεταξύ των ποσοστών 

πρόσληψης της κάθε ουσίας συσχετίζεται άμεσα με την υδροφοβικότητά τους. Η 

υδροφοβικότητα των μορίων εκφράζεται μέσω του συντελεστή κατανομής logP, ο οποίος 

δείχνει την κατανομή μίας ουσίας μεταξύ των δύο φάσεων ενός διφασικού μείγματος 

οκτανόλης/νερού. Υψηλότερες τιμές του συντελεστή αντιστοιχούν σε μεγαλύτερη 

υδροφοβικότητα. Οι τιμές του συντελεστή κατανομής για τις ουσίες του αιθερίου ελαίου 

αναφέρονται στη βιβλιογραφία και λαμβάνουν τιμές ως ακολούθως: 3.30 για την θυμόλη, 

3.49 για την καρβακρόλη, 4.1 για το p-κυμένιο και 4.50 για το γ-τερπινένιο (Griffin et al., 

1999; Kozubek et al., 1995; Lun et al., 1997). Οι Bishop et al. (1998) βρήκαν ότι η 
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πρόσληψη υδρόφοβων μορίων με παρεμφερές μοριακό βάρος από τα κύτταρα μαγιάς 

επηρεάζεται σημαντικά από την ύπαρξη υδροξυλομάδων στο μόριο. Μόρια που φέρουν 

υδροξυλομάδες επηρεάζουν τη ρευστότητα της κυτταρικής μεμβράνης και αυξάνουν την 

διαπερατότητά τους σε αυτά. Από τα αποτελέσματα παρατηρείται ότι η επιλεκτικότητα στην 

πρόσληψη των συστατικών του αιθερίου ελαίου παρατηρείται ακόμη και για κύτταρα που 

έχουν υποστεί προκατεργασίες που διαπερατοποιούν ή καταστρέφουν την πλασματική 

μεμβράνη (όπως τα ΠΗΠ και η αυτόλυση). Το γεγονός αυτό βρίσκεται σε συμφωνία με τη 

βιβλιογραφία, καθώς έχει αναφερθεί ότι η παρουσία υδροξυλομάδων στα μόρια επηρεάζει 

συν τοις άλλοις και η διαλυτότητά τους, και άρα και η διαχυτότητά τους, στο κυτταρικό 

τοίχωμα. Η διαλυτότητα στο κυτταρικό τοίχωμα έχει βρεθεί ότι είναι αντιστρόφως ανάλογη 

με τον συντελεστή κατανομής logP (Ciamponi, 2012). 

Σχήμα 4.56: Δεδομένα αέριας χρωματογραφίας GC-MS (εκφρασμένα ως % ολικού TIC) για το 

αιθέριο έλαιο ρίγανης που εκχυλίστηκε για χρόνους ενθυλάκωσης 0, 5 και 24 h. Παρουσιάζεται η 

σύσταση του ελαίου για  τα τέσσερα κυριότερα συστατικά του ελαίου: γ -τερπινένιο, p-κυμένιο, 

καρβακρόλη, θυμόλη. 

(a) Ανεπεξέργαστα κύτταρα (UC) 

 

(b) Κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 8 h (AC8) 

 

(c) Κύτταρα που υπέστησαν αυτόλυση για 24 h (AC24) 
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(d) Κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ στα 3.2 kJ/kg (PEF1) 

 

(e) Κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ στα 13.6 kJ/kg (PEF2) 

 

(f) Κύτταρα επεξεργασμένα με ΠΗΠ στα 107.0 kJ/kg (PEF3) 
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(g) Κύτταρα επεξεργασμένα με ΟΥΠ στα 800 bar/4 διελεύσεις (HC) 
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5 Συμπεράσματα και προτάσεις 

Ο S. cerevisiae αποτελεί έναν από τους πιο ευρέως χρησιμοποιούμενους 

μικροοργανισμούς στον κλάδο των τροφίμων εδώ και αιώνες. Η αξιοποίηση συστατικών με 

υψηλή προστιθέμενη αξία που προέρχονται από τον μικροοργανισμό βρίσκεται στο 

επίκεντρο της έρευνας τα τελευταία χρόνια. Η ευρεία διαθεσιμότητα του μικροοργανισμού, 

τόσο ως αποτέλεσμα πρωτογενούς καλλιέργειας όσο και ως εκροή από διεργασίες 

παραγωγής βιοαιθανόλης και ζυθοποιίας τον έχουν καταστήσει μία ελκυστική πηγή για την 

παραλαβή τέτοιων συστατικών. Η υψηλή περιεκτικότητα του μικροοργανισμού σε 

βιοδραστικούς πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνες αλλά και πρωτεολυτικά ένζυμα τον καθιστά 

κατάλληλη πηγή εκχυλισμάτων μαγιάς και β-γλυκανών.  

H παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς στηρίζεται στη διεργασία της αυτόλυσης η οποία 

περιλαμβάνει την δράση των ενδογενών πρωτεασών του μικροοργανισμού στις κυτταρικές 

πρωτεΐνες με τελικό προϊόν ελεύθερα αμινοξέα και πεπτίδια, συστατικά που το καθιστούν 

κατάλληλο ως φυσικό ενισχυτικό γεύσης στα τρόφιμα. Η αυτόλυση είναι μία χρονοβόρα 

διεργασία, με διάρκεια που μπορεί να ξεπεράσει τις 24 h κυρίως εξαιτίας της περιορισμένης 

διαπερατότητας του κυττάρου. Ωστόσο προτιμάται έναντι άλλων διεργασιών παραγωγής 

εκχυλίσματος (χρήση λυτικών ενζύμων, πλασμόλυση με άλας, υδρόλυση με ανόργανα 

οξέα) λόγω του χαμηλού της κόστους, του απλού εξοπλισμού που απαιτεί αλλά και της 

απουσίας πρόσθετων (π.χ. χλωριούχο νάτριο) στο τελικό προϊόν.  

Παράλληλα με την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, κατά την αυτόλυση παράγονται 

μεγάλες ποσότητες στερεού κυτταρικού υπολείμματος που απαρτίζεται κυρίως από τα 

κυτταρικά τοιχώματα. Το στερεό αυτό δεν αξιοποιείται περαιτέρω αλλά απορρίπτεται ή 

χρησιμοποιείται στην παραγωγή ζωοτροφών. Η έρευνα στην εφαρμογή καινοτόμων 

διεργασιών για τη βελτίωση της αυτόλυσης ως προς την παραγωγή εκχυλίσματος και την 

αξιοποίηση του στερεού υπολείμματός της κρίνεται αναγκαία. Διεργασίες που επιδρούν 

στην κυτταρική διαπερατότητα, μπορούν να επιταχύνουν την αυτόλυση αλλά και να 

συνεισφέρουν στην αξιοποίηση του στερεού για την παραλαβή β-γλυκανών. Ακόμη, 

διεργασίες που αυξάνουν την κυτταρική διαπερατότητα οδηγούν στην αυξημένη παραλαβή 

ενδοκυτταρικών ενζύμων αλλά και καθιστούν τα κύτταρα κατάλληλους φορείς για την 

ενθυλάκωση βιοδραστικών συστατικών. 
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Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκαν οι μη θερμικές διεργασίες των Παλμικών Ηλεκτρικών 

Πεδίων (ΠΗΠ), της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ) και της Ομογενοποίησης Υψηλής Πίεσης 

(ΟΥΠ) ως κυτταρικές προκατεργασίες στα κύτταρα του S. cerevisiae. Οι διεργασίες αυτές 

σε επιλεγμένες συνθήκες επεξεργασίας αυξάνουν την κυτταρική διαπερατότητα 

διατηρώντας ή και ενισχύοντας την ενδογενή ενζυμική ενεργότητα των κυττάρων. Στον 

πυρήνα της διατριβής βρίσκεται η μελέτη της επίδρασης των διεργασιών αυτών στην 

αυτόλυση του μικροοργανισμού με στόχο την παραγωγή εκχυλίσματος μαγιάς, με 

ταυτόχρονο εμπλουτισμό του στερεού υπολείμματος της διεργασίας σε β-γλυκάνες. Επίσης 

μελετήθηκε η επίδραση της διεργασίας της ΥΠ στην αξιοποίηση της κυτταρικής βιομάζας 

για την παραλαβή ενδογενών πρωτεασών και των ΠΗΠ, της ΟΥΠ και της αυτόλυσης στην 

ενθυλάκωση αιθερίου ελαίου ρίγανης στα κύτταρα. 

Οι τρεις διεργασίες που μελετήθηκαν οδήγησαν σε αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας 

σε διαφορετικούς βαθμούς, ανάλογα με τις συνθήκες επεξεργασίας που εφαρμόστηκαν. Η 

αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας, αλλά και στην περίπτωση της ΥΠ η ενεργοποίηση 

των ενδοκυτταρικών πρωτεασών, οδήγησε σε σημαντική επιτάχυνση της αυτόλυσης 

συμβάλλοντας παράλληλα στην αύξηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος 

της αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Ο συνδυασμός των δύο αυτών ευρημάτων καθιστά τις 

διεργασίες κατάλληλες για την αξιοποίηση κυτταρικής βιομάζας S. cerevisiae. Επίσης, η 

παραλαβή των ενδοκυτταρικών πρωτεασών μπορεί να επιτευχθεί συνδυάζοντας 

διεργασίες κυτταρικής διάρρηξης με την αυτόλυση. Τα ακατέργαστα ενζυμικά εκχυλίσματα 

του S. cerevisiae εμφανίζουν υψηλή πρωτεολυτική ενεργότητα καθώς και ικανότητα πήξης 

του γάλακτος καθιστώντας τον μικροοργανισμό πιθανή πηγή εναλλακτικών πηκτικών 

παραγόντων. Τέλος, η αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας οδηγεί σε σημαντική 

επιτάχυνση της ενθυλάκωσης βιοδραστικών συστατικών στα κύτταρα του S. cerevisiae. 

Ειδικά για την περίπτωση των κυττάρων που προκύπτουν από την αυτόλυση, η χρήση 

τους ως φορείς ενθυλάκωσης παρουσιάζει σημαντικά πλεονεκτήματα, καθώς μπορεί να 

επιτευχθεί σημαντικά ταχύτερη ενθυλάκωση σε συνδυασμό με την παραγωγή 

εκχυλίσματος μαγιάς, συνεισφέροντας έτσι στην καθολική αξιοποίηση της κυτταρικής 

βιομάζας.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής καταδεικνύουν την καταλληλότητα των μη 

θερμικών διεργασιών στην αξιοποίηση κυτταρικής βιομάζας S. cerevisiae. Πέραν από τη 

σημαντική επιτάχυνση της παραγωγής εκχυλίσματος μαγιάς, οι διεργασίες που 

μελετήθηκαν συμβάλλουν στην αύξηση της περιεκτικότητας του στερεού υπολείμματος της 

αυτόλυσης σε β-γλυκάνες. Παράλληλα, η αύξηση της κυτταρικής διαπερατότητας καθιστά 

τα κύτταρα κατάλληλους φορείς για την ενθυλάκωση βιοδραστικών συστατικών, 

παρέχοντας μία ακόμη δυνατότητα για την εκμετάλλευσή τους. 
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Τα ευρήματα της παρούσας διατριβής ανοίγουν τον δρόμο για περαιτέρω έρευνα στην 

αξιοποίηση του S. cerevisiae με τη χρήση των μη θερμικών διεργασιών επεξεργασίας. 

Ίσως το σημαντικότερο βήμα στην περαιτέρω έρευνα είναι η επέκταση της μελέτης των 

διεργασιών αυτών στην αξιοποίηση κυτταρικής βιομάζας που προέρχεται από τη 

ζυθοποιία. Οι τεχνικές που εφαρμόστηκαν στην παρούσα διατριβή αναμένεται ότι θα έχουν 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα στην αξιοποίηση του παραπροϊόντος αυτού. Περαιτέρω 

μελέτης χρήζει επίσης η δυνατότητα για επιλεκτική παραλαβή συστατικών με εφαρμογή 

των ΠΗΠ και της ΥΠ ανάλογα με τις συνθήκες επεξεργασίας. Η υψηλή περιεκτικότητα του 

μικροοργανισμού σε πρωτεΐνες σε συνδυασμό με τις διεργασίες αυτές μπορούν να 

αξιοποιηθούν για την επιλεκτική παραλαβή πρωτεϊνών με εφαρμογή σε καινοτόμα 

προϊόντα ή και υποκατάστατα κρέατος. Σημαντικό πεδίο περαιτέρω έρευνας αποτελεί 

επίσης η μελέτη του συνδυασμού των μη θερμικών διεργασιών για την παραλαβή άλλων 

ενδοκυτταρικών συστατικών από τον μικροοργανισμό, όπως είναι οι βιταμίνες του 

συμπλέγματος Β και οι μαννοπρωτεΐνες. 

Ως προς την περαιτέρω μελέτη της αξιοποίησης των ενδοκυτταρικών πρωτεασών του S. 

cerevisiae, το έδαφος φαίνεται αρκετά πρόσφορο. Ενώ τα ένζυμα έχουν χαρακτηρισθεί στη 

βιβλιογραφία, η επίδραση της ΥΠ σε αυτά δεν έχει μελετηθεί. Ο καθαρισμός, η απομόνωση 

και η μελέτη της κινητικής ενεργοποίησης ή απενεργοποίησής των καθαρών ενζύμων 

μπορεί να οδηγήσει στον περαιτέρω χαρακτηρισμό τους και στην διαλεύκανση του 

ακριβούς μηχανισμού αλληλεξάρτησής τους σε σχέση με του ενδοκυτταρικούς 

παρεμποδιστές. Η παραλαβή τους σε καθαρή μορφή μπορεί να συμβάλλει στην 

παρασκευή ενζυμικών σκευασμάτων με εφαρμογή σε διεργασίες πρωτεϊνικής υδρόλυσης 

στα τρόφιμα. 

Σχετικά με την κυτταρική ενθυλάκωση στον S. cerevisiae, η υψηλή περιεκτικότητά του σε 

β-γλυκάνες αλλά και η αποτελεσματική χρήση του ως φορέα ενθυλάκωσης τον καθιστά 

ελκυστικό για την ενσωμάτωση βιοδραστικών συστατικών σε βιολειτουργικά τρόφιμα. Η 

ενθυλάκωση φυσικών αντιμικροβιακών, αντιοξειδωτικών αλλά και θρεπτικών συστατικών 

μπορεί να συνεισφέρει στην προστασία και την ελεγχόμενη απελευθέρωσή τους. 
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