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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ένα σύγχρονο ζήτημα που απασχολεί τη βιομηχανία ζωοτροφών είναι η αύξηση της 

θρεπτικής αξίας των προϊόντων της, ενισχύοντας έτσι την αποτελεσματικότητα της 

πέψης κατά την κατανάλωσή τους από τα ζώα. Αυτό επιτυγχάνεται κυρίως με τη χρήση 

ενζύμων, τα οποία δρουν στα συστατικά της ζωοτροφής και τα αποικοδομούν σε 

χρήσιμα και θρεπτικά προϊόντα για τον οργανισμό των ζώων. Σκοπός της παρούσας 

εργασίας είναι η εύρεση ενός αποτελεσματικού τρόπου ενζυμικής υδρόλυσης του πιο 

διαδεδομένου συστατικού των ζωοτροφών που δεν είναι άλλο από το πίτυρο 

καλαμποκιού, εφαρμόζοντας τις ηπιότερες δυνατές και περιβαλλοντικά πιο φιλικές 

μεθόδους προκατεργασίας. Πιο συγκεκριμένα, η έρευνα εστιάζει στο κλάσμα 

ημικυτταρίνης που εξαιτίας της περιπλοκότητας της δομής του, είναι το λιγότερο 

μελετημένο υπόστρωμα, δίνοντας έμφαση στους ξυλοολιγοσακχαρίτες με πρεβιοτική 

δράση και στα φερουλικά οξέα με αντιοξειδωτικές ιδιότητες που προκύπτουν ως 

βασικά προϊόντα της υδρόλυσης. Στο πλαίσιο αυτό, μελετήθηκε η δράση των ενζύμων 

στην απαμυλωμένη και κατά τα άλλα ακατέργαστη βιομάζα, καθώς επίσης και στην 

προκατεργασμένη βιομάζα. Η προκατεργασία της βιομάζας πραγματοποιήθηκε είτε 

ενζυμικά,  με τη χρήση μίας  ξυλανάσης της οικογενειας GH11, είτε χημικά, με χρήση 

τριών διαφορετικών διαλυτών: 100% v/v νερό, 50% v/v αιθανόλη και 3% v/v οξικό 

οξύ, στους 121 oC με πίεση 0.1 MPa για 1 και 2 h. Αυτό που προέκυψε κατόπιν 6ωρων 

και 24ωρων ενζυμικών αντιδράσεων στους 40 oC είναι ότι, ενώ στην ακατέργαστη 

βιομάζα τα ένζυμα δεν κατάφεραν να εμφανίσουν σημαντική δράση και σχέσεις 

συνεργιτισμού, σταδιακά αυτό βελτιώθηκε και μάλιστα στη βιομάζα που 

κατεργάστηκε με 3% v/v οξικό οξύ για 2 h, τα ένζυμα κατάφεραν να πετύχουν τις 

υψηλότερες αποδόσεις τους, απελευθερώνοντας έως και 30% ξυλόζη και  61% 

φερουλικό οξύ, από την συνολική περιεκτικότητα της βιομάζας στα συστατικά αυτά. 

Τα ποσοστά αυτά είναι αποτέλεσμα κυρίως της δράσης δύο βασικών ενζύμων, της 

ξυλανάσης της οικογένειας GH11 (EI) και της εστεράσης του φερουλικού οξέος τύπου 

D (FaeC4), που εμφάνισαν αυξημένη ενεργότητα καθ’ όλη τη διάρκεια των 

πειραμάτων. H σπουδαιότητα του επιτεύγματος της εν λόγω προσπάθειας έγκειται στο 

γεγονός ότι οι αποδόσεις αυτές ανταγωνίζονται παρόμοια ποσοστά της παγκόσμιας 

επιστημονικής βιβλιογραφίας τα οποία επιτεύχθηκαν στο ίδιο υπόστρωμα, ωστόσο με 

πολύ εντονότερες και μη βιώσιμες συνθήκες προκατεργασίας, καθώς επίσης και με 

πλουσιότερους ενζυμικούς συνδυασμούς που περιλάμβαναν όλα τα πιθανά είδη 

ημικυτταρινασών.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα, πίτυρο καλαμποκιού, ημικυτταρίνη, 

ημικυτταρινάσες, ξυλοολιγοσακχαρίτες, φερουλικό οξύ 

  



 

 

  



 

 

ABSTRACT 
 

A contemporary issue that concerns the animal feed industry is to enhance the nutritive 

value of their products, thereby increasing the effectiveness of digestion. This is mainly 

achieved by the use of enzymes which degrade the feed components into useful and 

nutritional products The main purpose of this diploma thesis is to find an effective way 

to achieve the enzymatic hydrolysis of the most widely used component of feedstock, 

i.e., corn bran, by using the mildest and most environmentally friendly methods of 

pretreatment. More specifically, the research focuses on the hemicellulolytic fraction 

of corn bran, which is not well explored due to its recalcitrant nature, emphasizing on 

the prebiotic xylo-oligosaccharides and the antioxidant ferulic acids which are the main 

hydrolysis products. In this context, the activity of various xylanolytic enzymes was 

studied in destarched but untreated biomass, as well as in pretreated biomass. 

Pretreatment was performed either enzymatically, by a xylanase of the GH11 family, 

or chemically with the use of three different solvents: 100% v/v water, 50% v/v ethanol 

and 3% v/v acetic acid, at 121 oC and 0.1 MPa for 1 and 2 h. What emerged after the 

6h and 24h enzyme incubations at 40 oC is that while the enzymes failed to show 

significant activity and synergism when acting upon the untreated biomass, gradually 

this improved and even in the pretreatment with 3% v/v acetic acid for 2 h, the enzymes 

were able to achieve their highest yields, releasing 30% xylose and 61% ferulic acid, of 

the total biomass content of these ingredients. These percentages are mainly a result of 

the action of two enzymes, a GH11 xylanase (EI) and a feruloyl esterase type D 

(FaeC4), which showed high activity during all experiments performed here. Τhe 

importance of this achievement lies in the fact that these yields rival similar rates as 

those found in the global scientific literature, achieved on the same substrate, but with 

much more intense and unsustainable pretreatment conditions, as well as with strong 

enzyme combinations involving all possible types of hemicellulases.  

 

Keywords: Lignocellulosic biomass, corn bran, hemicellulose, hemicellulases, xylo-

oligosaccharides, ferulic acid.  
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1 Θεωρητικό Μέρος 

1.1 Βιομηχανίες ζωοτροφών 

Τα τελευταία χρόνια, το ενδιαφέρον των βιομηχανιών παραγωγής ζωοτροφών έχει 

στραφεί προς την εύρεση ενός πιο αποτελεσματικού τρόπου εκμετάλλευσης των 

ζωοτροφών χαμηλής ποιότητας. Η απαίτηση αυτή πηγάζει από το σύνολο των 

κτηνοτρόφων ανά τον κόσμο, οι οποίοι εξαιτίας των οικονομικών πιέσεων που 

υφίστανται, αναζητούν λύσεις προκειμένου να είναι σε θέση να προσφέρουν στα ζώα 

τους το μέγιστο δυνατό των χρήσιμων συστατικών από μια δεδομένη ποσότητα 

τροφής, με το χαμηλότερο δυνατό κόστος. Βασικός ανασταλτικός παράγοντας σε αυτή 

την αναγκαιότητα, είναι το γεγονός πως το πεπτικό σύστημα του ζώου, δεν είναι 

πλήρως αποτελεσματικό και ειδικά όσον αφορά στα πουλερικά, αναφέρεται πως το ένα 

τέταρτο της προσλαμβάνουσας τροφής τους δεν δύναται να απορροφηθεί και αυτό 

γιατί τα συστατικά της τροφής περιέχουν μη αποικοδομήσιμους και πολλές φορές μέχρι 

και επικίνδυνους παράγοντες που παρεμποδίζουν τη διαδικασία της πέψης. Επιπλέον, 

ενώ όλα τα ζώα χρησιμοποιούν ενδογενή ένζυμα προκειμένου να διασπάσουν τις 

τροφές και τα οποία είτε τα παράγει άμεσα ο ίδιος ο οργανισμός τους, είτε έμμεσα το 

μικροβίωμα του εντέρου τους, υπάρχουν περιπτώσεις στις οποίες τα ζώα στερούνται 

αυτών των απαραίτητων ενζύμων λόγω του νεαρού της ηλικίας τους, με αποτέλεσμα 

να δυσχεραίνεται ακόμη περισσότερο η αποικοδόμηση των συστατικών της τροφής. 

Ακόμη, ενώ τα ένζυμα είναι παρόντα στο πεπτικό σύστημα, ενδέχεται να μην μπορούν 

να διασπάσουν όλα τα συστατικά της τροφής. Λύση στο πρόβλημα αυτό, έρχεται να 

δώσει η βιομηχανία ζωοτροφών, μέσω της προσθήκης εξωγενών ενζύμων στις 

ζωοτροφές, καταπολεμώντας έτσι όλους τους επιβλαβείς παράγοντες και βελτιώνοντας 

τόσο τη διαδικασία πέψης όσο και την συνολική επίδοση των ζώων. Μάλιστα τα 

ένζυμα, αναφέρονται ως ένα από τα πιο σημαντικά και χρήσιμα πρόσθετα που 

χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία ζωοτροφών. (Ojha et al. 2018).   

Παραδοσιακά, οι βιομηχανίες ζωοτροφών χρησιμοποιούσαν ως πρώτη ύλη ποικίλα 

σιτηρά και προϊόντα αυτών, με το καλαμπόκι να έχει πρωταγωνιστικό ρόλο. Ενδεικτικά 

στην Αμερική, για το έτος 2016, οι ζωοτροφές περιείχαν καλαμπόκι σε ποσοστό 50% 

συγκριτικά με τα υπόλοιπα συστατικά, όπως φαίνεται στο Σχήμα 1.1 (American Feed 

Industry Association 2022).  

 

Σχήμα 1.1: Σύνθεση της διατροφής των ζώων στην Αμερική για το έτος 2016                                                

(American Feed Industry Association 2022) 
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Παρόλα αυτά, η ανάγκη για βελτίωση του κόστους τροφής, οδήγησε στην αναζήτηση 

νέων λύσεων, όπως η χρήση των υπολειμμάτων γεωργικών/δασικών βιομηχανιών ως 

πρώτη ύλη για την παραγωγή ζωοτροφών (Velázquez-De Lucio et al. 2021). Όπως είναι 

αναμενόμενο, το καλαμπόκι εξακολουθεί να πλεονεκτεί ακόμα και στις 

υπολειμματικές μορφές του, δεδομένου ότι η παραγωγή του αγγίζει τους 1.2 

δισεκατομμύρια τόνους παγκοσμίως (για το διάστημα 2021-2022), συνεπώς υπάρχει 

μια πληθώρα βιομηχανιών που το επεξεργάζεται, αφήνοντας έτσι ποικίλα κατάλοιπα 

(United States Department of Agriculture 2021).   

Οι δύο βασικές διεργασίες που υφίσταται κατά κόρον το καλαμπόκι είναι αυτές της 

υγρής και της ξηρής άλεσης, οι οποίες καταλήγουν σε διαφορετικά τελικά προϊόντα 

και παραπροϊόντα και παρουσιάζονται στο Σχήμα 1.2. 

 

Σχήμα 1.2: Διεργασία υγρής άλεσης καλαμποκιού (αριστερά) και ξηρής άλεσης καλαμποκιού (δεξιά)            

(Nebraska Corn Board 2005) 

Η διαδικασία υγρής άλεσης απαιτεί καλής ποιότητας καλαμπόκι και καταλήγει σε μια 

πληθώρα προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας τα οποία μπορούν είτε να 

χρησιμοποιηθούν για ανθρώπινη κατανάλωση (π.χ. αλκοόλη, γλυκαντικά, έλαια κλπ.) 

είτε να αποτελέσουν πρώτη ύλη ζωοτροφών (π.χ. πίτυρο καλαμποκιού). Πιο 

αναλυτικά, το καλαμπόκι διαβρέχεται σε διάλυμα διοξειδίου του θείου, αλέθεται και 

διαχωρίζεται στα βασικά συστατικά του. Το πιο πολύτιμο συστατικό που προκύπτει 

και για το οποίο κυρίως πραγματοποιείται η εν λόγω διεργασία είναι το άμυλο το οποίο 

σε επόμενο στάδιο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή αιθανόλης, αλλά και 

ποικίλων άλλων προϊόντων όπως σιρόπια, γλυκαντικά κλπ. Το εναπομένον κλάσμα 

έπειτα από το στάδιο του διαχωρισμού, περιέχει ένα συστατικό σε αφθονία το οποίο, 

όπως φαίνεται, δεν είναι άλλο από το πίτυρο καλαμποκιού. Αυτό, αποτελεί ιδανική 

πρώτη ύλη για την παρασκευή ζωοτροφών με υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη και 

ειδικά με την προσθήκη αλεύρων και διαφόρων αποσταγμάτων ομογενοποιείται και 

πωλείται είτε σε υγρή είτε σε ξηρή μορφή, καθώς δύσκολα θα μπορούσε να προωθηθεί 

στην αγορά για ανθρώπινη κατανάλωση. 

Από την άλλη μεριά, η ξηρή άλεση, χρησιμοποιεί το καλαμπόκι και άλλων ειδών 

σπόρους και μέσα από διεργασίες όπως η ζύμωση και η απόσταξη, λαμβάνεται 

αιθανόλη (βιοαιθανόλη) ενώ παράλληλα διαχωρίζονται τα υγρά και τα στερεά 

κλάσματα της απόσταξης. Τα κλάσματα αυτά περιέχουν κυρίως έλαια, ίνες, πρωτεΐνες, 

καθώς επίσης και σάκχαρα τα οποία δεν κατάφεραν να ζυμωθούν από τους 
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μικροοργανισμούς κατά τα προηγούμενα στάδια, αποτελώντας έτσι κατάλληλη ύλη για 

ζωοτροφές (Bothast et al. 2005; Nebraska Corn Board 2005). 

 

1.2 Σύσταση λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

Όλα τα παραπροϊόντα και οι υπολειμματικές μορφές αγροτικών και βιομηχανικών 

διεργασιών, με το καλαμπόκι να καταλαμβάνει το μεγαλύτερο μερίδιο αυτών όπως 

προαναφέρθηκε, υπάγονται στην ευρύτερη κατηγορία της λιγνινοκυτταρινούχου 

βιομάζας. Η λιγνινοκυτταρίνη είναι ένας γενικός όρος με τον οποίο περιγράφονται τα 

κύρια χαρακτηριστικά των κυτταρικών τοιχωμάτων των φυτών τα οποία είναι: η 

κυτταρίνη (40-50%), η ημικυτταρίνη (25-35%) και η λιγνίνη (15-20%) (Σχήμα 1.3). Το 

κυτταρικό τοίχωμα αποτελεί μεταξύ άλλων, για όλα τα φυτά, τον πιο ισχυρό μηχανισμό 

προστασίας από διάφορους εξωγενείς παράγοντες, όπως είναι για παράδειγμα οι 

μικροοργανισμοί. Ωστόσο, η ακριβής χημική σύσταση του διαφέρει από φυτό σε φυτό, 

ενώ διαφορές έχουν παρατηρηθεί μέχρι και στα κύτταρα του ίδιου φυτού. Κατά κοινή 

ομολογία, ένα τυπικό κυτταρικό τοίχωμα αποτελείται από μικροϊνίδια κυτταρίνης που 

ενσωματώνονται μέσα σε μια μάζα από πρωτεΐνες και άλλους πολυσακχαρίτες όπως 

είναι οι ημικυτταρίνες. Η κυτταρίνη μαζί με την ημικυτταρίνη δομούν το πρωτογενές 

κυτταρικό τοίχωμα. Ορισμένα κύτταρα, δημιουργούν επιπλέον ένα δευτερογενές 

κυτταρικό τοίχωμα που αποτελείται από λιγνίνη και το οποίο βρίσκεται μεταξύ της 

κυτταρικής μεμβράνης και του πρωτογενούς τοιχώματος. Επιπλέον η πηκτίνη είναι ο 

πολυσακχαρίτης που διαδραματίζει τον ρόλο της «κόλλας» προκειμένου να κρατάει 

σταθερά τα γειτονικά κύτταρα μεταξύ τους (Χριστακόπουλος et al. 2015). 

 

 

Σχήμα 1.3: Επισκόπηση της δομής της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας και των τριών βασικών συστατικών της 

(Bertella et al. 2020) 
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1.2.1 Κυτταρίνη 

Η κυτταρίνη είναι ένα βιοπολυμερές που υπάρχει σε τεράστια αφθονία πάνω στη Γη 

και αποτελεί το κύριο συστατικό από τους πολυσακχαρίτες των κυτταρικών 

τοιχωμάτων. Πιο συγκεκριμένα, είναι ένα γραμμικό πολυμερές με υψηλό βαθμό 

πολυμερισμού (10,000) που δομείται από μονάδες D-γλυκόζης, οι οποίες συνδέονται 

μεταξύ τους με β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσμούς. Λόγω αυτού του δεσμού, σχηματίζεται ο 

δισακχαρίτης κελλοβιόζη, όπως φαίνεται εντός των αγκύλων στο Σχήμα 1.4, που 

αποτελεί και την θεμελιώδη επαναλαμβανόμενη μονάδα της αλυσίδας.  

 

 

Σχήμα 1.4: Δομή κυτταρίνης και μορίων κελλοβιόζης στο εσωτερικό των αγκυλών (Xiros et al. 2013) 

 

Τα πολυμερή της κυτταρίνης διατάσσονται κατάλληλα στον χώρο και σχηματίζουν 

ισχυρές δομές μικροϊνών οι οποίες σταθεροποιούνται μέσω δεσμών υδρογόνου που 

αναπτύσσονται τόσο μεταξύ των μορίων της ίδια αλυσίδας κυτταρίνης όσο και μεταξύ 

μορίων γλυκόζης από γειτονικές αλυσίδες. Η διαμόρφωση αυτού του δικτύου, έχει ως 

αποτέλεσμα την εμφάνιση κρυσταλλικών περιοχών, στις οποίες παρεμβάλλεται μόνο 

ένα μικρό ποσοστό άμορφων περιοχών. Η υψηλή κρυσταλλικότητα είναι αυτή που 

καθιστά το συγκεκριμένο υλικό δύσκολα προσβάσιμο από ένζυμα, γεγονός το οποίο 

ενισχύει την αντίστασή του στην υδρόλυση (Xiros et al. 2013).  

 

1.2.2 Λιγνίνη 

Η λιγνίνη αποτελεί το δεύτερο πιο άφθονο οργανικό πολυμερές στη φύση, μετά την 

κυτταρίνη, παρέχοντας μηχανική στήριξη και ακαμψία στα φυτικά κύτταρα και  

συνεισφέροντας παράλληλα σε μεγάλο βαθμό στην άμυνα του φυτού έναντι στους 

παθογόνους μικροοργανισμούς. Πρόκειται για ένα υδρόφοβο, φυτικό πολυμερές 

μεγάλου μοριακού βάρους που απαρτίζεται κυρίως από τρία είδη αλκοολών, με την 

αναλογία αυτών να ποικίλει από φυτό σε φυτό (Σχήμα 1.5). Οι δεσμοί μέσω των οποίων 

συνδέονται οι αλκοόλες που σχηματίζουν το πολυμερές της λιγνίνης είναι κυρίως 

αιθερικοί και σε μικρότερο βαθμό δεσμοί άνθρακα-άνθρακα. Το πολυμερές της 

λιγνίνης, φέρει επιπλέον υδροξυλομάδες, καρβοξυλομάδες και καρβονυλομάδες, ενώ 

η ποικιλομορφία μεταξύ των συνδέσεων των μονάδων αυτών, έχει ως αποτέλεσμα το 

μακρομόριο να χαρακτηρίζεται από μεγάλη ετερογένεια, ακόμη και στον ίδιο φυτικό 

ιστό (Nair et al. 2016). Εξαιτίας της πολυπλοκότητας και της ετερογένειας που 

χαρακτηρίζει το πολυμερές της λιγνίνης, η ανάδειξη της δομής της και κατά συνέπεια 

των ιδιοτήτων που είναι συνυφασμένες με αυτή, αποτελεί μια επίπονη διαδικασία και 
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για τον λόγο αυτό, η περαιτέρω αξιοποίησή της σε προϊόντα όπως χημικά, καύσιμα 

κλπ., αποτελεί μέχρι και σήμερα μια μεγάλη πρόκληση για την επιστημονική κοινότητα 

(Wang et al. 2019).    

     

Σχήμα 1.5: Δομή λιγνίνης και των τριών βασικών συστατικών που την απαρτίζουν (Erfani Jazi et al. 2019)  

 

1.2.3 Ημικυτταρίνη 

Η ημικυτταρίνη είναι ένα φυσικό πολυμερές σαν την κυτταρίνη και αποτελείται από 

μονομερή υδρογονανθράκων. Εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή ανάμεσα στην 

κυτταρίνη και τη λιγνίνη και συνήθως συνδέεται με ομοιοπολικούς δεσμούς με τη 

λιγνίνη (κυρίως μέσω φαινολικών οξέων) και με δεσμούς υδρογόνου με την κυτταρίνη 

(Zoghlami et al. 2019). Σε αντίθεση με την κυτταρίνη, είναι λιγότερο διακλαδισμένη, 

έχει πιο χαμηλό βαθμό πολυμερισμού (100-300) και τα μονομερή της χαρακτηρίζονται 

από μεγάλη ποικιλομορφία, καθώς δομείται από διάφορες πεντόζες και εξόζες όπως, 

αραβινόζη, μαννόζη, γαλακτόζη, γλυκόζη και ξυλόζη. Ανάλογα με το σάκχαρο που 

κυριαρχεί στην αλυσίδα του πολυμερούς, οι ημικυτταρίνες διακρίνονται σε 

αραβινάσες, μαννάσες, γαλακτάνες, γλυκάνες και ξυλάνες αντίστοιχα, με τις 

τελευταίες να αποτελούν το βασικότερο συστατικό του πολυμερούς της ημικυτταρίνης. 

Ωστόσο, σπάνια συναντώνται ημικυτταρίνες που αποτελούνται από ένα είδος 

μονοσακχαρίτη, επομένως τις περισσότερες φορές γίνεται λόγος για ετεροξυλάνες 

(Ahmad et al. 2019). Μια κατηγοριοποίηση των ξυλανών, τις κατατάσσει σε 4 βασικές 

οικογένειες, τις ομοξυλάνες, τις αραβινοξυλάνες, τις γλυκουρονοξυλάνες και τέλος τις 

αραβινογλυκουρονοξυλάνες (Σχήμα 1.6). 

➢ Ομοξυλάνες: Η οικογένεια των γραμμικών ομοξυλανών δεν περιλαμβάνει 

υποκαταστάτες στην κύρια αλυσίδα και αποτελείται μονάχα από μόρια 

ξυλόζης τα οποία συνδέονται τόσο με β-1,3 όσο και με β-1,4 γλυκοζιτικούς 
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δεσμούς. Είναι αρκετά σπάνια μορφή ξυλάνης και συναντάται μόνο στα 

θαλάσσια φύκη και στα άλγη.  

➢ Αραβινοξυλάνες: Οι δομές αυτές αποτελούν την κύρια μορφή ξυλάνης στους 

σπόρους των δημητριακών. Η αραβινόζη είναι η κύρια πλευρική ομάδα της 

αραβινοξυλάνης και συνδέεται στη θέση 2 ή 3 (ή και στις δύο θέσεις) του 

άνθρακα της ξυλόζης που αποτελεί τη βασική δομική μονάδα της αλυσίδας. 

Οι μονάδες ξυλόζης μπορεί να είναι σε αυτές τις θέσεις υποκατεστημένες και 

από ακετυλομάδες, πέρα από αραβινόζη.  

➢ Γλυκουρονοξυλάνες: Σε αυτό το είδος ξυλάνης, κάθε δέκατη μονάδα ξυλόζης 

είναι υποκατεστημένη με 4-Ο-μεθυλ-γλυκουρονικό οξύ. Επιπλέον, στις θέσεις 

2 και 3 του άνθρακα της ξυλόζης εξακολουθούν να συναντώνται 

ακετυλομάδες, ενώ ο βαθμός ακετυλίωσης ποικίλει από φυτό σε φυτό. Γενικά, 

αυτή η κατηγορία ξυλάνης είναι συχνή στα φυλλοβόλα δέντρα 

(αγγειόσπερμα). 

➢ Αραβινογλυκουρονοξυλάνες: Αυτή η οικογένεια των ξυλανών, συνήθως 

απαντάται στα κωνοφόρα και η γενική της δομή απαρτίζεται από μονάδες 

ξυλόζης που φέρουν στις θέσεις 2 και 3 αραβινοφουρανόζες και γλυκουρονικό 

οξύ. Αυτοί οι υποκαταστάτες συναντώνται με συχνότητα 1 μονάδας ανά 5-6 

μονάδες ξυλόζης για το γλυκουρονικό οξύ και 1 μονάδα ανά 5-12 μονάδες 

ξυλόζης για την αραβινοφουρανόζη. Επιπλέον, στον άνθρακα 5 της 

αραβινόζης, συνδέονται με εστερικούς δεσμούς οξέα όπως το φερουλικό και 

το π-κουμαρικό (Naidu, Hlangothi, and John 2018).  

 

 

 

Σχήμα 1.6: Απεικόνιση των τεσσάρων διαφορετικών οικογενειών ξυλάνης. (α) ομοξυλάνη, (β) αραβινοξυλάνη, (γ) 

γλυκουρονοξυλάνη, (δ) αραβινογλυκουρονοξυλάνη (Naidu et al. 2018) 
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1.3 Πίτυρο Καλαμποκιού 

Από όλα τα είδη βιομάζας, εκείνο που μονοπωλεί το ενδιαφέρον στην εν λόγω εργασία 

είναι το καλαμπόκι και συγκεκριμένα το πίτυρο καλαμποκιού, που αποτελείται κυρίως 

από τα υπολείμματα του φλοιού του καλαμποκιού. Η ανάγκη για τη μελέτη της 

ενζυμικής υδρόλυσης της συγκεκριμένης βιομάζας προέκυψε τόσο λόγω της ευρείας 

χρήσης της σε ζωοτροφές όσο και εξαιτίας της περιπλοκότητας της δομής της, κάτι το 

οποίο αποτελεί συνάμα και μεγάλη πρόκληση για την επιστήμη. Η περιπλοκότητα αυτή 

είναι απόρροια ενός συνδυασμού πολλών παραγόντων οι οποίοι θα αναλυθούν στην 

πορεία.  

Σε γενικές γραμμές, το πίτυρο καλαμποκιού έχει χαμηλή περιεκτικότητα σε λιγνίνη 

(1%), πιο υψηλή σε κυτταρίνη (29%) και πολύ υψηλή σε ημικυτταρίνη (70%) όπου 

ξεχωρίζουν οι ετεροξυλάνες. Στον Πίνακα 1.1 που ακολουθεί, παρουσιάζονται 

λεπτομερώς όλα τα συστατικά από τα οποία απαρτίζεται το πίτυρο καλαμποκιού (Rose 

et al. 2010). 

 

 

Πίνακας 1.1: Ποσοστιαία σύσταση πίτυρου καλαμποκιού (Rose et al. 2010) 

Ποσοστιαία Σύσταση Πίτυρου Καλαμποκιού 

Συστατικά Σύσταση  

% w/w 

Πρωτεΐνη  5 - 11.5 

Άμυλο 4 - 11.2 

Λάδι 1.32 - 1.9 

Τέφρα 0.6 - 1.0 

Διαλυτές Φυτικές Ίνες 0.2 - 2.6 

Αδιάλυτες Φυτικές Ίνες εκ των 

οποίων: 

70.6 - 86.3 

   Αραβινόζη 12.8 - 17.8 

   Ξυλόζη 21.7 - 24.3 

   Μαννόζη 0.3 

   Γαλακτόζη 4.4 - 5.1 

   Γλυκόζη 18.2 - 24.8 

   Ουρονικό οξύ 3.9 - 4.2 

   Λιγνίνη 0.7 - 1.0 

Φερουλικό οξύ 2.8 - 3.1 

Διφερουλικό οξύ 0.7 - 3.2 

Π-κουμαρικό οξύ  0.3 - 0.4 

 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το ημικυτταρινικό κλάσμα του πίτυρου καλαμποκιού, 

καθώς σε αυτό οφείλεται η περιπλοκότητα της δομής του και για αυτό το λόγο αποτελεί 

αντικείμενο μελέτης στην εν λόγω εργασία. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 1.7, απαρτίζεται 

κυρίως από μονάδες β-1,4-D-ξυλοπυρανόζης και είναι υποκατεστημένο με α-L-

αραβινοφουρανοζυλικές μονάδες που συνδέονται είτε στον άνθρακα 3 κάποιων  β-1,4-

D-ξυλοπυρανοζών με α-1,3 γλυκοζιτικούς δεσμούς, είτε στους άνθρακες 2 και 3 με α-
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1,2 και α-1,3 γλυκοζιτικούς δεσμούς. Επιπλέον, στο μακρομόριο αυτό, εμφανίζονται 

πλευρικές μονάδες D-γλυκουρονικού οξέος ή ακόμη και πλευρικές αλυσίδες 

μονοσακχαριτών όπως η γαλακτόζη, η ξυλόζη και η αραβινόζη. Μάλιστα, κάποιες από 

τις πλευρικές αραβινοφουρανοζυλικές μονάδες, συγκρατούν μόρια φερουλικού οξέος 

μέσω εστερικών δεσμών από τον άνθρακα 5 του δακτυλίου τους. Λόγω της περίπλοκης 

δομής του, το συγκεκριμένο κλάσμα ημικυτταρίνης χαρακτηρίζεται ως ετεροξυλάνη, 

και πιο συγκεκριμένα, επειδή αποτελείται κυρίως από μονάδες ξυλόζης και 

αραβινόζης, με μερικές υποκαταστάσεις από γλυκουρονικά οξέα, αναφέρεται ως 

αραβινογλυκουρονοξυλάνη (Rose et al. 2010).  

 

 

Σχήμα 1.7: Σχηματική απεικόνιση υποκατεστημένης αραβινογλυκουρονοξυλάνης (Zerva et al. 2021) 

Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό από την παραπάνω απεικόνιση, το μακρομόριο της 

αραβινοξυλάνης, είναι περαιτέρω υποκαταστημένο και από άλλα μόρια όπως είναι το 

οξικό οξύ, το π-κουμαρικό οξύ, το 4-Ο-μεθυλ-γλυκουρονικό οξύ, στις θέσεις 2 ή 3 των 

ξυλανοπυροζών (σπάνια και στις δύο θέσεις ταυτόχρονα) καθώς επίσης και από  δι- 

και τριφερουλικά οξέα τα οποία λειτουργούν ως «γέφυρα» μεταξύ ημικυτταρίνης και 

λιγνίνης, δημιουργώντας αιθερικούς δεσμούς. 

Το γεγονός ότι έως και το 70% των ξυλανοπυρανοζών στο μόριο της αραβινοξυλάνης 

είναι υποκατεστημένο με τα συστατικά που προαναφέρθηκαν, σε συνδυασμό με τους 

ισχυρούς δεσμούς που δημιουργούν οι αραβινοφουρανόζες με τα μόρια φερουλικού 

οξέος, καθιστά το συγκεκριμένο υπόστρωμα ένα πολύ δύσκολο στόχο ακόμη και για 

τα πιο κατάλληλα και πιο εξειδικευμένα ένζυμα. Επιπρόσθετα, έχει προταθεί ότι τόσο 

η λιγνίνη όσο και οι δομικές πρωτεΐνες εμπλέκονται εξίσου στις διαμοριακές 

αλληλεπιδράσεις με την αραβινοξυλάνη, δίνοντας ένα ακόμη πιο περίπλοκο δίκτυο 

ετερογενών μορίων. Επομένως, για την ενίσχυση της απελευθέρωσης των προϊόντων 

ενδιαφέροντος όπως είναι οι ολιγοσακχαρίτες και το φερουλικό οξύ, η προκατεργασία 

πριν από την ενζυμική υδρόλυση φαίνεται προς το παρόν ως η μόνη λύση (Jiang et al. 

2018).    
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1.4 Προκατεργασία  

Η σύσταση της βιομάζας είναι τόσο περίπλοκη που ορισμένες φορές η προκατεργασία 

της κρίνεται απαραίτητη προκειμένου να διαχωριστεί στα λιγνινοκυτταρινούχα 

συστατικά της και έτσι να μπορεί να μελετηθεί περαιτέρω (Σχήμα 1.8). Ο βασικός 

σκοπός αυτής της ενέργειας είναι να μειωθεί η κρυσταλλικότητα της κυτταρίνης, να 

διαταραχθεί η φυσική δομή της βιομάζας προκειμένου να υπάρχει ευκολότερη 

πρόσβαση στο συστατικό-στόχο και τέλος να απομακρυνθούν τα εμπόδια τα οποία 

δυσχεραίνουν την πρόσβαση των ενζύμων στην επιφάνεια της βιομάζας.   

 

 

Σχήμα 1.8: Σχηματική αποδιάταξη λιγνινοκυτταρινούχου υλικού κατά την προκατεργασία                            

(Haghighi Mood et al. 2013) 

Μια αποτελεσματική προκατεργασία οφείλει να πληροί ορισμένες προϋποθέσεις 

μεταξύ των οποίων: 1) να διευκολύνεται η απελευθέρωση ολιγοσακχαριτών, ύστερα 

από την προκατεργασία, 2) να προλαμβάνει την αποικοδόμηση του πολυμερούς και 

την απώλεια σακχάρων από αυτό, 3) να μην δημιουργούνται παρεμποδιστικά 

παραπροϊόντα κατά την διεργασία αυτή και 4) να είναι οικονομικά και ενεργειακά 

συμφέρουσα διαδικασία. Η επιλογή του είδους προκατεργασίας εξαρτάται από τον 

σκοπό για τον οποίο αυτή πραγματοποιείται, ωστόσο οι πιο γνωστές και συχνά 

εφαρμόσιμες μέθοδοι είναι 4 (φυσική, χημική, φυσικοχημική, βιολογική) και 

παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω (Ahmad et al. 2019).    

 

1.4.1 Φυσικές μέθοδοι 

Η φυσική προκατεργασία της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας αποτελεί απαραίτητη 

προϋπόθεση πριν από οποιαδήποτε άλλη μέθοδο. Περιλαμβάνει μηχανικές τεχνικές 

όπως η άλεση, η εκβολή αλλά και διεργασίες που πραγματοποιούνται με διαφορετικούς 

τύπους ακτινοβολίας και υπερήχων, προκειμένου να μειωθεί το μέγεθος των 

σωματιδίων της βιομάζας με ταυτόχρονη αύξηση της επιφάνειας και μείωση της 
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κρυσταλλικότητας και του βαθμού πολυμερισμού του υλικού. Πρόκειται για φιλικές 

προς το περιβάλλον μεθόδους, από τις οποίες σπάνια απελευθερώνονται τοξικά υλικά. 

Αξίζει επιπλέον να σημειωθεί πως ενώ πρόκειται για φιλικές προς το περιβάλλον 

διεργασίες που δεν απελευθερώνουν τοξικά υλικά, συνήθως απαιτούν υψηλή 

κατανάλωση ενέργειας για την πραγματοποίησή τους (Baruah et al. 2018).  

1.4.1.1 Άλεση 

Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι αυτή της άλεσης μέσω της οποίας 

πραγματοποιείται μείωση της κρυσταλλικότητας και του μεγέθους των σωματιδίων της 

βιομάζας. Συγκεκριμένα, μέσω της άλεσης δύναται να επιτευχθεί μείωση του μεγέθους 

των σωματιδίων έως και τα 0.2 mm, ωστόσο έχει παρατηρηθεί πως κάτω από τα 0.4 

mm δεν υπάρχει κάποια βελτίωση ως προς το ρυθμό και την απόδοση της υδρόλυσης. 

Καθοριστικοί παράγοντες για τα επίπεδα μείωσης τόσο του μεγέθους των σωματιδίων 

όσο και της κρυσταλλικότητας είναι το είδος της μεθόδου άλεσης που εφαρμόζεται, η 

χρονική διάρκεια της διεργασίας καθώς επίσης και ο τύπος της βιομάζας. Ορισμένοι 

από τους πιο συχνά χρησιμοποιούμενους μύλους είναι οι μύλοι τριβής, οι σφαιρόμυλοι, 

οι φυγοκεντρικοί μύλοι, οι σφυρόμυλοι και οι εκβολείς. Παρόλα αυτά, τροχοπέδη στην 

εκτενέστερη χρήση των μηχανικών μεθόδων αποτελούν οι υψηλές ενεργειακές 

απαιτήσεις και το κόστος του εξοπλισμού, κάτι το οποίο αντισταθμίζεται με το γεγονός 

ότι μέσω της εν λόγω προκατεργασίας δεν παράγονται παρεμποδιστικά προϊόντα όπως 

φουρφουράλη ή υδροξυμεθυλοφουρφουράλη (HMF), συνεπώς προτιμάται έναντι των 

υπόλοιπων μεθόδων (Baruah et al. 2018).  

 

1.4.2 Χημικές μέθοδοι 

Οι χημικές μέθοδοι χρησιμοποιούν χημικά με σκοπό να αποδιατάξουν την περίπλοκη 

δομή της βιομάζας. Οι πιο συνήθεις μέθοδοι είναι οι όξινες, οι αλκαλικές, οι 

οξειδωτικές, ιοντικών υγρών και η οργανολυτική μέθοδος, με τα πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενα χημικά να είναι μεταξύ άλλων το θειικό οξύ (H2SO4), το 

υδροχλωρικό οξύ (HCl), το οξικό οξύ (CH3COOH), το υδροξείδιο του νατρίου 

(NaOH), το υδροξείδιο του καλίου (KOH), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) κ.α. 

(Amin et al. 2017).   

1.4.2.1 Όξινες μέθοδοι 

Στην κατηγορία αυτή ανήκει η προκατεργασία μέσω της χρήσης πυκνών οξέων ή 

αραιωμένων διαλυμάτων αυτών. Στην πρώτη περίπτωση, πραγματοποιείται ρήξη των 

γλυκοζιτικών δεσμών της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας, οδηγώντας σε απευθείας 

μετατροπή των πολυσακχαριτών σε ολιγομερή αλλά και στα μονομερή σάκχαρα, 

γεγονός το οποίο δεν είναι επιθυμητό όταν πρόκειται να μελετηθεί η υδρόλυση των 

συγκεκριμένων υποστρωμάτων μέσω ενζύμων. Η προκατεργασία με αραιό οξύ 

αποτελεί την πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδο καθώς πρόκειται για μια πιο ήπια 

διεργασία η οποία διαρρηγνύει τους ομοιοπολικούς δεσμούς και τους δεσμούς 

υδρογόνου που συγκρατούν τα συστατικά της βιομάζας, διαταράσσοντας έτσι σε ένα 

μικρό βαθμό την λιγνινοκυτταρινούχο δομή. Συνήθως χρησιμοποιούνται οξέα όπως το 

θειικό, το υδροχλωρικό και το οξικό οξύ σε συγκεντρώσεις 1-4% w/w και η διεργασία 

πραγματοποιείται είτε σε υψηλές θερμοκρασίες (180-210 οC) για μικρή χρονική 

περίοδο (μερικά λεπτά), είτε σε χαμηλές θερμοκρασίες (120 οC) για μεγαλύτερο χρόνο 
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(30-90 min) (Tomás-Pejó et al. 2011).  Η συγκεκριμένη τεχνική είναι απλή στην 

εφαρμογή, έχει χαμηλό κόστος και υψηλή απόδοση ως προς την απομάκρυνση της 

λιγνίνης (Niju et al. 2019). Παρόλα αυτά, έχει παρατηρηθεί πως η λιγνίνη σχεδόν σε 

καμία περίπτωση δεν μπορεί να διαλυθεί, παρά μόνο διαταράσσεται σε έναν βαθμό η 

δομή της, κάνοντας έτσι ευκολότερη την πρόσβαση στα ένζυμα. Επιπλέον, ενώ στις 

χαμηλές συγκεντρώσεις οξέων επιτυγχάνεται πέρα από την απομάκρυνση ενός μέρους 

της λιγνίνης με παράλληλη μείωση των επιπέδων κυτταρίνης, όσο αυξάνονται οι 

συγκεντρώσεις των οξέων, ευνοείται η υδρόλυση της ημικυτταρίνης και ιδιαίτερα της 

ξυλάνης με ταυτόχρονη απελευθέρωση φουρφουράλης και HMF, τα οποία 

παραπροϊόντα δρουν παρεμποδιστικά (Amin et al. 2017).  

Στα αρνητικά της εν λόγω μεθόδου συγκαταλέγεται η ανάγκη για μείωση της 

κοκκομετρίας του υλικού πριν την κατεργασία καθώς επίσης και η ανάγκη για 

ανάκτηση του διαλύτη προκειμένου να καταστεί η διεργασία οικονομικά βιώσιμη. 

Επιπλέον, επειδή τα οξέα είναι τοξικά, διαβρωτικά και επικίνδυνα, σε μεγάλη κλίμακα 

απαιτούνται αντιδραστήρες κατασκευασμένοι από υλικά ανθεκτικά στη διάβρωση, 

γεγονός το οποίο εκτοξεύει το κόστος στα ύψη. Παρόλα αυτά, τα συγκεκριμένα 

κωλύματα αφορούν μόνο στις περιπτώσεις όπου χρησιμοποιούνται πυκνά οξέα 

επομένως η χρήση αραιών οξέων έχει μεγαλύτερο ενδιαφέρον από βιομηχανικής 

απόψεως (Kumar et al. 2009a).   

1.4.2.2 Αλκαλικές μέθοδοι 

Στις αλκαλικές μεθόδους χρησιμοποιούνται βάσεις όπως υδροξείδιο του νατρίου, του 

καλίου, του ασβεστίου και του αμμωνίου και το αποτέλεσμα αυτής της προκατεργασίας 

εξαρτάται από το ποσοστό λιγνίνης του υλικού. Σε σχέση με άλλες μεθόδους, απαιτεί 

χαμηλότερες συνθήκες θερμοκρασίας και πίεσης, ενώ μπορεί να διενεργηθεί ακόμα και 

σε ατμοσφαιρικές συνθήκες. Παρόλα αυτά, συγκριτικά με τις όξινες, οι αλκαλικές 

μέθοδοι είναι περισσότερο χρονοβόρες καθώς για την ολοκλήρωσή τους απαιτούνται 

από ώρες έως και μέρες. Επιπλέον, προκαλούν μικρότερη διάσπαση σακχάρων και 

πολλά από τα καυστικά άλατα μπορούν να ανακτηθούν ή και να αναγεννηθούν (Kumar 

et al. 2009).  

1.4.2.3 Οργανολυτική μέθοδος 

Η εν λόγω μέθοδος προκατεργασίας, ευρέως γνωστή ως Organosolv, χρησιμοποιεί 

οργανικούς διαλύτες ή υδατικά διαλύματα αυτών (με τη συνηθέστερη αναλογία να 

είναι 50% v/v), με τις αλκοόλες όπως η μεθανόλη, η αιθανόλη αλλά και άλλους 

διαλύτες όπως η ακετόνη, η αιθυλενογλυκόλη και η βουτανόλη να μονοπωλούν το 

επιστημονικό ενδιαφέρον (Vaidya et al. 2022). Πολλές φορές μάλιστα προστίθενται 

και ορισμένα οξέα τα οποία δρουν ως καταλύτες και ενισχύουν την απόδοση των 

διαλυτών. Οι πιο συνηθισμένες θερμοκρασίες προκατεργασίας είναι από 100 μέχρι 250 
οC και η διάρκεια από μισή έως μία ώρα. Η επεξεργασία της βιομάζας με αλκοόλες 

οδηγεί στη διάσπαση των εσωτερικών δεσμών μεταξύ λιγνίνης και ημικυτταρίνης, 

έχοντας ως αποτέλεσμα την απομάκρυνση ενός μεγάλου ποσοστού λιγνίνης 

(Jȩdrzejczyk et al. 2019). 

Τα πλεονεκτήματα της συγκεκριμένης μεθόδου σχετίζονται με την εύκολη ανάκτηση 

του διαλύτη μέσω απόσταξης, την ανακύκλωσή του με σκοπό την ανατροφοδότηση 

της διεργασίας, την εφαρμογή ήπιων συνθηκών και τη δυνατότητα αποφυγής κάποιας 
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αρχικής μηχανικής προκατεργασίας της βιομάζας καθώς αυτό δεν κρίνεται 

απαραίτητο. Επιπλέον, προκύπτει απομονωμένη λιγνίνη υψηλής ποιότητας η οποία 

δύναται να αξιοποιηθεί από τη βιομηχανία ως παραπροϊόν υψηλής προστιθέμενης 

αξίας. Ωστόσο, πρέπει να αναφερθεί πως εξαιτίας του πολύ υψηλού κόστους των 

διαλυτών, κρίνεται αναγκαία η εύρεση μιας πλήρως αποδοτικής μεθόδου ανάκτησης 

έτσι ώστε να μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί όσο το δυνατόν μεγαλύτερη ποσότητα 

από τον ήδη υπάρχοντα διαλύτη, κάτι το οποίο φυσικά έχει υψηλές ενεργειακές 

απαιτήσεις. Ακόμα, η υψηλή πτητικότητα και ευφλεκτότητα των διαλυτών, δημιουργεί 

την ανάγκη για ύπαρξη ελεγχόμενων συνθηκών και ειδικού εξοπλισμού, αυξάνοντας 

έτσι το συνολικό κόστος της διεργασίας (Baruah et al. 2018).  

 

1.4.3 Φυσικοχημικές Μέθοδοι 

Οι φυσικοχημικές μέθοδοι συνδυάζουν φυσικές και χημικές διεργασίες για να 

εξασφαλίσουν την βέλτιστη δυνατή αποδόμηση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας. 

Στην συγκεκριμένη κατηγορία εντάσσονται μέθοδοι όπως η έκρηξη ατμού (Steam 

Explosion), η υδροθερμόλυση (Liquid Hot Water), η έκρηξη αμμωνίας (Ammonia 

Fiber Explosion) και η εμβάπτιση σε υδατική αμμωνία (Soaking in Aqueous Ammonia) 

(Bensah et al. 2019). 

1.4.3.1 Υδροθερμόλυση 

Η προκατεργασία της βιομάζας με νερό στην υγρή φάση, γνωστή και ως υδροθερμική 

προκατεργασία, είναι μια διαδικασία που χρησιμοποιεί το νερό ως μέσο θέρμανσης σε 

υψηλή θερμοκρασία, συνήθως από 130 έως 240 οC και σε υψηλή πίεση έτσι ώστε να 

διατηρηθεί το νερό στην υγρή φάση και χωρίς την ανάγκη προσθήκης κάποιου χημικού 

μέσου. Σε αυτές τις υψηλές θερμοκρασίες, το νερό παρουσιάζει όξινες ιδιότητες και 

μπορεί να λειτουργήσει ως όξινος καταλύτης. Η συγκεκριμένη μέθοδος δύναται να 

χρησιμοποιηθεί εναλλακτικά της μεθόδου αραιού οξέος και πολλές φορές προτιμάται 

καθώς δεν απαιτεί τη χρήση οξέος και καταλήγει σε χαμηλότερο βαθμό 

αποικοδόμησης σακχάρων που δρουν ως παρεμποδιστές. Επιπλέον, η υδροθερμόλυση 

υδρολύει μερικώς την ημικυτταρίνη, διαταράσσοντας παράλληλα τις δομές της 

λιγνίνης και της κυταρρίνης, ενώ σχηματίζονται και μονομερή σακχάρων, το οποίο θα 

μπορούσε να ελεγχθεί μέσω της διατήρησης του pH της υδατικής φάσης σε ένα εύρος 

4-7. Έτσι, οι τοξικοί αναστολείς που προκύπτουν από τις αντιδράσεις αποδόμησης των 

σακχάρων όπως είναι η φουρφουράλη και η υδροξυμεθυλοφουρφουράλη μπορούν να 

περιοριστούν σε αυτές τις τιμές pH.  

Μεταξύ των πλεονεκτημάτων της συγκεκριμένης μεθόδου, συγκαταλέγεται το γεγονός 

ότι ο χρησιμοποιούμενος διαλύτης (μόνο νερό) υπάρχει άφθονος στη φύση και είναι 

φθηνός, δεν χρειάζεται κάποια προκατεργασία για μείωση του μεγέθους του υλικού, 

ούτε απαιτείται κάποιος ειδικός εξοπλισμός ή κάποιο ανθεκτικό υλικό για την 

κατασκευή του αντιδραστήρα όταν πρόκειται να πραγματοποιηθεί σε βιομηχανική 

κλίμακα. Επιπρόσθετα, δεν υπάρχει ανάγκη για πλύσιμο ή εξουδετέρωση της 

προεπεξεργασμένης βιομάζας, ενώ η συγκέντρωση των παρεμποδιστών στα 

υδρολύματα είναι πολύ χαμηλή. Όλα αυτά, καθιστούν αυτομάτως την συγκεκριμένη 

διεργασία πιο οικονομική, ωστόσο υπάρχουν και μερικά μειονεκτήματα όπως σχετικά 

υψηλή κατανάλωση ενέργειας, χαμηλή συγκέντρωση ημικυτταρινούχων σακχάρων 
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στο προϊόν υδρόλυσης και μεγάλες ποσότητες νερού οι οποίες τελικά απορρίπτονται 

(Zhang et al. 2019).  

1.4.3.2 Έκρηξη ατμού 

Η έκρηξη ατμού αποτελεί την πιο κοινή και αποτελεσματική μέθοδο προκατεργασίας 

με μεγάλο ενδιαφέρον για τη βιομηχανία, κατά την οποία η βιομάζα υποβάλλεται για 

μερικά δευτερόλεπτα έως και μερικά λεπτά σε κορεσμένο ατμό υψηλής πίεσης (0.69-

4.83 MPa) σε θερμοκρασία 160-260 οC με σκοπό τη διείσδυση μορίων νερού στο 

υλικό. Ακολουθεί απότομη μείωση της πίεσης, οπότε τα μόρια νερού διαφεύγουν με 

εκρηκτικό τρόπο από τη βιομάζα, προκαλώντας έκρηξη του όγκου της σε μικρές ίνες. 

Παράλληλα, η υψηλή πίεση και θερμοκρασία, ενισχύουν τη διάσπαση των 

γλυκοζιτικών δεσμών της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης καθώς επίσης και τους 

δεσμούς ημικυτταρίνης-λιγνίνης. Επιπλέον, δεδομένου ότι μέσω αυτής της διεργασίας, 

η υδρόλυση της ημικυτταρίνης σε μονομερή γλυκόζης και ξυλόζης απελευθερώνει 

οξικό οξύ το οποίο καταλύει την περαιτέρω υδρόλυση της ημικυτταρίνης, θα μπορούσε 

η συγκεκριμένη διεργασία να χαρακτηριστεί και ως αυτοϋδρόλυση.  

Η μέθοδος αυτή αφήνει χαμηλότερο περιβαλλοντικό αποτύπωμα σε σχέση με άλλες 

μεθόδους καθώς έχει υψηλή ενεργειακή απόδοση και δεν απαιτεί τη χρήση χημικών. 

Αναφορικά με τους παράγοντες που την επηρεάζουν, είναι μεταξύ άλλων η 

θερμοκρασία του ατμού, ο χρόνος παραμονής, το μέγεθος της βιομάζας και η 

περιεκτικότητά της σε υγρασία. Ωστόσο, υπό ακραίες συνθήκες, παράγονται 

παρεμποδιστές όπως αρωματικά μόρια και παραπροϊόντα αφυδάτωσης που 

παρακωλύουν τη διαδικασία της υδρόλυσης, ενώ σημαντική είναι και η  υποβάθμιση 

που υπόκειται η ημικυτταρίνη (Baruah et al. 2018).  

 

1.4.4 Βιολογικές Μέθοδοι 

Η βιολογική προκατεργασία της βιομάζας είναι μια φθηνή και περιβαλλοντικά φιλική 

μέθοδος που προηγείται της ενζυμικής σακχαροποίησης. Χρησιμοποιεί ζωντανούς 

μικροοργανισμούς για την αποδόμηση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας και για 

αυτό το λόγο απαιτεί λιγότερη κατανάλωση ενέργειας συγκριτικά με τις υπόλοιπες 

μεθόδους, ενώ έχει βρεθεί ότι μέσω αυτής της επεξεργασίας δεν παράγοντα 

παρεμποδιστικά παραπροϊόντα. Υπάρχουν συγκεκριμένοι μικροοργανισμοί στη φύση 

που έχουν την ικανότητα να αποικοδομούν τα συστατικά της βιομάζας, όπως είναι για 

παράδειγμα οι μύκητες. Ωστόσο, οι περισσότεροι μικροοργανισμοί καταφέρνουν να 

διασπάσουν μόνο τη λιγνίνη και την ημικυτταρίνη, αφήνοντας σε μεγάλο βαθμό την 

κυτταρίνη άθικτη. Τέλος, οι ρυθμοί με τους οποίους συμβαίνει η υδρόλυση είναι 

αρκετά αργοί και σε αυτό οφείλεται κυρίως το γεγονός ότι οι βιολογικές μέθοδοι δεν 

είναι ιδιαίτερα ανταγωνιστικές (Nauman Aftab et al. 2019).  
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Πίνακας 1.2: Σύνοψη μεθόδων προκατεργασίας λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας (Galbe and Wallberg 2019) 

Μέθοδοι Δραστικός 

παράγοντας 

Τρόπος δράσης 

Άλεση Μείωση μεγέθους 

σωματιδίων 

Αύξηση επιφάνειας και βελτιωμένη 

πρόσβαση 

Όξινες μέθοδοι H2SO4, H3PO4 κ.α. 

ισχυρά οξέα 

Υδρόλυση ημικυτταρίνης 

Αλκαλικές 

μέθοδοι 

NaOH, Na2CO3 κ.α. 

βασικές ενώσεις 

Απομάκρυνση λιγνίνης 

Οργανολυτικές 

μέθοδοι 

Οργανικοί διαλύτες 

π.χ. αιθανόλη, 

βουτανόλη. Πιθανή 

προσθήκη καταλύτη. 

Απομάκρυνση λιγνίνης  

Υδροθερμόλυση Νερό υψηλής 

θερμοκρασίας 

Υδρόλυση ημικυτταρίνης 

Έκρηξη ατμού Ατμός υψηλής 

θερμοκρασίας. Πιθανή 

χρήση καταλύτη. 

Υδρόλυση ημικυτταρίνης, 

διαχωρισμός ινών 

Βιολογικές 

μέθοδοι 

Ζωντανοί 

μικροοργανισμοί 

Μερική αποδόμηση 

κυτταρίνης/ημικυτταρίνης/λιγνίνης.  

 

Στην εν λόγω εργασία, από τις μεθόδους που προαναφέρθηκαν και οι οποίες 

συνοψίζονται στον Πίνακα 1.2, εφαρμόστηκε η όξινη μέθοδος, η οργανολυτική και η 

υδροθερμόλυση, ενώ όλες οι βιομάζες υπέστησαν άλεση μετά το πέρας οποιασδήποτε 

προκατεργασίας. 

Συμπερασματικά, όταν το επόμενο βήμα μετά την προκατεργασία είναι η ενζυμική 

υδρόλυση του υλικού, η ιδανικότερη μέθοδος που θα πρέπει να επιλεγεί είναι εκείνη 

που αυξάνει την προσβασιμότητα των ενζύμων με την ελάχιστη δυνατή απελευθέρωση 

παρεμποδιστικών παραγόντων οι οποίοι θα λειτουργούσαν ανασταλτικά στην 

υδρόλυση. Έτσι, επιτυγχάνεται και χρήση όσο το δυνατόν λιγότερων ποσοτήτων από 

τα ένζυμα αλλά και μικρότεροι χρόνοι προκειμένου να καταφέρουν αυτά να δράσουν 

αποδοτικά (Tomás-Pejó et al. 2011).  

 

1.5 Ενζυμική Υδρόλυση 

Η ενζυμική υδρόλυση αποτελεί ένα από τα βασικά πεδία ενδιαφέροντος της βιοχημικής 

επιστήμης αλλά και τον ακρογωνιαίο λίθο σε κάθε προσπάθεια σακχαροποίησης της 

βιομάζας. Αυτό εύκολα εξηγείται καθώς σε σύγκριση με τις προαναφερθείσες 

μεθόδους προκατεργασίας, η ενζυμική υδρόλυση απαιτεί πολύ λιγότερη ενέργεια και 

ηπιότερες λειτουργικές συνθήκες, δεδομένου ότι μια πληθώρα ενζύμων λειτουργούν 

σε ένα περιορισμένο εύρος θερμοκρασιών, συνήθως 40-50 οC και σε ένα εύρος pH 4-

5. Επιπλέον, ενώ με την εφαρμογή κάποιας θερμοχημικής μεθόδου προκατεργασίας 

της βιομάζας παρατηρείται συνήθως ένα μεγάλο ποσοστό υδρόλυσης της 

ημικυτταρίνης, η ενζυμική υδρόλυση συμβάλει στην πέψη της υπολειμματικής  

ημικυτταρίνης, βελτιώνοντας έτσι σημαντικά τις συνολικές αποδόσεις μετατροπής. 
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Έτσι, γίνεται εύκολα αντιληπτό πως οι μέθοδοι προκατεργασίας δρουν πολλές φορές 

συμπληρωματικά με την ενζυμική υδρόλυση (Wang and Lü 2021). 

Ωστόσο, όπως σε όλες τις τεχνικές, έτσι και στην ενζυμική υδρόλυση, η μεγάλη 

πρόκληση με την οποία έρχονται αντιμέτωποι οι επιστήμονες έγκειται στην εύρεση των 

κατάλληλων ενζύμων για το εκάστοτε υπόστρωμα, σε συνδυασμό με το κόστος που 

έχει το κάθε ένα ένζυμο για να παραχθεί, ειδικά σε μεγάλη κλίμακα. Για παράδειγμα, 

οι δεσμοί της κυτταρίνης και της ημικυτταρίνης διασπώνται από τις κυτταρινάσες και 

τις ημικυτταρινάσες, αντίστοιχα. Ειδικά για τις κυτταρινάσες, το κόστος παραγωγής 

τους στη βιομηχανία είναι υψηλό λόγω της σημαντικής απώλειας κυτταρίνης, της 

υψηλής κατανάλωσης ενέργειας και του μεγάλου χρόνου ζύμωσης όταν τα ένζυμα 

αυτά παράγονται μέσω ζύμωσης από μικροοργανισμούς. Τέλος, αναφορικά με τη 

λιγνίνη και τα ένζυμα αποικοδόμησής της, η ερευνητική κοινότητα βρίσκεται ακόμη 

σε πρώιμο στάδιο και μέχρι στιγμής έχουν ανακαλυφθεί μερικά μόνο ένζυμα για το 

σκοπό αυτό (Stickel et al. 2014).  

 

1.5.1 Ένζυμα αποικοδόμησης της κυτταρίνης  

Η βιοαποικιδόμηση της κυτταρίνης στα μονομερή της σάκχαρα, καταλύεται από μια 

ομάδα ενζύμων που καλούνται κυτταρινάσες. Τα ένζυμα αυτά ταξινομούνται σε 3 είδη: 

β-1,4-Ενδο-γλουκανάση (EC 3.2.1.4), β-1,4-Εξω-γλουκανάση (EC 3.2.1.91) και β-

γλυκοζιδάση (EC 3.2.1.21) και δρουν είτε ξεχωριστά είτε σε συνδυασμό. Όλα αυτά τα 

ένζυμα ανήκουν στην κατηγορία των γλυκόζυλ-υδρολασών (GH) και κατατάσσονται 

ανάλογα με την δομή και το ενεργό τους κέντρο σε παραπάνω από 70 οικογένειες. Η 

ενδογλουκανάση δρα στις άμορφες περιοχές της κυτταρινικής αλυσίδας με τυχαίο 

τρόπο, δημιουργώντας «κενά», μέσω των οποίων μπορεί να εισέλθει η εξωγλουκανάση 

και να δράσει, απελευθερώνοντας μόρια κελλοβιόζης. Τα μόρια αυτά τελικά 

υδρολύονται σε μονομερή γλυκόζης, χάρη στη δράση της β-γλυκοζιδάσης (Pertile et 

al. 2019).  

 

1.5.2 Ένζυμα αποικοδόμησης της λιγνίνης 

Η λιγνίνη, εξαιτίας των περίπλοκων χημικών δεσμών που συνδέουν τα μονομερή της, 

αποτελεί ένα πολύ δύσκολο υπόστρωμα για ενζυμική υδρόλυση. Τα ένζυμα εκείνα τα 

οποία εμφανίζουν τέτοια δράση, χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: λιγνινοτροποποιητικά 

ένζυμα (lignin-modifying enzymes, LME) και βοηθητικά ένζυμα αποικοδόμησης της 

λιγνίνης (lignin-degrading auxiliary enzymes, LDA). Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν 

ένζυμα όπως η λακκάση (EC 1.10.3.2) , η υπεροξειδάση της λιγνίνης (EC 1.11.1.14), 

η υπεροξειδάση του μαγγανίου (EC 1.11.1.13) και η πολυλειτουργική υπεροξειδάση 

(EC 1.11.1.16). Τα ένζυμα της δεύτερης κατηγορίας, είναι απαραίτητα για την πλήρη 

αποικοδόμηση της λιγνίνης καθώς ενισχύουν την υποβάθμισή της μέσω της διαδοχικής 

δράσης πολλών πρωτεϊνών που μπορεί να περιλαμβάνουν την οξειδωτική παραγωγή 

H2O2, ωστόσο από μόνα τους δεν είναι ικανά να προσφέρουν κάποιο σημαντικό 

αποτέλεσμα. Σε αυτή ανήκουν η οξειδάση της γλυκόζης, η γλυοξυλική οξειδάση κ.α. 

(Janusz et al. 2017). 
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1.5.3 Ένζυμα αποικοδόμησης της ημικυτταρίνης 

Το βασικό σάκχαρο που δομεί το μακρομόριο ξυλάνης στην ημικυτταρίνη είναι η 

ξυλόζη. Η πλήρης ενζυμική υδρόλυση της ημικυτταρίνης και κατά συνέπεια της 

ξυλάνης σε μόρια ξυλόζης, απαιτεί την ύπαρξη μεγάλης ποικιλίας ενζύμων που δρουν 

συνεργιστικά και τα οποία συνολικά καλούνται ημικυτταρινάσες (Σχήμα 1.9). Η 

πολυπλοκότητα της ημικυτταρίνης απαιτεί συντονισμένη δράση ενδο-ενζύμων για 

εσωτερική διάσπαση των αλυσίδων και την μετατροπή τους σε ολιγομερή και 

μονομερή σάκχαρα, εξω-ενζύμων για την πλήρη διάσπαση των ολιγομερών σε 

μονομερή σάκχαρα και τέλος βοηθητικών ενζύμων για την απογύμνωση των αλυσίδων 

από τις πλευρικές ομάδες. Μερικά παραδείγματα τέτοιων ενζύμων είναι οι ξυλανάσες, 

οι α-L-Αραβινοφουρανοσιδάζες, οι α-Γλυκουρονοζιδάσες, οι ακετυλο-εστεράσες, οι 

εστεράσες του φερουλικού και π-κουμαρικού οξέος κ.α. (Souza 2013). 

 

 

Σχήμα 1.9: Αναλυτική δομή ξυλάνης και των δεσμών της οι οποίοι προσβάλλονται από ειδικά ξυλανολυτικά ένζυμα 

προς την πλήρη υδρόλυση στα συστατικά της (Bhardwaj et al. 2019) 

 

1.5.3.1 Ξυλανάσες 

Σύμφωνα με την τράπεζα δεδομένων CAZy (http://www.cazy.org/) οι ξυλανάσες 

διαφορετικών προελεύσεων (βακτήρια, μύκητες, ζύμες, φυτά και έντομα) αποτελούν 

μέλη των οικογενειών 5, 7, 8, 10, 11, 26, 30 και 43 της ευρύτερης ομάδας των 

γλυκόζυλ-υδρολασών (GH). Τα ένζυμα αυτά παρουσιάζουν ποικιλία ως προς τις 

πτυχώσεις τους, τους μηχανισμούς δράσης, την εκλεκτικότητα στο υπόστρωμα, την 

υδρολυτική δραστηριότητα και τα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά. Παρόλα αυτά, 

ένζυμα της ίδια οικογένειας εμφανίζουν παρόμοια τρισδιάστατη δομή και παρόμοιο 

μοριακό μηχανισμό, επομένως όταν δρουν σε μικρά, διαλυτά, συνθετικά 

υποστρώματα, αναμένεται να έχουν παρόμοια δράση (Moreira and Filho 2016). 

Η βιοαποικοδόμηση της κύριας αλυσίδας της ξυλάνης επιτυγχάνεται με τη δράση δυο 

ενζύμων· τις β-1,4-ενδοξυλανάσες (EC 3.2.1.8) οι οποίες διασπούν τους β-1,4-

γλυκοζιτικούς δεσμούς της αλυσίδας, αποικοδομώντας την σε μιρκότερους 

ολιγοσακχαρίτες (ξυλοολιγοσακχαρίτες) μικρού μοριακού βάρους ή σε μικρότερο 

http://www.cazy.org/
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βαθμό και σε μονομερή ξυλόζης, ξυλοβιόζης και ξυλοτριόζης και τις β-ξυλοζιδάσες 

(EC 3.2.1.37) οι οποίες υδρολύουν τα παραπάνω προϊόντα, δηλαδή τους παραγόμενους 

ξυλοολιγοσακχαρίτες προς μόρια D-ξυλόζης (Somera et al. 2009).  

➢ Ξυλανάσες των οικογενειών GH10 και GH11 

Οι β-1,4-ενδοξυλανάσες μυκητιακής προέλευσης ανήκουν στις οικογένειες GH10 και 

GH11 και είναι γεγονός ότι μονοπωλούν το επιστημονικό ενδιαφέρον. Είναι 

απαραίτητο να αναφερθεί πως οι δυο αυτές οικογένειες διαφέρουν σημαντικά καθώς 

τα ένζυμα της πρώτης δεν εμφανίζουν εξειδικευμένη δράση απέναντι στο υπόστρωμα, 

υπό το πρίσμα ότι επιδρούν στην ξυλάνη  και υδρολύουν μόνο τους δεσμούς που 

βρίσκονται πιο κοντά σε υποκατεστημένα μόρια, παράγοντας ολιγοσακχαρίτες που 

φέρουν υποκταστάτες στο μη αναγωγικό άκρο της υπολειμματικής ξυλόζης. Από την 

άλλη μεριά, τα ένζυμα της οικογένειας GH11 έχουν υψηλή εκλεκτικότητα ως προς την 

ξυλάνη και έχουν ιδιαίτερη προτίμηση στους εσωτερικούς δεσμούς της ξυλάνης και 

στα μη υποκατεστημένα τμήματα της αλυσίδας, δρώντας κατά κύριο λόγο στις μονάδες 

ξυλόζης που βρίσκονται στο κέντρο της αλυσίδας. Για αυτό τον λόγο, τα προϊόντα 

υδρόλυσης των ξυλανασών της οικογένειας GH10 είναι συνήθως μικρότερου μοριακού 

βάρους συγκριτικά με αυτά των ξυλανασών της οικογένειας GH11 όπως γίνεται 

αντιληπτό και από το Σχήμα 1.10 (Morgan et al. 2017).  

 

 

Σχήμα 1.10: Σχηματική αναπαράσταση του τρόπου δράσης των ξυλανασών από τις οικογένειες GH10 και GH11 σε 

αλυσίδα αραβινογλυκουρονοξυλάνης και των προϊόντων της υδρόλυσης από το κάθε ένζυμο (Biely et al.  2016)                                         

 

Τέλος, σημειώνεται πως οι ξυλανάσες της οικογένειας 10 έχουν συνήθως υψηλό 

μοριακό βάρος και η τριτοταγής δομή τους μοιάζει με ένα ανοιχτό δοχείο. Αντίθετα, οι 

ξυλανάσες της οικογένειας 11 είναι μικρές πρωτεΐνες, το καταλυτικό τους κέντρο 

βρίσκεται εντός μίας σχισμής και έχουν υψηλότερο ισοηλεκτρικό σημείο (Rahmani et 

al. 2019).   

➢ Ξυλανάσες της οικογένειας GH30 

Μια λιγότερο μελετημένη αλλά αρκετά ανερχόμενη ομάδα ξυλανασών ανήκει στην 

οικογένεια GH30. Η συγκεκριμένη οικογένεια περιλαμβάνει ένζυμα όπως β-

γλυκοζιδάσες, β-γλυκουρονοζιδάσες, β-ξυλοζιδάσες, β-φουκοζιδάσες, β-1,6-

γλυκανάσες, β-1,4-ενδοξυλανάσες και β-1,6-ενδογαλακτανάσες. Μια επιπλέον 

ταξινόμηση, χωρίζει περαιτέρω τα ένζυμα αυτά σε 8 υπό-οικογένειες, με την 8η 

μάλιστα να περιλαμβάνει ένζυμα τα οποία δρουν ως εξειδικευμένες υδρολάσες και 

διασπούν τους δεσμούς μόνο εκείνων των ξυλάνων που περιέχουν 4-Ομεθυλ-

γλυκουρονικό οξύ (MeGlcA) (St John et al. 2010). Ιδιαίτερη είναι και η περίπτωση την 
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7ης οικογένειας στην οποία ανήκουν ξυλανάσες με διττό ρόλο καθώς έχουν τη 

δυνατότητα να δρουν τόσο ως έξω- όσο και ως ένδο- ένζυμα (Nikolaivits et al. 2021). 

Ανάλογα με την προέλευση τους, οι GH30 ξυλανάσες διαφέρουν σε αρκετά σημεία. 

Παραδείγματος χάριν, οι ξυλανάσες μυκητιακής προέλευσης διαφέρουν από τις 

αντίστοιχες βακτηριακής προέλευσης, εμφανίζοντας εξειδίκευση σε ένα ευρύτερο 

φάσμα υποστρωμάτων. Αξίζει να αναφερθεί επίσης πως χάρη στην εξειδίκευση των 

ενδοξυλανασών της οικογένειας GH30, ως αποτέλεσμα της δράσης τους λαμβάνονται 

ουρονικοί ξυλοολιγοσακχαρίτες (UXOS) οι οποίοι λειτουργούν ως πρεβιοτικά, 

παρέχοντας ισορροπία στην μικροχλωρίδα του εντέρου.    

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η ξυλανάση GH30 που απομονώθηκε από 

τον μύκητα T. Thermophila και εκφράστηκε ετερόλογα στον μύκητα P. Pastoris. Έχει 

βρεθεί ότι η συγκεκριμένη ξυλανάση παραμένει σταθερή σε ένα εύρος pH 3-9 έπειτα 

από 24ωρη επώαση και η βέλτιστη θερμοκρασία επιτεύχθηκε στους 50 οC και pH 4.0, 

χωρίς ωστόσο να χάνει σημαντικό ποσοστό της ενεργότητάς της στους 40 και 45 οC. 

Όσον αφορά στον τρόπο δράσης της που παρουσιάζεται στο Σχήμα 1.11, ως 

ενδοξυλανάση, σπάει την αλυσίδα ξυλάνης στον δεύτερο γλυκοζιτικό δεσμό από την 

ξυλόζη που φέρει τον υποκαταστάτη MeGlCA, προς το αναγωγικό άκρο. Ωστόσο, έχει 

βρεθεί πως πέρα από ένδο-δράση, εμφανίζει επίσης έξω-δράση σε γραμμικούς 

ξυλοολιγοσακχαρίτες, απελευθερώνοντας μονάδες ξυλοβιόζης από το μη αναγωγικό 

άκρο (Katsimpouras et al. 2019). 

 

 

Σχήμα 1.11: Ενζυμική διάσπαση της αλυσίδας αραβινογλυκουρονοξυλάνης από ξυλανάσες της οικογένειας GH30 

(Biely et al. 2016) 

 

1.5.3.2 Βοηθητικά ένζυμα-Εστεράσες υδατανθράκων 

Όπως προαναφέρθηκε, για την πλήρη αποικοδόμηση της ξυλάνης, κρίνεται 

απαραίτητη η ύπαρξη επιπλέον ενζύμων τα οποία έχουν βοηθητικό ρόλο, υδρολύοντας 

τους δεσμούς μεταξύ των πλευρικών υποκαταστατών και της κύριας αλυσίδας. Αυτό 

τον σκοπό υπηρετούν οι εστεράσες υδατανθράκων (CE) που κατηγοριοποιούνται σε 

16 οικογένειες (από CE1 έως και CE16) και οι οποίες αφαιρούν τους εστερικούς 

υποκαταστάτες από τη θέση Ο- και Ν- των υδατανθράκων (Nakamura et al. 2017). 

Εντός του πολύπλοκου συστήματος της ημικυτταρίνης, τα σάκχαρα συμπεριφέρονται 

ως αλκοόλες ενώ τη θέση του οξέος στον εστερικό δεσμό, που υδρολύουν οι 

συγκεκριμένες εστεράσες, την έχουν το οξικό, το φερουλικό και το γλυκουρονικό οξύ 

(Zerva et al. 2021).  
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➢ Εστεράσες του φερουλικού οξέος 

Οι εστεράσες του φερουλικού οξέος (FAEs) (EC 3.1.1.73)  ανήκουν στην πρώτη 

οικογένεια των εστερασών υδατανθράκων (CE1) και έχουν τη δυνατότητα να 

υδρολύουν τον εστερικό δεσμό μεταξύ των υδροξυκινναμικών οξέων όπως είναι το 

φερουλικό και το π-κουμαρικό οξύ ή διμερών μορφών του φερουλικού οξέος και των 

σακχάρων που δομούν το κυτταρικό τοίχωμα των φυτών (Χριστακόπουλος et al. 2015). 

Το φερουλικό οξύ (4-υδροξυ-3-μεθοξυκινναμωμικό οξύ) είναι το πιο κοινό οξύ που 

υπάρχει στα κυτταρικά τοιχώματα και είναι προσδεμένο στην ημικυτταρίνη μέσω 

εστερικών δεσμών μεταξύ της καρβοξυλομάδας και του άνθρακα 5 του δακτυλίου της 

αραβινοφουρανόζης που δομεί πλευρικές αλυσίδες στο μόριο της ξυλάνης (Dilokpimol 

et al. 2017). 

Μέχρι στιγμής έχουν χαρακτηριστεί περίπου 80 εστεράσες του φερουλικού οξέος, 

μυκητιακής και βακτηριακής προέλευσης, και ταξινομούνται σε 4 ομάδες, τύπου  A, 

B, C και D. Η κατάταξη αυτή έγινε με βάση την υδρολυτική εξειδίκευση των 

εστερασών σε πρότυπα υποστρώματα, κατά βάση μεθυλεστέρες των 

υδροξυκινναμικών οξέων (φερουλικός, σιναπικός, καφεϊκός και π-κουμαρικός 

μεθυλεστέρας), λαμβάνοντας υπόψη την εξειδίκευσή τους έναντι σε μονο- και 

διφερουλικούς εστέρες, τη διαφορετική υποκατάσταση του φαινολικού δακτυλίου στο 

υπόστρωμα και τέλος την ύπαρξη ομολογίας στην αλληλούχιση των αμινοξέων τους. 

Έτσι, οι εστεράσες φερουλικού οξέος τύπου Α δείχνουν προτίμηση στα φαινολικά 

τμήματα των υποστρωμάτων που περιλαμβάνουν μεθοξυ-υποκαταστάτες, ενώ δεν έχει 

παρατηρηθεί να απελευθερώνουν διφερουλικά οξέα. Οι εστεράσες τύπου Β δείχνουν 

προτίμηση στα φαινολικά τμήματα των υποστρωμάτων που περιλαμβάνουν έναν ή δυο 

υδροξυ-υποκαταστάτες όπως το π-κουμαρικό και το καφεϊκό οξύ, δίχως να μπορούν 

να απελευθερώσουν διμερείς μορφές φερουλικού οξέος. Οι εστεράσες τύπου C και D 

χαρακτηρίζονται για την εξειδίκευσή τους σε ένα ευρύτερο φάσμα υποστρωμάτων με 

ενεργότητα απέναντι σε όλα τα πρότυπα υποστρώματα, ωστόσο μόνο στην περίπτωση 

του τύπου D μπορεί να παρατηρηθεί απελευθέρωση διφερουλικών οξέων (Dilokpimol 

et al. 2016), (Crepin, Faulds, and Connerton 2004).  

Παρακάτω παρουσιάζονται όλες οι διαφορετικές εστεράσες του φερουλικού οξέος που 

χρησιμοποιήθηκαν στην εν λόγω διπλωματική εργασία. Σημειώνεται πως πέρα από τον 

τύπο A, B, C και D, όπως φαίνεται, αναφέρονται και τα αρχικά του μικροοργανισμού 

από τον οποίο προήλθαν, ακριβώς όπως συμβαίνει και με την ονοματολογία όλων των 

πρωτεϊνών.  

• MtFae1a (Τύπου Β):  Πρόκειται για μια εστεράση του φερουλικού οξέος που 

προέρχεται από τον θερμόφιλο μύκητα Myceliophthora thermophila (ή 

διαφορετικά Spotrichum thermophile), ανήκει στην οικογένεια 1 των 

εστερασών υδατανθράκων (CE1) και βάσει αλληλούχισης αλλά και 

προτιμήσεων ως προς το υπόστρωμα φέρει χαρακτηριστικά εστερασών τύπου 

Β. Το ένζυμο αυτό, παραμένει σταθερό σε ένα εύρος pH 7-10, με βέλτιστη την 

τιμή 7, ύστερα από ένα 24ωρο και η βέλτιστη θερμοκρασία στην οποία η 

ενεργότητά του διατηρείται μέγιστη είναι οι 50 °C (Topakas et al. 2012). 
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• FoFaeC (Τύπου C): Η συγκεκριμένη εστεράση του φερουλικού οξέος 

προέρχεται από τον μικροοργανισμό Fusarium oxysporum και η ενεργότητά 

της απέναντι και στα 4 πρότυμα υποστρώματα καθώς επίσης και η 

χαρακτηριστική αλληλουχία των αμινοξέων της, την κατατάσσουν αυτόματα 

στις εστεράσες τύπου C. Η βέλτιστη θερμοκρασία για την ενζυμική ενεργότητα 

είναι 65 °C, παραμένοντας ωστόσο σταθερή και στους 40 °C, ενώ η βέλτιστη 

τιμή pH είναι 6, διατηρώντας την σταθερότητά της σε ένα εύρος 4-11, κατόπιν 

24ωρης επώασης (Moukouli et al. 2008). 

• FaeC4 (Τύπου D): Πρόκειται για μια εστεράση του φερουλικού οξέος η οποία 

χαρακτηρίστηκε μαζί με άλλες 7, όλες προερχόμενες από το στομάχι αγελάδας. 

Το συγκεκριμένο περιβάλλον που διακρίνεται από μια τεράστια μικροβιακή 

ποικιλία, αποτελεί τον τέλειο «βιοαντιδραστήρα» για την βιομετατροπή των 

φυτικών ινών και επομένως την τέλεια πηγή για την ανακάλυψη ενδιαφερόντων 

ενζύμων. Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε για πειραματικούς σκοπούς στην εν 

λόγω εργασία (FaeC4), βάσει προτίμησης υποστρώματος αλλά και λόγω του 

ότι όταν αυτό δρα σε συνδυασμό με ενδοξυλανάση βρέθηκε πως έχει τη 

δυνατότητα να απελευθερώνει διφερουλικά οξέα, κατατάσσεται στις εστεράσες 

τύπου D. Οι βέλτιστες συνθήκες για την επίδειξη της μέγιστης ενεργότητας του 

είναι 35-40 °C και pH ίσο ή μεγαλύτερο από 7. Σημειώνεται ότι η μελέτη των 

βέλτιστων συνθηκών πραγματοποιήθηκε μόνο για το χρονικό διάστημα 2 ωρών 

(Wong et al. 2019). 

Γενικά, όλες οι εστεράσες φερουλικού οξέος έχει παρατηρηθεί πως είναι ενεργές σε 

ένα εύρος pH 4-7 και σε θερμοκρασίες κάτω των 50 °C, για ένα διάστημα τουλάχιστον 

24 ωρών (Dilokpimol et al. 2016). 

 

➢ Ακετυλο-εστεράσες 

Οι ακετυλο-εστεράσες ή αλλιώς εστεράσες του οξικού οξέος (AXEs)  (EC 3.1.1.72) 

αποτελούν άλλη μια υποκατηγορία των εστερασών υδατανθράκων και συναντώνται 

πολύ συχνά στους ενζυμικούς συνδυασμούς για την υδρόλυση της ημικυτταρίνης. Οι 

ακετυλομάδες εμφανίζονται με μεγάλη συχνότητα ως υποκαταστάτες της κύριας 

αλυσίδας την ξυλάνης καθώς παρεμποδίζουν τον σχηματισμό δεσμών υδρογόνου 

μεταξύ αλυσίδων υδατανθράκων, αυξάνοντας έτσι τη διαλυτότητα των 

πολυσακχαριτών. Ο ρόλος των συγκεκριμένων εστερασών είναι να υδρολύουν τον 

εστερικό δεσμό που δεσμεύει το οξικό οξύ επάνω στην ξυλάνη και στους 

ξυλοολιγοσακχαρίτες της. Σύμφωνα με την CAZy, ομαδοποιούνται στις οικογένειες 1-

7, 12 και 16 των εστερασών υδατανθράκων και εμφανίζουν μεγάλη ποικιλία ως προς 

την εξειδίκευσή τους σε υποστρώματα (Zerva et al. 2021). 

 

Η εστεράση του οξικού οξέος που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ανήκει 

στην οικογένεια 2 (CE2) και απομονώθηκε από τον μικροοργανισμό Clostridium 

thermocellum οπότε αναφέρεται ως CtCE2. Έχει βρεθεί πως διατηρεί την ενεργότητά 

της σε ένα εύρος pH 5-6 και θερμοκρασίας 30-40 °C για διάστημα 24 h όπως συμβαίνει 

με τις περισσότερες εστεράσες (Topakas et al. 2010). Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του 

συγκεκριμένου ενζύμου είναι πως πέρα από την ιδιότητά του να καταλύει την 

υδρόλυση του εστερικού δεσμού μεταξύ των ξυλανοπυροζών και του οξικού οξέος, 
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εμφανίζει στην ίδια περιοχή, δηλαδή στο ενεργό του κέντρο, και μια δεύτερη 

λειτουργία˙ μπορεί να προσδένεται στην κυτταρίνη χωρίς ωστόσο να έχει καταλυτική 

δράση και κυρίως χωρίς να θέτει σε κίνδυνο την βασική του δράση ως βιοκαταλύτης 

(Montanier et al. 2009).  

 

Στον Πίνακα 1.3, γίνεται μια σύνοψη των βασικών κατηγοριών των ενζύμων που 

χρησιμοποιούνται για την αποικοδόμηση των τριών βασικών συστατικών της 

λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας.  

 

Πίνακας 1.3: Συγκεντρωτικός πίνακας ενζύμων αποικοδόμησης των τριών βασικών συστατικών της 

λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

Ένζυμα αποικοδόμησης λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 

Συστατικό Ένζυμα Αριθμός EC Οικογένειες CAZy 

Λιγνίνη Λακκάση 

Υπεροξειδάση της λιγνίνης 

Υπεροξειδάση του μαγγανίου 

Πολυλειτουργική 

υπεροξειδάση 

 

EC 1.10.3.2 

EC 1.11.1.14 

EC 1.11.1.13 

EC 1.11.1.16 

 

AA 2 

AA 2 

AA 2 

AA 1 

Κυτταρίνη β-1,4-Ενδο-γλουκανάση 

β-1,4-Εξω-γλουκανάση 

β-γλυκοζιδάση 

EC 3.2.1.4 

EC 3.2.1.91 

EC 3.2.1.21 

 

GH 5-9, 12, 44, 45, 

κ.α. 

GH 5, 6, 9 

GH 1, 3, 9, 30, 116 

Ημικυτταρίνη β-1,4-Ενδο-ξυλανάση 

β-Ξυλοζιδάση 

α-L-Αραβινοφουρανοζιδάση 

α-Γλυκουρονοζιδάση 

Ακετυλο-εστεράση 

Εστεράση του φερουλικού 

οξέος 

 

EC 3.2.1.8 

EC 3.2.1.37 

EC 3.2.1.37 

EC 3.2.1.131 

EC 3.1.1.72 

EC 3.1.1.73 

GH 5, 7, 8, 10, 11, 

43 

GH 3, 30, 39, 43 

κ.α. 

GH 3, 43, 51, 54, 

62 

GH 67, 115 

CE 1-7, 12 

CE 1 

 

 

1.5.4 Συνεργιτισμός ημικυτταρινασών 

Συνεργιτισμός ή αλλιώς βαθμός συνεργιτισμού ορίζεται ως ο λόγος του ρυθμού ή της 

απόδοσης του προϊόντος που απελευθερώνεται από τα ένζυμα όταν χρησιμοποιούνται 

μαζί προς τον άθροισμα του ρυθμού ή της απόδοσης αυτών των προϊόντων όταν τα 

ένζυμα χρησιμοποιούνται χωριστά, διατηρώντας τις ίδιες ποσότητες ενζύμων που 

χρησιμοποιήθηκαν και στο μείγμα. Τις περισσότερες φορές παρουσιάζεται και ως 

ποσοστό αύξησης της ενεργότητας. Ο βαθμός συνεργιστισμού εξαρτάται από την 

αναλογία των εμπλεκόμενων ενζύμων, όπως επίσης και από τα χαρακτηριστικά τόσο 

των ενζύμων όσο και του υποστρώματος. Συνήθως πραγματοποιείται σε καθαρά 

ένζυμα που δρουν σε καθορισμένα υποστρώματα, ωστόσο το στοίχημα για τους 

επιστήμονες έγκειται στον καθορισμό του συνεργιτισμού μεταξύ μιας πληθώρας 

ακατέργαστων ή εμπορικών ενζύμων που δρουν σε πολύπλοκα, κυρίως 
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λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα. Στη βιβλιογραφία, οι μελέτες περί συνεργιτισμού 

περιορίζονται σε τρεις κατηγορίες: αλληλεπιδράσεις ημικυτταρινασών, 

αλληλεπιδράσεις κυτταρινασών και συνδυασμούς ενζύμων από αυτές τις κατηγορίες 

σε πολύπλοκα υποστρώματα. Το ενδιαφέρον στην παρούσα εργασία στρέφεται στην 

πρώτη κατηγορία και αναλύεται ακολούθως. 

Εξαιτίας της πολυπλοκότητας της ημικυτταρίνης και της πληθώρας των ενζύμων που 

απαιτούνται για την πλήρη αποικοδόμηση της, οι μελέτες συνεργιτισμού βρίσκονται 

ακόμη σε πρώιμο στάδιο. Ακόμη και ένζυμα που κατατάσσονται σε κοντινές ή και στις 

ίδιες ομάδες, παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλία ως προς την εξειδίκευσή τους στα 

υποστρώματα και αυτό γιατί διαφέρουν ως προς τα ενεργά τους κέντρα, την παρουσία 

περιοχών που εμφανίζουν πολλαπλές λειτουργίες κ.α. Παρόλα αυτά, κοινή ομολογία 

αποτελεί το γεγονός ότι τα ένζυμα της κύριας αλυσίδας εμφανίζουν αυξημένη δράση 

όταν απομακρυνθούν πρώτα οι υποκαταστάτες από τα βοηθητικά ένζυμα, στην 

περίπτωση βέβαια που οι υποκαταστάτες αυτοί αποτελούν εμπόδια και παρακωλύουν 

την προσβασιμότητα της κύριας αλυσίδας. Για αυτό τον λόγο, πολλά βοηθητικά ένζυμα 

χρησιμοποιούνται ως μια άτυπη μέθοδο προκατεργασίας πριν την προσθήκη των 

ενζύμων της κύριας αλυσίδας. Μερικές φορές η πρακτική αυτή στέφεται με επιτυχία 

ενώ άλλες φορές όχι, καθώς ορισμένα ένζυμα της κύριας αλυσίδας απαιτούν την 

ύπαρξη κάποιου συγκεκριμένου υποκαταστάτη προκειμένου να μπορέσουν να 

δράσουν αποτελεσματικά. Για παράδειγμα, οι ξυλανάσες της οικογένειας 10 εξαιτίας 

της δομής του ενεργού τους κέντρου, σε συνδυασμό με μια μεγαλύτερη ευελιξία 

διαμόρφωσης που έχουν τα μεγαλύτερα ένζυμα, εμφανίζουν καλύτερη καταλυτική 

προσαρμοστικότητα, σε αντίθεση με τις ξυλανάσες της οικογένειας 11. Για αυτό και 

πολλές φορές, οι πρώτες, δεν απαιτούν την πρότερη απομάκρυνση των υποκαταστατών 

από άλλα βοηθητικά ένζυμα. Αναλυτικότερα παρουσιάζονται ορισμένες μορφές 

συνεργιτισμού παρακάτω: 

▪ Οι εστεράσες του φερουλικού οξέος πολλές φορές εμφανίζουν δραστικότητα 

μόνο όταν οι ενδοξυλανάσες έχουν σπάσει την κύρια αλυσίδα πολυσακχαριτών 

σε μικρότερα κομμάτια ολιγοσακχαριτών. Μάλιστα ισχύει και το αντίστροφο, 

δηλαδή οι ενδοξυλανάσες δρουν καλύτερα όταν η κύρια αλυσίδα έχει 

απαλλαχθεί από μόρια φερουλικού οξέος χάρη στη δράση των εστερασών. 

Μεταξύ των ξυλανασών που ανήκουν στις οικογένειες 10 και 11 και των 

εστερασών παρατηρείται σχέση συνεργιτισμού, με τις ξυλανάσες της πρώτης 

οικογένειας να δίνουν καλύτερα αποτελέσματα ως προς την απελευθέρωση 

φερουλικού και ιδιαίτερα διφερουλικού οξεος.  

▪ Παρόμοια, οι ακετυλο-εστεράσες εμφανίζουν σχέσεις συνεργιτισμού με τις 

ενδοξυλανάσες. Είναι γεγονός πως η ακετυλίωση περιορίζει την ικανότητα της 

ξυλανάσης να δρα σε ακετυλιωμένες ξυλάνες. Για αυτό, η δράση της 

ξυλανάσης ενισχύεται με την παρουσία της ακετυλοεστεράσης, ωστόσο η 

τελευταία έχει παρατηρηθεί πως μπορεί να δράσει εξίσου καλά είτε με την 

παρουσία ξυλανάσης είτε χωρίς αυτή.  

▪ Συνεργιτισμός εμφανίζεται πολλές φορές και μεταξύ των ξυλανασών, όπως για 

παράδειγμα συμβαίνει με την GH10 και την GH11, η συντονισμένη δράση των 

οποίων αυξάνει τις αποδόσεις σε ξυλόζη. Αυτό το φαινόμενο παρατηρείται 

γενικά με τις ξυλανάσες καθώς ορισμένες απαιτούν την παρουσία ορισμένων 



23 

 

υποκαταστατών προκειμένου να δράσουν ενώ κάποιες άλλες προτιμούν τις 

ελεύθερες περιοχές, συνεπώς η ύπαρξη διαφόρων ειδών ξυλανασών σε ένα 

ενζυμικό μίγμα κρίνεται απαραίτητη. Μάλιστα, εάν ο βασικός στόχος είναι η 

πλήρης αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης, τότε απαιτείται πέρα από τις 

ξυλανάσες με ένδο-δράση και η ύπαρξη ξυλανασών με έξω-δράση, των οποίων 

τα τελικά προϊόντα της δράσης τους είναι μονομερή σάκχαρα. 

▪ Μια αρκετά σημαντική κατηγορία ενζύμων για την αποικοδόμηση της 

ημικυτταρίνης, οι α-L-αραβινοφουρανοζιδάσες, εμφανίζουν σχέσεις 

συνεργιτισμού με τις ενδοξυλανάσες καθώς επίσης και με άλλες α-L-

αραβινοφουρανοζιδάσες, οι οποίες παρουσιάζουν διαφορετική εξειδίκευση 

στο υπόστρωμα. 

▪ Τέλος, συνεργιτισμός ωστόσο έχει παρατηρηθεί και μεταξύ άλλων ενζύμων 

όπως για παράδειγμα μεταξύ α-γαλακτοζιδασών, μαννασών και ξυλανασών. 

Είναι σημαντικό να αποσαφηνισθεί πως πέρα από τον συνεργιτισμό που εμφανίζουν 

είτε τα ένζυμα της κύριας αλυσίδας και τα βοηθητικά ένζυμα μεταξύ τους είτε τα 

ένζυμα της κύριας αλυσίδας με τα βοηθητικά ένζυμα, υπάρχουν και περιπτώσεις όπου 

ορισμένα ένζυμα δρουν ανταγωνιστικά, εμποδίζοντας το ένα τη δράση του άλλου. 

Προς αποφυγή, λοιπόν, τέτοιων φαινομένων κρίνεται απαραίτητη η γνώση του 

μηχανισμού δράσης του κάθε ενζύμου, των προϊόντων που απελευθερώνονται ως 

αποτέλεσμα της δράσης του, η σωστή αναλογία που πρέπει να χρησιμοποιηθεί από τα 

διάφορα ένζυμα κ.α. (Van Dyk et al. 2012; Malgas et al. 2019) 

 

1.6 Παράγοντες που επηρεάζουν την ενζυμική υδρόλυση 

Η ενζυμική υδρόλυση αποτελεί μια πολυπαραγοντική διεργασία και απαιτεί τον 

συντονισμό πολλών διαφορετικών παραμέτρων προκειμένου να οδηγήσει στο τελικό 

αποτέλεσμα που δεν είναι άλλο από την πλήρη σακχαροποίηση της βιομάζας. Οι 

βασικότεροι παράγοντες οι οποίοι καθορίζουν την απόδοση αυτής της διεργασίας 

μπορεί να σχετίζονται με το υπόστρωμα, τα ένζυμα, την παρουσία αναστολέων και τις 

συνθήκες της αντίδρασης (Σχήμα 1.12). 
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Σχήμα 1.12: Βασικοί παράγοντες επηρεασμού της απόδοσης της ενζυμικής υδρόλυσης  

 

1.6.1 Παράγοντες συσχετιζόμενοι με το υπόστρωμα  

Η ενζυμική υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας επηρεάζεται σε μεγάλο 

βαθμό από τα δομικά χαρακτηριστικά της κυτταρίνης όπως είναι το μέγεθος 

σωματιδίων, η κρυσταλλικότητα, ο βαθμός πολυμερισμού και η προσβάσιμη 

επιφάνεια. Παρομοίως, η παρουσία της λιγνίνης αποτελεί κι εκείνη ένα φυσικό εμπόδιο 

προκαλώντας μη εξειδικευμένη προσρόφηση των ενζύμων σε αυτή. Όπως είναι 

φανερό, ανάλογα με τη σύσταση της πρώτης ύλης σε κυτταρίνη, λιγνίνη και 

ημικυτταρίνη, ο βαθμός απόδοσης της σακχαροποίησης ποικίλει και επηρεάζεται σε 

διαφορετικό βαθμό και από διαφορετικούς παράγοντες (Jørgensen et al. 2007).  

Πέρα από τη σύσταση της βιομάζας, η συγκέντρωση του υποστρώματος αποτελεί 

πολλές φορές καθοριστικό παράγοντα στην ενζυμική υδρόλυση. Η υψηλή 

συγκέντρωση υποστρώματος (≥15% w/v) έχει πολλά πλεονεκτήματα συγκριτικά με τις 

χαμηλότερες συγκεντρώσεις, καθώς οδηγεί και στην αυξημένη συγκέντρωση 

αναγωγικών σακχάρων. Επιπλέον, τόσο από ενεργειακή άποψη όσο και από 

οικονομική (κόστος κεφαλαίου και λειτουργικό κόστος), είναι περισσότερο 

συμφέρουσα η διαχείριση μεγάλων όγκων ειδικά όσον αφορά στις διεργασίες 

απομόνωσης και καθαρισμού των τελικών προϊόντων. Ωστόσο, αποτελεί ταυτόχρονα 

και μεγάλη πρόκληση καθώς η υψηλή συγκέντρωση υποστρώματος συνεπάγεται: (1) 

δυσκολία στη μεταφορά μάζας που είναι απαραίτητη για να εξασφαλιστεί ομοιογένεια 

κατά τη διάρκεια της αντίδρασης, (2) υψηλή συγκέντρωση παρεμποδιστικών μορίων, 

(3)  υψηλή συγκέντρωση σακχάρων στο υδρόλυμα με αποτέλεσμα να ελλοχεύει ο 

κίνδυνος για αναστολή της ενζυμικής δράσης από το τελικό προϊόν. Βέβαια, βασική 

προϋπόθεση για την επιλογή της βέλτιστης συγκέντρωσης υποστρώματος είναι η 

κλίμακα στην οποία πρόκειται να εφαρμοστεί η διεργασία, διότι όπως είναι 

αναμενόμενο, στα πλαίσια ενός εργαστηρίου είναι τεχνικά δύσκολο να εφαρμοστούν 

συγκεντρώσεις πάνω από 10-15% w/v ενώ στα πλαίσια ενός εργοστασίου 
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εξοπλισμένου με αντιδραστήρες, η χρήση υψηλών συγκεντρώσεων κρίνεται αναγκαία 

(Kumar et al. 2018).  

 

1.6.2 Παράγοντες συσχετιζόμενοι με τα ένζυμα 

1.6.2.1 Ποσότητα Ενζύμων  

Η ποσότητα των ενζύμων που απαιτείται για την υδρόλυση, πέρα από το κόστος που 

αποτελεί έναν σημαντικό παράγοντα, εξαρτάται από το είδος του υποστρώματος, την 

σύστασή του αλλά και από την τυχόν επεξεργασία που αυτό έχει υποστεί. 

Παραδείγματος χάριν, υποστρώματα με μεγάλη περιεκτικότητα σε λιγνίνη, απαιτούν 

συνήθως περισσότερη ποσότητα ενζύμων καθώς, όπως προαναφέρθηκε, ένα ποσοστό 

τους δεσμεύεται σε αυτή και δεν συμμετέχει στην αντίδραση υδρόλυσης. Ακόμη, ο 

καθορισμός της ποσότητας των ενζύμων εξαρτάται και από την ύπαρξη άλλων ενζύμων 

και του συνεργιτισμού που αυτά εμφανίζουν μεταξύ τους.  

1.6.2.2 Συνεργιτισμός Ενζύμων 

Ανάλογα με το είδος αλλά και με τη δοσολογία των ενζύμων που χρησιμοποιούνται σε 

μια αντίδραση υδρόλυσης, μπορούν να παρατηρηθούν τρία διαφορετικά είδη 

συνεργιτισμού το καθένα από τα οποία είτε ενισχύει είτε παρεμποδίζει την υδρόλυση 

της βιομάζας. Τα είδη του συνεργιτισμού είναι τα εξής: ο ομοσυνεργιτισμός, ο 

ετεροσυνεργιτισμός και ο αντισυνεργιτισμός. Ο ομοσυνεργιτισμός αναφέρεται στη 

δράση μεταξύ των ενζύμων που διασπούν την κύρια αλυσίδα πολυσακχαριτών ή 

μεταξύ ενζύμων που απομακρύνουν τους υποκαταστάτες και ο ετεροσυνεργιτισμός 

αναφέρεται στη δράση μεταξύ των ενζύμων που διασπούν την κύρια αλυσίδα και των 

ενζύμων που απομακρύνουν τους υποκαταστάτες. Αυτές οι δύο κατηγορίες 

συνεργιτισμού, επιδρούν θετικά στο φαινόμενο της υδρόλυσης, ενισχύοντας τις 

αποδόσεις μετατροπής της βιομάζας σε σάκχαρα, σε αντίθεση με την τρίτη κατηγορία, 

τον αντισυνεργιτισμό, κατά τον οποίο το ένα ένζυμο παρεμποδίζει τη δράση του άλλου 

(Van Dyk et al 2012).  

1.6.2.3 Ανακύκλωση ενζύμων και απομάκρυνση τελικών προϊόντων 

Μια πρόταση για την ενίσχυση του βαθμού σακχαροποίησης ερείδεται στην σταδιακή 

προσθήκη του υποστρώματος, την ανάκτηση των ενζύμων και τη συνεχή απομάκρυνση 

του προϊόντος αποφεύγοντας έτσι την περίπτωση αναστολής της ενζυμικής δράσης από 

το προϊόν. Με αυτό τον τρόπο, μειώνεται παράλληλα και το κόστος των ενζύμων καθώς 

σε κάθε αντίδραση χρησιμοποιείται μια δεδομένη ποσότητα η οποία ανακυκλώνεται 

(Kumar et al. 2018). 

 

1.6.3 Επίδραση αναστολέων 

Ειδικά όσον αφορά στην προκατεργασμένη βιομάζα, δημιουργείται μια τεράστια 

ποικιλία ενώσεων, η οποία έχει συνήθως αρνητική επίδραση πάνω στα σακχαρολυτικά 

ένζυμα. Τέτοιες ενώσεις που λειτουργούν ως αναστολείς της ενζυμικής δράσης είναι, 

όπως έχει προαναφερθεί, η φουρφουράλη, η υδροξυμεθυλοφουρφουράλη, το π-

κουμαρικό οξύ, η ακετοβανιλίνη, η κατεχόλη, το υδροξυκινναμικό οξύ και άλλες 

φαινολικές ενώσεις. Ανάλογα με το υλικό και την προκατεργασία προκύπτουν 

διαφορετικά είδη παρεμποδιστών, ωστόσο μια κοινή πρακτική για την αποφυγή 
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φαινομένων παρεμπόδισης  είναι το ξέπλυμα της βιομάζας μετά την προκατεργασία, 

με το ρίσκο βέβαια μιας μικρής απώλειας σακχάρων (της τάξεως του 15%) (Kumar et 

al. 2018). 

 

1.6.4 Συνθήκες υδρόλυσης 

Οι συνθήκες της αντίδρασης, όπως είναι η θερμοκρασία, το pH, η ανάδευση και ο 

χρόνος διαδραματίζουν σπουδαίο ρόλο. Τα ένζυμα δρουν βέλτιστα σε συγκεκριμένη 

θερμοκρασία και συγκεκριμένο pH, συνεπώς οι συνθήκες της αντίδρασης πρέπει να 

προσαρμόζονται έτσι ώστε να καλύπτουν τις βέλτιστες συνθήκες δράσης της 

πλειοψηφίας των ενζύμων που συμμετέχουν στην αντίδραση. Στην περίπτωση που 

αυτή η προϋπόθεση δεν πληρείται, τότε απαιτείται υψηλότερη δόση ενζύμων 

προκειμένου να επιτευχθεί η μέγιστη δυνατή απόδοση. Επιπλέον, τη μέγιστη δράση 

τους δύνανται να την αποκτήσουν έπειτα από το πέρας κάποιου συγκεκριμένου 

χρονικού διαστήματος, ακολουθώντας στην αρχή μια αυξητική τάση στην απόδοσή 

τους, η οποία έπειτα πιάνει πλατό. Υπό αυτό το πρίσμα, τα περισσότερα πειράματα 

μελετώνται σε χρονικά διαστήματα των 24, 48 και 72 h. Όσον αφορά στην 

θερμοκρασία τα εύρη συνήθως κυμαίνονται μεταξύ 40-55 °C και για το pH μεταξύ 4-

5 για την πληθώρα των ξυλανολυτικών ενζύμων. Τέλος, η συνιστώμενη ανάδευση 

κυμαίνεται μεταξύ 1000-1500 rpm (Fenila F. 2016) 

Είναι σημαντικό οι συγκεκριμένες συνθήκες να τηρούνται σε κάθε ενζυμική 

αντίδραση, αλλιώς υπάρχει πάντα ο κίνδυνος, όταν εφαρμοστούν συνθήκες που 

απέχουν αρκετά από τα προαναφερθέντα εύρη, να επηρεαστεί η τριτοταγής δομή των 

ενζύμων, χάνοντας έτσι την ενεργότητά τους.  

 

1.7 Προϊόντα ενζυμικής υδρόλυσης με επιστημονικό ενδιαφέρον 

Ανάλογα με το είδος του υποστρώματος, την προκατεργασία που αυτό έχει υποστεί και 

τους ενζυμικούς συνδυασμούς που επιλέγονται, προκύπτουν σε κάθε περίπτωση 

διαφορετικά τελικά προϊόντα υδρόλυσης. Στην εν λόγω εργασία, τα προϊόντα της 

ενζυμικής υδρόλυσης της ξυλάνης από πίτυρο καλαμποκιού που προκύπτουν σε 

υπεροχή συγκριτικά με τα υπόλοιπα και τα οποία μελετώνται είναι οι 

ξυλοολιγοσακχαρίτες καθώς επίσης και το φερουλικό οξύ. Τα συγκεκριμένα προϊόντα, 

πέρα από το ότι υποδηλώνουν μια επιτυχημένη υδρόλυση για τους σκοπούς της 

παρούσας εργασίας, έχουν προξενήσει το ενδιαφέρον της παγκόσμιας επιστημονικής 

κοινότητας λόγω των ποικίλων ωφελειών που προσφέρουν, οι οποίες παρουσιάζονται 

αναλυτικά ακολούθως.  

1.7.1 Ξυλοολιγοσακχαρίτες (XOS) 

Οι ξυλοολιγοσακχαρίτες είναι ολιγοσακχαρίτες που αποτελούνται από δύο έως δέκα 

μόρια ξυλόζης συνδεδεμένα με β 1- 4 δεσμούς και βαθμό πολυμερισμού μικρότερο από 

20 (Σχήμα 1.13). Έχουν την ιδιότητα να παραμένουν σταθεροί σε ένα μεγάλο εύρος 

pH, ακόμα και στις χαμηλές τιμές των γαστρικών υγρών (pH 2.5-8.0) και σε 

θερμοκρασίες μέχρι και 100 °C. Επιπλέον, οι περισσότεροι ολιγοσακχαρίτες μπορούν 

να υδρολυθούν ως αποτέλεσμα της απώλειας των διατροφικών και των φυσικοχημικών 



27 

 

τους ιδιοτήτων, όταν αυτοί υπόκεινται σε υψηλές θερμοκρασίες για μικρά χρονικά 

διαστήματα και σε pH˂4.0, ή μετά την μακρά αποθήκευσή τους σε συνθήκες δωματίου.  

 

 

Σχήμα 1.13: Σχηματική δομή της ξυλόζης και των ξυλοολιγοσακχαριτών (Carvalho et al. 2013) 

 

Τόσο ο οργανισμός των ανθρώπων όσο και των ζώων αδυνατεί να μεταβολίσει τους 

ξυλοολιγοσακχαρίτες καθώς στερείται των απαραίτητων ενζύμων που υδρολύουν τους  

β δεσμούς. Για αυτό τον λόγο, θεωρούνται ως πρεβιοτικά και διαλυτές ίνες, διότι δεν 

αποικοδομούνται στο στομάχι και φτάνουν στο παχύ έντερο δίχως να έχουν αλλοιωθεί 

(Carvalho et al. 2013). Γενικά, ως πρεβιοτικά χαρακτηρίζονται όλες οι φυτικές ίνες που 

δεν μπορούν να απορροφηθούν εύκολα από τον οργανισμό αλλά ενισχύουν την 

ανάπτυξη και τη δραστηριότητα ορισμένων από τα ευεργετικά βακτήρια που 

κατοικούν στο έντερο (Aguilar-Nascimento 2010).  

 

1.7.1.1 Οφέλη των ξυλοολιγοσακχαριτών στην υγεία των ζώων 

Ένας από τους βασικούς στόχους της ενζυμικής υδρόλυσης των ζωοτροφών είναι η 

μετατροπή των συστατικών τους σε χρήσιμα για το πεπτικό σύστημα των ζώων 

προϊόντα. Ένα από αυτά είναι και οι ξυλοολιγοσακχαρίτες που παράγονται κατά το 

μεγαλύτερο ποσοστό συγκριτικά με τα υπόλοιπα. Ο λόγος που τα καθιστά άξια μελέτης 

και γίνονται προσπάθειες προκειμένου να αυξηθεί όλο και περισσότερο η απόδοση 

μετατροπής των αλυσίδων ξυλάνης σε ξυλοολιγοσακχαρίτες, είναι γιατί έχει βρεθεί 

πως οι συγκεκριμένες ενώσεις ενισχύουν την ανάπτυξη των ζώων, έχουν 

αντιοξειδωτική, αντιφλεγμονώδη και αντιμικροβιακή δράση, προωθούν την πέψη των 

υπολοίπων θρεπτικών συστατικών και τέλος, ως πρεβιοτικά, θωρακίζουν την 

μικροχλωρίδα του εντέρου (Σχήμα 1.14). Πιο αναλυτικά, οι ξυλοολιγοσακχαρίτρες 

ανταγωνίζονται παραδοσιακά αντιβιοτικά και παρουσιάζονται ως εναλλακτικές 

λύσεις, λειτουργώντας ως αυξητικοί παράγοντες, καθώς βρέθηκε πως μια ποσότητα 

200 mg/kg  αύξησε κατά 14% το μέσο ημερήσιο κέρδος σε διάστημα 14 ημερών σε 

έρευνα που έγινε σε χοίρους. Παράλληλα, αυξήθηκε και η πέψη της ξηρής ύλης, καθώς 

επίσης και η πέψη βασικών θρεπτικών συστατικών όπως το ασβέστιο κ.α. Το γεγονός 

αυτό ενδεχομένως να οφείλεται στην ικανότητα των ξυλοολιγοσακχαριτών να 

στηρίζουν τη φυσική μορφολογία του εντέρου, καθώς η παρατεταμένη παραμονή τους 
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σε συνδυασμό με την αυξημένη συγκέντρωσή τους δύναται να επιμηκύνει ορισμένα 

μέρη του εντέρου τα οποία είναι υπεύθυνα για την απορρόφηση των θρεπτικών 

συστατικών. Επιπρόσθετα, έχει μελετηθεί η ικανότητα των ξυλοολιγοσακχαριτών να 

βελτιώνουν την ανοσολογική απόκριση των ζώων, ρυθμίζοντας την παραγωγή 

κυτοκίνων και αντισωμάτων αλλά και να παρέχουν αντιοξειδωτική δράση, 

αδρανοποιώντας τις ελεύθερες ρίζες τόσο σε χοίρους όσο και σε πουλερικά. 

Κλείνοντας, έχει αποδειχθεί ότι η ίδια ποσότητα ξυλοολιγοσακχαριτών (200 mg/kg), 

ήταν ικανή να περιορίσει την ανάπτυξη του βακτηρίου Escherichia coli και να αυξήσει 

την ανάπτυξη των γαλακτοβακίλλων και των μπιφιδοβακτηρίων που αποτελούν 

βασική άμυνα απέναντι στα παθογόνα (Chen et al. 2021).  

 

1.7.1.2 Οφέλη των ξυλοολιγοσακχαριτών στην υγεία των ανθρώπων 

Επεκτείνοντας τη χρησιμότητα των ξυλοολιγοσακχαριτών και στον άνθρωπο, έχει 

βρεθεί πως παρουσιάζουν αντικαρκινικές, αντιοξειδωτικές, αντιμικροβιακές και 

ανοσορυθμιστικές ιδιότητες (Σχήμα 1.14). Πιο συγκεκριμένα, οι ξυλοολιγοσακχαρίτες 

προστατεύουν τον ανθρώπινο οργανισμό από ασθένειες και αποκαθιστούν τυχόν 

τραυματισμούς του ιστού, απελευθερώνοντας τους απαραίτητους μεσολαβητές για την 

αντιμετώπιση της φλεγμονής. Επιπλέον, όσον αφορά στα καρκινικά κύτταρα, έχει 

βρεθεί πως οι ξυλοολιγοσακχαρίτες λειτουργούν ως επαγωγείς για την απόπτωση των 

συγκεκριμένων κυττάρων, ανακόπτοντας έτσι τον μη ελεγχόμενο πολλαπλασιασμό 

τους. Μάλιστα, είναι ήδη δρομολογημένες μελέτες που σκοπεύουν να χαρακτηρίσουν 

τις συγκεκριμένες ενώσεις σχετικά με τις αντικαρκινικές τους ιδιότητες. Πέρα από τον 

καρκίνο, η ευεργετική δράση τους έχει επισημανθεί και σε άλλες χρόνιες και οξείες 

παθήσεις, κατά τη διάρκεια των οποίων παρατηρείται μια ραγδαία αύξηση των 

ελεύθερων ριζών. Παρόλα αυτά, η παρουσία των ξυλοολιγοσακχαριτών συμβάλει στη 

δέσμευση των ελεύθερων ριζών, παρέχοντας έτσι αξιοσημείωτη αντιοξειδωτική δράση 

και θέτοντας την αρχή για τη μετέπειτα χρήση τους σε βιοϊατρικές εφαρμογές. Τέλος, 

οι ξυλοολιγοσακχαρίτες συνδράμουν στην άμυνα του οργανισμού έναντι σε παθογόνα 

βακτήρια, καθώς έχουν την τάση να μειώνουν το pH του εντέρου, αυξάνοντας έτσι τον 

πληθυσμό των μπιφιδοβακτηρίων και λειτουργώντας ως χρήσιμα πρεβιοτικά (Chen et 

al. 2021).  
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Σχήμα 1.14: Οφέλη ξυλοολιγοσακχαριτών στην υγεία του ανθρώπου και των ζώων (Chen et al. 2021) 

 

1.7.2 Φερουλικό οξύ (FA) 

Το φερουλικό οξύ (4-υδροξυ-3-μεθοξυκινναμικό οξύ) είναι μια φαινολική ένωση που 

βρίσκεται στους ιστούς των φυτών, κυρίως εστεροποιημένο στους πολυσακχαρίτες. 

Είναι διαλυτό στο νερό και σε μερικούς ακόμα οργανικούς διαλύτες, έχει σημείο τήξης 

στους 168-170 °C και συνήθως εμφανίζεται με τη μορφή λευκών κρυστάλλων. Πολλές 

φορές συναντώνται και διμερείς μορφές του φερουλικού οξέος (diFA) που συνδέονται 

μεταξύ τους με διάφορους τρόπους οι οποίοι απεικονίζονται στο Σχήμα 1.15, όπως για 

παράδειγμα με 5,5 και με 5,8 δεσμούς άνθρακα-άνθρακα, ενώ σπανιότερα εντοπίζονται 

μέχρι και τριμερείς μορφές (Vries and Visser 2001). Γενικά, τα φαινολικά οξέα είναι 

δευτερογενείς μεταβολίτες με ποικίλες χημικές δομές και διάφορες βιολογικές 

ιδιότητες. Ως προς την χημική τους δομή διακρίνονται σε παράγωγα κινναμικού και 

βενζοϊκού οξέος, με διαφορετικές υποκαταστάσεις από ομάδες υδροξυλίου και 

μεθοξυλίου. Το φερουλικό οξύ, όπως επίσης και το καφεϊκό, το π-κουμαρικό, τα οξέα 

της βανιλίνης κ.α., αποτελεί το πιο κοινό παράγωγο κινναμικού οξέος και η δομή του 

παρουσιάζεται ακολούθως. 
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Σχήμα 1.15: Σχηματική αναπαράσταση του φερουλικού οξέος και των διμερών μορφών του που συναντώνται στα 

κυτταρικά τοιχώματα των φυτών (de Vries and Visser 2001) 

 

Ένας από τους σπουδαιότερους ρόλους των φαινολικών οξέων και δη των κινναμικών, 

όπως είναι το φερουλικό οξύ, είναι η αντιοξειδωτική τους δράση που εξαρτάται από 

τον αριθμό των υδροξύ- και μεθοξύ- ομάδων που είναι προσδεμένες στον φαινυλικό 

δακτύλιο. Για αυτό συνήθως, οι διμερείς μορφές αποτελούν πιο ισχυρά αντιοξειδωτικά 

μόρια. Επιπλέον, το φερουλικό οξύ έχει την τάση να απορροφάται από το σώμα και να 

παραμένει στο αίμα πολύ περισσότερο συγκριτικά με τα υπόλοιπα φαινολικά οξέα. 

Έχει επίσης χαμηλή τοξικότητα και χάρη στις ευεργετικές του ιδιότητες που 

παρουσιάζονται παρακάτω, έχει ευρεία εφαρμογή σε φαρμακευτικά προϊόντα και στις 

τροφές (Zduńska et al. 2018).  

 

1.7.2.1 Οφέλη του φερουλικού οξέος στην υγεία των ζώων 

Μια συνηθισμένη πρακτική είναι η προσθήκη συνθετικών αντιμικροβιακών, ορμονών 

και αυξητικών παραγόντων στις ζωοτροφές προκειμένου να αυξηθεί η ζωική πρωτεΐνη 

και κατά συνέπεια να επιταχυνθεί η ανάπτυξη των ζώων. Ένα σημαντικό κέρδος που 

έχει η βιομηχανία ζωοτροφών με την προσθήκη ενζύμων στις ζωοτροφές είναι να 

αντικαταστήσει όλα αυτά τα συνθετικά πρόσθετα με φυτοχημικά συστατικά που 

αποτελούν προϊόντα της ενζυμικής υδρόλυσης. Τα πιο άφθονα φυτοχημικά είναι τα 

κινναμικά οξέα, με ιδιαίτερο ενδιαφέρον για το φερουλικό οξύ, το οποίο ξεχωρίζει για 

τις αντιοξειδωτικές, αντιμικροβιακές και αναβολικές του ιδιότητες που προάγουν με 

φυσικό τρόπο την υγεία, την παραγωγικότητα και την αναπαραγωγή των ζώων. Όσον 

αφορά στην αντιοξειδωτική του δράση, είναι γεγονός ότι λόγω της δομής της, η 

φαινυλική υδροξυλομάδα, παρέχει ένα άτομο υδρογόνου στις ελεύθερες ρίζες, 

ρυθμίζοντας παράλληλα και την έκφραση αντιοξειδωτικών ενζύμων όπως για 

παράδειγμα οι καταλάση, η υπεροξειδάση κ.α. Μια άλλη ιδιότητα της φαινυλομάδας 

είναι να παρακινήσει την ανάπτυξη των εντερικών βακτηρίων λειτουργώντας ως 

υπόστρωμα για την ανάπτυξή τους, με ταυτόχρονο περιορισμό στην ανάπτυξη των 

παθογόνων μικροοργανισμών που συνδέονται με καταστροφή των αμινοξέων και με 

πολλές ακόμα ασθένειες, αλλοιώνοντας τις μεμβράνες τους και προσβάλλοντας τις 

φυσικοχημικές ιδιότητες του κυτταροπλάσματος. Κλείνοντας, αναφορικά με τα οφέλη 
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του φερουλικού οξέος στον μεταβολισμό των ζώων, έχει βρεθεί ότι προωθεί την 

κυτταρική πρόσληψη γλυκόζης, μειώνει την λιπογένεση και αυξάνει την λιπόλυση και 

ενισχύει την πρωτεϊνική σύνθεση. Όλα αυτά βελτιώνουν την γοναδική δραστηριότητα 

και διογκώνουν τις μυϊκές ίνες, με αποτέλεσμα τα ζώα να αναπαράγονται ταχύτερα και 

να αναπτύσσονται σε συντομότερο χρονικό διάστημα, όντας υγιή και έτοιμα να 

παράξουν προϊόντα υψηλής διατροφικής αξίας (Σχήμα 1.16) (Valadez-García et al. 

2021).  

 

 

Σχήμα 1.16: Επίδραση του φερουλικού οξέος στον μεταβολισμό των ζώων (Valadez-García et al. 2021) 

 

1.7.2.2 Οφέλη του φερουλικού οξέος στην υγεία των ανθρώπων 

Όπως προαναφέρθηκε για τα ζώα, έτσι και για τον άνθρωπο, οι ευεργετικές ιδιότητες 

του φερουλικού οξέος σχετίζονται κυρίως με την αντιοξειδωτική του δράση. Πέρα 

όμως από αυτή τη λειτουργία, η φαινόλη δρα επίσης ως αντιφλεγμονώδης, 

ηπατοπροστατευτικός, αντιδιαβητικός, αντιχοληστερολαιμικός, αντικαρκινικός και 

νευροπροστατευτικός παράγοντας. Ακόμα, έρευνες προτείνουν το φερουλικό οξύ ως 

ένα χρήσιμο εργαλείο για την καταπολέμηση της ανθρώπινης παχυσαρκίας, της 

στειρότητας αλλά και της νόσου Alzheimer. Για αυτό τον λόγο, έχει αναδειχθεί σε ένα 

πολύτιμο προϊόν στη βιομηχανία φαρμάκων, καλλυντικών και τροφίμων (Valadez-

García et al. 2021). Τέλος, αξίζει να αναφερθεί πως το φερουλικό οξύ, μπορεί να 

μετατραπεί σε άλλα προϊόντα προστιθέμενης αξίας όπως είναι για παράδειγμα η 

βανιλίνη. Πέρα από μια σπουδαία αρωματική ουσία που χρησιμοποιείται κατά κόρον 

στη βιομηχανία τροφίμων, η βανιλίνη απαιτείται επίσης για τη σύνθεση 

φαρμακευτικών προϊόντων καθώς επίσης και για την παρασκευή αρωμάτων, ενώ η 

ζιζανιοκτόνος δράση της την καθιστά ένα σημαντικό παράγοντα ωρίμανσης για την 

αύξηση της απόδοσης σε σακχαρόζη από το ζαχαροκάλαμο (Fazary et al. 2007). 
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2 Πειραματικό Μέρος 

2.1 Υλικά 

2.1.1 Βιομάζα 

Η βιομάζα που χρησιμοποιήθηκε για την διεξαγωγή όλων των πειραμάτων είναι το 

πίτυρο καλαμποκιού (Corn Bran) το οποίο παραχωρήθηκε από την Αμερικανική 

Βιομηχανία Παραγωγής Ζωοτροφών με την επωνυμία “KEMIN”. Το υλικό 

παραλήφθηκε σε ξηρή μορφή χαμηλής κοκκομετρίας και υπέστη διάφορες 

επεξεργασίες οι οποίες θα αναλυθούν στην συνέχεια.  

2.1.2  Ένζυμα 

Για την ενζυμική υδρόλυση της βιομάζας χρησιμοποιήθηκαν ένζυμα τα οποία είχαν 

εκφραστεί και καθαριστεί προγενέστερα στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας του τμήματος 

Χημικών Μηχανικών του Εθνικού Μετσόβιου Πολυτεχνείου, σύμφωνα με 

δημοσιευμένα πρωτόκολλα. Συγκεκριμένα, τα ένζυμα που συμμετείχαν στις 

αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν για τους σκοπούς της παρούσας εργασίας είναι 

τα εξής: GH30 (Katsimpouras et al. 2019), FaeC4 (Wong et al. 2019), FoFaeC 

(Moukouli et al. 2008), MtFae (Topakas et al. 2012), CtCE2 (Montanier et al. 2009). 

Όλα τα ένζυμα εκφράστηκαν ετερόλογα χρησιμοποιώντας ως ξενιστή τον μύκητα 

Pichia pastoris με εξαίρεση την εστεράση του φερουλικού οξέος FaeC4 και την 

εστεράση του οξικού οξέος CtCE2 που εκφράστηκαν σε Escherichia coli.  

Επιπλέον, παραχωρήθηκε από την εταιρία “KEMIN” το υπερκείμενο καλλιέργειας 

Pichia pastoris όπου εκφράστηκε μια ξυλανάση της οικογένειας GH11 και η οποία 

στην παρούσα εργασία κωδικοποιείται με την ονομασία ΕΙ. Σημειώνεται πως αυτό το 

πρωτεϊνικό διάλυμα παραλήφθηκε με τη μορφή σκόνης, κατόπιν ξήρανσης με ψεκασμό 

(spray drying). Προκειμένου όμως να μπορέσει να χρησιμοποιηθεί στις αντιδράσεις, η 

σκόνη αυτή επαναδιαλυτοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα KPi 100 mM, pH 7.5 και 

σε αναλογία 1% w/v, όπου αναδεύτηκε σε θερμοκρασία δωματίου για διάστημα 1h. 

Έπειτα φυγοκεντρήθηκε και διατηρήθηκε το υπερκείμενο υγρό το οποίο και 

συμμετείχε στις ενζυμικές αντιδράσεις.   

Πέρα από τα παραπάνω καθαρά ένζυμα και το πρωτεϊνικό διάλυμα που αποτέλεσαν 

αντιδρώντα στις ενζυμικές αντιδράσεις, χρησιμοποιήθηκαν και δύο επιπλέον εμπορικά 

ένζυμα τα οποία συνέβαλαν στην προκατεργασία της βιομάζας. Πιο συγκεκριμένα, 

έγινε χρήση της α-αμυλάσης (Liquozyme SCDS, Novozymes, Δανία) και της 

αμυλογλυκοζιδάσης (Spirizymes SCDS, Novozymes, Δανία). 

2.1.3 Ρυθμιστικά διαλύματα 

Τα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τις ανάγκες της παρούσας 

εργασίας, συνοψίζονται στον Πίνακα 2.1. 
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Πίνακας 2.1: Χαρακτηριστικά των ρυθμιστικών διαλυμάτων που παρασκευάστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν στην 

παρούσα εργασία 

Ρυθμιστικό 

Διάλυμα 

Συγκέντρωση 

 

Σύσταση pH 

 

Χρήση 

Potassium 

Phosphate 

(KPi) 

100 mM KH2PO4, K2HPO4 7.5 Διαλυτοποίηση 

σκόνης ΕΙ 

Potassium 

Acetate 

(KAc) 

50 mM CH3COOH, 

CH3COOK 

6.0 Απαμύλωση 

βιομάζας 

Sodium 

Phosphate 

(NaPi) 

50 mM NaH2PO4, 

Na2HPO4 

6.5 Κατεργασία 

βιομάζας με 

ξυλανάση 

Citrate 

Phosphate 

40 mM Κιτρικό Οξύ, 

NaH2PO4 

4.0 Ενζυμικές 

αντιδράσεις 

που περιέχουν 

GH30 

MOPS 100 mM MOPS (3-

morpholinopropane-

1-sulfonic acid) 

6.8 Ενζυμικές 

αντιδράσεις 

που δεν 

περιέχουν 

GH30 

 

2.1.4 Χημικά Αντιδραστήρια-Αναλώσιμα Υλικά 

Όλα τα χημικά αντιδραστήρια που ήταν απαραίτητα για την διεξαγωγή των 

πειραμάτων προμηθεύτηκαν από τις εταιρίες Sigma-Aldrich (Η.Π.Α), LAB-SCAN 

(Ιρλανδία) και AppliChem (Γερμανία) και ήταν καθαρότητας αναλυτικού βαθμού. 

Ακόμη, όλα τα εργαστηριακά σκεύη (πλαστικά και γυάλινα), ήταν των εταιριών 

SCHOTT AG (Γερμανία), Whatman (Ηνωμένο Βασίλειο), ISOLAB (Γερμανία), 

ROTH (Η.Π.Α), Millipore (Η.Π.Α) και Greiner-Bio One (Γερμανία). 

2.1.5 Όργανα και Συσκευές 

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων έγινε χρήση μιας πληθώρας οργάνων και συσκευών 

τα οποία παρατίθενται ακολούθως: 

✓ Αναλυτικός ζυγός Abs 120-4Ν, KERN & Sohn GmbH (Γερμανία) 

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

✓ Αντλία με ανακυκλοφορία νερού Heto Master Jet SUE 300Q (Η.Π.Α.) 

✓ Ζυγοί Mark 2060, Mark 4065, BEL Engineering (Ιταλία) 

✓ Επωαστικοί θάλαμοι ανακινούμενοι ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical 

Instruments Manufactoring Co Ltd (Κίνα) 

✓ Επωαστήρας Eppendorf 2 mL ανακινούμενος και θερμαινόμενος, Eppendorf 

Thermomixer Comfort (Γερμανία) 

✓ Θερμαινόμενες πλάκες με μαγνητική ανάδευση Nuova II Stir Plate, 

Thermolyne (Η.Π.Α.), Stirrer Magnetic with Hotplate, Bioline scientific 

(Ελλάδα) και ARE Heating Magnetic Stirrer, VELP Scientifica (Ιταλία) 

✓ Στήλη Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Πίεσης (HPLC) NUCLEOSIL 100-5 

C18, MACHEREY-NAGEL (Γερμανία) 
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✓ Συσκευή ανάδευσης Vortex Mixer RSLAB-6PRO (Μ. Βρετανία) 

✓ Συσκευή φασματοφωτομέτρησης Microplate Reader, Spectra Max 250, 

Molecular Devices (Η.Π.Α.) 

✓ Σύστημα υγρής χρωματογραφίας (HPLC) Agilent 1260 Infinity II LC, Agilent 

Technologies (Η.Π.Α.) 

✓ Σύστημα υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης (HPLC) με ανιχνευτή 

refractive index (RI) στήλες Aminex HPX 87P (P-στήλη) και Aminex HPX 87H 

(Η-στήλη), Shimadzu (Ιαπωνία) 

✓ Σύστημα παραγωγής υπερκάθαρου νερού Milipore Direct-Q, Merck Milipore 

(Η.Π.Α.) 

✓ Φίλτρα μεμβράνης, 0.45 pore size, Gelman Sciences (Η.Π.Α.) 

✓ Φυγόκεντρος TJ-21, Beckman Coulter (Η.Π.Α.) 

✓ Φωτόμετρο S-22 UV/Vis Spectrophotometer, BOECO (Γερμανία) 

✓ Ψυχόμενη φυγόκεντρος 4239R, ALC (Κίνα) 

✓ Ψυχόμενη φυγόκεντρος Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen (Γερμανία) 

 

Πέρα από τις εξειδικευμένες συσκευές που προαναφέρθηκαν, για τη διεξαγωγή των 

πειραμάτων χρησιμοποιήθηκε μια πληθώρα κοινών εργαστηριακών σκευών όπως είναι 

τα ακόλουθα: 

▪ Αυτόματες πιπέτες μεταβλητού όγκου και πιπέτες Pasteur 

▪ Ρύγχη πιπέτας διαφόρων μεγεθών 

▪ Eppendorfs (1.5 mL και 2 mL) 

▪ Falcons (15 mL και 50 mL) 

▪ Ποτήρια ζέσεως 

▪ Ογκομετρικοί κύλινδροι 

▪ Κωνικές φιάλες  

▪ Γυάλινα μπουκάλια αποστείρωσης 

▪ Σπαθίδες 

▪ Αποστειρωμένες σύριγγες  

▪ Αποστειρωμένα φίλτρα σύριγγας (0.22 μm) 

▪ Γυάλινα φιαλύδια 

 

 

2.2 Μέθοδοι 

2.2.1 Απαμύλωση Βιομάζας (Destarching) 

Η πρώτη κατεργασία στην οποία υποβλήθηκε το πίτυρο καλαμποκιού (CB) ήταν η 

απαμύλωση προκειμένου να απομακρυνθεί όλο το άμυλο και οποιεσδήποτε τυχόν 

ακαθαρσίες υπήρχαν και οι οποίες θα μπορούσαν να επηρεάσουν τις αναλύσεις. Για το 

σκοπό αυτό, 20 g υλικού προστέθηκαν σε 200 mL (10% w/v)  ρυθμιστικού διαλύματος 

KAc συγκέντρωσης 50 mM και pH 6.0 εντός ενός ποτηριού ζέσεως. Η διαδικασία της 

απαμύλωσης ξεκίνησε με την προσθήκη 200 μL α-αμυλάσης και το μείγμα αφέθηκε 

για επώαση στους 80-90 °C για 2 ώρες σε θερμαντική πλάκα. Κατόπιν, η θερμοκρασία 
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ρυθμίστηκε στους 60 °C και το pH στην τιμή 5.0 με τη βοήθεια αραιού HCl και τότε 

προστέθηκαν 60 μL αμυλογλυκοσιδάσης, οπότε το μείγμα επωάστηκε για άλλη 1 h. 

Μετά το πέρας της επώασης η βιομάζα συλλέχθηκε σε διηθητικό χαρτί και ξεπλύθηκε 

7 φορές με ζεστό νερό (50-60 °C) ίσων όγκων (200 mL). Τα διηθήματα συλλέχθηκαν 

με σκοπό να ποσοτικοποιηθούν τα μόρια γλυκόζης που απομακρύνθηκαν. Σημειώνεται 

πως η θολερότητα ήταν δείγμα παρουσίας μεγάλης ποσότητας σακχάρων, συνεπώς τα 

ξυπλύματα ήταν τόσα ώστε να επιτευχθεί όσο το δυνατόν μικρότερη θολερότητα στα 

τελευταία διηθήματα. Το ξηρό κλάσμα απλώθηκε σε λεπτή στρώση επάνω σε 

διηθητικό χαρτί και αφέθηκε για ξήρανση σε φούρνο στους 60 °C για 2 ημέρες. Τελικά, 

η ξηρή βιομάζα συλλέχθηκε και αλέστηκε σε συσκευή άλεσης κόκκων μέχρι να λάβει 

τη μορφή πούδρας. Η βιομάζα αυτή από εδώ και στο εξής αναφέρεται ως DSCB 

(Destarched Corn Bran) (Σχήμα 2.1). Τέλος, ακολούθησε ανάλυση σύστασης για το 

στερεό κλάσμα σύμφωνα με το πρωτόκολλο NREL, ενώ στο υγρό κλάσμα 

προσδιορίστηκε η ποσότητα γλυκόζης που απομακρύνθηκε με τη μέθοδο GOD-PAP. 

2.2.2 Κατεργασία Βιομάζας με Ξυλανάση (Xylanase Treatment) 

Το απαμυλωμένο πίτυρο καλαμποκιού DSCB υπέστη εκ νέου μια κατεργασία με 

ξυλανάση, προκειμένου να απομακρυνθούν τα πιο εύκολα προσβάσιμα μόρια ξυλόζης. 

Σύμφωνα με τη διαδικασία αυτή, 10 g  DSCB προστέθηκαν σε 200 mL (5% w/v) 

ρυθμιστικού διαλύματος NaPi συγκέντρωσης 50 mM και pH 6.5. Το εναιώρημα αυτό 

τοποθετήθηκε σε μπουκάλι αποστείρωσης, κατόπιν προστέθηκε 1 mL ενζύμου EI και 

αφέθηκε εντός επωαστήρα για 24 h σε θερμοκρασία 45 °C. Μετά το πέρας της 

επώασης, η βιομάζα συλλέχθηκε σε διηθητικό χαρτί και ξεπλύθηκε με ζεστό νερό (50-

60 °C) ίσων όγκων (200 mL), μέχρις ότου να μην ανιχνεύεται ξυλόζη στα ξεπλύματα. 

Τέλος, το στερεό κλάσμα, που από εδώ και στο εξής αναφέρεται ως XTCB (Xylanase 

Treated Corn Bran) (Σχήμα 2.1), αφέθηκε σε φούρνο για ξήρανση στους 60 °C για μια 

ημέρα, κατόπιν αλέστηκε και υπολογίστηκε η συνολική ποσότητα ξυλόζης που 

απομακρύνθηκε στα υγρά κλάσματα με τη μέθοδο DNS. 

2.2.3 Προκατεργασία Βιομάζας σε 6 διαφορετικές συνθήκες  

Το DSCB υπεβλήθη σε προκατεργασία υπό 6 διαφορετικές συνθήκες, δοκιμάζοντας 

την επίδραση που είχαν στην λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα διάφοροι διαλύτες για 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα. Πιο αναλυτικά, δοκιμάστηκαν οι ακόλουθες 

περιπτώσεις που παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2. 

 

Πίνακας 2.2: Συνθήκες προκατεργασίας της βιομάζας DSCB 

10% w/v DSCB, επώαση σε 121 °C, 0.1 MPa 

 Συνθήκη1 Συνθήκη2 Συνθήκη3 Συνθήκη4 Συνθήκη5 Συνθήκη6 

Χρονική 

Διάρκεια 

1 h 

 

2 h 1 h 2 h 1 h 2 h 

Σύσταση 

Διαλύτη 

100% v/v H2O 50% v/v EtOH 3% v/v CH3COOH 

 

Όπως γίνεται αντιληπτό, με τις συνθήκες 1 και 2, δοκιμάστηκε η υδροθερμόλυση της 

βιομάζας, με τις συνθήκες 3 και 4 η οργανολυτική μέθοδος και με τις συνθήκες 5 και 

6 πραγματοποιήθηκε η προκατεργασία της βιομάζας με τη μέθοδο του αραιού οξέος. 
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Για κάθε ξεχωριστή συνθήκη, ζυγίστηκαν 5 g DSCB τα οποία τοποθετήθηκαν σε 

ειδικές φιάλες αποστείρωσης χωρητικότητας 120 mL και προστέθηκαν 50 mL διαλύτη. 

Κατόπιν, τοποθετήθηκαν στο αυτόκαστο και αφέθηκαν για επώαση στους 121 °C και 

σε πίεση 0.1 MPa είτε για 1 είτε για 2 ώρες, ανάλογα με την κάθε συνθήκη. Μετά το 

πέρας της επώασης, το εναιώρημα πέρασε μέσα από χωνί που έφερε διηθητικό χαρτί, 

κρατήθηκε το πρώτο διήθημα και έπειτα ακολούθησαν ξεπλύματα με 5πλάσιο όγκο 

διαλύτη (250 mL συνολικά) τα οποία χωρίστηκαν σε κλάσματα. Σημειώνεται πως τα 

ξεπλύματα πραγματοποιήθηκαν με τον διαλύτη στον οποίο επωάστηκε το κάθε δείγμα 

βιομάζας, διατηρημένος σε μια θερμοκρασία 50-60 °C. Όλα τα υγρά κλάσματα 

ενδιαφέροντος συλλέχθηκαν ώστε να αναλυθεί η σύστασή τους, όπως επίσης και τα 

στερεά, αφού πρώτα αφέθηκαν για ξήρανση στο φούρνο, στους 60 °C για μια ημέρα 

και κατόπιν αλέστηκαν (Σχήμα 2.1).  

 

 

Σχήμα 2.1: Σχηματική πορεία προκατεργασίας της βιομάζας. Το πίτυρο καλαμποκιού (Α) υπόκειται σε απαμύλωση 

και προκύπτει το DSCB (B) το οποίο κατεργάζεται με ξυλανάση και καταλήγει στο XTCB (Γ), καθώς επίσης και με 6 

διαφορετικές συνθήκες προκατεργασίας, καταλήγοντας σε 6 νέες βιομάζες (Δ). 

 

2.2.4 Ανάλυση σύστασης στερεών κλασμάτων 

2.2.4.1 Όξινη υδρόλυση 

Προκειμένου να αναλυθεί η σύσταση της βιομάζας και να ποσοτικοποιηθούν οι 

διάφοροι υδρογονάνθρακες καθώς και η λιγνίνη που αυτή περιέχει ύστερα από τις 

προκατεργασίες που υπέστη, ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο NREL (Sluiter et al. 

2011). Σύμφωνα με αυτό, 300 mg βιομάζας τοποθετήθηκαν σε ειδικές φιάλες 

αποστείρωσης χωρητικότητας 120 mL και προστέθηκαν 3 mL διαλύματος 72% w/w 

θειικού οξέος με σκοπό την διαλυτοποίηση των συστατικών της. Οι φιάλες 

τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο στους 30 °C για 1 h και αναδεύονταν κάθε 10 min. 

Μετά το πέρας της 1 h, απομακρύνθηκαν από το υδατόλουτρο και προστέθηκαν 51 mL 

υπερκάθαρου νερού έτσι ώστε να αραιωθεί το θειικό οξύ σε τελική συγκέντρωση 4% 
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w/w. Ύστερα οι φιάλες τοποθετήθηκαν για επώαση στο αυτόκαστο στους 121 °C και 

σε πίεση 0.1 MPa για 1 h. Όταν ολοκληρώθηκε η αποστείρωση, τα μπουκάλια 

αφέθηκαν να κρυώσουν και μετά σημειώθηκε ο ακριβής όγκος τους. Παράλληλα, 

ζυγίστηκαν φίλτρα διαμέτρου πόρων 0.45 μm και στήθηκε η συσκευή διήθησης με 

αντλία. Ακολούθησε διήθηση του δείγματος υπό κενό με σκοπό να διαχωριστεί το υγρό 

κλάσμα που περιέχει την ημικυτταρίνη, την κυτταρίνη και τη λιγνίνη, από το στερεό 

κλάσμα που περιέχει κυρίως αδιάλυτη λιγνίνη, τέφρα και πρωτεΐνη.  

Το στερεό υπόλειμμα τοποθετήθηκε μαζί με το φίλτρο για ξήρανση στο φούρνο στους 

60 °C για μια ημέρα. Μετά την ξήρανση το δείγμα ζυγίστηκε και η μάζα αυτή 

(αφαιρώντας τη μάζα του φίλτρου), χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό του 

υπολείμματος που παρέμεινε αδιάλυτο στο οξύ σύμφωνα με τον ακόλουθο τύπο. 

  

Από το διήθημα διατηρήθηκε μια μικρή ποσότητα η οποία φωτομετρήθηκε στα 320 

nm (αραιωμένη 5 φορές) προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί η διαλυτή στο οξύ λιγνίνη, 

με τη βοήθεια του παρακάτω τύπου. 

 

Στην υπόλοιπη ποσότητα του υγρού κλάσματος πραγματοποιήθηκε εξουδετέρωση με 

προσθήκη CaCO3 μέχρι το pH να φτάσει την τιμή 5. Τότε, το δείγμα αφέθηκε σε ηρεμία 

έως ότου η υγρή φάση να ξεχωρίσει στην επιφάνεια και οδηγήθηκε για φυγοκέντριση 

με σκοπό να συλλεχθεί όλο το υπερκείμενο υγρό και να απομακρυνθεί το ίζημα. Το 

υπερκείμενο υγρό είναι αυτό που αναλύθηκε σε P-στήλη HPLC προκειμένου να 

προσδιοριστεί η σύσταση του σε μονομερή σάκχαρα (ξυλόζη, γλυκόζη, αραβινόζη, 

γαλακτόζη) καθώς και σε Η-στήλη για την ποσοτικοποίηση του οξικού οξέος. 

Σημειώνεται πως όλο το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε διπλά δείγματα καθώς 

πρόκειται για μια μέθοδο στην οποία υπεισέρχονται πολλά πιθανά πειραματικά 

σφάλματα. 

2.2.4.2 Χρωματογραφικός προσδιορισμός σακχάρων και οξικού οξέος 

Για την ποσοτικοποίηση των σακχάρων καθώς και του οξικού οξέος που δομούν τη 

βιομάζα, χρησιμοποιήθηκε υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης (HPLC). 

Αναλυτικότερα, για την απεικόνιση του προφίλ σακχάρων, έγινε χρήση της στήλης 

Aminex HPX 87P (P-στήλη) η οποία μετράει τους μονοσακχαρίτες γλυκόζη, ξυλόζη, 

αραβινόζη και γαλακτόζη. Οι συνθήκες λειτουργίας της στήλης στις οποίες 

πραγματοποιείται η ανάλυση είναι στους 80 °C, έχοντα ως διαλύτη υπερκάθαρο νερό 

με ροή 0.6 mL/min και χρόνο ανάλυσης κάθε δείγματος 35 min. Όσον αφορά στο οξικό 

οξύ, για τον προσδιορισμό του χρησιμοποιήθηκε η στήλη Aminex HPX 87H (H-

στήλη). Η ανάλυση πραγματοποιείται στους 50°C, χρησιμοποιώντας ως διαλύτη θειικό 

οξύ συγκέντρωσης 3 mM με ροή 0.6 mL/min, διάρκεια ανάλυσης δείγματος 30 min 

και με ανιχνευτή Refractive Index (RI).  
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Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των μονοσακχαριτών και του οξικού οξέος, 

διενεργήθηκε ανάλυση με πρότυπα διαλύματα προκειμένου να κατασκευαστεί 

καμπύλη αναφοράς. Έτσι, προέκυψαν οι συντελεστές που παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 2.3, μέσω των οποίων πραγματοποιήθηκε η ποσοτικοποίηση. 

 

Πίνακας 2.3: Χρόνοι έκλουσης και συντελεστές συσχέτησης εμβαδού-συγκέντρωσης των σακχάρων και του οξικού 

οξέος όπως προκύπτουν από την ανάλυση πρότυπων διαλυμάτων σε HPLC 

Στήλη Συστατικό Χρόνος 

έκλουσης-RT 

(min) 

Συντελεστής 

συσχέτισης (α) 

P Γλυκόζη 13 0.0000182 

P Ξυλόζη 14 0.0000182 

P Γαλακτόζη 15 0.0000293 

P Αραβινόζη 16 0.0000194 

H Οξικό οξύ 15 0.0000343 

 

Η σχέση που δίνει την συγκέντρωση του κάθε συστατικού είναι η εξής:  

𝐶 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) = 𝑎 ∙ 𝐴𝑟𝑒𝑎 

Ένα παράδειγμα ενός τυπικού χρωματογραφήματος απεικονίζεται στο Σχήμα 2.2. 

 

 

Σχήμα 2.2: Χρωματογράφημα HPLC: Οι κορυφές αντιστοιχούν από αριστερά προς τα δεξιά σε γλυκόζη, ξυλόζη, 

γαλακτόζη και αραβινόζη 

2.2.4.3 Βασική υδρόλυση 

Πέρα από τον προσδιορισμό της σύστασης της βιομάζας σε σάκχαρα και οξικό οξύ που 

πραγματοποιείται μέσω της όξινης υδρόλυσης, προκύπτει η ανάγκη και για 

προσδιορισμό της περιεκτικότητάς της σε φερουλικό οξύ. Η διαδικασία που 

εφαρμόζεται για τον σκοπό αυτό ονομάζεται βασική υδρόλυση και για την 

πραγματοποίησή της χρειάστηκαν 0.010 g βιομάζας σε 4 mL διαλύματος NaOH 

συγκέντρωσης 4 M. Το εναιώρημα αυτό τοποθετήθηκε σε falcons των 50 mL και 

αφέθηκε σε επωαστήρα για 1 ημέρα στους 30 °C και με ανάδευση στα 150 rpm. Μετά 

το πέρας της επώασης ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 10,000×g για διάρκεια 10 min 

και το υπερκείμενο υγρό εξουδετερώθηκε με την προσθήκη 1 M HCl. Τα δείγματα 
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αναλύθηκαν σε C18-στήλη HPLC  προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί το περιεχόμενο 

της βιομάζας σε φερουλικό οξύ. 

2.2.4.4 Χρωματογραφικός προσδιορισμός φερουλικού οξέος 

Τόσο για την ανάλυση της σύστασης της βιομάζας όσο και για τον έλεγχο της επίδοσης 

της ενζυμικής αντίδρασης, μιας που το φερουλικό οξύ αποτελεί ένα από τα βασικά 

προϊόντα ενδιαφέροντος, χρησιμοποιείται η υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης 

HPLC. Πιο συγκεκριμένα, γίνεται χρήση της στήλης C18 Nucleosil column και 

χρησιμοποιήθηκαν πρότυπα φαινολικών μονομερών ως αναφορά για τις επερχόμενες 

αναλύσεις όπως αναφέρονται στη βιβλιογραφία (Waldron et al. 1996). Οι βασικές 

συνθήκες διατηρήθηκαν αυτούσιες όπως η ροή των διαλυτών στο 1 mL/ min, η 

θερμοκρασία ανάλυσης στους 30 °C καθώς επίσης και τα μήκη κύματος όπου στα 280 

nm πραγματοποιείται ανίχνευση και στα 325 nm πραγματοποιείται ανίχνευση και 

ποσοτικοποίηση των επιθυμητών συστατικών και συγκεκριμένα του φερουλικού 

οξέος. Οι διαλύτες διακρίνονται σε Α και Β, με τον πρώτο να αποτελείται από 10% 

ακετονιτρίλιο (ACN) και 1 mM τριφθοροξικό οξύ (TFA) και τον δεύτερο από 40% 

ακετονιτρίλιο (ACN), 40% μεθανόλη (MeOH) και 1mM τριφθοροξικό οξύ (TFA). Το 

βαθμιδωτό πρόγραμμα που εφαρμόστηκε στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται στον 

Πίνακα 2.4.  

 

Πίνακας 2.4: Σύσταση διαλυτών και χρόνοι ροής του καθένα, όπως εφαρμόστηκαν στο πρόγραμμα για τις αναλύσεις 

HPLC 

Χρόνος (min) Διαλύτης Α Διαλύτης Β 

0-25 90% 10% 

25-30 25% 75% 

30-45 0% 100% 

45-50 90% 10% 

 

Ένα παράδειγμα ενός τυπικού χρωματογραφήματος απεικονίζεται στο Σχήμα 2.3. 
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Σχήμα 2.3: Κορυφές χρωματογραφήματος HPLC που αντιστοιχούν στο φερουλικό οξύ κατά την έκλουσή του στα 11 

min, στα δύο διαφορετικά μήκη κύματος 

 

2.2.5 Ανάλυση σύστασης υγρών κλασμάτων 

2.2.5.1 Μέθοδος GOD-PAP 

Για τη μέτρηση της συγκέντρωσης γλυκόζης στο υγρό κλάσμα από την απαμύλωση 

του DSCB, εφαρμόστηκε η μέθοδος GOD-PAP (glucose oxidase-peroxidase) 

χρησιμοποιώντας ως αντιδραστήριο το εμπορικό σκεύασμα από το οποίο μάλιστα πήρε 

και το όνομά της η μέθοδος (Medichem Middle East 2010). Η αρχή της μεθόδου αυτής 

στηρίζεται στην οξείδωση της γλυκόζης από την οξειδάση της γλυκόζης (GOD) σε 

γλυκονικό οξύ και υπεροξείδιο του υδρογόνου. Παρουσία της υπεροξειδάσης (POD), 

η φαινόλη αντιδρά με την 4-αμινοαντιπυρίνη και το υπεροξείδιο του υδργογόνου, 

σχηματίζοντας έτσι ένα κεραμέρυθρο σύμπλοκο το οποίο απορροφά στα 510 nm. 

Αναλυτικά, βάσει του πρωτοκόλλου που ακολουθήθηκε για την εφαρμογή της 

μεθόδου, τοποθετήθηκαν 250 μL αντιδραστηρίου και άλλα 10 μL δείγματος 

(κατάλληλα αραιωμένα) στην πλάκα φωτομέτρησης. Πραγματοποιήθηκε μικρή 

ανάδευση με το tip της πιπέτας εντός του πηγαδιού και κατόπιν το πιάτο αφέθηκε για 

επώαση στο φωτόμετρο στους 37 °C για 15 min. Μετά το πέρας των 15 min, λήφθηκε 

μέτρηση στα 510 nm. Όσο πιο έντονο το κεραμέρυθρο χρώμα, τόσο πιο υψηλή η 

συγκέντρωση σε γλυκόζη (Σχήμα 2.4). Επιπλέον, οι μετρήσεις ήταν διπλές και υπήρχαν 

κάθε φορά τυφλά δείγματα τα οποία αντί για 10 μL δείγματος περιείχαν την αντίστοιχη 

ποσότητα σε υπερκάθαρο νερό. 
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Σχήμα 2.4: Πλάκα φωτομέτρησης με δείγματα για δοκιμή GOD-PAP. Από τα αριστερά προς τα δεξιά, φθίνει η 

περιεκτικότητα σε γλυκόζη 

 

Για τη μετατροπή της απορρόφησης σε συγκέντρωση γλυκόζης, κατασκευάστηκε 

καμπύλη αναφοράς με πρότυπα διαλύματα γλυκόζης συγκεντρώσεων 0.2-1.0 mg/mL. 

Έτσι, προέκυψε η ακόλουθη σχέση για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης: 

𝐶 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) = 1.1226 ∙ 𝐴510𝑛𝑚 ∙ (𝛼𝜌𝛼ί𝜔𝜎𝜂) 

2.2.5.2 Μέθοδος δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS) 

Ένας άλλος τρόπος για τη μέτρηση της συγκέντρωσης των ολικών αναγωγικών 

σακχάρων (τόσο των μονομερών όσο και των ολιγομερών μορφών τους), πέρα από την 

μέθοδο HPLC, είναι μέσω της μεθόδου δινιτροσαλικυλικού οξέος, γνωστή και ως DNS 

(Miller 1959). Η μέθοδος αυτή προτάθηκε το 1959 από τον Miller και χρησιμοποιήθηκε 

κατά κόρον στην παρούσα διπλωματική εργασία τόσο για την εύρεση της 

περιεκτικότητας σε ξυλόζη στο υγρό κλάσμα που προκύπτει από την κατεργασία του 

XTCB όσο και για την ποσοτικοποίηση των προϊόντων της ενζυμικής υδρόλυσης και 

συγκεκριμένα της ξυλόζης. Πρόκειται για μια φωτομετρική μέθοδο η οποία βασίζεται 

στον σχηματισμό συμπλόκου μεταξύ του αναγωγικού άκρου -OH των σακχάρων και 

του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος, το οποίο σύμπλοκο εμφανίζει μέγιστο 

απορρόφησης στα 540 nm.  

Το πρωτόκολλο της μεθόδου το οποίο ακολουθήθηκε σε όλα τα πειράματα που 

διενεργήθηκαν, έχει ως εξής: Σε eppendorfs των 2 mL προστέθηκαν 100 μL 

αντιδραστηρίου DNS και 100 μL δείγματος (με πιθανή αραίωση), πραγματοποιήθηκε 

ανάδευση και το διάλυμα οδηγήθηκε για βρασμό για 5 min. Για τον τερματισμό της 

αντίδρασης το δείγμα τοποθετήθηκε σε παγόλουτρο μέχρι να έρθει σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος και κατόπιν προστέθηκαν 800 μL υπερκάθαρου νερού. Αφού 

ακολούθησε ανάδευση, 250 μL δείγματος μεταφέρθηκαν σε πλάκα φωτομέτρησης για 

μέτρηση στα 540 nm. Αξίζει να αναφερθεί πως μετά τον βρασμό, το δείγμα από ανοιχτό 

κίτρινο μετατρέπεται σε σκούρο πορτοκαλί, ανάλογα με την περιεκτικότητα σε 

αναγωγικά σάκχαρα (Σχήμα 2.5). Τέλος, σημειώνεται πως όλα τα δείγματα που 

μετρήθηκαν ήταν διπλά όπως επίσης διπλά ήταν και τα τυφλά δείγματα που 

απαραίτητα υπήρχαν σε κάθε πείραμα, στα οποία η μόνη διαφορά ήταν πως αντί για 

δείγμα είχαν την ίδια ποσότητα σε υπερκάθαρο νερό. 
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Σχήμα 2.5: Πλάκα φωτομέτρησης με δείγματα για δοκιμή DNS. Τα σκούρα πορτοκαλί πηγάδια φέρουν δείγματα με 

μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε αναγωγικά σάκχαρα, σε αντίθεση με εκείνα που έχουν ανοιχτό κίτρινο χρώμα.  

 

Για την αντιστοίχιση της απορρόφησης σε συγκέντρωση ισοδύναμων ξυλόζης, 

δημιουργήθηκε μια καμπύλη αναφοράς από πρότυπα διαλύματα ξυλόζης 

συγκεντρώσεων 0.1-1.0 mg/mL. Έτσι, προέκυψε η ακόλουθη σχέση που 

χρησιμοποιήθηκε καθ’ όλη την πειραματική διαδικασία: 

𝐶 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) = 1.9107 ∙ 𝐴540𝑛𝑚 ∙ (𝛼𝜌𝛼ί𝜔𝜎𝜂) 

2.2.5.3 Όξινη υδρόλυση 

Για τα υγρά κλάσματα που προκύπτουν από την προκατεργασία της βιομάζας στις 6 

συνθήκες, πραγματοποιήθηκε μόνο όξινη υδρόλυση και όχι βασική καθώς δεν ήταν 

πιθανό να βρεθεί σε αυτά φερουλικό οξύ. Ωστόσο δεδομένης της υγρής φύσης των 

δειγμάτων, παραλείφθηκαν ορισμένα βήματα από το κλασικό πρωτόκολλο όξινης 

υδρόλυσης που αναφέρεται άνωθεν. Αναλυτικότερα, σε μπουκάλια αποστείρωσης των 

50 mL, προστέθηκαν 10 mL δείγματος σε διάλυμα θειικού οξέος τελικής 

συγκέντρωσης 4% w/w. Κατόπιν, τοποθετήθηκαν στο αυτόκαυστο για 1 h στους 121 

°C και σε πίεση 0.1 MPa και μετά το πέρας της επώασης, αφέθηκαν να κρυώσουν και 

σημειώθηκε ο ακριβής όγκος τους. Στην προκειμένη περίπτωση δεν υπήρχε στερεό 

κλάσμα οπότε από το υγρό δείγμα λήφθηκε μικρή ποσότητα για φωτομέτρηση στα 320 

nm και η υπόλοιπη ποσότητα εξουδετερούθηκε με CaCO3 κατά τα γνωστά. Τελικά, 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση στην P-στήλη HPLC για τον προσδιορισμό των 

μονοσακχαριτών για τους οποίους υπήρχε ενδιαφέρον.  

 

2.2.6 Ενζυμική υδρόλυση  

Η ενζυμική υδρόλυση πραγματοποιήθηκε σε όλα τα είδη βιομάζας και με 

διαφορετικούς συνδυασμούς ενζύμων. Ωστόσο, για τον σχεδιασμό των ενζυμικών 

αντιδράσεων και τον καθορισμό των κατάλληλων ποσοτήτων από το κάθε ένζυμο, 

ήταν αναγκαίο να προσδιοριστεί η συγκέντρωσή τους και η ενεργότητά τους. 
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2.2.6.1 Μέθοδος Bradford 

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης ενζύμου, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος που 

προτάθηκε από τον Bradford και η οποία κατέχει το όνομά του (Bradford 1976). Είναι 

μια φωτομετρική μέθοδος, η αρχή της οποίας στηρίζεται στην εμφάνιση αλλαγής 

χρώματος του αντιδραστηρίου Coomassie Brilliant Blue G-250. Συγκεκριμένα, 

απουσία πρωτεΐνης, το αντιδραστήριο έχει καφέ χρώμα και παρουσία πρωτεΐνης, 

προσδένεται σε αυτή και αποκτά ένα βαθύ μπλε χρώμα (Σχήμα 2.6).  

Το πρωτόκολλο της μεθόδου είναι απλό και για την εκτέλεσή του απαιτήθηκαν 250 μL  

από το αντιδραστήριο και 10 μL από το προς εξέταση δείγμα, ενώ σε ορισμένες 

περιπτώσεις χρειάστηκε κατάλληλη αραίωση του δείγματος . Ακολούθησε ανάδευση 

και φωτομέτρηση στα 595 nm. 

 

 

Σχήμα 2.6: Πλάκα φωτομέτρησης με δείγματα για δοκιμή Bradford. Τα πηγάδια που έχουν βαθύ μπλε χρώμα, 

περιέχουν δείγματα υψηλής πρωτεϊνικής συγκέντρωσης 

 

Για τη μετατροπή της απορρόφησης σε ενζυμική συγκέντρωση, κατασκευάστηκε 

καμπύλη ανοφοράς με πρότυπο διάλυμα BSA (Bovine Serum Albumin) γνωστών 

συγκεντρώσεων 0.1-0.15 mg/mL. Έτσι προέκυψε η ακόλουθη σχέση:   

𝐶 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) = 0.3965 ∙ 𝐴595𝑛𝑚 ∙ (𝛼𝜌𝛼ί𝜔𝜎𝜂) 

2.2.6.2 Προσδιορισμός ενζυμικής ενεργότητας 

Για τον προσδιορισμό της ενεργότητας κάθε είδους ενζύμου, απαιτήθηκε μια 

διαφορετική αντίδραση στις συνθήκες και στις αναλογίες που περιγράφονται στον 

Πίνακα 2.5. 
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Πίνακας 2.5: Συνθήκες αντίδρασης για τον προσδιορισμό της ενζυμικής ενεργότητας των ενζύμων που 

χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

Ένζυμο Υπόστρωμα Ρυθμιστικό 

Διάλυμα 

Χρόνος 

Αντίδρασης 

Θερμοκρασία 

Αντίδρασης 

ΕΙ 0.5% 

beechwood 

100 mM 

MOPS pH 6.8 

1 h 40 oC 

GH30 0.5% 

beechwood 

50 mM 

Acetate pH 5 

1 h 40 oC 

FaeC4 2 mM methyl-

FA 

100 mM 

MOPS pH 6.8 

1 h 40 oC 

FoFaeC 2 mM methyl-

FA 

100 mM 

MOPS pH 6.8 

1 h 40 oC 

MtFae 2 mM methyl-

FA 

100 mM 

MOPS pH 6.8 

1 h 40 oC 

CtCE2 2 mM PNP 

acetate 

40 mM Citrate 

Phospahte pH 

5.3 

10 min 37 oC 

 

Σημειώνεται πως για τα υποστρώματα των εστερασών, χρησιμοποιήθηκαν 

προπαρασκευασμένα διαλύματα methyl-FA και PNP acetate συγκέντρωσης 40 mM σε 

διαλύτη DMSO (Dimethyl Sulfoxide) και λήφθηκαν κάθε φορά οι κατάλληλες 

ποσότητες ώστε η τελική συγκέντρωση στις ενζυμικές αντιδράσεις να είναι αυτή που 

αναφέρεται στον Πίνακα 2.5. Η επώαση των αντιδράσεων πραγματοποιήθηκε σε 

θερμομίξερ στις συνθήκες που αναφέρονται στον Πίνακα 2.5 και με ανάδευση στα 

1300 rpm. Για τις ξυλανάσες (ΕΙ και GH30), ο προσδιορισμός της ενεργότητας 

πραγματοποιήθηκε με εφαρμογή της μεθόδου DNS, για τις εστεράσες του φερουλικού 

οξέος (FaeC4, FoFaeC, MtFae) μέσω HPLC στην στήλη C18 Nucleosil και τέλος για 

την CtCE2 πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση στα 410 nm και ποσοτικοποίηση μέσω 

κατάλληλης καμπύλης αναφοράς. Η ενεργότητα όλων των ενζύμων εκφράστηκε σε 

Units (U), τα οποία ορίζονται ως η ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για την 

παραγωγή 1 μmol προϊόντος σε 1 min αντίδρασης.  

Για πρακτικούς λόγους, οι ενζυμικές αντιδράσεις προτιμήθηκε να στηθούν βάσει των 

U κάθε ενζύμου και όχι βάσει ενζυμικής συγκέντρωσης, επομένως στον Πίνακα 2.6 

καταγράφονται τα ακριβή U που χρησιμοποιήθηκαν από κάθε ένζυμο για την εκτέλεση 

των ενζυμικών αντιδράσεων. 

 

Πίνακας 2.6: Χρησιμοποιούμενα Units από κάθε είδος ενζύμου στις αντιδράσεις 

Ένζυμα Units σε κάθε 

αντίδραση 

EI 40, 80 

GH30 0.09 

FAE 0.03, 0.1, 0.2 

AXE 0.03 
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2.2.6.3 Εκτέλεση αντιδράσεων 

Όλες οι ενζυμικές αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε τελικό όγκο του 1 mL και 

τοποθετήθηκαν σε eppednorfs των 2 mL. Ως υπόστρωμα, χρησιμοποιήθηκε κάθε φορά 

το στερεό κλάσμα από κάθε προκατεργασία και η συγκέντρωση υποστρώματος ήταν 

2% w/v, ενώ σε μερικές περιπτώσεις δοκιμάστηκε και συγκέντρωση 4 και 6 % w/v. 

Από το κάθε ένζυμο γινόταν προσθήκη συγκεκριμένων U, όπως αναγράφονται στον 

Πίνακα 2.6 και για όλα τα ένζυμα χρησιμοποιήθηκε το ρυθμιστικό διάλυμα MOPS, 

εκτός από την περίπτωση της GH30 όπου χρησιμοποιήθηκε το Citrate Phosphate, στις 

κατάλληλες αναλογίες κάθε φορά. Οι ενζυμικές αντιδράσεις έλαβαν χώρα σε 

θερμομίξερ, στους 40 οC, για 24 h (και ορισμένες μόνο για 6 h) και με ανάδευση 1300 

rpm. Μετά το πέρας του χρόνου επώασης, ακολουθούσε βρασμός των δειγμάτων για 

15 min και κατόπιν φυγοκέντριση προκειμένου να ληφθεί το υπερκείμενο υγρό και να 

υποστεί ανάλυση. Σημειώνεται πως η κάθε ενζυμική αντίδραση πραγματοποιήθηκε εις 

διπλούν έτσι ώστε να είναι εξασφαλισμένη η εγκυρότητα των αποτελεσμάτων με όσο 

το δυνατόν μεγαλύτερη ακρίβεια γίνεται. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε προσθήκη 

0.02% NaN3 σε κάθε δείγμα το οποίο λειτούργησε προστατευτικά έναντι τυχόν 

επιμολύνσεων από μικροοργανισμούς οι οποίοι θα μπορούσαν να καταναλώσουν τα 

παραγόμενα σάκχαρα και έτσι να ληφθούν εσφαλμένα χαμηλότερες τιμές από τις 

πραγματικές.  

Το κάθε δείγμα υπεβλήθη σε δύο διαφορετικές αναλύσεις. Μέσω της μεθόδου DNS 

εξετάσθηκε η σακχαροποίηση της βιομάζας και μέσω της ανάλυσης στη στήλη C18 

Nucleosil της HPLC μελετήθηκε η απελευθέρωση φερουλικού οξέος. Σημειώνεται πως 

όλα τα αποτελέσματα αξιολογήθηκαν βάσει της σύστασης του υποστρώματος στο 

οποίο πραγατοποιήθηκε το κάθε σετ αντιδράσεων και όχι βάσει της αρχικής βιομάζας 

από την οποία προέκυψε το κάθε υπόστρωμα.  
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3 Αποτελέσματα και Συζήτηση 

3.1 Βιομάζα και προκατεργασίες 

Ως πρώτη ύλη χρησιμοποιήθηκε το πίτυρο καλαμποκιού που παραχωρήθηκε από την 

εταιρία “KEMIN” και υπέστη ορισμένες ήπιες προκατεργασίες, σε χαμηλές 

θερμοκρασίες και για μικρά χρονικά διαστήματα. Οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν 

δεν έχουν κάποιο αρνητικό αντίκτυπο στο περιβάλλον και μάλιστα ορισμένες 

προκατεργασίες έγιναν σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις όπως συνοψίζεται στο Σχήμα 

3.1.  

 

Σχήμα 3.1: Σχηματική απεικόνιση της πορείας προκατεργασίας των βιομαζών  

Αρχικά, το πίτυρο καλαμποκιού υπέστη απαμύλωση με τελικό προϊόν το DSCB, το 

οποίο αποτέλεσε πρώτη ύλη για όλες τις μετέπειτα προκατεργασίες. Η ποσοτικοποίηση 

του αμύλου που αφαιρέθηκε από τη βιομάζα έγινε μέσω της μεθόδου GOD-PAP, 

μετρώντας τα μόρια γλυκόζης που υπήρχαν σε όλα τα υγρά κλάσματα με τα οποία 

ξεπλύθηκε η βιομάζα. Από τα 20 g βιομάζας που χρησιμοποιήθηκαν για την 

απαμύλωση, τελικά απομακρύνθηκαν 1.76 g γλυκόζης. Από τη στιγμή που το άμυλο 

δομείται κατά 100% από γλυκόζη, θεωρείται πως η ίδια ποσότητα που μετρήθηκε, 

αντιστοιχεί και σε γραμμάρια αμύλου. Για να γίνει πιο κατανοητό, συνολικά 

απομακρύνθηκε ένα ποσοστό 8.8% σε άμυλο. Δεδομένου ότι το πίτυρο καλαμποκιού 

αποτελείται κατά 4-11.2 % w/w από άμυλο (Rose et al. 2010), γίνεται εύκολα 

αντιληπτό πως από αυτή τη μέθοδο μπορεί να θεωρηθεί πως δεν έμεινε σημαντική 

ποσότητα σε άμυλο και πως απομακρύνθηκε όλο επιτυχώς.  
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Επειδή το DSCB αποτέλεσε την πρώτη ύλη όλων των υπόλοιπων προκατεργασιών, 

πέρα από τη μελέτη του αμύλου που απομακρύνθηκε, ήταν απαραίτητο να υπάρχει 

ολοκληρωμένη εικόνα για την ακριβή ποσόστωση όλων των συστατικών που το 

απαρτίζουν. Έτσι, πραγματοποιήθηκε ανάλυση σύστασης βάσει του NREL 

πρωτοκόλλου και τα αποτελέσματα αυτής παρουσιάζονται στο Σχήμα 3.2.  

 

 

Σχήμα 3.2: Ποσοστιαία σύσταση της βιομάζας DSCB (Απαμυλωμένο Πίτυρο Καλαμποκιού) 

Όπως φαίνεται, η ξυλόζη και η γλυκόζη βρίσκονται με την ίδια αναλογία στη βιομάζα 

και μάλιστα αποτελούν το μεγαλύτερο μερίδιο αυτής (20% w/w), με την αραβινόζη να 

ακολουθεί αμέσως μετά (15% w/w). Η γαλακτόζη έρχεται τελευταία (5% w/w) σε 

σχέση με τα υπόλοιπα σάκχαρα που ποσοτικοποιήθηκαν. Επίσης, παρατηρείται πως το 

οξικό οξύ είναι διπλάσιο σε ποσότητα σε σχέση με το φερουλικό οξύ, ωστόσο και τα 

δύο αυτά συστατικά παραμένουν σε χαμηλά επίπεδα (6% και 3% w/w αντίστοιχα). 

Επιπλέον, το γεγονός ότι το διαλυτό ποσοστό λιγνίνης αγγίζει το 3% w/w ενώ 

βιβλιογραφικά έχει βρεθεί περίπου 1% w/w (Rose et al. 2010), σημαίνει πως η 

συγκεκριμένη πρώτη ύλη που χρησιμοποιήθηκε στα πλαίσια της εργασίας ήταν πιο 

πλούσια σε λιγνίνη και ενδεχομένως σχεδόν όλη η ποσότητα αυτής διαλυτοποιήθηκε 

στο οξύ. Συνεπώς, το 10% w/w που αντιστοιχεί στο αδιάλυτο υπόλοιπα, περιέχει 

κυρίως τέφρα και πρωτεΐνη και ίσως μια πολύ μικρή ποσότητα λιγνίνης. Όλα τα 

υπόλοιπα που αποτελούν το 18% w/w της σύστασης της βιομάζας είναι μαννόζη, 

ουρονικό οξύ, π-κουμαρικό οξύ κ.α. Όλα αυτά τα ποσοστά είναι σε συμφωνία με τα 

αντίστοιχα της βιβλιογραφίας. Τέλος, αναφέρεται πως οι ακριβείς ποσότητες από το 

κάθε συστατικό αναγράφονται αναλυτικά στο ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α.  

Το DSCB κατόπιν υποβλήθηκε σε μια πρώτη κατεργασία με ξυλανάση και 

συγκεκριμένα με την ΕΙ, με σκοπό να απομακρυνθεί ένα αρχικό ποσοστό ξυλόζης, 

προτού λάβουν χώρα οι ενζυμικές αντιδράσεις. Η νέα βιομάζα που προέκυψε 

αναφέρεται ως XTCB. Για τον έλεγχο της απόδοσης της συγκεκριμένης τεχνικής 

μετρήθηκαν, μέσω της μεθόδου DNS, τα αναγωγικά σάκχαρα (μονομερή και 

ολιγομερή) που απελευθερώθηκαν στα υγρά κλάσματα τα οποία όπως είναι 

αναμενόμενο δεν περιείχαν κάτι άλλο παρά μόνο ξυλόζη. Έτσι, από την ποσότητα 

βιομάζας 10 g όπου έγινε η κατεργασία, απελευθερώθηκαν τελικά 44 mg ξυλόζης, τα 

20%

20%

5%15%

3%
6%

10%

3%

18%

Ανάλυση σύστασης - DSCB (Απαμυλωμένο 
Πίτυρο Καλαμποκιού)

Ξυλόζη

Γλυκόζη

Γαλακτόζη

Αραβινόζη

Φερουλικό οξύ

Οξικό οξύ

AIR
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Υπόλοιπα
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οποία αντιστοιχούν σε ένα ποσοστό μείωσης 2.2% σε ξυλόζη από την αρχική βιομάζα 

DSCB. Ανάλυση σύστασης στο στερεό κλάσμα XTCB δεν απαιτήθηκε καθώς η 

σύσταση του παραμένει ίδια με αυτή του DSCB, με τη μόνη διαφορά να εντοπίζεται 

στην μείωση των μορίων ξυλόζης. 

Η βιομάζα DSCB υποβλήθηκε επίσης σε 6 διαφορετικές συνθήκες ήπιας 

προκατεργασίας όπως παρουσιάζεται στο Σχήμα 3.1. Από τις 4 πρώτες συνθήκες οι 

οποίες πραγματοποιήθηκαν με διαλύτη 100% v/v νερό και 50% v/v αιθανόλη τόσο για 

διάστημα 1 h όσο και για διάστημα 2 h, τελικά επιλέχθηκαν και μελετήθηκαν 

ενδελεχώς οι βιομάζες που προέκυψαν από την επώαση της 1 h καθώς από τις 

ενζυμικές αντιδράσεις που ακολούθησαν, παρατηρήθηκαν ακριβώς τα ίδια 

αποτελέσματα και για τα 2 χρονικά διαστήματα. Ωστόσο, διαφορές παρατηρήθηκαν 

στις 2 τελευταίες συνθήκες, δηλαδή με διαλύτη 3% v/v οξικό οξύ, μεταξύ της 1 και 

των 2 h. Συνεπώς, για εξοικονόμηση χρόνου και ενέργειας, επιλέχθηκαν για μελέτη 

μόνο οι βιομάζες που προέκυψαν από τις συνθήκες 1, 3, 5 και 6. Σε αυτές 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση σύστασης τόσο στο στερεό κλάσμα όσο και στο υγρό 

κλάσμα (για τα 4 βασικά σάκχαρα: ξυλόζη, γλυκόζη, γαλακτόζη και αραβινόζη) όπως 

παρουσιάζεται ακολούθως. Σημειώνεται πως λόγω της φύσης της συγκεκριμένης 

μεθόδου, υπεισέρχονται πολλά πειραματικά σφάλματα σε διάφορα στάδιά της, με 

αποτέλεσμα ορισμένες τιμές από τα συστατικά που υπολογίστηκαν για τις διάφορες 

συνθήκες επεξεργασίας να ξεπερνάνε τις αντίστοιχες τιμές της βιομάζας DSCB από 

την οποία προέκυψαν. Προκειμένου να υπάρχει νοηματική συνέπεια, επιλέχθηκαν ως 

μέγιστες δυνατές τιμές αυτές της βιομάζας DSCB  και όσες τιμές από τις 

προκατεργασμένες βιομάζες τις ξεπερνούσαν, αντικαταστάθηκαν με αυτές, θεωρώντας 

πως η προκατεργασία δεν επέφερε κάποια αλλαγή στη σύστασή τους. Η θεώρηση αυτή 

επιβεβαιώθηκε και από την ανάλυση των υγρών κλασμάτων στα οποία, ειδικά όσον 

αφορά στην ξυλόζη, δεν εντοπίστηκαν παρά μόνο κάτι ίχνη. Αναλυτικά όλες οι 

μετρήσεις παρουσιάζονται στο ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α.  

 

 

Σχήμα 3.3: Ποσοστιαία σύσταση της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 1 (100% v/v H2O, 121 °C, 1h) 

Η προκατεργασία με νερό στους 121 °C για 1 h (Συνθήκη 1) ήταν τόσο ήπια που όπως 

φαίνεται από το Σχήμα 3.3 δεν επέφερε κάποια αλλαγή στη βιομάζα σε σχέση με την 

αρχική DSCB. Η μόνη αλλαγή που παρατηρείται είναι μία πολύ μικρή μείωση, της 
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τάξης του 1% στην περιεκτικότητα σε φερουλικό και οξικό οξύ. Αυτό επιβεβαιώθηκε 

και από την ανάλυση των υγρών κλασμάτων στα οποία δεν ανιχνεύτηκε κάποια 

ποσότητα από τα 4 βασικά σάκχαρα. Για την πιο αποδοτική προκατεργασία με διαλύτη 

το νερό, ενδεχομένως χρειαζόταν να εφαρμοστεί υψηλότερη θερμοκρασία και 

επέκταση της χρονικής διάρκειας, σίγουρα πάνω από 2 h καθώς ούτε σε αυτό το 

χρονικό διάστημα παρατηρήθηκε κάποια σημαντική αλλαγή όπως προαναφέρθηκε.  

 

 

Σχήμα 3.4: Ποσοστιαία σύσταση της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 3 (50% v/v EtOH, 121 °C, 1h) 

Ακριβώς τα ίδια συμπεράσματα εξάγονται και για την προκατεργασία με 50% v/v 

αιθανόλη (Συνθήκη 3), ωστόσο σε αυτή την περίπτωση παρατηρείται μια μικρή 

μείωση, πάλι της τάξης του 1%, και στο αδιάλυτο σε οξύ υπόλειμμα, όπως γίνεται 

αντιληπτό από το Σχήμα 3.4. Αυτό που ξεχωρίζει ωστόσο στην συγκεκριμένη 

προκατεργασία είναι η μεγάλη μείωση της περιεκτικότητας σε οξικό οξύ. 

Συγκεκριμένα, από 6% w/w που ήταν αρχικά, σχεδόν απομακρύνθηκε όλη η ποσότητα 

οξικού οξέος στο υγρό κλάσμα και απέμεινε μόνο 1% w/w στο στερεό κλάσμα. Βέβαια 

το φαινόμενο αυτό δεν είναι ασυνήθιστο να συμβεί καθώς όπως αναφέρεται και στη 

βιβλιογραφία, η λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα που κατεργάζεται με οργανολυτική 

μέθοδο και συγκεκριμένα το κλάσμα ημικυτταρίνης, καταλήγει τελικά να υδρολύεται 

στα διαλυτά συστατικά του όπως είναι οι ολιγοσακχαρίτες, οι μονοσακχαρίτες και το 

οξικό οξύ (Kumar et al. 2009b). Ωστόσο, υπό αυτές τις συνθήκες επεξεργασίας, δεν 

φαίνεται να επηρεάστηκε κάποιο από τα βασικά σάκχαρα της βιομάζας, αλλά το 

μοναδικό συστατικό που φαίνεται να πλήχθηκε σημαντικά ήταν το οξικό οξύ.  
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Σχήμα 3.5: Ποσοστιαία σύσταση της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 5 (3% v/v CH3COOH, 121 °C, 1h) 

Μεγαλύτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την 

ανάλυση σύστασης της βιομάζας που κατεργάστηκε με αραιό διάλυμα οξικού οξέος. 

Από το Σχήμα 3.5 παρατηρείται πως από τα 4 βασικά σάκχαρα, όλα διατήρησαν την 

αρχική τους ποσόστωση με εξαίρεση την αραβινόζη η οποία από 15% w/w στο στερεό 

κλάσμα, μειώθηκε στο 11% w/w. Αυτό μάλιστα επιβεβαιώνεται και από την ανάλυση 

των υγρών κλασμάτων στα οποία υπολογίστηκε ένα ποσοστό της τάξεως του 3% w/v 

σε αραβινόζη. Επιπλέον, στα υγρά κλάσματα ανιχνεύτηκε 2% w/v ξυλόζη και 1% w/v 

γαλακτόζη το οποίο όμως λόγω  πειραματικού σφάλματος και ενδεχόμενων απωλειών 

βιομάζας, δεν αποτυπώθηκε στην ανάλυση του στερεού κλάσματος (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

Α). Ακόμα, παρατηρείται μια μικρή μείωση στο φερουλικό οξύ, το οποίο από 3% 

μειώθηκε στο 2% w/w. Γενικά, το οξικό οξύ χαμηλώνει το pH του μείγματος, 

κινητοποιώντας την, καταλυόμενη από το οξύ, υδρόλυση των συστατικών της 

βιομάζας κατά τη διαδικασία της προκατεργασίας. Ανάλογα με τις συνθήκες τις 

προκατεργασίας και τη συγκέντρωση του οξέος, κάθε φορά πλήττονται διαφορετικά 

συστατικά, άλλοτε περισσότερο και άλλοτε λιγότερο (Kumar et al. 2009b). Το γεγονός 

αυτό, φαίνεται να εξηγεί σε μεγάλο βαθμό γιατί η συγκεκριμένη συνθήκη επέφερε τις 

σημαντικότερες αλλαγές στη βιομάζα σε σχέση με τις υπόλοιπες συνθήκες. 

Αξιοσημείωτη είναι και η αύξηση του αδιάλυτου σε οξύ υπολείμματος. Λαμβάνοντας 

υπόψη πως η συνολική περιεκτικότητα σε λιγνίνη βάσει βιβλιογραφίας είναι περίπου 

1% w/w (Rose et al. 2010) και αναλογιζόμενοι το ποσοστό της διαλυτής λιγνίνης στο 

οξύ, συμπεραίνεται εύκολα πως όλη η λιγνίνη βρίσκεται στο ASL. Συνεπώς, το AIR 

αποτελείται στην περίπτωση αυτή κυρίως από τέφρα και πρωτεΐνη και η αύξηση που 

σημειώθηκε δικαιολογείται καθώς όπως αναφέρεται και στη βιβλιογραφία, από την 

προκατεργασμένη βιομάζα καλαμποκιού συμπυκνώνεται στο αδιάλυτο υπόλειμμα 

σημαντική ποσότητα αζωτούχου υλικού προερχόμενο από πρωτεΐνες (Sluiter et al. 

2011). 
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Σχήμα 3.6: Ποσοστιαία σύσταση της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 6 (3% v/v CH3COOH, 121 °C, 2h) 

Αντίστοιχα και στην ανάλυση της βιομάζας που προκύπτει από τη Συνθήκη 6 

σημειώνονται οι ίδιες τάσεις, μόνο που επειδή ο χρόνος κατεργασίας στην περίπτωση 

αυτή είναι διπλάσιος, αυξάνονται ανάλογα και οι μεταβολές που παρατηρούνται. Πιο 

συγκεκριμένα, με τη βοήθεια του Σχήματος 3.6 φαίνεται ότι η ξυλόζη και η γλυκόζη 

παρέμειναν στα ίδια επίπεδα ενώ η αραβινόζη μειώθηκε ακόμα παραπάνω, αγγίζοντας 

το 9% w/w. Σε αυτή την περίπτωση μάλιστα παρατηρήθηκε μείωση και στην 

περιεκτικότητα της γαλακτόζης κατά 1%. Αυτές οι παρατηρήσεις επιβεβαιώνονται και 

από την ανάλυση των υγρών κλασμάτων στα οποία βρέθηκαν ποσοστά 3, 0, 4  και 2% 

w/v σε ξυλόζη, γλυκόζη, αραβινόζη και γαλακτόζη, αντίστοιχα (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α). Το 

μόνο ποσοστό το οποίο δεν συμφωνεί με τις αναλύσεις στη στερεή βιομάζα είναι αυτό 

της ξυλόζης και οφείλεται σε πειραματικά σφάλματα. Επιπλέον, το ποσοστό του 

αδιάλυτου στο οξύ υπολείμματος αυξήθηκε ακόμη πιο πολύ, φτάνοντας το 19% w/w 

και τόσο το φερουλικό όσο και το οξικό οξύ αυτή τη φορά, ελαττώθηκαν κατά 1%. 

Σημειώνεται πως η μείωση του φερουλικού οξέος ήταν αναμενόμενη δεδομένου ότι η 

απομακρυνόμενη αραβινόζη θα συμπαρέσυρε μαζί της και μόρια φερουλικού οξέος 

που ήταν προσδεδεμένα πάνω της, καθώς επίσης και μόρια γαλακτόζης τα οποία 

προσδένονται στην αραβινόζη, χρησιμοποιώντας ως γέφυρα μόρια ξυλόζης.   

Σε γενικές γραμμές, από το σύνολο των προκατεργασιών που πραγματοποιήθηκαν, δεν 

καταγράφθηκε κάποια σημαντική αλλαγή στη σύσταση της βιομάζας, παρά μόνο στις 

Συνθήκες 5 και 6, δηλαδή στην κατεργασία με οξικό οξύ όπου σημειώθηκε μείωση, 

αγγίζοντας έως και τα 3/5 της αρχικής περιεκτικότητας σε αραβινόζη. Παράλληλα, 

διπλασιάστηκε η περιεκτικότητα του αδιάλυτου σε οξύ υπολείμματος και ήταν οι μόνες 

περιπτώσεις προκατεργασίας όπου φάνηκε η επίδραση του χρόνου. Επίσης, 

αξιοσημείωτη ήταν και η μείωση της περιεκτικότητας σε οξικό οξύ στη Συνθήκη 3. 

Τέλος, με όλες τις συνθήκες προκατεργασίας που εφαρμόστηκαν, η ποσόστωση σε 

λιγνίνη που διαλύθηκε στο οξύ παρέμεινε ίδια (3%), κάτι το οποίο όμως δεν προκαλεί 

εντύπωση, καθώς οι συνθήκες ήταν τόσο ήπιες που δεν αναμενόταν να επηρεαστεί το 

κλάσμα της λιγνίνης.  
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3.2 Ενζυμικές υδρολύσεις 

Οι ενζυμικές αντιδράσεις παρουσιάζονται κατηγοριοποιημένες, βάσει του 

υποστρώματος στο οποίο έλαβαν χώρα. Υπογραμμίζεται πως σε κάθε πείραμα 

χρησιμοποιήθηκε η ίδια ποσότητα υποστρώματος (2% w/v), τα ίδια Units από κάθε 

κατηγορία ενζύμων και οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στις ίδιες συνθήκες (40 °C, 

1300 rpm, 6 h/24 h). Όπου εφαρμόστηκε κάτι διαφορετικό, θα αναφέρεται στο κείμενο. 

Επιπλέον, σε κάθε πείραμα υπήρχαν αρνητικά δείγματα ελέγχου τόσο για την εκάστοτε 

βιομάζα όσο και για το ένζυμο ΕΙ, στις ίδιες ποσότητες που συμμετείχαν και στις 

υπόλοιπες αντιδράσεις, προκειμένου να διαπιστωθεί εάν δίνουν από μόνα τους κάποιο 

σήμα είτε σε ξυλόζη είτε σε φερουλικό οξύ. Τα σήματα αυτά, τα οποία τις περισσότερες 

φορές ήταν αμελητέα, αφαιρέθηκαν από τις απορροφήσεις των ενζυμικών 

αντιδράσεων έτσι ώστε το τελικό αποτέλεσμα που αξιολογείται κάθε φορά, να είναι 

καθαρά προϊόν ενζυμικής υδρόλυσης και όχι ενδεχόμενης αυτοϋδρόλυσης της 

βιομάζας ή επιμόλυνσης του ΕΙ από άλλα σάκχαρα. Επιπλέον, για λόγους 

επαναληψιμότητας, κάθε αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε δυάδες, επομένως οι 

μπάρες σφαλμάτων που εμφανίζονται στα αποτελέσματα αντιστοιχούν στην τυπική 

απόκλιση μεταξύ των δύο μετρήσεων. Τέλος, διευκρινίζεται πως από κάθε σετ 

πειραμάτων μελετάται η απόδοση που είχαν τα ένζυμα ως προς την απελευθέρωση 

αναγωγικών σακχάρων-ισοδύναμων ξυλόζης που ποσοτικοποιήθηκαν με την μέθοδο 

DNS καθώς επίσης και ως προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, η 

ποσοτικοποίηση του οποίου έγινε με τη χρήση HPLC και της στήλης C-18. 

3.2.1 DSCB 

Το πρώτο πείραμα που έλαβε χώρα στο υπόστρωμα DSCB, στόχευε στην επιλογή των 

κατάλληλων Units από τις εστεράσες του φερουλικού οξέος που θα συμμετέχουν κάθε 

φορά στις αντιδράσεις, παρουσία ξυλανάσης ΕΙ (40 Units). Για το σκοπό αυτό, 

μελετήθηκαν δύο περιπτώσεις: η προσθήκη 0.03 και 0.1 Units από κάθε μια FAE. Οι 

περιπτώσεις αυτές μελετήθηκαν τόσο παρουσία όσο και απουσία εστεράσης οξικού 

οξέος CtCE2 (0.03 Units). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Σχήμα 3.7. 
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Σχήμα 3.7: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν δράσης 0.03 

και 0.1 Units εστερασών φερουλικού οξέος, παρουσία και απουσία εστεράσης οξικού οξέος και με δεδομένη 

ποσότητα ξυλανάσης ΕΙ. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Είναι εμφανές ότι απουσία εστεράσης του οξικού οξέος, η προσθήκη 0.1 U από τις 

εστεράσες του φερουλικού οξέος έδωσε τα καλύτερα αποτελέσματα και μάλιστα 

τετραπλασιάστηκε η ποσότητα ξυλόζης που απελευθερώθηκε σε σύγκριση με την 

προσθήκη 0.03 U. Ωστόσο κάτι τέτοιο δεν παρατηρήθηκε παρουσία εστεράσης του 

οξικού οξέος, καθώς στην περίπτωση αυτή φαίνεται πως τόσο τα 0.03 όσο και τα 0.1 

U, επέφεραν παρόμοια υψηλά αποτελέσματα. Αξιοσημείωτο όμως είναι το γεγονός 

πως με την προσθήκη της εστεράσης του οξικού οξέος, σημειώθηκε δεκαπλασιασμός 

της ποσότητας ξυλόζης για τα 0.03 U και διπλασιασμός για τα 0.1 U. Αυτό, υποδεικνύει 

τον ισχυρό συνεργιτισμό που έχουν τα ένζυμα διαφόρων ειδών μεταξύ τους ο οποίος 

κυρίως φαίνεται εντονότερα στα πιο χαμηλά ενζυμικά φορτία.  
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Σχήμα 3.8: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν δράσης 0.03 και 0.1 Units 

εστερασών φερουλικού οξέος, παρουσία και απουσία εστεράσης οξικού οξέος και με δεδομένη ποσότητα ξυλανάσης 

ΕΙ. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Σχετικά με την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, βάσει του Σχήματος 3.8, φαίνεται 

πάλι πως καλύτερη απόδοση είχε η προσθήκη 0.1 U FAE, αυξάνοντας κατά 33% την 

ποσότητα που απελευθερώθηκε από την προσθήκη των 0.03 U. Ακόμα, ανεξαρτήτως 

των Units εστερασών του φερουλικού οξεός που προστέθηκαν, η παρουσία ή μη της 

εστεράσης του οξικού οξέος δεν φαίνεται να επέφερε κάποια αλλαγή, καθιστώντας 

σαφές ότι στους συγκεκριμένους ενζυμικούς συνδυασμούς, η CtCE2 δεν ενίσχυσε το 

έργο των FAE. 

Τελικά, κατόπιν αξιολόγησης του συγκεκριμένου πειράματος, αποφασίστηκε στο εξής 

να προστίθενται 0.1 U FAE σε κάθε ενζυμική αντίδραση. 

 

Το επόμενο πείραμα που πραγματοποιήθηκε στο υπόστρωμα DSCB, εξέτασε την 

επίδραση που είχαν τα ένζυμα όταν δρούσαν μόνα τους, σε δυάδες και σε τριάδες, για 

διάστημα 6 και 24 h.  

 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae-CtCE2

m
g 

Φ
ερ

ο
υ

λι
κο

ύ
 Ο

ξέ
ο

ς 
/

g 
β

ιο
μ

ά
ζα

ς 

Επίδραση της ποσότητας των εστερασών του 
φερουλικού οξέος στην απελευθέρωση φερουλικού 

οξέος από τη βιομάζα DSCB

0.03 U Fae

0.1 U Fae



55 

 

 

Σχήμα 3.9: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τη βιομάζα DSCB μετά από τη δράση 

διαφορετικών ενζυμικών συνδυασμών και κατόπιν επώασης αντιδράσεων για 6 και για 24 h. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Με μια πρώτη ματιά στο Σχήμα 3.9, γίνεται αντιληπτό πως η δυνατότητα 

σακχαροποίησης υπό αυτές τις συνθήκες είναι αρκετά περιορισμένη. Ένα πρόσθετο 

εμπόδιο είναι τα σφάλματα τα οποία εξαιτίας της μεγάλης ανομοιογένειας της βιομάζας 

αλλά και των πολύ χαμηλών αποδόσεων, σχηματίζουν τέτοια εύρη που παρακωλύουν 

την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. Ως αποτέλεσμα, δεν δύναται να φανεί ούτε η 

βελτίωση της απόδοσης των ενζύμων με την πάροδο του χρόνου, παρά μόνο στην 

περίπτωση της ΕΙ που η απόδοσή της σχεδόν τριπλασιάστηκε, αλλά ούτε και ο 

συνεργιτισμός που αναμενόταν να υπάρχει με την παρουσία των FAE αλλά και της 

CtCE2 στο ενζυμικό διάλυμα. Αντιθέτως, φαίνεται ξεκάθαρα πως η προσθήκη 

βοηθητικών ενζύμων, δεν βελτίωσε την απόδοση σακχαροποίησης και τα καλύτερα 

αποτελέσματα προέκυψαν από τη μεμονωμένη δράση των ενζύμων και συγκεκριμένα 

της ΕΙ η οποία απελευθέρωσε 8.31 mg ισοδύναμων ξυλόζης μετά το πέρας των 24 h. 

Έτσι λοιπόν, από τα συνολικά 199 mg ξυλόζης που αντιστοιχούν σε ποσότητα 1 g 

βιομάζας, μόνο ένα ποσοστό 4% μπόρεσε να απελευθερωθεί υπό αυτές τις συνθήκες.  

Επιπλέον, συγκρίνοντας τα δύο είδη ξυλανασών, ΕΙ και GH30, συμπεραίνει κανείς πως 

η ΕΙ έδρασε κατά πολύ αποτελεσματικότερα σε σχέση με την GH30 και αυτό γιατί η 

πρώτη δρα στους εσωτερικούς δεσμούς της ξυλάνης, δίχως την απαίτηση ύπαρξης 

κάποιου υποκαταστάτη, σε αντίθεση με δεύτερη η οποία εμφανίζει πιο εξειδικευμένη 

δράση, απαιτώντας την ύπαρξη MeGlcA για να σπάσει τους γλυκοζιτικούς δεσμούς 

μεταξύ των μορίων ξυλόζης (Katsimpouras et al. 2019). Μάλιστα, δεδομένου ότι η πιο 

συνηθισμένη αναλογία MeGlcA:ξυλόζης είναι 1:10 (Hagiwara et al. 2020), σε ένα 

ιδανικό ενζυμικό σύστημα, η αναμενόμενη δράση της ΕΙ θα ήταν 10 φορές υψηλότερη 

σε σχέση με την GH30, χωρίς την ενισχυτική δράση κάποιου βοηθητικού ενζύμου. 

Πράγματι, αυτό επιβεβαιώνεται καθώς η μέγιστη ποσότητα ισοδύναμων ξυλόζης που 

απελευθερώθηκαν από τη δράση της GH30 ήταν μόνο 1.49 mg.  
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Τέλος, δεν παρατηρείται κάποια σημαντική συνεισφορά των FAE και της CtCE2 στην 

απελευθέρωση ξυλόζης, όταν τα ένζυμα αυτά δρουν δίχως την παρουσία κάποιας 

ξυλανάσης.  

 

 

Σχήμα 3.10: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB μετά από τη δράση διαφορετικών 

ενζυμικών συνδυασμών και κατόπιν επώασης αντιδράσεων για 6 και για 24 h. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν 

στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Σχετικά με την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, φάνηκε η επίδραση της ώρας ως προς 

την βελτίωση της αποδοτικότητας των ενζύμων, με εξαίρεση τον συνδυασμό ΕΙ-

FaeC4, καθώς επίσης και την περίπτωση στην οποία οι FAE δρουν μόνες τους (Σχήμα 

3.10). Εκεί, φαίνεται πως έχουν καταφέρει ήδη από τις 6 h να εκδηλώσουν το μέγιστο 

της ενεργότητάς τους, φτάνοντας σε ένα πλατό. Το υψηλότερο πλατό το παρουσίασε η 

εστεράση FaeC4, κάτι το οποίο επιβεβαιώνεται και στους υπόλοιπους συνδυασμούς 

τόσο παρουσία ξυλανάσης ΕΙ όσο και παρουσία CtCE2, αγγίζοντας τη μέγιστη τιμή 

των 0.74 mg φερουλικού οξέος/g βιομάζας. Η τιμή αυτή αντιστοιχεί σε ένα ποσοστό 

απελευθέρωσης 3%, δεδομένου ότι η ακριβής ποσότητα φερουλικού οξέος που 

περιέχεται σε ένα 1 g βιομάζας DSCB είναι 26.64 mg.  

Επιπλέον, στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος, έγινε εμφανής και ο συνεργιτισμός 

των ενζύμων ΕΙ + FAE, δίνοντας σε κάποιες περιπτώσεις έως και διπλάσιες ποσότητες 

φερουλικού οξέος, σε σχέση με το αν δρούσαν μόνες τους οι FAE. Αυτή η παρατήρηση 

οδηγεί στο συμπέρασμα ότι στο συγκεκριμένο υπόστρωμα, ο συνδυασμός EI + FAE 

είναι πιο αποδοτικός ως προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, ενώ ως προς την 

απελευθέρωση ξυλόζης κρίθηκε ανεπιτυχής. Με άλλα λόγια, η ΕΙ δεν απαιτεί την 

παρουσία FAE για την απελευθέρωση περαιτέρω ξυλόζης, αντιθέτως οι FAE απαιτούν 

την παρουσία ΕΙ για την απελευθέρωση επιπλέον φερουλικού οξέος.  

Τέλος, τόσο και εδώ όσο και στο προηγούμενο πείραμα (Σχήμα 3.8), η παρουσία της 

CtCE2 δεν συνέδραμε στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος, ωστόσο ούτε η 

παρουσία της παρεμπόδισε, στην ποσότητα που προστέθηκε, τη δράση των υπολοίπων 
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ενζύμων, μιας που μετρήθηκαν ακριβώς τα ίδια νούμερα με και χωρίς αυτή. Αυτό 

δικαιολογείται καθώς στην αλυσίδα της ξυλάνης, τα μόρια του οξικού οξέος δεν έχουν 

κάποια σύνδεση με τα μόρια του φερουλικού οξέος και βρίσκονται αμφότερα 

διασκορπισμένα στην αλυσίδα, δημιουργώντας εστερικούς δεσμούς το οξικό οξύ με 

μόρια ξυλόζης και το φερουλικό οξύ με μόρια αραβινόζης. Συνεπώς, η δράση των AXE 

δεν αναμένεται να έχει κάποια επίδραση στη δράση των FAE, όπως για παράδειγμα θα 

αναμενόταν να είχε στην σακχαροποίηση της αλυσίδας. Βέβαια, δεδομένου ότι 

πρόκειται για ένα υπόστρωμα πλούσιο σε υποκαταστάτες, η αδυναμία επίδειξης των 

αναμενόμενων δράσεων ορισμένων ενζύμων, ενδεχομένως να οφείλεται στη 

στερεοχημική παρεμπόδιση που πολλές φορές προκαλεί η πληθώρα των 

διακοσμήσεων, ειδικά σε ένα ακατέργαστο υπόστρωμα όπως το DSCB.  

Τα επόμενα πειράματα που ακολούθησαν με τη βιομάζα DSCB, πραγματοποιήθηκαν 

σε 2 στάδια, προκειμένου να εξετασθεί η επίδραση της διαδοχικής προσθήκης ενζύμων. 

Η βασική ιδέα στηρίζεται στη δράση ενός ενζυμικού συνδυασμού για 24 h, την 

απομάκρυνση του ενζυμικού διαλύματος μετά το πέρας της επώασης και την προσθήκη 

ενός νέου ενζυμικού συνδυασμού που θα δράσει στο ίδιο υπόστρωμα, επεκτείνοντας 

την υδρόλυσή του για άλλες 24 h.  

 

Στο πείραμα που ακολουθεί, μελετήθηκε στα πρώτα μισά δείγματα η προσθήκη EI + 

FAE στο πρώτο στάδιο και η προσθήκη EI + AXE στο δεύτερο στάδιο. Ακριβώς το 

αντίστροφο πραγματοποιήθηκε στα άλλα μισά δείγματα, δηλαδή στο πρώτο στάδιο 

προστέθηκε EI + AXE και στο δεύτερο EI + FAE, με σκοπό να μελετηθεί εάν η σειρά 

με την οποία προστίθενται οι FAE και οι AXE διαδραματίζει κάποιο ρόλο στη 

σακχαροποίηση και στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την αλυσίδα ξυλάνης.  

 

 

Σχήμα 3.11: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν 

αντιδράσεων 2 σταδίων για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς προσθήκης των συνδυασμών EI+FAE και EI+AXE. Οι 

μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 
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Από τις αντιδράσεις στις οποίες προηγήθηκε η προσθήκη ΕΙ + FAE και ακολούθησε η 

προσθήκη ΕΙ + AXE, την καλύτερη απόδοση την έδωσε εκείνο το διάλυμα που περιείχε 

την MtFae, όπως φαίνεται στο Σχήμα 3.11. Συγκεκριμένα, ενώ στο πρώτο στάδιο 

φάνηκε και οι 3 διαφορετικές FAE να δίνουν αρκετά κοντινά αποτελέσματα, 

απελευθερώνοντας γύρω στα 3 mg ξυλόζης, η μεγάλη διαφορά σημειώθηκε στο 

δεύτερο στάδιο με την προσθήκη ΕΙ + AXE. Αναλυτικότερα, η παρουσία της CtCE2 

στο υπόστρωμα που αρχικά είχε δράσει η FaeC4 δεν επέφερε καμία αλλαγή, στο 

υπόστρωμα που αρχικά είχε δράσει η FoFaeC επέφερε μικρή αλλαγή, αυξάνοντας κατά 

1 mg ξυλόζης την αρχική απόδοση και τελικά στο υπόστρωμα που πρότερα είχε δράσει 

η MtFae επέφερε τη μεγαλύτερη αλλαγή, αυξάνοντας την απόδοση κατά 2.5 mg 

ξυλόζης, δίνοντας περίπου επιπλέον ¾ της ξυλόζης που απελευθερώθηκε στο πρώτο 

στάδιο, καταλήγοντας έτσι σε ένα συνολικό άθροισμα περίπου στα 6 mg ξυλόζης. 

Διαφορετικά συμπεράσματα προκύπτουν από τις αντιδράσεις στις οποίες προηγήθηκε 

η προσθήκη EI + AXE και ακολούθησε η προσθήκη EI + FAE. Στα δείγματα αυτά, το 

πρώτο στάδιο ήταν ακριβώς το ίδιο για όλα καθώς σε όλα τα δείγματα προστέθηκε το 

ίδιο ένζυμο. Η μεγάλη διαφορά σε αυτή την περίπτωση σημειώθηκε στο δεύτερο 

στάδιο με την προσθήκη της FaeC4, η οποία αύξησε την απόδοση κατά τα ¾ του 

αρχικού σταδίου, δίνοντας την υψηλότερη ποσότητα σε ξυλόζη, η οποία έφτασε 

συνολικά τα 7 mg, τα οποία αντιστοιχούν σε μια μετατροπή 3.5% της αρχικής ξυλόζης 

του DSCB. Η προσθήκη της FoFaeC δεν επέφερε καμία αλλαγή, όπως επίσης συνέβη 

και με την MtFae, που έδωσε μόλις 0.3 mg επιπλέον ξυλόζης.  

Συμπερασματικά, για τον συνδυασμό ενζύμων EI-FoFaeC-CtCE2, η σειρά με την 

οποία προστέθηκαν οι εστεράσες δεν παρουσίασε κάποια αξιοσημείωτη διαφορά 

καθώς και στις δύο περιπτώσεις καταγράφθηκαν παρόμοια αποτελέσματα τόσο στην 

συμπεριφορά των ενζύμων όσο και στην τελική απόδοση. Ωστόσο, μεγάλη σημασία 

είχε η σειρά προσθήκης των ενζύμων στον συνδυασμό EI-FaeC4-CtCE2 όπου 

προτιμήθηκε η προσθήκη της CtCE2 στο πρώτο στάδιο, καθώς επίσης και στον 

συνδυασμό EI-MtFae-CtCE2 όπου προτιμήθηκε η προσθήκη της FAE στο πρώτο 

στάδιο. Παρόλα αυτά, η μεγαλύτερη απόδοση σε ξυλόζη επιτεύχθηκε από τον 

συνδυασμό EI-FaeC4-CtCE2, και ειδικότερα στην περίπτωση που προηγήθηκε η 

προσθήκη της FAE. 
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Σχήμα 3.12: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν αντιδράσεων 2 σταδίων 

για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς προσθήκης των συνδυασμών EI+FAE και EI+AXE. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Όπως γίνεται αντιληπτό από το Σχήμα 3.12, οι εστεράσες του φερουλικού οξέος όταν 

δρουν σε συνεργασία με την ξυλανάση ΕΙ στο πρώτο στάδιο, εμφανίζουν περίπου την 

ίδια απόδοση ως προς την απελευθέρωση FA, η οποία αντιστοιχεί περίπου σε ένα 

ποσοστό 2.2% της συνολικής ποσότητας FA. Επιπλέον, η προσθήκη του συνδυασμού 

ΕΙ + ΑΧΕ, όπως ήταν αναμενόμενο, δεν επέφερε κανένα αποτέλεσμα ούτε όταν 

προστέθηκε στο πρώτο ούτε στο δεύτερο στάδιο. Ωστόσο, όταν ο συνδυασμός αυτός 

προστέθηκε στο πρώτο στάδιο, παρατηρήθηκαν ορισμένες αλλαγές ως προς τη δράση 

του συνδυασμού ΕΙ + FAE στο δεύτερο στάδιο. Συγκεκριμένα,  η FaeC4 μαζί με την 

ξυλανάση, απελευθέρωσε περίπου διπλάσια ποσότητα φερουλικού οξέος σε σχέση με 

τις άλλες δύο εστεράσες του φερουλικού οξέος (0.44 mg FA ανά g βιομάζας), με την 

MtFae να ακολουθεί αμέσως μετά (0.21 mg FA ανά g βιομάζας) και την FoFaeC να 

παρουσιάζει τη χειρότερη απόδοση (0.14 mg FA ανά g βιομάζας). Υπογραμμίζεται πως 

και στην σακχαροποίηση του υποστρώματος, η  FaeC4 ήταν το ένζυμο που έδρασε 

καλύτερα από τα υπόλοιπα, ύστερα από το πρώτο στάδιο υδρόλυσης της βιομάζας με 

EI + AXE.  

Τέλος, αναφορικά με την επιλογή της καταλληλότερης σειράς για την προσθήκη των 

ενζύμων, συμπεραίνεται πως υψηλότερες αποδόσεις στην απελευθέρωση FA 

παρουσιάζονται όταν στο πρώτο στάδιο προστίθεται ο συνδυασμός EI + FAE και στο 

δεύτερο ΕΙ + ΑΧΕ. Οι χαμηλότερες αποδόσεις στην περίπτωση που τα στάδια αυτά 

πραγματοποιούνται αντίστροφα, ενδεχομένως να οφείλεται στο γεγονός ότι παρά την 

απομάκρυνση του ενζυμικού διαλύματος μετά το πέρας του πρώτου σταδίου, είναι 

πολύ πιθανό μια ποσότητα ενζύμων να έχει παραμείνει προσκολλημένη στη βιομάζα, 

με αποτέλεσμα να εμποδίζει την πρόσβαση των FAE στους δεσμούς-στόχους του. 

 

Το επόμενο πείραμα πραγματοποιήθηκε και αυτό σε δύο στάδια, ωστόσο εξέταζε την 

επίδραση που είχε η προσθήκη της GH30 στην αντίδραση υδρόλυσης της ξυλάνης. Για 

το σκοπό αυτό, εξετάστηκε η προσθήκη της στο πρώτο στάδιο, κατά το οποίο έδρασε 
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στη βιομάζα για 24 h, κατόπιν αφαιρέθηκε και έπειτα προστέθηκε νέο ενζυμικό 

διάλυμα στην ίδια βιομάζα το οποίο περιείχε ΕΙ / ΕΙ + FAE / ΕΙ + ΑΧΕ και αφέθηκε 

να αντιδράσει για άλλο ένα 24 h. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε ακριβώς το ίδιο και με 

την αντίστροφη σειρά, δηλαδή πρώτα έδρασαν τα ενζυμικά διαλύματα που 

αναφέρθηκαν και μετά προστέθηκε η ξυλανάση GH30. Τα αποτελέσματα του 

πειράματος παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

 

Σχήμα 3.13: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν 

αντιδράσεων 2 σταδίων για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς προσθήκης της GH30 και των λοιπών ενζύμων. Οι 

μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Αρχικά, είναι φανερό πως στις περιπτώσεις που η GH30 προστέθηκε στο πρώτο 

στάδιο, δεν επέφερε κανένα αξιοσημείωτο αποτέλεσμα ως προς την σακχαροποίηση 

της βιομάζας (Σχήμα 3.13). Πιο αναλυτικά, όταν η δράση της προηγήθηκε της δράσης 

των υπόλοιπων ενζύμων, κατάφερε να απελευθερώσει μόνο 0.38 mg ξυλόζης ανά g 

βιομάζας, νούμερο το οποίο ωστόσο βελτιώθηκε όταν η προσθήκη της 

πραγματοποιήθηκε στο δεύτερο στάδιο, αγγίζοντας τιμές που έφτασαν έως και τα 1.53 

mg ξυλόζης ανά g βιομάζας. Η μεταβολή αυτή, που αντιστοιχεί σε μία αύξηση της 

δράσης της κατά 300%, είναι άξια λόγου καθώς μαρτυρά ορισμένα χαρακτηριστικά για 

τον τρόπο με τον οποίο δρα η GH30. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, εξαιτίας της μικρής 

αναλογίας MeGlcA:ξυλόζης (1:10), η GH30 η οποία δρα στον δεύτερο γλυκοζιτικό 

δεσμό από την υποκατεστημένη με MeGlcA ξυλόζη προς το αναγωγικό άκρο, δεν 

αναμένεται να έχει υψηλές αποδόσεις ως προς την σακχαροποίηση του μακρομορίου 

της ξυλάνης. Ωστόσο, το γεγονός ότι αυξάνεται η απόδοσή της μετά τη δράση των 

υπολοίπων ενζύμων, οδηγεί σε δύο συμπεράσματα˙ είτε ότι οι υποκαταστάτες της 

ξυλάνης και κυρίως το φερουλικό και το οξικό οξύ που απομακρύνονται χάρη στις 

FAE και AXE εμπόδιζαν αρχικά τη δράση της, είτε ότι τα προϊόντα υδρόλυσης των 

υπολοίπων ενζύμων, ευνοούν την έξω-δράση της. Παρατηρώντας, όμως, τις αποδόσεις 

της GH30 μετά από τη δράση της ΕΙ μόνη της καθώς επίσης και της EI σε συνδυασμό 

με κάποια εστεράση, δεν φαίνεται βελτίωση στη δράση της GH30 με την παρουσία των 
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εστερασών, συνεπώς αυτό οδηγεί στην απόρριψη του πρώτου σεναρίου. Έτσι, γίνεται 

αποδοχή του δεύτερου σεναρίου, δηλαδή ότι η βελτίωση της δράσης της GH30 μετά 

τη δράση των υπολοίπων ενζύμων οφείλεται στο γεγονός ότι η έξω-δράση της είναι πιο 

αποδοτική στις συνθήκες αυτές σε σχέση με την ένδο-δράση της. Πράγματι, 

λαμβάνοντας υπόψη τα προϊόντα υδρόλυσης της GH11 τα οποία είναι ολιγοσακχαρίτες 

μεγάλου μοριακού βάρους που φέρουν στο εσωτερικό τους μεθυλο-γλυκουρονικούς 

υποκαταστάτες, γίνεται εύκολα αντιληπτό πως η GH30 έχει τη δυνατότητα 

ενισχυμένης έξω-δράσης, απελευθερώνοντας μονάδες ξυλοβιόζης από το μη 

αναγωγικό άκρο αυτών των αλυσίδων (Katsimpouras et al. 2019).  

Μία ακόμη σημαντική παρατήρηση έχει να κάνει με το γεγονός ότι ο συνδυασμός ΕΙ 

και εστεράσης, φαίνεται να δρα αποδοτικότερα στο πρώτο παρά στο δεύτερο στάδιο. 

Αυτό συμβαίνει καθώς η ασθενής δράση της GH30 ως ενδοξυλανάση στο πρώτο 

στάδιο που οδηγεί στον μερικό σχηματισμό ξυλοολιγοσακχαριτών υποκαταστημένων 

με MeGlcA, εμποδίζει τη μετέπειτα δράση της ΕΙ στα μόρια αυτά, καθώς όπως έχει 

ήδη αναφερθεί, οι ξυλανάσες της οικογένειας GH11 απαιτούν την ύπαρξη χώρου για 

να δράσουν, στοχεύοντας στους γλυκοζιτικούς δεσμούς που ενώνουν μόρια ξυλόζης 

τα οποία δεν φέρουν υποκαταστάτες. Μιλώντας με νούμερα, η μείωση της απόδοσης 

στη δράση της ΕΙ και των εστερασών, ισοδυναμεί σε ένα ποσοστό περίπου 25%, 

γεγονός που οδηγεί και αυτό στο συμπέρασμα ότι προτιμάται η προσθήκη της GH30 

στο δεύτερο παρά στο πρώτο στάδιο.  Η μόνη περίπτωση στην οποία δεν ισχύει αυτό 

το συμπέρασμα είναι στην αντίδραση που συμμετέχει η FaeC4, η οποία έδειξε να δρα 

καλύτερα μετά την προσθήκη της GH30.  

Όσον αφορά στην υψηλότερη τιμή απελευθερωμένης ξυλόζης που καταγράφθηκε, 

είναι συνολικά τα 5 mg, η οποία είναι περίπου ίδια για όλες τις αντιδράσεις στις οποίες 

προστέθηκε στο δεύτερο στάδιο η GH30 (πλην της αντίδρασης με την FaeC4 που η 

τιμή αυτή καταγράφθηκε όταν η GH30 προστέθηκε στο πρώτο στάδιο). Τα 5 mg 

ξυλόζης ανά g βιομάζας αντιστοιχούν σε απελευθέρωση ξυλόζης της τάξης του 2.5% 

από τη συνολική ξυλόζη που περιέχεται στη βιομάζα. 

Τέλος, χρειάζεται να επισημανθεί πως η ενεργότητα της ΕΙ φαίνεται να είναι μερικώς 

περιορισμένη σε σχέση με τα προηγούμενα πειράματα, το οποίο οφείλεται στην 

παλαιότητα του δείγματος. Ωστόσο, για τους σκοπούς του εν λόγω πειράματος που 

εξετάζεται η επίδραση της προσθήκης της GH30 σε δύο διαφορετικά στάδια, το 

γεγονός αυτό δεν επηρέασε την εξαγωγή συμπερασμάτων. 
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Σχήμα 3.14: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB, κατόπιν αντιδράσεων 2 σταδίων 

για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς προσθήκης της GH30 και των λοιπών ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Εμφανής είναι η θετική επίδραση της προσθήκης της GH30 στο δεύτερο στάδιο και  ως 

προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος (Σχήμα 3.14). Αναλυτικότερα, ενώ όταν 

προστέθηκε στο πρώτο στάδιο δεν παρατηρήθηκε καμία ποσότητα απελευθερωμένου 

φερουλικού οξέος, η προσθήκη της κατά το δεύτερο στάδιο, ενίσχυσε την 

απελευθέρωσή του από 0.24 έως και 0.33 mg. Ακόμα και ο συνδυασμός ΕΙ + FAE 

φαίνεται να έδωσε υψηλότερα αποτελέσματα όταν η δράση του προηγήθηκε της 

δράσης της GH30, με τη βελτίωση αυτή να αντιστοιχεί σε ένα ποσοστό της τάξης από 

43% έως και 84%. Η παρατήρηση αυτή ενδεχομένως να οφείλεται στο γεγονός ότι 

επειδή όπως προαναφέρθηκε η ΕΙ δρα καλύτερα πριν την GH30, κατά συνέπεια 

ευνοείται και η δράση των FAE που ως γνωστόν είναι πιο αποδοτικά σε μικρότερα 

τμήματα ξυλάνης.  

Εν αντιθέσει με την σακχαροποίηση της βιομάζας (Σχήμα 3.13), ο ενζυμικός 

συνδυασμός που επέφερε τα καλύτερα αποτελέσματα ως προς την απελευθέρωση 

φερουλικού οξέος ήταν εκείνος που περιείχε την εστεράση FaeC4, αγγίζοντας τα 1.6 

mg FA ανά g βιομάζας συνολικά.  

Επιπλέον, αξίζει να αναφερθεί, πως παρόλο που η ενεργότητα της ΕΙ ήταν μειωμένη 

και θα περίμενε κανείς αρκετά χαμηλότερα νούμερα σε σχέση με τους αντίστοιχους 

ενζυμικούς συνδυασμούς των προηγούμενων πειραμάτων, συνέβη ακριβώς το 

αντίθετο. Το γεγονός αυτό αποδίδεται είτε σε πειραματικά σφάλματα, είτε ενδεχομένως 

η περιορισμένη δράση της ΕΙ να ευνόησε την δράση των FAE.  

Τέλος, ενώ δεν αναμενόταν από τη δράση και μόνο της EI και GH30 να προκύψει 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος, παρόλα αυτά καταγράφηκε ένα μικρό ποσό. 

Ωστόσο, επειδή τα σφάλματα είναι μεγάλα συγκριτικά με την τιμή, δεν μπορεί να 

προκύψει βέβαιο συμπέρασμα, παρά μόνο αφήνεται ανοιχτό το ενδεχόμενο για τυχόν 

αυτοϋδρόλυση των εστερικών δεσμών που συγκρατούν τα μόρια φερουλικού οξέος με 

τις αραβινοφουρανόζες.   
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3.2.2 XTCB 

Αφού ολοκληρώθηκε ο κύκλος πειραμάτων με χρήση της βιομάζας DSCB, σειρά είχαν 

οι ενζυμικές αντιδράσεις με το υπόστρωμα XTCB, το οποίο προέκυψε με μια πρώτη 

κατεργασία με ξυλανάση ΕΙ από το DSCB. Στο υπόστρωμα αυτό πραγματοποιήθηκε 

ένα πείραμα ενζυμικών αντιδράσεων, ίδιας φιλοσοφίας με το πρώτο πείραμα που 

πραγματοποιήθηκε και για το DSCB.  

 

 

Σχήμα 3.15: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τη βιομάζα XTCB μετά από τη δράση 

διαφορετικών ενζυμικών συνδυασμών και κατόπιν επώασης αντιδράσεων για 6 και για 24 h. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Στο εν λόγω υπόστρωμα φάνηκε ξεκάθαρα η επίδραση του χρόνου στην ενζυμική 

υδρόλυση, καθώς κανένα ένζυμο πλην της GH30 δεν παρουσίασε ενεργότητα στο 

χρονικό διάστημα των πρώτων 6 h. Μάλιστα, αναφορικά με τη GH30 φαίνεται από το 

Σχήμα 3.15 να έχει εκδηλώσει ήδη από τις 6 h το μέγιστο της ενεργότητάς της. 

Επιπλέον, σε αυτή την περίπτωση δεν φαίνεται να απέχει πολύ η απόδοση της GH30 

από την απόδοση της ΕΙ και αυτό γιατί μέσω της πρότερης κατεργασίας με την 

ξυλανάση ΕΙ, έχει ήδη απελευθερωθεί ένα ποσοστό ξυλόζης (2.2%) το οποίο 

αποτελούσε και τον πιο εύκολο στόχο για το ένζυμο, συνεπώς δεν αναμενόταν κάποια 

ιδιαίτερα μεγάλη απελευθέρωση ξυλόζης από την εκ νέου δράση της ΕΙ. 

Αυτό που διακρίνεται ωστόσο σε αυτό το πείραμα, είναι ο συνεργιτισμός  μεταξύ των 

ενζύμων και συγκεκριμένα της ΕΙ και των FAE.  Η δράση της ΕΙ με την FaeC4 αύξησε 

την απόδοσή της κατά 60%, με την FoFaeC κατά 12% και με την MtFae κατά 5%. Η 

CtCE2 δεν εμφάνισε συνεργιτισμό ούτε με την ΕΙ καθώς επίσης ούτε και με την ΕΙ σε 

συνδυασμό με κάποια FAE, ωστόσο ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι 

όταν έδρασε μόνη της κατάφερε να απελευθερώσει μια μικρή ποσότητα ξυλόζης ίση 

με 0.44 mg ανά g βιομάζας. Μια τέτοια δράση για το συγκεκριμένο ένζυμο δεν έχει 

παρατηρηθεί βιβλιογραφικά, συνεπώς το φαινόμενο αυτό αποδίδεται σε πιθανή 

αυτοϋδρόλυση της βιομάζας, κατόπιν της αποφόρτισής από ορισμένα μόρια οξικού 

οξέος.  
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Τέλος, η υψηλότερη απόδοση σε ξυλόζη σημειώθηκε από τον συνδυασμό EI-FaeC4-

CtCE2, με απελευθέρωση 2.49 mg ανά g βιομάζας, η οποία τιμή αντιστοιχεί σε 

ποσοστό 1.3% από την αρχική περιεκτικότητα της βιομάζας σε ξυλόζη. 

 

 

Σχήμα 3.16: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τη βιομάζα XTCB μετά από τη δράση διαφορετικών 

ενζυμικών συνδυασμών και κατόπιν επώασης αντιδράσεων για 24 h. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην 

τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Για τη μελέτη της απελευθέρωσης φερουλικού οξέος, δεν αναλύθηκαν τα δείγματα που 

αντέδρασαν για διάστημα 6 h καθώς όπως φάνηκε από το πείραμα σακχαροποίησης 

της βιομάζας που προηγήθηκε, τα ένζυμα δεν είχαν προλάβει να εκδηλώσουν ακόμα 

κάποιο μέρος της ενεργότητας τους, συνεπώς για αυτό και παραλήφθηκαν.  

Κατά τη δράση των FAE χωρίς τη βοήθεια κάποιου άλλου ενζύμου, σημειώθηκαν 

μικρές αποδόσεις ως προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, με τα καλύτερα 

αποτελέσματα να τα δίνει η FaeC4 η οποία μπόρεσε να απελευθερώσει 0.26 mg FA 

ανά g βιομάζας. Την πρώτη θέση ανάμεσα στις υπόλοιπες εστεράσες του φερουλικού 

οξέος κατάφερε να τη διατηρήσει και κατά τη δράση της με την ΕΙ, απελευθερώνοντας 

0.76 mg FA  ανά g βιομάζας που ισοδυναμεί με το 2.9% του συνολικού FA. Αρκετό 

ενδιαφέρον έχει και ο βαθμός συνεργιτισμού μεταξύ των ΕΙ και FAE για την 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος, χάρη στον οποίο η αρχική τιμή για τη FaeC4 

αυξήθηκε κατά 189%, για τη FoFaeC κατά 164% και τέλος για την MtFae κατά 272%.  

Αναφορικά με τη CtCE2 φαίνεται από το Σχήμα 3.16 πως δεν συνεισέφερε στην 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος αλλά ούτε και βελτίωσε τη δράση των υπόλοιπων 

ενζύμων για το σκοπό αυτό.   

 

3.2.3 Συνθήκη 1 – 100% v/v Η2Ο, 1 h 

Στη βιομάζα που προέκυψε από τη Συνθήκη 1 προκατεργασίας του DSCB, οι ενζυμικοί 

συνδυασμοί που δοκιμάστηκαν τόσο για την σακχαροποίησή της όσο και για την 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος περιλάμβαναν την ξεχωριστή δράση της ΕΙ και των 
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εστερασών καθώς επίσης και τη δράση της ΕΙ με κάθε μια από τις εστεράσες. Ακριβώς 

οι ίδιοι ενζυμικοί συνδυασμοί δοκιμάστηκαν και για τις βιομάζες που προέκυψαν από 

τις υπόλοιπες συνθήκες προκατεργασίας και οι οποίοι είναι αντίστοιχοι με αυτούς που 

πραγματοποιήθηκαν για τις βιομάζες DSCB και XTCB, με τη μόνη διαφορά ότι έχουν 

παραληφθεί οι τριάδες ενζύμων (ΕΙ + FAE + AXE) καθώς όπως αποδείχθηκε μέχρι 

στιγμής η προσθήκη της CtCE2 δεν είχε κάποια αξιοσημείωτη συνεισφορά.  

Υπενθυμίζεται πως με τη συγκεκριμένη προκατεργασία, η βιομάζα DSCB παρέμεινε 

σχεδόν αναλλοίωτη και παρατηρήθηκε μόνο μια μικρή μείωση ως προς την 

περιεκτικότητα σε φερουλικό και οξικό οξύ. Στα Σχήματα 3.17 και 3.18 

παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των ενζυμικών υδρολύσεων.  

 

 

Σχήμα 3.17: Απελευθέρωση αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 1 

(100% v/v H2O, 121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Αρχικά, παρατηρώντας την επίδοση της ΕΙ σε σύγκριση με τις επιδόσεις της όταν 

συνδυάστηκε με τις εστεράσες, γίνεται αντιληπτό πως δεν σημειώθηκε κάποια 

ιδιαίτερη βελτίωση. Η μόνη περίπτωση όπου η δράση της ΕΙ φάνηκε να ενισχύθηκε, 

ήταν όταν συνδυάστηκε με την FaeC4. Αυτό γίνεται εύκολα κατανοητό καθώς η ΕΙ 

μόνη της απελευθέρωσε 5.00 mg ξυλόζης ενώ μαζί με τη FaeC4 απελευθέρωσαν 6.72 

mg ξυλόζης ανά g βιομάζας. Η αύξηση αυτή αντιστοιχεί σε ένα ποσοστό 34% που 

τελικά οδήγησε σε μια μετατροπή 3.4% της συνολικής ξυλόζης που περιέχεται στη 

βιομάζα, από εκεί που αρχικά η μετατροπή ήταν 2.5% πριν την προσθήκη της FaeC4. 

Οι υπόλοιπες εστεράσες του φερουλικού οξέος καθώς επίσης και η εστεράση του 

οξικού οξέος δεν φάνηκε να ενισχύουν την ενεργότητα της ΕΙ, αντιθέτως 

παρατηρήθηκε και μια μικρή μείωση της ενεργότητάς της.  

Όπως προαναφέρθηκε, η συγκεκριμένη προκατεργασία δεν προκάλεσε κάποια αλλαγή 

στη σύσταση των σακχάρων σε σχέση με τη βιομάζα DSCB, παρά μόνο μια μιρκή 

μείωση στο ποσοστό σε φερουλικό και οξικό οξύ. Συνεπώς τα αποτελέσματα 
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αναμένονταν να είναι ίδια με αυτά που προέκυψαν με το υπόστρωμα DSCB. Πράγματι, 

στις αντιδράσεις όπου συμμετείχαν εστεράσες παρατηρήθηκε βελτίωση, με εξαίρεση 

την ΕΙ όταν έδρασε μόνη, δίνοντας χαμηλότερα αποτελέσματα. Αυτό πιθανώς να 

οφείλεται σε κάποια μείωση της ενεργότητας της ΕΙ από το ένα πείραμα στο άλλο κατά 

τις συνθήκες αποθήκευσής της.  

 

 

Σχήμα 3.18: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 1 (100% v/v H2O, 

121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν 

στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Αναφορικά με την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, γίνεται αμέσως αντιληπτή η 

επίδραση του συνεργιτισμού των ενζύμων, μέσω του Σχήματος 3.18. Από μόνες τους 

οι εστεράσες του φερουλικού οξέος απελευθέρωσαν μικρές ποσότητες FA, με τη 

μεγαλύτερη τιμή να σημειώνεται και πάλι από την FaeC4 και να είναι ίση με 0.71 mg 

FA ανά g βιομάζας. Η ακριβής ποσότητα FA στη βιομάζα ύστερα από την 

προκατεργασία ήταν συνολικά 22.79 mg ανά 1 g βιομάζας, συνεπώς η συγκεκριμένη 

απελευθέρωση αντιστοιχεί σε ένα ποσοστό 3% της συνολικής ποσότητας FA.  Αμέσως 

μετά ακολούθησε η FoFaeC με απελευθέρωση 0.42 mg FA ανά g βιομάζας και τέλος 

η MtFae με 0.24 mg FA ανά g βιομάζας. Οι τιμές αυτές αυξήθηκαν κατά πολύ όταν οι 

φερουλικές εστεράσες έδρασαν μαζί με την ΕΙ, φτάνοντας μάλιστα μέχρι και τα 1.91 

mg FA ανά g βιομάζας το δείγμα που περιείχε την MtFae μαζί με την ΕΙ. Η 

συγκεκριμένη εστεράση εμφάνισε μάλιστα και τον υψηλότερο βαθμό συνεργιτισμού, 

10πλασιάζοντας έτσι την ποσότητα απελευθέρωσης FA. Περίπου την ίδια ποσότητα 

FA απελευθέρωσαν όλες οι εστεράσες του φερουλικού οξέος όταν έδρασαν με την 

ξυλανάση, πετυχαίνοντας δηλαδή την απελευθέρωση του 8.4 % του αρχικού FA της 

βιομάζας. Εντύπωση προκαλεί και το γεγονός πως ο συνδυασμός ΕΙ + AXE, κατάφερε 

να απελευθερώσει μια μικρή ποσότητα FA, κοντινή με αυτές που απελευθέρωσαν οι 

FAE όταν έδρασαν μόνες τους.  

Γενικά, εύκολα συνειδητοποιεί κανείς πως στο συγκεκριμένο υπόστρωμα, τα ένζυμα 

συνεργάστηκαν καλύτερα για την απελευθέρωση φερουλικού οξεός, παρά για την 
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απελευθέρωση ξυλόζης. Με άλλα λόγια, η προσθήκη των FAE/AXE δεν ενίσχυσε τη 

δράση της ξυλανάσης για την σακχαροποίηση της βιομάζας, εν αντιθέσει με την 

απελευθέρωση φερουλικού οξεός όπου η προσθήκη της ξυλανάσης ήταν κρίσιμη για 

την ενίσχυση της δράσης των FAE. Δίνοντας μια ποσοτική αίσθηση, μόνο το 1/3 του 

συνεργιτισμού που επέδειξαν τα ένζυμα για την απελευθέρωση φερουλικού οξέος 

εκδηλώθηκε στη διαδικασία σακχαροποίησης της βιομάζας.  

3.2.4 Συνθήκη 3 – 50% v/v EtOH, 1 h 

Όπως ακριβώς και με την προηγούμενη προκατεργασμένη βιομάζα, έτσι και η 

προκατεργασία με την Συνθήκη 3 δεν άλλαξε τη σύσταση των σακχάρων του DSCB. 

Η ιδιαιτερότητα που χαρακτηρίζει την συγκεκριμένη προκατεργασία είναι η σημαντική 

μείωση σε οξικό οξύ. Παρακάτω, λοιπόν, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της 

αλληλεπίδρασης των ενζύμων με το υπόστρωμα αυτό (Σχήματα 3.19 και 3.20). 

 

 

Σχήμα 3.19: Απελευθέρωση αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 3 

(50% v/v EtOH, 121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων.  

Η βασική παρατήρηση που πηγάζει και από αυτά τα αποτελέσματα σακχαροποίησης 

της βιομάζας είναι η επίδειξη χαμηλού βαθμού συνεργιτισμού των ενζύμων, με τις 

τιμές της απελευθερωμένης ξυλόζης ωστόσο να κυμαίνονται σε υψηλότερα επίπεδα. 

Αναλυτικότερα, η ΕΙ μόνη της είχε απόδοση 12.69 mg ξυλόζης ανά g  βιομάζας, 

δηλαδή το 6.4% της συνολικής ποσότητας ξυλόζης, η οποία τιμή αυξήθηκε κατά 14.3% 

με την προσθήκη της FaeC4, φτάνοντας τα 14.51 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας, δηλαδή 

το 7.3% της συνολικής ποσότητας ξυλόζης. Αυτή ήταν και η μεγαλύτερη τιμή που 

καταγράφθηκε στο συγκεκριμένο πείραμα καθώς η προσθήκη όλων των υπολοίπων 

εστερασών μείωσε την αρχική απόδοση της ΕΙ, με την MtFae και την CtCE2 ωστόσο 

να σημειώνουν την μεγαλύτερη πτώση στη συνολική απόδοση δράσης τους με την ΕΙ. 

Η πτώση αυτή, που ποσοτικοποιείται σε ένα ποσοστό περίπου 47%  και για τα δύο 

ένζυμα, έχει επιστημονικό ενδιαφέρον και πιθανώς να αιτιολογείται από τη 

διαμόρφωση της βιομάζας ύστερα από την προκατεργασία. Συγκεκριμένα, όπως έχει 
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ήδη αναφερθεί, το υπόστρωμα αυτό υπολείπεται μιας σημαντικής ποσότητας οξικού 

οξέος. Η αλλαγή αυτή, πρώτον έκανε τους γλυκοζιτικούς δεσμούς πιο προσβάσιμους 

στην ξυλανάση, για αυτό άλλωστε παρατηρήθηκε και μια αύξηση στην απόδοσή της, 

και δεύτερον κατέστησε την ύπαρξη της CtCE2 περιττή. Όμως, σε ένα ενζυμικό 

σύστημα όπου κάθε ένζυμο που προστίθεται επιτελεί μια πολύ συγκεκριμένη 

λειτουργία και μάλιστα παρουσία και άλλων ενζύμων που όλα όμως έχουν κοινό 

παρονομαστή το ίδιο υπόστρωμα, η παρουσία ενός ενζύμου δίχως κάποια λειτουργία 

ενδέχεται να παρακωλύσει τη δράση και των υπολοίπων. Ένα τέτοιο φαινόμενο 

πιθανόν να αποτελεί μια εξήγηση στην περίπτωση αυτή. Εκείνο όμως που προκαλεί 

εντύπωση είναι ότι μαζί με τη CtCE2, την ίδια ακριβώς συμπεριφορά παρουσιάζει και 

η MtFae. Η μόνη εξήγηση που μπορεί να δοθεί και η οποία ενδεχομένως θα 

αιτιολογούσε τη συμπεριφορά αυτή έχει να κάνει με το γεγονός ότι η MtFae έχει βρεθεί 

να εμφανίζει ομοιότητα με AXE ως προς την αλληλουχία των αμινοξέων τους. Η 

ομολογία αυτή θα μπορούσε να αιτιολογεί την εμφάνιση κοινών λειτουργιών υπό 

ορισμένες συνθήκες, παραδείγματος χάρη σε συγκεκριμένα υποστρώματα τα οποία να 

αποτελούν «εύκολο» στόχο για τη δράση μιας AXE, ωστόσο αυτό δεν αποτελεί 

κανόνα.  

 

 

Σχήμα 3.20: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 3 (50% v/v EtOH, 

121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν 

στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Παρατηρώντας τα αποτελέσματα της απελευθέρωσης φερουλικού οξέος, είναι 

εμφανής ο συνεργιτισμός μεταξύ της ΕΙ και όλων των FAE, κάτι το οποίο φάνηκε να 

συμβαίνει μόνο με την FaeC4 κατά τη σακχαροποίηση της βιομάζας. Βέβαια 

συγκριτικά και με τα υπόλοιπα υποστρώματα, οι τιμές FA κυμαίνονται στα ίδια 

επίπεδα, οδηγώντας έτσι στη θεώρηση πως η απουσία οξικού οξέος, που χαρακτηρίζει 

το συγκεκριμένο υπόστρωμα, γενικά δεν διαδραματίζει κάποιο ρόλο ως προς τη δράση 

των FAE κατά την απελευθέρωση FA, παρά μόνο βελτιώνει τη δράση της ξυλανάσης 

κατά τη σακχαροποίηση της βιομάζας. Για αυτό και σε σχέση με το προηγούμενο 
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πείραμα που διεξάχθηκε στη βιομάζα που προκατεργάστηκε με τη Συνθήκη 1, οι FAE 

μόνες τους έδωσαν ακριβώς τα ίδια αποτελέσματα. Μικρή βελτίωση παρουσιάζουν οι 

συνδυασμοί EI + FAE, καθώς η ΕΙ στο συγκεκριμένο υπόστρωμα έδρασε πιο 

αποδοτικά και κατά συνέπεια διευκόλυνε και το έργο των FAE για την απελευθέρωση 

επιπλέον FA. Πιο συγκεκριμένα, η FaeC4 μόνη της κατάφερε να απελευθερώσει 0.67 

mg FA ανά g βιομάζας με τις FoFaeC και MtFae να εκδηλώνουν περίπου το ¼ της 

δράσης της. Δεδομένου ότι η συνολική ποσότητα σε FA στην συγκεκριμένη βιομάζα 

υπολογίστηκε ίση με 25.84 mg, η ποσότητα FA που απελευθερώθηκε από τη δράση 

της FaeC4 αντιστοιχεί σε ένα ποσοστό 2.6%.  

Όσον αφορά στη συνεργιστική δράση των ενζύμων ΕΙ + FAE, οι καλύτερες επιδόσεις 

πάλι παρατηρήθηκαν για την εστεράση FaeC4, η οποία σε συνδυασμό με την ξυλανάση 

έδωσε 2.18 mg FA ανά g βιομάζας, αυξάνοντας έτσι κατά περίπου 225% την αρχική 

της απόδοση και πετυχαίνοντας μια απελευθέρωση 8.6% του συνολικού FA. Οι 

υπόλοιπες εστεράσες του φερουλικού οξέος, αν και με τη βοήθεια της ΕΙ κατάφεραν 

να απελευθερώσουν και οι δύο γύρω στα 1.56 mg FA ανά g βιομάζας, τελικά ο βαθμός 

συνεργιτισμού τους ήταν μεγαλύτερος σε σχέση με τη FaeC4, καθώς κατάφεραν να 

αυξήσουν την απόδοσή τους κατά 818%. Τέλος, και σε αυτή τη βιομάζα, ο συνδυασμός 

EI+AXE επέφερε κάποιο αποτέλεσμα ως προς την απελευθέρωση FA, το οποίο 

ωστόσο να προκύπτει επειδή ευνοήθηκε η αυτοϋδρόλυση ορισμένων εστερικών 

δεσμών, ύστερα από την ενζυμική υδρόλυση της βιομάζας από τη δράση των 

συγκεκριμένων ενζύμων. 

3.2.5 Συνθήκη 5 – 3% v/v CH3COOH, 1 h 

Οι αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν στο συγκεκριμένο υπόστρωμα έχουν μεγάλο 

ενδιαφέρον μελέτης καθώς υπενθυμίζεται πως το εν λόγω υπόστρωμα υπολείπεται ενός 

σημαντικού ποσοστού σε σάκχαρα και συγκεκριμένα σε αραβινόζη, φέροντας 

παράλληλα και ένα αρκετά μεγάλο ποσοστό σε αδιάλυτο στο οξύ υπόλειμμα. Τα 

αποτελέσματα των ενζυμικών αντιδράσεων που έλαβαν χώρα, παρουσιάζονται 

ακολούθως στο Σχήμα 3.21 και στο Σχήμα 3.22.  
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Σχήμα 3.21: Απελευθέρωση αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 5 

(3% v/v CH3COOH, 121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες 

σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Η πρώτη εντύπωση που δίνει το Σχήμα 3.21 είναι πως από τη μια τα ένζυμα έδωσαν 

υψηλές τιμές ως προς την απελευθέρωση ξυλόζης, από την άλλη ωστόσο δεν 

εμφάνισαν καμία μορφή συνεργιτισμού. Έχοντας ως βάση την ενεργότητα της ΕΙ η 

οποία κατάφερε να απελευθερώσει 16.42 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας, δηλαδή το 8% 

της συνολικής ξυλόζης, η αμέσως επόμενη μεγαλύτερη τιμή που καταγράφθηκε ήταν 

στην περίπτωση που η ΕΙ έδρασε μαζί με την FaeC4, δίνοντας συνολικά 20.34 mg 

ξυλόζης ανά g βιομάζας, δηλαδή το 10.2% της συνολικής ποσότητας ξυλόζης. Ωστόσο 

η αύξηση αυτή, δεν οφείλεται στον συνεργιτισμό των δύο ενζύμων, καθώς όπως 

φαίνεται, η FaeC4 από μόνη της έδωσε κι αυτή μια ποσότητα ξυλόζης ίση με 4.68 mg, 

η οποία αν προστεθεί στην ποσότητα που έδωσε μόνη της η ΕΙ, αθροίζουν στην 

απελευθερωμένη ξυλόζη από την ταυτόχρονη δράση των ενζύμων. Όλοι οι υπόλοιποι 

συνδυασμοί, απέδωσαν περίπου το 8% της συνολικής ξυλόζης, ακριβώς δηλαδή όσο 

και η ΕΙ μόνη της. 

Στο σημείο αυτό, ιδιαίτερη εντύπωση προκαλεί το γεγονός, πως η δράση μιας FAE 

ήταν ικανή να απελευθερώσει μια τέτοια ποσότητα ξυλόζης. Το φαινόμενο αυτό 

εξηγείται εάν σκεφτεί κανείς πως επειδή η συγκεκριμένη εστεράση είναι η πιο 

αποδοτική, έχει καταφέρει να διασπάσει ένα μεγάλο μέρος των εστερικών δεσμών του 

φερουλικού οξέος με τα μόρια αραβινόζης, με αποτέλεσμα η εν μέρει αποφορτισμένη 

από υποκαταστάτες ξυλάνη, να οδηγείται σε μια μερική αυτοϋδρόλυση. Επιπλέον, 

δεδομένου ότι με την κατεργασία αυτή έχουν ήδη απομακρυνθεί ορισμένες μονάδες 

αραβινόζης, συνεπώς και φερουλικού οξέος, η ξυλάνη είναι ακόμη λιγότερο 

υποκατεστημένη. Το γεγονός αυτό μάλιστα αιτιολογεί και την βελτιωμένη δράση της 

ξυλανάσης ΕΙ, η οποία συναντά λιγότερα «εμπόδια» και έτσι μπορεί να έχει 

ευκολότερη πρόσβαση στους γλυκοζιτικούς δεσμούς προκειμένου να καταφέρει να 

δράσει σε αυτούς.  
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Τέλος, ενώ στα προηγούμενα πειράματα με τις άλλες βιομάζες φάνηκε η δράση της 

CtCE2 να παρακωλύει τη δράση της ΕΙ, στο υπόστρωμα αυτό φαίνεται η δράση της να 

μην την επηρέασε καθόλου, δεδομένου ότι η απόδοση της ΕΙ παρέμεινε ακριβώς η ίδια.   

 

 

Σχήμα 3.22: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 5 (3% v/v 

CH3COOH, 121 oC, 1 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Αντίθετα με τα συμπεράσματα που προέκυψαν από την σακχαροποίηση της βιομάζας, 

όσον αφορά στην απελευθέρωση φερουλικό οξέος, τα ένζυμα εμφάνισαν σχέσεις 

συνεργιτισμού, φτάνοντας μάλιστα σε αξιοσημείωτες αποδόσεις. Πιο αναλυτικά, για 

μία ακόμα φορά η FAE που πρωταγωνίστησε ήταν η FaeC4, η οποία τόσο μόνη της 

όσο και σε συνδυασμό με την ΕΙ, έδωσε τα υψηλότερα αποτελέσματα. Στην πρώτη 

περίπτωση απελευθέρωσε 2.98 mg FA ανά g βιομάζας και στη δεύτερη περίπτωση 5.03 

mg FA ανά g βιομάζας, δηλαδή με την παρουσία της ΕΙ να αυξάνει την απόδοσή της 

κατά 69%. Γνωρίζοντας ότι το συνολικό περιεχόμενο της βιομάζας σε FA είναι 23.34 

g για τη συγκεκριμένη βιομάζα, εύκολα προκύπτει ότι η FaeC4 μόνη της απελευθέρωσε 

το 12.8% της συνολικής ποσότητας FA, ενώ σε συνδυασμό με την ΕΙ, το 21.6%, 

δηλαδή κάτι λιγότερο από τη διπλάσια ποσότητα.  

Οι υπόλοιπες FAE συνεισέφεραν αρκετά λιγότερο ως προς την απελευθέρωση FA, με 

τη FoFaeC να εμφανίζει περίπου το 1/3 της ενεργότητας της FaeC4 και την MtFae 

περίπου τη μισή. Όταν αυτές έδρασαν σε συνδυασμό με την ΕΙ, απελευθέρωσαν σχεδόν 

ίδια ποσότητα FA, κοντά στα 4 mg ανά g βιομάζας, δηλαδή κατά 1 mg λιγότερο από 

τη FaeC4, γεγονός το οποίο αποδεικνύει πως όταν οι FAE δρουν ταυτόχρονα με την 

ΕΙ, εμφανίζουν παρόμοιες ενεργότητες, κάτι το οποίο ωστόσο δεν συμβαίνει όταν 

αυτές δρουν μόνες τους. Αναφορικά με τον συνεργιτισμό που επέδειξαν με την ΕΙ, η 

FoFaeC φαίνεται να είχε τις καλύτερες επιδόσεις, ακόμα και από τη FaeC4 καθώς η 

συνολική ποσότητα απελευθερωμένου FA αυξήθηκε κατά 234% και της MtFae κατά 

175%.  
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3.2.6 Συνθήκη 6 – 3% v/v CH3COOH, 2 h 

Το υπόστρωμα που προέκυψε από τη συνθήκη 6 προκατεργασίας, παρουσιάζει 

παρόμοια χαρακτηριστικά με αυτά του υποστρώματος της συνθήκης 5, ωστόσο επειδή 

ο χρόνος προκατεργασίας ήταν διπλάσιος, η μείωση της περιεκτικότητας σε αραβινόζη 

ήταν εντονότερη, καθώς επίσης και η αύξηση σε υπόλειμμα αδιάλυτο στο οξύ. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη της επίδρασης του χρόνου προκατεργασίας 

στις ενζυμικές αντιδράσεις. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ακολούθως (Σχήμα 3.23 

και 3.24).  

 

Σχήμα 3.23: Απελευθέρωση αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 

(3% v/v CH3COOH, 121 oC, 2 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες 

σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων.  

Αυτό το οποίο γίνεται αντιληπτό με την πρώτη ματιά είναι ότι τα ένζυμα παρουσίασαν 

ακριβώς τις ίδιες τάσεις με το προηγούμενο πείραμα, αλλά με τις διπλάσιες αποδόσεις. 

Όπως φαίνεται δηλαδή ο διπλασιασμός στο χρόνο κατεργασίας της βιομάζας, 

διπλασίασε και την ενεργότητα των ενζύμων με αποτέλεσμα να δώσουν 2 φορές 

παραπάνω ποσότητα ξυλόζης. Για να γίνει πιο κατανοητό, η FaeC4 όταν έδρασε μόνη 

της, απελευθέρωσε 28.89 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας, που αντιστοιχεί στο 14.5% της 

συνολικής ποσότητας ξυλόζης, και η μεγαλύτερη ποσότητα απελευθερωμένης ξυλόζης 

καταγράφθηκε στην περίπτωση που η FaeC4 έδρασε σε συνδυασμό με την ΕΙ, όπου 

μαζί απελευθέρωσαν 37.96 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας, δηλαδή το 19.1% της 

συνολικής ποσότητας. Ωστόσο, η αύξηση αυτή δεν οφείλεται στη συνεργιστική δράση 

των δύο ενζύμων καθώς όπως φαίνεται και προκαλεί εντύπωση, η FaeC4 μόνη της 

απελευθέρωσε περίπου 10 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας.  

Το φαινόμενο απελευθέρωσης μιας σημαντικής ποσότητας ξυλόζης από μια εστεράση 

του φερουλικού οξέος και συγκεκριμένα της FaeC4 που έγινε ακόμα εντονότερο στο 

συγκεκριμένο υπόστρωμα, πέρα από την πιο πιθανή εξήγηση που όπως 

προαναφέρθηκε σχετίζεται με την ενίσχυση του φαινομένου αυτοϋδρόλυσης της 

βιομάζας, ενδέχεται να μπορεί να εξηγηθεί και από έναν άλλο παράγοντα. Κατόπιν 

βιβλιογραφικής έρευνας, βρέθηκε ότι η συγκεκριμένη εστεράση του φερουλικού οξέος, 
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παρουσιάζει ομοιότητα ως προς την αλληλουχία των αμινοξέων της με ξυλανάση 

(Wong et al. 2019). Για το σκοπό αυτό, το ένζυμο δοκιμάστηκε σε ένα «εύκολο» 

υπόστρωμα ξυλάνης, δηλαδή φτωχό σε υποκαταστάτες όπως είναι το ξύλο οξιάς 

(Beechwood), μαζί με την ξυλανάση ΕΙ και τις υπόλοιπες FAE, αλλά παρόλα αυτά τα 

απελευθερωμένα mg ξυλόζης ανά mg πρωτεΐνης που παρατηρήθηκαν ήταν 3 τάξεις 

μεγέθους περισσότερα για την ξυλανάση σε σχέση με τις FAE, με την FaeC4 ωστόσο 

να απελευθερώνει τη διπλάσια ποσότητα συγκριτικά με τις υπόλοιπες εστεράσες του 

φερουλικού οξέος. Όπως γίνεται αντιληπτό, τα αποτελέσματα αυτά δεν μπορούν να 

κατατάξουν το συγκεκριμένο ένζυμο στην οικογένεια των ξυλανασών εάν δεν 

πραγματοποιηθούν δοκιμές και με άλλα ένζυμα και σε διαφορετικά υποστρώματα, 

παρόλα αυτά προκύπτει με βεβαιότητα πως αυτή η εστεράση εμφανίζει μεγαλύτερη 

ενεργότητα σε υποστρώματα ξυλάνης σε σχέση με τις υπόλοιπες.  

Κλείνοντας, σημειώνεται πως ούτε σε αυτό το υπόστρωμα η παρουσία των υπολοίπων 

FAE και της CtCE2 συνέδραμε στην απελευθέρωση επιπλέον ξυλόζης καθώς 

παρατηρήθηκαν παραπλήσιες τιμές με αυτή που καταγράφθηκε από τη δράση της ΕΙ 

μόνη της.  

 

 

Σχήμα 3.24: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 (3% v/v 

CH3COOH, 121 oC, 2 h), ύστερα από τη δράση μεμονωμένων αλλά και δυάδων ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων 

αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Παρόμοια συμπεράσματα εξάγονται και για την απελευθέρωση φερουλικού οξέος 

συγκριτικά με το προηγούμενο πείραμα, όπου παρατηρούνται οι ίδιες τάσεις ως προς 

τη δράση των ενζύμων, σημειώνοντας ωστόσο τις διπλάσιες επιδόσεις, ειδικά χάρη 

στον συνεργιτισμό που εμφάνισαν. Όσον αφορά στη δράση των FAE, η μεγαλύτερη 

ποσότητα φερουλικού οξέος που απελευθερώθηκε οφείλεται στη δράση της FaeC4 και 

υπολογίστηκε ίση με 5.46 mg ανά g βιομάζας η οποία διπλασιάστηκε όταν η δράση της 

εστεράσης συνδυάστηκε με τη δράση τη ΕΙ, δίνοντας μαζί 10.17 mg FA ανά g 

βιομάζας. Λαμβάνοντας υπόψη πως η συνολική ποσότητα FA στη συγκεκριμένη 

βιομάζα βρέθηκε ίση με 20.15 mg, οι παραπάνω ποσότητες που απελευθερώθηκαν 
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ισοδυναμούν με ένα ποσοστό 27.1% και 50.5%, αντίστοιχα. Το τελευταίο ποσοστό 

είναι το μεγαλύτερο που έχει καταγραφεί στα πειράματα μέχρι στιγμής και υποδηλώνει 

τον επιτυχή συνδυασμό της FaeC4 με την ξυλανάση ΕΙ για την απελευθέρωση 

φερουλικού οξέος, μιας που κατάφεραν να αποδεσμεύσουν τη μισή ποσότητα του 

συνολικού FA που περιέχεται στη βιομάζα.  

Αμέσως μετά ακολουθεί η MtFae και η FoFaeC που ενώ κατέληξαν, τόσο κατά την 

μεμονωμένη όσο και κατά τη συνδυαστική δράση τους με την ΕΙ, σε χαμηλότερα 

νούμερα συγκριτικά με τα αντίστοιχα της FaeC4, εντούτοις εμφάνισαν μεγαλύτερο 

βαθμό συνεργιτισμού με την ΕΙ, τριπλασιάζοντας την απόδοσή τους.  

Δεδομένου ότι η προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 αποτέλεσε το καλύτερο 

υπόστρωμα για τη δράση των ενζύμων τα οποία σημείωσαν τις υψηλότερες αποδόσεις, 

ακολούθησε μια σειρά πειραμάτων για να εξετασθεί περεταίρω η επίδοση των ενζύμων 

στο υπόστρωμα αυτό.  

Έτσι, το επόμενο πείραμα που ακολούθησε εξετάζει την επίδραση της GH30 όταν αυτή 

δρα σε δύο διαφορετικά στάδια, ακριβώς όπως μελετήθηκε και για το υπόστρωμα 

DSCB και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ακολούθως στα Σχήματα 3.25 και 3.26.  

 

 

Σχήμα 3.25: Σύγκριση απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη 

συνθήκη 6 (3% v/v CH3COOH, 121 oC, 2 h), κατόπιν αντιδράσεων 2 σταδίων για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς 

προσθήκης της GH30 και των λοιπών ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ 

δύο μετρήσεων. 

Το βασικό συμπέρασμα το οποίο εξήχθη στην περίπτωση του DSCB και το οποίο 

επιβεβαιώνεται και σε αυτή τη βιομάζα είναι ότι οι υψηλότερες αποδόσεις 

σημειώθηκαν όταν η ξυλανάση GH30 έδρασε στο δεύτερο στάδιο. Η αιτία είναι η ίδια 

με αυτή που αναφέρθηκε και στη βιομάζα DSCB και έχει να κάνει με τον τρόπο δράσης 

των ενζύμων και τους υποκαταστάτες που προτιμούν. Το γεγονός ότι στην περίπτωση 

αυτή παρατηρήθηκαν υψηλότερες αποδόσεις έχει να κάνει με το ότι η βιομάζα αυτή 

φέρει λιγότερα μόρια αραβινόζης καθώς και γαλακτόζης συνεπώς υπάρχει καλύτερη 
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πρόσβαση των ενζύμων στους δεσμούς-στόχους τους. Η μεγαλύτερη απόδοση 

παρατηρείται για τον συνδυασμό EI-FaeC4-GH30, και υπερισχύει μεταξύ των 

υπολοίπων συνδυασμών, τόσο εκείνων όπου η GH30 προστέθηκε στο πρώτο στάδιο 

όσο κι εκείνων όπου η GH30 προστέθηκε στο δεύτερο στάδιο. Πιο συγκεκριμένα, όταν 

η GH30 προστέθηκε στο πρώτο στάδιο, η συνολική ποσότητα ξυλόζης που 

απελευθέρωσαν τα ένζυμα ήταν 25.93 mg ανά g βιομάζας, ενώ όταν προστέθηκε στο 

δεύτερο στάδιο, η απόδοση αυξήθηκε κατά 35%, δίνοντας δηλαδή συνολικά 34.95 mg 

ανά g βιομάζας.  

Παρόμοια αύξηση στην ενεργότητά τους είχαν και οι υπόλοιποι ενζυμικοί συνδυασμοί 

οι οποίοι ωστόσο κυμάνθηκαν σε λίγο χαμηλότερα επίπεδα απελευθερωμένης ξυλόζης. 

Επιπλέον σημειώνεται πως η GH30 είτε δρούσε στο πρώτο είτε στο δεύτερο στάδιο, 

απελευθέρωνε συγκεκριμένη ποσότητα ξυλόζης η οποία κυμαινόταν στην περιοχή 

7.00-7.69 mg ανά g βιομάζας. Αυτό το φαινόμενο γίνεται κατανοητό αν σκεφτεί κανείς 

ότι σε αυτή την περίπτωση που η βιομάζα είναι λιγότερο υποκατεστημένη καθώς 

λείπουν αρκετά μόρια αραβινόζης, όπως επίσης και μια μικρή ποσότητα φερουλικού 

και οξικού οξέος, η GH30 έχει μεγαλύτερη πιθανότητα να εμφανίσει την ενδο-δράση 

της δίχως να παρεμποδίζεται από γειτονικά μόρια.  

 

 

Σχήμα 3.26: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 (3% 

v/v CH3COOH, 121 oC, 2 h), κατόπιν αντιδράσεων 2 σταδίων για τη μελέτη της βέλτιστης σειράς προσθήκης της 

GH30 και των λοιπών ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Ακριβώς τις ίδιες τάσεις που παρατηρήθηκε να έχουν τα ένζυμα στο υπόστρωμα 

DSCB, φαίνεται πως τις διατηρούν και στο κατεργασμένο υπόστρωμα με τη συνθήκη 

6 όσον αφορά στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος, πετυχαίνοντας ωστόσο πολύ 

υψηλότερες αποδόσεις. Το συμπέρασμα που εξακολουθεί να ισχύει και εδώ είναι πως 

η προσθήκη της GH30 στο δεύτερο στάδιο στέφθηκε με μεγαλύτερη επιτυχία καθώς 

κατάφερε να αυξήσει τη συνολική απόδοση κατά 54% για τον ενζυμικό συνδυασμό 

που περιείχε την FaeC4  και κατά 154% για τους υπόλοιπους δύο. Αν και η προσθήκη 

της GH30 στο δεύτερο στάδιο, επέφερε τη μικρότερη αύξηση της απόδοσης στον 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

m
g 

Φ
ερ

ο
υ

λι
κο

ύ
 Ο

ξέ
ο

ς 
/ 

g 
β

ιο
μ

ά
ζα

ς

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος από την 
προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 με 

προσθήκη GH30 σε δύο στάδια

2ο στάδιο

1ο στάδιο



76 

 

συνδυασμό που περιείχε τη FaeC4, εντούτοις ο συνδυασμός αυτός ήταν που κατάφερε 

να πετύχει την μεγαλύτερη απελευθέρωση ξυλόζης και μάλιστα με διαφορά έως και 4 

mg FA επιπλέον. 

Σημειώνεται πως και σε αυτό το πείραμα, η παλαιότητα του δείγματος της ξυλανάσης 

ΕΙ, εμπόδισε τους ενζυμικούς συνδυασμούς από το να φτάσουν στις μέγιστες δυνατές 

αποδόσεις του, παρόλα αυτά η μελέτη του εν λόγω πειράματος αποσκοπούσε στη 

μελέτη της επίδρασης της GH30 και της διαφοράς που αυτή επιφέρει όταν προστίθεται 

με διαφορετική σειρά.   

 

Το τελευταίο πείραμα που έλαβε χώρα και πραγματοποιήθηκε με το υπόστρωμα της 

συνθήκης 6, εξέταζε την αποδοτικότητα του συνδυασμού των τριών ενζύμων EI + FAE 

+ AXE και κατόπιν ο πιο ελπιδοφόρος εκ των τριών, δηλαδή αυτός που περιείχε το 

ένζυμο FaeC4, δοκιμάστηκε για την επίδραση που θα είχε ο διπλασιασμός της 

ποσότητας της ξυλανάσης, των εστερασών καθώς και των δύο ταυτόχρονα τόσο στην 

σακχαροποίηση της βιομάζας όσο και στην απελευθέρωση φερουλικού οξέος. Τέλος, 

εξετάσθηκε η επίδραση που είχε η αύξηση του υποστρώματος στη δράση σταθερής 

ποσότητας ξυλανάσης (40 U), όταν εκείνη δρούσε σε συγκέντρωση υποστρώματος 2, 

4 και 6 % w/v. Προφανώς, το τελευταίο σετ αντιδράσεων μελετήθηκε μόνο ως προς 

την απελευθέρωση ξυλόζης, διότι δεν αναμενόταν από τη δράση της ξυλανάσης και 

μόνο να απελευθερωθεί ποσότητα φερουλικού οξέος.  

 

 

Σχήμα 3.27: Απελευθέρωση αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 

(3% v/v CH3COOH, 121 oC, 2 h), ύστερα από τη δράση ενζυμικών τριάδων και σύγκριση κατόπιν διπλασιασμού των 

Units των ενζύμων και αύξησης της συγκέντρωσης υποστρώματος. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική 

απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Αρχικά, όλοι οι συνδυασμοί EI + FAE + AXE φαίνεται να κυμαίνονται στα ίδια 

επίπεδα, απελευθερώνοντας περίπου 41-42 mg ξυλόζης ανά g βιομάζας (Σχήμα 3.27). 

Σε σχέση με τα πειράματα που προηγήθηκαν σε αυτή τη βιομάζα παρατηρείται πως η 
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προσθήκη της CtCE2 στους συνδυασμούς EI + FAE, αύξησε την απελευθέρωση 

ξυλόζης περίπου κατά 5 mg για τον συνδυασμό με τη FaeC4 και κατά 10 mg για τους 

υπόλοιπους. Γενικά, η αύξηση αυτή που για την πρώτη περίπτωση αντιστοιχεί σε ένα 

ποσοστό 15% και για τη δεύτερη 30%, φανερώνει πως η CtCE2 εμφάνισε ενεργότητα 

στο υπόστρωμα αυτό. Η δράση της φαίνεται να ευνοήθηκε από την απουσία διαφόρων 

υποκαταστατών όπως για παράδειγμα της αραβινόζης και κατά συνέπεια ορισμένων 

μορίων φερουλικού οξέος. Συνεπώς, η αποτελεσματικότερη δράση της CtCE2 ήταν 

αυτό που συντόνισε τη δράση και των άλλων δύο ενζύμων προκειμένου να επιτευχθεί 

ο τελικός στόχος που δεν είναι άλλος από την σακχαροποίηση της βιομάζας.  

Κατόπιν, επιλέχθηκε ο αποδοτικότερος συνδυασμός ενζύμων, ο οποίος στα 

περισσότερα πειράματα έχει αποδειχθεί να είναι ο συνδυασμός EI-FaeC4-CtCE2 και 

πραγματοποιήθηκε διπλασιασμός μόνο στα Units της ΕΙ, μόνο στα Units των 

εστερασών και τέλος σε όλων των ενζύμων ταυτόχρονα. Αυτό που προέκυψε είναι ότι 

οι καλύτερες αποδόσεις σημειώθηκαν από τον διπλασιασμό της ποσότητας της 

ξυλανάσης, κάτι το οποίο αύξησε κατά 38% την αρχική απόδοση, οδηγώντας σε τελική 

απόδοση ξυλόζης 30% από την συνολική ποσότητα, η οποία μάλιστα είναι και η 

μέγιστη που καταγράφθηκε από το σύνολο των πειραμάτων. Μικρή βελτίωση 

καταγράφθηκε και από τον διπαλσιασμό της ποσότητας των εστερασών, η οποία 

ποσοτικοποιείται σε ένα ποσοστό 10%, ενώ μείωση κατά 16% παρατηρήθηκε με τον 

διπλασιασμό της ποσότητας όλων των ενζύμων. Οι παρατηρήσεις αυτές οδηγούν στο 

συμπέρασμα ότι κατά την ταυτόχρονη δράση των ενζύμων για την σακχαροποίηση της 

βιομάζας, το ένζυμο που διαδραματίζει τον βασικότερο ρόλο είναι η ξυλανάση και πως 

όσο αυξάνεται η αναλογία της σε σχέση με τα υπόλοιπα ένζυμα, τόσο καλύτερες 

αποδόσεις λαμβάνονται. Μάλιστα, αυτό φανερώνει και για τον τρόπο δράσης των 

ενζύμων ότι είναι πιο αποδοτικό η ξυλανάση να βρίσκεται σε μεγαλύτερη αναλογία 

καθώς ούτως ή άλλως τα υπόλοιπα ένζυμα διαδραματίζουν βοηθητικό ρόλο. Παρόλα 

αυτά και η αύξηση της ποσότητας των εστερασών φαίνεται να απέδωσε καρπούς αν 

και σε μικρότερο βαθμό. Εκείνο όμως που αποδείχθηκε πλήρως αναποτελεσματικό και 

παρεμπόδισε μάλιστα τη διαδικασία της σακχαροποίησης ήταν ο διπλασιασμός της 

ποσότητας όλων των ενζύμων. Όπως γίνεται κατανοητό, από ένα σημείο και μετά η 

ύπαρξη μεγάλου ενζυμικού φορτίου μειώνει την αποδοτικότητά τους και αυτό γιατί δεν 

υπάρχει ο απαιτούμενος χώρος για να δράσουν. Με άλλα λόγια είναι πολύ πιθανό είτε 

τα ένζυμα να ακινητοποιούνται είτε οι θέσεις πρόσδεσής τους να είναι κατειλημμένες 

από την παρουσία άλλων ενζύμων που δεν θα έπρεπε να βρίσκονται εκεί.   

Όσον αφορά στην επίδραση της συγκέντρωσης υποστρώματος, είναι φανερό πως η 

χαμηλότερη συγκέντρωση (2% w/v) έδωσε τα υψηλότερα αποτελέσματα ως προς την 

απελευθέρωση ξυλόζης. Η μείωση που παρατηρήθηκε στις αυξημένες συγκεντρώσεις 

η οποία ήταν της τάξης του 5-13%, οφείλεται στην έλλειψη ελεύθερου υγρού, γεγονός 

το οποίο οδηγεί τα ένζυμα να προσροφηθούν στη βιομάζα και να ακινητοποιηθούν σε 

αυτή, μη μπορώντας να εκδηλώσουν τη δράση τους  λόγω περιορισμένης 

κινητικότητας. Για αυτό τον λόγο, οι χαμηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος είναι πιο 

αποδοτικές και προτιμώνται καθώς αν συνδυαστούν με το μέγιστο δυνατό ενζυμικό 

φορτίο, τείνουν να δώσουν τα καλύτερα αποτελέσματα.  
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Σχήμα 3.28: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 (3% v/v 

CH3COOH, 121 oC, 2 h), ύστερα από τη δράση ενζυμικών τριάδων και σύγκριση κατόπιν διπλασιασμού των Units 

των ενζύμων. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων.  

Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό από το Σχήμα 3.28, κατά την απελευθέρωση 

φερουλικού οξέος, ο συνδυασμός που για ακόμη μια φορά πέτυχε τις υψηλότερες 

αποδόσεις είναι αυτός που περιείχε την FaeC4. Ωστόσο, συγκρίνοντας με τις αποδόσεις 

του πειράματος που δεν περιείχε την CtCE2, γίνεται αντιληπτό οι αποδόσεις αυτές 

έχουν μειωθεί περίπου κατά 2 mg FA ανά g βιομάζας, δηλαδή κατά το 20%. Όσο 

λοιπόν η CtCE2 φαίνεται να ενίσχυσε την απόδοση της σακχαροποίησης, άλλο τόσο 

φαίνεται να εμπόδισε την απελευθέρωση φερουλικού οξέος, γεγονός που μαρτυράει 

ότι στο συγκεκριμένο υπόστρωμα, η CtCE2 βοηθάει τη δράση της ξυλανάσης, 

παρακωλύοντας ωστόσο τη δράση των εστερασών του φερουλικού οξέος όταν δρουν 

όλα τα ένζυμα ταυτόχρονα.  

Το συμπέρασμα που είναι κοινό τόσο για την σακχαροποίηση όσο και για την 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος είναι ότι η διπλάσια αναλογία σε ξυλανάση, αποδίδει 

υψηλότερες τιμές και ειδικά όσον αφορά στο φερουλικό οξύ, η αλλαγή αυτή 

προκάλεσε αύξηση της απόδοσης, απελευθερώνοντας συνολικά 12.38 mg FA ανά g 

βιομάζας τα οποία αναλογούν σε ένα ποσοστό 61% της συνολικής ποσότητας. 

Μάλιστα, το ποσοστό αυτό αντιστοιχεί και στην υψηλότερη τιμή απελευθερωμένου 

φερουλικού οξεός που καταγράφθηκε από το σύνολο των πειραμάτων. Μια μικρή 

βελτίωση της τάξης του 28% φαίνεται να προκάλεσε στην απόδοση ο διπλασιασμός 

της ποσότητας όλων των ενζύμων, παρόλα αυτά όταν διπλασιάστηκαν μόνο οι 

ποσότητες των εστερασών δεν παρατηρήθηκε καμία αξιοσημείωτη αλλαγή. Αυτό 

συμβαίνει καθώς, όπως έχει προαναφερθεί, οι εστεράσες του φερουλικού οξέος 

προτιμούν να δρουν σε μικρότερα τμήματα της αλυσίδας ξυλάνης, συνεπώς όσο και αν 

αυξάνεται η ποσότητά τους, δεν πρόκειται να δράσουν αποδοτικότερα εάν το 

πολυμερές δεν διασπαστεί σε περισσότερους ολιγοσακχαρίτες.  
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3.3 Σύγκριση βέλτιστων αποδόσεων ανά βιομάζα και βιβλιογραφική επισκόπηση 

Στην ενότητα αυτή συνοψίζονται τα βασικά σημεία της δράσης των ενζύμων, δίνοντας 

έμφαση στις καλύτερες αποδόσεις που σημειώθηκαν ανά διαφορετικό υπόστρωμα.  

Αυτό που ξεχώρισε σε όλα τα πειράματα και αποδείχθηκε με όλα τα υποστρώματα, 

ήταν οι υψηλές μετατροπές που επιτεύχθηκαν χάρη στη δράση της εστεράσης του 

φερουλικού οξέος FaeC4, σε συνδυασμό με την ξυλανάση ΕΙ. Όπως παρουσιάζεται 

στη συνέχεια στα Σχήματα 3.29 και 3.30, το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται τόσο 

ως προς την σακχαροποίηση της εκάστοτε βιομάζας, όσο και ως προς την 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος από αυτή.  

 

 

Σχήμα 3.29: Συγκριτικό γράφημα μέγιστης απελευθέρωσης αναγωγικών σακχάρων (ξυλόζης) από τις διάφορες 

βιομάζες. Οι μπάρες σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 

Ξεκινώντας από την σακχαροποίηση των υποστρωμάτων (Σχήμα 3.29), φαίνεται να 

υπάρχει μια προοδευτική αύξηση της απόδοσης, με τις χαμηλότερες μετατροπές να 

καταγράφονται στα λιγότερο κατεργασμένα υποστρώματα και τις υψηλότερες να 

παρουσιάζονται στα υποστρώματα εκείνα που υποβλήθηκαν σε εντονότερες συνθήκες 

προκατεργασίας. Εκείνο που προκαλεί εντύπωση είναι το γεγονός ότι στην περίπτωση 

του υποστρώματος DSCB, η EI αγγίζει μια μετατροπή της τάξης του 4%, αρκετά 

μεγαλύτερη από αυτή που πέτυχε το ίδιο ένζυμο σε περαιτέρω προκατεργασμένα 

υποστρώματα, καθώς επίσης και το γεγονός ότι αυτό ήταν το μοναδικό υπόστρωμα στο 

οποίο δεν φάνηκε ο συνεργιτισμός μεταξύ ΕΙ και FaeC4. Αντιθέτως, δόθηκε η 

εντύπωση πως η προσθήκη της εστεράσης, παρεμπόδισε τη δράση της ΕΙ, κάτι το οποίο 

ωστόσο δεν επιβεβαιώθηκε στα υπόλοιπα υποστρώματα. Βέβαια, παρόμοια 

απελευθέρωση σε ξυλόζη της τάξης του 3%, έχει καταγραφεί και από τη βιβλιογραφία 

σε ακατέργαστο υπόστρωμα DSCB, ωστόσο με έναν ενζυμικό συνδυασμό που 

συμπεριλάμβανε όλων των ειδών τις ημικυτταρινάσες (Agger et al. 2011). Η 

συμπεριφορά αυτή των ενζύμων, η οποία αφορά μόνο στο υπόστρωμα DSCB, 

ενδέχεται να πηγάζει από την ύπαρξη πληθώρας υποκαταστατών στην αλυσίδα της 

ξυλάνης με αποτέλεσμα τα ένζυμα να μην μπορούν να εκδηλώσουν την ενεργόττητα 

τους. Μάλιστα, θα ήταν πιθανό μαζί με την γλυκόζη, να συνυπήρχαν και μόρια ξυλόζης 
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τα οποία να αυτοϋδρολήθηκαν κατά τη διαδικασία της απαμύλωσης και να μην 

κατάφεραν να ξεπλυθούν πλήρως με το πέρας της απαμύλωσης. Ωστόσο, και οι δύο 

αυτοί παράγοντες, εάν γίνει δεκτή η υπόθεση ότι ήταν η πραγματική αιτία για την 

επίδειξη αυτής της συμπεριφοράς των ενζύμων και ότι δεν οφείλεται σε κάποιο 

πειραματικό σφάλμα, εξαλείφθηκαν κατά τις επόμενες κατεργασίες. Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, μετά από κάθε κατεργασία η βιομάζα υπόκειτο σε ξεπλύματα προκειμένου 

να απομακρυνθούν όλα τα συστατικά που απελευθερώθηκαν από αυτή κατά τη 

διάρκεια της κατεργασίας, ενώ πραγματοποιούνταν εκ νέου άλεση, έτσι ώστε να 

εξασφαλιστεί όσο το δυνατόν χαμηλότερη κοκκομετρία. Για αυτό λοιπόν, σε όλα τα 

υπόλοιπα υποστρώματα, τα ένζυμα εκδήλωσαν την αναμενόμενη συμπεριφορά τους.  

Η βιομάζα εκείνη η οποία αποτέλεσε το δυσκολότερο υπόστρωμα για τη δράση των 

ενζύμων ήταν η XTCB, όπου επετεύχθη μια μετατροπή μόνο γύρω στο 1%. Δεδομένου 

βέβαια ότι το συγκεκριμένο υπόστρωμα προέκυψε από το DSCB μέσω επεξεργασίας 

με ξυλανάση, ήταν αναμενόμενο το μεγαλύτερο ποσοστό ξυλόζης που θα μπορούσε να 

απομακρυνθεί ενζυμικά να έχει ήδη απομακρυνθεί κατά την προκατεργασία και οι 

μετέπειτα ενζυμικές αντιδράσεις να μην κατάφερναν να απελευθερώσουν πολύ 

επιπλέον ποσότητα, όπως και συνέβη. Παρόλα αυτά, έγινε αντιληπτή η ύπαρξη ενός 

μικρού βαθμού συνεργιτισμού μεταξύ της ΕΙ και της FaeC4.  

Όσον αφορά στα υποστρώματα των συνθηκών 1, 3, 5 και 6, αυτό που φαίνεται αρχικά 

να ξεχωρίζει είναι η σταδιακή βελτίωση της απόδοσης οδεύοντας από τη συνθήκη 1 

έως τη συνθήκη 6. Συγκεκριμένα, περνώντας από τη συνθήκη προκατεργασίας 1 

(100% v/v H2O, 1h) στη συνθήκη προκατεργασίας 3 (50% v/v EtOH, 1h), παρατηρείται 

διπλασιασμός των αποδόσεων των ενζυμικών αντιδράσεων. Τα υποστρώματα των 

συνθηκών 3 και 5 παρουσίασαν τα πιο κοντινά αποτελέσματα, με τη συνθήκη 5 να έχει 

το προβάδισμα στις αποδόσεις, ενώ διπλασιασμός των αποδόσεων ως προς την 

σακχαροποίηση παρατηρήθηκε και μεταξύ των συνθηκών 5 και 6. Αυτό, ωστόσο, ήταν 

αναμενόμενο καθώς η μόνη διαφορά στις συγκεκριμένες συνθήκες ήταν ο 

διπλασιασμός του χρόνου κατεργασίας, διατηρώντας τον ίδιο διαλύτη και στην ίδια 

συγκέντρωση (3% v/v CH3COOH). Πέρα από αυτή τη βαθμιαία αύξηση των 

αποδόσεων που παρατηρήθηκε παράλληλα με τη χρήση ισχυρότερου διαλύτη και την 

αύξηση της ώρας προκατεργασίας, αξιοσημείωτο είναι και το γεγονός ότι στις 

συνθήκες 1 και 3 η ξυλανάση με την εστεράση του φερουλικού οξέος εμφάνισαν ένα 

μικρό βαθμό συνεργιτισμού, ενώ στις συνθήκες 5 και 6, στις οποίες η εστεράση φάνηκε 

να απελευθερώνει από μόνη της μια σημαντική ποσότητα ξυλόζης, δεν παρατηρήθηκε 

το φαινόμενο του συνεργιτισμού. Η παρατήρηση αυτή συνδυάζεται με το γεγονός ότι 

στις συνθήκες 1 και 3, όπως επιβεβαιώθηκε από την ανάλυση σύστασης των βιομαζών, 

σημειώθηκε απομάκρυνση μόνο ορισμένων υποκαταστατών, όπως είναι για 

παράδειγμα το φερουλικό και το οξικό οξύ, ενώ στις συνθήκες 5 και 6, 

απομακρύνθηκαν και ορισμένα σάκχαρα τα οποία μαζί τους συμπαρέσυραν και 

ορισμένους από τους υποκαταστάτες που προαναφέρθηκαν. Το γεγονός αυτό, 

υποδεικνύει ότι όσο πιο υποκατεστημένη είναι η αλυσίδα της ξυλάνης, τόσο πιο έντονα 

φαίνεται ο συνεργιτισμός των ενζύμων, ενώ όσο απομακρύνονται οξέα αλλά και 

σάκχαρα από την αλυσίδα, τα ένζυμα πετυχαίνουν το μέγιστο της ενεργότητάς τους, 

δίχως να χρειάζονται την ύπαρξη βοηθητικών ενζύμων, καθώς το υπόστρωμα είναι πιο 

ευνοϊκό για τη μεμονωμένη δράση τους.  
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Τέλος, η υψηλότερη απόδοση που καταγράφθηκε από τον συνδυασμό EI και FaeC4 

για το υπόστρωμα της συνθήκης 6 η οποία φτάνει το 19%, μελετήθηκε στην 

προηγούμενη ενότητα ότι μπορεί να αυξηθεί περαιτέρω με δύο τρόπους. Είτε με την 

προσθήκη GH30 σε δεύτερο στάδιο, που υπολογίστηκε ότι μπορεί να αυξήσει την 

απόδοση έως και 26% επιπλέον, είτε μέσω διπλασιασμού των Units της ΕΙ, κάτι το 

οποίο αποδείχθηκε ότι δύναται να αυξήσει την αρχική απόδοση κατά 38%. 

Σημειώνεται βέβαια, πως το τελευταίο ποσοστό καταγράφθηκε στην περίπτωση που 

στην αντίδραση συμμετείχε και η CtCE2, ωστόσο δεδομένης της μικρής δραστικότητάς 

της, πιθανολογείται πως το ίδιο ποσοστό δύναται να επιτευχθεί και με την απουσία της. 

Η τελευταία αύξηση είναι αυτή που οδήγησε στη μεγαλύτερη απόδοση σε ξυλόζη 

μεταξύ όλων των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν και η οποία ποσοτικοποιείται 

στο 30% της συνολικής περιεκτικότητας της βιομάζας σε ξυλόζη. Σε αυτό το σημείο 

αξίζει να αναφερθεί πως βιβλιογραφικά, η μεγαλύτερη απόδοση σε ξυλόζη που 

καταγράφθηκε για όξινη προκατεργασία πίτυρου καλαμποκιού (pH=2, Τ=150 οC, t=65 

min) ύστερα από τη δράση ενός κοκτέιλ ενζύμων ήταν 25%. Το κοκτέιλ αυτό 

περιλάμβανε μια ενδοξυλανάση GH10, μια β-ξυλοζιδάση GH3, δύο 

αραβινοφουρανοζιδάσες GH51 και GH43, μια εστεράση του οξικού οξέος CE1, μια 

εστεράση του φερουλικού οξέος τύπου Α και ένα εμπορικό μείγμα κυτταρινασών 

(Agger et al. 2011). Τα ένζυμα αυτά είναι φανερό ότι έδρασαν συνεργιστικά για την 

αύξηση της απόδοσης σε ξυλόζη, δεδομένου ότι τα βοηθητικά ένζυμα απομάκρυναν 

μια πληθώρα υποκαταστατών όπως η αραβιόνοζη και η γλυκόζη, διευκολύνοντας με 

τον τρόπο αυτό την αποδοτικότερη δράση των ξυλανασών για την απελευθέρωση 

ξυλόζης. Ωστόσο, για ακόμη σκληρότερες προκατεργασίες, όπως  είναι η έκρηξη 

ατμού, το ποσοστό αυτό έφτασε τιμές έως και 70-80% (Saulnier et al. 2001), κάτι το 

οποίο επιβεβαιώνει ότι δεδομένων των ήπιων συνθηκών που εφαρμόστηκαν στην εν 

λόγω εργασία και των περιορισμών ως προς την χρήση ποικίλων ενζύμων, οι αποδόσεις 

που επιτεύχθηκαν είναι παραπάνω από ικανοποιητικές.  

 

 

Σχήμα 3.30: Συγκριτικό γράφημα μέγιστης απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τις διάφορες βιομάζες. Οι μπάρες 

σφαλμάτων αντιστοιχούν στην τυπική απόκλιση μεταξύ δύο μετρήσεων. 
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Όπως προαναφέρθηκε, ο συνδυασμός ΕΙ και FaeC4 κρίθηκε ο πιο αποδοτικός και στην 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος από όλα τα υποστρώματα. Αντίστοιχα με την 

σακχαροποίηση της βιομάζας, έτσι κι εδώ παρατηρείται με τη βοήθεια του Σχήματος 

3.30 μια προοδευτική αύξηση του ποσοστού απελευθέρωσης όσο ισχυροποιούνται οι 

συνθήκες προκατεργασίας. Έτσι, ενώ αυτή η ενζυμική δυάδα ξεκίνησε στο υπόστρωμα 

DSCB από μετατροπές της τάξης του 2-3%, τα οποία ποσοστά διατήρησε και στο 

υπόστρωμα XTCB, πραγματοποιήθηκε τριπλασιασμός των αρχικών μετατροπών στις 

συνθήκες 1 και 3. Η αλλαγή αυτή  οφείλεται στο γεγονός ότι και στις δύο αυτές 

συνθήκες πραγματοποιήθηκε απομάκρυνση των υποκαταστατών της αλυσίδας όπως 

είναι το φερουλικό και το οξικό οξύ για αυτό και τα ένζυμα είχαν παραπάνω ελεύθερη 

επιφάνεια για να δράσουν σε σχέση με τα προηγούμενα υποστρώματα. Σημειώνεται 

πως το φερουλικό οξύ απομακρύνθηκε σε πολύ μικρή ποσότητα από το υπόστρωμα 

της συνθήκης 3 και σε λίγο μεγαλύτερη από τη συνθήκη 1, ενώ το οξικό 

απελευθερώθηκε σχεδόν όλο από το υπόστρωμα της συνθήκης 3 αλλά το γεγονός αυτό 

δεν φαίνεται να επηρέασε τα ένζυμα ως προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος. 

Μεγάλη διαφορά ως προς την απελευθέρωση φερουλικού οξέος παρατηρήθηκε 

ωστόσο για το υπόστρωμα της συνθήκης 5 και 6, όπου η απόδοση των ενζύμων 

υπολογίστηκε ίση με 22% και 50% αντίστοιχα. Είναι εμφανές, πως η απομάκρυνση 

μιας μικρής ποσότητας σε φερουλικό και οξικό οξύ, σε συνδυασμό με την σημαντική 

απομάκρυνση βασικών σακχάρων όπως η αραβινόζη, ενίσχυσε αρκετά τη δράση των 

ενζύμων. Όπως ήταν αναμενόμενο, η ΕΙ είχε καλύτερη πρόσβαση στην ξυλανάση για 

να διασπάσει τους γλυκοζιτικούς δεσμούς και έτσι να διευκολύνει το έργο της 

εστεράσης. Μάλιστα, και στην περίπτωση αυτή φαίνεται η επίδραση του χρόνου 

προκατεργασίας καθώς ο διπλασιασμός του χρόνου, οδήγησε σε κάτι παραπάνω από 

διπλασιασμό της συνολικής απόδοσης των ενζύμων. Τέλος, σημειώνεται πως σε όλα 

τα υποστρώματα ήταν εμφανής ο συνεργιτισμός των ενζύμων, υποδεικνύοντας έτσι τη 

μεγάλη αναγκαιότητα ύπαρξης της ξυλανάσης για τη βελτιστοποίηση της δράσης της 

εστεράσης. Άλλωστε αποτελεί κοινό τόπο το γεγονός ότι οι εστεράσες του φερουλικού 

οξέος δρουν αποτελεσματικότερα σε ξυλοολιγομερή παρά στο μόριο της ξυλάνης 

αυτούσιο.  

Κλείνοντας, η μεγαλύτερη απόδοση που σημειώθηκε και η οποία αντιστοιχεί σε 

ποσοστό 50%, ενδέχεται να αυξηθεί ακόμη περαιτέρω με την προσθήκη GH30 στο 

δεύτερο στάδιο αντίδρασης η οποία μπορεί να προκαλέσει αύξηση κατά 11% επιπλέον, 

είτε με τον διπλασιασμό των Units ξυλόζης το οποίο μελετήθηκε για τον συνδυασμό 

EI-FaeC4-CtCE2 και αποδείχθηκε ότι δύναται να οδηγήσει σε 61% απόδοση 

φερουλικού οξέος. Η απόδοση αυτή είναι πολύ κοντινή στην τιμή 70% που αναφέρεται 

στην βιβλιογραφία και η οποία επιτεύχθηκε κατόπιν ισχυρής προκατεργασίας με 

έκρηξη ατμού και χρήση ισχυρού ενζυμικού κοκτέιλ ημικυτταρινασών και 

κυτταρινασών υψηλής πρωτεϊνικής συγκέντρωσης (Saulnier et al. 2001).  

 

 

Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν στην εν λόγω διπλωματική εργασία, έδρασαν πρώτη 

φορά σε πίτυρο καλαμποκιού καθώς δεν έχει βρεθεί κάποια άλλη αναφορά για τη 

δράση τους σε αυτό το υπόστρωμα. Ωστόσο βάσει αναφορών σε άλλα πρότυπα 
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υποστρώματα ή και σε υποστρώματα αρκετά κοντινά με το πίτυρο καλαμποκιού, 

μπορούν να δοθούν ορισμένες εξηγήσεις σχετικά με τη συμπεριφορά που εμφάνισαν. 

Όπως αναλύθηκε και προηγουμένως, η εστεράση του φερουλικού οξέος FaeC4 είχε τις 

καλύτερες επιδόσεις όσον αφορά τόσο στη σακχαροποίηση όσο και στην 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τα διάφορα υποστρώματα. Μάλιστα, έχει βρεθεί 

ότι η συγκεκριμένη εστεράση μόνη της μπορεί να φτάσει σε αποδόσεις της τάξης του 

2.6% ενώ συνδυαστικά με ξυλανάσες GH10 και GH11 μπορεί να φτάσει έως και 65% 

σε υπόστρωμα πίτυρου σιταριού (Wong et al. 2019). Οι εστεράσες FoFaeC και MtFae 

παρέμειναν σταθερά σε αποδόσεις χαμηλότερες της FaeC4 και σε ορισμένες 

περιπτώσεις βρέθηκαν μόνο να την ανταγωνίζονται, δίχως ωστόσο ποτέ να 

υπερβαίνουν τις αποδόσεις της. Κατόπιν βιβλιογραφικής αναζήτησης, διαπιστώθηκε 

ότι η FoFaeC δεν μπορεί να απελευθερώσει FA δίχως την παρουσία ξυλανάσης 

(μέγιστες αποδόσεις της τάξης του 0.2%) για αυτό μεταξύ των υπολοίπων έδινε τις 

χαμηλότερες αποδόσεις, κάτι το οποίο ωστόσο βελτιωνόταν με την προσθήκη της ΕΙ, 

καθώς σε παρόμοιες συνθήκες με τα εν λόγω πειράματα αλλά σε υπόστρωμα 

απαμυλωμένου πίτυρου σιταριού (Destarched Wheat Bran, DSWB) έδωσε αποδόσεις 

της τάξης του 64%, δηλαδή πολύ κοντινές στη FaeC4 (Moukouli et al. 2008). Τέλος, 

αναφορικά με την MtFae, οι χαμηλές αποδόσεις της δικαιολογούνται από τη γενική 

θεώρηση ότι οι εστεράσες τύπου Β, προτιμούν κατά κύριο λόγο τα υδροξυκινναμικά 

οξέα που φέρουν 1 ή 2 υδροξυλ-ομάδες ως υποκαταστάτες, όπως για παράδειγμα 

συμβαίνει με το π-κουμαρικό και το καφεϊκό οξύ, ενώ η υδρολυτική τους ικανότητα 

υποβαθμίζεται αισθητά με την παρουσία κάποιας μεθοξυλ-ομάδας, όπως συμβαίνει με 

το φερουλικό οξύ (Dilokpimol et al. 2016). Έτσι, σε παρόμοιες δοκιμές ενεργότητας 

που υποβλήθηκε το συγκεκριμένο ένζυμο με υπόστρωμα το DSWB, βρέθηκε ότι η 

μέγιστη απόδοση σε FA που μπορεί να δώσει είναι 41%, δηλαδή σημαντικά 

χαμηλότερη από τις άλλες δύο εστεράσες (Topakas et al. 2012).  

Άλλη μια σημαντική παρατήρηση που προέκυψε από την εκτέλεση των πειραμάτων 

είναι ότι η προσθήκη της εστεράσης του οξικού οξέος CtCE2, κρίθηκε 

αναποτελεσματική τόσο ως προς την σακχαροποίηση της βιομάζας όσο και ως προς 

την απελευθέρωση φερουλικού οξέος. Μια εξαίρεση παρατηρήθηκε για τη δεύτερη 

περίπτωση καθώς στις συνθήκες 1, 3, 5 και 6 όταν έδρασε με την ΕΙ, απελευθέρωσε 

μια μικρή ποσότητα FA η οποία πολύ πιθανό να προέκυψε ως αποτέλεσμα 

αυτοϋδρόλυσης των εστερικών δεσμών, κατόπιν της αποφόρτισης της ξυλάνης από 

υποκαταστάτες όπως το οξικό οξύ και της μερικής μετατροπής της σε ολιγομερή 

ξυλοζών. Ωστόσο, η κατά τα άλλα αναποτελεσματική δράση της CtCE2, βασίζεται στο 

γεγονός ότι μόνο οι CE των οικογενειών 1, 4, 5 και 6 έχουν τη δυνατότητα να 

απελευθερώνουν οξικό οξύ από τους άνθρακες 2 και 3 της ξυλανοπυρανόζης. 

Αντίθετα, οι ακετυλο-εστεράσες της οικογένειας 2, όπως είναι η CtCE2, παρουσιάζουν 

μέτρια ικανότητα απακετυλίωσης από τις θέσεις αυτές, δείχνοντας προτίμηση στη θέση 

6, η οποία ωστόσο δεν είναι υποκατεστημένη στην αλυσίδα της ξυλάνης (Biely et al. 

2016). Συνεπώς, η δράση της CtCE2 στην ακετυλιωμένη ξυλάνη, αποτελεί μόνο ένα 

μέρος της συνολικής της ενεργότητας έναντι σε άλλους πολυσακχαρίτες (Neumüller et 

al. 2015).   
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4 Συμπεράσματα και μελλοντικές προκλήσεις 
Δεδομένης της επιτακτικής ανάγκης για εύρεση ενός αποτελεσματικού τρόπου 

αύξησης της βιοδιαθεσιμότητας των θρεπτικών συστατικών από τις ζωοτροφές, 

μελετήθηκε η δράση των ενζύμων στα συστατικά της ζωοτροφής. Ειδικότερα, 

μελετήθηκε η δράση τους στο πίτυρο καλαμποκιού, που αποτελεί την πιο περίπλοκη 

μορφή βιομάζας και συγκεκριμένα στο κλάσμα ημικυτταρίνης το οποίο είναι το 

λιγότερο μελετημένο εξαιτίας της πληθώρας των υποκαταστατών που διακοσμούν την 

αλυσίδα της ξυλάνης, καθιστώντας την έτσι ένα δυσπρόσιτο στόχο.  

Για τη διευκόλυνση της δράσης των ενζύμων, η βιομάζα υπέστη ορισμένες 

προκατεργασίες σε ήπιες συνθήκες και με φιλικούς διαλύτες τόσο για το περιβάλλον 

όσο και για τον οργανισμό των ζώων που αποτελούν και τους καταναλωτές της. Αρχικά 

η βιομάζα υποβλήθηκε σε απαμύλωση (DSCB) και κατόπιν ακολούθησε η 

προκατεργασία της με ξυλανάση (XTCB), καθώς επίσης και με 6 διαφορετικές 

συνθήκες που περιλάμβαναν επώαση σε θερμοκρασία 121 oC και πίεση 0.1 MPa με 3 

διαφορετικούς διαλύτες (100% v/v H2O, 50% v/v EtOH και 3% v/v CH3COOH) για 2 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα (1h και 2h). Παρόλα αυτά, όσον αφορά τις 

προκατεργασίες με διαλύτες το νερό και την αιθανόλη, επιλέχθηκαν για μελέτη μόνο 

οι βιομάζες που προέκυψαν από την επώαση της 1 h καθώς σε σχέση με αυτές των 2 h 

έδωσαν ακριβώς τα ίδια αποτελέσματα, συνεπώς επιλέχθηκε η πιο συμφέρουσα -

ενεργειακά και οικονομικά- προκατεργασία. Μια πιθανή λύση θα ήταν η δοκιμή 

προκατεργασίας με τους συγκεκριμένους διαλύτες είτε για παραπάνω χρόνο είτε σε 

υψηλότερες θερμοκρασίες, φροντίζοντας ωστόσο να μην αυξηθούν κατά πολύ 

παραπάνω.  

Όλες οι παραπάνω βιομάζες αποτέλεσαν υπόστρωμα για τις ενζυμικές αντιδράσεις που 

ακολούθησαν και οι οποίες περιλάμβαναν δύο είδη ξυλανασών (ΕΙ, GH30), τρία είδη 

εστερασών του φερουλικού οξέος (FaeC4, MtFae, FoFaeC) και ένα είδος εστεράσης 

του οξικού οξέος (CtCE2), σε διαφορετικούς συνδυασμούς κάθε φορά. Οι αντιδράσεις 

ήταν κατά βάση 24ωρες και μερικές 6ωρες, σε θερμοκρασία 40 oC, με σταθερή 

ανάδευση στα 1300 rpm και με δεδομένα Units από το κάθε είδος ενζύμου και η 

απόδοσή τους ποσοτικοποιήθηκε βάσει των προϊόντων υδρόλυσης που προέκυψαν και 

συγκεκριμένα της ξυλόζης και του φερουλικού οξέος.  

Από όλες τις συνθήκες προκατεργασίας που εφαρμόστηκαν, καμία δεν έπληξε το 

κλάσμα της κυτταρίνης και φυσικά ούτε και το κλάσμα λιγνίνης της βιομάζας, 

δεδομένου ότι τα ποσοστά σε γλυκόζη και σε λιγνίνη που διαλύθηκε στο οξύ (ASL) 

παρέμειναν αμετάβλητα σε κάθε περίπτωση. Το μόνο τμήμα που φάνηκε να 

επηρεάζεται από τα 3 βασικά συστατικά της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας ήταν το 

ημικυτταρινικό, με τις μεγαλύτερες μεταβολές να παρατηρούνται από την 

προκατεργασία με 3% v/v οξικό οξύ για 2 h, η οποία μάλιστα ήταν και η μόνη 

προκατεργασία που κατάφερε να απελευθερώσει σάκχαρα (αραβινόζη κατά ένα πολύ 

μεγάλο ποσοστό) από την αλυσίδα ξυλάνης. Η προκατεργασία με νερό επέφερε, όπως 

ήταν αναμενόμενο, τις λιγότερες αλλαγές, απελευθερώνοντας κυρίως φερουλικό και 

οξικό οξύ, όπως συνέβη δηλαδή και στην προκατεργασία με αιθανόλη, μόνο που στη 

δεύτερη περίπτωση παρατηρήθηκε σχεδόν ολική απελευθέρωση οξικού οξέος. Με 

άλλα λόγια, οι ηπιότερες συνθήκες προκατεργασίας, κατάφεραν να απομακρύνουν 

κυρίως πλευρικές ομάδες από το μακρομόριο της ξυλάνης όπως το φερουλικό και το 
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οξικό οξύ, ενώ οι συνθήκες επεξεργασίας με οξικό οξύ οδήγησαν και στην 

απελευθέρωση βασικών σακχάρων της αλυσίδας όπως είναι η αραβινόζη. 

Ενδιαφέρουσα θα ήταν και η μελέτη άλλων συνθηκών, εξίσου ήπιων βέβαια, 

προκειμένου να αποδειχθεί εάν είναι εφικτό να επηρεαστούν τα άλλα δύο συστατικά 

της βιομάζας και κατ’ επέκταση κατά πόσο αυτό θα βελτίωνε τη δράση των ενζύμων. 

Για παράδειγμα, στις συνθήκες 1-4, όπου η αύξηση του χρόνου επώασης δεν φάνηκε 

να βελτιώνει την αποδιάταξη της βιομάζας, θα μπορούσε να προστεθεί κάποιος 

καταλύτης (HCl ή H2SO4) όπως συνηθίζεται ειδικά στις οργανολυτικές μεθόδους, οι 

οποίοι χρησιμοποιούνται προκειμένου να διαρρήξουν τους δεσμούς μεταξύ λιγνίνης 

και ημικυτταρίνης, καθιστώντας έτσι το υπόστρωμα πιο προσβάσιμο για τα ένζυμα 

(Kumar et al. 2009b). Ωστόσο, κατά το πέρας της προκατεργασίας θα πρέπει να ληφθεί 

ειδική μέριμνα για την πλήρη απομάκρυνση των συγκεκριμένων συστατικών, 

δεδομένου ότι το τελικό προϊόν θα καταναλωθεί από τα ζώα και δεν πρέπει να υπάρχει 

κανένας κίνδυνος για την υγεία τους. Τέλος, στην προκατεργασία με αραιό οξύ 

(συνθήκη 5 και 6), θα μπορούσε να δοκιμαστεί μια μικρή αύξηση της συγκέντρωσης 

του οξέος, καθώς η δοκιμή κάποιου άλλου όξινου διαλύτη κρίνεται δύσκολη καθώς 

πέρα από το οξικό οξύ, δύσκολα θα μπορούσε η βιομάζα να προκατεργαστεί με κάποιο 

άλλο οξύ το οποίο ταυτόχρονα να μην είναι επικίνδυνο για τον οργανισμό των ζώων. 

Ενδεχομένως, η προκατεργασία με κάποια ήπια βάση όπως η αμμωνία σε χαμηλή 

συγκέντρωση, να ήταν μια πιθανή εναλλακτική που θα μπορούσε να εφαρμοστεί. 

Στο ακατέργαστο υπόστρωμα DSCB τα ένζυμα δεν κατάφεραν να παρουσιάσουν 

υψηλή ενεργότητα ούτε να εκδηλώσουν σχέσεις συνεργιτισμού, παρόλα αυτά όσον 

αφορά στην απελευθέρωση ξυλόζης επιτεύχθηκε μεγαλύτερο ποσοστό και μάλιστα 

μόνο από τη δράση της ΕΙ, σε σχέση με το αντίστοιχο της βιβλιογραφίας που ήταν 

αποτέλεσμα της δράσης ενός ισχυρού συνδυασμού ημικυτταρινασών (Agger et al. 

2011).   

Όπως είναι φυσικό, από τις προκατεργασμένες βιομάζες, εκείνη που αποτέλεσε το 

καλύτερο υπόστρωμα για τη δράση των ενζύμων ήταν εκείνη που επωάστηκε με 3% 

οξικό οξύ για 2 h (συνθήκη 6). Εκεί σημειώθηκαν και οι υψηλότερες αποδόσεις οι 

οποίες υπολογίστηκαν ίσες με 30% σε ξυλόζη και 61% σε φερουλικό οξύ. Σε αυτό το 

σημείο, αξίζει να αναφερθεί πως παρατηρήθηκε βαθμιαία αύξηση των αποδόσεων, 

ξεκινώντας με τις χαμηλότερες αποδόσεις να προέρχονται από την προκατεργασία με 

νερό και με αιθανόλη και καταλήγοντας με τις υψηλότερες από την προκατεργασία με 

οξικό οξύ για 1 και 2 h.    

Όσον αφορά στη δράση των ενζύμων, μεταξύ των FAE, η πιο αποτελεσματική στο 

υπόστρωμα πίτυρου καλαμποκιού κρίθηκε η FaeC4 (τύπου D), μεταξύ των ξυλανασών 

η ΕΙ, ενώ αναποτελεσματική κρίθηκε η δράση της CtCE2, η οποία σε ορισμένες 

περιπτώσεις μείωνε τη συνολική απόδοση και σε άλλες κατάφερε μόνο μια αμελητέα 

αύξηση. Επομένως, σε μελλοντικά πειράματα, η συγκεκριμένη AXE θα ήταν χρήσιμο 

να αντικατασταθεί από κάποια άλλη της ίδιας οικογένειας. Επιπλέον, το γεγονός ότι η 

FaeC4 απελευθέρωσε ένα σημαντικό ποσό ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα 

με οξικό οξύ, ανοίγει το δρόμο για τη μελέτη της δράσης της συγκεκριμένης FAE σε 

μια ευρύτερη γκάμα υποστρωμάτων, φυσικών και συνθετικών, προκειμένου να 

επιβεβαιωθεί με σιγουριά αν το γεγονός αυτό είναι τυχαίο και προκύπτει από την 

αυτοϋδρόλυση της βιομάζας η οποία πιθανόν να ευνοήθηκε κατόπιν της αποφόρτισης 
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της βιομάζας από μια ποσότητα φερουλικού οξέος χάρη στη δράση της FAE, ή εάν 

πράγματι σχετίζεται με την αμινοξική αλληλουχία του ενζύμου που μοιάζει με 

αλληλουχία ξυλανάσης. Παράλληλα, δεδομένου ότι πρόκειται για μια εστεράση 

φερουλικού οξέος τύπου D, θα μπορούσε να μελετηθεί η δράση της και ως προς την 

απελευθέρωση diFA, κάτι το οποίο δεν αποτελούσε αντικείμενο μελέτης της εν λόγω 

διπλωματικής ωστόσο θα είχε μεγάλο ενδιαφέρον να μελετηθεί σε δεύτερο χρόνο 

καθώς το diFA αποτελεί μια αντιοξειδωτική ουσία, ακόμα πιο ισχυρή και από το FA. 

Επίσης, τα ένζυμα έδειξαν να συνεργάζονται καλύτερα όσον αφορά στην 

απελευθέρωση φερουλικού οξέος και λιγότερο καλά όσον αφορά την σακχαροποίηση 

της βιομάζας, καταλήγοντας έτσι στο συμπέρασμα ότι οι φερουλικές ομάδες δεν 

εμποδίζουν ιδιαίτερα τη δράση την ξυλανάσης στην ξυλάνη και ότι το μεγαλύτερο 

εμπόδιο το αποτελούν τα ίδια τα σάκχαρα, όπως π.χ. η αραβινόζη. Μάλιστα, στη 

δεύτερη περίπτωση, όσο πιο ισχυρές ήταν οι συνθήκες προκατεργασίας και επομένως 

όσο περισσότεροι υποκαταστάτες απομακρύνθηκαν από την αλυσίδα της 

ημικυτταρίνης, τόσο χαμηλότερο βαθμό συνεργιτισμού εμφάνισαν τα ένζυμα. Αυτό 

βέβαια είναι λογικό αν σκεφτεί κανείς πως όσο πιο έντονα προκατεργασμένη είναι η 

βιομάζα, τόσο πιο φτωχή σε υποκαταστάτες είναι, άρα τόσο λιγότερα ένζυμα 

απαιτούνται να δράσουν συγχρονισμένα για την αποικοδόμησή της.  

Ακόμα, η αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώματος φάνηκε να μειώνει την 

ενζυμική δράση, σε αντίθεση με την αύξηση της ποσότητας της ξυλανάσης η οποία 

έδειξε να ενισχύει την απελευθέρωση τόσο της ξυλόζης όσο και του φερουλικού οξέος 

από τη βιομάζα. Για αυτό θα ήταν χρήσιμο να μελετηθεί περαιτέρω η ιδανική αναλογία 

ξυλόζης-εστεράσης του φερουλικού οξέος, έτσι ώστε να επιτυγχάνονται οι μέγιστες 

δυνατές αποδόσεις σε προοϊόντα αποικοδόμησης.   

Κλείνοντας, δεδομένου ότι η έρευνα αυτή έγινε με απώτερο σκοπό μια μελλοντική 

εφαρμογή σε βιομηχανική κλίμακα, κρίνεται απαραίτητο να μελετηθεί περαιτέρω το 

κόστος ενός τέτοιου εγχειρήματος, επιλέγοντας τις πιο συμφέρουσες εναλλακτικές. 

Παραδείγματος χάρη, ένα ερώτημα που προκύπτει είναι εάν μια βιομηχανία τη 

συμφέρει να αυξήσει το πάγιο κόστος, αγοράζοντας τον κατάλληλο εξοπλισμό με 

συγκεκριμένες προδιαγραφές προκειμένου να πραγματοποιήσει την προκατεργασία 

της βιομάζας με το οξικό οξύ για να απομακρύνει ένα μεγάλο μέρος αραβινόζης ή 

επενδύοντας χρήματα στην αγορά ειδικών ενζύμων, δηλαδή αραβινοφουρανοζιδασών 

προκειμένου να πετύχουν το ίδιο αποτέλεσμα. Για παράδειγμα, σε πειράματα που 

έλαβαν χώρα στο συγκεκριμένο υλικό και τα ενζυμικά μείγματα που 

χρησιμοποιήθηκαν περιείχαν μεταξύ άλλων και αραβινοφουρανοζιδάσες, αποδείχθηκε 

πως η σακχαροποίηση της βιομάζας ήταν σχεδόν ολική (Agger et al. 2011). 

Παράλληλα, κρίνεται αναγκαίο να μελετηθεί εάν η αύξηση του χρόνου υδρόλυσης, θα 

μπορούσε να μειώσει τα ενζυμικά φορτία που απαιτούνται σε κάθε αντίδραση, 

μειώνοντας έτσι το συνολικό κόστος. Τέλος, αξιοποιώντας τα εργαλεία της 

βιοπληροφορικής και χάρη στις ισχυρές τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί μέχρι σήμερα 

για τη μηχανική των πρωτεϊνών, υπάρχει δυνατότητα για σχεδιασμό βιομηχανικών 

ενζύμων, με συγκεκριμένες ιδιότητες και πλήρως εξειδικευμένα στο υποόστρωμα-

στόχο, καταλήγοντας έτσι στην παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας με 

χαμηλότερο κόστος παραγωγής. Ωστόσο, μια βασική παράμετρος που πρέπει πάντα να 

λαμβάνεται υπόψη, είναι πως επειδή τα ένζυμα αυτά θα καταλήξουν στο πεπτικό 
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σύστημα των ζώων, πρέπει να υπάρχει ειδική μέριμνα για την ασφάλεια των 

συγκεκριμένων ενζύμων. Η πλειονότητα των ενζύμων που χρησιμοποιούνται για τον 

σκοπό αυτό, δεν είναι καθαρά, επομένως απαιτείται να χρησιμοποιούνται μη παθογόνα 

και μη τοξικά μικροβιακά στελέχη για την ανάπτυξή τους, προκειμένου να 

εξασφαλίζεται η καλή υγεία τόσο των ζώων όσο και των ανθρώπων (Pariza and Cook 

2010; Velázquez-De Lucio et al. 2021). 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α 
 

Πίνακας Α.1: Ανάλυση σύστασης στερεού κλάσματος της βιομάζας DSCB 

DSCB 

  Ανάλυση σύστασης 

στερεού κλάσματος   

Συστατικά % w/w stdev 

Ξυλόζη 19.94 0.37 

Γλυκόζη 20.38 0.19 

Γαλακτόζη 5.25 2.12 

Αραβινόζη 15.22 1.01 

Φερουλικό οξύ 2.66 0.13 

Οξικό οξύ 5.51 0.15 

AIR 9.70 0.00 

ASL 2.80 0.00 

Υπόλοιπα 18.53   
 

Πίνακας Α.2: Ανάλυση σύστασης στερεού και υγρού κλάσματος της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 1 

DSCB-Συνθήκη 1 

  Ανάλυση σύστασης 

στερεού κλάσματος   

Ανάλυση σύστασης υγρού 

κλάσματος   

Συστατικά % w/w stdev % w/v stdev 

Ξυλόζη 21.98 0.60 0.05 n/a 

Γλυκόζη 21.83 0.56 0.02 n/a 

Γαλακτόζη 5.80 0.86 0.01 n/a 

Αραβινόζη 16.09 0.41 0.01 n/a 

Φερουλικό οξύ 2.28 0.39 - - 

Οξικό οξύ 4.95 0.86 - - 

AIR 9.80 0.00 - - 

ASL 2.90 0.00 - - 

Υπόλοιπα 14.65   - - 
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Πίνακας Α.3: Ανάλυση σύστασης στερεού και υγρού κλάσματος της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 3 

DSCB-Συνθήκη 3 

  Ανάλυση σύστασης 

στερεού κλάσματος   

Ανάλυση σύστασης υγρού 

κλάσματος   

Συστατικά % w/w stdev % w/v stdev 

Ξυλόζη 22.70 0.82 0.11 n/a 

Γλυκόζη 21.21 1.10 0.14 n/a 

Γαλακτόζη 6.32 0.59 0.13 n/a 

Αραβινόζη 16.61 1.50 0.17 n/a 

Φερουλικό οξύ 2.58 0.15 - - 

Οξικό οξύ 0.85 0.85 - - 

AIR 9.40 0.02 - - 

ASL 2.80 0.00 - - 

Υπόλοιπα 17.11   - - 
 

Πίνακας Α.4: Ανάλυση σύστασης στερεού και υγρού κλάσματος της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 5 

DSCB-Συνθήκη 5 

  Ανάλυση σύστασης 

στερεού κλάσματος   

Ανάλυση σύστασης υγρού 

κλάσματος   

Συστατικά % w/w stdev % w/v stdev 

Ξυλόζη 21.23 0.52 0.20 n/a 

Γλυκόζη 20.33 2.95 1.61 n/a 

Γαλακτόζη 5.86 1.51 0.80 n/a 

Αραβινόζη 10.53 0.59 3.29 n/a 

Φερουλικό οξύ 2.33 0.03 - - 

Οξικό οξύ 5.51 1.49 - - 

AIR 16.50 0.04 - - 

ASL 2.70 0.00 - - 

Υπόλοιπα 15.33   - - 
 

Πίνακας Α.5: Ανάλυση σύστασης στερεού και υγρού κλάσματος της προκατεργασμένης βιομάζας με τη συνθήκη 6 

DSCB-Συνθήκη 6 

  Ανάλυση σύστασης 

στερεού κλάσματος   

Ανάλυση σύστασης υγρού 

κλάσματος   

Συστατικά % w/w stdev % w/v stdev 

Ξυλόζη 20.53 0.52 0.26 n/a 

Γλυκόζη 20.41 2.95 2.61 n/a 

Γαλακτόζη 3.76 1.51 1.53 n/a 

Αραβινόζη 8.58 0.59 4.16 n/a 

Φερουλικό οξύ 2.01 0.23 - - 

Οξικό οξύ 5.27 0.68 - - 

AIR 19.10 0.05 - - 

ASL 2.60 0.00 - - 

Υπόλοιπα 17.75   - - 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β 
 

Πίνακας Β.1 Απελευθέρωση ξυλόζης από τη βιομάζα DSCB για μικρό και μεγάλο ενζυμικό φορτίο FAE (βλ. Σχήμα 

3.7) 

Σακχαροποίηση 

DSCB 

  0.03 U Fae 0.1 U Fae 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae 1.0676 0.0676 4.7553 0.2702 

EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae-

CtCE2 

10.0574 0.3378 10.6784 0.0000 

 

Πίνακας Β.2: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB για μικρό και μεγάλο ενζυμικό φορτίο FAE 

(βλ. Σχήμα 3.8) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB 

  0.03 U Fae 0.1 U Fae 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae 0.7190 0.1612 0.9568 0.0803 

EI-FaeC4-FoFaeC-MtFae-

CtCE2 

0.7193 0.0697 0.9515 0.0247 
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Πίνακας Β.3: Απελευθέρωση ξυλόζης από τη βιομάζα DSCB στις 6 και στις 24 h (βλ. Σχήμα 3.9) 

Σακχαροποίηση 

DSCB 

  6h 24h 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

GH30 1.4856 0.3647 0.9506 0.0473 

EI 2.8326 0.0946 8.3115 0.2770 

FaeC4 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

FoFaeC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

MtFae 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

CtCE2 0.4968 0.1284 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 1.7340 0.0946 1.0700 0.8309 

EI-FoFaeC 0.8837 0.1081 2.2737 1.5470 

EI-MtFae 0.9410 0.4864 0.3965 0.1351 

EI-CtCE2 1.8486 0.3107 3.5109 2.9724 

EI-FaeC4-CtCE2 1.7865 0.0203 1.4617 0.2364 

EI-FoFaeC-CtCE2 0.8694 0.6688 1.2372 0.5404 

EI-MtFae-CtCE2 0.7404 N/A 1.0843 0.0135 

 

Πίνακας Β.4: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB στις 6 και στις 24 h (βλ. Σχήμα 3.10) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB 

  6h 24h 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

GH30 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

EI 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

FaeC4 0.6213 0.0516 0.4728 0.0113 

FoFaeC 0.2885 0.0810 0.2025 0.1665 

MtFae 0.3930 0.0534 0.2823 0.1329 

CtCE2 0.1930 0.0018 0.0545 0.0152 

EI-FaeC4 0.6163 0.1884 0.7180 0.0686 

EI-FoFaeC 0.2168 0.0732 0.5208 0.0739 

EI-MtFae 0.2195 0.0658 0.6648 0.0230 

EI-CtCE2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4-CtCE2 0.4308 0.0477 0.7398 0.0145 

EI-FoFaeC-CtCE2 0.0825 0.0453 0.4070 0.0700 

EI-MtFae-CtCE2 0.2603 0.1305 0.6380 0.0877 
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Πίνακας Β.5: Απελευθέρωση ξυλόζης από τη βιομάζα DSCB με αντίδραση 2 σταδίων (βλ. Σχήμα 3.11) 

Σακχαροποίηση 

DSCB 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4 / EI-CtCE2 2.7299 0.0135 0.0490 0.0692 

EI-FoFaeC / EI-CtCE2 2.6917 0.1081 1.0724 0.3580 

EI-MtFae / EI-CtCE2 3.6470 1.4254 2.4051 0.6350 

EI-CtCE2 / EI-FaeC4 3.9384 0.5202 3.0786 0.3580 

EI-CtCE2 / EI-FoFaeC 3.9384 0.5202 0.1308 0.2615 

EI-CtCE2/ EI-MtFae 3.9384 0.5202 0.4472 0.3047 

 

Πίνακας Β.6: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB με αντίδραση 2 σταδίων (βλ. Σχήμα 3.12) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / 

g βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / 

g βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4 / EI-CtCE2 0.5698 0.0004 0.0000 0.0000 

EI-FoFaeC / EI-CtCE2 0.5770 0.0799 0.0000 0.0000 

EI-MtFae / EI-CtCE2 0.5915 0.0884 0.0000 0.0000 

EI-CtCE2 / EI-FaeC4 0.0000 0.0000 0.4423 0.0191 

EI-CtCE2 / EI-FoFaeC 0.0000 0.0000 0.1373 0.0891 

EI-CtCE2/ EI-MtFae 0.0000 0.0000 0.2083 0.0969 
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Πίνακας Β.7: Απελευθέρωση ξυλόζης από τη βιομάζα DSCB με προσθήκη της GH30 σε 2 στάδια (βλ. Σχήμα 3.13) 

Σακχαροποίηση 

DSCB 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI / GH30 3.4273 0.2702 1.5286 0.0676 

GH30 / EI 0.3821 0.1351 3.5348 0.2027 

EI-FaeC4 / GH30 2.4242 0.2027 1.0987 0.2702 

GH30 / EI-FaeC4 0.3821 0.1351 4.2394 0.4053 

EI-FoFaeC / GH30 3.6662 0.3378 1.1942 0.1351 

GH30 / EI-FoFaeC 0.3821 0.1351 2.8541 0.4729 

EI-MtFae / GH30 3.6662 0.4729 1.1464 0.0676 

GH30 / EI-MtFae 0.3821 0.1351 2.7108 0.6755 

EI-CtCE2 / GH30 3.5229 0.4053 1.4330 0.2027 

GH30 / EI-CtCE2 0.3821 0.1351 3.0452 0.2027 

 

Πίνακας Β.8: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τη βιομάζα DSCB με προσθήκη της GH30 σε 2 στάδια (βλ. 

Σχήμα 3.14) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI / GH30 0.1648 0.0523 0.1970 0.0361 

GH30 / EI 0.0000 0.0000 0.2345 0.0191 

EI-FaeC4 / GH30 1.3495 0.1531 0.2433 0.0357 

GH30 / EI-FaeC4 0.0000 0.0000 0.8283 0.0668 

EI-FoFaeC / GH30 0.8923 0.2263 0.3630 0.0057 

GH30 / EI-FoFaeC 0.0000 0.0000 0.6240 0.0099 

EI-MtFae / GH30 1.1963 0.0962 0.3325 0.0205 

GH30 / EI-MtFae 0.0000 0.0000 0.6515 0.1379 

EI-CtCE2 / GH30 0.0000 0.0000 0.0430 0.0608 

GH30 / EI-CtCE2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
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Πίνακας Β.9: Απελευθέρωση ξυλόζης από τη βιομάζα XTCB στις 6 και στις 24 h  (βλ. Σχήμα 3.15) 

Σακχαροποίηση 

XTCB 

  6h 24h 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

GH30 0.8216 0.1284 0.7643 0.0068 

EI 0.0000 0.0000 1.3184 0.1554 

FaeC4 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

FoFaeC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

MtFae 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

CtCE2 0.0000 0.0000 0.4442 0.0068 

EI-FaeC4 0.0000 0.0000 2.1065 0.4323 

EI-FoFaeC 0.0000 0.0000 1.4760 0.3918 

EI-MtFae 0.0000 0.0000 1.3900 0.3513 

EI-CtCE2 0.0000 0.0000 1.6241 0.0608 

EI-FaeC4-CtCE2 0.0000 0.0000 2.4935 0.0878 

EI-FoFaeC-CtCE2 0.0000 0.0000 1.6910 0.6418 

EI-MtFae-CtCE2 0.0000 0.0000 1.9680 0.3175 

 

Πίνακας Β.10: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από τη βιομάζα XTCB στις 6 και στις 24 h  (βλ. Σχήμα 3.16) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

XTCB 

  24h 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

GH30 0.0000 0.0000 

EI 0.0000 0.0000 

FaeC4 0.2610 0.0057 

FoFaeC 0.1648 0.0074 

MtFae 0.1528 0.0067 

CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 0.7553 0.0972 

EI-FoFaeC 0.4355 0.0474 

EI-MtFae 0.5688 0.0004 

EI-CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4-CtCE2 0.7718 0.1425 

EI-FoFaeC-CtCE2 0.5270 0.0686 

EI-MtFae-CtCE2 0.6988 0.1043 
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Πίνακας Β.11: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 1 (βλ. Σχήμα 3.17) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 1 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI 5.0036 0.0000 

FaeC4 0.0000 0.0000 

FoFaeC 0.0000 0.0000 

MtFae 0.0717 0.1013 

CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 6.7233 1.3511 

EI-FoFaeC 4.5737 0.0676 

EI-MtFae 4.3349 0.4053 

EI-CtCE2 3.6662 0.0000 

 

Πίνακας Β.12: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 1 (βλ. Σχήμα 

3.18) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 1 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

EI 0.0000 0.0000 

FaeC4 0.7105 0.0672 

FoFaeC 0.4200 0.0580 

MtFae 0.2393 0.0152 

CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 1.8980 0.0410 

EI-FoFaeC 1.7123 0.0216 

EI-MtFae 1.9078 0.0739 

EI-CtCE2 0.3328 0.0407 
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Πίνακας Β.13: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 3 (βλ. Σχήμα 3.19) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 3 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI 12.6942 1.7564 

FaeC4 0.2866 0.2027 

FoFaeC 0.3821 0.2027 

MtFae 0.2866 0.3378 

CtCE2 0.3344 0.0000 

EI-FaeC4 14.5094 0.4053 

EI-FoFaeC 11.6433 0.1351 

EI-MtFae 6.4844 0.4729 

EI-CtCE2 6.7710 1.4186 

 

Πίνακας Β.14: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 3 (βλ. Σχήμα 

3.20) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 3 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

EI 0.0000 0.0000 

FaeC4 0.6695 0.0735 

FoFaeC 0.1895 0.0148 

MtFae 0.1580 0.0156 

CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 2.1798 0.1029 

EI-FoFaeC 1.5660 0.0000 

EI-MtFae 1.5538 0.0583 

EI-CtCE2 0.3838 0.1587 
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Πίνακας Β.15: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 5 (βλ. Σχήμα 3.21) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 5 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI 16.4201 0.2702 

FaeC4 4.6812 0.5404 

FoFaeC 0.0000 0.0000 

MtFae 0.0478 0.0676 

CtCE2 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 20.3370 0.4053 

EI-FoFaeC 16.3723 1.9590 

EI-MtFae 16.0857 0.3378 

EI-CtCE2 15.7036 0.4729 

 

Πίνακας Β.16: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 5 (βλ. Σχήμα 

3.22) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 5 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

EI 0.3133 0.0562 

FaeC4 2.9763 0.0378 

FoFaeC 1.1708 0.1545 

MtFae 1.4473 0.0675 

CtCE2 0.2320 0.0057 

EI-FaeC4 5.0305 0.0219 

EI-FoFaeC 3.9190 0.0919 

EI-MtFae 3.9890 0.2864 

EI-CtCE2 0.5860 0.0007 
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Πίνακας Β.17: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 (βλ. Σχήμα 3.23) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 6 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI 28.8874 0.2027 

FaeC4 10.1745 0.3378 

FoFaeC 0.0955 0.0000 

MtFae 0.8120 0.2027 

CtCE2 0.5254 0.2027 

EI-FaeC4 37.9632 0.7431 

EI-FoFaeC 31.5146 0.4053 

EI-MtFae 31.6101 1.6213 

EI-CtCE2 28.7919 0.8782 

 

Πίνακας Β.18: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 (βλ. Σχήμα 

3.24) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 6 

  Μ.Ο. (mg Φερουλικού 

Οξέος / g βιομάζας) 

stdev 

EI 0.0000 0.0000 

FaeC4 5.4645 0.2850 

FoFaeC 1.6448 0.2174 

MtFae 2.1673 0.0357 

CtCE2 0.3805 0.0516 

EI-FaeC4 10.1705 0.0997 

EI-FoFaeC 7.0375 0.2291 

EI-MtFae 8.3810 0.3995 

EI-CtCE2 2.4050 0.0771 
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Πίνακας Β.19: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 σε 2 στάδια (βλ. Σχήμα 

3.25) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 6 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg ισοδ. 

Ξυλόζης / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI / GH30 20.6714 0.4053 7.1651 0.2702 

GH30 / EI 7.6906 0.2027 11.5120 1.0133 

EI-FaeC4 / GH30 27.8365 0.0000 7.1174 0.4729 

GH30 / EI-FaeC4 7.6906 0.2027 18.2352 1.2160 

EI-FoFaeC / GH30 25.0660 0.9457 7.4517 0.2702 

GH30 / EI-FoFaeC 7.6906 0.2027 11.0224 0.3378 

EI-MtFae / GH30 25.3048 0.2027 6.9741 0.1351 

GH30 / EI-MtFae 7.6906 0.2027 11.7866 0.2027 

EI-CtCE2 / GH30 20.3848 0.4053 7.0218 0.7431 

GH30 / EI-CtCE2 7.6906 0.2027 9.9715 0.4729 

 

Πίνακας Β.20: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 σε 2 στάδια 

(βλ. Σχήμα 3.26) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 6 

  1ο στάδιο 2ο στάδιο 

  Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / g 

βιομάζας) 

stdev Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού Οξέος / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI / GH30 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

GH30 / EI 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

EI-FaeC4 / GH30 10.3775 0.0134 1.1685 0.0665 

GH30 / EI-FaeC4 0.0000 0.0000 6.8258 0.1022 

EI-FoFaeC / GH30 6.2875 0.0792 1.3795 0.0290 

GH30 / EI-FoFaeC 0.0000 0.0000 3.0065 0.0785 

EI-MtFae / GH30 8.2115 0.0863 1.6703 0.0951 

GH30 / EI-MtFae 0.0000 0.0000 3.8788 0.0357 

EI-CtCE2 / GH30 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

GH30 / EI-CtCE2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 
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Πίνακας Β.21: Απελευθέρωση ξυλόζης από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 μεταβάλλοντας διάφορες 

παραμέτρους (βλ. Σχήμα 3.27) 

Σακχαροποίηση 

DSCB-Συνθήκη 6 

  Μ.Ο. (mg 

ισοδ. Ξυλόζης 

/ g βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4-CtCE2 42.4056 1.4862 

EI-FoFaeC-CtCE2 41.4622 1.4862 

EI-MtFae-CtCE2 41.3189 0.7431 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x ΕΙ) 58.6585 1.0809 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x FAE+AXE) 46.6211 0.6755 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x όλα) 35.4793 1.2835 

2% υπόστρωμα (+ΕΙ) 28.8874 0.2027 

4% υπόστρωμα (+ΕΙ) 24.9525 1.3848 

6% υπόστρωμα (+ΕΙ) 27.5061 2.4770 

 

Πίνακας Β.22: Απελευθέρωση φερουλικού οξέος από την προκατεργασμένη βιομάζα με τη συνθήκη 6 μευαβάλλοντας 

διάφορες παραμέτρους (βλ. Σχήμα 3.28) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

DSCB-Συνθήκη 6 

  Μ.Ο. (mg 

Φερουλικού 

Οξέος / g 

βιομάζας) 

stdev 

EI-FaeC4-CtCE2 7.7498 0.2464 

EI-FoFaeC-CtCE2 5.8658 0.1828 

EI-MtFae-CtCE2 7.1445 0.0339 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x ΕΙ) 12.3838 0.0576 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x FAE+AXE) 7.9670 2.6580 

EI-FaeC4-CtCE2 (2x όλα) 9.9075 0.9723 

 

Πίνακας Β.23: Σύγκριση απελευθέρωσης ξυλόζης από τις διάφορες βιομάζες (βλ. Σχήμα 3.29) 

Σακχαροποίηση 

  Μ.Ο. (% 

απελευθέρωση 

ξυλόζης) 

stdev Μ.Ο. (% 

απελευθέρωση 

ξυλόζης) 

stdev Μ.Ο. (% 

απελευθέρωση 

ξυλόζης) 

stdev 

  ΕΙ FaeC4 EI-FaeC4 

DSCB 4.18 0.14 0.00 0.00 0.54 0.42 

XTCB 0.66 0.08 0.00 0.00 1.06 0.22 

Συνθήκη 1 2.51 0.00 0.00 0.00 3.38 0.68 

Συνθήκη 3 6.38 0.88 0.14 0.10 7.29 0.20 

Συνθήκη 5 8.25 0.14 2.35 0.27 10.22 0.20 

Συνθήκη 6 14.52 0.10 5.11 0.17 19.08 0.37 
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Πίνακας Β.24: Σύγκριση απελευθέρωσης φερουλικού οξέος από τις διάφορες βιομάζες (βλ. Σχήμα 3.30) 

Απελευθέρωση Φερουλικού Οξέος 

  Μ.Ο. (% 

απελευθέρωση 

φερουλικού οξέος) 

stdev Μ.Ο. (% 

απελευθέρωση 

φερουλικού οξέος) 

stdev 

  FaeC4 EI-FaeC4 

DSCB 1.77 0.04 2.70 0.26 

XTCB 0.98 0.02 2.84 0.36 

Συνθήκη 1 3.12 0.29 8.33 0.18 

Συνθήκη 3 2.59 0.28 8.44 0.40 

Συνθήκη 5 12.75 0.16 21.55 0.09 

Συνθήκη 6 27.12 1.41 50.47 0.49 

 


