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Περίληψη 

Η σύνθεση ενζυμικών κοκτέιλ αποτελεί μια μέθοδο μείωσης του απαιτούμενου ενζυμικού 
φορτίου για την υδρόλυση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας. Στη σύσταση των ενζυμικών 
κοκτέιλ περιλαμβάνονται συνήθως κυτταρινάσες και ημικυτταρινάσες, οι οποίες στοχεύουν 
στην αποτελεσματική αποικοδόμηση της κυτταρίνης και της ξυλάνης μέσω ανάπτυξης 
συνεργιστικών αλληλεπιδράσεων. Στη παρούσα διπλωματική εργασία αξιοποιήθηκαν 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα μυκήτων, εμπορικά ένζυμα, καθώς και ένζυμα που έχουν παραχθεί 
και χαρακτηριστεί στο Εργαστήριο Βιοτεχνολογίας του ΕΜΠ για το σχεδιασμό των 
ενζυμικών κοκτέιλ. Η συνεργιστική δράση των ενζύμων διερευνήθηκε με βάση τη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων, όπως γλυκόζης, ξυλόζης και ξυλοβιόζης, που 
παράγονται ως προϊόντα αποικοδόμησης της βιομάζας. Η συγκέντρωση αναγωγικών 
σακχάρων προσδιορίστηκε μέσω της μεθόδου 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος (DNS), ενώ η 
συγκέντρωση της γλυκόζης, της ξυλόζης και της ξυλοβιόζης και άλλων σακχάρων 
υπολογίστηκε με ανάλυση HPLC. Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα παράχθηκαν εξωκυτταρικά από 
στελέχη Βασιδιομυκήτων (Abortiporus biennis, Pleurotus citrinopileatus) και μελετήθηκαν 
ως προς το συνεργιτισμό τους με το εμπορικό ενζυμικό παρασκεύασμα Cellic® CTec2 σε 
προκατεργασμένα υποστρώματα ξύλου οξιάς και υπολειμμάτων αραβοσίτου. Το Cellic® 
CTec2 εμφάνισε ισχυρότερο συνεργιτισμό με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του P.citrinopileatus 
σε σχέση με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis. Σε κάθε περίπτωση ο συνεργιτισμός 
μεγιστοποιήθηκε, όταν η αναλογία του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος στο κοκτέιλ ήταν χαμηλή, 
10%wt ή 25%wt. Επιπροσθέτως, ο βαθμός υδρόλυσης της βιομάζας δεν επηρεάστηκε από τη 
σειρά προσθήκης (ταυτόχρονη ή διαδοχική) των ενζυμικών παρασκευασμάτων. Παράλληλα, 
μίγμα κελλοβιοϋδρολάσης (CBH I), ενδογλουκανάσης (EG7), β-γλυκοζιδάσης (MtBGL3A), 
ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης δοκιμάστηκε σε διαφορετικούς 
συνδυασμούς και συγκεντρώσεις κατά την υδρόλυση προκατεργασμένου ξύλου οξιάς. Η 
ελάχιστη απαίτηση σε κυτταρινάσες (CBH I, MtBGL3A, EG7) για την αποτελεσματική 
υδρόλυση του υποστρώματος ήταν 6mg/g βιομάζας. Ο συνεργιτισμός μεταξύ κυτταρινασών 
και ημικυτταρινασών βελτιστοποιήθηκε, όταν η αναλογία μεταξύ τους ήταν 7.5:1.75 (mg/g 
βιομάζας) και οι ξυλανάσες GH11, TtXyn30A ήταν σε αναλογία  3:1 ή 9:1. Η σειρά 
προσθήκης των ενζύμων δεν επηρέασε την παραγωγή σακχάρων κατά την υδρόλυση της 
βιομάζας από κοκτέιλ που περιείχαν και τις δυο ξυλανάσες. Αντιθέτως, κοκτέιλ με μια εκ των 
δυο ξυλανασών βελτίωσαν τη παραγωγή σακχάρων κατά την ταυτόχρονη προσθήκη των 
ενζύμων στο υπόστρωμα. Ακολούθησε η δοκιμή μιας εμπορικής εστεράσης (AXE) και μιας 
εστεράσης που έχει παραχθεί στο εργαστήριο (TtCe16). Η AXE ανέπτυξε συνεργιστικές 
αλληλεπιδράσεις με την GH11 αυξάνοντας τη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά 0.3 με 
0.7 φορές σε κοκτέιλ με κυτταρινάσες, GH11, β-ξυλοζιδάση, ενώ με την TtXyn30A  δεν 
παρατηρήθηκε έντονος συνεργιτισμός. Η προσθήκη της εστεράσης TtCe16 συντέλεσε στην 
αύξηση της παραγωγής ξυλόζης σε μικρότερη κλίμακα σε σχέση με την AXE. Τέλος, μια β-
ξυλοζιδάση που έχει παραχθεί στο εργαστήριο, RcXyl39A, δοκιμάστηκε στα ενζυμικά 
κοκτέιλ αντικαθιστώντας την εμπορική β-ξυλοζιδάση. 

 

Λέξεις-κλειδιά: συνεργιτισμός, ενζυμικά κοκτέιλ, λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα, 
κυτταρινάσες, ξυλανάσες 
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Abstract  

The development of enzymatic cocktails is considered as a method for the reduction of 
required enzyme loading for the lignocellulosic biomass hydrolysis. Enzymatic cocktails are 
likely to contain cellulases and hemicellulases, which target efficient cellulose and xylan 
biodegradation through the development of synergistic interactions. In this study, fungal 
secretomes, commercial enzymes and enzymes produced in NTUA’s Laboratory of 
Biotechnology were utilized for the composition of enzymatic cocktails. The synergistic 
action of enzymes was studied with respect to reducing sugars, such as glucose, xylose, 
xylobiose, release. The concentration of reducing sugars was estimated by the 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) method, while the concentration of glucose, xylose, xylobiose and 
other sugars was determined by HPLC analysis. Extracellular fungal secretomes were 
produced by Basidiomycetes strains (Abortiporus biennis, Pleurotus citrinopileatus) and their 
synergism with the commercial enzymatic preparation Cellic® CTec2 was studied. Cellic® 
CTec2 revealed higher synergism with the secretome of P.citrinopileatus, while lower 
synergism was observed in cocktails with the secretome of A.biennis. Synergism between 
both secretomes with Cellic® CTec2 maximized, when the secretome loading was low, 
10%wt or 25%wt. Additionally, the hydrolysis yield was not affected by the addition 
sequence (simultaneous or sequential) of enzyme preparations. At the same time, 
cellobiohydrolase (CBH I), endoglucanase (EG7), β-glucosidase (MtBGL3A), xylanases 
(GH11, TtXyn30A) and commercial β-xylosidase were mixed in different combinations and 
ratios and the mixtures were applied in pretreated beechwood. The minimum loading of 
cellulases (CBH I, MtBGL3A, EG7) required for the efficient substrate hydrolysis was 6mg/g 
biomass. The synergism between cellulases and hemicellulases was optimized at a ratio 
7.5:1.75 (mg/g biomass), respectively, and a ratio 3:1 or 9:1 of GH11 and TtXyn30A. The 
enzymes addition sequence did not influence sugar production during biomass hydrolysis, 
when both xylanases were added in cellulases mixture. On the contrary, cocktails containing 
one of each xylanase improved sugar production, when the enzymes were induced 
simultaneously in the substrate. A commercial esterase (AXE) and an esterase produced in the 
lab (TcCe16) were applied separately in cocktails. AXE developed synergistic interactions 
with GH11 increasing 0.3- to 0.7-fold reducing sugars production in cocktails of cellulases, 
GH11 and β-xylosidase, while no significant synergism was observed between AXE and 
TtXyn30A. Supplementation of TtCe16 enhanced xylose yield in a lower rate than AXE. 
Finally, a β-xylosidase produced in lab, RcXyl39A, was applied in enzymatic cocktails instead 
of commercial β-xylosidase.  

 

 

 

 

 

Keywords: synergism, enzymatic cocktails, lignocellulosic biomass, cellulases, xylanases  
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1.Εισαγωγή  

Η διαρκώς αυξανόμενη παγκόσμια απαίτηση σε χημικά και συνθετικά πολυμερή ευθύνεται 
για την ταχεία εξάντληση των μη ανανεώσιμων πηγών ενέργειας από τις οποίες παράγονται. 
Η ανάγκη προστασίας των φυσικών ορυκτών πόρων και μείωσης του αρνητικού 
περιβαλλοντικού αντίκτυπου που δημιουργείται από την εκμετάλλευσή τους, έχει στρέψει τον 
επιστημονικό κόσμο προς την αναζήτηση εναλλακτικών βιώσιμων πηγών ενέργειας από τις 
οποίες θα παράγονται προϊόντα υψηλής προστιθέμενης αξίας. Η λιγνινοκυτταρινούχος 
βιομάζα αποτελεί μια εναλλακτική πηγή ενέργειας που φαίνεται να ανταποκρίνεται στις 
παραπάνω προσδοκίες. Οι πηγές προέλευσής της αφορούν το μη αφομοιώσιμο κλάσμα της 
βιομάζας, όπως δασικά κατάλοιπα, συνήθως προέρχεται από ανθρωπογενείς δραστηριότητες 
(αγροτικά κατάλοιπα), ενώ παράλληλα κοστολογείται σε χαμηλότερη τιμή σε σχέση με άλλες 
πηγές, όπως το αργό πετρέλαιο [1]. Η κυτταρίνη και η ημικυτταρίνη είναι δυο πολυμερή που 
εμπεριέχονται σε υψηλή συγκέντρωση στη λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα, ενώ η 
αποικοδόμηση τους οδηγεί στην παραγωγή σακχάρων, τα οποία προορίζονται για τη 
παραγωγή ενέργειας και άλλων χρήσιμων χημικών προϊόντων [2]. 

Η ενζυμική υδρόλυση αποτελεί μια μέθοδο υδρόλυσης των πολυμερών της βιομάζας σε 
μονομερή σάκχαρα ή ολιγοσακχαρίτες, τα οποία  μετατρέπονται μέσω της ζύμωσης σε 
επιθυμητά προϊόντα της βιομηχανίας των βιοδιυλιστηρίων με μειωμένο περιβαλλοντικό 
αποτύπωμα. Ωστόσο, ένα στάδιο προκατεργασίας πρέπει να εφαρμόζεται πριν την ενζυμική 
υδρόλυση της βιομάζας με στόχο την αποσταθεροποίηση της δομής της και την βελτίωση της 
πρόσβασης των ενζύμων σε αυτή. Η ανάπτυξη ενζυμικών κοκτέιλ και μικροοργανισμών που 
παράγουν λιγνοκυτταρινολυτικά ένζυμα είναι δυο τεχνικές βελτίωσης της 
αποτελεσματικότητας της ενζυμικής υδρόλυσης που χαρακτηρίζονται με μεγάλο 
βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον [3]. 

Μεταξύ των μικροοργανισμών που αξιοποιούνται για την ενζυμική υδρόλυση της 
λιγνινοκυτταρίνης διακρίνονται οι βασιδιομύκητες. Οι βασιδιομύκητες εκκρίνουν 
εξωκυτταρικά μεγάλες ποσότητες  ενζύμων, όπως κυτταρινάσες, ημικυτταρινάσες και 
λιγνινολυτικά ένζυμα, τα οποία αποικοδομούν τη βιομάζα σε ζυμώσιμα σάκχαρα. Ειδικότερα, 
τα λιγνινολυτικά ένζυμα, που παράγονται σε υψηλές συγκεντρώσεις, συμβάλλουν στην 
αποσύνθεση της λιγνίνης και μετατροπής των προϊόντων υδρόλυσής της σε μικρότερες 
ενώσεις [4]. Κύρια μειονεκτήματα της συγκεκριμένης μεθόδου αποτελούν η παραγωγή 
ενζύμων με μη ισορροπημένους ρυθμούς και η αδυναμία εύρεσης ως τώρα κάποιου φυσικού 
μικροοργανισμού με ικανότητα έκκρισης όλων των απαραίτητων κυτταρινολυτικών ενζύμων 
σε υψηλές συγκεντρώσεις. Οι αδυναμίες της συγκεκριμένης τεχνικής έχουν καταστήσει 
αναγκαία τη χρήση ενζυμικών κοκτέιλ. [3] 

Η χρήση κοκτέιλ ενζύμων αποτελεί μια στρατηγική βελτίωσης της αποδοτικότητας  της 
διεργασίας ενζυμικής υδρόλυσης λιγνινοκυτταρινούχων υποστρωμάτων. Τα ενζυμικά κοκτέιλ 
σχεδιάζονται προσεκτικά με βάση τις συνεργιστικές σχέσεις που αναπτύσσονται μεταξύ 
ενζύμων, όπως κυτταρινασών και ξυλανασών, τα οποία συνήθως προέρχεται από 
διαφορετικούς μικροοργανισμούς. Τα πλεονεκτήματα τους έναντι των μεμονωμένων ενζύμων 
είναι η ελάττωση της ποσότητας των ενζύμων και του απαιτούμενου χρόνου υδρόλυσης για 
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την  μετατροπή των πολυμερών της βιομάζας σε ζυμώσιμα σάκχαρα. Επιπροσθέτως, υπάρχει 
το ενδεχόμενο δράσης τους σε υψηλότερες συγκεντρώσεις υποστρώματος [3]. 
 

1.1 Λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα  

1.1.1 Πηγές λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας 
Με τον όρο λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα εννοούμε το μη εδώδιμο κλάσμα της βιομάζας, το 
οποίο προέρχεται κυρίως από αγροτικές και βιομηχανικές δραστηριότητες. Ο συγκεκριμένος 
τύπος βιομάζας περιλαμβάνει δασικά, γεωργικά κατάλοιπα, υπολείμματα αγροτικών 
καλλιεργειών, ποώδη ενεργειακά φυτά, καθώς και απόβλητα βιομηχανικών μονάδων 
παραγωγής. Τα δασικά κατάλοιπα συνήθως παράγονται από δραστηριότητες, όπως είναι η 
υλοτομία και διεργασίες επεξεργασίας του ξύλου, ενώ τα γεωργικά ή φυτικά κατάλοιπα 
σχηματίζονται από καλλιέργειες γεωργικών προϊόντων, όπως ρυζιού, αραβοσίτου, σίτου, 
σακχαροκάλαμου και βαμβακιού [5]. 
 

1.1.2 Σύσταση 
Κύρια συστατικά της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας είναι η κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη και 
η λιγνίνη, ενώ περιέχει σε μικρές συγκεντρώσεις τέφρα και διάφορα ανόργανα στερεά. Τα 
τρία βασικά συστατικά καταλαμβάνουν συνολικά περίπου το 90% της λιγνινοκυτταρινούχου 
βιομάζας, με τη τιμή να διαφοροποιείται ανάλογα με το είδος της βιομάζας. Για παράδειγμα, 
η βιομάζα των ποωδών ενεργειακών φυτών και των αγροτικών υπολειμμάτων συνήθως 
περιέχει υψηλότερες συγκεντρώσεις σε τέφρα και άλλες ενώσεις έναντι των υπολοίπων 
τύπων ξύλου. [6] 
 
Πίνακας 1. Eνδεικτική ποσοστιαία σύσταση λιγνινοκυτταρινούχων υλικών σε κυτταρίνη, ημικυτταρίνη 
και λιγνίνη. 

Λιγνινοκυτταρινούχο υλικό Κυτταρίνη (%) Ημικυτταρίνη (%) Λιγνίνη (%) 

Υπολείμματα αραβοσίτου 37 22 19 [7] 

Άχυρο ρυζιού 39 36 10 [8] 

Άχυρο βρώμης 41 16 11 [8] 

Γλυκό σόργο 45 27 21 [8] 

 
1.1.3 Κυτταρίνη  
Η κυτταρίνη είναι το πολυμερές που απαντάται στο μεγαλύτερο ποσοστό στη 
λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα (40-60%w/w). Αποτελείται από μόρια β-D-γλυκοπυρανόζης 
ενωμένων με β-(1,4)-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Το κύριο προϊόν της αντίδρασης ενζυμικής 
υδρόλυσης της κυτταρίνης είναι η γλυκόζης. Ωστόσο, το γεγονός ότι κάθε μόριο γλυκόζης 
λαμβάνει περιστροφή 180° σε σχέση με τα γειτονικά του μόρια, καθιστά την κελλοβιόζη ως 
δομική επαναλαμβανόμενη μονάδα της κυτταρίνης. Οι αλυσίδες κυτταρίνης διατάσσονται με 
τέτοιο τρόπο ώστε να σχηματίζουν ινίδια. Η διαμόρφωση των ινιδίων οφείλεται στην 
ανάπτυξη ενδομοριακών και διαμοριακών δεσμών υδρογόνου μεταξύ των αλυσίδων 
κυτταρίνης. Οι αλυσίδες είναι παράλληλα διευθετημένες και σχηματίζουν αυστηρά 
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διατεταγμένες κρυσταλλικές δομές μεταξύ των οποίων παρεμβάλλονται άμορφες περιοχές.  Ο 
βαθμός κρυσταλλικότητας της κυτταρίνης εξαρτάται από το υπόστρωμα προέλευσης και την 
προκατεργασία που έχει υποστεί. Τα ινίδια κυτταρίνης βρίσκονται ενσωματωμένα στο 
λιγνινοκυτταρινούχο υλικό με αποτέλεσμα να παρουσιάζουν ισχυρή αντίσταση κατά την 
ενζυμική υδρόλυση [9]. 

 

 

Εικόνα 1. Η χημική δομή της κυτταρίνης [10]. 
 
O ρόλος της κυτταρίνης στα φυτά είναι δομικός. Η υψηλή αντοχή της σε εφελκυσμό 
προσφέρει στα φυτικά κύτταρα την ικανότητα αντίστασης στην οσμωτική πίεση και 
προσδίδει στα φυτά αντίσταση στη μηχανική τάση. Η κυτταρίνη αποτελεί το κύριο δομικό 
μόριο στο δευτερογενές κυτταρικό τοίχωμα των φυτών. Τα ινίδια κυτταρίνης τοποθετούνται  
παράλληλα με αποτέλεσμα η κυτταρίνη να διαμορφώνεται σε φύλλα, καθένα από τα οποία 
διαθέτει διαφορετικό προσανατολισμό.  Δεδομένου ότι η κυτταρίνη καταλαμβάνει το 
μεγαλύτερο ποσοστό των λιγνινοκυτταρινούχων υλικών και είναι μια άφθονη ανανεώσιμη 
πηγή ενέργειας, καθιστά σημαντική την εκμετάλλευσή της για την παραγωγή προϊόντων 
υψηλής προστιθέμενης ενέργειας [9]. 
              

1.1.4 Ημικυτταρίνη  
Οι ημικυτταρίνες είναι ετερογενείς ομάδες βιοπολυμερών με ποικίλες μονάδες 
μονοσακχαριτών που συμβάλλουν στη διαμόρφωση σακχάρων, όπως ξυλανών, 
ξυλογλυκανών, μαννανών και γλυκομαννανών. Ωστόσο, η ημικυτταρίνη αποτελείται κυρίως 
από ξυλάνες και γλυκομαννάνες. Οι ημικυτταρίνες καταλαμβάνουν μικρότερο ποσοστό (20-
35%w/w) στη λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα και εμφανίζουν μικρότερο βαθμό πολυμερισμού 
(100-200 μονάδες) σε σχέση με τη κυτταρίνη. Σε αντίθεση με τη κυτταρίνη, η ημικυτταρίνη 
είναι άμορφη με μικρή φυσική αντοχή και υδρολύεται εύκολα τόσο με χρήση αραιών οξέων ή 
βάσεων όσο και με ενζυμική υδρόλυση. Παρά τον χαμηλότερο βαθμό πολυμερισμού, οι 
ημικυτταρίνες περιέχουν μια ποικιλία υποκαταστατών σε μεγαλύτερη κλίμακα [11]. Γενικά η 
ημικυτταρίνη είναι ένα έντονα διακλαδισμένο πολυμερές, όπου η κύρια αλυσίδα αποτελείται 
από μονάδες D-ξυλοπυρανόζης ενωμένων μεταξύ τους β-1,4-γλυκοζιτικό δεσμό. Οι ξυλάνες 
διαφοροποιούνται μεταξύ τους ανάλογα με τη φύση τους και τους δεσμούς που 
αναπτύσσονται μεταξύ των μορίων ξυλόζης. Ξυλάνες με προέλευση από ξύλο σκληρού τύπου 
είναι σε μεγάλο βαθμό υποκατεστημένες από ακετυλο-ομάδες και υποκαταστάτες 4-Ο-
μεθυλο-γλυκουρονικού οξέος. Οι ακετυλο-ομάδες συνδέονται με τις ξυλάνες μέσω εστερικών 
δεσμών με την C-2 ή/και C-3 υδροξυλομάδα. Μόρια μεθυλο-γλυκουρονικού οξέος 
συνδέονται με το σκελετό της ξυλάνης μέσω α-(1-2)-γλυκοζιτικού δεσμού [12]. Οι ξυλάνες 
διακρίνονται με βάση τη δομή τους σε γλυκουρονοξυλάνες, αραβινοξυλάνες, 
αραβινογλυκουροξυλάνες και γλυκουρονοαραβινοξυλάνες. Σε υποστρώματα 



12 
 

λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας περιλαμβάνονται κυρίως γλυκουρονοξυλάνες και οι 
αραβινογλυκουρονξυλάνες. [13] 

Για την ενζυμική αποικοδόμηση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας προτιμάται η 
απομάκρυνση των συγκεκριμένων ομάδων κυρίως επειδή αποτελούν ένα φυσικό εμπόδιο για 
τα ένζυμα που δρουν στη κυτταρίνη. Η αποτελεσματική αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης 
επιτυγχάνεται μέσω ενός μίγματος ενζύμων, που υδρολύουν τους σκελετούς των μορίων 
ξυλάνης και γλυκομαννάνης, καθώς και δεσμούς στις πλευρικές αλυσίδες του πολυμερούς 
[13]. 

 

 

Εικόνα 2. Η χημική δομή ενός μορίου ξυλάνης που περιέχει υποκαταστάτες γλυκουρονικού και 
φερουλικού οξέος [14]. 
 
1.1.5 Λιγνίνη  
Η λιγνίνη αποτελεί το πολυμερές που συναντάται περισσότερο μετά την κυτταρίνη στη 
λιγνινοκυτταρινούχος βιομάζα καταλαμβάνοντας το 15-40% της ξηρής μάζας. Η λιγνίνη 
αποτελεί ένα περίπλοκο μίγμα άμορφων ετεροπολυμερών των οποίων δομικές μονάδες είναι 
διάφορα φαινυλοπροπανοειδή, όπως κουαρυλική, κωνιφερυλική και σιναπυλική αλκοόλη. Η 
λιγνίνη συνδέεται με τη ξυλάνη μέσω ομοιοπολικών δεσμών σχηματίζοντας συμπλέγματα 
λιγνίνης-υδρογονανθράκων με στόχο να διατηρεί προσδεδεμένες τις ημικυτταρίνες στα ινίδια 
κυτταρίνης στα κυτταρικά τοιχώματα. Η απομάκρυνση της λιγνίνης κρίνεται απαραίτητη, 
καθώς η λιγνίνη περιορίζει την υδρόλυση της βιομάζας από τα κυτταρινολυτικά και 
ξυλανολυτικά ένζυμα. Γενικά, η λιγνίνη θεωρείται πως λειτουργεί ως φυσικό εμπόδιο και δρα 
παρεμποδιστικά κατά την υδρόλυση της κυτταρίνης περιορίζοντας τη πρόσβαση των 
κυτταρινασών και ξυλανασών στο υπόστρωμα. Επίσης, ένα ποσοστό κυτταρινασών και 
άλλων ενζύμων προσροφώνται στην επιφάνεια της λιγνίνης με αποτέλεσμα να 
απενεργοποιούνται. Είναι σημαντικό να τονισθεί ότι η παρεμποδιστική δράση της λιγνίνης 
στην ενζυμική  υδρόλυση της βιομάζας δεν οφείλεται απλώς στη παρουσία της λιγνίνης αλλά 
επηρεάζεται από το είδος και την κατανομή της λιγνίνης στο υπόστρωμα. Η απορρόφηση των 
ενζύμων οφείλεται αποκλειστικά στην υδρόφοβη φύση της λιγνίνης, η οποία χαρακτηρίζεται 
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από δεσμούς υδρογόνου, μεθόξυ-ομάδες και πολυαρωματικές δομές. Η αποικοδόμηση της 
λιγνίνης μπορεί να πραγματοποιηθεί με μεθόδους ταχείας οξείδωσης της, όπως με χρήση 
υπεροξειδασών ή λακκασών που παράγονται από διάφορα μυκητιακά στελέχη [15]. 
 

1.1.6 Προκατεργασία βιομάζας 
Η προκατεργασία είναι μια διεργασία επεξεργασίας της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας πριν 
υποστεί την ενζυμική υδρόλυση. Η προκατεργασία επιτυγχάνεται με μέσα και τεχνικές 
υψηλού κόστους, το οποίο όμως αντισταθμίζεται από την αύξηση της απόδοσης της 
ενζυμικής υδρόλυσης, αφού συμβάλει στη βελτιστοποίηση της ενζυμικής υδρόλυσης μέσω 
διατάραξης της δομής και  απομάκρυνσης της λιγνίνης από το υπόστρωμα. Επιπλέον, η 
ημικυτταρίνη, η οποία δρα ως ανασταλτικός παράγοντας κατά την πρόσβαση των 
κυτταρινασών στα μόρια κυτταρίνης, απομακρύνεται και υδρολύεται. Επίσης, η 
προκατεργασία ενδέχεται να επιφέρει μείωση του βαθμού πολυμερισμού ή κρυσταλλικότητας 
της κυτταρίνης, καθώς και μείωση του μεγέθους των μορίων. Συνεπώς, η χρήση 
προκατεργασμένων υποστρωμάτων απαιτεί μικρότερο ενζυμικό φορτίο σε σχέση με τα μη 
προκατεργασμένα υποστρώματα για την επίτευξη του ίδιου βαθμού υδρόλυσης  [15]. 

 Η απομάκρυνση της λιγνίνης από το λιγνινοκυτταρινούχο υλικό μπορεί να πραγματοποιηθεί 
με φυσικές (μηχανικές, θερμικές) ή χημικές μεθόδους. Το πρώτο βήμα για την 
προεπεξεργασία της βιομάζας περιλαμβάνει μείωση μεγέθους του υποστρώματος μέσω 
μηχανικών μέσων, όπως άλεση και λείανση, προκειμένου να καταστεί πιο εύκολη η 
επικείμενη προκατεργασία. Η χημική προκατεργασία μπορεί να επιτευχθεί με τεχνικές, όπως  
όξινη υδρόλυση, προκατεργασία με ατμό ή αλκαλική προκατεργασία, οι οποίες λειτουργούν 
βοηθητικά για την ενζυμική υδρόλυση. Η μέθοδος προκατεργασίας που υφίσταται η βιομάζα 
επιλέγεται βάσει συγκεκριμένων κριτηρίων, όπως το κόστος της μεθόδου, το βαθμό 
απομάκρυνσης τη λιγνίνης και το βαθμό υδρόλυσης των πολυσακχαριτών [15]. 
 
1.2 Ενζυμικό σύστημα αποικοδόμησης της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας  
Η αυστηρή σύνδεση των τριών βασικών συστατικών της λιγνινοκυτταρίνης αποτρέπουν τη 
πρόσβαση των ενζύμων στη κυτταρίνη που αποτελεί το πολυμερές κύριου ενδιαφέροντος. 
Προκειμένου να αρθεί το συγκεκριμένο εμπόδιο, η ημικυτταρίνη και η λιγνίνη πρέπει να 
διασπαστούν και διαχωριστούν από τη κυτταρίνη. Μια βιολογική μέθοδος που 
χρησιμοποιείται για το συγκεκριμένο σκοπό είναι η ανάπτυξη μικροοργανισμών που 
εκκρίνουν ένα μίγμα λιγνολυτικών, κυτταρινολυτικών και ξυλανολυτικών ενζύμων ή χρήση 
μεμονωμένων ενζύμων που έχουν απομονωθεί από διαφορετικά είδη μικροοργανισμών  [16]. 
 

1.2.1 Ξυλανάσες 
Τα ένζυμα που συμμετέχουν κυρίως στην αποικοδόμηση της ξυλάνης ονομάζονται 
ξυλανάσες και ενεργούν στο σκελετό της ξυλάνης. Οι δυο βασικές κατηγορίες ξυλανασών 
που αξιοποιούνται για την αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης είναι οι  ενδο-1,4-β-ξυλανάσες 
και οι 1,4-β-D-ξυλοζιδάσες. Οι ενδο-1,4-β-ξυλανάσες διασπούν τυχαία β-1,4-γλυκοζιτικούς 
δεσμούς στο εσωτερικό του μορίου της ξυλάνης προς παραγωγή ολιγοσακχαριτών [17]. Οι 
ενδοξυλανάσες απελευθερώνουν ενώσεις, όπως ξυλοβιόζη, ξυλοτριόζη, ξυλοτετρόζη, καθώς 
και άλλα διακλαδισμένα ή μη ξυλο-ολιγομερή [18]. Οι 1,4-β-ξυλοζιδάσες υδρολύουν μόρια 
ολιγοσακχαριτών από το μη αναγωγικό άκρο απελευθερώνοντας μορίων ξυλόζης [17] [18].  
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1.2.1.1 GH11 
Μια GH οικογένεια που συμμετέχει ενεργά στην αποικοδόμηση της ημικυτταρίνης είναι η 
GH11 (EC 3.2.1.8). Οι συγκεκριμένες ξυλανάσες υδρολύουν σε μεγάλο βαθμό μη 
υποκατεστημένες περιοχές, καθώς και αδιάλυτα μόρια ξυλάνης, ενώ παρουσιάζουν χαμηλή 
ενεργότητα σε υποκατεστημένες αλυσίδες ξυλάνης. Η δράση των GH11 εξαρτάται σημαντικά 
από την παρουσία του 4-Ο-μέθυλο-D-γλυκουρονικού οξέος, που συνδέεται με μόρια D-
ξυλοπυρανόζης κατά μήκος της αλυσίδας της ξυλάνης. Οι GH11 ξυλανάσες αποικοδομούν 
τις μεθυλογλυκουροξυλάνες προς σχηματισμό ξυλοβιόζης, ξυλοτριόζης και 
αλδοπενταουρονικής μεθυλογλυκουρονοξυλοτετραόζης (MeGX4), που διαθέτει ένα μόνο 
υποκαταστάτη μεθυλογλυκουρονικού οξέος στο προτελευταίο μόριο ξυλόζης από το μη 
αναγωγικό άκρο του μορίου της ένωσης [19]. Ένα πλεονέκτημα της συγκεκριμένης 
ενδοξυλανάσης είναι η ικανότητα  αποικοδόμησης μορίων ξυλάνης που περιέχουν 
υποκαταστάτες οξικού οξέος, όπως είναι οι ημικυτταρινάσες με προέλευση από ξύλο 
σκληρού τύπου. Μάλιστα, η δράση της δεν επηρεάζεται από τη παρουσία ακετυλομάδων σε 
μόρια ξυλόζης με υποκαταστάτη 4-Ο-μέθυλο-D-γλυκουρονικού οξέος [20]. 

 

Εικόνα 3. Πιθανά προϊόντα υδρόλυσης μορίου ξυλάνης με υποκαταστάτη μεθυλο-γλυκουρονικού οξέος 
ως αποτέλεσμα της δράσης της GH11.  
 

1.2.1.2 GH30 
Οι GH30 είναι μια οικογένεια γλυκοσιδασών με μεγάλο ενδιαφέρον λόγω των διαφορετικών 
δράσεων που παρουσιάζουν κατά την αποικοδόμηση της ξυλάνης. Τα ένζυμα της GH30 
οικογένειας κατατάσσονται ανάλογα με τα φυλογενετικά τους χαρακτηριστικά σε 11 υπο-
ομάδες και εμφανίζουν έντονες διαφορές ως προς την εξειδίκευση και τη λειτουργία τους. 
Ενδεικτικά, στην GH30 οικογένεια περιλαμβάνονται β-γλυκοζιδάσες, β-γλυκουρονοζιδάσες, 
β-ξυλοζιδάσες, β-(1-4)-ξυλοβιοϋδρολάσες, β-(1-4)-ενδοξυλανάσες, β-(1-6)-γλουκανάσες, β-
(1-4)-φουκοζιδάσες και  β-(1-4)-γαλακτανάσες [21][22]. Ανάμεσα στις GH30 υπο-ομάδες, 
διακρίνονται η GH30_7 και η GH30_8, οι οποίες περιέχουν ένζυμα που υδρολύουν τους β-
1,4-D γλυκοσιδικούς δεσμούς σε μόρια ξυλάνης [23]. 
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1.2.1.2.1 GH30_8 
 Οι GH30_8 είναι ένζυμα βακτηριακής προέλευσης και δρουν κυρίως ως εξειδικευμένες 
ενδοξυλανάσες (EC 3.2.1.136) σε μόρια γλυκουρονοξυλάνης. Συγκεκριμένα, οι GH30_8 
υδρολύουν ξυλοζιτικούς δεσμούς σε μη υποκατεστημένα μόρια ξυλόζης που συνδέονται με 
μονάδες ξυλόζης που διαθέτουν υποκαταστάτη του γλυκουρονικού οξέος (GlA) ή μέθυλο-
γλυκουρονικού οξέος (MeGlA). Ίδια δράση ενδέχεται να παρουσιάζουν σε μικρότερη 
κλίμακα σε ολιγοσακχαρίτες ή πολυσακχαρίτες που δεν περιέχουν υποκαταστάτες MeGlA. 
Μολονότι, οι περισσότερες GH30_8 παρουσιάζουν τις ίδιες ιδιότητες όσον αφορά τη δράση 
τους, εντούτοις έχουν αναγνωριστεί δυο GH30_8 που παράγονται από κλωστρίδια χωρίς 
εξειδίκευση γλυκουρονοξυλανάσης. Οι εν λόγω ξυλανάσες εκτός της δράσης 
γλυκουρονοξυλανάσης, λειτουργούν ως αραβινοξυλανάσες, ενώ εμφανίζουν υψηλή 
υδρολυτική ικανότητα σε γραμμικά μόρια ξυλο-ολιγοσακχαριτών. Η απουσία της 
εξειδίκευσης πιθανότατα οφείλεται σε κάποια τροποποίηση της πρωτοταγούς δομής της 
περιοχής του ενζύμου που ευθύνεται για την αναγνώριση των υποκαταστατών MeGlA. 
Τέλος, ένα σημαντικό πλεονέκτημα των GH30_8 είναι η δυνατότητα δράσης τους 
ανεξάρτητα από τη παρουσία 3-Ο-ακετυλομάδας  [24]. 
 

1.2.1.2.2 GH30_7 
Οι GH30_7 (EC 3.2.1.-) είναι ευκαρυωτικά ένζυμα μυκητιακής προέλευσης που 
χαρακτηρίζονται από δράση τόσο ενδοξυλανάσης (EC 3.2.1.8) όσο και εξωξυλανάσης. Δεν 
χαρακτηρίζονται από την εξειδίκευση που διέπει τις GH30_8 ως γλυκουρονοξυλανάσες με 
αποτέλεσμα να υδρολύουν όχι μόνο υποστρώματα γλυκουρονοξυλάνης αλλά και 
αραβινοξυλάνης, γραμμικών μορίων ξυλάνης και γραμμικών β-1,4 ξυλο-όλιγοσακχαριτών 
Στη συγκεκριμένη υπο-οικογένεια ανήκουν διαφορετικά είδη ενζύμων, όπως εξειδικευμένες ή 
μη εξειδικευμένες γλυκουρονοξυλανάσες, ένζυμα που απελευθερώνουν μονάδες ξυλόζης και 
ξυλοβιοϋδρουλάσες (EC 3.2.1.-) [23][24]. Για παράδειγμα, η ξυλανάση TtXyn30A με 
προέλευση από ένα ανασυνδυασμένο γονίδιο του στελέχους Thermothelomyces thermophila 
ανήκει στη GH30 οικογένεια και χαρακτηρίζεται από δράση γλυκουρονοξυλανάσης, όπως οι 
GH30_8, και ξυλοβιοϋδρολάσης σε γραμμικά και υποκατεστημένα μόρια ξυλάνης. Κατά τη 
δράση ξυλοβιοϋδρολάσης η TtXyn30A υδρολύει δεσμούς από το αναγωγικό άκρο μορίων 
ξυλάνης ανεξάρτητα από τη παρουσία υποκαταστατών. Τα προϊόντα υδρόλυσης λόγω της 
έξω-δράσης της είναι η ξυλοβιόζη, μια ξυλοβιόζη με έναν υποκαταστάτη MeGlA στο μόριο 
ξυλόζης που συνδέεται με το μη αναγωγικό άκρο της ένωσης και μια ξυλοτριοζή με έναν 
υποκαταστάτη MeGlA στο ενδιάμεσο μόριο ξυλόζης. [22] 
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Εικόνα 4. Πιθανά προϊόντα υδρόλυσης μορίου ξυλάνης με υποκαταστάτη μεθυλο-γλυκουρονικού οξέος 
ως αποτέλεσμα της έξω-δράσης της TtXyn30A.  
 

1.2.1.2.3 Δομή των GH30 
Κοινό χαρακτηριστικό των καταλυτικών δομών όλων των μελών της GH30 οικογένειας είναι 
η διαμόρφωση ενός συγκεκριμένου μοτίβου, που καλείται TIM. Το μοτίβο TIM (triose 
phosphate isomerase motif) ή αλλιώς (β/α)8 βαρέλι αποτελεί μια μορφή αναδίπλωσης που 
απαρτίζεται από 8 παράλληλες β-αλυσίδες, η καθεμία συνδεδεμένη με μια αντίστοιχη α-
έλικα. Οι α-έλικες βρίσκονται εκτεθειμένες στην επιφάνεια του βαρελιού και συνδέονται με 
τα β-πτυχωτά φύλλα μέσω β-α βρόγχων. Το Ν-τελικό άκρο του TIM μοτίβου συνδέεται 
ισχυρά μέσω ενός διπλού συνδέσμου με ένα β-πτυχωτό φύλλο αποτελούμενο από 9 
ευθυγραμμισμένες αλυσίδες (β9-δομή). Ωστόσο, ο τρόπος σύνδεσης του TIM με τη β9-δομή 
διαφέρει ανάλογα με την υπο-οικογένεια στην οποία ανήκει μια GH30 ξυλανάση. Στη 
περίπτωση των GH30_1, 2, 3 και 9, οι πρώτες 3 αλυσίδες της β9-δομής τοποθετούνται πριν το 
TIM μοτίβο, ενώ οι υπόλοιπες 6 αλυσίδες βρίσκονται στο τέλος του ΤΙΜ μοτίβου. Αντίθετα, 
στη περίπτωση των GH30_4, 5, 6, 7 και 8, μια αλυσίδα της β9-δομής προηγείται του 
πολυμερούς που προσδένεται στο TIM μοτίβο, ενώ οι υπόλοιπες 8 αλυσίδες κωδικοποιούνται 
κατά την έξοδο του πολυμερούς από την καταλυτική δομή [24]. 

Η έλλειψη εξειδίκευσης που παρουσιάζουν οι GH30_7 οφείλεται σε διαφορές της δομής τους 
και στην έλλειψη ενός κατάλοιπου αργινίνης στον β8-α8 βρόγχο που υπάρχει στις 
εξειδικευμένες γλυκουρονοξυλανάσες GH30_8 και ευθύνεται για την αναγνώριση του 
υποκαταστάτη MeGlA.[24] Η εξειδικευμένη γλυκουρονο-ξυλανολυτική δράση των GH30_8 
αποδίδεται σε μια βασική αργινίνη, όπου η ομάδα γουανιδίνης της αναπτύσσει έντονες 
ιοντικές αλληλεπιδράσεις σχηματίζοντας γέφυρα άλατος με τον C6 της καρβοξυλομάδας του 
MeGlA. Στις GH30_7 η αναγνώριση του MeGlA πραγματοποιείται από μια ευκαρυωτική 
αργινίνη που διαφέρει στη δομή από την αντίστοιχη βακτηριακή αργινίνη των GH30_8 
ξυλανασών. Η ευκαρυωτική αργινίνη εντοπίζεται στο βρόγχο β1-α1 και διαθέτει μόνο ένα 
άτομο N γουανιδίνης που μπορεί να αναπτύξει ιοντικές αλληλεπιδράσεις με τα οξυγόνα του 
C6  του MeGlA. Επιπλέον διαφορές που παρουσιάζουν οι GH30_7 είναι η έλλειψη της α6 



17 
 

έλικας, η παρουσία β8, β8Α και β8Β πτυχωτών φύλλων, καθώς και τροποποιήσεις στο μήκος 
ορισμένων αλληλουχιών [24] [25]  

 

Εικόνα 5. Δομή μιας GH30_7 ξυλανάσης από το μύκητα Talaromyces cellulolyticus (TcXyn30C) στην 
οποία έχει προσδεθεί ένα πολυμερικό μόριο. Η χρωματιστή δομή αναπαριστά της δομή της TcXyn30C, 
ενώ με άσπρο χρώμα προσομοιάζεται η δομή της πολυμερικής αλυσίδας [26].  
 
1.2.2 Β-ξυλοζιδάσες 
Μια ομάδα ενζύμων που θεωρούνται ιδιαίτερης σημασίας για την παραγωγή σακχάρων είναι 
οι β-ξυλοζιδάσες. Οι β-ξυλοζιδάσες παρουσιάζουν διαφορές μεταξύ τους όσον αφορά τη 
δομή τους, ενώ η εξειδίκευσή τους ποικίλει ανάλογα με  τον οργανισμό προέλευσής τους και 
την ανομοιογένεια των υποστρωμάτων τους. Σύμφωνα με μελέτες, ένζυμα που εμφανίζουν 
δράση β-ξυλοζιδάσης σε φυσικά υποστρώματα ανήκουν στις οικογένειας GH 3, 5, 30, 39, 43, 
51, 52, 120. Στη περίπτωση των β-ξυλοζιδασών η υδρόλυση των γλυκοζιτικών δεσμών 
μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε μέσω διατήρησης είτε μέσω πλήρους αναστροφής της 
διαμόρφωσης του ανωμερικού άνθρακα. Η δράση τους περιλαμβάνει την υδρόλυση 
γλυκοζιτικών δεσμών σε μόρια ξυλο-ολιγοσακχαριτών προς παραγωγή μονομερών D-
ξυλόζης [27]. Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί ότι οι β-ξυλοζιδάσες δεν υδρολύουν κάθε μορφής 
β-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς. Η δράση της περιορίζεται από τη παρουσία υποκαταστατών 
στη κύρια αλυσίδα της ξυλάνης, όπως είναι οι υποκαταστάτες γλυκουρονικού και μέθυλο-
γλυκουρονικού οξέος. Όταν η β-ξυλοζιδάση συναντά μόριο ξυλόζης με ένα από τους δυο 
υποκαταστάτες κατά μήκος του σκελετού της ξυλάνης, τερματίζεται η δράση της στο μόριο 
και είναι ελεύθερα διαθέσιμη για την υδρόλυση άλλων μορίων [28]. 
 

1.2.3  Ακετυλο-ξυλανο-εστεράσες  
Οι εστεράσες είναι ένζυμα που διακρίνονται σε διαφορετικούς τύπους ανάλογα με τη δράση 
τους. Ανάμεσά τους διακρίνονται οι ακετυλο-ξυλανο-εστεράσες, οι φερουλο-εστεράσες και 
οι γλυκουρονο-εστεράσες [29]. Οι ακετυλο-ξυλανο-εστεράσες (AXEs, acetyl xylan esterases) 
είναι ένζυμα που συμμετέχουν στην αποικοδόμηση της ξυλάνης μέσω αφαίρεσης O-
ακετυλομάδων. Οι συγκεκριμένοι υποκαστάτες εμφανίζονται συχνά κατά μήκος του 
σκελετού της ξυλάνης και ειδικά σε υποστρώματα, όπως είναι το ξύλο οξιάς και ξύλο 
σημύδας [30]. Αποτρέπουν τη δράση των ξυλανασών που υδρολύουν δεσμούς στο σκελετό 
της ξυλάνης λόγω στερικής παρεμπόδισης. Οι εστεράσες διασπούν τους εστερικούς δεσμούς 
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στις θέσεις 2 ή/και 3 στις μονάδες ξυλόζης που συνδέονται με τις O-ακετυλο-ομάδες 
βελτιώνοντας τo βαθμό υδρόλυσης της ξυλάνης [31]. Εκτός από την άμεση συμβολή τους 
στην αποικοδόμηση της ξυλάνης και τη δράση των ξυλανασών, οι ακετυλο-ξυλανο-
εστεράσες υποθάλπουν έμμεσα την αποικοδόμηση της κυτταρίνης. Η διευκόλυνση της 
υδρόλυσης δομών ξυλάνης που είναι τοποθετημένες στο πολύπλοκο δίκτυο της κυτταρίνης 
και η απομάκρυνση των σχηματιζόμενων από τις ξυλανάσες ολιγοσακχαριτών ενισχύει τη 
πρόσβαση των κυτταρινασών στη κυτταρίνη [32]. 
 

1.2.4  Ενζυμικό σύστημα αποικοδόμησης της κυτταρίνης 
Οι κυτταρινάσες αποτελούν μια ομάδα ενζύμων που καταλύουν την διεργασία υδρόλυσης της 
κυτταρίνης. Περιλαμβάνουν ένα πλήθος ενζύμων, τα οποία υδρολύουν τους β-1,4-
γλυκοζιτικούς δεσμούς σε κυτταρινούχα υποστρώματα και ανάλογα με τον τρόπο δράσης 
τους διακρίνονται σε ενδογλουκανάσες, έξωγλουκανάσες  ή β-γλυκοζιδάσες [33]. 

Η δράση των κυταρινασών στα ινίδια κυτταρίνης πραγματοποιείται μέσω 4 σταδίων. Κατά το 
πρώτο στάδιο, η κυτταρινάση προσδένεται στη κυτταρίνη μέσω μιας μονάδας πρόσδεσης 
υδατανθράκων (CBM). Σε δεύτερη φάση, το μόριο της κυτταρίνης τοποθετείται κοντά στο 
ενεργό κέντρο του ενζύμου. Στο τρίτο στάδιο, οι γλυκοζιτικοί δεσμοί υδρολύονται και τα 
προϊόντα της υδρόλυσης απελευθερώνονται. Τέλος, το ένζυμο διαχέεται στην υγρή φάση του 
διαλύματος και είναι έτοιμο σε δράσει σε ένα καινούργιο μόριο κυτταρίνης [34]. 

 

1.2.4.1 Ένδογλουκανάσες  
Οι ενδογλουκανάσες ή β-1,4-ενδογλουκανάσες διασπούν β-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς 
απελευθερώνοντας μονάδες ολιγοσακχαριτών που προορίζονται για υδρόλυση από 
εξωγλουκανάσες και β-γλυκοζιδάσες. Δρουν κατά κύριο λόγο σε άμορφες και διογκωμένες 
περιοχές της κυτταρίνης, ενώ εμφανίζουν μειωμένη έως και καθόλου δραστικότητα σε 
κρυσταλλικές περιοχές. Η δράση τους εντοπίζεται και σε υποστρώματα, όπως  δεξτρίνες και 
ενδιάμεσα προϊόντα που παράγονται κατά την υδρόλυση της κυτταρίνης, τα οποία διασπούν 
προς σχηματισμό γλυκόζης και κελλοβιόζης [35][9]. Ακόμη, υπάρχει μια κατηγορία 
ενδογλουκανασών που ονομάζονται ξυλογλουκανάσες  και υδρολύουν μόρια ξυλογλυκάνης. 
Ως ξυλογλυκάνη αναφέρεται ένα μόριο αποτελούμενο από μονάδες D-γλυκόζης ενωμένων με 
β-1,4-γλυκοζιτικούς δεσμούς, που περιέχει υποκατάστατες D-ξυλόζης. Οι ξυλογλουκανάσες 
έχουν εξειδικευμένη δράση με αποτέλεσμα να μην δρουν σε υποστρώματα κυτταρίνης [35]. 

Ένζυμα με δράση ενδογλουκανάσης παρατηρούνται σε 16 GH οικογένειες συνολικά, ενώ 
όσα είναι μυκητιακής προέλευσης ανήκουν στις GH 5-9, 12, 44, 45, 48, 51 και 74. 
Ενδογλουκανάσες της GH7 οικογένειας (EG7) έχουν μελετηθεί σε μεγάλο βαθμό λόγω των 
εξαιρετικών ιδιοτήτων που παρουσιάζουν. Παρόλο που οι EG7 δεν εμφανίζουν κάποια 
εξειδίκευση όσον αφορά το υπόστρωμα, συνήθως υδρολύουν ικανοποιητικά την κυτταρίνη 
και σε μικρό βαθμό τη β-γλυκάνη και την ξυλάνη [36]. 
 

1.2.4.2  Έξωγλουκανάσες 
Οι εξωγλουκανάσες ή αλλιώς κελλοβιοϋδρολάσες είναι κυτταρινάσες με ικανότητα 
υδρόλυσης μορίων ολιγοσακχαριτών. Η υδρόλυση των ολιγοσακχαριτών μπορεί να 
πραγματοποιηθεί από το αναγωγικό τους άκρο μέσω των κελλοβιοϋδρολασών τύπου Ι (CBH 
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I) ή από το μη αναγωγικό τους άκρο μέσω των κελλοβιοϋδρολασών τύπου ΙΙ (CBH II). 
Επιπροσθέτως, οι CBH I και CBH II διαθέτουν την ικανότητα υδρόλυσης μεγαλύτερων 
μορίων με αποτέλεσμα η δράση τους να επεκτείνεται στις κρυσταλλικές περιοχές της 
κυτταρίνης. Η διαφορά στον καταλυτικό μηχανισμό των CBH I και CBH II επιτρέπει τη 
συνεργιστική αλληλεπίδραση τους. Κύριο προϊόν της δράσης τους είναι η κελλοβιόζη, η 
οποία αποτελεί ισχυρό παρεμποδιστή των κελλοβιοϋδρολασών. Η παρεμπόδιση που 
δημιουργείται μπορεί να αντιμετωπισθεί μέσω της μετατροπής της κελλοβιόζης σε γλυκόζη, 
μια αντίδραση που καταλύεται από τις β-γλυκοζιδάσες [37]. 
 

1.2.4.3 B-γλυκοζιδάσες 
Κατά το τελευταίο στάδιο υδρόλυσης της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας οι β-γλυκοζιδάσες 
υδρολύουν τη κελλοβιόζη και τους ολιγοσακχαρίτες αφαιρώντας μόρια γλυκόζης από το μη-
αναγωγικό τους άκρο [33]. Οι β-γλυκοζιδάσες προέρχονται κυρίως από τις οικογένειες GH1 
και GH3 αλλά εντοπίζονται και με μικρότερη συχνότητα στις GH5, 9 και 30. [38] 

Παρά το γεγονός ότι οι β-γλυκοζιδάσες συνδράμουν στην αποικοδόμηση της κελλοβιόζης, η 
γλυκόζη αποτελεί ισχυρό παρεμποδιστή τους με αποτέλεσμα να μειώνεται ο ρυθμός 
αποικοδόμησης της κελλοβιόζης όσο αυξάνεται η συγκέντρωση της γλυκόζης. Η ανάγκη 
αξιοποίησής τους στο τομέα της Βιοτεχνολογίας καθιστά απαραίτητη την αναζήτηση β-
γλυκοζιδασών που χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερη ανοχή στη παρουσία γλυκόζης. [38] 

 

1.2.5 Συνεργιστικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ ενζύμων αποικοδόμησης 
λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας  
1.2.5.1  Συνεργιτισμός μεταξύ κυτταρινασών 
Η αποτελεσματική υδρόλυση της κυτταρίνης μπορεί να επιτευχθεί μέσα από τη δράση ενός 
ετερογενούς συστήματος διαφόρων κυτταρινασών, τα οποία παρουσιάζουν συνεργιστικές 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. Ο συνεργιτισμός που παρουσιάζεται οφείλεται στο γεγονός ότι 
το προϊόν της δράσης ενός ενζύμου αποτελεί το υπόστρωμα πάνω στο οποίο δρα κάποιο άλλο 
διαφορετικό ένζυμο. Το αποτέλεσμα του συνεργιτισμού είναι η αύξηση του βαθμού 
απόδοσης του τελικού προϊόντος της υδρόλυσης. Μερικοί βασικοί συνεργιτισμοί που έχουν 
μελετηθεί είναι εκείνοι των συστημάτων ενδογλουκανάσης-κελλοβιοϋδρολάσης και 
κελλοβιοϋδρολάσης – β-γλυκοζιδάσης [34]. Οι κελλοβιοϋδρολάσες απελευθερώνουν μόρια 
κελλοβιόζης από τα άκρα της αλυσίδας της κυτταρίνης, ενώ οι ενδογλουκανάσες διασπούν 
γλυκοζιτικούς δεσμούς στο εσωτερικό της αλυσίδας της κυτταρίνης. Οι β-γλυκοζιδάσες 
διασπούν τους ολιγοσακχαρίτες που παράγονται από τη δράση των κελλοβιοϋδρολασών και 
ενδογλουκανασών [39]. 
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Εικόνα 6. Σχηματική αναπαράσταση της συνεργιστικής δράσης β-γλυκοσιδάσης, ενδογλουκανάσης και 
έξωγλουκανάσης [39]. 

 

1.2.5.2 Συνεργιτισμός μεταξύ κυτταρινασών και ξυλανασών 
Ο συνεργιτισμός μεταξύ κυτταρινασών και ξυλανασών κατά την υδρόλυση της 
λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας έχει μελετηθεί αρκετά και σε πολλές περιπτώσεις τα 
αποτελέσματα είναι ενθαρρυντικά. Οι ξυλανάσες υδρολύουν την ξυλάνη, όπως 
προαναφέρθηκε, με θετικό αντίκτυπο ως προς τη δράση των κυτταρινασών, καθώς 
διευκολύνεται η πρόσβαση τους στη κυτταρίνη. Η ξυλάνη συνήθως προσκολλάται στην 
επιφάνεια της κυτταρίνης με αποτέλεσμα να εμποδίζεται η πρόσβαση των ενζύμων και η 
υδρόλυση των γλυκοσιδικών δεσμών [23]. Στη πραγματικότητα η απομάκρυνση της ξυλάνης 
αποδεσμεύει τμήματα της αλυσίδας της κυτταρίνης που είναι πλέον διαθέσιμα για 
αποικοδόμηση [24]. 

Η θεωρία της συνεργιστικής σχέσης μεταξύ κυτταρινασών και ξυλανασών έχει αποδειχθεί 
πειραματικά. Για παράδειγμα, κατά τη μελέτη του συνεργιτισμού μεταξύ διαφόρων 
κυτταρινασών, όπως κελλοβιοϋδρολάσες (CBH I, CBH II), ενδογλουκανάσες (EG1, EG2) 
και β-γλυκοζιδάση, και μιας θερμοσταθερής GH11 από ένα γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος Nonomuraea flexuosa επιβεβαιώθηκε ο παραπάνω ισχυρισμός [24]. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι στη περίπτωση που χρησιμοποιείται μόνο η GH11 για την 
υδρόλυση προκατεργασμένου  υποστρώματος από άχυρο σίτου, τα προϊόντα της υδρόλυσης, 
ξυλόζη, ξυλοβιόζη και γλυκόζη, είναι σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις. Αντίθετα, όταν το 
υπόστρωμα υδρολύθηκε από μίγμα κυτταρινασών με τη GH11, οι ποσότητες των 
παραγόμενων σακχάρων αυξήθηκαν σημαντικά [24]. Ανάλογο συμπέρασμα προέκυψε και 
από τη μελέτη συνεργιτισμού μεταξύ μιας ανασυνδυασμένης GH11 εκφρασμένη από τον 
μικροοργανισμό Malbrancea cinnamomea και ενός εμπορικού ενζυμικού παρασκευάσματος 
που περιέχει μια ποικιλία κυτταρινασών, Cellic CTec2 (Novozymes) σε προκατεργασμένο 
υπόστρωμα άχυρου ρυζιού και βαγάσσης. Η αντικατάσταση μια ποσότητας του Cellic CTec2 
από τη GH11 επέφερε αύξηση του βαθμού υδρόλυσης του υποστρώματος σε σχέση με τη 
περίπτωση που χρησιμοποιήθηκε μόνο Cellic CTec2 [40]. 
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1.2.5.3 Συνεργιτισμός μεταξύ ξυλανασών και β-ξυλοζιδασών 
Η πολύπλοκη δομή της ξυλάνης, που περιέχει πλήθος διαφόρων υποκαταστατών καθιστά 
απαραίτητη τη διερεύνηση των συνεργιτιστικών σχέσεων που αναπτύσσονται  μεταξύ των 
ξυλανολυτικών ενζύμων. Έχει βρεθεί ότι η δράση μεταξύ ξυλανασών ή εξωξυλανάσων με 
ξυλανάσες έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της ποσότητας των παραγόμενων 
ολιγοσακχαριτών [18]. 

Σχετικά με τις ενδοξυλανάσες  GH11 και GH30_7, που βρίσκονται στο επίκεντρο της 
παρούσας μελέτης, έχει βρεθεί ότι αναπτύσσεται συνεργιστική σχέση μεταξύ τους. Σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα μιας μελέτης του συνεργιτισμού μεταξύ μιας GH30_7 και GH11 που 
απομονώθηκαν από το μύκητα Talaromyces cellulolyticus, παρατηρήθηκε ότι κατά την 
υδρόλυση υποστρώματος γλυκουρονοξυλάνης και αραβινοξυλάνης η παραγόμενη ποσότητα 
ξυλόζης αυξήθηκε. Συγκεκριμένα, η GH30 διέσπασε τα διακλαδισμένα και γραμμικά ξύλο-
ολιγομερή, που παράχθηκαν από τη δράση της GH11, δηλαδή τα προϊόντα της δράσης της 
GH11 αποτέλεσαν υπόστρωμα για τη GH30 [41]. 

Οι β-ξυλοζιδάσες έχουν μελετηθεί ως προς τις αλληλεπιδράσεις με ενδοξυλανάσες. Οι 
ενδοξυλανάσες καταναλώνουν ξυλάνη προς παραγωγή ξυλο-oλιγοσακχαριτών, τους οποίους 
εν συνεχεία υδρολύουν οι β-ξυλοζιδάσες προς σχηματισμό μονομερών  D-ξυλόζης. Ένα 
σημαντικό πλεονέκτημα του συνεργιτισμού τους είναι η μείωση της συγκέντρωσης των ξυλο-
ολιγοσακχαριτών που αποτελούν ισχυρούς παρεμποδιστές για τη δράση των ενδοξυλανασών 
[18]. Παρόλο που η  ξυλόζη είναι παρεμποδιστής των ενδοξυλανασών, θεωρείται ότι δεν 
είναι τόσο ισχυρός όσο οι ξυλο-ολιγοσακχαρίτες. Ομοίως, οι κυτταρινάσες παρεμποδίζονται 
περισσότερο από τη παρουσία των ξυλο-ολιγοσακχαριτών σε σχέση με τη γλυκόζη και τη 
κελλοβίοζη [15]. Η συμμετοχή της β-ξυλοζιδάσης σε ένα ενζυμικό σύστημα αποικοδόμησης 
της ξυλάνης από ξυλανάσες εγγυάται την αύξηση της παραγωγής της ξυλοζής αλλά δεν 
εξασφαλίζει τη πλήρη αποικοδόμηση των ξυλο-ολιγοσακχαριτών. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, 
η παρουσία υποκαταστατών γλυκουρονικού και μεθυλο-γλυκουρονικού οξέος σε μόρια 
ξυλάνης παρεμποδίζει τη δράση των β-ξυλοζιδασών με αποτέλεσμα τη διακοπή της 
υδρόλυσής τους [42]. 
 

1.3 Οι μύκητες ως ενζυμικό σύστημα αποικοδόμησης της βιομάζας  
Οι μύκητες αποτελούν ένα ξεχωριστό βασίλειο ευκαρυωτικών οργανισμών που περιλαμβάνει 
τις μούχλες, τα μανιτάρια, τις λειχήνες, τους σκωριομύκητες και τους ζυμομύκητες, οι οποίοι 
συμβάλλουν σημαντικά στη βιόσφαιρα, στη βιομηχανία, στην ιατρική και στην έρευνα [43]. 
Πάνω από 1.5 εκατομμύρια είδη μυκήτων εκτιμώνται ότι υπάρχουν εκ των οποίων 60000 
περίπου θεωρείται ότι έχουν χαρακτηριστεί ως σήμερα [44]. 

Η ακριβής δομή του φυλογενετικού δέντρου που περιγράφει την εξελικτική πορεία των 
μυκήτων είναι αμφιλεγόμενη. Κατά γενεαλογική σειρά οι μύκητες διακρίνονται σε δυο 
ομάδες, τα μικροσπορίδια και τα nucleariida. Ωστόσο, τα μικροσπορίδια παρουσιάζουν μια 
ιδιαιτερότητα που χρήζει περαιτέρω μελέτης. Τα μικροσπορίδια μπορούν να παρουσιάζονται 
είτε ως μύκητες είτε ως αδελφή ομάδα των μυκήτων. Οι σημαντικότερες κατηγορίες μυκήτων 
παρουσιάζονται στην Εικόνα 8 [43]. 
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Εικόνα 7. Φυλογενετικό δέντρο των μυκήτων, που απεικονίζει τα κυριότερα μέλη του, καθώς και τις 
σχέσεις μεταξύ τους [43]. 
 

1.3.1 Βασιδιομύκητες  
Οι βασιδιομύκητες συνιστούν μια μεγάλη ομάδα μυκήτων που αξιοποιούνται σε 
βιοδιεργασίες ως εργοστάσια παραγωγής ενζύμων. Πάνω από 30000 είδη ανήκουν στη 
συγκεκριμένη κατηγορία μυκήτων, ενώ εκτιμάται ότι το 34% των μυκήτων υπάγονται στη 
συγκεκριμένη ομάδα [43][45]. Οι βασιδιομύκητες εμφανίζουν ευελιξία όσον αφορά τις 
περιβαλλοντικές συνθήκες ανάπτυξής τους, καθώς και τα υποστρώματα στα οποία 
αναπτύσσονται. Θεωρούνται εξαιρετικοί αποικοδομητές της ξυλώδους βιομάζας λόγω της 
ικανότητας διάσπασης  πολυσακχαριτών που απαρτίζουν τα κυτταρικά τοιχώματα των 
φυτικών κυττάρων. Η υψηλή αποικοδομητική τους ικανότητα, το χαμηλό κόστος ανάπτυξής 
τους, η ανάπτυξη και η ανοχή τους σε δυσμενείς περιβαλλοντικές συνθήκες, η δυνατότητα 
έκφρασης ενός μεγάλου αριθμού ξυλανολυτικών και λιγνολυτικών ενζύμων είναι μερικές από 
τις ιδιότητες που τα καθιστούν κατάλληλα για την εφαρμογή τους στη βιομηχανία [45].  
 

1.3.1.1 Το γένος Abortiporus  
O Abortiporus biennis είναι ένας σαπροφυτικός μύκητας που συναντάται στη φύση σε 
φυλλοβόλα και κωνοφόρα δέντρα [46]. Ανήκει τους Βασιδιομύκητες λευκής σήψης και 
αναπτύσσεται κυρίως στη Κίνα, την Ιαπωνία και τη Δυτική Ευρώπη. Αποτελεί ένα εδώδιμο 
και θεραπευτικό μανιτάρι, το οποίο χρησιμοποιείται πολλά χρόνια στο τομέα της 
Φαρμακευτικής και της Βιολογίας [47]. Θεωρείται ένας από τους πιο αποτελεσματικούς 
μύκητες για την αποικοδόμηση της λιγνινοκυτταρίνης, ενώ έχει βρεθεί ότι τα ένζυμα που 
παράγει αποσυνθέτουν πλήρως τα κυτταρικά τοιχώματα των φυτικών κυττάρων [46]. Λόγω 
της φύσης του επίδραση του στα δέντρα είναι παρασιτική με αποτέλεσμα τη φθορά του 
ξύλου. Ο συγκεκριμένος οργανισμός παράγει εξωκυτταρικά όχι μόνο λακκάσες άλλα και 
οξαλικές οξειδάσες, γεγονός που το διαφοροποιεί έναντι των άλλων μυκήτων αποικοδόμησης 
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του ξύλου. Επιπλέον, κατά την ανάπτυξή καλλιεργειών του εκκρίνονται εξω-πολυσακχαρίτες 
σε μεγάλες ποσότητες. Οι εξω-πολυσακχαρίτες είναι μεταβολίτες υψηλής αξίας που 
παρουσιάζουν ανοσοδιεγερτικά, αντικαρκινικά και αντιοξειδωτικά οφέλη, καθώς και 
φαρμακολογικές ιδιότητες [47]. 
 

1.3.1.2 Το γένος Pleurotus 
Το γένος Pleurotus υπάγεται στους Βασιδιομύκητες και αποτελεί μια μεγάλη ομάδα 
μανιταριών που περιλαμβάνει καλλιεργήσιμους και βρώσιμους μύκητες. Όπως το 
Abortiporus, πρόκειται για σαπροφυτικό μύκητα λευκής σήψης που αναπτύσσεται σε ξυλώδη 
υποστρώματα [48]. Οι ιδιότητες του έχουν διευρύνει το εύρος εφαρμογών στην Ιατρική, τη 
Βιοτεχνολογία, τα Τρόφιμα και το περιβάλλον [48] . 

Εκτιμάται ότι 200 είδη του γένους Pleurotus καταναλώνονται ετησίως, ενώ θεωρείται το 
δεύτερο σε υψηλότερη κατανάλωση γένος μανιταριών. Το Pleurotus Ostreatus, που αποτελεί 
ένα από τα πιο διαδομένα βρώσιμα μανιτάρια του συγκεκριμένου γένους, είναι εξαιρετική 
πηγή  πρόσθετων τροφίμων χάρις στην υψηλή συγκέντρωσή του σε αντιξειδωτικά, βιοενεργά 
συστατικά και β-γλυκάνες. Επιπροσθέτως, τα μανιτάρια Pleurotus αποκτούν συνεχώς 
μεγαλύτερο ενδιαφέρον ως λειτουργικά τρόφιμα λόγω της περιεκτικότητάς τους σε 
συστατικά, όπως μέταλλα, ίνες, λιπίδια και βιταμίνες. Βέβαια, η σύσταση κάθε είδους σε 
πρωτεΐνες, υδατάνθρακες, λιπίδια και άλλα συστατικά διαφέρει. Ενδεικτικά, αναφέρεται από 
τη βιβλιογραφία ότι τα είδη Pleurotus citrinopileatus και P.djamor χαρακτηρίζονται από τη 
υψηλότερη αναλογία σε πρωτεϊνικό υλικό [49]. 

Εξίσου σημαντική είναι η συνεισφορά των οργανισμών του γένους Pleurotus στις ιατρικές 
εφαρμογές. Η αξία τους στο τομέα της Ιατρικής οφείλεται στις αντικαρκινογόνες, 
αντιοξειδωτικές, αντιφλεγμονώδεις και ανοσοδιεγερτικές ιδιότητές τους, καθώς και στην 
ικανότητα τους να ρυθμίζουν τα επίπεδα γλυκόζης [49]. 
 

1.3.2  Ενζυμικό σύστημα αποικοδόμησης λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας στους 
βασιδιομύκητες  
Οι βασιδιομύκητες περιέχουν γονίδια, η έκφραση των οποίων κωδικοποιεί ένζυμα 
αποικοδόμησης της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας. Μεταξύ των ενζύμων που παράγουν 
συγκαταλέγεται μια μεγάλη ποικιλία γλυκοσιδικών υδρολασών (GHs), τα οποία 
αποικοδομούν τη κυτταρίνη, τις ημικυτταρίνες και τη πηκτίνη [45]. Επιπλέον, παράγουν 
ένζυμα αποικοδόμησης της λιγνίνης, όπως υπεροξειδάσες λιγνίνης, υπεροξειδάσες 
μαγγανίου, «ευέλικτες» υπεροξειδάσες και λακκάσες με εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα 
[50]. 

Η υπεροξειδάση λιγνίνης είναι μια γλυκοπρωτεΐνη με δράση σε συγκεκριμένα υποστρώματα. 
Οξειδώνει πολλές αρωματικές ενώσεις φαινολικού χαρακτήρα, καθώς και μη φαινολικά 
συστατικά της λιγνίνης που χαρακτηρίζονται από διαφορά δυναμικού μικρότερη από 1.4V 
παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου. Ωστόσο, οι φαινολικές ενώσεις  οξειδώνονται με 
μεγαλύτερο ρυθμό σε σχέση με τις μη φαινολικές ενώσεις. Οι φαινολικές ρίζες, που 
αποτελούν προϊόν της δράσης των υπεροξειδασών λιγνίνης, αντιδρούν με άλλες ενώσεις σε 
συνθήκες παρουσίας οξυγόνου με αποτέλεσμα την έναρξη αντιδράσεων πολυμερισμού είτε 
τη διάσπαση αρωματικών δακτυλίων. Τα πλεονέκτηματά της έναντι των υπολοίπων 



24 
 

υπεροξειδασών είναι η ικανότητά της να οξειδώνει μεθυλιωμένες μονάδες της λιγνίνης που 
παρουσιάζουν υψηλότερη διαφορά δυναμικού [50]. 

Η υπεροξειδάση του μαγγανίου (MnP) είναι μια εξωκυτταρική αιμοπρωτεΐνη που ανήκει στις 
οξειδοαναγωγάσες και η δράση της εξαρτάται από τη παρουσία H2O2. Η MnP καταλύει την 
οξείδωση Mn2+ σε Mn3+, μια αντίδραση που απαιτεί τη παρουσία H2O2 και συνδέεται άμεσα 
με την οξείδωση πολυμερών που αποτελούν παράγωγα της λιγνίνης [51]. Στο τέλος της 
οξείδωσης των ιόντων μαγγανίου, τα Mn3+ διαχέονται από την επιφάνεια του ενζύμου MnP 
στο περιβάλλον του υποστρώματος και είναι σε θέση να οξειδώσουν αρωματικές και 
φαινολικές ενώσεις [52]. 

Οι «ευέλικτες» υπεροξειδάσες είναι ένζυμα που συνδυάζουν ιδιότητες τόσο των 
υπεροξειδασών λιγνίνης όσο και των υπεροξειδασών μαγγανίου. Ένζυμα της συγκεκριμένης 
κατηγορίας οξειδώνουν τη βερατρυλική αλκοόλη, Mn2+, καθώς και αρωματικές και μη 
αρωματικές ενώσεις . Η οξειδωτική δράση τους δεν σχετίζεται με  τη διαφορά δυναμικού των 
υποστρωμάτων, ενώ εμφανίζουν υψηλότερη αποδοτικότητα σε σχέση με τη καταλυτική 
δράση των υπεροξειδασών λιγνίνης και μαγγανίου. Η τελευταία ιδιότητά τους αποδίδεται στο 
γεγονός ότι οι υπεροξειδάσες λιγνινης αδυνατούν να δράσουν σε συνθήκες απουσίας 
βερατρυλικής αλκοόλης, ενώ οι υπεροξειδάσες μαγγανίου δεν οξειδώνουν φαινόλες απουσία 
Mn2+ [50]. 

Οι λακκάσες αποτελούν μια ομάδα ενζύμων που περιέχουν πολλά άτομα χαλκού. Ρόλος τους 
είναι η κατάλυση της μονο-ηλεκτρονικής οξείδωσης φαινολικών ενώσεων συνοδευόμενη από 
αντίδραση αναγωγής του οξυγόνου σε νερό. Μεταξύ των φαινολικών ενώσεων που 
οξειδώνουν περιλαμβάνονται πολυφαινόλες, μονοφαινόλες και μεθόξυ-υποκαταστάτες και 
αρωματικές μονοαμίνες. Οι λακκάσες μυκητιακής προέλευσης είναι μονομερείς 
γλυκοπρωτεΐνες που παράγονται εξωκυτταρικά και συμβάλλουν ουσιαστικά στις διαδικασίες 
σχηματισμού και αποσύνθεσης της λιγνίνης στη φύση. Οι λακκάσες μόνες τους έχουν την 
ικανότητα να καταναλώνουν φαινολικά υποστρώματα με αποτέλεσμα την οξείδωση του Cα, 
τη διάσπαση του δεσμού Cα-Cβ και τη διάσπαση του δεσμού μεταξύ αλκυλίου και αρυλικής 
ομάδας. Όμως, η δράση τους δεν περιορίζεται αποκλειστικά σε αρωματικά υποστρώματα. Με 
την αρωγή διαμεσολαβητών, ουσιών οργανικής φύσης και χαμηλού μοριακού βάρους, οι 
λακκάσες μπορούν να καταλύουν την οξείδωση μη φαινολικών ενώσεων. Στο σύστημα LMS 
(laccase-mediator system) οι λακκάσες οξειδώνουν τους διαμεσολαβητές, οι οποίοι πλέον ως 
εξαιρετικά δραστικές ρίζες κατιόντος μπορούν να οξειδώσουν μη φαινολικές ενώσεις. Οι πιο 
διαδεδομένοι συνθετικοί μεσολαβητές είναι η 1-υδρόξυ-βενζοτριαζόλη (HOBT), η Ν-
υδρόξυφθαλιμίδιο (NHPI) και το 2,2’-αζινοδις-3-αιθυλβενζοθειαζολίνο-6-σουλφονικό οξύ 
(ABTS) [53]. 
 

1.4  Εφαρμογές των ενζυμικών κοκτέιλ  
Η διερεύνηση των ενζυμικών κοκτέιλ αποτελεί ένα εγχείρημα υψίστης σημασίας, καθώς 
συνδέεται άρρηκτα με την ανάγκη βελτίωσης της βιομηχανίας των βιοδιυλιστηρίων. Η 
διαρκώς αυξανόμενη τιμή του πετρελαίου, η ανάγκη διασφάλισης της βιωσιμότητας των 
ορυκτών φυσικών πόρων, καθώς και η κλιματική κρίση  που χαρακτηρίζουν τη σύγχρονη 
εποχή συντελούν στην αναζήτηση εναλλακτικών μεθόδων παραγωγής ενέργειας. Η 
παραγωγή βιοκαυσίμων, όπως βιοαιθανόλη, βιοβουτανόλη και βιοντίζελ, και άλλων 
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χρήσιμων χημικών προϊόντων μέσω της βιομηχανίας των βιοδιυλιστηρίων αποτελεί μια 
εναλλακτική που θα μπορούσε να συνεισφέρει στην οικονομική και τεχνολογική ανάπτυξη 
[54]. Μεταξύ όλων των μεθόδων παραγωγής ενέργειας από λιγνινοκυτταρινούχο βιομάζα η  
ενζυμική υδρόλυση συνίσταται ως η καταλληλότερη για το συγκεκριμένο σκοπό, καθώς 
πραγματοποιείται σε ήπιες περιβαλλοντικές συνθήκες και απαιτεί χαμηλό ενεργειακό κόστος. 
Ωστόσο, το υψηλό κόστος των ενζύμων και η ανθεκτικότητα των κυτταρικών τοιχωμάτων 
έναντι στην υδρόλυση αποτελούν δυο βασικά προβλήματα που δυσχεραίνουν την υλοποίηση 
του εν λόγω εγχειρήματος. Τα ένζυμα, όταν χρησιμοποιούνται μεμονωμένα, εμφανίζουν μια 
σχετικά περιορισμένη ικανότητα υδρόλυσης των κυτταρικών τοιχωμάτων. Η σύνθεση 
ενζυμικών μειγμάτων θεωρείται ότι μπορεί να υπερπηδήσει τα συγκεκριμένα εμπόδια λόγω 
της ικανότητας τους να αυξάνουν τον βαθμό υδρόλυσης του εκάστοτε υποστρώματος. 
Κοκτέιλ ενζύμων με διαφορετική εξειδίκευση μπορούν να δράσουν συνεργιστικά, επειδή είτε 
το καθένα υδρολύει διαφορετικούς δεσμούς στις πολυμερικές αλυσίδες είτε το προϊόν 
υδρόλυσης που οφείλεται στη δράση ενός ενζύμου αποτελεί το υπόστρωμα για τη δράση 
κάποιου άλλου ενζύμου που εμπεριέχεται στο ίδιο ενζυμικό μείγμα [55]. Ακόμη,  ενζυμικά 
μείγματα μπορούν με μικρότερες ποσότητες ενζύμων να επιτύχουν τον ίδιο βαθμό απόδοσης 
της ενζυμικής υδρόλυσης σε μεγαλύτερες ποσότητες υποστρώματος και σε μικρότερο 
χρονικό διάστημα. Τα ενζυμικά κοκτέιλ  μπορούν να περιέχουν ένζυμα διαφορετικής 
προέλευσης ή ένζυμα που παράγονται από τον ίδιο μικροοργανισμό κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξής του [3]. 

Η βιομηχανία χαρτοπολτού και χαρτιού αποτελεί ένα κλάδο στον οποίο η τεχνολογία των 
πολυενζυμικών κοκτέιλ μπορεί να συμβάλει σημαντικά. Η πολτοποίηση της ξυλώδους 
βιομάζας πραγματοποιείται συνήθως με μηχανικές και χημικές μεθόδους. Οι μηχανικές 
μέθοδοι, που χρησιμοποιούνται για το διαχωρισμό των ινιδίων στο λιγνινοκυτταρινούχο 
υλικό, απαιτούν υψηλό ενεργειακό κόστος, ενώ ο πολτός που παράγεται χαρακτηρίζεται από 
χαμηλή φυσική αντοχή και λευκότητα. Οι χημικές μέθοδοι περιλαμβάνουν τη χρήση ισχυρών 
χημικών αντιδραστηρίων για την επεξεργασία και αποχρωματισμό του χαρτοπολτού [56]. Τα 
επίπεδα τοξικότητας των υγρών αποβλήτων και αέριων ρύπων που παράγονται εξαιτίας των 
χημικών μεθόδων αποτελούν σοβαρό κίνδυνο για το περιβάλλον και τα οικοσυστήματα [57]. 
Η βιολογική πολτοποίηση του ξύλου μέσω ξυλανασών πραγματοποιείται μέσω 
αποικοδόμησης των μορίων ξυλάνης στη δομή του ξύλου από τα συγκεκριμένα ένζυμα. 
Επιπροσθέτως, οι ξυλανάσες συνδράμουν στον αποχρωματισμού του ξύλου και την 
απομάκρυνση ακαθαρσιών με αποτέλεσμα την αύξηση της φωτεινότητας του χαρτιού. 
Μελέτες στις οποίες εξετάστηκε η πολτοποίηση μέσω μεμονωμένων κυτταρινασών  
παρουσίασαν ενθαρρυντικά αποτελέσματα. Όπως στη περίπτωση πολτοποίησης μέσω 
ξυλανασών, ο πολτός που παράχθηκε ήταν υψηλής ποιότητας, ενώ η ενέργεια και η ποσότητα 
των χημικών που καταναλώθηκαν ήταν σημαντικά χαμηλότερη σε σχέση με τις 
παραδοσιακές μεθόδους [16]. 

Μια λιγότερο διαδεδομένη αλλά πιθανή εφαρμογή των πολυενζυμικών κοκτέιλ εντοπίζεται 
στη Φαρμακοβιομηχανία. Ένζυμα αποικοδόμησης της λιγνινοκυτταρινούχου ύλης θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως συμπληρώματα διατροφής σε άτομα στα οποία ο 
οργανισμός τους δυσκολεύεται να διασπά τροφές με σύσταση σε πιο πολύπλοκους 
υδατάνθρακες. Επίσης μίγματα λιγνινοκυτταρινούχων ενζύμων μπορούν για την 
αντιμετώπιση περιστατικών phytobezoar. Με το συγκεκριμένο όρο χαρακτηρίζεται η πάθηση 
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κατά την οποία μια μάζα λιγνινοκυτταρινούχου υλικού βρίσκεται παγιδευμένη στο στομάχι 
τους ασθενούς. Ανώδυνες εναλλακτικές που περιλαμβάνουν τη χρήση κυτταρινασών και 
ξυλανασών θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την αντιμετώπιση τέτοιων ιατρικών 
περιστατικών αντικαθιστώντας την μέχρι σήμερα μοναδική μέθοδο αντιμετώπισης, τη 
χειρουργική επέμβαση [16]. 
 

1.5 Στόχος  
Στόχος της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η σύνθεση πολυενζυμικών κοκτέιλ για 
την αποικοδόμηση της λιγνινοκυτταρινούχου βιομάζας και η βελτιστοποίηση της σχέσης 
μεταξύ του ενζυμικού φορτίου και της αποτελεσματικότητάς τους. Για την ορθή μελέτη και  
διεξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων τα κοκτέιλ διακρίθηκαν σε δυο κατηγορίες με βάση τη 
φύση των ενζύμων στο περιεχόμενό τους. Στη πρώτη κατηγορία περιλήφθηκαν συνδυασμοί 
από ενζυμικά εκχυλίσματα που έχουν παραχθεί εξωκυτταρικά από μικροοργανισμούς. Οι 
μικροοργανισμοί που αξιοποιήθηκαν ήταν δυο στελέχη Βασιδιομυκήτων που είχαν μελετηθεί 
προγενέστερα στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας του ΕΜΠ και ένα εμπορικό ενζυμικό 
παρασκεύασμα κυτταρινασών, ημικυτταρινασών και β-γλυκοσιδασών. Τα κοκτέιλ που 
κατατάχθηκαν στη δεύτερη κατηγορία περιλάμβαναν απομονωμένα ένζυμα είτε εμπορικής 
προέλευσης είτε που είχαν απομονωθεί και χαρακτηριστεί στο εργαστήριο. Σε αυτό το στάδιο 
εξετάστηκαν ένζυμα, όπως κυτταρινάσες, ξυλανάσες, μια β-γλυκοζιδάση, β-ξυλοζιδάσες και 
εστεράσες. 
 

2. Υλικά και Μέθοδοι 
2.1 Υλικά 
2.1.1 Χημικά Αντιδραστήρια 

Η διεξαγωγή των πειραμάτων υλοποιήθηκε με χημικά αντιδραστήρια που προμηθεύτηκαν 
από τις εταιρίες AppliChem (Γερμανία), LAB-SCAN (Ιρλανδία), Megazyme (Ιρλανδία) και 
Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.), των οποίων η καθαρότητά ήταν αναλυτικού βαθμού. Τα γυάλινα 
και πλαστικά σκεύη που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από τις εταιρίες Eppendorf 
(Γερμανία), Greiner-Bio One (Γερμανία), Millipore (Η.Π.Α.), ROTH (Η.Π.Α.), SCHOTT AG 
(Γερμανία) και Whatman (Ηνωμένο Βασίλειο). 
 
2.1.2 Μικροοργανισμοί 
Για την παραγωγή των ξυλανολυτικών παρασκευασμάτων αξιοποιήθηκαν τα στελέχη 
Βασιδιομυκήτων Pleurotus citrinopileatus LGAM 28684 και Abortiporus biennis LGAM 
436. Τα στελέχη παραλήφθηκαν από τη Μυκητοθήκη του Εργαστηρίου Γενικής και 
Γεωργικής Μικροβιολογίας του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών, με υπεύθυνο τον 
Γεώργιο Ζερβάκη, Αναπληρωτή Καθηγητή του τμήματος Φυτικής Παραγωγής. Η διατήρησή 
τους στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας της σχολής Χημικών Μηχανικών του Ε.Μ.Π 
πραγματοποιήθηκε σε τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα PDA (potato dextrose agar) στους 
4℃.  
 

2.1.3 Ρυθμιστικά Διαλύματα 
Τα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια διεξαγωγής των 
πειραμάτων παρουσιάζονται στο πίνακα 2. 
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Πίνακας 2. Χαρακτηριστικά ρυθμιστικών διαλυμάτων. 

Ρυθμιστικό Διάλυμα pH Συστατικά Συγκέντρωση (mM) 

Οξικό νάτριο 5.2 
NaCH3COO 

CH3COOH 
200 

Κιτρικών-φωσφορικών 4.5 
Na2HPO4 

Κιτρικό οξύ 
100 

 
2.1.4 Ένζυμα  
Για τη σύνθεση των κοκτέιλ αξιοποιήθηκαν εμπορικά διαθέσιμα ένζυμα, καθώς και ένζυμα 
που έχουν παραχθεί στο Εργαστήριο Βιοτεχνολογίας του ΕΜΠ. Το Cellic® CTec2 της 
εταιρίας Novozymes (Δανία) είναι ένα βιομηχανικό παρασκεύασμα που περιέχει ένα μίγμα 
κυτταρινασών, β-γλυκοσιδασών και ημικυτταρινασών από το μικροοργανισμό Trichoderma 
reesei. Μια β-γλυκοζιδάση (MtBGL3A), μια ξυλανάση της οικογένειας GH30 (TtXyn30A), 
μια ακετυλο-ξυλανο-εστρεράση της οικογένειας CE16 (TtCe16) που χρησιμοποιήθηκαν, 
έχουν παραχθεί στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας μέσω ετερόλογης έκφρασης των γονιδίων 
που τα κωδικοποιούν από τον Thermothelomyces thermophila στη ζύμη Pichia pastoris. Μια 
β-ξυλοζιδάση που μελετήθηκε στα ενζυμικά κοκτέιλ ανήκει στην οικογένεια GH39 
(RcXyl39A) και έχει παραχθεί από το στέλεχος Ruminiclostridium cellulolyticum. 
Επιπροσθέτως, χρησιμοποιήθηκε μια ποικιλία εμπορικά διαθέσιμων κυτταρινολυτικών και 
ξυλανολυτικών ενζύμων. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε μια β-ξυλοζιδάση από το βακτήριο 
Selenomonas ruminantium (E-BXSR-1KU, Megazyme), μια ένδο-1,4-β-ξυλανάση Μ4 της 
οικογένειας GH11 από το μύκητα Aspergillus niger (E-XYAN4, Megazyme), μια 
κελλοβιοϋδρολάση CBH I  (E-CBH I, Megazyme) και μια ενδογλουκανάση EG7  από το 
μικροοργανισμό Trichoderma longibrachiatum (E-CELTR, Megazyme). Επίσης, 
αξιοποιήθηκαν μια ακετυλο-ξυλανο-εστεράση AXE  με προέλευση από Orpinomyces sp (E-
AXEAO-1KU, Megazyme) και μια κελλοβιοϋδρολάση CBH II  (E-CBHΙIΜ, Megazyme).  
 
2.1.5 Συσκευές-Όργανα  
Τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργαστηριακή μελέτη ήταν: 

 Φυγόκεντρος J2-21, Beckman Coulter (Η.Π.Α.), Rotanta 460R και Hettich (Γερμανία) 

 Ζυγοί Mark 2060, Mark 4065 (BEL Engineering) και Abs 120-4 (KERN & Sohn 
GmbH) 

 Θερμαινόμενη πλάκα με δυνατότητα μαγνητικής ανάδευσης 

 Συσκευή ανάδευσης Orbit LS, Labnet (Μ. Βρετανία) 

 το vortex 

 Σύστημα Υγρής Χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης, Shimadzu (Ιαπωνία) 

 Σύστημα Υγρής Χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης αποτελούμενο από 
δειγματολήπτη Dionex AS-AP (ThermoFisher Scientific), ανιχνευτή Dionex ICS-
6000 DS (ThermoFisher Scientific) και αντλία Dionex ICS-6000 SP (ThermoFisher 
Scientific) 

 Φούρνος στήλης HPLC, Millipore Waters (Η.Π.Α) 
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 Φούρνος  ξήρανσης  

 Περιστρεφόμενοι επωαστήρες ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical Instruments 
Manufactoring Co Ltd (Κίνα) 

 Θερμαινόμενοι ανακινούμενοι επωαστήρες Eppendorf Thermomixer Comfort, 
Eppendorf (Γερμανία) 

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

 Θερμοστατούμενα υδατόλουτρα 

 Συσκευή παραγωγής υπερκάθαρου νερού Direct-Q, Millipore (Η.Π.Α) 

 Σύστημα διήθησης υπό κενό 

 Συσκευή υπερδιήθησης Amicon Stirred Cell 8400 με μεμβράνη PM-10, Millipore 
(Η.Π.Α.) 

 Συσκευή φωτομέτρησης microplate reader Spectra Max 250, Molecular Devices 
(Η.Π.Α.) 

 
2.2 Μέθοδοι 

2.2.1 Παραγωγή ενζυμικών εκχυλισμάτων   
2.2.1.1 Ανακαλλιέργειες σε νέα τρυβλία 
Αρχικά, για την παραγωγή των ενζυμικών παρασκευασμάτων των δυο στελεχών 
βασιδιομυκήτων πραγματοποιήθηκαν ανακαλλιέργειες σε νέα τρυβλία. Στην αρχή της 
διαδικασίας, ζυγίστηκαν 39g θρεπτικού υποστρώματος PDA, τα οποία διαλυτοποιήθηκαν με 
απιονισμένο νερό σε ένα μπουκάλι αποστείρωσης μέχρι τελικού όγκου 1L. Τo μπουκάλι 
αποστείρωσης μαζί με το περιεχόμενό του αποστειρώθηκαν στους 120℃ για 20min και μετά 
την ολοκλήρωσή της ακολούθησε προσθήκη αμπικκιλίνης 100μg/ml υπό ασηπτικές συνθήκες 
για την αποφυγή επιμολύνσεων. Σε 10 νέα τρυβλία μεταφέρθηκαν 25ml θρεπτικού 
διαλύματος ανά τρυβλίο και αφέθηκαν σε ηρεμία για 1h προκειμένου να πήξει το θρεπτικό 
υγρό. Εν συνεχεία, κάθε τρυβλίο εμβολιάστηκε υπό ασηπτικές συνθήκες με ένα τεμάχιο 
στερεής καλλιέργειας των μικροοργανισμών τετραγωνικού σχήματος και διαστάσεων 
(6x6x6mm) που προέρχονταν από παλαιότερα τρυβλία.  
 

2.2.1.2 Εμβολιασμός προκαλλιεργειών 
Οι προκαλλιέργειες των μυκήτων πραγματοποιήθηκαν για αύξηση της βιομάζας του. Για την 
παρασκευή των προκαλλιεργειών χρησιμοποιήθηκαν 10 κωνικές Erlenmeyer των 250ml και 
παρασκευάστηκε 1L θρεπτικού μέσου. Αναλυτικά, το θρεπτικό υλικό περιείχε 5.7%w/v D-
(+)-ξυλόζης διαλυμένης σε υδατικό διάλυμα τελικού όγκου 100ml ανά κωνική φιάλη  και 
σύστασης 30g/L εκχυλίσματος βύνης (yeast extract), 1g/L K2HPO4, 0.2g/L MgSO4. 
Παρασκευάστηκε το θρεπτικό υγρό που περιείχε το εκχύλισμα βύνης, K2HPO4 και 
MgCl∙6H2O και το pH του διαλύματος ρυθμίστηκε στη τιμή 6.00 με τη προσθήκη διαλύματος 
υδροχλωρίου 1M. Ακολούθως ζυγίστηκε η κατάλληλη ποσότητα D-(+)-ξυλόζης σε κάθε 
κωνική και τόσο οι κωνικές με τη ξυλόζη όσο και το θρεπτικό μέσο αποστειρώθηκαν στους 
120℃ για 20min.  Μετά το πέρας της αποστείρωσης, μεταφέρθηκε η σωστή ποσότητα 
θρεπτικού υγρού σε κάθε κωνική υπό στείρες συνθήκες για την αποφυγή ανάπτυξης 
ανεπιθύμητων μικροοργανισμών και ακολούθησε ανακίνηση κάθε κωνικής μέχρις ότου να 
διαλυτοποιηθεί η ξυλόζη. Η επιβολή στείρων συνθηκών επιτεύχθηκε με απολύμανση του 
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χώρου με αιθανόλη παρουσία φλόγας. Τα θρεπτικά μέσα ψύχθηκαν σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος και το μέσο καλλιέργειας σε κάθε κωνική εμβολιάστηκε υπό ασηπτικές 
συνθήκες με 3 τεμάχια στερεής καλλιέργειας των μικροοργανισμών τετραγωνικού σχήματος 
και διαστάσεων (6x6x6mm). Συγκεκριμένα, 5 κωνικές φιάλες των 250ml αξιοποιήθηκαν για 
την ανάπτυξη του  Abortiporus biennis, ενώ οι υπόλοιπες 5 φιάλες για την ανάπτυξη του 
Pleurotus citrinopileatus. Οι προκαλλιέργειες επωάστηκαν για χρονικό διάστημα 17 ημερών 
στους 27℃ υπό συνθήκες ανάδευσης 100rpm.  

Μετά την πάροδο 17 ημερών παρασκευάστηκαν οι υγρές καλλιέργειες των δυο στελεχών 
βασιδιομυκήτων. Συγκεκριμένα παρασκευάστηκαν 2L διαλύματος 4%w/v υπολειμμάτων 
αραβοσίτου (corn stover), όπου το θρεπτικό μέσο περιείχε 1g/L NH4NO3, 0.8g/L KH2PO4, 
0.2g/L Na2HPO4, 0.5g/L MgCl∙6H2O και 2g/L (NH4)2C4H4O6. Αρχικά, παρασκευάστηκε το 
θρεπτικό υγρό και ρυθμίστηκε το pH του στη τιμή 6 με χρήση υδροχλωρικού οξέος 1M. Στη 
συνέχεια, σε 4 κωνικές φιάλες Erlenmeyer των 2L ζυγίστηκαν 20g υπολειμμάτων αραβοσίτου 
και προστέθηκαν 500ml θρεπτικού υγρού σε κάθε φιάλη. Οι κωνικές αναδεύτηκαν ήπια δια 
χειρός και αποστειρώθηκαν στους 120℃ για 20min. Εκτός από τις κωνικές φιάλες 
αποστειρώθηκαν και 16 falcons των 50ml, δυο μπουκάλια αποστείρωσης των 500ml με 
απιονισμένο νερό, καθώς και tips των 1000μl. Μόλις ολοκληρώθηκε η αποστείρωση, τα 
θρεπτικά μέσα με το υπόστρωμα αφέθηκαν να ψυχθούν σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, ενώ 
παράλληλα προετοιμάστηκε το εμβόλιό τους. Η βιομάζα από τις προκαλλιέργειες αποτέλεσε 
το εμβόλιο των υγρών καλλιεργειών. Οι κωνικές φιάλες που περιείχαν τις προκαλλιέργειες 
απομακρύνθηκαν από το χώρο επώασης και το περιεχόμενο τους μεταφέρθηκε στα 
αποστειρωμένα falcons υπό ασηπτικές συνθήκες. Η βιομάζα σε κάθε falcon, αφού υπέστη 2 
διαδοχικές φυγοκεντρήσεις συνοδευόμενες από ξεπλύματα με το αποστειρωμένο νερό, 
μεταφέρθηκε στα νέα θρεπτικά μέσα. Οι 2 κωνικές φιάλες των 2L αξιοποιήθηκαν για την 
ανάπτυξη του Abortiporus biennis, ενώ οι άλλες 2 φιάλες για την ανάπτυξη του Pleurotus 
citrinopileatus. Τέλος, προστέθηκαν 500μl αμπικκιλίνης ανά φιάλη και οι φιάλες 
τοποθετήθηκαν για επώαση στους 60℃ υπό συνθήκες ανάδευσης 100rpm.  
 

2.2.1.3 Παραλαβή του υπερκείμενου καλλιεργειών 
Για την απομόνωση των προϊόντων πρωτεϊνικής φύσης που παρήχθησαν εξωκυτταρικά κατά 
την ανάπτυξη των μυκήτων πραγματοποιήθηκε μια διαδικασία διαδοχικών διηθήσεων. Οι 
κωνικές φιάλες που περιείχαν τις υγρές καλλιέργειες απομακρύνθηκαν από το χώρο 
ανάπτυξής τους και το υγρό περιεχόμενο της κάθε φιάλης διαχωρίστηκε από τη βιομάζα 
μέσω απλής διήθησης. Η στερεή βιομάζα που αποτελούνταν από το αδιάλυτο υπόστρωμα και 
τον μικροοργανισμό  συλλέχθηκε και αποθηκεύτηκε. Το υγρό που συλλέχθηκε από κάθε 
κωνική φυγοκεντρήθηκε για 15min σε 10000rpm με στόχο τη καθίζηση και απομάκρυνση 
αιωρούμενων στερεών. Το υγρό φυγοκεντρήθηκε μια ακόμη φορά και κατόπιν διηθήθηκε με 
χάρτινο ηθμό για την αύξηση της καθαρότητας του προϊόντος. Στη συνέχεια υπέστη διήθηση 
υπό κενό (300-500mgHg) σε φίλτρο διαμέτρου 0.45μm και 0.22μm κατά σειρά. Ακολούθησε 
υπερδιήθηση του υγρού μέσω της συσκευής Amicon Stirred Cell 8400 με μεμβράνη PM-10, 
Millipore (Η.Π.Α.), η οποία επιτρέπει τη διέλευση μορίων με μέγιστο μέγεθος 10kDa. Κατά 
τη διάρκεια της υπερδιήθησης το υπερκείμενο υγρό ήταν τοποθετημένο μέσα σε παγόλουτρο 
σε συνθήκες ανάδευσης και υπό πίεση 50Psi. Μέσω της υπερδιήθησης το πρωτεϊνικό υγρό 
συμπυκνώθηκε στα 50ml.  Εν συνεχεία, τόσο η συσκευή υπερδιήθησης όσο και η μεμβράνη 



30 
 

υπερδιήθησης ξεπλύθηκαν προκειμένου να πραγματοποιηθεί μια δεύτερη υπερδιήθηση του 
υγρού μέσα από μεμβράνη με μικρότερο μέγεθος πόρων.  Ο καθαρισμός της μεμβράνης PM-
10 περιλάμβανε ξέπλυμα με διάλυμα 0.1 M NaOH και ακολούθως ξέπλυμα με απιονισμένο 
νερό. Η μεμβράνη που εφαρμόστηκε κατά το στάδιο της δεύτερης υπερδιήθησης ήταν η PM-
5, Millipore (Η.Π.Α.), η οποία χαρακτηρίζεται από μέγεθος πόρων 5kDa. Αποτέλεσμα της 
δεύτερης υπερδιήθησης είναι η συμπύκνωση του υπερκείμενου υγρού από τα 50ml στα 25ml.  
 

2.2.2 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων με μέθοδο DNS  
Η αρχή της μεθόδου χαρακτηρίζεται από την αναγωγή του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος 
(DNS) σε 3-αμινο-5-νιτροσαλικυλικό οξύ (ANS), όπου η αλδεϋδομάδα των σακχάρων 
οξειδώνεται στο αντίστοιχο καρβοξυλικό οξύ.  [58]  

Το αντιδραστήριο DNS που χρησιμοποιήθηκε για τις ανάγκες της παρούσας διπλωματικής 
εργασίας παρασκευάστηκε στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας της σχολής Χημικών Μηχανικών 
Ε.Μ.Π. Το πρωτόκολλο παρασκευής του διαλύματος DNS περιλαμβάνει κατά σειρά αραίωση 
200ml ΝaOH 8%w/v σε 500ml απιονισμένου νερού, διάλυση 10g άνυδρου 
δινιτροσαλικυλικού οξέος και προσθήκη 402,7g τρυγικού καλιονατρίου σε ήπιες συνθήκες 
θερμοκρασίας και ανάδευσης. Μόλις το διάλυμα ομογενοποιηθεί, αφήνεται σε ηρεμία σε 
συνθήκες περιβάλλοντος και αραιώνεται με απιονισμένο νερό μέχρις ότου ο τελικός όγκος 
του να είναι 1L. Η καμπύλη αναφοράς που χρησιμοποιήθηκε για τη ποσοτικοποίηση των 
αναγωγικών σακχάρων είχε σχεδιαστεί προγενεστέρα στο εργαστήριο και χαρακτηρίζεται 
από την εξίσωση: 

C(μM)=13866 OD540nm (R2=0.999) 

Στην παρούσα μελέτη η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων σε δείγματα πολυσακχαριτών 
διενεργήθηκε με τη μέθοδο DNS. Κατά τη συγκεκριμένη μέθοδο 50μl δείγματος 
αναμιγνύονταν με 50μl αντιδραστηρίου  DNS σε έναν δοκιμαστικό σωλήνα και το μίγμα τους 
αναδευόταν στη συσκευή Vortex. Το μίγμα τοποθετούνταν σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 
100℃ για 5min και μετά το πέρας του χρόνου το διάλυμα απομακρυνόταν από το 
υδατόλουτρο και ακολουθούσε προσθήκη 400μl απιονισμένου νερού σε θερμοκρασία 
δωματίου. Στη συνέχεια, αναδευόταν σε συσκευή Vortex και 250μl του τελικού διαλύματος 
μεταφέρονταν στη συσκευή microplate reader Spectra Max 250 για φωτομέτρηση στα 
540nm, όπου καταγραφόταν η απορρόφηση του δείγματος. Παράλληλα, ένα τυφλό δείγμα 
χρησιμοποιούνταν για τον προσδιορισμό της μηδενικής απορρόφησης, η οποία έπρεπε να 
αφαιρεθεί από την απορρόφηση του δείγματος για τον υπολογισμό της συνολικής 
συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων. Το τυφλό δείγμα παρασκευαζόταν με τη διαδικασία 
που αναφέρθηκε με τη διαφορά ότι το δείγμα στο σωλήνα ήταν απιονισμένο νερό. Επιπλέον, 
για κάθε δείγμα πραγματοποιούνταν διπλή μέτρηση για έλεγχο της ακρίβειας του 
αποτελέσματος.  
 

2.2.3 Ανάλυση σύστασης 
Η ανάλυση σύστασης πραγματοποιήθηκε με στόχο τον προσδιορισμό της ποσοστιαίας 
σύστασης της στερεής βιομάζας των υγρών καλλιεργειών στα επιμέρους συστατικά της. Η 
συγκεκριμένη μέθοδος περιλάμβανε όξινη υδρόλυση της στερεής βιομάζας από τις υγρές 
καλλιέργειες και από το δείγμα ελέγχου και κατόπιν ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό των 
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προϊόντων υδρόλυσης μέσω υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC). Αρχικά, 
ζυγίστηκαν 300mg στερεής βιομάζας από κάθε καλλιέργεια και από το δείγμα ελέγχου, τα 
οποία μεταφέρθηκαν σε μπουκάλια pyrex. Σε κάθε μπουκάλι pyrex προστέθηκαν 3ml 
διαλύματος θειικού οξέος 72% και στη συνέχεια τα μίγματα τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο 
θερμοκρασίας 30℃ υπό συνθήκες ήπιας ανάδευσης για 1h. Μετά την πάροδο της 1h, 
προστέθηκαν 84ml απιονισμένου νερού σε κάθε δείγμα προκειμένου η τελική συγκέντρωση 
του διαλύματος οξέος να μεταβληθεί σε 2.5%. Μετά την προσθήκη του νερού, τα δείγματα 
αποστειρώθηκαν στο αυτόκαυστο στους 120℃ για χρονική διάρκεια 1h. Μόλις 
ολοκληρώθηκε η αποστείρωση, τα δείγματα ογκομετρήθηκαν για την καταγραφή του 
πραγματικού όγκου τους και ακολούθως διηθήθηκαν από προζυγισμένο φίλτρο με μέγεθος 
πόρων 0.45μm και με εφαρμογή κενού.  Το διήθημα που συλλέχτηκε από κάθε δείγμα 
εξουδετερώθηκε με CaCO3 σε μορφή σκόνης έως ότου το pH του προκύπτοντος διαλύματος 
να ανέλθει στη τιμή 5.00. Τα εξουδετερωμένα διαλύματα αφέθηκαν σε ηρεμία μέχρι να 
παρατηρηθεί ο διαχωρισμός της στερεής από την υγρή φάση και ακολούθως μια ορισμένη 
ποσότητα του υπερκείμενου υγρού φιλτραρίστηκε μέσω μιας σύριγγας με διάμετρο πόρων 
0.45μm. Τα φιλτραρισμένα υπερκείμενα υγρά αναλύθηκαν με HPLC για τον προσδιορισμό 
της συγκέντρωσης σακχάρων στα δείγματα. Το ίζημα που κατακρατήθηκε σε κάθε φίλτρο 
ξεπλύθηκε με απιονισμένο νερό για την απομάκρυνση υπολειμμάτων του διηθήματος, 
υποβλήθηκε σε ξήρανση για χρονικό διάστημα 5 ημερών και κατόπιν ζυγίστηκε για τον 
προσδιορισμό της λιγνίνης. Δεδομένου ότι το θειικό οξύ διαλύει τους πολυσακχαρίτες, όπως 
την κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη αλλά όχι τη λιγνίνη, γίνεται κατανοητό ότι το ίζημα 
περιείχε εξολοκλήρου λιγνίνη μαζί με μια ποσότητα τέφρας που δεν προσδιορίστηκε. 
Επομένως, η μάζα του ιζήματος μεταφράστηκε σε μάζα λιγνίνης και η συγκέντρωση των 
σακχάρων από την HPLC ανάχθηκε σε συγκέντρωση κυτταρίνης και ημικυτταρίνης ανά 
300mg στερεής βιομάζας κάθε καλλιέργειας.  
 

2.2.4 Δοκιμή Bradford 
Η δοκιμή Bradford αποτελεί μια μέθοδο που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση πρωτεϊνών. 
Στη παρούσα μελέτη αξιοποιήθηκε με στόχο τον έλεγχο της αποτελεσματικότητας της 
μεμβράνης υπερδιήθησης της amicon. Το αντιδραστήριο Bradford διαθέτει γκρι-καφέ 
απόχρωση, το οποίο μετατρέπεται σε ένα χαρακτηριστικό μπλε χρώμα παρουσία πρωτεϊνών. 
Η ύπαρξη πρωτεϊνών μπορεί να επιβεβαιωθεί οπτικά με την αλλαγή του χρώματος, ενώ ο 
ακριβής υπολογισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών μπορεί να προσδιορισθεί με 
φωτομέτρηση. 

Για τη φωτομετρική ανίχνευση πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν 2 δοκιμαστικοί σωλήνες, οι 
οποίοι περιείχαν 1250μl αντιδραστηρίου Bradford εκ των οποίων ο ένας συμπληρώθηκε με 
50μl δείγματος συμπυκνώματος και ο άλλος με 50μl δείγματος του υγρού της απορροής. Τα 
δείγματα που χρησιμοποιούνται κατά τη δοκιμή Bradford ήταν 100 φορές αραιωμένα και για 
κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκε διπλή μέτρηση. Για τον ακριβή προσδιορισμό της 
συγκέντρωσης των πρωτεϊνών έγινε με μεταφορά 250μl διαλύματος Bradford σε microplate 
και προσθήκη 5μl δείγματος. Για τον υπολογισμό της μηδενικής απορρόφησης 
πραγματοποιήθηκε μια τυφλή μέτρηση, όπου το δείγμα ήταν το απιονισμένο νερό. Τα 
δείγματα αφήνονται για επώαση στο microplate σε συνθήκες περιβάλλοντος για 10min και 
έπειτα φωτομετρούνται στα 595nm. Η καμπύλη αναφοράς που χρησιμοποιήθηκε για τη 
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ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού περιεχομένου είχε σχεδιαστεί προγενεστέρα στο 
εργαστήριο και χαρακτηρίζεται από την εξίσωση: 

C(mg/ml)=0.3965 OD595nm  

 
2.2.5 Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας λακκάσης  
Η μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας λακκάσης είναι μια μέθοδος που χρησιμοποιείται σαν 
δείκτης της μεταβολικής δραστηριότητας των μυκήτων και υποδεικνύει τη παραγωγή 
ενζύμων από αυτούς με σκοπό την αποικοδόμηση βιομάζας. Οι λακκάσες είναι οξειδωτικά 
ένζυμα που παράγονται κατά την ανάπτυξη των συγκεκριμένων μικροοργανισμών και βασικό 
χαρακτηριστικό τους είναι η ικανότητα διάσπασης της λιγνίνης, όπως αναφέρθηκε στην 
Εισαγωγή.  

Αρχικά, συλλέχθηκε 1ml υγρού από κάθε καλλιέργεια, το οποίο φυγοκεντρήθηκε με στόχο το 
διαχωρισμό του υπερκείμενου υγρού. Από κάθε δείγμα υπερκείμενου υγρού, 100μl 
αξιοποιήθηκαν για τη δημιουργία των τυφλών δειγμάτων. Τα ένζυμα που εμπεριέχονταν στα 
τυφλά δείγματα απενεργοποιήθηκαν μέσω βρασμού τους για 20min, ενώ τα υπόλοιπα 
δείγματα τοποθετήθηκαν στον πάγο. H επώαση των ενζύμων πραγματοποιήθηκε στη 
συσκευή microplate reader Spectra Max 250 μέσω προσθήκης 25μl υποστρώματος ABTS 
(2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) 2mM (stock: 20mM), 25μl δείγματος 
υπερκείμενου υγρού και 200μl ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού-φωσφορικών 100mM (pH  
4.5).  Τα δείγματα επωάστηκαν στα 420nm, στους 35℃ για 10min και καταγράφθηκε η τιμή 
απορρόφησής τους στη χρονική στιγμή έναρξης και περάτωσης της επώασης. Για κάθε 
δείγμα υπερκείμενου καλλιέργειας πραγματοποιήθηκαν 2 μετρήσεις, όπου το δείγμα ήταν το 
υπερκείμενο υγρό αυτούσιο, 2 μετρήσεις, όπου το δείγμα ήταν το υπερκείμενο υγρό 100 
φορές αραιωμένο και 1 μέτρηση του τυφλού δείγματος. Ως 1 Unit ορίζεται η ποσότητα 
λακκάσης που απαιτείται για την οξείδωση 1μmol ABTS σε 1min σε συνθήκες θερμοκρασίας 
35℃ και pH 4.5 .  
  

2.2.6 Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας β-γλυκοζιδάσης  
Η ενζυμική ενεργότητα της β-γλυκοζιδάσης προσδιορίστηκε μέσω επώασης του ενζύμου στο 
τεχνητό υπόστρωμα ο-NPG (4-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside). Το διάλυμα της 
αντίδρασης περιείχε 160μl ρυθμιστικού διαλύματος κιτρικού-φωσφορικών pH 5.0, 20μl ο-
NPG 20mM και 20μl β-γλυκοζιδάσης. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε στο φωτόμετρο 
microplate Spectra Max 250 (Molecular Devices) σε σταθερή θερμοκρασία 42℃ για χρόνο 
10min. Για την αντίδραση διενεργήθηκαν  δυο κανονικές και μια τυφλή μέτρηση, στην οποία 
η ποσότητα του ενζύμου αντικαταστάθηκε από 20μl ρυθμιστικού διαλύματος. Η απορρόφηση 
των δειγμάτων καταγράφθηκε τη χρονική στιγμή έναρξης (t=0) και λήξης (t=10min) της 
επώασης στα 410nm. Μετά το πέρας της επώασης προστέθηκε στα δείγματα 40μl διαλύματος 
Na2CO3 (1M) για την απενεργοποίηση της β-γλυκοζιδάσης και τα δείγματα φωτομετρήθηκαν  
στα 410nm. Ως 1 Unit ορίζεται η ποσότητα β-γλυκοζιδάσης που απαιτείται για την οξείδωση 
1μmol o-NPG σε 1min σε συνθήκες θερμοκρασίας 42℃ και pH 5.0 . 
 

2.2.7 Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας ξυλανάσης TtXyn30A 
Η ενζυμική ενεργότητα της TtXyn30A προσδιορίστηκε μέσω επώασης της ξυλανάσης σε 
υπόστρωμα ξυλάνης ξύλου οξιάς. Το διάλυμα της αντίδρασης συνολικού όγκου 250μl 
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περιείχε 150μl διαλυτοποιημένου υποστρώματος σε νερό 2%w/v,  125μl ρυθμιστικού 
διαλύματος κιτρικού-φωσφορικών 200mM με pH 5.0  και 25μl TtXyn30A. Η αντίδραση 
επωάστηκε στους 45℃ υπό συνθήκες ανάδευσης 950rpm και για χρόνο 30min. Για την 
αξιοπιστία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκαν δυο κανονικές μετρήσεις και μια τυφλή 
μέτρηση, όπου η ποσότητα του ενζύμου αντικαταστάθηκε από 25μl ρυθμιστικού διαλύματος. 
Ο  προσδιορισμός της ενζυμικής ενεργότητας γίνεται μέσω υπολογισμού των αναγωγικών 
σακχάρων με τη μέθοδο DNS. Ως 1 Unit ορίζεται η ποσότητα ξυλανάσης που απαιτείται για 
την απελευθέρωση 1μmol ξυλόζης σε 1min σε συνθήκες θερμοκρασίας 45℃, pH 5.0 και 
ανάδευσης 950rpm. 
 

2.2.8 Μέτρηση ενζυμικής ενεργότητας β-ξυλοζιδάσης  
Η ενζυμική ενεργότητα της β-ξυλοζιδάσης RcXyn39A υπολογίστηκε μέσω επώασης του 
ενζύμου σε υπόστρωμα p-NPX (p-Nitrophenyl-β-D-xylopyranoside). Το διάλυμα της 
αντίδρασης συνολικού όγκου 500μl περιείχε 50μl p-NPX 20mM, 125μl ρυθμιστικού 
διαλύματος κιτρικού-φωσφορικών 200mM με pH 5.2  και 0.5μl β-ξυλοζιδάσης. Η αντίδραση 
επωάστηκε στους 45℃ υπό συνθήκες ανάδευσης 950rpm και για χρόνο 10min. Στο τέλος της 
επώασης προστέθηκαν 100μl Na2CO3 (1M) και 250μl του τελικού διαλύματος 
φωτομετρήθηκαν στα 410nm στη συσκευή microplate Spectra Max 250 (Molecular Devices). 
Για την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκαν δυο κανονικές μετρήσεις και μια 
τυφλή μέτρηση, όπου η ποσότητα του ενζύμου αντικαταστάθηκε από 25μl ρυθμιστικού 
διαλύματος. Ως 1 Unit ορίζεται η ποσότητα β-ξυλοζιδάσης που απαιτείται για την 
απελευθέρωση 1μmol ξυλόζης σε 1min σε συνθήκες θερμοκρασίας 45℃, pH 5.2 και 
ανάδευσης 950rpm.  
 

2.2.9 Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 
2.2.9.1 Μέθοδος 
Η Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) αποτελεί μια μέθοδο διαχωρισμού  των 
συστατικών ενός μείγματος με στόχο τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό τους. Ο 
διαχωρισμός των συστατικών πραγματοποιείται μέσω της κατανομής τους μεταξύ δυο μη 
αναμίξιμων φάσεων, της κινητής και της στατικής φάσης. Σύμφωνα με την αρχή της 
μεθόδου, μια αντλία εξαναγκάζει το υγρό δείγμα (κινητή φάση) να διέλθει κατά μήκος της 
στήλης χρωματογραφίας (σταθερή φάση), ενώ ένας ανιχνευτής καταγράφει το χρόνο 
έκλουσης κάθε συστατικού στη στήλη και μεταφέρει τα δεδομένα σε ένα καταγραφικό 
σύστημα [59][60]. 
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Εικόνα 8. Σχηματική αναπαράσταση της διάταξης ενός συστήματος HPLC.  
 
Το δείγμα παραλαμβάνεται από το δειγματοφορέα μέσω ενός δειγματολήπτη (βαλβίδα 
ένεσης) και μεταφέρεται στην είσοδο της στήλης. Το προς ανάλυση δείγμα εισέρχεται σε 
μικρή ποσότητα στη στήλη χρωματογραφίας και η ροή του επιβραδύνεται μέσω των φυσικών 
και χημικών αλληλεπιδράσεων που ασκούνται μεταξύ της κινητής και της σταθερής φάσης. 
Ανάλογα με τις αλληλεπιδράσεις που ασκούνται μεταξύ των μορίων των δυο φάσεων 
καθορίζεται το είδος χρωματογραφίας που πρέπει να εφαρμοστεί. Ο διαλύτης που 
χρησιμοποιείται ως σταθερή φάση στη στήλη της χρωματογραφίας συνήθως είναι νερό ή 
οργανικοί διαλύτες ή συνδυασμοί τους. Η λειτουργία της αντλίας εξυπηρετεί στην 
επιτάχυνση της ροής της κινητής φάσης μέσω άσκησης σταθερής πίεσης και στη διατήρηση 
σταθερού ρυθμού ροής. Επίσης, συνήθως στη διάταξη περιλαμβάνεται και ένας απαερωτής, ο 
οποίος απομακρύνει τυχόν φυσαλίδες από το καλώδιο όπου διέρχεται ο διαλύτης. Η στήλη 
πρέπει να βρίσκεται τοποθετημένη σε έναν ειδικά σχεδιασμένο φούρνο σε τη διάρκεια της 
χρωματογραφίας προκειμένου να διασφαλιστεί η σταθερή θερμοκρασία της στήλης. Κατά 
την έξοδο ενός συστατικού από τη στήλη χρωματογραφίας ο ανιχνευτής εκπέμπει ένα σήμα 
ανάλογο της συγκέντρωσης τους συστατικού που εξήλθε, το οποίο μεταφέρεται σε ένα 
καταγραφικό σύστημα μαζί με το χρόνο έκλουσης [59][60]. 

Στο τέλος της χρωματογραφίας κάθε δείγματος λαμβάνεται ένα χρωματογράφημα μέσω του 
οποίου πραγματοποιείται η ταυτοποίηση γνωστών ενώσεων και ο ποσοτικός προσδιορισμός 
τους. Σε ένα χρωματογράφημα κάθε καθαρή κορυφή αντιπροσωπεύει κάποια ένωση, η οποία 
ταυτοποιείται μέσω του χρόνου έκλουσης στον οποίο καταγράφηκε. Η συγκέντρωση της 
εκάστοτε ένωσης υπολογίζεται μέσω του εμβαδού της κάθε κορυφής.  
 

2.2.9.2 Μέτρηση συγκέντρωσης σακχάρων με HPLC  
Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των σακχάρων πραγματοποιήθηκε με το όργανο 
Shimadzu, που αποτελεί ένα σύστημα HPLC. Οι στήλες χρωματογραφίας που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι Aminex HPX-87H και HPX-87P (Biorad),  ενώ ο διαλύτης που 
χρησιμοποιήθηκε για τη κινητή φάση κάθε στήλης ήταν διάλυμα θειικό οξύ/υπερκάθαρο νερό 
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0.3mM και υπερκάθαρο νερό αντίστοιχα. Η ροή του διαλύτη ήταν 0.6ml/min, η θερμοκρασία 
της στήλης σταθερή στους 85℃ και η πίεση της στήλης 60bar. Ο όγκος της ένεσης ήταν 5μl 
και ο χρόνος ανάλυσης 30min.  
 

2.2.9.3 Πρότυπες καμπύλες-HPLC  
Για το ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό των σακχάρων στα δείγματα που αναλύθηκαν 
μέσω HPLC, σχεδιάστηκαν οι πρότυπες καμπύλες των αντίστοιχων ουσιών.  
Χρησιμοποιήθηκαν τα εξής πρότυπα : 

 D-γλυκόζη 0.25mg/ml και 0.5 mg/ml 

 κελλοβιόζη 0.25mg/ml και 0.5 mg/ml 

 D-ξυλόζη 12mM 

 ξυλοβιόζη 5mM 

 μίγμα D-ξυλόζη-ξυλοβιόζη με D-ξυλόζη 3mM και ξυλοβιόζη 1mM 

 μαννόζη 0.25mg/ml και 0.5 mg/ml 

 γαλακτόζη 0.25mg/ml και 0.5 mg/ml 

 L-αραβινόζη 0.25mg/ml και 0.5 mg/ml 

Η ανάλυση των πρότυπων διαλυμάτων σακχάρων πραγματοποιούνταν σε κάθε ανάλυση  
δειγμάτων αντιδράσεων μέσω HPLC. Ο λόγος για τον οποίο επαναλαμβανόταν η μέτρηση 
των πρότυπων σακχάρων ήταν η εξαγωγή των εξισώσεων πρότυπων καμπυλών, οι οποίες 
εμφάνιζαν μικρές διακυμάνσεις.  Η εξίσωση κάθε πρότυπου διαλύματος προκύπτει από την 
αντίστοιχη ευθεία ελαχίστων τετραγώνων και εκφράζει την συγκέντρωση του σακχάρου σε 
συνάρτηση με το εμβαδό της κορυφής που καταγράφηκε κατά την HPLC. Οι εξισώσεις που 
επαληθεύτηκαν στα περισσότερα πειράματα παρουσιάζονται στο πίνακα 3. Στο πίνακα, 
παρουσιάζονται μόνο οι εξισώσεις των ευθειών από τη στήλη HPX-87P. Η χρήση δυο 
στηλών πραγματοποιήθηκε, διότι η στήλη HPX-87P εξυπηρετεί στη διάκριση και 
ποσοτικοποίηση σακχάρων, τα οποία ήταν αδύνατον να διαχωριστούν ικανοποιητικά μέσω 
της στήλης HPX-87H, όπως είναι η γλυκόζη με τη ξυλόζη. Ωστόσο, ένα μειονέκτημα της  
HPX-87P είναι η αδυναμία ακριβούς καταγραφής της κελλοβιόζης. 
 
Πίνακας 3. Συνήθεις εξισώσεις των ευθειών ελαχίστων τετραγώνων των προτύπων καμπυλών 
σακχάρων με βάση τα χρωματογραφήματά τους, όταν διέρχονται από τη στήλη HPX-87P. 

Πρότυπα δείγματα Εξίσωση πρότυπης καμπύλης (HPX-87P) 

D-γλυκόζη y=2∙10-5x 

D-ξυλόζη y=2∙10-5x 

Ξυλοβιόζη y=2∙10-5x 

Μαννόζη y=2∙10-5x 

Γαλακτόζη y=1∙10-5x 

L-αραβινόζη y=2∙10-5x 
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2.3 Σχεδιασμός αντιδράσεων ενζυμικών κοκτέιλ. 
Στη παρούσα διπλωματική εργασία εξετάστηκαν διαφορετικοί συνδυασμοί ενζύμων, καθώς 
και διαφορετικές αναλογίες τους. Ωστόσο, όλες οι αντιδράσεις μελέτης συνεργιτισμών 
παρουσίασαν μερικά κοινά χαρακτηριστικά. Το υπόστρωμα, που χρησιμοποιήθηκε σε όλες 
τις αντιδράσεις, ήταν σε περίσσεια με συγκέντρωση 35mg υποστρώματος/ml συνολικού 
όγκου υδρόλυσης για ελαχιστοποίηση φαινομένων ανταγωνισμού μεταξύ των ενζύμων ως 
προς τις θέσεις πρόσδεσης στο υπόστρωμα. Κάθε αντίδραση διέθετε συνολικό όγκο 1.5ml και 
περιλάμβανε ρυθμιστικό διάλυμα NaCH3COO (pH 5.2, 200mM) σε αναλογία 1:4 στον όγκο 
της αντίδρασης, ένζυμα και νερό μέχρι συμπλήρωση του τελικού όγκου της αντίδρασης. Για 
την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων διενεργήθηκαν 2 αντιδράσεις για κάθε ξεχωριστή 
συνθήκη αντίδρασης, ενώ για τον υπολογισμό της μηδενικής απορρόφησης σχεδιάστηκαν 
δυο τυφλά δείγματα στα οποία ο όγκος των ενζύμων αντικαθιστούταν από απιονισμένο νερό. 
Η συνολική χρονική διάρκεια των αντιδράσεων ήταν 72h και κάθε 24h παραλαμβανόταν 
δείγμα όγκου 0.5ml για ανάλυση και μελέτη της πορείας υδρόλυσης της βιομάζας. Όσον 
αφορά τις συνθήκες υδρόλυσης, οι αντιδράσεις που περιείχαν εμπορικά διαθέσιμα ένζυμα 
πραγματοποιήθηκαν στους 45℃ και 1200 rpm.  Οι αντιδράσεις στις οποίες συμμετείχαν τα 
ενζυμικά εκχυλίσματα από τους βασιδιομύκητες πραγματοποιήθηκαν στους 40℃ και 
1200rpm. Οι τιμές θερμοκρασίας και pH των αντιδράσεων επιλέχθηκαν με τρόπο, ώστε όλα 
τα ένζυμα να παρουσιάζουν όσο το δυνατό υψηλότερη ενεργότητα στις ίδιες συνθήκες.  
 

Πίνακας 4. Βέλτιστες συνθήκες pH και θερμορκασίας των εξεταζόμενων ενζύμων. Τα ένζυμα 
MtBGL3A,TtXyn30A, RcXyl39A και TtCe16 έχουν παραχθεί και χαρακτηριστεί στο εργαστήριο 
Βιοτεχνολογίας του ΕΜΠ. Οι τιμές pHoptima, Toptima  των εμπορικά διαθέσιμων ενζύμων αναγράφονταν 
στις προσδιαγραφές τους.  

Ένζυμα pHoptima Toptima (℃) 

CBH I 4.5-5.0 70  

EG7 4.5-5.0 70  

MtBGL3A 5.0       70 [61] 

GH11 4.5 60   

εμπορική β-ξυλοζιδάση 5.0 50  

AXE 7.0 40 

TtXyn30Α 4.0       50 [22] 

RcXyl39A 60 40-65 

TtCe16 6.0 60 
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2.3.1 Κοκτέιλ ενζυμικών εκχυλισμάτων μυκητιακής προέλευσης 
Τα ενζυμικά παρασκευάσματα που απομονώθηκαν από τα υπερκείμενα των υγρών 
καλλιεργειών των A.biennis και P. Citrinopileatus, που θα αναφέρονται με τον όρο 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα , μελετήθηκαν ως προς τον συνεργιτισμό τους με το Cellic® CTec2. 
Σε πρωταρχικό στάδιο εξετάστηκε η επίδραση της αναλογίας του ενζυμικού κοκτέιλ σε 
συνθήκες σταθερού συνολικού πρωτεϊνικού φορτίου. Ειδικότερα μελετήθηκαν οι 
περιπτώσεις, όπου η περιεκτικότητα του Cellic® CTec2 στο ενζυμικό διάλυμα της 
αντίδρασης ήταν 100%, 0%, 50%, 75%, 25%, 90% και 10%w/w. Το κάθε πρωτεϊνικό 
εκχύλισμα ελέγχθηκε ξεχωριστά ως προς το συνεργιτισμό του με το Cellic® CTec2. Η 
επίδραση της αναλογίας εξετάστηκε για συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο 5mg/g βιομάζας και 
10mg/g βιομάζας. Τα πειράματα ελέγχου του συνεργιτισμού πραγματοποιήθηκαν σε 
προκατεργασμένα υποστρώματα ξύλου οξιάς και υπολειμμάτων αραβοσίτου. Η μέθοδος 
προκατεργασίας που είχε υποστεί το ξύλο οξιάς ήταν υγρή οξείδωση με αέριο οξυγόνο και 
μίγμα ακετόνης-νερού (1:1) ως διαλύτη σε συνθήκες 150℃ και 16bar για 60min. Η 
προκατεργασία των υπολειμμάτων αραβοσίτου περιλάμβανε υδροθερμική κατεργασία με 
οξικό οξύ (0.3%v/v) στους 230℃ για 15min. 

Εν συνεχεία, δόθηκε έμφαση στον τρόπο προσθήκης των ενζύμων κατά την υδρόλυση του 
υποστρώματος. Συγκεκριμένα εξετάστηκαν οι περιπτώσεις, όπου: i) τα δυο ενζυμικά 
παρασκευάσματα ξεκίνησαν ταυτόχρονα την υδρόλυση της βιομάζας (simultaneous), ii) το 
υπόστρωμα υδρολύθηκε πρώτα με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα και μετά από 24h προστέθηκε το 
Cellic® CTec2 (sequential), iii) το υπόστρωμα υδρολύθηκε πρώτα με το πρωτεϊνικό 
εκχύλισμα, εκπλύθηκε με απιονισμένο νερό μετά από 24h και τέλος συμπληρώθηκε με 
Cellic® CTec2  (wash).  Οι αρχικές συγκεντρώσεις των ενζύμων στο πρωτεϊνικό κοκτέιλ 
ήταν σταθερές σε κάθε περίπτωση. Το Cellic® CTec2 προστέθηκε σε συγκέντρωση 3.5mg/g 
βιομάζας, ενώ το πρωτεϊνικό εκχύλισμα κάθε βασιδιομύκητα είχε αρχική συγκέντρωση 
1.5mg/g βιομάζας. Σε όλες τις αντιδράσεις προστέθηκε διάλυμα Triton X-100 με τελική 
συγκέντρωση στον όγκο της αντίδρασης 1mg/ml. H οκτυλοφαινυλο-(αιθυλενογλυκόλη)9.6 ή 
αλλιώς Triton X-100 αποτελεί ένα μη ιονικό επιφανειοδραστικό παράγοντα που βελτιώνει τη 
πορεία της υδρόλυσης λόγω της ιδιότητάς του να αυξάνει τη διαλυτότητα των ενζύμων και να 
παρεμποδίζει την προσκόλλησή τους στη λιγνίνη. Επιπροσθέτως, ενισχύει τη σταθερότητα 
των ενζύμων και την εκρόφησή τους από το υπόστρωμα, όπου συνήθως προσκολλώνται [62]. 

Επιπλέον, μελετήθηκε ο συνεργιτισμός μεταξύ του Cellic® CTec2 και δυο απομονωμένων 
ενζύμων. Τα απομονωμένα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν μια ξυλανάση (TtXyn30Α) 
και μια β-ξυλοζιδάση (RcXyl39A). Οι αρχικές συγκεντρώσεις των ενζύμων ήταν 0.39mg 
Cellic® CTec2/ g βιομάζας και 14.3mg RcXyl39A/g βιομάζας αρχικής συγκέντρωσης 
ενζύμου 10mg/ml. Ο συνεργιτισμός μελετήθηκε σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις της 
TtXyn30A (0.02mg/ml, 0.04mg/ml  και 0.06mg/ml στο αντιδρών μίγμα).  
 

2.3.2 Κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων 
Στη συνέχεια, εξετάστηκαν ενζυμικά κοκτέιλ που περιείχαν εμπορικά διαθέσιμα ένζυμα, 
καθώς και απομονωμένα ένζυμα που έχουν παραχθεί στο εργαστήριο. Τα ενζυμικά κοκτέιλ 
που συντέθηκαν περιλάμβαναν CBH I, MtBGL3A, EG7, GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση, RcXyl39A, την εμπορική ακετυλο-ξυλανο-εστεράση και TtCe16 οι 
συγκεντρώσεις των οποίων αναφέρονται στο πίνακα 5. 
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Πίνακας 5:Αρχική συγκέντρωση ενζύμων (mg/ml).  

Ένζυμα Αρχική συγκέντρωση (mg/ml) 

CBH I 10 

CBH II 1.70 

EG7 9.41 

MtBGL3A 2.26 

GH11 12.5 

εμπορική β-ξυλοζιδάση 5.55 

AXE 2 

TtXyn30Α 1.44 

TtCe16 6 

 
2.3.2.1 Επιλογή υποστρώματος για τη δράση των κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων 
Το υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη της δράσης των ενζυμικών κοκτέιλ με 
καθαρά απομονωμένα ένζυμα ήταν προκατεργασμένο ξύλο οξιάς. Για την επιλογή του 
καταλληλότερου υποστρώματος δοκιμάστηκαν δυο δείγματα ξύλου οξιάς προκατεργασμένα 
με την ίδια μέθοδο αλλά σε διαφορετικές συνθήκες. Η προκατεργασία που είχαν υποστεί 
ήταν υγρή οξείδωση, όπου ο διαλύτης ήταν μίγμα ακετόνης και νερού αναλογίας 1:1 και το 
αέριο ήταν το οξυγόνο, και έλαβε χώρα στους 175℃ για 60min. Η πίεση που ασκήθηκε στο 
ένα υπόστρωμα (lign_ACO_080719_L) κατά τη προκατεργασία του ήταν 16bar, ενώ στο 
άλλο (lign_ACO_050319_L-b) ήταν 12bar. Στο παρακάτω πίνακα παρουσιάζεται η σύσταση 
κάθε υποστρώματος στα συστατικά της βιομάζας μετά την προκατεργασία.  
 
Πίνακας 6. Ποσοστιαία σύσταση των προκατεργασμένων υποστρωμάτων ξύλου οξιάς σε λιγνίνη, 
ημικυτταρίνη και κυτταρίνη. 

Υπόστρωμα 
Αδιάλυτη σε οξύ  

λιγνίνη (%) 
Διαλυμένη σε 

οξύ λιγνίνη (%) 
Ημικυτταρίνη(%) Κυτταρίνη(%) 

lign_ACO_080719_L 0.1 1.0 15.3 83.3 

lign_ACO_050319_L-b 2.4 1.4 16.3 73.8 

 
Στο συγκεκριμένο πείραμα ο συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 1ml και εξετάστηκε 
μεμονωμένα η δράση της GH11, της TtXyn30A και του κοκτέιλ κυτταρινασών CBH I, CBH 
II και EG7 σε χρονικό διάστημα 24h. Για τη μελέτη της μεμονωμένης δράσης της GH11, η 
συγκέντρωσή της στο διάλυμα ήταν 0.57mg/g βιομάζας. Η συγκέντρωση της TtXyn30A στο 
αντίστοιχο διάλυμα αντίδρασης ήταν 0.57mg/g βιομάζας. Το κοκτέιλ κυτταρινασών είχε 
συνολικό αρχικό ενζυμικό φορτίο 2.14mg/g βιομάζας και τα ένζυμα ήταν σε αναλογία 1:1:1.  
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2.3.2.2 Μελέτη επίδρασης της συγκέντρωσης κυτταρινασών 
Για τη διερεύνηση της επίδρασης της συγκέντρωσης κυτταρινασών (CBH I, MtBGL3A, EG7) 
στην υδρόλυση της βιομάζας εξετάστηκαν 3 διαφορετικά πρωτεϊνικά φορτία. Η αναλογία των 
CBH I, MtBGL3A και EG7 ήταν 1:1:2 για κάθε τιμή ενζυμικού φορτίου που εξετάστηκε. Τα 
συνολικά αρχικά πρωτεϊνικά φορτία που δοκιμάστηκαν ήταν 6, 12 και 24mg ενζύμων/g 
βιομάζας. 
 

2.3.2.3 Μελέτη συνεργιστικής σχέσης μεταξύ των ξυλανασών 
Για την επιβεβαίωση της συνεργιστικής αλληλεπίδρασης των GH11 και TtXyn30A στην 
αποικοδόμηση της βιομάζας διενεργήθηκαν αντιδράσεις υδρόλυσης της βιομάζας από τις 
ξυλανάσες. Το καθένα από τα τρία κοκτέιλ που μελετήθηκαν περιλάμβανε GH11-β-
ξυλοζιδάση, TtXyn30A-β-ξυλοζιδάση και GH11-TtXyn30A-β-ξυλοζιδάση. Η β-ξυλοζιδάση 
που χρησιμοποιήθηκε ήταν εμπορικής προέλευσης (E-BXSR-1KU, Megazyme). Το συνολικό 
αρχικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε περίπτωση ήταν 1.75mg/g βιομάζας. Τα κοκτέιλ που 
περιείχαν μια εκ των δυο ξυλανασών και β-ξυλοζιδάση είχαν αναλογία ενζύμων 1:1, ενώ το 
κοκτέιλ που περιείχε και τα τρία ένζυμα είχε αναλογία ενζύμων 1:1:1.  
 

2.3.2.4 Μελέτη επίδρασης της αναλογίας μεταξύ κυτταρινασών και ημικυτταρινασών 
Για την αξιολόγηση της επίδρασης της αναλογίας μεταξύ κυτταρινασών (CBH I, MtBGL3A, 
EG7) και ημικυτταρινασών (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) στο συνεργιτισμό 
μεταξύ των ενζύμων μελετήθηκαν τρεις διαφορετικές αναλογίες μεταξύ τους. Οι αναλογίες 
μεταξύ κυτταρινασών και ξυλανασών-β-ξυλοζιδάσης που εξετάστηκαν ήταν 15:7, 30:7 και 
1:1. Σε όλες τις περιπτώσεις το συνολικό ενζυμικό φορτίο CBH I, MtBGL3A και EG7  ήταν 
7.5mg ενζύμων/g βιομάζας με αναλογία 2:2:1. Oι αναλογίες των GH11, TtXyn30A και β-
ξυλοζιδάσης στα κοκτέιλ ήταν 1:1:1. Η επίδραση της αναλογίας κυτταρινασών και 
ημικυτταρινασών εξετάστηκε  και σε κοκτέιλ που περιλάμβαναν μόνο μια εκ των δυο 
ξυλανασών (GH11 ή TtXyn30A).  Η διαδικασία που ακολούθησε ήταν όμοια με εκείνη που 
περιγράφηκε προηγουμένως με τη διαφορά ότι η σύσταση των ημικυτταρινασών 
περιλάμβανε μόνο β-ξυλοζιδάση και GH11 ή TtXyn30A.Η αναλογία ξυλανάσης (GH11 ή 
TtXyn30A) και β-ξυλοζιδάσης ενζύμων ήταν 1:1. Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν στο διάλυμα 
της αντίδρασης ταυτόχρονα, με εξαίρεση τη MtBGL3A και β-ξυλοζιδάση. Το 50% της 
MtBGL3A προστέθηκε στην έναρξη της αντίδρασης, ενώ μετά από τη δειγματοληψία στις 
24h ο όγκος της αντίδρασης που συνέχισε να υδρολύεται (1ml) συμπληρώθηκε με  την 
υπόλοιπη ποσότητα που αντιστοιχούσε στο 33.3% της συνολικής ποσότητας της MtBGL3A. 
Κατά τον ίδιο τρόπο προστέθηκε η β-ξυλοζιδάση στο ενζυμικό κοκτέιλ.  
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Πίνακας 7. Σύσταση και ονοματολογία των κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων. 

Κοκτέιλ /ένζυμα CBH I MtBGL3A EG7 GH11 TtXyn30A Β-ξυλοζιδάση 

Cellulases + + + - - + 

GH11 + + + + - + 

TtXyn30A + + + - + + 

GH11+ TtXyn30A + + + + + + 

 

2.3.2.5 Μελέτη επίδρασης της σύστασης των ξυλανασών  
Για το προσδιορισμό της επίδρασης της σύστασης των  ξυλανολυτικών ενζύμων (TtXyn30A, 
GH11, εμπορική β-ξυλοζιδάση) σε κοκτέιλ τους με κυτταρινάσες (MtBGL3A, CBH I, EG7) 
εξετάστηκαν 5 διαφορετικές αναλογίες των ξυλανασών (TtXyn30A, GH11) σε συνθήκες 
σταθερού αρχικού φορτίου β-ξυλοζιδάσης. Οι αναλογίες ξυλανασών GH11 προς TtXyn30A 
που μελετήθηκαν ήταν 1:1, 3:1, 1:3, 9:1 και 1:9 αντίστοιχα. Το συνολικό αρχικό φορτίο 
ξυλανασών και β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.75mg/g βιομάζας, ενώ το φορτίο της β-ξυλοζιδάσης 
ήταν σταθερό 0.58mg/g βιομάζας σε κάθε αναλογία GH11:TtXyn30A. Το συνολικό αρχικό 
ενζυμικό φορτίο  των MtBGL3A, CBH I, EG7 ήταν 7.5mg/g βιομάζας και η αντίστοιχη 
αναλογία μεταξύ τους ήταν 2:2:1. Επιπλέον, μελετήθηκαν κοκτέιλ κυτταρινασών και β-
ξυλοζιδάσης με μια εκ των δυο ξυλανασών. Σε αυτή τη περίπτωση το ενζυμικό φορτίο των 
κυτταρινασών δεν μεταβλήθηκε. Το ενζυμικό φορτίο της ξυλανάσης (GH11 ή TtXyn30A) και 
της β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.75mg/ml και η αναλογία των δυο ενζύμων ήταν 2:1. Όλα τα 
ένζυμα προστέθηκαν στο διάλυμα της αντίδρασης ταυτόχρονα, με εξαίρεση τη MtBGL3A και 
β-ξυλοζιδάση. Το 50% της MtBGL3A προστέθηκε στην έναρξη της αντίδρασης, ενώ μετά 
από τη δειγματοληψία στις 24h ο όγκος της αντίδρασης που συνέχισε να υδρολύεται (1ml) 
συμπληρώθηκε με  την υπόλοιπη ποσότητα που αντιστοιχούσε στο 33.3% της συνολικής 
ποσότητας της MtBGL3A. Κατά τον ίδιο τρόπο προστέθηκε η β-ξυλοζιδάση στο ενζυμικό 
κοκτέιλ.  
 

2.3.2.6 Μελέτη επίδρασης προκατεργασίας του υποστρώματος με ξυλανάσες 
Για τη μελέτη της επίδρασης της προκατεργασίας του υποστρώματος με ξυλανάσες 
ακολουθήθηκε μια παρόμοια διαδικασία, όπως περιγράφηκε για τα ενζυμικά εκχυλίσματα 
των βασιδιομυκήτων (⸹2.3.1). Εξετάστηκε η ταυτόχρονη, διαδοχική και διαδοχική με 
ενδιάμεση έκπλυση του υποστρώματος προσθήκη των ενζύμων. Το συνολικό αρχικό φορτίο 
ξυλανασών και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.75mg/g βιομάζας, ενώ το φορτίο της β-
ξυλοζιδάσης ήταν 0.58mg/g βιομάζας. Το συνολικό αρχικό ενζυμικό φορτίο  των MtBGL3A, 
CBH I, EG7 ήταν 7.5mg/g βιομάζας και η αντίστοιχη αναλογία μεταξύ τους ήταν 2:2:1. Η 
διαδικασία πραγματοποιήθηκε και στη περίπτωση όπου η σύσταση των ημικυτταρινασών 
περιλάμβανε μόνο β-ξυλοζιδάση και GH11 ή TtXyn30A.Η αναλογία ξυλανάσης (GH11 ή 
TtXyn30A) και β-ξυλοζιδάσης ενζύμων ήταν 1:1. Το ενζυμικό φορτίο της ξυλανάσης (GH11 
ή TtXyn30A) και της β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.75mg/ml και η αναλογία των δυο ενζύμων ήταν 
2:1. Στη διαδοχική προσθήκη ενζύμων το υπόστρωμα υδρολύθηκε μαζί με το νερό και το 
ρυθμιστικό διάλυμα από τις ξυλανάσες GH11, TtXyn30A και τη β-ξυλοζιδάση για 24h και 
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στο τέλος του χρόνου επώασης προστέθηκαν οι κυτταρινάσες. Στη περίπτωση 
προκατεργασίας με έκπλυση του υποστρώματος, η βιομάζα υδρολύθηκε ομοίως από τις 
ξυλανάσες για 24h, εκπλύθηκε και υδρολύθηκε από τις κυτταρινάσες. Κατά τη ταυτόχρονη 
προσθήκη των ενζύμων όλες ο κυτταρινάσες και οι ξυλανάσες προστίθενται ταυτόχρονα στο 
υπόστρωμα εκτός από τη β-ξυλοζιδάση και τη MtBGL3A. Το 50% της MtBGL3A προστέθηκε 
στην έναρξη της αντίδρασης, ενώ μετά από τη δειγματοληψία στις 24h ο όγκος της 
αντίδρασης που συνέχισε να υδρολύεται (1ml) συμπληρώθηκε με  την υπόλοιπη ποσότητα 
που αντιστοιχούσε στο 33.3% της συνολικής ποσότητας της MtBGL3A. Κατά τον ίδιο τρόπο 
προστέθηκε η β-ξυλοζιδάση στο ενζυμικό κοκτέιλ. Κατά τη διαδοχική προσθήκη των 
ενζύμων η GH11, η TtXyn30A, το 50% της β-ξυλοζιδάσης, το νερό και το ρυθμιστικό 
διάλυμα της αντίδρασης προστέθηκαν κατά την έναρξη της αντίδρασης. Μετά από 24h το 
διάλυμα της αντίδραση συμπληρώθηκε με CBH I, EG7 και MtBGL3A και την υπόλοιπη 
ποσότητα της β-ξυλοζιδάσης. Κατά τη διαδοχική προσθήκη των ενζύμων με ενδιάμεση 
έκπλυση του υποστρώματος η βιομάζα υδρολύθηκε από τις ξυλανάσες και τη β-ξυλοζιδάση 
κατά την έναρξη της επώασης. Μετά από 24h υδρόλυσης αφαιρέθηκαν τα ένζυμα, το 
υπόστρωμα εκπλύθηκε με νερό και συμπληρώθηκε με νερό, ρυθμιστικό διάλυμα και τις 
κυτταρινάσες.  
 

2.3.3 Ενζυμικά κοκτέιλ εστεράσης  
Μετά την ανάλυση συνεργιτισμών μεταξύ ξυλανασών και κυτταρινασών, ακολούθησε η 
μελέτη της συνεργιστικής δράσης τους με ακετυλο-ξυλανο-εστεράσες. Ειδικότερα, 
μελετήθηκε η αλληλεπίδραση μιας εμπορικής εστεράσης (AXE) και μιας εστεράσης που έχει 
παραχθεί και απομονωθεί στο Εργαστήριο από τον μικροοργανισμό Myceliopthora 
thermophile (TtCe16). 
 

2.3.3.1 Προκαταρκτική μελέτη της συνεργιστικής δράσης της εμπορικής AXE 
Η AXE μελετήθηκε ως προς το συνεργιτισμό της με τα κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, 
EG7, CBH I), ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης. Η σύσταση των 
κοκτέιλ που σχεδιάστηκαν παρουσιάζονται στο Πίνακα 8. Κάθε ένζυμο συμπλήρωνε τον 
συνολικό πρωτεϊνικό όγκο και κατά συνέπεια το συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο ήταν 
μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση του κοκτέιλ. Το φορτίο κάθε ενζύμου που 
χρησιμοποιήθηκε σε κάθε κοκτέιλ είχε σταθερή τιμή. Σε κάθε κοκτέιλ το συνολικό αρχικό 
ενζυμικό φορτίο των κυτταρινασών ήταν 9mg ενζύμων/g βιομάζας με αναλογία ενζύμων 
1:1:1. Το ενζυμικό φορτίο β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.5mg/ g βιομάζας και της εστεράσης 
0.75mg/g βιομάζας. Το ενζυμικό φορτίο των ξυλανασών ήταν 1.5mg GH11/g βιομάζας και 
1.5mg TtXyn30A/g βιομάζας. Το ενζυμικό φορτίο της εστεράσης ήταν σταθερό με τιμή 
0.75mg/g βιομάζας.  Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν ταυτόχρονα στο υπόστρωμα της 
υδρόλυσης. 
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Πίνακας 8. Ονοματολογία των συνθηκών των αντιδράσεων ανάλογα με τα ένζυμα που περιέχουν τα 
αντίστοιχα κοκτέιλ τους.   

Συνθήκες αντίδρασης 
/ένζυμα CBH I BGL EG7 GH11 TtXyn30A β-ξυλοζιδάση ΑΧΕ 

Cellulases + + + - - - - 

GH11 + + + + - + - 

TtXyn30A + + + - + + - 

AXE + + + - - + + 

GH11+AXE + + + + - + + 

TtXyn30A +AXE + + + - + + + 

GH11+ TtXyn30A + + + + + + - 

GH11+ TtXyn30A +AXE + + + + + + + 

 
2.3.3.2 Επίδραση της AXE  σε συνθήκες σταθερού φορτίου ξυλανασών 
Εν συνεχεία, μελετήθηκε η επίδραση της AXE σε κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, 
EG7), ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης, όπου το συνολικό 
φορτίο των ξυλανασών διατηρήθηκε σταθερό. Η σύσταση των κοκτέιλ που σχεδιάστηκαν 
παρουσιάζονται στο Πίνακα 8. Σε κάθε κοκτέιλ το συνολικό αρχικό ενζυμικό φορτίο των 
κυτταρινασών, της εστεράσης και της β-ξυλοζιδάσης ήταν σταθερό. Η συγκέντρωση 
κυτταρινασών ήταν 7.5mg ενζύμων/g βιομάζας με αναλογία ενζύμων 2:2:1. Η συγκέντρωση 
της β-ξυλοζιδάσης ήταν 1.5mg/ g βιομάζας και της εστεράσης 0.75mg/g βιομάζας. Το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο των ξυλανασών σε κάθε κοκτέιλ με GH11 ή/και TtXyn30A ήταν 
3mg ξυλανασών/g βιομάζας. Η αναλογία μεταξύ των δυο ξυλανασών σε κοκτέιλ που 
περιείχαν και τα δυο ένζυμα ήταν 1:1. Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν ταυτόχρονα στο 
υπόστρωμα της υδρόλυσης.  
 

2.3.3.3 Μελέτη της συνεργιστικής δράσης της TtCe16 
Η εστεράση TtXyn30A εξετάστηκε ως προς το συνεργιτισμό της με ενζυμικά κοκτέιλ 
κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, EG7), ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και εμπορικής β-
ξυλοζιδάσης, όπου το συνολικό φορτίο των ξυλανασών διατηρήθηκε σταθερό. Η σύσταση 
των κοκτέιλ παρουσιάζεται στο Πίνακα 8 με τη διαφορά ότι η AXE αντικαταστάθηκε από τη 
TtCe16. Το συνολικό αρχικό ενζυμικό φορτίο  των MtBGL3A, CBH I, EG7 ήταν 7.5mg/g 
βιομάζας και η αντίστοιχη αναλογία μεταξύ τους ήταν 2:2:1. Σε κάθε κοκτέιλ το αρχικό 
φορτίο των κυτταρινασών ήταν σταθερό. Το ενζυμικό φορτίο της εστεράσης ήταν 0.75mg/g 
βιομάζας σε κάθε κοκτέιλ που περιείχε την AXE. Σε κοκτέιλ που περιείχαν ξυλανάσες (GH11 
ή/και TtXyn30A) και β-ξυλοζιδάση το συνολικό τους αρχικό φορτίο ήταν 1.75mg/g βιομάζας. 
Το φορτίο της β-ξυλοζιδάσης ήταν σταθερό με τιμή 0.58mg/g βιομάζας. Οι ξυλανάσες ήταν 
σε αναλογία 1:1 μεταξύ τους σε κοκτέιλ που περιλάμβανε και τα δυο ένζυμα. Σε κοκτέιλ που 
περιείχε μια εκ των δυο ξυλανασών (GH11 ή TtXyn30A),  η αναλογία της ξυλανάσης ως προς 
τη β-ξυλοζιδάση ήταν 2:1. Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν στο διάλυμα της αντίδρασης 
ταυτόχρονα, με εξαίρεση τη MtBGL3A και β-ξυλοζιδάση. Το 50% της MtBGL3A προστέθηκε 
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στην έναρξη της αντίδρασης, ενώ μετά από τη δειγματοληψία στις 24h ο όγκος της 
αντίδρασης που συνέχισε να υδρολύεται (1ml) συμπληρώθηκε με  την υπόλοιπη ποσότητα 
που αντιστοιχούσε στο 33.3% της συνολικής ποσότητας της MtBGL3A. Κατά τον ίδιο τρόπο 
προστέθηκε η β-ξυλοζιδάση στο ενζυμικό κοκτέιλ.  
 

2.3.3.4 Προκαταρκτική μελέτη της συνεργιστικής δράσης της AXE σε συνθήκες 
μικρότερου φορτίου κυτταρινασών  
Η συνεργιστική δράση της ΑΧΕ μελετήθηκε σε κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, 
EG7), ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και β-ξυλοζιδάσης (RcXyl39A) σε συνθήκες 
μικρότερου συνολικού πρωτεϊνικού φορτίου κυτταρινασών. Κάθε ένζυμο συμπλήρωνε τον 
συνολικό πρωτεϊνικό όγκο και κατά συνέπεια το συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο ήταν 
μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση του κοκτέιλ. Το φορτίο κάθε ενζύμου που 
χρησιμοποιήθηκε σε κάθε κοκτέιλ είχε σταθερή τιμή. Η σύσταση των κοκτέιλ παρουσιάζεται 
στο Πίνακα 8. Το συνολικό αρχικό ενζυμικό φορτίο  των MtBGL3A, CBH I, EG7 ήταν 
2.86mg/g βιομάζας και η αντίστοιχη αναλογία μεταξύ τους ήταν 2:1:1. Το φορτίο της β-
ξυλοζιδάσης ήταν 2mg/g βιομάζας και της AXE ήταν 0.57mg/g βιομάζας. Το ενζυμικό 
φορτίο των ξυλανασών ήταν 0.57mg GH11/g βιομάζας και 0.57mg TtXyn30A/g βιομάζας. 
Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν ταυτόχρονα στο υπόστρωμα της υδρόλυσης.  
 
2.3.3.5 Μελέτη της συνεργιστικής δράσης της AXE σε συνθήκες μικρότερου φορτίου 
κυτταρινασών και σταθερού φορτίου ξυλανασών-εστεράσης 
Η συνεργιστική δράση της ΑΧΕ μελετήθηκε σε κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, 
EG7), ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) και β-ξυλοζιδάσης (RcXyl39A) σε συνθήκες 
μικρότερου συνολικού πρωτεϊνικού φορτίου κυτταρινασών και σταθερού φορτίου 
ξυλανασών-εστεράσης. Η σύσταση των κοκτέιλ παρουσιάζεται στο Πίνακα 8. Το αρχικό 
φορτίο των κυτταρινασών και της RcXyl39A ήταν σταθερό σε κάθε κοκτέιλ. Το συνολικό 
αρχικό ενζυμικό φορτίο των MtBGL3A, CBH I, EG7 ήταν 2.86mg/g βιομάζας και η 
αντίστοιχη αναλογία μεταξύ τους ήταν 2:1:1. Το φορτίο της RcXyl30A ήταν 1.43mg/g 
βιομάζας. Το συνολικό φορτίο των ξυλανασών και της εστεράσης ήταν 1.71mg/g βιομάζας 
σε κάθε περίπτωση με αποτέλεσμα οι συγκεντρώσεις των επιμέρους ενζύμων να 
μεταβάλλονται. Σε κοκτέιλ που περιείχαν δυο από τα τρία ένζυμα (GH11, TtXyn30A, AXE) η 
αναλογία των ενζύμων ήταν 1:1. Σε κοκτέιλ που περιείχαν και τα τρία ένζυμα (GH11, 
TtXyn30A, AXE) η αναλογία των ενζύμων ήταν 1:1:1. Όλα τα ένζυμα προστέθηκαν 
ταυτόχρονα στο υπόστρωμα της υδρόλυσης.  
 

3. Αποτελέσματα  

3.1 Προσδιορισμός συνολικού πρωτεϊνικού περιεχομένου 
Η πρωτεϊνική συγκέντρωση των συμπυκνωμένων ενζυμικών παρασκευασμάτων από τις 
καλλιέργειες των A.biennis και P.citrinopileatus, καθώς και του Cellic® CTec2 υπολογίστηκε 
με δοκιμή Bradford. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Πίνακα 9. 
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Πίνακας 9. Πρωτεϊνική συγκέντρωση των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των A.biennis και 
P.citrinopileatus και του εμπορικού παρασκευάσματος Cellic® CTec2 σε mg/ml. 

Ένζυμα Συγκέντρωση (mg/ml πρωτεΐνης) 

Πρωτεϊνικό εκχύλισμα (A.biennis) 3.77 

Πρωτεϊνικό εκχύλισμα (P.citrinopileatus) 3.41 

Cellic® CTec2 10.98 

 
3.2 Διαλεύκανση αποτελεσμάτων συνεργιτισμού 
Τα κοκτέιλ ενζύμων, που δοκιμάστηκαν, μελετήθηκαν και συγκρίθηκαν μεταξύ τους ως προς 
τη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παρήχθησαν κατά την επώασή τους σε 
προκατεργασμένα λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα. Μεγαλύτερη έμφαση δόθηκε στη 
συγκέντρωση γλυκόζης, ξυλόζης και ξυλοβιόζης, ενώ σε μερικές περιπτώσεις μελετήθηκαν οι 
συγκεντρώσεις και άλλων σακχάρων, όπως κελλοβιόζης, γαλακτόζης, μαννόζης και 
αραβινόζης. Η συγκέντρωση των αναγωγικών σακχάρων προσδιορίστηκε μέσω της μεθόδου 
DNS, ενώ η συγκέντρωση των μεμονωμένων σακχάρων υπολογίστηκε μέσω ανάλυσης 
HPLC. Τα αποτελέσματα που μελετήθηκαν ενδελεχώς αφορούν κυρίως περιόδους επώασης 
24h και 48h. Μετρήσεις στο τέλος της επώασης επώασης (72h)  παρουσίασαν συχνά 
σημαντικά σφάλματα με αποτέλεσμα να μην είναι τόσο αξιόπιστες.  
 

3.2.1 Συνεργιστική δράση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του A.biennis με το Cellic® 
CTec2 
Η συνεργιστική σχέση μεταξύ του Cellic® CTec2 και του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του 
A.biennis διερευνήθηκε σε δυο διαφορετικού τύπου υποστρώματα, προκατεργασμένο ξύλο 
οξιάς και προκατεργασμένα υπολείμματα αραβοσίτου. Τα κοκτέιλ των δυο ανωτέρω 
ενζυμικών προϊόντων δοκιμάστηκαν σε διάφορες αναλογίες με σταθερό συνολικό πρωτεϊνικό 
φορτίο 10mg/g στερεής βιομάζας.  

Ορισμένες σημαντικές παρατηρήσεις είναι κοινές τόσο για το υπόστρωμα ξύλου οξιάς όσο 
και τη βιομάζα υπολειμμάτων αραβοσίτου. Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων 
επετεύχθη, όταν τα υποστρώματα υδρολύθηκαν αποκλειστικά από το Cellic® CTec2. 
Αντίθετα, τα αναγωγικά σάκχαρα έλαβαν τη μικρότερη τιμή τους στη περίπτωση που τα 
υποστρώματα υδρολύθηκαν αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Κοκτέιλ των δυο 
ενζυμικών προϊόντων οδήγησαν σε ενδιάμεση παραγωγή αναγωγικών σακχάρων, η οποία 
αυξανόταν όσο αυξανόταν η σύσταση σε Cellic® CTec2.  

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων λόγω του Cellic® CTec2 (100%) ήταν 
11.803±1.247mg/ml σε 24h και 12.823±1.444mg/ml σε 48h κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς. 
Τα κοκτέιλ με σύσταση 90% και 75%w/w σε Cellic® CTec2 συνέβαλαν σε υψηλότερη 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων σε σχέση με τις υπόλοιπες αναλογίες ενζύμων (10%, 25%, 
50%w/w Cellic® CTec2 (Εικόνα 9). Μάλιστα, τα δυο κοκτέιλ χαρακτηρίζονται από χαμηλές 
αποκλίσεις μεταξύ τους κάθε χρονική στιγμή.  
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Εικόνα 9. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το συνολικό ενζυμικό φορτίο 
της αντίδρασης είναι 10mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο 
DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 

 

Στη περίπτωση υδρόλυσης προκατεργασμένων υπολειμμάτων αραβοσίτου η μεγίστη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων λόγω της αποκλειστικής δράσης του Cellic® CTec2 
ήταν 15.321±0.811mg/ml σε 24h και 14.072±0.716mg/ml σε 48h.Τα κοκτέιλ με σύσταση 
90%,75% και 50%w/w σε Cellic® CTec2 συνέβαλαν σε υψηλότερη παραγωγή αναγωγικών 
σακχάρων σε σχέση με τις υπόλοιπες αναλογίες ενζύμων, όπως φαίνεται στην Εικόνα 10. Τα 
κοκτέιλ με σύσταση 90% και 75%w/w Cellic® CTec2 χαρακτηρίζονται από χαμηλές 
αποκλίσεις μεταξύ τους στις 24h και 48h.  Η τελευταία παρατήρηση, που σημειώθηκε και στη 
περίπτωση υδρόλυσης ξύλου οξιάς, υποδεικνύει την ύπαρξη πιθανού συνεργιτισμού μεταξύ 
των δυο ενζυμικών παρασκευασμάτων. 
 

 

Εικόνα 10. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, όταν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 10mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
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Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με χρήση της στήλης HPLX-87P και οι εξισώσεις 
πρότυπων καμπυλών που προέκυψαν συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Οι τιμές των 
συγκεντρώσεων των σακχάρων που αναλύθηκαν αναφέρονται σε περίοδο επώασης 24h και 
παρουσιάζουν ποσοτικές διαφορές όσον αφορά το είδος του υποστρώματος υδρόλυσης.  

Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος ξύλου οξιάς, η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης 
εντοπίστηκε στα δείγματα που περιείχαν μόνο Cellic® CTec2 (4.988±0.396mg/ml), ενώ 
ακολούθησαν τα δείγματα με 75% Cellic® CTec2 και 90%w/w Cellic® CTec2. Σε διάστημα 
24h τα κοκτέιλ με σύσταση 75% και 90%w/w Cellic® CTec2 απέκλιναν σε μικρό βαθμό από 
το διάλυμα που περιέχει μόνο Cellic® CTec2 όσον αφορά τη συγκέντρωση της ξυλόζης. 

 Η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε κατά την υδρόλυση του ξύλου οξιάς με 100% 
Cellic® CTec2 (16.310±0.786mg/ml) με σημαντικές διαφορές από τις υπόλοιπες 
εξεταζόμενες περιπτώσεις. Η μεγαλύτερη συγκέντρωση γλυκόζης που καταγράφτηκε μεταξύ 
των κοκτέιλ ήταν για σύσταση 90%w/w Cellic® CTec2. Ξυλοβιόζη εντοπίστηκε σε αμελητέα 
ποσότητα, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα (Εικόνα 
11). 
 

 

Εικόνα 11. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή ξυλόζης, ξυλοβιόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 10mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h. 

 

Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος υπολειμμάτων αραβοσίτου, η μέγιστη 
συγκέντρωση ξυλόζης επιτεύχθηκε από την υδρόλυση μόνο με Cellic® CTec2 
(3.626±0.315mg/ml) με σημαντικές αποκλίσεις από κάθε άλλη περίπτωση. Το κοκτέιλ με 
90%w/w Cellic® CTec2 επέφερε υψηλότερη συγκέντρωση ξυλόζης σε σχέση με τα υπόλοιπα 
κοκτέιλ. 

 Η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε πάλι κατά την υδρόλυση με 100%w/w 
Cellic® CTec2 (20.583±0.098mg/ml) με σημαντικές αποκλίσεις από κάθε άλλη περίπτωση. 
Η μεγαλύτερη συγκέντρωση γλυκόζης που καταγράφτηκε μεταξύ των κοκτέιλ ήταν για 
σύσταση 90% Cellic® CTec2. Ξυλοβιόζη εντοπίστηκε σε μικρή ποσότητα, όταν η βιομάζα 
υδρολύθηκε αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα (Εικόνα 12). 
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Εικόνα 12. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή ξυλόζη, ξυλοβιόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, όταν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 10mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h. 
 
Οι συγκεντρώσεις αναγωγικών σακχάρων στους δυο τύπους υποστρωμάτων (Εικόνα 9, 
Εικόνα 10) παρουσίασαν αμελητέες διαφορές στις 24h και 48h, ενώ οι τιμές τους αυξάνονται 
στο τέλος της επώασης (72h). Επομένως, δεν είναι προφανές αν σε διάστημα 72h έχει 
ξεκινήσει η πλατό φάση των συγκεντρώσεων των σακχάρων. Επιπλέον, τα αποτελέσματα δεν 
επιβεβαίωσαν με εγκυρότητα την ύπαρξη συνεργιτισμού μεταξύ των δυο ενζυμικών 
προϊόντων. Για την εξασφάλιση πιο ικανοποιητικών αποτελεσμάτων, το συνολικό ενζυμικό 
φορτίο ελαττώθηκε σε 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. 

 Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 13 και 14, η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων 
καταλαμβάνει πλατό σε χρονικό διάστημα 48-72h. Ιδανικά είναι επιθυμητή η δοκιμή ενός 
πρωτεϊνικού φορτίου με το οποίο το πλατό συγκέντρωσης των αναγωγικών σακχάρων θα 
εμφανίζεται σε χρόνο 72h. Ωστόσο, μεταξύ των ενζυμικών συγκεντρώσεων 5mg/g βιομάζας 
και 10mg/g βιομάζας, η πρώτη θεωρείται καταλληλότερη για τη μελέτη του συνεργιτισμού. 

Τα αποτελέσματα εμφανίζουν μερικές ομοιότητες με τη περίπτωση συνολικού ενζυμικού 
φορτίου 10mg/g βιομάζας. Η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιήθηκε, όταν το 
υπόστρωμα υδρολύθηκε αποκλειστικά από το Cellic® CTec2, ενώ ελαχιστοποιήθηκε, όταν 
υδρολύθηκε αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Κοκτέιλ των δυο ενζυμικών 
προϊόντων συνέβαλαν σε ενδιάμεση παραγωγή αναγωγικών σακχάρων, η οποία αυξάνεται 
όσο αυξάνεται η σύσταση σε Cellic® CTec2. 

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων ήταν 9.292±0.441mg/ml σε 24h και 
12.813±0.257mg/ml σε 48h, όταν το ξύλο οξιάς υδρολύθηκε μόνο από Cellic® CTec2. Τα 
κοκτέιλ με σύσταση 90% και 75%w/w σε Cellic® CTec2 συνέβαλαν σε υψηλότερη 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων συγκριτικά με τις υπόλοιπες αναλογίες ενζύμων (Εικόνα 
13). Ωστόσο, τα κοκτέιλ 90% και 75%w/w Cellic® CTec2 χαρακτηρίζονται από χαμηλές 
αποκλίσεις μεταξύ τους στις 24h, 48h και 72h.  
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Εικόνα 13. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το συνολικό ενζυμικό φορτίο 
της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS 
και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h.  
 

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων λόγω του Cellic® CTec2 (100%) ήταν 
12.272±0.821mg/ml σε 24h και 13.885±0.726mg/ml σε 48h  κατά την υδρόλυση 
υπολειμμάτων αραβοσίτου. Τα κοκτέιλ με σύσταση 90% και 75%w/w σε Cellic® CTec2 
συνέβαλαν σε υψηλότερη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων σε σχέση με τις υπόλοιπες 
αναλογίες ενζύμων  (Εικόνα 14).  Οι αποκλίσεις των κοκτέιλ στις 24h και 48h 
χαρακτηρίζονται αμελητέες, ενώ στις 72h το κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2 οδήγησε σε 
υψηλότερη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων.  
 

 

Εικόνα 14. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, όταν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h.  
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Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με τη στήλη HPLX-87P και οι εξισώσεις πρότυπων 
καμπυλών που προέκυψαν συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Οι τιμές των 
συγκεντρώσεων των σακχάρων που αναλύθηκαν αναφέρονται σε περίοδο επώασης 24h και 
παρουσιάζουν ποσοτικές διαφορές όσον αφορά το είδος του υποστρώματος υδρόλυσης.  

Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος ξύλου οξιάς, η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης 
εντοπίστηκε στα δείγματα που περιείχαν μόνο Cellic® CTec2 (3.609±0.029mg/ml). Τα 
κοκτέιλ με 75%w/w Cellic® CTec2 (3.208±0.157mg/ml) και 90%w/w Cellic® CTec2 
(3.056±0.182mg/ml) παρουσίασαν παρόμοια αποτελέσματα, ενώ παρουσίασαν την 
υψηλότερη συγκέντρωση ξυλόζης ανάμεσα σε όλα τα κοκτέιλ των δυο ενζυμικών 
παρασκευασμάτων. 

Η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε πάλι κατά την υδρόλυση του ξύλου οξιάς με 
100%w/w Cellic® CTec2 (11.413±0.243mg/ml). Η μεγαλύτερη συγκέντρωση γλυκόζης που 
καταγράφτηκε μεταξύ των κοκτέιλ ήταν για σύσταση 75%w/w (8.714±0.437mg/ml) και 
90%w/w Cellic® CTec2 (8.606±0.480mg/ml) με παρόμοια αποτελέσματα. Ξυλοβιόζη 
εντοπίστηκε σε μικρή ποσότητα, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε αποκλειστικά από το 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα (Εικόνα 15). 
 

 

Εικόνα 15. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή ξυλόζης, ξυλοβιόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h. 
 
Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος υπολειμμάτων αραβοσίτου, η μέγιστη 
συγκέντρωση ξυλόζης εντοπίστηκε στα δείγματα που περιείχαν μόνο Cellic® CTec2 
(2.821±0.283mg/ml), ενώ ακολούθησαν τα δείγματα με 75%w/w Cellic® CTec2 
(2.170±0.037mg/ml) και 90%w/w Cellic® CTec2  (2.220±0.135mg/ml). Η μέγιστη 
συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε πάλι κατά την υδρόλυση του ξύλου οξιάς με 100%w/w 
Cellic® CTec2 (15.140±0.420mg/ml). Η μεγαλύτερη συγκέντρωση γλυκόζης που 
καταγράφτηκε μεταξύ των κοκτέιλ ήταν για σύσταση 75%w/w Cellic® CTec2 
(12.036±0.123mg/ml) και 90%w/w Cellic® CTec2 (12.217±0.379mg/ml). Ξυλοβιόζη 
εντοπίστηκε σε μικρή ποσότητα, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε αποκλειστικά από το 
πρωτεϊνικό εκχύλισμα (Εικόνα 16). 
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Εικόνα 16. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis στην 
παραγωγή ξυλόζης, ξυλοβιόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, όταν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h. 
 
Από τη μελέτη των κοκτέιλ του ενζυμικού εκχυλίσματος του A.biennis και του εμπορικού 
παρασκευάσματος Cellic® CTec2 σε δυο διαφορετικά πρωτεϊνικά φορτία (5mg/ml, 10mg/ml) 
διαπιστώθηκε πως σε κάθε περίπτωση υποστρώματος (ξύλο οξιάς, υπολείμματα αραβοσίτου) 
η παραγωγή σακχάρων μεγιστοποιείται, όταν το υπόστρωμα υδρολύεται αποκλειστικά από 
Cellic® CTec2. Δηλαδή, τα κοκτέιλ του τύπου που εξετάστηκαν παρουσιάζονται μη 
αποδοτικά σε πρώτη φάση. Ωστόσο, κοκτέιλ σύστασης 75%w/w Cellic® CTec2  έφεραν 
πολύ συχνά παρόμοια αποτελέσματα με κοκτέιλ σύστασης 90%w/w Cellic® CTec2. Μια 
πιθανή εξήγηση είναι η ανάπτυξη συνεργιστικών σχέσεων μεταξύ των δυο πρωτεϊνικών 
προϊόντων με αποτέλεσμα το πρωτεϊνικό εκχύλισμα να αντικαθιστά μια σημαντική ποσότητα 
του Cellic® CTec2, ενώ ταυτόχρονα παράγεται ίδια συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων. 
 

3.2.3 Συνεργιστική δράση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του P.citrinopileatus και του 
Cellic® CTec2 
Η συνεργιστική σχέση μεταξύ του Cellic® CTec2 και του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του 
P.citrinopileatus διερευνήθηκε σε προκατεργασμένο ξύλο οξιάς και προκατεργασμένα 
υπολείμματα αραβοσίτου, όπως στα κοκτέιλ με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis. Τα 
κοκτέιλ των δυο ανωτέρω  ενζυμικών προϊόντων δοκιμάστηκαν σε διαφορετικές αναλογίες με 
σταθερό συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο 5mg/g στερεής βιομάζας.  

Στη περίπτωση του P.citrinopileatus τα αποτελέσματα διαφοροποιούνται σε σχέση με εκείνα 
που εκφράστηκαν για το στέλεχος A.biennis. Κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, η 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιήθηκε, όταν το υπόστρωμα υδρολύθηκε 
αποκλειστικά από Cellic® CTec2 (8.816±0.229mg/ml σε 24h, 11.033±0.204mg/ml σε 48h), 
καθώς και όταν υδρολύθηκε από κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2(9.231±0.193mg/ml σε 
24h, 11.063±0.527mg/ml σε 48h). Σε διάστημα 24h και 48h οι τιμές των συγκεντρώσεων που 
προέρχονται από τη δράση των κοκτέιλ 75% και 90%w/w Cellic® CTec2 φέρουν αποκλίσεις. 
Σε διάστημα 72h είναι δύσκολο να διατυπωθεί κάποιο συμπέρασμα λόγω των σφαλμάτων.  
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Εικόνα 17. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του 
P.citrinopileatus στην παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g ξύλου οξιάς. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h.. 

 
Κατά την υδρόλυση προκατεργασμένου υποστρώματος υπολειμμάτων αραβοσίτου, η μέγιστη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στις 24h επετεύχθη, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε 
αποκλειστικά από Cellic® CTec2. Σε χρονική περίοδο 48h η μέγιστη συγκέντρωση 
αναγωγικών σακχάρων σημειώθηκε, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε αποκλειστικά από Cellic® 
CTec2 (13.052±1.069mg/ml) και από κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2 
(11.698±0.342mg/ml). Σε διάστημα 24h οι τιμές των συγκεντρώσεων που προέρχονται από 
τη δράση των κοκτέιλ 75% και 90%w/w Cellic® CTec2 έφεραν μικρές αποκλίσεις. Σε 
διάστημα 48h η συγκέντρωση που αντιστοιχεί στο κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2 είχε 
σχεδόν αμελητέα απόκλιση από τη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που αντιστοιχεί στο 
κοκτέιλ με 75%w/w Cellic® CTec2. Στο τέλος της επώασης 72h και τα δυο κοκτέιλ 
εμφάνισαν παρόμοια αποτελέσματα με το διάλυμα που περιέχει μόνο Cellic® CTec2. 
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Εικόνα 18. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του 
P.citrinopileatus στην παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, 
όταν το συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα 
αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με τη στήλη HPLX-87P και οι εξισώσεις πρότυπων 
καμπυλών που προέκυψαν συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Η εξίσωση της ευθείας 
της πρότυπης καμπύλης γαλακτόζης ήταν y=5∙10-6x (R2=0.9764). Οι τιμές των 
συγκεντρώσεων των σακχάρων αναφέρονται σε περίοδο επώασης 24h και παρουσιάζουν 
ποσοτικές διαφορές όσον αφορά το είδος του υποστρώματος υδρόλυσης.  

Στη περίπτωση υποστρώματος ξύλου οξιάς, η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης εντοπίστηκε, 
όταν η βιομάζα υδρολύθηκε μόνο από Cellic® CTec2 (2.942±0.294mg/ml) με σημαντικές 
διαφορές από τις υπόλοιπες εξεταζόμενες περιπτώσεις. Ομοίως, η μέγιστη συγκέντρωση 
γλυκόζης σημειώθηκε κατά την αποκλειστική χρήση Cellic® CTec2 (10.204±0.471mg/ml) με 
σημαντικές διαφορές από τις υπόλοιπες εξεταζόμενες περιπτώσεις (Εικόνα 20). Ωστόσο, τα 
αποτελέσματα ενδέχεται να μην είναι έγκυρα. Η γλυκόζη είναι το σάκχαρο που παράγεται σε 
μεγαλύτερο ποσοστό κατά την υδρόλυση της βιομάζας από τα κοκτέιλ λόγω της παρουσίας 
κυτταρινασών. Επομένως, η συγκέντρωσή της πρέπει να αυξάνεται με αύξηση της 
συγκέντρωσης του Cellic® CTec2 στο κοκτέιλ. Στην Εικόνα 19 παρατηρείται ότι στα κοκτέιλ 
με τις υψηλότερες αναλογίες σε Cellic® CTec2 (90%, 75%w/w Cellic® CTec2) η 
συγκέντρωση γλυκόζης είναι κατά 10mg/ml χαμηλότερη σε σχέση με τη ποσότητα που 
παράγεται από κοκτέιλ με χαμηλότερες αναλογίες σε Cellic® CTec2 (50%, 25%, 10%w/w 
Cellic® CTec2). Συνεπώς, είτε υπήρξαν σφάλματα κατά το προσδιορισμό της συγκέντρωσης 
γλυκόζης είτε αναπτύχθηκε κάποιος ανεπιθύμητος μικροοργανισμός στα κοκτέιλ με 90%, 
75%w/w Cellic® CTec2 που κατανάλωσε γλυκόζη. Η πιθανότητα ανάπτυξης 
μικροοργανισμού εγκυμονεί εξαιτίας της παρατεταμένης παραμονής των δειγμάτων 
υδρόλυσης στο δειγματοφορέα της συσκευής HPLC (~24h).  
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Εικόνα 19. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του 
P.citrinopileatus στην παραγωγή ξυλόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς, όταν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο αντίδρασης 24h. 
 
Ξυλοβιόζη εντοπίστηκε σε μικρή ποσότητα  στη περίπτωση που η βιομάζα υδρολύθηκε 
αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Γαλακτόζη ανιχνεύτηκε στις αντιδράσεις που 
περιείχαν μόνο το πρωτεϊνικό εκχύλισμα και που η αναλογία σε Cellic® CTec2 ήταν 
50%w/w. Αραβινόζη και μαννόζη ανιχνεύτηκαν σε κάθε περίπτωση με εξαίρεση εκείνη, όπου 
το υπόστρωμα ξύλου οξιάς υδρολύθηκε αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Η 
συγκέντρωση μαννόζης ήταν υψηλότερη σε σχέση με τη γαλακτόζη και αραβινόζη σε 
κοκτέιλ με υψηλή συγκέντρωση σε  Cellic® CTec2. Η τιμή της βέβαια μεγιστοποιήθηκε, 
όταν η βιομάζα υδρολύθηκε από κοκτέιλ σύστασης 90%w/w Cellic® CTec2 
(0.845±0.095mg/ml). 
 

 

Εικόνα 20. Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του 
P.citrinopileatus στην παραγωγή ξυλοβιόζης, μαννόζης, γαλακτόζης και αραβινόζης κατά την υδρόλυση 
ξύλου οξιάς, όταν το συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. 
Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο αντίδρασης 24h. 
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Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος υπολειμμάτων αραβοσίτου, η μέγιστη 
συγκέντρωση ξυλόζης εντοπίστηκε στα δείγματα που περιείχαν μόνο Cellic® CTec2 
(2.325±0.002mg/ml). Η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε ομοίως κατά την 
υδρόλυση με 100% Cellic® CTec2 (15.992±0.131mg/ml), όπως φαίνεται στην Εικόνα 21. 
Ωστόσο, οι ιδιαίτερα χαμηλές ποσότητες γλυκόζης και ξυλόζης που αντιστοιχούν στη δράση 
του κοκτέιλ με 50%w/w Cellic® CTec2 υποδεικνύουν την ανάπτυξη ανεπιθύμητου 
μικροοργανισμού.  
 

 

Εικόνα 21: Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς πρωτεϊνικό εκχύλισμα του  P.citrinopileatus 
στην παραγωγή ξυλόζης και γλυκόζης κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, όταν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο αντίδρασης 24h. 
 
Ξυλοβιόζη εντοπίστηκε σε μικρή ποσότητα  στη περίπτωση που η βιομάζα υδρολύθηκε 
αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Γαλακτόζη δεν ανιχνεύτηκε σε καμία 
περίπτωση. Αραβινόζη και μαννόζη ανιχνεύτηκαν σε κάθε περίπτωση με εξαίρεση εκείνη, 
όπου το υπόστρωμα ξύλου οξιάς υδρολύθηκε αποκλειστικά από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Η 
συγκέντρωση της αραβινόζης δεν διαφοροποιείται ιδιαίτερα μεταξύ των διαφορετικών 
αναλογιών των κοκτέιλ. Ομοίως, η συγκέντρωση μαννόζης δεν παρουσιάζει σημαντικές 
διακυμάνσεις με εξαίρεση το κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2.  
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Εικόνα 22: Επίδραση της αναλογίας Cellic® CTec2 προς το πρωτεϊνικό εκχύλισμα P.citrinopileatus 
στην παραγωγή ξυλοβιόζης, μαννόζης και αραβινόζης κατά την υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου, 
όταν το συνολικό ενζυμικό φορτίο της αντίδρασης είναι 5mg ενζύμων/g στερεής βιομάζας. Τα 
αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση μέσω HPLC και αναφέρονται σε χρόνο αντίδρασης 24h 
 
Τα αποτελέσματα από την ανάλυση HPLC διαφοροποιήθηκαν από εκείνα που προέκυψαν 
από την ανάλυση DNS. Από την ανάλυση HPLC δεν μπορούν να διατυπωθούν ακριβή 
συμπεράσματα λόγω των σφαλμάτων που σημειώθηκαν στην ανίχνευση γλυκόζης. Ωστόσο, 
με βάση τα αποτελέσματα DNS τα δυο ενζυμικά παρασκευάσματα αναπτύσσουν 
συνεργιστικές σχέσεις μεταξύ τους, όταν το Cellic® CTec2 και το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του 
P.citrinopileatus συνδυάζονται μεταξύ τους σε αναλογία 90:10%. Μάλιστα, η 
αποτελεσματική υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου μπορεί να πραγματοποιηθεί και σε 
αναλογία 75:25% επιτυγχάνοντας ίδια παραγωγή αναγωγικών σακχάρων.  
 

3.2.4 Επίδραση της χρονικής σειράς δράσης των ενζύμων στη παραγωγή σακχάρων 
Ο βαθμός συνεργιτισμού μεταξύ ενζύμων που συμμετέχουν στην υδρόλυση ενός 
υποστρώματος μπορεί να διαφέρει ανάλογα με  τη χρονική σειρά, ταυτόχρονη ή διαδοχική, 
με την οποία προστίθενται τα ένζυμα στο διάλυμα της αντίδρασης [63]. Στη παρούσα μελέτη 
δοκιμάστηκε η ταυτόχρονη και διαδοχική υδρόλυση υπολειμμάτων αραβοσίτου από κοκτέιλ 
των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των δυο στελεχών Βασιδιομύκητα με το Cellic® CTec2. 
Επίσης μελετήθηκε η περίπτωση διαδοχικής υδρόλυσης της βιομάζας με ενδιάμεση αφαίρεση 
ξυλανασών και έκπλυση τους υποστρώματος.  

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων καταγράφηκε, όταν η βιομάζα υδρολύθηκε 
αποκλειστικά από το Cellic® CTec2. Όσον αφορά τις αντιδράσεις μελέτης συνεργιτισμού με 
τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα τα αποτελέσματα είναι πιο ξεκάθαρα στις 48h. Η υψηλότερη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στη περίπτωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του 
A.biennis στις 48h (17.174±0.265mg/ml) σημειώθηκε, όταν η υδρόλυση του υποστρώματος 
πραγματοποιήθηκε μέσω διαδοχικής προσθήκης των ενζύμων. Ωστόσο, τα αποτελέσματα 
μεταξύ ταυτόχρονης και διαδοχικής προσθήκης δεν απέκλιναν σημαντικά. Η μέγιστη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στη περίπτωση αξιοποίησης του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος  P.citrinopileatus σημειώθηκε, όταν το υπόστρωμα υδρολύθηκε μέσω 
διαδοχικής και ταυτόχρονης προσθήκης των ενζύμων (Εικόνα 23). Συνεπώς, η υδρόλυση 
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υποστρώματος υπολειμμάτων αραβοσίτου δεν επηρεάζεται από τη ταυτόχρονη ή διαδοχική 
προσθήκη ενζυμικών κοκτέιλ του Cellic® CTec2 με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των A.biennis 
και P.citrinopileatus. Οι συνθήκες κατά τις οποίες τα υποστρώματα υδρολύθηκαν από τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, εκπλύθηκαν και τελικώς υδρολύθηκαν από το Cellic® CTec2 
σημείωσαν τη μικρότερη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων.  
 

 

Εικόνα 23: Συγκέντρωση των παραγόμενων αναγωγικών σακχάρων από τη υδρόλυση υποστρώματος 
υπολειμμάτων αραβοσίτου κατά την εφαρμογή τριών διαφορετικών τρόπων προσθήκης των ενζύμων 
Cellic® CTec2 και των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των A.biennis (Abi) kai P.citrinopileatus (Pci) .Τα 
αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 

3.2.5 Ανάλυση σύστασης του υποστρώματος των καλλιεργειών των πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων 
Τα αποτελέσματα από την ανάλυση της σύστασης της βιομάζας των καλλιεργειών των 
A.biennis και P.citrinopileatus παρουσιάζονται στο Πίνακα 10. Ο Πίνακας 10 περιλαμβάνει 
τη περιεκτικότητα της βιομάζας κάθε καλλιέργειας σε κυτταρίνη, ημικυτταρίνη και λιγνίνη 
στο τέλος της επώασης των μικροοργανισμών. Η ποσότητα της κυτταρίνης υπολογίστηκε με 
βάση τη συγκέντρωση της γλυκόζης που ανιχνεύτηκε μέσω HPLC. Ομοίως, η ποσότητα της 
ημικυτταρίνης προσδιορίστηκε μέσω της συγκέντρωσης της ξυλόζης, της ξυλοβιόζης, 
μαννόζης, γαλακτόζης και της αραβινόζης. Ωστόσο, τα αποτελέσματα δεν είναι 
αντιπροσωπευτικά, καθώς απευθύνονται στο 75-80%  του συνόλου του υποστρώματος κάθε 
καλλιέργειας. Με βάση τα παρόντα αποτελέσματα φαίνεται ότι στη περίπτωση του A.biennis 
η περιεκτικότητα σε λιγνίνη αυξήθηκε, ενώ η περιεκτικότητα σε κυτταρίνη και ημικυτταρίνη 
δεν μεταβλήθηκε. Το συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι ο A.biennis αποικοδομεί τη 
κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη με παρόμοιους ρυθμούς, ενώ παρουσιάζει ελάχιστα 
μεγαλύτερη εκλεκτικότητα ως προς τη λιγνίνη.  Ο P.citrinopileatus φαίνεται να αποικοδομεί 
ταυτόχρονα και τα τρία συστατικά τους υποστρώματος σε παρόμοιους ρυθμούς.  
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Πίνακας 10. Ποσοστιαία σύσταση του υποστρώματος των καλλιεργειών των A.biennis και 
P.citrinopileatus σε κυτταρίνη, ημικυτταρίνη και λιγνίνη μετά το πέρας της καλλιέργειας. 

Καλλιέργεια/ ένζυμα Κυτταρίνη(%) Ημικυτταρίνη(%) Λιγνίνη(%) Σύνολο(%) 

A.biennis 28.73±2.60 24.64±1.28 24.72±1.25 78.08±2.63 

P.citrinopileatus 28.97±1.37 25.64±0.63 23.22±0.59 77.83±2.59 

Control 29.20 25.41 22.80 77.41 

 

3.2.6  Μελέτη συνεργιτισμού του Cellic® CTec2 με απομονωμένες ξυλανάσες 

Το Cellic® CTec2 μελετήθηκε ως προς το συνεργιτισμό του με τη ξυλανάση TtXyn30A σε 
ένα κοκτέιλ που εκτός της ξυλανάσης και του εμπορικού παρασκευάσματος περιείχε τη β-
ξυλοζιδάση RcXyl39A. Με βάση τα αποτελέσματα από τη δοκιμή DNS διαπιστώθηκε ότι δεν 
υπήρξαν σημαντικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των κοκτέιλ. Μια πιθανή εξήγηση είναι η 
πιθανότητα να μην είχε ικανοποιητική δράση η RcXyl39A που χρησιμοποιήθηκε. Η RcXyl39A 
χαρακτηρίζεται από pHoptimum 6.0 με αποτέλεσμα να είναι πιο ευαίσθητη στις συνθήκες (pH 
5.2) της αντίδρασης. 
                 

 

Εικόνα 24. Επίδραση της συγκέντρωσης της TtXyn30A στην παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την 
υδρόλυση προκατεργασμένου ξύλου οξιάς από κοκτέιλ TtXyn30A, RcXyl39A, Cellic® CTec2. Η 
συγκέντρωση του Cellic® CTec2 σε κάθε περίπτωση ήταν 5mg/g βιομάζας. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h και 48h.. 
 

3.3 Μελέτη συνεργιτισμού μεταξύ απομονωμένων ενζύμων 
Δεδομένου ότι τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των μυκήτων και το εμπορικό ενζυμικό 
παρασκεύασμα Cellic® CTec2  περιέχουν έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών ενζύμων, η 
μελέτη των συνεργιτισμού των κοκτέιλ τους αποτελεί ένα δύσκολο έργο. Συνεπώς, η 
παρούσα έρευνα προσανατολίστηκε προς τη μελέτη συνεργιτισμών μεταξύ απομονωμένων 
κυτταρινολυτικών και ξυλανολυτικών ενζύμων, τα οποία ήταν είτε ήταν εμπορικής 
προέλευσης είτε είχαν παραχθεί στο Εργαστήριο.  

0.000
2.000
4.000
6.000
8.000

10.000
12.000
14.000
16.000

0 0.57 1.14 1.71

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 α
να

γω
γι

κώ
ν

σα
κχ

άρ
ω

ν 
(m

g/
m

l)

Συγκέντρωση TtXyn30A (mg/g βιομάζας)

Cellic Ctec2- TtXyn30A-RcXyl39A

24h

48h



58 
 

3.3.1  Επιλογή υποστρώματος  
Η εύρεση του κατάλληλου υποστρώματος υδρόλυσης αποτελεί το πρώτο βήμα για τη μελέτη 
των συνεργιτισμών μεταξύ των απομονωμένων ενζύμων. Η επιλογή του υποστρώματος  
πραγματοποιήθηκε με βάση τα αποτελέσματα από τη δοκιμή DNS για χρόνο επώασης της 
αντίδρασης 24h (Εικόνα 25). Τα κοκτέιλ που μελετήθηκαν ήταν ένα μίγμα κυτταρινασών 
(MtBGL3A, EG7, CBH I,  CBH II),  ένα κοκτέιλ κυτταρινασών με τη ξυλανάση GH11 και 
ένα κοκτέιλ κυτταρινασών με TtXyn30A.  

Η υψηλότερη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων λόγω της δράσης της GH11  σημειώθηκε 
στο υπόστρωμα lign_050319_L-b (0.219±0.028mg/ml). Το κοκτέιλ με τη ξυλανάση 
TtXyn30A είχε παρόμοια επίδραση στα δυο υποστρώματα. Η υψηλότερη συγκέντρωση 
αναγωγικών σακχάρων λόγω της αποκλειστικής δράσης των κυτταρινασών παρατηρήθηκε 
στο υπόστρωμα lign_080719_L (0.969±0.008mg/ml), ενώ στο υπόστρωμα lign_050319_L-b 
η παραγωγή σακχάρων μειώθηκε σε μεγάλο βαθμό. Δηλαδή, οι κυτταρινάσες διασπούν σε 
μεγαλύτερο βαθμό τη κυτταρίνη που εμπεριέχεται στο υπόστρωμα lign_080719_L. Συνεπώς, 
το  lign_080719_L κρίθηκε καταλληλότερο για  τις αντιδράσεις υδρόλυσής του από τα 
ενζυμικά κοκτέιλ που μελετήθηκαν στη συνέχεια, καθώς σε συνθήκες απουσίας ξυλανασών 
υδρολύεται σε μεγαλύτερο βαθμό η κυτταρίνη.  
 

 

Εικόνα 25. Επίδραση της μεμονωμένης δράσης των ενζύμων TtXyn30A, GH11 και του ενζυμικού 
μίγματος κυτταρινασών (CBH I, MtBGL3A, EG7) στα υποστρώματα  lign_080719_L και 
lign_050319_L-b σε χρόνο 24h μετά την έναρξη των αντιδράσεών. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με 
δοκιμή DNS.  
 

3.3.2 Επίδραση της συγκέντρωσης των κυττταρινασών 
Εφόσον επιλέχθηκε το υπόστρωμα των αντιδράσεων συνεργιτισμού που θα μελετηθούν, 
ακολούθησε ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης κυτταρινασών (CBH I, EG7, MtBGL3A) 
που θα προστίθενται σε κάθε κοκτέιλ. Η CBH II αφαιρέθηκε με σκοπό τη σύνθεση κοκτέιλ 
με τα απαραίτητα μόνο ένζυμα για καλύτερη μελέτη των αλληλεπιδράσεων μεταξύ τους.  

Στη περίπτωση υδρόλυσης υποστρώματος ξύλου οξιάς από απομονωμένες κυτταρινάσες η 
μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στις 24h παρατηρήθηκε, όταν η συγκέντρωση 
των κυτταρινασών ήταν 24mg/g βιομάζας (2.488±0.427mg/ml). Στις 48h η μέγιστη 
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συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων παρατηρήθηκε για συγκέντρωση κυτταρινασών 24mg/g 
βιομάζας (3.934±0.589mg/ml), καθώς και για 12mg/g βιομάζας (3.653±0.604mg/ml). Στις 
72h, η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων καταγράφθηκε και στις τρεις 
εξεταζόμενες συγκεντρώσεις κυτταρινασών. Ωστόσο, η μέτρηση δεν μπορεί να θεωρηθεί 
αξιόπιστη λόγω των υψηλών σφαλμάτων των δειγμάτων, όπως φαίνεται στην Εικόνα 26. 
Δεδομένου ότι σε 48h τα κοκτέιλ κυτταρινασών με συγκέντρωση 12mg/g βιομάζας και 
24mg/g βιομάζας εμφάνισαν παρόμοια αποτελέσματα, το κοκτέιλ 12mg/g βιομάζας 
επιλέχθηκε ως καταλληλότερο για τις ακόλουθες αντιδράσεις συνεργιτισμού με ξυλανάσες.  
 

 

Εικόνα 26. Επίδραση της ποσότητας συγκέντρωσης κυτταρινασών MtBGL3A, EG7 και CBH I στην 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς σε χρονικό διάστημα 24h. 48h και 
72h. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS. 

 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPX-87H, όπου οι καμπύλες των πρότυπων 
διαλυμάτων γλυκόζης και ξυλοβιόζης που προσδιορίστηκαν ήταν της μορφής y=10-5x 
(R2=0.8536) και y=2∙10-5x (R2=0.9501) αντίστοιχα. Σε κάθε περίπτωση ανιχνεύτηκε μόνο 
γλυκόζη και ξυλοβιόζη, ενώ δεν ανιχνεύτηκε ξυλόζη και κελλοβιόζη.  Η μέγιστη 
συγκέντρωση ξυλοβιόζης στις 24h καταγράφθηκε για συγκέντρωση κυτταρινασών 24mg/g 
βιομάζας (0.039±0.003mg/ml στις 24h, 0.129±0.038mg/ml στις 48h, 0.201±0.031mg/ml στις 
72h) με σημαντικές διαφορές από τις υπόλοιπες περιπτώσεις. Ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε 
μικρές ποσότητες συγκριτικά με τη γλυκόζη. 

Η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης καταγράφθηκε στις 24h για συγκέντρωση κυτταρινασών 
24mg/g βιομάζας (1.275±0.036mg/ml). Στις 48h η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης 
σημειώθηκε για συγκέντρωση κυτταρινασών 24mg/g βιομάζας (1.281±0.229mg/ml) και 
12mg/g βιομάζας (1.850±0.390mg/ml). Στις 72h τα αποτελέσματα δεν ήταν αξιόπιστα.  

Η ικανοποιητική συγκέντρωση γλυκόζης και η απουσία κελλοβιόζης αποτελεί ένδειξη της 
υψηλής ενεργότητας των κυτταρινασών και της β-γλυκοζάσης. Η αποτελεσματική υδρόλυση 
της κυτταρίνης συνέβαλε στην απομάκρυνση της κυτταρίνης από τη δομή της ξυλάνης με 
αποτέλεσμα την διευκόλυνση της πρόσβασης της EG7 στη ξυλάνη την οποία υδρολύει 
μερικώς. Όπως αναφέρθηκε στη παράγραφο ⸹1.2.4.1, ενδογλουκανάσες της GH7 
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οικογένειας, όπως είναι η EG7 υδρολύουν σε μικρό βαθμό τη ξυλάνη προς παραγωγή 
ολιγοσακχαριτών. Η παράπλευρη δράση ξυλανάσης της EG7 αιτιολογεί τη παρουσία 
ξυλοβιόζης.   
 

 

Εικόνα 27. Επίδραση της ποσότητας συγκέντρωσης 
κυτταρινασών MtBGL3A, EG7 και CBH I στη 
παραγωγή ξυλοβιόζης κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς 
σε χρονικό διάστημα 24h. 48h και 72h. Τα 
αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC .  

 

Εικόνα 28. Επίδραση της ποσότητας συγκέντρωσης 
κυτταρινασών MtBGL3A, EG7 και CBH I στη παραγωγή 
γλυκόζης κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς σε χρονικό 
διάστημα 24h. 48h και 72h. Τα αποτελέσματα προέκυψαν 
από ανάλυση HPLC . 

 
Από τα αποτελέσματα ανάλυσης DNS και HPLC διεξάγεται το συμπέρασμα ότι μεταξύ των 
συγκεντρώσεων που εξετάστηκαν η ελάχιστα απαιτούμενη συγκέντρωση κυτταρινασών για 
την υδρόλυση υποστρώματος ξύλου οξιάς είναι 12mg/g βιομάζας. 
 

3.3.3 Συνεργιτισμός μεταξύ των ξυλανασών  
Παράλληλα μελετήθηκε η συνεργιστική δράση των ξυλανασών GH11 και TtXyn30A. 
Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν τρία κοκτέιλ: i) GH11, εμπορική β-ξυλοζιδάση,  ii) TtXyn30A, 
εμπορική β-ξυλοζιδάση, iii) GH11-TtXyn30A (1:1), β-ξυλοζιδάση.  

Από την ανάλυση με DNS υπολογίστηκε ότι η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων 
στις 24h σημειώθηκε, όταν το υπόστρωμα υδρολύθηκε από το κοκτέιλ με GH11 
(0.477±0.137mg/ml), ενώ στις 48h όλα τα κοκτέιλ παρουσίασαν παρόμοια αποτελέσματα 
(Εικόνα 29). 
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Εικόνα 29. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς 
από τις ξυλανάσες GH11 και TtXyn30A σε χρονικό διάστημα 24h και 48h. Οι ξυλανάσες 
δοκιμάστηκαν τόσο ξεχωριστά όσο και σε συνδυασμό μεταξύ τους. Σε κάθε περίπτωση προστέθηκε 
εμπορική β-ξυλοζιδάση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση DNS. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPLX-87P και οι πρότυπες καμπύλες που 
προέκυψαν συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης 
καταγράφηκε, όταν το υπόστρωμα υδρολύθηκε από το κοκτέιλ των δυο ξυλανασών 
(0.188±0.017mg/ml στις 24h, 0.314±0.012mg/ml στις 48h), όπως φαίνεται στην Εικόνα 30. 
Ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε μικρές συγκεντρώσεις κατά τη δράση των κοκτέιλ των GH11 με 
β-ξυλοζιδάση και TtXyn30A με β-ξυλοζιδάση. Ωστόσο, το κοκτέιλ με GH1-β-ξυλοζιδάση  
σημείωσε την υψηλότερη συγκέντρωση στις 48h (0.153±0.006mg/ml), όπως φαίνεται στην 
Εικόνα 31. Παρόλο που το υπόστρωμα υδρολύθηκε από ξυλανάσες και β-ξυλοζιδάση, πρέπει 
να αναφερθεί πως σε κάθε περίπτωση ανιχνεύτηκε γλυκόζη κατά την υδρόλυση του 
υποστρώματος.  Η παρουσία γλυκόζης πιθανόν οφείλεται σε μια ποσότητά της που είχε 
παραμείνει σε διαλυτή μορφή από την προκατεργασία του υποστρώματος. Μια άλλη πιθανή 
αιτία αποτελεί το ενδεχόμενο οι ξυλανάσες να εμφανίζουν μικρή δραστικότητα στη 
κυτταρίνη που εμπεριέχεται στο προκατεργασμένο υπόστρωμα.  
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Εικόνα 30. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται 
κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από τις ξυλανάσες 
GH11 και TtXyn30A σε χρονικό διάστημα 24h και 
48h. Οι ξυλανάσες δοκιμάστηκαν τόσο ξεχωριστά 
όσο και σε συνδυασμό μεταξύ τους. Σε κάθε 
περίπτωση προστέθηκε εμπορική β-ξυλοζιδάση. Τα 
αποτελέσματα προέκυψαν μέσω ανάλυσης HPLC.  

Εικόνα 31. Συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράγεται 
κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από τις ξυλανάσες 
GH11 και TtXyn30A σε χρονικό διάστημα 24h και 
48h. Οι ξυλανάσες δοκιμάστηκαν τόσο ξεχωριστά όσο 
και σε συνδυασμό μεταξύ τους. Σε κάθε περίπτωση 
προστέθηκε εμπορική β-ξυλοζιδάση. Τα αποτελέσματα 
προέκυψαν μέσω ανάλυσης HPLC. 

 

3.3.4 Επίδραση της αναλογίας μεταξύ κυτταρινασών και ξυλανασών 
Στη συνέχεια μελετήθηκαν κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, EG7, CBH I), ξυλανασών 
(GH11, TtXyn30A) και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης με σύσταση, όπως περιγράφθηκε στο 
Πίνακα 7. Ο παράγοντας που εξετάστηκε ήταν η αναλογία μεταξύ κυτταρινασών και 
ημικυτταρινασών. Η συγκέντρωση των κυτταρινάσων ήταν σταθερή 7.5 mg/g βιομάζας, ενώ 
ελέχθησαν τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις ξυλανασών-β-ξυλοζιδάσης, 1.75, 3.5 και 
7.5mg/g βιομάζας. Η μεγίστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων σε διάστημα 24h 
σημειώθηκε από το κοκτέιλ με GH11+TtXyn30A συγκέντρωσης 7.5mg/g βιομάζας, ενώ δεν 
παρουσιάστηκαν υψηλές διακυμάνσεις μεταξύ των περισσότερων κοκτέιλ. Οι συγκεντρώσεις 
αναγωγικών σακχάρων που σημειώθηκαν στις 48h από το κοκτέιλ GH11+TtXyn30A ήταν 
παρόμοιες για κάθε εξεταζόμενη αναλογία. Επιπλέον, η προσθήκη των δυο ξυλανασών στο 
ίδιο κοκτέιλ βελτίωσε περισσότερο τη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων στη περίπτωση, 
όπου η συγκέντρωση των ημικυτταρινασών ήταν 1.75mg/ml (Εικόνα 32). Επομένως, ο 
υψηλότερος συνεργιτισμός αναπτύχθηκε στο κοκτέιλ GH11+TtXyn30A (1.75mg 
ημικυτταρινασών/g βιομάζας).  
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Εικόνα 32. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30, 
εμπορική β-ξυλοζιδάση) σε διαφορετικές αναλογίες μεταξύ τους. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με 
ανάλυση DNS και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Η ανάλυση HPLC έγινε με χρήση της στήλης HPX-87P και οι πρότυπες καμπύλες γλυκόζης 
και ξυλοβιόζης διέφεραν από εκείνες του Πίνακα 3. Οι πρότυπες καμπύλες γλυκόζης και 
ξυλοβιόζης είχαν εξίσωση y=10-5x (R2>0.94). Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις ξυλόζης 
ανιχνεύτηκαν στα κοκτέιλ που περιείχαν GH11 αλλά όχι TtXyn30A. Τα κοκτέιλ που περιείχαν 
και τις δυο ξυλανάσες σημείωσαν παρόμοια συγκέντρωση ξυλόζης για κάθε αναλογία 
κυτταρινασών  και ημικυτταρινασών (Εικόνα 33).  
 

 

Εικόνα 33. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) σε διαφορετικές αναλογίες μεταξύ τους. Τα αποτελέσματα προέκυψαν μέσω ανάλυσης 
HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
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Όσον αφορά τη συγκέντρωση της γλυκόζης δεν σημειώθηκαν έντονες διαφοροποιήσεις 
μεταξύ των κοκτέιλ. Τα κοκτέιλ που περιείχαν και τις δυο ξυλανάσεις σημείωσαν παρόμοια 
συγκέντρωση γλυκόζης για κάθε αναλογία κυτταρινασών  και ξυλανασών-β-ξυλοζιδάσης.  
 

 

Εικόνα 34. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) σε διαφορετικές αναλογίες μεταξύ τους. Τα αποτελέσματα προέκυψαν μέσω ανάλυσης 
HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Εφόσον τα αποτελέσματα της HPLC συμφωνούν με όσα προαναφέρθηκαν κατά την ανάλυση 
με DNS, επιλέχθηκε η συγκέντρωση κυτταρινασών 1.75 mg/g βιομάζας για τα επόμενα 
πειράματα. Η συγκέντρωση που επιλέχθηκε αντιστοιχεί σε αναλογία κυτταρινολυτικών 
(MtBGL3A, CBH I, EG7) και ξυλανολυτικών (GH11, TtXyn30A, β-ξυλοζιδάση) 7.5:1.75  (mg 
ενζύμων/g υποστρώματος). 
 

3.3.5 Επίδραση της αναλογίας ξυλανασών 
Στη συνέχεια εξετάστηκε η επίδραση της αναλογίας ημικυτταρινασών (GH11, TtXyn30A, β-
ξυλοζιδάση) κατά τη προσθήκη τους σε κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, EG7). Τα 
κοκτέιλ είχαν σύσταση που περιγράφεται στο Πίνακα 7 και αναλογία κυτταρινασών και 
ημικυτταρινασών ήταν 7.5:1.75 (mg ενζύμων/g βιομάζας). Η αναλογία ξυλανασών (GH11 
ή/και TtXyn30A) προς β-ξυλοζιδάση ήταν σταθερά 2:1 προκειμένου να είναι πιο ευδιάκριτες 
οι μεταβολές στη παραγωγή σακχάρων λόγω της επίδρασης της αναλογίας των GH11 και 
TtXyn30A.  Οι αναλογίες των GH11 και TtXyn30A που μελετήθηκαν ήταν 1:1, 3:1, 1:3, 9:1 
και 1:9.  Από την ανάλυση DNS προέκυψε ότι σε διάστημα 24h  δεν παρατηρήθηκε 
διαφοροποίηση στις συγκεντρώσεις αναγωγικών σακχάρων μεταξύ διαφορετικών αναλογιών 
ξυλανασών. Ωστόσο, σε διάστημα 48h παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή αναγωγικών 
σακχάρων μεγιστοποιήθηκε, όταν η αναλογία μεταξύ των GH11 και TtXyn30A ήταν 3:1 ή 
9:1. Οι χαμηλότερες συγκεντρώσεις σακχάρων σημειώθηκαν κατά τις αναλογίες 1:3 και 1:9. 
Στο τέλος της υδρόλυσης (72h) δεν ήταν ξεκάθαρα τα αποτελέσματα λόγω των υψηλών 
σφαλμάτων.  
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Εικόνα 35. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (BGL, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση).  Η συνολική συγκέντρωση των ξυλανασών και της β-ξυλοζιδάσης σε κάθε κοκτέιλ είναι 
1.75mg/g βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από την ανάλυση DNS και αναφέρονται σε περίοδο 
υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
 
Η HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPLX-87P και οι πρότυπες καμπύλες που προέκυψαν 
συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Στα δείγματα εντοπίστηκε ξυλόζη, γλυκόζη και 
ξυλοβιόζη. Ανάμεσα στα κοκτέιλ ξυλανασών η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης στις 24h και 
στις 48h σημειώθηκε στα κοκτέιλ με αναλογία ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) 3:1 
(0.656±0.049, 48h) και 9:1 (0.368±0.040mg/ml,48h). Κοκτέιλ με αναλογίες ξυλανασών 1:3 
και 1:9 παρουσίασαν χαμηλότερη συγκέντρωση σε ξυλόζη.  
 

 

Εικόνα 36. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(BGL, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάσης).  
Η συνολική συγκέντρωση των ξυλανασών και της β-ξυλοζιδάσης σε κάθε κοκτέιλ είναι 1.75mg/g 
βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από την ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης  
24h, 48h και 72h. 

0.00
1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 α
να

γω
γι

κώ
ν

σα
κχ

άρ
ω

ν 
(m

g/
m

l)

Συνθήκες αντίδρασης

Επίδραση της αναλογίας ξυλανασών στην παραγωγή αναγωγικών 
σακχάρων

24h

48h

72h

0.000
0.100
0.200
0.300
0.400
0.500
0.600
0.700
0.800

Συ
γκ

έν
τρ

ω
ση

 ξυ
λό

ζη
ς 

[m
g/

m
l]

Συνθήκες αντίδρασης-αναλογία GH11:TtXyn30A

Επίδραση της αναλογίας ξυλανασών στην παραγωγή ξυλόζης

24h

48h



66 
 

Ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε κάθε αναλογία, ενώ οι υψηλότερες συγκεντρώσεις της 
σημειώθηκαν από τα δείγματα 1:9 και 9:1. Γενικά παρατηρήθηκε μια τάση αύξησης της 
παραγωγής της ξυλοβιόζης σε συνθήκες υψηλής περίσσειας μιας εκ των δυο ξυλανασών.  
 

 

Εικόνα 37. Συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(BGL, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση).  
Η συνολική συγκέντρωση των ξυλανασών και της β-ξυλοζιδάσης σε κάθε κοκτέιλ είναι 1.75mg/g 
βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από την ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 
24h και 48h. 
 
Οι μεγαλύτερες συγκεντρώσεις γλυκόζης στις 24h και 48h ανιχνεύτηκαν σε κοκτέιλ 
αναλογιών 3:1 (3.326±0.057mg/ml, 48h), 9:1 (3.472±0.100mg/ml, 48h) και 1:9 
(3.866±0.626mg/ml, 48h). Ωστόσο, το σφάλμα της συγκέντρωσης σε αναλογία 1:9 ήταν 
υψηλό και κατά συνέπεια απαιτείται περεταίρω διερεύνηση. Κοκτέιλ διαφορετικών 
αναλογιών παρουσίασαν χαμηλότερες συγκεντρώσεις γλυκόζης που βέβαια δεν απέκλιναν σε 
μεγάλο βαθμό από εκείνα με αναλογίες 3:1, 9:1 και 1:9. 
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Εικόνα 38. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(BGL, EG7, CBH I) σε συνδυασμό με τις ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση).  
Η συνολική συγκέντρωση των ξυλανασών και της β-ξυλοζιδάσης σε κάθε κοκτέιλ είναι 1.75mg/g 
βιομάζας. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από την ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο επώασης 
της αντίδρασης 24h και 48h. 
 
Επιπλέον, προσδιορίστηκαν μέσω HPLC (σύστημα DIONEX) ολιγοσακχαρίτες που 
παράγονται κατά τη δράση των κοκτέιλ, καθώς και οι διακυμάνσεις στις συγκεντρώσεις 
ανάλογα με την αναλογία των GH11: TtXyn30A. Στην Εικόνα Α1 και Α2 (Παράρτημα Α) 
παρουσιάζονται τα χρωματογραφήματα των προϊόντων υδρόλυσης της βιομάζας από κάθε 
ενζυμικό κοκτέιλ σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. Σε χρόνο έκλουσης από τη στήλη 
χρωματογραφία 15-40min καταγράφηκαν αρκετές κορυφές, οι οποίες πρόκειται είτε για 
ολιγοσακχαρίτες μεγάλου μοριακού βάρους είτε για ολιγοσακχαρίτες που περιλαμβάνουν 
υποκαταστάτες, όπως μεθυλο-γλυκουρονικά οξέα, στα μόριά τους. Ενδεικτικά, αναφέρεται 
ότι η 4-Ο-μεθυλο-α-D-γλυκουρονυλική ξυλοβιόζη, 4-Ο-μεθυλο-α-D-γλυκουρονυλική 
ξυλοτριόζη και η 4-Ο-μεθυλο-α-D-γλυκουρονυλική ξυλοτετραόζη εκλούονται από τη στήλη 
χρωματογραφίας σε χρόνο 30.2, 30.8, 31.4min από την έναρξης της ανάλυσης. 

Από τα αποτελέσματα των αναλύσεων HPLC και DNS προκύπτει ότι οι αναλογίες 
ξυλανασών (GH11, TtXyn30A) με περίσσεια σε GH11 (9:1, 3:1) ευνοούν τη παραγωγή 
γλυκόζης και ξυλόζης. Ο συνεργιτισμός των ξυλανασών σε συνθήκες υψηλής συγκέντρωσης 
της GH11 οφείλεται στην υψηλότερη ενεργότητα του ενζύμου σε σχέση με τη TtXyn30A στις 
παρούσες συνθήκες υδρόλυσης.  
 

3.3.6 Επίδραση της σειράς προσθήκης των ενζύμων 
Η σειρά προσθήκης των απομονωμένων ενζύμων αποτελεί ένα παράγοντα που μπορεί να 
επηρεάζει το βαθμό υδρόλυσης της βιομάζας. Τα κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων (Πίνακας 
7) εξετάστηκαν κατά τη ταυτόχρονη, διαδοχική και διαδοχική με ενδιάμεση έκπλυση του 
υποστρώματος προσθήκη τους στο προκατεργασμένο ξύλο οξιάς. Η μέθοδος ήταν ίδια με 
εκείνη που περιγράφηκε για τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα (⸹3.2.4) με τη διαφορά ότι κατά τη 
διαδοχική προσθήκη και τη διαδοχική προσθήκη με ενδιάμεση έκπλυση υποστρώματος το 
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υπόστρωμα υδρολύθηκε πρώτα με τις ημικυτταρινάσες (TtXyn30A, GH11, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) και μετά από 24h προστέθηκαν οι MtBGL3A, EG7 και CBH I. 

 Σύμφωνα με τα  αποτελέσματα ανάλυσης με DNS ο συνεργιτισμός των κοκτέιλ που 
περιείχαν ξεχωριστά τη κάθε ξυλανάση (GH11 ή TtXyn30A) ήταν υψηλότερος κατά τη 
ταυτόχρονη προσθήκη των ενζύμων σε σχέση με τους άλλους δυο τρόπους προσθήκης. Τα 
κοκτέιλ που περιείχαν και τις δυο ξυλανάσες παρουσίασαν παρόμοια αποτελέσματα κατά τη 
ταυτόχρονη και διαδοχική προσθήκη τους. Επίσης, η υδρόλυση του υποστρώματος δεν 
ευνοήθηκε κατά τη διαδοχική προσθήκη των ενζύμων στο υπόστρωμα με ενδιάμεση 
έκπλυση. 
 

 

Εικόνα 39. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I) και ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) ανάλογα με τον τρόπο προσθήκης των ενζύμων στη βιομάζα. Οι μέθοδοι προσθήκης των 
ενζύμων που μελετήθηκαν ήταν η ταυτόχρονη (simultaneous), διαδοχική (sequential) και διαδοχική με 
ενδιάμεση έκπλυση (wash).  Τα αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε 
περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Η ανάλυση HPLC διενεργήθηκε με χρήση της στήλης HPX-87P και οι πρότυπες καμπύλες 
είχαν εξισώσεις, που περιγράφηκαν στο Πίνακα 3. Σε όλα τα δείγματα ανιχνεύτηκε μόνο 
ξυλόζη και γλυκόζη, ενώ δεν εντοπίστηκε ξυλοβιόζη. Η συγκέντρωση της ξυλόζης δεν 
επηρεάστηκε από τη ταυτόχρονη ή διαδοχική προσθήκη των ενζύμων αλλά και στις δυο 
περιπτώσεις ήταν σημαντικά υψηλότερη από εκείνη που καταγράφηκε στη περίπτωση 
διαδοχικής προσθήκης με ενδιάμεση έκπλυση. Σε όλες της περιπτώσεις διαδοχικής 
προσθήκης με ενδιάμεση έκπλυση ανιχνεύτηκε ξυλόζη σε διάστημα 48h, ενώ στις 24h δεν 
καταγράφηκε. Η παραγωγή ξυλόζης από κοκτέιλ κυτταρινασών μετά από 48h δράσης τους 
οφείλεται στην παράπλευρη δράση ξυλανάσης της EG7. Οι ξυλανάσες που είχαν προστεθεί 
αρχικά είχαν υδρολύσει τις πιο εύκολα προσβάσιμες περιοχές ξυλάνης με αποτέλεσμα οι 
κυτταρινάσες, που προστίθενται μετά την απομάκρυνσή των ξυλανασών και την έκπλυση της 
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βιομάζας, να είναι αντιμέτωπες με πιο δύσκολα προσβάσιμες περιοχές ξυλάνης. Σε διάστημα 
24h η πρόσβαση της EG7 σε μόρια ξυλάνης είναι αδύνατη, ενώ σε διάστημα 48h, όπου οι 
κυτταρινάσες έχουν υδρολύσει μια σημαντική ποσότητα κυτταρίνης, η EG7 αποκτά 
πρόσβαση σε περιοχές ξυλάνης που αποδεσμεύτηκαν από τη βιομάζα μετά την υδρόλυση της 
κυτταρίνης.   
 

 

Εικόνα 40. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I) και ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) ανάλογα με 
τον τρόπο προσθήκης των ενζύμων στη βιομάζα. Οι μέθοδοι προσθήκης των ενζύμων που μελετήθηκαν 
ήταν η ταυτόχρονη (simultaneous), διαδοχική (sequential) και διαδοχική με ενδιάμεση έκπλυση (wash).  
Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Όσον αφορά τη παραγωγή γλυκόζης τα αποτελέσματα συμφωνούν με τα παραπάνω. Η 
συγκέντρωση της γλυκόζης δεν επηρεάστηκε από τη ταυτόχρονη ή διαδοχική προσθήκη των 
ενζύμων αλλά και στις δυο περιπτώσεις ήταν σημαντικά υψηλότερη από εκείνη που 
καταγράφηκε στη περίπτωση διαδοχικής προσθήκης με ενδιάμεση έκπλυση (Εικόνα 41). 
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Εικόνα 41. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I) και ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) ανάλογα με 
τον τρόπο προσθήκης των ενζύμων στη βιομάζα. Οι μέθοδοι προσθήκης των ενζύμων που μελετήθηκαν 
ήταν η ταυτόχρονη (simultaneous), διαδοχική (sequential) και διαδοχική με ενδιάμεση έκπλυση (wash).  
Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Από την ανάλυση HPLC προκύπτει ότι ο συνεργιτισμός που αναπτύσσεται στα κοκτέιλ 
κυτταρινολυτικών και ξυλανολυτικών ενζύμων που εξετάστηκαν  δεν επηρεάζεται από τη 
ταυτόχρονη ή διαδοχική προσθήκη των ενζύμων στο υπόστρωμα. Βέβαια, η επίδραση της 
σειράς προσθήκης των ενζύμων στο συγκεκριμένο κοκτέιλ χρήζει εκτενέστερης διερεύνησης 
λόγω διαφωνίας των αποτελεσμάτων των αναλύσεων DNS και HPLC.  
 

3.4 Η συμβολή της ακετυλο-ξυλανο-εστεράσης στα ενζυμικά κοκτέιλ  
Στα ενζυμικά κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων προστέθηκε μια ακετυλο-ξυλανο-εστεράση με 
στόχο τη βελτίωση της συνεργιστικής δράσης των ενζύμων. Η ακετυλο-ξυλανο-εστεράση 
αφαιρεί ακετυλο-ομάδες από τη ξυλάνη βελτιώνοντας την υδρόλυσή της. Οι ακετυλο-ξυλανο-
εστεράσες που δοκιμάστηκαν ήταν μια εστεράση εμπορικής προέλευσης (AXE) και μια 
εστεράση που είχε παραχθεί, απομονωθεί και χαρακτηριστεί στο εργαστήριο (TtCe16). 
 

3.4.1 Η επίδραση της προσθήκης της AXE σε κοκτέιλ με αυξημένη συγκέντρωση EG7 
Σε πρώτη φάση μελετήθηκε ο συνεργιτισμός μεταξύ των κυτταρινασών (MtBGL3A, EG7, 
CBH I), ημικυτταρινασών (TtXyn30A, GH11, β-ξυλοζιδάσης) και εστεράσης (AXE). Η 
σύσταση των κοκτέιλ περιγράφηκε στο πίνακα 8, ενώ οι επιμέρους αναλογίες των ενζύμων 
αναφέρθηκαν στη παράγραφο ⸹2.3.3.1. Η συγκέντρωση της ενδογλουκανάσης EG7 αυξήθηκε 
κατά 50% προκειμένου να διερευνηθεί αν η παραγωγή της ξυλοβιόζης θα επηρεαστεί.  

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων επετεύχθη, όταν το υπόστρωμα ξύλου οξιάς 
υδρολύθηκε από το κοκτέιλ που περιλάμβανε τις δυο ξυλανάσες και την εστεράση.  
Συγκεκριμένα, η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων ήταν 3.466±0.147mg/ml σε 
24h και 5.376±0.228mg/ml σε 48h. Η υδρόλυση είχε διάρκεια 72h αλλά τα αποτελέσματα 
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στο τέλος της υδρόλυσης δεν ήταν αναξιόπιστα. Συνεπώς, με βάση τα αποτελέσματα 24h και 
48h η εστεράση συνέβαλε στην αύξηση της συγκέντρωσης των αναγωγικών σακχάρων.  
 

 

Εικόνα 42. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) 
και εστεράση (AXE).Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (9mg/g βιομάζας, 1:1:1), GH11 
(1.5mg/g βιομάζας), TtXyn30A (1.5mg/g βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE 
(0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν 
μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με τη μέθοδο DNS και αναφέρονται σε 
περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPX-87H, όπου οι καμπύλες των πρότυπων 
διαλυμάτων σακχάρων που πρόεκυψαν ήταν της μορφής y=10-5x (R2=0.9999) για τη 
γλυκόζη, y=2∙10-5x (R2=0.9995) για τη κελλοβιόζη, y=10-5x (R2=0.8265) για τη ξυλόζη και 
y=2∙10-5x (R2=0.7457) για τη ξυλοβιόζη.  

Ξυλόζη ανιχνεύτηκε μόνο στα κοκτέιλ που περιείχαν την εστεράση σε παρόμοιες 
συγκεντρώσεις. Σε διάστημα 24h η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης καταγράφηκε από το 
κοκτέιλ που περιείχε την εστεράση και τις δυο ξυλανάσες (TtXyn30A+GH11+AXE), ενώ σε 
διάστημα 48h όλα τα κοκτέιλ, που παρήγαγαν ξυλόζη, παρουσίασαν παρόμοια 
αποτελέσματα. Το κοκτέιλ κυτταρινασών (Cellulases) δεν περιείχε β-ξυλοζιδάση με 
αποτέλεσμα να μην υδρολύεται η ξυλάνη σε αυτή τη περίπτωση . Η απουσία ξυλόζης από τα 
κοκτέιλ που περιείχαν μια εκ των δυο ξυλανασών πιθανόν οφείλεται στην αλλαγή της στήλης 
χρωματογραφίας. Η ξυλόζη και η γλυκόζη εκλούονται από τη στήλη HPX-87H με μικρότερη 
χρονική διαφορά σε σχέση με τη στήλη HPX-87P με αποτέλεσμα η κορυφή της γλυκόζης να 
καλύπτει τη κορυφή της ξυλόζης στο χρωματογράφημα. Η κατάσταση αυτή συναντάται, όταν 
η συγκέντρωση  της ξυλόζης είναι αρκετά μικρότερης της συγκέντρωσης της γλυκόζης στο 
εξεταζόμενο δείγμα. Επομένως, στα προαναφερθέντα κοκτέιλ ενδεχομένως παρήγαγαν 
ξυλόζη, η οποία δεν ανιχνεύτηκε.  
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Εικόνα 43. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(AXE).Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (9mg/g βιομάζας, 1:1:1), GH11 (1.5mg/g βιομάζας), 
TtXyn30A (1.5mg/g βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE (0.75mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h 
και 48h. 
 
Ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε μικρές ποσότητες κατά τη δράση των κοκτέιλ Cellulases και 
TtXyn30A σε χρονική περίοδο 48h και 72h. Επίσης, ξυλοβιόζη σημειώθηκε κατά την 
υδρόλυση του υποστρώματος από το κοκτέιλ GH11+TtXyn30A στο τέλος της επώασης (72h). 
Η παραγωγή ξυλοβιόζης σε αυτές τις περιπτώσεις αιτιολογείται από τη δράση της TtXyn30A 
που παράγει μόρια ξυλοβιόζης με υποκαταστάτη MeGlA στο μη αναγωγικό άκρο. Επίσης, η 
παρουσία ξυλοβιόζης πιθανόν οφείλεται στην αύξηση της αρχικής ποσότητας της EG7.  

 Σε χρονικό ορίζοντα 24h δεν υπήρξαν σημαντικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των 
αποτελεσμάτων όσον αφορά τη συγκέντρωσης της γλυκόζης. Ωστόσο, στις 48h 
παρατηρήθηκε πτώση της συγκέντρωση της γλυκόζης, όταν προστέθηκε εστεράση στα 
ενζυμικά κοκτέιλ. Μείωση της ποσότητας της γλυκόζης παρατηρήθηκε στο κοκτέιλ 
TtXyn30A και στο κοκτέιλ TtXyn30A+GH11. Για το κοκτέιλ GH11 δεν μπορεί να διατυπωθεί 
κάποιο συμπέρασμα λόγω των σφαλμάτων.  
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Εικόνα 44. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(AXE).Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (9mg/g βιομάζας, 1:1:1), GH11 (1.5mg/g βιομάζας), 
TtXyn30A (1.5mg/g βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE (0.75mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Κελλοβιόζη ανιχνεύτηκε από τη δράση μερικών κοκτέιλ στο τέλος της υδρόλυσης της 
βιομάζας (72h). Οι ποσότητες κελλοβιόζης που καταγράφηκαν περιείχαν υψηλά σφάλματα, 
ενώ δεν παρατηρήθηκαν έντονες διαφοροποιήσεις μεταξύ των αποτελεσμάτων. Η παρουσία 
της κελλοβιόζης στο τέλος της επώασης πιθανόν οφείλεται σε φαινόμενα παρεμπόδισης της 
MtBGL3A. Γενικά, οι β-γλυκοζιδάσες παρεμποδίζονται από μόρια γλυκόζης, όταν έχουν 
παραχθεί σε υψηλές συγκεντρώσεις κατά την υδρόλυση της βιομάζας [64]. 
 

3.4.2 Η επίδραση της προσθήκης της AXE σε συνθήκες μικρότερης συγκέντρωσης 
EG7 
Για τη διεξαγωγή περισσότερο ικανοποιητικών αποτελεσμάτων μελετήθηκε η επίδρασης της 
AXE σε συνθήκες μικρότερης συγκέντρωσης ενδογλουκανάσης και σταθερού φορτίου 
ξυλανασών. Η συγκέντρωση της EG7 ελαττώθηκε προκειμένου να μειωθεί η συγκέντρωση 
της ξυλοβιόζης που οφείλεται στη ξυλανολυτική δράση του ενζύμου. Επίσης, η EG7 
εμφανίζει συνεργιτισμό με την AXE λόγω της ενεργότητας ξυλανάσης της EG7 με 
αποτέλεσμα να αναπτύσσονται φαινόμενα παρεμπόδισης με τις ξυλανάσες (GH11, 
TtXyn30A). Το συνολικό φορτίο των ξυλανασών διατηρήθηκε σταθερό (3mg/g βιομάζας) 
προκειμένου να διερευνηθεί περεταίρω ο συνεργιτισμός της εστεράσης με τα ένζυμα που 
εμπεριέχονται στα πρωτεϊνικά κοκτέιλ.  

Η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων κάθε κοκτέιλ ενισχύθηκε από τη δράση της 
εστεράσης σε χρονικό διάστημα 24h. Ειδικότερα, το κοκτέιλ GH11+AXE, καθώς και το 
κοκτέιλ GH11+TtXyn30A+AXE παρουσίασαν υψηλότερο συνεργιτισμό λόγω της εστεράσης 
σε χρονικό διάστημα 24h σε σχέση με το κοκτέιλ TtXyn30A+AXE.  
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Ύστερα από 48ωρη υδρόλυση του υποστρώματος, η παραγωγή αναγωγικών σακχάρων 
αυξήθηκε κατά τη προσθήκη AXE στο κοκτέιλ GH11. Η προσθήκη AXE στο κοκτέιλ 
TtXyn30A είχε αμελητέα επίδραση στην ποσότητα των αναγωγικών σακχάρων, ενώ στο 
κοκτέιλ GH11+TtXyn30A τα αποτελέσματα ήταν ίδια ανεξάρτητα από τη παρουσία της 
εστεράσης. Στο τέλος της υδρόλυσης (72h) η ποσότητα των αναγωγικών σακχάρων στο 
κοκτέιλ GH11+AXE ήταν 1.3-1.7 φορές μεγαλύτερη από τη ποσότητα που ανιχνεύτηκε στο 
αντίστοιχο κοκτέιλ χωρίς την εστεράση (GH11). Την ίδια χρονική στιγμή η εστεράση δεν 
επηρέασε τη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων στο κοκτέιλ που περιείχε μόνο τη TtXyn30A 
από ξυλανάσες, ενώ στο κοκτέιλ GH11+TtXyn30A επέφερε μικρή αύξηση. Με βάση τα 
αποτελέσματα από την ανάλυση DNS η εστεράση φαίνεται να αλληλεπιδρά και με τις δυο 
ξυλανάσες αλλά σε μεγαλύτερο βαθμό με τη GH11.  
 

 

Εικόνα 45. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) 
και εστεράση (AXE). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών 
(1.5mg/g βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, 
το συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση DNS και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με χρήση της στήλης HPX-87H, όπου οι καμπύλες των 
πρότυπων διαλυμάτων γλυκόζης, ξυλόζης, ξυλοβιόζης και κελλοβιόζης που πρόεκυψαν ήταν 
της μορφής y=2∙10-5x (R2>0.89). Ξυλοβιόζη δεν ανιχνεύτηκε σε κανένα δείγμα, γεγονός που 
αιτιολογείται από τη μείωση της ποσότητας της ενδογλουκανάσης. Κελλοβιόζη ανιχνεύτηκε 
μόνο στο τέλος της υδρόλυσης (72h) στο κοκτέιλ GH11+AXE, καθώς και στο κοκτέιλ 
GH11+TtXyn30A+ΑΧΕ. Η παραγωγή κελλοβιόζης πιθανόν οφείλεται στην παρεμπόδιση της 
β-γλυκοζιδάσης εξαιτίας την υψηλής συγκέντρωσης προϊόντων.  
Ξυλόζη καταγράφηκε από τη δράση μόνο των κοκτέιλ που περιείχαν την AXE, καθώς και 
του κοκτέιλ που περιείχε τις δυο ξυλανάσες (TtXyn30A+GH11) απουσία εστεράσης. Όσον 
αφορά τα υπόλοιπα κοκτέιλ η ξυλόζη δεν ανιχνεύτηκε λόγω της φύσης της στήλης 
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χρωματογραφίας (⸹3.4.1). Λόγω έλλειψης δεδομένων ξυλόζης για το σύνολο των κοκτέιλ δεν 
μπορεί να διατυπωθεί κάποια συμπέρασμα σχετικά με τη δράση της εστεράσης στη 
παραγωγή ξυλόζης. Ωστόσο, η μείωση της συγκέντρωσης της EG7 και η διατήρηση 
σταθερού φορτίου ξυλανασών (Εικόνα 46) επέφερε αύξηση της παραγωγής της ξυλόζης σε 
σχέση με τη περίπτωση που η συγκέντρωση της EG7 ήταν μεγαλύτερη (Εικόνα 43).  
                

 

Εικόνα 46. Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(AXE). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών (1.5mg/g 
βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, το 
συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
 
Η συγκέντρωση της γλυκόζης γενικώς δεν επηρεάστηκε από τη παρουσία της εστεράσης με 
εξαίρεση κάποιες περιπτώσεις. Συγκεκριμένα, η παραγωγή της γλυκόζης ελαττώθηκε στο 
κοκτέιλ με TtXyn30A+GH11 στις 48h υδρόλυσης, καθώς και στο κοκτέιλ TtXyn30A χωρίς 
GH11 στις 72h, όταν στα κοκτέιλ προστέθηκε η AXE. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από 
ποσοτικό προσδιορισμό της γλυκόζης μέσω ανάλυσης HPLC είναι περίπλοκα. Ωστόσο, η 
μείωση της συγκέντρωσης της EG7 και η διατήρηση σταθερού φορτίου ξυλανασών (Εικόνα 
47) επέφερε αύξηση της παραγωγής της γλυκόζης σε σχέση με τη περίπτωση που η 
συγκέντρωση της EG7 ήταν μεγαλύτερη (Εικόνα 44).  
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Εικόνα 47. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(AXE). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών (1.5mg/g 
βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και AXE (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό 
ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, το 
συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h, 48h και 72h. 
 

Με βάση τα αποτελέσματα από την ανάλυση DNS και HPLC η ΑΧΕ αναπτύσσει 
συνεργιστικές σχέση με τις ξυλανάσες και κυρίως με τη GH11. Επίσης, η AXE αναπτύσσει 
συνεργιστικές αλληλεπιδράσεις και με την EG7, η οποία έχει περιορισμένη δράση 
ξυλανάσης. Συνεπώς, η μείωση της συγκέντρωσης της EG7 περιόρισε τη παρεμπόδιση με τις 
ξυλανάσες.  Η αύξηση της παραγωγής της ξυλόζης και της γλυκόζης που σημειώθηκαν σε 
σχέση με τις αντίστοιχες τιμές που υπολογίστηκαν σε συνθήκες υψηλότερης συγκέντρωσης 
EG7 (⸹3.4.1) επιβεβαιώνουν ότι το συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο είναι υψηλό.  
 

3.4.3 Μελέτη επίδρασης της TtCe16 
Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η συνεργιστική δράση της εστεράσης TtCe16 στα κοκτέιλ 
κυτταρινασών (MtBGL3A, EG7, CBH I), ξυλανασών (TtXyn30A, GH11) και εμπορικής β-
ξυλοζιδάσης. Η συγκέντρωση της ενδογλουκανάσης διατηρήθηκε χαμηλή (1.5mg/g 
βιομάζας), ενώ το συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο των ξυλανασών μειώθηκε περεταίρω 
(1.2mg/g βιομάζας) για τη μείωση των φαινομένων παρεμπόδισης.  

Η μέγιστη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων σε διάστημα 24h σημειώθηκε κατά τη δράση 
των κοκτέιλ GH11+TtCe16, TtXyn30A+GH11 και TtXyn30A+GH11+TtCe16. Σε χρονικό 
διάστημα 48h η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιήθηκε κατά τη δράση  του 
κοκτέιλ GH11+TtXyn30A απουσία εστεράσης (7.395±0.464mg/ml) με σημαντική απόκλιση 
από κάθε άλλη περίπτωση. Επιπλέον, τα κοκτέιλ GH11+TtCe16 και TtXyn30A+TtCe16 
οδήγησαν σε μικρότερη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων σε σχέση με τα αντίστοιχα κοκτέιλ 
ξυλανασών που δεν περιείχαν την εστεράση. Σε πρώτη φάση η TtCe16 φαίνεται να μην 
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συμβάλλει στο συνεργιτισμό των κυτταρινασών-ξυλανασών με βάση τα αποτελέσματα από 
την ανάλυση DNS. Ωστόσο, απαιτείται ανάλυση HPLC για επιβεβαίωση του αποτελέσματος. 
 

 

Εικόνα 48. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) 
και εστεράση (TtCe16). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), 
ξυλανασών (1.75mg/g βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και TtCe16 (0.75mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Ωστόσο, το συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από 
ανάλυση DNS και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Η HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPLX-87P και οι πρότυπες καμπύλες που προέκυψαν 
συμφωνούσαν με εκείνες του Πίνακα 3. Η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης στις 24h 
καταγράφηκε από το κοκτέιλ GH11+TtCe16 και GH11+TtXyn30A+TtCe16. Σε χρονικό 
διάστημα 48h η μέγιστη συγκέντρωση ξυλόζης σημειώθηκε από τη δράση του κοκτέιλ 
GH11+TtCe16 (0.997±0.021mg/ml). Από την εικόνα 49 είμαι εμφανές ότι η προσθήκη της 
εστεράσης στα κοκτέιλ κυτταρινασών και ξυλανασών προκάλεσε αύξηση της παραγωγής της 
ξυλόζης.  
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Εικόνα 49: Συγκέντρωση ξυλόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(TtCe16). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών (1.75mg/g 
βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και TtCe16 (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, 
το συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε διάστημα 24h και 48h στις περιπτώσεις των κοκτέιλ 
κυτταρινασών, καθώς και των κοκτέιλ που περιείχαν τη ξυλανάση TtXyn30A. Η εστεράση 
TtCe16 συνέβαλε στη μείωση της ξυλοβιόζης τόσο στο κοκτέιλ που περιείχε μόνο TtXyn30A 
από τις ξυλανάσες όσο και στο κοκτέιλ που περιείχε και τις δυο ξυλανάσες 
(TtXyn30A,GH11).  Το γεγονός ότι η προσθήκη της TtCe16 προκάλεσε αύξηση  της 
παραγωγής της ξυλόζης και μείωση της παραγωγής της ξυλοβιόζης οδηγεί στο συμπέρασμα 
ότι η εστεράση αναπτύσσει συνεργιτιστικές σχέσεις με τις ξυλανάσες.  

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200
Συ

γκ
έν

τρ
ω

ση
 ξ

υλ
όζ

ης
 [m

g/
m

l]

Συνθήκες αντίδρασης

Επίδραση της TtCe16 στην παραγωγή ξυλόζης

24h 48h



79 
 

 

Εικόνα 50: Συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(TtCe16). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών (1.75mg/g 
βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και TtCe16 (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, 
το συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Σε χρονικό ορίζοντα 24h δεν παρατηρήθηκε κάποια διαφοροποίηση μεταξύ των 
αποτελεσμάτων. Σε χρονικό διάστημα 48h η μέγιστη συγκέντρωση γλυκόζης σημειώθηκε 
από τη δράση του κοκτέιλ που περιείχε GH11+TtXyn30A (6.129±0.789mg/ml). Μια 
σημαντική παρατήρηση αποτελεί η πτώση της συγκέντρωσης της γλυκόζης, όταν προστέθηκε 
εστεράση στα κοκτέιλ με ξυλανάσες. Μάλιστα η μεγαλύτερη διαφορά στη συγκέντρωση 
γλυκόζης λόγω της παρουσίας της εστεράσης εντοπίστηκε στο κοκτέιλ που περιείχε και τις 
δυο ξυλανάσες (GH11+TtXyn30A). Η παρεμποδιστική δράση της TtCe16 στην παραγωγή 
γλυκόζης πιθανόν οφείλεται στην αύξηση του συνολικού αρχικού πρωτεϊνικού φορτίου λόγω 
της προσθήκης της.  
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Εικόνα 51: Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-ξυλοζιδάση) και εστεράση 
(TtCe16). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (7.5mg/g βιομάζας, 2:1:2), ξυλανασών (1.75mg/g 
βιομάζας), β-ξυλοζιδάσης (1.5mg/g βιομάζας) και TtCe16 (0.75mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το 
συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, 
το συνολικό φορτίο ξυλανασών ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από ανάλυση HPLC και 
αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Τα αποτελέσματα από την ανάλυση HPLC επιβεβαίωσαν το συνεργιτισμό της TtCe16 με τις 
ξυλανάσες. Ωστόσο, τα φαινόμενα παρεμπόδισης λόγω της υψηλής συγκέντρωσης των 
ενζύμων δεν έχουν εξαλειφθεί. Η αύξηση του συνολικού ενζυμικού φορτίου λόγω της 
προσθήκης της εστεράσης επηρέασε αρνητικά τη παραγωγή της γλυκόζης, γεγονός που 
αιτιολογεί τη αντίστοιχη μείωση στη παραγωγή των αναγωγικών σακχάρων. Γενικά, η χρήση 
υψηλών ενζυμικών φορτίων επιδρά αρνητικά στο συνεργιτισμό και το βαθμό υδρόλυσης της 
βιομάζας [15]. 

Η TtCe16 παρουσίασε χαμηλότερα επίπεδα στην παραγωγή ξυλόζης σε σύγκριση με την 
εμπορική εστεράση AXE. Η μειωμένη ποσότητα ξυλόζης οφείλεται στη χρήση μικρότερου 
ενζυμικού φορτίου ξυλανασών, καθώς και στη περιορισμένη ενεργότητα της TtCe16 στις 
παρούσες συνθήκες της υδρόλυσης. . Η TtCe16 εμφανίζει pHoptimum 7.00 με αποτέλεσμα να 
έχει σημαντικά μειωμένη ενεργότητα στις συνθήκες υδρόλυσης της βιομάζας (pH 5.2). 
 

3.4.4 Επίδραση της προσθήκης της AXE και της αντικατάστασης της εμπορικής β-
ξυλοζιδάσης με RcXyl39A   
Στη συνέχεια μελετήθηκε η συνεργιστική δράση της AXE στα κοκτέιλ κυτταρινασών 
(MtBGL3A, EG7, CBH I) και ημικυτταρινασών (TtXyn30A, GH11, RcXyl39A). Η 
συγκέντρωση κάθε ενζύμου ξεχωριστά ήταν σταθερή, ενώ η σύσταση κάθε κοκτέιλ 
περιγράφηκε στο Πίνακα 8. Η συγκέντρωση των κυτταρινασών, των ημικυτταρινασών και 
της εστεράσης μειώθηκαν προκειμένου να αποφευχθούν φαινόμενα παρεμπόδισης. Η 
συγκέντρωση της RcXyl39A αυξήθηκε, διότι η ενεργότητα τoυ ενζύμου είναι μειωμένη στις 
συνθήκες pH της υδρόλυσης. Η χρονική περίοδος υδρόλυσης του υποστρώματος ήταν 48h.  
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Σύμφωνα με τα αποτελέσματα από την ανάλυση με DNS  η συγκέντρωση αναγωγικών 
σακχάρων δεν παρουσίασε σημαντικές διαφοροποιήσεις μεταξύ των διαφορετικών κοκτέιλ 
που δοκιμάστηκαν. Σε διάστημα 48h η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων αυξήθηκε 
παρουσία της εστεράσης στα κοκτέιλ που περιείχαν είτε μια εκ των δυο ξυαλανασών είτε και 
τις δυο ξυλανάσες. Ωστόσο, η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιήθηκε από τη 
δράση των κοκτέιλ AXE (3.841±0.147mg/ml) και TtXyn30A+AXE (3.128±0.707mg/ml). Τα 
κοκτέιλ GH11+TtXyn30A και GH11+TtXyn30A+AXE οδήγησαν σε μικρότερη παραγωγή 
αναγωγικών σακχάρων.  
 

 

Εικόνα 52: Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση 
(AXE). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), GH11 (0.57mg/g 
βιομάζας), TtXyn30A (0.57mg/g βιομάζας), RcXyl39A (2mg/g βιομάζας) και AXE (0.57mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση DNS και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h 
και 48h. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPX-87H, όπου οι καμπύλες των πρότυπων 
διαλυμάτων γλυκόζης, ξυλόζης, ξυλοβιόζης και κελλοβιόζης που πρόεκυψαν ήταν της 
μορφής y=2∙10-5x (R2>0.89). Κελλοβιόζη σημειώθηκε στα περισσότερα κοκτέιλ αλλά σε 
αμελητέες ποσότητες (<0.016mg/ml). Ξυλόζη δεν ανιχνεύτηκε σε καμία περίπτωση, το οποίο 
πιθανόν δικαιολογείται από τη στήλη χρωματογραφίας. Ωστόσο, ξυλοβιόζη καταγράφηκε σε 
24h και 48h κατά τη δράση όλων των ενζυμικών κοκτέιλ που εξετάστηκαν. Η παρουσία της 
ξυλοβιόζης οφείλεται στη μειωμένη δράση της RcXyl39A στις συνθήκες υδρόλυσης (pH 5.2). 
Η RcXyl39A χαρακτηρίζεται από pHoptimum 6.00 με αποτέλεσμα να αδυνατεί να υδρολύσει 
ικανοποιητικά τα μόρια ξυλοβιόζης προς παραγωγή ξυλόζης. Η μέγιστη συγκέντρωση 
ξυλοβιόζης παρατηρήθηκε στο κοκτέιλ που περιείχε μόνο κυτταρινάσες.  
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Εικόνα 53: Συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση (AXE). Οι 
σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), GH11 (0.57mg/g βιομάζας), 
TtXyn30A (0.57mg/g βιομάζας), RcXyl39A (2mg/g βιομάζας) και AXE (0.57mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h 
και 48h. 
 
Η παρουσία της εστεράσης αύξησε τη συγκέντρωση της γλυκόζης στα κοκτέιλ 
κυτταρινασών-ξυλανασών χωρίς όμως να είναι δυνατόν ο προσδιορισμός του κοκτέιλ με το 
οποίο παράγεται η βέλτιστη συγκέντρωση γλυκόζης. Ωστόσο, είναι προφανές ότι η 
συνεργιστική δράση της εστεράσης με τις ξυλανάσες βελτίωσε τη δράση των κυτταρινασών.  
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Εικόνα 54: Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση (AXE). Οι 
σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), GH11 (0.57mg/g βιομάζας), 
TtXyn30A (0.57mg/g βιομάζας), RcXyl39A (2mg/g βιομάζας) και AXE (0.57mg/g βιομάζας) 
συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη 
σύσταση. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h 
και 48h. 
 
Από την ανάλυση HPLC διαπιστώθηκε η αδυναμία της RcXyl39A να διασπά τα μόρια 
ξυλοβιόζης σε ξυλόζη λόγω της χαμηλής ενεργότητάς της στις συνθήκες υδρόλυσης. Η 
παραγωγή γλυκόζης αυξάνεται, όταν στο ενζυμικό κοκτέιλ προστίθεται η AXE. Το γεγονός 
αυτό επιβεβαιώνει τη συνεργιστική δράση της εστεράσης με τις ξυλανάσες, οι οποίες 
υδρολύουν μεγαλύτερο ποσοστό της ξυλάνης απελευθερώνοντας περισσότερες θέσεις 
πρόσδεσης κυτταρινασών στη κυτταρίνη. Επομένως, σε συνθήκες υψηλού πρωτεϊνικού 
φορτίου (⸹3.4.1, ⸹3.4.2) η προσθήκη της εστεράσης στα ενζυμικά κοκτέιλ κυτταρινασών-
ξυλανασών ενισχύει τα φαινόμενα παρεμπόδισης λόγω αύξησης του ενζυμικού φορτίου και 
της συγκέντρωσης των παραγόμενων προϊόντων υδρόλυσης.  
 

3.4.5 Επίδραση της αντικατάστασης συγκέντρωσης ξυλανασών με AXE και της 
εμπορικής β-ξυλοζιδάσης με RcXyl39A  
Σε συνέχεια της προηγούμενης δοκιμής των AXE, RcXyl39A μελετήθηκε η συνεργιστική 
δράση των ενζύμων στα κοκτέιλ σε συνθήκες σταθερού συνολικού φορτίου 
ημικυτταρινασών-ΑΧΕ. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα από ανάλυση DNS η προσθήκη της 
εστεράσης αύξησε τη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στα κοκτέιλ κυτταρινασών και 
ξυλανασών. Ωστόσο, η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων στο τέλος της υδρόλυσης (48h) 
δεν διαφοροποιήθηκε ιδιαίτερα μεταξύ διαφόρων κοκτέιλ, AXE, TtXyn30A+AXE, 
GH11+AXE και GH11+TtXyn30A+AXE.  
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Εικόνα 55. Συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων που παράγονται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από 
κυτταρινάσες (MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση 
(AXE). Οι σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), ξυλανασών και 
εστεράσης (0.57mg/g βιομάζας και RcXyl39A (1.43mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό 
φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, το συνολικό φορτίο 
ξυλανασών-AXE ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση DNS και αναφέρονται σε 
περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Η ανάλυση HPLC πραγματοποιήθηκε με στήλη HPX-87H, όπου οι καμπύλες των πρότυπων 
διαλυμάτων γλυκόζης, ξυλόζης, ξυλοβιόζης και κελλοβιόζης που πρόεκυψαν ήταν της 
μορφής y=2∙10-5x (R2>0.89). Κελλοβιόζη και ξυλόζη δεν ανιχνεύτηκαν σε κανένα κοκτέιλ. Η 
μη ανίχνευση ξυλόζης οφείλεται στη στήλη χρωματογραφίας και την ενεργότητα της 
RcXyl39A, όπως περιγράφηκε στην ⸹3.4.4. Παράλληλα, ξυλοβιόζη ανιχνεύτηκε σε υψηλές 
συγκεντρώσεις. Για παράδειγμα, η συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράχθηκε από τη δράση 
του κοκτέιλ TtXyn30A+AXE ήταν 1.154±0.367mg/ml στις 48h.   
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Εικόνα 56. Συγκέντρωση ξυλοβιόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση (AXE). Οι 
σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), ξυλανασών και εστεράσης (0.57mg/g 
βιομάζας και RcXyl39A (1.43mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε κάθε κοκτέιλ, 
το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, το συνολικό φορτίο ξυλανασών-AXE ήταν 
σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε περίοδο υδρόλυσης 24h και 
48h. 
 
 Η παρουσία της εστεράσης αύξησε τη συγκέντρωση της γλυκόζης στα κοκτέιλ 
κυτταρινασών-ημικυτταρινασών. Συνεπώς, η συνεργιστική δράση της εστεράσης με τις 
ξυλανάσες βελτίωσε τη δράση των κυτταρινασών. Ωστόσο, τα περισσότερα κοκτέιλ 
σημείωσαν παρόμοια αποτελέσματα ως προς τη συγκέντρωση γλυκόζης για την οποία ήταν 
αδύνατο να προσδιοριστεί η βέλτιστη τιμή της.  
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Εικόνα 57. Συγκέντρωση γλυκόζης που παράγεται κατά την υδρόλυση ξύλου οξιάς από κυτταρινάσες 
(MtBGL3A, EG7, CBH I), ημικυτταρινάσες (GH11, TtXyn30A, RcXyl39A) και εστεράση (AXE). Οι 
σταθερές συγκεντρώσεις κυτταρινασών (2.86mg/g βιομάζας, 2:1:1), ξυλανασών και εστεράσης 
(0.57mg/g βιομάζας και RcXyl39A (1.43mg/g βιομάζας) συμπλήρωναν το συνολικό ενζυμικό φορτίο σε 
κάθε κοκτέιλ, το οποίο ήταν μεταβλητό ανάλογα με τη σύσταση. Ωστόσο, το συνολικό φορτίο 
ξυλανασών-AXE ήταν σταθερό. Τα αποτελέσματα προέκυψαν με ανάλυση HPLC και αναφέρονται σε 
περίοδο υδρόλυσης 24h και 48h. 
 
Από την ανάλυση DNS και HPLC διαπιστώθηκε ότι η RcXyl39A είχε χαμηλή ενεργότητα στις 
συνθήκες υδρόλυσης της βιομάζας. Ο γεγονός αυτό αντικατοπτρίστηκε στην υψηλή 
συγκέντρωση ξυλοβιόζης και στα αποτελέσματα των μετρήσεων που δεν διαφοροποιήθηκαν 
έντονα μεταξύ τους, ενώ συγχρόνως παρουσιάστηκαν σημαντικά σφάλματα στις τιμές τους.  
 

4. Συζήτηση αποτελεσμάτων-Συμπεράσματα 

Απώτερος σκοπός της μελέτης του συνεργιτισμού μεταξύ των ενζύμων αποτελεί η 
ελαχιστοποίηση των ποσοτικών απαιτήσεων σε ένζυμα για την αποτελεσματική υδρόλυση 
της βιομάζας. Η ελάττωση του απαιτούμενου πρωτεϊνικού φορτίου μπορεί να επιφέρει 
σημαντικές βελτιώσεις στο κόστος της διεργασίας ανοίγοντας το δρόμο για την ευρεία χρήση 
των ενζυμικών κοκτέιλ στη βιομηχανία. Παράγοντες από τους οποίους εξαρτάται ο 
συνεργιτισμός των ενζύμων και κατά συνέπεια ο βαθμός υδρόλυσης της βιομάζας είναι η 
φύση του υποστρώματος, η σύσταση του ενζυμικού κοκτέιλ, η αναλογία των ενζύμων ως 
προς το υπόστρωμα της υδρόλυσης, η αναλογία των ενζύμων μεταξύ τους και η σειρά 
προσθήκης των ενζύμων. 
  

4.1 Υδρόλυση της βιομάζας μέσω κοκτέιλ ενζυμικών παρασκευασμάτων 
Η συγκέντρωση των ενζύμων στα κοκτέιλ ήταν καθοριστική για την υδρόλυση της βιομάζας. 
Μίγματα του εμπορικού ενζυμικού παρασκευάσματος Cellic® CTec2 με τα ενζυμικά 
εκχυλίσματα των στελεχών μύκητα A.biennis και P.citrinopileatus συγκεκριμένων αναλογιών 
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με συνολικό πρωτεϊνικό φορτίο 5mg/g βιομάζας και 10mg/g βιομάζας είχαν παρόμοια 
αποτελέσματα ως προς τη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων κατά την υδρόλυση 
προκατεργασμένων υποστρωμάτων ξύλου οξιάς και υπολειμμάτων αραβοσίτου. Συνεπώς, η   
βιομάζα μπορεί να υδρολυθεί σε ικανοποιητικό βαθμό από τα εν λόγω ενζυμικά κοκτέιλ, σε 
συνθήκες συνολικού ενζυμικού φορτίου 5mg/g βιομάζας.  

Επίσης, ο συνεργιτισμός εξαρτάται από το ενζυμικό σύστημα κάθε μικροοργανισμού.  Όσον 
αφορά το σχεδιασμό ενζυμικών κοκτέιλ με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis, η 
παραγωγή αναγωγικών σακχάρων, συμπεριλαμβανομένης της γλυκόζης και της ξυλόζης, 
βελτιστοποιείται, όταν η βιομάζα υδρολύεται αποκλειστικά από το Cellic® CTec2. Κοκτέιλ 
με Cellic® CTec2 και πρωτεϊνικό εκχύλισμα του εν λόγω στελέχους υδρολύουν τη βιομάζα 
σε μικρότερο βαθμό. Στη περίπτωση του βασιδιομύκητα P.citrinopileatus, η συγκέντρωση 
αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιείται, όταν τα υποστρώματα ξύλου οξιάς και 
υπολειμμάτων αραβοσίτου υδρολύονται είτε αποκλειστικά από το Cellic® CTec2  είτε από 
κοκτέιλ του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του μικροοργανισμού με σύσταση 90%wt Cellic® 
CTec2. Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του P.citrinopileatus φαίνεται να παρουσιάζει υψηλότερο 
συνεργιτισμό με το Cellic® CTec2 σε σχέση με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα του A.biennis. 
Ωστόσο, ο συνεργιτισμός μεταξύ των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων των βασιδιομυκήτων και 
του Cellic® CTec2 ενδέχεται να βελτιώνεται σε συνθήκες χαμηλότερου πρωτεϊνικού 
φορτίου.  

Σε συνθήκες χαμηλής πρωτεϊνικής συγκέντρωσης (5mg/g βιομάζας) επιβεβαιώνεται ο 
συνεργιτισμός  των πρωτεϊνικών παρασκευασμάτων. Κοκτέιλ των ενζυμικών εκχυλίσμάτων 
(A.biennis ή P.citrinopileatus) με το Cellic® CTec2 παράγουν σάκχαρα σε τιμές που 
διαφοροποιούνται ανάλογα με τη σύσταση του κοκτέιλ. Μίγματα στα οποία το Cellic® 
CTec2 είναι σε περίσσεια παρουσιάζουν περισσότερο ικανοποιητικά αποτελέσματα έναντι 
μιγμάτων με μεγάλη περιεκτικότητα σε ενζυμικό εκχύλισμα  βασιδιομύκητα. Ωστόσο, 
κοκτέιλ με 90%w/w Cellic® CTec2  εμφανίζουν παρόμοια αποτελέσματα ως προς τη 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων, όπως γλυκόζης και ξυλόζης, με κοκτέιλ με 75%w/w 
Cellic® CTec2. Η τελευταία παρατήρηση αποτελεί απόδειξη της ανάπτυξης συνεργιτισμού 
του Cellic® CTec2 με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα τόσο του A.biennis όσο και του 
P.citrinopileatus, όταν ένα μικρό ποσοστό της τάξης του 10-25%w/w του Cellic® CTec2 
αντικαθίσταται από το εκάστοτε πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Κοκτέιλ του Cellic® CTec2 με 
ξυλανάσες, όπως είναι η rXYN10A_MALCI και η rXYN10A_MALCI συμφωνούν με το 
συμπέρασμα που διατυπώθηκε για τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των δυο βασιδιομυκήτων. Οι 
ξυλανάσες rXYN10A_MALCI και rXYN11A_MALCI ανήκουν στις οικογένειες GH10 και 
GH11 και παράγονται από το μύκητα Malbranchea cinnamomea. Κοκτέιλ του Cellic® 
CTec2 με τις συγκεκριμένες ξυλανάσες πλεονεκτούν σε σχέση με διαλύματα που περιέχουν 
μόνο Cellic® CTec2, καθώς βελτιώνουν την παραγωγή σακχάρων. Μάλιστα, ο συνεργιτισμός 
μεταξύ του Cellic® CTec2 και της κάθε ξυλανάσης μεγιστοποιείται, όταν η σύσταση του 
κοκτέιλ περιλαμβάνει 90% ή 80%Cellic® CTec2 [40]. 

Τα αποτελέσματα των αντιδράσεων μελέτης της επίδρασης της χρονικής σειράς προσθήκης 
των ενζυμικών εκχυλισμάτων από τους  βασιδιομύκητες στα αντίστοιχα εξεταζόμενα 
υποστρώματα παρουσίασαν ομοιότητες μεταξύ τους. Ο βαθμός συνεργιτισμού μεταξύ των 
ενζυμικών εκχυλισμάτων των στελεχών A.biennis και P.citrinopileatus αποδείχτηκε ότι είναι 
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ανεξάρτητος από τη σειρά προσθήκης (ταυτόχρονη ή διαδοχική) των ενζύμων στο 
υπόστρωμα υδρόλυσης. Ωστόσο, ο βαθμός υδρόλυσης υποστρώματος Avicel είναι 
υψηλότερος κατά τη διαδοχική προσθήκη ενζυμικού παρασκευάσματος ημικυτταρινασών και 
στη συνέχεια ενζυμικού παρασκευάσματος κυτταρινασών σε σχέση με τη ταυτόχρονη 
προσθήκη των ενζύμων [65]. Γενικά, τα κυτταρινολυτικά και ξυλανολυτικά ένζυμα δρουν πιο 
αποτελεσματικά κατά την ταυτόχρονη ή διαδοχική προσθήκη τους στο υπόστρωμα ανάλογα 
με τη φύση του υποστρώματος, τις ιδιότητες των ενζύμων και τους μηχανισμούς 
συνεργιτισμού μεταξύ τους [15]. 

Η απουσία ικανοποιητικών αποτελεσμάτων κατά τη μελέτη των συνεργιστικών σχέσεων που 
αναπτύσσονται μεταξύ δυο διαφορετικών ενζυμικών παρασκευασμάτων είναι λογική. Σε 
μίγματα πολυάριθμων ενζύμων, όπως είναι τα ενζυμικά εκχυλίσματα από τα δυο στελέχη 
βασιδιομύκητα, ο ρόλος και η ποσότητα κάθε ενζύμου που περιέχεται σε κάθε ενζυμικό 
παρασκεύασμα παραμένουν άγνωστα [66]. Επιπλέον, τα ένζυμα δεν εμφανίζουν την ίδια 
σταθερότητα στις συνθήκες θερμοκρασίας και pH της αντίδρασης, ενώ το καθένα 
επηρεάζεται σε διαφορετικό βαθμό από τη παρεμπόδιση λόγω συσσώρευσης προϊόντων της 
υδρόλυσης της βιομάζας [37]. 
 

4.2 Υδρόλυση βιομάζας μέσω κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων 
Για τη αποσαφήνιση των συνεργιστικών σχέσεων που αναπτύσσονται μεταξύ των ενζύμων 
που περιλαμβάνονται σε πρωτεϊνικά εκχυλίσματα μικροοργανισμών συνήθως μελετώνται  
κοκτέιλ απομονωμένων ενζύμων. Τα ένζυμα που εξετάζονται είναι σε μεγάλο ποσοστό 
κυτταρινάσες και ένζυμα που αναπτύσσουν συνεργιτιστικές αλληλεπιδράσεις μαζί τους, όπως 
είναι οι ξυλανάσες, με σκοπό την υδρόλυση της κυτταρίνης που αποτελεί το μεγαλύτερο 
ποσοστό των λιγνοκυτταρινούχων υποστρωμάτων.  

Οι κυτταρινάσες EG7, CBH I και η β-γλυκοζιδάση MtBGL3A παρουσιάζουν συνεργιστική 
δράση τόσο μεταξύ τους όσο και με τις ξυλανάσες GH11, Ttxyl30A. Η εύρεση της ελάχιστης 
συγκέντρωσής τους για την ικανοποιητική υδρόλυση της βιομάζας αποτελεί σημαντική 
προϋπόθεση για το σχεδιασμό κοκτέιλ τους με ξυλανάσες. Από τη δοκιμή τριών 
διαφορετικών ενζυμικών συγκεντρώσεων (6mg/g βιομάζας, 12mg/g βιομάζας, 24mg/g 
βιομάζας) των κυτταρινασών (CBH I, EG7, MtBGL3A) αναλογίας 1:1:2 προσδιορίστηκε το 
ελάχιστα απαιτούμενο ενζυμικό φορτίο μέσω εύρεσης του πλατό συγκέντρωσης των 
παραγόμενων σακχάρων. Το ελάχιστο ενζυμικό φορτίο των κυτταρινασών για το οποίο 
επιτυγχάνεται πλατό συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων και γλυκόζης είναι 12mg/g 
βιομάζας.  

Οι ξυλανάσες GH11 και TtXyn30A σε συνδυασμό με β-ξυλοζιδάση συνιστούν ένα σύστημα 
ημικυτταρινασών που χαρακτηρίζεται από υψηλό συνεργιτισμό. Κατά την υδρόλυση 
προκατεργασμένου ξύλου οξιάς ταυτόχρονα από τα τρία ένζυμα η συγκέντρωση της ξυλόζης 
μέσα σε 24h ήταν 3.0-4.3 φορές υψηλότερη σε σχέση με την αντίστοιχη ποσότητα που 
παράχθηκε κατά τη δράση της TtXyn30A σε συνδυασμό με β-ξυλοζιδάση και 1.1-2.2 φορές 
μεγαλύτερη από τη ξυλόζη που παράγεται κατά τη δράση της GH11 σε συνδυασμό με τη β-
ξυλοζιδάση. Το σύστημα που περιγράφηκε εμφανίζει πιο ικανοποιητικά αποτελέσματα σε 
σχέση με τη συνεργιστική δράση της Xyn2A, μιας ξυλανάσης GH11 από το T.viride,  και της 
AguA, μιας α-D-γλυκουρονιδάσης που ανήκει στην οικογένεια GH67 και προέρχεται από τον 
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Geobacillus stearothermophilus. Κατά την υδρόλυση υποστρώματος ξύλου οξιάς από Xyn2A 
(0.25mg/g ξυλάνης), AguA (0.25mg/g ξυλάνης) και β-ξυλοζιδάση (0.25mg/g ξυλάνης) η 
μετατροπή της ξυλάνης σε προϊόντα υδρόλυσής της ήταν 1.1 φορές μεγαλύτερη από την 
αντίστοιχη που επιτεύχθηκε απουσία γλυκουρονιδάσης [13].  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα συνεργιτισμού των GH11-TtXyn30A-β-ξυλοζιδάση, καθώς και 
το θεωρητικό υπόβαθρο που έχει διατυπωθεί για τη δράση των ενζύμων (⸹1.2.1.1, 
⸹1.2.1.2.2,⸹1.2.2 ⸹1.2.5.3) μπορεί να προταθεί ο μηχανισμός συνεργιτισμού τους. Αρχικά, οι 
GH11 και οι TtXyn30A ξυλανάσες υδρολύουν τις αλυσίδες ξυλάνης προς σχηματισμό 
ολιγοσακχαριτών. Τα προϊόντα που παράγονται λόγω της μεμονωμένης δράσης τους σε 
υπόστρωμα με υποκαταστάτες MeGlA παρουσιάστηκαν στις Εικόνες 3 και 4 αντίστοιχα. Τα 
παραγόμενα μόρια ξυλοβιόζης και ξυλοτρίοζης που δεν διαθέτουν υποκαταστάτες μεθυλο-
γλυκουρονικού οξέος αποικοδομούνται από τη β-ξυλοζιδασή σε μόρια ξυλόζης. Η 
αλδοπενταουρονική μεθυλογλυκουρονοξυλοτετραόζη (MeGX4), η οποία αποτελεί προϊόν της 
δράσης της GH11 μπορεί να αποικοδομηθεί από τη β-ξυλοζιδάση προς παραγωγή ξυλόζης 
και ξυλοτριόζης με υποκαταστάτη MeGlA (Εικόνα 58).  

 

Εικόνα 58: Αποικοδόμηση αλυσίδας ξυλάνης με υποκαταστάτη μεθυλο-γλυκουρονονικού οξέος από το 
ενζυμικό σύστημα ξυλανάσης GH11 και β-ξυλοζιδάσης (BXL). Η GH11 παράγει ξυλοβιόζη και 
ξυλοτριόζη που μπορούν να αποικοδομηθούν επαρκώς από τη β-ξυλοζιδάση. Ωστόσο, παράγει και μόρια 
MeGX4 που υδρολύονται μερικώς από τη β-ξυλοζιδάση.  

 
Όμως, η TtXyn39A ξυλανάση μπορεί να αποικοδομήσει σε μεγαλύτερο βαθμό τους ξυλο-
ολιγοσακχαρίτες λόγω της εξω-δράσης της. Ωστόσο, μπορεί να υδρολύσει ξυλο-
ολιγοσακχαρίτες που παράγονται από τη δράση της GH11. Η TtXyn30A υδρολύει μόρια 
MeGX4 από το αναγωγικό τους άκρο προς σχηματισμό ξυλόζης και ξυλοτριόζης με 
υποκαταστάτη  MeGlA στο ενδιάμεσο μόριο ξυλόζης λόγω της ενδο-δράσης της από το 
αναγωγικό άκρο. Οι ενώσεις που παράγονται μπορούν να υδρολυθούν από τη β-ξυλοζιδάση 
αυξάνοντας τη παραγωγή ξυλόζης (Εικόνα 59). Είναι φανερό ότι η υδρόλυση ενός μορίου 
MeGX4 από τη συνεργιστική δράση των GH11 και β-ξυλοζιδάσης έχει ως αποτέλεσμα την 
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παραγωγή ενός μορίου ξυλόζης, ενώ η συνεργιστική δράση των GH11, TtXyn30A και β-
ξυλοζιδάσης προκαλεί την παραγωγή 2 μορίων ξυλόζης.  

 

Εικόνα 59: Αποικοδόμηση αλυσίδας ξυλάνης με υποκαταστάτη μεθυλο-γλυκουρονονικού οξέος από το 
ενζυμικό σύστημα ξυλανασών GH11, TtXyn30A και β-ξυλοζιδάσης (BXL). Η GH11 παράγει ξυλοβιόζη 
και ξυλοτριόζη που μπορούν να αποικοδομηθούν επαρκώς από τη β-ξυλοζιδάση. Ωστόσο, παράγει και 
μόρια MeGX4 που μέσω των TtXyn30A και της β-ξυλοζιδάσης μπορούν να αποικοδομηθούν σε 
μεγαλύτερο βαθμό σε σχέση με αποκλειστική δράση της β-ξυλοζιδάσης.   
 
Κοκτέιλ των ξυλανασών GH11, TtXyn30A και εμπορικής β-ξυλοζιδάσης που προστέθηκαν 
ταυτόχρονα σε υπόστρωμα προκατεργασμένου ξύλου οξιάς πιστοποίησαν την ύπαρξη 
συνεργιστικών σχέσεων μεταξύ τους. Ο συνδυασμός των δυο ξυλανασών επέφερε σημαντική 
μείωση της ποσότητας ξυλοβιόζης σε σχέση με την ποσότητα που παράγεται κατά τη δράση 
κάθε ενζύμου ξεχωριστά, ενώ παράλληλα αυξήθηκε η συγκέντρωση της ξυλόζης. Στη 
παρούσα έρευνα η σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης της ξυλόζης σε ποσοστό άνω του 
30% μπορεί να αποδοθεί τόσο στη φύση της GH30 που είναι μυκητιακής προέλευσης με 
παράπλευρη δράση ξυλοβιοϋδρολάσης όσο και στην παρουσία της β-ξυλοζιδάσης. Σε 
πείραμα μελέτης συνεργιτισμού των ξυλανασών GH11 και GH30 που είχαν απομονωθεί από 
το βακτηριακό στέλεχος  Bacillus Subtillis, ο M. S. Rhee και οι συνεργάτες του ανίχνευσαν 
μικρή αύξηση της ξυλόζης συγκριτικά με την ποσότητα που παράγεται, όταν τα δυο ένζυμα 
υδρολύουν ξεχωριστά υπόστρωμα sweet gum [19].  

Οι κυτταρινάσες (MtBGL3A, CBH I, EG7) σε συνδυασμό με τα ξυλανολυτικά ένζυμα 
(TtXyn30A, GH11, β-ξυλοζιδάση) υδρολύουν σε ικανοποιητικό βαθμό υπόστρωμα 
προκατεργασμένου ξύλου οξιάς λόγω των συνεργιστικών αλληλεπιδράσεων που 
αναπτύσσονται μεταξύ τους. Όταν το υπόστρωμα υδρολύθηκε από κυτταρινάσες (7.5mg/g 
βιομάζας) και ξυλανάσες-β-ξυλοζιδάση (1.75mg/g βιομάζας, 1:1:1) η συγκέντρωση 
αναγωγικών σακχάρων ήταν 4.55mg/ml σε 48h. Η υδρόλυση του υποστρώματος μόνο από το 
μίγμα κυτταρινασών είχε ως αποτέλεσμα τη παραγωγή 2.81mg/ml αναγωγικών σακχάρων σε  
48h. Τα αποτελέσματα είναι παρόμοια με βιβλιογραφικά δεδομένα που έχουν προκύψει από 
έρευνες συνεργιτισμού κοκτέιλ ενζύμων παρόμοιας ή ίδιας δράσης. Σε πείραμα μελέτης 
υδρόλυσης υποστρώματος προκατεργασμένων υπολειμμάτων αραβοσίτου από μίγμα 
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εμπορικής κυτταρινάσης (10mg/g γλυκάνης) και δυο ξυλανασών των οικογενειών GH11 και 
GH10 (5mg/g γλυκάνης, 1:1)  η συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων ήταν 5.68mg/ml σε 
48h. Στη περίπτωση που το τελευταίο υπόστρωμα υδρολύθηκε μόνο από τη κυτταρινάση η 
συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων ήταν 3.15mg/ml σε 48h [67].  

Ένας σημαντικός παράγοντας που επηρεάζει την απόδοση της υδρόλυσης του υποστρώματος 
είναι η αναλογία μεταξύ κυτταρινασών και ημικυτταρινασών. Η παραγωγή αναγωγικών 
σακχάρων ενισχύεται, όταν οι κυτταρινάσες είναι σε περίσσεια σε σχέση με τις ξυλανάσες 
και τη β-ξυλοζιδάση στο ενζυμικό κοκτέιλ. Ο υψηλότερος συνεργιτισμός μεταξύ των 
ενζύμων επιτεύχθηκε σε αναλογία κυτταρινασών/ημικυτταρινασών  7.5: 1.75 ή   αλλιώς 
81.1%:18.9%. Σύμφωνα με μια μελέτη συνεργιτισμού κυτταρινολυτικών 
(κελλοβιοϋδρολάσες, γλυκοζιδάση, ενδογλουκανάση) και ξυλανολυτικών (ξυλοζιδάση, 
ξυλανάσες, γλυκουρονιδάση) ενζύμων οι απαιτήσεις σε ξυλανάσες είναι χαμηλότερες σε 
σχέση με τις αντίστοιχες των κυτταρινασών για τη βελτίωση της παραγωγής σακχάρων. Στη 
συγκεκριμένη έρευνα η συγκέντρωση των αναγωγικών σακχάρων μεγιστοποιήθηκε κατά την 
υδρόλυση ακατέργαστου υποστρώματος ακακίας, όταν η αναλογία των κυτταρινασών ως προ 
τις ημικυτταρινάσες ήταν 93.75%:6.25% αντίστοιχα [68]. Ωστόσο, η επίτευξη μέγιστων 
βαθμών υδρόλυσης σε συνθήκες χαμηλής περιεκτικότητας σε ξυλανάσες δεν αποτελεί γενικό 
κανόνα. Για παράδειγμα, o μέγιστος βαθμός συνεργιτισμού σε κοκτέιλ εμπορικών 
παρασκευασμάτων κυτταρινασών (Celluclast 1.5 L), β-γλυκοζιδάσης (Novozyme, 188) και 
ξυλανασών (Multifect Xylanase) σημειώθηκε σε αναλογία κυτταρινασών-β-γλυκοζιδάσης και 
ξυλανασών 1:6 κατά την υδρόλυση προκατεργασμένων υπολειμμάτων αραβοσίτου [69]. 
Συνεπώς, ο βαθμός συνεργιτισμού μεταξύ των κυτταρινασών και των ξυλανασών 
επηρεάζεται διαφορετικά από την αναλογία μεταξύ τους. Παράγοντες στους οποίες οφείλεται 
αυτή η διαφοροποίηση σχετίζονται με τη φύση του υποστρώματος, τις ιδιότητες των ενζύμων 
και τις σχέσεις αλληλεπίδρασης μεταξύ τους.  

Η αναλογία των ξυλανασών TtXyn30A και GH11 στα κοκτέιλ που εξετάστηκαν επηρεάζει τη 
παραγωγή της ξυλόζης. Η παραγωγή της ξυλόζης ευνοείται σε αναλογίες GH11/TtXyn30A 
3:1 και 9:1, ενώ σε μικρότερες αναλογίες ο συνεργιτισμός μεταξύ των ενζύμων μειώνεται. Ο 
λόγος για τον οποίο ο συνεργιτισμός εξαρτάται από την αναλογία των ξυλανασών είναι η 
ενεργότητα των ενζύμων. Η ξυλανάση GH11 (pHoptimum 4.5) χαρακτηρίζεται από υψηλότερη 
ενεργότητα στις συνθήκες της υδρόλυσης (pH 5.2) συγκριτικά με την ξυλανάση TtXyn30A 
(pH 4.0), γεγονός που αντικατοπτρίζεται στη παραγωγή αναγωγικών σακχάρων και κυρίως 
της ξυλόζης. Ακόμη, η TtXyn30A εμφανίζει κυρίως δράση ενδο-ξυλανάσης με αποτέλεσμα να 
παράγει σε μεγάλο ποσοστό ξυλο-ολιγοσακχαρίτες με υποκαταστάτες μεθυλο-γλυκουρονικού 
οξέος που δεν ανιχνεύονται μέσω HPLC. Επομένως, η μειωμένη ενεργότητα της TtXyn30A  
προς παραγωγή ξυλόζης πιθανόν οφείλεται όχι μόνο στο pH της υδρόλυσης αλλά και στη 
φύση του υποστρώματος. Γίνεται κατανοητό, λοιπόν ότι η μεγαλύτερη ποσότητα του 
υποστρώματος της β-ξυλοζιδάσης, που αποτελούν οι ξυλο-ολιγοσακχαρίτες, προέρχεται από 
τη δράση της GH11. Σε ένα αντίστοιχο πείραμα συνεργιτισμού της Xyn2A, μιας ξυλανάσης 
της GH11 οικογένειας με προέλευση από το στέλεχος Trichoderma viride και της XT6, μιας 
ξυλανάσης της GH10 οικογένειας με προέλευση από το στέλεχος Geobacillus 
Stearothermophilus, ο μέγιστος βαθμός συνεργιτισμού μεταξύ των δυο ενζύμων παρουσία β-
ξυλοζιδάσης επιτεύχθηκε, όταν η αναλογία Xyn2A:XT6 ήταν 75%:25%. Η βελτιστοποίηση 
του συνεργιτισμού τους στην αναλογία 75%:25% οφειλόταν στο γεγονός ότι η β-ξυλοζιδάση 
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παρουσίασε μεγαλύτερη εκλεκτικότητα ως προς τα προϊόντα της Xyn2A παρά στα προϊόντα 
της  XT6  [70].  

Η εμπορική εστεράση AXE αποδείχτηκε πειραματικά πως αναπτύσσει συνεργιστικές 
αλληλεπιδράσεις τόσο με τη GH11 όσο και με την TtXyn30A. Η προσθήκη 0.57mg/g 
βιομάζας AXE σε κοκτέιλ με MtBGL3A, CBH I, EG7, GH11, TtXyn30A και εμπορικής β-
ξυλοζιδάσης με σταθερή συγκέντρωση κάθε ενζύμου αύξησε την παραγωγή της ξυλόζης, ενώ 
αύξησε και την παραγωγή αναγωγικών σακχάρων στις περισσότερες περιπτώσεις. Το κοκτέιλ 
που προέκυψε αύξησε μέσα σε 24h τη συγκέντρωση αναγωγικών σακχάρων κατά 1.7-1.9 
φορές σε σχέση με τη περίπτωση που δεν προστέθηκε η AXE στο κοκτέιλ. Στην περίπτωση 
προσθήκης AXE σε κοκτέιλ, όπου η συνολική συγκέντρωση των ξυλανασών ήταν 1.5mg/g 
βιομάζας προκλήθηκε αύξηση της συγκέντρωσης αναγωγικών σακχάρων μέσα σε 24h κατά 
1.5-1.6 φορές σε σχέση με το αντίστοιχο κοκτέιλ κυτταρινασών και ημικυτταρινασών. Σε 
διάστημα 48h ο ρυθμός παραγωγής σακχάρων μειώθηκε. Τα αποτελέσματα είναι 
ικανοποιητικά συγκριτικά με άλλα παρόμοια κοκτέιλ που έχουν μελετηθεί. Για παράδειγμα, 
κοκτέιλ μιας GH11 ξυλανάσης με προέλευση από το στέλεχος Streptomyces sp. J103 
(rRXynS1), μιας ακέτυλο-ξυλανο-εστεράσης με προέλευση από το βακτήριο Ochrovirga 
pacifica (AXE) και μιας εμπορικής κυτταρινάσης υδρόλυσε κατά 1.18 φορές περισσότερο 
προκατεργασμένο λιγνινοκυτταρινούχο υπόστρωμα σε σχέση με κοκτέιλ που περιείχε μόνο 
rRXynS1 και κυτταρινάση σε χρονική περίοδο υδρόλυσης 10h [71]. Το συγκεκριμένο 
κοκτέιλ παρουσιάζει μεγαλύτερη ικανότητα αποικοδόμησης της βιομάζας σε σχέση με το 
κοκτέιλ κυτταρινασών, GH11, TtXyn30A, β-ξυλοζιδάσης και AXE. Ωστόσο, για την 
ακριβέστερη σύγκριση των δυο κοκτέιλ θα πρέπει να μελετηθεί ο βαθμός υδρόλυσης της 
βιομάζας για ίσα χρονικά διαστήματα υδρόλυσης.  

Η προσθήκη των GH11, TtXyn30A, εμπορικής β-ξυλοζιδάσης, TtCe16 (2.5mg/g βιομάζας) σε 
διάλυμα  κυτταρινασών (6.5mg/g βιομάζας) αύξησε μέσα σε 24h τη συγκέντρωση της 
ξυλόζης κατά 4.1-4.9 φορές και της γλυκόζης κατά 1.15-1.17 φορές σε σχέση με τις 
αντίστοιχες συγκεντρώσεις τους που παράχθηκαν κατά την υδρόλυση της βιομάζας μόνο από 
τις κυτταρινάσες. Κατά την υδρόλυση προκατεργασμένων υπολειμμάτων αραβοσίτου από 
κοκτέιλ μιας κελλοβιοϋδρολάσης (5mg/g γλυκάνης) της GH7 οικογένειας με προέλευση από 
το στέλεχος T.reesei, μιας ανασυνδυασμένης ξυλανάσης (2.5mg/g γλυκάνης) από το 
Thermomyces lanuginosus εκφρασμένη σε Aspergillus spp. και μιας ανασυνδυασμένης 
εστεράσης (2.5mg/g γλυκάνης) από το T.reesei εκφρασμένη στο A. awamori τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι η συγκέντρωση της ξυλοβιόζης, που αποτέλεσε το κύριο προϊόν 
υδρόλυσης της ξυλάνης, αυξήθηκε κατά 2.6 φορές σε σχέση με την αντίστοιχη που 
παράχθηκε από τη μεμονωμένη δράση της κελλοβιοϋδρολάσης. Επίσης, η συγκέντρωση της 
κελλοβιόζης που ήταν το κύριο προϊόν υδρόλυσης της κυτταρίνης αυξήθηκε κατά 1.7 φορές 
σε σχέση με την αποκλειστική δράση της κυτταρινάσης [72].  

Η επιρροή της σειράς προσθήκης των ενζύμων στη παραγωγή σακχάρων δεν είναι ξεκάθαρη. 
Η υδρόλυση της βιομάζας από κοκτέιλ που περιείχε και τις δυο ξυλανάσες φαίνεται ότι δεν 
επηρεάστηκε από τη σειρά προσθήκης των ενζύμων. Ωστόσο, τα αποτελέσματα σύγκρισης 
παραγωγής σακχάρων μεταξύ ταυτόχρονης και διαδοχικής προσθήκης ενζύμων δεν ήταν 
ξεκάθαρα  σε περιπτώσεις κοκτέιλ με μόνο μια εκ των δυο ξυλανάσων (GH11 ή TtXyn30A). 
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Επομένως, απαιτείται περεταίρω έρευνα για την εξακρίβωση της επίδρασης της χρονικής 
σειράς προσθήκης των ενζύμων στο αποτέλεσμα της υδρόλυσης.  
 

4.3 Χρονική διάρκεια υδρόλυσης της βιομάζας 
Στις περισσότερες δοκιμές των κοκτέιλ ο συνεργιτισμός μελετήθηκε σύμφωνα τις τιμές των 
παραγόμενων σακχάρων σε διάστημα 24h και 48h παρόλο που η συνολική χρονική διάρκεια 
της υδρόλυσης της βιομάζας ήταν 72h. Οι μετρήσεις που αντιστοιχούσαν σε χρονική 
διάρκεια υδρόλυσης 72h παρουσίασαν συχνά υψηλά σφάλματα. Η παρατεταμένη έκθεση των 
ενζύμων σε θερμοκρασία 45℃ μπορεί να προκαλέσει τη μετουσίωσή τους με αποτέλεσμα να 
παύουν να συμμετέχουν στην υδρόλυση του υποστρώματος. Επίσης, η υδρόλυση σημαντικής 
ποσότητας της κυτταρίνης και της ξυλάνης πιθανόν να ευθύνεται για την απελευθέρωση 
μορίων λιγνίνης που δεν είχαν απομακρυνθεί κατά την προκατεργασία και ήταν 
εγκλωβισμένα στο υπόστρωμα. Τα προϊόντα διάσπασης της λιγνίνης, όπως είναι οι 
φαινολικές ενώσεις, παρεμποδίζουν την υδρόλυση της κυτταρίνης και της ξυλάνης. Επιπλέον, 
η υδρόλυση των πολυμερικών αλυσίδων ενδέχεται να παρεμποδίζεται λόγω της ετερογένειας 
του υποστρώματος και του μεγέθους των κόκκων του.  
 

4.4 Μελλοντικές προκλήσεις  
Τα πολυενζυμικά κοκτέιλ προσφέρουν μια εναλλακτική στην παραγωγή καυσίμων, χημικών 
και προϊόντων της βιομηχανίας χαρτοπολτού με μειωμένο περιβαλλοντικό κόστος σε σχέση 
με τις παραδοσιακές μεθόδους. Όμως, το υψηλό κόστος των ενζύμων απαιτεί τη 
βελτιστοποίηση της ποσοτικής και ποιοτικής σύστασης των κοκτέιλ προκειμένου να 
αντισταθμιστεί το συνολικό κόστος παραγωγής των τελικών προϊόντων.  

Η βελτίωση των συνθηκών στις οποίες πραγματοποιείται η ενζυμική υδρόλυση μπορεί να 
συμβάλει στη μείωση της συνολικής απαιτούμενης ποσότητας των ενζύμων για την 
αποικοδόμηση της βιομάζας [73]. Τα κοκτέιλ συνήθως αποτελούνται από ένζυμα που 
εμφανίζουν ικανοποιητική ενεργότητα σε μια κοινή τιμή θερμοκρασίας και pH. Ωστόσο, η 
επιλογή ενζύμων με μέγιστη ενεργότητα στις ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας και pH αποτελεί 
δύσκολο εγχείρημα. Συνεπώς, θα πρέπει να εξεταστεί η εφαρμογή διαφορετικών συνθηκών 
υδρόλυσης της βιομάζας από κοκτέιλ των ενζύμων (MtBGL3A, CBH I, EG7, TtXyn30A, 
GH11, β-ξυλοζιδάση, εστεράση). Επιπλέον, η δοκιμή περισσότερων διαφορετικών ενζυμικών 
συγκεντρώσεων θα παρέχει μια πληρέστερη εικόνα του συνεργιτισμού τους και των 
βέλτιστων αναλογιών των ενζύμων για την μεγιστοποίηση του βαθμού μετατροπής της 
κυτταρίνης και της ξυλάνης σε γλυκόζη και ξυλόζη αντίστοιχα. Σε μετέπειτα στάδια 
προτείνεται η μελέτη συνεργιτισμού με ένζυμα με υψηλότερη ανοχή στην επίδραση της 
θερμοκρασίας. Η TtXyn30A αποτελεί ένα θερμοσταθερό ένζυμο, γεγονός που αποτυπώνεται 
στη διατήρηση σταθερότερης ενεργότητας ως το τέλος της υδρόλυσης σε σχέση με τη GH11 
ξυλανάση. Τα θερμοσταθερά ένζυμα χαρακτηρίζονται από υψηλή σταθερότητα, 
εξειδικευμένη δράση και μεγαλύτερη ευελιξία στις διεργασίες αξιοποίησής τους. Μάλιστα, η 
ικανότητα μερικών ανασυνδυασμένων θερμοσταθερών ενζύμων να υδρολύουν ακατέργαστα 
υποστρώματα θα μπορούσε να συμβάλει ουσιαστικά στη βελτίωση του κόστους της 
διεργασίας της υδρόλυσης [74].  Επίσης, θα πρέπει να εξεταστεί εκτενέστερα η επίδραση της 
σειράς προσθήκης των συγκεκριμένων ενζύμων στο υπόστρωμα υδρόλυσης. Μερικοί 
παράγοντες που συνίσταται να μελετηθούν σε κάθε περίπτωση προσθήκης (ταυτόχρονη ή 
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διαδοχική) είναι η αναλογία μεταξύ κυτταρινασών και ημικυτταρινασών, καθώς και η 
αναλογία μεταξύ GH11 και TtXyn30A. Τέλος, τα ενζυμικά κοκτέιλ πρωτεϊνικών 
εκχυλισμάτων των βασιδιομυκήτων με το Cellic® CTec2 θα πρέπει να μελετηθούν σε 
μεγαλύτερο βαθμό παρά τις δυσκολίες που παρουσιάζουν λόγω των ποσοτικών 
διαφοροποιήσεων των επιμέρους ενζύμων τους. Συγκεκριμένα, πρέπει να εξεταστεί ο 
συνεργιτισμός τους σε χαμηλότερες πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα 
μικροοργανισμών μπορούν να μειώσουν το κόστος της ενζυμικής υδρόλυσης λόγω του 
μικρότερου κόστους παραγωγής και της μεγαλύτερης δυνατότητας εφαρμογής τους σε 
βιομηχανική κλίμακα σε σχέση με τα απομονωμένα ένζυμα.  
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6. Παράρτημα 

Παράρτημα Α: Χρωματογραφήματα από ανάλυση HPLC για τη μελέτη της επίδρασης 
της αναλογίας των GH11:TtXyn30A στα ενζυμικά κοκτέιλ κυτταρινασών   

Στους παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται τα χρωματογραφήματα ξυλο-ολιγοσακχαριτών που 
ανιχνεύτηκαν κατά τη δοκιμή κοκτέιλ κυτταρινασών (EG7, CBH I, MtBGL3A)7.5mg/g 
βιομάζας, ξυλανασών, ημικυτταρινασών (GH11, TtXyn30A, β-ξυλοζιδάση) 1.5mg/g βιομάζας 
σε διαφορετικές αναλογίες GH11 προς TtXyn30A. Η ανάλυση HPLC για το προσδιορισμό 
των ξυλο-ολιγοσακχαριτών πραγματοποιήθηκε με χρήση του συστήματος DIONEX 
(DIONEX AS-AP, DIONEX ICS-6000 SP, DIONEX ICS-6000DS). Σε κάθε 
χρωματογράφημα παρουσιάζεται το σήμα του ανιχνευτή (nC)  ως προς το χρόνο έκλουσης 
(min) κάθε δείγματος, καθώς διέρχεται από τη στήλη χρωματογραφίας.  H Εικόνα 60 
αναφέρεται σε χρόνο υδρόλυσης της βιομάζας 24h, ενώ η Εικόνα 61 αναφέρεται σε χρόνο 
48h. Όλα τα χρωματογραφήματα είναι εστιασμένα στο χρονικό διάστημα έκλουσης 15-40min 
προκειμένου να είναι ευδιάκριτες οι κορυφές των ολιγοσακχαριτών.  
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Εικόνα A1: Χρωματογράφημα (HPLC) των προϊόντων υδρόλυσης προκατεργασμένου ξύλου οξιάς από 
κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, EG7) και ημικυτταρινασών (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) σε διαφορετικές αναλογίες GH11:TtXyn30A. Στο χρωματογράφημα αναπαριστάται το σήμα 

του ανιχνευτή (Dionex ICS-6000 DS) ως προς το χρόνο έκλουσης κάθε δείγματος από τη στήλη 
χρωματογραφίας. Τα αποτελέσματα αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 24h. 
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Εικόνα A2: Χρωματογράφημα (HPLC) των προϊόντων υδρόλυσης προκατεργασμένου ξύλου οξιάς από 
κοκτέιλ κυτταρινασών (MtBGL3A, CBH I, EG7) και ημικυτταρινασών (GH11, TtXyn30A, εμπορική β-
ξυλοζιδάση) σε διαφορετικές αναλογίες GH11:TtXyn30A. Στο χρωματογράφημα αναπαριστάται το σήμα 

του ανιχνευτή (Dionex ICS-6000 DS) ως προς το χρόνο έκλουσης κάθε δείγματος από τη στήλη 
χρωματογραφίας. Τα αποτελέσματα αναφέρονται σε χρόνο υδρόλυσης 48h. 


